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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KADMIYUM SULFUR (CdS) KUANTUM NOKTALARININ BiYOSENTEZI,
YAPISAL KARAKTERIZASYONU VE TOKSISITESININ ARASTIRILMASI

Atefeh VARMAZYARI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dal1
Nanomalzeme Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ozlem BARIS

Bu tez ¢alismasinda Viridibacillus arenosi K64 izolati kullanilarak CdS kuantum nokta
partikiillerinin ¢evre dostu, ekonomik, giivenilir ve kontrollii liretimi saglayan biyosentez
yontemi ile Uretilmesi arastirilmistir. Bu bakterinin sec¢ilmesinde 6zel tampon ¢ozelti
icerisinde yapilan denemelerde yiiksek dozlarda dahi canliligmi 3 giine kadar
stirdiirebilmesidir. Stok kiiltiirlerden alinan ¢ok sayida izolat ile yapilan 6n denemelerde
biyosentez islemleri i¢in canliligin 6nemi disiiniilerek yapilan denemeler sonucunda aktif
izolat ile ¢alismalar devam edilmistir. Bu sayede hem bakterinin optimum faaliyet
gosterebilecegi ideal bir ortam hazirlanmistir hem de partikiil olusumu i¢in en ideal
bakteri ve ortam belirlenmistir. Dogru bakteri ve ortamin belirlenmesi i¢in ¢esitli 6n
denemeler yapilmis ve kismi optimizasyon ¢aligmalari tamamlanmistir. Floresan nitelikli
partikiil olusup olusmadigr mikroskop ile incelenmesi kontrol amacgli yapilmistir.
Sentezlenen nanopartikiillerin optik 6zellikleri i¢in UV-VIS-NIR spektrofotometresi ve
spektroflorometrik analizi, yapisal analiz i¢in DLS-zetasizer, enerji dispersif X-iginlar
(EDS), X-151n1 fotoelektron spekroskopisi (XPS) ve X 1sinlari difraksiyonu (XRD) 6l¢iim
teknikleri; morfolojik 6zellikleri i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM), gegirimli
elektron mikroskopu (TEM) 6l¢tim teknikleri kullanilmistir. Calismamizda tiretilen CdS
kuantum noktalarin canli sistemlerdeki toksik etkisinin arastirilmasi igin in vitro ve in
vivo modeller kullanilmistir. Sonug¢ olarak floresan 6zelliklere sahip, 4-18 nm
boyutlarinda hegzagonal kristal modelinde ideal CdS kuantum noktalar biyosentez ile
tiretilmistir. Elde edilen kuantum nokta nitelikli nanopartikiiliin toksikolojik 6zellikleri
tic farkli hiicre hattinda (Beyincik No6ron, Korteks Noron, Olfaktori Noron)
degerlendirilmis ve 1 ng/ml dozunda kullanilabilir oldugu belirlenmistir. Patolojik
incelemeler sonunda hiicre isaretleme ve ila¢ tasima islemlerinde kullanilabilir nitelikte
oldugu yoniinde degerlendirmeler yapilmistir.

2018, 114 sayfa

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, CdS, Biyosentez, Kuantum Nokta, Toksisite



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

THE STUDY OF THE BIOSYNTHESIS OF CADMIUM SULPHIDE QUANTUM
DOTS AND ITS STRUCTURAL CHARACTERIZATION AND TOXICITY

Atefeh VARMAZYARI

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Nanoscience and Nanoengineering
Science of Nanomaterials

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem BARIS

In present study the production of CdS quantum dot particles was investigated by using
biosynthesis method which provides environmentally friendly, economical, reliable and
controlled production with using Viridibacillus Arenosi K64 isolate. With this bacterium
selected it is possible that this bacterium can survive for up to 3 days even in high doses
in experiments with special buffer solutions, can last up to 3 days. Preliminary
experiments with a large number of isolates from stock cultures have continued to work
with active isolates as a result of experiments conducted with consideration for the
viability of biosynthesis processes. In this way, an ideal environment in which the
bacterium can optimally operate has been prepared and the ideal bacteria and environment
for particle formation have been determined. Several preliminary experiments have been
carried out to determine the correct bacteria and environment and partial optimization
studies have been completed. Inspection with fluorescent microscope for the formation
of fluorescent particles was done for control purposes. UV-VIS-NIR spectrophotometer
and spectrofluorometric analysis for the optical properties of synthesized nanoparticles,
DLS-zetasizer for structural analysis, energy dispersive X-ray (EDS), X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS) and X-ray diffraction (XRD) measurement techniques;
scanning electron microscopy (SEM), transmission electron microscope (TEM)
measurement techniques were used for their morphological characteristics. In vitro and
in vivo models were used to investigate the toxic effect of CdS quantum dots produced
in our study in living systems. As a result, ideal CdS quantum dots were produced by
biosynthesis in the hexagonal crystal model of 4-18 nm with fluorescence properties. The
toxicological properties of the obtained quantum dot nanoparticle were evaluated in three
different cell lines (Cerebellar Neurons, Cortex Neurons, Olfactory Neurons) and were
found to be usable at 1 ng /ml. At the end of pathological examinations, cell marking and
drug transport procedures were evaluated to be useful.

2018, 114 pages
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, genis anlamda nanometre biyiikliglindeki maddenin olaganiistii
Ozelliklerini kullanarak, insan yasamim iyilestirecek yeni malzemelerin ve araglarin
gelistirilmesini ifade eder. Nanoteknoloji fizik, kimya, biyoloji, malzeme bilimi, tip ve
mithendisligin bircok alaninin ortak katilimiyla ortaya ¢ikan disiplinler arasi bir alandir
(Zhang 2011; Rai and Ingle 2012). Nanoteknoloji kavramiin dogusunun, Amerikali
fizik¢i Richard Feynman’in 1959 yilinda Amerikan Fizik Topluluguna yapmis oldugu
tnli “There's Plenty of Room at the Bottom" ("Asagida Daha Cok Yer Var")
konusmasiyla basladigi kabul edilmektedir. Feynman bu konusmasinda, atomlardan ve
molekiillerden baslayarak yeni 6zelliklere sahip olan yapilarin hazirlanabilecegini ve bu
yapilardan yararlanilarak, yeni kullanilabilir {iriinlerin gelistirilebilecegini belirtmistir.
Ayrica gerekli yapilarin hazirlanmasi sirasinda, makro diinyada yercekimi gibi baskin
olan kuvvetlerin, atomlardan ve molekiillerden hazirlanmis ¢ok kii¢iik yapilarin islenmesi
sirasinda yiizey gerilimi, Van der Waals ve dipol-dipol gibi zayif etkilesimlerin daha
o6nemli olacagini vurgulamistir (Feynman 1992; Erkog 2008).

Nanoteknoloji, son yillarda, en kapsamli ¢aligsmalarin yapildig1 alanlardan biri haline
gelmistir. Elektronik, saglik, tekstil, boya sanayi, kozmetik, muhabere, bilgisayar, enerji
ve g¢evre gibi hemen hemen her alanda adi duyulan nanoteknoloji heniiz baslangic
evresindedir.  Nanoteknoloji  caligmalarinda  oligoniikleotidler, peptit-proteinler,
mikroorganizmalar ve hiicreler kullanilarak yeni nanoyapilar ve malzemeler
hazirlanmakta, biyolojik siirecler gozlemlenerek, genetik miihendisligi, proteomiks ve

tipta kullanilabilecek yeni materiyaller hazirlanmaktadir (Berk ve Akkurt 2016).

Nanoteknoloji, gelisen bu uygulamalarda diger bilimlere gore 6zellikle biyoloji i¢in daha
fazla onem tasimaktadir. Cilinkii bircok biyolojik yap1 zaten orijinal olarak nanometre
biiyiikliigiindedir. Dolayisiyla bu kapsamda ifade etmek gerekirse, canliligin nanometre
boyutlarinda nano-diinya igerisinde devam ettigini soyleyebiliriz. Ornegin canliligin
temelini olusturan proteinler, karbonhidratlar ve lipitler islevleri de g6z Oniinde

bulunduruldugunda, nanometre boyutundaki biyolojik yapilarin en onemli temsilleri



olarak karsimiza ¢ikar. Nano boyuttaki bu islevsel yapilarin bir araya gelmesiyle olusan
makromolekiiller ise daha yiiksek fonksiyonel organizasyonlar meydana getirmektedir.
Fakat ayn1 yapiya sahip olan molekiiller, ¢esitli molekiiler organizasyonlar olusturur ve
bu organizasyonlar da farkli 6zellikler gosterir. Bu baglamda, doganin termodinamik
nedenlerden dolay1 bir araya gelmeye zorladig1 yapilarin disinda, yeni 6zelliklere sahip
organizasyonlar hazirlamak da miimkiin olmustur. Boylece degisik 06zellikleri,
insanoglunun siirekli kars1 karsiya oldugu bir¢ok sorunun ¢oziilmesinde daha etkili bir
sekilde kullanilabilecektir. Canliligin temel unsuru olan hiicrenin ¢alisma potansiyeline
bakildiginda, hiicrenin nanoteknoloji kapsamina tam olarak uydugu goriiliir. Birgcok
nanomakinanin kollektif olarak bir harmoni igerisinde ¢alistig1 bir nanoteknoloji merkezi

olarak dustintlebilir.

Tek bir boyutu 1-100 nm olan pargaciklar, nanomalzeme olarak tanimlanmaktadir.
Malzemelerin yapilarinin nano boyutta kontroliiniin saglanmasi, bilim ve teknolojide bir
devrim yaratmistir (Ozdemir 2009; Valizadeh et al. 2012). Nanomalzemeler daha az
maliyetle daha ¢ok iiretim yapilabilmesine olanak tanimaktadir. Ozellikle enerji
kaynaklarindan tasarruf saglamaktadir ve enerji maliyetinde diisiise neden olmaktadir.
Uretim siirecini kisitlayarak zaman ve maliyetten tasarruf sagladig: gibi daha kaliteli iiriin
ve bu nedenle daha kaliteli, saglikli ve giivenli yasam olanaklar1 sunmaktadir (Erat vd
2010). Nanomalzemelerin bu avantajlar1 nedenile bulk materyallerden tamamen farkli,
yeni ve daha iistiin fiziksel, kimyasal, manyetik ve optik 6zelliklere sahip olmasindan
kaynaklanir. Nanodlgcegin parcacik oOzelliklerine etki etmesinin temelde iki nedeni
bulunmaktadir; yiizey alaninin artis1 ve kuantum etki. Boyut kiiciildiikkge malzemenin
yiizey alani artar, boylece dis ylizeyde bulunan atom sayist da artar. Tiim maddeler
atomlarin sahip oldugu degerlik elektronu denilen dis yoriinge elektronlar: araciligiyla
etkilesime girdigi i¢in ylizeyde artan atom sayis1 dogrudan maddenin yeni etkilesimler,
yani baglar kurmasina neden olur. Bu elektron hareketleri de malzemenin yeni
ozelliklerini belirler (Sobolev 2005).

Teknolojileri gelistirmemize nanopartikiiller (NPs), hastaliklarin ve enerji bagimlilig

gibi insanligin ¢oziilmemis pek cok konusunu ele alinmistir. Nanoteknoloji bilimde



onemli bir etkiye sahiptir ve ikisi birden diizeyleri, 6rnegin bulk malzemeler ve atomik
veya molekiiler yapilardir. Nanomalzemelerin benzersiz 6zellikleri, optoelektronik gibi
cesitli uygulamalarda (Colvin et al. 1994), kataliz (Hoffman et al. 1992), tek elektronlu
transistorler (Weller 1998), manyetik (Shi et al. 1996) ve biyomedikal cihazlar (Dagani
2002). Nanoteknoloji aragtirmalariin kilit alani, nanomalzemeleri {iretmek i¢in kontrol

edilebilir ve giivenilir yontemlerin gelistirilmesi ile ilgilidir.

Nanobilimin en o6nemli malzemesi nanopartikiillerdir. Nanopartikiiller organik ve
inorganik malzemeler olmak {izere iki ana baslikta siniflandirilmaktadir. Karbon
nanopartikiiller organik nanopartikiillerdir. Manyetik nanopartikiiller, metal
nanopartikiiller (platinyum, altin ve giimiis) ve yari iletken nanopartikiiller (titanyum
dioksit ve c¢inko oksit) inorganik nanopartikiiller olarak siniflandirilmaktadir

(Asmathunisha and Kathiresan 2013).

Kuantum noktalar (KN = Quantum Dots = QDs) diinyanin en pahali yiiksek teknoloji
tirtinlerinden biri olan, cep telefonundan kanser tan1 sistemlerine kadar giinliik yasamda
kullandigimiz pek ¢ok iiriinde kullanilmaktadir (Valizadeh et al. 2012; Galan 2013; Yang
et al. 2015; Berk ve Akkurt 2016). Biitiin bunlarin yaninda nanoteknolojinin uygulama
alanlar olarak diisiinlilen bazi1 alanlar da bulunmaktadir. Nanodlgekte elektronik devre
elemanlar ile daha kiigiikk, daha hizli, daha az enerji harcayan bilgisayarlar, mikro
Olgekteki uzay araglarinda kullanilabilecek nanodlgekte aletler, nanoelektronik ile
desteklenen ucgus sistemleri, bilgisayar ve elektronik alanindaki muhtemel uygulamalara
ornek olarak verilebilir. Ilaglarin viicutta sadece gerekli oldugu bolgede kullanimini
saglayan sistemler, tehlikeli hastaliklar1 haber veren algilayicilar ise tip alaninda
diistiniilen muhtemel uygulamalardir (Medina et al. 2007; Erkog 2008; Berk ve Akkurt
2016). Yakin Kizilotesi Bolgesinde Isiyan Kuantum Noktaciklart (YKBIKN)

biyoteknoloji ve enerji uygulamalar1 i¢in son zamanlarda biiyiik 6nem kazanmaktadir.

Kuantum noktalar1, proteinler, oligoniikleotidler ve siRNA (small interfering RNA) gibi
spesifik ilaglarin 6zellikle merkezi sinir sistemindeki hedeflenmis kanser hiicrelerine

niifuz etmesini saglayan liiminesan kristaller olarak bilinmekte ve bu nedenle biyolojik



goriintiileme i¢in kullanilmaktadir. Ancak, kuantum noktalarin toksisite sorunlari,

insanlara tibbi uygulamada biiyiik bir engel teskil etmektedir (Dikpati et al. 2012).

Kuantum noktalar1 suda ¢oziiniir hale getirme ve biyomolekiillere hedefleme yetenegi,
hiicresel etiketleme, deeptid goriintiileme, test etiketleme ve verimli floresan rezonans

enerji transfer donorleri olarak bilinmektedir (Medintz et al. 2005).

Mahendra et al. (2008), kuantum noktalarin orta asidik ve alkalin kosullara maruz
kaldiginda yiizey kaplamalarinin bozunmasini, kuantum noktanin bozunmasi ve toksik
cekirdek bilesenlerin salinmasi belirlenmistir. Sonuglar kuantum noktalarin, nétr pH’da
cesitli uygulamalarda gilivenli bir sekilde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Zehirli
inorganik bilesenlerin, insan viicudundaki asidik veya alkalin kosullar altinda havaya
cikarilmasi sirasinda serbest birakilmasi veya cevre kisa vadeli toksisite testleri ile tahmin

edilmesi zor olabilecek istenmeyen zararlara neden olabilir.

Son yillarda neticesinde niikleer tip alaninda goriintiileme ve terapi amagli bazi
radyoizotop isaretli Kuantum noktalar hazirlanmaktadir. Kuantum noktalar1 2-8
nanometre boyutlarinda yari iletken malzemeden hazirlanan yapilar olup, biiytikliikleri
ve boyutlartyla floresan yayma 6zellikleri degisen nanopartikiiller olarak bilinmektedir.
Bu yarn iletken nanokristaller, floresan yayan diger molekiiller ile karsilastirildiginda
floresan yayma ozelliklerinin degistirilebilmesi, daha iyi 1s1ma parlakligi verebilmesi,
foto bozunmaya dayanikli olmasi ve multipleks goriintiileme amaciyla kullanilabilir
olmast bakimindan daha istiindiirler. Kuantum noktalarinin kullanimiyla daha iyi
hiicresel ve biyomedikal goriintiileme yapmanin da miimkiin olacagi diisiiniilmektedir.
Aslinda kuantum noktalarmin dstiin 6zellikleri, kuantum biyiikliik sinirlamasindan
(quantum size confinement) kaynaklanmaktadir. Bu 6zellik ilk defa 1982’de Ekimov ve

Onushchenko tarafindan gozlenmistir.

Elektron enerji bantlari, kuantum noktalarinin enerji seviyelerinin siirekliden ziyade
kesikli olmasi nedeniyle, bir veya birka¢ atomun Kuantum noktalarmma eklenip

cikarilmasiyla kolayca etkilenebilir. Kuantum noktalarinin degistirilmesi de ayni etkiyi



olusturmaktadir. Boylece kuantum noktasinin biiyiikliigliniin degistirilmesiyle sogurma
ve yayma Ozelligi de kolayca degistirilebilir. Kuantum noktalarinin biiyiikliiklerine bagl
olarak floresan yayma Ozelliklerinin degisimi goriilmektedir. Kuantum noktalari
bliylidiikce yayilan elektromanyetik radyasyonun dalga boyu kirmiziya kaymaktadir.
Boylece ihtiyaca bagli olarak istenilen dalga boyunda soguran ve 151k yayan kuantum
noktalar1 hazirlanabilmektedir. Kuantum noktalarinin diger bir 6zelligi ise lazere maruz
kalmalar1 durumunda uzun siire bozunmamalar1 ve floresan 6zelliklerini korumalaridir.
Tim bu oOzelliklerle birlikte kuantum noktalarinin floresan goriintiileme amaciyla
kullaniminin  miimkiin olmasi, suda ¢0ziinen formlarinin sentezlenmesi ve
biyomolekiillere baglanmasi ancak 1998’de miimkiin olmustur (Bruchez et al. 1998). Bu
ilk ¢aligmalardan sonra devam eden ¢ok yogun ¢alismalar neticesinde kuantum noktalari,
once suda ¢oziiniirliikklerini arttirmak icin suda c¢oOziinebilen bir polimerle kaplanmis
(Pellegrino 2004) daha sonra da iizerine kiigiik proteinler (Hanaki 2003), peptitler
(Akerman 2002), niikleik asitler (Mahtab 1995), karbohidratlar (Osaki 2004), polimerler
(Akerman 2002) ve kiiciik molekiiller (Lingerfelt 2003) baglanmistir. Bdylece
biyomolekiillerin baglanmis oldugu kuantum noktalar1 kullanilarak, hiicre ylizeyindeki
algilayicilarin gergek zamanl goriintiilenmesi (Dahan 2003) ve hayvanlar iizerinde timor

tanis1 yapilabilmektedir (Gao 2004).

Kuantum noktalarimin biyolojik uygulamalarda kullanilabilmesi i¢in suda ¢6ziiniir
olmasinin énemi daha 6nce de vurgulanmistir fakat birgok kuantum noktasinin sentezi
hidrofobik c¢oziiclilerde yapilmaktadir. Ayrica kuantum noktalarinin  biyolojik
uygulamalarda kullanilabilmeleri i¢in uzun siire su igerisinde kararli kalabilmeleri,
yiizeylerinde biyolojik molekiillerin baglanabilecegi ulasilabilir fonksiyonel gruplar
bulundurmalari, canli sistemlerle biyo-uygunluk igerisinde olmalar1 ve bagisiklik
sisteminde sorunlar olusturmamalari son olarak da yapilan islevsizlestirmeden sonra
kuantum noktasinin 6zelliklerinde herhangi bir degisikligin olusmamasi gerekmektedir.
Boylece uygun yapiya sahip hale gelen kuantum noktalar1 hiicrelerde ya da cesitli
biyolojik o6rneklerde kullanilma imkanma olmaktadir. Hiicre i¢i faaliyetlerin
gozlemlenebilmesi i¢in de kuantum noktalarinin 6ncelikle hiicre igerisine gonderilmesi

gerekmektedir. Kuantum noktalarini kontrollii bir sekilde hiicre igerisine gondermek ise



ayr1 bir itina isteyen noktadir. Bu nedenle bu nanoparcaciklar: hiicre i¢ine gondermede
birgok strateji bulunmaktadir ve yeni stratejiler gelistirmek i¢in de ¢aligmalar hizla devam

etmektedir.

Nanotipin 6nemli beklentilerinden birisi de birgok islevi ayn1 anda yerine getirebilecek
molekiiler yapilarmn olusturulabilmesidir. Ornegin gériintiileme ve hedefleme gibi iki
onemli fonksiyonu yerine getirebilen yapilarin hazirlanmasi bir¢ok hastaligin hem
tedavisinde hem de teshisinde kullanilabilecektir. Son yapilan calismalardan birinde
hedeflenecek ilacin hapsedildigi bir immuno-lipozom’a, kanserli hiicreleri hedefleyen
reseptorler ve kuantum noktalar1 baglanarak olusturulmus yap1 goriinmektedir.
Olusturulan bu yap1 hem ila¢ hedefleme hem de goriintiilleme amaciyla kullanilabilmigtir
(Weng 2008). Kisaca anti-kanser ilact olan doxorubicin 6nce immiinolipozom igerisine
hapsedilmistir daha sonra ¢ekirdek/kabuk kuantum noktasi ve kanserli hiicreyi
hedefleyen bir molekiiler yap:1 (anti- HER2/ErbB2 single chain Fv fragment), bir ara
molekiil yardimiyla (poli etilen glikol) bu lipozoma baglanmaktadir. Ilag ve gen
hedeflenmesi de son yillarda iizerinde ¢alisilan 6nemli konulardan biridir. Dolayisiyla
nanoteknolojik iiriinlerin ila¢ ve gen hedeflenmesinde kullanimlar1 da son yillarda ¢ok
giincel olan konular haline gelmistir. la¢ hedeflemesi uzun yillardir iizerinde durulan bir
konu oldugu i¢in ¢esitli detayli arastirmalar sonucunda giinliik hayatimiza kadar giren
riinlerin olugsmasini saglamistir. Bu konuya yeni ve/veya alternatif bir bakis agisi
kazandirmak ve yeni gelismelere zemin olusturmak {izere nanoteknolojik yapilar ¢ok kisa
bir slirede bu uygulamada da kendini gostermeye baslamistir. Bu amagla en ¢ok tercih
edilen nanoparcaciklar arasinda kuantum noktalar, karbon nanotiiplerin ve altin

nanoparcaciklarin ila¢ hedeflenmesinde kullanimlar1 bilinmektedir.

Gen hedeflenmesini gerektiren durumlardan bazilari, organizmada islevini yerine
getiremeyen, yetersiz kalan genlerin veya gereksiz/zararli gen ifadelerinden dolayi olusan
bircok genetik hastaligin bulunmasi oldugu i¢in bu etkilere sahip birtakim genlerin
susturulmasi gerekebilir. Bu amagla gelistirilen siRNA teknolojisi son yillarda {izerine
birgok aragtirmanin yapildig bir konu olup, genlerin susturulmasinda kullanilmak {izere

her gecen giin ¢alismalarin biraz daha yogunlastigi bir alan olmustur. Fakat siRNA



teknolojisinin dniinde bazi engeller bulunmaktadir ki bunlar; siRNA’nin hiicre icerisine
gonderilmesi, tastyicidan saliverilmesi, endozomal kagislar ve birgok hiicresel molekiiler
islemler ile etkilesmesidir (Yezhelyev 2008). Fakat umut vaat edici bazi ¢alismalarin
oldugu da bilinmektedir. Ornegin yapilan bir ¢alismada siRNA transferi ve hiicresel
goriintiileme birlestirilmistir. Kuantum noktasi -COOH ve —NR2 gruplarina sahip
molekiiler yap1 ile kaplanmis ve boylece yiizey yiikii ayarlanabilir bir 6zellik kazanmastir.
Yiizey yapisinda bulunan {i¢iinciil amin yapi ise, siRNA’nin baglanmasi i¢in pozitif yiiki
saglamakta ve ayrica sagladigi pozitif yiik nedeniyle kuantum noktasi-SIRNA

kompleksinin hiicre igerisine girmesini kolaylastirmaktadir.

Gelistirilen nanopargaciklar arasinda kuantum noktalarinin {istiin floresan yayma
ozellikleri, kanserli dokularin ve tiimorlerin tespitinde kullanimlarini ideal yapmaktadir.
Daha once de bahsedildigi iizere kuantum noktalar1 floresan 151k yayan molekiiller ile
karsilastirildiklarinda hem daha dayanikli hem de daha fazla verimle 1s1ma
yapabilmektedirler. Bu nedenle daha hassas tani uygulamalarinda olduk¢a dnemli yere
sahip olacaklardir. Daha 6nce belirtildigi lizere kuantum noktalariin kullanilmasindaki
en onemli engel toksik o6zellikler tagimalaridir. Bu nedenle son yapilan ¢alismalarda
toksik etkilerinin giderilmesi iizerinde calismalar yogunlasmaya baslamistir. Yiizey
ozelliklerinin gesitli yontemler ile islevsellestirilmesi miimkiin olmussa da kullanima
sunulmasinda ¢ekinceler hala devam etmektedir. Bu nedenle biyolojik sentez yontemleri

uygulanmakta ve bu deneme galismalar1 simdilik hayvan deneyleri ile sinirli kalmaktadir.

Kuantum noktalar diger nanopartikiiller de fiziksel ve kimyasal sentez yontemleri oldugu
gibi biyolojik sentez yontemi ile elde edilebilir. Nanobilim ve nanoteknoloji, atom ve
molekiilleri degistirip isleyerek onlarin istenilen diizene getirilmesini ifade eder. Bu
durumda insanoglunun atom ve molekiilleri isleyecek yollar1 bulmasi gerekmektedir. Bu
amagcla da iki yaklasim kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi “yukaridan asagiya” (top-
down) yaklasimidir ki, insanoglu var oldugundan beri bu yontemi kullanmaktadir; yani
yontarak, keserek ve kaliba dokerek yeni malzeme ve araglar olusturmaktadir. Ikincisi
ise, nanoteknoloji kavraminin ortaya ¢ikmasiyla on plana ¢ikan “asagidan yukariya”

(bottom-up) yaklagimidir ki bu yaklagim; yeni malzemelerin ve araglarin atom atom veya



molekiil molekiil olusturulmasinda kullanilmistir ve “kendiliginden diizenlenme” olgekte

adlandirilir denilir (Nagajyothi and Lee 2011; Berk ve Akkurt 2016).

