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Alkol Tedavisinde Kullanilan Disiilfiram’in Nanotasiyicis1 Olarak Sistein-Altin
Nanopartikiillerin Sentezi

Fatma BAYRAKCEKEN NiSANCI*

OZET: Disiilfiram (DS), alkol caydirici olarak kullanilan bir karbamat tiirevidir. Tek basina
uygulandiginda nispeten toksik olmayan bir maddedir, ancak alkol ile birlikte metabolizmay1 belirgin
bir sekilde degistirmektedir. Disiilfiram, aldehit dehidrojenazini inhibe ederek etki etmektedir.
Disiilfiram uygulandiktan sonra alkol alinirsa, kanda asetaldehit konsantrasyonu artar, ardindan
sistemik vazodilatasyon, solunum gii¢liigii, bulanti, hipotansiyon ve diger semptomlar (asetaldehit
sendromu) izlenir. Disiilfiramin daha hizli bir sekilde etki gostermesi altin nanopartikiiller (Au NP)
gibi  nanotasiyicilarla miimkiin  olmaktadir. Altin  nanopartikiiller, kuantum noktalarla
karsilastirildiginda daha yiiksek potansiyelli toksik olmayan biyomarkerlardir ve bu ¢alisma
kapsaminda, sisteinin (Cys) indirgeyici ve koruyucu ajan olarak Au NP ile sentezine odaklanilmistir.
Yaklasik 5 nm c¢apinda altin nanopartikiiller, Cys ile modifiye edilen ve disiilfiramin nanotasiyicisi
olarak Cys-Au NP’ler seklinde konjugasyonu gergeklestirilerek, (Altin nanopartikiillerin sentezi, taze
Cys soliisyonlaria karistirilarak karisim gece boyunca 37°C'de bir su banyosu i¢inde karistirilarak)
Ozellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu (AFM) , gecirgen elektron
mikroskobu (TEM), FT-IR, raman ve UV-Vis spektroskopisi ile degerlendirildi.

Anahtar kelimeler: Altin nanopartikiil, Disiilfiram, S-Au etkilesimi, Sistein

Synthesis of Cystein-Gold Nanoparticles as Nanocarriers of Disulfiram used in Alcohol
Treament

ABSTRACT: Disulfiram (DS) is a carbamate derivative used as an alcohol deterrent. It is a relatively
non-toxic substance when administered alone, but it significantly changes metabolism with alcohol.
Disulfiram acts by inhibiting aldehyde dehydrogenase. If alcohol is used after disulfiram is
administered, the concentration of acetaldehyde increases, followed by systemic vasodilatation,
respiratory distress, nausea, hypotension, and other symptoms (acetaldehyde syndrome). It is possible
that disulfiram is acting more rapidly with nanostructures such as gold nanoparticles (Au NP). Gold
nanoparticles are higher potency non-toxic biomarkers when compared to quantum dots, and in this
study, cysteine (Cys) is focused on synthesis with Au NP as a reducing and protective agent. Gold
nanoparticles of about 5 nm in diameter were conjugated to cysteine (Cys) and conjugated to Cys-Au
NPs as nanostructures of disulfiram, (Synthesis of gold nanoparticles, mixing in fresh Cys solutions
and mixing the mixture overnight at 37 °© C in a water bath) were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), atomic force microscopy (AFM), permeable electron microscopy (TEM), FT-IR,
raman and UV-Vis spectroscopy.
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GIRIS
Gegmis yillarda, nanoteknoloji
arastirmalarinda hizli bir biliylime olmustur.
Nanoteknoloji Olceginde, yani
yaklasik 1-100 nm arasinda gerceklesen islemler
ile ilgilenir. Nanoteknoloji metalik
nanopartikiillerin bir araya gelerek ilging
elektronik, optik ve kimyasal 6zellikleri farkli
yeni materyallerden olusmaktadir (Kang et al.,
2010; Aragay et al., 2011; Farhadi et al., 2012).

Metal nanopartikiiller, biyo-fonksiyonellesme,

nanometre

yiikksek yiizey alani ve spektral oOzelliklerden
dolayr hem kimyasal sensér hem de biyosensor
olarak biiyiik ilgi gormektedir (Singh et al.,
2011). Bu metal nanopartikiiller arasinda altin
nanopartikiiller (Au NP) kimyasal analizde
faydali uygulamalar bulmustur (Vaseghi et al.,
2013; Pan et al., 2008; Thaxton et al., 2006). Son
birka¢ yilda nanopartikiillerin agregasyonu
saptanmasi i¢in,
algilayic1 prob olarak Au NP'lerin kullanimi
onemli Olclide artmistir. Au NP malzemeler,
bulk materyallerdeki gibi olmayan, olagandisi
kimyasal, fiziksel, elektriksel ve optik ozellikler
sergileyebilirler.

