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OZET
CuS ICEREN FERRITIN NANOPARTIKULLERIN SENTEZI VE

FOTOTERMAL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Tayyar OZTURK
Yiiksek Lisans Tezi
Nanoteknoloji Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Fazh SOZMEN
2018, 43+xiii sayfa

Ferritin (Frt) cogu canli organizmada bulunan demir depolama ve tasima
proteinleridir. Frt i¢ ve dis ¢aplar1 sirasiyla 8 nm ve 12 nm olan kiiresel kafes
benzeri bir yapida kendiliginden bir araya gelen 24 alt birimden olusan 450
kDa’lik biiyiik bir proteindir ve 1s1 gibi denatiiranlara kars: direnglidir(>80 °C).
Frt’nin protein kafesi 4500 demir atomu kapasitesine sahiptir. Frt’nin kuvaterner
yapist demirin protein kafesinin i¢ine ve disma gecisine aracilik eden sekiz
hidrofilik kanala sahiptir. Apoferritin (Afrt) ise Frt’nin yapisindaki demirin
demineralizasyon ile uzaklastirilmasi sonucu elde edilen i¢i bos kafes seklindeki
proteinlerden olusan nanopartikiillerdir. Afrt, kontrast ajanlar, floresan
molekiiller, ilaglar ve geg¢is metalleri gibi gesitli bilesikler ile etkili bir sekilde
yiiklenebilen merkezi bir bosluk icerir. Bu caligmada, toksik olmayan, kanser
hiicrelerini  dogal olarak hedefleyebilme oOzelligine sahip ve Frt’nin
demineralizasyonundan elde edilen Afrt nanokafesler kullanilacaktir. Bu amagla
oncelikle Afrt nanokafeslerin i¢ bosluklarinda ultra kii¢iik boyutlu bakir(IT) stilfiir
(CuS) nanopartikiilleri olusturularak Afrt-CuS nanokafesler sentezlenecektir. Bu
sekilde sentezlenen Afrt-CusS nanopartikiillerin 808 nm (1.5 W/cm?) lazer 15181 ile
isinlandiklarinda CuS nanopartikiiller vasitasi ile i1smarak gosterdigi fototermal
etkileri ¢6zelti ortaminda incelenmistir. Sonug¢ olarak bu ¢alisma ile Afrt-CuS
nanopartikiiller basarili bir sekilde sentezlenip karakterize edildikten sonra,

fototermal 6zellikleri optimize edilmistir.

Anahtar kelimeler: CuS, ferritin, apoferritin, bakir(I) silfiir, nanokafesler,

fototermal 6zellikler.
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ABSTRACT
SYNTHESIS OF CuS CONTAINING FERRITIN NANOPARTICLES AND

DETERMINATION OF PHOTOTERMAL PROPERTIES

Tayyar OZTURK

Master of Science Thesis
Department of Nanotechnology Engineering
Supervisor: Doc. Dr. Fazh SOZMEN
2018, 43+xiii pages

Ferritins (Frt) found in most living organisms are the iron storage and transport
proteins. Frt is a large protein of 450 kDa composed of 24 subunits that self
assemble into a sphericalcage-like structure with inner and outer diameters of 8
nm and 12 nm, respectively and it is resistant to denaturants such as heat (>80 °C).
The protein cage of Frt can accommodate up to 4500 iron atoms. The quaternary
structure of ferritin has eight hydrophilic channels that mediate iron transit in and
out of the protein cage. Apoferritins (Afrt) are nanoparticles that consist of
hollow shaped proteins cage that are obtained from removal of iron with
demineralization. Afrt includes a central cavity which can be efficiently loaded
with various compounds such as contrast agents, fluorescent molecules, drugs and
transition metals. In this study, the Afrt nanocages, which are non-toxic, naturally
targets cancer cells and obtained demineralization of ferritin, will be used. For this
purpose, firstly Afrt-CuS nano-cages will be synthesized with the forming ultra-
small sized copper(ll) sulfide (CuS) nanoparticles in the inner cavity of Afrt
nano-cages. When the Afrt-CuS nanoparticles synthesized in this way are
irradiated with the 808 nm (1.5 W/cm?) laser light, the photothermal effects of
these nanoparticles, due to the heating of CuSnanoparticles, have been examined
in solution medium. In conclusion, after the Afrt-CuS nanoparticles were
successfully synthesized and characterized, their photothermal properties were

optimized.

Key Words: CusS, ferritin, apoferritin, copper(ll) sulfide, nanocages, phototermal

properties.
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1. GIRIS

Kelime anlamina bakilirsa “nano” Latince “nanus” kelimesinden tiiretilmistir ve
clice anlamina gelir. Bilimde ise fiziksel biiyiikliigiin milyarda biri anlamina gelir
(Wang, Z.L.,2004). Nanoteknoloji maddenin yapismm, kullanigli ve 0zgiin
Ozelliklere sahip yeni malzeme ve cihazlar iiretmek igin kontrol edilmesine
yonelik gelismekte olan bir grup teknolojiye verilen isimdir. Bu Amerikan
Foresight  Enstitlisi’niin  nanoteknoloji i¢cin  yapmis oldugu tanimdir.
Nanoteknoloji son yillarda popiiler bir bilim dali haline gelmistir. Nanoteknoloji
ile yapilabilecek yenilikler bakilarak, nanoteknolojinin gelecek nesiller i¢cin ¢ok
onemli bir bilim dali haline gelecegi 6n goriilmektedir. Nanoteknoloji, nano-
Olcekteki yapilarin analizi, fiziksel 6zelliklerinin arastirilmasi ve anlasilmasi, nano
boyuttaki malzemenin iiretimi, nano duyarlikta aletlerin gelistirilmesi, nano ve
makro diinya arasinda baglanti kurulmasini saglayacak yontemlerin bulunup
gelistirilmesi gibi konular1 kapsar.

Nanoteknoloji kelimesini ilk defa terim olarak kullanan bilim adami, Tokyo Bilim
Universitesinden Norio Taniguchi’dir. Taniguchi 1974'de yaymnlanan bir
makalesinde nanoteknolojiyi ‘“Nanoteknoloji genel olarak malzemelerin atom-
atom ya da molekiil-molekiil islenmesi, ayrilmasi, birlestirilmesi ve
bozulmasidir.” olarak tanimlamistir (Norio, T., 1974). Nanoteknoloji fikrinin
ortaya ¢ikis1 1959 yilinda olmustur. Unlii fizik¢i Richard Feynman’m “There is a
Plenty of Room at the Bottom” adli konugsmasinda atomlarm ve molekiillerin,
molekiiler boyutlarda yeni malzeme ve cihazlarin iretilmesi ile kontrol
edilebilecegi vurgulanmustir ( Feynman, R.P., 1960).

1980’lerde, molekiiler iiretime ait temel fikirler, K. Eric Drexler’in “Molekiiler
Uretime Yonelik Protein Tasarimir” adli makalesinde ortaya konulmus olup daha
sonraki bir calismasinda ise kendi kendini kopyalayan bir ‘diizenleyicinin’
olusturulmasiyla, yapilar1 atomik boyutta iiretmenin tahmini metotlarini tarif
etmistir. 1981°de IBM’deki Gerd Binnig ve Heinrich Rohrer’in “Taramali
Tiinelleme Mikroskobunu (TTM)” icat etmesi, yapilar1 nano-6lgekte kontrol etme
ve bunlarin goriintillerini alma olanagi saglamigtir. Daha sonra, 1985°de
“fullerenlerin (buckyballs)” kesfi ve 1986’da “Atomik Kuvvet Mikroskobunun
(AFM)” icat edilmesi, “Tarayic1 Igne mikroskobu (TIM)’*, “Taramali Elektron

Mikroskobu” (TEM) gibi cihazlar, atomik baglanmanin, molekiillerin
1



kendiliginden bir araya gelmeleri ve nano-Ol¢ekte yapilarinin isleyisiyle ilgili
goriintii elde edilmesini saglamiglar ve nanoteknolojide doniim noktalari
olmuslardir (Sharifzadeh, M., 2006).

