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ÖZET 

Yedekçi, F.Y., Çinko Katkılanmış Hidroksiapatit Nanoparçacıklarının Kanser 

Hücrelerinin Radyoduyarlılığına Etkisi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü Radyoterapi Fiziği Programı Doktora Tezi, Ankara, 2019. Bu çalışmada 

radyoduyarlılık profili açısından ilk kez araştırılacak çinko katkılı hidroksiapatit 

nanoparçacıklar sentezlenmiş ve karakterizasyonları gerçekleştirilmiştir. Tüm 

karakterizasyonlarda kullanılan örnekler 500 °C’de 2 saat kalsine edildikten sonra 900 

°C’de 1 saat sinterlenmiştir. X-ışını kırınımı desenlerinde örneklerin referans 09-0432 

hidroksiapatit pikleri ile örtüştüğü görülmüştür. Ancak çinko katkılama miktarı 

arttıkça beta trikalsiyum fosfat fazları %1, %2, %5 ve %10 mol çinko katkılı örnekler 

için %7.3, %10, %33 ve %59 şeklinde arttığı izlenmiştir. Sentezlenen HA’ların bağ 

yapılarını incelemek amacıyla yapılan fourier dönüşümü kızılötesi spektroskopisi 

analizleri sonucunda hidroksipatitlerin tüm karakteristik pikleri  %1, %2, %5 mol 

çinko katkılı örneklerde gözlenmiştir. Ancak %10 çinko katkılı numunelerde fosfat 

oksijen germe bağını gösteren 1087 cm-1’deki band kaybolmuştur. Taramalı elektron 

mikroskobu görüntülerinden parçacık boyutları saf, %1 mol, %2 mol, %5 mol ve %10 

mol çinko katkılı numuneler için sırasıyla 218, 245, 246, 302 ve 352 nm olarak 

ölçülmüştür. 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromür testi ile 72 saat 

sonunda saf hidroksiapatite göre canlılığın %1 mol, %2 mol, %5 mol ve %10 mol 

çinko katkılı örnekler için sırasıyla %50, %38, %160 ve %150 olduğu görülmüştür. 

Hücre sağkalım eğrilerinin 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromür 

testi ile oluşturulması için bir optimizasyon çalışması yapılmıştır. Çalışmanın 

sonuçlarına göre testin yapılacağı en uygun zamanın 6 ve 8. günlerin olabileceği 

belirlenmiştir. Karakterizasyon ve canlılık testleri sonucunda %10 çinko katkılı 

hidroksiapatitlerde beta trikalsiyum fosfat oranın yüksek olması sebebiyle %5 çinko 

katkılı hidroksiapatit grubu western blot deneyinde kullanılmak üzere seçilmiştir. 

Yapılan deneyler sonucunda %5 çinko katkılı hidroksiapatilerin biyouyumlu oldukları 

ve radyoterapi ile birlikte kullanıldıklarında hücre ölüm oranlarını arttırdığı 

gözlenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Hidroksiapatit, Radyoduyarlaştırıcılar, çinko katkılı 

nanohidroksiapatit, Radyoterapi 
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ABSTRACT 

Yedekçi, F.Y., Effect Of Zinc Doped Hydroxyapatite Nanoparticles On 

Radiosensitivity Of Cancer Cells, Hacettepe University, Graduate School of 

Health Sciences, Radiation Therapy Physics, Doctor of Philosophy Thesis, 

Ankara, 2019. In this study, zinc doped hydroxyapatite nanoparticles were 

synthesized and characterized for the first time in terms of the radiosensitivity profile. 

Zinc doped hydroxyapatites were produced in 4 different compositions in order to 

determine the best rate of doping. The samples used in all characterizations were 

calcined at 500 ° C for 2 hours and then sintered at 900 °C for 1 hour. X-ray diffraction 

patterns of the samples were found to overlap with the reference 09-0432 

hydroxyapatite peaks. However, as the amount of zinc increased, beta tricalcium 

phosphate phases increased by 7.3%, 10%, 33% and 59% for 1%, 2%, 5% and 10 

mol% zinc doped samples, respectively. As a result of fourier transform infrared 

spectroscopy analysis, all characteristic peaks of hydroxyapatites were observed in 

1%, 2%, 5% zinc doped samples. However, for the 10% zinc doped samples, 1087 cm-

1 band was lost which is showing the phosphate oxygen stretching bond. The particle 

sizes from the scanning electron microscope images were measured as 218, 245, 246, 

302 and 352 nm for 1%, 2%, 5 % and 10% zinc doped powders, respectively. 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assays showed viability was 

after 72 hours according to pure hydroxapatite 50%, 38%, 160% and 150% for 1%, 

2%, 5% and 10% zinc doped samples, respectively. An optimization study was 

performed to generate cell survival curves using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide assay. According to the results of the study, it was 

determined that the most appropriate time was 6 and 8 days for the test. As a result of 

the characterization and vitablity tests, the 5% zinc added hydroxyapatite group was 

selected for use in the western blot test because of the high rate of beta tricalcium 

phosphate in 10% zinc doped hydroxyapatites. As a result of the study it was observed 

that 5% zinc doped hydroxyapatites were biocompatible and increased cell death rates 

when used with radiotherapy. 

 

Keywords: Hydroxyapatite, Radiosensitization, Zinc doped nanohydroxyapatite,        

Radiotherapy 
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1. GİRİŞ 

Radyoterapi kanser tedavisinde iyonizan radyasyonun kullanıldığı bir 

yöntemdir. Alman asıllı bilim adamı Wilhelm Conrad Röntgen’in 1895 yılında X 

ışınlarını keşfi ile birlikte radyoterapi uygulamaları başlamıştır. İlk zamanlarda kanser 

tedavisi açısından umut verici sonuçlar elde edilmiştir. Ancak zamanla normal 

dokularda görülen ciddi hasarlar ve tümör rekürrensleri tedavi yönteminde değişiklik 

yapılması gerektiğini ortaya koymuştur. Bu problemin çözümü, radyoterapinin temel 

amacıdır. Farklı radyasyon tipleri ve enerjileri, tedavi şemaları ve cihazları, 

radyokoruyucu ve duyarlaştırıcı ilaçlar kullanılarak normal dokular olabildiğince 

radyasyondan korunurken tümör hücrelerinin yok edilmesi hedeflenmektedir. 

Radyoduyarlaştırıcıların kullanımı radyasyonun tümör hücreleri üzerindeki 

etkisini arttırmak için tercih edilen yöntemlerden biridir. Radyoduyarlaştırıcı etkide 

çok sayıda mekanizma rol oynamaktadır. Bunlar radyasyon hasarının arttırılması, 

deoksiribonükleik asit (DNA) hasar onarımının engellenmesi, hücre siklusunda 

senkronizasyon sağlanarak hücrelerin duyarlı fazda biriktirilmesi, hipoksik hücrelere 

karşı artmış sitotoksisite ve hızlı tümör repopulasyonunun yavaşlatılması veya 

engellenmesidir. 

 Metal tabanlı radyoduyarlaştırıcılar ortamdaki reaktif oksijen türlerinin 

(Reactive Oxygen Species, ROS) oluşumunu tetiklemektedir. Radyasyon maruziyeti 

sonucu oluşan ROS’lar DNA’nın yapısına katılarak hasar fiksasyonunu arttırmaktadır. 

Bu nedenle hücrelerin ölüm olasılıkları da yükselmektedir. Literatürde metallerin 

radyoduyarlaştırıcı özelliklerinin gösterildiği ilk çalışmalar 1970’li yılların ortalarında 

görülmektedir (1, 2). Nanoteknoloji alanındaki gelişmelere paralel olarak metal 

nanoparçacıklar, bazı fiziksel ve kimyasal özelliklerinden dolayı radyoterapinin 

etkinliğini arttırmada faydalı olabilmektedir (3). Son yıllarda altın (Au) 

nanoparçacıklar son derece küçük boyutları, iyi biyouyumlulukları ve kimyasal 

modifikasyon kolaylığı nedeniyle radyoterapide yaygın olarak kullanılmaktadır ve 

radyosensitizasyonuyla ilgili rapor sayısı hızla artmıştır (4). Klinikte kullanılan 

megavoltaj enerjilerde artan radyoduyarlılık iyonlaştırıcı radyasyon ile 

nanoparçacıkların etkileşimi sırasında meydana gelen düşük enerjili elektronlardan 
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kaynaklanmaktadır (5). İyonizan radyasyonun su moleküllerinin radyolizi yoluyla 

HO•, O2• ve H2O2 gibi ROS’ların oluşumuna neden olduğu bilinmektedir. Bu ROS’lar 

eşlenmemiş elektronları nedeniyle DNA molekülüne hasar verebilmektedir (6). 

Meydana gelen düşük enerjili elektronlar ROS oluşumunu tetiklemektedir. Au 

nanoparçacıkların dezavantajları yüksek maliyetleri, vücut içerisinde yarı ömürlerinin 

fazla olması ve artan Au nanoparçacık konsantrasyonunun yüksek toksisite riski 

taşımasıdır (7). Antitümör etkisi ile kabul görmüş bir diğer metal tabanlı 

radyoduyarlaştırıcı gümüş (Ag) nanoparçacıklarıdır. Ag nanoparçacıkların radyasyon 

hasarını arttırma yeteneği apoptozu indüklemesine, oksidatif stresi aktive etmesine ve 

membran akışkanlığını etkilemesine dayandırılmaktadır (8, 9). Bazı çalışmalarda, Ag 

nanoparçacıkların radyoduyarlaştırıcı mekanizmalarının, Ag nano yapılarından Ag+ 

katyonunun salınmasıyla ilişkili olabileceği üzerinde durulmaktadır (8, 9). Ag+ 

katyonu, elektron yakalama yeteneğine sahiptir. Bu nedenle ROS üretimini artıracak 

bir oksidatif madde olarak işlev görmektedir (9). Ag nanoparçacıklarının Au 

nanoparçacıklara göre daha ekonomik olması bir avantaj iken düşük 

biyouyumlulukları ile bu avantajlarını kaybetmektedirler (10).  

Titanyum tabanlı metal nanoparçacıkların radyoduyarlaştırıcı özellikleri 

birçok araştırmacı tarafından incelenmiştir (11-15). Bu parçacıkların ROS oluşumunu 

tetiklediği ve glioblastom için G2/M fazındaki tümör hücrelerinin sayısını arttırdığı 

gösterilmiştir (13, 16). 

 Literatürde yukarıda bahsedilen parçacıkların dışında kalsiyum florür, lantan 

florür, çinko sülfür ve çinko oksit (ZnO) gibi nanoparçacıkların da kanser tedavisi için 

uygunluğu araştırılmıştır. Özellikle ZnO nanoparçacıklar etkileri nedeniyle çok dikkat 

çekmektedir. Akhtar ve ark. (17) ZnO nanoparçacıklarının kanser hücrelerinin 

apoptozunu seçici olarak indüklediğini göstermiştir. ROS oluşumunun p53 yolu 

yoluyla kanser hücrelerinin apoptozunu tetiklediği de bildirilmiştir. 

Hidroksiapatitlerin (HA) biyouyumlulukları 1980’li yılların ortalarında 

gösterilmiştir (18, 19). 2000’li yıllardan itibaren ise nano-HA’ların sentezi ve kanser 

hücreleri üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Y. Han ve ark. (20) tarafından yapılan bir 

çalışmada HA nanoparçacıklarının kanser hücrelerinin büyümelerini engelleme 

kabiliyetine sahip oldukları rapor edilmiştir. Bu çalışmaya göre nanoparçacıklar in 
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vitro olarak insan kanser hücrelerinin çoğalmasını % 65'den fazla inhibe etmektedir 

(20). Araştırmacılar tarafından HA nanoparçacıklarının antikanser etkisi esas olarak 

kanser hücrelerinde neden olduğu yüksek miktardaki endositoz ve protein sentezindeki 

inhibisyona bağlanmaktadır. İnsan glioma hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada ise 

HA nanoparçacıklarının apoptotik hücre ölümü oranını anlamlı derecede arttırdığı 

ortaya konulmuştur (21). 

 Saf HA’lar çeşitli yöntemlerle fiziksel ve biyolojik özelliklerini değiştirmek 

amacıyla farklı iyonlarla katkılanabilmektedir. Nitekim selenyum katkılı HA’lar 

kanser hücrelerinin çoğalmasını saf HA’lara göre daha fazla etkilemektedir (22). 

Fareler üzerinde yapılan bir çalışmada 36 günlük izlem sonucunda sağkalım 

oranlarının HA yokken, saf HA varlığında ve selenyum katkılı HA varlığında sırasıyla 

%50, %76.92 ve %100 olduğu ifade edilmiştir (22). 

 HA ve iyonlaştırıcı radyasyonun birlikte kanser hücreleri üzerindeki etkileri 

ise Chu ve ark. (23) ile Chen ve ark. (24) tarafından incelenmiştir. Chu ve ark. saf 

HA’ların U251 ve MDA-MB-231 hücrelerinde radyoduyarlılığı arttırdığını, Chen ve 

ark.(24) ise hafniyum katkılı HA’ların kanser hücrelerinin radyoduyarlılığına etkisi 

olduğunu bildirmiştir. Literatürde henüz farklı iyonlar ile katkılanmış HA 

nanoparçacıklarının kanser hücrelerinin radyoduyarlılıklarına etkisi araştırılmamıştır. 

Bu tezde mevcut radyoduyarlaştırıcalara ek olarak biyouyumluluğu yüksek, 

maliyeti düşük ve üretimi kolay kanser hücreleri açısından radyasyonun hasarını 

arttırabilecek bir malzeme sentezlenmesi hedeflenmiştir. Bu amaç doğrultusunda 

konak malzeme olarak biyouyumluluğu yüksek olması sebebiyle HA’lar seçilmiştir. 

HA’nın biyouyumluluğu, Bajpai ve ark. (18) ile Piattelli ve ark. (19) tarafından 1980’li 

yıllarda yapılan deneylerle kanıtlanmıştır ve o yıllardan beri biyomalzeme olarak 

kullanılmaktadır. Demir, kobalt ya da nikel ile katkılanmış HA ajanları manyetik 

rezonans görüntüleme, ilaç salımı ve hipertermi tedavilerinde tercih edilmiştir (25).  

2000’li yılların başlarından itibaren ise HA nanoparçacıklarının sentezi ve kanser 

hücrelerinin çoğalması üzerindeki etkileri ile ilgili çalışmalara rastlanmaktadır (20-

22). 
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Çinko (Zn) periyodik cetvelde 4. periyotta bulunan atom numarası 30, 

yoğunluğu 7,14 olan bir geçiş metalidir (17). Vücudumuzda 300’den fazla enzimin 

aktivitesinde rol oynamaktadır. Ayrıca tümör hücrelerine doğrudan etkileri 

gösterilmiştir. Hücre bölünmesine ilişkin hücre içi mekanizmaların stabilitesi ve 

işleyişinde rol oynamaktadır. Bağışıklık sisteminde ve apoptoz üzerinde etkileri 

vardır(26). Bu nedenlerle katkılama malzemesi olarak Zn seçilmiştir. Bu çalışmada 

elde edilen Zn katkılı nano-HA’ların malign hücrelerin radyoduyarlılığına etkisinin 

MD-MBA-231 meme kanseri hücre hattı kullanılarak in vitro ortamda araştırılması 

amaçlanıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 Radyoterapinin Kanser Tedavisindeki Önemi 

Kanser günümüzün en önemli sağlık sorunlarından biridir. GLOBOCAN 

tahminlerine göre 2018 yılı içerisinde dünya genelinde 18 milyon yeni kanser vakası 

ve 9.5 milyon kanserden ölüm meydana geldiği rapor edilmiştir (27). Toplumda ölüm 

nedenleri arasında ikinci sırada yer alan bu hastalığın tedavi seçenekleri cerrahi, 

radyoterapi ve kemoterapidir. Radyoterapi hastaların yaklaşık %50’sine küratif veya 

palyatif amaçlı uygulanmaktadır (28). 