Kimyasal ve fiziksel sentez, kuantum nokta nanopartikiillerin sentezi i¢in en ¢ok
kullanilan yontemlerden biridir, kontrollii reaksiyon kosullar altinda sivi ve gaz fazinda
gerceklesir. Ancak, cevresel sorunlarin artmasi ve fiziksel ve kimyasal sentezin olumsuz
etkileri nedeniyle ¢ogu arastirmacilar tarafindan nanopartikiil sentezi i¢in biyolojik
yontem gelistirilmesine ihtiya¢ duymaktadir. (Rai et al. 2008). Bu toksik kimyasallarin
kullanimi, biyomedikal uygulamalarini sinirlanmaktadir. Bu nedenle kuantum noktalarin
sentezi i¢in toksik olmayan ve ¢evre dostu bir yontem gelistirilmesi son derece onemlidir.
Bu sorunun iistesinden gelmenin bir yolu, mikroorganizmalar kullanarak bu partikiillerin

biyolojik sentezinin yapilmasidir.

Uretilen malzemelerin biyouyumlu olmas1 i¢in yapilan arastirmalarda sentez
yontemlerinin gelistirilmesidir. Onemli olmai nedeni ile arastirmalar biyolojik
sentez/biyosentez yontemini deneyerek cesitli canlilarin iizerinde yapilan calismalar
sonucu mikroorganizmalarin oldukca kullamsli oldugu anlasilmistir. Istenilen
malzemenin iretiminde nano boyutta olmasiyla, biyouyumlu, biyobozunan, toksisitesi
az, cevre dostu olan malzemelerin iiretilmesi hedeflenmektedir. Bu amagla nanopartikiil
liretimi sonucu ortaya ¢ikan malzemeler de ticari olarak deger kazanmaktadir (Akmayan
2015).

Biyosentetik partikiil tireticileri olarak bitkilerin, bitki ekstraktlarinin (Geethalakshmi and
Sarada 2010; Song el al. 2010) bakterileri (Husseiny et al. 2007; Shahverdi et al. 2007,
2009) ve insan hiicrelerinin (Anshup et al. 2005) kullanildigina da literatiirde bilgi
bulunmaktadir. Mikroorganizmalar ile partikiil sentezi de bir hayli yaygindir (Jeffryes et
al. 2015), funguslar (Parikh et al. 2008; Gajbhiye et al. 2009), aktinomisetler (Ahmad et
al. 2003; Golinska et al. 2014), likenler (Shahi and Patra 2003) ve algler (Singaravelu et
al. 2007; Chakraborty et al. 2009). S-layer bakteriler, diatomlar ve magnetotaktik
bakteriler gibi dahil olmak iizere pek ¢ok mikroorganizmanin, nanopartikiilleri

sentezleme yetenegine sahip olduklari bulunmustur (Kumar and Yadav 2009; Satyavathi



et al. 2010). Bir¢ok agidan avantajlara sahip olan biyosentez yontemi ¢ok ¢esitli canli

sistemlerini iiretici kaynagi olarak kullanmaktadir (Mohanpuria et al. 2008).

Hiicresel sistemler ile yapilan sentezler hiicre i¢i (intacellular) ve hiicre dis1 (extracellular)
sentez olmak tizere genel olarak iki kategoriye ayrilmaktadir (Mallikarjuna et al. 2011).
Hiicre i¢i sentez, hiicrelerde bulunan bazi 6zel iyon tagima sistemlerini kullanarak tiretim
yapmaktadir. Bunun yaninda hiicrelerin sahip oldugu metabolik aktiviteler, hiicre disinda
nanopartikiil ¢okmesine neden olur. Hiicre dis1 sentez ile bu sekilde iiretim yapilmasi
hiicrenin bulundugu ortamda metal iyonlarinin bulunmasi gereklidir. Boylece 6zellikle
mikroorganizmalar tarafindan salinan indirgeyici ajanlar ile ortamda bulman metal

iyonlart indirgenmekte ve partikiil ekstraseliiler yolla sekillendirilmektedir.

Hiicre ici sentez ilk etapta boyut dagiliminin ve sekil kontroliiniin saglanmasi noktasinda
avantajli goriinse de partikiillerin saflastirilmasi konusunda maliyeti ve is yliikiinii
artirmaktadir (Zhang et al. 2011). Hiicre dis1 sentezde, hiicre tarafindan salinan rediiktaz
enzimleri, ortama ilave edilen iyonlar1 kullanarak redoks reaksiyonu sonucunda
nanopartikiilleri olusturur. Ekstraseliiler sentez partikiillerin karaliligini artirmak i¢in

protein vb. ile modifikasyonu es zamanli yaptig1 i¢in daha etkileyicidir.

Mikroskop ile goriilebilecek boyuttaki prokaryotik (genetik materyal sitoplazmada) ve
okaryotik (genetik materyal zar ile cevrili ¢ekirdekte) tiim canlilar mikroorganizma
sinifina dahildir. Tek hiicreli organizmalar ister prokaryot olsun ister dkaryot, temel
ithtiyaclarimi gorebilecek sistemlere (proteinler, enzimler, ribozomlar vs.) sahiptirler. Bu
sekilde hem hayati ihtiyaclarimi karsilarlar hem de ¢evresel sartlara uyum saglar, sartlar

zorlastiginda ise hayatta kalmanin bir yolunu ararlar.

Mikroorganizmalardan kiif, maya, alg, diatomlar ve bakteriler nanopartikiil sentezinde
kullanilmaktadir.  Ozellikle —bakterilerden  biyosentez amaciyla  faydalanmak
manipiilasyonlarin ¢ok daha kolay olmasi bunun yaninda kiiltiire alinmasindaki basitlik
ve partikiillerin kolay bir sekilde elde edilmesi agisindan literatiirde kullanimlar1 olduk¢a

yaygindir. Bakteriler ucuz iiretim ve kolay saflagtirma siireci nedeniyle nanomateryal
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sentezinde en sik kullanilan mikroorganizmalardir (Vaseeharan et al. 2010; Thakkar et
al. 2011; Rajesh et al. 2012; Renugadevi and Aswini 2012; Zhang et al. 2011).

Bu calisma ile 6nemli bir kuantum nokta olan kadmiyum siilfiir (CdS), biyolojik yontem
ile sentezlenmistir. Floresan 6zelligi olan kadmiyum siilfiir kuantum noktalar birden fazla
alanda kullanilmaktadir. Bu kullanimlar i¢in 1iyi karakterize edilmis olmasi
gerekmektedir. Bu ama¢ i¢in elde edilen partikiiller Spektrofotometrik,
Spektroflorometrik, Zetasizer, TEM, SEM, EDX, XRD ve XPS yontemleri kullanilarak
nanokarakterizasyon islemleri yapilmistir. Karakterizasyon islemlerinden sonra hiicre
goriintliileme ve ilag taginimi gibi islemlerde kullanilabilecek boyut ve nitelikte oldugu

belirlenen malzemenin bazi se¢ici toksisite testleri yapilmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Nanobilim, Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, nano ve teknoloji kelimelerinin bir araya gelmesiyle olusmus son yillarda
hizla gelisen yeni bir bilim dalidir. Nano kelimesi, eski Yunanca’da “ciice” anlamina
gelmektedir (Keiper 2003; Devon et al. 2007). Teknoloji kelimesi ise Yunanca tekhné
(el isi veya sanat) ve logia (herhangi bir alandaki c¢alisma) kelimelerinin birlikte
kullanilmastyla olusmustur (Kutucu 2010). “nm” taniminda ise insanoglunun ge¢misten
bu yana standart bir uzunluk 6l¢ii birimi olarak kullandig1 metreye dayandirilarak yapilan
tanimlar1 karsimiza ¢ikar. Boylece geleneksel olarak metreyle karsilastirilarak ifade
edilen en yaygin “nm” tanimi; ‘1 metrenin milyarda (1,000,000,000) biri olan dl¢i
birimi” olarak ifade edilebilir (1 nm=10°m). Bu biiyiikliigiin daha iyi anlasilabilmesi igin
Sekil 2.1’de dogal olarak mevcut olan ve insan yapimi bir¢ok malzemenin
biiyiikliiklerinin karsilastirilmasi verilmistir. Nanoteknoloji de bu baglamda “¢ok kiiciik
maddelerin teknolojisi” olmaktadir (Buzea et al. 2007).

| nanopartikiiller
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Sekil 2.1. Mikro ve nanometre biiyiikliikteki yapilarin karsilagtirilmasi (Singh 2015)

Nanoteknoloji, genis anlamda maddenin nanometre biiyiikliigiindeki olaganiistii

ozelliklerini kullanarak, insan yasamini iyilestirecek yeni malzemelerin ve araglarin
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gelistirilmesini ifade eder. Nanoteknoloji ise fizik, kimya, biyoloji, malzeme bilimi, tip
ve miihendisligin bir¢ok alaninin ortak katilimiyla ortaya ¢ikan disiplinler arasi bir
alandir. Nanobiyoteknoloji kavrami olduk¢a genis bir alam1 kapsamasina ragmen
hedeflerinden bazilar1 sdyle siralanabilir; nanoteknoloji yardimiyla oligoniikleotidlerin,
peptit-proteinlerin, mikroorganizmalarin ve hiicrelerin kullanimiyla yeni nanoyapilarin
ve malzemelerin hazirlanmasi, biyolojik siireclerin gézlemlenmesi, tip ve biyolojide

kullanilabilecek yeni araglarin hazirlanmasidir.

Pek ¢ok alana hizmet eden nanoteknoloji 6zellikle temel ve uygulamali bir bilim olarak
biyoloji i¢in biiyiik 6nem arzu etmektedir. Ciinkii birgok biyolojik yap1 zaten orijinal
olarak nanometre biiyiikliigiinde mevcuttur. Dolayisiyla bu kapsamda ifade etmek
gerekirse, canlilifin nanometre biiyiikliiglinde nano-diinya icerisinde devam ettigini
sdyleyebiliriz. Ornegin canliligin temelini olusturan proteinler, karbonhidratlar ve lipitler
islevleri de g6z oniinde bulunduruldugunda, nanometre boyutundaki biyolojik yapilarin
en 6nemli temsilleri olarak karsimiza ¢ikar. Nano boyuttaki bu islevsel yapilarin bir araya
gelmesiyle olusan makromolekiiller ise daha yiiksek fonksiyonel organizasyonlar
meydana getirmektedir. Fakat ayn1 yapiya sahip olan molekiiller, ¢esitli organizasyonlar
olusturur ve bu organizasyonlar da farkli 6zellikler gosterir. Bu baglamda, doganin
termodinamik nedenlerden dolay1 bir araya gelmeye zorladig1 yapilarin disinda, suni
olarak hazirlanmis yeni oOzelliklere sahip organizasyonlar hazirlamak da miimkiin
olmustur. Boylece hazirlanan bu suni yapilarin degisik 6zellikleri, insanoglunun stirekli
kars1 karsiya oldugu bircok sorunun ¢oziilmesinde daha etkili bir sekilde

kullanilabilmektedir.

2.2. Nanomalzemeler

Malzemenin nanometre boyutundaki olaganiistii 6zellikleri ile canliligin yiiriidiigii boyut
birlikte ele alindiginda insanoglunun hem kesfetmesi gereken yeni yapilar ve
malzemelerin oldugu hem de hazirlayabilecegi {istiin 6zelliklere sahip araglarin

bulundugunu varsaymak abart1 olmayacaktir.
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Canliligin temel unsuru olan hiicrenin ¢aligma potansiyeline bakildiginda, hiicrenin
nanoteknoloji kapsamina tam olarak uydugu goriliir. Boylece, hiicrenin bir¢ok
nanomakinanin kollektif olarak harmoni igerisinde c¢alistig1 bir nanoteknoloji merkezi

oldugu diistintilebilir.

Bir malzeme en azindan bir boyutu sinirlandirildiginda benzersiz 6zellikler kazaniyorsa
nanomalzeme olarak adlandirilmaktadir (Isik 2010). Nanomalzeme, 1 ile 100 nm
arasindaki boyutlarinda bulunan metal, seramik, organik molekiiler topluluk, polimerik
veya kompozit malzemelere verilen genel bir isimdir. Nanomalzemeleri geleneksel
malzemelerden ayiran en Onemli parametre, partikiil yapilarinin biyiikligidiir.
Geleneksel malzemelerin caplart mikrondan milimetreye kadar uzanan bir seviyede
olurken, nanomalzemelerin ¢aplar1 1-100 nanometre arasinda degismektedir (Lee 2008;

Akcay 2011).

Nanomalzemeler daha az maliyetle daha ¢ok iiretim yapilabilmesine olanak tanimaktadir.
Enerji kaynaklarindan tasarruf saglar ve enerji maliyetinde diisiise neden olur. Uretim
stirecini kisitlar boylece zaman ve maliyetten tasarruf, daha kaliteli {iriin ve dolayisiyla
daha Kkaliteli, saglikli ve giivenli yasam olanaklar1 sunar. Nanomalzemelerin bu
avantajlar1, bulk materyallerden tamamen farkli, yeni ve daha iistiin fiziksel, kimyasal,
manyetik ve optik 6zelliklere sahip olmasindan kaynaklanir. Nanodlgegin pargacik
ozelliklerine etki etmesinin temelde iki nedeni bulunmaktadir; ylizey alaninin artis1 ve
kuantum etki. Boyut kiiciildiikge malzemenin yiizey alani artar, boylece dis yiizeyde
bulunan atom sayis1 da artar. Tiim maddeler atomlarin sahip oldugu degerlik elektronu
denilen dis yoriinge elektronlar1 araciliiyla etkilesime girdigi icin ylizeyde artan atom
sayis1 dogrudan maddenin yeni etkilesimler, yani baglar kurmasini saglar (Sobolev 2005).

Bu elektron hareketleri de malzemenin yeni 6zelliklerini belirler.



14

2.2.1. Nanomalzemelerin boyutlar:

Nanomalzemelerin morfolojisi ya da sekilleri toksisiteleri {izerine 6nemli bir rol
oynadiginda bu boyut sayilarina dayali siniflandirma kullanisli olmaktadir (Cizelge 2.1)
(Buzea et al. 2007).

Cizelge 2.1. Kuantum siirlama ve malzeme boyutu arasindaki iligki

Yapi Kuantum Simirlama Serbest Boyut
Bulk 0 3D
Kuantum well / stiperlattis 1 2D
Kuantum teller 2 1D
Kuantum noktalar/ Nanokristaller 3 0D

Nanomalzemelerden kuantum noktalar ve bir¢ok nanopartikiil yapilari 3 boyutta kuantum
sinirlama etkisinde oldugu i¢in sifir boyutlu (0D) materyallerdir. Bunun yaninda tiip ve

teller tek boyutlu olarak siniflandirilir (Lee 2008).

Bir boyutlu (1D) nanomateryaller: Nanometre Ol¢egindeki bir boyutlu (1D)

malzemeler genel olarak ince filmler veya ylizey kaplamalardir.

iki boyutlu (2D) nanomateryaller: iki boyutlu (2D) nanomateryaller nano Slgekte iki
boyuta sahiptir. Bunlar, kii¢iik partikiilleri siizme ve ayirma islemlerinde kullanilan nano
gozenekli filtreleri veya bir alt tabakaya saglam bir sekilde baglanan nanoyapilar ile iki

boyutlu nanoyapili filmleri igerir.

Uc boyutlu (3D) nanomateryaller: Her ii¢ boyutta biiyiikliikleri nanometrik skalada

verilmis malzemeler {i¢ boyutlu (3D) olarak kabul edilir.

Kuantum smirlama nedeniyle maddelerin kuvvet etkilesimleri, elektron iliskileri, band-

gap enerjileri vb. tiim atomik etkilesimleri bulk materyale gore farkli davraniglar
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sergilemektedir. Bu sekilde kazandiklar1 yeni ozellikleri ile nanomalzemeler saglik,
tekstil, otomobil sanayi, boya sanayi, insaat ve elektronige kadar uzanan yeni ve ¢esitli
kullanim alanlarinda kendilerine yer bulabilmislerdir. Nanotiip, nanotel, nanogubuk,
nanokiire, topak, nanolif, ¢ok tabakali filmler, grafen, lipozomlar ve dendrimerler,

nanokristaller ve kuantum noktalar baslica nanoyap1 6rnekleridir (Isik 2010).

2.3. Nanopartikiiller

Atomik ve molekiiler uzunluk 6lgiisiinde en azindan bir boyutu siirlandirilmis olan
parcgaciklara nanopartikiiller adi1 verilir. Nanopartikiiller amorf veya kristal forma sahip
olabilir ve yiizeyleri sivi damlaciklar ya da gazlar igin tasiyici olarak islev gorebilir. Bir
dereceye kadar nanopartikiiller, genis ylizey alani ve kuantum boyut etkileri gibi farkli
ozelliklerinden dolay1 kati, sivi, gaz ve plazma durumlarina ilaveten maddenin farkli bir

durumu olarak diisiiniilebilir (Buzea et al. 2007).

Nanopartikiillerin olagan dis1 fizikokimyasal 6zellikleri (ylizey yapisi, yiizey reaktivitesi,
yiizey gruplari ve kaplamalari, ¢éziiniirliik, yiizey morfolojisi, adsorblanan kimyasallarin
etkisi, sekil ve topaklanmasi) 100 nanometreden kiigiik olmas1 kaydiyla Kabul edilmistir
(Habeeb 2013; Hulkoti and Taranath 2014).

Altin, giimiis, platin, alliminyum, ¢inko, karbon, titanyum, paladyum, demir ve bakir gibi
metal nanopartikiiller, son zamanlarda muazzam bir 6nem kazanmistir (Hulkoti and

Taranath 2014; Liu et al. 2017).

Nanopartikiiller son zamanlarda yiiksek derecede patojenik mikroorganizmalar igin
antimikrobiyal olarak ve ila¢ dagitimi gibi biyomedikal arastirma ve uygulamalari i¢in

tip alaninda kullanilmaktadir (Habeeb 2013).
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2.3.1. Metal nanopartikiiller

Altin, glimiis ve bakir gibi metal nanopartikiillerdir; altin, bir soy metaldir ve aslinda
higbir element ile reaksiyona girmedigi bilinir. Ancak nanoboyutlarda altin reaktiftir. Bu
gelismelerle birlikte altin ve giimiis nanopartikiillerlar, glinlimiizde nanobiyoteknoloji
alaninda olduk¢a 6nemli bir yer edinmis ve pratik olarak bir¢ok uygulamada kullanilmak
tizere degisik yontemlerle sentezlenmeye baslamistir (West 2003). Her malzeme gibi

metaller de 151k ile etkilesime girmektedir.

2.3.2. Karbon nanetiipler

Tek katli/duvarli KNT’ler TKKNT’ler, bir grafen tabakasinin yuvarlanarak, genis
kenarlarindan birbirlerine baglanmasiyla olusan yapilar olarak tarif edilebilir. Karbonun
allotroplari olan elmas, fulleren, grafit ve Karbon nanotiiplerin KNT {in yapilari ise grafit
tabakasimin katlanarak TKKNT olusturmasi1 ve bunun taramali tiinelleme mikroskopu
goriintlisii gortilmektedir. Coklu katli/duvarli KNT CKKNT’ler, TKKNT’lerin i¢ ice
gecmis hali olarak diisiintilebilir (Saito 1999).

2.3.3. Manyetik nanopartikiiller

Manyetik nanopartikiilllar isminden de anlasilacagi iizere, manyetik 6zellik gosteren ve
manyetik alanda degistirilerek ayarlanmasiyla elde edilebilen nanopartikiillerdir. Genel
olarak demir, nikel ve kobalt gibi manyetik 6zelligi olan elementlerden ve bu elementlerin
bilesiklerinden olusurlar. Genel olarak da 1-100 nm biyiikligiindeki nanopartikiiller
super manyetik ozellikler gostermektedir. Manyetik nanopartikiiller bu yeni 6zellikleri ile
katalizor olarak kullanilabilecegi gibi, niikleer manyetik rezonans (NMR) goriintiilemede,
biyotipta, veri depolamada ve ¢evre Kirleticilerinin  temizlenmesinde de
kullanilabilmektedir (Mornet 2006).
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2.3.4. Kuantum noktalari

Kuantum noktalar1 (QDs-KN) nanometre boyutlarinda yar1 iletken malzemeden
hazirlanan yapilar olup, biiyiikliikleri ve boyutlariyla floresan yayma 6zellikleri degisen
nanoparcaciklardir. Bu yar iletken nanokristaller, floresan yayan diger molekiiller ile
karsilastirildiginda floresan yayma oOzelliklerinin degistirilebilmesi, daha iyi 1s1ma
parlaklig1 verebilmesi, foto bozunmaya dayanikli olmasi ve multipleks goriintiileme
amaciyla kullanilabilir olmas1 bakimindan daha {istiindiirler. Kuantum noktalarinin
kullanimiyla daha iyi hiicresel ve biyomedikal goriintileme yapmanin da miimkiin
olacagi diigiiniilmektedir. Aslinda Kuantum noktalarinin iistiin 6zellikleri, kuantum
biiyiikliikk sinirlamasindan (quantum size confinement) kaynaklanmaktadir (Carver

2006).

Kuantum noktalarmin biiyiiklikleri ve yapilarim1 olusturan yar1 iletkenlerin
kompozisyonu degistirilerek farkli dalga boylarinda yayilim yapmalar1 saglanabilir.
Kiitle halindeki yari iletkenlerin elektronlar1 birgok enerji seviyesinde bulunur ve bu
enerji seviyeleri birbirine ¢ok yakindir. Bazi enerji seviyeleri ise elektronlarin
ulasamayacag1 seviyede olur; yasaklanmis olan bu bolgeler de “bant aralig1” (band gap)
olarak adlandirilir. Bant araliginin altinda elektronlar bulunduran bant ise “degerlik
band1” olarak adlandirilir. Elektronlarin ¢ogu degerlik bandinda bulunur ve kiitle
halindeki yari iletkenin degerlik bandindaki elektronlarin bant aralifini gegmek icin
yeterli enerjisi yoktur. Isik, voltaj veya 1s1 gibi bir uyaricinin digaridan uygulanmasi ile
elektronlarin bir boliimii yasak bolge olan bant araliimi asarak “iletkenlik bandi”
(conduction band) olarak adlandirilan banda geger. Elektronlarin iletkenlik bandina
gecerken geride biraktiklar yerlere “delik™ (hole) ismi verilir ve bu geg¢is ile biraktiklar
degerlikte pozitif yiik birakirlar. Bir iist banda ylikselen elektronlarin degerlik bandinda
birakmis oldugu pozitif yiik ¢ifti ise “exciton” olarak adlandirilir. Digsaridan uyarilma ile
iletkenlik bandina yiikseltilen elektronlar degerlik bandina donerken, enerji seviyeleri
arasindaki farka bagli olarak elektromanyetik radyasyon (1s1k) yayar ve bu enerji yar1
iletkene gore degisir. Elektronlar, iletkenlik bandmin en diisiik enerji seviyesinden

degerlik bandinin en yiiksek enerji seviyesine diisme egilimindedir ve bu nedenle bantlar
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arasindaki enerji de her bir yar1 iletken i¢in belirlidir. Sekil 2.2°de kuantum noktalarinin
temeli olan kuantum sinirlamasmin ve biiyiikliige bagli 6zelliklerinin degisimi

gorilmektedir.

Kuantum noktalar1 kiitle halindeki yari iletkenlerle karsilastirildiginda; kiitle halindeki
yart iletkenlerin kristallerindeki “Bohr Yarigapt Uyarim1” olarak adlandirilan uyarimlar
arasindaki fiziksel mesafe, kuantum noktalarindakinden ¢ok daha fazladir ve uyarimlarin
dogal siirlarinda kalmaktadir. Yari iletken kristallerin boyutlar kiigiildiikge malzemenin
Bohr yaricapr uyarimu siirekli elektron enerji seviyelerinden ayrilip, kesikli (discrete)
enerji seviyeleri arasinda belirli ve kiiciik ayrisima baslar. Bu enerji seviyelerindeki
ayrisma ‘“kuantum hapsi” olarak adlandirilir. Bu sartlar atinda malzeme, kiitle haline gore
¢ok farkli sogurma ve yayma 6zelligine sahiptir ve neticede “kuantum noktasi” olarak

adlandirilir.

Elektron enerji bantlari, kuantum noktalarinin enerji seviyelerinin siirekliden ziyade
kesikli olmasi nedeniyle, bir veya birkag atomun kuantum noktalarina eklenip
cikarilmasiyla kolayca etkilenebilir. Kuantum noktalarinin degistirilmesi de ayni etkiyi
olusturmaktadir. Boylece kuantum noktasinin biiyiikliigliniin degistirilmesiyle sogurma
ve yayma Ozelligi de kolayca degistirilebilir. Sekil 2.3’da, kuantum noktalarinin

biiyiikliiklerine bagli olarak floresan yayma 6zelliklerinin degisimi goriilmektedir.

Kuantum noktalar1 biiyiidiilkge yayilan elektromanyetik radyasyonun dalga boyu
kirmiziya kaymaktadir. Boylece ihtiyaca bagli olarak istenilen dalga boyunda soguran ve

151k yayan kuantum noktalar1 hazirlanabilmektedir.



19

Kitle Kuantum Kuantum Kuantum
Cukurcugu Cubugu  Noktasi

A £ I

z -
3 - I
- - I\M\
3 |
Enerji
Yéringe lletim Dolu E. Bos
Bandi Bandi
Stirekli Yogunluk Kesikli Yogunluk

Sekil 2.2. Kuantum noktalarinin temeli olan kuantum simirlamasinin ve biiyiikliige bagh
ozelliklerinin gdsterimi. Bilyiikliik azaldik¢a enerji seviyeleri daha az siirekli ve daha kesikli hale

gelir. Kuantum noktalarinin bant aralig1 enerjisi, parcacigin boyutuyla degistiginden dolay1 151k
emisyonunun ayarlanabilmesine imkan verir.

2.3 » 5.5

Boyut (nanometre)

Sekil 2.3. Kuantum noktalarinin biiyiikliigiiniin artmasiyla floresan emisyon dalga
boyunun artmasi (Liu 2008).

Tiim bu o6zelliklerle birlikte kuantum noktalarinin floresan goriintiilleme amaciyla
kullaniminin  miimkiin olmasi, suda ¢oOziinen formlarmin sentezlenmesi ve
biyomolekiillere baglanmasi ancak 1998’de miimkiin olmustur (Chan and Nie 1998). Bu
ilk calismalardan sonra devam eden ¢ok yogun ¢alismalar neticesinde kuantum noktalari,
once suda ¢oziintirliikklerini arttirmak i¢in suda ¢oziinebilen bir polimerle kaplanmis daha
sonra da lizerine kiiciik proteinler, peptitler, niikleik asitler, karbohidratlar, polimerler ve

kiiciik molekiiller baglanmistir. Boylece biyomolekiillerin baglanmis oldugu kuantum
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noktalar1 kullanilarak, hiicre yiizeyindeki algilayicilarin gergek zamanli goriintiilenmesi
ve hayvanlar iizerinde tiimor tanisi yapilabilmistir (Gao 2004). Kuantum noktala hangi

alanlarda kullanabilirlig: genel olarak asagida bahsedilmektedir.

2.4. Kuantum Noktalar1 Baz1 Uygulama Alanlan

Kuantum nanokristaller ilgili bir¢ok o6zelliklerinden dolayr birgok alanda

kullanilmaktadir.

