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Tiirkce Ozet
Kavrak, B. (2022). In Vitro Memeli Makrofajlar1 Uzerindeki Karbon
Kuantum Noktalarinin Immiinomodiilator Aktivitelerinin incelenmesi. Doktora Tezi,

Biruni Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Istanbul.

Kuantum noktalari, biyouyumluluklarinin yani sira floresan ozellikleri
nedeniyle de tipta ve biyolojide kullanilmistir. Tibbi ve biyolojik uygulamalarda, ilag
dagitimi1 ve fonksiyonel gruplara bagli olarak bazen tedavi ajanlar1 olarak yaygin
kullanilmasinin yani sira in vivo goriintiileme kapasitelerinden de faydalanilmaktadir.
Floresan ozellikleri sayesinde hiicrelerin fonksiyonel heterojenligi, membran tagima
proteinlerinin difiizyon hareketleri ve hiicre i¢i organel etiketleme gibi hiicre tasima
mekanizmalarii1 incelemek i¢in kullanilabilmektedir. Kolayca degistirilebilen
dogalari, fonksiyonel gruplarin yapilarina eklenerek hiicrelerin ve viicudun ig¢indeki
lokalizasyon Ozelliklerinin yani sira farkli islevler kazanmalarmi saglamaktadir.
Calismalarin ¢ogunda olasi immiinomodiilator rolleri ihmal edilmis ve ¢alismamizda
ilag dagitim arac1 olarak veya inflamasyona karsi aktif bilesen olarak kullanilabilecek
bir dizi yeni karbon kuantum noktasi iiretmeyi amagladik. Bu yeni karbon kuantum
noktalari, ELISA yontemiyle enflamatuar sitokinlerin tiretimi iizerindeki etkilerini
incelemek i¢in in vitro olarak aktive edilmis memeli makrofajlari tizerinde test edildi.
Sonuglarimiz, fonksiyonel gruplara bagli olarak, bu yeni karbon kuantum
noktalarinin farkli immiinomodiilatér aktivitelerinin oldugunu gdstermektedir.
Bunlarin bir seti, makrofajlarin tepkisini ve hiicre canliligini etkilemeyecek giivenli
ila¢ dagitim ajanlar1 olarak kullanilabilecegi gibi baska bir setinin de anti-inflamatuar

ila¢ aday1 olarak degerlendirilebilecegi sonucuna ulagiimigtr.

Anahtar Kelimeler: Kuantum noktalar;; Makrofajlar; Inflamasyon; Anti-

inflamatuar ilaglar; Bagisiklik sistemi; Immiinomodiilator etki
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Ingilizce Ozet
Kavrak, B. (2022). Immunomodulatory Activities Of Novel Carbon Quantum
Dots On In Vitro Activated Mammalian Macrophages. Doktora Tezi, Biruni

Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Istanbul.

Quantum dots have been utilized in medicine and biology due to their
biocompatibility as well as fluorescent properties. In medicinal and biological
applications, they have been widely used for their in vivo imaging capacities as well
as drug delivery and depending on the functional groups sometimes as treatment
agents. They can be used to study the cell transport mechanisms such as functional
heterogeneity of cells, diffusion movements of membrane transport proteins, and
intracellular organelle labeling thanks to their fluorescent properties. Their easy to
modify nature enables addition of the functional groups to their structures to make
them gain different functions as well as localization properties within the cells and
the body. In most of the studies their possible immunomodulatory roles are omitted
and in our study we aimed to generate a series of novel carbon quantum dots that can
be used as drug delivery vehicle or as active ingredient against inflammation. These
novel carbon quantum dots were tested on the in vitro activated mammalian
macrophages to examine their effects on the production of the inflammatory
cytokines by ELISA method. Our results suggest that depending on the functional
groups there were differential immunomodulatory activities of these novel carbon
quantum dots. A set of these can be utilized as safe drug delivery agents that would
not affect the response and the cell viability of the macrophages. Whereas another set

can be utilized as anti-inflammatory drug candidates.

Keywords: Quantum dots; Macrophages; Inflammation; Anti-inflammatory

drugs; Immune system; Immunomodulatory effect



1. GIRIS VE AMAC

Asi, enfeksiyon hastaliklarina karst koruyucu yanit olusturmak amaciyla
viicuda verilen maddelerdir. Asilamanin amaci, hastaliklara kars1 bagisiklik sistemini
desteklemek ve bu sayede viicudu s6z konusu hastaliklara karsit korumaktir. Sonugta
viicut, enfeksiyon hastaliklarina karsi bagisiklik kazanir ve ilgili hastalik daha hafif
gecirilir. Aktif bagisiklik icin viicuda, hastalik etkeninin antijeni verilir ve bu sayede
viicutta antikor liretimi uyarilir. Pasif bagisiklik i¢in viicuda, dogrudan antikor verilir.
Aktif bagisiklik i¢in kullanilan agilar; canli zayiflatilmig, inaktif ve inaktif toksin
asilardir. Son zamanlarda, mRNA asilart ve DNA asilar1 yeni as1 yontemleri olarak
gelismistir (Jorge and Dellagostin, 2017). Asilarin tekrar viriilans 6zellik kazanma
riski ve az etkili olmas1 gibi geleneksel asilarin bazi dezavantaji bulunmaktadir.
Bunun disinda mRNA asilar1 ve DNA asilar1 daha diisiik immiin yanit
olusturmaktadir. Baz1 teknikler ile {iretilen asilar da, alerjik reaksiyon yaratabilecek
istenmeyen yabanci proteinler icerebilmektedir. Ayrica agilar antijen sunmak disinda,
ilgili hastalik icin ihtiyag duyulmayan bir¢ok bileseni de sunmaktadir. Bu bilesenler
as1 etkinligini azaltabilir, immiin sistemi uygunsuz ya da etkisiz cevaplara
yonlendirebilmektedir (Jorge and Dellagostin, 2017; Francis, 2018). Geleneksel
asilarda meydana gelen bu olumsuz etkilerden dolayi, bilim insanlar1 etkili bagisiklik

yanit olusturabilen ve yan etkisi az olan asilar gelistirmeye calismaktadirlar.

Nanoteknoloji, 1-100 nanometre boyutundaki pargaciklar bilimidir.
Nanofarmasoétik terimi ise nano biiyiikliikte ilag tasiyict sistemleri ve araglari
icermektedir. Nanofarmasotik bilimi  yardimi ile hazirlanan ilaglar, kiigiik
boyutlarindan dolayr damarlardan kolayca gegebilir, nanoparcaciklar genis ylizey
alanina sahip oldugu i¢in ¢oziintirliikkleri, absorpsiyonu ve bunlara bagli olarak da
ilacin biyoyararlanimi1 artmaktadir. Ayrica nanotasiyici sistemler hasta bdolgeye

hedeflendirilebilirler ve ilacin raf 6mrini uzatabilmektedirler.



Nanopartikiillerin asilarin hazirlanmasinda bazi1 avantajlari olabilmektedir.
Birincisi, pasif veya aktif asilarin taginmasi i¢in yararli bir ara¢ olabilmektedirler.
Ikincisi, dogal antijenisite dzelliginden dolay1, bagisiklik sistemini iyi bir sekilde
uyarabilir ve uygun bir bagisiklik tepkisi olusturabilmektedirler (Zhao, Seth,
Wibowo, Zhao, Mitter, et al., 2014). Buradan yola ¢ikarak, nanoteknolojik yontemler
kullanilarak, daha iyi hedefleme yoluyla etkin immiin yanit olusturabilen nanoagilar
tizerinde c¢alismalar yapilmaktadir. Nano asilar, geleneksel asilarin aksine,
nanopartikiillerden olusan ve hastaligin veya enfeksiyonun ortaya ¢iktigi bolgeyi
dogrudan hedefleyen yeni bir as1 sinifi olarak tanimlanmaktadir. Nano asilar,
enfeksiyonlarin ve hastaliklarin yayilmasini 6nlemek i¢in viicudun bagisiklik
sistemine katkida bulunmaktadir (Kim, Park, Shon, Kim, Shim, et al., 2014; Sekhon
et al., 2011). Ayrica, nanosistemler ile gelistirilen asilar, degradasyona karsi
antijenlerin biitiinliigiinii koruyabilmektedir. Geleneksel asilar, as1 salinim miktarin
kontrol edememekte ve hedef dokuyu tanimlayamamaktadir, bunun sonucunda asi
gelisigiizel viicutta dagilmaktadir ve sonu¢ olarak hiicreler konumlarindan dolay1
belli bir miktarda ila¢ dozu alabilmektedir. Nanopartikiil sisteme dayali ila¢ dagitim
sistemleri araciligiyla bu sorun dnemli dlgiide ¢ozilmiistiir (O’Hagan and Singh,
2003). Ayrica, peptidler, proteinler veya niikleik asitler gibi ¢ok sayida terapotik ajani
stabilize edebilmektedirler. Ek olarak geleneksel asilarin aksine, ilgili ajani diisiik
dozda kullanilmasin1 saglayip daha etkili olmasin1 saglayabilmektedir (Stammers,

Hunt and Erden, 2013).

Calismamizda, nanotasiyici ilag sistemlerinden biri olan karbon bazli ilag
tasiyicl nanosistemler ile as1 gelistirilmesi planlanmaktadir, boylece kisa siirede
immiin yanit olusturabilen, daha az yan etkili ve hedef odakli as1 elde edilmesi

amaglanmaktadir.

Karbon nanotasiyict sistemlerden biri olan karbon kuantum noktalari
genellikle 10 nm'den daha kiigiik ve ylizeylerinde karbonil, eter, amino, karboksilik
asit ve hidroksil grubu gibi farkli fonksiyonel gruplar igeren kiiresel bir sekle sahiptir.
Bu o6zellikleri onlara biyouyumluluk, iyi iletkenlik, suda ¢oziiniirliik ve c¢esitli
inorganik ve organik maddeler ile bag olusturabilmeyi saglamaktadir. Ayrica karbon
kuantum noktalari, genis yiizey alanina dolayisiyla daha yiiksek ilag¢ yiikleme
kapasitesine sahiptir (Singh, Arora, Dhiman and Pahwa, 2018; Lacerda, 2006).



Karbon nanotasiyici ilag sistemleri’nin, hidrofilik, diisiik toksisite, kimyasal
stabilite ve biyouyumluluk gibi biyolojik 6zellikleri sayesinde giiclii bir ilag¢ tastyici
sistem adayidir. Ayrica elektronik 6zellikleri sayesinde elektrokimyasal 1s1ldamaya
neden olur bu sayede hiicre igerisinde gozlemlenebilmektedir. Nano boyutlar
sayesinde hiicresel girisi miimkiin olmaktadir ve viicudun farkli organlarina serbestce
dagilabilmektedir. Nazal, oral, parenteral ve pulmoner yollar dahil olmak {iizere
cesitli yollarla uygulanabilmektedir. Ek olarak, nanopartikiillerin birden fazla
hastaliga kars1 koruma icin birka¢ antijenle kombinasyon olusturabilmesi 6zelligi
sayesinde etkili ve giiclii bir nanoasi olusturulabilmektedir (Mishra, Patil, Thakur and
Kesharwani, 2018; Bao, Mitragotri and Tong, 2013; des Rieux, Fievez, Garinot,
Schneider and Préat, 2006).

Calismamizda, farkli formiilasyonlarda karbon kuantum noktalarin sentezi
yapilacaktir. Daha sonra in vitro yontem ile memeli makrofaj hiicresi ilizerinde
kuantum noktalarinin enflamatuar yanit olusturma potansiyeline bakilacaktir. Bunun
icin makrofajlar iizerine farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kuantum nokta
tirevleri 1ilave edilecek ve bunlarin varliginda salgilanan proinflamatuar
sitokinler’den olan TNFa, IL6, GMCSF ve IL12p40 miktarlar1 dlgiilecektir. Etkili bir
adjuvan adaymin antijen veya mikrobiyal metaryali (mRNA, DNA, toksin) tasiyici
ozellige ve immiin sistemi stimiile edebilecek 6zellige sahip olmas1 gerekmektedir
(Zhu, Wang and Nie, 2014). Karbon kuantum noktasinin bu 6zelliklere sahip olup
olmadig1 incelenecektir. Karbon kuantum nokta’larin immiin yanit olusumunda etkili
oldugunu gosteren bircok calisma bulunmaktadir (Lategan, Fowler, Bayati, Fidalgo
de Cortalezzi and Pool, 2018; Gao, Shen, Zhao, Dong, Jia et al., 2013).



2. GENEL BILGILER

2.1. Farmasotik Nanomateryallerin Kullanim Ve Uygulama Alanlar:

Nanoteknoloji, nanodlcek boyutlarda fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikle-
ri degisebilen malzeme ve sistemlerle ilgilenmektedir. Nanoteknolojinin hedefi, na-
nodlcek boyutlarda potansiyel bir islevi olabilecek yapilarin iiretimini ve bu yapilar-
dan malzeme iiretimini gergeklestirebilmek, nano ebatlarda 6zelligi ve islevi belli
olan cihaz iiretebilmek, iiretilen bu malzemeleri giinliik hayatta kullanilabilir duruma
getirmektir. Nanool¢ek boyutlara getirilen malzemelerin farkliliklar1 sadece kiigiik
ebatlarda olmasi ile ilgili degil, ayrica kiiclik boyutlarda farkli fiziksel 6zelliklerin
meydana gelmesi ile de iligkilidir. Malzemenin boyutunun kii¢iilmesi ile kuantum
ozellikler (mikroskobik 6zellikler) daha belirgin hale gelmektedir. Bunun en 6nemli
sonuclarindan birisi atomlarin geometrik diizeninin maddenin baz1 fiziksel 6zellikle-
rini etkilemesidir. Karbondan yapilmis malzemeler bu konuda verilebilecek en iyi

orneklerdir (Ersoz, Isitan ve Balaban, 2018).

Nanoteknoloji’nin saglik alaninda birgok kullanim yeri vardir. Nanoteknoloji
kullanilarak {iretilen kiiclik 6lgekteki cihazlar ile hiicre igerisine rahatga ulasilip
gozlemlenebilmekte ve kullanilacak cihaza saglikli hiicre ile hastalikli hiicreyi
birbirinden ayirt edebilme yetenegi kazandirilabilmektedir. Bu sayede kanser gibi
baz1 hastaliklarin teshisi ve hedef odakli tedavi yontemi miimkiin olmaktadir.
Proteinler, niikleik asitler, lipitler, karbohidratlar, ebatlar ile belirli 6zellikleri olan
nanodl¢ekteki materyallere Ornektir. Gen calismalarin da yasanan zorluklarin
nanodl¢ekteki aygitlarla giderilebilecegi diisiintilmektedir. Bu alandaki ¢alismalarin
hastalik teshis ve tedavisinde yeni yontemlerin bulunmasinda destek saglayacagi
diistiniilmektedir (Ersoz ve ark., 2018).

Bir canli hastaliga maruz kaldigi zaman, ilgili organ, doku ya da hiicreler
cogunlukla kimyasal ilaclarin kullanildigi yontemler ile tedavi edilmektedirler.
Kimyasal ilaglar ile tedavi sonucu saglikli hiicrelerde kimyasal ilaca maruz

kalmaktadir ve bu durumdan olumsuz etkilenebilmektedir. Ayrica, ilag molekiiliiniin



etki gosterecegi bolgeye ulasip ulasamamasi ilag liretiminin ana sorunlarindan biridir
(Tiylek, 2019; Tiylek, 2017). Bunun 6niine gecebilmek i¢in yeni nesil ilag tasiyict
sistemler gelistirilmeye c¢alisilmistir. Hedef odakli ilag tasiyici nanosistemler ile
iiretilen ilaglar glinlimiizdeki ilaglara kiyasla daha pratik olarak hedefe iletilmesini
saglamaktadir (Tiiylek, 2017). Farmasotik nanoteknoloji ise nanoteknoloji bilimi
kullanilarak, ilaglar viicut igerisinde molekiiler boyutta izleme, hastaliklar1 tedavi
etme ve ilag tasiyict sistemlerin gelistirilmesi ve viicutta secilen organ, hiicre yada
reseptore hedeflemenin yapilabilmesini igermektedir. Nanotasiyici sistemler lizerinde
yapilan yiizey modifikasyonlar1 sayesinde istenilen organ, doku veya hiicreye
ulasabilmekte ve yapay zeka kullanilarak ilgili bolge igerisinde biyotaklit 6zellik
gosterebilmektedir. Bu sayede, nanotasiyicilar hastaligin  oldugu bdlgeye
hedeflendirilebilmekte, tedavi o6zgilnliigii arttirilmakta, hedef bolgedeki ilag
konsantrasyonunu arttirabilmekte ve saglikli organ, doku ve hiicrelerin kimyasal
ilaca maruz kalmasinin 6niine gegebilmektedir (Tiiylek, 2019).

Klasik yontemlerle iiretilen ilaglarin viicut igerisinde terapotik doza
gelebilmesi i¢in genellikle tekrarlanan dozda kullanilmaktadirlar. Viicut icerisindeki
etken maddenin gerek miktarin altina diigmesi veya yeter diizeyin iistiine ¢ikmasi
sonucu toksik etki gibi istenmeyen durumlar olabilir. Bu durumlarin Oniine
gecebilmek icin diisiik dozda etkin madde kullanimi saglayan ve bu sayede
olusabilecek toksik etkilerden arindiran, etkin maddeyi direk hedef bolgeye ulastiran
yeni nesil ila¢g tasima sistemleri kullanilabilmektedir. Nanoteknolojik ilag tasiyici
sistemler ile polimer yapili sistem igerisine yerlestirilen etken maddelerin spesifik
bolgeye ulagsmasi saglanmaktadir. Boylece hedef bolgede ki ila¢ konsantrasyonu
etkin terapdtik diizeyde uzun siire sabit tutulabilmekte ve viicut igindeki etkin
maddenin eliminasyonu azaltilabilmektedir. Bu sayede ila¢ daha etkili kullanilmakta
dolayisiyla ilagtan alinacak olan fayda artmaktadir (Zhang, Gu, Chan, Wang, et al,
2008).

Nanotastyicilar viicut igerisine verilecegi igin biyolojik yonden giivenilir
olmasi gerekmektedir. Canli i¢in uygun olan biyo uyumlu polimerlerden yapilan ilag
tasiyict sistemlerin kullanilmasi ile bu yapilarin zamanla viicutta parcalanmasi ve
pargalanan lriinlerin toksik etkisinin olmamas1 saglanmaktadir.

Nanotasiyict sistemler etkin madde ile iki farkli sekilde baglanabilmektedir.
Birincisi, etkin maddenin elektrostatik, hidrofobik veya hidrojen baglar ile

nanotastyicilar igerisine implante edilerek salinmasi ikincisi ise kovalent veya
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elektrostatik etkilesim ile etkin maddenin ilag tasiyici yiizeyine konjugasyonudur
(Tiylek, 2019).

Ilag hedeflenmesindeki asil amag, farmakolojik ajanin viicutta istenilen ya da
hasta olan kisma tasinmasi, absorbsiyonu ve dagilmasi olarak tanimlanir. Ilacin secici
hedeflendirilmesi ile, farmakolojik ajanin yan etkileri azalmakta, istenen terapdtik
yanit elde edilmekte ve yiiksek dozlarda ila¢ kullanimi esnasinda meydana gelen
toksik etkiler azaltilarak daha giivenli bir ilag kullanimi1 saglanir. Ayrica Nano tasiyici
sistemlerle ilag hedeflendirilmesi ile, ilaglar kan-beyin bariyeri, akcigerdeki
bronsiyoller ve derideki siki baglantilar gibi ulagilmasi zor olan bazi anatomik ve
biyolojik yapilar1 asarak ilaglarin hedef dokuya ulastirilmasini saglar ve reseptore
spesifik ve dayaniksiz molekiillerin korunmasi ve diger hedef dis1 reseptorlerle
etkilesmemesi saglanmaktadir (Saymer ve Comoglu, 2016).

Ilag gelistirme alanmin disinda, nanoteknolojinin genel olarak halk saglig
yararlaria yol agabilecegi diisliniilmesi gerekmektedir. Buna 6rnek olarak, hava-
toprak-sudaki patojenleri ve kirleticileri tespit etmek i¢in yeni araclar yaratmak, su
kaynaklarinin nanofiltrasyonu ve iyilestirilmesi gibi projeler de nanoteknoloji fayda

gosterebilmektedir (Stammers et al., 2013).

2.2. Nanopartikiillerin Ve Nanomateryallerin Simiflandirilmasi

Nanopartikiiller —materyal temelli olarak dort ana bashk altinda

siiflandirilmaktadir.

2.2.1. Karbon Temelli Nano Malzemeler

Bu grup nanopartikiiller karbon igerir ve i¢i bos tiipler, elipsoidler veya kiire
gibi sekillerde bulunabilmektedir. 3-10 nm aralifinda yapilardir. Fullerenler (C60),
karbon nano tiipler (CNTs), karbon nano fiberler ve grafen (Gr) yapilar 6rnektir
(Sekil 1). Karbon bazli nanomalzemelerin, analitik, biyogoriintiileme, viicut
icerisinde molekiiler arasi iletisim ve teranostik alanlarda uygulanmaktadir (Testa,

Zammataro, Pappalardo and Sfrazzetto, 2019).
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Sekil 1: Karbon bazli nanomalzemelerin yapilari.(Yan, Gozin, Zhao, Cohen

and Pang, 2016).

2.2.2. Inorganik Temelli Nano Malzemeler

Bu nano malzemeler, metal ve metal oksit nanopartikiilleri ve nano yapil
malzemeleri igermektedir. Genellikle altin veya glimils nanopartikiiller gibi
elementlerinden hazirlanan kolloidal ilag tasiyict sistemlerden, TiO2 (Titanyum
Dioksit ve ZnO (Cinko Oksit) nanopartikiiller gibi metal oksitler ve silikon ve
seramikler gibi yar1 iletken malzemelerden {iretilmektedir (Sekil 2). Tam1 ve/veya
tedavi amagh kullanilabilmektedir. Altin bazli nanopartikiiller, yiizey modifikasyonu
ile kiiciik analitlerin ve biyomolekiillerin tespitinde genis uygulamalar
gostermektedir. Kuantum noktalari, yiiksek floresan 6zelligi ve genis emisyon araligi
nedeniyle biyogoriintiilemede biiylik potansiyel gostermektedir (Wang, Li, Cheng
and Yuan, 2016).
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Sekil 2: Inorganik nanopartikiil ¢esitleri (Li, Cao, Liu, Liu, Li et al., 2019)

Inorganik nanopartikiiller, boyuta bagli optik, manyetik, elektronik ve
katalitik Ozellikleri igeren benzersiz fiziksel 6zellikleri nedeniyle yeni ilag tasiyici
sistemi olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Bu nanopartikiiller yiiksek stabiliteye, genis yiizey alanina, ¢esitli
modifikasyonlara, ¢ok islevlilige sahip fizikokimyasal 6zellikler ve spesifik biyolojik
davraniglara sahiptir (Pandey and Dahiya, 2016).

2.2.3. Organik Temelli Nano Malzemeler

Genellikle organik materyallerden yapilan nano malzemelerdir. Sekil 3’te
gosterildigi gibi dendrimerler, miseller, lipozomlar ve polimer nanopartikiiller bu
gruba ornek nanoparcaciklardir.

Bu yapilar da molekiillerin kendi kendine toplanmasi ve tasarimi i¢in kovalent
olmayan (zayif) bag kullanilmaktadir ve bu sayede istenen yapilarin elde edilmesi
saglanmaktadir. Lipid bazli organik nanopartikiiller suda az ¢oziinen ilaglarin
¢Oziinlirliiglinii artirma yetenekleri ve in vivo ortamda bi¢imi agisindan birgok

avantaja sahiptir (Rajabi and Mousa, 2016).
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Sekil 3: Organik nanopartikiil yapilar1 (Rajabi and Mousa, 2016).

2.2.4. Kompozit Temelli Nano Malzemeler

Nano oOlgcekli boyutta bir faza sahip olan nanopartikiilleri diger
nanopartikiiller yapilarla birlestirebilen ¢ok fazli nanopartikiiller ve nanoyapili
malzemelerdir. Bilesenler arasindaki sinerjistik etkilerden dolay1 bilesenlerinin 6zgiin

ozelliklerine ek ozelliklerle birlestirmektedir (Meroni and Ardizzone, 2018).

2.3. Kuantum Nokta Sistemleri

2.3.1. Genel Ozellikleri

Nano yapidaki malzemeler genellikle 100 nm altinda ki boyutlarda kuantum
mekaniginin 6zelliklerini gostermeye baslamaktadir. Kuantum nokta biiyiikligii 2-10
nm arasinda olan yar1 kristal nanopartikiillerdir. Kii¢iik boyutlarindan dolay1 bu
nanopartikiillerin iizerinde oynama yapilabilmektedir. Kuantum noktaciklarin
boyutlart ve igerdigi atomlar onun o6zelligini belirlemektedir. Kuantum noktalar
yapisinda birka¢ atomdan, binlerce atoma kadar atom barindirabilen yapay bir
atomdur. Kuantum noktalarin boyutlar1 iizerinde kolayca diizenlemeler yapilabildigi
i¢cin bant boslugu da degismektedir bu da kuantum noktalarina yapay atom ozelligi

katmaktadir. Boyut kontrol edilebildigi i¢in, kuantum noktalarinin birden ¢ok optik



ve elektriksel 6zellikleri bulunmaktadir (Gao, Yang, Petros, Marshall, Simons et al.,
2005).

Kuantum noktalar ilk olarak Alexie Ekimov tarafindan 1980°li yillarda
yapilan koloidal ¢ozeltileri ¢alismalar1 sirasinda bulunmustur. Kuantum nokta elde
edebilmek i¢in ¢ogunlukla periyodik cetvelin II-VI, III-V gruplarinda bulunan iletken
ve yart iletken elementlerinden faydalanilmaktadir. En sik kullanilan kuantum
noktalar: CdSe (Kadmiyum Seleniir), InAs (Indiyum Arsenik), CdS (Kadmiyum
Silfiir), CdTe (Kadmiyum Telliirid), ZnS (Cinko Siilfit), PbSe (Kursun Selenid)’dir
(Yong, Roy, Swihart and Prasad, 2009).

Bir maddenin iletken olabilmesi i¢in elektronun bulundugu degerlilik band1
ile iletken olabilmesi i¢in ge¢gmesi gereken iletkenlik bandi arasindaki uzakligin ¢ok
az olmas1 gerekmektedir. Yar1 iletken bir madde de ise, elektronlarin ¢cogu degerlilik
bandinda geriye kalan az miktarda ki elektron ise iletken bandinda bulunmaktadir.
Bir elektronun deger bandindan iletim bandina gegebilmesi icin, yasak bandi
gecebilecek kadar yliksek miktarda enerjiye sahip olmasi gerekmektedir. Isi, voltaj
veya foton enerjisinden faydalanarak elektron uyarilarak iletim bandina ulagmasi
saglanabilmektedir fakat iletim bandina ulasan elektron o bolgede ¢ok az durur ve
deger bandindaki yerine geri donmektedir (Durmusoglu, 2011).

Bulk malzemelerdeki yari iletken kristalinin boyutu exciton bohr yaricapindan
daha biiyliktiir ve bu exciton i¢in yeterli bir bosluk alan1 vermektedir. Kristalin
boyutu kiiciildiikge, atomda bulunan enerji seviyeleri siirekli sekilde davranmayi
birakip ayrik bir sekilde davranmaya baslamaktadirlar. Bu ayrik enerji seviyelerinin
bulundugu duruma “kuantum sinirlamasi” denilmektedir. Bu durumda artik kristalin
boyutu exciton bohr yaricapindan daha kiigiiktiir ve uyarilmis bir elektron uzaga
gitmek isteyecek fakat sinirlandigr i¢in hareket edemeyecektir. Bu duruma gelen
maddelere, artik bulk malzemenin 0Ozelliklerini gdstermeyi birakip, kauntum
mekanigine 0zgii Ozellikler gostermeye baslayacaktir ve degisen boyutlarindan
dolay1 da bu malzemelere “Kuantum Nokta” denilmektedir (Yong et al., 2009).

Kuantum nokta uv 151g1na maruz kalirsa, absorplanan
(sogurulan) 151k sebebiyle kuantum noktasinda bulunan elektron belli bir enerjiye
maruz kalir ve diisiik enerji seviyesinden daha yiiksek enerjili bir seviyeye
¢ikmaktadir. Bu durum kararsiz bir hal olmasindan dolay: elektron daha kararli olan
temel haline donmektedir. Bu uyarilma sekli 151k emisyonudur (fotoliiminesans) ve

enerji farkinin o enerji farkina denk gelen dalga boyundaki 1518in yayilmasi olay1
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olarak bilinmektedir. Ortaya ¢ikan 15181n rengi deger ve iletim band1 arasindaki enerji
farkina baghdir. Kuantum sinirlamast etkisi ile boyutlar1 degisen kuantum
noktalariin yaptig1 1simanin rengi de degismektedir. Ortaya ¢ikan enerji 1s1mmim
seklinde gerceklesmekte ve bant boslugu ne kadar yliksekse, elektronun sahip oldugu
enerji ve yaydigi enerji de o kadar fazla olmaktadir (Sekil 4). Sonug olarak, elektron
iletkenlik bandindan, degerlilik bandina donerken 151k sagar ve nesnelerin rengini bu
sayede gormemizi saglamaktadir. (Jamieson, Bakhshi, Petrova, Pocock, Imani et al.,
2007; Reshma and Mohanan., 2019) .

Uyarilma sonucu salinan fotonun enerjisi ile dalga boyu arasinda ters oranti
vardir. Yiiksek enerjili foton kisa dalga boyuna sahiptir diger yandan enerji diistigii
zaman dalga boyu artis gostermektedir. Dalga boyunda meydana gelen degisiklik,
elektromanyetik spektrumda olan goriiniir bolgedeki renk degisimine karsilik
gelmektedir. Yiiksek enerjili kisa dalga boyuna sahip olan foton mavi renkte
gozikiirken, diisiik enerjili uzun dalga boylu foton ise kirmizi renkte goriinmektedir
(Sekil 6). Nanomalzemelerin essiz olasi, biiylikliiklerine bagli olarak meydana gelen
fiziksel, kimyasal veya mekanik 6zelliklerindeki degisim yapilabilmesidir. Kuantum
noktalarinin boyutlar kiigtildiikkge yasak bolge araligi artmaktadir (Sekil 4). Bu
sebepten dolayr boyutlar1 kontrol edilebilir bir degisken olup boyutunu degistirerek
dalga boyuna bagli olarak renk i1simalarin1 da degistirebilmektedir (Reshma and
Mohanan., 2019).
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Sekil 4: Kuantum noktalarin biiyiikliiklerine bagli olarak yasak bolgedeki
degisim (Reshma and Mohanan, 2019).

Sonug olarak, kuantum noktalar exciton bohr yarigapindan daha kii¢iik oldugu
icin ve enerji seviyelerinin seklinin ilgili noktacigin boyutuyla alakali olmasindan
dolayt ve kuantum noktalarin boyutlar1 iizerinde oynanabilmesinden dolay:
maddenin sahip oldugu atomun enerji seviyeleri ile oynanabilecek bir malzeme
vermektedir. Bu durum sira dis1 bir 6zelliktir. Kuantum noktalar, birden ¢ok optik ve
elektronik ozellikler, ayarlanabilir boyutlar1 ile 151k emisyonu, yliksek sinyal
parlakligi ve uzun siireli foto kararlilik gibi farkli 6zellikleri bulunmaktadir. En
onemli 6zelligi boyutunu kontrol ederek rengini de kontrol edebilme 6zelliginin
olmasidir ve en kiiclik kuantum noktalar mavi 1s1ma yaparken en biiyiik noktalar ise
kirmizi 1s1ma yapmaktadir. Kuantum noktalar1 giines panelleri, hastalik tan1 ve tedavi
de biyo-ajan olarak, LED aydinlatmalar, az enerji ile ¢alisan ampiil ve televizyonlar

gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
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2.3.2. Kuantum nokta fizikokimyasal yapisi

Kuantum noktalar1 genellikle iki kisimdan olusmaktadir ve bu yapilar
inorganik cekirdek ve organik dis kabuktur. Kuantum noktanin igerisinde bulunan
cekirdek kismi, ilgili noktanin yari iletken olmasini saglamaktadir. Dis kabuk ise
organik yapisindan dolayr inorganik c¢ekirdek kismimin okside olmasin
engellemektedir (Sekil 5). Kuantum noktalar (KN) genel olarak periyodik cetvelin II
ve VI elementlerinden ya da III ve V elementlerinden olugmaktadir. KN kabuk
yiizeyi biyouyumluluk acisindan ¢ok oOnemlidir ve genellikle suda ¢oziinebilen

tiriinler kullanilmaktadir (Rizvi, Ghaderi, Keshtgar and Seifalian, 2010).

/ W.g% \

W

Kabuk Ligandlar :
‘—’ —
Cekirdek Cekirdek - Kabuk Cekirdek ve kabuktan olusan kuantum
\ noktasinin ligandla birle§m<y

Sekil 5: Kuantum nokta yapist (Reshma and Mohanan., 2019).

Kuantum Noktalarin fiziksel biiyiikliikleri Bohr capindan kiigiiktiir ve bu
sebepten kuantum sinirlama olayr goriilmektedir. 2.3.1. kisimda bahsedildigi gibi
kuantum sinirlamasi olayr degerlik bandi ile iletkenlik bandi arasinda kalan bant
boslugu’nun daralmasi ile olusmaktadir. Bu daralmanin asil sebebi boyutu biiyliyen

KN sonucu daha fazla enerji bandinin i¢ i¢e girmesidir. Bu daralma parcacigin belli
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bir biyiikliigiine kadar devam eder ve sonrasinda biiyiikliige baglh olarak
degismemektedir.

Belli bir pargacik biiyiikliiglinden sonra enerji bantlar1 tamamen i¢ ige
girmesinden dolay1 optik Ozellikte de de§isme olmaz. Bu nedenle KN kuantum
sinirlamas1  goriilmektedir. Bu etki, KN optik ve elektronik 6zelliklerini
belirlemektedir (Rizvi et al., 2010 ; Reshma and Mohanan., 2019).

Kuantum noktalari, mordtesi 1sinlarla aydinlatildigi zaman, biiytikliiklerine
gore farkli renklerde 1s1ma yapmaktadirlar. KN’larin optik 6zellikleri kristal
boyutlaria bagl olarak degisebilmektedir (Sekil 6).

