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OZET

SEMAFORIN 3F’NiN ALTIN NANOPARTIKULLERE BAGLANMASI,
KARAKTERIZASYONU, HUVEC VE A549 HUCRE HATLARINDA
ANTI-PROLIFERATIF ETKISININ INCELENMESI

GAMZE TAN
Doktora, Genel Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. MEHMET ALi ONUR
Es Danismani: Prof. Dr. WOLFGANG J. PARAK
Agustos 2014, 141 sayfa

Bu c¢alismada anti-anjiyogenik ve anti-tumoral etkileri olan Semaforin 3F ile
fonksiyonellestirilen altin nanopartikulleri kullanarak normal hiicrelere zarar vermeden
timor mikrogevresindeki anormal vaskuler olusumun durdurulmasi ve tumoral

gelisimin baskilanmasi hedeflenmisgtir.

llag tasima sistemleri igin cok sayida materyal kullaniimasina ragmen altin
nanopartikillerin 6zel bir yeri vardir. Altin toksik olmayan c¢ekirdedi, yuk ve
hidrofobisite gibi ylzey 6zelliklerinin tek katmanda ayarlanabilmesi, birgok terapotik
ajan ve biyomolekulu kararli bir sekilde baglayip biyouyumlu kompleks yapilar
olusturabilmesi gibi 6zelliklerinden dolayr son zamanlarda 6ne g¢ikan ilag ve gen
tasiyicisidir.  Bu nedenle c¢alismada Semaforin  3F’nin  hicresel hedeflere

yonlendiriimesinde altin nanopartikuller kullaniimistir.

Altin nanopartikil sentezi yaklagik 20 nm boyutunda kuresel ve tekil dagihmli
partiktllerin hazirlanmasina olanak saglayacak sekilde optimize edilmistir. Kolloidal
stabilitenin  arttinimasi i¢cin  sentezlenen altin  partikiller polietilen  glikol

heterobifonksiyonel polimer zincirleriyle modifiye edilmistir. Modifiye edilen



partikullerin boyut, sekil ve ylzey o6zellikleri gegirimli elektron mikroskopisi, dinamik
Isik sacilimi, UV-Vis spektroskopi araciligiyla karakterize edilmigtir. Hucre kualtart
calismalarinda temel hicre tipi olarak HUVEC kullaniimigtir. Anjiyogenez
olusumunun baslatiimasi i¢cin uygun VEGF miktari ve endotel hiicre proliferasyonunu
inhibe eden en etkin Semaforin 3F miktari tespit edilmistir. Ayrica A549 hiicre hatti
kullanilarak Semaforin 3F’nin anti-tumoral etkisi gosterilmistir. PEG modifiyeli altin
nanopartikiller kovalent olarak Semaforin 3F ve Bovin Serum Albumin ile
fonksiyonellestirilip, TAMRA floresan boyayla etiketlenmigtir. Biokonjugasyonun
basariyla gergeklestirildigi gecirimli elektron mikroskobu, dinamik 1gik sacilimi, agaroz
jel elektroforezi, UV-Vis ve floresans spektroskopi gibi teknikler kullanilarak
dogrulanmistir. Biyokonjugatlarin hicre igerisine alimi incelendiginde reseptor ligand
etkilesimi sonucunda biyokonjugatlarin basarili bir sekilde hucre igerisinde lokalize
oldugu goérulmustar. Hazirlanan biyokonjugatlarin ve Semaforin 3F’nin VEGF uyarimh
endotel hucre proliferasyonu Uzerine etkileri MTT yontemi kullanilarak
karsilastinimistir. Semaforin 3F ile fonksiyonellestirilen altin nanopartiktller sadece
Semaforin 3F ile karsilastirildiginda endotel hlicre proliferasyonunu daha etkin bir
sekilde azaltmistir. PEG ile modifiye edilen altin nanopartikiller ve biyokonjugatlar

onemli bir toksik etkiye yol agmamistir.

Bu sonuglar, VEGF blokajinin yaninda anti-tumaral etkisi olan Semaforin 3F’nin altin
nanopartikullerle tasinmasi halinde olusturacagi terapotik etkinin geligtirilebilecegini

gOstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Altin  Nanopartikil, Semaforin 3F, Biyokonjugasyon,
Anjiyogenez, HUVEC, Hucresel Alim, Sitotoksisite, Yuzey modifikasyonu.

Vi



ABSTRACT

ATTACHMENT OF SEMAPHORIN 3F ONTO GOLD NANOPARTICLES
ITS CHARACTERIZATION, INVESTIGATION OF ITS
ANTI-PROLIFERATIVE EFFECT ON HUVEC AND A549 CELL LINES

GAMZE TAN
PhD, Department of General Biology
Supervisor: Prof. Dr. MEHMET ALi ONUR
Co-supervisor: Prof. Dr. Wolfgang J. PARAK
August 2014, 141 pages

In this study, it is aimed to inhibit abnormal vascularization around tumor
microenvironment and to suppress tumor growth using gold nanoparticles
functionalized with anti-angiogenic and anti-tumoral Semaphorin 3F without

damaging the normal cells.

While many materials are widely used for drug delivery systems, gold nanoparticles
have a special place. Gold has recently become prominent as a drug and gene
carrier due to its non-toxic core, its ability to form bio-compatible complex structures
by binding various therapeutic agents and biomolecules in a stable way and since its
surface features such as charge and hydrophobicity can be adjusted in monolayer.
Thus, in this study, gold nanoparticles were used for directing the Semaphorin 3F

molecules to cellular targets.

The synthesis process of gold nanoparticles was optimized to enable the preparation
of 20 nm sized spherical and monodisperse particles. Gold nanoparticles were
modified with polyethylene glycol heterobifunctional polymer chains to enhance
colloidal stability. Modified particles then characterized in respect of size, shape and
surface properties by Transmission Electron Microscopy, Dynamic Light Scattering

vii



and UV-Vis Spectroscopy. HUVEC was used as the primary cell type in cell culture
studies. It is determined the optimum amount of VEGF for the initiation of
angiogenesis formation, and the amount of the most effectively Semaphorin 3F,
which inhibit the endothelial cell proliferation. Also anti-tumoral effect of Sema 3F was
also observed on A549 cell line. Polyethylene glycol-modified gold nanoparticles
were covalently functionalized with Semaphorin 3F and Bovine Serum Albumin and
then labeled with TAMRA florescent dye. The accomplishment of bioconjugation
process was confirmed by multifaceted techniques including transmission electron
microscopy, dynamic light scattering and UV-Vis and fluorescence spectroscopy and
agarose gel electrophoresis. Cellular uptakes of bioconjugates were examined and
they had been shown to be successfully localized in the cell as a result of receptor-
ligand interaction. The effects of bioconjugates on VEGF-induced endothelial cell
proliferation were evaluated comparatively by means of MTT method. Gold
nanoparticles functionalized with Semaphorin 3F were observed to reduce
endothelial cell proliferation more effectively compared to Semaphorin 3F only. PEG
modified gold nanoparticles and bioconjugates did not cause any significant

cytotoxicity.

This results shows therapeutic effect of Semaphorin 3F, which has anti-tumoral effect
addition to its capable of VEGF blockage, can be improved in case of carrying it by

Gold Nanopatrticles.

Keywords: Gold Nanoparticle, Semaphorin 3F, Bioconjugation, Angiogenesis,
HUVEC, Cellular uptake, Cytotoxicity, Surface modification.
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1. GIRIS
Yeni damarlarin olusumu olarak adlandirilan anjiyogenez tiumor buylimesinde
anahtar bir rol oynamaktadir. Yapilan ¢alismalar anjiyogenez olmadan tumdral hicre

topluluklarinin oksijen ve gerekli besinlerin yetersizligi sebebiyle en fazla 2-3 mm

capa veya 0,5 mm?3 hacme kadar biyuyebildigini gostermistir [1, 2].

Tumoral bir olusumdan salgilanan anjiyogenez uyarici sitokinler ¢evre endotel
hucrelerini uyararak damar olugumunu baglatir. Anjiyogenik molekdller iginde en
onemlisi ve uUzerinde en ¢ok durulani ise Vaskuler Endotelyal Buyume Faktorudur
(VEGF) [3]. GUnumuzde anti-anjiyogenik tedavilerin esasini da VEGF inhibisyonu
olusturmaktadir. VEGF blokajina dayali olarak gelistirilen tedavi yontemleriyle primer
tumor hucrelerindeki damar olugsumu inhibe edilip timoral dokunun sinirlanmasi

saglanirken genellikle mevcut tumorld dokuya mudahale edilememektedir.

Nanoteknoloji alanindaki gelismelere paralel olarak tasarlanan nanopartikil (NP)
esasl ilag tasima sistemleri sayesinde kanser terapotiklerinin kati tumorlere
hedeflenmesi, retiklloendotelyal sistem (RES) yoluyla fagositotik atilimlardan kacis
yetenegi arttirilarak terapotik etkisinin artmasi saglanmaktadir [4-6] . Teorik kosullar
altinda bu tur tasima sistemleri genellikle tumor cevresindeki kan damarlarindan iceri
sizarak pasif hedefleme yoluyla timér mikrogevresinde birikir [7, 8]. Bunun yaninda
nanoterapdtikler tumoér hedefleme liganlarini igcerecek sekilde fonksiyonellestirilerek,
aktif hedefleme yoluyla tumor hicrelerine baglanip, NP’leri kati tumor igerisine aktif
bir sekilde sabitleyebilir. Hedefli partikll tasiyici sistemlerin kanser ilaglarini sadece
tumoral bolge igerisine birakmasi anti-kanser ajanlarin saglikli organlarda birikmesini
de azaltir. Sonu¢ olarak, bu tasiyici sistemler kanser tedavilerinin guvenirligini ve
bagil etkisini arttirp bdylece terapdtik indeksinin artmasina hizmet eder. Bu agidan
bakildiginda, kanser tedavisinde konvansiyonel tedavilere gore nanoteknolojik

yaklagimlar UstinlUk gostermektedir.

Son zamanlarda kanser biyolojisinde yasanan gelismeler ve yapilan aragtirmalar
Semaforin (Sema) ailesinden 6zellikle sinif 3 Semaforinlerin (Sema 3) VEGF uyarimli
anjiyogenez ve tumor buyumesinin kontrolinde rol oynadigini gdstermigtir [9].

Sema’lar ile etkilestirilen hucrelerde hucre-substrat adezyonunun inhibisyonu ve
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hlcre gogu kadar apoptoz uyarimi gibi ¢ok c¢esitli etkiler gdézlenmigstir [10]. Sema 3’ler
arasindan Ozellikle Sema 3F’nin akciger kanserinde Onemli bir rold oldugu
dusunulmektedir. Yapilan ilk ekspresyon calismalarinda Sema 3F mRNA seviyesi
kanser hicre hatlarinin gogunda azalmistir. Hasta érneklerinde Sema 3F seviyesi
siklikla azalmig, hucre igi lokalizasyonu plazma membranindan sitoplazmaya
kaymistir [11]. Ayrica, in vivo akciger kanser modelinde, Sema 3F'nin integrin ve
MAPK sinyallesme aktivasyonunu bozucu etkileri sayesinde anti-tumoral etkilerinin

oldugu anlasiimistir [12].

Sema 3F’nin anjiyogenezde onemli bir rol oynayan noropilinlere (NRP1 ve NRP2)
baglanirken VEGF ile rekabet etti§i dusunidlmektedir. Bu nedenle Sema 3F
reseptorleri olan NRP-Pleksin (PLXN) ile kompleks olusturdugunda diger molekuler
yollari da calistirarak VEGF1e5'in reseptorine baglanmasini engelleyebilir ve bu

sekilde endotel hucre proliferasyonunu azaltabilir [13].

Bu calismada, anjiyogenezin engellenmesi igin tasiyici olarak secilen AuNP’lerin
Sema 3F ile fonksiyonellestirimesi sonucunda VEGF aktivitesinin engellenmesine
dayal bir yaklasim benimsenmistir. Literatirde hem Sema 3F hem de AuNP’ler ile
kanser Uuzerine ¢ok sayida calisma bulunmasina ragmen AuNP’ler ile
fonksiyonellestirilen Sema 3F’nin anjiyogenezi daha etkin bir sekilde engellenmesi

mevcut ¢alismanin 6zgun yanini olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Gunumuzde ciddi hastaliklarin basinda gelen kanser ABD Ulusal Kanser Enstitusu
(NCI) kanser terimleri s6zlGgune gore, normal olmayan hucrelerin kontrolsiiz olarak
bolunmesi ve gevre dokulari istila etmesiyle olusan hastaliklar igin kullanilan bir terim
olup, hucresel ve gevresel kontrolden kagan genetik ve epigenetik degisikliklerin
ilerleyici birikimi sonucunda ortaya gikan karmasik bir hastaliktir [14]. Malign timor ya
da neoplazm olarak da ifade edilen kanserin en 6nemli 6zelligi abnormal hlcrelerin
olagan sinirlarin otesinde buyumesi ve hizli ¢ogalmasi sonucunda metastaza
ugramasidir. Kanser hucrelerinin  bulundugu yerden vicudun diger doku ve
organlarina dogru yayllmasi anlamina gelen metastaz, kansere bagli olumlerin temel

nedenidir.

GLOBOCAN, Dinya Saghk Orgiuti (WHO) destedi ile Uluslararasi Kanser
Aragtirmalari Kurumu (IARC) tarafindan 184 Ulkede ulusal ¢ercevede temel kanser
tiplerinin insidans, mortalite, prevalans degerlerine iligkin istatistiki bilgiler ve
tahminler elde etmek amaciyla yudratilen bir arastirma projesidir. GLOBOCAN
verilerine gore 2012 yilinda dunya genelinde deri disinda kalan toplam 14,1 milyon
yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon kansere bagli 6lum olmustur. Kanser artis
hizinin devam etmesi durumunda, dinya nUfusunun artisina ve nufustaki
yagslanmaya da bagli olarak 2035 yilinda toplam 24 milyon yeni kanser vakasi ve bu
vakalara bagh olium sayisinin 14,6 milyon olacagi tahmin edilmektedir (Sekil 2.1).
IARC tarafindan yayinlanan kuresel kanser istatistiklerine gore 1975 yilinda 5,9
milyon [15], 2002 yilinda 10,9 milyon [16], 2008 yilinda 12,7 milyon [17] ve 2012
yilinda 14,1 milyon yeni kanser vakasi gorulmustur. Yillara gére vaka sayisindaki
artis dikkate alindiginda artan insidans egilimiyle 2035 yili i¢in yapilan kanser

tahminlerinin dnceki yillarda yapilanlar ile paralellik gosterdigi gortlmektedir.
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Sekil 2.1. Yillara goére kanser insidans ve mortalite tahmini (GLOBOCAN 2012)
GLOBOCAN 2012 dunya kanser istatistigine gore deri disinda kalan kanser turleri
yasa gore standardize edilmig insidans hizlari acisindan degerlendirildiginde Turkiye
diger gelismis ulkelerden daha iyi durumda olsa da halen Dunya ortalamasinin

ustinde bir kanser yayilim hizina sahiptir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Dinya kanser istatistigin

disinda kalan kanserler



Her iki cinse gore farkhlik gdstermekle birlikte genel olarak Dinya’da en sik gorilen
kanser tipleri Sekil 2.3 ‘te gosterilmektedir. GLOBOCAN 2012 yili verilerine gore,
erkeklerde en sik gorulen 5 kanser tipi sirasiyla akciger, prostat, kolon, mide ve
karaciger iken kadinlarda meme, kolon, akciger, serviks uteri ve mide en sik gorulen
kanser tipleridir.
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Sekil 2.3. Dunyada en yaygin gorulen kanser tipleri i¢in insidans ve mortalite
degerleri (GLOBOCAN, 2012)

Akciger kanseri deri hari¢ tum kanser vakalarinin %13’Unu ve kansere bagh 6lumlerin
%19,4’Unu olusturmaktadir. Her yil dinya genelinde yaklasik 1.8 milyon akciger
kanseri vakasindan 1.6 milyonunun 6limle sonuglanmasida akciger kanserinin ciddi
bir hastalik ve en dlumcul kanser tipi oldugunu gostermektedir. Kisacasi, hastalik
yuku, olduraculugu ve insidans artig egilimi ile “Akciger Kanseri” énemli bir saglik

problemidir.

Anjiyogenez, solid timdrlerin biyume ve yayilmasinda dnemli bir adimdir ve kansere
bagh olimlerin %85'inden fazlasinin nedenidir [18]. Son vyillardaki ¢alismalar
anti-anjiyogenik tedavinin tumor kaynakh olusan damarlar azaltip, geride kalan

vaskuler yapilart ve tumor mikrogevresinin iglevlerini normalize edebildigini
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goOstermigstir. Aslinda anti-anjiyogenik tedaviler, 40 yil 6nce kanser tedavisi igin yeni
bir hedef olarak onerilmistir. 1971'de Judah Folkman tarafindan ileri surilen orjinal
hipotezden bu yana anjiyogeneze aracilik eden faktorler, bu faktorlerin hlcresel
hedefleri ve sinyallesme vyollari, sitokin ve reseptdér inhibitérlerinin ¢odu tespit
edilmistir [19]. Son vyillarda blyluk o&lgide ilerleyen nanoteknoloji sayesinde
anti-anjiyogenik tedavi, kanser igin daha da umut verici bir yaklasim haline gelmistir
[20]. Goruntuleme, algilama, ilag tasima ve hedefleme gibi biyomedikal uygulama
alanlarinda kullanilacak gelismis ve multi-fonksiyonel NP’lerin tasarim ve dretim
calismalari halen sirmekte ve bu alandaki gelismeler anti-anjiyogenik tedavilerin
etkinliginin arttinimasi igin yeni firsatlar sunmaktadir. Bununla birlikte, kanser
tedavileri igin terapotik ozellikli hibrit NP’lerin geligtiriimesindeki en blyuk zorluklardan
birisi de kanser hucrelerince hucresel alima olanak taniyacak ligandlarin
kesfedilmesidir [21].

2.1. Vaskiilogenez ve Anjiyogenez

Normal bir dokunun fonksiyonlarini surdurebilmesi, kan damarlarindan yeterli
dizeyde oksijen ve besin temin edebilmesine baghdir. Kan ve lenfatik vaskuler
sistem, akiskanlarin ve gesitli sinyal molekillerinin sirkilasyonunu saglayarak, her
organa ve dokuya nufuz edip, hlicrelere oksijen ve besin saglar [22]. Vaskiiler sistem

aynl zamanda uzak organ ve dokular arasinda temel iletisim sistemi olarak da gorev

yapar.

Gelisim sureci boyunca kan damarlari temel olarak iki yolla olugsmaktadir;
vaskllogenez ve anjiyogenez. Gelisimin erken safhasinda (fare embriyo modelinde
yaklasik 7.gun) ekstraembriyonik endoderme bitisik mezodermde Yolk kesesi
Uzerinde mezankimal hicrelerin merkezde toplanmasiyla kan adaciklari olusur [23].
Pluripotent embriyonik 6nclu hucrelerden kdken alan hemanjiyoblast hucreleri, kan
adaciklarinda hematopoetik hicrelere ve anjiyoblastlara farklilagir. Vaskulogenezde,
vaskuler oncu hucreler olan anjiyoblastlar vaskularizasyon bolgelerine go¢ ederek
endotel hicrelere farkhlagir. Endotel hiicreler gogalip birleserek éncil damar yapilari
olan primer kapiller pleksusu olusturur. Kapiller pleksustan yeni damar yapilari
filizlenir ve dallanir [24, 25]. Anjiyogenez ise mural hucrelerdeki filizlenmeler ve bu

filizienmelerin stabilizasyonuyla ilgilidir. Anjiyogenezde kollateral gelisim, arteriyel



aglar arasinda Kkollateral kopruleri olusturacak sekilde var olan damarlarin
genigleyerek blyumesi seklinde seyreder [24]. Ozetle, vaskilogenez endotel
progenitor hucrelerden primer damarlarin olugsumu; anjiyogenez ise mevcut primer
damarlardan dallanma sonucu yeni damar olusmasi surecidir [26]. Vaskllogenez,
agirlikli olarak embriyonik gelisim sirasinda gorulurken anjiyogenez embriyonik
gelisimin yani sira yetigkinlerde de gorulir. Neovaskularizasyon olarak da bilinen
anjiyogenez, vucutta fizyolojik olarak yara iyilesmesi, embriyogenez, menstruel siklus

vb. durumlarda s6z konusudur [27, 28].

2.1.1. Tumor Anjiyogenezi

Kanser hastalarinda tedavinin yetersiz olmasinin en buyuk nedeni timaor invazyonu
ve metastazdir. Metastaz, primer tUmorin en erken olusum evresinden itibaren
baslar ve zaman iginde tumaor bliyumesine paralel olarak geligir. Artan timoral hicre
proliferasyonu ve bunun sonucunda timorli dokuda meydana gelen oksijen ve glikoz
ihtiyaci anjiyogenez olusumunu tetikler [29-35]. Yapilan c¢alismalar, anjiyogenez
olmadan timaral hiicre topluluklarinin en fazla 2-3 mm c¢apa veya 0,5 mm? hacme
kadar buylyebildigini gostermigtir. Avaskuler tUmor dokularn bu buyuklige kadar
difizyon ile beslenebilirken bu blyukllikten sonra kan damarlari ile perfiizyona ihtiyag
duymaktadir [36]. Bu nedenle anjiyogenez olusumu timorlerin blylimesi ve

yayllmasi i¢in ok dnemlidir.

Anjiyogenez, blyume faktorleri ve pro-anjiyogenik sitokinler gibi uyarici faktorler ile
inhibe edici faktorler tarafindan siki bir denetim altindadir (Sekil 2.4). Anjiyogenik
uyaricilar ve inhibitorler arasindaki dengesizlikler kanser, artrit, diyabetik retinopati,
sedef hastalidi, obezite, astim, ateroskleroz, enfeksiyon hastaliklari, kalp ve beyin
iskemisi, norodejenerasyon, hipertansiyon, pre-eklampsi, solunum sikintisi,

osteoporoz ve diger birgok hastalik gibi ¢esitli patolojiler ile sonuglanabilir [27].
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Sekil 2.4. Anjiyogenezi tetikleyen ve 6nleyen faktorler

Tumoral olugumlarda anjiyogenez dengesi uyaricilar lehine bozulur. Anjiyogenez
sureci oncesinde, artan oksijen ihtiyacina baglh olarak tumoral dokular platelet
biyime faktoéri (PDGF), fibroblast bluyume faktérd (FGF), vaskuler

endotelyal buyume faktéri (VEGF) gibi bayume faktorlerini salgilar. Bu molekdllerin

kaynakli

salinmasi ve endotelyal hicre yuzeyindeki reseptorlere tutunmasinin ardindan

endotelyal gelisim ya da olusum baslar (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Timoral anjiyogenez sureci [37]



Anjiyogenez olusum evreleri genel itibariyle asagidaki sekilde gelismektedir [23].

e Mevcut damarlarin geniglemesi, vaskuler gegirgenligin artmasi ve

ekstrasellliler matriksin (ECM) yikilmasi.
e Bulyume faktdrlerinin etkisiyle endotel hiicre proliferasyonu ve migrasyonu.

e Endotel hicrelerinin geritler halinde uzanmasi ve limen olusumu (Kapiller tlp

formasyonu)
e Vaskuler endotelyumun yerel ihtiyaglarini karsilamak igin farklilagmasi.

e Yeniden modellenen damarlarin arter ya da ven formasyonu olusturacak

sekilde duzenlenmesi ve kompleks, islevsel damar aginin olugsumu.

Kanser tani ve tedavisinde anti-anjiyogenik hedefli tedavi yontemlerini gelistirmek ve
terapétik ajanlar tasarlamak igin normal dokular ile kanserli dokular arasindaki farki
anlamak ¢ok onemlidir. TUmor anjiyogenezi sonucunda olusan vaskuler ag yapisi
organizasyon, yap! ve iglev olarak benzerlerinden 6nemli dl¢cude farkhlik gosterir [38].
Normal hicre ve dokularda damar dizilis ve yayiligindan farkli olarak tiumorlu
dokularda kan damarlari elastik ve vaskuler arter- arteriol- kapiller- postkapiller,
venul- ven gibi hiyerargik bir dizende olusmak yerine duzensiz araliklar ve yapisal
olarak da heterojen bir dagihm gdsterir [29]. Plazma ve plazma proteinlerine kargi
yuksek gecirgenlikte olan bu damarlar, daha az perisit igerip, aktif olarak boélinen
endotel hucrelerinden meydana gelmektedir. Tumor stromasinin diger bilesenleri de
normalden farklidir. Bu farkliliklar; plazma proteinleri bakimindan zengin interstisyel
sivi miktarinda artis, normalde yetiskin stromasinda bulunmayan fibrin, tenaskin ve
fibronektinin fetal formu gibi yapisal proteinler; anormal proteoglikan; degisken sayida
inflamatuar htcreler vb. gibidir. Ayrica bu hicreler ylzeylerinde pek ¢ok blyime
faktorl reseptorleri tasir [29]. Normal dokularin damar ¢eperlerinde 9 nm sikhginda
surekli gozenekler ve seyrek olarak 50 nm’lik gézenekler bulunur [39]. Bununla
beraber tiumorla dokular yaklasik 100 nm’lik gdzenekleri olan dizensiz kapiller
duvarlara sahiptir. Ayrica bu sureksiz kapiller duvarlar bazal laminaya sahip dedgildir.
TUumorlh dokular yabanci maddeleri uzaklastirmak icin lenfatik sistemden yoksundur
[40]. Bu nedenle bir kez tumorli dokuya penetre olan maddeler oradan kolay kolay

uzaklastirilamaz.



2.1.2. Anti-Anjiyogenik Tedavi Yaklagimi

Anti-anjiyogenik tedavi yaklasiminda timor gelisimini ve metastazi baskilamak
amaciyla tumoral bolgedeki vaskuler gelisimin durdurulmasi hedeflenir. Kansere
kargi anti-anjiyogenik tedavideki arastirmalarin baglangic noktasi 1971 yilinda
Folkman'in 6ne surdugu yaratici hipoteze dayanir. Folkman, tumoral gelisim igin
tumor vaskdilarizasyonunun 6énemini vurgulayarak, bir timoérin giderek artan kan
akisi kesilirse, tumorun buyumesinin durdurulabilecegini hatta yok edilebilecegini ileri

surmastar [41].

Onkoloji'nin en etkin alanlarindan biri olan tUmor anjiyogenezi, mevcut damarlarin
yan ve ug¢ kismindan filizlenen yeni damarlarin kombinasyonuyla oldugu kadar
periendotelyal hucreli mevcut damalarin boyuna bolunmesi ya da prekapiller damair,
arteriyol ve kapillerin dallara ayrilmasiyla karakterize edilir [42]. Patolojik
anjiyogeneze karsi genel olarak iki tip anti-anjiyogenik tedavi yontemi
benimsenmektedir [43]. Bunlardan ilki, endotel hucre proliferasyonun, migrasyonunun
ve farklilagsmasinin engellenmesi yoluyla timér uyarimli neovaskilarizasyonu inhibe
eden anti-anjiyogenik ajanlarin kullaniimasidir. ikincisi ise timér iskemi ve yodun
hemorajik nekroza yol acacak sekilde mevcut kan damarlarinin hizli ve segici
tikanikhdina neden olan anti-vaskuler ajanlarin kullanimidir. Bu yontem hentz klinik
Ooncesi asamada gelisimini surdurmekte olmasina karsin, in vivo kosullarda kati
tumorlu sicanlara uygulanan anti-vaskuler hedefli terapotikler karakteristik bir nekroza

yol agmigtir [44].

Patolojik anjiyogenez basta kanser olmak Uzere kollajen doku hastaliklari, retinopati
ve psoriasis gibi hastaliklarda siklikla rastlanan bir durumdur. Bu nedenle kan
damarlarinin nasil olustugunun anlasilmasi ve bu suregteki temel mekanizmalarin
aciga cikarilmasi, basta kanser olmak Uzere anjiyogenez bagimli birgok patolojik
durum igin terapdtik secenekler saglayip, bu hastaliklar sonucu ortaya ¢ikan mortalite
ve morbidite oranini dusurecektir. Anjiyogenezde rol alarak bu sureci inhibe edici
veya uyaricl etkisi bulunan molekulerin kisa bir stire 6nce bulunmus olmasi, bu

molekullerin terapdtik uygulamalarda kullanilmasi konusunda ilgiyi arttirmakla birlikte,
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bu konuda temel arastirmalardaki yetersizlikten dolayi klinige yonelik uygulamalarin

halen baglangi¢ asamasinda oldugu gorulmektedir.

2.2. VEGF ve Reseptorleri

Anjiyogenik molekuller icinde en onemli olani, vaskuiler sizintilara yol agtigi icin
baslarda vaskuler gecirgenlik faktori [45] olarak tanimlanan fakat daha sonra endotel
hlcreleri Gzerinde mitojenik etkisinin oldugunun anlasiimasiyla VEGF adini alan gen
ailesidir [46]. Aslinda bu durum biraz aligilmigin disindadir; ¢inka VEGF diger
bayime faktorlerinin aksine hem vaskuler gecirgenligi hem de endotel hucre
proliferasyonunu arttiran bir baylime faktoradar. Yaklasik olarak 40-45 kDa molekuler
agirhga sahip olan VEGF, homodimerik glikoprotein yapisindaki heparin baglayan bir
blyume faktort olup, 6p21.3 gen bdlgesinde lokalize olmaktadir [47]. VEGF, sistein
digumli PDGF ailesine mensuptur [48]. Hlcre digina salgilanan glikoproteinlerden
olan VEGF ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasental

Blyume Faktori (PIGF) alt siniflarindan olugsmaktadir.

VEGF-B kalp hari¢ ¢ogu dokuda zayif anjiyogenik 6zellik géstermektedir [49, 50].
Kalp, iskelet kasi ve pankreasta fazlaca bulunup, parakrin benzeri davranarak hiicre
disi matriks degradasyonu, hucre adezyonu ve gogu gibi endotel hicre
fonksiyonlarini duzenler [51]. VEGF B ayni zamanda okiler noérodejeneratif
hastaliklar ve darbeye bagl néron hasari durumlarinda apoptozu inhibe edici 6zelligi
nedeniyle néronlar Uzerinde koruyucu bir rol Ustlenir [52]. Ayrica VEGF-B ‘nin gevre
dokularin enerji istegine bagh olarak kandan endotel hicreleri vasitasiyla uzun zincirli
yag asitlerinin alinmasi suretiyle yag asidi birikiminde rol oynadigi belirlenmigtir [53].
Bununla birlikte tUumor gelisimde ve kan damarlarinin olusumundaki rolu yeterince

anlasilamamistir [54, 55].

VEGF-C ve VEGF-D lenfatik endotelyal hicreler igin mitojenik faktdr olarak etki
etmektedir. Tirozin kinaz reseptorleri vasitasiyla lenfatik endotel hicrelerin hayatta
kalimini arttirmaktadir [56-58]. Ayrica VEGF-C mevcut lenf damarlarinda hiperplaziyi
uyarmaktadir [55]. VEGF-E ise yapisal olarak VEGF-A'ya benzeyen viral
homologlardir. Bu VEGF tlrd insanlarda goérulmez. PIGF, VEGF-A’ya bagl endotel

hicre gogalmasini induklerken tek basina zayif mitojenik etki géstermektedir [59].
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VEGF-C ve VEGF-D spesifik olarak lenfanjiyogeneze katilirken, VEGF-A
anjiyogenezde rol almaktadir [55]. VEGF'ler arasinda en ¢ok bilinen ve anjiyogenez
ile olan gucli iligkisi nedeniyle anti-anjiyogenik tedavilerin ¢oguna hedef olan
VEGF-A yara iyilesmesi, embriyogenez, kan basincinin surdurulmesi gibi 6nemli
fizyolojik surecgler kadar kanser gibi anjiyogeneze bagli cesitli patolojilerle de
iliskilendiriimektedir [60]. Bu nedenle VEGF denildiginde akla ilk olarak VEGF-A
gelmektedir. Kan damarlarinin i¢ tabakasinda siralanan endotel hucrelerinin
proliferasyonu, hayatta kalimi, migrasyonu ve gegcirgenligini arttiran VEGF-A onemli
bir pro-anjiyogenik sinyal molekuludur [61]. Ayrica VEGF’ler arasinda hipoksi
durumunda transkript edilen ve anjiyogenezde temel uyarici faktérlerden olan HIF-a

ile upregule olan tek VEGF Uyesidir.

VEGF-A'nin insanlarda tanimlanan ve VEGFi2i’den VEGF206'a degisen 9 farkli
izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlar sirasiyla; VEGFi121, VEGF145, VEGFua4s,
VEGFi162, VEGF165a, VEGF1656, VEGF183, VEGF189, VEGF206" dir. VEGF izoformlari
VEGF geninin 7 intronla ayrilan 8 eksonunun alternatif degisimleri (alternatif kesim)
ve buna bagdli olarak aminoasit sayisinda olusan farkliliklarin bir sonucudur [59, 62].
En ¢ok bilinen izoformlar VEGF 121, VEGF165, VEGF1s9, VEGF206'dlIr.

