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Bu projenin amaci, saglikl dokulara zarar vermeden secici olarak meme ve prostat
kanseri timorlerini hedef alip bu hiicreleri yok eden, ayni zamanda timérin gorintilenmesine
de olanak taniyan nanoteknoloji Griinu teranostik bir sistem gelistirmek ve bu sistemin teshis
ve tedavi etkinligini in vitro ve in vivo deneyler ile ispatlamaktir.

Bu amaca ydnelik olarak, poli(etilen glikol) (PEG) ile kaph altin nanogubuklar ve birden
fazla nanogubuk igeren biyouyumlu lipid esasli nanokabuklar sentezlenmistir. Uretilen
nanotaneciklerin ylzeylerine, meme ve prostat kanser hlcrelerinin membranlarinda ylksek
miktarlarda bulundugu son yillarda belirlenen reseptérleri hedefleyen segici antikorlar konjuge
edilmistir. Uretilen hedefli nanotaneciklerin tedavi etkinlikleri éncelikle in vitro daha sonra
prostat ve meme kanser fare modellerinde in vivo deneyler ile belirlenmistir. Nanotaneciklerin
goérintileme islevselligi, SERS ve NIR termal gorintileme teknikleri ile ortaya ¢ikariimaya
calisiimistir.

Birden fazla 6zgun bilesen igceren bu proje, 6zellikle prostat ve potansiyel olarak meme
timorlerini segici bir sekilde goérintilemeyi ve yok etmeyi saglayacak yeni bir nanosistemin
gelistiriimesi yoninde gug¢lu bir temel saglamistir.

Bu proje, TUBITAK'In destekleri ile gergeklestirilmistir.
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OzZET

Gergeklestirilen projenin amaci, segici olarak meme ve prostat kanseri tumorlerini
hedef alip bu hicreleri yok eden, ayni zamanda timdorun goérintilenmesine de olanak taniyan
nanoteknoloji Urliinl teranostik bir sistem gelistirmek ve bu sistemin teshis ve tedavi etkinligini
in vitro ve in vivo deneyler ile ispatlamaktir. Bu amaca yonelik olarak, biyouyumlu ve segici
antikorlar ile modifiye edilmis altin nanogubuk ve nanokabuklarin Gretilmesi, bu nanotanecikler
kullanilarak farelerdeki timorlerin gorintilenmesi ve fototermal lazer terapi ile etkin bir sekilde
yok edilmesi hedeflenmistir.

Altin nanotanecikler, essiz biyouyumluluk, optik ve elektronik 6zellikleri sayesinde
teranostik sistemler olarak kullaniimaktadir. Ylzeyleri uygun ligandlar ile modifiye edilmis altin
nanotanecikler kanserli hicreleri secici olarak hedefleyebilmekte ve plazmonik &zellikleri
sayesinde zararli olmayan yakin kizildtesi (near-infrared) (NIR) lazer isimasi altinda fototermal
etki ile kanser hicrelerini yok edebilmektedirler. Altin nanotanecikler, ayni zamanda “ylzey
arttirlmis Raman spektroskopisi” (SERS) ve “NIR termal goérintileme” teknikleri igin
muikemmel ajanlardir. Altin nanogubuklar ve nanokabuklar, nanokire geometrisine kiyasla,
daha Ustiin plazmonik 6zellik gosterir.

Gergeklestirilen projede, poli(etilen glikol) (PEG) ile kapl altin nanogubuklar ve birden
fazla nanocubuk iceren lipid esasli nanokabuklar sentezlenmistir. Uretilen nanotaneciklerin
yuzeylerine, meme ve prostat kanser hucrelerinin membranlarinda yuksek miktarlarda
bulundugu son yillarda belirlenen ve sialik asit ailesinin farkli bir tirG olan KDN (2-keto-3-
deoxy- D-glycero-D-galacto-nononic acid) reseptorini hedefleyen segici antikorlar (anti-KDN
antikorlari) konjuge edilmigtir. Uretilen hedefli nanotaneciklerin fototermal tedavi etkinlikleri
oncelikle in vitro, daha sonra prostat ve meme kanser fare modellerinde in vivo deneyler ile
belirlenmigtir. Nanotaneciklerin in vivo goruntileme potansiyeli, SERS ve NIR termal
goérintileme teknikleri ile ortaya ¢ikariimigtir.

Anti-KDN antikorlar1 ile hedeflenmis nanotaneciklerin Gretimi ve etkinliklerinin
belirlenmesi, bildigimiz kadariyla literatlirde henliz rapor edilmemis olup gerceklestirilen proje
tamamen 6zgin degere sahiptir. Ayrica, proje kapsaminda literatlr i¢in yeni, birden fazla
nanogubuk tasiyan lipid nanokabuk yapilar Gretilmis ve ik defa bu yapilarin fototermal etkisine
yonelik bulgular elde edilmistir. Proje ¢alismalari, 6zellikle prostat timérlerini ve potansiyel
olarak meme timorlerini segici bir sekilde gorintilemeyi ve yoketmeyi saglayacak yeni bir

nanosistemin gelistiriimesi yéninde gugcli bir temel saglamistir.
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ABSTRACT

The aim of the project is to develop a theranostic system which selectively targets,
destroys, and simultaneously images breast and prostate tumors, and to prove the theranostic
efficacy via in vitro and in vivo experiments. For this aim, it was intended to produce
biocompatible and specific antibody-modified gold nanorods and nanoshells, and image and
destroy tumors in mice via photothermal effect using these nanoparticles.

Gold nanoparticles have been used as theranostics because of their unique
biocompatibility, optic and electronic properties. The gold nanoparticles having surfaces
modified with proper ligands can selectively target cancer cells and destroy them under near-
infrared (NIR) irradiation via photothermal effect. Gold nanoparticles are also excellent agents
for surface enhanced Raman spectroscopy (SERS) and NIR thermal imaging techniques.
Gold nanorods and nanoshells, when compared to nanosphere geometry, have superior
plasmonic properties.

In this project, poly(ethylene glycol) modified gold nanorods and lipid-based nanoshells
containing nanorods were synthesized. The surface of these nanoparticles was conjugated
with antibodies targeting KDN (2-keto-3-deoxy- D-glycero-D-galacto-nononic acid) receptors,
members of sialic acid family and present at high amounts on the membranes of breast and
prostate cancer cells. The therapeutic effect of these nanoparticles in the project was tested
first in in vitro and then in in vivo experiments using nude mice bearing prostate and breast
tumors. The in vivo imaging potential of the nanoparticles was also determined via SERS and
NIR thermal imaging techniques.

Development of nanoparticles modified with anti-KDN antibodies and determination of
their theranostic functionality have not been reported yet in the literature. Also there is no
report on the use of novel nanoshell structures containing nanorods as theranostics. The
research performed in this project has yielded a strong basis for development of a nanosystem

which can selectively image and destroy breast and prostate tumors.
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1. GIRiS

Meme kanseri Ulkemizde ve dinyada kadinlarda en sik goérilen kanser turadur
(Curado, 2011). Dunyada erkeklerde en sik goérilen kanser tirl ise prostat kanseridir ve
Ulkemizde akciger kanserlerinin ardinda 2. sirada yer almaktadir (Jemal vd., 2008). Bu iki
kanser turanidn, diger kanser tirleri gibi saglik ve sosyoekonomik etkilerini azaltmak icin etkin
teshis ve tedavi yontemlerine acil ihtiyac vardir.

Altin kolloidler, essiz biyouyumluluk, optik ve elektronik &zellikleri sayesinde son
yillarda kanserin teshis ve tedavisinde teranostik sistemler olarak kullaniimaktadir.
Ylzeylerine, hlicre reseptorlerini taniyan ligandlar baglanarak bu yapilarin kanser hicrelerini
secici hedeflemesi saglanabilir (Paciotti vd., 2001, 2004). Plazmonik dzellikleri sayesinde derin
doku penetrasyonuna sahip ve dokulara zararli olmayan yakin kizilétesi (near-infrared) (NIR)
lazer 1simasi altinda fototermal etki ile kanser hiicrelerini son derece lokal bir sekilde yok
edebilmektedirler. Bu sekilde lokal 1sitma mekanizmasi, saglikli hicreleri ve timor
cevresindeki hicreleri minimum etkiler ve bdylece yan etkileri ortadan kaldirmasi agisindan
klasik kemoterapiye kiyasla son derece avantajlidir (Oyelere vd., 2010).

Nanocubuklar, dokulara zarar vermeyen 700-900 nm (1. NIR penceresi) arasindaki
Isima ile gevrelerine isi1 verirler (Pissuwan vd., 2008). Literatliirde gérece yeni olan kabuk iginde
nanogubuk yapilarin (rod-in-shell veya rattle-like) ise ¢ok daha derin doku penetrasyonu
saglayan 2. NIR penceresinde (1000-1350 nm) daha etkili fototermal etki gosterdikleri rapor
edilmigtir (Tsai vd., 2013).

Altin nanotanecikler ayni zamanda “ylzey arttirlmigs Raman spektroskopisi” (SERS)
ve “NIR termal gdéruntlileme” gibi invaziv olmayan gdéruntlileme ve teshis teknikleri igin
mukemmel ajanlardir (Qian vd., 2007; Charan vd., 2012). Altin nanotanecikler, ylzeylerine
adsorbe olmus kromoforlarin Raman sagilmasi etkinligini 10" kat kadar arttirabilmekte, bu
sayede atmosferik sartlar altinda tek bir molekilin bile spektroskopik tayini mimkin
olmaktadir (Kneipp vd., 1999; Campion ve Kambhampati, 1998). Ylzeyleri Raman
kromoforlari, PEG ve hiicre-spesifik ligandlar ile modifiye edilmis altin nanokirelerin farelerde
timorlerin SERS teknigi ile ¢cok hassas bir sekilde teshisini mimkuin kildidi literatlirde rapor
edilmistir (Qian vd., 2007).

Kanserde “hedefli tedaviler’in henlz tam anlamiyla gelistiriiememis olmasinin en
onemli nedenlerinden biri kanser hicrelerinin secici olarak saglikli hiicrelerden ayrilmasinda
yasanan gugcliklerdir. Kanser hicresinin normal hiicreden kesin olarak ayrilmasinda kullanilan

molekdillerin sayisi oldukca sinirlidir. 2-Keto-3-deoksi-D-glisero-D-galakto-nononik asit (KDN)
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sialik asit ailesinin bir UGyesidir. Bu molekll bakterilerden, insanlari da igeren yuksek
vertebralilara kadar pek c¢ok canlida bulunabilmektedir. Ancak memeli hicrelerinde KDN
genellikle cok duglk seviyelerde bulunmaktadir. KDN'nin insan orneklerinde saptanmasinda
en dikkat ¢ekici 6zellik insan timorlerinde bir “oncodevelopmental” antijen olarak yulksek
oranda bulunmasidir. Normal over dokusu ile kiyaslandiginda over kanserlerinde serbest KDN
diizeyi, en sik karsilagilan sialik asit olan Neu5Ac’ye gore daha yiiksektir. Onemli olarak, Go
vd. (2007) yaptiklari galigmada insan karsinoma hucrelerinde hipoksik sartlarda serbest KDN
ve Neu5Ac oranlarinin arttigini géstermislerdir. Bu baglamda, KDN molekilt, saglikli dokuda
kanserli dokuya gére ¢ok az miktarda olmasi nedeniyle ger¢cek anlamda hedefli tedaviler igin
¢ok uygun yeni bir molekdl olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Gergeklestirilen projede, poli(etilen glikol) (PEG) ile kapl altin nanogubuklar ve birden
fazla nanogubuk iceren lipid esasli nanokabuklar sentezlenmistir. Uretilen nanotaneciklerin
ylzeylerine, proje cercevesinde Uretiimis olan KDN (2-keto-3-deoxy- D-glycero-D-galacto-
nononic acid) reseptérini hedefleyen secici antikorlar (anti-KDN antikorlari) kovalent olarak
baglanmistir. Uretilen hedefli nanotaneciklerin fototermal tedavi etkinlikleri dncelikle in vitro,
daha sonra prostat ve meme kanser fare modellerinde in vivo deneyler ile belirlenmistir.
Nanotaneciklerin in vivo goruntileme potansiyeli, SERS ve NIR termal géruntileme teknikleri

ile ortaya ¢ikariimigtir.
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2. LITERATUR OZETi

Meme kanseri ulkemizde ve dinyada kadinlarda en sik gorulen kanser turudur. Bu
kanser tipinin diinyada ortalama insidansi yiz binde 38-40, tUlkemizde ise ortalama yUz binde
40 civarindadir (Curado, 2011). Dinyada erkeklerde en sik gorilen kanser tlrl ise prostat
kanseridir. Ulkemizde akciger kanserlerinin ardinda 2. sirada yer alan prostat kanseri igin,
diinya ortalamasi yiiz binde 28'lerdedir. Ulkemizde ise bu oran yiiz binde 37'dir (Jemal vd.,
2008). Bu iki kanser turinun, diger kanser tirleri gibi saglik ve sosyoekonomik etkilerini
azaltmak icin etkin teshis ve tedavi yontemlerine acil ihtiyag vardir.

Neredeyse yarim asirdir romatizmal eklem hastaliklarinin tedavisinde guvenli bir
sekilde kullanilan (Merchant, 1998; Root vd., 1954) ve uzun dénem in vivo toksisite veya diger
istenmeyen etkilerinin olmadigi bilinen (Connor vd., 2005; Shukla vd., 2005) altin kolloidler,
essiz biyouyumluluk, optik ve elektronik 6zellikleri sayesinde son yillarda kanserin teshis ve
tedavisinde teranostik sistemler olarak kullaniimaktadir. Ylzeylerine, hlicre reseptorlerini
taniyan ligandlar baglanarak bu yapilarin kanser hicrelerini secici hedeflemesi saglanabilir
(Paciotti vd., 2001, 2004). Plazmonik o6zellikleri sayesinde 10 cm derinliJe kadar doku
penetrasyonuna sahip ve dokulara zararli olmayan yakin kizilétesi (near-infrared) (NIR) lazer
Isimasi altinda fototermal etki ile kanser hicrelerini son derece lokal bir gsekilde yok
edebilmektedirler. Bu sekilde lokal isitma mekanizmasi, saglikli hucreleri ve tumor
cevresindeki hucreleri minimum etkiler ve boylece yan etkileri ortadan kaldirmasi agisindan
klasik kemoterapiye kiyasla son derece avantajlidir (Oyelere vd., 2010). Ayni derecede 6neme
sahip bir bagka avantaj ise lokal i1sitma mekanizmasinin ila¢ direncliligi mekanizmalarini devre
disi birakarak kemoterapiye direngli kanserlerde de etkili olabilmesidir (Carpin vd., 2011).
Biyouyumlu ve kan akiginda sirkulasyon suresini uzatma 0Ozelligine sahip bir polimer olan
poli(etilen glikol) (PEG) ile kaplanmig altin nanotaneciklerin Faz | klinik denemelerinden olumlu
sonuglar alinmistir (Libutti vd., 2010).

Altin nanocgubuklar ve nanokabuklar, nanoklire geometrisine kiyasla, daha Ustln
plazmonik o6zellik goésterir. Nanogubuklar, dokulara zarar vermeyen 700-900 nm (1. NIR
penceresi) arasindaki isima ile gevrelerine is1 verirler (Pissuwan vd., 2008). Farelerde sistemik
uygulanan altin nanogubuklarin sadece 10 dakika lazer i1simasi altinda ¢evredeki dokuya
mimimal bir zararla timér merkezindeki sicakligi 20°C arttirdigi belirlenmistir (Dickerson vd.,
2008). “Nature’ dergisinde yayinlanan bir ¢galismada altin nanogubuklarin ylzeyi trastuzumab
ve porfirin ile modifiye edilerek altin nanogubuklarin meme kanserine hedefli tani ve tedavi
ajani olarak potansiyelleri incelenmistir (Kang vd., 2017). ACS Nano dergisinde yayinlanan
bagka bir benzer ¢alismada, kitosan ve Pluronik F-68 ile modifiye edilmis altin nanogubuklar

skuamuz timorine sahip fareye enjekte edilerek fototermal terapi uygulanmistir. Calismada
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altin nanocgubuklarin in vivo kanser tedavisinde etkili bir terapotik etkiye sahip olugu
goOrulmustur (Choi vd., 2011). Tumorlerin altin nanokabuklar ile fototermal terapisine yonelik
pilot calismalar klinik agsamasindadir (Nanospectra Biosciences). Literatiirde yeni ortaya ¢ikan
kabuk igcinde nanogubuk yapilarin (rod-in-shell veya rattle-like) ise gok daha derin doku
penetrasyonu saglayan 2. NIR penceresinde (1000-1350 nm) daha etkili fototermal etki
gosterdikleri rapor edilmistir (Tsai vd., 2013). 1. NIR penceresinde etki gdsteren malzemelere
gore 2. NIR araliginda etkili olan malzemeler literatirde oldukca kisitlidir. PbS, PbSe, Ag2S
kuantum nanotanecikleri gibi toksisite problemi olan NIR floroforlari mevcuttur. Boyutlari 100
nm’nin altinda olupta 2. NIR bélgesinde 1sik absorblayan malzemeler ¢ok daha kisitli sayidadir
(Huang vd., 2010, 2011). Bunlar arasinda Pd nanoyapraklar (nanosheets) sayilabilir. Cok
yakin zamanda, Ag/Au kabuk icinde birtek Au nanogubugu igceren nanokabuk yapisi
sentezlenmis ve bu yapinin 1. ve 2. NIR bdlgelerinin her ikisinde de timorlerin fototermal
olarak yok edilmesinde son derece etkili oldugu bulunmustur. Ayrica bu nanokabuk yapisinin,
nanogubuklara gore fototermal etkisinin daha ylksek oldugu belirlenmistir (Tsai vd., 2013).
Lipid konjuge altin nanogubuklarin hicre membranini deformasyonu, CTAB kapli altin
nanogubuklara gére daha az oldugu icin hicre igerisine alimi daha verimli olup bundan dolayi
SERS esasli molekdler seviyede tayinde nanoprob olarak kullaniimaktadir (Yoo vd., 2013).

icerisinde birden fazla altin nanogubuk bulunan altin nanokabuk yapilari literatiirde yer
almayan yeni bir yontemle ilk defa grubumuz tarafindan tretilmistir (Tomak, 2013). Bu 6zgln
nanokabuk yapilarinin ve ayrica nanogubuklarin lokalize yizey plazmon rezonans (localized
surface plasmon resonance) (LSPR) élgimleri sonucu nanogubuklarin beklendigi Gzere 700-
900 nm arasinda, nanokabuklarin ise 900-1400 nm arasi 15131 absorpladidi belirlenmistir. Bu
yeni yapilarin kanserin teshis ve tedavisinde kullanimi, literatirde hentz bildiriimemigtir.

Altin nanotanecikler ayni zamanda “ylzey arttirilmigs Raman spektroskopisi” (SERS)
ve “NIR termal gdéruntlileme” gibi invaziv olmayan gdéruntlileme ve teshis teknikleri igin
mukemmel ajanlardir (Qian vd., 2007; Charan vd., 2012). Altin nanotanecikler, yuzeylerine
adsorbe olmus kromoforlarin Raman sagilmasi etkinligini 10" kat kadar arttirabilmekte, bu
sayede atmosferik sartlar altinda tek bir molekllin bile spektroskopik tayini mimkin
olmaktadir (Kneipp vd., 1999; Campion ve Kambhampati, 1998). Ylzeyleri Raman
kromoforlari, PEG ve hiicre-spesifik ligandlar ile modifiye edilmis altin nanokirelerin farelerde
timorlerin SERS teknigi ile ¢cok hassas bir sekilde teshisini mimkuin kildidi literatlirde rapor
edilmistir (Qian vd., 2007). SERS ile teshis etkinligi, daha genig yuzey alani ve daha gugcli
sacilima 6zelligine sahip altin nanogubuklar ile arttirilabilir (Vendrell vd., 2013). Benzer sekilde
nanogubuk iceren nanokabuk yapilarin, daha derin i1sik penetrasyonu ve daha glg¢li sagiima
Ozellikleri sayesinde SERS teknigdi ile teshis etkinligini arttirmasi, daha da 6énemlisi derin

dokularda olugsmus timoérlerin teshisini miimkin kilmasi beklenir. Daha basit bir yaklagimla,
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hedefli altin nanogubuklar ve nanokabuklar kullanarak timorlerin termal goérintilenmesi de
mumkidndur. Bu yapilarin fototermal etki ile NIR bolgesinde absorbladiklari 1s1§1 Isiya
donusturmeleri sonucu lokalize olduklari tumor bolgesinde sicakhidi belirgin bir gekilde
arttirmalari termal bir kamera ile rahatlikla gérintilenebilmektedir (Von Maltzahn vd., 2009).

Kanserde “hedefli tedaviler’in heniz tam anlamiyla gelistirlememis olmasinin en
onemli nedenlerinden biri kanser hucrelerinin segici olarak saglikli hiicrelerden ayriimasinda
yasanan gugcluklerdir. Rutin patolojik incelemenin yaninda, kanser tanisinin konulmasinda ve
kanserli hlcrelerin hedeflenmesinde yeni molekillerin bulunmasi bitin dinyada kanser
arastirmalarinin énemli bir bélimund olusturmaktadir. Kanser hicresinin normal hicreden
kesin olarak ayrilmasinda kullanilan molekillerin sayisi oldukc¢a sinirlidir. Bu amagla yapilan
umut veren klinik éncesi ¢alismalar bulunmakla beraber bu konuda beklentileri tam anlamiyla
karsilayan bir molekil bulunmamaktadir. Literatiirde siklikla EGFR (Huang vd., 2009) veya
folik asit (Jin vd., 2012) reseptdrleri gibi aslinda saglikh dokularda da belirgin sekilde ekspres
edilen reseptdrler hedeflenmektedir. Bu tir sistemler ile yapilan tedaviler yan etkileri gercek
anlamda ortadan kaldiramamaktadir.

2-Keto-3-deoksi-D-glisero-D-galakto-nononik asit (KDN) sialik asit ailesinin bir Gyesidir.
Ortak bir Sia (N-asetilnéraminik asit- Neu5Ac) iginde yer alan C5 pozisyonunda aseto-amid
grubu yerine hidroksil grubu eklenmesi ile olusan, biyosentezi ve fonksiyonu agisindan sialik
asit ailesinin dnemli bir Gyesidir. KDN cesitli sialidazlara duyarsizlik ve polisialik asidinin
uzamasi icin bir “stop sinyali” icerme gibi farklh 6zelliklere sahiptir (Varki vd., 2009). Bu molekl
bakterilerden, insanlari da iceren vyuksek vertebralllara kadar pek c¢ok canlida
bulunabilmektedir. Ancak memeli hicrelerinde KDN genellikle ¢ok dusuk seviyelerde
bulunmaktadir. Bu molekil ilk olarak Inoue ve ark. tarafindan polisialo-glikoprotein olarak izole
edilmigtir (Nadano vd., 1986). Iinsanda KDN klasik sialik asit analiz yéntemleri ile
belirlenemeyecek kadar az miktarda bulunmaktadir. Bu sebeple, KDN, Neu5Ac’nin
bulunmasindan ancak 50 yil sonra kesfedilebilmistir (Inoue ve Kitajima, 2006; Inoue vd., 1996).

Mindr bir sialik asit olan KDN'nin insan érneklerinde saptanmasinda en dikkat cekici
Ozellik insan timdrlerinde bir “oncodevelopmental” antijen olarak yiksek oranda bulunmasidir.
Normal over dokusu ile kiyaslandiginda over kanserlerinde serbest KDN dizeyi, en sik
karsilasilan sialik asit olan Neu5Ac’ye gore daha ylksektir. Bununla beraber oranin kanserin
progresyonu ile birlikte arttigi disiniimektedir (Inoue vd., 1998). B16 mouse melanoma
hicrelerinde de glikokonjugatlara bagli KDN ve serbest KDN oranlarinin da arttigi
belirlenmistir (Angata vd., 1999). Lokal ilerlemis timdrlerde hipoksinin kanser hicrelerinin
malign transformasyonu Uzerine etkili oldugu bilinmektedir. Hipoksi- rezistan kanser hicreleri
radyoterapi ve kemoterapiye de daha az duyarhdirlar (Yin vd., 2006; Koike vd., 2004). Onemli

olarak, Go vd. (2007) yaptiklari calismada insan karsinoma hucrelerinde hipoksik sartlarda



v

TiBiTAK

serbest KDN ve Neu5Ac oranlarinin arttigini géstermislerdir. Prof. Dr. Oktem’in KDN'ye karsi
geligtiriimis poliklonal antikorlari kullanarak gercgeklestirdigi calismalar, bu antikorlarin,
intraepitelial timor teshisinde prostat spesifik antijen (PSA)’e kargi gelistirilmis antikorlardan
daha duyarli sonuglar verdigi ve bu antikorlarin prostat kanseri diginda, meme kanserinde de
belirleyici olabilecegini gostermistir. Bu baglamda, KDN molekull, saglikli dokuda kanserli
dokuya gore ¢ok az miktarda olmasi nedeniyle gergek anlamda hedefli tedaviler igin gok uygun
yeni bir molekl olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Altin nanotanecik yapilari ile hedefli fototermal terapi, diinya ¢apinda sinirli sayida
calismada cgesitli timaorlerde denenmis olup basarili sonuglar alinmistir (Hirsch vd., 2003; Yuan
vd., 2012; Eghtedari vd., 2008). Anti-KDN antikorlari ile hedeflenmis altin nanotaneciklerin
Uretimi ve etkinliklerinin belirlenmesi, bildigimiz kadariyla, literatlirde hendz bildirilmemistir.
Benzer sekilde, bildigimiz kadariyla, birden fazla nanogubuk tasiyan nanokabuk yapilarin
gorintlileme veya terapiye yonelik potansiyelini ortaya koyan bir calisma da literatirde heniiz

bulunmamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasallar

Hekzadesiltrimetil amonyum bromir (CTAB, Sigma Aldrich, Bioxtra >%99), sodyum
borohidrat (NaBH4, Sigma Aldrich, grantler, eser metal esasli, %99.99), askorbik asit (L-AA,
Fluka, metal esasl, %99.9998), gimis nitrat (AgNO3, Alfa Aesar, %99.995), hidrojen
tetrakloroaurat (lll) hidrat (HAuCl4, Alfa Aesar, %99.999), sodyum oleat (NaOL, abcr, %97),
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimide hidroklorir (EDC, Merck), N-Hidroksisuksinimid
(Sulfo-NHS, Thermo Fisher Scientific), 2-keto-3-deoksi-D-glisero-D-galakto-nononik asid
(KDN, Sigma Aldrich), etanol (C2H50H, Sigma, %99), nitrik asit (HNO3, Merck, %65),
amonyum hidroksit (NH4OH, Merck, %32), sulfurik asit (H.SOa4, Merck, %95-97), hidrojen
peroksit (H202, Merck, %30), hidroklorik asit (HCI, Merck, %37), kloroform (CHCI3, Merck,
>%99), potasyum karbonat (K2CO3, Sigma Aldrich, >%99), sodyum bikarbonat (NaHCQO3,
Sigma Aldrich), RPMI 1640 (+L-Glutamin, Gibco), fetal sigir serumu (FBS, Gibco), penisilin-
streptomisin (Pen-Strep, Gibco), Keratinosit (+L-Glutamin, Gibco), tripsin-EDTA (Gibco), lizis
tamponu (eBioscience), fosfat tampon tuzu (PBS, 10X , Gibco), tripan mavisi (Biological
Industries), tiazol mavi tetrazolyum bromid (MTT, Sigma), hicre proliferasyon kiti (WST-1,
Sigma), anneksin V-FITC apoptozis seti (Biovision), epidermal buylume faktéri insan
rekombinanti (EGF, Biovision), sigir hipofiz 6zuti (BPE, Thermo Scientific), hidrokortizon
(Calbiochem), insulin (Sigir pankreasindan, Sigma), dimetil stlfoksit (DMSO, Sigma, %99),
sodyum dodesil sulfat (SDS, Sigma, %99), hicre proliferasyon kiti (WST-1, Sigma), Alexa
Flour 647 NHS ester (Thermo Fisher Scientific), malakit yesil izotiyosiyanat (Thermo Fisher

Scientific), 3,3" -Dietiltiyatrikarbosiyanin iyodid (DTTC iyodid, Sigma, %99), lusiferaz deney

kiti (Perkin Elmer), matrijel matriks (Corning). Tiyol fonksiyonlu polietilen glikol (mMPEG-SH
(5000), NH2-PEG-SH (5000), mPEG-SH (1000) ve NH2-PEG-SH (1000) Laysan Bio’ dan
tedarik edilmistir. 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glisero-3-fosfokolin (POPC) ve 1,2-dipalmitoil-sn-
glisero-3-fosfokolin (DPPC) Avanti Polar Lipids firmasindan, 1,2-distearoil-sn-glisero-3-
fosfoetanolamin-N-[(polietilen glikol)-2000] (DSPE-PEG(2000)) ve 1,2-distearoil-sn-glisero-3-
fosfoetanolamin-N-[amino(polietilen  glikol)-2000] (DSPE-PEG(2000)-Amin) Biochempeg

firmasindan saglanmistir. Tim kimyasallar alindigi gibi kullaniimistir.
3.2 Kullanilan Enstriimental Karakterizasyon Metodlari

Nanocubuklari  ve  nanokabuklarin, modifikasyonlar éncesi ve sonrasi

karakterizasyonlari agsagidaki cihaz ve metodlar kullanilarak yapiimistir.



v

TiBiTAK

3.2.1 UV-Vis Spektroskopisi

UV-Vis 1sik absorpsiyon dlgtiimleri optik mikroskoba fiber optikle baglantili Ocean
Optics HR2000 spektrofotometresi ile, tungsten-halojen lambadan saglanan polarize olmamis
beyaz 1sik altinda gergeklestiriimistir. Bu g¢alismada tim spektrumlar standart gegirim
geometrisi modunda yapilan makroskobik dlgiimlerle elde edilmigtir. TUm o6lgimler en az 3

tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
3.2.2 Raman Spektroskopisi

Bu ¢alismadaki Raman 6él¢cimleri, HORIBA Jobin Yvon tarafindan gelistiriimis XploRA
PLUS sistemi ile gergeklestiriimistir. Olctimlerde uyarma kaynaklari olarak sistem igerisinde
bulunan 532 nm’de 1sima yapan kati hal lazer kaynagi ve 785 nm’de bulunan diyot lazeri
kullaniimigtir. Sisteme entegre olan optik gorintileme sistemi Olympus BX41 olup Uzerine
ayni firmaya ait 10X, 20X, 40X ve 100X buyttmelere sahip objektifler ile numunelere bakildi.
Her dlgimde veri toplama suresi olarak 10 sn olarak ayarlanmis ve her dlgim 10 kez
tekrarlanmistir. Toplanan spektrumlar HORIBA veri toplama programi LabSpec 6 ile normalize
edilmistir. Olglimlerin tekrarlanabilirligi ve glvenirliligi icin Raman deneyleri 3 tekrarl olarak

yapiimistir.
3.2.3 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Elektron mikroskobu gériintileri izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malzeme Aragtirma
Merkezi blinyesinde bulunan FEI Quanta 250 FEG taramali elektron mikroskobu ile alinmistir.
Goruntuler, 6rnege gore degisen 2-10 keV galisma araliginda, cihazin geri sagiimis elektron
(BSE) ve ikinci elektron (SE) dedektorleri ile elde edilmigtir.