 Modern radyoterapide bilgisayarlı tomografi (BT), ultrason, magnetik 

rezonans (MR) görüntüleme ve pozitron emisyon tomografi (PET) cihazları sayesinde 

tümör lokalizasyonu ve kritik yapılar yüksek hassasiyetle belirlenebilmektedir. 

İmmobilizasyon sistemleri ile tedavi esnasında hasta pozisyonu ve harekete bağlı 

belirsizlikler azaltılabilmektedir. Bilgisayar teknolojisindeki gelişmelere paralel 

olarak geliştirilen tedavi planlama sistemleri (TPS) hedefe doğru dozu verebilmemize 

olanak sağlamaktadır. Yüksek teknolojiye sahip tedavi cihazları ile hızlı bir şekilde, 

tümörü görerek ve takip ederek daha etkili tedavi yapılabilmektedir.  

Günümüzde radyoterapi vücudun hemen her bölgesinde kür sağlamak amacı 

ile bir çok kanser türünde tek başına, cerrahi veya kemoterapi ile birlikte 

uygulanmaktadır. Pankreatik kanserler, glioblastom ve sarkomlar gibi bazı kanser 

türleri ise bu tedaviye karşı daha dirençlidir. Radyoterapinin terapötik etkinliğinin bu 

tarz radyasyona dirençli tümörler için arttırılması gerekmektedir. 

Geliştirilen kemoterapötik ajanlar ve nanoparçacıklar kullanılarak radyoterapi 

daha etkin hale getirilebilmektedir (29, 30).   

 İyonlaştırıcı Radyasyonun Etki Mekanizması 

İyonlaştırıcı özelliğe sahip radyasyon temel olarak ikiye ayrılmaktadır. Bunlar 

parçacık ve elektromanyetik dalga tipleridir. X ve gama ışınları gibi fotonlar 

elektromanyetik radyasyona örnektir. Alfa ve beta parçacıkları, karbon iyonları, 

elektron, proton ve nötronlar ise parçacık tipi radyasyonlardır. İyonlaştırıcı 

radyasyonun canlı sistemler üzerindeki etkileri fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak 
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üzere üç aşamayla ifade edilmektedir. Fiziksel aşamada atomların uyarılması ve 

iyonlaşması gerçekleşir. Kimyasal aşama fiziksel etkilerin sonucu olarak serbest 

radikallerin oluşma ve hücre içindeki kritik hedeflerin yapısına katılma sürecidir. 

Biyolojik aşama da ise hücre yapısında meydana gelen hasarların etkileri 

görünmektedir. İyonlaştırıcı radyasyonların biyolojik sistemler üzerindeki temel 

hedefi DNA’dır. Doğrudan ya da dolaylı olarak DNA’ya hasar verebilmektedir. 

DNA’da meydana gelen hasar tamir edilebilir ya da hücre ölümüne, karsinogeneze 

veya mutasyona sebep olabilir. Doğrudan etki durumunda iyonlaştırıcı radyasyon, 

proteinler ve lipoidler gibi biyomoleküllere, özellikle DNA’ya zarar vermektedir. 

DNA’da tek ya da çift zincir kırıkları oluşturmaktadır. Bu olay hücre bölünmesinin ve 

proliferasyonun sonlanmasına ve hatta hücre nekrozuna veya apoptozuna sebep 

olmaktadır. Yüksek lineer enerji transfer (LET) değerine sahip radyasyon tiplerinde 

bu etki baskındır. 

Dolaylı etki ise serbest radikaller üzerinden gerçekleşmektedir. Bu etki 

mekanizmasında iyonlaştırıcı radyasyon hücre içerisindeki su ile etkileşime girerek 

hidrolizine sebep olmaktadır. Böylelikle ortamda aktif ROS meydana gelmektedir. 

ROS eşlenmemiş elektronlarından dolayı kolayca kimyasal reaksiyonlara 

girebilmektedir. Biyomoleküllerin yapısına katılarak hasar oluşturabilmektedir.  

Hücrelerin X ışınlarına maruziyeti sonucu DNA’nın tek zincirinde ya da çift 

zincirinde birden kırıklar meydana gelmektedir. Eğer kırık tek zincirde ise ya da çift 

zincirde olmasına rağmen birbirinden uzakta ise karşı zincir dikkate alınarak bu tip 

hasarlar onarılabilmektedir. Kırıklar iki zincirde birden oluşmuş ve birbirlerine çok 

yakınsa DNA’nın onarımı daha zordur. Bu tarz hasarlar sıklıkla hücre ölümü ve 

karsinogeneze yol açabilen mutasyonlar ile sonuçlanmaktadır. X ışınlarına maruz 

kalmış bir biyolojik sistemde çift zincirde kırık oluşma oranı tek zincir kırıklarının 

%4’ü kadardır (31).  

Radyoterapinin temel amacı kanser hücrelerini çoğalma potansiyelinden 

yoksun bırakmak ve sonunda kanser hücrelerini öldürmektir. Hücre ölümlerinde çeşitli 

mekanizmalar rol almaktadır. Sıklıkla apoptozis, mitotik ölüm, nekrosiz, yaşlanma ve 

otofaji ile gerçekleşmektedir.  Radyasyona bağlı hücre ölümlerinde ise apoptozis ve 

mitotik ölüm baskın mekanizmalardır. Bu ölümlerde farklı genlerin ve hücre içi 
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yolakların etkili olduğu gösterilmiştir (32). Apoptoz, ATM-p53-bax-sitokrom c-

kaspaz yolu ile ilişkilidir. Ancak mitotik ölüm p53-kaspaz-sitokrom c yolunu 

içermektedir (32). 

 Hücre Sağ Kalım Eğrileri 

Hücre sağ kalım eğrileri radyasyon veya ilaç dozu ile sağ kalan hücre sayıları 

arasındaki ilişkiyi veren eğrilerdir. Hücre kültürlerine farklı radyasyon dozları 

uygulayarak hesaplanan sağkalım fraksiyonları (SF) uygulanan radyasyon dozuna 

karşı çizilen eğrilerle ifade edilmektedir. SF radyasyon maruziyeti sonrasında oluşan 

koloni sayısının ekilen hücre sayısı ve koloni veriminin (Plating Efficiency, PE) 

çarpımına oranıdır (31). PE, normal koşullarda oluşan koloni sayısının ekilen hücre 

sayısına oranı ile hesaplanmaktadır. SF ve PE formülleri denklem 2.3.1 ve 2.3.2’de 

belirtilmiştir.  

 
PE =

Koloni Sayısı(normal)

Ekilen Hücre Sayısı
x100 (2.3.1) 

 
SF =

Koloni Sayısı(rad.)

Ekilen Hücre Sayısı x PE 
 (2.3.2) 

Yukarıda verilen denklemlere göre elde edilen sağkalım eğrileri sigmoid 

sağkalım eğrileridir. Hücre sağkalım eğrileri genellikle SF’nın logaritması alınarak 

çizdirilmektedir. Bu grafiklerde SF ile absorbe edilen doz arasındaki eksponansiyel 

ilişki doğrusal bir eğri şeklinde ya da başlangıç eğimi sıfır olan omuzlu sağkalım 

eğrileri veya başlangıç eğimi sıfır olmayan omuzlu sağkalım eğrileri şeklinde olabilir. 

Doğrusal eğriler tek hedef-tek vuruş teorisiyle açıklanmaktadır. Bu teori, hücre 

içindeki tek bir hassas hedefe tek bir isabetin hücre ölümüne yol açtığını öne 

sürmektedir. Böylelikle dozdaki belli bir artışla aynı sayıda değil aynı oranda hücre 

ölümü gerçekleşmektedir.  Nötronlar ve ağır iyonlar gibi yoğun iyonize 

radyasyonlarda, virüs ve bazı bakterilerde, radyasyona çok duyarlı hücrelerde bu tip 

sağkalım eğrileri gözlenmektedir (31). SF denklem 2.3.3’deki formül ile ifade 

edilmektedir. 
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SF=

N

N0

=e
-

D
D0  (2.3.3) 

N, D dozu uygulandığında sağkalan hücre sayısını, N0 başlangıçtaki hücre 

sayısını, D0 ise uygulandığında sağkalan hücre sayısını %37’ye (e-1) indiren dozu 

göstermektedir.  

 Başlangıç eğimi sıfır olan eğriler çok hedef tek vuruş teorisiyle 

açıklanmaktadır. Bu modelde, hücreyi etkisiz hale getirmek için n sayıdaki hedefe bir 

vuruş gerekli olduğu varsayılmaktadır. SF denklem 2.3.4’te verilmiştir. 

 
SF=1- (1-e

-
D
D0)

n

 (2.3.4) 

n ektrapolasyon katsayısıdır. Hücrelerin tamamı ölünceye kadar verilecek D0 

dozu sayısına eşittir. Başlangıç eğimi sıfır olan sağkalım eğrileri incelendiğinde 

radyasyonun etkisinin gözlenebilmesi için bir eşik doz olduğu durumu ortaya 

çıkmaktadır. Oysaki radyasyon dozu ne kadar az olursa olsun hücreler üzerinde etkisi 

vardır. Memeli hücrelerinin sağkalım eğrileri genellikle eğimli bir omuza sahiptir. Bu 

model eğriler radyasyonun düşük dozlardaki etkilerini de göstermektedir. Tek hedef- 

tek vuruş ve çok hedef-tek vuruş bileşenlerinin ikisini içermektedir. SF denklem 

2.3.5’teki gibi ifade edilmektedir. 

 
SF=e

-
D
D1 (1- (1-e

-
D
D0)

n

) (2.3.5) 

 
1

D1
, başlangıçtaki omuz bölgesinin eğimidir. 

1

D0
 ise terminal bölümün eğimidir 

(Şekil 1). 
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Şekil 1. A) Lineer kuadratik modele, B) çok hedef-tek vuruş teorisine göre doz-SF ilişkisi (31). 

Günümüzde radyoterapide kullanılan en yaygın model lineer kuadratik (LQ) 

modeldir. Bu model ilk olarak Douglas ve Fowler (31) tarafından 1972’de geliştirilmiş 

ve SF denklem 2.3.6’da verilmiştir. 

 SF=e-(αD+βD2) (2.3.6) 

α ve β hücre tipine ve radyasyon kalitesine bağlı parametrelerdir.  α  başlangıç 

bölgesinin eğimidir. Radyasyon etkisi ile tek vuruşta ölen hücreleri yansıtır. β ise hücre 

onarım mekanizmalarını yansıtır. α/β oranı lineer ve kuadratik komponentlerce eşit 

sayıda hücrenin öldüğü dozu ifade etmektedir. Erken yanıt veren ve radyasyona 

duyarlı dokular için bu oran büyüktür. Denklem 2.3.6 radyoterapide fraksiyone 

rejimleri dikkate almak için kullanılan ilişkilerin çoğunun temelidir.  Bununla birlikte, 

bu eğrinin dezavantajı, eğimin, soğrulan doz ile sürekli olarak artmasıdır. Bu sonuç 

deneysel olarak desteklenmemektedir. Bu model günlük tedavi dozları, 2 Gy civarında 

olan dozlarda daha başarılıdır. Ancak günümüzde kliniklerde yüksek fraksiyon 

dozlarında radyoterapi de uygulanmaktadır. Bu tarz tedaviler için LQ model modifiye 
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edilmiştir. Bu model lineer kuadratik lineer (LQ-L) model olarak isimlendirilmiştir 

(33). SF için iki tanımlama yapılmış olup denklem 2.3.7 ve 2.3.8’de gösterilmiştir. 

 SF=e-(αD+βD2),  D<DT (2.3.7) 

 SF = e-(αDT+βD2T+γ(D-DT)) , D ≥ DT (2.3.8) 

 

Bu denklemlerde DT, sağkalım eğrisinin doğrusal hale geldiği dozdur. 

Deneysel olarak hesaplanabilir. Bu dozun altı için LQ model kullanılırken, bu dozun 

üzerinde ikinci denklem kullanılmaktadır.  γ ise eğrinin ikinci lineer bölgesinde Gy 

başına hücre ölümünü ifade etmektedir.  

2.3.1. MD Anderson-Metastatic Breast-231 Hücre Dizisi 

MD Anderson-Metastatic Breast-231 (MDA-MB-231) invazif duktal 

karsinoma hücre dizisidir. Metastatik adeno karsinom tanılı plevral efüzyonu olan 51 

yaşındaki bir kadın olgudan elde edilmiştir. MDA-MB-231 hücre dizisi, östrojen 

reseptörü (Estrogen Receptor, ER) ve progesteron reseptörü (PR) ekspresyonunun 

yanı sıra insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (Human Epidermal Growth 

Factor Receptor 2, HER2) amplifikasyonundan yoksundur (34). İkilenme süresi 

yaklaşık 38 saattir.  

2.3.2. 3- (4,5-dimetiltiyazolil-2) -2,5-difeniltetrazolyum Bromür Testi 

3-(4,5-dimetiltiyazolil-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromür (MTT) testi, hücre 

canlılığının ve proliferasyonunun ölçülmesi için kullanılan bir yöntemdir. Metabolik 

olarak aktif hücreler tarafından tetrazolyum boyası olan sarı renkli MTT’nin, suda 

çözünmeyen mor renkli formazana indirgenmesine dayanmaktadır. Birkaç 

inkübasyondan sonra suda çözünmeyen formazan boyaları kristalleşir ve organik bir 

çözücü ile çözünebilir. Çözülen formazan boyalarının optik yoğunlukları (Optical 

Density, OD) özel okuyucular tarafından okunarak hücre canlılığı ile ilgili bilgiler elde 

edilmektedir. 
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2.3.3. MTT testi ve Sağ Kalım Eğrilerinin Oluşturulması 

Geleneksel olarak hücre sağ kalım eğrilerin oluşturulmasında klonojenik test 

kullanılmaktadır. Klonojenik testin detayları yukarıda anlatılmıştır. Son yıllarda hücre 

sağ kalım eğrilerinin oluşturulmasında MTT testi gündeme gelmiştir (35). MTT testi 

sayesinde klonojenik testte hataya açık olan gözle koloni sayma aşaması otomatik 

olarak yapılabilmektedir. Ayrıca haftalar süren sağ kalım eğrilerinin oluşturma işlemi 

günler içinde yapılabilmektedir. MTT testinin dezavantajı bölünme yetisi kaybetmiş 

ama metabolik olarak aktif olan hücrelerin de OD değerlerine olan katkısıdır (35). 

2.3.4. Hücre Sağ Kalım Eğrilerini Etkileyen Faktörler 

Hücre sağ kalım eğrilerini etkileyen faktörler aşağıda maddeler halinde 

açıklanarak verilmiştir. 

Hücre Döngüsü 

Hücre döngüsünün değişik fazlarının radyasyona olan duyarlılıkları 

birbirinden farklıdır. Radyasyona en duyarlı fazların geç G2 ve M olduğunu 

bilinmektedir. Geç S fazı ise en dirençli fazdır. Bu yüzden sağ kalım eğrileri hücre 

döngüsünün fazlarına göre farklılık gösterebilmektedir (36). 

Lineer Enerji Transfer (LET) Değeri 

LET iyonlaştırıcı radyasyonun birim mesafe başına bıraktığı ortalama enerjiyi 

tarif etmektedir. Birimi keV/µm’dir. LET değeri arttıkça radyasyonun hasar miktarı 

da artmaktadır. Yüksek LET’li ışınların sağkalım eğrilerinin eğimi dar ve diktir (31). 