VEGF-A izoformlari, icerdigi aminoasit sayisi kadar heparine badlanma 6zelligiyle
buna bagli ¢bézinebilirik ve difize olma durumlari agisindan da farklilk
gostermektedir. 1-5 eksonlari tarafindan kodlanan aminoasitler tim izoformlarda
korunurken, alternatif degisimler ekson 6, 7 ve 8' de olugsmaktadir [63] (Sekil 2.6a).
VEGF’in VEGFR’lere baglanma bdlgelerinin ekson 2-5’te kodlandidi bildirilse de [60]
spesifik olarak VEGFR1 (Flt-1) baglanma boélgesi ekson 3, VEGFR2 (Flk-1/KDR)
baglanma bdlgesi ise ekson 4’te kodlanmaktadir [63, 64]. Ekson 6 ve 7 reseptore
baglanimi ve ¢o6zunurligu etkileyen iki heparin-baglanma bdlgesini kodlamaktadir.
Bilindigi gibi VEGF’ler heparin baglayici bdlge ile hiicre digi matrikse baglanir [59].
Bu eksonlardan o6zellikle ekson 6'y1 kodlayan VEGFi4s, VEGFiss VEGF206 gibi
izoformlar hiicre ylzeyine sikica baglanmistir. Heparin baglanma bdlgeleri agisindan
yetersiz ya da bu bdlgelerden yoksun olan bu izoformlar (VEGFi121 ve kismen

VEGF165) bazal membranda yer alan heparin ya da heparan sulfat proteoglikanlara

12



baglanmadidi icin kan damarlarina diffize olabilmektedir [55, 65]. Bununla birlikte,
sadece ekson 6'dan yoksun olan VEGFies orta derecede, ekson 6 ve 7'den yoksun
olan VEGFi21 yuksek derece diffuize olmaktadir [66]. Ayrica VEGF121 ve VEGFiss
¢6zlnebilir izoformlardir. Dolayisiyla bu VEGF-A izoformlari daha fazla timoér

olusturucu ve anjiyogenik ozelliklidir.

VEGF Ailesi izoform Eksonlar (a)

206 | 1-5 [ 6aJ6b[7a | 7b | 8a |
189 | 1-5 [ 6a [7a [ 7b | 8a |
183 | 1.5 [ 6a [7a | 7b | 8a |
165a | 1.5 [7a | 7b [ 8a |

VEGFA 165b | 1.5 [7a | 7b | 8b |
162 | 1.5 [ 6a | 6b | 8a |
148 | 1.5 [7a_}
145 | 1.5 [ 6a [ 8a |
121 | 1.5 [8a |

Eksonlar

1 2 3 4 5 6 7 8
— I I I | I I I —
5'UTR I // 3'UTR
VEGFR1 VEGFR2 Heparin NRP
baglanma baglanma baglanma baglanma
bblgesi bdlgesi bélgesi bélgesi

Sekil 2.6. insan VEGF-A proteininin gen yapisi. a.) VEGF izoformlarinin ekson
yapisinin sematik gosterimi. b.) VEGF-A proteininin heparin ve reseptoérlere

baglanma bdlgeleri

VEGFi6s5 izoformu aslinda bir gecis bolgesindedir. Hem ¢6zunup, difflze olabilen
hem de heparine ve ekstraselliler matrikse (ECM) baglanabilen izoform’dur. Biyolojik
aktivitesi VEGFi21'e gbre daha yuksektir. Calismalar, anjiyogenezde ana roll

oynayan izoformun VEGFies oldugunu goéstermektedir [60].

Vaskuler endotel hucrelerine yluksek afinite goésteren VEGF’ler, endotel hicre
yuzeyindeki VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3 (Flt-4) olmak Uzere U¢ tane tirozin kinaz ve
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iki tane noropilin (NRP1 ve NRP2) reseptdriine baglanarak etkisini gosterir. Ayrica,
heparan sulfat proteoglikanlar (HSPG'ler) heparin baglayici VEGF'lerin VEGFR2 ve
NRP yardimci reseptorleri ile sinyallesmesini duzenler [67]. VEGFR’lerin ortak
Ozelligi, yedi tane ekstrasellliler IgG (immunoglobulin Gst ailesi) bdlgesi, bir tane
transmembran bolgesi ve kinaz ekleme bolgesiyle bolunmus tirozin kinaz bolgesine
sahip olmalaridir. Kisaca, VEGFR’ler IgG benzeri ekstraselliler bolgeye sahip olup,

tirozin kinaz aktivitesi gosterirler [68].

180 kDa'lilk transmembran proteini olan VEGFR1 VEGF-A, VEGF-B ve PIGF'nin
tirozin kinaz reseptorudur. 200-230 kDa molekul agirhgina sahip VEGFR2 VEGF-A,
VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E reseptorudur. 170-195 kDa molekul agirliginda
glikozile bir protein olan VEGFR3 VEGF-C ve VEGF-D’nin reseptoridir (Sekil 2.7).
VEGFR1 ve VEGFR2 baslica vaskuler endotel hucreleri Uzerinde bulunurken
VEGFR3’Un ¢ogunlukla lenfatik endotel hicrelerinin Gzerinde bulunmasi VEGFR1 ve
VEGFR2'nin kan damarlarinin, VEGFR3’Un ise lenf damarlarinin olusumunda rol
oynadigini gostermektedir. VEGFR1, VEGF’e daha yiksek afinite gosterse de, VEGF
uyarimi sonrasi VEGFR2'ye gore daha dusuk tirozin kinaz fosforilasyon aktivitesi

gostermektedir [69].

Yaklagik 120-140 kDa agirligindaki Noropilinler (NRP) VEGF igin tirozin kinaz
olmayan yardimci bir transmembran reseptorudir. NRP’ler U¢ ekstrasellller bdlge
(ala2, b1b2 ve c), bir transmembran bdlge ve bir intrasellller bélge olmak Uzere 5
farkli bolgeden olusan hicre membranini kateden tekli transmembran glikoprotein
yapisindadir [70]. a1a2 bolgesi tipik olarak Sema 3’ler ile baglanirken, b1b2 bdlgeleri
VEGF ailesinin Uyelerine baglanmaktadir [71]. Baglangi¢cta NRP'lerin VEGF-A'nin
ekson 7'de kodlanan boélgesine baglandigi bildiriimis, fakat daha sonra NRP
baglaniminin tim proanjiyogenik VEGF-A izoformalarinda bulunan ve ekson-8'de
kodlanan bdlgede gergeklestigi raporlanmistir. Yapilan son c¢alismalar, VEGF'de
ekson 8 tarafindan kodlanan C ucundaki Arjinin’in NRP’ye yuksek afiniteyle
baglanimi icin son derece gerekli oldugunu ortaya koymakla birlikte, ekson 7’de
bulunan heparin baglanma bdlgesinin de NRP1-b1 bdlgesiyle kompleks olusturarak
NRP baglanimina fiziksel olarak katki sagladigini gostermistir [72]. NRP’ler VEGFR1,
VEGFR2 ve VEGFR3 reseptorlerine baglanarak VEGF sinyallerinin donusimuana
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saglar. Ayrica VEGF’nin VEGFR2'ye baglanma etkisini de arttirmaktadir [73].
Bununla birlikte, VEGFA ailesi NRP2'ye nazaran NRP1'e daha yuksek bir afinite
gosterir. NRP1 VEGF-Aiss, VEGF-B, VEGF-E ve PIGF ile baglanirken; NRP2
VEGF-As5, VEGF-A145, VEGF-C ve PIGF ile baglanmaktadir [74]. NRP’lerin
VEGFR’lerle olan iligkisine gelince NRP1’in VEGFR1 ve VEGFR2 [75, 76], NRP2’nin
ise VEGFR1 ile kompleks olugturdugu bilinirken, son c¢alismalar NRP2'nin ayni
zamanda VEGFR2 ve VEGFR3 ile etkilesim kurarak endotel hucrelerinin hayatta

kalimini ve hiicre migrasyonunu arttirdigini goéstermistir [77].

(VEGFA>
P — VEGF
(VEGF A VEGF © o
(VEGF B VEGF D’ (VEGF © _/B‘j—z-s ekson
CPIGF VEGF B VEGFD g

S Tirozin
) ) \I Kinaz FaNraN FANaN
W ON N . A -

NRFP 1 VEGFR1 NRP2

Anjiyogenez Anjiyogenez Anjiyogenez
Lenfanjiyogenez Lenfanjiyogenez

Sekil 2.7. VEGF sinyalizasyon kompleksleri

Vaskulogenez, anjiyogenez ve endotel hiicre gelisiminde aktif bir bliylime faktéru
olan VEGF, endotel spesifik mitojenik faktor olarak hareket ederek hicre
proliferasyonunu uyarir, hicre migrasyonunu kolaylastirir, apoptozu inhibe eder ve
kan damarlarinin gegirgenligini arttirir. VEGF ayrica kan damarlarinin olusumuna yol
acan diger bircok buyime faktorinin Uretimini ve aktivitesini indikler. Bununla
birlikte, kan damari olusum, bakim ve gecirgenliginin VEGF sinyalleri ile

dizenlenmesi ayni zamanda terapdtik mudahaleler igin potansiyel bir hedef de
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saglamaktadir. Bu nedenle gunumuizde, timor anjiyogenezinin sinirlandiriimasindaki

en oturmus yaklasim VEGF sinyal yollarinin blokajidir.

2.3. Semaforin Protein Ailesi ve Reseptorleri

Sema’lar, néron yonlendirme araci oldugu aksonal buyume konilerini hicresel iskelet
F-aktinlerinin depolimerasyonu ile yikmasi ve aksonlara uyguladigi geri-itme hareketi
ile ortaya ¢cikmigtir. Bu ayni zamanda kollapsin olarak da adlandiriimasina neden
olmustur [78]. Baslangigta sadece sinir sisteminin olusumunda akson yonelimi ve
blyume konilerinin yikiminda rol oynadigi belirlense de [79, 80] Sema’lar sinir sistemi
disinda da oldukga yaygin olarak eksprese edilmektedir. Son zamanlarda Sema gen
ailesinin kalp ve iskelet gelisimi [81], hiicre migrasyonu [82], vaskuler endotel hiicre
hareketliliginin kontroli ve kan damarlarinin dallanma morfogenezi [83], tUumor
gelisimi ve metastaz [84, 85], apoptoz baslatimi [86], immin yaniti ve

immunomodulasyon [87-89] sureclerinde rol aldigi anlasiimistir.

Sema’lar hem salgilanan hem de membrana bagl Uyelerden olusan yaklasik 30’dan
fazla Uyeye sahip olduk¢a genis bir gen ailesidir. Bu genler yapilarina gére 8 sinifa
ayrilir. Sinif 1-2 omurgasizlarda, sinif 3-7 omurgallarda ve son olarak V olarak
adlandirilan sinif 8 viraslerde bulunmaktadir. Sinif 5 Sema’lar hem omurgalilarda

hem de omurgasizlarda gorilmektedir (Sekil 2.8).

Omurgasizlar Omurgalilar Virtsler
I I L
[0 Sema boligesi
[0 PSI bélgesi
Semaforinler @ Immunoglobulin déngust
O Temel bélge
gg Trombospondin
tekrar dizileri
£ GPlbaglayicisi
Sitoplazma
Sinifi 1 2 5 3 4 5 6 7 8
Uyeleri (A-B) (A-B) (C) (A-G) (A-G) (A-B) (A-E) (A) (AB)

Sekil 2.8. Semaforin ailesi Uyeleri ve yapilari
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Tam Sema’lar yaklasik 500 aminoasitten olusan ve sistein agisindan zengin bir
ekstraselliler bdlge olan Sema bolgesine ve PSI (Pleksin-Sema-Integrin) olarak
adlandirilan sistein bakimindan zengin bir protein baglanma bolgesine sahiptir [90-
92]. Sema bdlgesi a-integrinlerin yapisina benzer 7 uglu bir B pervane deseni
olusturur. Bu bdlge reseptorlere spesifik olarak baglanma saglayan ve sinyallesme
icin gerekli olan bir bdlgedir. Sinif 1, 4, 5, 6 ve 7 Sema’lar membrana bagli
(transmembran ya da glikozil fosfatidilinositol (GPI) aracigiyla membrana bagl) iken
sinif 2, 3 ve 8 salgilanan Sema’lardir. Ayrica ¢ozunen proteinleri olusturmak Uzere
membrana bagh bazi Sema’lar proteolitik olarak ikiye ayrilmakta, bu durum daha
fazla gesitlilik yaratmaktadir. Omurgalilarda salgilanan tek Sema sinifi olma 6zelligini
tasiyan Sema 3’ler reseptére baglanmasi icin gerekli olan temel bdlge olarak da
adlandirilan C terminal bolgesiyle ayirt edilir. Omurgali Sema siniflarindan membrana
bagh sinif 4-7’ler immunoglobulin benzeri bolgeler (sinif 4), trombospondin tekrar
dizileri (sinif 5) ya da Glikofosfatidilinositol (GPI) (sinif 7) baglayicisiyla birbirlerinden
ayirt edilir [93].

NOROPILIN PLEKSIN

Y.y CUB boigesi

al Semaforin
a2 baglanma bolgesi FV/FVIII bolgesi

b1 VEGF Q MAM bélgesi
b2 baglanma bolgesi

[0 Sema bolgesi
£3 PSlbolgesi
o8 IPT bolgesi

NRP1 NRP2 0 caP bolgesi

Pleksin A Pleksin B Pleksin C  Pleksin D

GTPaz badlanma
(1-4) (1-3) (1) ) O boigesi s

PDZ bélgesi-
baglanma ucu

Sekil 2.9. Semaforin reseptdrleri olan Noropilin ile Pleksinin siniflari ve yapilari

Sema’lara karsi yUksek afinite gosteren iki reseptor sinifi vardir; Pleksin (PLXN) ve
NRP. insanlarda PLXN’ler A, B, C ve D olmak lizere 4 alt sinifa ayrilmigtir.
Omurgalilarda tum alt siniflar eksprese olurken, omurgasizlarda 6zellikle de sinir
dokuda eksprese edilen yalnizca iki PLXN geni vardir [94]. PLXN Sema’lar gibi PSI
ve ekstraselliler Sema bdlgelerine sahiptir. Sinif 4-7 Sema’larin ¢ogu PLXN’e

dogrudan baglanmakta ve PLXN aracili sinyal donisimunu aktive etmektedir.

17



NRP’ler sadece omurgalilarda eksprese edilmektedir. Tek acikh transmembran
glikoprotein olan NRP’ler, a1/a2 olarak adlandirilan iki ekstrasellliler tamamlayici
bilesen (CUB bdlgesi), b1/b2 (FV/FVIII) koagulasyon faktoéri ve son olarak C bolgesi
olarak adlandirilan meprin benzeri MAM alanina sahiptir [94-96] (Sekil 2.9). NRP1 ve
NRP2 baslangicta Sema 3’lerin alt ailesine ait akson ydnlendirme faktorleri icin
néronal hiicre ylzey reseptorleri olarak tanimlanmistir. Daha sonra NRP’lerin spesifik
heparin baglayici VEGF formlariyla kompleks olusturdugu ve endotel hicrelerinde
yaygin olarak eksprese edildigi bulunmustur. Bu bulgular NRP’nin anjiyogenez
modulasyonunda gorevli oldugu fikrini giglendirmigtir. NRP’ler VEGFR2 ve VEGFR3
tirozin kinaz reseptorlerinin aktivasyonu yoluyla sinyal doniusimunu kolaylastirmasi
sayesinde VEGF ailesi Uyeleri igin ko-reseptor olarak islev gérmektedir. Ek olarak
NRP’ler bFGF, PIGF-2 ve HGF gibi heparin baglayici diger faktorlerle de etkilesime
girer. VEGF ailesi uyeleriyle NRP’ler arasindaki etkilesim onlarin vaskuler olusum ve
timor gelisimi Uzerindeki potansiyel roline isaret etmektedir. Diger tip Sema’lardan
farkl olarak Sema 3 (Sema 3E hari¢) dogrudan NRP’lere (NRP1 ve NRP2) bagdlanir.
Sema 3 ve NRP’nin kompeks olusturmasi sinyal tirozin kinaz aktivitesiyle iligkili
sitoplazmik bdlgesinde bir transmembran reseptort olan PLXN’lerin (Pleksin Al-4)
dogrudan aktivasyonuyla sonuglanir. Ozetle Sema 3, sinyal déniisimi icin NRP’ler
ve PLXN reseptor ailesi tyeleriyle kompleks olusturmaktadir. Sema 3 icin NRP’ler
ligand baglanim bilesenleri, PLXN’ler ise sinyal donusturtcu bilesen olarak gorev

yapmaktadir.

2.4. Semaforin 3F

Omurgalilarda salgilanan tek Sema sinifi olan Sema 3’lerin 7 Uyesi (A-G) vardir.
Molekul agirhgi 88 kDa olan Sema 3F, 16 sistein uzantili 500 aminoasit dizisinden
olusan ve integrin molekullerinde bulunan yapiya benzer 7 uglu bir B pervane formu
olusturan Sema bdlgesi [90], sistein agisindan zengin PSI (Pleksin-Sema-Integrin)
bdlgesi, immunoglobulin  benzeri boélge ve C-terminal temel bolgesinden
olusmaktadir. Sema 3F c¢ogunlukla kigtk huicreli akciger kanseri vakalarinda silinen
3p21.3 kromozom bolgesinde kodlanir [97, 98].

Sema 3F sinir sisteminin gelisiminde 6zellikle dorsal spinal kord’'da yogun olarak

eksprese edilir. Yetigkinlerde de ¢ogu dokuda sentezlenir. Sema 3F etkisini NRP’lere
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(NRP1 ya da NRP2) baglanarak gosterir. Ayrica PLXN reseptor ailesi Sema 3F
sinyallesmesinde dnemli rol oynar. Cunkl NRP’lerin intraselltler bolgeleri kisa oldugu
icin hucre iginde Sema sinyalizasyonu yeterli etkiyi yaratamaz. Bunun igin NRP’ler
PLXN’lerle birlesir. NRP/PLXN holoreseptorleri sinyal iletim bileseni gibi calisir.
Kisacasi PLXN’ler Sema 3F-NRP birlesimine katilarak bu birlesimden dogan etkinin
hdcre icinde sinyalizasyon yaratmasina yardimci olur. Sinyal yollarinin analizi
Sema 3F’nin daha ziyade NRP2 ve PLXN A1 ile kompleks olusturdugunu gostermistir
[99]. NRP2 Sema 3F’ye baglandiginda PLXN A1 ve A2, NRP2 ile kompleks olusturur
[100]. Ayrica fare embriyonik sinir sistemi gelisiminde NRP2 sinyallerine PLXN A3’lUn
aracilik ettigi de belirlenmigtir [101].

Sema 3F’nin kanser surecindeki roli daha ¢cok VEGF ile olan iliskisine dayalidir.
Sema 3’lerden Ozellikle Sema 3F VEGF induklu anjiyogenez ve tUmor buyuimesinin
kontroliinde rol oynamaktadir [9]. Bu rol ayni zamanda VEGF igin de tirozin kinaz
olmayan bir transmembran reseptori olan ve VEGF sinyallesmesi ve anjiyogenezde
onemli bir rol oynayan NRP’lere (NRP1 ve NRP2) baglanmasiyla ortaya ¢ikmaktadir
[102]. Cunku Sema 3F ve VEGF165 NRP'lere baglanmak icin bir rekabet halindedir.
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Sekil 2.10. VEGF ve Sinif 3 Semaforin rekabeti [103]
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Kanserli dokularda Sema 3F seviyesinin azaldigi ve hicresel lokalizasyonunun
plazma membranindan sitoplazmaya kaydigi gozlenmektedir. Kuguk hucre digi
akciger kanserinde duslik Sema 3F seviyesi ilerlemis hastalik seviyesiyle c¢ok
yakindan iligkilidir. Sonug¢ olarak VEGFies/Sema 3F/NRP yolunun deregulasyonu

kanser patogenezinin teshisinde olduk¢a onemlidir (Sekil 2.10).

2.5. Semaforin 3F, Pleksin ve Noropilin'nin Anjiyogenez ve Tiimoral geligsim
uzerindeki Rolleri

ister dogrudan olsun isterse NRP araciligiyla PLXN-Sema aktivasyonu ¢ok gesgitli
biyolojik yanitlar olusturmaktadir. Sema’lar Uzerine yapilan arastirmalardan en
bilineni sinir sistemi gelisiminde o6zellikle Sema 3A’nin aktin hlcre iskeleti
organizasyonunda ve hucre adezyonunda vyerel degisiklikler meydana getirerek
aksonal buyume konilerinin geri itmesi Uzerinedir [93]. Bununla birlikte 6zellikle son
yillarda Sema’larin etkisinin yalnizca sinir sistemiyle sinirli olmadigr ve NRP-PLXN
eksprese eden ¢ok cgesitli hiicre tiplerinin Sema’larin sinyallesmesinden farkli sekilde
etkilendigi anlasiimistir. Sinir ucu hdcreleri, T-hicreleri ve dendritik hlcreler gibi
immun hdcreleri, néroendokrin hicreleri, kemik iligi, mezotelyal, endotel ve kemik iligi

stromal hicreleri, akciger epitel hicreleri bu hicrelerden sadece birkagidir [93].

Sema’lar dogrudan kanser hucrelerinin davranisini ya da dolayl olarak anjiyogenez
ve tumor mikrogevresindeki diger huacre tiplerinin  (enflamatuar hucreler ve
fibroblastlar gibi) islevlerini etkilemek suretiyle timoér gelisimini kontrol etmektedir
[104]. GUnUmUzde Sema’larin reseptdrleri, sinyal dontusumleri ve fonksiyonel rolleri
Uzerine temel arastirmalar yapildikga vaskuller gelisim, anjiyogenez ve kanser
hiicreleri (zerindeki etkileri daha belirgin hale gelmektedir [105]. Onemli bir sekilde
farkli Sema’lar olusturduklari reseptér kompleksleri ve sinyal dénustimlerine badli

olarak timar gelisimini arttirabilir ya da azaltabilir (Sekil 2.11).
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Sema 4D Pleksin B1/2 Sema 4A Pleksin D1

Tumor ge||§|m|n| Sema 6D Pleksin A1 Sema 3A NRP1-Pleksin A1-A4 TUmoér ge||§|m|n|
arttirir Sema 5A Pleksin B3 Sema 3B NRP1/2- Pleksin A1-A4 azaltir
Sema 3E Pleksin D1 Sema 3F NRP1/2- Pleksin A1-A4
Sema 3E Pleksin D1

Sekil 2.11. Farkh Semaforin Gyelerinin kanser gelisimi Gzerine etkisi

Sema’larin tumadr anjiyogenezinin kontrolliindeki potansiyel roline ait ilk kanit akciger
kanserinde Sema 3F'nin kromozal bdlgesi olan 3p21.3 geninin yok olmasiyla elde
edilmistir [84, 97]. Bu genin ilerleyen kanser sahfalarinda yok olmasi Sema 3F’nin
tumor baskilayici olarak tanimlanmasinin baglica nedenidir. Sema 3F akciger kanser
hlcreleri kaynakli ksenograft kanser modelinde timdral olusumu inhibe etmistir [12,
106]. Ayrica Sema 3F eksprese eden tumoér hicrelerinin mikrogevresinde
vaskularizasyonun azaldigr ve tumoér boyutunun kiguldigu gozlenmistir [13].
Sema’larin vaskuler gelisimi etkilemesinin hlcresel ve molekuler temelleri
incelendiginde bu proteinlerin integrin aktivasyonunu inhibe ederek ekstraselluler
hicre adezyonu ve migrasyonunu engellemek suretiyle vaskiler morfogenezi kontrol
ettigi bulunmustur [83]. Sema 3A ile etkilesiminden sonra komsu endotel hiucrelerin
ekstrselluler matrikse adezyonunun bozuldugu ve ardindan yikima ugradidi, benzeri
sekilde Sema 3F'nin de endotel hiicreleri geri ittigi gézlenmistir. Ek olarak, Sema 3A
ve 3F'nin c¢esitli hucre tiplerinde integrin aktivasyonunu ve ekstraselliler matriks
adezyonunu inhibe ettigi gosterilmigtir [106-109]. Bunun aksine Arg-Gly-Asp dizilim
desenine sahip Sema 3C'nin endotel hicre migrasyonunu ve adezyonunu arttirdigi
raporlanmistir [110]. integrin aktivasyonunun inhibisyonuyla tutarli olarak, Sema 3F
transfekte edien H157 akciger kanseri hulcrelerinde B3 integrin aktivasyonunun
azaldigi, fibronektin ve vitronektine adezyonun azaldigi bulunmustur [106]. Ek olarak
Sema 3F transfeksiyonunun ardindan ERK 1/2, AKT ve STAT3 aktivasyonun
kayboldugu, HIFla translasyonun inhibisyonu ve VEGF1ssa MRNA ekspresyonunda
disUs gorulmustar [106] (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Sema 3F’nin tumor inhibisyonundaki roltne iligkin teorik model [106]

Sema sinyallesmesini ybneten mekanizmalar halen tam olarak acgikliga
kavusturulamamakla birlikte, c¢alismalar bu dinamik sinyallesmenin spesifik
reseptorlerin oligomerizasyonu ve farkli molekuler yollarin down regulasyonuna bagl
olduguna isaret etmektedir. Sonuc¢ olarak Sema sinyallesmelerinin bozulmasi hiicre
hareketliligi ve invazyonu Uzerinde etkilere sahiptir. Bu durum ozellikle tUmor
anjiyogenezi ve tumor gelisiminde oldukga onemlidir. TUmor anjiyogenezi, invazyonu
ve metastazinin duzenlenmesindeki rolleri Sema sinyal yollarini hedefleyerek

kanserin engellenmesini amaclayan ¢ok c¢esitli calismalari da beraberinde getirmigtir.

2.6. Nanoteknoloji ve Nanotip

Maddeyi atomik ve/veya molekiler seviyede kontrol etme bilimi olan nanoteknoloji,
100 nm’nin altinda islevsel malzeme ve cihazlarin geligtiriimesiyle ilgilenmektedir.
Bugln nanoteknoloji sayesinde cevre kirliliginin kontroll, temiz su kaynaklari ve
enerji rezervlerine erigsim, nano devre teknolojileriyle daha yuksek kapasiteli ve daha
hizli caligan bilgisayarlar, su ve leke tutmayan kumaslar, kanser bagta olmak Uzere

birgok hastaligin hicresel ve molekuler seviyede tani ve tedavisi gibi birgok alanda
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yeni atilmlar yapilmaktadir. Gelisen nanoteknolojiler her alanda oldugu gibi biyoloji,
tip ve farmakoloji alanlarinda da buyuk beklentiler yaratmaktadir. Nanoteknolojideki
gelismelerin tip alanina uygulanmasiyla ortaya ¢ikan bir disiplin olan nanotip, nano
Olcek seviyesinde biyouyumluluk gosteren yapilar tasarlamayi, boylece terapotik

ajanlarin hastalikli dokulara ve hatta hicrelere ulagsmasini hedeflemektedir.

Hucredeki bir aminoasit molekult buyuklugunun yaklasik olarak 1 nm, DNA molekul
zinciri gapinin 2 nm, hucre zari kalinhginin 6-10 nm, hucre organellerinden
ribozomun boyutunun 15-20 nm ve c¢ekirdek zari gozeneklerinin 30 nm oldugunu
dugunursek dinya Uzerindeki varligini surdiren her organizma, canliigini farkl
boyutlarda nanoyapilar bulundurmasina ve bu yapilarla nano boyutta gerceklestirdigi
etkilesime borcludur [111]. Bu acgidan bakildiginda her hicre aslinda nano boyutta
islevini surduren biyolojik bir sistemdir. Nano Olgekli yapilar kiglik boyutlari (insan
hicresinden 100-10000 kat kuguk) ve nispeten artan ylzey alani/hacim orani
sayesinde hicre ylzeyindeki ve icindeki biyomolekiillerle (enzim, reseptdr, DNA vb.)
kolayca etkilesim kurup, terapotik ajanlarin hastalikli dokulara ve hatta hucrelere
kadar ulasmasini saglayabilir. Bilindigi gibi konvansiyonel ila¢g tagima yontemlerinin
dusuk biyouyumluluk ve toksisite gibi olumsuzluklari vardir. Bu durum ilaglarin tedavi
edici etkisini ciddi sekilde azaltmaktadir [112]. Ayrica mikron boyutundaki
konvansiyonel tagsima sistemlerinde hedefleme kapiller yataklarin fiziksel 6zellikleri ile
sinirlanmaktadir. Supramolekuler yapi ya da kompozitten olusabilen nano o&lgekli
sistemler ilag molekullerini cevreleyerek tedavi edici ajanlari dogrudan hastalikli
bolgeye goturebilmekte, bu sayede vlcuttaki toksisite seviyesi en aza
indirgenebilmektedir  [113]. Bununla Dbirlikte platform olarak kullanilacak
nanomalzemenin hastalikli bdlgelere hedeflenebilmesi igin bu malzemelerin
biyodolasim ve farmakokinetik Ozellikleri ilag tasiyici sistem olarak kullaniliyorsa
tasidigi ilag molekullerinin salim yeri ve zamani ¢ok onemlidir. Bunun yaninda s6z
konusu malzemelerin duslk toksik etki gdstermesi ve vicuttan kolay uzaklastiriimasi

beklenmektedir.
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2.7. Metal Nanopartikuller
Metalik NP’ler yuzyili agkin bir suredir bilim adamlarinin ilgisini gekmekte ve su an
malzeme bilimi, elektronik, tip, kozmetik ve c¢evre bilimlerinde yogun olarak
kullaniimaktadir (Sekil 2.13).

*llag ve Gen Tasima

*Kanser Tedavisi

*Tibbi Géruntlleme ve Algilama
*Isaretieme

*Veri Depolama
*Baski Teknolojisi
*Yari-iletken Malzemeler

) *Kataliz
* Kolloidal Mineralli Icecekler Malzeme

*Dograma ve Kesme Tahtalari
* Saklama Kaplari

*Nano-fabrikasyon Teknolojisi
Bilimi *Ylzey tasarimi ve kaplama
(anti-yansitici, anti-bakteriyel vs.)

*Glnes Koruyucu *Su aritim
*El ve Yz Kremleri *Geri-dénustim
*Anti-bakteriyel Sprey *Enerji Rezervlerine Erisim
*Dis macunu ve pastasi * Kaynak Kullanimi (Yakit tasarrufu)

Sekil 2.13. Metalik nanopartiktller ve kullanim alanlari

Nanoboyuttaki partikiller bagil hacimlerine bagli olarak oldukc¢a genis yuzey alanina
sahiptir. Bu ylzey/hacim orani nanomateryalleri diger malzemelerden daha reaktif
yapmaktadir. Metrenin milyarda biri (1/1.000.000.000) boyutlarina inen bu maddeler
makrodunyanin klasik Newton fiziginden siyrilip, kuantum mekaniksel etkisi altina
girmekte ve yeni boyutlarina ek olarak olagandisi birtakim fiziksel (renk, erime
noktasi vb.) ve kimyasal 6zellikler kazanmaktadir [114]. Ornegin normalde inert
karakterli olan altinin, nanoboyutta reaktif olmasi gibi. Bunun sonucu olarak,
nanoboyutta ortaya ¢ikan bu yeni 6zelliklerin gelecekteki potansiyel uygulamalarina
yonelik arastirma calismalari da hemen hemen her alanda hiz kazanmistir. Bugun
nanopartikuller antikor, ligand ve ilag molekullerine baglanmasini saglayan
fonksiyonel gruplarla eslesmekte ve manyetik ayrisim ve hedef analit
konsantrasyonunu belirleme, hedefli ilag ve gen tasima, tanilama ve goéruntileme
dahil birgok biyomedikal uygulamada kullanilmaktadir. Elektron tasima ve iletim
Ozelligi sayesinde yari iletken devre teknolojilerinde kullanilip, elektronik entegrelerin
minyaturlesmesine katki saglamaktadir. Bu partikullerin kullaniimasi ile guzellik
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kremleri, dis firgcalari ve macunlari, sabunlar ve glnes koruyucu gibi Uranler
uretiimektedir.  Ayrica yuzeyinde bakteri barindirmayan beyaz egyalar ve gida
saklama kaplarindan, yaralarin ¢abuk kapanmasini saglayan yara bandlarina ve
koku yapmayan coraplara kadar bugun birgok sektorde bu partikuller ile Uretilmis
anti-bakteriyel ve anti-fungal nanourinlere rastlanmaktadir. Endustriyel kaplayici
yuzeylerde kullanilan partiktller agag, plastik ve tekstil Grinlerini UV isinlarinin
verdigi zarardan korumaktadir. Ayrica havadaki ugucu organik kirleticilerin yikilmasi,
yer alti sulari ve kuyularin karbon tetraklorur, arsenik ve diger zararli maddelerden

arindiriimasinda bu metalik NP’lerden yararlaniimaktadir.

