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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

DENEYSEL MEME KANSERİ MODELİNDE DİSÜLFİRAM YÜKLÜ 

NANOPARÇACIKLARIN ANTİKANSER ETKİSİNİN İNCELENMESİ 

 

Kübra SOLAK 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Nanobilim ve Nanomühendislik Anabilim Dalı 

Nanobiyoteknoloji Bilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. Ahmet MAVĠ 

Bu çalıĢmada toksik olmayan, biyouyumlu ve gözenekli yapıya sahip manyetik silika 

nano materyallerin (Fe3O4@mSiO2) kullanıldığı ilaç taĢıyıcı sistemin hazırlanması 

amaçlanmıĢtır. Ġlaç taĢıma sisteminin suda çözünürlüğünü artırmak ve kanser 

hücrelerine spesifikliğini sağlamak amacıyla ilaç yüklenmiĢ yapı, folik asit bağlı 

polietilenimin (PEI-FA) ile kaplanmıĢtır. Böylece ~160 nm boyutlarına sahip manyetik 

çekirdekli mezogözenekli folik asit takılı nano taĢıyıcı sistem (mMDPF) hazırlanmıĢtır. 

mMDPF’lerin ilaç yükleme oranı %4,35 olarak belirlenmiĢtir. Partiküllerin ilaç salım 

kinetiği araĢtırılmıĢ ve en iyi ilaç salımı pH 6,0’da 37°C’de elde edilmiĢtir. mMDPF, 

bakır ve/veya sodyum nitroprusit ile birlikte MCF-7 ve MCF-10A hücrelerine 

uygulanarak ilaç sisteminin meme kanseri tedavisinde etkinliği artırılmıĢtır. 

mMDPF’nin MCF-7 hücreleri tarafından daha fazla alındığı ve MCF-7’ye karĢı toksik 

etkisinin MCF-10A’ya göre çok daha yüksek olduğu gözlenmiĢtir.  

2017, 117 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Ġlaç TaĢıma Sistemi, Manyetik Nanoparçacık, Fe3O4, Disülfiram, 

Kanser  
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ABSTRACT 

Master Thesis 

 

INVESTIGATION OF ANTICANCER EFFECT OF DISULFIRAM LOADED 

NANOPARTICLES ON/IN EXPERIMENTAL BREAST CANCER MODEL 

 

Kübra SOLAK 

 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Nano Science and Nano Engineering 

Nanobiotechnology Science 

 

Supervisor: Prof. Dr. Ahmet MAVĠ 

In this study, it was aimed to prepare a drug delivery system using magnetic silica 

nanomaterial (Fe3O4@mSiO2) which was non-toxic, biocompatible and porous. The 

drug-loaded structure was coated with folic acid linked polyethyleneimine (PEI-FA) to 

increase the water solubility of the drug delivery system and to provide specificity for 

cancer cells. Thus, a magnetic core mesoporous nano-carrier system (mMDPF) with 

~160 nm dimensions was prepared. The drug-loading capacity of mMDPF was 

measured as 4.35%. Drug release kinetics of mMDPF was investigated and the best 

drug release was obtained at pH 6.0 and 37°C. The efficacy of the drug system in breast 

cancer treatment was improved by applying mMDPF with copper and/or sodium 

nitroprusside to MCF-7 and MCF-10A cells. It was observed that mMDPF was taken 

more by the MCF-7 cells and its toxicity on MCF-7 was much higher cells than MCF-

10A cells. 

2017, 117 pages 

Keywords: Drug Delivery System, Magnetic Nanoparticle, Fe3O4, Disulfiram, Cancer  
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1. GİRİŞ 

1.1. Problem Tespiti 

Kanser ilaçları, intravenöz (damar içi enjeksiyon) veya oral yolla vücuda gönderilirken 

kanser hücrelerine yeterli miktarda ulaĢması arzulanır. Kanser tedavisinde kullanılan 

ilaçların birçoğu suda çözünmez veya az çözünür, immünojeniktir
1
 veya vücut 

ortamlarında (kan, mide gibi) kararsızdır (Bardin et al. 2011; Narvekar et al. 2014). Bu 

nedenle tedavide yüksek doz ilaç uygulanmaktadır. Yüksek doz ilaç uygulaması 

sonucunda, kanser hücrelerinin yanında vücuttaki her bir hücre, ilaçtan olumsuz yönde 

etkilenmektedir. 

GeliĢtirilecek taĢıyıcı sistemler ile ilaç, suda çözünür bir matriks içerisinde taĢınabilir. 

Seçilen taĢıyıcı sistemin immünojenik olmaması, sadece hedef bölge/hücrelerde ilacı 

salması, suda çözünür olması ve vücut sıvılarında degredasyona karĢı ilacı 

koruyabilmesi belirtilen problemlerin çözümü olabilir. Tüm bu özelliklere sahip olan 

taĢıyıcı molekülün, damarlardan geçebilecek boyutlarda olması gerekmektedir. 

1.2. Çalışmanın Amacı 

Ġlaç taĢıyıcı sistemler (DDSs, Drug Delivery Systems), ilacın bir taĢıyıcı üzerinde 

hedefe özgül taĢınmasını sağlar ve/veya yalnızca amaçlanan bölgede faaliyet göstererek 

sağlıklı dokuları ilacın yan etkilerinden korur. Ġlaç taĢıyıcı sistemler, ısı veya ıĢık 

tedavisi ile birleĢtirilerek multifonksiyonel tedavilerin geliĢtirilmesinde 

kullanılmaktadır. Hedef seçiciliği yüksek olarak hazırlanabilen çoklu ilaç taĢıyıcı 

sistemler, teropötik açıdan hücresel yolakları sinerjistik bir Ģekilde etkilemektedir. 

Nanoteknolojiyi kullanan taĢıyıcı sistemler, ideal boyutları nedeniyle çeĢitli sistemleri 

bir arada kullanmak için uygun yapılardır. 

                                                 
1
 BağıĢıklığa neden olan moleküller 
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Bu tez çalıĢmasında, manyetik nanoparçacıklar (Fe3O4 MNP), mıknatısla 

yönlendirilebilmelerinden dolayı çekirdek yapı olarak seçilmiĢtir. Daha sonra Fe3O4 

MNP’ler mezogözenekli silika ile kaplanmıĢtır (Fe3O4@mSiO2). Gözeneklere anti 

kanser, apoptotik, reaktif oksijen türlerini (ROS) indükleyici etkiye sahip disülfiram 

(DSF) ilacı yüklenmiĢtir. DSF yüklü Fe3O4@mSiO2 sistemini suda iyi dağıtmak, 

immünojenik etkisini azaltmak ve hücre dıĢında ilacın salımını önlemek amacıyla yapı, 

polietilenimin-folik asit (PEI-FA) ile kaplanmıĢtır. Folik asit (FA) ise ilaç taĢıyıcı 

sistemin kanser hücrelerine özgüllüğünü artırmaktadır. Ġlaç taĢıma sisteminin 

(Fe3O4@mSiO2-DSF@PEI-FA, mMDPF) salım kinetiği ve kararlılığı iki farklı pH ve 

sıcaklıkta araĢtırılmıĢtır. Sistemin hem sağlıklı hem de kanser hücreleri üzerindeki etkisi 

in vitro olarak çalıĢılmıĢtır (ġekil ‎1.1). 

 

Şekil ‎1.1. Tez çalıĢmasının genel amacı. 
CTAB: Heksadesiltrimetil-amonyum bromür, mMDPF: Fe3O4@mSiO2-DSF@PEI-FA, ilaç yüklü 

manyetik mezogözenekli silika nanoparçacıklar. PEI: polietilenimin, FA: folik asit 

Bu tez çalıĢmasında sıkça kullanılan manyetik mezogözenekli ilaç taĢıyıcı sistem, ilk 

defa disülfiram taĢınmasında kullanılmıĢtır.  
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1.3. Kanser ve Tedavi Yöntemleri 

Kanser, insan sağlığını ve kaliteli yaĢamını etkileyen, kontrolsüz hücre bölünmesi ve 

anormal hücre döngüsünü ile karakterize olan bir grup hastalığa verilen genel bir addır. 

Hastalık klonaldir
2
 ve neoplastik

3
 süreçle tümör kitlesine dönüĢür. Tümör patogenezi 

çalıĢmaları, normal hücrelerin aĢamalı olarak neoplastik bir hal aldığını ortaya 

koymuĢtur. Yapılan çalıĢmalar ile tümör mikro çevresinde bulunan normal hücrelerin, 

tümör geliĢimini izleyen pasif seyirciler olmadığı, tümör geliĢimine katılan aktif üyeler 

olduğu ortaya çıkmıĢtır (Hanahan and Weinberg 2011). 

100’ün üzerinde farklı türü (NIH 2015) olan kanser hücreleri, devam eden proliferatif 

sinyal süreciyle baĢlayan kanserleĢme sürecinde metastatik evreye ulaĢıncaya kadar pek 

çok değiĢikliğe uğrar (ġekil ‎1.2) (Hanahan and Weinberg 2011). Kanserin insan hayatı 

için tehdit oluĢturduğu en ciddi aĢama, metastatik evredir. Çünkü bu aĢamada, vücudun 

belli bir yerinde baĢlayan kontrolsüz hücre bölünmesi, diğer organlara taĢınır. 

                                                 
2
 Tümörlü dokudaki her bir hücre tek bir kanser hücresinden köken alır 

3
 Tümöral geliĢmeyle ilgili, tümör yapısında 
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Şekil ‎1.2. Ġnsan tümörünün çok aĢamalı geliĢim süreci 

Trilyonlarca hücreye sahip insan vücudunun her an, herhangi bir yerinde, kanser 

baĢlayabilir. Dünya Sağlık Örgütü (World Health Organization, WHO), 2012 yılında 

8,2 milyon insanın ölüm nedenini kanser olarak açıklamıĢtır (WHO 2014). Üstelik her 

geçen gün yeni kanser vakalarında artıĢ gözlenmektedir. Amerika Kanser Topluluğu 

(ACS) 2017 yılında 1.688.780 yeni vakaya kanser teĢhisi konduğunu rapor etmiĢtir 

(ACS 2017). Türkiye’de, kanser nedenli ölüm oranlarına bakıldığında erkeklerde 

akciğer kanseri nedenli ölüm (%32,2) ilk sırada iken kadınların %15,7’si (ġekil ‎1.3) 

meme kanserinden hayatını kaybetmektedir (WHO 2014). Bu oran, dünyanın pek çok 

yerinde olduğu gibi kadın kanser vakalarında ölüm nedeni olarak, meme kanserini 

birinci sıraya yerleĢtirmektedir. 

• Somatik mutasyonların proliferatif sinyal oluĢturan gen 
ekspresyonunu artırması, 

• Proliferatif sinyali zayıflatan negatif-feedback (geri besleme) 
mekanizmalarında aksamalar, 

• AĢırı proliferatif sinyal sonucu hücre yaĢlanması, 

Devam eden proliferatif sinyal 

• Kontak inhibisyon mekanizması ve bundan kaçıĢ, 

• TGF-β yolağının bozulmasıyla malignansi teĢviki, 

Büyüme baskılayıcılarından kaçıĢ 

• Otofajinin hem tümör devamlılığı hem de hücre ölümü üzerine 
etkisi, 

• Nekrozisin tümör teĢvik potansiyeli ve proimfulamatuar etkisi, 

Hücre ölümüne direnç 

• Neoplastik sürecin sınırlandırılması ve teĢvik edilmesinde 
gecikmiĢ telomeraz aktivasyonu, 

• Telomerazın yeni fonksiyonu, 

Replikatif ölümsüzlüğün etkinleĢtirilmesi 

Anjiyogenezis 

Ġnvazyon ve metastaz aktivasyonu 
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Şekil ‎1.3. Türkiye’de cinsiyete bağlı olarak en sık karĢılaĢılan kanser vakaları (WHO 

2014) 

Kanser hastalığına cerrahi operasyonla tümörün uzaklaĢtırılması, kimyasal tedavi, ıĢın 

tedavisi, immünoterapi, hormon ile tedavi ve hatta alternatif tıp gibi birçok farklı 

yöntem ile çare aranmaktadır. Ancak bunların hiçbirinde Ģu ana kadar kalıcı ve etkili bir 

baĢarı sağlanamamıĢtır. 

KanserleĢme sürecinde hücrelerin kazandığı her yeni özellik bilim insanları için birer 

hedeftir. Örneğin sınırsız bölünme özelliğini sağlayan telomeraz enzim aktivitesini 

kazanmaları kanser hücrelerinde bu enzimin hedef olarak seçilmesine sebep olmuĢtur 

(N. W. Kim et al. 1994; L.-J. Ma et al. 2017; Zhdanov et al. 2017). Bunun yanında 

kanser hücreleri artmıĢ reaktif oksijen türlerinin (ROS) seviyesi ile karakterizedir (Liou 

and Storz 2010). Yüksek ROS miktarını tolere etmek için kanser hücreleri, antioksidan 

ve ROS-temizleyici sistemlerin aktivite ve ekspresyonlarını artırır (Allensworth et al. 

2015). Bazı anti-kanser tedavi yaklaĢımları kanser hücrelerinin bu savunma hattını 

yıkarak kanseri yüksek seviyede ROS birikimi ile yok etmeyi önermektedir (Marengo et 

al. 2016). Yine kanser hücrelerinin pH değerinin normal hücrelerden daha düĢük olduğu 

bilinmektedir (Gerweck and Seetharaman 1996). Bu özellik kullanılarak pH-bağımlı 

ilaç taĢıma sistemleri hazırlanmaktadır (Wu et al. 2008). Böylece sağlıklı somatik
4
 

hücreler ilaçlardan daha az etkilenmektedir. 

                                                 
4
 Vücut hücreleri 
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Pek çok araĢtırmacı kanser için tek bir tedavi yönteminin yeterli olamayacağı 

noktasında hem fikirdir. Bu nedenle erken teĢhisin yanında birden fazla tedavi 

yönteminin kombinasyonu ile kanser tedavisi hem in vitro hem in vivo olarak 

araĢtırılmakta ve bu kapsamda klinik uygulamalar yürütülmektedir.  Örneğin kanserin 

ilaç ile tedavisi, ıĢık veya ısı uygulamaları ile desteklenmektedir (Access et al. 2014; 

Luo et al. 2016). 

1.3.1. Hedefe yönelik tedavi 

Kemoterapi olarak bilinen kimyasal tedavi, kanser hücrelerini öldürmek için muhtelif 

ilaçların kullanıldığı yaygın bir tedavi yöntemidir. Fakat ilaçların tümör bölgesine 

yeterli miktarda ulaĢamaması, tolere edilemeyen toksik etkisi, çoklu ilaç direncinin 

geliĢmesi gibi nedenlerle kimyasal tedavi baĢarısı sınırlıdır. Ek olarak, ilacın kanser 

hücrelerine ulaĢması oldukça zorlu bir süreçtir. Ġlaç vücuda girdiğinde birçok engelle 

karĢılaĢır  (Maeda et al. 2013; McCrudden and McCarthy 2013). Örneğin kan, pek çok 

ilaç için kararsız bir ortamdır. Kan, tüm vücudu dolaĢtığı için tümörün olduğu organa 

gelinceye kadar ilaç pek çok organ tarafından alınmaktadır. Hedef hücreye ulaĢsa bile 

hücresel bariyerler (hücre zarı, seçici geçirgen gözenekler vb.) ile ilacın hücre içine 

alımı kısıtlanır. Ayrıca hücre, ilacı aldıktan sonra aktif dıĢa atım (efflux) mekanizması 

ile ilacı hücre dıĢına atmak suretiyle hücresel ilaç miktarının azaltılması söz konusudur. 

Yine hücre zarı ve çekirdek zarında bolca bulunan, p-glikoproteini (P-gp veya MDR1), 

ilaca karĢı direnç (MDR, multi drug resistance) geliĢtirir ve hücre içi anti kanser ilaç 

miktarını azaltır (Vasir and Labhasetwar 2005). Bu sebeple, 

 Tedavide gözlenen olumsuzlukları gidermek/en aza indirgemek, 

 Hücresel düzeyde ilaç alımını artırmak, 

 Ġlaçların dolaĢım gibi biyolojik ortamlardaki deriĢimini ve salım kinetiklerini 

optimize etmek, 

 Ġlaçların toksik ve immunojenik özelliklerini gidermek ya da en aza indirgemek, 

 DüĢük ya da yüksek dozlarda etkin ve güvenli tedavi sağlamak, ilaçların kararlılığını 

artırmak, 
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 Vücudun diğer bölgelerinde istenmeyen etkileĢmeye neden olmadan, hedef bölgede 

istenilen düzeyde farmakolojik yanıt elde etmek gibi nedenlerle hedefleme 

yapılmaktadır (Vasir and Labhasetwar 2005). 

Tümör hücre biyolojisi, tümör geliĢim süreci ve tümör mikro çevresi hakkında artan 

araĢtırmalar neticesinde, etkili hedeflenmiĢ ilaç taĢıma sistemleri tasarlanmaktadır. 

Hücreler aktif, pasif veya fiziksel yöntemler kullanılarak hedeflenebilir (ġekil ‎1.4).  

Pasif hedefleme, ilacın tümör bölgesinde seçici olarak toplanmasını sağlar ve tümör 

çevresindeki damar yapılanmasının normal dokulardan farklılığını kullanır (EPR etkisi, 

enhanced permeability and retention effect)
5
 (Peer et al. 2007; Vasir and Labhasetwar 

2005). Hem ilacın hedeflenmesi hem de kontrollü salınımında rol oynayan fiziksel 

yöntemlerde, ultrasound veya manyetik taĢıyıcı sistemler kullanılmaktadır  (Vasir and 

Labhasetwar 2005; Yin et al. 2016). Aktif hedeflemede ise doğrudan tümör vasküler 

endoteli veya tümör hücrelerinin sahip oldukları biyolojik özellikleri kullanılarak 

hedefleme yapılır. Bu kapsamda VEGF (vascular endothelial growth factor), Endoglin 

(CD105), LDL (low density protein) resesptörü ve çeĢitli hormon reseptörleri gibi 

hedefler anti-VEGF antikorları, RGD peptit dizisi, LDL ve hormon gibi ligandlarla 

kanser hücreleri hedeflenir  (Peer et al. 2007; Vasir and Labhasetwar 2005). 

                                                 
5
 Tümör çevresindeki damar geçirgenliğinin artması 
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Şekil ‎1.4. Kanser hücrelerini hedefleme yöntemleri.  
EPR: enhanced permeability and retention 

Folik asit (FA) (ġekil ‎1.5) ve folik asit reseptörü (FR), kanser hedefli ilaç taĢıma 

sistemleri için en sık tercih edilen aktif hedefleme ajanlarıdır (Fasehee et al. 2016; Han 

et al. 2016; K Hayashi et al. 2009; Li et al. 2016; Mohapatra et al. 2011). Pek çok 

kanser hücresinde overekspres olan (fazla miktarda üretilen) folik asit reseptörü normal 

hücrelerde bulunmaz veya az bulunur (Parker et al. 2005).  Bu nedenle, FR uzun süredir 

tümör marker olarak kullanılmaktadır. 

 

Şekil ‎1.5. Folik asitin kimyasal yapısı 
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α ve β izoformu olan FR, glikozilfosfatidil inositol bağlı (anchored) bir membran 

proteinidir (Parker et al. 2005). FR, FA için yüksek afiniteye sahiptir (Kd ~ 10
-10

 M) 

(Parker et al. 2005). Folik asit ise vitamin B’nin suda çözünür halidir. Folik asit düĢük 

maliyetlidir, kolay bir Ģekilde uygulanabilir, sitoplazmaya taĢınması kolaydır, diğer 

ligandlara kıyasla küçüktür (molekül kütlesi 441,40 g/mol), kararlıdır, pH ve ısıya karĢı 

dirençlidir, reseptörüne afinitesi güçlüdür, yüksek düzeyde kanser seçicidir ve en 

önemlisi immunojenik cevap oluĢturmayan bir moleküldür (Fasehee et al. 2016; K 

Hayashi et al. 2009; Hilgenbrink and Low 2005). Bu nedenle ilaç hedeflemede çok 

önemli bir yere sahiptir. FA, FR içermeyen dokulardan hızlıca atılmaktadır 

(Hilgenbrink and Low 2005). Tüm bu avantajlarından dolayı FA kullanılan hedefe 

yönelik ilaçların klinik kullanımının, gelecekte daha fazla olması beklenmektedir.  

FR, reseptör iliĢkili endositoz
6
 mekanizması ile FA ve FA bağlı her molekülü hücre 

içine almaktadır (Hilgenbrink and Low 2005). Reseptöre bağlanan folik asit veya folik 

asit konjuge yapı, endositoz vezikülü ile hücre içine geçer. Endozom kesesinin düĢük 

pH Ģartlarından (pH=~5) dolayı folik asit veya folik asit konjuge yapı reseptörden 

ayrılarak (ġekil ‎1.6) vezikülde serbest kalır (Hilgenbrink and Low 2005). 

Ġlacın hücre içine alındıktan sonra, endozomdan etkili bir Ģekilde sitoplazmaya geçmesi 

(endozomal kaçıĢ) ve hücreye etki etmesi beklenmektedir. Endozomal zarda gözenek 

oluĢumu (i), proton sünger etkisi (proton sponge effect) (ii),  füzyon (iii) ve fitokimyasal 

parçalanma (iv) olmak üzere dört yolla endozolmal kaçıĢ söz konusudur (Varkouhi et 

al. 2011). TaĢıyıcı sistem çalıĢmalarında pH-tamponlama ektisi olan polietilenimin 

(PEI), proton sünger etkisi ile endozomal kaçıĢ sağladığından dolayı sıklıkla tercih 

edilmektedir (ġekil ‎1.6, ġekil ‎1.7). 

                                                 
6
 Hücresel alım mekanizmalarından biri olan endositoz karmaĢık olmasına karĢın, birçok molekülün 

hücreye alımında görülen yaygın bir yoldur. Endositoz ile alınan yapıların bulunduğu veziküle endozom 

denir.   
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Şekil ‎1.6. FR-bağımlı hücresel alım ve proton sünger etki mekanizması 

Proton sünger etkisi, asidik pH’da endozomda ozmotik ĢiĢme yoluyla endozomun 

parçalanması Ģeklinde açıklanmaktadır. Yüksek tamponlanma kapasitesinden (pH=7,2-5 

(Varkouhi et al. 2011)) dolayı PEI, endozomal membranı destabilize eder (endozmoliz). 

Fazla miktarda amin gruplarına sahip PEI, endozom içinde proton birikmesi nedeniyle 

endozomda pozitif yüklerin artıĢına neden olur (Argyo et al. 2014; El-Sayed et al. 2009; 

X. Wang et al. 2009). Artan pozitiviteye karĢın sitoplazmadan endozoma doğru klor ve 

su akıĢı gerçekleĢir. Nihayetinde ozmotik patlama ile endozom içerisindeki taĢınan 

molekül, gen/vektör sitoplazmaya dağılır (Huth et al. 2004). Böylece ekstra bir 

endozom dağıtıcı ajan (chloroquine, peptit gibi) kullanmaya gerek kalmadan endozomal 

kaçıĢ mümkün olur. 

Proton sünger etki, henüz tam olarak anlaĢılmamıĢ olsa da, yüksek transfeksiyon 

kapasitesine sahip olduğundan dolayı hücrelere ilaç veya gen gibi bir kargo molekülün 
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aktarılmasında kullanılan baĢarılı bir mekanizmadır (Akinc et al. 2005; Benjaminsen et 

al. 2013; Varkouhi et al. 2011). Ek olarak PEI, retiküloendotelyal sistemden (RES, 

Reticuloendothelial system)
7
 kaçıĢı sağlayarak taĢıyıcı sistemi hedef doku/hücrelere 

güvenle ulaĢtırmaktadır (Cai et al. 2013). Ayrıca PEI, yapısındaki amin grupları 

nedeniyle folik asit, floresan iĢaret gibi farklı moleküllerle modifiye edilebilir. PEI’nın 

dallanmıĢ uzun zincirli formu (ġekil ‎1.7), moleküllerin bağlanabileceği ekstra boĢ 

alanlar sağladığı için moleküler modifikasyon için kullanılabilir (Steitz et al. 2007). 

 

Şekil ‎1.7. DallanmıĢ yapıya sahip PEI 

Yüksek moleküler ağırlığa sahip PEI, yüksek dozda hücreler için sitotoksiktir ancak 

taĢıyıcı sistemlerde kullanılan miktarda toksisite oldukça düĢüktür (H. Yang et al. 

2015). 

1.3.2. Kimyasal tedavi ilaçları 

Kimyasal tedavi ajanları, kanser tipine ve gözlendiği organa göre farklı Ģekillerde 

tasarlanmıĢtır (Corrie 2007). Klasik olarak ilaç intravenöz enjeksiyon veya oral yol ile 

uygulanır. Tümör bölgesine yeterli miktarda ilacın ulaĢabilmesi için ise verilmesi 

                                                 
7
 Sitoplazmalarına aldıkları hücre artıkları, yabancı cisimler ve mikroorganizmalar gibi çeĢitli maddeleri 

sindirme özelliği bulunan, sabit ya da hareketli hücrelerden oluĢan sistemdir. 
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gerekenden daha yüksek dozda ilaç verilir (ġekil ‎1.8). Doğal olarak, her ilaç ciddi 

anlamda yan etkiye sebep olur (Corrie 2007). 