Frequency (Hz)

-

Electromagnetic spectrum

1020 1018 e 1015 1012 108 104
Ultraviolet Infrared
i B e =

WMWAAS S~

Wavelength (run)

Size of the gquantum dot (nm)

Sekil 6: Karbon noktalarin boyut biiyiikliigiine bagli olarak yaptigi farkli
renklerdeki isimalar (Reshma ve Mohanan., 2019).
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2.3.3. Avantajlart

Boyutlar1 kolayca ayarlanabilirligi i¢in genis kullanim alanlarina sahiptir.

Kuantum noktalar1 bir dizi dalga boyundaki isikla uyarilabilmektedir, bu
durum da KN’a belli bir dalga boyundaki 1sikta birden ¢ok renk gdsterebilme imkani
sunmaktadir (Rizvi et al., 2010).

Kuantum nokta’larin, olabilecek dar emisyon spektrumlarma sahiptir.
Pargacigin boyutu, bilesimi ve ylizey kaplamalar1 degistirilerek kontrol edilebilir.
Buradan, farkli renkler yayan birden fazla KN, tek bir 151k dalga boyu tarafindan
uyarilabilir, onlar1 ¢oklanmis goriintiileme i¢in ideal hale getirir (Rizvi et al., 2010).

Kuantum nokta’lar metabolik degredasyona kars1 direngli inorganik
cekirdekleri nedeniyle son derece fotostabildir ve saatlerce tekrarlanan uyarma ve
floresan dongiilerden gectikten sonra bile yiiksek parlakligi koruyabilir. Bu nedenle,
uzun siireli olarak kullanilabilirler. Bu o6zelliginden dolayr hiicre izleme
calismalarinda kullanilabilmektedir (Chan, Maxwell, Gao, Bailey, Han et al., 2002).

Kuantum nokta’larin floresan omrii diger meteryallere gore daha uzundur.
Ortalama 30 — 100 ns arasindadir (Rizvi et al., 2010).

Kuantum nokta’lar daha yiiksek kuantum verimine, daha biiyiik absorbans
kesitine, in vivo caligmalar da ¢ok daha parlak floresan Ozellik tagsima (prob)
kapasitesine sahiptir ve uzun siire devam eden siirekli izlenen deneylerde
kullanilmaktadir. (Rizvi et al., 2010)

Gilintimiizde kullanilan geleneksel floresan boya ve proteinlerden farkli olarak
kuantum noktalari, genis liiminesans spektrumlarina (11ma araligi) sahip olmasi ve
fotostabil olmasi ile uzun siireli ve belirgin goriintiileme imkan1 saglamaktadir (Yao,
Li, Li and Yang, 2018)

Kuantum nokta’larin ylizey oOzellikleri parcacigin optik 6zelliklerini
etkilemektedir. KN yapisinin yiizeyinde atom bosluklarindan kaynakli olusan yiizey
tuzak bolgeleri bulunmaktadir. Bu durum bant araliginda yeni enerji seviyelerinin
olusmasini etkilemektedir. Parcacik ylizeyinde bulunan tuzak yapilarin fazla olmasi,
KN uygulamalarinda verimin diismesine ve yiiklerin yeniden birlesmesi esnasinda
yanip sonme (rekombinasyon) gibi olaylara sebep olmaktadir. KN yiizey 6zelliklerini
tyilestirmek i¢in KN bir yiizey aktif madde ile kaplama veya c¢ekirdek/kabuk

yapisinda sentezleme gibi yontemler kullanilarak foto aktivite iyilestirilebilmektedir
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2.3.4. Uygulama Alanlart

Kuantum nokta’larin floresan problar1 olarak hastalik tani1 ve goriintiileme
amaciyla kullanilmasi saglik sektdriinde yaygin olarak uygulanmaktadir. Fakat bazi
KN bilesiminde olan CdSe, CdTe ve CdS gibi agir metaller, fizyolojik kosullarda
bozulma o6zelligine sahip olup iyon salimmmi yaparak toksik etkiye sebep
olabilmektedirler. Bu etkiyi ortadan kaldirmak igin, karbon veya silikon bazli benzer
foto-fiziksel parametrelere sahip biyo-uyumlu materyaller KN iiretiminde
kullanilmakta ve biyomedikal alanda uygulanmaktadir (Chen, Gao, Goh, Samsudin
and Su et al., 2019).

2-6 nm boyut aralifinda degisen metal ve yari iletken nanopartikiiller,
yalnizca benzersiz boyut oOzellikleri nedeniyle degil, ayni zamanda biyolojik
makromolekiillerle (niikleik asit ve proteinler gibi) boyutsal benzerlikleri nedeniyle
de onemli oOlgiide ilgi ¢ekmektedir. Bu benzerlikler nanoteknoloji ve biyolojinin
entegrasyonuna olanak taniyarak tibbi teshis, hedefe yonelik terapotik iiretimi,
molekiiler biyoloji ve hiicre biyolojisinde 6nemli ilerlemelere yol agabilmektedir.
Birka¢ grup tarafindan yapilan son arastirmalar, nanopartikiilleri peptitler, proteinler
ve DNA gibi biyomolekiillerle iliskilendirmistir. Bu nanoparcacik biyokonjugatlari,
homojen biyo tahliller gelistirmek i¢in yeni malzemelerin bir araya getirilmesinde ve
ultrasensitif algilama ve goriintiileme icin ¢ok renkli floresan etiketler olarak
kullanilmaktadir (Chan et al., 2002).

Organik boyalar ve floresan proteinlerle karsilastirildiginda, yari iletken
KN'lar bir¢ok benzersiz avantaj sunar, goriiniirden kizilotesi dalga boylarina kadar
boyut ve komposit 6zelligine gore ayarlanabilen emisyon 6zelligi, genis bir spektral
aralikta biiyiik emilim katsayilarma ve c¢ok yiliksek parlaklik ve fotostabilite
seviyelerine sahiptir. Genis uyarilma profilleri ve dar / simetrik emisyon spektrumlari
sayesinde, yiiksek kaliteli KKN'lar, birden fazla renk o6zelliklerine sahip olma ve
binlerce gen, protein veya kiigiik molekiillii bilesigi belirlemek i¢in yapilan K-nokta-
makromolekiil kombinasyonu sayesinde optik kodlama i¢in de ¢ok uygundur (Gao et

al., 2005).

Kuantum Nokta’lar1 yapisinda hem ilact hem de goriintiileme sistemlerini bir

arada bulundurabilmesinden dolayi, tan1 ve tedavi edici ajanlarin tek bir platformda
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toplanmasin1 saglayan teranostik etkinin olusmasini saglamaktadir. Bu o6zellik
sayesinde, KN ylizeyine anti-timdr ilag¢ ve timor hedefli peptit baglanarak kompozit
bir yapi olusturulabilir ve kanser tani - tedavisinde kullanilabilmektedir (Salva,
Taratula, Garbuzenko and Minko, 2011).

Kuantum Noktalar’larin genis uyarma profilleri ve dar/simetrik emisyon
spektrumlar1 sayesinde, yliksek kaliteli KN’lar, binlerce gen, protein veya kiigiik
molekiillii bilesigi kodlamak i¢in birden fazla renk ve yogunlugun birlestirildigi
kombinatoryal optik kodlama i¢in de c¢ok uygundur ve biyosensor olarak
kullanilmaktadir (Han, Gao, Su and Nie, 2001).

Kuantum Nokta'larin hedef hiicrelerde veya dokularda bulunan antijenlere
baglanan antikorlar, aptamerler, peptitler veya kiicik molekiiller ile yiizey
modifikasyonu, in vitro ve in vivo uygulamalar i¢in hassas ve spesifik hedefli
goriintiileme ve tan1 yontemlerinin gelistirilmesiyle sonuclanmistir (Bagalkot,
Zhang, Levy-Nissenbaum, Jon and Kantoff et al., 2007).

Kuantum nokta’lar ile iiretilen LED aydinlatma sistemleri daha az maliyetli
ve daha kaliteli hale getirilmistir. LED calisma mekanizmasi ise, anot ve katot taba-
kalar arasina biri elektron tagima tabakasi digeri ise bosluklu tasima tabakasi olan
tagima tabakalar1 konulmus ve bu tabakalarin arasina yerlestirilmis kuantum nokta-
dan akim gectigi zaman harcanan enerji 151k seklinde ortama yayilmaktadir (Shirasa-
ki, Supran, Bawendi and Vladimir, 2013).

Sonu¢ olarak kuantum noktalar, degisik parcacik boyutlarina bagli olarak
gostermis oldugu farkli optik ve enerji niteliklerinden dolay1 biyoteknoloji, biyo-
ajanlar ve biyo-goriintiileme, LED aydinlatmalar, giines panelleri, lazer sistemleri,
daha canli renklere sahip plazma ve televizyon ekranlarinda, elektronik gibi bircok

alanda uygulanmaktadir.

2.3.5. Inorganik Temelli Kuantum Nokta Ornekleri

Inorganik temelli kuantum noktalar, belli grup elementlerin birlesimi ile elde
edilmektedir. Genellikle periyodik cetvelin III-V, II-VI veya IV-IV gruplarinda
bulunan metallerin bir araya gelmesi ile elde edilmektedir. Cogu zaman yari
iletkendirler. Bu kuantum noktalara kiikiirt, azot veya fosfor bilesikler eklenerek belli

bir fonksiyon kazandirilabilmekte bu sayede KN’larin boyutlart ve seciciligi
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ayarlanabilmekte ve dalgaboyunda belli degisiklikler yapilarak istenilen amaca
uygun, nitelikli bir nanopargacik yapilabilmektedir (Shi, Liu and Su, 2014).
Pargacikta bulunan c¢ekirdegin kararliligini saglamak, yigin olusturmasini
engellemek ve biiyiikliiklerini kontrol edebilmek ig¢in inorganik temelli kuantum
noktalara hidrofilik veya hidrofobik 6zellik gdsteren yiizey aktif ligantlar kaplanmasi
gerekmektedir. Bu 6zellik i¢in kullanilan yiizey aktif maddeler li¢ kisimdan olusur.
Iki ¢ekirdek yiizeyine tutunan kisimdir, ikincisi iki fonksiyonel yapi arasinda yer
alan zincir yapida olan yapidir ve {igiinciisii ise zincirin ucuna baglanan dis kisimda

kalan yapidir (Sperling and Parak, 2010).

2.3.6. Toksik Etkisi

Kuantum nokta olarak en yaygin kullanilan CdSe / ZnS, CdSe / ZnS ve CdTe
/ ZnS, yliksek fotostabilite veya uyarima diizeyi siiresi gibi geleneksel floresan
boyalara kiyasla sahip olduklar1 stiinlikleri nedeniyle c¢esitli biyolojik
uygulamalarda kullanmaktadir. Bununla birlikte, bu KN’larin ¢esitli proteinlere,
lipitlere ve genetik materyale zarar verdigi bilinen reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretebildikleri icin toksik olduklari bulunmustur. Dahasi, kadmiyum (Cd) bazh
nanomalzemeler hiicre Olimiine yol acan kadmiyum iyonlarin1 serbest
birakabilmektedir (Navazi, Omidi, Eskandani and Davaran, 2019).

Kadmiyum gibi agir metaller igeren yari iletken kuantum nokta'larin aksine
karbon noktalar1 toksik bir element olarak kabul edilmemektedir. Nanopartikiiller
veya bunlarin agregalarini iceren karbon tozlar1 giiniimiizde birgok ticari iiriinde ve
saglik biliminde kullanilmaktadir (Wang, Anilkumar, Cao, Liu and Luo, 2011). Agir
metal iceren kuantum nokta orneklerine alternatif olarak, karbon noktalari, silikon
KN'lar (Si KN'lar) ve grafen KN'lar (Gr KN'lar), Ag>S (Giimiis Siilfiir), InP (Indiyum
Fosfit), ZnSe / ZnS (Cinko Selenid / Cinko Siilfit) , CulnS, / ZnS (Bakir indiyum
Siilfiir / Cinko Siilfit) kuantum noktalar gibi toksik agir metal icermeyen kuantum

noktalar iretilmistir (Reshma ve Mohanan., 2019).
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2.3.7. Karbon Temelli Kuantum Nokta Ornekleri

2.3.7.1. Yapisi ve Ozelligi

Karbon kuantum noktalar1 (KKN) ilk defa Xu ve arkadaglar1 tarafindan
yanliglikla kesfedilmistir. KKN preperatif elektroforez yoluyla tek duvarli karbon
nanotiiplerin saflagtirilmasi islemi sirasinda floresan gozleminin ardindan elde
edilmistir. Ilk olarak ‘Karbon Nanopartikiil ¢ adin1 almistir fakat daha sonra inorganik
kuantum noktalar ile benzer 6zellikleri ¢ikinca ‘Karbon Noktalar
(Xu, Ray, Gu, Ploeh and Gearheart et al., 2004).

Karbon Kuantum Nokta (KKN) veya Karbon Noktalar1 (C-dot'lar),

adin1 almistir

modifikasyon veya fonksiyonlastirma yoluyla farkli yiizey pasivasyon islemleriyle
elde edilen 1-10 nanometrelik kiigiik yar1 iletken nanokristallerdir.

Karbon Noktalar1 esas olarak bol ve toksik olmayan bir element olan
karbondan olusur ve yapisinda karbon bulundurmasi diger nanopartikiil ailelerinden
farkli olan ayirt edici yapisal ve elektronik ozellikler saglamaktadir (Singh et al.,
2018). Bircok karbon nokta, UV uyarimi altinda yogun floresan 6zellik gosterir ve
agirlikca en az %70 karbon igerigine sahiptir. Kiitle dengesi genellikle oksijen veya
nitrojen bazl yiizey fonksiyonel gruplar igerir (Ai, Yang, Wang, Chang and Tang et
al., 2021).

2.3.7.2. Avantajlar

Karbon kuantum noktalas1 tiretimi ig¢in gereken karbon kaynagi sebzeler,
meyveler, polimerler ve hatta atiklar dan karsilanabilmektedir. Karbon kaynaginin
ucuz olmast ve bol miktarda olmasi, KKN {iretimini kolaylastirmaktadir (Huang,
Chen, Wang, Zheng and Huang et al., 2017).

Amino gruplari, oksijen ve polimer zincirleri gibi ylizeyde cesitli fonksiyon
gruplar igeren karbon noktalariin kimyasal bilesimi, dikkat ¢ekici 6zellikleri ile
blyiik Olcliide desteklenmektedir. Bu fonksiyonellerin fotoliiminesans aktivitesi
tizerinde 6nemli bir etkisi vardir ve ayrica noktacik yilizeyin enerji boslugunu ve
enerji seviyesini arttirmaktadir (El-Shabasy, Farouk Elsadek, Mohamed Ahmed,
Fawzy Farahat and Mosleh et al., 2021).
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Karbon Noktalarmin hidrofilik, diisiik toksisite, kimyasal stabilite ve iyi
biyouyumluluk gibi istiin biyolojik 0Ozellikleri, biyosensorler, ila¢ dagitimi ve
biyogoriintiilemede uygulamalarinda i1yi bir performans gostermesini saglamaktadir
(Mishra et al., 2018).

Karbon Nokta'lar, diger kadmiyum bazli KN'lar ve organik boyalarla
karsilastirildiginda yiiksek sulu stabiliteye sahiptir (Singh et al., 2018).

Elektron bagislayic1 ve alicilar1 olarak karbon bazli KN'larin olaganiistii
elektronik Ozellikleri, elektrokimyasal 1sildama ve kemiliiminesans’a neden
olmaktadir, bu 0Ozellik KN’lar1 optronik, kataliz ve sensoér kullaniminda
giiclendirmektedir (Pandey and Dahiya, 2016).

Karbon noktalarinin kimyasal kararliligi, diger KN'larla (geleneksel veya
metalik) karsilastirildiginda ¢ok yiiksektir. (Singh et al., 2018)

Bununla birlikte, doku ve organlarda c¢ok diisiik konsantrasyonlarda
birikmeleri nedeniyle kuantum noktalarinin neden oldugu ¢ekirdek toksisitesi,
kuantum nokta uygulamalarini sinirlamaktadir.

Toksik olmayan ve biyouyumlu bir floresan nanopartikiil arayisi, karbon (C),
oksijen (O), hidrojen (H), stilfiir (S) ve azot (N) 'dan olusan KKN’larin kesfiyle sona
ermigtir. Gelismis optik goriintiilleme kalitesi ve ilag verme verimliligine ek olarak,
karbon noktalar1 yalnizca hedef hiicreleri etkiler, in vitro ve in vivo ¢alismalar da az
veya toksik olmayan etkiler gostermistir. Karbon-noktalar1 toksik olmamasina
ragmen, toksisiteleri PEG (PEGilasyon - polietilen glikol) ve amino asitler gibi

biyouyumlu polimerler ile daha da azaltilabilmektedir (Mishra et al., 2018).

2.3.7.3. Dezavantajlart

Organik materyal kullanilarak imal edilen KKN’lar sadece birkag hafta stabil
kalarak zayif stabilite gostermektedirler. Bu nedenle, karbon noktalarinin
ozelliklerini uzun vadede kontrol etmek zor olmaktadir.

Karbonizasyon ve piroliz gibi KKN {iretmek i¢in kullanilan imalat teknikleri,
karmagik molekiiler yapilarla sonuclanmakta ve niikleer manyetik rezonans (NMR)
ve IR (Kizildtesi) spektroskopisi gibi karakterizasyon tekniklerini kullanarak

yorumlamak zor olmaktadir (Mishra et al., 2018).
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2.3.7.4. Uretim Teknikleri

Tipik olarak, karbon noktalarimin olusumunda yaygin olarak Sekil 7 'de
aciklandigr gibi  “top-down” and “bottom-up” olmak {izere iki teknik
kullanilmaktadir. “Top-Down” yonteminde, karbon noktalari, karbon malzemelerin
grafen yapisin1 koruyan karbon fiber, grafen oksit veya fulleren malzemelerin lazer
ablasyon/pasivasyon, kimyasal oksidasyon ve elektrokimyasal sentez gibi kimyasal
ve fiziksel kesilme yaklagimlariyla iiretilmektedir. Genel olarak grafen kuantum
nokta’lart (GKN) ve KKN'lar1 hazirlamay:r igerir. “Bottom-Up” yoOnteminde ise
karbon noktalari, az miktarda karbon kaynagi gerektiren yanma, hidrotermal ve
termal ve ultrasonik 1sinlama yontemleri ile karbon noktalar1 uygun molekiiler
onciilerden doniistiiriilebilmektedir (El-Shabasy et al., 2021; Ai et al., 2021).

Bottom-up yontemi Top-down yontemine gore daha fazla tercih edilmektedir
clinkii Top-down teknikte gerekli malzemelerin yiiksek maliyeti, uzun siire ve zorlu
kosullar gibi bazi smirlamalar1 bulunmaktadir. Ayrica, Top-down yaklasimlarla
karbon noktalarmin iretilmesi, genellikle yilizeyin islevsellestirilmesi ve
pasiflestirilmesi i¢in ayr1 bir adima ihtiya¢ duyulmaktadir, ancak ikinci yontem olan

bottom-up bunu gerektirmemektedir (El-Shabasy et al., 2021).
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Sekil 7: Top-down ve Bottom-up yaklasimlarla karbon noktalariin iiretilmesi

(El-Shabasy et al., 2021).
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Sekil 8 “ de gosterildigi gibi KKN {iretim tekniklerinin alt yontemleri olan
farkli sentez yaklasimlar1 gruplandirilmistir. Ek olarak Tablo 1’ de KKN iiretiminde

kullanilan yontemlerin 6zellikleri 6zet olarak agiklanmistir.

SYNTHETIC
APPROACHES

TOP DOWN BOTTOM UP
METHOD METHOD

ARCDISCHARGE |  |LASER ABLATION ELECTROCHEMICAL
METHOD METHOD METHOD
THERVALVETHOD MICROWAVE HYDROTHERMAL& TEMPLATE
ASSISTED METHOD AQUECUSMETHCD METHOD

Sekil 8: Karbon kuantum noktalarinin sentezi i¢in kullanilan yontemler.

(Singh et al., 2018)

Lazerle Asindirma Yoéntemi (Laser Ablation Method)

Bu yontemde, hedef karbonun lazer i1sinlamasi ile floresan karbon
noktalarinin sentezi gergeklestirilmektedir.

2006 yilinda Sun et al. gerceklestirdigi, Q-switched Nd:YAG lazer ile
buharlastirilarak egzoz karigimi ve grafit tozu karisimindan ¢ikan karbon kiimeleri,
tastyici gaz olarak “900 °C ve 75 kPa'da su buhar1 tagiyan bir argon gazi akisinda su
sogutmal1 bakir toplayici lizerinde birikmektedir. Biriken maddeler icerisinde karbon
nano tipler ve nanoparcaciklar bulunmaktadir. Elde edilen karbon
nanopartikiillerinin yiizeyleri PEGI500N (polietilen glikol 1500) ve PPEI-EI
(poli(propioniletilenimin- ko —etilenimin) gibi yiizey pasivasyon ajanlar1 kullanilarak
pasivize etmislerdir ve bu nanopartikiillerin fotoliiminesans ozellik gdsterdigini

gormiiglerdir.
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Ark Bosaltma Yontemi (Arc discharge method)

Bu yontem Xu ve ark. tarafindan 2004 yilinda uygulanmistir. Biri anot digeri
katot olarak hazirlanmis iki grafit ¢ubuk arasinda ark voltaji uygulanmistir.
Uygulanan akimla beraber anotta bulunan karbon buharlasarak katotta birikmistir.
Daha sonrasinda sodyum hidroksit (NaOH) ile oksidasyonu sonucu tek-duvarl
karbon nanotiipler (SWCNT) elde edilmistir. Karbon nanopartikiil yapilar ilk olarak
ark bosaltma yontemi ile iiretilmis olan tek duvarli karbon nanotiiplerin elektroforez
ile saflastirilmas: sirasinda tesadiifen bulunmustur. Ark Bosaltma YOntemi
gerceklesmesi i¢cin  bir ark reaktorii icerisinde genellikle helyum gazi ile
“600mbar”’dan yiiksek bir basing saglanmalidir.

Elektrokimyasal montaj (Electrochemical Method)

Kuantum nokta dizileri elektrokimyasal yontemler ile kendiliginden bir araya
getirilebilmektedir. Bu teknik, karbon kaynagindan bir dizi sirali KKN iiretilmesini
icermektedir. Elektrolit-metal ara fazinda iyonik bir reaksiyona neden olarak bir sab-
lon olusturulmakta; bu, kuantum noktalar1 da dahil olmak {izere nanoyapilarin metal
lizerine kendiliginden birlesmesiyle sonuglanmaktadir (stringfixer). Ornek olarak,
2007 yilinda Zhou et al. li¢ elektrot kullanarak ¢ok duvarli karbon nanotiiplerden
karbon noktalar1 imal etmistir. Bu ii¢ elektrot sirasi ile, ¢ok duvarli karbon nanotiip-
lerden elde edilen bir ¢aligma elektrotu, bir karsi elektrot (platin tel) ve bir referans
elektrot (Ag/AgClO4) dur. Ayrica destekleyici elektrolit ¢ozeltisi olarak asetonitril
icerisinde tetrabutilamonyum perklorat (TBAP; 0.1 M) kullanilmistir. Reaksiyon
sirasinda elektrolit ¢ozeltisi saridan koyu kahverengiye doniismiistiir. Karbon nokta-
larindan asetonitril izleri, buharlastirilarak c¢ikarilmistir. Bir baska c¢alismada ise,
2014 yilinda Yao ve arkadaslar1 elektrolizoriin ortasina bir titanyum tiipiin katodunu
ve bir saf grafit halkasiin bir anodunu yerlestirmistir. Katot ve anodu ayirmak i¢in
yalitilmig bir O-ring kullanilmistir. Elektrolit ortami igin sterilize edilmis su kulla-
nilmistir. Ultrasonik gili¢ ve elektrolitik voltaj bir seferde uygulanmis ve saf 2-3 nm
boyutunda mavi floresan karbon noktalari, herhangi bir saflagtirma olmaksizin hizla

tretilmistir.
Microwave Assisted Method

Mikrodalgalar, yaygin olarak 1 mm ile 1 m arasinda degisen dalga boylari ile
elektromanyetik dalgalar olarak kabul edilmektedir. Bilimsel arastirmalarda yardimei

bir teknik veya bir kimyasal sentez yontemi olarak kullanilabilmektedir. Inorganik
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nanomalzeme {iiretimi i¢in gelistirilen teknolojide, mikrodalga tabanli yontem 6nemli
rol oynamaktadir. Geleneksel 1sitma yontemlerinin aksine, mikrodalga islemi yogun,
homojen ve verimli enerji saglar ve boylece yiiksek sicakliga ulasabilir ve reaksiyonu
son derece kisa bir siire iginde baslatabilmektedir. Bu yontemde karbon kaynagi ola-
rak genellikle ¢imen veya greyfurt kabugu gibi yesil hammeddeler kullanilmaktadir.
Mikrodalga destekli strateji, Mikrodalga 1stmasi, KKN'larin olusumu igin tek tip 1s1
saglayabilmesinden, uygun maliyetli ve KKN 'lar1 daha kisa siirede sentezleyebilme-
sinden dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Wang, Liu, Zhang and Lv, 2012; Pires,
Santos, Sousa, De Paula and Cunha et al., 2015) .

Yapilan bir ¢alismada, Mikrodalga destekli yontem ile protein agisindan zen-
gin yumurta kabugu zarlarindan suda ¢oziiniir karbon noktalar elde edilmistir (Wang
et al., 2012). Baska bir calismada ham kaju sakizindan mikrodalga destekli yontem
ile iki adimda (¢6zeltide kismi depolimerizasyon ve kati halde karbonizasyon) kar-

bon nokta tiretimi gergeklesmistir.(Pires et al.,2015).

The Hydrothermal and Aqueous-Based Method

Hidrotermal sentezleme yoOnteminde, cesitli teknikler kullanilarak bir sulu
cozeltisi icerisindeki maddeler yliksek basing altinda kristalize edilmektedir. Kristal
olusumu, hammaddenin su igerisinde verildigi basingl ve celikten yapilmis bir kap
olan otoklav i¢inde gerceklesmektedir. Cihaz igerisindeki ornegin konulacagi
bolmenin karsilikli iki ucu farkli sicakliklardadir. Bu sicaklik farki sayesinde sicak
tarafta hammadde c¢oziiliirken, soguk tarafta kuantum nokta orneklerinin olugmasi
saglanmaktadir. KKN 'larin iiretilmesi i¢in kullanilan hidrotermal strateji, diisiik
maliyetli ve toksik olmama gibi ve diger yontemlere kiyasla basit bir yaklagim
olmasindan dolay1 avantajlara sahiptir.

2010 yilinda Pan ve arkadaslar1 hidrotermal yontemi ilk kez kullanarak mavi
floresan ozellik gosteren KKN’lar1 elde etmislerdir. Bir baska calismada, karbon
acisindan zengin olan seker kamisi suyundan ortalama 3nm ¢apinda floresan
Ozellikte ve suda ¢oziinen KKN {iretimi yesil sentez icin bitki bazli hidrotermal
yontem ile elde edilmistir. Yesil sentez yontemi diger adi ile biyolojik sentez; yliksek
basing, sicaklik, enerji ve zehirli kimyasallar kullanilmadan nanoparcaciklarin kolay
ve ¢evre dostu olarak tiretilmesi i¢in kullanilan en pratik yontemdir (Mehta, Jha and

Kailasa, 2014).
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Template Yontem

Template yontemi hazirlik kosullar1 yoniinden hassas degildir, template
malzeme araciligiyla lretilen nanomalzemelerin parcacik boyutunu morfolojik
ozelligini ve yapisin1 kontrol edilebildiginden islemesi ve uygulamasi kolaylik
saglamaktadir. Template yontemi kullanilarak nanomalzeme {iretimi genellikle ii¢
adimdan olusmaktadir: 11k olarak, template hazirlanmaktadir. ikincisi, template islevi
altinda hedef yapiyr sentezlemek i¢in hidrotermal yontem gibi bazi yaygin
yontemlerden biri kullanilmaktadir. Son olarak, {igiincii adimda ise template
kaldirilarak nanomalzeme elde edilmektedir (Xie, Kocaefe, Chen and Kocaefe,
2016). Yang et al., template yontemi kullanarak tek tip morfolojik fotoluminisans
ozellik gosteren KKN gelistirilmesini saglayan bir yontem bildirmistir (Yang, Wu,
Han, Hu and Liu, 2013).

Thermal Yontem

Termal yontem kararli monodispers nanopartikiiller sentezlemek i¢in yenilikg¢i
bir yontemdir. Ayn1 zamanda monodispers metal nanoparcaciklari sentezlemenin en
kolay ve en uygun yollarindan biridir. Tipik olarak, termal ydntemleri, yiiksek
kaynama noktasina sahip olan oktadesen, oleik asit, kerosen, oktil eter, oleilamin,
polietilen glikol gibi ¢oziiciiler ile 100-350 °C arasinda sicakliklar ile ¢alismaktadir.
Bu kosullar altinda, karbon bazli ligandlar kolayca ayrisir ve metal oksit
parcaciklarinin  homojen niikleasyonuna izin vermektedir (Palacios-Hernandez,
Hirata-Flores, Contreras-Lopez, Mendoza-Sanchez and Valeriano-Arreola et

al.,2012).
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Tablo 1: KKN iiretiminde kullanilan farkli sentetik yontemlerin 6zellikleri

(Singh et al., 2018)

Sno Synthetic methods  Size range  Quantum yield Advantages Disadvantages
1 Arc discharge Nicet atsinabie method Harsh cond;‘taons, possess low QY
method and composite method
) Effortlessness, effective technique,  Large amount of carbon matter is
Laser ablation QY ranges between . ) ! )
2 5nm different sized nanoparticles canbe  required, poor control over sizes,
method 4%-10%
prepared low QY
Stable method, extent of carbon dots
Electrochemical ; QY ranges between  can be managed by changing current
’ method &8 28%-89% density, water-soluble carbon dot can Complex method
also be prepared
Easy and straightforward method,
] QY ranges between  have fluorescence property,
4 Thoe nge Zam 01%-3% appropriate method for particles (on L
milligram scale)
The PL QY and
phosphorus
: Microwave- 451 containing QY ranges  Simple and convenient method, P
assisted method ’ between 31%- inexpensive and eco-friendly method
6.3% and 21.65%
respectively

Hydrothermal and
6 aqueous-based
method

Highly water-dispersible carbon
dots can be prepared, inexpensive,
non-toxic

Poor control over sizes

T Template method

Carbon dots have biocompatibility
and colloidal stability

Time-consuming and expensive
method, have limited QY

QY: Quantum yield, PL: Photoluminescence

2.3.7.5. Kullamim Alanlar:

Karbon Noktalari, kolay hazirlanma, miikemmel suda c¢oziinlrligi,

olaganiistii floresan ozellikleri, diisiik toksisitesi, 1sikla agartmaya karsi ince
direngleri ve kolay yiizey islevsellestirilmeleri nedeniyle ilag dagitimi,
biyogdriintiileme ve biyosensorler gibi bir dizi uygulamada biiyiik ilgi gérmektedir
(Huang et al., 2017).

Karbon Noktalari, geleneksel ilag tastyicilarinin minimum goézlemlenebilirlik

ve izlenebilirlik sorununun istesinden gelmektedir. Floresan KKN’lar1i, modifiye

26



edilmis fonksiyonel gruplari, diisiik sitotoksisiteleri ve maksimum ilag yiikleme
kapasiteleri nedeniyle ilag tastyict kisimlar olarak kullanilmaktadir (Mishra et al.,
2018). KKN’larin yiizeyindeki c¢esitli fonksiyonel gruplar, KKN’larin c¢esitli
antibiyotiklerle kolay konjugasyonunu saglamistir. Bugiine kadar, KKN’larin
mikroorganizmalar1 Oldiirmek icin modifiye edildigi geleneksel antibiyotiklerler
strasi ile; siprofloksasin, ampisilin, penisilin vankomisin ve antiparaziter merhem dir.
Arap sakizinin mikrodalga yontemiyle islemi sonucu hazirlanan floresan 6zellikteki
KKN’lar, genis spektrumlu bir antibiyotik olan siprofloksasin hidrokloriir salinimi
icin igin bir tasiyict olarak kullanilmistir. Antibiyotik ile konjuge KKN’larin
(Cipro@C-dots, siprofloksasin — KKN) fizyolojik kosullar altinda kontrollii
siprofloksasin salinimini saglayarak, asir1 dozda antibiyotik kullaniminin neden
oldugu mikrobiyal direng sorununa bir ¢6ziim sunabilmektedir. Cipro@C-dots hem
Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere kars1 gelismis antimikrobiyal aktivite
sergilemistir (Thakur, Pandey, Mewada, Patil and Khade et al, 2014).

Karbon kuantum noktalarin kolayca sentezlenebilme ve iyi miktarlarda elde
edilebilmesinden dolay1, bazi ¢aligmalar katalitik uygulamalarda kullanildigin1 rapor
etmistir. Ozellikle, benzersiz optik ve elektriksel 6zellikleri nedeniyle ve dis kabuk
kisminda ¢ok ¢esitli fonksiyonel gruplar1 kapsayabilme yetenegi sayesinde, KKN'lar
tic ayn katalitik uygulamalarda kullanilmistir. Ana reaksiyon siniflari: fotokataliz,
asit-baz katalizi ve elektro kataliz dir (Testa et al, 2019). Nanokatalizoér karbon nano-
partikiiller ile sabit kovalent bag kuran katalizoriin kat1 bir yiizey iizerine (heterojen
kataliz) katalitik ozellikleri arttigin1 gosteren ¢alismalar vardir. Fotokatalizor, 1s18in
enerjisini absorbe ederek daha yiiksek bir enerji diizeyine yol agmakta ve bu tiir ener-
ji spesifik reaksiyonda katalize edilen bir veya daha fazla substrata (reaktiflere) bi-
rakmaktadir. KKN'larin 1518a duyarlilastiric1 olarak kullanimi toksik olmama, stabili-
te ve siirdiiriilebilir 6zelliklerinden dolayr oldugu gézlenmistir (Testa et al., 2019).
KKN fotokataliz 6zelligine 6rnek olarak, Reisner ve is arkadaslari, nikel iceren bir
katalizor ile KKN'larin fotokimyasal 6zelliklerini kullanarak, giines 1s18indan yarar-
lanarak ve sulu ¢ozelti igerisinde hidrojen tiretimi yapilmustir.

