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ÖZET 

 

 

KANSER HÜCRELERİNİN APTAMER VE ANTİBADİ 
TAŞIYAN MANYETİK NANOPARTİKÜLLER İLE 

HEDEFLENMESİ 

 

 

Lütfiye TUTKUN 

Doktora, Biyomühendislik ABD 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Tülin KUTSAL 

İkinci Tez Danışmanı: Doç. Dr. Mustafa TÜRK 

Kasım 2014, 214 sayfa 

 

 

Kanser tüm dünyada en önemli hastalık ve ölüm nedeni olma özelliğini 
sürdürmektedir. Meme, akciğer, bağırsak gibi birçok organda değişik 

kanser tiplerine rastlanmaktadır. Normal hücreler kanser hücrelerine 
dönüştüklerinde, bu hücrelerin yüzey özellikleri değişmekte, belli 

reseptör ve antijenleri eşsiz ve hızlı bir çoğalma profili 

sergilemektedirler. 

Sağlıklı hücreler ile karşılaştırıldığında, kanser hücrelerinin kontrolsüz ve 

hızlı çoğalmaları “hedeflenmiş tedavi” geliştirilmesi anlamında bu 
hücrelere olan ilgiyi arttırmaktadır. Kanser tanı ve tedavisinde, 

monoklonal antikor ya da aptamer gibi küçük moleküllerin manyetik 

nanopartiküllere immobilize edilmesi ile tasarlanan nanopartiküler 
sistemler, hedeflenmiş terapi anlamında avantaj sağlamaktadır. 

Nanoteknolojinin kullandığı en önemli taşıyıcı moleküller olarak 
nanopartiküller, yüksek yüzey alanı/hacim oranına sahiptirler. Son 

yıllarda kuantum tanecikler, manyetik demir oksit nanopartiküller, altın 
nanopartiküller, polimer-bazlı nanopartiküller vb. olmak üzere birçok 

nano-sistem kanser uygulamalarında kullanılmak üzere geliştirilmiştir. 
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Sunulan tez kapsamında da; MDA MB 231 insan meme kanseri tümör 

hücrelerinin özgün tanınması ve görüntülenmesinde kullanılabilecek 
nanopartiküler erken tanı sistemi geliştirilmesi hedeflenmiştir. Bu 

amaçla, MDA MB 231 insan meme kanseri hücre yüzeyinde eksprese 
olduğu bilinen epidermal büyüme faktörü reseptörlerinin hedeflenmesi 

düşünülmüştür. Bu kapsamda; manyetik çekirdekli, altın kaplı 
süperparamanyetik demiroksit nanopartiküller (SPION) tasarlanmış ve 

karakterize edilmiştir. Sentezlenen SPION‘ların ve altın-kaplı SPION’ların 
TEM ile belirlenen ortalama boyutları sırası ile 5.62+ 1.49 nm ve 57.04 

+ 8.58 nm olarak saptanmıştır. FITC-işaretli aptamer ve antibadi 
molekülleri, altın–kaplı SPION’ların yüzeyine immobilize edilmiş ve daha 

sonra hazırlanan taşıyıcı sistem hücre kültür ortamında MDA MB 231 
meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiştir. Karşılaştırmalı hücre hattı 

olarak östrojen reseptör-pozitif insan fibroblast hücreleri seçilmiştir. 
Hücre  büyüme ve farklılaşması araştırılmış ve nanopartiküler taşıyıcı 

sistemin sitotoksisitesi incelenmiştir. İkili boyama yöntemi ile apoptoz 

ve nekroz oranları belirlenmiştir. Elde edilen veriler doğrultusunda, 
genel olarak nanopartikül-konjugatlarının hücre canlılığı üzerinde toksik 

etkisinin olmadığı ve taşıyıcı sistemin hücre proliferasyonunu 
engellemediği belirlenmiştir. Akım Sitometri ile hücre reseptörleri ile 

etkileşen floresan işaretli aptamer ve antibadi oranları belirlenmiş ve en 
yüksek bağlanmanın %64.4 oranı ile 108 µg/mL konsantrasyonundaki 

antibadi immobilize edilmiş SPION olduğu saptanmıştır. Hücre 
seçicilikleri floresan mikroskop ile de görüntülenmiştir.  

 

          

Anahtar Kelimeler: nanopartikül, tümör hücre hedeflendirme, kanser 
tanısı, antibadi, aptamer, hücre kültürü, akım sitometri, gerçek zamanlı 

hücre analizi  
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TARGETING OF CANCER CELLS WITH APTAMER AND 
ANTIBODY IMMOBILIZED MAGNETIC NANOPARTICLES 

 

 

Lütfiye TUTKUN 

Doctor of Philosophy, Division of Bioengineering 

Supervisor: Prof. Dr. Tülin KUTSAL 

Co-Supervisor: Doç. Dr. Mustafa TÜRK 

November 2014, 214 pages 

 

 

Cancer is still one of the major reason of illness and death throughout 

the world. Wide range of cancer types occur in many organs like breast, 
liver, lung, colon etc. When normal cells transform into cancerous cells, 

surface characteristics of these cells change. Then, they display unique 
expression and/or over expression of certain receptors and antigens. 

Overexpression of these cells compare to normal cells make them 
attractive for targeted therapy. Conjugation of monoclonal antibodies 

and/or small molecules like aptamers to the magnetic nanoparticles is a 
beneficial method for cancer diagnosis and treatment in terms of 

targeted theraphy. Nanoparticles have a high surface area  to volume 
ratio. Several types of nanoparticles including quantum dots, magnetic 

iron oxide, gold, polymer based nanoparticles have been developed for 
cancer applications in the last few years.  

Within the context of this thesis, developing of an early diagnosis 

nanoparticular system in order to detect and image human breast 
cancer cell line of MDA MB 231 is aimed. In this reason, it has been 

thought to target cell surface receptors of epidermal growth factor 
which expressed by breast tumor cells of MDA MB 231. In this regard, 

gold coated magnetic nanoparticles were designed and characterized. 
Average sizes of synthesized SPIONs’ and gold-coated SPIONs’ which 



iv 
 

were determined by TEM were detected as 5.62 + 1.49 nm and 57.04 + 

8.58 nm, respectively. FITC-labeled aptamer and antibody molecules 
were immobilized onto gold-coated SPIONs and than developed carrier 

system was applied to  MDA MB 231 breast cancer cells in the cell 
culture medium. Estrogen-positive human fibroblast cells were choosen 

as a comparative cell line. Proliferation and differentiation of cells were 
investigated and cytotoxicity of nanoparticular carrier system were 

examined. Apoptosis and necrosis rates were quantified by double-
staining of cells. Generally speaking, there were no significant toxic 

effect of nanoparticle-conjugates on cell viability in accordance with the 
data obtained and carrier system were not also inhibiting cell 

proliferation. Flow cytometry was used to determine the interaction 
rates between tumor cell receptors and fluorescently labeled aptamer 

and antibody molecules and antibody-immobilized SPION in the 
concentration of 108 µg/mL have had the highest conjugation rate by 

the 64.4%. Tumor cell selectivity was also imaged by the technic of 

Fluorescent Microscopy.    

 

 

Keywords: nanoparticle, tumor targeting, cancer diagnosis, antibody, 

aptamer, cell culture, flow cytometry, real time cell analyzing 
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1. GİRİŞ 

Kanser; modern tıptaki gelişmelere karşın, dünyada ve ülkemizde ölüm 

nedenleri arasında ilk sıralarda yer alması nedeniyle hala çok önemli bir 

sağlık sorunu olma özelliğini sürdürmektedir [1-2]. Erken tanı ve tedavi, 

hasta ömrünün uzatılmasında ve yaşam kalitesinin artırılmasında çok 

önemli bir yere sahiptir. Günümüzde kemoterapi, radyoterapi ve 

hormonal terapi en sık kullanılan terapi yöntemleridir. Kemoterapötik 

ajanlar; kontrolsüz hücre bölünmesini bloke eden ve apoptozu 

indükleyen sitotoksik ilaçlardır. Günümüzde en yaygın tedavi yöntemi 

olarak kullanılan kemoterapi yönteminde farmakolojik olarak aktif olan 

bu kanser ilaçları; çoklu-ilaç direnci, tümör dokusuna spesifik 

hedeflemede yaşanan zorluklar ve doz oranını kısıtlayan toksisite gibi 

nedenlerle ideal tedavi profili oluşturmamaktadır [3-4]. Bu 

kemoterapötik ajanların tedavi potansiyelini artırabilmek ve 

konvansiyonel ilaç terapisinin olumsuz ve yetersiz etkilerini ortadan 

kaldırabilmek için geliştirilen en önemli yaklaşım nanoteknolojidir [5-6]. 

Özellikle son on yıllık dönemde bilimsel alanda yapılan çalışmalarda, 

kanser başta olmak üzere birçok hastalığın tanısında nano yapılı 

malzemelerin kullanımında çok büyük bir gelişme yaşanmıştır. 

Konvansiyonel yöntemlerin eksikliklerini gidererek, yüksek duyarlılık ve 

seçicilikte, kullanımı kolay tanı sistemleri geliştirme yönünde yapılan 

bilimsel çalışmalar mevcut yöntemlere göre önemli avantajlara sahip 

materyallerin geliştirilmesine olanak sağlamaktadır. Çeşitli kanser 

türlerinin ve bazı hastalıkların varlığı, vücutta bazı proteinlerin anormal 

miktarlarda var olmaları ile korelasyon göstermektedir. Konvansiyonel 

yöntemler, sadece proteinlerin belli eşik değerlerini aşmaları sonucu tanı 

konmasına olanak sağlarken, daha erken evrelerde tanı konmasına 

olanak sağlayacak yöntemlerin geliştirilmesi, hastaların tedavi edilme 

sürecinde, yaşam süresinin uzatılmasında ve  mortalitenin 

azaltılmasında çığır açacak yeni bir dönemin başlamasına olanak 

sağlamaktadır. 1-100 nm boyutları ile nanoteknolojinin kullandığı en 
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önemli taşıyıcı moleküller olarak nanopartiküller; yüksek yüzey 

alanı/hacim oranları ile ve yüzeylerinin çeşitli kimyasal ve biyolojik 

ajanlar ile fonksiyonalize edilebilirliği ile, hem kemoterapötik ilaçlar, 

plazmid DNA ve siRNA gibi ajanlar için bir nevi kargo görevi görmekte, 

hem de erken tümör tanısında sunduğu avantajlar ile birçok kanser 

hastalığında görüntüleme ve terapi imkanı sunan teranostik araç olarak 

kabul edilmektedir [7-8]. Özellikle süperparamanyetik demiroksit 

nanopartiküller (SPION); biyouyumlu olmaları, hücre içine kolayca 

girebilmeleri, manyetik özellikleri nedeniyle manyetik alan kullanılarak 

uzaktan yönlendirilebilmeleri, elektromanyetik enerjiyi absorblayarak 

ısıya dönüştürebilmeleri nedeniyle hipertermi tedavisinde 

kullanılabilmeleri gibi birçok nedenle hücre işaretleme, biyoayırma, 

medikal tanı ve terapi amaçlı birçok uygulama alanına sahiptirler [9-15].     

In vivo tümör hücre tanısında; tümör hücrelerinin tanınmasını sağlayan 

kendilerine özgü reseptörlerinin, biyolojik ligandlar taşıyan 

nanopartiküler taşıyıcı sistemler ile hedeflenmesi ve görüntülenme 

ajanları ile görüntülemeyi sağlamaları beklenir. Günümüzde kullanılan 

ve etkinlikleri araştırılan en önemli biyolojik ligandlar arasında 

monoklonal antibadiler ve aptamerler sayılabilir. Monoklonal antibadiler 

yüksek seçicilik özelliğine sahiptirler ve bu nedenle saflaştırma 

(biyosorbentler), tanı (görüntüleme, tanı kitleri, biyosensörler vb.) ve 

tedavi amacıyla (ilaç olarak) kullanılan ve kullanımları araştırılan en 

önemli biyoligand grubudur [16-17]. Aptamerler ise tek zincirli kısa 

oligonükleotid sekanslarıdır ve hedef moleküller ile (peptid, protein, 

hücre, mikroorganizma vs.) etkileşirken üç boyutlu bir konfigürasyona 

katlanırlar ve hedef molekülün yapısını değiştirme özelliğine sahiptirler. 

Sentetik olarak üretilebilirler ve oldukça küçük boyutları nedeniyle hedef 

molekül ile hızlıca etkileşebilme kapasitesine sahiptirler [18-20]. 

Sunulan tez kapsamında; MDA MB 231 insan meme kanseri tümör 

hücrelerinin özgün tanınması ve görüntülenmesinde kullanılabilecek 

nanopartiküler erken tanı sistemi geliştirilmesi hedeflenmiştir. Bu 
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amaçla, MDA MB 231 insan meme kanseri hücre yüzeyinde eksprese 

olduğu bilinen epidermal büyüme faktörü reseptörlerinin hedeflenmesi 

düşünülmüştür. Bu kapsamda; manyetik çekirdekli, altın kaplı, aptamer 

ve antibadi taşıyan nanopartiküller tasarlanmış ve karakterize edilmiştir. 

Tasarlanan taşıyıcı sistem daha sonra tümör hücreleri ile hücre kültür 

ortamlarında etkileştirilmiş, hücre  büyüme ve farklılaşması incelenmiş 

ve sitotoksisiteleri araştırılmıştır. Ayrıca ikili boyama yöntemi ile apoptoz 

ve nekroz gelişimi incelenmiş ve floresan mikroskop ve akım sitometri 

cihazı ile de tümör hücre seçicilikleri araştırılmış ve tanımlanmıştır.          

Sunulan Doktora Tez Çalışması, Hacettepe Üniversitesi Bilimsel 

Araştırmalar Birimi tarafından (Proje Numarası : 013 D06 602 001) 

desteklenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser  

Organizmadaki hücreler, “yenilenebilme” özelliklerine ve hücre çevrimi 

ile ilişkilerine göre “kararlı olmayan (labil)”, “kararlı (stabil)” ve “kalıcı 

(permenant)” hücreler olarak 3 gruba ayrılırlar. Kararlı olmayan 

hücreler, yaşam boyu rejenere olma yeteneği olan hücrelerdir. Kararlı 

hücreler, normal koşullarda dinlenme evresinde olup sadece uyarı 

aldıklarında çoğalmaya başlayan hücrelerken, kalıcı hücreler ise, hücre 

çevrimini terk ettikleri için çoğalma ve rejenere olma yetenekleri 

olmayan hücrelerdir. Hücre, uygun olmayan çevre koşullarına uyum 

sağlayabilmek ve canlılığını sürdürebilmek için fizyolojik ya da patolojik 

adaptasyon mekanizmaları kullanabilir. Hücrelerin sayılarının artışıyla 

oluşan “hiperplazi”, hücre boyutunun artışı ile karakterize “hipertrofi” ve 

hücre sayısının azalması ve hücrenin küçülmesi sonucu organ ya da 

doku gerilemesi ile karakterize “atrofi” benign adaptasyon süreçleridir 

ve etkenin ortadan kalkması ile gerileyebilir ve bu adaptasyonlardaki 

hücre tipi orijinal hücre tipidir. “Metaplazi” ise genellikle epitelde oluşan, 

geri dönüşümlü de olabilmekle birlikte, hücrenin başka bir hücreye 

farklılaştığı hücresel adaptasyon şeklidir [21].  

Kanser; hücrelerin, başta immün sistem olmak üzere baskılayıcı 

mekanizmaların etkisi olmaksızın, kontrolsüz, zamansız ve geri 

dönüşümsüz çoğalmaları ve metabolik ve davranışsal değişikliklerle, 

orijinal hücreden tamamen farklı bir hücreye dönüşmeleridir. Kanser 

dokusu; kaynaklandığı hücre yapısı, sergilediği gelişim süreci, 

oluşturduğu klinik değişiklikler, komşu ve uzak dokulara yaptığı 

metastazlar ve moleküler düzeydeki farklılıklar açısından kişiden kişiye 

değişen bir tablo sergiler. Normal koşullarda hücreler devamlı bir 

devinim içerisinde olup, normal yaşam süresini dolduran hücre ölürken, 

onun yerini aynı hücre doldurur ve bu denge, genlerin kontrolü 

altındadır. Bazı genler hücrelerin bölünüp çoğalmalarını sağlarken, 

bazıları aşırı hücre üremesini engellerler [22]. Hücre DNA’sında ya da 
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genlerde, başta çevresel olmak üzere değişik nedenlerle oluşan 

değişiklikler bu hassas döngüyü bozarak kanser gelişimini başlatabilirler.  

Normal koşullarda hücre çevrimi; DNA sentezinin gerçekleştiği S evresi, 

mitoz bölünmenin oluştuğu M evresi ve bu iki süreç arasında yer alan 

G1 ve G2 (duraklama evreleri) evrelerinden oluşmakta olup, hücrelerin 

istirahat halinde bulunduğu G0 evresi ise, uyarı sonucu çevrimin 

başlayacağı potansiyel evredir [23]. Bu evrelerin herhangi bir 

noktasında gerçekleşen bir uyarı hücreler arası ahengi bozarak 

kontrolsüz hücre çoğalmasını başlatabilir. Bunların dışında DNA onarımı 

ve apoptoz (programlı hücre ölümü) da kanser oluşumunda önemli 

basamaklardır. Apoptoz, normal hücre döngüsünde rol alan bir süreç 

olup, her saniye yaklaşık 1.000.000 hücre vücuttan uzaklaştırılmaktadır. 

Mitozis ile apoptoz arasındaki bu uyumun bozulması neoplastik sürecin 

başlamasına neden olmaktadır.  

Siklinler, hücre çevriminin çeşitli evrelerini aktive eden proteinler olup, 

kendilerine özel olan ve “siklin bağımlı kinazlar” adı verilen tirozin 

kinazlarla birleşerek aktive olurlar. Hücre çevrimi kontrol noktaları olan, 

DNA sentezinden hemen önceki ve ikinci mitozdan hemen önceki 

evrelerde, siklin bağımlı kinaz ve tümör süpresör genlerin aktiviteleri 

baskılanırlar. Bu 2 dönem hücrenin kontrol edildiği ve varsa genetik 

defektlerin düzeltildiği dönemdir.  

Hücre bölünmesi evresi öncesinde, DNA hasarının engellendiği ya da 

tamir edildiği aşamalar vardır. Bu evrelerde sitokinler, büyüme 

faktörleri, onkogenler ve MPF (“Maturasyon Destekleyici Faktör”) ile 

düzenlenmekte ve evrelerin herhangi birinde aksaklık sonucu DNA 

hasarı oluştuğunda, tümör baskılayıcı genler döngüyü hemen 

durdurmaktadır. Protoonkogenler ve onkogenler; büyüme, çoğalma, 

farklılaşma ve apoptoz olaylarında işlev gören proteinlerin sentezinden 

sorumlu olup; hücre ileti yollarındaki proteinleri kodlayan 

protoonkogenlerin (sis, hst-1, int-2, erb-B1, erb-B2, fms, ret, ras, abl, 

myc, N-myc, cyclin-D, CDK4 vb.) mutasyona uğramaları durumunda, 
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büyüme faktörlerinin çok fazla üretimi, hücre membranı ve çekirdek 

arasındaki ara yolların kontrolsüz uyarılması, transkripsiyon faktörlerinin 

sentezinin artması, hücre bölünmesine engel olunamaması gibi sonuçlar 

ortaya çıkmaktadır.  

Kanser hücrelerinin normal hücrelere benzemeyen bazı ortak özellikleri 

bulunmaktadır. Bu hücrelerinin çoğunluğu tek bir hücreden doğarlarken; 

bazıları, birden çok hücrenin kanserojen etkiye maruz kalması ya da 

kalıtımsal etkiler nedeniyle, hücre adacıklarından gelişirler. Çoğu 

hücrenin bölünme ve çoğalma sayısı sınırlıyken, kanser hücreleri sınırsız 

ve kontrolsüz bir şekilde çoğalma potansiyeline sahiptirler. Bunun 

nedeni normal hücre tipinde, kromozom uçlarında bulunan telomerler 

hücre farklılaştıkça kısalırken, kök hücrelerde olduğu gibi kanser 

hücrelerinde de telomerler, telomeraz enziminin etkisiyle yenilenirler, 

uzunlukları sabit kalır ve hücre sınırsız sayıda çoğalır. Kanser 

hücrelerinde bulunan ve normal hücrelerde olmayan özelliklerden biri de 

metastaz yeteneğidir. Metastaz etyopatogenezinde; ekstraselüler 

matrikse yapışmadan sorumlu hücrelerin kaybı ya da bozukluğu, 

hücreler arası etkileşimin bozukluğu, metalloproteaz gibi enzimlerle 

hücrenin bazal membranının bozulması gibi faktörlerin rol oynadığı 

düşünülmektedir [24].  

2.2. Meme Kanseri 

Meme kanseri, çok yaygın bir kanser türü olup, tüm yaşamı boyunca her 

8 kadından birinde gelişmesi beklenir. Amerikan Kanser Derneği, 2014 

yılı için, ABD’de yaklaşık 233.000 kadında meme kanseri 

gelişebileceğini, bunlardan 44.000’inin meme kanserinden yaşamını 

yitirebileceğini öngörmüştür. Meme kanserlerinde % 5-10 olguda, başta 

BRCA1 ve BRCA2 olmak üzere ATM, TP53, CHEK2, PTEN, CDH1, STK11 

gibi gen mutasyonlarının rol oynadığı bilinmektedir. En sık görülen 

meme kanseri türleri; “duktal karsinoma in situ”, “lobüler karsinoma in 

situ”, “invaziv (infiltratif) duktal karsinoma”, invaziv lobüler karsinoma” 

olup, “inflamatuar meme kanseri”, “meme başının Paget Hastalığı”, 
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“anjiyosarkom” ve “sistosarkoma filloides” ise daha nadir görülen meme 

kanseri tipleridir.  

Bir meme kanserinin patolojik değerlendirmesi sırasında en önemli 

adım; dokunun, östrojen ve progesteron reseptörlerine sahip olup 

olmadığını belirlemektir. Tümör dokusu, eğer bu reseptörlerden birine 

sahipse, ER + (Östrojen reseptörü +) ya da PR + (progesteron 

reseptörü +) olarak nitelendirilir. Eğer her iki tip reseptör de pozitifse, 

“hormon reseptör +” adını alır. Meme kanserlerinin yaklaşık % 20’sinde, 

büyümeyi tetikleyen bir protein olan “HER2/neu” (kısaca “HER2” olarak 

da ifade edilir) çok fazla miktarda bulunur. HER2-pozitif meme kanseri 

türlerinde, bu protein çok fazla miktarda bulunur ve bu tür, klinik olarak 

daha agresif seyretmeye ve daha hızlı büyümeye eğilimlidir. Bununla 

birlikte HER2-pozitif meme kanseri, trastuzumab ve lapatinib gibi 

kematerapötiklerden çok daha fazla ve hızlı yarar görme eğilimindedir. 

Bu nedenle, her yeni tanı konmuş meme kanseri, HER2/neu açısından 

mutlaka incelenmelidir. Biyopsi ya da cerrahi ile alınmış örneğin, bu 

protein açısından incelenmesinin 2 yolu bulunmaktadır. Bunlardan 

birincisi, immünohistokimyasal yöntemler olup bu proteine karşı 

oluşmuş spesifik antikorlar özel boyalarla boyanıp mikroskop altında 

incelendikten sonra 0, +1, +2 ve +3 olarak sınıflandırılırlar. İkinci 

yöntem ise FISH (Floresan in situ hibridizasyon) yöntemi olup, 

hücredeki HER2/neu genine yapışan floresan DNA parçacıklarının 

mikroskop altında sayılması temeline dayanmaktadır.  

Hücre kültürü ve hücre dizisi kullanılarak yapılan deneyler ise yukarıdaki 

konvansiyonel tanı yöntemlerine alternatif olabilecek daha hızlı ve daha 

kesin tanı yöntemleri geliştirmek ve benzer yöntemlerle farklı tedavi 

seçenekleri oluşturmaya odaklanmışlardır. Bu hücre serilerine örnek 

olarak invaziv duktal karsinom için “600MPE”, “BT-20”, “BT-474”, “BT-

483”, “BT-549”, MCF-7”, “MDA-MB-231” ve adenokarsinom için “AU565” 

verilebilir [25]. 
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2.3. Nanoteknoloji 

Nanoteknoloji; 1 ila 1000 nm aralığındaki atomik, moleküler ve 

supramoleküler düzeylerdeki yapıları ölçen, tasarlayan ve işleyen bilim 

dalıdır. Temel amaç; boyutlarının çok küçük olmasından yararlanılarak 

yeni özellikler ve fonksiyonlar kazandırabilmek üzere maddesel yapı, 

aygıt ve sistemlerin oluşturulması, anlaşılması ve kullanılmasıdır [26]. 

Nanoteknolojinin temel hedefi; moleküllerin, çeşitli büyüklük 

skalalarında hiyerarşik olarak bütünleşmiş yararlı nesneler olarak 

düzenlenme işlevleri ve daha sonra nesnelerin yeniden maddeye 

dönüşmesi kabiliyetlerinden yararlanılması olarak tanımlanabilir. Doğa, 

fiziksel çevre ve canlı sistemler üzerinde bu durumu başarıyla 

gerçekleştirmekte ve sürdürmektedir. Maddelerin nanoölçek düzeyde 

yeniden düzenlenmesinde etkili olan van der Waals kuvvetleri, hidrojen 

bağları, elektrostatik etkileşimler ve çeşitli yüzey kuvvetleri gibi “zayıf” 

moleküler etkileşimler düşük enerji tüketimi gerektirir ve tersine 

çevrilebilir. 

Nanobiyotıp; ilaç sentezi, beynin anlaşılması, eksik ya da hasarlanmış 

vücut parçalarından birinin yerine konması, tıbbi tanı ve tedavi gibi 

medikal amaçlar için nanoölçek ilke ve tekniklerini uygulayarak inert 

materyalleri ve biyosistemleri anlamak ve dönüştürmek üzere kullanılan 

uygulama ve araştırma alanıdır. Nanoteknolojinin; biyotıp ve biyoloji ile 

ve bilgi teknolojileri ile entegre edilmesinin önümüzdeki on yıllık 

dönemde hızlanması beklenmektedir [27]. Nanoölçekte gerçekleştirilen 

bilimsel çalışmaların modern biyoloji ve tıp alanları ile uyumlu olmasının 

bilim karar politikalarına da yansıtılması gerektiği düşünülmektedir [28]. 

Şekil 2.1‘de nano boyuttaki materyaller ölçeklendirmenin 

örneklendirilmesi açısından sunulmuştur [29]. Ortalama bir kanser 

hücresinin boyutu 10 ila 100 mikron arasında iken, birçok 

nanomateryalin boyutu hücreden 100 ila 10,000 kat daha küçüktür. 
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Şekil 2.1. Nanoölçekli materyaller 

Nanobiyosistem bilimleri ve mühendisliği, nanoteknolojinin en hızlı 

gelişen alanlarından biridir. Canlı sistemleri daha iyi anlayabilmek ve tıp 

ve sağlık alanlarında (yeni ilaçların bulunması ve bu ilaçların 

hedeflendirilmiş tedavileri gibi) kullanılabilecek yeni malzemelerin 

geliştirilebilmesi için çok gerekli bir alandır. Hücre içi ve nöral 

sistemlerin işlevlerinin anlaşılması ve değerlendirilmesi, üstesinden 

gelinmesi gereken önemli başlıklardan bir tanesidir. Nanobiyosistemler, 

insan-yapımı nanosistem modellerinin ortaya konmasında ve bu alanda 

geliştirilebilecek ve insanlığın hizmetine sunulabilecek her türlü malzeme 

için ilham kaynağı olma özelliğini sürdürmektedir. Yapılan bilimsel 

araştırmalar, biyouyumluluğu çok daha fazla olan materyallerin 

geliştirilmesine ve endüstriyel uygulamalar için nanobiyomateryallerin 

oluşturulmasına öncülük etmektedir. Biyoloji ve nanobilimlerin ortak 

noktada buluşarak multidisipliner çalışmaları birarada yürütmelerinin; 

bilim, mühendislik, teknoloji, tıp ve ziraat alanlarında birleştirici unsur 

olarak rol oynayacağı düşünülmektedir [30]. Şekil 2.2‘de çeşitli 

nanomateryallerin yapısal görünümü sunulmuştur.    

 

Şekil 2.2. Çeşitli nanomateryallerin yapısal görünümü 
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2.4. Fonksiyonel Manyetik Nanomalzemeler 

2.4.1. Biyomedikal Uygulamalar Açısından Temel Gereklilikler        

Manyetik nanomateryaller tanı ve terapi alanındaki uygulamalar 

açısından çok geniş bir kullanım alanına sahiptir. Biyomedikal 

uygulamalarda kullanılan manyetik nanopartiküller, genellikle manyetik 

nanopartiküllerin uygun bir matriks içerisine yerleştirilmesi ile 

hazırlanan manyetik boncuk (“magnetic bead”) formundaki manyetik 

nanopartiküllerdir. Manyetik boncuklar spesifik uygulamalarda 

kullanılmak üzere genellikle özel olarak tasarımlanırlar [31]. Tasarımları 

ve sentezlerinde; biyouyumlu olmaları, biyobozunurlukları ve 

kararlılıkları göz önünde bulundurulmalı ve aynı zamanda boyutları ve 

şekilleri de kontrol edilebilmelidir. Manyetik özelliklerini belirleyen demir 

oksit içerikleri gibi fiziksel özellikler de dikkatle tasarımlanmalıdır. 

Bununla birlikte, biyomoleküllerin kovalent bağlanması ya da spesifik 

olmayan basit adsorpsiyona olanak sağlayacak uygun yüzey 

modifikasyonlarının yapılabilir olması da gerekmektedir.   

2.4.1.1. Manyetik Partiküller ve Ferrosıvılar 

Biyomedikal uygulamalarda en çok kullanılan manyetik 

nanomateryaller, organik ya da sıvı taşıyıcı ortam içerisinde yer alan ve 

manyetik boncukların kararlı dispersiyonları olan ferrosıvı formundaki 

materyallerdir. Ferrosıvılar aynı zamanda manyetik boncuk çözeltileri ya 

da manyetik sıvılar olarak da adlandırılırlar. Manyetik partiküllerin sıvı 

ortamdaki kararlı dispersiyonlarını elde edebilmek için, partikül yüzey 

özellikleri sıvı ortam vasatına uygun olacak şekilde özenle 

hazırlanmalıdır. Partiküllerin kalıcı manyetik momente tabi olmaları 

durumunda ortaya çıkabilecek manyetik çekim kuvveti ve partiküller 

arası van der Waals kuvvetlerinin üstesinden gelinebilmesi için, 

partiküllerarası itme ve partikül-çözücü etkileşimleri yeterince güçlü 

olmalıdır [32]. 
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2.4.1.1.1. Manyetik Partiküller 

Manyetik partiküller manyetizmaya karşı tepki veren katı evrelerdir ve 

mikrometre ile nanometre boyutları arasında değişen nanopartikül ya da 

nanopartikül agregatları olabilirler. Dışarıdan uygulanan bir manyetik 

alan etkisinde manyetik partiküller eksen etrafında dönerler. 

Partiküllerin boşlukta tercih edilen yönde hareket ettirilebilmesi için, 

homojen olmayan manyetik alan şiddeti kullanılmalıdır. Sıvı süspansiyon 

içerisinde yer alan bu gibi partiküller üzerinde etkili olan manyetik 

kuvvet, partikülün manyetizasyonu, manyetik akı yoğunluğu ve 

manyetik alan gradienti ile orantılıdır [33]. En çok kullanılan manyetik 

partiküller genel bileşim olarak MFe2O4 formundaki ferritler (M; Ni, Co, 

Mg ya da Zn gibi bivalent metal katyonu olabileceği gibi Fe3O4 

formundaki magnetit de olabilir) ve Fe2O3 formundaki maghemit’tir 

[34].      

Biyomedikal uygulamalar açısından değerlendirildiğinde manyetik 

nanopartiküller çok cazip avantajlar sunarlar [35]. İlk olarak; boyutları 

birkaç nanometre ile onlarca nanometre aralığında kontrol edilebilir ve 

dolayısıyla bir hücre (10–100 μm), virüs (20–450 nm), protein (5–50 

nm) ya da genin (2 nm genişlik ve 10–100 nm uzunlukta) boyutundan 

daha küçük ya da farklı olmayacak şekilde ayarlanabilir. Bu nedenle 

istenilen, ilgilenilen biyolojik materyal içerisine girmeleri ya da 

yaklaşmaları sağlanabilir. Uygun biyolojik moleküller ile kaplanmaları 

sağlanırsa, biyolojik materyal ile etkileşebilirler ya da bu biyolojik 

materyale bağlanabilirler. İkinci olarak; manyetik nanopartiküller 

dışarıdan uygulanan manyetik alan gradientleri ile yönlendirilebilirler. 

Manyetik alan şiddetinin insan dokusu içerisine penetre edilebilirliği ile 

kombine edildiğinde, bu uzaktan yönlendirilebilirlik durumu, manyetik 

olarak işaretlenmiş biyolojik materyallerin ya da manyetik 

nanopartiküllerin immobilizasyonu ya da transportu da dahil olmak 

üzere birçok uygulamanın kapılarını açmaktadır. Bu nedenle; vücut 

içerisindeki tümör benzeri hedeflenmiş bölgelere antikanser ilaçları gibi 
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taşıyıcı sistemlerin aktarılmasında kullanılabilirler. Üçüncü olarak; 

uyarılan bölgeden nanopartiküllere enerji transferinin gerçekleşmesi ile 

manyetik nanopartiküller zamanla değişen manyetik alan şiddetine 

titreşerek karşılık verirler ve dolayısıyla nanopartiküller ısıtılabilirler. Bu 

nedenle manyetik nanopartiküller, tümör benzeri hedeflenen bölgelere 

toksik düzeyde termal enerji aktarımı yapabilirler, hipertermi ajanları 

olarak ya da kemoterapi ve radyoterapi iyileştirme ajanları olarak da 

kullanılabilirler.    

Manyetik nanopartiküllerin geliştirilmesinde üç durum göz önünde 

bulundurulmalıdır [36]. Birincisi, manyetik nanopartiküller kristalin 

olmalıdır ve her bir partikül sadece tek domeynli olmalıdır. İkincisi, 

nanopartiküllerin boyut dağılımı olabildiğince dar olmalıdır. Üçüncüsü 

ise, belirli bir örnek içerisinde bulunan manyetik nanopartiküllerin 

tümünün şekli kendine özgü ve aynı tarzda-tek biçimde olmalıdır. En 

geniş kullanım alanına sahip olan küresel nanopartiküllerin yanısıra, 

nanotüpler (“nanotube”) ve nanotel/nanokablo (“nanowire”) gibi daha 

kompleks geometrilere sahip olan nanopartiküller de sıkça 

kullanılmaktadırlar.   

2.4.1.1.2. Ferrosıvılar 

Biyomedikal uygulamalarının birçoğunda manyetik nanopartiküller 

kolloidal çözeltiler oluşturacak şekilde uygun bir sıvı içerisinde 

dağıtılmışlar ve aglomerasyonu önleyecek şekilde kararlı duruma 

getirilmişlerdir. Ferrosıvılar ilk zamanlarda, uygun bir organik çözücü 

içerisinde büyük partiküllerin öğütülmesi ve nanofiltreleme yolu ile 

moleküler eleme gerçekleştirilerek üretilmişlerdir. Günümüzde birçok 

ferrosıvı kimyasal olarak hazırlanmaktadır. Fizyolojik ortam içerisinde, 

nötral pH değerinde ve uygun iyonik güçte kararlı bir ferrosıvı elde 

etmek için, partikül yüzeyi fonksiyonel hale getirilmelidir. Bu partiküller 

genellikle dekstran, albümin ya da metakrilatlar ve organosilanlar gibi 

sentetik polimerler ile kaplanırlar ve genellikle bir antibadiden oluşan 

efektör molekül, partikül yüzeyine kaplanan polimer ile kovalent bağ 
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yaparak immobilize edilir. Kaplamanın kararlılığı, efektör-partikül 

kompleksinin dengesini belirler [34].   

2.4.1.2. Biyouyumluluk ve Kimyasal Kararlılık 

Belirtilen görüşler, biyomedikal uygulamalarda kullanılan manyetik 

nanopartiküllerin genellikle ferrosıvı formunda olduğuna işaret 

etmektedir. Ferrosıvılar genellikle manyetik nanomateryallerin hidrofilik 

kolloidleridir. Ferrosıvılar ve ferrosıvı içerisindeki manyetik materyaller 

biyouyumlu ve kimyasal olarak kararlı olmalıdırlar. Bu durumun 

başarılabilmesi için, manyetik nanomateryallerin boyutu uygun olarak 

seçilmiş olmalıdır. Ayrıca manyetik nanopartiküllerin sıvı içerisinde 

kararlı halde asılı olmasını, kimyasal olarak kararlı olmasını ve 

dolayısıyla biyouyumlu olmasını sağlamak için manyetik 

nanopartiküllerin yüzeyleri fonksiyonalize edilmiş olmalıdır.  

2.4.1.3. Fiziksel Özellikler 

Ferrosıvıların yönlendirilebilmeleri ve arzu edilen biyomedikal 

fonksiyonları sergileyebilmeleri için, ferrosıvıların ve manyetik 

nanopartiküllerin fiziksel özelliklerinin belli gereklilikleri sağlaması 

gerekir. Biyomedikal uygulamalarda önemli rol oynayan ferrosıvıların 

tipik fiziksel özellikleri arasında başlıca vizkozite ve manyetik 

relaksasyon sayılabilir. Bazı biyomedikal uygulamalarda, özellikle 

biyolojik materyallere mekanik güç uygulanması düşünüldüğü 

durumlarda araç olarak manyetik nanopartiküllerin kullanılması söz 

konusu olduğunda, manyetik nanopartiküllerin mekanik özellikleri de 

göz önünde bulundurulmalıdır.       

2.4.1.4. Manyetik Özellikler  

Biyomedikal uygulamalardaki en önemli anahtar noktalardan bir tanesi, 

biyolojik materyal ya da ilaçların yönlendirilmesi ya da uzaktan 

kumanda edilebilmesidir. Bu durum genellikle dışarıdan uygulanan 

manyetik alan şiddeti kullanılarak gerçekleştirilmektedir. Dolayısıyla ilaç 

ya da biyolojik materyal immobilize edilmiş manyetik nanopartiküllerin 

manyetik özellikleri çok büyük önem taşımaktadır. Manyetik 

nanomateryaller genellikle süperparamanyetik özellik sergilerler. 
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2.4.2. Nanomanyetizma 

Manyetizma ile ilgili ilk teoriler ve deneyler Gilbert, Descartes, Coulomb, 

Poisson, Green, Oersted, Ampere, Davy, Faraday, Maxwell ve benzeri 

tüm zamanların en değerli bilim adamları tarafından geliştirilmiş ve 

gerçekleştirilmiştir. Fakat bununla birlikte, sürdürülebilir uygun bir 

model geliştirilmesi açısından kuantum mekaniği gerekli görülmektedir 

ve manyetizma konusu henüz tam olarak çözülebilmiş bir problem 

olmadığından model geliştirilmeye devam etmektedir.   

Atomun yapısında, çekirdek etrafında elektronların belli bir yörüngede 

dönmeleri sonucu içerdikleri açısal momentum ve bu açısal 

momentumlara karşılık gelen manyetik momentler sonucunda manyetik 

bir alan oluşur. CGS Birim Sistemi’nde manyetizasyon M ile ifade edilir 

ve birimi emu/cm3’tür. Manyetik alan şiddeti H ile ifade edilir ve birimi 

Oersted (Oe)’tir. Manyetik indüksiyon ya da manyetik akı yoğunluğu B 

ile ifade edilir ve birimi gauss’tur. Manyetik indüksiyon (B), manyetik 

alan şiddeti (H) ve manyetizasyon (M) arasındaki ilişki Eşitlik 2.1 ile 

ifade edilir. Scholten (1995) manyetik birimler ile ilgili birçok kuralı 

detaylı ve kolay bir anlatım ile sunmuştur [37].   

B = H + 4πM  (2.1) 

2.4.2.1. Nanoyapısal Morfolojilerin Sınıflandırılması 

Manyetik nanomateryallerin nanoyapısal morfolojileri, manyetik 

özellikleri ve nanoyapıları arasındaki ilişkiye bağlı olarak 

sınıflandırılabilir. Manyetik nanomateryallerin davranışlarından sorumlu 

fiziksel mekanizmalara işaret eden bir sınıflandırma burada bahsedilen 

yöntemlerden bir tanesidir [38]. Şekil 2.3’de gösterildiği gibi; 

manyetizasyonun tam anlamıyla boyutsal etkiler ile belirlendiği 

birbirleriyle etkileşmeyen partiküllerden (tip A), birbirleriyle olan 

etkileşimlerinin manyetik özelliklere etki ettiği ince-taneli nanoyapılara 

kadar uzanan manyetik nanoyapılı materyallerin genel olarak dört sınıfı 

mevcuttur. Tip A olarak belirtilen grup, nanoçapta izole partiküllerden 

ibarettir. Birbirleriyle etkileşmeyen bu grubun manyetik özellikleri, 



15 
 

bileşenlerinin boyutlarından türetilebilir ve partiküllerarası 

etkileşimlerden kaynaklanan herhangi bir etki söz konusu değildir. Bir 

diğer uçta gösterilen Tip D materyalleri ise nanoçaplı yığın 

materyallerdir. Yığın materyal içerisinde, hacimsel olarak önemli bir 

bölüm tanecik sınırları ve arayüzlerinden oluşmakta ve nanopartiküller 

arasındaki etkileşimler yığın materyalin manyetik özelliklerine etki 

etmektedir. Etkileşimlerin derecesi arayüzlerin özelliklerine önemli 

ölçüde bağlıdır ve birçok taneciği kapsayan düzeyde olabilir. Tip D yığın 

materyallerinin manyetik özellikleri tanecik sınırları ve taneciklerarası 

etkileşimler tarafından yönlendirildiğinden, bu materyallerin manyetik 

özellikleri, azaltılmış ölçek boyundaki polikristalin materyaller için 

türetilmiş teorilerin basitçe bu materyallere uygulanması yolu ile tahmin 

edilemez. Birçok durumda, manyetik nanomateryalin manyetik 

davranışları hem partiküllerarası etkileşimlerin hem de boyutsal etkilerin 

her ikisinin bir sonucudur. Tip B partikülleri, çekirdek-kabuk yapısında 

çok küçük partiküllerdir. Kabuk varlığı, partikül-partikül etkileşimlerinin 

önlenmesine yardımcı olurken, çekirdek yapı ile kabuk arasındaki 

etkileşimler ise materyalin toplam manyetik performansına etki edebilir.  

 

Şekil 2.3. Nanoyapısal morfolojilerin sınıflandırılması [38] 

Bazı durumlarda ise kabuk yapının kendisi manyetik özellik gösteren bir 

yapıda olabilir. Tip C nanokompozit materyalleri kimyasal olarak 

birbirinden farklı iki materyalden oluşmaktadır; manyetik partiküller bir 

matriks içerisinde matriksin her tarafına dağıtılmış durumdadır. Bu 
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durumda partiküllerarası manyetik etkileşimler, temel olarak manyetik 

partiküllerin hacim fraksiyonu ile matriksin karakterine bağlı olarak 

belirlenmektedir [38].       

2.4.2.2. Temel Manyetik Uzunluklar 

Manyetik nanomateryallerin araştırılmasındaki temel motivasyonlardan 

bir tanesi, nanopartikülün boyutu ile benzer şekilde, kritik uzunluğun 

ayarlanması ile ortaya çıkan olağandışı olguların manyetik özelliklerde 

etkileyici değişim yaratmasıdır. Materyalin manyetizasyonundaki 

değişimler, enerji bariyerlerinin üstünde gerçekleştirilen aktivasyon 

mekanizması ile oluşur ve her bir fiziksel mekanizma uzunluk skalası ile 

ilişkilendirilmiş enerji bariyerinden sorumludur. Manyetik materyallerin 

temel manyetik uzunlukları büyük ölçüde kristalin anizotropi uzunluğu 

(ᶴK), uygulanan manyetik alan şiddeti (ᶴH) ve manyetostatik uzunluk (ᶴS) 

gibi kavramları içerir ve bu kavramlar Eşitlik 2.2, 2.3 ve 2.4’de 

verilmiştir [38].      

ᶴK = √𝐽/𝐾   (2.2)     

ᶴH = √2𝐽/𝐻𝑀S  (2.3)     

ᶴS = √𝐽/2𝜋𝑀2
S  (2.4)  

Dominant anizotropiden kaynaklanan yığın materyalin anizotropi sabiti K 

ile, tanecik içerisindeki değişim de J ile ifade edilmektedir. Tek tip 

bariyerden daha fazlası mevcut ise, manyetik materyalin manyetik 

özellikleri en kısa karakteristik uzunluğun yönlendirme etkisi altında 

demektir. Birçok manyetik materyalin temel manyetik uzunluğu 1-100 

nm sırasındadır. Örnek olarak; oda sıcaklığında ve 1000 Oersted’de 

nikel için  ᶴS ≈ 8 nm,  ᶴK ≈ 45 nm ve  ᶴH ≈ 19 nm’dir. 

2.4.2.3. Multi-domeyn ve Tek-domeyn Nanopartiküller 

Manyetik nanopartiküller manyetik özellikleri dikkate alındığında iki ana 

kategoride incelenebilirler; multi-domeyn ve tek-domeyn 

nanopartiküller. Multi-domeyn nanopartiküllerin boyutları genellikle 

daha büyüktür ve her biri manyetizasyon yönü belli olan birçok alt-

domeyn içerirler. Bir manyetik alana tabi olduklarında, “domeyn duvarı 
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yer değişimi” adı verilen bir fenomen meydana gelir. Şekil 2.4’deki 

çizimde geri-dönüşümsüz olan bu durumun grafiği sunulmuştur [39]. 

Artan ve azalan manyetik alan şiddeti için manyetizasyon eğrilerinin 

rastlaşmadığı görülmektedir. Histerezis çevriminde manyetik alan 

şiddeti ve yönünün sürekli değişimi, atom çekirdeğinin ısınmasına yol 

açar ve bu ısınmalarla oluşan enerji kayıpları “histerezis kaybı” olarak 

adlandırılır. Histerezis alanı ne kadar yüksek ise, histerezis kaybı da o 

oranda büyüktür. Tek domeynli nanopartiküller için, herhangi bir 

domeyn duvarı mevcut olmadığından dolayı ısınma olmamakta ve 

histerezis kaybı meydana gelmemektedir.  

 

Şekil 2.4. (a) Multi-domeyn manyetik bir nanomateryalin tipik histerezis 

çevrimi, (b) Durgun bir manyetik nanopartikül içerisindeki 

manyetizasyonun Neel rotasyonu şematizasyonu (nanopartikül bir 

eksende dönmemektedir), (c) Manyetik bir nanopartikülün Brown 

rotasyonu (nanopartikül tümüyle bir eksende dönmektedir) 

Bu kavramların detayları, “histerezis çevrimleri” ve 

“süperparamanyetizma” konu başlıkları altında daha geniş kapsamlı 

olarak sunulmuştur. 

2.4.2.4. Manyetik Materyaller ve Manyetizma 

Diamanyetik materyallerde; dışarıdan uygulanan manyetik alan şiddeti 

varlığında eşleşmemiş elektronlar yörüngesel hareketlerini değiştirerek 

materyal içerisindeki toplam alanı azaltacak şekilde net bir manyetik 
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momenti indüklerler ve materyal içerisinde zıt yönde zayıf bir manyetik 

alan oluşur ve bu materyaller küçük, negatif ve sabit bir manyetik 

doygunluk değeriyle nitelendirilirler [40]. Tüm materyallerde gözlenen 

ve atomlar arasındaki doğal bir düzenlenme ile karakterize edilen 

diamanyetizma alan ve sıcaklıktan bağımsızdır. Diğer tüm manyetizma 

tipleri eşleşmemiş spin (momentler) gerektirirler ve spinler arası 

etkileşimler, manyetizmanın tipini belirler. Altın, gümüş, magnezyum, 

potasyum diamanyetik davranış sergileyen gruba örnek olarak 

verilebilir. 

