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ÖZET 
 

 

KUANTUM NOKTALARININ MEMELİ HÜCRELERİNDEKİ 

SİTOTOKSİK ve GENOTOKSİK ETKİLERİ 

 

 

Deniz ÖZKAN VARDAR 

Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotıp Bölümü 

Tez Danışmanı : Prof. Dr. Ayşe Nurşen BAŞARAN 

Temmuz 2015, 126 sayfa 

 

 
Son yıllarda nanomateryal teknolojilerinin ve kullanımlarının artması nedeniyle 

nanopartül (NP) toksisitesi  çok araştırmanın konusu olmuştur. Bir çok  avantajlarına 

rağmen, NP’lerin biyolojik sistemlerle istenmeyen etkileşimlere girerek zararlı etkiler 

oluşturabileceği iddia edilmektedir. Bu nedenle toplumda NP maruziyeti nedeniyle insan 

sağlığına ve çevreye olası etkileri hakkında artan bir endişe bulunmaktadır. Pek çok 

NP’ün bazı hastalıkların gelişmesinde rol oynabilen inflamasyon, oksidatif stres, 

sitotoksisite, DNA hasarı gibi istenmeyen etkilere yol açtığı bildirilmiştir. İstemeyen 

etkileri önleyebilmek için yeni nanomateryal teknolojilerinin güvenli kullanımını 

sağlamak oldukça önemlidir. Bu tez çalışmasında, biyogörüntüleme, teşhis ve mekanik 

gibi pek çok alanda kullanılması hedeflenen kuantum noktalarının, sitotoksik ve 

genotoksik etkilerinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Kuantum noktalar güneş 

pillerinde ve kompozitlerde kullanılabilen, ayarlanabilen enerji düzeyine sahip küçük 

partiküller içermektedir. Bu çalışmada, gümüş sülfür merkaptopropiyonik asit (Ag2S-(2-

merkaptopropiyonik asit)) ve gümüş sülfür mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit (Ag2S-

(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)) kuantum noktalarının Çin hamster fibroblast hücre 

hattında (V79), nötral kırmızısı alım (NKA) ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür (MTT) yöntemiyle sitotoksiksitesi değerlendirilmiş ve tek 

hücre jel elektroforez yöntemi (COMET) ile genotoksisitesi çalışılmıştır. Epigenetik 



 

 ii 

değişiklikler de gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) tekniği ile 

incelenmiştir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Kuantum Noktalar, Nanotoksikoloji, Sitoksisite, Genoksisite, 

Nanopartikül, Gümüş sülfür merkaptopropiyonik asit, Gümüş sülfür mezo-2,3-

dimerkaptosüksinik asit  
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ABSTRACT 
 

 

CYTOTOXIC and GENOTOXIC EFFECTS OF QUANTUM DOTS in 

MAMMALIAN CELLS 

 

 

Deniz ÖZKAN VARDAR 

Doctor of Philosophy 

Department of Nanotechnology and Nanomedicine 

Supervisor : Prof. Dr. Ayşe Nurşen BAŞARAN 

July 2015, 126 pages 

 

 
In recent years, because of the increase in the technologies and the uses of the 

nanomaterials, toxicology has been the subject of many researches. Despite the potential 

advantages of the nanoparticles (NPs), it has been suggested to trigger undesirable 

hazardous interactions with biological systems generating harmful effects. Therefore, in 

the society, there is an increasing concern about the potential effects on human health and 

enviromental effects due to the exposure of NPs. Many of the NPs have been reported to 

induce adverse effect such as oxidative stress, cytotoxicity, DNA damage, inflammation, 

which are known to be crucial for the development of many diseases. Thus it is crucial to 

ensure safety use of new nanomaterial technologies to avoid undersirable effects. In this 

thesis, it was aimed to evaluate the cytotoxic and genotoxic effects of quantum dots which 

have been aimed to be used in many areas such as bioimaging, diagnosis and mechanics. 

Quantum dots have been used in solar batteries and composites that consist of small 

particles with arrangeble energy levels. In this study, the cytotoxicity of silver sulfides of 

2-mercaptopropionic acid (2-MPA) and meso-2,3-dimercaptosuccinic acid (DMSA) 

quantum dots were evaluated by neutral red uptake (NRU) in Chinese hamster fibroblast 

cell lines (V79). The genotoxicity of these quantum dots were assassed by single cell 

electrophoresis method (COMET). Epigenetic changes were also examined by real time 

protein chain reaction (RT-PCR) technique. 
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1. GİRİŞ 

 

Nanoteknoloji, materyalleri nanometre (nm) düzeyinde ölçülebilecek şekilde işleyen, pek 

çok araştırma alanını ve bölümü içeren bir alandır. Metal, yarı iletken, seramik, organik 

molekül, polimerik ya da kompozit gibi malzemelerden oluşabilen nanomateryaller; 

öncelikle eczacılık, tıp olmak üzere sağlık, iletişim, elektronik, endüstri ve askeri 

alanlarda, tüketici ürünlerinde ve çevrede yaygın şekilde kullanılmaktadır. Nanoboyut 

terimi,  maddenin temel yapı taşları ve moleküllerin sahip olduğu büyüklükleri ifade 

etmektedir ve herhangi bir birimin milyarda biri anlamına gelmektedir. Biyolojik bilgiyi 

taşıyan ve çeşitli görevleri olan protein, DNA gibi biyolojik yapılar da fiziksel boyut 

açısından nanoteknolojinin içinde yer almaktadır [1]. 

Nanoboyuttaki malzemeler, makro ve mikro boyuttaki malzemelerden farklı yapısal 

özellikler göstermektedir. İletkenlik, optik, elektronik ve manyetik özellikler gibi fiziksel 

özellikler, atom yapısı ve sayısı nanopartiküllerde (NP) farklı olabilmektedir. Farklı 

özellikleri nedeniyle nanoboyutlu bileşiklerin teknolojilerinin gelişmesine ve  pek çok 

alanda kullanımlarının artmasına neden olmuştur [1]. 

Son yıllarda nanoteknolojinin gelişimine paralel olarak ortaya çıkan riskler, tüm dünyada 

gittikçe artan bir şekilde tartışılmaya başlanmıştır. Yaşantımızda, çevremizde etki 

mekanizmaları tam olarak bilinmeyen nanomateryal kullanımının hızla artması, bu 

malzemelerin insan sağlığında olası istenmeyen etkilerinin incelenmesi gereğini ortaya 

çıkarmıştır. Önceleri sadece avantajları göz önünde bulundurulurken nanoteknoloji 

uygulamalarının hızla yayılması üzerine NP’lerde, tehlike ve risk değerlendirme 

kavramları ortaya atılmaya başlanmıştır. Ancak nanoteknolojinin gelecekte sunacağı 

yararlar konusunda önemli çalışmalar yapılırken, riskleri hakkında yapılan araştırmalar 

yetersizdir [2].  

Nanoyapıların toksisitesi henüz tam olarak anlaşılamamasına rağmen yapılan bazı 

araştırmalar, toksisitenin NP’lerin çeşidi, şekli, yüzey kimyası, büyüklüğü (tek başına 

veya toplanmış halleride), konsantrasyonu ve sentezlenmesinde kullanılan bazı maddeler 

gibi çeşitli faktörlere bağlı olduğunu göstermiştir [3].  

Organizma, NP’lere bir çok  yolla maruz kalmaktadır. İnsanlarda nano yapıların solunum, 

oral ve deri yoluyla vücuda alındığı ve dolaşıma geçebildiği bildirilmektedir. Değişik 
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yollarla alınan ve dolaşıma geçen NP’lerin, pek çok organı etkileyerek bazı hastalıkların 

ortaya çıkmasına yol açarak, insan sağlığına zararlı olabileceği iddia edilmektedir. 

Diğer taraftan, NP’lerin hücreleri ve genetik materyali nasıl etkilediğini belirlemeye 

yönelik çalışmalar nanotoksikolojinin yeni ve kapsamlı bir alanıdır. Bireylerin NP’lere 

maruziyetleri giderek arttığından bu partiküllerin olası sitotoksik ve genotoksik etkilerinin 

ortaya çıkarılmasını sağlayan çalışmaların yapılması önem kazanmaktadır.  

Bu tez çalışmamızda, nanotıp alanında kullanılması hedeflenen gümüş sülfür 

merkaptopropiyonik asit (Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit)) ve gümüş sülfür mezo-2,3-

dimerkaptosüksinik asit (Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)) kuantum noktalarının 

Çin hamsterı fibroblast hücre hattında (V79) sitotoksik ve genotoksik etkilerinin 

araştırılması hedeflenmektedir. 

Araştırmamızda nötral kırmızısı alım (NKA) ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür (MTT) yöntemiyle maddelerin sitotoksik etkileri incelenmiş 

daha sonra tek hücre jel elektroforez yöntemi (Comet) ile genetik hasar oluşturma 

kapasiteleri belirlenmiştir. Gen ekspresyon değişikliklerini belirlemek için de gerçek 

zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yöntemi kullanılmış olup, apopitoz 

yoluyla hücre ölümüne sebep olup olmadığını belirleyebilmek için RT-PCR yöntemi ile 

bax, bcl-2, kaspaz 9 genlerinin hücrelerdeki ifade miktarlarındaki değişimlerine 

bakılmıştır.  

Tez çalışmamız, TÜBİTAK 114S861 No’lu “Kuantum Nokta Nanopartiküllerin V79 

Fibroblast Hücrelerinde Sitotoksisite ve Apoptoz Üzerine Etkilerinin Değerlendirilmesi” 

projesi ile desteklenmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 
2.1. Nanoteknoloji 
Nanoteknoloji, maddenin atom ve moleküler düzeyde düzenlenmesi ve kontrol edilmesi 

yoluyla gerçekleştirilen işlemlere verilen genel addır. Amerika Birleşik Devletleri (ABD) 

“Ulusal Nanoteknoloji Girişimi”, nanoteknolojiyi, yaklaşık 1-100 nm aralığında 

boyutlardaki maddenin incelenmesi ve işlenmesi şeklinde tanımlamaktadır. Nano kelimesi 

Yunanca “nannos” (küçük yaşlı adam veya cüce), Latince “nanus” kelimelerinden 

türetilmiştir. Türkçede sözcük olarak, bir fiziksel büyüklüğün milyarda biri anlamına 

gelmektedir [3]. İnsan tırnağının her saniyede bir nanometre (nm) uzadığı, insan saç teli 

çapının yaklaşık 30.000 nm olduğu bilinmektedir. Başka bir deyişle, nm yanyana dizilmiş 

3-5 atomun uzunluğuna denk gelmektedir. Nano ölçü birimini gösteren örnekler Şekil 

2.1.’de verilmiştir. Nanoteknoloji, nanoboyutta uygulamaları olan tüm teknolojileri 

kapsamakla birlikte işlevi fazla, daha az ham madde ve enerji tüketen, daha küçük, ucuz, 

hafif ve hızlı cihazların üretiminin önünü açmayı amaçlanmaktadır [4].  

Atom çapının örnek olarak ele alınması, nano boyutun daha iyi anlaşılabilmesine olanak 

sağlamaktadır. Hidrojen atomuna bakıldığında, çapının yaklaşık 0.1 nm boyutunda olduğu 

bilinmektedir. Kendi aralarında bağlar oluşturan atomlar, kimyasal bileşiklerin en küçüğü 

olan moleküleri oluşturmaktadır. Moleküller ise yaşamın temel yapı taşı olan hücreleri 

meydana getirmektedir. Yaklaşık olarak 30 atomun bir araya gelmesiyle oluşan bir 

molekül, 1 nm çapında büyüklüğe sahip olup, insan hücrelerinin büyüklüğü 3000 ile 

200.000 nm arasında değişmektedir. 100 nm’den daha küçük boyuttaki malzemelerin 

oluşturulmasıyla doğada bulunan temel yapı taşlarının boyutunda malzemeler ve araçlar 

geliştirilmektedir [5]. 

“Nanobilim” nm ölçeğinde madde ve enerjiyi inceleyen bir bilimdir. Nano ölçekte fizik 

kuralları farklı işleyerek, madde farklı özellikler taşımaktadır. Nano boyuttaki maddelerde 

geleneksel fizik kurallarının yerini “kuantum fiziği kuralları” alır. Nano düzeyde 

malzemelerin özellikleri makro boyutlardan tamamen farklı olup, nano boyutlara 

yaklaştıkça optik, fiziksel, elektriksel ve kimyasal yeni özellik ortaya çıkmaktadır [4]. 

Nanobilim ve nanoteknoloji, moleküler biyoloji, gen mühendisliği, bilişim ve haberleşme, 

savunma, uzay ve uçak teknolojilerine kadar uzanan çok çeşitli alanlarda etkinlik 

göstermektedir. Bu alanındaki araştırma ve geliştirme (Ar-Ge) çalışmaları, bu yeni 
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özelliklere sahip malzeme, aygıt ve sistemlerin gelişmesine ve oluşturulmasına 

yönelmiştir[5]. 

 

Şekil 2. 1. Bazı nano ölçek karşılaştırma örnekleri   

Nanoteknoloji ile farklı yöntemlerle nano boyutta malzemeler üretilmektedir. Bu 

yöntemler yukarıdan aşağı ve aşağıdan yukarı yaklaşımı olarak özetlenebilir. Yukarıdan 

aşağı yaklaşımıyla en küçük yapıların bile boyutunu nano-boyuta indirgeme sağlarken, 

aşağıdan yukarı doğru yöntemle tek tek atom ve moleküller nano yapıları oluşturacak 

şekilde işlenir [6,7].  

 

2.2. Tarihçe 
Nano ölçeğin ilk kabul edilişi, 29 Aralık 1959’da, Amerikan Fizik Topluluğu’nun 

Kaliforniya Teknoloji Enstitüsü’nde (Caltech) gerçekleştirilen yıllık toplantısında Nobel 

ödüllü fizikçi Richard Feynman’ın verdiği konuşmaya dayanır. “Aşağıda Daha Çok Şey 

Var: Fiziğin Yeni Bir Sahasına Davet” başlıklı tarihsel konuşmasında Feynman, ilk kez 

malzeme ve aygıtların nm boyutlarındaki özelliklerinin gelecekte pek çok kullanıma 
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olanak tanıyacağını ve hatta “Britanica Ansiklopedisi” nin 24 cildinin, bir iğnenin ucu 

kadar küçültülebileceğini ileri sürmüştür. Feynman ayrıca atom ve moleküler boyutta 

üretim olduğunda yeni buluşların yapılabileceğini ve bu kapsamda öncelikle nano boyutta 

ölçme ve üretim yöntemlerinin geliştirilmesi gerektiğini belirtmiştir. Feynman, maddeleri 

işleyerek ve kontrol ederek pek çok olayın gerçekleşebileceğini vurgulayarak, geleceğin 

bilim insanlarının ve mühendislerinin, atom ve moleküllerden, karmaşık yapılar inşa 

edebileceklerini öngörmüştür [8]. Nanoteknoloji kelimesini ilk defa kullanan Tokyo Bilim 

Üniversitesi’nden Norio Taniguchi, 1974′de yayınlanan bir makalesinde 

“Nanoteknoloji’yi genel olarak malzemelerin atom-atom ya da molekül-molekül 

işlenmesi, ayrılması, birleştirilmesi ve bozulması” şeklinde tanımlamıştır [9]. 1980’lerde, 

K. Eric Drexler’in, “Moleküler İmalata Yönelik Protein Tasarımı” adlı makalesinde, nano 

boyutlarda moleküler düşünceler ve tasarımlar ortaya atılmıştır. Drexler daha sonraki 

çalışmalarında, kendi kendini kopyalayan bir “derleyicinin” yaratılmasıyla, aygıtları ve 

yapıları karmaşık atomik özellikler şeklinde üretmenin olası yöntemlerini tanımlamıştır 

[10]. 

Bu gelişmeler ışığında, nanoteknoloji alanındaki asıl gelişme, IBM’deki 1986 Nobel 

ödüllü Gerd Binnig ve Heinrich Röhrer’in malzemeleri atomik düzlemde incelemeye ve 

atomik ölçekte işlemeye yarayan ilk aygıtı “Taramalı Tünelleme Mikroskobu (TTM) 

(Scanning Tunneling Microscope)” icat etmeleriyle olmuştur. 1981’de TTM’nin icat 

edilmesiyle, nano boyutlu malzemelerin işlenmesine ve görüntülerinin alınmasına olanak 

sağlanmıştır. Curl Kroto ve Smalley’in 1985’teki çalışmalarının sonucu ürettikleri, yeni 

nano yapılı karbon modifikasyonu olan, “Buckyball” olarak da adlandırılan, futbol topu 

biçimindeki “fullerenlerin” keşfi ve 1986’da “Atomik Kuvvet Mikroskobunun (Atomic 

Force Microscope) (AKM)” icat edilmesi, nanoteknoloji tarihindeki diğer dönüm 

noktalarıdır [3]. 1991’de, fullerenlerle ilgili çalışmaların sonucunda; temelde kenarları 

silindir oluşturacak şekilde yuvarlanmış grafit tabakalardan oluşan ve özellikleri 

nedeniyle hem elektrik-elektronik hem de malzeme mühendisliğinde çok fazla uygulama 

potansiyeli olduğu öngörülen karbon nanotüplerin (KNT) keşfi gerçekleşmiştir. 

1990’larda, ABD, Avrupa ve Japonya’ da ki hükümetler, gelişen bu teknolojiye paralel 

olarak, nanotıp, nano elektronik, nanomalzeme gibi nanoteknolojinin yeni çalışma 

alanlarına yönelmişlerdir [9]. 

2000 yılı, ABD’de nanoteknolojinin geleceği açısından önemli bir yıl olmuş, 

nanoteknoloji konusunda önemli bir adım olarak nitelendirilen Ulusal Nanoteknoloji 
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İnisiyatifi, dönemin başkanı Bill Clinton’un direktifleriyle oluşturulmuştur. Bu tarihten 

itibaren dünyada birçok ülke kendi araştırma ve geliştirme birimlerini oluşturmaya 

başlamıştır. 

2006 yılında, kansere karşı ilaç dağıtımı için nanoparçacıklar kullanılarak vücudun belirli 

bölgelerine ilaç ulaşımı yeteneği geliştirilmiştir. Bu konuda Harvard Tıp Fakültesi, 

Massachusetts Teknoloji Enstitüsü, Harvard Kanser Nanoteknoloji Merkezi ve Gwangju 

Bilim ve Teknoloji Enstitüsü (Kore)’nden bilim insanları, nanoparçacıkların kanser 

tedavisinde başarıyla kullanılabileceğini açıklamışlardır [11]. 

 
2.3. Nanoyapıların Özellikleri ve Etkileri 
Nanoteknolojinin temel araştırma konusu, nanoyapıların yüzeylerinin incelenmesi ve 

uygulanmasıyla, hassas boyutlu yapıların ve moleküler birimlerin üretim olanaklarının 

değerlendirilmesidir. Nano boyutlarda, malzemenin fiziksel özelliklerinde önemli 

değişikliklerin meydana gelmesi ve bunun sonucunda elde edilen NP’lerin kullanım 

alanlarının değerlendirilmesi nanoteknolojinin önemli bir uğraş alanıdır. Büyük 

parçacıklarla kıyaslandığında, NP’ler boyut, dağılım, morfoloji gibi farklı özellikler 

içeren geliştirilmiş yeni maddelerdir. Nano yapıların özgül yüzey alanı, manyetik, optik 

ve mekanik özellikleri makro yapılardan farklılık göstermektedir.  

Fizikokimyasal özellikler bir çok biyolojik ve yan etkiyle ilişkilendirilebilmektedir. 

Hansen [12] ve Stone [13] arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmalara göre bu 

özelliklerin önem sıralaması; kimyasal yapı, büyüklük, şekil, kristal yapı, yüzey alanı ve 

çözünürlüğüdür. NP’lerin boyutları azaldıkça her bir birime düşen partikül seviyesi 

artmaktadır. Yapı küçüldükçe yüzeydeki atomların sayısıda katlanarak artmasından dolayı 

biyolojik sistemleri etkilemektedir. Bu sebeple makro yapıda toksik olmayan materyal, 

nano yapıya geçince toksik etki gösterebilmektedir [14]. 

2.3.1. Özgül Yüzey Alanı (m2/g) 
NP’lerin yüzey alanı özelliği, genel olarak partikül boyutuna bağlı olarak değişim 

göstermektedir. Küçük partiküller büyük partiküllere göre daha fazla yüzey alanı 

oluşturmaktadır. Nanoparçacıkların boyutları azaldıkça, yüzey hacimleri artmaktadır 

(Şekil 2.2.). Bu yüzden NP’lerin atom sayısı ve kimyasal reaktifliğinde de artış 

olmaktadır. Yüzey alanındaki artış serbest radikal ve geçiş metal iyonlarının salınımınında 

arttmasına neden olarak hücreyi etkilemektedir. Yüzey alanı ve reaktif oksijen türlerinin 

oluşumunun doğru orantılı olarak arttığını gösteren çalışmalar da mevcuttur [15]. Reaktikf 
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oksijen türlerinin ve DNA hasarının artması partikül boyutuna bağlı olarak yüzey alanının 

artmasıyla da ilişkilendirilebilmektedir [16]. Metal parçacıkların yüzey alanı arttıkça, 

yüzeydeki enerjinin artması sonucu belirli uygulamalardaki biyolojik aktiviteleri artabilir. 

Gümüş nanoparçacıkların, antimikrobiyel alandaki uygulamaları örnek verilebilir.   

NP’lerin, polimer dolgusu olarak kullanımı, büyük yüzey alanı ve güçlü polimer-dolgu 

etkileşimine neden olur. Düşük katkılarda malzemenin daha dayanıklı (güçlü) olmasını 

sağlar. Bu durum, gelişmiş malzeme performansını sağlayarak ve daha az malzeme 

kullanımına olanak tanıyarak, maliyetin düşmesine yardımcı olur. Silikat NP’lerin tabaka 

halinde yapılara sahip olmaları ve polimerik malzemeye göre düşük miktarda silikat 

eklenmesine rağmen oldukça büyük özgül alan elde edilmesini sağlayabilmeleri, camlar 

için engel (düşük cam geçirgenliği) görevi gören fiziksel bir yapı oluşturabilir. Bu özellik, 

molekülün metale nüfuz etmesi için gereken ortalama yolu büyük miktarda uzatarak, 

düşük molekül ağırlığı olan maddelerin oluşturulmasını sağlayabilir. Bu özellik, otomotiv 

yakıt sistemlerinde, ince filmlerde, gıda ve kimyasal ambalajlama gibi çeşitli 

uygulamalarda kullanılabilir [17].  

 

 

Şekil 2. 2. Aynı malzeme miktarı için yüzey alanın artışı 
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2.3.2. Manyetik Özellikler 
Parçacık boyutunun nano boyuta düşmesi, hacimli malzemeye (bulk) oranla manyetik 

davranışta değişmeye neden olur. Bu değişme sonucu, bazı transformatör ve sensör gibi 

uygulamalarda, yumuşak kıvrımlı manyetik malzemeler elde edilebileceği gibi bunun 

aksine sert manyetik malzemelerde yapılabilir. Bu özelliklerden medikal uygulamalarda 

fazlaca yararlanılmaktadır. Tek başlarına metalik manyetik nanoparçacıklar (genellikle 

çekirdek/kabuk yapısında), süper-manyetik davranış sergileyebilir ve ilaç taşıyıcı 

sistemlerde (örneğin Ni ve Fe), hipertermi ve MRI kontrast reaktifleri gibi çeşitli medikal 

uygulamalarda kullanılabilirler. Ayrıca, ZnO, TiO, CdS, CdSe, ZnSe ve PbSe gibi NP 

içeren polimer kompozitler de medikal görüntülemede kullanabilir [18]. 

2.3.3. Optik Özellikler 
NP boyutunun ışığın kritik dalga-boyundan daha küçük olmasıyla saydamlık elde 

edilebilir. Bu da nanomalzemeleri; saydamlık ve UV, IR-soğurma, iletkenlik, mekaniksel 

güç gibi diğer özelliklerini birleştirerek kaplama uygulamaları için oldukça uygun hale 

getirmektedir. Nanomalzemelerin, ışık soğurma ve süzme gibi optik özellikleri kozmetik 

uygulamalarda da kullanılmasına olanak sağlar. Optik özellikler özellikle yüzey plazmon 

rezonans için de uygundur. Metal NP’ler yüksek duyarlılıktaki sensörlar ve gelişmiş 

görüntüleme mikroskopisi için kullanılmaktadır [19].  

2.3.4. Kimyasal Özellikler 
Bir maddenin kimyasal değişikliklere ya da kimyasal tepkilemelere girme eğilimi olarak 

da adlandırabileceğimiz kimyasal reaktivite, nanomalzemelerin kataliz ve sensör gibi 

uygulamaları için önemli bir özelliktir. Kataliz, büyük yüzey alanı/hacim oranı ve olası 

homojen NP dağılımıyla gelişmektedir. Bu da yakıt pilleri ve katalitik dönüştürücülerde 

fazlasıyla kullanılmakta olan platin grubu değerli metallerin ihtiyaç duyulan miktarlarının 

azaltılmasına yardımcı olur. Yanlızca NP halindeyken etkili bir katalizör olabilen Au ve 

bunun gibi daha az kullanılan diğer metallerin de kullanımının önünü açmaktadır [20]. 

2.3.5. Mekanik Özellikler 
Nano boyutlu malzemelerin sentezlenmesiyle birlikte, bu yapıların ne kadar farklı 

davranabilecekleri ve bu davranışlarından doğan çok farklı işlevlerin elde edilebileceği 

anlaşılmıştır. Son yıllarda yapılan çalışmalar, malzemelerin boyutunun küçüldüğünde 

malzemeye özgü yeni özelliklerin ortaya çıktığını desteklemektedir. Boyutlar nm 

ölçeklerine yaklaşırken malzemenin özellikleri kuantum mekaniğinin kontrollüne 

girmektedir. Atom yapı, geometri sayısının fiziksel özelliklerin belirlenmesinde etkin rol 
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oynamaktadır. Örneğin, nano yapının iletkenliği, o yapıya tek bir atomun eklenmesiyle 

bile değişebilmekte, nano ölçeklerde atomlar arası bağ yapısı da değişikliğe uğrayarak 

malzemenin mekanik özelliklerinde değişikliklere yol açmaktadır. Benzer şekilde, yapıyı 

oluşturan NP’lerin kimyasına, en/boy oranına, polimer matrisle etkileşimlerine bağlı 

olarak farklı mekanik özelliklerde kompozit malzemelerin üretilebileceği gösterilmiştir. 