Sublethal Hasar Onarımı 

Sublethal hasarlar onarılabilen hasarlardır. Genellikle radyasyonun indirek 

etkisi ile oluşurlar. Ek bir radyasyon dozu uygulanmadıkça saatler içinde tamir 

edilebilir. Eğer bir hücre ortamında sublethal hasar oluşumu varsa ve tamir için gerekli 

süreden önce ek bir radyasyon dozu uygulanmışsa radyoduyarlılık artar. Sublethal 

hasarın varlığı hücre sağkalım eğrilerini radyasyona duyarlılığın arttığı yönde 

etkilemektedir. 
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Potansitel Lethal Hasar Onarımı 

Hücreleri X-ışınlarına maruz bıraktıktan sonra oluşan çevresel koşulların 

değiştirilmesi, hayatta kalan hücrelerin oranını etkileyebilir.  Çevresel koşullara bağlı 

olarak onarılabilen hasarlara potansiyel lethal hasar denir. Suboptimal koşullarda 

tutulan hücreler kromozomlardaki radyasyona bağlı hasarlar sebebiyle mitoz bölünme 

girişimi yapmamaktadır. Bu gecikme DNA hasarının onarılması için bir süre 

sağlamaktadır. Sağ kalan hücre oranı potansiyel lethal hasarın bu süre içerisinde tamiri 

ile artmaktadır. Eğer çevresel ortam zenginleştirilmemiş olsa, hasar onarılamayabilir 

ve mitoza gitmekte olan hücre için bu hasar öldürücü olabilir (37).  

Doz Oranı 

İyonlaştırıcı radyasyon için verilen bir dozun biyolojik etkisini belirleyen en 

önemli faktörlerden biri doz oranıdır. Doz oranı azaldıkça ve maruz kalma süresi 

arttıkça biyolojik etki genel olarak azalmaktadır. 0.3 Gy/saat‘ten daha düşük doz 

oranlarında ters etki söz konusudur. Bu doz hızlarında hücreler hücre döngüsünün 

radyoduyarlı bir fazı olan G2'de durma eğilimindedirler. Yüksek doz hızında ise 

ışınlandıkları anda bulundukları fazda kalmaktadırlar. 

Oksijenlenme 

Oksijen iyonlaştırıcı radyasyon sırasında oluşan serbest radikallerin yapısına 

girerek hasar fiksasyonunu arttırmaktadır (38). Oksik hücreler hipoksik hücrelere göre 

daha radyoduyarlıdır. Oksijenin radyasyonun etkisinde sağladığı artışı ifade etmek için 

oksijenin iyileştirme oranı (Oxygen Enhancement Ratio, OER) tanımlanmıştır.  OER 

oksijensiz ortamda bir etkiyi oluşturmak için gerekli dozun, oksijenli ortamda aynı 

etkiyi oluşturmak için gerekli doza oranıdır (31, 37). 

Isı 

Yüksek ısıda hücrelerin çoğu radyasyona daha duyarlıdır. Bu olayın yüksek 

ısılarda DNA onarım sürecinin supresyonu sebebiyle olduğu bilinmektedir (25). 
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Kimyasal Maddeler 

Radyokoruyucular 

Radyokoruyucular radyasyonun biyolojik etkisini azaltan kimyasallardır. 

Genellikle işleyiş mekanizmaları iyonlaştırıcı radyasyon maruziyeti sonrası ortamda 

oluşan serbest radikallerin ortamdan uzaklaştırılması ya da etkisinin azaltılmasına 

dayanmaktadır. 

Sistein ve sistamin gibi sülfhidril bileşikler bu özellikleri göstermektedir. Bu 

kimyasalların toksik etkileri fosfat grupları ile kaplanarak azaltılmıştır. 

Amifostin ise baş ve boyun kanseri tedavisi gören hastalarda kserostomi 

önlenmesinde kullanılmak üzere FDA tarafından onaylanan tek radyokoruyucu ilaçtır 

(39). 

Radyokoruyucuların etkinliğini değerlendirebilmek amacıyla doz azaltma 

faktörü (Dose Reduction Factor, DRF) tanımlaması yapılmıştır. DRF, 

radyokoruyucunun yokluğunda ve varlığında aynı biyolojik etkiyi üretmek için gerekli 

radyasyon dozlarının oranıdır.  

Radyoduyarlaştırıcılar 

Radyoduyarlaştırıcılar radyasyonun etkisini attıran ilaçlardır. Hücre sağ kalım 

eğrileri üzerinde önemli ölçüde etkileri vardır. Detaylı bir şekilde aşağıda anlatılmıştır. 

 Radyoterapinin Etkinliğinin Arttırılması 

Radyoterapinin etkinliğini üç şekilde arttırmak mümkündür. Bunlar, 

radyoduyarlaştırıcıların kullanımı, tümörün radyasyona olan direncinin azaltılması ve 

normal dokular için radyokoruyucuların kullanımıdır. Şekil 2.’de mevcut yöntemler 

özetlenmiştir (40).  
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Şekil 2. Kanser hücrelerinde radyosensitizasyonu arttırmak için çeşitli yaklaşımların özeti (40). 

Radyoterapinin etkisini arttıran ajanlar etki mekanizması açısından DNA’yı 

hedef alan ve DNA’yı hedef almayan radyoduyarlaştırıcılar olarak iki kategoride 

değerlendirilmektedir. 5 florourasil (5FU), plantin analogları, gemsitabin, DNA 

topoizomeraz I enzimini hedef alan ajanlar gibi radyoduyarlaştırıcı ilaçların hedefinde 

DNA vardır (41).  

5FU radyoduyarlaştırıcı olarak kullanılan ilk maddelerden biridir. Etki 

mekanizması timidilat sentez inhibisyonu üzerinden çalışmaktadır. Timidilat sentez 

enziminin bloklanması DNA replikasyonu için gerekli bir nükleotit olan timidini 

baskılamaktadır. Dolayısıyla hızlı çoğalan kanser hücreleri timidin eksikliğinden 

dolayı ölüme gitmektedir.  

Platin analogları arasında sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin bulunur. Platin 

analogları radyoterapi sonrasında oluşan serbest radikallerin etkinliğini toksik 

platinyum ara maddeleri ile arttırmaktadır. Sonuç olarak DNA onarımı engellenmekte 

ve hücre siklusu durdurulmaktadır. Sisplatin veya karboplatinin eş zamanlı radyoterapi 

ile kullanımının küçük hücreli dışı akciğer kanseri, serviks kanseri ve baş-boyun 

kanserleri için klinik sonuçları iyileştirdiği gösterilmiştir (42-44). Oxaliplatin ise son 
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zamanlarda kolorektal kanserde kullanım için onaylanmış bir üçüncü jenerasyon 

sisplatin analoğudur (45). 

Gemsitabin özellikle pankreatik ve küçük hücreli dışı akciğer kanserine karşı 

geniş bir klinik aktivite spektrumuna sahip sitarabin (sitozin arabinozid) analoğudur 

(46). Gemsitabinin hem laboratuvar çalışmalarında hem de klinik çalışmalarda güçlü 

bir radyoduyarlaştırıcı olduğu gösterilmiştir. 

Kamptotesin türevi olan topotekan ve irinotekan, topoizomeraz enzimini hedef 

almaktadır. Topoizomeraz I DNA’nın metabolik aktiviteleri açısından oldukça 

önemlidir. Bu aktiviteler RNA transkripsiyonunun başlatılması ve uzatılması, DNA 

replikasyonu ve DNA sarmalının düzenlenmesidir. DNA iplikçiklerinin yeniden 

birleşimine yardımcı olan topoizomeraz I enziminin inhibisyonu bu ilaçların temel etki 

mekanizmasıdır. Normal hücrelerle karşılaştırıldığında tümör hücrelerindeki yüksek 

topoizomeraz varlığı seçici olarak topoizomeraz I hedefleyici ilaçlar için terapötik 

avantaj sağlamaktadır (47). 

DNA dışı hedefler de hücrelerin öldürülmesinde ya da radyasyona daha duyarlı 

hale getirilmesinde etkili olabilmektedir. Epidermal büyüme faktörü reseptörünün 

(Epidermal Growth Factor Receptor, EGRF) blokajı, farnesiltransferaz inhibitörleri, 

Cox-2 inhibitörleri, damarlanmanın hedeflenmesi DNA’yı hedef almayan 

radyoduyarlaştırma yöntemlerine örnektir. 

 EGFR tirozin kinaz aktivitesine sahip yapısal olarak benzer 4 büyüme faktörü 

reseptörlerinden biridir. Bu reseptörün aşırı ekspresyonu sıklıkla tümörlerin 

büyümesine ve gelişmesine eşlik eder. Anti-EGFR monoklonal antikoru, C225, 

antiproliferatif bir ajandır. Tümör hücresi büyüme kinetiklerini inhibe edebilmektedir. 

İn vitro çalışmalar ile C225’in radyasyonun neden olduğu apoptozu arttırdığı 

gösterilmiştir (48).  

Ras geninin mutasyon ile aktivasyonu, aşırı ekspresyonu ya da tirozin-kinaz 

reseptörlerine sinyal iletimi radyodirençlilik ile ilişkilidir. Ras fonksiyonunu inhibe 

eden tedaviler bazı katı tümörlerin radyoduyarlı hale getirilmesi için etkili bir 

yöntemdir. Brunner ve ark. (49) insan ve kemirgen tümör hücre hatlarında klonojenik 
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deney ile radyoduyarlılık araştırması yapmıştır. Bu çalışmada ksenograft tümörleri, 

farnesiltransferaz inhibitörleri kullanılarak ışınlanmıştır ve tümörlerin yeniden 

büyümesi analiz edilmiştir. Sonuç olarak Ras proteinlerinin parçalanmasının bloke 

edilmesinin in vivo ve in vitro olarak radyoduyarlılığı arttırdığını göstermişlerdir. 

Prostaglandinlerin, hücrelerin ve dokuların radyosensitivitesini etkilediği 

bilinmektedir. Birçok çalışma terapötik kazanç için nonsteroidal antiinflamatuar 

ilaçlar gibi nonspesifik prostaglandin inhibitörlerinin kullanılması üzerine 

odaklanmıştır (48). Bu çalışmalar tümöre karşı hedefe yönelik olma özelliklerinin 

eksikliği nedeniyle başarısız olmuştur. İndüklenebilen Cox-2'nin keşfi ve bazı seçici 

selektif inhibitörlerin geliştirilmesi (Cox-1 aktivitesini bozan), tümör 

prostaglandinlerini modifiye etme konusunda başarı sağlamıştır ve selektif olarak 

tümör hücrelerinin radyoduyarlılığı arttırılmıştır. Selekoksib küçük hücreli dışı akciğer 

kanserinde ve üst gastrointestinal kanserlerinde çalışılan seçici Cox-2 inhibitörüdür 

(50). 

Tümör boyutları genişledikçe besin ve oksijen sağlanabilmesi için yeni 

damarların oluşması gereklidir.  Bu süreç anjiyogenez olarak adlandırılır ve tüm solid 

tümör hücreleri, endotel hücre büyüme faktörlerini serbest bırakarak yeni kan damarı 

oluşumunu hızlandırmaktadır. İki önemli büyüme faktörü temel fibroblast büyüme 

faktörü ( Basic Fibroblast Growth Factor, bFGF) ve vasküler endotelyal büyüme 

faktörüdür (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF). bFGF ve VEGF'yi 

hedefleyen çeşitli yaklaşımlar geliştirilmiştir. Bevasizumab ve talidomid bu amaç için 

kullanılan ajanlardır. Bevazusimab son zamanlarda kolorektal kanserlerde 

kullanılmaktadır (51). Talidomid ise kaposi sarkomlarında, multipl miyelomda, prostat 

kanserinde etkin olduğu gösterilmiştir (41).  

2.4.1. Radyoduyarlaştırıcı Nanoparçacıklar 

Nanoteknoloji kanser tedavisinde karşılaşan zorlukların üstesinden gelebilmek 

için son yıllarda üzerinde yoğunlaşılmış bir alandır. Görüntüleme, teşhis ve tedavi 

aşamalarında klinisyenlere ve araştırmacılara yeni pencereler açmıştır. Aynı 

malzemenin makro ve nano boyutlarındaki fiziksel ve kimyasal özelliklerinin 

birbirinden farklı olması nanoteknolojinin temel konusudur. Örnek olarak wartmannin 
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fosfatidilinositol 3-kinazlar ve fosfatidilinositol 3-kinaz-ilişkili kinazlar gibi DNA’ya 

bağımlı kinazların inhibitörüdür ve klinik öncesi çalışmalar ile etkili bir 

radyoduyarlaştırıcı olduğu gösterilmiştir. Fakat klinik uygulamaları düşük çözünürlük 

ve yüksek toksisiteden dolayı kısıtlıdır. DSPE-PED limit kabuk ve PLGA polimer 

çekirdekten oluşan wortmannin nanoparçacık formülasyonu ile bu problem 

çözülmüştür. Bu parçacıkların radyoduyarlaştırıcı özelliklerinin Karve ve ark. (52) 

tarafından fareler üzerinde yapılan bir çalışma ile 5FU’dan daha etkili olduğu 

gösterilmiştir. 

Onkolojide, nano boyuttaki terapötik ajanların kullanılmasının en önemli 

avantajı kan dolaşımında uzun bulunma süreleridir. Bu sayede hedef dokuya ilacın 

daha verimli bir şekilde ulaştırılması sağlanabilmektedir. Daha ileri seviyede ise tümör 

biyolojisinin karakteristik özelliklerinden yararlanılarak nanoparçacıklar ile kanserli 

hücreler hedeflenebilmekte veya normal dokuya penetrasyon yetenekleri 

azaltılabilmektedir. Tümör bölgesinde yoğunlaştırılmış nanoparçacıklar daha önce 

bahsedilen etki mekanizmalarının çoğunda rol alarak direk olarak DNA ya da DNA 

dışı hedeflere zarar verebilmektedir.  

Radyoterapide en çok kullanılan nanoparçacıklar metal tabanlı olanlardır ve 

aşağıda detaylı bir şekilde anlatılmıştır. 

Metal Tabanlı Radyoduyarlaştırıcılar 

1970’li yılların ortalarında iyot anjiografi kullanılan hastalarda lenfosit 

toksisitesinin arttığı rapor edilmiştir (3). Aynı dönemde yapılan in vitro çalışmalarda 

da iyot varlığında radyasyonun sitotoksik etkilerinde benzer artışların olduğu 

gösterilmiştir (2). Bu sonuçlar hücrelere metaller gibi yüksek atom numaralı 

malzemeler eklendiğinde hasar miktarının arttığı düşüncesini ortaya çıkartmıştır. İlk 

çalışmalarda kullanılan parçacık boyutları 3 μm civarındadır. Boyutlarından dolayı bu 

parçacıkların kanserli dokulara difüzyonu zordur. Böylelikle daha küçük boyutlu 

nanoparçacıklar üreterek aynı prensiple radyasyonun etkisin arttırılması birçok 

araştırmanın konusu olmuştur. Son yıllarda, özellikle Au gibi metal tabanlı 

nanoparçacıklar ile radyoterapötik etkilerin geliştirilmesi için yapılan çalışmalar 

artmıştır. Nanoradyoduyarlaştırıcılar ile radyoterapinin etkisinin arttırıldığı 
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uygulamalar nanoparçacık ile geliştirilmiş X-ışını tedavisi (Nanoparticle Enhanced X-

Ray Therapy, NEXT) olarak adlandırılmıştır. 

Yoğun şekilde paketlenmiş metal parçacıkları fotonların etkileşim kesitini 

arttırmaktadır. Fotonlar bir metal ile etkileştiğinde birden fazla olasılık söz konusudur. 

Radyoterapi açısından bu etkileşimin en önemli sonuçları fotoelektronların, Compton 

elektronlarının, Auger elektronlarının ve flüoresans fotonlarının oluşumudur (Şekil 3).   

 

Şekil 3. Metal X ışını etkileşimi (7). 

Fotoelektrik etki hedeflenen molekülün atom numarasının küpü ile doğru 

orantılıdır. Gelen foton enerjisinin küpü ile ters orantılıdır. Gelen fotonun enerjisi 

elektronun bağlanma enerjisinden fazla ise fotonun enerjisinin bir kısmı elektronu 

koparmak için harcanmakta ve kalan kısmı elektrona kinetik enerji olarak 

aktarılmaktadır (53). Oluşan elektronlar enerjilerini tömör hücrelerine aktararak DNA 

hasarlarına sebep olmaktadır (31).  