Baska bir ¢alismada, kirmizi fasulyeden hazirlanan karbon noktalarinin birkag
kanser hiicre hattinin proliferasyonunu ve gog¢iinii inhibe edip edemeyecegi ve gele-
neksel bir kemoterapi ilaci ile kombinasyon halinde uygulandig1 zaman ilacin inhibi-
tor etkisini tesvik edip edemeyecegi arastirilmistir. Hiicresel canlilik deneyinde, kar-

bon noktalarinin kanser hiicresi canliligim1i zamana ve doza bagli bir sekilde
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baskiladig1r bulunmustur. Karbon noktalarinin en belirgin sekilde 5 mg/mL'lik bir
konsantrasyon da hiicre ¢ogalmasini engelledigi gézlenmistir. Yogun olarak karaci-
ger kanseri hiicrelerini, pankreas kanseri hiicrelerini, intrahepatik kolanjiyokarsinom
hiicrelerini ve kolorektal adenokarsinom hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemistir.
Bagka bir hiicresel canlilik deneyinde, karbon noktalar1 ve doksorubisin kombinas-
yonu kanser hiicreleri lizerinde uygulandigi zaman, kombinasyonlu tedavi yontemi
karbon noktalar1 ve doksorubisin tek basina uygulandig1 zamana gore kanser hiicrele-
11 lizerinde ¢ok daha etkili inhibisyonla sonuglanmistir. Bu bulgular karbon noktala-
rinin kanserlerin tedavisinde alternatif ve tamamlayici bir ilag olabilecegini 6ne siir-
mektedir (Xia, Kawamura, Suehiro, Chen and Sato, 2019) .

KKN’lar, biyouyumluluklari, fotoliiminesans ve toksik olmama nedeniyle ilag
ve gen tastyicilar olarak hareket etme konusunda giiclii bir yetenege sahiptir ayrica
cok kiiciik boyutlarda ve genis ylizey alanina sahip olmalari, ilacin aktivitesi {izerin-
de ¢ok az etki etmesi ile hizli hiicresel alima izin vermektedir. KKN ‘larin bu 6zellik-
leri sayesinde, in vivo ve in vitro biyolojik sistemlerin goriintiilenmesinde avantaj
saglamaktadir. KKN’lar teshis yetenekleri ve terapdtik 6zelliklere sahip olarak ta-
ninmast ile teranostik ajanlar i¢in ¢ekici adaylardir. Ornek olarak, amin gruplari ige-
ren karbon noktalarinin yiizeyi bir antikanser ajani ile konjuge edilerek ¢ok islevli bir
teranostik ajan (KKN-Oxa) [oksidize edilmis oxaliplatin, oxa (IV)-COOH gelistiril-
mistir]. KKN-Oxa kombinasyonu ile Oxa'nin terapotik 6zellikleri ve karbon noktala-
rinin optik 6zellikleri kullanilmistir. Béylece, in vitro ¢alismalar i¢in biyouyumluluk,
biyogoriintiileme Ozellikleri olan ve antikanser etkileri olan daha kuvvetli bir ajan
meydana gelmistir. In vivo calisma, ilacin dagilimi ve doz dagilimi floresan sinyali
izlenerek takip edilmistir. Bu sayede enjeksiyon siiresine bagli olarak ilag dozunun
belirlenmesine yardimci olabilmektedir (Lim, Shen and Gao, 2015).

KKN'larin antimikrobiyal aktivitesi, miikemmel optik 6zellikleri, memeli hiic-
relerine diisiik toksisitesi ve mikroorganizmalarla etkilesim yetenekleri nedeniyle son
zamanlarda ¢ok dikkat ¢ekmistir. KKN ve mikroorganizmalar arasindaki etkilesim
diizeyi, KKN’larin bilesimi, boyutu, sekli, ve ylizey kimyasinin yan1 sira mikroorga-
nizmalarin yapis1 ve ylizey kimyasina da bagli olmaktadir (Lin, Bao and Wu, 2019).
KKN’lar farkl viriislerle basarili bir sekilde etkilesime girebilir ve enfeksiyonu ge-
ciktirebilmektedirler. Ornegin, amino gruplari veya boronik asit ile bagli olan
KKN’larmin herpes simpleks viriisii tip 1 hiicresine girisi etkilenebilmektedir. Anti-

viral 6zellik gdsteren 4-aminofenil boronik asit hidrokloriir kullanilarak ve hidroter-
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mal karbonizasyon yontemi ile iiretilen KKN’lar1 herpes simpleks viriisii tip 1'e kars1
etkili oldugu gozlenmistir. Etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamis karbon nok-
talarinin viriis ve hiicre reseptorleri arasindaki etkilesimler sirasinda viriis enfeksiyo-
nunun erken evresinde etki ettigi yorumlanmistir (Barras, Pagneux, Sane, Wang and
Boukherroub, 2016). Bazi ¢alismalar KKN’larin, uzun zamandir diinyay: etkisi altina
almig bir virilis ¢esidi olan insan koronaviriis’e (HCoV-229E S) kars1 da kullanilabi-
lecegini belirtmistir. Buna 6rnek bir ¢alisma da, 7 farkli KKN 6rneklerinin antiviral
0zelligi incelenmistir. Mekanizmasi incelendiginde, KKN’lariin boronik asit fonk-
siyonlarinin HCoV-229E S proteini ile psodolektin bazli etkilesimi sonucu viriisii
inhibe ettigi gozlenmistir. Yan etki olarak bu ajanlar, kisa vadede hafiza kaybi, kafa
karisiklig1, inhibisyon gibi bir¢cok yan etki gdstermistir (Loczechin, Séron, Barras,
Giovanelli and Belouzard et al., 2019). KKN’lar Pseudomonas aeruginosa, E. coli ve
Staphylococcus aureus da dahil olmak {izere farkli bakteri tiirlerine kars1 antimikro-
biyal olarak kullanilmis ve bu mikroplarin gériintiilenmesini saglayarak bakteri tiirii-
niin ve canliliginin belirlenmesini saglayan ¢alismalar bulunmaktadir. Pozitif yiizey
yiikiine sahip KKN'larin, negatif yiiklii bakterilerle etkilesime girerek bakterileri yii-
zeyinin zarar gormesine ve sitoplazmik sizintiya sebep olarak bakteri hiicre 6liimiine
neden olmaktadir. Pozitif yiiklii KKN’lar elde etmek, biyojenik poliaminler dogrudan
onciil olarak kullanilmistir (Lin et al., 2019) . Ayrica, baslangi¢c materyali olarak dog-
rudan antibiyotikler kullanilarak hazirlanan KKN'larin, antimikrobiyal aktivite gos-
termistir. Ornegin, suda ¢oziinebilen, toksik olmayan, yiiksek oranda fotoliiminesan
ozelligine sahip hidrotermal yontemle metronidazolden (zorunlu anaeroblara karsi
genis spektrumlu bir antibiyotiktir) hazirlanmig olan karbon noktalar, ¢cok renkli go-
rlintiileme kapasitesiyle beraber sadece anaeroblara karsi secici antibakteriyel aktivi-
teye sahip Ozellik gostermistir (Liu et al., 2010) .

KKN’larinin biyomedikal uygulamalardaki yerinin anlasilmasi, hiicresel alim
mekanizmasi ve hiicre i¢i dagilim mekanizmasinin anlasilmasi i¢in bir¢ok arastirma
yapilmaktadir. Bu arastirmalara 6rnek olarak, adenoid kistik karsinom (ACC-2)
hiicrelerinde hidrotermal yontemle sentezlenen KKN'larin endositik yolu analiz
edilmis ve KN'larin floresan emisyon spektrumlari, morfolojisi ve yapisal 6zellikleri
degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda, KKN’lar1 ACC-2 hiicrelerinin hem
sitoplazmasinda hem de ¢ekirdekte gozlemlenmistir. KKN’larinin hiicresel alimi
enerjiye bagl olup bir endositoz ¢esidi olan mikropinositoz yoluyla hiicre igerisine

alinmistir. Fakat lizozom kombinasyonlu KKN’larinin lizozomlarla tasinabilecegini
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ortaya koymaktadir. Ayrica, konfokal mikroskopi goriintiilerinden, KKN’larinin
boyutu 6zelliklerini etkileyebilir ve hiicre i¢i konumu belirleyebilmektedir.

Sonug olarak, uygun yiizey kaplamasina sahip kii¢iik nanopargaciklar ilag
dagitimi i¢in biiyiik potansiyele sahip olabilir ve hiicre ¢ekirdegine girebilecek
nanopartikiiller, klinik tedavi ihtiyacina goére kontrol edilmesi gereken gen terapisi
gibi baz1 uygulamalar i¢in gerekli olabilmektedir (Wei, Jin, Kong, Zhang and Zhu,
2019).

2.3.7.6. Viicuttaki Dagilimi

KKN’lar1 diisiik toksisiteye sahip olmasi ve yliksek floresans ozellikleri
kullanilarak biyoanaliz, biyogoriintileme ve ilag dagitimi gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. Viicut icerisine uygulanmasindan dolayi, KKN’larin biyogiivenlik
calismalarin1  dikkate alarak biyodagilim ve farmakokinetik 6zelliklerinin
incelenmesi gerekmektedir.

KKN’lar1 genel olarak Subkutan (s.c.) ve intravendz (i.v.) enjeksiyon
yontemleri ile uygulanmaktadir. Sistemik dolasima katildiktan sonra hedef dokuyu
belirleyerek ona baglanmakta ve floresans 6zelligini gostererek 151k yaymaktadirlar.
Floresansin rengi KKN’ sinin boyutuna baglidir.

2009 yilinda, Yang et al. Karbon-13 ve goriintiileme teknolojisini kullanarak
karbon noktalariin biyolojik dagilim modelini arastiran ilk ¢alismay1 gerceklestir-
mislerdir. Farelerde yapilan bu ¢alismada, Karbon noktalarinin kan beyin bariyerini
gecemedigi, ancak tiim viicuda kolayca dagilabildigi bulunmustur. Dalak, karaciger
ve bobrek gibi bazi organlarda orta diizeyde KKN birikim gézlenmistir.

Baska bir ¢alismada, KKN farmakokinetik analizi, iki bolmeli bir model kul-
lanilarak yapilmistir. KKN viicuttaki dagilimi (ti2), 0.1 saat ve klirens yar1 émrii 2.1
saat olarak gozlemlenmistir. KKN genel olarak dalak, karaciger ve bobrekte birikim
gostermis ve kan beyin bariyerini ge¢gemeyerek beyinde tespit edilememistir. KKN
dagilim modeli Yang et al.'ninkine benzer olarak gézlenmistir (Tao, Yang, Ma, Wan
and Zhang et al., 2012).

Liu et al. farelerde yapmis oldugu ¢alismada ise i.v. enjeksiyon ile uygulanan
KKN’larin biyolojik dagilimi incelendiginde, dalakta yiiksek konsantrasyonlarda
KKN fark edilmistir (Liu, Yang, Chen and Wang, 2012).
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Karbon kuantum noktalarinin biyolojik dagilimu ile ilgili yapilan bir ¢aligma-
da ise, dalakta yiiksek konsantrasyonlarda biriktigi gézlenmistir (Xu, Jia, Yin, He and
Zhang, 2014).

KKN ‘larin uygulanma yolu ve yiizeyinin kaplandig1 ajanlar, viicut igerisin-
deki dolagimini ve hiicre alimin1 etkileyen faktorlerdir. Parenteral yol ile uygulandik-
larinda KKN” lar viicuttan hizli ve etkili bir sekilde atilmaktadir (Singh et al., 2018).

In vivo olarak PEG1500N tarafindan pasiflestirilmis floresan proba sahip
KKN’larin dagilimlar1 incelenmistir. Subkutan enjeksiyonda, enjekte edilen
KKN’larin difiizyonu floresansin izlenmesiyle gozlenmis fakat floresan sagilim en-
jeksiyondan yaklasik 24 saat sonra kaybolmustur. intradermal olarak enjekte edilen
K-noktalarda, kol boyunca lenf damarlarindan ge¢mis ve enjeksiyondan 24 saat son-
ra toplanan lenf diiglimlerinin goriintiilenmesiyle aksiller lenf diigiimlerinde biriktigi
tespit edilmistir. Calismada, intravendz enjeksiyondan sonra ise karacigerde ve da-
lakta az miktarda KKN’lar goriilmiis ve biiylik kismi idrarla atilmistir (Liu et al.,
2012).

2.3.7.7. Goriintiileme Teknikleri ile Kullanim Alanlar

Fosforesans ve fliioresans 6zellikler karbon noktalarda olmasi gereken feno-
menlerdir ve bu 6zellikler in vivo ve in vitro biyoalgilama ve biyogdriintiilleme de
kullanimlarin1 artirrmaktadir. Ayrica ilag dagitiminda, fotokatalitik reaksiyonlarda,
fotodinamik ve fototermal terapilerde de kullanilabilmektedir.

Hidrotermal yontem ile seker kamisi pekmezinden elde edilen KKN’larin
fliioresans Ozelliginin incelendigi bir ¢alismada, X-ray fotoelektron spektroskopisi
(XPS), Fourier doniisimi Kizilotesi spektroskopisi (FTIR), NMR ve
termogravimetrik analiz (TGA) yontemleri kullamilarak karakterize edilmistir.
KKN’larin floresan 6zelligi, degisen pH'lar, sodyum kloriir (NaCl), amino asitler ve
metal iyonlar1 igeren cesitli ortamlarda degerlendirilmistir. Ayrica calismada
KKN’larin hiicre goriintiileme ve Fe3" ve giin batimi saris1 boya maddesini tespit
edip edemeyecegi arastirilmistir. Calismanin sonucunda, KKN’larin, yaklagik 1.9 nm
capinda kiiresel bir sekil sergilemis ve yaklasik % 5.8'lik bir kuantum verimi ile mavi
fotoliiminesans yaymistir. KKN’lar1, Ph degeri 6 ila 12 araliginda daha fazla stabilite

ve NaCl ¢ozeltisine olaganiistii tolerans sergilemistir.
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Amino asitlerde ve birka¢ metal iyonu c¢dzeltisinde belirgin bir floresan
yogunlugu degisikligi meydana gelmemistir. KKN’lar1 hem in vitro hem de in vivo
olarak degerlendirilmis ve MCF-7 hiicreleri, kirmiz1 kan hiicreleri, BSA ve ana
organlarla miikemmel biyouyumluluk gostermistir. Dahasi, KKN’lar1 dalga boyuna
bagli bir karakteristik 6zellik gostererek MCF-7 hiicrelerinde mavi, yesil ve kirmizi
floresan yaymustir. Ote yandan KKN’lar1, zayif etkilesim nedeniyle Fe3 + ve giin
batimi sarisini tespit etmek i¢in ekstra hassas olamamistir (Huang et al., 2017).

Sun et al.,, 2006 yilinda KKN’larinin fotoluminisans 6zelligini inceledigi
caligmada ise, suda ¢oziinlir polimerlerle kaplanarak fizyolojik ortamlarla uyumlu
olan silikon nanopartikiiller, hiicrelerin liminesans etiketlemesi i¢in incelenmistir.
Burada kuantum biiyiikliiglindeki karbon analoglari hakkinda yeni bir bulgu rapor
edilmistir, basit ylizey pasivasyonu iizerindeki nano 6l¢ekli karbon parcaciklarinin,
spektral ~ ozellikleri ve  ylizey oksitlenmis silikon nanokristallerinkiyle
karsilastirilabilir 6zellikleri ile hem ¢ozelti hem de kati halde gilicli bir sekilde
fotoliiminesan 6zelliklere sahip oldugu gozlemlenmistir. Lazer ablasyon yontemi ile
iiretilen KKN oOrnekleri Elektron mikroskobunda analiz edilmis ve numuneden ve
sulu siispansiyonundan herhangi bir fotoliiminesans 6zellik saptanmamistir. Daha
sonra numune sulu bir nitrik asit i¢inde (2.6 M'ye kadar) 12 saate kadar muamele
edilmistir. Muamele edilen numune hala saptanabilir fotoliiminesans o0zellik
gbstermemistir. Bununla birlikte, asitle muamele edilmis karbon pargaciklarina basit
organik tiirler eklenerek iiretilmis ylizey pasivasyon ajant uygulandiginda parlak
liiminesans emisyonlar gézlenmistir. Organik ve polimerik pasivasyon ajanlarinin
(PEGIS00N ve PPEI-EI) goriiniir veya UV'ye yakin kromofor icermedigi ve bu
nedenle goriinilir dalga boylarinda agik¢a yayict olmadigi belirtilmistir. Gozlenen
parlak ve renkli lliminesans emisyonlari, yiizey pasiflestirilmis karbon noktalarindan
kaynaklanmaktadir. Karbon noktalarinin fotoliiminesans spektrumlart genellikle
genistir ve silikon muadillerinde oldugu gibi, sadece numunedeki farkli boyutlardaki
parcaciklarin etkilerini degil, aym1 zamanda her bir pasiflestirilmis karbon
noktasindaki farkli emisyon boélgelerinin dagilimini da yansitabilen uyarma dalga
boylarina bagli olmaktadir. Pargacik yiizey pasivasyonuna hakim olan parametreleri
ve daha parlak fotoliiminesanstaki karbon noktalar1 i¢in ortaya ¢ikan Ozellikleri
anlamak ve daha iyi kontrol etmek icin daha fazla caba gerekmektedir. Mekanik
olarak, karbon noktalarindan gelen fotoliiminesans, yiizey pasivasyonunun bir

sonucu olarak stabilizasyon lizerine yayici hale gelen yiizey enerjisi tuzaklarinin
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varligina baglanabilmektedir. Bununla birlikte, burada bildirilen fotoliiminesan
karbon noktalar1 igin, pargacik yiizeyine yayict enerji tuzaklarmin kuantum
hapsedilmesi, yani pargacigin yiizey pasivasyonundaki parcacigin giiclii
fotoliiminesans gostermesi i¢in bir pargacikta biiyiik bir ylizey-hacim oraninin
gerekli olmas1 gerekmektedir.

Karbon Kuantum Nokta'lar i¢in iki smif floresan emisyon mekanizmasi
Onerilmistir, ancak floresan emisyonlarinin kokenleri tartismalidir ve floresan
emisyonlarinin mekanizmalarinin daha net anlasilmasi i¢in daha fazla arastirmaya
ihtiya¢ duyulmaktadir. Birinci sinif floresan emisyon mekanizmasi, konjuge p-
alanlarinin neden oldugu bant genisligi ge¢isleridir, ikinci smif ise KKN'lardeki
yiizey kusurlariyla iligkili daha karmasik nedenleri igermektedir. KKN’larda bulunan
karbonil ile iligkili lokalize elektronik durumlar gibi diger islevsellestirilmis yiizey
kusurlari, goriiniir 151k spektrumunun mavi ve yesil bolgelerinde yogunlasan ¢ok
renkli emisyonlara katkida bulunmaktadir. Bu yiizey kusurlari, farkli uyarma ve
emisyon Ozelliklerine sahip c¢oklu yiizey kusurlarmmin varligi nedeniyle ¢ok renkli
emisyonlar sergileyen, kati konakgilara ayri ayr1 dahil edilen aromatik molekiiller
gibi davranmaktadir. KKN'larin benzersiz 6zelliklerinden biri, ayarlanabilir floresans
emisyonlaridir. Genel olarak, KKN'lar herhangi bir ylizey pasivasyonu olmadan
ayarlanabilir emisyonlara sahiptir, ancak radyasyon rekombinasyonunun azalmasina
neden olan dengesiz yiizey kusurlar1 nedeniyle genellikle ¢ok diisiik kuantum
verimlerine sahip olmaktadir. Yiizey pasivasyonu iizerinde PEI-EI gibi organik veya
polimerik  malzemelerle =~ KKN  yiizeyine baglanarak, yiizey kusurlarn
dengelenmektedir ve hem ¢ozelti benzeri slispansiyonda hemde kat1 formunda gii¢lii
floresan emisyonlar tespit edilmistir (Lim et al., 2015).

Diistik toksisiteleri, suda c¢oziiniirliikleri, yliksek fotostabiliteleri ve {istlin
kimyasal stabiliteleri nedeniyle kimyasal algilama i¢cin KKN'lar kullanilmistir. KKN’
larin sulu ¢6zeltilerde ve canli hiicrelerde civa (Hg2") 'min saptandigi bir ¢alismada,
hem KKN c¢o6zeltisinde hemde sol-jelde immobilize edilmis KKN’larin floresan
emisyonlart Hg> algilanmasina duyarlilik gostermistir (Gongalves, Duarte and
Esteves da Silva, 2010) .

Farkli 6zelliklere sahip karbon kuantum noktalar1 kullanilarak HuV7 hiicre
hatlarinda hiicresel biyo goriintiileme deneyi yapilmis ve sonucunda, hidrotermal

yontemle sitrik asit ve etilendiamin kullanilarak iiretilen karbon kuantum nokta sitop-
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lazmada homojen olarak dagilmis ve yesil floresan yaymistir (Nekoueian, Amiri,

Sillanpad, Marken and Boukherroub et al., 2019).

2.3.7.8. Toksik Etkisi

Karbon, viicut yapisini olusturan birkag temel elementten biridir. Karbon bazli
malzemelerin her zaman kimyasal olarak inert olmasi beklenmektedir ve zorlu bir
ortam olsa bile bir toksik parca salmamasi gerekmektedir (Liu et al., 2012). Karbon
genellikle toksik bir element olarak kabul edilmemistir, kadmiyum ve yukarida tarti-
stlan diger agir metallerle hemen hemen ayni kategoride degildir. Bununla birlikte,
KKN’larda bulunan belirli malzeme konfigilirasyonlar1 ve yapilar1 nedeni ile ayrica
fullerenler ve karbon nanotiipler ile yapilan ¢alismalar sonucunda agiga ¢ikan toksik
etkiler sebebiyle KKN’larin in vitro ve in vivo biyouyumluluklari ile ilgili endiseler
bulunmaktadir (Yang, Wang, Wang, Lu and Luo et al., 2009).

Farelerde KKN’lar kullanilarak yapilan in vivo toksisite ¢alisma sonucunda,
farelere intravendz yoluyla KKN enjekte edilmis ve dort hafta sonra test edilmistir.
Testin sonucunda organlarinin ve i¢ fonksiyonlarmin pek etkilenmedigi sonucuna
varilmigtir (Lim et al., 2015). Diisiik sitotoksisite seviyesi, KKN’ larin in vivo ¢alis-
malar i¢in kullanilmasina izin vermektedir.

Karbon Kuantum Nokta'larin sitotoksisitesi in vitro ¢calismalar da hiicre canli-
ligin1 ve biiylimesini etkileyen bir etkendir. KKN’larinin sitotoksik 6zelligini belirle-
yen bir dizi faktor vardir ve bu faktorler, kaplama malzemeleri, renk, kullanilan KKN
dozu, yiizey kimyasi, kaplanan malzemenin biyoaktivitesi dir (Hardman., 2006).
Buna 6rnek olarak, yiizey pasiflestirilmis KKN'larin sitotoksisitesin de incelendigi ve
toksik etkisinin pasivasyon ajanlarminki ile karsilastinnldigi ¢alismada, PEG1500N
tarafindan pasiflestirilirmis KKN'larin MTT ve tripan mavisi testleri kullanilarak
MCE-7 ve HT-29 hiicrelerinin islevleri tizerindeki etkisi arastirilmistir. Calismanin
sonucunda, her iki hiicre i¢in de hiicre ¢cogalmasi, canlilik ve 6liim oranlarinin karbon
noktalarindan ve PEG1500N pasiflestirilmis karbon noktalarindan biraz etkilendigi
gozlenmistir. Ancak, PPEI-EI pasiflestirilmis karbon noktalar, ayn1 konsantrasyonda
PPEI-El'den daha sitotoksik bulunmustur. Ote yandan karbon noktalarin 0.4 mg/mL
dozuna kadar hem MCF-7 hem de insan kolorektal adenokarsinom HT-29 hiicre mo-

delleri {izerinde onemli toksik etkileri gézlenmemistir (Liu, Anilkumar, Cao, Wang
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and Yang et al., 2010). Benzer bir ¢alismada farkli yontemler ile iiretilen KKN 6r-
neklerinin sitotoksistesi incelenmis ve calismanin sonucunda, karbon noktalarindaki
sitotoksisite sorunlar1 hakkinda bazi yeni bilgiler sunmaktadir. Nano 6lgekli yapilar
ve konfigiirasyonlar1 bakimindan karbon noktalarinin yapisal olarak sitotoksik olma-
di1g1, gézlemlenen herhangi bir sitotoksisitenin yalnizca veya esas olarak yiizey pasi-
vasyon molekiillerine bagli oldugu dogrulanmistir. Bu molekiiller i¢in, sitotoksisite-
leri, parcacik yiizeyinde islevsellestirilmeye kiyasla serbest oldugu zaman ile biiyiik
Olciide benzerdir. Bu nedenle, canli hiicrelerle kullanim i¢in hedeflenen karbon nok-
talar1 i¢in yiizey pasivasyon ajanlariin se¢iminde sitotoksisite degerlendirmesi, ser-
best ajanlarin sitotoksisite profillerine bakilarak kolayca gergeklestirilebilmektedir.
Yukarida sunulan sonuglara gore, yiiksek konsantrasyonlarda bile diisiik sitotoksisi-
teye sahip yiizey pasivasyon molekiilleri, canli hiicre goriintiillemede kullanima uy-
gun benzer veya diisiik sitotoksisiteye sahip karbon noktalari i¢in mevcuttur. Daha
sitotoksik olan molekiiller icin bile, konsantrasyonlar: yeterince diisiik tutulursa ve /
veya inkiibasyon siiresi yeterince kisaysa, karsilik gelen karbon noktalar1 hala canli
hiicrelerle kullanilabilmektedir. Bu nedenle, karbon noktalarinin canli hiicrelerin op-
tik goriintiilenmesi i¢in umut verici floresan ajanlar oldugu sonucuna varmak makul
goriinmektedir (Wang et al., 2011).

Karbon Nokta’larin in vivo toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in CD-1 farele-
rinin kullanildig1 ¢caligmada ise, K-noktalarina maruz kalan farelerde iki 6nemli hepa-
tik gosterge olan alanin amino transferaz (ALT) ve AST (Aspartat transaminaz) ve
tic onemli bobrek gostergesi olan; iirik asit, kan iire nitrojen ve kreatinin degerleri
incelenmistir. Histopatolojik analizler sonucunda, farelerin karaciger, dalak ve bob-
rekler fonksiyonlarinin normal isledigi gozlenmistir (Yang et al., 2009). Karbon nok-
talarinin sitotoksisitesinin ylizey pasivasyon molekiillerinin se¢imine bagl oldugunu
gostermistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda daha belirgin sitotoksisite gostermis-

tir.
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2.4. Bagisikhik Sistemi

Bagisiklik sistemi, yabanci ve zararli olan her bir maddeyi (Mikroorganizma,
protein ve polisakkarid v.b.) tantyarak bu maddelerin yok edilmesi i¢in organizmanin
gerceklestirmis oldugu reaksiyonlarin genel adidir.

Bagisiklik sistemi, canlinin herhangi bir enfeksiyondan veya hastaliklardan
korunmasini saglar bunu da viicuda giren maddelerin immiin sistem hiicreleri
tarafindan tek tek incelenmesi sonucu zararli olan maddeler icin olusturulan bir
savunma reaksiyonu sonucu gerceklestirmektedir. Olusan bu savunma mekanizmasi
immiin yanit olarak adlandirilmaktadir. Ayrica bagisiklik hiicrelerinin bu savunma
mekanizmas1 sayesinde canli da olusabilecek metabolik hastaliklarin ilerlemesinin
oniine gegmektedir. Immun yamit siireci boyunca “hastalik” devam eder ve bu siire;
viicudun direncine ve mikroorganizmanin yapisina gore degismektedir.

Immun yamt olusturan maddeler antijen yada immiinojen olarak
adlandirilabilmektedir. immonojen, bagisiklik sisteminin immiin yanit olusturmasini
tetikleyen ve sonunda viicudun bagisiklik kazandirdigi herhangi bir maddeye verilen
addir. Antijen ise, spesifik immiiniten triinleri ile baglanabilme 6zelligine sahip olan
molekiillerdir. Antijenin yapisinda bulunarak 6zgilliigiinii belirleyen ve kendisine
0zglil olan antikorlar ile birlesmesini saglayan kimyasal grup/gruplara
epitop/epitoplar adi verilir. Bir antijen molekiiliiniin birden fazla epitopu
bulunmaktadir. Antijenlerin her zaman immiin yanit olusturmasi beklenmez.

Bagisiklik Sisteminin 6zellikleri genel olarak (Diizgiin, 2014);

Spesifite: Spesifik antijen ile tanismamis bir konak¢ida, her bir antijeni
tantyip bir yanit olusturabilecek, antijen spesifik lenfosit klonlar1 bulunmaktadir.
Yabanci bir antijen viicuda girdigi zaman kendine 6zgiil yiizey reseptoriinii tasiyan
lenfosit klonunu bulmakta ve aktive olmaktadir. Viicut ayni antijen ile tekrar
karsilastiginda ise onceki karsilasmada gerceklesen immiinizasyon sonucu, antijen
spesifik lenfositlerin klonal olarak genislemesi ile immiin yanit daha erken ve daha
kuvvetli gelismektedir.

Cesitlilik: Memelilerde immiin sistemin ortalama 109 farkli antijeni tanima
kapasitesi bulundugu distiniilmektedir. Bu 06zellik “Lenfosit Repertuar1” olarak
bilinir. Bir klondaki lenfositlerin antijeni taniyan reseptorleri aynidir. Her lenfosit

klonunun antijen reseptdriinde antijen baglanma yerinin farkli olmasi repertuarin ne
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kadar genis olabilecegini gdstermektedir. Bu da bir klonun birden fazla antijene
baglanabilecegini gostermektedir.

Hafiza: Bagisiklik sistemin bir antijenle tekrar karsilasmasinda daha kuvvetli
ve hizli immiin yanitin saglanmasini immiinolojik bellek veya immiinolojik hafiza
saglamaktadir. Antijene her maruziyet o antijen i¢in spesifik olan klonun veya
klonlarin artmasina yol agmaktadir. Antijenik uyar ile olusan bellek hiicreleri ise
uzun Omiirliidiir.

Otoregiilasyon: Antijenik uyariy1 takiben normal immiin yanitin kendi kendini
sinirlamast gerekmektedir. immiin yanitin asil amaci canli sistem icin zararli olani
yok etmektir. Amacina ulagtiginda ise antijen kaynakli uyar1 yok olacagindan immiin
yanit tamamlanmaktadir.

Kendini (self’1) yabanci olandan ayirt etme: Bagisiklik sistemi kendinden olan
antijenleri yabanci olanlardan ayirt etme 6zelligini lenfositlerin gelisme siirecinde
primer lenfoid organlarda kazanmaktadir. Kendine ait yapilara karst immiin yanit
vermemelidir ve buna self tolerans veya immiin tolerans denir. Self toleransin
bozulmasi ile otoimmiin hastaliklar gelisebilmektedir.

Immiin yanitin olusmasina yardimeci olan savunma sistemi, birbirine bagl
olan iki ana gruptan olugmaktadir. Bunlar, Dogal (innate) ve edinsel (adaptif)

immunitedir.

2.4.1. Dogal Bagisiklik Sistemi

Dogal bagisiklik sistemi (dogal direng); insan viicudunda enfeksiyona veya
inflamasyona sebep olan mikroplar1 viicuda ilk girdigi anda taniyan ve bu mikroplari
yok etmek i¢in miicadele veren dogumdan itibaren canlida dogal olarak hazir bulu-

nan immun sistemdir.

Dogal bagisiklik sistemi hiicreleri ve organlar baglica, deri, solunum sistemi
ve sindirim sistemi, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK hiicresi), fagositik hiicreler, protein
yapidaki sivisal iiriinler (kompleman sistemi, sitokinler) den olugmaktadir. Bu sis-
temler mikroorganizma ile karsilastigi zaman hemen savunmaya ge¢cmektedir. Ortaya
¢ikan immiin yanit ilgili mikrop’a kars1 spesifik degildir ve hafizas1 yoktur. Dogal

bagisiklik elemanlari, canlinin maruz kalacagi tehditlere karsi ilk adim olarak

37



savunma ve sonrasinda meydana gelecek olan immiin yaniti yonlendirme gdrevine

sahip olmaktadir (Velipasaoglu, 2020).

Dogal bagisikligin mekanizmasi, konak hiicrenin sahip olmadigi ve farkli
mikroorganizmalarin sahip oldugu ortak yapilari, az ¢esitte reseptorlerle belirleyerek

konak ve hedef hiicreyi ayirt edip o esnada miidahale etmektir (Aksoy., 2013).

Dogal yanitlar ayn1 zamanda edinsel yanitin olusmasini saglar ve yanitin yon-
lendirilmesine yardimeci olmaktadir. Bu koprii gorevini géren iki temel 6ge vardir:
MHC sinif II (Major histokompatibilite kompleksi) ile iliskili olarak antijen sunumu
yapabilen hiicreler (6zellikle dendritik hiicreler (DC)) ve sitokin grubu molekiillerdir

(Romo ve ark., 2016).

2.4.2. Edinsel Bagisiklik Sistemi

Edinsel bagisiklik sistemi (kazanilmig direng); canli i¢in zararli olan bir
mikrop ile karsilagtiktan sonra gilinlerce siiren bir hazirlik siireci sonucunda hareket
etmektedir. ilgili mikrop’a kars: spesifiktir ve hafizaya sahiptir. Bu o6zellikleri
sayesinde viicut ayn1 mikrop ile tekrar karsilastiginda immiin sistem daha hizli ve
daha gii¢lii yanit verme becerisi kazanmis olmaktadir. Edinsel bagisiklik sistemi
hiicreleri baslica T ve B lenfositleri olusturmaktadir (Velipasaoglu, 2020).