Metal oksit seramik NP’lerinin, bazı durumlarda mekanik gücünün arttığı, bunun da 

düşük ağırlıkta (daha hafif) malzemelerin elde edilmesine olanak sağladığı görülmüştür. 

Ayrıca, metal oksidin kimyasal yapısına bağlı olarak matris materyal arasındaki fazla 

arası etkileşimlerle, üretilecek kompozit malzemenin yüksek ya düşük oranda katılık, güç, 

sertlik gibi mekanik özelliklerinde değişimlerin öngörülebilir olduğu gösterilmiştir [20]. 

2.4. Nanoparçacıkların Üretimi 
Üretim aşağıdaki iki ana yöntem izlenerek yapılmaktadır [21] (Şekil 2.3.):   

• Yukardan Aşağıya Üretim Yöntemi (Top Down) 

• Aşağıdan Yukarıya Üretim Yöntemi (Bottom Up)  

2.4.1. Yukarıdan Aşağı Üretim Tekniği (Top Down) 
Yukarıdan aşağıya yöntemi katı bir malzemeyi, mekanik ve kimyasal yöntemler 

kullanarak parçalayıp nano boyuta indirme esasına dayanmaktadır. Kaba malzemenin 

daha küçük parçalara bölünme işlemidir. Bu yönteme en iyi örnek olarak yarı iletken 

teknolojisi gösterilebilir. Mikro elektronikte çok önemli bir yere sahip olan fotolitografi 

yönteminde silisyumun kristal düzlemlerinin aşındırılmasıyla 3-boyutlu yapılar elde 

edilebilir. Fotolitografi yöntemiyle 100 nm üzeri bilgisayar çipleri ve diğer mikro 

elektronik cihazlar, elektron ışın litografisiyle de 20 nm ye kadar olan yapılar 

üretilebilmektedir [22]. Bunun yanısıra lazer buharlaştırma ve mekanik öğütme de 

yukarıdan aşağıya üretim tekniklerindendir [23].  

2.4.2. Aşağıdan Yukarı Üretim Tekniği (Bottom Up) 
Aşağıdan yukarıya yöntemi; atom veya moleküller ile organik veya inorganik yapıları 

üretme prensibine dayanır. Bu yöntem de tek tek atom ve moleküller, NP oluşturacak 

şekilde işlenir. Nanokristallerin metal ve alaşımlarının üretiminde kullanılan gaz 

yoğunlaştırma tekniği aşağıdan yukarıya üretim tekniğine örnek verilebilir. Ayrıca 

kimyasal buhar kaplama, kimyasal buhar yoğunlaştırma, sol-jel yöntemleri de bu üretim 

yönteminin diğer teknikleridir [24]. Karbon nanotüp (KNT) ve fullerenler de aşağıdan 

yukarıya üretim tekniğiyle oluşturulmuştur. KNT; karbon atomlarının tüm oluşturmak 
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amacıyla yan yana getirilmesiyle yapılmaktadır. KNT’lerle, yüksek ısı iletimi sağlayan, 

kompozit malzemeler, yüksek enerji ve verim sağlayan, güvenliği yüksek çift katmanlı 

devre elemanları üretilmektedir [25] (Şekil 2.3.). 

 

 

Şekil 2. 3. Yukarıdan aşağıya ve aşağıdan yukarıya üretim tekniği [26] 

 
2.5. Nanomalzemeler 
Çok çeşitli atom dizilimleriyle oluşabildiğinden çok farklı özelliklerde nanomateryal 

bulunmaktadır. Nanomalzemeleri ticari kullanımları ya da çevresel yayılımları açısından 

farklı şekillerde sınıflandırmak mümkündür. Nanomalzemeler, üretim yöntemlerine, 

kimyasal yapılarına ve boyutlarına göre farklı şekillerde sınıflandırılabilmektedir (Çizelge 

2.1.). 

Nanomalzemeler boyutlarına göre;  

• Sıfır Boyutlu Nanomalzemeler, 

• Tek Boyutlu Nanomalzemeler,  

• İki Boyutlu Nanomalzemeler, 

• Üç Boyutlu Nanomalzemeler  

şeklinde dört sınıfta incelenebilmektedir.  

Sıfır boyutlu nanomalzemelere en güzel örnek; NP’ler olup boyutları 1-100 nm 

aralığındadır. NP’ler solunum, sindirim ve deri yoluyla vücuda girebilirler. Tek boyutlu 

malzemeler; nanotüpler, nanoçubuklar ve nanotellerdir. Tek boyutlu nanomalzemeler, 

elektronik cihaz üretimi, kimya ve mühendislik gibi alanlar da kullanılmaktadır. İki 

boyutlu nanomalzemeler, nanofilmleri ve nanokatmanları içermektedir. Üç boyutlu 
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nanomalzemeler ise çökelti, koloit, dendrimerler ve kuantum noktalar (KN) gibi 

parçacıklardır [27]. 

Nanomalzemeler kimyasal içeriklerine göre de; karbon temelli nanoyapılar, metalik 

temelli nanoyapılar, organik temelli nanoyapılar ve kil temelli nanoyapılar şeklinde de 

sınıflandırılabilir [28]. 

a) Karbon temelli nanoyapılar 

Temel yapıtaşı karbon olan ve C-C bağlarıyla oluşturulan nanoyapılar olup karbon 

atomlarının bağlanma şekillerine göre farklı yapılar da elde edilmektedir. 

Iijima [29] tarafından 1991 yılında bulunan karbon nanotüpler (KNT), silindir şeklindeki 

bir karbon allotropu olup, sadece karbon atomu içerirler. KNT’ler basit bir yapıya sahip 

olmalarına rağmen, boy ve çap değerine göre fiziksel ve kimyasal özelliklerinin 

değişebilmesi, kendilerine has elektriksel özelliklere sahip olmaları ve ısıyı iyi iletmeleri 

nedeniyle bir çok  araştırmanın kaynağı olmaktadır.  

Grafen levhanın bir silindir etrafında sarılmış hali olarak düşünebileceğimiz karbon 

nanotüpler, farklı boy ve çaplara sahip olabilecekleri gibi, tek ve eş merkezli iç içe geçmiş 

birden fazla katmandan da oluşabilir (Şekil 2.4.). Buna göre karbon nanotüpler;  

i. Tek Duvarlı Karbon Nanotüpler (TDKNT) 

ii. Çok Duvarlı Karbon Nanotüpler (ÇDKNT)  

olmak üzere iki sınıfa ayrılırlar [30].   

 

Şekil 2. 4. Tek duvarlı karbon nanotüp (a), Çok duvarlı karbon nanotüp (b) 

TDKNT’ler, 1-10 nm çapına ve bu çapa kıyasla daha uzun bir boya (mikrometreden 

santimetreye kadar) sahip, karbondan üretilen içi boş silindir şeklindeki yapılardır. 

ÇDKNT’lerde TDKNT’lere benzer bir yapıya sahiptir ancak birden çok iç içe geçmiş 

veya eş merkezli silindirik duvarlar mevcuttur. Silindirik duvarlar arasındaki boşluk grafit 

katmanları arasındaki boşlukla (~0.0334 nm) kıyaslanabilir ölçüdedir [30].  
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b) Metalik temelli nanoyapılar 

Metalik temelli nanoyapılar, yığın haldeki metal bileşiklerinin nano yapıdaki eşdeğeridir. 

Nano demir (Fe) ve nano gümüş (Ag) örnek olarak verilir. Metalik nanoparçacıkların 

oksitleri de nanoyapılar olarakta kullanılmaktadır. Örneğin; titanyum dioksit (TiO2) ve 

çinko oksit (ZnO) gibi. TiO2 ve ZnO türü NP içeren malzemeler, nanoölçek düzeyde 

şeffaf bir yapıya sahip olup, morötesi (UV) ışınları emme ve yansıtma özelliklerine 

sahiptir. Bu NP’ler, günlük hayatta güneş kremleri ve boya gibi ürünlerle yerini almaya 

başlamıştır. Bununla birlikte, metalik temelli nanomalzemeler, başta bioteknoloji ve tıp 

alanında görüntülemede, ilaç ve gıda katkı maddelerinde, kozmetik ve kişisel bakım 

ürünlerinde, elektronik eşya üretiminde ve cam ve boya sanayi gibi farklı alanlarda 

kullanım alanına sahiptir. Bilgisayar, gözlük ve fotoğraf makinesi ekranlarının yüzeyleri 

üzerinde bulunan nano boyutlu ince film malzeme, su geçirmez, kendi kendini 

temizleyen, ultraviyole veya kızıl ötesi ışığa dayanıklı, anti mikrobik ve darbelere karşı 

dirençli olma gibi farklı özelliklere sahip olurlar [31]. Nano boyutta gümüş ve titanyum 

parçaçıklarıyla hazırlanan boyalar antibakteriyel ve kendi kendini temizleyebilme özelliği 

kazanırken, uçak yüzeylerinde kullanılan ince boya kaplamalarıyla, uçağın mevcut 

ağırlığını azaltması, aynı zamanda klasik boya kaplamalarının çözücü içeriğini düşürerek, 

çevreye verilen zararın en aza indirgenmesi hedeflenmektedir [32]. 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, nanoparçacıkların, uzun dönemde vücutta hasta 

bölgeye doğrudan ilaç uygulanmasına yönelik kullanılması hedeflenmektedir [33]. 

c) Organik nanoyapılar 

Nanolif ve nanoparçacık olarak elde edilen bu yapılar, klasik polimerlerin nano boyuttaki 

eşdeğerleri olup, dendrimerler ve nanopolimerler örnek olarak verilebilir. 

Dendrimer, bir çekirdek, çekirdek etrafındaki dallanma birimleri ve dallanmış fonksiyonel 

bir grup olarak da isimlendirilebilen yüzey gruplarından oluşur. Günümüzde kaplama ve 

mürekkep gibi geleneksel uygulamalarda kullanılalan bu NP’lerin, ilaç dağılımı gibi 

uygulamalarda, nano boyutlu molekül taşıyıcı olarak görev alması, çevre temizliği ve 

suyun süzülmesi gibi farklı alanlarda kullanılabileceğini gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır [34].  

d) Kil temelli nanoyapılar 

Kil, doğada bulunan, inşaat malzemeleri için önemli ve sürekli bir gelişim içerisinde olan 

nanoparçacıktır. Doğada nano boyutta ve yığın halde bulunan kil nimeralinin 

nanoteknolojik uygulamalarda kullanabilmesi için birkaç ön işlemden geçirilmesi 
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gerekmektedir (Bentonit bazlı NP’ler, SiO2, Al2O3). Kompozit tabanlı plastik ve 

nanoölçekli parçalarını kapsayan killer, araba tamponu gibi uygulamalarda, otomotiv 

sektöründe kullanılan parçalara uygulanmaktadır [35]. 

Çizelge 2. 1. Çeşitli nanomalzemelerin özellikleri ve kullanım alanları [36] 

 Parçacık 
Tipi Bileşim/Yapı Özellikleri Uygulamaları 

 
Polimer 

PLGA 
Gliserol 
Kitosan 
DNA 

Biyolojik olarak 
parçalanır 

İlaç Taşınımı 
Pasif Salınım 

Kontrollü 
Salınım 

 
Dendrimer PAMAM vs. 

Düşük Dağılım 
Taşıma 

Biyouyumlu 
İlaç Taşınımı 

 
Lipid 

Lipozom 
Misel 

Biyouyumlu 
(genellikle 50-500nm) 

Hidrofobik 
İlaç Taşınımı 

 

Kuantum 
Noktaları 

CdSe 
CuInSe 
CdTe 

Geniş Uyarım 
(Broad Excitation) 

Ayarlanabilir Yayılım 
(Tunable Emission) 

(genellikle 5-100 nm) 

Optik 
Görüntüleme 

 
Altın 

Küresel 
(Spheres) 

Çubuk (Rods) 
Kabuk (Shells) 

Biyouyumluluk 
(genellikle 5-100nm) 

Hipertermi 
İlaç Salınımı 

 

 
Silica 

Küresel 
(Spheres) 

Kabuk (Shells) 
Mesoporous 

Biyouyumluluk Kontrast Madde 
İlaç Salınımı 

 
Magnetik 

Fe2O3 veya 
Kobalt temelli 

Süper paramagnetik 
Süper ferromagnetik 

Paramagnetik 
Ferromagnetik 

Kontrast Madde 
(MRI) 

Hipertermi 

 

Karbon 
Tabanlı 

Karbon 
Nanotüp 

C60 

Grafen 

Biyouyumlu İlaç Taşınımı 

 
2.6. Nanomalzemlerin Uygulama Alanları 
Nano ölçekli malzemeler makroskobik özelliklerinden çok daha farklı bir yapıya sahip 

olmaları nedeniyle biyoloji, fizik, kimya, tıp ve mühendislik gibi çok çeşitli alanlarda 
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geniş uygulama alanlarına sahiptir (Çizelge 2.2.). 

NP’ler, 100 nm’den daha küçük bir boyuta sahip mikroskobik parçacıklar olup, başta 

biyomedikal alanı olmak üzere optik ve elektronik gibi alanlarda çok çeşitli 

uygulamalarda kendisine yer bulmaktadır. Ayrıca, 2006-2011 yılları arasında 

nanomalzemelerin üretim miktarlarının değişimi Şekil 2.5.’de verilmiştir [37]. Bu büyük 

ilginin en önemli nedeni bu parçacıkların atomik yapılarla, büyük kümelenmiş yapılar 

arasında bir köprü oluşturmasıdır. Büyük kümelenmiş, hacimli yapılar, boyutlara bağlı 

kalmaksızın belli fiziksel özelliklere sahipken nano boyuttaki taneciklerde böyle bir 

durum söz konusu değildir. Nano boyutuna bağlı olarak özellikleri değişebilmektedir, 

maddelerin yüzeylerindeki atomların yüzdesi büyük önem kazanmaktadır. Büyük 

kümelenmiş yapılarda, maddelerin yüzeylerindeki atomların yüzdesi çok daha azdır [38]. 

Çizelge 2. 2. Nanomalzemelerin en çok kullanılan alanları [39] 

Enerji depolama, üretim ve dönüştürme 

o Karbon nanotüpler ve hafif nanomateryallere 
dayalı hidrojen depolama sistemleri 

o Kuantum noktalara dayalı fotovoltaik hücre ve 
organik ışık yayan cihazlar 

o Güneş pili için kompozit film kaplamalarda 
karbon nanotüpler 

o Hidrojen üretimi için nanokatalizleyiciler 
o Hibrid protein-polimer membranlar  

Hastalık tanı ve görüntüleme 

o Nanoliter sistemleri (Lab-on-a-chip) 
o Karbon nanotüplere dayalı nanosensör dizileri 

Hastalık tanısı için kuantum noktalar 
Nanosensörler olarak manyetik nanopartiküller 
HIV ve kanser tanısı için antikor-dendrimer 
konjugatları 

o Hastalığın teşhisi için nanotel ve nanobelt 
nanosensörler 

o Tıbbi görüntü arttırıcılar  

İlaç taşıyıcı sistemler 
o Yavaş ve uzun süreli ilaç salım sistemleri için 

nanokapsüller, lipozomlar, dendrimerler, 
nanobiyomagnetler 

Tıbbi izleme   
o Glikoz, CO2, ve kolesterol sensörleri ve in situ 

homeostasizi izlenmesi için nanotüp ve 
nanopartiküller  

Hava kirliliği ve iyileştirme 

o Kendi kendini temizleme sistemleri ile hava 
kirliliğinin TiO2 nanopartikül bazlı fotokatalitik 
degradasyonu 

o Etkili, ucuz ve kontrollü katalitik dönüştürücüler 
için nanokatalistler  

o Toksik madde ve sızıntıların tespiti için 
nanosensörler  

o Gaz ayırma için nanocihazlar  
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Şekil 2. 5. 2006 – 2011 yılları arasında nanomalzemelerin üretim miktarları [37] 

Bu açıdan katalizör sentezinde nano boyutlu taneciklerin kullanılması daha avantajlı 

gözükmektedir. Çünkü nano boyuttaki taneciklerle oluşturulacak katalizörlerin yüzey 

aktif alanı, kümelenmiş daha büyük taneciklere göre çok daha geniştir. Bu amaçla büyük 

kümelenmiş yapılar yerine daha küçük boyutta (nano boyutta) tanecikler sentezlenmiş ve 

kullanılmaya başlanmıştır [40]. 

2.7. Nanopartiküllerin İstenmeyen Etkileri 
NP’lerin, boyut, şekil, saflık, kristal, elektronik yük, yüzey yapısı, çözünürlükleri, dağılım 

gibi farklı fizikokimyasal ve optik özellikleri nedeniyle istenmeyen etkileri meydana 

gelebilmektedir. Nanoteknoloji açısından üstün olabilen özellikler, farklı biyolojik 

etkilerin oluşmasına neden olabilmektedir. Nanotoksikoloji, toksikolojinin yeni alt 

dallarından biri olarak, nanomateryallerin neden olduğu istenmeyen yan etkileri 

incelemektedir. “Nanotoksikoloji” alanındaki gelişmelerin; güvenilir, duyarlı test 

protokolleriyle nanomateryallerin insan ve çevre için risk değerlendirmesini de sağlayarak 

güvenli nanoteknoloji geliştirilmesinde önemli katkıları olacağı belirtilmektedir [41]. 

2.7.1. Nanopartiküllerin Maruziyet Yolları 
NP’ler organizmaya deri, akciğer ve oral yol ile girebilirler. NP’lerin insan vücudundaki  

maruziyet yolları Şekil 2.6.’da gösterilmiştir. 
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Şekil 2. 6. Nanoparçacıklara maruziyet yolları [42]  

2.7.1.1. NP’lerin Deriden Geçişleri 
Deri, vücudumuzun dış kaynaklı kimyasal maddelere karşı birincil korunmasını sağlayan 

bir organıdır. Derideki keratin tabakasınca zengin “stratum korneum”, epidermiste yer 

alarak birincil koruma tabakası olarak görev yapar ve mikron boyuttaki partiküllerin ve 

toksik maddelerin vücuda girişini sınırlar. NP maruziyeti, deride topikal kremler, bazı 

diğer ilaç tedavileri ile gerçekleşebilir. Ancak NP’lerin deri yolu ile sistemik dolaşıma 

geçişleri ile ilgili çelişlkiler veriler bulunmaktadır. Van der Merwe ve ark. [43] bir 

çalışmasına göre, insan derisine 8 saat boyunca kuru toz, sulu süspansiyon ve su/ 

sürfaktan süspansiyon şeklinde nanokristal MgO ve Ti2O uygulaması sonucunda stratum 

korneumdan herhangi bir absorpsiyon gözlenmemiştir. Başka bir çalışmada ise Ti2O 

NP’leri (20-100 nm) sağlıklı ve hasarlı, insan ve domuz derisi üzerine topikal olarak 

uygulanmış, Ti2O’in, stratum korneumun üst 3-5 korneosit tabakasına geçebildiği 

bulunmuştur. Nanopartiküllerin daha derinlere ulaştığını gösteren başka çalışmalar da 

bulunmaktadır [44]. Lademann ve ark. [45], Ti2O NP’lerinin insan stratum korneum 

tabakasını aşarak epidermis ve hatta dermis kadar ulaştığını göstermişlerdir. NP’lerin 

dermise geçerek lenfatik sistem aracılığıyla sistemik dolaşıma geçtiği de bildirilmektedir. 

Farklı fizikokimyasal özellikteki KN’larının stratum korneum tabakasını geçerek 

epidermis ve dermis tabakalarda birikebildiği gösterilmiştir. Klinik bir çalışmada, 

nanogümüş kaplı sargı bezleriyle tedavi edilen yanık olgularında, kan gümüş düzeylerinde 

artma ve argria (deride gümüş birikimi sonucu mavi veya gri renk oluşumu) gözlenmiştir. 
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Nanogümüş bazlı sargı bezleri;  cerrahi iplikler klinikte uygulanarak bakteriyel 

enfeksiyonların kontrolünü sağlamakta ise de dermal toksisiteleri tartışılmaktadır. 

Nanogümüş bazlı sargı bezlerinin dermal biyouyumluluğunu gösteren laboratuar ve klinik 

çalışmalara rağmen, bu materyallerin sitotoksik olduğunu da düşünülmektedirler. Paddle- 

Ledinek ve ark. [46] kültür keratinositlerini farklı tipte gümüş kaplı sargı bezlerine maruz 

bırakmışlar ve nanokristal gümüş kaplı olanların sitotoksik olduklarını bildirmişleridir. 

Benzer başka bir çalışmada, Lam ve ark. [47] tarafından yapılmıştır. Fulleren bazlı 

peptidlerin de deriden geçebildiği ve mekanik stres oluşturarak dermise kadar 

ilerleyebildikleri gösterilmiştir. İntradermal kullanılan KN’lar, deri altındaki lenflere ve 

lenfatik nodlara ulaşabilmektedir. Topikal olarak uygulanan berilyum partiküllerinin 

immün sistem cevabı olarak, makrofajlar ve Langerhans hücreleri ve epidermal 

keratinositlerin tarafından fagosite edilebildiği, ayrıca tek/çok duvarlı karbon nanotüpler, 

KN’lar ve nanoboyutlu Ti2O gibi bazı nanoyapıların epidermal keratinositler ve 

fibroblastlar üzerine toksik etkilerinin olduğu ve gen/protein etkileşmelerini 

değiştirdikleri gösterilmiştir [48]. 

2.7.1.2. NP’lerin Akciğerlerden Geçişleri 
Solunum sistemi, partiküle materyallerin girebildiği ana bölgedir. Havada bulunan quartz, 

asbest, karbon gibi partikül yapıdaki nanomateryaller; işyeri ve çevre maruziyeti 

kapsamında uzun yıllardır çalışılmaktadır. Mikron boyutlu partiküllerden farklı olarak, 

2.5 µm’dan küçük partiküller alveollere geçebilmektedir. Solunabilen çok ufak (ultrafine) 

partiküller (<100 nm) çoğunlukla alveolar bölgede bulunur. Akciğer epitelinden 

absorpsiyon sonrasında, nanomateryaller kan ve lenf dolaşımına geçerek, lenf nodları, 

kemik iliği, dalak ve kalp hücrelerine ulaşabilir. İnhalasyonla alınan ultrafine partiküllerin 

pıhtılaşma ve ritim bozuklukları gibi kardiyovasküler sorunlar oluşturabileceği 

bildirilmiştir. Solunum ile vücuda giren NP’lerin ganglio, akson ve sinir uçlarını hedef 

alarak merkezi sinir sitemini (MSS) etkileyebilecekleri de belirtilmektedir [49]. Biriken 

Ag NP’lerin ve diğer bazı nanomateryallerin alveolar makrofaj ve akciğer epitel hücreleri 

için sitotoksik olduğu bildirilmektedir [50]. 

2.7.1.3. NP’lerin Mide, Barsak Sisteminden Geçişleri 
Nanomateryaller, gastrointestinal sisteme (GIS), solunum sisteminden nazal bölge 

aracılığıyla geçebilir veya doğrudan yiyecek, su, kozmetik, ilaç ve ilaç taşıyıcı sistemler 

aracılığıyla ulaşabilirler. Ancak oral alım nedeniyle oluşabilecek nanomateryal toksisitesi 

hakkındaki bilgiler sınırlıdır. Oral aşıların dağılımnda kullanılan biyoçözünür NP’lerin, 



 

 18 

proteolize neden olan antijenler gibi hareket ettiği düşünülmektedir. Chen ve ark. [51] 

bakır ve nanobakırın, farede akut toksisitesini incelemişler ve nanobakırın bakırdan, çok 

daha toksik olduğunu, nanobakırın karaciğer, böbrek ve dalakta patolojik hasarlara neden 

olduğunu bildirmişlerdir [51].  

2.7.2. Nanopartiküllerin Organizma İçinde Dağılımı 
Bazı NP’ler GIS’i doğrudan geçerek feçes ve idrarla hızlıca atılır. Ancak bazı NP’ler ilk 

geçiş metabolizması sırasında karaciğerde birikebilir. İntravenöz uygulamadan sonra, 

NP’ler kolon, akciğer, kemik iliği, karaciğer, dalak ve lenflere dağılabilir ve özellikle 

karaciğer ve dalak makrofajları aracılığıyla sistemik dolaşıma girebilir.  NP’lerin klerensi 

ve opsonizasyonu, boyut ve yüzey özelliklerine göre değişmektedir. Örneğin hidrofobik 

partiküller, polietilen glikolle (PEG) kaplandığında hidrofilik özellik artar ve sistemik 

dolaşım zamanı da uzayabilir, ancak PEG kaplı 10-30 nm boyutlu Au NP’lerin plasentaya 

geçemediği ve fetal dolaşımda bulunmadığı gösterilmiştir [51]. 

Takenaka ve ark. [52] yaptığı bir çalışmada, inhalasyonla ultrafine Ag NP’leri verilen 

sıçanların karaciğer, akciğer ve beyinlerinde oldukça fazla miktarda Ag NP’lere 

rastlanmıştır. Farklı çalışmalarla da solunan NP’lerin akciğer, karaciğer, kalp, böbrek, 

dalak ve beyinde bulunduğu ve alveolar makrofajlar ile fagosite edildikleri gösterilmiştir 

[53].  

Jong ve ark. [54] Au NP’lerinin en küçük boyutlu (10 nm) olanın en fazla dağıldığını 

(kan, karaciğer, dalak, böbrek, testis, timus, kalp, akcğer ve beyin), daha büyük 

partiküllerin ise (50, 100 ve 250 nm) sadece kan, karaciğer ve dalakta bulunduğunu 

göstermiştir.  