Miikemmel optik ozelliklere sahip olan Au
NP’ler, kolorimetrik prob uygulamalarindan
dolayr  bilim  insanlarmi  etkilemektedir.
(Jongjinakool et al., 2014). Kolorimetrik sensor
veya prob olarak Au NP'ler; mutasyonlar,
immiinoglobulin, civa (II) iyonu, kartap ve
melanin gibi birgok analit i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Au NP'ler, karakteristik ylizey
plazmon rezonans (SPR) absorpsiyon 6zellikleri
sergilediklerinden tespit icin yiiksek hassasiyet
saglamaktadirlar. Bu SPR'nin rezonans frekansi,

uzerine Onemli analizlerin

biiyiik ol¢iide, sekle, dielektrik ozelliklerine ve

nanopartikiillerin ~ ¢evresine  giiglii ~ sekilde
baghdir. Cogu durumda, kimyasal algilama
olarak Au NP'lerin kullanima,

agregasyon/ayristirma prosesleri ile renkteki
degisimleri  belirlenerek  basarilabilir.  Au
NP'lerin rengi, agregalarin olusumu nedeniyle

kirmizi, mor, mavi ve siyah seklinde
siralanabilir. Au NP'ler kovalent olmayan amin
veya tiyol gruplu molekiillerin eklenmesiyle
agregasyona neden olmustur (Su et al., 2012).
Ayrica Cys g¢esitli biyokimyasal reaksiyonlara
katilimi saglayan polar olmayan stilfidril (—SH)
grubu igeren esansiyel olmayan bir amino
asitdir. Cys eksikligi birgok hastaliga neden
olmaktadir.  Saglarin  yavas
depigmentasyona, karaciger ve kaslarin zarar
gormesine neden olur (Bulatov et al., 2013). Bu

bliylimesine,

nedenle, biyolojik matrislerde Cys’nin takip
edilmesi yiiksek oranda talep edilmektedir.

Cys, metal ylizeylerdeki proteinler ve Cys
iceren peptitlerin baglanmasini saglayan siilfidril
(tiyol) yan zinciri nedeniyle altin i¢in ozellikle
yiksek bir afiniteye sahiptir. Cys altin
substratlara proteinlerin baglanmasi i¢in bir
capraz baglayici olarak kullanilmistir ve amin,
karboksilik gruplar (Sharon et al., 2014;
Tengvall et al., 1992) sayesinde biyofonksiyonel
tutuldugundan Au NP kombinasyonu ile ¢ogu
biyosensoriin temelini olusturur (Vallee et al.,
2010; Di et al., 2002; Sasaki et al., 1997).
Cys'nin biyolojik 6nemi nedeniyle Au NP’lerin
tespiti  i¢in  tasarlanmig  bircok  sensor
bulunmaktadir. Cys ile islevsellestirilmis Au-
NP'lerin kendi kendini bir araya geldigi
bilinmektedir (Sudeep et al., 2005; Ding et al.,
2012). Cys kaynakli Au NP agregasyonu,
(Robert et al., 2014) karsit gruplar ile Au NP
bagli Cys’nin protonlanmis amin (NH3") ve
proton  ¢ikarilmis  karboksilatin ~ (COQ)
etkilesmesini kapsayan zwitteriyonik aglarinin
olusumu ile iliskilendirilir (Hormozi et al.,
2012). Disiilfiram (DS) ise alkolizm tedavisi i¢in
kullanilan bir aldehit dehidrojenaz inhibitoriidiir.
Alkol bagimliliginda caydirici olan DS, genis bir
ditiyokarbamat ailesinin tiyesidir ve bakir gibi
metaller ile kompleks yapabilen siilfidril ve
glutatyon gruplar1 ile reaksiyona girer (GSH).
DS aldehit dehidrojenazi doniisiimsiiz olarak
inhibe etme yetenegine sahip oldugu icin alkol
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tedavisinde yillar boyunca kullanilmigtir (Xiao et
al., 2011).