Nanoteknoloji, endiistriyel alanda; nanoboyutta kaplamalar, CD iretimi, ¢ip
iiretimi, tip ve saglik alaninda; mikro-nano cerrahi tanisal kitler, alternatif ilag
tastyict sistemler, hiicre, doku ve molekiiller (DNA gibi) hasar belirlenmesi ve
onarimi gibi konularda kullanilmaktadir. Bilimsel arastirmalarda; ylizey
karakterizasyonu ve modifikasyonu, yiizey islemleri, nano-litografi, akilli
molekiillerin gelistirilmesi, atom ve molekiillerin istenilen yere taginmasi DNA
modifikasyonu, nanoteknolojinin yeni kullanim alanlarindandir. Nanoteknolojinin
gliniimiizdeki baz1 uygulamalarina ise; karbon nanotiip ve nano-litografi, veri bilgi
depolama, nano-robot ve nano-dlgekli ilag tasiyicilarin yapimi,  elektronik
devrelerin imali, kumaglarin tek katmanl bir madde ile kaplanarak su tutmayan ve
yanmayan ama esnekligini koruyan kumas tiretimi 6rnek verilebilir.

Nanotip, nanoteknoloji uygulamalarinda kullanim alan1 olduk¢a genis olan,
biyoteknoloji ve biyomedikal alanlardaki gelismelere ve yeniliklere bagl olarak
gelisim gosteren bir bilim dalidir. Nanoteknolojinin en 6nemli uygulamalarindan
nanotipmn kapsadigi konular; tani, tedavi, hastalik ve travmatik yaralanmalarin
onlenmesi ve insan saghgmin korunup gelistirilmesini igermektedir (Mastrangelo,
C., 1999).

Nanobiyoteknoloji, biyolojik materyallerin, dogal olarak bulunan maddeleri taklit
eden partikiiller, inorganik, organik molekiillerin nanoteknolojik cihazlarda
biyolojik islemlerin kontrol ve goriintiileme amaciyla kullanilmasidir.
Nanobiyoteknoloji, materyal ve cihazlarin fiziksel ve kimyasal oOzelliklerini
degistirmek veya gelistirmek amaciyla uygulanan bir bilim dalidir. Nanoteknoloji,
molekiiler, hiicresel ve genetik Ozelliklerin manipiile edilmesiyle tiptan tarima
birgok alan i¢in yeni iirlin ve hizmetler gelistiren biyoteknoloji bilim dallarinin
birlesmesi sonucu olusan, biyolojik sistemleri taklit etmek veya bu sistemlerin
elektronik sistemlerle uyumlu ¢aligmasini saglamak amaciyla kullanilan bir bilim
dalidrr (Fakruddin, M. vd., 2012).

Nanotip alaninda kullanilan sistemler; nanokiireler, nanorobotlar, biyosensorler,

biyogipler ve nanopartikiillerdir.



Nanopartikiiller; “American Society for Testing and Materials (ASTM)”1in
standart tanimlamasina gore partikiil boyutlar1 iki ya da {i¢ boyutlu olarak 1-100
nm uzunluktaki pargaciklar olarak tanimlanmaktadir (ASTM, 2006).

n " Eritrosit

Glukoz  Fosfolipit Protein
muolekiilii

Nanopartikiiller

Sekil 1.Nanopartikiil boyutlarinin diger biyolojik molekiiller ile karsilastiriimasi

Nanopartikiiller kullanilan diger ticari malzemelerden farkli ve {istiin kabul edilen
ozellikler gostermektedir. Nanopartikiillerin sahip oldugu kuantum boyutunda
etkileri, elektronik yapisi, yiizey atomlarinin benzersiz karakterleri ve yiiksek
ylizey/hacim orani gibi 6zellikler, nanopartikiilleri diger malzemelerden farkl ve
iistiin kalar (Liveri, V.T., 2006).

T1p alaninda nanopartikiiller, manyetik rezonans, niikleer ve bilgisayarli tomografi
gibi molekiiler goriintilleme amaciyla, ilag salinimi ve gelistirme, hedef gene ve
hiicreye yonelik tedavi, as1 gelistirilmesi gibi amaglarla kullanilmaktadir (Medina,
C. vd., 2007).

Nanopartikiillerin polimerik nanopartikiiller, metalik nanopartikiiller ve manyetik
nanopartikiiller gibi ¢esitleri vardir.

Dogal olarak meydana gelen nanopartikiiller milyonlarca yildir vardir ve
inorganik veya organik materyallerden olusabilen ¢ok ¢esitli nanoyapilari
icermektedir. Bu nanopartikiiller hiicre i¢inde veya hiicreler arasinda
bulunabilirler ve farkli biyolojik rollere sahiptirler (Truffi vd., 2016; Stanley
2014).

Bu farkliliklara ragmen dogal nanopartikiiller diizglin yapilarindan, diisiik
toksisite ve bagisiklik sisteminden kagma yeteneklerinden dolayr biyomedikal

acidan son derece Onemlidirler. Dahasi gorevlerini yerine getirdikten sonra



kolaylikla bozunurlar. Bu 6zellikler onlar1 klinik agidan inorganik veya sentetik
materyallerin oniine koyar (Stanley 2014; Wong ve Borm 2008).

Boyutlar1 1 ile 100 nm arasinda degisen biyolojik nanopartikiiller biyolojik
sistemde sentezlenen atom veya molekiillerin bir araya gelmesinden meydana
gelirler (Stanley 2014). Magnetozomlari, lipoproteinleri, viriisleri, eksozomlar1 ve
ferritinleri igerirler. Magnetozomlar kiigiik boyutlari, diizgiin morfolojileri ve
diisiik toksisiteleri ile Ozellesmis 50-70 nm c¢apli organellerdir. Bunlar
manyetotaktik (magnetotactic) bakterilerden evrimlesmislerdir ve manyetik demir
iceren minerallerin ¢evreledigi iki katmanlh bir lipidden olusurlar (Lefevre ve
Bazylinski 2013; Arakaki vd., 2008; Lang vd., 2007). Viriisler ve viriis benzeri
partikiiller 1ise biyolojik nanopartikiiller olarak disiiniilebilirler. Bunlarin
tanimlanmis geometrileri, diizgiin sekilleri ve saglam bir protein kabugu ile ¢cok
cesitli boyutlar1 ve morfolojileri vardir. Bunlar kimyasal ve biyo-konjugasyon i¢in
uygundurlar. Kiliflar1 ¢ok ¢esitli pH ve sicakliklarda kararli olmalarina ragmen,
toplu olarak {iretilmeleri zordur ve bu nedenle nanoteknolojide kullanimlari

smirlidir (Zeltins 2013).

CuS Nanopartikiil

Sekil 2. Fototermal etki ile CuS nanopartikiillerin hv 1g1g1m1 absorplamasi ile fototermal

etki gostermesi (Cavusoglu H., 2016)

1999 yilinda, Lin ve arkadaslar1 (Lin ve ark., 1999) tarafindan ilk defa goriiniir
bolgedeki 15181 soguran mikro pargaciklar kullanilarak segici fototermal terapi
gergeklestirilmistir (Lin, C.P. vd.; 1999). 2003 yili igerisinde Zharov ve ark.,
K562 kanser hiicreleriyle birlestirilmis nanoparcaciklarin ¢evresindeki 1s1
dinamikleri ve esik degerleri hakkinda fototermal kontrast teknigini kullanarak

detayli caligmalar gerceklestirmislerdir (Zharov ve ark.,2003).