3.2.4 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Topografik veri almak igin Nanosurf FlexAFM oda sicakliginda tiklamali modda digim
yapilarak kullaniimistir. Bittin gortntileme farkli tarama hizlarinda 512x512 veri toplama ile
yurGtaldad. 42 N/m yay sabitine sahip oksit-sivriltiimis silicon nitrlr tippler ile entegre edilmis
manivelalar kullaniimistir. Bu tiplerin rezonans frekanslari 204 ve 497 kHz arasinda ve tipin
efektif egrilik yaricapi 7 nm’den kugukttr. AFM goérintileri Scanning Probe Image Processor
SPIP yazilimi kullanilarak hazirlandi. AFM analizleri icin drnekler ¢dzeltiden cam/silikon

ylzeye damlatilip agik havada kurutulmaya birakilarak hazirlandi.
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3.2.5 Zeta Potansiyeli Olgiimleri

Zeta-potansiyeli dlgimleri MALVERN Zetasizer Nano ZS cihazi ile gergeklestiriimistir.
(6lgim arahgi: zeta -500 ila +500 mV i¢in 0.3 nm ila 10 ym; lazer kaynagi: diyot lazer; lazer
dalga boyu: 632.8 nm; lazer giicii: 10 mW). Olgiimler 120 sn'lik bir dengeleme siiresinden
sonra gercgeklestiriimistir. 3 kere 70'lik okuma 25 °C'de gergeklestirilmistir. Sayimlar 165° 'lik

bir agida tespit edilmistir. Ornekler ti¢ tekrarl sekilde dlgllmustiir.
3.2.6 indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektroskopisi (ICP-MS)

Orneklerdeki altin konsantrasyonunu belirlemek igin hizmet alimi yolu ile Agilent
7500ce Octopole Reaksiyon Sistemi ORS kullanilarak induktif eslesmis plazma-kitle
spektroskopisi  kullaniimistir. Cihaza ait kullanim kosullari sirasiyla 1500 W glg, 13
litre/dakikada plazma gaz akisl, 0,2 litre/dakika yardimci gaz akisi, 0,92 litre/dakika nebdilizér

gaz akigi ve peristaltik pompanin akis hizi 0,1 rpm’dir.
3.2.7 X-Isinlarn Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Orneklerin elementel analizleri ve kimyasal yapilari, Thermo Scientific K-Alpha Yiizey
Analizi modeli x-1sini fotoelektron spektroskopi cihazi ile gergeklestirildi. Olglimler alfa 1sin

kaynagi tarafindan Uretilen x i1sinlari ile 400 um ¢apli bir alandan alind..
3.3 Altin Nanoparcaciklarin Sentezi ve Yiizey Modifikasyonlari
3.3.1 Altin Nanogubuklarin Sentezi

Proje kapsaminda degisen boy:en oranina sahip altin nanogubuklar Gretilmistir. Altin
nanogubuklar (R), gekirdek ¢dzeltisinin ve takiben buyttme ¢dzeltisinin sentezlenmesini igceren
iki asamali kolloidal tohum ortaminda blyldtme yontemi ile sentezlendi. Yiksek
konsantrasyonda ve belirli boy:en oranlarinda (30-100 nm boyunda ve 10-25 nm gapinda) altin
nanogubuklarin Uretiimesinde Green vd. (2011) metodu kullanildi. Kisaca; ¢ekirdek ¢ozeltisinin
hazirlanmasi igin 1 mM HAuCls;, 200 mM CTAB ve 10 mM NaBH. ¢ozeltileri hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozeltilerden sirasiyla 5 ml CTAB, 2.5 ml HAuCls ve 0.6 ml NaBH4 eklendi.
Karistirilan ¢ozeltilerden cekirdek ¢ozeltisi elde etmek icin karisim oda sicakliginda 2 saat
boyunca karistirildi. Cekirdek ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra blyltme ¢ozeltisi hazirlanmasina
gecildi. Buyutme ¢ozeltisi 17-20 ml HAuCls, 17-20 ml CTAB, 60-100 pl AgNO3 (32 mM), 280-
260 pl askorbik asit (78.8 mM) alinarak hazirlandi ve hazirlanan biylitme ¢dzeltisinin Uzerine
son olarak 60-100 ul ¢cekirdek ¢ozeltisi eklendi. Cozelti oda sicakliginda bir gece inkiibasyona

birakildi. 24 saat sonra, UV-Vis spektroskopi dl¢gimleri alindi.
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Yiksek boy: en oraninda (6rnegin boy: en= 7; 105 nm boyunda ve 15 nm capinda)
altin nanogubuklar ikili yizey aktif madde karigimi kullanilarak uretildi (Ye vd., 2013). Kisaca,
cekirdek ¢ozeltisinin hazirlanmasi icin 0.5 mM HAuCls, 200 mM CTAB ve 10 mM NaBH4
cOzeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden sirasiyla 5 ml CTAB, 5 ml HAuCls ve 0.6 ml
NaBHs eklendi. Karigtirilan ¢ozeltilerden cekirdek c¢ozeltisi elde etmek igin karisim oda
sicakliginda 2 dakika boyunca yuksek hizda karistirildi ve 30 dakika beklemeye birakildi.
Cekirdek c¢ozeltisi hazirlandiktan sonra buyutme ¢ozeltisi hazirlandi. Buyltme ¢ozeltisinin
hazirlanmasi igin 3.5 g CTAB ve 0.617 g NaOL 50°C’ de 125 ml su igerisinde ¢6zildikten
sonra sicaklik 30°C’ ye dusulrildi. Daha sonra 9-12 ml AgNOs; ve 125 ml HAuCls eklenerek 15
dakika beklendi. Sispansiyon renksiz oluncaya kadar yiksek hizda 1.5 saat karistirildi.
Karistirma hizi dusurulerek sirasiyla 1-1.5 ml HCI eklenip 15 dakika beklenildikten sonra 625
Ml askorbik asit ilave edildi. Hazirlanan buyltme ¢dzeltisinin tGzerine son olarak 200-400 pl

cekirdek ¢ozeltisi de eklendi. Cozelti 30°C’de su banyosunda bir gece inkiibasyona birakildi.
3.3.2 Altin Nanogubuklarin PEG ile Modifikasyonu

Proje slresince farkl boy:en oranlarinda Uretilmis nanogubuklar ytzeyleri mPEG-SH
ile kaplanarak kullanilmigtir. Ayrica antikor bagl nanogubuk érneklerinin hazirlanabilmesi igin
mPEG-SH / NH,-PEG-SH karisimi ile modifikasyonlar gergeklestirilmistir. Bu islemler kisaca
su sekilde yapilmigtir: Altin nanogubuk sulu ¢ézeltisine (1 ml), K2CO3 (2 mM, 0.1 ml) ve PEG
(5000 g/mol, 1 mM, 1 ml) sulu gozeltileri eklenmistir. PEG ¢dzeltisi igcerisinde mPEG-SH:NH>—
PEG-SH mPEG-SH orani molce 4:1 veya 1:1 olacak sekilde ayarlanmistir. Sonug ¢ozelti bir
gece oda sartlarinda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi, karigim diyaliz tiibiine
(MWCO: 50 kDa) aktarilarak 3 gliin boyunca diyaliz edilmistir. Diyaliz suyu 3 saat araliklarla

degistiriimistir. Diyaliz sonrasi drnekler liyofilizatérde kurutulmustur.
3.3.3 Altin Nanogubuklara Anti-KDN Antikorunun Baglanmasi

mMmPEG-SH:NH>-PEG-SH (molce 4:1) karisimi ile modifiye edilmis nanogubuklarin
ylzeylerine monoklonal antikorlar kovalent olarak baglanmistir. Antikor baglanmasi islemi
kisaca su sekilde yapilmistir: PEG ile kapli altin nanogubuklar Gzerindeki NH> gruplarinin
molce % 0.1’i veya % 0.05’i hedef alinmigtir. Antikor (21.3 g/L) ultra saf su i¢cinde ¢6zilmugtur.
Bu stok ¢ozeltiden 100 veya 50 pl alinarak igine 100 pl'lik fosfat tampon (PB) icinde ¢dziimis
N-(3- dimetilaminopropil)-N"-etilkarbodiimid (EDC) (7.4x10* veya 3.7x10* M) ¢0zeltisi ve N-
hidroksisuksinimid (NHS) (5 mM) eklenmistir. Bu antikor ¢dzeltisi PEG kapli altin nanogubuk
¢Ozeltisine (130 mg altin atomu/L) eklenmistir. Reaksiyon gece boyunca +4 °C’de birakilmistir.

Bir gece inkibasyon slresinden sonra reaksiyona girmemis Urlnleri ve yan Urdnleri

10
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uzaklastirmak igin ¢ozelti 13500 rpm’de 15 dk santrifij edilerek 3 kez ultrasaf su ile yikanmigtir.

Yikama islemi sonrasi antikor-konjuge nanogubuklar liyofilizator ile kurutulmustur.
3.3.4 Altin Nanogubuklarin Raman Kromoforu ile Modifikasyonu

In vivo deneyler igin malakit yesil izotiyosiyanat Raman kromoforu olarak kullaniimistir.
Raman kromoforu’nun, altin nanogubuklarin ylizeyine baglanmasi igin uygulanan konjugasyon
yontemi kisaca soyledir: Altin nanogubuk ¢ozeltisi 1200 rpm'de 15 dakika santrifiij edilmis ve
¢Oken nanocubuklar iki kez su ile yikanmistir. Etanol igerisinde Raman kromofor (5 pym)
¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan raman kromofor sollisyonu, 1: 6 (kromofor ¢ézeltisi / altin
nanogubuk) hacim oraninda altin nanagubuklarin Gzerine eklenmistir.

Reaksiyonun 1 saatlik inklibasyon sliresinden sonra, altin nanogubuk-raman kromofor
konjugati santrifiij edilerek baglanmayan raman kromoforu uzaklastiriimistir. Santrifij
isleminden sonra nanogubuklar su igerisinde dagitiimistir. Bu asamadan sonra Raman
kromoforu bagl altin nanogubuklarin tGzerine PEG ¢ézeltisi (MPEG-SH:NH,—PEG-SH mPEG-
SH orani molce 4:1; 1 mM) eklenmis ve reaksiyon 1 gece inklibasyona birakilmistir.
inkiibasyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan, PEG ile modifiye edilmis altin gubuk
¢ozeltisi, 15 dakika boyunca 1200 rpm'de santrifiij edilerek reaksiyona girmemis PEG
molekilleri uzaklastiriimistir. Bu agsamadan sonra altin nanogubuklara, yukarida prosedur ile

antikor konjugasyonu yapilmigtir.
3.3.5 Altin Nanogubuklar igeren Lipid Nanokabuklarin Sentezi

Altin nanogubuklar igeren lipid nanokabuklarin sentezinde birgok deneme yapilmistir.
Oncelikle proje éncesinde CTAB ile stabilize edilmis nanokabuklar sentezlenmisti. Proje
kapsaminda 6ncelikle CTAB ile sentezlenmis nanokabuklarin ylzeyinin toksik olarak bilinen
CTAB molekdilleri yerine 1-palmitoil-2-oleil-sn-glisero-3-fosfokolin (POPC) lipid molekdlleri ile
kaplanmasi yoninde deneyler yapilmistir. POPC ile olusturulmus nanokabuklarin boy
dagilimlari ¢cok genis oldugu icin daha sonra optimizasyon deneylerinde 2. rapor déneminde
homojen boy dagilimina sahip nanokabuklarin Uretilmesi yoninde optimizasyon deneyleri
gerceklestiriimistir. Bu deneyler sirasinda dimetil distearil ammonyum bromir (DDAB) test
edilerek bu lipid ile hem nanogubuk hem de nanokabuk yapilari daha yiksek verimde, kararl
ve dar boy araligi dagihimina sahip bir sekilde elde edilmistir. Ancak katyonik bir lipid olan
DDAB'in olasi toksik etkisini azaltmak ve altin nanokabuklarin in vivo ve in vitro ortamlar
icerisindeki stabilizasyonun arttiriimasi icin daha sonra DDAB, DPPC ve DSPE-PEG lipid
karisimi nanokabuk Uretiminde kullanilmigtir. Boylece igerisinde altin nanogubuklar iceren

PEG kapli lipid nanokabuklar dogrudan Uretilmistir. Ancak in vitro toksisite ¢alismalarinin
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sonunda DDAB, DPPC ve DSPE-PEG lipid karigimindan olusan nanokabuklarin 50 uM ve
altinda konsantrasyonlarda toksik etki gostermis olmalari nedeni ile DDAB tamamen
formulasyondan uzaklastirimis ve sadece DPPC ve DPPC ve DSPE-PEG lipidleri iceren
karisim kullanilarak altin nanogubuklar igeren PEG’lenmis lipid nanokabuklar dogrudan

sentezlenmistir. TUm bu sentez deneyleri agsagida ayrintili bir sekilde anlatiimigtir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Projede nanokabuk hazirlamada kullanilan lipid karigsimlari

Deneme Lipid Bilegimi Konsantrasyon
1 DDAB 40mM, 20mM, 15mM, 10mM, 5mM
2 POPC 15mM, 10mM
3 DSPE-PEG 100uM, 1uM, 2uM, 5uM, 10uM, 0,5uM, 0,1uM,
20uM, 50uM, 1mM, 2mM, 5mM, 10mM
4 POPC: DDAB %25(10mM): %75(15mM)
5 DPPC 5mM, 10mM, 15mM, 1mM
6 POPC: DDAB %50(10mM): %50(15mM)
7 POPC: DDAB %75(10mM): %25(15mM)
8 DDAB: DPPC: DSPE-PEG %65(15-20mM): %20(1mM): %15(1mM)
9 DDAB: DPPC: DSPE-PEG %55(15mM): %30(1mM): %15(1mM)
10 DDAB: DPPC: DSPE-PEG %65(10mM): %20(1mM): %15(1mM)
1 DDAB: DPPC %65(20mM): %35(1mM)
12 DDAB: DSPE %65(20mM): %35(1mM)
13 DDAB: DSPE: DSPE-PEG %65(20mM): %20(1mM): %15(1mM)
14 DDAB: DPPC %65(15mM): %35(1mM)
15 DDAB: DPPC: DSPE-PEG %60(15mM): %20(1mM): %20(1mM)
16 DPPC: DSPE %60(1mM): %40(1mM)
17 DDAB: DSPE-PEG %60(1mM): %40(1mM)
18 DDPC: DSPE-PEG %60(1mM): %40(1mM)
19 DSPE: DSPE-PEG %60(1mM): %40(1mM)
20 DSPC 1mM, 10mM
21 DPPC: DSPE-PEG %75(1mM): %25(1mM)
22 DPPC: DSPE-PEG %50(1mM): %50(1mM)
23 DPPC: DSPE-PEG %25(1mM): %75(1mM)
24 DDPC: DSPE-PEG %50: %50 1mM: 1mM

3.3.5.1 POPC Esasli Altin Nanokabuklarin Sentezi

Bu yodntemde oncelikle CTAB stabilize altin nanogubuklar sentezlenmigtir. Altin
nanogubuklarin hazirlanmasi ilk olarak 0.10 M, 7.5 ml CTAB ¢ozeltisine 0.01 M, 0.250 ml
HAuUCI; sulu ¢ozeltisi eklendi. Cozelti manyetik karistirici kullanilarak ¢ozeltilerin homojen
olarak dagiimasi saglandi ve ¢Ozeltinin rengi agik kahverengi-sari gérinumune ulastigi zaman
0.01 M, 0.600 ml NaBH4 eklendi ve 2 dakika boyunca karistirilmaya devam edildi. Olusturulan
cekirdek gozeltisi daha sonraki asamada kullanilacagi igin oda sicakliginda 25°C’de muhafaza
edilerek CTAB‘in ¢dkmesi engellendi. Bagka bir viale 0.1 M 9.5 ml CTAB konuldu ve CTAB
¢cozeltisi Uzerine sirasiyla 0.01 M, 0.400 ml HAuCl4, 0.01 M 0.060 ml AgNOs ¢ozeltileri eklendi.

Cozeltinin rengi acik kahverengi-sari bir renk aldiktan sonra 0.01 M 0.064 ml askorbik asit
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eklendi ve askorbik asidin eklenmesi ile ¢ozeltinin renginin renksiz bir hal aldig1 gézlendi. Altin
nanogubuklarin sentezlenmesindeki son asama olarak 0.02 ml ¢gekirdek ¢ozeltisi eklendi ve 10
sn boyunca karistiriimaya devam edildi (Sau ve Murphy, 2004). Son asamada ilk olarak 15 ml
altin nanogubuk c¢odzeltisi icerisindeki CTAB'’i uzaklastirmak igin altin nanogubuklar 10000
rom’de 15 dakika suresince 2 kez santrifiij edildi ve saf su (0.75 ml) ile yeniden ¢6zuldu.
Bu asamadan sonra 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glisero-3-fosfokolin (POPC) esasli lipozomlar
hazirlanmigtir. Bu amagla, 20 mM kurutulmus 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glisero-3-fosfokolin
(POPC) lipid filmleri, 5 ml kloroform ¢ézeltisi i¢erisindeki lipid ¢dzeltisinin doner buharlastiricida
buharlastiriimasiyla hazirlandi. Kurutulmus filmler igerisinde mevcut olan tim organik
¢dzuculeri uzaklastirmak icin yliksek vakum altinda bir gece bekletildi. Daha sonra lipid filmler
5 ml saf su eklenerek ¢dzildi ve 40 C'de 1 saat boyunca bekletildi. Karistirildiktan sonra N
gazi gonderildi ve ardindan 4 dakika sonikasyon, 4 dakika sogutma seklinde sonikasyon islemi
4 kez tekrar edildi. Bir sonraki adimda lipid ¢6zeltisi 16000 g'de 20 dakika boyunca santrifijj
edildi. Stpernatant kisim 0.22 um’lik filtreden gecirildikten sonra su eklenerek 10 mM’a
seyreltildi (Orendorff vd., 2009).

Son asamada altin nanogubuk pelleti ¢dzeltisi (0.75 ml), 10 mM, 2 ml POPC vezikilleri
ile karistirildi ve 12 saat inkibasyona birakildiktan sonra POPC altin nanogubuklar 4000
rom’de 8 dakika boyunca santrifij edilip saf su igerisinde yeniden ¢6zildu. Béylece ortamda

bulunan fazla ya da baglanmamis lipidler ¢dzeltiden uzaklastirildi (Orendorff vd., 2009).
3.3.5.2 DDAB Esasli Altin Nanokabuklarin Sentezi

DDAB kaplh altin nanogubuk igeren DDAB esasli nanokabuklarin sentezi
asagida detaylandirildi§i sekilde iki asamada yapilmistir. ilk olarak DDAB kapli altin
nanogubuk elde edilmistir. Nanogubuk sentezinde Oncelikle gekirdek ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Bu amagla Orendorff vd. (2009)’nin yayinlamis oldugu prosedir benimsenerek lipid degisen
konsantrasyonlarda kloroform g¢ozeltisi igerisinde ¢ézilmus ve ¢ozlicu doner buharlastiricida
uzaklastirilarak lipid film elde edilmistir. Daha sonra lipid film Gzerine saf su eklenmis ve
40°C’de 1 saat boyunca beklenmistir. Cekirdek ¢ozeltisinin hazirlanmasi icin DDAB ¢dzeltisine
(degisen konsantrasyonlarda, 3.25 ml) HAuCl: (1.5 mM) sulu ¢ozeltisi eklendi. Bu ¢ozeltiye
NaBH4 (1.5 mM, 200 ul) eklendi ve 2 dakika boyunca karistirildi. Olusturulan ¢ekirdek ¢ozeltisi
daha sonraki asamada kullanilincaya kadar oda sicakliginda bekletildi. Ayri bir yerde buyttme
¢ozeltisi hazirlandi. Bu amagla yukarida anlatildigi gibi 6éncelikle DDAB lipid filmi elde edildi.
Daha sonra lipid film tzerine saf su eklendi ve 40 °C’de 1 saat boyunca beklendi. Daha sonra
¢ozelti N2 gazi ile stplrilmls ve ardindan 4 dakika sonikasyon, 4 dakika sogutma seklinde

sonikasyon islemi 4 kez tekrar edilmistir. Bir sonraki adimda lipid ¢6zeltisi 1000 rpom’de 20
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dakika boyunca santriflj edilmis ve suUpernatant kismi 0.22 pm’lik filtreden gegirilmigtir
(Orendorff vd., 2009). Elde edilen lipid stispansiyonu (degisen konsantrasyonlarda, 3.15 pl)
Uzerine sirastyla HAuCls (2 mM, 166 pl), AgNO3 (2 mM, 25 pl) ¢ozeltileri eklendi. Cozeltinin
rengi agik kahverengi-sari bir renk aldiktan sonra askorbik asit (20 mM 18,33 pul) eklendi. Son
asamada buyitme ¢dzeltisi Uzerine 4 pl ¢ekirdek ¢ozeltisi eklendi ve 20 dakika boyunca
karistirlmaya devam edildi. 24 saat sire ile bayltme igin solisyon inkibe edildi. 24 saat
sonunda santriflj edilerek 2 kez saf su ile ylkama gergeklestiriidi. DDAB esash altin
nanokabuklarin hazirlanmasi tamamen nanogubuklarin hazirlanmasi i¢in uygulanan prosedur
takip edilerek gerceklestiriimistir. Yapilan tek degisiklik cekirdek ¢dzeltisi hazirlanmasi
sirasinda lipid sollisyonu igine sabit akis hizinda azot gazi verilmistir. Son agsamada ¢ekirdek
¢ozeltisi ayni sekilde hazirlanmis blyttme ¢ézeltisi icine eklenmistir. Test edilen ¢ekirdek ve

blyutme ¢dzeltilerindeki denenen lipid konsantrasyonlari Tablo 3.2’de veriimektedir.

Tablo 3.2. DDAB esasl nanokabuklarin hazirlanmasinda test edilen ¢ekirdek ve buyitme

¢cozeltilerinde kullanilan lipid konsantrasyonlari

Deney No Cekirdek Cozeltisinde Bliyiime Cozeltisinde
Lipid Konsantrasyonu Lipid Konsantrasyonu
(mM) (mM)

1.1 5 5
1.2 5 10
1.3 5 15
1.4 5 20
2.1 10 5
2.2 10 10
23 10 15
24 10 20
3.1 15 5
3.2 15 10
3.3 15 15
3.4 15 12
4.1 20 5
4.2 20 10
4.3 20 15
4.4 20 20
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3.3.5.3 DDAB, DPPC ve DSPE-PEG Karigsimi Esasli Altin Nanokabuklarin Sentezi

DDAB, DPPC ve DSPE-PEG lipidleri igeren karisim kullanilarak altin nanokabuklarin
uretilmesinde DDAB esasli altin nanokabuklarin Gretim metodu izlenmistir. Prosedur azot gazi
akisi ile gerceklestirilerek altin nanokabuklar elde edilmistir. Yontem kisaca asagida
anlatilmigtir: Lipid filmlerin olusmasi igin lipidler (20 mM DDAB (%65) + 1 mM DPPC (%20) +
1 mM DSPE-PEG (%15)) kloroform ¢o6zeltisi igerisinde ¢6zildi. Lipid ¢ozelti igerisindeki
organik ¢ézucundn kalintilari déner buharlastiricida uzaklastirildi. Daha sonra olusan lipid
filmler saf su eklenerek asili hale getirildi ve 40°C’de 1 saat boyunca bekletildi. Su fazindaki
lipid karigimi icerisindeki oksijen, N2 gazi ile sUpurildi ve ardindan 30 dakika sonikasyon
islemi yapildi. Bir sonraki adimda lipid ¢ézeltisi 13500 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij edildi
ve stpernatant kisim 0.22 pm’lik filtreden gecirildi. (Orendorff vd., 2009)

Cekirdek ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin lipozom ¢dzeltisi icerisine azot gazi verildi ve bu
esnada uygun konsantrasyonda ve hacimde sirasiyla HAuCls ve NaBH4 eklendi. Cekirdek
¢ozeltisi hazirlanirken gaz verme islemi reaksiyon suresince devam edildi. Azot gazi
gonderilerek olusturulan ¢ekirdek ¢dzeltisi hazirlandiktan sonra blyttme ¢dzeltisi hazirlandi.
Blyltme c¢ozeltisinin  hazirlanmasi igin lipozom ¢ozeltisi icine sirasiyla istenilen
konsantrasyonda sirasiyla AgNOs, HAuCls, askorbik asit eklenmigtir. Son asama olarak

cekirdek ¢dzeltisinden uygun hacimde alinarak blyttme ¢dzeltisine eklenmisgtir.
3.3.5.4 DPPC/DSPE-PEG Karigimi Esash Altin Nanokabuklarin Sentezi

Yeni bir metot gelistirilerek DPPC veya DPPC/DSPE-PEG lipidleri iceren karigim
kullanilarak altin nanogubuklar iceren PEG’lenmis nanokabuklar sentezlenmistir. Yontem
kisaca sdyledir: Uretilen altin nanogubuklarin yiizeyi NH.-PEG-SH (1000 g/mol) ile modifiye
islemi altin nanogubuklarin PEG’leme metotunda belirtildigi sekilde yapilmigtir. Lipid filmlerin
olugmasi igin lipidler (1 mM DPPC veya 1 mM DPPC ve 1 mM DSPE-PEG(2000)NH2 %50
oraninda karigim) kloroform ¢Ozeltisi igerisinde ¢ozildi. Organik ¢oziclu doéner
buharlastiricida uzaklastirildi. Daha sonra olusan lipid filmler PEG ile modifiye edilmis altin
nanogubuklar eklenerek asili hale getirildi ve 40°C’ de yarim saat boyunca bekletildi. Ardindan
azot gazi altinda 30 dakika 3 tur sonikasyon islemi yapildi. Bir sonraki adimda lipid ¢ozeltisi
12500 rpm’de 20 dakika boyunca santriflij edildi ve ¢éken kisim diyaliz tiibiine (MWCO 1000
kDa) aktarilarak 2 giin boyunca diyaliz edildi. Diyaliz suyu 3 saatlik araliklarla degistirildi.
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3.3.6 Altin Nanogubuklar igeren Lipid Nanokabuklara Anti-KDN Antikorunun

Baglanmasi

In vitro sitotoksisite testleri sonrasi proje kapsaminda en son Uretilen DPPC/DSPE-
PEG karisimi esasli nanokabuklarin in vitro ve in vivo deneylerde kullaniimasina karar
verilmigti. Bu nanokabuklar yizeylerinde dogrudan amin-PEG bulundurduklari igin
nanokabuklara ayrica bir PEG’leme islemi yapilmamigtir. DPPC:DSPE-PEG(2000)NH:
karisimi ile modifiye edilmis nanokabuklarin yuzeylerine dogrudan antiKkDN monoklonal
antikorlari kovalent olarak baglanmistir. Antikor baglanmasi islemi nanogubuklara uygulanan
yontem ile aynidir. Kisaca antikor (21.3 g/L) 6ncelikle ultra saf su icinde ¢o6zilmustir. Bu stok
¢ozeltiden 100 ul alinarak igine 100 pl'lik fosfat tampon icinde ¢6zinmis N-(3-
dimetilaminopropil)-N"-etilkarbodiimid (EDC) (7.4x10* veya 3.7x10* M) c¢ozeltisi ve N-
hidroksisuksinimid (NHS) (5 mM) eklenmistir. Bu antikor ¢ozeltisi nanokabuk ¢ézeltisine (130
mg altin atomu/L) eklenmistir. Reaksiyon gece boyunca +4°C’de birakilmistir. Bir gece
inkiibasyon siresinden sonra reaksiyona girmemis Urlnleri ve yan Urlnleri uzaklastirmak igin
¢ozelti 13500 rpm’de 15 dk santrif(ij edilerek 3 kez ultrasaf su ile yikanmistir. Yikama islemi

sonrasi antikor-konjuge nanokabuklar liyofilizatér ile kurutulmustur.

3.4 Altin Nanopargaciklarin In Vitro Degerlendirilmesi
3.4.1 Hucre Kulturi

Prostat kanser (DU 145) ve meme kanser (MCF7) hiicre hatlari %10 FBS ve %1
penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 kultirinde, prostat epitel hicre hatti (RWPE-1) ise
BPE (bovin pituitary extract), EGF Recombinant Human Protein ve %1 penisilin/streptomisin
iceren keratinosit kulturinde 37°C’ de %5 CO. atmosferinde ¢ogaltiimislardir. Meme epitel
hucre hatti (MCF 10A) ise EGF Recombinant Human Protein, insulin, hidrokortizon, %10 FBS
ve %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 kultirinde 37°C’de %5 CO. atmosferinde
cogaltiimiglardir. Hicreler %80 doluluk oranina ulastigi zaman pasajlanmiglardir. Ylzeye
tutunan hicreler % 0.05’lik Tripsin-EDTA yardimiyla kiltir kabi ylzeyinden ayriimalari
saglanmistir. Tripsin inaktivasyonu igin her kiltir kabina uygun miktarda besiyeri (serum
iceren) eklenerek hticreler 800 rpm’de 5 dk santriflij edilmistir. Santrifijden sonraki adimda,
ortam pipet ile nazikge cekilip ve hicreler yeni besiyeri icerisinde pipetaj yapilarak tekrar

suspansiyona alinmistir.

16



v

TUBITAK
3.4.2 MTT Hiicre Canlilik Testi

Canli hiicre sayilar tripan mavi boyasi ile belirlendi. Hiicreler Neuber lami ile 11k
mikroskobu altinda sayildilar. Hiicre sispansiyonlari, 10* hiicre/kuyucuk konsantrasyonda
olacak sekilde 96 kuyucuklu plakaya aktarildi. Hicreler 37°C’de %5 CO, atmosferinde 24 saat
bldyimeye birakildi. Ardindan hticreler, PBS igerisinde farkli konsantrasyondaki ornekler ile
24, 48 veya 72 saat inkube edilmistir. Sadece besiyeri iceren ve %5’lik PBS igeren hiicreler
kontrol gruplari olarak kullaniimistir. inkiibasyondan sonra PBS icinde ¢dziinmiis MTT boyasi
(5 mg/ml) her kuyucuga eklenmistir ve plakalar 3 saat inkiibatérde bekletilmislerdir. Bunun
ardindan hcreleri ¢oktirmek icin plakalar, 1800 rpm’de 10 dk santriflij edilmislerdir.
Kuyucuklardaki besiyerleri nazikge alinmistir. Hiicrelere kuyucuk basina 100 ul olacak sekilde
dimetilsulfoksit (DMSO) eklenmistir. DMSO eklendikten sonra plakalar 125 rpm’de 5 dk
calkalanmistir. Cozeltilerin absorbans degerleri Varioscan cihazi ile 570 nm’de oélgtimustir.

Deneyler en az g tekrarli yapilmistir.
3.4.3 Muse Hiicre Analiz Cihazi ile Hiicre Sayisi ve Canlihginin Belirlenmesi

Hucre sayisi ve canliligi Muse™ Count & Viability Kit kullanilarak Muse™ Cell Analyzer
ile de belirlenmistir. Yéntem, reaktif icindeki DNA-baglayici boyalarin, membran bitinliginin
hucreler tarafindan kaybedilmesi ile 6l0 ve canh hicre nukleusunun ayri ayri boyanmasi
prensibine dayanmaktadir. 6 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 5x10* hiicre/kuyucuk olacak
sekilde hicreler ekilmistir. Hicrelerin plaka ylzeyine tutunup morfolojilerini geri kazanmalari
icin 24 saat beklendikten sonra Uizerlerine farkli konsantrasyonlarda nanopargaciklar, 24 veya
48 saatlik inklibasyon slresinde kontrol grubu ile birlikte inkibasyona birakilmistir. Deney
kontrol grubuna sadece besiyeri eklenmistir. inkiibasyon sireleri dolduktan sonra
kuyucuklardaki besiyeri toplanip ayri ayri etiketlenmis santrifj tiplerine alinmigtir. Ardindan
her kuyucuga 0.5’er ml % 0.05 Tripsin-EDTA eklenerek 37°C’de yaklasik olarak 4 dakika
tutularak hdcrelerin kiltlr kabi yazeyinden ayrilmalari saglanmistir. Tripsin inaktivasyonu igin
her kuyucuga 2’ser ml besiyeri (serum iceren) eklenerek her kuyucuktaki hlcreler ayri ayri
etiketlenmis santriflj tlplerine alinmistir. 1000 rpm’de 5 dk santriflij edildikten sonra
supernatant uzaklastirlmis ve sonra Uzerlerine 5er ml besiyeri eklenerek resuspanse
edilmiglerdir. 1.5 ml'lik steril mikrosantrifijj tliplerine hiicre slispansiyonlarindan 20’ser ul ve
Muse™ Count & Viability reaktifinden 380’er pl alinarak 5 dk oda sicakhdinda, karanlk
ortamda inklbe edilerek Muse™ Cell Analyzer cihazinda élgtimleri yapilmistir. Deneyler en az

Uc tekrarli yapilmistir.
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3.4.4 Anneksin-V ile Apoptoz Analizi

Apoptoz analizi, Muse™ Annexin V & Dead Cell Kit kullanilarak Muse™ Cell Analyzer
ile yapilmistir. Annexin-V hicrenin dig yuzeyine transloke olan ve fosfotidilserine (PS)
baglanabilen bir proteindir. Normalde hicre i¢ ylzeyine yerlesmis olan PS, apoptotik
hdcrelerde hiicre zarinin dig yuzeyine transloke olur. Annexin-V dig ylzeye transloke olan
PS’e baglanarak apoptotik hiicrelerin gértlmesini saglar. 6 kuyucuklu plakalara her kuyucuga
5x10* hiicre olacak sekilde RWPE-1, DU 145, MCF 10A ve MCF7 hicreleri ekilmistir.
Hucrelerin plate ylzeyine tutunup morfolojilerini geri kazanmalari igin 24 saat beklendikten
sonra besiyerleri ¢ekip attiktan sonra hiicrelerin Gzerlerine 100 uM nanogubuk ¢ézeltilerinden
eklenerek (kontrol gruplari icin sadece besiyeri kullaniimistir) 24 saatlik inklibasyon sliresinde
kontrol grubu ile birlikte inkiibasyona birakilmislardir. inkiibasyon siireleri dolduktan sonra
kuyucuklardaki besiyeri toplanip ayri ayri etiketlenmis santriflij tplerine alinmistir. Ardindan
her kuyucuga 1’er ml % 0.05 Tripsin-EDTA eklenerek 37°C’de yaklasik 4 dakika tutularak
hicrelerin flask ylizeyinden ayrilmalari saglandi. Tripsin inaktivasyonu igin her kuyucuga 2’ser
ml besiyeri (serum iceren) eklenerek her kuyucuktaki hicreler ayri ayri etiketlenmis santrif(j
tlplerine alinmigtir. 1000 rpm’de 5 dk santriflij edildikten sonra slipernatant uzaklastiriimis ve
sonra Uzerlerine 5’er ml besiyeri eklenerek resuspanse edilmigtir. 1.5 ml’lik steril mikrosantrifuj
tiplerine hicre suspansiyonlarindan 100’er pl ve Muse™ Annexin V & Dead Cell reaktifinden
100’er pl ilave edilerek 20 dk oda sicakliginda, karanlik ortamda inkiibe edilerek Muse™ Cell

Analyzer cihazinda élgumleri yapiimistir. Yapilan analizler en az 2’ser kez tekrar edilmistir.
3.4.5 Muse Hiicre Analiz Cihazi ile Hiicre Déngiisui Analizleri

Hucre dongu analizleri, Muse™ Cell Cycle Kit kullanilarak Muse™ Cell Analyzer ile
yapilimistir. Muse ™ Hucre Dongusu Kiti, propidium (PI) ve 6zel bir formulasyonda RNAse A
iceren bir reaktif icermektedir. 6 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 5x10* hiicre olacak sekilde
normal prostat hiicreleri, prostat kanseri hicreleri, normal meme hucreleri, meme kanseri
hicreleri ekilmistir. Hiicrelerin plaka ylzeyine tutunup morfolojilerini geri kazanmalari icin 24
saat beklendikten sonra Uzerlerine 100 uM olacak sekilde 6rnek c¢ozeltisinden eklenerek
(kontrol gruplari icin sadece besiyeri kullaniimistir) 24 saatlik inkiibasyon slresinde kontrol
grubu ile birlikte inkiibasyona birakiimislardir. inkiibasyon siireleri dolduktan sonra
kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilmistir. Once her kuyucuga 1’er ml PBS eklenerek yikama
yaplimig ve PBS uzaklastinimigtir. Ardindan her kuyucuga 1’er ml % 0.05 Tripsin-EDTA
eklenerek 37°C’de yaklasik 4 dakika tutularak hicrelerin kiltiir kabi ylizeyinden ayriimalari
saglanmistir. Tripsin inaktivasyonu igin her kuyucuga 2’ser ml besiyeri (serum iceren)

eklenerek her kuyucuktaki hicreler ayri ayri etiketlenmis santrifiij tlplerine alinmistir. 1000
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rom’de 5 dk santrifiij edildikten sonra stpernatant uzaklastiriimis ve sonra tzerlerine 5’er ml
besiyeri eklenerek resuspansiye edilmiglerdir. 1.5 ml’lik steril mikrosantrifij tlplerine hucre
stspansiyonlarindan 100’er ul alinarak Uzerlerine 1 ml PBS eklenip karistirilarak hicreler
yikanmis ve 300 rpm’de 5 dk santrifiij edilmiglerdir. Stpernatantlar uzaklastirildiktan sonra
Uzerlerine bu kez buz soguklugunda 100’er ul PBS eklenip yavasca karistirarak yine tizerlerine
daha 6nceden hazirlanan buz soguklugunda olan % 70’lik etanolden 200 pl eklenerek
karistinimig ve -20°C’ de en az 3 saat inklibe edilmislerdir. Sure dolduktan sonra hicreler 300
rom’de Ser dk santriflij edilmisler ve Uzerlerine Muse™ Cell Cycle reaktifinden 200’er pl
eklenerek oda sicakliginda, karanlhkta 30’ar dk inkibe edilerek Muse™ Cell Analyzer

cihazinda olglimleri yapilmistir.
3.4.6 Hiicre Aliminin ICP-MS ile Belirlenmesi

Hucreler doluluk oranlari %80 oldugunda falkon tlpler icinde toplandi ve 800 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiij edildi. Stpernatant uzaklastirildi ve hicreler besiyeri igerisinde
sUspanse edildi. Daha sonra hiicreler 108 hiicre/kuyu konsantrasyonlarinda 6 kuyucuklu
plakalar igerisine uygun besiyeri icinde aktarildi (2 ml) ve 24 saat boyunca 37 °C’ de %5’lik
CO; atmosferinde buyutilmuslerdir. Daha sonra hiicrelere, belirli konsantrasyonlarda érnekler
(PBS icinde, eklenen hacim 50 pl, %2,5) eklenmis ve belirli siireler boyunca inkiibe edilmigtir.
Sadece besiyeri iginde hiicreler ve sadece besiyeri iginde altin nanopargaciklar kontrol gruplari
olarak kullanildi. inkiibasyon siiresi dolduktan sonra, hiicrelerin Uzerindeki besiyeri
uzaklastirildi ve her bir kuyucuk ikiser kez PBS c¢ozeltisi ile yikandi. PBS ortamdan
uzaklastirildi, yikanan hticrelerin Uzerine lizis tamponu (1X) eklendi ve yarim saat bekleme
suresinin ardindan hucreler mikroskopta incelendi. Hucrelerin yluzeyden ayrildiklarina emin
olunduktan sonra falkon tiiplere aktarildi.

