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Gen terapi son yillarda genetik bozukluluklarin ve kanserin tedavisinde
potansiyel yontem olarak énemli ilgi ¢geken yaklasimlar arasindadir. Hedef geni
tasiyan plazmid DNA nin aktarimi i¢cin hem viral hemde viral olmayan vektorler
kullanihir. Viral vektorler ¢ok etkindirler ancak ciddi yan etkileri vardir. Farkli
formdaki viral olmayan vektorler cok daha emniyetlidirler ancak transfeksiyon
etkinlikleri duguktur. Devam eden cgesitli galismalarda daha etkin viral vektorlerin
geligtiriimesi amacglanmigtir. Gen transferini fiziksel yontemlerle de yapmak
mumkundur. Ancak bunlarin da sinirlamalari vardir. Sunulan ¢alismada
birlestiriimis bir stratejik yaklasimin gelistiriimesi amaclanmistir. Burada farkli
materyallerden (esas olarak polimerler) Uretilen nanopartikillerin benzeri, pozitif
yukli nanopartikuller kullanilarak ve ilave olarak da magnetik guc¢ uygulanarak
plazmid DNA tasiyan nanopartikillerin hedef hucreler tarafindan alimi

saglanmistir.

Bu calismada once yaklasik 90 nm boyutlu “manyetit” (Fe304) nanopartikuller
sentezlenmistir. Bu manyetit nanopartikullerin manyetik 6zelliklerini tumuyle
kaybetmeden altin ile kaplanmasi saglanmigtir. Altin yuzeylere pozitif yuk
kazandirmak amaciyla, bu altin kapli nanopartikuller “kendiliginden yerlesen tek
tabaka” (“self-assembled monolayers”-SAMs) olusturmak amaciyla bu kabiliyete
sahip iki uglarinda iki farkli fonksiyonel grup tasiyan (SH ve NH;) molekuller ile
etkilestirilmistir. Bu molekullerin SH gruplariyla altin yuzeylere tek tabaka
olusturacak sekilde yerlesmeleri diger uglarindaki NH, gruplari nedeniyle pozitif
yuk saglamalari ongorulmustar. Yuzey yukleri optimize edilmistir.  Bu
nanopartikillerin transfeksiyon verimlerinin arastirilmasi i¢in yesil florasan protein
(GFP) ekprese eden plazmid DNA (PEGFP-N,) kullaniimigtir. Plazmid DNA
standart molekuler biyoloji teknikleri kullanilarak E. Coli bakterisinde ¢gogaltiimis ve
saflagtinimistir. Farkli miktarlarda nanopartikuller plazmid DNA ile etkilegtirilerek

konjugatlar olusturulmustur. Bu konjugatlarin ve uygulanan manyetik alanin



hucrelere sitotoksititesi arastirilmigtir.  Bu konjugatlarin hicre transfeksiyon
etkinlikleri ve buna uygulanacak manyetik kuvvetlerin etkileri hucre kultar

ortamlarinda hucre hatlari kullanilarak arastiriimistir.

Anahtar Kelimeler: Gen terapi; Plazmid DNA aktarimi, viral olmayan vektorler;
altin kapli manyetit nanopartikiller; kendiliginden tek tabakalar; transfeksiyon,
Manyetik kuvvetler.
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ABSTRACT

Gene therapy is attracting significant attention recently as a potential method for
treating mainly genetic disorders and cancer through different approaches. Both
viral and non-viral vectors have been used for delivery of plasmid DNA carrying
the target gene. Viral vectors are very effective, however they can cause serious
side effects. Non-viral vectors in different forms are much more safe, but their
transfection efficiencies are low. Development of more effcient non-viral vectors
have been aimed. Gene transfer is also possible by physical means. However
they do also exhibit limitations. This study attempts to develop a combined
strategy in which both positively charged nanoparticle similar to existing
nanoparticles are used which made of different materials (mainly polymers) and
in addition magnetic forces is applied to increase the uptake of nanoparticles

carrying the plasmid DNA by the target cells.

In this study, “magnetite” (Fe3O,4) nanoparticles with about 90 nm in diameter
were synthesized. These magnetic nanoparticles were coated with a gold layer
without loosing their magnetic properties. These gold coated nanopraticles were
interacted with “self-assembled monolayers”-SAMs forming molecules carrying
two different functional groups (SH and NH;). These molecules were assembled
on the gold surface as SAMs via SH groups while NH, groups give the positive
charge to the nanoparticles. Surface charges were optimized. In order to obtain
the transfection yield of these nanoparticles plasmid DNA (PEGFP-Ny)
expressing green fluoresence protein was used. Plasmid DNA were purchased
and multiplied in E.Coli and then purified by using standart molecular biological
techniques. Conjugates were formed by interacting of different amounts of
nanoparticles with plasmid DNA. Cytotoxicity of conjugates and applied
magnetic force were investigated. Cell transfection efficiencies of these
conjugates and the effects of the magnetic forces were investigated in cell

culture media using cell lines.
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1.GiRIS

Gen terapisi sistik fibrosis, parkinson hastaligi gibi genetik hastaliklara, kanser
tedavisinden kemoterapiye alternatif bir tedavi yoludur. Gen terapisinde ve genetik
modifikasyonlarda gen transferi s6z konusudur (Anderson, 2000). Vucuttaki hedef
hicrelere genetik materyalin yollanmasiyla, gen terapi duzgun calisan gen
fonksiyonlarini korumayi, bozuk genlerin fonksiyonlarini baskilamayr ya da
gelistirmeyi, son olarak da bazi genlerin fizyolojik fonksiyonlarini tamamen

degistirmeyi amacglamaktadir.

Genetik bilgi genellikle 6zel olarak tasarlanmis dairesel plazmid DNA’ ya (pDNA)
yuklenir. Sonraki adimda bu pDNA’'nin hedef hlcrelere aktarimidir. Bunun igin
tasiyici olarak viral ve/veya nonviral vektorler olmak Uzere 2 tur tasiyici sistem
kullanilir. pDNA’lar negatif yuakladar, dolayisiyla negatif yukli hedef hiicrelere ve
hicre cekirdegine girme olasiliklari ¢cok dusuktir. Buna ilave olarak, 6zellikle in
vivo uygulamada pDNA’larin kararhliklari oldukga dusuktlr, baska bir ifadeyle
“‘Nuclease” enzimleri iyi korunmayan DNA’yl kolaylikla degrede eder ve kan
dolasimina verildiginde karaciger tarafindan hizla yakalanip elimine edilir.
Dolayisiyla pDNA'lar hedef hucrelere aktariimasi igin “tagltyicilara”, gen terapisinde

kullanilan terimle “vektorlere” gereksinim vardir.

Genlerin viral vektorler aracihigiyla aktariimasinin en etkin yontem oldugu
ispatlanmistir. Bununla birlikte, viral vektorlerin kullanimini potansiyel toksisite,
mutagenez ve karsinogenez Onemli Olcude kisitlamaktadir. Katyonik lipidler,
lipozomlar, polipeptidler, yuzey aktif maddeler, katyonik suda ¢éziunen polimerler,
nanopartikiller vb. nonviral vektorler olarak degerlendiriimektedir (Mc Allister,
2002). Nonviral vektorler hucre bariyerlerinden daha etkin gecgebilmeleri, toksik
olmamalari, immunojenite gostermemeleri gibi 6zellikleri sebebiyle tranfeksiyonda
daha etkilidir. Bu tlr avantajlari dolayisiyla proje kapsaminda nonviral vektor

olarak altin kapli manyetik nanopartikuller tercih edilmistir.

Cesitli fiziksel yontemlerin kiyaslamasi yapildiginda manyetik nanopartikullerin
kullanilmasiyla magnet yardimli transfeksiyonun (Manyetofeksiyon) daha hizli bir
metot oldugu ongoérulmastir. Gen transferinde, manyetik nanopartikillerin toksik
olmamasi, basit deneysel ihtiyaglara gerek duymasi ve etkili olmasi nedeniyle bu

partikuller ~ Ozellikle tercih sebebi olmaktadir. Hucre icinde manyetik
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nanopartikullerin korozyonunun, oksitlenmesinin 6nlenmesi ve kararli bir formda
kalmasi icin polietilenimin (PEI), dietilaminoetil-dekstran (DEAE-dekstran) gibi
katyonik polimerlerle modifiye edilmeleri mimkindir (Plank C and Schillinger
2003). Fakat bu uygulamalar sonucunda manyetik nanopartikillerin manyetik
Ozelliklerinde azalma meydana gelmektedir. Bu sebeple altin kaplamanin hem
basit bir sentez proseduri olmasi hem de altinin kimyasal fonksiyonellige sahip
olmasi manyetik nanopartikulleri kaplamada altinin en ¢ok tercih edilen metal
olmasini saglar. Altin kaplama sayesinde manyetik nanopartikullerin oksitlenmesi
ve korozyona ugramasi Onlenirken manyetik Ozelliklerini de devam

ettirebilmektedir.

Sunulan tez kapsaminda sayilan bu Ozellikler nedeniyle altin kapli manyetik
nanopartikillerinin sentezi ve bu partikillerin negatif yukli pDNA ile etkilesebilmesi
icin katyonik Ozellik kazandirilmasi ve bunun sonucunda manyetik ozellikleri
yardimiyla hedef hucrelere pDNA transfeksiyonu amaglanmistir. Calisma
kapsaminda  Oncelikle  manyetit  nanopartikiller  grubumuzun  Onceki
deneyimlerinden  yararlanilarak  6nceden  optimize  edilmis  yontemle
sentezlenmistir. Cekirdedi olusturacak manyetit nanopartikil yapisi karakterize
edilmigtir. Daha sonra manyetit ¢cekirdek Uzerine sitrat indirgeme ajani ile altin
kaplama yontemiyle altin kabuk olugsumu saglanmistir ve yontemde kullanilan tim
malzemelerin yapi icin optimizasyonu saglanmistir. Sentezlenen altin kaph
manyetit nanopartikillere pozitif yUk kazandirmak igin kullaniimis olan 2-
aminoetantiyol molekullerinin altin kabuk yuzeyine kendiliginden yerlesen tek
tabaka seklinde olusumu saglanmis ve karakterize edilmistir. Sentezlenen
katyonik altin kapli manyetit partikullerin hucre canlihgr Gzerine etkisi MTT ile
belirlenmis ve hicre galismalarinda kullanilacak maksimum partiktl miktari tespit
edilmigtir. Hucre calismalarinda kullaniimak Uzere literatire en uygun yuk
yogunluguna sahip katyonik altin kapli manyetit nanopartikullerin farkli miktarlari
pPDNA ile etkilestiriimis ve hucreye ne oranda girdigi arastinlmigtir. Partikallerin
hicre igine girmesinde uygulanan manyetik alanin etkinligi ve hucre canhligi

uzerine etkileri de arastiriimistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Manyetizma ve Manyetik Nanopartikuller

Nanopartikuller kataliz, manyetizma ve elektronik gibi pek ¢ok alanda sahip
olduklari dikkat cekici 6zelliklerinden dolayi ¢ahlisiimistir (Tu ve Denizot, 2007).
Endustriyel uygulamalarda; manyetik motor kapaklari, banka c¢eklerindeki
manyetik muhdrler, manyetik kayit ortami, manyetik rezonans fark ortami gibi ve
biyomedikal uygulamalarda; kanser tedavisinde kullanilan teropatik ajanlar gibi

birgok alanda kullanimlari genis yer kaplamaktadir (Tardaj, 2003) .

Her olasi uygulama farkh 6zellikler gerektirmektedir. Biyomedikal uygulamalarda
oda sicaklhiginda superparamanyetik 6zellik gosteren nanopartikuller tercih edilir.
Dahasi biyolojik uygulamalarda, tibbi teshis ve tedavide kullanilacak manyetik
partikillerin su, nétr pH’ da ve fizyolojik tuz kosullarinda kararli olmasi gereklidir
(Tardaj, 2003) .

Biyomedikal uygulamalarda boyu 100 nm’ den kuguk partikulleri kullanmanin en
onemli avantajlari; ligantlarin yluzeye kolaylikla tutturulmasini saglayacak yuksek
etkinlikteki yuzey alanlari, yuksek kararlilikta disuk ¢dokme hizlar ve gelismis
dokusal difizyon gostermeleridir (Portet, 2001). Cok ylksek manyetik 6zellige
sahip nikel ve kobalt gibi maddeler, oksittenme hassasiyetleri ve toksisite

gOstermeleri nedeniyle biyolojik uygulamalarda ¢ok ilgi cekmezler (Tardaj, 2003) .

Sonug¢ olarak, uygulamalara getirdikleri kolayliklar ve kazandirdiklari 6zellikler
sebebiyle biyomedikal alanlarda kullanimlari arastirilan ve hizla yayginlasan
manyetik nanopartikillerin kullanildigi alanlar sunlardir: (Tardaj, 2003); in-vivo
teshis amacgli manyetik rezonans goéruntileme (Sun, 2000) , in-vivo tedavi amagli
kontrollU ilag uygulamalari (Miller, 2002, Jain, 2005), hipertemi (Muller-Schulte D.
Ve Brunner, 1995) , gen tedavisinde tasiyici vektor, ydnlendirme ve tetikleme ajani
olarak kullanimlari (Guven, 2008; Muthana, 2008) , in-vitro teshis ve tedarik amacli
cesitli biyolojik molekullerin izolasyonu ve saflastiriimasi (Safarik ve Safarikova,
2004; Gao, 2005; Xu, 2004).

Gunumuzde manyetik nanopartikuller rutin olarak hedef organlar (akciger ve

karaciger) ve lenf nodulleri i¢in kontrast ajan olarak kullaniimaktadir. Yeni



gelismeler molekuler goruntileme ve hucre izleme Uzerine odaklanmigtir.
Nanopartikullerin yuzeyine fonksiyonellik kazandirilmasi zor bir istir. Diger bir
zorluk ise kan dolagiminda uzun bir sure nanopartikullerin gizli dolagsmasi ve iligkili
ligantlarin tGmor hicrelerinde spesifik internalizasyonu kolaylasabilir (Laurent,
2008; Semiz 2008) .

2.1.1 Manyetizma

Manyetizma, elektrik yuklerinin hareketinden olugmaktadir. Butun materyaller
manyetik Ozellik gosterirler fakat cogunun etkisi ¢ok kuguktur. Bir atomun
elektronlari, spin yada spin ve orbital hareketleri sebebiyle manyetik bir moment
kazanir. Kendi c¢evresinde donus hareketi yapan yukli bir kiUrecige benzer
davranisi ve atom cekirdedi etrafindaki dolasma hareketi elektronlarin manyetik
Ozellik kazanmasina neden olur (Harris, 2002) . Yérungede ddnen bir elektronun
uygulanan manyetik alana cevabi maddenin spin konfigurasyonu ile
belirlenmektedir. Her birimin manyetik momenti elektron spinlerinin, elektronlar
arasi super degisken etkilesimlere bagli olarak kendiliginden siralanmalari
sonucunda ortaya ¢ikar (Ozaki, 2000) . Boylece manyetik dipollerin yonlenmesiyle
miknatislanma olusur. Manyetik alan arttikga dipollerin ydonlenme derecesi artar ve
harika dizilime ulasinca doygunluk miknatishdi saglanir (Ozaki, 2000; Harris,
2002; Sayar 2004; Semiz 2008) . Maddeler manyetizma 6zelliklerine gore 5 sinifa
ayrilirlar ( Sekil 2.1.1) :
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Sekil 2.1.1 Manyetizma 6zelliklerine gore spin durumlari.

Ferromanyetizma:

Ferromanyetik maddeler, manyetik alan etkisi ortadan kalksa dahi miknatistik
karakterlerini strdururler. Manyetik alan etkisi olmasa bile daima sifirdan farkl net
bir manyetik moment mevcuttur. Bu 6zellik, alan siddeti ile manyetik indlksiyon (B)
arasindaki “histeresis” iligkisi veya “artik miknatislanma” olayi ile kendini belli eder.
Ferromanyetik davranislar, diamanyetik ve paramanyetiklerin aksine yalniz kristal
yaplya sahip katilara 6zguddur. Isitilarak sivi ve gaz haline getirilen ferromanyetik
bir madde, bu 6zelligini Curie sicakli§i tGzerinde kaybederek paramanyetik 6zellik
kazanir. Fe, Co, Ni gibi ferromanyetik 6zellik gosteren gecis elementlerinin
elektron duzenlerine baktigimizda, sadece bu atomlara ait olan bir 6zelligin farkina
variriz. S6zu edilen atomlar, normal halde 10 elektron alabilen 3d katmaninda bos
yer olmasina ragmen, daha Ustteki 4s katmaninda iki elektron barindirmaktadir.
Bu durumda, elektron spinlerinin dizilis bigcimlerine bagh olarak atomlarin net

manyetik momentleri sifirdan farkli olmaktadir.

Antiferromanyetizma:

Dusuk sicakliklarda bazi kristallerde, komsu atomlarin manyetik momentleri
birbirine ters olacak sekilde yoneldikleri gosterilmistir. Cr, Mn gibi bazi metaller ve
MnO, MnS, Cr,03, NiCr gibi bazi alasimlarda meydana c¢ikan bu 6zellik
antiferromanyetizma adini almaktadir. Antiferromanyetik maddelerde birbirine



komsu iki atomun manyetik momenti birbirini yok edecek bigimde ciftler olusturur.
Ciftlesen spinlerin zit yonde paralel olmasi nedeniyle degis- tokus enerjisi Eg4e
negatif degerler almaktadir. Antiferromanyetik maddeler; “Neel sicakhigi” (Ty)

denilen bir sicaklikta paramanyetik faza gecerler (Sayar, 2004).

Ferrimanyetizma:

Ferrimanyetizma, spin dizilimlerinin zit  paralellikte olmasi sebebiyle
antiferromanetizmaya benzer ama manyetik momentler es buUyukllkte
olmadigindan uygulanan alanda net bir miknatistik olustururlar. Ferrimanyetik
materyallerde godzlenen bu net miknatislk ferromanyetik materyallerden daha
kUguktar. Bunun sebebi yapi icindeki zit paralellikte spin dizilimlerinin olmasidir.
Moment dizilimindeki farkhliklara ragmen ferromanyetizma icin tanimlanan teoriler
degistirilerek ferrimanyetizma icinde uygulanabilmektedir. Ferrimanyetik kristalin
yapl, tetrahedral (A) ve oktahedral (B) olmak Uzere iki tip 6rgu yapisindan olugan
iki farkli manyetik iyonlardan olugsmaktadir. Manyetit gibi spinel kristal yapilar icin
alis-veris etkilesimlerinin (AA, AB ve BB) hepsi zit paralellikte dizilimdir. Gug¢li AB

etkilesiminden dolayi ferrimanyetik davranis olusmaktadir.

Paramanyetizma:

Bazi atomlar, dig elektron katmanlarinin tam olarak dolu olmayigi nedeniyle,
cifttesmemis elektronlara ve bunun dogal bir sonucu olarak da sifirdan farkh net bir
manyetik momente sahiptirler. O,, NO gibi bazi gazlarla, MgCl; gibi bazi ¢ozeltiler,
ya da platin, aluminyum, tungsten gibi metaller i¢cin durum bdyledir. Bu tur bir
maddenin bir manyetik alana getiriimesi halinde, madde atomlari izerine manyetik
momentleri alan dogrultusunu almaya zorlayacak bigimde bir kuvvet etki eder.
Atomlar arasi etkilesmeler ve 6zellikle termik hareketler, bu tir yoneltici kuvvetlere
kargl koyarlar. Yine de manyetik alan etkisiyle manyetik momentleri kismi

yonelmeler gosteren bu tirden maddelere “paramanyetik maddeler denir.
Manyetik alana konulan bu tir madde, diamanyetik maddelerin aksine, alan
siddetinin bir miktar artmasina, yani cisim yakinlarindaki kuvvet gizgileri sayisinin

artmasina yol agar. Metaller Pauli paramanyetizmasina uyarlar (Semiz, 2004).



Diamanyetizma:

Diamanyetizma bir ornekteki elektrik yuklerin uygulanan bir dig manyetik alana
kargi numune icini perdeleme egilimiyle baglantilidir. Toplam manyetik momenti
sifir veya ¢ok kuguk olan atomlar diamanyetik davraniglar gosterirler. Elektronlar
cifttesmis He, Ne, Ar, Kr, Xe gibi soygazlar ile manyetik momenti zayif (O, ve N,
disindaki) gazlar ve altin, gimas, bakir, elmas, grafit, bizmut gibi bazi katilar bu
gruba girer. Bir manyetik alana getirilen diamanyetik bir madde, daima alan

siddetini zayiflatacak bigimde bir etki yapar.

Histeresis:

Ferromanyetik yada ferrimanyetik maddelerde madde boyunca bir domaindeki
paralel spinler toplulugu rastgele yerlesmistir. Bu sebeple neticede birbirlerinin
etkisini yok ederek bir batlin olarak net sifir mikantislik gosterirler (Sekil 2.1.2'de
M=0’da). Yeterli miktarda bir dis manyetik alan uygulandiginda her bir domaindeki
spinler butin dipoller dizilinceye kadar uygulanan manyetik alan yonune paralel
yerlesirler. Miknatislik edrisindeki plato bolgesi doygunluk miknatishdidir (Ms,
sekil 2.1.2). Ms gram basina miknatishigin bir olgusudar. Sekil 2.1.2°deki diuz
egride manyetik alan gucu (H) degisirken domain duvarinda moment vektorlerinin
donmesini gostermektedir hatta kliguk sigramalar olmakta ve Barkhausen etkisi
olarak anlatiimaktadir. Uygulanan alan azaldiginda miknatishkta azalir. Cok
domainli y1gin materyallerde, domain duvarlari boyunca spin donmeleri nedeniyle
miknatishik giderilmektedir. Uygulanan alan uzaklastirildiginda miknatishgi
giderme egrisi baslangictaki miknatislik edrisini takip etmez. Bu materyal sekil
2.1.2'de gosterildigi gibi bir histeresis gosterir. Manyetik alan (H=0) sifir oldugunda
arta kalan miknatishk kalan miknatislik (remanence magnetization, Mr) olarak
adlandirihr. Miknatishi@r sifirlamak i¢in gerekli negatif yondeki manyetik alan ise

zorlayici gug (coercive force, Hc) olarak tanimlanmaktadir (Sayar 2004).



Y

Manyetik Alan Yogunlugu (emuig) £ /
M # A

i Uygulanan Alan

Mg

/

He / H Uygulanan Alan {Oe)
¥

Sekil 2.1.2. Manyetik alan gliciine kargi miknatislik egrisi

'e

>,

)

Siiperparamanyetizma:

Partikll boyu azaldik¢a, bir partikulin igerdigi domain sayisi da azalir ve multi
domainden tek domainli yapilara gegis olur. Genel olarak multi domain
partiklllerde domain duvarlarindan manyetik momentlerin donmesi kolaylikla
gerceklestiginden miknatishigr gidermek icin gereken manyetik alan siddeti tek
domainlilere gobre daha kuguktur. Bu durum tek domainli partikillerin
manyetokristalin yapisi ve sekil anisotropisi ile iligkilidir. Bu sebeple tek domainli
parcaciklar genelde manyetik kayit ortamlarinda kullanilirlar. Bir partiktl yeterince
klguk oldugunda ise superparamanyetik 6zellik sergiler ve manyetik momentleri
termal degisimler ile hi¢bir yonlenme gostermez. Bu olgu, bireysel parcaciklarin
manyetik davranigina hakim olan sinirli boyutundan ve yuzey etkilerinden suregelir
(Batlle ve Labarta, 2002). ik olarak Frenkel ve Dorfman, ferromanyetik maddeye
ait bir partikilin kritik pargacik boyutunun (birgok madde igin 15 nm’nin altinda)
altinda tek manyetik domain igerdigini ve boylece her alanda esit dagihima sahip
bir miknatislik gosterecegini dne surmustir (Frenkel ve Dorfman, 1930). Bunlar
¢ok kucuk giderme miknatishdina (Hc) sahiptirler (Sekil 2.1.3). Siperparamanyetik
nitelige sahip kuguk manyetik partiktller manyetik sivilarin bilesenlerini olusturular.
Bu partikillerin gevseme zamanlari élgimden daha hizhdir (yaklasik 100 sn) ve
histerisis egrisi gostermezler (Kotitz, 1995), yani manyetik alan ortadan kalktigina

fazladan artik bir miknatisliga sahip degillerdir (Sayar 2004).
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Sekil 2.1.3 Partikul boyuna bagli gideriime miknatishigi. Dsp; superparamanyetik
partikul ¢capi, Ds; tek domain partikul ¢capi.

2.1.2 Ferroakigkanlar

Bir tasiyici sivi icinde dagitilmis superparamanyetik partikiller ferrosivilar
(ferrofluid) olarak tanimlanmaktadir. Kararli bir ferrosivi superparamanyetik
partikuller, bir tasiyici sivi ve bir ylizey aktif madde ihtiva eder. Tarihte ilk baslarda,
superparamanyetik  davranig  gosteren  kuguk  manyetik  parcaciklarin
dispersiyonlari manyetik domainleri gézlemlemek icin kullaniimistir. Ferrosivilar
dogal olarak bulunmazlar ve ilk olarak 1960 yilinda tanimlanmiglardir (Sayar
2004).

Bir manyetik alan degisimine maruz kaldiklari zaman yogun manyetik partikdl
suspansiyonlarinin, partikll Gzerine etkiyen kuvvet ve dolayisiyla aralarindaki
etkilesimi artinimigtir. Manyetik alan, partikllleri ceker ve bdylece dagitim sivisi
partikullerle birlikte hareket eder. Bdylece sivi miknatislanmig gibi davranir (Ozaki
2000) .

Partikiller arasi uzaklik azalirken etkilesim enerjisi artar ve bir ylzey aktif
maddeyle korunmadigindan topaklanma olugsur. Derigik bir manyetik sivi
dispersiyonuna manyetik alan uygulandiginda partikiller sivi ile beraber

uygulanan alan dogrultusunda hareket ederler (Sayar 2004).

Biyomedikal uygulamalar igin ferro akiskanin kararhligi gok énemli olmasina karsi,
kolloidal suspansiyon icindeki nanoparcgaciklar bir araya gelme davranisi

gOsterirler ve bu durum su sekilde acgiklanabilir; hidrofobik ylzey alanina kargi



hacim oraninin ¢ok yuksek oldugu manyetik demir oksit pargaciklar, aralarindaki
hidrofobik etkilesimleri nedeniyle genis kimeler olusturma egilimindedir (Gupta,
2005). Bu durumu 6nlemek icin en c¢ok tercih edilen yontemler, sterik ya da
elektrostatik olarak partikulleri kararli hale getirmektir. Kullanim alani ve uygulama
kolayligi acgisindan yuzey aktif madde kullanimiyla partikil ylzeylerini sterik etkiyle
kararli hale getirmek, cok tercih edilen bir yontemdir. Duzenli dagihm ve
topaklanmanin onlenmesi, 3 birincil cekim kuvvetinin arasindaki dengeye baghdir:
1)manyetik ¢cekim kuvvetleri, 2) yer ¢cekimi kuvveti ve 3) London dispersiyon ya da

van der Waals kuvvetleri (Harris, 2002).

Partikillerin etkilesim enerjisinin  Ustesinden gelmek ve kolloidal stabiliteyi
saglamak icin partikullerin yeterince kuguk ve superparamanyetik olmasi gerekir.
Partikil sUperparamanyetik oldugunda manyetik etkilesim azalir, ¢Unku
parcaciklarin manyetik momentlerinin serbest donme hareketlerini termal enerji
induklemektedir (Ozaki, 2000). Browninan hareketi partikillerin dagihm halini
korumaya c¢alisirken yer c¢ekimi kuvveti partikilleri asagl ceker. Fakat
Rosensweig’e gore tipik bir ferro akiskanin, kolloidal dispersiyona isaret eden
nanopartikal kararlihginda, yer c¢ekimi etkisi anlamsizdir (Rosensweig, 1985).
Manyetik etkilesimden bagimsiz olarak surekli dalgalanma halindeki elektrik dipole
kuvvetlerinin  kendiliginden induklenen polarlanma oOzelliginden kaynaklanan
London dispersiyon ya da van der Waals kuvvetleri, ylksek yuzey alani/hacim
oranina sahip partikullerin ylzey enerjilerini dugirmek icin topaklanmay tetikler;
bu nedenle van der Waals c¢ekim kuvvetleri anlamli bir etkendir ve kolloidal
dispersiyonlar hazirlamak/elde etmek icgin itici kuvvetlerle giderilmelidir (Harris,
2002). Sekil 2.1.4'de, tek domainli partikillerin kararliligini bahsedilen kuvvetleri
yenerek korumak amaciyla kullanilan, bir ytzey aktif madde ile kaplanmig ferro
akiskan taneciginin sematik gosterimlerine yer verilmisti. TMAOH (tetrametil
amonyum hidroksit) ylzey aktif maddesi iki yuklu tirden olugur; (CH3)4N+ ve OH-.
Hidroksit anyonlari (OH-) partikul ylizeyine yapisirken, ters iyonlari olan tetrametil
amonyum katyonlarini ((CH3)4N+) cekerek partikil etrafinda pozitif yukli bir dig
kabuk olusturur (Sekil 2.1.4). Bu da, manyetik partikillerin birbirini itmesini

saglayarak, kimelesmeyi onler (Semiz 2008).
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Sekil 2.1.4 Bazik yuzey aktif maddeyle etkilesmis ferro akiskan tanecigi. a; Partikl
yuzeyine toplanan TMAOH’a ait negatif yukler (Scherer and Figueiredo, 2005) b;
Negatif yuk etrafina toplanan karsit yukli iyonlar (Chun et al., 2005).

2.1.3 Manyetik Nanopartikiiller

Manyetik partikiller 1°”den 100 nm boyuna kadar degisen skalada metal ve metal
oksitlerden olugsmaktadir. Bu metal ve metal oksitler Ni, Co, Fe, Fe3O4 ve

Fe,O3'den olusmaktadir.

Cizelge 2.1.3 Gegis metalleri ve metal oksitlerin manyetik 6zellikleri (Blum,
1997; Sorensen, 2001).

