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Dilek ÇAM 

 

GAZ� ÜN�VERS�TES� 

FEN B�L�MLER� ENST�TÜSÜ 

HAZ�RAN 2009 

 

ÖZET 

 

Bu çalı�mada, gümü� nanoparçacıkların (GNP) ve bu GNP’ların glukoz, laktoz, 

oligonükleotid ve Cy5’in (floresans boya) çe�itli kombinasyonlarıyla modifiye 

edilmi� hallerinin, insan akci�er kanseri (A549) hücreleri ve immortilize edilmi� 

fare fibroblast (L929) hücreleri tarafından alımları, sitoplazmik 

lokalizasyonları/davranı�ları ve sitotoksisiteleri ara�tırılmı�tır. Modifiye edilen 

GNP’lar (MGNP); Ag/Glukoz, Ag/Laktoz, Ag/ssDNA, Ag/Glukoz/ssDNA, 

Ag/Laktoz/ssDNA, Ag/ssDNA/Cy5, Ag/Glukoz/ssDNA/Cy5, 

Ag/Laktoz/ssDNA/Cy5 �eklinde hazırlanmı�; 100 �l olmak üzere tek 

konsantrasyon kullanılarak A549 ve L929 hücreleri ile 1 s, 6 s ve 24 s inkübe 

edilmi� ve bu nanoparçacıkların (NP) hücresel alımları incelenmi�tir. Ayrıca 

MTS (hücre proliferasyonu testi) testi ile, hücrelere uygulanan bu NP 

konsantrasyonunun sitotoksik etkilerinin olup olmadı�ı ara�tırılmı�tır. 

Sitotoksisite testinde DMSO (Dimetilsülfoksit) pozitif kontrol (PK), besiyeri ise 

negatif kontrol (NK) olarak kullanılmı�tır. Çe�itli GNP’lar ile muamele edilen 

hücrelerin, NP’ları alım oranları, farklı inkübasyon süreleriyle de�i�kenlik 

göstermi�tir. Bu NP’lar arasında L929 hücreleri tarafından Ag/Glukoz’un ilk 1 

saatteki alımı %33 oranla en fazla alınan NP olurken; A549 hücreleri 

tarafından Ag/Laktoz, %68 oranla 6. saatte en fazla alınan NP olmu�tur. 

Stoplazmik lokalizasyonlara bakıldı�ında, bu NP’lar L929 hücrelerinde 

genellikle küçük toplanmalar olu�turarak, sitoplazmanın her yerinde rastgele 
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da�ılım göstermi�tir. A549 hücrelerinde ise özellikle Cy5 bulunan GNP’lar daha 

büyük toplanmalar olu�turmu� ve genellikle sitoplazmanın orta kısımlarında 

yerle�mi�tir. GNP’lar bu konsantrasyonda L929 hücrelerine uygulandı�ında 

sitotoksisite göstermezken, A549 hücrelerinde Ag/Glukoz/ssDNA/Cy5, %24 

olmak üzere en fazla sitotoksik etki gösteren NP olmu�tur. Bu sonuçlar, 

hazırlanan GNP’ların sa�lıklı ve kanserli hücrelere uygulandı�ında, kanserli 

hücreler tarafından bazılarının seçici olarak alınabildi�ini ve stoplazmik 

yerle�im açısından fototermal kanser terapi uygulamalarında önemli olabilecek 

toplanmalar olu�turabilece�ini göstermi�tir. Ayrıca, hücrelere bu 

konsantrasyonda uygulanan NP’lar, L929 hücrelerinde toksik etki 

olu�turmazken, A549 hücrelerinde toksisite göstermesinden dolayı, kanserli 

hücrelerin GNP’lar aracılı�ıyla tedavi imkanlarının iyile�tirilebilece�i 

dü�üncesini ortaya çıkarmı�tır.   
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ABSTRACT 

In this study, for A549 (human lung cancer cells) and L929 (immortalized 

mouse fibroblast cells) cells; cellular uptake, cytoplasmic localizations or 

behaviors and cytotoxicity of silver nanoparticles (SNPs) and their chemically 

modifications one by one and by different combinations with glucose, lactose, 

oligonucleotide and fluorescence dye (Cy5) are investigated. The modified SNPs 

(MSNPs) prepared as Ag/Glucose, Ag/Lactose, Ag/ssDNA, Ag/Glucose/ssDNA, 

Ag/Lactose/ssDNA, Ag/ssDNA/Cy5, Ag/Glucose/ssDNA/Cy5, 

Ag/Lactose/ssDNA/Cy5 were incubated with A549 and L929 cells during 1 h, 6 

h and 24 h, and cellular uptake of these nanoparticles (NPs) was examined. 

Additionally, by MTS (cell proliferation assay) assay, it was investigated 

whether the applied concentration of these NPs had cytotoxic effect or not. 

DMSO (Dymethylsulfoxide) was used for positive control, medium was used for 

negative control in the cytotoxicity test. For the cells incubated with different 

SNPs, variant cellular uptake ratios were detected during different incubation 

times. Among these NPs, while for L929 cells, cellular uptake of Ag/Glucose at 

the first hour was the most amount NPs with 33%; for A549 cells cellular 

uptake of Ag/Lactose was the most amount NPs with 68% at 6th hour. As for 

cytoplasmic localization of NPs, whereas the NPs in the L929 cells formed small 

aggregates and they diffused randomly in the cell cytoplasm; in A549 cells, 

especially dye included SNPs formed large aggregates in the cytoplasm. When 

this concentration of all SNPs was applied to L929 cells, no cytotoxicity was 
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observed. In A549 cells, on the other hand, Ag/Glucose/ssDNA/Cy5 had the 

most cytotoxic effect with 24%. These results showed that when prepared SNPs 

are applied to healthy and cancer cells, some of the NPs are uptaken selectively 

for cancer cells; and in the terms of cytoplasmic localization and aggregations of 

NPs become an important tool for the phototermal cancer therapy applications. 

While the applied concentration of the nanoparticles didn’t show toxic effect to 

the L929 cells but they were toxic to A549 cells; enhanced treatment 

opportunities of cancer cells via SNPs was risen due to spontaneous toxic effect 

only in the cancer cells. 
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S�MGELER VE KISALTMALAR 

 

Bu çalı�mada kullanılmı� bazı simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte 

a�a�ıda sunulmu�tur. 

 

Simgeler     Açıklama 

 

%      Yüzde  

°°°°C      Santigrat derece  
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g      Gram 
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µµµµl      Mikrolitre 

rpm      Devir sayısı 

s      Saat 

 

Kısaltmalar     Açıklama 

 

Ag      Gümü� 

Au      Altın 

APD      Aminofenildisülfit 

CTAB      Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 

DAB      Dimetilaminboran 

DMEM     Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  

DMSO     Dimetilsülfoksit 

FBS      Fetal bovine serum  

LDH       Laktat dehidrogenaz  

MGNP      Modifiye edilmi� gümü� nanoparçacık  
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Kısaltmalar     Açıklama 

 

MN      Mikronükleus  

MTS       Hücre proliferasyonu testi  

MTT      Hücre proliferasyonu testi 

NP       Nanoparçacık  

PBS       Phosphate buffer saline  

PSA       Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin  

ROS       Reaktif oksijen türleri (species)  

SEM       Scanning Electron Microscopy  

ssDNA      Tek iplikli DNA parçası (oligonükleotid) 

TEM       Transmissing Electron Microscopy 

YZRS      Yüzeyde Zenginle�tirilmi� Raman           

                                                                       Saçılması 

 



 

1 

1. G�R�� 

 

�nsanlı�ın ba�langıcından beri canlı ve cansız tüm varlıkların daha iyi anla�ılması ve 

ya�am ko�ullarının iyile�tirilmesi amaçlanmı�tır. Dolayısıyla gerek ilkel gerekse 

geli�mi� tekniklerle yapılan birçok giri�im, hiç �üphesiz giderek artan bir bilgi 

birikimine ve buna paralel olarak da yeni bilim dallarının do�masına sebep olmu�tur. 

Ancak, geçmi�ten bu yana çe�itli giri�imler sonucunda giderek iyile�ti�ini (!) 

dü�ündü�ümüz ya�am ko�ulları, insan ba�ta olmak üzere tüm varlıkları çok de�i�ik 

�ekilde etkileyebilmektedir. Bu etkileri de en aza indirmek üzere, bugün hızla geli�en 

yeni bilim dalları bir çare niteli�inde geli�tirilmeye çalı�ılmaktadır. Bunun en güzel 

örne�ini, bugün gelmi� oldu�umuz nanoteknoloji ça�ı da göstermektedir. Hızlı bir 

�ekilde birçok uygulama alanı olu�turan ve hayatımıza girmeye ba�layan 

nanoteknoloji, birçok hayalin gerçekle�ebilece�i ve cevaplanmamı� soruların, hayatı 

olu�turan moleküllerin bizzat kendi yapısına sorularak cevap bulunabilece�i ümidini 

de beraberinde getirmi�tir. Özellikle insan için vazgeçilemez durumlardan biri olan 

sa�lık sorunları ve bunların çözümlerinde, nanobiyoteknoloji uygulamalarına, 

(�imdilik) gelece�in akıllı moleküler cerrahları gözüyle bakılmaktadır. Henüz tam 

anlamıyla çaresi bulunamayan ça�ımızın hastalı�ı kanser ise nanobiyoteknolojinin de 

önemli odak noktalarından biri olmu�tur. Bu nedenle çok kısa bir sürede birçok 

kanserli hücre çe�idinin çe�itli NP’lar ile etkile�imi ve tedavisine yönelik çalı�malar 

ara�tırılmaya ba�lamı�tır. 

 

Nanobiyoteknoloji uygulamalarını çekici kılan özellikler ise, kullanılan NP’lardan 

kaynaklanmaktadır. Biyolojik uygulamalarda ve tıpta –özellikle kanserli hücre 

uygulamalarında- �u an üzerinde çalı�ılan en önemli NP’lar; metal NP’lar, Karbon 

nanotüpler, Kuantum noktaları, TiO2 (Titanyum dioksit) ve manyetik NP’lardır. 

Nano boyutlarda iken farklı özellikleri (termal, elektrokimyasal ve optik) [El-Sayed, 

2001] ortaya çıkan NP’lar, antibakteriyel [Pal ve ark., 2007]; canlı hücrelerde 

hedeflenmi� bölgeye giden seçici moleküller [Pitsillides ve ark., 2003]; toksisite 

olu�turan veya olu�turmayan yapılar ya da biyolojik numunelerde oldukça iyi 

görüntüleme imkanı sunabilen floresans yapılar olarak kullanılabilmektedir. NP’ların 

bir kısmı özellikle yüzey plazmonlarından dolayı tercih edilebilmektedir. NP’larda 
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olu�an bu yapı, onların çe�itli ı�ınlarla etkile�tiklerinde, boyutlarına, �ekline ve 

etkile�ti�i maddelere göre farklı renkler olu�turarak kolorimetrik belirlemelerin 

yapılmasına [Tsai ve ark., 2005] bazı spektroskopik uygulamalarda gelen ı�ın ile 

maddenin etkile�iminin artırılarak [Jackson ve Halas, 2004] spektroskopik olarak 

moleküler ayrımların yapılmasına; nanobiosensör geli�tirilmesine [Haes ve ark., 

2004]; fototermal kanser terapisi veya fototermal antibakteriyel terapide [Deckers ve 

ark., 2008] kullanılmasına imkan sa�lamaktadır. Özellikle altın (Au) ve GNP’lar 

yüzey plazmonları, kolay kontrol edilebilir yüzey özellikleri ve modifikasyon 

imkanlarıyla biyolojik uygulamalarda kullanılabilirli�i en çok ara�tırılan NP’lar 

olmu�tur. Örne�in GNP’lar, antibakteriyel özelliklerinden dolayı tekstil alanında 

önemli bir yer tutarken, çe�itli biyolojik uygulamalarda ve tıbbi cihazlarda da yaygın 

olarak kullanılmaya ba�lamı�tır. Bunların yanında spektroskopik tekniklerle analiz 

yapılmasında, özellikle muhte�em yüzey plazmonlarından dolayı yüzeyde 

zenginle�tirilmi� Raman saçılmasına (YZRS) dayalı spektroskopide tercih edilen 

NP’ların ba�ında gelmi�tir [Chen ve ark., 1995]. Böylece biyolojik numunelerle 

etkile�ime giren GNP’lar, numunenin çok kısa bir sürede spektroskopik bir teknikle 

kimliklendirilerek, hızlı bir �ekilde analiz edilmesine imkan sa�lamı�tır. Ayrıca 

GNP’ların yine plazmon özellikleri sayesinde kaliteli bir hücresel görüntüleme 

sa�ladı�ı bilinirken [Chen ve ark., 2003], gen ekspresyonunu artırdı�ı [El-Sayed ve 

ark., 2006] ve virüs infektivitisini inhibe etti�i de [Gupta ve ark., 2003] tespit 

edilmi�tir. Fakat bazı ara�tırmacılar, GNP’ların çe�itli hücrelerde genotoksik ve 

sitotoksik hasar olu�turdu�unu da bildirmi�tir [Arora ve ark., 2009].  

 

Geli�tirilen NP’ların canlı organizmalarda etkisi ise aynı olmamaktadır. Dolayısıyla 

Nanobiyoteknoloji ara�tırmalarında kullanılan parçacıkların canlı hücrelere olan 

etkisini test etmek için öncelikle onların birtakım in vitro-in vivo uygulamalardan 

geçmesi ve optimize edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle kullanılacak olan NP’lar, 

çe�itli hücre kültürü teknikleriyle hücrelerle muamele edilmekte ve 

genotoksisite/sitotoksisite durumları [Jacobsen ve ark., 2008] belirlenerek 

kullanılabilirlikleri ara�tırılmaktadır. 
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Bu çalı�mada, yakla�ık 50 nm olan GNP’ların tek ba�ına ve çe�itli moleküllerle 

(karbohidrat, oligonükleotid, floresans boya) modifiye edilmi� hallerinin, L929 

hücreleri ve A549 hücrelerinde, in vitro olarak alım oranları/davranı�ları, stoplazmik 

yerle�imleri ve sitotoksik etkileri incelenmi�; GNP’ların sa�lıklı ve kanserli hücreler 

tarafından seçici alımlarının sa�lanması ve kanserli hücrelerin öldürülebilmesi için, 

GNP’ların uygun bir model olu�turup olu�turmayaca�ı ara�tırılmı�tır. 

 

 

 

.  
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2. KAYNAK ARA�TIRMASI 

 

2.1. Nanoteknoloji-Nanobilim, Nanobiyoteknoloji 

 

Nanoteknoloji ismi, yunanca “nannos=cüce” kelimesinden gelmektedir. 

Nanoteknoloji kavramının ilk defa 1959 yılında Amerikalı fizikçi Richard Feynman 

tarafından “There's Plenty of Room at the Bottom" (A�a�ıda Daha Çok Yer Var) 

sözüyle ortaya çıktı�ı bilinmektedir. Nanoteknoloji terimi ise, Tokyo Bilim 

Üniversitesi profesörlerinden Norio Taniguchi tarafından 1974 tarihinde yapmı� 

oldu�u bir yayında tanımlanmı�tır [Taniguchi, 1974]. Vizyonu aslında çok eskilere 

dayanan nanoteknoloji, yakla�ık son 10 yıldır çok hızlı bir �ekilde geli�meye 

ba�lamı� ve daha sonra nanobiyoteknoloji alanının da içinde oldu�u birçok özel alt 

bilim dallarına ayrılmı�tır. 

 

Nanoteknoloji kısaca tanımlanacak olursa, her bir atom ve molekülü de�i�tirerek 

iyile�tirme esasına dayanan ve maddenin nanometre boyutlarındaki ola�anüstü 

özelliklerini kullanarak, bu özelliklerin kontrollü moleküler yapılar ve yeni 

materyaller olu�turmak üzere kullanılmasına imkan sunan disiplinler arası bir alan 

oldu�u söylenebilir. Nanoteknoloji tanımı, bazı kaynaklarda “nanobilim” olarak da 

geçebilmektedir. Fakat nanobilim, daha geni� bir terim olup, “nano boyutlardaki 

materyallerin çe�itli disiplinler içerisinde farklı i�lemlerde kullanılması” �eklinde 

yorumlanabilir. Günümüzde giderek önemi artan nanobiyoteknoloji ise; “biyolojik ve 

kimyasal analizlerde daha hassas, yüksek tanı özelli�i sunan çok fonksiyonlu yeni 

alet ve sistemlerin olu�turulmasına öncülük eden, mühendislik ve moleküler 

biyolojinin ortak bir yakla�ımı” olarak ifade edilebilir. Büyüklük olarak “metrenin 

milyarda birini” te�kil eden “nm” terimi de nanoteknoloji uygulamalarındaki madde 

büyüklü�ünü belirten ölçü birimi olmu�tur. 1 nm’nin içine 2-3 atomun sı�abilece�i 

belirtilmekte ve bugün üzerinde yo�unla�ılan NP’ların büyüklü�ü de 1-100 nm 

arasında belirlenmektedir.  
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2.2. Nanoparçacıkların Özellikleri  

 

Nanoteknoloji ugulamalarını cazip kılan, kullanılan parçacıkların nano boyutlardaki 

çe�itli fiziksel ve kimyasal özellikleri olmu�tur. NP’ların bu boyutlarda olu�turulması 

ise farklı yöntemlerin kullanılmasına ba�lı olarak de�i�mektedir. Dolayısıyla nano 

boyutlardaki materyallerin fiziksel ve kimyasal özellikleri kaba hallerinden farklı 

olabilmektedir. Bu durum, onların geni� reaktif yüzey alanı ile olmakta ve bu yüzey 

alanı da boyuta ba�lı olarak farklı özelliklerin ortaya çıkmasına öncülük etmektedir. 

Chatterjee ve arkada�ları (2008) küçük boyutlu NP’ların toplam parçacık yüzey 

alanının artmasından dolayı, yüksek ilaç salınımı etkisi oldu�unu bildirmi�lerdir. Bu 

ara�tırıcılar, 200 nm’den küçük olan parçacık boyutlarının biyolojik uygulamalarda 

optimum boyut oldu�unu ve bu durumun hem kan-tümör transferini etkiledi�ini hem 

de tümörlü dokuda uzun süre alıkonulmasına imkan verdi�ini bildirmi�tir [Chatterjee 

ve ark., 2008].  

 

Genel olarak nano ölçeklerde bir yapının hazırlanması için a�a�ıdan yukarıya 

(bottom up) ve yukarıdan a�a�ıya (top down) olmak üzere iki yakla�ım vardır. 

A�a�ıdan yukarıya yakla�ımı küçük yapıların büyük yapılar üzerine toplanması 

esasına dayanır ve kimyasal sentez, lazerle olu�turulmu� toplanma, kolloidal 

toplanma, kendili�inden düzenlenme gibi yöntemleri içerir. Yukarıdan a�a�ıya 

yakla�ımı ise büyük yapıların küçük yapılar olu�turmak üzere modifiye edilmesi 

esasına dayanır ve; litografik teknikleri, film üzerinde olu�turma teknilerini, lazer 

ı�ını ile yapılan birtakım i�lemleri ve mekanik teknikleri içerir. NP sentezi de 

fiziksel, kimyasal, mekanik ve karı�ık yöntem olmak üzere, katı, sıvı ve gaz halinde 

olu�turulacak �ekilde sınırlandırılabilir.  

 

2.2.1. Yüzey plazmonları ve fototermal terapi 

 

Farklı yöntemlerle olu�turulan bazı NP’ların en önemli özellikleri, yüzey plazmonları 

olu�turmasıdır. Yüzey plazmonları da birçok farklı materyalde farklı özellikleriyle 

kar�ımıza çıkmaktadır. Yüzey plazmonu; metal nanoparçacıkların yüzeyinde olu�an 

bir elektron bulutuna benzetilebilir. Bu plazmonların bir ı�ık kayna�ı ile 
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uyarıldı�ında olu�an durumuna da yüzey plazmon titre�imi (rezonans) denilmektedir 

[Kerker, 1985]. Günümüzde nanomateryallerin yüzey plazmonu titre�imi 

özelliklerinden yararlanılarak, biyolojik uygulamalarda kullanılabilirli�i 

gösterilmi�tir. Yüzey plazmonları NP’ların boyutuna ba�lı oldu�u kadar, �ekline ve 

ı�ı�ı absorblama özeli�ine de ba�lıdır. Örne�in küresel bir NP’ın yüzeyinde tamamen 

çevresini saracak �ekilde bir plazmon olu�urken, üçgen �eklindeki nanoparçacıklarda 

bu olu�um farklıdır [Chan ve ark., 2008].  

 

Nanomateryallerin ı�ıkla etkile�imleri (yüzey plazmonu olu�umu), de�i�ik 

uygulamalarda kar�ımıza çıkmaktadır [Lazarides ve ark., 2000; Kelly ve ark., 2003]. 

Örne�in, Au NP’ın absorbladı�ı ı�ık, hem yüzey plazmonlarını uyarır hem de 

pikosaniyede ısıya dönü�ür [Link ve El Sayed, 2003]. Bu ısı dönü�ümü ise bu 

özelli�e sahip NP’ların terapötik uygulamalarda fototermal ajan olarak 

kullanılmasına imkan sunar. Fototermal terapi, hastalıklı hücrelerin veya dokuların, 

foto-duyarlı özel ilaçların ve ı�ı�ın kombinasyonuyla yıkılmasına ya da zarar 

görmesine sebep olan klinik bir yöntemdir. Bu yöntemde genellikle görünür bölgede 

ve yakın infrared bölgede uygun dalga boyu ile uygulama yapılır. El Sayed ve 

arkada�ları (2005), 15-60 nm Au NP’ların yüzeyine anti-EGFR antikoru ba�layarak, 

bu NP’ları in vitro ko�ullarda bazı kanserli hücrelerle muamele etmi�tir. Kanser 

hücrelerine özgü antikorları ta�ıyan Au NP’lar sa�lıklı hücrelere rastgele ve az 

miktarda tutunurken, kanser hücrelerine seçici olarak ba�lanmı�tır. Böylece kanserli 

hücrelerde daha fazla yüzey ı�ık saçılması olu�mu�tur. Ara�tırmacılar, bu fazla ı�ıma 

ve toplanmanın etkisiyle bu hücrelerde fototermal terapinin uygulanabilece�ini 

bildirmi�lerdir [El Sayed ve ark., 2005]. 