 

Şekil ‎1.8. Kemoterapi ajanlarının doz-cevap eğrisi 
(A) Toksik doza çok yakın, (B) Teropötik ajanın güvenli olmayan seviyesi, (C) Hastalar için seçilen doz 

((Corrie 2007)’den Türkçe’ye çevrilmiĢtir) 

Kemoterapi ajanı olarak kullanılan yapılardan bazıları alkilleyici ajanlar, anti-

metabolitler, steroidler, hormonlar (östrojen ve progesteron gibi), monoklonal 

antikorlar, proteazom
8
 inhibitörleri, interferonlar, kanser büyüme baskılayıcılarıdır. 

Herseptin, doksorubisin, sisplatin, tamoksifen ve avastin gibi ilaçlar halihazırda 

kullanılan etkili kemoterapi ilaçlarından birkaçıdır (Çizelge ‎1.1). Son yıllarda alkol 

bağımlılığı tedavisinde kullanılan disülfiram ilacının da anti-kanser etkisi ortaya 

konmuĢ ve klinik olarak kanser hastalarında kullanılmıĢtır (Nechushtan et al. 2015). 

  

                                                 
8
 Büyük protein yapılardan oluĢur. Hasar görmüĢ veya iĢe yaramayan proteinleri, peptit bağlarını kırarak 

çalıĢan proteoliz enzimi aracılığıyla vücuttan atar. 
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Çizelge ‎1.1. Ġlaçlar etki ve mekanizmaları 

İlaç Etki Mekanizması 

Herseptin Kinaz inhibitörü ve antikor bağımlı hücresel sitotoksisite 

sağlayan monoklonal antikor 

Doksorubisin DNA enterkalasyon ajanı 

Sisplatin  DNA replikasyonunu durdurur 

Tamoksifen  Seçici östrojen reseptörü modülatörü (östrojen antagonisti) 

Avastin  VEGF (vascular endothelial growth factor - damar içi dokusu 

üreme faktörü) inhibitörüdür. Tümörü besleyen damar 

oluĢumunu önler. 

Disülfiram Divalent metal bağlayıcıdır. ÇeĢitli enzim ve proteinleri inhibe 

eder. 

1.3.3. Disülfiram ilacı 

Ditiyokarbomat ailesinin üyesi olan disülfiram (Bis(dietiltiyokarbamoil) disülfit, 

C10H20N2S4, DSF), ticari sahada Antabus veya Antabuse olarak bilinir. IUPAC ismi 1- 

(dimetil tiokarbamoil disülfanil)-N, N-dietil-metan tiyoamit (ġekil ‎1.9) olarak 

geçmektedir. 1800’lü yıllarda kauçuk iĢlenmesini hızlandırıcı bir madde olarak 

kullanılırken, ilk kez 1937’de alkol bağımlılığı tedavisinde kullanılmıĢtır (Suh et al. 

2006). DSF, günlük kullanım dozu sınırlı olması Ģartıyla (500 mg/gün), 1951 yılında 

Amerikan Besin ve Ġlaç Yönetim Kurumu’ndan (FDA, Food and Drug Administration) 

onay almıĢ güvenli bir ilaçtır (Suh et al. 2006).  

 

Şekil ‎1.9. Disülfiramın kimyasal yapısı. 

* metal bağlama bölgeleri 
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Hidrofobik karakterli DSF,  kan dolaĢımında ve mide ortamında hızlıca parçalanan 

oldukça reaktif bir moleküldür (Doroschuk et al. 2016). DolaĢımda glutatyon 

peroksidaz enzimi ile hızlıca yıkılır (yaklaĢık %90’ı) ve kandaki oranı tespit 

edilemeyecek konsantrasyonlara düĢer (Xi Chen et al. 2015; Doroschuk et al. 2016).  

Sonuç olarak DSF’ın hızlı yıkımı ve kararsızlığı ilacın klinik uygulamalarda kullanımını 

sınırlandırmakta ve kullanılacak dozu artırmaktadır. 

DSF yıkımı ile oluĢan ilk metaboliti, hücre içinde pek çok molekül ve proteinle 

reaksiyona giren dietilditiyokarbamattır (DDC, DDTC) (ġekil ‎1.10). Asidik sindirim 

ortamında ise DSF, hızlıca dietilditiyokarbomata çevrilir (Doroschuk et al. 2016; 

Fasehee et al. 2016; Koppaka et al. 2012). Genel olarak tüm ditiyokarbomatlarda 

olduğu gibi tüketilmesi ile son ürün olarak CS2 oluĢmaktadır (B Cvek and Dvorak 

2007). CS2, proteinlerle çapraz bağlar kurarak ditiyokarbomat toksisitesinde etki 

gösterir. 

 

Şekil ‎1.10. DSF metabolizması 
DDTC; dietilditiokarbamat, Me-DDTC; Metil Dietilditiokarbamat, DETC: S-Metil-N, N-

dietiltiokarbamat, DETC-SO: DETC-sülfoksit, Me-DDTC-SO: S-Metil-N, N-dietiltiokarbamat sülfoksit, 

Me-DDTC-SO2: S-Metil-N, N-dietiltiokarbamat sülfon (Koppaka et al. 2012) 
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Hem DSF hem de DDTC, tiyol reaktifidir ve proteinlerin serbest tiyolleri ile reaksiyona 

girer. Ayrıca bakır ve çinko gibi ağır metalleri Ģelatlar. Bu iki özellik ile hücresel öneme 

sahip pek çok enzimi ve proteini iĢ göremez hale getirir. Örneğin DSF’nin aldehit 

dehidrogenaz enzimini (ALDH) (EC 1.2.1.10) inhibe etmesi alkol ve kokain 

bağımlılığına karĢın DSF’nin ilaç olarak kullanılmasına neden olmuĢtur (Suh et al. 

2006). ALDH, beyin ve karaciğerde metabolizma sonucu oluĢan asetaldehiti asetik asite 

dönüĢtüren bir enzimdir (Center for Substance Abuse Treatment 2009). DSF ve 

metabolitlerinin hem sitozolik (ALDH1) hem de mitokondriyal (ALDH2) ALDH 

inhibisyonuna neden olduğu bilinmektedir (Babu et al. 2014). 

Normalde alkol vücuda alındıktan sonra metabolize olur ve asetaldehit oluĢur. DSF, 

ALDH’ın spesifik bölgesine bağlanır ve -S-S- bağları oluĢturarak enzimi geri 

dönüĢümsüz olarak inhibe eder (ġekil ‎1.11) (Kai 1982; Soghoian and Tarabar 2016). 

Alkol alımına bağlı olarak asetaldehit birikimi ile sonuçlanan mekanizma disülfiram-

alkol reaksiyonu olarak adlandırılmaktadır (Center for Substance Abuse Treatment 

2009; Kai 1982; Koppaka et al. 2012). Asetaldehit birikimi, alkol tüketimini önleyecek 

derecede, bireyde fizyolojik ve psikolojik hoĢnutsuzluğa, tiksindirici duygu 

oluĢturmasına neden olur. DSF’ın az miktarda olması halinde bile ALDH inhibe olur ve 

bu durum alkol alan kiĢide mide bulantısı, kusma ve taĢikardi
9
 gibi etkilere sebep olur. 

 

Şekil ‎1.11. ALDH metabolizması 
DSF varlığında ortamda asetaldehit birikir. 

Ġlaç, ALDH dıĢında pek çok enzim ve proteinin fonksiyonunu bozar. DSF, tiyol 

gruplarına ve bakır, çinko gibi divalent katyonlara bağlandığından hücre içi metal 

                                                 
9
 Kalbin hızlı hızlı atıĢı Ģeklinde seyreden kalp rahatsızlığıdır. 
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bağımlı süreçleri olumsuz yönde etkiler (Allensworth et al. 2015; Wiggins et al. 2015). 

Örneğin çinko Ģelatlayarak matriks metalloproteinaz
10

 MMP-2 ve MMP-9 ile doğrudan 

etkileĢir ve onların proteolitik aktivitesini inhibe eder (Fasehee et al. 2016). 

DSF metaboliti olan DDTC de, bakır Ģelatlar (ġekil ‎1.12) ve sonuçta hücre içine Cu 

akıĢı baĢlar. Cu, redoks reaksiyonlarında kritik bir role sahiptir ve DNA hasarı, protein 

yıkımı gibi sonuçlar doğuracak reaktif oksijen türlerinin üretimini baĢlatır (Xinwei Liu 

et al. 2016). DDTC uygulanan farelerin beyninde dopamin-β-hidroksilaz enziminin 

inhibisyonu gözlenmiĢtir (Lakomaa et al. 1982). Yine bu çalıĢmada enzimin aktif 

bölgesinde bulunan bakırın, DDTC tarafından Ģelatlanması suretiyle enzimin inhibe 

olduğu ortaya konmuĢtur. 

 

Şekil ‎1.12. DDTC-bakır (Cu) kompleksi 

Birçok in vitro ve in vivo çalıĢma, DSF’ın kimyasal olarak uyarılmıĢ toksisite ve 

karsinogeneze karĢı koruyucu etkisini ortaya koymaktadır. DSF sitotoksik etkisi birçok 

parametreye dayanmaktadır; DNA metiltransferazı inhibe eder, DNA’ya bağlanır ve 

DNA replikasyonunu durdurur, oksidatif stresi indükler, mitokondriyal membran 

geçirgenliğini artırır, hücre döngüsünü aksatır, proteazom aktivitesini inhibe eder (Boris 

Cvek and Dvorak 2008; Fasehee et al. 2016; Subastri et al. 2016). Redoks iliĢkili bir 

yolla apoptozisi indükler, kanser hücrelerinde proliferasyonu inhibe eder, anjiogenezisi 

durdurur ve tümör metastazına karĢı direnç gösterir (Cen et al. 2002; D. Chen et al. 

2006; Uyulur 2015; Wiggins et al. 2015). DSF, P-gp’i inhibe ederek MDR geliĢimini 

önler (B Cvek and Dvorak 2007; X. Duan et al. 2013; Song, Tang, Lei, et al. 2016; 

                                                 
10

 Kanser hücrelerinin invazyon ve metastazını sağlar. 
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Tawari et al. 2015). Böylece alınan ilacın hücre dıĢına atılmasını önleyerek kanser 

hücrelerini öldüren mekanizmaları çalıĢtırır. 

Pro-enflamatuar gen ekspresyonunun düzenlemesinde görev aldığı için birçok tedavide 

ilgi çekici bir hedef olarak görülen çekirdek faktörü NF-κB, ditiyokarbomatlar 

tarafından inhibe edilmektedir (B Cvek and Dvorak 2007). Bakır bağımlı etki gösteren 

DSF, NF-κB inhibisyonu neticesinde ROS seviyesini yükseltir. DSF proteazom 

aktivitesini bozarak NF-κB’nin aktivasyonunu önler (Boris Cvek and Dvorak 2008). 

Böylece kanser ve kanser kök hücrelerini yok edici bir etki gösterir. DSF’ın Cu ile 

desteklenmesi sonucunda kanser hücreleri için DSF’ın sitotoksik etkisi artmaktadır (Yip 

et al. 2011). DSF-Cu kompleksi bir prooksidan olarak görev yapar, NF-κB’yi inhibe 

ederek ROS aracılı kanser hücresi ölümünü indükler. Bu durumda NF-κB’ye bağlı 

antioksidan ve anti-apoptotik gen ifadesi azalır (Yip et al. 2011). DSF-Cu, kanser 

hücrelerini ROS'a karĢı koruyan ALDH1’i inhibe eder. Liu ve arkadaĢları DSF’ın 

ALDH inhibisyon özelliğinin doz bağımlı olduğunu belirtmiĢtir (P Liu et al. 2012). Bu 

çalıĢmada DSF-Cu kombinasyonunun düĢük dozda bile ALDH1’i inhibe ettiği 

gösterilmiĢtir. DSF’nin ALDH’ı inhibe etmesinin kanser tedavisinde önemli olma 

nedeni ALDH’ın kanser kök hücre (CSC) markerı olarak bilinmesidir (J. Y. Kim et al. 

2016; P Liu et al. 2012, 2013). Bu nedenle DSF, ALDH inhibisyonu yoluyla CSC’leri 

hedefe almaktadır. 

DSF suda kısmi çözünürlüğe sahip, asidik olan gastrik çevrede kararsız, hızlıca 

parçalanıp metabolize olan bir molekül olduğundan dolayı kanser tedavisinde yeterli 

miktarda ilacın tümörlü bölgeye ulaĢması çok zordur. Bu nedenle DSF’ın ilaç taĢıyıcı 

sistem ile birlikte kullanılması gerekmektedir. Genelde emülsiyon sistemleri, lipozom 

gibi toksik olmayan, biyouyumlu bileĢenler bu tip ilaçların taĢınmasında güvenli yol 

olmuĢtur. Nanoteknoloji tabanlı ilaç taĢıma sistemleri DSF’yi kararlı bir Ģekilde hedefe 

ulaĢtırmak için kullanılmaktadır (X. Duan et al. 2013; Najlah et al. 2016; L. Zhang et 

al. 2015). DSF taĢınmasında kullanılan sistemler, yükleme ve salım oranları 

Çizelge ‎1.2’de sunulmuĢtur. 
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Çizelge ‎1.2. DSF taĢınmasında kullanılan sistemler, yükleme ve salım oranları 

DDS Yükleme Salım Kaynak 

Polimerik misel %5 
12 saat pH 

7,4’te %60 
(X. Duan et al. 2013) 

Lipozom enkapsülasyonu 3 mg/mL 120 saat %>60 (Peng Liu et al. 2014) 

Lipit nanokapsülasyon 
%3,45-

3,76 

72 saat pH 

6,5’da %~50 
(L. Zhang et al. 2015) 

PLGA-PEG %5,4 24 saat %30 (Fasehee et al. 2016) 

mPEG-PLGA/PCL %5,5 - 
(Song, Tang, Shen, et al. 

2016) 

mPEG-PLGA/PCL %7,8 24 saat %30 
(Song, Tang, Lei, et al. 

2016) 

PLGA nanoparçacıkları %10 (w/w) 24 saat %~40 (Najlah et al. 2016) 

Tüm bunlara ek olarak DSF’ın silikaya karĢı güçlü adsorbsiyon özelliği Sandberg ve 

arkadaĢları tarafından ortaya konmuĢtur (Sandberg et al. 2008). Ancak Ģimdiye kadar 

DSF taĢınmasında silika sistem kullanılmamıĢtır. 

1.4. İlaç Taşıma Sistemleri ve Nano-sistemler 

Yeni ilaç keĢfi ve tedavi yöntemlerinin geliĢtirilmesinde aranan en temel özellik, 

tedavinin bölgesel olması, sadece kanser hücrelerini hedeflemesi ve ilaç salınımının 

kontrollü bir Ģekilde yapılabilmesidir. Çoğu makro molekül hidrofobiktir ve vücut 

sıvılarında iyi dağılmaz. Pek çok ilaç molekülü için hücre zarı geçirgen olmadığından 

dolayı hücreler tarafından alınamazlar. Bu sebeplerden dolayı araĢtırmacılar çeĢitli ilaç 

taĢıma sistemleri (drug delivery systems, DDSs) geliĢtirmektedir. Üstelik aynı 

sistemlerin tedavinin yanında hastalık teĢhisine yönelik olarak da kullanılabilmesi, 

istenen bir durumdur. Nanoteknolojinin çok hızlı bir Ģekilde geliĢmesi ile DDS’ler 
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arasında nano ölçekli taĢıyıcı sistemler sıkça görülmektedir. Çıplak antikorlar, kimerik 

proteinler
11

, immünotoksinler
12

, hidrojeller, dendrimerler, polimerik miseller ve 

inorganik nanoparçacıklar gibi farklı taĢıma sistemleri hazırlanmaktadır (ġekil ‎1.13) 

(Fan and Moon 2015; Safari and Zarnegar 2014; Sanna et al. 2014; Singh and Lillard 

2009; Vasir and Labhasetwar 2005). 

 

Şekil ‎1.13. ÇeĢitli ilaç taĢıma sistemleri 

Nano, Yunanca ―cüce‖ kelimesinden gelmektedir (Buzea et al. 2007). Nanometre ise 

matematiksel olarak 10
-9

 metre olarak tanımlanan bir ölçü birimidir. Nanoparçacıklar, 

en az bir boyutu 1-100 nm arasında olan, bulk hallerinden farklı olarak kendilerine özgü 

optik, elektronik, manyetik ve kimyasal özelliklere sahip yapılardır (Buzea et al. 2007). 

Boyutla ters orantılı olarak nanoparçacıklar, geniĢ yüzey alanına sahiptir. Yüzey 

alanının artması parçacıkların pek çok özelliğinde olduğu gibi biyolojik aktivitelerinde 

de değiĢime neden olmaktadır. Mesela; kuantum noktalar (quantum dots) tıbbi 

görüntülemede kullanılmaktadır (Chanda and Mohanta 2016). Bunun yanında manyetik 

nanoparçacıklar sağlık alanında hem görüntüleme (manyetik rezonans-MR ajanı) hem 

de tedavi (manyetik hipertermi) amacıyla kullanıldığı için teronostik (terapi + diyagnoz) 

multipotensiyel ilaç olarak düĢünülmektedirler (Gobbo et al. 2015; Janib et al. 2010; 

Wu et al. 2008). Biyoloji ve tıp alanında nanomateryallerin kullanım alanları; ilaç ve 

gen gönderimi, proteinlerin ve patojenlerin biyodedeksiyonu, nükleik asit analizleri, 

hipertermi, biyolojik moleküllerin ve hücrelerin belirlenmesi ve saflaĢtırılması gibi 

                                                 
11

 Rekombinant DNA teknolojisi ile hazırlanan iki veya daha fazla kodlanan diziyi (codding sequence) 

içeren bir nükleotid sekansı tarafından kodlanan hibrid proteinlerdir. 
12

 Bir toksine bağlanan insan yapımı proteinlerdir. Bir çeĢit kimerik proteindir ve genelde bir antikordur 

ya da bir antikor ile modifiye edilir. 
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sıralanmaktadır. Bunlar dıĢında doku mühendisliğinde, nano-cerrahide ve floresan 

biyolojik marker olarak da kullanılmaktadırlar (Chanda and Mohanta 2016; H. Huang 

and Lovell 2017). Sayılamayacak kadar çok alanda, birbirinden farklı amaçlara hizmet 

eden, onlarca nanoyapı mevcuttur. 

Nanoparçacıklar farklı üretim yöntemleri ile hazırlanabilir (ġekil ‎1.14). Sentez 

yöntemleri ile NP’lerin boyut ve Ģekil kontrolü sağlanır, istenilen yüzey 

modifikasyonları yapılır. Aynı zamanda çeĢitli NP’lerin bir arada kullanıldığı çoklu 

sistemler hazırlanır. 

 

Şekil ‎1.14. Nanomalzeme sentez yöntemleri ve örnekleri. 
NP’ler amaca uygun olarak seçilen herhangi bir sentez yöntemi kullanılarak sentezlenebilir. 

Kullanılacak ilaç taĢıyıcı sistemin nanoboyutta olması çok önemlidir. Vücut içerisindeki 

en küçük kapiler çapı 5-6 μm olduğu için kullanılacak taĢıyıcı sistemin boyutunun 5 

μm’den küçük olması gerekmektedir. Ayrıca, olası bir agregat oluĢumu damar 

tıkanıklığına yol açabilir. Agregasyon oluĢturmayan nano sistemlerin hazırlandığından 

emin olunmalıdır. 
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Günümüzde ―Sihirli kurĢun (magic bullet)‖ olarak adlandırılan, çevresiyle iletiĢim 

kurabilen ve cevap olarak ortam Ģartlarına göre sistemini açıp kapatabilen akıllı nano 

taĢıyıcılar geliĢtirilmektedir (Chanda and Mohanta 2016). Bu sayede ilaçların yan 

etkisinin önemli ölçüde azaltılacağı düĢünülmektedir. Ayrıca tek bir nano taĢıyıcı 

üzerine birçok ajan tutturularak farklı kombinasyonların kullanılması, sadece bir ilacın 

yüksek dozda kullanılmasına nispeten daha avantajlıdır ve mantıklıdır. Çoklu ajan 

taĢıyıcı nano sistemler; 

 Ucuz yolla elde edilmeli, 

 Kolay bir Ģekilde üretilmeli, 

 Ayarlanabilir ve dar boyut dağılım aralığına sahip olmalı, 

 Yüksek ilaç yükleme oranı için geniĢ yüzey alanına sahip olmalı, 

 Kan dolaĢımında uzun süre bozulmadan kalabilmesi için suda iyi dağılabilmeli ve 

kararlı olmalı, 

 Tümör/hastalık bölgesine yeterli miktarda ilaç taĢıyabilmeli ve 

 Yalnızca tümör/hastalık bölgesinde ilaç salarak ilacın yan etkilerini azaltmalıdır (X. 

Duan et al. 2013; Zhu et al. 2010). 

Ġlaç taĢıyıcı sistemler çoklu ilaç direncini aĢar veya azaltır, tümör hücresindeki ilaç 

yoğunluğunun fazla olmasını sağlayarak teropötik etkiyi artırır. Ġlacın kanserli 

hücrelerce çok daha yoğun alınabilmesi için ilaç taĢıyıcı sistemlerin yüzeyine çeĢitli 

moleküller takılmaktadır. Bu amaçla kanser hücre yüzeylerinde sağlıklı hücrelere 

kıyasla daha fazla üretilen reseptörlerin ligandları, örneğin epitelyal büyüme faktörü 

(EGF), folik asit, RGD (aminoasit dizisi), mannoz gibi moleküller kullanılmaktadır 

(Argyo et al. 2014). 

1.4.1. Mezogözenekli nano yapılar 

Katı maddeler üzerindeki küçük açıklıklar olarak tanımlanan gözenek (por), dıĢ yüzeyle 

bağlantısının olup olmamasına göre açık veya kapalı formda olabilir. Gözenekli yapılar, 

IUPAC (International Union at Pure and Applied Chemistry) tarafından gözenek çapı < 
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2 nm ise mikrogözenekli,  2-50 nm ise mezogözenekli ve >50 nm ise makrogözenekli 

Ģeklinde sınıflandırılır (ALOthman 2012; Föll et al. 2006; Kresge et al. 1992) 

(ġekil ‎1.15). 

 

Şekil ‎1.15. Gözenekli yapıların sınıflandırılması 
Skala ölçeksizdir. 

Takip edilen sentez yöntemi ve kullanılan materyaller farklı yapısal özelliklere sahip 

gözenek formlarının biçimlenmesine neden olmaktadır (ġekil ‎1.16). Mezogözenekli 

materyaller SBA ve M41S olmak üzere iki tiptir (ALOthman 2012). SBA (Santa 

Barbara Amorphous) tip materyallerde gözenek boyutu 5-30 nm arasında değiĢir. 

SBA’nın SBA-16, SBA-15, SBA-14 ve SBA-11 gibi çeĢitleri vardır. Kübik MCM-48 

(MCM: Mobile Crystalline Materials), hekzagonal MCM-41 ve lamelli yapıdaki MCM-

50 gibi çeĢitleri olan M41S tipi gözenekli yapılar sentezlenirken zeolitler
13

, tek 

moleküller veya katyonlar kalıp olarak kullanılmaktadır. SBA sentezi asidik koĢullar 

altında yürütülürken M41S üretiminde ortam Ģartları baziktir (He and Shi 2011). Farklı 

organik materyaller eklenerek veya ortam Ģartları değiĢtirilerek yapısal kontrol 

sağlanmaktadır. 

                                                 
13

 Yapısal olarak kil minerallerine benzeyen, pozitif yüklü atomları, iyonları ve diğer bileĢenleri hapsedip 

bulundukları sistemden uzaklaĢtıran, çeĢitli minerallerin birleĢimi ile oluĢan bir grup mineralidir. 
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Şekil ‎1.16. Gözenek çeĢitleri 
Gözenekler kapalı uç, açık uç, ölü uç veya kanal formunda olabilir 

Silika NP’lerin sentezi için sıklıkla kullanılan Stöber metodunda, bir sol-gel öncülünün 

hidrolizi ve yoğunlaĢması ile kaplama gerçekleĢir (Liberman et al. 2014). Ġkinci yöntem 

olan mikroemülsiyon sentezde silika kabuk oluĢumu miseller aracılığıyla sınırlandırılır 

(Y. Lu et al. 2002). Sol-gel yöntemi, mikroemülsiyon yöntemine göre daha çok tercih 

edilmektedir. Silika kaplama için kullanılan Stöber metodunda kimyasal reaksiyon Ģu 

Ģekildedir: 

 

Farklı mezogözenek materyalleri kullanılarak değiĢik Ģekillerde mezogözenekli nano 

yapılar hazırlanmaktadır (Liberman et al. 2014; Safari and Zarnegar 2014). Sentezde 

kullanılan her materyal nanoparçacığın boyutunu, gözenek çapını ve yüzey alanını 

etkilemektedir. Genellikle bir organosilika materyal (TEOS gibi) kullanılarak yüksek 

bazik ortamda sol-gel metoduyla elde edilen silika nanoparçacıklar, kalsinasyon veya 
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asidik alkol ortamında aĢındırma yoluyla gözenekli forma dönüĢtürülür (Liberman et al. 