 Hedef atomun iç yörüngelerinde bulunan bir elektron yeterince enerjiye sahip 

bir foton tarafından kopartıldığında kopan elektronun geride bıraktığı boşluk üst 
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yörüngelerdeki bir elektron tarafından doldurulabilmektedir. Geçiş sırasında 

yörüngeler arasındaki enerji farkı kadar enerji açığa çıkmaktadır. Bu enerji atomun bir 

başka elektronuna aktarılabilir. Hatta elektronun bağlanma enerjisinden büyük ise 

elektronu koparabilmektedir. Bu şekilde atomdan ayrılan elektronlar Auger 

elektronları olarak adlandırılmaktadır. Yörüngeler arasındaki geçişten dolayı açığa 

çıkan enerjinin salınmasının bir başka şekli de fotonlar aracılığıyla gerçekleşmektedir. 

Bu fotonlar flüoresans foton ismini almaktadır (53). Auger elektronlarının doku 

içerisinde kat edebileceği mesafe flüoresans fotonlarından çok daha azdır. Bu sebeple 

Auger elektronları enerjilerini daha sınırlandırılmış bir alanda bırakmaktadır. Auger 

elektronları 5 keV’nin altında enerjiye sahiptir ve DNA'ya doğrudan zarar 

vermektedirler. Tümör içerinde oluşturulan fazla sayıda Auger elektronu, tümör 

dozunu arttırırken çevre dokuların korunmasına olanak sağlamaktadır (7). 

 Compton etkisi bir foton ile elektronun çarpışması sonucu her ikisinin belli bir 

açı ile saçılması olayıdır. Momentumun ve enerjinin korunumu yasaları geçerlidir. 

Fotonların parçacık özelliğine sahip olduklarına kanıt gösterilebilecek bir etkileşimdir. 

Compton olayı hedefin atom numarasından bağımsızdır. Oluşma olasılığı etkileştiği 

malzemenin elektron yoğunluğu ve fotonun enerjisine bağlıdır. Atomların elektron 

yoğunlukları en hafif element ile en ağır element arasında yaklaşık %20 oranında 

değişebilmektedir. 35 kV ile 50 MV arasındaki geniş bir enerji spektrumunda bu etki 

gözlenebilmektedir (54). Radyoterapide radyasyonun soğrulmasında diğer 

etkileşimlere göre daha baskındır (53). 

Metal tabanlı radyoduyarlaştırıcılarda en çok tercih edilen materyal Au’dur. 

Atom numarası 79’dur ve biyouyumluluğu yüksektir. Buna ek olarak küçük boyutlu 

olmaları ve kimyasal modifikasyon kolaylığı nedeniyle de ön plandadır. Etki 

mekanizması olarak ROS oluşumunu tetikledikleri öne sürülmektedir. Geng ve ark. 

(55) Au nanoparçacıkların, SKOV-3 insan over kanseri hücrelerinde 90 kVp veya 6 

MV X-ışınları ile ışınlandığında hücre içi ROS üretimini artırdığını göstermiştir. Bir 

diğer etki mekanizmasının ise hücre apoptozunun tetiklenmesi ve hücre döngüsünün 

düzenlenmesidir.  Xu ve ark. (56) insan melanom hücreleri üzerinde yaptıkları 

çalışmada Au nanoparçacıkların apotozisi arttırdığını ortaya koymuştur. Roa ve 
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ark.(57) ise bu parçacıkların G1/S fazını hızlandırdığını ve G2/M fazında hücreleri 

beklettiğini rapor etmiştir. 

Ag nanoparçacıklar bir diğer metal tabanlı radyoduyarlaştırıcılardır. 

Literatürde bu parçacıkların parçacık boyutunun radyoduyarlılığı değiştirdiğini 

gösteren çalışmalar mevcuttur. Xu ve ark. 20, 50 ve 100 nm boyutundaki parçacıkları 

in vitro ortamda karşılaştırdıkları çalışmada en iyi radyoduyarlaştırıcı boyutun 20 nm 

en kötünün ise 100 nm olduğu sonucu çıkarılmıştır (58). Mide kanseri, akciğer kanseri 

ve meme kanseri hücrelerinde radyoduyarlaştırıcı etkileri gösterilmiştir (59). Ag 

nanoparçacıkların anti-tümör özelliği, esas olarak, apoptozu indüklemek, oksidatif 

stresi aktive etmek ve membran akışkanlığını etkilemekle ilişkilendirilmiştir (60). 

Au ve Ag dışında metal tabanlı olarak nanogermanyumun hücreleri radyasyona 

duyarlı fazlarda tuttuğunu, nanoplatinyumun lethal hasarı arttırdığını, nanobizmut ile 

oluşan Auger elektronlarının 2.4 kat daha fazla olduğunu gösteren çalışmalar 

mevcuttur (61).  

Genel olarak metal tabanlı radyoduyarlaştırıcıların ROS oluşumunu 

tetiklediğini ve nanoyapıların hücresel aktiviteleri etkilediğini söylemek mümkündür. 

 Hidroksiapatit 

İskelet sisteminin hasarlı ve hastalıklı kısımlarının onarımı ve değiştirilmesi 

için kullanılan seramikler biyoseramik olarak adlandırılmaktadır (62).  En çok 

kullanılan biyoseramikler arasında kalsiyum fosfatlar (CaP) bulunmaktadır. Kemik, 

diş ve geyik boynuzunun yapısında yer almaktadır. Bulunduğu organlara sertlik ve 

stabilite kazandırmaktadır. Bilinen 11 adet Ca/P oranı 0.5 ile 2.0 arasında değişen CaP 

vardır. HA 1.67 Ca/P oranı ile CaP’lar arasında en yaygın kullanılandır. HA, 

hekzagonal sistemde aşağıdaki kristalografik parametrelerle kristalize olur: a = 9.418 

Ǻ, c = 6.881 Ǻ (63). Kimyasal formülasyonu 𝐶𝑎10(𝑃𝑂4)6(𝑂𝐻)2‘dir. Ca Mg+2, Sr+2, 

Ba+2, Cu+2, Zn+2, Eu+3, K+, Na+ gibi iyonlarla, P S, Cr, Mn gibi iyonlarla, OH-  ise Br-

, F-, I-, Cl- ile yer değiştirilebilmektedir. Sentetik HA’ların kimyasal formülü ve 

özelliklerinin, kemiklerin ve dişlerin ana inorganik bileşenlerine benzer olduğu 

bilinmektedir. Bu nedenle, bu mineral ortopedi ve diş uygulamalarında sert dokuların 

onarılması ve değiştirilmesinde kullanılmaktadır. 
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HA’ların katı çözeltiler oluşturma ve birçok anyon ve katyon kabul etme 

yetenekleri bulunmaktadır. Çok sayıda çalışma, HA özelliklerinin farklı metalik 

iyonların katkılanmasıyla değiştirilebileceğini göstermiştir.  Örneğin HA yapısındaki 

Ca+2 katyonları Fe, Co veya Ni gibi iyonlar ile değiştirildiğinde manyetik rezonans 

görüntülemede kontrast ajanı olarak kullanılabilmektedir (64, 65). Lantanit iyonları ile 

katkılandığında HA’lara floresan özellik kazandırılabilmektedir (66). Ag iyonları ile 

sitotoksisiteye sebep olmadan antimikrobiyal özellikler arttırılabilmektedir (67-69). 

HA’ların diğer bilinen uygulamaları ilaç salım ajanı, biyokompozitler için dolgu 

malzemesi, kök hücre ekimi için iskele, metalik kemik implantların biyoaktif 

kaplamalarıdır (64). Ayrıca son çalışmalar HA parçacıklarının birçok kanser hücresi 

türünün büyümesini engellediğini göstermiştir (21, 22). 

HA’ların kanser hücreleri üzerindeki etkileri farklı tedavi yöntemleriyle 

birlikte incelenmiştir. Hou ve ark. 𝐹𝑒+2 (70) katkılayarak elde ettikleri manyetik 

HA’ları kolon kanserli farelerin hipertermi ile tedavisinde kullanmıştır. Düşük 

toksisiteyle 2 hafta içinde tümör hücrelerinin yok olduğu ve rekürrensin olmadığı bu 

çalışmada rapor edilmiştir. Bir diğer kanser tedavi yöntemi olan radyoterapi ile birlikte 

kullanıldıklarında saf HA’ların radyasyonun etkisini attırdığı da gösterilmiştir (23). 

Radyoterapi ile birlikte HA’nın nasıl bir etki mekanizması ile hücre ölümüne sebep 

olduğu tam olarak bilinmemekle birlikte Chen ve ark. (24) HA’lar hafnium ile 

katkılandıklarında ROS oluşumunu tetiklediğini ortaya koymuştur. 

Kanser hücreleri üzerinde HA’ların etkilerinin parçacık boyutuna bağlı olduğu 

birçok çalışmada ifade edilmiştir (40). HA nanoparçacıklarının HA 

mikroparçacıklardan daha güçlü bir antikanser etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. Bu 

çalışmaların birinde Fu ve ark. (71) U2-OS ve hepatosellüler karsinom Bel-7402 

hücreleri için nano HA’ların mikro HA’lara göre in vitro ortamda hücre inhibisyonunu 

arttığını belirtmiştir. Diğerinde ise Liu ve ark. (72) in vivo ortamda nano HA’ların 

kanser hücrelerinin çoğalmasını durdururken her hangi bir yan etkiye sebep olmadığını 

rapor etmiştir. 

Farklı boyutlarda ve morfolojilerde nano boyutta HA hazırlamak için çeşitli 

yöntemler kullanılmıştır. Bu yöntemler, bilinen kimyasal sentez yollarını içerir. Mehdi 
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Sadat-Shojai ve ark. (73) sentez yöntemlerini kuru, ıslak, yüksek sıcaklık süreçleri, 

biyojenik kaynaklara dayalı sentez ve hibrit olmak üzere  beş grupta toplamıştır.  

Kuru yöntemlerde herhangi bir çözücü kullanılmamaktadır. Hassas kontrollü 

koşullar gerektirmemektedir. Çünkü işlem içindeki parametreler tozların özelliklerini 

çok fazla etkilememektedir. Bu sebeple tozların seri üretimi için uygun tekniklerdir. 

Alt grupları katı hal sentezi ve mekanokimyasal yöntemdir. Katı hal sentezinde 

kalsiyum ve fosfat kaynakları belirli oranlarda öğütülerek yüksek sıcaklıkta kalsine 

edilmektedir. Genel olarak katı hal sentezi ile iyi kristalize stokiyometrik ürünler elde 

edilmektedir. Fakat bu yöntem yüksek sıcaklık gerekliliğinden dolayı ürünün 

gözenekliliği açısından dezavantajlıdır. Mekanik alaşımlama olarak da bilinen 

mekanokimyasal süreç, nanokristal alaşımlar ve seramikler gibi çeşitli gelişmiş 

malzemelerin imalatı için basit bir yöntemdir. Bu yöntemde öğütücü değirmenler 

içerine belli stokiyometrik oranlardaki kimyasallar yerleştirilmektedir. Oluşan ürünün 

özelliklerini öğütücü topların büyüklüğü,  dönme hızı, öğütme süresi gibi parametreler 

etkilemektedir. Katı hal sentezine göre daha düzgün şekilli parçacıklar üretmek 

mümkündür.  

Islak yöntemler suda veya organik bir çözücüde reaktiflerin çözünmesine 

dayanmaktadır. Bu yöntemler yapı, doku ve morfoloji üzerinde mükemmel kontrol 

sağlamaktadır. Ayrıca yüksek bir HA verimi söz konusudur. Kimyasal çökeltme, 

hidroliz metodu, sol-jel metodu, hidrotermal metod, emülsiyon yöntemi ve 

sonokimyasal yöntem bu kategoridedir. Kimyasal çöktürme HA'nın hazırlanması için 

en basit ve sık kullanılan yöntemdir. Kimyasal süreç PO4
-3

 ve Ca+2 kaynaklarının bazik 

tepkimelerinden oluşmaktadır. Genel olarak bu yöntem 10 ila 12 arasında değişen pH 

değerlerinde ve oda sıcaklığından suyun kaynama sıcaklığına kadar değişen 

sıcaklıklarda uygulanabilmektedir. Sol-jel HA’nın ıslak sentezi için önerilen ilk 

yöntemlerden biridir. Çözelti içerisinde mineralizasyon işlemidir. Bu teknikte HA 

sentezi, yumuşak kimya koşulları olarak adlandırılan geleneksel sentetik yöntemlerden 

daha düşük sıcaklıkta meydana gelmektedir. Alkoksit esaslı kimyasalların azlığı ve 

yüksek maliyeti ile zaman alıcı süreçler dezavantajı olarak gösterilmektedir. Yüksek 

sıcaklık süreçleri istenmeyen CaP fazlarının az olduğu yüksek kristallik ve iyi 
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kimyasal homojenliğe sahip HA’ların üretiminde kullanılmaktadır. İşlem sırasındaki 

değişkenlerin kontrolünün zayıf olması temel dezavantajıdır.  

HA seramikleri üretmek için başta kemik atıkları, yumurta kabukları, deniz 

organizmalarının dış iskeleti, doğal olarak türetilen biyomoleküller ve 

biyomembranlar olmak üzere çeşitli doğal malzemeler kullanılmıştır. Biyojenik 

kaynaklardan sentez olarak adlandırılan bu teknikler ile elde edilen HA’ların iyi 

fizikokimyasal özellikleri nedeniyle bu alanın yakın gelecekte daha fazla dikkat 

çekmesi beklenmektedir.  

Hibrid tekniklere en iyi örnek mikrodalga ışını yoluyla HA üretme yöntemidir. 

Bu yöntemde reaksiyonu aktive etmek için karışım dışarıdan değil mikrodalga 

üreteçlerinde kendi moleküler hareketleri ile ısıtılmaktadır. Mikrodalga ilk başlangıçta 

HA’ların mekanik ve fiziksel özelliklerini geliştirmek için sinterleme amaçlı 

kullanılmıştır. Bununla birlikte, bu teknik artık daha az enerji tüketen ve daha 

tekrarlanabilir bir şekilde HA nanopartiküllerini sentezlemek için kullanılmaktadır. 

Mikrodalga yönteminin bir diğer önemli avantajı ise karışımın her bölgesinin homojen 

bir şekilde ısıtılmasıdır. Hızlı ve homojen ısıtmanın sonucu olarak bu yöntemle HA 

sentezi 30 dakikadan kısa bir süre almaktadır. Mikrodalga ışıması ile daha küçük boyut 

ve daha yüksek saflık içeren HA tozları üretilebilmektedir. HA mikrodalga işlemi 

Şekil 4’te şematik olarak gösterildiği gibi, geri akış veya hidrotermal koşullar altında 

ya da atmosferik koşullarda gerçekleştirilebilmektedir. 