Maddeler Doygunluk Miknatishgi Curie Sicakhgi (K)
(Ms) (emu/cm™) 298 K

Ni 485 631

Co (Kibik) 1400-1422 1404

Fe (Kubik) 1700-1714 1043

r-Fe,0s 304 820-986

-e0.Fe,03 480-500 858

MnO. Fe,03 410 573

Co0. Fe,03 400 793

NiO. Fe,03 270 858

CuO. Fe,03 135 728
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Bu gecis metalleri oldukga toksik ve oksitlenmeye c¢ok duyarlidir. Ni, Co ve Fe
atmosfer kosullari altinda antiferromanyetik 6zellik gosteren NiO, CoO ve FeO
alagimlarina oksitlenmektedir. Neredeyse nanopartikullerin buyuk yuzey alani
nedeniyle onemli bir problem olan oksidasyon mekanizmasini onlemek igin
sentetik ve/veya fiziksel bir metot yoktur. Demir oksitler, dusik doygunluk
miknatisligi degerlerine sahip olmalarina ragmen, diger metallere gore daha az

okside olmaktadir (Sorensen, 2001).

2.1.3.1 Demir oksitler

Demir oksitler farkli manyetik ozellikler ile degisik kimyasal bilesenlerden
olusmaktadir. Ferrimanyetizma goOsteren bu ilging materyaller y-Fe,O3;, FezO,,
MO.Fe,0O3 (M=Co, Mn, Ni veya Cu) gibi demir oksitlerdir. Ferrimanyetik demir
oksitler gegis metalleri gibi ferromanyetik metallerden daha kugik bir manyetik
cevap Ozelligi gosterirler. Fakat demir oksitler oksidasyona daha az duyarli ve bu

nedenle kararli manyetik etkilerini korumaktadirlar.

Cizelge 2.1.3.1 A. Demir oksihidroksit ve demir oksit turleri

Mineral Formiil Manyetik Ozellik
Goethite a-FeOOH Antiferromanyetik
Akaganéite B-FeOOH Antiferromanyetik
Lepidocrocite y- FeOOH Antiferromanyetik
Feroksayt 0- FeOOH Ferrimanyetik
Ferrihidrit FesHOg.4H,0 Antiferromanyetik
Hematit a-Fe,;03 Zayif Ferrimanyetik
Maghemit y-Fe203 Ferrimanyetik
Manyetit Fe30,4 Ferrimanyetik

Manyetit (FesO4 ) ve maghemit (y-Fe,O3 ) en genel ve en ¢ok arastirilan demir
oksitlerdir. MO. Fe,O3 metal karisimi ferritler, ¢esitli fiziksel ve manyetik 6zelliklere
sahiptirler ve partikul sekli ve tek domain yapisi nedeniyle elektronik uygulamalar
icin gelistirilmistir. Manyetit ve maghemit ayni fiziksel 6zelliklere ve kristal yapisina

sahiptir (cizelge 2.1.3.1 B). Her ikiside ferrimanyetik 6zellik gosterir. Fakat
12



maghemit daha dusik doygunluk miknatishdina sahiptir. Bunlarin manyetik
cevaplari alt 6rgu etkilesimleri nedeniyle degismektedir. Maghemit (y-Fe,Os)
sadece Fe*' iyonlarindan olusmaktadir. Kristal yapisinda Fe®" iyonlarinin yarisi
tetrahedral diger yarisida oktahedral dizenlenmistir. Manyetit ise ( FeO.Fe,03),
1:2 molar oraninda Fe** ve Fe?" iyonlarindan olusmaktadir. Fe** iyonlarinin yarisi
tetrahedral diger yarisi oktahedral ve Fe?* iyonlarinin hepsi oktahedral olarak

dizenlenmigtir (Sayar 2004).

Cizelge 2.1.3.1 B. Manyetit ve maghemitin fiziksel 6zellikleri

Kristal Hucre Renk Doygunluk |Curie
yapisi boyutu miknatishgi |sicakhgi
(nm)
Manyetit Kubik a0=0.839 Siyah 90-98 850
Maghemit Kubik a0=0.834 Kirmizi | 76-81 820-986
tetragonal kahve

Her ikisininde curie sicakhdi (Tc) oldukga ylksek olmasi nedeniyle farkli
manyetikge cevap uygulamalarinda kullanilabilirler. Fakat maghemitin 713 K’in
uzerindeki sicakliklarda Hematite donlismesi nedeniyle curie sicakliginin (Tc)
Olcumu zordur. Her iki demir oksit yapisi ferrimanyetik olmasi ve ayni mekanizma
ile bir sivi icerisinde stabilize edilmesi nedeniyle literatlirde esit gosteriimektedir
(Cornell, 1996). Manyetit (siyah renkli) ve maghemit (kahverengi) hazirlanmasinda
literatirde degisik calismalar vardir. Genelde manyetit sentezi amaciyla elde
edilen demir oksit karigimlarinin manyetit-maghemit i¢eriginden olustugu gorular.
Bunun nedeni partiklllerin sentez sirasinda oksitlenmesi ve manyetit yapinin
maghemite donisumidir (Yoo, 2007). Asagida verilen X isini kirinimi
spektrumlarinda (Sekil 2.1.3.1) kristal yapinin benzerligi agik¢ca gorulmektedir. Cok
saylda reaksiyon parametresi ve reaktant stokiyometrisinin hassasiyeti, genelde

saf manyetit kristalin yapinin elde edilmesini zorlastirir (Semiz 2008).
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a)Manyetit b)Maghemit

Sayim/saniye (giddet)
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Sekil 2.1.3.1. Manyetit ve maghemite ait X 1sin1 kirnimi spektrumlari (Legodi and
De Waal, 2007).

2.1.3.2 Manyetit

Manyetitin kimyasal formuli Fe3zO4, ama c¢ogunlukla FeO.Fe,O3; olarak
gosterilmektedir. Birim hiicre, 32 O anyonu 16 Fe** katyonu ve 8 Fe?* katyonlari
olmak Uzere 56 atomdan olugsmaktadir. Sekil 2.1.3.2'de goruldugu gibi kapal kup
seklindeki oksijen atomlarinin eksen boyunca duzenli olarak yer aldigi ters spinel
kristal yapida, Fe*" iyonlarinin yarisi tetrahedral, geri kalan Fe** iyonlari ve Fe®*

iyonlarinin hepsi oktahedral olarak duzenlenmistir (Sayar 2004).

O Oksijen

3+
Fe (4 tane O atomu
ile gevrelenmis.)
2+:;3+
Fe (6 tane O atomu
. ile gevrelenmis.)

Sekil 2.1.3.2.1. Manyetitin kristal yapisi (Banerjee and Maskowitz, 1985).
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Manyetit elektron konfiglrasyonu, net manyetik momentler veren eslenmemis 3d
elektronlarini icermektedir. Tetrahedral diizenlenmis Fe** iyonlarinin spinleri ve
oktahedral diizenlenmis Fe** ve Fe®" iyonlarinin spinleri ters paralel ve esit
olmayan bir bayuklUktedir (Sekil 2.1.3.2.2a) (Kittel, 1976). Curie sicakhginin (850
K) altinda, bu biribiri igine ge¢mis alt dizilimler esit olmayan momentlerlerle zit
paralellikte uzanarak ferrimanyetik davranista artis saglarlar (Cornell, 1996).
Oktahedral diizenlenmis Fe** ve Fe®" iyonlarinin spin dizilimleri, iyonlar arasi
elektron transferi ile kurulan ¢ift degis-tokus mekanizmasi araciligiyla
ferromanyetikge ciftlesmislerdir (Cox, 1992; Elliott, 1998; Sayar 2004) (Sekil
2.1.3.2.2b).

Tetrahedral A T T T x T T T T‘S 5/2 ey A

ovese | ||| [Hb g, M

5=5/2 Fe Fe*
EE+

(a) (b}

Sekil 2.1.3.2.2. Manyetit (FeO.Fe203) spin dizilimi (a) ve iyonlar arasi elektron
transferi ile dedis tokus etkilesimi (b) (Elliott, 1998).

Manyetit havada kolaylikla maghemite oksitlenir bu durum asagidaki esitlikte
verilmistir. Maghemit sadece az manyetik 6zellige sahip ferrimanyetiktir. Fakat 300
°C’den buyuk sicaklhklarda manyetit antiferromanyetik hematite oksitlenir (Cornell,
1996).

4 Fe304 + 02— 6 Fe203

Manyetit nanopartiklllerin  kullanimi ve Ozellikleri dikkate alindiginda bu
partiktllerin yuzey Ozellikleri ve kimyasi buyuk onem tasimaktadir. Manyetitin
sudaki dispersiyonu ne pozitif ne de negatiftir, cdzeltinin pH’ina baghdir. Manyetitin
izoelektrik noktasi 6.8’dir. Manyetit nanopartikillerin elektrostatik ¢ift tabaka
olusturulmasi, sterik stabilizasyonu veya izoelektrik noktasinin sitrat ya da silika

kaplanarak modifiye edilmesiyle stabilizasyonu saglanmaktadir. Demir oksit
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nanopartikullerin  stabilizasyonu kararli bir manyetik koloidal ferrosivilar
olusturulmasi igin ¢ok 6nemlidir [Cornell, 1991].
2.1.4 Manyetik Nanopartikilleri Sentezleme Metotlari
Manyetik nanopartikillerin sentezinde medikal goézlem uygulamalari igin ¢ok
saylda kimyasal metot kullaniimaktadir:

% Mikroemulsiyon; (Chin, 2007)

s Sol-Jel Sentezi; (Albornoz, 2006)

% Sonokimyasal Reaksiyon; (Kim, 2005)

+« Hidrotermal Reaksiyon; (Wan, 2005)

s Prekirsorlerin Hidroliziz ve Termolizisi; (Kimata, 2003)

% Akis injeksiyon Sentezi; (Alvarez, 2006)

« Elektrospray Sentezi; (Basak, 2007)

Superparamanyetik nanopartikullerin sentezi kolloidal yapilari nedeniyle karmasik
bir sirectir. ilk temel problem monodispers olarak manyetik taneciklerin uygun
boyutta olusumu igin deney kosullarinin belirlenmesidir. ikinci kritik nokta ise
ultrasanrifikasyon, buyukluk ayirma kromotografisi, manyetik filtrasyon ya da akig
alani egimi gibi kompleks bir saflastirma prosedurid olmadan uretilebildigi
tekrarlanabilir bir prosesin sec¢imidir. Bu metotlar yakin boyut dagilimi ve homojen
kompozisyonda partikullerin hazirlanmasinda kullaniimaktadir. Ancak manyetit

uretimi icin en yaygin metot demir tuzlarinin kimyasal ikili goktirme yontemidir.

2.1.4.1 ikili Coktiirme Yontemiyle Manyetit Sentezi

ikili géktlirme teknigi manyetik nanopartikiil Gretiminde basit ve en etkin kimyasal
yoldur. Demir oksitler (ya Fe304 ya da yFe203) sulu ortamda ferrous ve ferric
tuzlarinin stokiyometrik karigimlarinin  olusumu ile hazirlanmaktadir. Fe304

formasyonunun kimyasal reaksiyonu asagidaki esitlik ile soyle yazilabilir:

Fe?" + Fe®" + 80OH™— Fe304 + 4H20 (1)
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Bu reaksiyonun termodinamigine goére Fe304 olusumu pH 8-14 araliginda,
stokiyometrik oran 2:1 (Fe®" / Fe?" ) ve oksitleyi etkisi nedeniyle oksijen icermeyen
kosullarda gerceklesmektedir. Ama magnetit (Fe3Os4) kararh degildir ve
oksidasyona duyarlidir. Oksijenin bulundugu ortamda magnetit (Fe30a4),
maghemite (yFe203) dénusmektedir. Havadaki oksidasyon bu doéntsim igin tek
yol degildir. Stispansiyon pH ’ina dayal c¢esitli iyon ya da elektron transferlerini

iceren formasyon esitlik 2 ile gdsterilmektedir.

Fe304 +2H" — yFe203 + Fe?" + H20  (2)

Asidik ve anaerobik kosullar altinda Fe?" iyonlarinin ylzeyi soltusyon iginde hexa-
aqua komplekse ayrisir oysa bazik kosullar altinda magnetitin oksidasyonu
magnetit yiizeyinin oksidasyon-rediiksiiyonunu gerektirir. ikili ¢éktiirme prosesinin
ana avantaji fazla miktarda partikll sentezleyebilmektir. Fakat partiktl buyiklGgu
dagiliminin kontrold sinirhidir ¢linkt sadece kinetik faktorlerin kristal buyumesini

kontrol edebiliriz.

ikili ¢coktiirme siirecinde iki asama katilir (Cornell, 1996; Gribanov, 1990): demir
¢Ozeltilerinin konsantrasyonu kritik asiri doygunluga ulastiginda cekirdeklenme
kisa bir zamanda meydana gelir ve daha sonra kristal yluzeyine ¢dzinenin
difizyonu ile cekirdedin yavas buyumesi yani kristal gelisimi meydana gelir.
Monodisperse demir oksit nanopartikuller Uretmek icin bu iki asama ayrilmaldir
yani ¢ekirdeklesme blylime dénemi suresince kacginilmalidir (Tartaj ve ark. 2006).
Sonug¢ olarak monodisperse partikullerin boyut kontroli ¢ok kisa ¢ekirdeklenme
dénemde yapilmalidir ¢inkd son partiktl sayisi ¢gekirdeklesme sonunda belirlenir
ve partikul buyumesi sirasinda bu degismez. Boyut, manyetik 6zellik ya da yuzey
Ozellikleri gibi ¢ok cesitli faktorleri kontrol etmek demir oksit nanoparcaciklarin
sentezinde ayarlanabilir. Birgok c¢alismada bu farkli faktorlerin etkisi ile ele
alinmistir (Tominaga, 2006; Khalafalla, 1980).

Nanopartikullerin sekli ve buyuklugu pH, iyonik gug, sicaklik, dogal tuzlar
(perkloratlar, klor, sllfat, nitratlar) ya da Fell/Felll orani tarafindan ayarlanabilir. 2
ile 17 nm arasinda buyukligu degisen nanopartikiller bu parametreler

degistirilerek elde edilebilir. Farli parametrelerin etkisi (ortam igerigi, Fell / Felll
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orani, enjeksiyon tozlari, demir ve TMAOH konsantrasyonu, sicaklik ve oksijen)

temel ikili goktirme surecinde ele alinmistir (Gribanov, 1990).

Manyetit olusumunda reaktiflerin safligi énemli bir parametredir. Literatirde ikili
¢cOktirme igin kullanilan iki degerlikli Fe tuzlari genellikle FeCl,.4H,O veya
FeS0,.7H,O'dir. Fe** tuzlari havada renk degisimi gdstermesi ve kararsiz olmasi
nedeniyle Akaganeite (B-FeOOH) yapisina oksitlenmektedir. Ug degerlikli demir
tuzlan da Fe(NOj); veya FeCl;.4H,O’dur. Reaktifler azot altinda depolanmali ve
¢Ozeltilerin kullanilmadan once bu kararsizliklarini onlemek icin dikkatlice oksijeni
gideriimelidir. Sonug olarak ikili ¢oktirme ydntemiyle manyetit Fe* ve Fe®'
tuzlarinin oksidasyonunu ve yan reaksiyonlarin olusumunu Onlemek igin tuz

cOzeltileri hemen kullaniimalidir (Cornell, 1991).

Manyetit formula FeO.Fe,O3'dir, bundan dolayi da stokiyometrik dénidsim igin 1
mol Fe?* ve 2 mol Fe®* reaksiyona girmelidir. Bazi arastirmacilar Fe?* iyonunun
kolayca oksitlenmesi sebebiyle Fe?*/ Fe** mol oraninin 0.5den fazla olmasi
gerektigini dnermislerdir (Pardoe, 2001). Ama saf manyetit icin demir tuzlarinin
stokiyometrik molar miktarlarda kullanilmasi ve bu ¢ozeltilerin oksijeninin
gideriimesi tercih edilmekte ve dikkatli deneysel tekniklerinin kullaniimasiyla saf
manyetit olusumu basarilabilir (Sayar, 2004). ikili coktirme yontemi ile manyetit
olusumunda demir tuzlarinin literaturde degisik konsantrasyonlarda kullanimi
bulunmaktadir. Laboratuvar ortaminda karistirilan demir tuzlari ¢ozeltisine pH 9-14
araliginda bir baz ilave edilmesiyle manyetit hazirlanmaktadir. Baz ilavesinin
literatrde ¢ok hizli bir sekilde 1-2 saniyede olmasi gerektigi belirtimektedir. Yavas
baz eklenmesi demir iyon turlerinden manyetik ve homojen olmayan yapilar
olusturmaktadir [Gribanov, 1990]. Endustriyel olarak Uretimde ise baz c¢ozeltisi
icine demir tuzlari ¢ozeltisi eklenmesiyle elde edilmektedir (Sayar 2004) . Manyetit
olusumunda kullanilan hidroksit bazinin katyon yapisinin olusturulan manyetitin
manyetik 6zelligi ve kristal yapisina etkisi incelenmistir. Doygunluk miknatisliginin

etkisi agagidaki baz gucu sirasiyla arttigi gorulmustur.
KOH = NaOH = LiOH = NH4OH

Gribanov, manyetit olusumunda pH 8.5-10 araliginda amonyum hidroksit

kullanildiginda manyetik demir oksit yapilarinin olustugunu belirtmigtir. Ayrica
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NH,OH baz konsantrasyonunun etkisini incelemek amaciyla 0.25 M'dan 2 M’a
kadar NH,OH baz konsantrasyonu degistirilerek manyetit sentezlenmis ve
partikullerin manyetik 6zellikleri Uzerinde onemli bir etkisinin olmadigini belirtmistir
(Gribanov, 1990; Babes, 1999; Sayar 2004).

Bircok arastirmaci ylksek reaksiyon sicakliginin kullaniimasini ve bunun optimum
kristal yapinin olusturulmasinda 6nemli oldugunu belirtmektedir. Ancak sicakligin
artmasiyla c¢ekirdeklenme azaldigindan sonuglar partikal kalitesini olumsuz

etkileyen sicakhgin 343 K'ini gegmemesi gerektigini gostermistir [Gribanov, 1990].

Manyetitin ylzeyi izoelektrik noktanin Gzerindeki pH degerlerinde negatif yukludur.
1981’de Massart bir alkali ortaminin polarlagsmasi veya amonyum, alkali ve toprak
alkali iyonlar gibi yUukli katyonlarin topaklanmayi arttirdigini bildirmistir (Massart,
1981). Fakat tetrametilamonyum hidroksitin (TMAOH) N(CHs);" iyonu gibi disik
polarlasan ve pozitif yuklli iyonlarin manyetiti stabilize ettigi goralmustir. Cozelti
izoelektrik noktanin altindaki bir pH’da oldugunda partiktller perklorik asidin ClO4
iyonuyla stabilize edilebilmektedir (Sayar, 2004) .

Qui, manyetit olusumu Uzerine reaksiyon g¢ozeltisinin iyonik gucunin etkisini
incelemigtir. 1M NaCl ¢ozelti kullanilarak hazirlanan manyetitin NaCl ¢ozeltisi
kullaniimadan elde edilen manyetitden yaklasik 1.5 nm daha kugluk oldugu
gorulmustur. Ayrica, iyon gucu yuksek c¢ozeltilerde olusturulan kuguk
nanopartikiller 63 emu/g gibi doygunluk miknatishgi gosterirken NaCl olmayan
cOzeltilerde hazirlanan nanopartikullerin ise 71 emu/g gibi bir doygunluk
miknatishigi gosterdigi  bulunmustur (Qui, 2000). Iyonik glicii ylksek olan
ortamlarda hazirlanan partikullerin partikil boyunun azalmasiyla doygunluk
miknatisligida azalmaktadir.

2.1.5 Altin Kapli Manyetik Nanopartikiiller

Manyetit (Fe3O4) nanopartikillerin yiksek manyetik momente sahip olmalari,
toksik olmamalari ve kolay sentezlenebilmeleri gibi avantajlari nedeniyle manyetik
demir oksit nanopartikulleri biyotip alaninda ¢ok kullanilan bir malzeme haline
gelmigtir. Manyetik nanopartiklllerin en énemli avantaji ortamdan manyetik alan
kullanimiyla kolaylikla uzaklastirilabilmeleridir. Bu 6zelliklerine ek olarak fiziksel

ortamlarda kararlihgini korumasi ve biyomedikal uygulamalarda kullaniimak tzere
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yuzeyine biyolojik bir molekul takilabilmesi i¢in polisitiren, polietilen glikol, polivinil
alkol ve kitosan gibi degisik dogal ve sentetik polimerler ile fonksiyonellestirilerek

kompozit yapilari meydana getiriimektedir.

Son zamanlarda manyetik partikillere yeni fonksiyonlar kazandirmak, inert bir yapi
olusturmak, manyetik cekirdegin oksidasyonunu oOnleyerek manyetik Ozelligini
kaybetmeyecek inert bir dig kabuk olusturmak igin yeni arayislar igine girilmistir.
Bunun sonucunda altin, gumus gibi metalik yapilarla kapli manyetik
nanopartikiiller ortaya cikmistir (Sayar 2010). ilk olarak 2001 yilinda Cui ve

arkadaslari bu yeni kompozit partikulleri sentezlemiglerdir (Cui, 2005).

Altin hem insan hem hayvan uygulamalari igin biyouyumlu olmasi, toksik
olmamasi, kimyasal kararli olmasi ve ylzey plasmon 6zelliinden dolayr UV-
gorunlr bdélgede bir absorpsiyon bandi vermesi gibi 6zellikleri sebebiyle en ¢ok
tercih edilen kabuk malzemesi olmaktadir. Ayrica enzim, protein, DNA gibi
biyolojik molekuller kovalent olarak altin yuzeyine daha gugli baglanabilmektedir.
DNA ya da antibadi gibi biyolojik molekuller manyetik-altin nanopartikillere direkt
olarak baglanamazlar. Geleneksel baglanma yodntemleri temel olarak ikiye ayrilir.
Birincisi biyotinlenmis DNA kullanarak avidinle aktiflestiriimis manyetik-Au
nanopartikillerine baglanma gercgeklestiriimistir. Diger yontem ise altinin tiyole
olan ilgisinden yararlanilarak tiyol modifiye edilmis DNA gibi biyolojik molekullerin
kullaniimasidir. Bu ydntemde digerine goére daha az zaman ve emek harcanmasi
gerekmektedir. Boylece altin kabugunun biyolojik uygulamalara uygun olmasi,
gOsterdigi optik 6zelligi, manyetik ¢ekirdek partikilin manyetik 6zelligi nedeniyle
hem altinin hem de manyetitin Ozelliklerinin birlikte kullanilabilecegi ¢ok

fonksiyonlu partikiller ortaya ¢gikmistir (Sun, 2010; Sayar 2010).

2.1.5.1 Manyetik Nanopartikullerin Altinla Kaplanma Metodlari ve Bunlarin
Uygulama Alanlari

Altin kapli manyetik nanopartikul sentezi manyetik ¢ekirdek ve altin kabuk olmak
uzere iki ana prosesten olusmaktadir. Altin kapli manyetik nanopartikil sentez
yontemleri ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan birincisi manyetit partikilleri ve bunun
etrafini kaplayacak altini iceren sabit reaktorler seklindeki ters misel yontemidir.
Ters misel ydnteminde verim disiik, Gretim zordur. ikinci yéntem ise hem

magnetite nanopartikillerin  hem de kaplama isleminin sulu fazda
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gerceklestiriimesidir. Demir tuzlarinin alkalin bir ortamda ikili ¢okturGimesiyle
olusturulan manyetit nanopartikullerinin kloraurik asit ile indirgenerek altin
kaplamanin olusturulmasidir. Bu su fazli metot basit, hizli ve Uretilen partikiller su
icinde dagitilabilmektedir. Bu yontemde partiktl boyu, altin kabuk kalinligi ¢ok zor
kontrol edilebilmektedir. Ayrica altin ile kaplanmis partikuller ile kaplanmamig
manyetit nanopartikiller ayni ornek iginde bulunup birbirinden ayrilmasi sorun

olusturmaktadir (Sayar 2010).

Uclinci bir ydntemde ise manyetit sentezi ve altin kaplamanin organik fazda
yapiimasidir. Demir (lll) oleatin 1sil bozulmasiyla olugan manyetit nanopartikullere
kaplayici  bir ajan varliginda altin asetatin indirgenmesiyle kaplama
gerceklestiriimektedir. Organik metot da partikil boyu ve altin kabuk kalinhgi
kontrol edilebilirken manyetik 6zellikleri az olup sulu ¢ozelti fazina gectiklerinde
¢Okme gostermektedirler. Ayrica kullanilan ¢ozuculer gevre dostu olmayip blyuk

Olcekte sentez de sorun olusturmaktadir.

Partikul boyutunu kontrol edip bulundugu sulu ortamda kararhligini saglamak igin
manyetik 6zellikteki ¢cekirdedin organik fazda altin kaplama isleminin sulu ortamda
yapildigi sentez yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde partikil boyutu ¢ok iyi kontrol
edilirken tamamen kaplama islemi bir derecede basariimis olup kararlihdinin

saglanmasi tam olarak kesfedilememistir.

Manyetit nanopartikul yUzeyini tamamen kaplamayacak sekilde altin
nanopartikillerin  baglandigr altin-manyetit kompozitleri olusturulmustur. Bu
kompozitler, protein ayirma, optik gorintileme ya da kataliz gibi tam kaplama
gerektirmeyen uygulamalar igin kullanigh yapilardir. Bu tarz kompozitler amin ya
da tiyol gruplari gibi fonksiyonel molekiilleri tagiyan manyetit nanopartikil ylzeyine
altin nanopartikullerin kovalent ya da gama isinlari uyariimasiyla badglanarak
hazirlanmaktadir. Bu yontemle kompozit yapilarin kararlihgini saglayabilecek
derecede manyetit ylizeyine baglanan altin nanopartikili kontrol edememektedir.
Tamamen altin nanopartiktl ile kaplanmamis kompozitler manyetit ¢ekirdegin
bozulmasi ya da okside olmasi nedeniyle c¢ok kisith g¢evrelerde
kullanilabilmektedir. Ozellikle partikillerin  bir araya gelip aglemarasyon
olusturdugu kan damarlarinin tikanmasi gibi istenmeyen durumlarin meydana

geldigi in vivo uygulamalarda partikil aglemerasyon kararliidi ¢ok onemlidir.
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Demir oksit kararlihgini etkileyen partikil boyu, yuzey fonksiyonalitesi, pH ve
iyonik gug¢ gibi parametreler bilinmekte olup, Au-Fe3O, kompozitler igin

aglemerasyon kararhliginin detaylari heniz bilinmemektedir (Sayar 2010).

Mandal ve grubu, misel ¢dzeltisinde 13 nm boyutundaki Fe3;O4 nanopartikillerini
sentezleyip kararhligini korumak ve okside olmasini 6nlemek amaciyla altin,
gumus gibi metallerle kaplamislardir. FeszO4 nanopartikullerini toksik olmayan
glukoz indirgeme ajani ile kaplayarak (Fes3Oas)cekirdek-(AU)kabuk V€ (F€304)cekirdek-
(AQ)kabuk Yapisinda partikuller olusturmuslardir. Cesitli yontemlerle karakterize
ederek manyetik 6zellikleri incelenmigtir. Hazirlanan partikillerin MRl ve DNA

sensorl gibi uygulamalarda kullanilabilecegini belirtmislerdir (Mandal, 2005).

Cui ve arkadaslari, altin kapli manyetik nanopartikilleri sentezleyerek IgG ve IgM
antibadilerini partikil yuzeyine immobilize etmislerdir. Kan igindeki HBV antijenini
belirlemek igin bunlari kati faz substrat olarak kullanmislardir. Yapilan arastirmalar
sonucunda bunlari immunolojik ve affinite esash tayinler igin yeni bir substrat

olabileceklerini belirtmiglerdir (Cui, 2005).

Wang ve arkadaglari, yetigkin bir sicanin omiriliginden sinir kok hucrelerini izole
etmigler ve izole edilen sinir kok hucresine altin kapli manyetik nanopartikulleri
yukleyerek manyetik rezonans goruntilemede kontrast artirici  olarak
kullanilabilirligini arastirmiglardir. 20 hucreyi bu partikuller ile etiketledikten sonra
sicanlarin omiriligine yerlestirerek 48 saat ve bir ay sonra MRI ile izlemislerdir.
Yaptiklari calismalar sonucunda altin kapli manyetik nanopartikullerin guglu
kontrast artirici 6zellik gosterdiklerini ve nakledilen hucrelerin uzun sureli in vivo
izlenmesi igin guzel MRI etiketleri olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir (Wang,
2006).

Jeong ve arkadasglari, maghemit (Fe,O3) nanopartikillerini sentezleyip altin tuzunu
hiroksilamin ile indirgeyerek etrafinda altin kabuk olusturmuslardir. Altin kaph bu
manyetik partikullerin  yuzeyine karboksil igeren alkil tiyol grubu olan
merkaptohekzadekaniok asit (MHA) immobilize ederek pozitif yukli hekza-argin
esteraz (Args-esterase) enzimi ile etiketlemislerdir. Esteraz enzimi takilmig bu altin
kapli manyetik partikulleri ile p-nitrofenol butirat olan renkli substratinin kopma

(dissociation) hizi izlenerek enzimatik aktivitesini incelenmislerdir. Enzim
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immobilize partiklller substrat ¢ozeltisiyle etkilestirilip UV-gorunur bolge spektrumu
ile p-nitrofenol butirat Grdninin kopma hizi izlenmigtir. Enzim immobilize
partikuller manyetik olarak ayrilip tekrar yeni bir substrat ¢ozeltisi ile etkilegtirilerek
tekrar tekrar bu partikullerin kullanilabilirligi arastirilmistir. Yapilan bu calismalar
sonucunda her bir manyetik ayirmadan sonra enzim immobilize edilmis altin kapli
manyetik nanopartikillerin higbir enzim aktivitesinde kayip olmadan tekrar tekrar

kullanilabildigini rapor etmislerdir (Jeong, 2006).

Goon ve arkadasglari 50-150 nm araliginda manyetit-altin kompozitleri
sentezlemiglerdir. Manyetit nanopartikilleri ikili ¢okturme ydntemiyle hazirlayip
manyetit nanopartikullerin yizeyini biyouyumlu polietilenimin ile kaplayarak 2 nm
boyutundaki altin nanopartikullerin bu ylzeye baglanmasini saglamislardir.
PartikUlerin  aglemerasyona karsi kararhligint  PEl ile saglarken altin
nanopartikillerin manyetit yizeyine baglanmasiyla manyetit ¢ekirdegin kimyasal

saldirilarina karsi koruyucu bir tabaka olusturmuslardir (Goon, 2008).