Kuantum noktalar, optoelektronik, giines pilleri, biyoloji, tip ve sanayi alanlarinda
uygulama alani bulmaktadir. Bu uygulamalar, Kuantum noktalarin molekiil boyutuna
bagli elektronik ve optik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Wang et al. 2011; Liu et al.
2017).

Kuantum noktalarin; biyoteknolojik uygulamalarda, nanotip uygulamalarinda, hiicreler
icin biyo goriintiilemede, ilag ve gen hedeflenmesi, (nano)-biyosensor amacl
kullanimlar1 ve giines pilleri olarak yaygin sekilde kullanilabildigi bilinmektedir.
Ozellikle yukarida bahsedilen nanopartikiillerin biyoloji, tip ve biyomedikal amagh
kullanimlar1 birkag¢ 6rnekle anlatilmis tiim nanopartikiillerin kullanimlarinin detaylara

deginilmemistir (Liu 2008; Parra et al. 2018).

2.5. Kuantum NanoKristallerin Sentez Yontemleri

Sentez yontemleri temelde top-down ve bottom-up yaklasimlar olarak iki ana baslik
altinda kategorize edilmektedir. Bu yaklagimlar kapsaminda fiziksel, kimyasal ve

biyolojik sentez yontemleri literatiirde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Nanopartikiilerin uygulama alanlar1 ¢ok genistir, fakat nanoteknolojinin potansiyelini
anlamak i¢in ve bu materyallerin gergek diinyada kullanilacak bu nanomalzemelerin

verimli yontemlerle gelistirilmesini gerektirir. Nanomateryal sentezi ilk sirasinda, fiziksel
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yollar, buhar yogunlasmasi, piiskiirtme, foto-iginlama, ve termal dekompozisyon rutin
olarak kullanilmigtir (Sakamoto et al. 2009). Bu yontemler genel olarak yukaridan
asagiya (top-down) yontemi olarak bilinmektedir; bir malzemeyi kiigiilterek nanoboyuta
getirmek icin makinada islenme ile iiretilmektedir (Skaff and Emrick 2004). Genelde
fiziksel metotlarin verimi diisiiktiir, Bu sentez yontemleri yiiksek basing ve 1stya duydugu
ihtiyagtan dolay1 yiiksek enerji harcar. Nanomalzemelerin sentezi ig¢in fiziksel
yontemlerden ziyade kimyasal, asagidan yukartya yaklasim (bottom-up) atomlarin veya
molekiillerin bilingli bir sekilde dizilmesiyle nanoyapilarin olusturulmasidir (Bansal et al.
2012). Asagidan yukar1 sentez, kimyasal yontem buhar halinde alt kategorilere ayrilir
(6rnegin, piroliz, inert gaz yogunlastirmasi) ve sivi fazlar (Ornegin, sol-jel, solvo-
thermal) fabrikasyonu (Vengala et al. 2012). Ote yandan ikinci sentez yontemi ise, iyonik
bir baslatici ile nanopartikiillerin bir ¢ozelti igerisinde kolloidal olusumunu saglamak ve
biiylimesini kontrol etmek esasina dayanir. Teknik olarak ikinci yonteme oranla ¢ok daha
diisiik maliyetlidir ve bu yontem ile daha kii¢iik boyutlarda sentez yapilabilir ancak bu
yaklagim sonucunda hazirlanan materyale miidahale sans1 azdir, yani yap1 kendi istedigi
yonde sekillenebilmektedir (Hussainova 2014). Ayrica kullanilan bazi kimyasallarin
giiclii toksik etkileri nanomateryallerin canli ve ¢evre sistemlerinde kombinasyonunda
sorun teskil etmektedir. Dolayisiyla nanopartikiiller sentezinde caligmalar bu yonde
yogunlagsmis ve birgok sentez yontem; literatiire kazandirilmistir (Bansal et al. 2011,
2012).

Nanoteknolojinin ¢ok hizli gelismesi, yasam kalitesini artirma konusunda timit verse de
bilinmeyen etkilerinin goriilebilmesi ithtimali bir yandan da korku salmaktadir. Bir¢cok
bilim insan1 nanomateryallerin ¢evre ve saglik agisindan olusturabilecegi zararli etkiler
hakkinda endise duymaktadir (Kithnel 2016). Bu nedenle biyolojik metotlarla
nanopartikiillerin sentezlenmesi ¢evre dostu olmasi ve toksisite gostermemesi agisindan

onem arz etmektedir (Hulkoti and Taranath 2014) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Nanopartikiil sentezinde kullanilan metotlar

Nanoteknolojinin bugiin kars1 karsiya oldugu iki sorundan birisi istenilen boyutlarda ve
sekilde nanopartikiillerin biiyiik miktarlarda hazirlanamamasi ve bu nanopartikiillerin
kontrollii bir sekilde genis alanlar {izerine bir, iki ve ii¢c boyutlu oOrgiiler haline
getirilememesidir. Birinci sorun kismen de olsa, birgok nanopartikiiliin sentezlenmesiyle
asilmis goriinmektedir fakat ikinci sorunun asilmasi i¢in uzun bir yol vardir ve zorlu

caligmalarin yapilmasi1 gerekmektedir.

Yapilan biyokimya ve molekiiler biyoloji c¢alismalarin neticesinde her bir hiicresel
organizasyonun bir biitin olarak gorevini yiriitebilmesi i¢in biiyiikk molekiilleri
pargalayabilen ve ihtiya¢ duydugu kiigiik yapilar iiretebilen bir sistem hem de gerek
duydugu biiyiik molekiil ve sistemleri iiretebilmesi i¢in kiigiik molekiilleri kullandigini
gostermektedir. Ornegin hiicreler DNA replikasyonu ve sitokinezle sonlanan hiicre
boliinmesi siirecinde var olan bir hiicrede mevcut molekiilleri kullanarak ikinci hiicrenin
ihtiya¢ duyacagi tiim organel, protein ve enzimleri sentezlemektedir. Bunun yaninda bir
hiicre islevini kaybetmis veya hatali protein gibi biiylik molekiilleri yap1 taslarini
kullanabilecegi seviyede pargalamaktadir. Kisaca her hiicresel sistem dogal yol ile top-

down ve bottom-up sentez yontemlerini profesyonelce kullanmakta ve hiicrenin
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ihtiyacina gére modifikasyon yaparak hedef molekiillerini elde etmektedir. Bunun diginda
biyosentez yontemi, sentez kaynagi olan canlinin yasadigi ortam sartlariin (sicaklik, pH,
vb.) ayarlanmasi ile sekil ve boyut kontroliinde ve istenilen modifikasyonlarin
yapilmasinda kolaylik sunacak biiyiik ¢apta nanomalzeme iiretimini ekonomik yoldan
saglayabilmektedir (Bansal et al. 2012).

2.5.1. Nanomateryallerin biyosentezi

Biyosentetik partikiil iireticileri olarak bitki ekstraktlariin (Geethalakshmi 2010; Song
2010) ve insan hiicrelerinin (Anshup 2005) kullanildigina literatiirde rastlamaktayiz.
Bunlarin yaninda mikroorganizmalar ile partikiil sentezi de bir hayli yaygindir (Mandal
2006; Jeffryes et al. 2015). Mikroskop ile goriilebilecek boyuttaki prokaryotik ve
Okaryotik tiim canlilar mikroorganizma sinifina dahildir. Tek hiicreli organizmalar ister
prokaryot olsun ister Okaryot, temel ihtiyaclarini gorebilecek sistemlere (proteinler,
enzimler, ribozomlar vs.) sahiptirler. Bu sekilde hem hayati ihtiya¢larini kargilarlar hem
de ¢evresel sartlara uyum saglar, sartlar zorlastiginda ise hayatta kalmanin bir yolunu

ararlar.

Mikroorganizmalardan kiif, maya, alg, diatomlar ve bakteriler nanopartikiil sentezinde
kullanilmaktadir (Thakkar et al. 2010; Bansal et al. 2011, 2012). Ozellikle prokaryotik
bakterilerin manipiilasyonlarin kolay olmasi bunun yaninda kiiltiire alinmasindaki
basitlik ve partikiillerin kolay bir sekilde elde edilmesi agisindan literatiirde oldukca
yaygindir. Bakteriler ucuz liretim ve kolay saflastirma siireci nedeniyle nanomateryal
sentezinde en sik kullamilan mikroorganizmalardir. Nanopartikiil sentezinde
mikroorganizmalarin kullanimi oldukg¢a yenidir. Nanopartikiillerin biyosentezinde,
cozeltiden hedef iyonlar1 yakalayan mikroorganizmalarin kullanilmasi olduk¢a basarili

olmustur (Ulloa et al. 2016).

Kuantum noktanin mikrobiyolojik olsrsk iiretimi, kimyasal tiretimle karsilastirildiginda
daha siirdiiriilebilir bir sentez yolu i¢in yeni yollar agmistir. Biyo-esasli sentez ile enerji

verimi yiiksek, toksik reaktifler daha diisik bir girdiye ihtiyag duydugu ve
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biyouyumlulugu yiiksek ve sert kosullara toleransli nanopartikiiller tretilebilmektedir
(Ulloa et al. 2016).

Mikroorganizmalar dogal yasam alanlarinda spesifik fonksiyonel materyaller
sentezlenmektedir. Ornegin magnetit sentezi icin manyetotaktik bakteriler ve silika
sentezi i¢in diatomlar, metalik nanopartikiil sentezinde en ideal canlilar olarak mayalar
karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle yariiletken kuantum nanokristallerin sentezi konusunda
mayalarin kullanildig1 bir¢ok yaym mevcuttur. Aktinomisetler ve algler disinda nadiren
virtis kullanilarak biyosentez ¢alismalart bulunmaktadir. Biyosentetik nanomateryallerin
en ¢ok da farmasotik alanda anahtar faktor olacag: diistiniilmektedir. Ayrica boyut, sekil,
kompozisyon ve partikiillerin homojen dagiliminin kontrolii de ¢alisilmistir (Zhang et al.

2011).

2.5.2. Bakteriler ile CdS nanobiyosentez

Dogal kaynaklar arasinda bakterilerin biyolojik NP sentezi i¢in daha kolay manipiile
edilmeleri nedeniyle yogun bir sekilde arastirilmistir (Nair and Pradeep 2002; Ahmad et
al. 2003; Singh 2015). Birg¢ok bakteri oda sicakliginda ve sivi kiiltiirde 0.1 nm ile 1000
nm arasinda NP'ler {iretebilir. Ancak olusturulacak nanopartikiillerin boyutu ve
morfolojisi (fiziksel ve kimyasal) parametreler ¢ozeltinin pH'st ve inkiibasyon siiresine
baghidir (Narayanan and Sakthivel 2010; Thakkar et al. 2010).

Mikroorganizmalarin sitokrom-c gibi elektron tagima sistemleri ile indirgenen elektronlar
metal iyonlarinin da indirgenmesinde kullanilmaktadir (Yan et al. 2013). Shewanella
oneidensis MR-1, sitokrom-c’nin 42 c¢esidine sahiptir. Bu sitokromlar rediiktaz
enzimlerinin yapisinda bulunurlar ve boylece metallerin indirgenme reaksiyonunda gorev
alirlar. Gram negatif bakterilerde sitokrom-c ve rediiktaz enzimleri sitoplazmik membran

ve periplazmada bulunurlar (Marshall 2006).

CdS nanopartikiillerinin, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus sp.,

Coriolus  versiclor, Rhodopseudomonas  palustris,  Fusarium  oxysporum,
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Schizosaccharomyces pombe, Clostridium hermoaceticum ve Klebseilla pneumoniae
gibi ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan sentezlendigi rapor edilmistir (Duran and
Seabra 2012). Ornegin altin, giimiis, bakir, kadmiyum siilfid yar1 iletken nano-
kristallerinin Escherichia coli bakterileri kadmiyum klorid (CdCl2) ve sodyum siilfid
(NazS) ile inkiibe edildiginde kendiliginden olustugunu gostermistir. Nanokristaller 2-5
nm boyut dagilimma sahip bir wurtzit kiristal fazindan olusmaktadir. Nanokristal

olusumu, hiicrelerin biiylime fazina bagh olarak garpici sekilde degismistir (Sweeney et
al. 2004).

Cesitli aragtirmalar CdS partikiillerinin Klebsiella aerogenes’de mikrobiyal olarak
iiretilebilecegini, K. aerogenes bakterisinin Cd 2* iyonlarma maruz birakilmasmin, 20-
200 nm boyut araliginda CdS nanopartikiillerin hiicre i¢i olusumuyla sonuglandigini
gostermistir. Ayrica, biliylime ortamimmin tampon bilesiminin, CdS kristalitlerinin
olusumunda 6nemli bir rol oynadigi da belirtilmistir. 2 mM Cd(NOz3). varliginda
yetistirilen K. aerogenes hiicreleri tarafindan alinan CdS toplam biyokiitlenin ~%20°sine
kadar belirlenmis ve CdS NP’leri sentezlemek i¢in K. pneumonia bakterisi kullaniimis ve
spektroskopik olarak davraniglari karakterize edilmistir. R. palustris, 1 mM CdSOs ile
30°C’de 72 saat inkiibe edildiginde CdS nanopartikiillerinin iiretebilmistir. Bu
arastirmada nanopartikiillerin sentezinden C-S-liyaz (sitoplazmada yer alan bir hiicre i¢i
enzim) sorumlu oldugu bulunmaktadir. Bu g¢alismanin ilging sonuglarindan biri, R.

palustris’in Cd nanopartikiillerini hiicrenin disinda sentezlemisidir (Bai et al. 2009).

Gluconoacetobacter xylinus susundan tiiretilmis bakteride seliiloz (BC) nanofiberleri,
CdS NPs olusturma kabiliyeti gosterilmistir. Eter ve hidroksil fonksiyonel gruplar sadece
CdS NP olusum kabiliyetini arttirmakla kalmayip, ayn1 zamanda stabilize CdS NP'leri de

bir araya getirerek agregasyonu 6nledigi gézlemlenmistir (Li et al. 2009a).

El-Raheem et al. (2012), Escherichia coli ATCC 8739, Bacillus subtilis ATCC 6633 ve
Lactobacillus acidophilus DSMZ 20079’nin kiiltiir siipernatantlarin1 kullanarak CdS’nin
hizli ve diisiik maliyetli biyosentezini bildirmistir (El-Raheem et al. 2012). Escherichia
coli PTCC 1533 ve Kilebsiella pneumoniae PTCC 1053 kullanilarak CdS
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nanopartikiillerin sentezin Mousavi et al. (2012) tarafindan gosterilmistir. Sentez, oda
sicakliginda (30°C) ve pH 9’da 96 saat inkiibasiynan sonra ger¢eklesmistir.
Nanopartikiillerin 5-200 nm boyut araliginda polidispers oldugu bulunmustur (Mousavi
et al. 2012).

Tiim bu verilerin yaninda biyolojik yolla sentezlenen CdS liiminesan nano-kristaller
elektroluminesansl goriintiiler ve biyolojik isaretleme ajanlar1 veya biyolojik belirtecler

gibi bazi1 uygulamalar i¢in kullanilmaktadir (Yang et al. 2015).



Cizelg 2.2. Bakteriler ile CdS kuantum nokta nanopartikiillerin sentezi ve 6zellikleri

Organizma Boyut (nm) Hiicre dis1 / Hiicre Morfoloji Kaynaklar
ici
Clostridium thermoaceticum - Hiicre dis1 Amorf Cunningham and Lundie 1993
Escherichia coli 2-5 Hiicre igi Wurtzite Sweeney et al. 2004
Klebsiella aerogenes 20-200 Hiicre ici Kiristel Holmes et al. 1995
Rhodopseudomonas palustris 8.01 £0.25 Hiicre igi Kristel/kiibik  Bai et al. 2009
Klebsiella pneumoniae 5-200 Hiicre duvari kiiresel Smith et al. 1998
Gluconoacetobacter xylinu 30 Lif {izerinde - Li et al. 2009b
Lactobacillus sp. 4.93 Hiicre dist - Prasad and Jha 2010
Saccharomyces cerevisiae 3.57 Hiicre dis1 - =
Bacillus cereus 30-100 Hiicre ici amorf Harikrishnan et al. 2014
Bacillus licheniformis MTCC 9555 4.6-5.6 Hiicre dist hegzanol Tripathi et al. 2014
Bacillus subtilis ATCC6633 2.5-5.5 Hiicre dist kristel Raouf Hosseini and Nasiri Sarvi 2015
Escherichia coli ATCC8739 2.5-5.5 Hiicre dig1 kiristel Raouf Hosseini and Nasiri Sarvi 2015
Escherichia coli 6 Hiicre igi kiiresel Mi et al. 2011
Lactobacillus acidophilus DSMZ 20079T  2.5-5.5 Hiicre dist kiristel Raouf Hosseini and Nasiri Sarvi 2015
Lactobacillus sp. 2.5-5.5 Hiicre dist hegzanol Prasad and Jha 2010
Pseudomonas fragi 10-40 Hiicre dist - Gallardo et al. 2014
Pseudomonas limi 10-40 Hiicre dist - Gallardo et al. 2014
Fusarium oxysporum 5-20 Hiicre dist - Ahmad et al. 2002

Lc
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2.5.3. Biyosentezin mekanizmasi

NP biyosentez mekanizmasi heniiz acik degildir. Ancak, mineral detoksifikasyonunda yer
alan, organik matriks vasitasiyla biyorediiksiyon (proteinler ve diger makromolekiiller)

inorganik yapilarin ¢ekirdeklenmesi ve biiyiimesini kontrol eder (Parikh et al. 2008;
Sharma et al. 2012).

Mikroorganizmalar 3 nedenden dolay1 nanopartikiil iiretebilmektedirler; I) enerji liretimi
icin kemolitotrofi, II) 6zel fonksiyonlar i¢in naopartikiillerin kullanimi1 ve III) toksik
cevrede hayatta kalmaya devam edebilmeleri i¢in detoksifikasyon. Ister tek hiicreli ister
cok hiicreli olsun, her organizma kendini metal stresinden koruyabilecegi mekanizmalara
sahiptir. Stres sartlarinda mikroorganizmalar agir metalleri indirgeyerek nanopartikiil
tiretmektedirler. Sonugta mikroorganizmalar dogal yasamlarini siirdiirirken, metalleri

indirgeyip ylizeylerinde biriktirmektedirler.

Nanopartikiiller olustuklart yere gore hiicre i¢i (intraseliiler) ve hiicre dis1 (ekstraseliiler)
olmak tizere iki kategoride toplanir (Hulkoti and Taranath 2014) NP’lerin mikrobiyal
sentezi, hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak gerceklesebilmektedir (Sekil 2.5). Tanimlanmig
birka¢ mekanizma, biyosorpsiyon ve bakteriyel hiicre i¢inde veya disinda proteinlerden
(rediiktaz vb.) yardim ile biyolojik sentez gerceklesmektedir. Hiicre i¢i yontem,
enzimlerin varliginda nanopartikiiller olusturmak i¢in iyonlarin mikroorganizma hiicre

i¢gine tasinmasini igermektedir.

Mikroorganizmalar multipli mekanizmalar (enzimatik oksidasyon, indirgeme, sorpsiyon
ve selasyon), hiicredeki peptidler veya polisakaritler ile nanopartikiillerin hiicre dis1 veya
hiicre i¢1 iiretimi yoluyla c¢ekirdeklenmeyi ve biiylimeyi kolaylastirir.
Mikroorganizmalar, agir metallerin hiicre zarindan igeri ve disar1 tasinmasi, pasif
mekanizma ile hiicre disi1 tasinan metalin ¢okmesi veya oksidasyonu bir kisim

prokaryotlarin 6zellikleri arasinda bildirilmistir (Krumov et al. 2009; Moghaddam 2010).
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Mikrobiyal hiicreler tarafindan iiretilen enzimler ile metallerin indirgenmesi sonucunde
tiretilen nanopartikiillerin sentezi ile ilgili olduk¢a basarili sonuglarin alindigina yonelik
cesitli calismalar mevcutdur. Zaten mikroorganizmalarin, 6&zellikle bakterilerin,
metallerin biyojeokimyasal dongiisiinde ¢ok Onemli bir konuma sahip oldugu, cok
eskiden beri bilinmektedir. Mikroorganizmanin; toksik agir metallere direng yetenegine,
mineral detoksifikasyonun ve membran iyonu gegisin dzelliklerinin NP {iretiminde 6nemi
biiyiiktiir (Lengke et al. 2006).

Bakteriler toksik metalik ortamlarda hayatta kalabilmek ic¢in sayisiz detoksifikasyon
mekanizmas1 gelistirmektedir. Bu mekanizmalar, oksidasyon veya indirgeme,

komplekslesme siireglarini igermektedir (Das and Marsili 2011).

HUCRE iCi
santrifiij, biomas biriktirme,
a. Inkiibe, 1-4 giin, ’ hiicreler parcalamak,
Metl substrat 200-400 r.p.m QD biriktirmesi,
kromatografiyi kullanarak
) | A\ saflagtirmak
b. Sicaklik, 60 °, 20 dk =
1 gece boyunca HUCRE DISI
laboratuvar a. Renk degisikligi coziicude, -
ortaminda inkiibe ) Siipernatan toplamak,
Tekrarlanan yikama,
santrifiij,
QD'lerin toplamak,
Ana kiiltiir . b. farkli bolgeler
Metal substrati (renkli Gist faz ve biomas
Mikroorganizma alta toplanmasi)
tarafindan iist kismi santrifiij,
serbest birakir QpD toplamak

nuoAseziiapjese)

Reaksiyon faei Faz transtormasyon

Sekil 2.5. Mikroorganizmalar tarafindan kuantum parcaciklarinin biyosentezi i¢in genel
sema (Jacob et al. 2016)
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2.5.3.a. Hiicre ici kuantum nokta biyosentez

Hiicre i¢i sentezde, hiicrelerde bulunan bazi 6zel iyon tasima sistemleri kullanarak tiretim
yapilmaktadir. Bunun yaninda hiicrelerin sahip oldugu metabolik aktiviteler neticesinde,
hiicre disinda nanopartikiil ¢okmesine gozlenilmektedir. Hiicre i¢i biyosentezde hiicre
duvar ile dis c¢evredeki metal iyonlarinin elektrostatik etkilesimi boylelikle hiicre
duvarinda iyonlarin toplanmasi, iyonlarin hiicre igine alinmast ve NP olusumu
gerceklesmektedir. Hiicre i¢i sentez ilk etapta boyut dagiliminin ve sekil kontroliiniin
saglanmasi noktasinda avantajli goriinse de partikiillerin saflastirilmas1 konusunda

maliyeti ve is ylkiini artirmaktadir (Zhang et al. 2011).

Biyolojik indirgemede, metal iyonunun toksisitesi, metal iyonunun redoks durumunu
degistirerek veya metallerin hiicrelerarasi ¢okelmesini saglayarak azaltilir veya yok edilir.
Biyolojik indirgemede, metal iyonunun toksisitesi, metal iyonunun redoks durumunu
degistirerek veya metallerin hiicrelerarasi ¢okelmesini saglayarak azaltilir veya yok edilir.
Islemin ilk adimi, hiicre duvari yiizeyinde metal iyonlarmin tutulmasi; hiicre duvari
enzimlerindeki metal iyonlar1 ve pozitif yiiklii gruplar arasindaki elektrostatik etkilesim
nedeniyle gerceklesmektedir. Metal iyonlarinin enzimatik indirgenmesi, biyosentetik
stireglerde ana faktor olan NADH’ye bagimli rediiktaz gibi spesifik indirgeyici enzimlerin

kullanimiyla da gergeklestirilebilmektedir.
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Bakteri Hucresi

Sekil 2.6. Bakteriyal sentezin sematik gosterimi. Metal tuzlarini igceren ortamda bakteriyel
enzimler redoks reaksiyonunun gergeklesmesi i¢in zemin olusturur. Hiicre ici sentezde, hiicre
igine alinan metal iyonlar1 enzimatik reaksiyonlar ile indirgenir ve NP sekillenir (Singh 2015).

2.5.3.b. Hiicre dis1 kuantum nokta biyosentez

Nanopartikiillerin biyosentezinde saflastirma ve geri kazanim asamasini azaltmak igin
hiicre dis1 sentez mekanizmalar1 tercih edilmektedir (Kowshik et al. 2002). Hiicre dis1
sentez ilk tiretim yapilmasi hiicrenin bulundugu ortamda metal iyonlarinin bulunmasi
gereklidir. Boylece 6zellikle mikroorganizmalar tarafindan salinan indirgeyici ajanlar ile

ortamda olunan metal iyonlar1 indirgenmekte ve partikiil sentezlenmektedir.

Hiicre disi sentezde, hiicre tarafindan salinan rediiktaz enzimleri, ortama ilave edilen
iyonlar1 kullanarak redoks reaksiyonu sonucunda NP’leri olusturur. Ekstraseliiler sentez
partikiillerin kararliligin1 artirmak i¢in protein vb. ile modifikasyonu es zamanl yaptigi

icin daha etkili oldugu diistiniilmektedir (Zhang et al. 2011).

Tioglikolik asidin tiol gruplar1 tarafindan Cd tabanli fotoliiminesanst1 KN’lerde
sentezlenmistir. Ekstraseliiler CdS parcaciklarinin sentezinde, kadmiyum iyonlarini, 5'-

adenilyilsiilfat rediiktazlarin detoksifiye eden siilfat asimile edici bakterilerde
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gerceklesmektedir. Hiicre disindaki siilfat iyonlar1 alinarak ve ATP siilfiirilaz enziminin
destegi ile adenosin fosfosfat'a doniistliriilen LB broth i¢inde nanopartikiiller
sentezlenebilmektedir. Siilfit iyonlari, mikrobiyal metal detoksifikasyon sisteminin bir
pargasi olarak salgilanan siilfit rediiktazlar1 kullanarak stilfid iyonlarna indirgenmekte.
Siilfiir iyonlar1 daha sonra hiicre disi ortamda CdS nanopartikiilleri olusturmak ig¢in
inorganik metal iyonlartyla (kadmiyum gibi) birlesmektedirler (Sekil 6) (Malarkodi et al.
2014).