İnorganik ve polimerik NP’lerin farklı sistemik dağılımları, bu maddelerin 

görüntülemede, ilaçların sistemik taşınımında ve kanser hücrelerinin özel olarak 

hedeflendirilmesinde kullanılabileceğini düşündürmektedir. Fizikokimyasal özelliklerle 

absorbisyon, dağılım, metabolizma ve atılımları arası ilişkilerin anlaşılması, demir oksit 

NP’leri (Fe2O3), dendrimerler, silika partikülleri, altın NP’leri ve karbon nanotüpleri gibi 

şu anda çalışılan nanomateryallerin uyumluluk, dağılım, birikimleri ve toksisite gibi 

etkilerinin öngörülmesini sağlayacaktır. Fizikokimyasal özelliklerin immunolojik 

reaksiyonlarla da ilişkili olduğu düşünülmektedir [51].  

Organizma ışık veya geçiş elementlerine maruz kaldığında, oksidan ve antioksidan denge 

bozularak prooksidanlar aktif hale getirilebilir. Boyut, şekil ve birikim gibi nanomateryal 



 

 19 

özellikleri, ROS üretimine neden olabilir. ROS; süperoksit anyonu, hidroksil radikalleri 

ve hidrojen peroksit gibi hücrenin normal aerobik solunumu esnasında ortaya çıkan 

moleküllerdir. Hücre herhangi bir kimyasal/ fiziksel sataşma ile karşılaştığında ROS 

üretimi artar. Ancak hücrelerde, oluşan ROS’lara karşı savunma sistemi olarak süperoksit 

dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz ve tiyoredoksin redüktaz gibi güçlü 

bir antioksidan sistemleri bulunmaktadır. NP’lerin indüklediği oksidatif stresin; NF-kappa 

B (NF-κB, Nuclear Faktör Kappa B), aktivatör protein 1, hücre dışı sinyal regüle kinaz 

(ERK), c-Jun, N-terminal kinaz (JNK) ve p38 mitojen aktive protein kinaz yolakları ile 

inflamasyonu tetiklediği iddia edilmektedir. Biyolojik sistemler inflamasyon, apopitoz, 

nekroz, fibroz, hipertrofi, metaplazi ve kanserojenez gibi bir çok  etki ile hasar görebilir. 

Nanomateryallerin toksik etkilerini farklı mekanizmalarla hasar yaparak oluşturduğu 

bildirilmektedir [55]. 

2.7.3. Nanopartiküllerin Sitotoksik ve Genotoksik Etkileri 

Son yıllarda üretimi yapılan NP’lerin toksik etkilerinin bulunabileceğini iddia eden fazla 

sayıda in vitro ve in vivo çalışma bulunmaktadır [56-59].  

NP’lerin vücut içine çeşitli yollar ile girerek, vücut içindeki çeşitli bariyerlerden 

geçebilmekte, hücrenin içine girebilmekte ve hücredeki biyomoleküleri 

etkileyebilmektedir [60,61]. NP’lerin hücre içine girişi ve hücre içinde çekirdek zarından 

geçişi ve DNA’yı doğrudan etkileyerek hasara neden olabilmesi Şekil 2.7’de ayrıntılı 

olarak gösterilmiştir. 

NP’lerin genotoksisitesi ve sitotoksisitesi üzerine yapılan çalışmalarda maddenin boyutu, 

türü ve kullanılan yöntem gibi faktörlere bağlı olarak farklı sonuçlar elde edilmiştir.  

NP’lerin büyüklüklerindeki çok küçük farklar dahi sitotoksitelerini değiştirebilmektedir. 

Ag NP’ler (15 nm, 30 nm ve 55 nm) ile alveolar makrofaj hücrelerinin 24 saat süreyle 

maruz bırakılması sonunda, 15 nm ve 30nm Ag NP’lerin hücre canlılığını doza bağlı 

(10−75 μg/mL) olarak azalttığı bulunmuştur. Ayrıca 15 nm boyutundaki Ag NP’ler, 50 

nm boyutundaki NP’lere göre daha fazla ROS üretilmesine neden olmuştur. Elde edilen 

sonuçlara göre NP boyutunun azalmasına ve artan oksidatif strese bağlı olarak toksisitenin 

arttığı belirtilmiştir [62].  

Yapılan bir başka çalışmada ise  farklı boyutlardaki (20, 80 ve 113 nm)  Ag NP’lerinin 

sitotoksisileri incelenmiş olup, 20 nm boyutundaki Ag NP’lerin diğer NP’lere göre daha 

fazla toksik olduğu belirlenmiştir [63]. Pan ve ark. [64] yaptığı bir çalışma da L929, HeLa 
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ve melanom hücreleri, 12 saat süreyle farklı büyüklüklerdeki Au NP’leri ile muamele 

edilmiş ve toksisitelerini incelenmiştir. Sonuç olarak 15 nm Au NP’ün sitotoksik 

olmadığını; 1,4 nm Au NP’ün nekrozla hücre ölümüne; 1,2 nm Au NP’ün ise apopitoz ile 

programlı hücre ölümüne neden olduğunu bildirilmiştir [64]. 

 

Şekil 2. 7. NP’lerin hücre içine alınışı ve DNA’yı etkileme mekanizması [65]  

İnsan dermal fibroblast hücrelerinin (HDF) ve insan karaciğer hücrelerinin (HepG2), 48 

saat süreyle C60 NP’leri ile 30 saat maruziyeti sonucu, sitotoksik etki gösterdiği 

belirlenmiştir [66]. Rouse ve ark. [67] insan dermal keratosit hücrelerini C60 NP’leri ile 

1, 4, 8, 12, 24 ve 48 saat süreyle maruz bıraktığı bir çalışmada 0,04 ve 0,4 μg/ml 

dozlarının, bu hücrelerde 24 ve 48’lik sürelerde doza bağlı sitotoksik etki oluşturduğunu 

gözlemlemişlerdir.  

Wick ve ark. [68] ise mezotel (MSTO-211H) hücrelerinde KNT’lerinin doza bağlı olarak 

sitotoksik etkilerini bildirmişlerdir. MTT ve WST test yöntemlerinin kullanıldığı başka bir 

sitotoksiste çalışmasında ise A549 (akciğer adenokarsinomu) hücre hattında tek duvarlı 

KNT’lerinin sitotoksik etkisinin doza bağlı olduğu belirtilmiştir [69]. Saw ve ark. [70] T 
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lenfositleri ve Jurkat hücrelerinde de KNT’lerin doza bağlı olarak sitotoksik etkiye neden 

olduklarını gözlemlemişlerdir.  

Manna ve ark. [71] KNT’lerin neden olduğu sitotoksik etkinin, oksidatif stres oluşumu ve 

hücre polifirasyonun durdurulmasına bağlı olduğunu iddia etmişlerdir [72]. Çok duvarlı 

KNT’lerin hücre membranından sitoplazmaya geçerek ve çekirdeğe ulaşarak hücre 

canlılığını etkilediğini bu sebeple hücrenin apopitoza neden olduğunu belirtilmiştir.  

NP’lerin sitotoksik etkilerinde metal oksitlerin sorumlu olduğuna dair çalışmalar da 

bulunmaktadır. Au NP’lerin insan dermal fibroblastlarında 2-6 günlük maruziyeti 

sonrasında, Au NP’lerinin hücre içine girebildikleri ve hücre içinde birikebildikleri, doza 

ve zamana bağlı olarak sitotoksik etki gösterebildikleri belirtilmiştir [73]. Shukla ve ark. 

[74] yapmış oldukları çalışmada ise Au NP’lerin makrofaj hücreleri ile 72 saat maruz 

bırakılması sonrasında, doza bağı olarak sitotoksik etki oluşturduğu ve Au NP’lerinin 

reaktif oksijen türlerini oluşturduğu iddia edilmiştir.  

Sharma ve ark. [75], insan epidermal hücrelerinde (A431) ZnO NP’lerinin 0.008- 20 

μg/ml konsantrasyon aralığında 3, 6, 24 ve 48 saat maruziyeti sonucu sitotoksik etkilerini, 

MTT, LDH ve NKA test yöntemleri ile incelemişlerdir ve elde edilen sonuçlara göre doza 

ve zamana bağlı olarak ZnO NP’lerinin sitotoksik etkilerini gözlemlemişlerdir. MTT test 

yöntemi yapılan bir başka çalışmada ise, insan epidermal keratosonit hücrelerinde (HEK) 

ZnO NP’lerinin 8–20 μg/ml konsantrasyonaralığında 6–24 saat maruziyeti sonucu 

sitotoksik etkileri ile bulunmuştur.  

Gupta ve ark. [76] insan fibroblast hücrelerinde Fe3O4 ve PEG kaplı Fe3O4 NP’leri ile 

yaptıkları çalışma sonucunda, Fe3O4 NP’lerin doza bağlı olarak sitotoksik etki 

gösterdiğini ancak PEG kaplı Fe3O4 NP’lerin sitotoksik etki oluşturmadığını belirtmiştir. 

Elde edilen bu sonuca göre NP’lerin dış yüzey özelliğinin toksisitenin belirlenmesi 

açısından oldukça önemli olduğu iddia edilmiştir [76].  

Park ve ark.[77] tarafından yapılan çalışmada, değişik konsantrasyonlarda 21 nm TiO2’in 

insan bronşial epitelyal (BEAS-2B) hücrelerinde, oksidatif stres oluşturduğunu ve ROT 

üretimini arttırdığını, sitoplazmik kaspazları aktifleştirdiğini ve böylece apopitotik hücre 

ölümünü başlattığını bildirmişlerdir. Ayrıca MTT testi ile TiO2 NP’lerinin zamana ve 

doza bağlı olarak hücre canlılığını azalttığını da belirtmişlerdir. Dolayısıyla bu durum NP 

toksisitesinde, NP’lerin hücre içerisinde tutulma süresinin ve konsantrasyonun önemini 

açığa çıkarmıştır.  
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TiO2 NP’lerin makro ve nano boyutta olan formalarının sitotoksik etkileri V79 

hücrelerinde MTT test yöntemi ile araştırılmış ve konsantrasyona ve farklı formlarına 

bağlı olarak toksik etki gözlendiği bildirilmiştir [78].   

A549 hücreleri NiFe2O NP’lerinin (26 nm) 2, 5, 10, 25, 50 ve 100 μg/ml 

konsantrasyonları ile 24 saat süreyle maruz bırakılmış ve sitotoksik etkileri incelenmiştir. 

MTT, NRU ve LDH yöntemlerinden elde edilen sonuçlara göre NiFe2O NP’lerinin doza 

bağlı olarak sitotoksik etki oluşturduğu belirtilmiştir [79]. 

Çeşitli NP’lerin (Al2O3, CeO2, TiO2 and ZnO) toksisitelerinin karşılaştırmalı olarak 

A549 ve L-132 normal hücrelerinde incelendiği çalışmada elde edilen verilere göre 

ZnO’in toksik etkisinin tüm hücre gruplarında oldukça yüksek olduğu, Al2O3, CeO2 ve 

TiO2 NP’lerinin ise sitotoksik etkilerininin oldukça düşük olduğu belirtilmiştir. Ayrıca 

TiO2 oksidatif strese bağlı olarak, CeO2 ise membranda hasara neden olarak hücresel 

yapılarda bozulmaya neden olduğu iddia edilmiştir [80].  

SiO2 NP’leri gıdalarda, kozmetiklerde ve teşhis amaçlı ilaç taşınımında kullanılmaktadır. 

Ye ve ark. [81] SiO2 NP’lerinin toksik etkilerinin belirlenmesi için yaptıkları çalışmada 

insan hepatik hücre hattında (L-02), 21, 48 ve 86 nm boyutlarında, 0.2, 0.4 ve 0.6 mg/ml 

konsantrasyonları 12, 24, 36 ve 48 saat süreyle uygulanmış olup MTT ve LDH test 

yöntemleri ile sitotoksik etkilerini incelemişlerdir. MTT test sonuçlarına göre doza, 

boyuta ve zamana bağlı olarak hücre canlılığında azalma gözlenirken, LDH sonuçlarına 

göre ise sadece 21 nm boyutunda doza ve zamana bağlı sitotoksik etkinin gözlendiği 

belirtilmiştir.   

Ahmad ve ark. [82] MTT ve NKA sitotoksite yöntemi kullanarak sitotoksik etkileri 

belirlemek amacı ile yaptıkları çalışmada silika NP’lerin (14 nm) HepG2 hücrelerinde  

doza bağlı olarak sitotoksik etki oluşturduğunu belirtmişlerdir.  

Yapılan bu çok sayıda sitotoksite çalışmalarında farklı NP’ler farklı hücre hatlarında 

incelenmiştir. Nanopartikül büyüklüğünün değişmesinin, yüzey alanını da etkilemesi göz 

önüne alınırsa, sitotoksisitede yüzey alanının da önemli değişikliklere neden olabileceği 

görülebilmektedir. Sitotoksik etkilerin sonuçları incelendiğinde hücrelerde NP’lerin kısa 

süreli ve düşük dozlarında genelde sitotoksik etki gözlenmez iken yüksek dozları ve uzun 

süreli maruziyetleri sonrasında reaktif oksijen türlerini oluşturabileceklerinden dolayı 

sitotoksik etkiye yol açtığı düşülmektedir [83]. Ayrıca kullanımı artan bir çok  
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biyouyumlu malzeme ile kaplanması toksik etkilerinin azaltılması açısından oldukça 

önemlidir.  

NP’lerin sitotoksik etkilerinin yanı sıra genotoksik etkileri çok fazla çalışılan 

konulardandır. NP’ler potansiyel olarak DNA’yı etkileyebildikleri gibi DNA 

replikasyonunda, transkripsiyonunda ya da onarımında etkili olan protein ya da enzimleri 

de etkileyebilmektedir. C60 moleküllerinin, DNA Topoizomeraz II enzimi ve PMS2, 

RFC3, PCNA proteinlerine bağlanarak DNA onarımının yanlış gerçekleşmesine neden 

olduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır [84,85]. Proteinlerin yapısal 

bozulmalarından dolayı NP’lerin dolaylı yoldan genotoksik hasara sebep olmasının 

nedenlerinden birinin reaktif oksijen türlerinin olduğu düşünülmektedir [86]. NP’lerin 

hücre içinde oluşturduğu reaktif oksijen türleri DNA’da oksidatif hasara neden 

olmaktadır. Serbest radikaller, hücrelerdeki biyomolekülere bağlanarak hücre içinde ciddi 

sorunlara neden olmaktadır. Örneğin, DNA’ya bağlanarak pürin ve pürimidin bazlarında 

hasar ve DNA çift zincirinde kırıklara neden olmaktadır. Ayrıca, DNA’da baz kaybına 

neden olarak replikasyon hatalarını ve kanser oluşumunu başlatabilmektedir [87]. 

NP’lerin çözünebilir özelliklerinden dolayı hücre içine toksik iyonlarının salınmı ile de 

DNA hasarına neden olmaktadır. Örneğin, geçiş metal iyonları Fe+2, Ag+, Cu+, Mn+2, Cr+5 

ve Ni+2 hücre içinde reaktif oksijen türlerinin üretimine neden olarak Fenton tipi 

reaksiyonları başlatabilmektedir [88]. Ayrıca bu elementler doğrudan DNA’ya bağlanarak 

da DNA hasarına neden olabilmektedir [89]. 

ROS’lar yüksek kimyasal reaktiviteleri nedeniyle DNA, protein, karbonhidrat ve lipitlerle 

etkileşerek apopitoz veya nekroz sonucu hücre ölümüne neden olabilmektedir. 

Araştırmacıların NP’ler ile yapmış oldukları çalışmalar sonucunda genotoksisite 

mekanizmasının birincil ve ikincil genotoksik etkilerin oluşumu adı altında iki yol ile 

olabileceğini belirtmişlerdir. Maddenin doğrudan DNA’yı etkilemesi birincil 

genotoksisite; hücre veya dokularla etkileşimi sonucu inflamasyon veya oksidatif stres 

oluşumuna neden olması ikincil genotoksisite olarak adlandırılmıştır [90].  

TiO2 NP’lerinin mikro ve nano yapılarının DNA hasarı üzerine etkilerini belirleyebilmek 

amacıyla yapılan çalışmada, mikro ve nano yapıdaki TiO2 24 saat boyunca V79 hücreleri 

ile maruz bırakılmıştır. Maruziyet sonunda V79 hücrelerinde Comet tekniği ile DNA 

hasarı üzerine etkileri belirlenmiş olup, nanoboyuttaki TiO2’lerin mikro boyuttaki 

TiO2’lere göre üç kat daha fazla DNA neden olduğu belirtilmiştir [78]. 
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Guri ve ark. [91] TiO2’nin farklı boyutlarının, DNA hasarına etkisini araştırmış, daha 

küçük boyuttaki NP’lerin (10-20 nm) makro boyuttaki (200 ve 200 nm’den büyük) 

partiküllere oranla daha fazla oksidatif stres oluşturarak, DNA hasarına neden olduğunu 

gözlemlemiştir.  

Xu ve ark. [92] yapmış oldukları bir başka çalışmada da MEF hücrelerinde nanoboyuttaki 

TiO2 NP’ün, makro boyuttaki TiO2 NP’egöre daha fazla DNA mutasyonlarına neden 

olduğunu bildirmişlerdir.  

Tek duvarlı KNT’lerin primer fare fibroblast hücrelerinde Comet yöntemiyle DNA 

hasarına olan etkisini incelenmiş, 5 ve 10 μg/ml konsantrasyonlarının zamana bağlı olarak 

DNA kuyruk hasarına neden olduğu belirtilmiştir [93]. Wimitzer ve ark. [94], ise V79 

hücrelerinde çok duvarlı KNT’lerinin DNA hasarına neden olduğunu belirtmişlerdir.  

Bir başka çalışmada A549 hücreleri CuO, TiO2 ve KNT’lerin 1.20 ve 40 μg/ml’lik 

konsatrasyonlarının DNA hasarına olan etkileri araştırılmış, bu NP’lerin kontrole göre 

önemli derece hasarlara neden oldukları belirtilmiştir [95].  

Bhattacharya ve ark. [96]’nın TiO2 ve Fe2O3 NP’lerinin insan karaciğer ve bronşial 

hücrelerinde yapmış oldukları çalışmada, 24 saatlik maruziyet sonucunda, Fe2O3 

NP’lerinin DNA hasarına neden olduğunu, TiO2  NP’lerinin ise hasara neden olmadığını 

gözlemlemişlerdir.  

TiO2 NP’lerinin çeşitli konsatrasyonlarını insan dermal hücrelerinde Comet yöntemiyle 

DNA hasarını belirlemek için yapılan bir başka çalışmada, 0.008, 0.08, 0.8, 8, 80 μg/ml 

konsatrasyonlarının 6, 12 ve 24 saat boyunca maruziyet bırakılması sonucu, TiO2 

NP’lerin 8 ve 80 μg/ml konsantrasyonlarında önemli derecede DNA hasarına neden 

olduğu belirtilmiştir. Ayrıca Sitokinez Blok Mikro Çekirdek yöntemi ile yapılan deney 

sonucunda 6 saatlik maruziyet sonrasında, mikroçekirdek sıklığının 8 ve 80 μg/ml 

dozlarında kontrole göre arttığı belirtilmiştir [97]. 

İnsan epidermal hücrelerinde (A431) ZnO NP’lerinin genotoksisitesini belirlemek 

amacıyla, 6 saat süreyle farklı konsantrasyonlar (0.001, 0.008, 0.08, 0.8, 5 μg/ml) maruz 

bırakılmıştır. Elde dilen sonuçlara göre 0.8 μg/ml’lik konsantrasyonda, DNA hasarında 

artış gözlenmiştir [98]. Yapılan bir başka çalışma da ise insan epidermal keratosonit 

hücrelerinde (HEK), 6 saat süreyle 8 ve 14 μg/ml konsantrasyonlarında ZnO NP 

maruziyetini, kontrole göre DNA hasarında artışa neden olduğu gözlenmiştir [99]. 
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İnsan akciğer fibroblastları ve insan glioblastoma hücrelerinde 25-400 μg/ml 

konsantrasyonlarında Ag NP DNA hasarına neden olduğu gözlenmiştir.  

Ahamad ve ark. [79] tarafından yapılan çalışmada, A549 hücrelerinden NiFe2O 

NP’lerinin (26 nm) apopitoz indüksiyonu araştırılmıştır. Araştırmada RT-PCR yöntemi 

kullanılmış olup, p53, apopitoz (bax, kaspaz-3 ve kaspaz-9) anti-apopitotik (survivin and 

bcl-2) genlerinin mRNA espresyon değerleri incelenmiştir. Elde edilen verilere göre bax, 

kaspaz-3 ve kaspaz-9 gen ifadelerinde artış gözlenirken, antiaopitotoik genlerden olan 

survivin ve bcl-2 gen ifadelerinde azalma gözlendiği ve NiFe2O NP’lerinin apopitozu 

indüklediği belirtilmiştir.  

SiO2 ve ZnO NP’lerinin, interlökin-8 (IL-8) geni ifadesinde artışa yol açtığı gözlenmiştir 

ve NP’lerin inflamasyona neden olabileceği ileri sürülmüştür [100] 

Silika NP’lerin (14 nm) HepG2 hücrelerinde 25–200 μg/ml konsatrasyonlarında p53, 

apopitotik (bax ve kaspaz-3) ve anti-apopitotik gen (bcl-2) ekspresyon değerlerine etkisi 

incelenmiştir. Elde edilen verilere göre bax ve kaspaz-3 gen ifadelerinde artışa neden 

olduğu, bcl-2 gen ifadesinde azalamaya bulunmuştur [82]. Elde edilen bu sonuçlara göre 

silika NP’lerinin HepG2 hücrelerinde apopitozu indükleyerek hücre ölümüne yol 

açabiliceği belirtilmiştir [82]. 

SiO2 NP’lerinin toksik etkilerinin belirlenmesi için yapılan başka bir çalışmada da insan 

hepatik hücre hattında (L-02), 21, 48 ve 86 nm boyutlarında, 0.2, 0.4 ve 0.6 mg/ml 

konsantrasyonlarında 12, 24, 36 saat maruziyeti sonucu p53, bcl-2 ve bax gen ifade 

değişikliklerin incelenmiştir. Bu çalışmada elde edilen sonuçlara göre 21 nm boyutta SiO2 

NP’lerinin p53 ve bax genin ifadelerni zamana ve doza bağlı olarak arttırdığı ancak Bcl-2 

genin ifadesini önemli düzeyde arttırmadığı belirlenmiştir [101]. 

NP’lerin genotoksik özellikleri tam olarak aydınlatılamamıştır. NP’lerin genotoksisiteye 

neden olması için ya doğrudan genomik yapı ile etkileşmeye girerek ya da dolaylı 

yollardan DNA’ya hasar vererek genotoksisiteye neden olabileceği iddia edilmiştir 

[102,103]. NP’ler hücresel membrandan geçtikten sonra çekirdek zarındaki porlardan 

geçerek DNA’ya doğrudan etki edebilirler. 

Barillet ve ark. [104] yapmış oldukları çalışmada, 8-10 nm arasındaki NP’lerin çekirdek 

zarından geçerek, doğrudan DNA’yı etkilediğini ve 15-60 nm boyutundaki NP’lerin ise 

hücre bölünmesi sırasında çekirdek zarının parçalanması sonucu dolaylı DNA’yı 

etkilediğini gözlemlemiştir. Yapılan diğer çalışmalarda hücrelerde maruziyet sonrası TiO2 
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NP [105], Ag NP  [106] ve ZnO NP’lerin [107] çekirdeğe geçebildikleri gösterilmiştir. 

Çekirdek içine geçebilen NP’ler DNA ile doğrudan etkileşime girebilmekte ve DNA 

hasarına neden olabilmektedirler. NP’ler ile maruz bırakılan hücreler, hücre bölünmesinin 

interfaz aşamasında DNA replike olurken DNA’yı ya da protein sentezi aşamasında iken 

RNA’yı etkileyebilmektedirler. KNT’lerin tek zincir halindeki DNA’ya bağlanabildiği ve 

bunun sonucunda DNA’nın tekrar çift zincir haline geçebilmesini engellediği 

gösterilmiştir [108]. Mitoz sırasında ise NP’lerin kromozomlarda klastojenik ya da 

anöjenik etkilere neden olabildiği ve kromozomlarda kırık ya da mitoz süresince 

bozulmalara yol açabildiği bildirilmiştir [109]. 

2.8. Kuantum Noktaları  
Kuantum noktaları (KN) (quantum dots), adını ilk kez fizik profesörü Mark Reed [110] 

kullanmakla beraber, bu maddeler öncelikle Louis E. Brus [111] tarafından 

keşfedilmişdir. KN yarı iletken olarak bilinen malzeme sınıfının çok özel bir alt sınıfını 

oluşturur. Boyutlarının atomik düzeyde olması nedeniyle (2 -10 nm ya da 10-50 atom 

çapı) KN’ları bilim ve teknolojiye önemli katkılar sağlamıştır. Atomik yapıları bilinen 

klasik hacimli yarı iletkenler ve klasik atom veya moleküller arasındadır. Yarı iletken 

NP’lerin sahip oldukları yüksek absorpsiyon katsayılarının yanı sıra boyutlarının 

ayarlanabilirliği, kullanım alanlarının artmasını sağlamıştır [112].  