Pham ve arkadaslari 15-40 nm boyutundaki altin kapli manyetik nanopartikilleri
sitrat indirgeme ajani kullanarak sentezlemislerdir. Manyetit gekirdegi Fe?* ve Fe®*
tuzlarinin guglt bir alkalin ¢ozeltisi ile ikili ¢Okturtlmesi sonucu olusturarak bu
manyetit cekirdegi sitrat ile stabilize edip altin tuzunu ilave ederek kaplama
gerceklestirmislerdir. Sentezlenen altin kaphh manyetik nanopartikilin ylzey
plasmon resonans peak Olcimu 528 nm olarak rapor etmislerdir. Sentezledikleri
bu partikulleri IgG proteinini biyolojik ayirma igleminde kullanmiglardir. Bu
uygulama ile 400 ng/ml konsantrasyonunda %35 maksimum verimde I1gG ayrimi

saglamiglardir (Pham, 2008).

Liu ve arkadaslari, hucre ayirma gibi biyomedikal uygulamalar igin polyol prosesi
ile es boyutlu altin kapli manyetik nanokristalleri sentezlemiglerdir. Fe3O,4-Au
nanokristallerinin yuzeyi karboksil gruplariyla fonksiyonlandirilmig ve Uzerine
karbodimid aktivasyonu ile FITC’li streptavidin immobilize etmislerdir. Hazirlanan
bu nanokristeller, hiicre karisimlari icinde biyotinli anti CD** antibadisi baglanmis
hicrelere yuksek segicilik ve verimde baglanarak hudcrelerin  ayriimasi
gergeklestiriimistir. Bu sekilde sican dalagindan izole edilmig CD* T lenfositlerine
sentezlenen bu partiklllerin badglanabilirligi test edilmistir. Yapilan calismalar

sonucunda bu partikiillerin biitin dalak hiicrelerinden CD** T lenfositlere yiiksek
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secicilikte baglandigini gostermistir. Boylece bu nanokristallerin, hicre ayirma
islemleri icin kullanigh araglar olabilecedi ayrica c¢esitli hastaliklarin tanisi,
izlenmesi ve tedavisini igceren biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecek

malzemeler oldugu belirtilmigstir (Liu, 2008).

Pita ve arkadaslari, kobalt ferrit nanopartikullerini sentezleyerek, altin tuzunun
tekrarlamali indirgenmesiyle es boyutlu suda dagilabilir 21-29 nm araliginda altin
kapli manyetik nanopartikilleri olusturmuslardir. Tiyol modifiye edilmis peptit
nikleik asit oligomerleri ile bu partikllleri fonksiyonel hale getirip ¢dzeltideki hedef
DNA molekulu ile hibridizasyonunu Rodamin 6G floresan etiketi ile incelemiglerdir.
Tek nukleotit mutasyonu da arastirilarak ¢ok zaman alan DNA genotipleme
calismalari i¢in biyosensor calismalarinda bu partikillerin  kullanilabilecegi
bildirmiglerdir (Pita, 2008).

Seino ve arkadaslari kompozit altin-demir oksit nanopartikilleri sonokimyasal bir
yontemle sentezleyip bunlari polietilenimin (PEI) gibi suda c¢o6zinen katyonik
polimerle modifiye etmislerdir. Altin kapli manyetik nanopartikiller PBS gibi
biyolojik  sistemlerde kullanilan tamponlar icinde buyuk topaklanmalar
olusturmaktadir. Bu nedenle asidik sollUsyon i¢cinde kompozit bu nanopartikullerin
daglhmini PEI modifikasyonuyla gelistirmislerdir. PEl sayesinde partikillerin
biyolojik tampon igcinde topaklanmasini azaltarak sentezlenen partikuller 6zellikle
sulflr iceren amino asitlerle etkileserek harici bir manyetik alan uygulanmasi ile
¢Ozelti icinden toplanabildigini gostermislerdir. Ayni zamanda da partikuller PEI
sayesinde pozitif yuk kazanmistir. Bdylece sentezlenen bu kompozit
nanopartikiller PEI ile modifiye oldugunda hem Au-S bagi yapabildigini hem de
tampon g¢ozeltiler icinde iyi dagilim gosterdigini rapor etmislerdir (Seino 2009).

Polietilenimin (PEI) gibi suda ¢6zinen hem amino hem imin gruplar igeren
katyonik polimerlerle de elektrostatik olarak manyetik-altin nanopartikilleri
kaplanabilmektedir. Sun ve arkadasglari, PElI modifiye edilmis Fe304-Au
nanopartikulleri sentezleyerek bunlarla memeli hucrelerinden genomik DNA’nin
yuksek verim ve saflikta ekstraksiyonu ve DNA’nin serbest birakiimasini

basarmiglardir (Sun, 2010).
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Manyetik altin kapli nanopartikiller in vivo gen ve ilag salimi uygulamalarinda
tasiyici olarak da kullaniimaktadir. Jafari ve arkadaglari, ters misel yontemiyle
sentezledikleri manyetik-altin nanopartikilleri ilag salimi ve MRI igin biyouyumlu
poligliserol ile kaplamiglardir. Manyetik 6zellikleri incelenerek MTT ile hilcrede
toksik etki yaratmadigi ve biyomedikal uygulamalar igin uygun tasiyici
olabilecekleri bildirilmigtir (Jafari, 2010).

Silva ve arkadaslari, 9nm boyunda demir oksit nanopartikilleri mikroemdilsiyon
yontemi ile sentezleyip indirgeme ajani olarak glikozu kullanmiglar ve altin ile
kaplamayi gergeklestirmiglerdir. Yeni bir altin ¢ekirdek olusumundan kaginip altin
kabugun olusumunu kontrol ederek cgesitli yontemlerle karakterize edip kaplama

sonucunda manyetik 6zelliginde azalma oldugunu gdézlemlemiglerdir (Silva, 2010).

Superparamanyetik demir nanopartiktlleri (SPION), hicre etiketleme ve ayirma,
manyetik rezonans goéruntuleme (MRI), ilag salimi ve manyetik hypertermia gibi
biyomedikal uygulamalarda ¢ok kullaniimaktadir. Bu partikulleri altin ile kaplayarak
ve biyolojik molekdiller ile fonksiyonel hale getirerek biyomedikal uygulamalarda
cesitli firsatlar dogmaktadir. Suda dagilan altin kaph demir oksit nanopartikilleri
genellikle manyetik gekirdek yiizeyinde Au®" iyonlarinin hidroksilamin ya da sitrat
ile tekrarli indirgenmesiyle elde edilmektedir. Lu ve arkadaslari sitratla Au®*
iyonlarini manyetik nanopartikul c¢ekirdekleri ylzeyinde indirgeyerek altin ile
kaplamayi gerceklestirmislerdir. Bu partikillerin manyetik 6zelliklerini inceleyerek
saf altin nanopartikil herhangi bir manyetik Ozellik gostermezken, altin kapl
manyetik partikillerin  sUperparamanyetik 6zellik gosterdigini belirterek bu
partiktllerin manyetik ayirma ve saflastirma gerektiren biyomedikal uygulamalarda

kullanilabilecegini bildirmislerdir (Lu, 2006).

2.2 Gen Terapi

Terdpatik etkinlige ulasmak igin fonsiyonel genlerin hedef hicrelere gonderilmesi
‘gen terapisi’ olarak adlandiriimaktadir. 80’lerde ilk adimin atiimasi ve 1990°da ilk
klinik denemenin yapilmasinin ardindan etkileyici derecede buyuyen arastirma
gruplarinin, organizasyonlarin ve endustirilerin eksponensiyel olarak artis

gOstermesiyle bu alan buyuk bir potansiyel gostermektedir (Blease, 1995).
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Gen terapi sistik fibrosis, Parkinson hastaligi, vb. gibi genetik kdkenli hastaliklarin
ve gesitli kanser turlerinin, tedavisi igin uygulanan/uygulanmasi 6ngorulen, hicre
fonksiyonlarini normalize etmeye yoOnelik terapoétik proteinlerin ekspresyonunu
saglamak uUzere somotik hucrelere gen aktarimini iceren onemli bir yaklagimdir
(Pai ve ark., 2005, Kaplitt ve ark., 2007).

Gen terapisinin klasik uygulanmasinda istenilen geni tasiyan 0zel olarak
tasarlanmis pDNA’lar kullanilir. pDNA’nin hedef hicreye tasinmasi, hlcre igine
alinmasi, cekirdege aktarilmasi orada genomik DNA ile entegre olarak (veya
olmadan) istenilen proteinin ekspresyonu saglamasi beklenir. Plazmidler gift iplikli
halkasal bir sekilde olup 4-60x10° dalton molekiil agiriginda degismektedirler.
Plazmidler hlcre icin hayati 6nem tasiyan gerekli elementler degildirler. Bunlar
sonradan gesitli yollarla hlcreye girerler ve varliklarini, bu hicrelere yeni 6zellikler

kazandirdiklarinda belli ederler.

Plazmidler genellikle, bakteri kromozomunun % 1-2’si kadar ve 12-200 arasi gen
tasiyabilen bir uzunluga sahiptirler. Plazmidler kiigiik molekullerdir. Genomik DNA
ile karsilastirildiklarinda, DNA’ nin %4-20’si arasinda oldugu géruldr. Plazmidlerin
hemen hepsi kendi bagimsiz durumlarini devam ettirebilmek icin gerekli temel
genetik bilgilere sahiptirler. Hlcre bolunmesi sirasinda, bakteri DNA’sI kopyasini
cikarirken plazmitinde ayni anda bir kopyasi cikarilir ve kardes hucreye gecer.
Boylece girdikleri hlicrede hicre sayisinin artmasi kadar igerisindeki plazmid de
¢ogaltiimis olur. Plazmidler bakteri hicrelerinden kopyalanabilir ve ¢ogaltilabilirler
(Arda, 1985). Plazmid DNA ( Sekil 2.2) hicre igerisinde ¢ok cesitli formlarda

bulunabilir. Bunlar arasinda slper-sarmal form ve halkasal form sayilabilir.

Bacterial DNA Plasmids

Sekil 2.2. Plazmid DNA yapisi ve hucre igindeki konumu
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Plazmidlerin en énemli 6zellikleri, antibiyotik gibi ¢esitli antibakteriyal ilaclara karsi
direng gosteren genler tagimalaridir. Boylece iginde bulunduklari bakteri hicresini
bu ilaglardan koruyabilirler. Plazmidler Uzerlerinde antibiyotiklere direng gibi ¢ok
sayida gen bulunan kuguk ¢cembersel DNA molekulleri olup, bakterinin i¢cinde higbir
sinira bagiml olmaksizin kendilerinin egleyebilir, kendi kopyalarini sinirsiz olarak
cikarabilirler (Guven, 2005).

Gunumuzde plazmidlerin bu ézelliklerinden faydalanarak genetik mihendisliginde
yogun olarak plazmidler kullaniimaktadir. Gen bozukluklarinda saglam gen izole
edilerek plazmid DNA’sina takilmakta, plazmid uygun bakterilere aktarilip
cogaltiimaktadir. Aktarilan geni almisg bakteriler direngli olduklari antibiyotik
ortaminda cogaltilip, plazmid DNA‘lar uygun kit ve metodlarla saflastirilabilirler.
Saflastirimis plazmid‘in safliklari kontrol edildikten sonra in vitro ve in vivo

ortamlarda hucrelere gen aktariminda kullaniimaktadir.

pDNA'’ lar negatif yukludur, dolayisiyla negatif yikla hedef hucrelere ve hicre
cekirdegine girme olasiliklari ¢ok dusuktlr. Buna ilave olarak, 6zellikle in vivo
uygulamada pDNA’ larin kararhliklari olduk¢ca dusuktlr, baska bir ifadeyle
“Nuclease” enzimleri iyi korunmayan DNA'yi kolaylikla degrede eder ve kan
dolasimina verildiginde karaciger tarafindan hizla yakalanip elimine edilir.
Dolayisiyla pDNA’ lar hedef hicrelere aktariimasi igin “tasiyicilara”, gen
terapisinde kullanilan terimle “vektorlere” gereksinim vardir. Bu gelismeler dikkate
alindiginda gen terapisinde kullanilan tasiyicilari su iki grupta toplamak
mumkuandar: (i) viral sistemler ve (ii) nonviral sistemler. Viral sistemlerde virusler
tasiyici olarak kullaniir ve bunlarla ilgili ayrintili bilgi biyolojik gen aktarim

sisteminde anlatiimistir.

Gen transferinde basari ayni zamanda uygulanan gen aktarim sistemine de
baglidir. Hedef hicrelere gen aktarimi igin gesitli biyolojik, fiziksel ve kimyasal

yontemler/tagiyicilar (vektorler) kullanilir.

“Biyolojik” yaklagsimda viral vektorlerin kullanimi s6z konusudur. Viral vektorlerin
transfeksiyon verimleri ¢cok yuksektir, ancak timor olusumuna kadar giden énemli
yan etkileri vardir. Viral vektorler hali hazirda insan deneklerde test edilmektedir.

bu yontemde terapdtik geni tasiyan viris hastayl enfekte eder ve geni hedef
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hicreye aktair. Retroviral vektorlerle kullanilan ilk terapi pek de faydali olmamistir;
bunun nedeni ise retrovirlslerin yalnizca bolinebilen hicreleri enfekte etmesine
karsin vicuttaki hucrelerin ¢cogunun bolunemeyen hucrelerolmasi  olarak
kaydedilmistir. Bu noktada adeno virtsler daha etkili gériinmektedir, fakat bu virls
tipi de bagisikhk sistemi tarafindan saldiriya ugrayip kisa sure iginde etkinligini
yitirmektedir (Smith, 1995). Baska bir virus tipide lentivirslerdir, fakat bu virtsler
HIV ve Ebola gibi virusleri igerdiginden bunlarin en azinda insanlarada kullanimi,
yan etkilerinin kolayca Ustesinden gelinememesi nedeniyle problem teskil
etmektedir. Belki de bu alanda en ¢ok gelecek vadeden segenek hedefi adeno-tipi
virislere uzun vadeli maruz birakmaktir, bunun insanlara da bilinen herhangi bir
yan etkisi yoktur (Recchia, 2004).

“Fiziksel” yontemler in vitro olarak kolaylikla uygulanabilirler, ancak in vivo
uygulamalarinda sinirlamalar vardir. Fiziksel DNA aktarimi teknikleri asagida

kisaca verilmigtir.

Ultrason:

Yakin zamanda yapilan bir incelemeye (Newman, 2007) gére su anda
uygulanmakta olan herhangi bir klinik deney s6z konusu degildir. Asagida

‘Sonoporasyon’ basligina bakiniz.

Sonoporasyon:

Bu yontem hucre zarini gegirgenlestirmek icin ultrason kullanilarak hicrenin DNA
gibi buyuk molekulleri icine almasini saglar. Kontrast ajanlari olarak kullanilanlara
benzer mikro kabarciklar dusuk frekans alanina maruz birakildiklarinda
transfeksiyon etkinligini dGnemli dlctide artirir. Dolayisiyla sonoporasyon hem hiicre
laboratuvarlarinda, hem de canli organizmalarda hedefli gen transferinde kullanilr
(Li, 2008). Hucreleri uzun bir sire digsuk frekanasli ultrasona maruz birakmanin
hicre 6lumuyle sonuglandidini kanitlamigtir, dolayisiyla hicre canliiginin devami

icin bu protokolln bireysel uygulanmaya dikkatle uyarlanmasi gerekmektedir.

Gen tabancasi:

Fuller ve arkadaslari Hepatit B, sitma, grip gibi bulasici hastaliklar karsisinda gen

tabancasinin klinik kullanimlari Gzerine bir inceleme yapip ¢esitli klinik deneyleri
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listelemektedirler (Fuller, 2006). Asagidaki ‘Partikil Bombardimanr’ bagligina

bakiniz.

Partikiil bombardimani:

Bu yontemde DNA genellikle altindan yapilma kuglk partikiller Gzerine
oturtturulur. Protein ve peptitler gibi baska molekillerde eklenebilir. Sonrasinda
DNA yUklu partikuller bir gaz akisi kullanilarak alicinin derisinin icine firlatilir. Bu
bombardiman nedeniyle cildin bazi bolumleri partikullerin hizina bagli olarak hasar
gbrse de, bu yontemin epidermise gen aktarimi konusunda oldukg¢a basarili
oldugu kanitlanmigtir. Bu yontem vyalnizca herhangi bagka bir ameliyattan
kaginilmasi gerekilen durumlarda yuzeye vyakin bolgelere gen aktarimina
uygundur (Steele, 2001).

igne ve siringa enjeksiyonu:

igneyle enjeksiyon plazmid DNA’ nin kas dokusuna, deriye ya da dolasim
sistemine (kana) uygulanmasinda kullanilir. Burada DNA, hucrenin lipid zarini bir
sekilde endositotik bir halde agsmak zorundadir, bu da verilen DNA’nin yalnizca
klguk bir kisminin hedef hlicreye ulasabilmesi anlamina gelmektedir. Bu durum bu
metodu ¢ogu doku turu icin etkisiz kilmaktadir. Yine de igne ve siringa enjeksiyonu
metodu viral enfeksiyonlara karsi uygulanan tedavi edici ve Onleyici asi

deneylerinde érnegin timor terapisinde basariyla uygulanmaktadir (Giese, 1998).

Jet enjeksiyon:

ignesiz jet enjeksiyon metodu, yiksek hizli sivi jetleri kullanilarak DNA
solisyonunun hedef dokuya aktarimini saglar. Ornegin subkiiton timorlerin
tedavisinde bu metod uygulanir. Bu metodla yapilan gen aktariminin etkinligi
klasik igne enjeksiyonu ile yapilan aktarimdan dlgulebilir derecede fazladir. Yuksek
basingli enjeksiyon esnasindaki yuksek kesme kuvvetine bagli olarak uygulanan
DNA’da tekli veya cifte iplik kopmalari ortaya c¢ikabilir. Bu bulgu, metodun
farmasoétik uygulamalarda gen aktarim metodu olarak kullaniimasindan o6nce
plazmide bagli olarak bireysel bir dogrulama ve optimizasyonunun yapilmasini
gerekli kilmaktadir (Walther, 2002).
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Hidrodinamik gen aktarimi:

Bu yontemde buyuk miktarlarda (viacut agiriginin yaklasik %10’ nu kadar) ¢iplak
DNA, hizla intravendz yoldan hedefe aktarilir. DNA’ nin aktarimindan sonra en
yuksek transgen ekspresyonu karacigerde goézlemlenir (Andrianaivo, 2004).
Aktarilan DNA karaciger dokusuna buyuk olasilikla ylksek oranda uygulanan
enjeksiyondan sonra artan damar basincinin ortaya ¢ikardigi kapi toplardamari
yoluyla gegmektedir. Karaciger kilcal damar sisteminde olusan sizintilar da DNA’
nin karaciger dokusuna gecisinde 6nemli bir faktdr olabilir. Fakat bu ydntem
damarin sikismasiyla DNA solusyonunun akisinin engellenmesi durumunda
yalnizca yeterli miktarda transfekte hicreyle sonuglanmaktadir. Bu teknik Wolff ve
arkadaslar tarafindan organ kaslarini izole etmekte de kullaniimistir (Wooddell,
2010). Bu prosedur kullanilarak plazmid DNA’ nin etkili ekstravasyonu ve bunun
hemen arkasindan gelen kas transfeksiyonu goézlemlenir. Fakat bu prosedur
ortaya cesitli riskler c¢ikarabilir, ve en azindan sistemik hidrodinamik gen
aktariminin yakin gelecekte klinik bir uygulama olmaya uygun hale gelebilmesi i¢in

gelistiriimesi gerekmektedir (Zang, 2004; Inoue, 2004).

inhalasyon yoluyla solunum yollarina plasmid DNA aktarimi:

Canh bir organizmanin solunum sistemi yukarida belirtilen gen aktarimi
yontemleriyle kolayca ulasilabilir degildir. Bu noktada ornegin akciger kanseri,
kistik fibroz, amfizemin gibi hastaliklarda gen temelli tedavi igin solunumsal
tekniklerin gelistirimesi gerekmektedir. Uygulanacak DNA’nin lipid-DNA ya da
polimer-DNA kompleksleri kullanilarak s6z konusu akciger dokusuna aktariminda
negatif yan etkileri nedeniyle (Yang, 1995) viral vektérlerden kaginilmaktadir
(Ziady, 2003).

Elektroporatif transfeksiyon (elektrotransfer):

Kisa elektrik alan titresimleri uygulamak htcre zarlarinda gegici olarak gozenekli
alanlar olusturur, hicre zarlari bdylece normalde gegirgenlik gostermedikleri
maddelere karsi gecgirgen hale gelirler. Bu yontemin ¢esitli uygulamalari arasinda
hicre igine dogrudan (elektroforetik) gen aktariminin yani sira protein, iyonik
boyalar ve ilaglarin aktarimi gosterilebilir. Elektroporasyon tekniginin Kklinik
uygulamalar cilt timoérlerinin elektrokemoterapisi ve gen terapileri igin giderek

artan bir onem kazanmaktadir. Etkin bir transmembran aktarim igin elektrik
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alaninin gucunun belli bir esigi asiyor olmasi, fakat ayni zamanda hucreye geri
donulmez derecede agir hasar verecek bir degerden de dusuk olmasi
gerekmektedir (Schemeer, 2004). Bu noktada zarar goren hucreler nekroz, olasi
Ulserasyon ve yaral bir gériiniime sebebiyet verebilir. Ozellikle gen terapisinde bu
olumsuz etkinindntne gecilmelidir, zira canlilik kaybr DNA aktariminin etkili olma
oranini duagurmektedir (Miklavcic, 2000). Bir bagska dnemli parametre ise titresim
suresidir, gunku elektrik alani yukarida belirtilen gerginlestirme igleminin yani sira
DNA'yi elektroforetik sekilde hicre zarindan ve sitozolden gegirmek zorundadir.
Bu yontem en ¢ok da alan titresimi uygulamasi igin elektrotlarin hedef dokuya
ulasabiliyor olmasiyla sinirlidir (Schmeer, 2009; Trollet, 2005; Mir, 2005; Mir,
1999; Bureau, 2002; Trollet, 2006). Favard tarafindan ortaya konan iyi bir
incelemede DNA elektrotransfer mekanizmasina yani lipid zarlarin
elektrogecirgenlestirme islemini saglayan temel fiziksel iglemlere dair sorunlara
deginilmistir (Favard, 2007).

Manyetofeksiyon:

Bu yontemde DNA manyetik nanopartikullerle iligkilendirilerek molekuler
kompleksler olusturulur. Sonrasinda bu kompleksler uygun bir manyetik alan
yardimiyla hedef hicrelere dogru hatta bazen hedef hicrelerin igine aktarilir
(Scherer, 2002). Bu yontemin canl organizmalarda kullanimindaki kisitlamalar
harici manyetik alanin hedef dokuya ulasabilirligi ve hidrodinamik gliclerdir. ikincisi
ise ornek vermek gerekirse kan akigi manyetik partikullerin konumlandiriimasini
imkansiz hale getirmektedir. DNA-partikil yapilarini gelistirme c¢alismalari bu
kisittamalarin Ustesinden gelmeyi amaclamaktadir (Huettinger, 2008; Jahnke,
2007).

ilk olarak Mah ve grubu 2002 yilinda gen terapide viral vektérlere yardimci
terapotik genleri tagsiyan manyetik nanopartikullerin hedefe 6zgu iletimini saglamak
icin harici bir manyetik alan uygulayarak hem in vivo hem de in vitro transfeksiyonu

gerceklestirmek icin galismiglardir (Mah, 2002).

Daha sonra Scherer ve arkadaslari manyetik nanopartikillerin magnet dayal
transfeksiyonu i¢in magnetofeksiyon terimini kullanmiglardir (Scherer, 2002). 2002
yihinda yaptiklari bu g¢alismada nonviral vektorlerin dusuk etkinlikleri, adenoviral

vektorlerin reseptor dayali konakgi tropizmleri ve retroviral vektorlerin dusuk titreli
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olmasi gibi dezavatajlarinin, bu vektorlerin gen terapiye faydalarini

sinirlandirmakta oldugunu belirtislerdir.

Scherer ve arkadaslari yaptiklari baska bir calismada manyetik nanopartikuller
Uzerine polikatyonik ve polianyonik kaplama yaparak transfeksiyon etkinliginde
onemli farkhliklar gdzlemlemediklerini rapor etmiglerdir (Scherer, 2002). Polikatyon
(PEI farkli molekuler agirliklarada ya da dextran) ve polianyon [poli(aspartik asit),
poli(maleic asit), poli(acrylic asit) ya da fosfat fonksiyonel gruplu nisasta]
kaplamalar karsilastirmiglardir. Magnetofeksiyonun in vitro kosullarda gen iletimi
icin, in vivo kosollarda gen terapide temel sinirlamalarin Ustesinden gelmesine

yardimci olabilecegdini rapor etmislerdir.

Plank ve arkadaslari magnetofeksiyonun temel adimlarini su sekilde
aciklamiglardir (Plank, 2003): Vektorler ve manyetik partiklller uygun bir baglanti
yolu ile iligkilendirilirler. Bu amag¢ dogrultusunda manyetik partikaller
polielektrolitlerle  kaplanir. Yapilan c¢alisalarin ¢ogunda polielektrot olarak
poliethyleneimine (PEI) kullaniimistir. Eger bu parcaciklar ¢iplak DNA, lipoplexes
veya polyplexes (PEI-DNA) ile tuz tamponunda karnistirilirlarsa bu iceriklerle ya
birbirlerine baglanirlar ya da birlikte agregat olustururlar. Hicreler vektor-manyetik
partiktl kokteyli ile manyetik alan etkisinde inkibe edilirse partikiller hucrelere
dogru ataga gecmis olur. Manyetik alan uygulamak igin Nd-Fe-B temelli
magnetlerden  manyetik plateler Uretilmistir  (Scherer at. al 2002).
Magnetofeksiyonun sonucunda tum hucreler vektorler ile iliski kurmuglar ve

yuksek oranda transfeksiyon gergeklesmistir.

2005 yilinda Schillinger ve arkadaslari manyetik nanopartikillerin manyetik alan
uygulayarak spesifik doku, organ, hicre icine godnderilebilmesinin  mimkin
oldugunu ve bunun magnetofeksiyonun temel ilkesi oldugunu ve enjekte edilen
DNA dozunun azalmasina ve hedef hucreye ulasma suresinin azalmasina izin
veren, gen ekspresyon etkinligini énemli dlgude artiran bir sistem oldugunu rapor
etmislerdir (Schillinger, 2005).

Chorny ve arkadaslari 2007 yilinda partikullerin hem buyukligu hem de manyetik
Ozelliklerinin kontrol edilebilir olmasi manyetik olarak gen iletimine kolaylk

saglayabilecegi hipotezini ortaya koymuslardir (Chorny, 2007). Bu hipotez
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dogrultusunda yeni bir biyobozunur polimerik superparamanyetik nanopartikil
(MNP) formulasyonlarini olusturarak arastirma yapmislardir. Manyetik olarak gen
transferini yesil florasan protein geni iceren plasmid DNA kullanimiyla kultire
edilmis arteriyel duz kas hucreleri ve endotel hucrelerinde gergeklestiriimigtir.
MNP-DNA kompleksleri ile transfekte edilmis hicreler 15 dakika manyetik alan
uygulanmasindan sonra hem dusuk hem de yuksek serum kosullarinda inktbe
edilmistir. Manyetik alan yoklugunda ihmal edilebilir bir transfeksiyon gézlenmistir.
Daha buyuk boyuttaki MNP (375 nm ¢apli)) 180 nm ve 240 nm c¢apli MNP ile
kargilastirildiginda daha yuksek transfeksiyon oranlari goérulmagsttr. Buyuk c¢aph
MNP lizozomal lokasyondan kactigini ve perinukleer zonda DNA salindigini rapor

etmislerdir.

2010 yihinda Namgung ve arkadaslari polietilen glikol fonksiyonel grubuna sahip
ve dallanmis polyethylenimine kovalent olarak bagli sUperparamanyetik
nanomateryal gelisgtiriimesini saglamiglardir (Namgung, 2010). Gelistirilen bu
nanomateryalle serum iceren ortam kosullarinda dahi ytiksek verimli transfeksiyon
gerceklestiriimistir. Bu ¢alismada serum istikrari saglanarak yuksek hucre canllgi
saptanmis ve boylece potansiyel bir nanopartiktl aracili gen iletim sistemi ortaya
koyulmustur. Bu superparamanyetik nanopartikiller primer vaskuiler endotel
hicreleri hizli ve etkili bir sekilde transfekte etmis, cesitli damar bozukluklari;
damar igi iltihabi ve ateroskler6z gibi rahatsizliklara neden olan PAI-1 geninin
ekspresyonu basariyla inhibe edilerek son derece hassas bir HUVEC
transfeksiyonu saglanmistir. Konfokal mikroskobu yardimiyla adim adim hucresel

alim gelismis magnetofeksiyon icin gosterilmistir.

Literatirde c¢ogunlukla manyetik nanopartikuller biyouyumlu polimerlerle
kaplanarak nonviral vektor olarak gen terapide transfeksiyon amagli kullaniimasina
ek olarak manyetik nanopartikiller altin (Lin, 2001; Cho, 2004) ya da metal
(Carpenter, 2003) kabuklarla kombine edilerek de Uretilmistir. Altin basit sentez
prosedurinin olmasi, kimyasal fonksiyonelligi nedeniyle favori bir kaplama
materyalidir ve altinla kaplama manyetik nanopartikullerin oksitlenmesinin onler ve
kaplamadan sonrada manyetik ¢ekirdegin manyetik 6zelliklerinin devam etmesine

bir engel olusturmaz (Brust, 1995).
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2010 yihinda Arsianti ve arkadaslari altin kapl manyetik nanopartikulleri kullanarak
bu partikullerin fiziksel 6zelliklerini, hicre ye alimini, gen ekspresyon etkinligini,
manyetik demir oksit vektorun biyouyumlulugunu, in vitro olarak BHK21
hicrelerinde arastirmiglardir (Arsianti, 2010). Hem altin kapl manyetik
nanopartikillerle hem c¢iplak manyetitlerle PEI-DNA kompleksi etkilestirilmis
BHK21 hucrelerine manyetofeksiyonu gergeklestiriimis. YUksek manyetit
yuklemede hucre canliliginda onemli bir azalma gergeklesmistir, cinkl c¢iplak
manyetit hicrede ylksek dizeyde toksisiteye neden olmustur. Altin modifiye
vektorin gen ekspresyon etkinligi diger yandan artan manyetik yukleme ile
olumsuz etki yaratmamistir. 48 saat magnetofeksiyon sonrasinda TEM kullanilarak
hem c¢iplak manyetit hem de altin kapli manyetit vektorlerinin intraseluler
deneylerde hilcre c¢ekirdegindeki lokalizasyonu goértlmastir, her iki vektérinde
hicreye alinim mekanizmasi agiklanamamistir. Bu g¢alisma ihmal edilebilir hicre
canlihgi etkisi ile hem manyetik gen iletim araci hem de hucre i¢i gozlem ajani
olarak hucresel tedavi arastirmalarinda kullaniimak Gzere altinla modifiye

vektorlerin etkinligini gostermigtir.