 

Kong ve arkada�ları (2008) glukoz ile modifiye ettikleri Au NP’ları, 2 s boyunca 

kanserli hücrelere (MCF-7) uygulamı�tır. Bu hücrelere 200 kVp X-ı�ını uygulamı�lar 

ve Au NP olmayan MCF-7 hücrelerine uygulanan radyasyon sonuçlarıyla 

kar�ıla�tırdıklarında, %63,5 oranında sitotoksik artı�ın olu�tu�unu bildirmi�lerdir 

[Kong ve ark., 2008]. 
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Yüzey plazmonları, nanomateryallerin çe�itli moleküllerle etkile�ime girdikten önce 

ve sonraki hallerine ba�lı olarak, ekranda dalga boylarında olu�an de�i�ikliklere 

bakılarak algılamada kullanılma imkanı da sunmaktadır [Li ve ark., 2009; Shin ve 

ark., 2007]. Aynı �ekilde NP’lar çe�itli moleküllerle etkile�ime girdikten önce ve 

sonra yüzey plazmonlarından dolayı renk de�i�ikli�ine sebep olurlar ve bu 

de�i�ikliklere bakılarak kolorimetrik (renge dayalı) tayinlerin yapılmasında 

kullanılabilirler [Kim ve ark., 2006; Schofield ve ark., 2006].  

 

NP’lardaki yüzey plazmonlarının bir ba�ka avantajı da Raman saçılmasını 

zenginle�tirmesidir. Raman saçılması, bir numunenin görünür bölge veya yakın-

infrared monokromatik ı�ından olu�an güçlü bir lazer kayna�ıyla ı�ınlanmasından 

sonra saçılan ı�ının belirli bir açıdan ölçümüne dayanır. Moleküllerin �iddetli bir 

monokromatik ı�ın demeti ile etkile�mesi sırasında ı�ık absorbsiyonu olayı 

gerçekle�miyorsa ı�ık saçılması olayı meydana gelir. Raman saçılması sırasında, 

saçılan ı�ı�ın enerjisinde, molekül ile etkile�en ı�ı�ın enerjisine göre bir fazlalık veya 

azlık olu�ur. Bu durum, ı�ıkla etkile�en molekülün titre�im enerji düzeyleri 

arasındaki enerji farkları kadar oldu�undan, bu yöntemle moleküllerin titre�im enerji 

düzeyleri hakkında bilgi edinilir. Ancak; normal Raman saçılmasıyla alınan sinyaller 

zayıftır. Oysa NP’ların küçülen boyutlarına ba�lı olarak olu�turdukları yüzey 

plazmonları, etkile�ime girdikleri moleküllerde yüzeyde zenginle�tirme yaparak 

Raman saçılmasının da zenginle�mesine katkıda bulunmaktadır. Hatta metal 

nanoyapılarla çe�itli moleküller birbirleriyle yakın temas kurdu�u zaman Raman 

saçılmasında 1014 gibi müthi� bir zenginle�menin oldu�u da bildirilmi�tir. Olu�an bu 

duruma ise, YZRS denmektedir ve bu uygulamayla tek molekül seviyesinde 

belirlemenin yapılabilece�ini gösteren ara�tırmalar bulunmaktadır [Lin ve ark., 

2006]. Kneipp ve arkada�ları (2009), Rose Bengal ve Kristal Viyole gibi Raman aktif 

maddelerin Au NP’lara tutunmasını sa�lamı�lar ve hazırlanan bu NP’larla 3T3 

hücrelerini 4 s inkübe etmi�lerdir. Hücrelerin içerisine giren ve topluluk olu�turan 

hibrit Au NP’ların YZRS’si, PBS içindeki hücrelerden 2 mV lazer gücü kullanılarak 

elde edilmi�tir [Kneipp ve ark., 2009]. Böylece sitoplazmanın farklı yerlerinde 

toplanan NP’ların sa�ladı�ı YZRS ile NP’ların hücre içindeki durumları hakkında 

bilgi alabilme fikri geli�mi�tir (hücresel YZRS). 
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Yehia ve arkada�ları (2007), HeLa hücrelerini tek katlı Karbon nanotüpler ile 60 s 

inkübe ederek, perinüklear bölgeden ve sitoplazmadan Raman sinyalleri almı�lardır. 

Böylece NP’ların zamanla hücreye alım mekanizmalarını bu �ekilde tesbit etmeye 

çalı�mı�lardır [Yehia ve ark., 2007]. 

 

Çulha ve arkada�ları (2008) da, GNP’ların daha güçlü bir �ekilde YZRS’yi 

artırmasından dolayı, NP’ları termofilik bakteriler ile basit karı�tırma yöntemiyle 

karı�tırarak, bu bakterilerin YZRS’ye dayalı karakterizasyonlarının yapılabilece�ini 

göstermi�ler ve çok kısa bir sürede birçok mikroorganizma çe�idinin 

kimliklendirilmesinin mümkün olabilece�ini bildirmi�lerdir [Çulha ve ark., 2008].   

 

2.2.2. Altın ve gümü� nanoparçacıklar 

 

Günümüzde biyolojik uygulamalarda kar�ıla�ılan en yaygın NP’lar, Karbon 

nanotüpler [Bethune ve ark., 1993], manyetik NP’lar [Pankhurst ve ark., 2003], 

Kuantum noktaları [Medintz ve ark., 2005], Au ve GNP’lardır. Bunların arasında 

metal NP’lar üzerinde oldukça yo�un çalı�malara odaklanılmı�tır. Dolayısıyla 

biyoloji alanında metal NP’ların biyosensör [Nam ve ark., 2003], hücre ve 

biyomolekül i�aretlemesi [Franzen ve Feldheim, 2003], kanser terapötikleri [Hirsch 

ve ark., 2003] gibi birçok alanda uygulanması ke�fedilmi�tir. Au ve gümü� metal 

NP’lar ise; üzerinde hemen hemen en çok ara�tırma yapılan NP’lar olmu�tur. 

Nitekim insanlık tarihine göz atıldı�ında Au ve gümü� metallerden oldukça 

faydalanıldı�ı görülmektedir [Kerker, 1985]. Örne�in 4. yy.'da bu metallerin 

renklendirici özelliklerinden yararlanılmı�; 17. yy.’da ise resim sanatı 

uygulamalarında kullanılmı�tır. Hatta Hintlilerin, gümü� tozu yedikleri, Çinlilerin de 

yemeklerine ince Au film karı�tırdıkları da uzun zamandır bilinmektedir. Bu nedenle 

Au, birtakım özelliklerinden dolayı NP’lar içerisinde birçok uygulamada cazip hale 

gelen bir yapı olmu�tur. Au’ın nano boyutlarına ula�ıldı�ında da biyouyumlu oldu�u 

ve sitotoksik özellik göstermeyen bir yapı oldu�u birçok ara�tırmada gösterilmi�tir 

[Connor ve ark., 2005; Shukla ve ark., 2005]. Au NP’ları cazip kılan özelliklerinden 

biri de yüzeylerinin kolayca biyomodifikasyon i�lemlerine adapte edilebilmesidir. 

Çünkü Au NP’ların yüzeyi tiyol, disülfit ve aminlere kar�ı güçlü bir ilgi gösterir. 
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Böylece basit bir Au-tiyol kimyası; çe�itli peptid, protein ve DNA’nın yüzey 

konjugasyonuna imkan sa�lamaktadır [Katz ve Willner, 2004; Niemeyer, 2001]. Au 

NP’ların çe�itli antikorlar ile yüzeyinin fonksiyonla�ması [El-Sayed ve ark., 2005; 

Sokolov ve ark., 2003] ise kanser hücrelerinin seçici bir �ekilde hedeflenmesinde 

kullanılmasına olanak sa�lamakta iken, çok iyi bir hücre içi hedefleme parçacı�ı 

olarak kullanılabilece�i de desteklenen görü�ler arasındadır.  

 

Son zamanlarda GNP’ların da nano-boyutlardaki özelliklerinin ke�fedilmesiyle 

nanobiyoteknoloji alanında oldukça faydalı olabilece�i anla�ılmı� ve hızla birçok  

uygulamada kullanılabilirli�i ara�tırılmaya ba�lamı�tır. Bu nedenle, fiziksel ve 

kimyasal özellikleri farklı olan de�i�ik boyutlarda çe�itli GNP’lar sentezlenmi� ve 

geli�tirilmi�tir. Ayrıca GNP'ların de�i�ik indirgeyici ajanlarla sentezlenebilece�i ve 

buna ba�lı olarak toplanmalarının da önlenebilece�i ya da azaltılabilece�i 

belirtilmi�tir [Ramana ve ark., 2008]. Dolayısıyla hazırlanan de�i�ik yapılardaki 

GNP’ların analizi yapıldı�ında absorbsiyon bantlarında de�i�iklik gözlenmi�tir 

[Chien ve ark., 2008]. Böylece geli�tirilmeye çalı�ılan GNP’ların kısa sürede 

biyolojik numunelerde kullanılabilirli�i ara�tırılmaya ba�lanmı� ve bazı önemli 

bulgular elde edilmi�tir. Örne�in Au’dan daha iyi özellikte olan yüzey plazmon 

rezonansları sayesinde moleküler i�aretlemede ideal bir NP olabilece�i fark 

edilmi�tir [Schultz ve ark., 2000]. Ayrıca GNP’ların antimikrobiyal olması da bilinen 

en önemli özellikleri arasındadır. Örne�in Baker ve arkada�ları (2005), 

sentezledikleri GNP’ların E.coli için toksik oldu�unu bildirmi�tir [Baker ve ark., 

2005]. Holt ve Bard (2005) ise GNP’ların, bakteri solunum zincirlerinde bazı dü�ük 

potansiyelli enzimlere ba�lanarak ROS üretimine sebep oldu�u için E.coli 

bakterisinin ölümüne sebep oldu�unu bildirmi�lerdir [Holt ve Bard, 2005]. Ayrıca 

GNP’ların virüslerin konak hücreye ba�lanmasını inhibe etti�i ya da azalttı�ı da 

tesbit edilmi�tir [Elechiguerra ve ark., 2005]. Günlük ya�antımızda giderek artan 

GNP temelli tüketim ürünlerinin varlı�ı, GNP’lara olan ilgiyi daha da artırmı� ve 

birçok ürünün yapılandırılmasında, onu tercih edilebilecek bir sanayi ürünü haline 

getirmi�tir. Ayrıca GNP’ların antibakteriyel özelliklerinden dolayı terapötik 

uygulamalarda yararlanılmak üzere gümü� emdirilmi� kateter ve sargı bezleri 
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günümüzde kullanılmaya ba�lamı�tır [Lok ve ark., 2006; Gogoi ve ark., 2006; Kim 

ve ark., 2007; Samuel ve Guggenbichler, 2004; Chen ve ark., 2006].  

 

GNP’ların canlı hücrelerle olan ili�kisi henüz tam anla�ılamamasına ra�men yapılan 

bazı çalı�malar, GNP’ların hücre çalı�malarında da ümit vaat edici özelliklerinin 

olabilece�ini göstermektedir. �imdiye kadar tesbit edilen bazı bulgular, NP’ların 

hücre içerisine genel olarak (reseptör aracılı) endositoz yoluyla alındı�ını 

göstermi�tir [Tsuji ve ark., 2006]. Fakat GNP’ların hücre içerisine alınma 

mekanizması henüz tam olarak bilinmemektedir. Dolayısıyla hücrelerin besiyeri 

içerisindeki GNP’ları tek tek mi, yoksa toplanmı� halde mi alındı�ı hakkında net bir 

bilgi bulunmamaktadır. Oysa NP’ların hücre içerisinde veya hücre dı�ında 

olu�turdu�u toplulu�un hacmi, hücre alımları hakkında önemli ipuçları veren 

bulgulardan biridir. Nitekim Carlson ve arkada�ları (2008), TEM analizi sonucunda 

hücre içindeki NP’ların 2 �m’den küçük topluluklar olu�turdu�unu, bu nedenle 10 

�m’den büyük olan geni� NP toplanmalarının 24 s sonra etkili bir �ekilde hücrelere 

alınamayaca�ını GNP’lar ile yaptıkları çalı�ma sonucunda bildirmi�lerdir [Carlson 

ve ark., 2008].  

 

GNP’ların hücreler tarafından alım �ekilleri ve davranı�ları pek ara�tırılmamı� olsa 

da, hücre içinde birtakım önemli olayları etkileyebildi�i bildirilmi�tir. Örne�in 

NP’ların çekirde�i hedefleyebilme [Nativo ve ark., 2008; Li ve ark., 2008] 

özelliklerinden yola çıkarak GNP’ların gen ekspresyonunu artırabilece�i ve 12-30 

nm boyuttaki GNP’ların da çekirde�e gidip ekspresyon yapabilecek uygun boyutlar 

olabilece�i bildirilmi�tir [Chien ve ark., 2008]. Ayrıca mannoz türevi ile stabilize 

edilen GNP’lar kolorimetrik biyo-testlerin geli�tirilmesi için de kullanılmı�tır 

[Schofield ve ark., 2006]. GNP’ların canlı hücrelerde kullanılmasının di�er bir 

avantajı da hücresel görüntüleme sa�lamasıdır; çünkü olu�turdukları toplanmalardan 

kaynaklanan yüzey plazmonlarının hücre içinde iyi bir floresans özellik verdi�i tesbit 

edilmi�tir [Lesniak ve ark., 2005].  
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2.3. Nanoparçacıkların Yüzey Modifikasyonunun Önemi 

 

Geli�tirilen NP’ların, hücrelerde istenilen amaca ula�ması için sadece tek bir 

fonksiyonu de�il aynı anda birçok fonksiyonu yerine getirebilmek üzere fiziksel, 

kimyasal veya elektrokimyasal olarak yüzey modifikasyonları yapılmaktadır. Çünkü 

NP’ların yüzey modifikasyonları onların hücresel alımlarını veya hücrelere 

ba�lanmalarını, çekirdek hedeflenmesini, gen susturulmasını ve tümör 

penetrasyonunun hedeflenmesini artırabilir [Yang ve ark., 2007; Nativo ve ark., 

2008; El-Sayed ve ark., 2005; El-Sayed ve ark., 2006]. Biyolojik uygulamalarda 

kullanılmak üzere geli�tirilen NP’larda yüzey modifikasyonu yapmak için genellikle 

çe�itli protein/peptid, oligonükleotid, aminoasit, floresans yapılar veya ba�ka nano 

yapılar �u an için kullanılan en yaygın moleküller olmu�tur. Son zamanlarda 

karbohidratların da NP’lar ile birlikte muamele edilmeye ba�laması, karbohidratların 

yüzey modifikasyonunda önemli etkiler olu�turabilece�ini göstermi�tir. 

Organizmaların temel enerji kayna�ını öncelikle karbohidratların olu�turdu�u 

dikkate alındı�ında, bu özelliklerinin nanoteknoloji kavramıyla birle�tirilmesinin, 

nanobiyoteknoloji için faydalı olabilece�i dü�ünülmü�tür. Karbohidratlarla yapılan 

NP temelli çalı�maların oldu�u alana, Glikobiyoloji ve nanoteknoloji çatısı altında 

birle�tirilerek bahsedilmi� Glikonanoteknoloji veya Glikonanobiyoteknoloji 

isimleriyle rastlamak mümkündür [Barrientos ve ark., 2003]. Dolayısıyla 

karbohidratlarla muamele edilen NP’lar hakkında da glikonanoparçacık �eklinde 

bahsedilmektedir.  

 

�u ana kadar karbohidrat ile yapılan NP modifikasyonlarında mannoz türevleri, 

galaktoz, laktoz, ni�asta ve glukoz kullanılmı�tır [Schofield ve ark., 2006]. Fakat 

karbohidratların, NP modifikasyonlarında çe�itli kombinasyonları henüz tam olarak 

ara�tırılmamı�, yapılan ara�tırmalarda da sadece birkaç çe�it NP üzerinde 

durulmu�tur. Karbohidatlarla yapılan modifikasyonlar arasında ise genellikle glukoz 

tercih edilmi�tir. Çünkü, glukoz hem sa�lıklı hücrelerin hem de kanserli hücrelerin 

enerji ihtiyacı kar�ıladı�ı temel yakıt molekülüdür. Dolayısıyla hücrelerin en çok 

tüketti�i moleküller arasındadır ve en önemlisi kan-beyin bariyerine ula�maktadır. 

NP’ların da kan-beyin bariyerine, plasenta bariyerine ve di�er do�al koruyucu 
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bariyerlere penetre olma özelli�inden dolayı [Wang ve ark., 2004] glukozla 

fonksiyonla�mı� glikonanoparçacıkların, glukozu beyine ula�tırmada iyi bir ta�ıyıcı 

olabilece�i dü�ünülmü�tür. Di�er önemli bir karbohidrat çe�idi olan laktoz (süt 

�ekeri) da karbohidrat-protein ve karbohidrat-karbohidrat etkile�imi gibi birçok 

biyolojik sürecin i�lemesinde önemli rol oynamaktadır. Dolayısıyla NP’ların 

üzerinde bulunan moleküllerin yapısına ba�lı olarak (kimyasal özellik, hidrofobik-

hidrofilik özellik, yüzey enerjisi, yükü vs.), NP – hücre etkile�imi ve toksisite gibi 

birçok biyolojik süreç de de�i�ik �ekillerde etkilenmektedir [Berry ve ark., 2003; 

Gupta ve ark., 2003; Ahamed ve ark., 2008; Lesniak ve ark., 2005]. 

 

Karbohidratların NP’lar ile ili�kilendirilerek yapılan az sayıdaki çalı�maları, aslında 

önemli bulguların ortaya çıkabilece�ini göstermi�tir. Örne�in Schofield ve 

arkada�ları (2006) Au ve gümü� glikonanoparçacıkların, kolorimetrik temelli 

biyotestlerin geli�tirilmesinde kullanılabilece�ini belirtmi�lerdir [Schofield ve ark., 

2006]. Benzer �ekilde laktoz stabilize edilmi� 16 nm Au glikonanoparçacıklar kolera 

toksininin kolorimetrik olarak belirlenmesinde de kullanılmı�tır [Schofield ve ark., 

2007]. Glikonanoparçacıkların di�er önemli bir özelli�i de canlı organizmaların 

hücre yüzeyi ile çok yakın ili�kiler (yüksek afinite) kurabilmesi olmu�tur. Çünkü 

hücreler, yüzeylerinde çok çe�itli karbohidrat türevleri bulundurmakta (glikokaliks 

örtü) ve bu hücre yüzeyi karbohidratları da biyolojik süreçlerde çok önemli roller 

üstlenmektedir. Örne�in, immün tanıma olaylarında [Kiessling ve ark., 2000], bakteri 

ve virüslerin konak hücreyle etkile�iminde [Karlsson, 1995], doku büyümesi ve 

tamirinde [Varki, 1993] yüzey karbohidratları kilit fonksiyonlara sahiptir. 

Dolayısıyla NP’ların hücre yüzeyi ile olan ili�kileri de bu fonksiyonların daha detaylı 

incelenmesine olanak sa�layabilecektir. Örne�in virüs-hücre adhezyon 

çalı�malarında Au glikonanoparçacıkların, virüs yüzeyindeki glikoproteinlere 

oldukça güçlü ilgi gösterdi�i ve sıkı bir �ekilde tutundu�u tesbit edilerek, NP-hücre 

etkile�imi hakkında bilgi alınabilmi�tir [Nolting ve ark., 2003]. Dolayısıyla 

karbohidratların NP’lar üzerinde bulunması, NP’ların hücre yüzeyindeki karbohidrat 

ba�layıcı proteinlerle daha iyi etkile�ime girmesini [Chen ve ark., 2003] sa�lamı�tır. 

Hatta hücrelerin yüzeyinde bulunan proteinler tarafından spesifik tanınmaya katkıda 

bulunarak, hücrelere özgü “akıllı” tabir edilebilecek NP’ların geli�tirilmesine imkan 
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sunabilmesi de di�er önemli bir özellik olacaktır. Çünkü, karbohidrat-protein 

etkile�imi hücresel tanımada, endositozda, fertilizasyonda, hücre adhezyonunda ve 

bilgi transferinde kritik bir biyolojik rol oynamaktadır [Dwek, 1996].  

 

Glikonanoparçacıkların fonksiyonu, sadece hücre yüzeyi etkile�imleri ile sınırlı 

de�ildir. Günümüzde hızlı ve basit �ekilde te�his yapabilecek biosensörlerin 

geli�tirilmesinde de glikonanoparçacıkların oldukça hassas ve güvenilir sonuçlar 

verebilece�i ortaya çıkmı�tır. Örne�in Aslan ve arkada�ları (2004), dekstran kaplı Au 

NP’lara Konkavalin A (Kon A) ekleyerek, Au NP’ların topluluk olu�turmalarını 

sa�lamı�lardır. Bu toplulukları da glukoz ile muamele etmi�ler ve glukoz/Kon A’nın 

birbirleriyle ba�lanması sonucunda, Au NP topluluklarının da�ıldı�ını ve bu 

da�ılıma ba�lı olarak Au NP’ın absorbansının de�i�ti�ini gözlemlemi�lerdir. Bu 

absorbans de�i�ikli�ine dayanarak da oldukça hassas glukoz nanobiyosensör 

geli�tirdiklerini bildirmi�lerdir [Aslan ve ark., 2004]. Benzer �ekilde El-Boubbou ve 

arkada�ları (2007), memeli hücrelerinin yüzeyindeki karbohidratları, manyetik 

GNP’lara ba�layarak bakterilerle birkaç dk. inkübe etmi�lerdir. Olu�an süspansiyona 

manyetik alan uygulaması ile bakteriler manyetik alana do�ru çekilmi�tir. Üstelik bu 

olay 5 dk. gibi kısa bir sürede gerçekle�mi�tir. Böylece hangi bakterinin hangi 

karbohidrata ba�lanmayı tercih etti�i, belirlenerek mikrobiyal kimliklendirmenin ve 

ortamdaki bakterilerin saptanmasının çok kısa bir sürede yapılabilece�i gösterilmi�tir 

[El-Boubbou ve ark. 2007]. 

