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Nanoteknoloji, nanomalzemeler olarak adlandirilan ¢ok kiiciik boyutlu pargaciklarin sentezi de
dahil olmak {izere, atomik ve molekiiler diizeyde alet, malzeme ve cihazlar1 iireten bilimsel bir teknolojidir.
Nanopargaciklar nanoteknolojinin en garpici {iriiniidiir. Boyutlar1 1-100 nm arasindadir. Morfolojik olarak
kiiresel, oval, kiibik, prizma, sarmal/siitun, tozlar, siispansiyon veya kolloidler yapida bulunabilirler. Fizik,
kimya, biyoloji, enerji, elektronik, gida, tarim, kozmetik ve saglik basta olmak {izere ¢ok genis bir uygulama
alan1 vardir. Manyetik nanoparcaciklar (MNP'ler), harici bir manyetik alanin etkisi ile manipiile edilebilen
ve genellikle nikel, kobalt, demir ve bunlarin oksitlerinden olusan nanoparcaciklardir. Demir atomu,
orbitallerindeki eslesmemis dort elektron nedeniyle giiclii bir manyetik momente sahiptir. Bu nedenle
nanopargacik uygulamalarinda siklikla tercih edilir. Diisiik toksisiteleri, biyokimyasal aktiviteleri artiran
yiiksek yiizey/hacim oranina sahip olmalar1 ve yiizey modifikasyonlarina olanak tanimasi demir oksit
nanopargaciklarmin pek ¢ok alanda kullanimini arttirmistir. Demire biyouyumluluk kazandirilmas: ile
demir bazli nanoparcaciklar arastirmacilar tarafindan dikkatle calisilmaktadir. Nanopargaciklara
biyouyumluluk kazandirmak amagli farkli ylizey kaplamalari ve ylizey fonksiyonellestirilmeleri
yapilmaktadir. Tez ¢alismasinda birlikte ¢oktiirme yontemi ile demir oksit nanopargaciklar sentezlenmis ve
UV/Vis Spektrofotometresi, Elektron Mikroskobu (STEM), Fourier-déniisiimlii kizilétesi (FT-IR), Indiiktif
Eslesmis Plazma Kiitle Spektroskopisi (ICP-MS), X Isin1 Kirinimi Difraktometresi (XRD) ve Zeta
Potansiyeli cihazlar1 ile karakterizasyonlar yapilmistir. Biyolojik uygulamalarda kullanilacak
nanopargaciklarim biyouyumlu, fizyolojik ortamda kararli ve ¢ok fonksiyonlu ajanlar olmasi1 hedef bolgede
etkinliginin arttirilmasi bakimimdan 6énemlidir. Bunun i¢in NIR aktif ICG boyasinin reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusturarak kanserli hiicrelere tahribat vermesi ile manyetik demir oksit nanoparcaciklarinin
antikanser Ozelligine sinerjik etki kazandirilmas: hedeflenmistir. Ayrica tez g¢alismast kapsaminda
sentezlenen demir oksit nanoparcaciklarla birlikte viicudun tamidigi ve immiin sistemde bir uyarma
yaratmayacak dogal bir protein olan apoferritin ile sentezlenen demir oksit nanopargaciklari ve ICG boyas1
sarilmistir. Boylece nanopargaciklarin dolasim sisteminde optimum siirede kalabilmesini saglayarak
nanopargaciklarm antikanser etkinliginin artirilmasi hedeflenmistir. Bunun yan 1sira, apoferritin ylizeyinde
halihazirda bulunan fonksiyonel gruplari sayesinde ylizey fonksiyonellestirmesine olanak saglayarak,
ylizeye ya da alt birimler arasina ICG boyasmin baglanmasini kolaylastiracagi diistintilmektedir.
Nanopargaciklarin in vitro degerlendirilmesinde, akciger kanser; A549 ve fibroblast; L929 hiicre hatlar1
kullanilmistir. Sitotoksisite ¢alismalar: iki hiicre hattinda lazer uygulamali ve lazer uygulamasiz olarak
yapilmustir. Sonuglar, lazer uygulamasinin her iki hiicre tipinde de hiicre canliligimi disiirdiiglini



gostermigtir. Demir oksit nanopargaciklarinin antikanser etkisinin, ICG molekiillerinin 1sinlama ile aktive
edilmesiyle arttig1 goriilmiistiir. L929 hiicrelerinde, A549 hiicrelerine gore daha diisiik de olsa gézlemlenen
hiicre canliligindaki diigmenin de tasarlanan manyetik nanopargaciklarinin potansiyel manyetik
yonlendirme kapasitesi ile hedefe tasnarak azaltilabilecegi diigiiniilmiistiir ve bu sayede saglikli
hiicrelerdeki toksisitenin azaltilabilecegi diisiiniilmektedir. Nanopargaciklarin  hiicre i¢i alim
calismalarinda ise; nanoparcaciklarin hiicre ile etkilesiminin hiicre i¢ine alim ve hiicre geperine baglanma
yoluyla oldugu, hiicre ile muamele edilen nanoparcaciklarin Prusya mavisi boyamasi ile gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antikanser, Apoferritin, Demir Oksit Nanoparcacik, Indosiyanin Yesili
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Nanotechnology is a scientific technology that produces tools, materials and devices at the atomic
and molecular level, including the synthesis of very small size particles called nanomaterials. Nanoparticles
are the most striking product of nanotechnology. Their sizes range from 1 to 100 nm. Morphologically,
they can be found in spherical, oval, cubic, prism, spiral/column, powder, suspension or colloid structures.
It has a wide range of applications, especially in physics, chemistry, biology, energy, electronics, food,
agriculture, cosmetics and health. Magnetic nanoparticles (MNPs) are nanoparticles that can be
manipulated by the influence of an external magnetic field and are generally composed of nickel, cobalt,
iron and their oxides. The iron atom has a strong magnetic moment due to the four unpaired electrons in its
3D orbitals. For this reason, it is frequently preferred in nanoparticle applications. Their low toxicity, high
surface/volume ratio that increases biochemical activities, and the possibility of surface modifications have
increased the use of iron oxide nanoparticles in many areas. Since iron is a material with proven
biocompatibility, iron-based nanoparticles are carefully studied by researchers. Different surface coatings
and surface functionalizations are made to provide biocompatibility to nanoparticles. In the thesis study,
iron oxide nanoparticles were synthesized by co-precipitation method and characterized using UV/Vis
Spectrophotometry, Scanning Electron Microscopy (STEM), Fourier-transform Infrared Spectrometry(FT-
IR), Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS), , X-Ray Diffractometer and Zeta Potential
devices. It is important that the nanoparticles to be used in biological applications shoul be biocompatible
and stable in the physiological environment and multifunction peoperty to increase their effectiveness in
the target area. For this purpose, it is aimed to provide a synergistic effect of ICG dye on the anticancer
properties of magnetic iron oxide nanoparticles by damaging cancer cells by creating reactive oxygen
species (ROS). In addition, iron oxide nanoparticles synthesized within the scope of the thesis study and
ICG dye were capped by apoferritin, a natural protein that the body recognizes and will not cause
stimulation in the immune system. Thus, it is aimed to increase the anticancer effectiveness of nanoparticles
by ensuring that the nanoparticles remain in the circulatory system for an optimum period of time. In
addition, it is thought that it will facilitate the binding of ICG dye to the surface or between subunits by
allowing surface functionalization thanks to the functional groups already present on the surface of
apoferritin. In the in vitro evaluation of nanoparticles, lung cancer; A549 and fibroblast; L.929 cell lines
were used.Cytotoxicity studies were conducted in two cell lines with and without laser application. The
results showed that laser application reduced cell viability in both cell types. It has been observed that the
anticancer effect of iron oxide nanoparticles is enhanced by the activation of ICG molecules by irradiation.

v



It is thought that the decrease in cell viability observed in L929 cells, although lower than in A549 cells,
can be reduced by transporting the designed magnetic nanoparticles to the target with their potential
magnetic guidance capacity, and thus the toxicity in healthy cells will be able to reduced. In intracellular
uptake studies of nanoparticles; It has also been shown by Prussian blue staining of the nanoparticle treated
cells that the interaction of nanoparticles is through cell uptake and binding to the cell wall.

Keywords:, Anticancer, Apoferritin, Indocyanine Green, Iron Oxide Nanoparticle
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

nm : Nanometre

°C : Santigrat

rpm : Dakikada Devir Sayis1
ul : Mikrolitre

mL: Mililitre

L: Litre

x:Manyetik Duyarlilik

M: Malzemenin Miknatislanmasi
H: Manyetik Alan Kuvveti
A: Amper

Tc: Curie Sicakligt

Tn: Néel Sicakligi

Ms: Manyetizasyon Egrisi
mg : Miligram

g : Gram

m: metre

T : Tesla

pH : Potansiyel Hidrojen Degeri
€ : Zeta Potansiyeli

K : Kelvin

dk : Dakika

OD : Optik Dansite

Ppm: Milyonda Bir

X



Kisaltmalar

DNA: Deoksiriboniikleik Asit

NP: Nanoparcacik

CNT: Karbon Bazli Nanotiip

AgNP: Giimiis Nanopargacik

MNP: Manyetik Nanopargacik

SPIO: Siiperparamanyetik Demir Oksit

USPIO: Ultra Siiperparamanyetik Demir Oksit

MRI: Manyetik Rezonans Goriintiileme

SPIONP: Siiperparamanyetik Demir Oksit Nanopargacik
MagF-ICG: ICG Yiikli Magnetoferritin

SEM: Taramal1 Elektron Mikroskopu

TEM: Gegirimli Elektron Mikroskopu

XRD: X- Isin1 Kirmimi

FTIR: Fourier-Doniisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi
ICP-MS: Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi
UV-VIS: Ultraviole-Goriiniir

VSM: Titresimli Ornek Manyetometrisi

ICG: Indosiyanin Yesili

FDA: Gida ve ilag Idaresi

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

NIR: Yakin Kizil6tesi Isin

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

MTT: 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir

AS549: Akciger Kanseri Hiicre Hatt1



L.929: Fare Fibroblast Hiicre Hatt1

TMAOH: Tetramethylammonium Hydroxide
PBS: Fosfat Buffer Saline Solusyonu

FBS: Fetal Bovine Serum

DMEM: Dulbecco’ Modified Eagle’s Medium
ATCC: Amerikan Hiicre Kiiltiirli Koleksiyonu
DMSO: Dimetil Siilfoksit

BITAM: Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, nanomalzemeler olarak adlandirilan ¢ok kiiciik boyutlu
parcaciklarin sentezi de dahil olmak iizere, atomik ve molekiiler diizeyde alet, malzeme
ve cihazlari tireten bilimsel bir teknolojidir (Fazal-Ur-Rehman, 2018). Nanoteknoloji
kelimesindeki ‘nano’ 6n eki milyarda bir anlamina gelmekte (1x10) ve metrenin
milyarda biri kadar boyutlardaki maddenin ¢esitli yapilariyla ilgilenmektedir (Poole &
Frank Owens, 2003). Cevreyi ve insanligi korumaya yonelik teknolojilerde onemli
gelismeler vaadeden bu bilimsel teknoloji alani; pazarlanabilir uygulamalari hizla artan,
arastirmacilar i¢in nispeten yeni bir alan olarak kabul edilen nano 6l¢ekteki malzemeleri
kullanmaktadir (Mohammed, 2019).

Fizik ve elektrik miihendisliginde nanobilim ¢ogunlukla kuantum davranigiyla ve
elektron ve fotonlarin nano 6lgekli yapilardaki davraniglartyla iligkilendirilir. Biyoloji ve
biyokimya da ise hiicre bilesenleri; DNA ve viriislerden hiicre alt1 organellere ve hiicreler
arasindaki iyon kanallarina kadar biyolojideki en ilging yapilarin ¢ogu nano yapilar olarak
diisiiniilebilir. Golgi aygiti, ribozomlar, histon proteinleri ve kromatin, mitokondrinin i¢
yapisi, fotosentetik reaksiyon merkezi ve hiicrenin enerji saglayicist ATP’azlar, bilim
insanlarinin yeni anlamaya basladig1 ve iizerine daha fazla aragtirma gerektiren birer nano
yapidir. Kimyanin nanoteknolojideki konumuna bakacak olursak lider bir rol iistlendigi
sOylenebilir. Bu anlamda kimyagerler atomlar1 ve atom gruplarint derisim, sicaklik, pH,
zaman gibi farkli kosullarda birlestirerek maddenin yeni formlarmi olustururlar.
Nanoteknolojide ilk olarak nanoelektronige odaklanilmis olsa da nanobilimden ortaya
cikan ilk ve potansiyel ticari teknolojiler malzeme bilimidir ve malzemeler cogunlukla
kimya biliminin tiriinleridir (Whitesides, 2005).

Fizik, kimya, biyoloji ve miihendislik gibi alanlar1 da kapsayarak multidisipliner
bir bilimsel teknoloji iireten nanoteknoloji, maddeyi atomik ve molekiiler diizeyde
kontrol etmeyi amacglamaktadir (Kargozar & Mozafari, 2018). Bu baglamda
nanoteknoloji stratejilerini ilerletmek i¢in nanogubuklar, nanoteller, nanotiipler,
nanokemerler, nanoribbonlar, nanolifler, nanoparcaciklar, kuantum noktalar1 ve i¢i bos
kiireler dahil olmak {iizere ¢esitli nano boyutlu yapilar gelistirilmistir. Zamanla enerji,
elektronik, gida ve tarim, kozmetik ve saglik gibi farkli alanlarda da ¢esitli uygulamalar
yapilmistir. Diinyanin dort bir yanindaki insanlar her giin nanoteknoloji {iriinii cihaz ve

sistemleri kullanmaktadir (Sekil 1).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Nanoparcaciklar

Nanoparcaciklar (NP), boyutlart 1-100 nm arasinda degisen nesneler olarak
tanimlanir ve boyutlar1 nedeniyle bulk malzemelerden farkli yapilardir (Hasan, 2015).
Nanoteknolojinin hizli gelisiminin bir sonucu olarak 6n plana ¢ikmustir (Ali et al., 2016).
Nano boyuttaki yapilar1 sayesinde kendilerine has fiziksel, kimyasal, elektronik,
manyetik, termal, optik ve biyolojik 6zellikler sergilemektedirler (Sharif Mughal & Mona
Hassan, 2022).

Nanoparcaciklar organik, inorganik ve karbon bazli olarak ii¢ grupta
smiflandirilir. Organik nanopargaciklara lipozomlar, dendrimerler ve miseller 6rnek
olarak wverilebilir. Bu nanopargaciklar toksik olmadiklar1 ic¢in yaygin olarak
biyomedikalde hedeflendirilmis ilag dagiliminda kullanilir (Varma et al.,, 2021).
Inorganik nanoparcaciklar, karbondan yapilmayan pargaciklardir. Metal ve metal oksit
bazli nanopargaciklar inorganik nanopargaciklar olarak simiflandirilir. Neredeyse tim
metaller kendi nanoparcaciklarina sentezlenebilir. Sentezde yaygin olarak kullanilan
metaller ise altin, demir, aliiminyum, kadmiyum, kobalt, bakir, kursun, giimiis ve
cinkodur. Bu nanopargaciklar kiigiik molekiilleri adsorbe etme yetenegine ve yiiksek
ylizey enerjisine sahiptir. Biyomolekiillerin tespiti ve goriintiilenmesinde, gevresel ve
biyoanalitik uygulamalarda kullanimlar1 mevcuttur (Sekil 2). Karbon bazh
nanoparcaciklar, karbon nanotiipler (CNT) ve fullerenler olmak iizere iki ana malzeme
icerir. CNT'ler, bir tiipe sarilmis grafen tabakalaridir. Fullerenler, altmis veya daha fazla
karbon atomundan olusan igi bos bir kafes yapisina sahip karbon allotroplaridir.

Nanoparcaciklar1 bir diger siniflandirma yontemi morfolojilerinden ileri
gelmektedir. Diizliik, kiiresellik, yiiksek ve diisiik en/boy oranlari nanopargaciklar
siiflandirmada kullanilan morfolojik kriterlerdir (Sharif Mughal & Mona Hassan, 2022).
Spiraller, zikzaklar, kayislar gibi sekiller iceren nanotiipler ve nanoteller yiliksek en/boy
oranli nanopargacik drnekleridir. Ote yandan, kiiresel, oval, kiibik, prizma, sarmal,siitun,
tozlar, siispansiyon veya kolloidler halinde bulunan nanopargaciklar, kiigiik en/boy orani

morfolojisi altinda siniflandirilir.
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Sekil 2. NP'lerin uygulama alanlar1 (Ettadili et al., 2022).

2.1.1. Nanoparcacik Sentezi

NP’lerin sentezinde yukaridan-asagiya ve asagidan-yukariya olarak tanimlanan
iki yaklagim bulunmaktadir (Mustapha et al., 2022). Bu yaklasimlardan ilki olan
yukaridan-asagiya yaklasimi yikici bir yontemdir. NP sentezi i¢in daha biiyiik boyuttaki
molekiilleri parcalayarak daha kiigiik boyuttaki molekiillerin NP’lere doniisiimiinii
hedefler. Bu yontemin en 6nemli avantaji nanoparcaciklarin boyut dagiliminin ve
morfolojilerinin kontrol edilebilmesidir. Fotolitografi, elektron 1s1n1 litografisi, 6gtitme
teknikleri, anodizasyon, iyon ve plazma daglama yukaridan-asagiya yontemlerine drnek
olarak verilebilir (Dhand et al., 2015). Ikinci yaklasim olan asagidan-yukariya yaklasimi
ise yukaridan-asagiya yaklasiminin tam tersidir (Mustapha et al., 2022). Atom ve/veya
molekiilleri bir araya getirerek NP’leri sentezlemeyi hedefler. Bu yaklagim yapici bir
yontemdir. Sol-jel islemi, lazer pirolizi, aerosol islemi, kimyasal buhar biriktirme ve
biyolojik ajanlar destekli sentez agagidan-yukartya yontemine ornektir.

Nanopargcaciklarin sentezi genel olarak fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler
olarak ii¢ gruba ayirmak miimkiindiir (Dhand et al., 2015). Fiziksel yontemler yukaridan-
asagiya yaklasimini benimserken; kimyasal ve biyolojik yontemler asagidan-yukariya

yaklagimini benimser (Niculescu et al., 2022).



2.1.1.1. Fiziksel yontem

Fiziksel yontemler, basit olduklarindan nanopargaciklarin biiyiik dl¢ekte liretimi
icin en ¢ok tercih edilen yontemlerdir (Niculescu et al., 2022). Mekanik basing, yiiksek
enerji radyasyonlari, termal enerji ya da elektrik enerjisi kullanir ve malzemelerde
asinma, erime, buharlagma veya yogunlasmaya neden olarak NP {iretir (Dhand et al.,
2015). Esas olarak yukaridan-asagiya stratejiyle calisir ve solvent kontaminasyonu
icermezler, tekdiize tek dagilimli NP' ler liretmek i¢in avantaj sunarlar.

Ogiitme Yontemleri; ik olarak 1970 yilinda John Benjamin tarafindan yiiksek
sicaklik ve basinca dayanikli oksit dagilimiyla gii¢lendirilmis alagimlar: sentezlemek icin
gelistirilen yiiksek enerjili bilyeli 6gilitme, cesitli sekil ve boyutlara sahip NP'ler liretmek
icin saglam ve enerji acisindan verimli bir sentez yontemidir (Dhand et al., 2015).
Malzemelerin mikro ya da nano yapilara dogrudan pargalanmasini i¢erdiginden, dgtitme
yukaridan-agagiya stratejisinin bir pargasidir (Habibullah et al., 2021). Bilyelerin kinetik
enerjisi malzemeye aktarilir ve bdylece kimyasal baglarin kirilmasi saglanarak
malzemeler daha kiigiik pargaciklara ayrilir. Degirmen tiirli, 6giitme atmosferi, 6giitme
ortami, yogunluk, zaman ve sicaklik gibi parametreler, NP'lerin sekil ve boyutunun
kontroliinde ¢ok dnemli bir rol oynar.

Piiskiirtme; inert gaz iyon demetleri gibi enerjik parcaciklarla bombardiman
yoluyla dokme malzemenin yiizeyinden atomlar1 firlatma prensibiyle ¢alisan en yaygin
sentez protokollerinden biridir (Varma et al., 2021). Bu yontem ayni zamanda fiziksel
buhar biriktirme yontemi olarak da adlandirilir (Habibullah et al., 2021). Elektron 111
litografisinden daha ucuzdur ve hedef malzeme ile ayni bilesime sahip nanopargaciklarin
elde edilmesini saglar (Niculescu et al., 2022). Tabakanin kalinligi, tavlama sicakligi ve
stiresi, alt tabaka tipi ve kullanilan gazin dogasi; nanopartikiillerin seklini, boyutunu,
yiizey morfolojisini, dokusunu ve optik 6zelliklerini belirler.