 

Şekil 4. HA’ların mikrodalga ışını yöntemi ile üretiminin gösterimi (73). 
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 Apoptoz 

Programlı hücre ölümü olarak da bilinen apoptoz hücre ölüm tiplerinden 

biridir. Hücreler fizyolojik ya da bazen patolojik sebepler ile apoptozu 

seçebilmektedir. Apototik ölüm mekanizmaları ölüm reseptörleri yolu veya 

mitokondri yolu ile gerçekleşmektedir. Ölüm reseptörleri yolu, hücre yüzeyindeki 

reseptörlere bağlanan ölüm aktivatörleri tarafından apoptozun tetiklenmesidir. Buna 

intrensek apoptozis yolağı denir. Mitokondri yolu ise hücre içindeki sinyaller 

tarafından apoptozun tetiklenmesidir. Apoptozu p53 proteini kontrol etmektedir. DNA 

hasarı tamir edilemediğinde bax, noxa ve pumayı aktifleyerek bcl-2 ve bclxl’yi 

baskılayarak hücreyi apoptoza yönlendirmektedir. Apoptotik süreçte hücre 

küçülmekte, sitoplazması yoğunlaşmakta ve büzüşmektedir.  Bu süreç, kaspazlar, 

farklı moleküller ve ayrıca bcl-2 / bax ve Fas / Fas ligand gibi moleküler sistemler 

tarafından düzenlenmektedir. Kaspazlar apoptoz esnasında önemli rol oynayan sistein-

proteaz grubu enzimlerdir. Açılımı; "Cysteine Aspartate Specific ProteASEs-

CASPASE" şeklindedir. Memelilerde yaklaşık 14 kaspaz tanımlanmıştır. Kaspaz-3, 

kaspaz-6, kaspaz-7 ve 9  intrensek apoptoziste önemlidir. Öncelikli olarak inaktif 

proteinler olarak sentezlenen bu enzimler çeşitli yollarla aktive edilmektedirler. Daha 

sonra hücresel hedeflerdeki tetrapeptit motifleri tanımakta ve mevcut substratı bir 

karboksil terminali ile ayırmaktadır. Hücre ölümü sırasında meydana gelen pek çok 

hücresel ve şekilsel değişimler, bu enzimlerin rol oynadığı birtakım süreçler 

neticesinde gelişmektedir. Kaspaz aracılı apoptotik hücre ölümü, hücresel işlevsellik 

ve hayatta kalmak için gerekli olan birkaç anahtar proteinin bölünmesiyle 

gerçekleştirilmektedir. PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase, Poli (ADP-riboz) 

polimeraz), kaspazların bilinen çeşitli selektif substratlarından biridir. PARP çok 

çeşitli fizyolojik ve patolojik fonksiyonları olan bir nükleer proteindir. PARP'ın 

kaspazlarla kırpılması apoptozun bir özelliği olarak kabul edilmektedir. PARP 

kırpılması, 2 spesifik fragman oluşumu ile sonuçlanmaktadır. Bunlar 89 kD katalitik 

fragman ve 24 kD DNA bağlanma alanıdır (DNA binding domain). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 Hidroksiapatit Sentezi 

HA sentezi için kalsiyum kaynağı olarak kalsiyum nitrat tetrahidrat 

(Ca(NO3)2.4H2O) (Merck, Darmstadt, Almanya), fosfat kaynağı olarak ise amonyum 

fosfat dibazik ((NH4)2HPO4) (Merck, Darmstadt, Almanya) kullanılmıştır. Zn katkılı 

HA sentezinde ise Zn kaynağı olarak çinko nitrat hekzahidrat (Zn(NO3)2.6H2O) 

(Merck, Darmstadt, Almanya) kullanılmıştır. Ca, PO4 ve Zn kaynaklarının molekül 

ağırlıkları sırasıyla 236.15, 132.05 ve 297.49 g/mol’dür. 

Saf HA sentezi için, Ca/P=1.67 oranını sağlayacak şekilde Ca(NO3)2.4H2O ve 

(NH4)2HPO4 ayrı ayrı kaplarda 200 ml distile suda çözülmüştür. Çözdürme işleminden 

sonra sürekli karıştırılan Ca(NO3)2.4H2O içerisine (NH4)2HPO4 çözeltisi damlatılarak 

eklenmiştir. Bu işlem sırasında belirli aralıklarla pH değeri kontrol edilerek amonyak 

solüsyonu eklemek suretiyle pH=10’da tutulmaya çalışılmıştır. (NH4)2HPO4 

çözeltisinin damlama işlemi bittikten sonra elde edilen karışım 30 dakika boyunca 

karıştırılmıştır. Karışma süreci boyunca pH değeri kontrol edilerek 10’da tutulmaya 

devam edilmiştir. Daha sonra karışım mikrodalga fırın içerisinde geri akış düzeneği 

ile 800 W’lık güçte 15 dakika tutulmuştur. Mikrodalga fırından 15 dakika sonra 

çıkarılan karışım filtre kağıtlarına dökülerek süzülmüştür. Süzülme işlemi sırasında 

pH değeri 7 olana kadar filtre kağıdındaki karışım distile su ile yıkanmıştır. pH değeri 

7 olduktan sonra kağıttaki çökelti 17 saat boyunca 80°C ısıtılmış fırında 

kurutulmuştur. Böylelikle saf HA tozları elde edilmiştir. 

Zn katkılı HA’lar dört farklı Zn oranında üretilmiştir. Farklı miktarlarda Zn ile 

katkılanmış HA grupları Zn(%1mol):HA, Zn(%2.5mol):HA, Zn(%5mol):HA ve 

Zn(%10mol):HA ile ifade edilmiştir. Katkılı HA sentezinde kullanılan madde 

miktarları Tablo 1’de verilmiştir.  
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Tablo 1. Saf ve katkılı HA sentezinde kullanılan madde miktarları. 

 Ca(NO3)2.4H2O (mol) (NH4)2HPO4 (mol) Zn(NO3)2.6H2O (mol) 

Saf HA 0,2 0,12 - 

Zn(%1mol):HA 0,198 0,12 0,002 

Zn(%2.5mol):HA 0,195 0,12 0,005 

Zn(%5mol):HA 0,190 0,12 0,01 

Zn(%10mol):HA 0,180 0,12 0,02 

 

 Zn atomları Ca atomları ile yer değiştireceği için Ca ve Zn kaynakları yukarıda 

belirtilen oranlarda 200 ml su içerisinde birlikte, PO4 kaynağı ise ayrı bir kapta 200 ml 

suda çözünmüştür. İşlemin geri kalan kısmında yukarıda saf HA üretimi için izlenen 

yöntemin aynısı uygulanmıştır. Fırınlama işlemi sonrası elde edilen HA tozları 

500°C’de 2 saat kalsine edilerek 900°C’de 1 saat sinterlenmiştir. 

 Hidroksiapatitlerin Karakterizasyonu 

3.2.1.  X Işını Kırınımı Analizi 

 X ışını kırınımı (X-Ray Diffraction, XRD) verileri, Cu-Kα hedefine sahip 40 

kV ve 30 mA'da X ışınlarının üretilmiş olduğu difraktometre (Rigaku Ultima-IV, 

Japonya) ile 10°≤2θ≤90° aralığında elde edilmiştir. Analiz için 500°C’de 2 saat kalsine 

edilerek 900°C’de 1 saat sinterlenmiş HA tozları kullanılmıştır. Sonuçlar MDI Jade 6 

yazılımı vasıtasıyla incelenerek HA’lara ait ilgili fazlar, kafes parametreleri, kristal 

boyutları ve teorik yoğunluklar hesaplanmıştır. Mevcut fazlar uluslararası difraksiyon 

verileri® (ICDD) ile karşılaştırılmıştır. 

3.2.2. Fourier Dönüşümü Kızılötesi Spektroskopisi Analizi 

Fourier Dönüşümü Kızılötesi Spektroskopisi (Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy, FTIR) analizi HA’ların içindeki bağların verifikasyonu amacıyla, bir 

spektrometre ve bir mikroskoptan (Bruker IFS 66 / S ve Hyperion 1000, Almanya) 

oluşan birleşik bir cihaz ile yapılmıştır. 500°C’de 2 saat kalsine1 edilerek 900°C’de 1 

saat sinterlenmiş2 toz halindeki HA’lar kullanılmıştır. Numuneler orta kızılötesi (MIR) 

                                                 
1 Kalsine bünyedeki bağıl su, CO2 veya diğer gazların uzaklaştırılması işlemidir. 
2 Sinterleme, preslenmiş parçayı oluşturan tozların yüksek sıcaklıkta birbirine bağlanarak parçanın 

mukavemet kazandığı bir ısıl işlemdir. 
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aralığında (4000-400 cm-1 arasında) incelenmiştir. Elde edilen sonuçlar literatürde yer 

alan HA’lara ait bağ yapılarına karşılık gelen dalga boyları ile karşılaştırılmıştır.  

3.2.3.  Taramalı Elektron Mikroskobu Analizi 

Saf ve katkılı HA’lara ait mikroskobik görüntüler QUANTA 400F Field 

Emission SEM (ABD) cihazı ile elde edilmiştir.  

 MTT ile Sitotoksisite Testi 

Deneyin bu aşamasında sentezlenmiş HA tozları, tek eksenli soğuk pres 

makinası (Carver) ile 22,241 kN (≈5000 lbs) kuvvet uygulanarak 12.5 mm çaplı, 1 mm 

kalınlıkta 300 mg’lık diskler haline getirilmiştir.  Hücre kültürü deneyleri için HA 

diskleri hazır hale geldikten sonra çalışma kapsamında kullanılacak meme kanseri 

hücre dizisi olan MDA-MB-231 hücresi sıvı azottan alınmıştır. Hücreler 25 cm2 flask 

içerisinde, %10’luk fötal dana serumu (FBS), antibiyotik (Penisilin/Streptomisin) ve 

L-glutamin içeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) tam besiyeri 

ortamında 37 oC’de %5 CO2’lik etüvde çoğaltılmıştır. Her 3 günde bir hücrelerin 

besiyeri değiştirilmiş, tek tabaka halinde büyüyen hücreler haftada bir defa 

tripsinizasyon yapılarak pasajlanmıştır. Deney günü öncelikli olarak HA diskleri 48 

kuyulu plaklara yerleştirilmiştir. Disk içerisindeki Zn katkı oranına göre 5 farklı grup 

oluşturulmuştur (Şekil 5). 

 

Şekil 5. HA numunelerinin sitotoksisitelerini incelemek amacıyla oluşturulmuş MTT deney planı. 
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Bu gruplar; saf HA ve %1, %2.5, %5 ve %10 mol Zn katkılı HA’dır. Kontrol grubuna 

HA diski konulmamıştır. Her bir gruptan toplam 4 bağımsız tekrar yapılmıştır. Diskler 

üzerine 200 µl hacimde kuyu başına 20.000 hücre gelecek şekilde besiyeri hücre 

süspansiyonu eklenmiştir. Bu aşamadan sonra, 24 ve 72 saat sonra stotoksisiteyi 

görmek amacıyla aynı şekilde hazırlanmış iki farklı plaka etüvde inkübe edilmiştir. 24 

saatlik HA etkisini görmek için, 24 saat sonra ilk hücre plağı etüvden alınmıştır ve her 

bir kuyuya 50 µl MTT eklenmiştir. MTT'nin canlı hücrelerde formazan kristali 

oluşturması amacıyla etüvde 4 saat inkübasyonu sağlanmıştır. MTT, PBS içinde 5 

mg/ml olacak şekilde çözülerek hazırlanmıştır. 4 saatlik inkübasyondan sonra, 

ekstraksiyon tamponu olarak %45 DMF (Dimetilformamid) içinde çözülmüş %23 

SDS çözeltisi (pH= 4.7) kullanılmıştır. Her bir kuyuya 160 µL ekstraksiyon tamponu 

eklenmiştir ve formazan kristallerinin çözünmesi için 16 saat etüvde inkübe edilmiştir. 

Ekstraksiyon tamponu ile inkübasyon aşamasından sonra, 48 kuyulu plaka içerisindeki 

çözelti, 96 kuyulu hücre plağına aktarılmıştır. Bu sayede, renk değişimleri plak 

okuyuculu spektrofotmetre cihazında 570 nm dalga boyunda okunmuştur. Aynı 

işlemler 72 saat sonra, 72 saatlik 48 kuyulu hücre plağı için uygulanmıştır. 

Elde edilen sonuçlardan HA’sız kontrol grubunun OD değeri referans alınarak 

diğer grupların canlılık oranları hesaplanmıştır. Bu sayede toksik olan ya da olmayan 

HA gruplarının belirlenmesi amaçlanmıştır.   

 MTT Analizi İle Işınlama Sonrası Hücre Sağkalımlarının 

Belirlenmesi 

MTT analizi ile ışınlanmış hücre gruplarının sağkalımının belirlenmesi 

amacıyla öncelikli olarak bir optimizasyon çalışması yapılmıştır. Optimizasyon 

çalışması kuyulara ekilecek en uygun hücre sayısını ve MTT analizi yapılacak günü 

belirlemek üzere tasarlanmıştır. Deneyin bu aşamasında MDA-MB-231 hücre dizisi 

sitotoksisite testinde anlatıldığı şekilde çoğaltılmıştır. 

 Yukarıda bahsedilen amaç doğrultusunda 48 kuyulu plakalara 1000, 2000 ve 

4000 hücre, her grup için 4 bağımsız tekrar olacak şekilde ekilmiştir. Sağkalım analizi 

yapılacak günler 4, 6, 8, 10, 12 ve 14. günler olarak belirlenmiştir. Uygulanacak 

radyasyon dozları ise 4, 6, 8 Gy olarak belirlenmiştir ve her doz için bir plaka 
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hazırlanmıştır. Kontrol grubu olarak ışınlanmamış plakalar seçilmiştir. Böylece 

toplamda 24 plakaya hücre ekilmiştir. 6. günden sonra tüm plakalardaki hücrelerin besi 

yeri değiştirilmiştir. Şekil 6’da ilk 10 güne kadar oluşturulan deney planı verilmiştir. 

 

Şekil 6. Optimizasyon çalışmasına ait ilk 10 gün için deney planı. 

Işınlama işlemi Elekta Versa HD lineer hızlandırıcı cihazında gantri 180°’de 

iken SAD=100 cm olacak şekilde 10 cm derinlikte 20x20 alan boyutunda 6 MV foton 

demetleriyle RW3 katı fantomlar üzerinde yapılmıştır. Geri saçılan radyasyon 

etkisinden dolayı plakaların üzerine 10 cm katı fantom yerleştirilmiştir.  Her ışınlama 

günü öncesi cihazın çıkış kalibrasyonu 1 MU, 1.5 cm derinlikte 1 cGy olacak şekilde 

yapılmıştır. Işınlama düzeneği Şekil 7’de gösterilmiştir. 
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Şekil 7. Işınlama düzeneği. 

Sağkalım oranlarının inceleneği günlerde her bir kuyuya 50 µL MTT eklenerek 

stotoksisite testinde anlatılan adımlar birebir uygulanmıştır. Her uygulanan doz 

miktarı için belirlenen günlerde elde edilen OD değerleri 3 farklı hücre sayısı için kayıt 

edilmiştir. Günlere karşılık gelen OD değerlerinin grafiği oluşturularak hücre çoğalma 

eğrilerine ulaşılmıştır. Grafikler analiz edilerek MTT testi için uygun hücre sayısına 

ve testin yapılacağı güne karar verilmiştir. 

 HA’ların Işınlanan Hücrelerin Sağkalımına Etkisinin İncelenmesi 

Radyasyon ve HA’ların toplam etkisinin hücre sağkalımları üzerindeki etkisini 

incelemek amacıyla disk haline getirilmiş saf HA ve Zn katkılı diğer dört grup 48 

kuyulu plakalara yerleştirilmiştir. Her gruptan toplam 4 adet bağımsız grup 

oluşturulmuştur. HA’lar plakalara yerleştirilmeden önce 2 saat PBS ile birlikte orta 

hızda çalkalanmıştır. Daha sonra 80 °C’ye kadar ısıtılmış fırında 2 saat kurumaya 

bırakılmıştır. Diskler kurutulduktan sonra sterilizasyon amacıyla cam kaplara 

yerleştirilip, alüminyum folyo ile üstleri örtülerek 200 °C’de iki saat bekletilmiştir.  

Her bir kuyuda 2000 adet MDA-MB-231 hücresi olacak şekilde ekim işlemi 

yapılmıştır. Hücrelerin disklere yapışmasını sağlamak amacıyla ekim işleminden sonra 

24 saat boyunca plakalar etüvde bekletilmiştir. 24 saatin sonunda hücre ekili plakalar 

şekil 7’de gösterilmiş ışınlama koşullarında 6 MV foton demetleri ile 1, 2, 4 ve 6 Gy 

radyasyon dozu verilecek şekilde ışınlanmıştır. Işınlama işleminden sonra hücreler 96 
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saat boyunca etüvde bekletilmiştir. 96 saatin sonunda daha önce anlatılmış MTT test 

protokolü uygulanarak grupların canlılığı hakkında veriler elde edilmiştir. Deneyin bu 

aşamasında ulaşılan sonuçlar ile sadece radyasyonun hücre canlılığı üzerindeki etkisi, 

sadece HA’ların etkisi ve toplam etki karşılaştırılmıştır.  