Paramanyetik materyallerde; dışarıdan uygulanan manyetik alan şiddeti 

varlığında momentlerin birbirlerinden bağımsız olarak manyetik alan 

yönünde yönlenmesi ile az miktarda ve pozitif bir net manyetizasyon 

meydana gelirken, dışarıdan bir manyetik alan uygulanmadığında 

atomik momentler ısıl enerji etkisi ile rastgele yöneldiğinden bu 

materyallerde net manyetizasyon sıfırdır. Eşitlik 2.5 ile ifade edilen 

“Curie-Weiss Yasası” ile, manyetik doygunluğun sıcaklık ile ters orantılı 

olarak değiştiği dolayısıyla, sıcaklığın arttırılması ile manyetik 

momentlerin rasgele yönelim hareketlerini arttırarak manyetizasyonun 

azalmasına yol açtığı açıklanmıştır [41]. Materyalin yapısındaki 

eşleşmemiş elektronlar paramanyetik davranışı indüklerler. Alüminyum, 

platin ve hava paramanyetik davranış sergileyen gruba örnek olarak 

verilebilir. 

ӼP = Cr / (T - Ө )  (2.5)   

Cr = Curie sabiti, T = Weiss sabiti  

Ferromanyetik materyallerde; elektron alışverişleri nedeniyle manyetik 

momentler birbirleri ile aynı yönde yönelim sergilerler ve materyalde 

oda sıcaklığında kalıcı bir manyetizasyon oluşur [42]. Ancak; “Curie 

sıcaklığı” (Tc) olarak adlandırılan kritik sıcaklık değerinin üzerinde 

ferromanyetik özellik sergileyen materyalin normalde paramanyetik 

materyallere kıyasla daha yüksek olan manyetik doygunluk değeri azalır 

ve evre geçişini de kapsayan bu süreç sonunda materyal paramanyetik 
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özellik sergilemeye başlar. Sürekli mıknatıslar; demir, nikel, kobalt ve 

magnetit gibi ferromanyetik materyallerden yapılırlar. Diamanyetizm ve 

paramanyetizm; atomların, iyonların ya da moleküllerin tek tek 

durumlarını yansıtırken, ferromanyetizma katı kristal içerisindeki atom 

ya da moleküllerin grup halinde davranışlarını yansıtır. Demir, kobalt, 

nikel ferromanyetik davranış sergileyen gruba örnek olarak verilebilir. 

Ferrimanyetik materyallerde; manyetik momentler birbirlerine zıt yönde 

olmalarına rağmen eşit büyüklükte değillerdir ve bu nedenle net bir 

kalıcı manyetizasyon söz konusudur ve bu anlamda ferromanyetik 

materyallere benzerler. Kalıcı bir net manyetizasyon sergileme ve “Curie 

sıcaklığı” (Tc) olarak adlandırılan kritik sıcaklık değerinin üzerinde 

paramanyetik özellik sergileme özellikleri ferromanyetik 

materyallerinkine benzerdir. 

Antiferromanyetik materyaller ise; ferromanyetik materyallerin aksine, 

komşu atomların manyetik momentleri zıt yönde birbirini yok edecek 

şekilde çiftler oluştururlar ve bu nedenle dışarıdan uygulanan manyetik 

alan şiddeti varlığında bile düşük sıcaklıklarda materyalin net 

manyetizasyonu sıfıra yakındır. “Neel Sıcaklığı” (TN) olarak adlandırılan 

sıcaklık değerinin üzerinde evre geçişi söz konusu olur ve paramanyetik 

özellik sergilemeye başlarlar. Bu materyallerde; manyetik doygunluk 

değeri, Neel sıcaklığının altında sıcaklıkla artan bir değer iken, Neel 

Sıcaklığının üzerinde Curie-Weiss Yasası gereği sıcaklık ile azalan bir 

değerdir [43]. Çizelge 2.1’de farklı formlardaki manyetizma özellikleri 

sunulmuştur [44]. 

Çizelge 2.1. Farklı manyetizasyon formlarında manyetizma özellikleri 

Manyetizasyon 
Tipi 

Dış Alana 
Net 

Hizalanma 

Relatif 
Manyetik 
Alınganlık 

Doygunluk 
Manyetizasyonu 

Artık 
Mıknatıslanım 

Sıcaklığa 
Bağımlılık 

Dia 
manyetizma 

Antiparalel -1 Hayır Hayır Hayır 

Para 
manyetizma 

Paralel +10 Hayır Hayır Evet 

Süper 
paramanyetizma 

Paralel +5,000 Evet Hayır Evet 

Ferro 
manyetizma 

Paralel +25,000 Evet Evet Evet 
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2.4.2.5. Süperparamanyetizma 

Süperparamanyetizma fenomenini teorik olarak açıklayan Neel (1949); 

çok küçük partiküllerin termal dalgalanmalarının kararlı manyetizasyon 

varlığını önlemesinden dolayı partiküllerin çok küçük boyutlara 

ulaştığında Hc değerinin sıfır  değerine yaklaştığını teorik olarak 

kanıtlamıştır. Süperparamanyetizm için iki deneysel kriter mevcuttur 

[45]. Bunlardan birincisi; manyetizasyon eğrileri histerezis sergilemez 

ve koersivite sıfırlanır ve ikincisi farklı sıcaklıklardaki manyetizasyon 

eğrileri M ‘ye karşılık H/T çizgisi üst üste çakışmak zorundadır.  

Süperparamanyetizmin temel mekanizması, manyetik partikülün net 

manyetizasyonunun relaksasyon süresi (Neel Relaksasyon Süresi) 

(Ԏ)’ne bağlıdır [46]. Eşitlik 2.6 ile ifade edilmektedir.   

Ԏ = Ԏ0 exp (
∆𝐸

𝑘𝐵𝑇
)  (2.6) 

Momenti tersine çeviren enerji bariyeri ∆E ile, ısı enerjisi KBT ile ifade 

edilmektedir. Bu eşitlikte kB ile ifade edilen Boltzman sabitidir. Birbirleri 

ile etkileşmeyen partiküller için; Ԏ0 ile ifade edilen pre-eksponansiyel 

faktör 10-10-10-12 s büyüklüğünde ve sıcaklığa sadece çok zayıf bir 

düzeyde bağlıdır. Enerji bariyerinin, manyetokristalin ve şekil 

anizotropisi gibi iç ve dış etkiler kaynaklı çıkış noktaları mevcuttur [35]. 

Fakat basit durumlar için, ∆E = KV olduğu bildirilmiştir. Burada ifade 

edilen K anizotropi enerji yoğunluğu ve V partikül hacmidir. Küçük 

partiküller için oda sıcaklığında ∆E KBT ile birbirine çok yakın değerde, 

karşılaştırılabilir düzeydedir ve bu nedenle süperparamanyetizm küçük 

boyutlu partiküller için önem arz etmektedir. 

2.4.2.6. Histerezis Çevrimleri 

Materyallerin manyetik özelliklerinin birçoğu histerezis eğrilerinden 

türetilebilmektedir. Şekil 2.5’de manyetizasyon – manyetik alan şiddeti 

(M-H) histerezis eğrisi gösterilmektedir [38]. Materyallere dışarıdan 

uygulanan manyetik alan yeterince büyük olduğunda, manyetik 

materyal içerisindeki tüm elektronlar uygulanan manyetik alan ile 
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hizalanırlar. Bu aşamada, materyalin manyetizasyonu maksimum 

değerine ulaşır ve bu değer “doygunluk mıknatıslığı” ya da “manyetik 

doygunluk” olarak adlandırılır ve Ms ile ifade edilir. Dışarıdan uygulanan 

bu manyetik alan zayıfladığında, materyal içerisindeki elektronlar 

dışarıdan uygulanan manyetik alan ile birlikte hizalanmaya devam 

etmez ve böylece materyalin toplam manyetizasyon değeri düşer. 

Ferromanyetik bir materyal için, dışarıdan uygulanan manyetik alan 

değeri sıfır değerine düştüğünde, materyal halihazırda artık bir 

manyetik momente sahiptir ve alansız (sıfır alan) bölgedeki bu 

manyetizasyon değerine “artık mıknatıslanım” adı verilir ve Mr ile ifade 

edilir. Artık mıknatıslanım değerinin doygunluk mıknatıslığına oranı 

“artık oran” olarak tanımlanır, 0 ila 1 arasında bir değerdir ve Mr/Ms ile 

ifade edilir. Materyalin tekrar sıfır manyetizasyon değerine geri 

getirilebilmesi için, ters yönde bir manyetik alan uygulanması gerekir ve 

bu alanın büyüklüğü “koersif alan” olarak adlandırılır ve Hc ile ifade 

edilir. Manyetik materyal içerisinde kendiliğinden manyetize olmuş 

“domeyn” adı verilen alanların yeniden oryante olmaları ve büyümeleri; 

boşluklar, safsızlıklar ya da çekirdek engelleri gibi mikroyapısal 

özelliklere ve manyetokristalin anizotropi gibi iç özelliklere bağlı olduğu 

gibi aynı zamanda partikülün şekli ve büyüklüğüne bağlıdır. Birçok 

durumda, manyetik materyalin histerezis eğrisi Titreşimli Örnek 

Manyetometresi (VSM) ya da SQUID Manyetometresi (Süperiletken 

Kuantum Girişim Cihazı) gibi cihazlarla ölçülmelidir [47]. 

Eşitlik 2.7’de gösterildiği gibi; bir manyetik materyale herhangi bir 

manyetik alan şiddeti (H) uygulandığında, materyal içerisindeki atomik 

momentlerin her biri materyalin toplam manyetik indüksiyonuna katkıda 

bulunur.      

B = µ0 (H + M)  (2.7)   

Eşitlikte tanımlanan µ0 boşluğun manyetik geçirgenliğini, M = m/V ise 

birim hacimdeki net manyetik momenti, m ise materyalin V hacmindeki 

manyetik momenti tanımlamaktadır. 
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Şekil 2.5. Ferromanyetik bir materyalin tipik manyetizasyon - manyetik 

alan şiddeti (M-H) histerezis çevrimi 

Genel anlamda tüm materyaller manyetik materyal olarak 

değerlendirilebilir çünkü tüm materyaller manyetik alana karşı belli 

derecede bir reaksiyon verirler. Ancak; genellikle bir materyal içerisinde 

bir manyetik alan tarafından indüklenen manyetizasyon (M) ile manyetik 

alan şiddeti (H) arasındaki ilişkiyi tanımlayan ve Ӽ ile ifade edilen 

“hacimsel manyetik alınganlık” değerlerine göre sınıflandırılırlar. 

Manyetik alınganlık; bir materyale uygulanan manyetik alan şiddeti 

başına mıknatıslanma yeteneğidir. Bu ilişki Eşitlik 2.8 ile ifade 

edilmektedir. 

M = ӼH   (2.8)          

SI Birim Sisteminde; Ӽ boyutsuz, M ve H Am-1 ile ifade edilirken, CGS 

Birim Sisteminde Ӽ emu cm-3, M ve H Oersted (Oe) ile ifade edilir. 

Birçok materyal çok küçük düzeyde zayıf manyetizma sergilerler ve bu 

materyaller ya paramagnetler ya da diamagnetler olarak 

sınıflandırılırlar. Ӽ değeri paramagnetler için 10-6 ila 10-1 aralığında 

değişirken, diamagnetler için genellikle -10-6 ila -10-3 aralığındadır. 

Diamagnetlerin negatif Ӽ değerleri, bu materyallerde manyetizasyon (M) 
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ve H manyetik alan şiddetinin ters yönlü olduğunun göstergesi olarak 

kabul edilmektedir. Fakat bununla birlikte, düzenli manyetik durum 

sergileyen materyaller genellikle ferromagnetler, ferrimagnetler ya da 

antiferromagnetler olarak sınıflandırılırlar. İsimlerin başında yer alan ön 

ek, materyal içerisindeki elektronlar arasındaki eşleşme etkileşimlerinin 

doğasını işaret etmektedir [35]. Bu ve benzeri eşleşmeler büyük 

spontan manyetizasyonların oluşmasına öncülük eder ve bu durum 

genellikle düzenli manyetik durum sergileyen manyetik materyallerin 

paramanyetik ya da diamanyetik materyallere göre neden daha büyük Ӽ 

değerlerine sahip olduklarının temel sebebini oluşturur.  

Düzenli manyetik durum sergileyen materyallerdeki alınganlık değerinin, 

aynı zamanda uygulanan manyetik alan şiddeti (H)’ne bağlı olduğu da 

unutulmamalıdır. Bu manyetik alan şiddeti; yüksek manyetik alan 

şiddetinde saturasyon değerine yaklaşan manyetizasyon (M) ile, M-H 

eğrisinin karakteristik sigmodial şeklinin yükselmesine neden olur. 

Ferromanyetik ve ferrimanyetik materyallerde Şekil 2.5‘de de görüldüğü 

gibi histerezis çevrimi gözlenebilir. Histerezis çevriminin şekli kısmen 

partikül şekli ile saptanabilir. Mikron boyutundaki ya da mikrondan daha 

büyük boyutlardaki partiküller genellikle multi-domeyn yapıya 

sahiptirler. Domeyn duvarlarını hareket ettirmek kolay olduğundan, 

böyle partiküllerin histerezis çevrimleri dardır. Boyutu daha küçük olan 

partiküllerde, tek-domeyn yapısı daha geniş histerezis çevrimi 

sergilenmesine yol açar. Partikül boyutu daha da küçüldükçe, hatta on 

nanometre ve altına indikçe süperparamanyetik davranış gözlenebilir. 

Süperparamanyetik partiküllerin manyetik momenti, bütün olarak 

bakıldığında ısıl enerji etkisine karşılık olarak oluşabilecek değişim ve 

dalgalanmalardan bağımsızdır. Şekil 2.6’da küresel maghemit 

partiküllerin boyutunun ve sıcaklığının manyetik davranış üzerine etkisi 

sunulmuştur [48].  
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Şekil 2.6. Küresel maghemit partiküllerin boyutunun ve sıcaklığın 

manyetik davranış üzerine etkisi 

2.5. Manyetik Nanopartikül Tasarım Stratejileri 

Manyetik nanopartikül tasarımı için, özellikle in vivo uygulamalar 

açısından göz önünde bulundurulması gereken bazı konular; 

fizikokimyasal etkenler, fizyolojik bariyerler, toksisite başlıkları altında 

incelenebilir.  

2.5.1. Fizikokimyasal Etkenler 

Genel olarak manyetik nanopartiküller; manyetik olarak aktif bir 

çekirdek ile çekirdek etrafında kararlılığı sağlayan ve aynı zamanda 

hedeflendirme ligandlarının ve görüntüleme ajanlarının konjuge edildiği 

bir kabuk materyalinden oluşur. Terapötik ajanlar, ya kabuk yapısı 

içerisine enkapsüle edilir/gömülür ya da yüzey üzerine kimyasal bağlar 

aracılığı ile immobilize edilir. Tasarımın her bir aşamasında; şekil, yük, 
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boyut, hidrofobik/hidrofilik olma ve konjuge edilen materyallerin 

oryantasyonu gibi birçok parametrenin göz önünde bulundurulması 

gerekir. Nanopartikülün fizikokimyasal özellikleri arasında; morfolojisi, 

hidrodinamik çapı, yükü ve diğer yüzey özellikleri sayılabilir [49].  

2.5.1.1. Şekil 

Nanopartikül şeklinin biyodağılım üzerine etkilerinin araştırılması ile ilgili 

olarak gerçekleştirilmiş çok geniş çaplı çalışmalar mevcut değildir. 

Biyodağılımın incelenmesi açısından, küresel olmayan ve çubuk şekilli 

nanopartiküllerin incelendiği çalışmalar mevcuttur [50-51]. Anizotropik 

şekilli nanopartiküllerin küresel nanopartiküllere göre 

biyoeliminasyondan daha kolay korunduklarını bildirilmiştir [52]. Geng 

ve arkadaşları; uzunluk/genişlik oranı arttıkça, nanoyapının kan 

dolaşımındaki sirkülasyon süresinin uzadığını belirtmişlerdir [53].  

2.5.1.2. Hidrodinamik Çap 

Hidrodinamik çap; nanopartikül klirens mekanizması üzerinde, 

nanopartiküllerin damar dışına geçmelerinde ve permeabilite üzerinde 

etkilidir [54]. 20 nm’den daha küçük nanopartiküllerin renal yoldan 

dışarı atıldığı, 30-150 nm boyutlarındaki nanopartiküllerin kemik iliği, 

kalp, böbrek ve midede biriktiği, 150-300 nm boyutlarındaki 

nanopartiküllerin ise karaciğer ve dalakta saptandığı rapor edilmiştir 

[55-57]. Bu boyut aralıkları genel klirens mekanizması hakkında bilgi 

vermekle birlikte, diğer fiziksel parametreler de nanopartikül 

mobilitesine spontan etki etmektedir. Decuzzi ve arkadaşları; daha 

küçük boyutlu küresel nanopartiküllerin daha yüksek difüzyon oranına 

sahip olduğunu, kan damarlarının orta bölgesindeki nanopartikül 

konsantrasyonunun arttığını, dolayısıyla endotel hücreleri 

etkileşimlerinin azaldığını ve kan dolaşımındaki sirkülasyon sürelerinin 

de uzadığını rapor etmişlerdir [58]. 

Nanopartikül boyutu, aynı zamanda nanopartiküllerin damar dışına 

çıkma kabiliyetleri üzerinde de etkilidir. Birçok endotelyal bariyer, 150 
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nm‘den daha küçük nanopartiküllerin geçmesine izin verirken, kan-

beyin bariyeri gibi zorlu bariyerler çok daha kısıtlayıcıdır. Kan-beyin 

bariyeri; pasif difüzyon ile sadece 500 Dalton moleküler ağırlıktan daha 

küçük, nötral yüklü ve yağda çözünebilir moleküllerin geçmesine izin 

verir ve tüm potansiyel nöroterapötiklerin ve kontrast ajanların %98’inin 

geçmesini engeller [59]. Sonavane ve arkadaşları; 15 ila 50 nm 

hidrodinamik çapa sahip altın nanopartiküllerin kan-beyin bariyerini 

geçebileceklerini, daha büyük boyutlu özellikle 100 ila 200 nm 

hidrodinamik çapa sahip olanların ise geçemeyeceklerini rapor etmiştir 

[60].    

2.5.1.3. Yüzey Özellikleri 

Nanopartiküllerin yükü ve hidrofobik olmaları; nanopartiküllerin plazma 

proteinleri, ekstraselüler matriks, immün sistem ve hedeflendirilmemiş 

hücreler ile olan etkileşimlerini sınırlayıcı ya da arttırıcı etki yaparak 

nanopartikül biyodağılımına etki edebilir [61]. Özellikle hidrofobik ve 

yüklü nanopartiküller; plazma proteinlerinin adsorpsiyonu 

(opsonizasyon) nedeni ile daha kısa sirkülasyon süresine sahip olup, 

Retiküloendotelyal Sistem (RES) tarafından tanınmaları ve 

sirkülasyondan uzaklaştırılmaları daha kolaydır [62].  

Pozitif yüklü nanopartiküller, ayrıca hedeflendirilmemiş hücrelere 

(özellikle negatif yüklü) bağlanabilirler ve spesifik-olmayan etkileşimlere 

neden olabilirler. 

Nanopartiküllerin yüzeyindeki hidrofobik gruplar, enjeksiyon sonrası 

nanopartiküllerin aglomere olmalarını indükleyebilir ve bu nedenle RES 

tarafından hızlıca uzaklaştırılabilirler. Bu tip sınırlamalara engel 

olabilmek amacı ile, yüzey mühendisliği teknikleri ile “görünmez 

(stealth)” nanopartikül geliştirilme çalışmaları üzerinde durulmaktadır. 

Bu çalışmaların en önemli sonuçlarından bir tanesi; polietilen glikol 

(PEG) gibi hidrofilik yapıdaki moleküller ile gerçekleştirilen yüzey 

modifikasyonlarının, opsonizasyon potansiyelini azalttığı ve nanopartikül 

sirkülasyon sürelerini arttırdığıdır [63].  
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2.5.2. Fizyolojik Bariyerler 

Hem tanı hem de terapötik amaçlı olarak yaşayan organizmalar ile 

etkileştirilen ya da etkileştirilecek olan manyetik nanopartiküllerin 

fizyolojik etkileri biyolojik uygulamalar açısından çok büyük önem 

taşımaktadır. Öncelikle manyetik nanopartiküller hayvan ve insan 

çalışmalarında kullanılmak üzere güvenilir ve etkin olmak zorundadırlar. 

Ferrosıvıların biyolojik ve teknik detaylarına ilave olarak, fizyolojik 

parametreler de terapötik tedavilerin etkinliğini belirleyebilir. Fizyolojik 

parametreler; ferrosıvı/ilaç kompleksleri, manyetik alan ve hedeflenmiş 

organizmalar temeline dayanmaktadır. Ferrosıvı/ilaç ya da 

ferrosıvı/hedeflendirme ligandı kompleksleri için kritik fizyolojik 

parametreler arasında; partikül boyutu, yüzey özellikleri, sıvının 

konsantrasyonu ve hacmi, desorpsiyon karakteristikleri gibi özellikler 

sayılabilir. Manyetik ilaç taşıyıcı sistemlerin, bazen olası tümör 

embolizasyonu nedeni ile gelişmiş kollateral dolaşımda farkedilmeleri 

gerekir. Manyetik alan ile bağlantılı fizyolojik parametreler; geometri, 

uygulanan manyetik alanının gücü ve süresidir. Canlı organizmalarda 

gerçekleştirilecek uygulamalar açısından önemli fizyolojik parametreler 

ise; boyut, ağırlık, vücut yüzeyi, kan hacmi, kalp debisi ve sistemik 

vasküler direnç, sirkülasyon süresi, tümör hacmi ve lokasyonu, tümörün 

vasküler içeriği ve tümördeki kan akışı gibi parametrelerdir [47].  

Kanser tedavisi için; minumum miktarda manyetik sıvıya yeterli 

miktarda ilaç yüklenmesi ve manyetik alanın olası en kısa süreli 

uygulanması ve manyetik alan şiddetinin en güvenli olacak şekilde 

ayarlanması gerekir. Optimal tedavi için, tüm fizyolojik parametreler en 

verimli ve güvenilir şekilde düzenlenmelidir. 

Vücut içerisinde biyolojik bariyerlerden oluşan bir dizi vücut savunma 

sistemi mevcuttur. Bu savunma sistemleri; vücudu, enjekte edilen 

terapötikler ve kontrast ajanları da dahil olmak üzere yabancı 

maddelerden koruma ve uzaklaştırma görevi görürler [7]. Bu bariyerler, 

nanopartiküllerin hareketini engelleyerek, fiziksel değişimlerine yol 
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açarak ya da biyokimyasal sinyaller ile yabancı cisim reaksiyonu vererek 

nanopartiküllerin fonksiyonlarını engelleyebilirler [64].  

Biyolojik bariyerler ekstraselüler boşluklara özgü değildir ve bu nedenle 

intraselüler bariyerler birçok ilaç ve ilaç taşıyıcı sistemin başarısız 

olmasının kritik nedenlerinden biridir. Nanopartiküler sistemler için de 

bu durum aynı şekilde geçerlidir. Hücre-spesifik bir nanopartikül 

hedeflendirildiği hücrenin membranına bağlandıktan hemen sonra, tipik 

olarak reseptör-aracılı endositoz aracılığı ile o hücre tarafından hücre 

içine alınır. Birçok endozom daha sonra lizozomlar içerisine taşınırlar ve 

makromoleküller tamamen metabolize oluncaya kadar hidrolitik ve 

enzimatik bir dizi reaksiyonlar oluşur. DNA ve siRNA da dahil olmak 

üzere birçok terapötik, lizozomal bozunmaya karşı hassastır ve bu 

nedenle kolayca etkisiz hale gelme riski taşırlar. İlaç taşıyıcı sistemlerin 

bu sondan kaçınabilmesi için, lizozomal taşınım gerçekleşmeden önce 

endozomal kaçışı mümkün kılabilecek mühendislik uygulamaları ile 

geliştirilmeleri gerekir [64]. Endozomal kaçış sergileyebilen 

nanopartiküllerin; efektif gen terapi için gerekli olan nükleer membran 

engeli gibi ilave birtakım biyolojik bariyerleri aşmaları gereklidir. 

2.5.3. Toksisite  

Nanoyapılı materyallerin sağlık ve güvenlik unsurları, nanoteknolojik 

çalışmalar ile birlikte gelişmekte olan unsurlardandır. Nanoteknoloji; bir 

taraftan nanomateryaller ve nanocihazların çok büyük avantajlarından 

ve performanslarından yararlanmayı hedeflemekte, diğer taraftan ise 

insanlar ve çevre açısından potansiyel riskler ve tehlikeler 

oluşturabilecek nanomateryal-ilişkili güvenilirlik problemleri ile 

yüzleşmek zorunda kalmaktadır. 

Günümüzde modern kimyasal ve fiziksel yöntemler kullanarak birçok 

nanomateryal hazırlamak mümkündür. Son yıllarda; geçiş metalleri, 

karbon, silikon ve metal oksitlerden birçok nanomateryal 

sentezlenmektedir ve bu materyallerin insan vücudu tarafından 

solunması ya da yutulmasından sonra ve deri ya da enjeksiyon yolu ile 
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alınmasından sonra oluşabilecek birçok güvenlik sorunu mevcuttur. 

Geniş yüzey alanı/hacim oranı ile nanopartiküllerin istenmeyen biyolojik 

reaksiyonlar oluşturdukları bilinmektedir. Solunduklarında akciğerler 

tarafından ve yutulduklarında gastrointestinal yol boyunca 

absorblanabilirler [65]. Fakat yine de nanopartiküllerin toksisitesi 

genellenemez çünkü; kimyasal içerik, partikül boyutu, çözünürlük, 

yüzey kimyası, şekil ve yapı, kristalinite gibi yapılarındaki birçok 

materyalin özellikleri ile birlikte incelenmeleri ve aynı zamanda doz, 

uygulama yöntemi, biyobozunur olma, farmakokinetikler, biyodağılım ve 

benzeri birçok fizyolojik faktörün de göz önünde bulundurulması 

gerekmektedir. 

Nanopartiküller hava yolu ile deri ile temas ettiğinde, deriye tutunurlar 

ve lenfatik kanallardan yayılırlar. Solunduklarında ise, solunum 

sisteminin tüm bölgelerinde difüzyon yolu ile birikirler. Ultra küçük 

boyutları nedeni ile, hücreler tarafından hücre içine alınırlar. Bu esnada 

da; epitelyal ve endotelyal hücrelerden de kan ve lenf dolaşımlarına 

taşınırlar ve kalp, dalak ve benzeri hassas hedef organlara ulaşırlar. 

Nöronal deneyler; nanopartiküllerin nöritler boyunca ilerlediğini ve 

santral sinir sistemi ve ganglialara kadar ulaştıklarını göstermiştir. Genel 

anlamda nanopartiküllerin yüzey kimyası ve yüzey modifikasyonları ile 

belirlenen endositoza ve biyokinetiklere dikkat çekmek yerinde olur. 

Nanopartiküllerin yüzeylerinin biyouyumlu materyaller ile kaplanması 

yolu ile toksikolojik etkileri önemli ölçüde azaltılabilir. İlave olarak, 

uygun doz/konsantrasyon seçimi yapmak da büyük önem taşımaktadır.  

Manyetik nanopartiküller çok geniş kapsamlı in vivo biyouygulama 

alanına sahip oldukları için, toksik etkileri üzerinde yapılan çalışmalar da 

son yıllarda artmıştır. Elde edilen sonuçlardan bir tanesi; daha büyük 

boyuta sahip manyetik nanopartiküllerin daha küçük boyutlu olanlara 

göre daha yüksek düzeyde toksisite sergilemeleri olmuştur [65]. Birçok 

durumda manyetik nanopartiküller canlı organizmaya enjekte edilmiş ve 

ya tanı amaçlı ya da terapötik amaçlı olarak bir süreliğine vücut içinde 
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kalması sağlanmıştır. Bu nedenle akut toksisiteye ek olarak, bozunma 

ve inflamatuar medyatörlerin takiben oluşan salınımı ile hücrelerin 

stimülasyonu gibi uzun-dönem toksisitenin ciddiyetle dikkate alınması 

gerekir. 

Nanotoksikoloji alanında doğru risk değerlendirmesi yapılabilmesi ve 

uygun yöntemler ve protokoller geliştirilebilmesi için; malzeme bilimi, 

kimya, toksikoloji, tıp, moleküler biyoloji ve biyoinformatik alanlarındaki 

araştırmacıların ortak çalışması gerekmektedir. 

2.6. Manyetik Nanopartiküllerin Sentezi 

Manyetik nanopartikül sentezi için; sol-jel yöntemi, hidrotermal 

reaksiyonlar, hidroliz ve termoliz prekürsörleri, akış enjeksiyon yöntemi 

ve elektrospray yöntemi gibi birçok kimyasal sentez yöntemi mevcuttur 

[66-72]. Süperparamanyetik nanopartiküllerin sentezi ise kolloidal 

yapısı nedeni ile daha komplekstir. Sentez yöntemi ile ilgili olarak kritik 

noktalardan bir tanesi, uygun boyutta manyetik çekirdekli monodispers 

popülasyon elde edilmesini sağlayacak deneysel koşulların 

tanımlanmasıdır. İkinci kritik nokta ise; endüstrileşme potansiyeli göz 

önünde bulundurularak; ultrasantifügasyon, büyüklükçe ayırma 

kromatografisi, manyetik filtrasyon gibi herhangi bir kompleks 

saflaştırma prosedürü gerektirmeyecek şekilde tekrarlanabilir bir proses 

seçilmesidir [73-75]. Bu yöntemler, nanopartiküllerin homojen yapıda 

ve dar boyut dağılımı ile hazırlanmasında kullanılan yöntemlerdir. Ancak 

bununla birlikte; manyetik nanopartiküllerin sentezlenmesinde kullanılan 

en yaygın yöntem, demir tuzları ile kimyasal ikili-çöktürme yöntemidir 

[76-80].       

2.6.1. Kimyasal İkili-Çöktürme Yöntemi 

İkili-çöktürme tekniği, manyetik nanopartiküllerin elde edilmesinde 

kullanılan en basit ve en etkin kimyasal yollardan biri olarak kabul 

edilmektedir. Demiroksitler (Magnetit/Fe3O4 ya da γ-maghemit/γFe2O3) 

genellikle ferrik ve ferröz tuzların sulu çözeltilerde stokiyometrik 

oranlarda karışımı ile hazırlanırlar.   
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Fe3O4 formasyonunun kimyasal reaksiyonu Eşitlik 2.9 ile gösterilebilir: 

2Fe+3 + Fe+2 + 8OH−→ Fe3O4 + 4H2O  (2.9)      

Bu reaksiyonun termodinamiklerine göre optimum koşullar; pH’ın 8 ila 

14 arasında olması, okside edici olmayan ortamda stokiyometrik oranın 

2:1 (Fe+3/ Fe+2) olmasıdır [81]. 

Ancak; magnetit (Fe3O4) kararlı değildir ve oksidasyona karşı oldukça 

duyarlıdır. Oksijen varlığında magnetit formu maghemit (γFe2O3) 

formuna dönüşür ve bu dönüşüm Eşitlik 2.10 ile gösterilmektedir:   

Fe3O4 +2H+→ γFe2O3 + Fe+2+ H2O   (2.10)  

Magnetit formunun maghemit formuna dönüşümünde tek yol hava 

oksijeninin etkisiyle oluşan oksidasyon değildir, süspansiyon pH’ına bağlı 

olabilecek bazı elektron ve iyon transferlerinin de oksidasyona neden 

olabileceği bildirilmiştir. 

Asidik ve anaerobik koşullar altında; yüzey Fe+2 iyonları çözeltide hegza-

sulu kompleksler olarak dezorbe olur, bazik koşullar altında ise, 

magnetitin oksidasyonu, maghemit yüzeyinin oksidasyon-redüksiyon 

basamaklarını içerir. Ferröz iyonların oksidasyonu; yük dengesini 

sağlayacak katyonik boşluklar oluşturacak şekilde her zaman 

katyonların kristal kafese göçü doğrultusundadır ve maghemit 

yapısında; demir iyonları spinel yapının oktahedral ve tetrahedral 

bölgelerine yerleşmiştir. 

İkili-çöktürme yönteminin en önemli avantajı, büyük miktarlarda 

nanopartikül sentezine olanak sağlamasıdır. Ancak; sadece kinetik 

faktörler ile kristal büyümesi kontrol edilebildiğinden, partikül boyut 

dağılımının dar sınırlarda tutulması zordur. İkili-çöktürme yönteminde iki 

aşama söz konusudur; türlerin konsantrasyonu kritik süper-doygunluk 

noktasına ulaştığında meydana gelen kısa nükleasyon patlaması ve 

daha sonra çözünen maddelerin kristal yüzeyine difüzyonu ile 

gerçekleşen çekirdeğin yavaş büyüme aşaması [82-87]. Monodispers 

demiroksit nanopartiküllerin üretilebilmesi için, bu iki aşamanın 

birbirinden ayrı tutulması gerekir yani, nükleasyon basamağının, 
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büyüme periyodu esnasında gerçekleşmesi engellenmelidir [88]. Şekil 

2.7’de görülen LaMer Diyagramı, monodispers nano ve 

mikropartiküllerin nükleasyon ve kristal büyüme mekanizması ile 

oluşumunu göstermektedir [89]. Sonuç olarak; monodispers 

nanopartiküllerin boyut kontrolü, çok kısa süren nükleasyon 

periyodunda gerçekleşmek zorundadır, çünkü son partikül sayısı 

nükleasyon aşaması bitiminde belirlenmektedir ve partikül büyüme 

aşamasında değişmemektedir. 

Demiroksit nanopartiküllerin sentezinde; boyut, manyetik özellikler ya 

da yüzey özellikleri gibi birçok parametre ayarlaması yapmak 

mümkündür. 

Bu parametrelerin değişik şekillerde ayarlanabilmesi için çeşitli 

çalışmalar gerçekleştirilmiştir [90-92]. Nanopartiküllerin boyut ve 

şekilleri; pH, iyonik güç, sıcaklık, kullanılan tuzlar (perkloratlar, 

sülfatlar, nitratlar gibi) ya da Fe+2/Fe+3 konsantrasyonu 

parametrelerinde yapılacak değişimler ile kontrol edilebilir. 

Yapılan çalışmalar; asidite ve iyonik güç modülasyonlarının, partikül 

boyutunun 2-15 nm arasında olacak şekilde kontrol edilmesine yardımcı 

olan parametreler olduğunu ve şekil varyasyonlarının, nanopartiküllerin 

elektrostatik yüzey dansitesi değişimleri ile bağlantılı olduğunu 

göstermiştir [93-95]. Partiküller; manyetik emülsiyon, kapsül ya da 

taşıyıcı formları oluşumuna olanak sağlayacak şekilde sulu çözeltilerde 

ya da yağ, organik çözücüler gibi polar-olmayan sıvılar içerisinde dispers 

edilebilirler [96-98].  

Homojen γFe2O3 nanopartiküllerin hızlı sentezi için Massart tarafından 

geliştirilen proses, nanopartiküllerin amino asitler, R-hidroksiasitler 

(sitrik, tartarik ve glukonik asitler), hidroksamat (arjinin hidroksamat), 

dimerkaptosüksinik asit (DMSA) ya da fosforil kolin gibi birçok 

monomerik madde ile kaplanmasına olanak sağlamıştır [99-103].  



33 
 

 

Şekil 2.7. LaMer Diyagramı 

Babes ve arkadaşları, demir konsantrasyonu etkisini incelemişlerdir 

[104]. Çalışmalarını tasarlarken en önemli faktör olarak Fe+2/Fe+3 molar 

oranını seçmişlerdir. Fe+2/Fe+3 oranının artması ile ortalama boyutun 

arttığını, hazırlama verimliliğinin düştüğünü bildirmişler ve literatür ile 

uyumlu olduğunu belirtmişlerdir.  

Magnetit partiküllerin ortalama boyutu; yüksek oranda çöktürme 

ortamının asiditesine ve iyonik gücüne bağlıdır [105-107]. İyonik güç ve 

pH ne kadar büyük ise, partikül boyutu ve boyut dağılım aralığının o 

kadar küçük olduğu bildirilmiş ve bu durum, sayılan iki parametrenin, 

kristal yüzey kimyasal dekompozisyonunu ve sonuç olarak da 

partiküllerin elektrostatik yüzey yükünü belirlemesi ile açıklanmıştır. 

Birçok araştırmacı; reaksiyon sıcaklığının etkisi üzerine çalışmalar 

yapmış ve optimal kristal formasyonu elde etmedeki önemini belirtmiştir 

[108]. Yapılan farklı çalışmalar, sıcaklık artışı ile manyetik nanopartikül 

oluşumunda azalma olduğunu göstermiştir. Elde edilen bu bulgu, 

partikül nükleasyon ve büyüme teorisini desteklemektedir. Ayrıca; 

sentez esnasında çözelti içerisine azot gazı vererek ortamdan oksijeni 
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uzaklaştırmanın, magnetiti kritik oksidasyondan korumakla kalmayıp, 

diğer yöntemlere nazaran partikül boyutunun küçülmesini sağladığı da 

bildirilmiştir [109-110].       

2.6.2. Suni Ortamlarda Gerçekleştirilen Reaksiyonlar 

İkili-çöktürme yöntemi ile sentezlenen nanopartiküllerin boyut 

dağılımının nispeten geniş olması nedeni ile, boyutları birbirine çok daha 

yakın nanopartiküllerin sentezlenebilmesi amacı ile günümüze kadar 

yeni yöntem geliştirme çalışmaları sürmüştür. Yapılan birkaç çalışmada; 

demiroksit nanopartikülleri, birbirine yakın ve belirlenen boyutlarda 

sentezleyebilmek amacı ile sentetik ve biyolojik reaktörler kullanılmıştır. 

Suni ortamlar; polar olmayan çözücüler içerisinde su-emici ters misel 

yapılar oluşturan amfoterik sürfaktanlar, dendrimerler, siklodekstrinler 

ve fosfolipid membranlardan meydana gelmektedir [111-114]. 

Sürfaktan molekülleri; spontan olarak farklı boyutlarda nanozerrecik, 

misel (1-10 nm) ya da su içinde yağ emülsiyonu (10-100 nm) 

oluşturabilirler [115]. Sulu demir tuzu çözeltileri, nanozerre teknolojisi 

ile ortamdaki organik çözeltiden onları ayıran sürfaktan kaplama ile 

enkapsüle edilirler. Sonuç olarak; bu sistem kinetik ve termodinamik 

zorlama ve sınırlamalar ile partiküllerin şekillenmesinde rol oynar. Jia ve 

arkadaşları, in situ manyetik kitosan/Fe3O4 kompozit nanopartiküllerinin 

yağ-içinde-su emülsiyonu ile çok küçük su havuzu mikroreaktörlerinde 

sentezleyebilmek amacı ile yeni bir yöntem geliştirmişlerdir [116]. 

Ferröz tuz ve kitosan içeren emülsiyona NaOH ilave edildiğinde, 

manyetik Fe3O4 ve kitosan nanopartiküller sistemden çöktürülmüştür. 

Manyetik demiroksit nanopartiküller, kitosan nanopartiküller ile 

çevrelenmiştir. 

2.6.3. Hidrotermal ve Yüksek-Sıcaklık Yöntemleri 

Fe3O4 nanopartikül ve ultra-ince tozların hidrotermal yoldan sentezi 

literatürde tanımlanmıştır [117-119]. Ferritlerin hidrotermal koşullarda 

hazırlanması için iki temel yol vardır; hidroliz ve oksidasyon ya da metal 

hidroksit karışımlarının nötralizasyonu. İlk yöntemde ferröz tuzların 

kullanılması dışında, bu iki reaksiyon birbirine çok benzerdir [120].   
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Bu reaksiyonlar; sulu ortamda, 200 ˚C‘ın üzerindeki sıcaklıklarda ve 

2000 psi‘den daha yüksek basınçlarda, reaktörler içerisinde ya da 

otoklavlarda gerçekleştirilirler. Proses esnasında kullanılan çözücü, 

sıcaklık, zaman gibi reaksiyon koşullarının genellikle ürün üzerinde etkisi 

olduğu bildirilmiştir [121]. 

2.6.4. Sol-jel Yöntemi 

Sol-jel teknolojisi, iyi tasarlanmış kolloidal kimya teknolojisidir. Sol-jel 

prosesi; nanometrik partiküllerin “sol”‘u orjininden gelen, çözelti 

içerisindeki moleküler prekürsörlerin hidroksilasyon ve kondensasyonu 

temeline dayanır. Sol; sıvı evrede asılı, birkaç yüz nm boyutlarında 

olabilen katı partiküllerden oluşmuş kolloidal çözeltilere verilen addır. Jel 

ise, çözücü içerisine daldırılmış katı makromoleküller olarak kabul edilir. 

Nano yapıda metal oksitlerin ıslak sentez yöntemi için uygun bir 

prosestir [122]. İleri kondensasyon ve inorganik polimerizasyon, “ıslak 

jel” olarak adlandırılan üç boyutlu metal oksit ağı oluşmasına neden 

olur. Reaksiyonlar oda sıcaklığında gerçekleştirildiği için; son kristalin 

formun oluşabilmesi için ekstra ısıl işlem gerektirir [123]. Sol-jel 

yönteminin temel avantajı; düşük sıcaklıklarda, yüksek saflıkta ve tek 

biçimli nanoyapıların elde edilmesini sağlamasıdır.   

Literatür bilgileri; jelin özelliklerinin sol-jel işleminin sol basamağında 

oluşan yapıya ileri düzeyde bağlı olduğunu göstermektedir. Hidroliz, 

büyüme reaksiyonları, kondensasyon reaksiyonları ve dolayısıyla jelin 

yapısı ve özelliklerine etki eden ana parametreler; sıcaklık, çözücü, pH, 

karıştırma hızı ve tuz prekürsörlerinin konsantrasyonu olarak 

tanımlanmaktadır [124].  

Örneğin;  jelin 400 ˚C sıcaklık ile doğrudan muamele edilmesi sonucu, 6 

ila 15 nm boyut aralığında, γFe2O3 nanopartiküllerin elde edilebileceği 

rapor edilmiştir [125].  

Raileanu ve arkadaşları; sulu yöntemi kullanarak, sol-jel nanokompozit 

materyaller (FexOy-SiO2) hazırlamışlardır [126]. Elde edilen 

nanopartiküllerin yapısı ve özellikleri, farklı silika prekürsörleri 
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(tetrametoksisilan, metiltrietoksisilan, kolloidal silika çözeltisi gibi) 

kullanılarak karşılaştırılmıştır.   

2.6.5. Polyol Yöntemi 

Polyol prosesi; boyut ve şekli iyi tanımlanmış nano ve mikropartiküllerin 

sentezi için tasarlanmış bir kimyasal sentez yöntemidir [127]. Polyollar 

olarak çözücüler ilginç özellikler sunarlar. Yüksek dielektrik sabitleri 

nedeni ile, inorganik bileşiklerde çözünebilen çözücüler olarak 

davranırlar ve nispeten yüksek kaynama noktaları nedeni ile de, 

inorganik bileşiklerin hazırlanmasında geniş sıcaklık aralıklarında (25 ˚C’ 

dan kaynama noktasına kadar) çalışma olanağı sağlarlar [128]. 

Polyollar; hem indirgeme ajanı olarak hem de dengeleyici 

(“stabilizatör”) olarak görev yaparlar.  

Bu yöntemde; prekürsör bileşik, sıvı polyol içerisinde asılı haldedir. 

Süspansiyon; uygun karıştırma ortamında belirtilen sıcaklığa kadar 

ısıtılır ve polyolun kaynama noktasına kadar ulaşması sağlanır. 

Reaksiyon esnasında; metal prekürsör diol içerisinde çözünebilir hale 

gelir ve ara ürün oluşumunu sağlar ve daha sonra metal çekirdek 

oluşumu için indirgenir. 

Sulu yöntem ile karşılaştırıldığında, bu yöntemin sağladığı çeşitli 

avantajlar mevcuttur [129]. Bunlardan ilki; hazırlanan manyetik 

nanopartiküllerin yüzeyi, hidrofilik polyol ligandları ile in situ kaplanabilir 

ve böylece nanopartiküller sulu ortam içerisinde ya da diğer polar 

çözücülerde kolaylıkla dispers edilebilir. İkincisi; bu sistemin reaksiyon 

sıcaklığının nispeten daha yüksek olması, partiküllerin daha kristalin ve 

dolayısıyla daha yüksek manyetizasyona sahip olmasını sağlar. Üçüncü 

olarak ise; nanopartiküllerin boyut dağılımı, geleneksel yöntemlerle 

üretilen partiküllerden çok daha dar aralıklıdır. 

2.6.6. Akış Enjeksiyon Yöntemi 

Farklı matrikslerde (emülsiyonlar gibi) reaksiyon bölgesinin 

sınırlandırılması, dar boyut dağılımlı partiküller üretebilmek amacıyla ve 

bazı durumlarda partikül morfolojisini daha uygun hale getirebilmek için 

kullanılmaktadır.  
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Akış enjeksiyon tekniğinin; yüksek oranda tekrarlanabilirlik, yüksek 

oranda homojenlik sağlama ve prosesin dışarıdan tam bir hakimiyetle 

kontrol edilebilir olması gibi avantajları mevcuttur. 

2.6.7. Elektrokimyasal Yöntemler 

Reetz ve Pascal; elektrokimyasal bir yöntem kullanmışlar ve 

dimetilformamid (DMF) sulu çözeltisi ve katyonik sürfaktanlar içerisine 

daldırılmış demir elektrotlar vasıtası ile 3-8 nm boyutunda maghemit 

partiküller hazırlamışlardır. Akım yoğunluğu ayarlaması ile partikül 

boyutu kontrolü sağlanmıştır [130-131]. Okside edici koşullar altında 

elektrokimyasal çöktürme yöntemi kullanılarak Fe2O3 ve Fe3O4 

nanopartiküller hazırlanmıştır [132]. 

2.6.8. Püskürtme/Buhar Yöntemleri 

Sprey ve lazer piroliz gibi püskürtme teknolojileri, yüksek üretim 

verimliliği sağlayan sürekli kimyasal prosesler olarak oldukça popülerdir. 

Sprey pirolizinde; organik çözücü içerisindeki indirgeme ajanı ve ferrik 

tuz çözeltileri bir seri reaktörler içerisine spreylenir, burada püskürtülen  

madde yoğunlaşırken, çözücü buharlaşır [133]. Elde edilen kurutulmuş 

artık, boyutları ilk orjinal damlalara bağlı olan partiküllerden oluşur. 

Yapılan çalışmalardan bir tanesinde, alkol bazlı çözelti içerisinde farklı 

demir prekürsör tuzları kullanılarak, farklı şekillerde ve 5 ila 60 nm 

boyutları arasında maghemit nanopartiküller elde edilmiştir [134]. 

Çalışmada, temel proses koşulları ile ürün özellikleri arasındaki ilişki 

incelenmiştir. 

Julian-Lopez ve arkadaşları; süperparamanyetik nanopartiküller ile 

hibrid silika demiroksit kompozit mikroküreler hazırlayarak, çalışmanın 

sentez ve karakterizasyon detaylarını rapor etmişlerdir. Hazırladıkları 

hibrid nanopartiküler sistemin; Manyetik Rezonans Görüntüleme (MRI), 

hipertermi ve biyoaktif moleküllerin transportunu sağlayacak hibrid 

mezoporöz matriks açısından etkinliğini incelemişlerdir. Sprey kurutma 

yöntemi ile ve sol’un kompozisyonu ayarlanabilir şekilde hazırlanan bu 

multifonksiyonel platformlarda, matriks içine gömülü manyetik 
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nanopartiküllerin miktar ve boyutlarının kontrol edilebilir olduğunu 

bildirmişlerdir [135]. 

2.7. Nanopartiküllerin Karakterizasyon Yöntemleri 

Çekirdek/kabuk yapısındaki nanopartiküllerin karakterizasyon 

yöntemleri; mikroskopik analizler, spektroskopik analizler, ışık-saçılması 

analizleri ve termal gravimetrik analizler ana başlıkları altında 

incelenebilir. 

2.7.1. Mikroskopik Analizler 

Mikroskopik analizler; farklı tipte nanopartikülleri direk görüntüleme 

amaçlı kullanılan en yaygın ve en güvenilir analiz teknikleridir.  

Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM), nanopartiküllerin boyut ve şekil 

analizi için en yaygın kullanılan mikroskopik tekniktir. Büyütme oranının 

105-106’lara kadar çıkma özelliği vardır. Ancak; çekirdek/kabuk 

yapısındaki nanopartiküller açısından incelendiğinde, bu teknik ile 

çekirdek ve kabuk yapılarını ayırt etmek oldukça zordur. Bu yöntem 

sadece yüzey görüntüsünü oluşturmaktadır. Bununla birlikte; SEM, 

Enerji Dispersif X-Ray Spektroskopisi (EDX) ile birleştirilerek 

kullanıldığında, kabuk yüzeyinin elemental analizini gerçekleştirmek de 

mümkün olmaktadır. 