Lazer ablasyon; yonteminde pargacik boyutunu nano seviyeye indirgemek i¢in
lazer 1s1mast kullanilir (Jamkhande et al., 2019). Kat1 hedef malzeme ince bir tabakanin
altina yerlestirilir ve ardindan darbeli lazer 1sinina maruz birakilir. Bu islem NP'leri
olusturmak icin buharlasma veya siiblimasyonla sonuglanir. Diger geleneksel
yontemlerle karsilastirildiginda lazer ablasyonu, par¢aciklarin faz bilesiminin, boyutunun

ve seklinin segici kontroliine izin verir (Habibullah et al., 2021).



2.1.1.2. Kimyasal Yontem

Kimyasal sentez yontemleri, metal NP’lerin kendi metalik tuzlarindan sulu
cozelti veya organik ¢6ziicii icinde kolloidal bir dispersiyon halinde sentezlenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Lee & Jun, 2019). Altin, giimiis, demir, ¢inko oksit,
bakir, paladyum, platin ve diger metaller kullanilarak bu yontem ile NP’ler
sentezlenmektedir. Sol-jel yoOntemi, mikroemiilsiyon teknigi, hidrotermal sentez,
kimyasal buhar sentezi ve plazma destekli kimyasal buhar biriktirme teknigi, NP

sentezinde yaygin olarak kullanilan kimyasal yontemlerdendir (Dhand et al., 2015).

2.1.1.3. Biyolojik Yontem

Biyolojik ya da yesil sentez yontemi kullanilarak nanopargaciklarin hazirlanmasi,
son zamanlarda nanoteknolojinin yiikselen bir trendidir (Jamkhande et al., 2019). Bu
sentez yontemi, fiziksel ve kimyasal yontemlerdeki komplikasyonlari, yiiksek maliyeti ve
giivenlik sorunlarini gidermek i¢in alternatif bir yol olarak ortaya ¢ikmistir (Niculescu et
al., 2022). Biyolojik yontem, kimyasal ve fiziksel yontemlerle karsilastirildiginda
aragtirmacilara kisa siirede sentez, kolay kullanim, nontoksiklik ve kolay bulunabilirlik
gibi ek avantajlar saglar (Ettadili et al., 2022).

Biyolojik yontemlerle nanoparcacik iiretimi farkli mikroorganizma ve
enzimlerinin, izolatlar ve 6zler gibi bitki {iriinlerinin kullanimini igerir (Jamkhande et al.,
2019). Bu yontem ile o6nciil maddelerden atomlarin yesil substratlarda nanopargaciklara
sentezlenmesi saglanir (Niculescu et al., 2022). Biyolojik substrata bagl olarak bakteri
bazli ve bitki bazli sentez yontemleri vardir. Bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalarin
metal iyonlarmi indirgeyerek toksik maddelerin giderilmesinde hayati bir rol oynadig:
bilinir (Lee & Jun, 2019). Ornek olarak pek ¢ok bakteri, hiicre ici bilesenlerin hem
indirgeyici hem de stabilize edici 6zelliginden dolayr AgNP'lerini hiicre i¢inde sentezler.
Bakterileri reaksiyon ajani olarak kullanmanin avantaji ise, hizli gogalmalari, yetigtirme
ve manipiilasyon kolayligidir (Niculescu et al., 2022). Bitki bazli sentez de kisa siirede
nanopargacik tiretmek icin en etkili yontem olarak kabul edilir. Sentezde kallus, yaprak,
meyve ve tohum ozleri gibi her tiirlii bitki kisimlar1 kullanilabilir. Biyoaktif alkaloidler,
fenolik asitler, polifenoller, proteinler, sekerler ve terpenoidler igceren bitki ekstraktlari,
metalik iyonlar1 indirgemenin ardindan stabilize ettigi icin nanoparcacik sentezinde baska
hi¢bir siirfaktan veya kaplama maddesi gerekmez (Ettadili et al., 2022). Bitki
fitokimyasallar1 daha fazla stabilizasyon ve rediiksiyon gosterdiginden yesil sentezde

mikroorganizmalara gore kullanim1 daha yaygindir.



2.1.2. Manyetik Nanoparc¢aciklar ve Manyetizma

Manyetik nanoparcaciklar (MNP'ler), harici bir manyetik alanin etkisi ile manipiile
edilebilen ve genellikle nikel, kobalt, demir ve bunlarin oksitlerinden olusan
nanoparcaciklardir (Shubayev et al., 2009). Farkli kimyasal bilesimlere, pargacik
boyutlarina ve yiizey 6zelliklerine gére MNP'ler T1W ajanlar1 ve T2W ajanlar1 olarak
ikiye ayrilabilir. Siiperparamanyetik demir oksit (SPIO) bir T2W ajan1 olarak
smiflandirilirken, USPIO ultra sliperparamanyetik demir oksit (USPIO) daha biiytik bir
T1 etkisine sahiptir (Luo et al., 2020). MNP’lerden olusan malzemelerin 6zellikleri hem
kendine 6zgii ozelliklerin hem de nanoparcaciklar arasi etkilesimlerin bir sonucudur.
MNP'lerin harici bir manyetik alan ile yonlendirilebilmesi, manyetik rezonans
goriintiileme (MRI), ilag tasinimi ve gen iletimi, doku miihendisligi, hiicre takibi ve
biyoayirma gibi pek c¢ok biyomedikal uygulamanin Oniinii agmistir. Uygulamalarin
cogunda parcaciklar 10-20 nm altindaki kritik degerlerde en iyi performans: sergiler.
Bunun nedeni parcacik boyutu kii¢iildiik¢e bir nanopargaciktaki tiim atomlarin biiyiik bir
cogunlugunun yiizey atomlarini olusturmasidir. Bu da yiizey ve araylizey etkilesiminin
artmas1 demektir. Ornegin; ¢cap1 1,6 nm olan yiizey merkezi kiibik kobalt igin, toplam spin
sayisinin yaklasik % 60’1 yiizey spinleridir. Yiizey atomlari/yigin atomlari oraninin
yiiksek olmasi sebebiyle ylizey spinleri miknatislanmaya dnemli bir katki saglar (Lu et
al., 2007). Nanometre Olgegindeki pargaciklarin bu manyetik ozelliklerini anlamak

manyetik malzemelerde dnemli bir konudur.

2.1.2.1. Manyetizma

Manyetizma, manyetik bir alanin sebep oldugu, maddelerin birbirini gcekmesi veya
itmesiyle sonuglanan fiziksel bir 6zelliktir (Kumar & Yusuf, 2015). Manyetik duyarlilik
(¥), maddenin miknatislanmasinin ve miknatislanmasini tetikleyen dig manyetik alanin
orani olarak tanimlanir (Cahaya, 2020). Boyutsuz bir miktar olan bir malzemenin
manyetik duyarliligt y = M/H denklemi ile tanimlanir. Denklemde M malzemenin
miknatislanmasi (birim hacim basina manyetik moment (spin) miktar1) ve H manyetik
alan kuvvetidir, her ikisi de amper(A)/metre(m) cinsinden Olciiliir (Gaeta et al., 2021).

Madde ve manyetik alanlar arasinda iki gruba ayrilan temelde dort etkilesim tiirii

vardir. {lk grup pozitif duyarliliga sahip (x>0) ve manyetik alan tarafindan g¢ekilme



egiliminde olan paramanyetik, sliperparamanyetik ve ferromanyetik maddeler iken ikinci
grup ise negatif duyarliliga (x<0) sahip olan ve itilme egilimindeki diyamanyetik
maddeler ve siiper iletkenlerdir (Gaeta et al., 2021; Kumar & Yusuf, 2015). Sekil 3’te
dis bir manyetik alana karsi maddelerin isaretleri goriilmektedir. Atom alt1 pargaciklardan
elektronlarin orbitaldeki doniis hareketleri arasindaki etkilesim maddenin kalict ya da
gegici  miknatislanmast  ile sonuglanir. Manyetizma; Paramanyetizma,
Stiperparamanyetizma, Ferromanyetizma, Diyamanyetizma, Ferrimanyetizma ve

Antiferromanyetizma olarak alt1 grupta incelenir.

+1
Paramiknatis
M Ferromiknatis

Ferrimiknatis

-

Diamiknatis H
Stiperiletken

Sekil 3. Harici bir manyetik alanin uygulanmasi altinda ¢esitli malzemelerin miknatislanma isareti
(Kumar & Yusuf, 2015).



2.1.2.1.1. Paramanyetizma

Paramanyetik durumda, bireysel atomik manyetik momentler birbirlerine gore
rastgele hizalanir (Sekil 4) ve kristalin net manyetik momenti sifirdir. Eger bu kristal
harici bir manyetik alana maruz birakilirsa, bu momentlerden bazilar1 hizalanacak ve
kristal kiiclik bir net manyetik moment elde edilecektir (Teja & Koh, 2009).

Paramanyetik malzemeler pozitif isaretli manyetik duyarlilia sahiptir ve
manyetik alan tarafindan ¢ekilme egilimindedir (Cahaya, 2020). Manyetik duyarlilik ()
tipik olarak 10°-102 araligindadir. Bu duyarlihgin biiyikligii ferromanyetik
malzemelerinkinden %0,1'den azdir (Gaeta et al., 2021). Bu malzemeler atomik veya
molekiiler yoriingelerde eslesmemis elektronlar bulundurur. Harici bir manyetik alan
uygulandiginda, manyetik momentler uygulanan manyetik alanla ayni yonde hizalanir
(Cahaya, 2020). Gadolinyum (Gd), hidroksil radikali (-OH), melanin, molekiiler oksijen,
(02) bakir iyonu (Cu2+), magnezyum (Mg), methemoglobin, titanyum (Ti), aliiminyum
(Al), manganez (Mn) ve demir oksit (FeO), paramanyetik maddelere O6rnek olarak

verilebilir (Gaeta et al., 2021).

2.1.2.1.2. Siiperparamanyetizma

Stiperparamanyetizma, MNP’lerin dis bir manyetik alanla hizalanan manyetik
momente sahip olmas1 ve ardindan dig manyetik alan kaldirildiginda rastgele donmesiyle
ortaya c¢ikar (Gloag et al., 2019). Dis manyetik alan kaldirildiginda miknatislanma
kaybolur. Siiperparamanyetizmada manyetik duyarlilik paramanyetiklerden ¢ok daha
biiylik iken ferromanyetik malzemelerle karsilastirildiginda daha diisiiktiir (Gaeta et al.,
2021).

Siiperparamanyetizma, iyi izole edilmis tek alanli bir parcacigin davranisi dikkate
alinarak anlagilabilir. Manyetik momentlerin belirli bir dogrultuda tutulmasindan sorumlu

olan pargacik bagina manyetik anizotropi enerjisi su sekilde ifade edilebilir:

E(6) = Keff V sin’
Burada V' pargacik hacmi, Keff anizotropi sabitidir ve 6 miknatislanma ile kolay eksen
arasindaki agidir. Enerji bariyeri Keff V, enerjisel olarak esdeger iki kolay miknatislanma
yOniinii ayirir. Pargacik boyutunun kiigiilmesiyle termal enerji kzT, enerji bariyeri Keff V"’

yi agar ve miknatislanma kolayca tersine gevrilir. kg7, > KeffV i¢in sistem bir paramiknatis
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gibi davranir, atomik manyetik momentler yerine artik her pargacigin iginde muazzam bir
moment vardir. Bu sisteme siliperparamiknatis adi verilir (Lu et al., 2007).
Stiperparamanyetik maddelere ferritin, hemosiderin ve deoksihemoglobin 6rnek olarak
verilebilir (Gaeta et al., 2021).

Kolloidal bir ¢ozeltideki asili sliperparamanyetik demir oksit nanoparcaciklarin
(SPION) manyetik momentleri, manyetik alanin yoklugunda kendilerini kolay eksen
boyunca hizalayacak sekildedir. Ancak manyetik alan uygulandiginda ise manyetik
momentler uygulanan alana paralel yonde hizalanma egilimi gdsterir ve bu da yliksek
miknatislanma degerlerine neden olur. Ancak manyetik alan kaldirildiginda SPION'larin
momentleri, SPION'larin boyuna ve enine gevsemeleri nedeniyle orijinal kolay eksen
konumlarma geri doner (Kandasamy & Maity, 2015). Buradan anlasildig1 iizere

miknatislanma kalic1 degildir.

2.1.2.1.3. Ferromanyetizma

Ferromanyetik maddeler, paramanyetik ve siiperparamanyetik maddelere benzer
sekilde eslesmemis elektronlara sahiptir ancak daha ytiksek bir manyetik duyarlilik etkisi
olustururlar (Gaeta et al., 2021). Ferromanyetik bir kristalde, bir dis alan olmasa bile tiim
bireysel momentler ayn1 hizadadir (Sekil 4). Manyetik momentlerin diizenli konumu,
bireysel momentlerin termal dalgalanmalarindan dolayi sicaklik arttik¢a azalir. Néel veya
Curie sicakliginin iistiinde malzeme diizensizlesir ve miknatislanma 6zelligini kaybeder.
Gegis sicakligina ferromanyetik ve ferrimanyetik maddeler icin Curie sicakligi (Tc),
antiferromanyetik maddeler i¢in Néel sicaklig1 (Tw) ad1 verilir (Teja & Koh, 2009).

Elektronlarin manyetik momentleri (dis manyetik alana ek olarak) birbirine
paralel hizalanma egiliminde oldugundan manyetizmalar1 paramanyetik malzemelere
gore daha yiiksektir. Dis manyetik alan kaldirildiginda siiperparamanyetik maddelerden
farkl olarak kalic1 olarak miknatislanir. Ferromanyetizma ve siliperparamanyetizmanin
goriintiilenmesi MR'da biiyiik 6nem tagir. Demir (Fe), demir alagimlari (6rnegin ¢elik),
kobalt (Co), nadir toprak metallerinin alagimlar1 ve nikel (Ni) ferromanyetik maddelere

ornektir (Gaeta et al., 2021).
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2.1.2.2.4. Ferrimanyetizma

Ferrimanyetik bir kristalde manyetik momentlerin biiytkliikleri farklidir ve
antiparalel bir sekilde diizenlenir. Bundan dolay1 manyetik momentleri sifir olmayip net
bir manyetik momente sahiptir. Bu antiparalel manyetik momentlerin ayn1 biiyiikliikte
oldugu duruma ise antiferromanyetizma denir. Bu durumdaki demir kristal yapisi
antiferromanyetiktir ve net manyetik momente sahip degildir (Teja & Koh, 2009). Sekil

4’ te ferrimanyetizma ve antiferromanyetizma durumu gosterilmistir.

Ferromanyetizma
Tc
Tc
Antiferromanyetizma
Paramanyetizma In
Ferrimanyetizma

Sekil 4. Farkli malzeme tiirlerinde bireysel atomik manyetik momentlerin hizalanmasi (Teja & Koh,
2009).

2.1.2.1.5. Diyamanyetizma

Diyamanyetizma, elektronlarin yoriingesel hareketinin zayif manyetik alanlar
iireten kiicliik akim dongiileri yaratmasindan kaynaklanir(Gaeta et al., 2021). Manyetik
duyarlilik agisindan degerlendirildiginde diyamanyetik bir malzeme negatif isaretli
manyetik duyarliliga sahiptir ve itilme egilimindedir (Cahaya, 2020). Manyetik
duyarlilik degeri (y) 10 diizeyindedir. Su, kalsiyum (Ca), oksihemoglobin, yaglar,
kollajen, proteinler ve kursun (Pb) diyamanyetik maddelere 6rnek olarak verilebilir

(Gaeta et al., 2021).
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2.1.3. Demir Oksit Nanoparcaciklar

Demir atomu, 3 boyutlu orbitallerindeki eslesmemis dort elektron nedeniyle giiglii
bir manyetik momente sahiptir (Teja & Koh, 2009). Bu nedenle nanoparcacik
uygulamalarinda siklikla tercih edilir. Diisiik toksisiteleri, biyokimyasal aktiviteleri
artiran yiiksek yiizey/hacim oranina sahip olmalar1 ve ylizey modifikasyonlarina olanak
tanimasi1 demir oksit nanoparg¢aciklarinin pek ¢ok alanda kullanimini arttirmistir (Sekil 5)
(Liu et al., 2013). Demire biyouyumluluk kazandirilmasi ile demir bazli nanopargaciklar

arastirmacilar tarafindan dikkatle calisilmaktadir (Palanisamy & Wang, 2019).

Sekil 5. Demir oksitlerin kullanim alanlar1 (Faivre D., 2016).
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Demirin, demir oksitler, demir oksihidroksitler ve demir hidroksitler olmak {izere
dogada pek ¢ok formu bulunur. Manyetit (Fe30,), maghemit (y -Fe>O3) ve hematit (a-
Fe;0;3) en yaygin olarak bulunan formlardir (Ali et al., 2016). Sekil 6’da Demir oksitlerin

yapis1 goriilmektedir.

a) Manyetit b) Wiistite ¢) Hematit d) Maghemit
® O FET\
© oktahedral Fex" 9 )l
o tetrahedral Fe l’ | {, °
2%
%
MY daapaan I‘o.' L
Fe? Fe*2 | <

Sekil 6. Farkli demir oksit formlarin sekilsel gosterimi. a) Manyetit b) Wiistite ) Hematit d) Maghemit
(Gloag et al., 2019).

Hematit, demir oksitlerin bilinen en eskisidir, kayalarda ve toprakta bulunur.
Ortam kosullarinda son derece kararlidir ve diger demir oksitlerin doniisiimiiniin son
driiniidiir. Curie sicakligi olan 956 K'nin iizerindeki sicakliklarda paramanyetiktir. Oda
sicakliginda zayif ferromanyetiktir ve 260 K'de (Morin sicakligi, Tm) faz gecisine
ugrayarak antiferromanyetik duruma geger (Teja & Koh, 2009). Manyetit, (Fe;O0y4), MO
1500 civarinda kesfedilmis bilinen en eski miknatistir (Zhang & Satpathy, 1991) ve
kristalleri siyahtir (Tang et al., 2003). Oksit formlar arasinda en gii¢clii manyetizmay1
sergiler; siyah demir oksit, yiik tasi, demirli ferrit, manyetik demir cevheri veya herkiil
tas1 olarak da bilinir. Maghemit, topraklarda manyetitin ayrigma iriinii ve diger demir
oksitlerin yanma {irlinli olarak olusur. Hematite gore yar1 kararlidir ve manyetit ile kati
formlar olusturur. Manyetit ve maghemit, biyouyumluluklar1 ve insan viicudundaki diisiik
toksisiteleri nedeniyle biyomedikal uygulamalarda 6n plana ¢ikmistir (Teja & Koh,

2009). Tablo 1’°de bilinen demir oksit formlar 6zetlenmistir.



Tablo 1. Bilinen farkli demir oksit formlar1 (Faivre D., 2016).
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Demir Oksitler Demir Oksihidroksitler Demir
Hidroksitler
Fe(I) Wiistite FeO White rust
Bilesikler Fe(OH):
Fe(II) ve Magnetite Green rusts -Fouggrite
Fe(III) Fe30y [Fe*?4Fe*3,(OH) 2] [CO3].3H0
Bilesikler
Fe(I1T) Hematite Goethite a-FeOOH Bernalite
Bilesgikler a-Fe>0s Akaganéite f-FeOOH Fe(OH);
S-Fex03 Lepidocrocite y-FeOOH
Feroxyhyte 6-FeOOH
Maghemite Ferrihydrite 5Fe>03.9H>0
v -Fex0;3 Schwermannite
0-Fex0s FesOs(OH)s(SO4).nH20
e-Fez0;3

Hem manyetit hem de maghemit, oksijen anyonlarinin yiiz merkezli kiibik ((fcc)

face-centered cubic) bir diizende paketlendigi Fe katyonlar1 ve O* anyon dizilerinden

olusan spinel grubundan minerallerdir. Demir katyonlar tetrahedral veya oktahedral

bolgelerde bulunur. Manyetit hem ferrik (Fe*) hem de ferréz (Fe*?) iyonlarim

bulundurur. Bu iyonlarin farkli arayer bolgelerine yayildig ters bir spinel yapiya sahiptir

(Fodjo et al., 2017; Vangijzegem et al., 2023). Spinel yapinin Sekil 7’ de gosterildigi gibi

iki farkli kiipiin doniisiimlii olarak istiflenmesiyle olustugu diisiiniilebilir (Zhang &

Satpathy, 1991). Manyetit, oda sicakliginda ferrimanyetiktir ve 850 K Curie sicakligina
sahiptir (Teja & Koh, 2009).
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Sekil 7. Kiibik spinel kristal yapis1 (Zhang & Satpathy, 1991).