Sonug olarak, ¢apl 2-100 nm boyutunda degisen NP’lerin bir diger ifadeyle nano
kristallerin Gretimi, modifikasyonu ve islevselligiyle ilgilenen nanopartikiilasyon
teknolojisi nanoteknolojinin hizla gelisen en 6nemli alt alanlarindandir. Bununla
birlikte nano materyallerin insan sagligi Uzerine etkileri, canl sistemlerle olan
etkilegsimleri arastiriimasi ve uzerinde durulmasi gereken onemli konular olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

2.8. Altin Nanopartikuller ve Biyolojik Uygulamalari

Terapotik amagla kullanilacak nanoyapilar vasitasiyla basarili bir biyotip uygulamasi
gerceklestirmenin 6n sarti kullanilacak olan nanomalzemenin hastalikli bdlgelere
hedeflenebilmesi, toksik etki gdstermemesi ya da bunun kabul edilebilir bir seviyede
kalmasi, in vivo ortamda non-spesifik birikime yol agmamasi ve vicut digina kolayca

atilabilmesidir.

Altin toksik olmayan cekirdegi, yuk ve hidrofobisite gibi ylzey ozelliklerinin tek
katmanda ayarlanabilmesi, birgok terapoétik ajan ve biyomolekullu kararli bir sekilde
baglayip biyouyumlu kompleks yapilar olusturabilmesi gibi 6zelliklerinden dolayl son
zamanlarda One ¢ikan ilag ve gen tagiyicisidir. Ayrica yakin kizil 6tesi bolgede, yuzey
plazmon rezonans absorbsiyonu ve sacgilimiyla AuNP’ler in vivo ve in vitro
goruntileme icin etkili problardir. AuNP’lerin optik enerjiyi hizli bir sekilde isi
enerjisine ¢evirmeleri 6zellikle invazif dokularin fototermal tedaviyle yok edilmesine
olanak saglamaktadir. Bu bolimde AuNP’lerin biyomedikal uygulamalarda yuksek

secicilik, belirlilik ve hassasiyet gosteren nanobiyomateryallerin tasarimi i¢in uygun
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fiziksel, kimyasal, mekanik, optik ve elektronik 6zelliklerine dedinilerek, bu 6zellige

bagli biyomedikal uygulama alanlarinin Gzerinde durulacaktir.

2.8.1. Tarihsel Perspektif

AuNP’lerin, dekoratif amacli renkli camlar elde etmek icin kullanildigi eski roma
dénemine kadar uzanan zengin bir gecmisi vardir [115]. AuNP’ler goérinur boélgede
ISIgl gucli bir sekilde absorbe eder ve sacgar. Ayrica boyut, sekil ve yogunluk
Ozelligine gore 1s1ga farkh kolorimetrik yanitlar verir. Aslinda AuNP’lerin goranar
bolgede gergeklesen bu Ozellikleri antik donemde fark edilmis ve bu partikiller
camlari, vazolari, kadehleri ve siis esyalarini renklendirmistir. Stphesiz M.O. 5-4. yy
arasinda Uretilen Lycurgus'un kadehi bunun en unld o6rnegidir. Antik donem cam
ustalarinin saheserlerinden biri olan bu kadehi (16.5 cm ylUksekliginde ve 13.2 cm
agiz acikhgr) bu kadar Unli yapan ise essiz optik Ozelligidir. Bu kap cam ustalari
tarafindan cam erigine katilan AuNP’ler sayesinde i1s1§1 yansitma ve gecirmesine
gore renk degistirebilmektedir. Isik kaynagi kadehin diginda oldugunda kadehin rengi

yesil, icinde oldugunda kirmizi renkte gorulmektedir.

Sekil 2.14. Lycurgus’un kadehi. Yansitilan (a) ve gegirilen (b) 1sik (ingiliz Miizesi,

Londra ingiltere)

Krisoterapi olarak adlandirilan altin tuzlarinin tip alaninda kullanimi antik ¢aglara

dayanmaktadir. Eski Misir, Hindistan ve Cin’de gicek, cilt yaralar, frengi, kizamik gibi
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hastaliklarin tedavisinde altin kullaniimistir [116]. Kirmizi renkli kolloidal altin antik
hint saglik sistemi olan Ayurveda tibbinda Swarna Bhasma (Sawarna: altin, Bhasma:
kil) adi altinda genclestirme ve yeniden canlandirma ilaci olarak kullaniimigtir [117].
Bati dinyasinda altin’in gerginlik ya da asabiyet durumundan sikayet eden insanlar
icin sakinlesgtirici bir madde olarak kullanildigi uzun bir gegmisi vardir. Altin 16. yy'da
epilepsi hastali§inin tedavisi igin dnerilmistir [118]. 17 yy ‘da ingiliz botanikgi Nicholas
Culpepper altin tuzlarini iceren igecekleri depresyon, bayllma, yuksek ates ve
epilepsi gibi yasam enerjisinin azalmasindan kaynaklanan hastaliklarin tedavisinde

kullanmistir. 19. yy'in basinda frengi tedavisi igin tercih edilen bir ilag olmustur.

Karbon ve altin baglarn iceren organoaltin bilegikleri juvenil artrit, palindromik
romatizma ve diskoid lupus eritematoz gibi romatizma hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir [119]. Sodyum orotiyomalat ve orotiyoglikoz intramuskuler
enjeksiyon yoluyla romatoid artrit tedavisinde kullanilan ve suda ¢ozunebilenen
yaygin iki altin tiyolatidir [36]. Fakat bu bilesenler kanda fazla sirkiile olmayip,
bobrek, karaciger ve dalak gibi organlarda birikip, nefrotoksisite basta olmak Uzere
agiz ulseri, deri reaksiyonlari, kan akis duzensizlikleri gibi yan etkilere yol agmaktadir.
Bu durum ilaglarin terapdtik etkisini ciddi anlamda azaltmaktadir. 1985 yilinda
toksisite ve dusuk farmakokinetik etkiler nedeniyle fosfin ligandlariyla
islevsellestirilerek daha liyofilik hale gelen altin bilesenleri (Auranofin ilaci) kanda

daha uzun sure tutulup, yan etkileri azaltilmigtir [120].

Altin iceren anti-tumor ilaglar kanser tedavisinde de kullaniimaktadir. Kansere karsi
altin iceren sisplatin ilacinin anti-tumoral etkisi buyuk bir ilgi uyandirmistir. Cinku +l111
oksidasyon durmunda altin, platin ile izoelektroniktir ve bu durum benzer kare
dizlemsel kompleksler olusturmasina olanak saglamaktadir. Ayrica Au (1) ve Au (lll)
iceren anti-timor komplekslerin etkisinin arttigina yonelik bulgular mevcuttur. Altin
iceren antiarterit ajanlarin immuno-modulator etkileri de son zamanlarda bu ilaglarin
kanser Uzerine etkisinin arastirilmasina sebep olmustur [121]. Orn. Auranofin’in,
HelLa ve P388 hucreleri Uzerine inhibisyon etkisi [36]. Romatoid artrit igin altin ile
tedavi edilen hastalarda diger hastalara gore malignite oraninin daha dusuk
oldugunun raporlanmasi bu kaniyi gu¢lendirmistir [122]. Altin’in tiptaki kullanimina bir

ornek de gunumuizde kalp hastaliklarinin kontrol edilmesinde kullanilan kalp pili ve

27



stentler, orta kulak ve dis hastaliklarinin tedavisinde kullanilan altin kapli
implantlardir. Ayrica yakin zamanda cgesitli organoaltin kompleksleri, antitimor,
antimikrobiyal, anti sitma ve anti-HIV aktiviteleriyle umut verici ajanlar olarak ortaya
cikmistir [123].

2.8.2. Neden Altin Nanopartikiller

AuNP goérundr boélgede 15131 glcll olarak absorbe eder ve sagar. Ayrica boyut, sekil
ve yogunluk ozelligine gore 1siga farkli kolorimetrik yanitlar verir. AuNP’lerin bu
Ozelliginden nano Olgekte yararlaniimaktadir. Basta biyosensor ve goruntlileme
uygulamalari olmak Uzere AuNP elektronik ve optik uygulamalarda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Sekil 2.15’ te AuNP’lerin bUyukltkIGgine goére sagctiklari 1ginlarin
renkleri gorilmektedir. AuNP’lerin bu optik 6zelliginin temelinde yatan olgu ise sahip

olduklari plazmon rezonans 6zelligidir.

Artan Partikil Boyutu

Sekil 2.15. AuNP’lerin artan partikil boyutu (Ust panel [a-e] altin nanokureler) ve
uzunluk orani (alt panel [f-k] altin nanogubuk) 6zelliklerine verdigi kolorimetrik yanitin
TEM géruntuleriyle iligkili olarak verilmesi. a-e: ¢ap boyutu 4-40 nm arasinda degisen
AuNP’ler f-j: uzunluk orani 1,3-5 nm’ye kadar degisen altin nano ¢ubuklar k: uzunluk
orani 20 nm olan nanogubuk ya da nanotel. Butiun TEM goruntulerinde olgek 100
nm’dir [124].
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Tum metaller gibi altin atomlarinin elektronlari da gekirdegine direk baglanmak yerine
etrafinda bir elektron bulutu olusturur (Sekil 2.16a). Bu durum metallerin neden iyi bir
iletken oldugunu gosterir. Cekirdegin etrafini saran elektron bulutu yukleri kolayca
transfer eder. Bu ayni zamanda metallerin neden bu kadar parlak gérindugunu de
aciklar. Gelen isinlar metallerin ¢ekirdegine ulasmadan elektron bulutu tarafindan
absorbe edilir ve sacilir. Atomik c¢ekirdekler elektron bulutu tarafindan engellendigi
icin fotonlari absorbe etmez. Sonug olarak, metallerin parlakhdi tekrardan gézimuze
yansiyan fotonlarin yogunluyla iligkilidir. Bununla birlikte bir foton metal atomlarinin
etrafini saran elektron bulutuna ¢arptiginda madde yuzeyinde birtakim fiziksel (termal
ve optik) degdisimlere yol acar. Isik partikiile ¢arptiginda yansiyarak geri déner. Bu
esnada belli bir dalga boyunda gelen isigin bir kismi partikil tarafindan emilir ve
tasidigi enerjiden dolayl elektron bulutunun titresmesine neden olur. Elektron
bulutunun titresimi “plazmon” olarak adlandirilir. Aslinda plazmon metallerde bir
elektromanyetik dalga ile elektron iletimi arasindaki etkilesimden kaynaklanan optik
bir olgudur. Rezonans ise bilindigi gibi bir sistemde meydana gelen titregimlerin bazi
frekans degerlerinde daha yiiksek bir genlik ile salinmasidir. iste altin atomlarinin
yuzeyindeki elektronlarin fotonlarla garpigsmasi sonucu olusan titresim, tipki telli bir

calgidaki olusan titresimin tel boyunca harmonik olarak yayildigi gibi yayilir.
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Sekil 2.16. Metalleri gevreleyen elektron bulutunun gelen 1s1§in atomik c¢ekirdek
tarafindan absorbe edilmesini engellemesi (a). Elektron bulutundaki elektronlara

¢arpan isinlarin titresim olusturmasi (b).

Bir metal rezonant dalga boyundaki bir isin1 absorbe ettiginde ortaya c¢ikan ener;ji
elektron bulutunun titresmesine neden olur (Sekil 2.16b). Plazmon rezonans islemi

genellikle bir materyalin yluzeyinde meydana geldigi igin bu olay yuzey plazmon
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rezonansi (SPR) olarak adlandinlir. Plazmon adi ise elektron bulutunun
titregsimlerinden ileri gelmektedir [125]. Plazmon rezonans metaller igin kizilGtesi
ISima bdlgesinde gordlurken; AuNP igin bu durum 1s1gin gérunur (gézimuzle
gorebildigimiz aralik) ve/veya yakin kizilétesi bolgesinde de gergeklesir. AUNP 1s1gin
gorunur bolgesindeki plazmon rezonansindan dolayi isinlari ¢ok iyi emer veya sagar.
Boyut, sekil ve dielektrik gevresine bagli olan bu optik yetenegdi, AuNP’lerin
gorunttileme ve algilama problari olarak kullanildigi uygulamalara imkan saglar [126-
129]. Ayrica ¢ok sayida baglanma kimyasiyla uyumlu olmasi ve zamanla
oksidasyona ugramamasi bakimindan altin SPR esasli sensér uygulamalarinda

siklikla tercih edilmektedir.

AuNP ayrica optik enerjiyi 1sinsal olmayan elektron relaksiyon dinamikleri yoluyla
Istya cevirir (Sekil 2.17) [130]. Bu durum kendisine yogun fototermal &zellikler
kazandirir. AuNP’lerin optik 1sima altinda olusturdugu bu hizli bélgesel 1Isinma etkisi
Ozellikle kanser tedavisinde hastalikli dokunun dogrudan yok edilmesinde, cerrahiye
kargi bir alternatif olusturur [131]. Altin nanocubuk, nanoklre, nanokabuk ve
nanokafes gibi yapilar kanser hucrelerinin fototermal olarak yok edilmesinde yogun
olarak kullaniimaktadir [132].

Plazmon Sacilma
rezonans

V\/V @ Isi

Isik

w«_

Sekil 2.17. Altin nanogubuktaki foto fiziksel islemler [130].

AuNP’lerin sahip oldugu bu essiz optik ve termal 6zelliklerinin yaninda in vitro ve in
vivo uygulamalarda tercih edilmesinin bir bagka sebebi de biyolojik yapilarla yuksek

uyum gostermesidir. Cunku altin soy metal olup, altin g¢ekirdedi non-toksik 6zellik
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gostermektedir [133]. Altin asidik ortamdan kolay kolay etkilenmeyip [134] demir,
gumus gibi metallerin aksine oksidasyona wugramaz [135]. Hucre igine
yonlendirildiginde sentez igleminde kullanilan kaplama ajanina bagh olarak dusuk

sitotoksik etki gostermesi sayesinde saglam hicrelere zarar vermez [133, 136, 137].

Polimer
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Sekil 2.18. AuNP’nin ¢ok cesitli molekuler yapilarla konjugasyonu [132]

Makro dunyadan farkh olarak nanoboyutlarda altin ylksek ylzey reaktivitesine
sahiptir. AuNP’ler elektrostatik ya da kimyasal etkilesim yoluyla anti-kanser ajanlar
basta olmak Uzere bir¢cok ilag, ligand ve terapotik etki gosteren biyomolekule
kolaylikla baglanabilmektedir (Sekil 2.18). Ayrica AuNP’nin tiyol (-SH), fosfin (-PH) ve
amin (-NH) gruplarina karsi yuksek afinitesi sayesinde cesitli ligand ve
biyomolekulleri (DNA, mRNA, peptit, protein, antikor vs.) kovalent olarak kendisine
kolaylikla baglayarak hicresel ve hicrealti (cekirdeksel hedefleme; gen tasinmasi ve

antisens terapi) uygulamalarda yuksek secicilik saglamaktadir.

Hedefli AuNP’ler tasidiklari terapétik yikleri hicre igi etkilesimle (pH, glutasyon) ya
da disaridan verilen uyarimlarla (isima) hedef doku ve hicrelere birakabilmektedir
[138-140] (Sekil 2.19). Ayrica yluzey modifikasyonu sayesinde AuNP’lerin olusturdugu
biyomolekiler yapilarin in vivo farmakokinetik, biyodagilim ve sirkilasyon suresi
yukselmektedir [141].

31



Ligand degisimi

/o) e} SH, O
-O,un,\,uNJ:nNJgo_ = ~ GsH
H3° H o

Sekil 2.19. AuNP’nin tasidigi terapdtik ajanlari; disik pH, glutasyon (GSH) ya da

ISimayla uyararilarak serbest birakmasi [142].

NP vyuzeyine iligtirilen ligandlar, membran reseptorleriyle etkilesip NP’lerin hicre
zarindan gegerek sitoplazmaya yonelmesini saglar. Bu yuzden, NP ylzeyindeki
ligand sayisi, NP’lerin hucre zarindan gecisinde ¢cok onemlidir. Ortalama ~110 ile
4800 altin atomu icerecek sekilde c¢ekirdek capi 1.5-5.2 nm araliginda degisen
AuNP'lere tek katmanda 53-520 alkantiyolat zinciri ilistirilmistir [143]. Diger bir
¢alismada 2 nm c¢apindaki AuNP yuzeyine 70 cift paklitaksel antikanser ilag molekuli
baglanmistir [144]. Nanoboyutlarda artan ylzey alani ve hedefli tagsima sayesinde
AuNP’ler dusuk ila¢g dozlarinda bile Uzerine ilistirilen ilag molekullerine bagl olarak

yuksek konsantrasyonlar olusturabilmektedir.

AuNP’ler nispeten kolay Uretiimekte, sekil, boyut ve yuzey O0ozellikleri kontrol
edilebilmektedir. Ayrica, ek higbir kaplama ajani gerektirmeden yuzey yuk ve
hidrofobisite gibi yuzey Ozellikleri ayarlanabilmektedir [145]. 2-150 nm arasi
boyutlarda c¢ubuk, kire, kabuk vs. gibi sekillerde sentezlenen partikuller, optik
mikroskop altinda baska hicbir boyar madde olmadan goruntilenmektedir. 20 nm’nin
tizerinde olan partikiiller ise dogrudan faz farki yani Diferansiyel interferans Kontrast
(Differential Interference Contrast-DIC) mikroskobu ile goruntilenebilmektedir [146].
Karanlik saha mikrokopisinde (Dark Field Microscopy-DFM) AuNP’lerden yayilan tek
bir 1s1n optik mikroskop ile algilanabilmektedir. Bu sayede 20-30 nm’den buyuk

partikiller dogrudan gorunttlenebilir. Goérandr 1sik ile kullanilabilmelerinin yani sira
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AuNP’ler X-1sini ve elektron dalgalari ile goéruntileme islemlerinde de kullanilir.
Yuksek molekul agirigi sayesinde kontrast farki olusturarak gecirimli elektron
mikroskobunda (TEM) goruntuleme yapilmasina da olanak saglar. Bilindigi gibi
floresans, metale carpan 1s1gin daha yuksek bir dalga boyunda geri yansimasi
durumudur. Kararli sinyal siddetleri, AUNP’lerin floresans 6zeligini kaybetmemesinde

onemli rol oynar.

Kisaca AuNP’ler; nispeten kolay hazirlanan, gugclu i1sik absorpsiyonu ve sacgilimi olan,
IStk kararlihgina sahip, toksik etkisi olmayan, antikorlara ya da proteinlere kolay
baglanabilme ve buna ek olarak ayarlanabilir optik 6zellikleriyle hipertermi icin de

umut verici araclardir.

2.8.3. AuNP Sentezi

AuNP sentezinin modern ¢agi, kolloidal altin sollsyonlarinin altin kutlesinden farkl
Ozelliklere sahip oldugunu ilk olarak gozlemleyen Micheal Faraday’'in 150 yil 6nce
yaptigi calismalarla baslar. Kuresel ve kiresel formda olmayan AuNP sentezi igin
guvenilir ve yuksek verimli metotlar ise gegcen yarim asirda gelistirilmistir [118].
GuUnumuze kadar ulasan tum yontemlerdeki ortak vurgu ise boyut kontrolli tekil

dagilimh partikallerin Gretilmesidir.

Birka¢g nanometreden birka¢ ylz nanometre dl¢ek araligina kadar AuNP sentezinin
sulu ¢ozeltilerde oldugu kadar organik ¢oziculerde de gercgeklestigi bilinmektedir.
Tipik sentez mekanizmasi ise degisik kosullar altinda AuCls tarevi altin tuzlarinin
indirgeme ajani ilavesiyle birlikte indirgenmesi ve Au atomlarinin ¢ekirdeklenerek
partikil formasyonu gostermesidir. Bu yaklasimda ayrica AuNP yuzeyine adsorbe
olan ya da kimyasal olarak bu ylzeye baglanan bir strfaktan ajan gereklidir.
Stabilizator olarak da adlandirilan bu ylzey etken madde genellikle yukli bir
moleklldur. Ylzeylerini kaplayan bu ajan sayesinde ayni yukle yuklenen NP’ler
birbirlerini iterler ve bu sayede kiimelesmeleri engellenen partiktller koloidal olarak
stabilitelerini korurlar. AuNP’ler ayrica lazer 1gimasiyla yluzey asindirma ve sonoliz
yontemleri ile de sentezlenmektedir. AuNP Uretim yontemlerindeki farkliliklar ise
indirgen/stabilizatér ~ ajanlar, reaktif ekleme sirasi, fiziksel parametreler
(konsantrasyon, isI ve karistirma hizi) ve sonugta ortaya ¢ikan partikil boyutundan
kaynaklanmaktadir [147].
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Sitrat sentezleme isleminde en yaygin kullanilan indirgen ajanlardan biri olup, sitrat
varliginda hemen hemen ayni tip ve boyutta AuNP’ler Uretilebilmektedir. “Turkevich”
metodu olarak adlandirilan bu metotta hidrojen tetrakloroaurat Il (HAuCl4) tuzu
sodyum sitrat ile indirgenir [148, 149] (Sekil 2.20). Sitrat sadece altin tuzunu
indirgeyip c¢ekirdeklenmesini tetiklemekle kalmayip, partikil ylzeyine tutunarak
partiktllerin negatif ylUklenmesini ve bdylece kolloidal stabilizasyonu saglar.
Dolayisiyla bu sentez surecinde sitrat hem anyonik stabilizator hem de indirgeme
ajani olarak kullaniimaktadir. Bu yontemde altin/sitrat oraninin kontrol edilmesiyle
boyutu 15-150 nm arasinda degisen partikuller Uretilebilmektedir. Farkli kolloid
solisyon renkleri partiklil boyutuna goére acik sarap renginden (daha kiguk) mor’a
dogru (daha blytk) degiskenlik gésterir. Daha da blyuk partikiller ise sari i1sik sacar.
Genel olarak ortama daha az sitrat verildiginde daha buyuk NP’ler elde edilir. Bu
metodun en buyuk sinirliigi ise ¢bézucu olarak su kullanma zorunlulugu ve tekil

dagihmh partiktl veriminin daguk olmasidir.
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Sekil 2.20. Sitrat stabiliteli AuNP’lerin sulu ¢ozeltilerde sentezi

AuNP sentezi icin izlenen bir diger yontem ise ¢ozlucu olarak organik bilegiklerin
kullanildi§i faz transfer yontemidir. Organik c¢o6zlculerde gerceklesen sentez
basamaginda indirgeme ajani, stabilizatér ajandan farkli bir maddedir. Sulu
cOzeltilerde gercgeklestirilen sentez islemi sonucunda genellikle kiresel formda AuNP
sentezlenirken, faz transfer yontemi ile gergeklestirilen sentez isleminde kire, gubuk

ya da kabuk gibi farkli geometrilere sahip AuNP sentezlenebilmektedir [150, 151].

Faz transfer yontemlerinden en bilineni Brust yontemidir. Brust yontemi 1857 yilinda

Faraday tarafindan kullanilan iki fazh yontemden esinlenerek HAuCls'Un tiyol
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kaplama ajani varliginda sodyum borhidrir (NaBHa4) ile bifazik olarak indirgenmesidir
[152, 153] (Sekil 2.21).

’f
{ NaBH,

—

Sekil 2.21. Faz transfer yontemi ile AUNP sentezi

Bir baska yontemde toluen organik ¢ozucusune eklenen tetraoktilamonyum bromur
(TOAB), kloroaurik asit (HAuCl4) ile etkilestirilir. Daha sonra ortama ilave edilen
sodyum borhidrlr Au*® iyonlarini Au®ya indirgeyip Au atomlarinin gekirdeklenmesini
ve nano kristal formasyonu olusturmasini saglar. Bu sentez yonteminde sodyum
borohidrir hem antikoaglilan hem de indirgeyici ajandir. TOAB ise hem faz transfer
katalizori hem de stabilize edici ajandir. Bununla birlikte TOAB AuNP’ye guglu bir
sekilde baglanamamaktadir. Bu yuzden kolloidal solusyon hazirlandiktan 1-2 hafta
sonra AuNP’ler kademeli olarak kumelesip, ¢cokelmektedir. Bunu dnlemek i¢in sentez
sirasinda ortama guglu bir baglayici ilave edilmektedir. Tiyol AUNP yluzeyine kovalent
bir sekilde baglanarak yuksek stabilizasyon olusturmaktadir. Bu sayede tiyol/altin
orani kontrol edilerek c¢ekirdek c¢api 1,5-5 nm arasinda degisen NP’ler

uretilebilmektedir.

AuNP sentezi icin diger bir yontem olan lazer asindirma ydonteminde kolloidal AuNP
solusyonu igerisindeki kati bir altin plaka hedefinin lazer iIsimasina maruz birakilmasi
sonucunda olusmaktadir [154-156] (Sekil 2.22). Tamamen fiziksel olan bu ydntem

diger kimyasal temelli ydontemlere karsi bir alternatif olusturmaktadir.
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Sekil 2.22. Au plakanin lazer darbeleriyle asindirilmasi yoluyla partikil sentezi [157].

Metal plakadan kopartiimak suretiyle elde edilen AuNP boyutu ve sivi icerisindeki
dagilimi lazer darbe siddeti, lazer frekansi, ablasyon nokta buyukligu, 1sima suresi
ve tarama hizina baglidir [158]. Kolloidal ¢Ozeltinin stabilitesinin korunmasi ve ayrica
partiklllerin biyo-islevselligi icin solusyona farkh ligandlar ya da biyomolekuller
eklenebilir. Bu yontemle elde edilen partikullerin boyutu bu parametrelere gore 1,5-
150 nm arasinda degigkenlik gosterebilmekle birlikte sekil ve boyut yonunden

monodispers partikdl Uretiminin guglugu en buyuk sinirliklardandir.

Son yillarda ultrason, metalik NP’lerin sentezinde dnemli bir ara¢ haline gelmistir.
Sivilarin ultrasonik 1sinlanmaya tutulmasinin akustik kavitasyon kaynakh cesitli
fiziksel ve kimyasal etkilere yol actigi ve u¢ kosullar altinda kimyasal reaksiyonlari
yonlendirmek icin essiz bir yol sundugu bilinmektedir [159]. Sonokimyasal yontem
olarak da bilinen bu yontemin avantaji tehlikesiz olmasi, reaksiyon hiz orani ve ¢ok
kiguk metal NP’lerin Uretimine olanak saglamasidir. Ne yazik ki sonokimyasal
yontemle hazirlanan metal NP’ler ¢ok farkl sekil ve boyut 6zelligine sahiptir. Bu
problemlerin Ustesinden gelmek icin NP’lerin boyut ve sekil 6zelligini kontrol altina
almak adina sonokimyasal surecgte surfektanlar ve buna egslik eden alkoller

kullaniimaktadir.

Yakin zamanda olumsuz cgevresel etkileri minimize eden yesil kimyanin gelisiyle
birlikte malzeme biliminde nano yapilarin biyo-sentezi oldukga ilgi ¢ekmistir [160].
DNA, virus ve seker gibi birgok biyomateryal bugiin soy metal nano yaplilar, oksitler,

sulfurler ve metal alagsimlarinin Uretimi igin biyolojik sablon gibi kullaniimaktadir [161].
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Bu gelismelere paralel olarak ultrason ve biyolojik yonlendirici ajan kombinasyonuyla
AuNP sentezi ile ilgili yeni bir sonokimyasal yontem geligtirilmistir [161]. Ultrasona
dayali bu suregte a-D-glikoz iceren HAuUCI4s'Un sulu ¢ozeltisi ultrason isimaya
tutulmasi sonucunda altin nanokemerleri sentezlenmektedir. Bu slrecteki sentez

proseduru asagida 6zetlenmektedir.

H20 = H+* + OH (Esitlik 1)
Seker =  Proliz radikalleri (Esitlik 2)
Aul'  + Indirgeyici radikaller = Au® (Esitlik 3)
nAu® 2 Aur (Esitlik 4)

a-D-glikoz'un su molekdilleri kaynakh hidrojen ve hidroksil radikalleri (Esitlik 1), yigin
su ve c¢oOken bosluklar arasindaki ara yuzey bolgesinde glikozun dogrudan
ayrismasindan dogan proliz radikalleri (Esitlik 2) gibi primer radikallerle
reaksiyonundan olusan iki indirgeyici radikal, AuCl4'Un indirgenmesinde (Esitlik 3) ve
bunu takiben partiklllerin blyumesinde (Esitlik 4) etkilidir. Bu sire¢ neticesinde
blyukliglu 30-50 nm'den birkag pm’ye degisen nano seritlerden olusan bir morfoloji
elde edilmektedir. Bu seritler ¢ok esnektir ve 90° daha buyluk acilarla
bukulebilmektedir. Ayrica glikoz, siklodekstrin (glikoz oligomer) ile yer degistirdiginde
sadece kuresel AuNPs elde edilmektedir. Bu durum partiktllerin bir serit morfolojisine

dogru yonlendirilmesinde glikozun gerekli bir bilegsen oldugunu gostermektedir.

AuNP Uretimi icin bir diger sentez yaklasimi “Tohum blylutme (seed growth)”
yaklasimidir. Tipik olarak bu yontem tek fazda sentezlenen prekirsér AuNP’lerin
kontrolli ve asamali bir sekilde buyutilmesi esasina dayanmaktadir [162, 163].
GUnumuzde Au atomlarinin ¢gekirdeklenmesinin ve buyutulmesinin tekrarli sureglerle
yapilmasi esasina dayanan tohumlama aracili sentez stratejilerinin AuNP'lerin boyut
ve sekil ozelliklerinin tamamiyle kontrol edilmesi igin ¢ok etkili bir yontem oldugu
dusunulmektedir [162, 164]. Bilindigi gibi AUNP sentezi i¢cin en yaygin metot olan
Turkevich/Frens yonteminde sivi Tetrakloroaurikaurat (HAuCls) sulu ortamda tek
seferde indirgenerek sitrat stabiliteli AuNP’ler elde edilmektedir. Bununla birlikte bu
yontemle elde edilen AuNP’ler boyut ve sekil yoninden polidispers yani duzensiz
dagildiklari i¢cin bu yontemle duretilen partikillerin Uretim kalitesi oldukga dusuk

olmaktadir. Es dagiimli olmayan boyut sorununun yaninda bu yéntemde 40-50 nm
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¢apindan buyUk nanopartiktl dretme sorunu halen blyuk bir zorluk olarak kargsimiza
cikmaktadir [165]. Gunumuzde klasik Turkevich/Frens reaksiyonuna dayali olarak
AuNP prekursorlerinin (<15 nm) istenmeyen c¢ekirdeklenmeler olmaksizin kontrolli
olarak buyutulerek, daha buyuk boyutlu sitrat stabilizeli partikullerin elde edilebileceqi

uzerine halen calisiimaktadir.

Bu yontemin dnculerinden olan Natan ve ark. sodyum sitrat [165] ya da hidroksilamin
[166, 167] gibi hafif indirgen ajanlar kullanarak AuNP tohumlarinin blyuttlmesiyle
100 nm capinin Gzerinde AuNP'ler elde etmistir. Elde edilen NP’ler Au*®'(in sitrat
indirgenmesiyle (Turkevich/Frens yontemi) elde edilen NP’lerle kargilastirildiginda
fiziksel Ozellikleri iyilestiriimis olsa da sentez surecinde gubuk sekilli NP’ler ortaya
cikmistir. Bu calismada daha sonra indirgeyici ajan olarak askorbik asit ve katyonik
surfaktan olarak setil trimetil amonyum bromur (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide-
CTAB) kullanilarak 180 nm'nin Gzerinde partikuller gelistirilmigtir [168, 169]. CTAB
temelli bu yontem her ne kadar AuNP morfolojisinin kontrol edilmesine olanak
saglasa da CTAB molekillerinin AuNP’nin ylzeyine guglu bir sekilde tutunmasi,
ilerleyen sureclerde AuNP’lerin islevsellestirimesinde CTAB-tiyol yer degistirme

reaksiyonlariyla zorluklar yaratmistir [170].

Perrault ve Chan [162], Au' iyonlarini segici olarak Au®a indirgeyen ve orta diizey
indirgeyici ajan olan hidrokinon (CeH4(OH)2) bilesenini kullanarak altin tohumlarinin
varliginda altin klorlr solisyonunu segici olarak indirgeyerek, sirasyla ~50, 75, 100,
125 ve 175 nm capinda partikUller Uretmistir. Ortamda sodyum sitrat gibi bir
stabilizatorin varligi partikul buyumesi kontroline olanak saglamaktadir. Bu
yontemde daha az sayida tohum kullanarak, kontrolli bir bicimde daha buyuk
boyutta partikuller elde etmek mumkuanduar. Ayrica sentez surecinde kullanilan sitrat
konsantrasyonu (0.40-0.75 yM) dusuk duzeydeyken oOzellikle daha buyuk boyutlu
partikullerin Uretimi esnasinda monodispersite ve kolloidal stabilitenin daha yuUksek
oldugu bildirilmigtir. Klasik sitrat stabilizeli yontemle karsilastirildiginda tohum
blyitme yonteminin daha monodispers sonuglar verdigi bulunmustur [162].
Hidrokinon ydntemi bir anlamda Frens ve Turevich tarafindan ileri surllen sitrat

indirgeme yontemini tamamlamaktadir. Sitrat indirgeme yontemiyle Uretilen
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partikullerin boyutu ideal olarak 12-50 nm arasinda degiskenlik gdsterirken, tohum

blyutme yontemiyle en az 30-250 nm boyutunda partikuller Uretilebilmektedir.