Son yıllarda, normal SEM‘den çok daha yüksek oranda büyütme 

yapabilen alan-emisyon SEM (FESEM) adlı sistem kullanıma 

sunulmuştur. FESEM görüntüleri, kabuk yapının yüzeyinin pürüzlü ya da 

pürüzsüz olup olmadığı hakkında bilgi edinilmesini sağlayabilmektedir. 

Geçirimli Elektron Mikroskobu (TEM), çok daha önemli ve geniş kapsamlı 

bilgi edinilmesini sağlar. Kontrast farklılığından çekirdek/kabuk yapı 

konfirmasyonu, partikülün kabuk yapı ile birlikte tüm boyutunun 

belirlenmesi, çekirdek boyutunun saptanması, kabuk kalınlığının 

hesaplanması, düzgün/tek biçimli kabuk kaplama gerçekleşip 

gerçekleşmediği ve benzeri bilgilerin saptanmasını sağlar. Çekirdek ve 

kabuk materyalin kontrast farklılığından, partiküllerin boyut ve 
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morfolojileri kolaylıkla belirlenebilir. Moleküler düzeyleri gösterebilecek 

çözünürlükte çok daha yüksek büyütme gerektiren durumlar için yüksek 

çözünürlüklü TEM (HR-TEM) kullanılmakta ve kristalinite, kafes yapısı 

gibi özellikler de belirlenebilmektedir.  

Taramalı Tünelleme Mikroskobu (STM) ve Atomik Kuvvet Mikroskobu 

(AFM) teknikleri de, daha ilave bilgiler edinilmek istendiğinde kullanılan 

iki tekniktir. Partiküllerin çapı ve yüksekliği bu teknikler ile belirlenebilir. 

SEM tekniğine benzer olarak, yüzey topografi dataları taramalı prob 

mikroskopi ile saptanabilir. Elektron mikroskobunun aksine, taramalı 

prob mikroskopi ile analizlerin hem sıvı ortamda hem de normal hava 

ortamında gerçekleştirilebilme avantajı mevcuttur [136-138].  

2.7.2. Spektroskopik Analizler 

Optik özellikler, genellikle her nanokristal yapının yüzey 

modifikasyonuna karşı oldukça duyarlıdır. Dolayısıyla bu özellikler; 

çekirdek yüzeyindeki kabuk kaplama materyalleri ile ilgili indirek fikirler 

edinilmesine yardımcı olurlar.  

Ultraviyole-Görünür Bölge Spektroskopisi (UV-VIS), farklı tipte 

nanopartiküllerin analiz edinilmesinde oldukça yaygın olarak kullanılan 

bir tekniktir. UV-VIS bölgedeki enerji absorpsiyon kapasitesi ile, bu 

bölgedeki absorbans spektrumu ölçümü gerçekleştirilir.  

Floresan ya da Fotoluminesans (PL) Spektroskopi de; floresan özellikler 

taşıyan yarı iletken materyaller gibi malzemelerin karakterize 

edilmesinde kullanılan önemli tekniklerden bir tanesidir. Hem UV hem 

de PL spektrum da kaplama işleminden sonra pik dalga boyu ve şiddet 

(absorbe edilen ya da saçılan) değerleri değişir. Ayrıca, kabuk 

materyalin kalınlığı arttıkça, pik dalga boyu ve şiddet değerleri kabuk 

materyalin normal saf hali değerlerine göre kayma gösterir. 

Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi (FTIR), bileşiklerin 

yapısındaki fonksiyonel gruplar ve bağ yapısının belirlenmesi yolu ile 
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kimyasal bileşiklerin organik yapılarını ortaya çıkaran ve ışık-madde 

etkileşimi temeline dayanan spektroskopik bir yöntemdir. 

X-Ray Fotoelektron Spektroskopi (XPS); elementel bileşim, kimyasal 

durum, empirik formül, atomik bileşim ya da yüzey ligandlarının 

bağlanma modu gibi önemli özellikler hakkında bilgi edinilmesini 

sağlayan bir başka önemli spektroskopik tekniktir. XPS yönteminin en 

önemli dezavantajları, ultra yüksek vakum çemberi gerektirmesi ve 

partikül yüzeyinden itibaren sadece 10 nm derinliğe kadar 

karakterizasyona izin vermesidir. Aynı tekniğin biraz daha gelişmiş 

modifikasyonlar ile kullanılan modeli olan Genişletilmiş X-Işını Soğurma 

İnce Yapı Spektroskopisi (EXAFS), nanokristal yüzey ligandlarının 

bağlanma modu ve yapısını karakterize etmek amacı ile kullanılan bir 

başka yöntemdir. Raman Spektroskopi de kristalografik oryantasyonun 

araştırılmasında kullanılan yararlı bir analitik yöntemdir.  

2.7.3. Saçılma Analizleri 

Materyallerden ışık, elektron ya da nötron saçılması; kolloidal yapıdaki 

ya da toz formundaki nanopartiküllerin karakterizasyonunda kullanılan 

önemli teknikler arasındadır.  

Dinamik Işık Saçılması (DLS), bir başka adı ile Foton Korelasyon 

Spektroskopisi (PCS) ya da Kuasi-Elastik Işık Saçılması yöntemi, 

nanopartikül süspansiyonlarında direk partikül boyutu ölçümü için 

kullanılan en önemli tekniklerden bir tanesidir. Kaplama işlemi öncesi ve 

sonrasında yapılan partikül boyutu ölçümleri ile kabuk kalınlığının 

saptanabilme imkanı mevcuttur [139]. Ayrıca; çözelti içerisindeki 

partiküllerin zeta potansiyellerinin ölçülmesi ile partiküllerin yüzey 

yükleri hakkında bilgi edinilebilirken, bu yöntem ile hidrodinamik çapın 

belirlenmesi de mümkündür. Kullanılan cihazın tekniği; Brownian 

Hareketi etkisi altında hareket eden partiküllerin difüzyonunu ölçerek, 

bu ölçümleri Stokes-Einstein ilişkisini kullanarak boyut ve boyut dağılımı 

verilerine dönüştürmek üzerine kurgulanmıştır. Ölçüm prensibi olarak; 

ölçümü yapılacak olan çözelti/süspansiyon, monokromatik lazer ışığı ile 
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aydınlatılır ve kırılan ışık şiddetindeki dalgalanma zamanın bir 

fonksiyonu olarak ölçülür.   Boyutu küçük olan parçacıkların hareketleri 

daha hızlı olur (“Brownian Hareketi”) ve dolayısıyla ekranda parlak 

noktaların daha hızlı dalgalanmalarına neden olur. Bu dalgalanmaların 

hız oranına bağlı olarak da partikül boyutu hesaplanabilir. Partikül 

boyutu ile Brownian Hareketi arasındaki bu ilişki, Eşitlik 2.11 ile verilen 

Stokes-Einstein Eşitliği ile tanımlanır: 

D =
kT

6πηr
    (2.11) 

D= Difüzyon sabiti, k= Boltzman sabiti, T= Mutlak sıcaklık, η= Çözücü 

dinamik vizkozitesi, r= Partikül çapı olarak tanımlanır. 

X-Ray Difraksiyon yöntemi de, sentezlenen kristalin materyallerin 

karakterizasyonunda oldukça yaygın kullanılan yöntemlerden bir 

tanesidir. Genellikle içeriği bilinmeyen materyallerin tanımlanmasında, 

kristalografik yapılarının, kristalin boyutlarının belirlenmesinde kullanılır. 

Çekirdek/kabuk yapısındaki nanopartiküller için, tam bir kaplama 

gerçekleşip gerçekleşmediğinin indirek kanıtı olarak sayılabilir. Çünkü, 

kabuk materyal ile gerçekleştirilen kaplama işlemi nedeniyle, çekirdek 

materyalin difraksiyon pik şiddeti azalmaktadır ve yeterli bir kalınlık 

derecesinden sonra pik tamamen ortadan kalkmaktadır [140]. 

Araştırmacılar, yapılan bazı çalışmalarda; çekirdek materyalin düşük-

şiddetli difraksiyon piklerinin kaplama işlemi sonrasında da 

belirebileceğini ancak bu durumun yeterli düzeyde kaplamanın 

gerçekleşmediğine işaret edebileceğine ve aynı zamanda kabuk 

materyalin amorf doğası kaynaklı olabileceğini bildirmişlerdir [141-142]. 

Nötron Saçılma Yöntemi, özellikle manyetik ya da organik çekirdekli, 

polimer ya da metal oksit manyetik olmayan kabuk yapısına sahip 

nanopartiküller için bir başka önemli karakterizasyon tekniğidir [143]. 

Bu teknik, çekirdek/kabuk ara yüzeylerin kompozisyonu ve mikroyapısı 

ile ilgili değerli bilgiler edinilmesini sağlar. Bu bilgiler genellikle, örnek 

materyal tarafından saçılan nötron şiddetine bağlı açısal ölçüm 
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üzerinden kontrast değişiminin belirlenmesi ile edinilir. Nötron saçılımı 

söz konusu olduğunda; mikroyapı, saçılma uzunluğu yoğunluğu (SLD) 

ile, XRD söz konusu olduğunda elektron yoğunluğu ile temsil edilir. 

2.7.4. Termal Gravimetrik Analizler 

Termal Gravimetrik Analiz, bileşiklerin termal kararlılığının 

belirlenmesinde kullanılan bir başka önemli karakterizasyon tekniğidir. 

Termal Gravimetrik Analiz (TGA), sıcaklık etkisi ile materyalde meydana 

gelebilecek ağırlık değişiminin ölçümüdür ve Diferansiyel Termal Analiz 

(DTA), materyalin sıcaklık artışı ile gerçekleşen termal profilini verir. Bu 

teknik aynı zamanda, çekirdek/kabuk yapısındaki partiküllerden organik 

çekirdeğin uzaklaştırılması ve halka şekli formasyonu elde edilmesinde 

kullanılan bir tekniktir [144-145]. 

2.8. Manyetik Nanopartiküllerin Biyomedikal Uygulama Alanları 

Manyetik nanopartiküller; kontrollü ilaç ve gen aktarımında, spesifik 

hedeflendirmede, MRI kontrast ajan olarak, hipertermi tedavisinde, 

manyetik hücre ayırma ve saflaştırma çalışmalarında, manyetik cımbız 

ve manyetik biyosensör olarak ve bazı doku mühendisliği çalışmalarında 

kullanılmaktadır. Şekil 2.8‘de SPION fonksiyonelliği şematik olarak 

gösterilmiştir.   

 

Şekil 2.8. SPION fonksiyonelliğinin şematik olarak gösterimi 
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2.8.1. Kontrollü İlaç ve Gen Aktarımı ve Spesifik Hedeflendirme 

Kontrollü ilaç salım tekniklerinin; konvansiyonel kontrolsüz salım 

tekniklerine göre son derece ilerleme kaydetmesi, son yıllarda ilaç 

taşıyıcı sistemlerin performansının artmasına neden olmuştur. Bu 

alandaki çalışmaların ilerlemesi, kolaylaşması ve çok daha doğru ve 

kesin sonuçlar elde edilebilmesi, nanoteknoloji alanında kaydedilen 

inanılmaz gelişmeler nedeniyledir. 

İlaçların; vücut içindeki ya da spesifik bir organdaki belirli özel bir 

bölgeye aktarılması “Hedeflendirilmiş Terapi” adı verilen bu yöntemler 

nedeniyle artık mümkündür. Bu iki yaklaşımın kombine edilmesi ile, 

spesifik bir lokalizasyona hedeflendirme yapmak ve aynı zamanda o 

bölgede kontrollü salım imkanı yaratmak mümkündür. Bu nedenle; ilaç 

taşıyıcı sistemlerin performanslarının daha da geliştirilebilmesi için, 

serbest ilaçların çözünürlük, in vivo kararlılık, farmakokinetik ve 

biyodağılım gibi hayati önem taşıyan özelliklerinin göz önünde 

bulundurulması gerekmektedir. Araştırmacılar; uygun nanopartiküller ile 

kombine edilerek hedeflendirilmiş dokuya karşı ilaç seçiciliğinin 

arttırılmasının, toplam verimliliğin ve etkinliğin arttırılması anlamına 

geldiğini bildirmişlerdir [146]. 

Bu proseste; ilk olarak ilaç, spesifik hücre reseptörleri ile seçici bir 

biçimde etkileşebilecek şekilde uygun bir kaplama materyali ile yüzey 

kaplaması gerçekleştirilmiş mezoporöz nanopartiküller içerisine 

enkapsüle edilir. İkinci olarak ise; nanotaşıyıcı, hedef hücreye ulaştıktan 

sonra taşıdığı ilacın aktarımını gerçekleştirebilmek amacı ile 

çözülür/dağılır ya da partikülün mezoporlarına yakın bir şekilde kimyasal 

olarak tutturulmuş moleküler geçitleri açar. Dışarıdan uygulanan ısı ya 

da ışık yardımı ile ya da spesifik iyonların konsantrasyonu ya da pH gibi 

lokal kimyasal etkenlerin uyarlanması yolu ile bu salım işlemi 

uyarılabilir. 

Hedeflendirilmiş ilaç aktarımında, dışarıdan uygulanan manyetik alan 

ilaç dozajının %50 ila %80 oranlarında azalmasına neden olabilir. İlaç 
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hedeflendirme amaçlı kullanılan ideal manyetik partiküller biyouyumlu 

olmalı, kararlı süspansiyon formunda olmalı ve yeterli miktarda ilaç 

taşıyabilme kapasitesine sahip olmalıdır. Enkapsüle ya da yüzeye 

immobilize edilen ilaç molekülünün, hedeflendirilen bölgede 

biyobozunma yolu ile ya da ısı etkisi ile salımı gerçekleşmelidir. 

Uygun bir kaplama materyali ile kaplanarak hazırlanan demiroksit, 

demir, nikel, kobalt ve SPION gibi manyetik nanopartiküllerin, in vivo 

ilaç salımında kullanılmak üzere çalışmaları gerçekleştirilmektedir [147-

149]. Silika, altın ya da polimer-kaplı manyetik çekirdek/kabuk 

formundaki nanopartiküller; çıplak manyetik nanopartiküllere göre çok 

daha biyouyumlu ve yaşayan hücrelere kontrollü ilaç taşınımı 

gerçekleştirme açısından daha uygundurlar. Manyetik hedeflendirmenin; 

ekzojen DNA’nın hücre içerisine alımında, hücre membranı boyunca 

karşılaşılan difüzyon problemini aşmada yardımcı rol oynadığı 

bildirilmiştir.          

2.8.2. Hipertermi 

Kanser terapisi için ümit verici yöntemlerden bir tanesi hipertemi 

yöntemidir. Hedef tümör hücresinin vücut sıcaklığından biraz daha 

yüksek bir sıcaklığa ısıtılması temeline dayanır. Manyetik 

nanopartiküller, manyetik hipertermi için ısı kaynağı olarak 

kullanılabilirler. Manyetik nanopartiküller; dışarıdan uygulanan AC 

manyetik alan içerisinde Neel ve Brown relaksasyonu ile ısı üretebilirler. 

Buradaki temel zorluk; kanser hücrelerinin, normal doku ve hücrelere 

zarar verilmeden in vivo ortamda kontrollü ısıtılabilmesidir. 

Yaklaşımlardan bir tanesi, manyetik materyalleri 42-47 ˚C sıcaklık 

aralığında tutmaktır [150].  

Hipertermi ile ilgili olarak son yıllarda ilgi gören bir başka yaklaşım ise, 

multimodel kanser terapisidir. Termo-duyarlı bir polimer kaplanan 

manyetik nanopartiküllerin ilaç hedeflendirme ajanı olarak kullanılması 

ve sonrasında da eşzamanlı ilaç salımı ve hipertermi gerçekleştirmesidir 

[151]. 
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2.8.3. MRI Kontrast Ajan  

MRI, en güçlü görüntüleme yöntemlerinden bir tanesidir ve dokularda 

protonların relaksasyonu temeline dayanır. Manyetik nanopartiküllerin, 

MRI kontrastını iyileştirmek amaçlı kullanımı giderek yaygınlaşmaktadır. 

Görüntüleme yöntemlerinin çoğu, tek bir kontrast mekanizması 

sunarken, MRI kontrast lokal fizikokimyasal çevreden sağlanmaktadır 

[152]. Manyetik nanopartiküller; protonların manyetik rezonansını 

değiştirerek ve sinyal şiddetini güçlendirerek görüntü kalitesini arttırma 

özelliğine sahiptirler. Süperparamanyetik demiroksitler; kimyasal 

kararlılıkları, biyobozunur olabilme ve düşük toksisite özellikleri nedeni 

ile karaciğer, dalak, böbrek ve benzeri organlarda MRI amacı ile 

kullanılmaktadırlar [153]. In vivo görüntüleme tekniklerinin başarısı, 

moleküler görüntüleme ajanlarına oldukça bağlıdır. Örneğin; fare 

omiriliğindeki T hücreleri, poli-l-lizin ile konjuge edilmiş demiroksit 

nanopartiküller ile işaretlenmiş ve MRI ile saptanmıştır [154]. MRI’nın 

bir başka avantajı ise; dinamik görüntüleme yöntemi olması nedeni ile 

manyetik nanopartikül-yüklü hücrelerin in vivo olarak görüntülenmesine 

olanak sağlamasıdır. 

2.8.4. Doku Mühendisliği 

Manyetik nanopartiküller ile işaretlenmiş hücreler, yapay doku 

oluşturmak amacıyla mıknatıs yardımı ile yönlendirilebilirler. Manyetik 

işaretli keratinositler, tabaka-şeklinde 3 boyutlu yapılar oluşturmak 

üzere  mıknatıs yardımı ile toplanabilirler. 2 boyutlu hücre tabakasını 

etkileyen/çeken döner silindirik bir mıknatıs kullanılarak kültürlenmiş 

hücre tüpleri oluşturulabilir ve daha sonra istenen konfigürasyona 

çevrilebilirler. Hücre ve dokuların bu şekilde yönlendirilebilmeleri, 

rejeneratif tıp alanında yeni bir kapı açmaktadır [153]. 

2.8.5. Manyetik Biyosensör 

Süperparamanyetik nanopartiküller gibi manyetik nanopartiküller; 

kompleks biyolojik sıvılar içerisinde yönlendirilerek istenen hassasiyette 

tanı gerçekleştirebilme özelliği taşıdıkları için biyomoleküler etiketler 

olarak kullanılırlar. Örneğin; 20 nm’den daha küçük boyutlu manyetik 
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nanopartiküller, DNA moleküllerinin tanısında kullanılabilirler [153]. Tanı 

mekanizması, manyetik nanopartiküllerin moleküler hedeflere 

bağlanması ve böylece proton relaksasyon oranında değişimin 

indüklenmesi ile gerçekleşir. Bu teknik, manyetik rezonans görüntüleme 

tekniğine benzer bir tekniktir [154].  

2.8.6. Manyetik Cımbızlar 

Manyetik cımbızlar, DNA ya da RNA moleküllerini yönlendirmede 

kullanılan ileri bir tekniktir. Manyetik cımbızlarda, cam yüzeyin bir ucuna 

DNA zincirleri diğer ucuna da süperparamanyetik boncuklar 

tutturulmuştur [156-157]. Manyetik boncuklar, moleküllerin 

yönlendirilmesinde kontrol sağlarlar ve moleküller arası etkileşimler 

araştırılır [150]. Manyetik alan kullanılarak DNA molekülüne lineer ya da 

torsiyonal kuvvetler uygulanabilir ve molekülün elastikliği araştırılabilir 

[158].  

2.8.7. Manyetik Hücre Ayırma ve Saflaştırma 

Metastaz araştırmalarında; bazen tümör hücre popülasyonlarının, 

periferal kan ya da kemik iliği gibi diğer hücre karışımlarından ayırılması 

gerekir. Manyetik boncuk ayırma teknolojileri bu amaç doğrultusunda 

kullanılmak üzere son yıllarda oldukça popüler hale gelmiştir.  

İmmünomanyetik ayırma yöntemleri; küçük manyetik partiküllerin 

antibadi, lektin ve benzeri moleküller vasıtası ile hücrelere bağlanması 

temeline dayanır. Değişik hücre popülasyonları manyetik bir alan 

içerisine yerleştirildiklerinde, manyetik boncuklar ile konjuge edilmiş bu 

hücreler mıknatıs ile etkileşime girerler ve işaretlenmemiş hücrelerden 

ayrılırlar.  

Heterojen hücre popülasyonu içerisinde eğer istenen hücre tipini 

tanıyacak ve hücre ile etkileşime girecek herhangi bir antibadi mevcut 

değil ise, hücreler bu durumda “negatif hücre ayrımı” yöntemine göre 

sınıflandırılabilirler. Bu yöntemde, istenmeyen tüm hücre tipleri 

immünomanyetik olarak işaretlenirler ve bu durumda birden fazla 

antibadi çeşidini içeren bir antibadi kokteyli gerekebilir. İşaretleme 

prosedürü, pozitif ayırma prosedürünün aynısıdır ancak bu defa hücre 
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popülasyonu içerisinde işaretlenmemiş olan fraksiyon alıkonur ve işaretli 

hücreler uzaklaştırılır.      

Ticari olarak mevcut olan birkaç manyetik boncuk çeşidi vardır, 

bunlardan bir kısmı hücre ayırımı ve sınıflandırma amaçlı, diğerleri de 

moleküllerin (özellikle nükleik asitlerin) saflaştırılması amacına yönelik 

olarak tasarlanmıştır. “Dynal” ve “MACS”, bu sistemlere örnek verilebilir 

[159].  

2.9. Hedeflendirme Stratejileri 

Kanserin günümüzde hala ölümcül bir hastalık olma özelliğini 

sürdürmesi nedeniyle; kanser-spesifik belirteçlere dayalı hedefe yönelik 

terapinin öncülük ettiği kişiye-yönelik tedavi anlamında erken kanser 

tanı ve tedavi prosedürlerinde yeni yaklaşımların geliştirilmesine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Sağlıklı dokulara etkiyen ve istenmeyen toksisitenin 

sınırlandırılması ve tümör-içi ilaç konsantrasyonlarının artırılması 

amacıyla aktif ve pasif hedeflendirme konuları nanomateryallerin son 

araştırma konularından bir tanesi olmuştur [160]. Hedeflendirme 

ajanlarının kullanıldığı nanomateryallerin, birer taşıyıcı sistem olarak, 

konvansiyonel antikanser ilaçlarının karşı karşıya kaldığı sulu ortamda 

çözünmeme, kandan ve dolaşımdan hızlı klirens, seçicilikten yoksun 

olma gibi sorunların üstesinden gelebileceği düşünülmektedir [161-

162].     

2.9.1. Pasif ve Aktif Hedeflendirme  

Birçok nanopartikülün, tümör kan damarlarının patofizyolojik 

karakteristikleri nedeni ile tümör içinde birikmeleri beklenir. 2 mm3’den 

büyük hacme sahip ve aktif olarak büyüyen tümörlere besin 

maddelerinin aktarılması difüzyon ile sınırlı kalmakta ve oksijen ve besin 

maddelerinin aktarılması için yeni kan damarı oluşumuna gereksinim 

duyulmaktadır [163]. Tamamlanmamış tümör vaskülarizasyonu; tümör 

tipine bağlı olarak kavşak açıklık boşlukları 100 nm’den 2 µm’ye kadar 

genişlemiş olan sızdıran damar yapıları ile sonuçlanır ve böylelikle 

makromoleküller tümör aralıklarından kolayca geçebilirler [164-166]. 
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Tümörler ayrıca normal dokulardan daha yüksek retansiyon süresine 

sahiptir, çünkü iyi-belirlenmiş lenfatik sisteme gereksinim duyarlar 

[167-168]. Bu özellikler, pasif hedeflendirme için önemli 

mekanizmaların tesis edilmesini sağlayan “EPR Etkisi” adı verilen ve 

“Arttırılmış Geçirgenlik ve Retansiyon Etkisi” olarak ifade edilen etkilerin 

oluşmasını ve tümör aralıklarında nanopartiküllerin selektif  bir şekilde 

birikmelerini sağlarlar. Doksorubisin aktarımı için sentezlenmiş PEG 

kaplı lipozomal bir sistem olan Dox-il® ve meme kanseri tedavisi için 

hazırlanmış albümin-bağlı paklitaksel nanopartiküllerden oluşan 

Abraxane®, kanser tedavisi için tasarlanmış Amerikan Gıda ve İlaç 

Dairesi (FDA) tarafından onaylanmış nanotaşıyıcı-bazlı ilaçlara birer 

örnek olarak verilebilir. Bu ajanlar; konvansiyonel serbest anti-kanser 

ilaçlarına göre 100 kat daha uzun yarılanma süresi ile vücutta daha 

uzun süre sirküle olurlar ve eşzamanlı olarak sistemik toksisitenin de 

azalmasına neden olurlar [169-173]. Fakat bununla birlikte pasif 

hedeflendirmenin içerdiği birçok sınırlama nedeniyle yeterli bir yaklaşım 

olmadığı düşünülmektedir. EPR etkisi kullanılarak kanser hücrelerinin 

hedeflendirilmesi tüm tümörler için gerçekleştirilmesi uygun olmayan bir 

durumdur çünkü, tümör vaskülarizasyon derecesi ve gözenekliliği tümör 

cinsine ve durumuna göre değişkenlik gösterebilir [174]. Ayrıca 

nanopartiküller ile opsoninler arasındaki etkileşimi önlemek, hücre 

yüzeyleri ile nanopartiküller arasındaki etkileşimleri azaltabilmek için 

PEG ile kaplanmış yüzeylerin kullanılması öngörülmektedir [175-178]. 

Kontrol ve hedeflendirme yapılmadan uygulanan yaklaşımlar, ilaçların 

hücre sınırları dışına kaçmasını ya da hücre dışında kalmasını ve kanser 

hücrelerinin birçok ilaca karşı direnç geliştirmesini (“Çoklu İlaç Direnci”, 

MDR) indüklemekte ve terapötik etkileri kaçınılmaz olarak ortadan 

kaldırmaktadır [179].   

Tüm bu sınırlamaların üstesinden gelebilmek amacı ile uygulanan 

yaklaşımlardan bir tanesi, hedeflendirme ajanlarının nanopartikül 

yüzeylerine immobilize edilmesi, bir başka deyişle bağlanması, 

tutturulmasıdır. Hedeflendirme ajanlarının immobilize edildiği 
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nanopartiküller, hedef hücrelere ligand-reseptör etkileşimleri üzerinden 

bağlanabilir ve böylelikle reseptör-aracılı endositoz ve hücre içerisine 

ilaç salımı indüklenmiş olur. İdeal durumda etkin bağlanma ve 

internalizasyon için reseptörlerin normal hücrelere göre sadece 

hedeflendirilmiş kanser hücrelerinde bulunması ve hedeflendirilmiş tüm 

kanser hücrelerinde homojen dağılımlı olması gerekmektedir [180]. Bu 

hedeflendirme stratejisi yüksek spesifiklikte hedefleme ve seçici taşınma 

etkinliğini başarılı, spesifik-olmayan bağlanma ve çoklu ilaç direnci 

mekanizmasını zayıf kılmaktadır [181].  

Çizelge 2.2. Onaylanmış ya da klinik çalışmaları hala devam etmekte 

olan nanopartikül-bazlı bazı ilaçlar 

Ticari Adı Platform Hedeflendirme 

Ligandı 

Aktif 

Farmasötik 

İçerik 

Endikasyon 

Hedeflendirme Ligandı Taşımayan Nanopartiküler Sistemler 

DaunoXome Lipozom  Daunorubisin Kaposi sarkom 

Myocert 

 

Lipozom  Doksorubisin Tekrarlayan meme 
ve over kanseri 
kombine tedavisi 

Doxil/Caelyx PEG- 
Lipozom 

 Doksorubisin Tekarlayan meme 
ve over kanseri ve 
kaposi sarkom 

Onco TCS Lipozom  Vinkristin Agresif seyreden 
non-hoçkin 
lenfoma 

Abraxane  Albümin-

bağlı  
paklitaksel 
nanopartikül 

 Paklitaksel Metastatik meme 

kanseri 

Genexol-PM PLA-PEG 
misel 

 Paklitaksel Metastatik meme 
kanseri 

Hedeflendirme Ligandı Taşıyan Nanopartiküler Sistemler 

CALAA-01 Siklodekstrin 

içeren  
polimerik 
nanopartikül 

Transferin siRNA Katı tümör 

MBP-426 Lipozom Transferin  Oxaliplatin  Gastrik, özofagiyal 

adenokarsinoma 

MCC-465 Lipozom İnsan Ab GAH 
F(ab’)2 fragmanı  

Doksorubisin Metastatik mide 
kanseri 

BIND-014 PLGA-PEG 
nanopartikül 

PSMA–spesifik 
peptid 

Doksataksel Katı tümör 

SOT53-01 Lipozom Transferin 

reseptör-spesifik 
scAb 

p53 geni Katı tümör 

Günümüzde; transferin reseptörlerine hedeflendirilmiş, lipozom 

içerisinde platin-bazlı oksaliplatin içeren, yine transferin reseptörlerine 
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hedeflendirilmiş siklodekstrin-içeren siRNA yüklü nanopartiküller ya da 

prostat-spesifik membran antijenlerine (PSMA) hedeflendirilmiş, 

dosetaksel içeren polimerik nanopartiküller gibi birçok seçici taşınma 

sisteminin klinik çalışmaları yürütülmektedir. Çizelge 2.2’de onaylanmış 

ya da klinik çalışmaları halen devam etmekte olan nanopartikül-bazlı 

bazı ilaçların listesi sunulmuştur [162]. Ligand-aracılı hedeflendirme 

teknolojileri insan sağlığı üzerinde henüz hatırı sayılır düzeyde klinik etki 

yapmamış olsa da, yakın gelecekte hedeflendirilmiş nanopartikül 

örneklerinin geliştirilmesi kliniksel dönüşüm açısından mümkün olacaktır 

[182].          

2.9.1.1. Hedeflendirilmiş Terapi ve Görüntüleme İçin 

Multifonksiyonel Nanopartiküller 

Nanopartiküllerin multifonksiyonel özellikleri, kanser-spesifik 

görüntüleme ve terapötik ajanlarının aktarımında benzersiz avantajlar 

sunar [12]. Terapi ya da tanı amaçlı kullanılabilecek birçok ligand, geniş 

nanopartikül yüzey alanı boyunca tek bir nanopartikül sistemi içerisine 

yerleştirilebilir. Multivalen hedeflendirme, partikülün hedef hücreye 

bağlanma afinitesini arttırır [183]. Manyetik demiroksit 

nanopartiküllerin, MRI kapsamında tanı kapasiteleri açısından 

değerlendirildiklerinde teranostik ajan olarak kullanımlarının uygun 

olduğu gösterilmiştir. Hedeflendirme ajanlarının (antibadiler, peptidler, 

küçük moleküller ya da aptamerler gibi), kombine fonksiyonelleştirme 

yaklaşımı ile floresan boyalar, genler ya da ilaçlar ile konjuge edilmesi 

ile yüzey modifikasyonları gerçekleştirilebilir ve fonksiyonellikleri 

arttırılabilir [184-187].        

2.9.2. Hedeflendirme Ajanı Tipleri 

Hedeflendirme ajanları proteinler (temel olarak antibadiler ve 

fragmanları), peptidler, nükleik asitler (aptamerler), küçük moleküller 

ya da diğerleri (vitaminler ya da karbonhidratlar) olarak sınıflandırılırlar. 

Monoklonal antibadiler (mAbs) nanopartiküllerin hedeflendirilmelerinde 

yaygın bir biçimde taşıyıcı moleküller olarak kullanılmalarına rağmen, 
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boyutlarının büyük olması ve nanopartiküllere konjuge edilmelerinde 

yaşanan zorluklar ve kısıtlamalar kullanımlarını zayıflatmaktadır. Bu 

amaçla peptidler de dahil olmak üzere daha küçük boyutlu ligandlar son 

zamanlarda çok daha büyük ilgi odağı haline gelmiştir. Bu nedenle 

multifonksiyonel nanopartikül tasarımında kullanılabilecek antibadi-bazlı, 

peptid-bazlı, küçük molekül-bazlı, aptamer-bazlı hedeflendirme 

stratejilerinin potansiyel faydaları ve dezavantajları detaylı bir şekilde 

incelenmiştir.    

2.9.2.1. Antibadi-bazlı Hedeflendirme 

Hedeflenmiş ligand geliştirme yaklaşımı son bir kaç on yıllık sürede 

antibadi sınıfına odaklanmıştır. Tek bir molekülde iki epitop bağlanma 

bölgesinin bulunması, oldukça yüksek seçicilik imkanı ve hedeflenecek 

moleküle bağlanma afinitesini artırma olanağı sunar. Non-hoçkin 

lenfoma tedavisi için Rituksimab (Rituxan®), meme kanseri tedavisi için 

Transtuzumab (Herceptin®), anjiyogenezin inhibisyonu için 

Bevacizumab (Avastin®) ve ileri kolorektal kanser tedavisi için 

Setuksimab (Erbitux®) terapötik antibadiler olarak geliştirilmiş ve FDA 

tarafından onaylanmıştır [188-191]. Bununla birlikte; boyutları büyük, 

üretimleri pahalıdır ve belli düzeyde seriden seriye üretimde bazı 

farklılıklar sergileyebilmektedirler. Antibadilerin potansiyel olarak 

immünojenik yanıtı tetikleme olasılıkları vardır. İmmunolojik yanıtı 

tetikleme olasılıklarını azaltabilmek amacıyla, antibadi alanında 

gerçekleştirilen teknik gelişmeler kimerik, fragmanlarına ayrılmış ya da 

insana uyumlu antikor üretimi ile sonuçlanmıştır. 

Hadjipanayis ve arkadaşları; glioblastomanın hedeflendirilmiş terapötik 

tedavi ve görüntülemesinin gerçekleştirilebilmesi amacıyla anti-

epidermal büyüme faktörü reseptör (EGFR) delesyon mutant 

antibadilerinin kullanıldığı demiroksit nanopartiküller üretmişlerdir 

[192]. EGFR varyant III (EGFRvIII) delesyon mutantı, spesifik olarak 

malign glioma hücrelerinde eksprese olur fakat normal beyin 

hücrelerinde olmaz. Saflaştırılmış tavşan poliklonal antibadilerinin 
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amfifilik triblok kopolimer kaplı demiroksit nanopartiküllere kovalent 

bağlanması ile, glioblastoma-hedeflendirilmiş kararlı teranostik ajan 

(EGFRvIIIAb-IONPs) elde edilmiştir. Bu teranostik ajan; beyin 

içerisindeki intratümöral ve peritümöral bölgelere, terapötik ajan içeren 

bir sıvı ile şekillendirilen basınç gradiyenti altında sürekli bir enjeksiyon 

yöntemi olarak uygulanan “konveksiyon geliştirilmiş aktarım (CED)” 

yolu ile etkin bir şekilde iletilmiştir [193]. İntravenöz uygulamadan 

sonra CED genellikle nanopartiküllerin karaciğer, dalak ya da 

dolaşımdaki makrofajlarda tutulmalarını engeller ve kan-beyin 

bariyerinin geçilmesine yardımcı olur, ki bu nedenle malign gliomaların 

tedavisinde tedavi edici ajan olarak kullanımları artmış ve 

yaygınlaşmıştır [194-196].     

Wei, Gao ve arkadaşları; prostat kanserinin hedeflendirilmiş tedavi ve 

görüntülemesinin gerçekleştirilebilmesi amacıyla tek zincirli anti-prostat 

kök hücre antijen antibadisi kullanmışlardır [197]. Prostat kök hücre 

antijeni, az miktarda normal prostat hücrelerinde ve çok miktarda 

prostat kanseri hücrelerinde eksprese olan prostat-spesifik glikozil 

fosfatidil-inozitol-bağlı bir glikoproteindir [198]. Tek zincirli anti-prostat 

kök hücre antijen antibadisi; anti-prostat kök hücre antijen antibadisinin 

merkaptoetilenamin kullanılarak fragmanlarına ayrılması yolu ile 

hazırlanmıştır. Daha sonra maleimid-PEG-karboksil (MAL-PEG-COOH) 

molekülleri antibadi fragmanlarına bağlanmıştır. Dosetaksel 

moleküllerinin amin terminal uçtan polilaktik-ko-glikolik asit molekülleri 

ile bağlanarak SPION‘lara hapsedilmesi yolu ile oluşturulan 

multifonksiyonel polimerik taşıyıcı sisteme, maleimid-PEG-COOH 

molekülleri bağlanan antibadi fragmanları kovalent bağ aracılığıyla 

immobilize edilmiştir. Dinamik Işık Saçılması yöntemi ile hazırlanan bu 

sistemin boyutu 147 nm olarak belirlenmiş ve polimerik matriks 

içerisindeki süperparamanyetik demiroksit ve dosetaksel miktarları 

ağırlıkça sırası ile %23 ve %6.02 olarak saptanmıştır. Elde edilen 

sonuçlar; hazırlanan bu taşıyıcı sistemin, MRI’de kontrast ajanı olarak 
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ve terapötik etkilerin gerçek-zamanlı monitorizasyonunda ve prostat-

hedeflendirilmiş görüntülemede kullanılabileceğini gösterilmiştir.  

İmmünolipozomlar (antibadi ile hedeflendirilmiş lipozomlar), kolay 

hazırlanabilir olmaları ve hem hidrofilik hem de hidrofobik terapötik 

ajanları enkapsüle edebilme özellikleri nedeniyle hedeflendirilmiş ilaç 

aktarımında yaygın olarak kullanılan farmasötik taşıyıcılardır. Wu ve 

arkadaşları, anti-c-Met antibadisi kullanarak akciğer kanserine in vivo 

hedeflendirilmiş immünolipozom geliştirmişlerdir [199]. Hepatosit 

büyüme faktörü reseptörü (c-Met) küçük hücreli olmayan akciğer 

kanseri hastalarının %25’inde çok fazla sayıda eksprese olmaktadır ve 

bu proteinin aktivasyonunun kanser hücrelerinin proliferasyonunu, 

göçünü ve invazyonunu tetikleyici etkenlerden biri olduğu rapor 

edilmiştir [200-201]. Wu ve arkadaşları, bu amaca yönelik olarak 

hedeflendirilmiş terapötik taşıyıcı sistem ve görüntüleme probları 

hazırlamışlardır. İlk olarak; anti-c-Met tek zincirli değişken bölge 

fragman (scFv) antibadisi faj gösterim yöntemi ile belirlenmiş ve sistein 

artıkları, maleimid-modifiyeli PEG-terminalli lipozomal doksorubisin ile 

birleştirilmiştir. Elde edilen lipozomal-doksorubisin terapötik taşıyıcı 

sistem olarak kullanılmıştır. Hedeflendirilmiş tanı araçları hazırlamakta 

ayrıca inorganik kuantum noktalarından da yararlanılmıştır. Hepatosit 

büyüme faktörü reseptörü ekspresyonunun tümör hücrelerinin yanısıra 

anjiyogenik endotelyumda da belirmesi nedeni ile; ikili hedeflendirme 

yaklaşımı ile, tümör büyümesinin inhibe edildiği ve anjiyogenezin 

önlendiği fare zenograft modellerinde gösterilmiştir. Bu model ile katı 

tümöre in vivo olarak selektif aktarım gerçekleştirilebildiğinden dolayı, 

akciğer kanserine hedeflendirilmiş teranostik ajan olarak potansiyel 

kullanım olanağı taşıdığı bildirilmiştir.    

2.9.2.2. Peptid-bazlı Hedeflendirme 

Peptidler; boyutlarının küçük olması, immünojenitelerinin düşük olması 

ve düşük maliyetlerle kolay üretilebilir olmaları sebebi ile cazip 

hedeflendirme molekülleri olarak kabul edilirler [202]. Peptid-bazlı 
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hedeflendirme ligandları birçok yöntem ile belirlenebilir. Genel olarak, 

ilgilenilen proteinin bağlanma bölgelerinden elde edilirler. Faj gösterim 

teknikleri de peptid-hedeflendirilmiş ligandların belirlenmesinde 

kullanılabilirler. Faj gösterim teknolojisinde; hedeflendirilmiş çeşitli 

peptid sekansları faj gösterim kütüphanelerinde (yaklaşık olarak 1011 

farklı sekans) bakteriyofajlar tarafından oluşturulurlar ve hedef peptidler 

bağlanma deneyi ile seçilirler [203].  

İntegrin bağlanma afinitesi bulunan cilengitide, küçük hücreli olmayan 

akciğer kanseri ve pankreas kanseri tedavisinde kullanılmak üzere evre 

II klinik çalışma aşamasında araştırmaları devam etmekte olan bir siklik 

peptid’dir [204].  

İleri safha katı tümör ve non-hoçkin lenfoma tedavisi için vasküler 

endotelyal büyüme faktör (VEGF) reseptörü II antagonisti olan 

Angiocept bir adnektindir ve 2006 yılında evre I klinik çalışmaları 

başlamıştır. Adnektinler; antijenlere bağlanma kapasiteleri olan genetik 

olarak işlenmiş proteinlerdir, monobadiler olarak da anılmakla birlikte 

antibadilerin bir parçası değildirler ancak mimetik antibadiler olarak 

kabul edilebilirler.  

Peptidlerin; hedef moleküllere bağlanma afinitelerinin düşük olması ve 

proteolitik ayrılma hassasiyeti taşımaları gibi çeşitli dezavantajları 

olmakla birlikte, bu olumsuzlukların peptidlerin multivalen olarak 

gösterilmesi yolu ile ya da D-amino asitler kullanılarak sentezlenmeleri 

yolu ile iyileştirilebileceği düşünülmektedir. Peptidler son zamanlarda 

hedeflendirilmiş terapi ve görüntüleme amacına yönelik hazırlanan 

multifonksiyonel nanopartiküllerin üretiminde kullanılmaktadırlar. 

Medarova ve arkadaşları; insan meme kanseri hücrelerine spesifik 

olarak siRNA taşıyan ve eşzamanlı olarak siRNA aktarım prosesini non-

invazşv görüntüleyen meme tümörü-hedeflendirilmiş nanoilaç 

sentezlemişlerdir [205]. Bu nanoilaç; MRI için SPION, yakın-kızılötesi 

optik görüntüleme için Cy5.5 floresan boya ve tümör-spesifik anti-

apoptik gene hedeflendirilmiş siRNA’dan oluşmaktadır. Manyetik 
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demiroksit nanopartiküller; optik görüntüleme imkanı ile optik floresan 

boyalar ile kombine olarak multimodel görüntüleme probları olarak 

yaygın olarak kullanılmaktadırlar. Tümör-ilişkili müsin-1 (uMUC-1) 

antijen; insan meme kanserlerinin yaklaşık %90’ınından ve tüm kanser 

tiplerinin yaklaşık %50’sinden fazlasında yüksek oranda eksprese 

olduğundan, araştırmacılar selektif tümör hedefleme amacı ile 

nanoilaçları uMUC-1-hedeflendirilmiş EPPT sentetik peptidleri (Glutamin-

Prolin-Prolin-Treonin) ile dekore etmişlerdir [206]. Yüzeyinde amin 

fonksiyonel grupları oluşturulmuş ve çapraz bağlı dekstran ile yüzeyi 

kaplanmış SPION’lar hazırlanmış ve nanopartiküllerin Cy5.5 ile 

etiketlenmiştir. Daha sonra; tiyol-modifiyeli, FITC ile işaretlenmiş EPPT 

peptidleri ve siRNA, MN-Cy5.5 ile, heterofonksiyonel bir çapraz-bağlayıcı 

olan N-süksinimidil 3-(2-piridiltiyo) propionat (SDDP) aracılığıyla 

bağlanmıştır. Süperparamanyetik ve floresan özellikler sergileyen, terapi 

ve tanı amaçlı kullanılan bu nanoilaç, daha sonra meme tümörlü farelere 

intravenöz enjeksiyon yolu ile verilmiş ve T2 MRI ve yakın-kızılötesi 

optik görüntüleme yöntemleri ile tümör görüntüleme gerçekleştirilmiştir. 

Sonuç olarak; tümör-hedeflendirilmiş, görüntüleme kapasiteli bu 

nanoilacın, MRI eşliğinde tümör tedavisinde kullanılabilme potansiyeli 

taşıdığı bildirilmiştir.  

Ruoslahti ve arkadaşları; hedef tümörü bulabilen nanopartiküler 

sistemler ile ilgili yararlı bilgiler vermişlerdir [207]. Sistem; tümör 

damar duvarları ya da tümör stroma etrafındaki pıhtılaşmış plazma 

proteinlerini tanıyabilen ve aynı zamanda lokalize tümör pıhtılaşmasını 

indükleyebilen CREKA (sistein-arjinin-glutamikasit-lizin-alanin) peptid 

temeline dayandırılmıştır [208-210]. Floresan etiketli peptidler, amino 

dekstran-kaplı demiroksit nanopartiküller üzerine immobilize edilmiştir 

ve in vivo deneyler için her bir nanopartikül başına en az 8000 peptid 

molekülü olacak şekilde hazırlanmıştır. Nanopartiküllerin hedef bölgeye 

ulaşmalarındaki en önemli engellerden bir tanesini oluşturan RES 

blokajını düşürebilmek amacı ile, Ni+2 şelate edilmiş lipozomlar, yanıltıcı 

partiküller olarak, hazırlanan nanosistemden önce enjekte edilmiştir. 
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Genel anlamda; SPION’lar, intravenöz uygulama sonrasında, RES 

tarafından karaciğer, dalak, lenf ve kemik iliğinde spesifik-olmayan bir 

şekilde fagositoza ya da endositoza uğrarlar. CREKA-nanosistem 

uygulamasından sonra ise, nanopartiküllerin tümör damarlarında 

lokalize olduğu ve çok azının karaciğerde biriktiği gösterilmiştir. Tümör-

hedeflendirilmiş nanopartiküllerin, fibrinler tarafından oluşturulduğu 

tahmin edilen pıhtı ağ örgüsü boyunca dağıldığı görülmüş ve 

nanopartiküllerin pıhtı derinliklerine infiltre olduğu bildirilmiştir. SQUID 

ile tümör manyetizasyonu analiz edilmiş ve elde edilen veriler 

doğrultusunda, CREKA-nanosistem uygulamasından önce enjekte edilen 

heparinin, intravasküler pıhtılaşma eliminasyonu ile nanopartiküllerin 

tümörlerde birikmesini %50 oranında azalttığı gösterilmiştir. Bu 

nedenle; hazırlanan nanopartikül sisteminin tümör damarlarına 

bağlanmasının pıhtılaşma aktivitesi gerektirmediği fakat bununla birlikte 

intravasküler pıhtılaşmanın daha fazla nanopartikülü tümör bölgesine 

çektiği bildirilmiştir.  

2.9.2.3. Küçük Molekül-bazlı Hedeflendirme 

Küçük-moleküller; son derece çeşitlilik sergileyen özellik ve yapıları ile 

ve üretim maliyetlerinin düşük olması ile hedeflendirme ajanları olarak 

çok büyük potansiyel taşımaktadırlar.  

Hedeflendirme ajanı olarak üzerinde en yaygın çalışılan küçük-

moleküllerden bir tanesi folik asit yani folat’tır. Folat, suda çözünebilen 

B6 vitaminidir ve özellikle embriyonik gelişimde hızlı hücre bölünmesi ve 

büyümesinde insanlar için gereklidir. Kanserlerde tümör hücreleri 

üzerinde folat reseptörleri çok fazla eksprese olur ve folat reseptörlerine 

bağlanma afinitesi (Kd = 10-9 M) oldukça yüksek olan folat, 

hedeflendirilmiş terapide görüntüleme ve terapötik ajanların aktarımı 

için önemli bir rol oynar. Folat, teranostik ajanların hedeflendirilmiş 

aktarımı için üretilen inorganik nanopartikül ya da ilaç taşıyıcı sistemler 

ile kombine edilerek kullanılmaktadır. 
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Karbonhidratlar; lektin gibi, hücre yüzey reseptörlerini selektif olarak 

tanıyan küçük-molekül hedeflendirme ligandlarının bir başka sınıfını 

oluşturmaktadır [211]. Glikoproteinlerden terminal sialik asit artıkları 

uzaklaştırıldığında, geriye kalan proteinlere “asyaloglikoproteinler” 

denmektedir. Asyaloglikoprotein reseptörleri (ASGP-R), hücre başına 

500,000 reseptör gibi çok yüksek bir yoğunlukta olmak üzere sadece 

hepatositler üzerinde mevcuttur ve galaktoz, mannoz, arabinoz gibi 

karbonhidratlara hızla bağlanabilme özelliği gösterirler ve karaciğer-

hedeflendirilmiş in vivo ilaç aktarımında etkin rol oynarlar [212-215]. 