Edinsel bagisiklik aktif veya pasif olarak gelisebilmektedir. As1 yapilmasi
veya enfeksiyon gegirilmesi gibi yollarla olusan immiin yanit1 aktif bir bagisiklik
cevabi iken, edinsel olarak bagisiklik kazanmis olan bir kisiden alinan serum ya da
hiicrelerin bagisiklig1 olmayan birine hazir halde verilmesi ile de bir pasif immiin

yanit saglanmaktadir.
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Sekil 9: Bagisiklik Sistemi elemanlar1 (www.kocaelialerji.com.tr., Erigim

tarihi: 26 Ocak 2022).

Dogal ve Edinsel Bagisiklik Sisteminin gerceklestirmis oldugu bir savunma
sisteminde, enfeksiyonun siddeti ve mortalite gilicli zararli mikroorganizmanin
viriillanst ile dogru orantili iken bagisiklik sisteminin giicii ile ters orantilidir. Bu
faktorlerin birbirleri lizerinde olan gii¢ farkliliklarinin kiyaslanmasi sonucunda ise
enfeksiyonun siddeti belirlenmektedir. Patojen bir mikroorganizmanin viicuda
girdikten sonra izledigi yol sirasiyla soyledir (Sekil 10);

Patojen ilk olarak dogal bagisiklik sisteminin bariyerleri ile karsilasmaktadir.
Bu bariyerleri astiktan sonra doku igerisine giren patojen, doku da bulunan
mononiikleer fagositik sistem {iiyesi olan doku makrofajlart ve dentritik hiicreler
maruz kalmaktadir. ilerleyen zaman da kazanilmis bagisiklik yanit ile karsilasan
patojen, bu sistemlerden kacabilme yetenegine (viriilans faktorleri ile) sahip ise insan
viicudunu istedigi gibi enfekte etmeyi basarmaktadir (Cetin, Giliven, Tungbilek,

Develi ve Aykutlug, ve ark., 2015).
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Sekil 10: Patojen bir mikroorganizmaya karsi viicudun savunma hatti (Cetin

ve ark., 2015).

2.4.3. Dogal ve Edinsel Bagisiklik Sisteminin Alt Dallart

Dogal ve Edinsel Bagisiklik Sistemleri “hiimoral” ve “hiicresel” olmak {izere
iki alt gruba ayrilmaktadir. Bu alt gruplar dogal ve edinsel bagisikligin 6zelliklerinin
anlatildig1 Tablo 2 de agiklanmistir. Hiicresel bagisiklik etkeninin ana hedefi yabanci
hiicre ile beraber kendinden olan hiicreyi de (konak) (infekte hiicrenin ya da tiimor
yok edilmesi gibi) ortadan kaldirmaktir. Hiimoral bagisiklik etkeni ise antikor’dan
yardim alarak zararl olan1 ortadan kaldirmaktir. Her iki mekanizma beraber ¢alisarak

bagisiklik yanitini olusturur ve homeostaza doniisii saglamaktadir.

Bagisiklik sistemi ilk olarak kendinden olmayan sinyalleri — maddeleri
tanimaktadir ve problem varsa bunu yok etmek icin bagisiklik yanitin
olusturmaktadir ve yeterli bir bagisiklik yanitin1 aktif hale getiremez ise enfeksiyon

gibi sonuglar olugsmaktadir.
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Ote yandan, eger bagisiklik sistemi ve yanit1 gercekte bir tehdit — problem olmadan
devreye girer ya da aktive olursa alerjik reaksiyonlar ve otoimmdiin hastalik gibi farkli

ve ciddi sorunlar ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo 2: Dogal ve Edinsel Bagisiklik Sistemlerinin temel 6zellikleri (Aksoy.,
2013).

Tablo 1. Dofal ve kazandmes bafesik yani arasindaki temel farklhkdar
Dogal badgibkdik Kazanidmiz bagesiklik

Hiicresel elemanlar Hematopostik hicreler: makrofa), dendritik hiicre, mast Hematopostik hicreler: T ve B lenfiositler
hicre, ndtrofil, eozinofd, MK hicre

Mon-hematopoetik hicrelar: epitel hicreleri {den, havayohy,
barsak)

Humaoral elemaniar Kompleman proteinler LPS baflaya protein, Creaktit B hilcrelerin sentezledifi antikoslar
protein ve difjer akut faz reaktaniar, antimikrobiyat
peptidier, mannoz badlayo lektin

Ozgiilliik Mikroorganizmalar tarafindan paylagilan ortak yapilar hikrobiyal yamilann yapsal detap (Antijenler),
{malekier bigember) Monmikrobiyal antijerier de tanyabilic
- Lipopolisakkaritler
- Manmoz
- dsRiN&
- Cpia nlkiectidler
Reseptirier Kahtsal germline kodiama &en kimimlanmin rasigele somatik rekombinasyonu
Sararl) fzrichilik ile clusan farkh genler tarafindan kodlama
Bicern tarima reseptfrleri Sinirsiz farkhlik

- W-farmil metionil reseptir
- Mannoz reseptari

- Integrinter (Mac-1)
- Capel reseptirien
Reseptirlerin dagilimi Mon-klonal Elonal
Reseptirierin tipi Aktive edici: TLR, NLR, kormpleman B we T hilcre reseptérleri
Durdurucy: EIR
Yanrt Ani (dakikalar) Gecikmis (saatler - giinler)
Kasa siireli Daha uzun sdrel
Gzgin degil Gzgln
Tekrar karslagmada benzer Tekrar karglagmada ok daha etk
Hafizas yok Hafizas var
Oz olan ve olmayamin Evet Evet
ayrimi Rezsptarierin ligandlan konak hicrede bulunmaz Eendine reaksiyon weren lenfositlerin segimi,

Hatali ohursa otoimmidnite gelisir.

2.4.3.1. Dogal Bagisiklik Sistemi Humoral- Hiicresel Bagisiklik Sistemi

Dogal bagisiklik sisteminde 6nemli rol oynayan kompleman sistemi, dolagim-
da ve hiicre membranlarinda yerlesmis en az 20 glikoproteinden olugmaktadir ve
mikroplara ve/veya antikor aracili doku hasarina karsi viicudu koruyan onemli bir
sistemdir. Bu sistemdeki proteinlerin pek ¢ogu birer proteolitik enzimlerdir ve siste-
min harekete gegmesi bu enzimlerin birbiri ardindan aktive olmasini saglamaktadir.
Proteinlerin birbiri ardindan parcalanmasi sonucu kompleman sistem aktive olur ve

cesitli sekillerde mikroplar1 elimine eden efektér molekiillerin olugsmasini saglamak-
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tadir. Bu sisteminin aktivasyonu konak hiicreleri tarafindan siki bir denetim altinda
tutulmaktadir. Baglica karacigerden iiretilmektedirler. Bu enzimatik reaksiyon {i¢
farkli yolak tarafindan baslatilabilmektedir: Klasik yolak (antijen—antikor kompleks-
leri), alternatif yolak (mikrobiyal hiicre duvar1 kaynakli polisakkaritlerle uyarilima)
ve yeni tanimlanmis lektin yolagi (mikrobiyal karbonhidratlarla mannoz —baglayan
proteinlerin etkilesimi sonucu aktiklesme) dir . Antikor ile baslatilmasi gereken kla-
sik yolaginin aksine alternatif ve lektin bagimli yolaklar mikrobiyal yiizeyler ile te-
mas sonucu aktive olmaktadir (Abbas ve Lichtman., 2007) . Kompleman proteinlere
ornek olarak, antimikrobiyal peptidler (AMP) ana hatlar1 ile 10-50 aminoasit igerikli,
pozitif yiikli ve amfifatik (hem hidrofilik hem de hidrofobik yiizeylere sahip) 6zel-
liklere sahip bitkiler ve omurgasiz pek ¢ok canli mikroorganizmalarin kendilerini
korumak amach iirettikleri bir yapidir. Bu proteinlerin antimikrobiyal etki mekaniz-
mas1, mikrobun yilizeyine baglanarak zarlarinda gozenekler agmasi sonucu mikrobi-
yal 6ldiirme yapabilme kabiliyetlerine bagl oldugu diisiiniilmektedir. Epidermisi de
kapsayan insan epitel dokular1 buna benzer antimikrobiyal peptidleri liretmektedir

(Goldsmith, Katz, Gilchrest, Paller, Leffell et al., 2012).

Makrofaj hiicresi, Kemik iliginde iiretildikten sonra kan dolasimina gecgen,
dokuya gectiginde makrofaj adini alan bir monosit hiicresidir. Zararli patojenler tiim
bariyerleri gecip doku icerisine veya dolasima ulastigi zaman bunlar1 ortadan
kaldirabilecek c¢esitli savunma hiicreleri rol oynamaktadir. Mikroorganizmalar,
bunlarin komponentleri ve artiklar1 fagositer hiicreler tarafindan alinir ve lizozomal
enzimler yardimi ile temal yapitaglarina parcalanir veya antijenik peptit sunum
yolaklar tetiklenmektedir. Makrofajlar “mononiikleer-fagositik sistem”1 olustururlar.
Makrofajlar potent bir fagositoz kapasitesi ve yiiksek lizozomal enzim kapasitesine
sahiptir. Makrofajlar viicuda giren mikrobun etrafinda toplanarak ve yapanci
oldugunu algiladiktan sonra yutup salgiladiklar1 enzimler ile pargalayp yok
etmektedir. Her organimizda bulunan benzer yapidaki doku makrofajlar1 da ayni
gorevi yapmaktadir (Rosales and Uribe-Querol., 2017).

Notrofiller, 16kosit gruplari igerisinde kanda en ¢ok bulunan hiicrelerdir.
Fagositoz 6zellikleri sayesinde, fagozite ettikleri mikroplar1 sahip olduklari lizozim,
laktoferrin, hidrolaz, miyeloperoksidaz gibi enzimleri kullanarak pargalama veya

oldiirme islemini gergeklestirmektedirler (Diizgiin, 2014).
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Dogal Oldiiriicii (NK) hiicreler biiyiik graniiler lenfositlerdir ve dolagim -
periferik lenfoid organlardaki lenfositlerin %10'unu olusturmaktadirlar. NK
hiicrelerinin kendilerine 6zel ylizey antijenleri vardir fakat B ve T hiicreleri gibi
antijen reseptorleri yoktur. NK hiicrelerinin asil gorevi, viicudu kolacan ederek
zararli mikroorganizmalar tarafindan enfekte edilmis herhangi bir hiicre olup
olmadigini incelemek ve varsa da ortadan kaldirmaktir (Abbas ve Lichtman., 2007).

Eozinofillerin asil ve en Onemli gorevi viicudu parazitik enfeksiyondan
korumaktir. Parazit kaynakli enfeksiyonlarda paraziti bulunduran antijene 6zgil IgE
antikorlar1 {iretilmektedir. Eozinofiller IgE (Immiinoglobiilin E) antikorlarma
baglanir ve aktive olmaktadirlar. Eozinofiller makrofajlara kiyasla zayif fagositik
ozellik gostermektedirler. Eozinofiller aktive oldugu zaman kendinden kaynakli
norotoksin tirlinler ve cesitli sitokinler salgilayarak parazitleri oldiirebilmektedir.
Eozinofiller ayrica alerjik reaksiyonlarin patogenezinde de 6nemli rol oynamaktadir
(Schwarz, 2012).

Di1s diinya ile aramizda bir kalkan gorevi goren deri ise dnemli bir savunma
organimizdir. Cesitli mikrobiyal, kimyasal ve fiziksel faktorlere karsi hem fiziksel
hem de immiinolojik koruma saglamaktadir. Epidermis mikrobiyal organizmalarin,
kimyasal maddelerin ve toksinlerin viicut igerisine girigini engeller; giines 15181 ve
iyonizan radyasyonu absorbe ve bloke eder ve ayrica su kaybini engellemektedir.
Fiziksel savunma bariyeri stratum korneum da bulunmaktadir. Stratum korneum ba-
riyeri, kolesterol, serbest yag asitleri ve seramid gibi maddeler icermektedir. Kimya-
sal ve biyokimyasal bariyerler dogal bagisik yanitta olduk¢a onemlidir. Bu bariyerler
antimikrobiyal maddeler, antioksidanlar, inflamatuvar mediatorler, UV absorbe eden
molekiiller ve ksenobiotik metabolize edici enzimleri igermektedir (Goldsmith et al.,

2012).

Dendritik hiicreler (DC) bagisiklik cevabinin olugsmasinda ve diizenlenmesin-
de onemli bir rolii olan beyin, testis ve goz disindaki tiim dokularda yerselmis olan
deri, burun mukozasi, solunum ve gastrointestinal sistem gibi viicudun diga agilan
bolgelerinde antijen sunan hiicrelerdir. DC ana yapisi, bir aga¢ dali gibi hiicre yiize-
yinden disart dogru ¢ok miktarda membran uzantilarindan olusmaktadir. Bununla
beraber antijenin islenmesi i¢in bol miktarda hiicre i¢i yapilar1 (endozom, lizozom ve
Birbeck graniilleri gibi) da bulunmaktadir. Ana gorevi viicuda giren mikrobu yakala-

yip kiigiik pargalar haline getirdikten sonra T-yardimci hiicrelere sunarak, yok edilme
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yollarint T hiicrelerinin bulmasin1 saglamaktir. Ek olarak immiin toleransin olusumu
— devami ve B lenfositleri uyararak tizerinden hiimoral immiinitenin olusturulmasi

gorevleride mevcuttur (Yesilyurt ve Fidan, 2011).

2.4.3.2. Edinsel Bagisiklik Sistemi Humoral- Hiicresel Bagisiklik Sistemi

Edinsel immiin yanit dogal immiine yanita gore olusmaktadir. Edinsel
bagisiklik yanit yabanci maddeyi ortadan kaldirdiktan sonra basal duruma,
homeostaza doniis yapmaktadir. Edinsel immiin yanitta rol alan en 6nemli efektor
hiicreleri T ve B-lenfositlerdir. T-lenfositler “hiicresel” bagisiklik yanitta rol alirken
B-lenfositler ve bunlarin iiriinleri “hiimoral” bagisiklik yanitta rol almaktadirlar
(Mirsky, Miller, Linderman and Kirschner, 2011). Edinsel bagisiklik belirli hastalik
(kizamik, sugicegi v.b.) olusumuna sebep olan patojenlere karsi antikor iiretimini ve
T hiicrelerinin iiretimini yaparak spesifik bir bagisiklik olusturmaktadir. Bu tiir
immiinite’nin olugsmasi uzun bir zaman siirecegi icin viicudun maruz kaldig: ilk
saldirty1 engellemede etkin rol oynayamaz fakat daha sonradan olabilecek ataklar
i¢in 6nemli bir sistemdir.

Hiicresel bagisikligin hedef aldigi yapilar, bagisikligin uyarilmasina sebep
olan antijeni igeren, eksprese eden hiicreler ve ilgili antijenin kaynagini fagosite
etmis hiicreler vardir. Hiimoral bagisiklik ise, Latince “humor, humori” (s1v1, sivilarla
ilgili anlamina gelmektedir; salgi, salgisal degil) kavramina dayanir ve mekanizmasi
ise “viicut sivilar1” (antikorlar1 igeren viicut sivilari) ile aktarilabilen bir immiiniteyi
ifade etmek icin kullanilmistir. Temelde B-lenfositlerin {irettigi antikorlarin bir
fonksiyonu olarak olusur ve antikorlar efektor fonksiyonlarini hiicre disi antijen ve

bu antijenin kaynagina kars1 kullanmaktadirlar (Mirsky et al., 2011).
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EDINSEL iMMUN YANITIN DONEMLERI
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Sekil 11: Edinsel Bagisiklik yanitin donemleri (Abbas ve Lichtman., 2007)

Edinsel immiin yanit, lenfositlerin antijen reseptorii ile antijeni tanimasi ile
baslamaktadir. T hiicrelerinin bir¢ogu antijen sunucu hiicre (ASH) lerde MHC
molekiillerine baglanan ve bu molekiillerce gosterilen peptit antijenlerini
tanimaktadir. Antijenleri yakalayip T lenfositinin tanimast i¢in ona sunan &zellesmis
hiicreler ASH’lerdir. Naif T lenfositlerinin antijenlere karsi klonal ¢ogalmasi, etkin
ve bellek hiicrelerine farklilagsmasinin saglanmasi igin antijenlerin dendritik
hiicrelerce, en etkili ve oOzellesmis ya da “profesyonel” ASH’lerce, sunulmasi
gerekmektedir (Abbas ve Lichtman., 2007).

T lenfositlerinin farkli mikroplarin olusturdugu ¢esitli enfeksiyonlara karsi
savunmada bircok gorevleri bulunmaktadir. T lenfositlerinin esas rolii hiicre igi
mikroplarin olusturmus oldugu enfeksiyonlara kars1 korumay1 saglayan hiicre-aracili
immiinite (CMI)’dedir. T lenfositleri hiicre i¢inde bulunan ve ¢ogalan zararh
mikroorganizmalarin atilmasinda ve diger savunma hiicreleri tarafindan elimine
edilmis bazi hiicre dig1 mikroplarin sebep oldugu enfeksiyonlarin yok edilmesinde
gerekli olmaktadir. Hiicresel bagisiklik yanit naif T lenfositlerinin etkin hiicrelere
farklilasmasi1 ve ¢ogalmasi i¢in gerekli olan aktivasyonu ile baglamaktadir. Etkin hale
gelmis T hiicreleri ise ¢cogunlukla makrafajlar ve diger 16kositler ile birlikte ¢alisarak
hiicre iliskili mikroplar1 yok etmektedirler. Farkli ¢esitlerdeki hiicre i¢i mikroplari
yok etmek i¢in {iretilmis iki cesit hiicresel bagisiklik reaksiyonu bulunmaktadir.

CDA4+ T hiicreler 16kositlerin aktivasyonu ve fagositoz ile hiicre i¢ginde oldiiriilmesini
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saglayan sitokinleri salgilamaktadir. CD8+ sitotoksik T hiicreleri (STL’ler) ise
sitoplazmada veya ¢ekirdekte mikrobiyal protein iceren her tiirlii hiicreyi dldiirerek
enfeksiyonu ortadan kaldirmaktadirlar (Abbas ve Lichtman., 2007).

T lenfositleri ile olusturulan immiin reaksiyonlar birden fazla adimdan
olusmaktadir. i1k olarak hiicre iciresinde bulunan zararli mikroorganizmalar elimine
etmekle gorevli olan T hiicreleri, mikrobiyal antijenlerle uyarilan farklilasmamis T
hiicrelerinden lenf diiglimleri ve dalakta tiretilmektedir.

Farklilasan T lenfositleri enfeksiyonun oldugu bolgeye go¢ eder.
Mikroorganizmalar1 yutarak hiicre i¢indeki vezikiillere alan bu bolgedeki fagositler,
mikrobiyal proteinlere ait hiicre yiizeyinde bulunan, sinif II MHC molekiillerine
bagli peptit pargalarini CD4+ alt grubunun etkin T hiicrelerine tanitmak iizere
sunmaktadir. Enfekte hiicrelerin sitoplazmalarinda yasayan mikroplarin peptid
antijenleri ise siif | MHC molekiilleri tarafindan CD8+ T hiicrelerine sunulmaktadir.
Etkin T hiicreleri tarafindan antijenlerin taninmasi, bu hiicreleri asil gorevleri olan
enfeksiydz patojenlerin uzaklastirilmasi yoniinde aktive etmektedir. Bdylece,
hiicresel immiinitede, T hiicreleri protein antijenlerini iki evrede tanimaktadir.
Farklilasmamis T hiicreleri antijenleri lenfoid dokularda taniyip ¢ogalma ve etkin
hiicrelere farklilasma seklinde yanit verirken, etkin T hiicreleri ayni antijenleri
viicudun herhangi bir yerinde tanir ve bu mikroorganizmalar1 yok ederek gorevini
stirdiirmektedir (Abbas ve Lichtman., 2007) .

Hiimoral immiinite edinsel immiin yanitin bir dali olup, antikor kullanilarak
hiicre dist mikroorganizmalarin ve mikrobiyal toksinlerin etkisiz birakilmasini ve
yok edilmesini saglamaktadir. Hiimoral immiinite 6zellikle yapisinda bol miktarda
polisakkarid ve lipid igeren kapsiilli mikroorganizmalara kars1 savunmada baslica
gorev almaktadir. B lenfositlerinin bu mikroorganizmalara karsi etkili olmasinin
temel sebebi ise, B hiicrelerin hiicre disinda ve hiicre ylizeyinde bulunan
polisakkarid, lipid ve proteinler de dahil olmak tizere cok cesitli tipte molekiillere
kars1 reaksiyon verip spesifik antikorlar iiretebilmesi iken, T hiicrelerinin ise sadece
hiicre i¢ine alinmis ya da hiicre icinde {iretilen protein yapisindaki antijenleri
belirleyip yanit olusturmaktadir. Antikorlar, B lenfositler ve B lenfosit alt tiirevleri
tarafindan iretilmektedir. Naif B lenfositler antijenleri belirleyebilir, ancak antikor
salgilayamazlar, bu hiicrelerin etkinlesmesi onlarin antikor iireten plazma hiicrelerine

farklilagsmasini saglamaktadir (Abbas ve Lichtman., 2007).
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Naif B hiicreleri hiicre zarina bagli bulunan ve antijen reseptorii gorevi yapan
iki tiir antikoru; IgM (Immiinglobulin M) ve IgD’yi (Immiinglobulin D) yiizeylerinde
bulundurmaktadir. Bahsi gecen bu B lenfositler daha sonra antijenler ve diger sinyal
yollari ile etkinlesmektedir. B lenfositlerin etkinlesmesi, Sekil 12 de gosterildigi gibi
klonal ¢ogalma adi da verilen antijene 0zgiil hiicrelerin ¢ogalmasi ve hiimoral
immiinitenin antikor salgilayan; yani etkin hiicreleri olan plazma hiicrelerine

farklilagsmasi ile sonuglanmaktadir (Abbas ve Lichtman., 2007).

Antijeni B lenfosit N
: : Islevsel hicreler:
tanima etkinlesmesi i salgilayan
Klnnal

plazma hiicreleri
Yardime: T hiicreler,
diger uyaranlar
cngalma Yuzeymde

Anhkur
salummu
Ighucre - IgG sergileyen IQG
= B hiicrs
£ > *ﬂ‘ Izoti
M
Etkmlesen B

hicreleri Allmle
Mlkro
P — Q olgunlasmasi
Yiksek afiniteli
Ig eksprese Yu)ks‘tg

eden B hiicre afiniteli 1gG
Bellek
B hiicre

Naif IgM*,
D+

Sekil 12: Hiimoral immiin yanit evreleri

B hiicrelerinin  farklilagmalar1 sirasinda, bazi B hiicreleri degisik
mikroorganizma tiirleri ile savasabilmek i¢in 6zellesmis ve degisik etkin gorevleri
olan, farkli agir zincir izotipinde antikor {liretmeye baglayabilir. Bu isleme agir zincir
siif (izotip) donilisiimii (class switching) denmektedir. Boylece hiimoral immiinite
hizla ¢gogalan mikroorganizmalara kars1 ayak uydurabilmektedir. Protein yapisindaki
antijenlerle tekrarlayan karsilagmalar yiiksek antijen afiniteli antikorlarin iiretimine
sebep olmaktadir. Bu isleme c¢ekim giiclinlin (afinite) olgunlagsmasi denmektedir.
Boylece, mikroorganizma ve onlarin toksinlerini etkisiz hale getiren baglama
kapasiteleri yiiksek antikorlarin iiretimi gerceklesmektedir (Abbas ve Lichtman.,
2007).

Hiimoral immiinite konagin salmis oldugu antikorlar ile olusturdugu bir
savunma sekli olup hiicre dis1 mikroplara ve toksinlerine kars1 korunmada énemlidir.
Antikorlar mikroplarin konak hiicrelerine baglanmasint ve enfekte etmesini
engelleyerek enfeksiyonlari dnlemektedir. Ayrica antikorlar mikrobiyal toksinlere de

baglanabilir ve konak hiicrelerini hasar gdrmekten koruyabilmektedir. Antikorlar
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mikroplarin, toksinlerin ve enfekte hiicrelerin viicuttan uzaklastirilmasinda rol
oynamaktadirlar (Abbas ve Lichtman., 2007).

B lenfositlerin ¢ogu antikor-salgilayan plazma hiicrelerine faklilagir ve bu
hiicrelerin bazilar1 lenfoid organlarda ve enflamasyonlu dokuda kalirken digerleri
kemik iligine gitmekte ve oraya yerlesmektedir. Plasma hiicreleri farkli agir zincir
izotiplerinde (siniflarda) antikorlar1 iiretir ve salgilamaktadir. Bu salgilanan
antikorlar, epitel yoluyla girmeye calisan mikroplarla miicadele eden mukozal
salgilara gecmektedir. Boylece, antikorlar islevlerini tiim viicutta gergeklestirebilir
(Abbas ve Lichtman., 2007).

Viicutta antikor yapimi enfeksiyon veya asilamadan sonraki bir hafta
icerisinde baslamaktadir. Kemik iligine gécen plasma hiicreleri aylarca veya yillarca
antikorlar1 tiretmeye devam etmektedir. Mikrop tekrar konagi enfekte etmeyi
denerse, siirekli salinan antikorlar derhal koruyuculugu saglamaktadir. Antijen ile
uyarilan B lenfositlerin bazilar1 antikor salgilamayan fakat o antijen tekrar ortaya
ciktiginda yanit vermeye hazir olan bellek hiicrelerine farklilasmaktadir. Bu bellek
hiicreleri mikrop ile karsilastiginda hizla enfeksiyona karst daha etkin savunma
olusturmak i¢in biiylik miktarda antikor yapimini saglayan antikor-iireten hiicrelere
doniismektedir. Asilamanin amaci uzun Omiirlii antikor salgilayan plazma hiicreleri

ve bellek hiicrelerinin gelisimini uyarmaktir (Abbas ve Lichtman., 2007).

2.4.4. Bagwsiklik Sistemi Organlari

Bagisiklik Sistemi Organlar1 ve dokular1 baglica iki gruptan olugmaktadir
bunlar; 1- Santral lenfoid organlar: kemik iligi ve timiis ve 2- Periferik lenfoid
organlar: dalak, lenf bezi, mukozal lenfoid doku (mucosa associated lymphoid tissue,
MALT) (Sekil 13). Santral lenfoid organlarda lenfositler tiim 6zelliklerini kazanarak
olgunlagsmaktadir. Periferik lenfoid organlar da ise edinsel bagisiklik yanitin
baslamaktadir. Bagisiklik hiicreleri santral organlarda olgunlasarak periferik
organlarda gorevlerini yapmaktadirlar (immiin sistemin tanimi, Gupta and Tyagi,

2020).
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Sekil 13: Bagisiklik Sistemi Anatomisi ve organlarin gorevleri (Gupta and
Tyagi, 2020).

Sekil 14 te gosterildigi gibi bagisiklik sisteminin tiim hiicreleri tek bir kok
hiicreden olugmaktadir. Kemik iliginde pluripotent hemotopoetik kok hiicreden daha
Ozellesmis iki farkli onciil hiicre olusmaktadir. Bunlar myeloid progenitor hiicre ve
lenfoid progenitor hiicre’lerdir. Myeloid progenitor hiicreden eritrosit, trombosit,
graniilosit, monositler ve mast hiicreleri gelismektedir. Lenfoid progenitor hiicreden

lenfositler (T ve B) gelismektedir (immiin sistemin tanimi).
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Sekil 14: Bagisiklik sistemi hiicrelerinin olusum basamaklari (Torang, Gupta,

and Klinke, 2019).

2.4.5. Sitokinler

Sitokinler, viicudumuzda bulunan protein yapisindaki maddelerdir. Sitokinler
viicutta gerceklesen hiicrelerarasi haberlesmede ve cesitli biyolojik fonksiyonlar
diizenlemede 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica, immiin yanit ve inflamasyonda kilit
rolleri vardir. Sitokinlerin kemokinler, interferonlar, interlokinler, lenfokinler, timor
nekroz faktorii gibi birgcok alt grubu bulunmaktadir. Sitokin adi, hiicre ve hormon
anlamia gelen terimlerden olusmaktadir. Sitokinler bir immiin sistem hormonlari
olarak agiklanmis fakat bazi1 o&zellikleri ile endokrin hormonlardan farklilik
gostermislerdir. Endokrin sistemden farkli olarak sitokinler cesitli hiicrelerden
salgilanmakta ve salgilandiklari ortamda etki gostermektedirler (immiin sistemin
tanimu).

Farkli gruplara 06zgli sitokinler bir hiicrede ayni sinyal yolaklarini
uyarabilmekte ve bir sitokin farkli hiicrelerde birbirinden bagimsiz sinyal yolaklarin
tetikleyebilmektedir. Hangi siirecin uyarilacagi sitokinin uyardigi hiicre i¢i sinyal
yolagina, bu da baglandig1 reseptorlere, reseptorle iliskili olan alt gruplara ve

faktorlerine bagli olarak degismektedir. Sitokinler bagisiklik sistemi hiicrelerinin
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geligmesi, farklilagmasi ve aktivasyonunda, antijen sunumu, adezyon molekiillerinin
ekspresyonu, akut faz yanitlari gibi immiin yanitin ve inflamasyonun her sathasinda,
hiicre oliimiinde, hematopoez ve yara iyilesmesi gibi bir¢ok biyolojik olaylarda
hiicreler arasindaki iligkileri diizenleyen yiiksek diizeyde spesifik soluble
proteinlerdir (Suzuki, 1999).

Sitokinler makrofajlar, B lenfositleri, T lenfositleri ve mast hiicreleri gibi
bagisiklik hiicrelerinden ve endotel hiicreleri, fibroblastlar ve ¢esitli stromal hiicreleri
gibi birden ¢ok hiicreler tarafindan iiretilebilmektedir. Ayrica bir sitokin birden fazla
hiicre tiirli tarafindan tiretilebilmektedir (Akdogan ve Yontem, 2018).

Bagisiklik sisteminin uygun sekilde calismasi igin sitokinlerin sentezi ve
salmimi diizenlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle, dogustan gelen bagisiklik
hiicreleri tarafindan salinan sitokinlerin kaskadlar1 baslangicta enflamatuar veya
alerjik tepkileri monte eder ve daha sonra tepkilerin zamaninda azalmasini
saglamaktadir. Proinflamatuar sitokinler ayrica adaptif immiin yanitlart monte etmek
icin T lenfositleri ve diger hiicreleri ise almaya ve aktif hale getirmeye hizmet
etmektedir (Iwasaki and Medzhitov, 2010).

Thl (T helper tip 1) yanit1 sitokinler iiretir (IFN-y, TNF-p, vb.) ve bunlar
enflamasyonu destekler ve esas olarak belirli T hiicrelerini ve makrofajlar1 aktive
etmekte, oysa Th2 (T helper tip 2) yaniti ile salinan sitokinleri (IL-4, IL-5, vb.) esas
olarak B hiicrelerini ve antikorlara bagli olarak bagisiklik tepkilerini aktive
etmektedir (Charlton and Lafferty, 1995).

Sitokinler fonsiyonlar1 ve kaynagina gore belli alt gruplara ayrilmaktadir;

Inflamatuar sitokinler,

Makrofajlar enflamatuar uyaranlara maruz kaldiklarinda, timor nekroz
faktorii (TNF), IL-1, IL-6, IL-8 ve IL-12 gibi sitokinler iiretmektedir. Monositler ve
makrofajlar bu sitokinlerin ana kaynaklar1 olmasina ragmen, aktive lenfositler,
endotel hiicreler1 ve fibroblastlar tarafindan da {retilmektedirler. Biitiin bu
molekiiller, uyum i¢inde c¢aligarak artmis vaskiiler gecirgenligi indiikleyebilir ve
inflamatuar hiicrelerin giliglenmesini saglamaktadir. Lokal etkilerin yani sira, bu
aracilar ayrica ates ve akut enflamatuar yanit proteinlerinin iiretimi gibi sistemik
etkiler de tiretmektedirler (Arango Duque and Descoteaux, 2014).

IL-1 (Interleukin-1)

IL-1 ¢ ayr1 formu bilinmektedir: IL-1a, IL-1P ve IL-1Ra dir. IL-1a hem de
IL-1B giiglii bir proinflamatuar etki gostermektedir. TNF 'e benzer sekilde, IL-1P
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enfeksiyonlara, lezyonlara ve strese karsi immiin yanitin erken asamalarinda iiretilen
ve saliman endojen bir pirojendir. Monositler ve makrofajlar IL-18 ana kaynaklar
olmasina ragmen, NK hiicreleri, B hiicreleri, dendritik hiicreler, fibroblastlar ve epitel
hiicreleri tarafindan da salinmaktadir (Arango Duque and Descoteaux, 2014).
Enflamasyon sirasinda, IL-1B karacigerden akut faz proteinlerinin {retimini
uyarmakta ve atesi ve prostaglandin sekresyonunu indiiklemek i¢in merkezi sinir
sistemine etki etmektedir. Mast hiicrelerinde, IL-1p histamin salinimini indiiklemekte
ve bu da vazodilatasyona ve lokalize inflamasyona neden olmaktadir. Ayn1 zamanda
graniilositler i¢in bir kemoatraktandir, CD4 T hiicrelerinin genislemesini ve
farklilagmasini arttirmaktadir (Ben-Sasson, Hu-Li, Quiel, Cauchetaux, Ratner, et al.,
2009). IL-1B ekspresyonu, merkezi sinir sistemindeki mikroglia ve astrositlerde
travma sonrasi ve periferik sinirin ezilmesi ile olusan yaralanmada artmaktadir (Yan,
Banos, Herregodts, Hooghe and Hooghe-Peters, 1992). IL-1p intraperitoneal,
intraserebroventrikiiler ~veya intraplantar enjeksiyonu takiben hiperaljezi
iiretebilmektedir (Watkins, Wiertelak, Goehler, Smith, Martin, et al.,1994).

Uyarilmis makrofajlarda, IL-1a de novo sentezlenir ve apoptotik hiicrelerden
aktif olarak salgilanabilmekte veya pasif olarak salinabilmektedir. Ayrica etkilerini
intrakrin bir sekilde uygulayabilir ve bir transkripsiyon faktorii olarak islev
gorebilmetedir (Yazdi, Guarda, Riteau, Drexler, Tardivel et al., 2010).

IL-1B, inflamazomla aktive edilmis kaspaz-1 ile boliinmesi gereken bir dncii
olarak sentezlenmektedir.