Bakteri

hiicresi digi Bakteri hiicresinin igi

S04

Silfat (S047)

@ ATP silfilaz

Adenosin fosfosilfat

@ Fosforilasyon

3' Phosphoadenosine

Posfosilfat

Phosphoadenosine
Posfosilfat
rediiktaz

sulfit (s0:7)

Salfit indirgeyici Bakteri

hiiicresi disi

52 /_) cds

cd*

Sekil 2.7 Metal siilfiir nanopartikiillerinin biyosentezi (Malarkodi et al. 2014).
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2.6. CdS Nanopartikiilleri

Kadmiyum siilfiir yariiletkeninin yapisini olusturan, atom numarasi 48 olan kadmiyum

ve atom numarasi 16 olan kiikiirt elementlerinin elektron dizilisleri asagidaki gibidir:

Cd: 1s? 25 2p® 3s? 3pb 4s? 3d'0 4pb 400 552
S: 1s% 252 2p® 3s? 3p*

Kadmiyum atomu +2 (Cd*?), kiikiirt atomu ise -2 (S2) degerliklidir. Cd ile S reaksiyona
girerse S atomu, Cd atomundan 2 elektron kazanir ve iyonik yapili bilesik olan kadmiyum
stilfir bilesigi olusur (Cobb 2007). Molekiiler agirlhigi 144.47 g olan CdS,
hekzatetrahedral ve hekzagonal yapinin her ikisine de sahip olabilir. Her iki allotropta
dogada mineral olarak bulunur. CdS nanopartikiillerin genel 6zellikleri asagidaki tabloda

verilmektedir (Cizelge 2.3)

Cizelge 2.3. CdS nanokristallerin genel 6zellikleri (Sanghi and Verma 2009; Raouf Hosseini
and Nasiri Sarvi 2015; Malarkodi et al. 2014).

Metal sulfid CdS

Bant boslugu enerjisi (eV) 2.38

Exciton Bohr yarigapi (nm) 2.8

Dielektrik sabiti 9.35,10.33
Renk Sar1 / Turuncu

Nanoteknolojinin en hizli bilyliyen ve en heyecan verici alanlarindan biri, biyolojide
kuantum noktalarin kullanilmasidir. KN’ler, 2 ila 10 nm ¢ap araliginda nanopartikiillerdir
ve optik ve elektronik 6zellikleri olan yariiletken CdS malzemelerdir (Dey et al. 2011).
Kadmiyum siilfiir en yaygin calisilan yar iletkenlerden birisidir. CdS NP’leri kuantum
etkiden dolayr essiz kimyasal ve optik Ozelliklere sahiptirler ve bu nedenle
fotoelektrokimyasal piller, giines pilleri ve transistorler gibi bir¢ok uygulamada

kullanilmaktadirlar.
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2.7. Kuantum Noktalarin Toksisitesi

Biyolojik uygulamalar i¢in KN’larin toksikligi kritik bir faktordiir. KN toksisitesi
hakkinda farkli goriisler bulunmaktadir. KN’lerin sadece mitokondriyi bozmakla
kalmayip ayni zamanda mitokondri Oliimiine, endotel apoptozun indiiksiyonu ve
aktivasyonu toksisitesini ile neden oldgu bildirilmistir. Yapilan bir baska ¢alismada,
CdTe KN’lerin sitotoksisitesinin sadece Cd?* iyonlarmin salmmasiyla degil, aym
zamanda hiicre i¢cindeki KN’lerin dagilimu ile iliskili nanoskala etkileri oldugunu ortaya
koymaktadir. Diger tarafta, KN’lerin in vivo akut toksisitesinin en diisiik seviyede
olabilecegini gostermistir. Fosfolipid miselle kapsiillenmis CdSe / CdS / ZnS KN’ler ile
enjekte edilen Rhesus makaklarin, kan ve biyokimyasal belirteclerin, tedaviyi takiben
normal araliklarda kaldigini ve 6nemli organlarin histolojisinin 90 giin sonra herhangi bir
anormallik gostermemistir. Farkli bir ¢alismada, histolojik ve biyokimyasal analiz ve
viicut agirligr 6l¢iimii, farelerde uzun siiren maruz kalma siirelerinde dahi KN’lerin

belirgin toksisitesinin olmadigini gostermektedir (VValizadeh et al. 2012).

Bununla birlikte, yari iletken kuantum noktalartyla prokaryotik hiicreler arasindaki
etkilesimde kullanilan hiicrelerin, (hepatositler) nanokristaller varliginda o6ldagi
gozlemlenmistir. Kuantum nokta toksisitesinde en ¢ok endise kaynagi olan, koantum
noktalarinin oksidasiyonudur ki bundan sonra Cd?* iyonlarimnin aciga ¢ikmasi saglik riski
tagimaktadir. Kisacasi, nanopartikiiller ve kadmiyum bazl bilesiklerin toksisitesi i¢in
mevcut veriler incelendiginde, ¢esitli mikroorganizmalarin agir metal toksisitesini
azaltmak amaciyla, biyosentez islemlerinde kullanildig1 gériilmektedir (Gallardo et al.
2014; Singh 2015).
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2.8. Beyin ve Beyincik Onemi

Beyin, 6grenme ve diger tiim zihinsel islemlerin merkezidir. “Uyuyan dev” olarak da
tanimlanan beyin, yaklasik 100 milyar nérondan olusur. Bir insan ortalama olarak beyin

kapasitesinin ancak %1-2’sini kullanabilmektedir (Ozden 2003).

Beyincik — beyincik kafanin arkasinda beynin oksipital lobunun altinda yer almaktadir.
Beyinden dura kivrintis1 olan tentoriumla ayrilir. Beyincik ince el hareketlerinin
koordinasyonunu saglar (cerrahi yada bir sanat eseri yaparken ki gibi). Viicut
postiiriimiiziin devamini kaslarinin tonusunun devam ile dengenin saglamasinda 6nem
arzetmektedir. Beyincik tekrarlayan hizli hareketlerin yapilmasinda o6nemli katki
saglamaktadir (6rnegin video oyunlar1 gibi) beyincigin hangi tarafinda lezyon varsa
bulgularda viicudun o tarafinda olmaktadir beyinde ise ¢aprazlanmadan dolay1 tam tersi

olmaktadir.

Beyin — beyin iki 6nemli ana béliime ayrilmistir sag ve sol beyin yaris1 (hemisfer). iki
hemisfer korpus kallozum ile birbirine baglanmistir. Kopus kallozum her iki beyin
yarisini birbirine baglayarak birbirleri arasinda mesaj gecisini saglarlar. Beynin yiizeyi

milyarlarca noron ve glia hiicrelerinden olugsmaktadir.

Beynin korteksi gri kahverengi yapida oldugu i¢in buraya gri cevher denilir. Beynin
yiizeyi girintili ¢ikintili kivrimlara sahiptir. Beyin korteksindeki kiigiik yariklara sulkus,
biiyiiklerine ise fissiir denilir yariklar arasindaki ¢ikintiya da girus denilir. Bu fissiir ve
sulkuslar anatomik olarak isimlendirilmislerdir. Korteksin altinda ndronlar1 birbirine
baglayan liflerin oldugu beyaz renginden dolayr beyaz cevher denilen yap1
bulunmaktadir. Sulkus v fissiir denilen yapilarla beyin iki hemisferi loblara ayrilmaktadir

bu loblar ¢ift tarafli olarak bulunmaktadir.

Loblarin isimleri frontal, parietal, oksipital ve temporal’dir. Her lob spesifik
fonksiyonlara boliinmiistiir. Her lob yanliz olarak fonksiyon gormemektedir ve diger

loblarla kompleks baglarla birbirine baglanmislardir.
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Beynin i¢indeki mesaj bir¢ok yolla iletilebilmektedir. Sinyaller yolak denilen baglantilar
sayesinde yayilmaktadir. Beyin dokusundaki herhangi bir tiimér yada lezyon yolaklar
arasindaki baglantiy1 bozabilir. Bunun sonucunda konugma, okuma yada hareket etme
yetileri bozulabilir. Yapilan ¢caligmalar gostermistir ki viicudun bir tarafina dokunulunca
kars1 taraftaki beyin yariminin bu hissi aldig1 yada viicudun sag tarafin1 hareket ettirmek
istiyorsak sinyallari beynin sol tafindan gddeririz. Bu nedenle beynin sol tarafindaki

tiimor sag kolda giigsiizlige (felce) neden our.

Merkezi sinir sisteminin en 6nemli kismi olan beyin, kafatas1 kemikleri i¢inde, kiitlesi
yetiskinlerde ortalama olarak 1300-1400 gram, yiizeyi ise ortalama olarak 2000-2100
cm?2 olan bir organimizdir (Jensen 1998). Beyin, viicut agirhgimizin yaklasik %2°si kadar
olmasina karsin, viicut enerjisinin %20 ile %25’ini kullanir (Sprenger 2002; Sausa 2001).
Sinir(ndron) hiicreleri ve glial (glue) hiicreler olmak {izere iki tiir hiicrenin bulundugu
beyin, yaklasik bir trilyon hiicreden olusur. Beynin ¢ogunlugunu olusturan glial hiicreler

noronlari bir arada tutar ve néronlarin disindaki zararli maddeleri siizer (Sausa 2001).

Noronlar sinir sistemi ve beyin fonksiyonlarin ana unsurlaridir. Bir néron {i¢ temel
kisimdan olusur: hiicre govdesi, dendrit ve akson. Noronlar, dendrit ad1 verilen ve hiicre
govdesinden ¢ikan on binlerce kola sahiptir. Beyindeki iletisim sinir hiicreleri arasinda

elektriksel ve kimyasal sinyallerle olusur (Wolfe 2001).

Dentritler diger noronlardan aldig: elektriksel etkiyi akson ad1 verilen uzun bir lif (fiber)
boyunca diger ndronlara iletir. Her ndron miyelin kilifla sarili bir tane aksona sahiptir
(Sausa 2001). Noronlar sinaps adi1 verilen ve akson uglari, dentrit veya hiicre govdesi

arasinda bulunan birlesme noktalar1 ile birbirleriyle iletisim kurarlar (Wolfe 2001).

Aragtirmacilar beyni lob olarak adlandirilan dort bolgeye ayirirlar. Bunlar arka kafa
(occipital), 6n (frontal), yan kafa (pariental) ve sakak (temporal) loblaridir. Arka kafa

lobu beynin arka ortasinda yer alir ve gérmeden sorumludur.
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On lob kafanin 6n bélgesinde olup yaraticilik, problem ¢dzme, karar verme ve planlama
gibi maksatli eylemleri kapsar. Yan kafa lobu iist arka bolgededir ve yiiksek algilama ve
dil islevlerini kapsayan siirecleri yerine getirir. Sakak lobu (sag ve sol kisim) kulaklarin
cevresinde ve st kisminda yer alir. Bu bolge temel olarak duyma, hafiza, anlama ve
dilden sorumludur. Ayrica loblarin fonksiyonlarinda bazi ortiismeler de bulunmaktadir
(Jensen 1998). Beynin orta bolgesi hippocampus, thalamus, hypothalamus ve amygdala
kisimlarindan olusur. Limbik sistem olarak da bilinen beynin bu orta boliimii duygular,
uyku, dikkat, viicut isleyisi, hormonlar, cinsellik, koku ve beyin kimyasallarinin

birgogunun iretiminden sorumludur (Jensen 1998).

Beynin tabaninda yer alan beyin sap1 ¢ogunlukla kontroliimiiz disinda yasamsal 6nemi
olan otonom fonksiyonlar1 denetler. Occipital lobun hemen altinda bulunan beyincik

denge, viicut durusunu muhafaza etme ve kaslarin koordinasyonunu diizenler.

Thalamus kiigiik bir erik bi¢imindeki yapisiyla beynin merkezinde bulunur. Beynin bu
kism1 duyu organlari ile korteks arasinda direk bilgi iletimini saglar. Thalamusun hemen
altinda bulunan hypothalamus, beden 1sis1, aclik, susuzluk ve cinsellikle ilgili duygulari
yonetir. Thalamus ve hypothalamusun yaninda bulunan ve beynin psikolojik nébetcisi
olarak da bilinen amygdala duygularin yonetiminde biiyiik bir role sahiptir (Wolfe 2001).
Hippocampus, temporal lobun derinlerinde yer alir ve bellek, duygular ve anilarin
bulundugu kisimdir. Ogrenme ve hafizadan giiclii olarak hippocampus sorumludur
(Stevens and Goldberg 2001).

Korteks Serebri (Substantia Grisea) Hemisferlerin distan 1,5-4mm kalinliktaki kismuidir.
Biitiin bilingli ve istemli fonksiyonlarin gerceklestigi boliimdiir. Noron govdeleri,
dendritleri, aksonlari, baska alanlardan gelen sinir liflerini, ndroglia ve kan damarlarini
igerir. Toplam korteks hacmi 300 c¢cm® olup 10-14 milyar noron igerdigi tahmin
edilmektedir. Olfaktori Noron: Olfaktor sistem koku alma veya koku duyusu i¢in

kullanilan duyu sistemidir.



38

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Nanopartikiillerin sentez ve karekterizasyonda kullanmilan cihazlar

Sira Cihaz

1 Inkiibatoér (Memmert IN55)

2 Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)

3 Steril Kabin (Nuaire 425-500E)

4 Calkaliyict (Zhicheng ZHWY-200B, CHINA)

5 Magnetik Karistiric1 (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)

6 PH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

7 Derin Dondurucu (Nuaire-86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U.S.A.)
8 Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)

9 Buzdolab1 (Beko BK9470, TURKIYE)

10 Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

11 Santrifiij (Hettich EBA 21, GERMANY)

12 Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY)

13 Fluoresans Mikroskopu (Zeiss)

14 UV-VIS-NIR Spektrofotometresi (UV-Vis) (Shimadzu UV-3600 Plus)
15 Spektroflorometrik (Agilent Cary Eclipse)

16 Zetasizer Nano Zeta (Zetasizer) (Malvern Zetasizer Nano ZSP)

17 TEM (Gegirmeli Elektron Mikroskobu) (Jeol 2100F 200kV RTEM)

18 SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) (Zeiss Gemini marka Sigma 300)
19 EDS (Enerji Dagilimh X-Isinlar1 Spektroskopisi) (Zeiss marka Sigma 500)
20 XRD (X- Isin1 Difraktometresi) (INSPECT S50, U.S.A.)

21 XPS (X-1511 fotoelektron spektroskopisi) (Specs-Flex)



https://www.malvernpanalytical.com/en/products/product-range/zetasizer-range/zetasizer-nano-range/zetasizer-nano-z
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3.1.2. Hiicre kiltiiriitnde denemede kullanilan cihazlar

Cihaz

Inkiibator: su 1sitmali CO> Inkiibatoro 37°C %5, Co2, %95 nem
Santrifiij: Allegra X-30R+4°C 1200 rpm

Steril Kabin: class I hepa filtreli tek kisilik

Otoklav: Lica

Ultra derin dondurucu Nuaire

Invertfloresan mikroskop: Leica ebq 100-04

Distrlator: mega home MH943

Spectrofotometre: BIOTEK

Calkalayici: Heidoph Titramax100

o
-
o

OO N OB IWIN ||

3.1.3. Arastirmada kullanilan besi yerleri ve cozeltiler

Nutrient agar besiyeri: 20 gr Nutrient Agar (Merck) 1 L dH»0 i¢inde ¢6ziilmiis pH 7.0’a
ayarlanarak 121°C’de 15 dk steril edilerek 45°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril

petrilere dokiilerek katilagsmaya birakilmistir.

Stok besiyeri: 0.65 g Nutrient Broth’a 36 ml gliserol eklendikten sonra son hacim saf su
ile 100 ml’ye tamamlandi. Manyetik karistiricida karistirilan besiyeri, otoklavda steril
edilerek. Aseptik olarak steril 2 ml’lik eppendorf tiiplerine 1.2 ml konularak

hazirlanmastir.

Mineral salt basal (MSB): Bu ¢6zeltinin hazirlanmasinda 1000 ml i¢in 0.75 g KH2POg,
0.2 g KH2PO4 ve 0.09 g MgS04.7H20 sirasiyla steril bir erlen igerisine ilave edildi.
Uzerine 1000 ml ultra saf su eklendi ve ¢ozeltinin homojen olmasi i¢in manyetik
karistirict tizerine konuldu. Bu esnada ¢ozeltinin pH’s1t NaOH ve HCI yardimiyla 7.0 £
olarak sekilde ayarlandi. En son islem olarak 121°C’de 20 dakika otoklavlanmuistir
(Kundu et al. 2014).

LB (Luria Bertani) broth: Bilesimi maya ekstrakt1 5.0 g/L, pepton (kazein) 10.0 g/L,
NaCl 10.0 g/L seklindedir. 25 g hazir karisim besiyeri 1 litre distile suda ¢oziildi ve
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121°C’da 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Hazirlanan besiyeri berrak ve sarimsi
kahverengi olup, 25°C 'da pH’s1 7.0+0.2’dir.

5 mM Kadmiyum asetat: 0.1332 g kadmiyum asetat hassas terazide tartildiktan sonar
erlen igerisine aktarilirde iizerine 100 ml hazirlanmis LB ilave edilir. Manyetik karistirici

yardimiyla ¢oziinmesi sagland ve sonra 121°C’da 15 dakika otoklavda steril edildi.

0.25 M Kadmiyum Kloriir (CdClL2): 0.92 g CdCl, tartildiktan sonra kapakli sise
icerisine aktarilir ve iizerine 20 ml distile su ilave edilir. Manyetik karistiric1 yardimiyla

¢Oziinmesi saglanmistir.

0.5 M Sodyum siilfit (Na2SOs3): 0.19 g NaxSOs tartildiktan sonra kapakli sise igerisine
aktarild1 ve iizerine 5 ml distile su ilave edilir. Manyetik karistiric1 yardimiyla ¢éziinmesi

saglandi.

Fosfat Tampon Cozeltisi: PBS tabletlerinden 1 tane PBS 200 ml mililitre distile suda
coziilerek 121 °C’da 15 dakika otoklavda steril edildi.

Yikama Soliisyonlari: Saf su, n-Hegzan ve Etanol (%99’1uk) ile kullanildi.

3.1.4. Hiicre Kkiiltiiriide kullamlan besiyerleri ve ¢ozeltiler

Bir giinii dolmamis Sprague Dawley si¢an yavrusu. NBM (Neuro Basal Medium, Sigma
Gibco 21103-049), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), FBS (Fetal bovin
Serum Sigma&Aldrich MFCDO00132239), Supplement B27 (Life Technology 12587-
010), Trypsin (Sigma&Aldrich MFCD00130286).
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3.1.5. Calismada kullanilan bakteriler

Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DAYTAM) stok kiiltiirlerden aldigimiz Gram pozitif bakteri Viridibacillus arenosi K64
(GenBank Kabul No: KR873397) magaralardan izole edilmis izolat1 aseptik tekniklerle
NA besiyeri iizerine ¢izgi ekim yapilarak inkiile edilirmistir. Bu islemin ardindan

kiiltiirler 28°C’de 24 saat boyunca inkiibasyon siirecine birakilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Sentez islemlerinde kullanilan kimyasallara dayamikh izolatlarin secimi

Mikroorganizmalarin canliliklarint — siirdiirebilmelerine imkan saglayacak sekilde
calismada kullanacak olan Oncii metalik ¢ozeltilerin dozunu ve sentez i¢in optimum
slireyi belirlemek amaci ile ayri bir ¢alisma soliisyonu hazirlanmistir. Bu amagla her bir
oncli madde i¢in farkli miktarlarda MSB (50, 49, 45 ve 40 ml) ve 1 M’lik farkh
miktarlarda oncli madde (kadmiyum kloriir, kadmiyum asetat ve sodyum siilfit)
cozeltileri (0, 1, 5 ve 10 ml) iceren (toplamda 50 ml olacak sekilde) dort ayr1 cam sise
icerisine esit miktarlarda (5 ml 0.5 x 108 CFU/ml) bakteri ¢ozeltisinden ilave edilmistir
(Kundu et al. 2014).

Her giiniin sonunda cam siselerdeki ¢ozeltilerden alinan 6rneklerin Spektrofotometrik
yardimiyla  hiicre  yogunlugu  Olgiilerek  mikroorganizmalarin ~ yogunluklar
gbzlemlenmeye calisilmistir. Yine benzer sekilde ayni amag i¢in cam siselerden alinan
ornekler NA besiyeri lizerine yayma ekim yapilarak mikroorganizmalarin canliliklart

gozlemlenmeye ¢alisiimistir.
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3.2.2. Bakterilerin Cd direnci belirlenmesi

izolatlarin Cd direncinin belirlenmesinde LB (Luria-Bertani) sivi besiyeri ve 0.1, 1 ve 5
mM kadmiyum asetat kullanilmistir. Bakteri kiiltiirleri NA’da 27°C’de 24 saat
gelistirilmis ve yaklasik 0.5x10% CFU olacak sekilde siispansiyon hazirlanmistir.
Hazirlanan stok soliisyondan 0.1, 1 ve 5 mM kadmiyum asetat olacak sekilde esit hacimde
seyreltilmis ve 50 ml LB igerisine eklenmistir. Her bir siispansiyon i¢inde 1ml bakteri
siispansiyonundan 1 ml alinarak LB bulunan tiiplere inoklasyon yapilmis, 6 gilinliik
inkiibasyon doneminden sonra besiyerinde bakteri gelisme gosteren bakterilerin direngli
olarak degerlendirilmistir. Besiyerindeki bakteri gelisimi 6 giin boyunca gézlemlenmis
ve bulaniklik goriilme durumuna goére strainler pozitif ve negatif olarak
degerlendirilmistir. Bir Onceki islem sonunda secilen bakteri ornegi ile denemelere
baglanmistir. Daha ideal gelisim gosteren bakteri 6rnegi V. arenosi K64 ve en ideal

konsantrasyon olarak 0.1 mM kadmiyum asetat belirlenmistir.

Kontrol 50 ml LB + V. arenosi K64

50 ml LB + 0.1 mM kadmium asetat + V. arenosi K64
50 ml LB + 1 mM kadmium asetat + V. arenosi K64
50 ml LB + 5 mM kadmium asetat + V. arenosi K64

A W np e

3.2.3. CdS Nanopartikiillerinin biyosentezi, saflastirilmas1 ve karakterizasyona

hazirlanmasi

1. Bakteri siispansiyonu (~0.5 x 108 CFU) 100 ml LB broth besiyerine aktarilmis ve
24 saat 32°C 120 rpm hizda calkalayicida inkiibe edilmistir.

2. Falkon tiipleri ultra santrifiijde 6.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij
edildikten sonra stipernatant 36 saat boyunca tekrar bakterilerin gelisimi i¢in 32°C
120 rpm hizda calkalayicida inkiibe edilmistir.

3. Sonra steril ve taze LB ile (esit hacimde eklenerek) seyreltilmis ve 24 saat 32°C

120 rpm hizda calkalayicida inkiibe edilmistir.
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4. Islem1 sonucunda iist fazdaki s1v1 kisim (siipernatant) muhafaza edilmis ve 20 ml
CdCl; ve 5 ml NaxSOs ¢ozeltilerinden siipernatanta eklenmistir.

5. Su banyosuna alinan siipernatant 60°C 10-20 dakika arasinda sar1 - beyaz rengi
olusana kadar bekletilmistir.

6. Sentezlenmis NP’lerin elde edilmesi igin, 24 saat oda sicakliginda (22-25°C)
karanlikta bekletilmistir.

7. Inkiibasyon sonunda nanopartikiillarin olusumu Floresans Mikroskopu ile
gozlemlenmistir.

8. Sentezlenen kuantum noktalarin elde edilmesi igin 10.000 rpm 10 dakika 20°C’de
santrifiij edilmistir. Yikama islemi Hegzan, etanol ve ultra saf su ile sirasi ile
yapilmis ve santrifiij islemi ile iist fazlar uzaklastirilmistir (Sadowski et al. 2008;
Mishra et al. 2011; EI-Raheem et al. 2012).

9. Bakteri kullanmadan ayni yontemi kontrol amagli yapimistir.

Cd
/ Cekirdeklenme

Stres kosullarma
Protein iiretimi

Sekil 3.1. Sematik olarak CdS nanopartikiillerin biyosentezi

Viridibacillus arenosi
K64

3.3. Elde Edilen Partikiillerin Karakterizasyonu

Nanomalzemelerin yapilarinin ve ylizeylerinin atomik boyutta karakterizasyonu,
nanoyapilarin 6zelliklerinin ve islevlerinin anlasilmasi i¢in biiyiik 6neme sahiptir (Zhang
2006). Nanomalzemelerin yiizey 6zelliklerinin ve yapilarinin karakterizasyonu i¢in pek

cok giiclii teknik mevcuttur. Bu teknikleri genel olarak spektroskopik ve mikroskopik
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olarak ikiye ayirabiliriz. Spektroskopik teknikler, X-iginlar1 kirmimi (XRD), enerji
dispersif X-1sinlar1 (EDS), X-1sinlan fotoelekton spektroskopisi (XPS), ve UV/goriiniir
bolge absorpsiyon spektroskopisi’dir. Buna ek olarak dinamik 1s1k sacilmasi teknigi
(DLS-Zetasizer) nanomalzemelerin karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Mikroskobik teknikler ise taramali elektron mikroskopu (SEM) ve Gegirimli Elektron
Mikroskobu’dur (TEM). Bu ¢alismada ilk olarak partikiil olusumunun gézlemlenmesi
floresan mikroskop ile yapilmis daha sonra saflastirma ve diger karakterizasyon

islemlerine gecilmistir.

3.3.1. Nanopartikiillerin floresan mikroskobunda goriintiilenmesi

Ultraviyole gibi gorme sinirimiz diginda kalan bir 151k, floresan madde tarafindan absorbe
edilip, goriilebilen 151k spektrumu i¢inde yansitildiginda, goriilebilir. Bu 6zellik floresan
mikroskoplar kullanilarak belirlenebilmektedir. Sentezlenen nanopartikiil tespitin de
DAYTAM biinyesinde yer alan Floresan mikroskobu kullanilarak gergeklestirilmistir.
Lam fizerine elde edilen sividan kiigiik bir damla birakilarak ve lamel yardimiyla
yayilarak incelenmistir. 350 nm dalga boylu 151k altinda inceleme yapilmig ve goriintiiler

alimmistir. Siyah zeminde parlak renkler goriintiilenmesi hedeflenmistir.

3.3.2. Spektrofotometrik analiz

Uretilen nanopartikiilerin optik analizinde DAY TAM biinyesinde yer alan Shimadzu UV-
VIS Plus modeline sahip ¢ift 1sinli UV-VIS-NIR spektrometre (200-1100 nm)
kullanilarak sogurma oOl¢limleri alinmistir. Spektroskopik ¢aligmalar, elektromanyetik
dalganin (fotonun) madde ile etkilesmesi esasina dayanir. Bu etkilesme, elektromanyetik
dalganin madde tarafindan absorbsiyonu veya emisyonunu seklinde gergeklesir. Elde
edilen sivi kuvartz kiivetlere alinarak Ol¢limler yapilmis ve veriler dijital olarak

kaydedilerek grafikleri hazirlanmistir.
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3.3.3. Spektroflorometrik analiz

Uretilen nanopartikiilerin emisyon analiz icin DAYTAM biinyesinde yer alan
Spectrofluorometer (Agilent Cary Eclipse) (180-900 nm) kullanilarak emisyon dlgiimleri
alinmustir. Seg¢ilen dalga boyundaki 1sinlar 6rnege ulasir ve bu enerjiyi absorbe eden analit
(6rnek igerisinde analizi yapilacak bilesik) belli bir dalga boyunda bagka bir 151n yaymaya
baslar. Yayilan bu isinlar 90°’lik bir aciyla yerlestirilen dedektdrler tarafindan tespit edilir
ve bir fotometreye aktarilir. Burada yapilan 6l¢iimiin 90°’lik bir ag1yla olmasinin nedeni
yayilan 1sinlarin tiim boyutlarda (agilarda) dagilmasi ve dolayisiyla, uyarici 1sinlari
yayilan 1sinlara karigmasindan kaynaklanabilecek hatalarin 6nlenmesidir (Chan et al.
2012). Elde edilen siv1 kuvartz kiivetlere alinarak olglimler yapilmis ve veriler dijital

olarak kaydedilerek grafikleri hazirlanmistir.