Hiicre slspansiyonu, indiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektroskopisi (ICP-MS)
Olcimlerine kadar +4 °C’de saklandi. ICP-MS oélctimlerinde hiicre alimlarinin belirlenmesi icin,
hicreler, sulu HCI, HNOs; ve H»O; karisimi icinde 180°C’de mikrodalga firin igcinde
bozunduruldu. Bozundurmadan c¢ikarilan érnekler 20 ml'ye seyreltildi ve ICP-MS ile altin
icerikleri 6l¢lildl. Her deney seti, kendi icinde en az 3 tekrarli olarak en az 2 bagimsiz deney

seti olarak yapiimistir.
3.4.7 Hicre Alminin Akis Sitometresi ile Belirlenmesi

Antikor bagli olan ve olmayan nanoparg¢aciklarin hicreler tarafindan alimlari, ICP-MS
teknigi disinda akis sitometresi (BD, FACSCanto, USA) ile de belirlenmistir. Bu deneylerde

Alexa Fluor 647 isaretli nanoparcaciklar kullaniimistir.  Antikor konjuge edilmis
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nanopargaciklarin test edildigi durumda 6ncelikle antikorlar Alexa Fluor 647 ile fluoresans
isaretlenmigtir ve bu isaretli antikorlar asagida anlatilan yéntemle nanoparcgaciklara konjuge
edilmistir.

Antikorlar, fluoresans boya ile kisaca soyle isaretlenmistir: Alexa Flour 647 floresans
boya konsantrasyonu 10 mg/mL olacak sekilde 100 yl DMSO igerisinde ¢6zildi ve 10 tlpe
esit olarak boélindu. 50 ul antikor (21.3 mg/ml) NaHCOs3 (0.1 M, pH 8) igcinde 1000 ul'ye
seyreltildi. Antikor ve boya EDC/Sulfo-NHS kimyasi kullanilarak (1mg/80 yl EDC, 1mg/ 20 pl
Sulfo-NHS) ¢ozelti karanlik bir odada 4 saatlik inkiibasyona birakildi. Cozelti daha sonra
karanlkta 3 glin boyunca 50000 MWCO membran kullanilarak diyaliz edilmis ve en son
basamakta liyofilizasyon ile kurutulmustur. Liyofilizasyon sonrasi boya ile isaretlenmis
antikorlar, PEG kapli altin nanoparcgaciklar ile tekrar EDC/Sulfo NHS kimyasi kullanilarak
(50mM EDC, 10 mM Sulfo-NHS) konjuge edilmigslerdir.

Antikor konjuge edilmemis nanopargaciklarin test edildigi durumda ise
nanoparcaciklar, floresans boya ile kisaca soyle isaretlenmistir: NH>-PEG-SH su igerisinde
¢o6zuldia (1ml 1mM) ve Uzerine 2 ul stok floresans boya ¢ozeltisinden eklendi. Reaksiyon 24
saat sonra 3 guin boyunca 3500 MWCO membran kullanilarak diyaliz edildi. Diyaliz isleminden
sonra polimer-boya konjugati liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon sonrasi boya ile isaretlenmis
PEG, altin nanoparcaciklar ile 3.3.2°de anlatildigi sekilde konjuge edilmiglerdir.

Antikor bagh olan ve olmayan nanoparcaciklarin hucreler tarafindan alimlarinin
belirlenmesinde Bdlum 3.4.6’da anlatildidi sekilde hucreler ile floresans isaretli rnekler inkiibe
edilmistir. Kontrol gruplari olarak PBS kullaniimistir. Hiicreler 12 kuyucuklu plakalar igerisinde
24 saat 37 °C’ de %5’lik CO2 atmosferinde inkiibasyona birakilmigtir. Antikor konjuge olan ve
olmayan floresans boya bagli altin nanoyapilarin hicreye alimlari degisen inkibasyon
surelerinde incelendi. inkiibasyon siiresi dolduktan sonra, hiicrelerin lizerindeki besiyeri falkon
tiplere alindi ve hicreler PBS ile yikandi. Hucreler tripsin ile toplanarak santrifij edildi.
Santrifijden sonra slUpernatant uzaklastirildi ve elde edilen pellet soguk PBS igerisinde

¢ozuldi.
3.4.8 Fototermal Etkinin Belirlenmesi

Nanoparcacik 6rneklerinin fototermal etkisi 6ncelikle nanoparcaciklarin varliginda
hlcre icermeyen sulu ¢ozeltilerin sicaklik artislarinin izlenmesi ile belirlendi. Kisaca, farkli
konsantrasyonlarda altin nanoparcacik iceren PBS c¢ozeltileri, sirasiyla, 100 mW, 200 mW
ve/veya 500 mW gl¢ yogunlugunda 780 nm ve 808 nm diyot lazer isimasina belirli stire
boyunca maruz birakildi. Cozeltilerdeki sicaklik artisi takip edildi. Bu deneyler sonucu en

yuksek sicaklik artisi saglanan isima suresi ve lazer dalga boyu belirlenerek hiicre kulttrleri
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Uzerinde gergeklestirilen fototermal etki deneylerinde kullanildi. Hicre hatlari ile
gerceklestirilen fototermal etki deneyleri kisaca soyledir: Hiicre hatlari 7,5x103 hlicre/kuyucuk
olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmigtir. Her kuyucuk igindeki son hacim 200 pl olarak
ayarlandi. Sadece hicreler kontrol grubu olarak kullanildi. Hiicrelerin plaka ylzeyine tutunup
morfolojilerini geri kazanmalari icin 24 saat beklendikten sonra Uzerlerine belirlenen
konsantrasyonda nanoparc¢aciklar ilave edilip 24 saat suresince inklibasyona birakilmigtir.
Nanogubuk ve nanokabuk Ornekleri igin inkibasyon sureleri dolduktan sonra besiyeri
uzaklastiriimis ve hticreler iki kez PBS ile yikanip, taze besiyeri eklenmis ve kuyucuklara 808
nm (500 mW) dalga boyunda lazer uygulanmistir. Bazi nanokabuk o6rnekleri icin ise
inkiibasyon suresi dolduktan herhangi bir yilkama islemi gerceklestirmeden kuyucuklara 808
nm (500 mW) dalga boyunda lazer uygulanmistir. Lazer uygulamasi yapildiktan sonra

hicrelerin canliligi MTT ydntemi kullanilarak belirlenmistir. Deneyler Gg tekrarli yapiimistir.
3.5 Altin Nanopargaciklarin In Vivo Degerlendiriimesi
3.5.1 Saglikh Farelerde Biyodagilim

Oncelikle altin nanopargaciklarin viicut igerisindeki biyodagilimi deney (n=2) ve kontrol
(n=2) gruplari olmak tzere saglikh disi farelerde incelenmistir. TUm deney hayvanlari Gzerinde
yapilan ¢alismalar yerel etik kurulunca belirtilmis etik kurallara uygun olarak gergeklestirilmistir.
Saglikl farelerde gergeklestirilen biyodagihm deneylerinde, PEG’lenmis altin nanogubuklar
PR2 (boy:en=4.33), PR3 (boy:en=7) ve DPPC/DSPE-PEG karigimi esash nanokabuklar
kullaniimistir. Nanogubuklar, 1.2 mM (yaklasik doz 1.5 ug altin/g fare) ve 2.8 Mm (yaklasik doz
3.5 ug altin/g fare) olarak iki farkli dozda denenmistir. Nanokabuklar ise 2.8 Mm (yaklasik doz
3.5 g altin/g fare) seklinde tek dozda uygulanmistir. Deneyler kisaca soyledir: 12-14 haftalik
disi farelere anestezi islemi uygulanmadan o6nce tartiimiglardir. Farelere 300 ul ketasol
uygulanarak anestezi altina alinmigtir. Enjeksiyon isleminin basaril bir sekilde yapilabilmesi
kuyruk damar yolu 1si lambasi veya sicak su uygulanarak genigletilmistir. Kontrol grubuna 200
pI steril PBS ve deney grubuna 200 pl steril PBS icerisinde degisen konsantrasyonlarda
PEG’lenmis altin nanogubuklar (PR2 veya PR3) veya altin nanogubuklar iceren DPPC/DSPE-
PEG esasli nanokabuklar (LR) enjekte edilmistir. Hayvanlarin enjeksiyon sirasinda soka
girmesini engellemek icin enjeksiyon kisa surede gergeklestirilmistir. Enjeksiyon isleminden 6,
12 velveya 24 saat sonra kontrol ve deney hayvanlarindan organlar ve kan o&rnekleri
toplanarak tartiimistir. Toplanan &Ornekler sivi nitrojen icerisinde dondurulmus ve oda
sicakliginda yiksek vakum altinda kurutulmustur. Kurutulan o6rnekler icerisindeki altin
miktarlarinin ICP-MS analizi ile belirlenmesi icin her 6rnege HCI, HNO3, ve H,O- karisimi ilave

edilerek mikrodalga bozundurma proseduru uygulanarak ICP-MS oélgimleri gergeklestirilmistir.
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3.5.2 Timorlii Farelerde Biyodagilim

Projede 6ncelikle erkek nude farelerde DU 145 hicrelerinin enjeksiyonu ile prostat
timord olusturulmustur. Prostat timori olusturmak amaciyla 2x106 DU-145 hiicresi, 8 haftalik
erkek nude farelerin arka bacak ile kalga arasina enjekte edildi. Enjeksiyonlar 100 ul 1:1
Matrigel:PBS karigimi iginde yapildi. Tumér olusumu 7 ila 10 gun igcinde meydana geldi.
Oncelikle fluoresans ile igaretlenmis serbest monoklonal antikor (4.26 mg/200 l)'un
biyodistribisyonu VIS mikroskobu ile 24 saat boyunca belirli araliklar ile canli hayvanda
incelendi. 24 saat sonunda fareler dldurllerek akciger, karaciger, beyin, dalak, bébrek ve kan
dokulari toplandi. Kontrol grubuna 200 ul steril PBS ve deney grubuna 200 pl steril PBS
icerisinde ¢o6zinmus serbest antikor, antikor baglh PEGlenmis altin nanogubuklar (Ab-PR2) ve
DPPC/DSPE-PEG esasli nanokabuklar (Ab-LR) i.v. enjekte edilmistir. Bu deneylerde antikor
ve nanoparcgaciklar Alexa Fluor 647 fluoresans boyasi ile etiketlenmistir. Her iki nanopargacik
(Ab-PR2 ve Ab-LR) tlrinin de uygulanan dozu 132 pg Au/200ul (3.5 mM) olarak
ayarlanmistir. Biyodistriblsyon VIS mikroskobu ile 24 saat boyunca belirli araliklar ile canli
hayvanda incelenmistir. Ayrica enjeksiyon isleminden 24 saat sonra kontrol (n=2) ve deney
hayvanlarindan (n=3) akciger, karaciger, beyin, dalak, bdbrek ve timor érnekleri toplanmistir.
Toplanan organ o&rnekleri ICP-MS analizi o6ncesi liyofilizatérde 3 gln slresince
kurutulmusglardir.

Prostat timoérine sahip nude farelerde yapilan deneylerden sonra disi nude farelere
MDA-MB-231-Luc2-GFP hucrelerinin enjeksiyonu ile meme timoérl olusturulmustur. Meme
timori olusturmak amaciyla 2x10° MDA-MB-231-Luc2-GFP hiicresi 8 haftalik disi nude
farelerin meme bodlgesine enjekte edildi. Meme timdorinin olugsumu yaklasik 15-20 gin
icerisinde meydana geldi. Olusturulan deney setinde PBS-lazer ve PBS+lazer kontrol grubu,
PR2 ve Ab-PR2 grubu olmak lzere 4 ana grup vardir. Nanogubuk gruplarinda 3 hayvan, PBS
gruplarinda ise 2 hayvan kullaniimistir. Ab-PR2, Alexa Fluor 647 fluoresans boyasi ile
etiketlenmis antikor ile hazirlanmistir. PR2 ise, ayni boya ile etiketlenmis PEG ile
hazirlanmistir.  Uygulanan nanocgubuklarin dozu 132 pg Auw200ul (3.5 mM) olarak
ayarlanmistir. Biyodistriblsyon IVIS mikroskobu ile 24 saat boyunca belirli araliklar ile canli
hayvanda incelenmistir. Ayrica enjeksiyon isleminden 24 saat sonra kontrol (n=2) ve deney
hayvanlarindan (n=3) akciger, karaciger ve timor ornekleri toplanmistir. Toplanan organ

ornekleri ICP-MS analizi dncesi liyofilizatérde 3 glin suresince kurutulmuslardir.
3.5.3 Tumorli Farelerde Fototermal Etkinin Belirlenmesi

Oncelikle prostat kanseri nlide farelere Ab-PR2 (132 yg Au/200ul PBS; 3.5 mM) ve Ab-
LR (270 pg Au/200ul PBS; 8.2 mM) kuyruktan enjeksiyon yapilimistir. Kontrol grubu olarak
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timorla farelere sadece PBS (200 pl) enjeksiyonu yapilmistir. Tim farelere 3’er giin arayla
ayni dozda toplam 3 enjeksiyon yapilmistir. Her enjeksiyondan 8 ve 24 saat sonra tim
farelerde izofluran anestezi yapilip karanlk bir ortamda timér boélgesine lazer (808 nm, 500
mW) 10 dakika sure ile uygulanmigtir. Deney dizenegdi Sekil 3.1’de gbsterilmektedir. Kontrol
grubu fareler, kendi igerisinde lazer uygulamasi yapilan (PBS+lazer) ve laser uygulamasi
yapillmayan (PBS-lazer) olarak ikiye ayriimigtir. Deney planindaki tim deney gruplari (PBS-
lazer kontrol grubu hari¢) 2 tekrarli olarak yapilmigtir (n=2). PBS-lazer kontrol grubunda tek
denek kullaniimistir. ilk enjeksiyonu takip eden 7 giin boyunca farelerdeki timér hacimleri
elektronik kumpas ile élgtlmuastir. Ayni zamanda farelerin agirliklari dizenli olarak takip

edilmigtir.

Sekil 3.1. In vivo fototermal etki i¢in lazer uygulama deney dizenegi

Prostat timorine sahip nude farelerde fototermal etkinin belirlenmesinden sonra
meme timorine sahip disi nude farelerde yukaridakine benzer sekilde fototermal etki
belirlenmigtir. Meme kanseri nude farelere PR2 ve Ab-PR2 (132 pg Au/200ul PBS; 3.5 mM)
kuyruktan enjeksiyon yapiimistir. Kontrol grubu olarak timoérli farelere sadece PBS (200 ul)
enjeksiyonu yapilmistir. Tium farelere 5er gin arayla ayni dozda toplam 3 enjeksiyon
yapilmistir ve tim hayvanlar ilk enjeksiyonlarindan sonra 15 gin boyunca timor
hacimlerindeki degisimler ve agirliklar takip edilmistir. ilk 7 giinliik takipte her enjeksiyondan
24 saat sonra ve takip eden ikinci 7 ginlik zaman diliminde ise her enjeksiyondan 8 ve 24
saat sonra tum farelerde izofluran anestezi yapilip karanlk bir ortamda timor bdlgesine lazer
(808 nm, 500 mW) 10 dakika sure ile uygulanmistir. Deney diizenegi Sekil 3.1’de gdsterilmigtir.
Kontrol grubu fareler, kendi icerisinde lazer uygulamasi yapilan (PBS+lazer) ve lazer
uygulamasi yapilmayan (PBS-lazer) olarak ikiye ayrilmistir. Deney planindaki tim kontrol

gruplari (n=2) 2 tekrarl ve deney gruplari (n=3) 3 tekrarli olarak yapilimistir.
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3.5.4 Tiimorlii Fare Dokularinda Histopatolojik incelemeler
3.5.4.1 Doku Takibi

Meme timorine sahip kontrol ve deney gruplarindan fototermal tedavi sonrasi
toplanan timér dokusu, karaciger, akciger, dalak, bébrek ve beyin dokulari hazirlanan % 4
fosfat tamponlu paraformaldehit (pH 7.4) c¢oOzeltisi igerisinde 24 saat bekletilerek tespit
edilmistir. Tespit asamasi bittikten sonra dokular bir gece boyunca fosfat tamponu (PBS)
icerisinde yilkama yaplilarak tespit solusyonu uzaklastiriimigtir. Daha sonra rutin histolojik takip
islemleri uygulanmigtir. Rutin doku takibinde dncelikle ylkselen derecelerdeki alkol serisi %60
alkolden baslanarak, kontrolll olarak, ortalama 1 saat slireyle ve sirasiyla %70, %80, % 96,
%100 (1), % 100 (II) ve %100 (Ill) seklinde uygulanmigtir. Bu agamay! takiben seffaflandirma
islemi yapiimistir. Ksilol I, ksilol Il ve ksilol lI'de 15’er dakika bekletilmistir. Daha sonra doku
ornekleri 30 dk parafinde bekletilmistir. Parafinden ¢ikarilan érnekler erimis parafin bloklarin
icerisine gomulmustir. Parafin bloklardan, mikrotomda (Leica MR 21455) 5 um kalinhiginda

kesitler poly-L-lysin’li lamlara alinmigtir.
3.5.4.2 Hematoksilen & Eozin Boyama

Kesiti alinan dokular Hematoksilen-eozin boya ile boyanmigtir. Dokular kesildikten
sonra, 60 °C 2 saat bekletilmistir. Daha sonra dokular 30’ar dk ksilol-I-lI-1ll agamalarindan
gegcirilmigtir. Ksilol asamasindan sonra azalan alkol serilerinde (%100-95-80) 2’ser dk
bekletilmigtir. Alkol serilerinden sonra, kesitler distile suda yikanmistir. Kesitler hematoksilen
boyasi ile 3 dk muamele edilmigtir. Sonrasinda, akarsu igerisinde 5 dk bekletilmistir. Hafif
pembe renk olusana kadar asit alkol igerisinde bekletildikten sonra akarsuda yikanmistir.
Yikama igleminden sonra, kesitler mor renk olusana kadar amonyakli su ile muamele
edildikten sonra iyice yikanmigtir. Daha sonra, kesitler eozin boyasi (2.5dk) ile boyanmistir.
Eozin boyamadan sonra, artan alkol serilerinden (%95-100-100) gegcirilmigtir. Bunu takiben
hicreler 15’er dk ksilol serilerinden (ksilol-I-1I-111) gegirilmistir. Sonrasinda, kesitler entellan ile
kapatiimistir. Kapatma isleminden sonra, doku Olympus BX51 mikroskobu yardimiyla

goruntilenmistir.
3.5.5 Tiimorlii Farelerde RAMAN Spektroskopisi ile Goriintiilleme

Meme timorine sahip disi nude farelerde Raman spektroskopisi ile gorintileme
yapilmadan 24 saat 6énce kontrol grubuna (n=2) 200 ul PBS ve deney grubuna (n=2) Raman
kromoforu bagh Ab-PR2 (132 ug Au/200ul PBS; 3.5 mM) kuyruktan enjeksiyon yapilmistir.

Raman spektrumlari Olympus goéruntilime sistemine sahip Renishaw Raman mikroskobunun
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5x objektif ve 150 mW gliciindeki 830 nm lazeri kullanilarak alinmistir. Raman spekturmlari
470 cm™ ve 2000 cm™' araliginda alinmistir. Raman Spektroskopisi ile yapilan goriintilemeye
iliskin deney duzenegi Sekil 3.2’de gdsterilmektedir. Gorintileme islemine tim deney
grubundaki hayvanlara 20 pl ketamin ve ksilaz karigimi verilerek bayiltildiktan sonra
baslanmistir ve kontrol ve deney grubundaki hayvanlarin akciger, karaciger, dalak, bobrek ve

tumor dokularinin Raman spektroskopisi altinda gértntileme iglemi yapilmigtir.

- RENISHAWE e cocoes i e

Sekil 3.2. RAMAN spektroskopisi ile géruntileme deney dizenegi.

3.6 istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin buyukliginin uygun oldugu durumda verilerin istatistiksel analizi
cift tarafl t-test analizi ile yapiimistir. p <0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
En az Ug tekrar ile yapilan deneylerin sonuglari ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Nanogubuklar ile Elde Edilen Bulgular
4.1.1 Nanogubuklarin Sentezi, PEG ile Modifikasyonu ve Karakterizasyonu

Degisen boy:en oranlarinda altin nanogubuklar sentezlenmigtir. Sentezlenen
nanogubuklarin karakterizasyonu oncelikle LSPR/UV-vis spektroskopisi ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile yapilmigtir. Altin nanogubuklar spesifik iki absorpsiyon pikine sahiptir.
Bunlardan ilki altin nanogubuklarin gapi ile ilgili olan enine absorpsiyon pikidir. Digeri ise boyu
ile ilgili olan boyuna absorpsiyon pikidir. Nanogubuklarin boylarinin artmasi ile ikinci boyuna
absorpsiyon pikinin kirmizi bélgeye kaymasi beklenir. Sekil 4.1 farkh uzunluklara sahip altin
nanogubuklarin LSPR spektrumunu géstermektedir. ilk pik olan enine plazmon bandi, degisen
uzunluklardaki nanogubuk o&rneklerinin timinde yaklasik olarak 510-530 nm araliinda
g6zlenmistir. Elde edilen bu sonug, altin nanogubuklarin ¢gapinin degismedigini gésterir. ikinci
pik olan boyuna plazmon bandi ¢ubuk yapisinin olustugunu gosterir. Bu pik, AgNOs;
konsantrasyonu degisimi ile birlikte 670 nm’den 920 nm’e kaymistir. Enine plazmon bandinin

kirmiziya kayma miktari nanogubuklarin boyunun artmasi ile artar.

04 B:0=7
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Sekil 4.1. Farkh boy:en oranlarindaki (B:O) altin nanogubuklarin LSPR/UV-vis spektrumlari.

Farkli boy:en oranlarinda Uretilmis olan nanogubuklar taramali elektron mikroskobu ile
incelenmistir (Sekil 4.2). Bu inceleme sonucu nanogubuklarin eni yaklasik 15 nm, boyu ise

ortalama 40 ve 65 nm olarak bulunmustur. Bu da boy: en orani olarak yaklasik 2.66 (R1) ve
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4.33 (R2) olarak hesaplanmistir. Yiksek boy:en oraninda (R3) Uretilmis olan nanogubuklarin
yaklasik boyu 105 nm, eni 15 nm olup, boy:en orani 7°dir (Sekil 4.2). Ayrica SEM géruntuleri

altin nanogubuklarin yiksek konsantrasyonda sentez edildiklerini géstermektedir.

— nm ESBGrd= 50 HT = 10004

0 pi v ZEISS
h pm  ULTRAPLUS ND = 3.2 mn S ns Width = 1137 pm  ULTRA PLUS

AccY SpotMagn Det WD p—————— 1um
500KV 3.0 25000x TLD 27  IYTEMAM

Sekil 4.2. Farkh boy:en oranlarinda hazirlanmis altin nanogubuklarin mercekici SEM
gorintileri. Boy:en orani= 2.66 (A), 4.33 (B) ve 7.0 (C).

Altin  nanocubuklar istenilen boylarda yliksek verimde (Uretildikten sonra
nanogubuklarin ylizeyi PEG ile modifiye edilmigstir. PEG-modifiyeli altin nanogubuklarin
karakterizasyonu LSPR/UV-vis spektroskopisi, Raman spektroskopisi, XPS, SEM, AFM ve
DLS/zeta potansiyel élgimleri ile gergeklestiriimistir. PEG’leme (mMPEG-SH:NH»-PEG-SH, 4:1)
Oncesi ve sonrasi 6rnek LSPR spektrumlari Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 Uzerinde
gosterilmektedir. PEG’leme sonrasi boylamsal pik 661 nm’den (mavi pik) 668 nm’ye (Sekil 4.3)
ve 760 nm’ den 768 nm’ye kayarken (Sekil 4.4), enlemsel pik 520 nm de kalmigtir. Sekil 4.5'te
boy:en orani 7 olan altin nanogubuklarin PEG’leme sonrasi boyuna plazmon bandi 920

nm’den 930 nm’ye kaydigi gézlenmisgtir.
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Sekil 4.3. Boy:en orani= 2.82 olan nanogubuklarin PEG’lenme éncesi (mavi) ve sonrasi

(kirmizi) alinmig LSPR spektrumlari.
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Sekil 4.4. Boy:en orani= 3.52 olan nanocgubuklarin PEG’lenme &dncesi (mavi) ve sonrasi
(kirmizi) alinmis LSPR spektrumlari.
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Sekil 4.5. Boy:en orani= 7 olan nanogubuklarin PEG’lenme dncesi (mavi) ve sonrasi (kirmizi)

alinmig UV-Vis spektrumlari.

Altin nanogubuklarin (R2, boy:en orani= 4.33) PEG ile modifiye edilmesi 6ncesi ve
sonrasi alinmig 6rnek XPS él¢limlerine ait sonuglar Tablo 4.1 ve Tablo 4.2’de 6zetlenmektedir.
Tablo 4.1’de CTAB kapli altin nanogubuklarin XPS analiz sonuglari gérilmektedir. PEG’leme
oncesi N1s taramasinda alinan azot atomu sinyalleri CTAB molekll yapisinda bulunan azot
atomlarindan kaynaklanmaktadir. PEG ile modifikasyonunun ardindan yapilan XPS
analizlerinden elde edilen veriler Tablo 4.2'de gorilmektedir. Bu dlgimlerde PEG
molekdillerinin altin ylizeyi ile etkilesime giren S atomu gézlemlenmistir. Bunun yani sira CTAB

molekllini altina baglayan Br atomlarina ise rastlanmamigtir.

Tablo 4.1. CTAB kapli altin nanogubuklarin PEG’lenme 6ncesi XPS analizi sonuglari

Element Baglanma Enerijisi (eV) | Atomik %
Br3d 68.01 1.71
C1s 285.22 54.70

Ag 3d 368.09 0.37

N 1s 402.42 247

O 1s 532.99 13.58
Aud4f7 84.16 4.65
Si2p 99.92 22.52
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Tablo 4.2. CTAB kapli altin nanogubuklarin PEG’lenme sonrasi XPS analizi sonuglari

Element Baglanma Enerijisi (eV) | Atomik %
Br3d 68.01 1.71
C1s 285.22 54.70

Ag 3d 368.09 0.37

N 1s 402.42 247

O 1s 532.99 13.58
Aud4f7 84.16 4.65

Si2p 99.92 22.52

Altin nanocgubuklarin (R2, boy:en 4.33) degisen oranlarda PEG karisimi ile
fonksiyonellestirme isleminden dnce ve sonra alinmis LPSR spektrumlari Sekil 4.6’da
verilmektedir. En ylksek dalga boyu kaymasi mPEG-SH: amin-PEG-SH oraninin 4:1 oldugu
durumda yaklasik 10 nm olarak elde edilmistir. Bu da PEG kaplamasinin en yodun oldugu
durumu gdstermektedir. Bu nedenle in vitro/in vivo ¢alismalar igin hazirlanan érneklerde bu
oranin kullaniimasina karar verilmigtir.

Tablo 4.3’'de altin nanogubuklarin (R2, boy:en 4.33) degisen oranlarda PEG karisimi
ile fonksiyonellestirme isleminden dnce ve sonra DLS/zeta potansiyelleri 6lcim sonugclari
gosterilmistir. Altin nanogubuklar fonksiyonellestiriimeden énce zeta potansiyeli pozitif olarak
Olctimustar. PEG karisimi ile etkilesmeden sonra zeta-potansiyeli pozitiften negatif degerlere
kaymistir. Zeta-potansiyelinde meydana gelen azalma, hidrofilik u¢ grup olarak kuaterner
amonyuma sahip CTAB molekiillerinin uzaklastiriimis olmasi ve yerine PEG molekiillerinin
baglanmis olmasina atfedilmisti. PEG karisimi ile fonksiyonellestirmeden sonra altin
nanocubuklarin beklendigi gibi katyonik 6zelligi azalmistir (Liopo vd., 2012). Zeta-potansiyelde
meydana gelen azalma, CTAB molekillerinin uzaklastirilmis olmasi ve ylzeye PEG
molekdullerinin basarili bir sekilde baglanmis olmasina atfedilmistir. DLS olgimleri ile PEG’li
altin nanogubuklarin hidrodinamik boyutu 13 nm olarak oélgtimustir. Elde edilen bu deger

nanogubuklarin SEM gérintusunde olcllen en degeri ile uyum saglamaktadir.
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Sekil 4.6. Altin nanocgubuklarin (R2, boy: en 4.33) degdisen mPEG-SH:amin-PEG-SH
oranlarinda PEG karisimi ile fonksiyonellestirme isleminden 6nce ve sonra alinmig LSPR

spektrumlari.

Tablo 4.3. Altin nanogubuklarin (R2, boy:en 4.33) degisen mPEG-SH:amin-PEG-SH
oranlarinda PEG karisimi ile fonksiyonellestirme igleminden dnce ve sonra zeta potansiyel ve
hidrodinamik boyut degerleri (n=3)

Ornek Zeta Potansiyel Sayica Boyut
(mV) (Su) (nm) (PBS)

R2 (PEG’leme 6ncesi, CTAB kapli) 11.1+£0.2 261 +19

PR2 (1:1) (mPEG-SH:SH-PEG-NHz) -6.6+0.1 --

PR2 (4:1) (mPEG-SH:SH-PEG-NHz) -8.840.2 13+0.1

PR2 (9:1) (mPEG-SH: SH-PEG-NH) -13.8+0.3 --

Altin nanogubuklarin PEG karisimi ile fonksiyonellestirme iglemi 6ncesi ve sonrasi
alinan Raman olgimleri Sekil 4.7’de goérulmektedir. Sekil 4.7'de st spektrum PEG ile
fonksiyonellestirme iglemi 6ncesini gostermektedir. Sentezlenme asamasinda kullanilan
katyonik ylzey aktif malzeme CTAB, altin nanogubuklarin ylizeyine Au-Br etkilesimi ile
tutunmaktadir. Altin nanogubuklarin 785 nm lazer ile uyarilmasi ile elde edilen spektrumda,
CTAB’in karakteristik pikleri kuvvetli bir sekilde gérilmektedir (Au-Br etkilesiminden
kaynaklanan 174 cm™"deki pik). Bunun diginda, gérece dlsik yogunluklu, 759 cm™' ve 1444
cm™ noktalarindaki pikler sirasiyla p(CH;) ve CH,, CHs deformasyon bag titresimlerinden

kaynaklanmaktadir. 2800 cm™ ve 3000 cm™ arasindaki sinyal molekil yapisinda bulunan
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karbon zincirinden ve bu zincir {Gzerindeki vs(CH2) (2847 cm™) titresiminden
kaynaklanmaktadir. Bu pikler literatirde daha 6nce de benzer érnekler igin gdézlenmistir (Lee
vd., 2011).

Altin nanogubuklarin PEG karigimi ile yizey modifikasyonu igleminin ardindan alinan
Raman olgtimleri Sekil 4.7 alt spektrumda goriilmektedir. 713 cm™ gevresinde gézlemlenen
pikler C-C asimetrik bikllme titresimlerinden gelen sinyallerdir. 807 ve 857 cm™ arasinda
kalan bolge ise iskelet titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1350 cm ¢evresindeki pikler CH,
dalgalanma ve sallanma titresimlerinden gelen sinyallerdir. Sekil 4.8’de nanocgubuklarin
PEG’leme oOncesi Au-Br bagini isaret eden sinyali kuvvetli bir sekilde 174 cm™de
gorilmektedir. Yizeyin PEG ile modifikasyonundan sonra ise, bu sinyalin ¢ok zayiflayip yerini
Au-S bagindan kaynaklanan 270 cm™ civarindaki sinyale biraktigi gorilmistir (Liao ve
Hafner, 2005).

24C
X 16000
=
S ‘ '
g
> " {
h | \
L L \ '
| ~\\-\
\w-..
(4] -
1 14 D )
250 -4 Dalgasayisi (cm-1)
|
200 4 ‘
~ 150 4 ‘
=
c
)ED 100
o

}’{J” Hﬂ *).LM\}WJ“‘M) rJ\W&

Dalgasayisi (cm-1)

Sekil 4.7. Altin nanogubuklarin PEG karigimi ile ylizey modifikasyonu éncesi (Ust) ve sonrasi
(alt) Raman spektrumlari.
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Sekil 4.8. CTAB stabilize (siyah pik) ve PEG karisimi ile modifiye edilmis (kirmizi pik) altin
nanogubuklarin 0-400 cm™ dalga boyu araliginda Raman spektrumlari.