Aktivasyondan sonra, otofaji bu sitokinin salinmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Otofaji, Okaryotlarda, sitoplazma, anormal veya hasar gormiis
organellerin ¢ift membranl vezikiillerde tutuldugu ve sonugta ortaya ¢ikan
makromolekiillerin pargalanmasi ve nihai olarak geri doniisiimii i¢in lizozoma
salindig1 yliksek oranda korunmus bir islemdir. Bu siire¢, degisen cevresel kosullara
uyum saglamada, aglikta, gelisim sirasinda hiicresel yeniden sekillenmede ve
yaslanmada ¢ok oOnemli bir rol oynamaktadir. Otofajinin, IL-1B ve IL-18 gibi
proteinlerin salgilanmasina aracilik ettigi de kabul edilmistir (Ravikumar, Futter,
Jahreiss, Korolchuk, Lichtenberg, et al., 2009).

Cesitli IL1 salgilama modlari, makrofajlarin enflamatuar uyaranlara hizla

yanit vermek i¢in bir arag¢ olarak evrimlestigi enfes makineleri vurgulamaktadir.
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TNF-a (Tiimor nekroz faktorii alfa)

Kasektin olarak da bilinen TNF-a, bazi agr1 modellerinde iyi bilinen ve kilit
bir rol oynayan baska bir enflamatuar sitokindir. TNF iki hiicre ylizeyi reseptorii
araciligiyla (TNFR1 ve TNFR2) birkag¢ farkli sinyal yolu iizerinde etki etmektedir.
TNF apoptotik yolaklari, enflamasyonun NFkB aktivasyonunu diizenler ve stresle
aktive olan protein kinazlar1 (SAPK'LER) aktive etmektedir. TNF-a reseptorler hem
noronlarda hem de glia'da bulunmaktadir (Boka, Anglade, Wallach, Javoy-Agid,
Agid, et al.,1994). TNF-a'nin intraplantar enjeksiyonu ayrica mekanik ve termal
hiperaljezi tretmektedir (Cunha, Poole, Lorenzetti and Ferreira, 1992). TNF-a
bagisiklik yanitinin akut fazini uyarmaktadir. Bu giiglii pirojenik sitokin, bir patojene
yanit olarak salinan ilk sitokinlerden biridir ve etkilerini birgok organda
uygulayabilmektedir. TNF, lenfosit, nétrofil ve monosit infiltrasyonu i¢in elverisli
olan vazodilatasyona ve vaskiiler gegirgenlik kaybina neden olmaktadir. Kemokin
salmiminit diizenleyerek bu hiicrelerin iltihap bolgesine alinmasina yardimeci
olmaktadir (Beutler, 1999) .

IL-6 (interl6kin-6)

IL-6, hem proinflamatuar hem de bagisikliktan hiicre onarim-
metanolizmasina kadar bir¢cok siireci etkileyen anti-inflamatuar  6zellik
gostermektedir. IL-6 ayrica monositlerin iltihap bdlgesine alinmasina yol agmaktadir,
Th17 hiicrelerinin bakimimi tesvik etmektedir ve hiicre apoptozu gelisimini inhibe
etmektedir (Scheller, Chalaris, Schmidt-Arras and Rose-John, 2011). Ayrica, B
hiicrelerinin plazma hiicrelerine farklilasmasmi tesvik etmekte, sitotoksik T
hiicrelerini  aktive etmekte ve kemik homeostazini diizenlemektedir. Diger
proinflamatuar sitokinlerde oldugu gibi, IL-6 Crohn hastalig1 ve romatoid artritte rol
oynamaktadir (Nishimoto and Kishimoto, 2004). IL-6 hiicreleri B lenfosit ¢ogalmasi
ve farklilasmasi, Ig liretimi, ates ve akut faz protein olusumunda 6nemli bir hiicredir
(Akdogan ve Yontem, 2018).

IL-6, ER'da (Endoplazmik Retikulum) sentezlenen ¢oziiniir bir sitokindir ve
TNF’den farkli olarak, membrana bagli bir Oncli olarak islenemektedir.
Makrofajlarin LPS ile uyarilmasi iizerine, IL-6, 4 saatlik stimiilasyondan sonra
Golgi'de birikmeye baslamaktadir (Manderson, Kay, Hammond, Brown and Stow,
2007).

IL-6'nin  sinir hasarina ndronal reaksiyonda merkezi bir rol oynadigi

gosterilmistir.  Anti-IL-6R  antikorlarmin  in  vivo uygulanmasiyla IL-6r'nin
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baskilanmasi rejeneratif etkilerin azalmasina neden olmustur. IL-6 ayrica mikroglial
ve astrositik aktivasyonun yani sira ndronal ndropeptit ekspresyonunun
diizenlenmesinde de rol oynamaktadir (Hirota, Kiyama, Kishimoto and Taga, 1996).
IL-6'nin periferik sinir hasar1 sonrasi noropatik agri davranisinin gelisimi iizerinde
etkisi olmaktadir (Zhang and An, 2007).

IL-12 (interlékin 12)

IL-12 esas olarak monositler, makrofajlar ve diger antijen sunan hiicreler;
bulasic1 hastaliklar ve kanserle savasmak i¢in gereklidir. IL-12, sentezlerinden sonra
bir araya gelen p35 ve p40 alt birimlerinden olusan heterodimerik bir sitokindir
(Dorman and Holland, 2000). IL-12, Thl hiicrelerinin uyarilmasi yoluyla hiicre
aracili bagisiklig1 arttirmaktadir. TNF ve diger proinflamatuar sitokinlerle sinerjize
olarak NK ve CD8 T hiicrelerinin sitotoksisitesinde rol oynayan IFN-y hiicrelerinin
tiretimini uyarmaktadir (Wang, Frank and Ritz, 2000)

IL-18 (interlokin 18)

IL-18, IL-1 ailesinin bir iiyesidir ve ayni zamanda IFN-y iiretiminde bir
indiikleyicidir. T hiicrelerini ve NK hiicrelerini aktive etmek i¢in IL-12 ile sinerjize
olmaktadir. IL-18'in IL-1P ile benzer sekilde sinyal vermesine ragmen, IL-18 bir
pirojen degildir ve hatta IL-1B kaynakli atesi zayiflatabilmektedir (Gatti, Beck,
Fantuzzi, Bartfai, and Dinarello, 2002). Ates indiiksiyonunun olmamasi, IL-18'"in IL-
1B tarafindan kullanilan NF-kB yolu yerine MAPK p38 yolu iizerinden sinyal
vermesi ile aciklanabilmektedir (Lee, Kim, Lewis, Azam, Reznikov et al., 2004)

IL-23 ( interlokin 23)

IL-23 bir IFN-y indiikleyicisi ve T hiicresi aktivatoriidir ve sedef
hastaligindan sizofreniye kadar cesitli hastaliklarda olusmaktadir. Her ikisi de
iltihaplanmaya neden oldugu i¢in IL-12"ye benzerlik gostermektedir. Dahas1, hem IL-
12 hem de IL-23, IL-12p40 alt birimini paylasir ve bu nedenle benzer sinyal
yollarina sahiptir (Croxford, Kulig and Becher, 2014).

IL-27 (interlokin 27)

IL-27, IL-12 ailesinin bir liyesidir ve p28 ve Epstein—Barr viriisii kaynakli gen
3 alt birimlerinden olusmaktadir. TNF'ye benzer sekilde, LPS ve IFN-y ile uyarilan
monositlerde ve makrofajlarda {iretilmektedir (Yoshida, Hamano, Senaldi, Covey,

Faggioni, et al., 2001).
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IFN-y indiiksiyonu yoluyla naif T hiicrelerinin Th1 hiicrelerine farklilagmasini
desteklemenin yani sira, IL-27 ayrica Th17 hiicrelerinin farklilagsmasin1 da inhibe
etmektedir (Stumhofer, Laurence, Wilson, Huang, Tato et al., 2006).

Bu sitokin enflamatuar ve anti-enflamatuar 6zellikler olarak secici 6zelliklere
sahiptir fakat enflamatuar yanitin hizli oldugu kavramini desteklemektedir, ancak
ayn1 zamanda konakg¢iya zarar vermemek i¢in dikkatlice iiretilmektedir.

Antiinflamatuar sitokinler,

IL-10 (interlékin 10)

IL-10 B hiicreleri ve T hiicreleri tarafindan tiretilmektedir. Baglica faaliyetleri
makrofaj aktivasyonunun baskilanmasi ve TNF, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12 ve GMCSF
tiretiminin baskilanmasidir (Fiorentino, Zlotnik, Mosmann, Howard, and O'Garra,
1991). IL10, aktive edilmis makrofajlarda MHC-II ekspresyonunu bastirmaktadir ve
bu nedenle antijen sunumunun gii¢lii bir inhibitoriidiir.

TGF-p (Transforming growth factor beta)

IL-10 ile birlikte, TGF-p, bir¢ok hedef hiicreye etki eden ve TNF, IL-1p, IL-2
ve IL-12'nin enflamatuar etkilerini azaltan bir baska giiclii antiinflamatuar sitokindir.
TGF-B, hem Thl hem de Th2min giglii bir baskilayicisidir. TGF-B ayrica
hematopoezde rol oynamaktadir ve embriyogenez, doku rejenerasyonu ve hiicre
cogalmas1 ve farklilasmasinda ¢ok Onemli bir role sahip olmaktadir (Travis and
Sheppard, 2014).

Kemokinler

Kemokinler, kemotaksi olarak da bilinen hiicresel gocli yonlendirme siirecine
yardimci olan heparin baglayici sitokinlerin 6zel bir ailesidir. Lokosit migrasyonunu
diizenler ve anjiyogenez, lokosit degraniilasyonu gibi siire¢lerin olusmasini
saglamaktadir. Kemokinler viicut igcerisinde meydana gelen bir¢ok biyolojik siirecte
rol almaktadir; lokosit-endotelyal hiicre iligkilerinde, T ve B hiicre matiirasyonunda,
immiin denetim, tolerans ve immiinitenin olusumunda, T-B hiicre iletisiminde ve
primer immiin cevabin olugsmasinda gorev almaktadir. Ayrica, dendritik hiicre
fonksiyonlarinda, T hiicre farklilagsmasi ve fonksiyonlarinin saglanmasinda, efektér T
hiicre cevab1 ve inflamatuvar hastaliklarda, mukozal immiinitede de yer almaktadir
(Caglar ve Kansu, 2004). Kemokinler tarafindan ¢ekilen hiicreler kemokinin
kaynagina dogru goc etmektedir. Bagisiklik gozetimi sirasinda, kemokinler
bagisiklik sisteminin hiicrelerini ihtiya¢ duyduklar1 yere yonlendirmede ¢ok dnemli

bir rol oynamaktadir. Inflamatuvar yamit olarak, hem dogustan ve kazanilmis
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bagisiklik hiicreleri tarafindan genis bir hiicre yelpazesi tarafindan serbest
birakilmaktadir. Kemokin salinimi genellikle TNF, IL-6 ve IL-1 gibi proinflamatuar
sitokinler tarafindan indiiklenmektedir (Comerford and McColl, 2011).

Kemokinler ve kemokin reseptorleri bircok 6nemli biyolojik siiregte gorev
almaktadirlar. Kemokinler, 16kositlerin inflamasyon ve homeostasisin saglanmasi
asamalarinda hiicresel hareketleri diizenlemektedirler. Kemokinlerin, homeostatik
sirkiilasyondaki 16kositlerin dokulara yonelimlerinde de gorev aldiklar1 kabul
edilmektedir. Inflamasyon boyunca kemokinlerin sekresyonunda dramatik bir sekilde
artis gozlenmektedir. Inflamasyonda bir¢ok dokuda (deri, beyin, eklem, menings,
akciger, kan damarlari, bobrek ve gastrointestinal sistem) kemokinlerin varlig tespit
edilmistir. Tiim hiicrelerde olmasa dahi bir¢gogunda hiicreler uygun stimiilasyon
sonucunda kemokin molekiillerini sentezleyerek ortama salmaktadirlar. Kemokin
tiretimi i¢in en Onemli uyart erken proinflamatuvar sitokinlerdir (interlokinl ve
timor nekrozis faktor-a, viral infeksiyon, lipopolisakkarit gibi bakteriyel iirtinler).
Inflamasyonda kandan kemokinler, l6kositlerin dokuya ge¢isine ve inflamasyonun
bulundugu yerde birikimine ve aktivasyonuna yol a¢maktadir. Kemokinlerin
sentezini arttiran en dnemli uyaricilar IL-1, LPS, TNF-a, IFN-y ve IL-4’dir (Caglar
ve Kansu, 2004).

2.4.6. KKN Immiin Sistem Uzerine Etkisi

Karbon noktalarinin normal BALB / c farelerinin bagisiklik fonksiyonu
tizerindeki etkilerini agikliga kavusturmak i¢in yapilmis olan bir ¢alismada, Bu B
hiicresi mitojenine (LPS) ve T hiicresi mitojenine (ConA) maruz kaldiktan sonra
karbon noktalariin dalaktaki lenfoproliferasyon iizerindeki etkisi arastirilmistir.
Calismanin sonucunda, dalak lenfositleri proliferasyonunda karbon nokta gruplarina
maruz kaldiktan 1 giin sonra ¢ok az artis oldugu gézlenmistir.

Bununla birlikte, 6rnege maruz kalan gruplarda hem B hem de T lenfosit
proliferasyonu uygulamadan sonraki dokuzuncu giinde doza bagli olarak O6nemli
Olgiide artmistir. Bu c¢alismada, karbon noktalart BALB /.c farelerinin Thl ve Tc
tepkilerini indiikleyerek bagisiklik fonksiyonunu ayarlayabilmektedir. Ancak, bu

etkiler bagisiklik organlarinin morfolojik degisimini indiiklemek i¢in yeterli degildir.

56



Karbon noktalarmin bagisiklik sistemini modiile ettigi mekanizma belirsizligini
korumaktadir (Gao et al., 2013).

Baska bir ¢alismada ise, KKN'larin murin makrofaj hiicresi RAW 264.7 ve
insan beyaz kan hiicresi kiiltiirleri (WBC) iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Hiicre canliligi, enflamatuar biyobelirtecler, edinsel bagisiklik
sisteminin sitokinleri gibi bir dizi parametre degerlendirilmistir. Karbon noktalarin 5
ila 50 g / mL arasinda degisen ¢ok diisiik konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonu
uyardigin1 ve daha sonra konsantrasyonda bir artisla canlilikta bir diisiis oldugunu
bulmuslardir. Bu ¢alismada, hiicre canliliginda 31.25 g / ml'de bir artig ve 62.5 ve
250 g / ml'de canlilikta bir azalma oldugu icin bu egilim izlenmistir. Bu, hiicre
dongiisiiniin G2 / M fazinda kontrolsiiz proliferasyona yol acan yiiksek diizeyde
reaktif oksijen tiirlerine bagli olmustur. Bazal kosullar altinda, RAW 264.7 hiicre
inflamatuar markorii olan IL-6 KKN’larin 62.5 g / mL konsantrasyonunda kismen
inhibe edilmistir  RAW 264.7 hiicre inflamatuar belirtegleriyle ¢elisen MIP
kemokinleri, KKN’nin 250 g / mL konsantrasyonlarda maruziyeti ile 6nemli 6l¢iide
yukar regiile edilmistir. WBC'lerde de benzer bir egilim goriilmiis ve degerlendirilen
en yliksek konsantrasyonun (500 g / mL) uyarilmamus kiiltiirlerde IL-6 ve MIP-1'i
indiiklemistir. Hiimoral immiin yanit sitokin IL-10, hem uyarilmamis hem de PHA ile
uyarilmig kiiltiirlerde 500 g / mL KKN'da yukar1 regiile edilirken, hiicre aracili
immiin yanit sitokin IFN her iki kosulda da etkilenmeden kalmistir. Bu ¢alisma,
sitotoksisite  diizeylerinin  diisik olmasmma ragmen, KKN'larin yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik oldugunu acikca gostermektedir. KKN'lar nispeten
bazal kosullar altinda yiiksek konsantrasyonlarda proteome analizi ile desteklenen
iltihaplanmaya neden olmaktadir. Proteome analizi, KKN'ya maruz kaldiginda
degerlendirilecek potansiyel biyobelirtegleri ortaya c¢ikarmistir. Bunlara MIP-1,
MIP-2, TNF-, IL-8 ve SDF-1 dahildir. Humoral immiin yanit da yliksek KKN
seviyelerinde modiile edilmistir. Bagisiklik tepkilerinin bu sekilde uyarilmasi asiri
duyarliliga ve otoimmiiniteye neden olabilmektedir.

Mevcut caligma bu nanopartikiiller olarak KKN'larin bagisiklik sistemi
tizerindeki etkileri hakkinda 6nemli bir fikir vermektedir (Lategan et al., 2018).

Karides iizerinde karbon kuantum nokta’nin immiin sistem iizerindeki
etkisinin incelendigi bir c¢aligmada, sonuglar poliamin KKN'larin hemolenflerin
pihtilasma mekanizmasi, antioksidan savunma mekanizmasi, antimikrobiyal peptid

sistem ve antimikrobiyal immiin yanitlar gibi bircok dogustan gelen bagisikligi
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uyardigini gostermistir. Bu ¢alismada, poliamin KKN'larin WSSV (beyaz benek
viriisii) zarfina baglandig1 ve doza bagh bir etki ile virlis enfeksiyonunu inhibe ettigi
gozlenmistir. Poliamin KKN’lar bu sonug da gosteriyor ki, karidesin ¢esitli bagisiklik
genlerini upregiile etmis ve WSSV enfeksiyonu kaynakli 6liim oranimi azaltmistir.
Calisma, poliamin KKN’lar viriise kars1 etkili olabilecegini tespit eden ilk caligsmadir.
Bu sonuglar, poliamin KKN’larin karideste immiinostimiilator etkisi oldugunu
gostermis ve aslinda, su iiriinleri yetistiriciliginde poliamin KKN'lar kullanarak etkili
antiviral stratejiler veya terapotik yontemler gelistirmek i¢in de bir yon saglamistir.
Bu deneyde, poliamin KKN’lar virlis enfeksiyonunu inhibe etmistir ve ayrica
karidesin dogustan gelen bagisikligini gelistirmistir. Bu nedenle, poliamin KKN’lar
diger patojenleri inhibe etme yetenegine sahip olabilmektedir ancak bunun i¢in daha
fazla deney gerekmektedir. Bununla birlikte, bu ¢alisma, poliamin KKN’larin karides
yetistiriciliginde WSSV’ye karsi yem katki maddesi olarak kullanim ig¢in biiyiik
potansiyele sahip oldugunu gostermistir. (Huang, Lin, Huang, Huang, Lin, et al.,

2020).

2.5. As1

2.5.1. Genel Bilgiler

Asilamanin amaci hedeflenen patojene karsi hastaliga yakalanma riski ve
potansiyel komplikasyonlar1 olmaksizin koruyucu bagisiklik tepkisi yaratmaktir.
Asilar, dogal enfeksiyonlar gibi dogustan gelen bagisiklik tepkisine neden olur bu da
bir antijene O6zgii adaptif immiin yanit olusturmaktadir. Her patojen (veya asi),
spesifik antikorlar iiretmek i¢in B lenfositlerini uyararak yiiksek oranda spesifik T
lenfosit alt kiimelerini ve humoral bagisiklig1 aktive ederek hiicre aracili bagisiklig
indiikleyen antijenleri eksprese etmektedir (veya icermektedir). Patojenin ortadan
kaldirilmasindan sonra, adaptif bagisiklik sistemi genellikle immiinolojik hafiza
kurmaktadir. Bu immiinolojik hafiza temeli uzun siireli bagisiklik korumasi
saglamaktadir ve asilamanin amaci antikorlarin kaliciligi ile ve ayni patojene daha
sontra maruz kaldiginda hizla yeniden etkinlestirilebilen bellek hiicrelerinin

jenerasyonu ile karakterize edilmektedir.
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Enfeksiyonun biyolojisine ve hastaligin 6nlenmesine bagli olarak, farkl
humoral (yani antikorlar) veya hiicre aracili (yani T hiicreleri) adaptif bagisiklik
mekanizmalari etkili olabilmesi i¢in ag1 gerekmektedir.

Asilarin giivenlik profili ve beklenen faydalar1 asilanan bireyler ve genel niifus i¢in
onemli olmaktadir ve bundan dolay1 asilarin etki mekanizmasini anlama ve buradan
yola ¢ikarak etkinliklerini tahmin etmek son derece onemli olmaktadir. Siirii veya
toplum korumasi olarak adlandirilan bu dolayli koruma, niifusun biiyiik bir kisminin
(hastaliga bagl olarak% 75-95) veya hastaligin bulagsmasinda kilit rol oynayan 6zel
bir grubun agilanmasini gerekmektedir. Siirii korumasi -kizamik gibi programlar -
genellikle asilamanin basarist i¢in gerekmektedir. Benzer sekilde, asilama hamile
kadinlar, maternal antikorlarin anneden plasenta boyunca fetusa aktarilmasi yoluyla
yasamin ilk aylarinda bebekleri dolayli olarak koruyabilmektedir. Bu kavram tetanoz,
grip ve bogmaca icin basartyla kurulmustur (Vetter, Denizer, Friedland, Krishnan,

and Shapiro, 2018; Furman and Davis, 2015).

2.5.2. Giiniimiizde Kullanilan Asilar

Asilar  bireysel koruma saglamaktadir ayrica agilar asilanmamis
poplilasyonlar da bireyleri kisiden kisiye bulagsma oranini diisiirerek ve bireyler icin
riski sinirlandirarak koruyabilmektedir .Belirli bir aginin secilmesi, koruma seviyesi,
beklenen etki sekli, konunun 6zellikleri veya hastaligin ortadan kaldirilmasi stratejisi
gibi cesitli faktorlere bagli olabilmektedir (Vetter et al., 2018; Asilar ve Asi
Adjuvanlar).

Glinlimiizde kullanilan asilar asagida kisaca belirtilmistir;

Canli zayiflatilmis asilar, zayiflatilmig, degistirilmis veya daha az viriilan
Ozellik gosteren patojenler icermektedir. Asilar igerisinde bulunan giicli zayiflatilmis
bu patojenler normal aktivitelerine kiyasla gergek hastaliga neden olamazlar veya
cok hafif bir sekilde sadece hastalig taklit etmektedir (Vetter et al., 2018).

Canli zayiflatilmis organizma hala hedef hiicreleri enfekte edebildiginden, bu asilar
hem hiicresel hem de hiimoral bagisiklig1 ¢cogaltabilmekte ve indiikleyebilmekte ve
genellikle etkili olmast i¢in bir adjuvana ihtiyag¢ duyulmamaktadir. Canli
zayiflatilmig asilar genellikle bakterilerden ziyade viriislerden iiretilmektedir ¢tlinkii

virlisler daha az gen icermekte ve giicii zayiflatabilmekte ve daha giivenilir bir
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sekilde kontrol edilebilmektedir (Jorge and Dellagostin, 2017). Canl1 zayiflatilmis
asilar elde etmek i¢in en yaygin yontem, virlisii bir dizi in vitro hiicre kiiltlirlinden
(6rnegin civciv embriyo hiicrelerinde) gegirmektir. Her “geciste”, segilen viriisler
hiicre kiiltiirlerinde enfekte etme ve cogalma yetenegi iyi olanlardir ancak orijinal
insan konakgilarinda enfekte etme ve c¢ogaltma yeteneklerini kaybetmektedir.
Zayiflama, diisiik sicaklik ile gegislerde de elde edilebilmektedir (6rnegin 25 °C) . Bu
yaklasim soguk bir ortamda iyi c¢ogalabilen viriisleri se¢mekte, ancak viicut
sicakliginda daha az cogalmaktadir, bu nedenle insan konaginda patojenitelerini
azaltmaktadir (Vetter et al., 2018).

Canli zayiflatilmis asilar az miktarda bir enfeksiyon c¢esidine neden
olmaktadir. Zayiflatilmis patojen orijinal patojenle ayn1 antijenleri sunmakta, saglikli
bireyler de bu enfeksiyondan kaynaklanan bir bagisiklik tepkileri gelistirmektedir.
Sonug olarak, bu asilar antikor tepkileri indiiklemekte ve genellikle sadece bir veya
iki dozdan sonra uzun vadeli bagisiklik saglamaktadir (Vetter et al., 2018). Kizamik,
kabakulak, kizamike¢ik, cocuk felci (Sabin asis1), sar1t humma asilar1 ve bazi
adenoviriislere kars1 hazirlanan asilar canli viriis asilarina 6rneklerdir (Asilar ve Asi
Adjuvanlari)

Inaktive agilar, bir veya daha fazla bakteri tiiriiniin veya serotipin
bakterilerinden veya en sik bir yag veya aliiminyum hidroksit adjuvaninda formiile
edilmis olan o&ldiiriilmiis viral suslardan olusmaktadir. Inaktive asilar normal
kosullarda stabildir ve canli asilara gore iiretilmesi daha ucuzdur. Oldiiriilmiis asilarin
tiretimi i¢in ag1 viriisiinlin inaktivasyona, proteinlerin denatiirasyonuna veya niikleik
asitlere zarar veren fiziksel veya kimyasal islemlerle saglanmaktadir. Inaktive antijen
daha da saflastirilabilmekte ve bir adjuvan ile karistirilabilmektedir. inaktive agilar
gelismis giivenlik profilleri sunmaktadir, ancak patojen replikasyonunun tahrip
olmast nedeniyle etkili ve uzun siireli koruma saglayamamaktadirlar (Jorge and
Dellagostin, 2017). Polioviriis (Saik asis1), kuduz ve influenza asilar1 bu grubun
ornekleridir (Ast ve Asi Adjuvanlari). Inaktivasyon islemi patojenin ¢ogalma ve
hastaliga neden olma yetenegini yok etmekte ancak immiinojenikligi korunmaktadir,
boylece bagisiklik sistemi hedeflenen patojeni hala tanimaktadir. Viicuda enjekte
edildikleri zaman viriisiin yalniz yiizey antijenlerine karsi antikorlar olusmakta ve
karma asilar igerisine kolayca katilabilmektedirler (Vetter et al., 2018 ; As1 ve Asi
Adjuvanlart).
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Alt birim asilar, patojenin biitlin par¢asi yerine patojenin antijen gibi davranan
bir parcasin1 igermektedir. Bu parcalar proteinler, polisakkaritler veya bir viriisiin

virilis benzeri pargaciklarini olusturabilecek kisimlar1 (VLP) olabilmektedir.

Alt birim agilar genellikle canli veya inaktive edilmis tiim organizma
asilarindan daha az advers reaksiyon neden olmakta, ancak daha az immiinojenik
olabilmektedir ¢linkii daha az antijen icermektedir ve dogustan gelen bagisiklik
yanitini tetikleyici bilesenleri ortadan kaldiran saflastirma islemi uygulanmistir
(Vetter et al., 2018). Altbirim agilarla uyarilan bagisik yaniti etkileyen ana faktor
vardir:

1. Irnmiinojenin dogas1 ve dozu

2. Formiilasyonda kullanilan adjuvan veya tasiyicilar

3. Bagisiklama programi

4. Uygulama yolu

5. Irnrniinize edilen bireyin irnrniin durumu (yas, genetik yapt ve immiin
sistemde Onceden var olan eksiklikler) (As1 ve As1 Adjuvanlari)

Altbirim agilarinin tasidiklart patojenin parcalarina gore cesitleri vardir.
Bunlar;

Protein iceren asilar, antijenik proteinler ve aseliiler bogmaca asis1 gibi
hazirlanmis olan patojen biitiinlinlin saflagtirilmasiyla elde edilebilir yada
rekombinant genetik miihendisligi ile iiretilebilmektedir. ikinci durumda, antijenik
proteini kodlayan bir gen, hiicre kiiltiirlerinde biiylik miktarlarda antijen iiretimi
yapabilen bir sistem igerisine konmaktadir (Vetter et al., 2018). Rekombinant protein
asilarin sakincasi; organizma tarafindan ekzojen antijen olarak degerlendirilmeleri ve
bu nedenle de hiicresel yaniti yeterli derecede uyaramamalari, yalniz humaral
bagisiklig1 uyarabilmeleridir. Rekombinant bir irnmiinojeni igeren ve ticari {Uriin
olarak bulunan ilk as1 Hepatit B asisidir (Rekombivax HB, Merek). Bu as1 Hepatit B
viriisiiniin ylizey antijeni (HBsAg)'nden olusmakta ve koruma mekanizmasi notralize
edici antikorlarin iiretilmesine dayanmaktadir (As1 ve As1 Adjuvanlar).

Toksoid Asisi, bakteriyel toksinlerin neden oldugu hastaliklar1 kontrol etmek
icin mevcut en 1yl koruyucu Onlemlerdendir. Su anda ticari olarak iretilen asilar,
geleneksel adjuvanlarla birlikte inaktive edilmis dogal toksinlerden (toksoidler)
olusmakta ve bu da verimli olmasina ragmen bazi iiretim sinirlamalarina neden

olmaktadir. Ornegin, in vitro iiretilen toksin miktar1 tahmin edilemeyebilir ve
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toksinlerin bazilar1 yiliksek diizeyde biyogiivenlik gerektirebilen giiclii biyolojik
toksinlerdir. Rekombinant asilarin kullanimi  bu sinirlamalarin  {istesinden
gelebilmekte, clinkii bunlar biiyiik miktarlarda verimli bir sekilde iiretilebilirler ve
genellikle diisiik reaktojenite ve toksik etki gostermektedirler (Jorge and Dellagostin,
2017). Bu gruptaki asilar da ekzotoksinlerin ve endotoksinlerin formaldehitle belirli
1sida bir siire tutularak uzaklastirillmasi sonucu toksik etkileri giderilmis
preparatlardir. Toksoidler grubundaki ilk alt birim asilar difteri ve tetanoz asilaridir.
Bu hastaliklarin etkenleri, viriilans faktorleri giiclii olan endotoksinlerdir. Bu
proteinlerin toksisitesi yok edilerek notralize edici antikorlarin {iretimini uyarabilen
toksoidler elde edilmektedir (As1 ve Ast Adjuvanlari)

Polisakkarit asilari, bakterilerin yiizey kapsiiliinii olusturan uzun karbonhidrat
molekiilleri zincirlerinden olusan bir alt birim as1 tiirlidiir. Baz1 patojenik bakterilerin
viriilans1 baglica hidrofilik polisakkarit kapsiillerinin antifagositik 6zelliklerine bagl
olmaktadir. Kapsiiler polisakkaritler tuz ¢ozeltileri kullanilarak bakterilerden
ekstraksiyon yoluyla veya bakterinin yetistirildigi kiiltiir ortamindan elde
edilebilmektedirler. Bakterilere karsi koruyucu bagisikligi uyaran immiinojenik
yapilardir. Polisakkarit asilarin sakincasi; T (yardimci T hiicresi) hiicrelerini aktive
edememeleridir. Bu nedenle arastirmacilar, bagisik yanitta T H'lerin de yer almasi
icin polisakkarit antijeni bazi protein tasiyicilar veya toksoid proteinleri ile konjuge
etmektedirler (As1 ve As1 Adjuvanlari). Bu as1 grubuna 6rnek olarak gilinlimiizde de
hala kullanilmakta olan tiim patojenlerden saflastirilmis kapsiiler polisakkaritlere
dayanan 23 degerlikli pnomokokal polisakkarit asis1 dir (Pneumovax 23, MSD;
Pneumo 23, Sanofi Pasteur). Polisakkarit konjuge asilar1 ise, saflastirilmis
polisakkaritlerin immiinojenikligini gii¢clendirmek i¢in protein ile konjuge ederek
tiretilen asilardir. Konjugasyon, T hiicresini aktive edemeyen polisakkaritlerin T
hiicresine bagimli yanit olustrarak yiiksek afiniteye sahip antikorlar ve bagisiklik
hafizasina neden olmaktadir (Vetter et al., 2018).

Rekombinant {iriinii agilarda mikroorganizmalarin antijenik komponentleri
cikarilmasi, sonra alici bir hiicreye (bakteri, maya) transferi, gen {riinii antijenik
proteinin ekspresyonunun saglanmasi, hiicrelerde biriken proteinlerin elde edilmesi,
bunlarin deneme hayvanlarina verilerek bagisiklik kazandirilmasi amaglanmaktadir.
Hepatit B ve Grip asilar1 bunlara 6rnek verilebilir. DNA Asilari, bu asilar hastalik-
ajan proteinini kodlayan geni iceren sentetik DNA’dan olusmaktadir. E. coli ’de

cogaltilmis sentetik DNA iceren plazmid DNA’lar as1 olarak kullanilmaktadir. Sonra
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bu plazmid DNA’lar enjeksiyon i¢in izole edilmekte ve saflagtirilmaktadir. Elde
edilen ¢iplak DNA genellikle kas i¢i ve deri igine enjekte edilmektedir.

Antijen (DNA) viral enfeksiyona benzer bir sekilde dogrudan ifade
edilebilmekte ve konakta immiin tepkiyi baglatmaktadir. DNA asilarinin uygun
tagiyict sistemler igerisinde verilmeleri amaciyla tasiyict sistemler olarak gen
tabancasi canli vektorler viral olmayan sentetik mikropartikiiler sistemler ve adjuvan

tastyicilar lizerinde ¢alisilinaktadir. (Aytar ve Bagbiilbiil, 2019).