 

Organizmalar için çok önemli fonksiyonları olan karbohidratların ve daha birçok 

hücresel yapının, biyolojik süreçleri yerine getirebilmesi için, asıl kontrolü sa�layan 

genetik yapının da önemi tartı�ılmazdır, dolayısıyla nanobiyoteknoloji ilgisi giderek 

bu yöne de kaymaktadır. Günümüzde oldukça önemli bir yere sahip olan çe�itli gen 

uygulamaları, hala birçok sorunla kar�ıla�maktadır, hatta birçok genetik hastalı�ın 

te�hisi veya tedavisi ise henüz bulunmamaktadır. Bunların en önemli sebeplerinden 

biri ise, canlı hücreler içinde bulunan ve hücrenin birçok biyokimyasal sürecini 

moleküler seviyede gerçekle�tiren molekül ya da yapıların küçük dünyasına 

ula�ılamamasıdır. Dolayısıyla hücre içinde bulunan milyonlarca sayıda nano boyutlu 

yapıların anla�ılması ve en önemlisi hücreyi yöneten genetik materyal (DNA) 
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hakkında daha iyi bilgi edinilmesi, hücrede genetik düzenlemelerin daha ayrıntılı 

anla�ılabilmesi ve gen çalı�malarındaki bazı sorunların çözümlenebilmesi için 

NP’larla gen ili�kisi detaylı olarak ara�tırılmaya ba�lanmı�tır. Bu nedenle öncelikle 

NP’ların üzerine çe�itli yapılarda ve uzunluklarda DNA molekülleri veya 

oligonükleotidler tutturulmu� ve bunların hücresel alımları nasıl etkiledi�i 

incelenmi�tir [Giljohann ve ark., 2007]. Son zamanlarda DNA moleküllerinin NP’lar 

üzerine hangi açıyla ba�lanabilece�i de hesaplanmı�tır [Hill ve ark., 2009]. Ayrıca 

gen ekspresyon sistemlerinde kar�ıla�ılan sorunların a�ılmasında NP’ların önemli 

“aracılar veya koruyucular” olabilecekleri dikkati çekmi�tir. Örne�in gen ekspresyon 

sistemlerinde (viral olmayan) DNA çabuk bozulabildi�i için onun korunmasını 

artırıcı bazı uygulamalara ihtiyaç duyuldu�u bilinmektedir. NP’lar ile yapılan 

çalı�malarda ise DNA’nın genellikle korundu�u farkedildi�i için [Prabha ve 

Labhasetwar, 2004], NP’lar aracılı�ıyla gen çalı�maları üzerindeki yo�unla�ma 

giderek artmı�tır. Dolayısıyla DNA yüklü NP’ların, gen transfeksiyonu veya 

transformasyonuna katkıda bulunulabilece�i ya da DNA’nın sitozoldeki stabilitesini 

artırabilece�i dü�ünülmü�tür. Çünkü NP aracılı�ıyla gen transfeksiyonu veya gen 

salınması, katyonik lipidler gibi di�er DNA ta�ıyıcılarından daha etkili bir ta�ıma 

sa�layabilmektedir. Örne�in Li ve arkada�ları (2008) 3,5 nm Au NP’lara DNA 

ba�lamı�lar ve bu kompleksi HEK 293 hücreleriyle muamele etmi�lerdir. Sonuçta bu 

yapının DNA ta�ıyıcı bir katyonik lipit olan DOBAB molekülüne kıyasla daha stabil 

oldu�unu, üstelik çekirdek içine giren Au NP/DNA kompleksinin gen transfeksiyon 

etkisinin DOBAB’tan 5 kat daha fazla oldu�unu bildirmi�lerdir [Li ve ark., 2008].  

 

Li ve arkada�ları (2008) ba�ka bir çalı�malarında nükleik asit, polikatyonik peptid ve 

katyonik liposom kompleksinden olu�an NP’ların C57BL/6 farelerine enjekte 

edildi�inde bazı dokularda (akci�er, karaci�er vs) gen susturulmasında oldukça güçlü 

etkiye sahip oldu�unu ve bu amaçla hedeflenmi� NP’ların yapılabilece�ini de 

belirtmi�lerdir [Li ve ark., 2008]. 

 

DNA yüklü NP’ların kanser hücrelerinde de etkileri ara�tırılmaya ba�lamasına 

ra�men bu tür NP’ların de�i�ik kanser hücrelerindeki detaylı bilgileri ya da etkileri 

henüz yeterli a�amaya gelmemi�tir. Fakat yapılan bazı ara�tırmalar, NP’ların DNA 
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ile birlikte bulundu�unda kanserli hücrelerin geli�imini etkileyebilece�ini, örne�in 

DNA yüklü NP’ların gö�üs kanseri hücrelerinde (MDA-MB-435S) antiproliferatif 

etki yapabilece�ini belirtmi�tir [Prabha ve Labhasetwar, 2004].  

 

Peptid ba�lı NP’ların da, DNA ba�lanmı� NP’lar gibi, bazı kanser hücrelerini 

olumsuz etkileyebilece�i de edinilen bulgular arasındadır. Tkachenko ve arkada�ları 

(2004), BSA ve peptid kompleksini Au NP’lara (22 nm) ba�layarak nüklear 

lokalizasyonuna bakmı�lar ve kompleksin bazılarının 3 s sonra %70 oranında 

çekirde�e girdi�ini, üstelik %20 oranında HeLa hücrelerinin ölümüne sebep 

oldu�unu bildirmi�lerdir. Ayrıca NP’ların hücresel alımlarının ve nüklear 

translokasyonlarının da büyük oranda hücre çe�idine ve NP yüzeyine ba�lanan 

peptidlerin sekansına ba�lı oldu�unu görmü�lerdir [Tkachenko ve ark., 2004]. 

Dolayısıyla NP’ların bu özelliklerinin ke�fedilmesiyle birlikte birçok NP’a de�i�ik 

gen ya da gen ürünleri, DNA veya oligonükleotidler ba�lanarak yüzey 

modifikasyonlarının geli�tirilmesi ve bu NP’ların da hücrelerle olan ili�kisinin 

ara�tırılması vazgeçilmez olmu�tur. Fakat daha önce de belirtildi�i gibi önemli 

özelliklere sahip olan GNP’ların, bu tür modifikasyon ve hücre etkile�im çalı�maları 

üzerinde pek durulmamı�tır. Bu nedenle GNP’lara da çe�itli biyolojik moleküller ve 

oligonükleotidler yükleyerek gen ifadelerine olan etkileri [Chien ve ark., 2008] ya da 

kanserli hücrelere kar�ı davranı�larının ara�tırılması önem kazanmı�tır. 

 

NP’ların yüzey modifikasyonlarının yapılmasında yaygın olarak kullanılan di�er bir 

yapı da floresans özellik gösteren moleküller ve bazı boyalardır. Floresans yapılar 

NP’lar ile birlikte bulundu�u zaman, biyolojik örneklerin derin bölgelerinin dahi 

görüntülenmesini sa�layabilmektedir [Sharma ve ark., 2006]. Ayrıca floresans 

yapılar bu tür bölgelerin optik, elektrokimyasal ve spektroskopik tayinlerinin 

yapılmasına büyük katkılar sa�layabilmektedir [Tansil ve Gao, 2006]. Dolayısıyla bu 

�ekilde geli�tirilen NP’ların özellikle nanotıp uygulamalarında veya biyomedikal 

görüntülemede olumlu katkılar sa�layabilece�i dü�ünülmektedir. Floresans gösteren 

boyaların bu �ekilde önemli i�levi olmasına ra�men, bazı NP’lar da yüzey 

plazmonlarından dolayı oldukça güçlü ı�ıma verir [Michalet ve ark., 2005]. Bu 

durumda hücrelerin görüntülenmesinde bu tür boyaların NP’lara ba�lanmasına gerek 
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kalmayabilir. Örne�in Robinson ve arkada�ları (2005) yumurta hücresi üzerinde 

bulunan bir karbohidrat çe�idiyle Kuantum noktalarını modifiye etmi�ler ve 

karbohidratla modifiye edilmi� bu NP’ları sperm hücreleriyle maruz bırakmı�lardır. 

Sonuç olarak spermin bu moleküle tutunmasını floresans olarak görüntülemeyi 

denemi�ler ve böylece fertilizasyonunun ve akromozom reaksiyonunun, Kuantum 

noktalarının floresans özelliklerinden yararlanılarak anla�ılmasını ve floresans olarak 

görüntülenmesini hedeflemi�lerdir [Robinson ve ark., 2005]. Fakat yüzey 

plazmonları zayıf olan NP’lar için de bu tür floresans yapılara hala ihtiyaç 

duyulmaktadır. Neticede çe�itli boyaların de�i�ik NP’lara ba�lanmasıyla, hücre 

(içi/dı�ı) görüntülemede kullanılabilece�i bazı ara�tırıcılar tarafından gösterilmi�tir. 

Örne�in Gianotti ve arkada�ları (2009), floresans hibrit mezo-porlu silika 

nanomateryallerin sentezlenmesini ve karakterizasyonunu tanımlamı�tır ve bunları 

L929, RBL/mast hücreleri, ovaryum karsinoma ve insan nöroblastoma hücreleri ile 

muamele ettikten sonra bu nanomateryallerin, sitotoksik olmadı�ını ve oldukça iyi 

hücre içi biyo-görüntüleme özelli�i olu�turdu�unu göstermi�lerdir. Nanomateryallere 

ba�lanan organik floresans boya miktarlarını da de�i�ik konsantrasyonlarda 

deneyerek görüntüleme için en uygun olanını bulmayı hedeflemi�lerdir. Böylece bu 

ara�tırmada biyo-uyumlu, endositozla alınan ve hücre içinde yerle�imler gösteren 

floresans NP’ların sentezlenmesini ve memeli hücrelerindeki durumlarının 

incelenebilece�ini bildirmi�lerdir [Gianotti ve ark., 2009]. 

 

Prabha ve Labhasetwar (2004) da benzer �ekilde DNA molekülü ba�lı NP’ların 

üzerine, boya (TOTO veya YOYO boyaları) tutturmu�lardır. Bu nanoyapıların hücre 

içinde da�ılımını ve DNA’nın salınımını, floresans özellikleri dikkate alarak 

gözlemlemi�lerdir. Bu floresans özellik sayesinde NP’ların çekirdek çevresinde de 

lokalize oldu�unu gözlemlemi�lerdir [Prabha ve Labhasetwar, 2004].  

 

Meng ve arkada�ları (2007) DAOY hücrelerinde (insan medulloblastoma hücre hattı) 

ilaç da�ılımında kullanılmak üzere geli�tirdikleri boya (Rh6G) i�aretli manyetik 

mikro kürelerinin alımını benzer �ekilde incelemi�lerdir [Meng ve ark., 2007]. 

Floresans boya ba�lanmı� bazı NP’ların, görüntüleme özelliklerinin yanında, di�er 

bir avantajı da; NP’ların hücre içi da�ılımı hakkında, spektroskopik olarak önemli 
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bilgiler verebilmesidir. Bu amaçla, yapılan ve hücresel haritalama diyebilece�imiz 

spektroskopik temelli (Raman spektroskopisi) NP-hücre çalı�malarında da Raman 

aktif boya olarak tabir edilen organik boyalar kullanılmı�tır [Kneipp ve ark., 2009; 

Yehia ve ark., 2007]. 

 

2.4. Nanoparçacıkların Toksisitesi 

 

Bütün bilimsel çalı�malarda atılan her yeni adımın, insanlı�ın daha rahat ve iyi 

kalitede devam etmesi için atılması gerekir. Dolayısıyla eskiden bu yana yapılan tüm 

giri�imler insan sa�lı�ı için hep en iyiyi bulma yolunda olmu�tur. Bugün ula�tı�ımız 

nanoteknoloji ça�ı da bu amaçlara hizmet etmek üzere atılan yeni adımlardan biri 

olmu�tur. Bu anlamda olu�turulan yeni NP’lar biyolojik uygulamalarda her ne kadar 

ümit verici görünse de, bu NP’ların organizmalarda kullanılabilirliklerini belirleyen 

birinci ve en önemli faktör, onların toksik etki olu�turup olu�turmamasıdır. Do�ada 

nasıl ki birçok makro ve mikro yapı insan sa�lı�ını tehdit ediyorsa, milyonlarca 

nanoyapının da insan sa�lı�ı için tehdit olu�turması �üphesiz kaçınılmazdır. Bu 

nedenle nanotıp ya da di�er biyolojik uygulamalarda kullanılmak üzere 

geli�tirilmeye çalı�ılan NP’ların, öncelikle toksisitelerinin ara�tırılması 

gerekmektedir.  

 

Bu anlamda yapılan bazı ara�tırmalar, genel olarak nano boyutlu parçacıkların büyük 

parçacıklardan daha toksik olabilece�ini göstermektedir [Oberdorster ve ark., 2005; 

Lam ve ark., 2004]. Buna paralel olarak, nanomateryaller tüm organizma 

seviyesinde, hücre seviyesinde, hücre-altı (sub-cellular) veya fonksiyonel 

biyomoleküler seviyede nanotoksik etki gösterebilece�i gibi, gen ya da protein 

seviyesinde de gösterebilir [Gurr ve ark., 2005; Stolle ve ark., 2005; Hussain ve ark., 

2005; Ding ve ark., 2005; Schubert ve ark., 2006; Bermudez ve ark., 2004; Lam ve 

ark., 2004]. NP toksisitesi henüz tam olarak anla�ılamamasına ra�men yapılan bazı 

ara�tırmalar toksisitenin çe�itli faktörlere ba�lı oldu�unu göstermi�tir. Bu faktörler; 

NP’ların çe�idi, yüzey kimyası (ör; katyonik Au NP’lar genellikle toksik iken 

aniyonikler toksik de�ildir), büyüklü�ü (tek ba�ına veya toplanmı� hallerinin 

büyüklü�üne), �ekli, konsantrasyonu ve sentezlenmesinde kullanılan bazı 
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maddelerdir [Goodman ve ark., 2004; Pan ve ark., 2007; Huff ve ark., 2007; Rogers 

ve ark., 1999; Curtis ve ark., 2006].  

 

NP’ların hücrelerdeki toksik etkilerinin hemen hemen benzer mekanizmalarla 

olu�abilece�i dü�ünülmekte olup, bazı bulgular NP’ların genel olarak mitokondriyal 

fonksiyonu, LDH salınımını, plazma membran geçirgenli�ini etkileyebileci�ini, aynı 

zamanda apoptoz ya da nekroz yoluyla hücre ölümü olu�turabilece�ini göstermi�tir 

[Jeng ve Swanson, 2006; Brown ve ark., 2007]. Örne�in Hussain ve arkada�ları 

(2005), de�i�ik boyutlardaki birçok de�i�ik NP’ın BRL 3A rat akci�er hücrelerindeki 

toksik etkisini MTT testi ile, LDH salınımıyla, mitokondriyal membran potansiyeli 

ile ve ROS olu�masına dayalı birtakım testlerle ölçerek, NP’ların bahsedilen bu 

toksisite ölçüm kriterlerinin hepsine sebep olabilece�ini göstermi�lerdir. Özellikle 6 s 

maruziyette aynı konsantrasyondaki 100 nm GNP’ın, 50 nm GNP’tan daha fazla 

LDH salınımı ve ROS olu�turdu�unu bildirmi�lerdir [Hussain ve ark., 2005]. 

Dolayısıyla parçacıkların küçülmesiyle toksik etkilerinin artaca�ı �imdilik genel 

olarak kabul edilen bir görü� olsa da, bu genellemenin her zaman her NP için 

yapılamayaca�ı sonucuna varılmı�tır.  

 

NP’ların sitotoksisitesinin benzer mekanizmalarla olu�tu�u Park ve arkada�ları 

(2008) tarafından da gösterilmi�tir. Ara�tırıcılar, de�i�ik konsantrasyonlarda 21 nm 

TiO2’in insan bron�iol epitelyal (BEAS-2B) hücrelerinde sitotoksisitesini 

incelemi�lerdir. Sonuç olarak bu NP’ların oksidatif stres olu�turdu�u ve ROS 

üretimini artırdı�ını, stoplazmik kaspazları aktifle�tirdi�ini, böylece apoptotik süreçle 

hücre ölümünü ba�lattı�ını bildirmi�lerdir. Ayrıca MTT testi ile TiO2 NP’larının 

zamana ve doza ba�lı olarak hücre canlılı�ını azalttı�ını da belirtmi�lerdir [Park ve 

ark., 2008]. Dolayısıyla bu durum NP toksisitesinde, NP’ların hücre içerisinde 

tutulma süresinin ve konsantrasyonun önemini açı�a çıkarmı�tır. 

 

NP’ların büyüklüklerindeki çok küçük farkların dahi sitotoksisiteyi 

de�i�tirebileci�ini ise Pan ve arkada�larının  (2007) yaptı�ı bir çalı�ma 

göstermektedir. Ara�tırıcılar, L929 hücreleri, HeLa hücreleri ve melanom hücrelerini 

12 s süreyle farklı büyüklüklerdeki Au NP’lar ile muamele etmi�ler ve toksisitelerini 
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incelemi�lerdir. Sonuç olarak 15 nm Au’ın toksik olmadı�ını; 1,4 nm Au’ın nekrozla 

hücre ölümüne; 1,2 nm Au’ın ise apoptoz ile programlı hücre ölümüne sebep 

oldu�unu bildirmi�lerdir. [Pan ve ark., 2007]. Böylece NP büyüklü�ünün 

sitotoksisitede ne kadar önemli olabilece�i de anla�ılmı�tır. Ayrıca NP büyüklü�ünün 

de�i�mesinin, yüzey alanını da etkilemesi göz önüne alınırsa, sitotoksisitede yüzey 

alanının da önemli d�i�ikliklere sebep olabilece�i görülebilir. 

 

NP’ların hücrelerde sitotoksisiteye sebep oldu�u gibi genotoksik hasara da neden 

oldu�u tesbit edilen bulgular arasındadır. Örne�in Türkez ve Geyiko�lu (2007) insan 

lenfosit kültürlerinde farklı konsantrasyonlardaki TiO2 NP’larının genotoksik hasara 

sebep oldu�unu, antioksidan enzim cevaplarının olu�turulmasına dayanarak 

belirlemi�lerdir [Türkez ve Geyiko�lu, 2007]. Lindberg ve arkada�ları da (2009) 

Karbon nanotüplerle insan bron� epitelyal hücrelerini (BEAS 2B) muamele etmi�ler 

ve Comet testi sonucunda, bu NP’ların tüm dozlarda DNA hasarını artırdı�ını 

belirtmi�lerdir. Ayrıca bu durum, 48 s sonra mikronükleuslu (MN) hücrelerin artı�ına 

da sebep olmu�, ancak bu kez doza ba�lı hasar artı�ı olu�turmamı�lardır [Lindberg ve 

ark., 2009]. Karbon nanotüplerle yapılan ba�ka bir çalı�mada ise tek katlı Karbon 

nanotüplerin V79 (Çin hamster akci�er fibroblast) hücrelerinde genotoksik ve 

sitotoksik hasara sebep oldu�u belirtilmi�tir [Kisin ve ark., 2007].  

 

�u ana kadar yapılan çalı�malarda, toksisitesi en çok ara�tırılan ve toksik etkisi 

bulunmayan NP’ların ba�ında, genellikle Au NP’lar yer almaktadır [Connor ve ark., 

2005]. Genellikle toksik oldu�u dü�ünülen NP’lar ise TiO2 [Gheshlaghi ve ark., 

2008], Kuantum noktaları [Hardman, 2006], Karbon nanotüpler [Helland ve ark., 

2007] ve GNP’lardır [Uyguy ve ark., 2009]. Bu çalı�mada da özellikle tercih edilen 

GNP’ların birçok farklı hallerinin, test edilen hücre tiplerinde genellikle toksik 

oldu�u sonucuna ula�ılmı�tır. Örne�in büyüklü�üne ve konsantrasyonuna ba�lı 

olarak, GNP’ların toksik etkisinin de�i�ti�i ve küçük olanların daha fazla toksisite 

(apoptoz yoluyla) olu�turdu�u gözlenmi�tir. Aynı zamanda gümü�lerin özellikle 

oksidatif stres yoluyla veya ROS olu�umuyla toksisite olu�turdu�u, dolayısıyla 

mitokondriyi etkileyen NP’lar oldu�u belirtilmi�tir. Bu nedenle GNP’ların sitotoksik, 
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genotoksik ve antiproliferatif olabilece�i görülmü�tür [Carlson ve ark., 2008; 

Hussain ve ark., 2005; Stolle ve ark., 2005; AshaRani ve ark., 2009].  

 

Bu tez kapsamında GNP’ların güçlü yüzey plazmonlarından yararlanarak, NP’ların 

yüzey modifikasyonunun hücresel uygulamalardaki önemini dikkate alarak ve 

kanserli hücreler ile sa�lıklı hücreler arasındaki karbohidrat tüketimini de göz 

önünde bulundurarak, tüm bu özelliklerin ilk kez bir arada birle�tirilerek yapıldı�ı bu 

çalı�mada; karbohidrat, oligonükleotid ve floresans boyanın de�i�ik 

kombinasyonlarıyla MGNP’ların L929 ve A549 hücreleri tarafından spesifik 

alımlarının ve stoplazmik lokalizasyonlarının sa�lanması hedeflenmi�tir. Ayrıca 

bunlara paralel olarak spesifik toksisitenin olu�turulması ve bu NP’ların hücresel 

görüntülemede kullanılabilmesi de hedeflenmi�tir. 
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3. MATERYAL VE METOT 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Nanoparçacıkların sentezlenmesi için kullanılan materyaller 

 

� Gümü� nitrat (AgNO3-Fluka)  

� Trisodyum sitrat (Merck)  

� Glukoz (Sigma-Aldrich, Germany)  

� Laktoz ((Merck, Germany)  

� Cy5 (GE Healthcare)  

� APD (Sigma-Aldrich, Germany)  

� DAB (Sigma-Aldrich, Germany)  

� Asetik asit  

� Sistamin (Fluka)  

� ssDNA (5’-[ThiSS] AGAGTTCGAAGC-3)  

 

3.1.2. Hücre kültürü ve sitotoksisite için kullanılan materyaller 

 

� DMEM besiyeri (Sigma-Aldrich)  

� DMEM Nutrient Mixture F-12 HAM besiyeri (Sigma-Aldrich)  

� %0,25 Tripsin/EDTA solüsyonu (Sigma) 

� PBS (Sigma) 

� PSA, L-Glutamin, FBS (Sigma-Aldrich) 

� Paraformaldehit (Lachema) 

� Mounting medium (destekleyici besiyeri-Sigma) 

� MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl) 2Htetrazolium, (Promega))  

� DMSO  

� �mmortilize edilmi� fare fibroblast hücreleri (L929)  

� �nsan akci�er kanseri (A549) hücreleri 
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3.2. Metot 

 

3.2.1. Gümü� nanoparçacıkların sentezlenmesi 

 

GNP’lar, Lee ve Meisel (1982) metoduna göre, gümü� tuzlarının Sodyum sitratla 

kimyasal olarak indirgenmesiyle hazırlanmı�tır [Lee ve Meisel, 1982]. Kısaca 90 mg 

Gümü� nitrat (AgNO3), 500 ml distile su içerisinde çözülmü� ve kaynayana kadar 

1000 rpm 300°C’de ısıtılmı�tır. Kaynadıktan sonra 10 ml %1’lik Sodyum sitrat yava� 

yava� çözeltiye eklenmi� ve çözeltinin hacmi ba�langıç miktarının yarısına 

dü�ünceye kadar kaynatılmaya devam edilmi�tir. Hazırlanan çözeltide farklı 

büyüklüklerde GNP’lar olu�tu�undan dolayı, bu çözelti steril filtrelerden geçirilerek 

içerisinde ortalama 50 nm büyüklükteki GNP’lar olan sıvı süspansiyonlar 

hazırlanmı�tır. �ekil 3.1, sentezlenen GNP’ların SEM görüntüsünü ve UV-Görünür 

bölge absorbsiyon dalga boyunun 420 nm oldu�unu göstermektedir. 