Goriiniir 15181 sogurabilen nanopargaciklarin kullanimi cilt ve cilde yakin
bolgelerde goriilen kanser tiirleriyle smirli kalmaktadir. (Huang ve ark., 2008).
Bunun baslica nedeni goriiniir bolgedeki 1518m, deri ve dokuya etki
edebilmesindeki yetersizliginden kaynaklanmaktadir. Etki derinligi, 1s1§in bir
malzeme igerisine ne kadar derine etki edebildiginin bir dlciisiidiir (Feynman,
2005).

Bir elektromanyetik dalga, malzemenin yiizeyine geldiginde 1518m bir kismi
yansirken, diger bir kismi1 malzemedeki enerji alanmni olusturur. Bu enerji alani
malzeme icgerisindeki elektron ve atomlarla etkilesime girer. Canli dokulardaki
1s1¢m niifuz derinligi kullanilan 151k kaynagmin siddetine ve dalga boyuna
baghdir. Son yillarda kanser tedavisi calismalarinda, goriiniir bolgedeki 1g1k
kullanilarak yapilan fototermal ¢alismalar yerine, yakin kizilotesi 1ismlarin diisiik
enerjili olmastyla hiicrelerin bu isinlar1 hicbir sekilde emmemesi ve bdylece
ismlarm hiicreleri etkilemeden hiicreye niifuz edebilmesi nedeniyle kizilotesi
dalga boyundaki lazer isinlarini emen altin nanoyapilar daha c¢ok tercih
edilmektedir. (Wu ve ark., 2008).

Kizil o6tesi 1smlarmi emebilen altin nanokafesler ve nanogubuklar, fototermal
kanser terapisi ¢alismalarinda en yaygin kullanilan nanoyapilardir (Chen ve ark.,
2007).

Ideal fototermal ajanlar biyolojik dokular i¢in bir seffaflik aralig1 olan Near-IR
bolgede giiclii absorbans gostermeli ve etkili bir sekilde absorbe ettigi Near-IR
optiksel enerjiyi 1siya doniistiirebilmelidir (Xia vd., 2011; Yang vd., 2013; Zhou
vd., 2010a; Li vd., 2013; Lovell vd., 2011; Dong vd., 2011).

Yar1 iletken CuS nanopartikiiller altin analoglarma bir alternatif olarak fototermal
ajanlarin yeni bir smifidirlar. Altin nanoyapilar belli bir siire boyunca lazer ile
isilandiktan sonra eriyen ve Near-IR absorbansmi kaybeden PTT ajanlar1 olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Altin nanoyapilarin aksine CuS
nanopartikiiller uzun silire lazere maruz kaldiktan sonra bile optiksel
absorbansinda 6nemli bir diisme olmaksizin ¢ok iyi fotokararlilik gosterirler.
[laveten CuS nanopartikiiller fototermal ddniisiim igin biyolojik dokularda daha
derin penetrasyon gosteren ve fototermal ablasyon verimini arttiran 980 nm lazer
ile 1sinlanabilirler (Tian vd., 2011a; Tian vd., 2011b; Zhou vd., 2010b; Li vd.,
2010).



Yapilan bir ¢alisgmada (Wang vd., 2015) Near-IR aktivasyonu ile hem PDT hem
de PTT terapileri i¢in isletilebilen kolloidal Near-IR plasmonik bakir siilfiir
nanopartikiillerin ¢alisma prensibini bildirmislerdir (Sekil 1). In-vitro ve in-vivo
sonuglar NIR lazer 15181 tarafindan her ikisi de tetiklenen CuS nanopartikiillerin
ortaya ¢ikardigi PDT ve PTT ikili aksiyonu dogrulamustir.

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin biiyiikk bir kismi dolagim sisteminden
cabuk elimine olmalari, asir1 toksisiteleri veya hedef dokuca gereken miktarda
almamamalar1 sebebiyle kanser tedavisinde etkin olarak kullanilamamaktadir. Bu
yiizden kanser tedavisinde kullanilan bu ilaclar1 hapsedip hedef dokuya
ulastirabilecek ve hedef hiicreye gereken dozda verebilecek “tasiyict sistemler”
(carrier systems) gelistirilmektedir. Bu kapsamda Ferritin, dogal i¢i bos kiire/kafes
sekli dolayisiyla terapatik etki gosteren ve farkl 6zelliklere sahip birgok element
ve molekiilii hapsetme ve hedef hiicreye tasima kapasitesine sahip bir molekiildiir.
Feritin tlizerinde bu baglamda pek cok calisma yapilmis ve halada yapilmaya
devam etmektedir.

Ferritinler (Frt) ¢cogu canli organizmada bulunan demir depolama ve tasima
proteinleridir. ~ Apoferritin  (Afrt) ise Frt’nin  yapisindaki  demirin
demineralizasyon ile uzaklastirilmasi ile elde edilen i¢i bos kafes seklindeki
proteinlerden olusan nanopartikiillerdir. Afrt nanopartikiiller, kontrast ajanlar
veya floresan molekiiller, ilaglar ve gecis metalleri gibi ¢esitli bilesikler ile etkili
bir sekilde yiiklenebilen merkezi bir bosluk igerir (Truffi vd., 2016; Sun vd., 2011;
Munro ve Linder 1978). Diizgiin bir kafese sahip oldugu i¢in Afrt ila¢ dozunu
belirlemede kritik bir 6zellik olan kapsiillenen molekiillerin miktariin kesin
kontroline olanak saglar. Dahas1 ferritinlerin protein kabugu farkli
fonksiyonlandirmalar i¢in hem genetik olarak hem de kimyasal olarak kolaylikla
modifiye edilebilir (Hainfeld 1992; Lin vd., 2011a). Bu 6zelliklerin hepsi Frt ve
tiirevlerinin nanotipta potansiyel uygulamalar i¢cin giiclii sistemler olarak oOne
cikmalarim1 saglamaktadirlar. Frt biiylik olasilikla hemoglobinden sonra en ¢ok
calisilan proteindir. Laufberger’in kadmiyum tuzlar ile saflastirdigi Frt 1937 den
beri arastirilmaktadir (Laufberger 1937) ve son on yilda sahip oldugu
ozelliklerden dolay1 bircok nanoteknolojicinin ilgisini gekmistir. Obakteriler,
arkebakteri, bitkiler ve hayvanlarda bulunan, fakat mayalarda bulunmayan ¢ok
yaygin bir proteindir (Arosio vd., 2009). Frt, sitozol, ¢cekirdek ve mitokondri gibi