Manyetitin yaklasik 0,84 nm'lik birim kafes uzunlugu ile ters spinel yapisi, 32

oksijen anyonu ve 24 demir katyonundan olusur. Sonuncusu, 8 tetrahedral ve 16

+21 +31

oktahedral konum arasinda dagitilir. Stokiyometrik manyetitte Fe™“'nin Fe™'e orani
0,5'tir. Iki degerli katyonlar (Fe*?) oktahedral bolgelerin yarisin1 kaplarken ii¢ degerlikli
(Fe*?) katyonlar ise tetrahedral bolgeler ile geri kalan oktahedral bolgeler arasinda esit
olarak dagilir (Vangijzegem et al., 2023). Oktahedral bolgelerdeki manyetik spinler, dis
manyetik alanin yOniine paralel olarak hizalanirken tetrahedral bolgelerde antiparalel
olarak hizalanir. Manyetit NP'ler boyut olarak 30 nm'nin altinda oldugunda
siiperparamanyetizmaya ulagir (Gloag et al., 2019).

Maghemit genellikle manyetitin oksitlenmis formu olarak adlandirilir. Kristal
yapisinda iki degerlikli katyonlarin bulunmamasi sebebiyle manyetitten farklidir. Dort
ylizlii ve oktahedral bolgelerde dagitilan ti¢ degerlikli (Fe*?) katyonlara ek olarak yapinin
kiiresel notrliiglinii saglamak igin oktahedral bolgelerdeki demir bosluklar: eslik eder
(Vangijzegem et al,, 2023). Maghemit oda sicakliginda ferrimanyetiktir, yliksek
sicakliklarda kararsizdir ve zamanla duyarliligini kaybeder. Ancak diger metal iyonlariyla
katkilanarak stabilize edilebilir. (Teja & Koh, 2009). Hem manyetit hemde maghemit

neredeyse ayni birim hiicre boyutlarinda ters spinel oksijen kafesine sahiptir (Tang et al.,

2003).
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2.1.3.1. Demir Oksit Nanoparcaciklarin Biyomedikal Uygulama Alanlar

Manyetik nanopargaciklar icinden en popiiler olan1 benzersiz 6zelliklerinden
dolayr demir oksit nanopargaciklardir. Uygulama amacina yonelik olarak farkli
manyetizma davraniglarinda demir oksit nanopargaciklar iiretmek ucuz ve kolaydir.
Demir oksit nanopargaciklarin bu benzersiz 6zellikleri sayesinde sagliktan kimyaya,
bilgisayardan fizige, malzeme bilimi ve miihendisliginden diinya ve gezegen bilimine
kadar pek ¢ok alanda kullanilir (Faivre D., 2016).

Demir oksit nanoparcaciklardan olan SPION'larin saglik hizmetlerinde basarili
bir sekilde uygulanmasi biiyiik dlciide yapisal ozelliklerle iligkilidir. Bu 6zellikler boyut
ve boyut dagiliminin kontrol edilebilmesi, tek bigimli bir sekil, giiclii manyetik duyarlilik
ve istenen yiizey kimyasina biiyiik olgiide baglidir. Nanoparcaciklarin 6zel ylizey
miihendisligi, demir oksit cekirdeklerini ¢evreleyen polimerik veya inorganik bir
molekiiler kabuk olusturulmasi ile yapilir. Ardindan dis kabuk katmani da belirli
biyomolekiillerle islevsellestirilir (Lin et al., 2008). Stabilite, biyouyumluluk ve kan yar1
omrii, SPION’larin yiizey fonsiyonellestirilmesinde dikkat edilen ii¢ temel unsurdur (Jin
et al., 2014).

Demir oksit nanopargaciklarin en 6nemli 6zelligi manyetik olmalaridir. Manyetik
ozelliklerinden dolayi harici bir manyetik alan ile yonlendirilmesi pek ¢ok biyomedikal
uygulamada basariyla kullanilmalarini saglar. Sekil 8’de demir oksit nanopargaciklarin

saglik alanindaki kullanimlar1 gériilmektedir.
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SPION’lann

Uygulamalan

Protein Fotodinamik
Terapisi Terapi

Fototermal
Tedavi

Sekil 8. SPION'larin sagliktaki uygulama alanlari (Palanisamy & Wang, 2019).

Hipertermi

Demir oksit nanoparaciklarin uygulama alanlarindan biri kanser tedavisinde
hipertermidir. Hipertermi kelime anlami olarak 1s1 olusumu manasina gelir (Erdo & Gan,
2018). Kanseri tedavi etmek i¢in kanser hiicrelerini belirli bir sicaklia kadar 1sitarak yok
eden ancak saglikli hiicrelere zarar vermeyen kemoterapiye alternatif terapotik bir
tekniktir (McNamara & Tofail, 2015). MNP’ler bolgesel olarak 1s1 artisin1 saglamak
amaci ile kullanilir. Bu teknikte, manyetik alana maruz birakilan siiperparamanyetik
demir oksit nanoparcaciklar, tiimor hiicrelerini 41-45 °C'ye kadar 1sitir; burada normal
dokularda hasar tersine cevrilebilirken timor hiicreleri geri doniisiimsiiz sekilde hasar
gorlir (Teja & Koh, 2009). MNP kullanmanin avantaji ¢cevredeki saglikli dokularda 1s1
artisin1 Onlemektir. Bu sayede saglikli dokularda hasar olusumu goériilmez. Demir oksit
nanoparcaciklart kullanilarak yapilan hipertermik tedaviler, meme ve beyin tiimorlerinin
tedavisi i¢in hem in vitro hem de in vivo olarak olumlu sonu¢ vermistir (McNamara &

Tofail, 2015).
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Manyetik Rezonans Goriintiileme

MRI (manyetik rezonans goriintilleme), klinik radyolojideki en giiclii
goriintiileme tekniklerinden biridir. Manyetik alan ve radyo dalgalar1 kullanir (Erdo &
Gan, 2018). Bu teknikte kontrast maddeler hastalikli dokudan saglikli dokuyu ayirt etmek
icin kullanilir (McNamara & Tofail, 2015). MRI i¢ organlar1 ve dokular1 goriintiileme
imkani verdiginden hastaliklarin teshisi i¢in 6nemlidir (Liu et al., 2013).

MNP’lerin kulanildigi MRI biyomedikal goriintiileme, klinik tan1 ve tedavi igin
invaziv olmayan iyi bir yontemdir (Erdo & Gan, 2018). Hasar gérme ve sizma yapan
damarlardan dolayi tiimor dokularinin yilizey gecirgenligi ve alikoyma etkisi artar boylece
saglikli dokulara nazaran daha ¢ok MNP tutulur. Aktif ve pasif hedefleme mekanizmalari
sayesinde tiimorlii dokular ayirt edilebilir. Pasif hedefleme, timor ve sagliklt dokular
arasindaki atomik ve fizyolojik farkliliklara dayanmaktadir. Tiimor dokular asidik diigiik
pH ortamimna sahiptir, MNP modifikasyonu pH’a gore yapilabilmektedir. Aktif
hedeflemede ise MNP’lere tiimor ylizey reseptorlerini taniyacak sekilde ligantlar
baglanir.

Son derece kiiclik demir oksit naoparcaciklarin siiperparamanyetizma o6zelligi,
MRI ile goriintiilenmelerini saglar (Bao et al., 2018). Stiperparamanyetik nanoparcaciklar
harici bir manyetik alan uygulandiginda daha hizli T1/T2 gevsemesi i¢in kararli kolloidal
siispansiyonlar olusturur ve bdylece MRI’da 1iyi bir kontrast maddesi olarak

kullanilabilirler (Wang & Idée, 2017).

Manyetik Ila¢ Salinimi

[lag salmminm en biiyiik problemlerinden biri, ilac1 viicutta yalmzca hedef
dokuya ulagtirmak ve saglikli dokularda yan etkilerinden kaginmaktir. Bu durum kanser
tedavisinde ayrica zordur. Nanoparc¢aciklarin kii¢iik boyut, hiicre zarindan penetrasyon,
protein baglama, stabilizasyon ve endositozdan kagma o6zelliklerine sahip olmalari ilag
salinimin1 miimkiin kilmaktadir. Ilag salinimi i¢in kullanilan nanopartikiillerin yiizeyleri
proteinler ve genetik materyaller ile kaplanir. Boylece etkin bir tedavi gelistirilmis olur
(de Jong & Borm, 2008).

Kemoterapide kullanilan ilaclar yalmizca kansere ozgii degildir ve kanser
hiicrelerinin yant1 sira saglikli hiicrelere de zarar verir (Erdo & Gan, 2018). Bu etkin bir
tedavi i¢in istenmeyen bir durumdur. Bu sorunu gidermek icin MNP’ler terapdtik
maddeleri hedefe ulastirmak icin kullanilir. Tastyici olarak MNP’ ler, kanserli hiicrelerin

zarlarindan ilag gecisine izin verir (McNamara & Tofail, 2015). Islevsellestirilmis
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sliperparamanyetik manyetit ve maghemit nanopargaciklari, harici bir manyetik alanla
kombinasyonu sonucu ilacin istenen hedefe girmesini saglar (Teja & Koh, 2009).
MNP’lerin kullanildig1 kontrollii ilag salinimi1 sayesinde yan etkiler en aza indirilir ve

dozaj kontrolii de saglanmis olur.
2.1.3.2. Demir Oksit Nanoparcaciklarin Sentez Yontemleri

Demir bazli nanopargaciklarin diigiik toksisite, biyokimyasal aktivite, manyetizma
ve yliksek ylizey/hacim oranina sahip olup ylizey modifikasyonlarina olanak tanimasi gibi
benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 biyolojik uygulamalarda ¢ok dnemli
bir rolii oldugundan 6nceki boliimlerde bahsedilmisti. Ancak bu 6zellikler sekil, boyut,
kristal kafes yapisi, kaplama vb. faktorlerden etkilenir ve dolayisiyla sentez yontemlerine
olduk¢a bagimlidir (Friedrich et al., 2023).

Ote yandan biyolojik uygulamalarda amaca uygun ozelliklerde demir
nanoparcaciklari sentezlemek ©nemli bir parametredir. Ornegin goriintiileme igin
kullanilan nanoparcaciklarin son derece stabil, inert olmas1 ve vaskiiler sistemde uzun
stire dolasabilmesi gerekirken, ila¢ hedefleme veya hipertermi amagli SPIONP 'ler yiliksek
manyetik doygunluga sahip olmali, hedef bolgede birikmeli, hiicrelerle ve dokularla
etkilesime girmelidir (Friedrich et al., 2023) . Bundan dolay1 aragtirmacilar nanopargacik
sentezinde amaca uygun sentez yontemini tercih etmelidir. Birlikte ¢oktiirme, sol-jel
yontemi, mikroemiilsiyon teknigi, hidrotermal sentez, kimyasal buhar sentezi ve plazma
destekli kimyasal buhar biriktirme teknigi, NP sentezinde yaygin olarak kullanilan
yontemlerdendir (Dhand et al., 2015).

2.1.3.2.1. Sol-Jel Yontemi

Cozeltideki molekiiler dnciillerin hidrolizi ve polikondensasyonunu temel alan bir
yontemdir (Marcelo et al., 2020) . Bu yontemde iki tiir bilesen vardir; ilki bir siv1 i¢inde
kat1 pargaciklarin kolloidal bir siispansiyonu olan sol ve digeri, siv1 igeren polimer bir
jeldir (Dhand et al., 2015). Kisaca, elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve kovalent
baglar yoluyla ayr1 parcaciklardan (sol) {i¢ boyutlu bir polimerik aga (jel) doniisen
onctillerin hidrolizi vasitasiyla stabil bir kolloidal ¢ozeltinin olusumunu igerir (Marcelo
etal., 2020). Hidroliz ve yogusma, sol-jel isleminin tipik adimlaridir. Hidroliz, jel fazinin

olusumunda ilk adim olan kat1 pargaciklarin baglarin1 parcalamak i¢in suyu kullanir. Bu
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islemi daha sonra, malzemenin son yapisin1 belirlemek i¢in ortamdan fazla suyun
uzaklastirildig1 ve nanopargaciklarin olusumu ile sonuglanan yogusma adimi izler (Dhand
et al., 2015). Birlikte ¢oktiirme yaklagimlarina benzer sekilde, tipik demir Onciileri
arasinda hidrolize ve ardindan polikondensasyona ugrayan demir alkoksitler ve klortirler,
nitratlar, siilfatlar ve asetatlar gibi demir tuzlar1 bulunur. Bu reaksiyonlar oda sicakliinda
yiiriitiilebilmesine ragmen, SPIONP 'leri kristal faza doniistiirmek i¢in daha fazla 1s1l
islem gereklidir. Genel olarak bu yontem, Fe(OH); — FeOOH — Fe>O3 denklemi ile

gosterilen iki agamali bir faz doniisiimiinii takip eder (Marcelo et al., 2020).

2.1.3.2.2. Mikroemiilsiyon Yontemi

Mikroemiilsiyon, birbiriyle karigmayan iki fazin (su ve yag) yiizey aktif maddeler
ve yardimet yiizey aktif maddeler esliginde berrak ve stabil izotropik dispersiyonlaridir;
temelde su i¢cinde yag (o/w; normal miseller) ve yag i¢inde su (w/o; ters miseller) olarak
iki kategoriye ayrilir (Dadfar et al., 2019; Marcelo et al., 2020). Su/yag mikroemiilsiyon
(w/o veya ters miseller) sistemlerinde, kii¢iik sulu nanodamlaciklar organik fazda (yag)
dagilirken yag/su mikroemiilsiyon (o/w ya da normal miseller) sistemlerinde yag
damlaciklar1 su i¢inde dagilir (Lin et al., 2008). Mikroemiilsiyonlar polar faz, apolar faz
ve siirfaktan olarak en az ii¢ bilesenden olusur. Bu bilesenler termal olarak kararls,
makroskopik olarak homojen ve optik olarak seffaftir. Stirfaktan molekiilleri, sulu ve
organik fazlar1 ayiran arayiiz tabakasini olusturur, mikroemiilsiyon ile fazlar arasindaki
ara ylizey gerilimini azaltir ve damlaciklarin birlesmesini 6nleyen sterik bir bariyer gorevi
goriir. Yag icinde su mikroemiilsiyonu, ylizey aktif madde molekiilleri tarafindan
stabilize edilmis, yag fazinda dagilmis nano boyutlu su damlaciklarindan olusur (Ali et
al., 2016). Su/yag ters misel sistemi, NP sentezi i¢in milkemmel bir reaksiyon bolgesi
olusturur. Sekil ve boyut kontrollii demir oksit NP'lerin elde edilmesi igin
mikroemiilsiyon ve ters misel sistemi yaygin olarak kullanilir (Teja & Koh, 2009).
Mikroemiilsiyon yonteminin dezavantaji diisiik ve smirli bir reaksiyon sicakliginin
olmasidir. Bu SPIONP' 1n diisiik kristallige ve diisiik verime sahip olmasina neden olur
(Dadfar et al., 2019). Bir bagka dezavantaj, bu yontemde ¢ok biiyiik miktarda yaga ihtiyag
oldugundan 6lcek biiyiitme zorlugu ve nanopargaciklara yapisan yiizey aktif maddelerin
cikarilmasi zorlugudur (Lin et al., 2008). Sekil 9° da mikroemiilsiyon yontemi ile Fe3O4

nanoparcacik olusumu goriilmektedir.
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Sekil 9. Fe304 nanopartikiillerinin w/o mikroemiilsiyon sistemi ile sentezi (Lin et al., 2008).

2.1.3.2.3. Termal Parcalanma Yontemi

Proliz olarakta bilinen bu yontem Fe(acac)s, Fe(CO)s , Fe(Cup)s Prussian blue,
demir-iire kompleksi ([Fe (CON2H4)6].(NO3)3) , Ferrocene (Fe(C5HS5)2) ve Fe(oleat)s
gibi ¢esitli demir Onciillerinin yiiksek sicakliklar altinda termal ayrismasi yoluyla
nanoparcacik sentezini igerir (Lin et al., 2008; Marcelo et al., 2020). Bu yontemde
nanoparcacik sentezi oleik asit ve oleilamin gibi yiizey aktif maddelerin ve yiiksek
kaynama noktalarma sahip organik ¢oziicililerin varliginda 200-300 °C araligindaki
yiiksek sicakliklarda gergeklesir (Kandasamy & Maity, 2015; Lin et al., 2008). Yiizey
aktif maddelerin konsantrasyonu, reaksiyon sicakliklari, reaksiyon siiresi, demir
onciillerin yiizey aktif maddelere orani, ¢oziiciiler ve geri akis sirasindaki 1sitma hiz1 gibi

bir¢ok parametre, SPIONP'lerin fizikokimyasal 6zelliklerini ve manyetik 6zelliklerini
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etkiler (Kandasamy & Maity, 2015). Termal ayrisma yontemi demir nanoparcaciklarinin
boyut, boyut dagilimi ve sekil kontroliine imkan tanir ve sonugta kristallik agisindan
yiiksek kalitede numune elde edilmesini saglar. Ancak bu yontemin dezavantaji sentezde
kloroform, hekzan ve demir pentakarbonil gibi toksik kimyasallarin kullanilmasi
sebebiyle ¢evre dostu olmamasidir. Ek olarak sentez sonunda olusan nanopargaciklar
hidrofobik olup polar olmayan ¢oziiciiler i¢inde ¢oziiniir. Toksiklik ve suda ¢oziinmeme
biyomedikal uygulamalar i¢in biiyiik bir sorundur. Bu sorunun giderilmesi i¢in sentez

sonunda ayrica bir yiizey modifikasyonu yapilmasi gerekir (Dadfar et al., 2019).

2.1.3.2.4. Hidrotermal Sentez Yontemi

Hidrotermal yontemde SPIONP'leri hazirlamak icin sulu bir ¢ozelti kullanilir.
Sentez reaksiyonu yiiksek sicaklik ve basingta bir reaktor ya da otoklavda gergeklesir (Ali
et al., 2016; Palanisamy & Wang, 2019). Bu islemde olusan nanoparcaciklar, diger
islemlerden daha iyi bir kristallige sahiptir (Dhand et al., 2015). Bu yontemde, sulu ¢6zelti
icinde ¢0zlinmiis demir tuzlarinin karigimi, sicakligin 200 °C'nin {izerine ¢ikarilabildigi
teflon kapli paslanmaz ¢elik otoklava yerlestirilir (Dadfar et al., 2019). Reaksiyon basinci
atmosfer basincinin iizerine ¢ikar. Burada demir iyonlar1 hidrolize ugrayarak hidroksit
ara trilinleri (FeOH,) olusturur ve bunlar dehidrasyonla nihai demir oksit fazini iiretir
(Niculescu et al., 2022). Yiiksek sicaklik ve yliksek basincin sinerjik etkisi, manyetiklik
ve kalite acisindan iyi nanoparcacik olusumunu saglar. Sicaklik, basing, demir
onciillerinin konsantrasyonu ve reaksiyon siiresinin degistirilmesiyle nanopargacik
olusumu, boyut ve boyut dagilimi lizerindeki kontrol saglanir. Bu yontemin avantajlar
maliyetin diisiik olmas1 ve yiiksek kristallikte demir oksit nanoparcaciklarin nispeten
biiylik 6l¢ekte iiretilmesidir (Dadfar et al., 2019). Bununla birlikte nanoparcaciklarin son
boyutunu kontrol etmek zordur ve ¢ogu zaman polidispers numuneler elde edilir. Sentez
isleminin gilivenilirligi ve tekrarlanabilirligi sinirlidir ve gerekli ekipmanlar pahalidir

(Niculescu et al., 2022).