Sekil 4.9, altin nanogubuklarin PEG karisimi (4:1) ile fonksiyonellestiriimeden énce ve
sonraki 6rnek SEM goruntilerini icermektedir. Sekil 4.9A ve B saf altin nanogubuklarin
fonksiyonellestirimeden 6nce SEM goruntuleridir. Elde edilen goéruntilere gére altin
nanogubuklarin bolgesel olarak kimelestigi bazi bdlgelerde ise tek tek yerlestigi de
gOzlenmistir. Sekil 4.9C ve D ise altin nanogubuklarin fonksiyonellestirimeden sonraki SEM

gorintdlerini gdstermektedir.
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Sekil 4.9. (A-B) Altin nanogubuklarin fonksiyonellestirimeden énce ve (C-D) PEG karigimi ile

fonksiyonellestiriimesinden sonra farkli buyutmelerdeki mercek ici SEM gorintleri.

AFM goérintileri SEM’'den elde edilen sonuglari desteklemek igin alinmigtir. Altin
nanogubuklarin PEG (4:1) ile islevsellestiriimesinden dnce ve sonra tiklamali mod kullanilarak
AFM goéruntaleri alinmistir (Sekil 4.10). Altin nanogubuklar Gzerinde bulunan PEG tabakasi

AFM goérintilerinde agik ve yogun bir sekilde goériimektedir.
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Sekil 4.10. (A ve B) Altin nanogubuklarin ve (C ve D) PEG’lenmis altin nanogubuklarin disuk

ve yuksek ¢ozunurliklt topografik AFM goruntileri.

4.1.2 PEG’lenmis Nanogubuklara Antikor Baglanmasi ve Karakterizasyonu

Altin nanogubuklara monoklonal antikor baglanmasi LSPR spektrometresi, DLS/zeta
potansiyel, XPS ve AFM ile karakterize edilmistir. Ornek bir LSPR analizinde PEG ile modifiye
olmus nanocgubuklarin (PR2) Uzerine antikor baglandiktan sonra, ylzey plazmon

rezonansinda 660 nm’den 665 nm’ye 5 nm’lik bir kayma oldugu gézlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. PR2'nin monoklonal antikor ile konjugasyon islemi dncesi (mavi) ve sonrasi
(kirmizi) élgtlen LSPR spektrumlari.

Antikor ile konjugasyon islemi dncesi ve sonrasi zeta potansiyel ve dinamik isik sacilim
analizlerinin sonugclari sirasiyla Tablo 4.4 ve 4.5°de go6rllmektedir. Altin nanogubuklarin
(boy:en orani= 4.3) PEG’lenme 6ncesi (R2), sonrasi (PR2) ve antikor konjugasyonu sonrasi
(Ab-PR2) zeta potansiyelleri élglilmis ve Tablo 4.4’de sonuglar gosterilmistir. Zeta potansiyel
6lcimda, altin nanogubuklar tzerinde gergeklestirilen fonksiyonellestirme islemleri sonucunda
ylizey yukinde meydana gelen degisiklikleri géstermektedir. Uretilen altin nanogubuklarin
(R2) etrafinda stabilizasyonu saglayan katyonik bir molekil olan CTAB molekulu
bulunmaktadir ve bundan dolayi herhangi bir modifikasyon islemine maruz kalmamis altin
nanogubuklarin ylzey yuku pozitiftir. Altin nanogubuklarin PEG ile etkilesiminden sonra altin
nanogubuklarin zeta-potansiyeli 11 mV’dan -8.8 mV’a dismdastir. Zeta-potansiyelde meydana
gelen azalma, CTAB molekdillerinin uzaklastiriimis olmasi ve ylzeye PEG molekiillerinin
basarili bir sekilde baglanmig olmasina atfedilmigtir. Altin nanogubuklarin PEG ile
modifikasyonundan sonra antikor konjugasyonu yapilmistir. AntiKkDN monoklonal antikorunun
konjugasyonu sonucu PEG’lenmis nanogubuklarin zeta potansiyeli -1.6 mV olarak
Olgilmustur. Dolayisiyla antikor baglanmasi sonucu PEG’lenmis nanogubuklarin zeta
potansiyel degeri -8.8'dan -1.6 mV‘a ylkselmistir. Meydana gelen bu artis konjugasyon
isleminin gerceklesmis olmasina atfedilmistir. Antikor konjugasyon deneylerinde, antikorun
kullaniimadigi ancak nanogubuklarin ayni konjugasyon prosediriine maruz birakildigi kontrol

deneyleri sonucu nanogubuklarin zeta potansiyel degerlerinde degisiklik gdézlenmemistir.
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Fosfat tamponuna %10 oraninda serum eklendiginde PEG’lenmis nanogubuklar (PR2) harig
diger iki 6rnekte (R2 ve Ab-PR2) muhtemel protein (albumin) adsorpsiyonu nedeniyle zeta

potansiyel degerlerinde negatif ylike dogru artis olmustur.

Tablo 4.4. Altin nanogubuklarin (boy:en= 4.3), PEG’lenme ve antikor baglanmasi sonrasi zeta

potansiyeli (mV) degerleri (n=3)

Ornek Zeta Potansiyel Zeta Potansiyel (mV)
(mV) (PBS) (PBS+%10 serum)
PEG’leme 6ncesi altin nanogubuk (R2) 10.3 0.8 -11.5 +£0.15
PEG’leme sonrasi altin nanogubuk (PR2) -8.81£0.2 -4.810.15
Antikor Konjuge PR2 (Ab-PR2) -1.60£0.01 -8.5+0.26

PEG’li altin nanogubuklarin antikor konjugasyonu &éncesi ve sonrasi boyutlarindaki
degisim dinamik 11k sagilimi (DLS) ile 6lgiimUstir ve Tablo 4.5'de sonuglar gosterilmigtir. DLS
Olgimu zeta potansiyel oOlgimleri ile paralel yapilmistir. Literatirde DLS 6&lgimlerinin
nanogubuklarin boyutlarini dogru géstermeyecegi, sadece goérindr bir boyut gdsterecedi
bilinmektedir. Bu deneyler ile nanogubuklarin ytzeylerindeki modifikasyonlara gére goérinur
boyuttaki degisimleri belirleyerek modifikasyonlar hakkinda fikir sahibi olmak amaglanmigtir.
Antikor baglanmamis PEG’li altin nanogubuklarin hidrodinamik boyutu 13.2 nm olarak
Olclimustir. PEG kaph altin nanogubuklarin antikor ile etkilestiriimesi sonucu hidrodinamik
boyutu 48.7 nm olarak ol¢ulmustir. Fosfat tamponuna %10 oraninda serum eklendiginde zeta
potansiyel sonuglarini  destekler nitelikte PEG’lenmis nanocubuk disindaki diger

nanogubuklarda (CTAB kapli ve Ab-konjuge) boyut artisi gdézlenmistir.

Tablo 4.5. Altin nanogubuklarin (boy:en= 4.3), PEG’lenme ve antikor baglanmasi sonrasi

dinamik 1sik sacgilimi ile él¢llen hidrodinamik ¢aplari (n=3)

Ornek Sayica Ortalama Sayica Ortalama Boyut
Boyut (nm) (PBS) | (nm) (PBS+%10 serum)
PEG’leme o6ncesi altin nanogubuk 261.3 +18.8 103.3 £6.21
(R2) (CTAB kapli)
PEG’leme sonrasi altin nanogubuk 13.24+0.06 72.2+1.12
(PR2)
Antikor Konjuge PR2 (Ab-PR2) 48.7£1.70 122.3+2.1

Antikor ile konjugasyon isleminin ardindan gercgeklestirilen XPS analizlerinin sonuglari
Tablo 4.6’da gorilmektedir. Konjugasyon sonrasi XPS analizlerinde azot atomu icgin detayli

tarama gergeklestiriimistir (Sekil 4.12). PEG kaph nanogubuklarda gézlenmeyen azot atomu
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(Tablo 4.6), antikor konjugasyonu sonrasi belirgin bir sekilde gézlenmistir.

Tablo 4.6. Antikor baglanmasi sonrasi altin nanogubuklarin (PR2) XPS analizi sonuglari

PR2 Ab-PR2
Baglanma Enerjisi | Atomik % | Baglanma Enerjisi | Atomik %

C1s 285.91 74.97 286.35 38.50
Ag 3d 367.90 0.44 368.27 1.78
N1s - - 400.95 5.04
O1s 532.85 21.24 533.11 25.29
Au4f7 84.06 1.09 84.34 5.10
Si2p - - 100.09 25.49
Na1s 1071.33 1.38 1072.07 0.74
S2p 167.35 0.90 - -

5700 -

5500 1

5300 -

5100 -

Sayim /S

4900 1

4700 -

4500

410 408 406 404 402 400 398 396 394 302
Baglanma Enerjisi (eV)
Sekil 4.12. Altin nanogubuklarin (PR2) monoklonal antikor ile konjugasyonu sonrasi N1s XPS

spektrumlari.

Antikor konjuge edilmis nanogubuklar AFM ile goérintilenmistir. PEG’lenmis
nanogubuklar (PR2) ve antikor konjuge edilmis nanogubuklar (Ab-PR2) ile tiklamali modda
alinmis AFM mikrograflari Sekil 4.13'de verilmektedir. Antikor konjugasyonu sonrasi
PEG’lenmis nanogubuklarda goérilen yodun PEG tabakasi goérinmemektedir. Ayrica

nanogubuklarin gubuk sekli gérece kaybolmustur.
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Sekil 4.13. Altin nanogubuklarin, PEG’lenme sonrasi (PR2) ve antikor konjugasyonu sonrasi
(Ab-PR2) tiklamali modda alinmig AFM géruntdleri.

Antikor konjuge edilmis nanogubuklara spesifik olarak KDN baglanmasi PBS tampon
ortaminda (pH: 7.4) degisen konsantrasyonlarda (1, 5 ve 10 mM) KDN c¢ozeltileri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Antikor konjuge edilmis nanogubuklar ile KDN ¢ézeltisi 1 saat inklibasyona
birakilmiglardir. Nanogubuklara KDN baglanmasi LSPR spektrometresi ve zeta potansiyel
Olcimleri ile incelenmistir. LSPR analizlerinde (Sekil 4.14) KDN baglanmasi sonrasi
nanogubuklarin spektrumunun siddetinin dustigid ve pikin genislemis oldugu goérilmustir.
Antikor konjuge altin nanogubuklara kiyasla degisen konsantrasyonlarda KDN baglanmasi
sonrasl, 1, 5 ve 10 mM konsantrasyonlar igin, pik dalga boyu sirasiyla 3, 4 ve 4 nm’lik kayma
gOstermisgtir.
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Sekil 4.14. Antikor bagl altin nanogubuklarin, degisen konsantrasyonlarda KDN ¢ozeltisi ile

etkilestiriimesi sonrasi 6lgilen LSPR spektrumlari.

Antikor bagl nanogubuklar ile degisen konsantrasyonlarda KDN etkilesimi sonrasi zeta
potansiyelleri 6lgiimustir ve Tablo 4.7°de sonuglar gosterilmistir. Antikor bagh nanogubuklarin
KDN ile etkilesiminden sonra zeta potansiyel degderleri artan KDN konsantrasyonu ile sirasiyla
-1.6’dan -14.2, -15.9 ve -19.6 degerlerine dismustir. KDN 1 mM konsantrasyonda nanogubuk
yuzeyindeki antikora afinite baglanmasi sonucu nanogubuklarin ytzey yikinl belirgin dlgtide
negatife ¢cekmistir (-1.6’dan -14.2’ye). KDN konsantrasyonun artmasi ile ylzey yuku daha
negatif hale gelmistir (5 mM icin -15.9, 10 mM igin -19.6).

Tablo 4.7. Monoklonal antikor konjuge nanogubuklarin degisen konsantrasyonlarda KDN ile

etkilesimi sonrasi zeta potansiyel degerleri (n=3)

Ornek Zeta Potansiyel (mV)
Antikor-PR2 -1.610.01

Antikor-PR2+1 mM KDN | -14.2+0.46
Antikor-PR2+5 mM KDN | -15.9£1.45
Antikor-PR2+10 mM KDN | -19.6+0.20
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4.1.3 PEG’lenmis Nanogubuklara Raman Kromoforu Baglanmasi ve Karakterizasyonu

In vivo goruntilemede kullanmak amaciyla hazirlanan altin nanogubuklarin yuzeylerine
Raman kromoforu baglanmistir. Bu islem, PEG’leme iglemi 6éncesinde yapilmistir. Kromofor
baglandiktan sonra PEG’leme prosediru gergeklestiriimistir. Raman kromoforu takili altin
nanogubuklarin karakterizasyonu LSPR ve Raman spektroskopisi ile gergeklestiriimistir. Sekil
4.15, altin nanogubuklarin sirasiyla Raman kromoforu ve PEG ile fonksiyonellestiriime éncesi
ve sonrasi LSPR spektrumlarini géstermektedir. Altin nanogubuklarin modifiye edilmemis
halinin LSPR spektrumu 745 nm (mor pik) olarak élgiimustir. Altin nanogubuklar DTTC ile 24
saatlik inklibasyonu sonrasi LSPR Anax degeri 760 nm (yesil pik) olarak ol¢iimustir. LSPR
spektrumundaki 15 nm degisim Raman kromoforun altin nanogubuk yiizeyine baglandigini
isaret etmektedir. Raman kromoforu bagli altin nanogubuklarin zerine PEG baglanmasi
sonrasi LSPR dalga boyu 785 nm olarak élgtlmustir. PEG’lenme sonrasi olusan 25 nm’lik
plazmon band degisimi PEG molekdllerinin raman kromoforu bagl altin nanogubuk ylzeyine
basarili bir sekilde baglandigini géstermektedir. Ayrica spektrumda goérildigu Uzere sirasiyla
raman kromoforu ve PEG ile modifikasyon islemleri sonrasi boylamsal pikte genisleme
goérilmemesi fonksiyonellestiriimis altin nanogubuklarin ¢bézelti icerisinde agregasyona

ugramadiginin gostergesidir.

0,8 1
0,6 1
0,4 4 == R2- Raman kromoforu-PEG

0

R2- Raman kromoforu
- R2

Absorbans (a.u.)

450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.15. CTAB kaplh altin nanogubuklarin (R2) (mor), Raman kromoforu baglanmis altin

nanogubuklarin (yesil), kromofor ve PEG baglanmis altin nanogubuklarin (kirmizi) LSPR

spektrumlari.
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Sekil 4.16, altin nanogubuklarin énce raman kromoforu ve daha sonra PEG ile
fonksiyonellestirime sonrasi Raman spektrumlarini géstermektedir. Altin nanogubuklarin
fonksiyonellestirme islemi ©Oncesi yapilan raman oOlgimlerinde, altin nanogubuklarin
sentezlenme agsamasinda kullanilan katyonik yuzey aktif malzeme CTAB'in varli1 karakteristik
piklerin gorilmesi ile dogrulanmistir. CTAB altin nanogubuklarin ytizeyine Au-Br etkilesimi ile
tutunmaktadir. Altin nanogubuklarin 785 nm lazer ile uyariimi ile elde edilen spektrumda, Au-
Br etkilesimi 174 cm™de gorilmektedir. Bunun yanisira, 760 cm™ dalga boyundaki sinyal,
CTAB Uzerinde bulunan trimetilamonyum grubundan gelmektedir. 1076 cm™ ve 1148 cm™’
dalga boylarindaki pikler sirasiyla alkan zincirinin deformasyon bag titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. 1273 ve 1448 cm™ noktalarindaki pikler (CHz) kivriima ve sallanim
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu pikler literatiirde daha énce de benzer 6rnekler icin
g6zlenmistir.

Altin  nanocgubuklar daha sonra raman kromoforu olarak DTTC kullanilarak
fonksiyonellestirilmistir. DTTC molekilintn spesifik raman pikleri 502, 632, 778, 841, 1080,
1380 ve 1610 cm™ dalga boylarinda gelmektedir. DTTC altin nanogubuklara Au-S etkilesimi
ile tutunmaktadir. 380 cm™ noktasinda gelen raman piki Au-S etkilesimini gdstermekte olup
ortaya ¢ikan bu spektrum DTTC ‘nin altin nanogubuk yuzeyine baglandiginin en énemli
gostergeleri arasindadir. 502 ve 632 cm™ noktalarindaki gelen pikler sirasiyla C-C ve C-S
alifatik zincirlerine karsilik gelmektedir. Ayrica DTTC ait spesifik raman sinyallerinden biri de
1129 cm™ noktasinda olglilen C-C aromatik halka titresimidir. DTTC’nin diger karakteristik
pikleri 1080, 1380 ve 1610 cm™ noktalarinda Olglilmistir. Bu pikler sirasiyla, C-S aromatik
zinciri, CH3 alifatik zinciri ve C=N aromatik zinciri géstermektedir.

Altin nanogubuklarin DTTC ile modifikasyonundan sonra, altin nanogubuk-DTTC
kompleksinin Uzerine PEG baglanmistir. PEG baglandiktan sonra yapilan raman olgimleri
sonucunda 380, 1065, 1073, 1237 ve 1486 cm™' dalga boylarinda pikler elde edilmistir. 380
cm™deki Raman spektrumu PEG’in sahip oldugu tiyol ug¢ grubundan dolayi altin
nanogubuklarin yizeyinde olusturdugu Au-S bagini gostermektedir. 1065 ve 1073 cm™ ortaya
cikan sinyaller C-O ve p(CH2) baglarini ifade etmektedir. Ayrica, 1237 ve 1486 cm™
civarindaki pikler sirasiyla CH; baglarina atfedilebilir (Koenig ve Angood, 1970).
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Sekil 4.16. Altin nanogubuklarin (R2; siyah) DTTC (R2-kromofor; kirmizi) ve PEG (PR2-

kromofor; mavi) konjugasyonlari sonrasi Raman spektrumlari.

4.1.4 Nanogubuklarin In Vitro Degerlendirmeleri

4.1.4.1 Hucre Canliligi, Apoptoz ve Hiicre Dongiisii Analizleri

Nanocgubuklar ile gerceklestirilen in vitro ¢alismalarda 6rnekler igin kullanilan kodlar
Tablo 4.8'de agiklanmistir. Oncelikle meme ve prostat epitel hiicrelerine PEG’lenmemis ve
PEG’lenmis nanogubuk 6rneklerinin uygulanmasindan sonra hiicre canlliklari belirlenmistir.
Bu sonuglardan elde edilen ICso degerleri Uzerinden uygulanacak ‘glvenli doz’lar belirlenmistir.
Ayrica kanser hicrelerinde PEG’lenmis nanogubuklar uygulanarak guvenli dozda Annexin V,
apoptoz testi ve hiicre dongusu incelemesi yapilmistir. Ayrica yine kanser hiicrelerinde guvenli
dozda antikor konjuge edilmis nanogubuklar (Ab-PR2)'In toksisitesi antikor tagimayan

nanogubuklar (R2) ile kargilastirmali olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.8. In vitro ¢calismalarda kullanilan érnek kodlari

Ornek | Ornek Ornek Ornek Ornek | Ornek
Kodu Aciklamasi Kodu Aciklamasi Kodu Aciklamasi
R1 PEG’lenmemisg PR1 PEG’lenmis
nanogubuk; nanogubuk;
boy:en=2.66 boy:en=2.66
R2 PEG’lenmemis PR2 PEG’lenmis | Ab- Ab konjuge
nanogubuk; nanogubuk; PR2 PEG’lenmisg
boy:en=4.33 boy:en=4.33 nanogubuk;
boy:en=4.33
R3 PEG’lenmemis PR3 PEG’lenmis | Ab- Ab konjuge
nanogubuk; nanogubuk; PR3 PEG’lenmisg
boy:en=7.00 boy:en=7.00 nanogubuk;
boy:en=7.00

Oncelikle nanocubuklarin PEG’leme 6ncesi ve sonrasi arasindaki toksisite farkini
gérmek icin meme MCF 10A epitel hicrelerinde canliigina 24 saat inkiibasyon sonrasi
bakilmigtir. Sonuglar Sekil 4.17°de gosterilmektedir. Sonuglara gére PEG’leme 6ncesi R1 ve
R2 yiksek toksisiteye sahiptirler ve disuk dozlarda hicrelere élumcul etki gdstermektedirler.
PEG’lenmis nanogubuklarda ise, PR1 test edilen higbir dozda élumcul etki géstermemistir,
PR2 icin ise 300 — 350 uM arasinda ICso degeri saptanmistir. Standart sapmalar dikkate
alindiginda, R1 — PR1 ve R2 — PR2 gruplari arasindaki farklarin timu istatistiksel olarak

anlamli farklardir.

120 4

mR1
mR2
B PR1
BPR2

Hiicre Canliign (%)

50 100 300
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.17. MCF 10A meme epitel hicrelerinin farkli dozlarda nanogubuklar (R1, R2, PR1 ve

PR2) ile 24 saat inklibasyonu sonrasi hiicre canlihigi sonuglari (n=3).

PEG’lenmis nanogubuklarin, CTAB kapli nanogubuklara gére ¢ok daha dusuk

toksisiteye sahip oldugu meme epitel hicrelerde gosterildikten sonra nanogubuk boy:en
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oraninin toksisiteye etkisi prostat RWPE-1 epitel hiicreleri ile gdsterilmigtir ve ayni zamanda
bu hicre tiru igin 1Cso deg@erleri belirlenmistir. Prostat epitel hiicrelerin viabilitesini incelemek
icin, hdcrelerin plaka yuzeyine tutunup morfolojilerini geri kazanmalari igin 24 saat
beklendikten sonra Uzerlerine PEG ile kaplanmis olan nanogubuklar (PR1, PR2 ve PR3) farkli
konsantrasyonlarda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sureleri ile etkilestiriimistir. Sonuglar, Sekil
4.18'de 6zetlenmektedir. Sonuglara gére PEG’lenmis nanogubuklarin 1Cso degerleri 300 — 500
MM arasinda saptanmistir. 48 saat verileri dikkate alindiginda, test edilen Ug farkh boy:en
oranindan en az toksik olarak PR2 bulunmustur. En kli¢lik boy:en oranina sahip olan PR1 test
edilen ornekler arasinda standart sapmalar dikkate alindiginda istatistiksel olarak anlamli

sekilde en fazla toksik etkiye sahip nanogubuk 6rnegidir. Bu nedenle ¢alismanin geri kalan
kisminda PR2 ve PR3 kullaniimistir. Bu iki nanogubuk icin guvenli doz olarak 100 uM

konsantrasyon uygun bulunmustur.

100 1
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

10 1
0 A

B PR1 (24 saat)
B PR2 (24 saat)
8 PR3 (24 saat)

Hiicre Canlihgi (%)

0 10 50 100 200 300 500
Konsantrasyon (uM)

mPR1 (48 saat)
mPR2 (48 saat)
B PR3 (48 saat)

Hiicre Canlihgi (%)

0 10 50 100 200 300 500
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.18. RWPE-1 hicrelerin farkli dozlarda PR1, PR2 ve PR3 nanocgubuklar ile 24 ve 48
saat inkiibe edildikten sonra canlilik sonuglari (n=3).
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Sonraki asamada, kanser hicreleri givenli dozda (100 uM) PR2 ve PR3 ile 24 saat
boyunca inkube edildikten sonra canlilik degerlendirmesi yapilmistir. Ayrica antikor konjuge
edilmis PR2 ve PR3 o6rnekleri 100 uM dozda benzer sekilde hicreler ile inklibe edilmis ve
hicre canlilik degerleri belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4.9 ve Sekil 4.19’da verilmektedir.
Gorulecegi Uzere uygulanan guvenli dozda PR2 ve PR3, kanser hcreleri canlihigina
istatistiksel olarak anlamli bir etki gdstermemistir. Ayrica antikor konjugasyonu, uygulanan

dozda nanogubuklarin toksisitesinde istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sebep olmamistir.

Tablo 4.9. Meme ve prostat kanseri hiicre hatlarinda PR2 ve PR3 (100 uM) uygulandiktan 24

saat sonra % canlilik deg@erleri (n=3)

Hiicre Tiru ve

Uygulama Ortalama Canlilik (%)
MCF7 100

MCF7+PR2 86

MCF7+PR3 85

MCF7+Ab-PR2 88

MCF-7+Ab-PR3 87

DU 145 100
DU 145+PR2 90
DU 145+PR3 88

DU 145+Ab-PR2 85
DU 145+Ab-PR3 86
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Sekil 4.19. Meme ve prostat kanseri hiicre hatlarinda 100 uM konsantrasyonda PR2, PR3, Ab-
PR2 ve Ab-PR3 uygulandiktan 24 saat sonra canlilik degerleri. Veriler ¢ift tarafl t-test ile analiz

edilmistir. Sonugclar, ortalama * standart sapma olarak belirtilmistir (n = 3; * p <0.05).

Bir sonraki adimda Annexin-V yontemi ile PR2 ve PR3 (100 uM) ile 24 saat inklibe

edilmis hicrelerin apoptoz analizleri gergeklestiriimistir. Sonuclar asagida verilmektedir (Sekil
4.20).
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Sekil 4.20. Annexin V ile apoptoz sonuglari (n=2).
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Dort hicre tarinde (RWPE-1, DU 145, MCF 10A ve MCF7) PR2 ve PR3 ile guvenli
100 uM dozda gergeklestirilen Annexin V testi sonuglarina gore, total apoptotik ve canli hiicre
populasyonlari karsilastiriidiginda, apoptotik hicreler canlilardan ¢ok daha dusik yluzdeye
sahiplerdir. Total apoptoz degerlerini karsilastirdigimizda, PR2 ve PR3 nanomalzemeler,
meme kanseri MCF7 hicrelerinde, normal meme hticrelerine gére daha ¢ok apoptotik etkiye
sahiplerdir. Benzer bir farklilik prostat kanseri ve normal prostat hiicrelerinde gézlenmemistir.
PR2 ve PR3 ile muamele edilmis her dort hiicre populasyonunda, total apoptoz dederlerinin

incelenmesi bu iki nanomalzemenin yaklasik ayni apoptotik etkiye sahip oldugunu gostermistir.

In vitro deneylerde bir sonraki asamada PR2 ve PR3 ile 24 saat inklbe edilmis
hicrelerde hiicre donglleri incelenmistir. Hiicrelerin plaka ylzeyine tutunup morfolojilerini geri
kazanmalari i¢in 24 saat beklendikten sonra Uzerlerine 100 uM olacak sekilde PR2 ve PR3
¢cozeltilerinden eklenerek (kontrol gruplari icin sadece besiyeri kullaniimistir) 24 saatlik
inkiibasyon siresinde kontrol grubu ile birlikte inkiibasyona birakilmiglardir. Bulunan degerler
ve sonuglar asagida veriimektedir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Hicre dongusu deneyleri sonuglari. Veriler ¢ift tarafli t-test ile analiz edilmistir.
Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak belirtilmigtir (n = 3; * p <0.05).

Hicre dongusu deneylerinin sonuglarina goére, prostat normal epitel RWPE-1
hicrelerinde, PR2 ve PR3 nanomalzemelerin uygulamasi bu hicrelerin yasam déngulerinde
kontrole goére anlamli bir farklilik gdstermemistir. Prostat kanser DU-145 hicrelerinde ise, PR3
ve PR2 uygulamasinin hicrelerin DNA replikasyon (S) fazinda istatistiksel anlamli etkisi

g6zlenmistir. Ancak bu etki, %5den daha azdir. Bu nanomalzemelerin ayni dozda meme

49



v

TiBiTAK

normal epitel MCF 10A hicrelere ve meme kanseri MCF7 hucrelere uygulanmasi sonrasi

kontrol hucreler ile kargilagtirdiginda anlamli bir degigiklik gozlenmemisgtir.

4.1.4.2 Hiicre Alimi

Oncelikle antikor igermeyen PEG’lenmis iki farkli boy:en oranindaki nanogubuklarin
(PR2 ve PR3) DU145 ve MCF7 prostat ve meme kanser hiicreleri tarafindan zamana karsi

alimi ICP-MS analizleri ile incelenmigtir. inceleme sonuglari Sekil 4.22'de verilmektedir.
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Sekil 4.22. DU145 prostat ve MCF7 meme kanser hlcreleri tarafindan farkli boy:en oranina
sahip PEG’lenmis nanocgubuklarin zamana bagl alimlari. Veriler ¢ift tarafli t-test ile analiz

edilmistir. Sonuglar, ortalama * standart sapma olarak belirtilmistir (n = 3; * p <0.05).

Duslk boy:en oranina sahip altin nanogubuklarin (PR2), DU145 hicreleri tarafindan
alimi, 6 saat ve 24 saat igin, kontrole kiyasla %7.9’ dan %31.6’ya yUkselmigstir. Benzer sekilde
yuksek boy:en oranina sahip altin nanogubuklarin (PR3) hucreler tarafindan alimi da, kontrole
kiyasla %15.4’den % 66.5'e yukselmigti. MCF7 hucrelerinde de benzer bir alim profili
g06zlenmistir. PR2’lerin MCF7 hicreleri tarafindan alimi, 6 saat ve 24 saat igin, kontrole kiyasla
%10.8'den %47.4’e yukselmistir. Benzer sekilde yuksek boy:en oranina sahip PR3 altin
nanogubuklarin MCF7 hdacreleri tarafindan alimi da kontrole kiyasla %21.2’den %71.4’e
yukselmistir. Tim sonuglar istatiksel olarak anlamli sekilde zamanla nanomalzemelerinin

alimlarinin arttigini isaret etmektedir.
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Bir sonraki adimda monoklonal antikor (Ab) konjuge edilmis PR2 ile hiicre alimi deneyi
iki fakli inkiibasyon siresi ile gergeklestiriimistir. Ab-PR2 ile hiicre alimi deneylerinde prostat
normal ve kanser (RWPE-1 ve DU 145) hicreleri ile nanogubuklar 1 saat ve 6 saat boyunca
inkibe edilmis ve belirlenen sire sonunda hiicre érnekleri ICP-MS ile analiz edilmigtir. Bu
deneylerde nanogubuklar disiik konsantrasyonda (20 yM) kullanilarak Ab konjugasyonundan
kaynaklanan hiicre alim profilindeki farklilarin gézlenmesi amaglanmistir. Sonuglar Sekil 4.23
A’da verilmektedir. Beklenenin tersine, DU 145 prostat kanser hicreleri tarafindan PEG kapli
nanogubuklarin, Ab konjuge nanogubuklara gore istatistiksel olarak anlamh sekilde ¢ok daha
fazla alindigi belirlenmistir. Bunun Gzerine PEG karisiminda mPEG:amin-PEG orani 4:1’den
9:1’e ve Ab konjugasyon derecesi yariya (%0.1’'den %0.05’e) diugurulerek deney 6 saat
inkiibasyon suresi icin tekrar edilmistir. Hiicre alimi profilinde antikor hedeflemesini 6n plana
cikaran istatistiksel olarak anlamh bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 4.23B). Antikor
miktarinin oldukga kisitl olmasi nedeni ile antikor ve nanogubuk konjugasyon deneyleri daha

fazla tekrar edilememis olup hiicre tirtinin alima etkisi incelenmistir.
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Sekil 4.23. A) DU 145 prostat kanser hicreleri tarafindan mAb konjuge edilmis (Ab-PR2) ve
edilmemis (PR2) nanogubuklarin 1 ve 6 saatte alimi. Bu érneklerde mPEG:aminPEG orani 4:1
ve amin-PEG’lerin teorik olarak %0.1’ine antikor baglanacak gsekilde konjugasyon
gerceklestirilmistir. B) DU 145 prostat kanser hiicreleri tarafindan monoklonal antikor konjuge

edilmis (Ab-PR2) ve edilmemis (PR2) nanogubuklarin 6 saatte alimi. Bu o&rneklerde
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mPEG:amin-PEG orani 9:1 ve amin-PEG’lerin teorik olarak %0.05’ine antikor baglanacak
sekilde konjugasyon gergeklestirilmistir. Veriler gift tarafli t-test ile analiz edilmistir. Sonuglar,

ortalama * standart sapma olarak belirtilmistir (n = 3; * p <0.05).

Onceki rapor dénemlerinde Ab-PR2'nin antikor aracili hedefleme yeteneginin
belirlenmesi icin, saglikli epitel ve kanser hicreleri (RWPE-1 ve DU 145; MCF10A ve MCF7)
ile Ab-PR2 nanogubuklar 6 saat boyunca inkibe edilmis ve bu stre sonunda hiicre érnekleri
ICP-MS ile analiz edilmistir (Sekil 4.24). Sekilden gorlilecegi Gzere kanser ve saglikh hicreler
arasinda Ab konjuge edilmis ve edilmemis nanogubuklar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark gézlenmemistir. Ab konjugasyonu fizikokimyasal teknikler ile konfirme edilmis, ayni
zamanda Ab konjuge nanocgubuklara KDN antijeninin spesifik sekilde baglanmasi LSPR ile
dogrulanmis olmasina ragmen antikor konjuge nanocgubuklarin kanser hiicrelerine gére normal
hlcreler tarafindan daha fazla alinmasinin nedenleri agiklanamamistir. Bu nedenle, final rapor
doéneminde, saglikl ve kanser hiicre hatlarinda Ab-PR2’nin alim deneyleri tekrarlanmis ancak
bu sefer nanogubuklarin hiicreler tarafindan alim profilleri akis sitometresi ile belirlenmistir. Bu
amagcla nanogubuklara Alexa Fluor ile etiketlenmis anti-KDN monoklonal antikoru konjuge
edilmistir. Meme ve prostat, normal ve kanser hicreleri fluoresans etiketlenmis Ab-PR2’ler ile
inkiibe edilmisler (meme hticre hatlari igin 100 uM dozda 6 saat sure ile, prostat hiicre hatlari
icin 100 uM dozda 15 saat slre ile) ve inkiibasyon suresi sonunda akis sitometresi ile
incelenmiglerdir. Akis sitometresinden elde edilen 6rnek veriler Sekil 4.25'de sunulmustur.
Sekilden gorulecegi Uzere, Ab-konjuge edilmis nanocgubuklar prostat kanser hucreleri
tarafindan, normal prostat hiicre hattina goére, yaklasik 1.5 kat, meme kanser hucreleri

tarafindan, normal meme hicre hattina gére, yaklasik 2.6 kat daha fazla alinmistir.
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Sekil 4.24. Kanser ve epitel hucreler tarafindan antikor konjuge edilmis ve edilmemis
nanogubuklarin alimi. Deneylerde PR2 ve Ab-PR2 (20 uM) kullaniimistir. inkiibasyon siiresi=
6 saat. Veriler cift tarafl t-test ile analiz edilmistir. Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak
belirtilmigtir (n = 3; * p <0.05).
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Sekil 4.25. Kanser ve epitel hiicrelerin Alexa Fluor isaretli antikor konjuge edilmis nanogubuklar

(Ab-PR2) ile inklibasyonu sonrasi alinmis akis sitometre élglimlerinin drnek sonugclari (n=3).
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4.1.4.3 Fototermal Etki

Fototermal etkinin arastiriimasi amaciyla yapilan ilk deneylerde DU145 prostat kanser
hdcrelerine 100 uM konsantrasyonda PR2 veya PR3 ilave edilip 24 saat slresince kontrol
grubu ile birlikte inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siireleri dolduktan sonra hiicreler PBS
ile yikanmigtir. Ardindan kuyucuklara besiyeri ilave edilip kuyucuklara 780 nm dalga boyunda
lazer (100 mW) 30 dakika sure ile uygulanmistir. Lazer uygulamasi yapildiktan sonra
hucrelerin canlihidr MTT yéntemi kullanarak belirlenmigtir. % hlicre canhhk degerleri, muamele
edilmemis hucrelerin viabilitesini 100% kabul ederek hesaplanmistir. Fototermal uygulama
deneylerinden elde edilen hiicre canlilik degerleri Sekil 4.26’da goérulmektedir. Elde edilen
sonugclarda altin nanogubuk eklenmis hiicrelerin, nanogubuk eklenmemis hiicrelere gore, lazer
uygulamasi sonrasi canlilik oranlarinda belirgin azalma gozlenmistir (PR2 icin yaklasik %25,
PR3 icin yaklasik %15’lik azalma).
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Kontrol-Lazer Kontrol+Lazer PR2+Lazer PR3+Lazer

Sekil 4.26. DU 145 prostat kanser hiicrelerinin farkli boy:en oranlarinda nanogubuklar ile
inkibasyonu sonrasi 30 dk 780 nm lazer (100 mW) uygulanan kuyucuklardan elde edilen

hicre canlilik oranlari (n=2).