Gen aktariminda kullanilan kimyasal yaklagsimda cesitli lipidler (lipozomlar),
peptidler, polimer esasl viral-olmayan (nonviral) vektorler kullanilir (Niidome ve
Huang, 2002; Pigkin, 2005; Liua ve ark., 2010). En 6nemli ozellikleri katyonik
(pozitif yukli) olmalaridir. Béylece negatif yUkll plazmid ile net yliku pozitif olacak
sekilde konjugatlar olustururlar, boylece bunlarin negatif yukli hedef hicre
membranindan igeri girmeleri, endozom pH’ini tamponlayarak enzimatik DNA
degredasyonunu Onlemeleri ve hucre c¢ekirdegine pDNA’y1 aktarmalari mumkin
olur/beklenir. Nonviral vektorler ile transfeksiyon ilk kez 1992 de Nabel ve
arkadaslar tarafindan klinik olarak uygulanmistir, ancak ginumize kadar olan
uygulamalarin ancak %20 si nonviral vektorler ile yapiimigtir [Nabel ve ark., 1993].
Bunun nedeni nonviral vektorler igin s6zu edilen ardisik transfeksiyon basamaklari
oldukga karmasiktir, birgok sorun vardir, dolayisiyla virusler ile karsilastirilirsa
nonviral vektorlerin transfeksiyon verimleri son derece duslktir (cogunda %10-20
civarinda). Buna kargin, viral vektdrlerdeki yan etkilerin ¢ok olumsuz olmasi,
biyoguvenlilik yonunden yeni, daha etkin nonviral vektorlerin gelistiriimesi

dogrultusunda hala yogun arastirmalar devam etmektedir [Dyer ve Herrling, 2000].
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Nonviral tasiyici vektorleri 5 grupta toplamak mumkundar: (i) lipozomlar, (ii)
katyonik lipitler, ve (iii) polikatyonlar (iv) nano partikil ve mikro kureler (v) uyari-
cevap polimerleri. Bunlardan ilk ikisi yaygin olarak uygulanmistir ve bunlarla ilgili

ayrintih bilgi ilgili literatlrde bulunabilir (Lee ve Huang, 1997; Dash ve ark., 1997).

Tez kapsaminda nonviral tasiyici olarak altin kaph manyetik nanopartikuller
diisunillp, transfeksiyonda kullanimi tasarlanmaktadir. Ozellikle gekirdek-kabuk
(core-shell) yapidaki nanopartikiller, kabugun korozyonu ve oksidasyonu
Onlemesiyle yapisal kararliiga sahiptir ve bu nedenlede altin kapli manyetit
nanopartikiller sentezlenmistir. Ek olarak kabuk tabakasi modifiye edilebilir
Ozellilktedir. Modifiye sonucu nanopartikuller yeni 6zelliklere ve fonksiyonlara sahip
olurlar. Tez kapsaminda non-viral vektor olarak yuzeyi 2-aminotiyol ile modifiye
edilmistir. Hazirlanan altin kapl manyetit ve pozitif yikli partikiller manyetik alan

ile birlikte transfeksiyon amagli kullaniimistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez galigmasinin ilk bolimunde manyetik 6zellik tagiyan ve nano boyutta
olan inorganik gekirdek materyalinin sentezlenmesi gergeklestiriimistir. Bu amagla
ikili coktirme yontemiyle superparamanyetik Ozellik tasiyan manyetit (Fe3Oa4)
nanopartikiller sentezlenmigtir. Yaklasik 90 nm boyutundaki nanopartikiller altin

ile kaplama asamasinda kullaniimistir.

Manyetik nanopartikiiller bulundugu cozeltide demir oksit yiizeyinde Au®'
iyonlarinin hidroksil amin, trisodyum sitrat gibi cesitli indirgeyici ajanlar ile
indirgenmesi yontemiyle altinla kaplanmistir. Bu sentez galismasi i¢in Dr. Filiz
Sayar’ in Hacettepe Universitesi Biyomuhendislik Anabilim Dali Doktora tezinde
calistigi ve optimize ettigi prosedir kosullari temel alinmigtir (Sayar 2010). Elde
edilen manyetik yuklu polimerik nanopartikullerin hucre Uzerindeki sitotoksik
etkileri MTT testi ile belirlenmigtir. Nanopartikuller FTIR, XRD ve Zeta Sizer, AFM

ve VSM, ESR analizleri ile karakterize edilmigtir.

Sentezlenen bu partikuller ile ticari GrUnle saflastirimis plazmid DNA arasinda
kompleks olusturularak, gen transfeksiyonunda kullaniimis ve non-viral vektor
olarak etkinligi incelenmigtir. Bu galismalar ile ilgili deneysel yontemler asagida

ayrintili olarak ayri bolumler halinde sunulmustur.

3.1. Manyetit (Fe30,4) Nanopartikil Sentezi

Tez c¢alismasi boyunca manyetik nanopartikillerin  Gretiminde c¢alisma
grubumuzda bulunan Filiz Sayar'in Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi
Yuksek Lisans tezi kapsaminda kullandigi yuksek sicaklikta mekanik karistirma ile
gerceklestirilen ikili ¢goktirme yontemi kullaniimistir (Sayar, 2004). Bu yo6ntemle
farkli boylarda partikuller Gretmek igin belirtilen tezde optimize edilmis degerlere en
yakin ve uygun degerler kullanilarak birgok kez sentez yapilmigtir.

3.1.1. Kullanilan maddeler

Manyetit nanopartikillerin tretiminde kullanilan reaktif demir tuzlari FeCl2.4H20 ve
FeCl3.6H20 ve ¢oktirme ajani olarak kullanilan NaOH Sigma (ABD) ‘dan satin
alma yoluyla temin edilmigtir. Partiklllerin aglomerasyonunu Onlemek ve
kararhligini saglamak igin sentez sonrasi yine Sigma (ABD) 'dan temin edilen kati
toz halinde TMAOH kullanilmigtir. Batun deneylerde ultra saf su kullaniimistir.

36



3.1.2. Yuiksek sicaklikta mekanik karigtirmali ikili ¢oktiirme yontemi ile
manyetit Uretimi

Sekil 3.1.2 Manyetit sentezi icin deney dizenegdi. (1) Vana, (2) Termogift, (3)
Demir Cozeltisi ve NaOH Cozeltisi icin besleme agzi, (4) Reaktor, (5) Mekanik
Karistirici (6) Geri Sodutucu, (7) Su banyosu ve (8) Elektrikli Isitici.

Manyetik nanopartikiller Filiz Sayar'in Hacettepe Universitesi Kimya Mihendisligi
Yuksek Lisans tezinde optimize ettigi degerlere en yakin ve uygun degerler
(karistirma hizi hari¢) segilerek Fe(ll) ve Fe(lll) iyonlarinin NaOH gibi alkali

ortamda ¢okturulmesiyle uretilmistir.

Sekil 3.1.2 'de sematik olarak verilen deney duzeneginde nanopartikullerin Gretimi
icin izlenen yontem sodyledir: Dort boyunlu bir reaktorde geri sodutucu altinda,
mekanik karistirici ve su banyosu kullanilarak, N, atmosferinde, 80°C’deki 160 ml
deionize su icine yilksek karistirma hizinda 120 ml 1.25 M Fe®* ve Fe*' tuz
cOzeltisi ile 120 ml 5M NaOH c¢ozeltisi ilave edilmistir. Reaksiyonun hemen
basinda siyah bir ¢okelek olusumu goézlenmistir. Bu ¢ozelti 80°C’'de 2 saat ¢ok
yuksek karistirma hizinda karigtirilmigtir. Manyetik ayirici (MCB 1200 Biomagnetic
Processing Platform, Sigris, ingiltere) yardimiyla manyetik olan partikiiller ile
olmayan partikuller birbirinden ayrildiktan sonra birkag defa su ile yikama iglemi
uygulanmigtir. 0.1 M’lik tetrametilamonyum hidroksit (TMAOH, Sigma, ABD)
cOzeltisi ile stabilize edilerek 0.01 M’lik HNOg ile bir kere yikanmistir. 0.01 M’hk
HNO; ¢ozeltisinde dagitilan nanopartikiller 80-90°C’de ¢dzelti rengi kahverengi
olana kadar karistiriimistir. Bu sekilde okside olan Fe3O4 nanopartikulleri 0.1 M’lik

TMAOH c¢ozeltisi icinde slUspanse edilip pH 11 olana kadar su ile yikanmigtir.
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Tetrametili amonyum ile stabilize edilmis okside FeszO, nanopartikulleri

hazirlanmistir.

3.2. Altin kaph Manyetit Nanopartikiillerin Uretimi

Uretilen manyetit nanopartikiiller bulundugu cozeltide demir oksit yiizeyinde Au**
iyonlarinin hidroksil amin, trisodyum sitrat gibi c¢esgitli indirgeyici ajanlar ile
indirgenmesi yontemiyle altinla kaplanmistir. Bu sentez calismasi i¢in Dr. Filiz
Sayar’ In Hacettepe Universitesi Biyomiihendislik Anabilim Dali Doktora tezinde
calistigl reaksiyon kosullari ve optimize ettigi prosedur degerleri temel alinmistir
(Sayar, 2010).

3.2.1. Kullanilan maddeler

Altin kapli manyetit nanopartikillerin Gretiminde indirgeyici ajan olarak kullailan tri-
sodyum sitrat Analar (ingiltere) ‘dan satin alma yoluyla temin edilmistir. Altin tuzu
gold(lll) chloride trihydrate (HAuCl4.3H,0) Sigma-Aldrich (ABD)dan satin alma
yoluyla temin edilmigtir. Altin kapli olan ve olmayan partikulleri ayirma amaciyla
kullanilan Okzalat ¢ozeltisi icin gerekli olan okzalik asit Merk (Almanya) ‘dan ve di-
amonyum okzalat Merk (Almanya) ‘dan hidroklorik asit (HCI) Merk (Almanya) ‘dan

satin alma yoluyla temin edilmistir. Butiin deneylerde ultra saf su kullaniimigtir.

3.2.2. Sitrat indirgeme Ajaniyla Altin Kapli Manyetik Nanopartikiillerin Sentezi

Tez kapsaminda sentezlenen bu manyetik nanopartiktllerin altinla kaplanmasinda
indirgeyici ajan olarak trisodyum sitrat kullaniimistir. Cekirdek/kabuk (FezO4/Au)
yapisindaki nanopartikullerin sentezi, ilk olarak manyetik 6zellik gosteren manyetit
(FesO4) nanopartikillerin Uretimi daha sonra bunlarin altin ile kaplanmasi olmak
uzere iki asamada gergeklestirilmistir. 1.2 ml tetrametil amonyum ile stabilize
edilmis okside Fe3zO4 nanopartiktlleri 100 ml deionize su i¢inde sUspanse edilip,
0.7 ml 0.155 mM’lik trisodyum sitrat ¢ozeltisi ilave edilerek sitrat iyonlarinin OH"
iyonlari ile degismesi icin 15 dakika sonike edilmistir. Daha sonra ¢ozelti yuksek
karistirma hizinda kaynama noktasina kadar isitiimistir. Cozelti ilk kaynama
noktasina ulastiginda etrafini altinla kaplamak icin Au®* iyonlarinin Fes;O,
nanopartikillerinin etrafinda indirgenmesi icin 5 ml 12 mMlik tetrakloraurat
(HAuCl4.3H,0) c¢ozeltisi eklenerek 15 dakika kaynama noktasinda (96 °C)

karigtinimistir. Bu sure sonunda ¢ozelti oda sicakhgina gelinceye kadar yuksek
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hizda karistirmaya devam edilmigtir. Baslangigta agik sari olan ¢ozelti rengi
kahverengi ve koyu renge donerek en son parlak kirmizi kahve olmustur. Elde
edilen nanopartikiller 15000 rpm’de santrifljlenerek miknatis yardimiyla manyetik
olan nanopartikuller ile manyetik olmayanlar birbirinden ayrilmistir. Bu sekilde
manyetik Ozellik gostermeyen c¢ekirdeginde manyetit nanopartikili icermeyen
sadece kuresel altin nanopartikiller uzaklastiriimistir. Bu islem birka¢ defa
tekrarlanmigtir. Daha sonra altin ile kaplanmamis manyetit nanopartikulleri altin
kapl olanlardan ayirmak igin her ikisi de manyetik 6zellik gostermesi nedeniyle
manyetik ayirma yapilamamigtir. Literatirde altin ile kaplanmamis manyetit
nanopartikulleri ayirmak icin 1 M HCI ¢ozeltisi ile yikanip birkag kez de su ile
yikama iglemi ile gergeklestirilmistir (Cui, 2005). Ancak Liu ve arkadaslari altin
kapli manyetik nanopartikillerin 2 M ve Uzeri HCI ¢dzeltisi icinde stabilitesini
incelemiglerdir. Yapilan ¢alisma sonucu hem manyetit nanopartikillerin hem de
altin  kapli manyetik nanopartikillerin derigik asit ¢ozeltisi icinde hemen
¢6zUndugunu belirtmiglerdir (Liu, 2008). Bu nedenle altin kapli olmayan manyetit
nanopartikilleri kaph olanlardan ayirmak icin karisim 0.02 Mk okzalat
cozeltisinde 1 saat mekanik karistirilmistir. Okzalat c¢ozeltisi icersinde sadece
manyetit nanopartiktllerin ¢ézindugu literatirde belirtilmistir (Goon, 2008). Tekrar
su ile santrifijleme islemi yapilarak sipernatant kisminda ¢6zinmis manyetit
nanopartikillerin  olmasi nedeniyle ¢oken kisimda altin  kapli manyetik

nanopartikiller miknatis yardimiyla ortamdan uzaklastiriimigtir.

Dr. Filiz Sayar’ in Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisii Biyomiihendislik
Anabilim Dalinda yaptigi doktora tezinde kullandigi yukarida anlatilan recetedeki
trisodyum sitrat, tetrakloraurat miktari, kullanilan nanopartikul miktari ve bunlara ek
olarak farli boydaki partikiller kullanilarak bunlarin altin kabuk olusumuna etkileri
ayrica incelenmistir. Trisodyum sitrat miktari 0.155, 0.310, 0.078 mM olarak;
tetrakloraurat miktari 12, 24 mM olarak; altinla kaplanacak manyetit partiktl miktari
0.5, 1, 0.25 ml (100 pg/ml) olarak; 55, 155, 90 nm boyutlarindaki manyetit
nanopartikuller kullaniimis ve altin kabuk olugsumuna etkisi arastiriimigtir.
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3.3. Altin Kaph Manyetik (Fe;O./Au) Nanopartikullerin Katyonik Hale
Getirilmesi

Tez kapsaminda sentezlenen altin kapli manyetik nanopartikiller transfeksiyon
amacl kullanilacagindan negatif yudkli plazmid DNA ile etkilesebilmesi igin
katyonik Ozellik gostermesi gerekmektedir. Bu amacla partikullerin altin ylzeyine
pozitif 0zellik kazandirmak amaciyla, ‘kendiliginden yerlesen tek tabakalar’ (‘self-
assembyling monolayers’ — ‘SAMs’) olusturacak kabiliyete sahip molekuller
baglanmistir. Bunun igin bir uglarinda altin ile etkilesecek tiyol (SH) diger uglarinda
amino gurubu (NH2) bulunan molekll olarak 2-aminoethantiyol segcilmistir. Bu
molekullerin “-SH” gruplariyla altin yuzeylere tek tabaka olusturacak sekilde
yerlesmeleri diger uclarindaki “-NH,” gruplari nedeniyle pozitif yik saglamalari

ongorulmustdr.

Niidome ve arkadaslari amin-modifiye edilmis 100 nm boyutundaki altin
nanopartikilleri plazmid DNA ile etkilestirip kultire edilmis Hela hicrelerinde
transfeksiyon etkinligini incelemislerdir. HAuCl4 ‘Gn sodyum bor hidrur (NaBH4) ile
indirgenmesi ve 2-aminoethantiyol ilavesi sonucu ile katyonik altin nanopartikller
hazirlamiglar. Sentez recetelerinde Au/NaBH4/2-aminoethantiyol orani 56:0.1:85
(mol/mol/mol) olarak rapor edilmistir. Partikillerin yakinun zeta potansiyeli +36.2
mV olarak belirlemislerdir. Partiklllerin plazmid ile kompleks olusturdugunda
negatif bir potansiyel yik olusturdugunu (-33.2 mV) rapor etmiglerdir (Niidome
2004). Sonrasinda Zhang ve arkadaslari ayni receteyi uygulayarak katyonik altin
nanopartikulleri Uretmislerdir. Sentezlenen partikullerin boyutu 10-48 nm arasi
degismekte olup zeta potansiyel ile yuku +31.8 mV degerinde oldugu rapor
edilmigtir. (Zhang, 2007). Bu iki arastirma gurubu referans alinarak sentezlenen
altin  kapli manyetik nanopartikilleri 10 mM ve 1M arasi degisen 2-
aminoethantiyol’ Un farkli konsantrasyonlarinda muamele edip yuk degisimleri
sonuglar bolumuande rapor edilmistir. Transfeksiyon amacli kullanilacak potansiyel
yuk degeri literature en uygun olan katyonik altin kapli manyetik nanopartiktller su
sekilde sentezlenmistir:

Sentezlenen 100 ml altin kapli manyetik nanopartikll ¢ozeltisi ¢oken partikllleri
tek bir tipte toplayip yogunlastirmak amaciyla 13000 rpm de surekli
santrifijlenmis ve Ust faz surekli atip dipteki partiktller alinarak 100 pg/mi
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konsantrasyonuna sahip 1ml stok ¢ozelti haline getirilmigtir. 2-aminoethantiyol
¢Ozeltisinin konsantrasyonu 20 mM ile 1M arasi denenmis olup en iyi pozitif yuk
veren konsantrasyon hucre kulturu galismalarinda kullaniimigtir. En iyi sonug¢ 400
Ml 213 mM 2-aminoethantiyol ¢dzeltisi kullaniminda bulunmustur (Bolim 4.3).
Yukarida verilen partikil konsantrasyonuna sahip ¢ozeltiye 400 pyl 213 mM 2-
aminoethantiyol ¢ozeltisini ekleyip oda sicakliginda 2 saat karanlikta
karistirilmistir. 2 saatin sonunda miknatisla partikuller tupun yaninda tutulmus ve
baglanmayan 2-aminoethantiyol molekullerini uzaklastirmak amaciyla partikul
harici sivi alinmis ve bu islem birka¢ kez tekrarlanmistir. Hazirlanan altin kaph
manyetik yukll, yuzeylerinde 2-aminoethantiyol ile SAMs olusturulmus
nanopartikillerin Zeta Potansiyel ile yUkleri tayin edilmistir ve sonuglar bélimuinde
belirtiimistir. Ayni partikillerin boyut ve UV/vis absorbsiyon spektrumu délgiimleri de

sonuglar bélimunde verilmigtir.

3.4. Nanopartikullerin Karakterizasyonu

Hazirlanan manyetit ve altin kapli manyetik nanopartikullerinin boy ve boy
dagihimlarini belirlemek icin Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihaz
kullaniimistir. Cihaz 0lgim yontemi olarak Dinamik Isik Sagiimasi (DLS)
kullanmaktadir. Dinamik 1sik sagiimasi, mikro saniyenin onda biri ile mili saniye
zaman araliginda, ornek ¢ozeltinin kuguk bir kismindan sagilan 1s1gin zamanla
degisiminin Olgcllmesidir. Sentez sonrasi yikanip, santriflijlenen partikuller ultra saf
su kullanilarak seyreltiimis ve yaklasik 2 ml hacimli 6rnek ¢ozeltisi polistiren kuvet

icersine konulmustur.

Ayni cihaz, partikllerin zeta potensiyallerini de vermektedir. Partikil yuzeyinden
belli bir uzaklikta bulunan iyonlar hareket eden partikil ile birlikte
suruklenmemektedir. Bu uzakliga kayma duzlemi denilmekte ve bu aralikta ol¢lilen
elektrik  potensiyeli zeta potansiyeli olarak tanimlanmaktadir. Cihaz
mikroelektroforez teknigini kullanarak zeta potensiyeli dlgmektedir. Bu teknik bir
elektrik alani i¢indeki yuklu partikulin hizinin olgulmesi esasina dayanmaktadir
(Sayar, 2004). Altin kapli manyetik partikillerin ve katyonik altin kapli manyetik

partikullerin ylklerini belirlemek amaciyla zeta potansiyelleri dlgulmuastur.

Nanopartikullerinin kimyasal yapisi Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi

(FTIR, Schimadzu, DR 8101, Japonya) kullanilarak belirlenmigtir. Sentezlenmis
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olan partikuller etivde kurutulduktan sonra potasyum bromur (KBr) ile (agirlik¢a
%1 olacak sekilde) karistirilarak disk haline getirilmis ve FTIR spekturumlari oda

sicakliginda gekilmistir.

Uretilen manyetit (Fe304) partikillerin ve altin kapli manyetit nanopartikillerin
(Fe304/Au) karakterizasyonu ve kristal yapisinin belirlenebilmesi igin X-isini
kirinim difraktometresi (Rigaku D/MAX-2200 Ultima+/PC, Japonya) kullaniimigtir.
Cu (bakir) kaynakli X i1sini tiptne sahip cihaz ile “40kWx40mA” guclinde, 15-100°

araligindaki 20 acisinda partikul spektrumlari ¢ekilmistir.

Nanopartikullerin manyetik 6zelliklerinin bulunmasinda bir Titregimli Manyetometre
(Vibrating Sample Magnetometer, Fieldial Mark Il Varian, Almanya) cihazi
kullaniimistir. Etivde kurutulmus olan 6rneklerin 0 — 20000 ve -20000 — 0 oersted
(Oe) manyetik alandaki miknatislik degerleri, oda sicakhdinda o&l¢tilimustir.
Manyetik alan icindeki partikillerin manyetik 6zellikleri birim kutle basina manyetik
moment (emu) seklinde ifade edilmistir. Bu olgum tekniginde kurutulmus olan
ornege sabit frekansta manyetik alan uygulanmaktadir. Eger 6érnek manyetik
Ozellige sahipse bir miknatis gibi davranir ve gegcici bir manyetik akis nedeniyle
iletken cubugun icinde potansiyel farki olusur. Titresimli manyetometre bu

potansiyel farki dlgerek ornegin manyetik 6zelligini belirlemektedir.

Nanopartikillerin  manyetik 6zellikleri bir de Elektron Spin Rezonans
spektrometresi (ESR, Varian E-L X Band spectrometer, Almanya) kullanilarak
belirlenmistir. Vakum etlvu igerisinde kurutulmus olan érneklerin 1000-5000 G’luk
bir manyetik alanda oda sicakliginda ESR spektrumlari ¢ekilmistir. Ornek kavitesi
homojen, degeri dogrusal olarak degigstirilebilen bir dis manyetik alan olusturan
elektromiknatisin kutuplari arasina konulmustur. ESR spektrumlari mikrodalga
frekansi 9.3 GHz ‘de sabit tutulup manyetik alan degistirilerek sogurma egrisinin

birinci tlrevi olarak gizdirilmistir.

Hucre kulturt asamalarinda kullanilacak olan manyetit ve altin kapli manyetit
nanopartikillerin fiziksel yapisini, buytkluklerini goérantilemek ve manyetik 6zellik
gOsterip goOstermedigini anlamak amaciyla atomik kuvvet mikroskobu
(NanoMagnetic Instruments Ltd,Tirkiye) kullanilmistir. Ornek, stok c¢dzeltiden

(yaklasik 100 pg/ml) 50 pl (manyetit icin) ve 10 pl (altin kapli manyetit igin)
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alinarak ultrasonik banyoda 10 dk bekletiimistir. Daha sonra mika Uzerine
damlatilarak azot atmosferinde kurutulmustur. Mika Uzerindeki 6rneklerin dlgimu
manyetik Ozellik tasiyan kobalt kapli tipler kullanilarak MFM de yapilmistir. AFM
cihazinin yazihmi kullanilarak, XY eksenine gore nanopartikulerin boyutlari

hesaplanmigtir.

3.5. “Nanopartikiil” — “Plazmid DNA” Etkilesimi

Tez calismasinin bu kisminda, hedef plazmid DNA'nin E. Coli ortaminda
cogaltiimasi ve daha sonraki transfeksiyon galismalarinda kullaniimak tzere ticari
kit ile saflastirimasi igslemlerinden; E. Coli hicre kultirinde partiktl - plazmid
etkilesimi i¢in secilen ve yapilan uygulamalardan ve bunlarin degerlendiriimesi i¢in

kullanilan yontemlerden so6z edilmisgtir.

3.5.1. E.Coli huicresinde plazmidin ¢gogaltiimasi

Mikrobiyolojide bilinen klasik teknik kullanilarak E.Coli Gretimi gergeklestirilmistir.
Oncelikle, temel bilesimi ve tez calismasinda kullanilan malzeme 6zellikleri
Cizelge 3.5.1.de verilen Luria Broth besi yeri, sterilizasyon icin prosedire uygun
olacak sekilde otoklavlanmistir (121°C, 20 dakika, vakum ortaminda); Gzerine, sivi
stoktan “50ug/ml” olacak sekilde uygun antibiyotik (kanamisin) ilavesi yapilmistir.
Kanamisin antibiyotigine karsi diren¢ geni tasiyan kullanilan plazmid, kanamisin
katkili ortamda cogaltiimistir. -80°C de dondurulmus yodun bakteri stogundan
alinan numunenin antibiyotik iceren besi yerine ekimi yapilmigtir. Daha sonra
kaltar ortaminin agzi bir tampon ile kapatilmistir, kuru hava isitmali ¢alkalayicida
(Edmund Buhler, ALMANYA) 37°C yaklasik 150 rpm hizda en az 1 giin ¢cogalmaya
birakilmistir. Blyuk o6lgekli kultar ortami (100ml ve tzeri) galismalari igin 6ncelikle
en fazla 1/10 olmak Uzere Olgek buyltme teknigi kullaniimis; bakteri hicreleri
klguk dlcekte 1 gun ¢ogaltildiktan sonra istenen miktarda besi yerine tamamlanip

1 guin daha yukarida belirtilen kosullarda ¢ogaltiimaya birakilmigtir.
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Cizelge 3.5.1 E.Coli igin gerekli besi yeri bilesenleri.

Luria Broth besi yeri bilesenleri

Miktar (g/L)

Tripton (Tryptone) 10
Maya ekstrakti (Yeast extract) 5
Sodyum klortr (NaCl) 19

3.5.2. Plazmid DNA ‘nin ticari lirlinle saflastiriimasi

Ticari UrUnle (Qiagen-tip 100 Plasmid Midi Kit,

ABD) saflastirilan plazmidler

sentezlenen partikullerle etkilestirilerek transfeksiyon galismalarinda kullaniimigtir.

3.5.2.1. Kullanilan ¢ozeltiler

Cizelge 3.5.2.1°de ticari kit ile yapilan saflastirma isleminde kullanilan ¢ozeltilerin

icerikleri tanimlanmisgtir.

Cizelge 3.5.2.1. Qiagen® plazmid saflagtirma tampon ¢dzeltileri.

TAMPON BILESIMI MUHAFAZA KOSULLARI
Tarmpon P 1 a0 mhd Tris-HCI, pH 810, 2-8°C
(Siispansiyon Tamponu) 10 mk EDTA,
100 wgfrml Rnase A

Tarmpon P2 200 mt MNaoH, Cda sicakiid
{Lizis Tamponu) %1 SOS! (wA)
Tampon P3 3.0 M potasyurmn asetat, Oda sicaklid
(Nitraizasyon Tamponu) nH 55 veya 2-8°C
Tampon QBT TE0mM Nacl; Cida sicakiid
(Adsorpsiyon Tamponu) 50 mi MOPS®, pH 7.0;

% 15 isopropanol (v,

%a0.15 Tritong x-100

(¥iv)

Tarmpon QC 1.0 M MaCl, Cida sicakiid
(Yikama Tamponu) a0mM MOPS, pH 8.5,

%15 isopropanal v
Tampon CIF 1.25 M MacCl, Oda sicakhg
(Desorpsivon Tamponu) S0 mhd Tris-HCI, pH 8.5;

%13 isoprapancl (i)

44




3.5.2.2. Saflagtirma protokolii

Kaltdr ortaminda gogalmis olan E.Coli hicreleri asagida belirtilen genel prosedire
(Sekil 3.5.2.2.) uygun olacak sekilde Qiagen-tip 100 midi plazmid kit protokolu
esas alinarak saflagtinimigtir. Bu igslem igin midi olgek 100 ml besi yeri

kullanilmistir.

Bakteri Kultuara

|

Alkali lizis

3

Santifd)
e ’ Lizis Temizieme

| |DNA Adsorpsivonu

E Desorpsiyon

isoprapanocol Kullanarak
Coktilrme

|

Ultra Saf Plazmid DNA

-
2
j ik
!
I

Sekil 3.5.2.2. E.Coli saflastirma proseduru.
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100ml kultar ortami igin genel olarak basamaklar soyledir:

1. Kultdr ortami alti konik santriflj tuplerinde 4°C’de 6000rpm de 10-15dk

santrifijlenmistir.

2. Slpernatani atilan bakteri peletleri toplam 4ml P1 tampon ¢0Ozeltisinde

pipetlenerek ¢ozulmustur

3. Uzerine 4ml P2 tampon ¢ozelti eklendikten sonra hafifce 4-5 kez alt st edilen

karisim en fazla 5 dakika oda sicakliginda beklemeye birakilmistir.

4. 5 dakika sonunda 4ml P3 cozeltisi eklenerek 15 dakika buzda bekletildikten
sonra 40C’de 18000 rpm hizla 30 dakika iki kez santrifujlenmistir.