Tohum buyutme yoluyla AuNP sentezine yonelik bir diger yaklasim ise Bastus
yontemidir. Bu yontemde uygun kosullar saglandiginda 180 nm civarina kadar iyi bir
boyut dagilimi sergileyen tekduze partikiller elde etmek mumkundur [163]. Dahasi
islemler hizli gerceklesip, partikil stabilizasyonu saglandigi icin uretilen partikuller
ligand degisimi i¢in son derece uygundur. Tek duze partiklllerin Uretilmesi icin Au
tuzuna eklenen sodyum sitrat miktari, solisyonun pH'si ve tohum bluyutme surecinde
kullanilan partikil konsantrasyonu ¢ok onemlidir. Tohum konsantrasyonunun g¢ok
disuk olmamasi onemlidir, c¢UnkiU bu duruma baglh olarak istenmeyen
cekirdeklenmeler olugsmakta bu da partikullerin tekduze sekil ve boyut dagilimina
zarar vermektedir. Bastus yonteminin esasini sodyum sitrat tarafindan Au*3'nin yiizey
katalizli indirgenmesi yoluyla onceden sentezlenen AuNP'lerin buyatulmesi ve
homojen buUyume surecleri esnasinda istenmeyen c¢ekirdeklenmelerin Onlenmesi
olusturmaktadir. Bu yontemin basarisi reaksiyon kosullarinin (sicaklik, pH seviyesin
ve tohum Kkonsantrasyonu) ayarlanmasiyla buyUme surecinin kinetik kontroline
dayanmaktadir. Bu suUreg¢ birgok agidan oldukga dnemli sonuglar Uretmektedir; (i)
yuksek tekil dagiimh partikil Gretimi, (i) daha kuguk partikillerden o6nceden
belirlenen boyutta daha blyuk partikiller dUretiimesine olanak saglamasi, (iii) boyut
dagilimi daha dar fakat partiktl konsantrasyonu yuksek sollsyonlarin hazirlanmasina
olanak tanimasi bdylece biyolojik ve biyomedikal kullanim igin daha umut verici
olmasli. Bastus yonteminde prekirsér AuNP tohumlari Turkevich/Frens yontemine
benzer fakat ¢ozlicu sirasi farkli olacak sekilde sulu ortamda kaynayan sodyum sitrat
solisyonuna HAuUCI4 ilavesiyle dretilir. HAuCls eklemeden 6nce sodyum sitratin
kaynama suresi degistirilerek, tohum boyutunun ayarlanmasi mumkundir. Daha
sonra 30 nm’ye kadar NP uretim surecinde AuNP tohumlari kullanilarak tekrarlayan
adimlarda bu tohumlarin Uzerine sicaklik ve konsantrasyon kontrollu sekilde sirasiyla
once sodyum sitrat, daha sonra HAuCl4 eklenerek partikul boyutu buyutular. Yaklagik
14-15 tekrar sonunda partiktl boyutu kademeli olarak artar. 30 nm’den daha buyuk
NP (180 nm’ye kadar) elde etmek icin ise tohum olarak kullanilacak AuNP’lerin
uzerine 6nce HAuCls ve daha sonra saf su ve sodyum sitrat eklenir. Bu iglemlere

istenilen partikll boyutu elde edilene kadar tekrarlanir. Tohum buyutme surecindeki

39



her bir tekrar sonucu tohum Uzerine eklenen altin tuzu konsantrasyonuna gore
NP’lerin boyutu arttirihp, azaltilabilir (Sekil 2.23). Genel anlamda tohum Uzerine
eklenen daha az miktar Au tuzu, daha buyuk AuNP’lerle sonuglanmaktadir. CUnku

optimum duzeyden daha yuksek HAuCls tuzu, tohumlarin ylzeyini sarmak yerine

istenmeyen c¢ekirdeklenmeler ile ¢ok kuguk boyutta partikullerin ortaya g¢ikmasina
neden olabilir [163].

L 200 nm 200 nm

Sekil 2.23. Her bir blylime asamasindan sonra boyutu giderek artan AuNP’lerin TEM
goruntisu [163]

2.8.4. AuNP’lerin Yiizey Modifikasyonu

Yuzey modifikasyonu NP’lerin gevreyle etkilesiminin ne sekilde gerceklesecegini
belirleyen bir islemdir. Bu nedenle hucresel etkilesime giren ¢ogu inorganik NP
biyouyumluluk, molekiller tanima bodlgesi ile biyolojik hedef arasinda gugclu afinite,
tasima kapasitesi artisl, yuksek kolloidal stabilite, daha uzun sirkulasyon suresi, optik
belirlilik ve daha diusuk algilama hassasiyeti gibi birtakim gerekleri kargilamak Uzere
kimyasal ve biyolojik modifikasyona ugramak zorundadir [171]. AuNP’lerin ylzey
modifikasyonu, sentez siureci ve sonrasinda kolloidal stabilitenin korunmasi ve
kullanim alanina bagl olarak sentez sonrasi fonksiyonellestirimesi olmak Uzere iki

baslik altinda incelenebilir.
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2.8.4.1. Kolloidal Stabilitenin Korunmasi

Altin ylzeyinin nanoboyutta oldukca reaktif olmasi AuNP’lerin kimelesme sorununu
da beraberinde getirmektedir. Ayrica ortam ya da ¢Ozucu madde, zaman, pH ve
sicaklik gibi etmenler de partikullerin kimelesip, ¢cokelmesine neden olmaktadir. Bu
sorunun Ustesinden gelmek icin altin iyonlarinin partikal yuzeyine tutunarak c¢apraz
baglanma ve elektrostatik yuk degisimi araciligiyla kimelesmeyi engelleyen
stabilizator bir ajanin varhiginda indirgenmesi veya sentez sonrasi NP ylUzeyinin
pasiflestiriimesi gibi yaklagsimlar kullaniimaktadir [172]. Sentez sirecine dahil olan
stabilizator ajanlar indirgenme surecinde altin atomlarinin ylizeyine adsorbe olmak ya
da kimyasal olarak baglanmak suretiyle hem partikul boyutunun istenilen dizeyde
kalmasini saglamak hem de partiklllerin sentez sonrasi kumelesmesi ve
¢cokelmesine engel olmak icin kullaniimaktadir. Kolloidal stabilitenin saglanmasi igin
partiktller arasi bir itme kuvvetinin olusturulmasi gerekmektedir. Bu kuvvet teorik
olarak ylUzeydeki elektrostatik itme, sterik digslama ya da bir hidrasyon tabakasiyla
gerceklegtirilebilir. AuNP ylzeyinin kaplanmasi igin en yaygin olarak kullanilan
stabilizator/pasiflestirici ajanlar sitrat, tiyol, karboksilat, pridin, fosfin, amin, polimer
(Poli-vinil alkol (PVA), Polivinil pirolidon (PVP), Polietilen glikol (PEG) vb.) ve
polisakkarit (dekstran, heparin, kitosan vb.) gruplaridir. Sulu ¢ozeltide gergeklestirilen
sentez igleminde yaygin olarak kullanilan sitrat hem altin tuzunun indirgenmesinde
indirgen ajan hem de sonrasinda ylzey aktif madde gibi partikillerin etrafini sarip,
negatif yukl sayesinde partikiller arasinda elektrostatik itme glcu olusturarak

kolloidal kararlihd1 saglayan bir stabilzator gibi kullaniimaktadir.

Altin ylzeylere olan dogal ilgisi nedeniyle tiyol gruplari altin-sulfar baglari (-SH) ile
NP’lere glclu bir sekilde bagdlanarak kararli nanoyapilar olusturur. Cogunlukla organik
¢ozlucude gerceklesen sentez igleminde yuzey aktif madde olarak kullanilan tiyoller
yer degistirme tepkimeleri sayesinde faz (sulu-organik) gecislerinde ve AuNP’lerin
fonksiyonellestiriimesinde kolaylik saglar. Tiyol gibi anyonik karboksilat gruplar, gucla
elektrostatik stabilizasyonu sayesinde oOzellikle de kuaguk boyutlu AuNP’lerin
stabilizasyonu i¢in kullaniimaktadir. Sulu sentez reaksiyonlarinda kullanilan
stabilizatorlerden olan PVA, PVP ve PEG gibi polimer gruplari NP’lerin uzun sure
stabil kalmasini saglar. Ozellikle de bir ligand olarak da kullanilan PEG sterik etkiden

dolayi birbirlerini iterek AuNP'lerin kolloidal kararhligin uzun sureli olmasini saglar.
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Sterik stabilizasyon esasen hacim dislama ve hacim sinirlama olmak Gzere iki olguya
dayali 6nemli bir faktordur. PEG ile kapli bir ylzeye bir protein yaklastiginda iki streg
dusundlebilir. Hacim sinirlamasi teorisine gore protein polimer tabakasini gecemez
ve bu hacim sikistiriimayla azaltilir. Bu durum proteinin reddedilmesine yol agar ve
entropik stabilizasyon olarak adlandirihr [173]. Hacim sinirlamanin aksine, entalpinin
katkisi ihmal edilirse, hacim diglama teorisine gore protein polimer tabakasi ile temas
kurar ve igerisine girebilir. Kisacasi protein adsorpsiyonunu engelleyen serbest
entalpi artigi ile sonuglanir. Yuzey yogunlugundaki bir artig, yani ylzey basina bagl
PEG sayisi, proteinin direncini arttirir. Bu, PEG zincirlerinin gerilmesine bagli polimer

firgasi olusumundan kaynaklanmaktadir ve sterik itime maksimize edilir.

$ PEG

Protein sterik
o,&

Qﬁﬁé stabilizasyon

diglanan
hacim

Sekil 2.24. Sterik stabilizasyon mekanizmasi

PEG molekullerinin sikistiriimasi sonucunda olusan entropi kaybindan dolayi sterik

stabilizasyonun saglanmasi Sekil 2.24’te gortlmektedir.

PEG’ler suda ¢ozinebilen, toksik ve immunojenik olmayan ve biyoadezif polimerlerle
birlikte kullanildiginda adezif 6zelligi arttiran polimerlerdir. PEG ile olusturulan tasiyici
sistemin ylzeyine proteinin yapigmasi engellenir ve bdylece tagiyicinin mononukleer
fagositik sistem (MPS) tarafindan taninmasini 6nler. Dolayisiyla PEG igeren tasiyici
sistemler sistemik sirklilasyonda daha uzun zaman kalarak ilaci salabilirler [174].
PEG immun sistemden kagabilme 6zelliginden dolayi yaygin olarak kaplama ajani ya

da kimyasal olarak partiklllere baglanmak igin kullaniimaktadir [175]. PEG ligandlari
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sayesinde son derece kararli, suda ¢odzinebilir, pH ve iyonik guc¢ dedisimlerine

dayanikli partikuller elde etmek mumkundur [176].

Son zamanlarda yesil sentez yontemi olarak da adlandirilan ytksek biyo-uyumluluk
gosteren polisakkaritlerin ylzey aktif madde olarak kullanildigi gliko-AuNP’ler
uretilmektedir.  Genellikle  sulu  sentez  reaksiyonlarinda Au  tuzlarinin
indirgenmesinden sonra gerceklestirilen bu stratejide stabilizator ajan olarak dekstran

ve kitosan gibi polisakkaritler kullaniimaktadir.

2.8.4.2. Fonksiyonellestirme

AuNP’ler iletim bandinda bulunan alti serbest elektron sayesinde c¢ok cesitli
fonksiyonel kimyasal gruplarla (-COOH, —OH, —NH2, -SH) ve organik bilesenlerle
(hidrokarbon ya da PEG) modifiye edilmektedir. Kullanim alanina bagh partikiller
aktif kimyasal gruplar tGzerinden ya da elektrostatik etkilesimler yoluyla oligonukleotit,
peptit, protein ve antikor gibi biyomolekullerle kompleks olusturarak daha yuksek
islevsellik sergileyebilir. Ayrica goruntuleme uygulamalarinda yuksek belirlilik
saglamak Uzere floresan gibi organik boya molekullerini kararli bir sekilde

baglayabilir.

2.8.4.2.1. Adsorbsiyon

Biyolojik molekullerin elektrostatik etkilesimler yoluyla AuNP yuzeyine tutunmasidir.
Fizikokimyasal kosullar altinda pozitif ya da negatif yukli biyomolekuller (nukleik
asitler, proteinler) yluzey yukune bagh olarak AuNP’lere tutunabilir. Ayrica Ozel
fonksiyonel gruplar (-SH) araciligiyla biyomolekillerin dogrudan AuNP'lere
baglanmasi da mimkindir. Ornegin sitozin’in amin uglarindaki tiyol gruplari peptit ve
proteinlerin, tiyol grubu ile sonlanan DNA oligonukleotitlerin spesifik olmayan

etkilesimler yoluyla AuNP ylzeyine baglanmasi gibi.

iyonik etkilesimler yoluyla olusturulan AuNP biyociftleri ortam sartlarindaki degisime
oldukga hassastir. Ozellkle pH ve tuz konsantrasyonundaki degisim
biyokonjugasyonlarin stabilitesini etkileyebilir [177]. Ayrica, biyomolekullerin NP

yuzeyine dogrudan adsorbsiyonu nispeten zayif ve spesifik olmayan bir birlesme
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oldugu igin sinirli bir kullanim alanina sahiptir. CUnku spesifik olmayan bir
etkilesimden dogan sinyaller belirlenmek istenen 6zelligin dlgliimesini engelleyebilir
[177].

2.8.4.2.2.Kovalent Baglanma

Biyomolekdillerin spesifik olarak AuNP'e baglanmasi, bu sekilde daha Kkararli
biyokonjugasyonlarin elde edilmesini saglar. Kovalent baglanma, farkh eslesme
stratejileri aracigiyla AuNP'lerin yuzeyindeki karboksil, amin ya da tiyol gruplari

araciligiyla biyomolekullere baglanmasini kapsar.

Amin ugclan karboksil gruplariyla reaksiyona girip, c¢apraz baglayici molekuller
aracihgiyla (genellikle karbodiimit) sifir uzunluklu amid baglarini olusturur. Suda
¢6zlinen bir karbodiimit olan EDC (1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimit) bu
yontemde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle s6z konusu strateji EDC
kimyasi olarak da adlandiriimaktadir. EDC konjugasyon stratejisiyle ¢ok cesitli
protein, enzim ve antikorlar, aminle fonksiyonellestirilen nikleik asitler karboksil uclu

AuNP'lere kovalent olarak baglanabilir.

EDC stratejisinde partikul Gzerindeki karboksil gruplariyla etkilserek aktiflestiriimis
karboksil grubu olarak adlandirlan kararsiz bir ara Urlun olugturur. Bu ara grup
hidrolize olabilecegi gibi kararli bir amit bagiyla dogrudan biyomolekul Uzerindeki
primer amin grubuyla reksiyona girebilir. Bu asamda istege baglh olarak
n-hidroksisuksinimid (NHS) ya da silfo-NHS gibi aktif ester bilesenleri reaksiyona
dahil edilebilir. NHS ya da sllfo-NHS, EDC baglanma reaksiyonlarinin etkinligini
arttirmak, ara suksinimit ester formasyonu araciligiyla stabilizasyonu saglamak ya da
karboksilleri amin-reaktif Sulfo-NHS esterlerine donustirmek ic¢in kullaniimaktadir.
Hem NHS hem de sulfo-NHS hem sult hem de organik ¢éziculer iginde ¢ozunebilir
molekuller olmasina ragmen NHS ile aktive edilmis partikillere modifiye edilen
karboksilat molekllerinin suda ¢ozunurligu azalirken, yukla stlfonat grubu nedeniyle
sulfo-NHS ile aktivasyon karboksilatin suda ¢ozunarluguna arttirmaktadir. Bu
stratejinin farkli bir durumu da primer aminlerin partikil yuzeyinde olmasi durumunda

suksinimid ester ile aktive edilmis PEG bilesikleri kullanilmak suretiyle partikdl
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yuzeyindeki ve biyomolekll Ustindeki birincil aminlerin biribirine baglanmasiyla

gerceklestirilebilir.

Karboksil grubundan farkli olarak primer amin gruplu partikiller secici olarak
biyomolekdullerle konjuge edilebilir. Bu stratejide reaksiyon, maleimit ve iyodoasetamit
gibi araci aktif bilesenlerin varliginda hizlica baslatilir. En yaygin olarak kullanilan
baglayici molekul sulfo- sukkinimidil 4-(N-maleimidometil) siklohekzan 1-karboksilattir
(stlifo-SMCC). Silfo-SMCC bir ucunda sullfo-NHS grubu diger ucunda ise tiyol
gruplarina kargi oldukga reaktif olan maleimit iceren heterobifonksiyonel capraz
baglayicidir (Sekil 2.25). Bu reaksiyon zincirinden yararlanarak amin-iglevli AuNP'ler

tiyol modifiyeli peptit, DNA, sistein Gzerinden proteinlerle konjuge olabilir.
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Sekil 2.25. Karboksil ve amin uglu AuNP’lerin sirasiyla EDC ve tiyol aracili olarak
biyomolekillere baglanmasi [178]. Karboksilik asit iglevli NP'lerin EDC biyo-
konjugasyon stratejisi (b) Primer amin iceren partiklller aktif ester bilesikleri (Sulfo-

SMCC) araciligiyla biyo-konjugasyonu

AuNP’lerin biyokonjugasyonu igin diger bir yaygin yaklasim “Click” kimyasidir. Bu
yontemde azit ve terminal asetilenik gruplar arasinda Bakir (l) katalizli 1,2,3-triazol
formasyonu kullanilarak fonksiyonellestirilen AuNP’ler ve enzimlerin kovalent olarak

birbirlerine baglanmasi saglanir [179]. Guvenirlilik, 6zgullik ve hem organik hem de
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sulu reaksiyon sistemlerine uyumluluk Click kimyasinin 6n plana ¢ikan 6zellikleridir.
Bu yontemin en buyuk sinirhligr ise azit ve alkin fonksiyonlu biyoaktif molekullerin

hazirlanmasinin 6zel bir hazirlik gerektirmesidir.

2.8.5. Biyotip Uygulama Alanlari

2.8.5.1. Kanser Tedavisi

Cogu kanser turinde en yaygin tedavi yontemleri cerrahi olarak timorin gikariimasi,
kemoterapi ve radyoterapidir. Cerahi yontemin uygulanmasi timorun ulagilabilir
bolgede olmasini zorunlu kilmaktadir. Kemoterapide kullanilan anti-kanser ilaglar
kanser hucrelerinin yaninda saglikh hicrelere de zarar vermekte, ayrica bulanti,
kusma, sag¢ dokulmesi gibi 6nemli yan etkilere yol agmaktadir. Radyoterapi ise 1sima
rotasindaki saglkl dokular i¢in oldukg¢a invaziftir. AuNP’ler, ila¢ spesifitesi ve
noninvazif tedavilerin etkinliginin arttinimasinda ve yan etki profillerinin

iyilegtiriimesinde kullaniimaktadir.

Kanser hucreleri Uzerindeki biyoisaretcileri segici olarak hedefleyen ve boya gibi
gucllu foto absorblayici maddeleri tasiyan AuNP'ler sayesinde bu hicrelerin belirliligi
artmakta ve hipertermi araciligiyla saglikli komsu dokulara zarar vermeksizin kanser
dokularinin yok edilmesini saglayacak sekilde lazer dozu dusurilebilmektedir [180].
Cogu kati timér hicresinde hicre membraninin dis ylizline lokalize olan Epidermal
Blyume Faktori reseptoérinin (EGFR) asirn ekspresyonu s6z konusudur. El-Sayed
ve ark. [181] EGFR’ye karsi "anti-EGFR" olarak adlandirilan antikorlari 35 nm
capindaki AuNP’lere baglayarak hazirladiklari biyokonjugatlarla kanser hucrelerini
secici olarak hedeflemistir. iki oral skuamdz karsinoma (HSC313 ve HOC3 Klon 8) ve
timorijenik olmayan keratinosit epitel hicre hatlarinin  (HaCaT9) kullanildigi
calismada SPR absorbans o&lgumleri ve 1sik sagilim goruntulerine gore AuNP
biyokonjugatlari kanser hucrelerinin yluzeyine yaklasik 6-7 kat yUksek afinite ile
baglanmistir. Ayrica sadece AuNP’lerle yapilan testlerde inklibasyon sonrasi higbir
hicre tipi icin AUNP’lerin spesifik dagilm goéstermedigi ve kimelesme egilimi oldugu
gorulirken, AuNP biyokonjugatlarinin kanser hucrelerinin ylzeyinde ve iginde
yogunlastigi ve her U¢ hicre tipinde de kimelesme egilimi olmadigi gozlenmigtir.
Arastirmacilar daha sonraki c¢alismasarinda anti-EGFR-AuNP’lerle inklUbasyon

sonrasl, ayni hucreler 514 nm’lik dalga boyundaki goranur argon iyon lazer isimasina

46



maruz birakilmistir [180]. AuNP’lerin kullaniimasiyla uygun lazer i1simasi altinda
saglhkh hicrelere zarar vermeden tumor hucreleri yok edilmistir. Kanser hicrelerinin
anti-EGFR/AuUNP ile segici etiketlenmesi sayesinde iyi huylu hucrelerle (57 W/cm2)
karsilastirildiginda malign hiicreleri yok etmek icin gerekli lazer enerji (19-25 w/cm?)
seviyesi yaridan aza indirilmistir. NP’lerin  yoklugunda, Anti-EGFR/AuNP
konjugasyonlariyla kanser hucrelerinin dldurilmesi igin gerekli enerji seviyesinin 4 kat
(76 w/cm?) fazla veriimesine ragmen higbir hicre tipinde fototermal hasar
g6zlenmemigtir. Batln bu sonuglar 1s1ginda, dusuk giglerde CW lazer 1simasi altinda

AuNP’lerin yeni tip segici fototermal ajan olarak éne ¢iktigi goriimektedir.

2.8.5.2. Goruntuleme ve Algilama Uygulamalari

AuNP’ler floresan 6zelligi olmamasina ragmen, SPR sayesinde optik uyarim altinda
kolorimetrik kontrast saglayabilir [182]. Ayrica boyut, sekil, kimelenme ve dielektrik
cevresine bagl optik 6zellikleri, AuNP’lerin gdruntileme ve algilama problari olarak
kullanildigi uygulamalara imkan saglayip, birgok hazir testin esasini olusturmaktadir
[126-129].

Karakteristik o6zelikleri olan guclu 1s1k absorbsiyonu ve sacilimina ek olarak, yuksek
elektron yogunlugu, kararli 1sik siddeti ve ikincil elektronlari sagcma yetenegi
AuNP'lerin mikroskopi (SEM, Fe-SEM vb.), fotometri ve akis sitometrisi gibi ¢ok
cesitli tekniklerle gorsellestiriimesi ve algilanmasini  kolaylastirmaktadir [183].
Gunumuzde birgok sensor tipi 1sik absorbsiyonu, sacilimi, floresans, yansima orani,
Raman sacilimi ve kirllma indisi vs. olmak uzere altin ya da AuNP’lerin optik
Ozelliklerini kullanmaktadir [183]. Boyutu 20 nm’nin Uzerinde olan AuNP’ler herhangi
bir boyar madde olmaksizin dogrudan DIC modlarinda optik mikroskoplarda
goruntilenmektedir [146]. UV ya da yakin kizilétesi isinlarin yani sira, AuNP’ler
X-1sinlar1 ve elektron dalgalari ile géruntuleme iglemlerinde de kullaniimaktadir [184].
Yuksek molekul agirliklari sayesinde yuksek kontrast saglayarak TEM’de
goruntileme vyapilmasina da olanak saglamaktadir [185]. Sagtiklar g1k
yogunlugunun fazla olmasi nedeniyle boyutu 20-30 ile 150 nm arasinda olan
AuNP'lerin  yerleri DFM gibi konvansiyonel optik mikroskoplarla tek tek
goruntlilenebilir. Buna ek olarak fototermal ve fotoakustik goruntuleme, optik

koherens tomografi (optical coherence tomography-OCT), iki-foton fotoliminesans
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(two-photon  photoluminescence-TPPL) mikroskopi, elektron mikroskopi gibi

goruntuleme teknikleriyle birlikte kullaniimaktadir [183].

Optik uyarim altinda (genellikle lazer) i1s1gin NP’ler tarafindan absorbe edilmesi NP
cevresinde termal genislemeye yol agar. Bu bolgesel is1 artigi fototermal ve
fotoakustik goruntileme olmak Uzere biyo-goruntileme uygulamalarinda iki sekilde
kullaniimaktadir. Isil degisimin NP’lerin etrafindaki sivi ¢gevrelerinde meydana getirdigi
yogunluk dalgalanmalarinin neden oldugu kirilma indisi degisimleri gibi optik
parametreler DIC'e benzer hassas interferans yontemiyle algilanabilir. Bu metal
NP’lerin optik etiketler olarak kullaniimasina olanak tanir [186]. Fotoakustik ya da
optoakustik gorintime ise NPetrafindaki sivinin 1si nedeniyle genlesmesi olayini
kullanir. Isik absorbansi nedeniyle yerel 1s1 akisi, NP c¢evreleyen sivinin
genislemesine yol agar ve bu da bir mikrofon araciligiyla algilanabilecek bir ses
dalgasinin yaratiimasina olanak tanir [187, 188]. Ornek gesitligi, tahribatsiz analiz ve
goruntileme, derinlik analizi (< 7 cm), yuksek belirlilik ve hassasiyet, saydam
olmayan maddelerin analizi, fotoakustik teknigin en O6nemli avantajlarindandir.
Fotoakustik teknik, sadece birka¢ milimetre derinlige penetre olabilen optik koherens,
tomografi ya da konfokal mikroskopi gibi diger optik gorintileme tekniklerinden gok
daha derine inebilen (Lazer aki zamani 20 mJ/cm?ye ¢ikarilirsa teorik olarak 7 cm’ye

kadar) bir géruntileme teknigidir [189].

Goruntlleme uygulamalarinda ise NP’lerin hedef bdlgeye yonlendiriimesi ve burada
birikmesi saglanir. Bdylece hedef bdlgenin gorsellestirimesi ve gobzlenmesi icin
gerekli kontrast saglanmis olur. Goruntilemede dis c¢evrede meydana gelen
degisikleri 6lgmek adina NP’lerin 6zelliginin degismesi gerekmez. Biyoalgilama
uygulamalarinda NP’ler analit molekullerinin varliginin tespit edilmesi ve analit
konsantrasyonun belirlenmesi adina veri saglanmasinda kullaniimaktadir.
Goruntuleme uygulamalarinin aksine algilama uygulamalarinda NP’ler aktif haberci
olarak kullaniimaktadir. Ornegin analitin varliginin altin’in optik 6zelligindeki degisim
ile belirlenmesi. AuNP’lerin kendilerine 6zgi SPR frekans degerine (500-550 nm),
yuksek molar sonim katsayilari ve enerji bant genisligi sayesinde floresan sonduricu
Ozelliklerine, karakteristik SERS spektrumuna, immunohistokimyasal boyanmasina,
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enzim esasli elektrokimyasal analize dayali birgok algilama yaklasimi bulunmaktadir
[190, 191].

AuNP’ler hicresel ve molekiler goruntlileme ve algilamada kontrast ajan ve sensor
olarak uzun suredir kullanilmakta, hucresel ve hicre alti seviyede biyolojik sureclerin
izlenmesi, Ol¢clilmesi ve karakterize edilmesine olanak saglamaktadir. Uyarim altinda
foto-bozunur olmamasi, aktivitesini etkilemeksizin hedef biyomolekillere guglice
baglanmasi ve gevresinden kolayca ayirt edilmesi AuNP’lerin biyo-gdrintileme ve

algilama uygulamalarinda kullaniimasnin baglica nedenidir.

2.8.5.3. ilag Tagima Uygulamalar

llag tagima sistemleri olarak kullanilan nanotagiyicilar tasidiklar terapétik yiikten
bagimsiz olarak ¢6zinurluk, in vivo stabilite, farmakokinetik ve biyolojik dagihm gibi
Ozellikleri gelistirmek suretiyle ilaglarin terapétik etkisini arttirabilir [192]. Bu tasiyicilar
terapotik ajanlarin hedefe 6zel olarak tasinmasi igin platform goérevi gérmektedir
[193]. Terapdtik ajanlarin hedeflenerek tasinmasi ve hastalikli bolgede spesifik
birikimi terapotik etki gucunu yukseltip, ilag dozlarinin azaltiimasini mumkun
kilmaktadir. Bu durum kovansiyonel olarak sistemik dolasimda uzun sureli kalmasi
icin dozaja baglh bir sekilde uygulanan ilaglarinin yol agtigi yan etkilerin azaltilmasi
igin kullanilabilir. Bununla birlikte, hedefe 6zel tasimanin yaninda fizyolojik kosullar
altinda terapotik ajanlarin salindigi yer ve zaman terapotik etkiyi belirleyen onemli
faktorlerdendir [194].

AuNP’ler ayarlanabilir yizey iglevselligi sayesinde bastan anti-kanser ilaglar olmak
Uzere birgok kuguk ilag molekllu ve terapotik etkiye sahip biyomakromolekulerin
(DNA ve RNA gibi nukleik asit, peptit, protein vb.) tasinmasinda kullaniimaktadir
[145]. AuNP’ler tasidiklari terapdtik ylkleri ortama bagh olarak (pH [138], redoks
mikrogevresi [139] ya da harici uyarimlarla (1sima[140], sicaklik[195]) hedef doku ve
hlcrelere birakabilir. AUNP’ler hidrofobik ilaglarin (paklitaksel, sisplatin, doksorubisin
vb.) kapsullenmesinde ve RES’ten kagiriimasinda kullaniimaktadir [196] AuNP’ler
sitostatikler disinda antiparazitler, antienflamatuar ilaglarin, pilokarpin ve insulin
tasiyicisi, asi ve enzimlerin yardimcisi olarak da kullaniimaktadir [197]. Bazi

antienflamatuarlarin NP’lere verilmesi durumunda etkinin 10 kat daha fazla oldugu
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belirlenmistir [198]. Bilhassa insilin tasiyan NP’lerde oral yoldan plazma glikoz

seviyesinin indirgendigi gosterilmigtir [199].

Hlcre igerisine hedefleme, 6nemi giderek artan bir arastirma alanidir. AuNP’ler
kullanilarak doku ve organ seviyesinin ¢ok otesinde hucresel ve hicre alti bolumlere
(cekirdek [146], mitokondri [200], golgi aygiti ve endoplazmik retikulum [201])
hedefleme yapilabilmektedir. Hicre igerisinde ise genetik bilgilerin ve transkripsiyon
mekanizmalarinin  bulundugu c¢ekirdek son zamanlarda Uzerinde ¢ok calisilan
hedefleme bolgesidir. AuNP’ler boyut 6zelligi ve ylizey modifikasyonuna bagl olarak
hacresel alim kadar RNA interferans, gen transfeksiyonu, anti-viral aktivite, anti-sens
gen regulasyonu gibi c¢ekirdeksel translokasyon uygulamalarina olanak
saglamaktadir [115]. Hastalik fenotipinin tanilanmasi, potansiyel ilag adaylarinin
belirlenmesi ve hastaligin antisens terapi gibi yeni metotlarla tedavisi, canli hicrelerin

cekirdegine nanomateryallerin etkili olarak taginmasi ile buyuk ilerleme gostermistir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. AuNP’lerin Sentezlenmesi ve PEG ile modifiye edilmesi

3.1.1. AuNP’lerin Sentezlenmesi

Calismada AuNP’lerin sentezlenmesinde Bastus yontemi kullanildi [163]. 20 nm
boyutundaki AuNP’lerin eldesi sulu ortamda gercgeklestirildi. AUNP’lerin sentezinden
once kullanilacak tim cam malzemeler yilkama surecinden gecirildi. Bu amacla
kullanilcak tim cam malzemeler 6nce distile su ile yikanip, etanol ile temizlendi.
Daha sonra kral suyu olarak bilinen ¢ozelti (3:1 oraninda %37 HCI ve %65 HNO3) ile
yikandi. Bu iglem iki kez tekrar edilip, sonunda tum cam malzemeler distile su ile

temizlendikten sonra 60 C°' ta 15 dakika boyunca kurumaya birakildi.

Tohum buyutme yontemiyle AuNP sentezi genel bir tohum Uretim asamasiyla
baslayan ve istenilen sayida buylime c¢evrimi ile degisen boyutlarda AuNP 6rnekleri
hazirlanmasina olanak taniyan bir yontemdir. Tohum blyutme ile AUNP sentezi’nin

asamalari Sekil 3.1' de gosterilmisgtir.