Bu durum dikkate alinarak ytiksek boy:en oranina (7) sahip PR3 nanogubuklari igin
fototermal donlisiim degerinin daha yuksek olabilecegdi yuksek dalga boyunda (940 nm) lazer
kullanilarak fototermal etki degeri DU145 ve MCF7 kanser hlicreleri ile tekrar edilmistir. Benzer
sekilde PR2 ve PR3 dozu glivenli doz olan 100 uM konsantrasyonda sabit tutulmustur. Lazer
dalga boyu, PR2 icin 780 nm ve PR3 igin 940 nm olarak kullaniimistir. Isima siresi 6nceki
deneydeki gibi 30 dakika olarak sabit tutulmustur. Sonuglar Sekil 4.27°de sunulmustur. Hem
MCF7 hem de DU145 hicrelerinde uygulanan sartlarda hicre canliiinda PR2 + Lazer (780
nm) etkisi ile, sadece kontrol + PR2 grubuna goére, anlamli bir dusis (yaklasik %30)

gbzlenmektedir. Bununla birlikte PR3 + Lazer (940 nm) uygulamasinda ise MCF-7
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hicrelerinde anlamh kuguk bir disus (yaklasik %10) goézlenirken DU-145 hicrelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir dusis goézlenmemistir. Ayrica DU145 hlcreleri 940 nm

boyundaki lazere istatistiksel olarak belirgin sekilde duyarlilik gostermislerdir.
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Sekil 4.27. PR2 ve PR3 ile inkibe edilmis MCF7 meme ve DU 145 prostat kanser hicrelerinin
lazer uygulamasi sonrasi hicre canliligi. PR2 icin lazer 1= 780 nm (100 mW); PR3 igin lazer
2=940 nm (100 mW) kullaniimigtir. Isima suresi 30 dakika. Veriler gift tarafl t-test ile analiz

edilmistir. Sonugclar, ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir (n = 3; * p <0.05).

Bu deneylerden sonra iki farkli boy:en oranindaki nanogubuklarin, lazer glcu, 1sima
suresi ve konsantrasyona goére igindeki bulunduklari sulu ortamin sicakhgini arttirma
kapasitelerinin belirlenmesinin sonuglari agiklamaya yardimci olacagina karar verildi. PR2 ve
PR3'’in degisen konsantrasyonlarda PBS igindeki ¢dzeltileri, 20 dakika boyunca iki farkh guigte
(780nm lazer (100 mW) ve 808 nm lazer (200 mW ve 500 mW)) diyot lazer isimasina maruz
birakilarak ¢ozeltilerdeki sicaklik artigi takip edildi. Sonugclar, Sekil 4.28 ve 29'da verilmektedir.
Cozeltilerin hepsinde nanogubuk icermeyen bos ¢ozeltiye gore belirgin sekilde farkl sicaklik
artisi oldugu gozlenmistir. Sicaklik artigi bitlin érnekler i¢in 10 ila 20 dk icinde sabit degerlere
ulasmaktadir. PR2 120 uM konsantrasyonda dahi ortamin sicakligini, lazer glicine bagli
olarak 40°C (100 mW) ve yaklasik 55°C (200 mW) ve 60 °C (500 mW)’ye ylkseltmistir. PR3’ln
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ayni sartlar altinda sebep oldugu sicaklik artiglari gérece disik kalmistir. Bu sonuglar 1s1ginda
fototermal etki deneylerinde PR2’nin, ylksek gticte (200 veya 500 mW, 808 nm) lazerin ve 10

ila 20 dk 1g1ma suresinin kullaniimasinin uygun olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4.28. Lazere (780 nm, 100 mW) maruz birakilan (A) PR2 ve (B) PR3 cozeltilerinin
zamana bagl sicaklk degisimleri (n=3).
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Sekil 4.29. Lazere (808 nm, 200 mW) maruz birakilan (A) PR2 ve (B) PR3 c¢ozeltilerinin
zamana bagli sicaklik degisimleri. (C) Lazere (808 nm, 500mW) maruz birakilan PR2
¢Ozeltisinin zamana baglh sicaklik degisimi (n=3).

Daha sonra, hicrelere giren nanogubuk miktarini dolayisiyla elde edilecek fototermal
etkiyi arttiracak, ancak hicre canhliginin %80 ve Uzerinde olacagi ylksek bir konsantrasyonda
(300 uM konsantrasyonda) PR2, MCF7 meme kanseri hiicreleri ile 24 saat siresince inklbe

edilmistir. inkiibasyon sireleri dolduktan sonra hiicreler iki kez PBS ile yikanmistir. Ardindan
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kuyucuklara besiyeri ilave edilip 808 nm dalga boyunda goérece yiksek gugte lazer (200 mW)
15 dakika sure ile uygulanmistir. Lazer uygulamasi yapildiktan sonra hicrelerin canliigt MTT
yontemi ile belirlenmigtir. Canhilik sonuglari, lazer ile muamele edilmemis hiicrelerin (Kontrol-
Lazer) viabilitesi 100% kabul edilerek hesaplanmistir. Sonuglar Sekil 4.30'da verilmektedir.
Elde edilen sonuglarda MCF7 hicrelerinde uygulanan sartlarda PR2 + lazer etkisi ile hlcre
canhhgi yaklasik %75+10’a dugmustur. Kontrol gruplarinda, PR2 eklenmemis huicrelerde lazer
uygulanan (+Lazer) ve uygulanmayan (-Lazer) arasinda belirgin bir canhlik farki
g6zlemlenmemistir (yaklasik %100). Bunun yani sira PR2 eklenmis ve lazer uygulanmamis
hucrelerin canliligi ise yaklasik %92+6’dir. Hucre canliligi arasindaki farklar istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir.
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Sekil 4.30. 300 uM PR2 ile inkiibe edilmis MCF7 meme kanser hicrelerinin 15 dk lazer (808
nm, 200 mW) uygulamasi sonrasi hicre canlilik yuzdeleri. Veriler ¢ift tarafli t-test ile analiz

edilmistir. Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir (n = 3; * p <0.05).

4.1.5 Nanogubuklarin In Vivo Degerlendirmeleri

4.1.5.1 Saghkh Farelerde Biyodagilim ve Doz Denemeleri

Oncelikle PR2 ve PR3’Un biyodagilimlari, sadlikl farelerde 1.2 mM konsantrasyonda
(yaklasik doz 1.5 ug altin/g fare) 6, 12 ve 24 saat sure ile incelenmistir. Kontrol grubuna 200
pl steril PBS ve deney grubuna 200 pl steril PBS igerisinde ¢6zlinmis PEGlenmis altin
nanogubuklar (PR2 ve PR3) kuyruktan enjekte edilmistir. Enjeksiyon isleminden 6, 12 ve 24
saat sonra kontrol ve deney hayvanlarindan organlar ve kan érnekleri toplanarak tartiimis,

kurutulmus ve ICP-MS ile analiz edilmistir. Olgim sonuglar Sekil 4.31 ve 4.32'de

59



v

TiBiTAK

sunulmaktadir. Her iki nanogubuk uygulamasinda da farelerde 24 saat boyunca higbir olumsuz
degisiklik gézlenmemigtir. 24 saat sonucu toplanan ¢odu organda metabolik aktivite sonucu
Olgulebilir altin degerleri elde edilememistir. Sonuglar incelendiginde PR2 ilk 6 saatte en fazla
kanda gorulmustur. 12 saatin sonunda ise kandaki oranin azaldigi gozlenmistir. Karacigerde
birikimin arttig1 gézlenmistir. 24 saat sonunda organlarda ICP-MS ile oélgulebilir altin miktari
g6zlenmemistir. PR3'ten elde edilen sonuglara goére ilk 6 saatte en fazla karaciger ve kanda
yogunluk gérulmistir. 12 saatin sonunda ise karaciger ve kandaki altin orani azalip bdbrekte

artis gostermistir. 24 saat sonunda kan ve akcigerde az miktarda altin gézlenmistir.

PR2
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0,16 4
)
o 0,12
o = Kontrol
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=]
0,08 m 12 Saat
3

0,04 A '

Kan Akciger Karaciger Dalak Bobrek Beyin
Sekil 4.31. PR2’nin (1.2 mM) saglikh disi farede farkli zamanlarda biyodagihmi (ug altin/g

organ) (n=2).
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Sekil 4.32. PR3’nin (1.2 Mm) saglikh disi farelerde farkli zamanlarda biyodagilimi (ug altin/g
organ) (n=2).
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Sonraki asamada nanocgubuklarin dozu yaklasik 2.3 kat arttiriimistir (2.8 Mm, yaklasik
doz 3.5 pg altin/g fare) PR2 ve PR3 farelere enjekte edilmis ve 6 ve 24. saatlerde
biyodistriblisyon belirlenmistir. Denenen bu ylksek dozda da farelerde 24 saat boyunca higbir
olumsuz gelisme goézlenmemistir. Sekil 4.33 ve Sekil 4.34’de sonuglar sunulmaktadir. Sonuglar
incelendiginde onceki deneye yakin sonuglar bulunmustur. PR2’nin ilk 6 saatte kanda ve
karacigerde oldugu 24 saatte ise kandaki orani azalip karacigerde birikimin arttigi gdézlenmisgtir.
PR3’ten elde edilen sonuglarda ise ilk 6 saatte en fazla karaciger ve ¢ok daha az kanda
yogunluk gorilmis, 24 saatin sonunda ise kandaki altin orani azalip karacigerde artis
goOstermistir. PR3 cok belirgin olmakla beraber her iki nanogubugun da beyin dokusunda

oldugu goérulmistar.
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Sekil 4.33. PR2’nin (2.8 Mm) saglikh disi farede farkh zamanlarda biyodagilimi (ug altin/g
organ) (n=2).
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Sekil 4.34. PR3’nin (2.8 Mm) saglikh disi farede farkli zamanlarda biyodagihmi (ug altin/g
organ) (n=2).

4.1.5.2 Tumorlu Farelerde Biyodagilim

Oncelikle erkek nude farelerde DU-145 hiicrelerinin enjeksiyonu ile prostat timori
olusturuldu. ilk olarak fluoresans ile isaretlenmis serbest monoklonal antikor (4.26 mg/200
pI)’'un biyodistriblsyonu IVIS mikroskobu ile 24 saat boyunca belirli araliklar ile canli hayvanda
incelendi. 24 saat sonunda fareler éldurilerek akciger, karaciger, beyin, dalak, bébrek ve kan
dokulari toplandi. Enjeksiyon sonrasi 0. saat (yaklasik ilk 15 dk iginde), 3., 6. ve 24. saat
sonrasi alinmis IVIS mikroskop sonuglari Sekil 4.35'de gosteriimektedir. Ayni zamanda
sadece PBS enjekte edilmis farenin VIS mikroskop goérintuleri de kontrol grubu olarak Sekil
4.36’da gorulmektedir. Goruntllerden, enjeksiyondan 6 saat sonra enjekte edilen antikorun
timorde toplanmaya basladigi ve 24 saat icinde ¢ok yuksek yogunlukta timaorde toplandidi

gorilmustar.

62



v

TiBiTAK

Sekil 4.35. Prostat timorlU farelerin, serbest antikor (Ab) i.v. enjeksiyonu 3, 6, ve 24 saat
sonras! VIS mikroskop ile alinmis floresans gorintileri. Antikor, Alexa Flor-647 ile

isaretlenmistir.
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Sekil 4.36. Prostat timorll farelerin, sadece PBS i.v. enjeksiyonu 3, 6, ve 24 saat sonrasi VIS

mikroskop ile alinmis floresans géruntileri.

Serbest antikor enjeksiyonuna paralel, fluoresan ile isaretlenmis Ab-PR2 ve isaretsiz
PR2, ylksek dozda (3.5 mM, 132 ug Au/200ul PBS) prostat timorll farelere i.v. yolu ile
kuyruktan enjekte edilmistir (n=2). Ab-PR2’nin biyodistriblisyonu IVIS mikroskobu ile 24 saat
boyunca belirli araliklar ile canli hayvanda incelendi. 24 saat sonunda fareler dldirilerek
akciger, karaciger, beyin, dalak, bébrek ve kan dokulari toplandi. Enjeksiyon sonrasi 0. saat,
3., 6. ve 24. saat sonrasi alinmisg IVIS mikroskop sonuglar Sekil 4.37°de gdsterilmektedir.
Sonuglardan goérulecegi lUzere Ab-PR2 de hem timér hem de karaciger dokusunda
enjeksiyondan hemen sonra birikmeye baslamistir. 24 saat sonunda karacigerde daha yogun

olmakla beraber timdérde de tamamen homojen olmamakla beraber birikimi oldugu aciktir.
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Sekil 4.37. Prostat timorli farelerin, PR2 ve Ab-PR2 i.v. enjeksiyonu 3., 6. ve 24. saat sonrasi
IVIS mikroskop ile alinmis floresans gorintileri. PR2 ve Ab-PR2, Alexa Flor-647 ile

isaretlenmistir.

Prostat timoéri modelinden toplanan dokular ayrica ICP-MS ile de incelenmistir. Bu
incelemeler igin, PR2 ve Ab-PR2 (3.8 mM, 150 ug Au/200ul PBS) kuyruktan enjekte edilmistir.
Enjeksiyonun igleminden 24 saat sonra kontrol (n=2) ve deney (n=2) hayvanlarindan organlar
toplanarak tartilmig, kurutulmus ve ICP-MS ile analiz edilmistir. Olgiim sonuglari Sekil 4.38'de
sunulmaktadir. Her iki nanogubuk uygulamasinda da farelerde 24 saat boyunca higbir olumsuz
degisiklik gdzlenmemistir. Sonuglar incelendiginde PR2 ve Ab-PR2’nin 24 saatte bliytk oranda
karacigerde oldugu gozlenmistir. Ayrica antikor bagl altin nanogubuklarin (Ab-PR2), PR2’ye
gore, timdrde birikimlerinin hafifce daha fazla oldugu gézlemlenmistir. Akciger ve bdbrekde
her iki nanogubuk da birbirlerine yakin biyodagihm gdstermiglerdir. Prostat tGmort
modellerinde histolojik inceleme, doku érneklerinin fiksasyonunda yasanan deneysel bir sorun

nedeni ile gergeklestirilememistir.
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Sekil 4.38. PR2 ve Ab-PR2nin (3.8 Mm) prostat timorli fare modellerinde, ICP-MS ile
belirlenmis 24 saat sonundaki biyodagihmi (ug altin/g organ) (n=2).

Final rapor déneminde, antikor (Ab), PR2 ve Ab-PR2’in biyodagilimlari, hem
[iminesans hem de floresans 0zellige sahip MDA-MB-231-Luc2-GFP meme kanseri
hlcrelerinin enjeksiyonu ile meme timorid olusturulmus disi farelerde de incelenmistir. Bu
amagla Alexa Flor isaretli antikor veya nanogubuklar (PR2 ve Ab-PR2) kuyruktan i.v. enjekte
edilmis (n=3) ve 24 saat sure ile IVIS mikroskobu ile incelenmistir. Kontrol grubuna (Kontrol-
Lazer n=2, Kontrol+Lazer n=2) 200 ul steril PBS enjeksiyonu yapilmistir. Nanogubuklar, 3,8
mM konsantrasyonda (yaklasik doz 150 ug/200 ul PBS; 5 ug altin/g fare) olacak sekilde
enjekte edilmistir. Antikorun zamanla biyodagilimini gésteren VIS mikroskop floresans
gorintileri Sekil 4.39'da, PR2 ve Ab-PR2 gruplarinin enjeksiyondan 24 saat sonra IVIS
mikroskobu ile alinmig biyolimiinesans ve floresans goéruntileri ise Sekil 4.40’da sunulmustur.
Tumdrde toplanan antikor miktari, karaciger, bobrekler ve diger organlara goére belirgin bir
sekilde dusuktir. Buna uygun olarak, Ab-PR2 ve PR2 gruplarinda da benzer sonuglar elde

edilmistir.
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PBS Kontrol

Ab Enjeksiyonu Sonrasi

0 Saat 8 Saat 24 Saat

Sekil 4.39. Meme timorllu farelerin, serbest antikorun (Ab) i.v. enjeksiyonu 0, 8 ve 24 saat
sonras! IVIS mikroskobu ile alinmis floresans goruntileri. Antikor, Alexa Flor-647 ile

isaretlenmistir.

PBS Kontrol- PBS Kontrol+ PR2 Ab-PR2 e
Lazer Lazer

Sekil 4.40. Meme timorll farelerin, PBS kontroller (-Lazer, n=2; +Lazer, n=2), ve nanogubuk
ornekleri PR2 (n=3) ve Ab-PR2 (n=3) i.v. enjeksiyonu 24 saat sonrasi IVIS mikroskop ile
alinmis biyoliminenans ve floresans gorintileri. PR2 ve Ab-PR2 Alexa Flor-647 ile

isaretlenmistir.
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Meme tumor modellerinin ICP-MS analizleri igin enjeksiyon isleminden 24 saat sonra
kontrol ve deney hayvanlarindan organlar toplanarak tartiimig, kurutulmus ve ICP-MS ile analiz
edilmistir. Olglim sonuglari Sekil 4.41°de sunulmaktadir. Sonuglar incelendiginde PR2 ve Ab-
PR2'nin 24 saatte buyuk oranda karacigerde toplandigi gorulmektedir. Ayrica PR2 ‘nin
akcigerdeki birikim orani Ab-PR2 gére daha fazladir. PR2 ve Ab-PR2'nin tumdr birikim
degerlerinde bir farklilik yoktur. ICP-MS sonuglari da IVIS mikroskop géruntilerini destekler

niteliktedir.
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Akciger Tumor Karaciger

Sekil 4.41. Meme tumorla farelerin, PBS kontroller (-Lazer, n=2; +Lazer, n=2), ve nanogubuk
ornekleri PR2 (n=3) ve Ab-PR2 (n=3) i.v. enjeksiyonu 24 saat sonrasi ICP-MS ile belirlenmis
biyodagdihm sonuglari. Veriler gift tarafli t-test ile analiz edilmistir. Sonuglar, ortalama * standart
sapma olarak belirtilmistir (n= 3; * p <0.05).

4.1.5.3 Tumorliu Farelerde Fototermal Terapi

Prostat tumorlu farelerde, ilgili formilasyonlarin enjeksiyonlari sonrasi lazer (808 nm,
500 mW gug, 10 dakika) uygulamasinin timér hacmine etkisi 7 gun sdre ile takip edilmistir.
PBS enjekte edilmis lazer uygulamasi yapilmis (PBS Kontrol+ Lazer, n=2) ve yapilmamig
(PBS Kontrol-Lazer, n=1) fareler kontrol grubu olarak kullaniimistir. Tim deney siresince
farelerin agirliklarinda énemli bir degisiklik olmamistir (Sekil 4.42). Ab-PR2 enjekte edilmis
farelerde (n=2) lazer uygulamasi sonrasi timor hacminin degisimi Sekil 4.43’de gortlmektedir.
Gorllecegi Uzere timor hacmi altin nanogubuk enjekte edilmis farelerde (n=2) 7 gln icinde
%54’e dugmustir. PBS kontrol grubunda, lazer uygulanmis farelerde (n=2) ayni sire iginde

tumor hacminde %250, lazer uygulanmamis farede (n=1) %300 artis olmustur. Standart
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sapmalar dikkate alindiginda kontrol gruplari ile nanogubuk (Ab-PR2) grubu arasindaki fark
oldukga belirgindir.
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Sekil 4.42. Prostat timorla farelerde timoér olusumundan fototermal deney sonucuna kadar
agirliklarindaki degisim. Oklar Ab-PR2 ve PBS (kontrol) enjeksiyonlarinin yapildigi gtnleri
go6stermektedir.
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Sekil 4.43. Prostat timorll farelerde Ab-PR2 kullanilarak gergeklestirilen fototermal terapi
uygulamasi ile timoér hacminin degisimi (Ab-PR2 n=2; PBS Kontrol+Lazer n=2; PBS Kontrol-
Lazer, n=1)
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Benzer sekilde meme timorli disi farelerde de 808 nm, 500 mW lazer ile enjeksiyonlar
sonrasi yapilan fototermal terapi deneyleri gergeklestirilmistir. Fareler iki hafta sure ile takip
edilmigtir. Tedavi sirasinda fare agirliklarinda belirgin bir degisiklik olmamistir (Sekil 4.44).
Tdmor haciminin takibi sonucu, PBS-Lazer ve PBS+Lazer kontrollerine gére, Ab-PR2 + lazer
uygulamasi ile timor bidyidmesinin bir siire hafif bir sekilde baskilandigi ancak ikinci haftanin
sonunda farkh uygulamalar sonucu tiumaor boyutlarinda istatistiksel belirgin bir farklilik olmadigi
gorilmastar (Sekil 4.45). Tumdr baskilanmasinin, tek basina antikordan kaynaklanip
kaynaklanmadiginin anlasilmasi icin ayri bir deneyde serbest antikor enjeksiyonu (21.3g/L)
sonrasi takip edilmis olan timaor hacim degerleri de ayni grafik Gzerinde sunulmustur. Serbest

antikorun meme timoéri blylimesini baskilamadigi gortlmektedir.
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Sekil 4.44. Meme timorlu farelerde timoér olusumundan fototermal deney sonucuna kadar
agirliklarindaki degisimi gostermektedir. Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak
belirtilmistir (PR2, Ab-PR2 ve Ab igin n = 3; PBS-Lazer ve PBS+Lazer icin n=2; * p <0.05).
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Sekil 4.45. Meme timorla farelerde timér olusumundan fototermal deney sonucuna kadar
timor hacmindeki degisim. Veriler cift tarafli t-test ile analiz edilmistir. Sonuclar, ortalama +
standart sapma olarak belirtilmistir (PR2, Ab-PR2 ve Ab i¢in n = 3; PBS-Lazer ve PBS+Lazer
icin n=2; * p <0.05).

4.1.5.4 Histolojik incelemeler

In vivo meme kanser modelinde, tedavi edilen ve tedavi edilmeyen gruplara ait olan
tumor dokusu, karaciger, akciger, dalak, bobrek ve beyin dokulari alinarak histolojik
incelemeler i¢in kullaniimigtir. Alinana doku &rneklerinin histolojik takipleri yapiimistir. Takibi
yapilan dokulardan 5 pm kalnhginda kesitler alinarak H&E boyama islemleri yapilarak
degerlendirilmistir.

Tdmor dokusunun H&E boyama sonuglari, parankim ve meme dokusu stromasinda
hdcrelerinin hizli ve kontrolsiiz biylimesine bagli olarak belirli alanda tipik ve atipik mitotik
figurler saptanmigtir. Bazi kisimlarda nekrotik alanlar tespit edilmigtir. PBS Kontrol-Lazer ve
PBS Kontrol+Lazer gruplarinda yuksek malignite ile iligkili 6zelliklerin daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bu gruplarda, ylksek proliferasyon aktivitesi ile iliskili mitotik figtrlerin yogun oldugu
saptanmistir. Ayrica, bu gruplarda belirli bélgelerde nekrotik alanlarin varligi tespit edilmistir.
Ab-PR2 grubunda ise daha az alanda mitotik figlrlerin oldugu gorulmustir. Ab-PR2 grubunda
yogun bir sekilde nekrotik alanlarin varligi saptanmistir (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. Meme timor dokularina ait histolojik gérinim. Oklar mitotik figurler ve (N) nekrotik
alanlara ait imajlar géstermektedir (H&E boyama, Scale bar: 50 ym; i¢ kisim kare 20 pm).

Isik mikroskobunda H&E boyamalarinda, PBS lazer(-) grubuna ait karaciger
dokusunun temel histolojik yapisinin korundugu saptanmigtir. Vena centralis, interlobuler
alanlar, Hepatositlerin ve sintzoidal yapinin normal gériinimde oldugu gézlemlendi. Gruba ait
karaciger dokularinda hepatositlerde yogun makro ve mikrovezikller yag vakuolleri goruldi
(Sekil 4.47. a, b). Bu vakuoller parankimdeki hepatositlerin gogunda saptandi. PBS lazer(+),
PR2 ve Ab-PR2 gruplarinda ise, karaciger dokularinda hepatositlerde yogun vakuolar tarzda

dejenerasyonlar gorlimustar (Sekil 4.47). Bu vakuoller goérinumlerin  parankimdeki
hepatositlerin gogunda oldugu saptanmistir.
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Sekil 4.47. Karaciger dokularina ait histolojik gérinima. (V) Vena centralis (H&E boyama,
Scale bar: 50 pm; i¢ kisim kare 20 ym).
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Gruplara ait akciger preparatlarinin 151k mikroskopik degerlendirmesinde,
hematoksilen-eosin ile boyanmis akciger dokusu orneklerini incelemesinde genel olarak
herhangi bir histopatolojik bulgu saptanmamistir. Gruplara ait akciger doku kesitleri
incelendiginde, terminal bronsiyoller, respitaruvar bronsiyoller, duktus alveolaris, sakkus
alveolaris ve pulmoner interstisyum yapilarinin normal oldugu goértlmustur (Sekil 4.48). Genel
olarak epitel yapisinin butinliginin korundugu tespit edilmistir. Damar duvar kalinhginin
normal olarak izlenmistir. PBS lazer(-) grubu disindaki diger gruplarda yer yer terminal
bronsiyol yapilarinda énemsenmeyecek derecede az miktarda hicre debrisinin oldugu

go6rilmustar.
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Sekil 4.48. Akciger dokularina ait histolojik gorinimu (H&E boyama, Scale bar: 50 um; i¢ kisim
kare 20 um).
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TUmor modellerinde, dalak organina bagl bazi makroskobik ve mikroskobik bulgular
onem arz etmektedir. Dalak ile ilgili yapilan makroskobik gozlemlerde, dalakta herhangi bir
buyumenin (splenomegali) olmadigini saptanmigtir. Mikroskobik analizlerdeki H-E boyama
sonuglari tim deney gruplarinda, dalagin normal histolojik yapisinin korundugu tespit
edilmistir. Kirmizi ve beyaz pulpa alanlarinin birbirinden marjinal zonla ayrildiklar
gorulmektedir. Beyaz pulpaya ait folikiler yapilarive kirmizi pulpaya ait sintizoidal yapilari
normal olarak izlenmigtir. Dalakta en ilgi ¢ekici 6zellik, bazi alanlarda 6zellikle kirmizi pulpa
alanlarinda megakaryosit serisine ait hicrelerin varligi saptanmistir. PBS lazer (-) grubu ile
kiyaslandiginda, diger gruplarda bu hicrelerin sayica daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Bunun disinda, R2 ve Ab-R2 gruplarina ait dalak kesitlerinde kirmizi pulpa alanlarinda

eritroblastik hlicre grularinin daha yogun oldugu gérulmustir (Sekil 4.49).

PBS Lazer (-) PBS Lazer (+)
TR 7 7, < g7 TN IV ‘ 3 o T Tt e
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Sekil 4.49. Dalak dokularina ait histolojik gérinimia (H&E boyama, Scale bar: 50 ym; i¢

kisim kare 20 pym).
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Bdbrek dokusuna ait kesitlerin histolojik degerlendirmelerde, tim gruplara ait bdbrek
dokulari normal olarak izlenmistir. Korteks ve medullar alanlarin normal histolojik gérinimde
oldugu saptanmistir. Bowman boslugunun normal geniglikte oldugu goériimustar. Korteks
alanlarindaki glomerul yapisinin dizenli oldugu saptanmigtir. Proksimal tubullerele ait nukleus
ve mikrovillus yapilarinin normal oldugu tespit edilmigtir. Ayni sekilde, distal ve bosaltim
tibdllerinde herhangi bir anormal gérinum tespit edilmemistir (Sekil 4.50).

PBS Lazer (-) PBS Lazer (+)

Sekil 4.50. Bobrek dokularina ait histolojik gérinimi (H&E boyama, Scale bar: 50 um; i¢

kisim kare 20 pym).

Cerebrum dokularina ait kesitler ile yapilan IHC boyama sonuglari, PBS lazer (-), PBS
lazer (+), R2 ve Ab-R2 gruplarinda anti-KDN antikorunun negatif boyandigini géstermistir.
Cerebrum dokusuna ait hiicrelerde anti-KDN antikorunun boyanmadigi tespit edilmistir (Sekil
4.51).
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R2 Ab-R2

Sekil 4.51. Cerebrum dokularina ait histolojik gérinimua (H&E boyama, Scale bar: 50 um; i¢
kisim kare 20 pym).

TUm gruplarda cerebrum dokusu normal histolojik gériinimde izlenmistir. Cerebrum
korteksinde bulunan néronlarin normal histolojik gériiniimde oldugu saptanmistir (Sekil 4.51).
Cerebruma benzer sekilde cerebellum dokusuna ait kesitlerde herhangi anormal bir bulgu
saptanmamistir. Cerebellum substantia griseasina ait stratum  molekillare, staratum
gangliozum ve stratum granilosum tabakalarinin dizenli yapida oldugu tespit edilmistir. Bu
tabakalarda yer alan sepet hicreleri, purkinje ve granuler hicrelerin normal yapida oldugu
saptanmistir (Sekil 4.52).
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PBS Lazer (-) PBS Lazer (+)

Sekil 4.52. Cerebellum dokularina ait histolojik gériinimi (H&E boyama, Scale bar: 50 um; i¢
kisim kare 20 pym).

Ayrica, anti-KDN antikorunun immunreaktivitesinin degerlendirilebilmesi igin alinan
doku érnekleriile IHC boyamasi yapilmistir. TUmér dokularinda yapilan IHC boyama sonuglari,
anti-KDN antikorunun timoér dokusu icerisindeki hicreleri spesifik olarak boyadigini
go6stermistir. Tim gruplardaki anti-KDN immunreaktivitesi degerlendirildiginde, PBS lazer (-)
ve PBS lazer (+) gruplara ait kesitlerin oldukca yogun oldugu saptanmistir (Sekil 4.49). PBS
lazer (-) ve PBS lazer (+) gruplari ile kiyaslandiginda, PR2 ve Ab-PR2 gruplarinda anti-KDN
pozitif boyanan hucre sayisinin daha az oldugu tespit edilmistir. PR2 ve Ab-PR2 gruplari kendi
icinde kiyaslandiginda ise, Ab-PR2 grubuna ait érneklerde daha az sayida pozitif boyanan
hicrelerin oldugu saptanmistir (Sekil 4.53). Diger dokulara ait IHC boyama sonuglari, timor
dokusu disindaki diger organlarda (karaciger, akciger, dalak, bébrek, cerebrum, cerebellum)

herhangi bir immunreaktivitenin olmadigini gostermistir (veriler gosterilmemistir).
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Sekil 4.53. Tumdr dokularina ait anti-KDN immunreaktivitesi (IHC boyama, Scale bar 50 ym;
20 pym).

4.1.5.5 In Vivo Goriintiileme

Prostat timorlt farelerde fototermal terapi uygulamasi sirasinda termal kamera ile
tumor bdlgesinin goéruntileri alinmistir (Sekil 4.54). Termal kamera gorintisi PBS, PR2 ve
Ab-PR2 enjeksiyonlari sonrasi lazer uygulamalari sirasinda alinan termal kamera
gorintilerinden Ab-PR2 uygulamasinin, PBS ve daha 6nemlisi PR2'ye kiyasla, sirasiyla 9.4
ve 14.7°C’lik sicaklik artgina sebep oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.54. Prostat timorll farelerde 10 dk siresince 808 nm, 500 mW lazer uygulamasindan

sonra tumor bolgesinin termal kamera goruntuleri
Ayrica SERS teknigi ile altin nanogubuklarin gériintilenmesine ydnelik gerceklestirilen

deneyler, meme tumorll fareler kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu nanomalzemelerin

goruntileme ajani olarak potansiyelini gdsterebilme adina meme timorli farelere éncelikle i.v.
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enjeksiyon ile Ab-PR2 (n=2) ve PBS (n=2) uygulanmis ve 24 saat sonra farelerin timor,
karaciger, dalak, bébrek ve akciger dokulari toplanarak Raman spektroskopisi ile analiz
edilmistir. Sekil 4.55 ve 4.56 (yesil gizgi, Tumor IV 6rnedi)'da, elde edilen spektrumlardan
karaciger, bobrek ve timor dokularina ait olanlar gérilmektedir. Genel olarak i.v. enjeksiyonla
uygulanmis Ab-PR2 6rneklerinin Raman spektrumlarinda sinyaller zayiftir. Bu durum 6zellikle
timor dokusu igin gegerlidir. Karacigerde sinyal artisi hafifge gortlmekle beraber, sinyal
artiginin en belirgin olarak goéruldigu organ bdbreklerdir. Daha sonra meme tumérlu farede
timor bdlgesine dogrudan enjeksiyon ile Ab-PR2 (n=1) veya PBS (n=1) uygulanmis ve
denegin timdr dokusu alinarak Raman spektroskopisi ile analiz edilmistir. Spektrumlar, Sekil
4.56’da gorulmektedir. Gorllecegi Uzere, dogrudan enjeksiyon sonucu timoér dokusundan

kuvvetli Raman sinyali alinabilmigtir.
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Sekil 4.55. i.V. enjeksiyon ile Ab-PR2 (n=2) ve PBS (n=2) uygulanmis meme timorli
farelerden toplanmis karaciger ve bobrek dokularinin Raman spektrometresi ile

goéruntilenmesi.
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Sekil 4.56. Dogrudan timére enjeksiyon ile Ab-PR2 (n=1) ve PBS (n=1) uygulanmis meme

timorla farelerden toplanmis timér dokularinin Raman spektrometresi ile gortintiilenmesi.