5. Coken kisim genomik DNA ve hucre artiklarini ve ara islemler sirasinda ¢oken

tuzlari icermektedir.
6. Hazir kolondan 4 ml QBT tampon ¢ozelti akitiimistir.

7. Ardindan en son elde edilen 6rnegin Ust fazi yavas yavas eklenerek yer ¢cekimi

etkisiyle kolondan bosalmasi beklenmistir.

8. Daha sonra kolon 10 ml QC tampon ile 1 kez yikanmistir. (Cok miktarda

karbonhidrat sentezi yapan bakteriler icin bu asama iki kez uygulanir.)

9. Sonraki agsamada temiz tlpe yerlestirilen kolondan 5 ml QF gegcirilerek plazmid

izole edilmigtir.

10. Sivi iginde bulunan plazmid 3.5 ml filtre edilmis isopropanol ile ¢gokturtlmustar.
11. 6000 rpm de 60 dakika sure ile 4°C’de santrifljlenmistir.

12. Ust faz dikkatlice alinarak dipte kalan (gozle ¢ok zor secilmektedir ve tiip
ceperlerine yapisabilir) kisim 2 ml %70Q’lik etanol ile yikandiktan sonra 6000 rpm

de 60 dakika sure ile 4°C’de santrifijlenmigtir.

13. Ustte kalan etanol dikkatlice bosaltilarak kalanin buharlasmasi icin bir sure
beklenmistir (yaklasik 10-15 dakika). Tupte eser miktarda goérilen plazmid peleti
1ml 10mM Tris-HCI ¢ozeltisi ile ¢ozulerek steril kaba alinmistir. (Elde edilen stok -
80°C’de saklanmistir.)
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3.5.3.“plazmid”—*“partikul” etkilegsimini saptamada uygulanan analiz
yontemleri

Bolum 3.5.2.2’de verilen asamalarda madde kayip, kazanimlarini, safsizligi ve
konjugat (plazmid-partiktl) olugsumunu belirlemek ig¢in nanodrop cihazi ve

elektroforez teknigi kullaniimistir.

Nanodrop®, UV-goriniur dalga boylarinda absorbans dlgimine dayal calisan,
nukleik asitler ve proteinler gibi yapilarin direkt konsantrasyon degerlerinin
Olculebildigi, bir spektrofotometrik cihazdir. Kendi yazilimi ile DNA'nin ¢ift sarmal
yapisina gore absorbans Olcimiu yaparak 1pllik o6rnekteki DNA miktarini
belirleyebilir. Nanodrop® ND-1000 Spectrophotometer (ABD) ile analizi yapilan
her 6rnegin igcerdigi standart maddelerden olusan kor ¢ozeltiler cihaza tanitilarak
suspansiyon ortaminin etkisi spektrofotometrik olarak sifirfanmistir. Bazi
durumlarda, alinan numunelerin igerisinde, elektroforez resimlerinde (Bolim 4.4.2)
ayrintili sekilde gorulecegi Uzere, plazmid ve genomik DNA kalintilar bir arada
olabileceginden nanodrop ile dlgulen sonuglarin toplam miktari verdigi g6z ardi

edilmemelidir.

Agaroz jel elektroforez tekniginde, nukleik asit ¢ozeltileri gdozenekli bir jel haline
getirilen agaroz icerisine acilan dizili kuyulara yiklenir. Ornekler, zit yukli iki
elektrot arasinda elektigi ileten mobil faz yardimiyla jel boyunca yuklendikleri kuyu
duzleminde ilerler. Nukleik asitler belli sure sonunda, molekul buyukluklerine
dayali olarak yol boyunca dizilir. UV 1sik altinda goruntilenen jelin en sonunda
gozlenen yani en hizli ilerleyen bant en kiguk molekule aittir. Etidyum bromur
DNA'ya baglanarak, yapinin UV isik altinda belirgin bir bicimde gorunur (floresan
Isima ile) hale gelmesini saglayan bir kimyasaldir. Bu nedenle EtBr oOrnekle
yuklenerek ya da jel karisimi igerisine eklenerek elektroforez sirasinda sisteme
katilir. Boylece jel boyunca belli noktalarda bulunan DNA yapilari UV 1gik altinda
tespit edilir. Farkli buyukluk ve yapidaki DNA molekullerinin yol boyunca
ilerledikleri noktalarin hangi baz cifti bayukltklerine denk geldigi DNA merdiveni
(ya da marker) denilen ve orneklerle paralel olarak jelde yarutilen bir belirtici

kimyasal ile saptanir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, 6rnekler; Thermo EC Midi Cell® Primo

EC 330 yatay elektroforez sistemi kullanilarak, etidyum bromdir iceren 0.8’lik
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agaroz jelde TAE (tri-asetat/etilendiamin tetraasetik asit) tamponu (40 mM Trizma-
base, 20 mM asetik asitt 1 mM EDTA, pH 8.0) varliginda 120 mA’de
yurutulmagtar. DNA merdiveni olarak Promega 1kb DNA marker kullaniimistir.
Farkli miktarlarda kullanilan nanopartikillerin saflastirilan plazmitleri ne derecede
tuttugu arastinimistir. Partiktl miktarlarn 2, 4, 8, 16, 32, 40 ug (100 ug/ml) olarak 2
Mg plazmit ile kanigtinilip oda sicakliginda konjugat olusumu igin yarim saat
bekletiimistir. Yarim saatin sonunda olusturulan konjugatlar jel kuyucuklarina
yuklenmig ve sonug olarak UV isik altinda etidyum bromur ile gortndr hale gelen

jeller fotograflanmigtir.

3.5.4. Nanopartikil, Plasmid DNA, Nanopartikil / Plazmid DNA
Konjugatlarinin Zeta Potansiyel Yiikleri ve Partikiil Boyutlarinin
Olglilmesi

Hazirlanan nanopartikullerin boyutlari ve yukleri dlgumlerinin nasil yapilacagi Zeta-

Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihazi kullanilarak bdlim 3.4. de ayrintil

olarak anlatiimistir. Hazirlanan konjugatlarin boyut ve yuk olgumleri de ayni cihaz

kullanilarak yapilmistir.

Mililitresinde 100 ug partikul iceren stok bir ¢ozelti hazirlanmistir. Partikuller UV
Isik altinda 15 dk steril edilmigtir. Bu ¢ozeltiden 2, 4, 8, 16, 32 ug partikul ayri
tuplere alinmis ve 0.15 M’ ik NaCl ile son hacimleri 1 ml ye tamalanmistir. Ayri
tuplerde her birinde 2 ug olan plasmid ¢ozeltileri alinip son hacimleri 0.15 M’ ik
NaCl ile 1 ml’ ye tamamlanmistir. Hazirlanan plasmid ¢ozeltileri partikil ¢ozeltileri
uzerine alinip 30 dakika oda sicakhdinda konjugat olusumunun saglanmasi
amaciyla bekletilmigtir. Daha sonra 25°C de Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern,

ingiltere) cihazi kullanilarak konjugatlarin potansiyel ve boyut dlgiimleri yapiimistir.

3.6. Sitotoksitite Testleri

3.6.1. Katyonik Altin Kapli Manyetik Partikiillerin Hiicre Canliligi Uzerindeki
Etkilerinin Arastirilmasi

Transfeksiyon asamalarinda kullanilan  katyonik altin  kapli  manyetik
nanopartikillerin hiicre canhihgr Gzerindeki etkisi MTT testi ile belilenmistir. MTT
(3- [4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-difeniltetrazolyum) Sigma’dan (ABD) temin edilmigtir.
Yapilan c¢alismada MTT, sentezlenen katyonik altin kapli manyetik
nanopartikullerin  farkli  miktarlart hicre kuyularinda ekilmis hucreler ile
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etkilestirilmis, hucrelerin canliliklari ve partikullerin hicreler Uzerindeki toksik etkisi,
canli hucre aktivitesine bagh renk degigtiren MTT tuzu yardimiyla kolorimetrik

olarak tespit edilmigtir.

MTT testi 96 kuyucuklu plaklarda gergeklestiriimistir. Bu plaklarin satirinda 12
kuyucuk, sitununda ise 8 kuyucuk yerlesmistir. ik sttuna yalniz hiicre ekilmis ve
higbir aktif madde ile etkilestiriimemigstir, bu sutun negatif kontrol grubudur. Bu
sutunda en yuksek absorbans elde edilmigtir. Kiltir kabinda her bir bolmeye

1%x10* hucre konulmustur.

Calismada oncelikle 5 farkh miktarda nanopartikil kullaniimis ve hucreler
Uzerindeki sitotoksisiteleri incelenmigtir. Partikiller her bir kuyucuga 5, 10, 20, 30,
40 pg olacak sekilde eklenmistir. Her miktar icin 3 kuyucuk kullaniimigtir. 24 saat
sonunda bu kuyulara MTT eklenmis ve ardindan yuzde canlilik hesaplanirken bu 3
kuyucuktan alinan absorbans degerleri degerlendirilmigtir. Altin kapli manyetik
pozitif yUkli nanopartikillerin 24 saat sonunda olusan sitotoksisiteleri
belirlenmistir. Manyetik nanopartikullerin sistotoksisite ¢alismalarinda model hucre
olarak L929 fare fibroblast hucreleri kullanilimistir. Hucreler %10 serum, %1
antibiyotik iceren DMEM/F12 ortaminda kultire edilmislerdir. . Burada bulunan
optimum partikil miktarinin (20 pg) altinda partikil konsantrasyonlari hicre

caligmalari igin segilmis bu miktarlar sonuglar bolum 4.5.1'de verilmistir.

3.6.2. Uygulanan Manyetik Alanin Hiicre Canliigi Uzerindeki Etkisinin
Arastiriimasi

Transfeksiyon asamalarinda kullanilan  katyonik altin  kapli  manyetik
nanopartikillerin hicreye gonderiimesinde kullanilan manyetik alanin partikulleri
ve plasmid/partikil konjugatlarini hlcreye sokarkenki hucre canlihigi Uzerindeki
etkisi WST testi ile belirlenmigtir. WST testi MTT ile ayni prosedurle yapilmaktadir
ve WST (Water soluble Tetrazolium salts) tuzu MTT tuzunun suda ¢dzinen
formudur. Yapilan ¢alismada WST (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-
5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium), sentezlenen kullanilan katyonik altin kapl
manyetik nanopartikillerin farkli miktarlari hicre kuyularinda ekilmis htcreler ile
etkilestirilmis, hucrelerin canliliklari ve partikullerin hicreler Gzerindeki toksik etkisi,
canh hidcre aktivitesine bagh renk degistiren WST tuzu yardimiyla kolorimetrik

olarak tespit edilmistir.
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Calismada 48 kuyucuklu plaklar kullaniimis ve bu plaklar G¢ bolime ayriimigtir.
Kiltir kabinda her bir bélmeye 1x10* hiicre konulmustur. Partikil miktari 100
pg/ml olan stok ¢ozeltiden 2, 4, 8, 16, 20 yg alinarak her bir kuyucukta bulunan
Hela hiicreleri tizerine konulmustur. Ug bdlime ayrilan plaklarin birinci bélimiine
hicbir manyetik alan uygulanmamistir ve sadece yukaridaki miktarlarda kullanilan
partikiillerin sitotoksisitesi aragtiriimistir. Ikinci bélime yiizeyi herhangi bir iglem
gérmemis yonlendiriimemis siradan bir miknatis kullanilimig ve bu miknatisin
partikilleri hiicreye sokarkenki sitotoksisitesi arastiriimistir (Sekil 3.6.2 A). Uglinci
bélime ise ylzeyi elmas bicaklarla islenmis nikel kapli Neodium-Demir-Bor
miknatisi kullaniimistir (Sekil 3.6.2 B).
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Sekil 3.6.2 Transfeksiyon amacl kullanilacak ylzeyi islenmemis (A) yuzeyi
islenmig (B) miknatislar

Burada kullanilan iki miknatis iginde 5, 10 ve 30 dk sure ile manyetik alan
uygulanmigtir ve hem sure hem de miknatis turu igin sitotoksisite arastiriimistir.
Daha sonra 0 dk, 5 dk, 10 dk ve 30 dk manyetik alan uygulanmis hucrelere 200’er
Ml besi ortami eklendikten sonra hicreler 37°C’de %5 CO, etuvinde 24 saat
inkibe edilmigtir. 24 saat sonunda bu kuyucuklara 15 pl WST-1 ¢ozeltisi eklenmis
ve ardindan yuzde canliik hesaplanirken bu kuyucuklardan alinan absorbans
degerleri  deg@erlendiriimistir.  Manyetik alan  uygulamasinin  sitotoksitite

calismalarinda model hicre olarak Hela insan servikal karsinoma hlcre hatti
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kullaniimistir. Hacreler %10 serum, %1 antibiyotik iceren DMEM/F12 ortaminda

kultare edilmiglerdir.

Ayni c¢alisma belirlenen bu partikil miktarlarinin  plazmid ile olusturulan
konjugatlari iginde yapilmistir. Plazmid-partikil konjugatlarinin htcre canlihdi
uzerindeki etkilerinin arastirlmasi da yukarida anlatilan ayni yontemle
gerceklestiriimistir. Yukaridan denenen partikil konsantrasyonlarindan en az
sitotoksititeye sahip konsantrasyonun altinda yeni partikul miktarlari belirlenmis
(20 pg altinda) ve 2 pg plazmid DNA ile etkilestirilerek 30 dk oda sicakliginda
konjugat olusumunu saglamak amaciyla bekletilmistir. Partiklil konsantrasyonlari
2, 4, 8, 16, 20 ug olacak sekilde belirlenmigtir. Konjugat olusumu saglandiktan
sonra 48 kuyucuklu plagin her bir kuyucukta bulunan hucreleri Gzerine partikuller
eklenmistir. Bu ¢alismada da bu plak Ug¢ bolume ayriimigtir ve yukarida anlatilan
miknatislar kullaniimigtir. Plakta ayrilan birinci bolime herhengi bir manyetik alan
uygulanmamistir. ikinci bélime yizeyi islenmemis miknatis kullanilarak 10 dk
manyetik alan uygulanmistir. Uglinci bolime ise ylizeyi islenmis miknatis
kullanilarak 10 dk manyetik alan uygulanmistir. Sonra hicreler 24 saat inkibe
edilmigtir. Negatif kontrol olarak sadece medium, pozitif kontrol olarak H,O; i
medium hulcrelere uygulanmistir. 24 saat sonunda her kuyucuga 15 uyl WST-1
cOzeltisi ilave edilmisti. 37 °C'de 4 saat inklUbasyondan sonra hicre
yasayabilirliginin tespiti icin 48 kuyucuklu plaklarin absorbans yogunluk degerleri
ELISA plate okuyucuda 420-480 nm’de okunmustur. Yasayan hiicreler sari renk
olustururken, 6lU hicrelerde renk olusumu gézlenmez. Kontrol grubu absorbans
degerleri 100% olarak kabul edilerek farkli konsantrasyondaki partikillerin %

canhlik degerleri hesaplanmistir.

Katyonik altin kapli manyetik nanopartikul-pDNA konjugatlarinin 24 saat sonunda
olusan sitotoksisiteleri belirlenmistir. Manyetik nanopartikillerin sistotoksisite
¢alismalarinda model hucre olarak Hela insan servikal karsinoma hcreleri
kullaniimistir. Hacreler %10 serum, %1 antibiyotik iceren DMEM/F12 ortaminda
kultare edilmiglerdir.
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3.7. Transfeksiyon Caligmalari

Bu kisimda tez kapsaminda non-viral vektor olarak kullaniimasi dustnulen
partikullerin, gen aktarim etkinligini incelemek ic¢in uygulanan asamalar

anlatiimigtir.

3.7.1. Katyonik Altin Kapli Manyetik Nanopartikullerin Floresan Boya ile
Isaretlenmesi ve Hela Hiicrelerine Aktariimasi

Hazirlanmig katyonik altin kapli manyetik nanopartikillerin hlcreye aktarimini
gostermek icin kulture edilmis Hela hucrelerine florosein (fluorescein) ile
isaretlenmis partikiller aktarilmistir. Oncelikle Hela hiicrelerinin ekimi yapilmis ve
%10 FCS, %1 antibiyotik iceren besi yeri eklenmistir. Sonra 1 ml 100 pg/mi
konsantrasyonunda partikul igeren stok bir ¢ozelti hazirlanmis ve UV isik altinda
15 dk steril edilmistir. Bu partikil stok ¢ozeltisine 100 pg/ml konsantrasyonunda
1ml floresan boya eklenmistir ve 30 dk karistiriimistir. Ardindan partikiller santrifij
ve miknatis ile ortamdan ayrildiktan sonra 0.15 M NaCl icerisinde, hucrelerle
etkilestirilmistir. Floresan boya ile isaretlenmis partikial stogundan 2, 4, 8, 16, 20
Mg alinip hucre kuyucuklarindaki hicrelerin tGzerine ilave edilmigtir. Manyetik alan
uygulandiginda ve uygulanmadiginda partiktllerin hdcreye alinimi Gzerine
inceleme yapilmistir. Manyetik alan uygulama suresi 30 dk olarak denenmistir.
Hucreler ve floresan boya ile isaretlenmis partikuller 37°C’de %5 CO, ortaminda
30 dk inkube edilmigtir. 30 dk inkiibasyonun sonunda Uzerlerine 200 ul hiicre besi
ortami eklenmis ve tekrar 4 saat inkibasyona birakilimistir. 4 saat sonunda
kuyucuklardaki besi yeri alinip PBS ile 3 kez hicreler yilkanmis ve floresan
atacmanli inverted mikroskopla (Leica DMI70, Almanya) FITC filtresi ile hucrelere
partiktllerin ne oranda girdigi ve manyetik alanin buna etkisi Uzerine inceleme
yapilmistir. Bu c¢alismada da vyuzeyi islenmis ve islenmemis miknatislar

kullaniimistir.

FITC isaretli partikillerde meydana gelen nekrozun belirlenmesinde ikili boyama
metodu kullanilmigtir. Nekroz bir diger hicre o6lum sekli olup hlcreler disaridan
gelen etkilerden aldiklari hasar sonucu 6lime gitmektedir. Oncelikle Hela hiicreleri
48 kuyucuklu plaklara her bir kuyucuga 10000 hucre dusecek sekilde ekilmistir.
Farkli miktarlarda FITC igsaretli (2, 4, 8, 16 ve 20 ug/ml) katyonik altin kaph

manyetit nanopartikiller hicrelerin Uzerine ilave edilmistir. 48 kuyucuklu plaklar tg¢
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farkli bolime ayrilmistir ve ilk bolime manyetik alan uygulanmamistir. Ikinci
boliime ylizeyi islenmemis miknatisla 10 dk manyetik alan uygulanmistir. Uglincii
bolume yuzeyi iglenmis miknatisla 10 dk manyetik alan uygulanmistir. 48 saat 37
°C'de 5%lik karbondioksitli ortamda inkiibe edilmistir. 48 saat sonunda kuyucuk
tabanindan kalkmis hucreleri tipte toplayip santrifij edilmistir. Santrifij sonrasi
olusan supernetant atilmis ve Uzerlerine ikili boyama solisyonu [RNAse (2ul/ml),
Hoechst 33342(2ul/ml), Propidium iodide (2ul/ml)] 10° hiicreye 100pl soliisyon
eklenip ve 20 dk etlvde inkube edilmigtir. Bu karigim lam Uzerine damlatildiktan
sonra lamelle kapatiimis ve floresan mikroskopta (Leica DMI70, Almanya) DAPI
filitresi kullanilarak normal hicreler ve FITC (480-520 nm dalga boyunda) nekroza
ugramis hacrelerin  degerlendiriimesi yapilmistir. Kuyucuk tabanina yapisik
hiacreler enzimle kaldiriimadan ayni iglemlere tabii tutularak incelenmistir.
Degerlendirme Floresan mikroskopta (Leica DMI70, Almanya) 10 farkli alan
(yaklasik 1000 hicre) sayilarak ortalamasi alinmistir ve nekrotik indeks ylzde (%)

olarak ifade edilmigtir.

Degerlendirmede normal nekrotik olamayan hucreler g¢ekirdekleri sénik mavi,
cekirdekte DNA dagilmamis, hilcrede vezikuller olugsmamis olarak gorulmektedir.
Kultir kabinda yuzeye tutunan hucreler kaldirlmadan yukarida belirtilen floresan
boyama soliisyonu 100 pl/well hiicrelere uygulanarak da inceleme yapilmistir. ikili
boyama sonucunda normal hucrelerin ¢ekirdekleri Hoechst 33342 floresan boyasi
ile boyanmistir. ikili boyamada kullanilan diger boya propodium iyodid(PI) ise
nekroza ugramis hucreleri gostermek amaci ile kullaniimigtir. Pl floresan boyasi
normal de canli ve hlcre zarlarinda hasar olmayan hicrelere giremez ve bu
hacreler Pl ile boyanmazlar. Fakat hicre nekroza ugradiginda veya hucre zari
hasar gordugunde hucre icerisine girer ve ¢ekirdegi kirmiziya boyar. Floresan isik
(FITC veya kirmizi floresan 1sik) altinda bakildiginda nekroza ugrayan hucrelerin

hicrelerin ¢ekirdekleri kirmizi renkte gorulur.

3.7.2. Katyonik Altin Kapli Manyetik Nanopartikil/Plazmid DNA
Konjugatlarinin Hela Hiicrelerine Aktarilmasi

Bu tezin her asamasinda E.Coli hucresinde bulunan 4.7 kb buyukliginde
ampisilin antibiyotiklerine duyarli, “Yesil Floresan Protein” geni (GFP) tasiyan
plazmid DNA kullaniimigtir. Sekil 3.7.2° de tranfeksiyon amacglh kullanilacak ve

E.Coli de bulunan pEGFP-N2 plazmid DNA sinin gen haritasi verilmistir. GFP
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floresan protein in vitro ve in vivo gen aktariminda gen ekspresyonunun takibinde
kullaniimaktadir. GFP, 450-490 nm'lik floresan 1sik altinda yesil renk veren bir
proteindir. Yaydigi yesil 1sik kararlidir ve kullanilan hicre hattina bagh dedgildir.
Hucre icine giren plazmid DNA ile birlikte bu genin hicrenin genetik birimlerine
aktariimasi durumunda, muamele edilen huicrelerde bu proteinin sentezi
gerceklesir ve bunun sonucunda yesil Isima yapan hucreler tespit edilerek sayilir.
Isimanin tespit edildigi hucreler basarili gen ekspresyonunun gostergesidir.
Bdylece transfeksiyon calismasi sonunda elde edilen gorintiler kiyaslanarak ya
da 1sima yapan hucrelerin bastaki toplam hicre sayisina oranindan transfeksiyon
verimi saptanabilir.
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Sekil 3.7.2 pEGFP-N2 gen haritasi

Yapilan galigmada oncelikle GFP-pDNA miktari sabit tutulup katyonik altin kapli
manyetit nanopartikil miktari degistirilerek konjugat olusumu gergeklestiriimistir.
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Konjugat olugsum oranlart (pDNA/partikal) 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:10 olarak
belirlenmistir. ik olarak 200 pl transfeksiyon ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 2, 4, 8, 16, 20
Mg olarak belirlenen bes farkh partikil miktari stok partikll ¢ézeltisinden ayri ayri
ependorf tlplere alinip tzerleri 0.15 M NaCl ¢ozeltisi ile 100 ul'ye tamamlanmistir.
Ayni sekilde pDNA c¢ozeltisinden 2 ug icerecek sekilde pDNA ayri ayri ependorf
tuplere alinip 100 pl'ye tamamlanmigtir. pDNA ¢oOzeltisi partikil ¢ozeltisi Gzerine
aktariip 20 kez pipetle gekilip birakilarak ¢ozeltilerin karigimi saglanmistir. Pozitif
kontrol olarak ticari in vitro transfeksiyon ajani (TurboFect, Fermentas, EU) 2 ul
olarak kullaniimig ve ayri bir ependorf tipte bulunan 2 ug pDNA igeren ¢ozelti
uzerine eklenip son hacim 100 pl'ye tamamlanmistir. Negatif kontrol olarak sadece
2 ug pDNA igeren 100 ul ¢ozelti kullaniimigtir. Konjugat olusumunu saglamak
amaciyla 30 dak oda sicakliginda bekletilmistir. Konjugat olusumu saglandiktan
sonra onceden 10000 hucre olacak sekilde ekimi yapilmis ve plaktaki kuyucuklari
kaplamis Hela hucreleri Uzerinden besi ortami alinmistir. 100 pl PBS tamponu ile
hicreler yikanmigtir. 15 dak hicreler Uzerine bir sey eklenmeden 37°C’de %5 CO,
ortaminda inklibe edilmistir. Yeterince a¢ kalan Hela hlcreleri tGzerine olusturulan
konjugatlar iceren transfeksiyon c¢oOzeltisi ve son olarak 200 pl besi ortami
eklenmistir. 48 kuyucuklu plaka ikiye ayrilmistir. ilk bolimine manyetik alan
uygulanmamistir. ikinci bélime partikiillerin  hiicreye girisinde etkin oldugu
gOsterilmis (Bolim 4.6.1) ylzeyi islenmis (yonlendirilmis) miknatisla 5 ve 15 dak
manyetik alan uygulanmistir. Hucreler 37°C’'de %5 CO2 ortaminda inkubasyona
birakilmistir. inkiilbasyondan 4 saat sonra hicreler Uzerindeki besi ortami
degistiriimistir. 48 saatin sonunda transfeksiyon etkinligi incelenmistir. incelenen
bdlmeye ait ortalama goértntiyl yansitan bir bolgede transfekte olmus hicreler ve
toplam hucre miktari sayilarak, gen ekspresyon yetenekleri yuzde olarak

hesaplanmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMALAR

4.1. Manyetik Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Tezde kullanilan manyetik nanopartikiller Filiz Sayar'in Hacettepe Universitesi
Kimya Mduhendisligi YUksek Lisans tezi kapsaminda optimize ettigi prosedur
dogrultusunda sentezlenmistir (Sayar, 2004). Manyetik nanopartikullerin Zeta
Sizer, XRD, FTIR, VSM, AFM analizleri ile karakterize edilmigtir.

4.1.1. Zeta Sizer ile Boyut Analizi

Tez cgalismasi dogrultusunda sentezlenen manyetik nanopartikiller zeta sizer
cihazi kullanilarak boyutlari analiz edilmistir. Sentez sonrasinda partikuller farkli
hizlarda santriflijlenerek boyut bakimindan birbirinden ayrilmistir. Cizelge 4.1.1.

‘de farkh sanrifuj hizlarinda elde edilen partikil ¢aplari gértlebilmektedir.

Cizelge 4.1.1 Farkli santriflij hizlarinda elde edilen partikil cap degerleri

Santrifaj hizi (rpm) Partikul gcapi (nm) P1 (Boy Dagilimi)
9000 rpm 155 nm £ 7.134 0.273
12000 rpm 90 nm £ 2.169 0.264
14000 rpm 60 nm £ 1.770 0.237
16000 rpm 20 nm = 0.984 0.365

BlUyuk partiktller dugslk santrifdj hiziyla ¢oklp g¢ozeltiden ayrilabilirken santrif(j
hizini yUkselttigimizde daha kuguk partikiller sentez sonrasi olusan manyetik
nanopartikul ¢ozeltisinden ayrilabilmektedir. Tez kapsaminda 20-155 nm c¢ap
arahginda farkli boylarda manyetik nanopartikil Gretimi gergeklestirilmistir. Partikdl
sentezi 3 kez tekrarlanmis ve her sentez sonrasi bu santrifUjleme hizlar
tekrarlanmigtir. Altinla kaplama ve transfeksiyon ¢alismalari igin literatlre en yakin
deger olarak Sekil 4.1.1" de boyut grafigi verilen 90 nm c¢apindaki manyetit
partikiller uygun bulunmustur (Niidome, 2004) .
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Sekil 4.1.1 90 nm boyutundaki manyetik nanopartikillerin zeta boyut grafigi

4.1.2. FTIR Analizi

Tez kapsaminda 90 nm boyutundaki manyetit (FesO,4) nanopartikullerin kurutma
sonrasi FTIR spektrumlari c¢ekilmistir. Manyetit (FesO4) nanopartikillerin FTIR
spekturumlari Sekil 4.1.2. ’de verilmistir. Karakterize edilen nanopartikllerin FTIR
spektrumlarinda gorulen karakteristik pikleri Cizelge 4.1.2. ’de sunulmaktadir.

Gegirgenlik (%)
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Sekil 4.1.2 FTIR spekturumu; Manyetit nanopartikul (Fe3O4)
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Cizelge 4.1.2. Manyetit nanopartikillerinin FTIR spektrumunda gorilen
karakteristik Pikler

Karakteristik Pik Dalga Sayisi (cm™)
OH piki 3350

Fe-O gerilme titregsim modu 673

Fe-O gerilme titresim modu 408

Sekil 4.1.2. 'de gorulmek Uzere Fe-O gerilme titresimi ile ilgili karakteristik pikler
673 ve 408 cm™ dalga sayisinda gdzlenmistir. Bu karakteristik pikler manyetitin
oktahedral ve tetrahedral boélgelerdeki Fe-O gerilimini isaret eden piklerdir. 3350
cm™deki pik ise serbest su molekillerine aittir. FTIR spektrumunda elde edilen
karakteristik pikler literatirde rapor edilenlerle uyum igindedir [Deb P, 2001; Sayar,
2010].

4.1.3. X Isin1 Kirllmasi Analizi

Olugturulan 90 nm buyutundaki manyetit (FesO4) nanopartikullerinin kristal
yapilarinin belirlenmesi igin X-isinlari kirllmasi (X-RD) analizi yapilmig olup ilgili

spekturumlar Sekil 4.1.3. 'de sunulmustur.

Sinyal Siddeti

Sekil 4.1.3 Manyetit nanopartikiliin (Fe3O4) X-RD spekturumu
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Sekil 4.1.3'de gorulmek uzere 30, 35 ve 62 iki teta degerlerindeki manyetit
nanopartikulleri sirasiyla (220), (311) ve (440) kristal yapisina 6zgu karakteristik
piklerini gdstermektedir (Pita, 2008).

4.1.4. Manyetometre ile Manyetik Ozelliklerin Belirlenmesi

Tez kapsaminda titresimli manyetometre (VSM) cihazi kullanilarak olusturulan
manyetik nanopartikillerinin - manyetik 6zellikleri  belirlenmigtir.  PartikUllerin
manyetik 6zellikleri bir manyetik alan igindeki birim kitle basina manyetik moment

(emu) seklinde ifade edilmistir.