HAUCI, HAWCI, HAUCI,

4 Sodyum Sitrat Sodyum Sitrat \-L\ Sodyum Sitrat

Sodyum Sitrat Tohum Soldsyonu Boyutu blyitolen AuNp'ler Boyutu bayotalen AuNp'ler

100°C e 90°C —_— 90°C @32z mmmm—mm———

30dk. 30 dk n. agama
1.asama 2.asama 3.asama

Sekil 3.1. Tohum blyutme yontemi asamalari

Bu calismada 20 nm ¢apindaki hidrofilik sitrat stabilizeli AuNP'ler Bastus ve ark. [163]
tarafindan geligtirilen tohum buiylime yodntemi kullanilarak sentezlendi. AuNP'lerin
sentezi igin hidrojen tetrakloroaurat (111) hidrat (HAuClaxH20) ve sodyum sitrat dihidrat
(NasCsHs07 2H20) kimyasallari kullanildi. AuNP’lerin tim sentez asamalarinda

18.2 MQcm*'den daha buiy(k bir dirence sahip saf su kullanildi.
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AuNP sentezlenirken 250 mL’lik balon jojede 2.2 mM’lik 150 mL trisodyum sitrat
dihidrat ¢ozeltisi manyetik karistiriciyla karistirilarak 100°C'a kadar 1sitildi. Bu islemin
sonunda 25 mM HAuUCI4.3H20 c¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi. Cozelti 100°C'de
karigstirilmaya devam edildi. Cdzeltinin rengi kirmiziya doéndikten sonra sicaklik
90°C'a dusurultp, sonraki 30 dakika boyunca surekli olarak karistirildi. Son olarak
sirasiyla 60 mM'hik 1 mL sodyum sitrat ve 25 mM'ik HAuCl4 ilave edildi. Cozeltinin
sicakhgi 30 dakika sonra oda sicakligina dusuruldu (Sekil 3.2).

HAuCI,
1mL (25 mM)
0, HAuUCI o Sodyum Sitrat
\Q 1mL (35 mM) \"‘é 1mL (60 mM)
) /l \ 1/

Sodyum Sitrat
150 mL (2.2 mM)

100 °C

v
(=]
(=]
o
y
w
o
o

30 dk 30 dk

Sekil 3.2. AuNP sentez semasi

3.1.2. AuNP’lerin PEG ile stabilizasyonu

Partiktller bir ucu tiyol grubu diger ucu ise karboksil ile sonlandiriimig
heterofonksiyonel a-Merkapto-w-karboksi PEG zincirleriyle modifiye edildi. Bunun
icin NP solusyonu partikil basina 100.000 zincir olacak sekilde PEG ile inkube edildi.
Bu kaplama strecini hizlandirmak igin 1 M sodyum hidroksit (NaOH) araciligiyla pH
12'ye c¢ikarildi. Kaplama slreci sonunda PEG ile stabilizasyonu saglanmis AuNP'lerin
(AUNPs@PEG) yikanmasi igin ultrafiltrasyon yontemi kullanildi (Sekil 3.3).
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AuNPs@PEG

2000 rpm, 20 dk l’ > Slpernatant
1. Cokelti
2000 rpm, 20 dk l’ > 1.Yikama islemi
2. Cokelti
2000 rpm, 20 dk l > 2.Yikama islemi
3. Cokelti
l > 3.Yikama islemi

Yikanmig AUNPs@PEG

Sekil 3.3. PEGlenmis AuNP’lerin ultrafiltrasyon yontemiyle yikanmasi

3.2. AuNP@PEG'lerin BSA ve Sema 3F ile Biyofonksiyonellestiriimesi ve
TAMRA ile Isaretlenmesi

AuNP-tiyol(PEG)karboksil  partikilleri  kirmizi renkli  tetramethylrhodamine-5-
carboxamide cadaverine (5-TAMRA cadaverine; absorbsiyon/emisyon = 545/576 nm)
floresans boya ve protein ile fonksiyonellestirildi ve pozitif kontrol grubunu olusturmak
amaciyla BSA model protein olarak kullanildi. Aktivasyon strecinde Sema 3F ve BSA
kullanildi. Biyofonksiyonellestirime surecinde AUNP@PEG’lere BSA ve Sema 3F’nin
baglanmasi icin standart NHS/EDC birlestirme kimyasi kullanildi [178].

Protein

TAMRA floresan
* boya

2  NH,PEGOMe (750 Da)

EDC
Kimyasi

Sekil 3.4. AuNP'lerin BSA ve Sema 3F ile fonksiyonellestiriimesi
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Bu yontemde NP’lerin ylzeyinde bulunan karboksilik grup EDC ile MES (2-(N-
morpholino) ethanesulfonic acid) solusyonu igerisinde pH 6’da aktive edildi ve PD-10
tuz giderici kolon kullanilarak buyuklikce ayirma kromatografisiyle (SEC) temizlendi.
ilk olarak hedef proteinler olan BSA ve Sema 3F ardindan da TAMRA eklendi.
15 dakika bekleme suresinden sonra altin-altin ya da altin-protein etkilesimlerini
maskelemesi ve c¢oOkelmeyi Onlemesi amaciyla pasiflestiriimis bloke edici ajan
(MeO-PEG-NH2; 750 Da) ilave edildi. Oda sicakliginda 1 saat bekleyen ornekler
+4°C’'de ve karanllk bir ortamda bir gece bekletildi. Sire sonunda
biyofonksiyonellestirilen NP’lerdeki ligand fazlaligi 14000 rpm’de 30 dakika santrifij
edilerek (sUpernatantta floresans spektrometreyle higbir boya molekull tespit
edilmeyinceye kadar) uzaklastirildi ve hucre kultura galismalarinda kullaniimak Gzere

steril edilerek hazir hale getirildi.

3.3. AuNP’ler ve Biyokonjugatlarin Karakterizasyonu

Temizlenen AuUNP@PEG’ler, AuNP@sitrat ve partikll-protein biyokonjugasyonlari
TEM, UV-Vis ve Floresans spektroskopi, DLS, C-potansiyeli ve jel elektroforezi gibi
teknikler ile karaterize edildi.

AuNP’lerin (AuNP@sitrat, AUNP@PEG ve biyokonjugatlar) metalik gekirdeginin sekil
ve boyut dagilimini incelemek i¢cin TEM goruntilerinden yararlanildi. Sitrat stabilizeli
AuNP’ler (AuNP@sitrat) ve AUNP@PEG’lerin TEM gorantilenmesi 300 kV (JEM
3010 JEOL model) ve 120 kV'de (FEI marka Tecnai G? Spirit Biotwin model, CTEM)
gecirimli elektron mikroskobu ile gergeklestirildi. Biyokonjugatlar (AuNPs@PEG-T,
AUNPS@PEG-T&BSA, AuNPs@PEG-T&Sema 3F) 120 kV'de godruntulendi.
Karakterizasyonu yapilmasi istenilen ornekler karbon kapli bakir 1zgara Uzerine
damlatilarak kurutuldu ve TEM analizi yapildi. Her 6rnek i¢in en az g TEM goruntusu
alindi. AuNP’lerin boyut dagihmi elde edilen TEM goruntulerinin Image J

programinda analiz edilmesiyle belirlendi ve boyut dagilim histogrami yapildi.

AuNP’lerin ve biyokonjugatlarin sekil, boyut ve yluzey oOzelliklerine bagli optik ve
elektromanyetik karakteristikleri hakkinda bilgi edinmek igin UV-Vis ve floresan
spektorskopisi kullanildi. UV-Vis spektrum olgimu, 190 ile 1100 nm dalgaboyu

araliginda tek kullaniml ktvet i¢cinde olguldu.
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Biyokonjugatlarin yuzey (AUNPs@PEG-T, AUNPS@PEG-T&BSA ve AuUNPs@PEG-
T&Sema 3F) floresans spektrum oOlgcimu siyah kuartz kivet kullanilarak

gerceklestirildi.

AuNP’lerin (AuNP@sitrat, AUNP@PEG ve biyokonjugatlar) hidrodinamik ¢capi ve net
yuklnU karakterize etmek icin yapilan g¢alismalarda, AuNP’ler saf su veya tampon
icinde kolloidal duruma getirilerek Zetasizer Nano Series ZS (Malvern Instruments,
UK) ile olguldd. Hidrodinamik ¢ap olgumlerinde tek kullanimlik kuvetler (Malvern
Instruments, UK), {-potansiyel dlgimlerinde tek kullanimlik kapiler hicreler kullanildi.

Olgtimler tger tekrarl yapildi.

Agaroz jel elektroforezi ise biyokonjugasyon sonrasi AuNP'lerin dis ylzeyinden
kaynaklanan boyut ve ylzey ylku dedisimlerine bagh elektroforetik hareketliligini
belirlemek icin kullanildi [202, 203]. Tum deneylerde yatay bir agaroz jel sistemi
kullanildi. Bunun icin 150 mL’lik Tris-borat-EDTA tamponu icine %1 olacak sekilde
agaroz ilave edildi. 90 °C'a ayarlanmis mikrodalga firinda karigtirilarak homojenize
edildi. Daha sonra sivi agaroz jel dokum aparati i¢cinde sabitlenmis bir jel tepsisi
icerisine dokuldu. Tarak digleri ortadaki yuvaya yerlestirildi ve oda sicakliginda
sogumaya birakildi. Sure sonunda gliserol ile kangtinlan AuNP@PEG ve
biyokonjugatlar kuyulara dolduruldu. Gulvenlik kapadi yerlestirilerek o6rnekler
100 V/cm (sabit akim) 30 dakika ve 1 saat yuruttlda. Jellerin dijital goérintileri Canon
Power Shot A480 ile alind1.

3.4. AuNP’lerin Stabilitesi
AuNP’lerin kimelesme durumlarini belirlemek igin DLS kullanildi. Kiresel AuNP’lerin
stabilitesini gdstermek icin AUNP@PEG’ler serumlu ve serumsuz besiyeri icinde

37 °C’de karakterize edildi. Olglimler (¢ tekrarl olarak gergeklestirildi.
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3.5. Hicre Kiltura Caligsmalar

3.5.1. Endotel Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Calismada kullaniimak Gzere insan umbilikal ven endotel hacreleri (HUVEC) kaltur
kabinin yuzeyini tamamen kaplayarak yaygin hale geldikten sonra, tripsinizasyon
yontemi ile pasajlandi. Besiyeri uzaklastirilarak kualtir kabinin ylzeyi HEPES
tamponuyla yikandi. Yikama islemi sonunda kultir kabinin ylzeyini kapatacak
miktarda tripsin ortama eklenerek hucrelerin yuzeyden ayriimasi igin 37 °C’de
5 dakika sureyle beklendi. Tripsin'i bloklamak, hicre membraninin zayiflamasi ve
pargcalanmasini engellemek igin tripsin inhibitoru ilave edildi ve besiyeri ile toplanarak
santrifij tpunde 1200 rpm’de 5 dakika santrifij edildi. Hucreler hemositometre
yontemi ile sayildiktan sonra belirlenen sayida (5x10% hiicre/mL) hicre yeterli
miktarda besiyeri ile birlikte yeni kultir kabina yerlestirildi. TUm calismalarda ikinci

pasajdan sonraki HUVEC'ler kullanildi.

3.5.2. A549 Hiucrelerinin Pasajlanmasi

A549 hdacreleri kultur kabinin ylzeyini tamamen kaplayarak yaygin hale geldikten
sonra, tripsinizasyon yontemi ile pasajlandi. Bu amacla besiyeri uzaklastirilarak kaltir
kabinin ylzeyi PBS tamponuyla yikandi. Yikama iglemi sonunda kultir kabinin
yuzeyini kapatacak miktarda tripsin ortama eklenerek hucrelerin yluzeyden ayriimasi
icin 37 °C’de 5 dakika sureyle beklendi. Tripsin'i bloklamak, hicre membraninin
zayiflamasi ve pargalanmasini engellemek igin besiyeri ile toplanarak santrifij
tiptinde 1200 rpm’de 5 dakika santrifij edildi. Hlcreler hemositometre yontemi ile
saylldiktan sonra belirlenen sayida hicre yeterli miktarda besiyeri ile birlikte yeni

kaltur kabina yerlestirildi.

3.6. AuNP@PEG ve Biyokonjugatlarin Sitotoksisitesinin Gézlemlenmesi
AuNPs@PEG’lerin A549'da 24 saat ve HUVEC'te 24 saat, 48 saat ve 72 saat
sonraki sitotoksik etkisi MTT yontemi kullanilarak degerlendirilirken AUNPs@PEG-T,
AUNPsS@PEG-T&BSA ve AuNPs@PEG-T&Sema 3F biyokonjugatlarinin ise
HUVEC’te 24 saat sonraki sitotoksik etkisi degerlendirildi.
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Steril hale getiriimis AuNP@PEG’lerin hlcre kultirinde besiyeri iginde farkh
konsantrasyonlari hazirlandi. Bu amagla 96 kuyucuklu kultar kabi kullanildi. Her bir
kuyucuga 5000 hucre/mL olacak sekilde hucreler ekildi. Hucrelerin Gzerindeki kultur
ortami uzaklastiriip hacreler farkli konsantrasyonlarda (0.2 nM, 0.4 nM, 0,6 nM,
0.8 nM ve 1 nM) AuNP@PEG iceren besiyeri ile 37 °C’de %5 CO2 kosulunda A549
icin 24 saat; HUVEC icin 24 saat, 48 saat ve 72 saat boyunca inkube edildi.
Biyokonjugatlarin sitotoksik etkisini degerlendiriimesi icin Uzerindeki kiltur ortami
uzaklastirlan HUVEC’ler farkli konsantrasyonlardaki (0.2 nM, 0.4 nM, 0.8 nM ve
1 nM) biyokonjugatlar ile inkiibe edildi.

Besi ortaminda NP icermeyen grup kontrol grubu olarak kullanildi. Biyokonjugatlar
icin protein ile baglh olmayan sadece TAMRA ile isaretlenen grup kontrol NPs olarak
adlandirildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan tim kuyucuklardaki kultiir ortami
uzaklastirilarak MTT testi icin 100 pL besiyeri icerisinde ¢ozulmus 10 pL MTT
sollisyonu her bir kuyucuga ilave edildi. 96 kuyucuklu kuiltir kabi 4 saat 37 °C
%5 CO:2 kosulunda inkube edilerek 100 pL ¢ozdurme ¢oOzeltisi her bir kuyucuga

eklendi ve orneklerin dlgimleri 570 nm’de yapildi.

3.7. VEGFies ile Uyariimig Endotel Hucre Modelinde Sema 3F ve
Biyokonjugatlarin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi

Anjiyogenez modeli olusturmak icin VEGF1es ile uyarilan HUVEC kullanildi. Oncelikle
farkli konsantrasyonlarda (0,1-60 ng/mL) VEGFies uygulanip MTT yontemi
aracihigiyla gerekli olan VEGF1es miktar araligi tespit edildi. Belirlenen miktar VEGF 65
uygulanip 24 saat inkibe edilen hucreler ile farkh konsantrasyonlarda
(0,1-240 ng/mL) Sema 3F ve hazirlanan biyokonjugatlarin farkh miktarlari
etkilegtirilerek hucre proliferasyonu Uzerine etkisi MTT yontemi ile degerlendirildi.
Ayrica Sema 3F’nin farkli konsantrasyonlarinin 24 saat sonra hucre proliferasyonu
Uzerine etkisi A549 kullanilarakta degerlendirilip hlicre proliferasyonunu inhibe eden
en etkin Sema 3F miktar tespit edildi. Besi ortaminda VEGF1es, NP ya da Sema 3F
icermeyen grup kontrol grubu olarak kullanildi. Biyokonjugatlar i¢in yapilan ¢alismada
protein ile bagh olmayan sadece TAMRA ile etiketlenen grup kontrol NPs olarak

adlanirildi.
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MTT yontemi igin 96 kuyucuklu kudltar kabi kullanildi. Tam g¢alhsmalarda 5000
hucre/mL hucre ekilerek 37°C %5 CO:2 kosulunda 24 saat inklbe edildi. Bu sUrenin
sonunda hucrelerin Uzerindeki kultir ortami uzaklastirildi. HUVEC Gzerinde
anjiyogenez olusumunu baslatmak igin yapilan g¢alismalarda VEGFies'nin farkl
konsantrasyonunu igeren besiyeri ilave edilerek 24 saat ve 48 saat 37 °C 5 % CO?’li
inkubatorde inkube edildi. Sema 3F’nin hucre proliferasyonu Uzerindeki etkisini
degerlendirmek icin bu asamada 12 ng/mL VEGF ile uyariimig HUVEC ve A549 igin
Sema 3F’nin farkli konsantrasyonlarini iceren besiyeri ilave edilerek 24 saat %5
CO2li 37 °C’de inkibe edildi. AuNPs@PEG-T, AuNPs@PEG-T&BSA ve
AUNPsS@PEG-T&Sema 3F biyokonjugatlart ve Sema 3F ile gerceklestirilen
calismada 12 ng/mL VEGFses ile uyarilan HUVEC Uzerine farkli miktarda (50 ng/mL
ve 100 ng/mL protein iceren AUNPs@PEG) Sema 3F ve BSA ile konjuge edilen
AuNP’leri iceren yeni besiyeri ilave edilerek 24 saat %5 CO2’li 37 °C’de inkube edildi.

Tim c¢alismalar icin inklGbasyon periyodu ardindan VEGFie5, Sema 3F ya da
biyokonjugatlari iceren kultir ortami uzaklastirildi. Bu agamadan sonra MTT yontemi
kuallnilarak 100 pL besiyeri igerisinde ¢ozulmus 10 yL MTT solusyonu her bir
kuyucuga ilave edildi. 96 kuyucuklu plaka 4 saat %5 CO2’'li 37 °C’de inkube edildi.
100 pL ¢cbzdurme ¢ozeltisi her bir kuyucuga eklenerek drneklerin dlgimleri 570 nm’de

yapildi.

Ayrica MTT ydntemi ile belirlenemeyen DNA sentezine dayali ve morfolojik olarak da
mikroskop goruntisu alinabilecek bir yontem olan Click EAU yontemi kullanilarak
Sema 3F’lerin hicre proliferasyonu Uzerindeki etkisi degerlendirildi. Bu amacla
Click-iT® EdU Alexa Fluor 488 goruntiileme galismasinda her bir kuyucuga 5000
hidcre/mL olacak sekilde hiicreler ekilerek 24 saat 37 °C’de %5 CO: altinda inkiibe
edildi. inkiibasyon periyodundan sonra HUVEC lizerindeki kiiltiir ortami uzaklastirilip
10 ng/mL VEGF1es igeren besiyeri ilave edildi ve 24 saat 37 °C’de %5 CO:2 altinda
inklbe edildi.

Click-iT® EdU Alexa Fluor 488 gorlntileme calismasinda, EdU calisma sollisyonu
20 uM olacak sekilde ve Sema 3F’nin farkli konsantrasyonlari besiyeri iginde

hazirlandi. 2X EdU calisma solusyonu oOncelikle oda sicakligina gelene kadar
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beklendi. Her kuyucuk icerisine 100 uL c¢alisma solisyonu ve 100 yL besiyeri igcinde
hazirlanan farkl konsantrasyonlardaki Sema 3F’ler ilave edildi. Hucreler 24 saat
boyunca 37 °C’de %5 CO:2 altinda inkube edildi.

Holicrelerin sabitlenmesi ve permeabilizasyonu:

Inklibasyondan sonra besiyeri uzaklastirildi. PBS igerisinde hazirlanan %3.7
paraformaldehitten her kuyucuga 200 pL ilave edilerek tum ylzeyi kaplamasina
dikkat edildi ve oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. Fiksatif ¢dzeltisi uzaklastirildi ve
hicreler 200 pL %3 BSA ile yikanarak uzaklastirildi. Her kuyucuga PBS igerisinde
hazirlanan 100 yL %0.5 Triton® X-100 ilave edilerek 20 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Permeabilizasyon solisyonu uzaklastirildi ve hucreler iki defa 200 pL
%3 BSA ile yikandi. istenilen miktarda kokteyl ¢ézeltisi hazirlanarak tim kuyucuklara
200 uL ilave edildi ve 30 dakika oda sicakhginda, isiktan korunarak bekletildi.
Reaksiyon kokteyl ¢ozeltisi uzaklastirildi ve her kuyucuk 200 puL %3 BSA ve 200 uL

PBS ile olmak Uzere yikandi.

DNA boyama:
Hoechst boyasi PBS icerisinde 1:2000 oraninda seyreltildi. Her kuyucuga 200 uL

Hoechst ilave edildi ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda karanlkta bekletilip
Hoechst uzaklastirildiktan sonra iki defa PBS ile yikandi. Uygun miktarda Sema 3F
kullanihrak meydana gelen hucre proliferasyonundaki inhibisyonunun goézlenmesi
icin, bollinen ve bolinmeyen hiicrelerin gorintlleri Click-IT® EdU yontemi kullanilarak
20X buyutme kullanilarak mikroskop goruntuleri elde edildi. Daha sonra ¢ekirdeqgi
yesil renkli olarak boyanan, bdllinebilen hicreler ve cekirdedi mavi renkli olarak

gorunen, bolinmemis hlcreler sayilarak analiz edildi.

3.8. Istatistiksel Analizler

Analizler i¢in IBM SPSS Statistics 21.0 paket programi kullanildi. Deneyler U¢ ya da
dort tekrarli olarak gergeklestirildi. VEGF165, Sema 3F, AUNP@PEG ve AUNP@PEG-
T, AuNP@PEG-T&BSA ve AuNP@PEG-T-Sema 3F biyokonjugatlarinin hicre
proliferasyon ve sitotoksisite degerleri kontrol grubuna goére bagil olarak belirlendi
(Esitlik 5).
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Test grubuna ait optik deger—Bos kuyucuga ait optik deger

MTT degeri = x 100  (Esitlik 5)

Kontrol grubuna ait optik deger—Bos kuyucuga ait optik deger

Veriler tek yonlu varyans analizi (One Way ANOVA) kullanilarak analiz edildi.
ANOVA sonrasi analizlere Tukey HSD ya da Games-Howell post-hoc testleri ile
devam edildi. Test gruplarinin konsantrasyona bagli etkisinin test edildigi durumlarda
veriler iki yonli ANOVA kullanilarak analiz edildi. Tum analizler igin istatistiksel

anlamlilik siniri 0.05 olarak belirlendi.

3.9. Hucresel Alimin Degerlendirilmesi

Hazirlanan AuNP’lerin yluzeyine ilistirilen ligandlarin hicresel alim Gzerindeki etkisini
incelemek amaciyla biyokonjugasyon sonrasinda AuNPs@PEG floresans isaretleyici
TAMRA ile etiketlendi. AuNPs@PEG-T, AuNPsS@PEG-T&BSA, AuNPs@PEG-
T&Sema 3F hucresel alimlar Inverted Floresan Mikroskobu (Zeiss, Axiovert 200M
Widefield) altinda incelendi. Hucresel alim ¢alismalarinda A549 ve HUVEC kullanildi.
NP’lerin konsantrasyonu 10 nM olacak sekilde diltie edilip, 37°C’de %5 CO: altinda
AUNPs@PEG-T A549 hicreleriyle; AuNPs@PEG-T&BSA ve AuNPs@PEG-T
&Sema 3F HUVEC ile 24 saat inkube edildi. AUNPs@PEG-T, AUNPs@PEG-T&BSA
ve AUNPs@PEG-T&Sema 3F’nin hicresel alim calismasinin performansi

degerlendirildi.

HUVEC
L ] L L]

Floresan mikroskobi ile
gozlemleme

e ‘fﬂi S

24 saat inkubasyon

\,,/’

Sekil 3.5. Biyokonjugatlarin hicre igine alimi
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3.10. SDS-PAGE Jel Elektroforezi

SDS-Page jel elektroforezi sonrasinda BSA’nin ve Sema 3F’nin molekuler agirhginin
saptanmasi igin 6n boyamasiz ve 6n boyamali olmak Uzere iki adet SDS-Page

standardi kullanildi. Deneyler 5 tekrarli olarak yapildi.

Cam tabakalar once %70 etanol, sonra saf su ile temizlenerek oda sicakliginda
kurutuldu. Cam plakalar arasina 0.75 mm kalinhginda spacer adi verilen bosluk
olusturucular konuldu ve plakalar dik bir vaziyette plaka tutucuya yerlestirildi. Plaka
tutucusu icerisine kilitlenen jelsiz cam plaka sistemi jellerin dokilecegi tutucu Uzerine
dikkatle oturtuldu (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Mini-Protean dokim standi ve gergevelerin montaji

Jel’in Hazirlanmasi: Dikey jel, proteinlerin stoklandidi yogunlastirici jel ve daha
sonra da proteinlerin ayristirildigi ayirici jel kisimlarindan meydana gelecek sekilde
hazirlandi. 50 mL’lik tup icerisinde Once ayirim yapilacak jel tabakasi hazirlandi
(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Ayirici jel (%8) igerigi

Malzeme Miktar (mL)
1.5 M Tris.HCI, pH 8.8 2.5
Distile su 4.7
%10 SDS 0.1
%30 Akrilamid/bis 2.7
APS 0.05
TEMED 0.005
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1 mL’lik otomatik pipet aracihidi ile jel karisimi cam plakalar arasina yukaridan 2 cm
bosluk birakacak sekilde dokuldu. Jelin Ust kisminin diz olmasi ve hava kabarciginin
kaybolmasi i¢in jel daha polimerize olmadan Uzerine isopropanol ilave edilerek 45-60
dakika oda sicakliginda polimerize olmasi i¢in birakildi. Jelin polimerize oldugundan
emin olduktan sonra Uzerindeki isopropanol tabakasi kurutma kagidina emdirilerek
uzaklastirildi. Jelin Uzeri dikkatli bir sekide distile su ile yikandi. Jel yapiminda ikinci

adim olan yogunlastirici jel yapimina gegildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Yogunlastirici jel (%4) icerigi

Malzeme Miktar (mL)
0.5 M Tris.HCI, pH6.8 1.25
Distile su 3.05
%10 SDS 0.05
%30 Akrilamid/bis 0.65
APS 0.025
TEMED 0.005

50 mL’lik deney tlpu igerisinde hazirlanan karisim yukarida hazirlanan ayirim jeli
Uzerine igeriye hava kabarcigi sikismamasina 6zen gostererek yavasca kasete
dokulerek kuyucuklar olusturmak icin jel taraklari dikkatlice jelin Gzerine takildi. Jelin

polimerlesmesi icin en az 45-60 dakika beklendi.

Protein Orneklerin Hazirlanmasi: Her numune ve standart yiikleme sollisyonu %5
oraninda [-merkaptoetanol ile karistirildi. Standart 1:200 oraninda ylkleme
sollisyonu icerisinde seyreltildi (Cizelge 3.3). On boyamali standart ise seyreltimeden
direk olarak 10 pL jel igerisindeki kuyucuga doldurularak kullanildi. Daha sonra
numuneler ve standart 95 °C'de 5 dakika kaynatildiktan sonra soguyana kadar

bekletilerek proteinlerin denaturasyonu yapildi.

Cizelge 3.3. Yukleme solusyonu igerigi

Malzeme Miktar (mL)
0.5 M Tris. HCI, pH6.8 2.5
Distile su 7.1
%10 SDS 4
Gliserol 5
0.5% Bromofenol mavisi 0.4
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Jelin Yirutiilmesi: Cam tabakalar igerisinde polimerize olmus jel tank igerisine

Ozenle yerlestirildi.

Jeli intiva eden tank yaklasik 3 cm yukseklige kadar 700 mL

elektrot solusyonu ile dolduruldu (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Elektrot solusyonu

Malzeme Miktar (gr)
Trizma®base 3.03
Glisin 14.4
SDS 1

Toplam hacim 1L olacak sekilde ultra saf su icerisinde ¢ozduruldd. BSA ve Sema 3F
200 V’de 45 dakika yuratalda.

Jelin Gorunur Hale Getirilmesi / Gumus Boyama Yontemi: Elektroforez islemi

sonrasi jeller gumius boyama yontemine gore boyandi. Protein elektroforezi bittikten

sonra jel sistem Uzerinden c¢ikartildi. Bu iglem ¢ok dikkatli bir bicimde jeli kirmadan ve

zarar vermeden yapildi. Bunun i¢cin cam tabakalar su altinda jelden ayristirildi.

GUmus boyama Heukeshoven ve Dernick [204, 205] yontemine gore gerceklestirildi

(Cizelge 3.5).
Cizelge 3.5. Gumus boyama islem basamaklari
Adim Soliisyon Sire
A Sabitlestirici solliisyon 30 dk
B Sabitlestirici sollsyon 15 dk
C Distile su 3x5dk
D Hassaslastiriimis solisyon 1dk
E Distile su 3 x 30 sn
F Boyama solusyonu 30 dk
G Distile su 2 x20sn
o 30 dk (bant olusumu gorulene
H Geligtirici solisyon kadar)
I Durdurucu solisyon* 10 dk
J Durdurucu solusyon 10 dk

*Reaksiyonun gelisimini durdurmak igin direk olarak durdurucu soliisyon ilave edilmelidir.
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PAGE jelleri, ilk 30 dakika icin sabitleyici (fiksator) solisyonu (%50 etanol,%10 asetik
asit) icinde sabitlendi. Daha sonra 15 dakika diger sabitleyici solusyon (%5 etanol,
%1 asetik asit) icerisinde bekletildi. Fiksasyon isleminden sonra 5 dakika boyunca 3
defa distile su ile yikandi. Jel daha sonra 1 dakika boyunca %0.02 sodyum tiyosulfat
(0.2 g/L) ile duyarh hale getirildikten sonra 30 saniye boyunca 3 defa distile su ile
yikandi ve gumus solusyonu (AgNOs, 2g/L; formaldehit %37, 750 pL/L) ile 30 dakika
inkiibe edildi. Geligstirme sollsyonu 6ncesinde, jel 20 saniye igin distile su ile iki kez
yikandi. Bantlar gelistirme c¢ozeltisi ile gelistirildi (Na2COs, 60 g/L; formaldehit 0.5
mL/L, 20 mL/L Na2S203.5H20, 0.2 g/L). Bantlar acik bir sekilde goruntnce geligimi
durdurma solusyonu (%15 asetik asit) kullanilarak durduruldu. Jel daha sonra,

kurumadan 6nce, %10 gliserol ile yikandi.

ayristirici tampon
(Her 20 pL érnek igin 20 uL tampon)

e 4
# - B-merkaptoetanol
protein érnekleri ' .5DS

(BSA, Sema3F) ¢ - Bromofenol mavis
« Gliserol

il -
‘@ '@ % N %

Poliakrilamid jel
(%4-8)

—

Sekil 3.7. SDS-Page jel elektroforezi ve boyama
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. AuNPs ve AuNPs@PEG Karakterizasyonu

Bu calismada sitrat stabilizeli AuNP’lerin (AuNPs@sitrat) sentezi basaril bir sekilde
gerceklestirildi. Materyal metot bolumunde belirtildigi gibi yaklasik 20 nm g¢apinda
kuresel AuNP’ler dar bir boyut dagiliminda hazirlandi. Sentezlenen partikullerin
boyut, sekil ve yuzey yuku Ozellikleri TEM, DLS ve UV-Vis spektroskopi ile

karakterize edildi.

— AUNPs@sitrat
— AUNPs@PEG

1,0
084

0,6 -

Absorbans (a.u.)

0.4-

AuNPs@sitrat

Absorbans (a.u.)

Dalga Boyu {nm}

0,2

0,0

1 " 1 " 1
400 600 800
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1. Kolloidal AuNP’lerin UV—-Vis absorbsiyon spektrumlari. Sitrat ile stabilize
AuNP’ler (siyah ¢izgi), PEGlenmis AuNP’ler (kirmizi gizgi)

Calismanin ilk kisminda gercgeklestirilien UV-Vis spektroskopi sonucu AuNP’lerin 300
ve 800 nm arasindaki dalga boylarini iceren absorbsiyon egrisi Sekil 4.1'de
gOsterilmektedir. 20 nm'lik AuNP'ler 520 nm dalgaboyunda yuzey plazmon rezonansa
ulasip, maksimum absorpsiyon degerini gostermektedir. Bu durum nano-boyutlu
malzemelerin, temelde elektronlarin iletim bandi uyarimindan kaynaklanan optik
6zelliginin bir sonucudur. HS-PEG-COOH ile stabilize olan diger bir deyisle
PEGlenmis AuNP’lerin (AUNPs@PEG) UV-Vis absorbsiyon spektroskopi sonucu
incelendiginde AUNP@PEG’lerin plazmon absorbsiyon tepe noktasinin 520 nm’den
522 nm’ye kaydigi gozlenmigtir. Bu kayma, AuNP ile HS-PEG-COOH arasinda
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olusan kararli Au-S kovalent baglarinin AuNP’lerin dielektrik ¢evresini degistirmesinin
bir sonucudur [206]. AuNP’lerin partikul ¢capi arttik¢ga plazmon dalga boyunda artis ve
absorbans tepe noktasinda kayma gorulur. UV absorbans egrisi NP’lerin boyutunun
yaninda sekilleri hakkinda da bilgi verebilmektedir. Kiresel AuNP’lerin ise sadece

radyal yonde olmak Uzere tek bir plazmon dalga boyu verdigi gorulmektedir.

a Size Distribution by htensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size {d.nm)

Record 126: AuNPs|

b Size Distribution by Volume

Volume (Percent)

100 1000 10000
Size {d.nm)

Record 126 AuNPsg]

c Size Distribution by Number

100 1000 10000
Size {d.nm)

Record 126 AuNPs|

Sekil 4.2. AuNP@sitrat’in yogunluk (a) hacim (b) ve sayi (c) olarak DLS sonuglari
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a Size Distribution by Intensity
2
Q
o
&
.
2
w
c
2
£
0 ‘ . . : ‘
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Record 119: AUNPs@PEG]
b Size Distribution by V olume
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c Size Distribution by Number
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Sekil 4.3. AuNPs@PEG’in yogunluk (a), hacim (b) ve sayi (c) olarak DLS sonuclari
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a Zeta Potential Distribution
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Record 130: AuNPs|
b Zeta Potential Distribution
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Record 214: AuNPs@PEG|

Sekil 4.4. AuNPs@sitrat (a) ve AUNP@PEG (b) Zeta potansiyeli ({-potansiyeli)

Cizelge 4.1. AUNP@PEG'lerin DLS sonugclari

Z-Ortalama Pdl Sayi Yogunluk Hacim g-potansiyeli

[nm] [MmV]
AuNP 24.99 0.183 15.22 30.52 19.87 -38.3
AUNPs@ PEG 39 0.240 23.93 50.09 32.07 -32.4

Yuzey yukund belirlemek igin yapilan calismalar sonucunda AuNPs@sitrat’larin
yuzey yuku -38.3 mV ve AuUNPs@PEG’lerin ise -32.4 mV olarak belirlendi (Sekil 4.4).
Bu sonuglar altin ylzeyinin negatif sitrat iyonlari ile kaplandigini ve sentezlenen NP
stispansiyonunun kararl oldugunu gostermektedir. Clinki {-potansiyelinin blyUkliga,
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sistemin stabilitesinin belirlenmesi igin de kullanilir. Partikiller yldzey yukdnin
bayuklugune gore degil kayma duzlemindeki {-potansiyeline gore elektrostatik olarak
etkilegir. TUum partiklller yuksek negatif ya da pozitif {-potansiyeline sahipse (< - 30
mV ya da > +30 mV), birbirlerini iteceklerdir ve dagihimin stabilitesini
saglayacaklardir. Eger partikuller disuk C-potansiyel degerine sahipse partikullerin bir
araya gelmesini engelleyecek yeterli gi¢ olmadigindan kiimelenme olacaktir [207,
208]. Dolayisiyla yuksek (-potansiyeli, yuklu partikiller nedeniyle partikul
agregasyonunu Onlemektedir. Elde edilen sonuglara goére yiksek negatif

(-potansiyeline sahip NP’lerin stabil oldugu anlasiimaktadir.