 Western Blot Tekniği 

Western Blot tekniği ile apoptotik ölüm oranlarının belirlenme aşaması 

basamaklar halinde aşağıda açıklanmıştır.   

3.6.1. Protein Lizatlarının Elde Edilmesi ve Protein Kantitasyonu 

Hücrelerin kültür ortamında çoğaltılması aşamasından sonra 6 kuyulu plakların 

her birine 16x103 hücre ekilmiştir. Hücrelerin kuyu zeminlerine yapışması için 37 

oC’de %5 CO2’lik etüvde 24 saat inkübasyon gerçekleştirilmiştir. 24 saat sonra kuyu 

içerisinde bulunan tam besiyerleri çekilmiştir. Bu aşamanın devamında, serum açlığı 

koşulu uygulanarak kuyulara serumsuz besiyeri eklenmiştir. 24 saatlik inkübasyon 

sonunda, besiyerleri tekrar çekilmiştir. Kontrol kuyularına tam besiyeri eklenmiştir. 

Hidroksiapatit ile inkübe edilecek kuyulara, besiyeri ve 8 µM pora sahip transwell 

içerisinde hidroksiapatit tozları yerleştirilmiştir. Devamında, hücreler 4 Gy radyasyon 

ile ışınlanmıştır. Kontrol grubu olarak seçilen plaka direkt olarak etüvde inkübe 

edilmiştir. 

Kontrol grubu ve radyasyon uygulaması yapılmış grup 6 gün süresince etüvde 

inkübe edildikten sonra lizis tamponu ile plaka içerisinde bulunan hücreler lizis 

edilmiştir. Bu sayede hücre lizatlarına ulaşılmıştır. Western Blot deneyinde 

kullanılacak olan protein lizatlarının, protein miktarlarının tayini amacıyla protein 

kantitasyonu yapılmıştır. Protein kantitasyonundan sonra lizatlar 95 oC’ye getirilmiş 

olan kuru ısıtma bloğu içerisinde 5 dakika bekletilerek proteinlerin denatürasyonu 

sağlanmıştır. 

3.6.2. SDS Jel Elektroforezi ve Western Blot 

Western Blot yöntemi kullanılarak, insan meme kanseri hücresinde PARP 

(total ve cleaved) ve Kaspaz-3 (total ve cleaved) protein ekspresyonları incelenmiştir. 

Kısaca protein denatürasyonu aşamasından sonra lizat içerisinde bulunan farklı 



32 

 

ağırlığa (kDa) sahip proteinlerin SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile yürütülerek 

ayrışması sağlanmıştır. Bu aşama tamamlandıktan sonra jel içerisinde ağırlıklarına 

göre ayrışan proteinler jelden PVDF membrana transfer edilmiştir. Daha sonra 

membranın %5 BSA TBST solüsyonu içerisinde 1-1.5 saat süresince oda sıcaklığında 

ve 100 rpm hıza ayarlanmış çalkalayıcı üzerinde blokasyonu gerçekleştirilmiştir. 

Blokasyon işlemi bittikten sonra 1X PBS-T ile membran 3 defa 10’ar dakika 100 rpm 

hızda çalkalayıcıda yıkanmıştır. Bu sayede BSA kalıntıları membran yüzeyinden 

temizlenmiştir. 

3.6.3. Kemilüminesans Görüntüleme ve Dansitometrik Analiz 

Membran primer antikor ile muamele edilmiştir. Denatüre olmuş proteinlerin 

tek bir determinantını yüksek afinite ve özgüllükte tanıyan monoklonal antikorlar 

hedeflediğimiz proteinlerin belirlenmesi için kullanılmıştır. Kontrol proteini olarak β-

aktin seçilmiştir. Primer antikor inkübasyonundan sonra primer antikorun 

görüntülenebilmesi için horseradish peroksidaz (HRP) konjuge primer antikorun elde 

edildiği organizmaya karşı üretilmiş sekonder antikor ile inkübasyon aşaması 

gerçekleştirilmiştir. Sekonder antikorun bağlanmış olduğu proteinlerin 

kemoluminesans ışıma yapabilmesi için, sekonder antikora konjuge HRP’de bulunan 

peroksidaz enziminin substratı olan luminol içeren enhanced chemiluminescence 

(ECL) solüsyonu kullanılmıştır. Son olarak kemolüminesans görüntüleme ile elde 

edilen bantların dansitometrik yoğunlukları tespit edilmiştir. 

 İstatiksel Analiz 

Elde edilen veriler için IBM SPSS Statistics Version 22 programı 

kullanılmıştır. İstatistiksel analiz amacıyla Student t testi uygulanmıştır. Yapılan 

testlerin sonucunda p<0,05 olan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 Sentetik Olarak Sentezlenmiş Hidroksiapatitlerin 

Karakterizasyonu 

Beş farklı numune için 10°≤2θ≤90°’de elde edilmiş XRD kırınım desenleri 

Şekil 8’de verilmiştir. 

 

Şekil 8. 900 °C 1 saat sinterlenmiş numulerin XRD kırınım desenleri. 

 XRD desenleri incelendiğinde piklerin referans 09-0432 HA pikleri ile 

örtüştüğü görülmüştür. HA, Zn(%1 mol):HA, Zn(%2.5 mol):HA ve ve Zn(%5 

mol):HA maksimum şiddetleri referans 09-0432 HA ile yakın açı değerlerindedir. 

Ancak Zn(%10 mol):HA’nın maksimum pikinin grafikte sola doğru kaydığı 

görünmektedir. Zn(%10 mol):HA’nın XRD deseni 09-0169 beta tri-kalsiyum fosfat 

(tricalcium phosphate, β-TCP) HA fazının desenine daha yakındır. Nitekim Farzadi 

ve ark.(74)  β-TCP ve HA fazlarının yüzdeleri hesapladıkları formülasyon ile elde 

edilen sonuçlara göre Zn(%10 mol):HA’da  %59 β-TCP, %41 HA fazı olduğu 

görülmüştür. Kullanılan formülasyon denklemi 4.1.1’de verilmiştir (74).  
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RIR=

 Iβ-TCP

 Iβ-TCP+ IHA

 (4.1.1) 

 

 Bu denklemde RIR (Relative Intensity Ratio) bağıl yoğunluk oranını ifade 

etmektedir. Iβ-TCP ve  IHA sırasıyla (2 0 1 0)  ve (2 1 1) piklerine ait normalize edilmiş 

şiddetlerdir. Tablo 2’de hesaplanan faz oranları 5 farklı örnek için verilmiştir. 

Tablo 2. 900 °C 1 saat sinterlenmiş numunelere ait XRD kırınım desenlerinden hesaplanan faz 

oranları. 

    Faz Oranları (%) 

Örnek   HA β-TCP 

Saf HA  100 0 

Zn(%1 mol):HA  92,7 7,3 

Zn(%2.5 mol):HA  90 10 

Zn(%5 mol):HA  67 33 

Zn(%10 mol):HA   41 59 

 

XRD kırınım desenleri analiz edildiğinde (0 0 2) ve (3 1 0) piklerine ait 

ölçülmüş pik genişlikleri Tablo 3’te verilmiştir.  

Tablo 3. Numunelerin XRD kırınım desenlerinden elde edilmiş (0 0 2) ve (3 1 0) piklerinin ölçülen 

genişlikleri. 

Örnek 

Pik Genişlikleri(2θ) 

( 0 0 2) ( 3 1 0) 

Saf HA 0,416 0,568 

Zn(%1mol):HA 0,514 0,574 

Zn(%2.5mol):HA 0,466 0,572 

Zn(%5mol):HA 0,468 0,574 

Zn(%10mol):HA 0,526 0,610 
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Pik genişlikleri incelendiğinde en dar genişliğe saf HA’nın sahip olduğu 

görünmektedir. Zn katkılama miktarı değiştikçe piklerin genişliği değişmektedir. En 

geniş pik değerleri Zn(%10mol):HA örneğinde ölçülmüştür. Tablo 3’teki sonuçlar saf 

HA’nın kristalitesinin Zn katkılı HA’lardan daha fazla olduğunu gösterir niteliktedir.  

Örneklerin teorik olarak hesaplanmış yoğunlukları, kafes parametreleri ve 

kristal boyutları Tablo 4’te gösterilmiştir. 

Tablo 4. XRD sonuçlarına göre hesaplanmış kafes parametleri ve teorik yoğunluklar. 

 

Örnek 

Kafes Parametreleri 
 

Teorik 

Yoğunluklar 

(g/cm3) 

Kristal 

Boyutları 

(nm) 

 

ɑ-Axis(Å) 
c-

Axis(Å) 

Hücre 

Hacmi. 

(Å)3 

 

Saf HA 9,40484 6,86718 526,03  3,1712 39,98 

Zn(%1 mol):HA 9,41017 6,87572 527,28  3,1636 33,13 

Zn(%2.5 mol):HA 9,43112 6,89758 531,32  3,1396 36,53 

Zn(%5 mol):HA 9,42537 6,89043 530,12  3,1467 36,38 

Zn(%10 mol):HA 9,40956 6,8691 526,71  3,1671 33,66 

 

 09-0432 HA fazına ait kafes parametreleri ɑ = 9.418 Å ve c = 6.884 Å, teorik 

yoğunluk 3,16 g/cm3’tür. Hacim ise 528.8 (Å)3’tür. Sonuçlar referans değerler ile 

uyumludur. 

 Ortalama kristal boyutlarının Zn katkılı HA örneklerinde saf HA’ya göre 

azaldığı görülmüştür. Kafes parametreleri ve hücre hacimleri de Zn oranına göre 

farklılık göstermektedir. Her iki eksen uzunlukları genel olarak Zn katkılı örneklerde 

saf HA’ya göre daha fazladır.  

Sentezlenen HA’ların bağ yapılarını incelemek amacıyla yapılan FTIR 

analizinin sonuçları Şekil 9’da verilmiştir. HA, Zn(%1 mol):HA, Zn(%2.5 mol):HA 

ve Zn(%5 mol):HA örneklerinin spektrumunda PO4
−3’e ait karakteristik asimetrik P-

O germe bandı 1087 ve 1024 cm-1’de gözlenmiştir. Zn(%10 mol):HA’nın 

spekturumunda ise bu bağlardan 1087’de olanı kaybolmuştur. 598 cm-1 ve 562 cm-1’de 

gözlemlenen bantlar PO4
−3’ün bükülme titreşimlerine bağlıdır. Tüm örneklerde bu 

bantlara rastlanmıştır. Fosfat germe bandı 474 cm-1’de izlenmiştir (O-P-O). 962 cm-
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1’de simetrik P-O germe bandına ait soğrulma gözlenmiştir. Bu bant Zn katkılama 

miktarı arttıkça kaybolmuştur. HA fazının karakteristik bantı olan ve OH- grubundan 

kaynaklanan 3573 cm-1’deki bant Zn(%10 mol):HA için minimum şiddettedir. Artan 

β-TCP ve azalan HA fazı bu davranışın sebebi olabilir. β-TCP’nin PO4
-3’e ait 

karakteristik bantları 3404 ve 1737 cm-1’de görülmüştür. Bu bantlar, Zn(%10 mol):HA 

grubunda en belirgindir. Bu örnek için 940-1082 cm-1 de gözlenen bantlar PO4
-3’ün 

germe bandına aittir. 546 ve 600 cm-1 ise PO4
-3’ün titreşim tepe noktalarını ifade eder. 

 SEM Görüntüleri 

Sentezlenen HA grupların ait SEM görüntüleri Şekil 10’da gösterilmiştir. Elde 

edilen SEM görüntülerinde sentezlenen HA’ların morfolojik görüntülerinin benzer 

olduğu görülmüştür.  

Şekil 9. Elde edilen beş farklı numuneye ait FTIR sonuçları 
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Şekil 10. 900 °C’de sinterlenmiş HA örneklerinden elde edilen a) saf HA, b) Zn(%1mol):HA, c) 

Zn(%2.5mol):HA, d) Zn(%5mol):HA, e) Zn(%10mol):HA ait SEM görüntüleri. 

Zn katkılama miktarı arttıkça parçacık boyutlarının arttığı gözlenmiştir. 

Parçacık boyutları sırasıyla saf HA, Zn(%1mol):HA, Zn(%2.5mol):HA, 

Zn(%5mol):HA ve Zn(%10mol):HA için 218, 245, 246, 302 ve 352 nm olarak 

ölçülmüştür (Şekil 11). 

a ) b ) 

c ) d ) 

e ) 
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Şekil 11. SEM görüntülerinden ölçülen parçacık boyutları a) saf HA, b) Zn(%1mol):HA, c) 

Zn(%2.5mol):HA, d) Zn(%5mol):HA, e) Zn(%10mol):HA. 

 MTT Sitotoksisite Test Sonuçları 

MTT sitotoksisite sonuçları, Şekil 12’de verilmiştir. Şekil 12’de, HA’sız grup 

kontrol grubu olarak seçilmiştir. Grafik incelendiğinde 24 saat sonuçlarına göre 

yaklaşık %50 canlılık oranına sahip saf HA, Zn(%5 mol):HA ve Zn(%10 mol):HA 

gruplarının biyouyumlu olduğu sonucuna ulaşılmaktadır. Zn(%2.5 mol):HA’nın hem 

24 saat hem de 72 saat sonuçlarına göre canlılık oranının incelenen gruplar arasında 

a) b) 

c) d) 

e) 
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en az olduğu görülmektedir (p<0.01). Zn(%2.5 mol):HA’ların MDA-MB-231 

hücrelerinin çoğalmasını inhibe ettiği söylenebilir. 

 

Şekil 12. MDA MB 231 hücreleri ekildikten 24 saat ve 72 saat sonra MTT testi ile elde edilen canlılık 

oranları. Kontrol grubu olarak sadece hücre ekilen grup seçilmiştir. 

Literatürde biyouyumlu olarak kabul edilen saf HA’lara ait canlılık oranları 

referans alınarak elde edilen sonuçlar Şekil 13’te gösterilmiştir.  
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Şekil 13. MDA MB 231 hücreleri için saf HA referans alındığında MTT testi sonucu elde edilen 

canlılık oranları. 

 Şekil l3’te hücrelerin canlılığının Zn(%5 mol):HA ve Zn(%10 mol):HA 

gruplarında saf HA’ya göre daha fazla olduğu söylenebilir (p<0.01). Zn(%2.5 

mol):HA grubunda ise en az olduğu görülmektedir. Ayrıca 24 ve 72. saat sonuçları 

kıyaslandığında canlılık sadece Zn(%5 mol):HA ve Zn(%10 mol):HA gruplarında 

artmaktadır. Zn %5 mol ve %10 mol katkılama miktarları saf HA’ların 

biyouyumluluklarını arttırmaktadır (p<0.01). Ancak %1 ve %2.5 mol Zn katkılama 

oranlarında ise saf HA’ya göre daha toksik örnekler elde edilmiştir.   

Genel olarak sonuçlar incelendiğinde hücre canlılık oranının Zn katkılama 

miktarına bağlı olduğu sonucu çıkarılabilir.  
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 MTT testi ile Hücre Sağkalımların Elde Edilmesi İçin Yapılan 

Optimizasyon Çalışmasının Sonuçları 

Çalışmanın bu aşamasında kuyulara ekilen hücre sayısının ve MTT deneyi 

uygulanacak günün sağkalım eğrileri üzerindeki etkisi araştırılmıştır. 

Kuyulara 1000 hücre ekilerek farklı günlerde oluşturulmuş sağkalım eğrileri 

Şekil 14’te verilmiştir. 

Şekil 14. 1000 adet MDA MB 231 hücresi ekildiğinde farklı günlerde MTT testi ile oluşturulan hücre 

sağkalım eğrileri. 