Maryetik Alan [G)

Sekil 4.1.4 Manyetit (Fe30,4) nanopartikullerinin miknatishk egrileri

Bir manyetik partikildeki manyetik momentlerin hepsi uygulanan alan ydninde
yonlendiginde Olgulen toplam manyetik moment sabit kalir. Bu noktaya doygunluk,
bu noktada olgilen manyetik momente doygunluk miknatisligi, doygunluga
ulasildigindaki alan doygunluk manyetik alani olarak tanimlanmaktadir. Tez
kapsaminda vyapilan Olgume gobre sentezlenen ve sonraki hucre kultlru
deneylerinde kullaniimak Uzere segilen 90 nm boyutundaki manyetit (Fe3O,)
nanopartikilleri Sekil 4.1.4. ’de goruldigu tzere 10000 Gauss manyetik alanda 24
emu/g (Ms) doygunluk miknatishidi géstermektedir. Uygulanan manyetik alan etkisi
altindayken manyetit nanopartikilti, manyetik alana kargi miknatislik egrisinde
histerisis egrisi olusturmadigindan suUperparamanyetik davranis gosterdigi

disunulmustar.
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4.1.5. AFM ile Goriintlileme Sonuglari

Tez kapsaminda altin kapli manyetit nanopartikullerin gekirdegini olusturacak 90
nm boyutundaki manyetit nanopartiktllerin AFM (NanoMagnetic Instruments Ltd.
Tarkiye) ile de analizi yapilmigtir. Nanopartikillerin bu cihazla hem boyut hem de
manyetik olup olmadigina dair analiz yapilabilmektedir. 90 nm boyutundaki ¢iplak
manyetitin XY eksenine gore boyut analizi yapiimigtir. Kullanilan atomik kuvvet
mikroskobunun c¢alisma Kkipi kobalt kapl tipler (manyetik kapl tipler) kullanilarak
degistirilip MFM (manyetik kuvvet mikroskobu) olarak da kullanilabilmekte ve

analiz yapilabilmektedir.

Partiklil aglemerasyonunu ortadan kaldirmak amaciyla yapilan ultrasonikasyon
uygulamasindan sonra 50 pl manyetit (yaklasik 100 pg/ml  manyetit
konsantrasyonuna sahip 6rnek) diz mika tabakasi Uzerine yaydirilip beklemeden
hizli kurutma igin azot gazi uygulamasi yapiimistir. Daha sonra mika Uzerindeki
ornegin MFM modunda 10x6 um? tarama alaninda, kobalt kapl tipler ile 90 nm
uzaktan taranarak AFM ve MFM ile analizi yapilmistir. Cizelge 4.1.5’ te ayrintili

verilen AFM analiz 6zelliklerine gore goruntuleme yapilimistir.

Sekil 4.1.5° te manyetit nanopartikillerin topografisi verilmistir. Ornegin
konsantrasyonu c¢cok yogun geldiginden partikuller birbirinin Gzerine gelmigtir. Bu
nedenle tip sadece ustteki partikulleri tarayabilmistir. Alinan goruntileme
sonuglarinin XY eksenine goére histogrami verilmis olup boyut 102 nm olarak

bulunmustur. Zeta sizer da 6lgulen degerle birbirine yakin sonug¢ alinmistir.

Sekil 4.1.6° da manyetit nanopartikillerin MFM de analizi verilmistir. Burada
manyetik Ozellik gosterip gostermedigine iligkin bir yorum yapiimaktadir. Agik
parlak ve karanlk bolgeler varlidina gére bu yorum yapilmaktadir. Karanlik
bdlgelerdeki domain yodnelimlerine bakilarak bu goéruntideki partiktller manyetik
Ozellik gostermektedir. Manyetik kapl tip 90 nm kaldirilip ylzey taramasi yapilmis
ve buradaki manyetit partikillerde manyetik 06zellik bulunmugtur. 200 nm
kaldirmaya ayarlandiginda ise manyetik 6zellik algilanmamisgtir.
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Cizelge 4.1.5 Ciplak manyetit icin AFM analiz 6zellikleri

AFM Mode ‘ MFM ‘ Scan Area (um®) ‘ 10x6 ‘
Scan Speed
Osc. Amp. (V) ‘ 0.800 ‘ (um/sec) ‘ 2 ‘
Loop Gain ‘ 999 ‘ Image Pixels ‘ 256x256 ‘
FTotal (V) | 1.0 | Cantilever type | PPP-MFMR |
Software ‘ Nmi spm 1.14.6 (Build 9) ‘ Lift ‘ 90 nm ‘
Topography
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Sekil 4.1.5 AFM ile alinan topografi sonucu ve histogrami
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Sekil 4.1.6 Manyetit nanopartikillerin MFM de analizi

4.2. Altin Kapli Manyetit (Fe;O./Au) Nanopartikullerin Karakterizasyonu

Bolum 4.1.1. de karakterizasyonu zeta sizer ile yapilmig ve sonuglari verilmis
manyetit nanopartikiller arasinda ortalama c¢api 90 nm olarak Olgulen
nanopartikiller in (AFM’ye goére 102 nm) tez kapsaminda altinla kaplandiktan
sonraki karakterizasyon sonuglart bu bdlimde ayrintili olarak yapilan analiz
basliklari altinda verilmistir. Dr. Filiz Sayar’ in Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri
Enstitisu Biyomuhendislik Anabilim Dali doktora tezinde kullandigi recetedeki
malzemelerin (trisodyum sitrat, tetrakloraurat, kullanilan manyetit nanopartikil)
miktari farkli oranlarda kullaniimis ve manyetit Uzerine olusacak altin kabuk
olusumuna etkileri incelenmigtir. Ayrica farkli boyda manyetit nanopartikillerde

altinla kaplanmis ve ozellikleri karakterize edilmistir.

4.2.1. Zeta Sizer ile Boyut Analizi

Altin tuz miktar olusturulan manyetik altin kapli nanopartikullerin etrafindaki altin

kabuk kalinligini etkilemektedir (Sayar, 2010). Bu nedenle Bolum 3.2.2. de ayrintih
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bir sekilde anlatlmig Dr. Filiz Sayar in Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri
Enstitisi Biyomuhendislik Anabilim Dali doktora tezinde kullandigi deneysel
prosedur aynen uygulanarak HAuCl, miktari 12 ve 24 mM olacak sekilde iki farkh
nanopartikil sentezi gergeklestiriimistir (Sayar, 2010). Ayni deney prosedurinde tri
sodyum sitrat miktari da altin kabuk olusumundaki etkisi incelenmistir. Tri sodyum
sitrat miktari 0.155, 0.310, 0.078 mM olacak sekilde Ug farkh nanopartikul sentezi
gercgeklestirilmistir. Ayrica kullanilan partikil miktarinin altin kabuk olusumuna
etkisi de incelenmistir. Bu parametrelerden farkl olarak ortalama partikil boyu 60,
90, 155 nm olan Fe30,4 nanopartikult kullanilarak tg¢ farkli sentezde altin kapl
manyetit nanopartikil (FesO4 /Au) sentezlenerek partikil boyu, potansiyel yuku
Cizelge 4.2.1 de gosteriimis olup elde edilen en iyi sonuglar arasindan hicre
Kaltart icin kullanilacak altin kapli manyetit nanopartikilin (FesO4/Au) zeta sizer

ile 6lcllen boyut ve potansiyel yuk grafigi Sekil 4.2.1°de verilmigtir.

Cizelge 4.2.1 Farkli HAuUCl,, tri sodyum sitrat, farkli partikil miktarinda ve
ortalama partikil c¢api farkli manyetit (FesO4) ile Uretilen FezO4/Au
nanopartikullerin 6zellikleri.

Fe;O, | Partikiil Sitrat ::ZI: Fe3O4/Au | Heterojenlik Zeta
capi Miktari | Miktan ] capi indeksi Potansiyel
(nm) (ml) (mM) Wiktan (nm) (P1) (mV)

(mMm)
90 0.5 0.155 12 95.7 0.195 -30
90 0.5 0.310 12 105 0.233 -30.8
90 0.5 0.078 12 105 0.444 -29.9
90 0.5 0.155 24 165 0.373 -32.7
90 1 0.155 12 91.2 0.370 -31.8
90 0.25 0.155 12 110 0.230 -30.7
60 0.5 0.155 12 80 0.402 -28
155 0.5 0.155 12 160 0.207 -34.2

Cizelge 4.2.1. e gore 90 nmlik (100 pg/ml konsantrasyonunda) ciplak manyetit
oncelikle farkli konsantrasyonlarda trisodyum sitrat kullanilarak altinla kaplanmig
ve altin kabuk olusumunda kullanilan diger malzemelerin miktarlari sabit

tutulmustur. Bu denenen parametreye goére genel kullanilan regetedeki 0.155 mM
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tri sodyum sitrat konsantrasyonu hem iki katina ¢ikarilip hem de yariya indirilerek
kullanilmig, altin kabuk kalinligina 15 nm kadar bir etki gordimustur. 90 nm lik
manyetit 105 nm boyutuna ulagmistir. Altin kabuk kalinligi arttikca manyetik 6zellik
azalir Sekil 4.2.6.2’de gorulen ESR spektrumu bunu vermektedir (Sayar, 2010).
Nanopartikullerin boyutunu 6lgmekte kullanilan zeta sizer cihazi ile potansiyel ylik
Olcimude yapilabilmektedir. Altin kapli manyetik nanopartikillerin potansiyel
yuklerine baktigimizda negatif ylike sahip olduklari ve kullanilan sitrat miktarinin
degisimiyle partikillerin negatif ylklerinin tam bir degisime ugramadigi

gOrulmustar.

Cizelge 4.2.1. e gore 90 nmlik (100 pg/ml konsantrasyonunda) ciplak manyetit
altin tuzu miktari iki katina c¢ikarilarak altin kapli manyetit nanopartikul
sentezlenmis ve partikil boyu da olusan altin kabuk kalinhgina bagli olarak
artmistir. 90 nmlik manyetit boyutu 165 nm’ye ulasmigtir. Altin kabuk kalinhgi
arttigindan ESR (Sekil 4.2.6.1) spektrumundaki pikte azalmis ¢iplak manyetitin
verdigi degerden daha dusuk bir deger vermistir. Bu parametre Dr. Filiz Sayar’ in
Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisii Biyomihendislik Anabilim Dali

doktora tezinde optimize edilmigtir (Sayar, 2010) .

Cizelge 4.2.1. e gore 90 nmlik (100 pg/ml konsantrasyonunda) ciplak manyetit
iceren ¢ozeltiden farkli miktarlarda partikil alindiginda boyutta degisim olmaktadir.
Normal prosedurde kullanilan 0.5 ml partikul miktarinda boyut 95 nm iken 1ml ve
0.25 ml partikal kullanildiginda 91 ve 110 nm boyutunda partikul elde edilmistir.
1ml manyetit partikul kullanildiginda altin miktari manyetit partikilleri kaplamaya
yeterli gelmemis ve yikama sirasinda ¢ok fazla manyetit kaplanmamis olarak
yikama tubunde siyah ¢oOkelti olarak goruimustur. Bu nedenle ¢iplak manyetitin
boyutuna (90.8) yakin bir dedger bulunmustur. ESR spektrumunda en fazla pik
siddeti 1ml manyetit kullanimiyla elde edilmistir. Buda en az kaplamanin
gerceklestigini gostermektedir. 0.25 ml icinde 90 nm ¢apindaki ¢iplak manyetit
partiklller ise fazla miktarda altinla kaplanmis ve 110 nm boyutunda partikdl
olusturmuslardir. ESR spektrumundaki AH genisligi en az olan partikil dolayisiyla
en az manyetik 6zellik gosteren partikil 0.25 ml ¢iplak manyetit kullanimiyla
gerceklesmistir (Sekil 4.2.6.3). Potansiyel yuklere bakildiginda negatif yuk etkisi
devam etmektedir.
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Cizelge 4.2.1. e gore 60 nm g¢iplak manyetit (30 pg/ml konsantrasyonunda)
kullanildiginda ise 20 nm lik bir altin kabuk olusumu gercekleserek altin kapli
manyetitin boyutu 80 nm’ye ulasmistir. Hem c¢iplak manyetit konsantrasyonunun
az olmasi hem de kalin altin kabuk olusumu nedeniyle ESR spektrumunda ¢ok
zayif bir manyetit siddet gostermistir (Sekil 4.2.6.4). 155 nm’lik manyetit partikiller
(200 pg/ml konsantrasyonunda) kullanildidinda 160 nm c¢apinda altin kaph
manyetit nanopartikiller sentezlenmistir. Manyetitin boyu blylkse manyetik
Ozelligide buyuk olup bunun altinla kaplanmasiyla da manyetik 6zellik 80 ve 95
nmlik altin kapli manyetit partikillerinden daha fazladir (Sekil 4.2.6.2) (Sayar,
2010). Diger altin kapl manyetit nanopartikullerdeki negatif yuk etkisi bu

partikullerde de gorulmusgtur.

Hucre kultlura ¢alismalarinda kullaniimak Gzere secilmis 95.7 nm boyutundaki altin
kapli manyetit nanopartikilin zeta sizer cihazi ile elde edilmis boyut ve zeta

potansiyel grafigi Sekil 4.2.1 de verilmigtir.

Intensity Distibution
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Mean {mV) Areda (%) Width (mV)

Zeta Potential (mV): -301 Peak 1. -301 100,0 6,22 B
Zeta Deviation (mV): 6,22 Peak 2. 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSicm): 0,122 Peak 3 0,00 0.0 0,00
Result quality :

Zeta Potential Distribution

300000 T - R RN R T

ZOO0O0 -« o E ..................... E ...................... E ...................... E

Total Counts

A00000F: - o E .................... E ...................... E ...................... E

-200 -100 0 100 200
Zeta Potential (m\)

Sekil 4.2.1 95 nm boyutundaki altin kapli manyetik nanopartikllin zeta sizer cihazi
ile elde edilmis boyut (A) ve potansiyel yuk (B) grafigi

4.2.2. FTIR Analizi

Tez kapsaminda 95 nm boyutundaki altin kapli manyetit (FeszO4/Au)
nanopartikullerin kurutma sonrasi FTIR spektrumlari ¢ekilmigstir. Karakterize edilen
nanopartikullerin FTIR spektrumlarinda gorulen karakteristik pikleri Cizelge 4.2.2.
'’de sunulmaktadir. Altin kapli manyetit (Au/Fes04) nanopartikillerin FTIR

spekturumlari Sekil 4.2.2. 'de verilmistir.

Cizelge 4.2.2. Altin kapli manyetik nanopartiklllerinin (FezO4/Au) FTIR
spektrumunda gorilen karakteristik pikleri.

Dalga Sayisi (cm™) Karakteristik pik
3383 OH gerilimi

1635 Karboksilat gruplari
1541 -CH, —O deformasyon
670.02 Fe-O gerilimi

417.13 Fe-O gerilimi
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Sekil 4.2.2 FTIR spekturumu; Altin kapli manyetit nanopartikil (Fe3O4/Au)

Sekil 4.2.2 'de goruldugu gibi altin kapli manyetik nanopartikullerinin (FezOJ/Au)
FTIR spektrumunda 670 cm? ve 417 cm™ dalga sayilarinda pikler saptanmistir. Bu
pikler manyetitin 673 cm™ ve 408 cm™ dalga sayilarinda oktahedral ve tetrahedral
bolgelerdeki Fe-O geriliminden kaynaklanmaktadir. FTIR spekturumuna gore altin
kapli manyetik nanopartiktllerin yapisinda manyetit (FezO4) nanopartikillerine ait
karakteristik piklerin gorulmesi sebebiyle yapida manyetit nanopartikullerin var
oldugu séylenebilir. Literatiirde 670 cm™ ve 400 cm™ dalga sayisi arasindaki
piklerin Fe-O gerilim piki oldugu belirtilmis olup literatur ile benzer sonuglar elde
edilmistir (Mandal, 2005; Sayar,2010). 1635 ve 1541 cm™ dalga sayisindaki pikler
sirasiyla manyetit nanopartikullerin altin ile kaplanmasinda indirgeyici ajan olarak
kullanilan trisodyum sitrat yapisindaki karboksilat gruplarina ve trisodyum sitrat
yapisindaki CH,-O deformasyonuna ait piklerdir.
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4.2.3. X Isin1 Kirillmasi Analizi

Olusturulan 95 nm boyutundaki altin kaph manyetit (Fe304/Au) nanopartiklllerinin
kristal yapilarinin belirlenmesi igin X-iginlari kirilmasi (X-RD) analizi yapilmig olup

ilgili spektrumlar Sekil 4.2.3. ’de sunulmustur.
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Sekil 4.2.3. Altin kapli manyetit (Fe3O4/Au) nanopartikillerinin X-i1ginlari kirilimasi
(X-RD) analizi ile ilgili spektrumlari

Sekil 4.1.3 ’de goruldugu gibi 30, 35 ve 62 iki teta degerlerinde manyetit
nanopartikilleri sirasiyla (220), (311) ve (440) kristal yapisina ait spesifik piklerini
gOstermektedir (Pita, 2008; Sayar, 2010). Bu manyetit nanopartikillerin altin ile
kaplanmasi neticesinde elde edilen nanopartikullerin X-RD spekturumlarina
bakildiginda (Sekil 4.2.3), 37, 43, 63 ve 77 iki teta degerlerinde (111), (200), (220)
ve (311) altinin kristal yapisina ait pikler saptanmistir. Manyetit nanopartikulleri 37,
43 ve 77 iki teta deg@erlerinde herhangi bir pike sahip degilken altin ile kaplanmasi
sonucu bu teta degerlerinde altinin kristal yapisina ait pikler saptanmistir.
Neticede altin kaplh manyetik nanopartikiller (Fe3O4/Au) icin,  manyetit
nanopartikillerin kristal yapisina 6zgu pikleri icermemesi nedeniyle manyetit
nanopartikullerin ylzeyinin tamamen altin ile kaplandigi soylenebilir. Liu ve
arkadaglari manyetit nanopartikulleri farkh kalinlikta altin ile kaplayarak X-RD ile

kristal yapilarini arastirmislar ve manyetit nanopartikilleri ¢ok ince altin ile

69



kaplandiginda manyetite 6zgu pikler gozlemlemiglerdir. Kalin bir tabaka altin ile
kaplandiginda ise manyetite 6zgu piklerin olmadigini ve kaplaminin yeterli
oldugunu vurgulamiglardir (Liu, 2008). Dolayisiyla altin kapl manyetik
nanopartikuller icin elde ettigimiz X-RD spektrumunda manyetite 6zgu pikler
gorulmediginden kaplamanin gergeklestigi sdylenebilir. Literattrle benzer sonuglar
elde edilmistir (Jafari, 2010; Mandal, 2005; Sayar, 2010).

4.2.4. Manyetometre ile Manyetik Ozelliklerin Belirlenmesi

Tez kapsaminda titresimli manyetometre (VSM) cihazi kullanilarak olugturulan 95
nm boyutundaki altin kapli manyetik nanopartikillerin manyetik 6zellikleri

belirlenmistir.

Fe304

M (emudi
1

Fe304 fAu

Manyetik Alan (G)

Sekil 4.2.4 Manyetit (Fe30,4) ve altin kapli manyetik (Fe3O,4/Au) nanopartiklllerinin
miknatislik egrileri.

Sekil 4.2.4 ’de gorilmek Uzere manyetit (FesO4) nanopartikili 10000 Gauss
manyetik alanda 24 emu/g (Ms) doygunluk miknatishgr gostermis ve altin kaph
manyetik nanopartikili (FeszO4 /Au) ise 10000 Gauss manyetik alanda 0.003
emu/g (Ms) doygunluk miknatisligi vermistir. Doygunluk miknatishgr manyetit
nanopartikillerinin altin ile kaplanmasi neticesinde azalmistir. Dolayisiyla manyetit
nanopartikullerin  altinla kaplanmasinin manyetik 6zelligini azalttigi soylenebilir.
Jeong ve arkadaglari maghemit nanopartikullerini altin ile kaplamadan dnce 10000

(Oe) manyetik alanda 36.8 emu/g (Ms) doygunluk miknatishgi gosterirken altin ile
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kaplandiktan sonra 10000 (Oe) manyetik alanda 1.08 emu/g (Ms) doygunluk
miknatisligi olgmuslerdir. Manyetik 6zellik gosteren nanopartikillerin altin ile
kaplanmasi neticesinde manyetik 6zelligin azaldidini rapor etmislerdir (Jeong,
2006).

4.2.5. AFM ile Goriintlileme Sonuglari

Tez kapsaminda 90 nm boyutundaki manyetit nanopartikulleri altinla kaplanarak
95 nm boyutundaki altin kapli manyetit nanopartikulleri olusturmus ve zeta sizer ile
bu sonug¢ elde edilmigtir. Ayni partikillerin AFM (NanoMagnetic Instruments Ltd
Tarkiye) ile de analizi yapilmigtir. Nanopartikullerin bu cihazla kobalt kaph tipler
kullanilarak MFM (manyetik kuvvet mikroskobu) de hem boyut hem de manyetik
Ozellik analizi yapiimigtir. Partikil aglemerasyonunu ortadan kaldirmak amaciyla
yapilan ultrasonikasyon uygulamasindan sonra, ¢iplak manyetitte kullanilan 50 pl
manyetit (yaklasik 100 pg/ml manyetit konsantrasyonuna sahip 6rnek) ornegi
goOruntileme icin ¢ok yogun geldiginden 10 pl altin kapli manyetit 6rnegdi (yaklasik
100 ug/ml manyetit konsantrasyonuna sahip 6rnek) diz mika tabakasi Uzerine
yaydirilip beklemeden hizli kurutma igin azot gazi uygulamasi yapilmistir. Daha
sonra mika uzerindeki 6rnegin MFM modunda 2.5x2.5 ym2 tarama alaninda,
kobalt kapli tipler 50 nm kaldirmaya ayarlanarak AFM ile analizi yapilmistir.
Cizelge 4.2.5 te ayrintili verilen AFM analiz 6zelliklerine goére goérintileme

yapilmigtir.

Sekil 4.2.5.1° te altin kapli manyetit nanopartikullerin topografisi verilmistir. Alinan
goOruntileme sonuglarinin XY eksenine goére boyut grafigi verilmis olup boyut 107
nm olarak bulunmustur. Zeta sizer (95.7 nm) da dlgllen degerle birbirine yakin

sonug alinmigtir.

Sekil 4.2.5.2° da manyetit nanopartikillerin MFM de analizi verilmistir. Burada
manyetik Ozellik gdsterip gostermedigine iligkin bir yorum yapiimaktadir. Agik
parlak ve karanlik bolgeler varligina goére bu yorum yapilmaktadir. Karanlik
bolgelerdeki domain yonelimlerine bakilarak bu goéruntudeki partikuller manyetik
Ozellik gostermektedir. Manyetik kaph tip 50 nm kaldirihp indirilerek ylzey
taramasi yapilmig ve buradaki manyetit partiktllerde manyetik 6zellik bulunmustur.
100 nm kaldirmaya ayarlandiginda ise manyetik Ozellik algilanmamistir. Bu
durumda ¢iplak manyetit 200 nm kaldirmaya kadar sonug verirken altin kaph
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manyetit 100 nm kaldirmaya kadar sonu¢ vermektdir. Bu durum ¢iplak manyetitin

altinla kaplanmasindan kaynaklandigini gostermektedir.

Cizelge 4.2.5 Altin kapli manyetit nanopartikuller icin AFM analiz 6zellikleri

AFM Mode MFM Scan Area (um®) 25x25
Scan Speed
Osc. Amp. (V) 0.800 (um/sec) 1
Loop Gain 999 Image Pixels 256x256
F Total (V) 1.0 Cantilever type PPP-MFMR
Software Nmi spm 1.14.6 (Build 9) Lift 50 nm
Topography
- ‘-
1 00 »
0 - !’°:
= =
( pm ) o o
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Sekil 4.2.5.1 Altin kapli manyetit nanopartikiller igin AFM ile alinan topografi
sonucu ve XY eksenine gore profili
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Sekil 4.2.5.2 Altin kapli manyetit nanopartikillerinin MFM de analizi
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4.2.6. ESR Analizi

Sentezlenen altin kapli manyetit nanopartiktllerin manyetik 6zelligi ESR (Elektron
Spin  Rezonans) ile analiz edilmigtir. Manyetit nanopartikillerin altinla
kaplanmasinda kullanilan malzemelerin altin kabuk olugsumu neticesinde manyetik
Ozelliklerine etkisi arastinlmis olup kabuk kalinligina etkisi Bolum 4.2.1° de

verilmistir. Manyetik 6zellige etkisi ise bu bélumde verilmistir.

Boliim 3.2.2°de anlatilan ve Dr. Filiz Sayar’ in Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri
Enstitisi Biyomuhendislik Anabilim Dali doktora tezinde kullandigi deneysel
prosedlr aynen uygulanarak 90 nm boyutundaki ¢iplak manyetit nanopartikil
HAuUCIl,; miktari 12 ve 24 mM olacak sekilde iki farkli nanopartikil sentezi
gerceklestiriimistir. Sekil 4.2.6.1. 'de manyetit (Fe30,4) nanopartikilinun, altin
tuzunun farkhh miktarlarda kullaniimasiyla sentezlenen altin kapli manyetik
nanopartikillerin ESR spektrumlari birlikte verilmektedir. 90 nm boyutundaki ¢iplak
manyetit 12 mM altin tuzu kullanilarak kaplandigida 95 nm ¢apinda ve 24 mM altin
tuzu kullanilarak kaplandiginda 165 nm g¢apinda altin kapli manyetit nanopartikul
olusturulmustur. Altin kabuk kalinliginin artmasiyla manyetik 6zellik azalmaktadir
(Sayar, 2010). Cizelge 4.2.6.1. * de manyetit (FesO4) nanopartikilinun, altin
tuzunun farkh miktarlarda kullaniimasiyla sentezlenen altin kapli manyetik

nanopartikillerin  ESR spektrumundan elde edilen spektroskopi &zellikleri

verilmistir.
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Sekil 4.2.6.1 Manyetit (FesO4) nanopartikulinan, altin tuzunun farkh miktarlarda
kullaniimasiyla sentezlenen altin kapli manyetik nanopartikillerin ESR spektrumu
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Sekil 4.2.6.1" de goruldigu gibi manyetit nanopartikulu altin ile kaplandiktan sonra
da neredeyse manyetit nanopartikul genigligide ve asimetrik tek ¢izgili bir rezonans
egrisi gostermektedir. Sekil 4.2.6.1° de gorulen ESR spektrumlarinda manyetit
nanopartikili uygulanan manyetik alana karsi buyuk sinyal siddeti gosterirken
altinla kaplandiktan sonra sinyal siddetinde azalma gozlenmektedir. Manyetit
uzerine altinla kaplamada 12 mM HAuCl4 kullanimiyla gergeklestirilen altin kabuk
olusumu, 24 mM HAuCI4 kullanimiyla gergeklestirilien altin kabuk olusumundan

daha ince oldugundan sinyal siddeti daha yuksek oldugu dusunulmektedir.

Cizelge 4.2.6.1° de goéruldugu gibi manyetit nanopartikillerinin altinla kaplanmasi
sonucu yari egri genigliginin (AH) azaldigi gézlenmistir. Yari egri genisligindeki bu
azalma manyetik birimler arasina altinin (HAuCl4) girmesi nedeniyle etkilesimin
azaldigini gostermektedir (Sayar, 2004). Ayrica 12 mM HAuCI4 kullanilarak
olusturulan altin kapli manyetit nanopartikull icin g faktérid 2.0020 ve 24 mM
HAuCI4 kullanilarak olusturulan altin kapli manyetit nanopartikilt igin g faktoru ise

2.0021 olarak belirlenmigtir.

Cizelge 4.2.6.1 Manyetit (FesO4) ve altin tuzunun farkh miktarlarda
kullaniimasiyla sentezlenen altin  kapli manyetik nanopartikullerin
spektroskopi 6zellikleri

Nanopartikiiller G AH Hr
Manyetit (Fe;0,) 2.0932 876 3210
12 Mm HAuUCI4 Au-Fe;0, 2.0020 641 3359
24 mM HAUCI4 Au-Fez0, 2.0021 657 3359

90 nm boyutundaki manyetit nanopartikul tri sodyum sitrat miktari 0.155, 0.310,
0.078 mM olacak sekilde Gg farkli nanopartikill sentezi gergeklestirilmistir. Sekil
4.2.6.2 'de manyetit (Fe3O4) nanopartiktlindn, tri sodyum sitratin farkh miktarlarda
kullanilmasiyla sentezlenen altin  kapli manyetik nanopartikillerin  ESR
spektrumlari  birlikte verilmektedir. Cizelge 4.2.6.2° de manyetit (Fe3O,)

nanopartikalinun, tri sodyum sitratin farkl miktarlarda kullanilmasiyla sentezlenen
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altin  kapli manyetik nanopartikillerin ESR spektrumundan elde edilen

spektroskopi 6zellikleri verilmistir.
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Sekil 4.2.6.2 Manyetit (Fe3O4) nanopartikilinun, tri sodyum sitratin farkli
miktarlarda kullaniimasiyla sentezlenen altin kapli manyetik nanopartikillerin ESR
spektrumu

Sekil 4.2.6.2’ de goruldigu gibi manyetit nanopartikili 0.155 mM tri sodyum sitrat
kullanilarak altin ile kaplandiktan sonra neredeyse manyetit nanopartikul
genisliginin yarisi ve asimetrik tek ¢izgili bir rezonans egrisi gostermektedir. Tri
sodyum sitrat miktarini yariya indirdigimizde ve iki katina ¢ikarttigimizda ise 0.155
mM sitrat kullanimiyla sentezlenen nanopartikul genigliginin yaklasik yarisi kadar
bir rezonans egrisi vermistir. 0.078 mM (yarisi) olarak sitrat kullanildiginda
asimetrik ve tek cizgili bir rezonans egrisi gosterirken, 0.310 mM (iki kati) olarak
sitrat kullanildidinda tek cizgili fakat tam asimetrik olmayan bir rezonans egrisi
gOstermektedir. Sekil 4.2.6.2° de goérilen ESR spektrumlarinda manyetit
nanopartikull uygulanan manyetik alana karsi buyuk sinyal siddeti gosterirken
0.155, 0.078, 0.310 mM tri sodyum sitrat kullanilarak altinla kaplandiktan sonra
altin kabuk olusumuna bagli olarak sinyal siddetinde birbirlerine yakin azalma

gbzlenmektedir.