2014). Üretim sürecinde pH, sıcaklık veya süre gibi ortam parametreleri değiĢtirilerek 

gözenek boyutu, gözenek hacmi ve yüzey alanı kolayca ayarlanabilir. Ayrıca kullanılan 

sürfaktanın karbon zincir uzunluğu değiĢtirilerek de gözenek boyutu ayarlanabilir (Jiang 

et al. 2016). 

Mezogözenekli silika nanoparçacıklar (MSP NP) mükemmel biyobozunur özellik ve 

kolloidal kararlılık gösterir (Cauda et al. 2010). MSP kaplama, nanoparçacık yüzeyinde 

oluĢacak istenmeyen protein adsorbsiyonunu minimize eder (Argyo et al. 2014). 

MSP’ler teĢhis amaçlı biyo iĢaretleme, biyo algılama, biyo kataliz, kemik onarımı için 

scaffold mühendisliği, molekül taĢınması gibi birçok alanda kullanılmaktadır (Argyo et 

al. 2014; Bayat et al. 2014). Mezogözenekli silika içeren nano taĢıyıcı sistemler, 

gözenekli yapısından dolayı yüksek ilaç taĢıma kapasitesine sahiptir. MSP’ler ilaç 

dıĢında DNA, RNA, oligonükleotit, protein veya enzim gibi geniĢ çeĢitlilik gösteren 

kargo repertuvarına sahiptir ( Kalantari et al. 2012; X. Ma et al. 2013; Cui et al. 2014; 

Y. Wang et al. 2014). 

MSP’lerin yapısında bulunan silanol grupları vasıtasıyla yüzey kimyası rahatlıkla 

değiĢtirilebilir ve bu sayede hedeflenebilir özellikleri artırılmaktadır. Bunun dıĢında, 

silika kabuğa floresan boyalar ilave edilebilir (Y. Lu et al. 2002). Yüzeyine floresan 

etiket taĢıyan antikor takılarak dokularda istenilen hücreler iĢaretlenebilir. Hedefe özgü 

ajanların takılması suretiyle hedef hücre tarafından alımları artırılabilir. 

MSP’lerin gözenekli yapısı nedeniyle artan yüzey alanı, yükleme etkinliğini de 

artırmaktadır. Ġlaç yükleme oranının fazla olması kadar ilacın hedefte salınımı da çok 

önemlidir. Organik veya inorganik moleküllerle yapılan yüzey modifikasyonları ile ilaç 

salım mekanizması manyetizma (Baeza et al. 2012), ıĢık (Lai et al. 2010; Wang et al. 

2014), ısı, pH (Cui et al. 2014; Zhang et al. 2015), iyonik etki (Casasús et al. 2004), 

reaktif oksijen türleri (ROS), enzim (Zhang et al. 2013) gibi iç veya dıĢ etkilerle 

tetiklenebilir. Böylece ilaç salımı, kontrollü bir Ģekilde baĢlatılıp durdurulabilir. Wang 

ve arkadaĢları doksorubisin taĢıyan, polietilen glikol ve hedefleme peptiti ile yüzeyi 
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değiĢtirilmiĢ mezogözenekli nanoparçacık sistemi kullanarak çift uyarıcı etki (NIR/pH) 

sonucunda ilaç salımı yapan bir taĢıma sistemi geliĢtirmiĢ ve meme kanseri hücrelerini 

yok etmiĢlerdir (Wang et al. 2014). 

TaĢınacak materyalin gözeneklere hapsedilmesinin ardından erken salımı önlemek adına 

genel olarak gatekeeper olarak adlandırılan protein veya farklı bir nanoparçacık (altın, 

demir nanoparçacıklar) ile gözenekler kapatılabilir, MSP tamamen lipit ile sarılabilir ya 

da aptamer ile kaplama yapılabilir (Argyo et al. 2014; C. Yang et al. 2015). Bu 

iĢlemelerin sonradan ilaç salınımını engellemeyecek Ģekilde olması veya bir uyaran ile 

salımın baĢlaması gerekir. Yapılan modifikasyonlar MSP’nin suda çözünürlüğünü 

artırır, agregasyonunu azaltır, kaplanmıĢ materyalin hızlıca parçalanmasını önler ve 

retiküloendotelyal sistemden (RES
14

) kaçıĢını sağlar. 

Genellikle ilaç taĢıyan MSP’ler hücreye calveole iliĢkili endositoz yolu ile alınır (Argyo 

et al. 2014). Ġlacın sitoplazmada etki edebilmesi için endozomdan sitoplazmaya geçiĢi 

zorunludur. Çünkü uzun süre endozomda bulunma, lizozomal degredasyon nedeniyle 

ilacın zarar görmesine neden olacaktır. Doksorubisin gibi bazı kanser ilaçları kendi 

endozomal kaçıĢ mekanizmalarına sahiptir. Bu nedenle MSP dâhil diğer çok 

fonksiyonlu ilaç taĢıyıcı sistemlerde etkili bir endozomal kaçıĢ sağlanmalıdır. Yüzey 

yükü pozitif olan yapıların endozomal kaçıĢının daha kolay olduğu bilinmektedir (He 

and Shi 2011). Bu sebeple pozitif zeta potansiyeline sahip polietilenimin (PEI), tek 

baĢına veya nanoparçacıkları kaplamak amacıyla, ilaç taĢıyıcı sistemlerde tercih 

edilmektedir (Varkouhi et al. 2011). 

MSP’lerin biyobozunması ile ilgili çalıĢmalar, MSP birikiminin en fazla RES organları 

olan karaciğer ve dalakta olduğunu belirtmektedir (Liberman et al. 2014). Fare 

kuyruğundan enjekte edilen MSP’ler daha çok tümör çevresinde yoğunlaĢmaktadır (He 

and Shi 2011). Fare deneyleri MSP biyobozunmasının karaciğerde gerçekleĢtiğini ve 

enjeksiyondan 4 gün sonra degredasyon ürünlerinin dahi atıldığını göstermektedir (He 

                                                 
14

 Retikulo endotelyal sistem, bk. dipnot 7 
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and Shi 2011). Yüzey modifikasyonları ile yüzey yükü pozitif yapılan MSP’ler daha 

hızlı vücuttan atılmaktadır (He and Shi 2011; Liberman et al. 2014). Aksine, yapılan 

kaplama türüne bağlı olarak nanoparçacığın degredasyon süresi uzatılabilir. Örneğin 

PEG (Polietilen glikol) ile kaplanmıĢ MSP’ler 10 gün sonunda hala tespit 

edilebilmektedir (Liberman et al. 2014). Üstelik bu kaplama iĢlemi MSP’lerin 

makrofajlar tarafından toplanmasını azaltmaktadır. Boyut ve yüzey özellikleri, 

MSP’lerin biyodağılımlarını etkilemektedir. Genel olarak MSP’ler biyouyumu yüksek 

ve düĢük toksisite gösteren taĢıyıcı sistemlerdir. In vivo ve in vitro MSP toksisitesi doz 

ayarı ile kontrol edilebilir (Liberman et al. 2014). Bu özellikler, taĢıyıcı sistemler 

arasında MSP’lerin kullanım potansiyelini artırmaktadır. 

MSP’ler tek baĢlarına kullanıldığı gibi bir metal nanoparçacığın yüzeyine kaplama 

olarak da uygulanabilir. Bu sayede onların immün sistemden kaçıĢını ve doğal kan 

ortamında degredasyonunu önler. Özellikle toksik olmaması ve kaplama olarak 

kullanıldığında metal NP’lerin toksisitesini azaltması da göze çarpan bir diğer 

avantajıdır (Suteewong et al. 2010). Bu sayede yapı, yeni özellikler kazanmakta ve çok 

daha geniĢ uygulama sahasında kullanılabilmektedir. Bilhassa manyetik hedefleme 

sağlaması açısından manyetik mezogözenekli nanoparçacıklar son yıllarda yoğun ilgi 

görmektedir (ġekil ‎1.17). 

 

Şekil ‎1.17. Web of Science alıntılama raporu 
―Magnetic Mesoporous‖ baĢlığının Web of Science veri tabanında aranması sonucu elde edilen alıntılama 

indeksi (Science 2017) 
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Manyetik mezogözenekli NP’ler çekirdek-kabuk (core-shell) yapısıyla biyolojik 

uygulama alanlarında kendine geniĢ yer bulmuĢtur. Çekirdek-kabuk yapısı hazırlanırken 

NP’lere manyetik özellik kazandıracak manyetik nanoparçacıklar, çekirdek yapı olarak 

kullanılırken çekirdeğin etrafını saran mezogözenekli silika tabaka ise kabuk kısmında 

kullanılmaktadır. Böylece geniĢ gözenek kanallarını barındıran manyetik sistem 

istenilen moleküllerin taĢınmasında kullanılabilir. 

1.4.2. Demir oksit manyetik nanoparçacıklar (MNP) 

Peki, manyetik nanoparçacıklar nelerdir? Manyetik nanoparçacıklar, nano ölçeğe sahip 

(1-100 nm), metal veya metal oksit yapıda (Ni, Co, Fe, Fe3O4 ve Fe2O3 gibi) olan ve 

ferromanyetik yani mıknatıstan oldukça yüksek seviyede etkilenen nano parçacıklardır. 

Aslında tüm materyaller birbirinden farklı olarak belirli bir manyetik özelliğe sahiptir. 

Atomik düzeyde yüklü parçacıkların hareketi manyetizmanın kaynağını oluĢturur. 

Materyaller manyetik duyarlılıklarına göre diamanyetik, ferromanyetik, ferrimanyetik, 

antiferrimanyetik veya paramanyetik olabilirler (ġekil ‎1.18) (C. Sun et al. 2008). 
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Şekil ‎1.18. Manyetizma genel olarak beĢ gruba ayrılmaktadır. 

Manyetik nanoparçacıklar, teropötik ajanların doku spesifik salımı, hücre ve 

biyokimyasal moleküllerin iĢaretlenmesi ve ayırımı gibi uygulama alanlarında 

Diyamanyetizma 

• EĢlenmemiĢ elektron yoktur. 

• Mıknatıslanmaları çok zayıftır. 

• Mıknatıslanması mıknatıslayıcı alan yönüne terstir. 

• Tüm elektron, yörünge ve spinleri toplam manyetik 
momenti sıfır yapar. 

• Negatif, küçük ve sabit manyetik doygunluğa sahiptirler. 

Paramanyetizma 

• EĢlenmemiĢ elektron vardır. 

• Mıknatıslanmaları çok zayıftır. 

• Mıknatıslanması mıknatıslayıcı alan yönündedir. 

• Net manyetik moment sıfırdan farklıdır. 

 

Ferromanyetizma 

• EĢlenmemiĢ elektronlara sahiptir. 

• Elektron değiĢ-tokuĢuna dayanan kuvvetli manyetizmaya 
sahiptirler. 

• Kendiliğinden mıknatıslanma özelliğine sahiptirler 

• Manyetik alan içinde alan yönünde ve kuvvetli bir 
biçimde mıknatıslanırlar. 

• Demir, kobalt, nikel 

 

Antiferromanyetizma 

• Çok küçük manyetik duyarlılık gösterir 

Ferrimanyetizma 

• Manyetik alan yokluğunda da mıknatıs özelliği gösterir.  

• EĢit olmayan zıt yönlü elektron spin yönelimine sahiptir. 
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kullanılmaktadır (Sheng-Nan et al. 2014). Kullanılacak MNP’ler, termal ve kimyasal 

özellikleri bakımından kararlı olmalı, boyut ve Ģekli arzulanan uygulamaya göre 

ayarlanabilmelidir. Son derece hassas manyetik nano-araçlarda ve biyomedikal 

uygulamalarda MNP’lerin 20 nm’den küçük boyutlarda (süpermanyetik (Gnanaprakash 

et al. 2007)) ve dar boyut dağılım aralığına sahip (monodispers) olması öncelikli 

istenilen durumdur (S. Sun et al. 2004). Kristal yapı, Ģekil ve boyut, demir oksit 

NP’lerinin manyetik hipertermi ve manyetik alanda hareket yeteneklerini etkilemektedir 

(Sheng-Nan et al. 2014). MNP’ler in vitro ve in vivo pek çok biyomedikal 

uygulamalarda kullanılmaktadır. Özellikle kısa veya uzun vadede düĢük toksisite ve 

yüksek süpermanyetik özellikleri nedeniyle demir oksit nanoparçacıkları, ısı artıĢı 

yoluyla tedavi (manyetik hipertermi) ve yüksek çözünürlükte anatomik görüntüler 

alınmasında kullanılan manyetik rezonans görüntüleme (MRI) sistemlerinde tercih 

edilmektedir (G. Huang et al. 2013; Sheng-Nan et al. 2014). 

Literatürde yapısal açıdan farklılık gösteren wüstite (FeO), goetit (FeO(OH)), hematit 

(α-Fe2O3), maghemit (γ-Fe2O3), manyetit (Fe3O4) gibi çeĢitli demir oksit 

nanoparçacıkları karĢımıza çıkmaktadır (Ahn et al. 2012). Bu çeĢitlilik, demir tuzlarının 

içinde bulunduğu solüsyon ortamından etkilenerek demir iyonlarının (Fe
2+

, Fe
3+

) farklı 

indirgenme reaksiyonlarından kaynaklanmaktadır (ġekil ‎1.19). 

 

Şekil ‎1.19. Birlikte çöktürme yöntemi ile manyetit üretim yolu (Ahn et al. 2012) 
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Manyetit olarak adlandırılan demir oksit (FeO.Fe2O3, Fe3O4) nanoparçacıkları en kararlı 

MNP’dir. Kimyasal olarak yapısında hem Fe
2+

 hem de Fe
3+

 bulundurur (Sheng-Nan et 

al. 2014). Bu nedenle oksijen atomlarının arasında tetrahedral ve oktahedral bölgelere 

demir katyonu yerleĢmiĢtir (ġekil ‎1.20) (Harris et al. 2015). Yani manyetit oktahedral 

ve tetrahedral/oktahedral tabakaların karıĢımından oluĢmaktadır (Sheng-Nan et al. 

2014). 

 

Şekil ‎1.20. 2,6 nm boyutlu bir Fe3O4 MNP 
Mavi demir atomunu, kırmızı oksijen atomunu temsil etmektedir (Harris et al. 2015) 

Demir oksit nanoparçacıkların boyutu, kristal ve yüzey yapısı gibi özellikleri çeĢitli 

sentez yöntemleri kullanılarak kontrol edilmektedir. PVD (physical vapor deposition), 

CVD (chemical vapor deposition), sol-jel, elektrodepozisyon, birlikte çöktürme, 

hidrotermal, termal bozuĢma gibi çeĢitli yöntemler ile MNP’ler sentezlenmektedir 

(Mascolo et al. 2013; Sheng-Nan et al. 2014). 

Fe
2+

 
 
ve Fe

3+
 iyonlarının bir bazik çözelti varlığında (NaOH veya NH4OH) birlikte 

çöktürüldüğü sentez yöntemi en yaygın kullanılan yöntemdir (ġekil ‎1.21). Ancak bu 

yöntemde sulu ortamda sentez yürütüldüğünden dolayı yüksek kristalinite için gereken 

yüksek sıcaklıklara çıkılamaz. Bu yöntemde genellikle sentez ortamının pH’ı 

ayarlayarak parçacıkların Ģekil ve kararlılıkları kontrol edilmektedir. Ancak 20 nm’nin 

altında ve kontrollü boyut dağılımının elde edilmesi bu yöntemde zordur. Farklı Ģekil ve 

boyuta sahip parçacıklar farklı manyetik özellikler göstereceği için monodispers 

dağılımın elde edilmesi çok önemlidir. 
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Şekil ‎1.21. Birlikte çöktürme yöntemi reaksiyon denklemi 

Alternatif olarak bir öncü demir kaynağının yüksek sıcaklıkta organik fazda bozunması 

(thermal decomposition) yoluyla monodispers dağılım elde edilmektedir. Bu sentez 

yönteminde yüksek kristalinite elde edilir. Sentez sürecinde ulaĢılan sıcaklık değeri ve 

bu sıcaklıkta tutuldukları süre parçacık boyutuna doğrudan etki etmektedir. Örneğin 

298ºC kaynama noktasına sahip benzil eter ile 259ºC’de kaynamaya baĢlayan fenil eter 

kullanılarak hazırlanmıĢ olan parçacıklar kıyaslandığında benzil eter kullanılanların 

daha büyük boyutta olduğu gözlenmiĢtir (S. Sun et al. 2004). Genelde öncü madde 

olarak diğer öncül maddelerle kıyaslandığında daha ucuz ve yüksek verim sağlayan 

demir (III) asetilasetonat (Fe(acac)3) kullanılmaktadır. 

Termal yöntemde parçacıkların hekzan içerisinde dağılımını kolaylaĢtırıp kararlılığını 

artırmak amacıyla oleyilamin ve oleik asit kaplama ajanları kullanılmaktadır. Sürfaktan 

(surface active agent) olarak bilinen yüzey aktif maddeler genel olarak parçacıkların 

kararlılığı için gereklidirler. Bir parçacık, sürfaktan ile dipol-dipol, Van der Waals veya 

hidrojen bağı yoluyla etkileĢebilir. Termal bozunma metodunda kullanılan diğer 

indirgeyicilerle kıyaslandığında, mesela 1,2-hekzadekandiole göre oleyilamin daha 

ucuzdur. Oleyilamin, amin grubuyla parçacık yüzeyine bağlandığından parçacıktan 

ayrılması daha kolaydır. Örneğin oleik asit parçacık yüzeyine karboksil grubuyla 

bağlanır ve oleyilamin ile kıyaslandığında NP yüzeyinden daha zor ayrılır (Sheng-Nan 

et al. 2014). Parçacığın sürfaktan ile yaptığı bağ daha sonra istediğimiz molekülle 

sürfaktanın yer değiĢtirebilmesi açısından önemlidir. 

MNP’ler kimyasal tedavi ve radyoterapiye alternatif olarak geliĢtirilen manyetik 

hipertermi (magnetic hyperthermia) tedavisinde kullanılmak üzere geliĢtirilmektedir. 

Kanser hücreleriyle karĢılaĢtırıldığında normal hücreler, sıcaklık artıĢına daha 

dirençlidir. Sıcaklık artıĢı kanser hücrelerinde proliferasyonu inhibe eder ve hücre 

ölümüne (apoptotik/nekrotik) neden olur (Access et al. 2014). Isı kaynağı olarak AC dıĢ 

FeCl2 (suda)+2FeCl3 (suda)+8MOH (suda) → Fe3O4 (k)+8MCl (suda)+4H2O (s) 

(M = Na+, NH4
+)  
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manyetik alan altında MNP’lerin kullanımı manyetik hipertermi uygulamasını 

doğurmuĢtur. Çünkü MNP’ler yüksek frekanslı alternatif manyetik alan (AMF) altında 

histerezis kaybederek
15

 ısı üretirler (ġekil ‎1.22). Bu yöntemde; kanserli bölgede 

manyetik nanoparçacıkların biriktirilmesi sonucu AMF altında bölgesel ısınma ve buna 

bağlı olarak o bölgedeki kanser hücrelerinin öldürülmesi hedeflenmektedir (Koichiro 

Hayashi et al. 2014). 

 

Şekil ‎1.22. Manyetik hipertermi 
MNP’ler AC dıĢ manyetik alan altında titreĢirler ve bu titreĢim ısı üretir. Sıcaklık 42-43ºC’ye ulaĢtığında 

hücrelerde apoptotik süreç baĢlar. (AMF: Alternative Magnetic Field) 

Hipertermi hücre ölümünün teĢviki dıĢında uyarıcı olarak da kullanılabilir (Yin et al. 

2016). Özellikle uyaran varlığında ilaç salımı, ilaç salım sistemlerinde kontrolü elde 

tutmak açısından büyük avantaj sunar. Bu nedenle sıcaklık artıĢının ilaç salımını 

artırdığı ilaç salım sistemlerinin geliĢtirilmesi, sağlıklı hücreleri ilacın etkisinden 

koruyacaktır. 

Tüm özelliklerinin yanında MNP’ler, Fe
2+

 kaynağı rolünü üstlenir. Demir, demir 

bağlayan reseptör olarak bilinen transferrin aracılı endositoz yoluyla hücrelere alınır 

(Richardson and Ponka 1997). ÇalıĢmalar, hücre tarafından alınan demir 

nanoparçacıkların endositik organelde
16

 metabolize olduğunu ve açığa çıkan demirin 

divalent metal transporter aracılığıyla endo-lizozomal membrandan sitozole geçtiğini 

belirtmektedir (G. Huang et al. 2013). Açığa çıkan demir, hücre içi ROS miktarını 

                                                 
15

 Doğrultusu dönüĢümlü olarak değiĢen manyetik alanın, manyetik malzemede oluĢturduğu manyetik 

sürtünmeden kaynaklanan enerji kaybıdır. 
16

 Endozomun lizozom ile birleĢmiĢ hali 
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artırmak suretiyle düĢükte olsa kanserli dokular üzerinde toksisite gösterir (G. Huang et 

al. 2013; Richardson and Ponka 1997). 

Tüm bunlara karĢın, Fe3O4 MNP’ler, biyolojik çalıĢmalarda kullanıldığında agregasyon 

oluĢturarak hedef hücre tarafından alınmama, bağıĢıklık sistemince yakalanma veya 

hücre tarafından alındıktan sonra hemen atılma gibi problemlerle karĢılaĢılmaktadır. 

MNP’lerin demir iyonu salmasının istenmediği durumlarda MNP’ler inert bir yapı (altın 

gibi) ile kaplanarak nontoksik hale getirilebilir. Kaplanan MNP’ler, manyetik 

özelliklerinden bir Ģey kaybetmez. Yine parçacıkların kararlılığını artırmak ve onları 

biyouyumlu hale getirmek için yüzey modifikasyonları yapılmaktadır. Örneğin pH 

7’nin altına düĢünce demir oksitin yaĢam süresi kısalmaktadır (Sheng-Nan et al. 2014). 

Yüzey kimyasını değiĢtirilmesi, NP’lere ekstra kimyasal ve fiziksel özellikler de 

eklemektedir. Bu nedenle altın, polimer, karbon vb. organik veya inorganik moleküller 

ile yüzey kaplaması yapılarak manyetit, canlı sistemlerde kullanıma uygun hale 

getirilmektedir (ġekil ‎1.23). 

 

Şekil ‎1.23. Manyetik çekirdek ve kabuk formunda MNP’ler 
MNP yüzeyi organik veya inorganik moleküller ile modifiye edilebilir 
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Bölüm ‎1.4.1’de detaylıca anlatıldığı üzere silika, manyetitin kaplanması için idealdir. 

MNP’ler, mezogözenekli silika ile birleĢtirilince tek bir taĢıyıcı ile birden fazla iĢlemin 

eĢ zamanda yürütülmesi mümkün olmaktadır (Çizelge ‎1.3). Bunun yanında silika 

kaplama manyetik nanoparçacıkları daha kararlı kılar (Sheng-Nan et al. 2014). 

Çizelge ‎1.3. Manyetik mezogözenekli nano-taĢıyıcı sistemlerinin özellikleri 

Mezogözenekli Nanoparçacık Manyetik Nanoparçacık 

50-300 nm boyut aralığında sentezlenerek 

kolayca endositoz ile hücreler tarafından 

alınabilmektedir. 

Mıknatıs ile istenilen bölgede 

toplanabilmektedir. 

Polimerlerle kıyaslandığında mekanik stres, 

ısı, hidroliz indüklü degredasyon gibi 

olumsuz Ģartlara karĢı daha dirençli 

olmaktadır. 

DıĢarıdan yüksek frekanslı alternatif 

manyetik alan uygulandığında sıcaklık 

artıĢına neden olmaktadır 

Çok dar gözenek boyutu dağılımına sahiptir 

ve gözenek çapı ayarlanabilir. Bu özellik, 

farklı ilaç moleküllerinin yüklenmesini 

sağlar. 

Manyetik rezonans görüntüleme (MRI) 

için kullanılır. Bu özelliği sayesinde 

teĢhis ve tedavi eĢ zamanlı 

yürütülebilmektedir. 

Çok geniĢ yüzey alanına ve çok büyük 

gözenek hacmine sahiptir. Böylece 

maksimum düzeyde kargo 

yüklenebilmektedir. 

Çok küçük boyutlarda hazırlanabilmeleri 

ve yüzeyinin çeĢitli Ģekillerde 

fonksiyonel hâle getirilmesi ile geniĢ 

kullanım alanına sahiptir. 

Hem iç hem dıĢ yüzey alanına sahip olması 

farklı fonksiyonel grupların yüzeye 

katılmasını sağlar. Böylece sistemin 

kullanılabilirliği artmaktadır. 

Karasızdır, hızla oksitlenir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Disülfiram (DSF), metabolize olarak hızlıca dietilditiyokarbamat (DDTC)’a 

parçalandığı ve hem DSF hem de DDTC dolaĢımda kararsız olduğu için DSF taĢıma 

sistemleri kullanılmaktadır. Bu konuda yürütülmüĢ birkaç çalıĢma devam eden bölümde 

sunulmuĢtur: 

Lipozom enkapsülasyonu ile meme kanseri hücrelerine gönderilen DSF’ın NF-κB 

yolağını inhibe ettiği bildirilmiĢtir (Peng Liu et al. 2014). Duan ve arkadaĢları, 

doksorubisin (DOX) ve disülfiramı (DSF) kombinleyerek önerdikleri tedavi modelinde 

pH duyarlı misel taĢıma sistemi kullanmıĢlardır (X. Duan et al. 2013). Bu çalıĢmada 

çoklu ilaç direncinin üstesinden gelmek için DSF’ın P-glikoproteini inhibe etme 

özelliğinden faydalanılmıĢtır. Bu Ģekilde hücreler aldıkları DOX ilacını efluks 

mekanizmasıyla geri atamayacaktır. Aynı zamanda DSF, apoptotik özelliğe sahip 

olduğu için tedaviye ikinci bir katkı sağlamıĢtır. GeliĢtirdikleri kan dolaĢımında kararlı, 

sadece asidik ortamda parçalanabilen, hem DSF hem de DOX taĢıyan misel yapısı, 

meme kanseri tümör modelinde etkili sonuç göstermiĢtir. DSF’ı oldukça kararlı bir 

Ģekilde misel içerisine hapsetmiĢler ve yapının DSF taĢıma kapasitesini %5 olarak 

ölçmüĢlerdir. 