�ekil 3.1. Sentezlenen GNP’ların SEM görüntüsü ve UV-Görünür bölge absorbsiyon 
dalga boyu 

 

3.2.2. Tiyol ba�ı olan karbohidratların sentezlenmesi  

 

Karbohidratların GNP’lar üzerine kimyasal olarak ba�lanabilmesi için Tiyol ba�ı 

ta�ımaları gerekmektedir. Bu nedenle glukoz ve laktoz çözeltileri hazırlandıktan 

sonra onlara Tiyol ba�ı olan bir ara molekülün kimyasal olarak ba�lanması 

gerekmektedir. Kimyasal sentez basamakları �u �ekilde yapılmı�tır: 0,198 gr glukoz, 

10 ml distile suda çözülerek 100 mM glukoz çözeltisi hazırlanmı� ve 0,36 gr laktoz, 

10 ml distile suda çözülerek 100 mM laktoz çözeltisi hazırlanmı�tır. Daha sonra bu 

karbohidratlara Tiyol ba�ını sa�lamak üzere 0,124 gr APD, 10 ml %100 asetik asitte 

çözülerek, 50 mM APD çözeltisi hazırlanmı�tır. �ndirgenme reaksiyonunun 

tamamlanması için 0,058 gr DAB, 10 ml steril suda çözülerek, 100 mM DAB 

çözeltisi hazırlanmı�tır (DAB, karı�ıma eklenece�i anda taze hazırlanıp 

kullanılmı�tır).  
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Çözeltiler bu �ekilde ayrı ayrı hazırlandıktan sonra 2 ml glukoz ve 2 ml laktoz 

çözeltisi, 2 ml APD çözeltisi ile ayrı ayrı tüplerde karı�tırılmı� ve aminle�me 

reaksiyonunun tamamlanması için, a�zı kapalı cam tüplerde 1 saat 20°C’de 

inkübasyona bırakılmı�tır. Daha sonra her bir tüpe 2 ml taze hazırlanmı� DAB 

çözeltisi eklenmi� ve a�zı açık olarak çeker ocak içerisinde 1 saat 20°C’de 

indirgenme reaksiyonunun tamamlanması beklenmi�tir. Yo�unla�manın (çökelti 

olu�umu) gerçekle�mesi için, tüplerin a�zı tekrar kapatılarak Nitrojen gazı ile 1 saat 

250°C’de kahverengi-turuncu renk olu�uncaya kadar bekletilmi�tir Sentezin bu 

basamakları Seo ve arkada�larının (2007) metoduna göre yapılmı�tır [Seo ve ark., 

2007]. Daha sonra bu çökelti 10 ml distile suda çözülerek -20°C’de muhafaza 

edilmi�tir. Karbohidratların Tiyol ba�ını kazanma reaksiyonu �ekil 3.2’de 

gösterilmektedir. 

 

R : Glukoz veya laktoz

SH N CH R SH NH CH2 RSH NH2R CH O +
Aminofenildisülfid E�le�me reaksiyonu �ndirgenme Thiollenmi� Karbohidrat

�ekil 3.2. Glukoz veya laktozun Tiyol ba�ı kazanma reaksiyonu 

 

3.2.3. Gümü� nanoparçacıkların karbohidratlarla yüzey modifikasyonlarının 

yapılması 

 

Hazırlanan Tiyol ba�ı kazanmı� glukoz ve laktoz çözeltileri, steril su ile 100 kat 

seyreltilerek 1 ml gümü� kolloid içerisine 1 �l olacak �ekilde ayrı ayrı eklenmi� ve 

oda sıcaklı�ında bir gün çalkalanacak �ekilde inkubasyona bırakılmı�tır. Ertesi gün 

bu NP’lar 10 000 rpm 30 dk. olacak �ekilde, tutunmayan moleküllerin uzakla�ması 

için üç kez 1 ml steril su ile durulanmı� ve en son olarak pellete 1 ml su eklenerek 

Ag/glukoz ve Ag/laktoz NP’ları hazır hale getirilmi�tir. Daha sonra NP’ların 

süspansiyonda homojen olarak da�ılmaları için yakla�ık 15 dk. sonikasyon cihazında 

bekletilmi�tir. 

 

3.2.4. Gümü� nanoparçacıkların oligonükleotid ve karbohidratlarla birlikte 

yüzey modifikasyonlarının yapılması 
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GNP’lar üzerine tek ba�ına veya karbohidratlarla birlikte oligonükleotidlerin de 

kimyasal olarak ba�lanması sa�lanmı�tır. Bunun için, 1 ml gümü� kolloid içerisine 

bir ucunda Tiyol ba�ı bulunduran ssDNA’dan 8 �l eklenerek Ag/ssDNA; 1 ml 

gümü� kolloid içerisine 1 �l  glukoz veya laktoz ve beraberinde 8 �l ssDNA 

eklenerek Ag/Glukoz/ssDNA ve Ag/Laktoz/ssDNA NP’ları hazırlanmı�tır. Bu 

i�lemler yapıldıktan sonra, karı�ımlar çalkayıcıda bir gün inkübasyona bırakılmı� ve 

ertesi gün 10 000 rpm 30 dk. olacak �ekilde santrifüj edilmi�tir. Bu �ekilde 3 defa 1 

ml steril su ile durulandıktan sonra, üzeri 1 ml steril suyla tamamlanmı�tır. Daha 

sonra 15 dk. sonikasyon cihazına bırakılarak NP’ların homojen �ekilde da�ılmaları 

sa�lanmı�tır. Sentezlenen MGNP’ların kimyasal yapısı �ematik olarak �ekil 3.3’te 

gösterilmektedir. 
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�ekil 3.3. Modifiye edilmemi� GNP ve glukoz, laktoz ve oligonükleotid ile tek tek 
veya çe�itli kombinasyonlarla yüzeyi modifiye edilmi� GNP’ların �ematik 
olarak kimyasal yapısının gösterimi. 1) Ag, 2) Ag/Glukoz, 
3) Ag/Laktoz, 4) Ag/ssDNA, 5) Ag/Glu/ssDNA, 6) Ag/Lak/ssDNA 

 
 

 

 

3.2.5. Gümü� nanoparçacıkların floresans boya ile oligonükleotid ve 

karbohidratlarla birlikte yüzey modifikasyonlarının yapılması 

 

Tiyol ba�ı olan Cy5’in hazırlanması 

 

Floresans boya olarak Cy5 tercih edilmi�tir. Ancak Cy5’in GNP’ların yüzeyine 

ba�lanması için yine Tiyol ba�ı ta�ıması gerekmektedir. Bu nedenle öncelikle Cy5’e 

Tiyol ba�ını kazandıracak olan 10-3 M 1 ml Sistamin ara molekülü hazırlanmı�tır. 

Daha sonra 1800 �l Cy5 çözeltisi içine 200 �l Sistamin (9:1) eklenerek, karanlık 

ko�ullarda bir (1) gün çalkalanacak �ekilde inkübasyona bırakılmı� ve Cy5’in Tiyol 

ba�ını kazanması sa�lanmı�tır (�ekil 3.4). 

 

NH2 SH

NHSH
Cy 5 Sistamin

+

Thiollenmi� boya  
�ekil 3.4. Cy5 boyasının yapısı ve Cy5’in Sistamin ara molekülü ile Tiyol ba�ı 

kazanma reaksiyonu 
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Cy5’in oligonükleotid ve karbohidratlarla birlikte GNP üzerine kimyasal olarak 

ba�lanması 

 

Öncelikle 45 �l Cy5 ve 8 �l oligonükleotid bir ependorf tüpünde karı�tırılmı� ve 

hemen ardından üzerine 1 ml gümü� kolloid eklenerek Ag/ssDNA/Cy5 NP’ları 

hazırlanmı�tır. Daha sonra 45 �l Cy5, 8 �l oligonükleotid ve 1 �l karbohidrat 

(glukoz/laktoz), ependorf tüpleri içerisinde karı�tırılmı� ve üzerine yine 1 ml gümü� 

kolloid eklenerek Ag/Glu/ssDNA/Cy5 ve Ag/Lak/ssDNA/Cy5 NP’ları 

hazırlanmı�tır. Karanlık ko�ullarda yapılan tüm bu i�lemlerin ardından, hazırlanan 

NP süspansiyonları çalkalanacak �ekilde 1 gün inkübasyona bırakılmı�tır. Ertesi gün 

10000 rpm 30 dk. santrifüj edilerek üç defa steril suyla durulanmı�tır. En son 1 ml 

steril suda çözülerek 15 dk. sonikasyona bırakılmı�tır. Sentezlenen Cy5 ile 

MGNP’ların yapısı ise �ematik olarak �ekil 3.5’te gösterilmi�tir.  
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�ekil 3.5. Sentezlenen Cy5 ile modifiye edilmi� GNP’ların �ematik gösterimi. 
                Ag/ssDNA/Cy5, Ag/Glu/ssDNA/Cy5 ve Ag/Lak/ssDNA/Cy5 
 

 

3.2.6. Hücre kültürü  

 

Hazırlanan NP’ların hücresel etkilerini ve davranı�larını belirlemek için, L929 ve 

A549 hücreleri kullanılmı�tır. Hücreler, Yeditepe Üniversitesi Moleküler 

Diyagnostik laboratuvarından temin edilmi�tir. L929 hücreleri %10 FBS, %1 PSA ve 

%1 L-Glutamin eklenmi� DMEM besiyerinde; A549 hücreleri de aynı �ekilde %10 

FBS, %1 PSA ve %1 L-Glutamin ile desteklenmi� DMEM Nutrient Mixture F-12 

HAM besiyerinde T-75 flaskları içerisinde kültüre alınarak, %5 CO2 içeren nemli 

inkübatörde 37°C’de büyütülmü�tür. 

 

Muamele edilen hücrelerin Konfokal mikroskop görüntüsü 

 

NP topluluklarının hücre içerisinde yerle�melerine Leica Konfokal mikroskop ile 

bakılmı�tır. Öncelikle, hücreler 6 kuyucuklu petri kaplarının içine konulmu� steril 

lamel üzerine 1x105 adet olacak �ekilde ekilmi�tir ve üzerine 100 �l NP eklenmi�tir. 

En son lamellerin üzerini kaplayacak �ekilde besiyeri (1 ml) konulup 24 s 

inkübasyona bırakılmı�tır. Ertesi gün, petrideki besiyerleri steril ko�ullarda çekilerek 

üç defa steril PBS ile 5 dk. durulanmı� (PBS ile yıkama) ve %2’lik paraformaldehit 

ile 30 dk. +4°C’de fikse edilmi�tir. Tekrar üç defa PBS ile yıkadıktan sonra temiz bir 
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lam üzerine 1 damla mounting medium (destekleyici besiyeri) damlatılmı� ve 

kuyucuklardaki lameller çıkarılıp ters çevrilerek, bu lamların  üzerine kapatılmı�tır 

(hücreler ikisinin arasında kalacak �ekilde). Lamellerin etrafı oje ya da benzer 

kapatıcılarla sabitle�tirilip Konfokal mikroskopta incelenmi�tir. GNP’ların 

hücrelerdeki konumlarından yeterli ı�ımayı alabilmek üzere yüzey plazmonlarını 

uyarmak için, GNP’lar 488 nm dalga boyu ile uyarılmı�tır.  

 

Hücrelerin nanoparçacıklarla muamele edilmesi ve nanoparçacıkların hücresel 

alımları 

 

L929 ve A549 hücreleri, 6 kuyucuklu petrilere steril kabin içerisinde ekilmi�tir 

(1x105 hücre/kuyucuk ). Daha sonra bu hücreler, 100 �l NP ile maruz bırakılmı� ve 

kuyucuklardaki son konsantrasyon 1 ml olacak �ekilde üzeri besiyeri ile 

tamamlanmı�tır. Hücreler 1 s, 6 s ve 24 s olmak üzere %5 CO2 içeren nemli 

inkübatörde 37°C’de NP’lar ile inkübasyona bırakılmı�tır. �nkübasyon süresi dolan 

hücreler, besiyeri ile birlikte çekilerek ependorf tüplere alınmı� 1000 rpm 5 dk. 

olacak �ekilde santrifüj edilerek çöktürülmü�tür. Daha sonra yukarıda kalan 

süpernatant alınmı� ve de�i�ik sürelerdeki maruziyetten sonra, besiyerinde 

(süpernatantta) kalan GNP’ların miktarı, gümü� atomlarının konsantrasyonunu ölçen 

GTA 120 Grafit tüp atomla�tırıcıdan olu�an Varian AA 280Z Zeeman Atomik 

Absorbsiyon spektrofotometresi ile belirlenmi�tir. Spektral ı�ın kayna�ı olarak, GNP 

oyuk katot lambası kullanılmı�tır. Dalga boyu ve spektral aralı�ın geni�li�i sırayla 

328,1 nm ve 0,5 nm’ye ayarlanmı�tır. Optimize edilmi� fırın sıcaklık programları ise 

sırayla; kuru 85-120°C (alıkoyma süresi 55 s), ısıyla bozulma (pirolisis) 400°C 

(alıkoyma süresi 8 s), atomla�tırma sıcaklı�ı 2000°C (alıkoyma süresi 2 s) olacak 

�ekilde ayarlanmı�tır. 

 

3.2.7 MTS testi 

 

Hazırlanan NP’ların L929 ve A549 hücrelerindeki toksisite de�erlendirmesi MTS 

testi ile 96 kuyucuklu petrilerde yapılmı�tır. Öncelikle hücreler, 200 �l besiyeri 

içerisinde 3000 hücre olacak �ekilde 96 kuyucuklu petriye ekilip 24 s büyümeye 
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bırakılmı�tır. Ertesi gün, bu besiyeri çekilmi� ve üzerine 1. gün için; içinde 2,5 �l NP 

olacak �ekilde 80 �l besiyeri, 2. gün için; 160 �l, 3. gün için; 240 �l ve 4. gün için; 

320 �l besiyeri eklenmi�tir. Hücreler aynı �artlarda %20 DMSO içeren besiyeri ile 

maruz bırakılmı�tır (pozitif kontrol). Negatif kontrol olarak besiyeri kullanılmı�tır. 

�nkübasyon süreleri bitti�inde kuyucuklardaki besiyeri çekilmi� ve içerisinde %10 

MTS olacak �ekilde 100 �l besiyeri bu kuyucuklara eklenmi�tir. MTS ile maruz 

bırakılan hücreler 3 s inkübasyona bırakılmı�tır ve inkübasyon sonrasında hücre 

canlılı�ı 490 nm’de otomatik petri okuyucu ile (KC junior software, Elx80) 

ölçülmü�tür.  

 

 

 

 

4. ARA�TIRMA BULGULARI (1. BÖLÜM) 

 

Cy5 içeren ve içermeyen GNP’ların uygulama sonuçları, daha iyi anla�ılması adına 

iki bölüm halinde verilmi�tir. Birinci bölümde Cy5 içermeyen NP’ların, ikinci 

bölümde ise Cy5 içeren NP’ların aynı hücre hatlarında sitoplazmik 

lokalizasyonlarının, hücresel alımlarının ve sitotoksisitelerinin deneysel sonuçları 

verilmi�tir. 

 

4.1. Hazırlanan Nanoparçacıklar 

 

GNP’ların yüzeyini modifiye etmek için bir ucu Tiyol ba�ı içeren glukoz, laktoz, 

floresans boya ve oniki baz çiftinden olu�an oligonükletid kullanılmı�tır. Hazırlanan 

NP’lar arasında MGNP’lar, solusyonda toplanma meyilinde iken modifiye edilmemi� 

GNP’lar daha homojen da�ılım göstermi�tir. Sentezlenen NP’ların yüzey yükü 

özellikleri, Zeta Potansiyel cihazı (MALVERN Zeta Sizer nanoseries, Nano-ZS) ile 

ölçülmü�tür. NP’ların yüzeyi, üzerine kimyasal olarak ba�lanan moleküllerin 

çe�idine göre de�i�ik negatif (-) yükler göstermi�tir. Ba�lanan moleküllerin 

yüklerinin birbirlerine yakın özellik göstermesi, GNP’ların da yakın de�erlikli 
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yüklere sahip olmasına neden olmu�tur. Çizelge 4.1, sentezlenen farklı GNP’ların 

yüzey yük özelliklerini göstermektedir. 

 

 Çizelge 4.1. Modifiye edilmemi� GNP’lar ile karbohidrat, oligonükleotid ve Cy5’in 
farklı kombinasyonları ile yüzeyi modifiye edilmi� GNP’ların Zeta 
Potansiyeli ölçümleri, ZP: Zeta Potansiyeli, SS: Standart Sapma 

 
 Materyalin adı ZP SS Mob Cond 

 (mV)  (�mcm/Vs) mS/cm 
Ag -36,2 0,945 -2,833 0,0271 
Ag/Glu -29,4 0,458 -2,304 0,0273 
Ag/Lak -31,4 0,95 -2,462 0,0306 
Ag/ssDNA -31,5 0,321 -2,466 0,0223 
Ag/Glu/ssDNA -33,8 1,77 -2,645 0,0263 
Ag/Lak/ssDNA -29,8 0,379 -2,332 0,0207 
Ag/ssDNA/Cy5 -7,45 0,286 -0,5845 0,0436 
Ag/Glu/ssDNA/Cy5 -33 0,283 -2,586 0,0291 
Ag/Lak/ssDNA/Cy5 -28,5 0,636 -2,239 0,021 

4.2. L929 ve A549 Hücreleri Tarafından Alınan Nanoparçacıkların Stoplazmik 

Yerle�imleri 

 

Hücre içinde toplanan NP’ların görüntüleri Konfokal mikroskop ile alınmı�tır. �ekil 

4.1, NP’ların L929 ve A549 hücrelerinde de�i�ik sitoplazmik bölgelerde 

toplanmasını göstermi�tir. GNP’ların olu�turdu�u toplulukların yüzey 

plazmonlarından yararlanılarak, NP’ların hücresel alımları ve yerle�imleri 

görüntülenmi�tir. GNP’ların yüzey plazmonları ise 488 nm dalga boyu ile 

uyarılmı�tır. Hücre içindeki NP’ların ı�ımaları, dü�ük objektif gücünde rahatlıkla 

görünmesine ra�men, olu�an NP toplanmalarının daha net görünebilmesi için her bir 

hücreye 63x objektif ile odaklanılmı�tır. 

 

MGNP toplulukları L929 hücrelerinde genel olarak sitoplazmik membran 

yakınlarında yerle�im gösterirken (�ekil 4.1 a-k), A549 hücrelerinde genellikle 

sitoplazmanın orta kısımlarına yakın yerlerde yerle�mi� ve daha büyük toplanmalar 

olu�turmu�tur (�ekil 4.1 b,l). Ayrıca hücrelere uygulanan NP’lardan Ag/Glu/ssDNA 

ve Ag/Lak/ssDNA, L929 hücrelerinde morfolojik de�i�ikli�e sebep olmu�tur (�ekil 

4.1 i, k). Normalde yüzeye tutunmu� olan L929 hücrelerinin �ekli yayvan-uzun 
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haldeyken, NP’larla maruz bırakılmasının ardından yuvarlak hale gelmi�tir. Ayrıca 

NP’ların hücre içinde veya hücre dı�ında büyük boyutlarda topluluk olu�turma 

meyilinde oldukları gözlenmi�tir. �ekil 4.1, hücrelerin GNP’ları toplanmı� halde 

besiyerinden alabilece�ini gösterirken, hücre içine giren NP’ların stoplazmada daha 

büyük toplanmalar olu�turabilece�ini de göstermektedir. Ayrıca besiyerinde görülen 

NP toplanmaları, hücrelerin alınan NP’ları dı�arıya vermi� olma ihtimalini de 

göstermektedir. Çünkü alınan NP’ların hücreler tarafından dı�arıya verilebilece�i, 

Atomik Absorbsiyon ölçümleriyle de örtü�mektedir.     

 

 
 

 
 
 
 
�ekil 4.1. Ag, Ag/Glukoz, Ag/Laktoz, Ag/ssDNA, Ag/Glukoz/ssDNA ve 

Ag/Laktoz/ssDNA NP’larının 24 s inkübasyondan sonra L929 ve A549 
hücreleri tarafından alımlarının Konfokal mikroskop görüntüleri  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3. Nanoparçacıkların Zamana Ba�lı Olarak Hücresel Alımları 

 

Hazırlanan NP’ların hücresel alım oranları, besiyerinde kalan GNP’ların 

konsantrasyonlarının Atomik Absorbsiyon cihazı ile ölçülerek % absorbans 

de�erlerinin hesaplanmasıyla test edilmi�tir. Zamana ba�lı olarak, hücrelerin 

al(a)madı�ı, besiyerinde kalan, NP konsantrasyonları ise Çizelge 4.2’de verilmi�tir. 