Riboflavin, hücresel metabolizma açısından esansiyel vitaminlerden bir 

tanesidir ve riboflavin taşıyıcı protein metabolik olarak aktif olan 

hücrelerde oldukça artış göstermektedir [216-217]. Bu nedenle; 

endojen bir riboflavin taşıyıcı protein ligandı olan flavin mononükleotid, 

metabolik olarak aktif olan kanser ya da endotel hücreleri açısından 

küçük-molekül hedeflendirme ligandı olarak kullanılmıştır. Kiessling ve 

arkadaşları, flavin mononükleotid kaplı ultra küçük süperparamanyetik 

demir oksit nanopartiküller (USPION) sentezlemişler ve bu partikülleri 

kanser tanısı için MRI/optik dual problar olarak kullanmışlardır [218]. 

2.9.2.4. Aptamer-bazlı Hedeflendirme  

Aptamerler, hedef moleküllere yüksek spesifiklikte bağlanma özelliğine 

sahip genellikle 15-40 baz uzunluğunda küçük nükleik asit ligandlarıdır 

[219]. Aptamer seleksiyon prosesi, faj gösterim prosesininkine benzer 

bir yaklaşım ile ve SELEKS “Exponansiyel Zenginleştirme ile Sistematik 

Ligand Geliştirme” adı verilen yöntem ile belirlenir [220]. Yaklaşık 1014 

random oligonükleotid kütüphanesinden, hedef moleküllere yüksek 

afinite ve seçicilikte bağlanabilme özelliğine sahip aptamerlerin seçimi 

gerçekleştirilir. Aptamerlerin; antibadilere göre boyutlarının küçük 

olması (yaklaşık 15 kDa), düşük immünüjenite sergilemeleri, seriden 

seriye farklılık göstermeyecek şekilde ve kolay sentezlenebilir olmaları 

gibi birçok avantajları mevcuttur. Günümüze kadar yaklaşık 200 

aptamer izole edilmiştir [221-222]. VEGF165 –hedeflendirilmiş aptamer 
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olan pegaptanib; neovasküler maküler dejenerasyon tedavisi için FDA 

tarafından 2004 yılında onaylanmıştır. Nükleolin-hedeflendirilmiş 

aptamer olan AS1411, klinik çalışmalarda evre II aşamasındadır [223-

225]. Nükleaz bozunması nedeniyle aptamerler kandan hızlıca 

temizlenirler ve 2’-florin pozisyonuna pirimidin modifikasyonu ya da PEG 

ile kimyasal modifikasyon gerçekleştirilerek bu olumsuzluk giderilmeye 

ve farmakokinetik özellikler ve biyoyararlanım iyileştirilmeye çalışılır 

[226]. Hedeflendirilmiş aktarım için en iyi karakterize edilen aptamerler, 

ekstraselüler domeyn PSMA’ya karşı seçilen 2’-floro-piridin-RNA 

aptamerleri’dir [227]. Son günlerde; 3’ ucu, siRNA’nın antisens dizisine 

yönelik komplementer nükleotid sekansı içeren PSMA aptamer–siRNA 

kimerik sistemi üretilmiştir [228]. 

Ellington ve arkadaşları tarafından; spesifik “taşıyıcı” ve yapısal iç 

özellikleri altın nanopartiküller ile konjuge edilerek gerçekleştirilen 

çalışmalar ile belirlenen anti-EGFR aptamerler, son yıllarda sıklıkla 

kullanılmaya başlanmıştır [229]. Yapılan çalışmada; EGFR spesifik 

aptamerler, RNA havuzlarından 12 döngü sonrasında elde edilmiş ve J18 

aptamerleri 20 nm boyutundaki altın nanopartiküller ile konjuge 

edildikten sonra, A431 kanser hücreleri ile etkileştirilmiştir. Akım 

sitometri ve floresan mikroskop analizleri; reseptör-spesifik nükleik 

asitlerin, altın nanopartiküllerin spesifik-olmayan absorpsiyon ve 

internalizasyonunu bloke ettiğini ve terapi esnasında karşılaşılan bu 

kronik dezavantajı ortadan kaldırdığını bildirmişlerdir.  

2.9.2.5. Diğerleri 

Hedeflendirilecek geni eksprese eden organ ve spesifik dokulara 

intraselüler aktarım yapma gereksinimi memelilerde siRNA’nın 

kullanımını başlatmıştır. siRNA‘nın tek başına hücrelere gönderimi; bu 

moleküllerin dolaşım sistemindeki nükleazlar ile parçalanması ve 

dolayısıyla hedef organ, doku ve hücrelere siRNA moleküllerinin 

ulaşamaması ya da istenen oranda hücre içine alınamaması gibi 

zorluklar barındırmaktadır. Bu nedenle çeşitli taşıyıcı sistemler ile 
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konjuge edilerek hedef bölgeye aktarımı son yıllarda üzerinde çalışılan 

konulardandır. İnsanlarda siRNA-aracılı gen susturma çalışmasının ilk 

gösterimi Davis ve arkadaşları tarafından hedeflendirilmiş nanopartikül 

taşıyıcı sistemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir [230]. Bu sistemde, 

malign hücrelerde artış gösteren transferrin reseptörüne bağlanması 

istenen hedeflendirme ligandı olarak insan transferrin proteini 

kullanılmıştır [231]. Nanopartiküller; sterik kararlılığın sağlanabilmesi 

için siklodekstrin içeren katyonik polimerlerden ve hedeflendirmenin 

gerçekleştirilebilmesi amacı ile de transferrin ile konjuge edilmiş PEG 

yapısından hazırlanmıştır. Ribonükleaz redüktaz ekspresyonunu 

azaltmak için tasarlanan nanopartiküller siRNA aktarımı 

gerçekleştirmişlerdir [232]. 

Bir N-asetil D-glukozaminaz ve D-glukuronik asit kopolimeri olan 

hyalüronik asit, çeşitli tümörlerde yüksek oranda eksprese olan CD44 

proteinlerine bağlanabilen bir makromoleküldür [233-235]. Zhou ve 

arkadaşları bu hedeflendirme ligandını kullanarak; kanser hücresinin 

hedeflendirilmesi, floresan görüntüleme ve kombine kemo-fototermal 

tedavi ile eş zamanlı olarak sıcaklık ölçümü yapabilecek termo-duyarlı 

hibrid nanojeller geliştirmişlerdir [236]. Küresel hibrid nanojel; gümüş 

nanopartikül etrafında termo-duyarlı lineer olmayan PEG–bazlı hidrojel 

kaplama, hyalüronik asidin yüzey üzerine immobilizasyonu (PEG 

oligomerleri ile hyalüronik asit arasında hidrojen bağları ile) ve son 

olarak hibrid nanojele tetrakloroaurat ilave edilmesi ile gümüş-altın 

bimetalik çekirdek oluşumu modeli ile hazırlanmış ve nanojellerin 

sinerjistik etki ile kombine terapide yüksek terapötik etki gösterdiği 

bildirilmiştir.             

2.9.3. Nanopartiküler Taşıyıcı Sistem Tasarımı için Fonksiyonel 

Ajanların Konjugasyon Teknikleri 

Nanopartikül yüzeylerine hedeflendirme ajanlarının, terapötik 

moleküllerin ya da kontrast ajanlarının konjuge ya da immobilize 

edilebilmesi için geniş spektrumlu kimyasal yaklaşımlar sözkonusudur. 
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Bu yöntemler; konvansiyonel yöntemler [direk konjugasyon, bağlayıcı 

molekül (ya da uzatma kolu) kimyası, fiziksel etkileşimler], klik kimyası 

ve hibridizasyon yöntemleri olarak sınıflandırılabilir. Hedeflendirilmiş 

ligand konjugasyonunda temel amaç, nanopartikülle immobilize 

edildikten sonra fonksiyonelliğini kaybetmeden hedef moleküle 

bağlanmasını sağlamaktır. Örneğin antibadi molekülleri, aktif bağlanma 

bölgeleri dikkate alınmadan nanopartiküllere immobilize edildiğinde, 

fonksiyonel bölgeleri inaktive olur ve dolayısıyla hedeflendirme 

özellikleri azalır. İlaçlar ve siRNA gibi terapötik konjugasyon ajanları; 

terapötik etkilerini gösterebilmeleri açısından, selüler alım 

gerçekleştikten sonra yani hücre içine girdikten sonra nanopartiküler 

sistemden ayrılacak ya da salımı gerçekleşecek şekilde tasarlanmalıdır. 

2.9.3.1. Konvansiyonel Yöntemler 

2.9.3.1.1. Direk Konjugasyon 

Direk reaksiyon stratejileri; nanopartiküllerin yüzeylerinin amin, aldehid, 

aktif hidrojen ve benzeri gruplar ile fonksiyonelleştirilmesini kapsar. 

Nanopartikül yüzeylerindeki fonksiyonel gruplar, çoğunlukla 

nanopartiküllerin sentez basamakları sırasında uygulanan yüzey 

kaplama tabakasına bağlıdır. Bu stratejiler özellikle floresan boyaların, 

nükleer görüntüleme amaçlı şelatörlerin ya da ilaçların konjuge 

edilmesinde uygundurlar. Genel olarak konjugasyon öncesi herhangi bir 

modifikasyon yapılmayan antibadi-bazlı ya da peptid-bazlı 

hedeflendirme ajanları bu nanopartiküllere karşı kendiliğinden reaktif 

değildirler. Bununla birlikte, yüzeylerinde maleimid grupları barındıran 

lipozomlar ve altın nanopartiküller, antibadi, peptid ya da 

oligonükleotidler gibi tiyol fonksiyonel grubu barındıran biyomoleküller 

ile direk olarak konjuge edilebilirler.               

Amin grupları ile fonksiyonelleştirilmiş nanopartiküller, floresein 

izotiyosiyanat (FITC) ve Cy5.5 NHS ester gibi ticari olarak piyasada 

mevcut olan floresan boyalar ile kolayca reaksiyona girerler. Gu ve 

arkadaşları, floresan boya ile modifiye edilmiş kitosan kaplı manyetik 
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nanopartikülleri, kanser hücresi etkin görüntüleme probları olarak 

tanımlamışlardır [237]. Nanopartiküllerin optik işaretlenmesi, kitosanın 

primer amin grupları ile FITC’nin izotiyosiyanat grupları etkileştirildikten 

sonra, manyetik nanopartiküllerin yüzeylerinin FITC-işaretlenmiş kitosan 

ile kaplanması ile başarılmıştır. Son yıllarda; cyanin gibi yakın-kızılötesi 

floresan boyalar biyomedikal uygulamalarda en çok kullanılan kontrast 

ajanlarıdır. Jon ve arkadaşları; kanser amaçlı in vivo dual görüntüleme 

probları geliştirebilmek amacıyla, nanopartikül yüzeyindeki karboksil 

fonksiyonel grupları içeren polimer kaplama materyali ile 2,2’-

(etilendioksi)bis-(etilamin) arasındaki reaksiyondan yararlanarak amin-

modifiyeli demiroksit nanopartiküller sentezlemişlerdir [238]. Daha 

sonra Cy5.5 NHS ester bu nanopartiküller ile eşleştirilmiş ve MRI ve 

optik mikroskop ile tümör in vivo olarak görüntülenmiştir. MRI ve yakın-

kızılötesi floresan görüntüleme teknikleri ile Cy5.5-işaretlenmiş 

nanoprobun kombine kullanımının cerrahi rezeksiyon öncesi hastalık 

bölgesinin haritalandırılmasına olanak sağlayabileceği ve ameliyat 

esnasında tümör sınırlarını ayrıntılı bir şekilde gösteren floresan 

görüntüleme tekniği ile de gerçek-zamanlı görüntüleme tekniğinin 

başarı ile gerçekleştirilebileceği bildirilmiştir [239].  

Aldehid-fonksiyonelleştirilmiş nanopartiküller, bir başka deyişle 

yüzeyinde aldehid fonksiyonel grupları oluşturulmuş nanopartiküller, 

hidrazid grubu içeren fonksiyonel ajanlar ile hidrazon ligasyon kimyası 

aracılığıyla direk olarak etkileşebilirler. Dawson ve arkadaşları; hidrazon 

ligasyon reaksiyonu ile tümör-hedeflendirilmiş multifonksiyonel viral 

nanopartiküller sentezlemişlerdir [240]. 

Hidrazid-fonksiyonelleştirilmiş nanopartiküller, karbonil grubu içeren 

anti-kanser ilaçları ile konjuge edilebilirler. Misra ve arkadaşları; termo-

duyarlı akıllı polimerler ile enkapsüle edilmiş manyetik ilaç-

hedeflendirme taşıyıcı sistemi geliştirmişlerdir [241]. pH-duyarlı ilaç 

salımı için ilaç taşıyıcı sistemde hidrazon bağından yararlanmışlardır. 

Manyetik nanopartiküllerin yüzeyi 3-merkaptopropionik asit hidrazid ile 
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Fe-S kovalent bağı aracılığı ile fonksiyonelleştirilmiştir. Kimyasal 

bağlanma, doksorubisinin karbonil grubu ile manyetik nanopartiküllerin 

yüzeyindeki hidrazon bağı üzerinden gerçekleştirilmiştir. Doksorubisin-

yüklü manyetik nanopartiküller daha sonra termo-duyarlı biyobozunur 

bir polimer ile enkapsüle edilmiştir. Uygulamada; termo-duyarlı 

polimerin yıkılması ve hidrazon bağının açılması sonrasında ilaç salımı 

gerçekleşmiştir. Sıcaklık ve pH değişiminin dışarıdan kontrol edilebilir 

olduğu bu taşıyıcı sistem, ilaç salım profili ile manyetik ilaç 

hedeflendirme sistemi olarak kullanıma uygun bulunmuştur. 

Biyomoleküllerin lipozomal yüzeyler ile kaplanması, kompleks kaplama 

basamakları gerektirmeden fonksiyonel grup immobilize edilmiş 

lipozomlar ile gerçekleştirilebilir. Tiyol-reaktif maleimid grupları ile 

fonksiyonelleştirilmiş lipozomlar, ticari olarak mevcut olan maleimid-

modifiyeli fosfolipidlerin lipozom hazırlama basamaklarında kullanılması 

ile hazırlanabilir. İmmunolipozomlar; yaygın olarak maleimid-modifiyeli 

lipozomlar ile tiyol fonksiyonel grubu içeren antibadi fragmanları 

arasındaki direk biyokonjugasyon yöntemi ile sentezlenirler. Akciğer 

kanseri hedeflendirilmiş ve anti-c-Met antibadisi kullanılarak üretilen 

lipozomlar; anti-c-Met scFv antibadisinin sistenin artıkları ile maleimid-

modifiyeli PEG-terminal uçlu lipozomal doksorubisinin konjuge edilmesi 

ile hazırlanmıştır [199]. Bir başka çalışmada; Mulder ve arkadaşları, 

integrin αvβ3-hedeflendirilmiş, çekirdek yapısı kuantum noktalarından 

oluşan paramanyetik lipid-kaplı silika nanopartiküller ile yeni bir 

kontrast ajan platformu hazırlamışlardır [242]. Kuantum noktaları, ters 

misel yöntemi ile silika kabuk ile enkapsüle edilmiş ve silika yüzey 

hidrofobik oktadekanol ile kaplanmıştır. Fosfolipid karışımının (PEG-

DSPE, maleimid-modifiyeli PEG-DSPE) ilave edilmesi ile lipid 

monotabakaları ile çevrelenmiş suda çözünebilir kuantum 

noktaları/silika elde edilmiştir ve integrin-hedeflendirilmiş multimodel 

görüntüleme probları hazırlanmıştır. 
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Altın nanopartiküller, herhangi bir ek modifikasyona gereksinim 

olmaksızın tiyol-modifiyeli fonksiyonel ajanlar ile konjuge edilebilirler. 

Altın molekülünün tiyol gruplarına karşı oldukça reaktif olması ve çok 

güçlü altın-sülfür bağı (Au-S) oluşması nedeni ile, yüzeyinde tiyol 

fonksiyonel grupları barındıran birçok biyomolekül ile altın nanopartikül 

yüzeyine direk olarak immobilize edilebilir. siRNA gibi oligonükleotid-

bazlı moleküller; daha sonra altın nanopartiküller ile konjuge 

edilebilecek şekilde, kimyasal yollardan genellikle sülfidril grupları 

içerecek şekilde sentezlenirler. Li ve arkadaşları; siRNA taşıyan, folat-

reseptör hedeflendirilmiş altın nanopartiküller sentezlemişler ve tiyol-

modifiyeli siRNA’ları altın nanopartiküllerin yüzeyine direk olarak 

konjuge etmişlerdir [243].              

2.9.3.1.2. Bağlayıcı Molekül Kimyası 

Bağlayıcı moleküller, ligandların oryantasyonunu kontrol edebilirler ve 

bu nedenle nanopartiküller ile hedeflendirme ajanlarının konjuge 

edilebilmesi için, bağlayıcı molekül kimyası ile konjugasyon stratejisi 

tercih edilir. Antibadiler, peptidler ve küçük moleküller nanopartiküllere 

çok çeşitli bağlanma molekülleri kullanılarak konjuge edilebilirler. En 

yaygın kullanılan model, amin-modifiyeli nanopartiküller ile sülfidril 

fonksiyonel grubu içeren biyomoleküller arasındaki reaksiyona dayalı 

bağlanma molekülü kimyasıdır. Sistein artıkları peptid ya da 

proteinlerde mevcut olabilir ya da bu fonksiyonelliğin kazandırılabilmesi 

için kimyasal yollardan modifiye edilebilir. Örneğin, lizin artıklarının 

primer amin gruplarına, SATA (N-süksinimidil s-asetiltiyoasetat) 

molekülü ile tiyol fonksiyonel grubu kazandırılabilir. Bu biyokonjugasyon 

stratejisi; SIA (N-süksinimidil iodoasetat), SMCC [süksinimidil-4-(N-

maleimidometil) siklo-hekzan-1-karboksilat], SPDP [N-süksinimidil-3-

(2-piridiltiyo)-propiyonat] ya da heterobifonksiyonel PEG molekülleri 

(NHS-PEG-MAL) gibi birçok bağlanma molekülü kullanılarak 

gerçekleştirilebilir. Heterobifonksiyonel bağlanma molekülleri; 

molekülün bir terminal ucunda amin-reaktif süksinimidil esterler diğer 
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terminal ucunda da tiyol-reaktif iodoasetat, maleimid ya da piridiltiyo 

grupları içerebilirler. Nanopartiküller ile bağlanma molekülleri arasında 

gerçekleşen reaksiyonlar sonucunda kovalent bağlı kompleks yapılar 

oluşabilir ve dolayısıyla bağlanma moleküllerinin konjuge edilmesinden 

önce birkaç basamak nanopartikül modifikasyonu ya da her bir işlem 

öncesinde saflaştırma adımı gerekli olabilir [63].  

Nanopartiküller ile fonksiyonel ajanlar arasında iyodoasetat bağlanma 

molekülleri ile kararlı bir bağ yapısı oluşturulabilir. Zhang ve arkadaşları 

bu bağlanma molekülünü kullanılarak, klorotoksin-aracılı beyin tümörü-

hedeflendirilmiş manyetik/optik nanoprob sentezlemişlerdir [244]. 

Klorotoksin, 36 aminoasitten oluşan bir peptiddir ve tümör-

hedeflendirilmiş bir ligand gibi işlev görmektedir. Amin-

fonksiyonelleştirilmiş nanopartiküller, PEG ile modifiye edilmiş kitosan 

polimerlerinin sentezlenmesi yolu ile hazırlanmıştır. Metoksi-PEG 

oksidasyonu ile PEG-aldehid elde edilmiş ve daha sonra Schiff bazı 

formasyonu ile depolimerize kitosan molekülünün primer amin 

fonksiyonel grupları ile etkileştirilmiştir. Ardından, demiroksit 

nanopartiküller PEG’lenmiş ve dallanmış yapıdaki kitosan polimerleri ile 

kaplanmıştır. Daha sonra, SATA molekülü ile ön işleme tabi tutulmuş 

klorotoksin molekülü, nanopartiküller ile, heterobifonksiyonel bir protein 

çapraz bağlayıcısı olan SIA (N-süksinimidil iodoasetat) molekülü aracılığı 

ile konjuge edilmiştir. Son olarak; demiroksit nanopartiküller, 

yüzeylerinde kalan amin grupları üzerinden Cy5.5 NHS ester floresan 

görüntüleme boyası ile etiketlenmişler ve böylelikle beyin tümörüne 

hedeflendirilmiş manyetik/optik nanoprob elde edilmiştir. 

Karboksil fonksiyonel grupları taşıyan nanopartiküller amin fonksiyonel 

grupları barındıran biyomoleküller ile EDC/NHS (1-etil-3-[3-

dimetilaminopropil] karbodiimide hidroklorür)/N-hidroksisüksinimid) 

kimyası kullanılarak amid bağı oluşturacak şekilde bağlanabilirler. Küçük 

moleküllerin, peptidlerin ve oligonükleotid gibi moleküllerin EDC/NHS 

kimyası kullanılarak amin fonksiyonel grupları üzerinden konjuge 
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edilmesi pratik bir yaklaşımdır. EDC, nanopartiküllerin karboksil grupları 

ile aktif esterler oluşturur fakat bu reaktif kompleks sulu ortamlarda 

hızlı bir şekilde hidrolize maruz kalır. Sulfo-NHS ester ara ürün oluşumu 

ise hidrolizi önler ve fonksiyonel ajanların primer amin grupları ile 

reaksiyona girmesine olanak sağlayan aktive edilmiş karboksilatların 

yarı-ömrünü uzatır. Jeong ve arkadaşları; EDC/NHS kimyası kullanarak, 

primer amin grupları barındıran dopamin-modifiye SPION’lar ile 

laktabiyonik asit arasında amid bağı oluşumundan yararlanarak, 

hepatosit-hedeflendirilmiş laktabiyonik asit-immobilize edilmiş SPION’lar 

sentezlemişlerdir [245]. Jon, Farokhzad ve arkadaşları; karboksil 

fonksiyonel grupları barındıran kuantum noktaları ile 5’ terminal ucu 

amin fonksiyonel grupları ile modifiye edilmiş prostat spesifik membran 

antijen aptamerleri arasındaki reaksiyondan EDC/NHS kimyası aracılığı 

ile yararlanarak, prostat-hedeflendirilmiş kuantum noktaları-aptamer 

konjugatlarından oluşan teranostik ajan geliştirmişlerdir [246]. 

2.9.3.1.3. Fiziksel Etkileşimler 

Fiziksel konjugasyon stratejisi, nanopartiküllerin etrafını terapötik 

ajanlar ile kaplamak açısından en elverişli yaklaşımlardan bir tanesidir. 

Fiziksel etkileşimler; elektrostatik, hidrofobik ve afinite etkileşimlerini 

ihtiva eder. Elektrostatik etkileşimler, katyonik polietilenimin (PEI) kaplı 

nanopartiküllere siRNA yüklemek açısından elverişlidir. Hidrofobik 

antikanser ilaçları, hidrofobik kaplama materyali ile kaplı nanopartiküller 

üzerine hidrofobik etkileşimler ile adsorbe edilebilirler ve kaplama 

materyalinin bozunur olması sonrasında hücre içinde ilaç salımı 

gerçekleşebilir. Bu etkileşimlerin; hızlı bağlanma, modifikasyon 

basamağı gerektirmeme gibi birçok avantajı olmasına rağmen, fiziksel 

etkileşimler ile bağlı ligandların moleküler oryantasyonlarını kontrol 

etmek oldukça zordur. Bu bağlanma modu, hedeflendirme ajanlarını 

immobilize etmek açısından bu nedenle doğru bir yaklaşım değildir. 

Buna karşılık; hedeflendirme ligandlarının nanopartiküller ile konjuge 

edilmesinde afinite etkileşimleri etkin bir rol oynar. Afinite 
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etkileşimlerine temsili bir örnek olarak streptavidin-biyotin etkileşimi 

verilebilir. Streptavidin-biyotin bağı oldukça kararlı bir bağdır ve non-

kovalent bağlanma reaksiyonları arasında, bilinen en güçlü bağlanma 

afinitesi olarak kabul edilir (Kd = 10x10-14 M) [247]. 

Labhasetwar ve arkadaşları; suda çözünebilir oleik asit-pluronik kaplı 

demiroksit nanopartikül formülasyonu kullanarak hidrofobik bir ilaç 

taşıyıcı sistem geliştirmişlerdir [248]. Çalışmalarında; sulu çözelti 

içerisinde dağılımlarını kolaylaştırmak amacıyla pluronik F-127, oleik asit 

kaplı demiroksit nanopartiküller üzerine immobilize edilmiş ve hidrofobik 

doksorubisin molekülleri, hidrofobik etkileşim ile, demiroksit 

nanopartikülleri çevreleyen oleik asit ile etkileştirilmiştir. Elde edilen 

veriler doğrultusunda, yüklenen doksorubisin miktarının %8.2 

olabileceği ve uygulanan bu yöntemin ilaç yükleme prosesini 

kolaylaştırdığı bildirilmiştir. Wei ve Gao, bu yaklaşımı, tek zincirli anti-

prostat kök hücre antijen antibadisi konjuge edilmiş multifonksiyonel 

polimerik veziküller içerisine prostat tümör hedeflendirilmiş hidrofobik 

bir antikanser ilacı olan dosetaksel kullanarak uyarlamışlardır [197]. Bu 

çalışmada öncelikle polilaktik-ko-glikolik asit sentezlemişler ve 

süperparamanyetik demiroksit ve dosetakseli bu polimer içerisine 

hapsetmişlerdir. Dosetaksel, nanopartiküllerin kabuk yapısını oluşturan 

oleik asit/oleyilamin molekülleri ile etkileştirilmiş ve ilaç yükleme 

kapasitesi ağırlıkça %6 olarak bildirilmiştir. İlaç moleküllerinin hidrofobik 

etkileşimler aracılığı ile kabuk yapısı içerisinde bölümlenmesinin, 

multifonksiyonel veziküllerden yavaş ve kontrollü ilaç salım profili 

sağladığı görülmüştür. 

HER2/neu (insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2/neu) proteini, 

insan meme kanserlerinin yaklaşık %25’inde oldukça yüksek oranda 

eksprese olmaktadır ve proteinin ekspresyon derecesi meme kanseri ya 

da diğer insan kanserleri için zayıf prognoz ile korelasyon 

göstermektedir [249]. Artemov ve arkadaşları, ticari olarak mevcut olan 

streptavidin konjuge edilmiş SPION’ları kullanarak HER2/neu seviyelerini 
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incelemişlerdir [250]. Çalışmada; değişik seviyelerde HER2/neu 

reseptörleri eksprese eden meme kanseri hücreleri, biyotinlenmiş 

herceptin molekülleri ile ön işleme tabi tutulmuşlar ve daha sonra 

nanopartiküller bu reseptörlere hedeflendirilmiştir. In vitro T2-ağırlıklı 

MRI kontrast, meme hücre membranı üzerindeki HER2/neu ekspresyon 

seviyeleri ile korelasyon göstermiş ve sonuçlar akım sitometri analizleri 

ile de doğrulanmıştır.  

2.9.3.2. Klik Kimyası 

“Klik kimyası” olarak da bilinen “Huisgen 1,3-dipolar siklo katılma 

reaksiyonu”; yaklaşık on yıl önce Sharpless ve arkadaşları tarafından 

geliştirilmiştir [251]. Cu(I) katalizörlüğünde azid-alkin siklik katılma 

reaksiyonu, biyouyumlu ve suda çözünebilir kararlı triazol bağı oluşumu 

ile sonlanır. Bu reaksiyonlar oldukça spesifiktir ve ılımlı reaksiyon 

koşullarında sulu çözeltilerde yüksek verimlilikte gerçekleşir. Diğer 

fonksiyonel gruplar ile oluşabilecek istenmeyen reaksiyonlar, reaksiyon 

spesifikliği nedeniyle gerçekleşmez ve biyomolekül üzerindeki arzu 

edilen lokasyonda istenen spesifik konjugasyonun gerçekleşmesi 

sağlanır. Bu özellikler; aynı zamanda bağlanma oryantasyonunun 

oldukça düzgün bir şekilde gerçekleşmesini sağlar ve bu nedenle 

hedeflendirme ajanlarının nanopartiküllerin yüzeyine konjuge 

edilmesinde klik reaksiyonları özellikle uygundur. Ancak tüm bu olumlu 

özelliklerin yanısıra, reaksiyonda katalizör görevi gören ve reaksiyonun 

tamamlanmasında gerekli bir madde olan Cu(I)’in; in vivo ortamda 

hepatit, nörolojik bozukluklar, böbrek hastalığı ya da alzhemier hastalığı 

gibi hastalıklara yol açma ve toksik etki gösterme gibi riskleri söz 

konusudur [252]. Weissleder ve arkadaşları; son yıllarda alternatif 

eşleşme mekanizması olarak, 1,2,4,5-tetrazin ve trans-siklookten 

arasında kovalent biyoortogonal reaksiyon geliştirmişlerdir [253]. Bu 

reaksiyon daha hızlı, katalizör gerektirmeyen ve serum içerisinde 

verimliliğini sürdürebilen bir reaksiyon olarak gözlenmiş ve dolayısıyla 
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hücresel seviyede moleküler görüntüleme uygulamaları açısından uygun 

olduğu bildirilmiştir. 

Klik kimyasının son yıllarda özellikle biyokonjugasyon yöntemleri 

üzerindeki etkisi çok artmıştır. Biyokonjugasyon amaçlı kullanılan 

reaksiyonlar için esas zorluk, in vitro ve in vivo deneylerin her ikisinde 

de uygulanabilir olup olmadığıdır. Bhatia ve arkadaşları, in vivo 

uygulamalar açısından “klik” nanopartikül kullanımını ilk gösteren 

gruptur [254]. Mitokondriyal P32 proteinini fazlaca eksprese eden tümör 

hücrelerine bağlanabilecek bir peptid (süksinimidil 4-azidobütirat ve 

alkin içeren Lyp-1 peptidi) sentezlemişlerdir [255]. Süksinimidil 4-

azidobütirat, tiyol-PEG5000-amin molekülleri ile konjuge edilmiş ve elde 

edilen ürün N-[gama-maleimidobütiriloksi] süksinimid ester-aktive 

edilmiş manyetofloresan nanopartiküller (Vivo Tag 680 siyanin boya ile 

etiketlenmiş, amin-fonksiyonelleştirilmiş demiroksit nanopartiküller) ile 

eşleştirilmiş ve azido-PEG grupları ile fonksiyonelleştirilmiş 

nanopartiküller elde edilmiştir. Alkin-bağlı Lyp-1 peptidleri, 

nanopartiküller ile CuSO4 ve sodyum askorbat varlığında eşleşmiştir. 

Bakır katalizör ve peptid fazlası büyüklükçe ayırma kromatografisi 

kullanılarak uzaklaştırılmıştır. İnsan MDA MB 435 tümör hücreleri 

barındıran farelere, Lyp-1-demiroksit nanopartiküller intravenöz yoldan 

enjekte edilmiş ve in vivo tümör hedeflendirmenin gerçekleşip 

gerçekleşmediğini test edilmiştir. Enjeksiyondan 24 saat sonra fareler 

sakrifiye edilmiş ve immünohistokimyasal analizler ve floresan analizler 

için organları alınmıştır. Lyp-1 konjuge edilmiş “klik” nanopartiküllerin, 

tümör damar bölgesinden dışarı kaçtıkları ve tümör gözenek 

boşluklarına penetre oldukları ve p32-eksprese eden hücrelere 

bağlanmış oldukları görülmüştür. Buna karşılık; hedeflendirilmemiş-

azido-PEG nanopartiküllerinin pasif akümülasyon ile kan damarlarının en 

dış bölgesinde lokalize oldukları saptanmıştır. Elde edilen bu sonuçlar ile 

tümör-spesifik teranostik nanopartikül geliştirme yaklaşımında, “klik” 

ataçman stratejisi kullanımının başarılı olabileceğini göstermiştir.           
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Perez ve arkadaşları, folat moleküllerinin multifonksiyonel demiroksit 

nanopartiküller ile konjuge edilmesinde klik reaksiyonundan 

faydalanmışlardır [256]. Poliakrilik asit kaplı demiroksit nanopartiküller 

sentezlemişler ve bu nanopartikülleri lipofilik floresan bir boya olan 

dialkilkarbosiyanin florofor ile enkapsüle etmişlerdir. Nanopartikülleri 

öncelikle propargilamin ve EDC/NHS reaksiyonu ile alkin grupları ile 

fonksiyonelleştirmişler ve daha sonra klik kimyasından faydalanarak 

azid içeren folat ile reaksiyon gerçekleşmiştir. Hidrofobik bir antikanser 

ilaç olan Taksol enkapsülasyonu ile de multifonksiyonel teranostik 

nanopartiküller elde edilmiştir. 

Klik reaksiyona alternatif olarak biyoortogonal kimya-bazlı nanopartikül 

hedeflendirme platformu Weissleder ve arkadaşları tarafından 

tanımlanmıştır [257]. Bu yöntem; nanopartiküler sensörlere 

hedeflendirme amaçlı gerçekleştirilen konjugasyon stratejilerinin 

yeniden yapılandırılmasına olanak sağlamıştır. Teknik “biyoortogonal 

nanopartikül dedeksiyonu” (BOND) adı ile tanımlanmaktadır. Weissleder 

ve arkadaşları, kanser hücresine spesifik hedeflendirme kabiliyetinin 

belirlenmesi amacı ile iki BOND çalışması tasarlamışlar ve bu çalışmaları 

birbirleri ile karşılaştırmışlardır. Çalışmalardan bir tanesinde; manyeto-

floresan nanopartiküller, hücreler ile etkileştirilmeden önce, üç değişik 

tipte monoklonal antibadi ile direk olarak konjuge edilmiştir. Diğer 

çalışmada ise; iki-basamaklı strateji uygulanmış ve TCO-

fonksiyonelleştirilmiş monoklonal antibadiler ilk önce hücrelere 

bağlanmada aracılık etmiş, daha sonra Tz-immobilize manyetofloresan 

nanopartiküller ile kovalent biyoortogonal reaksiyon ile eşleştirilmiştir. 

2.9.3.3. Hibridizasyon Yöntemi 

Richards-Kortum ve arkadaşları, nanopartiküller ile aptamerlerin 

konjuge edilmesinde yeni bir yaklaşım ortaya koymuştur [258]. 

Aptamer; komplementer oligonükleotid-kaplı nanopartiküller için bir 

hibridizasyon bölgesi sağlaması açısından uzatma kolları ile uzatılmıştır. 

Altın nanopartiküller (20 nm), aptamer ekstensiyonu için bir 
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komplementer sekans ile ve tiyol fonksiyonel grupları ile modifiye 

edilmiş oligonükleotid içeren hekzaetilen glikol uzatma kolu ile 

kaplanmışlar ve uzatma kolları ile uzatılmış anti-PSMA aptamer, 

oligonükleotid-kaplı altın nanopartiküller ile hibridize edilmiştir. Elde 

edilen aptamer-altın nanopartikül kompleksinin androjen-duyarlı insan 

prostat adenokarsinoma (LNCaP) (PSMA+) hücrelerine hedeflendirildiği 

gösterilmiştir. Bu konjugasyon stratejisinin birçok avantajı vardır. 

Bunlardan bir tanesi; oligonükleotidlerin negatif yüklü fosfat gruplarının, 

elektrostatik itme etkisi ile nanopartiküllerin agrege olmalarını önlemesi 

ve nanopartiküllerin kararlı kalmalarını sağlamasıdır. İkinci olarak; 

aptamerler, oligonükleotidlerin komplementer sekans hibridizasyonu 

aracılığı ile nanopartikül yüzeylerine kolayca immobilize olurlar. Tiyol 

fonksiyonel grupları ile komplementer oligonükleotid sekans arasındaki 

PEG uzatma kolu ile sterik engellerin en aza indirilmesi ile, hibridizasyon 

bölgesi ile altın yüzey arasındaki hibridizasyon etkinliği arttırılmış olur. 

Üçüncü olarak; tiyol fonksiyonel grupları ile fonksiyonelleştirilmiş 

aptamerleri hazırlarken, nanopartiküllerin yüzeyini kaplamak ve 

kararlılığı sağlamak için yüksek konsantrasyonlarda aptamere ihtiyaç 

duyulurken, bu yöntem ile nanopartikül yüzeyine bağlanma 

gerçekleştirilirken ucuz ve kısa oligonükleotid zincirleri üzerinden daha 

düşük konsantrasyonlarda aptamere ihtiyaç duyulur. Son olarak; 

nanopartiküller ile farklı tipte moleküller (hedeflendirme, görüntüleme, 

terapötik ajanlar gibi) aynı anda konjuge edilebilir ve böylece 

multifonksiyonellik özelliği arttırılmış olur. 

Ellington ve arkadaşları; bu yöntemi kullanarak anti-EGFR aptamerleri 

altın nanopartiküller üzerine immobilize etmişler ve yeni belirlenen bir 

aptamerin hedeflendirme spesifikliğini belirlemiş ve sunmuşlardır [229]. 

Çalışmalarında; altın nanopartiküller üzerine tiyol-modifiyeli 

oligonükleotidler immobilize etmişler ve bu oligonükleotidler ile anti-

EGFR aptamerleri hibridizasyon yöntemi ile eşleştirmişler ve böylece 

anti-EGFR aptamer konjuge edilmiş altın nanopartiküller elde 

etmişlerdir. Jon ve arkadaşları da; hibridizasyon yönteminden, 
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demiroksit nanopartiküllerin yüzeyine anti-PSMA aptamerleri immobilize 

ederek yararlanmışlardır [259]. Çalışmalarında; aptamer sekanslarının 

sonunu CG’ce zengin dupleksler ile yapılandırmışlar ve nanopartiküllerin 

yüzeyinde çoklu doksorubisin-bağlanma bölgeleri oluşturmuşlardır. 

Oligonükleotidleri amin grupları ile fonksiyonelleştirmişler ve daha sonra 

yüzeylerinde karboksil fonksiyonel grupları barındıran demiroksit 

nanopartiküller üzerine immobilize etmişler ve manyetik saflaştırma 

basamakları sonucunda oligonükleotid-kaplı demiroksit nanopartiküller 

elde edilmiştir.  

2.9.4. In-vivo Uygulamalar Açısından Yüzey Modifikasyon 

Stratejileri  

Genel olarak; nanopartiküller yüzey enerjilerini minimize edebilmek için 

agrege olmaya meyillidirler. Nanopartiküllerin opsonin proteinleri ile 

çevrelenmesi ve RES gibi mononükleer fagositik sistem elemanlarına 

daha görünür hale gelmesi sonucu bu agregatlar kan akımında 

opsonizasyonu tetikleyebilirler. Fagositik mekanizmalar, 

nanopartiküllerin etrafını çevreleyerek kan dolaşımından uzaklaşmalarını 

sağlarlar ve teranostik araçlar olarak etkinliklerini kaybetmelerine yol 

açarlar [260]. Bu nedenle klinik uygulamalar açısından teranostik 

nanopartiküllerin geliştirilmesindeki en büyük engellerden biri RES 

tarafından alımı geciktirmek ve kan dolaşımındaki yarı-ömrünü 

uzatabilmektir [261]. Nanopartiküllerin bu kamuflajlarını sağlayabilmek 

amacı ile gerçekleştirilen çalışmalar mononükleer fagositik sistem 

açısından “görünmez” nanopartiküller geliştirilmesine olanak 

sağlamıştır. Nanopartiküllere görünmezlik özelliği kazandırmak amacı ile 

kullanılan en önemli molekül FDA tarafından da onaylanmış olan 

PEG’dür. Nanopartiküllerin yüzeylerinin kaplanmasında ya da 

fonksiyonelleştirilmesinde doğal ya da sentetik polimerlerden, küçük 

organik moleküllerden ve çekirdek-kabuk yapılardan da 

yararlanılmaktadır. Ancak yüksek düzeyde yüzey kaplamaları kanser 

hücreleri tarafından alımı ve bağlanma etkinliğini düşürebilir. Bu 
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nedenle “koruyucu” materyal anlamında kaplama molekülleri ve 

hedeflendirme ligandları ile kaplama materyallerinin optimal yüzey 

dansitesi büyük önem taşımaktadır.     

2.9.4.1. “Koruyucu” Kaplama Molekülleri 

PEG; değişik boyutlarda sentezlenebilen ve çeşitli terminal fonksiyonel 

gruplar ile modifiye edilebilen, biyouyumlu, lineer bir sentetik 

polimerdir. PEG; hidrofilik yapısı, biyolojik sıvılardaki nötral yükü ve 

genellikle görünmezlik özelliği nedeni ile yaygın olarak kullanılmaktadır 

ve bu özellikleri ile nanopartiküllerin dispersiyonuna yardımcı olmakta 

ve kan dolaşımındaki sirkülasyon süresini uzatmaktadır [262-263]. 

Manyetik nanopartiküllerin yüzeyine PEG moleküllerinin immobilize 

edilebilmesi için; sulu ortamda in situ kaplama, silanlanmış PEG 

kaplama, amin-fonksiyonelleştirilmiş 6-kollu PEG türevleri, nanopartikül 

yüzeylerinin polimerizasyonu, sol-jel yöntemleri gibi pek çok yöntem 

kullanılmıştır [264-268]. Heterobifonksiyonel PEG’ün, bir ucu ile 

manyetik nanopartiküllerin yüzeyine kovalent bağ ile bağlanacak 

şekilde, diğer bir ucunun ise hedeflendirme ligandları, görüntüleme 

probları ya da terapötik ajanlar ile fonksiyonelleştirilerek kullanılması en 

yaygın uygulama şekillerinden birini oluşturmaktadır [269-271]. 

İstenilen özelliklere sahip diğer ajanlar ile PEG’ün özelliklerinin kombine 

edilmesi amacıyla PEG artıkları içeren kopolimerler geliştirilmektedir. 

Shuai ve arkadaşları; PEG-g-PEI (polietilenimin) kopolimerleri 

sentezlemişler ve gen transferini mümkün kılmak amacı ile kondens 

DNA, in vivo uygulamalarda gerekli olan görünmezlik profilinin 

sağlanabilmesi amacı ile de PEG kullanmışlardır.   Kopolimerler; MRI-

görülebilir gen taşıyıcıları olarak kullanılacak PEG-g-PEI-SPION yapısının 

oluşturulabilmesi amacıyla sentezlenmişlerdir [272]. Ayrıca; demiroksit 

çekirdek yapısının korunabilmesi ve beyin tümör hedeflendirilmiş 

manyetik/optik nanoprob hazırlanabilmesi amacı ile, PEG ile kaplanmış 

kitosan-dallı kopolimerlerinin sentezlendiği çalışmalar da mevcuttur. 

Kitosan, hidrofilik, biyouyumlu ve teranostik nanotaşıyıcı materyal 
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olarak popüler olan bir doğal polimerdir [273]. Zheng ve arkadaşlarının 

gerçekleştirdiği bir çalışmada; PEG ile fonksiyonelleştirilmiş kitosan 

kopolimer, PEG-aldehid ve amin-içeren depolimerize kitosan arasında 

gerçekleştirilen Schiff baz reaksiyonu kullanılarak hazırlanmış ve 

nanopartiküller de, ferröz ve ferrik klorürlerin amonyum hidroksit ile ikili 

çöktürme yöntemi yöntemi kullanılarak kopolimer varlığında 

sentezlenmiştir. Nanopartiküllerin yüzeyinde yer alan kitosanın amin 

grupları, beyin tümörü hedeflendirme ligandı olan klorotoksin ile 

konjuge edilmiştir. Yüzeyde yer alan kitosan; fizyolojik koşullar altında 

nanopartiküllerin agrege olmasını önleyerek sterik olarak kararlı 

olmalarını sağlar. Ayrıca; pozitif yüklü kitosan katyonları; kan-beyin 

bariyeri boyunca adsorptif-aracılı transportu harekete geçiren 

elektrostatik etkileşimler ile negatif yüklü beyin endoteli ile etkileşime 

girebilir. 

Polisakkarid dekstran, in vivo uygulamalar için yüzey koruma materyali 

olarak oldukça yaygın bir kullanım alanına sahiptir. Dekstranın 

biyouyumluluğu ve polar etkileşimler nedeni ile demiroksit yüzeylere 

afinitesinin yüksek olması, SPION’ların kaplama materyali olarak önemli 

özellikler sergilemesini sağlar ve bu nedenle klinik olarak onaylanmış 

dektran kaplı SPION formülasyonları mevcuttur [274-276]. 

Konvansiyonel dektran polimeri kaplama yöntemleri, hidrojen bağlarının 

kararlı olmamaları nedeni ile nanopartikül yüzeyinden bir miktar ayrılma 

ve kopmaları beraberinde getirmiştir. Weissleder ve arkadaşları, 

dekstran polimerini epiklorohidrin ya da amonyak kullanarak çapraz 

bağlama yöntemini uygulamışlar ve çapraz-bağlı demiroksit 

nanopartiküller elde etmişlerdir. Amonyak ile muamele etme, çapraz-

bağlı demiroksit nanopartiküllerin yüzeyinde primer amin grupları 

oluşmasına ve bu sayede diğer fonksiyonel ajanların konjuge edilmesine 

olanak sağlamıştır. Elde edilen nanopartiküller MRI ile ve teranostik 

uygulamalar açısından incelenmiş ve çapraz-bağlı demiroksit 

nanopartiküllerin herhangi bir akut toksisite sergilemeden kan 

dolaşımındaki sirkülasyon sürelerinin uzadığı görülmüştür [277-278]. 
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Ancak; klinik uygulamalar açısından bakıldığında, epiklorohidrin 

reaktantına eser miktarlarda rastlanması da dahil olmak üzere kararlılık 

ve sürdürülebilirlik açısından problem sergilemesi, bu ajanların bu 

uygulamalar açısından kullanımlarını yavaşlatmıştır [279]. 

Atomik transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) yöntemi de, demiroksit 

nanopartikülleri kaplama yöntemlerinden bir tanesidir [280]. Li ve 

arkadaşları; ATRP yöntemi ile, çapraz bağlayıcı olarak divinilbenzen 

kullanarak, polistiren-kaplı demiroksit nanopartiküller sentezlemişlerdir 

[281]. Polivinil alkol (PVA), polivinil pirolidin (PVP), poliakrilik asit gibi 

birkaç polimer çeşidi de demiroksit nanopartikülleri kaplama materyali 

olarak kullanılmıştır [282-284]. Bu polimerler, nanopartikül 

aglomerasyonunu önleyen sterik bariyer görevi görürler ve kan 

dolaşımındaki sirkülasyon süresinin uzamasına yardımcı olurlar. Ayrıca; 

DMSA, bisfosfanatlar ve alkoksisilanlar gibi çeşitli monomerik maddeler 

de polimerlerin nanopartikül yüzeyine konjuge edilmesinde kullanılan 

maddelerdendir [285-286]. 

Lipozomlar ve miselar dispersiyonlar bir başka koruma stratejisi 

materyalleridir. Amfifilik moleküllerin küresel küme formları, hidrofilik 

ya da hidrofobik çekirdek yapıları ile nanopartiküllere dahil edilerek 

manyetik nanopartiküllerin kaplama materyali olarak kullanılabilir ve 

kan dolaşımındaki sirkülasyon süreleri uzatılabilir. Amfifilik yapılar, diğer 

terapötik ajanlar ya da fonksiyonel moleküller ile enkapsüle edilebilir ve 

multifonksiyonel nanopartiküler sistemler tasarlanabilir. 

Organik kaplama materyallerine ek olarak; çekirdek-kabuk yapısında, 

silika ya da altın ile kaplanmış manyetik nanopartiküller de görünmez 

nanopartiküllerin geliştirilmesinde cazip yaklaşımlardan birini 

oluşturmaktadır. Silika kabuk yapısı, sulu ortam koşullarında kararlı 

nanopartiküllerin hazırlanmasında koruyucu bir görev üstlenmektedir. 

Bu nanoyapıların önemli özelliklerinden bir tanesi, nanopartikül matriksi 

içerisine fonksiyonel moleküllerin enkapsüle edilebilmesidir. Hyeon ve 

arkadaşları; çekirdek yapısı Fe3O4 nanokristallerden oluşan, kabuk 
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yapısı mezoporöz silika olan nanopartiküller geliştirmişler ve MR/optik 

görüntüleme ve ilaç aktarımında bu nanopartiküllerin multifonksiyonel 

uygulamalarını sergilemişlerdir [287]. Bu çalışmada; silika 

nanopartiküllerin boyutunun tam bir kontrol mekanizması ile 100 nm’nin 

altında tutulmasını sağlayan bir yöntem önerilmiştir. Sürfaktan olarak 

kullanılan setiltrimetilamonyum bromür (CTAB), mezoporöz silika kabuk 

yapısının oluşmasında organik bir şablon oluşturmuş ve hidrofobik Fe3O4 

nanokristallerin sulu ortamda kararlı olmasını sağlamıştır. 