Chen ve ekibi mide ortamında ve yüksek sıcaklıkta DSF ilacının kararlı kalmasını 

sağlayacak lipid emülsiyon sistemi hazırlamıĢlardır (Xi Chen et al. 2015). Bir diğer 

çalıĢmada, kanser hücrelerinde bakır (Cu) ve DSF sitotoksisite mekanizması 

araĢtırılmıĢ, sonuçta DSF/Cu kompleksinin kanser hücrelerinde reaktif oksijen türlerini 

ürettiği ve hızlı bir Ģekilde hücre ölümüne neden olduğu belirtilmiĢtir (Tawari et al. 

2015). DSF/Cu kompleksinin yüksek oranda toksik olmasına rağmen DDTC/Cu 

kombinasyonunun sitotoksik olmadığı ortaya konmuĢtur. Aynı zamanda araĢtırmacılar 

ayrı ayrı verilen DDTC-bakır karıĢımının ROS üretimine neden olmadığını 

gözlemlemiĢtir. Ancak aynı anda uygulanan düĢük doz DSF/Cu kompleksi yüksek 

miktarda ROS üretimine neden olmaktadır. Diğer bir çalıĢmada DSF, Cu ile birlikte 
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kullanıldığında, enflamatuar meme kanserinde (IBC) tümör redoks direncinin kırıldığı 

ve kanser hücrelerinin etkili bir Ģekilde öldürüldüğü belirtilmiĢtir (Allensworth et al. 

2015).  Bunun dıĢında Wiggins ve arkadaĢları meme kanseri tedavisinde DSF-indüklü 

sitotoksisiteden faydalanmıĢtır (Wiggins et al. 2015). ÇalıĢmada DSF’ın anti-tümör 

aktivitesinde çinko iyonunun rolü araĢtırılmıĢ ve çok düĢük konsantrasyonlarda 

uygulanan DSF ve ZnCl2 ile meme kanseri hücrelerinde ciddi oranda ölüm gözlenirken 

sağlıklı epitel hücrelerde hiçbir etki gözlenmemiĢtir. Çinkoya kıyasla bakırın kanser 

hücrelerinde DSF toksisitesini daha çok artırdığı ortaya konmuĢtur (Wiggins et al. 

2015). 

Glioblastoma hücrelerine DSF taĢınması amacıyla yapılan bir araĢtırmada, 

araĢtırmacılar %10 ve %20 (w/w) oranlarında PLGA (Poli (laktik-ko-glikolik asit)) ve 

DSF kullanarak milirod hazırlamıĢlardır (McConville et al. 2015). Çubukları küçük 

parçalara ayırdıktan sonra DSF/PLGA kararlı solüsyonu hazırlanmıĢ, tüm çalıĢma bu 

kararlı solüsyon üzerinden sürdürülmüĢtür. AraĢtırmacılar tümör çevresine hazırlanan 

milirodun stereotaksi
17

 ile yerleĢtirilerek tedavide kullanılabileceğini önermiĢlerdir. 

Zhang ve arkadaĢları, TAT peptiti (TATp, YGRKKRRQRRR) ile hedef özgül hâle 

getirdikleri lipozom enkapsülasyon sistemini DSF taĢıma aracı olarak kullanmıĢ ve pH 

bağımlı ilaç salınımını denetlemiĢlerdir (Zhang et al. 2015). AraĢtırmacılar farklı 

miktarlarda PEG (Polietilen glikol) ile kaplama yaparak korudukları sistemlerinin 

boyutunun 50-100 nm aralığında değiĢtiğini ve ilaç yükleme oranlarının %3,45-3,76 

arasında değiĢtiğini belirtmiĢtir. TATp ve PEG, lipit nanokapsülün kararlılığını 

artırmıĢtır. Sisteme dâhil ettikleri PGA (Poliglutamat asit) ile pH kontrollü ilaç 

salınımını sağlamıĢlardır. ÇalıĢmada en iyi ilaç salınımının pH=6,5’te elde edildiği 

gösterilmiĢtir. Fareler üzerinde yürüttükleri çalıĢmalarda DSF taĢıyan sistemin tümör 

bölgesinde yoğunlaĢtığı ve tümörü küçülttüğü ortaya konmuĢtur. AraĢtırmacılar DSF’ın 

en iyi anti kanser etkisini, Cu varlığında gözlemlemiĢtir. 

                                                 
17

 Bir tümör veya hastalıklı alana tam bir kesinlik içinde ve sağlıklı dokuları en az etkileyecek biçimde 

ilaç/ıĢık verilmesi 
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Song ve arkadaĢları ilaç taĢıma sistemlerinde sıklıkla kullanılan yaygın bir polyester 

olan PLGA’yı DSF enkapsülasyonunda kullanmıĢlardır (Song, Tang, Lei, et al. 2016). 

Hazırladıkları mPEG-PLGA/PCL
18

 sisteminin ilaç taĢıma kapasitesini %7,8 olarak 

belirlemiĢlerdir. Aynı zamanda bu çalıĢmada lipozom tabanlı taĢıma sistemiyle 

kıyaslandığında NP tabanlı taĢıma sistemlerinin DSF yükleme oranını ve kararlılığını 

artırma yönünde daha avantajlı olduğu ortaya konmuĢtur. Wang ve arkadaĢları da DSF 

yüklü PLGA uygulanmıĢ olan pankreas kanseri hücrelerinin öldüğünü, bu 

enkapsülasyon sistemini fare modelinde denediklerinde de tümörü küçülttüğünü ortaya 

koymuĢtur (Z. Wang et al. 2016). Fasehee ve arkadaĢları, folat reseptörü hedefli DSF 

yüklü (yaklaĢık %5) PLGA-PEG nanoparçacıklarını meme kanserine karĢı 

kullanmıĢlardır (Fasehee et al. 2016). Bu çalıĢmada, folik asit içermeyen 

nanoparçacıklara oranla, folik asit ile modifiye edilmiĢ nanoparçacıkların toksisite ve 

ROS miktarında artıĢ gözlenmiĢtir. Ayrıca fare modelinde denenen ilaç taĢıyan sistem, 

tümör kitlesini ciddi oranda küçültmüĢtür. Benzer bir çalıĢmada %10’luk DSF 

solüsyonu PLGA ve PCL sistemine hapsedilmiĢtir (Najlah et al. 2016). Poli-L-glutamik 

asit-sisplatin ile konjuge olarak kullanıldığında ise disülfiramın sisplatin direncini 

azalttığı ortaya konmuĢtur (Song, Tang, Shen, et al. 2016). 

DSF dıĢında farklı ilaçların taĢınması için kullanılan sistemler mevcuttur. Örneğin FA 

reseptörü ile hedeflenmiĢ manyetik-mezogözenekli silika nanoparçacıkları anti kanser 

DOX ilacının taĢınmasında kullanılmıĢtır (Li et al. 2016). Li ve arkadaĢları, DOX yüklü 

manyetik-mezogözenekli silika nanoparçacıkları PEI-FA ile modifiye etmiĢ (M-

MSN(DOX)/PEI-FA), sistemin suda çözünürlüğünü ve kanser hedefleme özelliklerini 

artırmıĢlardır (Li et al. 2016). Bu çalıĢmada PEI-FA kaplamanın nanokompleksin 

ortalama boyutunda 195 nm’den 217 nm’ye artıĢa sebep olduğu belirtilmiĢtir. Ayrıca 

gözenekli yapıda gözenek çapı 3,4 nm, gözenek hacmi 0,51 cm
3
/g olarak ölçülmüĢtür. 

Elektron mikroskop görüntülerine dayanarak nanokompleksin uniform ve küresel 

Ģekilde oldukları, ilaç ve siRNA yüklemenin morfolojik açıdan bir etkisinin olmadığı 

belirtilmiĢtir. Ġlaç yükleme etkinliği %12,3 olan M-MSN(DOX)/PEI-FA 

                                                 
18

 Poli (etilen glikol)-b-poli (laktit-ko-glikolid)/poli (ε-kaprolakton) 
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nanokompleksinin ilaç salımında en ideal pH değerini 4,7 olarak belirtilmiĢtir. Ġlaç 

salımının 10 saat içinde yapılmasından ötürü tasarladıkları sistemi baĢlangıçta yüksek 

doz uygulaması gereken kanser tedavisinde kullanıĢlı olduğu öne sürülmüĢtür. Bu 

çalıĢmada kimyasal tedavi ve gen tedavi eĢ zamanlı yürütülmüĢtür. 

Lai ve arkadaĢları floresan izotiosiyanat-β-siklodekstrin (FITC-β-CD) ile modifiye 

edilmiĢ mezogözenekli silika nanoparçacıklar hazırlamıĢlardır (Lai et al. 2013). 

Hazırladıkları sistem indirgeyici olmayan Ģartlarda istikrarlı iken, redoks uyaranı 

varlığında gözenekler açılmakta ve ilaç salınımı gerçekleĢmektedir. Bu sistem ile gerçek 

zamanlı olarak ilaç salınımı izlenebilmektedir. Salım kontrollü ilaç taĢıyıcı sisteme 

baĢka bir örnek olarak Chen ve arkadaĢlarının çalıĢması verilebilir. Bu çalıĢmada kanser 

hücrelerinin sahip olduğu düĢük pH özelliği kullanılarak pH<5,5 Ģartlarında ve yalnızca 

tümör hücrelerinde bolca bulunan esteraz varlığında ilaç salınımı yapabilen 

mezogözenekli silika nanoparçacıklar ile akıllı ilaç taĢıma sistemi hazırlamıĢlardır 

(Chen et al. 2014). 

Yapılan bir çalıĢmada manyetik çekirdek içeren mezogözenekli nanokompozit 

hazırlanmıĢ ve bu sistem DOX ilacının taĢınması için kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada DOX 

taĢıma kapasitesi %1,75 olarak belirlenmiĢ ve pH kontrolünde salım için taĢıma 

sisteminin etrafı PEI-FA ile sarılmıĢtır (Han et al. 2016). PEI-FA ile ilacın pH=7,4’de 

gözeneklerde kaldığı ve bu Ģekilde hazırlanmıĢ ilaç taĢıma sisteminin daha etkili olduğu 

ortaya konmuĢtur. Ayrıca PEI-FA ile düĢük pH’da ilaç salımının daha hızlı olduğu 

belirtilmiĢtir. AraĢtırma sonuçlarında sistemin maksimum ilaç salımı için en uygun 

Ģartların pH=2,0 ve PEI-FA:Nanoparçacık oranının 0,5:1 olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Jiang ve ekibinin hazırladığı Fe3O4@SiO2@LDH nanokompozit sistemine %60,32 

oranında ilaç (MTX) yüklenmiĢ ve sistem 72 saat sonunda pH=4’te bu ilacın 

%66,16’sını salmıĢtır (Jiang et al. 2016). Üstelik HeLa hücre hattında sistemin 

sitotoksik etkisi tek baĢına ilaç ile kıyaslandığında daha yüksek çıkmıĢtır. 
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Aerosil kullanılarak hazırlanan Aerosil nanoparçacıklar, DSF çözünürlüğünü artırmıĢ ve 

parçalanmasını önemli ölçüde yavaĢlatmıĢtır (Jing et al. 2014). ÇalıĢmada DSF 

yapısındaki kükürt (S) ile Aerosil’e ait silika-OH grupları arasında kurulan bağın DSF 

yıkımını yavaĢlattığı bu nedenle silika nanoparçacıkların kolay parçalanabilen DSF gibi 

ilaçların taĢınmasında daha kullanıĢlı olduğu belirtilmiĢtir. 

Bu tez çalıĢmasında, öncelikle Fe3O4 manyetik nanoparçacıklar sentezlenmiĢ ve bu 

tanecikler mezogözenekli silika kabuk ile kaplanmıĢtır (Fe3O4@mSiO2). Daha sonra 

gözeneklere DSF yüklenmiĢtir. Ardından DSF yüklü nanoparçacıklar PEI-FA ile 

kaplanmıĢtır (Fe3O4@mSiO2-DSF@PEI-FA, mMDPF). PEI, ilacın gözeneklerde 

kalmasını ve ilacın sadece endozomal pH’ta salınmasını sağlar. FA ise ilaç taĢıyan 

sistemin kanser hücreleri tarafından daha fazla alınmasını desteklemektedir. Ġlaç taĢıyıcı 

sistemin iki farklı pH (pH 7,4 ve 6,0) ve iki farklı sıcaklıkta (37 ve 42°C) DSF salım 

kinetiği belirlenmiĢtir. Ayrıca ilaç taĢıyıcı sistemin kanser (MCF-7) ve normal hücre 

(MCF-10A) hatları üzerine etkinliği test edilmiĢtir. Buna ilave olarak ilaç taĢıyıcı 

sistemin etkinliğinin bakır ve/veya sodyum nitroprusit (SNP) varlığında nasıl değiĢtiği 

belirlenmiĢtir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasallar 

Marka İsim 

Sigma Aldrich Amonyum hidroksit (NH3 basis) 

Gibco At serumu 

MERCK Bakır Klorür (CuCl2) 

Sigma Aldrich Benzil Eter 

Sigma Aldrich Demir (III) asetilasetonat, Fe(acac)3  

MERCK Dimetilsülfoksit (DMSO) 

Sigma Aldrich Disikloheksilkarbodiimid (DCC) 

Sigma Aldrich Disülfiram (DSF) 

Gibco DMEM (glikoz ve L-glutamin içeren besiyeri) 

Gibco DMEM/F12 (glikoz ve L-glutamin içeren besiyeri) 

Sigma Aldrich Epidermal büyüme faktörü (EGF) 

Sigma Aldrich Etil alkol, etanol (EtOH) 

Sigma Aldrich Etil asetat (EtOAc) 

Gibco FBS (Fetal Bovine Serum) 

Sigma Aldrich Folik asit (FA) 

Sigma Aldrich Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS) 

Sigma Aldrich Hekzan 

Sigma Aldrich Hidroklorik asit (HCl) 

Sigma Aldrich Hidrokortizon 

Sigma Aldrich Ġnsülin 

Sigma Aldrich Kloroform 

Sigma Aldrich Metanol 

ABCAM MTS Cell Proliferation Assay Kit 

Sigma Aldrich N-Dimetilformamit (DMF) 

Sigma Aldrich N-Hidrokisüksinimid (NHS) 
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Carlo Erba Nitrik asit (HNO3) 

Sigma Aldrich Oleyilamin 

Sigma Aldrich Paraformaldehit 

Gibco Penisilin-streptomisin antibiyotiği 

Sigma Aldrich Polietilenimin (PEI) 25kDa, dallanmıĢ 

MERCK Potasyum ferrosiyanür (Fe4(Fe[CN]6)3) 

MERCK Potasyum fosfat monobzik (KH2PO4) 

Carlo Erba Potasyum klorür (KCl) 

Fluka Setrimonyum bromür (CTAB), (364,45 g/mol) 

MERCK Sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4.12H2O) 

Sigma Aldrich Sodyum klorür (NaCl) 

Sigma Aldrich Sodyum nitroprusit (SNP) 

Sigma Aldrich Tetraetil ortosilikat (TEOS) 

Gibco Tripsin/EDTA (%0,25) 

Gibco Trypan blue 

3.2. Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanışı 

ÇalıĢma boyunca hazırlanmıĢ olan tüm çözeltiler Çizelge ‎3.1’de sunulmuĢtur. 
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Çizelge ‎3.1. Kullanılan çözeltiler ve hazırlanıĢı  

Çözelti Hazırlanışı 

0,1 M PBS (pH 7,4) 0,8 g NaCl, 0,02 g KCl, 0,363 g Na2HPO4·12H2O (0,144 g 

Na2HPO4) ve 0,024 g KH2PO4 80 mL saf suda çözüldükten 

sonra HCl ekleyerek pH metre yardımıyla pH 7,4’e 

ayarlanmıĢtır. Son olarak hacim saf su ile 100 mL’ye 

tamamlanmıĢtır. 

PBS, pH=7,4 200 mL saf su içerisinde 1 tablet çözülmüĢtür. 

PBS pH=6,0 200 mL saf su içerisinde 1 tablet çözülmüĢ ve konsantre HCl 

(%36,5-38) ile pH ayarlanmıĢtır. 

PBS (%10 FBS) 90 mL PBS (pH=7,4) ve 10 mL serum karıĢtırılmıĢtır.  

Hazır DMEM 10 mL serum, 1 mL antibiyotik karıĢımı ve 89 mL DMEM 

karıĢtırılmıĢtır. 

%4 PFA Paraformaldehit kullanmadan önce taze olarak 0,1 M PBS 

(pH=7,4) içerisinde %4 oranında 30 dakika oda Ģartlarında 

karıĢtırılarak hazırlanmıĢtır. 

DMEM/F12 1 mg/mL konsantrasyonlu 50 µL hidrokortizon, 5 mL at 

serum, 1 mL antibiyotik karıĢımı ve 84 mL DMEM/F12 

karıĢtırılmıĢtır. Bu besi yeri MCF-10A hücrelerinde 

kullanılmıĢtır. 

Altınsuyu (kral suyu) 10 mL nitrik asit, 30 mL hidroklorik asit ile çeker ocakta 

karıĢtırılarak hazırlanmıĢtır.  

%20 sulu hidroklorik 

asit çözeltisi 

56 mL konsantre HCl (%36,5-38) ile 20 mL saf su 

karıĢtırılmıĢ ve saf su ile hacim 100 mL’ye tamamlanmıĢtır. 

%10 Potasyum 

ferrosiyanür solüsyonu 

10 g potasyum ferrosiyanür trihidrat, 80 mL distile su 

içerisinde çözülmüĢ ve hacim saf su ile 100 mL’ye 

tamamlanmıĢtır.  

Prussian mavisi %20 sulu hidroklorik asit çözeltisi ve %10 potasyum 

ferrosiyanit solüsyonu kullanmadan hemen önce 1:1 (v/v) 

oranında karıĢtırılarak Prussian mavisi solüsyonu 

hazırlanmıĢtır. 
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3.3. Kullanılan Araç ve Gereçler 

Saf su cihazı (FISTREEM Calypso, Direct-Q 8UV), pH metre (Mettler Toledo), etüv 

(Redline- RE 53), sıcaklık kontrol ünitesi (PC441, Ordel), vakum pompası (Labconco), 

buz dolabı (Arçelik), - 80ºC dondurucu (NUAIRE), vorteks (Whirlimixer), ultrasonik su 

banyosu (ISOLAB), hassas terazi (Shimadzu UniBloc-AUX220, Shimadzu-ATX224), 

çalkalayıcı (Heidolph-Vibramax 100), ısıtıcılı manyetik karıĢtırıcı (Heidolph), kuĢ 

yuvası ısıtıcı (LapHeat), mantolu ısıtıcı (Elecrothermal), peristaltik pompa (Langer 

Pump-BT100-1L), santrifüj (Hettich-Universal 16, NÜVE-NF1200R), CO2’li inkübatör 

(NUAIRE), steril kabin (ESCO, Class II BSC), inverted mikroskop (ZEISS), mikroskop 

kamerası (Axiocam ERc 5s, Zeis), su banyosu (Memmert), Elisa plate okuyucu 

(BioTek-Epoch), çalkalayıcı inkübatör (IKA KS 2000), zetametre (Malvern), otoklav 

(HMC HIRAYAMA), evaparatör (Heidolph), UV spektrofotometre (JASCO-V-530, 

MERCK-Spectroquant NOVA 60 ve Shimadzu UV-1800), HPLC (Agilent Technology, 

1260), XRD (D2 Bruker ve GNR APD 2000 Pro), FTIR (Vertex 70V), fotoğraf 

makinesi (Canon). 

3.4. İlaç Taşıyıcı Sistemin Hazırlanışı 

3.4.1. Demir oksit manyetik nanoparçacık (Fe3O4 MNP, manyetit) sentezi 

Nanomateryallerin sentezi için schlenk sistemi kurulmuĢtur (ġekil ‎3.1). Bu sistem ile 

ortamdaki tüm hava vakum yapılarak çekilir, ortama istenilen gaz verilir ve su akıĢı ile 

soğutma yapılarak buharlaĢan çözücülerin reaksiyon ortamına geri dönüĢü sağlanır. 

MNP sentezi süresince sıcaklık rejimi otomatik olarak adım kontrol cihazı (PC441, 

Ordel) ile kontrol edilmiĢtir (ġekil ‎3.1). Senteze baĢlamadan önce otomatik ayar (auto-

tune) yapılarak sistem set edilmiĢtir. Sıcaklık ölçümlerinde K4 tipi termokupl (NiCr-Ni) 

kullanılmıĢtır. 
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Şekil ‎3.1. Oleyilamin kaplı Fe3O4 MNP sentezi için kullanılmıĢ olan schlenk sistemi 

Yüksek kalitede kristal yapıya sahip 10 nm’den küçük manyetit (Fe3O4) MNP’ler termal 

bozunma yöntemiyle (thermal decomposition) sentezlenmiĢtir. Öncül demir kaynağı 

olarak demir (III) asetil asetonat (Fe(acac)3) kullanılmıĢtır. Çözücü, sürfaktan ve 

indirgeyici ajan olarak oleyilamin, çözücü olarak ise benzil eter tercih edilmiĢtir. Sentez 

15 mL oleyilamin ve 15 mL benzil eter içerisinde çözülmüĢ 3 mmol Fe(acac)3 ile 

yürütülmüĢtür (Xu et al. 2009). Ortamı su ve oksijen kalıntılarından arındırmak için 

schlenk sistemine 45 dakika vakum uygulanmıĢtır. Vakum iĢleminden sonra istenmeyen 

oksidasyonu önlemek amacıyla ortama azot (N2) gazı uygulanmıĢ ve reaksiyon boyunca 

ortam inert atmosferde tutulmuĢtur. 

Reaksiyon ortamının sıcaklığı 30 dakika içerisinde 110°C’ye çıkarılmıĢ ve tüm öncü 

maddelerin çözünmesi için sıcaklık 1 saat bu değerde tutulmuĢtur (ġekil ‎3.2). Çekirdek 

oluĢumu (nucleation) bu süreçte gerçekleĢmektedir (Sheng-Nan et al. 2014). 1 saat 

sonunda, stabilizasyon için reaksiyon ortamı 300°C’ye ısıtılmıĢ (~10ºC/dakika) ve 1 
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saat daha sistem bu sıcaklıkta tutulmuĢtur. Ardından solüsyonun oda sıcaklığına 

soğuması için beklenmiĢtir (ġekil ‎3.2). 

 

Şekil ‎3.2. Fe3O4 MNP sentezinin süre-sıcaklık iliĢkisi 

Ortamdaki çözücü ve kirlilikleri gidermek için Fe3O4 MNP’leri etanolde dağıtılmıĢ ve 

falkon tüp içerisinde 9000 rpm’de 10 dakika santrifüj iĢlemiyle çöktürülmüĢtür. Yıkama 

adımı 2-3 kez (temiz süpernatant görünceye kadar) tekrar edilmiĢtir. Her yıkamada 

süpernatant pH metre ile ölçülmüĢ ve yıkama iĢlemiyle MNP ortamının  pH değerinin 

bazik düzeyden nötre yaklaĢtığı gözlenmiĢtir. Bu durum bağlanmayan oleyilaminin 

uzaklaĢtırıldığını göstermektedir. Son olarak parçacıklar hekzan (50 mg/mL) içerisinde 

dağıtılarak azot atmosferinde kullanılıncaya kadar saklanmıĢtır. 

3.4.2. Mezogözenekli silika kaplı Fe3O4 (Fe3O4@mSiO2) sentezi 

Gözenekli silika kaplı manyetik nanoparçacık sentezinde Stöber metodunun modifiye 

edilmiĢ hali kullanılmıĢtır (J. Kim et al. 2006). Öncelikle, 30 mg Fe3O4 MNP’leri (600 

µL) 3 mL kloroformda ultra sonikasyon ve vorteks ile dağıtılmıĢtır. Monodispers 

manyetit nanoparçacıklar, 0,4 g CTAB (54,8 mM) ihtiva eden 20 mL sulu bir solüsyona 

ilave edilmiĢ ve 30 dakika Ģiddetli bir Ģekilde (1400 rpm) karıĢtırıldıktan sonra, 
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homojen bir su-yağ mikroemülsiyonu (ġekil ‎3.3) elde edilmiĢtir. Amfifilik
19

 CTAB, 

yapısal olarak misel oluĢumuna elveriĢli olduğundan dolayı düzenli MCM-41 tip 

nanoparçacıkların hazırlanmasında sıkça kullanılmaktadır (Liberman et al. 2014). 