Şekil 14 incelendiğinde, MTT testi değişik günlerde uygulandığında 

birbirinden farklı sağkalım eğrileri elde edilmiştir. Ancak 10. günden itibaren eğri 

şekillerinin birbirine benzemeye başladığı görülmektedir. Sonuçlar MTT testi 

uygulanacak günün sağ kalım eğrilerini etkilediğini gösterir niteliktedir.  
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Şekil 15’te kuyulara 2000 hücre ekilerek elde edilen sağkalım eğrileri 

gösterilmiştir.  

 

Şekil 15. 2000 adet MDA MB 231 hücresi ekildiğinde farklı günlerde MTT testi ile oluşturulan hücre 

sağkalım eğrileri. 

Şekil 15 incelendiğinde, 2000 hücre için 1000 hücrede gözlendiği gibi değişik 

günlerde yapılan MTT testi ile elde edilmiş eğrilerin birbirinden farklı olabileceği 

sonucuna ulaşılmıştır. 10. gün ve sonrasında elde edilen sağkalım eğrilerinin birbirine 

benzer olduğu görülmektedir.  

Şekil 16’da ise kuyulara 4000 hücre ekildiğinde elde edilen sağkalım eğrileri 

verilmiştir. 
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Şekil 16. 4000 adet MDA MB 231 hücresi ekildiğinde farklı günlerde MTT testi ile oluşturulan hücre 

sağkalım eğrileri. 

 Şekil 16 incelendiğinde 1000 ve 2000 hücre ekilmiş gruplarda olduğu gibi 

4000 hücre için de sağkalım eğrilerinin MTT uygulanan güne göre farklılık gösterdiği 

sonucuna ulaşılmıştır. 

 Deneyin bu aşamasında MTT testi ile hücre sağkalım eğrileri elde edilmiş ve 

canlılığın okunduğu günün önemli olduğu gözlenmiştir. Genel olarak 6. ve 8. günlerde 

oluşturulanların kendi içinde, 10, 12 ve 14. gündekilerin ise kendi içinde benzer 

oldukları izlenmiştir. 4. günün ise MTT deneyinin uygulanması için erken olduğu 

düşünülmektedir. 

Deneyin bir sonraki aşamasında ekilen hücre sayısının sağkalım eğrileri 

üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Bu incelemede hücre sayısıdan bağımsız olarak 
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oluşturulabilecekleri günlerin tayini amaçlanmıştır. Bu amaç doğrultusunda farklı 

hücre sayıları için aynı günlerde sağkalım eğrileri çizilmiştir. 

Şekil 17’de farklı hücre sayıları ile aynı gün oluşturulan sağkalım eğrileri 

verilmiştir. 

Grafikler incelendiğinde 4, 6 ve 8. günlerde yapılan MTT deney sonuçları ile 

tüm test edilen hücre sayıları için benzer sağkalım eğrileri elde edilmiştir. Fakat 10. 

gün ve sonrasında oluşturulanlar farklı sayıdaki hücre grupları için değişmektedir.  

Daha önce elde ettiğimiz sonuçlar MTT deneyi ile hücre sağkalım eğrilerinin 

oluşturulmasında deneyin yapılacağı günün önemli olduğunu göstermektedir. Şekil 17 

ise kuyulara ekilen hücre sayısının elde edilen sağkalım eğrilerini etkilediğini 

düşündürmektedir. 

Şekil 17. Ekilen MDA MB 231 hücre sayısının MTT testi ile oluşturulan sağkalım eğrileri üzerindeki etkisinin 

incelenmesi. 
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Hücre sağkalım eğrilerinden elde edilebilecek en önemli bilgilerden bir tanesi 

D0 dozudur. D0 dozu uygulandığında hücre popülasyonunun canlılığını %37’ye 

düşüren dozdur. Deney sonuçlarından elde edilen D0(Gy) dozları Tablo 5’te 

verilmiştir.  

Tablo 5. Farklı gün ve ekilen MDA MB 231 hücre sayısına göre elde edilen D0  doz değerleri. 

Hücre 

Sayısı 

D0 (Gy) 

4. Gün 6. Gün 8. Gün 10. Gün 12. Gün 14. Gün 

1000 8,00±0,02 2,03±0,02 1,21±0,08 1,27±0,02 1,15±0,07 1,39±0,04 

2000 3,30±0,04 1,67±0,06 1,28±0,04 1,74±0,12 2,29±0,03 2,91±0,03 

4000 2,60±0,04 1,72±0,02 1,22±0,05 2,33±0,03 3,36±0,02 4,00±0,12 

 

Tablo 5 incelendiğinde 4, 6, 8, 10, 12 ve 14. günlerde ekilen farklı hücre 

sayıları için  D0 doz değerleri arasındaki maksimum fark sırasıyla 5.4, 0.3, 0.07, 1.06, 

2.21 ve 2.61 Gy’dir. 6. ve 8. günlerde D0 dozları arasındaki fark en az iken, 4. günde 

bu fark en fazladır. 

Daha önce gösterilmiş Şekil 17’deki 4. güne ait grafiklere bakıldığında 

oluşturulan sağkalım eğrilerinin hücre sayısından bağımsız olduğu sonucu 

çıkarılabilir. Ancak  D0 değerleri irdelendiğinde aralarındaki farkın fazla olması aksini 

düşündürmektedir.  

Deneyin sonraki aşamasında uygulanan radyasyon dozlarına göre hücre 

çoğalma eğrileri oluşturulmuştur.  Oluşturulan grafikler Şekil 18’de verilmiştir.  

Grafik incelendiğinde kontrol grubu için 10. günden sonra canlılık azalırken 2000 ve 

4000 hücre gruplarında 6 ile 8. günler arasında bir plato gözlenmiştir. 8. günden sonra 

proliferasyonun bazı gruplarda daha az olmakla birlikte, tüm gruplarda arttığı 

görülmektedir. 2000 ve 4000 hücre gruplarında 6 ile 8. günler arasında bir plato 

izlenmiştir. Proliferasyonun bu günlerden sonra artmasında 6. günden sonra 

değiştirilen besi yerinin etkili olabileceği düşünülmektedir.  
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Şekil 18.  MDA MB 231 hücrelerine ait farklı ekilen hücre sayılarına ait hücre çoğalma eğrileri. 
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Elde edilen bulgular neticesinde HA’lı gruplara 1, 2, 4 ve 6 Gy radyasyon 

uygulanarak 6. günde yapılan MTT testi sonuçları ile HA’ların radyoduyarlılığa olan 

etkisi araştırılmıştır. 

 HA’ların Radyoduyarlığa Etkisi ve Yapılan MTT Testi Sonuçları 

Şekil 19, Şekil 20, Şekil 21 ve Şekil 22’de sırasıyla 1 Gy, 2 Gy, 4 Gy ve 6 Gy 

radyasyon dozu ile ışınlanmış HA’sız ve diğer beş farklı HA’lı hücre gruplarına ait 

canlılık oranları verilmiştir. Verilen grafiklerde kontrol grubu olarak ışınlanmış 

HA’sız hücre grupları seçilmiştir.  

Canlılık oranı 1 Gy radyasyon dozu uygulandığında Zn(%1mol):HA için 

%20’nin altında iken Zn(%10mol):HA için %30 civarındadır (Şekil 19). Saf  HA için 

%40 civarındadır. 

  

Şekil 19. 1 Gy radyasyon dozu uygulanan HA'sız ve HA'lı MDA MB 231 hücre dizisine ait yüzde 

canlılık. Kontrol grubu olarak sadece 1 Gy radyasyon uygulanan grup seçilmiştir. 

 2 Gy radyasyon dozu uygulandığında HA’sız kontrol grubuna göre en az 

canlılık %20’nin altında olan Zn(%1mol):HA grubuna ait iken en fazla canlılık 

oranının ise %45 civarında olan saf HA’ya ait olduğu görülmüştür (Şekil 20). 
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Şekil 20. 2 Gy radyasyon dozu uygulanan HA'sız ve HA'lı MDA MB 231 hücre dizisine ait yüzde 

canlılık. Kontrol grubu olarak sadece 2 Gy radyasyon uygulanan grup seçilmiştir. 

4 Gy ve 6 Gy için elde edilen canlılık oranlarına ait grafikler incelendiğinde 1 

ve 2 Gy radyasyon dozu uygulanan gruplara göre HA’lı ve HA’sız hücrelere ait 

canlılık oranları arasındaki farkın azaldığı görülmektedir (p<0.05)(Şekil 21 ve Şekil 

22).  

 

Şekil 21. 4 Gy radyasyon dozu uygulanan HA'sız ve HA'lı MDA MB 231 hücre dizisine ait yüzde 

canlılık. Kontrol grubu olarak sadece 4 Gy radyasyon uygulanan grup seçilmiştir. 

 6 Gy radyasyon dozu için verilen canlılık oranları Zn(%5mol):HA ve 

Zn(%10mol):HA için yaklaşık %70’i bulmaktadır.  
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Şekil 22. 6 Gy radyasyon dozu uygulanan HA'sız ve HA'lı MDA MB 231 hücre dizisine ait yüzde 

canlılık. Kontrol grubu olarak sadece 6 Gy radyasyon uygulanan grup seçilmiştir. 

Genel olarak tüm grafiklerde HA’lı gruplara ait canlılığın sadece radyasyon 

uygulanan gruplara göre oldukça azaldığı görülmektedir. Canlılık oranları arasındaki 

fark, düşük radyasyon dozlarında daha fazladır ve radyasyon dozu arttıkça 

azalmaktadır. Bu azalmanın sebebi olarak radyasyon dozu arttıkça kontrol 

gruplarındaki ölüm oranlarındaki artış düşünülmektedir.  

HA’ların sitotoksisite testlerinde, Zn(%5mol):HA ve Zn(%10mol):HA 

gruplarında canlılık oranlarının saf HA grubuna göre daha fazla olduğu tespit 

edilmiştir(p<0.01). Radyasyon ile birlikte HA uygulanan gruplar da ise yukarıdaki 

sonuçların aksine saf HA’ya ait canlılığın Zn(%5mol):HA ve Zn(%10mol):HA 

gruplarına göre daha fazla olduğu görülmektedir (p<0.05). Sonuçlar katkılanan HA’lar 

ile birlikte radyasyonun etkisinin arttığı yönündedir.  

 MDA MB 231 hücrelerinde kaspaz-3 ve PARP ekspresyonunun 

incelenmesi 

Western Blot deneyinde yüklenen protein lizatlarında PARP ve kaspaz-3 

proteinleri incelenmiştir. Kaspaz-3 protein ekspresyonları Şekil 23’te verilmiştir. 

Radyasyonsuz ve HA’sız gruplara göre 4 Gy radyasyon uygulanan, sadece HA 

uygulanan ve HA ile birlikte 4 Gy radyasyon uygulanan gruplarda kaspaz-3 protein 

ekspresyonu azalmaktadır (p<0.05).  
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Şekil 23. Kontrol, radyasyon uygulanmış ve radyasyon ile birlikte HA uygulanmış MDA MB 231 

hücrelerinde kaspaz-3 protein ekspresyonunun incelenmesi. 

Deneyler sırasında HA’lı gruplara ait kırpılmış kaspaz-3 görüntüsü elde 

edilememiştir. Işınlanmamış ve ışınlanmış gruplara ait kırpılmış kaspaz-3 sonuçları 

Şekil 24’te verilmiştir. Uygulanan radyasyon dozu ile birlikte kırpılmış kaspaz-3 

ekspresyonu artmaktadır (p<0.05).  

 
 

Şekil 24. Kontrol, radyasyon uygulanmış ve radyasyon ile birlikte HA uygulanmış MDA MB 231 

hücrelerinde kırpılmış kaspaz-3 protein ekspresyonunun incelenmesi. 
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 PARP proteinlerine ait sonuçlar Şekil 25’te verilmiştir. Radyasyon 

uygulanmamış gruba göre diğer gruplarda PARP proteinlerinin ekspresyonlarının 

azaldığı gözlenmiştir. 

 
Şekil 25. Kontrol, radyasyon uygulanmış ve radyasyon ile birlikte HA uygulanmış MDA MB 231 

hücrelerinde PARP protein ekspresyonunun incelenmesi. 

Kırpılmış PARP proteinlerine ait sonuçlar Şekil 26’da verilmiştir. Sadece 

HA’lı gruba göre HA ile birlikte radyasyon uygulanmış grupta kırpılmış PARP 

proteini ekspresyonu artmaktadır (p>0.05).  

 
Şekil 26. Kontrol, radyasyon uygulanmış ve radyasyon ile birlikte HA uygulanmış MDA MB 231 

hücrelerinde kırpılmış PARP protein ekspresyonunun incelenmesi. 
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Deney sırasında elde edilen western blot görüntüleri ise şekil 27’de verilmiştir.  

 

 

 

 
Şekil 27. MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında PARP, kırpılmış PARP ve B-aktin protein 

ekspresyonu. A) Radyasyonsuz, 4 Gray radyasyonlu, radyasyonsuz-HA (Hidroksiapatit) ve 4 Gray 

radyasyonlu-HA ile inkübe edilmiş hücrelerden elde edilen protein lizatlarında PARP, Kırpılmış PARP 

protein ekspresyonlarının western blot görüntüleri. Kontrol proteini olarak B-aktin kullanılmıştır (n=3). 

B) Radyasyonsuz, 4 Gray radyasyonlu, radyasyonsuz-HA ve 4 Gray radyasyonlu-HA ile inkübe edilmiş 

hücrelerden elde edilen protein lizatlarında Kaspaz-3 protein ekspresyonlarının western blot 

görüntüleri. Kontrol proteini olarak B-aktin kullanılmıştır (n=3). C) Radyasyonsuz ve 4 Gray radyasyon 

uygulanmış hücrelerden elde edilen protein lizatlarında kırpılmış kaspaz-3 protein ekspresyonlarının 

western blot görüntüleri. Kontrol proteini olarak B-aktin kullanılmıştır (n=3). 

Western Blot deneyinde azalan Kaspaz-3 ve PARP protein miktarı apoptozun 

arttığını göstermektedir. Artan kırpılmış protein miktarları da artan apoptoz oranı ile 

ilişkilidir. Yukarıda verilen grafikler incelendiğinde HA’lı gruplarda apoptoz oranının 

arttığı sonucuna ulaşılmaktadır.  

  

A) 

B) 

 

C) 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışma dört aşamadan oluşmaktadır. İlk olarak saf ve farklı oranlarda Zn 

içeren katkılı HA parçacıkları sentezlenmiştir. Daha sonra üretilen parçacıkların 

karakterizasyonları yapılmıştır. İkinci kısımda ise elde edilen örneklerin 

biyouyumlulukları in vitro ortamda MD-MBA-231 hücre dizisi kullanılarak test 

edilmiştir. Yapılan deneyler sonucunda saf HA ile birlikte %5 mol ve % 10 mol Zn 

içeren katkılı HA grupları biyouyumlu olarak bulunmuştur. Üçüncü aşamada ise 

kullanılan hücre dizisi sentezlenen HA grupları ile birlikte radyasyona maruz 

bırakıldığında canlılık üzerindeki etkiler araştırılmıştır.  Son olarak karakterizasyon, 

biyouyumluluk ve radyoduyarlılık deneyleri sonucunda en ideal örnek %5 mol Zn 

seçilerek western blot tekniği ile apoptotik ölüm oranları araştırılmıştır. Yapılan 

deneylerin sonuçları Zn katkılı HA nanoparçacıklarının kanser hücrelerinin 

radyoduyarlılığını arttırdığını gösterir niteliktedir.  