Kuantum noktaları,  yeni optik özellikleri olan, inorganik yarı-iletken nano-boyutlu 

kristallerdir. Yarı iletken NP’ler, farklı parçacık büyüklüklerine bağlı olarak gösterdikleri 

farklı optik ve enerji özelliklerden dolayı biyoteknoloji, nm boyutundaki elektronikler, 

lazer sistemleri, optik devreler ve işaretleme gibi çok geniş uygulama alanlarına 

sahiptirler. Yarı iletkenleri önemli yapan özelliklerin başında, üretim sonrasında bazı dış 

uyarılarla (voltaj ve ısı farkı, foton bombardımanı), kullanım esnasında değiştirilebilir 

elektriksel iletkenlikleri gelmektedir. Bu özellikleri görüntüleme endüstrisinde ışık yayan 

diyotlarda (LED) kuantum noktalarının, kullanılabilirliğini gündeme getirmiş ve 

flüoresans ışınımları geniş bir dalga boyu aralığında ayarlanabildiğinden LED 

teknolojisinde kullanımını arttırmıştır. Güneşten gelen ışınların dalga boylarına uyum 

sağlayacak şekilde enerji bant aralığına sahip olan KN’lerin güneş pili çalışmalarında 

kullanılması, çalışmalara yeni bir boyut kazandırıp, bilim adamlarının bu konu üzerindeki 

çalışmalarını artırmıştır. KN’larının biyoteknolojik uygulamalarda kullanılması 

nanoteknolojideki hızlı gelişmelere paralel artarak tıp ve biyoloji alanında 

biyogörüntüleme, hastalıkların teşhis ve takibinde önemli bir adım atılmıştır [112].  
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2.8.1. Kuantum Noktaların Fizikokimyasal Yapısı 
KN’ları genel olarak inorganik çekirdek ve organik kabuk olmak üzere iki kısımdan 

oluşmaktadır (Şekil 2.8.) [113]. En içteki çekirdek kısmı, KN’larının yarı iletken olmasını 

sağlamaktadır. Organik kabuk kısmı ise iç inorganik çekirdek bölgesinin oksidasyana 

uğramasını engeller. Genelde periyodik tablodaki CdSe ve CdTe gibi grup II ve VI 

elementlerinden ya da InP ve InAs gibi grup III ve V elementlerinden oluşurlar. En sık 

kullanılan KN’ları yarı iletken CdSe çekirdeğin, ZnS kabuğuyla kaplanması ile elde edilir. 

ZnS kabuk, CdSe çekirdeğin, kimyasal ve optik kararlılığı için gereklidir. KN’ların 

fiziksel büyüklükleri Bohr çapından küçüktür, bu nedenle kuantum sınırlama etkisi 

görülür. Kuantum sınırlama etkisi, optik ve elektronik özellikleri de belirlemektedir. CdSe 

KN’ları büyüdükçe flüoresans ışınımı kırmızı bölgeye kaymaktadır. Bu kayma, değerlik 

bandı ile iletkenlik bandı arasında kalan ve bant boşluğu olarak adlandırılan aralığın 

daralması nedeni ile olmaktadır. Bu daralmanın nedeni parçacığın büyümesi ile daha fazla 

enerji bandının iç içe girmesidir. Ancak bu daralma belli bir parçacık büyüklüğüne kadar 

devam eder ve sonrasında parçacık büyüklüğüne bağlı olarak değişmez. Bu noktadan 

sonra enerji bantları artık tamamen iç içe girdiğinden bu noktadan sonra optik özellikte bir 

değişme olmaz. Bu olaya kuantum sınırlaması denir [113]. Kabuk yüzeyi biyouyumluk 

açısından da oldukça önemlidir ve genellikle suda çözünür şekilleri tercih edilmektedir. 

KN’ların biyolojik uygulamalarda kullanılabilmesi için ilaç, gen, ligandlar ve antikor gibi 

moleküller, kabuk kısmına bağlanabilmektedir [114].  

 

Şekil 2. 8. Fonksiyonel kuantum noktası [113]  

KN, morötesi ışınlarla aydınlatıldığında, boyutlarına bağlı olarak farklı renklerde ışıma 

yaparlar. KN’ların optik özellikleri kristal büyüklüğüne bağlı olarak değişim gösterir. 
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Örneğin 2,4 nm çapındaki KN kırmızı renkte ışıma yaparken, 0,9 nm çapındaki KN mavi 

renkte ışıma yapar (Şekil 2.9) [115].  

 

Şekil 2. 9. Kuantum noktalarıın büyüklüğü ve renk değişimleri [115]  

 
2.8.2. Kuantum Noktalarının Sentezi 
Inorganik kristal malzemeler genel olarak yalıtkan, iletken ve yarı iletken olmak üzere üç 

ayrı sınıfta incelenmektedir. İletken sınıfına giren kristal malzemelerin iletkenlik 

bandında elektronlar bulunmasına karşın, yarı iletken sınıfına giren malzemelerde 

elektronlar değerlik bandı ile iletkenlik bandı arasında bulunurlar. Yalıtkanlarda ise 

elektronlar değerlik bandının olduğu bölgede yer almaktadırlar. Bu tanımlamaları değerlik 

bandı ile iletkenlik bandı arasında kalan ve bant boşluğu olarak adlandırılan bir terim ile 

açıklamak gerekirse; İletkenlerde bant boşluğu; yaklaşık 0.1 eV civarında iken, yarı 

iletkenlerde 0.5-3.5 eV ve yalıtkanlarda 4 eV’dan daha büyük değerlerdedir [116].  

Yarı iletken malzemelerin ışık veya ısı ile uyarılması sonucu iletken hale geldikleri 

bilinmektedir. Yarı iletken inorganik kristallerde parçacık büyüklüğü 10 nm’ye kadar olan 

malzemeler KN olarak bilinirler. Özellikle II-VI grubu yarı iletkenler, parçacık boyutuna 

bağlı olarak çok farklı optik ve enerji özellikleri gösterirler. KN’larının sentez yöntemleri 

iki kısımda incelenebilir. Birincisi, 1-10 nm büyüklüğündeki parçacıkların bir yarı iletken 

yüzeyinden elektrokimyasal veya litografik yöntemlerle elde edilmesidir. Bu yöntemin, 

özel sistem ve laboratuvar altyapısı gerektirdiğinden maliyeti oldukça yüksektir. İkinci 

sentez yöntemi ise, iyonik bir başlatıcı ile NP’lerin bir çözelti içerisinde kolloidal 

oluşumunu sağlamak ve büyümesini kontrol etmek esasına dayanır. Teknik olarak çok 
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özel sistemler gerektirmediğinden birinci yönteme oranla çok daha düşük maliyetlidir. 

Dolayısıyla NP sentezinde çalışmalar bu yönde yoğunlaşmıştır [117-121].  

2.8.3. Kuantum Noktalarının Uygulama Alanları  
KN’larının biyoteknoloji, elektronik devre uygulamaları gibi bir çok  kullanım alanı 

bulunmaktadır. Nanobilimdeki hızlı gelişmeler, kontrol edilebilen ve farklı optik 

özelliklere sahip nano materyaller geliştirmelermesine olanak sağlamıştır. Son yıllarda  

nanomateryaller, hastalıkların teşhisi, gen tedavisi gibi farklı uygulamalarda kullanılmaya 

başlanmıştır.  Yarı iletken KN’larının sentezi, biyoloji ve tıp alanındaki biyofotoniklerin 

ve biyogörüntülemenin önemini artırmıştır [122].  

KN’ları özellikle görüntülemede optik özelliklerinden dolayı işaretleyici olarak 

kullanılırlar. Fakat biyolojik uygulamalarda kullanılabilmeleri için KN’larının suda 

çözünebilir olmaları gerekmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda amaç, suda 

çözünebilen KN’ları sentezlemek, ve bu nedenle optik özelliklerini hücrelerde 

biyogörüntüleme uygulamalarında kullanmaktadır. KN’ları suda çözünebilir hale 

getirmek için bir çok  yöntem vardır. Bunlardan en çok kullanılanı ligand değişimi 

yöntemidir. Temel olarak asıl amaç yüksek kuantum verimli, yağda çözünebilen kuantum 

nanoparçacıklar sentezlemek ve bu maddelerin yüzey aktif maddelerini suda çözünebilen, 

yüzey aktif maddelerle yer değiştirmektir. Bütün KN’larının yüzey kimyası, amin (–

NH2), karboksil (–COOH) ya da merkapto (–SH) gibi reaktif grupların biyomoleküllere 

bağlanmasını sağlayacak şekilde sentezlenmiştir. Ancak bu yüzey değişikliği kuantum 

veriminin düşmesi gibi kristal yapıda bazı eksikliklere neden olur. Sulu ortamdaki 

KN’larının yüksek kuantum verimini korumak için bazı çalışmalar yapılmaktadır. Dış 

organik kaplama tabakasında; misel oluşturma, SiO2 kullanılarak inorganik kaplama ve 

polimer kaplama bunlara örnek verilebilir. Ancak bu yöntemler KN’larının çaplarını 

artırarak floresans boyalara karşı üstünlüklerini kaybetmelerine neden olabilmektedir. Bu 

olumsuz etkiyi kaldırmak için ligand değişiminde tiol grupları içeren uzun zincirli alkil 

gruplarıyla çalışmıştır. KN’larının alkil zinciri tarafından iyi bir şekilde sarıldığı, yüksek 

kuantum veriminin sağlandığı ve eksikliklerin oldukça düşük miktarlarda olduğu 

görülmüştür. Suda çözünebilir KN’ları hücre zarından geçebilecek uygun ligandlara 

bağlanarak hücreye girmesi sağlanmaktadır. Hücreye girdikten sonra ligandlar ayrılır ve 

kuantum nanokristal işaretlenecek bölgeye gidip bağlanır. Bu olay canlı hücre 

görüntüleme çalışmalarına büyük kolaylık sağlamaktadır [123].  

KN’ları boyutlarına bağlı olarak infrared'den ultraviyoleye değişen spektrumda floresan 
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ışık yayabilir. KN floresansının dalgaboyu enerji farklılığına bağımlıdır. KN’larının dar 

bir spektrum bandı vardır, parlaklıkları fazladır, geniş bir spektrum aralığındaki ışığı 

absorbe edebilir, fotostabilitesi yüksektir ve çoklu teşhis özellikleri vardır. Karmaşık 

ortamlarda bile oldukça parlak ve stabildirler. Bu nedenle gelişmiş moleküler ve hücresel 

görüntüleme, tanı ve ilaç taşınımı ve duyarlı bir biyoanaliz için uygundurlar. KN 

konjugatlarıyla çözünürlüğü fazla, yüksek duyarlı gerçek zamanlı görüntüleme mümkün 

olabilmektedir [124].  

Çeşitli antikor ve reseptör ligandlar bağlanarak hücreye gönderileren KN’ları, 

hastalıkların teşhisi ve tedavisinde kullanılmaktadır. KN’ları, spesifik gen bölgelerini 

taşıma ya da ilaç hedeflendirme de kullanılmaktadır. Çalışmalar CdSe KN’larının vücutta 

kanserli dokulara geçebildiği gösterilmiştir bu sayede teşhis ve tedavi amaçlı 

kullanılabilecekleri bildirilmektedir [124].  

2.8.4. Kuantum Noktalarının Toksisitesi  
KN’lar, 1998 yıllarından önce öncelikle fotonik ya da elektronik uygulamalarda, daha 

sonra ışıma özellikleri nedeniyle medikal alanlarda görüntüleme amaçlı kullanılmaya 

başlanmıştır [125-127]. KN’ların medikal uygulamalarda kullanılmasının yaygınlaştılması 

ve daha fonksiyonel yapıya sahip olmaları amacıyla, KN’ların biyouyumluğunu artırma 

çalışmaları devam etmektedir [128,129]. Bu çalışmalar sayesinde KN’ları medikal 

uygulamalarda kullanımlarının artması hedeflendirmektedir. Biyouyumluklarını artırmak 

amacıyla, KN’larının temel bileşiminde kullanılan ağır metallerin olası toksik etkileri, 

çeşitli hücre kültür çalışmalarında olası toksik etkileri de araştırılmıştır [130-131]. 

Örneğin kadmiyum bazlı KN’larına maruz kalan nöronlarda hücre ölümüne neden olduğu 

böylece nörotoksisiteye neden  olduğu belirtilmiştir [132].  

KN’ların yapısında bulunan CdTe ile yapılan çalışmalarda kadmiyumun biyolojik sıvılara 

geçebildiği gözlenmiştir [133]. Bu nedenle farklı kimyasal yapılardan oluşan KN’larının 

sentezlenmesi hedeflenmiştir. Örneğin InP, InAs/InP/ZnSe, CuInS2/ZnSa,CuInSe2 ve PbS 

den oluşan KN’ları sentez edilmiştir [134-135].  

Silika yapısında KN’ların Cd yapıdaki KN’larından daha az toksik özellikte olduğu 

belirtilmiş ancak absorbansları daha düşük olduğundan medikal alanda 

biyogörüntülemede yeterli olmadığı gözlenmiştir [136].  

KN’larının toksik etkilerini azaltmak amacıyla uygulanan diğer yöntemler, KN’larının dış 

yüzeyinin biyouyumlu malzemelerle kaplanması ya da ligant bağlanmasıdır. Yapılan bazı 
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çalışmalar da hidrofobik dış yüzeye sahip olan KN’larının biyouyumlu bir polimer olan 

polietilenglikol (PEG) ile kaplanarak biyouyumlu hale getirilmiştir. Ancak KN’ların 

kaplamalarında kullanılan PEG polimerinin karaciğer, dalak ve kemik iliğindeki 

hücrelerini etkilediği ve PEG-KN’larının dalak, kemik iliği ve lenf düğümlerinde biriktiği 

bildirilmiştir [137].  

KN’larının çekirdek ya da yüzey kaplamalarının parçalanmasıyla oluşan oksidadif stres 

sonucunda sitotoksik etki oluşturabildikleri gözlenmiştir. KN’ları, hücre bileşenleriyle ile 

etkileşime girerek, hücrenin oksidadif dengesini bozduğu ve  oksidadif strese neden 

olabildiği iddia edilmektedir [138].  

Derfus ve ark. [139] yapmış oldukları çalışmada CdSe yapısındaki KN’ları ile hepatosit 

hücrelerini çeşitli konsantrasyonlarda 24 saat boyunca maruz bırakmışlar ve sitotoksik 

etki gözlemlemişlerdir. Çalışmada aynı KN’ları sığır serum albümin (BSA) ile kaplanmış 

ve daha sonra yine hepatosit hücreleri ile 24 saat boyunca maruz bırakılmış herhangi bir 

sitotoksik etki gözlenmemiştir. KN’larının toksik etkisinin Cd+2 iyonlarının hücrelere 

geçerek zararlı etkiler oluşturabilmekte olduğunu iddia edilmiştir. 

KN’larının sitotoksik etkilerinin doza bağlı olduğunu gösteren çalışmalar da  

bulunmaktadır. Hoshino ve ark. [140] yapmış oldukları çalışmalarda B CdSe/ZnS–SSA 

KN’larının, 0.1, 0.2, ve 0.4 mg/mL konsantrasyonları, EL-4 hücreleriyle 24 saat boyunca 

maruz bırakılmış, ve doza bağlı bir sitotoksik etki gözlendiği belirtilmiştir. Hoshino ve 

ark. [141] devamındaki bir başka çalışma da ise WTK1 hücrelerinde ise 12 saatlik 

uygulama sonucunca ise KN’larının DNA hasarına neden olduğu belirtilmiştir.  

Lovric ve ark. [142] yapmış oldukları bir başka çalışmada ise sıçan polikromotik 

hücrelerde ve (PC12) ve murine mikrogilia (N9) hücrelerinde, CdTe KN’larının yaptığı 

sitoksik etkinin nedeninin CdTe KN’larınca salınan Cd+2 iyonlarının reaktif oksijen 

türlerinin oluşmasına, bunın da, hücre içindeki biyolojik yapılarda bozulmaya neden 

olduğunu belirtilmiştir. 

Shiohara ve ark. [143] mercapto-undekanik acid (MUA) kaplı CdSe/ZnS KN’larının 

HeLa hücrelerinde ve primer insan hepatosit hücrelerinde 100 μg/mL konsantrasyonun 

toksik olduğunu belirtmiştir.  

Choi ve ark. [144] CdTe ve CdSe/ZnS (çekirdek/kabuk) yapıda olan merkaptopropiyonik 

asit (MPA), sistein (Cys), or N-asetilsistein (NAC) ile kaplanmış KN’larını insan göğüs 
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kanser hücrelerinde  (MCF-7) MTT test yöntemiyle sitotoksik etkilerine bakılmış ve Cys-

kaplı CdSe/ZnSKN’ları hariç diğerlerinde hücre ölümüne sebep olduğu gözlenmiştir.  

PEG kaplı KN’larını, insan  göğüs kanser hücreleriyle (SK-BR-3) maruz bırakılmış ve 

elde edilen sonuçlara göre, kaplamasız olan KN’larının daha toksik olduğu belirtilmiştir. 

Bu da KN’larının toksik etkilerinin, fizikokimyasal etkilere bağlı olduğunu belirtmişlerdir 

[145]. 

Bir başka çalışmada ise insan deri fibroblast hücrelerinde (HDF) CdSe/ZnS KN’larının 

(30–60 nM) çeşitli gen ve proteinlerdeki değişimleri incelenmiştir. Ede edilen verilere 

göre CdSe/ZnS KN’larının apopitoza, inflamasyona ve oksidadif strese ve çeşitli immun 

cevapların oluşumuna neden olmuştur [146].  

2.9. Çalışmada Kullanılan Yöntemler 
 
2.9.1. Sitotoksisite Tayini  
Sitotoksisite çalışmaları kimyasal maddelerin hücre ve dokular üzerindeki etki 

mekanizmalarını aydınlatmak için önemlidir. Ayrıca sitotoksisite, kanser ve inflamasyon 

gibi bir çok  patolojik durumun gelişmesinde de rol oynamaktadır.  Son yıllarda, hücre 

kültüründe hücre canlılığı ve çoğalmasını araştırmak amacıyla pek çok yöntem 

geliştirilmiştir. Bunlardan en yaygın olarak kullanılanı, 96 kuyucuklu plaklarda yapılan 

sitotoksisite değerlendirmeleridir. Bu yöntemlerle hızlı ve kolay şekilde bir çok  örneğin 

sitotoksik analizi yapılabilmektedir [147,148].  

Uygun sitotoksisite yöntemini seçmek için hücre ölümüne neden olan mekanizmaların 

bilinmesi önemlidir. Laktazdehidrogenaz (LDH) yöntemi, hücre membran hasarı 

oluştuktan sonra kültür ortamına salınınan enzimin ölçülmesine dayanır. 3-(4,5-

dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) yöntemi mitokondride 

enzimatik reaksiyona dayanır. Nötral kırmızı alım (NKA) yöntemi ise lizozomlara 

boyanın alınma derecesini ölçen bir yöntemdir [147]. Erken sitotoksik etkiyi belirlemek 

için NKA ve MTT yöntemleri en hassas sitotoksisite yöntemleridir [149]. MTT ve NKA 

sitotoksisite tayin yöntemleri canlı hücre sayısı, mitokondriyal ve lizozomal fonksiyonları 

değerlendirmek için uygun biyogöstergelerdir [150].  

LDH yöntemi, pirüvatın laktata indirgenmesini sağlayan LDH enziminin aktivitesinin 

ölçülmesine dayanan bir yöntemdir. Bu indirgenme NADH’ın NAD+’ya oksidasyonu 

eşliğinde 340 nm’de spektrofotometrik olarak izlenir. LDH, tüm hücrelerde bulunan sabit 
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bir sitoplazmik enzimdir. Plazma membranının hasarı sonucunda hızlı bir şekilde salınır. 

LDH yöntemi hücreler arası oluşan toksisiteyi ölçmez ancak hücre membranının hasarına 

yol açan kimyasal maddelerinin toksisitesini ölçer [147].  

- Nötral Kırmızı Alım (NKA) Yöntemi  
NKA yöntemi, biyomedikal ve çevresel pek çok uygulamada yaygın olarak kullanılan, 

hücre canlılığı ve hücre hasarını değerlendiren bir sitotoksisite testidir [151,152]. NKA 

yöntemi ucuz ve kolay olması nedeniyle tercih edilen yöntemlerdendir. 

Borenfreund ve Puerner’in geliştirdiği yöntem, nötral kırmızı (NK) (3-amino- m-

dimetilamino-2-metil-fenazin hidroklorür) boyasının kültür hücrelerinin lizozomlarına 

alınması esasına dayanmaktadır. Boyanın lizozomlarda birikmesi hücre sayısıyla doğru 

orantılıdır [153]. NK, zayıf katyonik yapıda bir boyadır ve hücre membranından hücre 

içine non-iyonik difüzyonla geçer. Hücre içine alınan boya, canlı hücrelerin 

lizozomlarında birikim göstermektedir [154]. Canlı hücrelerden asidik hale getirilmiş 

etanol çözeltisiyle boya tüketilmekte ve çözünmüş boya miktarı spektrofotometre 

yardımıyla belirlenmektedir [147].  

Plazma ve/veya lizozomlara hasar veren veya enerji gerektiren endositoz olaylarıyla 

etkileşen kimyasal maddeler hücrenin NK boya alma kapasitesini azaltabilir. NKA 

yöntemi orta süreli (3-6 saat) maruziyetlerde hücre canlılığını ölçen diğer yöntemlere göre 

oldukça duyarlıdır [148].  

- 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) Yöntemi  
MTT ölçümü in vitro koşullarda metabolizmanın canlılığına dayanarak sitotoksisiteyi 

ölçmek için uygulanan kolorimetrik bir yöntemdir [155]. Hedef Krebs döngüsü 

enzimlerinden biri olan ve mitokondrilerin matriksinde bulunan süksinat 

dehidrogenaz’dır. Bir tetrazolyum tuzu olan sarı renkli MTT, süksinat dehidrogenaz 

enzimine özgül olarak bağlanır. Canlı hücrelerin süksinat dehidrogenaz gibi 

mitokondriyal enzimleri tetrazolyum halkasını açar. MTT suda çözünmeyen mor 

formazan kristallerini oluşturur. Organik çözücülerde kolayca çözünen formazan 

kristalleri, konsantrasyona bağımlı olarak spektrofotometrik yöntemle görünür dalga 

boylarında ölçülebilen bir absorbans verir. Absorbans değerlendirilerek, dolaylı yoldan 

hücrelerin metabolik aktiviteleri ölçülür. Ölçülen değer yaşayan hücre sayısı ile 

ilişkilendirilir [156].  

Tetrazolyum tuzları, sadece metabolik olarak aktif hücreler tarafından indirgenebilir. 



 

 34 

Kolay bir yöntemdir. Mitokondrinin metabolik aktivitesi değerlendirilebilirken hücreler 

arası aktivitelerin değerlendirilmesine olanak vermez. MTT, hücrelerde mitokondri 

dışında NADH ve NADPH ile kontrol edilen redüksiyona uğrayabilir [157].  

2.9.2. Genotoksisite Tayini 

 
Tek Hücre Jel Elektroforez (Comet) Yöntemi  
COMET yöntemi in vitro, in vivo ve ex vivo sistemlere uygulanabilen, DNA kırıklarını 

belirleyebilen yöntemdir [158]. DNA hasarının belirlenmesi için ilk kez Ostling ve 

Johanson [159], mikro jel elektroforez tekniğini kullanmış, bu yöntem Singh ve ark. [160] 

tarafından geliştirilerek günümüzde yararlanılan tek hücre jel elektroforez (COMET) 

yöntemi oluşturulmuştur. Bu yöntemde; DNA zincirindeki tek ve çift iplik kırıkları, alkali 

oynak bölgeler ve oksidatif DNA baz hasarı belirlenebilmektedir [160].  

Az miktarda hücre ince agar jel yardımıyla mikroskop lamına tutturulur. Hücreler lize 

edilir ve DNA’nın farklı pH’larda açılması sağlanır. Elektroforez için farklı pH’ların 

seçilmesi farklı derecede hasarın ölçülmesine olanak verir. DNA göçünün derecesi, 

hücrede DNA hasarı hakkında bilgi verir [160].  

Elektrik akımı, kırılmış ve hafiflemiş DNA fragmanlarının çekirdekten hızlı göçünü 

sağlar. Hasarsız DNA büyük olduğundan, elektroforezde akım uygulaması ile kuyruk 

bırakmadan göç ederken, hasar nedeniyle parçalanan DNA, küçük parçalar halinde geride 

kalıp kuyruk oluşturur [161]. Daha sonra DNA bağlayıcı floresans bir boya ile boyama 

işlemi yapılır, görünüşleri itibariyle kuyruklu yıldıza benzediklerinden “COMET” diye 

adlandırılan bu görüntüler ölçülüp değerlendirilir [161-165].  

Comet yönteminde sonuçların değerlendirilmesinde genel olarak kuyruktaki % DNA, baş 

kısmındaki % DNA, kuyruk momenti, kuyruk uzunluğu, kuyruk yoğunluğu vb. değerler 

kullanılır [164]. Kuyruk uzunluğu, başın merkezinden ya da uç kısmında kuyruğun 

sonuna kadar olan uzunluk ve kuyruk yoğunluğu tüm Comet yoğunluğuna kıyasla 

kuyruktaki yoğunluktur. Kuyruk momenti, kuyruk uzunluğu ve kuyruktaki DNA 

yoğunluğunun bir sonucu olan bir göstergedir [165].  

Tek hücre jel elektroforez yöntemi, tek bir hücrede DNA hasarının doğrudan tayininin 

yanı sıra bir populasyondaki tüm hücrelerin aynı oranda hasara uğrayıp uğramadığının da 

tayinine olanak sağlar. Herhangi bir tedavi sırasında hücrelerin heterojen cevabının ve 

radyoterapi ve kemoterapi tedavi protokollerinde tümör cevabının öngörülmesine 
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yardımcı olabilir [164]. Comet yöntemi, DNA hasar ve onarımını ve mekanizmalarını pek 

çok deneysel şartlarda inceleyen tek hücre süspansiyonu şeklinde elde edilebilen her 

ökaryotik hücrede DNA hasar ve onarımını tespit edebilen bir yöntemdir [166-169]. 

Comet yöntemin avantajları; düşük düzeydeki DNA hasarlarını belirleyebilir, uygulaması 

rahat ve ucuzdur, düşük miktarda örnekle çalışılabilir, deneyin tamamlanması için kısa 

süreye ihtiyaç duyulur [170].  

Çeşitli enzimlerle yapılan Comet yöntemi de yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu enzimler; 

özel glikozilaz aktivitesi gösterir, hasarlı bazı uzaklaştırır, apürinik/apirimidinik bölgeler 

oluşturur ve apürinik/apirimidinik bölgeleri zincir kırıklarına götürebilir [171]. DNA 

tamirinin belirlenmesi için lizis sonrasında nükleotitler tamir enzimleriyle inkübe edilir 

[172,173]. Enzimle inkübasyondan sonra inkübasyondan önceki değerlerle 

karşılaştırıldığında, Comet parametrelerinde artış olması okside bazların varlığını gösterir. 