2.1.3.2.5. Birlikte Coktiirme Yontemi

Nano boyutlu Fe;O4 sentezi i¢in en basit ve en yaygin kullanilan kimyasal
yontemlerden biri birlikte (ortak) ¢coktiirme yontemidir. Bu teknik, asagidaki kimyasal
denklemle tanimlandig gibi, ferrik (Fe*?) ve ferréz (Fe*?) iyonlarini igeren tuzlarin bazik

sulu bir ¢dzelti i¢inde eszamanli ¢oktiiriilmesi esasina dayanir. (Niculescu et al., 2022).
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Sentez reaksiyonu oda sicakliginda ya da 70-90 °C kadar yiiksek sicakliklarda
gergeklestirilebilir (Marcelo et al., 2020).

Fe'? + 2Fe*’ +80H —Fe304 + 4H0

Kullanilan demir tuzlar1 oran1 (Fe*?> ve Fe® igeren) 2:1 olacak sekilde sulu ¢ozelti
hazirlanir. Hazirlanan bu ¢ozeltiye sodyum hidroksit (NaOH) ya da amonyum hidroksit
(NH4OH) ilave edilerek nanoparcaciklarin ¢oktiiriilmesi saglanir. Sentez reaksiyonu pH
9-14 araliginda gergeklestirilir (Palanisamy & Wang, 2019).

Demir oksit nanoparcgaciklarin boyutu, sekli ve bilesimi biiytlik 6l¢iide kullanilan
tuzlarin tiirtine (klortirler, siilfatlar, nitratlar vd.), Fe"?/Fe*3 oranina, reaksiyon sicakligina,
pH degerine ve ortamin iyonik giiciine baghdir. Sentez reaksiyonu bu parametreler
acisindan optimize edildikten sonra kaliteli nanoparcacik sentezi tekrarlanabilir hale gelir
(Palanisamy & Wang, 2019). Bu yontemin avantaji, basit, tekrarlanabilirligi yiiksek ve
kisa zamanda ¢ok miktarda nanopargacigin sentezlenebilmesidir (Niculescu et al., 2022).
Bu yontemin dezavantaji ise iiretilen nanoparcaciklarin hem fiziksel hem de kimyasal
ozelliklerinin oksitlenmesi sonucu olumsuz etkilenmesidir. Ancak bu sorun ¢oktiirme
islemi nitrojen gibi inert bir gaz ortaminda gerceklestirilerek ortadan kaldirilir

(Palanisamy & Wang, 2019). Sekil 10’ da birlikte ¢oktliirme yontemi gosterilmistir.

25-80°C
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& DO ~_2
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Sulu ¢ozeltide
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“+
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Sekil 10. Birlikte ¢oktiirme yontemi ile demir oksit nanopargaciklarin sentezi (Dadfar et al., 2019).
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2.1.3.3. Demir Oksit Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

Nanoparcaciklarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri potansiyel uygulamalarini
belirler. Bu nedenle nanopargaciklarin cesitli fizikokimyasal 6zelliklerinin analizi ve
karakterizasyonun yapilmasi gerekir. MNP’ lerin karakterizasyonu boyut, boyut dagilimi
ve yiizey, element kompozisyonu, kimyasal yapis1 ve manyetik 6zellikleri belirlenerek
yapilir (Ali et al., 2021; Joudeh & Linke, 2022). Bunun i¢in farkli yontem ve teknikler
kullanilmaktadir. Bu teknikler mikroskobik teknikler, spektroskopik teknikler ve
manyetometrik teknikler olarak ii¢ gruptur (Ansari et al., 2019).

Mikroskobik teknikler; Taramali elektron mikroskopu (SEM), gecirimli elektron
mikroskopu (TEM) ve atomik kuvvet mikroskopu (AFM) teknikleridir (Ansari et al.,
2019). Taramali elektron mikroskopu (SEM) bir ylizey goriintilleme ydntemidir.
Taramali elektron mikroskobu goriintli olusumunda yansiyan elektronlardan faydalanir.
Kaynaktan salinan birincil elektronlarin goriintiilenmek istenen numune ile etkilesimi
sonucu olusan ikincil elektronlarin numunenin herhangi bir noktasinda toplanmasi ile
goriintii olusur. Mikro ve nano dlgekteki gesitli parcacik boyutlarini, boyut dagilimlarini,
nanomateryal formlar1 ve nanoparcaciklarin yilizey morfolojisini tam olarak belirleyebilir.
Nanopargaciklari manuel olarak Olcerek, sayarak ya da ozel bir yazilim kullanarak,
nanoparcaciklarin morfolojisi belirlenir ve goriintiilerden bir histogram olusturulur
(Rezaei et al., 2024). Gegirimli elektron mikroskobunda (TEM) cihazdan ¢ikan
elektronlar ultra-ince numuneye iletilir. Burada numune ve elektronlar etkilesime girer.
Etkilesim sonucu numunenin i¢inden gecen elektronlarin tespiti ile goriintli olusturulur
(Rezaei et al., 2024; Varma et al., 2021). Son derece hassas ve yiiksek ¢oziiniirliiklii
goriintiileme sunan bu teknik ile nanopargaciklarin i¢ yapist, kristal yapisi, sekli, boyutu
ve boyut dagilim1 belirlenebilir (Rezaei et al., 2024; Vijayaram et al., 2024). Bunlara ek
olarak sekil heterojenligi, ortalama boyut ve dagilima iligkin nanometrik inceleme,
taramali tiinelleme mikroskobu ve atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak
gerceklestirilebilir (Ansari et al., 2019). Atomik kuvvet mikroskopunun ¢aligsma prensibi
numune yiizeyi ile 6l¢iim probunun ucundaki atomik kuvvetlerin etkilesimini 6l¢mesine
dayanir (Fan et al., 2021).

Spektroskopik teknikler; X- 1sin1 kirinimi (XRD), Niikleer manyetik rezonans
(NMR), Dinamik 151tk sacilimi (DLS), Fourier-doniisiimlii  kizilotesi (FT-IR)
spektroskopisi, Zeta potansiyeli, UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi, Raman
spektroskopisi ve Indiiktif eslesmis plazma kiitle spektroskopisi (ICP-MS) gibi
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tekniklerdir (Ali et al., 2021; Ansari et al., 2019). XRD, bir malzemeye gelen X 1sinlarinin
ve ardindan malzemeyi terk eden X 1sinlarinin yogunluklariin ve sagilma agilarinin
Ol¢iilmesine dayanir (Joudeh & Linke, 2022). Hem organik hem de inorganik kristalli
malzemelerin atom seviyesinde karakterizasyonu i¢in tahribatsiz bir yontem olan XRD,
NP’lerin kristalligini tanimlamak icin kullanilir (Ali et al., 2021; Rezaei et al., 2024).
Nanoparcaciklarda hangi kristal fazin mevcut oldugunu daha kesin olarak belirlemek
amaciyla XRD ile karakterize edilebilir (Abdullah et al., 2020). FT-IR analizinde numune
kizilétesi kirmizi 1sikla 1sinlanir (Vijayaram et al.,, 2024). IR (infrared radyasyonu)
isinlarinin bir kismi1 numune tarafindan tutulurken geri kalan 1sinlar numunenin iginden
gecer. Isigin absorblanmasiyla numunede titresimler meydana gelir ve benzersiz
absorpsiyon bantlarini igeren spektrum elde edilir (Joudeh & Linke, 2022). Isigin bu
sekilde molekiiller tarafindan absorbe edilmesi sayesinde FT-IR spektroskopisiyle
yapisal karakterizasyon, yiizey kimyasi ve fonksiyonel gruplar anlagilir (Ali et al., 2021,
Ansari et al., 2019). Indiiktif eslesmis plazma kiitle spektroskopisi (ICP-MS)
nanopargaciklarin elementel bilesimini ve konsantrasyonunu hesaplamak i¢in kullanilir
(Ali et al., 2021; Vijayaram et al., 2024). Nanoparcaciklarin ylizey potansiyeli 6nemli bir
fizikokimyasal parametredir ¢iinkii nanopargacik i¢i etkilesimlerin giiciinii, karsi
iyonlarin adsorpsiyonunu ve dolayisiyla pargacik stabilitesini belirler, bu nedenle
nanopargaciklarin ylizey yiikiinii karakterize etmek onemlidir (Fan et al., 2021). Bunun
icin bir solvent igindeki elektroforetik hareketlilikten hesaplanan zeta potansiyeli ({)
Olgtimleri kullanilir (Zielinska et al., 2020). NP'lerin yiizey yiikii, NP'lerin ylizeyinde
(Stern katmani) ince bir tabaka olusturan karsi iyonlar1 ¢eker. Bu katmanin sinirindaki
elektrik potansiyeli NP zeta potansiyeli olarak bilinir. Zeta potansiyeli degerleri NP
kararliliginin bir gostergesi olup zeta potansiyelinin daha yiiksek mutlak degeri daha
kararli NP’ler demektir. Bu deger +30 mV'nin iizerinde veya -30 mV'nin altinda olan
nanoparcaciklar stabil olarak kabul edilir (Joudeh & Linke, 2022). Nanoparcaciklar
boyut, sekil ve dielektrik ortama bagl olarak optik 6zellik gdstermektedir. UV-Vis
absorpsiyon spektroskopisi, nanoparcaciklarin optik 6zelliklerinin karakterizasyonu igin
kullanilan basit ve yaygm bir tekniktir. UV-Vis absopsiyon spektroskopisi, bir
numunenin emilimini veya yansimasini dlgmek i¢in goriiniir 151k ve UV 15181 kullanir
(Joudeh & Linke, 2022). Nanoparcaciklar karakteristik olarak farkli dalga boylarinda bant
olustururlar. Demir bazli nanopargaciklar, tim spektrumda herhangi bir spesifik tepe

noktasi olmadan stirekli bir absorpsiyon bandi gostermektedir (Sirdeshpande et al., 2018).
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Genellikle, UV-Vis absorpsiyon spektroskopisi ile dogrulanan nanopargaciklar, 300 - 800
nm arasinda degisen dalga boylarinda analiz edilir (Vijayaram et al., 2024).

Manyetometrik teknikler; manyetik nanoparcaciklarin manyetik 6zelliklerini
6lemek i¢in bir¢ok teknik mevcuttur. Bu tekniklerden en 6nemlileri net miknatislanmay1
Olgmek icin kullanilan SQUID manyetometrisi ve titresimli numune manyetometrisi
(VSM) teknikleridir (Ali et al., 2021). Titresimli numune manyetometrisi (VSM) teknigi
Faraday'n indiiksiyon yasasina dayanarak malzemelerin manyetik 6zelliklerini 6lger.
VSM'de numune, dikey olarak titresen 6zel bir tutucuya sabitlenmis olan manyetik alana
yerlestirilir. Tutucu titresmeye bagladiginda numunenin manyetik momenti, zamanin
fonksiyonu olarak degisen bir manyetik alan yaratir. Numunede olusturulan alternatif
manyetik alan, kaydedilen ve numunenin manyetik ozelliklerini hesaplamak ig¢in
kullanilan bir elektrik akimini indiikler (Joudeh & Linke, 2022). SQUID, ince filmler,
kristaller, tozlar, sivilar ve gazlar gibi farkli formlardaki numunelerin arastirilmasinda
faydalidir. Hem VSM hem de SQUID son derece hassas cihazlardir. VSM’in hassasiyeti
106 emu iken SQUID ise 10-'° emu'ya kadar daha hassastir (Ali et al., 2021).

2.2. indosiyanin yesili (ICG)

Indosiyanin yesili (ICG) ilk olarak II. Diinya Savas1 sirasinda renkli gériintiileme
icin gelistirilmis olup daha sonra 1950'lerde tipta kullanilmaya baslanmistir (Lim et al.,
2023). Kodak Arastirma Laboratuvarlarinda Heseltine ve Brooker tarafindan gelistirilen
bu boya 1956'da Fox ve ark. tarafindan klinik arastirmalara dahil edilmistir (Bjornsson et
al., 1982). 1954 yilinda Gida ve Ilag idaresi (FDA) tarafindan hastalarda kalp debisi ve
karaciger fonksiyonunun degerlendirilmesi gibi klinik uygulamalar i¢in onaylanan
amfifilik bir siyanin boyasidir (Wang et al., 2018). iki hidrofobik polisiklik parca ve
stilfonik asit gruplarindan olusan fizyolojik sivilarda amfifilik, inert ve toksik olmayan
bu bilesigin molekiil agirlig1 774,96 g/mol ve floresan ¢ap1 1,2 nm’dir (Dai et al., 2020;
Zhou & Nan, 2023). Sekil 11’ de indosiyanin yesili boyasmnin molekiil yapisi

goriilmektedir.
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Sekil 11. indosiyanin yesili (Diaz Tovar et al., 2019).

Indosiyanin yesili boyasiin yakin kizilotesi (NIR) floresans absorpsiyonu 780 nm
ve emisyonu 820 nm’dir (Xie et al., 2023). ICG, 720 ve 780 nm'de karakteristik pikler
gosterir (Jaiswal et al., 2021). Intravendz olarak enjekte edildiginde % 98' plazma
proteinlerine baglanir, proteine bagli ICG floresan sinyaller iiretir ancak plazma
proteinlerinin yapisini bozmaz, geri kalani1 serumda serbest haldedir (Khalaf et al., 2024;
Zhou & Nan, 2023). 1970'lerde proteine baghh ICG'nin yakin kizilétesi (NIR)
spektrumlarinda giiglii absorpsiyona sahip oldugu bulunmustur. NIR spektrumlarinin
biyolojik dokular tarafindan diisiikk absorpsiyonu nedeniyle yiiksek sinyal/arka plan
oranina sahip biyo-goriintiileme uygulamalari i¢in uygun bir boyadir (Wang et al., 2018).
Bununla birlikte, zay1f fotostabilite, kisa yar1 dmiir ve konsantrasyona bagli agregasyon,
proteinlere spesifik olmayan baglanma ve spesifik olmayan hedefleme gibi bazi
kisitlamalar1 vardir (Sun et al., 2024; Wang et al., 2018). Ayrica ICG, 1sikla uyarilarak
kanser hiicrelerine zarar vermek iizere singlet oksijen ve siiperoksit gibi reaktif oksijen
tirleri (ROS) olusturmak igin bir fotosensitizer olarak kullanilmaktadir. Ek olarak
indosiyanin yesilinin 1s1 artisina neden olmasi fototermal tedavi etkisini dogrulamistir.
4,32 pg/mL > IGC kanser hiicrelerini 42°C’ nin iistiine 1sitmak i¢in yeterlidir. Bununla
birlikte ICG boyas1 tek basina kanser dokusunda birikmez ve kandan kolayca temizlenir.
Bu durum uygulamada boyananin kullanimini zorlastirmaktadir. Bahsedilen bu sorun ve
kisitlamalar farkli molekiillerle konjuge edilerek giderilmistir. Bunun i¢in NP-ICG
konjugesi ¢ok iyi bir tercihtir (Wang et al., 2018).

Ma ve arkadaslarinin yaptig1 calismada 7,2 pg/mL> ICG-SPIONP inkiibasyonu ve
ardindan NIR lazer uygulamasi sonrast HeLa hiicrelerinde hiicre canliliginin biiyiik
Olciide (%5) azaldigi goriilmiistiir (Ma et al., 2013). Ayni calismada fare deneylerinde;
ICG-SPIONP uygulamasinda tiimér dokusunda birikim gozlenirken yalmizca ICG
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uygulamasinda timér dokusunda birikim gdzlenmemistir. Bu durum demiroksit
nanoparcaciklarinin tiimor hedeflemede ytiksek etkinliginin iyi bir kanitidir.

Peng Xue ve arkadaglarinin yaptigi calismada FPPI NP'leri (Fe304@PB@PEI
NPs) ile tedavi edilen fareler, 1isinlamadan sonraki 10 dakika i¢inde timor bolgesinde 51,7
°C'lik en yiiksek sicakligi gostermistir; bu, serbest ICG (43,5 °C) veya PB (prussian blue)
NP'leri (43,8 °C) ile tedavi edilen farelerdekinden ¢ok daha yiiksekti (Xue et al., 2018).
Bu kadar giiclii hipertermi, PB bileseninin verimli fototermal doniistiirme yetenegine ve
iyilestirilmis ICG kapsiillemesine baglanmistir.

Chen Shen ve arkadaslarinin SPIO@DSPE-PEG/DOX/ICG NP’ler ile yaptig
calismada fare deneylerinde, serbest ICG'nin floresan sinyalleri, enjeksiyondan 2 saat
sonra viicutta gdzlenmis, ardindan sinyaller kademeli olarak zamana bagl azalmistir ve
tiimor bolgesinde sinyallerin varligir gézlenmemistir (Shen et al., 2019). Buna karsilik,
NP grubu i¢in, olusan daginik sinyallerin ardindan tiimdrde floresan sinyallerin arttig1
gozlemlenmistir. 24 saatte, floresan sinyalleri cogunlukla tiimdrde lokalize olmus, diger
dokularda veya organlarda yalnizca kiiclik miktarlarda gozlenmistir.

Mingting Zhu ve arkadaslarmin yaptigi calismada Holo-Tf-ICGmin (holo
transferin- indocyanine green) in vivo hedefleme kabiliyetini dogrulamak i¢in, subkutan
ve ortotopik beyin tiimorlerinde ¢ift modlu goriintiileme degerlendirilmistir (Zhu et al.,
2017). Subdermal tiimérler ~60 mm?®'e ulagtiginda, farelere intravendz olarak sirasiyla
serbest ICG ve holo-Tf-ICG enjekte edilmistir. Kantitatif analiz, holo-Tf-ICG ile tedavi
edilen gruptaki floresan sinyalinin, enjeksiyondan 24 saat sonra serbest ICG ile tedavi
edilen grubunkinden 38 kat daha fazla oldugunu gdstermektedir. Ayni ¢alismada U87
hiicre dizisi lizerinde yapilan fototermal terapide; serbest ICG ve Holo-Tf-ICG
karsilastirildiginda, Holo-Tf-ICG ile yapilan tedavide U87 dizisinde hiicre canlilig: ciddi
oranda azalmistir. Bu c¢alismalar ICG ile kombine edilen molekiillerle kanser

goriintiileme ve tedavisinde daha etkin sonuglar alindigin1 géstermektedir.

2.3. Apoferritin Protein Kafesi

Ferritin, ¢ok c¢esitli canli organizmalarda bulunan kiiresel bir protein
kompleksidir. Ik olarak 1937'de Victor Laufberger tarafindan at dalagindan izole
edilmigtir. Proteinin %20' den (w/w) fazla demir igermesi nedeniyle latince demirle
iligskili anlamina gelen "ferratus" kelimesinden tiiretilerek "ferritin" adi verilmistir.

Demirin oksitlenmesinden ve depolanmasindan sorumludur. Tipik olarak ferritin 24
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2%yi ferrihidrite dontstiiren aktif bir

homolog alt birimden olusur ve her alt birim Fe
merkez tasir. Bu alt birimler kendiliginden demir depolamak i¢in bir kiirecik halinde bir
araya gelir. Arastirmacilar ferritinin "apoferritin" adi verilen bir protein kaplama ve
4000'e kadar demir atomu igeren inorganik bir mineral c¢ekirdekten olustugunu
kesfetmistir. Protein kompleksinin demir igeren formu ferritin, kabuk kismina ise
apoferritin denmektedir (Sudarev et al., 2023).

Apoferritin, ferritin proteininin demir icermeyen formudur (Rafipour et al., 2022).
450 kDA molekiil agirligina sahip olan apoferritin; 24 alt birimden olusur, dig ¢ap1
yaklasik 12 nm ve i¢ ¢cap1 8 nm olan i¢i bos kafes benzeri kiiresel, son derece diizenli ve
stabil bir molekiildiir (Ji et al., 2022; Moon et al., 2023). Apoferritinin i¢ boslugu kiigiik
molekiiler bilesiklerle doldurulabilir (Rafipour et al., 2022). Sekil 12°de apoferritin kafes

yapist verilmigtir.

Sekil 12. Apoferritin proteininin kafes yapisi (Premageetha et al., 2024).