Tetraetilortosilikat (TEOS) ve rodamin B izotiyosiyanat (RITC)-

işaretlenmiş aminopropiltrietoksisilan (APS) kullanarak sol-jel prosesi 

gerçekleştirilmiş ve amin grupları içeren silika kabuk yapısı 

oluşturulmuştur. Ayrıca biyouyumluluğun sağlanabilmesi amacı ile 

süksinimidil uç grubundan kovalent bağ ile PEG konjuge edilmiş ve 

terapötik etkinin sağlanabilmesi amacı ile de doksorubisin molekülleri 

hazırlanan nanopartiküler sisteme yüklenmiştir. Sonuç olarak; çekirdek-

kabuk yapısında, manyetik ve floresan özellik ile birlikte terapötik etki 

sergileyen, biyomedikal teranostik uygulamalar için nanopartiküler bir 

sistem tasarlanmıştır.  

Altın; son derece inert bir molekül olması ve yakın-kızılötesi ışınları 

mükemmel şekilde absorblama özelliği nedeni ile kaplama materyali 

olarak birçok avantaja sahiptir. Hyeon ve arkadaşları; tanı ve termal 

terapi amaçlı gerçekleştirdikleri çalışmalarında, Fe3O4 yapısındaki 

manyetik nanopartikülleri altın tabakası ile kaplamışlar ve nanomedikal 

bir platform elde etmişlerdir [288]. Fe3O4 yapısında, monodispers, 2-

bromo-2-metilpropiyonik asit (BMPA) ile kararlı duruma getirilmiş 7 nm 

boyutundaki nanopartiküller, bromo grupları ile amino grupları 

arasındaki nükleofilik yer değiştirme reaksiyonu üzerinden amino-

modifiyeli silika küreler ile kovalent bağlanmıştır. Daha sonra; altın 

çekirdekli nanopartiküller, silika kürelerin kalan amino grupları ile 

konjuge edilmiştir. Son olarak da; Fe3O4 nanopartiküller 15 nm 

boyutunda kalın altın tabakası ile çevrelenmiş ve silika küreler içerisine 

gömülmüştür. SKBR3 meme kanseri hücrelerine hedeflendirme amacı ile 
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de, hazırlanan nanopartiküler sistem yüzeyine anti-HER2/neu antibadisi 

immobilize edilmiş ve yakın-kızılötesi ışınları ve MRI çalışmaları 

tamamlanmıştır. 

Son yıllarda, biyokirlilik oluşturmayan zwitteriyonik materyaller yeni bir 

sınıf olarak geliştirilmiştir [289]. Biyokirlilik, kabaca ıslak-nemli 

yüzeylerde mikroorganizmaların akümülasyonu olarak tanımlanabilir. 

Biyokirlilik; mikrokirlilik (biyofilm oluşumu ve bakteriyel adezyon) ve 

makrokirlilik (daha büyük organizmaların adezyonu) olarak 2 başlık 

altında incelenmektedir. Biyofilm tabakaları hem canlı hem de cansız 

yüzeylerde oluşabilir ve mikroorganizmaların kendi ürettikleri 

polisakkarid matriks içerisinde gömülü halde yaşamalarıdır. Anti-kirlilik 

ise, bu akümülasyonların oluşmasını önleyici ya da oluştuktan sonra 

ortadan kalkmasını sağlayıcı proseslere verilen addır. Zwitteriyonik 

materyaller, birbirinden farklı yükte iki grup içerirler. Her durumda 

geçerli olmamasına rağmen, genellikle amonyum pozitif yük kaynağını, 

karboksilatlar ise negatif yük kaynağını oluştururlar. Kan serumu ya da 

plazma göz önünde bulundurulduğunda, düşük-kirlilik özellikleri, 

zwitteriyonlar ile komşu su molekülleri arasındaki güçlü etkileşimlere 

mal edilir ve sonuçta kolloidal kararlılık sağlanmış olur. Zwitter-iyonik 

durum, makroskopik olarak net sıfır-yüklü nötral bir haldir ve kirlilik-

oluşturmayan yüzey sağlar [290-292]. Jiang ve arkadaşları; altın 

nanopartikülleri kararlı duruma getirmek amacı ile, ATRP yöntemini 

kullanarak polikarboksibetain akrilamid-fonksiyonelleştirilmiş yüzey 

platformu geliştirmişlerdir [293]. Geliştirilen bu yüzey platformunun 

spesifik-olmayan protein adsorpsiyonuna karşı oldukça dirençli ve 

biyomolekül immobilizasyonu için karboksil grupları içeren bir platform 

olduğu bildirilmiştir. Ancak; ATRP reaksiyonları, yüzey-aşılanmış 

başlatıcılar ve oksijensiz ortam gerektirmektedir ki bu faktörler pratik 

uygulamalarda oldukça kısıtlayıcı faktörler olarak kabul edilmektedir. Bu 

kısıtlayıcı faktörler, yüzeye-aşılama yöntemi gibi bir başka stratejiyi 

gündeme getirmiştir [294]. Zwitteriyonik polikarboksibetain metakrilat 

polimeri, iki 3,4-dihidroksifenil-L-alanin (DOPA) adeziv molekülü ile 
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yüzey üzerine aşılanmış ve demiroksit nanopartiküller 

sentezlenmişlerdir. Nanopartiküllerin yüzeyine EDC/NHS kimyası 

kullanılarak amin grupları içeren arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) peptid 

sekansları immobilize edilmiştir. Çalışmanın sonunda; polikarboksibetain 

metakrilat-DOPA2 ile dekore edilmiş manyetik nanopartiküllerin 

dekstran-kaplı manyetik nanopartiküllere göre daha düşük makrofaj 

alımı sergiledikleri bildirilmiştir.           

2.9.4.2. Hedeflendirme Ligandları ve Koruma Materyallerinin 

Optimizasyonu 

Biyokirlilik oluşturmayan koruma materyalleri; spesifik-olmayan protein 

absorpsiyonunu önleyici sterik bariyer oluşturmakla kalmayıp, 

nanopartiküllerin yüzey özelliklerini, RES tarafından tanınmasını 

engelleyecek şekilde düzenlerler. Nanopartiküler sistemlerin in vivo 

ortamlardaki başarılı performansları; kirlilik-oluşturmama özellikleri, 

moleküler ağırlıkları, yapısal yüzey özellikleri ve yüzey kaplama oranları 

gibi kriterlere dayalıdır [295-296]. Yüzey dansitesi ve konformasyon, 

hedeflendirme etkinliği ve görünmezlik özelliklerinin iyileştirilmesi ve 

geliştirilmesi anlamında önemli faktörlerdir. 

Lipozomal formülasyonundaki PEG-lipidlerin; nanopartikül yüzeyi 

üzerinde yüksek oranda ve yüksek konsantrasyonda kaplı olması, iki 

PEG molekülü arasındaki mesafeyi (D) azaltır. PEG moleküllerinin boyu 

Rf ile ifade edilecek olursa; D<Rf olduğunda, yüzey üzerindeki çok fazla 

miktardaki PEG zincirleri arasındaki lateral basınç artar. Genel anlamda; 

D<Rf olduğunda nanopartiküllerin kan dolaşımındaki sirkülasyon süresi 

uzar ve daha fazla protein repülsiyonu ortaya çıkar [297-299]. Bu yüzey 

konfigürasyonu aynı zamanda PEG zincirlerinin mobilitesini azaltır ve 

böylece PEG tabakanın görünmezlik fonksiyonelliğini azaltır [300]. 

Böylece, nanopartikül yüzeyindeki hedeflendirme ligandları ile hedef 

kanser hücreleri arasında bağlanma engeli oluşturur [301]. Dolayısıyla; 

herhangi bir teranostik sistem tasarlanacağı zaman nanopartikül yüzeyi 

kaplama materyalinin dansitesi optimize edilmek ve ligand boşlukları 
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göz önünde bulundurulmak zorundadır. Şekil 2.9‘da yüzey üzerinde 

farklı dansitelerde PEG zincirleri görülmektedir.  

 

Şekil 2.9. Nanopartikül yüzeyinde PEG zincirlerinin boy ve yükseklikleri 

arasındaki bağın şematik gösterimi  

Nanopartikül yüzeylerindeki hedeflendirme ligandlarının dansitesinin 

oynadığı kritik role rağmen, nanopartiküler sistemlerin hedeflendirme 

etkinliğini artırmak üzere gerçekleştirilen çalışma sayısı azdır. 

Nanopartikül yüzeyindeki hedeflendirme ligandlarının yüksek 

konsantrasyonda olması, genellikle selüler alımı arttırmaktadır [302-

303]. Hedeflendirme ligandları; nanopartikül yüzeyinde, bağlanma 

etkinliği açısından minumum eşik değerini aşacak şekilde tasarlanmalıdır 

[304].  

Fakat bazı çalışmalar, ligand dansitesinin yüksek olmasının hedef kanser 

hücresine bağlanma etkinliğini arttırmadığını ve hatta endotelial ya da 

kanseröz-olmayan hücreler ile etkileşimlerini yükselttiğini ve bu nedenle 

de nanopartiküllerin opsonizasyon-aracılı atılımlarına sebebiyet verdiğini 

göstermişlerdir [305]. 

Ashley ve arkadaşları; hedef kanser hücrelerine çoklu-peptid yapısı ile 

hedeflendirilecek lipid-tabakalar ile desteklenmiş silika nanoporöz 

partiküller geliştirmişlerdir [161]. Nanopartiküllerin yüzeyindeki düşük 

dansiteli hedeflendirme peptidleri (nanopartikül başına 6 peptid) ile 
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hedef kanser hücreleri arasında yüksek afinite sergilenmiştir ve bu 

durumun yüzeydeki lipid tabakalarından kaynaklı akıcılık yapısı ile 

bağlantılı olduğu bildirilmiştir. Bu şekilde gerçekleştirilen spesifik 

hedeflendirme, spesifik-olmayan etkileşimlerin azaltılmasında ve hedef 

moleküllere spesifik, afinite özelliğinin arttırılmasında çok büyük önem 

taşımakta ve taşıyıcı molekülün selektif hedeflendirme kabiliyetinin en 

üst düzeye taşınmasına yardımcı olmaktadır. 

Yapılan araştırmalar doğrultusunda günümüze kadar elde edilen veriler 

ışığında; nanopartiküllerin in vitro çalışmalar için optimize edilen tümör-

hedeflendirme özelliklerinin, çoğu zaman in vivo çalışmalar açısından 

tahmin edildiği kadar başarılı olmadığı görülmüştür. Farokhzad ve 

arkadaşları; PSMA-hedeflendirilmiş, aptamer-konjuge edilmiş 

doksataksel-yüklü nanopartiküllerin, yüzey tasarımı koşullarını, 

hedeflendirme ve görünmezlik açısından maksimum verim elde edilecek 

şekilde sentezlemişler ve in vivo ve in vitro çalışmalar açısından 

performans değerlendirmesi yapmışlardır [306]. Nanopartiküller; 

aptamerler ve kendiliğinden-oluşan diblok kopolimerlerin farklı 

kompozisyonları kullanılarak hazırlanmış ve nanopartikül yüzeyindeki 

optimal aptamer dansitesi başlangıçta in vitro olarak saptanmıştır. 

Ligand dansitesinin %5 oranında artması, hedef hücreler tarafından 

nanopartikül alımını önemli ölçüde arttırmış ve aptamer dansitesinin 

daha fazla oranda arttırılması ise nanopartikül alımını orta düzeyde 

arttırmıştır. Bu sonuçlar; in vitro PSMA-spesifik endositoz için, optimum 

ligand dansitesinin μmol nanopartikül başına 10-80 nmol aptamer 

olduğunu göstermiştir. LNCaP zenograft fare modellerine enjekte edilen 

hedeflendirilmiş nanopartiküller ile yapılan bu çalışma; aptamer 

dansitesinin %0‘dan %5‘e yükseltilmesinin, tümörlerde nanopartikül 

retansiyonunu önemli ölçüde arttırdığını ancak aptamer dansitesinin 

%10‘un üzerine çıkartılması durumunda retansiyonun azaldığını 

göstermiştir. Yazarlar; yüksek aptamer dansitesinin nanopartiküllerin 

görünmezlik özelliklerini azalttığını ve dolayısıyla karaciğer klirensini 

hızlandırdığını bildirmişlerdir. 
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Tümör hedeflendirmede nanopartikül geometrisi, hedef hücreye 

bağlanma afinitesinin saptanmasında çok önemli bir rol oynamasına 

rağmen nispeten daha az ilgi gören ve araştırılan konulardan biri 

olmuştur.  

Sailor ve arkadaşları; nanomateryal şeklini (küre şekline karşılık daha 

uzatılmış versiyon), hedeflendirme ligandı tipini (hücre yüzeyine 

hedeflendirmeye karşılık ekstraselüler matriks hedeflendirme), ligand ile 

yüzey kaplama ve konjugasyon kimyası parametrelerini değiştirerek, in 

vivo tümör hedeflendirme çalışmalarını sistematik olarak optimize 

etmişlerdir [307]. Çalışmalarında 2 adet tümör-hedeflendirilmiş peptid 

(F3 ve CREKA) kullanmışlar ve değişik miktarlarda hedeflendirme 

peptidi ve değişik uzunluklarda PEG zincirleri kullanarak, bu peptidleri 

manyetik nanoküre ve manyetik nanosolucan (“nanoworm”)’lar ile 

konjuge etmişlerdir. Tümör zenograft fare modellerine manyetik 

nanoyapıların intravenöz enjeksiyonu sonucu elde edilen veriler; 

nanosolucanların in vivo tümör-hedeflendirme özelliklerinin, 

nanokürelere göre çok daha üst seviyelerde olduğunu göstermiştir. Bu 

durumun, tümör hücre yüzeyindeki reseptörler ile daha uzun yapıdaki 

nanosolucanlar arasındaki multivalen etkileşimler sonucu geliştiği 

belirtilmiştir. Daha küçük olan nötral CREKA hedeflendirme ajanının, 

daha büyük olan pozitif yüklü F3 hedeflendirme ajanından daha efektif 

olduğu saptanmıştır. Bu durumun da, oldukça katyonik olan F3 

peptidinin birçok kopyasının partikül yüzey yükünde büyük bir artışa yol 

açması ile, mononükleer fagositik sistem-ilişkili organlar tarafından 

atılımın daha kolay ve hızlı gerçekleşmesi sonucu oluştuğu 

düşünülmüştür. En efektif CREKA peptid sayısının, nanopartikül başına 

yaklaşık 60 peptid olduğu, nanosolucan başına 60’dan fazla peptid 

düştüğünde kan dolaşımındaki sirkülasyon süresinin azaldığı 

bildirilmiştir. Ayrıca, kısa SMCC zincirinin hedeflendirme peptidinin 

konformasyonunu kısıtladığı görülmüştür. 
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2.10. Aptamerler 

Aptamerler, hedef antijenlere yüksek afinite ve özgüllükte bağlanabilen 

oligonükleotid ya da polipeptid yapıda olan moleküllerdir. Yapay nükleik 

asit ligandları olarak da adlandırılırlar [308]. Üç boyutlu kompleks 

yapıya sahiptirler. Aptamerlerin in vitro seçim metodolojisinin 

tanımlanmasının ardından, bu ligandlar terapi ve tanı amaçlı 

uygulamalar açısından önemli bir molekül sınıfı olarak kabul 

edilmişlerdir [309-310]. 

Kimyasal modifikasyonlarının çok kompleks olmaması, seleksiyonlarının 

in vitro gerçekleştirilebilmesi ve herhangi bir biyolojik sisteme ihtiyaç 

duyulmaması, hedef analitlere yüksek özgüllük ve afinitede 

bağlanabilmeleri, DNA aptamerlerinin yüksek düzeyde kararlı olmaları, 

kolay ve ucuz olarak üretilebilmeleri, oda sıcaklığında saklanabilmeleri, 

yüksek miktarda ve saflıkta sentezlenebilmeleri gibi  avantajlara 

sahiptirler. Ayrıca; aptamerler aktivitelerini yitirmeden birçok kez 

katlanabilme özelliğine sahiptirler. Antibadi ve protein-bazlı diğer 

sensörler ise genel olarak birden çok kullanılmazlar. Dezavantajları ise 

hedeflenebilecek bölgelerinin az olmasıdır.  

Aptamerler; hedef moleküllere bağlanma kabiliyetlerine göre random 

oligonükleotid havuzlarından (∼1014 – 1015) in vitro seçimleri 

gerçekleştirilebilen, doğal olmayan (sentetik) oligonükleotidler ya da tek 

zincirli DNA, RNA dizileridir. Aptamerlerin yaklaşık 6 ila 40 kDa olan 

molekül ağırlıkları, yaklaşık 150 kDa olan antibadilerin molekül 

ağırlığından çok daha küçüktür [311]. Aptamerler; intramoleküler 

etkileşimler üzerinden, hedef moleküllere yüksek spesifiklikte ve afinite 

ile bağlanabilen üç boyutlu konformasyonlara katlanırlar. Üç boyutlu bu 

konformasyon tRNA‘nın globüler şekline benzer bir yapıdadır. Antibadi 

moleküllerinin aksine, aptamerler büyük çaplı üretimler için kimyasal 

yollardan sentezlenebilirler ve bu özellikleri ile ilaç geliştirmede bu tip 

moleküllerin ticarileştirilmesi açısından önemli bir avantaja sahiptirler. 

Çok küçük boyutları ve endojen moleküllere olan benzerlikleri nedeni ile 
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üstün doku penetrasyonu sergilerler ve ayrıca antibadilerden daha az 

immünojenik olduklarına inanılmaktadır [312].  

mRNA molekülleri ile hibridize edilerek hedef proteinin sentezini 

etkileyen tek-zincirli nükleik asitlerden meydana gelen antisens 

bileşiklerin aksine aptamerler, proteinlere direk olarak bağlanarak 

onların fonksiyonlarını inhibe edebilirler. Aptamerler; diğer nükleik 

asitler, proteinler, peptidler ve küçük moleküller gibi birçok hedef 

moleküle, tipik olarak 10 pM ve 10 µM aralığındaki denge ayrışma sabiti 

(Kd) ile bağlanır [219]. Aptamerler; yaklaşık 15-60 baz uzunluğunda 

nükleotid sekansı (A, U, T, C ve G) ile tanımlanırlar. Konformasyonları; 

çoklu domeynler ile etkileşimler nedeniyle aptamerlere spesifiklik 

özelliğini kazandırır. Hedef molekülde meydana gelebilecek en küçük 

değişim; aptamerler ile hedef moleküller arasındaki etkileşimleri 

bozabilir ve bu nedenle aptamerler, hedef moleküllere cok benzer olan 

fakat hedef moleküller ile birebir aynı olmayan moleküllerin dahi ayırt 

edilebilmesini sağlarlar. Örneğin; bronkodilatör teofilin (1,3-

dimetilksantin) molekülü için yüksek afiniteye sahip ancak kafein 

(1,3,7-trimetilksantin) molekülü için >10,000 kez daha düşük bağlanma 

afinitesi sergileyen spesifik RNA‘lar tanımlanmıştır [313]. 

Moleküler hedefleri eşsiz tanıma özelliklerine bağlı olarak aptamerler, in 

vitro ve in vivo terapötik, tanı ve görüntüleme uygulamaları açısından 

çok yararlı moleküller olarak tanımlanmışlardır [314-315]. Oldukça 

kararlı olmalarına ve aktivitelerini kaybetmeden geniş sıcaklık 

aralıklarını, pH (~4 – 9) aralığını ve organik çözücüleri tolere edebilir 

olmalarına rağmen, nükleaz bozunurluğu ya da in vivo renal klirens 

açısından oldukça hassastırlar. Bu nedenle; in vivo uygulamalar 

öncesinde farmakokinetik özelliklerinin geliştirilmesi gerekebilir.  

Aptamerler; random sekans havuzlarından ya da ribosviç’lerden 

(“riboswitch, doğal aptamerler”) elde edilirler. Ribosviçler; mRNA 

molekülünün bir parçasıdır. mRNA bu parça sayesinde spesifik bir 

moleküle direk olarak bağlanabilir. Kendi aktivitesi ile birlikte bağlandığı 
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molekülün de gen aktivitesine etki eder. Aptamerlerin seçimi çoğunlukla 

SELEKS adı verilen bir yöntem ile gerçekleştirilir. SELEKS işleminin 

temeli; DNA ya da RNA molekül (~1x1014) kütüphanelerinin hedef 

molekül ile inkübe edilmesine dayanır. Hedef moleküle bağlanan 

oligonükleotidler  bağlanmayan gruptan ayrılır. RNA söz konusu 

olduğunda; bağlı nükleik asitler ters transkribe edilir ve PCR kullanılarak 

çoğaltılır ve hedef molekülce zengin nükleik asit havuzu elde edilmiş 

olur. Yüksek afinite ve özgüllükte bağlanmış  aptamerlerin izole 

edilebilmesi için tipik olarak 8-12 döngü gerçekleştirilir. Şekil 2.10‘da 

SELEKS çevrimi sunulmuştur [316].   

Aptamerlerin ilaç enkapsüle edilmiş nanopartiküller ile konjuge edilmesi 

ile, terapötik amaçlı hedeflendirilmiş taşıyıcı sistemler oluşturulmaktadır. 

Bu sistemlere; küçük ilaç moleküllerinin, protein-bazlı ilaçların, nükleik 

asit terapi (antisens oligonükleotid ya da gen terapi gibi) ajanlarının 

taşınımı da dahildir. Ayrıca tanı amaçlı ya da tümör metastazlarının 

belirlenebilmesi amacı ile aptamerlere görüntüleme ajanları da 

immobilize edilebilir. Örneğin küçük metastaz odaklarının 

saptanmasında; aptamerlerin, floroforlar ve kuantum noktaları 

(nanokristaller) gibi optik görüntüleme ajanları ile ya da manyetik 

nanopartiküller gibi MRI görüntüleme ajanları ile konjuge edilmesi 

yararlı olabilir [317-318]. 

Kanser hücrelerine hedeflendirme amaçlı aptamer seçimi 

gerçekleştirilirken, aptamerlerin, kanser hücrelerinin tercihen ya da 

sadece plazma membranı üzerinde eksprese olan reseptörlerine 

yönlendirilmiş olması gerekir. Alternatif olarak tümörlerde eksprese olan 

ekstraselüler matriks moleküllerine de yönlendirilmesi mümkündür. 

Şekil 2.11 (A)‘da EGFR ile EGF ve EGFR Aptamerleri arasındaki etkileşim 

şematize edilmiş [319] ve Şekil 2.11 (B)‘de trombin aptamer dizisinin 

üç boyutlu şekli sunulmuştur [316]. 

 



84 
 

 

Şekil 2.10. SELEKS Çevrimi 

Aptamerlerin maddelere ya da ilaç taşıyıcı sistemlere kovalent 

konjugasyonu çoğunlukla kararlı amid bağlarıyla sonuçlanan süksinimidil 

ester-amin kimyası ya da maleimid-tiyol kimyası yoluyla gerçekleşir 

[320]. Potansiyel non-kovalent stratejiler, afinite etkileşimleri (ör. 

Streptavidin-biyotin) ve metal koordinasyonunu (ör. Aptamerin 

sonundaki polihistidin eki ve polimer partiküllerin yüzeyindeki 

immobilize nitrilotriasetik asitin Ni+2 şelatları) içerirler. Bu kovalent ve 

non-kovalent stratejiler; proteinler, enzimler, peptitler ve nükleik asitler 

gibi biyomoleküllerin taşıyıcı sistemlere immobilizasyonunda 

kullanılmaktadırlar. 

Kovalent bağlı biyokonjugatların, fizyolojik tuz ve pH ortamında 

kararlılığı arttırdığına ve immünolojik reaksiyonları ve potansiyel 

toksisiteyi minimize ederek gereksiz biyolojik komponent (ör. 
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Streptavidin) ilavesini ortadan kaldırdığına inanılmaktadır. Kovalent 

konjugasyon için, aptamer tipik olarak; ilaç taşıyıcı sistemlerin 

yüzeyinde bulunan maleimid fonksiyonel grupları ya da aktive 

karboksilik asit N-hidroksisüksinimid (NHS) esterleri ile konjuge edilmek 

üzere, sırası ile bir terminal primer amin ya da tiyol fonksiyonel grubu 

taşıyacak şekilde modifiye edilir. Bu reaksiyonlar, sıvı ortamda ve % 80-

90 verimlilikte ürün elde edilecek şekilde gerçekleştirilirler [321]. 

 

Şekil 2.11. (A) EGFR‘ü ile EGF ve EGFR Aptameri arasındaki etkileşim, 

(B) Trombin Aptamer dizisinin üç boyutlu şekli 

Maleimid-tiyol kimyası ile ilgili olarak oluşabilecek potansiyel 

zorluklardan bir tanesi; depolama-saklama esnasında aptamerlere bağlı 

tiyol gruplarının okside olması (iki tiyol-modifiye aptamer arasında S-S 

bağlarının oluşması) ve bu oksidasyon sonrasında, partiküller üzerindeki 

maleimid fonksiyonel grupları ile konjugasyon reaksiyonuna 

katılamayacak aptamer dimerlerinin oluşma olasılığıdır.  Konjugasyon 

reaksiyonunda, Tris-2-karboksietil fosfin (TCEP), beta-merkaptoetanol 

ya da ditiyotreitol (DTT) gibi indirgeyici ajanların kullanılması ile bu 

problem kısmen azaltılabilir.  NHS-amin kimyasının potansiyel bir 

avantajı; partikül yüzeyi üzerindeki reaksiyona girmemiş karboksilik asit 
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gruplarının partikül yüzey yükünü (zeta potansiyeli) bir miktar negatif 

yapması ve bu şekilde negatif yüklü aptamerler ve negatif partikül 

yüzeyi arasındaki spesifik-olmayan etkileşimleri azaltmasıdır. Yapılan bir 

çalışmada; PEG molekülüne terminal karboksilik asit grupları ile bağlı 

PLA-PEG blok kopolimerlerinden oluşan kontrollü salım nanopartikülleri; 

primer amin uç grupları barındıran aptamerler ile konjuge edilmişlerdir 

[322]. Çalışmanın sonunda; hidrofilik PEG grubunun, partikül üzerindeki 

karboksilik asitin karboksilik asit NHS esterlere dönüşümünü ve primer 

amin modifiye aptamerlerle konjügasyonunu hızlandırdığı bildirilmiştir. 

Aptamerlerin nanopartiküller ile konjuge edilip edilemediği; FITC gibi 

floresan proplar kullanılarak, floresan mikroskopi ya da akım sitometri 

yöntemleri ile kalitatif olarak gösterilebilir. İmmobilizasyon yöntemini 

seçerken, aptamerin yeterli konformasyonel serbestliğinin sağlanması 

önem taşımaktadır. Bu durum yeterince uzun uzatma kollarının 

kullanılması ile sağlanabilir. Nanopartikül yüzeyi ile aptamer arasında bir 

hidrokarbon uzatma kolu grubu bulunması, aptamer ve hedef molekül 

arasındaki etkileşim olasılığını arttırmaktadır. Ayrıca; nanopartikül 

yüzeyinde yer alan aptamer dansitesinin uygunluğu, konjugasyon 

reaksiyonları esnasında, nanopartikül yüzeyi üzerindeki reaktif grupların 

molar miktarına karşın aptamer molar miktarının daha fazla tutulması 

ile başarılabilir. Ayrıca nanopartikül yüzeyi üzerindeki hedeflendirme 

molekülünün optimal yoğunluğu, deneysel olarak belirlenmelidir [323].  

2.11. Antibadiler 

Antibadiler kanser açısından önemli terapötik ajanlardır. Antibadilerin 

selektif tümör hedeflendirme konusunda kullanılması, neredeyse yüzyıl 

önce Paul Ehrlich tarafından gündeme getirilen bir konudur. Hibridoma 

teknolojisinin 1975‘li yıllarda ortaya çıkması ile birlikte, monoklonal 

antibadilerin üretimi olanaklı hale gelmiştir [324]. İlk üretimleri farelere 

dayandığı için, o dönem üretilen ve murin olarak adlandırılan antibadiler 

insanlarda immün yanıtı tetikleyici etki oluşturmuş ve klinik 

kullanımlarını sınırlamıştır. Antibadi mühendisliğindeki son gelişmeler; 
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değişken fragmanları fare, sabit fragmanları insan kaynaklı kimerik 

antibadilerin, çeşitli modifikasyonlar ile insanlarda kullanıma uygun hale 

getirilmiş “hümanize” antibadilerin ve tamamen insan sekanslarından 

türetilmiş monoklonal antibadilerin geliştirilebilmesi için uygun bir 

platform oluşturmuştur. 

Antikorlar olarak da adlandırılan antibadiler, immün sistemin yabancı 

proteinlere karşı bir cevabı olarak B lenfositler tarafından üretilen 

proteinlerdir. Antibadilerin fonksiyonu antijenlere bağlanmaktır; bu 

bağlanma mekanizmasından sonra antijen molekülleri immün sistem 

tarafından farkedilir hale gelir ve fagositler tarafından fagosite edilir. 

Antibadinin bağlandığı antijen parçası “epitop” olarak adlandırılır. 

Epitop; antibadi molekülünün tanıyabildiği kısa amino asit sekansıdır 

[325]. Monoklonal antibadilerin moleküler araç olarak kullanılmasında 

antibadi-epitop ilişkisinin iki önemli özelliği anahtar rolü oynamaktadır; 

spesifiklik ve yeterlilik. Antibadi, sadece kendi özel epitopuna bağlanır 

ve bu nedenle spesifiktir. Ayrıca, antibadi molekülüne epitopun kendisi 

bağlanır; yani antijen molekülünün tüm parçaları ile birlikte var olması 

yeterli değildir ve epitopun varlığı gereklidir.  

Monoklonal antibadiler yapısal olarak dört polipeptid zincirinden oluşan  

ve antijene bağlanma bölgeleri içeren glikoproteinlerdir. Bu dört zincir, Y 

şeklini andıran kuarterner yapı oluştururlar. İmmünglobulin yapısındaki 

monoklonal antibadilerin polipeptid zincirlerinden ikisi ağır diğer ikisi de 

hafif zincirdir. İki ağır ve iki hafif zincir birbirleri ile disülfid bağları ile 

bağlıdır. Hafif ve ağır zincirler sabit (C) ve değişken (V) altbirim içerirler. 

Değişken altbirim antijeni tanıyan birimdir. Antijene bağlanan 

fragmanlar Fab birimi olarak adlandırılırlar ve kol uzantılarında yer 

alırlar. Fab birimi; antibadinin antijene spesifikliğini ve antijene 

bağlanma bölgesini oluşturan ve üç hiperdeğişken komplementer-

tanıyıcı bölge (CDRs)‘den oluşan değişken bölge içerir. İmmün efektör 

fonksiyonlarını ve biyolojik aktiviteyi sağlayan fragman ise, Y 

molekülünün alt kısmındaki sabit bölgedir ve Fc bölgesi olarak 
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adlandırılır. Şekil 2.12‘de antibadi molekülünün yapısı sunulmuştur 

[326]. 

Antibadiler; ağır zincir sabit fragmanlarının sekanslarına bağlı olarak 5 

sınıf olarak gruplandırılırlar; IgM, IgD, IgE, IgG ve IgA. Bu 5 sınıf 

antibadi molekülleri arasında kanser immünoterapisinde en sık 

kullanılan grup IgG‘dir.  

Hastalıklar ile mücadelede önemli rol oynayan antibadilerin saf olarak 

elde edilmesi ve büyük miktarlarda üretilebilmesi uzun yıllardır üzerinde 

çalışılan bir konudur. 1975 yılında geliştirdikleri hibridoma tekniği ile tek 

tip epitopa özgü monoklonal antibadilerin büyük miktarlarda üretilmesini 

sağlayan Milstein, Köhler ve Jerne, bu çalışmaları ile 1984 yılında 

Fizyoloji-Tıp alanında Nobel Ödülü almaya hak kazanmışlardır. 

Hibridoma teknolojisi ile; iki ayrı özelliğe sahip hücre tipi birleştirilerek, 

bu iki özelliği sergileyen hibrid hücre elde edilir. Sonsuz bölünme 

yeteneği ile hızla çoğalabilen kanser hücreleri ile istenilen antibadinin 

üretimini sağlayan hücreler birleştirilerek hücre kültür ortamında 

geliştirilirler ve böylece hem saf hem de büyük miktarlarda antibadi 

üretimi sağlanmış olur. Bu yöntem ile antibadi üretimi için, öncelikle 

fareler antijen ile immünize edilir ve bu antijene karşı antibadi üretimi 

sağlanır. Antibadi üretimini sağlayan fare B lenfosit hücreleri dalaktan 

izole edilir. Sonsuz bölünme yeteneği olan insan B lenfositleri kanserli 

kemik iliğinden elde edilir. Daha sonra bu iki hücre tipi birleştirilerek 

hibrid hücreler elde edilir. Hücre kültür ortamında bu hücrelerin 

bölünerek çoğalmaları sağlanır. In vitro ya da in vivo ortamda büyük 

ölçekte üretildikten sonra antibadiler saflaştırılır. Tek tip hibrid hücreden 

türetilen antibadiler monoklonal olarak adlandırılırken, farklı tipte birçok 

hücreden elde edilen antibadiler ise poliklonal olarak adlandırılırlar. 

Monoklonal antibadiler, tek bir antijen epitopunu tanıma özelliğine sahip 

iken, poliklonal antibadiler farklı antijen epitoplarını tanıma özelliğine 

sahiptirler.   
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Şekil 2.12. Antibadi molekülünün yapısal görünümü 

Son on yıllık dönemde; tümör hücre yüzeylerinde yer alan çeşitli 

reseptörlere yönelik tanı amaçlı tümör hedeflendirmede ve kanserli 

hastalarının iyileştirilmesinde antibadi kullanımının etkinliği kabul 

görmüştür. Herseptin olarak da bilinen Trastuzumab, alemtuzumab, 

bevacizumab, gemtuzumab ve ozogamisin antibadileri; çeşitli 

modifikasyonlar ile insanlarda kullanıma uygun hale getirilmiş 

“hümanize” antibadilere, setuksimab ve rituksimab antibadileri kimerik 

antibadilere ve ofatumumab ve panitumumab antibadileri ise tamamen 

insan sekanslarından türetilmiş antibadilere örnek olarak verilebilir. Bu 

antibadilerin çoğu, tümörün kendisi tarafından eksprese edilen 

antijenlere spesifik antibadilerdir. Epidermal büyüme faktörü reseptörü 

(ERBB1 olarak da bilinen EGFR) ve insan epidermal büyüme faktörü 

reseptörü 2 (ERBB2 ya da NEU olarak da bilinen HER2) gibi büyüme 

faktörü reseptörlerine hedeflendirilen ve radyoaktif izotoplar ya da 

kemoterapötik ilaçlar ile konjuge edilen antibadilerin genellikle 

hematolojik malinitelerde, konjuge edilmeyen antibadilerin ise lösemi 

dışı kanserlerin tedavisinde terapötik etkinlik sağladıkları görülmüştür. 
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Tümör antijenlerine hedeflendirilmiş antibadilerin yanısıra, tümör mikro 

çevresine hedeflendirilmiş antibadilerin de tümör büyümesini 

yavaşlattığı gözlenmiştir [327]. 

2.12. Hücre Kültürü 

Hücre kültürü; insan, hayvan ya da böcek hücrelerinin bir veya birden 

fazla hücre tipinin dokudan alınarak yapay in vitro ortamda canlılığını 

sürdürmesinin sağlanması ya da çoğaltılması olarak tanımlanır [328]. 

Hücrelerin büyüme şekli ya da kökenleri hücre kültürlerinin 

tanımlanmalarını sağlar. Kökenlerine göre; primer hücre hatları, devamlı 

hücre hatları ve transforme hücre hatları olarak tanımlanırlar. Primer 

hücre hatları bitki ve hayvan dokularından izole edilen, bir kez 

bölündükten sonra sınırlı hücre hattı haline gelen hücrelerdir. Genellikle 

hücre sayısı az ve hücre yaşam süresi kısadır. Devamlı hücre hatları, 

bölünme hızları daha yüksek olan, sürekli kültüre edilme gerekliliği 

nedeni ile fenotipik kaymaların meydana geldiği ve dolayısıyla kültüre 

edildikten sonra farklı özellikler sergileme potansiyeli taşıyan 

hücrelerdir.  Transforme hücreler ise, normal hücre yerine kanser hücre 

özelliklerinin çoğunu  taşıyan dönüşmüş hücrelere verilen addır. Büyüme 

şekillerine göre ise, süspansiyon ve tek tabakalı hücreler olarak 

sınıflandırılırlar. Tek tabakalı hücreler; tek tabaka halinde yüzeye 

tutunarak büyüyen ankoraj-bağımlı yapışkan hücrelerdir. Epitel 

hücreleri ve fibroblast hücreler bu grup hücreler arasında sayılabilir. 

Süspansiyon hücreler ise, besiyerlerinde asılı halde durabilen ve 

büyümek için yüzeye tutunma gibi bir gereksinimleri olmayan 

hücrelerdir. Kan ve kemik iliği hücreleri bu grup hücreler arasında 

sayılabilir [328]. Hücre kültürü kullanım alanları arasında; monoklonal 

antikor, hormon, enzim ve aşı üretimi, kanser araştırmaları, sitogenetik 

analizler, sinyal iletim mekanizmaları, ilaç ve biyoteknolojik 

araştırmalar, kök hücre araştırmaları ve birçok hastalığın tanısı ve 

araştırılması sayılabilir.  
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Hücreler, mekanik ya da enzimatik yöntemler kullanılarak dokulardan 

ayrıştırılabilirler. Hücre kültürü çalışmaları ile; hücrelerin ve hücreler ile 

etkileştirilebilecek moleküllerin fizyolojik ortam dışında, fizyolojik 

ortamın beraberinde getirdiği dış etkenlerden bağımsız bir şekilde yapay 

ortamda incelenebilme olanağı vardır. Bu nedenle, in vivo ortamdaki 

çeşitli etkileşimler nedeni ile gerçekleştirilmesi çok zor olan çalışmalar in 

vitro ortamda hücre kültürü çalışmaları ile gerçekleştirilebilir. Ortam 

şartları kontrol edilebilir. Etkisi araştırılacak olan moleküllerin hücre ile 

birebir etkileşimi sağlandığından, bu moleküllerin hücreye olan direk 

etkisini araştırmak ve saptamak mümkündür. Ancak, bu moleküllerin 

hücrelerin doğal ortamı olan in vivo ortamda, fizyolojik diğer etkenler ve 

sinyal mekanizmaları devreye girdiğinde oluşabilecek diğer etkileri 

gözlenemez. Ayrıca, hücrelerin kültür ortamında yaşamlarını 

sürdürebilmeleri ve çoğalabilmeleri için in vivo ortam koşullarının 

benzerinin sağlanması gerekir. Hücreler; 37 ˚C sıcaklık, %95 nem 

ortamı ve %5 CO2 ortamı sağlayan inkübatörler içerisinde saklanırlar. 

Hücrelerin fizyolojik doğal ortamlarında olduğu gibi beslenmelerini 

sağlayacak hücre kültürü besiyeri ortamı, fetal sığır serumu, büyüme 

faktörleri gibi besin maddeleri ve enfeksiyondan korunmaları için 

genellikle gentamisin, penisilin, streptomisin gibi antibiyotikler gereklidir 

[329].    

Hücre kültüründe steril ortamda çalışmak çok büyük önem taşımaktadır. 

Bu nedenle tüm çalışmalar steril çalışma kabinleri içerisinde 

gerçekleştirilir. Çalışmaya başlamadan önce kabin içi mutlaka %70‘lik 

alkol çözeltisi ile sterilize edilmelidir. Çalışmalar sona  erdiğinde ise UV 

sterilizasyon ile ortam sterilize edilmelidir. Kültürdeki hücrelerin enfekte 

olmaları, çoğalma hızlarını hemen azaltarak ölüm oranlarını arttırır 

[330]. Hücrelerin enfekte olmalarının sebebi; bakteri, mantar, küf ya da 

başka hücre kaynaklı kontaminasyon olabilir. Hücreler kontamine 

olduklarında; genellikle besiyeri rengi değişimi ve bulutsu bir görünüm 

söz konusu olur. Mikroskopik incelemede ise, kültür hücrelerinden farklı 

organizmaların varlığı kendini kolayca belli eder. Şekil 2.13‘de hücre 



92 
 

kültür çalışmalarının gerçekleştirildiği steril kabin, otomatik hücre sayım 

cihazı ve 48 kuyucuklu plakalar görülmektedir. 

Ökaryotik hücreler genellikle dimetil sülfoksit (DMSO) dondurucu ajanı 

ve serumlu besiyeri varlığında dondurularak -196 ˚C‘da sıvı azot 

tankları içerisinde ya da -80 ˚C‘da saklanırlar. Hücrelerin dondurulma ve 

çözülme basamaklarında dondurma çözeltisinde bulunan DMSO ile kısa 

süreli temas etmesine özen gösterilmelidir. DMSO, polar ve apolar 

bileşikleri çözen bir çözücüdür ve hücre kültürü besiyeri ortamı içerisine 

genellikle %10 oranında ilave edilir ve hücrelerin dondurulma 

aşamasında ölmeleri engellenmiş olur. DMSO, donma işleminin daha 

kontrollü ve yavaş olmasını sağlayarak buz formu oluşumunu yavaşlatır 

ve hücreler böylece korunmuş olur. Dondurulmuş hücreler genellikle 

kuru buz ile taşınırlar. 

Hücrelerin canlılığı için hücreler taze besiyeri ile düzenli olarak 

beslenmelidir, kültür kabı içerisinde belli bir sıkışıklık düzeyine 

ulaştıklarında da yani konfluent duruma ulaştıklarında pasajlanmalıdır. 

Çünkü bu durumda hücrelerin çoğalması ve beslenmesi için yeterli 

besiyeri ortamı kalmaz ve hücre proliferasyonu durur. Oluşan 

değişimlerin gözlenmesi ve gerekli işlemlerin gerçekleştirilme zamanının 

gelip gelmediğinin belirlenmesi ve herhangi bir kontaminasyon olup 

olmadığının saptanması için, hücrelerin sürekli ışık mikroskobu ile ve 

makroskopik olarak göz ile kontrol edilmeleri gerekir. Hücrelerin 

pasajlanması, çoğalma hızları ile yakından ilişkilidir.  

Hücreler pasajlanmadan önce hücre sayımı yapılması gerekir. Hücre 

sayımı gerçekleştirmek için birçok yöntem mevcuttur. Yapışkan hücreler 

için genellikle tripan mavisi ile boyama yapıldıktan sonra, 

hemositometre denilen sayım kamaralarının toma, neubauer lamı gibi 

bölmeli lamları üzerine damlatıldıktan sonra mikroskop altında sayımı 

gerçekleştirilir. Kullanılan bu boya membran bütünlüğü bozulmuş ölü 

hücreleri koyu mavi renge boyar ve canlı hücreler tarafından metabolik 
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olarak dışarı atılır. Son yıllarda otomatik hücre sayım cihazları kullanıma 

sunulmuştur.  

 

Şekil 2.13. Hücre kültür çalışmalarının gerçekleştirildiği steril kabin, 

otomatik hücre sayım cihazı ve 48 kuyucuklu plakalar 

Yüzeye tutunma özelliği taşıyan yapışkan hücrelerin pasajlama işlemi 

gerçekleştirilirken, kültür kabı yüzeyinden ayırılabilmeleri için 

ekstraselüler matriksin bozunmasında rol oynayan tripsin enzimi ve 

yüzeye bağlanma işleminde önemli rol oynayan kalsiyum iyonlarını 

bloke eden etilendiamintetraasetik asit (EDTA) kullanılır [328]. Kültür 

kaplarının polistirenden yapılmış yüzeyi amino grupları ile, plakalar ise 

pozitif yüklü poli-l-lizin ile kaplı olabilir.  

Hücre kültürü tekniklerinde büyük ilerlemeler kaydedilmiş olsa da, insan 

ve hayvan dokuları ile çalışmanın getirdiği potansiyel riskler nedeniyle 

birçok etik problem ile karşılaşmak mümkündür. Birçok ülkede 

biyomedikal araştırmalar alanına katı düzenlemeler getirilmiştir [328]. 

2.13. Apoptoz ve Nekroz 

Programlı fizyolojik hücre ölümünü ifade eden “apoptoz”, ilk kez 1965 

yılında Lockshin ve Williams tarafından tanımlanırken, hücre içerisinde 

oluşturduğu morfolojik değişiklikler de 1975 yılında Kerr ve arkadaşları 

tarafından tariflenmiştir [331-332]. Hücrenin, kendi içerisinde 

gerçekleşen mekanizmaların tetiklemesinden çok, dışarıdan 

kaynaklanan olumsuz koşullar karşısında; hücre içi enzimlerin etkisiyle 
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oluşan otoliz ya da lökositler aracılığıyla oluşan heteroliz ve hücre 

proteinlerinin denatürasyonu sonucu gerçekleşen hücre ölümü ise 

“nekroz” olarak tanımlanır. Nekrozda; eozinofil ve bazofil artışı, hücre içi 

protein denatürasyonu, vakuolizasyon, organellerin parçalanması gibi 

sitoplazmik ve karyoliz (piknotik çekirdeğin erimesi), piknozis 

(çekirdeğin büzüşmesi ve kromatin yoğunlaşması), karyoreksis (piknotik 

çekirdeğin parçalanması) gibi nükleus değişiklikleri ön planda iken 

apoptoz, inflamasyonun eşlik etmediği ve hücrenin tamamen cansız bir 

kitle haline dönüşmesi ile karakterize bir olgudur. Apoptozdaki hücre 

kalıntısı komşu hücreler tarafından fagosite edilirken, nekrozda 

immünojenik mekanizmaların tetiklediği bir fagositoz söz konusudur.  

Menstruasyon ile endometriyal hücre yıkımı, gebeliğin ilk dönemlerinde 

parmaklar arasında var olan perdenin doğuma yakın evrede ortadan 

kalkması, DNA hasarına uğrayan hücreleri yıkımı, tümör hücrelerinin ve 

virüs ile enfekte olmuş hücrelerin ortadan kaldırılması insan vücudunda 

oluşan apoptoz örnekleridir.  

Ölüm sinyalinin gelmesinden sonra morfolojik olarak kromatinde sıkışma 

ve hücrede parçalanmanın gerçekleşmesi sonrasında komşu hücre 

tarafından fagositoz apoptozun ana oluşum basamaklarıdır. Daha 

yapısal düzeyde incelendiğinde; kromozomal DNA’ların internükleozomal 

fragmanlara parçalanması, mitokondriyumun parçalanması, 

sitoplazmanın yoğunlaşıp hücrenin hacmini kaybederek büzüşmesi 

apoptozun ana özellikleridir. Şekil 2.14‘de apoptoz ve nekroz 

oluşumunda hücrelerin yapısal değişimi sunulmuştur [333]. 

Apoptozun tümör nekroz faktör (TNF)’den beta amiloid peptidlere kadar 

uzanan 30’dan fazla belirleyicisi bulunmaktadır. Caenorhabditis elegans 

isimli solucanda bulunan apoptozu kodlayan gen olan “Ced-3” geninin 

insandaki karşılığı olan “Bcl-2” geni apoptozda koruyucu rol oynayan 

önemli bir genetik belirleyicidir ve Bcl-2: Bcl-2, Bcl-xl ve Bcl-w olmak 

üzere 3 tipi vardır ve apoptozu önleyerek hücrenin sağkalımını 

gerçekleştirmeye çalışır.  
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Şekil 2.14. Apoptoz ve nekroz oluşumunda hücrelerin yapısal değişimi 

Bunun dışında kalan önemli belirleyiciler ise şunlardır [334]; 

1. Hücre membranı yüzeyindeki reseptörler 

- CD95 reseptörleri (Fas reseptörleri olarak da bilinir.) 