 

Şekil ‎3.3. (A) Su-yağ mikroemülsiyonunun Ģematik gösterimi ve (B) mikroemülsiyonun 

fotoğrafı  

Çözelti 70°C’de 30 dakika ısıtarak kloroform uzaklaĢtırılmıĢ, böylece sulu fazda 

dağılmıĢ nanoparçacıklar hazırlanmıĢtır. Daha sonra, elde edilen sulu solüsyondan 0,5 

mL alınarak, 10 mL su ile seyreltilmiĢtir. Manyetit nanoparçacıklarını içeren 

seyreltilmiĢ sulu solüsyona 0,3 mL amonyum hidroksit (NH4OH) çözeltisi ve 0,5 mL 

etil asetat (EtOAc) (5,11 mmol) içerisinde çözülmüĢ olan 0,05 mL tetraetilortosilikat 

(TEOS, 0,223 mmol) ilave edilmiĢtir. Nihai karıĢım, 30 saniye karıĢtırılıp (500 rpm) 3 

saat dinlendirilmiĢtir (ġekil ‎3.4). 

                                                 
19

 Hem hidrofilik hem hidrofobik özelliğe sahip 
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Şekil ‎3.4. Silika kaplama reaksiyonu (aging) 

TEOS, suda karıĢmadığı için çözünürlüğünün artırılmasında etanol veya etil asetat 

kullanılmaktadır (Suteewong et al. 2010). Sentez sisteminin pH değeri, elde edilecek 

yapıların düzenli sıralanmasını ve Ģekil-boyut gibi özelliklerini etkilemektedir. Etil 

asetat kullanılarak pH değeri düĢürülür. Bazı çalıĢmalarda etanol kullanılarak sistemin 

polaritesi artırılır (Suteewong et al. 2010). Su miktarı az tutularak ve düĢük 

konsantrasyonlu TEOS kullanılarak küçük boyutlarda parçacık elde edilmektedir 

(Liberman et al. 2014). HidrolizlenmiĢ TEOS ile sürfaktan-stabilize inorganik 

nanoparçacıklar (CTAB ile sarılmıĢ manyetit) elektrostatik olarak etkileĢir ve manyetik 

çekirdekli silika kaplı nanokompozit elde edilir. Ayrıca silika ve MNP arasında 

kovalent bağlar ve hidrojen bağları da kurulur. 

Suteewong ve arkadaĢları yaĢlanma (aging) süresine bağlı olarak, manyetik çekirdeğin 

gözenekli yapının merkezinden kenarına doğru konum değiĢtirdiğini öne sürmüĢtür 

(Suteewong et al. 2010). Bu çalıĢmada aynı zamanda demir oksit manyetik çekirdek 

varlığının, daha küçük boyutlarda ve daha dar dispersiyon aralığında mezogözenekli 

yapıların elde edilmesine katkı sağladığı belirtilmiĢtir. Neticede manyetik çekirdek, 

silika NP’lerin boyut kontrolünü de sağlamaktadır. Bunun yanında yaĢlanma süresi 

parçacıkların morfolojilerini de etkilemektedir (X. Sun et al. 2015). 



48 

 

 

3 saat sonra santrifüj yapılarak gözeneksiz silika kaplı manyetik nanoparçacıklar 

(Fe3O4@nSiO2) çöktürülmüĢ, birkaç kez su ve etanol ile yıkanmıĢtır. Fe3O4@nSiO2 

MNP’leri kurutulduktan sonra 550°C’de (ġekil ‎3.5) 5 saat kalsinasyon iĢlemine tabi 

tutulmuĢtur. Bu sayede, CTAB çıkarılarak mezogözenekli silika küreler içine gömülü 

manyetit nanoparçacıklar elde edilmiĢtir (Fe3O4@mSiO2). 

 

Şekil ‎3.5. (A) Kalsinasyon iĢleminin Ģematik gösterimi ve (B) süreçte kullanılan fırın  

NP’ler, birkaç kez su ve etanol ile yıkanmıĢ, 9000 rpm’de 15 dakika santrifüj iĢlemiyle 

çöktürülmüĢtür. Çökelek (Fe3O4@mSiO2), kuru bir Ģekilde oda Ģartlarında saklanmıĢtır. 

3.5. Nanoparçacıklara İlaç Yükleme (Fe3O4@mSiO2-DSF) 

Fe3O4@mSiO2 MNP’lere disülfiram (DSF) yükleme iĢleminde, 0,5 g DSF, 25 mL 

metanolde tamamen çözülerek stok solüsyon hazırlanmıĢtır. DSF stok solüsyonu, 
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+4ºC’de (L. Zhang et al. 2013) saklanmıĢtır. 250 mg Fe3O4@mSiO2 MNP’ler, 20 mL 

DSF solüsyonu içerisinde tamamen dağıtılmıĢtır. KarıĢım 24 saat oda Ģartlarında 

karıĢtırılmıĢtır (500 rpm). Böylece hidrofobik DSF, hidrofobik gözeneklere kolay bir 

Ģekilde yerleĢmiĢtir (He and Shi 2011) (ġekil ‎3.6). 

 

Şekil ‎3.6. Gözenekli taĢıyıcı sisteme DSF (Kırmızı) yüklenmesi 

3.5.1. Yüzey modifikasyonu (Fe3O4@mSiO2-DSF@PEI-FA, mMDPF) 

Öncelikle 300 mg folik asit, dimetilformamit (DMF)/dimetil sülfoksit (DMSO) (27 mL, 

3:1, h/h) çözeltisi içinde çözülmüĢ disikloheksilkarbodiimid (DCC, 93 mg) ve N-

hidroksisüksinimid (NHS, 77 mg) ile 24 saat boyunca 300 rpm karıĢtırma hızıyla 

karıĢtırılarak aktive edilmiĢtir (Zhu et al. 2010). Ardından, aktive edilmiĢ FA solüsyonu, 

%5’lik PEI solüsyonuna (250 mg PEI/5 mL DMSO) ilave edilmiĢtir. Reaksiyon ortamı 

oda sıcaklığında ve karanlık koĢullar altında 24 saat karıĢtırılmıĢtır (300 rpm). 

PEI-FA solüsyonu DSF ile doyurulduktan sonra Fe3O4@mSiO2-DSF solüsyonuna 

damla damla eklenmiĢtir (1:1, PEI:Fe3O4@mSiO2-DSF) (Li et al. 2016; X. Ma et al. 

2013). KarıĢım, 2 saat 180 rpm’de karıĢtırılmıĢtır. Ortamdaki fazla DSF, bağlanmayan 

PEI ve FA yapılarını uzaklaĢtırmak için parçacıklar, en az üç kez organik çözücü ve saf 

su ile yıkanıp santrifüj (9000 rpm’de 15 dakika) iĢlemiyle Fe3O4@mSiO2-DSF@PEI-

FA (mMDPF)  parçacıkları (ġekil ‎3.7) toplanmıĢtır (Han et al. 2016; Li et al. 2016; G. 

Wang et al. 2015). Aynı yöntem ile taĢıyıcı sistemin etkisini kontrol etmek amacıyla 

Fe3O4@mSiO2@PEI-FA (mMPF) (disülfiram içermeyen taĢıyıcı sistem) hazırlanmıĢ ve 

deneylerde kontrol numunesi olarak kullanılmıĢtır. 
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Şekil ‎3.7. Ġlaç yüklü nano taĢıyıcının PEI-FA ile yüzey modifikasyonu 

Modifikasyon iĢlemlerinin ardından mMDPF'deki DSF miktarı belirlenmiĢtir. Bunun 

için 10 mg mMDPF, oda Ģartlarında 5 mL metanol içerisinde dağıtılmıĢ ve 1 saat 

karıĢtırılmıĢtır (Wan et al. 2014). Numuneler, 9000 rpm’de 15 dakika santrifüj edilmiĢ 

ve süpernatanttaki DSF miktarı tespit edilmiĢtir. DSF miktarının belirlenmesinde 

literatürde HPLC veya UV/VIS spektrofotometre kullanılmaktadır (X. Duan et al. 2013; 

L. Zhang et al. 2013, 2015). ÇalıĢmamızda, daha hassas olması bakımından, HPLC 

metodu ile DSF miktarı ölçülmüĢtür. Ġlacın yüklenip yüklenmediği ve yüzey 

modifikasyonlarının karakterizasyonu, HPLC dıĢında, DLS ve FTIR ölçümleri ile de 

doğrulanmıĢtır (Fasehee et al. 2016; L. Zhang et al. 2015). Ayrıca FA, λ=280-370 

nm’de absorbans piki gösterdiğinden dolayı FA bağlama UV/VIS spektrofotometre ile 

kontrol edilmiĢtir (X. Ma et al. 2013). Ġlaç yükleme kapasitesi (YK) aĢağıdaki 

formüllere göre hesaplanmıĢtır (M; ağırlık olarak alınmıĢtır) (Li et al. 2016; Luo et al. 

2016; Song, Tang, Lei, et al. 2016; Wan et al. 2014): 

    
                    

      
     

3.6. Nanoparçacık karakterizasyonu 

Sentez ürünlerinin kristal yapısının aydınlatılmasında, X-ıĢını kırınım (XRD) analizi 

yapılmıĢtır. Bunun için numuneler toz halinde hazırlanmıĢ ve XRD cihazının aparatına 

tutturulmuĢtur. Numunelerin XRD desenleri D2 Bruker (Fizik Bölümü, Fen Fakültesi, 

Atatürk Üniversitesi) ve GNR APD 2000 Pro (Elektrik Elektronik Bölümü, 
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Mühendislik Fakültesi) difraktometre ile elde edilmiĢtir. Cu Kα λ=1,54 ºA dalga 

boyundaki X ıĢınları ile 30 mV ve 10 mA veya 40 mV ve 30 mA koĢullarında 

çalıĢılmıĢtır. Örnekler 0,05 adımlar ile 2θ değerinin 5-80º ve 0,02 adımlar ile 2θ 

değerinin 10-70º olduğu aralıkta taranmıĢtır. Kırınım desenleri XPOWDer yazılımı 

kullanılarak analiz edilmiĢ ve kristalit boyutu Debye-Scherrer denklemi ile 

hesaplanmıĢtır: 

  
   

      
                      

        

      
 

λ: X-ıĢını dalga boyu (0,15406 nm). 

β: FWHM değeri (full width at half maximum, pik Ģiddetinin maksimum değerinin 

yarısına düĢtüğü pik yarı geniĢliği). Origin Pro 8.5 programı ile 1,219 olarak 

hesaplanmıĢtır. 

K: ġekil parametresidir ve manyetit için bu değer 0,89’dur (Mascolo et al. 2013). 

θ: Bragg açısı. 2θ değeri 35,68° olan pik seçilmiĢ ve Cos17,84= 0,5322 olarak 

hesaplanmıĢtır. 

Parçacıkların sahip oldukları fonksiyonel grupların belirlenmesinde Vertex 70V FTIR 

spektrometresi (DAYTAM) kullanılmıĢtır (ġekil ‎3.8). Örneklerin 400-4000 cm
-1

 arası 

geçirgenlik (Transmittans) pikleri alınmıĢtır. Sıvı ölçümlerde cihazın sıvı numune 

aparatı kullanılmıĢtır. 

 

Şekil ‎3.8. Vertex 70V FTIR spektrometresi, DAYTAM, Atatürk Üniversitesi 
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ÇalıĢmamızda nanoparçacıkların yüzey yükleri (ξ-potansiyel), hidrodinamik boyutları 

(Rh) ve polidispersite indekslerinin (PDI) belirlenmesi için DLS (Dynamic Light 

Scattering) tekniği kullanılmıĢtır. Bunun için kullanılan Zetasizer cihazı (ġekil ‎3.9), 

dalga boyu 633 nm, ıĢık kaynağı He-Ne lazer ve lazer kuvveti 2 mW’tır (ZS90, 

Malvern, DAYTAM). Cihaz, süspansiyon içindeki küçük parçacıkların boyut dağılım 

profillerini belirleyen DLS metodu ile çalıĢır. DLS analizi ile parçacıkların 

hidrodinamik boyut (Rh), polidispersite indeksi (PDI, Polydispersity Index) ve zeta 

potansiyelleri hakkında bilgi elde edilmektedir. PDI değerleri 0,7’den büyük ise 

numune çok geniĢ bir boyut dağılımına sahiptir ve DLS tekniği için uygun değildir. PDI 

değerlerinin 0,05-0,7 arasında olması, parçacıkların monodispers (dar dağılım) özelliğe 

sahip olduklarını göstermektedir. En ideal dar dağılım aralığı PDI’nin 0,1-0,25 arasında 

olduğu durumlarda gözlenir. DLS ölçümüyle belirlenen zeta potansiyel değerlerinin ±40 

ve ±60 mV arasında bir yüke sahip olmaları kararlılıklarının iyi olduğunu, hatta bu 

değerin ±61mV olması mükemmel kararlılığı belirtmektedir. Zeta potansiyelinde yükün 

pozitif veya negatif olması parçacığın yüzey grupları tarafından belirlenir. Bu nedenle 

okunan ξ-potansiyel değerlerinin iĢareti yüzey kimyasını belirtirken değerin kendisi 

kararlılığını ifade etmektedir. Örneğin karboksil grupları ile modifiye edilen bir 

parçacığın ξ-potansiyelini -40 olarak ölçtüğümüzü farz edelim. Bu durumda parçacığın 

kararlılığının iyi olduğu 40 değerinden, yüzeyinin karboksille kaplı olduğu (–) 

iĢaretinden anlaĢılmaktadır. 

 

Şekil ‎3.9. Zetasizer, ZS90, Malvern, DAYTAM, Atatürk Üniversitesi 
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DLS ölçümleri, 90° açıda 25°C’de yapılmıĢtır. Numune hazırlama iĢleminde 

nanoparçacıklar analizden önce sonikasyonda tutularak dispers edilmiĢtir. 

Taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile morfolojik yapı belirlenmiĢtir. SEM 

görüntüleri için numuneler cam yüzeyinde kurutulmuĢ, altın kaplama yapıldıktan sonra 

yüzey görüntüleri alınmıĢtır (Erzincan Üniversitesi). Geçirimli elektron mikroskobu 

(TEM) kullanılarak nanoparçacıkların yapısal özellikleri belirlenmiĢtir. Bunun için FEI 

TALOS F200S TEM 200 kV elektron mikroskobu kullanılmıĢtır (Bayburt Üniversitesi). 

Nanoparçacıklar, uygun çözücülerde dispers edildikten sonra karbon kaplı bakır grid 

üzerine tutturulmuĢ ve oda sıcaklığında kurutulduktan sonra görüntüleri alınmıĢtır. 

Brunauer-Emmett-Teller (BET) ve Barrett–Joyner–Halenda (BJH) metotları 

kullanılarak parçacıkların gözenek dağılımı ve yüzey alanı tespit edilmiĢtir. BET 

yönteminde malzemenin adsobladığı gazın hacminden yola çıkılarak adsorbent yüzey 

alanı hesaplanmaktadır. BET ile yüzey alanı analizi belirli bir basınçta P/P0 adsorbsiyon 

değerini kullanır. Gözenek boyut dağılımı ise BJH metodunu kullanarak hesaplanır. Bu 

teknikte ise gaz ile tamamen dolduğu varsayılan gözeneklerin zamanla azalan rölatif 

basıncını (P/P0) kullanarak gözenek boyut dağılımı belirlemektedir. Ölçüm sırasında 

dakikada 10°C artıĢ seyredecek Ģekilde 300°C’de degaz iĢlemi yapılmıĢtır. 

Toplam gözenek boĢluğunun malzemenin hacmine oranına poropzite denir (ALOthman 

2012). Gözenekli malzemelerde genellikle 0,2-0,95 oranında porozite amaçlanır. 

IUPAC gözenekli yapıların adsorbsiyon özelliklerine bakarak, adsorbsiyon izotermini 6 

sınıfa ayırmaktadır (ALOthman 2012). ġekil ‎3.10’de sunulan bu eğrilerden tip I 

mikrogözenekli, tip II, III ve VI gözeneksiz veya makrogözenekli yapılara aittir. Tip IV 

ve V ise mezogözenekli yapılara ait adsorbsiyon izotermini belirtmektedir. 
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Şekil ‎3.10. Ġzoterm eğrileri 
Mikro (I) makro (II, III ve VI) ve mezogözenekli (IV ve V) yapılar (ALOthman 2012). 

Mezogözenekli yapılarda izoterm eğrilerinde 4 farklı gecikme kavisi (hysteresis loop) 

gözlenir ve bunlar yapıdaki gözeneklerin boyut ve geometrisi hakkında bilgi 

vermektedir (ġekil ‎3.11) (ALOthman 2012). Bu eğrilerden H1, yapının silindir benzeri 

gözenek kanallarına sahip olduğunu ve uniform dağılım gösterdiğini belirtmektedir. H2 

ise genellikle iyi tanımlanmamıĢ gözenek Ģekli ve boyutuna sahip materyallerde 

gözlenmiĢtir. H3 ve H4 gecikme kavisleri kesik Ģeklinde gözenek yapılarını belirtir. 

H4’de kesikler çok dardır. 
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Şekil ‎3.11. Mezogözenekli yapılarda gözlenen gecikme kavisleri (ALOthman 2012) 

Gözenek yapısının doğrulanması için Fe3O4@nSiO2 ve Fe3O4@mSiO2 MNP’lerinin 

BET ve BHJ analizleri yaptırılmıĢtır. 

PEI-FA ile kaplı olan nanoparçacıklar UV/NIR spektrofotometre (DAYTAM) ile geniĢ 

aralıkta taranmıĢtır. FA, λ=280 ve 370 nm’de absorbsiyon pikleri verir (X. Ma et al. 

2013). UV/NIR spektrofotometre ile yapıya bağlanan FA doğrulanmıĢtır. 

3.7. İlaç Salım Kinetiğinin İncelenmesi 

2 mg/mL mMDPF solüsyonu hem pH=7,4 hem de pH=6,0 olan Ģartlarda hazırlanmıĢtır. 

Solüsyonlar ependorf tüplere dağıtılmıĢ (1 mL) ve çalkalamalı inkübatörde (300 rpm) 

37°C ve 42°C’de inkübe edilmiĢtir. 4, 6, 7, 8, 18 ve 24. saatlerde tüpler santrifüjlenmiĢ 

(15.000 rpm 10 dakika) süpernatant ayrılmıĢtır. DSF sulu ortamda hızla 

hidrolizlendiğinden, tampon solüsyonundaki DSF miktarının doğru bir Ģekilde ölçümü 

olası değildir (Cen et al. 2004; Lewis et al. 2014; Song, Tang, Lei, et al. 2016; L. Zhang 
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et al. 2013). Bu nedenle salınan DSF miktarı NP’de kalan DSF miktarı ölçülerek 

hesaplanmıĢtır. Bu amaçla santrifüjle çöktürülen mMDPF, 1 mL metanol ile muamele 

edilip tekrar santrifüjlenmiĢtir. Metanol faz HPLC ile analiz edilmiĢ ve salım süresi 

sonunda parçacıklarda kalan DSF miktarı tespit edilmiĢtir. Aynı Ģekilde kontrol 

grubunda, 10 mg mMDPF 5 mL metanol ile karıĢtırılmıĢ ve mg nanoparçacık baĢına ne 

kadar DSF’nin yüklü olduğu HPLC ile belirlenmiĢtir. Kontrol grubu ile deney 

gruplarının farkı alınarak salınan DSF miktarı (SDSF) hesaplanmıĢtır: 

                                       

3.7.1. HPLC yöntemi 

Ġlaç içeriği HPLC metoduyla belirlenmiĢtir. ÇalıĢmada kullanılan HPLC sistemi 

(Agilent teknoloji 1260 Infinity II) Ace C18 kolon (5 μm, 250 x 4,6 mm) ve UV 

detektörden oluĢmaktadır. Mobil faz olarak 0,7 mL/dakika akıĢ hızında su-metanol 

(20/80, h/h) kullanılmıĢtır. Kolon sıcaklığı 30ºC, UV detektör 275 nm ve enjeksiyon 

hacmi 5 µL olarak ayarlanmıĢtır. 

Numunelerin ölçümüne baĢlamadan önce 0,1-30 ppm aralığında DSF çözeltileri 

kullanılarak standart grafik hazırlanmıĢtır. Nanoparçacıklara yüklenen ve 

nanoparçacıklardan salınan ilaç miktarı bu standart grafik yardımıyla hesaplanmıĢtır.  

3.7.1.a. HPLC yönteminin geçerlilik testi (validasyon) 

HPLC yöntemiyle elde edilen kalibrasyon eğrilerinin regresyon eĢitliklerinin 

istatistiksel analiz sonuçları Çizelge ‎3.2’de verilmiĢtir. 
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Çizelge ‎3.2. HPLC çalıĢmasında disülfirama ait kalibrasyon eğrileri ile ilgili istatistik 

değerleri 

Parametreler Disülfiram 

Dalga boyu () 275 nm 

Doğrusal aralık 0-30 (ppm) 

Regresyon doğrusu denklemi y=16,919x+0,2752 

Korelasyon katsayısı (r
2
) 0,9997 

Disülfiram için kalibrasyon eğrisinin en küçük değerinden daha küçük deriĢimlerde bir 

seri çözelti hazırlanıp kromatogramları alınmıĢtır. Kromatogramlarda pik yüksekliğinin 

gürültü yüksekliğine oranının (sinyal/gürültü oranının) 3 olduğu deriĢim gözlenebilme 

sınırı, 10 olduğu deriĢim ise tayin alt sınırı değeri olarak belirlenmiĢtir (Çizelge ‎3.3). 

Çizelge ‎3.3. HPLC yönteminin gözlenebilme sınırı ve tayin alt sınırı değerleri 

Etkin madde Gözlenebilme Sınırı (LOD) 

(ng/mL) (ppb) 

Tayin Alt Sınırı (LOQ) 

(ng/mL) (ppb) 

Disülfiram 25 75 

Yöntemin doğruluğu ve kesinliği gün içi ve günler arası değiĢkenlerle belirlenmiĢtir. 

Disülfiramın kalibrasyon eğrileri içine düĢen, üç farklı deriĢimde hazırlanan çözeltilerin 

aynı gün ve farklı günlerde (en fazla 2 gün içinde) kromatogramları alınıp pik alanları 

üç kez okunmuĢtur. Okunan değerlerin ortalamaları ve standart sapmaları belirlenmiĢtir. 

Yöntemin kesinliği yüzde bağıl standart sapma (%RSD) ve doğruluk da bağıl hata ile 

Çizelge ‎3.4’de verilmiĢtir. 
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Çizelge ‎3.4. HPLC yönteminin gün içi ve günler arası doğruluk ve kesinlik değerleri 

  Gün içi Günler arası 

 Eklenen 

 

Bulunan±std. 

sapma 

%bağıl 

hata 

%RSD Bulunan ±std. 

sapma 

%bağıl 

hata 

%RSD 

 

Disülfiram 

(ppm) 

1,25 1,29±0,039 3,20 3,02 1,31±0,050 4,80 3,82 

7,5 7,61±0,136 1,47 1,79 7,72±0,172 2,93 2,23 

25 26,14±0,397 4,56 1,52 26,28±0,752 5,12 2,86 

Disülfiram stok ve standart çözeltilerinin çalıĢma süresince kararlı (stabil) kaldığı süreyi 

belirlemek amacıyla kararlılık çalıĢması gerçekleĢtirilmiĢtir. Bunun için üç farklı 

deriĢimde hazırlanan disülfiram çözeltileri oda sıcaklığı, +4 ve -20°C’de 24 ve 48 saat 

süreyle bekletilmiĢtir. Bu süreler sonunda çözeltilerin kromatogramları alınıp pik 

alanları ölçülmüĢ ve elde edilen değerler standart çözeltilerin hemen okunan değerleri 

ile kıyaslanarak sonuçlar yüzde geri kazanım ve %RSD ile Çizelge ‎3.5’de verilmiĢtir. 

Çizelge ‎3.5. Disülfiramın HPLC yöntemle belirlenen kararlılık (stabilite) değerleri 

Süre Sıcaklık Disülfiram Derişimi (ppm) 

2,5 10 20 

2
4
 s

aa
t Oda sıcaklığı 97,6±2,12 98,5±2,47 101,2±2,71 

+4ºC 98,1±3,85 99,2±2,27 101,7±2,34 

-20ºC 99,4±3,12 99,7±2,08 100,6±1,89 

4
8
 s

aa
t Oda sıcaklığı 96,9±4,13 98,4±3,16 99,4±3,89 

+4ºC 97,7 ±4,97 98,6±3,06 102,1±3,54 

-20ºC 99,6±3,78 100,7±3,15 101,8±2,76 

3.8. Hücre Kültürü 

Hücre kültürü çalıĢmalarına baĢlamadan önce tüm malzemeler uygun sterilizasyon 

koĢulları ile steril edilmiĢtir. Her defasında laminer kabin (ġekil ‎3.12) %70 etanol ile 

silinmiĢ ve kabine alınan her malzeme önce alkol ile muamele edilmiĢtir. ÇalıĢma 

süresince eldivensiz kabine dokunulmamıĢ sık sık eller alkol ile steril edilmiĢtir. 