  

Çizelge 4.2. Hazırlanan GNP’ların de�i�ik maruziyet sürelerinde L929 ve A549 
hücreleri tarafından alın(a)mayan (süpernatantta kalan) miktarlarının, 
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Atomik Absorbsiyon ile ölçümlerinin % konsantrasyonları  
 

L929 % Absorbans (konsantrasyon) De�erleri 
Süre 
(saat) Ag Ag/Glu Ag/Lak Ag/ssDNA Ag/Glu/ssDNA Ag/Lak/ssDNA 

0 100 100 100 100 100 100 
1 76,43 67,8 96,44 84,44 79,36 99,69 
6 69,03 80,91 74,73 74,72 92,73 98,45 

24 72,85 69,34 69,63 81,66 86,04 76,24 
A549  
Süre 
(saat) Ag Ag/Glu Ag/Lak Ag/ssDNA Ag/Glu/ssDNA Ag/Lak/ssDNA 

0 100 100 100 100 100 100 
1 90,3 93,51 82,02 99,7 94,53 85,19 
6 99,86 83,2 32,14 93,6 65,1 60,82 

24 76,91 69,17 53,22 78,77 68,48 55,34 
 

4.3.1. Karbohidratla modifiye edilmi� gümü� nanoparçacıkların zamana ba�lı 

olarak hücresel alımları  

 

Atomik Absorbsiyon sonuçlarına göre, L929 hücrelerinin NP’ları alım oranları 24 s 

sonunda birbirlerine yakın oranda olurken, ilk 6 s maruziyetteki alım oranlarında 

bazı farklar olmu�tur. Örne�in, 1. saatte laktoz MGNP neredeyse hiç alınmazken, 

glukoz MGNP %30 ve sadece GNP %22 oranında  alınmı�tır. 6. saate kadar ise GNP 

ve laktoz MGNP’ların alımı yava�ça devam ederken glukoz MGNP’ların bir kısmı 

dı�arı verilmi�tir (�ekil 4.2 a). Sonuç olarak bir (1) gün inkübasyon sonunda NP’ların 

alım oranları hemen hemen aynı olurken, o zamana kadar geçen sürede alım 

davranı�ları de�i�kenlik göstermi�tir.  

�ekil 4.2. GNP’ların ve karbohidratla modifiye edilmi� GNP’ların L929 (a) ve A549 
(b) hücreleri tarafından zamana ba�lı olarak hücresel alımlarının % 
konsantrasyonu 

 

A549 hücrelerinin ise bazı NP’ları seçici bir farkla aldı�ı görülmü�tür. Bu seçici alım  

laktoz MGNP’larda olup 6. saatte maksimum orana ula�mı�tır. Laktoz MGNP’ların 

alımı 1. saatte di�erlerine göre hızlı olurken bu hız 6. saate kadar daha da artmı�tır. 

Bu durum A549 hücrelerinin, laktoz MGNP’ları L929 hücrelerinden daha çok ve 

seçici olarak alabilme e�iliminde oldu�unu göstermi�tir. Konfokal mikroskop 
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görüntüleri de bu seçici alımı destekler niteliktedir (�ekil 4.1 f). Glukoz MGNP’ların 

alımı ise 1. ve 24. saatler arasında çok yava� �ekilde devam etmi�tir. Oysa GNP’ların 

hepsi 1. saatin sonunda tekrar dı�arı verilmi� 24. saate kadar tekrar yava� yava� 

alınmaya devam etmi�tir (�ekil 4.2 b). Kısaca 24. saatin sonunda en fazla alınan NP 

oranı yine laktoz MGNP’lar olurken, en az alınan ise GNP’lar olmu�tur. Burada 

dikkati çeken ba�ka bir önemli nokta ise NP’ların hücre içerisinde tutulma 

süreleridir. Yukarıda da belirtildi�i gibi GNP’lar alındıktan 1 s sonra dı�arı 

verilirken, karbohidrat MGNP’lar farklı miktarlarda da olsa 6 s boyunca alınmaya 

devam etmi�tir. Sonuç olarak, �ekil 4.2’ye bakıldı�ında, 1 s gibi kısa sürede GNP ile 

sonuç alınması istenen hücre çalı�malarında; L929 hücreleri için glukoz MGNP’lar 

ideal görünürken, A549 hücrelerinde laktoz MGNP’lar ideal NP olarak 

görülmektedir.     

 

 

 

4.3.2. Oligonükleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmi� gümü� 

nanoparçacıkların zamana ba�lı olarak hücresel alımları 

 

Oligonükleotidlerin (ssDNA) tek ba�ına ve karbohidratlarla birlikte GNP’ların 

yüzeyinde bulunmasının hücresel alımları ve etkile�imleri nasıl etkiledi�ine bakmak 

için, oligonükleotidlerin de ba�landı�ı MGNP’lar deneysel kısımda belirtildi�i 

�ekilde hazırlanmı�tır. �ekil 4.3, MGNP’ların zamana ba�lı olarak hücresel 

alımlarının durumunu göstermektedir. L929 hücreleri, ilk 1 saatte sadece ssDNA ve 

glukoz/ssDNA MGNP’ları %20 oranında alırken, laktoz/ssDNA MGNP’ları hiç 

almamı�tır. 6. saate kadar di�erlerinin durumlarında önemli bir de�i�iklik olmazken 

alınan glukoz/ssDNA MGNP’larının büyük bir kısmı dı�arı verilmi�tir. Bu durum 

�ekil 4.2 a’daki sonuçla benzerlik göstermektedir. 24. saatin sonunda ise her üç 

NP’ın hücre alım oranları hemen hemen e�itlenmi� ve ortalama %15 seviyesinde 

olmu�tur (�ekil 4.3 a).  

�ekil 4.3. Oligonükleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmi� GNP’ların L929 (a) ve 
A549 (b) hücreleri tarafından zamana ba�lı olarak hücresel alımlarının % 
konsantrasyonu 

 



 

34 

A549 hücrelerinin alım oranlarına bakıldı�ında, 1. saatte Ag/ssDNA ve 

Ag/Glu/ssDNA’nın hemen hemen hiç alımı olmaz iken, laktoz/ssDNA MGNP’ları 

ise yakla�ık 18 kat daha fazla alınmı�tır. 6. saate kadar laktoz ve glukoz/ssDNA 

MGNP’nın alım hızları ve oranları giderek artmı�, sonuçta %40 olacak �ekilde 

hemen hemen e�itlenmi�tir, ssDNA MGNP’ların alımı ise sadece %3 kadar olmu�tur. 

24. saatin sonunda en fazla alınan ve içerde en fazla tutulan NP, laktoz/ssDNA 

MGNP’lar olurken, en az alınan ssDNA MGNP’lar olmu�tur (�ekil 4.3 b). Sonuçta 

A549 hücreleri L929 hücrelerine göre, yine laktozun da içinde bulundu�u 

oligonükleotid MGNP’ları seçici olarak almayı tercih etmi�tir. 

 

�ekil 4.2 ve �ekil 4.3 kar�ıla�tırıldı�ında, oligonükleotidlerin tek ba�ına veya 

karbohidratlarla modifiye edilmi� hallerinin hücresel alımları etkiledi�i de 

gözlenmi�tir. Örne�in ssDNA; laktoz MGNP’ların alımını L929 hücrelerinde 1. ve 5. 

saatlerde durdurmu�tur. Glukoz MGNP’ların 1. saatteki alımını ilk durumuna göre 

%13 azaltırken, 24. saatte ise %16 azaltmı�tır. Sadece GNP’ların alımını ise 1. saatte 

%8 azaltmı� ve 24 saat sonundaki alımının da %9 azalmasına sebep olmu�tur. 

Kısaca, oligonükleotidlerin GNP’lar üzerinde tek ba�ına veya karbohidratlarla 

bulunması onların L929 hücreleri tarafından daha az alınmasına sebep olmu�tur.  

 

A549 hücreleri açısından bakılırsa ssDNA; laktoz MGNP’ların alımını sadece 6. 

saatte ilk duruma göre %32 oranında azaltmı� di�er inkübasyon sürelerindeki alımı 

de�i�tirmemi�tir. Glukoz MGNP’ların alımını ise 6. saatte bu kez sürpriz bir �ekilde 

%18 oranında artırmı�tır. Tıpkı laktoz MGNP’ların alımındaki gibi, di�er inkübasyon 

sürelerindeki alım oranını da de�i�tirmemi�tir. ssDNA’nın sadece GNP’ların alımına 

etkisine bakıldı�ında, 1. saatte alımı ilk duruma göre %9 azalttı�ı, 6. saatte kadar da 

%7 artırdı�ı görülmü�tür. Kısaca, oligonükleotidlerin tek ba�ına veya 

karbohidratlarla birlikte GNP’ların üzerindeki varlı�ı, L929 hücrelerindeki gibi 

do�rudan hepsinin hücresel alımının azalmasına neden olmamı�, aksine az farkla da 

olsa bazısının alımını belli inkübasyon sürelerinde artırmı�tır (Glukoz MGNP).  

 

4.4. MTS Testi 
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Bu çalı�mada hücrelere uygulanan NP’ların sitotoksisitesi MTS testi ile ölçülmü�tür. 

Bu test, hücre proliferasyonunda veya sitotoksisite testlerinde canlı hücrelerin 

sayısını belirlemek için kullanılan kolorimetrik bir metoda dayanır. MTS bile�eni ve 

elektron e�le�me ajanı olan PMS, solusyonun içinde birlikte bulunmaktadır. MTS 

bile�eni canlı hücreler tarafından biyo-indirgenerek besi yerinde çözünebilir mor 

renkli formazan ürününe dünü�ür. Kısaca bu test, MTS+PMS’yi formazana 

indirgeyen enzimlerin aktivitesini ölçmektedir [Mosmann, 1983; Cory ve ark., 1991]. 

490 nm absorbans ile ölçülen formazanın niceli�i, kültürdeki canlı hücre sayısıyla 

direkt orantılıdır. MTS testi, daha etkili indirgenme özelli�ine sahip oldu�undan ve 

ürünü suda çözünebildi�inden dolayı yaygın olarak kullanılan bir testtir. Çe�itli 

ajanlarla muamele edilen hücrelerin MTS testi uygulaması sonucu olu�turdu�u mor 

renkli formazanın miktarı, muamele edilmemi� (kontrol) hücrelerin olu�turdu�u 

formazan miktarı ile kar�ıla�tırıldı�ında, metabolik de�i�ikli�e veya hücre ölümüne 

sebep olan ajanın etki derecesi, olu�turulan doz-cevap standartına göre belirlenir. 

Çizelge 4.3, MTS testi sonuçlarına göre L929 ve A549 hücrelerinde, NP’ların % 

sitotoksisitesini veya hücre canlılı�ına olan etkilerini göstermektedir.  

 

Çizelge 4.3. Hazırlanan NP’ların L929 ve A549 hücrelerinde de�i�ik maruziyet 
sürelerinde MTS testi sonuçlarına göre % sitotoksisite/canlılık 
durumları, SS: Standart Sapma, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif 
kontrol 

 
L929 

Gün 
Ag 

(%SS) 
Ag/Glu 
(%SS) 

Ag/Lak 
(%SS) 

Ag/ssDNA 
(%SS) 

Ag/Glu/ssDNA 
(%SS) 

Ag/Lak/ssDNA 
(%SS) 

PK 
 

NK 
 

0 
100  
(0) 

100 
 (0) 

100  
(0) 

100  
(0) 

100  
(0) 

100 
(0) 0 100 

1 
155 

(1,38) 
132 
 (0,2) 

128 
 (4,1) 

156  
(11,04) 

126 
 (4,04) 

117  
(2,02) 0 100 

2 
130 

(9,83) 
139 

(7,91) 
130 

(4,93) 
161  

(16,69) 
135  

(4,98) 
135 

 (1,31) 0 100 

3 
109 

(11,3) 
100 
 (2,3) 

98 
(12,71) 

104  
(21,3) 

100 
 (8,64) 

110 
 (5,95) 0 100 

4 
101 
(9,7) 

103 
(2,02) 

102 
(2,69) 

102  
(0,5) 

103 
 (1,55) 

103 
 (1,3) 0 100 

Gün                                                          A549 

0 
100 
 (0) 

100  
(0) 

100 
 (0) 

100 
(0) 

100 
 (0) 

100  
(0) 0 100 



 

36 

1 
92 

(0,82) 
93 

 (1,73) 
128 

(8,98) 
122  

(6,12) 
97  

(4,14) 
108  

(4,81) 0 100 

2 
83 

(2,34) 
88 

(5,83) 
111 

(2,75) 
119  

(6,38) 
95 

 (0,77) 
103  

(3,15) 0 100 

3 
86 

(8,62) 
127 
 (3) 

131 
(3,17) 

112 
 (18,54) 

119  
(0,26) 

125  
(5,84) 0 100 

4 
87 

(9,36) 
107 

(2,56) 
100 

(1,44) 
92  

(2,52) 
106 

 (1,7) 
95  

(3,85) 0 100 
 

�ekil 4.4 ve �ekil 4.5 ise hücrelerle de�i�ik sürelerde muamele edilen NP’ların 

sitotoksisitesini/hücre canlılı�ını % absorbans de�erlerine göre grafiksel olarak 

göstermektedir. �ekillerden de anla�ılaca�ı gibi NP toksisitesi, hücre çe�idine ve 

maruziyet sürelerine ba�lı olarak de�i�kenlik göstermi�tir. Yakla�ık 50 nm 

büyüklü�ündeki GNP’lar, A549 hücrelerinin canlılı�ını olumsuz yönde etkiye sebep 

olurken, L929 hücrelerine olumsuz etki yapmamı�tır. Hücresel alımı ölçmek için 

uygulanan NP konsantrasyonunda, MGNP’lar ile maruz bırakılan hücrelerde dört 

gün boyunca genel olarak, önemli bir sitotoksik etki saptanmamı�tır. 

 

4.4.1. Karbohidratla modifiye edilmi� gümü� nanoparçacıkların sitotoksisitesi 

 

NP’ların L929 ve A549 hücrelerinde göstermi� oldu�u % sitotoksisite de�erleri �ekil 

4.4’de gösterilmi�tir. Bu sonuçlara göre, L929 hücrelerinde glukoz veya laktoz 

MGNP’ların sitotoksisite durumları birbiriyle oldukça benzer çıkmı�tır. �ki gün 

boyunca bu NP’lara maruz kalan hücrelerin canlılı�ı NK’e göre ortalama %35 

artmı�, 4. günün sonuna do�ru ise yava�ça azalarak NK ile aynı de�ere ula�mı�tır. 

Sadece GNP’lar ise, hücre canlılı�ını NK’e göre ilk gün %55 oranında artırırken, 4. 

günün sonuna kadar kademeli olarak yava�ça azalmasına ve tekrar NK ile aynı 

de�ere ula�masına sebep olmu�tur (�ekil 4.4 a). Kısaca bu NP’lar, 4 gün maruziyette 

hücrelere toksik etki yapmamı�, sadece de�i�ik maruziyet sürelerinde hücre 

canılılı�ına olumlu etkiler yapmı�tır.  
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�ekil 4.4. Karbohidratla modifiye edilmi� GNP’ların ve modifiye edilmemi� 
GNP’ların L929 (a) ve A549 (b) hücrelerinde % sitotoksisite de�erleri 

 

GNP’ların A549 hücrelerinde etkisine bakıldı�ında, GNP’lar ve glukoz MGNP’lar 

iki gün maruziyette hücre canlılı�ını NK’e göre %20 azaltmı� ve 3. günde glukoz 

MGNP’lar tekrar hücre canlılı�ının %27 artmasına sebep olurken, GNP’ların etkisi 

sabit kalmı�tır. Dolayısıyla A549 hücrelerinde toksik etki olu�turan NP’lar, GNP’lar 

olmu�tur. Laktoz MGNP’lar ise ilk gün ve 3. gün hücre canlılı�ını NK’e göre %28 

artırmı�, 2. gün %17 ve 4. gün de %31 azaltarak tekrar NK ile aynı de�ere dü�mesine 

sebep olmu�tur (�ekil 4.4 b). Kısaca A549 hücrelerinde MGNP’ların sitotoksik 

etkileri, modifiye edildi�i moleküle ve zamana ba�lı olarak de�i�kenlik göstermi�tir 

ve hücre canlılı�ında olumsuz etki yapmı�tır.  

 

Ayrıca, GNP’lar L929 hücrelerinde hiç toksik etkiye sebep olmazken, A549 

hücrelerinde %20 oranında da olsa toksisite göstermi�tir. Ayrıca A549 hücrelerinin 

az almayı tercih etti�i GNP ve glukoz MGNP’lar, az miktarda alınmalarına ra�men 

hücrelerin %10’unu öldürmeyi ba�armı�tır (1.günde). Oysa laktoz MGNP’lar, 1. 

günde daha çok alınmasına ra�men toksik etki olu�turmamı�tır.  

 

 

 

 

 

4.4.2. Oligonükleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmi� gümü�    

nanoparçacıkların sitotoksisitesi 
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�ekil 4.5, tek ba�ına ve karbohidratlarla birlikte GNP’ın yüzeyine ba�lanan 

oligonükleotidlerin L929 ve A549 hücrelerinde sitotoksisite durumunu 

göstermektedir. Elde edilen sonuçlara göre L929 hücrelerinde tüm NP’lar toksik etki 

göstermezken, 2. ve 3. günde hücre canlılı�ını NK’e göre önemli sayılmayacak 

derecede azaltmı�lardır. Yine glukoz/ssDNA ve laktoz/ssDNA MGNP’ların etkisi 

birbirleriyle aynı derecede olup, hücre canlılı�ını NK’e göre iki günde ortalama %20 

artırmı� ve 4. günün sonuna kadar tekrar NK ile aynı konsantrasyona dü�ürmü�tür. 

Oysa NP’lar arasında hücre canlılı�ını en az olumsuz etkileyen ssDNA MGNP’lar 

olmu�tur (2 gün maruziyette). Bu NP’lar, 4. günün sonunda ise hücre canlılı�ını 

di�erleri gibi tekrar NK ile aynı konsantrasyona dü�ürmü�tür (�ekil 4.5 a).  

�ekil 4.5. Oligonükleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmi� GNP’ların L929 (a) ve 
A549 (b) hücrelerinde % sitotoksisite de�erleri 

 

GNP’lar üzerinde oligonükleotidlerin varlı�ı, A549 hücrelerinde L929 hücrelerine 

göre oldukça de�i�ik etkilere sebep olmu�tur. Bu hücrelerde glukoz/ssDNA 

MGNP’lar iki günde sadece %5 toksik etki göstermi�, 4. günün sonunda ise hücre 

canlılı�ını NK ile aynı de�ere ula�tırmı�tır. Laktoz/ssDNA MGNP’lar, 3. günde 

hücre canlılı�ını NK’e göre %25 artırmı�, 4. günde %5 toksik etkiye sebep olmu�tur. 

Ag/ssDNA ilk günde hücre canlılı�ını NK’e göre %22 artırırken, 4 gün maruziyette 

%8 toksik etki yapmı�tır (�ekil 4.5 b). Kısaca glukoz/ssDNA MGNP’ları, L929 

hücrelerinin canlılı�ını artırırken, A549 hücrelerinin canlılı�ını azaltarak az da olsa 

toksik etki olu�turmu�tur.  

 

�ekil 4.4 a ile kar�ıla�tırıldı�ında ise GNP’lara ssDNA ba�lanması; L929 

hücrelerinde, onun sadece 2. günde hücre canlılı�ını artırmasına neden olmu�, ba�ka 

bir de�i�ikli�e sebep olmamı�tır. ssDNA, GNP üzerinde glukozla birlikte 

bulundu�unda hücre canlılı�ında faklı bir etki yapmamı�, laktozla birlikte 

bulundu�unda ise hücre canlılı�ını 1. günde %11 azaltırken, 3. günde %12 

artırmı�tır. Kısaca L929 hücrelerinde, GNP üzerinde oligonükleotidlerin tek ba�ına 

veya karbohidratlarla birlikte bulunması, önemli bir de�i�ikli�e veya sitotoksisiteye 

sebep olmamı� sadece farklı zamanlarda küçük de�i�iklikler olu�turmu�tur. 
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Oligonükleotidlerin tek ba�ına veya karbohidratlarla birlikte GNP’lar üzerinde 

bulunması, A549 hücrelerinde önemli toksik etki de�i�ikli�ine sebep olmu�tur. 

Örne�in ssDNA’nın GNP üzerine ba�lanması, onun toksik etkisini azaltmı� ve A549 

hücrelerinin canlılı�ının 3 gün boyunca ortalama %40 artmasına sebep olmu�tur. 

ssDNA, glukoz ile birlikte bulundu�unda hücre canlılı�ında önemli bir de�i�iklik 

olu�turmazken, laktozla birlikte bulundu�unda etki durumu benzer �ekilde olup, 4 

gün boyunca ortalama %10 hücre canlılı�ının azalmasına sebep olmu�tur. Sonuç 

olarak oligonükleotidlerin tek ba�ına veya karbohidratlarla birlikte GNP’lar üzerinde 

bulunması, A549 hücrelerine toksik etkiyi önemli ölçüde de�i�tirmi�tir (Özellikle tek 

ba�ına GNP’ların üzerindeyken). 

 

Hücrelere uygulanan bu NP’ların 24 s maruziyet sonunda sitotoksisitesinin, alım 

oranlarıyla do�ru orantılı olarak bir ili�kisinin olup olmadı�ına de�inmek gerekirse; 

alım oranlarının ve buna ba�lı sitotoksisitenin, NP’ların yapısına ba�lı olarak 

de�i�ti�i ve do�rudan bir ili�ki olmadı�ı görülmü�tür. Örne�in, L929 hücrelerinde 

Ag/ssDNA, yalnız Ag’ye göre %10 daha az alınmasına ra�men, ikisi de aynı etkiyi 

göstermi�tir. Ag/glukoz ve Ag/glukoz/ssDNA’ya bakıldı�ında; Ag/glukoz %16 daha 

fazla alınmı� ve hücre canlılı�ı da %6 daha fazla olmu�tur. Bu durum Ag/laktoz ve 

Ag/laktoz/ssDNA için de benzer çıkmı�tır.  

A549 hücrelerinde ise bu durum önemli bir �ekilde daha de�i�ik sonuçlar 

göstermi�tir. Örne�in Ag ve Ag/ssDNA aynı oranda hücrelere alınırlarken, Ag hücre 

canılılı�ını %43 daha da azaltmı�tır. Benzer �ekilde Ag/laktoz ve Ag/laktoz/ssDNA 

da aynı oranda alınırken, bu kez Ag/laktoz/ssDNA %20 daha fazla hücre canlılı�ının 

azalmasına sebep olmu�tur. Ayrıca aynı oranda alınan Ag/glukoz ve 

Ag/glukoz/ssDNA yine aynı oranda sitotoksisite göstermi�tir. Buradan da NP’ların 

sitotoksisitesinin, NP’ların hücrelere çok veya az alınmasına göre paralellik 

göstermedi�i, tamamen yüzey özelliklerine ve hücre çe�idine göre de�i�ti�i sonucuna 

varılmı�tır. Genel bir sonuç olarak, glukoz veya laktoz MGNP’ların hücresel 

lokalizasyonu, hücresel alımları ve sitotoksisitesi L929 hücrelerinde aynı oranlarda 

olurken, A549 hücrelerinde bu durum oldukça de�i�ken çıkmı�tır.  
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5. ARA�TIRMA BULGULARI (2. BÖLÜM)  

 

Bu bölümde karbohidrat ve oligonükleotidlere ilaveten Cy5’in de üzerinde 

bulundu�u GNP’ların, aynı ko�ullarda L929 ve A549 hücrelerine uygulanması 

sonucu, bunların stoplazmik lokalizasyonları, hücresel alım oranları ve 

sitotoksisitesinin sonuçları verilmi�tir. 