4.2 Nanokabuklar ile Elde Edilen Bulgular

4.2.1 Nanokabuklarin Sentezi ve Karakterizasyonu

POPC esasli nanokabuklar ilk énce LSPR spektroskopisi ile incelenmigstir. CTAB ile
sentezlenen altin nanogubuklarin ve POPC esasli nanokabuklarin UV-Vis spektrumlari Sekil
4.57'de gosteriimektedir. CTAB’li altin nanogubuklarin enine plazmon absorbsiyon piki 510 nm
civarinda iken, POPC’li altin nanokabuklar i¢in bu deger 524 nm’de g6zlemlenmis ve kirmiziya
kayma meydana gelmistir. Konjugasyondan sonra boylamsal pik ise mavi bolgeye dogru 13-

15 nm bir kayma gostermistir.
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Sekil 4.57. CTAB ile stabilize edilmis altin nanogubuklar (mavi pik) ve POPC esasl altin
nanokabuklarin (kirmizi pik) UV-Vis spektrumlari.

Altin nanogubuk ylzeyininin POPC ile modifikasyonundan sonra o&l¢ilen Raman
spektrumu Sekil 4.58’de gorilmektedir. 1300 cm™"de gorilen sinyal CHz, molekdllerinin diizlem
Uzerinde kivrilma titresiminden kaynaklanmaktadir. CH; molekillerinin makaslanma
modundan kaynaklanan pikler 1450 cm™ ve gevresinde gozlemlenmistir. Bunlara ek olarak

1665 cm"'de gorulen kuvvetli pik oleol zincirinde bulunan cis karbon cift bagindan gelmektedir
(Lee ve Bain, 2005).
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Sekil 4.58. POPC esasli nanokabuklarin Raman spektrumu.

POPC esasli nanokabuklarin AFM gérintuleri alinmistir (Sekil 4.59). Sekil 4.59A'daki
bazi yapilar 120-180 nm aralidinda Ol¢limustir. Bunun yanisira 500-600 nm boyutunda
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blyimus olan yapilar da mevcuttur. Sekil 4.59B’de tek nanokabuk yapisi yiuksek ¢ézunurlikte
gosterilmektedir.

Sekil 4.59. POPC esasl altin nanokabuklarin disik (A) ve ylksek ¢ézinuarlikli (B) AFM

gorintaleri.

Sekil 4.60 POPC esasl altin nanokabuklarin SEM goéruntilerini icermektedir. AFM
gorintilerini destekler sekilde SEM goérintileri genis boy dagilimina sahip yapilarin varhigini
go6stermistir. Bu nedenle POPC yerine CTAB benzeri katyonik bir lipid olan DDAB’in

kullaniimasi planlanmistir.
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Sekil 4.60. POPC esasli nanokabuklarin farkh buyttmelerdeki mercek ici SEM goéruntuleri.

DDAB kaph nanogubuk sentezinde farkli lipid konsantrasyonlarinin denendigi ¢ok
sayida deney gergeklestirilmistir. Bu deneyler iki asamalidir: ilk asamada 6ncelikle DDAB kapli

nanogubuk sentezi gerceklestiriimistir. Buradan elde edilen deney sartlari kullanilarak DDAB
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kapli nanokabuk sentezine c¢alisiimistir Degisen lipid konsantrasyonlari ile gergeklestirilen
deneylerin sonucunda nanogubuk Uretiminin olup olmadigini anlamak igin éncelikle LSPR/UV-
Vis spektrometre analizleri yapiimistir. Bu analizler sonucunda en yiksek verimde altin
nanogubuk eldesinin lipid konsantrasyonu ¢ekirdek ¢ozeltisi igcinde 15 mM, blylutme ¢ozeltisi
icinde 20 mM oldugu durumda (Deney No 3.4, Tablo 3.2) oldugu goériimustar (Sekil 4.61). Bu
degerler disindaki diger konsantrasyon de@erlerinde altin nanogubuklar yerine altin
nanopartikil olusumu goézlenmigtir. Sekil 4.61A ve 4.61B’de, sirasiyla Deney No 4.4 ve 3.4
(Tablo 3.2) ile hazirlanmis olan nanopartikillerin LSPR/UV-Vis spektrumlari vardir. Gérilecegi
gibi Deney No 4.4 ile hazirlanan partikillerin gubuk seklinde olmadigi sadece 530 nm’de bir
plazmon pikinin varligi ile bellidir. Sekil 4.61B’de ise enine plazmon pikinin 520 - 530 nm’de,
boyuna plazmon pikinin ise 680 nm civarinda varligi, olusan partikillerin gubuk seklinde
oldugunu ispatlamaktadir. Sekil 4.61C ve 4.61D’de sirasiyla lipid kapli altin nanopartikiller ve
nanogubuklarin SEM gorintilerini gostermektedir. Nanogubuklarin olusumu net olarak
g6zlenmektedir.
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[}
o
[}
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o
N
o o
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!
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Sekil 4.61. DDAB kapl altin nanopartikillerin  LSPR/UV-vis spektrumlari ve farkh
blyutmelerdeki mercek ici SEM gorintileri. A ve C, Deney No 4.4 ile hazirlanmis

nanopartiktller; B ve D Deney No 3.4 ile hazirlanmis nanogubuklar.

Deney No 3.4’ de verilen sartlarda sentezlenmis olan nanogubuklarin DDAB lipidi ile

kapli oldugunu ispatlamak i¢cin Raman spektroskopisi ile inceleme yapilmistir. Bu inceleme
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amaciyla dncelikle ayni konsantrasyona sahip lipid ile lipid esasli altin nanogubuklarin Raman
spektrumlari karsilastiriimistir (Sekil 4.62). Bu spektrumlarda nanogubuklarin sinyal siddetleri
sadece lipid Ornekleriyle karsilastirildiginda ¢ok daha ylksek bulunmustur. Bu altin
nanogubuklarin gok iyi birer ylizey arttirilmig Raman spektroskopisi (SERS) altliklari olmasina
atfedilmistir. Dolayisiyla bu durum, spektrumda gérilen lipid yapisinin altin nanogubuklarin
yizeyinde oldugunu belli etmektedir. DDAB moleklll yapisinda gdézlemlenen metilen
gruplarinin C-H bag gerilim titresimleri 2918 (asimetrik) ve 2850 cm™" (simetrik) civarinda
gbzlemlenmistir. Diger 6nemli bantlar metilen gruplarinin  bikilmesi sonucu olusan
titresimlerdir ve 1100 ile 1470 cm™ arasinda gézlemlenmistir. 1489 cm™"de ise amonyum
gruplarindan gelen karakteristik C-N asimetrik gerilme bandi gézlemlenmistir. Bu sonuglar

literatlr ile uyumludur. (Choosakoonkriang ve ark., 2001)

C-N Asimetrik Gerilmesi

< C-H Simetrik ve
fom CH3 { astmetrik
i || =BaktimE | Gerlmeler
Gerilmesi | \
|

Yogunluk

Raman Kaymas [cm-Y)

Sekil 4.62. DDAB kapli altin nanogubuklarin (Ust) ve sadece DDAB’in (alt) Raman
spektrumlari.

DDAB kapli nanogubuk karakterizasyonundan sonra DDAB esasli nanokabuklarin
karakterizasyon asamasinda ilk olarak LSPR/UV-Vis spektrumu alinmistir. Sekil 4.63A’'da
DDAB kapli nanokabuklarin spektrumu gérilmektedir. 540 nm’de enine plazmon piki agik¢a
gorilmektedir. Bununla birlikte 625 nm’de boyuna plazmon piki baskilanmis sekildedir. Daha
once grubumuz tarafindan sentezlenmis CTAB kapli nanokabuklarin UV-vis spekturumu Sekil
4.63B’de gorulmektedir. Bu spektrum proje kapsaminda Uretilmis DDAB kapli nanokabuklarin
spektrumu ile uyum igindedir.
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Sekil 4.63. (A) DDAB kapli nanokabuklarin UV-Vis spektrumu (B) CTAB kapli nanokabuklarin
UV-Vis spektrumu.

Sekil 4.64, DDAB kapli nanokabuklarin SEM géruntlisini sunmaktadir. SEM
gorintilerine goére, oldukga homojen boy dagihminda yaklasik 100 ila 300 nm arasinda ¢apa
sahip kuresel nanokabuklar dretilmistir. Yiksek magnifikasyonda alinmis gorintide (Sekil

4.64B) nanokabuk icinde birden fazla nanogubugun varhdi bellidir.

Sekil 4.64. DDAB kapli nanokabuklarin SEM gorintileri.

o.

0.4 pm

DDAB kapli nanokabuk sentezi basarili olmustur ancak DDAB katyonik bir lipid olup
toksisitesi literatlrde bildiriimistir (Filion ve Philips, 1997). DDAB kapli nanokabuklarin katyonik

lipidden kaynaklanan sitotoksisitesini azaltmak i¢in biyouyumlu ve disik toksisiteli fosfotil kolin
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turevi lipidler olan DSPE-PEG (2000) ve DSPC, DDAB nanokabuk yapisina katiimaya
calisiimistir. DDAB/DSPE-PEG/DSPC karisimi esasli nanokabuklarin SEM goruntileri Sekil
4.65’de gosterilmistir. Sekil 4.65A’da nanokabuklarin buytk alan SEM goérintustinde yapilarin
yogun bir sekilde elde edildigi gézlenmektedir. Sekil 4.65B’de yiiksek blyitmede alinan SEM
gobrintistnde ise tek nanokabuk yapisinin igcerisindeki altin nanogubuklar net bir sekilde

gorilmektedir.

Sekil 4.65. DDAB/DSPE-PEG/DSPC karigimi esasli nanokabuklarin (A) buylk alan ve (B)
yuksek blytutme SEM géruntileri.

DDAB/DSPE-PEG/DSPC karisimi esasli nanokabuklarin in vitro sitotoksisite
sonuglarina gore yapiya DSPE-PEG/DSPC katilmis olmasina ragmen 50 uM ve altinda
konsantrasyonlarda toksik etki géstermislerdir. Bu sonug¢ nedeni ile nanokabuk sentezinde
DDAB tamamen elimine edilmis ve biyouyumlu/toksik olmayan DPPC/DSPE-PEG lipidleri
iceren karigim  kullanilarak altin  nanogubuklar iceren PEG’lenmis nanokabuklar
sentezlenmistir. Bu yontemde 6énce PEG-SH (1000) ile PEG’lenmis nanogubuklar Uretilmis,
daha sonra bu nanocubuklar DPPC/DSPE-PEG lipid kabugu iginde gaz varliginda suspanse
hale getirilmistir. Sekil 4.66’da boy:en orani=2.7 olan nanogubuklarin PEG’lenme &éncesi ve
sonrasi alinmig LSPR spektrumlari goértlmektedir. PEG’lenme sonrasi boylamsal plazmon
pikinde 727 nm’den 733 nm’ye, yaklasik 6 nm kadar bir kirmiziya kayma gozlemlenmistir.
PEG’lenmis altin nanogubuklarin lipid kabuk i¢inde hapsolmasindan sonra ise 736 nm'’ye

kayma gozlenmistir.
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Sekil 4.66. icinde PEG’lenmis nanocubuk iceren DPPC/DSPE-PEG kapli nanokabuklarin
LSPR spektrumu. Nanogubuklarin PEG’lenme dncesi (mavi), sonrasi (yesil), lipid kabuklama

sonrasi (kirmizi) alinmis LSPR/UV-Vis spektrumlari.

Sekil 4.67 ve 4.68, DPPC/DSPE-PEG kapli nanokabuklarin SEM ve AFM gdruntdlerini
go6stermektedir. SEM ve AFM goruntilerine gore, oldukga homojen boy dagiliminda yaklasik
200 ile 400 nm arasinda capa sahip kiresel nanokabuklar dretilmistir. YUksek
magnifikasyonda alinmis goérintide (Sekil 4.67B) nanokabuk icerisinde ve duvarlarinda birden
fazla nanogubugun varhgi bellidir. Ayrica SEM goérintileri altin  nanogubuk iceren
DPPC/DSPE-PEG kapli nanokabuklarin ylksek konsantrasyonda sentezlendiklerini
gOstermektedir.

v :’/.w‘; ‘# -

-

——T11 R— HV | spot HEW [ essure — 1 Ee—)

IYTEMAM 5,00 3.0 m | 8.9 mm 9e-4 Pa TYTEMAM

Sekil 4.67. DPPC/DSPE-PEG kaph nanokabuklarin farkli blyitmelerdeki mercek ici SEM
goruntdleri.
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Sekil 4.68. DPPC/DSPE-PEG kapli nanokabuklarin AFM géruntileri.

4.2.2 Nanokabuklara Antikor Konjugasyonu ve Karakterizasyonu

DPPC/DSPE-PEG kapli nanokabuklarin olusumu LSPR/UV-vis spektroskopisi, SEM
ve AFM analizleri ile belirlendikten sonra lipid kabuktaki DSPE-PEG-amin lipidinin amin
gruplari Gzerinden NHS/EDC kimyasi ile nanogubuklara benzer sekilde monoklonal anti-KDN
antikorlari kovalent olarak konjuge edilmistir. Antikor baglanmasi XPS ve DLS/zeta potansiyel
Olcimleri ile belirlenmistir (Tablo 4.10 ve 4.11; Sekil 4.69). XPS analiz sonuglarina bakildiginda
altin ylizeydeki C, O icerigi azalirken N ve S orani artmistir. Ayrica, N1s spektrumunda antikor
konjugasyonu sonrasi peptid bagi azotuna karakteristik 399-400 eV baglanma enerjisine sahip
sinyal, antikor konjugasyonu 6ncesi ise sadece 402-404 eV enerjide primer amin grubu

icindeki azota ait pik gbzlenmistir.

Tablo 4.10. DPPC/DSPE-PEG esasli nanokabuklarin Ab konjugasyonu éncesi (LR) ve sonrasi
(Ab-LR) XPS analiz sonuglari

LR Ab-LR
Baglanma Enerjisi Atomik % Baglanma Enerjisi Atomik %
C1s 285.2 38.9 286.3 35.7
N1s 400.1 0.9 402.3 2.3
O 1s 532.2 10.6 532.4 9.4
Au4f7 84.1 0.4 84.1 0.7
S2p 168.1 0.3 168.7 1.1
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Sekil 4.69. Altin nanokabuklarin antikor konjugasyonu (A) éncesi ve (B) sonrasi N1s XPS

analizi.

Tablo 4.11. DPPC/DSPE-PEG esasli nanokabuklarin Ab konjugasyonu éncesi (LR) ve sonrasi

(Ab-LR) XPS analiz sonuglarindan hesaplanmis element oranlari

Element Orani Element Orani
LR Ab-LR
C/Au 99.8 48.3
O/Au 27.2 12.8
N/Au 24 3.1

DLS/zeta potansiyel 6lgim sonuglarina bakildiginda Ab konjugasyonu sonrasi
hidrodinamik boyutta artis goéralmustur (Tablo 4.12). Nanokabuklarin ortalama hidrodinamik

cap 117 nm civarindadir. Zeta potansiyel olcumlerinde antikorlarin konjugasyonu sonucu

nanokabuk ylzey yukl pozitife dodru kaymistir. Serum ortaminda nanokabuklarin
hidrodinamik ¢aplari kigtlmustir.
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Tablo 4.12. DPPC/DSPE-PEG esasli nanokabuklarin Ab konjugasyonu éncesi (LR) ve sonrasi
(Ab-LR) DLS/Zeta potansiyel 6lgiim sonuglari (n=3)

Ornek Ornek Zeta Dinamik Pargacik Dinamik Pargacik
Kodu Aciklamasi Potansiyel Boyutu (nm) (PBS) | Boyutu (nm)
(mV) (PBS) FBS+PBS
LR Nanokabuk -13.7£ 0.17 117.3+ 4.3 63.2+£ 0.8
Ab-LR Antikor Bagli -2.31£ 0.45 162.7£ 2.7 100.2+ 0.05
Nanokabuk

Antikor konjuge edilmis nanokabuklar AFM ile goérintilenmistir. Nanokabuklar (LR),
ve antikor konjuge edilmis nanokabuklar (Ab-LR) ‘in tiklamali modda alinmig AFM mikrograflari
Sekil 4.70’de verilmektedir. Antikor konjugasyonu sonrasi nanokabuk morfolojisinde belirgin

bir degisiklik gézlenememisgtir.

Ab-LR

Sekil 4.70. Altin nanogubuklarin, antikor konjugasyonu o6ncesi (LR) ve sonrasi (Ab-LR)
tiklamali modda alinmis AFM gorantuleri.

4.2.3 Nanokabuklarin In Vitro Degerlendirmeleri
4.2.3.1 Hucre Canliig

Oncelikle uretilen nanokabuk formilasyonlarinin sitotoksik analizleri yapilmistir.
Kronolojik sekilde ilk kararli PEGlenmis nanokabuk yapilari olan DDAB/DSPE-PEG/DSPC
karigsimi ile hazirlanmis DDAB esasli PEG’lenmis nanokabuklarin toksisiteleri belirlendi.
Canlilik sonuglari, muamele edilmemis hicrelerin viabilitesini 100% baz alarak hesaplanmigtir.
Sonuglar Sekil 4.71’de sunulmustur. Gortlecegi lUzere bu nanokabuklar tim hicre turlerinde
disuk dozlarda oldukca yuksek toksisite gostermistir. Bu nedenle yukarida anlatildigi sekilde

farkl nanokabuk sentezlerine devam edilmistir.
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Sekil 4.71. DDAB/DSPE-PEG/DSPC esasli nanokabuklarin hiicre canlihdina etkileri (n=3).

Kararli sekilde dretilen DPPC/DSPE-PEG esasli nanokabuklarin toksisitesi MTT analizi
ile belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.72°de verilmektedir. Bu nanokabuklar DU145 ve MCF-7
kanser ve MCF-10A epitel hiicre hatlarinda 1000 uM gibi ylksek konsantrasyonlara kadar
kontrole kiyasla istatistiksel olarak belirgin bir toksik etki gostermemislerdir. RWPE-1 normal
epitel hicre hattinda ise denenen en yiksek doz olan 600 uM gibi konsantrasyonlara kadar
anlamli bir toksik etki gdzlenmemistir.
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Sekil 4.72. DPPC/DSPE-PEG nanokabuklarin (LR) hiicre canliigina etkileri (24 saat). Veriler

cift tarafli t-test ile analiz edilmistir. Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak belirtilmigstir (n
=3; * p <0.05).
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Bir sonraki asamada, antikor konjuge edilmig nanokabuklarin toksisiteleri, antikor
tasimayan nanogubuklar ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Sonuglar Sekil 4.73'de
sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore, antikor bagl nanokabuklar ile antikor tagimayan

nanokabuklarin toksisiteleri arasinda istatistiksel olarak belirgin bir farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.73. Antikor konjuge edilmis DPPC/DSPE-PEG nanokabuklarin (Ab-LR) hicre
canhhgdina etkileri (24 saat): A) MCF 10A; B) MCF 7; C) RWPE-1; D) DU-145. Veriler cift tarafl
t-test ile analiz edilmistir. Sonuglar, ortalama * standart sapma olarak belirtiimistir (n = 3; * p
<0.05).

4.2.3.2 Hiicre Alimi

Saglikli ve kanser hiicre hatlarinda nanokabuklarin hiicreler tarafindan alim profilleri
akis sitometresi ile belirlenmistir. Bu amacla nanokabuklara Alexa Fluor ile etiketlenmis anti-
KDN monoklonal antikoru konjuge edilmistir. Meme ve prostat, normal ve kanser hicreleri
fluoresans etiketlenmis Ab-LR’ler ile inklibe edilmigler (meme hicre hatlari icin 50 yM dozda
1 saat sure ile, prostat hiicre hatlari icin 100 uM dozda 1 saat sure ile) ve inklibasyon siresi
sonunda akis sitometresi ile incelenmislerdir. Akis sitometresinden elde edilen drnek veriler
Sekil 4.74'de sunulmustur. Sekilden gorilecegi Uzere, Ab-konjuge edilmis nanokabuklar,
prostat kanser hiicreleri tarafindan normal prostat hiicre hattina goére yaklasik 10 kat, meme
kanser hucreleri tarafindan normal meme hicre hattina gére yaklasik 2 kat daha fazla

alinmistir.
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Sekil 4.74. Kanser ve normal epitel hicrelerin Alexa Fluor isaretli antikor konjuge edilmis

nanokabuklar (Ab-LR) ile inklibasyonu sonrasi alinmis akis sitometre olgimleri (n=3).
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4.2.3.3 Fototermal Etki

Oncelikle DPPC/DSPE-PEG nanokabuklarin (hiicresiz) sulu ortamin sicakhgini lazer
etkisi ile arttirip arttirmadigr belirlenmigtir. Farkli konsantrasyonlarda nanokabuklar ile
gercgeklestiriimis deney sonuglari Sekil 4.75’de gortlmektedir. 808 nm (200 mW veya 500 mW)
lazer 1sigina 20 dakika sure ile maruz birakilan nanokabuklarin ortam sicakhgini
konsantrasyona bagli sekilde belirgin bir bicimde arttirdig belirlenmistir. Lazer giiciinin belirli
bir etkisi gdézlenmemistir. Nanokabuklarin, sulu ortamda, nanocgubuklara goére, fototermal

etkide belirgin bir Gstlnligi maalesef gézlenememistir.
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Sekil 4.75. Lazere (808 nm, 200 mW (ust), 500 mW (alt)) maruz birakilan farkli
konsantrasyonlardaki DPPC/DSPE-PEG nanokabuk c¢dzeltilerinin zamana bagh sicaklik
degisimleri (n=3).

Nanokabuklarin hlicresiz ortamda fototermal etkisinin belirlenmesinden sonra hiicre
varliginda gergeklestirilen deneylere gegilmistir. DPPC/DSPE-PEG nanokabuklarin (600 uM)

MCF7 meme kanseri hicreleri ile inklibasyonu sonrasi 808 nm (500 mW) lazerine maruz
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birakilmasi sonucu hucre canliliklari belirlenmistir. Kontrol grubu olarak nanokabuklar ile
muamale edilmemis ve lazer i1simasina maruz birakiimig veya birakilmamig huicreler
(Kontrol+Lazer veya Kontrol-Lazer) kullaniimigtir. Sonuglar Sekil 4.76’da sunulmaktadir.
Gorulecegi Uzere; nanokabuk+lazer uygulamasi sonucu, hiicre canliiginda yaklasik %25’lik

bir dists yasanmistir.
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Sekil 4.76. DPPC/DSPE-PEG nanokabuk (600 puM) ile inkibe edilmis MCF7 meme kanser
hicrelerinin 15 dk lazer (808 nm, 500 mW) uygulamasi sonrasi hiicre canlilik yizdeleri. Veriler
cift tarafli t-test ile analiz edilmistir. Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak belirtilmistir (n
=3; * p <0.05).

Fototermal etki deneylerinde son olarak, literatlirde kullanilan farkli bir ydntem
kullaniimigtir (Li vd., 2018). MCF-7 meme kanseri ve DU145 prostat kanseri hicreleri
kullanilarak gergeklestiriien bu deneylerde, hiicreler her kuyucukta 2.5x10* olacak sekilde
96’lik plakalara ekilmis, 24 saatlik inkiibbasyondan sonra, LR eklenmis ve 24 saat boyunca
inkiibe edilmistir. iki farkli nanokabuk dozu uygulanmistir (500 uM ve 1000 uM). inkiibasyon
suresi sonunda ortam uzaklastiriimadan 15 dakika boyunca 500 mW gl ile 808 nm diyot lazer
Isimasi hicrelere uygulanmistir. Lazer uygulamasindan 2 saat sonra hticre canlihgi MTT testi
ile 6lgllmustir. Kontrol grubu olarak nanokabuklar ile muamale edilmemis ve lazer isimasina
maruz birakilmis veya birakilmamis hiicreler (Kontrol+Lazer veya Kontrol-Lazer) kullaniimistir.
Canliik sonuglari lazer uygulanmayan kontrol grubu (Kontrol-Lazer) degerleri %100
varsayilarak hesaplanmistir. MCF-7 ve DU-145 hicrelerinin %canlilik degerleri Sekil 4.77 ve
4.78'de gosterilmektedir. LR'nin 500 uM konsantrasyonda uygulamasi sonucunda hicre
canhhgi, kontrole (+lazer) kiyasla, MCF-7 hucrelerinde istatiksel olarak anlamli ancak oldukca
az (yaklasik %20’lik) bir diusus gosterirken, DU-145 hicrelerinde %60’a dusmustir. LR'nin
1000 uM dozunda ise hiicre canhhigi, MCF-7 ve DU-145 hicreleri, sirasiyla, %43 ve %45’e

dismustir. Lazer uygulanmis kontrol hicrelerin canhliklarinda ise, lazer uygulanmamig
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kontrole gbre anlamli bir fark gézlemlenmemisgtir.
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Sekil 4.77. MCF-7 meme kanseri hicrelerinin, iki farkll dozda nanokabuklar ile inkiibasyonu

sonrasi yikama islemi yapmadan uygulanan lazer (808 nm) sonrasi hiicre canlliklari. Veriler

cift tarafli t-test ile analiz edilmistir. Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak belirtilmigstir (n

= 3: * p <0.05).
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Sekil 4.78. DU-145 meme kanseri hlicrelerinin, iki farkli dozda nanokabuklar ile inkiibasyonu

sonrasl yikama islemi yapmadan uygulanan lazer (808 nm) sonrasi hiicre canliliklari. Veriler

cift tarafli t-test ile analiz edilmistir. Sonuglar, ortalama * standart sapma olarak belirtilmistir (n

= 3: * p <0.05).
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4.2.4 Nanokabuklarin In Vivo Degerlendirmeleri
4.2.4.1 Saghkh Farelerde Biyodagilim

Oncelikle DPPC/DSPE-PEG nanokabuklarin biyodagilimlari, saglikl farelerde 2,8 mM
konsantrasyonda (yaklasik doz 105 ug altin/g fare) 6 ve 24 saat sure ile incelenmistir. Kontrol
grubuna 200 pl sterii PBS ve deney grubuna 200 pl steril PBS igerisinde ¢6zinmus
nanokabuklar kuyruktan enjekte edilmistir. Enjeksiyonun igleminden 6 ve 24 saat sonra kontrol
ve deney hayvanlarindan organlar ve kan érnekleri toplanarak tartiimig, kurutulmus ve ICP-
MS ile analiz edilmistir. Olcim sonuglari Sekil 4.79'da sunulmaktadir. Farelerde 24 saat
boyunca higbir olumsuz degisiklik gdzlenmemistir. Nanokabuk (LR) érnegi ilk 6 saatte en fazla
bobrek, karaciger, beyin ve dalakta gorlimustir. 24 saat sonunda tim organlarda birikimin
arttig1 goézlenmistir. 24 saat sonunda karaciger ve dalak birikimi artmakla beraber beyinde de

belirgin sekilde nanokabuk varli§i gézlenmistir.

LR
0,14 1

0,12 1 I

0,04 ' I I I ‘
0,02 1 1 i I
0 -

Akciger Karaciger Dalak Bobrek Beyin

o
i

Au (ug/g organ)
o
o
[e5)

mKontrol W6 Saat =24 Saat

Sekil 4.79. Nanokabuklarin (LR) (2.8 mM) saglikli disi farede farkli zamanlarda biyodagilimi
(Mg altin/g organ) (n=2).

4.2.4.2 Tumorlu Farelerde Biyodagilim

Prostat timorlu farelerde fluoresans etiketli ve antikor konjuge edilmis DPPC/DSPE-
PEG esasli nanokabuklarin (Ab-LR) biyodagihmi dncelikle 1VIS mikroskobu ile izlenmistir.
Antikor konjuge nanokabuklar tek bir dozda (3,5 mM, 132 ug Au/200ul PBS) prostat timérla
farelere i.v. yolu ile kuyruktan enjekte edilmistir (n=2). Biyodistriblisyon IVIS mikroskobu ile 24
saat boyunca belirli araliklar ile canli deneklerde incelenmigtir. 24 saat sonunda fareler
oldurilerek akciger, karaciger, beyin, dalak, bébrek ve kan dokulari toplanmistir. PBS ve
nanokabuk enjeksiyonu sonrasi 0. saat, 3., 6. ve 24. saat sonrasi alinmis VIS mikroskop

sonugclar Sekil 4.80 ve Sekil 4.81'de gosterilmektedir. IVIS sonuglarindan gérilecegdi lzere
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antikor konjuge nanokabuklar, karaciger ve bdbrek dokusunda enjeksiyondan hemen sonra
birikmeye baglamistir. 24 saat sonunda karacigerde yogun sekilde birikmis, timdrde de kismi
sekilde ¢cok daha az sekilde birikim olmustur.

IVIS incelemelerinin yani sira, antikor konjuge olan (Ab-LR) ve olmayan (LR)
nanokabuklarin prostat timorli farelerde biyodagihimlari, ICP-MS ile nicel olarak da
belirlenmigstir (Sekil 4.82). Sonuglar incelendiginde; LR ve Ab-LR 'nin 24 saatte buyik oranda
karacigerde biriktigi gdézlenmistir. Ayrica, Ab-LR’nin, LR’ye kiyasla timérde hafif sekide daha
fazla biriktigi gézlenmisgtir.

Ab-LR ve LR uygulanmis prostat timorlli farelerden toplanan dokularin histolojik
incelemesi, toplanan dokularin fiksasyonunda yasanan problem nedeni ile
gercgeklestiriiememistir.

Ayrica, projenin son déneminde Ab-LR ve LR’nin meme timorll disi farelerde de
biyodagiim deneylerinin yapilmasi planlanmist. Bu amagla Bogazici Universitesi
Vivarium’dan 12 adet disi nude fare temin edilmis olup bu farelere standart protokol ile MDA-
MB-231-Luc2-GFP enjeksiyonlari yapilmistir. Ancak 4 hafta beklenmesine ragmen farelerde
olusan tumorler deneylere baglamak igin gerekli blytklige (yaklagik 100 mm?) ulagsamamistir
ve fareler yaglanmistir. Bu nedenle, meme timorll disi farelerde Ab-LR ve LR’nin biyodagilim

ve fototermal terapi deneyleri yapilamamistir.

Sekil 4.80. Sadece PBS’in prostat timorli erkek farelere i.v. enjeksiyonu 0. saat (yaklasik ilk

15 dk iginde), 3., 6. ve 24. saat sonrasi alinmis IVIS mikroskop sonuglari (n=2).
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Sekil 4.81. Antikor konjuge nanokabuk (Ab-LR)larin prostat timorli erkek farelere i.v.
enjeksiyonu sonrasi 0. saat (yaklasik ilk 15 dk iginde), 3., 6. ve 24. saat sonrasi alinmis IVIS
mikroskop sonuglari (n=2). LR, Alexa Flor-647 ile isaretli antikorlar konjuge edilerek deney

oncesinde isaretlenmistir.
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Sekil 4.82. Antikor bagli nanokabuk (Ab-LR) ve antikor tagsimayan nanokabuk (LR) érneklerinin
prostat timorll erkek farelere i.v. enjeksiyonu 24. saat sonrasi belirli dokular i¢in alinan ICP-

MS sonuglari (n=2).

4.2.4.3 Tumorliu Farelerde Fototermal Terapi

Prostat tumorllu erkek farelerde Ab-LR formulasyonunun enjeksiyonu sonrasi lazer
uygulamasinin timér hacmine etkisi 7 giin sure ile takip edilmistir. PBS enjekte edilmis lazer
uygulamasi yapilmis ve yapilmamis fareler kontrol gruplari olarak kullaniimistir. TiUm deney
suresince farelerin agirliklarinda higbir degisiklik olmamistir (Sekil 4.83). Ab-LR enjekte edilmis
farelerde lazer uygulamasi sonrasi tumor hacminin degisimi Sekil 4.84’te gorilmektedir.
Tdmor hacmi, Ab-LR enjekte edilmig farelerde (n=2) 7 guin icinde yaklasik ayni kalmigtir. PBS
kontrol grubunda, lazer uygulanmis farelerde (n=2) ayni stre iginde timér hacminde %250,

lazer uygulanmamis farede (n=1) %300’e ¢ikmistir.

Ab-LR ve LR uygulanmis prostat timorli farelerden toplanan dokularin histolojik
incelemesi, toplanan dokularin fiksasyonunda yasanan problem nedeni ile

gercgeklestiriiememistir.
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Sekil 4.83. Prostat timorll farelerin timér olusumundan fototermal deney sonucuna kadar

agirliklarindaki degisim (n=2). Oklar Ab-LR ve PBS (kontrol) enjeksiyonlarinin yapildigi gtinleri
go6stermektedir.
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Sekil 4.84. Prostat timorli farelerde Ab-LR kullanilarak gergeklestirilen fototermal terapi ile
timor hacminin degisimi (n=2).

Projenin son déneminde Ab-LR ve LR’nin meme tumorli disi farelerde fototermal terapi

deneylerinin yapilmasi planlanmisti. Bu amagla Bogdazigi Universitesi Vivarium'dan 12 adet
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disi nude fare temin edilmis olup bu farelere standart protokol ile MDA-MB-231-Luc2-GFP
enjeksiyonlari yapiimigtir. Ancak 4 hafta beklenmesine ragmen farelerde olusan timorler
deneylere baslamak igin gerekli blylklige (yaklagik 100 mm?3) ulasamamistir ve fareler
yaslanmistir. Bu nedenle, meme timorlt disi farelerde Ab-LR ve LR’nin biyodagilim ve

fototermal terapi deneyleri yapilamamistir.