Bu tez, literatürdeki Zn katkılı HA’ların radyoduyarlılık üzerindeki etkilerinin 

araştırıldığı ilk çalışmadır. Daha önce saf HA’ların ve çeşitli iyonlarla katkılı HA’ların 

kanser hücrelerinin çoğalmasını engellediği in vitro ve in vivo olarak yapılmış birçok 

deney ile gösterilmiştir (70, 75, 76). Ancak HA’ların radyoduyarlılık üzerindeki 

etkilerinin incelendiği araştırmalar oldukça kısıtlıdır. Yakın tarihte ilk olarak Chu ve 

ark.(23) tarafından yapılan çalışmada, radyasyon ile birlikte saf HA uygulandığında, 

insan glioblastoma (U251) ve meme kanseri (MD-DM-231) hücrelerinde DNA hasar 

miktarının arttığı gösterilmiştir. Bu tezde ek olarak HA’lara Zn katkılanmış ve 

radyoduyarlaştırıcı özelliklerinin ne yönde değiştiği araştırılmıştır. Bir diğer çalışmada 

ise Hf katkılı HA’ların ROS oluşumunu arttırdığı ve radyoduyarlılığı etkilediği rapor 

edilmiştir (24). İnsan vücudunun Zn elementine Hf’den daha aşina olması nedeniyle 

Zn katkılı HA’ların bu amaçla kullanılmasında daha ön planda olacağını 

düşündürmektedir.  

Sentez aşamasında saf ve Zn katkılı HA’lar mikrodalga ışını yoluyla 

sentezlenmiştir. Bu teknik ilk kez Lerner ark. (77) tarafından 1991 yılında 

uygulanmıştır. Pratik olması sebebiyle sıklıkla kullanılan bir tekniktir. Literatürde 

Zn+2, Ni+2, Mn+2 ve Cu+2 gibi iki değerli katyonların Ca+2 ‘nın yerine geçmesinin 
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oldukça zor olduğu rapor edilmiştir (78). XRD ve FTIR sonuçları mikrodalga metodu 

ile Zn katkılı HA’ların başarılı bir şekilde sentezlenebileceğini göstermektedir.  

XRD analizilerinin sonucunda elde edilen HA ve β-TCP oranlarının artan Zn 

miktarı ile değiştiği görülmüştür. %10 Zn katkılı örnekte β-TCP oranı HA’dan daha 

fazla bulunmuştur. Sonuçlar Miyaji ve ark. (79) tarafından yapılan çalışma ile 

uyumludur. Miyaji ve ark. %70 mol Zn’ye kadar sentezledikleri örneklerde %15 Zn 

katkılama miktarından sonra HA fazının kaybolduğunu göstermiştir.  

XRD pikleri incelendiğinde pik genişliklerinin artan Zn miktarı ile değiştiği 

izlenmiştir. Genel olarak Zn katkılı HA’larda pik genişliklerinin saf HA’dan fazla 

olması Zn’nin kristaliteyi azalttığını göstermektedir. Literatürdeki diğer çalışmalar ile 

benzer sonuçlara ulaşılmıştır (79, 80). Latis parametreleri  “a” ve “c” ise saf HA için 

elde edilen değerlerden farklıdır.  %5 mol Zn katkılama miktarına kadar her iki değer 

de artmakta, sonra ise azalmaktadır. Literatürde Zn katkılı HA’ların latis 

parametrelerinin incelendiği iki çalışma bulunmaktadır. Racguel ve ark. (81) 

tarafından artan Zn miktarı ile birlikte latis parametrelerinin de arttığı edilmiştir. 

Ancak Miyaji ve ark. (79)’nın sonuçlarında %5 mol Zn’ye kadar arttığı ve daha 

sonrasında azaldığı gösterilmiştir.  Bu tezde elde edilen sonuçlar bu çalışma ile 

uyumludur.  Saf HA ile katkılı HA’lara ait latis parametrelerindeki farklılığın Zn2+ 

(0.074 nm) iyon çapının Ca2+ (0.099 nm)’den daha küçük olmasından kaynaklandığı 

düşünülmektedir. 

XRD sonuçlarından elde edilen bir diğer parametre ise kristal boyutlarıdır. 

Genel olarak Zn katkılı örneklerde kristal boyutları azalmaktadır. Benzer gözlem 

Venkatasubbu ve ark. (82) tarafından da yapılmıştır. Bu çalışmada %2, %3, %4 ve %5 

Zn katkıladıkları HA’ların kristal boyutlarının saf HA grubuna göre daha az olduğu 

rapor edilmiştir. Aynı şekilde bir başka araştırmada Kim ve ark.(83) ıslak kimyasal 

çöktürme yöntemi ile %1, %2 ve %5 mol Zn ile katkıladıkları HA gruplarında kristal 

boyutlarının azaldığını göstermiştir. Kristal boyutlarındaki azalmanın, Zn+2 ve 

Ca+2’nın iyon çapları arasındaki farklılığın kristal yapısını bozmasından kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Norhidayu ve ark. (84) 500, 600, 700, 800 ve 900 °C’de 

sinterledikleri %5 ve %10 mol Zn katkılı örneklerde artan sinterleme sıcaklığı ile 

kristal boyutlarının arttığını bildirmiştir. 900 °C’de sinterlenmiş %5 ve %10 mol Zn 
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katkılı örnekler için kristal boyutları 50.1 ve 49.24 nm hesaplanmıştır. Bu tezde ise 

aynı sinterleme sıcaklığında kristal boyutları 36.4 ve 33.7 nm hesaplanmıştır. 

Hesaplanan parçacık boyutları arasında farkın sentezleme yöntemlerinin farklılığından 

kaynaklanabileceği düşünülmektedir (73).  

 FTIR sonuçlarında saf HA grubunda HA’ların karakteristik bandı olan 8 adet 

bant gözlenmiştir. PO4
-3’e ait bantlar 1087, 1024, 962, 598, 562 ve 474 cm-1’de 

gözlenirken, OH-1’e ait bantlar ise 3573 ve 628 cm-1’de gözlenmiştir. İzlenen bu bantlar 

sentezin başarıyla yapıldığını göstermektedir. Zn katkılama miktarı arttıkça bu 

bantların bazılarının kaybolduğu ve 628 bandının ise genişlediği görülmektedir. 

Genişleyen bantlar Zn miktarı arttıkça kristalitenin de azaldığını göstermektedir (81). 

Zn miktarı ile OH-1’e ait 3573 cm-1 bandının şiddeti azalmaktadır. Uysal ve ark. (85) 

% 2 mol Zn katkıladıkları örneklerde benzer sonucu rapor etmiştir. OH-1’e ait bandın 

alanının %2 mol Zn katkılı örnekte saf HA’ya göre azaldığı gösterilmiştir (p<0.05). 

Bu azalma Zn+2’nin OH-1’in yerini aldığını göstermektedir ve Zn+2‘nin HA’nın 

yapısına başarıyla katıldığına işarettir. Zn miktarındaki artışa bağlı olarak değişen bir 

başka nicelik ise β-TCP’nin karakteristik piklerinin şiddetidir. β-TCP’ye ait 

karakteristik bantların şiddeti Zn arttıkça artmaktadır. HA ve Zn-HA arasındaki ayırt 

edici Zn-O germe bandı FTIR sonuçlarında 437 cm-1 gözlenmiştir(26). Zn miktarı 

arttıkça bu bant şiddeti artmaktadır ve P-O titreşim bandı azalmaktadır. Uysal ve ark. 

(85) Zn-O’ya ait bandı 433 ve 3403 cm-1’de göstermiştir. Kim ve ark. (83) ise 470 cm-

1’de bu bandı rapor etmiştir. FTIR sonuçları XRD sonuçları ile örtüşmektedir. 

Çalışmamızın ikinci aşamasında sentezlenen HA’ların canlı hücreler 

üzerindeki etkisi araştırılmıştır. MTT ile sitotoksisite test sonuçları incelendiğinde, Zn 

katkılama miktarına göre canlılığın farklılık gösterdiği sonucuna ulaşılmıştır. Zn(%1 

mol):HA ve Zn(%5 mol):HA’nın 72. saatte canlılık oranının 24. saate göre daha düşük 

olması bu örneklerin toksik olduğunu göstermektedir. Zn(%5 mol):HA ve Zn(%10 

mol):HA gruplarında 24 saatten sonra canlılık oranının artması bu nanoparçacıkların 

biyouyumlu olduğunu ifade etmektedir. Ayrıca 72. saatte Zn(%5 mol):HA ve Zn(%10 

mol):HA’ya ait canlılığın saf HA’dan daha fazla olması Zn elementinin HA’ların 

biyolojik özelliklerini pozitif yönde etkilediğini göstermektedir.  Literatürde bakteriler 

ve kanser hücreleri üzerinde yapılan araştırmalarda, Zn’nin sitotoksik özelliklerinin 
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miktarına bağlı olduğu belirtilmektedir (86, 87). Nilsson (88) tarafından yapılan bir 

çalışmada az miktarda Zn’nin hücre çoğalmasını durdurduğu rapor edilmiştir. Hücre 

kültürü deneylerinde elde ettiğimiz sonuçlar sitotoksisite açısından literatür ile 

uyumludur.  

Çalışmamızın üçüncü aşamasında hücre sağkalım eğrileri elde edilmiştir. 

Sağkalım eğrileri klasik yöntem olan klonojenik sayım ile oluşturulmaktadır. Bu 

yöntem gözle sayıma dayandığından hata olasılığı oldukça yüksektir. Son yıllarda 

sağkalım eğrilerinin oluşturulmasında MTT testi gündeme gelmiştir. Literatürde bu 

teknik ile oluşturulmuş sağkalım eğrilerine rastlanmaktadır. Ancak bu test için standart 

bir protokol mevcut değildir. Literatürdeki farklı uygulamalar dikkate alınarak 

çalışmamızda MTT testi ile sağkalım eğrilerinin oluşturulmasına yönelik 

optimizasyon deneyleri yapılmıştır. Bunun için farklı sayıda hücreler ekilerek, farklı 

günlerde MTT uygulanarak sağ kalım eğrileri elde edilmiştir. Sonuçlar hücreler 

ışınlandıktan sonra 6. ve 8. günde elde edilen sağkalım eğrilerinin ekilen hücre 

sayısından bağımsız olduğunu göstermektedir. 6. günden sonra hücrelerin besi yeri 

değiştirildiğinden dolayı 6. gün sağkalım eğrilerinin elde edilmesi için ideal gün olarak 

gözükmektedir.  

4000 hücre ekilen grupta 10. günde spektrofotometrik olarak okunabilen 

maksimum OD değeri olan “3” aşılmıştır. 1000 hücre ekilen grupta ise 4,6 ve 8 Gy 

için tüm OD değerlerinin “0.5” civarında olduğu görülmektedir. Optik okuyucunun 

minimum değerine yakın olması sebebiyle HA eklendiğinde etkisinin görülemeyeceği 

düşünüldüğünden HA içeren gruplara 2000 hücre ekilmesine karar verilmiştir.  

Bu tezde MD-MB-231 hücre dizisi için hücre sağkalım eğrilerinin elde 

edileceği zaman 6. gün ve ekilecek hücre sayısı 2000 olarak belirlenmiştir. Farklı 

çoğalma hızına sahip hücre dizilerinde bu protokol farklılık gösterebilir.   

HA’nın radyoduyarlılığa etkisini incelemek amacıyla 6. günde MTT yapılacak 

şekilde 1, 2, 4, 6 Gy radyasyon dozu uygulanarak canlılık oranları sadece HA ve 

sadece radyasyona göre kıyaslanmıştır. Hücreler sadece Zn(%5mol):HA’ya maruz 

bırakıldığında canlılık oranları %50’ye düşmektedir. Sadece 1 Gy radyasyon dozu 

uygulandığında ise bu oran %90’dır. Zn(%5mol):HA ve radyasyon kombinasyonunda 
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ise bu oran %25’e düşmektedir. Aynı grup için 6 Gy radyasyon dozunda sağ kalan 

hücre oranı %20 iken, Zn(%5mol):HA ve radyasyon birlikte uygulandığında bu oran 

%14’dür. Genel olarak HA ile birlikte radyasyon uygulandığında en düşük canlılık 

oranları elde edilmiştir. Sitotoksisite testlerinde saf HA’lara ait canlılık oranları 

Zn(%5mol):HA ve Zn(%10mol):HA’ya göre daha azdır. Ancak ışınlanmış gruplarda 

tam tersi bulgular söz konusudur. Bu durum HA’ların %5 ve % 10 mol Zn ile 

katkılanmasıyla radyoduyarlaştırıcı özelliklerinin arttırılabileceğini ortaya 

koymaktadır. Bu sonuç M. Kiortsis ve ark. (89)’larının bakteriler üzerinde yaptığı 

çalışma ile açıklanabilir. M. Kiortsis’in Zn’nin radyoduyarlılık üzerindeki etkilerini 

araştırdığı çalışması, Zn ile birlikte ışınlamış bakterilerde toksik etkilerin daha fazla 

olduğunu göstermiştir. Aynı çalışmada, Zn’nin miktarına bağlı olarak hem 

radyokoruyucu hem de duyarlaştırıcı olabileceği rapor edilmiştir.  

Western Blot tekniği ile apoptotik ölüm oranları 4 Gy radyasyon uygulanarak 

Zn(%5mol):HA’lı ve HA’sız gruplar için kıyaslanmıştır. Bu ölümün belirteçleri olan 

Kaspaz-3 ve PARP proteinlerinin kırpılmış formlarının artması HA ve 4 Gy radyasyon 

uygulanan gruplarda en aza inmektedir. HA’lı gruplarda elde edilen protein miktarları 

0.15 μg/μl civarında idi. Farklı sayılarda hücre ekilmesine rağmen (16000, 32000, 

64000) aynı oranda protein elde edilmiştir. Bunun sebebi olarak HA’nın hücre 

profilasyonunu azaltması düşünülmektedir. HA harici gruplarda hücre sayısı ile doğru 

orantılı artan protein elde edilmiştir. HA’lı gruplarda düşük olan protein ekspresyonu 

sebebiyle 8 μg ile gerçekleştirilmiştir. β-aktin proteini hem eşit miktarda protein 

yükleyip yüklemediğimizi hem de hedef proteinleri normalize etmek amacıyla 

eklenmiştir. HA’lı gruplardaki düşük protein miktarlarından dolayı sonuçların 

istatiksel olarak anlamlı olmadığı düşünülmektedir. 

Sonuç olarak bu tez in vitro ortamda % 5 ve %10 mol Zn katkılı HA’ların saf 

HA’ya göre daha biyouyumlu olduklarını ortaya koymaktadır. Bu durum sağlıklı 

hücrelerin korunması açısından önemlidir. Diğer taraftan, radyoterapinin etkinliğinin 

ise saf HA’ya göre arttığı gösterilmiştir. Bu çıkarım ise tümör hücrelerinin yok 

edilmesi aşamasında önemlidir. İn vitro ortamda tek bir hücre dizisi ile yapılan bu 

deney farklı hücre dizilerine genişletilebilir. Ayrıca in vivo olarak da araştırılması 

önerilmektedir.   
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6. SONUÇLAR 

Bu tezde elde edilen sonuçlar aşağıda maddeler halinde sıralanmıştır. 

1. Mikrodalga ışını yoluyla nanoboyutta Zn katkılı HA’nın üretilebilirliği 

gösterilmiştir. Zn katkılama miktarı artıkça β-TCP faz oranı artmaktadır.  

2. HA’nın kanser hücrelerinin proliferasyonunu etkilediği gözlenmiştir. Zn 

katkılama oranına göre bu etki değişmektedir. Katkılama oranı %5 mol 

Zn’nin altında ise toksik, üstünde ise biyouyumlu özellik göstermektedir.  

3. MTT deneyi ile hücre sağkalım eğrilerini oluşturmak mümkündür. Ancak 

çalışılan hücre dizisine ait optimizasyon çalışması yapılması 

gerekmektedir. Hücre sağkalım eğrileri testin yapıldığı gün ve ekilen hücre 

sayısına göre farklılık gösterebilmektedir. Çoklu MTT deneyleri 

sonucunda MD-MBA-231 hücre dizisi için ideal günün 6. gün, hücre 

sayısının ise 2000 olduğu bulunmuştur.  

4. %5 mol Zn katkılı HA grubunun hem fiziksel hem de biyolojik açıdan en 

uygun grup olduğu gösterilmiştir. Saf HA’ya göre biyouyumluluğu daha 

yüksek olup radyoduyarlaştırıcı etkisi de daha fazladır.   
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