Disiilfiram ile yapilan caligmada, literatiirde
mevcut olmayan DS nanotasinmasinin daha hizh
yapilabilecegi ve yiizeyde adsorpsiyonunun
saglanmasinin yani sira potansiyel kontrollii ilag
dagitim uygulamalart i¢in 6nemli oldugunun
literatiire kazanilmasi1 amaclanmistir. Bu amag
kapsaminda, disiilfiram’in altin nanopartikiiller
sayesinde ¢ok hizli bir sekilde aldehit
dehidrojenaz enzimini bloke edebilecegi ve bu
maddeyle beraber alkol alinmasi durumunda
kronik alkolik bireylerin daha fazla alkol
almadan  kisa caydirilmast  igin
tasarlanmig distilfiram’in nanotasiyicist olarak
sistein-altin  nanopartikiillerinin
karakterizasyonu gerceklestirildi.

MATERYAL VE YONTEM

surede

sentezi ve

Kimyasallar Sigma Aldrich’den satin alindi
ve deneylerde kullanildi. Yaklasik 5 nm ¢apinda
altin nanopartikiiller (0.5 nM), 10° M Cys ile
(1:1 hacim oraninda) oda sicakliginda 12 saat
karistirildi. Aminoasit ile fonksiyonlanmig altin
nanopartikiil yiizeylerinde Cys’nin fazlas1 birkag
dakika boyunca 8000 rpm’de santrifiij ile

Sistein
—_—

uzaklastirildi. Disiilfiram  (DS) ise 0.06 mM
deiyonize suda hazirlanan ¢o6zelti manyetik
karistiricida 300rpm de 10 dakika hazirlanarak
Cys modifiye edilmis Au NP’lerin iizerine ilave
edilerek 12 saat bekletilerek hazirland1 ve Sekil
I’de bu islemlerin sematik gosterimi ile TEM
gortintiileri verilmektedir.

SEM (Taramali elektron mikroskobu), TEM
(Gegirimli  elektron mikroskobu) ve AFM
(Atomik kuvvet mikroskobu) goriintiileri ile Au
NP, Au NP-Cys, Au NP-Cys-DS ylizey
karakterizasyonu yapilarak, yiizeyler hakkinda
atomik ve boyutlarda
olanag1 saglandi ve siras1 ile Zeiss/Sigma 300
model SEM, Hitachi HT770 marka TEM ve
Hitachi SIOON marka AFM sistemleri kullanildi.
FTIR spektrumlar1 ile Au NP, Au NP-Cys, Au
NP-Cys-DS nanopartikiilleri, 1000-4500 cm™
araliginda  Bruker VERTEX 704 cihazi
kullanilarak elde edildi. Raman spektrumlar ise
WITech alpha 300R cihazi kullanilarak 1000-
3500 cm™ araliginda analizlerdeki Au-NP, Au-
NP-Cys, Cys, Au NP-Cys-DS’leri olusturan

molekiiler inceleme

atom veya molekiillerin yapmis oldugu baglar
belirlendi.

Au nanopartikiiller Agrega Alrlr nanopartikiiller Agrega Au nanopartikiiller

Sekil 1.

Au nanopartikiil, Au nanopartikiilleri-sistein ve Au nanopartikiilleri-sistein iizerine DS

modifikasyonunun sematik gdsterimi ve her bir agsamaya ait TEM goriintiileri.
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BULGULAR VE TARTISMA

Temizlenmis cam yiizeyler iizerinde Au NP,
Au NP-Cys, Au NP-Cys-DS’lerin AFM
gorlntiileri Sekil 2°de goriilmektedir. Sekil 2a’da
sadece AuU-NP’lerinin yaklasitk 5 nm ¢aplara
sahip oldugu ve Cys’nin Au NP‘leri modifiye
etdigi durumlarda ise Au NP’lerin koordine
edilerek agregasyona neden oldugu ve ayrica —
NH; ve —SH sunan Cys’nin Au NP’ler ile amino
nitrojen etkilesimi saglayarak modifikasyonun
gerceklesmesini sagladigl verilmektedir. Sekil
2b‘de verilen AFM goriintiisiinde agregasyon
sonucunda Au NP’lerin boyutlarinin  artis

gosterdigi ve yaklasik 7 nm c¢aplara ulastigi
goriilmektedir. Cys modifiye Au NP’ler {izerinde
DS  biriktirilerek alman AFM goriintiisiinde
(Sekil 2c¢) daha fazla agregasyon oldugu,
DS’lerin Au NP-Cys bosluklar1 dahil olmak
iizere ylizeyi kapladigi ve 8§ nm ¢apinda oldugu
goriilmektedir. AFM cihazinda alinan her bir
goriintiiye ait line profil grafikleri 15181nda
yiizeydeki nanopartikiillerin bir dogru boyunca
pik yiiksekliklerinin ve sekillerinin benzer
yapida olmasindan dolayr nanopartikiillerin

homojen dagilim gosterdigi diisliniilmektedir.