Apoferritin iyi biyouyumluluk ve diisiik immiinojeniteye sahip dogal bir endojen
maddedir. Kii¢iik ve tekdiize bir parcacik boyutu (<30 nm) vardir, bu da onun biyolojik
engelleri asmasina ve derin penetrasyon etkisi olusturmasini1 saglamaktadir (Ji et al.,
2022). Apoferritin pH’a duyarli bir molekiil olup geri doniistiiriilebilir bir sekilde kendi
kendine kapanma &zelligine sahiptir. Giiclii asidik ya da alkalin pH’ta kafes yap1 agilir.
pH notr oldugunda eski formuna geri doner (Ji et al., 2022; Tricase et al., 2023).
Apoferritin alt birimlerinin asidik pH'ta protonasyon yetenegi, pozitif ytliklii boliimlerin
olusturdugu itici kuvvetler nedeniyle zincirlerin ve gozeneklerin par¢alanmasina ve bu
sayede kafes yapinin agilmasina neden olur. Apoferritinin pH'a duyarli 6zelliginden
yararlanilarak, yeniden birlestirme islemi sirasinda ortam kosullarint modiile ederek ve

apoferritinin agik formunu kapali forma doniistiirerek ilgilenilen ilag kapsiillenebilir
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(Mollazadeh et al., 2022). Bu benzersiz 6zelliklerinden dolay1 apoferritin ya da demirsiz
ferritin, ila¢ dagilimi i¢in yaygin olarak kabul edilen bir protein kapsiiliidiir. Bugiine kadar
aragtirmacilar, terapdtik antikanser ajanlarini kapsiillemek icin apoferritin kapsiillerini
kullanmigtir (Kuruppu et al., 2022). Sekil 13’ de apoferritin proteinin farklt pH’larda

acilip kapanmasi ile molekiillerin kapsiillenmesi gosterilmistir.

0,1l M
HCI/NaOH veya pH=175 veya
0,8M reaktifin kademeli
ure/GuHCl olarak
lastmlma31

3...6

v .§

Sekil 13. Apoferritin proteininin farkli pH'larda agilip kapanmasi (Kuruppu et al., 2022).

2.4. Kanser

Paleopatolojik bulgular ve antik mumyalarin incelenmesi, kanserin tarih oncesi
donemde ortaya ¢iktigin1 gostermektedir. Ancak kanserin bilinen ilk yazili tanim1 Edwin
Smith Papiriisii ve Ebers Papiriisiinde bulunur. Edwin Smith Papiriisii, meme kanserinin
en eski tanimini igerir ve tedavisi olmadigi sonucuna varir. Ebers Papiriisii'nde ise
geniglemis tiroidler, polipler, mide, yutak, rahim, rektum, ve deri tiimorleri
anlatilmaktadir. Antik c¢agda, c¢ogunlukla insan yasami yasliliga kadar devam
etmediginden kanserin yaygin bir hastalik olmadig: diisiiniiliirken, eski yazilarda diger
malignitelere kiyasla meme kanserinden ¢okg¢a bahsedilmesi dikkat ¢ekicidir (Hajdu,
2004).

Gliniimiize gelindiginde ise kanser, diinya ¢apinda en 6nemli saglik sorunudur ve
Amerika Birlesik Devletleri'nde 6liim nedenleri arasinda ikinci siradadir (Siegel et al.,
2023). Insanin hayati fonksiyonlarina olumsuz yénde etki ederek bireyin yasamina tehdit
olusturan anormal hiicre popiilasyonlarinin olusumu ve biiylimesi ile karakterize edilen
bir hastaliktir. Kanserin kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasindan kaynaklandigi bilinmesine

ragmen, hastaligin ana biyolojik nedeni hala tam olarak anlagilamamistir (Lopez-Lazaro,
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2018). Normal hiicrelerin belli bir diizen i¢inde gerceklesen biiyiime, bdliinme ve 6lmek

tizere diizenlenmis yasam dongiisii vardir. Hiicrenin biiylimesi, boliiniip ¢ogalmasi,

farklilagsmasi ve apoptoz denge igindedir. Nesiller aras1 aktarilan genetik bir kusur,

radyasyon, kimyasal bir karsinojen ya da viral bir enfeksiyon gibi etkenler varliginda bu

kritik denge bozularak tiimor olusumu tetiklenir. Hiicreler kontrol dis1 boliiniip gogalarak

kanser gelisir. Kanserlesme siirecine giren hiicrelerde 3 temel degisiklik goriiliir (Allison,

2020):

1.

Oliimsiizlesme: Kanserlesen hiicre sinirsiz boliinme ve biiyiime yetenegi
kazanir (Allison, 2020). Kanserli hiicreler hiicre dis1 matristen (ECM)
sinyaller alir; bu da onlarin hiicre organellerini ve DNA'y1 onarma
yeteneklerini arttirir ve bdylece apoptoz sinyallerini azaltarak hiicre sag
kalimi artar (Weiss et al., 2022). Siirekli ve asir1 hiicre boliinmesi
yonlendiren stirekli proliferatif sinyaller, kanserin ayirt edici bir 6zelligidir
(Matthews et al., 2022).

Transformasyon: Kanser hiicresi, normal biiylime kisitlamalarindan
etkilenmez. Yani boliiniip cogalma ve biiylimesi i¢in biiyiime faktorlerine
ihtiyag duymaz. Transforme olan hiicreler, kati tiimorler olusturabilir
(Allison, 2020). Onceden var olan damarlardan yeni kan damarlarmmn
olusmasi anlamina gelen ve kanserin ayirt edici bir 6zelligi olan
anjiyogenez sayesinde tiimdriin biiyiimesi i¢in gereken kan temin edilir
(Rubin et al., 2020).

Metastaz: Kanser hiicrelerinin primer hastalik bolgesinden ¢ikip lenf
diigiimlerine veya kan dolasimi yoluyla goc¢ ederek diger organlara
yayilmasi siirecine metastaz denir (Allison, 2020; Seferbekova et al.,
2023). Gog ettikleri bolgelerde cogalirlar ve normal dokunun yerini alirlar.
Ornegin kolon kanseri hiicreleri metastaz ile akcigere gog ettiginde hala
kolon kanseri olarak adlandirilir, akciger kanseri ismini almaz (Allison,

2020).
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Sekil 14. Kanser gelisimi (Allison, 2020).

Kanser hakkindaki goriigler son yillarda degismistir. Artik kanserin sadece
genetik bir hastalik olmadigi, kanserin baglamasi ve ilerlemesi i¢in genetik degisikliklerin
gerekli oldugu ancak yeterli olmadigi goriisii hakimdir. Kanserin ¢ok ¢esitli kanserli
olmayan hiicreleri ve bunlarin tiimdr igindeki sayisiz etkilesimini iceren karmasik bir
ekosistem oldugu bilinmektedir (de Visser & Joyce, 2023). Sekil 14’te kanser gelisimi
verilmistir.

Kanserin belli bash ayirt edici 6zellikleri vardir. Bu 6zellikler normal hiicrelerin
aksine neoplastik biliylime durumlarina dogru ilerleyen insan hiicreleri tarafindan
edinilmis kotii huylu timorler olusturma yetenekleridir. Sekil 15°te yeni eklemelerle

birlikte kanserin ayirt edici 6zellikleri verilmistir (Hanahan, 2022).
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Sekil 15. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan, 2022).

2.4.1. Kanserde Tedavi Yaklasimlari

Kanser tedavisinde kullanilan yontemler geleneksel ve modern olarak iki
kategoriye ayrilabilir. En yaygin kullanilan geleneksel tedavi yontemleri cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapidir. Modern yoOntemler arasinda hormon tedavisi, anti-
anjiyojenik tedavi, kok hiicre tedavileri, immiinoterapi ve dendritik hiicre bazli
immiinoterapi yer almaktadir. Kanserin tiirli, yeri ve ciddiyeti tedavi yOnteminin
secilmesinde etkilidir (Debela et al., 2021).

Yirminci yiizyilin baglarinda Alman kimyager Paul Ehrlich, bulasici hastaliklarin
tedavisi i¢in kemoterapi prosediirlerini gelistirmistir. Eg zamanli olarak hayvan modelleri
iizerinde yapilan bazi deneylerle kemoterapi ilaglarinin kanseri de tedavi edebildigini
kesfetmistir. Bu calismalarin Onciiliigiinde farkli kanserlere karsi ortak kemoterapi
yontemleri gelistirilmistir. Ne yazik ki kemoterapi ajanlarinin spesifik bir anti-timdor
aktivitesi yoktur. Sadece kotii huylu hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasini engellemez, ayni
zamanda sag¢ folikiilleri, sindirim sistemi epitelyumu ve kemik iligi kok hiicreleri gibi
hizli ¢ogalan hiicreleri de etkilemektedir. Normal hiicre ve dokularda ciddi yan etkiler ve
hasarlar meydana getirir bu nedenle sik kullanilmasi 6nerilmez ve yarar-zarar oraninin

dikkate alinmas1 gerekir (Behranvand et al., 2022). Kemoterapideki bir diger énemli
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sorun baslangicta anti-kanser ilag¢ tarafindan baskilanan kanser hiicrelerinin ilaca karsi
direng gelistirmesidir (Debela et al., 2021).

Radyoterapi kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir tedavi yontemidir.
Viicuttaki kanser hiicrelerini hedeflemek ve yok etmek i¢in X-1sinlarin1 veya protonlar
gibi yiiksek enerjili radyasyonu kullanir. Kanser hiicrelerindeki DNA'ya zarar verir
bdylece hiicrelerin daha fazla biiylimesini ve bdliinmesini engeller. Birincil tedavi olarak
kullanildig1 gibi tedavi etkinligini arttirmak i¢in cerrahi veya kemoterapi gibi diger
tedavilerle birlikte de kullanilabilir. Radyoterapi, kanser hiicrelerinin kesin olarak
hedeflenmesine olanak saglar. Tiimoriin bulundugu bolgeleri hedef alarak c¢evredeki
saglikli dokulardaki hasar1 en aza indirir. Bu, onu 6zellikle belirli bir bolgeyle sinirlt olan
tiimorler i¢in yararli kilar (Chow & Ruda, 2023).

Kanser tedavisinde umut vaadeden tedavi yaklasimlarina kok hiicreler, hedefe
yonelik ilaglar ve gen terapisi yontemleri 6rnek olarak verilebilir. Kok hiicreler herhangi
bir viicut hiicresine farklilasma yetenegine sahip heniiz farklilasmamais hiicrelerdir. Kok
hiicre tedavi stratejisi giivenli ve etkili oldugu diisiiniilen kanser tedavi yontemlerinden
biridir. Giivenli ve etkili olup diger stratejilerle birlestirilebilir olmasina karsin tedavi
kalict degildir ve potansiyel tiimor olusumu gibi soru isaretleri vardir. Hedefe yonelik
ilaglar, "molekiiler hedefli ilaglar", "molekiiler hedefli tedaviler" ve "hassas ilaglar"
olarak da isimlendirilen ilaclar ya da diger maddelerdir. Yiiksek spesifite etkinligi
olmasina ragmen uzun vadeli yan etkiler s6z konusudur. Bu ilaglarin etki mekanizmasi
bliylime molekiillerine miidahale ederek kanserin biiylimesinin ve yayilmasinin
engellenmesidir. Gen terapisi, belirli bir bozuklugu iyilestirmek i¢in kusurlu bir genin
normal bir kopyasinin genoma yerlestirilmesidir. Pro-apoptotik, kemosensitizan ve
normal tiimdr baskilayici genlerin ekspresyonunun yaninda spesifik anti-tiimor immiin
tepkilerini tesvik eden genlerin ekspresyonunu da igerir. Ek olarak onkogenlerin
hedeflenen susturulmasi gibi stratejiler, kanser gen terapisi tedavi stratejisidir (Debela et
al., 2021). Bu tedavilere ek olarak fototermal tedavi (PTT), kanser tedavisinde biiyiik ilgi
goren, minimal invaziv, 1518a dayal1 bir tedavidir. PTT, protein denatiirasyonuna, hiicre
zar1 bozulmasina ve DNA hasarina neden olarak timor dokusunu yok eder. Fototermal
ajanlar (PTA) araciligiyla 1s1 iiretmek i¢in 151k enerjisini kullanir. PTT'de en sik kullanilan
151k, goriiniir 151k ve UV 15181na gore daha az sacgilimla daha derin dokulara ulasabilen

yakin kizilotesi 1sindir (NIR) (Gowda et al., 2024).
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2.4.2. Akciger Kanseri

Kiiresel olarak kanser insidansi ve Oliimleri artarken, akciger kanseri toplam
vakalarin %11,6’sm1 kapsayarak en sik teshis edilen kanser tiiriidiir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan iki genis kategoriye ayrilmaktadur. i1ki tiim akciger kanseri vakalarinin
%80-85'ini olusturan kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri ve digeri %15'lik
insidanslart olusturan kiigiik hiicreli akciger kanseridir. Akciger kanseri dliimlerinin
yaklasik %80'1 sigaradan kaynaklanmaktadir. Akciger kanseri igin diger risk faktorleri
arasinda radon, asbest, hava kirliligine uzun siireli ve kiimiilatif maruz kalma, polisiklik
aromatik hidrokarbon (PAH) emisyonlar1 ve kisisel ya da ailesel akciger kanseri gegmisi
yer alir (Lahiri et al., 2023).

2015-2019 yillar1 arasinda akciger kanseri insidansi erkeklerde 100.000 kisi
basma 64,1 vaka iken kadinlarda 100.000 kisi basina 50,3 vakadir. Kanser insidansi
erkeklerde kadinlara gore %27 daha yiiksektir. Bunun nedeni, biiyiik 6l¢iide erkeklerde
25 kat daha fazla sigara igme prevalansidir. Oliim oranlarina bakildiginda ise 2016-2020
yillar1 arasinda erkeklerde 100.000 kisi bagina 42,2 iken kadinlarda bu oran 39,3’tiir
(Kratzer et al., 2024)

2.4.2.1. Akciger Kanseri Hiicre Hatti

Akciger kanseri hiicre hatt1 (A549) kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri tiirtidiir
(Sorrenti et al., 2021). Insan alveoler hiicreli karsinomdan tiiretilmistir. Insan akciger

kanseri modeli olarak arastirmalarda kullanilmaktadir (Jiang et al., 2010).

2.4.3. Sitotoksisite

Sitotoksisite, toksik ajanlarin neden oldugu hiicre hasarimin ve 6limiiniin bir
oOlgiistidiir. Sitotoksisite analizleri, toksik ajanlarin neden oldugu bu hiicre hasariin veya
Olimiin boyutunun tespit edilmesine odaklanir. Bu analizler bir maddenin dogrudan
etkileri hakkinda bilgi saglarken ayn1 zamanda bir ilacin veya bilesigin farkli hiicre tipleri
icin seciciligini belirlemek amaciyla da kullanilir (Sukumaran et al., 2023). Sitotoksisite
testlerinin stirekli gelismesiyle birlikte morfolojik degisikliklerle hiicre hasarinin
saptanmasi, hiicre hasarinin belirlenmesi, hiicre biiylimesinin ve metabolik 6zelliklerinin
Olciilmesi gibi yontemler ortaya cikmis ve kalitatif degerlendirmeden kantitatif
degerlendirmeye dogru bu testler geligmistir (Li et al., 2015). Bu testler hiicre zar

gecirgenligi, enzim aktivitesi, koenzim tiretimi, hiicre yapigmasi, ATP iiretimi ve
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niikleotid alim aktivitesi gibi hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli fonksiyonlar
degerlendiren MTT, XTT, WST-1, MTS ve Alamar Blue testleri gibi testlerdir. En uygun
test yonteminin se¢imi hiicrelerin tipine ve miktarina, hiicre 6liim mekanizmasina, test

yonteminin maliyetine ve karmasikligina gore yapilir (Carreio et al., 2021).
2.4.3.1. MTT Hiicre Canhlik Testi

MTT testi, 1983°te Mosmann tarafindan gelistirilen hiicre ¢ogalmasini ve hayatta
kalmasini 6l¢en basit kolorimetrik bir testtir (Kamiloglu et al., 2020). Testte kullanilan
MTT reaktifi (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliim bromdir) pozitif yiiklii bir
mono-tetrazolyum tuzudur. Iki fenil kism1 ve bir tiyazolil halkas: igerir. Dért nitrojen
atomu bu {li¢ aromatik halka ile ¢cevrelenmistir. MTT reaktifi, pozitif yilikii ve lipofilik
yapisi nedeniyle canli hiicrelerin zarindan ve mitokondriyal i¢ zardan gecebilir (Ghasemi
et al., 2021). Siiksinat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin aktivitesini 6lgerek
hiicre canliligin1 belirler. MTT testinde 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliim
bromiir, NADH tarafindan mor bir formazan tuzuna indirgenir (Larramendy, 2018).
Spesifik olarak MTT, yalnizca metabolik olarak aktif hiicrelerde ¢alisir (Marques et al.,
1995). Ciinkii 6li hiicrelerin terazolum tuzlarini renkli formazana indirgeyecek enzim
aktiviteleri yoktur (Kamiloglu et al., 2020). Hiicresel canliligin degerlendirilmesi i¢in
olusan tuzun 570 nm’de Ol¢ililmesi gerekir (Carrefio et al., 2021). Olusan formazan tuzu
suda ¢Oziinmez. Absorbans Ol¢iilmeden 6nce formazan tuzlarini ¢ézmek i¢in dimetil
siilfoksit (DMSO) veya izopropanol gibi bir organik ¢oziicii ile muamele etmek gerekir

(Larramendy, 2018).

Q NAUD+ @

N—N N—HN

/ \N. s CHs - / \N s CHs
V \( Mitokondriyal rediiktaz 7 \(
N \ / N \ /

N N
CHs CH,

MTT Formazan
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5- ((E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-

difeniltetrazoliim bromiir difenil formazan

Sekil 16. MTT'nin formazan kristallerine indirgenmesi (Kamiloglu et al., 2020).
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2.4.3.2. Hiicre I¢cine Alimin Gériintiilenmesi Prusya Mavisi Boyama

Prusya mavisi ilk kez 18. yiizyilin baglarinda Berlinli bir sanatci olan Diesbach
tarafindan kesfedilmistir. Resim sanat1 tarihinde derin bir etkiye sahip olan prusya mavisi
ilk sentetik boyadir (Qin et al., 2018). Kimyasal olarak demir mavisi diye bilenen prusya
mavisi genellikle ferrik (Fe*?) iyonlarnin ve ferrosiyaniir ([Fe™>(CN)s]*) iyonlarinin
reaksiyonuyla sentezlenir (Barman & Nanda, 2019; Sanghvi et al., 2024). K3[Fe(CN)s]

+21

veya K4[Fe(CN)s] yaygin olarak Fe™ veya Fe'?'yi indirgeme ya da asidik ¢ozeltide

oksitleneme Onciisii olarak kullanilir (Qin et al., 2018).

[Fe+2(CN)6]-4(aq) + 4Fe+3(aq) + K+(aq) —> {K+Fe+3 [Fe+2(CN)6]}O.xH20

Yukaridaki denklemde prusya mavisinin sentez reaksiyonu verilmistir (Sanghvi et al.,
2024). Reaksiyon sonucu olusan demir (III) ferrosiyaniir (Fes[Fe(CN)s]3) bilesigi mavi
renklidir ve prusya mavisi olarak adlandirilmaktadir (Barman & Nanda, 2019). Yapiya
bagli olarak ¢dziinmeyen (Fes™[Fe*?(CN)s]3-nH,0) ve ¢oziiniir (KFe"[Fe™?(CN)g))
olarak ikiye ayrilabilir (Qin et al., 2018).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Tez caligmasinda kullanilan gerekli kimyasallar firma ismi - Cas numaras1 ve
ozellikleriyle birlikte Tablo 2’de; kullanilan cihazlar ise Tablo 3’te marka ve modelleriyle

birlikte verilmistir. Tez kapmasinda yapilan ¢caligmalarda Millipore su aritma sisteminden

temin edilen deiyonize su kullanilmistir.

Tablo 2. Tez calismasinda kullanilan kimyasallar.