2.5.3. Giiniimiiz Asilarinin Avantaj Ve Dezavantajlart

Canl zayiflatilmis asilar cok etkili olabilir ¢linkii hem hiicresel hem de
humoral immiin yanitlar1 indiiklemektedir. Bununla birlikte, bu nitelikteki asilarla
iligkili 6nemli bir endise, mikroorganizmanin viriilan bir phenotype igin potansiyel
geri doniis riski olusturmasidir. Oldiiriilen / etkisiz hale getirilen asilar tipik olarak
daha giivenli olmaktadir; bununla birlikte, zayiflatilmis asilardan daha az etkili
olabilmektedirler. Toksoidlere (inaktive edilmis toksinler) dayali ticari agilarin, kiiltiir
ortaminda kompleks bilesiklere ihtiya¢g duymalar1 nedeniyle bazi dezavantajlari
olmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisini kullanarak ¢ok sayida hastaliga karsi
daha etkili agilar gelistirme ¢aligmalar1 tiim diinyada devam etmektedir. Rekombinant
asilar, yap1 bazli tasarim, epi-toplara odaklanma veya genomik bazli tarama yoluyla
rasyonel olarak tasarlanmis rekombinant yiliksek oranda saflastirilmis antijenlere
dayanarak gelistirilmektedir. Bununla birlikte, rekombinant antijenlerin dogal
immiinojenikligi, daha geleneksel asilara kiyasla genellikle diisiik olmakta ve
rekombinant asilarin basarili olmasini saglamak i¢in giicli ve giivenli as1
adjuvanlarina ihtiya¢ olmaktadir. Rekombinant antijenlerde siklikla goriilen diisiik
immiinojeniklik, eksojen immiin aktive edici bilesenlerin eksikliginden
kaynaklanmaktadir. Rekombinant antijenler farkli adjuvanlarda sunulabilmekte ve
immiinomodiilator etkiler spesifik antijenlerle birlikte kullanilan spesifik adjuvana

bagli olmaktadir (Jorge and Dellagostin, 2017).
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2.5.4. As1 Adjuvanlar

Tiim patojen asilar giiclii bir immiin cevap olusturabilirken, yeni jenerasyon
asilar, iyl tanmimlanmakta, iyi karakterize edilmekte ve daha giivenli olmakta fakat
zayif immiinojenik ve adjuvan olmadig: taktirde zayif koruma saglamakta veya hig
koruma saglayamamaktadir. Ozellikle rekombinant protein asilar i¢in adjuvanlar
bliyiilk 6nem tasimaktadir. Sorunun ¢ozlimiindeki temel problem adjuvanlarda
ve/veya tastyicilarda yatmaktadir. Adjuvanlar, bagisiklik sistemi hiicrelerinin (B ve T
hiicreleri) ¢ogalmasini ve farklilasmasini hizlandirarak antijenlere karsi giiglii bir
bagisiklik olusturabilen ajanlardir.

Asilar, konak¢inin bagisiklik sisteminin mikroplari tanimasi, yok etmesi ve
hatirlamas1 ve gelecekte ayni1 mikrobiyal enfeksiyona karsi savasmasi i¢in uyarmak-
tadir. Canli zayiflatilmis bir as1 gercek bir patojeni tanittigindan konakgei i¢in sadece
bir veya iki dozla 6miir boyu bagisikliga yol acan bagisiklik tepkisinin tam bir simii-
lasyonunu temsil etmektedir. Bununla birlikte, bu tiir asilar bagisiklik sistemi baski-
lanmis hastalar da olusabilecek riskler nedeniyle uygulanmamaktadir. Ayrica, re-
kombinant DNA asilari, alt {inite asilar1 ve konjugat asilari, giivenlikleri (canli zay1f-
latilmis asilarin aksine virlilan bir forma geri donemedikleri i¢in) ve rekombinant
yontemlerden biiylik miktarlarda antijen iiretme avantaji nedeniyle daha cazip hale
gelmektedir (yani, seri iiretim i¢in Olgeklendirilmesi kolaydir). Bununla birlikte, bu
asilar hazirlanirken tiim organizmanin yalnizca belirli bir boliimiiniin kullanilmasi
sebebiyle zayif bir bagisiklik tepkisi liretmekte ve minimum yan etkileri olan bir ko-
nakciya etkili koruma saglamak i¢in yeterli immiinojenik yanit saglayamamaktadir.
Bu baglamda, antijeni uygun bir sekilde iletmek ve saglam bir bagisiklik tepkisini
tetiklemek i¢in adjuvanlar ve dagitim sistemleri genellikle gerekli olmaktadir. Adju-
vanlar, as1 antijenleri ile birlikte kullanildiginda, tek basina as1 tarafindan indiiklene-
ne kiyasla asiya daha giiclii ve daha etkili bir yanit veren maddelerdir. Asilara adju-
van ilavesi ile, antijenlerin immiinojenikligini arttirabilmekte; koruyucu bagisiklik
icin gerekli antijen miktarin1 veya bagisiklama sayisini azaltabilmekte;
yenidoganlarda, yaslilarda veya bagisiklik sistemi zayiflamis kisilerde asilarin etkin-
ligini arttirmaktadir.

Fonksiyon ve uygulamaya bagli olarak, adjuvanlar {i¢ ana kategoriye
ayrilmaktadir; immiinomodiilator molekiiller, immiinostimiilatér olmayan dagitim

sistemleri ve ikisinin kombinasyonlari dir.
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Yaygin deneysel kullanimda veya klinik ¢alismalarda bir dizi
immiinomodiilator molekiil uygulanmaktadir. Ozellikle, dogustan gelen immiin
sinyal reseptdrlerinin ligandlar1 bunlar, TLR'ler (Toll benzeri reseptér) ve NLR'ler
(Nod benzeri reseptorler) dahil olmak {izere baslica immiinomodiilator adjuvan
tipleridir. Diger adjuvan siniflar1 i¢cin dagitim sistemi esas olarak bagisiklik
hiicrelerine antijen sunumunu arttirmak i¢in ¢alismaktadir. Asilar i¢in en gelismis iki
dagitim sistemi lipozomlar ve virozomlardir (Petkar, Patil, Chavhan, Kaneko, Sawant
et al., 2021; Zhu et al., 2014). Sekil 15’ de as1 adjuvanlarinin mekanizmasi

anlatilmaktadir.
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Sekil 15: Adjuvanlarin temsili etki mekanizmasi (Petkar et al., 2021).

As1 adjuvanlarinin mekanizmasi sirasi ile; (a) Asilamadan sonra, depo olusu-
mu (bazi durumlarda), parcaciklar ve ¢6ziiniir antijenin serbest birakmasi;(b) Enjek-
siyon bolgesinde ¢esitli bagisiklik hiicrelerinin ise alinmasinda rol oynayan sitokinle-
rin ve kemokinlerin salgilanmasi, boylece immiinokompetan ortamin olusmasi; (c)
Yiizeyde ve hiicre ici olarak eksprese edilen kalip tanima reseptorleri (PRR'LER)

ornek olarak Toll benzeri reseptér (TLR) gibi ¢esitli Oriintii tanima reseptorleri yo-
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luyla antijen alimi. Bu PRR'LER antijenler ve adjuvanlar tarafindan taninir ve aktive
edilir; (d) Antijen sunan hiicreler (APC' ler) tarafindan antijen alimi, immiin hiicrele-
rin olgunlagsmasina ve aktivasyonuna ve MHC ekspresyonunu yukar regiile ederek
major histo-uyumluluk kompleksine (MHC) sunum i¢in daha fazla isleme yol agar;
(e) Etkinlestirilen apc'ler daha sonra lenf nodu drenaja geger lenfosit ile etkilesime
girmek i¢in; (f) bu, humoral ve hiicresel bagisiklig: tetikleyerek immiinomodiilasyo-

na yol agmaktadir (Sekil 15).

Glinlimiiz asilarinda kullanilan bir¢ok adjuvan ¢esidi vardir. Bunlar,

Aluminyum tuzlar1 (ALUM)

Aliiminyum tuzlari, en yaygin kullanilan inorganik immiin adjuvanlardan
biridir ve insan asilarinda en yaygin kullanilan adjuvanlardandir. Aliiminyum tuz
adjuvanlar1 esas olarak sap, aliminyum hidroksit ve aliiminyum siilfat olarak
siiflandirilmaktadir. Ticari asilarda aliiminyum tuzu adjuvanlarinin ana bilesenleri
aliminyum hidroksit ve aliiminyum fosfat olmasina ragmen, adjuvan olarak
kullanilan ilk aliiminyum tuzu sap olmustur. Sap adjuvanlari, bagisiklik tepkilerini
tetiklemek icin iki ana mekanizma kullanmaktadir. Ilk mekanizma, dendritik hiicreler
ve diger bagisiklik hiicreleri tarafindan antikor tiretimini destekleyen bir bagisiklik
sinyali olan interldkin-1p (IL-1P) salgilanmasinin  indiiklenmesidir. Ikinci
mekanizmanin, immiin uyarici olarak gorev yapan dlmekte olan hiicrelerden salinan
DNA ile enjeksiyon bdlgesinde immiin hiicrelerin  dldiiriilmesi  oldugu
diistiniilmektedir.  Geleneksel aliiminyum tuzlarina ek olarak, aliiminyum
nanopartikiillerin formiilasyonlar1 da immiin adjuvanlar olarak kullanilmaktadir (Wu
and Liu, 2021). Her ne kadar geleneksel olarak oncelikle antijen i¢in uzun stireli bir
depo olusturarak ve antijen sunan hiicreler tarafindan alimini tesvik ederek islev
gordiigii diistiniilse de, dogustan gelen immiin stimiilasyonun da sapin adjuvan
aktivitesi birincil rol oynamaktadir. Genel olarak, aliiminyum tuzlari, insanlarda
degerlendirildiginde T hiicresi tepkilerinin zayif indiiklemektedir (Coffman, Sher and
Seder, 2010).

Viral vektor,

Viriisten evrimlesmis bir aragtir ve bagisiklik tepkilerini baslatmak igin
istenen bir antijeni kodlayan genetik materyali alicinin konak¢1 hiicrelerine iletmek
icin bir viral vektor kullanan bir asidir. Vektor, bir etkeni viicuda ya da hiicre icine

sokabilmek icin kullanilan araci-tasiyicityr tanimlamaktadir. Viral vektor asilari,
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vektor olarak kullanilan viriis veya antijenin kaynagi ile enfeksiyona neden
olmamaktadir. Sagladigi genetik materyal, bir kisinin genomuna entegre
olmamaktadir. Viral vektorler, genomun stabilitesi, iiretim kolaylig, maliyet
etkinligi, canli / zayiflatilmis asilara gore hiicre 6zgilliigli, verimli ekspresyonla
coklu immiinojeniklik saglama yetenegimve giiglii bagisiklik tepkisi gibi bazi ortak
avantajlar sunmaktadir. Viral vektorler, hassas bilesiklerin kapsiillenmesi ve
korunmasi gibi benzersiz 6zelliklerinden dolay1 asilarin gelistirilmesinde hayati bir
rol oynamaktadir. Yiizey kisminda yapilan modifikasyonla, dogustan gelen
biyouyumluluklar1 ve dogal olarak immiinojenik &zellikleri ile aktif olarak
hedeflenen ilag dagitim sistemleri olarak gelismelerine yol agmaktadir. Klinik /
preklinik caligmalarda retroviriis, lentivirlis, adenoviriis, adeno-iligkili viriis,
herpesviriis, ¢icek viriisii, vezikiiler stomatit viriisii, alfaviriis, kizamik viriisii,
poliovirtiis, sitomegaloviriis, sendai virlisii ve HBV gibi saglam bir bagisiklik tepkisi
ve gelismis hiicresel bagisiklig1 indiikleme yetenekleri nedeniyle cesitli viral vektor
tipleri kullanilmistir. Bununla birlikte, klinik kullanimlarini siirlayan toksisiteleri,
viral antijenlere karsi bagisiklik tepkileri veya potansiyel viral rekombinasyonu,
biiyiik veya karmasik yapilari gibi bazi riskleri barindirmaktadir. Farkli uygulama
yollart i¢in influenza, tetanoz, sitma, insan immiin yetmezlik virisi (HIV) ve
COVID-19'a kars1 bir¢ok ast icin miikemmel bir dagitim platformu saglamaktadir
(Petkar et al., 2021).

Viriis Benzeri Parcaciklar (VLP'ler) ve Virozomlar,

VLP'ler, viral proteinin kendi kendine montaj mekanizmas1 (self assembly)
tarafindan in vitro protein ekspresyonu sirasinda kendiliginden hazirlanan dogal
viryonlara benzeyen i¢i bos, multiprotein, c¢ogalmayan ve bulagici olmayan
yapilardir. Virus-benzeri partikiiller inert, bos viral kapsid ya da kapsid proteinleridir.
DNA yada RNA igermezler ama viral yapit korunmaktadir. Bu sayede viral
enfeksiyon taklit edilebilmektedir.

Vlp'ler, viral bilesenlerin bulagici olmayan bir alt kiimesinin varli§1 nedeniyle bir tiir
alt birim as1 olarak kabul edilmektedir. Genetik materyali olmadig i¢in herhangi bir
enfeksiyona sebep olmamaktadir. Bununla birlikte, antijenik proteinlerin dogal yapisi
1yl korunmakta, bu da protein asilara kiyasla immiinojenikliklerini arttirmaktadir. Bir
diger VLP'lere benzer alt birim as1 (dagitim sistemi), virozomlar dir. Genel ilke
genetik materyal icermeyen viriis partikiillerinin (viral zarf), antijenleri hedef

dokulara tasimak ig¢in kullanilmasidir. Zarfli viruslerin dis membranini viriisiin
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genetik materyalinden birtakim yontemlerle ayirarak lipozom benzeri bir yapi
olusturulmaktadir. Olusan yap1 viral genom igermemekte dolayisiyla enfeksiyon riski
yaratmamaktadir. Virozomlar sadece elde edildikleri viriislere karsi immiinite
olusturmak icin kullanilmamakta, ayni zamanda pek cok diger asi antijeni, ilac,
niikleik asit i¢in tasiyict sistemler olarakta kullanilmaktadir. VLP'ler ve virozomlar
yapisal ve morfolojik olarak enfeksiydz virlislere benzemekte, enfektif viral
partikiillerin hiicreye baglanma ve niifuz etme kabiliyetini korumakta ve hem
humoral hem de hiicresel bagisiklig1r uyarmaktadir. Ayrica dldiiriilen / zayiflatilmis
viral agilara ve ¢oziiniir antijenlere kiyasla giivenli ve kararli olmaktadirlar. VLP'lerin
ve virozomlarin bu oOzellikleri, pazarlanan bir¢ok iirlinde kullanilmistir; Ornegin,
Hepatit B viriisii (HBV), insan papilloma viriisii vb. (Petkar et al., 2021; Zhao et al.,
2014) .

Emiilsiyonlar,

Aliiminyumdan sonra insan ve hayvanlarda en sik kullanilan adjuvanlardir.
Bu grup yag i¢inde su (water in oil, W/O; parafin i¢inde siv1 antijen) veya su i¢inde
yag (oil in water, O/W) emiilsiyonlar1 igermektedir. Enjeksiyon yerinde depo
olusturma ve buradan antijenin yavas salinimi yolu ile plazma hiicrelerinde antikor
tiretimini stimiile ederek etki ettikleri diisiiniilmektedir. MF59, skualen (% 4.3 v / v)
(dogal olarak olusan bir madde) ve iki ylizey aktif madde, polisorbat 80 (% 0.5 v/ v,
Tween 80) ve sorbitan trioleattan (% 0.5 v / v, Span 85) olusan suda yag (o / w)
emiilsiyonudur. ~ 160 nm biiytikliigiinde damlaciklarin olusumuna yol acan sitrat
tamponunda emiilsifiye edilmistir. Insan viicudunda dogal olarak bulunmasi ve
biyopargalanabilir olmas1 nedeniyle adjuvanlarin ¢ogunun yapisinda bulunmaktadir.
MF59-adjuvan mevsimsel grip asist (Fluad ® ), 1997 yilinda lisanslanan ilk MF59
agisidir. Yapilan aragtirmalarda MF59, influenza asist i¢in hem antikor hem de T
hiicre yanitlarin1 indiiklemede saptan (alum) daha {istiin bir adjuvan olmasina
ragmen, bazi hastalarda enjeksiyon bolgesinde agr1 ve reaktojenite gibi yan etkiler
gozlenmistir. MF59, bebeklerde ve kiiciik cocuklarda bagisiklik yanitini etkili bir
sekilde artirabilmektedir. Bir diger adjuvan olan Montanid, dogal metabolize
edilebilir bir yag cozeltisinde mannid monooleat ailesinden yliksek oranda rafine
edilmis emiilgatorler gelistirdi. Bu adjuvanlarin giiclii bir bagisiklik tepkisine neden
oldugu gosterilmis olmasma ragmen, siddetli lokal reaksiyonlar kullanimlarimi

siirlandirmistir (Del Giudice, Rappuoli and Didierlaurent, 2018; Petkar et al., 2021).
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Freund'un Adjuvani, Tamamlanmis Freund'un adjuvani (CFA), sulu antijen
cozeltilerinin emiilsiyon haline getirildigi, 1styla dldiiriilen Mycobacterium tubercu-
losis veya M. butyricum igeren bir parafin yagi ve yiizey aktif madde karigimidir.
Ancak yiiksek reaktojenitesi nedeniyle (granulom, apse, artrit, amiloidosis, allerjik
reaksiyonlar gibi) insanlarda kullanimindan vazgecilmistir (Coffman et al.,2010).

Lipid Nanotasiyict adjuvanlar

Immiinostimulant kompleks olan ISCOM (Immiinostimulatory Complex) ad-
juvanlari, protein antijeni, saponin adjuvani (Giiney Amerika Quillaia saponaria Mo-
lina agacinin kabugundan elde edilen Quil A), kolesterol ve fosfolipidleri igeren par-
tikiil komplekslerinden olugsmaktadir. Kolesterol, adjuvanin stabilitesine katkida bu-
lunmast muhtemel olan ve ayni1 zamanda giivenligi i¢in 6nemli olan saponinlerin
hemolitik aktivitesini azaltan 40 nm biiyiikliiglinde benzersiz bir kafes benzeri parti-
kiil yapis1 olugturmak i¢in saponin ile giiclii bir sekilde etkilesime girmektedir. Lipo-
zomlardan daha sert ve stabil yapilara sahiptirler. Yapilan ¢alismalarda HIV, influen-
za viriis, EBV (Eppstein-Barr virus, Human Herpes virus-4), HSV (Herpes simplex
virus, Genital uguk veya sigil) gibi as1 calismalarinda basarili sonuglar alinmistir.
ISCOM hem hiicresel hem hiimoral cevap olusturmaktadir. Antijen alimini arttir-
makta ve lenf diiglimlerini bosaltirken DC'ler tarafindan tutulmay1 uzatmakta, DC'le-
rin aktivasyonunu indiiklemekte ve gii¢lii antikor ve T hiicresi tepkilerine yol agmak-
tadir (Coffman et al.,2010; Zhao et al., 2014 ).

Liposome, Iki tabakali lipidlerin olusturdugu bir dis kabuk ve hidrofilik i¢
kompartmani olan kiiresel yapilardir. Enfeksiyon ve otoimmiin hastalik tedavisinde,
kanser, deri hastaliklarinda ve ayrica astim ve artitte denenmektedir. As1 adjuvani
olarak ise, antijen (peptid, mRNA veya DNA olsun) ya lipozomun yiizeyine adsorbe
edilebilmekte, lipozom ¢ekirdegine veya ¢ift katl lipid katmanina yiiklenebilmekte-
dir. Yapisal 6zelligi sayesinde enkapsiile ettigi antijeni hizli ekstraselliiler yikimdan
korumaktadir. Bu sayede gerekli antijen dozu azalmakta ve as1 etkinligi artmaktadir.
Dis yapisina yerlestirilen doku spesifik antikorlar ve ligandlar sayesinde doku hedefi
saglanabilmektedir. Boylece as1 yan etki sikli1 azalmaktadir. Bu 6zellik ciddi yan
etkileri olan kanser asilari i¢cin 6nemlidir. Lipozomlar, DNA ve protein ile birlikte
“codelivery” sistemi olarak kullanilabilmektedir. DNA sayesinde MHC tip1, protein
sayesinde MHC tip2 sunum olmakta ve hem CD8(+) hem de CD4(+) hiicreleri aktive

olmaktadir. Bununla birlikte bu sistemin iiretimi, stabilitesi ve kalitesi su an igin
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asilmas1 gereken en dnemli problemler olarak gosterilmektedir (Zhao et al., 2014;
O’Hagan and Singh, 2003).

Polimerik Nanoyapilar

Biyolojik olarak pargalanabilen polimerik nanopartikiiller (PNP'ler), as1
antijenlerinin hedef bolgeye ulagsana kadar korunmasi / stabilizasyonu ile ilgili ilging
Ozellikler gostermektedir. PNP'lerin hazirlanabilecegi ¢ok sayida polimerler
bulunmaktadir, (poli- (D, L-laktid-ko-glikolid) (PLGA), poli- laktik asit (PLA), Poli
alkil siyanoakrilat (PACA) , polianhidritler ve kitosan vb. Ozellikle, kitosan bazli
nanopartikiiller biyouyumluluklari, biyolojik bozunabilirlikleri, toksik olmayan
yapilart ve istenen sekil ve boyutlarda kolayca degistirilebilmeleri nedeniyle genis
capta ¢alisilmaktadir. Bu nanopartikiiller, HPV asilar1 da dahil olmak iizere ¢esitli
asilarin hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Alternatif yolla iyi bilinen bir kompleman
aktivatorii olan inulin de giiclii bir adjuvandir. AdvaxTM gibi inulinden tiiretilen
nanopartikiil adjuvanlari, influenza ve hepatit B dahil olmak iizere ¢esitli viriislere
kars1 asilarda immiin yanitin arttigin1 gostermistir. PLGA adjuvani hepatit B viriisii
(HBV), Bacillus anthracis ve ovalbiimin ve tetanoz toksoidi gibi model antijenler
olarak monofosforil lipid A ile Plasmodium vivax dahil olmak iizere c¢esitli
patojenlerden tiiretilen antijeni tasimak ic¢in kullanilmistir. PLA, PLGA, PEG gibi
polimerler ve polisakkaritler gibi dogal polimerler de bir tiir nano boyutlu hidrofilik
tic boyutlu polimer ag1 olan hidrojel nanoparcaciklarini sentezlemek igin
kullanilmaktadir. Nanojeller, esnek ag boyutu, ¢ok degerlikli konjugasyon i¢in genis
yiizey alani, yiiksek su icerigi ve antijenler i¢in yiiksek ylikleme kapasitesi gibi
olumlu 6zelliklere sahiptir. Karbon nanopartikiiller, ila¢ ve as1 dagitimi i¢in yaygin
olarak ¢alisilan bir baska bilesimdir. Iyi biyouyumluluklar: ile bilinirler ve cesitli
nanotiiplere ve mezopor kiirelere sentezlenebilmektedir (Zhao et al., 2014; O’Hagan
and Singh, 2003). Bu polimerlerin biyolojik olarak pargalanabilme 6zelligi antijen
tasiyici sistem arastirmalarinda umut verici araglar olmaktadir; ancak, arastirmacilar
bu tastyict sistemler de ele alinmasi gereken istikrar ve doz optimizasyon sorunlari
gibi problemler i¢in ¢aligmalar yapmaktadir.

Tiplerine  bagli  olarak, antijenler = nanopartikiil’lerin  yiizeyinde
kapsiillenebilmekte veya adsorbe edilebilmektedir. Antijenin kapsiillenmesi, zararl
gastrointestinal ortamdan korunmasini saglamakta, sistemik dolagimdaki ilag
bozulmasima (fagositozdan kaginarak ve ilaci sitoplazmada serbest birakarak) ve

uzun bir siire boyunca stirekli salinmaya kars1 korumakta, antijenin nanopartikiil’lere
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adsorpsiyonu sirasinda nanopartikiil’lerin formiilasyon islemi sirasinda zararh
organik ¢oziiciiler veya asidik Ph ‘a maruz kalmayr onlemektedir. Cesitli klinik
oncesi ¢aligmalar, poli nanopartikiil’lerin uygulanmasinda antijene 6zgii bagisikligin
onemli Olgiide indiklendigini goOstermistir. Polianhidrit bazli nanopartikiiller ve
kitosan nanopartikiiller, APC'leri aktive ederek adjuvan benzeri 0&zellikler
sergilemekte ve hem humoral hem de hiicre aracili immiin yanitlar1 kendi baslarina
indiiklemektedir (Petkar et al., 2021; Kim et al., 2014 ).

As1 dagitiminda dendrimerler, siklodekstrinler gibi yeni malzeme siniflar1 da
arastirilmistir. Dendrimerler boyutlarindan ve ylizey yliklerinden dolay1 biyouyumlu
ozelliktedir. Optimal ozellikleri, onlar1 asilarin verimliligini artirabilecek etkili
immiin sistemi uyarict adjuvan yapmaktadir (Petkar et al., 2021)

Biyolojik olarak parcalanamayan nanopartikiiller, as1 dagitim sistemleri ve
yardimc1 maddeler olarak altin, karbon, silika, kuantum noktalar1 ve polistiren gibi
biyolojik olarak pargalanamayan ¢esitli malzemeler kullanilmaktadir. Uzun bir siire
dokuda kalmakta ve bdylece antijeni gelismis immiinojeniklige sahip dokulara
sunabilmektedir. Genel olarak, belirli hiicreleri hedeflemek i¢in nanomalzemelerin
yiizey islevsellestirilme mekanizmasi ile c¢aligmaktadir. Biyolojik olarak
parcalanamayan malzemeler, farkli fonksiyonel gruplar ve antijenlerle konjugasyonu
kolaylastirsa da, daha yiiksek hiicresel ve humoral tepkiye neden olmaktadir, ancak
genellikle daha fazla giivenlik dogrulamasi gerektiren dokularda toksisiteye ve
agregasyona yol agmaktadir. Karbon nanopartikiiller, ila¢ ve as1 dagitimi i¢in yaygin
olarak ¢alisilan bir baska bilesimdir. Iyi biyouyumluluklar: ile bilinirler ve cesitli
nanotiiplere ve mezopor kiirelere sentezlenebilmektedirler. Protein ve peptid
antijenlerinin ¢oklu kopyalari, teslimat i¢in karbon nanotiip'lere konjuge edilebilmis
ve IgG yanit seviyesini arttirmistir. Mezoporéz karbon nanopartikiiller oral asi
adjuvani olarak kullanilmak tizere incelenmistir. Kalsiyum fosfat nanopartikiilleri,
belirli kosullar altinda kalsiyum kloriir, dibazik sodyum fosfat ve sodyum sitratin
karistirilmasiyla olusturulabilmektedir. Toksik degildirler ve 50-100 nm boyutlarinda
olusabilmektedir. Bu nanopartikiiller DNA asilar1 ve mukozal bagisiklik i¢in yararh
adjuvanlardir ve miikemmel biyouyumluluk gostermektedirler. Birkag klinik oncesi
calisma, islevsellestirilmis kalsiyum fosfat nanopartikiillerinin (100-400 nm),
dendritik hiicrelerin aktivasyonu ile hem dogustan hem de adaptif bagisiklig
indiikleyebildigini gdstermistir. Karbon nanopartikiil'ler, birgok as1 i¢in bir adjuvan

olarak  aliiminyuma alternatif olarak arastirilmaktadir.  Kolloidal stabil
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nanopartikiiller, dekstran, pullulan ve mannoz gibi cesitli karbonhidratlar suda
¢Oziiniirliigli nedeniyle sulu bir ¢ozeltide kendi kendine baglanamamaktadir. Onlari
amfifilik yapmak icin hidrofobik malzemeler (6rnegin, kolesterol) ile konjuge
edilebilmektedirler. Bu molekiillerin kendi kendine montaji (proteinli ve proteinsiz)
kolloidal olarak stabil olusumuna yol agan 30-40 nm biiyikliginde
nanopartikiillerdir (Petkar et al., 2021)

Proteozomlar

Proteazom, Neisseria meningitidis'in ana dis membran proteinlerinden
(OMP'ler) olusan hidrofobik, proteinli nanopartikiillerden (~ 150 nm) olugmaktadir.
OMP'ler 1981'den beri pazarlanan bir meningokok asisinda (Menomune ® , Sanofi
Pasteur) basariyla kullanilmaktadir. Hidrofobik OMP, proteazom ile antijen
arasindaki uygun komplekslerin olusumuna yol acan kovalent olmayan etkilesime
bagli olarak polar veya amfifilik antijenlerin verilmesi i¢in iyi bir sistemdir. Cesitli
insan klinik calismalari, proteozomlari, esas olarak intranazal uygulamadan sonra,
insan kullanimi icin giivenli ve iyi tolere edilen materyaller olarak nitelendirmistir
(Petkar et al., 2021).

Kalip tanima reseptor hedefli adjuvanlar, Kalip tanima reseptorleri veya
PRRIler, mikrobiyal patojenler ilgili molekiilleri tanimak i¢in bagisiklik sistemi
hiicrelerince iiretilen proteinlerdir.

Hiicre yiizeyinde ve endozomal membranlarda lokalize olan TLR ligandlari,
patojenle iliskili molekiiler kaliplar1 (PAMP'ler) ve tehlike / hasarla iligkili molekiiler
kaliplart (DAMP'ler) taniyabilen tek transmembran PRR'lerdir. Dogustan gelen
bagisiklik sistemini indiiklemek icin gilicli bir immiinomodiilatér olarak, bir¢ok
calisma TLR ligandlarmin hem kanser asisi adjuvanlari hem de immiinoterapdtik
ajanlar olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Son zamanlarda gelistirilen as1
adjuvanlarinin ¢ogu as1 verimliligini arttirmak i¢in retinoik asit indiiklenebilir gen I
(RIG- 1) benzeri reseptorler (RLR'ler) yer verilmektedir. RLR'ler, hem dogustan hem
de edinilmis immiin yanitlar1 diizenleyen mekanizmalar araciligiyla tip 1 ve III
interferonlarin ve enflamatuar sitokinlerin iiretimini aktive ederek virlislere karsi

immiin yanitta 6nemli roller oynamaktadir (Wu and Liu, 2021; Coffman et al.,2010).
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2.5.5. Nanoteknolojik Asilar

Antijenlerin ve adjuvanlarin immiin sisteme taginmasi ve koruyucu bir
bagisiklik tepkisini tesvik etmek amaciyla ¢ok sayida asi nanotasiyicilari tasarlanmis
ve arastirtlmistir (Kim et al., 2014).

Yeni nesil ag1 adjuvanlarina yonelik beklentiler, zayif antijenlerin bagisiklama
etkinliginin artmasi, istenen tiplerde gelismis T hiicresi tepkileri ve glivenlikten 6diin
vermeden c¢ok yonlii genisleyen bagisiklik tepkilerinin {iretilmesi iizerine
yogunlagmistir. Malzeme bilimi ve nanoteknolojideki artan ilerlemelerle, istenen
aktivite ve giivenlik ile yeni adjuvanlarin rasyonel tasarimi ve iiretimi miimkiin hale
gelmektedir. Nanomalzemeler tarafindan saglanan antijenler bozulmaya karsi
korunabilir ve siirdiiriilebilir bir sekilde salinabilir ve antijen sunan hiicreler
(APC'LER) tarafindan alimlart daha verimli olmaktadir. Ayrica, bir dizi c¢alisma,
hiicresel ve humoral immiin yanitlarda nanomalzemelerin dogal diizenleyici
aktivitesini gostermektedir. Bu nedenle, nanomalzemelerin hem tasiyict hem de
immiinomodiilatér etkilerinin adjuvan uygulamalara entegrasyonu, asilamanin
immiin sonuglarna biiyiik élgiide fayda saglayacaktir. ideal bir adjuvan gelistirmek
i¢in, bir adjuvanin hem immiinomodiilator aktivitesi hem de dagitim fonksiyonu goz
oniinde bulundurulmalidir. Yeni nesil adjuvanlar her ikisi i¢in de optimize edilmelidir
cok islevli malzemeleri sayesinde faaliyetler ve nanomalzemeler, dagitim ve
immiinostimiilator fonksiyonlar1 birlestirmek i¢in umut verici bir platformu temsil
edebilmektedir. Nanopartikiillerin immiin hiicre alimi iizerindeki etkileri esas olarak
fagositleri tesvik etme yetenekleri ile proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve
adezyon molekiilleri iiretmeye dayanmaktadir. Bu molekiillerin salgilanmasi1 ve
ekspresyonu, makrofajlar, DC'ler, T hiicreleri, notrofiller, bazofiller ve eozinofiller
dahil olmak iizere bagisiklik hiicrelerinin iiretilmesine neden olmaktadir (Zhu et al.,

2014).

Cogu aday as1 “minimalist” bilesimleri temsil eder ve bu da tipik olarak daha
diisik immiinojeniklik sergiler. Modern asilar c¢agina dogru ilerledikge
immiinojenikligi artiran adjuvanlara ve yeni dagitim sistemlerine giderek daha fazla
ihtiya¢ duyulmaktadir. Nanopartikiiller ve antijenleri iceren as1 formiilasyonlar
nanopargacik etkisi ile dagitim sistemine veya bagisiklik giliclendirici yaklagimlara

dayal1 olanlara siniflandirilabilmektedir. Bir dagitim sistemi olarak, nanopartikiiller
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bagisiklik sisteminin hiicrelerine antijen verebilir, yani antijen ve nanopartikiil
bagisiklik hiicresi tarafindan birlikte yutulmakta veya gegici bir dagitim sistemi
olarak islev goriir, yani antijeni korur ve sonra hedef yerde serbest birakilmaktadir
(Zhao et al., 2014).

Halk sagligi ve koruyucu hekimlik g¢ercevesinde nanomedikal arastirmalarin
biiyiik kiiresel bulasict hastaliklara karsi asilar gelistirebilecegine dair ¢ok az siliphe
vardir. Ornek olarak bu yodntemle gelistirilmis olan yeni yardimci maddeler
verilebilir. Bir adjuvan, herhangi bir spesifik antijenik etkiye sahip olmadan bir asida
birlikte verildigi antijenlere karsi bagisiklik tepkisini arttiran bir ajandir. Mevcut
asilarda nispeten az sayida adjuvan kullanilmaktadir ve hem yeni dagitim
sistemlerine hem de bagisiklik giiclendiricilere olan ihtiya¢ yliksek kalmaktadir
(Stammers et al., 2013).

Nanotastyicilar antijen sunan hiicrelere antijenlerin veya adjuvanlarin siirekli
salmmmim1 yaparak ve / veya hiicreler hedeflemeyi kolaylagtirabilmektedir.
Makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi fagositik hiicreler 10 mm'den kiigiik
pargaciklar tarafindan kolayca alinmaktadir. Bu 6zellik hiicrelerin antijen aliminm
geligtirmek icin kullanilir ve boylece antijenin tanima ve sunum etkinligini
arttirmaktadir .Yiizeyde modifiye edilmis nanokariyerler antijenlerin hedeflenen
bolgeye teslimata yardimei olabilmektedir (Kim et al., 2014).