- TNF-R 

- Trail reseptörü (Ölüm reseptörü-4 ya da Apo-2) 

2. Reseptörleri kontrol eden genler 

- DcR-2, DR-3, DR-4, DR-5, DcR-3 

3. Apoptozu baskılayan ve indükleyen genler 

- Baskılayanlar: A1, Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, Nr-13, Ced-9 

- İndükleyenler: BAX, BAK, BAD, BIK, BID, Bcl-xs 

3. Reseptör ligandları 
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- CD95L 

- TNF-alfa 

- Apo-2L 

4. Hücre membranının alt yüzünde ve sitoplazmada bulunan inaktif 

proteinler 

- FADD (“Fad-associated death domain”) 

- c-FLIP (“Cellular-FLICE inhibitory protein”) 

- Prokaspazlar (“zimojen”) 

- Perforin ve granzimler 

5. Protein domeynleri 

- Ölüm domeyni (“Death domain-DD”) 

- DED (“Death effector domain”) 

- CARD (“Caspase recruitment domain”) 

- BH domeynleri 

- BIR domeynleri 

Apoptozda rol oynayan kaspazlar, bir grup sistein proteaz enzimi olup 

sitoplazmada inaktif proenzimler olarak bulunurlar ve proteolitik 

parçalanmanın etkisiyle aktifleşirler. Aktive olan kaspazlar, işlevlerine 

göre 2 ana grupta incelenebilirler. Bu gruplardan birincisi apoptotik 

sinyali başlatmak için gerekli olan kaspazlarken, ikincisi proteinlerin 

geridönüşümsüz işlevlerinin değişiminde aspartik asit kalıntılarını 

koruyan düzenleyici proteinler ve çeşitli yapısal proteinlerin 

parçalanmasında rolü olan öldürücü kaspazlardır [335].   

Tıpta yetersiz apoptozun neden olduğu hastalıklara örnek olarak 

otoimmün lenfoproliferatif hastalıklar ve kanser, apoptoz artışının neden 

olduğu hastalıklara ise nörodejeneratif hastalıklar (Alzheimer hastalığı, 

Parkinson hastalığı gibi) ve iskemiler verilebilir.  
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Hücrede apoptozu belirlerken elektron mikroskopi, DNA Ladder, Tunnel 

Tekniği, FACS analizleri, MTT Yöntemi, Annexin yöntemi gibi direk 

yöntemler kullanılabilir ve immünohistokimyasal yöntemler, mRNA 

analizleri gibi yollarla da apoptoz ürünlerinin analizleri gerçekleştirilebilir 

[336].  

2.14. Hücre Proliferasyonu ve Hücre Canlılık Testleri 

Hücre proliferasyonu hücre bölünmesi üzerinden gerçekleşir. Hücre 

bölünme döngüsü; hem hücre dışından gelen hücre dışı sinyallere hem 

de hücre döngüsü evreleri arasında gelişen olayları koordine eden hücre 

içi sinyallere bağlıdır. Hücre döngüsünün interfaz ve mitotik olmak üzere 

iki ana evresi vardır. İnterfaz; mitotik aktiviteler arasında kalan evre 

yani mitoz için gerekli hazırlıkların yapıldığı evredir. Mitotik evre ise, ana 

hücrelerin genetik olarak birbirinin aynısı olan iki yavru hücreye 

bölünmesi evresidir, yani bölünmenin gerçekleştiği evredir. İnterfazın üç 

farklı, birbirini takip eden evresi mevcuttur. Bu evreler; G1, S ve G2 

evreleridir. G1 evresinde hücreler bir nevi çevre kontrolü yaparlar ve 

“monitör” gibi davranırlar, gerekli sinyaller ulaştığında büyümeyi 

indüklemek için RNA ve protein sentezlerler. Eğer G1 evresinde uygun 

büyüme faktörleri yoksa, hücre döngüsü kısıtlama noktası adı verilen bir 

noktada durur ve bu bekleme noktasında duran hücreler daha sonra G0 

adı verilen sessiz bir döneme girerek bir süre çoğalmadan kalabilirler. G0 

noktasındaki hücreler büyümeyi durdurmuş ve protein sentezini 

yavaşlatmış olsalar da metabolik olarak aktiftirler. Hücre dışı sinyaller 

ve büyüme faktörleri tarafından çoğalmak üzere uyarılmadıkça bu 

evrede kalmaya devam ederler. Tüm koşullar hazır olduğunda ise 

hücreler hücre döngüsünün S evresine geçerler ve DNA sentezi ve 

kromozomal DNA replikasyonu gerçekleştirirler. Son olarak da G2 

evresinde hücreler büyümeye devam ederler ve mitoz için hazırlanırlar 

[337-338]. 

Bölünme döngüsüne giren hücrelerde metabolik aktivitede artış görülür. 

Bu nedenle, hücre proliferasyonunun belirlenmesinde kullanılan 
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yöntemlerden bir kısmı metabolik aktivite ölçüm temeline dayanır 

[339].  

Canlı ökaryotik hücre sayısını belirlemek için çeşitli testler mevcuttur. 

Bu testlerden bazıları; tetrazolyum redüksiyonu, resazurin redüksiyonu, 

proteaz belirteçleri (“marker”) ve adenozin trifosfat (ATP) miktarının 

ölçülmesi temeline dayanan testlerdir. Bu testler hücre 

proliferasyonunun bir sonucu olarak, bileşiklerin sitotoksik etkilerini ve 

internal kontrol olarak canlı hücre sayılarını belirlerler.  

Tetrazolyum redüksiyonu, resazurin redüksiyonu ve proteaz aktivite 

testleri; canlı hücre belirteci olarak genel metabolizma ya da enzimatik 

aktivite ölçümü yapan testlerdir. Tüm bu testler; substratı, bir plaka 

okuyucu tarafından belirlenebilecek renkli ya da floresan bir ürüne 

dönüştürecek şekilde, bir reaktif madde ile canlı hücre popülasyonlarının 

inkübe edilmesini gerektirir. Standart hücre kültür ortamında, substrat 

ile canlı hücrelerin inkübe edilmesi ile birlikte, mevcut canlı hücre sayısı 

ile orantılı bir sinyal oluşacaktır. Hücreler öldüğünde, substratı ürüne 

dönüştürme kabiliyetleri hızla ortadan kalkacaktır. Bu farklılık, kullanılan 

birçok hücre canlılık testi için ana prensibi oluşturmaktadır. 

2.14.1. Tetrazolyum Redüksiyon Testleri 

Canlı hücreleri belirlemek için çok çeşitli tetrazolyum bileşikleri 

mevcuttur. En yaygın kullanılan bileşikler ise, (4-[3-(4-iyodofenil)-2-(4-

nitrofenil)-2H-(5-tetrazolio)-1,3-benzen-disülfonat (WST1), 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) ve 2,3-bis-(2-

metoksi-4-nitro-5-sülfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid (XTT) ve 

3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)2-(4-sülfofenil)-2H-

tetrazolyum tuzu (MTS)’dir. Bu bileşikler iki temel kategoride 

incelenirler; birincisi; pozitif yüklü olan ve canlı ökaryotik hücrelere 

kolaylıkla ve hızlıca penetre olabilen MTT, ikincisi de; negatif yüklü olan 

ve ökaryotik hücrelere hızlıca penetre olmayan MTS, XTT ve WST-1’dir. 

MTS, XTT ve WST-1; tetrazolyumu indirgeyip renkli formazan ürününe 

dönüştürecek olan ve  sitoplazmadan ya da plazma membranından 
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elektronları transfer eden elektron akseptörü ara ürün ile birlikte 

kullanılır [340]. Şekil 2.15’de WST-1 tetrazolyum tuzunun formazan 

boyasına dönüşüm reaksiyonu görülmektedir. 

 

Şekil 2.15. WST-1 tetrazolyum tuzunun formazan boyasına dönüşüm 

reaksiyonu 

MTT redüksiyon testi; 96-plaka formatında yüksek verimli görüntüleme 

için geliştirilmiş ilk homojen hücre canlılık testidir. MTT substratı 

fizyolojik olarak dengelenmiş çözelti içerisinde hazırlanır ve kültürdeki 

hücreler üzerine genellikle son konsantrasyon 0,2-0,5 mg/mL olacak 

şekilde ilave edilir ve daha sonra 1 ila 4 saat inkübasyona bırakılır. 

Formazan miktarı (canlı hücre sayısı ile direk olarak orantılı olduğu 

kabul edilen); 570 nm‘deki absorbans değişimleri kaydedilerek plaka-

okuyucu spektrofotometre ile ölçülür. 630 nm referans dalga boyu da 

bazı durumlarda kullanılmaktadır. 

Canlı hücreler aktif metabolizmaları ile MTT‘yi 570 nm maksimum 

absorbans ile mor renkli formazan ürününe çevirirler. Hücreler öldükten 

sonra, MTT‘yi formazan ürününe çeviremezler ve dolayısıyla sadece 

canlı hücreler için bir belirteç görevi gören renk değişimi gözlenmez. 

MTT redüksiyonu ile formazan oluşumunun tam selüler mekanizması 

çok iyi anlaşılmış olmamakla birlikte, NADH ya da benzer indirgeyici 

moleküllerin MTT‘ye elektron transferi gerçekleştirdikleri 

düşünülmektedir [341].  
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MTT redüksiyonunun hücre proliferasyonunu değil, canlı hücre 

metabolizmasını yansıtan bir belirteç olduğu unutulmamalıdır [342]. 

Son geliştirilen tetrazolyum reaktifleri; hücre kültürü besiyeri ortamı 

içerisinde direk çözünen formazan ürünleri oluşturabilen canlı hücreler 

tarafından indirgenebilir. MTS, XTT ve WST-1 bu kategorideki testlerdir. 

WST-1 testinde; tetrazolyum tuzu, yalnızca canlı hücrelerde aktif olan 

ve mitokondriyal solunum zincirinde yer alan süksinat-tetrazolyum 

redüktaz tarafından suda çözünebilen formazan boyasına 

dönüştürülmektedir. Örnekteki mitokondriyal dehidrogenazın total 

aktivitesi, canlı hücrelerin artmasıyla yükselmektedir. Enzim 

aktivitesinin artması ile hücre kültürü besiyeri ortamındaki metabolik 

olarak aktif hücrelerin sayısı ile direk orantılı olarak formazan üretimi ve 

miktarı da artmaktadır. WST-1 testi ile canlı hücrelerde sarı renk 

oluşumu gözlenmekte, ölü hücrelerde ise renk değişimi 

gözlenmemektedir. 

2.14.2. Resazurin Redüksiyon Testi 

Resazurin; tetrazolyum bileşiklerine benzer protokoller ile, canlı hücre 

sayısını görüntülemede kullanılan, hücre geçirgen bir redoks 

indikatörüdür [343]. Fizyolojik tamponlar içerisinde çözünebilir (mavi 

renkli çözelti oluşur) ve kültür içerisindeki hücrelere direk olarak ilave 

edilebilir. Canlı hücreler aktif metabolizmaları ile resazurini, pembe 

renkli ve floresan olan rezorufin ürününe indirgerler. 

Selüler resazurin indirgenme reaksiyonunun oluşabilmesi için ara 

elektron akseptörü ilave edilmesi gerekmez ancak ilave edilirse sinyal 

oluşumunu hızlandırabilir. Üretilen rezorufin miktarı; 560 nm 

eksitasyon/590 nm emisyon filtre donanımlı mikroplaka florometresi 

kullanılarak ölçülen canlı hücre sayısı ile orantılıdır. Rezorufin miktarı 

absorbans değişimi ile de ölçülebilir ancak absorbans değişiminin 

ölçülmesi, floresans ölçümünden çok daha az hassas bir yöntemdir ve 

bu nedenle bu ürün için pek tercih edilmez.  
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Bu testin en büyük avantajı; nispeten daha ucuz bir yöntem olması ve 

tetrazolyum redüksiyon testine göre biraz daha fazla hassas sonuçlar 

elde edilmesini sağlamasıdır. Dezavantajı ise; test edilen bileşiklerden 

kaynaklanabilecek floresan girişim olasılığı ve hücreler üzerinde toksik 

etki yaratma riskidir.  

2.14.3. Proteaz Belirteç Testi 

Yaşayan hücrelerde korunan proteaz aktivitesi ölçümünün, hücre 

canlılığının bir belirteci olarak kullanılabileceği gösterilmiştir. Son 

yıllarda; canlı hücrelere özgü proteaz aktivitesini selektif olarak 

saptayabilen, hücre zarını geçebilen florojenik proteaz substratı 

(glisilfenilalanil-aminoflorokumarın; GF-AFC) geliştirilmiştir [344]. 

Sitoplazmik aminopetidaz aktivitesi; AFC salımı için fenilalanin ve glisin 

amino asitlerini ortamdan uzaklaştırırken, GF-AFC substratı canlı 

hücrelere penetre olabilir ve canlı hücre sayısı ile orantılı olacak şekilde 

floresan bir sinyal açığa çıkar. Hücreler ölür ölmez, proteaz aktivitesi 

hızlıca ortadan kalkar ve bu nedenle proteaz aktivitesi canlı hücre 

popülasyonunun selektif bir belirtecidir. Bu yöntemin genel olarak 

avantajı; yeterli sinyalin alınabilmesi için gereken inkübasyon süresinin 

(30 dakika ila 1 saat), tetrazolyum testleri ile karşılaştırıldığında (1 ila 4 

saat) çok daha kısa olmasıdır.  

2.14.4. ATP Miktar Ölçüm Testi 

Yüksek verimli görüntüleme uygulamalarında canlı hücre sayısının 

belirlenmesinde kullanılan en yaygın yöntem; ateş böceği lusiferazı 

(biyoluminesans amaçlı kullanılan oksidatif enzim sınıfı için kullanılan 

jenerik isim) kullanılarak yapılan ATP ölçümüdür. ATP‘nin, geçerli bir 

canlı hücre belirteci olduğu bilinmektedir. Hücrelerin membran 

bütünlüğü bozulduğunda, ATP sentezleme kabiliyetlerini de kaybederler 

ve endojen ATPaz‘lar kalan ATP‘leri de sitoplazmadan hızlıca boşaltırlar.  

ATP algılayıcı reaktif; hücreleri parçalayan bir deterjan, parçalanan 

hücrelerden salınan ATP‘yi dengeleyen ATPaz inhibitörleri, substrat 
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olarak lusiferaz ve ışık fotonları üreten reaksiyonu katalizleyen lusiferaz 

formu içerir.  

ATP testi; hücre canlılığının tespit edilmesinde kullanılan en hızlı ve en 

hassas yöntemdir. Son geliştirilen ticari kitler ile birlikte luminesan 

sinyal, reaktifin uygulanmasından 10 dakika sonra denge konumuna 

ulaşır ve ışıma yapar. Böylece, canlı hücre popülasyonunun, substratı 

renkli bileşiğe dönüştürmesi için uzun bir inkübasyon basamağına 

ihtiyaç olmaz [340]. 

2.15. Akım Sitometrisi 

Akım sitometrisi; canlı hücrelerin ya da diğer biyolojik partiküllerin, 

akmakta olan bir sıvı içerisinden geçerken fiziksel ve kimyasal 

özelliklerini belirleyen bir yöntemdir. Her bir partikül ya da hücre, bir 

veya birden fazla lazer ışığı ile aydınlatılmakta olan bölümden geçer ve 

sistem yansıtılan ışığın derecesi ve yönününün ölçümünü yaparak, hücre 

ya da partikülün boyutu, şekli ve yapısı hakkında bilgi edinilmesini 

sağlar. Akım Sitometrisi; hücre ya da partikül yüzeyindeki kimyasalların 

varlığına çok bağlıdır. Hücreler çok küçük oldukları için güçlü floresan 

sinyal veren molekülleri bulunmaz. Bu nedenle florokromlar olarak 

bilinen floresan boyalar ile etiketlenebilirler [345].  Partiküller bir ya da 

daha fazla floresan boya ile işaretlenmiş ise; ışık kaynağı, her bir 

partikül hakkında metabolik aktivite, DNA içeriği ve spesifik yüzey 

varlığı ve intraselüler belirteçler gibi ek biyolojik bilgi sağlayan bu 

boyaları uyarır. Optik ve elektronik öğeler; floresan emisyonu ve ışık 

saçılımlarını filtre ve dedektörlerde toplar, dijital veriler haline 

dönüştürür ve analiz edilmeleri için bilgisayar sistemine gönderir.  

Akım Sitometrisinde kullanılan üç ana dedektör vardır. Her bir dedektör 

ve filtre farklı bilgiler edinilmesini sağlar. Bunlardan ilki; “ileri saçılım 

kanal dedektörü (FSC)”‘dür ve hücrenin boyutu hakkında bilgi verir. 

İkincisi; “yana saçılım kanal dedektörü (SSC)”‘dür ve partikül granül 

yapısını gösterir. Üçüncüsü ise; floresan dedektörüdür ve florokromlar 

ile işaretlenmiş yüzeyler hakkında bilgi verir [346]. Yüksek performanslı 
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akım sitometrileri saniyede 70.000 hücre sayımı gerçekleştirebilme 

potansiyeline sahiptir [347]. Şekil 2.16‘da akım sitometrisinin genel 

çalışma prensibi şematik olarak sunulmuştur [348].   

 

Şekil 2.16. Akım Sitometrisi genel çalışma prensibi 

Akım Sitometrisinin en önemli özelliği, her bir canlı hücrede birden fazla 

parametreyi çok hızlı ve kantitatif olarak ölçebilmesi ve daha sonra bu 

hücreleri gruplandırarak izole edebilmesidir.  

Akım Sitometrisi tıp alanında; otoimmün, hematolojik, immün yetmezlik 

gibi birçok hastalığın tanısında kullanılır. En çok lösemi, myeloma ve 

lenfoma hastalarında kullanılır; çünkü sağlıklı bir insanda kan profili belli 

ve nettir. Bu hastalıkları taşıyan kişilerde ise kan profili değişkenlik 

gösterir ve tanı akım sitometrisi ile kolayca konur. Ayrıca kök hücre 

çalışmalarında da tedavide yönlendirici rol oynar [346].   

Akım Sitometrisi özellikle son yıllarda, in vitro ortamda hedef proteine 

bağlanan moleküllerin saptanmasında ya da hücre-bazlı deneylerde özel 

bir davranış sergileyen moleküllerin belirlenmesinde de kullanılmaktadır 

[349].  
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2.16. Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi 

Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi (RTCA); hücre-bazlı deneyler için 

tasarımlanmış mikroelektronik bir biyosensör sistemidir. Sistem 

dinamik, gerçek-zamanlı, etiketleme gerektirmeyen hücresel analizler 

gerçekleştirir.  

RTCA; kendine özgü özel hücre kültürü plakalarının en alt kısmına 

yerleştirilmiş altın mikroelektrotlar sayesinde elektriksel empedans 

ölçümü yapabilen ve herhangi bir etiketleme ya da işaretleme 

gerekmeksizin selüler olayları gerçek-zamanlı olarak görüntüleyebilen 

bir cihazdır. Empedans ölçümleri; hücrelerin sayısı, adezyon, canlılıkları 

ve morfolojileri gibi biyolojik durumları hakkında kantitatif bilgi 

edinilmesini sağlar. Sistem; hem kısa süreli (yaklaşık 30 dakika), hem 

uzun süreli (2-3 gün) selüler etkilerin incelenmesini, hem de  deney 

süresince hücrelerin durumlarının görüntülenmesini mümkün kılar. 

RTCA sistemi; tabanının yüzde seksen oranındaki bölümü özel altın 

mikroelektrotlar ile kaplı 96 kuyucuklu plaka sistemi ile birlikte standard 

hücre kültürü inkübatörü içerisine yerleştirilerek, deney süresince 

hücreler için uygun sıcaklık, nem, karbondioksit kontrollü çevresel 

ortamı sağlar. Kontrol ünitesi, analizör tarafından ölçümü 

gerçekleştirilen veri sinyallerini alarak, RTCA yazılım sistemi ile 

görüntülenmelerini sağlar. 

96 kuyucuklu plakaların tabanına yerleştirilmiş altın elektrotların en üst 

kısmında bulunan hücrelerin varlığı; elektrot/çözelti arayüzeyindeki lokal 

iyonik çevreye etki eder. Elektrotların yüzeyine ne kadar çok hücre 

tutunursa, elektrot empedansındaki artış o oranda büyür. Ayrıca; 

hücrelerin eletrotlar ile etkileşimine bağlı olarak empedans kalitesi de 

değişiklik gösterir. Örneğin; hücre adezyonundaki artış ve yayılım, 

elektrot empedansında daha büyük değişim olmasını sağlar. Bu 

nedenle; hücre indeks (CI) değeri olarak gösterilen elektrot empedansı; 

hücre-bazlı birçok deneyde hücre canlılığının, sayısının, morfolojisinin ve 

adezyon derecesinin görüntülenmesinde kullanılabilir. Şekil 2.17‘de 
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RTCA sistemi plaka tabanında yer alan mikroelektrod sistemi şematik 

olarak sunulmuştur [350]. 

 

Şekil 2.17. RTCA sistemi plakaları tabanında  

yer alan mikroelektrod sistemi 

Hücre indeksi; hücrelerin deney süresi boyunca hangi durumda 

olduklarını (büyüme, yayılma, şekil değiştirme, ölme) saptamak için 

oldukça iyi bir belirteçtir. Kuyucuk ortamında hücre yok ise ya da 

hücreler elektrotlar üzerine iyi yapışmamışsa, CI değeri sıfırdır. Aynı 

fizyolojik koşullarda, elektrotlar üzerine daha çok hücre yapışmışsa, CI 

değeri daha büyük bir değer olur. Bu nedenle CI, kuyucuk içerisindeki 

hücre sayısının kantitatif bir ölçümüdür. Ayrıca; hücre morfolojisi, 

yapışması ya da canlılığı gibi, hücre statüsündeki herhangi bir değişim 

CI değerinin de değişmesini sağlayacaktır. Şekil 2.18‘de RTCA 

sunulmuştur [350].         
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Şekil 2.18. Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi 

RTCA; yaşam bilimlerinde, ilaç geliştirme, toksikoloji, medikal 

mikrobiyoloji, viroloji ve kanser gibi pek çok araştırma alanında 

kullanılabilen bir sistemdir [350]. 
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

Sunulan Doktora Tez Çalışması 6 Ana Bölümden (AB) oluşmaktadır. Bu 

ana bölümler aşağıda tanımlanmış ve gerekli açıklamalar verilmiştir. 

AB1. Nanosorbentler    

AB1 üç adımda gerçekleştirilmiştir: Birinci adım; SPION’ların sentezini, 

ikinci adım bu partiküllerin altın tabaka ile kaplanmasını ve üçüncü adım 

ise altın kaplı olan ve altın kaplı olmayan nanopartiküllerin 

karakterizasyon işlemlerini kapsamaktadır. 

SPION’lar, ferrik (Fe+3) ve ferröz (Fe+2) klorürlerin sulu ortamda azot 

atmosferi altında “ikili çöktürme” yöntemi kullanılarak sentezlenmiştir. 

İkinci adımda manyetik nanopartiküller altın tabakası ile kaplanmıştır.  

Son olarak; hazırlanan manyetik ve altın kaplı manyetik 

nanopartiküllerin karakterizasyon işlemleri gerçekleştirilmiştir. 

Sentezlenen SPION’ların konsantrasyonu ICP-MS Cihazı ile, kimyasal 

yapıları FT-IR Spektroskopi ile, şekil ve boyutları TEM ile, hidrodinamik 

çapları ve polidispersite indeksleri Zeta Sizer Ölçüm Cihazı ile, yüzey 

yükleri Zeta Potansiyel Ölçüm Cihazı ile, manyetik özellikleri VSM ve 

ESR cihazları ile ve son olarak altın ile kaplanıp kaplanmadıkları UV-VIS 

Spektrofotometre ile ölçülmüş ve yorumlanmıştır.   

AB2. Antibadi ve Aptamerlerin İmmobilizasyonu 

Tümör hücrelere hedeflemeyi sağlayacak aptamer ve monoklonal 

antibadiler altın kaplı nanopartiküllere immobilize edilerek 

nanosorbentler üretilmiştir. Sunulan tez kapsamında, hedeflenecek 

tümör hücresi olarak MDA MB 231 insan meme kanseri hücre hattı 

seçilmiştir. MDA MB 231 meme kanseri hücre yüzeylerinde epidermal 

büyüme faktörü ve transforme edici büyüme faktörü reseptörlerinin 

eksprese olduğu bilinmektedir. Bu amaçla, hedefleme bölgesi olarak 

MDA MB 231 meme kanseri hücre yüzeylerindeki epidermal büyüme 

faktörü reseptörleri seçilmiştir. Seçilen tümör hücresine özgün antibadi 

ve aptamerler satın alma yoluyla temin edilmiştir. Modifiye aptamerlerin 
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altın yüzeylere “kendiliğinden yerleşmesini” (self-assembling”) sağlamak 

üzere, bağlanacakları uçlarında bir uzatma kolu (6 karbonlu alifatik 

zincir) ve altına bağlanmayı sağlayacak -SH grubu taşıyacak şekilde 

sentez edilmiş ve daha sonra SPION yüzeyine immobilize edilmişlerdir. 

Prob antibadi moleküllerinin ise, hem yüzey konsantrasyonunu optimize 

etmek (sterik engelleri ortadan kaldırmak amacı ile) hem de yüzeye 

doğru yönlendirilmiş şekilde yerleşmelerini sağlamak için (hedefle 

etkileşmelerini sağlamak amacı ile) SH-PEG-COOH gibi yardımcı 

moleküller kullanılmıştır. Bu moleküllerin önce -SH gruplarıyla altın 

yüzeylere tek tabaka oluşturacak şekilde yerleşmeleri, daha sonra diğer 

uçlarındaki -COOH grupları nedeniyle, antibadilerin –NH3 grupları ile 

etkileşerek peptid bağı oluşturmaları ve böylelikle antibadilerin 

nanopartiküller üzerine immobilize olmaları öngörülmüştür. Hazırlanan 

altın kaplı manyetik yüklü, yüzeylerinde kendiliğinden oluşan tek 

tabakalar (SAMs) oluşturulmuş nanopartiküllerin Zeta Potansiyel ile 

yüzey yükleri tayin edilmiştir. Boyut ve UV-vis absorbsiyon spektrum 

ölçümleri gerçekleştirilmiştir.  

AB2 kapsamında; MDA MB 231 insan meme kanseri hedef tümör 

hücrelerini özgün olarak tanıma özelliğine sahip olarak satın alınma yolu 

ile temin edilmiş olan antibadilerin ve aptamerlerin, altın kaplı 

nanopartiküllerin yüzeylerinde floresan mikroskop ile izlenmesini 

sağlamak amacı ile, ışıma yapan floresan etiketler (FITC vb.) takılmıştır.   

AB3. Hücre Kültürü ve Sitotoksisite Çalışmaları  

Hedef hücre hattı olarak MDA MB 231 insan meme kanseri hücre hattı 

ve karşılaştırma sağlamak için bir fibroblast hücre hattı (Östrojen 

reseptör pozitif insan fibroblast hücreleri) kullanılmıştır.  

MDA MB 231 hücreleri kültür ortamında çoğaltılmış ve daha sonra üç 

ayrı konsantrasyonda nanopartiküller ile etkileştirilen hücrelerin 

sitotoksisiteleri belirlenmiştir.   

Sitotoksisite çalışmaları WST-1 testi ile gerçekleştirilmiştir. MDA MB 231 
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meme kanseri hücrelerinin hücre kültür kaplarına ekimi gerçekleştirilmiş 

ve farklı miktarlarda yüzeyinde herhangi bir modifikasyon yapılmamış 

SPION, altın kaplı yüzeyinde SAMs oluşturulmuş SPION, yüzeyine 

aptamer immobilize edilmiş SPION ve yüzeyine antibadi immobilize 

edilmiş SPION’lar hücrelere ilave edilmiştir. Pozitif kontrol olarak sadece 

hücre kültürü besiyeri ortamı kullanılmıştır. Hücre canlılığının tespiti için 

plakaların absorbans yoğunluk değerleri ELISA plaka okuyucuda 440 

nm’de okunmuştur. Canlı hücreler sarı renk oluştururken, ölü hücrelerde 

renk oluşumu gözlenmemiştir. 

AB4. Hedeflemenin Akım Sitometri ve Floresan Mikroskop İle 

Gösterilmesi 

MDA MB 231 hücrelerinin 6 kuyucuklu plakalar içerisine ekimi yapılıp bir 

gün süre ile hücreler çoğaltıldıktan sonra, nanopartiküllere floresan 

işaretlenmiş aptamer ve antibadi immobilizasyonu gerçekleştirilmiş; 

yalnız SPION, yüzeyine aptamer immobilize edilmiş SPION ve yüzeyine 

antibadi immobilize edilmiş SPION’lar olarak farklı oranlarda MDA MB 

231 hücreleri ile etkileştirilmiştir. Akım sitometri analizleri için; hücre 

yüzeyindeki EGFR reseptörlerine, yüzeyine FITC-işaretli anti-EGFR 

antibadi ve aptamer immobilize edilmiş SPION’ların bağlandığı 

hücrelerin sayımı yapılmıştır.  

AB5. İkili Boyama Yöntemi ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi 

Yukarıda belirtilen şekilde hazırlanan nanopartiküller, farklı oranlarda 

MDA MB 231 hücreleri ile etkileştirildikten sonra floresan boyama 

yapılmıştır. Bu şekilde apoptoz ve nekroz değerleri ve nekroz ve 

apoptotik indeksler belirlenmiştir. Boyama esnasında sadece DNA’nın 

boyanması için, ribonükleaz A hücreler ile muamele edilerek sitoplazmik 

RNA yok edilmektedir. Hoechst boyama hücrelerin çekirdeklerini maviye 

boyamaktadır. Bütün hücreleri boyamasına rağmen apoptotik hücreler 

daha parlak ve çekirdek homojenliği kaybolmuş ve parçalanmış olarak 

gözükürler. Bu sayede gerçek apoptotik hücreler normal hücrelerden 

ayrılırlar. İkili boyamada kullanılan diğer boya Propidium Iodid’tir (PI). 
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DNA’yı kırmızıya boyayarak nekrozu göstermektedir. PI normal 

hücrelerin zarlarından geçmediği için, sadece hücre zarı hasar görmüş 

veya ölmüş hücrelerin zarlarından geçerek nekroza uğramış hücreleri 

göstermektedir. Floresan mikroskopta DAPI filtresi kullanılarak 

apoptotik hücrelerin ve İ3 (480-520nm dalga boyunda) filtresi 

kullanılarak nekrotik hücrelerin değerlendirmesi yapılmıştır.  

AB6. Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi ile Hücre 

Proliferasyonunun Belirlenmesi 

10000/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu plakalara ekimi yapılan 

MDA MB 231 hücrelerinin bir gün süre ile RTCA sistemine bağlı 

inkübatör proliferasyonu takip edilmiştir. 24 saatin sonunda farklı 

miktarlarda yüzeyinde herhangi bir modifikasyon yapılmamış SPION, 

altın kaplı yüzeyinde SAMs oluşturulmuş SPION, yüzeyine aptamer 

immobilize edilmiş SPION ve yüzeyine antibadi immobilize edilmiş 

SPION’lar hücreler ile etkileştirilmiş ve 102 saat süre ile gerçek zamanlı 

olarak empedans ölçümü alınmış ve gerçek zamanlı olarak hücre 

proliferasyonu belirlenmiştir. 

3.1. Kullanılan Maddeler 

Sunulan Doktora Tez Çalışması kapsamında kullanılan; anti-EGFR 

monoklonal antibadi Creative Diagnostics (ABD) Firmasından, anti-EGFR 

aptamer Metis Biyoteknoloji (Türkiye) Firmasından ve fosfolipid-PEG-

COOH Avanti Polar Lipids (ABD) Firmasından satın alınmıştır. Kullanılan 

diğer kimyasalların tümü, Sigma-Aldrich Firmasından temin edilmiştir.      

3.2. SPION Sentez Çalışmaları 

Sunulan tez kapsamında SPION sentezi; ferrik (Fe+3) ve ferröz (Fe+2) 

klorürlerin sulu ortamda “ikili çöktürme” yöntemi kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir.  

Ferrik ve ferröz klorürlerin sulu ortamda stokiyometrik oranlarda 

karışımı küresel magnetit partiküllerin oluşumuna olanak sağlamaktır. 

Oluşan nanopartiküllerin boyut ve şekilleri;  
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a) pH 

b) İyonik güç 

c) Sıcaklık 

d) Karıştırma Hızı 

e) Kullanılan tuzların doğası (perkloratlar, klorürler, sülfatlar ve 

 nitratlar) 

f)  Fe(II)/Fe(III) konsantrasyon oranı gibi parametrelerin kontrol 

edilmesine bağlı olarak değişkenlik göstermektedir.  

Tez kapsamında sentezi gerçekleştirilen manyetik nanopartiküllerin 

oluşumu Eşitlik 2.9‘da sunulan reaksiyon ile belirtilmiştir. Bu reaksiyon 

için optimum koşullar: 

1. pH: 8 ila 11  

2. Fe+3/Fe+2 oranı: 2:1 

3. Karıştırma Hızı: 750 rpm 

4. Sıcaklık: Oda sıcaklığı olarak belirlenmiştir. 

Sentezlenen nanopartiküller, Hofmann ve arkadaşlarının uyguladığı 

yöntem kullanılarak sentezlenmiştir [351-352]. Bu amaçla; 3.458 g 

FeCl3·6H2O (0.086 M) ve 1.272 g FeCl2·4H2O (0.043 M) karışımı 148 ml 

distile suda çözelti haline getirilmiştir. Daha sonra hızlı karıştırma ortamı 

altında 30 ml amonyak ilave edilerek çöktürme işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Oluşan siyah çökelti 3 kez ultra saf su ile yıkama 

işlemine tabi tutulduktan sonra güçlü bir mıknatıs (Neodymium Magnet) 

yardımıyla, fraksiyonlarına ayrılan çözelti içerisinde dibe çöken pellet 

kısmı manyetik ayırma işlemi ile ortamdan uzaklaştırılmış ve 12 mL 0.5 

M nitrik asit ve 8 mL 0.21 M Fe(NO3)3 karışımı içerisinde 1 saat 

süresince geri soğutucu takılarak ısıtma işlemine tabi tutulmuştur. Bu 

işlem esnasında, başlangıçtaki siyah çökeltinin kahverengi renge 

dönüştüğü ve nitrik oksit oluşumu gözlenmiştir. Oksidasyona (okside 
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olmaya) bir hayli yatkın olan magnetit (Fe3O4), ortamdaki oksijen 

varlığında maghemite (γFe2O3) dönüşür ve bu dönüşüm Eşitlik 2.10’da 

belirtilmiştir. Sistemin oda sıcaklığına soğuması sağlandıktan sonra, 

ortamdaki sıvı kısım uzaklaştırılmış ve 100 mL ultra saf su ilave 

edilmiştir. Daha sonra kahverengi çözelti 3 gün süresince 0.01 M nitrik 

asit içerisinde diyaliz işlemine tabi tutulmuş ve 3. günün sonunda diyaliz 

işlemi durdurulmuştur. Son olarak; elde edilen örnek 10 dakika 

süresince 10000 rpm’de santrifüj işlemine tabi tutulmuş ve böylece 

manyetik demir oksit küresel nanopartiküller elde edilmiştir. 

Sentezlenen SPION’lar ileriki aşamalarda kullanılmak üzere +4 ˚C‘da 

saklanmışlardır. 

3.3. SPION’ların Altın Tabaka ile Kaplanması 

Sentezlenen SPION’ların,  manyetik çekirdek yapısını korumak ve aynı 

zamanda manyetik özelliğini kaybetmeyecek şekilde çekirdek yapı 

etrafında bir dış kabuk oluşturmak amacıyla altın tabaka ile kaplanması 

işlemi gerçekleştirilmiştir. Altının manyetik çekirdek yapı etrafında 

kabuk malzemesi olarak seçilmesinde en önemli etkenler biyouyumlu 

olması, toksisitesinin düşük olması, kimyasal yönden kararlı olması ve 

yüzey plazmon özelliğinden dolayı UV-görünür bölgede absorpsiyon 

bandı vermesi olarak sayılabilir.    

Demirin altın ile direk olarak kaplanmasının zor olması ve demir oksit 

çekirdek yapının korunması amacıyla sentezlenen SPION’lar öncelikle 

oleik asit ile kaplanmıştır. Oleik asit, uzun bir hidrokarbon zinciri ve bu 

zincirin uç kısmında da karboksil grubu bulunan organik bir moleküldür. 

Oleik asit, polar özellik sergileyen karboksil uç grubu sayesinde 

nanopartikül yüzeyine tutunarak nanopartikülün yüzeyini kaplar ve 

üzerinde bir kabuk yapısı oluşturur. Bu sayede hem nanopartiküllerin 

birbirleriyle etkileşip, topaklanmaları engellenerek aglomerasyondan 

kaçınılmış olur hem de su ya da organik çözücülerde homojen dağılımlı 

sorbentler oluşması sağlanır. Bu amaçla; 354 µL oleik asit 5 mL (10.86 

mg/mL) nanopartikül süspansiyonu ile karıştırıldıktan sonra, 3 gün 
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boyunca 37 ˚C’da çalkalamalı etüv içerisinde inkübe edilmiştir. Karışım 

daha sonra yağ banyosu içerisine yerleştirilen tek boyunlu yuvarlak 

tabanlı bir reaktör içerisinde hızlı karıştırma ortamında 80 ˚C’a ısıtılmış 

ve bu sıcaklıkta 1 saat süresince bekletilmiştir. Yağ banyosundan 

çıkartılan reaktör içerisindeki süspansiyon, oda sıcaklığına 

soğutulmuştur. Mıknatıs yardımıyla 5 kez manyetik ayırma ve yıkama 

işlemi gerçekleştirildikten sonra nanopartiküller aynı miktarda ultra saf 

su içerisinde dağıtılmıştır. 

SPION’ların altın ile kaplanması; literatürde Jin ve arkadaşlarının ve aynı 

zamanda Mahmoudi ve arkadaşlarının uyguladığı yöntem kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir [353-354]. Sunulan tez kapsamında; oleik asit kaplı 

nanopartiküller; poli-L-histidin, fosfolipid-PEG-COOH ve sodyum 

borhidrür indirgeyici ajanı yardımıyla altın tabakası ile kaplanmaya 

çalışılmıştır. Fosfolipid-PEG-COOH yapısındaki polietilenglikol segmenti 

hidrofilik yapısı gereği nanopartiküllerin suda-çözünür olabilmelerine 

olanak sağlar. Fosfolipid segmenti, hidrofobik doğası gereği oleik asit ile 

hidrofobik bir etkileşim içerisine girer. Karboksil fonksiyonel grup, 

negatif yük sağlar. Altın kabuk yapının oluşmasını sağlamak için de, 

pozitif yüklü olduğu bilinen (+1) poli-L-histidin kullanılmıştır. Yöntemi 

uygulamak amacıyla; 0.1 mL oleik asit kaplı SPION ve 1.5 mg fosfolipid-

PEG-COOH 1 mL kloroform içerisinde 2 gün süresince oda sıcaklığında 

inkübe edilmiş, kloroform ortamından tamamen uzaklaştırılması amacı 

ile 5 dakika süresince 80 ˚C’a ısıtılmış ve 1 mL distile su içerisinde 

dağıtılmışlardır. Daha sonra ortamdaki artık lipidlerin uzaklaştırılması 

amacıyla nanopartiküller mıknatıs yardımıyla 3 kez manyetik ayırma ve 

yıkama işlemine tabi tutulmuşlardır. Lipid kalıntılarından arındırılan 

nanopartiküller daha sonra 1.1 mg PLH içeren 4 mL distile su içerisine 

ilave edilmiştir. Çözeltinin pH’ı kontrol edilmiş ve 0.1 N HCl kullanılarak 

pH= 5 olacak şekilde ayarlanmıştır. 1 saat süresince oda sıcaklığında 

inkübe edilen partiküller, daha sonra  mıknatıs yardımıyla 3 kez 

manyetik ayırma ve yıkama işlemine tabi tutulmuşlar ve 5 mL distile su 

içerisinde dağıtılmışlardır. Hazırlanan çözeltiden 100 µL alınarak, 890 µL 
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distile su ve 10 µL tetrakloraurik asit (%1 w/w) içeren çözelti içerisine 

ilave edilmiş ve 20 dakika süresince oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

Daha sonra, 0.15 M 0.15 mL sodyum borhidrür damla damla reaktör 

içerisine ilave edilmiş ve nanopartikül süspansiyonu renginin 

kahverengiden morumsu-kırmızı bir renge döndüğü gözlenmiştir. Son 

olarak 3 kez manyetik ayırma ve yıkama işlemi yapılmış, süpernatan 

kısım uzaklaştırılmış ve nanopartiküller distile su içerisinde dağıtılarak, 

ileriki basamaklarda kullanılmak üzere +4 ˚C‘da karanlık ortamda 

saklanmışlardır. Şekil 3.1 A’da nanopartiküllerin altın ile kaplanması 

esnasında çekilen fotoğraflar ve B’de altın kaplı SPION’ların mıknatıs ile 

görüntüleri sunulmuştur. 

 

Şekil 3.1. (A) SPION’ların altın kaplama esnasında reaktör içerisindeki 

görünümleri (B) Altın kaplı SPION’ların mıknatıs ile görüntüleri 
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3.4. SPION’ların Karakterizasyon Çalışmaları 

Karakterizasyon çalışmaları kapsamında gerçekleştirilen tüm analizler 

için nanopartiküllerin konsantrasyonu; 0.1 mg/mL olarak ayarlanmıştır. 

Tez kapsamında sentezi gerçekleştirilen manyetik demir oksit 

nanopartiküllerin ilk olarak konsantrasyonlarının belirlenmesi çalışmaları 

yapılmıştır. Bu amaçla, Thermo Electron X7 model İndüktif Eşleşmiş 

Plazma Kütle Spektrometresi (ICP-MS) kullanılmıştır. Çalışma prensibi 

olarak; analiz edilmek istenen örnekteki elementler elektromanyetik 

indüksiyonla 10,000 K sıcaklığa ulaştırılan argon plazması tarafından 

iyonize edilirler.  ICP’de iyonlaştırıldıktan sonra kütle spektroskopisine 

gönderilirler ve burada kütle/yük (m/z) oranlarına göre ayrılırlar ve son 

olarak da elektron çoklayıcı bir dedektör yardımı ile konsantrasyon 

ölçülür. ICP-MS’deki plazma, optik emisyon spektrometresinde 

kullanılan argon plazması ile aynıdır. Periyodik tablodaki birçok 

elementin birinci iyonlaşma enerjileri argonun iyonlaşma enerjisinden 

(15.76 eV) küçük olduğu için elementler plazma içerisinde pozitif 

iyonlara dönüşürler. Ölçümlerin gerçekleştirilebilmesi amacıyla; ICP 

analizine gönderilecek olan örnekler 1 gece öncesinden 6 M HCl içeren 

falkon tüpü içerisinde bekletilmişlerdir.  

Tez kapsamında sentezi gerçekleştirilen manyetik demir oksit 

nanopartiküllerin kimyasal yapısının belirlenebilmesi amacıyla FTIR 

Spektrometresi kullanılmıştır. Kızılötesi absorbsiyon spektrometresi, 

titreşim spektrometresinin bir türüdür ve kızılötesi ışınları molekülün 

titreşim hareketleri tarafından soğurulur. Fourier dönüşümlü kızılötesi 

spektrometresi ile de, ışıma şiddeti zamanın bir fonksiyonu olarak alınır. 

Işın örnek ile etkileştikten sonra dedektör tarafından algılanır ve anlamlı 

sinyallere dönüştürülür. Böylece; molekül yapısındaki bağların titreşim 

frekansları ölçülerek, moleküllerdeki mevcut fonksiyonel gruplar 

hakkında bilgi edinilmiş olur.  

Sentezlenen manyetik oksit nanopartiküllerin altın ile kaplanıp 

kaplanmadıklarını doğrulamak için UV-VIS Spektrofotometre (Perkin 
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Elmer, UV_Visible Lambda 35) kullanılmıştır. UV-Vis Spektrofotometre, 

hem UV (ultraviyole-200-400 nm) hem de VIS (görünür bölge-380-800 

nm aralığı) bölgede ölçüm yapabildiğinden iki farklı ışık kaynağı 

kullanılır. Çalışma prensibi olarak; ışık demetleri bir prizmadan geçirilir 

ve içerdikleri dalga boylarına göre ayrılırlar. Her bir monokromatik ışın 

bir ayna yardımıyla iki eşit parçaya ayrılır. Işın demetlerinden bir tanesi 

sadece çözücü içeren UV geçirgen bir küvetten, diğeri ise referans 

olarak kullanılan aynı çözücü içerisinde bulunan ölçümü yapılacak olan 

örneğin bulunduğu çözelti içerisinden geçirilir. Sadece çözücünün 

bulunduğu küvet içerisinden geçirilen ışık şiddeti I0, ölçümü yapılacak 

olan örneğin bulunduğu küvet içerisinden geçirilen ışığın şiddeti ise I 

olarak adlandırılır ve her iki ışık şiddeti de dedektörlerce okunarak veri 

formatına dönüştürülür. I= I0 olduğu durumlar; çözücü ile örnek çözelti 

arasında herhangi farklı bir absorbsiyonun gözlendiği bir dalga boyu 

bulunmadığına işaret eder ve herhangi bir grafik-pik gözlenmez. I/I0 

ışığın geçme miktarı, log I0/I absorblama miktarı, λmax ise soğurma 

pikinin tepe noktası olarak ifade edilir.  

Nanopartiküllerin ortalama partikül boyutları ve şekilleri  JEOL marka 

JEM-3010 TEM ile 22 ˚C’da belirlenmiştir. Görüntüler 300 kV elektron 

hızlandırma gerilimi kullanılarak parlak alan modunda çekilmiştir. TEM‘ 

in çalışma prensibi; elektromanyetik mercekler yardımıyla bir elektron 

demetinin odaklanıp hızlandırılması ve bir örnek üzerine düşürülüp, 

örnekten geçen elektronların dedektörler aracılığı ile algılanıp işlenerek 

görüntü verilerine dönüştürülmesi temeline dayanır. Elektronlar örneğin 

diğer tarafına geçerken kırınıma uğrayarak bir kırınım deseni 

oluştururlar. Bu kırınım deseni örneğin ters uzaydaki görüntüsüne 

eşittir. Örneğin gerçek uzay görüntüsü ise, Fourier dönüşümü yardımıyla 

elde edilir.  Ölçüm için; kağıt havlu üzerine yerleştirilen karbon kaplı 

bakır gridler üzerine görüntüsü alınacak örnekten 20 µL damlatılmış ve 

örnekler grid üzerinde oda sıcaklığında kurutularak ölçüm 

gerçekleştirilmiştir. 
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Tez kapsamında sentezi gerçekleştirilen SPION ve altın tabaka ile kaplı 

SPION’ların boy ve boy dağılımlarının belirlenmesi amacıyla, Zeta Sizer 

(Malvern, Zeta Sizer Nano Zs) cihazı kullanılmıştır. Cihaz; partikül boyut 

ölçüm yöntemi olarak dinamik ışık saçılması prensibi ile çalışmaktadır. 

DLS ya da diğer adıyla PCS; polimerler, proteinler ya da çözelti 

içerisindeki kolloidlerin hidrodinamik çaplarının karakterize edilmesinde 

kullanılan spektroskopik bir tekniktir. Partikül boyut ölçümü, örnek 

içerisindeki partiküllerin Brownian Hareketi’nin saptanması temeline 

dayanır. Nanopartiküller ortama saçıldıklarında, sıvı moleküllerin 

Brownian Hareketi gereği etkilenirler ve düzensiz hareketler sergilerler. 

Boyutu küçük olan parçacıkların hareketleri daha hızlı olacağından 

hareket ettikleri mesafe aralığı daha büyük olur. Boyutu büyük olan 

parçacıkların hareketleri daha yavaş olacağından, hareket ettikleri 

mesafe aralığı da daha küçüktür. Ölçüm prensibi olarak; ölçümü 

yapılacak olan çözelti/süspansiyon, monokromatik lazer ışığı ile 

aydınlatılır ve kırılan ışık şiddetindeki dalgalanma zamanın bir 

fonksiyonu olarak ölçülür.   Boyutu küçük olan parçacıkların hareketleri 

daha hızlı olur (Brownian Hareketi) ve dolayısıyla ekranda parlak 

noktaların daha hızlı dalgalanmalarına neden olur. Bu dalgalanmaların 

hız oranına bağlı olarak da partikül boyutu hesaplanabilir. Ölçümlerin 

gerçekleştirilebilmesi amacıyla, sentezi gerçekleştirilen SPION’lar 100 

kat seyreltilmiştir. Kullanılan distile su, ölçümlerin kirliliğe karşı çok 

hassas olması nedeni ile filtreden geçirilmiştir.  Ölçümü yapılacak olan 

nanopartiküllerin seyreltme oranı çok büyük önem taşımaktadır. 