Cas-No: 10025-77-1

Kimyasal Firma Ismi - Cas Ozellik
Numarasi:
Demir (IIT) kloriir heksahidrat Chemsolut, FeCl3.6H20

Mw: 270,33 g/mol

Cas-No: 64-17-5

Demir (II) klortir tetrahidrat Sigma-Aldrich, FeCl..4H20

Cas-No: 13478-10-9 Mw: 198,81 g/mol
Sodium Hidroksit Isolab, NaOH

Cas-No: 1310-73-2 Mw: 40,00g/mol
Amonyum hidroksit Sigma, NH40H

Cas-No: 1336-21-6 Mw: 35,05 g/mol
HCI Isolab, HCI

Cas-No: 932.103.2501 Mw: 36,5 g/mol, %37
Etanol Isolab, C2H60

Mw: 46,07g/mol

Fosfat Tampon Cdzeltisi - PBS | Sigma, D5652 10X,
1L
Fetal sigir serumu -FBS Pan Biotech, 1X, 100 mL
Cas-No: P30-3303
Triphan Mavisi Sigma, 1X, 100 mL
Cas-No: 03-102-1B
3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5- Sigma, >9% 97,5
difeniltetrazolyum bromid -
MTT M5655
DMEM/Ham’s F-12 Capricorn, L-Glutamin ile
DMEM-High Glucose Capricorn, L-Glutamin ile

Dimetilsiilfoksit -(DMSO)

Applichem-Honeywell Cas No:
67-68-5

C2H60S Mw: 78.13 g/mol

Potasyum ferrosiyaniir trihidrat | Sigma-Aldrich, K4Fe (CN)6.3H20
>%098,5
Cas-No: 14459-9-1
Tripsin/EDTA Sarorius, Cas-No:03-053-1B 1X, 100 mL
Niikleer fast red aliiminyum Merck, %0,1
stilfat ¢cozeltisi Cas -No: 92 g/L

Tetramethylammonium

hyrdoxide

Thermo Scientific,

Cas - No: 75-59-2

%25 in water
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Apoferritine Sigma, 54 g/mol
Cas —No: 99013-31-4

PBS Tablets 1X, 100 mL

Penicilin/Streptomycin Solution | Capricorn Scientific 100X
Cas - No:

Indosiyanin yesili BLDpharm, Saflik: %98
Cas - No: 3599-32-4

Tablo 3. Tez calismasinda kullanilan cihazlar.

Cihaz Marka-Model
Hassas Terazi Radwag AS 220.R2

Ph Metre Mettler Toledo FiveEasy
Ultrasonik Banyo Elmesonic S

Santrifiij Niive NF 800R

Vorteks Multi-Vortex V-32

UV-Vis spektrofotometre

Agilent Technologies Cary 60

ICP-MS

Agilent Technologies 7900

XRD

PANalytical EMPYREAN

TEM

FEI 120kV CTEM

ZETA Potansiyeli Olgiimii

Micromeritics-Nanoplus 3

STEM

ZEISS Gemini SEM 500

FESEM ZEISS Gemini SEM 500

FTIR Thermo Scientific-Nicolet 1S20

Ters (inverted) Mikroskop Carl Zeiss 415510-1101-000

ELISA Okuyucu Thermo Scientific, Multiskan Sky High
Etiiv Esco-CCL-170B-8

VSM Cryogenic Limited PPMS

3.2. Demir Oksit Nanoparc¢aciklarin Sentezi

Manyetik demir oksit nanopargaciklari birlikte ¢oktiirme (co-precipitation)
yontemi ile oda sicakliginda sentezlenmistir. Bunun igin Fe’* ve Fe?* kaynagi olarak,
demir (III) klortir heksahidrat (FeCls.6H20) ve demir (II) kloriir tetrahidrat (FeCl>.4H20)
tuzlar1 kullanilmistir. 0,125 M demir (III) kloriir heksahidrat (FeC13.6H20) ve 0,0625 M
demir (II) kloriir tetrahidrat (FeCl».4H,O) cozeltileri oksijeni N, gazi gegirilerek
uzaklastirilmig deiyonize su ile hazirlanmigtir ve ¢ozeltiler balon jojede karistirilmaya
birakilmistir. Reaksiyon boyunca ¢oziinmiis O>’nin uzaklastirilma islemi, ¢ozeltiden
stirekli N2> gazi gecirilerek yapilmistir. Birlikte ¢oktiirme yonteminde demir oksit
nanopargactk sentezi Fe’* ve Fe*' iyonlarmin bazik ortamda ¢dkmesi ile
gerceklestiginden ¢ozeltiye NH;3 eklenerek, cozelti pH’s1 11 olarak ayarlanmigtir

(Denklem 1). Cozelti karisimi baslangicta sar1 renkte iken, nanoparcacik olusumu ile ani
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renk degisimi gozlemlenmistir, siyah renkte demir oksit nanopargaciklariin olusumu ile

reaksiyon 1 saat daha karistirilmaya birakilmistir (Sekil 17).

FT + 2F3 T + SOH — Fe304 + 4H20

Denklem 1. Bazik ortamda Fe2" ve Fe3 ™ tuzlarmin demir oksit formunda ¢Okme
reaksiyonu.

Sekil 17. a. Demir (IIT) kloriir heksahidrat ve demir (II) kloriir tetrahidrat ¢ozelti karigimi b. Sentezlenen
demir oksit nanopargacik siispansiyonu.

Reaksiyonun ardindan ortamda kalan fazla reaktifi uzaklagtirmak ve
nanoparcaciklarin saflastirilmasi i¢in yikama islemine ihtiya¢ vardir. Bunun i¢in balon
jojedeki ¢ozelti behere alinmustir. Miknatis kullanilarak nanoparcaciklarin ¢okmesi
saglandiktan sonra ¢Oken nanopargaciklarin ardindan siipernatant ortamdan
uzaklastirllmistir. Cokelege 50 mL deiyonize su eklenerek tekrar silispansiyon haline
getirilmek iizere karigtirllmistir.  Ardindan, nanopargaciklar miknatisla tekrar

coktiiriilerek, supernatant ortamdan uzaklastirilmistir. Yikama islemi bu sekilde 3 kez
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tekrarlanmigtir (Sekil 18). En son ¢oktiirme igleminin ardindan nanopargaciklar pH=11

olarak hazirlanan 150 mL deiyonize su i¢inde ¢oziilmiistiir.

Sekil 18. Nanoparcaciklarin yikama ile saflagtirilmasi.

Nanoparcaciklarin sulu ortamda kararliligini saglamak igin, tetramethylammonium
hydroxide (TMAOH) iginde ¢dzerek, yiizey ylikii negatif yapilmistir. 15 dakika manyetik
karistiricida karistirilan nanoparcaciklara, %12.5” lik tetramethylammonium hydroxide
cozeltisi, 3:2 (nanopargacik sulu siispansiyonu: TMAOH) oraninda olacak sekilde
ultrasonik banyo icinde damla damla eklenmis ve 1 saat ultrasonikasyon islemi

yapilmistir.

3.3. Demir Oksit Nanopar¢aciklarin Karakterizasyonu

Demir oksit nanopargaciklarin karakterizasyonunda kullanilan yonteme gore,

nanoparcacik siispansiyonu ya da siispansiyonun etiivde 80 °C’ de kurutularak
nanoparcacik toz formu kullanilmistir.

Demir oksit nanopargaciklarin olusumu UV-Vis Spektroskopisinde (Agilent
Technologies Cary 60) absorbans bandinin takibi ile karakterize edilmistir. Nanopargacik
sekil-boyut analizi i¢in, STEM (ZEISS Gemini SEM 500) goriintiileri alinmistir. Bunun
icin analiz Oncesi, 10 pL nanoparcacik siispansiyonu bakir grid ilizerine damlatilip
kurutulmustur. Nanopargacik igeriginin analizi i¢in nanoparcacik siispansiyonundan 10-
20 pL alinip karbon bant {izerine damlatilmig ve kurutulup 4.30 nm kalinlikta iridyum
kaplama yapilarak Taramali Elektron Mikroskopu (FESEM- ZEISS Gemini SEM 500)
cihazinda EDX (Enerji Dagilim X-Isin1) analizi yapilmigtir. Nanopargaciklarin XRD
analizi (PANalytical EMPYREAN) 26 = 10-100 derece araliginda yapilmis ve
nanoparc¢acigin kristal yapisi aydinlatilmistir. Yapisal analiz i¢in Fourier-doniistimlii

kizil6tesi (Thermo Scientific-Nicolet IS20) analizi yapilmis ve fonksiyonel gruplar
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belirlenmistir. Nanoparcacik ylizey yiikii zeta potansiyeli l¢iim cihazi (Micromeritics-
Nanoplus 3) ile yapilmistir. Nanopargacigin manyetik 6zellikleri £1 T manyetik alan
araliginda Titresimli Ornek Manyetometrisi (VSM-Cryogenic Limited PPMS) cihaz ile
dlciilmiistiir. Nanopargacik &rneklerinde Fe elementinin kantitatif tayini, Indiiktif
Eslesmis Plazma Kiitle Spektroskopisi (ICP-MS) cihaz1 (Aligent Technologies 7900) ile
yapilmistir. Ornekler analiz edilmeden 6nce derisik HCI ile pargalanmistir ve ardindan

deiyonize su ile uygun seyreltmeler yapilmistir.

3.4. Demir Oksit Nanoparc¢aciklarin ve ICG Molekiiliiniin Birlikte Apoferritin
Kafesine Enkapsiilasyonu

Apoferritin proteininin pH<3 ve pH>10 ortamlarinda alt birimlerine ayrigip pH=7
ortaminda tekrar birlesme (disassemble/reassemble) Ozelliginden faydalanilarak,
sentezlenen demir oksit nanopargaciklarin ve ayni ¢ozelti ortamindaki ICG molekiiliiniin
enkapsiilasyonu gerceklestirilmistir. Nanoparcacik siispansiyonundan 1 mL alinarak,
reaksiyon ortamindaki apoferritin derisimi (2, 2.5, 3 mg/mL) ve Img/mL olarak
hazirlanan ICG ¢ozeltisinin eklenen miktar1 (10-100 pL) ve reaktiflerin eklenme sirasi
optimize edilmistir. Ayrica, reaksiyonlar manyetik karistiricida ve ultrasonik banyoda
tekrarlanmigtir. Protein kafesine enkapsiile edilemeyen nanopargacik ve ICG molekiilii
kisa siire igerisinde (1 saat-24 saat) aglomere olup ¢okme egilimi gostermektedir. Kararl
siispansiyon halindeki tiim reaksiyonlardaki enkapsiilasyon verimi ICG molekiilii
iizerinden; enkapsiile edilen ICG molekiiliiniin UV-Vis Spektroskopisi ile absorbans
bandinin takip edilmesiyle belirlenmistir (780 nm).

Optimize edilmis enkapsiilasyon reaksiyonunda; 1 mL demir oksit nanopargacik
siispansiyonu (pH=11) iizerine 50 pL ICG (Img/mL) ¢dzeltisi damla damla eklenip
manyetik karistiricida 15 dk karistirilmistir. Karigim iizerine apoferritin ¢ozeltisinden (2,5
mg/mL) 1 mL eklenerek 30 dk karistirilmaya birakilmistir. Daha sonra karisitma 1 M HCI
damla damla eklenerek, karisim pH’s1 7° ye getirilmistir. Karigim 60 dk karistirilmaya
birakilmistir. Ardindan ¢dken nanopargaciklar miknatis yardimi ile uzaklastirilmistir.
Enkapsiile edilen demir oksit nanopargaciklarinin manyetik 6zelligi nedeniyle, elde
edilen nanopargacik magnetoferritin olarak adlandirilmistir. Protein ayn1 zamanda ICG
molekiilii de tasidigindan adlandirma, MagF-ICG (ICG Yiiklii Magnetoferritin) olarak
yapilmustir.
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Enkapsiilasyon  reaksiyonu  sonrasinda,  apoferritin ~ nanokafeslerine
kapsiillenmeden reaksiyon ortaminda kalan ICG’nin ortamdan uzaklastirilmas: igin
saflagtirma islemi diyaliz yoluyla gerceklestirilmistir. Nanoparcgaciklar diyaliz posetine
alimarak (MWCO:12-14 kDa), 24 saat boyunca 1L, 0,1 M PBS tamponuna (pH: 7,4) kars1
diyaliz edilmistir. Diyaliz Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma
ve Uygulama Merkezi (BITAM) biinyesindeki soguk odada (+4 °C) karanlik ortamda ve

cozelti kabinin aliiminyum folyo ile kapatilmasiyla yapilmistir.

3.4.1. Indosiyanin Yesili Stabilite Calismalar

Apoferritin proteininin hem asidik (pH<3) hem de bazik (pH>10) ortamlarda
ayrisabilme 0Ozelligi bulunmaktadir ve her iki ortamda da enkapsiilasyon
yapilabilmektedir. Yalniz ICG molekiiliiniin yapisinin bozulmadigi pH degeri 6nemlidir.
1 mg/mL ICG, pH=1,3,5,7,9,11,13 PBS tampon ortaminda ¢oziilmiistiir ve ¢ozeltilerin
UV-Vis spektrumlari kaydedilmistir.

ICG floresan aktif bir molekiildiir, dolayisiyla giin 15181 ile de aktive olup
sonrasinda soniimlenme siiresi bulunmaktadir (Lajunen et al., 2018). Enkapsiilasyonunun
ICG yar1 dmriiniine etkisinin incelenmesi i¢in, 151k stabilizasyon deneyleri yapilmistir.
MagF-ICG nanopargacik siispansiyonu ve serbest ICG (1 mg/mL) ¢ozeltisi 120 saat
boyunca laboratuvar ortaminda 1s18a maruz birakilarak; 0. saat, 24. saat, 48. Saat, 72. Ve

120. saatlerdeki UV-Vis spektrumlar1 kaydedilmistir.

3.4.2. ICG Salimmmi Deneyi

ICG salinimi, fizyolojik ortam pH’sinda ve kanser mikrogevresinin asidik
olmasindan dolay1 asidik pH’da, diyaliz yontemi ile takip edilmistir. MagF-ICG
nanoparcacik ornekleri, hem 50 mL, 0.1 M PBS (pH: 7.4) hem de 50 mL, 0.1 M PBS
(pH: 5.0) tamponlarina kars1 72 saate kadar diyaliz edilmistir. Baglangicta, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 24, 48. ve 72. saatte diyaliz ¢ozeltisinden alinan 6rneklerin UV-Vis spektrumlari

kaydedilmistir.
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Sekil 19. MagF-ICG nanopargaciklarinin diyalizi.

3.5. Hiicre Kiiltiirii

In vitro ¢alismalarda kullanilacak olan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(A549) ve fare fibroblast (L929) hiicre hatlari, ATCC’ den (Amerikan Hiicre Kiiltiirii
Koleksiyonu) alinmistir. Hiicre kiiltiir kaplar1 igerisinde %10 Fetal Bovine Serum (FBS)
ve %1 Penisilin/Streptomisin i¢eren besiyerinde (DMEM/Ham’s F-12 with L- Glutamine
ve DMEM High Glucose with L- Glutamine) 37 °C’de, %95 nem ve %5 CO; igeren hepa
filtreli inkiibatorde ¢ogaltilmigtir.

3.5.1. Sitotoksisite Deneyleri

Hiicre sitotoksisite ¢aligmalar1 lazer uygulamali (770 nm) ve lazer uygulamasiz
olarak A549 ve L1929 hiicre hatlarinda nanopargacik uygulamasi yapilarak
gergeklestirilmistir.

Hiicre kiiltiir kaplarinda %70-80 konfluensiye ulasan hiicreler, tripsin/EDTA
muamelesiyle kaldirilarak thoma laminda tripan mavisi ile boyanarak hiicre sayim
yapilmigtir. Sayim isleminin ardindan 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina her bir
kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmigtir. 100 pL/kuyucuk olarak ekim
yapilan hiicreler bir gece hepa filtreli inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Bir gece
inkiibasyonun ardindan, A549 ve L929 hiicre hatlarinda, 3 farkli derisimde (55,3 ppm;
110,6 ppm; 221,2 ppm) nanopargacik uygulamasi yapilmistir. Hiicre hatlar1 24 ve 48
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saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda, her bir kuyucuk

izerine 10 pL 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT, Smg/mL)

reaktifi eklenerek, 3 saat boyunca 37 °C’de, %95 nem ve %5 CO; iceren hepa filtreli
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarda bulunan besiyeri
uzaklastirilip olugan formazan tuzunu ¢6zmek amaciyla 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO)
ilave edilerek 20 dk boyunca inkiibe edilmistir. Hiicrelerin optik yogunluk (OD) degerleri
570 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda oOl¢ililmiistiir. Tiim deneyler 3 tekrarli olacak
sekilde ve kontrol gruplar1 kullanilarak uygulanmstir.

Sitotoksisite ¢aligmalarinda lazer uygulamali olarak ikinci bir deneysel ¢alisma
yapilmistir. A549 ve 1929 hiicre hatlari, lazer uygulamasi yapilmayan deney grubu ile
ayni kosullarda ¢ogaltilip ayn1 miktar hiicre (5x103/kuyucuk) 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarina ekilmistir. Ayn1 sekilde, 100 pL/kuyucuk olarak ekim yapilan hiicrelerin bir
gece hepa filtreli inkiibatorde tutunmalar1 saglanmis ve inkiibasyonun ardindan A549 ve
L929 hiicre hatlarinda, 3 farkli derisimde (55,3 ppm; 110,6 ppm; 221,2 ppm)
nanoparc¢acik uygulamasi yapilmistir. Nanopargacik uygulamasinin ardindan hiicreler 3
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicre hatlar1 15 dakika 770 nm
lazer 151n1 ile hepa filtreli inkiibatorde muamele edilmistir. Lazer 1511 uygulamasinin
ardindan 24 ve 48 saat inkiibasyon yapilmistir. 24 saat sonra 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarindan birine MTT prodesiirii uygulanirken diger kiiltiir kabina 2. kez 15 dk 770 nm
lazer uygulamas1 yapilip 48. saatte MTT prodesediirii uygulanmistir. Hiicrelerin optik

yogunluk (OD) degerleri 570 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda dl¢lilmiistiir.

Ornek (0OD)

Hiicre Canliligy (%) = Kontrol (OD)

x100 Esitlik 1.

Deney gruplarindaki hiicre canlilign Esitlik 1.’deki formiil kullanilarak

hesaplanmuistir.
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Sekil 20. Hepa filtreli inkiibatérde nanopar¢acik muamele edilmig hiicre hatlarina lazer 1511 uygulamast.

3.5.2. Hiicre icine Ahman Demir Oksit Nanoparcaciklarin Gériintiilenmesi

A549 ve 1929 hiicre hatlar1 6 kuyucuklu plakalarda, her bir kuyucukta 1x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapilarak bir gece inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan
hiicreler 2 farkli derisimde (110,6 ppm; 221,2 ppm) nanopargacik siispansiyonu ile 6 saat
boyunca muamele edilmistir. 6 saatin sonunda ortamdaki besiyeri uzaklastirilip hiicre
disinda kalan nanopargaciklarin uzaklastirilmasi i¢in, hiicreler 2 kez fosfat tamponu
(PBS, pH = 7,4) ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra hiicreler %4 liikk formaldehit
ile fikse edilip oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra formaldehit
uzaklastirilip 3 kez PBS (pH = 7,4) ile yikanmistir. Sonrasinda boya soliisyonu hazirlama
islemine ge¢ilmis ve bu esnada hiicreler PBS i¢inde bekletilmistir. Boyama ¢ozeltisi,
%35’lik potasyum ferrosiyaniir ¢ozeltisi ve %S5’lik HCI ¢ozeltisinin 1:1 oraninda
karigtirilmasiyla, boyama islemi yapilmadan hemen 6nce hazirlanmistir. 1 mL boyama
¢ozeltisi hiicrelere uygulanip oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan hiicreler 2 kez PBS (pH = 7,4) ile yikanmistir. Ardindan bir ¢ekirdek boyasi
olan, ~1 ml niikleer fast red aliiminyum siilfat hiicrelere eklenerek 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan 2 kez PBS (pH = 7,4) ile yikanip 40X objektifte

goriintiilenmistir.
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3.6. Istatistik Analizler
Istatistik analizler GraphPad Prisim (Version 10.2.3) programi kullanilarak; iki
yonlli varyans analizi (ANOVA) ile yapilmistir. p <0,05 istatistik olarak anlamli kabul

edilmigtir. Degerler ortalama + standart hata (S.E) olarak ifade edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Nanoparcacik Olusumunun UV-Vis Spektroskopisi ile Takip Edilmesi

Demir oksit nanoparcaciklari, Uv-Vis spektrumunda 400-500 nm dalga boyu
araliginda spesifik bir tepe noktast olmadan siirekli absorpsiyon gdstermektedir
(Sirdeshpande et al., 2018). Sekil 21°de birlikte ¢oktiirme yontemi ile sentezlenen demir

oksit nanoparcaciklarin UV-Vis spektrumu verilmistir.
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Sekil 21. Demir oksit nanopargaciklarinin UV-Vis absorpsiyon spektrumu.