Sekil 2. (a) Au NP, (b) Au NP-Cys’lerin (¢) Au NP-Cys-DS’lerin olusum mekanizmasinin 2 boyutlu AFM goriintiileri.

AFM, TEM goriintileri 1518inda, SEM
gorlntiilerinde de Sekil 3a’da yaklasik olarak
ayn1 ¢aplara sahip Au nanopartikiillerin (5 nm)
yiizeydeki dagilimi gosterilmektedir. Sekil 3b’de
nanopartikiillerin agregasyonunu gdosteren (1:1
hacim oranlarinda) 10° M Cys cozeltisi ile
fonksiyonlanmig altin nanopartikiiller

goriilmektedir. Altin nanopartikiillerin bir araya
geldigi  Cys’li  ortamin  karakterizasyonu
yapilirken partikiillerin  boyutlarindaki artis
acikca (7 nm) goriilmektedir (Sekil 3b) Cys ile

fonksiyonlanmis altin nanopartikiillerin
kendiliginden bir araya toplandig1 yapilar
tizerinde (0.06 mM) DS’li  ortamda
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bekletildiginde, yiizeyde DS birikmesinin
meydana geldigi ve boyutlar1 yaklasitk 8 nm
oldugu goriilmektedir (Sekil 3¢). TEM (Sekil 1)
ve SEM (Sekil 3) goriintiilerindeki Cys ile
fonksiyonlanmis altin nanopartikiillerin DS ile
modifiye edilerek altin  nanopartikiillerin
kendiliginden bir araya gelerek diizenlendigi
(agrega oldugu) gozlenmistir ve bu yapilar AFM

datalar1 ile desteklemektedir. Cys modifiye altin
nanoparcaciklarin agregasyonu (agrega
parcaciklar arast mesafe azaliyorken ortalama
parcacik capi, elektriksel dipol-dipol etkilesimi
artar) ve elektrostatik ve daha yiiksek
konsantrasyonlar da hidrojen baginin etkisi
altinda (10 M ve fiizerinde Cys) kalarak
meydana gelmektedir (Dasary et al., 2009).

Sekil 3. (a) Au NP, (b) Au NP-Cys (c) Au NP-Cys-DS’lerin SEM mikrografikleri.

Yiizeye adsorbe olan molekiillerin baglanma
sekillerini analiz etmek i¢in en ¢ok kullanilan
yontemler arasinda FTIR ve Raman teknikleri
kullanilmaktadir (Jafarizad et al. 2017). Bu
sonuglar, Cys’nin altin nanopartikiiller ile
etkilesimi ve Cys modifiye altin

dayanan siilfiir ve altinin kovalent etkilesiminin
varligimi dogrular ve Au-S kovalent baginin
olusumu literatiir ile desteklenmektedir (Petean
et al., 2008). Sistein ile modifiye edilen altin
nano pargaciklarin DS ile hizli bir sekilde
adsorbe edildigi biitlin basamaklarda alinan

nanopartikiillerin iizerinde DS adsorpsiyonu, FTIR ve Raman datalarmin  1s18inda
FTIR ve Raman spektrumlarinin analizine aciklanmuistir.
Wy T T——— .

Transmittans
a

T T T T T T
1000 2000

T T T T T T T T
3000 4000

Dalga sayis1 (cm)

Sekil 4. Au NP (spektrum a), Au NP-Cys (spektrum b), Au-NP-Cys-DS (spektrum c)’nin FTIR spektrumlari.
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Ayrica bir araya gelen form elektrostatik
baglanmadan dolay1 diger altin nanopartikiillerin
yiizeyi iizerinde negatif yiikk ile Cys (-NHs)"
etkilesimde amino grubu pozitif yiiklenir. Sekil
4’de Au NP / Au NP-Cys / Au NP-Cys-DS’nin
FTIR spektrumlarim1  gostermektedir. FTIR
spektrumlar1 altin nanopartikiillerin Cys ile
konjugasyonunu ve DS’nin modifikasyonunun
karakteristik belirlemek  i¢in
kullanilmistir ve spektrumlarda goriilen bantlar
asagidaki gibi tanimlanmistir. Sekil 4a’da sulu
Au NP siispansiyonunun FTIR spektrumlarinda,
1378 cm™ ve 1645 cm™deki pikler sulu
siispansiyondan kaynakli organik nitrat ve
karbon c¢ift bag gerilme bandini gosterirken
2852cm™, 2921 cm™ dar pikler ve 3321 cm™*de
genis bant ise sulu ortam etkilesiminden dogan
H-bagli bir hidroksil grubuna ait -OH gerilme
bantlaridir. Sekil 4b’de Au-Cys siispansiyonuna