hiicreler arasi ve hiicre i¢i boliimlerde bulunur. Ana rolleri demir depolama ve
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homeostazdir. Bu nedenle en iyi muhafaza eden molekiillerden biridir. Frt i¢ ve
dis caplart sirasiyla 8 nm ve 12 nm olan, kiiresel kafes benzeri bir yapida
kendiliginden bir araya gelen 24 alt birimden olusan, 450 kDa’lik biiyiik bir
proteindir. Okaryotlar agir (H: 21 kDa) ve hafif (L: 19 kDa) zincirler olmak iizere
kodlanan iki Frt genine sahiptirler. H-zinciri Fe(II)'nin Fe(III)’e oksidasyonundan
sorumludurlar ~ ve  ferrooksidaz  yerini  igerirken,  L-zinciri  demir
cekirdeklesmesinde rol oynar (Bellini vd., 2014). H ve L zincirleri bir 24 iiyelik
heteropolimerde beraber bir araya gelirler. H ve L zincir oran1 dokuya 6zgiin
dagilima gore degisirler (Arosio vd., 2009). Frt, toksik reaktif oksijen tiirlerinin
bir kaynagi olan Fe?’yi komplekslestirerek, oksidatif stres esnasinda Fenton
reaksiyonunun neden oldugu hasardan hiicreleri korur. Bunu Fe2+’yi ferrihidrit
kristalleri olarak depolanan zararsiz Fe3+’ya cevirerek yapar. Frt’nin protein
kafesi 4500 demir atomu kapasitesine sahiptir (Arosio vd., 2009). Bu koruyucu
hareket c¢ekirdekte demir kaynakli oksidatif hasardan DNA’nin Ozellikle
korunmasinda kritiktir (Thompson vd., 2002). Frt ATP’ye baglh bir mekanizma
ile c¢ekirdege yerlesir ve H-zincirinin  O-glikozilasyonunun ¢ekirdek
translokasyonuna dahil oldugu goriilmektedir. Fakat bir ¢ekirdek lokalizasyon
dizisine gereksinim yoktur (Thompson vd., 2002; Douglas ve Ripoll 1998). Ancak
translokasyon esnasinda ferritinin biitiin olup olmadig1 agik degildir. Bir kag yil
once Knez grubu translokasyon esnasinda biitiin olduklarimi gostererek bu konuya
151k tutmuglardir (Zhang vd., 2015). Frt’nin kuvaterner yapisi demirin protein
kafesinin i¢ine ve digma gecisine aracilik eden sekiz hidrofilik kanala sahiptir.
Protonlarin gecisine aracilik etmelerine ragmen demir degisimine dahil olmayan
alt1 hidrofobik kanal da mevcuttur (Surguladze vd., 2005). Fizyolojik ortamda
3) veya bazik (pH 10-12) oldugunda tersinir olarak pargalarma ayrilabilir. pH
ndtrale dondiiglinde ferritin monomerleri tekrar sekilsel hafizaya sahip bir tarzda
kendiliginden bir araya gelebilirler. Dahas1 Frt kafesi yiiksek sicakliklara 1sitmay1
da iceren denatiiranlara kars1 direnglidirler (>80 °C) (Kim vd., 2011; Arosio vd.,
2009; Bellini vd., 2011).

Frt’nin kanser hiicrelerini dogal hedeflemesine ragmen, ¢esitli arastirma gruplari
secici tanima ile spesifik hiicrelere dogru nanopartikiilleri yonlendirmek icin

antikorlar, peptitler ve antikor fragmentleri gibi ¢ok sayida hedefleme kismini



yerlestirerek Frt nanokafeslerin yiizeylerini modifiye etmislerdir (Falvo vd.,

2013; Lin vd., 2011b; Kang vd., 2014).

Alternatif olarak u¢ karbonda birlesmis peptidler ile Frt nanopartikiillerin tiretimi,
denedritik hiicre bazli asilarin gelistirilmesi i¢in de rapor edilmistir (Han vd.,
2014).

Frt metal nanopartikiillerin liretimi i¢in reaksiyon yeri olarak veya yar1 iletken
iiretim kalib1 olarak kullanimindan dolay:1 da son derece c¢ok ilgi ¢cekmistir. Frt
nanokafesler homojen sekilleri ve atomik kompozisyonlar: ile bosluklarinda
kimyasal reaksiyonlarm olmasmna izin verirler (He ve Marles 2015; Yamashita
vd., 2010). Frt nanokafesler demir, mangan, kobalt, krom ve nikel oksitleri gibi
metal oksitlerin biomineralizasyonu i¢in yaygin bir sekilde arastirilmiglardir
(Meldrum vd., 1992; Meldrum vd., 1995; Douglas ve Stark 2000; Okuda vd.,
2003). Farkli protokoller arasinda toplu iiretimi i¢in en basit ve en uygun metot
Yamashita vd. tarafindan gelistirilen tek kapta(one-pot) sentezdir (Yamashita vd.,
2010).

Yar1 iletkenlerin minerilizasyonundan elde edilen nanopartikiillerin floresan
ozellikleri, nanopartikiil boyutu ve sekli ile ¢ok yakindan ilgili oldugundan
nanoteknoloji bakimindan son derece ilgi c¢ekicidirler. Bu bakimdan Frt
nanokafes bosluklari, vyar1 iletken nanopartikiillerin sentezi i¢in de
kullanilmaktadir. Ancak bu prosesin temel engeli kimyasal reaksiyon sirasinda
Cd** veya Zn** ve Se*’nin yiiksek konsantrasyonunun neden oldugu iyon
agregasyonudur ve bundan dolay1r sadece birkag arastirma grubu bunlarin
gelistirilmesi ile mesgul olmaktadir (Yamashita vd., 2010; Xing vd., 2009). Bir
reaksiyon yeri olarak ferritin ile CdSe ve ZnSe’nin sentezi, yavas kimyasal
reaksiyon sistemi olarak adlandirilan yeni bir kimyasal yaklagimi dizayn eden,
Yamashita vd. (2004) tarafindan basarili bir sekilde gergeklestirilmistir
(YYamashita vd., 2004; Iwahori vd., 2005). Bu metotta iyon agregasyonu onlenir,
clinkii Cd?* veya Zn* Afrt ic boslugundaki negatif kisimlar tarafindan cekilir,
boylece agregasyon prosesi Onlenir. Bu yiizden bir Afrt’nin boslugu icindeki
minerilizasyon CdSe veya ZnSe ¢ekirdeklenmesini yavaslatir.

Yiiksek kararliliklari, biyouyumluluklari, sekil hafizali tarzda ayrisip tekrar
birlesmeleri ve yiizey modifikasyon egilimleri Frt nanopartikiilleri ilag salimi igin
ideal bir platform yapar (He ve Marles 2015). Gergektende fizyolojik kosullarda

Frt kararli 24 iyeli kafes mimariye sahipken son derece asidik veya bazik
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kosullarda kuvaterner yapisi ayrisir ve c¢ozeltinin pH’s1t nétrale dondiigiinde
yeniden birlesirler (Jaaskelainen vd., 2009). Bu 6zellik basit¢e 24 iiyeli mimarinin
ayrisip tekrar birlesmesi ile ¢ozeltide Frt bosluklarinda molekiilleri kapsiillemek
icin kullanilmistir. Cisplatin ve desferrioxamine gibi metalleri baglamaya kars1
dogal bir egilimi olan ilaglar Frt kabugunda kolaylikla yakalanirlar (Dominguez
2004). Cisplatinin kapstillenmesi ilk defa Yang vd. (2007) tarafindan rapor
edilmistir ve bu partikiillerin hiicresel alimi ve tiimor tedavisinde g¢esitli
uygulamalar1 da ¢alisilmistir (Falvo vd., 2013).

Agir atom veya kompleksler i¢in bir minerilizasyon odasi olarak Frt’nin esnekligi
ve prob molekiilleri yerlestirmek i¢in protein mimarisi veya kimyasal reaksiyon
ile modifiye Frt nanokafeslerin bulunmasi Frt’yi goriintileme i¢in de ideal
aygitlar yapmaktadir (Crich vd., 2006). Ozellikle Frt’ler manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) ve optiksel goriintiilemede ¢ok fazla uygulama bulurlar (Kang
vd., 2014). MRI yiiksek hassasiyet ve dogrulugu sayesinde tiimor goriintiilemede
giiclii bir tan1 teknigidir (Plana vd., 2012; Millet vd., 2012).