3.3.4. Zetasizer analizi

Uretilen nanopartikiilerin boyut analizi icin DAYTAM biinyesinde yer alan tane
biiyiikliigii ve zeta potansiyel tayin cihazi (Zetasizer) (Malvern Zetasizer Nano ZSP)
kullanilmistir.

Zetasizer cihazi sivi ortamlardaki parcaciklarin veya molekiillerin ii¢ karakteristik
ozelligini 6lgmek i¢in kullanilir. Bu {i¢ temel 6zellik; kolloidal siispansiyonlardaki
parcaciklarin veya molekiillerin biiylikliik dagilimlari, ylizey yiikleri (zeta potansiyel) ve
molekiiler agiliklaridir. Biiytikliik dagilimlar1 dinamik 151k sagilmasi (Dynamic Light
Scattering, DLS), molekiiler agirliklari ise statik 151k sagilmasi (Static Light Scattering,
SLS) teknigi ile yapmaktadir. Zeta potansiyel Ol¢limleri de lazer doppler elektroforez
(Laser Doppler Electrophoresis, LDE) 6l¢iim teknigi ile yapilmaktadir (Malvern 2008).
Kullandigimiz malzemelerin birgogu kiigiik tanelerin bir araya getirilmesi ve bir islemden

gegirilmesi ile olusturulur.

Elde edilen s1vi cihazin numune kabina 1 ml konulmus ve tizeri saf su ile tamamlandiktan

sonra Slglimler yapilmis ve veriler dijital olarak kaydedilerek grafikleri hazirlanmistir.
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3.3.5. Ge¢irmeli Elektron Mikroskobu (TEM) ile goriintiileme

Uretilen nanopartikiilerin morfolojik 6zellikleri igin ODTU merkez laboratuvarlarinda

yer alan TEM (Jeol 2100F 200kV RTEM) cihaz kullanilmastir.

Gegirmeli elektron mikroskobu, elektron demetinin numune malzemenin iginden gecerek
yol almasiyla atom seviyesinde goriintii elde edilebilen hassas bir tekniktir. Malzemenin
icinden gecen elektronlar, bir ekranda izlenerek malzemenin yapisi ile ilgili goriintii
olustururlar. Bu teknik numunenin morfolojisi, kristal yapilar1 ve eksiklikleri, kristal
sathalar1 ve olusumlar1 hakkinda bilgi almamiz1 saglar. TEM’de goriintiisii alinmak
istenen malzemenin c¢ok ince olmasi gerekir (100-1000 A). Ciinkii malzeme icerisinden
elektronlar gecip gideceklerdir. Yiiksek enerjili (200 keV), kisa dalga boylu elektron
demeti, mercek sistemlerinden gegirilerek numune tizerine odaklanir ve sonra tekrar

mercek sistemlerinden gecirilerek ekrana yansitilir.

Sivi olarak gonderilen numuneden analizler yapilarak veriler tarafimiza gonderilmistir.

3.3.6. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile goriintiileme

Uretilen nanopartikiiller morfolojik analizleri DAYTAM (Sigma 300 Model Ziess
Gemini marka)’de SEM cihazi ile gergeklestirilmistir.

Taramali elektron mikroskobu, yiiksek ¢Oziiniirliiklii resim olusturmak i¢in vakum
ortaminda olusturulan ve ayni ortamda elektromanyetik lenslerle inceltilen elektron
demeti ile incelenecek malzemeyi analiz etme imkani sunar. Mikroskopta olusturulan
resimler, elektron demeti ile etkilesiminden ortaya ¢ikan isimalar veya geri yansiyan
elektronlar sayilarak olusturulur. SEM de vakum sistemi olduk¢a Onemlidir, basing
elektron tabancasinin engellemeyecek kadar diisiikk olmalidir. Elektron yayan ylizeylerin

koroze olmasini engellemek i¢in olmasi istenir.
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Saflagtirma ve yikama islemleri sonrasinda kurutulan numuneler altin ile kaplanarak

analiz edilmistir.

3.3.7. Enerji Dagihmh X-Isinlar1 Spektroskopisi (EDS) ile element analiz

Uretilen nanopartikiillerin morfolojik analizleri DAYTAM Sigma 500 Model Ziess

Gemini marka EDS cihazi ile goriintiileri alinmistir.

Elektrodepozisyonu yapilan nanopartikiillerin stokiyometrisinin belirlenmesinde
elemental analiz gereklidir. Gilinlimiizde nanopartikiillerin stokiyometrisini yani
nanopartikiillerin komponentlerinin birbirine gore miktarlarinin oranini bulmak i¢in

bir¢ok teknik gelistirilmistir.

EDS teknigi ile ylizeydeki komponentlerin kalitatif ve kantitatif analizi yapilmaktadir.
Ancak bu teknik taramali elektron mikroskopu (SEM) ile kombine haldedir. Taramal
elektron mikroskopu tekniginde elektron demeti kullanilir. Buna gére SEM’de, kati
numune ylizeyi raster diizeninde yliksek enerjili bir elektron demetiyle taranir. Tarama
neticesinde ylizeyden ¢esitli tlir sinyaller olusturulur. Bunlar geri sacilmis ve ikincil
elektronlar ve elektron mikroprob analizde kullanilan X-1511 emisyonudur. EDS ise
elektron bombardimanina maruz birakilan katt numunenin verdigi X-1gin1 emisyonunu
Olcer. Yiizeydeki tiirlere gore s6z konusu X-151n1 emisyonunun enetjisi ya da dalga boyu
farklilik gosterir. Elektrodepozisyonu yapilan CdS nanopartikiillerin bu teknik ile
elementel analizinde JEOL marka SEM/EDS cihazi kullanilmistir.

SEM i¢in hazirlanan 6rnekte goriintii alinan noktalardan analizler gergeklestirilmistir.

3.3.8. X- Isin1 Difraktometresi (XRD) ile kristal yap1 analizi

Sentezlen nanopartikiil yapisal analizler icin DAYTAM biinyesinde yer alan
PLAnalytical Empyream X-Ray Difraktometre cihazi kullanilmistir.
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XRD calisma prensibi kristaldeki 6rgii parametreleri ile ayn1 mertebede dalga boyuna
sahip X-1gmm1 dalgalarmin Kristal ile kirmima ugramasi olayma dayanir. XRD ile
malzemenin igerdigi fazlar, tanecik boyutu, tanecik yonelimi, kimyasal kompozisyon ve

Orgli sabiti belirlemek miimkiindiir.

Saflagtirma ve yikama islemleri sonrasinda kurutulan numuneler verilmistir. Numune
ornek tablasina konulan numune analize alinmistir. Elde edilen veriler kullanilarak

grafikler hazirlanmistir.

3.3.9. X-151n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) kimyasal bilesenlerin analizi

X-1511 fotoelektron spektroskopisi (XPS) olctimleri DAYTAM biinyesinde yer alan
Specs-Flex XPS cihaz1 ile gergeklestirilmistir. Kimyasal analiz igin elektron
spektroskopisi olaraktan bilinen XPS, ylizeylerin kimyasal bilesimini arastirilmak igin

yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.

Saflagtirma ve yikama islemleri sonrasinda kurutulan numuneler verilmistir. Numune
ornek tablasina konulan numune analize alinmistir. Elde edilen veriler kullanilarak

grafikler hazirlanmistir.

3.4. Elde Edilen Partikiiliin Toksikolojik Niteliginin Belirlenmesi

Nanopartikiillerin konsantrasyon optimizasyonu farkli konsantrasyonlarda (1-100
ug/mL) CdS 3 farkli hiicreleri ile muamele edilmesiyle saglanmigtir. Nanopartikiiller ile
hiicreler (24 saat) siirelerde muamele edilerek optimum maruz kalma siiresi MTT ve
tripan mavisi analizleri ile saptanmistir. Ayn1 deneyler sisplatin, imatinib ve saglikli hiicre

hatti ile de tekrar edilmistir.
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3.4.1. Kullanilan hiicre kiiltiirii

Caligmada kullanilan hiicreler (Olfaktori, beyincik ve korteks hiicreleri) Atatlirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalindan temin edilmistir. Hiicre
temini isleminde alinan noéron hiicreleri 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve sivinin
ist fazin1 kullanilmigtir. Elde edilen saf noron hiicreleri hazirlanan néron soliisyonuna
NBM, 1/10 FBS, 1/50 B27, 1/1000 antibiyotik konularak ve 96’lik polilizin kapl

polisitren kaplarda ekilmistir. Diizenli olarak her {i¢ giinde bir hiicreler kontrol edilip

besiyeri degisikligi yapilmistir (Sekil 3.2). Hiicreler 10 giin sonunda deneye alinmistir.

Sekil 3.2. Elde edilen hiicreler x10 a) Beyincik noéron hiicreleri b) Korteks néron
hiicreleri ¢) Olfaktori néron hiicreleri.

3.4.2. MTT analizi

Farkl1 kuantum noktalarin dozlarinin sitotoksisitelerinin belirlenmesi igin, “direkt temas
test metodu” uygulanmistir, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2.5-Difeniltatrazilyum bromid
iceren MTT maddesi ile (Sigma Aldrich Inc, St. Louis, USA) degerlendirme yapilmstir.
MTT testi ile sitotoksisiteyi belirlemek i¢in 1 ml PBS i¢inde 5 mg MTT tozu olacak
sekilde hazirlanmistir karigim, 0.20 um’lik steril filtreden (Corning, Wiessbaden,
Almanya) gecirilerek dis yiizeyi aliminyum folyo ile kaplandiktan sonra +4°C’de
kullanilacagi zamana kadar bekletilmistir. Inkiibe edilen hiicrelerin ortam sivilari
uzaklastirildiktan sonra, daha Onceden hazirlanmis olan Ornekler her kuyucuga

yerlestirilerek 24 saat siireyle 37°C’de %5 CO: iceren ortamda tekrar inkiibasyon
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birakilmistir. Bdylece, kullanilan kuantum noktalarin 24 saat sonundaki sitotoksik etkileri

degerlendirilmistir.

KN nanopartikiillerinin maruziyeti sonrasinda MTT soliisyonu ilave edilerek 4 saat
stireyle inkiibatorde bekletilmistir. Bu siire sonunda kuyucuklara 100 uLL. DMSO (Sigma,
USA) ilave edilerek formazen kristallerin ¢oziilmesi saglanmistir. Absorbans, (optik
yogunluk) spektrofometrede (uQuant, Bad Friedrichshall, Biotek) 570 nm dalga boyunda

Olctilmiistiir.

3.4.3. Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK) analizi

TAK diizeyi tespitinde, 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6- siilfonat = ABTS+)
radikal katyonunun olusumunu inhibe edilmektedir. Bu yolla toplam antioksidan
kapasitesi tespit edilmektedir. Tespit isleminde Rel Assay Diagnostics® (Sigma, USA)

firmasi tarafindan iiretilen TAK ticari kitleri kullanilanmistir.

Kit Bilesenleri

» Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml
+ Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml
+ Standart 1 Soliisyonu: 10 ml
» Standart 2 Soliisyonu: 10 ml

30 pl 6rnek igeren kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan eklenerek 660 nm'de ilk
absorbans okunmustir. Daha sonra ayni kuyucuklara 75 pl Reaktif 2 eklenerek 10 dk. oda
sicakliginda bekletilmistir. Bekleme sonunda 660 nm'de ikinci absorbans degeri okunarak
elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde uygun sekilde yerlerine konularak
mmol Trolox Equiv./L cinsinden TAK diizeyleri tespit edilmtir.

X 20

TAK (mmol Trolox Equiv./ ) _ (A Standart 1'in)—(A Ornegin degeri )
L)~ (A Standart 1'in degeri)—(A Standart 2’'nin absorbansi)
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3.4.4. Toplam Oksidan Sayis1 (TOS) analizi

Numunede bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin yogunlugu

spektrofotometrik olarak dl¢iilerek degerlendirme yapilmaktadir.

Calismamizda Rel Assay Diagnostics® firmasi tarafindan iiretilen TOS (Total Oxidant
Status) kitleri kullanilmistir.

Kit Bilesenleri

» Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml

» Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml

» Standart 1 Sollisyonu: 10 ml

» Standart 2 Sollisyonu: 10 ml

75 pl plazma 6rneginin bulundugu kuyucuklara 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan ilave
edilerek 530 nm’de ilk absorbansi okunmustur. Daha sonra ayn kiivete 25 pl Reaktif 2
soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir. Bekleme sonunda 530
nm“de ikinci kez absorbansit okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri ve asagidaki

formiil kullanilarak mmol TOD diizeyleri Trolox Equiv./L cinsinden tespit edilmistir.

TOS (umol H202 Equiv. /L): (8 Ornegindegeri) .00 degeri

(A Standart 2'nin degerti)
3.4.5. Histopatolojik Uygulama

Yapilan nekropsi sonucu histopatolojik degerlendirme amaciyla alman beyin doku
ornekleri  %10’luk formalin soliisyonunda 48 saat tespit edilmistir. Rutin doku takip
islemleri sonucu parafin bloklara gomiildii. Her bloktan 4 pm kalinliginda kesitler
alinmistir. Histopatolojik inceleme i¢in hazirlanan preparatlar hematoksilen-eozin (HE) ile
boyanip 151k mikroskobu ile incelenmistir (Leica DM 1000, Germany). Kesitler immun
pozitifliklerine goére yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak
degerlendirilmektedir.
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3.4.6. Immunohistokimyasal Boyama

Dehidrasyon, seffaflandirma ve parafinizasyon igslemlerinin ardindan parafin bloklardan
4-5 mikron kalinliginda kesitler alinarak polilizinli lamlar {izerine yerlestirilmistir.
Parafinin eritilerek uzaklastirilmasi amaciyla lamlar preparat tasima aparatina alindi ve
56 °C’de 1 saat etiivde bekletilmektedir. Immunohistokimyasal boyama Expose Kit
(Abcam: ab80436, Ingiltere) iiretici firmanin 6nerdigi sekilde yapildi. Bu amagla; 1-
Ksilolde (3 defa) 15 er dk. 2- %100 etanol (2 defa) 5 er dk. 3- %96 etanol (1-2 defa) 5 er
dk. 4- %90 etanol (1 defa) 5 dk. 5- %80 etanol (1 defa) 5 dk. 6- %70 etanol (1 defa) 5 dk.
7-Phosphate buffer solution (PBS) ile yikama 5 dk. 8- Endojen peroksidaz aktivitesini
bloke atmek amaciyla %3 likk hidrojen peroksit (300 ml distile su + 9ml H202)
soliisyonunda 10 dk. Bekletildir. 9- Antijen retrival asamasi i¢in sodyum sitrat soliisyonu
(pH = 6.0) ile mikrodalga firinda 15 dakika (600 watt) kaynamaya birakilidi. 10-
Soliisyondan ¢ikarmadan oda 1sisinda sogumasi igin 15 dk. bekletilmistir ve siire sonunda
PBS ile yikandi. 11- Protein bloktan (Abcam: ab80436) her lam iizerine dokuyu
kapatacak oranda damlatildi ve 30-60 dakika nemlendirilmis kap igerisinde
bekletilmektedir. (Non spesifik antikor baglanmasimi bloke etmek igin) 12- 1\100
oraninda sulandirilan primer antikordan 8 OHdG (catno. sc66036, dilution 1/50; Santa
Cruz, USA) ve GFAP (catno. ab68428, dilution 1/250; abcam, Cambridge, UK) her bir
lam iizerine mikropipet kullanarak 100 pl eklendi, 1 saat 37°C etiivde nemlendirilmis kap
igerisinde inkiibe edildi. 13- Etlivden ¢ikarilan preparatlara PBS ile 3 defa 5 er dk. siireyle
yikama islemi uygulandi. 14- Sekonder antikordan (komplement) her doku iizerine 1-2
damla eklendi ve 20 dk. oda 1sisinda nemlendirilmis kapta inkiibe edilmektedir. 15- Bu
stire sonunda PBS ile 3 defa 5 er dk. siireyle yikandi. 16- HRP konjugat her bir dokuya
1-2 damla eklendi ve 30 dk. oda 1s1sinda nemlendirilmis kapta inkiibe edilmistir. 17- PBS
ile 3 defa 5’er dk. siireyle yikandi 18- Kromojen olarak 3-3’ Diaminobenzidine (DAB)
kullanilmistir. 19- Distile su ile yikandi. 20- Hematoksilen (Mayer’s ) ile 15-20 saniye zit
boyama uygulandi. 21- Cesme suyu hematoksilenin fazlasi uzaklasincaya kadar
yikanmistir. Bu islemden sonra sirasiyla; 3’er dk. %80 etanol, %96 etanol, %2100 etanol

ve ksilolde bekletilerek lamlar entallen yardimiyla lamelle kapatilmistir.
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3.4.7. istatiksel analiz

Histopatolojik incelemede semikantitatif olarak elde edilen verilerin gruplar arasindaki
farkliliklarin analizi i¢in nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi, ikili gruplarin
mukayesesi i¢in Mann Whitney U testi kullanildi. Bu istatistik analizleri i¢gin SPSS 13.0

paket programi kullanilmaktadir.

3.8. Nanopartikiillerin Kararhh@inin Saptanmasi

NP’lerin kararlilig1 iki sekilde izlenecektir:

1- Inkiibasyon sonrasi cozeltiler herhangi bir uygulama yapilmadan 6 ay oda
sicakliginda bekletilecektir,

2- Inkiibasyon sonrasi ¢ozeltiler 50 mL’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak yiiksek
devirde 30 dakika santriifiij edilerek NP’ler c¢oktiiriilecektir. Siipenatant
ayrildiktan sonra ¢oken NP’ler {izerine tekrar steril distile su eklenecek ve ayni
sekilde santrifiij edilerek NP’ler yikanacaktir. Yikanma islemi sonras1 distile su
dokiilecek ve ultrasonik banyoda ultrasonifikasyonla su icerisine dagitilacak ve 6

ay sure ile oda sicakliginda kararlilig1 izlenecektir.

Kararlilik izlenmesi amaciyla ¢o6zeltinin 15181 maksimum absorbladigi dalga boyu

spektrofotometrede 200-800 nm arasinda taranacaktir (Vigneshwaran et al. 2007).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Biyosentez icin Atatiirk Universitesi Dogu Anandolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve
Aragtirma Merkezi (DAYTAM) kiiltiir kolleksiyonunda yer alan daha once kalsiyumlu
bilesiklerin presipitasyonuna katildigi belirlenen izolatlar kullanilmistir. Bu bakteri
izolatlarunin yiiksek iyon stresine dayanikli olmalar1 ve gerek kendileri gerekse
metabolitleri aracilig1 ile mineral olusumuna katildiklar1 bilinmektedir. Biyosentez i¢in
uygun izolat taramasi yapilarak denemelere devam edilemis ve sentezlenen partikiillerin
karakterizasyon islemleri yapilarak kuantum nokta ozellikleri olup olmadigr ve
boyutlandirmalari yapilmistir. Elde edilecek nanoboyutlu kuantum noktalar dogru ve tam
bir karakterizasyon islemi sonrast uygun kullanim alanlarindaki potansiyelleri

arastirilmistir.

4.1. Biyosentez i¢cin Bakteri Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak bakteriler dnce NA ortaminda saf kiiltiir olarak gelistirilerek 24
saatlik taze kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alinarmis ve 100 ml LB broth igerisine inokule

edilerek ve bir gece calkalayicida (120 rpm/dk) inkiibasyona birkilmistir.

Sekil 4.1. V. arenosi K64 izolatinin NA ortamda gelismesi
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4.1.1. En yiiksek uygulama siireleri ve dozlarinin belirlenmesi

Mikroorganizmalarin canliliklarint siirdiirebilmeleri uygun oOncii metalik ¢ozelti doz
miktarmin 5 ml uygulama’da (~0.1 M) ve uygun olan siirenin ise 3-5 giin oldugu
belirlenmigir. Belirtilen doz ve siire icerisinde canliligin devam ettigi sonrasinda ise

canliligin gézlemlenemedigi belirlenmistir.

4.1.2. Bakterinin Cd direncinin belirlenmesi

Izolatlarin Cd direnci belirlenmesinde LB (Luria-Bertani) sivi besiyeri ve 0.1, 1ve 5 mM
kadmiyum asetat kullanilmistir. elde edilen sonucuna gore farkli miktarlarda kadmiyum
asetat (kontrol, 0.1 mM, 1 mM ve 5 mM) uygulanmasi sonucu 0.1 mM kadmiyum asetat

cozeltisi bakterilerin gelismektedir (sekil 4.2).

Sekil 4.2. Sivi Cd direncli V. arenosi K64 kiltiirleri
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4.2. Biyosentez islemleri

Calisma izolati belirlendikten sonra biyosentez i¢in protokole uygun olarak reaksiyon
basamaklarina alinmistir. Yikama basamaklarina ge¢gmeden ilk dogrulama i¢in kiiltiir
stvis1 floresan mikroskobunda goriintiilenmis ve mavi parlamalar gézlemlendikten sonra
yikama islemleri gerceklesmistir. Kadmiyum ve siilfid eklemeleri yapilan basamak

sonucu elde edilen sivinin goriiniimii Sekil 4.3’de gortilmektedir.

Sekil 4.3. Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiileri

4.3. Biyosentetik Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen nanopartikiillerin sentez olusum asamalarmin izlenmesinde ve sentez
sonrasinda elde edilen {iriiniin karakterizasyon asamasinda asagidaki islemler

gerceklestirilmistir. Bakterisiz CdS Kaydi elde edilmemistir.
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4.3.1. Floresan mikroskobu ile elde edilen goriintiiler

Bu tezde elde edilen biyosentez yontemi ile nanopartikiiler, tespitini olusup-olugsmadigi

floresan mikroskobu (Floresan cell 10x10 mm) cihazinda gériintiilenmistir (Sekil 4.4).

(b)

Sekil 4.4. (a) (b) Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiilerin ait floresan mikroskobu
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4.3.2. Spektrofotometrik analiz sonuglari

CdS nanopartikiilerinin 200-700 nm dalga boyu aralifindaki UV-goriiniir spektrum
Olclim sonuglart verilmistir. Numune iizerine diisen 1518 bir kismi yansir, bir kismi
sogrulur ve bir kismi1 da numuneyi gecer. Spektrumlarin hepsinin oldukc¢a agik bir
sogurma maksimumuna sahip oldugu, CdS nanopartikiilerinin spektrumunda sogurmanin
700 nm dalga boyunda basladig1 ve sogurma siddetinin 256 nm dalga boyunda oldugu
gorilmistiir. Spektrumlarin hepsinin oldukg¢a agik bir sogurma maksimumuna sahip

oldugu gézlemnenen CdS’iin absorbans Sekil 4.5°de verilmistir.

256 nm
3.04

2.0+

1.5-

Absorbans

1.04

0.54

0.0 T v T T
200 300 400 500 600 700

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.5. Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiilerin absorbans spektrumi

4.3.3. Spektrofluorometrik analiz sonuclar:

CdS nanopartikiilerinin spektrofloremetrik analizi i¢in 350-700 nm dalga boylar1 arasinda
ki bantta tarama yapilmistir. En yliksek yogunlugu 439 nm ile mavi 1s18a isabet ettigi

tespit edilmistir. CdS’iin emisyon yogunlugu sonuglar1 Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiilerin ait spektroflorometrik sonuglar

4.3.4. Zetasizer sonuclari

CdS kuantum noktalarin, partikiil biyiikligii ve dagilimlarinin 6l¢iilmesi, hazirlanan CdS
cozeltilerin partikiil buytikligii ve dagilimi, Malvern Zeta Sizer aletiyle tayin edilmistir.
Sekil 4.6’da CdS nanopartikiillerin boyutu 8-10, 80-90 ve 90-110 nm goriilmiistiir.
Malvern Zeta Sizer cihazi, dinamik ve elektroforetik 151k sagilmasi yontemiyle
caligmaktadir. Bu cihaz partikiil biyiikligii 0.6 ile 6000 nm aralifinda 6l¢iim

yapabilmektedir. Sekil 4.7°de zeta sizer 6l¢iim sonuglar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiilerin ait Zetasizer sonuglari

4.3.5. TEM goriintiileri

Biyosentetik CdS kuantum noktalarin fiziksel goriiniimlerinin  ve partikiil
biiytikliiklerinin TEM ile belirlenmistir. Hazirlanan CdS nanopartikiiller disperse (3
dakika boyunca ultrasonik su banyosunda) edilerek. Olusan siispansiyondan mikroskop
laminin {izerine bir miktar ilave edilmis ve 24 saat siiresince vakum altinda

kurutulmustur.

Hazirlanan 6rnek incelendiginde CdS nanopartikiilerin boyutlarinin 4-12 nm civarinda
oldugu gorilmistiir (Sekil 4.8). Kiimelenmelerin homojen bir dagilim sergilemedigi ve

nanoparcaciklarin kiiresel yapilarda olabilecegi diisiiniilmektedir.
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(b)
Sekil 4.8. (a) (b) Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiilerinin TEM goriintiileri



62

4.3.6. SEM goriintiileri

V. arenosi K64 bakterisi araciligiyla biyosentez yoOntemiyle elde edilen CdS
nanopartikiilerin sekillerini daha iyi anlamak i¢in, SEM goriintiileri yardimiyla, filmlerin
nanoboyutlarda biiyiitiilebilmeleri, homojensizlikleri, kaliteleri ve fabrikasyonlari
konusunda bilgi elde edilmistir. Nanopartikilleri goriintii alinabilmesi i¢in
kurutulmustur. Hazirlanan materyalden alinan SEM goriintiileri neticesinde kiimelenmis
halde farkli boyutlarda (8-25 nm, ortalama NP boyutlari 18 nm) NPs icerdigi
belirlenmistir. CdS nanopartikiillerin 100-200 nm 6l¢ekli SEM goriintiileri partikiillerin
yiizey gorintiileri homojen nanoboyutlu tanecikler sekilde oldugu tespit edilmis olup
SEM goriintiileri XRD sonuglar de bunu desteklemistir. Olusan nanopargaciklarin i¢ ige
gecerek kiimelenmis halde bulunduklari ve bu kiimelerin farkli boyutlarda
nanoparcaciklart icerdigi belirlenmistir. Kiimelenmelerin homojen bir dagilim
sergilemedigi goriilmistiir ayrica NPs kiiresel ve hekzagonal yapilarda olabilecegi

distiniilmektedir (Sekil 4.9).
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EHT= 4.00 kV Signal A = InLens
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(b)

Sekil 4.9. (a) (b) Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiilerin SEM goriintiileri

DAYTAM

——
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4.3.7. Enerji Dagihmh X-Isinlar1 Spektroskopisi (EDS) ile analizi

Elde edilen CdS nanopartikiillerin SEM ile goriintiilendikten sonra entegre iinite yardimi

ile EDS analizi alinmis ve elde edilen grafik ve analiz tablosu Sekil 4.10’da gosterilmistir.