4.2. Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

4.2.1. FT-IR Spektroskopik Analizi

Sekil 22°de tetrametil amonyum hidroksit ile ylizeyi stabilize edilmis demir oksit
nanopargaciklarinin agik yapisi verilmistir. Nanopargaciklara ait Fourier-doniistimlii
kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi ile 400-4000 cm™! spektral aralikta FTIR spektrumu
alimmugtir (Sekil 23).
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Demir oksit
nanopargacigi

Sekil 22. Tetrametil amonyum hidroksit ile stabilize edilmis demir oksit nanoparcacik yiizeyi (Andrade et
al., 2012).
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Sekil 23. TMAOH ile stabilize edilmis demir oksit nanopargaciklarinin FTIR spektrumu.

FTIR spektrumundaki 400 ile 600 cm™ arasindaki bantlar Fe-O gerilme
titresimleriyle iliskilendirilmektedir (Sirdeshpande et al., 2018, Stoia et al., 2016).
Nanoparcaciklarin boyut ve yiizey baglarindan dolayr dalga sayilarinda kaymalar
goriilebilmektedir (Amuanyena et al., 2019). Spektrumda 541,87 cm! de goriilen keskin
band demir oksit nanoparcaciklarina varligint gostermektedir. TMAOH molekiiliine ait
fonksiyonel gruplar spektrumda gozlemlenmistir; 950, 13 cm! de ortaya ¢ikan band C-N
asimetrik titresime karsin gelmektedir; 1490 cm™ de ortaya ¢ikan band asimetrik metil

deformasyonuna karsin gelmektedir (Andrade et al., 2012). 2923, 61 cm™! de ortaya ¢ikan
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band C-H gerilme titresimine karsin gelmektedir (Gerona et al., 2019). 3192,33 cm™'deki
band ise O-H gerilme titresimine karsin gelmektedir (Sathiyaraj et al., 2021).

4.2.2. XRD Analizi
Nanoparcaciklarin kristal yapisin1 ortaya ¢ikarmak amaciyla XRD analizi

yapilmistir. XRD spektrumu Sekil 24’te verilmistir.
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Sekil 24. Demir oksit nanopargaciklarinin XRD deseni.

Sekil 24’te verilen spektrumda, piklerin keskin olmasi1 kristal formdaki
nanoparcaciklara isaret etmektedir. XRD grafigindeki konumu; 20 = 24,86° (110), 28,55°
(220), 35,76° (311), 43,17° (400), 57,11° (511) ve 62,95° (440) olan pikler Uluslararasi
Kirmim Verileri Merkezi'nin (International Centre for Diffraction Data -ICDD) 019-0629
numarali karttaki toz kirinim dosyasindaki (powder diffraction file-PDF) manyetit ile
eslesmektedir (A. L. Andrade et al., 2012). Konumu 20 = 17,95° (111) ve 74,35° (533)
olan pikler ise Uluslararast Kirim Verileri Merkezinin (International Centre for

Diffraction Data - ICDD) 00-039-1346 numarali karttaki toz kirinim dosyasindaki
(powder diffraction file-PDF) maghemit ile eslesmektedir (Stoia et al., 2016).
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4.2.3. STEM Analizi
MagF-ICG nanoparcaciklarin STEM goriintiiler. Sekil 25°te verilmistir.
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Sekil 25. MagF-ICG nanopargacik érnegine ait taramali elektron mikroskobu
goriintiileri (STEM); 100 nm.

STEM goriintiilerinden nanopargaciklarin homojen boyut/sekilde olduklar1 ve
ortalama boyutun 10 nm’nin altinda oldugu goriilmektedir. Buda protein i¢ ¢apinin 8§ nm
oldugu diisiiniildiiglinde; protein kafesinin nanopargaciklar: ve ICG molekiiliinii protein

yapis1 bozulmadan enkapsiile edilebildigi sonucu ¢ikmaktadir.

4.2.4. VSM Analizi
MagF-ICG nanopargacik orneginin oda sicakliginda ve £1 Tesla manyetik alan

siddetindeki VSM sonugclar1 Sekil 26°da verilmistir.
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Sekil 26. MagF-ICG nanopargaciklarin manyetizasyon-histerezis (M—H) dongiisii.

MagF-ICG nanoparcaciklarina ait manyetik histerezis grafigine goére, doyma
manyetizasyon degeri (Ms) 32.6 emu/g olarak bulunmustur. Sentezlenen demir oksit
nanoparcaciklarin XRD kirinimlarina gore kristal yapisinin magnetit/maghemit karisimi
oldugu ortaya c¢ikmistir, ayrica apoferritin enkapsiilasyonu manyetikce o6li alan

olusturabilmektedir (Lu et al., 2017) dolayisiyla Ms degeri bu sonuglar ile uyumludur.

4.2.5. Zeta Potansiyeli Analizi
MagF-ICG nanoparcaciklarinin ylizey karakterizasyonu zeta potansiyel ol¢iim

cihazi ile yapilmistir (Sekil 27).
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No File Name Repet. No MeasTime pH Zeta Potential (mV) Surface Zeta Potential(mV) Mobility (cm?/Vs) E. Field (V/cm)
1 T4_20230515_150832 1 15:08:32 NA -40.55 NA -3.162e-004 -7.12
2 T4_20230515_150832 3 15:08:32 NA -34.67 NA -2.704e-004 -7.09
3 T4_20230515_150047 2 15:00:47 NA -38.58 NA -3.008e-004 7.9
Average -37.93 -2.958e-004 -7.10

Sekil 27. MagF-ICG nanopargacik 6rnegine ait zeta potansiyeli grafigi.

Zeta potansiyeli cihazi ile nanopargaciklarin yiizey yiikleri -37,93 mV olarak
Ol¢lilmiistiir. Bu deger nanoparcaciklarin yeterli elektrostatik kararlilikta oldugunu ve
sulu ¢ozeltide kararli olduklarini gostermektedir ¢iinkii yilizey yiikii = 30 mV ve iizeri
oldugu durum yeterli yiik yogunlugunu ifade etmektedir (Clogston & Patri, 2011; Honary
& Zahir, 2013).

4.3. Enkapsiilasyon Reaksiyonunun Optimizasyonu

Enkapsiilasyon reaksiyonu i¢in optimize edilen parametreler; reaktiflerin eklenme
strasi, karigtirma yontemi (manyetik karistirici ve ultrasonik banyo), pH (3 veya 11)) ve
reaktiflerin derisimleridir. Reaksiyon sonrasinda nanoparcacigin stabilitesi ilk planda
aglomerasyonun varlig1 ile takip edilmistir. Aglomere olmayan drneklerde ise UV-Vis
spektrumunda ilgili absorbans bandinin biiylimesi ile en optimum reaksiyon kosulu
secilmistir. Buna gore, reaksiyonlar oda sicakliginda, alkali pH’da, manyetik karistiricida
ve eklenme siras1 olarak; nanoparcacik siispansiyonu + ICG + protein seklinde olacak
sekilde yapilmistir. Derisim parametresi enkapsiilasyon verimini artirmak i¢in protein ve
ICG igin denenmistir. iki reaktifin derisimi sabit tutulurken, bir digerinin derisiminin
degistirilmesi ile optimize edilmistir. Ortamdaki nanoparcgaciklar1 ve ICG molekiiliinii
enkapsiile edebilecek miktarda protein derisimine ihtiya¢ oldugu icin ilk olarak protein
derisimi optimize edilmistir. Nanoparcacik siispansiyonundan 1 mL ve ICG ¢ozeltisinden

50 pL kullanildig1 ve protein derisimin diisiik ve yiiksek oldugu (1 mg/mL ve 5 mg/mL)
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her iki durumda da ¢okmeler gozlenmistir. Ayni reaksiyon ortamindaki apoferritin
derisimi olarak; 2, 2.5, 3 mg/mL denenmistir. Her ii¢ reaksiyona ait UV-Vis spektrumlari

Sekil 28’de verilmistir.

——2 mg/mL Apoferritin
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Sekil 28. 3 farkli derisimde (2, 2,5, 3 mg/mL) apoferritinin kullanildig1 enkapsiilasyon reaksiyonundan
elde edilen absorbans spektrumlari.

Sekil 28’de goriildiigi gibi, apoferritin derisiminin 3 mg/mL derisime ¢ikarilmasi
reaksiyon verimine etkisi ¢ok diisliktiir. Bu nedenle, protein derisimi 2,5 mg/mL olarak
belirlenmistir. Bu derisimdeki proteinin ICG tasima kapasitesi belirlenmistir. Bunun i¢in,
1 mL nanopargacik siispansiyonu 2,5 mg/mL apoferritin ¢ozeltisi ile degisen ICG
(1mg/mL) miktarlar1 (10 -100 pL) ile optimizasyon yapilmistir. Benzer sekilde, ICG
cozeltisinin 50 pL’nin {izerinde (60, 75-100 puL) kullanildig1 durumlarda ve tekrarlanan
reaksiyonlarda nanoparcacik siispansiyonunda ¢okmeler gozlenmistir.

Sonug olarak, demir derisimi 221,2 ppm olan 1 mL nanopargacik siispansiyonu,
50 puL ICG ve 2,5 mg/mL apoferritin kullanilarak MagF-ICG nanoparcaciklar
hazirlanmistir. MagF-ICG nanoparcaciklari, serbest ICG ¢ozeltisinin ve MagF

nanopargaciklarinin UV-Vis spektrumlari bir arada Sekil 29°da verimistir.
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Sekil 29. MagF, ICG ve MagF-ICG orneklerine ait absorbans spektrumlart.

Sekil 29°daki spektrumlara gore ICG enkapsiilasyonu ile ICG’e ait absorpsiyon
maksimumu 780 nm den 783 nm’ye kaymistir. Dalga boyundaki bu kiigiik kayma,
ICG’nin protein ile etkilesimden kaynaklanmaktadir, literatiirdeki enkapsiilasyon

caligmalarinda da benzer etki goriilmektedir (Bilici et al., 2020; Park et al., 2017).

4.3.1. indosiyanin Yesili Stabilite Calismalar
4.3.1.1. Nanoparc¢acik stabilitesi

Enkapsiilasyon reaksiyonu, giiclii asidik ya da alkali pH ortamlarinda apoferritin
proteinin kafes yapisinin agilma 6zelligi kullanilarak yapildigindan reaksiyon ortaminda
ICG’nin pH’a bagl olarak molekiil yapisinin bozulmamasi onemlidir. Bu nedenle
ICG’nin, farkli pH ortamlarinda molekiil yapisinin stabilitesi spesifik UV-Vis
spektrumunun takibi ile yapilmistir (Sekil 30).



56

N
N o

-
(3]

Absorbans

0,5

450 500 550 600 650 700 750 800 850
Dalgaboyu, nm

Sekil 30. Farkli pH ortamlarindaki ICG molekiiliiniin absorbans spektrumlari.

Sekil 30°da kuvvetli asit ortamlarinda (pH=1 ve pH=3) ICG’nin spesifik floresan
absorpsiyonu olan 720 ve 780 nm’ de absorpsiyon pikleri goriilmediginden bu pH
degerlerinde ICG’nin molekiil yapisinin bozuldugu sonucuna varilmaktadir. En siddetli
absorpsiyonu ise pH=I11’dedir. Elde edilen bu sonuglara gore enkapsiilasyon
reaksiyonunda apoferritin proteininin kafes yapisinin agilmasi igin reaksiyon ortami
pH=11 olarak secilmistir. Literatiire goére ICG pH 5’in altinda ve pH 11’in istiinde
ayrismaya ugramaktadir (Jaiswal et al., 2021). Elde edilen sonuglar literatiirle
uyusmaktadir.

ICG pH stabilite calismalar1 sonucunda enkapsiilasyon reaksiyonlaria pH=11"de
calisilmaya karar verilmistir. Birlikte ¢oktiirme yontemi ile sentezlenen demir oksit
nanopargaciklar1t TMAOH ile stabilize edildiginde, ¢ozelti pH’s1 11 oldugundan
enkapsiilasyon reaksiyonunda apoferritin nanokafesinin agilmasi i¢in herhangi bir pH

degisikligi yapilmadan nanoparcacik ortamina apoferritin eklenmistir.
4.3.1.2. Isik Stabilitesi

Glin 15181 maruziyetine birakilan MagF-ICG ve ICG’nin 780 nm’deki absorpsiyon
degisimleri 120 saate kadar takip edilmistir ve UV-Vis spektrumlart Sekil 31 ve 32’de

verilmistir.
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Sekil 31. ICG molekiiliiniin 15182 maruz kalma siiresi boyunca absorbans spektrumu.
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Sekil 32. MagF-ICG molekiiliiniin 1g13a maruz kalma siiresi boyunca absorbans spektrumu.

Serbest ICG molekiiliiniin ve MagF-ICG nanoparcaciginin 120. saate kadar takip

edilen

spektrumlarindan,

780 nm’deki absorbanslarinin grafige gecirilmesiyle

karsilastirma yapilmistir (Sekil 33).
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Sekil 33. Serbest halde ICG boyasinin ve enkapsiile edilmis ICG boyasinin (MagF-ICG) 151k
maruziyetine kars1 kararliliklarinin karsilagtirilmasi.

MagF-ICG ve ICG’nin 780 nm deki absorpsiyon degisimleri incelendiginde, 120
saat sonrasinda, ICG’nin absorbansinda 5,5 kat azalma gozlemlenirken, MagF-
ICG’ninkinde ise 2 kat azalma olmustur. Bu durum protein kafesin ICG’yi
fotodegradasyona karst korudugunu gostermektedir. Literatiirde, lipozom-ICG
kompleksinin serbest ICG kompleksinden daha yiiksek optik stabilite gosterdigi
goriilmektedir (Wang et al., 2018). Sonuglar literatiir ile uyusmaktadir (Yaseen et al.,
2007).

4.3.2. ICG Salimmmi Deneyi

Apoferritin kafes yapisindan olasi salinabilecek ICG molekiillerinin kantitatif
analizi, MagF-ICG nanopargacik siispansiyonun fizyolojik ortama ve pH=5 ortamina
kars1 3 giin boyunca diyalizi yapilarak, diyaliz ¢ozeltisine gegen serbest ICG’nin 780

nm’deki absorbans takibi ile yapilmistir. Sonuglar Sekil 34’de verilmistir.
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Sekil 34. MagF-ICG nanopargaciginin 72 saat boyunca pH=7,4 ve pH=5,0 ortamina kars1 diyalizi ile
aciga ¢ikan ICG molekiiliiniin kiimiilatif ytlizdesi.
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Fizyolojik ortama karsi yapilan diyaliz sonucuna gore, apoferritinin saglam yapisi
sayesinde enkapsiile edilen ICG molekiillerinin 72 saat sonrasinda, sadece %12 sinin
yapidan ayrildigi goriilmistiir. Ayrica, ilk 6 saatte nanopargaciklarin hiicre igine
cogunlukla girdigi mikroskop goriintiilerinden bilindigi iizere, 6 saatteki salimin ise %4
kadar oldugu goriilmiistiir. Bu sonug, nanoparcacigmin hedef bolgeye ulasana dek,
yapisinin bozulmadigimi ve hedef bolgeye kadar tasinarak, etkin dozun birikmesini
saglamasi agisindan dnem tagimaktadir. Bu apoferritin sagladigi avantajlardan birisidir
(Kuruppu et al., 2022). Bununla birlikte, nanoparcacigin kanserli hiicre i¢ine alindiginda
ya da tiimor bolgesinde degrade olarak etkin maddenin agiga ¢ikmasini beklemekteyiz
(Veroniaina et al., 2021). Sonuca gore, 72 saat sonra ICG molekiillerinin %86’sinin
proteinden ayrildigi, bu degerin ilk 6 saate %47 oldugu goriilmektedir. Bu sonug, MagF

nanoparc¢aciginin antikanser ajani olarak potansiyel etkinligini gostermektedir.

4.4. Hiicre Calismalar

4.4.1. Sitotoksisite Analizleri

L.929 fare fibroblast ve A549 akciger kanseri hiicre hatlar1 3 farkli derisimde (55,3
ppm; 110,6 ppm; 221,2 ppm) MagF-ICG nanoparcgaciklar1 ile 24 ve 48 saat muamele
edilmistir. MagF-ICG nanopargaciklarin derisim ve zamana bagli olarak hiicre canliligina
etkisi MTT testi ile belirlenmistir. Uygulanan derisimlere ek olarak nanopargacik
muamelesi yapilmayan hiicreler de kontrol grubu olarak deneye dahil edilmistir. Tez
kapsaminda yapilan literatiir taramasi sonucunda boliim 2.4.3.1°de verildigi gibi MTT,
stiksinat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin aktivitesini 6l¢erek hiicre canliligini
belirleyen bir testtir. Bu nedenle yalnizca metabolik aktivitesi olan canli hiicrelerde
formazan tuzuna indirgenme gergeklesirken Olii hiicrelerde indirgenme olmaz
(Kamiloglu et al., 2020; Marques et al., 1995). Literatiir taramasindan anlasildig1 gibi
nanoparcacik ile muamele edilen hiicrelerin nanopargacik ile muamele edilmeyen
hiicrelere kiyasla metabolik aktivitenin daha diisiik olmasi beklenmektedir. Sonuglar
Sekil 43-51°de verilmistir. Bununla birlikte Sekil 35-42°de sitotoksisite deneylerine ait

hiicre goriintiileri verilmistir.
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Sekil 35. a) Kontrol (nanopargacik uygulanmamis); b) 55,3 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis;
¢) 110,6 ppm derisiminde nanopargacik uygulanmis; d) 221,2 ppm derisiminde nanopargacik uygulanmis
L929 hiicre hatt1 (24. saat).

8 A = 7z > o Lk & . H S

Sekil 36. a) Kontrol (nanopargacik uygulanmamis); b) 55,3 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis;
¢) 110,6 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis; d) 221,2 ppm derisiminde nanoparcgacik uygulanmis
L929 hiicre hatti (48. saat).

Sekil 37. a) Kontrol (nanopargacik uygulanmamis); b) 55,3 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis;
¢) 110,6 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis; d) 221,2 ppm derisiminde nanoparcgacik uygulanmis
L.929 hiicre hatt1 (24. Saat, lazer uygulamasi yapilmis).

Sekil 38. a) Kontrol (nanopargacik uygulanmamis); b) 55,3 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis;
¢) 110,6 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis; d) 221,2 ppm derisiminde nanoparcgacik uygulanmis
L9209 hiicre hatt1 (48. Saat, lazer uygulamasi yapilmis).
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Sekil 39. a) Kontrol (nanopargacik uygulanmamis); b) 55,3 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis;
¢) 110,6 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis; d) 221,2 ppm derisiminde nanopargacik uygulanmis
A549 hiicre hatt1 (24. saat).

Sekil 40. a) Kontrol (nanopargacik uygulanmamis); b) 55,3 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis;
¢) 110,6 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis; d) 221,2 ppm derisiminde nanopargacik uygulanmis
A549 hiicre hatt1 (48. saat).

Sekil 41. a) Kontrol (nanopargacik uygulanmamis); b) 55,3 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis;
¢) 110,6 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis; d) 221,2 ppm derisiminde nanopargacik uygulanmis
A549 hiicre hatt1 (24. Saat, lazer uygulamasi yapilmis).
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Sekil 42. a) Kontrol (nanopargacik uygulanmamis); b) 55,3 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis;
¢) 110,6 ppm derisiminde nanoparcacik uygulanmis; d) 221,2 ppm derisiminde nanoparcgacik uygulanmis
A549 hiicre hatt1 (48. Saat, lazer uygulamasi yapilmas).




Bl 24. Saat
100 - —_
= 1 48. Saat
o
S 804
’§" i
= 60+ 1
=
©
O 40-
o
S 20-
o
0- T T T T
0 (Kontrol) 55,3 110,6 221,2

Fe Derigimi (ppm)

62

Sekil 43. 3 farkli Fe derisimdeki (221,2 ppm; 110,6 ppm; 55,3 ppm) MagF-ICG nanopargaciklar ile 24

ve 48 saat muamele edilmis A549 hiicrelerine ait hiicre canlilik grafigi. (n=3)

Sekil 43°te verilen MTT testi sonucuna gore nanopargacik maruziyetinin A549

hiicre hatt1 lizerine etkisi incelendiginde; hiicre canliliginin 221,2 ppm derisimde 24.

saatte %63,05e diistiigii, 48. Saatte %44,46’ya diistiigli gorilmiistiir.
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Sekil 44. 3 farkli Fe derisimdeki (221,2 ppm; 110,6 ppm; 55,3 ppm) MagF-ICG nanopargacik ile 24 ve

48 saat muamele edilmis 1929 hiicrelerine ait hiicre canlilik grafigi. (n=3)
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Sekil 44°te verilen MTT testi sonucuna gore Fe nanopargacik maruziyetinin L929
hiicre hatt1 lizerine etkisi incelendiginde; hiicre canliliginin 221,2 ppm derisimde 24.
saatte %71,54’e diistiigi, 48. Saatte %53,01 e diistiigii goriilmiistiir. Her iki hiicre tipinde
ICso derisimi 221,2 ppm Fe olarak belirlenmistir. Sekil 37, MTT testi sonucuna gore ICso

derisiminde nanoparcaciklarin L929 ve AS549 hiicre hatlar1 {izerine etkisi

karsilastirilmistir.
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Sekil 45. 221,2 ppm Fe derisimindeki MagF-ICG nanoparcacigi ile 24 ve 48 saat muamele edilmis A549
ve L929 hiicrelerine ait hiicre canlilik grafigi. (n=3)

221,2 ppm Fe derisimindeki nanoparcaciklar L929 hiicrelerinde hiicre canliligini
24. saatte %71,54’e diiserken A549 hiicrelerinde %63,05’e diismiistiir. 48. saatte L929
hiicrelerinde hiicre canliligin1 %53,01°e diiserken AS549 hiicrelerinde %44,46’ya
diismiistiir (Sekil 45).