ÇalıĢmaya baĢlamadan önce ve çalıĢmanın sonunda kabinin UV lambası en az 15 

dakika çalıĢtırılmıĢtır. 
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Şekil ‎3.12. Hücre kültürü çalıĢmalarının yürütüldüğü Class II tip steril kabin 

ÇalıĢmada kullanılan hücre hatları Çizelge ‎3.6’de belirtilmiĢtir. Tüm hücreler satıcı 

firmanın tavsiye ettiği Ģekilde yetiĢtirilip pasajlanmıĢtır. Kanser hücre hattı (MCF-7) %1 

antibiyotik ve %10 serum (FBS) içeren DMEM medyum ile kültüre alınmıĢtır. MCF-

10A hücreleri ise %5 at serum, %1 antibiyotik, hidrokortizon, insülün ve epidermal 

büyüme faktörü (EGF) içeren DMEM/F12 medyumunda yetiĢtirilmiĢtir. Hücreler 

37ºC’de %5 CO2 ve %90 nem içeren inkübatörde inkübe edilmiĢtir. 
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Çizelge ‎3.6. ÇalıĢmada kullanılan hücre hatları 

Hücre Hattı Özellik Organizma Kaynak 

MCF-7 Meme Kanseri Ġnsan 
Veteriner Fakültesi, Atatürk 

Üniversitesi 

MCF-10A Meme Epitel Ġnsan Celal Bayar Üniversitesi 

DondurulmuĢ halde saklanan stok hücre hatları, hızlıca çözdürülüp üzerlerine 1 mL 

FBS içeren medyum eklenmiĢtir. 1500 rpm’de 5 dakika santrifüjlenerek hücreler 

çöktürülmüĢtür. Süpernatant atılmıĢ ve pellet, hücre medyumunda çözülerek flasklara 

hücre ekimi yapılmıĢtır. Ekim için kullanılan hücre sayısı, medyum ve tripsin miktarı 

Çizelge ‎3.7’de belirtilmiĢtir. Bütün çalıĢma boyunca hücrelerin maksimum 30 pasaja 

kadar ilerlemesine müsaade edilmiĢ, morfolojileri her adımda kontrol edilmiĢtir.  

Çizelge ‎3.7. Hücre ekim yoğunluğu ve uygulanan medyum miktarı 

Hücre Büyüme Kapları Hücre Sayısı Medyum Tripsin 

96 Kuyucuklu Kap 5 x 10
3
 hücre/kuyu 0,2 mL - 

12 Kuyucuklu Kap 5 x 10
4
 hücre/kuyu 1 mL 0,5 mL 

6 Kuyucuklu Kap 3 x 10
5
 hücre/kuyu 2 mL 1 mL 

T25 flask 1 x 10
6
 hücre 4 mL 2 mL 

T75 flask 3 x 10
6
 hücre 15 mL 4 mL 

Kullanılan hücre tipleri adherent (yüzeye yapıĢarak büyüyen) olup pasajlanma 

sürecinde; 

 Eski medyumun uzaklaĢtırılması,  

 Tripsin/EDTA (%0,25) ile 2-3 dakika 37ºC’de inkübasyon,  

 Serum içeren medyum ile tripsinin inaktive edilmesi, 

 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj ile hücrelerin çöktürülmesi,  

 Hücrelerin trypan blue ile boyanması ve thoma lamı kullanılarak sayımı, 

 Uygun sayıda hücrenin yeniden ekimi Ģeklinde sıralanan adımlar takip edilmiĢtir. 
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ÇalıĢma sürecinde elde edilen fazla hücreler, %5 DMSO içeren besiyeri ile cryotüp 

içerisinde (1,5 mL) 1 saat -20°C’de, 24 saat -80°C’de dondurduktan sonra sıvı azot 

tankında stoklanmıĢtır. Hücreler, mikroskobik olarak görüntülenmiĢ ve Axiocam ERc 

5s tipi Zeis marka kamera ile resimleri alınmıĢtır. 

3.8.1. Hücre canlılığı ve sayımı 

Hücre ayırma, dondurma veya çözme gibi iĢlemlerden sonra canlı kalan hücre sayısını 

belirlemek için kullanılan trypan blue canlılık testi, canlı hücrelerin boyayı almaması ve 

ölü hücrelerin alması prensibine dayanır. 10 µL hücre süspansiyonu ve 10 µL trypan 

blue boyası karıĢtırılmıĢ, ıĢık mikroskobunda 10X büyütmede hücreler thoma lamı ile 

sayılmıĢtır. Mililitre baĢına ölü ve canlı hücrelerin toplam sayısının belirlenmesinde 

kullanılan formül aĢağıdaki gibidir. 

                     
                    

            
                         

10.000: 0,1 mm
3
’teki sayım sonucunu 1 mL’deki sayıya dönüĢtürmek ve standart sonuç 

elde etmek için kullanılan sabit bir değerdir. 

Dilüsyon faktörü: 2 (10 µL hücre süspansiyonu ve 10 µL trypan blue boyası) olarak 

alınmıĢtır. 

Hücre canlılığı için kullanılan formül ise Ģu Ģekildedir: 

              [     (
                 

                   
)]      

Canlılık yüzdesinin %95 ve üzeri çıkması hücrelerin sağlıklı olduğunu göstermiĢtir. 

Sayım iĢlemini takiben kullanılacak hücre sayısı Çizelge ‎3.7’de belirtildiği gibi kültür 

kabının hacmine uygun sayıda hücre ekimi yapılmıĢtır. 
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Şekil ‎3.13. Thoma lamında canlı (parlak) ve ölü (mavi) hücrelerin görünümü 
10X büyütme 

3.8.2. Doz belirleme ve ilaç uygulama 

T75 flaskta, uygun besi yeri ortamında çoğaltılan MCF-7 ve MCF-10A hücreleri, her 

kuyucukta 5.000 hücre olacak Ģekilde 96 kuyucuklu kaplara ekilmiĢtir. 200 µl hücre 

medyumu ile 24 saat inkübe edilmiĢtir. Hücrelere uygulanacak DSF, CuCl2, SNP ve 

mMDPF miktarının belirlenmesi için öncelikle ayrı ayrı CuCl2 (0,1-15 µM), DSF (0,1-

25 µM), SNP (1-100 mM), Fe3O4@mSiO2 (5-600 µg/mL) ve Fe3O4@mSiO2@PEI-FA 

(20-80 µg/mL) uygulanmıĢtır. Muameleden 24 ve 48 saat sonra hücreler bölüm ‎3.8.3’te 

anlatıldığı gibi MTS toksisite testine tabi tutulmuĢtur. 

3.8.3. Toksisite testi (MTS) 

Uygulanacak yapıların hücreler üzerindeki proliferatif ve sitotoksik etkilerinin 

belirlenmesi için MTS testi (MTS Cell Proliferation Assay Kit (Colorimetric), 197010, 

ABCAM) uygulanmıĢtır. MTS, hücrelerin proliferatif ve sitotoksik özelliklerini ortaya 
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koyan kolorimetrik bir test yöntemidir. Test, MTS tetrazolium tuzunun canlı hücreler 

tarafından üretilen formazan tarafından yıkımına dayanır. Formazan boyası 490-500 

nm’de absorbans ölçümüyle belirlenir. 

Hücre ekimi (5.000 hücre/kuyu) ve muamele iĢleminin ardından hücreler belirli 

sürelerde (24 veya 48 saat) inkübe edildikten sonra canlılık belirlenmiĢtir. 96 kuyucuklu 

kaplardaki (200 µl) hücrelere 20 µl MTS solüsyonu eklenmiĢtir. 3 saatlik inkübasyonun 

ardından 490 nm’de absorbans değerleri Plate Reader ile ölçülmüĢtür. Hücre canlılığı 

(%) aĢağıda belirtilen formüle göre hesaplanmıĢtır. 

           
                

                
     

3.8.4. Nanoparçacıkların hücresel alımı 

Hücresel alımın araĢtırılması için 50.000 hücre 12 kuyucuklu kültür kaplarına 1 mL 

medyum ile ekilmiĢ ve kültür kapları 24 saat inkübe edilmiĢtir. Endositozik 

mekanizmanın aydınlatılması için Prussian Mavisi (Prussian Blue) ile boyama 

yapılmıĢtır (Shanehsazzadeh et al. 2013). Bu boyama hücre içerisindeki demiri 

belirlemek için kullanılan bir boyamadır. Hücrelere 0,5 mg/mL mMDPF uygulandıktan 

sonra her bir grup için kültür kaplarının alt kısmına 10 dakika mıknatıs tutularak 

parçacıkların hücre içine geçiĢi hızlandırılmıĢtır. Hücreler 24 saat sonra, soğuk (ice 

cold) PBS ile 3 kez yıkanmıĢtır. Ardından %4 PFA (Çizelge ‎3.1) ile 20 dakika oda 

sıcaklığında fikse edilmiĢtir. Fiksasyon iĢlemi endositozu durdurmak amacıyla 

yapılmıĢtır. Çizelge ‎3.1’de anlatıldığı gibi hücreler, taze hazırlanmıĢ Prussian Mavi 

solüsyonu ile 30 dakika, 37°C’de inkübe edilmiĢtir. Hücreler tekrar PBS ile yıkanmıĢ ve 

mikroskop ile gözlenmiĢtir. 
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3.8.5. Klonojenik deney 

mMDPF’lerin, hücrelerin üreme ve koloni oluĢturma kapasitelerinin araĢtırılmasında 

kullanılan bir sitotoksisite testidir. Öncelikle 12 kuyucuklu kaplara ekilen hücreler, 

mMDPF ile muamele edilmiĢ, 12 saat sonra toplanmıĢtır (Fasehee et al. 2016). 50 

hücre/kuyu olacak Ģekilde ilaç içermeyen taze medyum ile hücreler yeniden kültüre 

alınmıĢtır. Kültürün 7-10. gününden sonra en az 50 hücre içeren koloni formları 

kolonijenik hücre olarak sayılmıĢtır (Peng Liu et al. 2014; Xinwei Liu et al. 2016; Yip 

et al. 2011).  Sayım için kuyucuklar PBS ile yıkanmıĢ soğuk metanol ile hücreler fikse 

edilmiĢ ve %0,4 trypan mavisi ile hazırlanan %10’luk PBS-trypan mavisi solüsyonu ile 

koloniler boyanmıĢtır.  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

4.1. İlaç Taşıyıcı Sistem  

Bu tez çalıĢmasında, çekirdek materyali olarak Fe3O4 (Manyetit) manyetik 

nanoparçacıkları (MNP) basit ve hızlı bir yöntem olan termal dekompozisyon 

metoduyla üretilmiĢtir (ġekil ‎4.1). Böylece çok iyi monodispers dağılım gösteren 

manyetit nanoparçacıkları hazırlanmıĢtır. Termal yöntemde baĢlangıç materyali olarak 

demir kaynaklarından Fe(acac)3 veya Fe(CO)5 kullanılmaktadır. Fe(CO)5’nin yüksek 

toksisitesi (Sheng-Nan et al. 2014) nedeniyle çalıĢmamızda öncül demir kaynağı olarak 

Fe(acac)3 kullanılmıĢtır. Yüzey aktif madde (sürfaktan) olarak oleyilamin kullanılmıĢtır. 

Böylece hekzanda dağılan, monodispers ve süpermanyetik MNP’ler hazırlanmıĢtır. 

Sentez sonucunda %28,30 verimle 300 mg Fe3O4 MNP elde edilmiĢtir. Verim 

hesabında aĢağıdaki formül kullanılmıĢtır (Bikiaris et al. 2009): 

            
      

                       
     

Fe3O4 MNP’leri hekzan içerisinde dağıtılıp (50 mg/mL), N2 atmosferinde saklanmıĢtır. 

ġekil ‎4.1’de, MNP’lerin ve ilaç taĢıyan sistemin, çözücülerde dağılımı ve manyetik 

yanıtlama (responsiveness) bulguları sunulmuĢtur. Resimlerden de anlaĢıldığı üzere, 

hazırlanmıĢ olan ilaç taĢıyıcı sistem, dıĢ manyetik etki ile hareket ettirilebilir ve 

manyetik hedefleme amacıyla kullanılabilir. Manyetik özellikleri kullanılarak, ilaç 

taĢıyıcı sistemin hücrelere uygulanmasının ardından hücre kaplarının tabanına mıknatıs 

tutulmuĢ ve taĢıyıcı sistemin, doğal olarak da ilacın hücre içinde konsantre olması 

sağlanmıĢtır. Ayrıca manyetik yetenekleri bu yapının farklı çalıĢmalarda manyetik 

hipertermi tedavisinde kullanımını da sağlar. In vivo uygulamalarda MRI ajan olarak da 

kullanılabilir. 
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Şekil ‎4.1. NP’lerin çözücüde dağılım ve manyetik yanıtlama (responsiveness) bulguları  
(A) Hekzan içerisinde dağıtılmıĢ oleyilamin kaplı Fe3O4 MNP, (B) Suda Fe3O4@nSiO2 MNP’ler, (C) 

Suda Fe3O4@mSiO2 MNP’ler ve (D) Suda dağıtılan mMDPF 

Sentezlenen MNP’lerin, beklenildiği gibi manyetit olup olmadığını anlamak, 

nanoparçacıkların kristal yapısını belirlemek ve kristal boyutu hesaplamak amacıyla toz 

halindeki örneklerin geniĢ açılı X-ıĢını kırınım (XRD) desenlerine bakılmıĢtır. XRD 

analizinde, Fe3O4 MNP'lere ait tipik 30,27, 35,68, 37,43, 43,01, 54,17, 57,56 ve 62,97º 

pikleri gözlenmiĢtir (ġekil ‎4.2). Bu pikler sırasıyla ters kübik spinel manyetitin [220], 

[311], [222], [400], [422], [511] ve [440] düzlemlerini belirtmektedir (PDF No. 01-075-

0149). Sentezlenen Fe3O4 MNP’lerin yüzey merkezli kübik ters spinel kristal yapıya 

sahip olduğu tespit edilmiĢtir. Fe(acac)3 öncül molekülü kullanıldığında kübik kristal 

örgüye sahip NP’ler elde edildiği bilinmektedir (Sheng-Nan et al. 2014). Kristal 

boyutun hesaplanması için gereken FWHM değeri hesaplanırken 2θ = 35,68° açısında 

gözlenen (311) majör pik (ġekil ‎4.2) baz alınmıĢtır. Debye-Scherrer denklemi 

kullanılarak yapılan hesaplamalar sonucunda kristal boyut 2,14 nm olarak bulunmuĢtur. 
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Şekil ‎4.2. Fe3O4 MNP'lerinin XRD kırınım deseni 

XRD analizi sonucunda elde edilen pikler çeĢitli makale sonuçları ile kıyaslanmıĢtır 

(Cui et al. 2014; Metin et al. 2014; S. Sun et al. 2004). Piklerden anlaĢıldığı üzere, 

hazırlanan MNP’ler sadece manyetit içermektedir, diğer demir oksitleri (α-Fe2O3 veya 

γ–Fe2O3) barındırmamaktadır. Buna ilaveten hekzan-MNP solüsyonunun siyah olması 

ve solüsyonda kırmızı ya da kahverengi yansımaların olmaması, üretilmiĢ parçacıkların 

sadece manyetitten oluĢtuğunu göstermektedir (Chicea et al. 2012). 

MNP yüzeyinin kimyasal yapısının karakterizasyonu FTIR ile yapılmıĢtır. Fe3O4 

MNP’lerine ait IR spektrumunda görülen 3412 ve 1577 cm
-1

 pikleri oleyilaminin -NH2 

gruplarını belirtmektedir (ġekil ‎4.3). Yang ve arkadaĢları bu pikleri 3406 ve 1596 cm
-

1
’de görmüĢlerdir (H.-M. Yang et al. 2009). 3014, 2922 ve 2850 cm

-1
’deki yoğun 

absorpsiyon bantları, oleyilaminde bulunan -CH2 ve -CH3 gruplarının -C-H 

titreĢimlerini belirtmektedir (Xu et al. 2009; H.-M. Yang et al. 2009). Xu ve arkadaĢları, 

çalıĢmamızda gözlenen, 1330-1650 cm
-1

’deki pikin oleyilamin yapısında bulunan -NH2 

grubundan kaynaklandığını belirtmiĢtir (Xu et al. 2009). 1451 ve 1402 cm
-1

’deki pikler 

asimetrik ve simetrik -CH3’den kaynaklanan titreĢimleri göstermektedir (H.-M. Yang et 

al. 2009). Son olarak, Fe3O4 MNP’lerde oktahedral demir iyonu ile oksijen 
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kompleksinin neden olduğu güçlü emilimi, 587cm
-1

’deki pik ile görmekteyiz (Sharma et 

al. 2015; Xu et al. 2009). Andrade ve arkadaĢlarının çalıĢmasına göre, ters spinal yapı 

FTIR spektrumunda 550-600 cm
-1

’de pik vermektedir (Andrade et al. 2009). Buna göre 

sonuçlarımızda gözlemlediğimiz 587 cm
-1

 piki, oluĢan yapının manyetit olduğunu 

kesinleĢtirmektedir. Bununla birlikte 417 cm
-1

 dolaylarında Fe-O deformasyonunu 

gösteren pik bulunmaktadır (Xu et al. 2009). Tüm bu bulgular, oleyilamin kaplı 

manyetitin varlığını göstermektedir. 

 

Şekil ‎4.3. (A) Oleyilamin (B) Oleyilamin bağlı Fe3O4 MNP (C) Oleyilamin bağlı Fe3O4 

MNP’nin FTIR spektrumu 

Hazırlanan örneklerin yapısal analizi için taramalı elektron mikroskobu (SEM) ve 

geçirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanılmıĢtır. ġekil ‎4.4’te görüldüğü gibi Fe3O4 

MNP’leri monodisperstir ve ortalama 10 nm boyutlarındadır. TEM sonuçlarında 

manyetitin hekzagonal Ģekle sahip olduğu gözlenmiĢtir. Sentez koĢullarına bağlı olarak 

hekzagonal Ģekilli manyetitler kübik kristal örgüye sahip olabilir (Eom et al. 2016). 

Fe3O4 MNP’lerin hidrodinamik boyutlarını (Rh) belirten dinamik ıĢık saçılması (DLS) 

sonuçlarına göre Fe3O4 MNP’leri, monodispers boyut dağılımına sahiptir (ġekil ‎4.4). 

Buna göre Fe3O4 MNP’lerinin Rh dağılımı 8-11 nm (ġekil ‎4.4) arasındadır. Zeta 

potansiyeli olarak tanımlanan yüzey yükü -39,5 mV olarak belirlenmiĢtir (ġekil ‎4.8). Bu 
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değer, parçacıkların hekzan içerisinde kararlı olduğunu ve iyi dağılıma sahip olduklarını 

göstermektedir. Polidispersite indeksi (PDI) ise 0,347 olarak gözlenmiĢtir. Böylece 

parçacıkların monodispers dağılıma sahip olduğu doğrulanmıĢtır. 

 

Şekil ‎4.4. Fe3O4 MNP’lerinin (A) SEM ve (B) TEM görüntüsü. (C) Fe3O4 MNP’lerin 

hidrodinamik boyut (Rh) dağılımı 

Sol-gel yöntemi ile yapılan silika kaplama iĢleminin ardından Fe3O4@nSiO2 MNP’ler, 

kalsinasyon iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Kalsinasyon iĢlemi, silika kaplamadan CTAB’i 

uzaklaĢtırarak mezoporoz yapının (Fe3O4@mSiO2) oluĢmasını sağlamaktadır. 

ÇalıĢmamızda kalsinasyon sonunda 320 mg Fe3O4@mSiO2 MNP elde edilmiĢtir. 

Hazırlanan Fe3O4@mSiO2 MNP’ler suda çok iyi dağılmaktadır (ġekil ‎4.1). XRD analiz 

sonuçlarında gözlenen 20-30º (2θ=21,8º) yayvan pik (ġekil ‎4.5) amorf silika yapısına 

aittir (Cui et al. 2014; Han et al. 2016; Jiang et al. 2016). Silika kaplamanın etkisi ile 

Fe3O4 MNP’lere ait karakteristik pik yoğunluklarında azalma gözlenmiĢtir. 
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Şekil ‎4.5. Fe3O4@mSiO2 MNP’lerinin XRD kırınım deseni 

ġekil ‎4.6’da sunulan IR spektrumunda, silika kaplı parçacıkların suda dağılmasını 

kolaylaĢtıran –OH absorbsiyonu ~3400 cm
-1

 bölgesinde hafif yayvan bir pik olarak 

görülmektedir. Yine 1630 cm
-1

 civarında görülen pik, parçacıkların hidrofilik silanol 

(SiO-H) içeren yüzeye sahip olduğunu göstermektedir (Möller et al. 2007). Andrade ve 

arkadaĢları, 1080, 800 ve 460 cm
-1

’de IR bantlarının -Si-O-Si- bağına ait olduğunu 

belirtmiĢtir (Andrade et al. 2009). Jiang ve arkadaĢları ise -Si-O-Si- yapısının 

absorbsiyon bantlarını 1032 ve 778 cm
-1

’de gözlemlemiĢtir (Jiang et al. 2016). 

Xiaodong Liu, -Si-O-Si- bağlarını 800 ve 1100-1300 cm
-1

’deki pikler olarak belirtmiĢtir 

(Xiaodong Liu et al. 2015). Bizim sonuçlarımızda da (ġekil ‎4.6) 1221 ve 1041 cm
-1

 ile 

788 cm
-1

 ve 433 cm
-1

 pikleri simetrik ve asimetrik -Si-O-Si- bağlarını belirttiği 

düĢünülmektedir.  

Andrade’nin 960 cm
-1

’de, Xiaodong Liu’nin ise 961 cm
-1

’de gördüğü -Si-OH 

absorbsiyon piki çalıĢmamızda 962 cm
-1

’de görülmüĢtür (Andrade et al. 2009; 

Xiaodong Liu et al. 2015). Bu omuz, -Fe-O titreĢimi ile -Si-O-H geriliminin 

birleĢimiyle oluĢmaktadır (Andrade et al. 2009). Kalsinasyon iĢlemi -Si-OH gruplarında 

azalmaya neden olmuĢtur (ġekil ‎4.6-B). Ancak kalsinasyon ciddi bir yapısal bozulmaya 
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neden olmamaktadır (Kumar et al. 2006; Liberman et al. 2014). Neticede, ġekil ‎4.6-

A’da sunulan IR spektrum sonuçları literatürle uyumlu olup, çekirdek-kabuk yapısının 

elde edildiğini ortaya koymuĢtur (Andrade et al. 2009; Jiang et al. 2016; Xiaodong Liu 

et al. 2015; H.-M. Yang et al. 2009). 

 

Şekil ‎4.6. (A) Silika kaplama ve (B) Kalsinasyonla CTAB’in çıkarıldığını gösteren 

FTIR sonuçları 
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Fe3O4@nSiO2 MNP’lerden CTAB çıkarılarak gözenekli Fe3O4@mSiO2 MNP’ler 

hazırlanmıĢtır (ġekil ‎3.5 ve ġekil ‎4.6-B). Kalsinasyon iĢleminde çok yüksek sıcaklığa 

çıkılmasına rağmen bu süreçte inorganik gruplarda ciddi bir değiĢik olmamaktadır 

(Kumar et al. 2006). Ayrıca kalsinasyon iĢlemi mezogözenekli silika nanoparçacıkların 

(MSP) biyo-uyumluluğunu artırarak toksisitesini düĢürmektedir (Liberman et al. 2014). 

Çünkü MSP’ler silanol grupları nedeniyle hücreler için toksiktir ve kalsinasyon 

sonucunda silanol grupları parçacık yüzeyinde azalır. 

BaĢlangıçta MNP’lerin oleyilamin kaplı olarak hazırlanması silika kaplama ve gözenek 

formun oluĢmasına yardımcı olmaktadır. Oleyilamin, -NH2 gruplarıyla parçacık 

yüzeyiyle temas halindedir. Bu etkileĢim çok zayıftır. Kloroform varlığında oleyilamin 

kolayca parçacık yüzeyinden kopmaktadır (Sheng-Nan et al. 2014). Parçacıkların 

organik fazdan su fazına geçiĢi, parçacık yüzeyinde tutunmuĢ olan hidrofobik zincirin 

(oleyilamin) hidrokarbonları ve CTAB arasındaki Van der Waals etkileĢimi ile 

gerçekleĢir (Suteewong et al. 2010; J. Zhang et al. 2011). Daha sonraki adımlarda 

CTAB’in uzaklaĢtırılması ile son derece düzenli mezogözenekli yapılar elde 

edilmektedir. CTAB’in baĢarılı bir Ģekilde uzaklaĢtırılması hem düzenli gözenek 

yapılarının elde edilmesini sağlar hem de taĢıyıcı sistemin sitotoksik etkisini azaltması 

açısından gereklidir. Tamamen uzaklaĢtırılmadığı takdirde, CTAB hücreler üzerinde 

belli bir toksik etki oluĢturmaktadır (He and Shi 2011). Elde edilen FTIR sonuçlarına 

dayanarak, CTAB yapısında bulunan metilen zincirinin geriliminden kaynaklı 2923 ve 

2855 cm
-1

’deki piklerin (ġekil ‎4.6-B) kalsinasyon sonrası yok olması, CTAB 

molekülünün yapıdan baĢarılı bir Ģekilde uzaklaĢtırıldığını gösterir (Yin et al. 2016). 

FTIR spektrumunda, kaplamanın etkisi ile Fe-O kaynaklı pik Ģiddetinin azaldığı 

gözlenmiĢtir. Kalsinasyon sonunda hızlı soğutma yapıldığı zaman, Fe3O4@mSiO2 

parçacıklarının suda dağılmadığı, topaklanıp çöktüğü gözlenmiĢtir. Ancak yavaĢ 

soğutma iĢlemi neticesinde elde edilen Fe3O4@mSiO2 MNP’lerin suda dağılımı 

yeterince iyidir. 

