ZENGINLESTIRILMIS FLORESAN GORUNTULEME iCiN
FLORESAN BOYALAR ILE ETIKETLENMIiS INORGANIK
NANOPARTIKULLER

INORGANIC NANOPARTICLES LABELLED WITH
FLUORESCENCE DYES FOR ENHANCED
FLUORESCENCE IMAGING

EHSAN SANATTALAB

Prof. Dr. Tulin KUTSAL

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi Lisansustii Egitim-Ogretim ve Sinav Y6netmeliginin
Biyomiihendislik Anabilim Dali icin Ongérdiigi YUKSEK LISANS TEZi olarak

hazirlanmistir.

2017



EHSAN SANATTALAB'in hazirladi§! “Zenginlestiriimis Floresan Gérintiilleme igin

Floresan Boyalar ile Etiketlenmis Inorganik Nanopartikiller” adli bu calisma’

asagidaki juri tarafindan BIYOMUHENDISLIK ANABILIM DALI' nda YUKSEK
LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

. P -1 N -
Prof. Dr. Adil DENIZLI w,] J// L —
Basgkan T o s PP AOSR 55 RS 2
Prof. Dr. Tulin KUTSAL /A
Danisman e
Yrd. Do¢. Dr. Fatma YILMAZ
Uye ‘ii'.—_.gtj..l.'./iv&,f/uf‘};....._

v

Bu tez Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitusu tarafindan YUKSEK LISANS

TEZi olarak onaylanmistir.

Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

Fen Bilimleri Enstitiist MUdarG




YAYINLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstiti tarafindan onaylanan lisansiisti tezimin/raporumun tamamini veya
herhangi bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida
verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe iiniversitesine verdigimi
bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklari disindaki tim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliminiin
gelecekteki calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari
bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldugunu, baskalarinin haklariniihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan
telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanmasi zorunlu
metinlerin yazili izin alarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye
teslim etmeyi taahhiit ederim.

O Tezimin/Raporumun tamami diinya capinda erisime acilabilir ve bir
kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir.
(Bu secenekle teziniz arama motorlarinda indekslenebilecek, daha sonra
tezinizin erigim statiisiniin degistirilmesini talep etseniz ve kiitiiphane bu
talebinizi yerine getirse bile, tezinin arama motorlarinin énbelleklerinde
kalmaya devam edebilecektir.)

4 Tezimin/Raporumunz)z./n).r?ﬂsﬂgtarihine kadar erisime acgilmasini ve
fotokopi alinmasini (i¢ Kapak, Ozet, icindekiler ve Kaynak¢a haric)
istemiyorum.

(Bu siirenin sonunda uzatma igin basvuruda bulunmadigim taktirde,
tezimin/raporumun tamami her yerden erisime acilabilir, kaynak
gosterilmek sartiyla bir kismi ve ya tamaminin fotokopisi alinabilir)

[0 Tezimin/Raporumun .......... tarihine kadar erisime agilmasini
istemiyorum, ancak kaynak gosterilmek sartiyla bir kismi veya
tamaminin fotokopisinin alinmasini onayliyorum.

[1 Serbest Secenek/Yazarin Secimi

Ogrencinin Adi Soyadi

Fhsan Sanattalub




ETIK

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiist, tez yazim kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez caligmasinda,

tez igindeki bitin bilgi ve belgeleri akademik kurallar cercevesinde elde
ettigimi,
e (gorsel, isitsel ve yazili ttim bilgi ve sonuglan bilimsel ahlak kurallarina

uygun olarak sundugumu,

e bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel

normlara uygun olarak atifta bulundugumu,
e atifta bulundugum eserlerin timiini kaynak olarak gésterdigimi,
e kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,

e ve bu tezin herhangi bir bélimini bu Universitede veya baska bir

Universitede bagka bir tez ¢alismasi olarak sunmadigimi

beyan ederim.

Tarih: 05.06.2017

EHSAN SANATTALAB




OZET

ZENGINLESTIRILMiIS FLORESAN GORUNTULEME iGiN FLORESAN
BOYALAR ILE ETIKETLENMiS INORGANIK NANOPARTIKULLER

Ehsan SANATTALAB
Yuksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Tulin KUTSAL

Haziran 2017, 73 sayfa

Floresan goruntileme, enstrimantasyon ve olgme elementi gelismeleri sayesinde
performansda surekli iyilestirmelerle biyolojik ve preklinik ¢alismalar igin ¢gok yonlu bir
arac haline gelmistir. in vivo derin hedeflerin hassas algilanmasi ve gériintiilenmesi,
1Is1gin dokular tarafindan difizyonu ve absorbsiyonu ve gercek kromoforlardan
otofloresans emisyonu nedeniyle 6zellikle zordur. Floresan inorganik nanopartikuller,
organik boyalardan énemli dlgtde farkli olabilecek ilging optik 6zellikler sunar. Bu tez
calismasinda, c¢ekirdek olarak kullanilan silika nanopartikiller stober yontemi ile
sentezlenmistir. inorganik kaplama yapilmadan énce floresan etiketleme igin rodamin
kullanilmigtir. Silika nanopartikuller su veya etanolde dagitiimig ve Uzerine belli
miktarda floresan boya konularak 24 saat karistirilmistir [3-4]. SiO2/NPler sol-jel
yontemiyle inorganik tabakalar ile kaplanmigtir. Titanyum dioksit ile kaplama, sol-jel
teknigi ile silika nanopartikuller Uzerine uygulanmistir. Etanolde hazirlanan Titanyum
tetra isopropoksit ¢ozeltisi (6nciil) kullanilmistir. Uretilen TiO2-SiO2/NPler karanlikta
saklanmistir. inorganik c¢ok katmanli nanopartikiller sentezledikten sonra
karakterizasyon ve cesitli gorintiler alinmistir. ZetaSizer cihazini kullanarak
nanopartikullerin boyut dagilimi incelenmistir. Nanopartikillerin TEM fotograflar



kaplama islemi yapilmadan énce ve yapildiktan sonra alinmistir. Floresan mikroskop
vasitasi ile  nanopartikullere  boyalarin  etiketlenmesi  incelenmistir.  Bu
nanopartikullerin hem bakteriler hem de insan hucre hatlari ile etkilesimleri hicre

kaltar ortamlarinda arastiriimigtir.

Anahtar kelimeler: inorganik nanopartikiiller, Floresan gérintileme, Biyo

goruntuleme, Hucre canlihgi



ABSTRACT

INORGANIC NANOPARTICLES LABELLED WITH FLUORESCENCE
DYES FOR ENHANCED FLUORESCENCE IMAGING

Ehsan SANATTALAB
Master of Science, Bioengineering Division

Supervisor: Prof. Dr. Tulin KUTSAL

June 2017, 73 pages

Fluorescence imaging, instrumentation and probe development are a versatile tool
for biological and preclinical studies, with continuous improvement in performance.
Sensitive perception and visualization of deep targets in vivo is particularly difficult
due to diffusion and absorption of light by tissues and autofluorescence emission
from real chromophores. Fluorescent inorganic nanoparticles offer interesting optical
properties that can be significantly different from organic dyes. The silica
nanoparticles used as core were synthesised by the stdber method. Fluorescent
labeling was done before inorganic coating was applied, for which Rhodamine was
used. Silica nanoparticles were dispersed in water or ethanol and a certain amount of
fluorescent dye was added and mixed for 24 hours. SiO2 / NPler is coated with
inorganic layers by sol-gel method. Coating with titanium dioxide was applied on

silica nanoparticles by sol-gel technique. Titanium tetra isopropoxide solution



(precursor) prepared in ethanol was used. The SiO2@TiO2/ NPs produced is stored
in the dark. Characterization and various images were obtained after synthesis of
inorganic multilayer nanoparticles. The size distribution of the nanoparticles was
investigated using the ZetaSizer instrument. TEM photographs of nanoparticles were
taken before and after coating. Labeling of the dyes with nanoparticles was examined
by means of a fluorescent microscope. Interactions of these nanoparticles with both

bacterial and human cell lines have been investigated in cell culture media.

Key words: inorganic nanoparticles, Fluorescence imaging, Bioimaging, Cell viability
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1. GIRIS

Nanoyapili malzemelerin sentezi ve karakterizasyonundaki ilerleme, surekli
gelismekte olan nanoteknoloji ile beraber biyomedikal alanda uygulanabilirliginde
onemli olgide degisiklikler getirmistir. Son zamanlarda pekg¢ok nanoyapil ileri
elektronik materyaller dikkat cekici elektriksel, optik ve mekanik Ozellikleri
geligtirilip, ¢esitli uygulamalarda kullaniimistir. Modern malzeme biliminde yuzey
kaplamalari ve modifikasyonlarl, materyalin guc¢li oksidant, asit ve bazlar
tarafindan dis erozyona maruz kalmalarini engellemekte ve ylzeyi korumaktadir.
Ayrica, yuzey modifikasyonlari ylzey O0zelliklerini kontrol etmeyi saglarken,
ylzeylere yeni fonksiyonlar kazandirmaktadir. Ornegin, kendiliginden olusan
materyaller bUyuk oranla yuzey enerjisine ve ylUzeydeki fonksiyonel gruplarin
dogasina dayanmaktadir. Genelde gunumuzde materyal yUzeylerinin
modifikasyonu icin kullanilan kimyasal birlesme, hidroliz, kendiliginden olusma ve
plazmaya maruz kalma gibi modifikasyonlar, Ozellikle zaman alici ve karigik
islemlerdir ve her turli ylzeye uygulanamazlar. Bundan dolayr bu alandaki
arastirma ilgisi, verimli, kararli ve herhangi bir ylizeye uygulanabilir basit kaplama

yaklagimlarinin olusturulmasi Uzerine odaklanmistir.

Polimerik ve seramik nanopartikullerin boyutlari ve 0Ozellikle nanoboyutta
olmalarindan kaynaklanan olagan digi optik, manyetik, vb. o6zellikleri nedeniyle
medikal alanda tasiyici (ilag ve benzeri aktif ajanlar) ve goruntileme ajani olarak

kullanilabilirlikleri kapsamli bir sekilde calisiimaktadir [1-3].

SiO2, AlOs, TiO2 veya ZrO2 gibi seramik nanopartikiller, dolgu maddeleri,
kaplama maddeleri, boyalar, biyolojik sensorler, kromatografik analiz sistemleri,
filtrasyon ortamlari, kozmetikler, ilag tasiyicilar, katalizorler, fotonik kristaller ve dis
macunu gibi cok farkli ve c¢ok sayida Uriinlerde yer almaktadir. Ozellikle
goéruntilemede goruntu kalitesini/cozunarlGlGguna artirmak (zenginlestirmek) igin
yogun arastirmalar yapilmaktadir.

Bu tez kapsaminda silika ¢ekirdekli, floresan boyalar ile etiketlenmisg, floresan
zenginlestirmesi ile yuksek ¢ozundrlilUkte gorintileme saglayacak titanyum

dioksit kapli cok katmanli boyali nanopartikullerin tretimi yapilarak, inorganik ¢ok

katmanli nanopartikiller sentezlenmis ve sonra karakterizasyon ve cgesitli
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goruntuler alinmistir. Floresan inorganik nanoparcaciklar, organik boyalardan
farkh olarak 6nemli Olgude ilging optik 6zellikleri sunmaktadir. Nanopartikallerin
boy ve boy dagilimlari ve yukleri Zetasizer ile bulunmus, TEM ile kaplama
yapllmadan oOnce ve kaplama vyapildiktan sonra partikil goérintileri elde
edilmistir. Floresan mikroskop ile gorintlleme yapilarak floresan etiketlemenin
basarisi arastirilmistir. Bu nanopartiktllerin hem bakteriler hem de insan hicre
hatlar ile etkilesimleri hucre kultir ortamlarinda gosterilerek, NPlerin etkisi ile
E.coli pargalanmasi sonunda olusan (“lysis”) seffaf daire c¢aplari ile

antibakteriyel etki saptanmigtir.



2. GENEL BILGILER

Modern biyomedikal goruntuleme teknolojileri, tani ve tedavide 6nemli ilerlemelere
neden olmustur. Cogu hastalik sureci molekller ve hucresel duzeylerde
gerceklestiginden, arastirmacilar bu slregleri tam ve gergcek zamanl olarak
gériintileme ve anlama konusunda zorluklarla karsilasmaktadirlar. ideal
goruntileme ¢dzunurligu nanometre cinsindendir, gunkl ¢ogu biyolojik sure¢ bu
uzunluk  Olgceginde gerceklesir. Bu nedenle, nanopartikillerin  (NP)
islevsellestiriimesi ve bunlarin terapétik ve diagnostik uygulamalardaki kullanimlari
cok énemlidir. inorganik NP'lerden yapilmis molekiiler ve hiicresel goériintiileme
ajanlari, biyolojik olaylari girisimsel (invaziv) olmayan sekilde arastirmak igin
geligtiriimektedir.  Klguk  NP'lerin  spesifik  biyomolekullerle  birlesmesi,
arastirmacilarin arzulanan yerleri hedef almalarini, genel toksisiteyi azaltmalarini
ve goruntuleme problarinin verimliligini artirmalarini saglar. Biyolojik goruntileme
uygulamalari igin NP'lerin hazirlanmasi, ¢esitli adimlari igerebilir: sentez, kaplama,
yuzey islevsellestirme ve biyokonjugasyon. Muhendislikte NP yuzeylerinin en
yaygin kullanilan stratejileri, fiziksel adsorpsiyon veya istenen ligandlarin ylzey
uzerine kimyasal adsorpsiyonunu icerir. Kovalent baglar tercih edilir ve kaplanmig
NP'ler daha fazla biyo-konjugasyon igin yuksek kolloidal kararllik, biyouyumluluk,
suda ¢ozunurluk ve iglevsel gruplara sahip olmalidir. Literatirde verilen pek ¢ok
islevsellestirme teknigi, kompleks sentez asamalari, kotl biyouyumluluk, disuk
kararhlik ve hidrofobik drtnler gibi sinirlamalar nedeniyle yeterince
kullanilamamaktadir. Kimyasal adsorpsiyona dayanan kaplama stratejileri ve
ligand degisimi genellikle NP'lerin yuzey Ozelliklerini ayarlamak igin daha iyi bir yol
saglar. Uygun hedefleme ligandlari, antikorlari veya proteinleri ile konjugasyon
yapildiktan sonra, NP'ler onlari floresan goéruntileme, manyetik rezonans
goéruntileme (MR), pozitron emisyon tomografisi (PET) ve multimodal gorintileme

icin kullanigli hale getiren oldukga secici baglanma gosterebilir [3].
2.1. NP'lerin islevsellestirilmesi

NP'lerin sentezi, sirasiyla (i) hidrofobik kosullar ve (ii) sulu fazdaki dogrudan

sentezin, yani dnce hidrofobik ve daha sonra hidrofilik NP'lerin olusmasini iceren

iki ana kategoriye ayrilabilir. Kullanilan yuzey aktif maddelerin 0Ozelliklerinden

oturd, cesitli NP'ler icin mevcut sentetik yontemlerin gogunun dogada hidrofobik
3



olmasi suda ¢ozinmezlige neden olmakta ve daha fazla islevselligi 6nlemektedir.
Bu nedenle, suda ¢ozunurluk ve iglevsellestirme, NP'lerin uygulanmasindan 6nce
onemli adimlardir ve kaplama kimyasi, esnek yuzey kimyasina sahip, kolloidal
olarak kararli, suda ¢o6zunur, saglam NP'ler elde etmek icin kritiktir. Ortak
islevsellestirme stratejileri arasinda, (i) hidrofobik NP'lerin hidrofilik polimerler
tarafindan dogrudan kapsullenmesi [4-7] (i) ligand degisimi ile tiyoller gibi
hidrofilik ligandlarla dogrudan kapsullendiriime[8] ve (iii)) amfifilik molekuller
arasinda birbirine eklenmis iki tabakanin olusturulmasi veya polimerler ve NP

yuzeyindeki pasiflestirici slrfaktan katmani sayilabilir [9].