NP’lerin boyut analizi icin Zetasizer cihazi kullanarak ortalama ¢ap ve boy dagilimini
veren grafik ve bu grafige ait veriler Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te gortlmektedir. NP’lerin
ortalama boyutu AuNPs@sitrat icin 25 nm, AUNP@PEG igin 39 nm; polidispersitesi
ise sirasiyla 0.188 ve 0.240 olarak bulundu. Polidispersitesi 0.08 ve 0.7 araliginda

oldugundan NP’lerin tekil dagilimh olduklari gérilmektedir.

DLS, ornek icerisinde Brownian hareketinin etkisiyle 0Ornegin dagilimindaki
degisikligin 1s1k yogunlugunda yarattigi dalgayi Olger ve bunu partikil boyutu
degerine cevirir. Sonuglarin partikiller icin verdigi deger partikillerin ortalama
boyutunu ifade eder. DLS sonuglarinin verdigi bilgi ve grafik incelendigi zaman,
dikkat edilmesi gereken 6nemli noktalar bulunmaktadir. Olgiim sonucunda boyut
dagilim grafiginde, tepe noktasi sayisi 6nem tasimaktadir. Tek bir tepe noktasi
gorulmesi halinde, olgum sonugclarinin verdigi boy ortalamasi partikullerin gercek
boyutunu gostermektedir. Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te grafikler incelendiginde AuNP’lerin
boyutlarinin gercegi yansittigi tek bir tepe noktasi vermesi ile anlasiimistir. Boy
dagilim grafiginde birden fazla tepe noktasi varsa, partiktller icin verdigi boyut, sayi
ve hacim oran tablosuna dikkat etmek gerekir. Bu tabloda hangi boyut daha fazla
sayl veya hacim oranina sahip olursa, o boyut bu 6rnegin partikil boyutu olarak
kabul edilir. Ancak Zetasizerin verdigi partikil boyutlar belli hata oranlarina da
sahiptir. Dolayisiyla AuNP’lerin boyutlarinin ve morfolojilerinin belirlenmesinde
yuksek duyarliga sahip bir karakterizasyon yontemi olan TEM kullaniimigtir.
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Sekil 4.5. AuNPs@sitrat'in TEM goruntusu

Partikil boyut dagilim histogrami dért adet TEM gorintistnin Image J (NIH, U.S)
programi ile analiz edilmesi sonucunda Uretilmistir. Bu sonuglar Sekil 4.6 ve 4.7'de

gOsterilmektedir.

TEM gorantuleri analizi sonucunda AuNP@sitrat’in seklinin kiresel formda oldugu,
ortalama partikil boyutunun yaklasik olarak 18.8 £ 2.4 nm (n=798) olmak Uzere
12-30 nm araliginda degistigi ve ortalama partikul kureselliginin ise 0.90 £ 0.02

oldugu belirlendi.

AuNPs@PEG igin yapilan TEM goéruntlsu analizi sonucunda ise ortalama partikul
boyutunun yaklasik olarak 19.3 + 2.1 nm (n=582) olmak Uzere 15-25 nm araliginda

degistigi ve ortalama partikul kureselliginin 0.89 £ 0.02 oldugu belirlendi.

Sonugta buraya kadar tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda, PEG’in sagladidi
avantajlardan dolayr AuNP’ler sulu ortamda heterofonksiyonel HS-PEG-COOH ile
kaplandi. PEGilasyon oncesi ve sonrasi partikullerin optik spektrumu (Sekil 4. 1)
partikullerin karakteristik plazmon tepe noktasini ve bu plazmon tepe noktasi kolloidin
stabil oldugunu gostermektedir. Polidispersite indeksine bakarak partiklllerin tekil

dagilimh  oldugunun  dogrulanmasi NP’lerin  stabilitesinin ~ korundugunu
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gOstermektedir. Yapilacak hicre kualtirt calismalarinda AuNPs@PEG'lerin iginde

bulundugu fizyolojik ortam degisecegi icin stabilitenin korunmus olmasi ¢ok dnemlidir.

TEM fotograflarinin analiz sonucuna gére AuNP@sitrat’larin 18.8 + 2.4 nm boyut
araliginda kuresel formda oldugu, AuNPs@PEG'lerin ise 19.3 £ 2.1 nm oldugu
saptanarak kaplamadan dolayr boyutunda yaklagik 0.5 nm’lik bir artis oldugu
gorulmektedir. AUNP@PEG'lerin etrafinda bulutsu bir tabakanin varligi AuNP’lerin
PEG ile kaplandigini TEM fotograflarinda acik bir sekilde gdstermektedir.
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Sekil 4.6. AuUNP@sitrat'in TEM goruntdleri (a, ¢ ve d) ve boyut dagilimi (b).
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AuNP’lerin stabil ve tekil dagilimh, homojen bir dagihm gdsterdigi morfolojik olarak
TEM goruntileri araciligiylada dogrulanmistir. Ayirca PEG ile modifiye edilen
AuNP’lerin yuzeyi fonksiyonellestirme icin hazir hale gelmistir. Tum bu sonuglar
AuNP’lerin etkili bir bicimde kaplandigini ve biyouyumlu bir yapiya sahip oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.7. AUNP@PEG!'lerin TEM gorintileri (a, ¢ ve d) ve boyut dagilmi (b)
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4.2. AuNP’lerin Proteinler ile Fonksiyonellestirilmesi

4.2.1. AuNP’lerin BSA ile Fonksiyonellestiriimesi ve Karakterizasyonu
Biyofonksiyonellestirme slreci sonunda fonksiyonellestirmenin basarili bir sekilde
gerceklesip gerceklesmedigi TEM, DLS, jel elektroforezi, UV-Vis ve floresans

spektroskopi gibi karakterizasyon teknikleri kullanilarak dogrulanmistir.
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Sekil 4.8. Kolloidal AuNP biyokonjugatlarinin UV-Vis absorbsiyon spektrumu.
AuUNPs@PEG-T (siyah cizgi), AuNPs@PEG-T&BSA (kirmizi ¢izgi), AUNPs@PEG-
T&BSA* (mavi ¢izgi)

AuNP@PEG’ler kullanilarak gerceklestirilen tim biyofonksiyonellestirme sirecinde
sadece TAMRA floresans boya ile etiketlenen NP’ler (AuNPs@PEG-T) kontrol grubu
olarak kullaniimisgtir. EDC kimyasi araciligiyla 50 BSA/NP (AuNPs@PEG-T&BSA) ve
100 BSA/NP (AuNPs@PEG-T&BSA*) olacak sekilde BSA kovalent olarak
baglanmistir (AuNPs@PEG-T&BSA). Sekil 4.8 biyokonjugatlarin UV-Vis absorbsiyon
spektrum sonucunu gostermektedir. Amax degeri kontrol, AUNPs@PEG-T&BSA ve
AUNPsS@PEG-T&BSA* icin sirasiyla 522, 522 ve 523 nm olarak tespit edilmistir.
Absorpsiyon tepe noktasinda hafif kayma gézlenmistir. Tepe noktasindaki kaymalar
parcacik yuzeyinde meydana gelen degisiklikleri gostermektedir. Bu durum yer
degdistirme reaksiyonlari esnasinda sitrat kapli NP’lerin ylizeyinde meydana gelen

ligand degisimini gOsterir. Bu surecin sonunda ortaya c¢ikan drunler farkli absorbsiyon
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karakterine sahiptir. Absorbsiyon egrileri incelendiginde en buylk kayma
AuNP@PEG ile sitrat stabilizeli olan AuNP’ler arasinda gozlenmistir (Sekil 4.1).
Biyofonksiyonellestirmeden sonra Sekil 4.8 ile gosterilen sonuglarda kontrol grubu ile
AUNPs@PEG-T&BSA* karslilastirildiginda BSA* ile fonksiyonellestirilen NP’lerin hafif
kayma gosterdigi gdézlenmistir. Daha fazla bir kayma olmamasi konjugasyonun iyonik

olmadigi ya da herhangi bir sekilde cokelme olmadiginin bir gostergesidir.
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Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.9. AUNP@PEG-T (a), AuNPs@PEG-T&BSA (b) ve AuNPs@PEG-
T&BSA*nin (c) {-potansiyeli

Biyokonjugatlarin ylzey yukd tayini icin DLS kullaniimis ve olgim sonuglari
Sekil 4.9'da verilmistir. AUNPs@PEG icin verilen sonuglarda -32.4 mV olarak
bulunan ylzey yuki AuNPs@PEG-T ile kargilastiriidiginda arasinda -9 mV’lik bir
fark oldugu goézlendi. BSA ile fonksiyonellestirilen NP’lerin ylzey yukinun daha da
arttigi ancak farkli miktarlarda BSA kullanilanlar arasinda farkin -3 mV oldugu
belirlendi. Ylzey yukindeki bu artisin BSA’nin EDC kimyasali vasitasi ile kovalent
baglanma sonrasi NP ylzeyinde meydana gelen degisimlerden kaynaklandigi
dusundlmektedir. C-potansiyeli ve UV-Vis sonuglari Cizelge 4.2' de gosterilmigtir.
Fonksiyonellestirme sonrasinda (-potansiyelindeki degisiklikler ve elde edilen veriler

literattirle uyumludur [209].

Cizelge 4.2. BSA ile fonksiyonellestirilen AuNP’lerin {-potansiyeli sonuglari

Ornek {-potansiyeli  Amax

[mV] [nm]
AuNPs@PEG -32.4 522 nm
AUNPs@PEG-T -20.3 522 nm
AUNPsS@PEG-T&BSA -18.4 522 nm
AUNPsS@PEG-T&BSA* -15.8 523 nm

Ortaya cikan kolloidler arasinda net yuk ve boyuttaki farkhliklari belirlemek ve EDC
birlesme Urunlerini kalitatif olarak incelemek icin agaroz jel elektroforezi kullanildi
[202, 203]. Sekil 4.10’de dort adet farkli 6rnegin biyofonksiyonellestirme sonrasinda
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%1’lik hazirlanan agaroz jel icinde 30 dk. (soldaki) ve 60 dk. (sagdaki) igin
gerceklestirilen jel elektroforezi fotografi gosterilmigtir.

> +

1- AUNPs@PEG

2- AuNPs@PEG-T

3- AuNPs@PEG-T&BSA

4-AuNPs@PEG-T&BSA*
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Sekil 4.10. PEG ile modifiye edilen AuNP’ler ve BSA ile fonksiyonellestirilen

AuNP’lerin jel goruntisu

Agaroz jeller yatay olarak her iki yonede olabilir. Boylece hem pozitif hem negatif
tirler ayni anda gorulebilir. Burada tim AuNPs@PEG ve diger biyokonjugatlarin
negatif yonden pozitif yone hareket ettigi gozlenmistir. Agaroz jel elektroforezinde
hareketliik NP’lerin boyut ve yuzey yuzinden kaynaklanmaktadir. Hareketteki
meydana gelen degisiklikler NP’lerin yuk ve buyutundaki dedisimlerden etkilenir.
Sekil 4.10 jel elektroforezi géruntisinde AuNPs@PEG’nin en hizli oldugu, diger
biyokonjugatlarin ise AUNPs@PEG ile kiyaslandiginda daha yavas oldugu ve kendi
aralarinda fazla bir fark olmadigi gozlenmigtir. AUNPs@PEG ile karsilastirildiginda
fonksiyonellestirilen NP’lerin gecikmesi 6énemli 6lgide fonksiyonellestirme surecinin
basarili bir sekilde gergeklestiginin gdstergesidir [210]. Jel elektroforezi daha énce
DNA kapli AuNP’leri ayirmak, L-Lizin'in baglanma davraniglarini ve protein kapli

AuNP’leri aragtirmak igin nanoteknolojide kullaniimistir.
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Sekil 4.11. Biyokonjugatlarin floresans spektrumlari. AUNPs@PEG-T (siyah c¢izgi),
AUNPs@PEG-T&BSA (kirmizi ¢izgi), AUNPs@PEG-T&BSA* (mavi ¢izgi)

Floresans ile etiketlenen bu NP biyokonjugatlari floresans spektoskopi yardimiyla
karakterize edilerek sonuglar dogrulandi. Bu teknik ayni zamanda NP’lerin kantitatif
analizinin yapilmasi icinde son derece uygun bir yontemdir. Sekil 4.11 Gg¢ farkh
ornegin floresans spektrum o6lcim sonugclarini gostermektedir. AUNPs@PEG-T'nin
floresans yogunlugunun BSA ile fonksiyonellestirilenlerden daha fazla oldugu
gorulmektedir. Bu sonuclar BSA ile fonksiyonellestirilen biyokonjugatlarda floresans
yogunlugunun azalmasina neden olmustur. AuNPs tarafindan protein floresansinin
baskilanmasi daha 6nce rapor edilmistir [211]. Bu veriler, Stern-Volmer denklemi
kullanilarak analiz edilmistir. Ligand baglanmasi ya da konformasyonel gegis yoluyla
mikrogevredeki  degisikliklerin  anlamli  bir  sekilde baskilanmis  olmasi
fonksiyonellestirmenin basarili bir sekilde gercgeklestirildigini bir baska teknik olan
floresans spektroskopi sonuglariyla da dogrulamakta ve ortaminin polaritesi,
dolayisiyla genel protein yapisinin konjugasyon sirasinda degismedigine isaret

etmektedir.
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4.2.2. AuNP’lerin Sema 3F ile Fonksiyonellestirilmesi ve Karakterizasyonu

Bu bélimde Sema 3F ile konjuge edilen AuNP’ler hazirlandi. AuNP’ler bir ucu tiyol
grubu diger ucu ise karboksil ile sonlandiriimis heterofonksiyonel a-Merkapto-w-
karboksi PEG zincirleriyle modifiye edildi. AUNP@PEG floresans boya TAMRA ile
etiketlenerek Sema 3F ile EDC baglanma kimyasi araciligiyla heterobifonksiyonel
PEG (zerindeki karboksilik asit grubundan yaralanilarak fonksiyonellestirildi. Bu
biyokonjugatlar UV-Vis absorbans ve floresans spektrometresi, DLS, TEM ve jel

elektroforezi kullanilarak karakterize edildi.
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Sekil 4.12. Kolloidal AuNP’lerin UV-Vis absorbsiyon spektrumu. AuNPs@PEG-T
(siyah cizgi), AUNPs@PEG-T&BSA (kirmizi ¢izgi), AUNPs@PEG-T&Sema 3F (mavi

Gizgi)

AuNPs@PEG kullanilarak gerceklestirilien tim biyofonksiyonellestirme slrecinde
sadece TAMRA floresans boya ile isaretlenen NP’ler (AuNPs@PEG-T) kontrol grubu
olarak kullanildi. EDC kimyasi araciligiyla BSA ve Sema 3F ile fonksiyonellestirilen
NP’lerin  (AUNPs@PEG-T&BSA, AuNPsS@PEG-T&Sema 3F) UV-Vis spektrumu
OlculdU. Amax de@eri tim biyokonjugatlar i¢cin 522 nm olarak tespit edildi. Elde edilen
grafik Sekil 4.12°de verildi.
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AuNP’ler PEG ile stabilize oldugu icin ligand kisimlarinin direk NP ylzeyi ile
etkilesime girdigi tum biyokonjugatlar AUNP@PEG ile benzer plazmon dalga boyu
gOstermigtir. Boylece UV-Vis spektroskopi sonuglari iyonik etkilesimlerdeki gibi
biyokonjugatlarda daha buyuk bir tepe noktasi kaymasi goOstermeyerek tum
proteinlerin basarili bir sekilde kovalent olarak NP’lere baglandigini dogruladi. Tum
biyokonjugatlar ayni dalga boyunu gostermesine ragmen AuNPs@PEG-T&Sema
3F’nin tepe noktasinin daha genis, AUNPs@PEG-T'nin tepe noktasinin ise daha dik
ve sivri uca sahip oldugu sekil 4.12’de gorulmektedir. Bu durum BSA ve Sema 3F’nin
AuNPs@PEG’e saglam bir sekilde kovalent olarak baglandigini bir kez daha

dogrulamaktadir. Bulunan bu sonuglar literatur ile uyumludur.

Altin nanoyapilarin suspanse oldugu ¢ozeltiler boyut ve sekillerine bagl olarak guglu
plasmon bandlari gdstermektedir [151]. Altin nanoyapilarin protein, antikor,
oligonukleitit gibi biyolojik reseptor molekulleri ile aktivasyonu sonucu dielektrik
Ozelliginin degismesine bagli olarak plasmon dalga boyu kaymasina neden
olmaktadir. AuNP’lerin bu 6zelligine dayanan birgcok uygulama bulunmaktadir [212-
214]. Ornegin; AuNP’lerin yiizeyindeki antikorun antijenle etkilesimi sonucu refraktif
indeksi dolayisiyla plasmon spektrumundaki degisim arastinimistir [215]. Hedef
molekul baglandigi plasmon spektrumundaki dalga boyu kaymasi ya da belli bir
dalga boyundaki absorbsiyon yogunlugunun degisimi ile analiz edilmekte olup dalga

boyu kaymasinin incelenmesinin daha hassas oldugu rapor edilmigstir [216].

Cizelge 4.3. BSA ve Sema 3F ile fonksiyonellestirilen AuNP’lerin UV-Vis sonuclari

Ornek Amax
AUNPs@PEG-T 522 nm
AUNPs@PEG-T&BSA 523 nm
AUNPs@PEG-T&Sema 3F 523 nm
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Sekil 4.13. AUNP@PEG-T&BSA’'nin TEM gdruntdleri (a, ¢ ve d) ve boyut dagihmi(b).

AUNPsS@PEG-T&BSA ve AuUNPs@PEG-T&Sema 3F biyokonjugatlari kullanilan
tampon ¢ozelti icerisinde stabildir ve higbir sekilde buyik topaklar olusturmamistir. Bu
durum TEM goérintileri ve boyut dagilim histograminda agikga goértulmektedir. Sekil
4.13'de AuNPs@PEG-T&BSA icin U¢ adet TEM goéruntisunun analizi sonucunda
ortalama partikul boyutunun yaklasik olarak 19.4 £ 1.9 nm (n=316), ortalama partikll

kureselliginin ise 0.91 £ 0.03 oldugu belirlendi.
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Sekil 4.14. AUNPsS@PEG-T&Sema 3F’nin TEM gorintileri (a, ¢ ve d) ve boyut
dagihmi (b).

Sekil 4.14’te AuNPs@PEG-T&Sema 3F igin U¢ adet TEM go6rUntisinin analizi
sonucunda ortalama partikil boyutunun yaklasik olarak 19.90 £ 2.8 nm (n=4604),
ortalama partikal kdreselliginin ise 0.90 + 0.03 oldugu belirlendi. Bu durum
biyokonjugatlarin kiresel formda oldugunu ve stabilitelerinin bozulmadigini morfolojik
olarak gostermektedir. Ayrica, bu belirgin metalik ¢ekirdegin goéruntisu ligand
degisimi ya da EDC birlesme ydntemlerinden biyokonjugatlarin etkilenmedigini

gOstermektedir.
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Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.16. AUNPs@PEG-T&BSA’nin sayica boyut dagilimi ve {-potansiyeli
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Sekil 4.17. AUNPS@PEG-T&Sema 3F’nin sayica boyut dagilimi ve ¢-potansiyeli
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Genel anlamda UV-Vis ve TEM goruntuleri biyokonjugatlarin boyutlari ve yluzey
yukleri hakkinda kesin bilgi vermediginden yuzey yukleri ve hidrodinamik ¢aplari gibi

parametrelerin belirlenmesi i¢cin DLS ile dlgum yapildi.

Pargaciklar kendilerini saran ¢ozucu molekuller sayesinde rastgele olan Brownian
hareketini yapar. Partikilin boyutu buyudukge Brownian hareketi de yavaslar. NP’nin
yuzeyinde olan herhangi bir degisiklik difizyon hizini etkiler ve dolayisiyla NP’nin
boyutunu degistirir. Kiguk partikuller hizli hareket eder ve lazerin 6nunde kisa surede

durur. Bunun i¢in yogunlugunda kuguk dalgalanmalar olur.

Sekil 4.15-17'de biyokonjugatlarin say1 bélimune ait DLS élgiim sonuglari verilmistir.
Saylya ait sonuglara bakildiginda biyokonjugatlarin arasinda daha az fark olmasi bu
cOzeltideki NP’lerin  hemen hemen esit sayida oldugunu gostermektedir.
Hidrodinamik c¢aplarinda ise artis oldugu gozlendi. Hidrodinamik caplari
AuNPs@PEG icin 39 nm iken AuNPs@PEG-T 39.42 nm ve AUNPsS@PEG-T&BSA
igin 42.81 nm, AUNPs@PEG-T&Sema 3F igin 64.40 nm bulundu. BSA ve Sema 3F
ile fonksiyonellestirme muhtemelen sulu ortam igerisinde difuzyon hizini ve
birlestirme reaksiyonu verimini etkilemektedir. NP’nin ylzeyendeki molekiil
tabakasinin diflizyon hizini yavaslatmasindan dolayi hidrodinamik ¢ap bu durumdan
etkilenmis ve arttigr gézlenmigtir. Sonugta hidrodinamik ¢aptaki artiglarin literatur ile

uyumlu oldugu goruldi [209].

NP’lerin yuzey yuk yogunlugu, ila¢ verilmesi ve hucresel alimi gibi birgcok
uygulamanin yaninda biyokonjugasyon, fonksiyonellestirme surecinde de ¢ok énemli
bir rol oynamaktadir. (-potansiyeli, c¢ozelti icinde parcaciklarin elektrokinetik
davraniglarini duzenleyen onemli bir parametredir. Bu parametre, bir dis elektrik alan
icinde partiklllerin elektroforetik hareketliligini belirler. Buna ilaveten partikuller
arasindaki ya da bir partikil ve bir baglayici yuzey arasindaki elektroforetik itme
partikul ¢cekimini ya da adezyonunu onleyici veya tesvik edici rol oynar. ¢-potansiyel
ciplak bir pargacik icin partikilin asil yuzeyini ifade ederken kapanmis partikdl igin

sivi ve kaplama arasindaki sinir bolgesi olarak tanimlanir.
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Sekil 4.15-17°de biyokonjugatlar icin {-potansiyeli sonuglari verilmigtir. Cizelge 4.4’te
AuUNPs@PEG igin verilen sonuglarda -32.4 mV olarak bulunan yuzey yuku
AUNPs@PEG-T ile kargilastirildiginda arasinda -9 mV’lik bir fark oldugu gozlendi.
AUNPsS@PEG-T&BSA’nin yuzey yukiu -11.4 mV, AuNPs@PEG-T&Sema 3F’nin
yuzey yukd -9.81 mV bulundu. Sonuglara goére BSA ve Sema 3F ile
fonksiyonellestirilen NP’lerin ylzey yukunun arttigr gorilmektedir. Yuzey yukundeki
bu artisin BSA ve Sema 3F’nin EDC kimyasali vasitasi ile kovalent baglanma sonrasi

NP yuzeyinde meydana gelen degisimlerden kaynaklandigi dusunulmektedir.

Chen ve ark. [209] yapmis oldugu ¢alismada Anti-Her2 antikorlari ve ScFVEGFR ile
fonksiyonellestirilen manyetik demir oksit nanopartikillerde de hidrodinamik c¢apin
23 nm’den 35 nm’ye, ylzey yukinin -9.7 mV’'den -4.2 mV’ye ciktigini tespit etmistir.
Biyokonjugatlar icin elde edilen yuk ve hidrodinamik ¢cap degisimi literatirdeki benzer

¢alismalarla uygunluk géstermektedir [209].

Cizelge 4.4. AuNP’lerin fizikokimyasal 6zelliklerinin ozeti

Hidrodinamik ¢ap

Metah;ﬁa]klrdek (Z-Ortalama) Nt[artn\Y/Tk [Snan¥3

[nm]
AuNPs@sitrat 18.8+2.1 24.99 -38.3 15.23
AUNPs@PEG 193124 39 -32.4  23.93
AUNPs@PEG-T - 39.42 -23.2 2822
AUNPs@PEG-T&BSA 19.4+19 42.81 -11.4  29.03
AUNPs@PEG-T&Sema 3F 19.9+2.8 64.40 -9.81  29.57

Cizelge 4.4'te AuNPs@sitrat, AUNPs@PEG ve biyokonjugatlarin hidrodinamik ¢ap
degisimleri ile diger fizikokimyasal Ozellikleri 6zetlenmistir. Ayrica boyut ve
C-potansiyelindeki artis Sekil 4.18'da gosteriimektedir. Sonuglara gore hidrodinamik
¢ap ve C-potansiyelindeki artig literatur ile uyumludur [209].
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Sekil 4.18. AuNPs@sitrat, AUNPs@PEG ve biyokonjugatlarin boyut dagilimi ve

(-potansiyeli sonuglari

1- AuUNPs@PEG
2- AUNPs@PEG-T
3- AUNPs@PEG-T&BSA

4- AUNPs@PEG-T&Sema 3F

Sekil 4.19. PEG ile modifiye edilen AuNP’ler ve biyokonjugatlarin jel gorintisu

Ortaya ¢ikan kolloidler arasinda net ylk ve boyuttaki farkhliklari belirlemek ve EDC
birlesme Urunlerini kalitatif olarak incelemek igin jel elektorforezi kullanildi [202, 203].
Sekil 4.19’da dort adet farkh 6rnegdin biyofonksiyonellestiriime sonrasinda %1 agaroz
jel icinde 30 dk. (soldaki) ve 60 dk. (sagdaki) i¢in gergeklestirilen jel elektroforezi
fotografi gOsterilmistir. Agaroz jeller yatay olarak her iki ydnede olabilir. Bdylece hem

pozitif hem negatif tlrler ayni anda gorulebilir. Burada AuUNPs@PEG ve diger tim
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biyokonjugatlarin negatif yonden pozitif yone hareket ettigi gdézlenmistir. Agaroz jel
elektroforezinde hareketlilik NP’lerin boyut ve yuzey yuziunden kaynaklanmaktadir.
Hareketteki meydana gelen degisiklikler NP’lerin yuk ve buyutundaki degisimlerden
etkilenir. AUNPs@PEG’nin en hizli oldugu, diger biyokonjugatlarin ise AUNPs@PEG
ile kiyaslandiginda ¢ok yavas oldugu hatta ilerleyemedigi ve kendi aralarinda fazla bir
fark olmadigi gozlenmistir. AUNPs@PEG ile karsilastirildiginda fonksiyonellestirilen
NP’lerin gecikmesi 6nemli dlgude fonksiyonellestirme surecinin basarili bir sekilde
gerceklestiginin bir gostergesidir. Jel elektroforezi uzun yillardir farkli uzunluk ve
konformasyondaki biyomolekilleri ayirmak igin kullaniimaktadir. NP-DNA ciftlerini
istenilen sitokiyometride saflagtirmak icin kullanilabilecegi 2001 yilinda Alivisat ve
ark. [217] tarafindan gdsterilmistir. Kisa bir stre sonra ise proteinlerle bagli NP'ler igin
kullaniimigtir [210].
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Sekil 4.20. Kolloidal AuNP’lerin floresans spektrumlari. AUNPs@PEG-T (siyah ¢izgi),
AUNPs@PEG-T&BSA (kirmizi ¢izgi), AuUNPs@PEG-T&Sema 3F (mavi ¢izgi)

Floresans spektrometre ile protein ve NP arasindaki etkilesim hakkinda bilgi
saglanabilir [218]. Bu teknik ayni zamanda NP’lerin kantitatif analizinin yapilmasi
icinde son derece uygun bir yontemdir.

87



Pek cok florofor madde altin ylzeylere yakin temasta bulundugunda floresans 6zelligi
bastiriimaktadir [211]. Floresans bastirma (sonumleme) ozelliginin altinda iki temel
strateji yatmaktadir. Bu stratejilerden ilkine gore belli bir analitin kantitatif tayini icin
AuNP’ler spesifik olarak bu analite baglanarak ligandlar ile konjuge edilebilir. Daha
sonra bu baglanma boélgeleri analiz edilecek ligandlarin floroforlar ile modifiye edilmis
turleri ile doyurulur ve AuNP’lere baglanmis bu flororforlarin floresans ozelligi

bastirilir.

Floresans bastirma stratejilerinden ikincisi biraz daha farkhdir. Bu yaklagsimda hedef
molekulin varhidinda konformasyonu degisen bir “uzatici koldan” yararlanilir. Bu
baglayici uzatici kol Gzerinden AuNP ylzeyine baglanan florofor madde herhangi bir
analit olmadigi durumda AuNP ylzeyinden uzakta bulundugu icin floresans 6zellik
gosterir; ancak hedef bir analit varliginda bu analit ile etkilesen uzatici kol
konformasyonunu degistirerek bagli bulundugu florofor maddeyi AuNP yuzeyinin

yakinlarina ¢eker ve floresans 6zellik bastirilmis olur.

Sekil 4.20'de g farkli 6rnegin floresans spektrum Olgim sonuglari gosterilmektedir.
AUNPsS@PEG-T'nin  floresans yodunlugunun BSA ve Sema 3F le
fonksiyonellestirilenlerden daha fazla oldugu goérilmektedir. Burada floresans
bastirma 6zelliginden dolay! floresans yogunlugunun azaldigi gézlenmis ve literatir
ile uygun sonuglar elde edilmistir [211, 218]. Bu sonuglar, biyomolekullerin
fonksiyonellestirimesi sonucunda AuNP boya hibridlerinin son derece hassas
goruntileme probu olarak kullanilabilecegini ve bunlarin mikroskop ya da

spektroskopi gibi tekniklerle incelenebilmesine olanak sagladigini gostermigtir.

88



4.3. AuNP’lerin Stabilitesi

Cizelge 4.5. AUNPs@PEG stabilite sonucu

AuNPs@PEG Serumlu besiyeri  Serumsuz besiyeri
dh, nm 39.45+0.38 37.54+1.3 40.49+1.37
a. Size Distribution by Intensty
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Sekil 4.21. AUNPs@PEG
b. Size Distribution by Intensty
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Sekil 4.22. AuNPs@PEG serumlu besiyeri icerisinde
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C. Size Distribution by Intensy
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Sekil 4.23. AuUNPs@PEG serumsuz besiyeri igerisinde

AuNP@PEG’lerin hicre kultird ortaminda (37°C’de) HUVEC hucreleri icin kullanilan
besiyeri icinde boyut dagihmi olgulup NP'ler karakterize edilerek stabil oldugu
gosterildi. DLS ile yapilan 3 tekrarli 6lgim sonuglari PEG’lenen AuNP’ler sulu ortam
icindeyken 39.45+0.38 nm, serumlu besiyerinde 37.54+1.3 nm ve serumsuz
besiyerinde 40.49+1.37 nm olarak bulundu. AuNP’lerin PEG ile modifiye edildikten
sonra fizyolojik kosullar altinda da stabil oldugu gosterildi. Cokelmenin seviyesi
besiyerinin bilesimine goére degisiklik gostermektedir. Besiyerinin bilesiminin (cift
degerli iyonlar, serum) anlaml etkisi gosterildi ve bdylece kultir ortaminda ve
fizyolojik kosullar altinda NP’lerin sitotoksisitesinin degerlendiriimesi ve biyolojik
sistemler ile NP'lerin etkilesiminin anlagiimasi i¢in NP'lerin karakterizasyonunun

onemi gosterildi.