Frt nanopartikiiller boya molekiilleri ile de konjuge edilebilirler ve kanser icin
goriintiileme kilavuzlugunda cerrahide optiksel goriintiileme problar1 olarak
uygulanabilirler. Bu nanopartikiiller yaygin bir sekilde pozitron emisyon
tomografide (PET) kullanilan bir radyo izotop olan %Cw’iin kapstillenmesi ile
ayrica c¢alisilmigtir.  Bu amagla hibrit nanopartikiillerin olusumu sirasinda
ferritinlerin Cu(Il) ile etkilesiminden yararlanarak bu hibrit nanopartikiilleri S4Cu
yiiklii olarak elde etmislerdir (**CuCl, ile inkiibasyon yapilmustir)

Fototerapi uygulamalar1 altin nanopartikiillerin kanser tedavisini dogrudan
gerceklesmesini sagladigi tedavi uygulamalaridir. Bu tedavi uygulamalari, 151k ile
uyarilmasi sonucu 1s1 yoluyla hiicre zararma yol acan fototermal terapi (PTT) ve
fotoduyarlastiricilar  yardimiyla reaktif oksijen tiirlerin  (ROS) iiretimiyle
hiicrelerde apoptoza ve nekroza neden olan fotodinamik terapi (PDT) gibi farkli
sekilde gergeklesebilmektedir (Yetisgin A.A., Giiney B.C.,2017).

Fototermal terapi (PTT) metal nanopartikiillerin 151k ile uyarimi sonucu iiretilen
bolgesel 1s1 veya yiiksek ates (hipertermi) ile hiicre zararlar1 olusturan bir
tekniktir. Metal nanopartikiillerin giiglii yiizey plazmon rezonansi (SPR) sayesinde
151k ile uyarildiklarinda hizlica sicakligi arttirabilirler ve boylelikle PTT tedavileri

icin favori enerji donistiiriiclilerden olmuslar (Lu, F. Doane. Vd., 2012).



Yiizey plazmon rezonansinin neden oldugu yiiksek ates, hiicre apoptozu veya
hiicre nekrozu ile hiicre Olimlerine neden olur. Hiicre apoptozu, isinmayla
sicaklik 41°C ile 47°C arasinda degistiginde goriiliir. Lin vd. ( Pitsillides vd.,
2003) tarafindan kisa lazer atiglariyla birlikte altin nanopartikiiller kullanilarak
in-vitro olarak oldukca yiiksek hiicre zarari iiretilmesiyle kiiresel altin naopartikiil
temelli PTT ilk olarak kanitlanmistir. Onlar, deney kosullarinda her bir hiicreye
yonelik 6liimciil etki i¢in yaklasik 500 nanopartikiil gerektigini bulmuslardir. PTT
kat1 tiimorlerin tedavisi igin potansiyel bir alettir. Ozellikle zayif kan tedarigi
nedeniyle kanser dokunun normal dokuya gore termotoleransmnin daha disiik
oldugu belirtilmektedir (Dimitriou, N.M. Tsekenis vd., 2017).

Bu diisiik termotolerans nedeniyle kanser dokular hipertermiden daha fazla zarar
goriirler. Altin nanoboyutlarda {iretildiginde artirilmig ylizey plazmon rezonansi
(SPR) sergilemektedir. SPR frekanst giiclii bir sekilde altin nanopartikiiliin
geometrisine bagli olup, goriiniir bolgeden NIR’a kadar elektromanyetik

spektrumda genis bir alanda ayarlanabilir (Pattani, VV.P. vd., 2012).

Lazer/NIR Isim

Altn nanopartikiiller Altn nanopartikiiller : Olii doku
bulunan tiimér doku tarafindan 1s1 firetilmesi lsmm evre dokulara

aktanlmasi

Sekil 3.Fototermal terapinin sematik gosterimi (Muddineti, O.S. vd.,2015)

Lazer tabanli bircok tedavi ydnteminde tiimor bolgesine 1518 ulagmasi igin
endoskoplarin  ve fiber optik tibbi ekipmanlarin kullanimina ihtiyag
duyulmaktadir. Fototermal kanser terapisinde nanopartikiillerin yiizey 6zellikleri
cesitli ajanlarla kaplama yapilmak suretiyle degistirilerek nanopartikiillerin
makrofajlar tarafindan taninmasi engellenir. Bu sekilde nanopartikiillerin hedef
bdlgeye ulasilabilirligi artirilmis olur (Kreuter, 2005; Liu ve ark., 2005).

Son zamanlarda, kanser tedavisinde kotii huylu hiicrelerin fototermal terapide

kullanilan farkl sekil ve boyutlardaki altin nanoparcgaciklarin farkl tipte lazerler
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kullanilarak yok edilmesi bir¢cok arastirmaci tarafindan tercih edilen yontemler
arasinda yer almaktadir (Huang ve ark., 2007). Fototermal terapi ile zararli
biyolojik yapilarin yok edilmesine ragmen, altin yiizeyindeki kontrollii sicaklik
artiglarinin tespit edilememesi ciddi sorunlar olusturmaktadir.

Insan viicudunun kliniksel termometresi saglik hizmetleri agisindan en temel ve
basarili tekniklerden biridir. Teknolojik gelismelere ragmen, sicaklik 6lgiimlerinin
milimetre Ol¢eginin altinda kalmasi 6nemli bir sorun teskil etmektedir (Lee ve
ark.,2005; Lee ve Kotov, 2007; Jaque ve Vetrone, 2012; Vetrone ve ark., 2010;
Hsia ve ark.,2011).
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2. MATERYAL VE METOD
Tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve Ozellikleri Cizelge 1°de
verilmistir.

Cizelge 1. Kullanilan kimyasallarin 6zellikleri

Materyal Adx Kimyasal | Molekiil Erime Yogunluk
Formiilii Kiitlesi Noktasi
Bakir(IT) Kloriir | CuCl, 134,4500 g/mol | 498 °C 3,39 g/cm’
(Sigma-
Aldrich)
Sodyum asetat | C;HsNaO, | 82,0343 g/mol | 324 °C 1,53 g/cm?
(Sigma-
Aldrich)
Sodyum Silfiir | Na,S 78,0452 g/mol | 1,176 °C 1,86 g/cm?
(Merck)
Sodyum Kloriir | NaCl 58,4400 g/mol | 801 °C 2,16 g/cm?
(Sigma-
Aldrich)
Potasyum KCI 74,5513 g/mol | 770 °C 1,98 g/cm?

Kloriir (Sigma-
Aldrich)
Disodyum Na;HPO, 141,9600 g/mol | 250 °C 500 kg/m?
Fosfat (Merck)
Potasyum KH,PO, 136,0860 g/mol | 252,6 °C 2,34 g/cm?
dihidrojen
Fosfat (Merck)
Hidrojen kloriir | HCI 36,4600 g/mol | -114,2 °C 1,18g/cm?
(Sigma-
Aldrich)
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Tez galismasinda kullanilan cihazlar ve 6zellikleri Cizelge 2°de verilmistir.

Cizelge 2. Kullanilan cihazlar

Ad1 Modeli Ozellikleri
Lazer 1 Jet Lazer 1.5 Wicm®
Santrifiij Hettich 15000rpm
SEM TEMSA MIRA 3 30.kV
AFM Park System XE-100

Yapilan tez c¢alismasinda ilk olarak kullanilacak olan ¢o6zeltiler hazirland:.

Kullanilan bu ¢6zeltiler ise Cizelge 3’de belirtilmistir.

Cizelge 3. Kullanilan c¢ozeltiler ve miktarlar:

Hazirlanan Cozeltiler ve Cozelti

Reaksiyon icin kullamilan cozelti

Miktarlan miktarlan
Apoferritin 100 mL 0,5 mL
Bakur(IT) Kloriir (25mM 50mL) 0,25mL
Sodyum Siilfiir (25mM 25mL) 0,25mL

PBS (250 mL)

2.1.PBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

PBS tamponu biyolojik uygulamalarda canli organizmadaki pH kosullarini
sagladigi i¢in kullanild:.