Bu yaklagimlar, asil metal NP'lerine basariyla uygulanmistir. Literatirde suda
¢OzUunur kuantum noktalari tasarimi igin gesitli yontemler mevcuttur. Polimerler,
miseller, tiyoller [10] ve silika [11] ideal olarak, iyi bir kaplama malzemesidir.
NP'lere c¢oklu ve optimum baglanma alanlari, suda ¢6zinurlik, daha fazla
islevsellestirme icin kimyasal iglevsellik ve biyouyumluluk saglamaktadirlar.
NP'lerin yuzeysel iglevsellestiriimesi igin en yaygin kullanilan yontemlerden biri,
organik kaplamaya kiyasla birtakim avantajlara sahip silika kaplamadir [12]. Silika
kapli NP’ler, saglam, suda ¢o6zunur, kolloidal olarak kararli, fotostabil ve

biyosistemlerle dustk spesifik olmayan etkilesime sahiptirler [13].
2.2. Biyo Gériintiileme Uygulamasi igin Nanopartikiil Tasarimi

Biyo goruntileme uygulamalarinda kullaniimak Uzere nanopartikil sentezi igin

dikkate alinmasi gereken temel parametreler asagida verilmigtir.
2.2.1. Optik Cekirdegin Sentezi

ilk adim, florokromu, &rnedin boyalari veya QD(quantum dot)leri kapsayan
cekirdegin sentezidir. Nanopartikilin hazirlanmasi igin en ¢ok kullanilan
mikroemulsiyon sistemi "yag iginde su" (w / o) mikroemulsiyon sistemidir ve ayrica
bu sistem yaygin olarak ters misel olarak adlandirilir. w / o mikroemdulsiyonlari,
reaksiyon kosullarinin uygulanabilmesi i¢in (yani yuzey aktif cisim-yuzey aktif,
yuzey aktif cisimlerinin ve yardimci yluzey aktif cisimlerinin kombinasyonu, kutup
ortami bilesimi ve miktar, yag, sicaklik vb.) nanopartikil tasarimina uyacak

sekilde muazzam bir kapsam tagir.



2.2.2. Kabugun Sentezi

Kabuk, optik gobegin dig ortamdan korunmasini, bdylece fotostabilitesinin
arttinlmasini  (6érneg@in, organik boyalar igin), optik o&zelliklerinin arttiriimasini
(6rnegin, QD'ler i¢in bir kafes uyumsuzlugu saglayarak) ve yuzey kararlihigi ve

biyokonjugasyon i¢in molekullere baglanmalarini saglar.
2.2.3. Yuzey Degisikligi

Parcaciklarin pihtilasmasi ve toplanmasi dogal bir egilimdir. Bununla birlikte,
nanopartikullerin tercihnen herhangi bir uygulama igin sulu bir ortamda uygun bir
sekilde dagiimis kalmasi 6nemlidir. Bu, metal nanopartikillerin ylzeyinin, c¢esitli
yuzey aktif cisimler, polimerler, kenetleme gruplari gibi ¢esitli dagitici maddeler

kullanilarak modifiye edilmesiyle saglanir.
2.2.4. Biyo-Konjugasyon ve Hedefleme

Nanopartikillerin istenen etki ve baglanma bolgesine hedeflenmesi igin ylzeyine,
antikorlar, peptidler, enzimler gibi uygun biyomolekullerin eklenmesi gereklidir. Bu
molekullerin ayrica, dagiimalarini surdurmek igin pasif (fizikokimyasal veya
farmakolojik faktorlere bagl olarak ilag veya ilag tasiyici sistemin belirli bir bolgede
birikimi) ve aktif hedefleme (nanosistem tasiyicisinin, "tanimlayici ve etkilesim igin
secici afiniteye sahip olan" ajanlar "ile spesifik modifikasyonu ile nanopartikillerin
ve ilaclarin konjugasyonu, spesifik hucre, doku, vb.) ile gosterdikleri etki cesitli

arastirmacilar tarafindan ayrintili olarak tanimlanmistir [14].
2.3. Biyoanaliz icin Boya Katkili Nanopartikiiller

Hucre i¢i olaylarin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve protein-reseptor
etkilegimleri, temel tibbi calismalar ve terapotik uygulamalar i¢in buyik 6nem
tasimaktadir. Floresan etiketlemeye dayanan optik analiz yaygin olarak
incelenmistir. Canli hicreler ve dokular gibi gesitli biyolojik érneklerin saptanmasi
ve in vivo goruntilemesi bu sekilde gerceklestirilebilir. Birgok floresan etiketleme
reaktifleri kullaniimaktadir, bu iglem igin gogunlukla organik fluoroforlar kullanilir.
Floroforlar genellikle yuksek kuantum verimine sahiptirler ve kolayca pek ¢ok farkl
uygulamada kullanilabilirler. Bununla birlikte, genellikle sinirh duyarhlik ve
fotostabiliteden dolayi sorunlu olabilirler. Cogu florofor, in vivo hiicresel calismalar

ve goruntileme uygulamalarini engelleyen belirli bir toksik seviyeye sahiptir. Son



on yilda onemli ilerlemeler, kontrol edilen boyut ve sekle sahip nhanomalzemelere
dayali cesitli reaktiflerin etiketlenmesine yol ag¢migtir. Bu nanomalzemeler
biyoanaliz i¢in organik fluoroforlarin etkili bir alternatifi olarak heyecan verici ve
cogunlukla daha fazla boya katkili nanopartikllleri temsil eder. Bu tdr
nanomalzemelerin Ustun ozellikleri, tek molekll seviyesinden insan vicudu
uygulamalarina, in vitro tanidan in vivo gergek zamanl goruntilemeye kadar farkh
kosullar altinda cesitli hedeflerin hassas olarak saptanmasi i¢in ¢oklu olanaklar
saglar. Farkli NP'ler kendi essiz Ozelliklerine sahiptir ve biyoanaliz alaninda farkli

uygulamalara uyarlanmigtir.
2.3.1. Organik Boyalar

Organik boyalar, biyolojide kullanilan klasik floresan etiketler arasinda en erken
kullanilanlardir. Dusuk Stokes kaymasi, zayif fotokimyasal kararlilik, tekrarlanan
uyarma altinda foto-agartmaya ve bozulmaya duyarli olma gibi dogasinda olan
sakincalarina ragmen, dusuk maliyetli ve kullanim kolayligi nedeniyle hala tercih
edilmektedir. Tekli organik boyalar aralikli agma / kapama emisyonundan (yanip
sonuyor) cekilmesine ragmen, yanip sonme tek molekulll saptama igin
kullanilabilir. Ayrica, son arastirmalarda daha iyi kimyasal ve optik 6zelliklere sahip
organik boyalar Uretilmigtir. Yaygin olarak kullanilan organik boyalara 6rnek olarak

floresein, rodamin, siyanin ve alexa boyalari verilebilir [15-17].
2.3.1.1. Floresein ve Rodamin

Floreseinler proteinleri etiketlemek igin yaygin olarak kullanilan amin reaktif
organik floroforlardir. Cesitli floresein boyalari mevcuttur ve popller bir segcenek
fluseptin-5-izotiyosiyanat (FITC) (molekual formulid C21H11NOsS) dir. Genellikle,
FITC yuksek emis gucu, yuksek floresan kuantum verimi ve su ¢dzunurligune
sahiptir. Buna ek olarak, 494 nm'de uyarim maksimumunun argon iyon lazerin 488
nm spektral gizgisiyle yakindan eslesmesi nedeniyle, FITC, konfokal lazer tarama
mikroskopisi ve akis sitometresi uygulamalari i¢in baskin fluorofordur [18].
Bununla birlikte, FITC floroforlarin oldukga fazla dezavantaji vardir. En
onemlilerden ikisi foto-agartmanin ve pH hassasiyetinin olmasidir. FITC ciddi
fotoblokaja aciktir ve bu nedenle floresan sabit aydinlatmada nadiren birkag
dakika kalir. Fotobirikme, FITC kullanan ¢alismalarda elde edilebilecek duyarliligi

da sinirlar. Ayrica, floresan da gevre pH'indan etkilenir ve pH degerini 7'nin altina



dusurtr. Ayni zamanda FITC'den hazirlanan antikor konjugelerinin zamanla
bozulmasi da literatrde verilmistir [19]. Sonug olarak, bu problemler agiri duyarh
biyolojik arastirmalarda FITC boyalarinin kullanimini buyuk olgude engellemekte
ve sinirlamaktadir. Florodin gibi, rodamin boyalarinin da biyomolekullerin
etiketlenmesinde kullaniimasi uzun suredir dusunulmektedir. Bunun en onemli
nedenlerinden birisi, 520 nm'de argon iyon lazerin 514 nm spektrum cizgisine
yakin oldugu, uyarim tepesinin bulundugu yere bagli olarak konfokal lazer taramali
mikroskopi ve akis sitometrisi iceren calismalarda bir bagka c¢ok kullanilan ve
onemli bir florofor olmasidir.  FITC'ye kiyasla, 5-karboksilodamin 6G [20]
sukkinimidil esteri (molekdl formilu Cs1H29N307) gibi kirmizi-floresan rodamin
boyalari daha iyi fotostabilite ve ayni zamanda daha uzun dalga boyu emisyon
maksimumu sergilemektedirler. Bu, ¢ok renkli etiketleme veya boyama igin firsatlar
yaratir ve ¢ok renkli deneylerde FITC gibi yesil floresan boyalarindan daha iyi

spektral ayrim saglar.
2.4, Biyogoriintulemede Kullanilan Malzemeler

Nanomalzemeler biyogoruntilemede yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu
malzemelere silika ve organik olarak modifiye edilmis silika, hidrofobik ve hidrofilik
organik polimerler, vyariiletken organik polimerler, kuantum noktaciklari,

nanoelmaslar, metal partikuller ve metal oksitler 6rnek verilebilir [21].
2.4.1. Silika ve Sol-jeller

Potansiyel ilaglarin otomatik olarak salinmasi, ¢gozinme kolayligi ve organizmada
bulunabilirlik kolaylhigi, farmasétik agidan aktif mezogdzenekli silis molekdllerinin
en onemli Ozelliklerinden bazilaridir. Bununla birlikte, silika nanopartikillerinin
biyouyumlulugu ve bu nanopartikillerin canli sistemlerde gdsterebilecegi
olumsuzluklari azaltan etkileri birlestirmek igin, farkh sekil, boyut ve daha sonraki
fizikokimyasal Ozelliklere neden olabilen sentez kosullarindaki hafif degisiklikler
nedeniyle, yontemleri belirlemek zordur [22]. Ustelik kanser testlerinde belirteg
olarak etkili olan ve insan testi igin onaylanmis multimodal silika nanopartikulleri
vardir. Geleneksel olarak kullanilan isaretleyiciler tarafindan timoér dokusunda
zayif secicilik ve onkolojik hastaliklarda spesifiklige olan ihtiya¢ nedeniyle, 7 nm
capli multimodal silika nanopartiktlleri geligtirilmigtir. Bu gibi nanopartikuller

arginin-glisin-aspartik asit peptid ligandlari ve radyoiyodin ile ylzey iglevsellestirilir



ve timorler ve periferik kan akigkanlarinda daha yuksek bir afinite ve bekleme
gOstermektedir. Bu tur nanopartikiller insan Uzerinde Klinik arastirmalarda
onaylanmasi ve bobrek temizligi igin optimize edilmesine ragmen halen spesifik
tumor hedeflemesi gostermemektedir. Silika nanopartikiller bir PEG katmani ile
kaplanmis ve amino asit ve peptid radyoaktif etiketleri ile isaretlenmistir.
Calismalar, cesitli fare dokulari ve nanopartikll dozlarinda nodal metastazin cesitli
modelleri Uzerinde gergeklestirimis ve sonuglarin insan test modellerine

baslanabilecek kadar etkili oldugu ortaya gikmistir [23].

Bu nanopartikillerin, plasental zardan gegen ve yavrularin sinir hasarina neden
olan c¢apt 70 nm dir. Fare cenininin geligsimi sirasinda olumsuz etkileri oldugu
gOzlenmistir. Bununla ilgili ¢aligmalar, silisyum oksit nanopartikullerinin yuksek
konsantrasyonlarini (fare basina 0.8 mg'a kadar) iceren ceninleri gostermektedir
[24].

Hayvan modellerinde yapilan son caligmalar, silisyum dioksit nanopartikullerinin
inhalasyonunun akciger inflamasyonu, miyokardiyal iskemi, atrial-ventrikuler blok
ve artmig fibrinojen ve kan viskozitesi gibi pulmoner ve kardiyovaskuler
bozukluklara neden oldugunu goéstermigstir. Ayrica, serbest hidroksil radikallerinin
olugsmasiyla ilgili olan nanopartikullerde boyutuna ve kompozisyonuna bagl olarak
DNA hasari gozlenmistir. Ayrica, silisyum dioksit (SiO2) nanopartikillerinin
kullanimi bir hicre hatti HaCaT'de (Insan deri hicreleri) apoptozu indukleyerek
onemli 6l¢glide hlcre canhligini azaltmaktadir. Bu nanopartikillerin daha kuguk
boyutu, daha yuksek apoptoz orani (nanopartikiller i¢cin 15 ve 30 nm, 10 ug / mL
ve 24 saatlik bir konsantrasyonda) gostermektedir. Buna ek olarak, HaCaT
hacreleri kozmetik endustrisinde cilt igin nanomalzemelerin arastiriimasina yonelik

iyi bir model saglamigtir [25].

Son yillarda silika nanopartikillerin uygulamalarinin ve klinik ilgisinin artmasi bu
alanin gelismesini saglamigtir. Bu sayede silikanin biyouyumlulugu, biyodagilimi
ve toksikolojisi uzerine duyulan ilgi artmigtir. Diger nanoyapilara kiyasla oldukga
dusuk toksisiteye sahiptir. Silika nanopartikuller gorintileme ve terapaotik ajanlarin
tasinmasi ve ulastirilmasi amaciyla arag olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.
Silika nanopartikliller goérintiuleme kontrast ajani ve ablatif tedavilerde

hassaslastirici ajan olarak hayvan deneylerinde de kullaniimaktadir. Bu da c¢esitli
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goéruntileme teknolojilerine uyarlanabilirligini basariyla gostermistir. Gorintileme
ajanlarinin gelistiriimesinde kabul edilebilir risk terapotik ajanlara gore daha
dusuktlr. Fakat silika partikdller igin in vivo toleransi oldukga iyidir ve dusuk

miktarda partikl kontrast arttirma amaciyla kullaniminda yeterli olmaktadir [26].

Silika nanopartikillerin terapétik ajan olarak kullaniimasi ise ayrica ilgi
gormektedir. Silika nanopartikillerin in vivo toleransinin yuksek olmasi onlari ilgi
cekici ablatif hassaslastiricilar yapar, gunku ablatif teknigin zamanini ya da gucunu
azaltmaktadir. Fakat ablatif enerji uygulanana kadar gorece zararsizdir. Ek olarak
ilag ulastirma alaninda yeni akilli ilag ulagtirma araclari kullaniimaya baglanmigtir.
Bunlar basit emdirme-salma mekanizmasina sahip ila¢ tagima sistemlerine kiyasla
duyarlh karsilik verme (stimuli-risponsif) 6zelligi bulunmaktadir [27]. Her iki
yaklasim da terapotik indeksini arttirabilir ve yan etkilerini azaltabilir. Buna ragmen
her iki yaklasim da timorin konumunun belirlenmesine veya hastalikli dokunun
yerinin bilinmesine ve harici enerji kaynagina erigsiminin bulunmasina ihtiya¢ duyar.
Bu anlamda ila¢ salimi amaciyla kimyasal ya da enzimatik tetikleyici ile
tasarlanmis silika partikiiller daha avantajli olabilir. Ornek olarak metastatik
hastalik ya da tim vicutta bulunan hastalik verilebilir, bu durumda ilacin birden
cok yere ulastirimasina ihtiyagc duyulmaktadir, spesifik bir dokuda ilag salimi
gerceklestirecek bir ara¢ arzu edilmektedir. Bu yaklagimin riski ise, hedef olmayan
dokularda halihazirda kimyasallar ya da enzimler bulunabilir ve ilacin
partikillerden salinmasina neden olabilir. Tim bu yaklagimlar akillica
tasarlanmistir ve silikanin bir platform olarak kullanilmasindan avantaj elde

edebilmektedir.

Silika nanopartiklller biyogoruntuleme amaciyla ilk kullanilan malzemeler
arasindadir. Bu nanopartiktllerin kullanimi ile ilgili kapsamli bir literatir incelemesi
bulunmaktadir [28]. Mezogbzenekli silika ylksek miktarda floresan boyalar ile
yuklenebildigi i¢in fotohassaslastirici veya tani ayiraci olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Floresan mezog6zenekli silika reaktif siloksanlar ile hidrotermal
reaksiyon kullanilarak elde edilebilir ve fonksiyonellestirilebilir [29]. Bu partikuller

dusuk sitotoksisite ve mukemmel hucre goruntuleme ozelliklerine sahiptir.