Birkac nanometreden birkagc yuz nanometre Olgek araligina kadar AuNP’lerin
sentezinin sulu c¢oOzeltilerde oldugu kadar organik c¢ozuculerde gergeklestigi
bilinmektedir. Tipik sentez mekanizmasi, AuCls gibi Au tuzlarinin, Au iyonlarinin
cekirdeklenmesine yol acarak partikil formasyonu gdstermesini saglayacak
indirgeme ajani ilavesiyle birlikte indirgenmesidir. Ayrica, AuNP’lerin ylzeyine
adsorbe olan ya da kimyasal olarak bu ylzeye badglanan bir stabilizator ajan
gereklidir. Bu stabilizator ajan genellikle yukludur; boylece esit yukla NP’ler birbirlerini
iter ve bu sayede kolloidal olarak stabiliteyi korur. Sulu ¢ozeltilerde daha yaygin

sentez yontemi igin, sitrik asit Au tuzunu ilk olarak indirgeyici gorev yapar ve boylece
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cekirdeklenmeyi tetikler ve ikinci olarak partikilin ylzeyine tutunmasini partikillerin
negatif yuku sayesinde kolloidal stabilitenin olusumunu saglar [148, 219]. Benzer
sentez fazlari ayrica organik ¢oziculerde gercgeklestirilebilir [153, 220]. Ancak bu
durumda indirgeme ajani stabilizatér ajandan farklidir. Kisacasi, Au ylzeyinin
nanoboyutta oldukga reaktif olmasi AuNP’lerin kimelesme sorununu da beraberinde
getirmektedir. Ayrica ortam ya da ¢ozicu madde, zaman, pH ve sicaklik gibi
etmenler de partiklllerin kimelesip, c¢Okelmesine neden olmaktadir. Dolayisyla
fizyolojik bir ortamda NP'lerin karakteristik 6zelliginin daha da iyi anlasiimasi son

derece onemlidir.

NP’lerin karakterizasyonunun 6nemli yani in vitro ve in vivo ortamda benzeri kogullar
altinda &lcilebilmesidir. Onemli parametrelerden biri fizyolojik kosullar altinda
(6rnegin plazma) NP'lerin ¢okme seviyesi ve stabilitesi ya da biyolojik uygulamalar
(6rnegin kultlr besiyeri) icin farkli besiyerindeki davraniglarinin incelenmesidir. Cesitli
calismalarda [221-225] farkh besiyerindeki NP'lerin stabilitesi ciddi olarak iyon ve
protein bilesimine bagli olarak azaltilabilir;, sonug olarak NP karakteristigi ve
fonksiyonelligi in vitro ve in vivo uygulamalarda bu durumdan etkilenir. Boyut, yuk ve
kimyasal Ozellikler gibi farkli parametrelerden dolayr verilen NP'lerin
karakterizasyonunun kalitesinin, uygulanabilirliginin ve farkl fizyolojik kosullar altinda
NP'lerin dzelliginin belirlenmesi cok énemlidir. Ornegin, suda ya da disik iyonik
kuvvetteki bir tamponda stabil NP'lerin fizyolojik ya da benzeri kosullar altinda [221-
225] buyuk c¢oOkeltiler olusturmadigr cesitli calismalarda gosterilmigtir.  Farkl
calismalarda ilgili besiyerinde NP'lerin karakterizasyonunun bunlarin toksisitesinin
degerlendiriimesi icin gerekli oldugunu gdstermistir [226]. Tum bu calismalar, verilen
besiyeri icinde stabilite’nin NP'lerin ylzey ozelliginin bir kompleks bilegimi, besiyeri
bilesimi ve NP'lerin konsantrasyonuna bagli oldugunu gostermistir. Bu nedenle,
fizyolojik olarak uygun besiyerinde NP'lerin karakterizasyonu biyolojik sistemler ile

etkilesiminin anlagilmasi i¢in gok onemlidir.
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4.4. AuNP’lerin Sitotoksisitesi

0 — 1 nM konsantrasyon araliginda AuNPs@PEG formulasyonlarinin in vitro
sitotoksisitelerinin degerlendiriimesi c¢alismasindan elde edilen hicre canlihgi
degerleri (%) Sekil 4.24 ve Sekil 4.25'de verilmigtir. Deneyler dort tekrarli olarak
gerceklestiriimistir.
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Sekil 4.24. A549 hicrelerine farkli konsantrasyonlarda AUNPs@PEG uygulanmasini
takiben 1. gundn sonunda elde edilen sitotoksisite degerleri (n=4, **p<.01). Hata

cubuklari standart hatayi gostermektedir.

PEG ile modifiye edilen AuNP’lerin toksik etkisinin olup olmadigi 0.2 nM, 0.4 nM,
0.6 nM, 0.8 nM ve 1 nM olmak Uzere bes farkli konsantrasyonun A549 hicre hattiyla
etkilestiriimesinden 24 saat sonra yapillan MTT yoOntemiyle belirlendi. MTT
yonteminden elde edilen verilerin istatistiksel olarak kargilastiriimasi igin ANOVA
kullanildi. ANOVA sonucu kontrol gurubuyla karsilastinldiginda AuNP@PEG ile
etkilestirilen gruplarda hicre canhliginda anlamh bir azalma gértulmustar (F(5,18) =
7.137, p<.05). Grup ici farkhliklari belirlemek Uzere yapilan post-hoc testlerinin
ardindan hucre canliligina iligkin olarak 0.2 nM’den daha yuksek konsantrasyonlarda
gorulen dususin anlamli oldugu goéruldia (p<.01). Bununla birlikte hiicre canlihdina
iliskin olarak deney gruplarinin aritmetik ve standart sapma degerleriyle elde edilen

MTT grafigi incelendiginde AuNP@PEG kolloidlerinin tim konsantrasyonlarinda
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kontrol gurubuna goére belirlenen bagil canlilik oraninin %80’nin altina dusmedigi
gorulmektedir. Bu nedenle AuNP@PEG kolloidlerinin A549 Uzerinde o6nemli bir

sitotoksik etkiye yol agmadigi sonucuna varilmistir [227].
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Sekil 4.25. HUVEC hicrelerine farkh konsantrasyonlarda AUNPs@PEG uygulanmasi
takiben 1., 2. ve 3. gunin sonunda elde edilen sitotoksisite degerleri (n=4, **p<.01).

Hata cubuklari standart hatay1 gostermektedir.

AUNP@PEG kolloidlerinin sitotoksik etkileri 0-1 nM arasinda olmak Uzere 5 farkli
konsantrasyonun HUVEC ile etkilestiriimesinden 24, 48 ve 72 saat sonra yapilan
MTT oOlgumleriyle belirlendi. Gruplarin karsilastiriimasi ANOVA testiyle yapildi. MTT
yontemi sonuglarina goére, AuNP@PEG’in hucre canhligi Uzerindeki etkisi
konsantrasyona gore istatistiksel agidan anlamli bir farklik goéstermemistir (p>.05).
Bununla birlikte 1 nM konsantrasyon degerinde ilk 24 saat ile karsilastirildiginda 48
saat ve 72 saat sonunda hucre proliferasyonu anlamli bir dists gostermistir (p<.01).
Grafik incelendiginde hucre canlilik oranlarinin genellikle %80’in Uzerinde oldugu
gorulmektedir. Yiksek konsantrasyonda NP kullanildiginda hicre canliigi %80 altina
dusUyorsa bunun sitotoksik oldugu dusunudlebilir [227]. Bu sonuglar, NP'lerin
mitokondriyal solunuma zarar vermedigini gostermektedir. NP'lerin sitotoksisitesini
dederlendirmek icin standart protokoller olmamasina ragmen, MTT yontemi

tasarlanan NP'lerin biyouyumlulugunu degerlendirmek icgin bir on test olarak
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kullaniimaktadir. Bu nedenle, bu tez calismasinda kullanilan AuNP'ler biyolojik

uygulamalar i¢in uygun adaylar olarak gorunmektedir.

ilgili bir molekiilde bulunan farkli islevsel gruplar (tiyol, fosfin, amin, karboksi vb.)
farkh NP@PEG turevlerinin elde edilmesinde kullanilabilir. Tiyol-PEG (SH-PEG)
fizyolojik kosullarda AuNP’lerin stabilizasyonu igin mukemmel bir adaydir ve kan
dolasiminda uzun sureli sirktlasyona olanak tanir [228, 229]. Bununla birlikte bliglne
kadar PEG kapli AuNP’lerin in vivo ve in vitro toksistesi ve hucresel alimi Uzerine gok

sayida rapor bulunmaktadir.

Takahashi ve ark. [228] HelLa hicreleriyle yaptigi calismada Au nanoogubuklar
Uzerindeki CTAB molekillerinin PEG ile yer degistirdiginde NP’lerin toksisitesinin
azaldigini ortaya ¢ikarmigtir. Shukla ve ark. 3.7 nm boyutundaki PEG kapli NP’lerin
HelLa hdcrelerinin g¢ekirdegine girdigini ve toksisiteye yol agmadigini raporlamistir.
Bununla birlikte 13 nm SH-PEG kapli Au nanokureleri fare dokusunda inflamasyon ve
apoptozu uyarmistir. PEG ile kaplanmis AuNP’lerin doku kinetidi, kanser birikimi ve
biyolojik dagilimi boyuta baghdir; kiigik NP’ler kan dolagiminda daha uzun sure kalir,
doku infiltrasyon sansi daha buyuk ve tumorlerde birikimi daha fazladir [206, 230,
231].

Vaskuler patolojilerde onemli rollere sahip olan endotelyum tumoér buyumesi,
ateroskleroz ve enflamatuvar hastaliklar gibi cok sayida hastaligin gelisiminde énemili
fonksiyonlara sahiptir. Kanser hticreleri ile kiyaslandiginda endotel hiicreleri gok daha
hassastir. Bu nedenle, NP'lerin sitotoksisitesinin degerlendiriimesinde hem A549
epitel hacreleri hem de HUVEC endotel hicreleri kullanilarak hacre canliligi
Uzerindeki etkilerine odaklanildi. Sonug olarak ¢ok hassas olan endotel hiicrelerinde
bile hiicre canliiginin %80’nin altina dismedigi ancak zamana bagl olarak degistigi

belirlenmistir.
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4 5. Hicre Kiltiiru

4.5.1. Hucresel Alimin Degerlendirilmesi

Sekil 4.26. AUNPs@PEG-T konjugatlarinin A549 hicreleri ile etkilesiminden 24 saat

sonraki hticresel alim goérintisu (x 20)

Sekil 4.27. AUNPs@PEG-T&BSA konjugatlarinin HUVEC ile etkilesiminden 24 saat

sonraki hicresel alim goruntisa (x 20)
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Sekil 4.28. AUNPs@PEG-T&Sema 3F konjugatlarinin HUVEC ile etkilesiminden 24

saat sonraki hiicresel alim gorintusu (x 20)

Sekil 4.29. AUNPsS@PEG-T&Sema 3F konjugatlarinin HUVEC ile etkilesiminden 24

saat sonraki hicresel alim goruntusu-2 (x 20)
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Sekil 4.30. AUNPs@PEG-T&Sema 3F konjugatlarinin HUVEC ile etkilesiminden 24

saat sonraki hicresel alim gortntusu-3 (x 20)

AuNPs@PEG-T&BSA AuNPs@PEG-T&Sema 3F

AUNPsS@PEG-T&BSA

g
S
2
5)
9D
N
S
T

AuNPs@PEG-T&Sema 3F

Sekil 4.31. Fonksiyonellestirilen AuNP’lerin hiicresel aliminin karsilastiriimasi. Olgek

cubugu 20 pm’dir.
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AuNP’ler molekdullerin hicre icine tasinmasi icin uzun zamandir kullaniimaktadir. Bu
amacla molekuiller AuNP yuzeyinde absorbe edilir ve biyokonugasyon hucrelerin
icine sunulur. Hucre icerisine giris gen tabancasindaki gibi zorla ya da partikal alimi
ile dogal olarak basarilabilir. Hucrelerin igerisinde molekuller salim mekanizmalarina

bagli olarak AuNP’lerden ayrilir.

Hucreler reseptor-ligand etkilesimi yoluyla spesifik olarak ya da spesifik olmayan
etkilesimler yoluyla kolloidal NP’leri igine alir. Amag¢ AuNP ylzeyine adsorbe olan
molekdulleri hucre igerisine transfer etmektir (Sekil 4.32). Hucre igine spesifik alim igin
hicre membrani Uzerindeki reseptorlere spesifitesi olan ligandlar (membrana bagl
transferin reseptérlerine baglanan Transferrin [232, 233] gibi) AuNP’lerin ylzeyine
konjuge edilir. Spesifik alim spesifik olmayan alimdan daha etkin olup, bu yolla ligand
modifiyeli AuNP’ler bu ligandlar icin ilgili reseptore sahip olan hlcrelerle gogu zaman
birlesirken diger hlcrelerle birlesmez. Bu duruma saglikli hiicrelerde daha az bulunan
fakat kanser hucrelerinin ylzeyinde fazlasiyla bulunan reseptorlere spesifitesi olan
ligandlarla modifiye edilen partikillerin kanser boélgesinde birikmesi 6rnek verilebilir
[234]. Birlesmeden sonra NP’ler hicre iginde genellikle endozomal/lizozomal
vezikuler yapilarda saklanir [235]. Partikulleri vezikuler yapilardan sitoplazmaya
salmak amaciyla partikul yuzeyleri membrani pargalayici peptitlerle kaplanir ya da
partikiller hiicre membrani icinden dogrudan transfere olanak saglayan peptitlerle
modifiye edilir [236]. Bu yontemle AuNP ylzeyine tutunan molekullerin hlcre icine
tasinmasi mumkuanddr [140, 171]. Molekullerin hacrelere partikll aracili taginmasi
baslica iki uygulama igin kullaniimaktadir. ilki, gen terapisinde sonradan ilgili proteinin
ekspresyonuna neden olacak DNA'nin hiicre igine girisidir [237, 238]. ikincisi ise ilag
hedeflemede antikanser ilaclarin spesifik olarak kanser dokusuna tasinmasinda
kullanilir [234]. Molekullerin kolloidal partikuller Uzerine adsorbe edilerek partikdil
aracili ilaglarin tasinmasi ve hucre icine transferi hicrelerin kendileri tarafindan
icsellestiremeyecekleri molekullerin hucre igerisine tagsinmasina olanak saglar. Bu
kolloidal NP’lerin hicrelerce alinmasi esasina dayanir. Ayrica yuzeyi modifiye olan
NP’ler bunlari iletmek icin hedef hlcrelere spesifik alimi kolaylastiran ligandlarla

konjuge olur.
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Sekil 4.32. AuNP’ler aracih@iyla hicre ici tasima. Hicre igine tasinacak molekuller
(turuncu renkli) AuNP (cekirdek kirmizi, stabilizatér katman gri) ylzeyine adsorbe
olur. Hucre icindeki bu molekuller daha sonra NP ylzeyinden ayrilir. (a) Gen
tabancasi: gen tabancasi olarak adlandirilan bir sistem kullanilarak hicrelerin igine
bir kursun gibi NP’lerin firlatiimasidir. (b) Hucrelerce NP’lerin alimi: NP’lerin spesifik
ya da non-spesifik olarak hucrelere dahil olmasidir. Ahmin ardindan partikiller hiicre

icindeki vezikuler kompartmanlarda saklanir.

Feldheim ve ark. [146, 239] AuNP’leri, BSA ortlstyle modifiye edip, degisik hlcresel
hedefleme peptitleriyle konjuge etmistir. Hem reseptor aracili endositoz hem de
nukleer lokalizasyon sinyali (NLS) iceren peptitlerle modifiye olan AuNP’ler bu
hlcrelerin ¢cekirdegine girmistir. Arastirmacilar daha sonra hem PEG hem de peptit
modifiyeli AuNPler’in hiicrelere girebilme yetenegini arastirmistir. ilging olarak, tek
katman icindeki PEG molekulleri buyuk olsa bile partikuller hicrelerce aktif olarak
icsellestiriimisgtir [240]. Bu c¢alisma c¢ok fonksiyonlu konjugasyonlarin tasarimda

heyecan verici firsatlara dikkati cekmistir.

PEG ile modifiye edilen ve proteinler ile fonksiyonellestiriien AuNP’lerin hucrelere
girebilme yetenegi arastinimistir. AuNPs@PEG-T, AuNPs@PEG-T&BSA ve
AUNPs@PEG-T&Sema 3F ile yapilan hucre igine alim sonuglarinin literatir ile
uyumlu oldugu ve biyokonjugatlarin reseptor aracili endositoz yoluyla hicre igine
alindig1 gorulmektedir. Biyokonjugatlarin TAMRA ile etiketlenmesi bunlarin huicre
icerisine aliminin gériintiilenmesine de olanak saglamistir. ilging olarak Sekil 4. 31’de
AuUNPs@PEG-T&Sema 3F konjugatlari AUNPs@PEG-T&BSA ile karsilastirildiginda

99



hicrelerce daha aktif olarak igsellestirildigi goruldi. Tabii ki hucresel alim
mekanizmasi muhtemelen farkli yuzey kimyalari, boyutlari ve yukleri nedeniyle farkli
altin nanokonjugasyon siniflari i¢in degiskenlik gostermektedir. Yer degistirme
reaksiyonlari AuNP’lerin hucre tarafindan icsellestiriime yeteneginin

dizenlenmesinde kullanilabilir [241, 242].

4.5.2. Hiicre Proliferasyonu
4.5.2.1. Uygun Anjiyogenez Modelinin Olusturulmasi

Proanjiyojenik faktorler arasinda en 6ne c¢ikani VEGF’tir. Calismada endotel hucre
proliferasyonu uyarmak suretiyle uygun bir in vitro anjiyogenez modeli olusturmak icin
gerekli VEGF konsantrasyonu belirlenmistir. Bu amacla 0-60 ng/mL arasi VEGF
endotel hicreleriyle (HUVEC) 24 saat boyunca inklibe edilip, bu surenin sonunda

endotel hicre proliferasyon ylzdeleri incelenmistir.
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Sekil 4.33. VEGF165 konsantrasyonuna bagli endotel hicre proliferasyon grafigi

(n=3). Hata gubuklar standart hata ortalamasini temsil etmektedir.

ANOVA sonuglarina gére VEGF konsantrasyonlarina baglh hidcre proliferasyonu
degerleri arasinda anlaml bir farklihk bulunmamistir (F@,10=1,010, p>.05). Bununla

birlikte, aritmetik ve standart hata ortalamalarindan yararlanilarak olugturulan
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histogram incelendiginde 1-12 ng/mL degerinin endotel hicre proliferasyonun

uyarimi i¢in en etkili deger arahgi oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.34. VEGFies'in (0-16 ng/mL) endotel hicre proliferasyonu (HUVEC)
Uzerindeki etkisinin zamana bagli grafigi. Hata c¢ubuklari standart hatayi temsil
etmektedir (n=4, *p<.05, **p<.01).

Hiicre proliferasyonunda artis

Anjiyogenez olusumunu baslatmak icin gerekli VEGF miktarini daha hassas bir
sekilde tespit etmek igin endotel hicreleri 0-16 ng/mL arasi farkl
konsantrasyonlardaki VEGFies ile 24 saat ve 48 saat sireyle inkiibe edildi. iki ayr
zaman diliminden elde edilen veriler tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile analiz
edildi. ilk 24 saat icin VEGF konsantrasyonlari arasinda anlamh bir farkhlik bulundu
(F(8,27)=26,348, p<.05). Buna gore 4 ng/mL ve usti VEGF konsantrasyonlarinda
hicre proliferasyonu kontrol grubuna gore anlamli olarak yuksektir (p<.05). Benzer
sekilde 48 saat sonunda elde edilen veriler arasindaki farkllik da anlamhdir
(F(8,27)=73,887, p<.05). Buna gore ilk 24 saat sonundaki sonuclarla uyumlu olarak

4 ng/mL ve ustindeki VEGF konsantrasyonlarinda hicre proliferasyonu kontrol
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grubuna gore anlamli olarak yuksektir (p<.01). Ek olarak, 16 ng/mL i¢in hicre

proliferasyonu diger VEGF konsantrasyonlarindan anlamli olarak ylksektir (p<.05).

anjiyogenez
uyarimi

-
v

Bu istatistiksel sonuglar ve proliferasyon grafigi i1siginda anjiyogenez modeli

olusturmak icin bir diger ifadeyle endotel hucreleri (HUVEC) Uzerinde
vaskularizasyon olugmasi i¢in gerekli VEGFies miktarinin 10-16 ng/mL arasi olmasi
uygun gorulda. Tam deneylerde, belirlenen bu VEGF miktar kullanilarak yaratilan
anjiyogenez modeli sonrasi Sema 3F ve biyokonjugatlar farkli konsantrasyonlarda

uygulandi.

Anjiojenez; ¢ok sayida proanjiojenik ve antianjiojenik molekullerin duzenledigi
oldukga kompleks ve dinamik bir surectir. Proanjiojenik faktorler ile antianjiojenik
faktorler arasinda normalde bulunan dengenin proanjiojenik faktorler lehine
degismesi sonucu yeni damar olusumu meydana gelir. Anjiojenezin en potent
uyaricisi VEGF'dir [243-245]. VEGF’nin asir sentezi, hdcre kualturandeki bazi
hlcrelerin baska hucrelere donidsimine sebep olur. VEGF’nin uyardigi endotel
hicre reseptorleri sinyal iletisi saglayan birkac proteini fosforile eder. Bu da ikincil
haberci sistemlerini uyarir, mesajin hucre igine iletiimesini saglar. Heparan sulfat,
onemli bir rol Ustlenerek VEGF’nin reseptorune baglanmasina yardim eder, bu olayi

duzenler.

Guo ve ark. [246] U87MG gliom hucrelerinde, PDGF-B overekspresyonun, hem
VEGF ekspresyonu hem de olusan timér damarlarina perisitlerin katilimini anlaml
sekilde arttirdigni gostermistir. Kondo ve ark. [247] ise insan kolon kanser hucre
hattini VEGF121 cDNA’si ile muamele ettiginde, anjiogenezi dolayisiyla timor

blyUmesini ve yayilimini aktive ettigini bildirmigtir.
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Literatur incelendiginde in vitro anjiyogenez uyarimi i¢in yaygin olarak kullanilan
yaklagimin VEGF uyarimli endotel hicre proliferasyonu oldugu gorilmektedir. Asiatik
asitin (AsA) anti-anjiyogenik ozelliklerinin incelendigi calismada endotel hucre kulttru
modelinde anjiyogenez olusumunu baslatmak i¢in 10 ng/mL VEGF HUVEC ve
HBMEC (insan beyni mikrovaskuiler endotel hlcreleri) olmak Uzere farkli endotel
hlcre serileriyle etkilestirmistir. Daha sonra Uzerine farkli konsantrasyonlardaki AsA

uygulanarak anjiyogenez Uzerine inhibe edici etkisi gosterilmistir [248].

4.5.2.2. Sema 3F’nin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin Degerendirilmesi

Sema 3F’nin timor baskilayici etkisinin degerlendiriimesi igin 0-240 ng/mL arasi farkl
konsantrasyonlarinin A549 hicreleri Gzerindeki etkisi incelendi (Sekil 4.35). Hicre
proliferasyon grafigine gére Sema 3F 1 ng/mL ve uzerindeki konsantrasyonlarda
etkisini gostermeye baslamistir. Ayrica 100 ng/mL ve Uzerindeki konsantrasyon
degerlerinde Sema 3F A549 hiicre proliferasyonunu inhibe edici etki géstermistir.
100 ng/mL timoral hticre proliferasyonun durdurulmasi icin etkin deger olarak géze

carpmaktadir.
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Sekil 4.35. Sema 3F’nin (0-240 ng/mL) A549 hicreleri Uzerindeki etkisi. Hata
cubuklari istatistiksel standart hatay! gostermektedir (n=3, **p<.01).

ANOVA sonuglari incelendiginde farkli Sema 3F konsantrasyonlarinin hiicre

proliferasyonu uzerinde anlaml bir farkhlik olusturdugu gértulmustur (F(8,18)=6,763,
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p<.05). Hucre proliferasyon grafigindekine benzer sekilde 100 ng/mL ve Uzeri
konsantrasyonlar kontrol grubuyla karsilagtirildiginda A549 hucre proliferasyonunu

anlamli olarak dusurmustar (p<.01).
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Sekil 4.36. VEGF uyarimi sonrasi uygulanan Sema 3F’nin (0,1-240 ng/mL) endotel
hicre proliferasyonu Gzerindeki etkisi. 10 ng/mL VEGF ile etkilestirilien HUVEC pozitif

kontrol olarak alinmigtir. Hata gubuklari standart hatayi gostermektedir.

Sema 3F’nin 10 ng/mL VEGEF ile uyarilan endotel hicre proliferasyonu Uzerindeki
etkisi de incelendi (Sekil 4.36). MTT testlerinde yasanan veri kayiplarindan dolayi
100 ng/mL ve 240 ng/mL Sema 3F konsantrasyonlari icin ikiser; diger gruplar igin
ucer sonu¢ elde edildi. Bundan dolayr 100 ng/mL ve 240 ng/mL konsantrasyonlari
icin elde edilen sonuglar istatistiksel veri analizinden ¢ikarildi. Tek yonli varyans
analizi sonucunda gruplar arasi farkhligin olmadigi goéruldu (F(4,10)=1,410, p>.05).
Bununla birlikte, hiicre proliferasyon grafigi incelendiginde 10 ng/mL VEGF’in kontrol
grubuyla karsilastirildiginda beklendigi gibi hiicre proliferasyonunu arttirdidi, sirasiyla
10 ng/mL, 100 ng/mL ve 240 ng/mL Sema 3F’nin ise pozitif kontrol ile

karsilastirildiginda hicre proliferasyonunu énemli 6lgtide disurdiugu gorulmektedir.

Sema 3F bircok dokuda eksprese edilmektedir. Bununla birlikte bircok kanser
turinde Sema 3F mRNA seviyesinin 6nemli Olcide azaldigi gorulmuagstir. Ayrica

disik Sema 3F orani ylksek metastaz, dusuk farklilasma ve ilerlemis hastalik
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seviyesiyle iligkilidir. Bu durum Sema 3F'yi terapdtik bir ara¢ olarak 6ne
clkarmaktadir. Literatir incelendiginde farkhi tamor tipleri icin  Sema 3F’nin
anti-tumoral ve anti-anjiyogenik etkisi Uzerine artan sayida calisma yapildigi

gorulmektedir.

Nasarre ve ark. [249] ekzojen olarak Sema 3F (100 ng/mL) ile etkilestirilen MCF7
meme kanseri hlcrelerinde htcre proliferasyonunun kontrol grubuna gére anlaml
olarak azaldigini goéstermistir. Wu ve ark. [250] tarafindan gergeklestirilen ¢alismada
kolon kanseri hucrelerinde (SW480) Sema 3F'nin overekspresyonu sonucunda hicre
proliferasyonu, fibronektin adezyonu ve hucrelerin migrasyon kapasitesinde dugus
g6zlenmesinin yani sira S-fazi hicre populasyonu ve aV3 integrin ekspresyonunda
azalma gorulmastir. Ayni calismada Sema 3F overekspresyonu nude fareye
ortotopikal olarak transplantasyon yapilan tumodrogenezini kuglltip, karaciger
metastazini 6nemli Olcude azaltmigtir. Ayrica Sema 3F'yi hedefleyen siRNA
transfeksiyonu neticeside in vivo tumdr olugsumunda artis gdzlenmistir. Bielenberg ve
ark. [107] ise in vitro kosullarda Sema 3F’nin insan metastatik melonom hucrelerinde
F-aktin hucre iskeletini yikima ugratip, endotel hicrelerini geri itmek suretiyle endotel
ve tUmoral hilcre adezyonu ve migrasyonunu inhibe ettigini gostermistir. Ayni
calismada Sema 3F ksenogreft fare melonom modelinde timor mikrogevresindeki
kan damari invazyonunuda Onlemigtir. Bu sayede tumor boyutu ve tUmor
cevresindeki damar sayisinda onemli bir azalma gorulmustlir. Sonug¢ olarak,
Sema 3F tUmor anjiyojenezi, timor ilerlemesi ve metastazina karsi guglu bir inhibitor
etki gostermistir. Melonom hticreleriyle (MM170 ve A375) gerceklestirilen diger bir
calismada ekzojen Sema 3F inklbasyonu ya da endojen Sema 3F
overekspresyonunun melanom huicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
[251]. Futamura ve ark. [252] Sema3F mRNA seviyesinin ekzojen ve endojen p53
geniyle arttigini gostermistir. Bu durum Sema 3F’nin p53 geni yonelimli anti-
anjiyogenezde rol aldigi disuncesini glglendirmektedir. Calismada p53 geni
susturulan kolorektal kanser hicreleri (LS174T) kaynakh tGmorler normal seviyede
p53 bulunan timorle kargilastirildiginda timor-damar olusumunda dikkate deger bir
artis oldugu gorulmustar. p53 geni susturulan tumdrlerde (LS174T) ise Sema 3F ve
NRP2 ekspresyon seviyesinin kontrol grubu timorlerine gore daha dusuk seviyede
oldugu gorulmustir. Calismada Sema 3F'nin overekspresyonu H1299 akciger kanser
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hdcrelerinin gelisimini in vitro ortamda baskilamistir. Ayrica fare Ustinde olusturulan
in vivo timoér modelinde Sema 3F eksprese eden H1299 timoérlerinin boyutunun
azaldigi ve kontrol olarak alinan tumdrlerle karsilastirildiinda etrafinda daha az

sayida kan damarlari olustugu gozlenmistir.

Sema 3F, tumor hucreleri ve endotel hicre morfolojisi Uzerinde dnemli bir etkiye
sahiptir. Shimizu ve ark. [99] insan glioma ve HUVEC hicreleri Uzerinde
gerceklestirdigi calismada Sema 3F’nin hlcre iskeleti yikimini, stres liflerinin kaybini
ve F-aktin depolimerizasyonunu uyararak hicre migrasyonunu inhibe ettigini
gostermigtir. Sema 3F endotel hucre yikimini da uyarmigtir. Calismada HUVEC
hicrelerinde HEK293 hicrelerinden purifiye edilen ekzojen Sema3F’ye yanit olarak
onemli ve hizli morfolojik degisimler goértulmustir. Etkilesimden 30 dk. sonra kontrol
grubuyla karsilastirildiginda stres fiberlerinin dnemli dlgide kayboldugu gézlenmistir.
Farkli kombinasyonlarda Sema 3’ler reseptorl eksprese eden dort farkli timarijenik
hicre serileri (MDA-MB-231, MDA-MB-435, MDA-MB-468 ve MCF7) Ulzerine yapilan
bir calismada anti-anjiyogenetik potansiyeli timor tipine bagli farklilik gosterse de
Sema 3’ler (Sema 3C harig) timor ile iliskili kan damari konsantrasyonunu azaltmigtir
[253]. Calismada Sema’larin tumor anjiyogenez inhibisyon kapasitesiyle anti-timor
aktiviteleri arasinda dusuk bir iligki bulunmasina ragmen anti-tumorjenik etkinin timor
hlcrelerince ekprese edilen Sema turline 6zgl sinyal donuastlricl reseptorlerle
yuksek iliskili oldugu belirlenmigtir. Kessler ve ark. [13] ise Sema 3F’nin VEGFies5 ya
da bFGF uyarnimli HUVEC proliferasyonu ve sagkalimini inhibe ettigini gdstermistir.

Literatir incelendiginde Sema 3F Uzerine yapilan arastirmalarda yaygin olan
yaklagimin gen transfeksiyonu yoluyla Sema 3F’nin mRNA overekpresyonu oldugu
gorulmektedir. Transfekte edilen hicreler tarafindan ekspres edilen Sema 3F
miktarinin tespit edilmesindeki kisitlamalar nedeniyle endojen Sema 3F’nin etkisinin
doz bagimh olarak incelenmesinde birtakim guglukler bulunmaktadir. Bu nedenle
mevcut calismada A549 hicre hattiyla etkilestirilen Sema 3F’nin konsantrasyon
araligi olabildigince genis tutulmaya c¢alisiimistir ve 100 ng/mL Uzerindeki degerlerin

hicre proliferasyonu azalttigi géralmuastur.
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Ozetle, Sema 3F’nin in vitro ve in vivo ortamda farkl timor tipleri igin timér geligimini
baskilayip, anti-metastatik etkiler sergiledigi ayrica endotel hicre adezyonu,
migrasyonu ve proliferasyonunu inhibe ederek anti-anjiyogenetik etkiler gosterdigi
literatlirde sik¢a raporlanmistir [253]. Bir terapétik olarak Sema 3F’nin secilmesi hem
timor  hucrelerinink hem de tumor mikrogevresindeki endotel hucrelerinin

hedeflenmesi agisindan oldukga avantajlidir.