PBS tampon ¢ozeltisi i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlart:

NaCl: 2,0 g/L

KCI: 0,05 g/L

Na;HPO,: 0,36 g/L

KH,PO4: 0,06 g/L

250 mL PBS tampon ¢ozeltisi hazirlamak icin, yukaridaki bilesikleri igeren
beherin ilizerine yaklagik 240 mL ultra saf su eklendi. Daha sonra manyetik
karistiricida ¢oziiniinceye kadar karistirildi. pH =7,4 olana kadar 2M HCI ile titre
edildi. Daha sonra balon jojeye almarak 250 mL’ye
denemelerde kullanilmak tizere +4°C buzdolabinda saklandi (URL 1).

tamamland1 ve
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2.2.Afrt-CuS Nanopartikiillerinin Sentezi

Afrt(apoferritin)  nanopartikiiller ~ticari olarak satmn alindi.  Afrt-CuS
nanopartikiillerini sentezlemek igin oncelikle 0.25 mL CuCl,(25 mM) ¢ozeltisi
0.5 mL 1 mg/mL olan Afrt ¢ozeltisine eklendi. Ekleme islemi eppendorf
icerisinde gergeklestirildi ve karigim 20 dakika siddetli bir sekilde karistirildi.
Karisgim 20 dakika daha oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra karigim 10
kDa’lik filtreden (Amicon-Ultra 10 kDa) santrifiij cihazinda 10000 rpm’de 2
dakika cevirilerek siiziildii. Kalint1 daha sonra % 0,1°lik sodyum asetat ¢ozeltisi
kullanilarak yikandi. Filtre i¢inde kalan kisim ters g¢evrilerek baska bir ependorfa
santrifiij yardimi (10000 rpm’de 2 dakika) ile alindi. Stizme sonunda elde edilen

bu numuneye 0.25 mL 0.25 mM taze hazirlanmis Na,S ¢ozeltisi ilave edildi ve

600C’de 25 dakika karistirildi. Reaksiyonu durdurmak igin karisimi igeren
ependorf tiip buz banyosunda bekletildi. Bu sckilde sentezlenen Afrt-CuS

nanopartikiiller daha sonra kullanilmak iizere +4 °C’de buzdolabinda saklandu.

Sekil 4. Sentezlenen Afrt-CusS nanopartikiiller

2.3.Afrt-CuS Nanopartikiillerin PTT Ozelliklerinin belirlenmesi

Afrt-CuS nanopartikiillerin PTT 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla farkli
derigimlerde Afrt-CuS nanopartikiilleri igeren PBS tampon ¢ozeltiler ependorf
tiiplerde hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin derisimleri sonu¢ kismindaki Sekil 17-20’de
verilmistir. Daha sonra Sekil 5’te verilen diizenek kuruldu. Buna gore ependorfta
bulunan ¢ozeltiler 15 cm mesafedeki 808 nm dalga boylul.5W/cm? giigteki lazere
maruz birakildilar ve 30s araliklarla 25 cm uzakliktaki termal kamera ile

fotograflanarak sicakliklar1 belirlendi.
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Sekil 5.Termal kamera ve lazer 1s1nin numuneye olan mesafeleri
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2.4. Karakterizasyon Yontemleri

Mikroskopik teknikler optik, elektron ve taramali prob mikroskobu ydntemlerini
icerir. Nanopartikiillerin gorsellestirilmesi/karakterizasyonu i¢in en popiiler
teknikler elektron ve taramali prob mikroskoplaridir. Bu teknige bagl olarak,
nanometre ve daha alt araliktaki c¢oziiniirliikler elde edilebilir. Atomik kuvvet
mikroskopisi (AFM), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve gegirimli elektron
mikroskopisi (TEM) kullanilarak nanopartikiiller sadece gorsellestirilemez, ayni
zamanda agregasyon, dagilma, emilim, boyut, yap1 ve sekil durumu gibi 6zellikler
de gozlemlenebilir. TEM’de, bir goriintii elde etmek i¢in elektronlar bir numune
boyunca iletilir dolayisiyla numunenin ¢ok ince olmasi gerekir. SEM’de daginik
elektronlar1 gorintilemek igcin numune araylizde bulunur. Atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) kullanilarak nanopartikiilleri tamamen sivi  halde
goriintiilemek miimkiindiir. Bu tez ¢alismasinda kullanilacak olan karakterizasyon

yontemleri AFM ve SEM’dir.

2.4.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Afrt-CuS nanopartikiilleri goriintiileri TESCAN MIRA 3 taramali elektron
mikroskobu ile alinmustir. Afrt-CuS gibi proteinlerin gozle goriillemeyen
yapilarini elektron mikroskobuyla tayin etmek miimkiindiir. Elektron mikroskobu
ile 50000 defa biyitilen goriintiilerde Afrt-CuS nanopartikiilleri goézle
goriilebilir hale getirildi. SEM analizi ile numunede, tane boyutu, kaplama
kalmhgi, partikiil-tane dagilimi ve homojenligi belirlenebilir. Odaklanmis
elektronlar numunenin yiizeyini tarar, tarama sonucunda olusan sinyaller
dedektorler vasitasiyla tutulur. Yiiksek voltaj altinda hizlandirilmig elektronlar bir
numune tiizerine gonderilirse, elektronlar ile numune atomlar1 arasinda cesitli
etkilesimler olur ve numuneden degisik enerjide elektronlar, X-ismnlar1 ve bazi
numunelerden 1s1n  ¢ikar. Bu etkilesimlerden yararlanilarak numunenin
incelenmesi taramali elektron mikroskobu ¢alisma prensibini olusturur. (Ozkan,

T.O.,Yoriicti, H., 1986.)
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Sekil 6. TESCAN MIRA3 SEM cihazi

Incelenecek olan Afrt-CuS nanopartikiilleri iletken numune tastyicisina konuldu
ve iletkenligi saglamak igin yiizeyi altin ile kaplandi. Numune daha sonra SEM
tinitesine yerlestirildi. Bu sistem belli bir vakum altinda ¢alistig1 igin sistemin belli
bir vakum degerine gelmesi beklenildi. Afrt-CuS nanopartikiillerin gorildigi

yerlerden fotograf ¢ekimi yapildi.

2.4.2 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Park System XE 100 model AFM cihazi ile Afrt-CuS nanopartikiillerin topografi
goriintiileri alimmistir. AFM problu analiz yontemlerinden biri olup atomlar arasi
cekim kuvveti prensibiyle calismaktadir. 1986 yilinda Binning, Quate ve Gerber
tarafindan IBM arastirma laboratuarlarinda (Ziirih) gelistirilip 1989 yilinda ticari
anlamda piyasaya siiriilmiistiir. Nano boyutta goriintiileme, 6lgme ve malzeme
isleme konusunda gelismis araglardandir. AFM’nin analiz almasia yardimc1 olan
ug, yiizeye yaklastirilarak temas kurulur. Yiizey karakterizasyonunda var olan
yiikselti veya ¢ukurlarda z yoniinde hareket eden piezo-elektrik diizenek analiz
yaparken, analiz alinacak alanin ‘x’ ve ‘y’ yoniinde hareket eder ve zeminde yer
degistirilerek analiz alinir. Topografi, faz farki, malzeme sertligi vb. konularda
bilgi veren goriintiileme modlarina gére temas modu (contact mode) ve temassiz
mod (non-contact mode) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Bunun disinda nano—
mekanik 6zelliklerinin analizlerini yapmay1 saglayan indentasyon (indentation)

modu olarak ¢esitli tiirlerde analiz yapilmaktadir. (Kog, M.M.,2017)
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Sekil 7.Kullanilan AFM’nin goriintiisii (Park System XE 100)

2.4.3 Termal Kamera

Termal kamera, goriintilleme yontemi olarak gozle goriilmeyen infrared enerjiyi
esas alan ve goriintiiniin genel yapisini infrared enerjisine gore olusmus renkler ve

sekillerin belirlendigi goriintiileme sistemidir.