İnsanlarda hücrelerdeki DNA hasarının tipini belirlemek için kullanılacak bu enzimler 

farklıdır. Örneğin Endonükleaz III okside pirimidinlerini belirler [174].  

Formamidopirimidin glikozilaz (FPG) enzimi, Escherichia coli’den elde edilen bir DNA 

onarım enzimidir. Bu enzim, oksidatif DNA baz hasarını, özellikle pürin oksidasyon 

ürünü olan 8-OHdG tayin eden bir endonükleazdır. Fpg protein; 8-OHdG ve diğer hasarlı 

pürinleri yüksek hassasiyetle tayin etmesinin yanında, abazik bölgeleri ve açık zincir N-7 

guanin katım ürünlerini de tayin edebilmektedir [175].  

2.9.3. Gen Ekspresyon Ölçümü  
Gen ekspresyonu ya da gen ifadesi, DNA dizisi olan genlerin, fonksiyonel protein 

yapılarına dönüşmesi süreci için kullanılan bir terimdir. Gen ifadesi (ekspresyonu) 

DNA’da bulunan genetik bilgilerin bir RNA molekülü (mRNA) sentezi suretiyle 

kopyalanması (transkripsiyon) ve kopyalanan genetik bilgilerin bir protein molekülü 

haline çevrilmesi (translasyon) işlemlerinin tamamı olarak tanımlanır. Basitçe, bu durum 

genlerin açık (aktif) olup olmadıkları olarak da belirtilmektedir. DNA’nın farklı genlere 

karşılık gelen bölgelerindeki baz dizilimleri, o gen tarafından şifrelenen proteinin 

aminoasit dizisini belirler. DNA’daki baz dizilimlerinin proteinin amino asit dizisini nasıl 

şifrelediği, genetik ve biyokimyasal yöntemlerin birlikte kullanılması ile ortaya 

konmuştur [176].  

Gen ekspresyonunun en genel ölçüm amacı karşılaştırmadır. Farklı hücrelerdeki genlerin 

mRNA düzeylerini karşılaştırma, bir organdaki tümör hücresiyle normal bir hücrenin 

karşılaştırılması, farklı sürelerle ilaç uygulaması yapılan veya toksik maddelere maruz 
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kalan canlıların genlerindeki ekspresyon değişimlerinin karşılaştırılması gibi amaçlarla 

yapılmaktadır [177].  

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), nükleik asitlerin incelenmesinde ve nükleik asitlerle 

ilgili çalışmalarda kullanılan oldukça duyarlı ve özgül bir moleküler tekniktir [178]. 

Özgül DNA ve RNA bölgelerinin tespiti, DNA sekanslanması, parmak izi tabanlı 

amplifikasyon yöntemleri, kültür edilemeyen mikroorganizmaların gösterilmesi ve 

mutasyonların tespiti gibi bir çok  amaçlarla kullanılmaktadır [179].  

DNA veya RNA dizilerinin sayısal olarak artırılması esasına dayanan PCR’ın en önemli 

yönü, özel bir DNA dizisinin seçilip çoğaltılarak istenmeyen dizilerin ortaya çıkmasının 

önlenebilmesidir. Bu özellik, incelenen örnekler içerisinde aranan bölgenin olup 

olmadığının görülmesini kolaylaştırmakla kalmayıp, aynı zamanda bölgenin çok miktarda 

kopyası elde edileceğinden, daha ileri tekniklerle DNA’nın analiz edilmesini de 

sağlamasıdır [180-182]. Hedef genetik materyaller çok az sayıda ve hatta bir-çok ilgisiz 

DNA’lar arasında olsa bile PCR’la homojen bir DNA materyali haline getirilip 

çoğaltılabilir ve böylece kolayca tanımlanabilir [183-186]. 

Eş zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR), 1980 yılında Karry Mullis 

tarafından geliştirilen, araştırmacılara istenilen spesifik gen bölgesinin 1 milyondan fazla 

kez çoğaltılmasını sağlayan PCR’ın, çok önemli bir uygulamasıdır [187,188]. RT-PCR 

sistemleri, amplifikasyonunu ve amplifiye olmuş ürünün (amplikon) kontrolünü aynı 

kapalı sistemlerde gerçekleştiren ve amplikonun görüntülenmesine izin veren, gıdalardan, 

memeli genomundan, genetik olarak geliştirilmiş organizmalardan, insan ve veteriner 

mikrobiyoloji alanların çok farklılık gösterebilen örneklerden, nükleik asitlerin 

aranmasında kullanılmaktadır [189-190]. 

RT-PCR, geleneksel PCR’ın uygulama alanlarını genişletirken, PCR ile ilgili pek çok 

laboratuvar sorununa da çözüm getirmiştir. Bu yöntem sayesinde, DNA ve RNA örnekleri 

kalitatif ve kantitatif olarak kısa sürede analiz edilmekte, çok sayıda örnek son derece az 

kontaminasyon riskiyle, güvenle çalışılabilmektedir. RT-PCR’da, PCR reaksiyonu 

sırasında oluşan ürünleri görünür hale getirip ve izleyebilen floresan işaretli prob ve 

etidyum bromür (EtBr) gibi boyalar kullanılarak ve oluşan DNA ile doğru orantılı olarak 

artan floresan, tek bir tüpte ve tek bir işlemle belirlenebilmektedir [191-192]. 

Günümüzde floresan sinyali ölçmek için kanserojen EtBr yerine PCR için geliştirilmiş 

çözeltiler kullanılmaktadır. SYBR Green veya SYTO9 gibi özel boyalar DNA sarmalına 
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bağlanarak floresan ışıma yapıp, amplifikasyon miktarının saptanmasını sağlamaktadır. 

Bu yöntem aracılığıyla her PCR döngüsü sonunda, tüp içinde oluşan çift zincirli DNA 

miktarını ölçülerek kantitatif analizlerin yapılması sağlanır [193].  

Nükleaz analizleri de dahil olmak üzere tüm çalışmalarda TaqMan probları [194] , 5- (2’-

aminoetil) aminonaftalen-1-sülfonik asit, 4-(4’-dimetilaminofenilazo) benzoik asit gibi 

moleküler işaretleyiciler [195] ve SYBR Green boyası [196] yaygın olarak 

kullanılmaktadır. TaqMan probları, Taq DNA polimerazın 5’-3’ ekzonükleaz 

aktivitesinden yararlanarak, hibridizasyon sonrası oluşan tamamlayıcı dizi floresan 

DNA’yı kullanmaktadır. Ortaya çıkan floresan sinyal ise sinyal tespit edici sistemler 

tarafından sayısal bir değere dönüştürülmektedir [197].   

SYBR Green boyası, gen ifadesinin ölçümünde sıklıkla kullanılan bir boyadır ve çift 

zincirli DNA’ya bağlanarak floresan ışıma yapar. SYBR Green boyasının çift zincirli 

PCR ürününe bağlanması, ürün miktarı ile orantılı olarak floresan ışımayı sağlar. Bu 

yöntemde, uygun primer seçimi önemli aşamadır ve başarıyla uygulanabilmesi için PCR 

primerlerinin sadece spesifik cDNA’ya bağlanması, primer-dimer veya spesifik olmayan 

amplifikasyon ürünü oluşturmaması gerekmektedir [198].  

Bununla birlikte eş zamanlı PCR cihazlarında özgül olmayan amplifikasyon ürünlerinin 

oluşumunu ve primer dimerleri saptamak için erime eğrisi (melting curve) analizi 

yapılabilmektedir Her çift zincirli DNA kendine özgül bir erime ısısına (melting 

temperature, Tm) değerine sahiptir. Amplifikasyondan sonra sıcaklık yavaş yavaş 

yükseltilerek belirli aralıklarla floresan miktarı gözlenir. Çift zincirli DNA denatüre 

olmaya başlayınca, bağlı olan floresan boya serbest kaldığı için ölçülen ışıma miktarı 

azalmaya başlar. Bu yöntemle elde edilen erime eğrisinden yararlanılıp amplifikasyonun 

özgüllüğü saptanabilir. Tm değerinin tam olarak tespit edilebilmesi için erime eğrisinin 

zamana karşı türevi çizilir ve bu türev analizi sıklıkla yapılan bir yöntemdir  [198]. 

Eşik döngü değeri (threshold cycle = Ct) eş zamanlı PCR yönteminde önemli bir 

değişkendir. Ct, amplifikasyon sırasında saptanan floresan ışıma miktarı eşik değerinin 

aşıldığı döngü sayısıdır. Başka bir deyimle üründeki ilk anlamlı artışın olduğu noktayı 

gösterir. Farklı PCR reaksiyonlarında yeralan kalıp örneklerin miktarı Ct değerleri 

karşılaştırılarak öngörülebilir. Florimetrik PCR tekniğiyle yapılan kantitatif çalışmalarda, 

kalıp DNA miktarı bilinen standart örneklere ait Ct değerleri ile incelenen örneğin Ct 

değeri karşılaştırılarak yapılmaktadır [199].   
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3. MATERYAL VE METOT 
 
3.1. Çalışmada Kulanılan Kuantum Noktaları 
Tez çalışmasında kullanılan Ag2S kuantum noktaları; Koç Üniversitesi, Kimya Bölümü, 

Polimer ve Nanomateryal Araştırma Grubu laboratuvarında sulu sentetik yoldan tek 

aşamada tiyol bağlı kaplamalar kullanılarak sentezlenmiştir. Ag2S-(2-merkaptopropiyonik 

asit) KN’sının hidrodinamik büyüklüğü 3,5 nm olup, zeta potansiyel değeri -38mV’dur. 

Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’sının hidrodinamik büyüklüğü 4 nm olup, 

zeta potansiyel değeri -40,16 mV’dur.  

Yakın Kızılötesi I. Bölgede (YKB-I) ışıyan, kolloidal açıdan kararlı ve son derece ışıma 

verimi yüksek olan Ag2S kuantum noktaları 2-merkaptopropiyonik asit kaplaması ile 

hazırlanmıştır. Parçacıklar yakın bant-kenar emisyonu göstermiştir. Bu 2-

merkaptopropiyonik asit YKB-I 780-950 nm aralığında dalgaboyu ayarlanabilir emisyon 

maksimumuna sahiptirler. Ag2S kuantum noktalarının ikincisi ise, suda mezo-2,3-

dimerkaptosüksinik asit ayrışması ile sentezlenmiştir. Su içinde mezo-2,3-

dimerkaptosüksinik asitin yavaş ayrışması, yaklaşık %7 civarında olan parçacıkların 

emisyonunun 730-920 nm dalgaboyu aralığında daha iyi ayarlanmasını sağlamıştır.  

3.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 
Asetik asit Sigma 

Beta merkapto etanol Amresco 

Dimetil sülfoksit Sigma-Aldrich 

DiSodyum hidrojen fosfat di hidrür (Na2HPO4.2H2O) Merck 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Sigma 

Dulbecco's fosfat tamponlu serum fizyolojik Biological Industries 

Düşük erime noktalı agar Sigma 

EDTA-disodyum tuzu Sigma 

Etidyum bromür Sigma-Aldrich 

Etil alkol Sigma-Aldrich 

Hidrojen peroksit (%35) Merck 

Hidroklorik asit (%37) Merck 

L-Glutamin Sigma 

Metil alkol Sigma-Aldrich 
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Nitrik asit Sigma-Aldrich 

N-Lauroil sarkosinat sodyum tuzu Sigma-Aldrich 

Normal erime noktalı agar Sigma 

Nötral Kırmızı  Sigma 

Orta erime noktalı agar Sigma 

Potasyum dihidrojen fosfat Merck 

Potasyum klorür Horasan Kimya 

RNeasy Plus Mini Kit QIAGEN 

RPMI 1640 Sigma 

RT² First Strand Kit  QIAGEN 

RT² qPCR Primer Assay  QIAGEN 

RT² SYBR Green qPCR Mastermix  QIAGEN 

Sığır serum albümini (FCS) Biological Industries 

Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich 

Sodyum klorür Merck 

Tripan mavisi Sigma 

Tripsin Sigma 

Triton X-100 Sigma 

Trizma base (TrisHCl) Sigma 

 

3.3. Kullanılan Araç Gereçler 

 
6 ve 96 kuyucuklu plaklar Greiner 

Buzdolabı Hotpoint 

Cam pastör pipeti  Interlab 

Cam pastör pipeti kauçuk başlığı Interlab 

Comet Bilgisayar yazılımı 3.0 Perceptive Software 

De iyonize su cihazı Easypure UV 

Derin dondurucu (-80°C) Revco 

Elektroforez Biometra Analitik 

Elektroforez güç kaynağı Power Pack P25 

Etüv Dedeoğlu 

Filtreli uç 0.5-10 µl’lik steril HTL 
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Filtreli uç 0.5-20 µl’lik steril HTL 

Filtreli uç 100-1000 µl’lik steril    HTL 

Filtreli uç 1-200 µl’lik steril HTL 

Floresan mikroskop Leica 

Isıtıcı Multi-blok, Lab-Line 

İnkübatör Haraeus Instruments 

Karıştırıcı-Isıtıcı Jankel&Kunkel,Ikamag 

Kırık buz makinası Scotsmasn AF100 

Lam (25x75)-Bir kenarı traşlı Marienfeld 

Lamel (24x60) Marienfeld 

Laminar flow Kojair KR 105 

Manyetik karıştırıcı Stuart Scientific 

Mavi mikropipet ucu 100-1000mL  Eppendorf 

Mikrodalga fırın Vestel 

Mikropipetler (0,5-20, 1-10, 10-100, 20-200, 100-

1000 µl) Finnpipette, Gilson 

Mikrosantrifüj Hettich Micro 12-24 

Mikrosantrifüj tüpü, kapaklı (1,5 ml) Eppendorf 

Nanodrop 
Maestrogen 

Spectrophotometer 

Otoklav Rodwell Monarch MP 24 

PCR Tubes, 0,2 ml  QIAGEN 

PCR veri analiz programı 3.5-online SABIOSCIENCE 

pHmetre Cyberscan 

Plastik pastör pipeti 3 ml Interlab 

Real Time PCR Cihazı Corbett 

Real Time PCR Yazılımı QIAGEN 

Santrifüj Haraeus, Hettich 

Sarı micropipet ucu 1-200 ml  Eppendorf 

Sayım lamı (Neubauer) Marienfeld 

Sekiz kanallı mikropipet (5-300 µl) Eppendorf 

Spektrofotometre SpektraMax M2 

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml QIAGEN 
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Su banyosu Termal Laboratuvar Aletleri 

Terazi Schimadzu Libror 

Ultrasonik banyo Transsonic 460/H 

Vakum pompası Welch Vacuum 

Vorteks Heidolph Reax 2000 

Yatay çalkalayıcı Edmund Bühler 

Yatay hücre kültür şişesi TPP 

 
 
3.4. Kullanılan Çözeltiler 

 

3.4.1. Deneylerde Kullanılan Nanomateryallerin Çözeltileri 

Bu çalışmasında; Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) ve Ag2S-(mezo-2,3-

dimerkaptosüksinik asit) KN’ları hücre kültürü ortamında 5-2000 µg/ml konsantrasyon 

aralığında olacak şekilde doğrudan kullanılmıştır. Ayrıca kaplama maddesi olan 2-

merkaptopropiyonik asit ve mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit de yine aynı konsantrasyon 

aralığında deney ortamına doğrudan eklenmiştir. 

 

3.4.2. NKA Yönteminde Kullanılan Çözeltiler 

 

Besi ortamı 

500 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) üzerine 50 ml % 10 FBS ve 5 ml 

% 1 penisilin/streptomisin eklendi. +4°C’de saklandı. 

 

Fiksasyon (sabitleme) çözeltisi 

100 ml etil alkol, 2 ml asetik asit ve 98 ml distile su karıştırılarak hazırlandı. +4°C’de 

saklandı. 

 

Nötral kırmızı (NK) stok çözeltisi 

20 mg NK boyası 5 ml FBS içermeyen besi yeri içerisinde çözüldü. Su banyosunda 

çalkalanarak çözünmesi sağlandı. Hazırlanan çözelti alüminyum folyoya sarılarak 

+4°C’de saklandı. 
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Nötral kırmızı (NK) standart çözeltisi 

Deney gününden bir gün önce 625 μl NK stok çözeltisi 50 ml FBS içermeyen besi yeri ile 

karıştırılarak hazırlandı. Membran filtreden süzüldü. 37°C’de 18 saat süreyle inkübe 

edildi. 

 

3.4.3. MTT Yönteminde Kullanılan Çözeltiler  

 

Besi Ortamı  

500 ml MEM üzerine 50 ml (%10) FBS ve 5 ml (%1) penisilin/streptomisin eklendi. 

+4°C’de saklandı.  

 

Çözme Çözeltisi  

DMF çözeltisi (%40 h/h), glasiyel asetik asit (%2 h/h) içinde hazırlandı. 16 g SDS 100 ml 

DMF çözeltisine eklendi. pH 4.7’ye ayarlandı. Oda sıcaklığında SDS’in çözünmesi 

beklendi (çökelek çözünmezse 37°C’ye ısıtılır ve karıştırılır).  

 

3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) Çözeltisi  

50 mg MTT, 10 ml Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) içerisinde çözüldü. 

Hazırlanan çözelti membran filtreden steril, ışık geçirmeyen bir tüpe süzüldü. Hazırlanan 

MTT çözeltisi ışıktan korunarak, 4°C’de saklandı (uzun süre saklanacaksa -20°C’de 

saklanılabilir).  

 

3.4.4. Comet Yönteminde Kullanılan Çözeltiler 

 

Disodyum etilendiamin tetraasetik asit (Na2EDTA) çözeltisi (200 mM) 

14,89 g Na2EDTA 200 ml distile suda çözüldü. pH 10’a ayarlandı. Oda sıcaklığında 

saklandı. 

 

Düşük erime noktalı agar (LMPA) çözeltisi 

125 mg LMPA sıcak su banyosu kullanılarak 25 ml PBS içerisinde çözüldü. Küçük 

hacimler halinde buzdolabında saklandı. 
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Elektroforez tampon çözeltisi 

1705 ml soğuk distile su, 52,8 ml 10 N NaOH ve 8,8 ml 200 mM EDTA çözeltisi 

karıştırıldı. Deney günü taze hazırlandı. 

 

Etanol çözeltisi (% 50) 

% 99,8’lik mutlak etanol çözeltisinden 150,3 ml alındı, son hacim distile suyla 300 ml’ye 

tamamlandı. 

 

Etanol çözeltisi (% 75) 

% 99,8’lik mutlak etanol çözeltisinden 225,5 ml alındı, son hacim distile suyla 300 ml’ye 

tamamlandı. 

 

Etidiyum bromür (EtBr) çözeltisi 

10 mg EtBr, 50 ml distile suda çözülerek 200 μg/ml’lik stok EtBr çözeltisi hazırlandı. Bu 

stok çözeltiden boyama sırasında 1 ml alınıp distile suyla 10 ml’ye tamamlanarak 20 

μg/ml’lik EtBr çözeltisi hazırlandı. Oda sıcaklığında saklandı. 

 

Fosfat tamponlu serum fizyolojik çözeltisi (PBS) 

1 PBS tableti 200 ml distile suda çözüldü. 4°C’de saklandı. 

 

Hidrojen peroksit (H2O2) çözeltisi 

% 35’lik H2O2 çözeltisinden 9,7 μl alındı, 990,3 μl distile su ile 1 ml’ye tamamlanarak 

0,1M H2O2 çözeltisi hazırlandı. 1 hafta süresince 4°C’de saklanabilen çözeltiden deney 

günü 20 μl alınıp 1980 μl PBS ilave edilerek, 1 mM H2O2 çözeltisi hazırlandı. 

 

Normal erime noktalı agar (NMPA) çözeltisi 

500 mg NMPA sıcak su banyosu kullanılarak, 50 ml PBS içerisinde çözüldü. Küçük 

hacimler halinde 4°C’de saklandı. 

 

Nötralizasyon tampon çözeltisi 

48,5 mg Tris 750 ml distile suda çözülüp çözelti pH’sı 7,5’a ayarlandı. Çözeltinin son 

hacmi distile su ile 1000 ml’ye tamamlandı. Oda sıcaklığında saklandı. 
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Stok lizis çözeltisi 

146,1 NaCl, 37,2 g Na2EDTA, 1,2 g Tris 500 ml distile suda çözüldü. 10 g NaOH eklenip 

çözelti pH’sı 10’a ayarlandı. 10 g N-Lauril sarkosinat sodyum tuzu eklendi.  

Çözeltinin son hacmi distile su ile 890 ml’ye tamamlanıp maddeler çözününceye kadar 

karıştırılarak stok lizis çözeltisi hazırlandı. Çözelti oda sıcaklığında saklandı. 

 

Lizis çözeltisi 

178 ml stok lizis çözeltisi, 2 ml Triton X-100 ve 20 ml DMSO karıştırıldı. Çözelti deney 

günü taze hazırlandı, kullanılacağı zamana kadar 4°C’de bekletildi ve deney sırasında 

soğuk çözelti kullanıldı. 

 

3.4.5. Ekspresyon Çalışmalarında Kullanılan Çözeltiler 

 

- RNA izolasyonunda kullanılan çözeltiler 

 

Hücre vasatı 

100 ml DMEM içerisine 10 ml FCS ve 1 ml Penisilin-streptomisin eklendi. +4 0C’de 

saklandı. 

 

RLT tampon çözeltisi 

İzolasyon kiti içerisinde hazır olarak gelmektedir. 

 

İzolasyon Çözeltisi 

20 ml RLT tampon çözeltisine 2 ml steril β-merkapto etanol eklendi. 4 0C de saklandı.  

 

Etanol Çözeltisi (% 70) 

% 99.8’lik mutlak etanol çözeltisinden 70.14 ml alındı, 100 ml’ye DNaz RNaz içermeyen 

suyla tamamlandı. 

 

RW1 Yıkama Çözeltisi 

İzolasyon kiti içerisinde hazır olarak gelmektedir. 

 

RPE Tampon Çözeltisi 

İzolasyon kiti içerisinde hazır olarak gelmektedir. 44 ml %70’lik etanolle seyreltildi. 



 

 45 

- cDNA Çevrilmesi İşleminde Kullanılan Çözeltiler 

 

Buffer GE gDNA Eliminasyon Çözeltisi Tamponu 

İzolasyon kiti içerisinde hazır olarak gelmektedir. 

 

BC3 Çözeltisi 

İzolasyon kiti içerisinde hazır olarak gelmektedir. 

 

Control P2 Çözeltisi 

İzolasyon kiti içerisinde hazır olarak gelmektedir. 

 

RE3 Çözeltisi 

İzolasyon kiti içerisinde hazır olarak gelmektedir. 

 

Ters transkripsiyon Karışım Çözeltisi 

İzole edilen her bir RNA örneği için 4 µl BC3, 1 µl kontrol P2, 2 µl RE3, 3 µl RNaz 

DNaz içermeyen su eklenerek 10 µl’lik karışım taze olarak hazırlandı. 

 

- Gen Ekspresyonunda Kullanılan Çözeltiler 

 

SYBR Green Master Mix Çözeltisi 

İzolasyon kiti içerisinde hazır olarak gelmektedir. 

 

bax, kaspaz 9 ve bcl2 Primer Çözeltileri 

İzolasyon kiti içerisinde hazır olarak gelmektedir. 

 

Gen Ekspresyon Karışım Çözeltisi 

RNA’dan cDNA’ya çevrilen her bir örnek için 12.5 µl SYBR Green Master Mix, 1 µl 

çalışılacak primer, 5 µl örnek cDNA, 6.5 µl DNaz RNaz içermeyen su eklenerek 25 µl 

karışım taze olarak hazırlandı.  
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3.5. Yöntemler 
 
3.5.1. Sitotoksisiste Değerlendirmesinde Kullanılan Yöntemler 
 
3.5.1.1. NKA Yöntemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi 

• Hücreler 37ºC’lik su banyosunda 1-2 dakika bekletilerek oda sıcaklığına getirildi. 

Daha sonra her işlem steril şartlarda ve streil kabin içerisinde yapıldı. 

• Steril bir tüp içerisinde 1 ml hücre ve 9 ml besiyeri karıştırıldıktan sonra 1500 rpm’de 

5 dakika santrifüjleme yapılarak süpernatant kısmı atıldı, ortamındaki DMSO 

uzaklaştırıldı.  

• Kalan hücre pelleti hacimce % 90 DMEM, % 10 FBS, % 1 penisilin-streptomisin 

çözeltisi içeren besiyeri ile karıştırılarak yatay kültür kapları içerisine aktarıldı. 

• Kültür ortamındaki hücrelerin 37ºC’ye ayarlanmış % 5 CO2’li ve nemli etüv 

içerisinde büyümeleri sağlandı.  

• 2-3 günlük süre içerinde hücreler ve besiyeri mikroskopta kontaminasyon durumu ve 

doygunluğu açısından kontrol edildi. 

• Büyümeye bırakılan hücreler, zemine tutunarak tüm kültür ortamını kapladıkları 

büyüklüğe ulaştıklarında ortamdaki besiyeri uzaklaştırıldı.  

• Hücreler 2 kez 10 ml ılık PBS ile yıkandı.  

• Hücrelerin üzerine 5 ml Tripsin-EDTA çözeltisi eklenerek 5 dakika bekletildi, 

hücreler yapıştıkları yerden kalkana kadar kültür kabının tabanına hafif hafif vuruldu. 

• Steril bir tüpe 10 ml besiyeri konularak, tripsin sayesinde zeminden ayrılarak 

süspansiyon haline getirilen hücreler eklendi. 

• Hücre süspansiyonu 1000 devir/dakika hızda 25°C’de 10 dakika boyunca santrifüj 

edildi.  

• Süpernatant kısmı çalışma kabini altında uzaklaştırıldı ve dipte toplanan hücre pelleti 

10 ml besiyeri ile dikkatlice karıştırıldı.  

• Bu aşamada elde edilen hücre süspansyonundan 100 μL alınarak bir ependorf tüpe 

aktarıldı ve üzerine 900 μL tripan mavisi çözeltisi (% 0,4) eklenerek iyice karıştırıldı. 
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• Neubauer tipi hücre sayım lamı (hemasitometre) üzerine lamel yerleştirildi ve yaklaşık 

10 μL hücre süspansiyonu kapiler etkiyle dolduruldu.  