Fe3O4@mSiO2 MNP’lerin morfolojileri ġekil ‎4.7’deki SEM görüntülerinde görüldüğü 

üzere küresel ve monodispers Ģekildedir. Silika kaplama sonucunda elde edilen 
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Fe3O4@mSiO2 MNP’lerin silika kalınlığı ve gözenek oluĢumu TEM ile belirlenmiĢtir. 

Hui ve arkadaĢları, silika kabuk kalınlığının reaksiyon süresi ve ilave edilen TEOS 

miktarına bağlı, ancak Fe3O4 MNP konsantrasyonundan bağımsız olduğunu ortaya 

koymuĢlardır (Hui et al. 2011). ġekil ‎4.7’de, Fe3O4@mSiO2 MNP’lerin silika 

kalınlığının ~50 nm, parçacık boyutlarının ise ~100 nm olduğu görülmektedir. Hui ve 

arkadaĢları 1 mg/mL Fe3O4 MNP kullandığında silika kaplamada birden fazla çekirdek 

yapısı gözlemiĢlerdir (Hui et al. 2011). TEM sonuçları, sentezlediğimiz bazı NP’lerin 

manyetik çekirdek içermediğini bazılarının birden fazla veya tekli çekirdek yapısına 

sahip olduğunu göstermektedir (ġekil ‎4.7). 

  

Şekil ‎4.7. Fe3O4@mSiO2 MNP’lerin (A) SEM ve (B) TEM görüntüleri 

Zetapotansiyel ölçümleri ile gözenekli silika kaplanmıĢ nanoparçacıkların negatif 

yüzeye sahip oldukları belirlenmiĢtir (ġekil ‎4.8). 

A 
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Şekil ‎4.8. Fe3O4 ve Fe3O4@mSiO2 MNP’lere ait zeta potansiyel ölçümü 

Gözenekli parçacıkların DSF ile karıĢtırılması sırasında DSF ve silika arasında zayıf 

hidrojen bağı kurulmaktadır (Jing et al. 2014). Bu etkileĢimler neticesinde hidrofobik 

olan DSF, hidrofobik karakterli gözeneklere yerleĢmektedir. Yapılan bir çalıĢma, suda 

çözülerek hazırlanan DSF çözeltisinin 6 ve 96 saat sonra DSF miktarını sırasıyla %43 

ve %10 olarak belirlemiĢtir (Song, Tang, Lei, et al. 2016). Bu tez çalıĢması sürecinde 

metanolde çözülen DSF’ın aylar sonra bile çok büyük oranda bozulmadan kaldığı 

gözlenmiĢtir. Bu nedenle DSF yükleme iĢlemi metanol ortamında yapılmıĢtır. 

ġekil ‎4.9’da sunulan IR spektrumunda görüleceği üzere, DSF’ye ait -S-S- geriliminden 

kaynaklanan 554-666 cm
-1

 piki (Mahendra Kumar Trivedi 2015) Fe3O4@mSiO2 

MNP’lerinde görülmezken, bu pik DSF yüklendikten sonra görülmektedir. C=S gerilimi 

ise 1270 cm
-1

 civarında pik vermiĢtir (Mahendra Kumar Trivedi 2015). Fe3O4@mSiO2 

MNP’lerde olmadığı halde, DSF yapısında görülen 2972 cm
-1

 piki Fe3O4@mSiO2-DSF 

MNP’lerde görülmektedir (ġekil ‎4.9). Bunun yanında silika kaplı parçacıklarda 

gözlenen Si-OH pikinde, ilaç yükleme iĢleminden sonra, DSF ile yaptığı hidrojen bağı 

nedeniyle çok az bir kayma gözlenmiĢtir (Jing et al. 2014). 
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Şekil ‎4.9. Ġlaç (DSF) ve ilaç yüklenmiĢ taĢıyıcı sisteme (Fe3O4@mSiO2-DSF) ait FTIR 

sonucu 

HazırlanmıĢ olan Fe3O4@mSiO2-DSF yapısı negatif yüklüdür ve suda çözünürlüğü 

düĢüktür. Biyolojik çalıĢmalarda suda çözünürlük ilacın taĢınması için çok önemlidir. 

Ayrıca parçacıkların negatif yükü, sistemin hücre zarından geçiĢini ve hedefe 

ulaĢmasını zorlaĢtıracaktır. Bir çok çalıĢmada parçacıkların yüzeyi amin grubu içeren 

moleküllerle (APTES, PEI gibi) modifiye edilerek sudaki dağılım artırılmıĢtır. 

Mezogözenekli yapıların pozitif yüklü yüzeye sahip olmaları, ilaç salımını da 

desteklemektedir (He and Shi 2011). Ayrıca gözenekli yapının elde edilmesinde tercih 

ettiğimiz kalsinasyon iĢlemi silanol gruplarında azalmaya neden oluğu için 

hidrofobikliği artırmaktadır. Bu durum taĢıyıcı sistemin endositoz ile alımını 

azalmaktadır (He and Shi 2011). ÇalıĢmamızda ilaç yüklü taĢıyıcı sistemin hücrelerce 

kolay bir Ģekilde alınması, sistemin suda çözünürlüğünün artırılması hem de yüzeye 

pozitif yük sağlaması açısından ilaç yüklü nanoparçacıklar biyo-uyumu artıran, pozitif 

yüklü PEI ile kaplanmıĢtır (Cai et al. 2013). PEI molekülü, pozitif yüklerinin 

elektrostatik itmesi ile stabilizasyon ajanı olarak iĢ görmektedir.  
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PEI kaplama iĢleminde PEI:NP oranı ilaç salım hızını ve miktarını etkilemektedir. 

Ayrıca PEI’nın yüksek konsantrasyonlarda toksik etkiye sahip olduğu bilinmektedir. 

Han ve arkadaĢları en iyi kaplama oranının 0,5:1olduğunu belirtmiĢtir (Han et al. 2016). 

Yine bu çalıĢmada PEI miktarının artması ile ilaç salımının yavaĢladığı belirtilmiĢtir. 

Kullandığımız metotta PEI, folik asite (FA) kovalent olarak bağlı halde (PEI-FA) 

MNP’lere uygulanmaktadır. Yaptığımız ön çalıĢmalarda, 0,5:1 PEI-FA:MNP oranı 

kullanıldığında parçacıkların suda dağılımının istenilen düzeyde olmadığı gözlenmiĢtir. 

Bu nedenle PEI-FA:MNP oranı çalıĢmamız süresince 1:1 olarak tutulmuĢtur. 

PEI’nın FA ile modifiye edilmesi taĢıyıcı sistemin kanser hücreleri tarafından alımını 

artırmaktadır. FA reseptörü özellikle metastatik olmak üzere genel olarak tüm kanser 

hücrelerinde sağlıklı hücrelerden çok daha fazla üretilmektedir (Parker et al. 2005). 

Eğer sadece PEI kaplanarak uygulama yapılırsa suda dağılımı iyi olan ilaç yüklü sistem, 

tüm hücrelerce kolayca hücre içine alınacaktır. TaĢıyıcı sistemi kanser hücreleri 

tarafından tanınır yapmak ve sağlıklı hücreler tarafından alımını azaltmak amacıyla PEI 

yapısında bulunan amin grupları kullanılarak PEI-FA molekülü hazırlanmıĢ ve ardından 

PEI-FA ile ilaç yüklü NP’ler kaplanmıĢtır (mMDPF, Fe3O4@mSiO2-DSF@PEI-FA). 

Bu yolla kanser hücrelerinin sağlıklı hücrelere nispeten daha fazla ilaç alması 

sağlanmıĢtır. Bunun yanında ilaç taĢıyıcı sistemin hücre içine transmembran proteinleri 

kullanan reseptör iliĢkili endositoz ile geçiĢi, kargonun hücresel yıkımını önlemektedir 

(He and Shi 2011). FA bağlı nanoparçacıkların endositoz ile alımı bu Ģekildedir. 

PEI-FA ile kaplanan Fe3O4@mSiO2-DSF sisteminin yüzeyinde meydana gelen yeni 

bağlar FTIR ile kontrol edilmiĢtir (ġekil ‎4.10). PEI ve FA bağlanmasında DCC ve NHS 

kimyası kullanılmıĢtır. Böylece PEI’nın amit grupları ile FA’nın karboksil grupları 

amidasyon reaksiyonu ile bağlanmıĢtır (Han et al. 2016). Bu bağ IR spektrumunda 

~1500 cm
-1

 görülmektedir (C. Lu et al. 2012). PEI kaplama, –Si-O- ve -Si-OH 

piklerinde azalmaya neden olmaktadır (Islam et al. 2014). Wan ve arkadaĢları -N-H 

amit II bağına ait titreĢimi 1605 cm
-1

’de göstermiĢtir (Wan et al. 2014).  
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MNP’ler negatif yüzeyli olduğu için PEI elektrostatik olarak nanoparçacık yüzeyini 

sarar. Bunun yanında PEI, silika kaplı NP’lere hidrojen bağı ile de bağlanır (Islam et al. 

2014). FTIR spektrumunda gözlenen 3317 ve ~1590 cm
-1

’deki pikler, PEI yapısında 

bulunan -NH deformasyonunu göstermektedir (ġekil ‎4.10). Bunun dıĢında, 1502 cm
-

1
’deki pik de -N-H yapısını göstermektedir (Han et al. 2016; Islam et al. 2014). Folik 

asitin karboksil grubunda bulunan C=O piki 1689 cm
-1’

dedir. mMDPF hazırlanırken FA 

ve PEI arasında kurulan amit bağı (CO–NH) neticesinde bu pik 1654 cm
-1

’ye kaymıĢtır 

(Fasehee et al. 2016; Han et al. 2016; Zhu et al. 2010). Yine mMDPF yapısındaki PEI’e 

ait C-H titreĢimlerini 2846 ve 1107 cm
-1

’de görmekteyiz (C. Wang et al. 2016). FA 

yapısında bulunan aromatik C=C 1606 cm
-1

’de, fenil halkasına ait pik ise 1483 cm
-1

’de 

görülmektedir (Fasehee et al. 2016; C. Wang et al. 2016). IR spektrumunda DMSO, 

THF, NHS ve DCC’ye ait piklerin görülmemesi yıkama iĢleminde tüm safsızlıkların 

uzaklaĢtırıldığını göstermektedir. 

 

Şekil ‎4.10. FA, PEI ve Fe3O4@mSiO2-DSF@PEI-FA (mMDPF) için IR spektrumu 
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Ġlaç taĢıyıcı sistemin hücreler tarafından endositoz ile alımı için boyutun 200 nm’den 

küçük olması gerekmektedir (Argyo et al. 2014). DLS ölçümleri ile elde edilen 

bulgulardan ~160 nm hidrodinamik çapa (Rh) sahip mMDPF’lerin en yüksek oranda 

bulunduğu görülmektedir (ġekil ‎4.11). Bu veriler TEM sonuçları ile örtüĢmektedir.  

 

Şekil ‎4.11. mMDPF’in DLS analizi boyut sonuçları 

UV spektrumunda yaklaĢık λ=280 nm ve λ=360 nm absorbsiyon pikleri FA’nın 

varlığını göstermektedir (Han et al. 2016; X. Ma et al. 2013; H. Yang et al. 2015; Zhu 

et al. 2010). Absorbans grafiğinde (ġekil ‎4.12) görüldüğü gibi, Fe3O4@mSiO2 

MNP’lerde hiçbir pik yok iken mMDPF’lerde folik asite ait absorpsiyon pikleri 

gözlenmiĢtir. Böylece, FTIR ölçüm sonuçlarıyla uyumlu olarak, folik asit 

modifikasyonunun baĢarılı olduğu doğrulanmıĢtır. 
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Şekil ‎4.12. UV spektrofotometre analizi ile FA bağlanma 

In vitro çalıĢmalarda taĢıyıcı sistemin etkisini görmek ve ilaçtan kaynaklı etkiyi 

gözlemleyebilmek amacıyla ilaç içermeyen boĢ taĢıyıcı sistem (Fe3O4@mSiO2@PEI-

FA, mMPF) hazırlanmıĢtır. mMPF yapısı FTIR ile kontrol edilmiĢtir (ġekil ‎4.13). 
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Şekil ‎4.13. Ġlaç içermeyen taĢıyıcı sistem (Fe3O4@mSiO2@PEI-FA, mMPF) 

Hazırlanan gözenekli yapının yüzey alanını, gözenek hacmini ve gözenek boyutunu 

belirlemek için nitrojen adsorbsiyon-desorbsiyon tekniği kullanılmıĢtır. 

Fe3O4@mSiO2’ye ait BET grafiğinde (ġekil ‎4.14) gözlenen izoterm eğrisinden 

anlaĢıldığı üzere üretilen materyal mezogözenekli yapı sergilemektedir. BET 

sonuçlarına göre Fe3O4@mSiO2 yapısının yüzey alanı 930,38 m²/g olup, 

nanoparçacıkların oldukça geniĢ yüzey alanına sahip oldukları görülmektedir 

(P/P0=0,275) (ġekil ‎4.14). Kontrol amaçlı yapılan gözeneksiz form olan Fe3O4@nSiO2 

MNP’lere ait BET ölçümünde yüzey alanı 44,40 m²/g olarak belirlenmiĢtir. Bu bulgular 

ile Fe3O4@mSiO2 MNP’lerin gözenekli yapıya sahip olduğu, oluĢan gözenekler 

sayesinde yapının yüzey alanının yaklaĢık 20 kat arttığı sonucuna varılmıĢtır. 

Suteewong ve arkadaĢları benzer yöntemle yaptıkları sentez sonucunda 893 m²/g 

yüzeyine sahip manyetik mezogözenekli yapılar hazırlamıĢtır (Suteewong et al. 2010).  
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Şekil ‎4.14. Nitrojen adsorbsiyon-desorbsiyon analizi BET grafiği 

Fe3O4@mSiO2’e ait BET grafiğinde (ġekil ‎4.14) gözlenen izoterm eğrisinde H4 tip 

gecikme kavisi gözlenmiĢtir. Böylece açık ve ulaĢılabilir olan gözeneklerin kesik (slit) 

Ģeklinde olduğu anlaĢılmaktadır (ALOthman 2012; Suteewong et al. 2010). Bu sonuçlar 

TEM sonuçlarıyla örtüĢmektedir (ġekil ‎4.15). Gözenekler, çok küçük kılcal kanallara 

sahip yapının yüzeye açılan kısmında küçük çaplarıyla (<3 nm) belirmiĢtir. 
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Şekil ‎4.15. mMDPF’lerin gözeneklerine ait TEM görüntüsü 

BHJ analizi ile elde edilen, gözenek boyutu dağılım eğrisi sonuçlarına göre 

Fe3O4@mSiO2 MNP’lerinin gözenek hacmi 0,73 cm³/g ve gözenek çapı 2,74 nm’dir 

(ġekil ‎4.16). Gözenek boyutu grafiğinde gözlenen dar pik (pik merkezi yaklaĢık 2 

nm’de) uniform ve dar gözenek boyutuna sahip yapıların elde edildiğini göstermektedir. 
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Şekil ‎4.16. BHJ analizi ile gözenek hacmi ve çapı 

Cui ve arkadaĢları elde ettikleri Fe3O4@mSiO2 nano yapısının yüzey alanını 642 m²/g, 

gözenek hacmini 0,6 cm³/g ve gözenek çapı 2,8 nm olarak belirtmiĢlerdir (Cui et al. 

2014). Tez çalıĢmamızda ise elde ettiğimiz mezogözenekli yapılar oldukça geniĢ yüzey 

alanına sahiptir, gözenek boyutu küçük ve gözenek hacmi oldukça fazladır. Tüm bu 

bulgular hazırlanan ilaç taĢıyıcı sistemin ideal olma özelliklerini artırmaktadır. 

4.2. İlaç Yükleme Oranı 

Ġlaç yükleme iĢlemi metanol ortamda yürütülmüĢtür. Bazı çalıĢmalarda DMSO ile 

çözülen DSF ile ilaç yükleme iĢlemi yapılmaktadır. Ancak DMSO uzaklaĢtırma 

sürecinde DSF de kaybedildiği için bu durum ilaç enkapsülasyon oranını düĢürmektedir 

(Fasehee et al. 2016). ÇalıĢmamızda ilaç taĢıyıcı mMDPF içerisindeki DSF miktarı, 

HPLC ile belirlenmiĢtir. Metanol ile karıĢtırılan mMDPF’ler santrifüj edilmiĢ ve 

süpernatanttaki DSF deriĢimi HPLC ile ölçülmüĢtür. Elde edilen pikin altında kalan 

alan standart grafikte yerine konularak nanopartiküldeki DSF miktarı hesaplanmıĢtır. 
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Bu amaçla çalıĢmada öncelikle belirli miktarda DSF, metanolde çözülerek farklı 

deriĢimlerde (0-30 ppm) çözeltiler hazırlanmıĢ ve bu çözeltiler HPLC ile analiz 

edilerek, deriĢim-alan grafiği (standart grafik) çizilmiĢtir (ġekil ‎4.17). Bu grafikten elde 

edilen denklem kullanılarak nanoparçacıklarda kalan DSF miktarı hesaplanmıĢtır.  

 

Şekil ‎4.17. DSF kalibrasyon eğrisi 

HPLC analiz sonuçlarına göre 10 mg mMDPF 435,8±13,023 µg DSF içermektedir. 

Yani mMDPF’nin ilaç yükleme kapasitesi %4,35’tir (0,0435mg DSF/mg mMDPF, 

43,5µg DSF/mg mMDPF). Han ve arkadaĢları manyetik mezogözenekli 

nanoparçacıklara ilaç yükleme oranını kütlece %1,75 olarak belirtmiĢtir (Han et al. 

2016). Bir baĢka çalıĢmada mezogözenekli taĢıyıcı sistemin ilaç (DOX) taĢıma miktarı 

16,3 µg/mg olarak verilmiĢtir (F.-H. Chen et al. 2010). ÇalıĢmamızda gözlenen 

yükleme oranı, diğer DSF taĢıma sistemleri ile kıyaslandığında, normal bir yükleme 

oranıdır (Çizelge ‎1.2). 
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4.3. İlaç Salımı 

Kan dolaĢımı ve normal dokulardan farklı olarak birçok katı tümör yapısının 

ekstraselüler çevresinde pH değeri 6,0-7,0 olarak bilinmektedir (Han et al. 2016). Bu 

değer hücre içinde, özellikle endozomal yapılarda 5-6’ya kadar düĢmektedir. Bu özellik, 

sağlıklı ve tümörlü dokunun ayırt edilmesinde kullanılmaktadır. Bu nedenle mevcut tez 

çalıĢmasında, mMDPF’in 4, 6, 7, 8, 18 ve 24 saat sonunda ilaç salım tutumu iki farklı 

sıcaklık ve iki farklı pH altında (sıcaklık 37ºC-42ºC ve pH=6,0-7,4)  incelenmiĢtir. 

Hazırlanan örneklerden PBS ortamında salınan DSF miktarı, salım sonrası 

nanoparçacıklarda kalan DSF miktarının tespiti ile hesaplanmıĢtır. Bunun için salım 

süresi dolan parçacıklar çöktürülmüĢ ve parçacıklarda kalan DSF metanolle 

çözülmüĢtür. Metanol solüsyonları HPLC ile analiz edilmiĢ, elde edilen pik alanları 

standart grafik denkleminde yerine yazılarak salınan DSF deriĢimleri hesaplanmıĢtır 

(ġekil ‎4.18). Süpernatantlardan ölçülen DSF miktarları, kontrol grubu DSF miktarından 

çıkarılarak salınan DSF miktarı hesaplanmıĢ ve salım grafikleri çizilmiĢtir (ġekil ‎4.19). 

Kontrol grubu olarak PBS ile muamele edilmeyen mMDPF yapılar kullanılmıĢtır. 

 

Şekil ‎4.18. Salım örneklerinden elde edilen kromatogramlara ait pik alanlarının 

kalibrasyon eğrisinde yerine konulması 

Elde edilen bulgulara dayanarak pH=7,4’te ve 37ºC’de ilaç salımı nispeten yavaĢtır (4 

saat sonra salım oranı %64,34 olarak tespit edilmiĢtir). Ancak pH=6 ve 37ºC’de 4 saat 
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sonunda ilaç salım oranı %90,1 olarak belirlenmiĢtir. Benzer durum 42ºC’deki pH 6,0 

ve 7,4 altındaki ölçümler için de geçerlidir. Asidik ortamda daha hızlı ilaç salımı 

PEI’nin kapı görevi gördüğünü ve kontrollü ilaç salımına neden olduğunu 

düĢündürmektedir. ÇalıĢmamızda pH=6,0’da her iki sıcaklıkta da daha hızlı ilaç salımı 

gözlenmiĢtir. 

 

Şekil ‎4.19. mMDPF sisteminin DSF salım kinetiği 

Duan ve arkadaĢları pH 7,4’de polimerik misel ile taĢıdıkları DSF’nin 12 saat içerisinde 

%70,2’sinin salındığını belirtmiĢtir (X. Duan et al. 2013). mPEG-PLGA/PCL ile DSF 

aktarımı yapıldığı çalıĢmada, Song ve ekibi 24 saat sonra DSF’ın %70’inin hala taĢıyıcı 

sistemde olduğunu ve yapısının bozulmadığını belirtmiĢtir (Song, Tang, Lei, et al. 

2016). Wan ve arkadaĢları PEI-FA ile modifiye ettikleri paklitaksel (PTX) taĢıyan 

mezogözenekli taĢıyıcı sistemin ilaç salım oranlarını %30,86, %56,35 ve %81,90 

(sırasıyla pH=7,4, pH=6,5 ve pH=5,0 için) olarak belirlemiĢlerdir (Wan et al. 2014). 

Han ve arkadaĢları 1:1 oranında PEI-FA ile kapladıkları manyetik mezogözenekli 

taĢıyıcı sistemden ilaç salım oranının düĢük pH’da daha hızlı ve yüksek olduğunu (5 
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saat sonra pH=4’te yaklaĢık %65) belirtmiĢtir (Han et al. 2016). Najlah ve arkadaĢları 

farklı oranlarda polimer kullanarak hazırladıkları DSF taĢıyan sistemden ilaç salım 

oranlarının 4 saat sonunda %30-90 arasında değiĢtiğini göstermiĢtir (Najlah et al. 2016).  

DSF, MDR denilen ilaç direncinden sorumlu olan P-gp’i hızlıca inaktive etmektedir (X. 

Duan et al. 2013). Hızlıca DSF salımı sayesinde bloke olan efluks mekanizması 

nedeniyle hücreler aldıkları mMDPF’leri hücre dıĢına atamadığından ilaç salımı hücre 

içinde devam edecektir. Tez çalıĢmamızda mMDPF’lerin manyetik özellikleri 

kullanılmıĢ ve hücrelerin mMDPF ile muamelesinin ardından hücre kültür kabının alt 

yüzeyine mıknatıs tutulmuĢtur. Böylece hücresel alım hızlandırılmak suretiyle, salınan 

ilacın hücre içinde daha hızlı bir Ģekilde konsantre olması sağlanmıĢtır. 

4.4. In vitro Deneyler 

ÇalıĢmamızda östrojen bağımsız MCF-7 meme kanseri hücresi ve non-tümorejenik olan 

MCF-10A ölümsüz meme epitel hücresi kullanılmıĢtır. Hücre morfolojileri her adımda 

kontrol edilmiĢ ve morfolojiyi değiĢtirecek etkilerin olmadığından emin olunmuĢtur 

(ġekil ‎4.20). Tryphan blue canlılık testine göre canlılık yüzdesi %95 ve üzeri olan 

hücrelere uygulama yapılmıĢtır. 

 

Şekil ‎4.20. ÇalıĢılan hücre hatlarının morfolojik kontrolü 
40X büyütme 
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Uygulama çalıĢmalarına geçmeden önce kullanılacak grupların uygulama dozları 

belirlenmiĢtir. Bunun için MCF-7 ve MCF-10A hücrelerine disülfiram, CuCl2, 

Fe3O4@mSiO2 ve sodyum nitropurisit (SNP)’in farklı dozlarda uygulaması yapılmıĢ, 24 

ve/veya 48 saatlik toksik etkileri ayrı ayrı belirlenmiĢtir. 

Normalde mezogözenekli nanoparçacıklar 100 µg/mL konsantrasyon altında toksik 

özellik göstermezler (Liberman et al. 2014). Ancak mezogözenekli nanoparçacıklar bu 

değerin üstünde farklı hücre hatlarında farklı etkiler gösterir. MSP’lerin toksik özelliği 

konsantrasyon dıĢında parçacık boyutu ile de iliĢkilidir (Wei et al. 2016). 500 µg/mL 

altın kaplı Fe3O4@mSiO2 MNP uygulanmıĢ HeLa hücre hattında 48 saat sonra %80’den 

fazla canlılık gözlenmiĢtir (Cui et al. 2014). BaĢka bir çalıĢmada ise 80 µg/mL 

Fe3O4@mSiO2 MNP, MCF-7 hücrelerinde sadece %10’luk toksik etki göstermiĢtir (Li 

et al. 2015). Tez çalıĢmamızda hazırlanan Fe3O4@mSiO2 MNP’lerin meme epitel ve 

meme kanseri hücre hatlarında düĢük düzeyde toksisite gösterdiği gözlenmiĢtir 

(ġekil ‎4.21). 48 saat sonunda 75 µg/mL Fe3O4@mSiO2 MNP uygulanmıĢ MFC-7 

hücrelerinde canlılık yaklaĢık %84, MCF-10A hücrelerinde ise %96 olarak 

gözlenmiĢtir. Bu bulgular, Fe3O4@mSiO2 MNP’lerin düĢük toksik etkiye sahip 

olduğunu göstermektedir. 