Termal kamera tarafindan ¢ekilen goriintiilerde sicak bdlgeler acik renk, soguk
bolgeler ise koyu renk ile gosterilir. En soguk bolgeyi mavi, en sicak bolgeyi ise
kirmizi gosterir. Ortamim sicakligina goére maviden sariya da kirmizi renk

kullanarak geger.

Tiim nesneler -273°C (0°K) iizerinde termal enerji yaymaktadir. Bu da nesnelerde
sicakliga bagl olarak degismektedir. Gozlimiiziin goremedigi kizilotesi aralikta
termal enerji yayilir. Bu aralik kirmizi 151k ve mikrodalga 1sinlar1 arasindadir. Bu
kameralar normal bakinca goriilmeyen fakat ciddi sonuglar dogurabilecek

problemleri net olarak gorebilmeyi saglar.(URL 2)

Bu g¢alismada termal kamera kullanma nedeni ise sentezledigimiz Afrt-CuS
nanopartikiillerin PBS tamponu igerisinde hazirlanan farkli derisimlerdeki
¢ozeltilerine, 808nm dalga boyundaki 1,5W/cm?lik giice sahip lazere belirli
periyotlarla maruz birakilmalar1 sonucu meydana gelen sicaklik degisimlerini

belirlemeketir. Bu ¢calismada Testo IRSoft termal kamera kullanilmustir.
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Sekil 8. Testo IRSoft termal kamera
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3.SONUC

Bu caligmada, toksik olmayan, kanser hiicrelerini dogal olarak hedefleyebilme
ozelligine sahip ve Frt’nin demineralizasyonundan elde edilen Afrt nanokafesler
kullanilmistir. Oncelikle Afrt nanokafeslerin i¢ bosluklarinda ultra kiiciik boyutlu
bakir(Il) siilfir (CuS) nanopartikiiller olusturularak Afrt-CuS nanokafesler

sentezlenmistir.

Daha sonra sentezlenen bu Afrt-CusS nanopartikiillerin 808 nm (1.5 W/cm? ) lazer
1s1¢1ina maruz kaldiklarinda CuS nanopartikiiller vasitasi ile 1sinarak gosterdigi
fototermal etkileri incelenerek optimize edilmistir.

Yiizey karakterizasyonlar1 ve kuvvet spektroskopi Ol¢ctimleri AFM cihazi ile
gerceklestirilirken, nanopartikiillerin ~ karakterizasyonlar1 SEM  kullanilarak

gergeklestirilmistir.

3.1. Cus-Apoferritin Nanopartikiiliin Sentezi ve Karakterizasyonu

Afrt-CusS nanopartikiiliiniin sentez kismi1 materyal metod kisminda anlatildig1 gibi
yapildi. Bu galismada sentezlemek istedigimiz Afrt-CuS nanopartikiillerin sekli
sematik olarak Sekil 9°da gosterilmistir. Asagidaki sekilde de goriildiigii gibi bu
calismada istenilen durum disaridan tedarik edilen apoferritinin i¢ boslugunda
CuS nanopartikiillerinin sentezlenmesidir. Yapilan sentez sonunda elde edilen
nanopartikiillerin yapismin sematik olarak gosterdigimiz gibi oldugu AFM ve
SEM goriintiilerinden anlasildig1 gibi, bu lazer ile muamele deneylerinde de
desteklenmistir. Yine tezin amacinda da belirtildigi tizere Afrt-CuS
nanopartikiillerin fototermal terapi etkisinin anlasilmasi amaciyla 808nm dalga
boyuna sahip (1,5W/cm?) olan lazer ismi ile muamele edildiginde, siireye ve
konsantrasyona bagl olarak Afrt-CuS nanopartikiillerini iceren PBS tampon

cozeltilerinin sicaklik degisimleri termal kamera araciligiyla incelenmistir.

e e S%

o i on S

Sekil 9.Sentezlenen Afrt-CuS Nanopartikiillerin sematik gosterimi
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3.2 SEM Cihaz ile Gériintiileme Sonuclarn

Sentezlenen nanopartikiillerin ortalama nanopartikiil boyutu ve boy dagilimi
taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM) (MIRA3
TESCAN) ile tayin edilmistir. Bu amagla 0.1 mL partikiil dispersiyonu, 6rnek
diski iizerine konularak, vakum ortammda 50°C’ta kurutulmustur. Partikiiller
vakum altinda yaklagik 150 Angstrom kalinliginda altin ile kaplanmistir.
Goriintiiler x1500 - x4000 - x15000 biiyiitme ile SEM cihazinda fotograflanmustir.
Goriintiiler i¢inden x1500 biiyiitme olan SEM fotograflarinin degerlendirilmesi ile
sayica ortalama partikiil boyutu ve boy dagilimi i¢in bagil standart sapma (relative

standard deviation, RSD %) degeri belirlenmistir.

MIRA3 TESCAN

SEMMAG:300kx VDVel:TEBright,TEDal;kr Do Performance in nanospace

Sekil 10. Afrt-CuS nanopartikiillerin SEM goriintiisii (300kx)
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SEM HV: 30.0 kV WD: 2.80 mm MIRAZ TESCAN
View field: 0.415 pm BI: 10.00
SEM MAG: 500 kx Det: TE Bright, TE Dark Performance in nanospace

Sekil 11. Afrt-CuS nanopartikiillerin SEM goriintiisii (500kx)

Sentezlenen Afrt-CuS nanopartikiillerinin elektron mikroskobu goriintiileri
alimmugtr. Sekil 10 ve Sekil 11°deki Afrt-CuS nanopartikiillerin bulut goriintiisii
Afrt protein kabuktan ileri gelirken, koyu noktaciklar ise nanoboyutlu CuS
¢ekirdeklerdir. Bu goriintiiler Afrt-CuS nanopartikiillerin ~ kabuk-gekirdek

yapisinin olusturuldugunu desteklemektedir.
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MIRA3 TESCAN

SEM HV: 30.0 kV WD: 2.80 mm
View field: 0.208 pm Bl: 10.00
SEM MAG: 1000 kx Det: TE Bright, TE Dark

e In nanospace

Sekil 12. Afrt-CuS nanopartikiillerin ortalama boyutlari

Sekil 12’de CuS nanopartikiillerin yigin olarak olustugu ve ortalama yigin
boyutlarinin 6.295nm oldugu hesaplanmistir. Bu nanopartikiillerin homojen ve
yaklagik olarak esit biiyiikliige sahip oldugu gorilmektedir. Ayrica bu
nanopartikiillerin boyutlar1 da ortalama i¢ bosluk c¢aplart 8 nm olan Afrt protein

temelli nanoyapilarin i¢ bosluklarinda olustuklarini desteklemektedir.
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3.3 AFM ile Goriintiileme Sonuglar

Sekil 13. Yiizey optik goriintiisii

Sekil 13’de goriilen Afrt-CuS nanopartikiiller, sentezlendikten sonra 1/10

oraninda ultra saf su ile seyreltildi. Adi cam iizerine mikro pipet yardimiyla

damlatildi ve 30°C’de etiivde kurutuldu.
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Sekil 14. Afrt-CusS yiizey goriintiisii

Sekil 14’de Afrt-CuS nanopartikiillerin 20x20pu alanda alinan yiizey goriintiisii
verilmistir. Afrt-CuS partikiillerin yiizeyin bazi1 yerlerinde homojen olarak

dagildigi, bazi yerlerinde de yigin olarak toplandigi goriilmiistiir. (Kiigiikoflaz,

M.,2018)
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Sekil 16. Afrt-CusS nanopartikiillerin 3D yiizey goriintiisii