Hem profilaktik hem de terapétik yaklasimlarda, nanopartikiiller, hem antijen
fonksiyonunu arttirmak icin bir ilag dagitim sistemi olarak ve / veya bagisiklig
aktive etmek veya arttirmak i¢in bir immiinostimiilant adjuvani olarak
kullanilmaktadir. Terapotik nano as1 ¢ogunlukla kanser tedavisi i¢in uygulanmakta ve
Alzheimer, hipertansiyon ve nikotin bagimlilig1 gibi diger hastaliklar1 veya kosullari
tedavi etmek icin giderek daha fazla arastirilmaktadir (Zhao et al., 2014).

Nanoteknolojik asilar giinlimiiz asilarindaki belli kisitlamalar1 azaltmaktadir.
Buna 6rnek olarak hepatit B asis1 verilebilir. Gliniimiizde kullanilan Hepatit B asis1
rekombinant teknoloji ile tiretilmistir ve mevcut olan asilar gelismekte olan bir¢ok
tilkedeki kosullara ideal olarak uygun degildir. Depolama icin 2 ila 8 °© C arasinda
sogutma gerektirir ve maksimum bagisiklikicin uzun bir siire boyunca ii¢ dozun
uygulanmasini gerektirir - ilk iki doz bir ay arayla ve {i¢iinciisii ikinci dozdan alt1 ay
sonra uygulanir. Her dozun uygulanmas icin siringa ve ignelere olan gereksinim,

potansiyel tehlikeleri beraberinde getirir, yilda 21 milyon yeni hepatit B
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enfeksiyonunun  saglik  ortamlarinda  giivenli olmayan  enjeksiyonlardan
kaynaklandig1 tahmin edilmektedir .

Ote yandan bir nano-emiilsiyon, mevcut hepatit B asilar1 icin halihazirda
kullanilan ve ignelerin kullanimini engelleyen antijenler icin yeni bir dagitim
yontemidir. Michigan Universitesi Nanoteknoloji Tip ve Biyolojik Bilimler
Enstitilisii, intranazal olarak uygulanan siiper ince bir yag, su ve yiizey aktif madde
emiilsiyonuna dayanan, ignesiz bir asilama yontemi gelistirmistir (Stammers et al.,
2013).

Asilar, monoterapiler olarak veya daha siklikla immiinoterapi, kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahi gibi diger terapotik modalitelerle kombinasyon halinde kanser
immiinoterapisi i¢in muazzam bir potansiyele sahiptir. Kanser immiinoterapisi i¢in
nanoagilar lenf diigtimleri (LNs) gibi ikincil lenfoid organlar icin etkili bir tasiyici ve
doku bariyerleri penetrasyon, antijen ve adjuvanin berbaer bulundugu 6zel olarak
tasarlanmig bir tasiyici, hiicre igerisine ayarlanabilir a1 salinimi, etkin hiicre igi asi
sunumu, antijen sunan hiicrelere antijen ¢apraz sunumu gibi 6zgiil karaktere yonlii-
diir. Bu nedenle, asilarin terapétik etkinligini artirmak i¢in ikincil lenfoid organlara
alt iinite asisin1 verimli bir sekilde saglayabilen nanoteknolojiler de dahil olmak iize-
re yeni teknolojiler umut vericidir. Ornegin, nanovasinler kan dolasimina hizla yayi-
liminin aksini 6nleyebilir ve lenfatikler tarafindan Ins'ye verimli bir sekilde bosaltila-
bilir, bu da nanovasinin In'de yasayan lenfositlerle etkilesime girmesi i¢in uzun bir
zaman penceresi saglamaktadir. Nanoasilar ayrica, minimum bagisiklik tolerans ile
genis bir antikanser T hiicresi tepkisini indiiklemek i¢in kanser antijeni ve adjuvan
veya ¢oklu epitop antijenleri de verebilmektedir. Nanoasi bazli kanser tedavisini ger-
ceklestirmek icin, endojen fagositik hiicrelerin (6rnegin, dendritik hiicreler, makro-
fajlar, monositler, nétrofiller) alimimi saglamak, dogustan gelen ve adaptif immiin
hiicreleri uyarmak i¢in viicuda eksojen nanoasilar uygulanabilmektedir (Zhu, Zhang,
Ni, Niu and Chen, 2017)

As1 tasarimina nanoteknolojik bir yaklagimin en biiylik yararlarindan biri,
dagitim aracinin molekiiler tasarimina daha kolay dikkat edilmesi, nanotasiyicilarin
molekiiler tanima yoluyla belirli mikroorganizmalara veya hiicrelere hedeflenmesi ve
ayn1 zamanda en uygun sekilde zamanlanmis bir salimin saglanmasidir. Nanoasilar,
hastalik durumuna uygun dengeli bir dagitim i¢in tasarlanabilmektedir ve tasiyicinin

boyutunu, seklini ve ylizeyinin tasarlarmasi istenilen dagilimi elde etmek igin
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mimkiin olmalidir. Nanoteknoloji Ornegin, adjuvani bagisiklik sistemine daha
dogrudan taninabilir hale getirerek daha iyi alternatifler saglayabilmektedir;.

Insan papilloma viriisiinde (6rnegin) bulunan aliiminyum gibi geleneksel adjuvanlar
(HPV) asilari, gercekte nasil c¢alistiklarina dair teorik bir anlayis olmadan
kullanilirken, nano dlgekte daha iyi kontrol edilerek eksikligin ne oldugu belirlenip
coziilebilmektedir. Bu, belki de daha az umut verici adjuvanlarin sayisini azaltmak
(deneysel olarak ylizlerce var) ve ¢ok daha kiigiik bir adjuvan dozu kullanmak

anlamina gelmektedir. (Stammers et al., 2013).

2.5.6. KKN Ast Gelistirilmesinde Kullanimu Ile Tlgili Bilgiler

Fotoliiminesanslari nedeniyle, KKN'lar, viral enfeksiyonlarda alt hiicrelerin
gostermis oldugu morfolojik degisikliklerin izlenmesi i¢in kullanilabilmektedir bu da
KKN'larin floresan gorevi ile canli sistemlerde viriis goriintiilemesi i¢in uygun aday
olmaktadir. Bu sadece teshiste degil, ayn1 zamanda enfeksiyon sirasinda viriislerin
davraniglarin1 incelemek icin kullanilabilmektedir. Viral hastaliklarin tedavisi goz
Online alindiginda, miikemmel biyouyumluluk ile KKN'ar gelecek vaat eden
antiviral ozellikler sergileyebilmektedir. Secilen karbon Onciisiine bagli olarak kolay
ve nispeten ucuz sentezlenmesine kargin potansiyel genis spektrumlu aktivite ile
yepyeni antiviral ajanlar gelistirmek i¢in harika bir firsat sunmaktadir. Antiviral
aktiviteye sahip olan ¢esitli onciillerin karbonizasyonuna dayanan KKN sentezlerine
asagidan yukartya yaklagimlar ¢ok umut verici goriinmektedir. KKN'larin glisirizik
asit, kurkumin ve karrageenan gibi dogal Onciillerden ucuz yesil sentezlerle
hazirlanmasi ile bu kadar basit hazirlanmis karbon noktalarinin umut verici antiviral
ozellikler gostermektedir. Karbon noktalarin antiviral aktivitesini gelistirmenin veya
indiiklemenin bir diger yolu, antiviral etkilere sahip molekiillerle sentetik olarak
hazirlanmasi1 olarak gosterilmistir. KN'larmin antiviral etkisinin mekanizmasinin
daha derin bir sekilde anlagilmasinin yani1 sira yapi—aktivite (boyut, sekil, yiizey yiikii
vb. sartlar) iliskisini agikliga kavusturmak i¢in hala giiclii caligmalar gerekmektedir.
(Belza, Opletalova and Polakova, 2021)

Bagka bir ¢alisma da, hidrotermal yontem ile sentezlenen KKN’larin gp85
proteinine karsi Ab yanitini arttirmak icin bir adjuvan kompleksler olarak potansiyeli

arastiritlmig. Calismada KKN’lar ve Ab arasindaki iliskiye odaklanilmis ve model
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olarak gp85 proteini se¢ilmis. KKN'lara bagli hazirlanan aginin tavuklarda ALV-J'ye
kars1 etkileri belirlenmistir. Bu calisma sonucunda, KKN'larin ilk kez tavuklarda
ALV-J'ye karsi milkemmel bir adjuvan gorevi gorebildigi gozlemlenmistir. Gp85-
KKN agis1, tavuklan yiiksek IgG seviyeleri liretmeye ve kalict koruma saglamaya
tesvik edebilmistir. Bir asiin bileseninde bagisiklik hafizasini indiikleme yetenegi
onemli bir faktordiir. Calismada, bagisiklamadan sonra ortaya g¢ikan koruyucu
immiin yanitin uzun Omiirliiliigiiniin belirlenmesi amaglanmistir. IgG seviyeleri
Olclilmiis ve Gp85-KKN'larin 2 kez immiinizasyondan sonra 49 D'de en yiiksek Ab
seviyelerine ulastigini gostermistir. Bu bulgu, KKN’larin antijene 6zgii Th2 alerjik
immiin yanitlar1 da dahil olmak iizere antijene 6zgli Ab yanitlarinin iiretimini

indiikleyebilecegini ortaya koymustur (Cheng, Xu, Zhou, Liu, Geng et al., 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Sigma Aldrich'ten sitrik asit, sodyum sitrat, polietilen glikol 3350 ve metil
seliiloz (4000 cp) ve sican insiilini satin alindi. L-sistein Biobasic'ten alindi. bir
model peptid olarak kullanilir (insiilin. KKN'larin sentezi i¢in bir mikrodalga cihazi
(Anton Paar) kullanildi. Selofan membrani (Seffaf Viyolonsel Rulolari, kalinlik 25,4
mikrometre, Paper Mart, 2164 N. Batavia Street Orange, CA 92865) kullanilmaistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan KKN Orneklerinin Hazrlanmast ve Ozelliklerinin

Incelenmesi

Calismada 4 farkli karbon kuantum nokta 6rnegi kullanilmistir (Resim 1).

Bunlar;

1. Kuantum nokta 6rnegi (Q1) (ph: 3)

SAMH (1 gr) + L-sistein (0.025 gr) + Distile Su ( 5 ml) + PEG3350 (0.1 gr)
2. Kuantum nokta 6rnegi (Q2) (ph:7)

Na-sitrat (1 gr) + L-sistein (0.025 gr) + Distile Su (5 ml) + PEG3350 (0.1 gr)
3. Kuantum nokta 6rnegi (Q3) (ph:4)

SAMH (1 gr) + EDA (10 Damla) + Distile Su (5 ml) + PEG3350 (0.1 gr)
4. Kuantum nokta 6rnegi (Q4) (ph:13)

Na-sitrat (1 gr) + EDA (10 Damla) + Distile Su (5 ml) + PEG3350 (0.1 gr)
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Resim 1:Karbon kuantum nokta 6rnekleri

Kimyasallar tartildiktan sonra G30 reaksiyon vialine kimyasallar sira ile
aktarilacak ve magnetic karistirictya koyularak iyice ¢oziinmesi saglanacaktir. 3 ve 4
nolu orneklerde , kimyasallarin karisimi esnasinda EDA ilave edilerek berrak ve
seffaf bir ¢ozelti olusturmasi saglanmistir (Jia et al., 2016). Ayrica iiretilen KKN
orneklerinin viicut igerisinde stabilitesini korumak i¢in her bir 6rnege PEG3350
eklenmistir (Darraudi., 2018). Ayrica, herbir 6rnegin kontrol grubu hazirlanmistir.
Kontrol grubu olarak, herbir formiilasyon tekrar hazirland1 fakat monowave cihazina
konulmayarak kuantum nokta iiretimi yapilmadi. Boylece kuantum nokta bulunan ve
bulunmayan arasindaki farka bakilarak kuantum nokta'nin immiin yanit1 stimule yada
aktive etme yetenegine bakilmistir.

Ornekler tam olarak ¢oziindiikten sonra monowave cihazinda reaksiyona
koyulmasi i¢in G30 viali cihaza koyulmustur. Mikrodalga reaktorii (Monowave 300,
Anton Paar) kurulmustur. Karbon kuantum noktalarinin iiretimi i¢in 1sitma prosediirii

asagidaki gibidir:
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1- 1k 1s1tma: 0-140 ° C: 5 dakika

2- Tutma (Reaksiyon gerceklesmesi i¢in): 140 © C: 20 dakika
3- Sogutma: 140 ° C-60 ° C, zaman sinirlamasi kullanilmadi
4- Tiim adimlar i¢in karistirma hizi: 500 rpm.

Reaksiyonun sonunda karbon kuantum noktalar1 elde edildi ve UV altinda
luminesansligia bakilmistir. UV 15181 altinda (365nm) c¢ok parlak mavi floresan
ozellik gosterdiler, ancak sodyum sitrat kullanildiginda UV 15181 altinda (365nm) agik
yesil floresan emisyonu gozlendi (Resim 2).  Sadece c¢ozeltinin baslangig
malzemesini veya pH'sim1 degistirerek farkli renk emisyonlar1 elde etmek

mumkuindiir.

Resim 2: Karbon quantum nokta drnekleri ve kontrol gruplarinin UV cihazi

altinda goriintiileri.

Elde edilen KKN o6rneklerini kuantum verimini dogru olarak saptayabilmek
i¢in saflagtirmak iizere her bir numuneye NaOH ¢06zeltisi eklendikten sonra bir siire
cOzeltinin ¢Okmesi beklenmistir. Cokme islemi gerceklestikten sonra ¢oken
maddenin {stiinde kalan NaOH uzaklastirmak i¢in ethanol eklenmistir. Coken ¢ozelti
alind1 ve ugurma islemi yapildi. Ugurma islemi ile ¢ozelti igerisindeki ethanol ve su

uzaklagtirilarak saf KKN elde edilmistir (Resim 3).
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c)

Resim 3: Karbon Kuantum Nokta drneginin saflastirilmas1 a) Igerisinde SAMH

hammaddesi ile liretilmis olan karbon kuantum nokta bulunan ¢6zeltinin ugurulma
islemi. b)Ucurulma islemi sonucu elde edilen saf KKN 6rnegi. c) SAMH fiiretilmis
olan ve saflastirilmis KKN 6rneginin UV altinda yaymis oldugu mavi floresan 1s1k.
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3.2.1.1. Hazirlanan Kuantum Noktalarin Fiziksel Goriintisleri

Hazirlanan karbon kuantum noktalari, saf su ile seyreltildikten sonra TEM
(Transmission Electron Microscope-Carl Zeiss EM900) altinda tanimlanmustir. Ayri-
ca, Karbon kuantum noktalari, pargacik boyutlar1 (PS), dagilimlar1 ve zeta potansi-

yelleri (ZP) dikkate alinarak da karakterize edilmistir (Lite sizer 500, Anton Paar).

3.2.1.2. Spektrofotometri Yontemi Gegerlilik Testi (Validasyonu)

Validasyon, iriinlerin degerlendirilme asamasinda, kalitatif veya kantitatif
analizlerde secilen yontemlerin bu analiz islemlerinde uygulanabilir oldugunu gos-
termek i¢in yapilan testlerin tiimiinii kapsamaktadir. Segilen analitik yontemin geger-
liligini gdstermek i¢in kullanilan parametreler: Dogruluk, Kesinlik, Saklanan Ornek-

lerin Kararlilig1 (Stabilite) , Dogrusallik, Segcicilik ve Duyarlilik tir.

Degerlendirilen validasyon parametreleri i¢in; maddelerin g¢esitli konsantras-
yonlarda ¢oziindiiriilmesi ile drnekler hazirlanmis ve analizler 6 parametre {izerinden

gerceklestirilmistir.

Dogrusallik: En diisiik derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri ¢ozelti
hazirlanarak yontemin dogrusal oldugu araligin belirlenme islemine dogrusallik de-
nir. Bu aralik belirlendikten sonra ¢ozeltinin derisimine karsi elde edilen cevaplar
grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilmektedir. Kalibrasyon egrisinin regres-
yon analizi yapilarak standart egrinin dogru denklemi ve korelasyon katsayisi elde
edilmektedir. Kalibrasyon dogrusunun egimi, dogrusalligin matematiksel bir dl¢iisii-

dir.

SAMH iiretilmis olan KKN i¢in 6rnek hazirlama isleminde, saflastiriimig
KKN numunesine 15 ml distile su ilave edilmistir. Hazirlanan ¢ozelti belli konsant-
rasyonlarda su ile seyreltilerek stok ¢ozeltiler hazirlanmistir (Tablo 3). Igerisinde
bulunan KKN yogunluguna gore hazirlanan her bir 6rnek farkli yogunlukta floresans

151k yaymustir (Resim 4).
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Tablo 3: Belirli konsatrasyonda seyreltilen KKN 6rnekleri

KONSANTRASYON | STOK (KKN) Dsu
S100 100 5 ml -
S80 80 4 ml 1 ml
S60 60 3 ml 2 ml
S40 40 2 ml 3ml
S20 20 1 ml 4 ml
SO 0 - 5 ml

Resim 4: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan SAMH fiiretilmis KKN 6rnekle-
rinin UV altinda yaydig1 floresan 151k yogunluklari.

Spektroflorometrik Yontem Sartlari: Spektroflorometrik 6l¢iimlerde 200-800
nm uyarma (excitation) ve yayma (emission) dalga boyu araliginda Cary Eclipse
Floresans Spektroflorometresi kullanilmistir. Calisma, 1.0 cm kuvartz kiivetler kulla-
nilarak gerceklestirilmistir. Yayma (emission) spektrumlart madde tizerine gonderilen
15181n dalga boylarma kars1 yayma (emission) degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde

edilmistir.
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Kesinlik: Ayni derisimde hazirlanan numunenin ardi ardina yapilan
Ol¢iimlerinin birbirine yakinlig1 yontemin kesinligini gostermektedir. Yontemin farkli
giinlerde gosterdigi kesinlik de yontemin tekrar edilebilirligini gostermektedir. Bu;
farkl1 giinlerde ayni derisimde hazirlanan numunelerin GSlgiimlerinin  birbirine
yakinligi ile degerlendirilmektedir. Kesinlik; standart sapma ve bagil sapma degerleri
ile degerlendirilmektedir.

Dogruluk; Olgiim sonucu saptanan madde miktar1 ile numune igerisindeki
gercek etkin madde miktarinin yakinligidir. Yontemin dogrulugunu kanitlamak igin
bilinen konsantrasyonda oOrneklerin analizi yapilarak degerlendirilmektedir ve
yontemin dogrulugu geri elde etme yiizdesine bagli olmaktadir. Elde edilen deger %
95 olasilikla daha 6nceden kabul edilen aralikta olmalidir.

Secicilik: Kullanilan analiz ydnteminin yalnizca analiz edilmesi istenilen
maddeyi saptayabilmesi gerekliligi 6zgiinliik ve segicilik olarak ifade edilmektedir.
Formiilasyona giren etkin madde digindaki diger maddelerin ayn1 dalga boyunda ayni
yerde pik verip vermediginin kontrolii yapilmaktadir.

Duyarlhilik:  Analitik  yontemin en  diisik derisimdeki analitleri
saptayabilmesinin bir 6l¢iistidiir.

Stabilite: Saklanan 6rneklerin analiz siiresince bozunmadan sabit kaldigindan
emin olmak i¢in yapilan testlere kararlilik (stabilite) denilmektedir. Hazirlanan
karbon kuantum noktalarinin partikiil biiyiikliikleri, zeta potansiyelleri ve peptit
igerikleri lizerindeki degisim stabilite gostergesi olarak belli bir siire boyunca (3 saat)

gbzlenmistir.

3.2.1.3. Hazirlanan Kuantum Noktalarin Floresan ve Kuantum verimi

Karbon kuantum noktalarinin floresan 6zellikleri UV 15181 altinda belirlenmis-
tir. Kuantum verimini belirlemek i¢in dogrusal yontem kullanilmigtir. 0.1-0.01 arali-
ginda optik yogunluklara sahip bir dizi ¢ozelti hazirlanmistir (Tablo 3) ve floresan
yogunluga kars1 optik yogunluk grafigi elde edilmistir. Cozeltiler hazirlandiktan son-
ra UV cihazinda floresan 6zelliklerine bakilmistir ve KKN yogunluguna bagl olarak
floresan 151k yogunlugunun degistigi gozlenmistir (Resim 4). Elde edilen grafikten

¢izginin egimi hesaplanmistir. Kuantum verimi Formiil 1. kullanilarak hesaplanmis-

tir:
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[
Q

Grad 71°
" Giad g e _

(1)

Burada Q ve QR kuantum verimleridir ve n ¢6zeltinin kirilma indisidir (test

icin (su) n = 1.3325 ve referans i¢in (0.1M H2SOs iginde kinin siilfat) n: 1.3333)

3.2.2. Hazirlanan Ornekler Ile Yapilan In-vitro Calismalar
3.2.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu ¢alisma i¢in RAW 264.7 hiicreleri (ATCC) kullanilmistir ve bu hiicreler %
10 fetal sigir serumu ve% 1 antibiyotikli (100 pg / cm? penisilin ve 100 pug / cm?
streptomisin) Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) ortamindan olusan tam
ortamda biiyiitiilmiistiir (Ayaz, Demir ve Bolgen, 2021; Yiizer, Ayaz ve Ince, 2019)

3.2.2.2. Karbon Kuantum Nokta Ornekleri Ve LPS Ile Makrofaj Hiicre Uyarimi

RAW 264.7 hiicreleri, 1 cm®'te 10° hiicre/kuyucuk konsantrasyonunda inkiibe
edilmistir. Testler i¢in 24 oyuklu plakalar kullanilmistir. Hiicreler, Ornekler
eklenmeden 6nce 37°C'de %5 CO: inkiibatoriinde gece boyunca bekletilmistir
(Resim 5). Her bir kimyasaldan 1, 5 ve 10 ug/mL alinarak 1 ug/ml LPS ile birlikte
ilgili kuyucuklara konulmus ve 24 saat siireyle uyarilmistir. Kontrol grup olarak 10
ug /mL Salisilik asit kullanilmisti. Her kuyucugun siipernatantlar1 eppendorf
tiiplerinde toplanmis ve test edilene kadar -80 ° C'de tutulmustur. Her set {i¢ paralel

test olarak yapilmistir ve istatistiksel olarak incelenmistir.
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Resim 5: Ornekler eklenmeden 6nce hiicreler 37°C'de % 5 CO» inkiibatoriinde

gece boyunca bekletildi.

3.2.2.3. MTT Testi lle Hiicre Canliliginin Olgiilmesi

Hiicre sayimi1 ve proliferasyonu 24 saat sonra siipernatanlar cikarilarak ve
hiicreler mikroskop altinda tripan mavisi iginde sayilarak yapilmistir. MTT testi ile
hiicrelerin aktiviteleri belirlenmistir. Hiicre proliferasyonunu belirlemek i¢in MTT
tahlili yapilmistir. Deney prosediirii igcin ROCHE TOXO 1 kiti kullanilmistir. Her
deney seti, sonuglar1 ¢ikarmak ve istatistiksel testleri GraphPad Prism Siiriim 5 ile
uygulamak i¢in biyolojik olarak bagimsiz {i¢ deneyde kullanilmigtir (Ayaz, Demir ve

Bolgen, 2021; Yiizer, Ayaz ve Ince, 2019).

3.2.2.4. ELISA Testi ile TNFa, IL12p40, GMCSF ve IL6 Belirlenmesi
BD Biosciences, CA, USA TNFa, IL12p40, GMCSF ve IL6 kitleri, ELISA

testlerini yapmak i¢in sirketin verdigi standart protokoliine gore calisilmistir (Ayaz,

Demir ve Bolgen, 2021; Yiizer, Ayaz ve Ince, 2019).
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3.2.2.5. Hiicre I¢i Fosforile P38 Boyama Ve Akim Sitometri Analizi

Makrofajlar, 24 oyuklu plakalara 1 ml'de 10° hiicre / kuyucuk
konsantrasyonunda inkiibe edilmistir. Ornekler uygulanmadan &nce hiicreler gece
boyunca 37 © C'de % 5 CO; inkiibatoriinde dinlendirilmistir. Her bir 6rnekten 10
ug/mL almarak 1 ug/ ml LPS ile birlikte ilgili kuyucuklara konulmustur.
Immiinomodiilatdr aktivitelerini incelemek icin 24 saat 37°C'de % 5 inkiibator de
LPS ile birlikte numuneler islenmistir. 24 saat sonra her kuyucugun siipernatantlari,
ELISA analizi i¢in -80 ° C'de saklanmistir. Kontrol grubu olarak 10ug/mL salisilik
asit kullanilmigtir. Hiicreler BD protokoliinii gore BD Fix Buffer 1 (557870) ile
diizeltilmistir. Daha sonra hiicreler, BD kitinin talimatlarin1 izleyerek BDPERM
Buffer III (558050) kullanilarak geg¢irgenlik kazandirilmistir. Daha sonra hiicreler BD
tarafindan verilen protokolii izleyerek BD PE Mouse Anti-P38 MAPK
(pT180/pY182) ile boyanmistir. Daha sonra hiicreler BD FACS Aria III akim
sitometrisi ile analiz edilmistir (Ayaz, Demir ve Bolgen, 2021; Yiizer, Ayaz ve Ince,

2019).
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4. BULGULAR

4.1. Karbon Kuantum Nokta Orneklerinin Fiziksel Ozellikleri

4.1.1. TEM goriintii analizi

TEM, goriintiileme ve kirinim tekniklerini birlikte kullanarak milyonlarca kez
biiylitmeyle nanometre biiytikliigiindeki kiigiik ve ince malzemelerin kristalolagrofik
ve morfolojik bilgilerine ulagsmayi, ayrica kimyasal bilesim ve elektriksel 6zellikler
hakkinda bilgi edinmeyi saglayan bir tekniktir. Temeli, ¢ok ince bir numuneden
gecen yiiksek enerjili elektronlarin goriintiilenmesi prensibine dayanmaktadir.
Yiiksek ayirma giliciine sahiptir ve kirinim ve goriintii bilgilerinin ayni anda
alimmasini saglamaktadir. Hazirladigimiz formiilasyonun TEM goriintiileri asagida
gosterilmistir (Resim 6). Boylece nano oOlgekte hazirladigimiz karbon kuantum
noktalarinin morfolojik yapilari, bilesimleri ve parcactk boyutlart hakkinda
tamamlayict bilgiler elde edilebilinir. Ayrica elde edilen goriintiller bos nano
tastyicilar, islevsellestirilmig nano tasiyicilar ve aktif madde yiiklii fonksiyonel nano

tasiyicilar olarak karsilastirilabilir, boylece tasiyici sistem hakkinda fikir edinebiliriz.

Resim 6: Karbon kuantum noktalarin TEM goriintiisi
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4.1.2. Spektrofotometri Yontemi Gecgerlilik Testi (Validasyonu) Sonuclari

Tablo 3 te aciklandigi iizere belirli derisimlerde hazirlanan (SO, S20, S40,
S60, S80, S100) SAMH tiirevli KKN o6rnekleri kullanilmistir. Karbon Kuantum
Nokta‘larin uyarma (excitation) ve yayma (emission) dalga boylarini belirlemek
amaciyla 200-800 nm dalga boyu araliginda uyarma ve yayma spektrum taramasi
yapilmistir ve KKN’nin uyarma dalga boyu 360 nm ve yayma dalga boyu 443 nm
olarak belirlenmistir (Sekil 16 ).

600

400+

Intensity (a.u.)

200+

200 400 600 800
Wavelength (nm)

Sekil 16: Spektroflorometrik yontem calismasinda KKN ¢ozeltisinin uyarma

ve yayma spekturumu.

Validasyon c¢alismasinda kullanilan parametrelerin  sonuglar1  asagida

agiklanmustir:
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Stabilite: Stabilite ¢alismasinda ise KKN’larin partikiil biyiikliikleri, zeta
potansiyelleri ve peptit igerikleri {izerindeki degisimlerin 3 saat gozlenmesi

sonucunda yapilarinda herhangi bir degisiklik olmadig1 gozlemlenmistir.

4.1.3. Hazirlanan Kuantum Noktalarin Fiziksel Goriiniisleri Sonucu

Karbon kuantum noktalarin, parcacik boyutlari (PS), dagilimlari ve zeta

potansiyelleri (ZP) sonuglar1 Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4: Karbon kuantum nokta drneklerin pargacik boyutlari, dagilimlar1 ve

zeta potansiyelleri (ZP) sonuglari.

Formulation pH Zeta potantial (mV) | Particle size
Sitrik acid-L-cystein 2-3 5.3-74 1,9 nm
Sitrik acid-L-cystein 7 -7.1 2.0 nm
Na-citrate-L-cystein 7-7.5 -8.0 9 nm

4.1.3. Floresan ve Kuantum verimi Sonucu

Referans madde olarak kinin siilfat kullanilarak KKN 6rneginin kuantum
verimi asagidaki adimlara gore hesaplanmistir. Takip edilen adimlar hem kinin siilfat

¢ozeltisine hem de KKN numunesine uygulanmistir.

1- Se¢ilen numunenin ¢oziiciisii i¢in UV Goriiniir alan absorbans
spektrumu elde edildi. Varsa, kullanilacak uyarma dalga boyundaki absorban-
sa dikkat edildi (uyarma, kinin siilfat-siilfiirik asit ¢ozeltisi i¢in 350 nm dir.)

(Sekil 16 -)

2- Cozeltiyi 10 mm'lik bir floresan kiivete yerlestirerek ayni ¢o-
ziiciliniin floresan spektrumu (Floresan yogunlugu-dalga boyu grafigi) kayde-

dildi (burada Kinin siilfat-0.1M siilfiirik asit ¢ozeltisi i¢in yaklasik degerin
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maksimum 350 nm'de olmas1 gerekir). Floresan yogunlugu-dalga boyu grafi-
ginin alani veya floresan spektrumu hesaplandi.

3- Artan konsantrasyonlarin bes soliisyonlar1 i¢in 1. ve 2. Adimlar
tekrarland1 (Hazirlanan numunelerin absorbansi yaklasik 0.02, 0.04, 0.06,
0.08 ve 0.10 araliginda olmalidir, bu degerler deneme - yanilma yontemiyle
bulundu, tam olarak bu aralikta degilse, gercek degeri yazilir). Bos ¢ozelti ile

elde edilen alani, ¢cozeltiler i¢in elde edilen alan degerlerinden ¢ikarildi.

4- 3. Adimda elde edilen absorbans 2. Adimda elde edilen alanla-
ra gore grafige dokildii ve dogrusal regresyon ile orijinden gegen ¢izginin
(0,0) egimini (m) bulundu (Sekil 17, Sekil 18).

Kuantum verimi : {m(test)/m(kinin siilfat) } *A
A : (refraktive index-su/ refraktive index-0.1M siilfiirik asit)=0,99939985
[refraktive index-su=1.3325; refraktive index-0.1M siilfiirik asit =1.3333]
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Sekil 17: Kinin Siilfat Yogunluk / Dalgaboyu grafigi
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Karbon Kuantum Nokta
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Sekil 18: Karbon Kuantum Nokta Yogunluk / Dalgaboyu grafigi
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Kuantum verimi= [ EgimTest / EgimRef | * (ntest/ nref)
= [865.06/880.84] * (1,3325/1,3333)
=98,1 %

Kinin siilfat / HoSO4 ¢6zeltisi kendilignden KKN olusturmasindan ve giiglii
bir floresan Ozellik gostermesinden dolayr (Resim 7) calismada referans madde

olarak 50 ug/ml Kinin siilfat / HoSO4 ¢6zeltisi kullanilmastir.

Resim 7: Kinin stilfat / HxSO4 ¢ozeltisi UV altinda yaymis oldugu floresan

151k.

4.2. Karbon Kuantum Nokta ile Yapilan In-vitro Calsmalara Ait

Bulgular

4.2.1. KKN Hiicre canlhlhigi ve hiicre c¢ogalmasi iizerindeki etkisine ait

bulgular
Orneklerin hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile makrofaj
hiicreleri 1X10° hiicre/mL konsantrasyonunda ve toplamda bir milyon olacak sekilde

24 kuyucuklu plakalara ekilmislerdir. Gece boyunca kuyucuklarda inkiibe edilen
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hiicreler ertesi giin besi yerleri yenilendikten sonra 1, 5 ve 10 ug/mL
konsantrasyonlarindaki kimyasallar ve lug/mL LPS veya LPS icermeden sadece
kimyasallar ile muamele edilmislerdir. Negatif kontrol grubundaki hiicreler higbir
kimyasala maruz birakilmaz iken pozitif kontrol grubundaki hiicreler bagisiklik
sistemi hiicrelerinden makrofajlar1 uyarma giicii ile bilinen lug/mL LPS ile aktive
edilmiglerdir (Scull, Hays and Fischer, 2010). Ayrica anti-inflammatuvar 6zelligi
bilinen salisilik asit de en yilksek konsantrasyon degeri olan 10ug/mL
konsantrasyonunda lug/mL LPS ile birlikte kontrol grubu olarak kullanilmistir
(Randjelovic, Veljkovi¢, Stojiljkovié, Sokolovic and Ili¢, Ivan, 2015; Zhang, Sun,
Liu, Zhang and Lan, 2012 ). 24 saatlik inkiibasyon periyodunun sonunda besi yerleri
ELISA i¢in toplanirken hiicreler PBS ile yikanip Trypan mavisi ile sayilmislardir.
Boylece canli ve 6li hiicreler ayirt edilebilmektedir (Sekil 19) ve kontrol grubuna

gore hiicre cogalmasi belirlenebilmektedir.

Sandwich ELISA

24 Saat
Inkubasyon
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Sekil 19: MTT testi ile canli ve 6lii hiicrelerin ayirt edilmesi

Kontrol gruplarina kiyasla, LPS'lerin yoklugunda ve varliginda kuyucuklara kuantum
karbon nokta ornekleri eklendiginde hiicre canliliginda bir degisiklik olmamustir
(Sekil 18). Bu sonuglar, bu yeni kuantum karbon noktalarimin kullanilan

konsantrasyonlarda sitotoksik olmadigini1 desteklemektedir.
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Sekil 20: Hiicre canlilig1 / KKN grafigi. Hiicreleri aktive etmek i¢in 24 kuyu
plakas1 kullanild1 ve 1 cm?® konsantrasyonda 10° hiicre / kuyuda inkiibe edildi. Gece
boyunca 37 ° C'lik % 5 CO? inkiibatdriinde dinlendirildikten sonra; Her numuneden
1, 5 ve 10 ug / ml konsantrasyolarda ¢ozeltiler alinarak, her bir kuyuya lug / ml LPS
ile ve LPS olmadan 24 saatlik uyarilma i¢in hazirlanmigtir. Kontrol gruplarinda

kimyasal yoktu ve negatif kontrol grubuna 10 ug/ mL Salisilik asit ilave edildi.
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Hiicreler, hiicre canliligini belirlemek i¢in Tripan Mavisi boyama ile sayildi. Her
deney seti, sonuglar1 ¢ikarmak ve student t testini Graphpad Prism Siirim 5 ile

uygulamak i¢in biyolojik olarak bagimsiz ii¢ deneyde kullanildi.