Cizelge 4.2.6.2° de goéruldigu gibi manyetit nanopartiklllerinin altinla kaplanmasi
sonucu yari egri genigliginin (AH) azaldigi gézlenmistir. Yari egri genisligindeki bu

azalma manyetik birimler arasina altinin (HAuCIl4) girmesi nedeniyle etkilesimin
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azaldigini gostermektedir. Ancak tri sodyum sitrat sitrat miktarini iki katina
cikardigimizda yari egri genigliginde diger altin kapli manyetit nanopartikullere
gbre artma meydana gelmigtir ve bunun 6rnegi cam hazneye alirken digerlerine
gore fazla gelmesi nedeniyle oldugu duastnutlmektedir. Ayrica 0.155, 0.078, 0.310
mM tri sodyum sitrat kullanilarak altinla kaplanan nanopartikullerin g faktorleri
sirasiyla 2.0020, 2.0042, 2.0311 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2.6.2 Manyetit (FesO,) ve tri sodyum sitratin farkli miktarlarda
kullaniimasiyla sentezlenen altin  kapli manyetik nanopartikullerin
spektroskopi ozellikleri

Nanopartikiiller G AH Hr
Manyetit (Fe;0,) 2.0932 876 3210
0.155 Mm sitrat Au-
2.0020 641 3359
Fe304
0.310 Mm sitrat Au-
2.0311 1182 3312
Fe304
0.078 Mm sitrat Au-
2.0042 657 3353
Fe304

100 pg/ml partikil yogunluguna sahip stok 90 nm boyutundaki manyetit
¢Ozeltisinden klasik prosedirde 0.5 ml alarak altinla kaplama islemi
gerceklestiriimektedir. Bu stoktan 1 ml ve 0.25 ml alinarak iki farlh daha altin kaph
manyetit nanopartikll sentezi gerceklestiriimistir. Sekil 4.2.6.3 ’"de manyetit (Fe30,)
nanopartikalinun farkli miktarlarda kullaniimasiyla sentezlenen altin kapli
manyetik nanopartikillerin ESR spektrumlari birlikte verilmektedir. Cizelge 4.2.6.3’
de manyetit (Fe3O4) nanopartikilinin farkh miktarlarda kullaniimasiyla
sentezlenen altin kapli manyetik nanopartikillerin ESR spektrumundan elde edilen

spektroskopi 6zellikleri verilmistir.
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Sekil 4.2.6.3 Manyetit (Fe304) nanopartikulinun farkh miktarlarda kullaniimasiyla

sentezlenen altin kapli manyetik nanopartikullerin ESR spektrumu

Sekil 4.2.6.3’ de goraldugu gibi 0.5 ml ve 0.25 ml manyetit nanopartikillerini altin
ile kapladiktan sonra neredeyse birbirine yakin geniglik ve asimetrik tek cizgili bir
rezonans egrisi gostermektedir. Altin kaplamada manyetit partikil yogunlugunu
arttirip 1ml olarak kullandigimizda ise denenen diger partikal miktarlarinin yaklagik
4 kati genisliginde ve asimetrik tek cizgili bir rezonans egrisi gostermektedir. Sekil
4.2.6.3’ de gorulen ESR spektrumlarinda 1 ml manyetit nanopartikil kullanilarak
sentezlenen altin kapli manyetit nanopartiktli, 0.5 ml ve 0.25 ml manyetit
nanopartikil kullanilarak sentezlenen altin kapli manyetit nanopartikillerden
uygulanan manyetik alana karsi 8 kat daha buyulk sinyal siddeti gdéstermektedir.
Bu durumun partikal miktarini 1 ml ye cikarttigimizda manyetit nanopartikulleri
kaplamada kullanilacak altin miktarinin (HAuCl4) yeterli gelmeyip ortamda ¢iplak

manyetitin bulunmasiyla ilgili oldugu dastnutlmektedir.

Cizelge 4.2.6.3' de gorlldugu gibi manyetit nanopartikillerinin fakli miktarlarda
kullanihp altinla kaplanmasi sonucu yari egri genisliginin (AH) azaldigi
gOzlenmistir. Yari egri genigligindeki bu azalma manyetik birimler arasina altinin
(HAuCIl4) girmesi nedeniyle etkilesimin azaldigini gostermektedir. Ayrica 0.5, 1,
0.25 ml manyetit kullanilarak altinla kaplanan nanopartikillerin g faktorleri sirasiyla
2.0020, 2.0062, 2.0008 olarak belirlenmisgtir.
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Cizelge 4.2.6.3 Manyetit (Fe3O4) ve manyetit (FezO4) nanopartiktlindn, farkh
miktarlarda kullaniimasiyla sentezlenen altin kapli manyetik nanopartikullerin
spektroskopi 6zellikleri

Nanopartikiiller G AH Hr

Manyetit (FesOa) 2.0932 876 3210

0.5 ml Fe304 Au-

2.0020 641 3359
Fe304
1 ml Fe304 Au-
2.0062 673 3351
Fe304
0.25 ml Fe304 Au-
2.0008 634 3359

Fe304

Bu parametrelerden farkli olarak ortalama partikil boyu 60, 90, 155 nm olan Fe3O,
nanopartikili kullanilarak Gg¢ farkh boyutta manyetit iceren altin kapli manyetik
nanopartikil (FezO4 /Au) sentezlenmistir. Sekil 4.2.6.4 ’de farkh boyutlarda
manyetit (Fes04) nanopartikullerin kullaniimasiyla sentezlenen altin kapli manyetik
nanopartikillerin ESR spektrumlari birlikte veriimektedir. Cizelge 4.2.6.4 ’de
manyetit (FesO4) nanopartikilinin, farkh boyutlarda manyetit (Fe3Oy)
nanopartikullerin kullaniimasiyla sentezlenen altin kapli manyetik nanopartikullerin

ESR spektrumundan elde edilen spektroskopi 6zellikleri verilmistir.

80



60000

40000

20000

0 2000 40 6000

20000
s Y INM-Fe304/40
-40000

m— 1 BANM-Fe30d/Al

-60000
G0nm-Fe30d/Au

-80000

Sekil 4.2.6.4 Manyetit (FesO4) nanopartikilinin boyutlarda kullaniimasiyla
sentezlenen altin kapli manyetik nanopartiktillerin ESR spektrumu

Sekil 4.2.6.4’ de gorildiugu gibi 60 nm boyutunda (30 pg/ml konsantrasyonunda)
manyetit nanopartikulleri altin ile kapladiktan sonra (80 nm boyutuna ulagmistir)
cok zayif bir rezonans egrisi gostermektedir. Hem c¢iplak manyetit
konsantrasyonunun az olmasi hem de kalin altin kabuk olusumu (20 nm)
nedeniyle ESR spektrumunda ¢ok zayif bir manyetit siddet gostermistir 155 nm
boyutunda (200 pg/ml konsantrasyonunda) manyetit nanopartikilleriyle
sentezlenen Fe304-Au nanopartikilleri (160 nm boyutunda), 90 nm boyutunda
manyetit nanopartikllleriyle sentezlenen Fe3O04-Au nanopartikillerine (95 nm
boyutunda) gére cok fazla genislikte asimetrik tek cizgili bir rezonans edgrisi
gOstermektedir. Manyetitin boyu blyukse manyetik 6zelligide buylk olan bu
partiklin altinla kaplanmasiyla da manyetik 6zelligi 80 ve 95 nmlik altin kapli
manyetit partikillerinden daha fazladir (Sekil 4.2.6.2) (Sayar, 2010). Sekil 4.2.6.4’
de gorilen ESR spektrumlarinda 155 nm boyutunda manyetit nanopartikulleriyle
sentezlenen Fe3O4,-Au  nanopartiktlleri, 90 nm  boyutunda manyetit
nanopartikilleriyle sentezlenen Fe304-Au nanopartikullerine gobre uygulanan

manyetik alana karsi 10 kat daha buyuk sinyal siddeti gostermektedir.

Cizelge 4.2.6.4’ de gorlldugu gibi manyetit nanopartikillerinin fakli boyutlarda
kullaniip altinla kaplanmasi sonucu vyari egri genisliginin (AH) azaldigi

g6zlenmistir. Yari egri genisligindeki bu azalma manyetik birimler arasina altinin
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(HAuCI4) girmesi nedeniyle etkilesimin azaldigini gostermektedir. Ayrica 90, 155,
60 nm boyutunda manyetit kullanilarak altinla kaplanan nanopartikullerin g
faktorleri sirasiyla 2.0020, 1.9961, 1.9970 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2.6.4 Manyetit (Fe3O4) ve manyetit (FezO4) nanopartikulinun farkl
boyutlarda kullaniimasiyla sentezlenen altin kapli manyetik nanopartikullerin
spektroskopi ozellikleri

Nanopartikiiller G AH Hr
Manyetit (Fe3O4) 2.0932 876 3210
95 nm Au- Fe304 2.0020 641 3359
160 nm Au- Fe30O,4 1.9961 392 3366
80 nm Au- Fe304 1.9970 391 3366

4.2.7. UVIVis Absorpsiyon Spektrumu Analizi

Tez kapsaminda bolim 3.2.2" de anlatilan altin kaplama prosedurundeki altin tuz
[HAUCIs] miktari, tri sodyum sitrat miktari, manyetit partikl miktari farkh
konsantrasyonlarda kullaniimis ve altin kabuk olusumuna etkileri UV/Vis
absorpsiyon spektrumu analizi ile incelenmistir. Bu parametrelere ek olarak farkh
boyutlardaki manyetit nanopartikullerin Gzerine altin kabuk olusumu da ayni analiz

yontemiyle incelenmistir.

Cizelge 4.2.7° da manyetit Uzerine altin kaplama deneysel prosedirinde kullanilan
parametreler ve UV/Vis absorpsiyon spektrumu analiz sonucu plasmon ozellikleri

verilmigtir.
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Cizelge 4.2.7 Farkh parametrelerde sentezlenen altin kapli manyetit
nanopartikillerin 6zellikleri
. . Altin o
Fe3Oq4 Partikul Sitrat Fe304/Au | Heterojenlik
Tuzu ) _ Amax
capi Miktan Miktan capi indeksi
Miktan (nm)
(nm) (ml) (mM) (nm) (P1)
(mM)
90 0.5 0.155 12 95.7 0.195 537
90 0.5 0.310 12 105 0.233 541
90 0.5 0.078 12 105 0.444 541
90 0.5 0.155 24 165 0.373 545
90 1 0.155 12 91.2 0.370 538
90 0.25 0.155 12 110 0.230 540
55 0.5 0.155 12 80 0.402 554
155 0.5 0.155 12 160 0.207 540
Cizelge 4.2.77 da goruldugu gibi sekiz farkh Fe3O4/Au nanopartikill

sentezlenmistir. Bunlardan ilki bolum 3.2.2’ de anlatilan prosedurdeki malzeme

miktarlarina gore sentezlenmigtir.

ikinci ve liglincli sirada sentezlenen FesO4/Au nanopartikilleri yine ayni deneysel

recete fakat sitrat miktarinin iki katt (0.310 mM) ve vyarnisi (0.078 mM)
konsantrasyonlari  kullanilarak sentezlenmistir. Sitrat miktarinin  bu farkli
konsantrasyonlarinda ayni boyda Fe3O4Au (105 nm) nanopartiktll

sentezlenmistir ve radyal plasmon dalga boyunda da ayni artis (saga kaydidi)
gorulmastir. Sekil 4.2.7.1° de goruldigu gibi her iki degisimde de 541 nm dalga
boyunda plasmon vermistir, fakat alinan absorbans degeri bu dalga boyunda
0.310 mM kullanildiginda artmis, 0.078 mM kullanildiginda azalmistir. Dalga
boyundaki kaymanin

kaplanma sonucu boyutun artmasiyla ilgili oldugu

dusundlmustar.
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Sekil 4.2.7.1 Fakh sitrat derisimlerinde sentezlenen Fe3;O4/Au nanopartiktllerinin

UV/Vis absorpsiyon spektrumlari

Cizelge 4.2.7' da goruldugu gibi bolim 3.2.2° de anlatilan prosedurdeki altin tuz

[HAUCI4] miktari iki katina c¢ikartilarak FeszO4/Au nanopartikili sentezlenmistir.

Partikdl boyutu 95.7 nm’ den 165 nm’ ye ¢cikmistir. Altin kabuk olusumundaki bu

artis radyal plasmon dalga boyununda artmasina (sada kaydigi) ve alinan

absorbans degerinin de artmasina sebep olmustur. Kullanilan altin tuzunun

artmasiyla altin kabuk olusumu da artmig ve dalga boyu 537 nm den 545 nm ye

artmistir (Sekil 4.2.7.2).

35 7

g 4

25 4
537 nim

Absorbans

545N M a2 4 mM HAUCIS

12 mM HAuCI4

Dalga Boyu (nm)

400 600 800 1000 1200

Sekil 4.2.7.2 Fakli altin tuz [HAuCl4] derisimlerinde sentezlenen Fe3O4/Au

nanopartikdllerinin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari
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Bolim 3.2.2" de anlatilan regetedeki partikul miktari ( 0.5 ml) da 1ml ve 0.25 ml
olarak farkli oranlarda kullanilarak Fe3O4/Au nanopartikulleri sentezlenmigtir.
Partiktl miktari iki katina g¢ikartildiginda 91.2 nm boyutuna sahip ve 538 nm dalga
boyunda plasmon verirken, partikil miktarina yariya indirildiginde 110 nm
boyutunda ve 540 nm dalga boyunda plasmon vermistir (Sekil 4.2.7.3). Fe3O4/Au
nanopartikiller sadece radyal yonde olmak Uzere tek bir plasmon dalga boyu
vermektedirler. Sekil 4.2.7.3’'de goéruldigu gibi Fe3O4/Au nanopartikillerin altin
kabuk kalinhgi arttikga radyal plasmon dalga boylarininda arttigi goraimuagtur
(Cizelge 4.2.7).
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Sekil 4.2.7.3 Fakli manyetit nanopartikil miktarlari kullanilarak sentezlenen
Fe304/Au nanopartikillerinin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari

Son olarak denenen parametre farkli manyetit boylarinin Bolim 3.2.2" de anlatilan
deneysel prosedure gore altinla kaplanmasidir. Ayni miktarda altin tuzu [HAuCl4]
kullanildigindan kuglk boy manyetit nanopartikulun yuzeyi daha kalin bir altin
tabaka ile kaplanirken buyuk boy manyetit daha ince bir altin tabaka ile
kaplanmigtir. Dolayisiyla 60 nm lik manyetit altinla kaplandiktan sonra 80 nm
boyutuna ulasarak 554 nm dalga boyunda plasmon verirken, 155 nm lik manyetit
altinla kaplanma sonucu 160 nm boyutuna ulasmis ve 540 nm dalga boyunda

plasmon vermistir (Sekil 4.2.7.4).
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Sekil 4.2.7.4 Fakh boy manyetit nanopartikil kullanilarak sentezlenen Fe3;O4/Au
nanopartikullerinin UV/Vis absorpsiyon spektrumlari

Lin ve arkadaslari altin kapli manyetit nanopartikillerin karakterizasyonlarina dair
yaptiklari calismada UV/Vis absorpsiyon spektrum analizlerinde altin
nanopartikullerin absorbsiyon pikleri maksimum 528 nm’de gorulurken altin kaph
manyetit nanopartikillerin absorbsiyon pikleri maksimum 560 nm’de gorulmekte
oldugunu rapor etmiglerdir. Tez kapsaminda yapilan c¢alismada denenen tim
parametrelerde goruldugu gibi absorbsiyon batlarinin tumu 528 nm’den yukarida
pik vermektedir. Buna gore manyetit partikullerin altinla kaplandigi dugunulebilir
(Lin, 2001).

4.3. Katyonik Altin Kapli Manyetit Nanopartikullerin Karakterizasyonu
4.3.1. Zeta Sizer ve Potansiyel Analizi

Tez kapsaminda sentezlenen altin kapli manyetik nanopartikuller transfeksiyon
amacli kullanilacagindan negatif yukla plasmit DNA ile etkilesebilmesi igin katyonik
ozellik gostermesi gerekmektedir. Oncesinde sentezlenmis olan altin  kapl
manyetit nanopartikillere Bolum 3.3'de anlatilan deneysel prosedurle katyonik
Ozellik kazandiriimaya calisiimigtir. Bunun icin Cizelge 4.3.1’de goéruldugu gibi 2-
aminoethantiyol ¢dzeltisinin konsantrasyonu ilk basta dusik tutulup denemeler
yapilmig fakat istenilen pozitif yik yogunluguna sahip partikil elde edilememigtir.
2-aminoethantiyol ¢Ozeltisinin konsantrasyonu 20 mM ile 1 M arasi denenmis olup

86



literatire en yakin deger Cizelge 4.3.1°de goruldugu gibi 213 mM 400 pl 2-
aminoethantiyol ¢ozeltisi kullanimiyla elde edilmistir (Niidome 2004). Hicre kaltaru
calismalarinda 213 mM 400 pl 2-aminoethantiyol ¢ozeltisi kullanimiyla
sentezlenen katyonik altin kapli manyetit nanopartikiller secilmistir. Cizelge
4.3.1'de goruldugu gibi bu partikullerin zeta potansiyel olgcimi sonucu yuk
yogunlugu +36.7 £ 8.18 mV cikmistir. Zeta sizer ile boyut 6lgimU sonucu 99.71
nm (PDI: 0.448) bulunmustur (Sekil 4.3.1A). Sekil 4.3.1B’de hulcre KkulturG
calismalarinda kullanilacak +36.7 mV yuk yogunluguna sahip partikulin zeta

potansiyel grafigi verilmistir.

Cizelge 4.3.1 Denenen 2-aminoethantiyol c¢ozeltileri ve elde edilen zeta
potansiyel sonuglari

2-aminoethantiyol 2-aminoethantiyol Zeta potansiyel
Molaritesi Miktari (ul) (mV)
20 mM 10 -30
20 mM 20 -28
20 mM 40 -26
20 mM 60 -23
20 mM 400 -5.3
40 mM 200 -22
40 mM 400 -26
40 mM 800 -27
80 mM 200 -32.7
80 mM 400 -30
80 mM 800 -29.9
100 mM 200 -27.5
100 mM 400 -27.2
100 mM 800 -26.2
213 mM 100 +4.54
213 mM 200 +9.4
213 mM 400 +36.7
416 mM 100 -1
416 mM 200 +12.4
1M 50 +10.8
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Sekil 4.3.1 Hucre kultiri cahismalarinda kullanilacak partikilin boyut (A) ve zeta
potansiyel grafigi (B)

4.3.2. UV/Vis Absorpsiyon Spektrumu Analizi

Tez kapsaminda sentezlenen ve hucre kultira g¢alismalarinda kullanilacak altin
kapli manyetit nanopartikilin UV/Vis absorbsiyon spektrumu analizi 537 nm dalga
boyunda pik vermistir. 2 aminoethantiyol molekulleri altin ylizeye baglandiginda
ise 538 nm dalga boyunda pik vermigtir. Dalga boyundaki kaymaya bakarak
molekullerin ylizeye baglandigini sdyleyebiliriz. Sekil 4.3.2’de goruldigu gibi altin
kapli manyetit nanopartikilin ve katyonik altin kapli manyetit nanopartikilin

UV/Vis absorbsiyon spektrumu analizi verilmistir.
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Sekil 4.3.2 Altin kapli manyetit nanopartikulin (yesil) ve katyonik altin kaph
manyetit nanopartikiliin (kirmizi) UV/Vis absorbsiyon spektrumu analizi

4.4. Nanopartikiil - pDNA Etkilesimi

4.4.1. Nanopartikiil, pPDNA ve Bunlarla Olusturulan Konjugatlarin Zeta
Potansiyel ve Boyut Analizi

Calismada 2-aminoethantiyol ile katyonik 6zellik kazandiriimis altin kaph manyetit

nanopartikiller kullaniimistir. Elde edilen partikil, plazmid DNA ve bunlarla

olusturulmus konjugatlarin boyut 6lcimu ve zeta potansiyel sonuglari Cizelge

4.4.1°de verilmigtir.

Cizelge 4.4.1 Katyonik altin kapli manyetit nanopartikilin, plazmid DNA’nin,
partiktl/pDNA konjugatlarinin buyuklUkleri ve zeta potansiyel yukleri

Konjugat (w/w)
(partikiil/pDNA)

Ortalama boy (hm) PDI

Zeta potansiyel (mV)

standart sapma

1:1 850 (0.983) +1.7 £ 0.46
2:1 954 (0.690) +2.6+1.6
4:1 997.6 (0.613) +454 +7.5
8:1 1175 (0.632) +25+7.3
16:1 1380 (0.519) +1.45%4.9
pDNA 759.8 (0.891) -21+1.6
Kullanilan partikiil 103 (0.293) +36.7 £ 8.18
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Mililitresinde 100 pg partikul iceren stok bir ¢ozelti hazirlanmistir. Partiktller UV
Isik altinda 15 dk steril edilmigtir. Bu ¢ozeltiden 2, 4, 8, 16, 32 ug partikul ayri
tiplere alinmis ve 0.15 M’ hk NaCl ile son hacimleri 1 ml ye tamalanmigtir. Ayri
tiplerde her birinde 2 ug olan plazmid ¢ézeltileri alinip son hacimleri 0.15 M’ ik
NaCl ile 1 ml’ ye tamamlanmistir. Hazirlanan plazmid ¢ozeltileri partikul ¢ozeltileri
uzerine alinip 30 dakika oda sicakhdinda konjugat olusumunun saglanmasi
amaciyla bekletiimistir. Daha sonra 25°C de Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern,

ingiltere) cihazi kullanilarak konjugatlarin potansiyel ve boyut élctimleri yapilmistir.

Cizelge 4.4.1’e gore plazmid DNA negatif yuklu iken, pozitif yuklu partikullerle
olusturulan konjugatlarin timu pozitif yukld bulunmustur. Gen aktariminda
konujugatin negatif yUkli hicre duvarini gegebilmesi icin pozitif yUkli olmasi
istenir. Oranin daha fazla artmasi pozitif yukli daha fazla artirmamakta, buna
karsin yigilmalara ve hucreler Uzerinde toksisiteye neden olabilmektedir.
Dolayisiyla ¢calismanin gen transferi boliumunde hazirlanan tim konjugatlar pozitif
Ozellik gosterdiginden hepsinin transfeksiyon etkinligi incelenmistir. Konjugatlar
arasinda en yuksek pozitif yik yogunluguna sahip 4:1 (w/w) oranindaki konjugatin
boyutu 997.6 nm (0.613) ve zeta potansiyel sonucu +4.54 + 7.5 milivolt olarak
Sekil 4.4.1°de verilmigtir.
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Sekil 4.4.1.En yuksek yuk yodunluguna sahip partikil/pDNA konjugatinin boyut (A)
ve zeta potansiyel (B) grafikleri

Polikatyon/ plazmid DNA komplekslerinin (farkli polikatyonlarla) boyutlar ve
transfeksiyon yetenekleri arastiriimistir. Tek basina genelde plazmid DNA yaklasik
1000 nm (oligonukleotid sayisina goére) boyutundadir. Pozitif yukli polikatyon
plazmid DNA ile kompleks olusturdugunda, plazmid DNA’nin boyutlarini 40-200
nm arasi bir boyuta gcekmektedir (bu boyuta polimerin kendiside dahildir). Burada
gorulen kondenzasyon plazmid DNA ‘nin buylk boyuttan ¢ok asagi boyutlara

cekilmesi saglandigi rapor edilmistir (Bouitris, 1997).

Bu nanopartikiller, “Deneysel Calismalar’ boéliminde ayrintili olarak sunuldugu
gibi, GFP plazmid DNA ile konjugatlari hazirlanmistir ve bunlarin Zeta Sizer ile
boyutlari ve zeta potansiyelleri (yUkleri) dlgulmustir. Sonuglar Cizelge 4.4.1’de
sunulmustur. Kullanilan GFP plazmid DNA'nin daha once belitildigi Uzere zeta

Sizer ile dlgulen boy ve zeta potansiyeli (yuku), sirasiyla 770 nm ve -21 mV dir.

Calisma kapsaminda katyonik altin kapli manyetit nanopartikilleri ile GFP plazmidi
ile hazirlanan konjugatlarin buyuklik ve zeta potansiyel yukleri belirlenirken
Cizelge 4.4.1den goruldugu Uzere plazmid konsantrasyonu sabit tutulup, partikdl

konsantrasyonu arttirilarak olgimler yapilmistir. 1:1 (2 pg partikil/2 ug plazmid
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DNA) oraninda partikul/ plazmid DNA konjugatinin boyu 850 nm ve zeta

potansiyeli +1.7°dir.

Partikil konsantrasyonunu 2, 4, 8, 16 katina cikardigimizda konjugat boyu
blylmus ve transfeksiyon icin gerekli zeta potansiyeli kaybedilmemistir. Bu

konjugatlar ile Hela hicrelerinde transfeksiyon ¢alismalari yapiimistir.

Niidome ve arkadaslari 100 nm boyutunda +36.2 + 15 mV yuk yogunluguna sahip
katyonik altin nanopartikllleri sentezlemigler ve bunlar plazmid DNA ile
etkilestirdiklerinde -33.2 £ 18 mV yuk yogunlugu dlgmusler (Niidome, 2004), Zhang
ve arkadaglar ise 50 nm boyutunda +31.8 + 8.2 mV yUk yogunlugunda altin
nanopartikulleri sentezlemigler ve pDNA ile kompleks olusturduklarinda -15.2 £ 7.2
mV ylik yogunlugu élgmaslerdir (Zhang, 2007). Tez kapsaminda sentezlenen altin
kapli manyetit nanopartiklllerle olusturulan konjugatlarin pozitif yik yogunlugunun

devam ettigi gorulmustar.

4.4.2. Nanopartikiil - pDNA Etkilesimini Gosteren Elektroforez Analizi

Tez kapsaminda transfeksiyon amacli kullanilacak pDNA Qiagen midi plasmit
saflagtirma kiti kullanilarak saflagtiriimistir. Elde edilen plazmidler, marker ile
yurutlilerek agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmigtir. Ayni zamanda
saflastirimis pDNA farkh miktarlarda partikuller ile etkilestirilerek konjugat olusumu

kontrol edilmis ve jel elektroforez goruntisu Sekil 4.4.2’de verilmistir.

Farkli baz c¢ifti bayUklUklerindeki nukleik asitlerin jeldeki yerini belirlemek amaciyla
kullanilan DNA merdiveni, elektroforez resimlerinin en solunda goérulen sutundur
ve bantlarin yerleri isaretlenmis olarak orijinal hali Sekil 4.4.2’ te verilmigtir. Buna
gore tez cgalismasinda kullanilan 4.7 kb buydkligundeki plazmid, Sekil 4.4.2
uzerinde okla gosterilen, yukaridan 6. siradaki batlarin biraz asagisindaki noktaya
denk gelmelidir. plazmid bandi Uzerinde gobzlenen beyazlik seklinde fotografa
yansiyan goruntl ise denature genomik kontaminasyonuna isaret etmektedir.
Bunlarin haricinde DNA marker’a ait asagidan 6. ve 7. bantlar arasindaki bolge
hizasinda (4.7 kb), érnek sltunlarinda gozlenen plazmidbandi stipersarmal (sc)
formu gosterirken, bu bandin hemen Uzerinde gbzlenen ince bant genelde agik

halkasal (oc) forma aittir.
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Jelde 3. kuyucuktan itibaren farklh miktarlarda partiktil ile etkilestiriimis
partikil/pDNA  konjugatlari  yuklenmigtir. ~ Farkli  miktarlarda  kullanilan
nanopartikillerin saflastirilan plazmidleri ne derecede tuttugu arastiriimistir.
Partikal miktarlarn 2, 4, 8, 16, 32, 40 pyg (100 pg/ml) olarak 2 ug plazmit ile
karistinlip oda sicakliginda konjugat olusumu igin yarim saat bekletilmistir. Yarim
saatin sonunda olusturulan konjugatlar jel kuyucuklarina yuklenmis ve sonug
olarak UV sk altinda etidyum bromir ile goérinir hale gelen jeller
fotograflanmistir. Sekil 4.4.2°deki jel fotografina goére 3, 4, 5, 6, 7, 8.
Kuyucuklardaki partiktller pDNA'y1 birakmadigindan kuyucuklarin altinada hi¢ bat
g6zlemlenmemigtir. Partikillerin  pDNA'y1 tuttugu ve konjugat olugumunun

saglandigi gorulmektedir.

pDNA 1:1 2:1 4:1 8:1 16:1 20:1

Sekil 4.2.2. GFP plasmitinin ve partikullerle olusturulan konjugatlarinin agaroz jel
elektroforez goruntuleri.

4.5, Sitotoksitite Testleri

4.5.1. Katyonik Altin Kapli Manyetik Partikullerin ve pDNA ile Olusturulan
Konjugatlarin Hiicre Canliigi Uzerindeki Etkileri

Oncelikle tez kapsaminda hiicre calismalarinda kullanilacak partikiillerin hiicrelere
hangi miktarlar da ne kadar zarar verdigini anlamak amaciyla bir MTT testi
yapilmig ve bu bolum 3.6.1'de bu test anlatiimistir. Genel toksik siniri bulmak igin

yapilan bu teste ait hicre canlihgr Sekil 4.5.1.1°de verilmistir. Burada 5 pg/ml
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partikil kullanildiginda %84, 10 ug/ml kullanildiginda %82, 20 pg/ml da %75, 30
Mg/ml da %66 ve en Ust sinir olarakta 40 pg/ml kullanildiginda %65 olarak %70’in
altinda bir hicre canhligi saptanmigtir. Buradaki verilerden yola cikilarak hicre
calismalarinda 20 pg/ml partikil konsantrasyonunun altinda partiktller

kullaniimistir.

100.00

%84 %82

%66 %65

cell Viability (%)

30.00

20.00

10.00

0.00

1 2 3 4 5
2-aminoetantiyol-Fe304-Gold (Au) Manoparticle Concentration

Sekil 4.5.1.1 Genel toksisite sinirini belirlemede kullanilan partiktl miktarlarinin
hdcre canlihdi Uzerine etkisi; 1, 2, 3, 4, 5 numarali sttunlar sirasiyla 5, 10, 20, 30,
40 ug/ml partikil konsantrasyonunun hicrelerde kullanimindaki sitotoksisiteyi
vermektedir.