Uzun dalga (600 nanometreden daha buyuk) emisyonlarina sahip olan silika

nanopartikuller, cesitli organik, metal-organik ve metalik floroforlar ile kolayca

katkilanabilmektedir, ¢inkl nanopartikullerin floresansi 500 nm’den daha bulyuk
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olan dalga boylarinda htcrenin kendi floresansi tarafindan girisime ugramaktadir
[30, 31]. Renk, zayiflama zamani ve boyut ayarlanabilir ve katkilanacak malzeme
hidrofobik, hidrofilik veya iyonik olabilir. Silika nanopartikuller ayrica florofor ile
kaplanabilir fakat kendi-sonimleme gibi muhtemel agregasyon etkilerine dikkat
etmek gerekir. 300 nm’den daha buyuk boyuta sahip silika nanopartikulller ve
agregatlari yuksek 1sik sacilimina neden olmaktadir. Hucre gecirgenligi zeta
potansiyeline baghdir. Egder negatif yukluyse hicre membranindan zor
gegmektedirler. 50 nm boyutunun altinda olmasi kaydiyla toksik degildirler,
kolayca vulcuttan atilabilir ve hcreler arasi proteinler ile kaplanarak bagisiklik
sistemi tarafindan saldiriya ugrayabilirler. Bu partikiller yuzeylerinde gerekli
modifikasyonlar yapiimadigi takdirde sismeye degil topaklagsmaya egilimlidirler.
Mezogbzenekli silika yapilar yuksek yuzey alanina sahiptir ve hucre goruntuleme

ve hedefleme amaciyla ylksek miktarda yuklemeye elverislidir [32].

LUdminisans lantanitler silika nanopartikuillere katkilanmak amaciyla yaygin olarak
tercih edilmektedir [33]. Lantanit tabanh floroforlar a) gorece yuksek bozulma
zamanlari, b) olduk¢a dar emisyonlari, c) tek-foton ve ¢ift-foton uyarimi ve d) Ust-
cevirme ve alt-cevirme luminisans gibi bircok ilgi ¢ekici 6zellige sahiptir. Lantanit
yukli silika nanopartikiller lantanit iyonlarini veya silika nanopartikillerin Eu(lll),
Tb(lll) veya Gd(lll) ile komplekslerini igermektedir [34]. Organik ve inorganik

florofor yukla titanya ve zirkonya nanopartikiller ise daha az kullaniimaktadir.
2.4.1.1. Sol-jel Yontemi

Sol-jel ydntemi nanopartikil Gretiminde yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu yontem
de goOzeneklilik, uygun malzeme segimi ve asit-baz katalizérinun degistirilmesi ile
kontrol edilebilir. Sol-jeller tetraalkoksisilanlarin polikondenzasyonu,
tetraalkoksisilanlarin alkil-alkoksisilanlar ile karigiminin kopolimerizasyonu ile ya
da yalnizca alkil-alkoksisilanlar kullanilarak elde edilebilir. (R1)x(R20)3xSi-R1 (R1
alkil veya aril, Rz ise alkil) genel formulline sahip mono-, di- veya trialkilsilanlar gibi

bircok malzeme kullaniimaktadir [21].
Floresan goruntilemede nanopartikiller asagida verilen kriterlere gore segilir:

a) Normal goéruntilemede, parlak ve toksik olmayan ve tercihen hicre
zarindan gecebilen partikuller. Bunlara nanokristaller, kuantum noktaciklari,

boya bagl silika veya polistiren 6rnek verilebilir.
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b) Hedefli géruntlilemede ise parlak ve toksik olmayan ve tercihen hicre
zarindan gegebilen partikuller. Uygun ligand baglanarak hedeflendirilecek
hicre gesidine yonlendirilmelidir.

c) Kimyasal sensorlerde kullanilacak olan partikiller segici ve sicakliktan
etkilenmemelidir. Biyouyumlu olmali ve (600-900 nm) dalga boyunda
calismahdir.

d) Sicaklik goéruntulemesinde kullanilacak olan partikillerin tamamen inert
olmasi beklenir.

e) Multimodal goérintlileme sofistike malzemelere ihtiyag duyar. Parlak i1sik
vermesi ve ikincil goéruntlilemeler (MRI vb.) ile uyumlu olmasi beklenir.
Sonug¢ olarak fonksiyonel malzemeler cekirdek ya da kabuk yapisina
eklenmelidir.

f) Kanser goéruntilemesinde kullanilacak malzemelerin tercihen ilag, gen veya
fotodinamik ya da fototermal ajan yUkli gbézenekli bir kabuga sahip olmasi.
ilac ya da genler harekete gececegi yere geldiginde salinabilir olmali.

Kontrolli salim 1s1k ya da pH’daki degisimler ile uyarilabilir olmalidir [1].

Nanopartikiller medikal alanin yaninda, biyoanaliz, biyoloji, savunma sanayi,

guvenlik ve birgok teknik nanosistemlerde kullanim alani bulmaktadir.
2.4.2. Silika Nanopartikiillerinin Toksikligi

Artan kanitlar, birgcok nanomalzemenin essiz fiziksel-kimyasal 06zelliklerinden
dolay! potansiyel toksisiteye sahip oldugunu gdstermektedir [35]. HaCaT, normal
insan keratinosidine benzeyen biyolojik 6zellikleri sergileyen ve dermal toksikligi
arastirmak icin ideal bir hucre modeli olan vyetigkin bir insan cildinden
olumsuzlestiriimis bir epitel hucre dizisidir [36]. HaCaT hucrelerinde hucre canliligi,
hicre dongusu ve apoptoz Uzerine SiO2 nanopartikillerin etkileri test edilmistir.
Veriler, nano-SiO2 ve mikro boyutlu SiO2 ile etkilesimin, hicre canlihdini, hicre
dongusu degisimini onemli dlgude azaltabilecedini ve hucre canhliginin partikal
boyutu ile yakindan iligkili oldugunu gostermistir. Ayrica, SiO2 pargaciklarina
maruz kalma ayni zamanda buyUklik ve doza bagimh bir sekilde apoptozu da
tetiklemektedir. Apoptotik oran, kiguk SiO2 pargacigi (15-nm) ile iglemden
gegirilmig hacrelerde, buyuk SiO2 pargacigi (30 nm ve mikro boyutlu) ile muamele
edilen hlcrelere gore daha yuksektir. Bu sonuglar, SiO2 parcacik etkilesiminin
belirgin toksikolojik etkiler Urettigini ortaya koymustur. Calismalar SiO2
11



nanopartikullerinin ylzeyindeki aktif noktanin oksijen molekilleri ile reaksiyona
girebilecegini ve orantisiz tepki ile superoksit ve diger reaktif oksijen turlerini
(ROS) Uuretebilecegini gostermistir [22, 37]. Protein ve DNA oksidatif hasarla
sonucglanan ROS, bu nedenle goézlemlendigi gibi SiO2 pargaciklarinin toksik

etkilerinin induksiyonunda yer alabilmektedir.
2.4.3. Boya Katkil Silika NP’ler

Silika tabanh nanomalzemeler, biyomedikal olarak onemli hedeflerin genis bir
yelpazesinin segici olarak etiketlenmesi icin optik sifreleme 6zellikleriyle
geligtiriimigtir; Bakteriler, kanser hucreleri ve bireysel biyomolekiller [38] 6rnek
olarak verilebilir. Biyoanaliz ve etiketlemede yaygin olarak kullanilan polimer esasli
NP'lerle kargilastirildiginda, silika NP'leri daha az agregasyon ve az miktarda boya
sizintisi gosterir [39]. Uygun sentetik kosullari kullanarak, tek bir silika pargacik
icine ¢ok sayida boya molekill (organik veya inorganik) yuklenebilir (on binlerce
boya molekllu olabilir). Boya katkili NP'ler tek bir boya molekiline kiyasla
oldukca yukseltiimis bir optik sinyal Uretir. Biyoanalizde uygun bir sgekilde
uygulanirsa, silika NP'leri analitik duyarlihkta buyuk bir gelisme saglayabilir (Sekil
2.2). Ayrica, boya, silika matrisin iginde sikistikga, etkili bir boya c¢evreleyen
ortamdan koruyan bariyer, hem geleneksel boya etkileyen hem de fotoblokasyon
ve fotodegradasyon fenomenleri en aza indirilebilir [40]. MUkemmel fotostabilite,
bu NP'leri, yuksek yogunluklu veya uzun suireli uyarimlarin gerekli oldugu
uygulamalar icin uygundur. Ornegin, hiicre ici optik gdriintileme fotobloklamadan
ciddi sekilde zarar gorur, silika NP'leri ile bu problem en aza indirilebilir. Esnek
silika kimyasi ayrica yuzey modifikasyonu ig¢in ¢ok yonlu yollar da saglar.
Biyomolekdullerle konjugasyon icin NP'lere farkh tirde fonksiyonel gruplar kolayca
verilebilir. Ek olarak, silika yuzeyi bu NP'leri kimyasal olarak inert ve fiziksel olarak
kararli hale getirmektedir [41]. Butun bu ozellikler biyolojik analiz ve biyolojik
goruntuleme igin silika NP'lerini mukemmel etiketleme reaktifleri yapmaktadir [42-
45].
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Sekil 2.1. boya katkili silika NP'lerin transmisyon elektron mikroskopisi (TEM)
goruantusu. Olgek cubugu = 500 nm [42].
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Sekil 2.2. Boya katkili NP'leri kullanarak fluoresan sinyal amplifikasyonu: (a) saf su
(kontrol); (B) tetrametilrhodamin (TMR) boya, 1.5 x 10°° M; (C) TMR katkili NP, 1 x
10713 M [45].

2.4.4. Floresan Silika NP'lerin Sentezi

Boya katkili silika sentezi igin iki ana yontem vardir; Stober yontemi ve ters mikro

emulsiyon yéntemi.
2.4.4.1. Stober Yontemi

Bir silika alkoksit oncusunun (Tetraetil Ortosilikat, TEOS) bir etanol ve sulu

amonyumda hidroksit karigsimi ile silisik asit hidroliz sirasinda dretilir ve

konsantrasyonu etanol igindeki ¢dzunuarligunin Uzerindeyken, ¢ekirdekler

homojen olarak elde edililerek, nanometre boyutundaki silika pargaciklarini

olusturur. Yontem nispeten basittir ve organik ve inorganik boyalar bu yontem
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kullanilarak yuklenebilirler [46].Bununla birlikte, hidroliz iglemi nedeniyle, NP'lerin
nispeten biyik bir boyut dagilimi vardir. islemin bazi modifikasyonlari, silika
NP'ler icine daha fazla hidrofobik boyalar eklemek igin optimize edilmistir. Birincisi,
feniltrietoksisilan (PTES, hidrofobik) ve TEOS (hidrofilik) gibi, NP'lerin yapiminda
hidrofobik ve hidrofilik dnculerin kombinasyonuna dayanir. Rhodamine 6G (R6G),
bu yontemi kullanarak silis NP'lerine basariyla yuklenmistir [47]. Hidrofobik bilesen
organik boyayi silika matriste tutarken, hidrofilik bilesen sonugtaki NP'nin sulu
solUusyonlara dagilmasini saglar. Boya yuklemek igin bir bagka yontem, organik
boyanin silan reaktifine dogrudan baglanmasidir. Bu yaklagimi kullanarak van
Blaaderen ve ark. [48] Floresan izotiosiyanati (FITC) 3 aminopropiltrietoksisilana

kovalent olarak baglamis ve boyay silika matrisine basariyla yuklemigtir.
2.4.4.2. Ters Mikroemilsiyon Yontemi

Boya katkili silika NP sentezi igin ikinci temel teknik ters mikroemdilsiyon
yontemidir. Bu, bir yagda su geri donusumld mikroemdulsiyon sisteminin
olusumuna dayanir. Ana tepkime karisimini Ug temel bilesen olusturur; su, yuzey
aktif madde ve yag (suya oranla yuksek oranda bulunan organik bir ¢bzucul). Yag
¢ozeltisinde olusan kararli su nanodamlaciklari, silan hidrolizi ve igindeki tuzak
boya ile NP olusumu gerceklestigi kuguk mikroreaktorler gibi davranir [49]. NP'lerin
boyutu, surfaktan, hidroliz reaktifi ve reaksiyon suresi, yag / su orani gibi diger bazi
parametrelerin niteligine gore belirlenir [45]. Bu yontem ile Uretilen NP'ler genelde
yuksek derecede kararlilik gosterirler ve suda iyi dagilirlar. Bu ydntemin
dezavantajlarindan birisi, cogu durumda organik floroforlara kiyasla daha dusik
kuantum verimlerine sahip olan inorganik boyalarin birlestiriimesi igin
kullanilabilmeleridir. Organik boya katkili silika NP'lerin, NP'lerin hidrofilik ylzeyi ile
kargilastirildiginda organik boyar maddenin hidrofobik o6zellikleri nedeniyle bu
yontemle hazirlanmasi zordur. Protokolde yapilan bir degisikligin, parcacikta
bulunan organik boya miktarini arttirdigini bildirmistir [45] Organik boyalar hidrofilik
olan ve bagli olan boya molekulini silika iginde tutmaya yardimci olabilen
dekstran grubuna baglanir. Tetrametilrohidamin (TMR), floresein ve Alexa Fluor
647 gibi flioresan boyalar, sizinti olmaksizin silika NP'lere basariyla
eklenmektedir. Tekli boya katkilamanin yani sira, silis matrisine c¢oklu boya
katilmasi da rapor edilmistir. Bu, algilama Uzerine daha fazla bilgi saglanmasina

yardimci olabilir. NP'lerin iki inorganik boyayla, tris (2'2 bipiridil) diklorirutenyum
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() (Rubpy) ve tris (2'2-bipiridil) diklorosmium (lI) (Osbpy) ile eszamanl olarak
dopinglenmesi i¢in bir yontem geligtirilmigtir. Bu iki boya genis, ¢akisan uyarma
spektrumunu paylasir, ancak farkli maksimum emisyon dalga boylarina sahiptir.
Bu, onlari yogunluk oraninin kullanilabilecegdi iki dalga boylu bir sinyal yaklasimi
icin ideal bir ara¢ haline getirir [50]. NP icindeki boyalarin konsantrasyonlarini
hassas bir sekilde kontrol etmek ve degistirmek suretiyle, tek bir dalga boyuyla
uyarma, farkli emisyon imzalarina yol agarak, birden fazla hedefin ayni anda ve
hassas sekilde algilanmasina izin verir. Diger calismalarda, Wang ve ark. [51]
emisyon semasli olarak flloresans rezonans enerji transferi (FRET) kullanan
boyal silisyum NP'ler olusturmustur. Ug farkl organik boya olan FITC, R6G ve 6-
karboksil-X-rodamin (ROX) ayni silika matrisine dahil edilmigtir. Bu boyalar, etkili
floresan enerjisi transferinin gerceklesmesi igin, Ust Uste binen emisyon ve
uyariima spektrumlarina sahip olacak sekilde dzenle secilmistir. U¢ boya tiiriiniin
farkl kombinasyonlari ile doping yapilarak, tek dalgaboyu uyariima altinda ¢ok
katli, hedeflenmig FRET igin barkod etiketleri Uretilebilmistir (Sekil 2.3).

floresan siddet

Sekil 2.3. Cesitli FITC, R6G ve ROX boyanacak oranlara sahip NP'lerin floresan
emisyonu: (a) NP numunelerinin emisyon spektrumlari ve (b) 1: 0: 0, 0: 1: 0, 1: O:
1,4:1.5: 3, 0.5'lik FITC: R6G: ROX boya katkilama oranlari icin 300 nm ultraviyole
uyarim altinda NP numunelerinin rengi : 0.5: 0.5, 2: 2: 2, 0: 1: 1 ve 0.5: 0.5: 4
(soldan saga) [51].
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2.4.5. Titanyum Dioksit Nanopartikiilleri

Titanyum dioksitin farkli kristal yapilari onlari genis dielektrik ve optik ozelliklere
sahip bir fotokatalitik malzeme haline getirir. Titanyum dioksit nanopartikullerinin
cesitli kullanim alanlari vardir, nano olgekte anataz fazinin kararli olmasinin
yaninda ayni zamanda 3-10 nm araliginda rutil fazi ile kiyasla ayni skalada 100
kattan fazla sitotoksik etkiye sahiptir. Bu nanopartikuller farmakolojide ilag salinimi
aracilari  veya yardimci madde formulasyonlari olarak yaygin sekilde
kullaniimaktadir. Aslinda, gunimuzde fotodinamik terapide, bu partikuller etkin
foto-oksidasyon 6zelliklerinden faydalanilarak kullaniimaktadirlar. Buna ek olarak,
bu nanopartikdillerin sitotoksik yonleri, diger malzemelerle (6rnegin, hidroksiapatit)
birlesmesi ile azaltilabilmektedir [52]. Mevcut kanser terapileri (ameliyat, radyo ve
kemoterapi dahil), spesifik olmayan hedef hicre yuzunden insan saglhgina
istenmeyen etkiler getirmektedir. Kanitlar, nanopartiklllere dayali tedavinin
potansiyel bir kullanima sahip oldugunu gdésterir. Buna gore, TiO2 (titanyum oksit)
nanopartikulleri in vitro galigmalarda basariyla kullaniimistir. Aslinda, TiO2 tozu,
kanser, 0Ozellikle kolon kanseri icin yeni bir terapotik madde olarak onerilmistir.
insan kolon karsinomasindan gelen hiicreler, fotonlar ile uyarimis TiO2
nanopartikullerine maruz birakildiklarinda yok edilmektedirler, ayrica bu
nanopartikuller altin ve platin ile zenginlestirildiginde, kanser hucrelerinin hayatta
kalma oranini 6nemli Olgude dusurmektedirler. TiO2 nanopartikulleri, bu
hastaliklarin tedavisinde fotokatalitik etkileri nedeniyle kullaniimaktadir, esas
olarak bu da nanopartikullerin konsantrasyonuyla baglantihdir. Fotokatalitik
aktivasyon, TiO2 ile tedavi edilen tumor bolgelerinde kontrolli 1s1ga maruz
birakmakla gerceklestirilir. Calismalar, insan kolon karsinomasinda hucrelerin Au-
veya-Pt katkili TiO2 nanopartikillerle maruz birakildijinda basit TiO2" ye maruz
kalma ile kargilastirildiginda hayatta kalma oraninda belirgin bir azalma oldugunu
goOstermektedir. Bu veriler, TiO2'nin Au ve Pt ile dopinglenmesinin esasen, katkisiz
TiO2' ye kiyasla kanser hucrelerinin oldurulmesine katkida bulundugunu

gOstermektedir [53].