• Işık mikroskobu altında, hücre sayıcı lamı oluşturan dört karenin kenar çizgileri hariç 

üzerlerindeki parlak ve renksiz görüntülü yaşayan hücreler sayıldı. Yaşayan hücrelerin 

konsantrasyonunu hesaplamak için aşağıdaki formül kullanıldı: 

Yaşayan Hücre Konsantrasyonu (hücre/ml) = A x B 

A: Sayılan yaşayan hücre sayısının ortalaması (4 karede sayım yapıldığından toplam 

sayı dörde bölünerek ortalama sayı tespit edilmiştir) 

B: Seyreltme faktörü = 1/10 (Hücre süspansiyonu ve tripan mavisi çözeltisi karışımı) 

• Yaşayan hücre konsantrasyonu hesaplandıktan (sayılan hücre sayısı x 105 hücre/ml) 

sonra hücre süspansiyonu besiyeri kullanılarak hücre kültürü çalışmalarında istenilen 

konsantrasyonlara seyreltildi. 

• 96 kuyucuklu plakalara çoklu pipetler kullanılarak her bir kuyucukta 200 μl 10.000 

hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Hücreler 1-12. sıralara ekildi.  

• Plaka etüve kaldırılarak 24 saat inkübasyona bırakıldı, hücrelerin kuyucuklar içinde 

tutunarak çoğalmaları beklendi. 

• 24 saat sonra yine steril şartlarda besiyeri uzaklaştırıldı.  

• Bu esnada steril tüplerde besiyeri içerisinde çalışılması planlanan test çözeltileri 

hazırlandı. Ana stoktan seyreltmeler yapılarak her biri 5 ml 8 farklı doz hazırlandı ve 

200 μl/ kuyucuk olacak şekilde hücreler üzerine eklendi. 

• 12 sıradan oluşan tabaka üzerinde ilk iki sıra kontrol 1.ve 2. sıra kontrol olarak 

eklendikten sonra 3-12. sıralara artan dozlarda (5, 10, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 

1000, 2000 µg/ml) olacak şekilde incelenecek bileşiklerden 10 doz eklendi. 

• Uygulama konsantrasyonları ile muamele edilen hücreler 24 saat daha inkübasyona 

bırakıldı.  

• Bir sonraki gün çalışma sırasında kullanılmak üzere NR çözeltisi (100 ml besiyeri+ 

1250 µl NR stok çözeltisi) hazırlanarak inkübasyona bırakıldı. 

• 24 saat sonunda plak içindeki test maddesini içeren besiyeri boşaltıldı. Bir gün 

önceden hazırlanan NR çözeltisinden her bir kuyucuğa 200 µl eklenerek 3 saat daha 

inkübasyon yapıldı. 
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• Süre sonunda boya ortamdan uzaklaştırıldı ve kuyucuklar 3-4 kez ılık PBS ile yıkandı. 

Süzgeç kağıdına vurarak plakalar kurutuldu. 

• Tüm hücrelere 200 µl % 50 metil alkol, % 1 glasiyel asetik asit ve % 49 distile su 

karışımdan oluşan sabitleyici çözelti eklendi.  

• Plaka çalkalayıcı üzerine yerleştirilerek 20 dakika süre ile çalkalandı. 

• Hücrelerin absorbansları spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda ölçüldü.  

• Boya ışıkta bozulduğu için, deneyin her aşaması mümkün olduğunca karanlıkta 

yapıldı. 

• Çalışma farklı zamanlarda en az 3 kez tekrarlandı ve sonuçlar 3 çalışmanın ortalaması 

olarak hesaplandı. 

• Her madde konsantrasyonu için ölçülen absorbans değerinin, kontrol değerine oranı 

100 ile çarpılarak % hücre canlılığı ve hücrelerin %50’sinin öldüğü inhibitor 

konsantrasyonu (IC50) hesaplandı.  

 

3.5.1.2. MTT Yöntemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi  

• NKA yöntemi başlığı altında anlatıldığı şekilde V79 hücrelerinin kültürü yapıldı, 

madde çözeltileri kuyucuklara eklendi.   

• Hücreler 37°C’de, 24 saat süreyle % 5 CO2 ve %95 nem içeren inkübatörde 

inkübasyona bırakıldı.  

• İnkübasyon sonunda madde çözeltileri atıldı. Her bir kuyucuğa 100 μl besi ortamı 

ve hazırlanan MTT çözeltisinden 10 μl eklenerek hücreler 37°C, %5 CO2 ve %95 

nem içeren etüvde 4 saat daha inkübasyona bırakıldı.  

• 4 saatlik inkübasyon süresinin sonunda MTT çözeltisi atıldı. Kuyucuklarda oluşan 

formazan kristallerini çözmek amacıyla her kuyucuğa 100 μl çözme çözeltisi 

eklendi. Plak yatay çalkalayıcıda 10 dakika süreyle çalkaladı.   

• Çalkalama işlemi sonrasında kuyucuklarda oluşan renk şiddeti spektrofotometrede 

570 nm’de ölçüldü.  

• Her bir maddenin konsantrasyonu için elde edilen absorbans değerinin kontrol 

absorbans değerine oranı 100 ile çarpılarak % hücre canlılığı ve IC50 değerleri 

hesaplandı.  

• Çalışmalar üçer kez tekrarlandı.  

•  
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3.5.2. Comet Yöntemi ile Genotoksik Etkilerin Belirlenmesi 

• Bölüm 3.4.1.1 de NKA yöntemi başlığı altında anlatıldığı şekilde V79 hücreleri 

çoğaltıldıktan ve Neubauer lamında yaşayan hücre konsantrasyonu hesaplandıktan 

sonra, hücre süspansiyonu, besi yeri kullanılarak hücre kültürü çalışmalarında 

istenilen konsantrasyonlara seyreltildi.  

• Neubauer lamında sayılan hücreler besi yeri içerisinde süspande edilerek her bir 

kuyucuğa 2 ml (20000 hücre/kuyucuk) olacak şekilde 6 kuyucuklu plağa ekim  

yapıldı.   

• Kuyucuklara ekilen hücreler 37°C’de, % 5 CO2 ve %95 nem içeren inkübatörde 1 

 gün süre ile inkübasyona bırakıldı.   

• İnkübasyon süresinin sonunda her bir kuyucuğa Ag2S-(2-merkaptopropiyonik 

asit) kuantum noktasının ve Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)  kuantum 

noktasının çözeltilerinden 5-2000 µg/ml aralığında 10 farklı konsantrasyonu 

eklenerek son hacim besi yeri ile 2 ml’ye tamamlandı.   

• Negatif kontrol olarak %1 distile su ve pozitif kontrol olarak 100 μM H2O2 

kullanıldı.   

• Hücre süspansiyonları incelenen bileşiklerin çözeltileriyle 37°C’de, % 5 CO2 ve  

%95 nem içeren inkübatörde 24 saat süreyle inkübe edildi.   

• İnkübasyonu takiben hücreler 2 ml soğuk PBS ile iki defa yıkandı. Her  bir 

kuyucuğa 400 μl tripsin-EDTA çözeltisi ilave edildi.   

• 6 kuyucuklu plaklar inkübatörde 3-5 dakika süreyle bekletilerek hücrelerin 

kuyucuk  tabanından ayrılması sağlandı. 600 μl besi yeri kuyucuklara ilave edildi 

ve tripsininin etkisi durduruldu.   

• 1000 μl hücre süspansiyonu eppendorf tüplere alındı. Hücre süspansiyonları 

mikrosantrifüjde 2000 rpm’de 5 dakika süreyle santrifüj edildi, üst faz atıldı.  

• Pozitif kontrol olarak 100 μM H2O2 uygulandı. 

• Hücreler 5 dakika buz banyosunda bekletildi. 4°C’de 2500 rpm’de 5 dakika 

süreyle santrifüj edildi ve santrifüj sonunda süpernatan atıldı. 4°C’de 1 ml PBS 

eklenip 2500 rpm’de 5 dakika süreyle santrifüj edilerek hücreler yıkandı.  

Santrifüjün ardından süpernatant atıldı.  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• Elde edilen hücre süspansyonundan 100 μL bir ependorf tüpe aktarıldı ve üzerine 

900 μL tripan mavisi çözeltisi (% 0,4 a/h) eklenerek iyice karıştırıldı. 

• Neubauer sayım lamı üzerine lamel kapatıldı. Yaklaşık 10 μl hücre süspansiyonu- 

tripan mavisi karışımı sayım lamına uygulandı. 

• Işık mikroskobu altında, Neubauer lamında dört karede parlak mavi ve renksiz 

olan yaşayan hücreler soldan sağa ve yukarıdan aşağıya gidilerek sayıldı. Hücre 

sayımının doğru ve kesin bir şekilde yapılabilmesi için ideal olarak her işlemde 

200 ve üzeri hücre sayıldı. Yaşayan hücrelerin konsantrasyonunu hesaplamak için 

aşağıdaki formül kullanıldı:   

 

ml′deki Yaşayan Hücre Sayısı =  
Toplam Hücre Sayısı

4
× 10.000 × 10 

 

• Sayılan V79 hücreleri her bir lamda 10.000 hücre olacak şekilde hesaplanarak, 

37°C ± 0.5°C’de eritilmiş 100 μl % 0,5’lik LMPA, 50 μl hücre süspansiyonu ile 

karıştırıldıktan sonra önceden % 1’lik NMPA çözeltisine daldırılarak agar 

kaplanmış lamlara yayıldı ve üzerine lamel kapatıldı.   

• Lamlar buz üzerinde bekletilerek agarın katılaşması sağlanıp, agar üzerindeki 

lamel agar tabakası bozulmadan dikkatlice alındı. 

• Lamlar daha önceden hazırlanarak buzdolabında bekletilen soğuk lizis çözeltisi 

içine daldırılarak en az 3 saat süreyle buzdolabında bekletildi. 

• Lizis işlemi sonrası lamlar elektroforez tankında soğuk elektroforez tamponu 

içinde 20 dakika bekletildi, takiben 25 V 300 mA akım verilerek 20 dakika 

elektroforez işlemi uygulandı. 

• Elektroforezden sonra lamlar 15 dakika süreyle nötralizasyon tampon çözeltisinde 

bekletildi. 

• Bu işlemler ek bir DNA hasarını önlemek üzere karanlıkta yapıldı. 

• Lamlar üzerine EtBr çözeltisi ilave edilip lamel kapatıldıktan sonra floresan 

mikroskop altında incelendi. 

• Her deneyde örnekler çift olarak çalışıldı ve ayrıca tüm deneyler birbirinden 

bağımsız olarak ayrı zamanlarda 3 kez tekrarlandı. 
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• Her lamda 100 hücre floresan mikroskopta Comet bilgisayar analiz programı 

(Comet Analysis Software, version 3.0, Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, UK) ile 

değerlendirilerek, DNA hasar derecesi kuyruk uzunluğu, kuyruk yoğunluğu ve 

kuyruk momenti olarak belirlendi. 

3.5.3. Gen Ekspresyonu Çalışmasında Kullanılan Yöntemler 

• 3.4.1.1 de NKA yönteminde anlatıldığı şekilde çoğaltılan V79 hücreleri, Neubauer 

lamında hücre canlılığı için değerlendirildi. 

• Hücreler, besi yerinde seyreltildi, her bir kuyucukta 30.000 hücre/ 2 ml olacak 

şekilde, 6 kuyucuklu plaklara ekim yapıldı. 

• %5 CO2 ve 37 0C’de 24 saat inkübasyondan sonra vasat atıldı, negatif kontrol 

olarak distile su ve 10, 40, 125 ve 500 µl/ml olarak 4 doz eklendi. Son hacimleri 2 

ml’ye tamamlandı. 

• %5 CO2 ve 37 0C’de 24 saat inkübasyona bırakıldı. 

• İnkübasyon süresi bitiminde, hücreler 2 ml PBS ile iki kez yıkandı. Hücreleri 

tutundukları yüzeyden kaldırmak için her bir kuyucuğa 500 µl tripsin eklendi. 3-5 

dakika inkübasyon ortamında bekletildi. 

• Hücreler tutundukları yüzeyden ayrılınca reaksiyonu durdurmak için FCS içeren 

besi yerinden 1000 µl eklendi.  

• Toplamda 1500 µl olan hücre süspansiyonları, santrifüj tüplerine alındı. 1000 

devir/dakika hızda 5 dakika santrifüjlendikten sonra üst faz atıldı. 

• Hücre süspansiyonlarından 100 µl alınarak eppendorf tüpe aktarıldı ve üzerine 900 

µl tripan mavisi çözeltisi eklendi ve karıştırıldı. 

• Ardından karışımdan 10 μl alındı Neubauer lamına aktarıldı ve ışık 

mikroskobunda hücreler sayıldı. Yaşayan hücrelerin konsantrasyonunu 

hesaplamak için aşağıdaki formül kullanıldı: 

 

ml’de yaşayan hücre sayısı =
Toplam hücre sayısı 

4 × 10.000 × 10 

• Daha önceden 1 ml RLT tamponuna 100 µl β-merkapto etanol şeklinde 

hazırlanmış olan RLT karışımından her örneğe 350µl eklendi. Hafifçe vurarak 

karıştırıldı. 

• Üzerlerine 350 µl %70’lik steril etanol çözeltisi eklendi ve karıştırıldı. 
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• Hazırlanan hücre çözeltisi, pipetle alınarak silisyum oksit filtre içeren RNeasy spin 

kolona eklendi. 

• 10.000 devir/dakika hızda 15 saniye santrifüjlendi. 

• Kolonun üst kısmı ayrılıp temiz alt tüpe alındı ve 700 µl RW1 yıkama çözeltisi 

eklendi. 

• 10.000 devir/dakika hızda 15 saniye santrifüjlendi. Santrifüjden sonra elüat atıldı, 

spin kolona geri takıldı. RNA’lar kolona tutturulmuş oldu. 

• RPE tamponuna 44 ml %70’lik etanol çözeltisi eklendi. 

• Spin kolona 500 µl RPE çözeltisi eklendi. 10.000 devir/dakika hızda 15 saniye 

santrifüjlendi. 

• Elüat atıldı. Tekrar 500 µl RPE çözeltisi eklendi. 10.000 devir/dakika hızda 2 

dakika santrifüjlendi. 

• Spin kolonun üst kısmı alınıp eppendorfa kondu. Alt kısmı atıldı. 

• 45 µl RNaz DNaz içermeyen su eklendi. 10.000 devir/dakika hızda 1 dakika 

santrifüjlendi. Spin kolon atıldı. RNA hücreden toplanarak -80 0C’de saklandı. 

• 0.2 ml’lik boş eppendorflar soğuk metal kalıp üzerine dizildi, içlerine 2 µl GE 

tamponu eklendi. 

• Her tüpe 8 µl RNA izolatından eklendi ve yavaşça pipetleme yapıldı. 

• Tüpler 36’lık kırmızı rotora dizildi. Boş kalan yerlere boş tüp dizildi. Üzerine 

metal kelepçe oturtuldu ve kapatıldı. 

• Denatürasyon işlemi için rotor RT-PCR cihazına oturtuldu. 42 0C’de 5 dakika 

denatürasyona bırakıldı. 

• Denatürasyondan sonra linearitenin bozulmaması için eppendorflar soğuk metal 

blok üzerine alındı. 

• Her bir örneğe 10 µl ters transkripsiyon karışımından eklendi.  

• Eppendorflar tekrar kırmızı rotora dizildi.  

• RT-PCR cihazında 42 0C’de 15 dakika, 900C’de 5 dakika işleme bırakıldı. 

• İşlemden sonra eppendorflar soğuk kalıp üzerine dizildi. Her birine DNAz RNaz 

içermeyen su eklendi ve vorteksle karıştırıldı. 

• Sonuçta her örnek için 111 µl cDNA elde edildi.  

• cDNA’lar -20 0C’de saklandı. 

• cDNA’lar üzerinden gen ekspresyonunu ölçmek için her bir örnek ve primerler 

(bax, kaspaz 9 ve bcl2 ) için mastermix karışımları ayrı ayrı hazırlandı. 
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• 5 µl cDNA üzerine master mix karışımından 20 µl eklendi ve toplamda 25 µl 

karışım elde edildi. 

• Tüpler mavi 72’lik rotora dizildi. Boş kalan yerlere boş tüp yerleştirildi. Üzerine 

mavi kelepçe yerleştirildi ve RT-PCR cihazına oturtuldu.  

• Hold 95 0C 15 dakika, cycle 95 0C 15 saniye ve 60 0C 30 saniye olacak şekilde 

koşullar ayarlandı. 40 döngü olacak şekilde cihaz çalıştırıldı.  

• Okuma sıcaklığı 60 0C’ye ayarlandı.  

• Sonuçlar değerlendirilirken log fazının başlangıç değeri- threshold limit 0.05 

olarak ayarlandı. 

• Örneklerin CT değerleri hesaplandı. 

• CT değerleri online yazılım programında değerlendirildi. 

• Çalışmalar 2 kez tekrarlandı. 

 

3.6. İstatistiksel Yöntemler 
NKA testi sonuçları değerlendirilirken, elde edilen absorbans değerlerinin kontrol 

değerine oranı 100 ile çarpılarak % hücre canlılığı ve hücrelerin %50’sinin öldüğü 

inhibitör konsantrasyon (IC50) hesaplandı. 

Comet yönteminde sonuçlar negatif kontrol ve pozitif kontrol grupları ile karşılaştırıldı. 

Her lamda 100 hücrenin DNA hasarı yönünden kuyruk uzunluğu, kuyruk yoğunluğu ve 

kuyruk momenti değerleri Comet Bilgisayar Yazılımı (Comet Analysis Software, ver.3.0, 

Kinetic Imaging Ltd. Liverpool, UK) yardımıyla ölçüldü. Ölçülen değerler SPSS for 

Windows 15.0 bilgisayar yazılımı ile tek tönlü varyans analizi (ANOVA)  LSD testi ile 

hesaplandı. 

Gen ekspresyon analizinde örneklerin CT değerleri negatif kontrol grubu ile Sabioscience 

RT² Data Analaysis ver. 3.5 Online Yazılım Programında değerlendirildi. Ortalama CT, 

ΔCT, ΔΔCT ve kat değişimi-fold change değerleri hesaplanarak karşılaştırıldı. 
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4. BULGULAR 

 
4.1. Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) Kuantum Noktası ile Elde Edilen Bulgular 
4.1.1. Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) Kuantum Noktasının Sitotoksisitesine 
İlişkin Bulgular  
4.1.1.1. Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) Kuantum Noktasının NKA Yöntemi ı̇le 
Sitotoksisitesinin Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular 
5-2000 µg/ml konsantrasyon aralığında Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum 

noktasının V79 hücrelerinde yapılan NKA deneyi sonucunda negatif kontrolle 

kıyaslandığında 5-400 µg/ml konsantrasyon aralığında V79 hücrelerine önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı ancak 800-2000 µg/ml konsantrasyon aralığında hücre 

canlılığında azalmaya yol açtığı gözlenmiştir. Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum 

noktasının V79 hücreleri için IC50 değeri 1260 µg/ml olarak belirlenmiştir (Çizelge 4.1.) 

(Şekil 4.1.). 

Çizelge 4. 1. NKA yöntemine gore Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum 
noktasının V79 hücrelerindeki sitotoksik etkisi* 

  Yaşayan Hücre Ortalama 
Absorbans Değerleri 
(±standart sapma) 

Yaşayan Hücre 
Yüzdeleri (%) 

(±standart sapma) 

1 (-) Kontrol (PBS) 0,636±0,066 100,0±0,0 
2 5 μg/ml 0,593±0,103 93,0±8,4 
3 10 μg/ml 0,576±0,022 91,2±7,3 
4 25 μg/ml 0,604±0,063 95,3±7,9 
5 50 μg/ml 0,597±0,082 94,3±11,7 
6 100 μg/ml 0,543±0,070 85,3±4,4 
7 200 μg/ml 0,641±0,058 100,9±3,0 
8 400 μg/ml 0,644±0,057 101,4±2,9 
9 800 μg/ml 0,403±0,078 63,1±8,2 

10 1000 μg/ml 0,342±0,052 53,6±2,9 

11 2000 μg/ml 0,251±0,041 39,7±6,9 
 
Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri ± standart sapma olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol ile karşılaştırılmıştır.  
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Şekil 4. 1. NKA yöntemine göre Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasının 

V79 hücrelerinde sitotoksik etkisi* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol ile karşılaştırılmıştır.  
 

4.1.1.2. Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) Kuantum Koktasının MTT Yöntemi ile 
Sitotoksisitesinin Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular  
5- 2000 µg/ml konsantrasyon aralığında Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum 

noktasının V79 hücrelerinde yapılan MTT deneyi sonucunda negatif kontrol (PBS) ile 

kıyaslandığında 5-100 µg/ml konsantrasyon aralığında V79 hücrelerinde önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı ancak 200-2000 µg/ml konsantrasyon aralığında hücre 

canlılığı azalmaya başladığı gözlenmiştir. Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum 

noktasının V79 hücreleri için IC50 değeri 1361,52 µg/ml olarak belirlenmiştir (Çizelge 

4.2) (Şekil 4.2.).  
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Çizelge 4. 2. MTT yöntemine göre Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasının 
V79 hücrelerinde sitotoksik etkisi   

  
Yaşayan Hücre Ortalama 

Absorbans Değerleri 
(±standart sapma) 

Yaşayan Hücre 
Yüzdeleri (%) 

(±standart sapma) 

1 (-) Kontrol (PBS)  1,531±0,201 100±0,0 
2 5 μg/ml 1,483±0,104 98,1±14,8 
3 10 μg/ml 1,529±0,143 100,7±11,5 
4 25 μg/ml 1,418±0,144 92,9±3,0 
5 50 μg/ml 1,379±0,068   91,0±11,0 
6 100 μg/ml 1,396±0,102 91,7±5,7 
7 200 μg/ml 1,259±0,176 82,3±3,7 
8 400 μg/ml 1,177±0,271 76,3±8,1 
9 800 μg/ml 1,000±0,318   64,2±12,8 

10 1000 μg/ml 0,894±0,332   57,1±15,0 

11 2000 μg/ml 0,573±0,110 37,3±2,6 
 
*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri ± standart sapma olarak verilmiştir.  
  Negatif kontrol (PBS) ile karşılaştırılmıştır.  
 

 

Şekil 4. 2. MTT yöntemine göre Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasının 

V79 hücrelerinde sitotoksik etkisi* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol (PBS) ile karşılaştırılmıştır.  
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4.1.2. Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) Kuantum Noktasının COMET Yöntemi ile 
Genotoksisitesinin Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular  
5-2000 µg/ml konsantrasyon aralığında Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum 

noktasının V79 hücrelerinde oluşturduğu DNA hasarına ilişkin üç ayrı deneyin sonuçları 

Çizelge 4.3’te gösterilmiştir.  Çizelgede toplam hücre sayısı üzerinden değerlendirilen 

ortalama kuyruk uzunluğu, kuyruk momenti, ve kuyruk yoğunluğu ve bunların standart 

sapmaları verilmiştir (Çizelge 4.3.) (Şekil 4.3.).  

DNA hasarı kuyruk uzunluğu cinsinden değerlendirildiğinde, Ag2S-(2merkapto 

propiyonik asit) kuantum noktasının V79 hücrelerinde uygulaması sonucunda 5-2000 

μl/mg konsantrasyonlarının negatif kontrole kıyaslandığında sadece 2000 μl/mg dozunda 

DNA hasarının olduğu gözlenmiştir (p<0.05) (Çizelge 4.3.) (Şekil 4.3.).  

DNA hasarı kuyruk yoğunluğu ve kuyruk momenti cinsinden değerlendirildiğinde Ag2S-

(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasının negatif kontrol ile kıyaslandığında 5-

2000 μl/mg konsantrasyonlarda V79 hücrelerinde önemli bir DNA hasarı oluşturmadığı 

gözlenmiştir (p<0.05) (Çizelge 4.3.) (Şekil 4.3.).  

Çizelge 4. 3. Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasının V79 hücrelerinde 
oluşturduğu DNA hasarına karşı etkilerine ilişkin bulgular * 

 Kuyruk Uzunluğu 
±standart sapma 

Kuyruk Yoğunluğu 
±standart sapma 

Kuyruk Momenti 
±standart sapma 

(-)Kontrol (PBS) 12,89±1,70b 7,42±9,71b 0,74±1,10b 

(+)Kontrol (H2O2) 46,28±13,87a 33,47±21,95a 7,64±6,06a 

5 μg/ml 13,05±1,48b 4,81±6,40b 0,45±0,66b 

10 μg/ml 14,27±1,92b 6,29±9,58b 0,65±1,15b 

25 μg/ml 14,45±1,73b 8,89±9,42b 0,91±1,09b 

50 μg/ml 13,90±3,57b 7,04±9,11b 0,70±1,09b 

100 μg/ml 13,99±2,50b 7,93±9,22b 0,78±1,07b 

200 μg/ml 14,18±2,96b 4,59±6,27b 0,44±0,71b 

400 μg/ml 13,09±3,10b 6,80±8,22b 0,62±0,89b 

800 μg/ml 13,54±1,95b 5,99±7,16b 0,58±0,80b 

1000 μg/ml 14,65±3,28 b 8,33±9,05 b 0,78±1,13 b 

2000 μg/ml 16,59±4,09 a,b 4,44±7,10 b 0,51±0,93 b 

 
* Üç çalışmanın ortalama değerleri ± standart hata olarak verilmiştir. 
a Kontrole göre p<0,05 düzeyinde anlamlı, b Pozitif kontrole göre p<0,05 düzeyinde anlamlı 
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Şekil 4. 3. Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) kuantum noktasının V79 hücrelerinde 

oluşturduğu DNA hasarına etkisi* 

* Üç çalışmanın ortalama değerleri ± standart hata olarak verilmiştir. 
a Kontrole göre p<0,05 düzeyinde anlamlı, b Pozitif kontrole göre p<0,05 düzeyinde anlamlı 
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4.1.3. Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) Kuantum Noktasının Gen Ekspresyon 

Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular  

V79 hücrelerinde Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) KN’sının farklı dozlarında (10, 40, 

125 ve 500 μg/ml) apopitoz genleri (bax, blc2 ve kaspaz 9) üzerine etkileri incelendi. Gen 

ekspresyon değerlendirme yazılım programında CT değerleri kullanılarak sonuçlar 

değerlendirildi.  