EDS spektrumunda Cd, S ve farkli elementler goriilmektedir (Sekil 4.10) ve (Cizelge 4.1).

Sayimsiz

Status: Idle

Sekil 4.10 . Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiilerin EDS grafiki bir nokta

8000
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Cd

CPS:11389 DT:11.5

Lsec:42.6

6

8

Energy (KeV)

5.124K Cnts

10

2.020 KeV

12

14

Det: element-C2

Cizelge 4.1. Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiilerin EDS Spektroskopisi veri

dokumu

Element W‘Z}ght Atg/g"c E[)/roor z\:]ett RaKtio z R A F
C AbK 52 131 125 1145 00208 12539 0845 03175 1

0 K 34.7 65.3 101 683 00661 12069 08696 0.1576 1

P K 8.9 8.7 49 7653 00692 10687 09358 07196 1.0081
AuM 91 14 53 3555 00891 07317 12963 12281 1.0922
s K 0.4 0.3 283 289 00027 10914 09438 06996 1.0044
cdL 417 11.2 18 15196 03404 08198 11441 09901  1.0062
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4.3.8. X-151n1 Fotoelektron Spekroskopisi (XPS) ile icerik analizi

XPS incelenen yiizeylerin elemental ve kimyasal hal bilgisinin analizi i¢in kullanilir.
Yiizeyden element ve kimyasal hal analizi yapilan cihazda incelenen numune Kimyasal
baglara katilmis iyonlarida tespit edilmektedir. Bu analizin sonuglar1 Sekil 4.12°de ve
Cizelge 4.2°de verilen sonuglar ile yorumlanmistir. Sekil 4.11°de elde edilen Cd, S, O, C
ve P elementlerine bag yaptig1 orbital, pik siddetini ve yapidaki elementlerin atomik

yiizdesi verilmistir. Yiizey kirliliginin boyutunu incelemek i¢in, CdS nanopartikiillerin

XPS ile analiz edildi.

Spektrumdan Cd, S, O, C ve P da dahil olmak {izere bes ¢esit element, yiizeyde
gozlemlenmektedir. Goreceli olarak yiiksek yogunluklu O-iligkili XPS (O1s) 6zelligi ile
belirtildigi gibi, sentezlenen nanopartikiiliin yiizeyi onemli derecede oksitlenmistir.

Burada asil gozlemlenmek istenen Cd ve S elementleridir. Ayrica nanopartikiillerin

kimyasal durumlar1 da XPS ile incelenmistir.

Siddet (birimsiz)

Sekil 4.11. Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiillerin XPS genel spektroskopisi
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Cizelge 4.2. Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiillerin XPS veri dokiimii

Name StartBE Peak BE End BE Height FWHM — Area(p)  Area(N)  Atomic SF ) PP Het PP AL
cPs eV CPS.eV TPP2M % LTHERMO1 PP HeightCPS  (N) %
cd3d 41808 40675 399.08 185579.47  3.52  1186099.09  622.51 833 29 201319.89 1057 637
Ols  539.08 53247 523.58 120309.16 3.75 49013045  2844.64 3807  2.881 125525.83  72.85  43.93
Cls 29408 287.14 27858 47092.93  4.88 24244589 340477 4557 1 4987376  70.04 4223
P2p 14208 13475 12258 12377.88 406 6109165 57815 7.74 1353 1198598  11.34  6.84
S2p 170 16507 159  615.02 378 3210.82 22.24 03 1.881 1503.19 104 063

4.3.9. Kristal yapinin belirlenmesi (XRD)

X-1s1m1 kirinimi, kat1 ve toz orneklerin yapilarindaki gesitli kristal formlar veya fazlar
hakkinda bilgi veren analitik bir tekniktir. Biyosentez yontemiyle elde edilen
nanopartikiilerin bu teknik ile karakterizasyonunda, A=1.5405 A dalgaboyuna sahip Cu-
Ka kaynakli Panalytical Difraktometre XRD cihazi kullanilmistir. Sekil 4.12°de, CdS

nanopartikulerin X-isin1 kirinim deseni gésterilmektedir.

Bu kirmim deseni iizerinde, siddetleri ve genislikleri birbirinden farkli olan pikler
gozlenmektedir. Gozlenen piklerin hekzagonal CdS yapisina ait oldugu ve bu piklerin
(002), (101), (110), (201), (004), (203) ve (105) yansima diizlemlerine karsilik geldigi
belirlenmistir. Burada, 26=31.9° *deki pik, diger piklere gore daha siddetlidir.

Biyosentez yontemi ile elde edilen CdS nanopartikiil kristalografik 6zellikleri XRD
(Xasinlart kirmimi) teknigi ile belirlendi, yedi belirgin piki olup en siddetli pik (101)
yoneliminde goriilmiistiir. XRD desenleri, 20 = 27.6°, 31.9°, 45.6°, 54.1°, 56.6°, 66.4° ve
75.4 ° degerlerinde gostermistir (SCPDS Card No: 41-1049).
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Sekil 4.12. Biyosentez ile elde edilen CdS nanopartikiilerin XRD kirinim deseni

4.4. Optimizasyon Cahsmalar:

Ik yaptigimiz 24 saatlik uygulamada kullanilabilir partikiiller elde ettigimiz igin,

optimizasyon denemelerine ihtiya¢ duyulmamustir.

4.5. Toksikolojik Sonug¢lar

Calismamizda tiretilen CdS NPs canli sistemlerdeki toksik etkisinin arastirilmasi igin rat
yavru beyin kiiltiirii olusturularak MTT testine tabii tutuldu. Bu amagla elde edilen ayr1
ayr kiiltiirlerde CdS NPs leri 24 saat boyunca hiicrelerle etkilesime birakildiktan sonra
sitotoksisite testi uygulandi. Beyincik, korteks ve olfaktori kiiltiirleri rat yavrularindan
elde edilmistir. Ayrilan hiicreler 10 giin boyunca biiyiimeye birakildiktan sonra CdS NPs
leri ilave edilmis ve toksisite durumunu arastirmak i¢in MTT, TAK ve TOS analizleri

uygulanmistir (Taghizadehghalehjoughi 2016).
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4.5.1. Beyincik Noron sonuclari

4.5.1.a. Beyincik Noron MTT analizi

MTT analiz sonuglarina gore canlilik orani kontrol grubunda yiize esdegerken bu oran
doza bagimli olarak diisiis gostermektedir. Sekil 4.13’de goriildii uzere CdS 0.1 mg
dozunda canlilik oran1 % 54.2 iken 0.00001 mg yada 10 ng dozunda en yiiksek canlilik
orani %91.5 olarak tespit edilmistir. Ayrica alinan verilerde 0.1 ve 0.01 mg dozlar1 kontrol
grubuyla p<0.001 anlamlilik gosterirken 0.001 ve 0.0001 mg dozlar1 kontrol grubuna

kiyasla p<0.05 oraninda anlamlilik gostermektedirler.

Beyincik Noron MTT Testi

0.00001 my CdS 2z 4 ittt
0.0001 mg CdS 77 s —
0001 mg CdS 27777 ##iiiiiiiiiiids—
001 mg CdS ZZZ 77 i
0.1mg CdS i
Kontrol A —

0 20 40 60 80 100 120
Canlihik Oram %

Deney Gruplar:

Sekil 4.13. Beyincik ndron hiicrelerin CdS nanopartikiilerinin 24 saat maruziyet sonrast

canlilik oranlar1 gdsterilmektedir.
*p<0.05 ** p<0.001

4.5.1.b. Beyincik Noron Antioksidan Kapasitesi

Toplam antioksidan kapasitesi kontrol maddesi olarak trolox kullanilmis ve uygulama
dozlar1 kontrole bagl esdeger oran olarak belirlenmis bu oran uygulanilan madde dozuna

bagimli olarak diislis gostermistir. Alinan sonuglara gére CdS 0.1 ve 0.01 mg dozunda
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antioksidan kapasitesini 3.4 ve 4.2 Equiv/mmol L belirlenirken 0.00001 ve 0.0001 mg
dozunda en yiiksek antioksidan kapasitesi 6.1 ve 5.4 esdeger/mmol L* olarak tespit
edilmistir. Ayrica 0.00001 ve 0.0001 mg da kontrol ile kiyasladigimizda 6nemli farklilik
gostermemistir (Sekil 4.14). Alinan verilerde 0.1 ve 0.01 mg dozlar1 kontrol grubuyla
p<0.001 anlamlilik gosterirken 0.001 mg dozlar1 kontrol grubuna kiyasta p<0.05 oraninda

anlamlilik gostermektedirler.

Beyincik Noron Toplam Antioksidant kapasitesi

0.00001 mg CdS 2
0.0001 Mg CAS
0.001 mg CdS ZZZZ 477k
001 mg CdS ZZZZ 7
01mg CdS 27777 s =
KoNtrol s —

0 1 2 3 4 5 6 7
Trolox equiv./mmol L™t

Deney gruplan

Sekil 4.14. Beyincik ndron hiicrelerin CdS nanopartikiilerinin 24 saat maruziyet

antioksidan kapasitesi oranlar1 gosterilmektedir.
*p<0.05 **p<0.001

4.5.1.c. Beyincik Noron Oksidan Seviyesi

Yapilan testler sonucunda toplam oksidan seviyeleri kontrol grubunda H>O> esdegerken
bu oran doza bagimli olarak diislis gostermektedir. Alinan sonuglara gore CdS 0.1 mg
dozunda canllik oran1 5.8 Eqv/mmol L™ belirlenirken 0.00001 ve 0.0001 mg dozunda en
yiiksek oksidan kapasitesi 3.5 ve 3.9 Equiv/mmol L™ olarak tespit edilmistir. Ayrica
0.0001 mg da kontrol ile kiyasladigimizda anlamli farklilik gostermemistir (Sekil 4.15).
Alman verilerde 0.1 ve 0.01 mg dozlar1 kontrol grubuyla p<0.001 anlamlilik gosterirken

0.001 mg dozlar1 kontrol grubuna kiyasta p<0.05 oraninda anlamlilik gostermektedirler.
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Beyincik Noron Toplam Oksidant seviyesi

0.00001 mg CdS ZH# 4
0.0001 mg CdS 2 7 i s
0.001 mg CdS 2005 ~
0.01 mg CdS it —
0.1my CdS 70
Kontrol ZZZzz4444# i

0 1 2 3 4 5 6 7

Deney Gruplari

H,0, equiv./umol L1

Sekil 4.15. Beyincik hiicrelerin CdS nanopartikiilerinin 24 saat maruziyet sonrasi

toplam oksidan seviyeleri gosterilmektedir.
*p<0.05 **p<0.001

4.5.2. Korteks Noron Sonuclari

4.5.2.a. Korteks Noron MTT analizi

MTT analiz sonuclarina gore canlilik orani kontrol grubunda yiizde esdegerken bu oran
doza bagimli olarak diisiis gostermektedir. Alinan sonuglara gére CdS 0.1, 0.01 ve 0.001
mg dozunda canlilik oran1 %58.8, 73.3 ve 76.3 belirlenirken 0.00001 ve 0.0001 mg
dozunda sirasiyla en yiiksek canlilik oran1 %95 ve 90.1 olarak tespit edilmistir (Sekil
4.16). Alinan verilerde 0.1, 0.01 ve 0.001 mg dozlar1 kontrol grubuyla p<0.001 anlamlilik

gostermektedir.
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Korteks Noron MTT Testi

0.00001 mg CdS ZZZZ7###7 7k —
0.0001 mg CdS 4 i —
0.001 mg CdS 2000+
001 mg CdS 7 it
0.1mg CdS 7777t — ™
Kontrol 2z i —

0 20 40 60 80 100 120
Canhilik Oram %

Deney Gruplar

Sekil 4.16. Korteks Noron CdS nanopartikiilerinin 24 saat maruziyet sonrasi canlilik

oranlar1 gosterilmektedir.
*p<0.05 ** p<0.001

4.5.2.b. Korteks Noron Antioksidan Kapasitesi

Toplam antioksidan kapasitesi kontrol maddesi olarak trolox kullanilmis ve uygulama
dozlar1 buna bagli esdeger oran olarak belirlenmis bu oran uygulanilan madde dozuna
bagiml olarak diisiis gostermistir. Alinan sonuglara gére CdS 0.1 ve 0.01 mg dozunda
antioksidan kapasitesini 3.1 ve 4.2 Equiv/mmol L belirlenirken 0.00001 ve 0.0001 mg
dozunda en yiiksek antioksidan kapasitesi 5.8 ve 5.6 Trolox Equiv/mmol L™ olarak tespit
edilmistir. Ayrica 0.00001 ve 0.0001 mg da kontrol ile kiyasladigimizda anlamli farklilik
gostermemistir (Sekil 4.17). Alman verilerde 0.1 ve 0.01 mg dozlar1 kontrol grubuyla
p<0.001 anlamlilik gosterirken 0.001 mg dozlar1 kontrol grubuna kiyasta p<0.05 oraninda

anlamlilik géstermektedirler.
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Korteks Noron Toplam Antioksidant Kapasitesi

0.00001 mg CdS ZZZZZ it
0.0001 mg CdS i
0.001 mg CdS 0%
001 mg CdS 277 it
0.1mg CdS 77k
Kontrol ZZZZ it

0 1 2 3 4 5 6 7
Trolox equiv./mmol L™

Deney Gruplari

Sekil 4.17. Korteks Noron CdS nanopartikiillerinin 24 saat maruziyet sonrasi Toplam

Antioksidan Kapasitesi gosterilmektedir.
*p<0.05 ** p<0.001

4.5.2.c. Korteks Noron Oksidan Seviyesi

Toplam oksidan seviyeleri kontrol grubunda H2O: esdegerken bu oran doza bagimli
olarak diistis gostermektedir. Alinan sonuglara gore CdS 0.1 ve 0.01 mg dozunda canlilik
oran1 5.4 ve 4.9 Equiv/mmol L belirlenirken 0.00001 ve 0.0001 mg dozunda en yiiksek
oksidant kapasitesi 3.7 ve 3.9 Equiv/mmol L? olarak tespit edilmistir (Sekil 4.18) Ayrica
0.0001 ve 0.00001 mg da kontrol ile kiyasladigimizda anlamli farklilik géstermemistir.
Alman verilerde 0.1 mg dozlar1 kontrol grubuyla p<0.001 anlamlilik gosterirken 0.01 ve

0.001 mg dozlar1 kontrol grubuna kiyasta p<0.05 oraninda anlamlilik gostermektedirler.
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Korteks Noron Toplam Oksidant Seviyesi

0.00001 mg CdS s
0.0001 mg CdS 72 e
0.001 mg CdS % —
0.01 mg CAS it —
0.1my CdS 2zt —
Kontrol i

0 1 2 3 4 5 6
H202 equiv./umol L1

Deney Gruplari

Sekil 4.18. Korteks Noron CdS nanopartikiilerinin 24 saat maruziyet sonrasi Toplam

Oksidan Seviyesi gosterilmektedir.
*p<0.05 **p<0.001

3.6.3. Olfaktori Noron Sonuclari

4.5.3.a. Olfaktori Noron MTT analizi

MTT analiz sonuclarinda canlilik orani kontrol grubunda yiize esdegerken bu oran doza
bagimli olarak diisiis gostermektedir. Alinan sonuglara gére CdS 0.1 ve 0.01 mg dozunda
canlilik oran1 %23.4 ve 48.3 belirlenirken 0.00001 ve 0.0001 mg dozunda en yiiksek
canlilik oran1 %93.1 ve 87.5 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.19). Ayrica alinan verilerde
0.1 ve 0.01 mg dozlar1 kontrol grubuyla p<0.001 anlamlilik gdsterirken 0.001 mg dozlari

kontrol grubuna kiyasta p<0.05 oraninda anlamlilik gdstermektedirler.
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Olfaktori Noron MTT Testi

0.00001 mg CdS 22777 it
0.0001 mg CdS 227 it
0.001 mg CdS 2%~ ~
0.01mg CdS ZHs4447 0%
0.1mg CdS 2z *
KONtrol i —

0 20 40 60 80 100 120
Canhihik Oram %

Deney Gruplari

Sekil 4.19. Olfaktori Noron CdS nanopartikiilerinin 24 saat maruziyet sonrasi canlilik

oranlar1 gosterilmektedir.
*p<0.05 ** p<0.001

4.5.3.b. Olfaktori Noron Antioksidan Kapasitesi

Toplam antioksidan kapasitesi tayin i¢in kontrol maddesi olarak trolox kullanilmis ve
uygulama dozlar1 buna bagli esdeger oran olarak belirlenmistir. Bu oran uygulanilan
madde dozuna bagimli olarak diisiis gdstermistir. Alinan sonuglara gére CdS 0.1 ve 0.01
mg dozunda antioksidan kapasitesini 2.8 ve 3.2 Equiv/mmol L belirlenirken 0.00001 ve
0.0001 mg dozunda en yiiksek antioksidan kapasitesi 5.4 ve 5.1 Trolox Equiv/mmol L*
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.20). Ayrica 0.00001 ve 0.0001 mg da kontrol ile
kiyasladigimizda anlamli farklilik gostermemistir. Alman verilerde 0.1 ve 0.01 mg
dozlar1 kontrol grubuyla p<0.001 anlamlilik gosterirken 0.001 mg dozlar1 kontrol grubuna

kiyasta p<0.05 oraninda anlamlilik géstermektedirler.



75

Olfaktori Noron Toplam Antioksidant Kapasitesi

0.00001 mg Cds s —
0.0001 mg Cds 24
0.001 mg Cds 0%
0.01 mg Cds s
0.1mg Cds 54 ™
Kontrol i

0 1 2 3 4 5 6 7
Trolox equiv./mmol L™

Deney Gruplari

Sekil 4.20. Olfaktori Noron CdS nanopartikiilerinin 24 saat maruziyet sonrasi Toplam

Antioksidan Kapasitesi gosterilmektedir.
*p<0.05 ** p<0.001

4.5.3.c. Olfaktori Noron Oksidan Seviyesi

Toplam oksidan seviyeleri kontrol grubunda H>O> esdegerken bu oran doza bagimli
olarak diisiis gostermektedir. Alinan sonuglara gére CdS 0.1 ve 0.01 mg dozunda canlilik
oran1 5.6 ve 5.3 Equiv/mmol L belirlenirken 0.00001 ve 0.0001 mg dozunda en yiiksek
oksidan kapasitesi 4.1 ve 4.4 Equiv/mmol L™ olarak tespit edilmistir (Sekil 4.21). Ayrica
0.0001 ve 0.00001 mg da kontrol ile kiyasladigimizda anlamli farklilik géstermemistir.
Alman verilerde 0.1 mg dozlar1 kontrol grubuyla p<0.001 anlamlilik gdsterirken 0.01 ve

0.001 mg dozlar1 kontrol grubuna kiyasta p<0.05 oraninda anlamlilik gostermektedirler.
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Olfaktori Noron Toplam Oksidan Seviyesi

0.00001 mg Cds
0.0001 mg Cds 24 i
0.001 mg Cds 4 ™
0.01 mg Cds i ~
0.1 mg Cds 0 it — ™
Kontrol it

0 1 2 3 4 5 6 7
H202 equiv./umol L1

Deney Gruplar

Sekil 4.21. Olfaktori Néron CdS nanopartikiilerinin 24 saat maruziyet sonrast Toplam

Oksidan Seviyesi gosterilmektedir.
*p<0.05 ** p<0.001

4.5.4. Histopatolojik Bulgular

Beyin ve beyincik dokusundaki degisimin tespit edilmesi agisindan beyin ve beyincik
dokular1 alinarak histopatolojik inceleme yapilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.22 ve
Sekil 4.23 ’de gosterilmistir. Alinan sonuglarda doz artigiyla birlikte atrofi ve hipereemi

bulgular1 gosterilmektedir.

Bu sonugclar dogrultusunda;

1- Kontrol: Beyin ve beyincik dokular1 incelendiginde normal histolojik yapida oldugu
belirlenmektedir (Sekil 4.22 ve 4.23, A)

2- CdS NP 0.1 mg: Beyin ve beyincik dokulari incelendiginde, beyinde hafif diizeyde
hiperemi goriilmistir (Sekil 4.22, B). Beyincikte damarlarda hiperemi belirlenmistir
(Sekil 4.23, B).
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3- CdS NP 1 mg: Beyin ve beyincik dokulari incelendiginde, beyinde néronlarda atrofi
ve hafif diizeyde dejenerasyon goriilmistir (Sekil 4.22, C). Beyincikte purkinje
hiicrelerinde atrofi ve hafif diizeyde dejenerasyon tespit edilmistir (Sekil 4.23, C).

4- CdS NP 5 mg: Beyin ve beyincik dokulari incelendiginde, beyinde néronlarda atrofi,
dejenerasyon ve damarlarda hiperemi goriilmistir (Sekil 4.22, D). Beyincikte purkinje
hiicrelerinde hafif diizeyde atrofi ve dejenerasyon, damarlarda siddetli hiperemi

belirlenmistir (Sekil 4.23, D).

5- CdS NP 15 mg: Beyin ve beyincik dokular1 incelendiginde, beyinde néronlarda atrofi
orta diizeyde dejenerasyon, nekroz ve damarlarda hiperemi belirlenmistir (Sekil 4.22, E).
Beyincikte purkinje hiicrelerinde orta diizeyde atrofi ve dejenrasyon ve likefaksiyon

nekrozu goriilntilenmistir (Sekil 4.23, E).

6- CdS NP 25 mg: Beyin ve beyincik dokulari incelendiginde, beyinde néronlarda atrofi
siddetli diizeyde dejenerasyon, nekroz ve damarlarda hiperemi, (Sekil 4.22, F).
Beyincikte purkinje hiicrelerinde atrofi siddetli diizeyde dejenrasyon ve likefaksiyon

nekrozu belirlenmistir. immunohistokimyasal bulgular Cizelge 4.3 de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.22. Beyin dokusu, (A) kontrol grup: normal histolojik gorintiist, (B) 0.1 grup:
damarlarda hafif hiperemi, (C) 1 grup: damarlarda hiperemi (arrowhead), ¢ok az sayida néronda
atrofi (arrow), (D) 5 grup: damarlarda siddetli hiperemi (arrowhead), noronda hafif diizeyde
atrofi (arrow), (E) 15 grup: noronlarda orta siddette atrofi (arrow), dejenerasyon ve nekroz
(arrowhead), damarlarda hiperemi, (F) 25 grup: Damarlarda siddetli hiperemi, noéronlarda
siddetli atrofi (arrow), dejenerasyon ve nekroz (arrowhead), H&E, Bar: 20um.
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Sekil 4.23. Beyincik dokusu, (A) kontrol grup: normal histolojik gértntiist, (B) 0,1 grup:
damarlarda hafif hiperemi, (C) 1 grup: ¢ok az sayida purkinje hiicrelerinde atrofi (arrow),
damarlarda hiperemi, (D) 5 grup: noéronda hafif diizeyde atrofi (arrow), damarlarda siddetli
hiperemi, (E) 15 grup: noronlarda orta siddette atrofi (arrow), dejenerasyon ve nekroz
(arrowhead), damarlarda hiperemi, (F) 25 grup: Damarlarda siddetli hiperemi, noéronlarda
siddetli atrofi (arrow), dejenerasyon ve nekroz (arrowhead), H&E, Bar: 20um.
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4.5.5. Iimmunohistokimyasal Bulgular

Dokularin iltihabi ve genetik hasar oranini belirlemek i¢in beyin ve beyincik dokularinda
GFAF ve 8 OHDG boyalar1 uygulanarak immunuhistopatolojik inceleme yapilmistir. Her
iki dokuda elde edilen sonuglar Sekil 4.24, 4.25 ve 4.26’da sunulmustur.

Bu sonuglara gore;

1- Kontrol: Beyin ve beyincik dokulart incelendiginde, 8 OHAG ve Glial fibrillary acidic
protein (GFAP) ekspresyonu goriilmustur.

2- CdS NP 0.1 mg: Beyin ve beyincik dokular1 incelendiginde, beyinde ndronlarda ve
purkinje hiicrelerinde bir iki hiicrede intrastoplazmik 8 OHdG ekspresyonu belirlenmistir.
Beyinde astrositlerde ¢ok az ve hafif GFAP ekspresyonu izlendi. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli fark (p<0.05) goériilmustur.

3- CdS NP 1 mg: Beyin ve beyincik dokulari incelendiginde, beyinde ndronlarda ve
purkinje hiicrelerinde ¢ok az sayida hiicrede intrastoplazmik 8 OHAG ekspresyonu
belirlendi. Beyinde astrositlerde hafif GFAP ekspresyonu goriildii. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli fark (p<0.05) goriilmustur.

4- CdS NP 5 mg: Beyin ve beyincik dokulari incelendiginde, beyinde ndronlarda ve
purkinje hiicrelerinde hafif diizeyde sayida hiicrede intrastoplazmik 8 OHdG ekspresyonu
belirlendi. Beyinde astrositlerde orta diizeyde GFAP ekspresyonu goriildii. Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli fark (p<0.05) goriildii.