4.2.4.4 In Vivo Goriintiileme

Prostat timorlt farelerde fototermal terapi uygulamasi sirasinda termal kamera ile
tumor bolgesinin gorintileri ahinmistir (Sekil 4.85). PBS, LR ve Ab-LR enjeksiyonlari sonrasi
lazer uygulamalari sirasinda timér bdlgesinin termal kamera goérintilerinden Ab-LR
uygulamasinin, PBS ve LR’ye kiyasla, sirasiyla 11.5°C ve 4°C'lik sicaklik artisina sebep

oldugunu goéstermistir.

PBS LR Ab-LR

naCAH

Sekil 4.85. Ab-LR, LR ve PBS uygulanmis prostat timorli farelerde 10 dk sliresince 808 nm,

500 mW lazer uygulamasindan sonra timér boélgesinin termal kamera géruntuleri (n=2)

Projenin son déneminde meme timoérli farelerde Ab-LR kullanilarak SERS teknigi ile
in vivo goéruntileme deneylerinin yapilmasi planlanmis olmasina ragmen, yukaridaki
bolimlerde aciklandi§i lUzere meme timoérli disi farelerde Ab-LR ile in vivo deneyler
gerceklestiriliemedigi icin bu nanomalzemenin SERS gorintileme ajani olarak kullanilabilme

potansiyeli belirlenememistir.
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5. TARTISMA VE SONUG

Bu projenin amaci, saghkli dokulara zarar vermeden segici olarak meme ve prostat
kanseri tumorlerini hedef alip, bu timoér hicrelerini yok eden, ayni zamanda timorin
goérintilenmesine de olanak taniyan nanoteknoloji Griind teranostik bir sistem gelistirmek ve
teshis ve tedavi etkinligini in vitro ve in vivo deneyler ile ispatlamaktir. Bu amaca yonelik olarak,
biyouyumlu, segici olarak meme ve prostat kanseri hiicrelerini hedefleyebilen altin nanogubuk
ve nanokabuklarin dretilmesi, bu nanotanecikler kullanilarak farelerdeki timérlerin fototermal

lazer terapi ile yok edilmesi ve ayni zamanda goérintilenmesi de hedeflenmistir.
5.1 Nanogubuklar Uzerine Tartisma ve Sonug

Bu hedefler dogrultusunda dncelikle degisen boy:en oranlarinda altin nanogubuklar
sentezlenmistir. Sentezlenen nanocubuklarin karakterizasyonu 6ncelikle LSPR/UV-vis
spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmistir. Bu incelemeler, eni
yaklasik 15 nm, boyu ise ortalama 40 nm ila 105 nm arasinda degisen altin nanogubuklarin
yliksek konsantrasyonda sentez edildiklerini goéstermistir. Uzunluklardaki degisiklikler,
nanogubuk sentezinde kulanilan bilylime ¢oézeltisindeki AgNO3; konsantrasyonu ile kontrol
edilebilmektedir (Feng vd., 2015). Nanogubuklarin boylarinin artmasi, LSPR spektrumlarindaki
boyuna absorpsiyon piklerinin kirmizi bélgeye dogru kaymasi ile iligkilendirilir (Nikoobakht ve
El-Sayed, 2003).

Altin  nanogubuklar istenilen boylarda yiksek verimde Uretildikten sonra
nanogubuklarin yizeyi PEG ile modifiye edilmistir. Burada amag, altin nanogubuklari suda
kolay dagtilabilir, kolloidal kararlihga sahip ve biyouyumlu hale getirmektir. Altin
nanogubuklarin kolloidal kararhlklarinin ve biyouyumluluklarinin arttirimasi amaci ile
PEG’lenmesi literatirde yaygin sekilde kullanilan bir stratejidir (Alkilany vd., 2009). PEG’leme
sonrasi alinan LSPR d&lgimleri nanogubuklarin tipik UV-Vis karakteristigini gostermigtir.
PEG’leme sonrasi, denenen farkli boylardaki nanogubuk &érneklerinin hepsinde boylamsal
pikin kirmizi bélgeye kaydigi gézlemlenmistir. Bu sonug, literatir ile uyumlu olup beklenen bir
sonugctur (Niidome vd., 2009). PEG’leme sonrasi boylamsal pikte genisleme gorilmemesi PEG
ile fonksiyonellestiriimis altin nanogubuklarin suda ¢ok iyi dispers edildiginin bir géstergesidir
(Oyelere vd., 2007). PEG’leme sonrasi absorbans degerlerindeki diusts, ortamda bulunan
fazla PEG molekillerinin santrifiij ile uzaklastirimasi sirasinda altin nanogubuklarin bir
kisminin uzaklasmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Altin nanogubuklarin PEG ile modifiye
edilmesi 6ncesi yapilmis XPS analizlerinden (Tablo 4.1) altin ylzeyine Au-Br etkilesimi ile

CTAB molekdlinin baglanmis oldugu gérilmastir. N1s taramasinda alinan azot atomu
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sinyalleri CTAB molekuli yapisinda bulunan azot atomlarindan kaynaklanmaktadir. PEG ile
modifikasyonunun ardindan yapilan XPS analizlerinden elde edilen veriler (Tablo 4.2), PEG
molekullerinin altin nanogubuklarin etrafini kaplayan CTAB molekdillerinin yerini ylksek
verimle aldigini gostermistir. PEG’leme sonrasi yapilan XPS analizlerinde ilging olarak, iki
fonksiyonel gruba sahip NH2-PEG-SH molekdllerinin NH2 u¢ grubundan kaynaklanan azot
atomlari gézlenmemistir. Bu durum, makromolekiler yapida olan PEG zincirlerinin (molekul
agirhgi= 5000 g/mol) katlanmasindan dolayi fonksiyonel u¢ gruplarin molekul igerisine
gbmulmesinden veya XPS analizleri sirasinda kullanilan dl¢im agisi nedeniyle uygulanan X-
Isinlarinin nanogubuk yapilarin en disinda yer alan PEG-amin gruplarini 6lgcemeyecek kadar
derine inmis olmasindan kaynaklanmis olabilir. Benzer sekilde altin nanogubuklarin XPS
analizinde yulzeydeki bazi fonksiyonel gruplarin gézlenemedigi literatlirde bildirilmistir
(Techane vd., 2011)

Altin  nanocubuklarin degisen oranlarda mMPEG-SH:SH-PEG-amin karisimi ile
fonksiyonellestirme isleminden 6nce alinan DLS/zeta potansiyelleri dlcim sonuglari (Tablo
4.3), nanocubuklarin ylzeyinde zeta potansiyelinin pozitif oldugunu gostermistir. CTAB
katyonik bir molekil oldugu icin CTAB ile stabilize edilmis altin nanogubuklar katyonik ytizey
Ozelligi gostermistir. PEG karisimi ile etkilesmeden sonra altin nanogubuklar ylizeylerinde
baskin olarak bulunan CTAB molekdllerinin yerini PEG molekullerinin aldiginin gdstergesi
olarak, zeta-potansiyeli pozitiften hafif negatif degderlere kaymistir. Zeta-potansiyelinde
meydana gelen azalma, hidrofilik u¢ grup olarak kuaterner amonyuma sahip CTAB
molekullerinin uzaklastiriimig olmasi ve yerine PEG molekillerinin baglanmis olmasi ile
aciklanabilir. PEG karigimi ile fonksiyonellestirmeden sonra altin nanogubuklarin beklendigi
gibi katyonik 6zelligi azalmigtir (Liopo vd., 2012). Zeta-potansiyelde meydana gelen azalma,
CTAB molekiillerinin uzaklastiriimis olmasi ve ylizeye PEG molekillerinin basaril bir sekilde
baglanmis olmasina atfedilmistir. Literatirde mPEG ile kapli nanopargaciklarin net yikindn
hafif negatif oldugu bildirilmistir (Zhang vd., 2014). Bizim deneylerimizde mPEG ve amin-
modifiye PEG karigsimi kullaniimis olup amin pozitif yukinin mPEG tarafindan ortlilmesi
(shielding) muhtemeldir. XPS sonugclari da bu hipotezi destekler niteliktedir. mPEG-SH:SH-
PEG-amin oraninin azalmasi ile zeta potansiyel dederlerinin arttigi géralmuistir. Bu durum,
yluzeyde bifonksiyonel PEG’in sahip oldugu amin gruplarinin artmasina atfedilmistir.
Literatirde DLS d&lgtimlerinin nanogubuklarin hidrodinamik boyutlarini dogru géstermeyecegi,
sadece gorunulr bir boyut gosterecegi bilinmektedir (Glidden ve Muschol 2012). Yaptigimiz
DLS olgimleri ile nanogubuklarin ylizeylerindeki modifikasyonlara gére goérinir boyuttaki
degisimleri belirleyerek modifikasyonlar hakkinda fikir sahibi olmak amaclanmistir. Beklendigi
Uzere, PEG’leme sonrasi altin nanogubuklarin hidrodinamik boyutlari belirgin sekilde 261

nm’den 13 nm’ye dismustar.
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Altin nanogubuklarin PEG karigimi ile fonksiyonellestirme dncesi ve sonraki Raman
Olcumleri (Sekil 4.7 ve 4.8) ise ylzeyde olan degisiklikleri acik bir sekilde géstermistir. Katyonik
yuzey aktif malzeme CTAB, altin nanogubuklarin ylizeyine Au-Br etkilesimi ile tutunmaktadir.
PEG’leme oncesi nanogubuk orneklerinde CTAB’in karakteristik pikleri kuvvetli bir sekilde
gobrilmustar. Bu piklerin disuk konsantrasyonda bu kadar kuvvetli olmasinin sebebi altin
nanogubuklarin ¢ok iyi birer Ylzey Arttirilmis Raman Spektroskopisi (SERS) alttagi olmalaridir
(Tian vd., 2014). Altin nanogubuklarin lazer ile uyariimasinin sonucunda gubuklarin etrafinda
olusan elektromanyetik alan Raman sinyallerini ¢cok buytk oranda gelistirir. En kuvvetli sinyal
olarak géziiken Au-Br etkilesiminden kaynaklanan 174 cm"deki pik bunun gdstergesidir. Altin
nanogubuga en yakin olan Au-Br bagi ylzey gelistirmeden en ¢ok etkilenen bag olmustur.
Altin nanogubuklarin PEG karisimi ile yizey modifikasyonu isleminin ardindan Raman
spektrumunda PEG piklerinin baskin olarak gézlenmesi, CTAB sinyallerinin ciddi sekilde
dusmesi ve Au-S bagindan kaynaklanan sinyallerin (270 cm™) olugsmasi altin nanogubuklarin
PEG molekiilleri ile etkili bir sekilde ¢evrelendigini géstermistir (Yamini vd., 2014; Zhang ve
Lin, 2014; Liao ve Hafner, 2005). Ek olarak, altin nanocubuklarin PEG karisimi (4:1) ile
fonksiyonellestiriimesinden sonraki SEM ve AFM goérintileri (Sekil 4.9 ve 4.10) altin

nanogubuklar etrafindaki PEG tabakasini gayet net bir sekilde gorsel olarak kanitlamigtir.

Altin nanogubuklara monoklonal antikor baglanmasi LSPR spektrometresi, DLS/zeta
potansiyel, XPS ve AFM ile karakterize edilmistir. LSPR analizlerinde (Sekil 4.11) PEG ile
modifiye olmus nanogubuklara antikor baglandiktan sonra, ylzey plazmon rezonansinda
kirmizi bolgeye kayma gozlenmigtir. Rezonansta kayma, antikorlarin altin ylzeye
baglanmasini dogrudan gésteren beklenen bir sonugtur ve literatir ile uyumludur (Liopo vd,
2012).

Antikor ile konjugasyon iglemi dncesi ve sonrasi zeta potansiyel ve dinamik 11k sagilim
analizlerinin sonuglar1 (Tablo 4.4 ve 4.5) altin nanogubuklarin PEG ile etkilesiminden sonra
altin nanocgubuklarin zeta-potansiyelinin 11 mV’dan -8.8 mV’a dustigini gdstermistir.
Ykaridaki paragraflarda agiklandigi tzere, zeta-potansiyelde meydana gelen azalma, CTAB
molekillerinin uzaklastirimis olmasi ve ylzeye PEG molekillerinin basarili bir sekilde
baglanmis olmasina atfedilmistir. Altin nanogubuklarin PEG ile modifikasyonundan sonra
antikor konjugasyonu yapilmistir. Antikorlar nétral pH’da net pozitif ylke sahiptirler (Boswell
vd., 2010). Teorik olarak PEG kapli altin nanogubuklara antikor baglandiktan sonra zeta
potansiyel degerinin artmasi beklenmektir. AntiKDN monoklonal antikorunun baglanmasi
sonucu PEG’lenmis nanogubuklarin zeta potansiyel degeri -8.8'dan -1.6 mV‘a yukselmistir.
Meydana gelen bu artis konjugasyon isleminin gerceklesmis olmasina atfedilmistir.

islevsellestiriimis nanogubuklarin in vivo 6zelliklerinin daha gergekgi belirlenebilmesi igin, zeta
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potansiyel 6lgimleri, ayrica serum igeren PBS ortaminda gergeklestiriimistir. Bu dlgimlerde
PEG’lenmis nanogubuklar (PR2) hari¢ diger iki 6rnekte (R2 ve Ab-PR2) muhtemel albumin
proteinin adsorpsiyonu nedeniyle zeta potansiyel degerlerinde negatif ylke dogru artis
olmustur. Bu sonug¢ da nanogubuk yizeyinde PEG ve Ab modifikasyonlarinin gergeklestiginin
dogrudan bir gostergesi sayilabilir. PR2’nin ylzeyindeki PEG tabakasi, protein itici bir
tabakadir. Dolayisiyla protein adsorpsiyonuna direng gésterir (Alkilany vd.,2010). Ote yandan
CTAB kapli nanogubuklar (R2) ve antikor kapli nanogubuklarin (Ab-PR2) ylizeyindeki pozitif
yuklU gruplar 6zellikle negatif yukli albuminin ve diger serum proteinlerinin adsorpsiyonunu
kolaylastirir.  PEG’li altin nanocgubuklarin antikor konjugasyonu &ncesi ve sonrasi
boyutlarindaki degisim DLS (Tablo 4.5) ile élgllmustir. Bu dlgim sonuglari, diger sonuglari
destekler niteliktedir. Sadece gorinlr boyut bilgisinin alinabilecedi DLS dl¢gimlerinde PEG
kapli altin nanogubuklarin antikor ile etkilestiriimesi sonucu hidrodinamik boyutunun 13.2
nm’den 48.7 nm’ye ¢iktigi belirlenmistir. Yaklasik 35 nm’lik artis antikorlarin literatlirde verilen
boyutlari ile ortismektedir. (Alvaro vd., 2000) Serum varliginda gerceklestirien DLS
Olcimlerinde ise PEG’lenmis nanogubuk disindaki diger nanogubuklarda (CTAB kapli ve Ab-
konjuge) protein adsorpsiyonunu ve muhtemel partikil agregasyonunu isaret eden boyut artisi
go6zlenmistir. Pozitif yukli nanogubuk ylzeyine albumin gibi negatif yUkli proteinlerin
adsorpsiyonu ve buna bagh olarak partikil agregasyonu literatirde sik¢a karsilagilan bir
sorundur (Mahmoud vd., 2016).

Antikor ile konjugasyon isleminin ardindan gergeklestirilen XPS analizleri (Tablo 4.6,
Sekil 4.12) PEG kaph nanogubuklarda goézlenmeyen azot atomunun varligini belirgin sekilde
gOstermigtir. Protein yapisindan dolayr ¢ok sayida azot atomu iceren antikor molekulleri
nedeniyle nanogubuk ylzeyinde azot miktarinin artmasi beklenen bir sonugtur ve yuzeye

antikorlarin baglandigini ispatlamaktadir.

Son olarak AFM gorlntuleri, antikor konjugasyonu sonrasi PEG’lenmis
nanogubuklarda gérilen yogun PEG tabakasinin, muhtemelen uzun sire yapilan diyaliz
nedeniyle, uzaklastigini ve nanogubuklarin gubuk seklinin, muhtemelen antikor baglanmasi

nedeniyle, hafifce kayboldugunu gdstermistir.

Antikor konjugasyonunu dogrulamak adina son olarak, anti-KDN antikorlari ile
islevsellestiriimis nanocubuklara spesifik antijen olan KDN molekuilinin baglanmasi
incelenmistir (Sekil 4.14 ve Tablo 4.7). LSPR analizlerinde artan konsantrasyonlarda KDN
baglanmasi sonrasi, artan sekilde rezonans kaymasi go6zlenmistir. Bu durum KDN
molekdillerinin altin ylizeye baglandigini géstermektedir. Sonuglara bakildiginda 1 ila 5 mM
KDN konsantrasyonu aralidinda antikor-antijen etkilesimi doygunluga ulasmistir. Zeta

potansiyel olgiimleri ise artan KDN konsantrasyonu ile nanogubuklarin yizeyinin daha fazla
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negatif yuklendigini gdstermisti. KDN molekulu bir sialik asit turevi olup nétral sartlarda
anyonik bir molekuldir. KDN konsantrasyonun artmasi ile yluzey yukid daha negatif hale
gelmekle beraber ylksek konsantrasyonlarda ylzey yikindeki degisim azdir (5 mMigin -15.9,
10 mM igin -19.6). Bu nanocubuklarin doygunluga ulagsmasi veya spesifik olmayan
baglanmalar nedeni ile olabilir. Zeta potansiyel degerleri LSPR sonuglarini destekler
niteliktedir. Sonug olarak; LSPR, DLS/zeta potansiyel ve XPS ve AFM sonuglarinin tima

antikor konjugasyon isleminin basarili oldugunu kanitlamistir.

Nanocubuklar ile gergeklestirilen in vitro ¢alismalarda éncelikle bu nanomalzemelerin
hicre canhligina etkileri ve glivenli dozlari belirlenmistir (Sekil 4.17- 4.19). Sonuglara gére,
PEG’leme 6ncesi CTAB kapli nanogubuklar olduk¢a diistk dozlarda saglikl meme ve prostat
epitel hicrelerine toksik etki yapmistir. Literatirde CTAB kapli nanogubuklarin ylksek
toksisiteye sahip oldugu bildirilmistir (Alkilany vd., 2012). Katyonik bir ylzey aktif ajan olan
CTAB, hicre membraniyla yiksek derecede etkileserek hicre canliigini disirmektedir.
PEG’leme islemi ile ylzeydeki CTAB molekilleri yerlerini toksik olmayan, nétral PEG
molekdillerine birakmaktadir. Bu nedenle PEG’leme sonrasi nanogubuklarin toksisitesi belirgin
sekilde dusmustir. Farkh uzunluktaki nanorodlar karsilastirildiginda ise orta boy:en oranina
(PR2; boy:en=4.33) sahip nanogubuklarin en az toksik oldugu ve nanogubuk boyunun azalmasi
ve artmasi ile toksisitenin arttigi bulunmustur. Hicre tiriine de bagh olmak Uzere, proje
kapsaminda test edilen g farkli boy:en oraninda nanogubuklardan en kiglk boy:en oranina
sahip, en kuguk nanopargacik olan PR1 test edilen 6rnekler arasinda en fazla toksik etkiye
sahip nanogubuk 6rnegidir. Belirli bir boyutun altinda ¢ok klguk nanopartikillerin hicreler
tarafindan ¢ok daha fazla alinmalari nedeni ile gorece ylksek toksisiteye sahip oldugu
literatirde bilinmektedir (Huang vd., 2017). Ayrica boy:en orani yuksek nanomalzemelerin
biyolojik membranlar ile etkilesimlerinin, diger morfolojilere gére, ¢ok daha fazla oldugu ve bu
nedenle toksisitelerinin gérece ylksek oldugu yine literatirde bildiriimistir (Lee vd., 2014;
Fubini vd., 2011).

Sonraki asamada, kanser hicreleri Gizerinde fototermal terapinin etkilerini incelemeden
secilen givenli dozda (100 uM) nanogubuklarin kanser hicrelerine toksik etki yaratip
yaratmadigina bakilmistir. Segilen givenli dozda PEG’lenmis nanogubuklarin kanser hiicreleri
Uzerinde belirgin bir toksik etkiye sahip olmadigi gérilmustir. Ayrica antikor konjugasyonunun
uygulanan dozlarda nanogubuklarin toksisitesinde bir etkiye sebep olmadigi da in vitro

deneyler ile gosterilmistir.

Doért hicre tirinde (RWPE-1, DU 145, MCF 10A ve MCF7) PR2 ve PR3 ile guvenli
100 uM dozda gergeklestirilien Annexin V testi sonuclarina gore (Sekil 4.20-4.21),

nanogubuklarin kayda deder apoptoza sebep olmadigini géstermistir. Bu sonugclar viabilite
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testlerinde elde ettigimiz sonuglari valide etmistir. Nanogubuklarin boy:en oraninin, ¢aligilan
aralikta (4.3 ve 7) apoptoz Uzerinde farklilik yaratmadid1 anlasiimistir. Bununla birlikte hticre
tirdne gére nanomalzemelerin apoptotik etkisi farlilik géstermistir. PR2 ve PR3, meme kanseri
MCF7 hicrelerinde, normal meme hiicrelerine gére daha ¢ok apoptotik etkiye sahiplerdir.
Ancak bu apoptotik etki oldukga dusiktir. PR2 ve PR3’Un hiicre donglsu Uzerine etkisi hlcre
déngusu kiti kullanilarak tespit edilmistir (Sekil 4.21). Hucre Dongusu Kiti, propidium (Pl) ve
O0zel bir formulasyonda RNAse A iceren bir reaktif icermektedir. PI, DNA boyanma
spesifikasyonunu artirmak icin RNAse'in varliginda diferansiyel DNA icerigine bagli olarak
hicre doénglUsunin farkh asamalarindaki hicreleri ayirt etmektedir (Cecchini vd., 2012).
Dinlenme halindeki hiicreler (GO/G1) her bir kromozomun iki kopyasini icerir (Hunt vd., 2011).
Hucre bolinmeye basladiginda, hicreler kromozomal DNA sentezlerler (S-fazi). Pl floresans
yogunlugu tim kromozomal DNA ikiye katlandiginda (G0/G1) artar. Bu asamada, G2/M
hlcreler iki hicreye boélinir. Her bir hiicre donglisu fazindaki hicrelerin 6lgliimesi Pl
baglanmasi ile yapilir (Pozarowski ve Darzynkiewicz, 2004). Hicre déngusi deneylerinin
sonugclarina goére, prostat normal epitel RWPE-1 hiicrelerinde, PR2 ve PR3 nanomalzemelerin
uygulamasi bu hicrelerin yasam dongllerinde kontrole goére anlamh bir farklilik
gOstermemistir. Prostat kanser DU-145 hucrelerinde ise, PR3 ve PR2 uygulamasinin
hdcrelerin  DNA replikasyonunu ¢ok az bir sekilde indUkledigi distUnulmektedir. Bu
nanomalzemelerin ayni dozda meme normal epitel MCF 10A hiicrelere ve meme kanseri
MCF7 hicrelere uygulanmasi sonrasi kontrol hcreler ile kargilastirdiginda anlamli bir
degisiklik gézlenmemistir. TUm bu sonuglar 1s1§ginda uygulanan nanogubuklarin hiicre ddngusu
uzerinde hucre tipine 6zgun etki gosterdigi soylenebilir. Hlicre dongusu sonuglari ile apoptoz
sonuglari birlikte degerlendirildiginde, bu nanogubuklarin uygulanan givenli dozda, prostat
hicrelerinde daha g¢ok proliferatif ve meme hicrelerinde daha ¢ok apoptotik yonde etkisi

oldugu sonucuna variimigtir.

PR2 ve PR3 nanocgubuklarinin hiicreler tarafindan zamana bagl olarak etkin sekilde
alindigi ICP-MS dlg¢umleri ile ispatlanmistir. Boy: en orani daha yiksek olan PR3’ln hiicreler
tarafindan alimi, PR2'ye goére cok daha hizhdir. Bu bulgu, boy: en orani yiksek
nanomalzemelerin biyolojik membranlar ile etkilesimin daha ylksek oldugunu bildiren literatiri
desteklemektedir (Lee vd., 2014; Fubini vd., 2011). Ayrica hiicre alimi sonuglari, hticre canhhgi
sonuglarini destekler niteliktedir. Beklendigi gibi nanogubuklarin hicreler tarafindan alimi

zamanla artmaktadir.

Monoklonal antikor (Ab) konjuge edilmis PR2 (Ab-PR2) ve antikor tasimayan PR2
nanogubuklarinin kanser ve saglikli hicreler tarafindan alimlarinin ICP-MS olgimleri ile

karsilastiriimasi sonucu, Ab konjuge edilmis ve edilmemis nanogubuklar arasinda anlamli bir
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fark gdézlenmemis veya Ab-konjuge nanogubuklar kanser hicreleri tarafindan daha az
alinmigtir (Sekil 4.23 ve 4.24). Zeta potansiyel ve DLS o6lgimlerinin isaret ettigi sekilde Ab-
konjuge nanogubuklarin serum ortaminda protein adsorpsiyonu ve agregasyon egilimi
nedeniyle hicreler tarafindan daha az aliniyor olmasi muhtemeldir. Bu sorunu ¢ézmek igin
PEG karigsiminda mPEG:amin-PEG orani 4:1’den 9:1’e ve Ab konjugasyon derecesi yariya
(%0.1’den %0.05’e) dusurllerek deney tekrar edilmistir. Ancak hiicre alimi profilinde antikor
hedeflemesini 6n plana gikaran bir degisiklik gdézlenmemistir (Sekil 4.23). Ab konjugasyonu
fizikokimyasal teknikler ile konfirme edilmis, ayni zamanda Ab konjuge nanogubuklara KDN
antijeninin spesifik sekilde baglanmasi LSPR ile dogrulanmis olmasina ragmen antikor
konjuge nanocubuklarin kanser hucrelerine goére normal hucreler tarafindan daha fazla
alinmasinin nedenleri anlasilamamistir. Bu nedenle son derece kiguk altin miktarlari ile
gerceklestirilen bu deneylerde hiicre aliminin daha hassas sekilde 6l¢liimesi amaciyla akis
sitometresinin kullaniimasina karar verilmistir. Bu dogrultuda Ab-konjuge nanogubuklar
floresans ile isaretlenmis ve hlicre alim deneyleri tekrar edilmistir. Akis sitometresinden elde
edilen sonuclara (Sekil 4.25) gére Ab-konjuge edilmis nanogubuklar hem prostat hem de
meme kanser hlcreleri tarafindan normal prostat ve normal meme hiicre hattina gére daha
fazla alinmistir. Ab-PR2’nin prostat normal epitel hiicrelerine kiyasla prostat kanser hicreleri
tarafindan alimi yaklagik 1.5 kat daha fazladir. Ote yandan meme kanser ve normal epitel
hicre hatlar arasinda yaklasik 2.6 kat fark gézlenmistir. Bu sonug, nanogubuklar tzerinde
anti-KDN monoklonal antikorunun meme ve prostat kanserinde, normal epitel hiicrelere gore
¢ok daha fazla ekpsrese edilen KDN reseptorlerine baglanarak kanserli hicreler tarafindan

daha fazla alinmasina atfedilmigtir.

In vitro hicre kdlturleri Uzerinde nanogubuklarin neden oldugu fototermal etki MTT
hicre canliligi testi ile belirlenmistir (Sekil 4.26 ve 4.27). Elde edilen sonuglarda altin PR2
eklenmis hucrelerin, nanogubuk eklenmemig hicrelere gore, lazer uygulamasi sonrasi canlilik
oranlarinda standart sapmalar dikkate alindiginda istatistiksel olarak belirgin azalma
g6zlenmistir. DusUk boy:en oranina sahip nanogubuklarla muamele edilen hicrelerde
g6zlemlenen daha ylUksek hucre dlumunin (yaklasik %25) bu deneylerde uygulanan lazerin
dalga boyu ile ilgili oldugu disunulmustir. Lazer isimasindan i1si enerjisine gegisteki fototermal
doénlsim verimi absorpiyon/uyarma orani arttikga artan bir degerdir (Jiang vd., 2013).
Literatirde de daha dnce kanitlandidi gibi fototermal dénisim verimi, uygulanan 780 nm
dalgaboyundaki lazer dikkate alindiginda dislik boy:en oranina sahip altin nanogubuklar igin
daha yiksektir (Hong vd., 2012).

iki farkli boy:en oranindaki nanogubuklarin, lazer giicii, 1sima siiresi ve konsantrasyona

gbre icindeki bulunduklar sulu ortamin sicakligini arttirma kapasitelerinin karsilastiriimasi
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sonucu PR2’nin 120 yM konsantrasyon gibi disuk konstrasyonlarda dahi ortamin sicakligini,
lazer guicline bagli olarak 40°C ila 60°C arasinda yukselttigi bulunmustur. PR3’Un ayni sartlar
altinda sebep oldugu sicaklik artislari gérece dusuk kalmistir. Bu sonuglar 1s1ginda fototermal
etki deneylerinde PR2'nin, ylksek gugcte (200 veya 500 mW, 808 nm) lazerin ve 10 ila 20 dk
ISima suresinin kullaniimasinin uygun olduguna karar verilmistir. Bu bilgiler 1s1dinda, PR2 ile
300 uM gibi yuksek altin konsantrasyonunda orta glgte lazer ile fototermal etki deneyleri
gerceklestiriimis olup her iki kanser hicre turinin de canlihginda %25’e varan ancak
istatistiksel olarak anlamli olmayan disusler elde edilmistir. Yiksek konsantrasyon PR2 ve
yuksek gugcte lazer uygulamasi da dahil olmak Uzere hlicre canliik dederlerindeki dists en
fazla %25 kadardir. Burada PR2 nanogubuklarin 808 nm (200 mW) lazer etkisi ile kisa surede
ortamin sicakligini 55°C’ye c¢ikarmasina ragmen belirgin sekilde hiicre o6limine yol
acmamasinin en énemli sebebi olarak hicre igine alinan kigik miktarda altin nanogubuklarin
cikardigi isinin, hicre kiltlr deney diizeneginde plaka disina aktariminin pratik tim énlemlere

ragmen 6nune gecilememesi gérilmektedir.

In vivo deneylerde O6ncelikle PR2 ve PR3’lUn biyodagilimlari, saglikli farelerde
incelenmistir (Sekil 4.31 - 4.34). Bu incelemeler sonucu PR2 ve PR3'Un her ikisinin de
karacigerde birikiminin oldugu, ancak 24 saat sonunda metabolize olduklari gérilmustir. PR3,
PR2’ye gore daha hizli karacigerde birikmis ve bdbrekler yolu ile atilmistir. ilging olarak hem

PR2 hem de PR3 beyinde gorulmustir. Bu sonuglar literattr ile uyumludur (Qian vd., 2008).

In vitro ve saglikl hayvanlardaki in vivo sonuglarin tumu degerlendirildiginde PR2
(boy:en=4.33) formulasyonunun PR3 (boy:en= 7) formilasyonuna gore, toksisite, fototermal
etki ve karaciger ve beyin birikimi agilarindan daha Ustin oldugu sonucuna variimistir. Bu
nedenle timorli hayvanlarda, sadece PR2 formulasyonun etkilerinin incelenmesine karar
verilmigtir. Bu yaklasim ayni zamanda tumorli deney hayvani sayisini da kisitl tutmamizi

saglamigtir.

Tamorlt hayvan modellerindeki deneylere prostat timéri tasiyan erkek nude farelerde
floresans ile isaretlenmis serbest monoklonal antikorun biyodistriblisyonunun incelenmesi ile
baslanmistir (Sekil 4.35-4.36). IVIS mikroskop goérintilerinden, enjeksiyondan 6 saat sonra
enjekte edilen antikorun timérde toplanmaya basladigi ve 24 saat icinde ¢ok yliksek
yogunlukta timoérde toplandigi gortlmastir. Bu sonug, proje kapsaminda Uretilen ve dinya
¢apinda tamamen yeni olan KDN antikorunun prostat timdéri dokusunu ¢ok ylksek segicilik
ile taniyip baglandigini agik bir sekilde gostermistir. Bu sonug, yeni antikorun hedefleme

kapasitesi icin son derece 6nemlidir.

Serbest antikorun biyodistriblisyon ¢alismasindan sonra floresan ile isaretlenmis Ab-

PR2 ve isaretsiz PR2'nin, prostat timorli farelerde biyodistriblisyonu incelenmistir (Sekil 4.37
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ve 4.38). Ab-PR2’nin hem timd&r hem de karaciger dokusunda enjeksiyondan hemen sonra
birikmeye basladigi, 24 saat sonunda karacigerde ¢ok daha yogun olmakla beraber timdérde
de tamamen homojen olmamakla beraber birikimi oldugu gozlenmigtir. Antikor tagimayan
PR2’nin enjeksiyondan 24 saat sonra belirlenen biyodistriblisyonu, Ab-PR2’ye ¢ok benzerdir.
Ancak, Ab-PR2’nin PR2’'ye gore, timorde birikimi ICP-MS sonuglarina gére daha fazladir. ICP-
MS sonuglari, Ab-PR2'nin VIS mikroskobu ile belirlenmis dagilim sonuglarini
desteklemektedir. Akciger ve bdbrekde her iki nanogubuk da birbirlerine yakin biyodagilm
go6stermislerdir. Nanopartikillerin RES tarafindan tutulmasi literatirde ¢ok yaygin olarak
yasanan énemli bir problemdir (Jokerst vd., 2011). PEG’leme ile uzun sirkiile eden pargacik
sistemlerinin gelistiriimesine ¢alisiimis ancak glinimiize kadar henliz RES’ten etkin bir sekilde
kagabilen bir partikil sistemi literatlirde bildirilmemistir (Jokerst vd., 2011). Prostat timori
modellerinde histolojik inceleme, doku 6érneklerinin fiksasyonunda yasanan deneysel bir sorun

nedeni ile gergeklestirilememistir.

Antikor (Ab), PR2 ve Ab-PR2’in biyodagilimlari, hem liminesans hem de floresans
Ozellige sahip MDA-MB-231-Luc2-GFP meme kanseri hicrelerinin enjeksiyonu ile meme
timorl olusturulmus disi farelerde de IVIS mikroskobu ve ICP-MS ile incelenmistir (Sekil 4.39
ve 4.40). Anti-KDN antikoru, meme timorinu, prostat timoérine gore daha az segici sekilde
hedeflemigstir. Timorde toplanan antikor miktari, karaciger, bobrekler ve diger organlara gére
belirgin bir sekilde disuktir. Buna uygun olarak, Ab-PR2 ve PR2 gruplarinda da benzer
sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.41). Nanogubuklar meme timorine belirgin bir sekilde
hedefleme yapmamis, bu 6rneklere daha ¢ok karaciger, dalak, bébrek ve akciger dokularinda

rastlanmistir.