Kontrol grubuyla kıyaslanan Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) örneklerine ait bulgular 

Çizelge 4.4.te verilmiştir. Sonuçlar değerlendirilirken üst sınır CT değeri 35 olarak 

alınmıştır. 35’ten daha yüksek değerler de 35 olarak değerlendirilmiştir. Gapdh geni 

kontrol geni olarak kullanılmıştır (Çizelge 4.4.) (Şekil 4.4.).  

Çizelge 4. 4. Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larının ortalama ΔCT değerleri * 

Gen Kontrol (PBS) 10 µg/ml 40µg/ml 125µg/ml 500 µg/ml 

gaph 0 0 0 0 0 

kaspaz 9 -0,21 1,1 0,97 1,09 -0,17 

bax 11,15 12,97 11,91 12,48 10,49 

bcl2 9,17 9,96 9,46 9,44 8,44 

*Sonuçlar ortalama Δct değerleri olarak verilmiştir.  
Kontrol geni gapdh değeri 0 olarak alınmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir.  

 

ΔΔCT değerleri incelendiğinde, Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) KN’sı kaspaz 9 ve bax 

ekspresyon düzeylerinde kontrole göre azalmaya neden olmuştur (Çizelge 4.5.) (Şekil 

4.5.).  

Çizelge 4. 5. Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larının ortalama ΔΔCT değerleri* 

Gen Kontrol (PBS) 10 µg/ml 40µg/ml 125µg/ml 500 µg/ml 

gapdh 1 1 1 1 1 

kaspaz 9 1,156688 0,466516 0,510506 0,469761 1,125058 

bax 0,00044 0,000125 0,00026 0,000175 0,000295 

bcl2 0,001736 0,001004 0,00142 0,00144 0,001879 

 

*Sonuçlar ortalama ΔΔct değerleri olarak verilmiştir.  
Kontrol geni gapdh değeri 1 olarak alınmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir.  
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Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) KN’sının kat değişimi (fold exchange) ve kat 

regülasyon (fold regulation) değerleri incelendiğinde,  kaspaz 9 ekspresyonu 10, 40 ve 

125 µg/ml konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak azaldığı, 500 

µg/ml konsantrasyonunda ise değişiklik göstermediği bulunmuştur. Bcl2 ekspresyonu 

çalışılan tüm konsantrasyonlarında (10-500 µg/ml) kontrol grubuna kıyasla anlamlı 

değişiklik göstermemiştir. Bax ekspresyonunu 10 ve 125 µg/ml konsantrasyonlarında 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak azalmıştır (Çizelge 4. 6. ve Çizelge 4. 7.) (Şekil 

4.6.). 

Çizelge 4. 6. Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larının kontrol grubuna kıyasla kat 
değişimi-fold change değerleri * 

Gen 10 µg/ml 40µg/ml 125µg/ml 500 µg/ml 

gapdh 1 1 1 1 

kaspaz 9 0,4033 0,4414 0,4061 0,9727 

bax 0,2832 0,5905 0,3978 1,5801 

bcl2 0,5783 0,8179 0,8293 1,6586 
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Çizelge 4. 7. Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larının kat regülasyonu-fold regulation değerleri ve biyolojik anlamlılık çizelgesi* 

Gen 10 µg/ml Ekspresyon 40 µg/ml Ekspresyon 125 µg/ml Ekspresyon 500 µg/ml Ekspresyon 

gapdh 1  1  1  1  

kaspaz 9 -2,4794 a Azalan -2,2658 a Azalan -2,4623 a  -1,0281  

bax -3,5308 a Azalan -1,6935  -2,514 a Azalan 1,5801  

bcl2 -1,7291  -1,2226  -,1058  1,6586  

 

*Sonuçlar negatif kontrol grubuna karşı değerlendirilmiştir. Kontrol geni gapdh değeri 1 olarak hesaplanmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar 

edilmiştir.  
a Ekspresyonda anlamlı azalmayı temsil etmektedir ve anlamlılık p<0,05’e göre hesaplanmıştır.  
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Şekil 4. 4. Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larının ortalama ΔCT değerleri * 

*Sonuçlar ortalama Δct olarak verilmiştir.  

 Kontrol geni gapdh değeri 0 olarak alınmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

 
 

 
Şekil 4. 5. Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larının ortalama ΔΔCT değerleri** 

*Sonuçlar ΔΔct olarak verilmiştir. Kontrol geni gapdh değeri 1 olarak hesaplanmıştır. 

Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 
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Şekil 4.6. Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) KN’larının kontrol grubuna kıyasla kat 

değişimi-fold change değerleri* 

*Sonuçlar negatif kontrol grubuna karşı değerlendirilmiştir. Kontrol geni gapdh 

değeri 1 olarak hesaplanmıştır. 
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4.2. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)  Kuantum Noktası ile Elde Edilen 
Bulgular  
4.2.1. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) Kuantum Noktasının 
Sitotoksisitesine İlişkin Bulgular  
4.2.1.1. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)  Kuantum Noktasının NKA 
Yöntemi ı̇le Sitotoksisitesinin Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular 
5-2000 µg/ml konsantrasyon aralığında Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)  

kuantum noktasının V79 hücrelerinde yapılan NKA deneyi sonucunda negatif 

kontrolle (PBS) kıyaslandığında 5-200 µg/ml konsantrasyon aralığında V79 

hücrelerine önemli bir sitotoksik etki oluşturmadığı ancak 400-2000 µg/ml  

konsatrasyon aralığında ise hücre canlılığı azalamaya başladığı gözlenmiştir. Ag2S-

(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) kuantum noktasının V79 hücreleri için IC50 

değeri 3316,5 µg/ml olarak belirlenmiştir (Çizelge 4.8.) (Şekil 4.7.).  

Çizelge 4. 8. NKA yöntemine göre Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) 
kuantum noktasının V79 hücrelerinde sitotoksik etkisi*  

  
Yaşayan Hücre Ortalama 

Absorbans Değerleri 
(±standart sapma) 

Yaşayan Hücre 
Yüzdeleri (%) 

(±standart sapma) 

1 (-) Kontrol (PBS) 0,588±0,092 100,0±0,0 
2 5 μg/ml 0,557±0,061 95,4±9,0 
3 10 μg/ml 0,540±0,112 91,9±13,6 
4 25 μg/ml 0,494±0,051 84,6±6,5 
5 50 μg/ml 0,499±0,054 85,4±4,7 
6 100 μg/ml 0,538±0,084 92,2±12,9 
7 200 μg/ml 0,572±0,143 96,3±11,3 
8 400 μg/ml 0,476±0,071 81,2±6,5 
9 800 μg/ml 0,456±0,072 77,6±2,5 
10 1000 μg/ml 0,453±0,069 77,8±11,8 
11 2000 μg/ml 0,384±0,042 65,7±4,1 
 
Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri ± standart sapma olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol (PBS) ile karşılaştırılmıştır.  
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Şekil 4. 7. NKA yöntemine göre Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)  kuantum 

noktasının V79 hücrelerinde sitotoksik etkisi* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol ile karşılaştırılmıştır.  
 

4.2.1.2. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) Kuantum Noktasının MTT 

Yöntemi ile Sitotoksisitesinin Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular  

5- 2000 µg/ml konsantrasyon aralığında Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)  

kuantum noktasının V79 hücrelerinde yapılan MTT deneyi sonucunda negatif kontrol 

ile kıyaslandığında 5-50 µg/ml konsantrasyon aralığında V79 hücrelerinde önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı ancak 100-2000 µg/ml konsatrasyon aralığında ise hücre 

canlılığı azalamaya başladığı gözlenmiştir. gözlenmiştir. Ag2S-(mezo-2,3-

dimerkaptosüksinik asit)  kuantum noktasının V79 hücreleri için IC50 değeri 2906 

µg/ml olarak belirlenmiştir (Çizelge 4.9.) (Şekil 4.8.).  
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Çizelge 4. 9. MTT yöntemine göre Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) 
kuantum noktasının V79 hücrelerinde sitotoksik etkisi*  

  
Yaşayan Hücre Ortalama 

Absorbans Değerleri 
(±standart sapma) 

Yaşayan Hücre 
Yüzdeleri (%) 

(±standart sapma) 

1 (-) Kontrol (PBS) 1,711±0,059 100,0±0,0 
2 5 μg/ml 1,632±0,152 95,4±9,3 
3 10 μg/ml 1,591±0,163 93,1±10,9 
4 25 μg/ml 1,639±0,162 96,0±11,6 
5 50 μg/ml 1,564±0,124 91,6±9,7 
6 100 μg/ml 1,460±0,155 85,3±9,0 
7 200 μg/ml 1,420±0,181 83,3±13,0 
8 400 μg/ml 1,335±0,120 78,3±9,7 
9 800 μg/ml 1,159±0,067 67,8±6,2 

10 1000 μg/ml 0,998±0,149 58,6±10,4 

11 2000 μg/ml 0,923±0,058 54,0±4,8 
 
Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri ± standart sapma olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol (PBS) ile karşılaştırılmıştır.  
 

 

Şekil 4. 8. MTT yöntemine göre Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) kuantum 

noktasının V79 hücrelerinde sitotoksik etkisi* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol ile karşılaştırılmıştır.  
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4.2.2. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) Kuantum Noktasının Comet 

Yöntemi Genotoksisitesinin Belirlenmesine İlişkin Bulgular  

5- 2000 µg/ml konsantrasyon aralığında Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) 

kuantum noktasının V79 hücrelerinde oluşturduğu DNA hasarına ilişkin üç ayrı 

deneyin sonuçları Çizelge 4.10’te gösterilmiştir.  Çizelgede toplam hücre sayısı 

üzerinden değerlendirilen ortalama Kuyruk uzunluğu, kuyruk momenti, ve kuyruk 

yoğunluğu ve bunların standart hataları verilmiştir. (Çizelge 4.10.) (Şekil 4.9.).  

Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) kuantum noktasının negatif kontrol ile 

kıyaslandığında çalışılan tüm konsantrasyonlarda kuyruk uzunluğu, kuyruk 

yoğunluğu ve kuyruk momenti cinsinden değerlendirildiğinde DNA hasarını anlamlı 

şekilde arttırmağı bulunmuştur (p<0.05) (Çizelge 4.10.) (Şekil 4.9.).    

Çizelge 4. 10. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) kuantum noktasının V79 
hücrelerinde oluşturduğu DNA hasarına karşı etkilerine ilişkin bulgular * 

 
Kuyruk 

Uzunluğu 
±standart sapma 

Kuyruk 
Yoğunluğu 

±standart sapma 

Kuyruk 
Momenti 

±standart sapma 
(-)Kontrol (PBS) 15,89±4,70 8,42±9,71 0,74±1,10 

(+)Kontrol (H2O2) 46,28±13,87 33,47±21,95 b 7,64±6,06 

5 μg/ml 15,93±2,98 b 6,59±7,39 b 0,68±0,90 b 

10 μg/ml 13,91±2,36 b 6,08±6,32 b 0,52±0,76 b 

25 μg/ml 15,80±4,10 b 8,95±7,29 b 0,84±1,24 b 

50 μg/ml 14,67±4,01 b 5,63±6,97 b 0,53±0,74 b 

100 μg/ml 15,52±2,82 b 5,88±5,54 b 0,36±0,62 b 

200 μg/ml 14,34±4,44 b 5,31±7,05 b 0,56±0,98 b 

400 μg/ml 15,87±4,43 b 5,19±7,00 b 0,51±0,79 b 

800 μg/ml 15,26±6,22 b 5,41±7,00 b 0,54±1,26 b 

1000 μg/ml 16,58±5,84 b 8,91±7,10 b 0,93±1,30 b 

2000 μg/ml 14,07±3,45 b 6,74±7,35 0,58±0,72 b 
 
* Üç çalışmanın ortalama değerleri ± standart hata olarak verilmiştir. 
a Kontrole göre p<0,05 düzeyinde anlamlı, b Pozitif kontrole göre p<0,05 düzeyinde anlamlı 
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Şekil 4. 9. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) noktasının V79 hücrelerinde 

oluşturduğu DNA hasarına etkisi* 

* Üç çalışmanın ortalama değerleri ± standart hata olarak verilmiştir. 
a Kontrole göre p<0,05 düzeyinde anlamlı, b Pozitif kontrole göre p<0,05 düzeyinde anlamlı 
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4.2.3. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) Kuantum Noktasının Gen 

Ekspresyon Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular  

V79 hücrelerinde Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’sının farklı 

dozlarında (10, 40, 125 ve 500 µg/ml) apopitoz genleri (bax, blc2 ve kaspaz 9) 

üzerine etkileri incelendi. Gen ekspresyon değerlendirme yazılım programında CT 

değerleri kullanılarak sonuçlar değerlendirildi.  

Kontrol grubuyla kıyaslanan Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) örneklerine ait 

bulgular Çizelge 4.11. ve Şekil 4.10.’da verilmiştir. Sonuçlar değerlendirilirken üst 

sınır CT değeri 35 olarak alınmıştır. 35’ten daha yüksek değerler de 35 olarak 

değerlendirilmiştir. Gapdh geni kontrol geni olarak kullanılmıştır.  

Çizelge 4. 11. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’larının ortalama ΔCT 
değerleri * 

Gen Kontrol (PBS) 10 µg/ml 40µg/ml 125µg/ml 500 µg/ml 

gapdh 0 0 0 0 0 

kaspaz 9 -0,21 0,69 0,13 -0,14 -0,18 

bax 11,15 12,1 11,01 11,11 9,17 

bcl2 9,17 10,33 9,74 9,63 10 

 

*Sonuçlar ortalama Δct değerleri olarak verilmiştir.  

Kontrol geni gapdh değeri 0 olarak alınmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir.  
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ΔΔCT değerleri incelendiğinde, Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’sı 

kaspaz 9 ve bcl2 ekspresyon düzeylerinde kontrole göre azalmaya neden olmuştur 

(Çizelge 4.12.) (Şekil 4.11.).  

Çizelge 4. 12. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’larının ortalama ΔΔCT 
değerleri* 

Gen Kontrol (PBS) 10 µg/ml 40µg/ml 125µg/ml 500 µg/ml 

gaph 1 1 1 1 1 

kaspaz 9 1,156688 0,619854 0,913831 1,101905 1,132884 

bax 0,00044 0,000228 0,000485 0,000452 0,001736 

bcl2 0,001736 0,000777 0,001169 0,001262 0,000977 

 

*Sonuçlar ortalama ΔΔct değerleri olarak verilmiştir.  

Kontrol geni gapdh değeri 1 olarak alınmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir.  

 

Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)  KN’sının kat değişimi (fold exchange) ve 

kat regülasyon (fold regulation) değerleri incelendiğinde,  çalışılan tüm 

konsantrasyonlarında (10-500 µg/ml) kaspaz 9 ekspresyonu kontrol grubuna kıyasla 

anlamlı değişiklik göstermemiştir. 500 µg/ml konsantrasyonunda ise bax ekspresyonu 

kontrol grubuna kıyasla yaklaşık 4 kat artmıştır. Çalışılan 40, 125, 500 µg/ml 

konsantrasyonlarında Bcl2 ekspresyonu kontrol grubuna kıyasla anlamlı değişiklik 

gözlenmemiştir, ancak 10 µg/ml konsantrasyonunda Bcl2 ekspresyonu kontrol 

grubuna kıyasla yaklaşık 2 kat azalmıştır (Çizelge 4. 13. ve Çizelge 4. 14.) (Şekil 4. 

12.).  

Çizelge 4. 13. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’larının kontrol grubuna 
kıyasla kat değişimi-fold change değerleri * 

Gen 10 µg/ml 40µg/ml 125µg/ml 500 µg/ml 

gaph 1 1 1 1 

kaspaz 9 0,5359 0,79 0,9526 0,9794 

bax 0,5176 1,1019 1,0281 3,9449 

bcl2 0,4475 0,6736 0,727 0,5625 
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Çizelge 4. 14. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’larının kat regülasyonu-fold regulation değerleri ve biyolojik anlamlılık Çizelgesi* 

Gen 10 µg/ml Ekspresyon 40 µg/ml Ekspresyon 125 µg/ml Ekspresyon 500 µg/ml Ekspresyon 

gapdh 1  1  1  1  

kaspaz 9 -1,8661  -1,2658  -1,0497  -1,021  

bax -1,9319  1,1019  1,0281  3,9449b Artan 

bcl2 -2,2346a Azalan -1,4845  -1,3755  -1,7777  

 

*Sonuçlar negatif kontrol grubuna karşı değerlendirilmiştir. Kontrol geni gapdh değeri 1 olarak hesaplanmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar 

edilmiştir.  

a gösterilen sonuçlar ekspresyonda anlamlı azalmayı, b ile gösterilen sonuçlar ekspresyonda anlamlı artmayı, temsil etmektedir. Anlamlılık 

p<0,05’e göre hesaplanmıştır.  
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Şekil 4. 10. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’larının ortalama ΔCT değerleri 

*Sonuçlar ortalama Δct olarak verilmiştir.  

 Kontrol geni gapdh değeri 0 olarak alınmıştır. Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 

 

 
 

Şekil 4. 11. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’larının ortalama ΔΔCT 

değerleri ** 

**Sonuçlar ΔΔCT olarak verilmiştir. Kontrol geni gapdh değeri 1 olarak hesaplanmıştır. 

Çalışmalar iki kez tekrar edilmiştir. 
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Şekil 4.12. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’larının kontrol grubuna kıyasla 

kat değişimi-fold change değerleri * 

*Sonuçlar negatif kontrol grubuna karşı değerlendirilmiştir. Kontrol geni gapdh değeri 1 

olarak hesaplanmıştır. 
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4.3. 2-merkaptopropiyonik Asit ile Elde Edilen Bulgular  
4.3.1. 2-merkaptopropiyonik Asit Sitotoksisitesine İlişkin Bulgular  
4.3.1.1. 2-merkaptopropiyonik Asitin NKA Yöntemi ı̇le Sitotoksisitesinin 
Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular 
5-2000 µg/ml konsantrasyon aralığında 2-merkaptopropiyonik asitin V79 hücrelerinde 

yapılan NKA deneyi sonucunda negatif kontrolle (PBS) kıyaslandığında 5-2000 µg/ml 

konsantrasyon aralığında V79 hücrelerine önemli bir sitotoksik etki oluşturmadığı 

gözlenmiştir. (Çizelge 4.15.) (Şekil 4.13.).  

Çizelge 4. 15. NKA yöntemine göre 2-merkaptopropiyonik asit V79 hücrelerinde 
sitotoksik etkisi*  

  Yaşayan Hücre Ortalama 
Absorbans Değerleri 
(±standart sapma) 

Yaşayan Hücre 
Yüzdeleri (%) 

(±standart sapma) 

1 (-) Kontrol (PBS) 0,869±0,383 100,0±0,0 
2 5 μg/ml 0,918±0,399 106,8±8,3 
3 10 μg/ml 0,909±0,389 105,1±2,5 
4 25 μg/ml 0,852±0,318 101,0±10,5 
5 50 μg/ml 0,912±0,374 106,3±5,6 
6 100 μg/ml 0,910±0,402 104,6±4,2 
7 200 μg/ml 0,916±0,430 104,0±4,8 
8 400 μg/ml 0,897±0,390 104,6±10,3 
9 800 μg/ml 0,935±0,414 107,7±1,2 
10 1000 μg/ml 0,909±0,425 103,2±4,8 
11 2000 μg/ml 0,808±0,452 88,5±15,7 

 
Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri ± standart sapma olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol ile karşılaştırılmıştır.  
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Şekil 4.13. NKA yöntemine göre 2-merkaptopropiyonik asit V79 hücrelerinde sitotoksik 

etkisi* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol (%1 DMSO) ile karşılaştırılmıştır.  
 

4.3.1.2. 2-merkaptopropiyonik Asitin MTT Yöntemi ile Sitotoksisitesinin 
Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular  
5-2000 µg/ml konsantrasyon aralığında 2-merkaptopropiyonik asitin V79 hücrelerinde 

yapılan MTT deneyi sonucunda negatif kontrol ile kıyaslandığında 5-2000 µg/ml 

konsantrasyon aralığında V79 hücrelerinde önemli bir sitotoksik etki oluşturmadığı 

gözlenmiştir. (Çizelge 4.16.) (Şekil 4.14.).  
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Çizelge 4. 16. MTT yöntemine göre 2-merkaptopropiyonik asit V79 hücrelerinde 
sitotoksik etkisi* 

  
Yaşayan Hücre Ortalama 

Absorbans Değerleri 
(±standart sapma) 

Yaşayan Hücre 
Yüzdeleri (%) 

(±standart sapma) 

1 (-) Kontrol (PBS) 1,460±0,263 100,0±0,0 
2 5 μg/ml 1,375±0,340 93,3±7,6 
3 10 μg/ml 1,367±0,191 94,2±5,5 
4 25 μg/ml 1,239±0,240 84,9±4,9 
5 50 μg/ml 1,404±0,325 95,8±9,8 
6 100 μg/ml 1,172±0,243 80,4±7,8 
7 200 μg/ml 1,284±0,327 87,1±7,5 
8 400 μg/ml 1,262±0,126 87,7±10,7 
9 800 μg/ml 1,326±0,170 91,5±5,8 
10 1000 μg/ml 1,357±0,346 92,4±11,2 
11 2000 μg/ml 1,225±0,311 83,8±12,4 

 
*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri ± standart sapma olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol ile karşılaştırılmıştır.  
 

 

Şekil 4.14. MTT yöntemine göre 2-merkaptopropiyonik asit V79 hücrelerinde sitotoksik 

etkisi* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri olarak verilmiştir.  
  Negatif kontrol ile karşılaştırılmıştır.  
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4.4. Mezo-2,3-dimerkaptosüksinik Asit ile Elde Edilen Bulgular  

4.4.1. Mezo-2,3-dimerkaptosüksinik Asit Sitotoksisitesine İlişkin Bulgular  

4.4.1.1. Mezo-2,3-dimerkaptosüksinik Asitin NKA Yöntemi İle Sitotoksisitesinin 

Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular 

5-2000 µg/ml konsantrasyon aralığında mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asitin V79 

hücrelerinde yapılan NKA deneyi sonucunda negatif kontrolle kıyaslandığında 5-2000 

µg/ml konsantrasyon aralığında V79 hücrelerine önemli bir sitotoksik etki oluşturmadığı 

gözlenmiştir. (Çizelge 4.17.) (Şekil 4.15.).  

Çizelge 4. 17. NKA yöntemine göre mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asitin V79 hücrelerinde 
sitotoksik etkisi*  

  Yaşayan Hücre Ortalama 
Absorbans Değerleri  

(±standart sapma) 

Yaşayan Hücre 
Yüzdeleri (%) 

(±standart sapma) 

1 (-) Kontrol (PBS) 0,997±0,614 100,0±0,0 
2 5 μg/ml 0,918±0,518 93,2±12,3 
3 10 μg/ml 0,936±0,588 92,7±9,0 
4 25 μg/ml 0,944±0,608 93,2±4,9 
5 50 μg/ml 0,884±0,453 92,1±9,3 
6 100 μg/ml 0,920±0,578 91,1±9,1 
7 200 μg/ml 0,861±0,576 84,9±4,8 
8 400 μg/ml 0,924±0,479 96,1±8,9 
9 800 μg/ml 0,886±0,498 90,4±5,3 
10 1000 μg/ml 0,969±0,574 98,0±2,2 
11 2000 μg/ml 0,907±0,507 92,7±6,0 

 
*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri ± standart sapma olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol ile karşılaştırılmıştır.  
 



 

 78 

 

Şekil 4. 15. NKA yöntemine göre mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asitin V79 hücrelerinde 

sitotoksik etkisi* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol ile karşılaştırılmıştır.  
 

4.4.1.2. Mezo-2,3-dimerkaptosüksinik Asitin MTT Yöntemi ile Sitotoksisitesinin 

Değerlendirilmesine İlişkin Bulgular  

5-2000 µg/ml konsantrasyon aralığında mezo-2,3-dimerkaptosüksinik V79 hücrelerinde 

yapılan MTT deneyi sonucunda negatif kontrol (PBS) ile kıyaslandığında 5-2000 µg/ml 

konsantrasyon aralığında V79 hücrelerinde önemli bir sitotoksik etki oluşturmadığı 

gözlenmiştir. (Çizelge 4.18.) (Şekil 4.16.).  
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Çizelge 4. 18. MTT yöntemine göre Mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asitin V79 hücrelerinde 
sitotoksik etkisi*  

  
Yaşayan Hücre Ortalama 

Absorbans Değerleri 
(±standart sapma) 

Yaşayan Hücre 
Yüzdeleri (%) 

(±standart sapma) 

1 (-) Kontrol  1,778±0,253 100,0±0,0 
2 5 μg/ml 1,720±0,241 96,8±0,3 
3 10 μg/ml 1,749±0,225 98,5±1,6 
4 25 μg/ml 1,690±0,335 94,5±5,9 
5 50 μg/ml 1,722±0,272 96,7±1,6 
6 100 μg/ml 1,707±0,310 95,6±4,2 
7 200 μg/ml 1,650±0,373 92,0±8,7 
8 400 μg/ml 1,639±0,394 91,2±10,1 
9 800 μg/ml 1,457±0,295 81,6±7,9 
10 1000 μg/ml 1,604±0,164 90,9±8,9 
11 2000 μg/ml 1,673±0,308 93,7±4,4 

 
Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri ± standart sapma olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol (PBS) ile karşılaştırılmıştır.  
 

 

Şekil 4. 16. MTT yöntemine göre mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asitin V79 hücrelerinde 

sitotoksik etkisi* 

*Sonuçlar üç çalışmanın ortalama değeri olarak verilmiştir.  
Negatif kontrol (PBS) ile karşılaştırılmıştır. 
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5. TARTIŞMA 
 
 
Nanoteknolojinin hızlı gelişimine bağlı olarak, artan nanomateryal üretimi ve kullanımı, 

insanların doğrudan ve dolaylı yollarla bu materyallere maruz kalmalarına neden 

olmaktadır. Nanoteknolojik yapılar, çok küçük boyutlarından dolayı makro moleküllerle 

kıyaslandıklarında kendine özgü farklı kimyasal ve fiziksel özelliklere sahipler. 