5- CdS NP 15 mg: Beyin ve beyincik dokulari incelendiginde, beyinde noronlarda ve
purkinje hiicrelerinde orta diizeyde sayida hiicrede intrastoplazmik 8 OHdG ekspresyonu
belirlendi. Beyinde astrositlerde orta/siddetli diizeyde GFAP ekspresyonu goriilldmustur.
Kontrol grubuyla kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli fark (p<0.05) goriilmustur.
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6- CdS NP 25 mg: Beyin ve beyincik dokulari incelendiginde, beyinde ndronlarda ve
purkinje hiicrelerinde siddetli diizeyde sayida hiicrede intrastoplazmik 8 OHdG
ekspresyonu belirlenmistir. Beyinde astrositlerde c¢ok siddetli diizeyde GFAP
ekspresyonu goriilmustur. Diger gruplarla kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli

(p<0.05) fark goriilmustur. Immunohistokimyasal bulgular Cizelge 4.3’de &zetlenmistir.
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Sekil 4.24. Beyin dokusu, (A) kontrol grup, 8 OHdG ekpresyonu negatif, (B) 0.1 grup, 8 OHdG
ekpresyonu negatif, (C) 1 grup, c¢ok hafif diizeyde néronlarda intrastoplazmik 8 OHAG
ekpresyonu (arrow), (D) 5 grup, hafif diizeyde noronlarda intrastoplazmik 8 OHdG ekpresyonu
(arrow), (E) 15 grup, noronlarda orta siddette intrastoplazmik 8 OHdG ekpresyonu (arrow), (F)
25 grup, noronlarda siddetli intrastoplazmik 8 OHdG ekpresyonu (arrow), H&E, Bar: 20pum.
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Sekil 4.25. Beyincik dokusu, (A) kontrol grup: 8 OHdG ekpresyonu negatif, (B) 0.1 grup: 8
OHdG ekpresyonu negatif, (C) 1 grup: 8 OHdG ekpresyonu negatif, (D) 5 grup: hafif diizeyde
purkinje hiicrelernde intrastoplazmik 8 OHAG ekpresyonu (arrow), (E) 15 grup: purkinje
hiicrelerinde orta siddette intrastoplazmik 8 OHdAG ekpresyonu (arrow), (F) 25 grup: purkinje
hiicrelerinde siddetli intrastoplazmik 8 OHdG ekpresyonu (arrow), H&E, Bar: 20um.
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Sekil 4.26. Beyin dokusu, (A) kontrol grup, GFAP ekpresyonu ¢ok hafif diizeyde, (B) 0.1 grup,
GFAP ekpresyonu ¢ok hafif diizeyde, (C) 1 grup, GFAP ekpresyonu hafif diizeyde (arrow), (D)
5 grup, GFAP ekpresyonu orta diizeyde, (E) 15 grup, orta/siddetli diizeyde GFAP ekpresyonu
(arrow), (F) 25 grup, siddetli diizeyde GFAP ekpresyonu (arrow), H&E, Bar: 20pum.
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Cizelge 4.3. Beyin ve beyincik dokularmin histopatolojik ve immunohistokimyasal
degerlendirmesi.

Kontrol CdSNP CdSNP CdSNP CdSNP CdSNP
0.1 mg 1mg 5mg 15 mg 25 mg

Noronlarda atrofi - + ++ ++ +++ ++++
Dejenerasyon - = = + ++ 4+
Nekroz - - - - ++ 4+
Damarlarda hiperemi - + + ++ ++ +++
8 OhdG - -1+ + + ++ +++
GFAP -[+ -/+ + + ++ +++

4.6. Nanopartikiillerin Kararhihginin Saptanmasi

Calismada ilk sentezinin yapildig: giinden (Subat 2017) tezin yazildigi zamana (Nisan
2018) kadar gegen siire¢ icerisinde kararlilik i¢in muhafaza edilen 6rneklerin floresans
mikroskop goriintiisii verdigi belirlenmis ve kararliligint kaybetmedigi goriilmiistiir. 3.
ay, 6.ay ve 12. ay sonunda kararliligin1 korumaktadir. Ancak bu analiz i¢in daha uzun

stire muhafazaya ve denemeye devam edilmelidir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢aligma ile kuantum nanokrsitaller olarak bilinen ve bir¢ok alanda uygulama imkani
bulunan CdS tabanli nanokirsitaller biyolojik yolla sentezlenmistir. CdS kuantum nokta
nanopartikiiliiniin sentezlenmesi i¢in ¢esitli fiziksel veya kimyasal yoOntemler
bulunmaktadir. Ancak sentez yontemleri hem sentezlenen madde i¢in hem de doga ve
canlt i¢in 6nem arz etmektedir. Biyolojik yolla sentez disindaki yontemlerin agir
kimyasallarin kullanimindan dolay1 toksik maddelerin emilimine neden olabildigi ve
pahali oldugu bilinmektedir. Dogaya ve canliya zararli olmasindan dolay1 yeni yontemler
arastirilmakta ve son yillarda biyosentez 6nem kazanan kazanmaktadir. Cevreye ve
dogaya uyumlu bir yontem olan biyosentez ile diisiik toksisite ve yiliksek biyouyumluluk
ile CdS sentezlenmesinin avantajlar1 sagladigi konusunda literatiir bilgileri mevcuttur

(Hulkoti and Taranath 2014).

Diger nanopartikiillerin sentez yontemlerinde oldugu gibi CdS tabanli kuantum nokta
sentezinde litratorde ¢ogunlukla kimyasal yontemler kullanilmigtir. Bunlardan bazilar
sol-jel metodu, ¢okeltme, hidrotermal, ters mikroemiilsiyon ve kat1 hal reaksiyonlaridir.
Ters mikro emiilsiyon ve hidrotermal gibi metotlarla zayif bir sekilde ¢oktiiriilmiis
kadmiyum tabanli nanomalzeme elde edilmistir. Cokeltme islemi ise basit, diislik
maliyetli ve endiistriyel iiretim i¢in uygundur fakat elde edilen nanomalzeme diisiik
kalitede biiyiik partikiillerin ve topaklanmalarin olusmasina neden olmaktadir (Cengiz et
al. 2008). Biyosentez ile biyouyumlu malzemelerin iiretilebilmesi ve kimyasal yontemler
icin kullanilan materyallerin toksik ve islem basamaklarinin maliyetinin yiiksek olmasi
nedeniyle, biyosentez metodu son yillarda daha fazla dikkat ¢ekmektedir (Asmathunisha
and Kathiresan 2013; Hulkoti and Taranath 2014).

Sentezlenen nanopartikiillerin 6zellikleri ¢ok yonlii ve dikkatle arastirildiginda biiytik
kullanim alanlar1i, 6nemli teknolojik ve medikal faydalar1 oldugu kadar goz ardi
edilemeyecek zararlarinin oldugu da bilinmektedir. Bu nedenle nanopartikiillerde aranan
en 6nemli 6zellikler arasinda, toksisitesinin olmamasi veya az olmasi, biyobozunurluk ve

biyouyumluluk degerli parametreler olarak siralanabilir. Bu o6zelliklerin CdS tabanl



87

kuantum noktalarda bulunmasi bu partikiillerin kiymetini arttirmaktadir (Cengiz et al.

2008; Liu et al. 2013; Lin et al. 2014).

Bir¢ok nanopartikiil (6zellikle metalik nanopartikiiller) toksik materyaller icerdigi
diisiiniildiigiinde, kontrol edilmesi gereken parametreler olduk¢a 6nemlidir. Ozellikle
kimyasal sentezler ile fiiretilen degerli nanopartikiiller, toksik nitelikleri nedeniyle
kullanim alanlar1 bulamamakta veya smirli kullanim alani bulmaktadir. Ornegin;
kadmiyum, 6nemli endiistriyel kirleticilerden biridir. Toksik konsantrasyonu kadmiyum
iyonlarina sahip bir ¢evreye maruz kaldiklarinda bir¢ok canlinin 6ldiigii ancak bazi
bakterilerin hayatta kalmasini saglamak icin ¢esitli olas1i mekanizmalara sahip oldugu
belirlenmistir (Silver 1992). Bu sentez toksik nitelikleri azaltilmig malzeme sentezine

yeni bir uygulama alani agmastir.

Biyolojik sentez mikroorganizmalar tarafindan, yiiksek foto kararlilifa sahip, suda
¢oziilebilir CdS kuantum nokta nanopartikiilleri sentezlemek i¢in kolay hazirlanabilir
reaktiflerin ve basit malzemelerin kullanildig1 yeni bir yontem olarak ortaya ¢ikmustir.
SEM ve TEM gorintiileri ile bu partikiilerin oldukga kii¢iik boyutlarda (4-18 nm) oldugu
acik¢a goriilmiistiir. Bu da, kuantum nokta nanopartikiillere viicudun bir¢cok bdlgesine
erisebilme potansiyelinin yiiksek olmasindan dolay1 tan1 ve tedavide arastirmacilar yeni
imkanlar  verebilmektedir. Ayrica CdS kuantum noktalarin biyosentez ile
modifikasyonlart miimkiindiir. Bu sayede biyouyumlu ve daha az toksik CdS kuantum
nokta hazirlanabilir. CdS kuantum nokta ila¢ tasinmasinda gelecek vaad etmektedir ancak

daha ¢ok sayida ve detayli calismalar yapilmasi gerekmektedir.

Bu tez calismasinda biyolojik sentez i¢in dogrudan canli kullanilmasi, toksik niteligi
yiiksek materyaller dikkate alinarak secilmistir. Elde edilecek materiyalin toksik niteligi
daha sentez asamasindan itibaren kontrol edilebilmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin
optik ozellikleri i¢in UV-VIS-NIR spektrofotometresi ve spektroflorometrik analizi,
yapisal analiz i¢in X 1simnlart difraksiyonu (XRD), X-151m1 fotoelektron spekroskopisi
(XPS), enerji dispersif X-isinlar1 (EDS) ve DLS-zetasizer 6l¢iim teknikleri; morfolojik
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Ozellikleri i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM), gecirimli elektron mikroskopu
(TEM) olgtim teknikleri kullanilmistir.

Bu calismada daha onceki ¢alismalardan elde edilmis ve tanilanmis Gram pozitif bir V.
arenosi K64 (GenBank Kabul No: KR873397) Atatiirk Universitesi DAYTAM Kkiiltiir
kolleksiyonunda ki stok kiiltiirlerden kullanilmigtir. Bu bakterinin segilmesinde temel
neden Ozel tampon c¢ozelti icerisinde yapilan denemelerde yiiksek dozlarda dahi
canliligim 3 giine kadar siirdiirebilmesidir. Stok kiiltiirlerden alinan ¢ok sayida izolat ile
yapilan 6n denemelerde biyosentez islemleri i¢in canliligin 6nemi diisiiniilerek yapilan
denemler sonucunda aktif izolat ile ¢aligmalar devam edilmistir. Caligmanin
baslangicinda ¢ogunlugu Bacillus cinsine ait 12 izolat ile denemeler yapilmistir. Ayrica
V. arenosi K64 ile sentez onciisii kimyasallar olan kadmiyum ve siilfit gruplariyla yapilan

denemelerde ¢alismanin kullanilabilir doz degerleri belirlenmistir.

Hem besiyerinde hem tampon ¢6zelti igerisinde yapilan denemeler ile direng 6zellikleri
arastirilmistir. Tampon ¢ozelti igerisinde canliligin muhafazasi belirlenirken besiyeri ile
hangi dozlarda hiicresel gelisimin gozlemlenebildigi belirlenmistir. Sentez i¢in hangi
mekanizmanin kullanildig1 bilinmedigi i¢in canlilik ve gelisme ayr1 ayr1 Onem
tasimaktadir. Ancak yapilan literatiir taramalar1 Gram pozitif 6rnekler i¢in hiicre disi
sentezi isaret etmesi, enzimatik sentezin devami i¢in hiicresel gelisimin gerekliligi,
besiyerinde gelisimin goriildiigii en yiiksek dozun belirlenmesi uygulama i¢in 6nemlid.
Ik yapilan diren¢ calismalarinda bu doz 0.1 mM kadmiyum konsantrasyonu olarak

belirlenmistir.

Yapilan calismalar esnasinda mikroorganizmalarin gelisimi literatiire ve beklentilere
uygun olarak devam etmistir. CdS nanopartikiiler elde etmek i¢in oncii kimyasallar olarak
Kadmiyum Kilorid (CdCl2) ve Sodyum Siilfit (Na2SOz3) sulu ¢ozeltiler kullanilmstir.
Biyosentez basamaklar1 esnasinda her hangi bir sorun belirlenmemistir. Genel anlamda
siire¢ takip edildiginde biitiin basamaklar litratiirlere uygunluk gostermektedir (El-

Raheem et al. 2012).
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Protokol basamaklarinin herhangi bir kisminda kiiltiir gelisiminlerinde bir sorun ile
kargilasilmamistir. Gelisen kiiltiir ile yapilan sentez basamagi olan su banyosundan
cikarildiginda limon sarisi, turuncu renk olugmasi beklenmektedir. Ancak bu ¢alismada
yapilan biyosentez isleminde daha acik renk olarak sari-beyaz sivi olustugu
gozlemlenmistir. Bu sonug degerlendirildiginde ilk olarak floresan mikroskop altinda
parlayan bolgeler goriintiilenmis ve diger islemlere gegilmistir (Zhu et al. 2016). Daha
sonraki sonuglar bu agik rengin sebebini daha kiiglik boyutta olusan partikiiller olarak
degerlendirmemize neden olmustur (Malarkodi et al. 2014). Partikiil boyutu kiigtildiik¢e
sogurdugu ve yansittigi dalga boylar1 degisiklik gostermektedir. Kuantum nokta olarak
kullanilacak CdS i¢in partikiil boyutunun kiigiikk olmasi ise istenen bir durumdur.
Literatiire gore olusan farklilik daha iyi bir sentezi ve lirinii ortaya ¢ikarmistir (Kowshik
et al. 2002; EI-Raheem et al. 2012; Yang et al. 2015; Zhu et al. 2016; Dunleavy et al.
2016; Feng et al. 2017; Venegas et al. 2017). Spektrofotometre ve spektroflorometre

analizleri ile bu sonuglar tekrar dogrulanmaistir.

Kiiltirden herhangi bir saflastirma yapilmadan floresan nitelikli partikiil olusup
olugmadig1 amagiyla mikroskop ile incelenmesi, kontrol amagl yapilmigtir. Kiiltiiriin, su
banyosundan alindiktan 24 saat sonra sivinin iist kismindan steril pipet yardimiyla
aliarak lam iizerinde kiigiik damlacik birakilmis ve lamel yardimiyla yayilarak baska bir
islem yapilmadan floresan mikroskop altinda (10x10) 350 nm dalga boylu 11k
kullanilarak goriintiiler alinmistir. Kiiltiirlerden pozitif sonu¢ olup olmadigini teyit
etmeden saflagtirma islemlerine geg¢ilmemistir. Bu nedenle ilk karakterizasyon
niteliginden ziyade biyosentezin olusup olusmadigini kontrol nedenle etmek amaciyla
kullanilan bir test olarak degerlendirilmistir. Floresans mikroskopta gordiigiimiiz siyah
zeminde parlak mavi rengide agiklamaktadir. Bu islem ile dogrudan partikiil
goriintiilemek miimkiin degildir ancak hiicre kitleleri ve partikiil kiimelenmeleri floresan

karakterleri ile ayirt edilebilmektedir (Zhu et al. 2016).

Optik ozellikleri incelemek i¢in ilk olarak absorbans dlglimleri alinmistir. Sentezlenen
nanokristallerin,  UV-VIS-NIR  spektrofotometresi  bdlge  absorpsiyonu  ve

spektrofloremetre ile de floresan spektrumlar1 incelenmistir. Absorpsiyon ve floresan
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spektrumlarina dayanarak kuantum nanokristallerin boyutlarina bagli olarak ultra viyole
(256 nm) bolgeden sogurma yapip mavi bolgede (439 nm) emisyon yogunlugu
olusturdugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar mevcut literatiirler ile kiyaslandiginda benzer
nitelik gésteren (Mi et al. 2011) ve kiiglik de olsa farkliliklar gosteren (Kowshik et al.
2002; ElI-Raheem et al. 2012; Yang et al. 2015; Zhu et al. 2016; Dunleavy et al. 2016;
Fengetal. 2017; Venegas et al. 2017) ¢alismalar bulunmaktadir. Farkli alinan sonuglarda
absorbans ve emisyonun partikiil boyutu ile ilgili oldugu agikga goriilmektedir.
Boyutlarin degismesi sentezde kullanilan tiim parametrelerden etkilenmektedir. Bu
calisma ile litaratiirde yer alan bir partikiil sentezi hedeflenmemis kullanilabilir
boyutlarda kuantum nokta O6zelligi olan CdS elde edilmek istenmis ve bu amacla
ulagmistir. Elde edilen nanopartikiiliin optik nitelikleri degerlendirildiginde ideal bir
kuantum noktada olmasi gereken absorbans degerlerini yakalamistir. Mavi bolgeye isabet
eden emisyon Olglimleri ile de ideal bir hiicre goriintiileme ve isaretleyici olarak
kullanilabilecegi degerlendirilmistir. Spektrumun sogurma siddetinin yiiksek olmasi,
nanoparg¢aciklarin sogurma kapasitesinin yliksek olmasindan kaynaklanir (Kowshik et al.
2002; El-Raheem et al. 2012; Yang et al. 2015; Zhu et al. 2016; Dunleavy et al. 2016;
Feng et al. 2017; Venegas et al. 2017). Elde edilen veriler genel literatiir degerlerine gore

oldukca 1yi ve kullanilabilir niteliktedir.

CdS KN’nin Malvern Zetasizer cihaziyla partikiil biyiikliikleri dl¢iildiigiinde (Sekil 4.7),
ortalama partikiil biiyiikliigiiniin 66.87 nm oldugu tespit edilememistir. Olgiim sonucu
beklenen aralik olan ve literatiirde (Dey et al. 2011) belirtilen partikiil biiyiikliigii aralig
olan 1-10 nm olarak belirtilen sonuglarla bizim ¢alismamizin sonuglarinin ortiismedigi
tespit edilmistir. Malvern Zetasizer sisteminin ¢alisma prensibi Dynamic Light Scattering
(DLS) kullanarak ornekteki partikiillerin Brown hareketlerinin Slgiilmesiyle partikiil
bliylikliigliniin 6l¢iimiine dayanir. DLS sistemi bir lazer yardimiyla partikiillerin 151k
sagmasini saglar ve yayilan 1siktaki dalgalanmalarin yogunlugunu analiz eder. Bu
nedenle, KN’nin floresans 6zelliklerinden otiirii Malvern Zetasizer cihaziyla yapilan
partikiil biiyiikliigli 6lciim sonuclar1 tutarsiz bulunmustur. Ciinkii CdS KN’lar1 zaten
kendileri floresans ozellik gostermekte ve 1sitk yaymaktadir, lazer 15181 iizerlerine

diistiigiinde ekstradan floresans yayilim da isin i¢ine karisir ve hatalara neden olur, bu
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nedenle analiz sonucunda bulunan biiyilik degerin dogru olmadig: diisiiniilmektedir. Zaten
bu durum literatiirde de belirtilmistir, asirt yansima yapan, 15181 adsorbe eden ve floresans
gosteren maddelerin DLS ile partikiil biyiikliigi analiz sonuglar1  dogruyu
yansitmayabilecegi belirtilmistir (Xu 2001). Partikiil biliytikligl ve dagilimi tesbiti igin
daha detayli goriintiileme teknikleri olan SEM ve TEM kullanilarak olgiimler de
yapilmistir. Bu yontem ile alinan goriintiide (Sekil 4.7) CdS KN’ninpartikiil biiytikliigi
ve dagilimlarinin ¢ok farkli oldugu goziikmektedir. Goriintiide biiyiik partikiillerin yan1
sira kiigtik partikiillerin de bulundugu gortilmektedir. Bu farkliligin bir diger nedeni
olarak da numunenin hazirlanmasi iglemlerinde yeterince dispers edilmemis veya bu
islemler esnasinda agregasyon Oniine gegilememesi olarak agiklanabilir. Cok biiyiik
cikan sonuclar kiimelesme (agregasyon) ile aciklanabilir. Ancak yenilenen analizlerde de
benzer sonuclar alinmistir. Bu sonuglar mevcut ¢aligmalarda yeterince aciklanmamis

olmakla beraber daha kii¢iik boyutlarin analiz edildigi belirtilmistir (Holmes et al. 1995).

Biyolojik yolla sentezlenen CdS kuantum noktasinin, TEM (Sekil 4.8) ile fiziksel
goriinlimleri ve partikiil biiyiikliikleri incelendiginde, kii¢iik boyutlu ve biiyiik boyutlu
partikiillerin daginik bir sekilde bulundugu goriilmektedir. Bu asamada, saflagtirma
islemlerinden sonra yikama prosediirleri uygulanmadan biyolojik olarak sentezlenen CdS
nanopartikiillerin boyutlar1 kullanima uygun olup - olmadigini analiz etmek igin ilk
sonuglardan TEM analizi yaptirilmistir. Elde edilen nanopartikiil boyutlar1 4-12 nm
olarak olgulmustur. Mevcut ¢alismalarin incelenmesiyle 4-10 nm (Mi et al. 2011; Yan et
al. 2017) ve daha kiigiik olarak 2-4 nm (Kowshik et al. 2002; Dunleavy et al. 2016)
araliginda nanopartikiiller sentezledikleri belirlenmistir. Bu boyutlar arasinda elde edilen
partikiillerin kuantum nokta olarak kullanilabilirligi agik olarak gosterilmektedir. Bu
calisma ile elde edilen partikiil, yitkama oncesi goriintiilendigi i¢in organik bir tutucunun
igerisinde oldukca net ve kiimelenmemis olarak goiirntiilenmistir. Elde edilen partikiiliin
kullanilabilir nitelikte oldugu disiliniilmektedir. Fakat diger islemler icin organik
coziiciiler ile yikama iglem1 yapilmistir. Biyosentez iiriinii morfolojik analiz olarak
SEM’de goriintiilemistir. Bu islemden Once tiim yikama prosediirleri tamamlanmis ve
kurutulmustur. Kurutularak hazirlanan numune SEM hizmet alim ile SEM ’de analiz

edilmistir. Elde edilen goriintiilerde diizglin bir model ortaya ¢ikmis ancak biiyiik
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boyutlarda kitleler gézlemlenmistir. Bu kitlelerin sebebi kurutma islemleri esnasinda olan
agregasyonlar olarak yorumlanmistir. TEM goriintiilerinde agregasyona mani olan
tabanda ki organik kitle yikama prosediirleri ile uzaklastirildigi icin SEM goriintiilerinde
partikiillerde kiimelenmeler oldugu yoniinde degerlendirmeler yapilmistir. Bu sonuglarda
partikiil morfolojileri dikkatli incelendiginde hegzagonal yapida oldugu gézlemlenmistir.
Gerek partikiil boyutlar1 ve sekilleri gerek kiimelenme 6zelligi incelenilen kaynaklar ile
biiyiik oranda benzerlik gostermektedir (Zhu et al. 2016). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
partikiil ve kiimelerin boyutlar1 2-2.5 nm’den 50-100 nm’ye kadar olciildiigi
goriilmektedir (Kowshik et al. 2002; Achal et al. 2012; Zhu et al. 2016).

Boyut olarak SEM goriintillerinde (Sekil 4.9) biiyiik kiimeler (8-25 nm)
goriintiilenmesine karsin, TEM goriintilleri ve Ozellikle de spektrofotometrik ve
spektroflorometrik analiz sonuglari partikiillerin bireysel boyutlarini agiklamakta olduk¢a
etkili degerler saglamistir. SEM goriintiilerinde yine de partikiil boyutu ve sekli ile ilgili
olarak degerlendirme yapilabilecek sonuglar elde saglamistir. Daha sonra yapilan XRD

analizleri ile kristal yapis1 daha detayli olarak sunulmustur.

SEM sistemi ile entegre olarak calisan elementer icerik analizi i¢in kullanilan EDS
sonuglart ise elde edilen goriintii alanlarindan yapilmistir. EDS analizlerine Cd ve S
disinda farkli elementler (C, O, P ve Au) belirlenmistir. Kirletici olarak degerlendirilen
C, O, P ve Au elementelerinin % orani sirasi ile 5.2, 34.7, 8.9 ve 9.1 olarak belirlenmistir.
Aranilan temel elementlerimiz olan Cd ve S oranlari ise 41.7 ve 0.4 olarak belirlenmistir
(Sekil 4.10 ve Cizelge 4.1). Igerik analizinde kadmiyum yogunluguna karsm kiikiirt
miktar1 oldukga diisiik olarak dikkat ¢ekmektedir. Kirletici olarak goriilen oksijen
molekiiliin okside oldugunu diistindiirmektedir. Biyosentetik partikiillerin analizlerinde
farkli oranlarda bu kirleticiler gozlemlenmistir. Kirleticilerden altin kaplama materyali
olarak diger karbon, oksijen ve fosfor ise organik sentez sonucu olusan kirleticiler olarak
diistiniilmektedir (Holmes et al. 1995; Williams et al. 2002; Yang et al. 2015; Feng et al.
2017). Bu kirleticiler yikama prosediirleri gelistirilerek uzaklastirilabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak yapida kiikiirt miktarinin diisiikliigli agiklayabilecek herhangi
bir ¢calismaya rastlanamamistir. Genel olarak yapinin okside oldugu veya CdO veya CdO>
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olusumu yo6niinde degerlendirme yapilabilmektedir (Aldwayyanl et al. 2013). Bu kismin
aciklanmasi i¢in XPS sonuglarinin da detayli degerlendirilmesi ile miimkiindiir. Ancak

daha 6nce yapilan analiz sonuglar1 CdS molekiiliine uygun niteliktedir.

Icerik ve baglanma yapilar1 i¢in XPS ile yiizeylerin analizi yapilmistir. XPS ile yiizeyden
10 nm derinligine kadar elemental ve kimyasal durum analizi yapilabilmektedir.
Incelenen numunenin kimyasal baglara katilmis iyonlar1 ve bag enerjileri tespit
edilebilmektedir. Biyolojik yolla sentezlenen CdS numunesinin genel XPS tarama egrileri
Sekil 4.11 gosterilmistir. Spektrumda Cd(3d/2), O(1s), C(1s), P(2p) ve S(2p) dahil olmak
lizere alt1 gesit element, hem ylizeyde hem de CdS nanopartikiil i¢erisinde 6l¢tilmiistiir.
Goreceli olarak yiiksek yogunluklu O iliskili XPS O(ls) ozelligi belirtildigi gibi,
biiyiitiilen CdS NP yiizeyi onemli derecede oksitlenmistir. Burada bu yiizdelik verilerin
elementi icerisine dahil edilerek verilmistir. Burada asil gozlenmek istenen Cd ve S
elementleridir. Cd(3d/2) spektrumunun genis spektral ozellikleri 405.25 ve 412 eV
baglama enerjisindeki 2 keskin pik noktasindan ayrilabilir. Gosterilen S(2p) fotoelektron
hatt1 ise birden fazla karmasik piklere ayrilmistir. En siddetli pik ise 169.2 ve 162.7 eV
baginda baglanma enerjisi ile gosterilmektedir. Hedef olarak Cd ve S gozlemlenmek
istenmektedir. Ancak Kirletici elementler olarak C, O ve P dikkat ¢ekmektedir. Yiizey
incelemesinde  bu  elementlerin  ¢ikmasi  sasirtict  bir  sonu¢  olarak
degerlendirilmemektedir. Sentez edilmesi hedeflenen CdS igerikte goriilmiis 6zellikle Cd
’un baskin yapida ¢ikmistir. Cd yogun olarak karsimiza ¢ikmasi elimizdeki partikiiliin
kadmiyum tabanli bir partikiil oldugunu agik¢a gostermektedir. Elde edilen partikiiliin
floresans 6zelligi CdS KN ozelligi ile de uygunluk gosterdigi belirlenmistir. Bu calisma
ile kadmiyum kalkonoidlerinden CdS sentezlemek i¢in uygun Oncii maddeler
kullanilmigtir. Ancak aerob gelisim sonunda oksidasyonun olusabilecegi kaginilmaz bir
yap1 olarak goriilmektedir. Goreceli olarak yiiksek yogunluklu O-iliskili XPS (1s) dzelligi
ile belirtildigi gibi, sentezlenen CdS NP yiizeyi onemli derecede oksitlenmistir. Kiikiirtiin
genel spektrumda az ¢ikmasinin sebebi kiikiirdiinde yiizeyde oksitlenebiliyor olmasidir.
Diger elementler olan O ve C organik maddelerdeki 2 ana makro element bolca bulunan
yapilardir. EDS ve XPS de fosfatin baskin ¢ikmasi, sentezin hiicre dis1 mekanizmalar ile

yapildigin1 gostermektedir (Lovley 1993). Ozelikle adenosin fosfat bu islemde rol
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aldigin1 ve mevcut yapilari fosforile ettigini buda fosfat adenozin rediiktaz enzimlerinin
kullanildiginin isaretidir (Malarkodi et al. 2014). Ayrica biyosentez ile elde edilen
malzemelerde goriilmesi belirli bir noktaya kadar sonuglar1 degistirmedigi i¢in sorun
olusturmamaktadir. Ancak yikama prosediirleri degistirilerek yada islem sayilari
arttirilarak bilesikleri tamamen uzaklastirmak veya azaltmak miimkiindiir. Elde edilen

XPS sonuglari EDS sonuglarini desteklemektedir.