 

5.1. Cy5 ile Modifiye Edilmi� Gümü� Nanoparçacıkların Zamana Ba�lı Olarak 

Hücresel Alımları 

 

Cy5’in de üzerinde bulundu�u MGNP’ların L929 ve A549 hücrelerindeki 

sitoplazmik yerle�imleri, 1. bölümde oldu�u gibi Konfokal mikroskop ile 

görüntülenmi�tir. Hücre içi mikroskop görüntüleri alınırken, GNP’ların yüzey 
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plazmonlarının uyarılmasına (488 nm) ilaveten, Cy5 de 625 nm dalga boyuyla 

uyarılmı� ve ikisinin hücre içindeki ı�ımaları üst üste çakı�tırılmı�tır. Böylece hem 

boyanın GNP’lar üzerine tutundu�u kanıtlanmı�, hem de bunların hücreler tarafından 

alındı�ında hücre içi görüntülemenin de kalitesi artırılmı�tır. �ekil 5.1, A549 

hücrelerinde Cy5’ten ve GNP’lardan ayrı ayrı gelen hücre içi ı�ımaların üst üste 

(nasıl) çakı�tırıldı�ını göstermektedir. �ekil 5.1.1’de GNP’lardan, �ekil 5.1.2’de 

Cy5’ten gelen ve �ekil 5.1.4’de ise bu ikisinden gelen ı�ımaların üst üste 

çakı�tırılmı� hali görülmektedir. �ekil 5.1.3’de ise NP’ların hücre içinde herhangi bir 

dalga boyuyla uyarılma olmaksızın olu�turdu�u toplanmalar da siyah noktalar 

�eklinde görülmektedir. Bu �ekil aynı zamanda Cy5’in varlı�ında MGNP’ların bu 

hücreler tarafından oldukça yo�un bir �ekilde alındı�ını ve hücre içinde oldukça 

büyük toplanmalar olu�turdu�unu da göstermektedir. Ayrıca Cy5 ile MGNP’ların 

hücre içi görüntülemeyi oldukça artırdırdı�ı da bu �ekilde fark edilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
�ekil 5.1. A549 hücrelerinde Cy5 ve modifiye edilmi� GNP’lardan gelen ı�ımaların 

üst üste çakı�tırılması. 1) 488 nm ile uyarılan MGNP’lardan gelen ı�ıma, 
2) 625 nm ile uyarılan Cy5’ten gelen ı�ıma, 3) Uyarılma yapılmamı� 
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(kontrol) hücre, 4) Cy5 ve modifiye edilmi� GNP’lardan gelen ı�ımaların 
üst üste çakı�tırılması (overlap)  

 

5.1.1. L929 ve A549 hücreleri tarafından alınan Cy5, oligonükleotid ve 

karbohidrat ile modifiye edilmi� gümü� nanoparçacıkların sitoplazmik 

yerle�imleri 

 

Cy5 ba�lı tüm MGNP’ların hücresel lokalizasyonları �ekil 5.2’de gösterilmi�tir. 

NP’ların L929 hücrelerindeki lokalizasyonuna bakılırsa, genel olarak küçük 

toplanmalar �eklinde ve sitoplazmada rastgele bir yerle�im gösterdi�i görülmektedir 

(�ekil 5.2 a,e). Fakat Ag/Glu/ssDNA/Cy5, hücre içinde di�erlerine göre daha büyük 

toplanmalar olu�turmu�tur (�ekil 5.2 c). MGNP’ların olu�turdu�u toplanmalar aynı 

zamanda hücrelerin etrafında da görülmü�tür. MGNP’ların A549 hücrelerinde 

yerle�imleri ise genel olarak daha büyük toplanmalar �eklinde olmu� ve hücrenin orta 

kısımlarında yo�unla�mı�tır. Özellikle Ag/ssDNA/Cy5 ve Ag/Glu/ssDNA/Cy5, L929 

hücrelerine kıyasla, A549 hücrelerinde açıkça görülebilen büyük toplanmalar 

olu�turmu�tur (�ekil 5.2 b,f). Ag/ssDNA/Cy5 NP’larının A549 hücrelerinde ve L929 

hücrelerinde belirgin bir morfolojik de�i�iklik olu�turdu�u da görülmü�tür. Ayrıca 

�ekil 5.2 d’ de, hücre içinde toplanan NP’ların sitoplazmanın orta kısmında iki 

membran arasını tamamen doldurdukları ve hücrelerin dı�ında yine toplanmalar 

gösteren NP’lar oldu�u görülmektedir. �ekil 5.2 c ve e’ de Cy5 ta�ıyan GNP’lar 

bulunmasına ra�men, görüntüleme kalitesindeki farkı göstermek adına bu hücrelerde 

sadece MGNP’lar uyarılmı�tır. Dolayısıyla Cy5 uyarılmasının yapıldı�ı görüntüler az 

farkla da olsa daha net görüntü sa�lamı�tır. �ekil 4.1 ile �ekil 5.2 kar�ıla�tırıldı�ında 

Cy5 MGNP’larının L929 hücrelerinin sitoplazmasında benzer �ekilde küçük 

toplanmalar ve rastgele yerle�imler olu�turdu�u görülmü�tür. Fakat Cy5 MGNP’ların 

A549 hücrelerinde çok daha büyük toplanmalar olu�turdu�u, ayrıca toplanmaların 

belirgin �ekilde sitoplazmanın orta kısımlarında yerle�ti�i görülmü�tür.   
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�ekil 5.2. Ag/ssDNA/Cy5, Ag/Glukoz/ssDNA/Cy5 ve Ag/Laktoz/ssDNA/Cy5                  

NP’larının 24 s inkübasyondan sonra L929 ve A549 hücreleri tarafından                  
alımlarının Konfokal mikroskop görüntüleri  

 

 

5.1.2. Cy5, oligonükleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmi� gümü� 

nanoparçacıkların zamana ba�lı olarak hücresel alımları  

 

1. bölümde oldu�u gibi Cy5 MGNP’ların da zamana ba�lı hücresel alımları Atomik 

Absorbsiyon sonuçlarının % absorbsiyon de�erleri hesaplanarak de�erlendirilmi�tir. 

MGNP’ların L929 ve A549 hücreleri tarafından alınamayan (besi ortamındaki) 

miktarları % olarak Çizelge 5.1’de verilmi�tir. 

 

Çizelge 5.1. Cy5 ile modifiye edilmi� GNP’ların de�i�ik maruziyet sürelerinde L929 
ve A549 hücreleri tarafından alın(a)mayan (süpernatantta kalan) 
miktarlarının Atomik Absorbsiyon ile ölçümlerinin % konsantrasyonları  

 
L929 % Absorbans (konsantrasyon) De�erleri 

Süre (saat) Ag/ssDNA/Cy5 Ag/Glu/ssDNA/Cy5 Ag/Lak/ssDNA/Cy5 
0 100 100 100 
1 98,13 72,44 86,30 
6 99,62 74,48 99,63 

24 96,35 98,72 94,42 
A549  
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Süre (saat) Ag/ssDNA/Cy5 Ag/Glu/ssDNA/Cy5 Ag/Lak/ssDNA/Cy5 
0 100 100 100 
1 85,51 93,44 84,38 
6 63,08 81,68 57,96 

24 58,41 73,12 46,61 
 

1. bölümde oldu�u gibi, Cy5 ile MGNP’lar hücre çe�idine ve zamana ba�lı olarak 

farklı alım oranları göstermi�tir. L929 hücreleri ilk bir saat maruziyette en fazla 

(%28) Ag/Glu/ssDNA/Cy5’i, daha sonra Ag/Lak/ssDNA/Cy5’i (%14) almı�, 

Ag/ssDNA/Cy5’i ise hemen hemen hiç almamı�tır. 6. saatte ise alınan 

Ag/Lak/ssDNA/Cy5’in hepsi dı�arı verilirken, Ag/Glu/ssDNA/Cy5’in sadece %2’si 

dı�arı verilmi�tir. 24 saatin sonunda ise bu GNP’ların hepsinin % alım de�eri 

birbirine yakın olup yakla�ık %5 olarak kalmı�tır (�ekil 5.3 a). Kısaca L929 hücreleri 

için bu NP’ların alımı en çok ilk bir saat içinde olmu� ve en fazla alınan NP, %28 

oranla Ag/Glu/ssDNA/Cy5 olmu�tur. 

 

 
�ekil 5.3. Cy5, oligonükleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmi� GNP’ların L929 

(a) ve A549 (b) hücreleri tarafından zamana ba�lı olarak hücresel 
alımlarının % konsantrasyonu 

 

A549 hücrelerinde; ilk bir saatte Ag/ssDNA/Cy5 ve Ag/Lak/ssDNA/Cy5 aynı oranda 

(%15) alınmı�, fakat Ag/Glu/ssDNA/Cy5 daha az (%7) alınmı�tır. 6 saatlik 

maruziyette Ag/ssDNA/Cy5 ve Ag/Lak/ssDNA/Cy5’in alımları hızlanmı� ve alımları 

sırayla %37 ve %43 olmu�tur. Ag/Glu/ssDNA/Cy5’in alımı ise bunlara göre daha 

yava� �ekilde artarak %19 oranında olmu�tur. 24 saatlik maruziyette de 

Ag/ssDNA/Cy5 ve Ag/Glu/ssDNA/Cy5’in alım hızları yava�lamı� ve alımları en son 

sırayla %48 ve %27 olmu�tur. Ag/Lak/ssDNA/Cy5’in alımı ise daha da artarak 

maksimum %54’e ula�mı�tır (�ekil 5.3 b). Kısaca A549 hücreleri MGNP’lar ile 

çe�itli maruziyet sürelerinde en fazla Ag/Lak/ssDNA/Cy5’i almı�tır  (%54).    

 

L929 ve A549 hücrelerinin Cy5 ile MGNP’ları alım durumları kar�ıla�tırıldı�ında, 

L929 hücrelerinde ilk bir saatin, bu NP’ları hızlı ve maksimum oranda alması için 

önemli bir saat oldu�u görülmü�tür. Fakat A549 hücrelerinde zamana ba�lı olarak 
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artan bir NP alımı gözlenmi�tir. Dolayısıyla en hızlı alım oranı 6. saatte iken, 

maksimum alım miktarı 24. saatte olmu�tur. Ayrıca L929 hücreleri aldıkları NP’ların 

hemen hemen hepsini tekrar dı�arı vermi�ken, A549 hücreleri zamana ba�lı olarak 

sürekli almaya devam etmi�tir. Böylece hazırlanan bu MGNP’ların A549 

hücrelerinde daha uzun süre alıkonulabildi�i de görülmü�tür. 

 

Cy5’in MGNP’lar üzerinde bulunmasının ve bulunmamasının hücrelerin alım 

oranlarını nasıl etkiledi�ine kısaca de�inmek gerekirse; Cy5’in varlı�ı L929 

hücrelerinde, ilk bir saat içinde Ag/ssDNA’nın alımını %16 oranında azaltm�, 

Ag/Glu/ssDNA’nın alımını %9 artırmı� ve Ag/Lak/ssDNA’nın alımını ise %14 

artırmı�tır.  24 saat içerisinde ise tüm NP’ların alımını yakla�ık olarak ortalama %16 

azaltmı�tır. Kısaca, Cy5’in MGNP’lar üzerinde bulunması, L929 hücrelerinin de�i�ik 

maruziyet sürelerinde bu NP’ları almasını az miktarda etkilemi�, alım �ekillerinde de 

küçük de�i�ikliklere sebep olmu�tur. 

 

A549 hücrelerinde ise Cy5’in MGNP’lar üzerinde bulunması, onların alınma �eklini 

de�i�tirmemi�, fakat yüzde de�erlerinde bazı önemli de�i�ikliklere sebep olmu�tur. 

Örne�in Ag/ssDNA NP’larının alımını tüm maruziyet sürelerinde (özellikle 6. saate 

kadar %32) önemli bir farkla artırmı�tır ve 24 saat sonunda da bu artı� de�eri bu kez 

%25 olmu�tur. Ag/Glu/ssDNA NP’larının alımını da sadece 6 saat maruziyette %24 

oranında azaltmı�tır. Ag/Lak/ssDNA NP’larının alım yüzdesini ise her maruziyet 

süresinde az miktarda da olsa artırmı� ve 24 saat sonunda da %16 oranında 

artırmı�tır. Kısaca MGNP’lar üzerinde Cy5 varlı�ı, onların alımlarını önemli ölçüde 

etkilemi�tir. Ayrıca A549 hücreleri tarafından en fazla alınan laktoz ta�ıyan her iki 

GNP çe�idinde oldu�u gibi yine laktoz ta�ıyan Cy5 MGNP’lar en fazla alınan NP 

olmu�tur. 

 

5.2. MTS Testi 

 

5.2.1. Cy5, oligonükleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmi� gümü� 

nanoparçacıkların sitotoksisitesi  
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Cy5 ile MGNP’ların sitotoksisitesi 1. bölümde belirtildi�i gibi MTS testi ile 

belirlenmi�tir. Pozitif kontrol olarak DMSO kullanılırken; negatif kontrol olarak 

besiyeri tercih edilmi�tir. Çizelge 5.2, L929 ve A549 hücrelerinde Cy5 MGNP’ların 

% sitotoksisite de�erini göstermektedir. 

 

 

Çizelge 5.2. Cy5, oligonükleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmi� GNP’ların L929 
ve A549 hücrelerinde % sitotoksisite de�erleri SS: Standart Sapma,  
PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol 

 
                 L929 

Gün 
Ag/ssDNA/Cy5 

(%SS) 
Ag/Glu/ssDNA/Cy5 

(%SS) 
Ag/Lak/ssDNA/Cy5 

(%SS) 
PK 

 
NK 

 

0 
100 
(0) 

100 
(0) 

100 
(0) 0 100 

1 
133,3 
(1,11) 

112,6 
(12,03) 

98,2 
(7,4) 0 100 

2 
146,4 
(2,49) 

129 
(3,46) 

110,1 
(5,47) 0 100 

3 
115 
(5) 

124 
(40,66) 

124,9 
(13,86) 0 100 

4 
101,4 
(2,73) 

109 
(10,16) 

104,2 
(11,82) 0 100 

Gün                                                             A549 

0 
100 
(0) 

100 
(0) 

100 
(0) 0 100 

1 
136 

(0,69) 
103,3 
(4,16) 

106,7 
(3,15) 0 100 

2 
106,7 
(7,23) 

87,9 
(0) 

92 
(16,88) 0 100 

3 
111,5 
(13,17) 

76,3 
(11,37) 

96,5 
(0,46) 0 100 

4 
110,3 
(12,41) 

114,4 
(14,88) 

119,7 
(6) 0 100 

 

Hazırlanan NP’ların her biri hücre canlılıklarını de�i�ik oranda etkilemi� fakat 

aralarında çok önemli farklara rastlanmamı�tır. L929 hücreleri için hiçbir �ekilde 

toksik etki göstermeyen bu NP’lar, A549 hücrelerinde özellikle 2. ve 3. günde toksik 

etki göstermi�lerdir. L929 hücrelerinde; Ag/ssDNA/Cy5, 1. günde hücre canlılı�ını 

NK’e göre %35 artırmı�, 2. günde ise %46 oranında artırarak hücre canlılı�ına 

maksimum katkıyı sa�layan NP olmu�tur. Fakat bu NP, 3. ve 4. maruziyet 

günlerinde hücre canlılı�ını 2. güne göre azaltmasına ra�men NK’e göre önemli bir 
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dü�ü�e sebep olmamı�tır. Ag/Glu/ssDNA/Cy5 NP’ları, ilk gün hücre canlılı�ını NK’e 

göre %12 artırmı�, 2. gün hücre canlılı�ını daha da artırarak %29’a ula�tırmı� fakat 

3. ve 4. günde canlılı�ın biraz azalmasına sebep olmu�tur. Ag/Lak/ssDNA/Cy5 

NP’ları ise 3. güne kadar hücre canlılı�ını NK’ e göre artırmı� (%24) ve 4. günde NK 

ile aynı etkiyi göstermi�tir (�ekil 5.4 a). Kısaca L929 hücrelerinde Cy5 ile MGNP’lar 

de�i�ik maruziyet sürelerinde farklı etkiler olu�tursa da bu farklar birbirlerine yakın 

sayılabilecek de�erlerde hücre canlılı�ını etkilemi�lerdir.  

�ekil 5.4. Cy5, oligonükleotid ve karbohidrat ile modifiye edilmi� GNP’ların L929 
(a) ve A549 (b) hücrelerinde % sitotoksisite de�erleri 

 

A549 hücrelerinde Ag/ssDNA/Cy5 NP’ları 1 gün maruziyette hücre canlılı�ını NK’ 

e göre %36 artırarak, hücre canlılı�ını maksimum artıran NP olmu�tur. Takip eden 

günlerde ise NK’e göre hücre canlılı�ını çok de�i�tirmemi�tir. Ag/Glu/ssDNA/Cy5 

NP’ları 1. ve 4. günde hücre canlılı�ını NK’e göre önemli �ekilde de�i�tirmemi� 

fakat 2. ve 3. günde toksik etki olu�turarak, hücre canlılı�ını NK’e göre sırayla %13 

ve %24 oranında azaltarak, A549 hücreleri için toksisite olu�turan NP olmu�tur. 

Ag/Lak/ssDNA/Cy5 NP’ları, 1. günde hücre canlılı�ını NK’e göre sadece %6 

artırmı�, 2. ve 3. günde ortalama %4 azaltmı� ve 4. günde de %29 artırmı�tır (�ekil 

5.4 b).  

 

Cy5 ile MGNP’ların L929 ve A549 hücrelerindeki etkisine genel olarak bakılırsa; 

Ag/ssDNA/Cy5 NP’larının her iki hücre için de hücre canlılı�ını maksimum artıran 

NP’lar oldu�u görülmü�tür. Ag/Glu/ssDNA/Cy5 NP’ları L929 hücreleri için de�i�ik 

maruziyet sürelerinde pozitif etkiye sahip iken, A549 hücreleri için en çok toksik 

etkiyi yapan NP olmu�tur. Ag/Lak/ssDNA/Cy5 NP’ları ise L929 ve A549 

hücrelerinde hemen hemen benzer hücre canlılık de�erleri göstermi�tir.  

 

L929 hücrelerinde Cy5’in NP’lar üzerinde bulunmasının, NP’lar üzerinde 

bulunmadan önceki haline göre sitotoksik etkiyi nasıl etkiledi�ine bakılacak olursa; 

Ag/ssDNA NP’larının hücre canlılı�ına olan olumlu katkısını ilk 2 günde az 

miktarda (ortalama %11) azaltırken, 3. günde bu kez az miktarda artırdı�ı (%10) ve 

4. günde de herhangi bir de�i�iklik olu�turmadı�ı görülmü�tür. Ag/Glu/ssDNA 
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NP’larının hücre canlılı�ına olan olumlu katkısını ilk 2 günde çok az miktarda 

azaltmı� (ortalama %7), 3. ve 4. günde ise sırayla %24 ve %5 artırmı�tır. 

Ag/Lak/ssDNA NP’larının hücre canlılı�ına olan olumlu katkısını da ilk 2 günde az 

miktarda azaltmı� (ortalama %16), 3. günde %12 artırmı�, 4. günde ise 

de�i�tirmemi�tir. Kısaca Cy5’in MGNP’lar üzerinde bulunması, yukarıda belirtilen 

NP’ların hücre canlılı�ına olan olumlu katkılarını L929 hücrelerinde ilginç bir 

�ekilde, standart olarak ilk 2 günde azaltırken, 3. günde artırmı� ve 4. günde de 

herhangi bir �ekilde de�i�tirmemi�tir. Dolayısıyla her iki �ekilde de bu NP’ların 

L929 hücreleri için bu konsantrasyonda, farklı inkübasyon sürelerinde toksik etkisi 

olmadı�ı görülmü�tür. 

 

Cy5’in MGNP’lar üzerinde bulunması, L929 hücrelerinde oldu�u gibi A549 

hücrelerinin canlılı�ına etkilerini, standart bir �ekilde de�i�tirmemi�tir. Kısaca 

Ag/ssDNA NP’larının hücre canlılı�ına olan olumlu etkisini 1. ve 4. günde az 

miktarda artırmı�, 2. günde azaltmı� ve 3. günde de�i�tirmemi�tir. Ag/Glu/ssDNA 

NP’larının etkisini 1., 2. ve 4. günde çok az de�i�tirmi�ken, 3. günde olumlu etkisini 

%38 oranında dü�ürerek toksik olmasını sa�lamı�tır. Ag/Lak/ssDNA NP’larının 

etkisini de 1. ve 2. günde önemsiz sayılabilecek kadar de�i�tirmi�ken, 3. gündeki 

olumlu etkisini %23 azaltmı� ve 4. gündeki olumsuz etkisini de %25 artırmı�tır. 

Kısaca Cy5’in yukarıda bahsedilen MGNP’lar üzerinde bulunması, onların sitotoksik 

etkilerini belirtilen maruziyet sürelerinde çok önemli derecede etkilememi�, fakat 

A549 hücrelerinde sitotoksisite olu�turdu�undan dolayı önemli sayılabilecek 

sonuçlar ortaya koymu�tur. 

 

 

 

 

5. SONUÇ VE ÖNER�LER 

 

NP’ların biyolojik uygulamalarda ve nanotıpta kullanılmasının önemi giderek 

artmakta ve her geçen gün daha farklı ve yeni bulgular elde edilmektedir. Çe�itli 

teknik ve modifikasyonlarla NP’lar daha da iyile�tirilmeye ve organizmalar için 
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biyouyumlu, biyobozunur ve çok fonksiyonlu hale getirilmeye çalı�ılmaktadır. 