Nanomateryaller, ilaç, gıda, kozmetik, elektronik ve mühendislik gibi alanlarda 

kullanılmaya başlamış olup, her gün bu alanlara bir yenisi eklenmektedir. 

Nanomateryallerin insan sağlığı ve çevre üzerine etkilerinin incelenerek, risk analizlerinin 

yapılması gerekmektedir. Toksisite testlerinin amacı, kimyasal maddelerin güvenli 

kullanım ve risk değerlendirmelerini olanak sağlayan yeterli veri tabanını oluşturmaktır. 

Bu amaçla istenmeyen toksikolojik etkilerin belirlenmesi için in vitro ve in vivo 

çalışmalara gerek vardır. In vitro testlerin, çevresel koşulları kontrol etmeye izin vermesi, 

sistemik etkileşimleri ortadan kaldırması, deneyler arasındaki değişimleri azaltması, ucuz, 

kolay ve hızlı değerlendirme gibi olanakları bulunmaktadır.  

Bugüne kadar NP’ler ile yapılan in vitro çalışmaların bir kısmı nanomateryallerin insan 

hücrelerinde çeşitli zararlı etkilere sahip olduklarını gösterirken, az sayıdaki bazı 

çalışmalar da zararsız olduklarını ileri sürmektedir [200-203]. Özellikle sitotoksisite ve 

genotoksisite potansiyelleriyle ilgili verilerdeki uyumsuzluk, daha kapsamlı çalışmalara 

ihtiyaç duyulduğunu ortaya koymaktadır. KN’ları optik, elektronik ve katalitik özellikleri 

nedeniyle tıbbi ve biyolojik uygulamalarda tercih edilen, aynı zamanda güneş panelleri, 

fotonik ve telekomünikasyon gibi teknolojik alanlarda kullanılan yarı iletken nanokristal 

yapıdaki malzemelerdir [204-207]. KN’larının kimyasal bileşimi ve nanoboyutlarından 

dolayı potansiyel toksisitelerinin araştırılması güncel bir konu olarak ortaya çıkmıştır 

ancak bu konuda yeterli çalışma bulunmamaktadır [208]. 

Bu tez çalışmasında Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) ve Ag2S-(mezo-2,3-

dimerkaptosüksinik asit) KN’larının in vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin 

araştırılması amaçlanmıştır. Çalışmada etkileri araştırılan KN’ları, Koç Üniversitesi, 

Kimya Bölümü, Polimer ve Nanomateryal Araştırma Grubu laboratuvarında farklı 

kaplamalar kullanılarak sentezlenmiş özel malzemelerdir.  
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Sitotoksik etkiler, Çin hamster fibroblast hücrelerinde (V79) NKA ve MTT testleri ile, 

genotoksik etkiler ise tek hücre jel elektroforez (Comet) yöntemi ve gerçek zamanlı 

polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR) yöntemi ile belirlenmiştir.  

KN’larının sitotoksik olabileceğini ve gen ekspresyonunda olası değişiklere yol 

açabileceğini gösteren çok az sayıda çalışmalar bulunmaktadır [209]. Çekirdek ve kaplama 

yapıları açısından farklı KN’larının varlığı, hem kimyasal ve fiziksel özelliklerinin 

farklılaşmasına neden olmakta, hem de toksisiteleri üzerine kapsamlı çalışmalar 

yapılmasını gerektirmektedir [210].  

Son yıllarda çeşitli alanlarda kullanılmak üzere PbSe, PbS, ve CdHgTe gibi KN’ları 

sentezlenmiştir. Ancak bu KN’ları oldukça yüksek toksik özelliklere sahip ağır metalleri 

(Pb, Cd ve Hg) ve kalkojenleri (Se ve Te) içerdikleri için, in vivo uygulamalarda 

endişelere neden olmaktadır [211-214]. Bu nedenle, günümüzde toksik elementleri 

içermeyen, yeni KN’lar üretilmeğe başlanmıştır. Bunlardan birisi Ag2S yapıdaki 

KN’larıdır. Ag2S KN’larının, Pb, Cd ve Hg gibi ağır metalleri içeren PbSe, PbS, ve 

CdHgTe gibi KN’larından daha az toksik etkiye neden olabileceği ileri sürülmektedir. 

Zang ve ark. [215] Ag2S KN’larının yüksek floresan özelliklerinden dolayı farklı hücre 

hatlarında işaretleyici ve görüntüleyici olarak kullanılabileceğini bildirmişlerdir. Benzer 

şekilde Chen ve ark. [216] biyouyumluğu yüksek Ag2S KN’larının in vivo insan 

mezenşimal kök hücrelerinde etkili bir işaretleyici ve görüntüleyici olduğunu 

göstermişlerdir. Ancak her iki araştırma çalışmada, Ag2S KN’larının kimyasal 

kararlılığının, fotostabilitesinin ve olası toksitesisinin ayrıntılı değerlendirilmesi gerektiğini 

öne sürmüştür.  

Bu tez çalışmasında öncelikle Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) ve Ag2S-(mezo-2,3-

dimerkaptosüksinik asit) KN’larının sitotoksik etkileri V79 hücrelerinde NKA ve MTT 

yöntemleriyle araştırılmıştır.   

‘Nötral Kırmızısı Alım’ testi toksisite değerlendirilmelerinde biyomedikal ve çevresel 

uygulamalarda sık kullanılan sitotoksisite testlerinden biridir [217]. Nanotoksikoloji 

çalışmalarında, fototoksisite araştırmaları için düzenleyici kuruluşlarca onaylanan ilk in 

vitro yöntemdir [218]. Yöntem canlı hücrelerin birleşmesi ve supravital bir boya olan 

nötral kırmızısını bağlamasına dayanmaktadır. Hücre öldüğünde veya pH gradienti 

düştüğünde, boya hücre içinde tutulamaz. Bu nedenle hücrede tutulan boya miktarı, canlı 

hücre miktarı ile orantılıdır.Lizozom geçirgenliği ve beraberinde boyanın bağlanması, 

hücre canlılığının önemli bir göstergesidir. Yöntem, hücre canlılığının yanı sıra, hücre 
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çoğalması, sitostatik etkiler veya hücre yoğunluğuna bağlı hücre ölümlerinin ölçülmesinde 

de kullanılmaktadır [147]. 

MTT ölçümü in vitro koşullarda metabolizmanın canlılığına dayanarak sitotoksisiteyi 

değerlendirmek için uygulanan kolorimetrik bir yöntemdir [155]. MTT yöntemi, 

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesini ölçen, kolay bir yöntemdir. NKA ve MTT 

yöntemleri erken sitotoksik etkiyi belirlemek için kullanılan hassas yöntemlerdir [147-148] 

NKA ve MTT deneyi sonuçlarına göre Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) KN’sının 5-

1000 µg/ml konsantrasyon aralığında önemli bir sitotoksik etki oluşturmadığı ancak 2000 

µg/ml konsantrasyonda düşük bir sitotoksik etkiye yol açtığı gözlenmiştir. Ag2S-(mezo-

2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’sının ise, araştırılan tüm konsantrasyonlarında önemli bir 

sitotoksik etki oluşturmadığı belirlenmiştir. Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) KN’sının 

V79 hücrelerinde yapılan NKA ve MTT sitotoksisite testlerine göre IC50 değeri sırasıyla 

1260 µg/ml ve 1361,52 µg/ml; Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)  KN’sı için 

3316,5 µg/ml  ve 2906 µg/ml olarak belirlenmiştir. 

Hocaoğlu’nun [218] yapmış olduğu tez çalışmasında, bu çalışmada araştırılan Ag2S-(2-

merkaptopropiyonik asit) ve Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)  KN’larının 

sitotoksik etkileri; MTT ve XTT yöntemleri ile araştırılmıştır. Sonuçlarımızla benzer 

şekilde Ag2S KN’ları fare fibroblast (NIH/3T3), insan servikal kanser (HeLa) ve meme 

kanser (MCF-7) hücrelerinde 24 saat süreyle uygulandığında, kontrole kıyasla önemli bir 

sitotoksik etkiye neden olmadığı bildirilmiştir. Çalışmada ayrıca KN’larının çeşitli 

konsantrasyonları; 24 saat boyunca uygulandığında hücrelerde endozom ve lizozomlarda 

biriktiği gösterilmiştir. Bu boyuttaki bir partikülden beklenebileceği şekilde hücre 

çekirdeğinde birikmediği de bildirilmiştir.  

Zhao ve Song’un [219] yapmış oldukları çalışmada da, Ag2S  KN’ları fare fibroblast 

(L929) hücrelerinde, 10 ve 50 µg/ml konsantrasyonlarında 6, 12, 24, 48 ve 72 süreyle 

uygulandığında, MTT sonuçlarına göre herhangi bir sitotoksik etki gözlenmediği 

gösterilmiştir. 

Ag2S KN’larının, ağır metal kaplamalar içeren benzerlerinin aksine sitotoksik etkilerinin 

olmadığı belirtilmektedir. Murani ve ark. [210] gökkuşağı alabalığı hücre hattında (RTG-

2) 3 farklı KN’sının (CdS, Ag2S ve PEG kaplı Ag2S) karşılaştırmalı olarak MTT ve LDH 

yöntemleri ile sitotoksik etkileri incelemişlerdir. Sadece CdS KN’nın 24 saaatlik uygulama 

sonucunda, 10 ve 50 µg/ml konsantrasyonlarında sitotoksik etkiye yol açtığını, diğer 



 

 83 

KN’larının herhangi bir sitotoksik etki oluşturmadığı belirtilmiştir. Çalışmamız Ag2S 

KN’larıyla yapılan az sayıdaki çalışmalar ile uyumludur. 

Bu tez çalışmasında kaplama maddeleri olan 2-merkaptopropiyonik asit ve mezo-2,3-

dimerkaptosüksinik asit de sitotoksik potansiyeli açısından NKA ve MTT yöntemleri ile 

araştırılmış ve incelenen dozlarında herhangi bir sitoksik etki gözlenmemiştir ve IC50 

değeri hesaplanamamıştır.  

Çalışmamızda Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) ve Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik 

asit) KN’larının genotoksik etkileri V79 hücrelerinde, tek hücre jel elektroforez (Comet) 

yöntemi ile araştırılmıştır. Günümüzde nanomateryallerin genotoksisitesinin 

değerlendirilmesi, tüm diğer kimyasal maddelerin risk analizi için kullanılan in vitro 

toksisite metotlarına dayanmaktadır [220-223]. Ancak nano ölçekteki malzemelerin farklı 

özellikleri  göz önüne alındığında, mevcut DNA hasar tespit yöntemleriyle risk 

değerlendirmesinde zorluklar yaşanmaktadır. Bu metotlar içerisinde comet tekniği, 

genotoksikoloji ve DNA hasarı çalışmalarında uygulanabilen ve kabul gören bir 

yöntemdir. Nanomateryallerin toksik etkilerinin belirlenmesinde comet testi yaygın olarak 

bir yöntem olarak kullanılmaktadır [224]. 

Çalışmamızda Comet sonuçlarına göre; Ag2S-(2-merkaptopropiyonik asit) KN’sının V79 

hücrelerinde oluşturduğu DNA hasarı kuyruk uzunluğu cinsinden değerlendirildiğinde, 

sadece en yüksek çalışma konsantrasyonu olan 2000 μl/mg dozunda DNA hasarının 

olduğu gözlenmiştir. DNA hasarı; kuyruk yoğunluğu ve kuyruk momenti cinsinden 

değerlendirildiğinde, 5-2000 μl/mg konsantrasyonlarında önemli bir DNA hasarı 

gözlenmemiştir. Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit) KN’sının da çalışılan tüm 

konsantrasyonlarda DNA hasarında kuyruk uzunluğu, kuyruk yoğunluğu ve kuyruk 

momenti cinsinden kontrole göre anlamlı bir artış bulunmamıştır. 

Santos ve arkadaşları [225] CdSe/ZnS KN’larının genotoksik etkilerini Medicago sativa 

(Yonca) bitkisinde comet tekniği ile araştırmışlardır. Medicago sativa hücreleri 10, 50, 100 

nM CdSe/ZnS KN’larına maruz bırakıldığında, MPA-CdSe/ZnS KN’larınin artan 

konsantrasyonlariyla birlikte DNA tek ve çift zincir kırıklarında da artış olduğu 

bildirilmiştir. En yüksek konsantrasyonda purin bazlarının, pirimidin bazlarına göre daha 

fazla okside olduğu, DNA tamir enzimleri foramidoprimidin DNA glikozilaz, tyrozil-DNA 

fotofosfoesteraz-I ve DNA topoizomeraz I genlerinin de MPA- CdSe/ZnS KN’larınin artan 

konsantrasyonlariyla birlikte arttığı da belirtilmiştir [230]. 
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Munari ve arkadaşları [210] Ag2S ve CdS KN’larının genotoksik etkilerini, gökkuşağı 

alabalığı hücre hattı RTG-2’de comet yöntemiyle çalışmışlardır. Buna göre sub-toksik 

konsantrasyon aralığında (0.001-1 µg/ml), CdS KN’larının 24 saatlik maruziyetinin 

konsantrasyon bağımlı genotoksik etkiye yol açtığını, ancak Ag2S KN’larının genotoksik 

etkilerinin olmadığını gösterilmiştir.  

Zhang ve ark. [215] 72 saat süreyle 6.25, 12.5, 25, 50, 100 μg/mL konsantrasyonlarında 

Ag2S KN’ları ile muamele edilen L929 hücrelerinde kuyruk uzunluğu ve kuyruk momenti 

parametlerinde istatistiksel olarak anlamlı bir değişime neden olmadığını göstermiştir.  

Yapılan bazı araştırmalarda; KN’larının yüzeylerini çevreleyen kaplama materyallerin, 

KN’ların toksikolojik özelliklerini ve bunların biyolojik davranışlarını etkilediğini 

göstermektedir [226]. Hoshino ve ark. [227] farklı yüzey modifikasyonlarına sahip 

KN’larının; hidrofilik 11-merkaptoundekanoik asit sodyum tuzu kaplı karboksilik KN’ları 

(QD-COOH), kristalamin hidroklorit ile kaplı amino-KN’ları (QD-NH2), tiyogliserol kaplı 

hidroksil KN’ları (QD-OH) ve bunların karışımlarının (QD-OH/COOH ve QD-NH2/OH 

gibi); genotoksik potansiyelini, comet yöntemi ile araştırmışlar ve karboksilik KN 

örneklerinin, diğer örneklerle kıyaslandığında çok daha yüksek DNA hasarına yol açtığını 

göstermişlerdir. Sonuç olarak yüzeylerinde toksik moleküller bulunan KN’ları, doza bağlı 

olarak daha fazla sitotoksik ve genotoksik etki gösterirken, yüzeylerinde daha az toksik 

kaplama malzemeleri olan KN’larının, genotoksik olmadığı iddia edilmektedir. 

Bulgularımız literatürdeki az sayıdaki, toksik ağır metallerle sentezlenen KN’ları ile 

kıyaslandığında Ag2S KN’larının genotoksik etki göstermediği şeklindeki bulgularla 

uyumludur.  

Bu çalışmada sitotoksite ve genotoksisitenin mekanizmalarının açıklanması amacıyla 

apopitoz yolaklarında yer alan apopitotik genlerden bax ve kaspaz 9 ve antiapopitotik 

genlerden bcl2 ifadelerinin incelenmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla kullanılan RT-PCR, 

PCR ürünündeki birikmenin anında ölçümünü sağlayan, son yıllarda moleküler toksikoloji, 

toksikogenomik ve risk değerlendirmelerinde sıklıkla kullanılan geliştirilmiş bir yöntemdir 

ve ksenobiyotiklerin belirli genlerde oluşturdukları olası etkilerin belirlenmesinde oldukça 

yararlıdır. 

Apopitoz; bir çok  gen tarafından kontrol edilmektedir. Hücre genomunun gardiyanı olarak 

önem kazanan tümör baskılayıcı gen p53 geni, hücre döngüsü noktalarını aktive eder, 

DNA’yı onarır ve genomun stabilitesi için apopitozu kontrol altında tutar. Hücresel stres 
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sırasında p53, hücreyi hasardan korumak amacıyla onarıma çalışır ya da apopitozisi 

indükler [228]  

Bcl-2 (B-cell lymphoma gene-2) protein ailesi üyeleri hücre ölümünün önemli 

düzenleyicilerindendir. Bcl-2 proteini antiapopitotik yani apopitozu baskılayan 

proteinlerdendir ve mitokondri, çekirdek ve endoplazmik retikulum membranlarında 

bulunmaktadır. Bcl-2’nini aşırı ekspresyonu apopitozu baskılamaktadır [229]. 

Bax protein (bcl-2 ilişkili x protein) ise bcl-2 ile yüksek derecede yapısal benzerlik 

göstermesine rağmen proapopitotik aktivite gösterir.  Bax geni, Bcl-2 gen ailesinin bir 

üyesidir. Bax, p53 aracılığıyla indüklenir ve bulunduğu hücrenin apopitoza gidişini 

hızlandırır. Hücre ölüm sinyali geldiği durumlarda, Bax sentezi artar ve Bcl-2’nin etkisini 

nötralize ederek apopitozu arttırır [230]. İyon kanallarını açarak sitokrom-c salınımına 

neden olur ve apopitozu sağlar [231].  

Kaspazlar apopitoz esnasında önemli rol oynayan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. İnaktif 

proteinler olarak sentezlenen bu enzimler çeşitli yollarla aktive edilir. Bu enzimlerin rol 

oynadığı birtakım süreçler sonucunda hücre ölümü sırasında meydana gelen pek çok 

hücresel ve şekilsel değişimler meydana gelir. Memelilerde yaklaşık 14 kaspaz 

tanımlanmış olup, kaspaz ailesinin 7 üyesi (kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) apopitotik süreçte 

görev alır. Kaspazlar apopitotik yolda “başlatıcılar” ve “bitiriciler” olmak üzere iki grupta 

toplanırlar. Apopitotik yolun daha sonraki aşamalarında görev alan kaspazların diğer 

üyeleri ise efektör kaspazlar olarak adlandırılır. Kaspaz-2, 8, 9 ve 10 başlatıcı, kaspaz-3, 6 

ve 7 ise efektör kaspazlardır. Başlatıcı kaspazların üç önemli özelliği vardır; farklı 

şekillerde gelen uyarıları, genel bitirici faza taşırlar, yeterli miktarda bitirici kaspazın 

aktifleşmesini sağlayarak apopitotik sinyalin çoğalmasını sağlayarak, ölümün en son 

basamağında bir kontrol noktası olarak bulunurlar. Hücre içi reaktif oksijen radikallerinde 

artış, DNA hasarına neden olan uyaranlar, hücre içi oluşturulan sinyallerle apopitoz 

tetiklenebilir. Hücre içi reaktif oksijen radikallerinde artış, ATP/ADP ve NADPH’ın 

azalması, Bcl-2 transkripsiyon veya translasyonundaki hatalar ve hücre DNA hasarları ile 

uyarılan hücrelerde mitokondri membran permeabilitesi bozulur ve sitokrom-c, apaf-1 

(apopitoz aktive edici faktör) ve kaspaz 9 birleşerek bir komleks (apopitozom) oluşturur ve 

diğer kaspazları aktive ederek hücreyi ölüme götürürler [232-235]. 

Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) KN’sının kat değişimi (fold exchange) ve kat regülasyon 

(fold regulation) değerleri incelendiğinde,  kaspaz 9 ekspresyonu 10, 40 ve 125 µg/ml 

konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak azaldığı, 500 µg/ml 
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konsantrasyonunda ise değişiklik göstermediği bulunmuştur. Bcl2 ekspresyonu çalışılan 

tüm konsantrasyonlarında (10-500 µg/ml) kontrol grubuna kıyasla anlamlı değişiklik 

göstermemiştir. Bax ekspresyonunu 10 ve 125 µg/ml konsantrasyonlarında kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı olarak azalmıştır. 

Ag2S-(mezo-2,3-dimerkaptosüksinik asit)  KN’sının kat değişimi (fold exchange) ve kat 

regülasyon (fold regulation) değerleri incelendiğinde,  çalışılan tüm konsantrasyonlarında 

(10-500 µg/ml) kaspaz 9 ekspresyonu kontrol grubuna kıyasla anlamlı değişiklik 

göstermemiştir. Çalışılan 40, 125, 500 µg/ml konsantrasyonlarında Bcl2 ekspresyonu 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı değişiklik gözlenmemiştir, ancak 10 µg/ml 

konsantrasyonunda Bcl2 ekspresyonu kontrol grubuna kıyasla yaklaşık 2 kat azalmıştır. 

500 µg/ml konsantrasyonunda ise bax ekspresyonu kontrol grubuna kıyasla yaklaşık 4 kat 

artmıştır. 

Literatürde farklı NP’lerin indüklediği apopitoz mekanizmasını açıklayan çeşitli çalışmalar 

bulunmaktadır. Silika NP’lerin neden olduğu sitotoksisite, oksadadif stres ve apopitoz, 

insan deri hücreleri (A431) ve akciğer hücrelerinde (A549) araştırılmıştır. Elde edilen 

verilere göre silika, doza bağlı olarak sitotoksik etki göstermiş, reaktif oksisjen türlerinin 

oluşumuna ve apopitotik genler olan kaspaz 3 ve 9 da önemli seviyede artışa neden 

olmuştur. Bu sonuçlara göre silika NP’in sitotoksik ve apotoza neden olduğu belirtilmiştir 

[79]. 

Ahmad ve ark. [82] yapmış oldukları çalışmaya göre ise silika NP’lerinin çeşitli 

konsantrasyonlardaki toksik etki değerlendirmeleri yapılmış olup doza bağlı olarak insan 

karaciğer hücrelerinde (HepG2) sitotoksik etki oluşturduğu ve hücre döngüsü kontrol geni 

p53 ve apopitotik gen olan bax ve kaspaz 3 de artış gözlenirken antiapopitotik gen olan 

bcl-2 de azalmaya neden olmuştur. Bu sonuçlara göre silika NP’leri apopitotik yol ile 

hücre ölümünü tetiklediği belirtilmiştir.  

Kanser tedavisinde kullanılmak üzere sentezlenen CdSe/ZnS, çekirdek/kaplama KN’sının 

A549 hücrelerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri incelenmiştir. Bu KN’ları hücreler ile 

maruz bırakılırken, özellikle UVA/UVB de uygulanmıştır. Hücrelerdeki oluşan sitotoksik 

etkileri belirlemek amacıyla MTT, LDH ve apopitoz genlerindeki gen ekspresyon 

değişimleri incelenmek için RT-PCR yöntemi kullanılmıştır. Elde edilen verilere göre bu 

KN’larının sitotoksik ve genotoksik olduğu gözlenmiş, fototerapi yöntemiyle kanser 

tedavisinde kullanılabilmesi için uygun olduğu belirtilmiştir [236]. 
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Ag2S KN’larının gen ekspresyonuna ilişkin çalışma henüz literatürde yer almamaktadır. 

Çalışmamızda kullandığımız Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) ve Ag2S-(mezo-2,3-

dimerkaptosüksinik asit) KN’larının apopitotik ve antiapopitotik genlerde değişimlere 

neden olmuştur. Ancak bu değişim sonuçlarına göre Ag2S KN’larının apopitotik yolu 

tetiklediği düşünülmemektedir. Daha fazla genler ile ayrıntılı çalışamalara gerek vardır.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER  

Nanoteknoloji günümüz de sağlık, elektronik, mekanik, gibi pek çok alanda ekonomik 

büyüme ve üretim teknolojilerinin geliştirilmesinde önemli rol oynamaktadır.  

Nanoteknolojinin geniş bir uygulama alanına sahip olmasından dolayı, nanomalzemelere 

maruz kalma ile ilgili ortaya çıkabilecek olası risklere karşı geliştirilebilecek önlemlerin 

belirlenmesi oldukça önemlidir. Bu nedenle NM’lerin, boyutu, şekli, yüzey alanı, kimyasal 

özellikleri ve çözünebilirlik derecelerini içeren fizyokimyasal özelliklerinin biyolojik 

sistemlerdeki etkileri ayrıntılı olarak araştırılmalıdır.  

Son yıllarda nanoteknolojinin yaratacağı riskler, tüm dünyada gittikçe artan bir şekilde 

tartışılmaya başlanmıştır. Yararlarının yanı sıra, NM’lerin kullanımlarının hızla 

kullanımlarının artması, nanoteknolojinin muhtemel riskleri üzerine çeşitli araştırmalar 

yapılması sorunluluğu getirmiştir.  

NP toksisitesi üzerine çeşitli çalışmalar bulunmasına karşın, başta sitotoksik ve genotoksik 

etkileri üzerine yapılan çalışmalar yetersizdir. Olası toksik etkilerinin ve etki 

mekanizmalarının araştırılması ve bu bileşiklerin tehlike/risk değerlendirmelerinin 

yapılması, nanoteknolojik ürünlerin güvenli kullanımına olanak sağlayacaktır.  

Çalışmamızda kullanılan Ag2S-(2-merkaptopropionik asit) ve Ag2S-(mezo-2,3-

dimerkaptosüksinik asit) KN’larının V79 hücrelerinde sitotoksik ve genotoksik etki 

gözlenmemiştir. Ayrıca gen ekspresyonu ile yapılan çalışmalar sonucunda da apoptozise 

neden olabileceği düşünülmemektedir. Ancak Ag2S KN’larının bir çok  alanda 

kullanımların yaygınlaşabilmesi için daha kapsamlı araştırmalara gerek duyulmaktadır. 

KN’larının insan ve çevre etkilerinin in vitro ve in vivo çalışmalarla detaylı olarak 

irdelenmeli ve toksisite potansiyelleri değerlendirilmelidir.  

KN’larının fizikokimyasal, moleküler ve fizyolojik yapılarının anlaşılması, toksisite 

özelliklerinin ortaya konulması, bu maddelerin başta tıp, eczacılık gibi sağlık sektöründe, 

elektronik, mekanik gibi  pek çok alanda güvenli bir şekilde kullanılmalarını sağlayacaktır. 
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