Bu calisma ile sentezlenen CdS kuantum nokta nanopartikiillerinin diizlemler arasi
mesafenin ve kristal yapilar1 hakkinda bilgi edinmek i¢in XRD analizi yapilmistir. XRD
analizinde birgcok numunede kristal fazlar gozlemlenmistir. Sekil 4.12 XRD
desenlerinden elde edilen parametrelerin goriilmesi ile kiitiiphane ve mevcut kaynaklar
degerlendirilerek genel itibariyle hegzagonal kristallerin olustugu belirlenmistir. XRD
sonucda elde edilen kristalit biiyiikliiklerini ve yasak bant araliklarmi grafik olarak
gostermektedir. Bu c¢alismada biyosentez yontem ile elde edilen CdS’in XRD
Olgtimlerine gore (27.6, 31.9, 45.6, 54.1, 56.6, 66.4 ve 75.4) sirastyla (002), (101), (110),
(201), (004), (203) ve (105) rastlamaktadir. XRD sonuglarindan en genis pik yaklasik
6400 degerinde (101) diizlemine ait en diisiik pik genisligi ise (201) olarak Ol¢iilmiistiir.

Bu piklerin siddetleri ve piklerin ¢ikis siralar1 dikkate alindiginda Soltani ve ekibine
(2012) gore elde ettigimiz kristallerin yapis1 hegzagonala ¢ok yakin goziikmekte ancak
bazi piklerin siddetlerindeki farkili hegzagonaldan kiibik yapiya dogru yonelimin
oldugunu gostermektedir (Soltani et al. 2012). Genel hatlar olarak bakildiginda 6lgiilen
pikler ve agilarma gore ¢ikan pik numaralar1 degerlendirildigi zaman numunemizin
hegzagonal kristaller olusturdugunu sdylemek daha olasidir. Calismaya baglanirken
beklenen yap1 kiiresel, kiibik veya hegzagonal niteliktedir. SEM goriintiilerine gore
kiiresel ve hegzagonal, TEM goriintiilerine gore hegzagonal, XRD den elde edilen
verilere gore hegzagonal oldugu yoniinde degerlendirmeler yapilmistir. XRD sonuglari
TEM ve SEM sonuglarini destekleyici niteliktedir. Bakteri kullanilarak elde edilen CdS
kuantum noktasi i¢in XRD sonuglarimiz mevcut kaynaklara uygun olarak hegzagonal
kristal yap1 olarak degerlendirilmistir (Williams et al. 2002; Zhu et al. 2016; Venegas et
al. 2017).
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Bu morfolojik yap1 ile kuantum noktalarin farkli uygulamalar i¢in kullanilmasi miimkiin
olabilmektedir. Ozellikle hiicrelere uygulamalari ve giines pilleri igin gelen giines 1513101
goriiniir bolgeden yakin mor 6tesi bolgeye kadarlik kisminin sogrulmasinda elde ettigimiz

CdS nanopartikiillerin kullanilmas1 miimkiin olabilmektedir.

Calismamizda iiretilen CdS NPs canli sistemlerdeki toksik etkisinin arastirilmasi igin in
vitro ve in vivo modeller kullanilmigtir. In vitro modeli i¢in CdS NP’leri 24 saat boyunca
beyincik, noron ve olfaktori hiicreler ile etkilesime birakildiktan sonra MTT, TAS ve TOS

analizleri uygulanmustir.

MTT analizinde, tim hiicre kiltiirlerinde kontrol grubunun canlilik orani yiize
esitlenmistir. Sonuglarimiza gére CdS 0.1 mg dozunda canlilik oran1 her kiiltiirlerimizde
(%54.2 beyincik, %58.8 korteks norunda ve %23.4 olfaktori hiicrelerinde (p<0.001)) en
diisiik olarak tespit edilirken 0.0001 (%85.1 beyincik (p<0.05), %90.1 korteks néron ve
%87.5 olfactori hiicrelerinde) ve 0.00001 (91.5 beyincik, %95 kortex ndéron ve %93.1
olfaktori hiicrelerinde) mg dozlarinda en yiiksek canlilik oranlar tespit edilmistir. Elde
edilen verilere baktigimizda sadece 0.00001 mg dozu tiim gruplarda kontrol grubuna en

yakin canlilik oranin1 géstermektedir.

Munari ve arkadaslar1 (2014) yaptiklar1 ¢alismada SAOS, HEK293T ve TOLEDO
hiicrelerinde 10 nmol.L 3gun, 10 nmol.L* 3 ve 5 giin ve 10 ve 50 nmol.L! da 3-5-7 giin
gruplarimi kullanarak kontrol grubu ile karsilastirmislardir. Elde edilen sonuglarina
baktigimizda canlilik oranmi kontrol grubu ile es degerde gostermektedir ve CdS 10
nmol.L? konsantrasyonunda nontoksik olarak belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglar
bizim 0.00001 mg dozunda elde ettigimiz sonuglarimizla korelasyon gostermektedir.

Fakat 50 nmol.L* {izerini denemedikleri i¢in bizim diger dozlarimizla karsilastirma sz

konusu degildir (Munari et al. 2014).

Pujalte ve arkadaslar1 (2011) senesinde yaptiklari ¢alismada IP15 (glomerular mesangial)
ve HK-2 (epithelial proximal) hiicreleri kullanarak farkli dozlarda CdS NPs’lerini

denemislerdir. Elde edilen sonuglarinda 1.4 pg/cm2 CdS konsantrasyonunda nontoksik
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olarak belirlenirken 5 pg/cm? ve 6.5 pg/cm? NP iizerinde toksisite tespit etmislerdir ve
hiicrelerin canlilik oranmmi % 26 =+ 2.5 olarak gostermislerdir. Bu sonuglar bizim
sonuglarimizla benzerlik gosterirken 0.00001 ve 0.0001 mg dozlar1 nontoksik olarak
uyusmaktadir ancak 5 ve 6.5 ug dozlarinda bulunan canlilik bizim sonuglarimizdan daha
toksik olarak bulunmaktadir. Farklilik muhtemelen iiretim teknigi ve pargacik

boyutundan veya hiicre tiiriinden kaynaklanmaktadir (Pujalte et al. 2011)

Biswas ve arkadaslar1 (2016) yilinda yaptiklar1 ¢alismada CdS NPlerin1 HeLa hiicreleri
tizerinde deneyerek MTT analizi yapmiglardir. Bu deneyde CdS nanoparcaciklar 1, 5,
10, 15 20 ve 40 uM dozlarinda kullanilmigtir. Elde edilen sonuglara baktigimizda en
yiiksek canlilik orant 1 uM dozunda goriiliirken doza bagimli olarak konsantrasyon
arttikca canlilik oran1 azalma gosterdigini tespit etmislerdir. Canli hiicrelerin sayisindaki
doza bagli olarak azalma olmustur, 24 saat inkiibasyondan sonra %17 ila %99 arasinda
degismistir. Bizim elde ettigimiz bilgilere baktigimizda doza bagimli olarak canlilik
diistis gosterdigi ayrica 1 uM dozu bizim dozlarimiza (0.0001 ve 0.00001 mg) benzer

oldugundan sonuglar farkli sayilmamaktadir (Biswas et al. 2016).

Toplam antioksidan kapasitesi kontrol maddesi olarak trolox Equiv/mmol L kullanilmus
ve uygulama dozlar1 buna bagl esdeger oran olarak belirlenmis, bu oran uygulanilan
madde dozuna bagimli olarak diislis gostermistir. Alinan sonuglara gore beyincik, korteks
ve olfactor sinir kiiltiirlerinde CdS konsantrasyonun diigmesi ile birlikte anti oksidant

kapasitesin artis gosterdigi beklenmektedir.

Toplam antioksidan kapasitesi, tiim hiicre kiiltiirlerinde kontrol grubunun canlilik orani
yiize esitlenmistir. Sonuglarimiza gore CdS 0.1 mg dozunda antioksidant kapasitesi tiim
kiiltiirlerimizde (3.4 beyincik, 3.1 korteks ndron hiicrelerinde ve 2.8 olfaktori
hiicrelerinde (p<<0.001)) olarak tespit edilmistir. Ayrica en yliksek anti oksidant kapasitesi
0.0001 ve 0.00001 mg dozlarinda sirastyla (0.0001 mg; 5.4 beyincik, 5.6 korteks ve
olfaktori 5.1 olarak) ve (0.00001 mg; 6.1 beyincik, 5.8 korteks ve 5.4 olfaktori
hiicrelerinde) tespit edilmistir. Bu sonuglar MTT sonuglarimizla uyum i¢indedir ve

antioksidant kapasitesinin diismesi canlilik oraninda da diigmeye neden olmaktadir.
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Farki ¢alismalarda néronal hasarlarda hiicresel antioksidant kapasite diisiis gostererek
hiicre canliligin etkilendigini gostermektedir. Ornegin Mandrioli ve arkadaslart 2006
yilinda yaptiklar1 c¢alismada motor korteks hasarlarinda antioksidant kapasitenin
diistiigiinii gostermislerdir. Ayrica ¢aligmalarinda anti oksidant kapasitesinin diismesi ile

Oksidatif stresin arttig1 gosterilmistir (Mandrioli et al. 2006).

Farkli toksinlerde noronal antioksidant kapasitesinin diigmesine neden olmaktadir.
Ornegin Souto ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklar1 calismada aflatoksin Bl
maddesinin antioksidant kapasitesini diislirerek hiicresel o6liime neden oldugunu
gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda kullanilan nano parcaciklar konsantrasyon artisiyla
birlikte anti oksidant kapasitesinin azaldig1 gosterilmistir. Ayrica antioksidant
kapasitesinin azalmasi hiicresel savunmay1 azaltarak hiicrelerin daha fazla dis strese

maruz kalmasina ve devaminda ise 6liim oraninin artmasina neden olmustur (Souto et al.

2017).

Toplam oksidan seviyesi kontrol maddesi olarak H.O, Equiv/mmol L kullanilmis ve
uygulama dozlar1 buna bagli esdeger oran olarak belirlenmis bu oran uygulanilan madde
dozuna bagiml olarak artis gdstermistir. Alinan sonuglara gore beyincik, korteks ve
olfactor sinir kiiltiirlerinde CdS konsantrasyonun diismesi ile birlikte antioksidant

seviyesi artig gostermektedir.

Toplam oksidan seviyesi, tiim hiicre kiiltlirlerinde kontrol grubunun canlilik orani yiize
esitlenmistir. Sonuglarimiza gére CdS 0.1 mg dozunda oksidant seviyesi tim
kiiltiirlerimizde (5.8 beyincik, 5.4 korteks noron hiicrelerinde ve 5.6 olfaktori
hiicrelerinde (p<0.001)) olarak tespit edilmistir. Ayrica en diisiik oksidant seviyesi 0.0001
ve 0.00001 mg dozlarinda sirastyla (0.0001 mg; 3.9 beyincik, 3.9 korteks ve olfaktori 4.4
olarak) ve (0.00001 mg; 3.5 beyincik, 3.7 korteks ve 4.1 olfaktori hiicrelerinde) tespit
edilmistir. Bu sonuglar MTT sonuglarimizla uyum igindedir ve oksidant seviyesinin

diismesi canlilik oraninda da artisa neden olmaktadir.
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Farkli caligmalarda oksidant kapasitesi noronal hiicrelerde artisiyla birlikte hasar
seviyesinin artmasi ve canlilik oranmin diistiigii belirlenmistir. Ornegin Ozyurt ve
arkadaslar1 2014 yilinda yaptiklar1t c¢alismada psikoz modelinde oksidant ve
antimoksidant kapasitesini melatonin kullanarak bakmuglardir. Bu c¢alismaya gore
belirtiler ve psikozun artmasiyla birlikte oksidatif stres artis gostermektedir. Bizim
calismamizda hiicresel veya noronal stres CdS dozuna bagli olarak konsantrasyon
artisiyla birlikte artis gostermektedir (Ozyurt et al. 2014). Wang ve arkadaslar1 2017
yilinda yaptiklar1 ¢alismada Qdotlarin bobrek ve karacigerdeki anti oksidant kapasitesi
ve ROS olusumunu incelemislerdir. Bu c¢alismaya gore dose baglh olarak
konsantrasyonun artigi oksidatif stresin ¢ogalmasina neden oldugunu gostermislerdir.
Bizim calismamizda da doz artis1 oksidant olusumunun ¢ogalmasina neden olmustur

(Wang et al. 2017).

Deney siireleri sonunda planlanan saatlerde derin anestezi altinda hayvanlar uyutularak
beyin dokular1 alinmistir. Histopatolojik ve immunhistokimyasal boyalar1 yapilmistir.
Korteks ve beyincik dokusundaki degisimi tespit edilmesi agisindan beyin ve beyincik
dokular1 alinarak histopatolojik inceleme yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.22 ve
Sekil 4.23 ’de gosterilmistir. Alinan sonuglarda doz artisiyla birlikte atrofi ve hiperami
bulgular gosterilmektedir.

Siddiqui’in 2010 senesinde yaptig1 ¢alismada 0.6 mg/giin Cd’u 30 giin boyunca ratlara
vererek bobrek toksikasyonu aragtirmistir. Elde edilen verilere gore 30 giin sonunda
dokuda harabiyet goziikmektedir. Bu ¢alisma bizim agimizdan biiyiik 6nem tasimaktadir.
Burada kullanilan doz bizim kullandigimiz 1 ve 0.1 mg/kg dozuna ¢ok yakindir. Bizim
caliymamizin histopatolojik sonuglarina gore 1 mg/kg hafif diizeyde toksik etki
gosterirken 0.1 mg/kg’in toksik etkisi goz arda edilebilecek kadar azdir. Ayrica yazarin
belirttigi gibi saf Cd kullanilmis ama bizim ¢alismamizda CdS kullanilmistir (Siddiqui
2010).

El-Refaiy and Eissa 2013 yilinda yaptiklari ¢alismada Cd’un karaciger ve bdbrek
tizerinde olusturdugu toksisiteyi arastirmislaridir. Elde ettikleri bulgulara gore 3 mg/kg
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toksik etkilerinden dolayr karacigerde biiylik harabiyet gozlemlenmistir ayrica
kullandiklar1 vitaminlerle bu harabiyeti tekrar kismi1 de olsa geri ¢ervirmeyi bagardiklarini
gostermislerdir. Bu ¢alismada da saf Cd kullanildigindan bire bir bizim ¢alismamizla
uyum gostermese de yiiksek dozlarin toksik etkileri verilerce tespit edilmistir. Onoda ve
arkadaglar1 2017 senesinde yaptiklart gebelik doneminde kullanilan nanopartikiilerin
olusturdugu reaktif astroglial hiicrelerin tedavisinde N-asetil sistein kullanim1 adl1 baglikl
calismada siyah karbon kullanmiglardir. Elde edilen sonuglara gore fetiis beyin gelisimi
esnasinda kullanilan nano nanopartikiilar GFAF boyasinin beyin dokusunda asirt
boyandigini gostermislerdir. Bu ¢alismada 50 mg/kg dozunda kullanilan siyah karbon
nanopartikiiler beyin dokusunun reaktif astroglial hiicre sayisini artirdigi gosterilerek
bizim ¢alismamizla uyum gdstermektedir. Calismamizda korteks ve beyincige ait olan
goriintiilere bakildiginda 15 ve 25 mg CdS dozunda asir1 reaktif hiicre miktar artis
gostermektedir. Oysa dozun diismesi ile birlikte bu miktar azalarak kontrol grubuna

yaklagmaktadir.

Liu ve arkadaslar1 2016 yilinda yaptiklari calisgmada seriyum dioksid pargaciklarini inhale
olarak kullandiklarinda hipokampus ve olfaktori bolgesinde degisimi gozlemlemislerdir.
Bu ¢alismada 40 mg/kg dozunda CeO> 1 hafta boyunca hayvanlara uygulanmistir. Elde
edilen verilerine gore hipokampus ve olfactoride GFAF boyasinin arttigi
gbzlemlenmistir. Bu calisma da kullanilan doz ve iltihab a¢isindan bizim caligma ile

uyum gostermektedir (Liu et al. 2016).

Abudayyak ve arkadaslar1 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kobalt ferrit pargaciklarini
kullanarak 8 OHdG ve malondealdehit seviyelerini néroblastoma, karaciger, akciger ve
kolon hiicrelerinde arastirmiglardir. Bu calismada kullsnilsn psr¢sciklsr 100 pM
dozundan fazla kullanildiginda DNA hasar1 artarak 8 OHdG seviyesinin arttig1 tespit
edilmistir. Bizim c¢alismamizda CdS parcaciklarinin dozu 5 mg/ml fazla oldugunda 8
OHdG immunhisropatolojik olarak seviyesinde biiyiik artis goziikmektedir. Bu vert DNA
hasarin doza bagimli olarak arttigin1 gostermektedir (Abudayyak et al. 2017).
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Elde edilen bulgulara baktigimizda noronal ilag yetistirme i¢in kullanilmas1 hedeflenen
CdS diisiik dozda kullanilmasina 6zen gosterilmesi gerekmektedir. Ayrica histopatolojik
verilerinde GFAF ve 8 OHdG boyalarmin pozitif olmasi yiiksek dozlarin glial hiicrelerin
iltthabina ve devaminda DNA hasarin baslanmasina neden olmaktadir. Bu durumda
ratlarda korteks katmanlarinin hiicresel yanit ve beyincikte olusan purkinje hiicre hasari
olugabilen en Onemli ve geri doniisiimii olmayan durumlardandir ve bu dozun

belirlenmesi literatiire Gnemli bilgi kaynag1 saglamaktadir.

Bu calisma ile elde edilen partikiiliin 6nemli sonug¢larindan birisi ¢alisma siiresi kisa
olmak ile beraber partikiil kararlihiginin belirlenmesidir. ilk sentezin yapildig1 (Subat
2017) zamandan tezin yazildig1 (Nisan 2018) tarihine kadar gegen yaklasik 14 aylik siire
icerisinde belirli periyotlar ile floresan 6zelligi mikroskop altinda ve spektrofotometre ile
genel absorbans grafigine gore degerlendirilmistir. Mikroskop goriintiilerinde degisim
goriilmemis absaorbans egrileri ve degerleri tutarli aralikta benzerlikler gostermektedir.
Bir yil1 asan siire kararlilik i¢in iyi olarak degerlendirilse de denemelerin devam etmesi

gerekmektedir. Ancak ¢alisma siiresi bu kismi sinirlandirmaktadir.

Sonug olarak, caligmalarda biyosentez ile yiiksek foto kararliliga sahip, suda ¢oziilebilir
CdS kuantum dot nanopartikiil tiretimi i¢in V. arenosi K64 izolati tarafindan CdS
nanopartikiillerinin daha giivenli, ucuz, kontrollii iiretimine, ¢evre dostu olmasi ve

toksisitesi az olanak saglayan biyosentez yontemi kullanilmis ve basari ile elde edilmistir.

Bu calismada, uygun bir besiyeri ve bakteri izolat1 se¢ilmesi énemlidir. Bu sayede hem
bakterinin optimum faaliyet gosterebilecegi ideal bir ortam hazirlanmistir hem de partikiil
olusumu i¢in en ideal bakteri ve ortam belirlenmistir. Yapilan deneylerde daha 6nce
kalsiyumlu bilesiklerin presipitasyonuna katildig1 belirlenen izolatlar kullanilmistir. Bu
izolatlar1 yliksek iyon stresine dayanikli olmalart ve gerek kendileri gerek ise

metabolitleri araciligi ile mineral olusumuna katildiklar1 bilinmektedir.

Sentezlenen nanokristallerin, optik Ozeliklerin UV-Goriiniir bolge absorpsiyonu ve

fliioresans spektrumlar1 incelenmistir. Morfolojilerini karakterizasyon islemleri olarak;
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kristal boyutu, kristalin sekli, icin DLS-Zetasizer, TEM, SEM, elemental ve kimyasal
durum analizi i¢in EDS, XPS ve kristali tanimlamak i¢in XRD analizlerinden

faydalanilmistir.

CdS NP'nin karakteristik 1s1k absorbsiyonu 256 nm ve folorometre emesiyonu 439 nm ve
SEM ve TEM goriintiileri ile bu pargaciklarin oldukga kiiglik nano boyutlarda (4-18 nm)
oldugu acik¢a goriilmiistiir. Bu da, kuantum nokta nanoparcaciklara viicudun bir¢ok
bolgesine erisebilme potansiyelinin yliksek olmasindan dolayr hastaligi bulma ve tedavi
etme imkan1 vermektedir. Sadece TEM goriintiileri kiimelenmeler homojen bir dagilim
sergilememistir. SEM goriintiileri incelendiginde CdS nanopargaciklarin i¢ i¢e gegerek
kiimelenmig halde bulunduklar1 ve bu kiimelerin farkli boyutlarda nanopartikiilar igerdigi
goriilmiistiir. Nanopartikiillerin karakterizasyon verileri, CdS nanopartikiillerin mavi
renk, hegzagonal bir yapida oldugunu ve boyutlarinin 4-18 nm arasinda degistigini ortaya
koymustur. Bu baglamda c¢alismadaki veriler ile literatiir verileri benzerlik
gostermektedir. Ancak elde edilen partikiillerin analizlerinde farkli oranlarda bazi
kirleticiler gézlemlenmistir. Kirleticilerden karbon, oksijen ve fosfor ise organik sentez
sonucu olusan kirleticiler olarak diistiniilmektedir. Bu kirleticiler yikama prosediirleri

gelistirilerek uzaklastirilabilecegi diistintilmektedir.

Kadmiyum siilfiir (CdS) nanopartikiilleri, biyouyumluluklar1 ve diisiik toksisiteye sahip
olmalar1 nedeni ile biyomedikal gibi alanlarda ve boya, kozmetik, ilag ve kagit gibi bir¢ok
endiistriyel ve tibbi alanda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Kuantum etkiden dolay1
essiz kimyasal ve optik 6zelliklere sahiptirler ve bu nedenle fotoelektrokimyasal piller,
giines pilleri, biyoloji, tip, sanayi ve transistorler gibi bircok uygulamada

kullanilmaktadirlar.

Tezin ana hedeflerinden biri kuantum partikiilerin toksisitesi az olarak sentezlemektir.
Ciinkii biyolojik uygulamalar i¢in KN’larm toksikligi kritik bir faktordiir. Uretilen CdS
KN’nin toksisitesini azaltmak i¢in biyolojik sentez ile yapilmaktadir. Kuantum noktalar
hiicresel ve biyomedikal goriintiileme, Hiicre i¢i faaliyetlerin gézlemlenebilmesi, Ilag ve

gen hedeflenmesi, (Nano) Biyosensor amacgli olarak uygulama alanlarinda
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kulanilabilmektedir. Kuantum noktalar ile yapilan bir¢cok c¢alismanin neticesinde
“Niikleer Tip” alaninda goriintiileme ve terapi amaclh bazi radyoizotop isaretli kuantum
noktalar hazirlanmaktadir. Kuantum noktalar1 doniisiimlerini iceren uzun vadeli toksisite
ve biyouyumluluk testleri, gesitli gevresel kosullar, canli veya ¢evre sagliginin riskinden

6diin vermeden, amaclanan uygulamalarinda giivenligi saglamak i¢in sarttir.

Beyincik, kortex ndron ve olfaktori hiicrelerinde beymn hiicre hatlar1 iizerine
uygulandiginda hiicreler tarafindan farkli toksisiteleri goriilmektedir. Kontrol ile
beyincik, kortex néron ve olfaktori kiyaslandiginda aradaki farklilik istatiksel olarak
anlamlilik icermektedir. Beyincik, MTT, TAS ve TOS gore istatiksel olarak da anlaml
bir sekilde yliksek oranda baglanabilmektedir.

CdS kuantum nokta nanopartikiillerin tiim hiicre hatlar1 i¢in karsilastirildiginda oldukca
yiiksek baglanma oranlarina sahiptir. Ayrica 6zelikle kuantum nokta hem normal hem
kanser hiicrelerindeki toksik ©zelliklerinin incelenmesi bu partikiilerinin ¢evresel

etkilerinin ve ilag potansiyelinin anlasilmasi agisindan 6nemlidir.

Elde edilen partikiiliin bakteri aracilig1 ile kullanilabilir boyutlarda oldugu, sogurdugu
UV 1ginlart mavi dalga boylu olarak yansitmasi, toksisitesinin zayif olmasi ideal bir
kuantum nokta nanopartikiil olarak {iretilebilmistir. Bu olumlu 6zellikler ile birlikte ¢esitli
analizlerde CdS icerdigi oksidasiyona bagl olarak bazi kirlilikler bulundugu ve bu
Kirliliklerin organik sentez kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Bu kirliliklere ragmen

kullanilabilir nitelikte oldugu diistintilmektedir.

Tiim ¢alismalarin sonucunda kullanilabilir nitelikte CdS kuantum nokta nanopartikiil elde
edilmistir. Ancak halen gelistirilebilir niteliktedir. Bu ¢alismanin devaminda asagidaki

oneriler ile ¢alismalar devam ettirilebilir.

Nanopartikiilarin sentez agamasinda yapilacak optimizasyonlar ve daha iyi yikama ile bu

asamada saflik yonde yapilabilir.
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Bulk malzeme {iretim modelleri gibi gelistirilebilir, daha ideal boyutlu nanopartikiil

tiretmek i¢in yeni ¢aligmalar yapilabilir.

CdS ilag tastyict sistemler i¢in ¢alismalar yapilabilir.

Kararliligini ve toksisitesini azaltmak i¢in kaplamalar yapilabilir.

Bu nanopartikiiler beyin tiimori tan1 ve tedavisinde kullanilabilir.
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