Hiicrelere MagF-ICG nanopargactk maruziyetiyle birlikte lazer 1511
uygulamasinin A549 ve 1929 hiicre hatt1 iizerine etkisi incelenmistir ve sonuglar Sekil

46 ve 47°de verilmistir.
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Sekil 46. 3 farkli Fe derisimindeki (221,2 ppm; 110,6 ppm; 55,3 ppm) MagF-ICG nanopargacigi ile 24 ve
48 saat muamele edilmis ve lazer 151n1 uygulanmis A549 hiicrelerine ait hiicre canlilik grafigi. (n=3)
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Sekil 47. 3 farkli Fe derisimindeki (221,2 ppm; 110,6 ppm; 55,3 ppm) MagF-ICG nanopargacik ile 24 ve
48 saat muamele edilmis ve lazer 151n1 uygulanmis 1929 hiicrelerine ait hiicre canlilik grafigi.

Hiicre canliliginin A549 hiicrelerinde 110,6 ppm derisimde 24. saatte %56,57’ye
diistiigii, 48. Saatte %51,27’ye diistiigii goriilmistiir. 221,2 ppm derisimde 24. saatte
%357,27’ye diistiigii, 48. Saatte %30,82’ye diistiigii goriilmistiir (Sekil 46). L.929 hiicre
hatt1 lizerine etkisi incelendiginde; hiicre canliliginin 110,6 ppm derisimde 24. saatte
%66,74’¢ diistiigii, 48. Saatte %55,16’ya diistiigii goriilmiistiir. 221,2 ppm derisimde 24.
saatte hiicre canliliginin %63,45’e diistiigii, 48. Saatte %46,92’ye diistiigli gortilmiistiir
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(Sekil 47). Her iki hiicre tipinde 221,2 ppm Fe derisimindeki (ICso) hiicre canlilig1 Sekil
48’de karsilastirilmistir.
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Sekil 48. 221,2 ppm Fe derisimindeki MagF-ICG nanopargacigi ile 24 ve 48 saat muamele edilmis ve
lazer 1511 uygulanmis A549 ve 1929 hiicrelerine ait hiicre canlilik grafigi. (n=3)

Ozetle, 221,2 ppm Fe derisimdeki MagF-ICG nanopargacik hiicre uygulamasinda,
L929 hiicrelerinde hiicre canliligi 24. saatte %63,45’e diiserken A549 hiicrelerinde
%357,27’ye diigmistiir. 48. saatte L929 hiicrelerinde hiicre canlilig1 %46,92’ye diiserken,
A549 hiicrelerinde %30,82’ye diismiistiir (Sekil 48).

Lazer uygulamasi ile ICG molekiillerinin absorpladigi dalga boyundaki 1s1n ile
ICG molekiilleri uyarildiginda, bu enerji ile molekiilde serbest radikaller iiretilmektedir
(Alander et al., 2012; Wang et al., 2018) ve ayrica spektrumun yakin kizil 6tesi bolgesine
yakin absorpladig1 1s1nin enerjisi molekiilde titresimsel hareketlere sebep oldugu igin,
molekiil etrafinda 1s1 artigina sebep olmaktadir (Wang et al., 2018; Xie et al., 2023). Tezde
ICG’nin fotodinamik ve fototermal etkisi ¢alisilmamistir ancak olasi bu etkilerin hiicre
canlilig1 tlizerine etkisi ¢aligilmistir. Nanopargaciklar ile muamele edilmis hiicrelere
1sinlama uygulamasi yapilmayan ve yapilan deneylerin sonuglar1 Sekil 49,50 ve 51°de bir

arada verilmistir.
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Sekil 49. 3 farkli Fe derisimdeki (221,2 ppm; 110,6 ppm; 55,3 ppm) MagF-ICG nanopargacigi ile 24 ve
48 saat muamele edilmis, lazer 151n1 uygulanmamis ve uygulanmig A549 hiicrelerine ait hiicre canlilik
grafigi. (n=3)

Sekil 49’da verilen MTT testi sonucuna gore, MagF-ICG nanoparcaciklari ile
muamele edilmis ve lazer 1511 uygulanan ve uygulanmayan AS549 hiicreleri
karsilastirildiginda 55,3 ppm derisimde hiicre canlilig1 24. saate %79,84 e diiserken lazer
1511 uygulamasi yapilan hiicrelerde %77,97 ye diismiistiir. 48. saatteki hiicre canlilig ise
%66,06’ya diiserken lazer 151n1 uygulamasi yapilan hiicrelerde hiicre canlilig1 %62,63 tiir.
110,6 ppm derisimde hiicre canlilig1 24. saate %70,98’e diiserken lazer 1g1n1 uygulamasi
yapilan hiicrelerde %56,57’ye dligmiistlir. 48.saateki hiicre canliligl ise %57,45°e
diiserken lazer 15101 uygulamasi yapilan hiicrelerde hiicre canlilig1 %51,57°dir. 221,2 ppm
derisimde hiicre canlilif1 24.saate %63,05’e diiserken lazer 15mn1 uygulamas: yapilan
hiicrelerde %57,27’ye diigsmiistiir. 48. saateki hiicre canlilig1 ise %44,36’ya diiserken lazer

1511 uygulamasi yapilan hiicrelerde hiicre canlilig1 %30,82’dir.
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Sekil 50. 3 farkli Fe derisimindeki (221,2 ppm; 110,6 ppm; 55,3 ppm) MagF-ICG nanopargacig ile 24 ve
48 saat muamele edilmis, lazer 151n1 uygulanmamis ve uygulanmis L.929 hiicrelerine ait hiicre canlilik
grafigi. (n=3)

Sekil 50°de verilen MTT testi sonucuna gore Fe nanopargaciklar ile muamele
edilmis ve lazer 15101 uygulanan ve uygulanmayan L929 hiicreleri karsilastirildiginda 55,3
ppm derisimde hiicre canlilig1 24. saate %85,60’a diiserken lazer 1511 uygulamasi yapilan
hiicrelerde %71,77’ye diigsmiistiir. 48. saateki hiicre canlilig1 ise %62,22’ye diiserken lazer
1511 uygulamasi yapilan hiicrelerde hiicre canliligr %56,71°dir. 110,6 ppm derisimde
hiicre canlilig1 24. saate %74,02’ye diiserken lazer 151n1 uygulamasi yapilan hiicrelerde
%66,74’e diismiistiir. 48.saateki hiicre canlilifi ise %59,26’ya diiserken lazer 1511
uygulamasi yapilan hiicrelerde hiicre canliligi %55,16°dir. 221,2 ppm derisimde hiicre
canlilig1 24.saate %71,54’¢e diiserken lazer 151in1 uygulamasi yapilan hiicrelerde %63,45°¢e
diismiistlir. 48. saateki hiicre canliligi ise %53,01°e diiserken lazer 1sin1 uygulamasi

yapilan hiicrelerde hiicre canlilig1 %46,92°dir.
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Sekil 51. 3 farkli Fe derisimindeki (221,2 ppm; 110,6 ppm; 55,3 ppm) MagF-ICG nanopargacigi ile 24 ve
48 saat muamele edilmis, lazer 151n1 uygulanmamis ve uygulanmis 1929 ve A549 hiicrelerine ait hiicre
canlilik grafigi. (n=3)

Ozetle, 1s1lamanin ve 1sinlama yapilmadan, 221,2 ppm Fe derisimdeki MagF-
ICG nanopargaciklarmin her iki hiicre tipindeki etkileri karsilastirildiginda; 24. saatte
hiicre canliligt L929 hiicrelerinde %71,54’e diiserken A549 hiicrelerinde %63,05’e
diismiistiir. Lazer 151n1 uygulamasi yapilan hiicreler i¢in hiicre canliligi1 L929°da %63,45’e
diiserken A549°da %57,27ye diismiistiir. 48. saatte hiicre canliligt L929 hiicrelerinde
%53,01’e diiserken A549 hiicrelerinde %44,46’ya diigmiistiir. Lazer 1511 uygulamasi
yapilan hiicreler i¢in hiicre canliligi L929°da %46,92’ye diiserken A549°da %30,82’ye
diigmiistiir.

Sonuglar, lazer uygulamasinin her iki hiicre tipinde de hiicre canliligini
diisiirdiigiinii gostermistir. Demir oksit nanoparcaciklarinin antikanser etkisinin, ICG
molekiillerinin 1s1mlama ile aktive edilmesiyle arttigi gortilmustiir. L929 hiicrelerinde,
A549 hiicrelerine gore daha diisiik de olsa gozlemlenen hiicre canliligindaki diismenin de
tasarlanan manyetik nanoparcaciklarinin potansiyel manyetik yonlendirme kapasitesi ile
hedefe tasinarak azaltilabilecegi diisiiniilmiistir ve bu sayede saglikli hiicrelerdeki
toksisitenin azaltilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu potansiyel nanoparcaciklarin manyetik
Ol¢iim sonucu ile gosterilmistir (Sekil 26).

Boliim 2.2°de de aciklandig1 gibi benzer yaklagimlar literatiirde bulunmaktadir.
Ma ve arkadaslarinin yaptigi calismada, HelLa hiicrelerinin ICG baglanmis siiper
paramanyetik demir oksit nanopargaciklari (ICG-SPIONs) ile inkiibasyonu ve ardindan
NIR lazer uygulamasi sonrasi hiicre canliliginin (%5) azaldig1 goriilmiistiir (Ma et al.,
2013).

Mingting Zhu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada holo transferrin - indocyanine

green (Holo-Tf-ICG) proteini in vivo hedefleme ¢alismalarinda kullanilmistir, subkutan
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ve ortotopik beyin tiimorlerinde ¢ift modlu goriintiileme degerlendirilmistir (Zhu et al.,
2017). Subdermal tiimérler ~60 mm?®'e ulagtiginda, farelere intravendz olarak sirasiyla
serbest ICG ve holo-Tf-ICG enjekte edilmistir. Kantitatif analiz, holo-Tf-ICG ile tedavi
edilen gruptaki floresan sinyalinin, enjeksiyondan 24 saat sonra serbest ICG ile tedavi
edilen grubunkinden 38 kat daha fazla oldugunu gdstermektedir. Ayni ¢alismada U87
hiicre hatt1 iizerinde yapilan fototermal terapide; serbest ICG’e gore Holo-Tf-ICG ile
yapilan tedavide U87 dizisinde hiicre canliligmin yaklasik %90 oranda azaldig:
gorilmiistiir.

Yuan Gu ve arkadaglarinin cypate boyasi konjuge edilmis apoferritin (Cy@AFT)
ile yaptig1 calismada, 4T1-luc meme kanseri hiicrelerinde, 1s1n uygulamasi sonrasinda
hiicre canlilig1 24 saat sonra yaklasik %15 olarak bulunmustur (Gu et al., 2021).

Peng Huang ve arkadaslarinin serbest R820 boyasi, enkapsiillenmis R820 boyasi
(DFRT) ve Ferritin (FRT) ile 4T1 hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada lazer 1s1n uygulamasi
sonrasi hiicre canlilig1 yaklasik olarak FTR grubunda %80, serbest R820 boyas1 grubunda
%40 ve DFRT i¢in %10 olarak bulunmustur (Huang et al., 2014).

4.4.2. Hiicre icine Alinan Demir Oksit Nanoparc¢aciklarin Goriintiilenmesi

A549 ve L1929  hiicre hatlarinda hiicre i¢ine almman MagF-ICG
nanoparcaciklarindaki Fe iceriginin mikroskobik goriintiilenmesi Prusya Mavisi
boyamas1 yontemi ile yapilmistir. Ayn1 zamanda goriintiide kontrast olusturmak igin bir
cekirdek boyasi olan Nuclear fast red kullanilarak hiicre ¢ekirdegi boyanmistir. Boyama
uygulamasindan 6nce, A549 ve L929 hiicre hatlar1 IC50 derisimindeki (221,2 ppm Fe)
nanopargcaciklar ile 6 saat inkiibe edilmistir. Kontrol uygulamalari olarak A549 ve L929
hiicre hatlar1 nanopargacik muamelesi yapilmamistir. Sonuglar Sekil 52 ve 53’de

verilmistir.
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Sekil 52. 1.929 hiicre hattinda hiicre i¢ine alinan MagF-ICG nanopargaciklarin Prusya Mavisi ve Nuclear
Fast Red boyamasi sonrast mikroskop goriintiileri.

Sekil 52-a’da kontrol hiicre grubu olarak nanopargacik muamelesi yapilmayan
L929 hiicrelerinin ve b’de MagF-ICG nanopargaciklari ile muamele edilen 1929
hiicrelerinin mikroskop goriintiileri verilmistir. Goriintiiler ters (inverted) mikroskopta

40X objektifte ¢ekilmistir.

Sekil 53. A549 hiicre hattinda hiicre i¢ine alinan MagF-ICG nanoparcaciklarin Prusya
Mavisi ve Nuclear Fast Red boyamasi sonrast mikroskop goriintiileri.

Sekil 53 -a’da kontrol hiicre grubu olarak nanopargacik muamelesi yapilmayan
A549 hiicrelerinin ve b’de MagF-ICG nanopargaciklari ile muamele edilen A549
hiicrelerinin mikroskop goriintiileri verilmistir. Goriintiiler ters (inverted) mikroskopta

40X objektifte ¢ekilmistir.
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Apoferritin protein kafesinin kullanildigi hiicre icine alim deneylerinde, ilk
saatlerde (0- 8 saat) nanokafeslerin hiicre i¢ine alimimin yiiksek oldugu literatiirde
gosterilmistir (Asik et al., 2018; Aslan et al., 2020). Bununla birlikte, toksisite sonuglarina
bakildiginda toksik doza ve siireye yaklasik 24. saatte ulagildig: i¢in, hiicre biitiinliigiinii
tam kaybetmeden hiicre i¢ine alinan nanoparcaciklarin 6 saatlik inkiibasyon sonrasinda
goriintliilenmesi planlanmistir.

Hiicre mikroskop goriintiilerine gore, nanopargaciklarin her iki hiicre tipi
tarafindan alindig1 goriilmistiir. Nanoparcaciklarin beklendigi gibi kanserli hiicre hatlar
tarafindan saglikli hiicrelere gore daha fazla alindig1 ve kanserli hiicrelerin nanopargacik
uygulamasi ile 6 saat icinde saglikli hiicrelere gore morfolojik olarak daha fazla
etkilendigi de goriilmiistiir. Ayrica nanopargaciklarin sitoplazmada biriktigi arka plan

boyamas1 yardimiyla agikc¢a goriilmektedir (Sekil 52 ve 53).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Tez ¢aligmast kapsaminda sentezlenen demir oksit nanoparcaciklari, NIR aktif
indosiyanin yesili boyasiyla birlikte antikanser ajani olarak gelistirilerek apoferritin
nanokafeslerine enkapsiile edilmistir. Nanopargaciklarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
cesitli metotlarla karakterize edilmistir. STEM goriintiilerine gore sentezlenen
nanopargaciklar 10 nm nin altindadir. FT-IR spektrumunda goriilen bantlar ile demir oksit
molekiilinin ve  TMAOH yapisinin varligi gosterilmistir.  XRD spektrumundan
sentezlenen demir oksitlerin manyetit (Fe3O4) ve maghemit (Fe;O3) karisimi oldugu
dogrulanmistir. Nanoparcacigin zeta potansiyeli (-37,93 mV) sulu ortamdaki kararliligin
gostermistir.

Demiroksit nanoparcaciklarinin indosiyanin yesili boyasi (ICG) ile birlikte
enkapsiilasyon reaksiyonu sonucu elde edilen MagF-ICG nanoparcgaciklarinin, serbest
ICG ile karsilastirmali olarak yapilan 151k stabilite ¢caligmalari1 enkapsiilasyonun ICG’yi
serbest ICG’den daha iyi kararli kildigin1 gostermektedir. MagF-ICG sentezinde
reaksiyon ortamindaki fazla indosiyanin yesili boyasini uzaklastimak i¢in pH=7,4
ortamina kars1 yapilan diyalizde 72 saat sonra ICG nin sadece % 12 sinin salindigini,
pH=5,0 ortamina kars1 ise %86 sinin salindigi goriilmiistiir. Bu sonug¢ enkapsiilasyon
veriminin yiikksek oldugunu gdstermektedir. Bu sonu¢, MagF-ICG nanoparcaciginin
hedef bolgeye etkin dozda tasinabilecegini ve antikanser ajam1 olarak potansiyel
etkinligini gostermektedir.

MagF-ICG nanopargaciklarinin in vitro antikanser etkinligi 770 nm lazer 1sm1
uygulamasi yapilarak ve lazer uygulamasiz olarak 1.929 ve A549 hiicre hatlar1 iizerinde
sitotoksisite ~ caligmalar1  yapilarak  degerlendirilmistir. ~ Ayrica ~ MagF-ICG
nanoparcaciklarinin hiicre i¢i alimi da ¢aligilmastir.

Sitotoksisite ¢alismalar1 ile L929 ve A549 hiicre hatlarinda antikanser etkisi
degerlendirilen MagF-ICG’lerin kanser hiicrelerini daha fazla etkiledigi gortilmistiir.
Ancak 221,2 ppm derisiminde yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda lazer uygulamasi
yapilmayan deneylerde A549 hiicrelerinde hiicre canlilifi 24. saatte %63,45 ile L929
hiicrelerinden (%71,54) daha dusiiktiir. Lazer uygulamasi yapilan sitotoksisite
caligmasinda ise yine A549 hiicrelerinde hiicre canlilig1 %57,27 ile L.929 hiicrelerinden
(%63,45) diisiik oldugu goriilmiistiir. 48. saatte ise A549 hiicrelerinde hiicre canlilig
%44,46 ile L929 hiicrelerinden (%53,01) daha diisliktiir. Lazer uygulamasi yapilan
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sitotoksisite caligmasinda ise yine A549 hiicrelerinde hiicre canliligt %30,82 ile L929
hiicrelerinden (%46,92) diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar MagF-ICG’nin A549
hiicrelerini daha ¢ok etkiledigini ve lazer uygulamasinin antikanser etkinligi arttirdigini
dogrulamaktadir. Literatiirdeki ¢alismalarda gz Oniine alinarak; 1.929 hiicrelerindeki
sitotoksisite etkisinin MagF-ICG’lerin manyetik 6zelliklerinden faydalanilarak yapilacak
bir manyetik yonlendirme ile yalmizca kanserli dokulara yonlendirilerek ortadan

kaldirilabilecegi diisiiniilmektedir.

MagF-ICG’lerin hiicresel aliminin kalitatif degerlendirilmesi i¢in yapilan Prusya
mavisi boyamasi sonuglarina gore yine kanser hiicrelerinde hiicre i¢i alimin daha fazla
oldugu ve morfolojik olarak daha fazla etkilendigi goriilmiistiir. Ek olarak
nanopargaciklarin sitoplazmada biriktigi arka plan boyamasi yardimiyla agikca

goriilmektedir.

5.2. Oneriler

Tez c¢alismasinin devami olarak, MagF-ICG nanoparcaciklarinin hiicrelerde
yaratabilecegi serbest radikal (ROS) olusumu analiz edilebilir ve nanopargacigin
fotodinamik etkisi bu yolla da gosterilebilir. ICG molekiiliiniin uyarilmasiyla ortaya
cikabilecek 1s1 artiginin takip edilmesi ile de tasarlanan nanopargacigin potansiyel

fototermal etkisi degerlendirilebilir.
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