4.5.2.3. Click-EdU ile Sema 3F’nin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisinin

Degerlendirilmesi

Ekstraselliler buyume faktorlerindeki artis ve hdcre-igi  sinyal yollarindaki
dizensizlikler hicre blUylume/proliferasyon déngistnun bozulmasina ve artan gen
ekspresyonu sonucu hucrelerin kontrolsuz olarak ¢ogalmasina neden olmaktadir.
Tumor gelisimi ve vyayllmasi potansiyelinin  tespiti acgisindan tiumor hucre
proliferasyonun belirlenmesi olduk¢a onemlidir. S6z konusu yontemler ayni zamanda
anti-kanser tedavi yaklasimlarinin etkinliginin degerlendiriimesi adina da énemli geri
bildirimler saglamaktadir. Hicre proliferasyonu DNA sentezi (*H-Timidin birlesimi,
BrdU, EdU vb.), metabolik aktivite (tripan mavisi, MTT, vb.) proliferasyon isaretgileri
ve ATP igeriginin oOlgimune dayali yodntemler aracihigiyla farkh sekillerde
Olclilmektedir [254, 255]. Metabolizma ve ATP &lcimine dayali yontemler hicre
proliferasyonu hakkinda daha dolayli yoldan bilgi verirken, bélinmede gdrev alan
isaretleyiciler ve DNA sentezine dayall yontemler ise daha dogrudan bilgi vermektedir
[254].

MTT proliferasyona ugrayan hucrelerin mitokondrilerinde artan dehidrogenaz enzim
aktivitesine bagli olarak tetrazolyum tuzlarinin indirgenmesi ve kolorimetrik yanit
olusturmasina dayaldir. Bu yontem hizli, kolay ve ekonomik oldugundan hucre
kultirinde canlilik/sitotoksisite/proliferasyon testi icin yaygin olarak kullaniimaktadir
[256, 257]. YUksek belirlilik gosteren bir yontem olan MTT'de radyoizotoplarinin
kullanilmamasi yontemin diger bir Ustun o6zellididir [257]. Bununla birlikte farkh
kosullar (hicre sayisi ya da MTT konsantrasyonu, pH) MTT-formazan
absorpsiyonunu etkileyebilmektedir [254, 258]. Ayrica MTT indirgenme orani hicre
tiplerine gore o6nemli farklliklar gostermekte, mitokondri digindaki enzimler de

tetrazolyum tuzlarini indirgeyebilmektedir. Bu nedenle g¢alismada hicre
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proliferasyonu uzerine etkilerin degerlendiriimesinde MTT ydntemine ek olarak EdU
hdcre proliferasyon yontemide kullanildi. Bu yontem, metil grubuyla alkin grubunun
yer degistirdigi bir timidin nukleotid analogu olan 5-etinil-2'-deoksiuridinin (EdU) click
kimyasi olarak bilinen bir reaksiyonda alkin grubuna kovalent olarak baglanan bir
floresan azit kullanilarak algilanmasina olanak tanir [259] (Sekil 4.37). Hucre
proliferasyonu timidin analoglarinin aktif olarak biyosentezlenen DNA’ya katilimiyla
izlenir. EAU yonteminde antikor temelli BrdU yonteminin aksine DNA denature
edilmez. Bdylece hlcre proliferasyonu daha az adimda ve daha kisa zamanda tayin

edilir.
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prolifere olan NH :

hacreler |
(DNA biyosentezi) N'go i N‘f{
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1. EdU’'nun prolifere olan 2. (i) Hacreler fikse edilmesi. 3. Biyo-goruntaleme
hacrelerin DNA ile (i) DNA'nin click kimyasi
birlegmesi araciliiyla Floresans

prob ile etiketlenmesi.

Sekil 4.37. EdU testi (Invitrogen™)

MTT’ye ek olarak Sema 3F'’in farkli konsantrasyonlarinin HUVEC ve A549 hucre
proliferasyonu uzerine etkisi EdU hucre proliferasyon yontemiyle de degerlendirildi.
EdU yontemi kullanilarak yapilan deneylerin sonucunda olusan gortinta Sekil 4.38’de
gorulmektedir. Hucrelerin fotograflari gekildikten sonra bilgisayar yazilimiyla boélinen
(prolifere olan) ve boélunmeyen (prolifere olmamis) hucreler sayilip, proliferasyon
sonuglari elde edildi. Hucre proliferasyon degeri Esitlik 6’dan yararlanilarak elde
edildi.

) ) Prolifere olan hiicre sayist o
Hiicre Proliferasyonu (%) = Toplam hiicre sayist x 100 (Esitlik 6)
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Bolanmemis

Sekil 4.38. EAU yontemi sonucunda goruntilenen hucrelerin fotografi. Buna gore
bolinememis hucreler mavi renkli, prolifere olan hucreler yesil renkli olarak

gorulmektedir (x20)
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Sekil 4.39. HUVEC uzerinde gergeklestirilen EAU yontemi sonuglari. 0,1, 10, 20, 60,
100 ve 200 ng/mL konsantrasyonlari i¢cin Sema 3F’nin HUVEC proliferasyonu
uzerindeki etkileri degerlendirildi. Test dncesi tim gruplar 12 ng/mL VEGF ile inkube

edildi. Hata gubuklari standart hatay1 gostermektedir.
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HUVEC kullanilarak yapilan testlerde EdU yéntemi uygulanmadan dnce tim htcreler
12 ng/mL VEGFuiss ile inkibe edildi. Buna gére HUVEC igin 10 ng/mL ve Uzerindeki
konsantrasyonlarda Sema 3F hudcre proliferasyonunu durdurmaya baslamistir.
Ozellikle 100 ng/mL ve daha vyiiksek konsantrasyonlarda Sema 3F’nin hiicre
proliferasyonunu 6nemli dl¢glide disurdigu goéruldiu. Bu sonuglar MTT sonuglarini

desteklemektedir.
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Sekil 4.40. A549 hucreleri Uzerinde gergeklestirilen EAU yontemi sonuglari. 1, 10, 20,
60, 120, 200 ve 240 ng/mL farkl konsantrasyonlari igin Sema 3F’nin A549 hucreleri

uzerindeki etkileri degerlendirildi. Hata gubuklari standart hatayi gostermektedir.

A549 hucreleri igin 1 ng/mL Sema 3F hucre proliferasyonunu etkilememistir. Bu grup
kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda hicrelerin  proliferasyona devam ettigi
gorulmektedir. HUVEC ile yapilan testlerin sonuglarina benzeri sekilde 10 ng/mL ve
ustl konsantrasyonlardaki Sema 3F kontrol grubuna oranla hucre proliferasyonunu
disurmustir. 60 ng/mL Sema 3F’nin hicre proliferasyonunun dusuralmesi igin en
etkili deger oldugu gorildi. Sonuc olarak, kontrol grubuyla karsilastiriidiginda
Sema 3F’nin hem HUVEC hem de A549 hiicre serileri kullanilarak yapilan testlerde
hicre proliferasyonunu diasurdigu gorulmektedir. Sema 3F’nin VEGF1es uyarimli
endotel hicre proliferasyonu Gzerinde daha etkili sonuglar verdigi goéruldi. Bu durum

VEGF6s ile uyarilarak anjiyogenez slrecinin baslatiimasindan sonra Sema 3F’nin
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VEGFi165 uyarimli endotel hicre proliferasyonu Uzerinde daha etkili sonuglar verdigini

gostermigtir.

4.5.2.4. Sema 3F ile konjuge edilen AuNP’lerin etkisinin degerlendirilmesi

Biyokonjugatlarin anjiyogenez Uzerine etkilerinin belilenmesi amaciyla farkl
konsantrasyonlardaki AuNPS@PEG-T, AuNPsS@PEG-T&BSA, AuNPs@PEG-
T&Sema 3F konjugatlar ve Sema 3F’nin VEGF (12 ng/mL) uyarimli endotel hicre

proliferasyonu Uzerindeki etkisi incelendi (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41. Biyofonksiyonellestiriimis nanopartikillerin endotel hicre (HUVEC)
proliferasyonu Uzerindeki etkisi (n=3, *p<.05, **p<.01). Kontrol grubu disindaki tum
gruplar uygulama oéncesi 12 ng/mL VEGF ile 24 saat inkube edildi. Karsilagtirmalar

12 ng/mL VEGF’e gore yapildi. Hata ¢gubuklari standart hatayi temsil etmektedir.

Hucre proliferasyon yuzdelerine iligkin grafik incelendiginde AuUNPs@PEG-T&Sema
3F’lerin sadece Sema 3F ile karsilastiriidiginda VEGFies uyarimli endotel hicre
proliferasyonunu daha da azalttigi goraldi. Ayrica timor anjiyogenezinin inhibisyonu
icin AUNPs@PEG-T&Sema 3F’'de en etkili degerin ise 100 ng/mL  Sema 3F ile
fonksiyonellestirilenlerin - oldugu goruldi. ANOVA testi hicre proliferasyon
degerlerindeki  farkhligin  istatistiksel agidan anlamh  oldugunu  gosterdi
(F(8,18)=3,036, p<.05). Buna goére 12 ng/mL VEGF pre-inklibasyonu kontrol grubuyla
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kargilastinldiginda hucre poliferasyonunu anlamli olarak yukseltmistir (p<.05). VEGF
inkibasyonu  sonrasi  verilen 100 ng/mL  AuNPs@PEG-T&Sema  3F
biyokonjugasyonu sadece 50 ng/mL ve 100 ng/mL Sema 3F verilenler ile
karsilastinldiginda hucre proliferasyonunu anlamh olarak dusurmustar (p<.05).
Sadece Sema 3F verilenlerde ise 100 ng/mL Sema 3F hicre proliferasyonunu

50 ng/mL Sema 3F ile kargilastirildiginda anlaml olarak dagturmustur (p<.05).

Gunumuzde kanser tedavisinde genellikle cerrahi, radyasyon terapisi ve kemoterapi
yontemleri tek veya kombinasyon halinde uygulanmaktadir. Bu stratejiler siklikla
tekrarlayici olmasindan ve yan etkilerinden dolayi basarisiz olmaktadir. Bu durumu
degistirmek icin kati tumorlerin igerisinde kalan tumor hucrelerinin  heterojen
popullasyonunu yikma yetenegine sahip ¢ok fonksiyonlu terapdtiklerin kullanildigi

yeni kanser tedavileri gelistirilmelidir.

Buguln itibariyle yapilan birgok galisma terapoétik ajanlarin in vitro ve in vivo hedef
bblgelere tasinmasinda nanopartikiller araciligiyla yapilan tasimanin terapotik
ajanlarin tek basina verilmesinden daha etkili sonuglar verdigini gostermektedir [260-
262]. Paciotti ve ark. [263] Tumor nekroz faktor-Polietilen glikol ile
fonksiyonellestirilmis altin kolloidlerinin (cAu-PEG-TNF) kanser hucreleri (zerine
etkisini arastirmak icin  in vivo ¢alisma gercgeklestirmistir. TNF hem hedefleme hem
de kanser hucrelerinin yok edilmesinde tedavi edici bir 6zellige sahiptir. cAu-PEG ile
baglanan TNF tUmor kuatlelerinin azaltilmasinda sadece TNF’'ye oranla daha etkili
olmustur. Ayrica, intravendz bir sekilde fareye enjekte edilen cAu-PEG-TNF
biyokonjugatlarinin karaciger, dalak veya diger saglikli hicrelere oranla MC-38 kolon

karsinoma tumorlerinde daha genis oranda toplandidini gézlenmisgtir.

Bir baska in vivo galisma, diyabetik Wistar sicanlarda transmukozal yollardan verilen
insulin bagli AuNP'lerin sadece insulin ile kargilastirildiginda kandaki glikoz seviyesini

onemli Olgude indirgedigini gostermistir [199].
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El-Sayed ve ark. [264] in vitro kosullarda gergeklestirdigi galismada meme kanseri
hacrelerinde (MCF-7) programli hicre yikimin baglatiimasi amaciyla Ostrojen
reseptori Alfa'nin segici olarak hedeflenmesi icin Tamoksifen ile konjuge edilen
AuNP'leri (TAM-PEG-SH-AuNP) sadece Tamoksifen ile karsilastirildiginda ilag
etkinligi 2.7 kat artmigtir.

Dihidrofolat rediktazin stokiyometrik bir inhibitéri olan Metotreksat (MTX)
konjugasyonlu AuNP'lerin sadece MTX'e oranla tumor hicrelerinde hizli ve yuksek
oranda biriktigi bildirilmigtir [265]. Ek olarak Lewis akciger kanserli fare tumor
modelinde anti-tumor etki gostermeyen MTX'e kargi AuNP'lerle birlestirilen esit dozda

MTX'in tumor geligimini baskiladigi rapor edilmigtir.

Bugulnlerde NP’ler ile biyolojik molekullerin fonksiyonellestiriimesi sonucu arttiriimig
etkinlikten faydalanilarak in vitro kosullarda yapilan bir bagka calismada platin bazl
bazi anti kanser ilaclari glutatyonun antioksidan 6zelliginden faydalanarak kaplandigi
AuNP’ler ile fonksiyonellestirilip bu sekilde prostat kanseri hlicrelerini spesifik olarak

hedefledigini ve hicresel alimi arttirdigini gostermistir [266].

Proteinlerin canli  hucrelerin igerisine taginmasi hicre memraninin  duguk
gegirgenligiyle sinirlanmaktadir. Enzimler tarafindan sindirilme karsisinda proteinlerin
stabilitesinin korunmasi da ayri bir zorluktur [267]. NP'lerin boyut ve ylzey
karakteristikleri yéninden optimize edilebilmeleri terapoétik ajanlarin hedefleme
etkinliginin arttirlmasi amaciyla kullanilabilir. Ayrica yluzey alani/boyut oranina bagh
olarak tasinan terapdtik ajanlarin sayisinin arttirlmasi ve konsantre bir terapotik

etkinin olusturulmasi muamkuandur.

Ayrica gelecekte farkli amagclar dogrultusunda farkli molekullerle (ilag, boya,
biyomolekdl, iglevsel gruplar vb.) konjuge edilen NP’ler sayesinde ¢ok fonksiyonlu
NP’ler tasarlanip, hedefleme, goérintilenme ve kontrolli salim &zellikleri daha da
gelistirilebilecektir.
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Bu galismada, timor anjiyogenez inhibisyonu i¢in AuNP araciligiyla gergeklestirilen
tasima sayesinde Sema 3F’nin hedef bodlgede birikimi saglanmis ve bdlgesel
konsantrasyon artisiyla birlikte Sema 3F’nin terapétik etkisini arttirdigr gosterilmistir.
Boylece AuUNPs@PEG-T&Sema 3F’ler endotel hlicre proliferasyonunu anlamli bir
sekilde engellemistir. Sonuglar literatir ile uyumludur. Ancak burada bir hedefleyici
peptit ya da doza baglh toksik etki gostrebilecek antikanser ila¢ yerine ilk defa normal
hdcrelerden salinabilen ve bazi molekuler yollar galigtiran, anti-anjiyogenik etkilere
sahip Sema 3F gibi buyuk bir biyolojik molekil AUNP@PEG ile konjuge edilmis bu
sekilde olasi yan etkiler minimuma indirgenmek istenmistir. Bu sekilde gelecekte

yapilacak diger ¢alismalar ile kanser tedavisinde ilag olarak kullanilabilecektir.

4.5.2.5. Fonksiyonellestiriimis AuNP’lerin sitotoksisitesinin degerlendirilmesi

AUNPs@PEG-T (kontrol NPs), AUNPS@PEG-T&BSA ve AuUNPs@PEG-T&Sema3F
biyokonjugatlarinin 0,2 nM, 0,4 nM, 0,8 nM ve 1 nM olmak Uzere dort farkli
konsantrasyonunun hucre canhligi Uzerindeki etkisi kontrol grubuyla kargilastirildi
(Sekil 4.42).

140
?120 T
S
= 100 -
=
% 80 1 [~  B@Kontrol
8 60 1 —  OKontrol NPs
_g 40 ~ | WBSA-NPs
.:Is: 20 - | OSema-NPs
0 - -
0.2 0.4 0.8 1
Konsantrasyon (nM)

Sekil 4.42. Biyokonjugatlarin endotel hicre (HUVEC) canlihgl Gzerindeki etkisinin
grafigi. Hata gubuklari standart hatayi temsil etmektedir (n=3).

Karsilagtirmalar icin iki yonli ANOVA kullanildi. Buna gdére kontrol, kontrol NPs,
AUNPs@PEG-T&BSA ve AuNPs@PEG-T&Sema 3F gruplarinin hucre canhligi
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Uzerindeki etkisi anlaml bir farkhilik gostermemistir (F(3,32)=0.748, p>.05). Test
gruplari ve konsantrasyon etkilesiminin hicre canliligi Gzerindeki etkisi de istatistiksel
olarak anlamh degildir (F(9,32)=1,547, p>.05). Ek olarak, hicre canlilik grafigi
incelendiginde tum test gruplari icin hucre canliiginin %80’nin Gzerinde oldugu
gorulmektedir. Bu durum biyokonjugatlarin hicreler Uzerinde toksik etkisi olmadigi

gorusunu desteklemektedir.

Degisik boyut ve tipteki altin nanokonjugatlarinin toksisitesi ¢cok sayida bagimsiz
arastirma grubu tarafindan arastirimaktadir. Buglne kadar sonuclar degiskenlik
gostermesine ragmen, bu calismalardan 6nemli sonuglar elde edilmigtir. Bu sonuglar
arasinda en carpicl olan sonug, altin nanokonjugasyonlarinin toksisitesi yuzey
ligandlarinin kimyasal bilesimine baglidir. Gergekten sik sik ylzey gruplarinin kendisi
toksisiteye neden olmabilmektedir. Ornek olarak, CTAB ile fonksiyonellestirilen altin
nanokonjugatlarinin baglangigta toksik oldugu dusunulse de sonradan partikullerin
ligand uzantilarini uzaklastirmak amaciyla ylkanmasi sonucu toksisiteye yol
acmadigi belirlenmigtir [133]. Bu alandaki diger bir calisma CTAB gibi ligandlarin
toksisitesinin AuNP’ler ile kompleks olusturdugunda nasil azaldigini gostermigtir.
Toksisitedeki dususun toksik ajaninin  hicresel yerlegsiminin  degismesinden

kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

Rotello ve ark. [268] kimyasal fonksiyonellestirmeyi ve nanokonjugatlarin ylzey
ligand yukinin toksisiteyi nasil etkiledigini gdstermistir. Ayrica amin fonksiyonaliteli
partiktllerin biraz toksik iken karboksilik asitle fonksiyonellestirilen partikallerin

non-toksik oldugu tespit edilmistir.

iigi cekici son c¢alismalar konjugatlarin boyutununda toksisiteyi belirledigini
gostermigtir. Pan ve ark. [269] bir fosfin paneli ile fonksiyonellestiriimis capi
0.8-1.5 nm araliginda degisen AuNP’leri incelemistir. Bu arastirmacilar, 1.4 nm
capindaki NP’lerin toksik oldugunu, fakat 100 kat daha yodun konsantrasyonlu olsa
bile 15 nm c¢apindaki partikullerin toksik etki yaratmadigini bulmustur. 1.4 nm
capindaki partikillerin toksisitesinin nekrozdan kaynaklandigi kanit olarak sunulmus,
bununla birlikte ne 1.2 nm ne de 1.8 nm ¢apindaki partikullerin bu etkiyi gostermedigi

tespit edilmigtir.
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Kirchner ve ark. [270] AuNP’leri n6tr bir polimer ile kaplamistir. Bu tar sabit bir yuzey
ligandi ile AuNP’lerin sitotoksik etkisinin ¢iplak AuNP’lere gére daha dusuk oldugu

gOsterilmistir.

Yapilan bir bagka hicre sitotoksisite galismasinda AuNP’ler PEG ile modifiye
edildikten sonra coumarin ile fonksiyonellestiriimistir. Sonugta ne AuNP'lerin, AuUNPs-
PEG-OMe’'nin ne de coumarin-PEGthiol ile fonksiyonellegtiriimis AuNP'lerin ayni
konsantasyonlarda sitotoksik olmadigi belirlenmistir [271].

Paciotti ve ark. [263] Tumor nekroz faktor (TNF) ile fonksiyonellestirdigi AuUNP’lerin
sadece TNF’ye oranla daha anti-tumor etki gosterdigini fakat farelerde gok az toksik

etki gosterdigini raporlamistir.

Sekil 4.43’te gosterilen sonuglarda tum biyokonjugatlarin deneyde kullanilan
konsantrasyonlarda sitotoksik olmadigi ve hucre canhliginin %80 Uzerinde oldugu
gorulmektedir. Sonugclar literatlirle uyumludur. Genel olarak yapilan c¢alismalar
dikkate alinirsa AuNP’lerin sitototoksisitesi NP’nin boyutuna, sekline, ylzey
modifikasyonu, ylzey ligandlarinin kimyasal bilesenleri ve hucre tiplerine gore
farklilik gosterebilir. In vitro ortamda gergeklestirilen birgok sitotoksisite galismasinda
kanser hucreleri kullaniimasina ragmen bu calismada Uzerinde ¢ok fazla sayida
¢alisma olmayan ve son derece hassas olan endotel hucreleri (HUVEC) ile ¢alisildi.
Hassas olan bu hdcreler Gzerinde biyokonjugatlar hicre canhligini ¢ok az etkilmis,
fakat hicre proliferasyonundaki duisis etkisini arttirmistir. Bu durum gelecekte
nanotagiyici sistemler kullanilarak birgok hastaligin tedavisinde basarili sekilde

biyokonjugatlarin kullanilabilecegine isaret etmektedir.
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4.6. SDS-PAGE Jel Elektroforezi
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Sekil 4.43. BSA ve Sema 3F'nin SDS-PAGE jel goruntisu

1- Kontrol

2- 1ug/mL BSA

3- 2,5ug/mL BSA

4- 5ug/mL BSA

5- 7,5ug/mL BSA

6- 1ug/mL BSA

7- 2,5ug/mL Sema 3F
8- 5ug/mL Sema 3F
9- 7,5ug/mL Sema 3F
10-Kontrol

(6n boyanmis standart)

%8’lik poliakrilamid jel elektroforezinde proteinler (BSA ve Sema 3F) yurutildukten

sonra gimus boyama yapildi ve bantlar belirlendi. SDS-PAGE ile elde edilen bantlar

Sekil 4.43 gorulmektedir. SDS-PAGE jelde goruldugu gibi iki ayri protein standardi

kullanildi. Bunlardan 6n boyamali olan standart SDS-PAGE jel elektroforezinde

yurime bittikten hemen sonrada renkli bantlar olarak belirdi. Diger standart ise

gumus boyama sonunda belirlendi.

BSA’nin molekuler agirhgi 66.2 kDa, Sema 3F’nin ise 116.3 kDa oldugu standartlarin

verdigi degerlere bakarak belirlendi. Artan konsantrasyonlarda, BSA’nin bant

yogunlugunun tek zincirli gekilde konsantrasyona bagli olarak arttigi gosterildi.

Sema 3F igin bant 7.5 yg/mL konsantrasyon degerinde net bir sekilde goruldu.
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4.7. Galismanin Onemi

Yeni kan damarlarinin gelisimi tumor gelisimi icin ¢ok kritik bir stregtir. Dolayisiyla

kanser tedavisinde anjiyogenez sureci yavaglatiimak ya da durdurulmak istenir.

Literatirde kanser biyolojisi Uzerine yalnizca Sema 3F’nin ya da sadece AuNP’lerin
kullanildig1 ¢esitli calismalar mevcuttur. Bu c¢alismalarda kanser tedavisi igin
Sema 3F’nin hicre proliferasyonunu engelledigi belirtiimistir. Sadece Sema 3F ve
AuNPs@PEG ile fonksiyonellestiriimis Sema 3F’nin hicre proliferasyonu Uzerine
etkisi karsilastinldiginda AuNPs@PEG ile fonksiyonellestiriimis Sema 3F’'nin gok
daha etkin bir sekilde hicre proliferasyonunu durdurabildigi yaptigimiz ¢alismada

gOsterilmistir.

Yapilan calismada o6nemli olan ilk defa Sema 3F, tasiyici nanosistem olarak
AuNPs@PEG ile fonksiyonellestiriimis ve NP’ler ile birlikte kullanildiginda aktif
hedefleme araciliiyla VEGF uyarimh endotel hiicre proliferasyonunda daha fazla
dusus goézlenmistir. Bu durum NP’ler ile Sema 3F kullanildiginda etkisinin daha da
arttirilabilecegini ortaya koymaktadir. Halbuki nanopartikiler sistemler kullaniimadan
Sema 3F direk kan yoluna verildiginde hedefe non-spesifik olarak yayilim gdsterir.
Dolayisiyla tumorler gelismeye bagladiginda anjiyogenez surecini yavaglatmak igin
Sema 3F ile fonksiyonellegtiriien AuNPs@PEG’ler normale goére arttinimis etki
gosterdidi igin gelecekte ilag olarak kullanilabilir. Ayrica bu yontemle ilaglarin sadece
hedeflendirilebilmesi sayesinde olasi yan etkileri azalmis olur. Clnkl bu sekilde hem

ilacin doz miktari dusurulebilir hem de etkisi arttirilabilir.

Calismada AuNP’lerin kullanilmasi daha etkin sonuclar veren diger yontemlerin
disinda kullanilabilecek nanoteknolojik tedavi yontemlerine dikkati cekmektedir. Bu
sekilde bilinen anti-anjiyogenik tedavilerle birlikte daha etkin ve verimli bir kanser

tedavisi saglanabilir, hastanin yasam kalitesi ve omru arttirilabilir.
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5. SONUCLAR

Bu tez calismasi kapsaminda AuNP Uretimi igin hizli, nispeten dar boyut
dagilimh, sekil yonunden tekduze partikullerin Uretimine olanak saglamasi;
ayrica partikul yuzeyine orta duzey bir gugte baglanan bir kaplama ajani olan
sitrat sayesinde ilerleyen sureclerde partikullerin faz ve ligand degisimi gibi
yollarla fonksiyonellestiriimesine olanak saglamasindan dolayi Bastus yontemi
tercih edilmistir. Tez calismasinda 30 nm’den daha kuguk partikillerin
kullanilmasi dugunuldugu igin Bastus yonteminde ozellikle buyuk partikullerin
uretim surecinde go6zlenen Oswald olgunlagsmasi olmadigindan boyut

dagihiminin daha dar bir aralikta olmasi saglanarak AuNP’ler sentezlenmistir.

Sentezlenen AuNP’ler PEG ile modifiye edilerek (AuNPs@PEG) hem daha
stabil olmalari saglanmis hem de ylzey fonksiyonellestiriimesini daha kolay

hale getirmek i¢in gerekli ylzey hazirlanmigtir.

Sitrat stabilizeli sentezlenen AuNP ve AuNPs@PEG’ler UV-Vis, TEM, DLS ve
C-potansiyeli gibi teknikler kullanilarak boyut dagilmi, ylzey yuku gibi

Ozellikleri karakterize edilmis ve sonuglar karsilastirilarak tartisiimistir.

AuNPs@PEG’nin serumlu ve serumsuz besiyerleri icerisinde stabilitesini

korudugu DLS olgtimleriyle gdsterilmistir.

AuNPs@PEG’ler BSA ve Sema 3F ile EDC kimyasali vasitasiyla guglu
kovalent bagdlarla fonksiyonellestiriimis ve floresans boya TAMRA ile
etiketlenmistir. Biyokonjugatlarin fonksiyonellestirildigi UV-Vis ve floresans
spektroskopi, TEM, DLS, C-potansiyeli, agaroz jel elektroforezi gibi ¢cok sayida
teknik kullanilarak dogrulanmistir. Ayrica ilk defa Sema 3F gibi agdir bir
proteinin  (Semaphorin 3F Fc Chimera ~111.6 KDa) NP’ler ile

fonksiyonellestiriimesi gergeklestirilmigtir.

AuNP@PEG ve biyokonjugatlarin A549 ve HUVEC hicre serileri ile MTT
yontemi kullanilarak sitotoksisite Uzerine etkileri incelenmis ve toksik etkiye

neden olmadigi gdsterilmistir.

119



Sema 3F’nin hicre proliferasyonu Gzerine etkisi hem MTT hem de Click-EdU
yontemi ile gergeklestiriimistir. Sonugta Sema 3F’nin hem VEGF uyarimli
endotel hicre proliferasyonu hem de A549 hicre proliferasyonunu azalttigi

gOsterilmisgtir.

Biyokonjugatlar TAMRA floresans boya ile etiketlendigi igin hucresel alim

uzerine etkileride floresans mikroskopla incelenmis ve sonuglar tartigiimistir.

Hazirlanan  biyokonjugatlarin ~ (AuNPs@PEG-T, AuNPs@PEG-T&BSA,
AUNPs@PEG-T&Sema 3F) ve Sema 3F’nin VEGF indukli endotel hicre
proliferasyonu Uzerine etkileri MTT yontemi kullanilarak karsilastiriimistir.
Sonugta sadece Sema 3F ve AuNPs@PEG ile fonksiyonellegtiriimis
Sema 3F’nin hidcre proliferasyonu Uzerine etkisi karsilastirildiginda
AuNPs@PEG ile fonksiyonellestiriimis Sema 3F’nin ¢ok daha etkin bir sekilde

hicre proliferasyonunu durdurabildigi yaptigimiz galismada gdsterilmistir.

Sema 3F direk kan yoluna verildiginde non-spesifik olarak yayilim gosterir.
Ancak nanopartikuler sistemler ile hedef bdlgeye toplanir. Bu yolla hem doz
miktari duasurllebilir hem de etkisi arttinlabilir. Bu calismada ilk defa
Sema 3F’nin tam protein dizisi tasiyici platform olarak secilen AUNP@PEG ile
fonksiyonellestiriimis ve bu biyokonjugatlar kullanilarak timoral gelisim ve
anjiyogenez daha da etkin bir sekilde baskilanmistir. Sonuglar AUNP@PEG-
T&Sema 3F biyokonjugasyonun timaore hedeflendirilerek glcla bir anti-timaral
ve anti-anjiyogenik etki yaratmak Uzere tedavide kullanilabilecegini

gOstermektedir.
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EKLER
EK-1. Kimyasallar ve Diger Malzemeler

AuNP‘lerin Sentezlenmesi

* Distile su (Merck Milipore)

* Hidroklorik asit (HCI, %37; Carl Roth, Art. Nr. 9277.1)

* Nitrik asit (HNOs, %65; Carl Roth, Art.Nr. X898.2)

* Hidrojen tetrakloroaurat (111) hidrat (HAuClaxH20, %99.9; Alfa Aesar, #12325)
* Sodyum sitrat dihidrat (NasCsHsO7 2H20, %99; Alfa Aesar, # A12274)

AuNP’lerin Modifikasyonu

* a-Merkapto-w-karboksi PEG (HS-C,H,-CONH-PEG-0O-C3;H-COOH, MW
3KDa; Rapp Polymer, #133000-4-32)

* Sodyum hidroksit (NaOH; Carl Roth, # 6771.1

AuNP’lerin Fonksiyonellestirilmesi

* Sema 3F (Recombinant Mouse Semaphorin 3F Fc Chimera (Truncated), CF,
R&D system, #3237-S3-025)

* Bovin serum albimin (BSA, Bio-Rad #500-0206)

* MES (2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid, Sigma-Aldrich)

* PD-10 (GE Healthcare)

* Heterobifonksiyonel polimer zinciri (MeO-PEG-NH2; 750 Da)

Agaroz Jel Elektroforezi

* Agaroz (Sigma-Aldrich)

* Sivl agaroz jel dokim aparati (gel-caster, Bio-Rad)
* Jel tepsisi (10 x 7 cm, Bio-Rad)

* Tarak digleri (Bio-Rad)

* Gug kaynagi (Bio-Rad)

SDS-Page Jel Elektroforezi

* SDS-Page Standardi (standart, # 161-0317 Bio-Rad)

* SDS-Page standardi (6n boyali standart, # 0025269 Thermo Scientific)
* 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich #M6250)

* Glisin (#3908.1, Carl ROTH)

* Sodyum dodesil stilfat (L5750, Sigma-Aldrich)

* Trizma®base (T1503, Sigma)

Gumusg Boyama

* Asetik asit glasiyal (#37384, Carl ROTH)

* Etanol Rotipuran (#9065.2, Carl ROTH)

* Gliserol (#G8773, Sigma)

* Sodyum tiyosulfat pentahidrat (#217247, Sigma-Aldrich)
* Formaldehit sollisyonu (#25,245-9 Sigma-Aldrich)

* GUmUs nitrat (#204390, Aldrich)

* Sodyum karbonat (#S7795, Sigma-Aldrich)
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Floresan Spektroskopi

* Kuartz kuvet (1 cm, Hellma)

Hucre Kilturiu

* DMEM (PromoCell)

* MTT kit (Htcre Proliferayon Kit I (MTT) Roche)

* HUVEC (PromoCell)

* FBS(PromocCell)

* Tripsin (PromoCell)

* Click EdU Click-iT® Edu Alexa Fluor 488 goriintileme kiti (Life Technologies)
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EK-2. Kullanilan Cihazlar

Cihazlar

* Floresans spectra (Horiba FluoroLog)

* UV-Vis spectra (Agilent technologies 8453)

* DLS (Malvern Zetasizer Nano ZS; Nanosizer ZS, Malvern Instruments Ltd.,UK)
* Jel Elektroforezi (Bio Rad Power Pac Basic)

* Santrifij Cihazi (Hettich)

* Floresan Mikroskop

* Inverted Floresan Mikroskop (Zeiss, Axiovert 200M Widefield)

* SDS Jel Elektroforezi (Bio-Rad)
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