Sonodinamik tedavinin malign gliomlar icin yeni bir tedavi stratejisi olmasi
beklenmektedir. TiO2 nanopartikulleri, bir fotosensitizer olarak, ultrason ile aktive
edilebilir. Aslinda,TiO2 / PEG'in (polietilen glikol) potansiyel bir uygulamasi olarak
sonodinamik terapi ile malign gliomalarin tedavisi gosterilmigstir [54].
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Ote vyandan, titanyum dioksit de dahil olmak Uzere farkli nanopartikil
konsantrasyonlarina maruz kalmanin gesitli hayvan turleri igin fitotoksik oldugunu
g6steren klinik kanitlar vardir. insanlara atfen, nanopartikiillerin genis bir
endustriyel Urun yelpazesine girisi, dogal dusukleri de igceren gebelik
komplikasyonlarini arttirmaktadir. Sadece Amerika Birlesik Devletleri'nde, hamile
kadinlarin % 1 ila % 3'Unun bu nanopartikullerin konsantrasyonu ve dagilimindan
dolayl dogal dusuk yaptiklari tahmin edilmektedir ve gebeliklerin % 7 ila 15,
cocuklari hayatlari boyunca kardiyovaskuler bozukluklara ve bobrek yetmezligine
yatkin hale getiren, zayif cenin buyumesinden etkilenmigtir. Farelerin TiO2
nanodotlarina maruz birakilmasi, ozellikle 2 ila 5 nm arasinda olan titresen
nanopartikullerde, puskurtmeden 24 saat sonra iltihapli lezyonlar Grettigini
gostermektedir. Yuzey alaninin toksisite ile iligkili en ©nemli faktdr oldugu
saptanmistir. Ayrica, son ¢alismalar, hem caplari 35 nm olan TiO2 nanopartikulleri
hem de intraven06z olarak enjekte olan nanopartikulleri, ceninin karaciger ve
beyninde birikim nedeniyle farelerde hamileligi etkiledikleri gostermektedir. Bu
calismalarda floresan nanopartikullerin intravendz enjeksiyonundan sonra biyolojik
goruntileme teknikleri ile gdzlenmistir; TEM goéruntuleri plasenta, karaciger ve fare

beyninde elementlerin varligini gostermektedir [24].

2.5. Floresan Goriintiileme
2.5.1. in-vivo Gériintiileme

Yakin kizildtesi pencere (700-1300 nm), hemoglobin emici kromoforlarin emdigi
gorunur alana kiyasla azaltilmis 15tk emme ve saciima 06zelligi sayesinde daha
derin goruntileme saglar. Su ve lipitlerin kuvvetli emdigi yerde daha uzun NIR
dalga boylarina sahiptir. iki yakin kizilétesi bant genellikle NIR | (700-950 nm) ve
NIR 1l (1000- 1300 nm) arasinda ayrim yapmaktadir. NIR | bandinda ¢esitli organik
fluorofor siniflari yayimlanir; Anjiyografi icin 6érnegin indosiyanin yesili kullanilir [2].
Parlak ve daha kararli organik boyalarin sentezinde surekli gelisme
kaydedilmesine ragmen, nanoparcaciklar NIR | yayan problar olarak ilging
alternatifler sunmaktadir. Bunlar, yariiletken kuantum noktalar (QD'ler), metal
nanokutle, nadir toprak katkili nanopartikiller (RE-NP'ler) ve nanoelmaslari
(ND'ler) icerir. CdTe ve PbS malzemelerine dayanan in vivo goruntulemenin ilk

goOsteriminden sonra, dusuk toksisiteli yeni nesiller NIR yayan QD'ler ortaya
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cikmistir. Bu QD'ler, yuksek sdnumleme katsayisi ve kuantum verimleri (QY) ve
organik kromoforlara kiyasla daha yuksek fotostabilite sayesinde yuksek parlaklik
sunar. Emisyonlari, boyutlari ve bilesimleri ile ayarlanabilir. Metal nanokltik
floresan nano materyallerin yeni bir sinifidir. Altta yatan fotofizik mekanizma henlz
tam olarak aydinlatilamasa da, NIR yayan altin nanokutleleri sentezlenmigtir [55-
58]. Bu kumeler, QD'ler gibi sondirme katsayisi ve kuantum verim agisindan
parlak degildir, ancak kuguk boyutlari ve toksisitesi olmamasi onlari ¢ekici bir
alternatif haline getirmektedir. Karbon esasli malzemeler de ilging optik 6zellikler
sunar. Ozellikle, nanoelmasdaki azot boslugu (N-V) merkezleri uzaktaki kirmizi-
NIR araliginda floresan olusturmaktadir [59, 60]. Bu ND'ler atil olup, ustln bir
fotostabiliteye ve dusuk toksisiteye neden olur. Nadir bulunan toprak katkili
nanopartikullerin floresan Ozellikleri, uygun bir ana madde matrisine yerlegtirilen
trivalent lantanit iyonlarinin 4f gecislerine dayanmaktadir. Malzemelerin segimi,
sentez sirasinda boyut kontrolunUn yani sira optik Ozellikler ve kolloidal ve

kimyasal stabilite icin belirleyicidir [61].

Bu farkh nanoproblarin yuzey kimyasi tabii ki kolloidal kararliliklarini garanti etmek,
optik 6zelliklerini in vivo korumak, spesifik olmayan adsorpsiyonu azaltmak ve
spesifik hedefleme ve iglevsellik saglamak icin ¢ok 6nemlidir. Bunlar arasinda
vaskulatur ve lenf nodu goruntileme, tumor saptama, hucre izi ve hucre soylari
bulunur [62]. Bu nanoproblar standart NIR | organik floroforlara kiyasla daha
yuksek algilama hassasiyeti saglamanin yani sira, birka¢ benzersiz 06zellik
paylasmaktadir. Dokulara difizyonu kisitlarken ve boébrek atilimini 5 nm'nin
uzerinde tutarken, buyUk hidrodinamik buydklugl kan dolagimindaki dolasim
suresini uzatir ve kan damarlarindaki ¢cevre dokularina sizintiy1 engelleyerek daha
spesifik hedeflemeye neden olur. Ayrica nanoproblari kullanan tamor
saptamasinda, gelismis permeasyon ve retansiyon (EPR) etkisinden yararlanilir
[63].

50-150 nm boyut araligindaki nanopartikiller, gevsek epitel bariyerlerine nufuz
edebilir ve yikanmis kiglk organik boyalardan daha uzun sire timaorde kalabilirler
[64]. Benzer sekilde, endositize NP'ler, daha kuguk organik boyalara kiyasla
hedeflenen hlcrelerde daha uzun sure kalma egilimi gosterir ve uzun vadeli hicre

izlemeyi kolaylastirir [65]. Tek islevli organik boyalarin aksine, NP'lerin genis

18



yuzeyi tek bir nanoplatformda farkli bilesenleri bir araya getirmek icin kullanilabilir.
Bu, hedefleme pargalarinin ¢coklugu sayesinde hedefleme verimliligini potansiyel
olarak arttinir veya farkli hedefleme problarini, tamamlayici gorintileme modelleri
icin kontrast maddeleri ve ¢evre muhabirlerini tasiyan c¢ok fonksiyonlu NP'ler
saglar. Bu nanoproblar erisilebilir derinlik, ¢ozunurlik ve hassasiyet agisindan yeni
gelismis goruntuleme yontemleri geligtirmek icin kullanilabilecek optik 6zellikler de

sunmaktadir.

2.5.2. NIR Il Yayan Nanoproblar

NIR II bandindaki in vivo goéruntlileme, bu bolgedeki floroforlarin ve hassas
dedektorlerin bulunmamasi nedeniyle uzun suredir zor olmustur. Bununla birlikte,
prensipte, NIR Il bandi, daha iyi algilama hassasiyeti ve azalmis 1sik sacilimi
sayesinde dokularda daha iyi mekansal kararllik igerir ve NIR I'e kiyasla bir¢ok
avantaj sunar [66]. Sekil 2.4’ de aradaki fark agikga goriimektedir. Cogu inorganik
nanopartikil organik fluoroforlara kiyasla daha yuksek dogrusal olmayan sogurma
kesitleri sunar. NIR'deki dogrusal olmayan uyariima derin penetrasyonu miumkun
kilar ve otofloresansi dusurir, boylece sinyal arka plan orani artar. W. Webb ve
arkadaslar 2-foton uyariminin (2PE) CdSe kuantum noktalari (QD) igin 6zellikle
uygun oldugunu ortaya koymuslardir, ¢linkt organik floroforlardan iki ila G¢ derece
daha yuksek 2 foton sogurma kesitlerine sahiptirler ve dinamik gobzlem
yapabilmektedirler [67]. Bununla birlikte, 2PE pahali ekipman gerektirir ve hlicresel

Olcek icin daha uygundur.

1,300-1,400 nm (NIR-Ia)
-

850-900 nm (NIR-1)

Sekil 2.4. NIR | (sol) ve NIR Il (sag) araliginda, kuyruk damarina enjekte edilen
SWNT kullanilarak beyin vaskulaturinun in vivo kafes igi floresan gortintilenmesi
[2, 68].
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2.5.3. Yuksek Cozundurlikli in Vivo Floresan Goruntiuleme

Floresan mikroskopinin aksine, in vivo floresan goruntileme binlerce hlcreden
daha dusuk ¢ozunurlikte toplu sinyaller algilar. Buna karsin, floresan
mikroendoskopisi, dokularin derinliginde yluksek ¢ozunurlikli gérintl elde etmek
icin kati dokulara minimal invaziv olarak yerlestirilen kuigik boyutlu optik problari
(genellikle 0.25-1 mm c¢apinda) kullanir. Floresan problarla kombine edilen bu
teknoloji, canli dokulardaki tek hucreli ve tek molekulli seviyedeki biyolojinin

sorgulanmasina izin verebilir [69].
2.5.4. Cok Modlu Goruintileme

MR ve X-isini bilgisayarli tomografisi (BT) gibi anatomik goéruntileme yontemleri
ile in vivo floresan goruntulemenin birlikte kaydi, fotonlarin siirlh  doku
penetrasyonu ve dusuk U¢ boyutlu uzaysal ¢ozunurlik gibi floresan
goruntilemenin eksikliklerini arastirmaya yardimci olur ve tamamlayici bilgi saglar.
Cok iglevli problarin gelistiriimesi artan bir ilgi ¢ekmektedir. Demir oksit ve
dendrimer tabanli ¢ift MRI floresan goruntuleme kontrast ajanlarindan kaynasmig
bir X-1sin1 BT floresan goérunttleme sistemine kadar birgok ¢calisma ortaya ¢ikmigtir
[70, 71] .

2.5.5. FLIM Goriintileme

in vivo floresan goriintileme calismalarinin biyik ¢ogunlugu su anda floresan
yogunlugundaki degisikligi olgmektedir. Yogunluk olgumlerinden farkli olarak
floresan 6mur boyu goérintuleme (FLIM), probun yerel konsantrasyonuna daha az
bagimhdir ve emilim ve sac¢ilma varliginda dogasinda saglamdir, ancak c¢evre

degisikliklerine karsi oldukga hassas olabilir [72].

Cesitli yeni galismalar, G¢ boyutlu floresan 6mur boyu tomografinin gelistiriimesi
yoluyla yasayan kuguk hayvanlarda tum viacut FLIM'in kullanimini ve bir timor

ksenograftini bir NIR peptid probu ile gérintilemeye baslamistir [73, 74].
2.6. in Vivo Goriintiilemede inorganik Nanoproblar

inorganik nanoproblar in vivo gérintilemedeki floresan hassasiyetini,
¢6zUunurliguna ve goéruntuleme derinligini arttirmak igin kullanilabilen benzersiz
optik ozellikleri sunar. Bu nedenle, yeni goruntuleme teknikleri ve uygulamalarinin

gelistiriimesinde giderek daha merkezi bir rol oynarlar. Bu NP'lerin sentezinde
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ilerleme kaydedilmesi ve bunlarin optik oOzelliklerinin kontroli ve anlasiimasi,
uyarlanmis enstrimantasyonun gelistiriimesi ile birlikte gorintileme performansi
daha da gelismektedir. Bu gelismeleri ilgili biyolojik uygulamalara ¢evirmek icin,
biyolojik dagilimlarini daha iyi kontrol etmek ve hedefleme verimliligini artirmak igin
yuzey kimyasinin gelistiriimesi de gereklidir. Bu da potansiyel toksisitesinin daha
iyi anlagilmasini ve kontrolunu saglamalidir. Sonugta, bu gorintuleme yontemlerini
klinik alanda uygulanabilmesi i¢in, NP'lerin viacuttan hizli bir sekilde temizlenmesi

gerekecektir [2].

2.7. in Vitro Nanotoksikolojik Calismalar

in vitro nanotoksikolojik calismalar 1siginda, floresan etiketlemesi, gevreye verilen
parcacik lokalizasyonu icin standart haline gelmistir. Bununla birlikte, floresan
etiketlemenin, pargacik yuzey kimyasini 6nemli derecede degistirdigi ve bu
nedenle hicre galismalarinin sonucunu potansiyel olarak etkiledigi bilinmektedir.
Dolayisiyla, floresan isaretleme ile izoelektrik noktada bir degisim olmamasi ve iyi
tanimlanmis izoelektrik noktalari dar bir boyut dagilimi ile floresanla isaretlenmisg
kUresel metal oksit pargaciklarinin elde edilmesi igin basit ve acgik bir yontem
sunmaktadir. Taban malzemesi olarak kuresel amorf silis (SiO2, 161 nm ¢ap)
parcaciklari kullaniimig ve sol-jel kimyasi kullanilarak silika, aliUminyum oksit

(Al203), titanya (TiOz2) veya zirkonya (ZrO2) ile kaplanmistir.

Metal oksit kaplamalari, izoelektrik noktasini etkilemeksizin, dogrudan dogruya
rodamin 6G boya katman matrisine katilmasiyla basariimistir. Kaplama kalitesi,
yuksek ¢O6zunuarlikli transmisyon elektron mikroskopisi, enerji filtrelenmis
transmisyon elektron mikroskopisi ve elektrokimyasal karakterizasyon ile
dogrulanmis ve kaplamalarin farkli pH kosullarinda en az 240 saat sabit oldugu
kanitlanmistir. Elde edilen bu flloresan pargaciklari biyomedikal arastirmalar igin
dogrudan kullanilabilir, partiktl-htcre etkilesimlerinin in vitro aydinlatilmasi buna
ornek olarak verilebilir. Genellikle biyolojik sistemlerde toksisite ve genel
davraniglar gibi risklerle ilgili sorularin guindeme getirilmesi ile yaygin bir arin ve
sure¢ portfoylinde gelistiriimis nanopartikil kullanimi artmaktadir [75, 76]. Dolgu
malzemeleri, kaplama malzemeleri, boyalar, biyolojik sensoérler, kromatografik
sistemler, filtrasyon membranlari, kozmetik, ila¢ tasiyicilari, katalizorler, fotonik

kristaller ve dis macunu gibi Urinlerde SiO2, Al203, TiO2 veya ZrO2'nin seramik
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nanopartikulleri kullaniimaktadir [77, 78]. Bu uygulamalardan bazilari biyolojik
ortama nanopartikiil birakma riski icermektedir. Ozgll serbest birakmaya ortopedik
implantlarin zimpara asinmasi (Al203 ve ZrOz2'nin tipik olarak kullanildigi yapay
kalca eklemleri) [79-81]) verilebilir. Bu oksit nanopartikillerinin biyolojik sistemler
uzerindeki etkileri halen net degildir ve henuz ayrintili olarak aydinlatiimamigtir
[82]. Partikullerin biyolojik sistemlerde genel davraniginin pargacik boyutuna ve
malzemenin turine gore etkilendigi One surlilmustir. Bu nedenle bu iki
parametrenin bagimsiz bir arastirmasinin kullaniimasi dusunulmektedir. Boyut ve
sekilleri korunurken, bu nanopartikullerin farkh biyolojik etkileri, materyal ve ylzey
Ozelliklerine agikga atfedilebilir [83-86]. Biyolojik sistemler igindeki nanopartikil
lokalizasyonu da ¢ok onemlidir. Nanopartikullerin floresan etiketlemesi, bunlari
veya en azindan topaklarini bir hicre ortaminda ve in vivo olarak gorsellestirmek
icin kullanilmistir [87-89].