 

Şekil ‎4.21. Fe3O4@mSiO2 toksisitesi 
(0-100 µg/mL) uygulamasının 48 saatte hücreler üzerindeki etkisi 
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MCF-10A hücre hattında yüksek dozda (25 µM) etkili olan DSF, MCF-7 hücre 

hatlarında düĢük dozlarda bile etki göstermiĢtir (ġekil ‎4.22). Bu durum DSF’ın kanser 

seçici toksik etkiye sahip olduğunu göstermektedir. 48 saat sonunda 1 µM DSF’ın 

MCF-7 hücrelerinde canlılık oranı %54 olarak gözlenmiĢtir. Faasehee ve arkadaĢları ise 

500 nM DSF uygulanmıĢ MCF-7 hücrelerinde 24 saat sonra canlılığı %68 olarak 

belirlemiĢtir (Fasehee et al. 2016). Kontrol hücrelerimiz olan MCF-10A’da, 48 saat 

sonunda 15 µM DSF uygulamasında bile canlılık %82’dir. 

 

Şekil ‎4.22. DSF için MTS canlılık testi. 
DSF (0-25 µM) uygulamasının (A) 24 ve (B) 48 saatte MCF-7 ve MCF-10A hücreleri üzerindeki toksik 

etkisi 

Doz bağımlı MTS sonuçları kullanılarak, DSF’ın hücreler üzerindeki etkisini 

karĢılaĢtırmak amacıyla Origin Pro Lab 8.5 programında IC50
20

 değerleri hesaplanmıĢtır. 

Elde edilen bulgulara göre 24 saatlik inkübasyon sonunda MCF-7 hücreleri için IC50 

değeri 5,33 µM, MCF-10A hücreleri için ise 17,80 µM olarak bulunmuĢtur. 48 saatlik 

IC50 değeri MCF-10A hücreleri için 19,56 µM olarak bulunmuĢtur. Song ve arkadaĢları 

MCF-7 hücreleri için 48 saat sonra IC50 değerini 18 µM olarak belirtmiĢtir (Song, Tang, 

Lei, et al. 2016). Wiggins ve grubu MCF-7 hücreleri için 48 saat sonra DSF IC50 

değerini 0,3 µM, MCF-10A hücreleri için ise DSF IC50 değerini >10 µM olarak 

belirtmiĢtir (Wiggins et al. 2015). 

                                                 
20

 IC50 değeri hücreler üzerinde %50 toksisite gösteren ilaç konsantrasyonudur, inhibitory concentration 
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Sonuç olarak, DSF ilacının meme kanseri hücrelerinde (MCF-7) daha etkili olduğu 

gözlenmiĢtir. Sağlıklı hücre soyu olan MCF-10A, kanser hücreleriyle kıyaslandığında 

daha yüksek DSF konsantrasyonunda canlılığını kaybetmektedir. 

Normal hücrelere kıyasla kanser hücreleri, yüksek seviyede bakır (Cu) ile karakterizedir 

(Mulay et al. 1971; Yip et al. 2011). Bakır, 15 µM dozda bile hem kanser hem sağlıklı 

hücreler üzerinde toksik etki göstermemektedir (Yip et al. 2011). Bir çalıĢmada MCF-7 

hücrelerinde Cu için IC50 değeri >20 µM olarak belirtilmiĢtir (Yip et al. 2011). Ancak 

bakırın sitotoksik etkisi DSF varlığında, bir baĢka deyiĢle DSF’ın öldürücü etkisi Cu 

varlığında, artmaktadır (Allensworth et al. 2015; Xinwei Liu et al. 2016; Wiggins et al. 

2015; Yip et al. 2011). Bu bilgiler ıĢığında, bu çalıĢmada mMDPF yapısının bakır 

bağımlı toksik etkisinin araĢtırılması da amaçlanmıĢtır. Bu nedenle öncelikle hücreler 

üzerinde bakırın tek baĢına etkisi araĢtırılmıĢ ve kullanılacak bakır dozu belirlenmiĢtir.  

Bakır uygulaması için yapılan CuCl2 toksisite araĢtırmasında, ciddi bir sitotoksik etki 

gözlenmemiĢtir (ġekil ‎4.23). Cu uygulandığında normal hücre hattında canlılık oranı 

kanser hücrelerinden fazladır. Deneylerde uygulanacak CuCl2 dozu 5 µM olarak 

belirlenmiĢtir. 

 

Şekil ‎4.23. Bakır toksisitesi 
0-15 µM CuCl2 uygulamasının MCF-7 ve MCF-10A hücreleri üzerinde (A) 24 ve (B) 48 saat sonundaki 

etkisi. 
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DSF’nin toksisitesine bakır dıĢında sodyum nitropurisit (SNP)’in etkisi de 

araĢtırılmıĢtır. SNP, vasodilatör bir ilaçtır ve konsantrasyona bağlı olarak ROS kaynaklı 

stres (oksidatif stres) oluĢturur. Çünkü SNP, bir ROS çeĢidi olan nitrik oksit (NO) 

donörüdür (Kaku et al. 2001). NO, bir radikal moleküldür ve DNA gibi bazı hücresel 

yapılara saldıran ikincil moleküllerin oluĢmasına neden olur (Janjetovic et al. 2008). 

Sonuç olarak SNP uygulamasını takiben NO artıĢı olması ve buna bağlı olarak radikalik 

zincir reaksiyonların indüklenmesi ile ortamdaki ROS miktarının artması 

beklenmektedir. Bu sebeple çalıĢmamızda ROS kaynağı olan DSF ile SNP’in 

sitotoksisite üzerine sinerjistik bir etki oluĢturup oluĢturmadığı araĢtırılmıĢtır. SNP, 1 

mM konsantrasyonda toksisite (ġekil ‎4.24) göstermiĢtir. Deneylerde SNP 0,5 mM 

kullanılmıĢtır. 

 

Şekil ‎4.24. SNP toksik etkisi 
0-100 mM SNP’nin 24 saat sonunda MCF-7 ve MCF-10A hücrelerine etkisi 

Son olarak ilaç içermeyen taĢıyıcı sistemin hücreler üzerindeki sitotoksik etkisi 

araĢtırılmıĢtır. Bunun için 20, 40, 60 ve 80 µg/mL mMPF ile muamele edilen hücreler 

24 saat sonra toksisite testine tabi tutulmuĢtur. Özellikle PEI hücrelerde doz bağımlı 
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toksisiteye neden olduğu için ilaç taĢıyıcı sistemin hücrelerdeki toksik etkisinin 

araĢtırılması önem arz etmektedir. ÇalıĢmamızda uygulanan dozların kullanılan hücre 

hatları için ihmal edilebilir toksisiteye sahip olduğu gözlenmiĢtir (ġekil ‎4.25). Özellikle 

MCF-10A hücre soyunu için mMPF’in etkisi yoktur. Çünkü 80 µg/mL mMPF 

uygulamasında bile MCF-10A hücrelerinde %90 canlılık gözlenmiĢtir. Sonuç olarak, 60 

µg/mL taĢıyıcı sistemin uygulamalar için ideal olduğu belirlenmiĢtir. 

 

Şekil ‎4.25. mMPF’in 24 saat sonunda hücre hatları üzerine etkisi 

4.4.1. Nanoparçacıkların hücresel alımı 

Ekimi yapılan hücrelere mMDPF uygulaması yapıldıktan sonra, hücrelerin mMDPF 

alımları araĢtırılmıĢtır. Mikroskop görüntüleri, kanser hücrelerinin daha fazla mMDPF 

aldığını göstermektedir (ġekil ‎4.26). Yine aynı görüntüler, 72 saat sonunda MCF-7 

medyumunda bulunan nanoparçacık miktarının MCF-10A medyumunda bulunan 

nanoparçacık miktarına göre az olduğunu ortaya koymuĢtur (ġekil ‎4.26). Yani FA ile 
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modifiye ettiğimiz mMDPF’ler, MCF-7 kanser hücreleri tarafından daha fazla alınırken, 

sağlıklı kontrol hücreleri (MCF-10A) tarafından daha az alınmıĢtır. 
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Şekil ‎4.26. Zaman bağımlı mMDPF’in hücresel alımı 
Ölçek 50 µm’dir. 
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Manyetik nanoparçacıkların intra- ve ekstraselüler alımı Prussian Mavi boyaması ile 

doğrulanmıĢtır. Net bir gözlem için hücrelere 500 µg/mL mMDPF uygulanmıĢtır. 

ġekil ‎4.27’de ıĢık mikroskobu ile alınan hücre görüntülerinde, hücre içinde gözlenen 

mavi renk hücre içine alınan nanoparçacıkları belirtmektedir. MCF-7 hücrelerinin MCF-

10A hücrelerine kıyasla çok daha fazla mMDPF aldığı gözlenmiĢtir. 

 

Şekil ‎4.27. mMDPF’lerin hücresel alımının gösterimi için Prussian Mavisi ile boyama 

4.4.2. Hücre canlılığı 

Hazırlanan ilaç içeren taĢıyıcı sistem (mMDPF), MCF-7 kanser hücrelerinde doza bağlı 

etki göstermektedir (ġekil ‎4.28). mMDPF’in MCF-10A hücreleri üzerinde toksik etkisi 
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gözlenmemiĢtir. MCF-7 hücrelerinde ise doz artıĢına bağlı olarak toksisitede artıĢ 

gözlenmiĢtir. MCF-7 hücrelerine 60 µg/mL mMDPF uygulandığında 24 saat sonunda 

%70 civarında canlılık gözlenmiĢtir (ġekil ‎4.28). mMPF ve mMDPF uygulandıktan 

sonra elde edilen toksisite sonuçlarına dayanarak hücre kültürü çalıĢmalarımızda 60 

µg/mL mMDPF kullanılmıĢtır.   

 

Şekil ‎4.28. mMDPF’in MCF-7 ve MCF-10A hücreleri üzerinde 24 saat sonundaki etkisi 

60 µg/mL mMDPF uygulanan MCF-7 ve MCF-10A hücrelerinde 24 saat sonunda hücre 

morfolojilerinde bir değiĢiklik tespit edilmemiĢtir (ġekil ‎4.29). Ancak 80 µg/mL 

mMDPF uygulamasında MCF-7 hücrelerinin morfolojisi değiĢmiĢ, hücreler küresel bir 

Ģekil almıĢtır. MCF-10A hücrelerinde ise 80 µg/mL mMDPF uygulamasında da bir etki 

gözlenmemiĢtir. 
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Şekil ‎4.29. 60 µg/mL mMDPF uygulamasının morfolojik etkisi 
(Ölçek 50 µm’dir) 

Liu ve arkadaĢları DSF enkapsülasyonu için lipozom sistemini (Lipo-DS) meme kanseri 

kök hücrelerine karĢı kullanmıĢlardır (Peng Liu et al. 2014). In vitro ve in vivo olarak 

yürüttükleri çalıĢma sonucunda Lipo-DS’ın bakır ile kombinasyonunun düĢük dozda 

NF-κB inhibisyonu yoluyla meme kanseri kök hücrelerini hedef aldığını ortaya 

koymuĢlardır. Vurguladıkları nokta, bakır varlığında DSF bağımlı ROS artıĢı 

neticesinde NF-κB ve ALDH inhibisyonunun kanser için seçici olduğudur. Bir baĢka 

çalıĢmada DS-PLGA, bakır ile kombinlenerek karaciğer kanserine uygulanmıĢ ve Cu ile 

uygulanan DS-PLGA’nın kanser kök hücrelerini hedef aldığı belirtilmiĢtir (Z. Wang et 

al. 2016). Cu varlığında sitotoksik etkinin artması, Cu bakımından zengin tümör 

hücrelerinde DSF varlığında Ģekillenen Cu(DETC)2’nin neden olduğu proteazom iliĢkili 

apoptozisin indüklenmesinden kaynaklanır (L. Zhang et al. 2015). Bunun yanında DSF-

Cu ikili uygulaması ROS indükleyici ve NF-κB yolağı inhibitörüdür (Yip et al. 2011).  

Bu nedenle öncelikle DSF’nin (1 µM) Cu (5 µM) ve SNP (0,5 mM) ile ayrı ayrı ve 

birlikte kullanıldığı uygulamalar yapılmıĢtır. Elde edilen bulgulara göre MCF-10A 
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hücreleriyle karĢılaĢtırıldığında MCF-7 hücreleri üzerine DSF+Cu+SNP’nin toksik 

etkisi daha fazla olmaktadır (ġekil ‎4.30). 

 

Şekil ‎4.30. DSF (1 µM)’ın Cu (5 µM) ve SNP (0,5 mM) ile kombinasyonunun MCF-7 

ve MCF-10A hücrelerine 24 saatlik toksik etkisi 

ÇalıĢmamızda kontrol amaçlı olarak ilaç içermeyen taĢıyıcı sistemin (mMPF) Cu ve 

SNP ile kombinasyonunun etkisi araĢtırılmıĢtır. Elde ettiğimiz bulgular, 

mMPF+Cu+SNP’nin MCF-7 ve MCF-10A hücrelerinde canlılığı anlamlı düzeyde 

etkilemediğini göstermektedir (ġekil ‎4.31). Böylece DSF yokluğunda, çalıĢılan 

konsantrasyonlarda Cu ve SNP’nin MCF-7 ve MCF-10A hücrelerinde önemli bir etkiye 

neden olmadığı anlaĢılmıĢtır. 
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Şekil ‎4.31. mMPF’in (60 µg/mL) Cu (5 µM) ve SNP (0,5 mM) ile kombinasyonunun 

MCF-7 ve MCF-10A hücrelerine 24 saatlik toksik etkisi 

ÇalıĢmamızın bir sonraki adımında mMDPF, Cu ve/veya SNP ile birlikte MCF-7 ve 

MCF-10A hücrelerine uygulanmıĢ ve 24 saat sonundaki canlılık oranı MTS testi ile 

belirlenmiĢtir (ġekil ‎4.32). mMDPF’in (60 µg/mL) Cu (5 µM) ve SNP (0,5 mM) ile 

kombinasyonu, MCF-10A hücreleri için yaklaĢık %10 oranında toksisite göstermiĢtir. 

Aynı dozlarda MCF-7 hücrelerine yapılan uygulama sonucunda MCF-7 hücrelerinin 

canlılık oranının %40’ın altına düĢtüğü gözlenmiĢtir.  
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Şekil ‎4.32. mMDPF (60 µg/mL)’in Cu (5 µM) ve SNP (0,5 mM) ile kombinasyonunun 

MCF-7 ve MCF-10A hücrelerine 24 saatlik toksik etkisi 

60 µg/mL mMDPF, Cu ve SNP uygulamalarında 24 saat sonra hücrelerin görüntüleri 

alınmıĢtır (ġekil ‎4.33). mMDPF, Cu ve SNP uygulanan gruplarda MCF-7 hücrelerinin 

büyük oranda öldüğü, MCF-10A hücrelerinin ise belirlenen dozda yapılan 

uygulamalardan fazla etkilenmediği belirlenmiĢtir.  



101 

 

 

 

Şekil ‎4.33. 60 µg/mL mMDPF, Cu (5 µM) ve SNP (0,5 mM) uygulaması 
24 saat sonra hücrelerin 10X büyütme görüntüleri (Ölçek 50 µm’dir) 
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Sonuç olarak DSF varlığında Cu ve SNP kaynaklı sitotoksik etki artmaktadır. Ġlaç 

taĢımayan mMPF’lerde DSF bulunmadığından mMPF varlığında Cu ve SNP kaynaklı 

sitotoksisite sınırlıdır. Ayrıca her uygulamada kanser hücrelerinin sağlıklı kontrollere 

göre daha fazla öldüğü gözlenmiĢtir. Bu durumda mMDPF meme kanseri tedavisinde 

hedef spesifik olarak çalıĢan ideal bir tedavi ajanı olarak umut vaat edicidir. 

4.4.3. Klonojenik deney 

Hücrelerin üreme ve koloni oluĢturma yeteneklerinin araĢtırılması için MCF-7 ve MCF-

10A hücreleri, Cu ve SNP ile birlikte veya ayrı ayrı olarak DSF, mMPF ve mMDPF ile 

muamele edilmiĢtir. Hücresel alım için 12 saat beklendikten sonra taze medyum ile 

hücreler yeniden inkübe edilmiĢtir. YaklaĢık on gün sonunda MCF-7 hücrelerinin 

koloni formlarının daha küresel ve belirgin olduğu ancak MCF-10A hücrelerinin 

yüzeyde yayılarak çoğaldığı gözlenmiĢtir (ġekil ‎4.34). Ġki hücre hattının koloni 

oluĢumunda gözlenen bu farklılığa literatürde de rastlanmıĢtır (Peng Liu et al. 2014). 

Yüzeye yayılarak çoğaldığı için MCF-10A hücrelerinde koloni sayımı yapılamamıĢtır. 

DSF+Cu uygulamasının kanser hücrelerinin koloni formlarında küçülmeye neden 

olduğu ve koloni sayısını azalttığı bilinmektedir (Allensworth et al. 2015; Y. Yang et al. 

2015). Yaptığımız çalıĢmada DSF’nin Cu ve SNP ile uygulandığı gruplar 

karĢılaĢtırıldığında, Cu varlığında DSF’nin hücre ölümünü artırdığı gözlenmiĢtir. 

DSF+SNP uygulaması kanser hücrelerinin koloni yeteneğini DSF+Cu grubuna kıyasla 

daha az etkilemiĢtir. ġekil ‎4.34’te sunulan fotoğraflardan elde edilen bulgular 

doğrultusunda MCF-7 hücrelerinin kontrol grubunda ~120 koloni varken DSF+Cu, 

DSF+SNP ve DSF+Cu+SNP için sırasıyla 1, 55 ve 1 koloni sayılmıĢtır. MCF-10A 

hücrelerinde de DSF+SNP uygulaması önemli etki göstermemiĢtir. Sonuç olarak DSF 

için yapılan klonojenik deneyde, MCF-7 hücrelerinde en fazla etkilenen grup 

DSF+Cu+SNP üçlü uygulamasında gözlenmiĢken bu uygulama MCF-10A hücrelerinde 

sınırlı etki göstermiĢtir (ġekil ‎4.34). 



103 

 

 

Hem MCF-7 hem de MCF-10A hücre hatlarına DSF içermeyen mMPF’nin koloni 

oluĢumuna bir etkisi olmamıĢtır (ġekil ‎4.34). MCF-7 hücrelerine ait klonojenik 

sonuçlarında, kontrol grubunda yaklaĢık 120 koloni sayılmıĢken mMPF’in tek baĢına 

uygulandığı grupta 118 koloni sayılmıĢtır. MCF-7 hücrelerinde mMPF+Cu uygulanan 

grupta ortalama 68 koloni oluĢumu gözlenmiĢtir. Ġlginç bir biçimde mMPF+SNP 

uygulanan MCF-7 hücrelerinde tıpkı mMPF+Cu+SNP grubunda olduğu gibi koloni 

oluĢumu gözlenmemiĢtir. MCF-10A hücrelerinde en fazla etki mMPF+Cu+SNP 

uygulanan grupta gözlenmiĢtir, fakat kontrolle farkı çok azdır. 

Sonuç olarak; 

 mMDPF kanser seçici etkiye sahiptir, 

 mMDPF+Cu ve mMDPF+Cu+SNP uygulaması MCF-7 hücrelerinin koloni 

oluĢumunu önlemiĢtir, 

 mMDPF+SNP uygulaması MCF-7 hücrelerinde koloni sayısını azaltmıĢ, MCF-10A 

hücrelerine etki etmemiĢtir, 

 Sonuçlar literatür ile uyum göstermektedir (L. Duan et al. 2014; P Liu et al. 2013; 

Yip et al. 2011). 
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Şekil ‎4.34. Klonojenik deney 
mMDPF (60 µg/mL), mMPF (60 µg/mL), Cu (5 µM) ve SNP (0,5 mM) uygulanmıĢ (A) MCF-7 ve (B) 

MCF-10A hücrelerinin koloni oluĢturma yetenekleri   
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Literatürdeki çalıĢmalar, DSF’ın çeĢitli kanser tiplerine karĢı oldukça yüksek sitotoksik 

etkiye sahip olduğunu belirtmektedir. Jivan ve arkadaĢlarının yaptığı DSF-metfomin 

uygulamasının, yine Duan ve arkadaĢlarının kullandığı DSF-DOX kombine 

uygulamasının neticesinde DSF’ın diğer ilaçların seçici toksisitesini artırdığı ortaya 

konmuĢtur (X. Duan et al. 2013; Jivan et al. 2015). Bu açıdan multi fonksiyonel ilaç 

taĢıyıcı sistemler, DSF ile birlikte farklı ilaçların aktarımı ve bunların birlikte kullanımı 

için ideal platform konumundadır. 

Kararsız yapıya sahip DSF, in vitro ve in vivo uygulamalarda çeĢitli taĢıyıcı sistemler 

ile kullanılmıĢtır. Ancak bu sistemlerin boyutu genellikle ~200 nm veya daha büyüktür. 

Bununla beraber PLGA veya PEG ile hazırlanan DDS’ler negatif yüzeye sahiptir (X. 

Duan et al. 2013; Fasehee et al. 2016; L. Zhang et al. 2015). Bu özellikler DDS’in 

dolayısıyla da ilacın negatif yüzeye sahip hücreler tarafından alımını zorlaĢtırmaktadır. 

Ayrıca birçok DDS’nin ilaç yükleme oranı memnun edici düzeyde değildir. Bu 

çalıĢmada, DSF’nin mezoporozsilika nanoparçacıklara %4,35 oranında yüklenebileceği 

ortaya konmuĢtur. 

Fe3O4 MNP’lerin mıknatıs tarafından çekilebilmesi, onların fiziksel hedefleme aracı 

olarak kullanılmasının sebebidir. Mezogözenekli silika kaplama yapılarak ilacın Fe3O4 

MNP’lerin üzerine tutunabileceği gözenekli yapı hazırlanmıĢtır (ġekil ‎4.6 ve ġekil ‎4.7). 

Silika kaplama, MNP’lerin biyo-uyumluluğunu arttırmıĢ ve suda dağılmalarını 

sağlamıĢtır. Gözeneklere disülfiram ilacı yüklendikten sonra platformun PEI ile 

sarılması, ilacın istenmeyen salımını önlenmiĢtir. PEI, kontrollü ilaç salımının yanında 

ilaç taĢıyıcı sistemin RES elemanlarından kaçıĢını sağlar, kan dolaĢımındaki ömrünü 

uzatır ve yapısında bulundurduğu -NH2 grubu sayesinde NP’lerin yüzeyini pozitif 

yapar. Yüzeydeki -NH2 fonksiyonel gruplar kullanılarak ilaç taĢıyıcı sistemin yüzeyine 

FA takılmıĢtır (ġekil ‎4.10 ve ġekil ‎4.12). FA, ilaç taĢıyıcı sistemin kanser hücrelerini 

sağlıklı hücrelerden daha fazla etkilemesi için aktif hedefleme aracı olarak 
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kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada MCF-7 kanser hücrelerinin MCF-10A hücrelerine kıyasla 

daha fazla mMDPF aldığı gözlenmiĢtir (ġekil ‎4.27). 

Sıcaklık ve pH parametreleri değiĢtirilerek ilaç salım deneyleri yürütülmüĢ ve 

endozomal pH olan pH=6,0’da ilaç salımının çok daha hızlı gerçekleĢtiği gözlenmiĢtir. 

Bu durum kanser hücrelerinde ilacın hızla salınmasını sağlamakta ve ilacı lizozomal 

degredasyondan korumaktadır. 

mMDPF uygulanan MCF-7 hücrelerinin canlılık oranı MCF-10A hücrelerine göre çok 

daha düĢüktür (ġekil ‎4.26, ġekil ‎4.28 ve ġekil ‎4.29). Üstelik mMDPF, Cu ve/veya SNP 

ile birlikte uygulandığında bile bu durum değiĢmemiĢtir (ġekil ‎4.32 ve ġekil ‎4.33). 

Ġlacın Cu ve SNP ile birlikte uygulanması ile toksisitesinin kanser spesifik olarak arttığı 

gözlenmiĢtir. In vitro bulgularımıza göre çok düĢük konsantrasyonlarda mMDPF, Cu ve 

SNP kullanarak sağlıklı hücrelere etki etmeden meme kanseri hücreleri yok edilebilir. 

Üstelik sistemin manyetik ve FA tabanlı hedefleme imkânı sunması, önerilen yöntemin 

spesifikliğini artırmaktadır. 

Sonuç olarak geliĢtirilen ilaç taĢıyıcı sistemi meme kanseri tedavisi için umut verici bir 

araçtır. Detaylı etkiler daha kapsamlı çalıĢmalar ile araĢtırılabilir. mMDPF’ler manyetik 

hipertermi tedavisi ile birleĢtirilebilir. Uygulamalar kobaylarda yapılarak, ilaç 

sisteminin in vivo etkileri ortaya konabilir. 
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