Örneklerin gereğinden yüksek oranda seyreltilmeleri sedimantasyona, 

az seyreltilmeleri ise partikül hareketlerinin ölçümleri yanıltması 

sebebiyle sağlıklı ölçüm yapılamamasına neden olmaktadır. Bu nedenle; 

ICP-MS ölçümlerine dayanarak konsantrasyonu belirlenen SPION’lardan 

(10.86 mg/ml) 13.81 µl alınarak 1.5 mL distile su içerisinde örnek 

çözelti hazırlanmıştır. Analiz öncesinde partiküllerin çözelti içerisinde 

homojen dağılımının sağlanabilmesi ve aglomerasyondan olabildiğince 

kaçınabilmek amacıyla, hazırlanan örnek çözelti 5 dakika süresince 
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ultrasonikasyon işlemine tabi tutulmuş ve polistiren küvet içerisine 

aktarılmıştır. Partiküllerin refraktif indeksi 2.420 olarak, örneklerin 

içerisinde dağıtıldığı çözücü su olduğu için çözücü refraktif indeksi 1.330 

olarak işaretlenmiştir. Sıcaklık 25 ˚C ve ölçüm süresi 70 saniye olarak 

saptanmıştır.  

Sentezi gerçekleştirilen nanopartiküllerin zeta potansiyelleri de aynı 

cihaz ile ölçülmüştür. Lazer Doppler Mikroelektroforez, zeta potansiyeli 

ölçmek için kullanılmaktadır. Cihaz; partikül dispersiyonuna bir elektrik 

akım uygulamakta ve uygulanan bu akım ile partiküller zeta 

potansiyellerine bağlı bir hız ile hareket etmektedirler. Bu hız; M3-PALS 

(“Evre Analizi Işık Saçılımı”) olarak adlandırılan lazer interferometrik 

tekniği kullanılarak ölçülmektedir. Bu ölçüm; elektroforetik mobilite ve 

dolayısıyla zeta potansiyel ve zeta potansiyel dağılımı hesaplamalarına 

olanak sağlamaktadır. Zeta Potansiyel, partikülün yüzeyi üzerindeki net 

etkili yükü göstermektedir, birimi milivolttur. Kolloidal yapıların 

kararlılığının değerlendirilmesinde, süspansiyon içerisinde bulunan 

partiküller arasındaki etkileşimlerin tahmin edilmesi ve anlaşılmasında 

önem taşımaktadır. Ölçümlerin gerçekleştirilebilmesi amacıyla; 

nanopartiküllerden (10.86 mg/ml) 27.62 µl alınarak 3 mL distile su 

içerisinde örnek çözelti hazırlanmıştır. Analiz öncesinde partiküllerin 

çözelti içerisinde homojen dağılımının sağlanması amacıyla, hazırlanan 

örnek çözelti 5 dakika süresince ultrasonikasyon işlemine tabi tutulmuş 

ve polistiren küvet içerisine aktarılmıştır. Ayrıca; örnekler analiz için 

cihaz içerisine yerleştirilmeden önce pH ölçümleri gerçekleştirilmiş ve 

daha sonra cihaz içerine yerleştirilerek analizler tamamlanmıştır. 

Hazırlanan örneklerin seyreltme öncesi ve seyreltme sonrası pH 

ölçümleri sırası ile; pH = 2.34 ve pH= 4.16 olarak belirlenmiştir. 

Sentezi gerçekleştirilen SPION’ların manyetik özelliklerinin belirlenmesi 

amacıyla ESR Spektrometresi kullanılmıştır. ESR; eşleşmemiş spinleri 

olan elektronların manyetik enerji seviyeleri arasındaki geçişlere yol 

açan elektromanyetik radyasyonla (genellikle mikrodalga frekansı 
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kullanılarak) ilgili spektroskopik bir ölçüm gerçekleştirmektedir. 

Eşleşmemiş spinleri olan maddelere genelde paramanyetik maddeler 

denir. Bu tür maddelere dışarıdan bir manyetik alan uygulandığında 

mıknatıslanma özelliğine sahiptirler. Bu mıknatıslanma olayının sebebi 

de eşleşmemiş elektronların spinleridir. Rezonans gerçekleştiğinde 

enerji kaybı çok küçük olduğundan farkedilebilir durumdadır ve 

incelenen madde ile ilgili yapısal bilgiler elde edilir. Bu kapsamda 

ölçümler; Bruker EMX-131 ESR Spektrometre ile gerçekleştirilmiştir. 

Manyetik Rezonans Spektrum; cihaz işletim/ölçüm koşulları mikrodalga 

frekansı 9.6 GHz, merkez alan 3300 G, tarama aralığı 4000 G, 

modülasyon frekansı 100 kHz, modülasyon genişliği 2 G ve tarama 

süresi yaklaşık 1.5 dakika olacak şekilde kaydedilmiştir. Sıvı formdaki 

örneklerin ölçümleri oda sıcaklığında gerçekleştirilmiştir.  

Sentezlenen SPION’ların manyetik özellikleri ayrıca VSM olarak 

adlandırılan Titreşimli Manyetometre Cihazı ile de belirlenmiştir. 

Ölçümler Fiziksel Özellikler Ölçüm Düzeneği (Kuantum Tasarım PPMS) 

cihazının VSM opsiyonu kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Ölçümler; oda 

sıcaklığında, ±20000 Oersted aralığında 100 Oe/sn hızında 

gerçekleştirilmiştir. Manyetik özellik sergileyen bir partiküldeki manyetik 

momentlerin tümü uygulanan alan yönünde yönlendiğinde ölçülen 

toplam manyetik moment sabit kalır. Bu noktaya “doygunluk noktası”  

ve doygunluk noktasında ölçülen manyetik momente de “doygunluk 

mıknatıslığı” adı verilir. Doygunluk mıknatıslığına ulaşıldığındaki alan ise 

“doygunluk manyetik alanı” olarak adlandırılır.  

Sonuç olarak; AB1 kapsamında; SPION’ların ikili çöktürme yöntemi ile 

sentezlenmesi, sentezlenen SPION’ların altın tabakası ile kaplanması ve 

sentezi gerçekleştirilen altın kaplı ve altın kaplı olmayan SPION’ların 

karakterizasyon işlemleri gerçekleştirilmiştir. Sentezlenen SPION’ların 

konsantrasyonu ICP-MS Cihazı ile, kimyasal yapıları FT-IR Spektroskopi 

ile, şekil ve boyutları TEM ile, hidrodinamik çapları ve polidispersite 

indeksleri Zeta Sizer Ölçüm Cihazı ile, yüzey yükleri Zeta Potansiyel 
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Ölçüm Cihazı ile, manyetik özellikleri VSM ve ESR cihazları ile ve son 

olarak altın ile kaplanıp kaplanmadıkları UV-VIS Spektrofotometre ile 

ölçülmüş ve yorumlanmıştır.  

Böylece; tez kapsamında gerçekleştirilmesi planlanan MDA MB 231 

meme kanseri tümör hücrelerine hedefleme gerçekleştirebilecek “taşıyıcı 

sistem” oluşturulmuştur. 

3.5.  Antibadi İmmobilizasyonu 

MDA MB 231 meme kanseri hücrelerine özgün anti-epidermal büyüme 

faktörü reseptör antibadileri (anti-EGFR antibadi) satın alma yoluyla 

temin edilmiştir. Satın alınan anti-EGFR monoklonal antibadi öncelikle 

FITC floresan boya ile etiketlenmiştir. Bu amaçla; satın alınma yolu ile 

temin edilen antibadi, sodyum azid içerdiği için, öncelikle pH’ı 7.4 olan 

PBS tampon içerisinde bir gece süre ile +4˚C’da diyaliz işlemine tabi 

tutulmuştur. Daha sonra anti-EGFR monoklonal antibadi; sodyum 

karbonat tampon içerisinde (her 1 mg/mL konsantrasyondaki antibadi 

için 0.05 M sodyum karbonat tampon, pH=8 olacak şekilde) 

hazırlanmıştır. FITC floresan boya ise, dimetil sülfoksit (DMSO) 

içerisinde 1 mg/mL konsantrasyonda çözünmüştür. 1 mL protein 

çözeltisine, hazırlanan FITC çözeltisinden 5 µL’lik parçalar halinde yavaş 

yavaş olacak şekilde toplam 50 µL ilave edilmiştir. FITC çözeltisinin ilave 

edilme işlemi tamamlandıktan sonra reaksiyon 8 saat süresince +4˚C‘da 

karanlık ortamda inkübasyon işlemine tabi tutulmuştur. 8 saatlik 

inkübasyon işlemi sonrasında, son konsantrasyon 50 mM olacak şekilde 

çözeltiye amonyum klorür ilave edilmiş ve 2 saat süresince +4˚C’da 

inkübe edilmiştir. Daha sonra, antibadiye bağlanmamış olan FITC 

moleküllerinin ortamdan uzaklaştırılması amacıyla, 40K MWCO (Molekül 

Ağırlığı Ayırma Sınırı) iyon değiştirici reçine içeren spin kolon yardımı ile 

bağlanmayan FITC molekülleri çözeltiden uzaklaştırılarak saflaştırma 

işlemi gerçekleştirilmiştir. Son olarak, FITC molekülleri ile işaretlenmiş 

olan antibadi kolon tampon içerisine %1 oranında BSA (“sığır serum 

albumini”) ilave edilerek +4˚C’da saklanmıştır.  
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FITC/Antibadi Bağlanma Derecesi Eşitlik 3.1 ve Eşitlik 3.2 ile 

hesaplanmıştır: 

Protein Konsantrasyonu (M) =
A280−(Amax X CF)

∈
 x seyreltme faktörü   (3.1) 

(FITC mol)/(Antibadi mol)=
İşaretlenen antibadi

'
nin Amax değeri

∈'X Protein konsantrasyonu (M)
  X seyreltme faktörü  

 (3.2) 

Amax = Floresan boya çözeltisi için maksimum dalga boyunda ölçülen 

absorbans değeri 

A280= 280 nm dalga boyunda ölçülen absorbans değeri 

ɛ = Antibadi molar ekstinksiyon katsayısı; M-1.cm-1  

ɛ’ = FITC floresan boya ekstinksiyon katsayısı; M-1.cm-1 

CF = Düzeltme Faktörü (FITC molekülünden kaynaklanan 280 nm’ deki 

absorbans değeri düzeltme faktörü) 

Seyreltme Faktörü = Absorbans ölçümleri için yapılan antibadi/FITC 

örneği seyreltme oranı 

Doğru ve optimal floresan boya/antibadi oranı belirlenebilmesi için, 

antibadi molekülleri ile bağlanmayan boya moleküllerinin tamamen 

ortamdan uzaklaştırılması şarttır.  Bu amaçla, ölçümlerin 

gerçekleştirilebilmesi için öncelikle çözelti içerisindeki bağlanmayan FITC 

floresan boya molekülleri ortamdan spin kolon yardımı ile 

uzaklaştırılmıştır. Daha sonra ölçümü yapılacak olan antibadi/FITC 

çözeltisi pipet yardımı ile 1 cm boyundaki spektrofotometre küveti 

içerisine aktarılmıştır.  

Anti-EGFR monoklonal antibadilerin altın kaplı SPION’ların yüzeyine 

immobilize edilebilmesi amacı ile SH-PEG-COOH moleküllerinden 

yararlanılmış ve literatürde yer alan Qian ve arkadaşları, Dinish ve 

arkadaşları ve Wang ve arkadaşları vb. araştırmacıların kullandığı 

yöntem uygulanmıştır [355-357].    
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Prob antibadi moleküllerinin hem yüzey konsantrasyonunu optimize 

edebilmek hem de yüzeye doğru yönlendirilmiş şekilde yerleşmelerini 

sağlayabilmek için (hedefle etkileşmelerini sağlamak amacı ile), sentezi 

gerçekleştirilen altın kaplı SPION’ların yüzeylerinde SAMs 

oluşturulmuştur.   

Altın kaplı SPION’ların yüzeyinde SAMs oluşturabilmek için; bir ucunda 

altın kaplı nanopartiküllerin yüzeylerindeki tiyol grupları ile 

etkileşebilecek –SH uç grupları barındıran, diğer ucunda da monoklonal 

antibadilerin amin grupları etkileşerek peptid bağı oluşturabilecek 

karboksil uç grupları barındıran SH-PEG-COOH (Mn ̴ 3,500) ve sterik 

engelleri ortadan kaldırmak amacı ile metoksiPEG-SH (Mn ̴ 2,000) 

molekülleri kullanılmıştır. Bu amaçla; 1 µM 450 µL SH-PEG-COOH 

molekülü 50 µL 0.1 mg/mL konsantrasyonundaki nanopartiküle ilave 

edilmiştir. Karışım 24 saat inkübe edilmiş ve daha sonra SH-PEG-COOH 

molekülleri ile etkileşmeyen nanopartikül yüzeylerinin kararlı duruma 

getirilmesi amacıyla 10 µM 1.8 mL metoksiPEG-SH molekülleri çözelti 

ortamına ilave edilmiştir. Son olarak bağlanmayan moleküllerin 

ortamdan uzaklaştırılması amacı ile, nanopartiküller 3 kez manyetik 

ayırma işlemine tabi tutulup son olarak PBS tampon, pH 7,4 içerisinde 

disperse edilmişlerdir.  

Partikül yüzeylerindeki COOH gruplarının aktive edilebilmesi amacıyla; 

50 µL 0.1 mg/mL SPION, taze olarak hazırlanmış 10 µL 30 mg/mL 

konsantrasyonunda EDC (N-Etil-N′-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid 

hidroklorür) ve 20 µL 30 mg/mL sulfo-NHS (Hidroksi-2,5-

dioksopirolidin-3-sulfonikasit sodyum tuzu) içerisinde 30 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir. Karboksil gruplarının aktive edilmesinin 

ardından, bağlanmayan moleküllerin çözelti ortamından uzaklaştırılması 

amacı ile nanopartiküller 3 kez manyetik ayırma işlemine tabi 

tutulmuşlardır. Karboksil grupları ile aktive edilmiş nanopartikül 

çözeltisine 10 µg anti-EGFR monoklonal antibadi ilave edilmiş ve son 

hacim 500 µL olacak şekilde oda sıcaklığında rotator üzerinde 2 saat 
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süresince karıştırma işlemine tabi tutulmuştur. Elde edilen nanopartikül-

antibadi konjugasyonundan bağlanmayan moleküllerin uzaklaştırılması 

amacıyla 2 kez manyetik ayırma işlemi gerçekleştirilmiş ve daha sonra 

PBS tampon çözeltisi (500 µL, 10 mM) ile yıkanmıştır. Nanopartikül-

antibadi konjugasyonu daha sonra yeniden manyetik ayırma işlemine 

tabi tutulmuş ve son olarak %1 BSA içeren PBS tampon çözeltisi (500 

µL, 10 mM) ile bloke edilmiştir. Elde edilen konjugat daha sonra 2 

dakika süresince ultrasonikasyon işlemine tabi tutularak aglomere olan 

agregatların ayrılması sağlanmış ve 37˚C’da 60 dakika süresince inkübe 

edilmiştir. Son olarak elde edilen nanopartikül-antibadi konjugatı 

+4˚C’da saklanmıştır.  

3.6.  Aptamer İmmobilizasyonu 

MDA MB 231 meme kanseri hücrelerine özgün aptamerler satın alma 

yoluyla temin edilmiştir. Modifiye aptamerlerin altın yüzeylere 

“kendiliğinden yerleşmesini” sağlamak üzere, bağlanacakları uçlarında 

bir uzatma kolu (6 karbonlu alifatik zincir) ve altına bağlanmayı 

sağlayacak -SH grubu taşıyacak şekilde ve aynı zamanda floresan 

mikroskop altında floresan ışıma sağlayacak olan FITC ile etiketlenmiş 

olarak sentez edilmeleri sağlanmıştır. Aptamer dizisi aşağıdaki 

şekildedir: 

5’-Thiol-C6-XGC CGC XAX AAX GCA CCG AXX XAA XCG CCG XAG AAA 

AGC AXG XCA AAG CGG-Fam-3’ X Uridin 

Anti-EGFR aptamerlerin altın kaplı SPION’ların yüzeyine immobilize 

edilebilmesi için, literatürde yer alan Li ve arkadaşlarının kullandığı 

yöntem uygulanmıştır [358]. Bu amaçla; 50 µL 0.1 mg/mL 

konsantrasyonundaki nanopartikül manyetik ayırma yöntemi ile 3 kez 

PBS tampon, pH 7,4 ile yıkama işlemine tabi tutulmuştur. Son yıkama 

işleminden sonra süpernatan uzaklaştırılmış ve nanopartiküller 1 mL 

PBS tampon, pH 7.4 içerisinde dağıtılmışlardır. 100 µM 

konsantrasyonunda 8.1 µL anti-EGFR aptamer öncelikle disülfit 

bağlarının indirgenmesi amacı ile 100 µM TCEP ile oda sıcaklığında 1 
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saat süresince inkübe edilmiş ve daha sonra hazırlanan nanopartikül 

çözeltisine ilave edilmiştir. Karışım 12 saat süresince oda sıcaklığında 

karanlık ortamda rotator üzerinde karıştırılmıştır. Daha sonra karışım 2 

dakika süresince ultrasonike edildikten sonra tekrar 12 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. 24 saatin sonunda, manyetik ayırma yardımı 

ile %0.01 Tween 20 içeren PBS tampon, pH 7.4 içerisinde yıkama işlemi 

gerçekleştirilmiş ve nanopartiküllere bağlanmayan aptamerlerin 

ortamdan uzaklaştırılması sağlanmıştır. Son olarak; nanopartikül-

aptamer konjugatı PBS tampon pH 7.4 içerisinde disperse edilerek 

+4˚C’da saklanmıştır.  

SPION’ların yüzeyine anti-EGFR monoklonal antibadi ve aptamerlerinin 

bağlanma etkinliği, Nanodrop Cihazı (Nanodrop 1000, 

Thermo&Scientific) kullanılarak yapılan ölçümler ile belirlenmiştir. Bu 

amaçla; anti-EGFR antibadi ve aptamer molekülleri SPION yüzeyine 

immobilize edildikten sonra, Nanodrop Cihazı ile yaklaşık 2 µL örnek 

damlatılarak, 260/280 nm’de sırası ile protein ve nükleik asit 

seçenekleri kullanılarak her bir konjugat için ölçümler gerçekleştirilmiş 

ve örnek içerisindeki antibadi ve aptamer konsantrasyonları belirlenmiş 

ve başlangıç konsantrasyonları ile oluşan fark ile bağlanma etkinliği 

hesaplanmıştır.  

3.7. Hücre Kültürü Çalışmaları 

Hücre kültürü çalışmalarının gerçekleştirilebilmesi amacıyla; -80 °C’lik 

derin dondurucu da saklanan östrojen reseptör pozitif insan fibroblast 

ve MDA MB 231 insan meme kanseri hücrelerinin kültür kapları 

içerisinde ekim yapılmak üzere oda sıcaklığında çözünmesi sağlanmıştır. 

Daha sonra kriyotüpte bulunan hücreler falkon tüpe aktarılmıştır. 

Üzerine 1 mL hücre kültürü besiyeri ortamı (MDA MB 231 hücreleri için: 

RPMI 1640 + %10 Fetal Sığır Serumu + %1 Antibiyotik {penisilin-

streptomisin} ve Östrojen reseptör pozitif insan fibroblast hücreleri için: 

DMEM/F12 + %10 Fetal Sığır Serumu + %1 Antibiyotik) ilave edilmiştir. 

Daha sonra 2500 rpm’de 2 dakika santrifüj edilmiş ve süpernatan kısmı 
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dökülmüştür. Dipte kalan hücrelerin üzerine her bir kültür kabı için 3 mL 

hücre kültürü besiyeri ortamı ilave edilip homojen hale getirildikten 

sonra kültür kapları içerisinde ekim yapılmış ve 37 °C’da %5 CO2 

ortamında 2 gün inkübe edilmiştir. 2 günün sonunda hücrelerin yeterli 

sayıda çoğaldığı görülmüş ve 96 kuyucuklu plakalara aktarılmıştır. 

Hücrelerin yeterli sayıya ulaşıp ulaşmadığını belirlemek için otomatik 

hücre sayım cihazından (Invitrogen-Countess) yararlanılmıştır. Bu 

amaçla 10 µL örnek 10 µL tripan mavisi ile karıştırılmış ve hücre sayım 

cihazı slaytı üzerine damlatılmıştır. Daha sonra slayt, otomatik hücre 

sayım cihazı içerisine yerleştirilmiş ve hücre sayısı belirlenmiştir.  

Hücrelerin yeterli sayıya ulaştığı belirlendikten sonra kültür kaplarındaki 

hücre kültürü besiyeri ortamı atılmıştır. Her bir kültür kabına 0,5 mL 

enzim (tripsin EDTA ) ilave edilmiştir. Kültür kabının tüm yüzeyine 

enzim temas edecek şekilde aşağı yukarı hareketlerle hücreler yıkanmış 

ve daha sonra 3-4 dakika süresince inkübatörde bekletilmiştir. Bu 

sürenin sonunda ışık mikroskobu yardımı ile hücrelerin kültür kabının 

yüzeyinden kalkıp kalkmadığına bakılmıştır. Hücreler tamamiyle 

kalktıktan sonra enzim aktivitesinin durdurulması için hücrelerin üzerine 

1 mL hücre kültürü besiyeri ortamı ilave edilmiştir. Enzim ve hücre 

kültürü besiyeri ortamı karışımı falkon tüplere aktarılıp, 2500 rpm’de 2 

dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatan kısmı atılıp, dipte kalan 

hücrelerin üzerine 1 mL hücre kültürü besiyeri ortamı eklenip hücre 

sayımı yapılmıştır. 10 mL’ye seyreltilen falkon tüpteki hücre ve hücre 

kültürü besiyeri ortamı çözeltisinden her bir kuyucuğa 100 µL konmuş 

ve 24 saat süresince inkübasyona bırakılmıştır.  

3.8. Sitotoksisite Çalışmaları 

Sitotoksisitenin belirlenebilmesi amacı ile WST-1 testi kullanılmıştır. Bu 

prosedürde WST-1 tetrazolyum tuzu, yalnızca canlı hücrelerde aktif olan 

ve mitokondrial solunum zincirinde yer alan süksinat-tetrazolyum 

redüktaz tarafından suda çözünebilen formazan boyasına 

dönüştürülmektedir. Bu yöntemde bir örnekteki bu mitokondriyal 

dehidrogenazın total aktivitesi, canlı hücrelerin artmasıyla 
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yükselmektedir. Enzim aktivitesinin artması, kültür ortamındaki 

metabolik olarak aktif hücrelerin sayısıyla direk ilişkili olarak formazan 

boyasının üretiminde ve miktarında artışa neden olmaktadır. WST-1 

toksisite testinde; yaşayan hücreler sarı renk oluştururken, ölü 

hücrelerde renk oluşumu gözlenmemektedir.  

Toksisitenin belirlenebilmesi amacıyla; 96 kuyucuklu plakalar 

kullanılmıştır. Hücre sayımından sonra canlı hücre sayısına göre her bir 

plakada 10x103 hücre olacak şekilde hesaplama yapılmıştır. 96 

kuyucuklu plakada her bir kuyucuğa 100 µL hücre-besiyeri ortamı 

süspansiyonundan koyulup, 24 saat süre ile inkübasyona bırakılmıştır. 

24 saat sonunda kuyucuklardaki besiyeri ortamı boşaltılmıştır. Serum 

fizyolojik ile yıkama işlemi yapıldıktan sonra, ilk kuyucuklar boş kalacak 

şekilde diğer kuyucuklara 100’er µL hücre kültürü besiyeri ortamı ilave 

edilmiştir.  

Daha sonra farklı oranlarda (108.6, 54.3 ve 27.15 µg/mL) 

nanopartiküller ([SPION] / yüzeyinde karboksil fonksiyonel grupları ile 

SAMs oluşturulmuş altın tabaka ile kaplı SPION [Kar.SPION] / yüzeyine 

antibadi immobilize edilmiş SPION [AbSPION] / yüzeyine aptamer 

immobilize edilmiş SPION [ApSPION]) mıknatıs yardımı ile 

gerçekleştirilen manyetik alan uygulaması ile birlikte hücrelere ilave 

edilerek, 24 saat süreyle inkübasyona bırakılmıştır. Pozitif kontrol olarak 

sadece besi ortamı hücrelere uygulanmıştır. İnkübasyon sonunda fenol 

kırmızısı içermeyen besiyeri ortamı kullanılarak hazırlanan DMEM/F-12 

besiyeri ortamından kuyucuklara 200 µL koyularak, üzerlerine 10 µL 

WST-1 çözeltisi ilave edilmiştir. 37 °C’da %5 CO2 ortaminda 4 saat 

inkübe edildikten sonra hücre canlılığının belirlenebilmesi için 96 

kuyucuklu plakanın absorbans değerleri ELISA plaka okuyucuda 420-

480 nm’de okunmuştur.  

3.9. Hedeflemenin Floresan Mikroskop ile Gösterilmesi 

MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilen FITC işaretli 

anti-EGFR monoklonal antibadi-SPION ve FITC işaretli anti-EGFR 
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aptamer-SPION konjugatları ile tümör hücrelerinin hedeflendiği 

LeicaDM4000 marka floresan mikroskop (Almanya) ile gösterilmiştir. 

3.10.  Akım Sitometri Analizleri 

Östrojen reseptör pozitif insan fibroblast ve MDA MB 231 insan meme 

kanseri hücrelerinin,  her bir kuyucuğa 1x105 hücre olacak şekilde 6 

kuyucuklu plakalara ekimi yapılmıştır. Ekimi gerçekleştirilen hücreler 24 

saat süre ile 37 °C’da %5 CO2 ortamında inkübasyona bırakılmıştır. 

Daha sonra farklı oranlarda (27.15, 54.3 ve 108.6 µg/mL) 

nanopartiküller (AbSPION/ApSPION) hücrelere ilave edilerek 24 saat 

süre ile 37 °C’da %5 CO2 ortamında inkübe edilmiştir. İnkübasyon 

sonunda kuyucuklardaki besiyeri ortamı atılıp,  hücreler tripsin EDTA ile 

muamele edilerek hücrelerin plaka kuyucuk yüzeylerinden kalkması 

sağlanmıştır. Kaldırılan hücreler 2500 rpm’de 2 dakika santrifüj 

edildikten sonra süpernatan kısmı atılmıştır. Pellet kısmı 500 µL akım 

kılıf sıvısı ile sulandırılan ve farklı konsantrasyonlarda hazırlanan 

nanopartikül-antibadi ve nanopartikül-aptamer konjugatları 

(AbSPION/ApSPION) ile etkileştirilmiş olan hücrelerin akım sitometri 

analizleri gerçekleştirilmiştir.  

3.11.  İkili Boyama Yöntemi ile Apoptoz ve Nekrozun 

Gösterilmesi 

İkili boyama yöntemi ile hücre çekirdeği boyanmakta ve bu sayede 

apoptoz ve nekrozun belirlenmesi sağlanmaktadır. Ribonükleaz A, 

RNA’yı boyamaz bu sayede sitoplazmik RNA’yı yok eder. Hoechst 

boyama ile, apoptotik hücreler boyanır ve bu sayede gerçek apoptotik 

hücreler belirlenir. Propidiumiodid, DNA’yı ve RNA’yı kırmızı renge 

boyayarak sekonder nekrozu gösterir.  

İkili boyama yöntemi ile apoptoz ve nekrozun belirlenebilmesi amacı ile 

ilk olarak ikili boyama çözeltisi hazırlanmıştır. Bu amaçla öncelikle 

ribonükleaz A, hoechst ve propidiumiodid stok çözeltileri hazırlanmıştır. 

1ml PBS’ de 10 mg RNA olacak şekilde ribonükleaz A,  1 ml PBS’de 200 
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µg olacak şekilde hoechst ve 1ml PBS’de 100 µg olacak şekilde 

propidiumiodid stok çözeltileri hazırlanmıştır. 

Daha sonra; 10 mL PBS içerisine; hazırlanan stok çözeltilerinden 100 µL 

RNAaz,  500 µL Hoechst ve 100 µL propidiumiodide çözeltilerinden ilave 

edilerek çalışma çözeltisi hazırlanmıştır. 

İkili boyama yönteminin uygulanabilmesi için 48 kuyucuklu plaka 

kullanılmıştır. Hücre sayımı gerçekleştirildikten sonra canlı hücre 

sayısına göre her plakada 10x10³ hücre olacak şekilde hesaplama 

yapılmıştır. Hücreler 24 saat süre ile 37°C’da %5 CO2 ortamında inkübe 

edildikten sonra, plaka içerisindeki kuyucukların yüzeylerine tutunup 

tutunmadıkları kontrol edildikten sonra, kuyucuklardaki besiyeri ortamı 

ortamdan uzaklaştırılmıştır. Daha sonra; farklı konsantrasyonlarda 

(108.6, 54.3 ve 27.15 µg/mL) nanopartiküller 

(SPION/Kar.SPION/AbSPION/ApSPION) hücrelere ilave edilerek, 

hücreler 1 saat süreyle inkübasyona bırakılmıştır. 1 saat inkübasyonun 

ardından, ilk kuyucuklar boş kalacak şekilde kuyucuklara 100’er µl 

besiyeri ilave edilip inkübasyona bırakılmıştır. Kontrol grubuna sadece 

hücre kültürü besiyeri ortamı koyulmuştur. İnkübasyon sonunda 

kuyucuklardaki besiyeri ortamı boşaltılmış ve her kuyucuğa 70 μL ikili 

boyama çözeltisi ilave edilmiştir. Daha sonra 48 kuyucuklu plaka hiç ışık 

görmeyecek şekilde kapatılıp 15 dakika karanlık ortamda inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrasında floresan mikroskopta DAPI filtresi 

kullanılarak apoptoza uğramış hücrelerin ve İ3 (480-520nm dalga 

boyunda) filtresi kullanılarak nekroza uğramış hücrelerin 

değerlendirmesi yapılmıştır.  

3.12. Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi ile Hücre 

Proliferasyonunun Belirlenmesi 

MDA MB 231 insan meme kanseri ve östrojen reseptör pozitif insan 

fibroblast hücrelerinin, her biri 5000/plaka olacak şekilde, yüzeyi altın 

elektrotlar ile kaplı 96 kuyucuklu plakalara ekimi yapılmıştır. Hücrelerin 

bir gün süre ile Gerçek Zamanlı Hücre Analizörü (RTCA) sistemine bağlı 
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olarak proliferasyonu takip edilmiştir. 24 saat sonrasında farklı 

oranlarda (108.6, 54.3 ve 27.15 µg/mL) nanopartiküller 

(SPION/Kar.SPION/AbSPION/ApSPION) hücrelerin üzerine ilave edilerek 

hücreler ile etkileşmeleri sağlanmıştır.  5 dakika ara ile sistemden 

gerçek zamanlı olarak empedans ölçümü alınmıştır. 102 saat süre ile 

gerçekleştirilen ölçümler sonucunda zamana bağlı hücre 

proliferasyonunu gösteren  grafikler elde edilmiştir. 

Sonuç olarak; tez önerisinde tanımlanan tüm çalışmalar tez önerisinde 

belirtildiği şekilde gerçekleştirilerek tez çalışması sonuçlandırılmış ve 

elde edilen veriler ve değerlendirilen analiz sonuçları 4. Sonuçlar ve 

Tartışma bölümünde ayrıntılı bir şekilde sunulmuştur.  
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4. SONUÇ VE TARTIŞMA 

4.1. SPION’ların Karakterizasyon Çalışmaları 

Sentezi gerçekleştirilen manyetik demir oksit nanopartikülllerin 

içeriğindeki ICP-MS ile belirlenen demir konsantrasyonu Çizelge 4.1’de 

sunulmuştur. 

Çizelge 4.1. Sentezlenen SPION’ların içeriğindeki ICP-MS ile belirlenen 

demir konsantrasyonu değerleri 

ICP-MS Sonuçları  Konsantrasyon 

20 Kat Seyreltme (ppmFe) (mgFe/ml) 

1. Okuma 9145 9.145 

2. Okuma 9156 9.156 

3. Okuma 9366 9.366 

Ortalama Konsantrasyon 9222 9.222 

Hata (%) 1.35 1.35 

40 Kat Seyreltme (ppmFe) (mgFe/ml) 

1. Okuma 8879 8.879 

2. Okuma 8925 8.925 

3. Okuma 8923 8.923 

Ortalama Konsantrasyon 8909 8.909 

Hata (%) 0.291 0.291 

100 Kat Seyreltme (ppmFe) (mgFe/ml) 

1. Okuma 7204 7.204 

2. Okuma 7539 7.539 

3. Okuma 8054 8.054 

Ortalama Konsantrasyon 7599 7.599 

Hata (%) 5.638 5.638 

Tez kapsamında sentezi gerçekleştirilen manyetik demir oksit 

nanopartiküllerin kimyasal yapısının belirlenebilmesi amacıyla FTIR 

Spektrometresi kullanılmıştır. Sentezlenen SPION’ların FTIR Spektrumu 

Şekil 4.1’de ve spektrumda görülen karakteristik pikler ise Çizelge 

4.2’de sunulmuştur. Şekil 4.1’de sunulan FT-IR Spektrumunda; 

tetrahedral ve oktahedral bölgelerdeki Fe-O deformasyonlarına {ѵ(Fe-

O)} karşılık gelen maghemit karakteristik absorpsiyon bantları 634.90 

cm-1, 582.42 cm-1 ve 448.54 cm-1‘de görülmektedir. Örneğin 

adsorpladığı su nedeni ile karakteristik OH gerilme titreşim bandı ѵ(OH) 

3444.26 cm-1‘de ve HOH (δ OH) eğilimi titreşim bandı 1635.16 cm-1’de 

görülmektedir. Ɣ-Maghemit sentezi esnasında kullanılan nitrata karşılık 
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gelen {ѵ (O-N-O)} siddetli gerilme titreşim bandı da 1384.36 cm-1‘de 

görülmektedir.  

Çizelge 4.2. Manyetik demir oksit nanopartiküllerin FTIR Spektrum 

pikleri 

Pik Dalga Sayısı (cm-1) 

ѵ(Fe-O) 634.90 

582.42 

448.54 

ѵ(OH) 3444.26 

HOH (δ OH) 1635.16 

ѵ(O-N-O) 1384.36 

ѵ(C-H) 2925.34 

ѵ(C-C) 1073.33 

Ayrıca; 2925.34 cm-1 ve 1073.33 cm-1’de görülen absorpsiyon pikleri 

sırası ile  ѵ(C-H) ve ѵ(C-C) gerilimi titreşim bantlarına karşılık 

gelmektedir. 

 
 

Şekil 4.1. Sentezlenen SPION’ların FTIR Spektrumu 

Sentezlenen manyetik oksit nanopartiküllerin altın ile kaplanıp 

kaplanmadıklarını doğrulamak için UV-VIS Spektrofotometre 

kullanılmıştır. Altın kaplı SPION’ların UV-VIS Spektrofotometre ile elde 

edilen verileri Şekil 4.2’de sunulmuştur. Altının görünür bölgede 

plazmon dalga boyunun 530 nm civarında olduğu bilinmektedir. Şekil 
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4.2’de sunulan verilere göre; 539 nm’de pik gözlenmiştir. Tez 

kapsamında sentezi gerçekleştirilen manyetik demir oksit 

nanopartiküllerin, altın ile kaplandıktan sonra UV-VIS 

Spektrofotometrede gözlenen pik değeri dikkate alındığında, altın ile 

kaplama prosedürünün başarılı olduğu görülmüştür.  

 

 

400 420 440 460 480 500 520 540 560

500 520 540

 

Şekil 4.2. Sentezlenen ve altın tabaka ile kaplanan SPION’ların 

 VIS Spektrumu 
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Nanopartiküllerin ortalama partikül boyutları ve şekilleri  JEOL marka 

JEM-3010 TEM ile 22 ˚C’da belirlenmiştir. Sentezlenen manyetik demir 

oksit ve altın kaplı manyetik demir oksit nanopartiküllerin TEM ile elde 

edilen görüntüleri Şekil 4.3‘de sunulmuştur. TEM görüntülerinden 

nanopartiküllerin küresel yapıda oldukları ve ortalama çekirdek 

çaplarının 5.62 nm ± 1.49 olduğu belirlenmiştir.  Altın kaplı 

nanopartiküllerin ortalama çekirdek çaplarının ise 57.04 nm ± 8.58 

olduğu belirlenmiştir. Şekil 4.3.D’den görüldüğü gibi, ortalama 5.62 nm 

boyuta sahip nanopartiküllerin kümelenerek bir araya geldikleri, ara 

yüzey oluşumu sonrasında altın tabaka ile kaplandıkları ve altın ile 

kaplandıktan sonra boyutlarının ortalama 57.04 nm’ye ulaştığı 

gözlenmektedir. 

Şekil 4.4’de sentezlenen maghemit formundaki SPION’ların elektron 

kırınım deseni, standard maghemit x-ışını kırınım deseni ile 

karşılaştırmalı olarak sunulmuştur. Elektron kırınım deseninde yer alan 

örüntülerin literatürdeki ile uyumlu olduğu ve nanopartiküllerin oldukça 

yüksek oranda kristalimsi bir yapıya sahip oldukları görülmüştür. Spinel 

yapıdaki demir oksitin iki farklı formu olan maghemit ve magnetitin 

kırınım desenleri birbirinin tamamen aynısıdır. Dolayısı ile, sadece X-ışını 

kırınım deseni göz önünde bulundurularak, söz konusu nanopartikülde 

demir oksitin hangi evresinin daha baskın olduğu gibi bir değerlendirme 

yapmak mümkün değildir. 

Tez kapsamında sentezi gerçekleştirilen SPION ve altın tabaka ile kaplı 

SPION’ların hidrodinamik çaplarının belirlenmesi amacıyla, Zeta Sizer 

(Malvern, Zeta Sizer Nano Zs) cihazı kullanılmıştır. Tez kapsamında 

sentezi gerçekleştirilen SPION ve altın kaplı SPION’ların Zeta Sizer 

cihazı ile belirlenen hidrodinamik çapları sırası ile Şekil 4.5 ve Şekil 

4.6’da sunulmuştur. Elde edilen veriler doğrultusunda sentezlenen 

nanopartiküllerin ortalama boyutu 29,49 nm olarak belirlenmiştir. 

Partikül büyüklüğü dağılımını ifade eden polidispersite indeksi (PDI) 
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değeri ise 0.166 olarak saptanmış ve dağılımın yüksek oranda 

monodispers olduğu gözlenmiştir.  

Altın kaplı nanopartiküllerin Zeta Sizer cihazı ile hidrodinamik çapları; 

78.36 nm, polidispersite indeks değeri ise; 0.203 olarak belirlenmiştir. 

Altın kaplı nanopartiküllerin polidispersite indeksinin altın ile kaplı 

olmayan nanopartiküllere göre daha büyük bir değer olması, daha az 

monodispers olduklarına işaret etmektedir.   

 

 

Şekil 4.3. (A, B) Sentezlenen SPION’ların TEM Görüntüleri (20 nm skala 

bar), (C, D) Altın kaplı SPION’ların TEM ve HR-TEM görüntüsü (100 nm 

ve 20 nm skala bar) 
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Şekil 4.4. (A) Standard maghemit XRD (X-Işını Kırınımı) deseni (B) 

Sentezlenen SPION’ların elektron kırınım deseni  

Ayrıca; altın kaplı nanopartiküllerin hidrodinamik çaplarının ölçümü 

esnasında aglomerasyon eğilimlerinin olduğu ve bu nedenle ikinci bir 

pikin daha grafikte gözlemlendiği görülmüştür. 

 

Şekil 4.5. SPION’ların Zeta Sizer Cihazı ile boyut ölçüm grafiği ve 

partikül büyüklüğü dağılımı değerleri 
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Şekil 4.6. Altın kaplı SPION’ların Zeta Sizer Cihazı ile boyut ölçüm grafiği 

ve partikül büyüklüğü dağılımı değerleri 

Sentezi gerçekleştirilen nanopartiküllerin zeta potansiyelleri de aynı 

cihaz ile ölçülmüştür. Tez kapsamında sentezi gerçekleştirilen SPION ve 

altın tabaka ile kaplı SPION’ların zeta potansiyel değerleri sırası ile Şekil 

4.7 ve Şekil 4.8’de sunulmuştur. Yapılan ölçümler sonucunda 

SPION’ların zeta potansiyel değeri, +54.3 mV olarak bulunmuştur. Bu 

değer, sentezi gerçekleştirilen SPION’ların herhangi bir dengeleyici ajan 

kullanımına gerek olmaksızın, kararlı halde olduklarının göstergesidir. 

Altın tabaka ile kaplı SPION’ların zeta potansiyel değeri ise, -0.339 mV 

olarak bulunmuştur.  

Sentezi gerçekleştirilen SPION’ların manyetik özelliklerinin belirlenmesi 

amacıyla ESR Spektrometresi kullanılmıştır. Sıvı formdaki örneklerin 

ölçümleri oda sıcaklığında gerçekleştirilmiştir. Elde edilen ESR 

Spektrumu Şekil 4.9’da, spektrumdan elde edilen değerler ise Çizelge 

4.3’de sunulmuştur. 
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Şekil 4.7. SPION’ların Zeta Potansiyel ölçüm grafiği ve değerleri 

 

Şekil 4.8. Altın tabaka ile kaplı SPION’ların Zeta Potansiyel ölçüm grafiği 

ve değerleri 
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Şekil 4.9. SPION ve AuSPION’ların ESR Spektrumu 

Sentezlenen SPION’ların manyetik özellikleri ayrıca VSM olarak 

adlandırılan Titreşimli Manyetometre Cihazı ile de belirlenmiştir. Şekil 

4.10’da sentezlenen manyetik demir oksit nanopartiküllerin 

Manyetizasyon–Manyetik Alan Eğrisi (M-H) sunulmuştur. Şekil 4.10’da 

sunulan M-H eğrisi’nde sentezlenen nanopartiküllerin 19998.3915 Oe 

manyetik alanda 36.89963 emu/g manyetizasyon sergilediği 

gözlenmiştir. Altın kaplı manyetik demir oksit nanopartiküllerin ise; 

19998.199 Oe manyetik alanda 11.59965 emu/g manyetizasyon 

sergilediği görülmüştür. Altın tabaka ile kaplanma sonucunda, manyetik 

çekirdek demir oksit yapının etrafında bir kabuk yapısı oluşturmakta bu 

nedenle, manyetik nanopartiküllerin doygunluk mıknatıslığı 

azalmaktadır. Uygulanan manyetik alan altında histerezis eğrisi 

oluşturmadığından, sentezlenen altın kaplı ve altın kaplı olmayan 

manyetik demir oksit nanopartiküllerin “süperparamanyetik” davranış 

sergilediği görülmektedir.  
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Çizelge 4.3. SPION ve AuSPION’ların ESR Spektrumundan elde edilen 

G, ∆H ve HR değerleri 

Maghemit 
(ɤ-Fe2O3) 

G ΔH HR 

SPION 2.10044G 740.2G 3352.8G 

AuSPION 2.06805G 793.7G 3403.6G 

Yığın haldeki maghemitin 60-80 emu/g doygunluk mıknatıslığı 

sergilediği bilinmektedir. Bu değerin yığın haldeki maghemitin 

sergilediği değerden oldukça düşük bir değer olduğu görülmektedir. Bu 

sonucun toz örneğe göre daha düşük konsantrasyona sahip sıvı 

formdaki örnek ile ölçüm yapılmasına bağlı olarak oluştuğu 

düşünülmektedir. Şekil 4.10‘daki eğrilere bakıldığında; altın kaplı ve 

altın kaplı olmayan her iki nanopartikülün de sıfır koersivite ile 

süperparamanyetik davranış sergiledikleri görülmektedir. 

 

Şekil 4.10. SPION ve AuSPION’ların M-H eğrisi 

4.2. Antibadi ve Aptamer İmmobilizasyonu 

280 nm dalga boyundaki ve FITC için maksimum dalga boyu olan 495 

nm‘deki absorbans değerleri belirlenmiş ve bağlanma derecesi 9.57 mol 

FITC’ye karşılık 1 mol antibadi olarak hesaplanmıştır. 
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Sentezlenen SPION’ların altın tabaka ile kaplanmasının ardından, altın 

tabaka üzerindeki yüzey üzerine anti-EGFR monoklonal antibadilerin 

immobilize edilebilmesi için, öncelikle SH-PEG-COOH moleküllerinin 

yüzey üzerinde “kendiliğinden yerleşmeleri” sağlanmıştır. Antibadi 

immobilizasyonu öncesinde gerçekleştirilen son modifikasyon işlemi olan 

bu aşamadan sonra, hazırlanan  SPION’ların yüzey yükleri ve boyutları 

Zeta Sizer Cihazı ile belirlenmiş ve elde edilen veriler Şekil 4.11 ve 

4.12‘de sunulmuştur.  

Antibadi ve aptamer immobilizasyonu gerçekleştirildikten sonra yapılan 

hesaplamalar sonucunda; “teorik olarak” her bir SPION’a yaklaşık olarak 

sırası ile 33 adet anti-EGFR antibadi ve 40 adet anti-EGFR aptamer 

immobilize edildiği belirlenmiştir.   

 

Şekil 4.11. Yüzeyinde SAMs oluşturulmuş altın kaplı SPION’ların Zeta 

Sizer Cihazı ile boyut ölçüm grafiği ve partikül büyüklüğü dağılımı 

değerleri 
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Şekil 4.12. Yüzeyinde SAMs oluşturulmuş altın kaplı SPION’ların Zeta 

Potansiyeli ölçüm grafiği ve değerleri  

SPION’ların yüzeyine anti-EGFR monoklonal antibadi ve aptamerlerinin 

bağlanma etkinliği, Nanodrop Cihazı kullanılarak ölçülmüştür. Elde 

edilen veriler ile; AbSPION için %71 ve ApSPION için %82.59 olarak 

bulunmuştur.   

4.3. Sitotoksisite Çalışmaları 

Hücre canlılığının belirlenebilmesi amacı ile gerçekleştirilen WST-1 Testi 

sonunda, 96 kuyucuklu plakanın absorbans değerleri ELISA plaka 

okuyucuda 420-480 nm’de okunmuş ve analiz sonucunda elde edilen 

veriler Şekil 4.13 ve 4.14’de sunulmuştur.  

WST-1 Testi ile elde edilen veriler doğrultusunda; MDA MB 231 insan 

meme kanseri hücrelerine uygulanan nanopartiküllerden, 27.15 µg/mL 

konsantrasyonu ile hücrelere uygulanan SPION’ların %92 oranı ile en 

yüksek hücre canlılığı sergileyen nanopartikül grubu olduğu, 108.6 

µg/mL konsantrasyonu ile hücrelere uygulanan yüzeyine aptamer 
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immobilize edilmiş SPION’ların ise %62.3 oranı ile en düşük hücre 

canlılığı sergileyen nanopartikül grubu olduğu görülmüştür.   

 

Şekil 4.13. MDA MB 231 insan meme kanseri hücre hattına farklı 

konsantrasyonlarda uygulanan partiküllerin WST-1 Testi ile belirlenen % 

hücre canlılığı grafiği 

 

Şekil 4.14. Östrojen reseptör pozitif insan fibroblast hücre hattına farklı 

konsantrasyonlarda uygulanan partiküllerin WST-1 Testi ile belirlenen % 

hücre canlılığı grafiği 
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Östrojen reseptör pozitif insan fibroblast hücrelerine uygulanan 

nanopartiküllerden, 27.15 µg/mL konsantrasyonu ile hücrelere 

uygulanan SPION’ların %99.2 oranı en yüksek hücre canlılığına sahip 

olduğu, 108.6 µg/mL konsantrasyonu ile hücrelere uygulanan yüzeyine 

antibadi immobilize edilmiş SPION’ların ise %59.2 oranı ile en düşük 

hücre canlılığı sergilediği görülmüştür.   

WST-1 Testi ile elde edilen veriler doğrultusunda, genel olarak 

nanopartikül ve nanopartikül-konjugatlarının hücre canlılığı üzerinde 

toksik etkisinin olmadığı ve hücre proliferasyonunu engellemediği 

belirlenmiştir.  

4.4. Hedeflemenin Floresan Mikroskop ile Gösterilmesi 

MDA MB 231 insan meme kanseri kontrol hücrelerinin Şekil 4.15’de, 

östrojen pozitif insan fibroblast kontrol hücrelerinin ışık ve floresan 

mikroskop görüntüleri Şekil 4.16‘da sunulmuştur.  