Geli�tirilen birçok NP’ın organizmalar için faydalı olup olmayaca�ı ise öncelikle in 

vitro ko�ullarda çe�itli hücre kültürü teknikleriyle denenmekte ve daha sonra in vivo 

uygulamalarla kullanılabilirli�i test edilmektedir. Bu nedenle in vivo uygulamalara 

geçmeden önce NP’ların çe�itli hücre, doku ya da organlarda kullanılmasının 

mümkün olması için ihtiyaç duyulan temel bilgilerin in vitro ko�ullarda 

tamamlanması gerekmektedir. Dolayısıyla, ilk olarak hücrelerle NP ili�kisinin 

anla�ılması gerekmektedir. �u ana kadar yapılan in vitro-in vivo  NP - hücre 

etkile�imi çalı�maları ise, NP’ların genel olarak bazı yolları izleyebilece�i yönünde 

bulgular edinmi�tir. Örne�in, NP’lar hücre besiyeri içerisine girince besiyerindeki 

bazı serum proteinleri ile rastgele birtakım etkile�imlere girerek boyutları ve yükleri 

de�i�ebilir, böylece serum proteinlerinin yardımıyla hücre içerisine alımları da 

artabilir ya da kolayla�abilir [Giljohann ve ark., 2007]. Nitekim, çalı�mamızda 

kullanılan NP’ların besiyeri ile etkile�ime girince yüzey yüklerinin de�i�mesi de bu 

sonuçlarla benzerlik göstermi�tir. NP’ların serum proteinleri ile etkile�tikten sonra 

onların endositozla [Tsoli ve ark., 2005; Tsuji ve ark., 2006; Chithrani ve ark., 2006] 

ya da reseptör aracılı endositozla hücre içine alındıkları ve sitoplazmada veziküller 

içinde bulundukları [AshaRani ve ark., 2009] da genel olarak kabul edilen bir görü� 

olmu�tur. NP’ların alımlarının sıcaklı�a ba�lı oldu�unu gösterir çalı�malar da 

mevcuttur [Chithrani ve ark., 2006; Yehia ve ark., 2007]. Ayrıca NP’ların, hücrelerle 

muamele edildi�inde �u yolları izleyebilece�i de kabul edilebilecek görü�ler arasında 

sayılabilir; birincisi, NP’ların hücreye giri�i ve nüklear membrana ta�ınması, ikincisi, 

NP’ların hücreye giri�i ve nüklear translokasyonu; üçüncüsü ise, NP’ların hücreye 

giri�i ve ekzositozudur. Nitekim bu çalı�mamızda da, hücrelerin NP’ları alırken 

stabil davranmaması ve alınan NP’ları dı�arı vermesi üçüncü maddeyi destekler 

nitelikte olup, inkübasyon zamanının da çok önemli oldu�unu göstermektedir. 

 

NP’ların hücresel alımlarını ve sitotoksisitelerini etkileyen önemli bulgulardan 

bazıları onların �ekli, boyutu, toplanmalarının olu�turdu�u boyut, ortamda serum 

proteinlerinin varlı�ı/yoklu�u, NP’ların yüzey özellikleri ve konsantrasyonlarıdır 

[Lin ve ark., 2006; Hauck ve ark., 2008]. Pozitif yüklerin de, NP’ların hücre 

membranına aktif olarak ba�lanmaya  yardım edebilece�i kuvvetli ihtimaller 
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arasındadır (Chithrani ve ark., 2006; AshaRani ve ark., 2009; Yang ve ark., 2007]. 

Nitekim Hauck ve arkada�larının (2008) Au nanoçubuklarla (nanorod) yaptı�ı 

çalı�mada, yüzeyi pozitif yüklü olan Au nanoçubuklar HeLa hücreleriyle daha hızlı 

etkile�ime girerken, negatif yüklü gruplarla kaplanmı� nanoçubuklar ise daha az 

alınmı�tır [Hauck ve ark., 2008]. Ayrıca, NP’ların alımlarını etkileyen bir ba�ka 

faktör de besiyerindeki serum proteinleriyle, NP üzerine tutunan proteinlerin hücre 

membranına gitme rekabeti ya da NP üzerindeki CTAB (Cetyl Trimethyl 

Ammonium Bromide) olabilir. Fakat �unu da belirtmek gerekir ki, birçok hücrenin 

belli boyutlardaki NP’ları maksimum alma e�ilimi olacaktır. Örne�in Chithrani ve 

arkada�ları (2006), 50 nm olan Au NP’ların HeLa hücrelerinde daha fazla alındı�ını 

[Chithrani ve ark., 2006], benzer �ekilde Osaki ve arkada�ları (2004) da 50 nm 

boyutundaki NP’ların hücreler tarafından daha iyi alınabildi�ini belirtmi�tir [Osaki 

ve ark., 2004]. 

 

Yukarıdaki bilgiler e�li�inde NP’ların hücrelerle etkile�imi ara�tırılırken, NP’ların  

çe�itli kimyasal ve biyolojik moleküllerle modifikasyonlar yapılarak yüzey 

özelliklerinin iyile�tirilmeye çalı�ılması da önem kazanmı�tır. Bu �ekilde NP’ların 

hücreler tarafından seçici ya da hedeflenmi� olarak alınabilmesi [De la Fuente ve 

ark., 2006], aynı zamanda sitotoksik etkilerinin de en aza indirilmesi çalı�malarına 

daha da yo�unla�ılmı�tır. Çünkü NP’lar kan-beyin ya da kan-testis bariyerini de 

geçebilen [Borm ve Kreyling, 2004; Chen ve ark., 2003] nadir moleküllerden biridir, 

bu nedenle sitotoksik/genotoksik olmayacak �ekilde üretilmesi (nano) tıp 

uygulamalarının ilk hedeflerinden biri olmu�tur. Bu anlamda Chithrani ve arkada�ları 

(2006), NP’ların oligonükleotid, protein, �eker ve bazı ilaçlarla yapılan yüzey 

modifikasyonunun, NP’ların seçicili�ini ve spesifikli�ini artırdı�ını, ayrıca hücresel 

alımlarını da etkiledi�ini bildirmi�tir [Chithrani ve ark., 2006].  

 

NP’ların spesifik yüzey modifikasyonları kullanılarak bunların hücre hedefleme 

özellikleri artırılabilece�i için [El-Sayed ve ark., 2006]; bu çalı�ma, GNP’ların 

yüzeyini glukoz/laktoz, oligonükleotid ve floresans boya ile kimyasal olarak 

modifiye edilerek; L929 ve A549 hücrelerinde spesifik alımların olup olmayaca�ını, 

GNP’ların sitotoksik etkisinin azalıp azalmayaca�ını test etmek ve hücresel 
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görüntüleme kalitelerini de artırmak amacıyla, GNP’ların organizmalarda güvenle 

kullanılabilirli�ini geli�tirebilmek adına yapılmı�tır.  

 

Üzerine çe�itli moleküllerin kimyasal olarak ba�landı�ı MGNP’lar, modifiye 

edilmemi� GNP’lara göre solusyonda çökme ve toplanma meyili gösterirken, 

modifiye edilmemi� GNP’lar daha homojen da�ılmı�tır. Oysa Murdock ve 

arkada�ları (2007) bazı kaplanmı� olan NP’ların solusyonda daha da�ınık halde 

bulunabilece�ini bildirmi�tir [Murdock ve ark., 2007]. 

 

Elde edilen sonuçlara göre MGNP’ların hücreler tarafından alımı 

de�erlendirildi�inde; Konfokal mikroskop görüntüleri NP’ların hücrede endozomlar 

[Chithrani, ve ark., 2006] içinde olabilece�ini desteklemi� ve yine bu görüntülerin 

bazılarında da oldu�u gibi, NP’ların önce besiyeri içerisinde toplanıp, sonra hücreye 

alınmı� olma ihtimalinin yüksek olabilece�ini göstermi�tir. Fakat hücre içinde 

yansıma veren daha büyük toplanmalar, NP dolu endozomların içeride birle�mi� 

olma ihtimalini de kuvvetle desteklemi�tir. Ayrıca hücre içerisinden alınan bu NP 

ı�ımaları, hücrelerin floresans bir boyayla boyanmasına [Ahamed ve ark., 2008] 

gerek kalmadan Konfokal mikroskobu ile oldukça iyi görüntü alınabilece�ini de 

göstermi�tir. Hücrelere uygulanan NP’ların genel olarak toplanma e�iliminde 

oldu�unu ve endozomlarda tutuldu�unu bazı ara�tırmalar da desteklemi�tir. 

 

Carlson ve arkada�ları, (2008) farklı boyutlarda (15 nm , 30 nm, 55 nm ) GNP ile 

yaptı�ı çalı�mada makrofaj hücrelerinin içinde veya dı�ında GNP’ların mikron 

boyutta topluluk olu�turma meyilinde olduklarını bildirmi�tir [Carlson ve ark., 2008].  

 

Tkachenko ve arkada�ları (2004) BSA (Bovine serum albumin) ve peptid 

kompleksini Au NP’lara (22 nm) ba�lamı� ve HeLa hücreleriyle inkübe ettikten 

sonra 1s içerisinde NP’ların hücre içine girdi�ini ve sitoplazmada toplanmalar 

olu�turdu�unu, 2 s sonra ise çok az bir kısmının çekirde�e girdi�ini bildirmi�tir. 

Ayrıca bazı NP’ların endozomlardan kaçabildi�ini bazılarının da kaçamadı�ını 

belirtmi�lerdir [Tkachenko ve ark., 2004]. Link ve El Sayed (2003) de hidrofilik 
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NP’ların fagositlerden, retikülo-endotel sistemlerden ve makrofajlardan 

kaçabilece�ini bildirmi�tir [Link ve El Sayed, 2003]. 

 

Brigger ve arkada�ları (2002) ise, hidrofob yüzeye sahip olan NP’ların karaci�er, 

akci�er ve böbre�e hızlı bir �ekilde gitme e�iliminde oldu�unu tesbit etmi�tir 

[Brigger ve ark., 2002]. Dolayısıyla bu çalı�mada kullanılan Cy5, hidrofobik yapıya 

sahip oldu�u için ve laktoz/ssDNA ile birlikte GNP üzerinde bulundu�unda, bu 

NP’ların A549 hücreleri tarafından çok alınmasını sa�ladı�ı için, Cy5’in vivo olarak 

kanserli doku ya da organlara ta�ınarak te�his, tedavi ve görüntüleme imkanı sunması 

sa�lanabilir.  

 

Bu çalı�mada MGNP’lar ve modifiye olmamı� GNP’lar hücrelerde farklı �ekillerde 

da�ılmı�tır. Ahamed ve ark., (2008) da polisakkaritle kaplanmı� ve kaplanmamı� 

GNP’ları fare embriyonik fibroblast hücreleri ve fare embriyonik kök hücreleri ile 

muamele ettiklerinde, bu NP’ların hücrelerde farklı da�ılımlar gösterdi�ini 

belirtmi�tir [Ahamed ve ark., 2008]. Ayrıca bazı ara�tırıcılar da NP’ların hücre içinde 

membranlı yapılara lokalize olabilece�ini bildirmi�tir. [Tsoli ve ark., 2005; Shukla ve 

ark., 2005; Connor ve ark., 2005; Chithrani ve ark., 2006]. Bu çalı�mada, glukozla 

veya laktozla MGNP’lar, tek ba�ına GNP’lar ile kıyaslandı�ında, tıpkı glukoz 

ba�lanmı� Au NP’lar gibi [Kong ve ark., 2008] kanserli hücreler tarafından daha çok 

alınmı�tır. Bu durum, karbohdrat ile MGNP’ların, A549 hücrelerinde membran 

karbohidrat ta�ıyıcısı (transporter) olarak görev yapan moleküller ile alınmı� 

olabilece�ini dü�ündürebilir [Aloj ve ark., 1999]. A549 hücrelerinde laktoz 

MGNP’lar, glukoz MGNP’lardan daha fazla alınmı�tır. Bu NP’ların farklı oranlarda 

alınmasının sebebi, GNP yüzeyine ba�lanan karbohidratların farklı büyüklükte 

olmalarından kaynaklanabilir, çünkü glukoz monosakkarit, laktoz ise disakkarittir. 

Muhtemelen GNP’ların yüzeyindeki laktoz, besiyeri proteinleriyle daha iyi 

etkile�ime girerek hücrenin daha hızlı alabilece�i kompleksler olu�turuyor ya da NP 

yüzeyinden dı�arı do�ru uzanarak hücre yüzeyi reseptörleriyle [Lorenz ve ark., 2006] 

daha hızlı ve rekabetçi bir etkile�ime girerek, alımı seçici ve hızlı hale getiriyor 

olabilir. A549 hücrelerinin disakkarit olan laktoz ile MGNP’ları daha hızlı almasının 

di�er bir açıklaması ise kanserli hücrelerin metabolizması gere�i daha fazla �eker 
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ihtiyacı duyması ya da artan glikoliz olayı olabilir [Warburg ve ark., 1924; Baggetto, 

1992]. Bu sonuç, kanserli hücrelerle-NP etkile�iminin anla�ılmasında, 

karbohidratlarla modifiye edilen NP’ların uygulanmasının daha uygun olabilece�i 

fikrini kuvvetlendirmi�tir. Dolayısıyla laktozun daha hızlı alınması, kanserli 

hücrelere uygulanabilecek hedefleme çalı�malarında önemli bir rol oynayabilir. 

Örne�in NP’lara kanser hücrelerinin çok tüketti�i �eker türevi ve öldürücü bir zehirin 

birlikte ba�lanması, kanser hücrelerinin hedeflenmi� olarak öldürülmesinde 

kullanılabilir (Truva atı modeli). 

 

Hücrelere uyguladı�ımız NP’ların alım oranlarını etkileyen önemli bir faktör de 

oligonükleotidlerin GNP’lar üzerindeki varlı�ı olmu�tur. Çünkü, oligonükleotidlerin 

GNP’lar üzerinde tek ba�ına veya karbohidratlarla birlikte bulunması, onların L929 

hücreleri tarafından daha az alınmasına sebep olmu�tur. Bu durum, NP’ların 

üzerindeki oligonükleotidler gibi çok yüke sahip olan grupların hücresel alımları 

engellemesinden [Giljohann ve ark., 2007] ya da oligonükleotidlerin GNP’lar üzerine 

az immobilize olma olasılı�ından  kaynaklanabilir [Hsin ve ark., 2008]. 

Oligonükleotidlerin GNP’lar üzerindeki varlı�ı, A549 hücrelerinin bu NP’ları 

alımına L929 hücrelerine göre farklı etki etmi�tir. Çünkü, az farkla da olsa bazısının 

(Ag ve Ag/Glu) alımını belli inkübasyon sürelerinde artırmı�tır. Bu da kanserli 

hücrelere uygulanacak gen çalı�maları için optimize edilerek ileri uygulamalara 

zemin olu�turması açısından önemli bir sonuç olabilir. Çünkü bu çalı�mada hücrelere 

sadece tek bir doz uygulanmı�tır ve bu dozun konsantrasyonu ayarlanarak, hatta 

GNP’lar üzerine eklenen oligonükleotid miktarı [Giljohann ve ark., 2007] da 

ayarlanarak, bu NP’ların kanserli hücreler tarafından daha iyi ya da seçici olarak 

alınması sa�lanabilir. 

 

NP’ların hücre içindeki durumlarında önemli bir nokta ise alınan NP’ların hücre 

içerisinde tutulma süreleri olmu�tur. Örne�in, GNP’lar A549 hücreleri tarafından 

alındıktan 1 saat sonra dı�arı verilirken, karbohidrat MGNP’lar 6 saat boyunca 

alınmaya devam etmi�tir. Böylece karbohidrat MGNP’ların kullanımıyla kanserli 

hücrelerde NP’ların daha uzun süre tutulmaları sa�lanarak, kanserli hücrelere NP 

aracılı�ıyla etkili bir te�his, görüntüleme ya da fototermal terapiye dayanan tedavi 
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imkanları kazandırılabilir. Bu tür uygulamalar da hücreye özgü akıllı moleküllerin 

üretimine temel olu�turabilir. Sonuç olarak �ekil 4.3’den de anla�ılaca�ı üzere, 1 saat 

gibi kısa sürede GNP ile sonuç alınması istenen hücre çalı�malarında; L929 hücreleri 

için glukoz MGNP’lar ideal görünüyor iken, A549 hücrelerinde ise laktoz MGNP’lar 

ideal görünmektedir. Ayrıca hücrelere uyguladı�ımız NP’ların alımları, L929 

hücrelerinde ilk 6 saat sonunda yava�lamı� ya da durmu�ken, A549 hücrelerinde çok 

az da olsa devam etmi�tir. Dolayısıyla L929 hücrelerinin NP’ları alım süresi için ilk 

1 saatin, A549 hücreleri için de 6 saatin uygun zaman dilimi oldu�u görülmü�tür. Bu 

zaman dilimleri ise hücre çe�idi, NP’ların yapısı ve hücrelere olan ilgisine göre 

de�i�mektedir. Örne�in Huff ve arkada�ları (2007) ilk 1 saatin NP alımının hızı ve 

oranı bakımından önemli bir zaman dilimi oldu�unu tesbit etmi�tir [Huff ve ark., 

2007]. 

 

Pernodet ve arkada�ları (2006), Au NP’lar ile yapmı� oldu�u çalı�mada, bu NP’ların 

insan dermal fibroblast hücreleri tarafından alımının, inkübasyondan 30 dk. sonra 

ba�ladı�ını ve muhtemel de�i�ikliklerin de bu sırada olabilece�ini bildirirken 

[Pernodet ve ark., 2006]; Chithrani ve arkada�ları (2006) ise de�i�ik boyutlardaki Au 

NP’lar ile yaptı�ı çalı�mada inkübasyon süresinin ilk 2 saatinde HeLa hücreleri 

tarafından bu NP’ların alımının daha hızlı oldu�unu ve bu çalı�mamızda da genel 

olarak gözlendi�i gibi 4. ve 7. saatte a�amalı olarak alımın yava�ladı�ını belirtmi�tir 

[Chithrani ve ark., 2006]. Dolayısıyla NP’ların hücreler tarafından alınma zamanı 

de�erlendirildi�inde, alım oranının NP ve hücre çe�idine ba�lı oldu�u ve de�i�ik 

maruziyet süreleri içinde ortalama ilk 4-5 saatin ideal bir inkübasyon zamanı oldu�u 

sonucu çıkarılabilir.  

 

Hücrelere uygulanan NP’lardan Ag/glukoz/ssDNA ve Ag/laktoz/ssDNA, L929 

hücrelerinde, Pernadet ve arkada�larının (2006) da bildirdi�i gibi, hücrelerde 

morfolojik de�i�ikliklere sebep olmu�tur [Pernadet ve ark., 2006]. Hücrelerde 

görülen morfolojik de�i�ikliklerin ise, apoptoz ya da toksisitenin göstergelerinden 

biri oldu�u dü�ünülmektedir [Hussain ve ark., 2005; AshaRani ve ark., 2009]. Fakat 

L929 hücrelerindeki bu morfolojik de�i�ikli�in, bu sebeplerden kaynaklanan 

morfolojik de�i�iklikle alakalı olmadı�ı kuvvetli bir ihtimaldir, çünkü bu hücrelerde 
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belirtilen NP’ların toksik etki olu�turmadı�ı deneysel bulgular kısmında 

belirtilmi�tir. De�i�ik hücrelere uygulanan NP’ların çe�idi aynı olsa da, boyutlarının 

farklı olması hücrelerde morfolojik etkiyi de farklı kılabilmektedir. Örne�in  

Asharani ve arkada�larının (2009) 6-20 nm GNP’lar ile yapmı� oldu�u çalı�mada, 

GNP’lar sa�lıksız hücrelerde morfoloji de�i�ikli�ine sebep olurken [Asharani ve 

ark., 2009], bu çalı�mamızda kullanılan GNP’lar (50 nm) sa�lıksız hücrelerde (L929) 

morfoloji de�i�ikli�ine sebep olmamı�tır.  

 

Carlson ve arkada�ları (2008) da 55 nm GNP’lar ile makrofaj hücrelerini in vitro 

muamele etmi�ler ve bu NP’ların sitoplazmada oldukça büyük toplanmalar 

olu�turdu�unu, az da olsa hücrelerde morfolojik de�i�ikli�e sebep oldu�unu 

bildirmi�tir [Carlson ve ark., 2008].  

 

Patra ve arkada�ları (2007) ise Au NP’ların çekirde�e gidebildiklerini ve çekirde�in 

de morfolojisini de�i�tirdiklerini bildirmi�lerdir [Patra ve ark., 2007]. Bu çalı�madaki 

MGNP’ların sebep oldu�u morfoloji de�i�iklikleri ise, hücre iskeleti 

fonksiyonlarında olu�an hasarlardan, NP’ların sitoplazmada birtakım proteinlerin 

sentezlenmesini tetiklemesinden veya ba�ka metabolik adaptasyonlardan 

kaynaklanmı� olabilir.  

 

Hücrelerle muamele edilen NP’ların hücre içindeki durumu ya da etkileri çe�itli 

yöntemlerle belirlenebilmektedir. NP’ların hücre içinde veya dı�ında olu�turdukları 

toplanmalar ve bunların boyutları genellikle TEM ile te�his edilse de, NP’lara 

tutturulmu� çe�itli floresans moleküller yardımıyla NP’ların görüntülenmeleri ve 

bunlardan özel spektrumların alınmasıyla, hücre içindeki etkilerini tesbit etmek de 

çok kısa bir sürede oldukça tercih edilen yöntemler olmu�tur. Bu amaçla kullanılan 

spektroskopik yöntemlerde Raman Spektroskopi, NP’ların YZRS özelli�inden dolayı 

�u an kullanılmaya çalı�ılmaktadır [Kneipp ve ark., 2009; Yehia ve ark., 2007]. Yarı 

iletken nanokristal yüzeyler de DNA [Charkrabarti ve Klibanov, 2003], peptid 

[Akerman ve ark., 2002] ve protein [Mattoussi ve ark., 2000] ile fonksiyonla�tırılarak 

biyolojik ajan ya da prob amacıyla ve hücre içi organellerin veya dokuların 

boyanması amacıyla kullanılmı�tır [Waston ve ark., 2003; Wu ve ark., 2002]. Bu 
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çalı�mada MGNP’ların üzerine ilaveten kimyasal olarak tutturulan Cy5 de hem hücre 

içi görüntülemenin kalitesini artırmı� hem de NP’ların farklı oranlarda alınmasına 

sebep olmu�tur. Örne�in L929 hücreleri bu NP’ları en çok ilk bir saat içerisinde 

almı� ve en fazla Ag/Glu/ssDNA/Cy5 NP’larını tercih etmi�tir. A549 hücreleri ise 

tüm maruziyet sürelerinde en fazla/hızlı Ag/Lak/ssDNA/Cy5 NP’larını almı�tır. 