Bir floresan boyanin nanopartikll ylzeyine yapismasi veya kimyasal baglanmasi
onlari goruntulemek i¢in uygun bir yontemdir, ancak nanopartikullerin yuzey
kimyasini degistirebilir. Bu, silikada gosterildigi gibi, boya etkisi olmadan yluzey
materyal 6zelliklerini koruyarak nanopartikul icine floresan boya dahil edilerek
onlenebilir [90, 91]. Bununla birlikte, kontrolli ylzey kimyasi ile diger oksit
yuzeylerin floresanla etiketlenmesi eksiktir ve literatirde henuz tartisilmamistir. Bu
tez kapsamindaki yaklagsimda alt katman malzemesi olarak amorf silika
nanopartikuller kullaniimis ve Sekil 2.5’te gdsterilen sol-jel islemi ile ylzeye silis,
alimina, titanyum ve zirkonya kullanilarak farkh oksit kaplamalar yapilmistir.
Kaplama iglemi sirasinda bir oksit matrisine eklenerek stabilize oldugu bildirilen
rodamin 6G (R6G) floresan boya olarak kullaniimistir [92].
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Floresansiz

Sekil 2.5. Sol-jel kaplama isleminin adapte edilmis sematik cizimi (MxOy: SiOz2,
Al20s3, TiO2veya ZrOz2) [93].

A= 550 nm'de R6G etiketli nanopartiklllerin floresansi, karsilik gelen etiketsiz
nanopartikullerle karsilastirilmis ve Sekil 2.6’da gosterilmistir. R6G ile etiketlenmis
olan tum nanopartikuller, 240 saatten fazla bir sure i¢in ayri bir floresan emisyon
sinyali gostermistir; oysa etiketli olmayan nanopartikiller bunu goéstermemektedir.
R6G ¢ozeltisi. SiO2// R6G // SiO2 ve SiO2 // R6G /I Al203 stispansiyonlarinin nispi
yogunluk pikleri, diger iki suspansiyonun yaklasik iki katina karsilik gelmistir [93].
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Sekil 2.6. Etiketlenmemis ve R6G etiketli nanopartikullerin floresan
yogunluklarinin yikselmesi dogrudan sentezden sonra. Ust ve alt satirlar
suspansiyonda 525 nm uyarimda emisyon spektrumlari, floresan mikroskopi
goruntusu [93].

Sekil 2.6’ da gosterildigi gibi tim R6G etiketli nanopartikuller igin 550 nm'de
floresan emisyonu, yeterli miktarda R6G'nin 200°C 1sil isleme direndigini gosterir.
SiO2 // TiO2 ve SiO2 // ZrO2 igin floresan emisyonlarinin azaltiimis kismi
yogunluklari, asagidaki etkilerden bir veya daha fazlasiyla olusabilir: (a)
kaplamadaki R6G konsantrasyonundaki farklliklar; (b) malzemelerin floresanla
ilgili dalga boyundaki i1sik Uzerindeki farkli etkileri; (c) boya floresansini etkileyen
kaplama malzemesi ve R6G arasindaki etkilesimler. Yukarida tarif edildigi gibi 240
saat sonra floresan emisyon yogunlugunda saptanabilir bir azalma yoktur. Sekil
2.7" de, insan kemik hudcrelerinin hdcre kulturlerinde 3 gun depolandiktan sonra,
floresanla isaretlenmis cekirdek-kabuk nanopartikillerinin (SiO2 // R6G /I TiO2)

saptanabilir hale geldigi goriimektedir.
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} 50 pm '

Sekil 2.7. SiO2 // R6G // TiO2 nanopartikullerine 72 saat maruz birakildiktan sonra
insosteoblast hdcrelerinin  floresan mikroskopi goruntist. Kirmizi  floresan
nanopartikuller gézlenebilir [93].

2.7.1. Hiicre Etiketleme ve Hiicresel Etkilesim igin Biyomolekiiler

islevsellestirme

In vitro kosullar altinda spesifik olmayan hlicre boyamanin gerekli oldugu en basit
durumda, biyomolekuler iglevsellestirme yapilmayan ciplak silika NP'leri
kullanilabilir. Saf silika NP'lerin dis tabakasi, izole edilmis, yakin ve germinal
silanol gruplarini igerir. Bunlar, fizyolojik pH'da negatif yUkli olup, kuvvetle negatif
bir zeta potansiyeline sahip NP olustururlar. Ciplak silika NP'leri birka¢c saat
boyunca % 10 serum igeren, serumsuz ve tamamen serum igeren ortamda
kolloidal olarak kararlidir. insan akciger epitel hiicrelerini kullanarak yapilan bir
hicre boyama deneyinde, ¢ok sayida silika NP'ler hicre ylzeyine baglanir ve
endositotik yollar yoluyla az miktarda alinir [94]. Ciplak silika hiicre boyasinda
kullanilabilir, ancak hucre yuzeyleriyle etkilesime giren c¢iplak silis NP'leri
olmadigini anlamak o6nemlidir. Ciplak silika NP'leri yuksek oranda reaktiftir ve
serum iceren veya icermeyen hucrelere eklendiginde proteinlerle kolaylikla

isleviendirilirler [95].

Korona olugturan iki makromolekul vardir: NP ylzeyine hizli adsorpsiyon ve
desorpsiyon oranlariyla gevsek baglanan biyomolekulleri igeren "yumusak" bir
bilesen ve biyomolekullerden olusan, sert bir bilesen. NP ylzeye yuksek afinite

gOsterir ve ¢cok daha yavas emisyon oranlarina sahiptir [95].
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Silika NP'lerin bu kosullar altinda proteinlerle islevsellestiriimesi, kontrol
edilemeyen bir pasif adsorpsiyon turu olarak dusunulebilir; burada ana etkilesim
kuvvetleri silis yuzeyindeki biyomolekul ve silanol gruplari arasinda elektrostatik ve
hidrojen bagi olacaktir [96]. Cogu durumda, belirli hicre lekelenmesi, bir takim
negatif kontrol htcrelerine tercih edilir. Bu normal olarak, NP'lerin, hlicre zari
uzerindeki alicilari hedef alan glikoproteinler veya aptamerler gibi sensor
biyomolekullerle iglevsellegtiriimesi yoluyla elde edilir. Silika NP'lerin antikorlarla
islevsellestiriimesi igin iki ana yontem vardir ve bunlarin her biri kendine 6zgu
avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Birinci yontem pasif adsorpsiyon olup, daha
once Dbelirtildigi gibi, ciplak silika NP'leri etrafinda protein koronalarinin
olusumunda temel rota olusturmaktadir [96, 97]. Bu yontemin avantajl,
protokollerin ¢oklu saflastirma adimlarina gerek kalmaksizin ¢ok basit ve ucuz
olmasidir. Ana dezavantaj, proteinin NP'ye kovalent olarak baglanmamasi ve NP
yuzeyiyle daha ylksek bir baglanma afinitesi olan ancak hticre 6zgulltigu olmayan
bagka bir biyomolekul tarafindan g¢ikartilarak yerine konmasi olanagidir [95].
Ayrica, antikor konformasyonundaki veya yerel pH'daki degisiklikler, antikorun
izoelektrik noktasini etkileyebilir ve NP ylzeyinden daha hizli desorpsiyon
oranlarina neden olabilir. ikinci ydntem kovalent baglanma olup, yaygin olarak
'biyokonjugasyon kimyasi' olarak anilir. Silika NP'lerin dnemli bir avantaji, ¢esitli
teknikler kullanilarak antikorlarla konjuge edilebilmelerinin kolayligidir [98].
Antikorlarin silika NP'lere konjugasyonu igin en basit ydntem, antikoru yuzey
modifikasyonu olmaksizin dogrudan NP ylzeyinde bulunan silanol gruplariyla
reaksiyona sokmaktir. Bu, nispeten yumusak kosullar altinda pozitif yuklu izoure
turevi olusturmak igin silanol gruplariyla reaksiyona giren siyanojen bromdurler

kullanilarak yapilabilir [99].

Amin gruplari, izoure turevi ile kolayca reaksiyona girerek bir imidokarbonat
kovalent baglanti olustururlar. Lizin kalintilar, antikorlar tzerindeki en yaygin amin
kaynagidir. Standart bir IgG antikorunda yaklasik 90 lizin kalintisi bulunmaktadir
[100].

Bir antikor icerisinde ¢ok fazla lizin kalintisiyla baglanti olusturmamak énemlidir,
cunku protein denatlrasyonuna ve epitop baglanma verimliliginde bir azalmaya yol
acabilir [101]. Dogrudan bir antikor ile veya bir baglayici molekul araciligiyla

reaksiyona girebilen bir ylzey iglevsel grubu baslatmak icin silika NP'lerin
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etiketlenmesinde ¢ok daha yaygindir. En yaygin yuzey degisikliklerinden bazilari
sunlardir: karboksilik asit, birincil amin, klorometil, (vinilbenzil) klorur, hidrazin,
azid, aldehid, tiyol ve epoksit. Yluzey modifikasyonu, en yaygin olarak, standart
hidroliz ve yogunlastirma tepkimeleriyle [38] aminopropiltrimetoksisilan veya
karboksiletilsilantriol gibi bir organosilan molekulinin baglanmasiyla elde edilir.
Fonksiyonel gruplarin eklenmesi fizyolojik kosullar altinda silis NP'lerin kolloidal
kararlihgini 6nemli olgclde etkileyebilir [44]. Amin gruplari, fizyolojik pH degerinde
protonlanir ve yuksek bir yuzey alani varsa, silis NP'leri pozitif yukli hale gelir
[102]. Hucre zarlari negatif yukli oldugundan ve bu nedenle amin kapli NP'lerin
yuksek miktarda spesifik olmayan baglanma sergilediginden bu durum bir

dezavantaj olabilir [103].

Karboksilik fonksiyonel gruplar, silis NP'leri GUzerinde negatif bir yuk olusturur,
ancak karboksilik asitler zayif bazlardir ve ayrica hidrojen baglari
olusturdugundan, zeta potansiyelleri fizyolojik kosullar altinda toplanmaya neden
olur. islenmis NP'leri stabilize etmek igin, sigir serum albiimin veya polietilen glikol
(PEG) gibi katki maddeleri, NP'lere agirlikca% olarak dusuk oranda karistirilir. Bu
katki maddeleri, NP ylzeyinde ilave yUk veya sterik engel olusturarak kolloidal
dengeyi gelistirir. Hidrazin ylzeyi modifiye edilmis silis NP'leri ilgingtir, ¢linkl bir
hidrazin bagi olusturmak igin 1IgG'nin Fc bdlgesindeki okside oligosakaritlerden
aldehit gruplari ile verimli bir sekilde ciftlegirler. Fc bolgesi, antijen baglanmasina
dahil degildir ve bu nedenle bu protokolu kullanarak baglama igin epitop her

zaman mevcuttur [104].

Biyokonjugasyon igin en yaygin yontem, silis Uzerindeki fonksiyonel grup ile
antikordaki spesifik bir amino asit kalintisi arasinda bir baglayici kullanmaktir. Tek
degerlikli baglayicilarin veya c¢ok degerli baglayicilarin kullaniimasini igeren,
kullanilabilen ki  standart yaklasim vardir.  Monovalent baglayicilar
homofonksiyonel olabilir, 6rnegin glutaraldehit, NP yuzeyindeki amin gruplarini,
imin kovalent baglar olusturmak icin IgG Uzerindeki lisin kalintilariyla gapraz
baglar. Homofonksiyonel baglayicilar kullanilirken, tim amin gruplarinin
etkinlestirildiginden ve NP etiketleri diger NP'lerle ¢apraz baglanip birikmeye yol
actigindan emin olmak igin yuksek bir baglayici konsantrasyonu gerekir [105].
Bunun Ustesinden gelmek icin, NP Uzerinde sulfhidril gruplarina baglanabilen

sulfosuksinimidil 4- [N-maleimidometil] siklohekzan-1-karboksilat (stlfo-SMCC) ve
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IgG Uzerindeki lisin kalintilari [106], bir baglayici kullanilarak, silika yutzey ile
antikor arasinda bir bogluk yaratir; bu da ylzey ile etkilesim sayisini azaltabilir ve
denaturasyonunu azaltir [107]. 1IgG ve FcFv antikorlarini silika NP'lere dnemli
Olclde gelistiriimis avidite ve reaksiyon kinetigi ile baglamak icin ¢cok degerlikli poli
(amidoamin) dendrimerleri (PAMAM) kullaniimigtir. Dendrimer Uzerindeki
karboksilik fonksiyonel gruplar, genel negatif zeta potansiyeline katkida bulunarak
NP'leri fizyolojik kosullar altinda kolloidal olarak kararli hale getirmektedir. Poli
(amidoamin) dendrimerleri (PAMAM) gibi cok degerli baglayicilar kullanilarak anti-
CD41 antikoru ile iglevsellestirilen uzak-kirmizi boya katkih silika NP'ler,
trombositleri yUksek Ozgunliugun gozlendigi in vitro olarak etiketlemek igin
kullaniimistir [108].

PEG baglayicilari genellikle hucre algilama deneylerinde kullaniir [109, 110].
PEG, kisa zincirli, polimerik veya ¢ok degerli formlarda, antikorlara baglanma igin
cok cesitli fonksiyonlarla satin alinabilir. PEG'lerin hiicre algilamada vyararli
olmasini saglayan birgok 6zellik vardir, 6rnegin hidrofilik, yuklenmemisg, biyolojik

olarak uyumlu ve toksik degildir [111].

Ayrica, PEG kaplamalari, spesifik olmayan protein ve hicre bagini énemli dlgide
azaltan bir sterik bariyer saglar. Bu, PEG kapli NP'lerin 6nemli él¢ctide daha uzun
sirkUlasyon surelerine sahip oldugu ve bu nedenle secilen hedef hicreyi bulabildigi
ve bunlarla etkilesebildigi in vivo calismalar igin Ozellikle yararlidir. PEG
kaplamalar1 ayrica, yuksek tuz kosullarinda silis NP'lerini kolloidal olarak kararl

tutarken, ciplak silika NP'ler hemen ve geri dondurulemez bigimde toplanir.

Antikorlarin silika NP'ler ile tutturulmasi igin yeni bir yontem, NP'leri bir polielektrolit
tabakasi ile kaplamaktir. Zhang ve arkadaglari (2011) PAA'daki karboksil
gruplarini aktive etmek igin 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklortr
(EDC) kullanarak amin fonksiyonlu silika NP'lere bir poli (akrilik asit) katmani
(PAA) kovalent olarak baglamiglardir. Bu NP'ler negatif yukll, kolloidal olarak
kararlh ve HelLa hucreleriyle inkibe edildiginde spesifik olmayan bir baglanma
gostermemigtir. IgG antikorlari EDC aktivasyonu kullanilarak PAA'nin dis ylzeyine
de baglanmistir. Antikor kapli mikro kureler kullanilarak yapilan test deneylerinde
yuksek 6zgunluk gozlenmigtir. NP'lerin islevsellestiriimesi icin bagka bir segenek,
ornegdin streptavidin ve biyotin arasindaki baglanmaya benzer afinite baglamasi
kullanmaktir [112]. Bu tdr kovalent olmayan baglanma c¢ok guglu olabilir.
28



Streptavidin, pH, sicaklik, proteolitik enzimler ve denatlre karsi direnci nedeniyle
biyomolekuler iglevsellestirmede siklikla kullanilir. Standart bir deneyde,
streptavidin bir silika NP'ye kovalent olarak baglanir ve daha sonra bir
biyotinlenmis antikor eklenir. Streptavidin biyotinlenmis antikoru silis ylzeyinden
uzakta tutar ve hem daha esnek bir destek saglar hem de denatlrasyon sansi
azalir. Streptavidin'e bir alternatif, NeutrAvidin ™ 'dir; bu, daha yuksek bir
izoelektrik nokta (6.3) ve notr yukun yakininda bulunan bir deglikosile edilmis
versiyondur. NeutrAvidin ™ ylksek baglanma afinitesini korur ancak daha dusuk

0zgun olmayan baglanma gosterir [109].