 

 

Şekil 4.15. MDA MB 231 insan meme kanseri kontrol hücrelerinin ışık 

(A) ve floresan (B) mikroskop görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 
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Şekil 4.16. Östrojen pozitif insan fibroblast kontrol hücrelerinin ışık (A) 

ve floresan (B) mikroskop görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 

 

Şekil 4.17. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilen 

SPION (A) ve Kar.SPION’ların (B) ışık ve floresan (C) mikroskop 

görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 

MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilen SPION ve 

Kar.SPION’ların ışık ve floresan mikroskop görüntüleri Şekil 4.17‘de, 

gerçekleştirilen tez çalışması kapsamında üretilen FITC işaretli anti-

EGFR monoklonal antibadi-SPION ve FITC işaretli anti-EGFR aptamer-

SPION konjugatları ile tümör hücrelerinin hedeflendiğini gösteren ışık ve 

floresan mikroskop görüntüleri de Şekil 4.18 ve 4.19‘da sunulmuştur. 
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Şekil 4.18. AbSPION’ların (sırası ile 27.15, 54.3 ve 108.6 µg/mL 

konsantrasyonlarında), MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile 

etkileştirildikten sonra ışık (A,C,E) ve floresan (B,D,F) mikroskop 

görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 
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Şekil 4.19. ApSPION’ların (sırası ile 27.15, 54.3 ve 108.6 µg/mL 

konsantrasyonlarında), MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile 

etkileştirildikten sonra ışık (A,C,E) ve floresan (B,D,F) mikroskop 

görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 
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Şekil 4.15’de MDA MB 231 insan meme kanseri kontrol hücrelerinin, 

Şekil 4.16‘de östrojen pozitif insan fibroblast kontrol hücrelerinin ışık (A) 

ve floresan (B) mikroskop görüntüleri görülmektedir. Kontrol hücreleri 

herhangi bir molekül ile etkileştirilmedikleri için, floresan mikroskopta 

herhangi bir floresan ışıma görülmemektedir. 

Şekil 4.17’de SPION (A) ve karboksil fonksiyonel grupları ile modifiye 

edilmiş SPION’ların (B) MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile 

etkileştirildikten sonra ışık ve floresan (C) mikroskop görüntüleri 

görülmektedir. SPION ve Kar.SPION’ların yüzeyine anti-EGFR antibadi 

ya da aptamer immobilize edilmemiş olduğu için, floresan mikroskopta 

herhangi bir floresan ışıma görülmemiştir.   

Şekil 4.18’de yüzeyine anti-EGFR antibadi immobilize edilmiş ve  Şekil 

4.19’da yüzeyine anti-EGFR aptamer immobilize edilmiş SPION’ların 

(sırası ile 27.15, 54.3 ve 108.6 µg/mL konsantrasyonlarında), MDA MB 

231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirildikten sonra ışık (A,C,E) 

ve floresan (B,D,F) mikroskop görüntüleri görülmektedir. Şekil 4.18 ve 

Şekil 4.19’daki ışık mikroskop ve floresan mikroskop görüntüleri 

karşılaştırıldığında; ışık mikroskopta lokasyonları tam olarak görülen 

hücrelerin floresan mikroskop altında net bir şekilde floresan ışıma 

yaptıkları gözlenmektedir. Hücrelerin olmadığı bölümlerde floresan ışıma 

yoktur. Dolayısıyla, sentezi ve tasarımı gerçekleştirilen yüzeyine 

antibadi ve aptamer immobilize edilmiş SPION’ların, MDA MB 231 insan 

meme kanseri hücre yüzeylerindeki epidermal büyüme faktörü 

reseptörlerine net bir şekilde bağlandıkları ve hedeflemenin doğru bir 

şekilde gerçekleştirildiği görülmüş ve görüntülenmiştir. 

Şekil 4.20’de SPION (A) ve karboksil fonksiyonel grupları ile modifiye 

edilmiş SPION’ların (B) östrojen pozitif insan fibroblast hücreleri ile 

etkileştirildikten sonra ışık ve floresan (C) mikroskop görüntüleri 

verilmiştir. Östrojen pozitif insan fibroblast hücrelerinin yüzeyinde EGFR 

reseptörleri bulunmamaktadır ve ayrıca bu hücreler ile etkileştirilen 

SPION ve Kar.SPION’ların yüzeyine anti-EGFR antibadileri ya da 
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aptamerleri immobilize edilmemiştir. Bu nedenle, floresan mikroskopta 

herhangi bir floresan ışıma görülmemektedir.   

 

Şekil 4.20. Östrojen pozitif insan fibroblast hücreleri ile etkileştirilen 

SPION (A) ve Kar.SPION’ların (B) ışık ve floresan (C) mikroskop 

görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 

Şekil 4.21’de yüzeyine anti-EGFR antibadi immobilize edilmiş ve Şekil 

4.22’de yüzeyine anti-EGFR aptamer immobilize edilmiş SPION’ların 

(sırası ile 27.15, 54.3 ve 108.6 µg/mL konsantrasyonlarında), östrojen 

pozitif insan fibroblast hücreleri ile etkileştirildikten sonra ışık (A,C,E) ve 

floresan (B,D,F) mikroskop görüntüleri görülmektedir. Şekil 4.21 ve 

Şekil 4.22’deki ışık mikroskop ve floresan mikroskop görüntüleri 

karşılaştırıldığında; floresan mikroskopta herhangi bir ışıma olmadığı 

görülmektedir. Östrojen pozitif insan fibroblast hücrelerinin yüzeyinde 

EGFR reseptörleri bulunmamaktadır ve bu hücreler ile etkileştirilen anti-

EGFR antibadi ve aptamer immobilize edilmiş SPION’ların etkileşecekleri 

EGFR reseptörleri hücre yüzeyinde mevcut olmadığı için floresan 

mikroskopta herhangi bir floresan ışıma yoktur. Işık mikroskop 

görüntüleri incelendiğinde de, partiküllerin östrojen reseptör pozitif 

insan fibroblast hücrelerinin yüzeyinde gelişigüzel bir şekilde 

dağıldıkları, hücrelerin aralarında yer alan boşluklardan da gözlendiği 

üzere, hücre yüzeyine spesifik bir yerleşim sergilemedikleri 

görülmektedir. 
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Şekil 4.21. AbSPION’ların (sırası ile 27.15, 54.3 ve 108.6 µg/mL 

konsantrasyonlarında), östrojen pozitif insan fibroblast hücreleri ile 

etkileştirildikten sonra ışık (A,C,E) ve floresan (B,D,F) mikroskop 

görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 
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Şekil 4.22. ApSPION’ların (sırası ile 27.15, 54.3 ve 108.6 µg/mL 

konsantrasyonlarında), östrojen pozitif insan fibroblast hücreleri ile 

etkileştirildikten sonra ışık (A,C,E) ve floresan (B,D,F) mikroskop 

görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 
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Şekil 4.23. AbSPION ve ApSPION’ların (54.3 µg/mL), MDA MB 231 insan 

meme kanseri hücreleri ile etkileştirildikten sonra ışık (A) ve floresan 

(B) mikroskop görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 

 

Şekil 4.24. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş 

anti-EGFR antibadilerinin ışık (A,B) ve floresan (C,D) mikroskop 

görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 
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Şekil 4.23’deki çalışmanın gerçekleştirilebilmesi için, ApSPION’lar 

FITC’den farklı bir floresan boya olan ve kırmızımsı-turuncu renkte ışıma 

yapan TAMRA floresan boya ile, AbSPION’lar yine aynı şekilde yeşil 

renkte ışıma yapan FITC boya ile etiketlenmişlerdir.  

Burada amaç, MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile aynı anda 

etkileştirilen anti-EGFR antibadi ve aptamer immobilize edilmiş 

SPION’ların hücre kültür kuyucuğunda tümör hücre seçiciliklerinin 

karşılaştırılabilmesidir. Sadece ışık ve floresan mikroskop görüntülerine 

bakarak floresan ışıma açısından değerlendirme yapıldığında; yüzeyine 

aptamer immobilize edilmiş SPION’ların, yüzeyine antibadi immobilize 

edilmiş SPION’lara göre tümör seçiciliklerinin çok daha yüksek olduğu 

Şekil 4.23’de görülmektedir. Elde edilen veriler değerlendirildiğinde; 

aptamerlerin antibadi moleküllerine göre çok daha küçük moleküller 

olmaları ve antibadi molekülleri ile karşılaştırıldığında aptamerlerin daha 

az sterik engel ile karşılaşmaları sonucu hücre yüzeyinde yer alan 

reseptörler ile daha kolay etkileştikleri ve bu nedenle tümör 

seçiciliklerinin daha yüksek olduğu düşünülmektedir. 

Şekil 4.24’de; MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile 

etkileştirilmiş anti-EGFR antibadilerinin ışık (A,B) ve floresan (C,D) 

mikroskop görüntüleri sunulmuştur. MDA MB 231 meme kanseri 

hücreleri ile, herhangi bir taşıyıcı sistem olmadan etkileştirilen anti-

EGFR antibadilerinin çok zayıf floresan ışıma sergiledikleri 

görülmektedir.   

Şekil 4.25’de de MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile 

etkileştirilmiş anti-EGFR aptamerlerinin ışık (A,B) ve floresan (C,D,E,F) 

mikroskop görüntüleri görülmektedir. MDA MB 231 meme kanseri 

hücreleri ile, herhangi bir taşıyıcı sistem olmadan etkileştirilen anti-

EGFR aptamerlerinin yok denecek kadar zayıf floresan ışıma 

sergilemektedirler. Özellikle Şekil 4.25 (E,F)’de floresan ışığı arttırılmış 

görüntülerde, aptamerlerin hücrelerin üzerini ve kuyucuk ortamını 

tamamen kapladıkları görülmüştür.     
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Şekil 4.25. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş 

anti-EGFR aptamerlerinin ışık (A,B) ve floresan (C,D,E,F) mikroskop 

görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 

Şekil 4.26’da FITC floresan boya ile işaretlenmiş MDA MB 231 insan 

meme kanseri hücrelerinin ışık (A) ve floresan (B) mikroskop 

görüntüleri incelendiğinde, hücrelerin çekirdekleri ile birlikte tüm 

yüzeylerinin yani hücrelerin tamamının yeşil floresan FITC boya ile 

boyandığı görülmektedir. Şekil 4.18 ve 4.19’daki MDA MB 231 insan 
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meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş AbSPION ve ApSPION ışık ve 

floresan mikroskop görüntüleri ile karşılaştırıldığında; birbirlerinden 

tamamen farklı oldukları, FITC işaretli-antibadi ve aptamer ile 

hedeflendirilmiş SPION’lar ile etkileştirilen hücrelerin yüzeylerinde, yeşil 

FITC boyası “lekeli” gibi bir görünüm sergilerken, sadece FITC floresan 

boya ile etkileştirilen hücrelerin, çekirdekleri de dahil olmak üzere 

tamamının parlak yeşil renkte boyandığı görülmektedir. Lekeli 

görünümün; yüzeyine anti-EGFR antibadi ve anti-EGFR aptamer 

immobilize edilmiş SPION’ların, hücre yüzeylerinin değişik bölgelerinde 

yer alan EGFR reseptörleri ile etkileşmesi sonucu oluştuğu çok net 

olarak görülmektedir.                 

 

Şekil 4.26. FITC floresan boya ile işaretlenmiş MDA MB 231 insan meme 

kanseri hücrelerinin ışık (A) ve floresan (B) mikroskop görüntüleri 

4.5. Akım Sitometri Analizleri 

Farklı konsantrasyonlarda hazırlanan SPION-antibadi ve SPION-aptamer 

konjugatları (yüzeyine anti-EGFR monoklonal antibadi immobilize 

edilmiş SPION ve yüzeyine anti-EGFR aptamer immobilize edilmiş 

SPION) ile etkileştirilmiş olan hücrelerin akım sitometri analizleri 

gerçekleştirilmiş ve elde edilen sonuçlar Şekil 4.27, 4.28, 4.29, 4.30, 

4.31, 4.32 ve 4.33‘de sunulmuştur. 
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Şekil 4.27. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, 

yüzeyine anti-EGFR antibadi immobilize edilmiş 108.6 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların akım sitometri analiz görüntüleri 

(SSC-A/FSC-A, SSC-A/ FITC-A, FITC-A/Count) 

 



156 
 

 

 

 

Şekil 4.28. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş,  

yüzeyine anti-EGFR antibadi immobilize edilmiş 54.3 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların akım sitometri analiz görüntüleri 

(SSC-A/FSC-A, SSC-A/ FITC-A, FITC-A/Count) 
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Şekil 4.29. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, 

yüzeyine anti-EGFR antibadi immobilize edilmiş 27.15 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların akım sitometri analiz görüntüleri 

(SSC-A/FSC-A, SSC-A/ FITC-A, FITC-A/Count) 
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Şekil 4.30. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, 

yüzeyine anti-EGFR aptamer immobilize edilmiş 108.6 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların akım sitometri analiz görüntüleri 

(SSC-A/FSC-A, SSC-A/ FITC-A, FITC-A/Count) 



159 
 

 

 

 

Şekil 4.31. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, 

yüzeyine anti-EGFR aptamer immobilize edilmiş 54.3 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların akım sitometri analiz görüntüleri 

(SSC-A/FSC-A, SSC-A/ FITC-A, FITC-A/Count) 
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Şekil 4.32. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, 

yüzeyine anti-EGFR aptamer immobilize edilmiş 27.15 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların akım sitometri analiz görüntüleri 

(SSC-A/FSC-A, SSC-A/ FITC-A, FITC-A/Count) 
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Akım sitometri analizi sonucunda; Şekil 4.27-29’dan görüldüğü gibi, 

MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, yüzeyine 

FITC-işaretli anti-EGFR antibadi immobilize edilmiş 108.6 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların %64.4’ünün, 54.3 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların %59’unun ve 27.15 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’lar ile gerçekleştirilen akım sitometri analizi 

sonucunda hücrelerin %28’inin FITC floresan boya ile işaretlendiği 

belirlenmiştir. 

  

 

Şekil 4.33. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, 

yüzeyine anti-EGFR antibadi ve aptamer immobilize edilmiş 108.6, 54.3 

ve 27.15 µg/mL konsantrasyonlarındaki SPION’ların akım sitometri 

analizlerinden elde edilen verilerinin grafiksel görüntüleri 
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Akım sitometri analizi sonucunda; Şekil 4.30-32’de görüldüğü gibi, MDA 

MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, yüzeyine FITC-

işaretli anti-EGFR aptamer immobilize edilmiş 108.6 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların %38.6’sının, 54.3 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların %38.1’inin ve 27.15 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların %33.7’sinin FITC floresan boya ile 

işaretlendiği belirlenmiştir.  

Şekil 4.33’de görüldüğü gibi; MDA MB 231 hücreleri ile etkileştirilen, 

yüzeyine FITC-işaretli anti-EGFR antibadi ve aptamer immobilize edilmiş 

SPION’ların uygulama konsantrasyonları arttıkça, hücrelere bağlanan 

aptamer ve antibadi miktarının da arttığı saptanmıştır. Ancak bu artış 

oranının, aptamer immobilize edilmiş SPION’larda çok daha az olduğu 

görülmüştür.  

4.6. İkili Boyama Yöntemi ile Apoptoz ve Nekrozun Gösterilmesi 

Farklı konsantrasyonlarda (108.6, 54.3 ve 27.15 µg/mL) nanopartiküller 

(SPION/ Kar.SPION/ AbSPION/ ApSPION) ile gerçekleştirilen ikili 

boyama yöntemi sonrasında, floresan mikroskopta DAPI filtresi 

kullanılarak apoptoza uğramış hücrelerin ve İ3 (480-520nm dalga 

boyunda) filtresi kullanılarak nekroza uğramış hücrelerin 

değerlendirmesi yapılmıştır. Elde edilen veriler Şekil 4.34, 4.35, 4.36 ve 

4.37‘de sunulmuştur.  

 

Şekil 4.34. MDA MB 231 insan meme kanseri kontrol hücrelerinin ikili 

boyama yöntemi ile gösterilen apoptoz (A) ve nekroz (B) görüntüleri 

(50 µm ve 200X büyütme) 
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Şekil 4.35. Östrojen reseptör pozitif insan fibroblast kontrol hücrelerinin 

ikili boyama yöntemi ile gösterilen apoptoz (A) ve nekroz (B) görüntüleri 

(50 µm ve 200X büyütme) 

 

Şekil 4.36. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, 

27.15 µg/mL konsantrasyonundaki SPION (A), (B) ve Kar.SPION’ların 

(C), (D) ikili boyama yöntemi ile gösterilen apoptoz ve nekroz 

görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 
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Şekil 4.37. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, 

yüzeyine antibadi (A), (B) ve aptamer (C), (D) immobilize edilmiş 27.15 

µg/mL konsantrasyonundaki SPION’ların ikili boyama yöntemi ile 

gösterilen apoptoz ve nekroz görüntüleri (50 µm ve 200X büyütme) 

Şekil 4.34’de MDA MB 231 insan meme kanseri kontrol hücrelerinin ve  

Şekil 4.35’de östrojen reseptör pozitif insan fibroblast kontrol 

hücrelerinin ikili boyama yöntemi ile apoptoz (A) ve nekroz (B) 

görüntüleri görülmektedir. 

Şekil 4.36’da MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile 

etkileştirilmiş, SPION (A), (B) ve yüzeyinde SAMs oluşturulmuş altın 

tabaka ile kaplı SPION’ların (C), (D) ikili boyama yöntemi ile apoptoz ve 

nekroz görüntüleri görülmektedir.  

Şekil 4.37’de MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile 

etkileştirilmiş, yüzeyine antibadi (A), (B) ve aptamer (C), (D) 

immobilize edilmiş 27.15 µg/mL konsantrasyonundaki SPION’ların ikili 

boyama yöntemi ile apoptoz ve nekroz görüntüleri görülmektedir. 
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Çizelge 4.4. MDA MB 231 hücre hattına 3 farklı konsantrasyonda 

(27.15 µg/mL, 54.3 µg/mL, 108.6 µg/mL) uygulanan manyetik 

nanopartiküllerin %nekroz ve apoptotik indeksleri 

Nekroz ve Apoptotik İndeks 

Partikül 
 Kon. 

SPION Kar.SPION AbSPION ApSPION 

µg/mL %Apoptoz %Nekroz %Apoptoz %Nekroz %Apoptoz %Nekroz %Apoptoz %Nekroz 

0 1±1 1±1 1±1 1±1 1±1 1±1 1±1 1±1 
27.15 7±0.5 3±1 6±0.5 4±1 3±0.7 7±2 5±1.4 4±0.7 
54.3 9±1 4±0.5 13±1 4±0.5 4±1.4 4±0.7 11±2 6±1 

108.6 10±1.4 5±0.7 15±0.7 5±1.4 7±0.5 7±1 12±1 9±0.5 

Çizelge 4.5. Östrojen reseptör pozitif insan fibroblast hücre hattına 3 

farklı konsantrasyonda (108.6, 54.3 ve 27.15 µg/mL) uygulanan 

manyetik nanopartiküllerin % nekroz ve apoptotik indeksleri 

Nekroz ve Apoptotik İndeks 

Partikül 
 Kon. 

SPION Kar.SPION AbSPION ApSPION 

µg/mL %Apoptoz %Nekroz %Apoptoz %Nekroz %Apoptoz %Nekroz %Apoptoz %Nekroz 

0 1±1 1±1 1±1 1±1 1±1 1±1 1±1 1±1 
27.15 3±1.4 2±1 1±1 2±1 1±1 3±0.5 2±1 1±1.4 
54.3 4±0.7 5±1.4 2±0.7 2±0.7 2±2 5±0.7 3±1.4 3±1 

108.6 6±1 6±0.5 2±2 4±2 4±0.5 7±1.4 3±0.7 5±0.7 

Elde edilen veriler doğrultusunda; MDA MB 231 insan meme kanseri 

hücre hattına farklı konsantrasyonlarda uygulanan manyetik 

nanopartiküllerin %nekroz ve apoptotik indeksleri belirlenmiş ve Çizelge 

4.4‘de sunulmuştur. Veriler değerlendirildiğinde; en yüksek apoptoz 

oranının 15±0,7 yüzde apoptotik indeks değeri ile 108.6 µg/mL 

konsantrasyonundaki Kar.SPION’a ait olduğu ve en yüksek nekroz 

oranının  9±0,5 yüzde nekrotik indeks ile 108.6 µg/mL 

konsantrasyonunda hücrelere uygulanan yüzeyine aptamer immobilize 

edilmiş SPION’a ait olduğu görülmektedir. 

Aynı şekilde östrojen reseptör pozitif insan fibroblast hücre hattına farklı 

konsantrasyonlarda uygulanan manyetik nanopartiküllerin %nekroz ve 

apoptotik indeksleri de belirlenmiş ve Çizelge 4.5‘de sunulmuştur. Elde 

edilen veriler doğrultusunda; en yüksek apoptoz oranının  6±1,4 yüzde 

apoptotik indeks ile 108.6 µg/mL konsantrasyonunda hücrelere 

uygulanan SPION olduğu ve en yüksek nekroz oranının da 7±1 yüzde 



166 
 

nekrotik indeks ile 108.6 µg/mL konsantrasyonunda hücrelere 

uygulanan yüzeyine antibadi immobilize edilmiş SPION olduğu 

belirlenmiştir. 

4.7. Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi ile Hücre 

Proliferasyonunun Belirlenmesi 

102 saat süre ile gerçekleştirilen ölçümler sonucunda, Gerçek Zamanlı 

Hücre Analizörü (RTCA) sistemi ile zamana bağlı hücre proliferasyonunu 

gösteren  grafikler elde edilmiş ve veriler Şekil 4.38‘de sunulmuştur. 
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Şekil 4.38. Hücre canlılığı ve hücre proliferasyonunun 102 saat süre ile 

“Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi” ile gösterildiği analiz grafikleri. 

MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş (A) SPION 

(B) Kar.SPION, (C) AbSPION, (D) ApSPION 

Hücre canlılığı ve hücre proliferasyonunun 102 saat süre ile “Gerçek 

Zamanlı Hücre Analiz Sistemi” ile gösterildiği analiz grafikleri 

incelendiğinde; MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile 

etkileştirilmiş SPION’ların 102 saat süresince hücrelere uygulanan her 

üç konsantrasyon değerinde de hücre canlılığı ve hücre proliferasyonunu 

hiçbir şekilde düşürmediği ve hatta hücre canlılığını arttırıcı yönde etki 

ettiği görülmektedir. Dolayısıyla, yüzeyinde hiç bir modifikasyon 

yapılmamış olan SPION’ların hücreler üzerinde herhangi bir 

toksisitesinin bulunmadığı saptanmıştır. Şekil 4.38 (A)’da görüldüğü 

gibi; 27.15 ve 54.3 µg/mL konsantrasyonlarında hücreye uygulanan 

nanopartiküllerin, kırmızı renk ile temsil edilen kontrol grubuna göre 

hücre canlılığını daha fazla arttırıcı yönde etki gösterdiği görülmüştür. 

Şekil 4.38 (B)’de görüldüğü gibi; yüzeyinde SAMs oluşturulmuş altın 

kaplı SPION’lar MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile 
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etkileştirilmiş; RTCA’dan elde edilen veriler doğrultusunda genel olarak 

27.15 ve 54.3 µg/mL konsantrasyonlarında hücrelere uygulanan 

nanopartiküllerde 102 saat süresince hücre canlılığının kırmızı renk ile 

temsil edilen kontrol grubuna göre daha düşük seviyelerde de olsa 

artarak devam ettiği gözlenmiş, ancak 108.6 µg/mL konsantrasyonunda 

hücrelere uygulanan nanopartiküllerin bulunduğu kuyucukta, 70. 

saatten itibaren hücre canlılığının azalarak devam ettiği görülmüştür. 

Şekil 4.38 (C)’de görüldüğü gibi; MDA MB 231 insan meme kanseri 

hücreleri ile etkileştirilmiş, yüzeyine antibadi immobilize edilmiş SPION’ 

lardan 108.6 µg/mL konsantrasyonunda hücrelere uygulanan 

nanopartikülün 53. saatten, 54.3 µg/mL konsantrasyonunda hücrelere 

uygulanan nanopartikülün yaklaşık olarak 60. saatten ve 27.15 µg/mL 

konsantrasyonunda hücrelere uygulanan nanopartikülün 62. saaten 

itibaren hücre canlılığını azaltma yönünde etki yaptığı görülmüştür.   

Şekil 4.38 (D)’de görüldüğü gibi; MDA MB 231 insan meme kanseri 

hücreleri ile etkileştirilmiş, yüzeyine aptamer immobilize edilmiş SPION’ 

lardan 54.3 ve 27.15 µg/mL konsantrasyonlarında uygulanan 

nanopartiküllerin 102 saat kontrol grubu ile birlikte hücre canlılığını 

arttırdığı, 108.6 µg/mL konsantrasyonunda hücrelere uygulanan 

nanopartikülün ise yaklaşık olarak 51. saatten 74. saate kadar hücre 

proliferasyonunu azaltıcı yönde etki yaptığı, 74. saatten itibaren ise 

sabit kalarak hücre canlılığını olumlu ya da olumsuz yönde etkilemediği 

görülmüştür. 

Şekil 4.39’da hücre canlılığı ve hücre proliferasyonunun 102 saat süre 

ile “Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi” ile gösterildiği karşılaştırmalı 

analiz grafikleri [(A) SPION/AbSPION, (B) SPION/ApSPION, (C) 

SPION/AbSPION ve ApSPION, (D) AbSPION/ApSPION] sunulmuştur. 

Yüzeyinde hiçbir modifikasyon yapılmamış SPION’lar, MDA MB 231 

meme kanseri hücreleri üzerinde kontrol grubu ile benzer etki sergilemiş 

ve herhangi bir toksik etki yaratmamıştır. Yüzeyine anti-EGFR 

antibadilerin immobilize edildiği SPION’lar ise; yüzeyine anti-EGFR 
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aptamerlerin immobilize edildiği SPION’lara ve yüzeyinde herhangi bir 

modifikasyon yapılmamış olan SPION’lara göre hücre canlılığı üzerinde 

özellikle 53. Saatten itibaren olumsuz etki sergilemiştir. 53. saatten 

itibaren hücrelerin canlılığını hızla yitirmeye başladıkları görülmüştür.         
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 Şekil 4.39. Hücre canlılığı ve hücre proliferasyonunun 102 saat süre ile 

“Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi” ile gösterildiği karşılaştırmalı 

analiz grafikleri (A) SPION/AbSPION, (B) SPION/ApSPION, (C) 

SPION/AbSPION ve ApSPION, (D) AbSPION/ApSPION  



172 
 

5. SONUÇLAR 

 Sunulan Doktora Tez Çalışması kapsamında; ferrik (Fe+3) ve 

ferröz (Fe+2) klorürlerin sulu ortamda “ikili çöktürme” yöntemi 

kullanılarak SPION’lar sentezlenmiştir.  

 SPION’ların konsantrasyonu ICP-MS cihazı ile belirlenmiş ve 10.86 

mg/mL değerinde olduğu saptanmıştır.  

 SPION’ların ortalama çekirdek çapları TEM cihazı ile belirlenmiş ve 

5.62 + 1.49 nm değerinde olduğu saptanmıştır. 

 SPION’ların yüzeyi altın tabakası ile kaplanmış ve altın kaplı 

SPION’ların TEM ile ortalama boyutları 57.04 + 8.58 nm olarak 

belirlenmiştir.  

 Altın kaplı SPION’ların UV-VIS Spektrofotometre ile yapılan 

ölçümlerde 539 nm’de altın piki verdikleri görülmüş ve altın 

tabaka ile kaplandıkları doğrulanmıştır.  

 SPION’ların Zeta Sizer Cihazı ile DLS yöntemi kullanılarak 

hidrodinamik çapları ve polidispersite indeksleri belirlenmiş ve 

hidrodinamik çaplarının 29.49 nm ve polidispersite indekslerinin 

ise 0.166 olduğu saptanmıştır.  

 Altın kaplı SPION’ların Zeta Sizer Cihazı ile DLS yöntemi 

kullanılarak hidrodinamik çapları ve polidispersite indeksleri 

belirlenmiş ve hidrodinamik çaplarının 78.36 nm ve polidispersite 

indekslerinin ise 0.203 olduğu saptanmıştır. 

 SPION’ların Zeta Sizer Cihazı ile zeta potansiyelleri ölçülmüş ve 

yüzey yüklerinin 54.3 mV olduğu belirlenmiştir. 

 Altın kaplı SPION’ların Zeta Sizer Cihazı ile zeta potansiyelleri 

ölçülmüş ve yüzey yüklerinin -0.339 mV olduğu belirlenmiştir. 

 Sentezlenen SPION’ların VSM cihazı ile yapılan ölçümlerde 

19998.3915 Oe manyetik alanda 36.89963 emu/g manyetizasyon 

sergilediği gözlenmiştir.  
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 Altın kaplı SPION’ların ise; 19998.199 Oe manyetik alanda 

11.59965 emu/g manyetizasyon sergilediği gözlenmiştir.  

 Uygulanan manyetik alan altında histerezis eğrisi 

oluşturmadığından, sentezlenen altın kaplı ve altın kaplı olmayan 

manyetik demir oksit nanopartiküllerin “süperparamanyetik” 

davranış sergilediği belirlenmiştir. Ayrıca altın kaplı ve altın kaplı 

olmayan her iki nanopartikülün de, sıfır koersivite ile 

süperparamanyetik davranış sergiledikleri görülmüştür.  

 SPION’ların FTIR Spektrumu yardımı ile kimyasal yapıları 

belirlenmiştir.  

 Sentezlenen SPION’ların elektron kırınım deseni, standard 

maghemit x-ışını kırınım deseni ile karşılaştırmalı olarak sunulmuş 

ve elektron kırınım deseninde yer alan örüntülerin literatürdeki ile 

uyumlu olduğu ve nanopartiküllerin oldukça yüksek oranda 

kristalimsi bir yapıya sahip oldukları görülmüştür. 

 Altın kaplı SPION’ların yüzeyinde karboksil fonksiyonel grupları 

barındıran “kendiliğinden yerleşen tek tabakalar” oluşturulmuş ve 

Zeta Sizer Cihazı ile hidrodinamik çapları 133.3 nm ve 

polidispersite indeksleri 0.233 olarak ölçülmüştür.  

 Yüzeyinde karboksil fonksiyonel grupları barındıran altın kaplı 

SPION’ların Zeta Sizer Cihazı ile zeta potansiyelleri ölçülmüş ve 

yüzey yüklerinin -6.32 mV olduğu belirlenmiştir.  

 Satın alma yolu ile temin edilen anti-EGFR monoklonal antibadi, 

FITC floresan boya ile etiketlenmiştir. 

 280 nm dalga boyundaki ve FITC için maksimum dalga boyu olan 

495 nm‘deki absorbans değerleri belirlenmiş ve bağlanma derecesi 

9.57 mol FITC’ye karşılık 1 mol antibadi olarak hesaplanmıştır. 

 SH-PEG-COOH molekülleri ile yüzeyinde karboksil uç grupları 

oluşturulan altın kaplı SPION’ların yüzeyine anti-EGFR monoklonal 

antibadiler immobilize edilmiştir.  
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 Yapılan hesaplamalar sonucunda; “teorik olarak” her bir SPION 

başına yaklaşık olarak 33 adet anti-EGFR monoklonal antibadi 

immobilize edildiği kabul edilmiştir. 

 Altın kaplı SPION’ların yüzeyine 5’ uç grubunda tiyol grupları 

barındıran, FITC floresan boya ile işaretlenmiş anti-EGFR 

aptamerler immobilize edilmiştir.  

 Yapılan hesaplamalar sonucunda; “teorik olarak” her bir SPION 

başına yaklaşık olarak 40 adet anti-EGFR aptamer immobilize 

edildiği kabul edilmiştir. 

 SPION’ların yüzeyine anti-EGFR monoklonal antibadilerin ve 

aptamerlerin bağlanma etkinliği, Nanodrop Cihazı kullanılarak 

yapılan ölçümlerden elde edilen veriler ile; AbSPION için %71 ve 

ApSPION için %82.59 olarak bulunmuştur.   

 MDA MB 231 insan meme kanseri hücre hattı, hücre kültür 

ortamında çoğaltılmıştır. 

 Karşılaştırmalı hücre grubu olarak seçilen östrojen reseptör pozitif 

insan fibroblast hücre hattı, hücre kültür ortamında çoğaltılmıştır.  

 WST-1 Testi ile elde edilen veriler doğrultusunda; MDA MB 231 

insan meme kanseri hücrelerine uygulanan nanopartiküllerden, 

27.15 µg/mL konsantrasyonu ile hücrelere uygulanan SPION’ların 

%92 oranı ile en yüksek hücre canlılığına sahip olduğu, 108.6 

µg/mL konsantrasyonu ile hücrelere uygulanan yüzeyine aptamer 

immobilize edilmiş SPION’ların ise %62.3 oranı ile en düşük hücre 

canlılığı sergilediği görülmüştür.   

 WST-1 Testi ile elde edilen veriler doğrultusunda; östrojen 

reseptör pozitif insan fibroblast hücrelerine uygulanan 

nanopartiküllerden, 27.15 µg/mL konsantrasyonu ile hücrelere 

uygulanan SPION’ların %99.2 oranı en yüksek hücre canlılığına 

sahip olduğu, 108.6 µg/mL konsantrasyonu ile hücrelere 
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uygulanan yüzeyine antibadi immobilize edilmiş SPION’ların ise 

%59.2 oranı ile en düşük hücre canlılığı sergilediği görülmüştür. 

 WST-1 Testi ile elde edilen veriler doğrultusunda, genel olarak 

nanopartikül ve nanopartikül-konjugatlarının hücre canlılığı 

üzerinde toksik etkisinin olmadığı ve hücre proliferasyonunu 

engellemediği belirlenmiştir.  

 MDA MB 231 insan meme kanseri kontrol hücrelerinin ve östrojen 

pozitif insan fibroblast kontrol hücrelerinin ışık (A) ve floresan (B) 

mikroskop görüntüleri incelendiğinde; hücrelerin herhangi bir 

molekül ile etkileştirilmedikleri için, floresan mikroskopta da 

floresan ışıma sergilemedikleri görülmüştür. 

 SPION ve karboksil fonksiyonel grupları ile modifiye edilmiş 

SPION’ların MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile 

etkileştirildikten sonra ışık ve floresan mikroskop görüntüleri 

incelendiğinde; SPION ve Kar.SPION’ların yüzeyine anti-EGFR 

antibadi ya da aptamer immobilize edilmemiş olduğu için, floresan 

mikroskopta herhangi bir floresan ışıma sergilemedikleri 

görülmüştür.   

 Yüzeyine anti-EGFR antibadi ve anti-EGFR aptamer immobilize 

edilmiş SPION’ların (sırası ile 27.15, 54.3 ve 108.6 µg/mL 

konsantrasyonlarında), MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri 

ile etkileştirildikten sonra ışık mikroskop ve floresan mikroskop 

görüntüleri karşılaştırıldığında; ışık mikroskopta lokasyonları tam 

olarak görülen hücrelerin floresan mikroskop altında net bir 

şekilde floresan ışıma yaptıkları görülmüştür. Hücrelerin olmadığı 

bölümlerde floresan ışıma gözlenmemiştir. Dolayısıyla, sentezi ve 

tasarımı gerçekleştirilen yüzeyine antibadi ve aptamer immobilize 

edilmiş SPION’ların, MDA MB 231 insan meme kanseri hücre 

yüzeylerindeki epidermal büyüme faktörü reseptörlerine net bir 

şekilde bağlandıkları ve hedeflemenin doğru bir şekilde 

gerçekleştirildiği görülmüş ve görüntülenmiştir. 
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 SPION ve karboksil fonksiyonel grupları ile modifiye edilmiş 

SPION’ların östrojen pozitif insan fibroblast hücreleri ile 

etkileştirildikten sonra ışık ve floresan mikroskop görüntüleri 

incelendiğinde; östrojen pozitif insan fibroblast hücrelerinin 

yüzeyinde EGFR reseptörleri bulunmadığı için ve bu hücreler ile 

etkileştirilen SPION ve Kar.SPION’ların yüzeyine anti-EGFR 

antibadileri ya da aptamerleri immobilize edilmemiş olduğu için 

floresan mikroskopta herhangi bir floresan ışıma gözlenmemiştir.   

 Yüzeyine anti-EGFR antibadi ve anti-EGFR aptamer immobilize 

edilmiş SPION’ların (sırası ile 27.15, 54.3 ve 108.6 µg/mL 

konsantrasyonlarında) ışık mikroskop ve floresan mikroskop 

görüntüleri karşılaştırıldığında; floresan mikroskopta herhangi bir 

ışıma olmadığı görülmüştür. Östrojen pozitif insan fibroblast 

hücrelerinin yüzeyinde EGFR reseptörleri bulunmamaktadır ve bu 

hücreler ile etkileştirilen anti-EGFR antibadi ve aptamer 

immobilize edilmiş SPION’ların etkileşecekleri EGFR reseptörleri 

hücre yüzeyinde mevcut olmadığı için floresan mikroskopta 

herhangi bir floresan ışıma görülmemiştir. Işık mikroskop 

görüntüleri incelendiğinde de; partiküllerin östrojen reseptör 

pozitif insan fibroblast hücrelerinin yüzeyinde gelişigüzel bir 

şekilde dağıldıkları, hücrelerin aralarında yer alan boşluklarda da 

görüldükleri ve hücre yüzeyine spesifik bir yerleşim 

sergilemedikleri saptanmıştır. 

 MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile aynı anda 

etkileştirilen anti-EGFR antibadi ve aptamer immobilize edilmiş 

SPION’ların tümör hücre seçiciliklerinin karşılaştırılabilmesi amacı 

ile; ApSPION’lar FITC’den farklı bir floresan boya olan ve 

kırmızımsı-turuncu renkte ışıma yapan TAMRA floresan boya ile 

etiketlenmiş, AbSPION’lar yine aynı şekilde yeşil renkte ışıma 

yapan FITC boya ile etiketlenmişlerdir. Sadece ışık ve floresan 

mikroskop görüntülerine bakarak floresan ışıma açısından 
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değerlendirme yapıldığında; yüzeyine aptamer immobilize edilmiş 

SPION’ların, yüzeyine antibadi immobilize edilmiş SPION’lara göre 

tümör seçiciliklerinin çok daha yüksek olduğu görülmüştür. 

Aptamerlerin antibadi moleküllerine göre çok daha küçük 

moleküller olmaları ve antibadi molekülleri ile karşılaştırıldığında 

aptamerlerin daha az sterik engel ile karşılaşmaları sonucu hücre 

yüzeyinde yer alan reseptörler ile daha kolay etkileştikleri ve bu 

nedenle tümör seçiciliklerinin daha yüksek olduğu görülmüştür.  

 FITC floresan boya ile işaretlenmiş MDA MB 231 insan meme 

kanseri hücrelerinin ışık ve floresan mikroskop görüntüleri 

incelendiğinde, hücrelerin çekirdekleri ile birlikte tüm yüzeylerinin 

yani hücrelerin tamamının yeşil floresan FITC boya ile boyandığı 

görülmüştür. MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile 

etkileştirilmiş AbSPION ve ApSPION ışık ve floresan mikroskop 

görüntüleri ile karşılaştırıldığında; birbirlerinden tamamen farklı 

oldukları, FITC işaretli-antibadi ve aptamer ile hedeflendirilmiş 

SPION’lar ile etkileştirilen hücrelerin yüzeylerinde, yeşil FITC 

boyası “lekeli” gibi bir görünüm sergilerken, sadece FITC floresan 

boya ile etkileştirilen hücrelerin, çekirdekleri de dahil olmak üzere 

tamamının parlak yeşil renkte boyandığı görülmüştür. Lekeli 

görünümün; yüzeyine anti-EGFR antibadi ve anti-EGFR aptamer 

immobilize edilmiş SPION’ların, hücre yüzeylerinin değişik 

bölgelerinde yer alan EGFR reseptörleri ile etkileşmesi sonucu 

oluştuğu çok net olarak görüntülenmiştir. 

 Akım sitometri analizi sonucunda; MDA MB 231 insan meme 

kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, yüzeyine FITC-işaretli anti-

EGFR antibadi immobilize edilmiş 108.6 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların %64.4’ünün, 54.3 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların %59’unun ve 27.15 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’lar ile gerçekleştirilen akım sitometri 
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analizi sonucunda hücrelerin %28’inin FITC floresan boya ile 

işaretlendiği belirlenmiştir. 

 Akım sitometri analizi sonucunda; MDA MB 231 insan meme 

kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, yüzeyine FITC-işaretli anti-

EGFR aptamer immobilize edilmiş 108.6 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların %38.6’sının, 54.3 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların %38.1’inin ve 27.15 µg/mL 

konsantrasyonundaki SPION’ların %33.7’sinin FITC floresan boya 

ile işaretlendiği belirlenmiştir.  

 Akım sitometri ile; MDA MB 231 hücreleri ile etkileştirilen, 

yüzeyine FITC-işaretli anti-EGFR antibadi ve aptamer immobilize 

edilmiş SPION’ların uygulama konsantrasyonları arttıkça, 

hücrelere bağlanan aptamer ve antibadi miktarının da arttığı 

saptanmıştır.   

 MDA MB 231 insan meme kanseri hücre hattına farklı 

konsantrasyonlarda uygulanan manyetik nanopartiküllerin 

%nekroz ve apoptotik indeksleri belirlenmiş ve veriler 

değerlendirildiğinde en yüksek apoptoz oranının 15±0,7 yüzde 

apoptotik indeks değeri ile 108.6 µg/mL konsantrasyonundaki 

Kar.SPION’a ait olduğu ve en yüksek nekroz oranının  9±0,5 

yüzde nekroz indeksi ile 108.6 µg/mL konsantrasyonunda 

hücrelere uygulanan yüzeyine aptamer immobilize edilmiş SPION’ 

a ait olduğu görülmüştür. 

 Östrojen reseptör pozitif insan fibroblast hücre hattına farklı 

konsantrasyonlarda uygulanan manyetik nanopartiküllerin 

%nekroz ve apoptotik indeksleri de belirlenmiş ve veriler 

değerlendirildiğinde en yüksek apoptoz oranının  6±1,4 yüzde 

apoptotik indeks ile 108.6 µg/mL konsantrasyonunda hücrelere 

uygulanan SPION olduğu ve en yüksek nekroz oranının da 7±1 

yüzde nekroz indeksi ile 108.6 µg/mL konsantrasyonunda 
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hücrelere uygulanan yüzeyine antibadi immobilize edilmiş SPION 

olduğu belirlenmiştir. 

 Hücre canlılığı ve hücre proliferasyonunun 102 saat süre ile 

“Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi” ile gösterildiği analiz 

grafikleri incelendiğinde; MDA MB 231 insan meme kanseri 

hücreleri ile etkileştirilmiş SPION’ların 102 saat süresince 

hücrelere uygulanan her üç konsantrasyon değerinde de hücre 

canlılığı ve hücre proliferasyonunu hiçbir şekilde düşürmediği ve 

hatta hücre canlılığını arttırıcı yönde etki ettiği görülmektedir. 

Dolayısıyla, yüzeyinde hiç bir modifikasyon yapılmamış olan 

SPION’ların hücreler üzerinde herhangi bir toksisitesinin 

bulunmadığı saptanmıştır. 27.15 ve 54.3 µg/mL 

konsantrasyonlarında hücreye uygulanan nanopartiküllerin, 

kontrol grubuna göre hücre canlılığını daha fazla arttırıcı yönde 

etki gösterdiği görülmüştür. 

 Yüzeyinde SAMs oluşturulmuş altın kaplı SPION’lar MDA MB 231 

insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş; RTCA’dan elde 

edilen veriler doğrultusunda genel olarak 27.15 ve 54.3 µg/mL 

konsantrasyonlarında hücrelere uygulanan nanopartiküllerde 102 

saat süresince hücre canlılığının kırmızı renk ile temsil edilen 

kontrol grubuna göre daha düşük seviyelerde de olsa artarak 

devam ettiği gözlenmiş, ancak 108.6 µg/mL konsantrasyonunda 

hücrelere uygulanan nanopartiküllerin bulunduğu kuyucukta, 70. 

saatten itibaren hücre canlılığının azalarak devam ettiği 

görülmüştür. 

 MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, 

RTCA’dan elde edilen veriler doğrultusunda yüzeyine antibadi 

immobilize edilmiş SPION’lardan 108.6 µg/mL konsantrasyonunda 

hücrelere uygulanan nanopartikülün 53. saatten, 54.3 µg/mL 

konsantrasyonunda hücrelere uygulanan nanopartikülün yaklaşık 

olarak 60. saatten ve 27.15 µg/mL konsantrasyonunda hücrelere 
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uygulanan nanopartikülün 62. saaten itibaren hücre canlılığını 

azaltma yönünde etki yaptığı görülmüştür.         

 MDA MB 231 insan meme kanseri hücreleri ile etkileştirilmiş, 

RTCA’dan elde edilen veriler doğrultusunda yüzeyine aptamer 

immobilize edilmiş SPION’lardan 54.3 ve 27.15 µg/mL 

konsantrasyonlarında uygulanan nanopartiküllerin 102 saat 

süresince kontrol grubu ile birlikte hücre canlılığını arttırdığı, 108.6 

µg/mL konsantrasyonunda hücrelere uygulanan nanopartikülün 

ise yaklaşık olarak 51. saatten 74. saate kadar hücre 

proliferasyonunu azaltıcı yönde etki yaptığı, 74. saatten itibaren 

ise sabit kalarak hücre canlılığını olumlu ya da olumsuz yönde 

etkilemediği görülmüştür. 

 RTCA’dan elde edilen veriler doğrultusunda; yüzeyinde hiçbir 

modifikasyon yapılmamış SPION’ların, MDA MB 231 meme kanseri 

hücreleri üzerinde kontrol grubu ile benzer etki sergilediği ve 

herhangi bir toksik etki yaratmadığı belirlenmiştir. Yüzeyine anti-

EGFR antibadilerin immobilize edildiği SPION’lar ise; yüzeyine 

anti-EGFR aptamerlerin immobilize edildiği SPION’lara ve 

yüzeyinde herhangi bir modifikasyon yapılmamış olan SPION’lara 

göre hücre canlılığı üzerinde özellikle 53. Saatten itibaren olumsuz 

etki sergilemiştir. 53. saatten itibaren hücrelerin canlılığını hızla 

yitirmeye başladıkları görülmüştür.         

 Doktora Tezi kapsamında gerçekleştirilmesi öngörülen tüm 

çalışmalar gerçekleştirilmiş ve Tez Çalışması başarı ile 

tamamlanmıştır. 

 Sentezi ve tasarımı gerçekleştirilen nanopartiküler taşıyıcı sistem, 

kanser hücrelerinin hedeflenmesinde tanı amaçlı olarak 

kullanılabilir bir sistemdir. Ancak, nanopartiküler sistemlerin vücut 

içerisinde oluşturdukları morfolojik, fizyolojik ve toksikolojik 

değişimler henüz tam olarak saptanamadığı için nanopartiküllerin 

insan vücuduna uygulanmaları ve FDA ve diğer sağlık kuruluşları 
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tarafından onaylanmaları henüz yaygınlaşmamıştır. Günümüzde; 

transferin reseptörlerine hedeflendirilmiş, lipozom içerisinde 

platin-bazlı oksaliplatin içeren, yine transferin reseptörlerine 

hedeflendirilmiş siklodekstrin-içeren siRNA yüklü nanopartiküller 

ya da prostat-spesifik membran antijenlerine (PSMA) 

hedeflendirilmiş, dosetaksel içeren polimerik nanopartiküller gibi 

birçok seçici taşıma sisteminin klinik çalışmaları yürütülmektedir. 

Ligand-aracılı hedeflendirme teknolojilerinin insan sağlığı üzerinde 

henüz hatırı sayılır düzeyde klinik etki yapmamış olduğu bilinse 

de, yakın gelecekte hedeflendirilmiş nanopartikül örneklerinin 

geliştirilmesinin kliniksel dönüşümü sağlayacağı düşünülmektedir. 

Önümüzdeki yıllarda nanopartiküler sistemlerin özellikle hayvan 

çalışmaları ile birlikte tanı ve terapi alanında güvenli kullanımının 

araştırılması konusunda büyük yol katedilmesi umut edilmektedir.  
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EK 1 

Bağlanma Etkinliği Örnek Hesaplama: 

ApSPION Başlangıç Konsantrasyonu= 132.4 µg/81 µL  

ApSPION Nanodrop Ölçümü= 284.4 ng/µL 

Bağlanma Etkinliği= {(132.4 µg/81 µL) – [(284.4 ng/µL)x10-3 ]/(132.4 

µg/81 µL)}x100 

Bağlanma Etkinliği= %82.59 
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EK 2 

SPION Başına İmmobilize Edilen Aptamer Sayısının Örnek Teorik 

Hesaplaması: 

SPION Konsantrasyonu=10.86 mg/mL 

50 µL’deki SPION Sayısı= 1.22 x 1013 

50 µL’deki Aptamer Sayısı= 4.86 x 1014 

(4.86 x 1014)/(1.22 x 1013) = 39.83 ~ 40 aptamer 
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