bantlarini

(Sekil 4a) bantlarin zayifladigt Au NP’lerin Cys
etkilesimi sonucunda S-Au yapilarini
olusturdugu ve ortamdaki agregasyon sonucunda
—OH gruplarma ait piklerin kayboldugu
goriilmektedir. Ayrica sekil 4b de mevcut olan
1378 cm™ ve 1645 cm™deki zayif bantlarda
hafif bir kayma (yiiksek elektron yogunlugu ile
metal yiizeyi tlizerine Cys baglandiginda COO
ve NHj; gerilim pozisyonunda bir degisim dipol
momentindeki degisimden dolayidir) olurken,
1513 cm™ de yeni zayif pik —-NH biikiilme
(asimetrik/simetrik) bandin1 (Cys kaynakli)
gostermektedir.

Sekil 4c’de Au NP-Cys siispansiyonuna DS
eklenmesi  sonucunda  1300-1600  cm™
araligindaki bantlarin ¢ok zayif oldugu ve 2800-
2950 cm™ araligindaki spektrumlarm ise yok
oldugu goriilmektedir. Bu durum Au NP-Cys
agregatlarinin iizerinde DS’in adsorbe oldugunu

ait spektrumlarda 2852 cm™ ve 2921 cm™ ‘deki  gdstermektedir.

d

-

D

=

=

1903
c |
b |
a

1000 ' 2000 ' 3000

Raman kaymasi (cm™)

Sekil 5. Au NP (spektrum a), Au NP-Cys (spektrum b), Cys (spektrum c) ve Au NP-Cys-DS (spektrum d)’nin

Raman spektrumlart.
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Raman spektrumunda, Au NP’lerin, Au NP-
Cys, Cys, Au NP-Cys-DS’in farkli titresim
modlarin da ¢alismak i¢in alinmistir ve 6zellikle
de NHs" ve S-H biikiilme ve gerilme modlar
incelenmistir. Sekil 5a’da Au NP’lerin sulu
siispansiyonundan alinan spektrumlarda zayif
omuz, C-H gerilmesi 2970 cm™ ve 3000 cm™ de
CH, asimetrik gerilmeleri gosterilmektedir.
Sadece Cys igeren (Sekil 5¢) spektrumdaki 2546
cm™ S-H gerilmesi ve 2970 cm™ ve 3000 cm™
gerilme bantlari, Sekil 5b’de Au NP-Cys
agregatlarint  iceren silispansiyondaki
spektrumunda kaybolmustur. Bunun nedeni ise
2546 cm™ S-H gerilme bandi FTIR datalar ile
desteklenen

raman

silfir  ve altin  kovalent
etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Sekil 5c’de
1050 cm™ tek bir mod NH;" un titresimin farkl
modlarinin  kombinasyonundan
Ayrica NH3" (asimetrik ve salimm biikiilmeleri)
titresim modlart  1000-1600 cm™
Cys’den dipolar iyonik formunu temsil
etmektedir (Aryal et al., 2006). Sekil 5d Au NP -
Cys tizerinde DS adsorpsiyonu sonucunda 2968
cm?, 2912 cm™ C-H gerilmesi, -CH, asimetrik
gerilmesi ve 1492 cm™ de yeni bant —NH
asimetrik/simetrik biikiilme bantlar1 olusmustur.

olusmustur.

arasinda

SONUC

Alkol tedavisi i¢in kullanilan ilag etken
maddesi  disiilfiramin  yeni tasarlanan  bir
nanotagtyicl sistem tasarlanarak bu sistemin
karakterizasyonunun yapilmasi amacglanmis ve
Au  NP/Au NP-Cys/Au  NP-Cys-DS’nin
etkilesimlerini tanimlamak i¢in sistematik bir
calisma yapilmistir. Burada Cys grubunun altin
ile cok etkili bir etkilesime sahip oldugu ve bu
yiizeylerde DS tasiyicisinin  daha  hizh
yapilabilecegi ve ylizeyde adsorpsiyonunun
saglandig1 gosterilmistir. Cesitli spektroskopik
datalar ile altin nanopartikiillerin stabilizasyonu
desteklenmektedir. Cys’nin altin
nanopartikiillere karsi gliclii afinitesi diger
aminoasitlerin yani sira potansiyel kontrollii ilag

dagitimmin uygulamalar1 i¢in vazgecilmez

oldugu goriilmektedir.
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