Hicre ici gorlntileme ve algilama ile ilgili olarak NP biyofonksiyonellestirme
hedefleri, sitoplazmanin spesifik bolgelerine kontrolli olarak uygulanan yuksek
hicresel alimdir. Hucresel alim, pargacik yuku, boyutu ve sekli gibi materyal
kompozisyonu ve yuzey kimyasi gibi bircok farkli faktdére baglidir. Literatlrdeki
ornekler, pozitif yukli nanomalzemelerin hicreler tarafindan daha hizli ve daha
verimli bir sekilde alindigini gostermektedir. Bunun nedeni, NP'nin htcre zari
uzerine elektrostatik olarak yuUklenmesidir [113]. Ciplak silika NP'leri negatif

yukltudur, bu da zayif hicresel alimina neden olur [114].

Ek olarak, modifiye edilmemis silika NP'leri, sitoplazmik ve nikleer gérintileme /
algilama maddeleri olarak kullanimlarini hari¢ tutan phagosomlara veya
endozomlara yonlendirilir. Bu nedenle, uygun NP yuzey biyokonjugasyonu,
basarili bir NP hucre ici iletimi igin ¢gok 6énemlidir. Yukarida anlatildi§i gibi, silis
NP'lerin ylUzeyi, cesitli islevsel gruplar ve biyomolekiillerle (diger bir deyisle,
antikorlar, peptidler ve polielektrolitler) nispeten basit bir sekilde degistirilebilir.
Nanomateryal hicre i¢i alimi ve endozomal kagisini kolaylastirmak igin katyonik
gruplarin NP yuzeyine verilmesi gerekir. Literatlirde verilen bazi yaklagimlar, NP
silika yuzeyinin amin gruplari ile asilanmasi ya da polietilenimin [115],
poliamidoamin [116] ve polilisin [117] gibi katyonik polimerler ile kaplanmasina

dayanmaktadir.

Bagka bir strateji, bir karboksilatla islevsellestiriimis silika NP ylzeyini biyoaktif
molekuller veya monoklonal antikorlarla [118] eslestirmektir. Bununla birlikte, NP
alimi baslangigta in vitro ve sonunda in vivo uygulamalar i¢in kontrol etmek

amacilyla bir ¢ok arastirma yapilmalidir.
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ila¢ dagitim ve hedefleme icin inorganik nanopartikiil sistemlerin avantajlari:

inorganik nanopartikiiller (NP) su anda birim hacim basina ylksek yiizey alani,
optik ve manyetik benzersizlikleri ve ¢ok sayida ligand ile iglevsellestiriime
yetenegdi gibi benzersiz fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay ilag salim vektorleri
olarak onemli potansiyele sahiptirler. Bu ozellikler, bazi ilaglarin terapotik etkinligi
ile birlikte bu iki maddenin (NP-ilaci) kombinasyonunu ila¢g salma alaninda cazip bir
alternatif haline getirmektedir. Bu konjugatlarin en onemli avantajlarindan biri,
ilacin lokal olarak verilmesi, boylece sistemik yan etkilerin azaltiimasi ve terapotik
molekulin daha ylksek verimlilige ulasmasi olanagidir. Bu gézden gegirme, ilag
dagitim sistemlerinin gelistiriimesinde nano Olgekli parcaciklarin dogrudan etkilerini
vurgulamaktadir. Daha ayrintili olarak, hedeflenmis kanser terapileri i¢in inorganik
NP'lerin yaygin kullanimi da belirtiimektedir. Nanopartikullerin gesitleri ve
uygulamalari artmaya devam ederken, insan glvenligi kaygilari 6hem kazanmakta
ve bu da bu materyallerin potansiyel toksisite tehlikelerinin daha iyi anlagiimasini
gerekli kilmaktadir. Manyetik veya antikor hedefli nanopargaciklar ile belirli doku /
hastalik yerlerine lokalize ve hedefli tasinim yapilabilmektedir. Doku ve bazi

nanomalzemelere penetrasyon artisi olmaktadir.

Lenfatik sistemin olmamasi nedeniyle belirli boyutlu nanopartikiller dogal olarak
tumor dokusunda biriken gelismis gecirgenlik ve tutma etkisiyle partikullerin

filtrelenmesine olanak saglar.

Nano grafen gibi karbon esasli materyallerin modifiye edilebilir ylizey kimyasallari
vardir, ilag yuklemesi icin ultra yuksek yUzey alanlariyla Uretilebilirler ve ayrica
benzersiz elektriksel ve optik Ozelliklere sahiptirler. Pozitron emisyon

tomografisinde yaygin olarak kullanilirlar.

Yakin IR emici altin nanopartiktlleri (altin nanoshelller ve nanorodlar da dahil
olmak Uzere) 700-800 nm dalga boylarindaki isiktan etkilenerek isi Uretirler. Bu,
nanopartikullerin hedeflenen tumorleri ortadan kaldirmasini saglar. Isik altin
nanopartikulleri iceren bir tumore uygulandiginda, partikuller hizla 1sinir ve tumor
hicrelerini  oldurarler. Altin  nanopartikuller de 1s191 sacar ve karanlik alan
mikroskopisi altinda ilging renk dizisi Uretebilir. Altin nanopartikullerin daginik

renkleri su anda biyolojik goruntileme uygulamalari i¢in kullaniimaktadir. Ayrica,
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altin nanopartikuller nispeten yogun olup, bunlari transmisyon elektron mikroskobu

icin prob olarak kullanigh kilmaktadir.

GoOzenekli silika esasli malzemeler, kanser tedavisi i¢in daha fazla olanak
saglayabilen bilesikler arasindadir. Silika, ¢ok yonlulik, toksik-olmayan, biyolojik
uyumluluk, biyolojik bozunabilirlik, yuksek yuzey alani, gbzenek hacmi, gozenekli
bolgede konuk molekullerin homojen dagihmi, ylzey sarj kontrolu i¢in yetenek ve
serbest dispersiyon gibi g¢esitli cok yonlu ve genis avantajlara sahiptir. Gozenekli
silika nanopartikullerin en buyuk dezavantaji, kirmizi kan hicre membranlarinin
fosfolipidlerinin ylzeyi ile etkilesen silanol gruplarinin ylzey yogunluguna bagli
olarak olusan hemolizdir. Bir bagka dezavantaj, gozenekli silis nanopartikullerinin

melanom promosyonuna yol actigi metabolik degisikliklerle ilgilidir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR
3.1. Deneyde Kullanilan Malzemeler

Bu tez calismasinda Floresan boya olarak Rodamin 6G (Sigma Aldrich), silika
kaynag! icin % 98 lik Tetraetil ortosilikat, TEOS (Acros organics), titanium dioksit
kaynagi olarak % 98 lik Titanyum tetraisopropoksid, TiP, 2- propanol, %97 (Sigma
Aldrich), % 28 Amonyum hidroksit, NH4OH (Sigma Aldrich), MDA-MB-231 meme
kanseri hucreleri kullanilmigtir. Besiyeri olarak % 10 FBS (fotal sigir serumu), 100
U/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin, 2.0 mM L-glutamin ve 4500 mg/L glukoz
iceren DMEM kullaniimistir. Calismanin bitin asamalarinda hicreler %5 CO2’li
inkiibatorde 37°C’de tutulmustur. Hlcre sayimlari tripan mavisi ve hemositometre

kullanilarak yapiimigtir.

3.2. Silika Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

(202 £ 20) nm capinda Stdber silika parcaciklari [119, 120] oda sicakhdinda (25 %
2 ° C) bazik ortamda (pH ~ 11), bir teflon reaktoriande 15 mL H20 ve 4 mL NH4OH
(% 28), 100 mL etanole ilave edilmis ve 20 dakika manyetik karigtiricida sabit
hizda karigtinimistir. Daha sonra yukaridaki karisima 3.0 mL TEOS hizla ilave
edilmis ve 1 saat daha sabit manyetik karigtirma altinda birakilmigtir. Bu hidroliz-
polikondansasyon adimindan sonra, karisim 5 mol L HCL ile nétrlestirilmis ve 10
dakika boyunca 3500 rpm' de santriflj edilmigtir. SUpernatant atilarak, ¢okellti,
suspansiye edici-santrifljleme yontemi ile U¢ kez su ile yilkanmig, son kalan

cokelti, 70 ° C'de en az 15 saat sureyle kurutulmustur.
3.3. Floresan Etiketleme

Nanopartikullerin floresan etiketleme islemi kaplamadan oOnce uygulanmigtir.
Substrat silika nanopartikilleri, kaplamaya baglh olarak su veya etanol iginde
suspanse edilmis, 15 mg rodamin 6G sUspansiyona ilave edilerek 24 saat
karigtinimistir. Sol-jel islemi, bu R6G igeren stuspansiyona uygun éncul molekulin
eklenmesiyle baslatiimistir. R6G ile etiketlenmis tUm slspansiyonlar ve tozlar,
floresan boyanin foto-agartma islemini en aza indirgemek igin aliminyum folyo

kullanilarak 1g1ga karsi korunmustur.
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3.4. Titanyum Dioksit Nanopartikullerin Silika Nanopartikullerine

Kaplanmasi

Toz silika 110 ° C'de en az 1 saat kurutularak, 0.2 g, 1 saat boyunca sonikasyon
ile 30 mL izopropanol igerisinde dagitilmistir. Bu silika sispansiyon daha sonra bir
Teflon reaktore aktarilmis ve 50 mL daha izopropanol eklenerek, 5 dakika
manyetik karistirma altinda birakilmigtir. Daha sonra farkli miktarda titanyum
izopropoksit (TiP) (Cizelge 4.1.) [121] hizla ilave edilmis ve reaktor kapagi siki bir
sekilde kapatiimistir. Numuneler igerdikleri % TiO2 (agirlikga %) baz alinarak
etiketlenmistir. Karisim 19 saat manyetik karistirma altinda tutulmus, daha sonra 9
mL su-alkol karisimi (3 mL H20: 6 mL izopropanol) yavasca ilave edilmis (2 mL dk-
) ve manyetik karistirma altinda 1 saat karismaya birakilmistir. Olusan
SiO2@TiO2 koloidal sUspansiyonu daha sonra 10 dakika sureyle 3500 rpm'de
santrifij edilmis, sUpernatan alinarak, c¢oOkelti bir kez izopropanol ve iki kez
deiyonize su ile yikanmistir. Amorf kabuk, hidrotermal islemle kristallestirilmigtir.
Elde edilen amorf CSN'ler 50 mL Hz20 iginde suspanse edilmis ve ev tipi havaya
dayanikli bir Teflon reaktoriinde (kapasite 120 mL) 105 ° C'de 24 saat hidrotermal
isleme tabi tutulmustur. Hidrotermal muamele sonrasi numuneler tekrar 3500
rom'de 10 dakika streyle santriflije edilmis ve ¢cokelen CSN'ler havada 100 ° C'de

kurutulmustur.
3.5. Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Nanopartiklllerin  karakterizasyonu amaciyla kullanilan ydntemler asagida

verilmistir.
3.5.1. Nanopartikiillerin Boyut Analizi

Nanopartikullerin boyut analizi igin Zeta Sizer cihazi 3000 HSA kullaniimistir. Zeta
Sizer cihazindan, partikullerin boyut 6lgme disinda zeta potansiyel bulmak igin de
yararlanabilir, sentezlenen partikullerin yikama islemi yapildiktan sonra
suspansiyon halinde kuvete aktarilip, cihazin hucresine vyerlegtirilip islem

baslatiimis ve partikillerin boyut sonuglar elde edilmistir.
3.5.2. Nanopartikiillerin Yiizey Yuku Analizi

Nanopartikillerin ylzey yUklu analizi igin Zeta Sizer cihazindan yararlaniimistir,

cihaz elektriksel bir ortam ile partikillerin yuzeyindeki yuklerin etkilesmesinden
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dolaylr ortaya c¢lkan partikullerin  hareket hizindaki degisiklikleri Olgerek
calismaktadir.

3.5.3. SiO2 @ TiO2'nin Kabuk Yapisi ve Morfolojisi

Sol-jel ybéntemi ile elde edilen nanokristalin TiO2'nin o6zellikleri, proses
parametrelerinin optimizasyonu ile kontrol edilebilir [122]. SiOz ylzeyinde hidroliz-
polikondensasyon adimi tarafindan uretilen tum TiO2'nin basarili bir gsekilde
kaplanmasi dogal olarak TiO2 NP'lerin Uretilmesi ve ¢Okelmesi oranlari arasindaki
dengeye baghdir. Cekirdeksiz TiO2 NPs olusumunu onlemek igin, oncul (TiP)
hidroliz yogunlastirma asamasindan 6nce 19 saat boyunca SiO2 yuzeyinde
onceden adsorbe edilmigtir. TiP'nin hidrolizi muhtemelen adsorpsiyon asamasinda
olusur ve kismen hidrolize edilmis 6n madde ile silika ylzeyleri arasindaki ara
yuzey Si-O-Ti baginin olusumuna neden olur. Si-O- Ti bag olugsumu, daha sonra
aciklanacak olan XPS analizi ile teyit edilir. XRD analizi (Sekil 3.1), CSN'lerdeki
amorf titanyanin, yumusak hidrotermal muamele (T = 105 ° C) kullanilarak iyi
kristallik (~% 95) ve kiuguk partikul boyutu (<10 nm) ile saf anatazda segici olarak
kristallegtirildigini gostermigtir ( Zaman = 24 saat). Kolay ve tekrarlanabilir bir
yontem kullanarak bu tir kdglk anataz nanokristalinin faz-selektif olusumu,
gelistirilen prosedurin en iyi Ozelliklerinden biridir. TiP konsantrasyonunun
fonksiyonu olarak CSN'lerin morfolojisi ve kabuk yapisi FEG-SEM ve TEM ile
incelenmistir. Saf SiO2 yaklasik 200 nm'lik duz kuresel parcaciklara sahipken,

CSN'lerin yUzeyi daha puruzla ve kuguk TiO2 NP'leri ile susladar.
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Sekil 3.1. 105 ° C'de HTT'den sonra elde edilen, kaplanmamis silika, desteksiz
TiO2 (T1 numunesi) ve hidrotermal kristallesmis CSNs 6rneklerinin XRD modelleri.

3.5.4. TEM Calismalan

Nanopartikillerin yizey morfolojisi i¢cin TEM cihazi (FEI-Tecnai G2 Spirit Biotwin,
ABD.) kullaniimigtir, ornekler cok seyrek hale getirildikten sonra karbon kapli bakir

gridler Uzerine damlatiimisg, agik havada kurutulmus ve fotograflanmistir.
3.5.5. FTIR Galigmalari

Titanyum-silika kompozit nanopartikillerdeki Ti-O-Si baglarinin olusumunu
incelemek icin FTIR cihazindan yararlanmistir.  Sekil 3.2°de, titanyum-silika
karigimi igin spesifik bantlarin sadece en ilging bdlgesi olan (1600-400 cm),
(Thermo scientific nicolet 6700 FTIR'da) ATM metodu ile ¢calisarak titanyum-silika
kompozit nanopartikullerin FT-IR iletim spektrumlari verilmistir. Tum spektrumlarda
1620 cm™ civarinda absorpsiyon pikleri, bilikilme hidroksil modeli ile
iliskilendirilmistir. Genel olarak titanyumun koordineli olarak doymamis Ti*4 ylizey
alanlarinin gugli Lewis asitligi nedeniyle adsorbe edilmis ¢dézinmemis suyunu
kuvvetli bir gekilde korudugu kabul edilmektedir. hazirlanan kompozit
nanoparcaciklarin  kimyasal olarak baglanmig malzemeler olabilecegini
dogrulamistir [123].
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Sekil 3.2. 2 saat boyunca havada 600 ° C'de kalsine edilen saf titanyum ve
titanyum silika kompozit nanopartikillerin FT-IR iletim spektrum: (a) SGH serisi ve
(b) SG serisi (* Ti-O-Si titresimi) [123].

3.6. Hiucre Kiiltiirii Galigmalari

Bu calismada, MDA-MB-231 meme kanseri hlcreleri kullaniimistir (Sekil 3.3).
Besiyeri olarak % 10 FBS (fétal sigir serumu), 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml
streptomisin, 2 mM L-glutamin ve 4500 mg/L glukoz iceren DMEM kullaniimistir.
Calismanin butin asamalarinda hicreler %5 CO2'li inkibatérde 37°C’de
tutulmustur. Hucre sayimlari tripan mavisi ve hemositometre kullanilarak

yapilmistir.