Prostat timorli farelerde, ilgili formullasyonlarin enjeksiyonlari sonrasi lazer
uygulamasinin timoér hacmine etkisi 7 gun sire ile takip edilmistir (Sekil 4.42-4.43). TUmor
hacmi altin nanogubuk (Ab-PR2) enjekte edilmis farelerde (n=2) 7 gun iginde %54’e
dismustir. PBS kontrol grubunda, lazer uygulanmis farelerde (n=2) ayni sire iginde timor
hacminde %250, lazer uygulanmamis farede (n=1) %300 artis olmustur. Ab-PR2 grubunda,
standart sapmalar dikkate alindiginda timér hacminde ¢ok belirgin azalma meydana gelmistir.
Bu azalma, altin nanogubuklarin lazer isimasi sonucu fototermal etkisi ile timoér dokusunu
yakmasina atfedilmistir. Biyodistriblisyon deneylerinde gorildigiu tzere Ab-PR2’lerin az da
olsa tUmorde toplanmasi ile lazer isimasi sonucu altin nanogubuklar, timoér dokusunun
sicakhgini arttirmis ve timérin kigilmesine sebep olmuslardir. Gergekten de prostat timorli
farelerde PBS, PR2 ve Ab-PR2 enjeksiyonlari sonrasi lazer uygulamalari sirasinda alinan
termal kamera goérintilerinden Ab-PR2 uygulamasinin, PBS ve daha dnemlisi PR2'ye kiyasla,

timor dokusunda, sirasiyla 9.4 ve 14.7°C’lik sicaklik artsina sebep oldugunu goéstermistir
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(Sekil 4.54). Bu sonug, fototermal terapi sirasinda goérilen timor hacminin kigllmesi

soncuunu destekler niteliktedir.

Benzer sekilde meme timorli disi farelerde de fototermal terapi deneyleri
gercgeklestirilmistir. Fareler iki hafta sure ile takip edilmigtir (sekil 4.44-4.45). TUm&r haciminin
takibi sonucu, Ab-PR2 + lazer uygulamasi ile timér blyimesinin bir stire hafif bir sekilde
baskilandigi ancak ikinci haftanin sonunda kontrollere gére tumdér boyutlarinda istatistiksel
belirgin bir farkhlik olmadigi goériimuigstir. Timoér baskilanmasinin, tek basina antikordan
kaynaklanip kaynaklanmadiginin anlasiimasi igin gerceklestirilen ayri bir deney, serbest

antikorun meme timoéri blylimesini baskilamadigini gostermistir (Sekil 4.45).

Biyodagihm ve fototermal terapi sonuglari topluca degerlendirildignde, anti-KDN
antikorunun, DU-145 hicreleri ile olusturulmus prostat timoérli dokusunu, nude farelerde
yuksek secicilikle hedefledigini, anti-KDN antikoru konjuge edilmis altin nanogubuklarin az
miktarda da olsa prostat timér dokusunda toplandigini ve timér dokusunun sicakhgini belirgin
bir sekilde arttirarak timoérin kigulmesini sagladigi soylenebilir. Benzer bir etki meme
timorinde elde edilememistir. Bunun temel sebebi, kullanilan anti-KDN antikor klonunun
meme timoérine ¢ok daha disuk afinite géstermesi olabilir. Ab-PR2 nanogubuklar da meme
timor dokusunda hemen hemen hig toplanmamigtir. Ayrica meme timoér dokusuna fototermal
terapi sirasinda lazer uygulamasi, prostat timoértu deneylerinde kullanilandan daha seyrek
uygulanmistir (prostatta 3 glinde bir, memede 5 glinde bir). IVIS biyodistriblisyon deneylerinin
aksine meme timadr dokusunda gercgeklestirilen histolojik incelemeler, Anti-KDN antikorunun
spesifik olarak timoér dokusundaki hlicreler ile immunreaktivitesi oldugunu gdstermistir. PR2
ve Ab-PR2 gruplarinda ise anti-KDN igin pozitif boyanan hiicre sayisinin azaldigi saptanmistir.
PBS lazer (-) ve PBS lazer (+) gruplarinda mevcut timor kitlesi icerisindeki anti-KDN-pozitif
populasyonunun olduk¢a yogun oldugunu saptanmistir. PR2 ile kiyaslandiginda, Ab-PR2
grubunda azalan immunreaktivite ise Ab'nin PR2 anti-timor etkinligini artidigini
go6stermektedir. H&E boyanma sonuglari ile beraber degerlendirildiginde, kontrol gruplarinda
proliferasyon indeksinin ylksek olmasina karsin, tedavi gruplarinda apoptotik indeksin ylksek

olmasi timor dokusu icerisindeki hiicrelerin bir kisminin ortadan kaldirildigini géstermistir.

Altin gibi soy metallerde, iletken banttaki elektronlarin toplu salinimi rezonans
elektromanyetik radyasyon ile etkilesime girdiginde, altinin 1isima 6zelligi biyilk ol¢lide arttiran
glcli elektrik alanlari olusmaktadir (Kneipp vd., 1999). Altin nanocgubuklarin bu 6zellikleri
onlari; organik boyalardan ve molekillerden daha gugli 1sik emilimi yapmalarini saglamaktadir
(Jiang vd., 2011). Bu ylzden altin nanogubuklar sensér uygulamalarinda ve yeni
goérintilenme ajanlari olarak kullanimi giderek artmaktadir (Huang vd., 2006). Proje

kapsaminda SERS teknidi ile altin nanogubuklarin timérde goérintilenmesine yonelik
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gercgeklestirilen deneyler, meme timorlu fareler kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.55 ve
4.56). Genel olarak i.v. enjeksiyonla uygulanmig Ab-PR2 &rneklerinin Raman spektrumlarinda
yeterince sinyal artigi olmamigtir. Bu da 24 saat sonra dokularda yetersiz miktarda altinin
toplandigini géstermektedir. Bu durum 6zellikle timér dokusu igin gecerlidir. Karacigerde
sinyal artisi hafifce gorilmekle beraber, sinyal artiginin en belirgin olarak goérildigu organ
bdbreklerdir. Bu sonug, nanogubuklarin 24 saat sonra idrar yolu ile atildigini gostermektedir.
Yine meme timorli farede timor bdlgesine dogrudan enjeksiyon ile Ab-PR2 uygulamasi
sonucu timoér dokusundan kuvvetli Raman sinyali alinabilmisti. Bu sonuglar, altin
nanogubuklarin, yeterli bir sekilde tiumoér dokusunda veya baska dokularda birikmesi
durumunda SERS teknigi ile etkin bir sekilde goérintilenebilmesinin mimkin oldugunu

go6stermektedir.
5.2 Nanokabuklar Uzerine Tartisma ve Sonug

Proje kapsaminda biyouyumlu lipidler ile kapli, icerisinde birden fazla nanogubuk
tasiyan nanokabuk yapilarinin Uretilmesi i¢in ¢ok sayida regete ve yontem denenmistir (Sekil
4.57-4.68). Gelistirilen malzemeler, LSPR, SEM ve AFM ile karakterize edilmistir. POPC esasli
nanokabuklarin LSPR élgtimlerinde enine plazmon absorbsiyon piki 524 nm’de gézlemlenmis
ve CTAB’li nanokabuklara goére kirmiziya kayma meydana gelmistir. Enine absorbsiyon
pikinde meydana gelen bu kirmiziya kaymanin fiziksel degisimlerden kaynaklanan nedenleri
vardir. Bunlar altin nanopargacik ¢api, lokal kirilma indisindeki artis ya da nanopargacik
etkilesimlerinden kaynakli plazmon eslesmesidir (Burgmeier vd., 2015). POPC’nin kirilma
indisi CTAB’in kirilma indisiyle benzer oldugundan (Orendorff vd., 2009) enine aborbsiyondaki
kirmiziya kaymanin sebebi nanokabuklar arasindaki egslesme ve lipid tabakasinin boyut
degisiminden kaynakl olabilir. Bu da POPC-altin nanokabuklarinin ¢ozelti igerisinde yan yana
6z duzenli hale geldigini ve bununda enine absorbsiyonda plazmon eslesmesine ve kirmiziya
kaymaya sebep oldugunu gostermektedir (Orendorff vd., 2009). Konjugasyondan sonra
boylamsal pik mavi bélgeye dogru 13-15 nm bir kayma gdstermistir ki bu kaymanin sebebi
daha 6nceden de bahsedildigi gibi parcaciklar arasi etkilesimler ve etkilesmeden ortamda
bulunan fazla altin nanocgubuklarin santriflij ile uzaklastirimasindan ileri gelebilmektedir
(Colangelo VD., 2017). POPC esasli nanokabuklarin Raman incelemesi, POPC’ye ait
karakteristik piklerin varligini agik bir sekilde géstermistir. Bu da altin nanorodlarin ¢evresinde
POPC esasli lipid tabakasinin olustugunun kanitidir. POPC esasli nanokabuklarin SEM ve
AFM gorantileri, 120 nm ile 600 nm arasinda boy dagilimina sahip kiresel nanokabuklarin

olustugunu gdsternistir. Boy dagilimi, projenin in vivo uygulama amacina uygun degildir.
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POPC esasli nanokabuklarin boy dagilimlari uygun olmadidi i¢in farkh lipid tirleri
denenmistir. Bunlar arasinda DDAB esasli nanokabuklarin sentezi sirasinda lipid ile kapli
nanogubuklarin sentezi gergeklestirilmistir (Sekil 4.61). Raman spektroskopisi ile élgimler,
DDAB kapli nanogubuklarin sentezlendigini dogrulamigtir. DDAB esasli nanokabuklarin
karakterizasyon asamasinda, LSPR/UV-Vis spektroskopisi Olgimleri, 540 nm’de enine
plazmon pikini ve 625 nm’de baskilanmig bir boyuna plazmon pikini gdstermistir. Literatlrde,
nanokabuklarin UV-Vis spektrumu nanogubuklar ile karsilastirildiginda baskilanmig bir boyuna
plazmon pikinin gorilmesi bildiriimis olup nanokabuklarin etrafini ¢cevreleyen yogun stabilizér
tabakasindan, bizim durumumuzda ise lipid tabakasindan, kaynaklanmaktadir (Lozano vd.,
2012; Tomak ve Zareie, 2015). SEM géruntuleri icinde birden fazla nanogubuk iceren, olduk¢a
homojen boy dagiliminda yaklasik 100 ila 300 nm arasinda ¢apa sahip kiresel nanokabuklarin

Uretildigini gostermistir (Sekil 4.64).

DDAB kapli nanokabuk sentezi basarili olmustur ancak DDAB katyonik bir lipid olup
toksisitesi literattirde bildirilmistir (Filion ve Philips, 1997). Literatlirde biyouyumlu nanopartikiil
Uretmek icin ilk bagvurulan yontemler genel olarak metal pargaciklarin PEG (polietilen glikol)
ya da polielektrolit malzemelerle kaplanmasidir. (Zhao vd., 2008), (Zhu vd., 2013) Kullanilan
bu metotlar diginda yapilan ¢alismalarda lipid esasli olarak Gretim metodu olarak yalnizca
nanopartikul dretimi yapilmistir (Zhang vd., 2006). Lipidler nanopartikiller ile konjuge edildigi
zaman nanopartikullerin fizyolojik ortam igerinde stabilizasyonu saglar ve nanopartikdillerin in
vivo galismalarda hedef dokuya ulasmasini arttinir (Matthews vd., 2015). Proje kapsaminda
uretilen DDAB kapli nanokabuklarin katyonik lipidden kaynaklanan sitotoksisitesini azaltmak
icin biyouyumlu ve dusulk toksisiteli fosfotil kolin tlrevi lipidler olan DSPE-PEG (2000) ve
DSPC, DDAB nanokabuk yapisina katilmaya calisiimistir (Sekil 4.65). DDAB/DSPE-
PEG/DSPC karigimi esasli nanokabuklarin in vitro sitotoksisite sonuglarina goére yapiya
DSPE-PEG/DSPC katilmis olmasina ragmen 50 uyM ve altinda konsantrasyonlarda toksik etki
go6stermislerdir. Bu sonug nedeni ile nanokabuk sentezinde DDAB tamamen elimine edilmis
ve biyouyumlu/toksik olmayan DPPC/DSPE-PEG lipidleri iceren karisim kullanilarak altin
nanogubuklar iceren PEG’lenmis nanokabuklar sentezlenmis ve LSPR ile karakterize edilmistir
(Sekil 4.66). SEM ve AFM géruntlleri, icerisinde ve duvarlarinda birden fazla nanogubugun
bulundugu homojen, 200 ile 400 nm arasinda boy dagiliminda, kiresel nanokabuklarin
Uretildigini ispatlamistir (Sekil 4.67-4.68). Boylece biyouyumlu lipidlerden olusan yeni bir

nanokabuk yapisi proje kapsaminda basariyla Uretilmigtir.

Uretilen DPPC/DSPE-PEG kapl nanokabuklara monoklonal anti-KDN antikorlari
kovalent olarak konjuge edilmistir (Tablo 4.10 ve 4.11; Sekil 4.69). XPS analiz sonuglarina

bakildiginda altin ylzeydeki C, O igerigi azalirken N ve S orani artmigtir. Lipid esasli
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nanokabuklarda ve iglerindeki nanogubuklarda PEG-aminden kaynaklanan azot
bulunmaktadir. Antikor baglanmasi sonucu peptid yapisi nedeni ile yizeydeki azot miktarinin
artmasi beklenir. Benzer sekilde nanokabuk igindeki altin nanogubuklarin ytzeyindeki PEG-
SH nedeni ile kukurt elementi LR 6rneklerinde beklenmektedir. Antikor baglanmasi sonrasi
kukdrtin artmasi protein yapisindaki sistein kalintilari nedeni ile beklenir. N1s spektrumunda
antikor konjugasyonu sonrasi peptid bagi azotuna karakteristik 399-400 eV baglama enerjisine
sahip sinyalin belirmesi, antikor konjugasyonu 6ncesi ise sadece 402-404 eV enerjide primer
amin grubu icindeki azota ait pikin varligi antikor konjugasyonunun gerceklestigini
go6stermektedir. Ayrica, DLS/zeta potansiyel dl¢cimleri Ab konjugasyonu sonrasi hidrodinamik
boyutta ve nanokabuk ylizey ylkinde artis géstermistir (Tablo 4.12). Bu beklenen bir sonugtur.
Zira zeta potansiyel 6lcimlerinde PEG’lenmis fosfolipid tabakasi nedeni ile nanokabuklar hafif
negatif yakliddr. Pozitif yukli antikorlarin konjugasyonu sonucu nanokabuk ytzey yuki
pozitife dogru kaymistir. Ayrica serum ortaminda nanokabuklar kararliliklarini korumustur.
Tdm bunlar in vitro ve in vivo uygulamalar icin nanokabuklarin uygunlugunu gdsteren

Ozelliklerdir.

Nanokabuk Uretim denemeleri sonucunda DPPC/DSPE-PEG esasli nanokabuklar
stabil ve hedeflenen boy 6zelliklerine en yakin 6zelliklere sahip yapilar olarak ortaya gikmistir.
Bu yapilar toksik olan DDAB lipidi kullaniimadan dretilmislerdir. Kullanilan lipid karigimi
biyouyumlu ve toksik olmayan lipidleri igermektedir ve ylizeyin dogrudan PEG’lenmis olmasini
mumkuin kilmaktadir (Nag ve Awasthi, 2013). Sonugta kararl sekilde uretilen DPPC/DSPE-
PEG esasli nanokabuklarin toksisitesi MTT analizi ile belirlenmistir (Sekil 4.72). RWPE-1
normal prostat hiicreleri zor blylyen ve dis sartlardan ¢ok kolay etkilenen hicreler olup bu
hdcrelerin buyutulmesinde ciddi sorunlar yaganmistir. RWPE-1 hucre hattinda yasadigimiz
sorunlari ¢gdzmeyi ve nanokabuklarin toksisite analizini yapmayi hedeflemis olmamiza ragmen
final rapor déneminde bu hicre hatti ile ilgili yasanilan hassasiyet sorunlari tam olarak
¢ozlulememistir. Bu nedenle RWPE-1 normal prostat hlicrelerinde nanokabuklarin toksisitesi
sadece iki konsantrasyonda degerlendiriimistir. Sonu¢ olarak, DPPC/DSPE-PEG esasli
nanokabuklar, DU145 ve MCF-7 kanser ve MCF-10A epitel hlicre hatlarinda 1000 uM gibi
ylksek konsantrasyonlara kadar istatistiksel olarak belirgin bir toksik etki gdstermemislerdir.
RWPE-1 normal epitel hicre hattinda ise denenen en ylksek doz olan 600 uM gibi
konsantrasyonlara kadar anlamh bir toksik etki gdzlenmemistir. Ayrica, antikor bagl
nanokabuklar ile antikor tasimayan nanokabuklarin toksisiteleri arasinda belirgin bir farklilik

g6zlenmemistir (Sekil 4.73).

Nanokabuklar ile hiicre donglsu ve apoptoz deneyleri gerceklestiriimemistir. Cunkd,

nanokabuklarin in vitro fototermal etki deneyleri sonuglarindan bu nanomalzemelerin
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nanogubuklara gore fototermal etkide ek bir Ustunlik saglamadigi belirlenmistir (Bknz Bolim
4.2.3.3).

Saglikh ve kanser hilcre hatlarinda floresans boya ile isaretlenmis antikor konjuge
nanokabuklarin (Ab-LR) hicreler tarafindan alim profilleri akis sitometresi ile belirlenmistir
(Sekil 4.74). Ab-konjuge edilmis nanokabuklar hem prostat hem de meme kanser hicreleri
tarafindan normal prostat ve normal meme hiicre hattina gére daha fazla alinmistir. Bu sonug,
nanokabuklar Gzerinde antiKDN monoklonal antikorunun meme ve prostat kanserinde, normal
epitel hiicrelere gére ¢ok daha fazla ekpsrese edilen KDN reseptoérlerine baglanarak kanserli

hicreler tarafindan daha fazla alinmasina atfedilebilir.

Onemli olarak, DPPC/DSPE-PEG nanokabuklarin, (hiicresiz) sulu ortamin sicakhgini
konsantrasyona bagli sekilde belirgin bir bicimde arttirdidi, ancak, nanogubuklara gore,
fototermal etkide belirgin bir Ustinlige maalesef sahip olmadigi gézlenmistir. DPPC/DSPE-
PEG nanokabuklar, 600 pM konsantrasyonda, MCF-7 meme kanseri hicre hatti ile
inkibasyonu ve sonrasinda lazer uygulamasi sonucu, hucre canhliyinda yaklasik %25’lik bir
disuse sebep olmustur (Sekil 4.76). Bu sonug, 100-300 uM konsantrasyonda nanogubuklar

ile gbzlenen fototermal etki ile cok benzerdir.

Kullanilan nanokabuk dozunun (600 uM), nanogubuklara (100-300 uM) gére gok daha
yuksek oldugu da dikkate alindiginda nanokabuklarin, nanogubuklara gére fototermal etki
agisindan tercih edilmelerini gerektiren bir Gstinligin olmadigi ortaya gikmistir. ileriki
zamanlarda daha yuksek miktarda ve farkli uzunluklarda altin nanogubuklar yuklenmig
nanokabuklarin sentezi, sentez parametreleri ve nanokabuk fiziksel 6zelliklerinin fototermal

Ozelligine etkilerinin belirlenmesi konusunda yeni arastirma projeleri gerceklestirilebilir.

Nanokabuklar ile fototermal etki deneylerinde son olarak, literattiirde kullanilan farkh
bir yontem kullaniimistir. Bu yéntemin tek farkhihdi hucreler ile altin nanopargaciklarin
inklibasyonu sonrasi hucreler PBS ile yikanmadan lazer i1sigina maruz birakilarak hicre
canhligininin belirlenmesidir (Li vd., 2018). MCF-7 meme kanseri ve DU145 prostat kanseri
hicreleri kullanilarak gergeklestirilen bu deneylerde (Sekil 4.77 ve 4.78), LR'nin 500 yuM
konsantrasyonda uygulamasi sonucunda hicre canlihigi, kontrole (+lazer) kiyasla, MCF-7
hicrelerinde istatiksel olarak anlamli ancak oldukga az (yaklagik %20’lik) bir digus gosterirken,
DU-145 hucrelerinde %40’hk bir dusus ile %60’a diugmustir. LR'nin 1000 uM dozunda ise
hdcre canhhidl, MCF-7 ve DU-145 hacreleri, sirasiyla, %43 ve %45’e dusmustur. Nanokabuklar
ile inklibasyon sonrasi hiicreler yikanmadan yapilmis olan bu deney sonuglari, nanokabuklarin
hicre tirtne gére ancak 1000 uM gibi ¢cok yiksek konsantrasyonda kaydedeger bir fototermal

etkisinin oldugunu gostermistir.

DPPC/DSPE-PEG nanokabuklarin biyodagilimlari, o6ncelikle saglikli farelerde
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incelenmistir (Sekil 4.79). Sonuglar, nanogubuklarin biyodagilim sonuglarindan oldukga
farkhdir ve nanokabuklarin, PEG’lenmis nanogubuklara gore daha uzun sirkile edebildigini ve
daha ge¢ RES tarafindan elimine edildigini gostermigstir. Ayrica nanokabuklar da bdbrekler
tarafindan kolayca atilabilmistir. Ancak, prostat timorli farelerde floresans etiketli ve antikor
konjuge edilmis DPPC/DSPE-PEG esasli nanokabuklarin (Ab-LR) biyodagilim sonuglari,
saglikli farelerden farkli cikmistir (Sekil 4.80-4.82). IVIS sonuglarindan goérilecegi Uzere
antikor konjuge nanokabuklar, karaciger ve bdbrek dokusunda enjeksiyondan hemen sonra
birikmeye baglamistir. 24 saat sonunda karacigerde yogun sekilde birikmis, timdrde de kismi
sekilde ¢ok daha az sekilde birikim olmustur. ICP-MS sonuglari da nanokabuk
formulasyonlarinin 24 saatte blylk oranda karacigerde biriktigini gostermistir. Ayrica, Ab-
LR’nin, LR’ye gére timorde birikimi hafifce daha fazla olmustur.

Nanokabuklarin prostat timoérli farelerde biyodagilimi, fototermal terapi sonuglarini da
destekler niteliktedir. Soyle ki; prostat timorli erkek farelerde Ab-LR formilasyonunun
enjeksiyonu sonrasi lazer uygulamasinin sonucunda (Sekil 4.83 ve 4.84), timér hacmindeki
blylme, 7 gin boyunca baskilanmistir. PBS kontrol grubunda, lazer uygulanmis farelerde
ayni slre iginde tumor hacminde %250, lazer uygulanmamis farede %300’e ¢ikmistir. Bu
sonuglar; PR2ye goére fototermal terapi etkisi daha dusik ¢ikmis olmakla birlikte
nanokabuklardan kaynaklanan bir fototermal etkinin oldugunu géstermektedir ve bu literatir
icin yeni olan vyapilar acgisindan oldukga umut vaadetmektedir. Bununla birlikte;
biyodistriblisyon profile dikkate alindiginda nanokabuklarin timaérde birikimleri nanogubuklara
gore ¢ok daha azdir. Ayrica in vitro fototermal etki deneylerinde de nanokabuklarin fototermal
Ozelliklerinin, nanogubuklara gore daha dusuk oldugu anlagiimigtir. Dolayisiyla nanokabuklara

ait in vivo fototermal terapi sonuglari elde edilmis olan diger deneylerin sonuglari ile uyumludur.

Ab-LR ve LR uygulanmis prostat timorli farelerden toplanan dokularin histolojik
incelemesi, toplanan dokularin fiksasyonunda yasanan problem nedeni ile

gerceklestiriiememistir.

Meme timorli farelerde nanokabuklar kullanilarak fototermal terapi uygulamasi
sirasinda termal kamera ile alinan timér bolgesinin goérintileri (Sekil 4.85), Ab-LR
uygulamasinin, PBS ve LR’ye kiyasla, sirasiyla 11.5°C ve 4°C'lik sicaklik artisina sebep
oldugunu gdstermistir. Olglilen degerler, nanogubuklara kiyasla, nanokabuklarin timor
bolgesinin sicakhdinda daha disik bir artisa sebep oldugunu gdéstermistir. Bu sonug,
fototermal terapi sirasinda timor hacminde gorilen yavas kigulme sonuglarini da destekler
niteliktedir. Projenin son doneminde meme timorli farelerde Ab-LR kullanilarak SERS teknigi
ile in vivo goruntileme deneylerinin yapilmasi planlanmis olmasina ragmen, yukaridaki

bélimlerde agiklandigi lzere meme timorli disi farelerde Ab-LR ile in vivo deneyler
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gercgeklestirilemedigi icin bu nanomalzemenin SERS goérintileme ajani olarak kullanilabilme

potansiyeli heniiz belirlenememistir.

Sonug¢ olarak, proje kapsaminda Uretilen nanokabuk yapilarinin in vitro deneyleri
tamamlanmis ve in vivo deneylerinde ise saglikli fareler ve prostat timoérine sahip farelerde
deneyler gergeklestiriimistir. Hem in vitro deneylerin, hem de prostat timdr modelinde yapilan
in vivo deneylerin sonuglarina goére; nanokabuklarin fototermal terapi etkisi, nanogubuklara
kiyasla, daha dusuktir. Ayrica nanokabuklarin biyodagihm profili dikkate alindiginda
nanokabuklarin timérde birikimlerinin, nanogubuklara gére, ¢cok daha az oldugu bulunmustur.
Dolayisiyla gergeklestiriimis olan tim deneyler, denenen nanokabuklarin tedavi ajani olarak
potansiyellerinin genel olarak nanogubuklara gére daha distk oldugunu géstermistir. Sonug
olarak; projede hazirlanan nanokabuklar, umut vaadedici yeni ajanlar olmakla beraber,
fototermal terapi etkinligi acisindan yapisal iyilestirmeye ihtiya¢ duymaktadirlar. Bununla
birlikte, proje basvurusunda 6nerildigi icin, proje slresi icinde, nanokabuklarin meme timorli
farelerde deneylerinin yapilmasi yéninde girisimde bulunulmustur. Bu amacgla Bogazigi
Universitesi Vivarium’dan 12 adet disi nude fare satin alinmis ve bu farelerde standart protokol
ile meme timorl olusturulmaya calisiimistir. Ancak temin edilen farelerin gbrece yaslarinin
ileri olmasi nedeni ile 4 hafta beklenmesine ragmen farelerde olusan timdrler deneylere
baslamak igin gerekli buyilklige (yaklasik 100 mm?®) ulasamamis ve fareler deneyleri
gerceklestiremeyecek kadar yaslanmistir. Bu nedenle, meme tumorli farelerde
nanokabuklarin deneyleri yapilamamigtir. Neticede butce ve sure kisitlari nedeni ile eksik
kalan in vivo deney seti gergeklestirilememistir. Ozellikle, nanogubuklara kiyasla, Uretilen
nanokabuk yapilarinin tedavi ajani olarak potansiyellerinin daha disik oldugunu ve yapisal
iyilestirmelerin gerekli oldugunu gdsteren tum in vitro ve in vivo deney sonugclarini da dikkate
alarak, nanokabuk kisminda eksik kalan in vivo meme timort modeli deneyinin, proje final
raporuna dahil edilmemesi hususunda yapilmis olan talebimiz, TUBITAK Miihendislik
Arastirma Destek Grubu’nun 13/11/2018 tarih ve 73873223/161.11.1/E.226638 sayili yazisi

ile uygun gorulmustar.

5.3 Oneriler

Proje sonuglari topluca degerlendirildiginde asagidaki c¢alismalarin gelecekte
yapilmasi énerilmektedir:

1. Bu proje ile ilk defa, prostat ve meme timérlerini hedefleme potansiyeli ortaya

cikarilmis olan ve hedefleyici ajan olarak son derece umut vaadeden antiKDN

antikorunun antitimor tedavi etkinliginin in vivo deneyler ile belirlenmesi yerinde
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olacaktir. Buna paralel olarak, Anti-KDN antikoru ve polimerik
kemoterapétiklerin birlestiriimesi ile yeni hedefli ilag tasima sistemlerinin
olusturulmasi ve in vivo denemelerinin yapiimasi gelecek c¢alismalarin
konusunu olusturacaktir.

Hem tedavi hem de goérintileme ajani olarak oldukga umut vaadeden altin
nanogubuk vyapilarinin in vivo denemelerinin prostat ve meme timor
modellerinde daha c¢ok denek ile istatistiksel analizlere elverigli sekilde
gercgeklestirimesi yerinde olacaktir. Bu in vivo ¢alismalarda nanogubuklarin
yluzeyindeki anti-KDN antikorlarinin sayisinin ve ylzey modifikasyon
stratejisinin, malzemelerin tedavi ve goérlntileme performasina etkilerinin

belirlenmesi ve in vivo sonugclar ile iligskilendirilebilmesi dnemli olabilir.

. Anti-KDN antikorlari ile islevsellestiriimis nanogubuklarin dogrudan tiimore

enjeksiyon yolu ile tedavi ve géruntileme stratejilerinin gelistiriimesi yéninde
galismalar yapilmasi yerinde olacaktir. Zira, bu malzemelerin, klinikte daha
kolay ve hizli uygulanabilir yeni ajanlar olabilmesi yéniinde dogrudan timore
enjeksiyon etkili bir strateji olabilir.

Nanokabuk yapilarinin iyilestiriimesi amaciyla daha yuksek miktarda ve farkli
uzunluklarda altin nanogubuklar ylklenmis nanokabuklarin sentezi ve lipid
kabuk yapisi iginde nanocubuklarin daha homojen dagiimasina yonelik
calismalar gercgeklestirilebilir.

Nanokabuk sentez parametreleri ve nanokabuk fiziksel 6zelliklerinin fototermal
Ozelligine etkilerinin belirlenmesi ve kontrol edilebilmesine yodnelik yeni
arastirma projeleri gerceklestirilebilir.

Proje cergevesinde biyouyumlu lipidlerden Uretilmis nanokabuk yapilarinin
boylari 200-400 nm araliinda olup bu boy araliginin 150 nm’nin altina
cekilmesi, ayrica bu nanokabuk yapilarinin kan akisindaki kolloidal
kararliliklarinin incelenmesi, bu yeni yapilarin in vivo uygulanabilirlikleri
acisindan énemlidir. Buna yonelik arastirmalarin gelecekte gerceklestiriimesi
yerinde olacaktir.

Nanokabuklarin meme timdér modelinde in vivo distriblisyon, tedavi ve
gorintileme etkinliklerinin belirlenmesi, bu yapilarin tedavi ve goértntileme

potansiyelinin tam olarak ortaya ¢ikarilmasi i¢in gereklidir.
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Gergeklestirilen projenin amaci, segici olarak meme ve prostat kanseri timorlerini hedef alip
bu hucreleri yok eden, ayni zamanda tumorin gértntilenmesine de olanak taniyan
nanoteknoloji Urtind teranostik bir sistem gelistirmek ve bu sistemin teghis ve tedavi etkinligini
in vitro ve in vivo deneyler ile ispatlamaktir. Bu amaca yonelik olarak, biyouyumlu ve segici
antikorlar ile modifiye edilmis altin nanogubuk ve nanokabuklarin retilmesi, bu
nanotanecikler kullanilarak farelerdeki timorlerin gériintilenmesi ve fototermal lazer terapi ile
etkin bir sekilde yok edilmesi hedeflenmistir.

Altin nanotanecikler, essiz biyouyumluluk, optik ve elektronik 6zellikleri sayesinde teranostik
sistemler olarak kullaniimaktadir. Ylzeyleri uygun ligandlar ile modifiye edilmis altin
nanotanecikler kanserli hiicreleri segici olarak hedefleyebilmekte ve plazmonik 6zellikleri
sayesinde zararli olmayan yakin kizilétesi (near-infrared) (NIR) lazer 1igimasi altinda
fototermal etki ile kanser hiicrelerini yok edebilmektedirler. Altin nanotanecikler, ayni
zamanda ?yuzey arttinimis Raman spektroskopisi? (SERS) ve ?NIR termal géruntileme?
teknikleri icin mikemmel ajanlardir. Altin nanogubuklar ve nanokabuklar, nanokire
geometrisine kiyasla, daha Ustiin plazmonik 6zellik gosterir.

Gergeklestirilen projede, poli(etilen glikol) (PEG) ile kapli altin nanogubuklar ve birden fazla
nanogubuk igeren lipid esasl nanokabuklar sentezlenmistir. Uretilen nanotaneciklerin
ylzeylerine, meme ve prostat kanser hiicrelerinin membranlarinda ytksek miktarlarda
bulundugu son yillarda belirlenen ve sialik asit ailesinin farkli bir ttirii olan KDN (2-keto-3-
deoxy- D-glycero-D-galacto-nononic acid) reseptorini hedefleyen secici antikorlar (anti-KDN
antikorlari) konjuge edilmistir. Uretilen hedefli nanotaneciklerin fototermal tedavi etkinlikleri
oncelikle in vitro, daha sonra prostat ve meme kanser fare modellerinde in vivo deneyler ile
belirlenmistir. Nanotaneciklerin in vivo goériintileme potansiyeli, SERS ve NIR termal
gorintuleme teknikleri ile ortaya ¢ikariimistir.

Anti-KDN antikorlari ile hedeflenmis nanotaneciklerin tretimi ve etkinliklerinin belirlenmesi,
bildigimiz kadariyla literatiirde henlz rapor edilmemis olup gergeklestirilen proje tamamen
6zgun degere sahiptir. Ayrica, proje kapsaminda literatur igin yeni, birden fazla nanogubuk
tasiyan lipid nanokabuk yapllar Uretilmis ve ik defa bu yapilarin fototermal etkisine yonelik
bulgular elde edilmistir. Proje galismalari, 6zellikle prostat timdrlerini ve potansiyel olarak
meme timorlerini segici bir sekilde gorintulemeyi ve yoketmeyi sadlayacak yeni bir
nanosistemin gelistiriimesi yoniinde glcli bir temel saglamistir.

Anahtar Kelimeler:

Altin nanotanecik, fototermal terapi, teranostik, nanocubuk, nanokabuk, hedefleme, kanser

Fikri Urin Bildirim Formu Sunuldu
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