Sekil 15°de Afrt-CuS nanopartikiillerin  20x20u alanda

goriintiisic verilmistir. Sekil 15°de Afrt proteinin ve CuS nanopartikiiliiniin
cekirdek - kabuk yapisini olusturdugu gdésterilmistir. Ayn1 zamanda daire i¢inde

gosterilen alana 1x1p Olgeklendirilerek Sekil 16°da Afrt-CuS 3D yiizey

goriintiisii elde edilmistir (Kii¢iikoflaz M. vd., 2018).
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3.4 Termal Kamera ile Goriintiileme Sonuglari

Farkli konsantrasyonlarda, PBS tamponu igerisinde hazirlanan Afrt-CuS
nanopartikiillerin ve kontrol amagli PBS tampon ¢dzeltisinin 808 nm (1,5 W/cm?)
lazer 15101 ile muamele edilmesi sonucu bu ¢ozeltilerde meydana gelen fototermal
etkiler degerlendirildi. Sekil17-20’de Afrt-CuS nanopartikiil konsantrasyonlarina
ve slireye bagli olarak sicaklik degisimlerinin termal kamera ile izlenmesi ile elde
edilen goriintiller verilmistir. Farkli Afrt-CuS nanopartikiillerin PBS tampon
¢ozeltileri i¢in (0, 2.75, 5.50, 8.25, 11.00 mg/mL), sicaklik degerlerinde
konsantrasyon ve siireye bagli olarak onemli artislarin oldugu belirlenmistir.
Ozellikle Afrt-CuS nanopartikiilleri icermeyen PBS tampon ¢ozeltisi ile
kiyaslandiginda bu artisin bir hayli fazla oldugu goriilmiistiir.

Maksimum konsantrasyondaki Afrt-CuS nanopartikiiller i¢in (11.00 mg/mL) son
sicaklik 102,1°C olarak olgiilmiistiir ki bu sicakhik artis1 sadece PBS tampon
¢ozeltisinin son sicakligi olan 40,9°C ile karsilastirildiginda ciddi bir farkin
oldugu asikardir. Bu fark ise Afrt-CuS nanopartikiillerden kaynaklanmaktadir.
Yine en diisiikk konsantrasyonda Afrt-CuS nanopartikiilleri (2.75 mg/mL) igeren
¢ozeltiye baktigimizda da son sicakligm 84,9°C oldugunu gdrmekteyiz ki bu
deger de goreceli olarak diisiik konsantrasyonlarda bile bu nanopartikiillerin ciddi

fototermal etkilerinin oldugunu gostermektedir.
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SURE(s)/
KONSANTRASYON

200p1 PBS

2,75 mg/mLAfrt-CuS

5,50 mg/mLAfrt-CuS

8,25 mg/mLAfrt-CuS

11,00mg/mL  Afrt-
CusS

Sekil 17. Farkli konsantrasyondaki Afrt-CuS nanopartikiilleri iceren PBS tampon
cozeltilerin 0-30-60-90 saniyelerde ki sicaklik degisimi (Tiim ¢ozeltilerin
toplam hacmi 200 pL)
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SURE(s)/ 120 150 180 210
KONSANTRASYON

200p1 PBS

2,75 mg/mL Afrt-CuS

5,50 mg/mL Afrt-CuS

8,25 mg/mL Afrt-CuS

11,00 mg/mL  Afrt-
CusS

Sekil 18. Farkli konsantrasyonlaardaki Afrt-CuS nanopartikiilleri igeren PBS
tampon ¢ozeltilerin 120-150-180-210 saniyelerde ki sicaklik degisimi (Tim
¢oOzeltilerin toplam hacmi 200 pL).
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SURE(s)/ 240 270 300 330
KONSANTRASYON

200p1 PBS

2,75 mg/mL Afrt-CuS

5,50 mg/mL Afrt-CuS

8,25 mg/mL Afrt-CuS

11,00 mg/mL  Afrt-
CusS

Sekil 19. Farkli konsantrasyonlardaki Afrt-CuS nanopartikiilleri igeren PBS
tampon ¢6zeltilerin 240-270-300-330 saniyelerdeki sicaklik degisimi (Tim
¢Ozeltilerin toplam hacmi 200 pL ).



SURE(s)/ 360 390 420 450
KONSANTRASYON

200p1 PBS

2,75 mg/mL Afrt-CuS

550 mg/mL Afrt-
CusS

8,25 mg/mL Afrt-CuS

11,00 mg/mL  Afrt-
CusS

Sekil 20. Farkli konsantrasyondaki Afrt-CuS nanopartikiilleri iceren PBS tampon
¢oOzeltilerin360-390-420-450 saniyelerde ki sicaklik degisimi (Tiim ¢ozeltilerin
toplam hacmi 200 pL.)

Olgiimler 450 saniyede bitirilmistir, bunun temel nedeni PBS tamponunun
kaynama sicakligma ulasilmis olmasi (102. °C) ve bundan sonra sicakligm hemen

hemen sabit kalmasidir.
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Cizelge 4.808 nm (1.5 W/cm2) lazer 1s1g1na maruz kalan farkl
konsantrasyonlardaki Afrt-CuS nanopartikiillerin
sicakliklarinin siire ile degisimi

120,00

100,00

80,00 —4—200 pl PBS

== 2,75 mg/ml Afrt-CuS

60,00
=>=8,25 mg/ml Afrt-CuS

Sicaklik (°C)

=== 11,00 mg/ml Afrt-CuS

40,00
5,50 mg/ml Afrt-CuS

20,00

0,00 T T )

0 200 400 600
Zaman (s)

Yine 808 nm (1.5 W/cm?) lazer 1s13ina maruz kalan farkli konsantrasyonlardaki
Afrt-CuS nanopartikiillerin sicakliklarinin siire ile degisimine ait Cizelge 4’¢
baktigimizda da sadece PBS tamponu igeren ¢ozelti ile diger ¢ozeltilerin sicaklik
farklar1 agikca goriilmektedir.

Bu sonuglara gore Afrt-CuS nanopartikiillerin merkezinde bulanan ultra kiigiik
boyutlu CuS nanopartikiillerin 808 nm lazer 15181 absorplayarak ismmmadan
sorumlu oldugunu soyleyebiliriz. Burada Afrt protein kafesin temel gorevi bu
nanopartikiilleri kapstlliiyerek onlar1 korumak ve bodylece viicut i¢in daha az
toksik hale getirerek bu CuS nanopartikiilleri viicudun istenilen bolgelerine
tasimaktir. Ayrica protein yapili Afrt nanopartikiillerin yiizeylerinde bulunan
cesitli amino  asitlerin  fonksiyonel gruplarindan  dolayi,  Afrt-CuS
nanopartikiillerin ¢ok ¢esitli fonksiyonlandirmalara son derece elverisli oldugunu
da soyleyebiliriz. Kendiliginden tiimorlii bolgelerde birikebilme 6zelligine sahip
Afrt, kabuk yapismin yani sira bu nanopartikiillerin kanserin gesitli tiirlerinde
afinitesi yiiksek biyolojik bilesikler ile fonksiyonladirilabilmesi de bu
nanopartikiillerin hedefe yonelik olarak calisilmasmi son derece -elverisli
kilacaktir. Biz bu ¢aliyma ile sentezledigimiz Afrt-CuS nanopartikiillerin
fototermal 6zelliklerini optimize ederek daha ileri ¢aligmalarimiz i¢in son derece

degerli bilgiler edinmis olduk.
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Sonug olarak basarili bir sekilde sentezlenip karakterize edilen ve fototermal
Ozellikleri optimize edilen bu nanopartikiillerin daha ileriki ¢alismalarda
fonksiyonlandirilarak, fototermal Ozellikleri ile birlikte, in-vitro ve in-vivo
caligmalar1 dahil, ¢ok ¢esitli ¢alismalarda kullanilabilecegi disiiniilmektedir.

Laboratuvarimizda da bu yonde ¢aligmalar devam etmektedir.
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