Sekil 3.3. MDA-MB-231 meme kanseri hicreleri.
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3.6.1. MTT Testi ile Hiicre Canlihginin incelenmesi

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdar) testi [124], hilcre
biyolojisi alaninda sitotoksisitenin, hdcre canliiginin  ve proliferasyonun
degerlendiriimesinde siklikla kullaniimaktadir. MTT sari renkli bir bilegiktir; canh
hicrelerdeki mitokondrilerde bulunan bir dehidrogenaz enziminin aktivitesi ile
tetrazolyum halkasinin kirilmasi sonucu, suda ¢oézulmeyen mor renkli formazan
bilesigine donusur (Sekil 3.4). Olusan bilesigin miktari kolorimetrik olarak tayin
edilebilir. Bu doénlUsumden yararlanilarak canlh hicre sayisi bulunur. Hucre
sayisindaki artis, formazan kristallerinin, dolayisiyla  spektrofotometrik
Olgumlerdeki absorbansin artigina neden olacaktir. MTT uygulandiktan 4 saat

sonra formazan bilesiginin goruntusu Sekil 3.5'de verilmistir.
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Sekil 3.4. (A) MTT ve formazanin kimyasal yapisi. (B) MTT ve formazanin
absorpsiyon spektrumu [125].

37



Sekil 3.5. MTT uygulandiktan 4 saat sonra formazan bilesiginin gértuntusu.

Bu calismada, 5x10* hiicre/ml MDA-MB-231 hicre slispansiyonundan 96 kuyulu
plaklara 100 pl/kuyu olacak sekilde ekim yapilmis, plaklar, 37°C’de % 5 CO2’li
ortamda inkube edilmigtir. 24 saat inkibasyon sonrasi test edilecek nanopartikiller
0,1; 1 ve 10 mg/ml konsantrasyonlarda plaklardaki hucrelerin oldugu kuyulara
uygulanmigtir. PBS icerisinde hazirlanan NP sUspansiyonu, uygulamalardan énce
% 20 amplititte 5-10 dakika sonike edilmigtir (Sonics Vibra Cell VCX 750, USA).
Tum deney suresince hucrelerin normal gogalma sayisinin ve inhibitor etkisi
bilinen bir maddenin varliginda hucre sayilarinin nasil etkilendigini test etmek
Uzere, en az 3 kuyuya sadece besiyeri uygulanmis ve yine en az 3 kuyuya da
hidrojen peroksit igeren besiyeri eklenmistir. Tum uygulamalar en az 3 kez
tekrarlanmigtir. 24. ve 48. saatlerde, her kuyuya 5 mg/ml MTT ¢oOzeltisinden 25 pl
eklenmis, 4 saatlik inkibasyonun sonunda da kuyulara 0.01 N HCI igeren % 10
SDS ¢ozeltisi eklenerek 16 saat daha bekletiimistir. Orneklerin absorbanslari 570
nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (SpectraMax M2, Molecular Devices)

yardimiyla belirlenmigtir [126].
3.6.2. Floresan Mikroskop Calismalari

MDA-MB-231 hiicreleri 24 kuyulu plaklara 2x10* hlcre/kuyu olacak sekilde
ekilmis, 24 saat sonunda kuyulara 1 mg/ml konsantrasyonda NP o&rnekleri
eklenerek, 24 saat inkibasyonun ardindan ornekler floresan mikroskop yardimiyla

incelenmistir.

38



3.6.3. Antibakteriyel Aktivitenin incelenmesi

Antibakteriyel aktivitenin incelenmesi “Disk Difuzyon Yontemi” ile yapilmigtir. Bu
yontem [127] Escherichia coli (E. coli) bakterilerine kargi antimikrobiyal aktivitenin
degerlendiriimesi amaciyla kullaniimaktadir. Bakterilerin  ¢ogaltilmasi ve
antibakteriyel aktivitenin incelenmesi asamalarinda LB kati ve/veya sivi besiyeri

kullaniimistir. Yontem asagidaki asamalarda gergeklesmistir.

1. LB sivi besiyeri: % 1 tripton, % 0.5 maya ekstrakti, % 1 NaCl icerecek sekilde

hazirlanmig, NaOH ile pH 7’ye ayarlanmis ve otoklav kullanilarak steril edilmigtir.

2. LB agar: % 1 tripton, % 0.5 maya ekstrakti, % 1 NaCl icerecek sekilde
hazirlanan besiyerinin pH’si NaOH ile 7’ye ayarlanmis, kati besiyeri yapmak lGzere
15 g agar eklenmig ve sterilizasyon amaciyla otoklavlanmigtir. Petri kaplarina

dokulen besiyerleri +4°C’de saklanmistir.

LB sivi besiyerinde cogaltilan E.coli hicreleri, LB agar igceren petri kaplarina
ekilerek 24 saat uretilmistir. Bu petrilerden elde edilen tek koloniler LB sivi
besiyerine alinarak calkalamali inkubatorde bulanikhgr 0.5 McFarland olacak
sekilde Uretildikten sonra LB agar iceren petri kaplarina ekilmistir. Kurutulmus ve
steril edilmis disklere NP &rnekleri 5 mg/ml konsantrasyonda uygulanmistir.
Diskler, E.coli ekilmis plaklara yerlestiriimis, pozitif kontrol olarak ampisilin
kullaniimigtir. Petri kaplari 37°C’de 24 saat bekletiimis, her bir diskin etrafinda
olusan ve Ureme inhibisyonunu gosteren zonlarin ¢api Olgulerek antibakteriyal

aktivite belirlenmigtir.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda silika ¢ekirdekli, floresan boyalar ile etiketlenmig, floresan
zenginlestirmesi ile yuksek c¢ozundrlilUkte goruntuleme saglayacak titanyum
dioksit kaplh boyali nanopartikillerin Uretimi yapilarak, karakterizasyon ve cesitli
goruntuler alinmistir. Floresan inorganik nanopargaciklar, organik boyalardan
farkh olarak 6nemli Olgude ilging optik 6zellikleri sunmaktadir. Nanopartikallerin
boy ve boy dagilimlari ve yukleri Zetasizer ile bulunmus, TEM ile kaplama
yapllmadan o6nce ve kaplama vyapildiktan sonra partikil goéruntileri elde
edilmistir. Floresan mikroskop ile gorintlleme yapilarak floresan etiketlemenin
basarisi arastirilmistir. Bu nanopartiktllerin hem bakteriler hem de insan hicre
hatlari ile etkilesimleri hucre kultir ortamlarinda gosterilerek, NPlerin etkisi ile
E.coli parcalanmasi sonunda olusan (“lysis”) seffaf daire c¢aplari ile

antibakteriyel etki saptanmigtir.

4.1. Silika Nanopartikiillerin Sentezlenmesi ve Floresan Etiketlenmesi

(202 + 20) nm capinda Stober silika parcaciklari oda sicakliginda, bazik ortamda
(pH ~ 11), bir teflon reaktorinde, Bolum 3.2 de detayh anlatildigi gibi Gretilmistir.
Bu hidroliz-polikondansasyon adimindan sonra, karisim 5 mol L' HCL ile
notrlestiriimis ve 10 dakika boyunca 3500 rpm'de santrifuj edilerek, supernatant
atilmig, ¢okelti, sispansiye edici-santrifijleme yontemi ile ¢ kez su ile yikanmisg,
son kalan ¢okelti, 70 ° C'de en az 15 saat sureyle kurutulmustur. Elde edilen silika
nanopartikulleri, kaplamaya bagh olarak su veya etanol i¢cinde suspanse edilmis,
15 mg rodamin 6G suspansiyona ilave edilerek 24 saat karistirlmigtir. Sol-jel
islemi, bu R6G igeren suspansiyona uygun oncul molekulin eklenmesiyle
baslatiimistir. R6G ile etiketlenmis tim slUspansiyonlar ve tozlar, floresan boyanin
foto-agartma iglemini en aza indirgemek igin aluminyum folyo kullanilarak 1si1ga

karg! korunmustur.

4.2. Titanyum Dioksit Nanopargaciklarin Silika Nanopartikiillerine

Kaplanmasi

Toz silika 110 ° C'de en az 1 saat kurutularak, 0.2 g, 1 saat boyunca sonikasyon
ile 30 mL izopropanol igerisinde dagitilmistir. Bu silika sispansiyon daha sonra bir

Teflon reaktore aktarilmis ve 50 mL daha izopropanol eklenerek, 5 dakika
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manyetik karistirma altinda birakiimistir. Daha sonra farkli miktarda titanyum
izopropoksit (TiP) (Cizelge 4.1.) [121] hizla ilave edilmis ve reaktor kapagi siki bir
sekilde kapatiimistir. Numuneler igerdikleri % TiO2 (agirlikga %) baz alinarak
etiketlenmistir. Karisim 19 saat manyetik karistirma altinda tutulmus, daha sonra 9
mL su-alkol karisimi (3 mL H20: 6 mL izopropanol) yavasca ilave edilmis (2 mL dk-
) ve manyetik karistirma altinda 1 saat karismaya birakilmistir. Olusan
SiO2@TiO2 koloidal sUspansiyonu daha sonra 10 dakika sureyle 3500 rpm'de
santrifij edilmig, sUpernatan alinarak, ¢oOkelti bir kez izopropanol ve iki kez
deiyonize su ile yikanmistir. Amorf kabuk, hidrotermal islemle kristallestiriimigtir.
Elde edilen amorf CSN'ler 50 mL H20 iginde suspanse edilmis ve ev tipi havaya
dayanikli bir Teflon reaktorinde (kapasite 120 mL) 105 ° C'de 24 saat hidrotermal
isleme tabi tutulmustur. Hidrotermal muamele sonrasi numuneler tekrar 3500
rom'de 10 dakika sureyle santriflije edilmis ve ¢okelen CSN'ler havada 100 ° C'de
kurutulmustur. Elde edilen partikil boyutu dagihmi Cizelge 4.1 de literatirle
kargilastinlarak verilmistir. Tum kaplanmis partikullerin TEM fotograflari gekilmis,

zeta sizer olgUmleri yapilmig, 6érnek sonuglar teze konulmustur.

Cizelge 4.1. SiO2 @ TiO2 CSNs sentezi i¢in kullanilan karigim ve analizden elde

edilen partikal boyutu dagilimi.

Ornek SiO; (g) TiP (mmol)  TiOz (%) (wt.)  Partikil boyutu (nm)*
Silika - - 0 202 (20)

Cs-10 0.2 0.46 10.4 225 (23)

CS-20 0.2 0.71 20.6 245 (25)

CS-30 0.2 1.4 31 250 (34)

CS-35 0.2 1.64 35 265 (33)
T1(Desteklenmemis - 1.64 100 6.7 (1.2)

TIO;)

*T1 disindaki bilesik SiO2 @ TiO2 pargaciklarinin tanecik boyutu. Parantez icinde
verilen degerler standart sapmay gosterir [121].

4.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Nanopartikullerin karakterizasyonu amaciyla yapilan ¢alismalar asagida verilmigtir.
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4.3.1. Nanopartikullerin Boyut Analizi

Nanopartikullerin ortalama boyutlarini 6lgmek i¢in Zeta Sizer cihazi kullaniimistir.
Boy dagiliminin grafigi ve verileri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de gorulmektedir. Stober
yontemi ile elde edilen silika nanopartikullerin ortalama boyu 242 nm bulunmustur.
Titanyum dioksit kapli rodamin 6G ile boyanmis silika nanopartikllerin boyutunun
da 332 nm ye yukseldigi gozlenmigtir. Daha kiuguk partikuller elde edebilmek igin
sonra santrifujleme ile buyuk nanopartikuller ¢oktirulmis ve sadece 110 nm

boyutunda olan nanopartikuller elde edilmis ve $ekil 4.3'de gosterilmistir.

Size Distribution by Intensity
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Size (d.nm)
Record Number: 106 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1,54 Viscosity (cP): 08872
Material Absorbtion: 0,010 Measurement Date and Time: 23 Eylul 2016 Cuma 12:11:4¢
System
Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 369.5 Measurement Position (mm): 1,25
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 5
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2421 Peak 1: 2518 100,0 56,36
Pdl: 0.002 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,816 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good

Sekil 4.1. Silika nanopartikullerin boyut analizi.
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Size Distribution by Intensity
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Size (d.nm)
Record 112: 1
Record Number: 112 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1,54 Viscosity (cP): 0,8872
Material Absorbtion: 0,010 Measurement Date and Time: 27 Eyldl 2016 Sal 15:05:55
System
Temperature (°C): 25,0 Duration Used (s): 70
Count Rate (keps): 1849 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: &
Resuits
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 3323 Peak 1: 3148 100,0 1130
Pdi: 0,339 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,840 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good

Sekil 4.2. Zeta Sizerdan elde edilen titanyum dioksit kapli boyali silika

nanopartikullerin boyut analizi.

43



Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 1104 Peak 1: 106,2 100,0 32,89
Pdl: 0,270 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,925 Peak 3:  0.000 0.0 0.000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Record 205: silica rg6 titania crys 2|

Sekil 4.3. Zeta Sizerdan elde edilen titanyum dioksit kapl boyal silika

nanopartikullerin boyut analizi.
4.3.2. Nanopartikillerin Yiizey Yuku Analizi

Zeta potansiyeli ((-potansiyeli) katilar ve sivilar arasindaki faz sinirlari arasindaki
potansiyel farktir. Bu, sivi iginde asili olan parcaciklarin elektrik yukinin bir
OlgUsudur. Zeta potansiyeli, genellikle kolloidal dispersiyonun ¢ift kath 6zelliklerini
tanimlamak igin kullanilabilecek tek degerdir. Elektrokinetik potansiyel olarak da
bilinen Zeta potansiyeli milivolt (mV) olarak ol¢ulur. Tipik olarak, zeta potansiyeli
ne kadar yuksek olursa kolloid o kadar kararli olur. -15 mV'den daha az negatif
olan Zeta potansiyeli, tipik olarak pargaciklarin aglomerasyonunun baslangicini
gOsterir. Zeta potansiyeli sifira esit oldugunda, kolloid kati bir madde olarak

cOkecektir.

Boyama ve kaplama islemi yapildiktan sonra elde edilen o&rneklerin zeta
potansiyeli sonuglari Sekil 4.4’ te verilmistir. Orneklerin zeta potansiyeli 0.00452

mV olarak bulunmustur.
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Results

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): 000452 Peak 1: 0,00452 100,0 4,52
Zeta Deviation (mV): 452 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSicm): 000887 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality See result quality report

Zeta Polential Distribution
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FEr e IRl TR R P A | [ ARy ARt Al L e
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Record 231: silica itania :\]

Sekil 4.4. Zeta Sizerdan elde edilen titanyum dioksit kapl boyal silika

nanopartikullerin zeta potansiyel analizi

4.4. FTIR Sonuglar

Titanyum-silika kompozit nanopartikullerdeki Ti-O-Si baglarinin olusumu FTIR ile
gosterilmistir. Sekil 4.5’ te titanyum-silika karisimi icin spesifik bantlarin en ilging
bélgesi olan 1600-400 cm™ araliginda, Thermo Scientific Nicolet 6700 FTIR'da
ATM yontemi ile galigilarak elde edilen titanyum-silika kompozit nanopartikullerin
FT-IR iletim spektrumlari verilmistir. Tim spektrumlarda 1620 cm™ civarinda
absorpsiyon pikleri, bukilme hidroksil modeli ile iligskilendirilmigtir. Genel olarak
titanyumun koordineli olarak doymamig Ti** yiizey alanlarinin gugli Lewis asitligi
nedeniyle adsorbe edilmis ¢ozinmemis suyunu kuvvetli bir gsekilde korudugu kabul
edilmektedir. Yogunlasma reaksiyonunun sonucu olarak Ti-O-Ti titregimi 400-600
cm ' araliinda ortaya gikmistir. Titanyum-silika kompozit nanopartikdller igin, 800
cm “"'deki pik, Si-O-Si'nin simetrik gerilme titresimine, 1087 veya 1110 cm "'deki
pikler ise Si-O-Si'nin asimetrik gerilme titresimine karsilik gelmektedir. Teorik
olarak, TiO2 ve SiO2 arasindaki iki tur etkilesimi ayirt etmek mumkundur: fiziksel
olarak karisik (zayif Van der Waals kuvvetleri) ve kimyasal olarak baglanmis (Ti-
O-Si baglarinin olusumu). Ti-O-Si baglarinin olusumunu incelemek igin en basit
yol, IR spektroskopisi kullanmaktir. 910-960 cm -'de gdzlemlenen IR bandi, Ti-O-
Si baglarinin gerilme titresim bandina bagh olabilir. Dolayisiyla, her iki yoldan
hazirlanan titanyum silika kompozit nanopartikillerin spektrumundaki 930-960 cm -

' dalga boyu, Ti-O-Si baglarinin olusma olasiliini gostermektedir. Kompozit
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nanopartikillerdeki SiOz2 icerigi ne kadar ylksek olursa, bu pik o kadar yogun olur.
Ozet olarak, FT-IR spektrumlari, hazirlanan kompozit nanopargaciklarin kimyasal

olarak baglanmis malzemeler olabilecedi dogrulanmistir.