Ayrıca hazırlanan bu Cy5 ile MGNP’ların A549 hücrelerinde daha uzun süre 

alıkonulabildi�i görülmü�tür. Özetle Cy5’in MGNP’lar üzerinde bulunması, L929 

hücrelerinin de�i�ik maruziyet sürelerinde bu NP’ları almasını etkilemi�, alım 

davranı�larında da küçük de�i�ikliklere sebep olmu�tur. A549 hücrelerinde ise, 

MGNP’ların alım davranı�larını de�i�tirmezken, alım miktarlarını önemli ölçüde 

etkilemi�tir, fakat daha önce çok alınan Ag/Lak/ssDNA’nın alımını çok az farkla 

artırmı�tır (24 s maruziyette).     

 

NP’ların yüzey yüklerinin, hücresel alımları etkiledi�i de bu çalı�madaki sonuçlar ile 

desteklenmi�tir. Lesniak ve arkada�ları (2005) Gümü�/dendrimer nanokompozitlerde 

polikatyonik ve polianyonik olanların hücrelere aynı oranda alınırken, nötr olanların 

daha dü�ük alındı�ını belirtmi�, ayrıca pozitif ve negatif olanların hücre içindeki 

floresanslarının, nötr olanlara göre daha iyi oldu�unu bildirmi�tir [Lesniak ve ark., 

2005]. Bu çalı�mada Cy5 ile MGNP’ların görüntüleme kalitesini artırması da onların 

negatif yüklerinden kaynaklanmı� olabilir. Fakat burada GNP’ların yüzey 

plazmonlarının rolünü hatırlamak gerekir. Çünkü bu çalı�mada GNP’ların 

sitoplazmadan gelen ı�ımaları, Au NP ile hücre içinden alınan ı�ımalara [Patra ve 

ark., 2007] göre daha net olmu�tur. Hücre içindeki NP ı�ımasının netli�ini belirleyen 

bir ba�ka faktör ise NP’ların olu�turdu�u toplanmaların büyüklü�üdür. Çünkü büyük 

NP’lar sitoplazmaya daha zor geçse de küçük NP’lara göre daha güçlü ı�ıma verirler. 

Bu çalı�mada, olu�an NP toplanmasının büyüklü�üne ba�lı olarak ı�ıma netli�inin 

de�i�mesi de bu durumu destekler niteliktedir. Böylece kanser hücrelerinin spesifik 

bir �ekilde Cy5 ile MGNP alımlarına paralel olarak daha iyi görüntülenmesi mümkün 

olabilecektir.  

 

NP’ların yüzeyi, hücre içine girince veya hücre membranına tutununca farklı 

dielektrik çevreye sahip olacakları için NP’ların absorbans dalga boyları kayar [El-



 

58 

Sayed ve ark., 2005], böylece hücre içindeki NP spektrumunun alınabilmesine de 

imkan sa�lar. Cy5 ile MGNP’lar kullanılarak da hücre içi farklı bölge veya yapıların 

spektroskopik (Raman Spektroskopisi ile) olarak tayini yapılabilir.  Çünkü Cy5 

boyası Raman aktif bir boyadır ve gümü� kolloidler de görünür bölge uyarılma dalga 

boylarında yüksek YZRS aktivitesine sahiptir [Philip ve ark., 2008].  

 

NP’ların alımlarını etkileyen faktörlerden sonra gelen di�er en önemli hususlardan 

biri de onların yüzey özelliklerine ba�lı olarak olu�turdu�u genotoksik ya da 

sitotoksik etkileridir. Dolayısıyla GNP’ların da farklı yüzey kimyası genotoksisitede 

ve sitotoksisitede de�i�ik sonuçlar do�urabilir [Ahamed ve ark., 2008]. Ayrıca 

NP’ların sitotoksisite potansiyeli hücre çe�idine göre de�i�ebilece�inden, birçok 

hücrede aynı olabilece�i gibi farklı da olabilir. Örne�in gümü�/dendrimer 

nanokompozit ve GNP, de�i�ik hücrelerde aynı derecede toksik etki olu�turmu�tur 

[Lesniak ve ark., 2005]. Fakat, Au NP’lar A549 hücrelerinde toksik iken BHK21 

hücrelerinde toksik olmamı�tır [Patra ve ark., 2007]. Nitekim MGNP’lar da benzer 

�ekilde L929 ve A549 hücrelerinde de�i�ik sitotoksisite de�erleri göstermi�tir. Bu 

çalı�mada karbohidratlarla MGNP’lar ve modifiye olmamı� GNP’lar, uygulanan tek 

dozda, 4 gün maruziyette L929 hücrelerine toksik etki yapmamı�, sadece hücre 

canlılı�ını de�i�ik maruziyet sürelerinde de�i�tirmi�tir. Bu sonuç modifiye ve 

modifiye olmamı� GNP’ların sa�lıklı hücrelerde bu konsantrasyonda 

kullanılabilece�ini öngörmü�tür. Benzer �ekilde makrofaj hücreleri ile 55 nm 

GNP’lar muamele edildi�inde, GNP’ların toksik etki göstermedi�i ve 55 nm 

GNP’ların mitokondri membran potansiyelini en az etkileyen boyut oldu�u da 

bildirilmi�tir [Carlson ve ark., 2008].  

 

De la Fuente ve arkada�ları (2007) ise insan fibroblast hücrelerini glukoz ve laktoz 

ba�lanmı� manyetik Au NP’lar ile muamele etmi� ve önemli toksisite olu�madı�ını 

bildirmi�tir [De la Fuente ve ark., 2007]. Bu sonuçlar, fare ve insan fibroblastlarında 

monosakkarit ve disakkaritle modifiye edilmi� Au ve GNP’ların toksisite 

olu�turmamasından dolayı, karbohidrat modifiyesinin, çe�itli NP’larda 

uygulanabilirli�ine öncülük edebilmesi açısından önemli görülmü�tür.  
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Fakat 16-20 nm ni�asta ile kaplanmı� GNP’ların akci�er fibroblastlarında toksisiteye 

sebep oldu�u belirtilmi�tir [AshaRani ve ark., 2009]. Chi ve arkada�ları (2008) da 

GNP ile CPB deterjanı kompleksinin, DNA ile elektrostatik ve hidrofobik etkile�ime 

girerek genotoksik hasarın artabilece�ini bildirmi�lerdir [Chi ve ark., 2008]. Ayrıca 

15 nm ve 100 nm GNP’ların rat karaci�er hücrelerinde morfolojik de�i�ikli�e; 6 s 

maruziyette ROS üretimine; ve LDH  salınımına sebep oldu�u; mitokondriyal 

mebran potansiyelini ve GSH’ı (glutatyon) azaltabilece�i de bildirilmi�tir  Üstelik 

GNP’ların aynı boyutta olmasına ra�men, de�i�ik hücrelerde daha fazla toksik etki 

olu�turabilece�i ve böylece NP’ların hücrelerin hassasiyetini ortaya koyaca�ı da 

ifade edilmi�tir [Hussain ve ark., 2005; Stolle ve ark., 2005].  

 

GNP’ların farklı yüzey kaplamaları ve konsantrasyonları da farklı toksisite 

olu�turabilmektedir. Örne�in Ahamed ve arkada�ları (2008), polisakkarit kaplı 

GNP’ların (25 nm) fare embriyonik fibroblast ve kök hücrelerinde (50�g/ml 

konsantrasyonda, 24 saat maruziyette), kaplanmamı� olanlara göre daha ciddi hücre 

hasarı olu�turdu�unu bildirmi�tir [Ahamed ve ark., 2008]. Oysa çalı�mamızda 

kullanılan monosakkarit ve disakkarit MGNP’lar (50 nm) L929 hücrelerinde 

sitotoksik etki göstermemi�tir. Böylece GNP konsantrasyonunun, yüzey 

modifikasyonunun ve boyutunun hücre toksisitesinde ne kadar önemli oldu�u 

desteklenmi�tir. Dolayısıyla GNP’ların glukoz veya laktozla modifiye edilmi� 

halleri, sa�lıklı hücrelere uygulanabilecek uygun bir NP modeli olabilece�ini 

göstermi�tir. Ayrıca bu sonuçlar, GNP’ların toksik oldu�unu belirten birkaç 

çalı�manın [Hussain ve ark., 2005; Carlson ve ark., 2008, Ahamed ve ark., 2008] 

aksine, L929 hücrelerinde toksik olmadı�ı için in vivo uygulamalarda tercih edilebilir 

NP’lar arasına girebilece�ini de desteklemi�tir. Görülüyor ki hazırlanan GNP’ların 

bazıları tek ba�ına veya karbohidratlarla modifiye edildi�inde, toksik etkiye sebep 

olabilecek bir yüzey ya da yapı olu�turmamı�tır. Ya da endozomlarda olabilecekleri 

için sitoplazmadaki toksisite mekanizmasını uyarıcı etki yapmamı� olabilirler. Bu 

nedenle NP’ların endozom içindeki davranı�ını belirlemek ya da serbest stoplazmik 

dola�ımlarını ara�tırmak gerekmektedir.  
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A549 hücrelerinde karbohidratla MGNP’ların sitotoksik etkileri, modifiye edildi�i 

moleküle ve zamana ba�lı olarak de�i�kenlik göstermi�tir. Bu de�i�kenlik de in vitro 

sitotoksisite çalı�malarında bir çok de�i�kenle açıklanabilir [Hsin ve ark., 2008; Park 

ve ark., 2007]. Kısaca, modifiye olmamı� GNP’lar L929 hücrelerinde hiç toksik 

etkiye sebep olmazken, A549 hücrelerinde %20 oranda da olsa toksisite göstermi�tir. 

Bu sonuç, kanserli hücrelere özgü toksik moleküllerin olu�turulmasına ya da bu 

ola�an toksisiteye ek olarak fototermal terapinin geli�tirilmesine de katkıda 

bulunabilmesi açısından önemli bir bulgu olmu�tur. Çünkü NP’lar aracılı�ıyla 

fototermal terapi  daha da etkili toksisite gösterebilir [Yang ve ark., 2007]. Ayrıca 

Khan ve arkada�larının (2007) bildirdi�ine göre kanser (HeLa) hücrelerine Au 

NP’lar uygulandı�ında herhangi bir sitotoksisite görülmemi�tir (Khan ve ark., 2007]. 

Dolayısıyla GNP’ların da kanserli hücrelerde Au’a alternatif olarak kullanılmasının 

mümkün olabilece�i ortaya çıkmı�tır.  

 

A549 hücrelerinde görülen önemli bir bulgu da, GNP üzerine kimyasal olarak 

ba�lanan laktozun, bu hücrelerde GNP’ların sitotoksisitesini azaltmasıdır ki bu 

durum çe�itli yüzey modifikasyonları ile sitotoksik özelli�e sahip NP’ların 

toksisitesinin azaltılabilece�ini de desteklemi�tir. Nitekim Parab ve arkada�ları da 

(2009) Au nano çubukların yüzeyini PSS (poly-styrenesulfonate) ile kaplamı�lar, 

insan di� eti epitel hücreleri ve a�ız kanseri hücreleriyle muamele etmi�lerdir. PSS ile 

kaplanmı� veya kaplanmamı� nanoçubukların her ikisinin de hücre morfolojisini 

de�i�tirdi�ini, aynı zamanda PSS kaplamayla nano çubukların hücresel alımlarının 

kolayla�tı�ını ve hücre canlılı�ını da önemli �ekilde artırdı�ını bildirmi�lerdir [Parab 

ve ark., 2009]. 

 

Bu çalı�mada elde edilen sonuçlar, AshaRani ve arkada�larının (2009) yapmı� 

oldu�u, ni�asta kaplanmı� GNP’ların akci�er fibroblast ve insan glioblastoma 

hücrelerinde önemli bir sitotoksisite olu�turmaması; ve karbohidratla modifiye 

edilmi� Au NP’ların da MCF-7 gögüs kanseri ve prostat kanseri hücrelerinde önemli 

toksisite olu�turmaması [Kong ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2008] sonuçlarıyla genel 

olarak benzerlik göstermi�tir [AshaRani ve ark., (2009]. Fakat ni�asta bir polisakkarit 

oldu�undan, kullanılan NP’ların kimyasal özellikleri ve hücre hatları da bu çalı�mada 
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kullanılanlardan farklı oldu�u için bu tür sonuçları do�rudan ili�kilendirmek yerine 

bu çalı�maları bir veri bankası olarak de�erlendirmek daha yerinde olacaktır. Sonuç 

olarak modifikasyonlarla NP’ların toksik etkisinin azaltılabilece�i; ve laktoz 

MGNP’ların kanserli hücrelerin stoplazmik mekanizmalarının anla�ılmasına imkan 

sa�layabilece�i, GNP ve glukoz MGNP’ların da kanserli hücreleri etkili bir �ekilde 

öldürme adına yeni yapılacak çalı�malara ön basamak olu�turabilece�i söylenebilir. 

 

GNP’ların üzerinde oligonükleotidlerin tek ba�ına veya karbohidratlarla bulunması, 

L929 hücrelerinde, önemli bir de�i�ikli�e veya sitotoksisiteye sebep olmamı�, sadece 

farklı zamanlarda küçük de�i�ikliklere sebep olmu�tur. Bu durum, hazırlanan bu 

NP’ların bu dozda kullanıldı�ında sa�lıklı hücreler açısından uygun bir doz 

olabilece�ini göstermektedir. Fakat oligonükleotidlerin GNP’lar üzerinde varlı�ı 

A549 hücrelerinde önemli sitotoksik de�i�imler olu�turmu�tur. Özellikle GNP’lar, 

A549 hücrelerinde toksik etki gösterir iken, üzerine oligonükleotid ba�lanması, onun 

toksik etkisini önemli derecede azaltmı�tır. Dolayısıyla oligonükleotid yüklü NP’lar 

transfeksiyon ve genetik düzenlemeyi etkileyebilece�inden [Rosi ve ark., 2006] 

GNP’lar da genetik düzenlemelere [AshaRani ve ark., 2009; Ahamed ve ark., 2008] 

etki edebilir. Böylece GNP’ların üzerine eklenecek olan DNA’ların boyu, yapısı ve 

baz dizilimi de ayarlanarak toksik etkisi olan NP’ların toksisitesinin azaltılmasında 

kullanılabilece�i de mümkün görünmektedir.  

 

Bu çalı�mada, hücrelere uygulanan MGNP’ların hücresel alım oranlarıyla 

sitotoksisiteleri arasında do�rudan bir ili�ki olmadı�ı da tesbit edilmi�tir. Örne�in 24 

s maruziyette, NP’ların A549 hücreleri tarafından alım oranı ve bu orana ba�lı olarak 

hücre ço�almasının inhibe edilmesi arasında paralel bir ili�ki görülmemi�tir. Bu 

durum ilginç bir �ekilde Zhang ve arkada�larının (2008) belirtti�ine göre radyasyona 

dayalı prostat kanseri hücre ölümünde de benzer �ekilde görülmü�tür. Çünkü glukoz 

ba�lanmı� Au NP’lar prostat kanseri hücreleri tarafından çok alınmasına ra�men, NP 

konsantrasyonuna ba�lı olarak radyasyona dayalı tümör ölümü artmamı�tır. Fakat 

NP’ların üzerine glukoz ba�lanması fototermal terapiyi daha hassas hale getirmi�tir 

[Zhang ve ark., 2008]. Dolayısıyla bu durum MGNP’lar açısından da uygulanabilir 

bir özellik olabilir, çünkü bu çalı�mada A549 hücreleri laktoz MGNP’lara daha fazla 
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ilgi göstermi�tir. Hatta bu hücrelere radyasyonla muaemele edildi�inde GNP’ların 

daha etkili yüzey plazmonu etkisinden dolayı daha iyi inhibisyon olu�turaca�ı da 

yüksek ihtimaller arasındadır. Fakat, radyasyon destekli tedaviye alternatif olarak 

kendili�inden toksik olabilecek NP’ların olu�turulması daha tercih edilir bir durum 

oldu�u için, öncelikli hedefler bu yönde olmalıdır. Çünkü çe�itli hücrelere uygulanan 

NP’ların konsantrasyonu, di�er maddelerde de oldu�u gibi toksik etki açısından çok 

önemli bir faktördür ve NP’ların uygun konsantrasyonları denenerek, yukarıda da 

bahsedilen yüzey kimyası özelliklerinin de etkisi göz önünde bulundurularak uygun 

bir NP dizaynı ile ba�ka müdahelelere gerek kalmadan hedef hücreler yok edilebilir. 

Üstelik burada NP’ların alım oranlarında, inkübasyon zamanının çok önemli bir 

faktör oldu�unu da unutmamak gerekir. 

 

NP’ların konsantrasyon etkisi hücre çe�itlerine göre de�i�ebilece�inden dolayı, 

konsantrasyona ba�lı toksik etki bazen de artabilir. Örne�in Asharani ve 

arkada�larının (2009) GNP’lar ile Comet testine (genotoksisite testi)  dayanarak 

yaptıkları bir toksisite çalı�masında, kanserli hücrelerdeki NP’ların konsantrasyonu 

arttıkça DNA hasarının da arttı�ını bildirmi�tir [Asharani ve ark., (2009]. 

 

Carlson ve arkada�ları (2008) da farklı boyutlardaki (15 nm, 30 nm, 55 nm) GNP’lar 

ile yaptıkları çalı�mada, makrofaj hücreleri ile muamele edilen NP’ların hücrelerin 

etrafında toplandı�ını ve sitotoksisitesinin de konsantrasyona ba�lı oldu�unu 

bildirmi�tir [Carlson ve ark., 2008].  

 

Henüz, kanserli hücrelerin içine gönderilen NP’lar aracılı�ıyla fototermal terapi 

çalı�malarının dı�ında, tam olarak etkili bir uygulamanın bulunamaması, �u an ki 

çalı�maları, sa�lıklı hücrelere zarar vermeyen, kanserli hücreler tarafından da 

spesifik olarak alınabilen ve sadece onlarda toksik etki yapabilecek, daha 

fonksiyonlu NP’ların geli�tirilmesine odaklamı�tır. Dolayısıyla bu çalı�mada 

kullanılan MGNP’lar da bu anlamda ümit vaat edici sonuçların olabilece�ini 

göstermi�tir. 
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Bu çalı�mada, etkili yüzey plazmonu özelli�inden dolayı birçok alanda kullanılma 

imkanı olan GNP’lar tercih edilmi�tir. GNP’ların yüzeyine karbohidrat 

(glukoz/laktoz), oligonükleotid ve floresans bir boya kimyasal olarak tek tek ve 

çe�itli kombinasyonlarla ba�lanmı�tır. Böylece bu NP’ların L929 ve A549 hücreleri 

tarafından seçici olarak alınmasını sa�lamak ve bunların stoplazmik yerle�imlerini 

görmek hedeflenmi�tir. Aynı zamanda sa�lıklı hücrelere toksik olmayan fakat 

kanserli hücreler için kendili�inden toksik olabilecek NP’ların geli�tirilmesi ve iyi 

bir hücre içi görüntülemesi de hedeflenmi�tir. Sonuç olarak, hazırlanan bu GNP’ların 

hemen hemen hepsi için ayrı ayrı ideal bir alım zamanı oldu�u görülmü�tür. Fakat 

A549 hücrelerinde Ag/laktozun kısa bir sürede di�er NP çe�itlerine ve L929 

hücrelerine oranla önemli bir farkla alınması, A549 hücreleri için hedefledi�imiz 

seçici alımı göstermi�tir. Dolayısıyla NP’ların hücreler tarafından maksimum ve 

seçici alımlarının sa�lanabilmesi için, NP’lar amaca uygun �ekilde dizayn edilmeli 

ya da geli�tirilmeli, inkübasyon süreleri de detaylı �ekilde ayarlanarak optimize 

edilmelidir. Hazırladı�ımız NP’ların L929 hücrelerine toksik olmayıp A549 

hücrelerine toksik olması da, NP’ların seçici ve kendili�inden toksisite 

olu�turabilecek kapasitesinin geli�tirilebilece�i hedefimizi kısmen yerine getirmi�tir. 

Bu nedenle hücrelere toksik özellikte olan NP’lar çe�itli hedefleme ve modifikasyon 

i�lemleriyle kanserli hücrelere özgü hale getirilerek, uygun konsantrasyonları da 

optimize edilerek, NP aracılı�ıyla kontrollü hücre ölümü çalı�maları 

yo�unla�tırılmalıdır. Bu çalı�mada Cy5 ile MGNP’ların yo�un bir �ekilde hücrelerde 

toplanması, fototermal terapi için bu NP’ların ideal NP’lar olabilece�ini de ortaya 

çıkarmı�tır. Çünkü fotodinamik terapide foto-duyarlı yapılar 700 nm’den küçük 

dalga boylu ı�ıkları absorbladı�ı ve bunun da deride sadece birkaç mm penetrasyon 

sa�ladı�ı belirtilmektedir. Böylece fotodinamik terapinin yüzeylere uygulamada ve 

hasta dokulara seçici olarak akümülasyon olayında sınırlı kaldı�ı görülür. Bu nedenle 

bu NP’lar görüntülemede oldu�u kadar tedavide de kullanılabilir. Çünkü GNP’lar, 

hücre ve dokular için daha az zararlı olan yakın infrared bölge ı�ı�ını absorblayabilir 

[Chatterjee ve ark., 2008]. GNP’ların hücre içinde büyük toplanmalar olu�turması, 

daha fazla ı�ının ısı enerjisine dönü�mesini sa�layarak hücre ölümlerini de daha etkili 

kılabilir. Ayrıca Cy5 ile MGNP’lar, üzerinde Raman aktif olan molekül (Cy5) 

ta�ımasından ve hücre içinde yeterince büyük toplanmalar olu�turmasından dolayı, 
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optimize edilerek in vitro-in vivo hücresel YZRS’de de kullanılabilir. Sonuç olarak, 

bu verilerin ı�ı�ı altında, sentezlenen de�i�ik yüzey özelliklerine sahip GNP’ların, 

daha iyi geli�tirilmesi, hücre uygulamalarının daha fazla geni�letilmesi ve bu 

NP’ların nanobiyoteknolojide uygulamalarının artırılması gerekmektedir. 
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