Hiicre proliferasyon oranlari, herhangi bir kimyasal madde ile muamele
edilmemis kontrol gruplara kiyasla MTT tahlili ile belirlendiginde, sadece 7 ve 8
numarali numuneler, 5 ve 10 ug / mL konsantrasyonlarinda makrofaj hiicre
proliferasyonunda onemli bir azalmaya yol agmaktadir. Orneklerin geri kalan,
makrofajlarin 24 saatlik siire boyunca ¢cogalma kabiliyetini degistirmedi. Bu durum
hem LPS yoklugunda hem de varliginda gegerlidir. Bu sonuglar, 7 ve 8 numarali
numuneler disinda, bilesiklerin geri kalaninin hiicre ¢ogalmasii etkilemedigini
gostermektedir. Ornekler 7 ve 8 sitotoksik olmasa da, bir sekilde hiicre

proliferasyonunu belirli bir dereceye kadar bloke edebildiler (Sekil 20 ve Sekil 21).
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Sekil 21: Hiicre ¢cogalmasi / KKN grafigi. Hiicreleri aktive etmek i¢in 96 kuyu
plakas1 kullanildi ve 100ul konsantrasyonda 10 hiicre / kuyuda inkiibe edildi. Gece
boyunca 37 © C'lik% 5 CO2 inkiibatoriinde dinlendirildikten sonra; Her numuneden
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1, 5 ve 10 ug / ml konsantrasyolarda ¢ozeltiler alinarak, her bir kuyuya lug / ml LPS
ile ve LPS olmadan 24 saatlik uyarilma i¢in hazirlanmistir.. Kontrol gruplarinda
kimyasal yoktu ve negatif kontrol grubuna 10 ug/ mL Salisilik asit ilave edildi. Hiicre
proliferasyonunu belirlemek i¢cin MTT tahlili yapildi. Deney prosediirii igin ROCHE
TOXO 1 kiti kullanildi. Her deney seti, sonuglar1 ¢ikarmak ve student t testini
Graphpad Prism Siiriim 5 ile uygulamak i¢in biyolojik olarak bagimsiz {i¢ deneyde
kullanildi.

4.2.2. KKN TNFa, IL12p40, GMCSF ve IL6 iizerindeki etkisine ait bulgular

Toplanan besi yerleri icin ELISA metodu kullanilmistir. Oncelikle data
gosterilmese de yapilan c¢alismalarda LPS olmadigi zaman kimyasallarin bagisiklik
sistemi hiicrelerini TNF, IL6, GMCSF ve IL12p40 sitokinlerinin iiretimi igin
tetiklemedigi  bulgusuna  erisilmistir = Bu  sonuglar, numunelerin  as1
formiilasyonlarinda adjuvan aday1 olarak kullanilabilecek immiinostimiilator bir role
sahip olmadigim1 gostermektedir. Negatif kontrol gruplarinda sitokin iiretimi olmaz
iken sadece LPS varliginda bu dort sitokinin de iiretildigi gozlemlenmistir. Bu durum
kuantum noktalarin tek basina immiin yanitta etkisi olmadigini gdstermektedir
(Singh et al., 2019).

Bu o6rneklerin immiinomodiilator aktivitelerini test etmek ic¢in 1, 5 ve 10 ug /
mL konsantrasyonlarinda kimyasallar LPS ile aktive edilmis makrofajlarla inkiibe
edildi. Kontrol gruplarinda kimyasal kullanilmazken, negatif kontrol gruplarinda 1
ug/mL LPs ile birlikte kuyucuklara 10 ug/mL Salisilik asit (SA) ilave edilmistir.
Pozitif kontrol gruplar1 sadece lug / mL LPS ile inkiibe edilmistir. Sadece LPS
uygulamasi, ELISA yontemiyle belirlenen makrofajlar tarafindan 6énemli miktarda
TNF, IL6, GMCSF ve IL12p40 sitokin iiretimine neden olmaktadir (Sekil
20,21,22,23). LPS ile aktive olmus makrofajlar da ornekler TNF ve IL6 iiretimi
tizerinde farkli etkiler gostermistir (Sekil 22 ve 23). Numune 3 ve 4, pozitif kontrol
gruplarina kiyasla LPS ile aktive edilmis makrofajlar tarafindan TNF veya IL6
iiretiminde bir degisiklige yol agmadiklar1 i¢in immiinolojik olarak inerttir (Sekil 22
ve Sekil 23). Bu sonuglar, immiin sistem hiicrelerini ve ilag verme sirasindaki
enflamatuar aktivitelerini bozmayacak immiinolojik olarak inert ilag verme ajanlari

olarak olas1 kullanimlarim1 gdstermektedir. Ornek 1, 2, 5, 6, 7 ve 8, pozitif kontrol
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gruplarina kiyasla aktive edilmis makrofajlar tarafindan enflamatuar TNF ve IL6
sitokinlerinin iiretiminde Onemli bir azalmaya yol actigi i¢in anti-enflamatuar
aktivitelere sahiptir (Sekil 22 ve Sekil 23). Salisilik asitinkine benzer aktiviteler
gostermistir (Sekil 22 ve Sekil 23). Bu sonuglar, uyarilmis memeli makrofajlari
tizerinde anti-enflamatuar ajanlar olarak immiinomodiilator aktivitelere sahip
olduklarini gostermektedir. Dahasi salisilik asitin TNF ve IL6 sitokinlerinin {iretimini
diisiirdiigii belirlenirken GMCSF ve IL12p40 {iretimi {izerinde herhangi bir etkisinin
olmadig1 goriilmiistiir. LPS ile muamele edilen 6rneklerde kimyasallarin etkileri test
edildigi zaman 1, 2, 5, 6, 7 ve 8 nolu orneklerin 6zellikle Sug/mL ve 10ug/mL
konsantrasyonlarinin TNF iiretimini istatiksel olarak anlamli ve giiclii bir sekilde
tamamen ortadan kaldirdigi belirlenmistir. Fakat bu kimyasallar arasinda 6 ve 7
numarali 6rnekler lug/mL konsantrasyonunda bile neredeyse 10ug/mL salisilik asit
kadar etkili olmuslardir. Bu sebeple daha gii¢lii anti-enflammatuvar potansiyele
sahiptirler. Ote yandan 1,2,5 ve 8 nolu ornekler 1 ug/ml konsantrasyonunda LPS
kadar olmasa da pro-enflammatuvar etki géstermislerdir. Ayrica, 1 ve 2 nolu drnekler
IL6 baglaminda daha giicli anti-enflammatuvar ozellik gostermistir. Ciinkli 5
ug/mL’lik konsantrasyonlari bile IL6 {iretimini tamamen elimine etmistir. Ote yandan
1,2,5,6,7 ve 8 nolu 6rnekler 1 ug/ml konsantrasyonunda IL6 iiretimi LPS kadar etkili
olmustur.Ayrica 5 ve 6 nolu drneklerin 5 ug/ml konsantrasyonunda LPS den daha iyi

pro- enflammatuvar etki géstermislerdir.
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Sekil 22: TNFa ELISA sonuglar hiicreleri aktive etmek i¢in 24 kuyu plakasi
kullanild1 ve 1 cm? konsantrasyonda 10 hiicre / kuyuda inkiibe edildi. Gece boyunca
37 ° C'lik % 5 CO? inkiibatériinde dinlendirildikten sonra; Her numunenin 1, 5 ve 10
ug / ml'si, 24 saatlik stimiilasyon i¢in karsilik gelen her bir kuyuya lug / ml LPS ile
veya onsuz yerlestirildi. Kontrol gruplarinda kimyasal yoktu ve negatif kontrol
grubuna 10 ug/ mL Salisilik asit ilave edildi. ELISA testi icin siipernatanlar
kullanildi. Her deney seti, sonuglar1 ¢ikarmak ve istatistiksel testleri uygulamak icin

biyolojik olarak bagimsiz ii¢ deneyde kullanildi.
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Sekil 23: IL6 ELISA sonuglari. hiicreleri aktive etmek i¢in 24 kuyu plakasi
kullanildi ve 1 cm3 konsantrasyonda 106 hiicre / kuyuda inkiibe edildi. Gece
boyunca 37 © C'lik% 5 CO; inkiibatoriinde dinlendirildikten sonra; Her numunenin 1,
5 ve 10 ug / ml'si, 24 saatlik stimiilasyon i¢in karsilik gelen her bir kuyuya lug / ml
LPS ile veya onsuz yerlestirildi. Kontrol gruplarinda kimyasal yoktu ve negatif
kontrol grubuna 10 ug/ mL Salisilik asit ilave edildi. ELISA testi i¢in siipernatanlar
kullanildi. Her deney seti, sonuclar1 ¢ikarmak ve istatistiksel testleri uygulamak icin

biyolojik olarak bagimsiz ii¢ deneyde kullanildu.

Karbon kuantum noktalari, aktive edilmis makrofajlar iizeride GMCSF ve
IL12p40 sitokinlerinin {iretimini etkilememistir (Sekil 24 ve Sekil 25) .Bu da
kimyasallarin anti-enflammatuvar 6zelliklerinin TNF ve IL6 ile sinirli oldugunu

sitokin tiretimini genel olarak baskilamadigini gostermektedir.
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Sekil 24: GM CSF ELISA sonuglari. hiicreleri aktive etmek i¢in 24 kuyu
plakasi kullanild1 ve 1 cm3 konsantrasyonda 106 hiicre / kuyuda inkiibe edildi. Gece
boyunca 37 ° C'lik% 5 COz> inkiibatoriinde dinlendirildikten sonra; Her numunenin 1,
5 ve 10 ug / ml'si, 24 saatlik stimiilasyon i¢in karsilik gelen her bir kuyuya lug / ml
LPS ile veya onsuz yerlestirildi. Kontrol gruplarinda kimyasal yoktu ve negatif
kontrol grubuna 10 ug/ mL Salisilik asit ilave edildi. ELISA testi i¢in siipernatanlar
kullanildi. Her deney seti, sonuglar1 ¢ikarmak ve istatistiksel testleri uygulamak i¢in

biyolojik olarak bagimsiz ii¢ deneyde kullanildi.
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Sekil 25: IL 12p40 ELISA sonuglari. hiicreleri aktive etmek i¢in 24 kuyu
plakasi kullanild1 ve 1 cm3 konsantrasyonda 106 hiicre / kuyuda inkiibe edildi. Gece
boyunca 37 ° C'lik% 5 COz inkiibatoriinde dinlendirildikten sonra; Her numunenin 1,
5 ve 10 ug / ml'si, 24 saatlik stimiilasyon i¢in karsilik gelen her bir kuyuya lug / ml
LPS ile veya onsuz yerlestirildi. Kontrol gruplarinda kimyasal yoktu ve negatif
kontrol grubuna 10 ug/ mL Salisilik asit ilave edildi. ELISA testi i¢in siipernatanlar
kullanildi. Her deney seti, sonuclar1 ¢ikarmak ve istatistiksel testleri uygulamak icin

biyolojik olarak bagimsiz ii¢ deneyde kullanildi.

4.2.3. KKN p38 yolagu iizerindeki etkisine ait bulgular

Kimyasallar en yiliksek konsantrasyonlarinda hiicre ic¢i fosforile p38 i¢in
boyanip flow sitometri analizi ile kontrol gruplarn ile karsilastirilmistir. P38 MAP
kinaz yolagi enflammatuvar tepkilerin olugmasinda énemli roller iistlenmektedir. Biz

de kimyasallarin etki mekanizmasinda rol oynayip oynamadigini test etmeyi
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amagcladik. Numuneler olasi hiicre i¢i etki mekanizmalar1 agisindan test edildiginde,
LPS ile birlikte 10 ug / mL numune ile muamele edilen makrofajlarda fosforile
edilmis p38 diizeylerinde pozitif kontrol gruplarina gore fark yoktur (Sekil 26). p38
MAPK, makrofajlarin enflamatuar tepkileri i¢in 6nemli bir rol oynar, ancak fakat
salisilik asit gibi bu kimyasallar da etkilerini p38 MAPK yolagindan bagimsiz

yaratmaktadirlar.

p38-p Protein Expression

T AL

% of p38-p (+) Cells

LPS
LPS SA

Control -

Sekil 26: p38 MAPK analiz sonucu. Hiicreleri aktive etmek icin 24 kuyu
plakasi kullanildi ve 1 cm3 konsantrasyonda 106 hiicre / kuyuda inkiibe edildi. Gece
boyunca 37 ° C'lik% 5 COz inkiibatdriinde dinlendirildikten sonra; Her numunenin 1,
5 ve 10 ug / ml'si, 24 saatlik stimiilasyon i¢in karsilik gelen her bir kuyuya lug / ml
LPS ile veya onsuz yerlestirildi. Kontrol gruplarinda kimyasal yoktu ve negatif
kontrol grubuna 10ug/ mL Salisilik asit ilave edildi. BD Fix Buffer I (557870)
kullanilarak hiicre fiksasyonu saglandi ve prosediirlere uygun BD protokolii
uygulandi. Hiicre permeabilizasyonu BD PERM Tamponu III (558050) ile
gergeklestirildi. Hiicre i¢i boyama i¢in BD PE Fare Anti-p38 MAPK (pT180/pY182)
kullanildi ve boyama islemi i¢in BD protokolii takip edildi. Daha sonra numuneler,
fosforile edilmis p38'in hiicre i¢i seviyelerini belirlemek i¢in akis sitometrisi BD

FACS ARIA III ile calistirildi. Her deney seti, sonuglar1 ¢ikarmak ve istatistiksel
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testleri Graphpad Prism Siiriim 5 ile uygulamak i¢in {i¢ biyolojik olarak bagimsiz

deneyde kullanildu.

5. TARTISMA-SONUC-ONERI

5.1. Tartisma

Biyouyumlu ve floresan dogasi nedeniyle kuantum karbon noktalar1 tipta ve
biyolojide kullanilmaktadir. Bunlar sadece numunelerin hem in vivo hem de in vitro
olarak goriintiilenmesini saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda biyouyumlu, toksik
olmayan ve inert Ozellikleriyle ila¢ tasiyic1 sistemler olarak da biiylik ilgi
gormektedirler. Islevlerini degistirmek ve biyolojik dzellikler eklemek i¢in yapilarina
fonksiyonel gruplar eklenebilmektedir. Modifiye edilmeleri nispeten kolaydir ve bu
modifikasyonlar sadece islevlerini degil, ayn1 zamanda goriintiileme veya ilag tasima
islevleri amaglari i¢in hiicre ici lokalizasyonlarini da degistirir. Bilinen kadariyla, bu
alandaki ¢aligmalarin ¢cogu olast immiinomodiilatdr rollerine odaklanmamaktadir ve
bu, tasidiklar1 veya teslim ettikleri ilag ajanlarinin aktivitesinin etkileyebilecegi
durumlarda sorunlara neden olabilir. Karbon kuantum noktalarin immiinomodiilatér
aktiviteleri tespit edilirse, klinik c¢alismalarda daha verimli kullanilabilirler. Bu
nedenle ¢alismalar yapilmistir.

Bu c¢alismada hazirlanan numunelerin  fizikokimyasal — ozelliklerine
bakildiginda, optimum pH'da (6rnek 3 ve 4 pH: 7) numuneler immiinolojik olarak
inerttir ve ilag dagitim araci olarak kullanilabilme imkani sunmaktadirlar. pH: 7'de,
karbon kuantum noktalar1 uygun bir stabil yapiya sahiptir ve 6rnek 5 ve 6, anti-
enflamatuar 6zelliklere sahiptir (Yang, Li, Zhong and Lu, 2018; Shangguan, Huang,
He, Wang, Ye et al., 2017).

Ayrica, yiiksek asidik (pH:1 ve 2) veya yliksek bazik (pH:7 ve 8) kosullarda
tiretildikleri durumlarda, ¢cogunlukla anti-enflamatuar 6zellikler gdstermislerdir.

Karbon kuantum noktalarinin yiizey ozellikleri ve boyutlarimin {iretim
yontemlerinden etkilendigi bilinmektedir (Nair, Haponiuk, Thomas, Gopi, 2020).
Ayni zamanda kullanilan onciiler, yani karbon kaynagi olarak kullanilan maddeler
reaksiyon sicaklik ve sicaklik uygulama siiresi de 6nem teskil etmektedir. Bonilla ve

ark.larmin yapmis oldugu bir ¢alismada herhangi bir katalizor kullanilmadan gliserol
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ve siiksinik asitten yola cikilarak farkli siirelerde kuantum verimleri ve floresan
ozellikleri farkli kuantum noktalarini iretmislerdir.

Formiilasyonlarda kullanilmak {izere karbon kuantum noktalariniun
hazirlanabilmesi i¢in asagidan yukariya (Bottom up) yontemlerden olan mikrodalga
sentez yontemi kullanilmstir. Mikrodalga sentez yontemi sahip oldugu yiiksek verim,
iyi tekrarlanabilirlik, kontrollii boyut ve sicaklik, diisiik maliyet, hiz, ¢cevre dostu,
kisa reaksiyon siiresi gibi bircok avantajdan dolay: tercih edilmistir. ilk basta
kunatum noktalarini tiretebilmek icin pek ¢ok karbon kaynagi olabilecegi diisiiniilen
kimyasal maddelere farkli sicaklik ve siirelerde denemeler yapilmustir. Ornegin
sakkaroz kullanilarak 180C reaksiyon sicakliginda 10 dakika ve 20 dakika olmak
tizere iki farkli reaksiyon sonunda floresan 6zellik gdstermeyen siyah bir kalinti
olustugu goriilmiistiir. Aslinda burada da karbon kuantum noktasi vardir ancak
temizlemek gerekmektedir. Fazla olusan kalint1 kuantum noktalarini drtmektedir.

Bu nedenle gergeklestirilen 0n calismalarda ilk olarak liiminisans veren
karisim ve oranlar belirlenmeye calisilmistir. Ornegin albumin ile gerceklestirilen 6n
deneylerde iyi sonuglar alinamamasina ragmen aslinda albuminin igindeki 1-sistein
ve benzeri yapilardan floresan etkinin olustugu anlasilmistir. Bu sebeple sonraki
calismalarda I-sistein kullanilarak ¢esitli formiilasyonlar gerceklestirilmistir.

Yapilan 6n denemelerin sonunda degisen konsantrasyonlarda sitrik asit
monohidrat ve sodyum sitratin karbon kaynagi olarak kullanildig: I-sistein igeren
cozeltiler mikrodalga sentez cihazinda 140°C’de 20 dakika reaksiyon sonucunda elde
edilmislerdir. Elde edilen bu formiilasyonlar 365 nm UV Ilambasi altinda
incelendiginde sitrik asit i¢ceren kuantum noktalarinin mavi floresan, sodyum sitrat
iceren karbon kuantum noktalar1 ise yesil floresan 6zellik gdstermigler ve bu karbon
kuantum noktalarmin olusumunu kanitlayan ilk adimdir. Ayn1 zamanda sitrik asit
icerenlerde konsantrasyon arttikga UV altinda floresan yogunlugunun artmasina
ragmen sodyum sitrat igeren konsantrasyonlarda boyle bir netligin oldugu
goriilmemistir. Hatta yesil floresan yogunlugun zamanla azaldig: fark edilmistir.

Hazirlanmis olan kuantum noktalarinin pH degerleri uygulanabilmesi hem de
cokmeden biraraya gelebilmesi gerekmektedir. Bu amacla hazirlanan kuantum
noktalarinin pH degerleri 6l¢lilmiis sitrik asitli olanlar asidik 6zellikteyken (pH:2-3)
sodyum sitrat igerenler alkali 6zellik gdstermektedir. Bunlar dokuya uygun hale
getirilmesi i¢cin pH’nin uygun aralifa cekilebilmesi i¢in ¢oktiirme islemi

uygulanmistir ve pH degerleri uygun araliga ¢ekilmistir.
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Sonug olarak temizleme ve ayirma gerektirmeyen, yani biiyiik partikiil ve
yanmig kalint1 olusturmayan dogrudan isleme alinabilecek kuantum noktalar1 elde
edilmistir.

Hazirlanan formiiasyonlarin spektroflorimetrede Olctimleri
gerceklestirilmistir. Kinin siilfat ile kuantum verimi hesaplanmaktadir (Joseph R.
Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, 3rd edition, 2006). Sonugcta
kinin siilfata oranla elde edilen verim ise % 98,1 olarak hesaplanmistir. Kuantum
veriminin yiiksek olmasi disiik konsantrasyonlarda bile gii¢lii floresan
gosterebilecegini yani in vivo bir uygulama i¢in gereken miktar1 azaltarak viicuttan
daha iyi metabolize olabilmesi (temizlenebilmesini) saglamistir (Jessica, Fong, Sing,
2018).

Kontrol gruplarina kiyasla, LPS'lerin yoklugunda ve varliginda kuyucuklara
kuantum karbon nokta Ornekleri eklendiginde hiicre canliliginda bir degisiklik
olmamistir (Sekil 20). Bu sonuglar, bu yeni kuantum karbon noktalarinin kullanilan
konsantrasyonlarda sitotoksik olmadigin1 desteklemektedir.

Hiicre proliferasyon oranlari, herhangi bir kimyasal madde ile muamele
edilmemis kontrol gruplarina kiyasla MTT tahlili ile belirlendiginde, sadece 7 ve 8
numarali numuneler, 5 ve 10 ug / mL konsantrasyonlarinda makrofaj hiicre
proliferasyonunda &nemli bir azalmaya yol agmaktadir. Orneklerin geri kalani,
makrofajlarin 24 saatlik siire boyunca ¢ogalma kabiliyetini degistirmedi. Bu durum
hem LPS yoklugunda hem de varliginda gegerlidir. Bu sonuclar, 7 ve 8 numaral
numuneler disinda, bilesiklerin geri kalaninin hiicre ¢ogalmasmi etkilemedigini
gostermektedir. Ornekler 7 ve 8 sitotoksik olmasa da, bir sekilde hiicre
proliferasyonunu belirli bir dereceye kadar bloke edebildi.

Yapilan c¢alismada testler i¢in ELISA metodu kullanilmistir. Karbon kuantum
noktalar1 hayvanlara uygulandiginda o6zellikle TNF, IL6, GMCSF ve IL12p40
sitokinlerinin iiretiminin artti§1 bulunmustur. Bunlar sitokin grubunda olduklarindan
icin cesitli immune cevaplarda hatta otoimmiin hastaliklarda rol alirlar. Oncelikle
veriler gosterilmese de yapilan caligmalarda LPS olmadigi zaman kimyasallarin
bagisiklik sistemi hiicrelerini tetiklemedigi bulgusuna erisilmistir. Bu sonuglar,
hazirlanan formiilasyonlarin as1  formiilasyonlarinda adjuvan adayr olarak
kullanilabilecek immiinostimiilator bir role sahip olmadigini géstermektedir.

Negatif kontrol gruplarinda sitokin iiretimi olmaz iken sadece LPS varliginda

bu dort sitokinin de iiretildigi gézlemlenmistir. Bu durum kuantum noktalarin tek

108



bagina immiin yanitta etkisi olmadigin1 ancak uygun bir LPS ile birlikte
kullanildiginda sitokin {iretimini sagladigimi gostermektedir. Bu da uygun bir karbon
kuantum noktas1 formiilasyonu ile optimum etkinin saglanabilecegini gostermektedir.

Pozitif kontrol gruplar1 sadece lug / mL LPS ile inkiibe edilmistir. Sadece
LPS uygulamasi, ELISA yontemiyle belirlenen makrofajlar tarafindan 6nemli
miktarda TNF, IL6, GMCSF ve IL12p40 sitokin {iretimine neden olmaktadir. LPS ile
aktive olmus makrofajlar da ornekler TNF ve IL6 iiretimi iizerinde farkli etkiler
gostermistir. Bu da sistemin dogru ¢alistigini géstermektedir.

Numune 3 ve 4, pozitif kontrol gruplarina kiyasla LPS ile aktive edilmis
makrofajlar tarafindan TNF veya IL6 iiretiminde bir degisiklige yol agmadiklari i¢in
immiinolojik olarak inerttir. Bu sonuglar, immiin sistem hiicrelerini ve ila¢ verme
sirasindaki enflamatuar aktivitelerini bozmayacak immiinolojik olarak inert ilag
verme ajanlar olarak olasi kullanimlarmni gostermektedir. Ornek 1, 2, 5, 6, 7 ve 8,
pozitif kontrol gruplarina kiyasla active edilmis makrofajlar tarafindan enflamatuar
TNF ve IL6 sitokinlerinin iiretiminde dnemli bir azalmaya yol a¢tig1 i¢in hazirlanan
karbon kuantum noktalarinin anti-enflamatuar aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.
Bu etki salisilik asitinkine benzer aktiviteler gostermistir. Bu sonuglar, uyarilmisg
memeli makrofajlar1 iizerinde anti-enflamatuar ajanlar olarak immiinomodiilator
aktivitelere sahip olduklarmmi gdstermektedir. LPS ile muamele edilen 6rneklerde
kimyasallarin etkileri test edildigi zaman 1, 2, 5, 6, 7 ve 8 nolu 6rneklerin 6zellikle
Sug/mL ve 10ug/mL konsantrasyonlarinin TNF iiretimini istatiksel olarak anlamli ve
giiclii bir sekilde tamamen ortadan kaldirdigi belirlenmistir. Fakat bu kimyasallar
arasinda 6 ve 7 numarali 6rnekler lug/mL konsantrasyonunda bile neredeyse
10ug/mL salisilik asit kadar etkili olmuslardir. Bu sebeple daha giiclii anti-
enflammatuvar potansiyele sahiptirler. Ote yandan 1,2,5 ve 8 nolu érnekler 1 ug/ml
konsantrasyonunda LPS kadar olmasa da pro-enflammatuvar etki gostermislerdir.
Ayrica, 1 ve 2 nolu ornekler IL6 baglaminda daha giiclii anti-enflammatuvar 6zellik
gostermistir. Clinkii 5 ug/mL’lik konsantrasyonlari bile IL6 iiretimini tamamen
elimine etmistir. Ote yandan 1,2,5,6,7 ve 8 nolu drnekler 1 ug/ml konsantrasyonunda
IL6 iiretimi LPS kadar etkili olmustur.Ayrica 5 ve 6 nolu orneklerin 5 ug/ml
konsantrasyonunda LPS den daha iyi pro-enflammatuvar etki gostermislerdir.
Kimyasallar en yiiksek konsantrasyonlarinda hiicre ici fosforile p38 i¢in boyanip
flow sitometri analizi ile kontrol gruplari ile karsilastiriimistir. P38 MAP kinaz yolag:

enflammatuvar tepkilerin olusmasinda 6nemli roller iistlenmektedir. Biz de
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kimyasallarin etki mekanizmasinda rol oynayip oynamadigini test etmeyi amagladik.
Numuneler olast hiicre i¢i etki mekanizmalar1 agisindan test edildiginde, LPS ile
birlikte 10 ug / mL numune ile muamele edilen makrofajlarda fosforile edilmis p38
diizeylerinde pozitif kontrol gruplarina gore fark bulunmamistir. Bu da hazirlanan
karbon kuantum noktalarinin P38 MAP kinaz yolagi ile enflammatuvar etki

gostermedigini gostermistir.

Yapilan tiim analizler sonucunda hazirlanan karbon kuantum noktalarinin
immiinolojik etkilerin kompleks ve doz ile degisen o6zellikte oldugu bulunmustur.
Formiilasyon ve tasarim ile bunlarin istenen yonde optimize edilmesinin gerekli
oldugu ortaya cikmistir. Calisilan formiilasyonlarin asilarda immiiniteye etki

gbstermeyen ancak antienflamatuvar olarak katilabilecegi de goriilmiistiir.

5.2. Sonug ve Oneriler

Calismamizda, ila¢ dagitim araci olarak veya inflamasyona karsi aktif bilesen
olarak kullanilabilecek bir dizi yeni karbon kuantum noktasi iiretmeyi amagladik. Bu
yeni karbon kuantum noktalari, sitotoksisitelerini, anti-proliferatif aktivitelerini ve
enflamatuar sitokinlerin tretimi {iizerindeki olas1 etkilerini ELISA yoOntemiyle
incelemek i¢in in vitro olarak aktive edilmis memeli makrofajlar1 iizerinde test edildi.

Kuantum karbon nokta Orneklerimizin varliginda hiicre proliferasyon
hizlarindaki farkliliklar1 belirlemek icin MTT testi kullanildi (Higuchi, Oka,
Kawakami ve Hashida, 2008; O'Hara, Seddon, O'Connor, McClean, Singh et al.,
2017). 4 Farkli kuantum nokta 6rneginde hiicre proliferasyonu iizerindeki etkiler
incelendiginde, 7. ve 8. Orneklerin herhangi bir hiicre Sliimiine neden olmadan
yiiksek konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu bloke ettigi gézlenmistir. Karbon
noktalarinin kanser hiicreleri iizerindeki etkisini inceleyen bir ¢alismada da benzer
bir sonu¢ bulunmustur (Xia, Kawamura, Suehiro, Chen ve Sato, 2019). Bu
numuneler Tripan mavisi boyama analizinden sonra hiicre canliligin1 degistirmedi ve
7 ve 8 numarali numuneler disinda anti-proliferatif aktiviteleri yoktu (Sekil 20 ve
21). Bu nedenle, toksik olmayan olarak kabul edilebilirler.

LPS, bagisiklik sistemi hiicrelerinden makrofajlar1 uyarmak igin bir¢ok klinik

deneyde kullanilmistir (Scull, Hays and Fischer, 2010). Bu c¢alismada makrofajlar
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uyarmak icin kontrol gruplart 1pg / mL LP ile aktive edildi. Baz1 ¢aligmalarda
makrofaj hiicreleri lizerinde salisilik asidin antiinflamatuar 6zellikleri kullanilmistir
(Randjelovic et al., 2015; Zhang et al., 2012). Bu deneyde salisilik asit, kontrol grubu
olarak Ipug / mL LP ile 10ug / mL olan en yiiksek konsantrasyon degerinde anti-
enflamatuar etki kullanilmistir. Kuantum noktalarinin memeli makrofaj hiicrelerinde
herhangi bir enflamatuar yaniti ortaya c¢ikarip ¢ikaramayacagini arastirmak igin
TNFa, IL6, GMCSF ve IL12p40 proinflamatuar sitokinleri ve P38 MAP kinaz
yolunu kullandik. Karbon kuantum noktalarinin makrofajlarla etkilesimini ve
bunlarin altinda yatan etki mekanizmasini desifre etmek i¢in (Lategan et al., 2018;
Qin, Zhou, Pan, He and Zhang, 2015; Belprain, Kang, Dunphy, Priebe and Chiu et
al., 2021) her numunenin sonugclar1 analiz edildiginde, numuneler 3 ve 4 disindaki
tim numuneler, LPS varliginda yiiksek konsantrasyonlarinda sitokin {iretimini
baskilayabildi. 1 ve 2 nolu oOrnekler 5 ve 10 ug/ml konsantrasyonlarda diger
orneklere kiyasla TNF-a ve IL-6 iiretimini daha fazla azaltarak daha etkili anti-
inflamatuar etki gostermislerdir. Sonuclarimiz, enflamatuar ve otoimmiin
bozukluklar tedavi etmek icin kullanilabilecek bazi karbon kuantum noktalar1 anti-
enflamatuar aktiviteleri oneren Onceki bulgu ile oOrtiismektedir (Belparain et al.,
2021; Wang, Zhang, Kong, Cheng, Zhang et al., 2020 ). Numuneler genellikle TNF-a
ve IL-6 tiretiminde GMCSF ve IL12p40 iiretimine kiyasla etkiliydi.

Bu, kuantum noktalarmin her sitokin grubunda anti-enflamatuar 6zelliklerini
gostermedigini gostermektedir (Belparain et al., 2021; Lategan et al., 2018).

Bu kuantum karbon noktalar1 kiimesi, fosforile edilmis p38 MAPK

seviyelerini degistirmedi, bu da etki mekanizmalarinin, enflamatuar yanitlarda ¢ok
onemli bir rol oynayan bu yoldan bagimsiz oldugunu 6ne siirdiirmektedir.
Sonu¢ olarak, kuantum nokta iiretiminde meydana gelen pH degisiminin
immiinomodiilatér potansiyellerini etkiledigi goriilmektedir. Yukarida bahsedilen
onceki caligmalar, kuantum karbon noktalar1 farkli pH degerlerinde iiretildiginde
farkli aktiviteler uyguladiklarmi desteklemektedir. Bu, kuantum noktalarmin farkl
ph'lara sahip farkli ortamlarda iiretildiginde, farkli immiinomodiilator aktiviteler
sergilediklerini gdsteren ilk calismadir.

Sonuglarimiz, fonksiyonel gruplara bagli olarak, bu yeni karbon kuantum
noktalarinin farkli immiinomodiilator aktivitelerinin oldugunu gostermektedir.
Bunlarin bir seti, makrofajlarin tepkisini ve hiicre canliligini etkilemeyecek giivenli

ilag dagitim ajanlar1 olarak kullanilabilir. Glivenli bir ilag dagitim ajan1 olmasi, asi
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adjuvani olarak antijenin hedef dokuya giivenli bir sekilde ulastirilmasini ve etkili bir
immiin yanit olusumu saglayabilmesine yardimci olabilir. Oysa bagka bir set anti-
inflamatuar ila¢ adaylar1 olarak kullanilabilir. Bu numuneler ig¢in hiicre i¢i etki
mekanizmasi test edildiginde, p38 MAPK yolundan bagimsiz hareket ettiler.
Gelecekteki caligmalar, anti-enflamatuar ilaglar icin dagitim ajan1 veya kendileri
tarafindan aktif ilag ajan1 olarak enflamatuar bozukluklarin hayvan modellerinde etki

mekanizmalarinin yani sira in vivo aktivitelerine odaklanacaktir.
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