Gecirgenlik %

Dalgasays (cm B

Gecirgeniik %
u

Sekil 4.5. Titanyum-silika kompozit nanopartikillerdeki Ti-O-Si baglarinin olusumu
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4.5. SiO2 @ TiO2'nin Kabuk Yapisi ve Morfolojisi

Sol-jel yontemi ile elde edilen nanokristalin TiO2'nin ozellikleri, proses
parametrelerinin optimizasyonu ile kontrol edilebilir [122]. SiO2 ylzeyinde hidroliz-
polikondensasyon adimi tarafindan Uretilen tim TiO2'nin basarli bir sekilde
kaplanmasi dogal olarak TiO2 NP'lerin Uretilmesi ve ¢okelmesi oranlari arasindaki
dengeye baghdir. Cekirdeksiz TiO2 NPs olusumunu onlemek igin, oncul (TiP)
hidroliz yogunlastirma asamasindan once 19 saat boyunca SiO2 yuzeyinde
onceden adsorbe edilmistir. TiP'nin hidrolizi muhtemelen adsorpsiyon agsamasinda
olusur ve kismen hidrolize edilmis 6n madde ile silika ylzeyleri arasindaki ara
yuzey Si-O-Ti baginin olusumuna neden olur. TiP konsantrasyonunun fonksiyonu
olarak CSN'lerin morfolojisi ve kabuk yapisi TEM ile incelenmistir. Saf SiO2
yaklasik 200 nm'lik duz kuresel pargaciklara sahipken, CSN'lerin yluzeyi daha

puruzli ve kigluk TiO2 NP'leri ile susludur.

TEM, 1sik mikroskopu ile ayni temel ilkeler Uzerinde calisir, ancak isik yerine
elektronlar kullanir. Elektronlarin dalga boyu isiginkinden ¢ok daha kuguk oldugu
icin, TEM goruntuleri igin elde edilebilecek en uygun ¢ozunurluk, 1sik
mikroskobuna gore ¢ok daha buyuk olacaktir. Boylece, TEM'ler i¢ yapinin en ince

detaylarini ortaya g¢ikarabilir.

Sekil 4.6. Silika nanopartikullerin A) 50 nm de, B) 200 de TEM goruntusu

Sekil 4.6’ dan silika nanopartikillerin kiresel ve ortalama boyutunun 50-100 nm

civarinda oldugu gorulmektedir.
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A B

Sekil 4.7. Titanyum dioksit kapli silika nanopartikillerin A) 100 nm de, B) 50 nm de
TEM goruntuleri.

Ayrica (Sekil 4.7) incelendiginde silika nanopartikullerinin gevresinin titanyum
dioksit nanopartikulleri ile kaplandigi gorulmektedir. Bu durumda boyut 100 nm nin

uzerine ¢ikmaktadir.

Sekil 4.8'de ise Silika@Titanya nanokristallerinin TEM goruntusu verilmistir. TiO2
nanopartikullerine 1sil islem uygulandiktan sonra, kristallenmenin olustugu

gorulmektedir.

Sekil 4.8. Silika@Titanya nanokristallerinin TEM gorintusu.
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4.6. Floresan Mikroskop Goruntuleri

Floresan, biyolojik ve analitik mikroskopide, c¢ogunlukla yuksek duyarlihigr ve
yuksek 0zgunlugu nedeniyle en sik kullanilan fiziksel fenomenlerden biridir.
Floresans bir luminesans bigimidir. Floresan mikroskopisi, kullanicilarin tek bir
molekdl tarintn dagilimini, miktarini ve hicredeki yerini belirlemesine olanak
tanir. Boyama (etiketleme) islemi polimer kaplama asamasindan sonra
gerceklestiriimistir. Floresan mikroskop ile okunabilir etiketleme saglayabilmek
icinen uygun etiketleme protokolu belirlenmistir. Goruntlileme igin bir Floresan
mikroskop (Fluorescence Inverted Microscope, Olympus [X70, Japonya)
kullaniimistir. Floresan boya ¢odzeltileri hazirlanmis ve NPler ile etkilestirilmistir.
Polimer tabaka boyandiktan sonra, baglanmayan boya polimerik partikullerin

supernatantta boya kalmayana kadar distile suyla yikanmasiyla ayriimistir.

Sekil 4.9° da Rodamin 6G ile boyanmis silika nanopartikillerin invert mikroskop
goruntuleri ve ayni alanlarin floresan mikroskop goruntuleri verilmistir. $Sekil
4.10’da Titanyum dioksit kapli silika nanopartikullerin invert mikroskop goruntisu
ve Sekil 4.11° de silika gekirdekli titanyum dioksit nanopartiklllerinin kristallenmis

hali gorulmektedir.
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Sekil 4.9. A,C,E) Rodamin 6G ile boyanmis Silika nanopartikullerin inverted
goruntileri ve B,D,F) ayni alanlarin floresan mikroskop goértntleri.

Sekil 4.9° da floresan mikroskop goruntuleri ile karsilastirildiginda, inverted

goruntilerin oldugu ayni yerlerde boyamanin olustugu gézlenmektedir.
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Sekil 4.10. Titanyum dioksit kaph rodamin 6G boyali silika nanopartikullerinin
inverted mikroskop goruntusu.

Sekil 4.11. Silika gekirdekli titanyum dioksit nano kristallerin inverted mikroskop
goruntusu.

Sekiller 4.10 ve 4.11 karsilastinldiginda, 1sil igslem sonucunda kristallenmenin
basarili bir sekilde oldugu goérulmektedir.
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4.5.1. Hucreler ile Nanopartikillerin Etkilesmesi

Elde edilen nanopartikillerin hidcre canlhiliginin azalmasina neden oldugu Sekil
412 ve 4.13 de gorulmektedir, ayni zamanda nanopartikullerin boyanmasi ile

floresan mikroskop goruntileri de elde edilmigtir.

Sekil 4.12. A,C,E) Titanyum dioksit kapli rodamin 6G ile boyanmis silika
nanopartikullerin, MDA-MB-231 hucrelerine uygulanma sonucu inverted
mikroskop goruntuleri ve B,D,F) ayni alanin floresan mikroskop goruntuileri.
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Sekil 4.13. Titanyum dioksit kapli rodamin 6G ile boyanmis silika nanopartikillerin,
MDA-MB-231 hucrelerine uygulanma sonucu inverted mikroskop goruntuleri ve
B,D,F) ayni alanin floresan mikroskop goéruntuleri.

4.7. MTT Testi ile Hiicre Canliiginin incelenmesi

MTT testi ile hucre canlihdginin incelendigi deney asamalarinda, MDA-MB-231
meme kanseri hucreleri 96 kuyulu plaklara 5000 hicre/kuyu olacak sekilde
ekilmigtir. Hicreler, DMEM besiyerinde 24 saat uretildikten sonra besiyeri farkli
konsantrasyonlarda NP’leri (0.1, 1, 10 mg/ml) ve kontrol olarak PBS’i igeren
besiyerleri ile degistiriimistir. Besiyerine herhangi bir madde eklenmeden hucre
canhliginin nasil etkilendiginin gézlenebilmesi igin en az 3 kuyuya sadece besiyeri,
olasi en dusuk hucre canlihgi kosullarinin incelenmesi icin de besiyeri ile birlikte
baslangicta en az 3 kuyuya H202 eklenmigtir. Her bir konsantrasyonun ve
maddenin analizi i¢in en az 3 uygulama yapilmigtir. 24 ve 48 saatlik inkubasyon
sonunda her kuyuya MTT ¢dzeltisinden eklenmis, 4 saat sonra % 10 SDS ¢ozeltisi
eklenerek 16 saat inkube edilmigtir. Bu suUrenin sonunda mikroplaka okuyucu
yardimi ile 570 nm dalga boyundaki absorbans degerleri bulunmusgtur.

NP’lerin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen hicre canlihdr Sekil 4.14’te
gOsterilmistir. Buna gore, konantrasyondaki artisa bagl olarak her bir 6rnegin

meme kanseri hdcrelerinin  canlihdgini  azalttigi gozlenmigtir. Elde edilen

53



bulgulardan hesaplanan ICso degerleri 1. 6rnekten baslayarak sirasiyla 4.28, 0.47,

1.08, 0.22, 0.94, 0.69 ve 0.27 mg/ml konsantrasyonlarda bulunmusgtur.
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Sekil 4.14. NP’lerin uygulandiktan 24 saat sonra MDA-MB-231 hucrelerinin
canlihgina etkileri.

NP’lerin 48 saat inkibasyonu sonunda da MDA-MB-231 hucrelerinin canlihginda
belirgin bir azalma oldugu Sekil 4.15’de gosterilmigstir. Elde edilen bulgulardan 1Cso
degerleri 1. drnekten baslayarak sirasiyla 4.22, 1.99, 5.93, 0.92, 5.60, 1.93 ve 0,91

mg/ml konsantrasyonlarinda elde edilmigtir.
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Sekil 4.15. NP’lerin 48 saat inkubasyon sonunda MDA-MB-231 hucrelerinin
canlihgina etkisi.
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4.8. Antibakteriyel Aktivitenin incelenmesi

Antibakteriyel aktivitenin incelenmesi disk difizyon yontemi ile yapiimigtir. NP’lerin
disklere uygulanmasi sonrasinda 24 saatlik inkibasyonun ardindan olugsan zon
caplari oOlgculmuastir. NP’lerin E. coli hlcrelerindeki antimikrobiyal etkisi Sekil

4.16’da gorulmektedir.

Sekil 4.16. NP’lerin E. coli hiicrelerindeki antimikrobiyal etkisi. Amp: Ampisilin, (1)
Silika, (2) Silika@Rodamin 6G (3) Silika@Titanya (4) Silika@Titanya(5)
Silika@Rodamin 6G@Titanya(6) Silika@Rodamin 6G@Titanya (7) Titanya.

Sekil 4.16’ dan 6rneklerin zon ¢aplar sirasiyla 20, 25, 20, 15, 15, 12 ve 10 mm
olarak olgulmus, kontrol olarak kullanilan ampisilin zon ¢api da 45 mm olarak

bulunmustur.
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5. GENEL SONUCLAR

Bu tez kapsaminda, Silika nanopartikullerin sentezlenmesi Stober yontemi
ile gerceklestirilmistir. Nanopartikillerin ortalama boyutlarini dlgmek igin
Zeta Sizer cihazi kullaniimistir. Stober yontemi ile elde edilen silika
nanopartikullerin ortalama boyu 240 nm bulunmustur ve titanyum dioksit
kapli rodamin 6G ile boyanmig silika nanopartikullerin boyutu da 330 nm
civarina yukselmistir. Yuksek hizda santrifij cihazi kullanarak daha kiuguk
boyutta olan nanopartikullerin ayrimi yapilmistir. Titanyum dioksit kapl
silika nanopartikullerin boyutu 50-100 nm’ye kadar elde edilmistir.
Nanopartikillerin ~ floresan  etiketleme islemi kaplamadan dnce
uygulanmigtir.  Sol-jel islemi, R6G iceren suspansiyona uygun oncul
bilesigin  eklenmesiyle bagslatiimigti. R6G ile etiketlenmis tum
suspansiyonlar ve tozlar, floresan boyanin foto-agartma islemini en aza
indirgemek i¢in aliminyum folyo kullanilarak isida karsi korunmustur.
Rodamin 6G ile boyanmis Silika nanopartikullerin inverted goruntileri ve
ayni alanlarin floresan mikroskop goéruntuleri alinmistir.

CSN'lerdeki amorf titanyanin, yumusak hidrotermal muamele (T = 105 ° C)
kullanilarak iyi kristallik (~% 95) ve kuguk partikul boyutu (<10 nm) ile saf
anatazda segcici olarak kristallestirildigi gosterilmigtir. Kolay ve tekrarlanabilir
bir yontem kullanarak bu tlr kidglUk anataz nanokristalinin faz-selektif
olusumu, gelistirilen prosedurin en iyi o6zelliklerinden biridir. Saf SiO2
yaklasik 200 nm'lik duz kuresel parcaciklara sahipken, CSN'lerin yuzeyi
daha puruzli ve kugik TiO2 NP'leri ile suslenmesi TEM goruntilerinde
belirlenmigtir.

Titanyum-silika kompozit nanopartikillerdeki Ti-O-Si baglarinin olusumunu
incelemek icin FTIR cihazindan yararlanmigtir. Tum spektrumlarda 1620
cm™? civarinda absorpsiyon pikleri, blkilme hidroksil modeli ile
iligkilendirilmistir. Genel olarak titanyumun koordineli olarak doymamis Ti**
yuzey alanlarinin gugli Lewis asitligi nedeniyle adsorbe edilmis
¢6zinmemis suyunu kuvvetli bir sekilde korudugu kabul edilmektedir.

Yogunlasma reaksiyonunun sonucu olarak Ti-O-Ti titresimi 400-600 cm -’
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araliginda gorulmagtar. Titanyum-silika kompozit nanopartikuller igin, 800
cm'deki pik, Si-O-Si'nin simetrik gerilme titresimine ve 1087 veya 1110 cm
“I'deki pikler de Si-O-Si'nin asimetrik gerilme titresimine karsilik gelmektedir.
Teorik olarak, TiO2 ve SiO2 arasindaki iki tur etkilesimi ayirt etmek
mumkuindur: fiziksel olarak karisik (zayif van der Waals kuvvetleri) ve
kimyasal olarak baglanmig (Ti-O-Si baglarinin olugsumu). Ti-O-Si baglarinin
olusumunu incelemek igin en basit yol, IR spektroskopisi kullanmaktir. 910-
960 cm -"de gozlemlenen IR bandi, Ti-O-Si baglarinin gerilme titresim
bandina bagli olabilir Dolayisiyla, her iki yoldan hazirlanan titanyum silika
kompozit nanopartikiillerin spektrumundaki 930-960 cm ' dalga boyunda,
Ti-O-Si  baglarinin  olusma olasihgint  gostermektedir.  Kompozit
nanopartikullerdeki SiO2 icerigi ne kadar yuksek olursa, bu pik o kadar
yogun olur.

Bu calismada, MDA-MB-231 meme kanseri hucreleri kullaniimigtir. Deney
suresince hucrelerin normal ¢ogalma sayisinin ve inhibitdr etkisi bilinen bir
maddenin varhidginda hucre sayilarinin nasil etkilendigini test etmek Uzere,
en az 3 kuyuya sadece besiyeri uygulanmis ve yine en az 3 kuyuya da
hidrojen peroksit igeren besiyeri eklenmigtir. TUm uygulamalar en az 3 kez
tekrarlanmigtir. 24. ve 48. saatlerde, her kuyuya 5 mg/ml MTT ¢o6zeltisinden
25 ul eklenmis, 4 saatlik inkibasyonun sonunda da kuyulara 0.01 N HCI
iceren % 10 SDS c¢ozeltisi eklenerek 16 saat daha bekletiimistir. Orneklerin
absorbanslari 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (SpectraMax M2,
Molecular Devices) yardimiyla belirlenmistir.

MDA-MB-231 hiicreleri 24 kuyulu plaklara 2x10* hiicre/kuyu olacak sekilde
ekilmig, 24 saat sonunda kuyulara 1 mg/ml konsantrasyonda NP 6rnekleri
eklenerek, 24 saat inkibasyonun ardindan o6rnekler floresan mikroskop
yardimiyla incelenmistir.

Disk difuzyon yodntemi Escherichia coli bakterilerine kargi antimikrobiyal
aktivitenin degerlendiriimesi amaciyla yapilmistir. Bakterilerin ¢ogaltiimasi
ve antibakteriyel aktivitenin incelenmesi agsamalarinda LB kati ve/veya sivi
besiyeri kullaniimistir.

NP’lerin 48 saat inkUbasyonu sonunda da MDA-MB-231 hucrelerinin
canliliginda belirgin bir azalma oldugu gosterilmigtir.
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e Titanyum dioksit kapli rodamin 6G ile boyanmis silika nanopartikullerin,
MDA-MB-231 hucrelerine uygulanma sonucu inverted mikroskop
goéruntileri ve ayni alanin floresan mikroskop goéruntuleri alinarak hucre

canlihginin azalmasi gosterilmigtir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda altin ve gumus esasli nanopartikullere alternatif
olarak silika ¢ekirdekli, floresan boyalar ile etiketlenmis, floresan zenginlestirmesi
ile yuksek ¢ozunurlalikte goruntlileme saglayacak titanyum kapli ¢gok katmanl tek
boyall nanopartikullerin dretimi yapilmistir. Bu nanopartiktllerin hem bakteriler

hem de insan hucre hatlari ile etkilesimleri hiicre kultir ortamlarinda gosterilmisgtir.
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