Belirlenen yeni partikll konsantrasyonlar partikil sitotoksisitesini az tutmak igin 2,
4, 8, 16, 20 ug olarak belirlenmis ve hicre galismalarinda literature yakin degerler
olarak bu miktarlar kullaniimistir (Zhang, 2007). Jafari ve arkadaglarinin altin kapli
manyetit nanopartikuller ile yaptiklari MTT c¢alismasinda 24 saat sonunda hucre
canhligini yaklasik %89-%90 bulmusglardir. 48 saat sonunda htcre canliigi %5-
%10 azalmistir. Altin kapli manyetit nanopartikillerin disik konsantrasyonlarinin
biyouyumlulugunun iyi olup biyomedikal uygulamalar i¢in kullanimlarinin uygun

oldugunu rapor etmiglerdir (Jafari, 2010).
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4.5.2. Uygulanan Manyetik Alanin Hiicre Canlihg Uzerindeki Etkisi

Calismanin bu kisminda bdlim 4.5.1’de MTT testi ile belirlenen 20 ug patikdl
konsantrasyonu maksimum olarak kullaniimis ve partikil konsantrasyonlari 2, 4, 8,
16, 20 pg olarak belirlenmigtir. Deneysel ¢alismalar Bolim 3.6.2’de anlatildigi gibi
calismanin bu kisminda oncelikle 2, 4, 8, 16, 20 ug partiktl olarak belirlenmis
konsantrasyonlar hucrelerle etkilestiriimis farkh surelerde, ylzeyi islenmemis ve
yuzeyi islenmis miknatislar kullanilarak hicre canhhidi arastirilmistir. Cizelge
4521de 2, 4, 8, 16, 20 pg olarak kullanilan katyonik altin kapli manyetit
nanopartikillerin farklh manyetik alan sirelerinde, ylzeyi iglenmis ve islenmemis

miknatislar kullanarak hucre canhligina etkileri verilmistir.

Cizelge 4.5.2.1 Manyetik alan uygulama zamanina ve kullanilan miknatisa
goére manyetik partikullerin toksisitesini gdsteren tablo (SD 2 olarak

alinmigtir.).
. Manyetik alan
_ Manyetik alan uvaulanmi Manvetik alan
mﬂiiﬁml} uygulanmamis (i;lgmnemigg uy;ulanm@
mikmnatis) (islenmis mikmatis)
3dk. | 10dk | 30dk | 3dk. | 10dk | 30dk
O(kontrol) 100 100 100 100 100 100 100 100 100
2 988 | 975 | 983 | 981 | 966 | 975 | 954 | 932 | 926
4 082 | 974 | 965 | 962 | 808 | 886 | BE3 | 841 | 827
i 013 | 800 | 887 | B37 | 803 | 812 | BO6 | 768 | 749
16 851 | 846 | B25 | 764 | 718 | 716 | 742 | 664 | 669
20 834 | B09 | 782 | 716 | 644 | 625 | 638 | 542 | 528

2, 4, 8, 16, 20 pg olarak kullanilan katyonik altin kapli manyetit nanopartikullerle 2
Mg plazmid DNA ile etkilestirilip 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:10 plazmid/partikil oranlarinda
konjugatlar kullaniimistir. Deneysel c¢alismalar Bolim 3.6.2'de anlatildigi gibi
hacreler Uzerine eklenen bu partikillere 10 dk manyetik alan uygulanmig ve
kullanilan miknatisin tlrine gore bir sitotoksisite sonucu cizelge 4.5.2.2°'de
verilmigtir. Cizelge 4.5.2.1’e gore farkli surelerde manyetik alan uygulamanin
toksisite Uzerine etkisine bakildiginda ise, 5 dakikalik manyetik alan uygulamanin
toksik etkiyi manyetik alan uygulanmamis gruplara goére %5-10 arasinda daha
fazla toksisiteye neden oldugu saptanmistir. Ozellikle ylzeyi islenmis miknatisla
manyetik alan uygulandiginda toksik etkide %10-15 arasinda artis gdzlenmistir. Bu

etki daha ¢ok yuksek konsantrasyonlarda (16-20 ug/ml) acik olarak gézlenmigtir.
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Cizelge 4.5.2.2 farkh miknatislarla 10 dak manyetik alan uygulanmig farkh
oranlarda partikul/ plazmid DNA komplekslerinin toksisitesini gosteren tablo
(SD %2 olarak alinmigtir.).

Manyetik alan Manyetik alan
Partikil/Plasmid Manyetik alan uygulanmig (ylzeyi uygulanmig (yiizeyi

oran uygulanmamig iglenmemig miknatis) islenmis miknatis)
0 100 100 100

1 100 984 97.2

2 97.5 95.6 921

4 95.8 91.2 86.7

B 93.6 B5.9 83.2

10 89.2 79.4 74.8

Elde edilen bu iki tablodaki sonuglara gore partikil toksisitesinde en onemli
etkenlerden birinin partikiil miktari oldugu tesbit edilmistir. iki tabloda da gorildiigu
gibi partiktl miktar arttikga hiicre canhli§i azalmaktadir. Diger 6nemli bir etken ise
manyetik alan uygulanmasi oldugu goézlenmistir. Manyetik alan demir igerikli
partikillerin kuyucuk tabanina ¢cokmesini saglayan bir kuvvet olugturmaktadir. Bu
da partikullerin kuyucuk tabaninda yapisik olan hucrelerin igerilerine girmelerini

sagdlayici bir etki yapmaktadir.

Cizelge 4.5.2.2’ye gbére manyetik alan uygulandiginda, uygulanmayan gruplara
gore toksisitenin yaklasik olarak %16 (20 ug/ml konsantrasyonda) oraninda arttigi
g6zlenmistir. Ozellikle ylizeyi islenmis miknatis kullanilarak yapilan deneylerde
manyetik alan uygulanmayan gruplara goére toksisite %26 oraninda artarken,
yuzeyi iglenmemis miknatisla manyetik alan uygulanmis gruplara gore

toksisitenin % 10 civarinda arttigi gézlenmistir.

Yuzeyi igslenmemis miknatisla manyetik alan uygulanmis gruplarda yapilan
mikroskop incelemesinde partikullerin belli bolgelerde kumelestigi gozlenmistir.
Bunun sonucunda toksik etkinin kuyucuk icersinde sadece belli bolgelerde ortaya
¢lkmasina neden oldugu tahmin edilmektedir. Yuzeyi islenmis miknatisla
manyetik alan uygulanmis gruplarda partiktllerde kimelesme olmadigi kuyucuk
tabaninin her noktasina partikuller yayildigi igin toksik etkinin digerlerine gore
daha fazla olmasinin nedeni olarak tahmin edilmektedir.

Partikul /plazmid DNA komplekslerinin toksik etkisine bakildiginda ise tek basina
partikile oranla plazmid DNA’nin partiklllerin etkisini azalttigi net olarak

gOzlenmektedir. Bunun nedeninin plazmid DNA ile partiklller birlestiginde
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kompleks boyutlarinin blyimesi sonucunda ve kimelesme meydana geldiginden
hicre igerisine kompleksler giremediginden ayrica sadece belli bolgelere etki
ettiginden toksisitenin disuk oldugu tahmin edilmektedir. Plazmid DNA’nin
toksisiteyi azaltici diger bir etkisi ise partikulere baglanarak partikil ylUzeyinde
bulunan amin gruplarini kapatmasi ve bdylece partikullerin negatif yuklt hicrelere

tutunmasini azaltan etkisinden dolayi oldugu tahmin edilmektedir.

4.6. Nanopartikiiller ile Gen Aktarimi ve Ekspresyon

4.6.1. Floresan Boya ile isaretli Katyonik Altin Kaph Manyetik
Nanopartikiillerin Hela Hiicrelerine Aktarilmasi ve Ekspresyon

Deneysel calismalar Bélim 3.7.1’de anlatilan calismada FITC ile isaretlenmis
katyonik altin kapli manyetit nanopartikullerin 30 dk manyetik alan uygulamanin

sonucunda hucreye ne oranda girdigi gizelge 4.6.1.1'de verilmistir.

Cizelge 4.6.1.1 FITC ile igaretlenmis katyonik altin kapli manyetit
nanopartikillerin 30 dk manyetik alan uygulamasi sonucu Hela hucrelerine
girme yuzdeleri (%)

Manyetik alan Manyetik

Partikai Manyetik alan uygulanmis(yizeyi alan uygulanmis(ylzeyi
miktari uygulanmamis Islenmemis miknatis) Islenmig miknatis)

2 441 02 1243

4 1142 1312 21£3

8 29+3 2613 42+4

16 3615 41+4 685

20 47+4 53+4 89+7

Cizelge 4.6.1.1’e gore 2 ug kadar dusuk bir oranda bile partikullerin hicreye giris
oranlarinda farkhliklar gb6ze carpmaktadir. YUzeyi islenmis miknatisla
(y6nlendirilmig) partikullerin hicrelere girisi, manyetik alan yoklugunda ve ylzeyi
islenmemis miknatisla manyetik alan uygulamasina gére artmaktadir. Cizelgede
ayni zamanda partikll miktarinin artmasina bagl partikillerin hicreye girisinde
artma meydana gelmektedir. Kullanilan her partikil miktarinda dahi en fazla

partikul girisi yonlendirilmig miknatislarla olmaktadir.

Sonug olarak ydnlendiriimis manyetik alan uygulamasinin kultir kabindaki
hicrelere daha ¢ok sayida girdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.6.1, Sekil 4.6.1.1).

Sadece manyetik alan uygulanmasi partikillerin belli bdlgelerde bir araya
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toplanmasina neden olmakta ve mikroskop incelemesinde bu topaklanmalar
gOzlenmektedir. Manyetik alan uygulanmamis grupta ise az da olsa bu tipte

toplanmalar gozlemlenmisgtir.

Sekil 4.6.1.1" de Hela hucrelerinin floresan mikroskop gortntileri verilmistir. D’de
yolendirilmis miknatisla uygulanan manyetik alan sonucu partikullerin hicrelere
daha yuksek oranlarla girdigi ve verdikleri 1gimanin net belirgin oldugu
gorulmektedir. C’de yuzeyi islenmemis (yonlendiriimemis) miknatisla manyetik
alan uygulamasi sonucu partikllerin hiicreye girisinin yonlendiriimise gbére daha
az ve 1sima daha daginik ve sonuk oldugu gorulmektedir. B’de ise manyetik alan
uygulamasinin hi¢ olmadigi durumda partikullerin hicrelere diger iki gruba gore
daha az oranda girdigi iIsimanin sénuk oldugu gértlmektedir. A’da sadece floresan
boya ile etkilestiriimis hulcrelerin fotografi verilmis ve higbir 1simanin olmadigi

gOrulmustar.

Sekil 4.6.1.1 HelLa hucrelerinin floresan mikroskop fotograflari. A) Sadece
floresan boya ile etkilestrimis HelLa hucreleri, B) Manyetik alan
uygulanmamis partikillerle etkilestriimis HelLa hucreleri, C) 30 dak.
Manyetik alan uygulanmig partikullerle etkilestrilmis HeLa hucreleri, D) 30
dak. yonlendiriimis manyetik alan uygulanmig partikullerle etkilestriimis
HelLa hucreleri. Yesil olanlar floresan isaretli partikulleri icersine almis
hucreleri gostermektedir. Fotograflar Floresan mikroskobun FITC filitresinde
cekildi. Bar 45um gostermektedir.
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Bolim 3.7.1de anlatildigi gibi floresan igaretli katyonik altin kapli manyetit
nanopartikullerin hucreye verdigi zarari (Nekrozu: bir diger hucre 6lum sekli olup
hicrelerin disaridan gelen etkilerden aldiklari hasar sonucu 6lime gitmesi.)
belirlemek icin ikili boyama metodu kullaniimistir. Bu bdlimde yine farkh
miktarlarda floresan isaretli partiktller hucrelerle etkilestirilip manyetik alan
uygulamadan, 10 dk yonlendiriimis manyetik alan uygulayarak ve 10 dk
yonlendiriimemis manyetik alan uygulayarak olmak Gzere 3 farkh sekilde uygulama
yapilmistir. Bolum 3.7.1’de anlatildidi gibi ikili boyama metoduyla hucreler
boyanmistir. Sekil 4.6.1.2’de goruldugu gibi ikili boyama yontemiyle (Hoesth 33342
ve propodium iyodite(Pl) boyalari igeren ikili ¢alisma solusyonu ) boyanan
hicrelerde Hoesth canli hicrelerin gekirdeklerini maviye, Pl ise 0lU veya hlcre zari
hasar goérmus hucrelerin ¢ekirdeklerini kirmizi renge boyamaktadir. 10 dk
manyetik alan uygulanmasi sonucu hucrelerdeki %nekrozu gosteren veriler
Cizelge 4.6.1.2'de verilmis olup canli ve nekroza ugramis hucrelerin floresan

mikroskop fotograflari Sekil 4.6.1.2’de verilmistir.

Cizelge 4.6.1.2 FITC ile igaretlenmis katyonik altin kapli manyetit
nanopartikillerin 10 dk manyetik alan uygulamasi sonucu Hela hlcrelerinde
meydana getirdikleri nekrozun ytzdeleri (%)

Partikal miktan  Manyetikalan  Manyetik alan uygulanmis Manyetik alan uygulanmis
{ug/ml) uygulanmamis  {yluzeyi islenmemis miknatisla) {yuzeyi islenmis mknatisla)
0 1+1 2+1 1+1
2 2+1 4+1 7+1
4 6+2 8+2 1142
8 9+2 1242 1742
16 1242 18+2 26+3
20 25+3 38+2 46+4

Cizelge 4.6.1.2°7de 10 dak. manyetik alan uygulanmis gruplarin sonuglari
verilmistir. Nekrotik etkinin partikal miktari ile orantili olarak arttigi tesbit edilmistir.
Yuzeyi iglenmis (yonlendirilmis) miknatisla manyetik alan uygulamanin hicrelerde
nekrotik etkinin ylUksek oranda artmasina neden oldugu tesbit edilmistir (Sekil
4.6.1.2). Sadece yuzeyi islenmemis miknatisla manyetik alan uygulanmis grupta
Ozellikle nekrotik etkinin belli bolgelerde kimelendigi gézlenmistir. Sonu¢ olarak
yonlendiriimis manyetik alan uygulamanin partikillerin hidcre igersine yuksek
oranda ve daha fazla hlcreye girmesini sagladigi sdylenebilir. Buna bagh olarak
hucrelere yuksek miktarda partikil girmesinin nekrotik etkinin artmasina sebep

oldugunu soylenebilir.
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Sekil 4.6.1.2. Ikili boyama ile boyanmis HelLa hiicrelerinin floresan mikroskop
fototgraflari. A) Patikdl ile etkilestirimemis HelLa hucreleri (kontrol grubu), B)
Manyetik alan uygulanmadan partikullerle etkilestrilmis HelLa hucreleri, C) 10 dk.
ylzeyi islenmemis miknatisla manyetik alan uygulayarak partikillerle etkilestiriimis
HelLa hucreleri, D) 10 dk. yonlendiriimis manyetik alan uygulayarak partikullerle
etkilestirilmis HelLa hucreleri. Mavi olan hlcre cekirdekleri (Hoesth ile boyanmis)
canli hucreleri, Kirmizi olan hucre ¢ekirdekleri (Propodium ile boyanmig) 61U veya
hicre zari hasar gérmus hucreleri gostermektedir. Fotograflar Floresan
mikroskobun 480-520nm filitresinde ¢ekildi. Bar 45um gdstermektedir.

4.6.2. Katyonik Altin Kapli Manyetik Nanopartikul/Plazmid DNA
Konjugatlarinin Hela Hiicrelerine Aktarilmasi ve Ekspresyon

Yapilan galigmada oncelikle GFP-pDNA miktari sabit tutulup katyonik altin kapli
manyetit nanopartikil miktari degistirilerek konjugat olusumu gergeklestiriimistir.
Konjugat olugsum oranlari (pDNA/partikal) 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:10 olarak
belirlenmistir. ik olarak 200 pl transfeksiyon ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 2, 4, 8, 16, 20
Mg olarak belirlenen bes farkli partikil miktari stok partikil ¢ozeltisinden ayri ayri
ependorf tiplere alinip tzerleri 0.15 M NaCl ¢ozeltisi ile 100 pl'ye tamamlanmistir.
Ayni sekilde pDNA c¢ozeltisinden 2 ug icerecek sekilde pDNA ayri ayri ependorf
tuplere alinip 100 pl'ye tamamlanmistir. pDNA ¢oOzeltisi partikll ¢ozeltisi Gzerine
aktarihip 20 kez pipetle gekilip birakilarak ¢ozeltilerin karigimi saglanmistir. Pozitif
kontrol olarak ticari in vitro transfeksiyon ajani (TurboFect, Fermentas, EU) 2 ul
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olarak kullaniimig ve ayri bir ependorf tipte bulunan 2 ug pDNA igeren ¢ozelti
uzerine eklenip son hacim 100 pl'ye tamamlanmistir. Negatif kontrol olarak sadece
2 ug pDNA igeren 100 pul g¢ozelti kullaniimigtir. Konjugat olusumunu saglamak
amaciyla 30 dak oda sicakliginda bekletilmistir. Konjugat olusumu saglandiktan
sonra onceden 10000 hdcre olacak sekilde ekimi yapilmig ve plaktaki kuyucuklari
kaplamis Hela hucreleri Uzerinden besi ortami alinmistir. 100 pl PBS tamponu ile
hicreler yikanmigtir. 15 dak hicreler Uzerine bir sey eklenmeden 37°C’de %5 CO,
ortaminda inklbe edilmistir. Yeterince ac kalan Hela hlcreleri lizerine olusturulan
konjugatlar iceren transfeksiyon ¢ozeltisi ve son olarak 200 pl besi ortami
eklenmistir. 48 kuyucuklu plaka ikiye ayrilmigtir. Ilk bolimine manyetik alan
uygulanmamuistir. ikinci bélime partikiillerin  hiicreye girisinde etkin oldugu
gOsterilmis (Bolim 4.6.1) ylzeyi islenmis (yonlendirilmis) miknatisla manyetik alan
uygulanmigtir. Hucreler 37°C’de %5 CO, ortaminda inktubasyona birakiimistir.

inkiibasyondan 4 saat sonra hiicreler Uzerindeki besi ortami degistirilmistir. 48

saatin sonunda transfeksiyon etkinligi incelenmisgtir.

Sekil 4.6.2.1 Gen aktarimi sonucu HelLa hucrelerinin floresan mikroskop
goruntuleri, A) Kultire edilmis HelLa hucrelerinin 1sik mikroskopu goruntusu, B)
Ticari transfeksiyon ajani kullaniimig pozitif kontrol grubu, C) Sadece GFP-pDNA
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ile etkilestiriimis HelLa hucreleri, D) 1:8 pDNA/partikil oraninda manyetik alan
uygulanmadan yapilan transfeksiyon denemesi, E) 1:8 pDNA/partikal oraninda 15
dak manyetik alan uygulayarak yapilan transfeksiyon denemesi, F) 1:10
pDNA/partikil oraninda 5 dak manyetik alan uygulayarak yapilan transfeksiyon
denemesi. Yesil hucreler GFP-pDNA (yesil floresan proteini) ekspresyonu yapan
hicreler. Fotograflar Floresan mikroskobun FITC filitresinde c¢ekildi. Bar 45um

gOstermektedir.

Yapilan c¢alisma sonucu elde edilen floresan mikroskopu goéruntuleri Sekil
4.6.2.1’de verilmistir. Sekil 4.6.2.1 A’da kultire edilmis Hela hucrelerinin 1sik
mikroskopu goruntusu verilmistir. Hlcreler kuyucuklari tek tabakali bir sekilde %70
kaplamistir. Her bir kuyucukta 10000 hlcre bulunmaktadir. Sekil 4.6.2.1 B’de
pozitif kontrol gurubunun goérintist verilmistir. Ticari transfeksiyon ajani
kullanilarak yapilan transfeksiyon galismasinda %40 oraninda gen ekspresyonu
hesaplanmigtir. Sekil 4.6.2.1 C’de ise negatif kontrol olarak kullanilan sadece
plazmid ile etkilestiriimis htcrelerin gérintlsu verilmis olup transfeksiyonda gen
ekspresyonu %0,1 olarak hesaplanmigtir. Negatif yUkli plazmidin kendi basina
negatif yUkli hdcre duvarini gecememesi nedeniyle transfeksiyonda gen
ekspresyonu yok denecek kadar azdir. $ekil 4.6.2.1 D’de 1:8 pDNA/partikil
oranina sahip konjugatin manyetik alan uygulamadan transfeksiyon etkinligi
verilmistir. Goruldagua gibi gen ekspresyonu bu konjugat kullaniminda mevcut
degildir. Sekil 4.6.2.1 E’de 15 dak manyetik alan uygulamasiyla gerceklestirirlen
1:8 pDNA/partikul oranina sahip konjugatin transfeksiyon etkinligi gosterilmigtir.
Burada %5 oraninda gen ekspresyonu hesaplanmistir. Sekil 4.6.2.1 F'de sadece 5
dak manyetik alan uygulamasiyla gergeklestirilen 1:10 pDNA/partikil oranina
sahip konjugatin gen ekspresyonu verilmigtir. Burada gen ekspresyonu etkinligi
%10 olarak hesaplanmistir. Dolayisiyla partikil miktari arttiginda veriminde
arttigini - soyleyebiliriz  (Cizelge 4.6.2). Manyetik alan alan uygulandigin
transfeksiyon gozlenirken yoklugunda higbir transfeksiyon gézlenmemistir. En

uygun partikul orani 1:8 orani olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.6.2 Partiktl miktarina bagl transfeksiyon verimi

pDNA/partikiil Pozitif Negatif
1:1 1:2 1:4 1:8 1:10
orani kontrol kontrol

Transfeksiyon
0 0 0 %5 %10 %40 %0,1

verimi

2-aminoetantiyol ile modifiye edilmis altin nanopartikillerin transfeksiyonunu iliskin
arastirmalarda Niidome ve grubu hucrelerde %0,5 oraninda plazmid DNA
oldugunu rapor etmislerdir (Niidome, 2004). Tez kapsaminda yapilan ¢alismada
manyetik 6zellik kullanildigindan onlarin yaptigi transfeksiyonun on kati kadar bir
transfeksiyon verimi saptamistir. Zhang ve arkadaslari ise yine katyonik, 2-
aminoetantiyol ile modifiye altin nanopartikuller ile transfeksiyonun oldukga iyi

oldugunu bildirmisler fakat rakamsal veri vermemislerdir (Zhang, 2007).

15 dak mayetik alan uygulayarak 8:1 oraninda partikil/pDNA kullaniminda elde
edilen transfeksiyonda GFP sentezinden kaynaklanan yesil isimanin etkisi 7 gin
incelenmigtir. Transfeksiyondan 48 saat sonra %5 olan transfeksiyon verimi 2 gin
aynen surmus sonra %3’e bir gun daha sonra %1’e dismus ve sonraki ginlerde

herhangi bir iIsima saptanmamisgtir.

% GEN EKSPRESYONU
Now

GUN

Sekil 4.6.2.2 Transfeksiyon sonrasi GFP gen ekspresyonunun gunlere gore
etkinligi
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5.SONUGLAR

e Yuksek sicaklikta mekanik karigtirmali ikili goktirme yontemi ile 20-155 nm

boyut araliginda manyetit Uretimi gergeklestiriimistir.

e Sentezlenen manyetit partikillerin boyut analizi Zeta Sizer, yapisal analizi
XRD ve FTIR, manyetik Ozelliklerinin karakterizasyonu ise VSM ile

yapiimigtir.

o Zeta Sizer ile ortalama capi 90.8 nm olarak belirlenen partikillerin farkh
Ozellikleri karakterize edilerek, bu boydaki partikuller daha sonraki

asamalarda kullaniimistir.

e Sentezlenen partiklllerin FTIR spektrumunda manyetitin oktahedral ve
tetrahedral bolgelerdeki Fe-O gerilimini goOsteren karakteristik pikleri

gozlenmisgtir.

e Sentezlenen manyetit nanopartikillerinin X-RD grafiginde manyetite ait

spesifik pikler gorulmuastur.

e Titresimli manyetometre cihazi ile yapilan oOlgimlerde 10000 Gauss
manyetik alanda 24 emu/g (Ms) doygunluk miknatishg:r gostermis ve
histerisis egrisi olusturmadigindan stperparamanyetik davranis gosterdigi

dusundlmustar.

e ESR spektrumundan sentezlenen manyetit nanopartikillerinin genis ve
asimetrik tek gizgili bir rezonans egrisine sahip oldugu belirlenmigtir.
Manyetit nanopartikilinin g faktéri 2.0932 olarak hesaplanmigtir.
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Sentezlenen manyetit nanopartikillerin ortalama caplari Zeta Sizer ile 90.8

nm, AFM ile 102 nm olarak olgulmustar.

Manyetit nanopartikullerin MFM analizinde karanlik bolgelerdeki domain
yonelimlerinden manyetik ozellik tasidigi anlagiimistir. Manyetik kaph tip

200 nm kaldirmaya ayarlandiktan sonra manyetik 6zellik gozlenmemistir.

90.8 nm boyutunda secilen manyetit sitrat indirgeme ajaniyla altin kaph
manyetit sentezleme metoduyla altinla kaplanmistir. Altinla kaplama
recetesindeki parametreler degistirilerek 8 fakli FezO4/Au partikill
sentezlenmis ve zeta size, potansiyel, ESR, UV-vis spektrum analizleri

yapilmigtir.

Tri sodyum sitratin altin kabuk olusumuna etkisi incelendiginde standartin
(0.155 mM) yarisi (0.078 mM) ve iki kati (0.310 mM) konsantrasyonlarda
sitrat kullanildiginda altin kabuk olusumu ayni derecede artmistir. 0.078
mM, 0.155 mM, 0.310 mM sitrat kullanildiginda sirasiyla 105, 95.7, 105 nm
boyutlarinda ve gl de negatif FezO4/Au partikilleri sentezlenmistir. UV-vis
spektrum analizlerinde 0.155 mM sitrat kullanimindaki 537 nm dalga
boyundaki plasmon piki diger iki parametrede de 541 nm dalga boyuna

kaymistir.

ESR analizlerinde ise 0.078 mM tri sodyum sitrat kullanilanin Fe3zO4/Au
nanopartikilinin sinyal siddeti fazla iken 0.310 mM kullanilanin Fe3O4/Au
nanopartikulin sinyal siddeti daha az c¢ikmistir. 0.155 mM sitrat
kullaniminda Fe3O4/Au nanopartikilinin sinyal siddeti diger ikisinden de
daha fazladir.

Altin kaplamada kullanilan altin tuzu [HAuCl,] miktari (12 mM ve 24 mM)
artinldiginda altin kabuk kalinligi artmaktadir. Buna bagli olarak ESR
spektrumunun sinyal giddetinde azalma meydana gelmigtir. Altin kabuk
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kalinligr arttigindan UV-vis spektrum analizinde plasmon dalga boyununda
arttigi (saga kaydigi) gorulmuasgtur. 537 nm dalga boyundan 545 nm dalga
boyuna kaymistir.

Altin kaplamada kullanilan manyetit miktari (0.25 ml, 0.5 ml, 1ml) (100
Mg/ml  manyetit konsantrasyonu) artirildiginda altin  kabuk kalinhgi
azalmaktadir. Buna bagl olarak ESR spektrumunun sinyal siddetinde artma
meydana gelmektedir. UV-vis spektrum analizinde 0.25 ml, 0.5 ml, 1ml
manyetit iceren Fe3z04/Au nanopartikillerinin plasmon dalga boylari

sirasiyla 540 nm, 537 nm, 538 nm olarak ol¢ulmustar.

Altin kaplamada farkli boylarda da manyetit nanopartikiller kullaniimis olup
(55 nm, 90 nm, 155 nm) manyetit boyu arttikga sentezlenen Fe3O4/Au
nanopartikullerinin ESR spektrumunun sinyal siddetlerinde artma meydana
gelmigtir. UV-vis spektrum analizinde 55 nm, 90 nm, 155 nm boyutlarinda
manyetit kullanildijinda sentezlenen Fe;O4/Au nanopartikillerinin plasmon

dalga boylari sirasiyla 554nm, 537nm, 540 nm olarak olgulmustur.

90.8 nm boyutunda secilen manyetit 0.5 ml olarak 0.155 mM
konsantrasyonunda sitrat indirgeme ajaniyla 12 mM [HAuCl,] altin tuzu
kullanilarak altinla kaplanmistir. Segilen bu partikalin zeta sizer ile boyutu

95.7 nm, potansiyel yuku -30 milivolt olarak olgulmustur.

Sentezlenen 95.7 nm, Fe3O4/Au nanopartikillerinin FTIR analizinde
manyetitte ait 670 cm™ ve 400 cm™ dalga sayisi arasinda Fe-O gerilim
piklerinin varhgi gérilmastir. Ayni zamanda manyetit nanopartikillerin altin
ile kaplanmasinda indirgeyici ajan olarak kullanilan trisodyum sitrat
yapisindaki karboksilat gruplarina ve trisodyum sitrat yapisindaki CH,-O
deformasyonuna ait 1635 ve 1541 cm™ dalga sayisindaki pikler yapida

saptanmigtir.

Sentezlenen 95.7 nm, Fe3z04/Au nanopartikillerinin X-RD analizinde 37, 43,
63 ve 77 iki teta degerlerinde (111), (200), (220) ve (311) altinin kristal
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yapisina ait pikler saptanmistir. Manyetit nanopartikulleri 37, 43 ve 77 iki
teta degerlerinde herhangi bir pike sahip degilken altin ile kaplanmasi
sonucu bu teta degerlerinde altinin kristal yapisina ait pikler saptanmistir.

Sentezlenen 95.7 nm, Fe3z0O4/Au nanopartikullerinin VSM analizinde giplak
90 nm boyutundaki manyetit 10000 Gauss manyetik alanda 0.003 emul/g
(Ms) doygunluk miknatisligi vermistir. Doygunluk miknatishgr manyetit
nanopartikillerinin altin ile kaplanmasi neticesinde azalmistir (ciplak

manyetit 24 emu/g (Ms) doygunluk miknatisligi gostermistir).

Sentezlenen 95.7 nm, Fe3O4/Au nanopartikillerinin AFM analizinde boyut

107 nm olarak olgulmustur.

MFM analizinde c¢iplak manyetitten manyetik tip 200 nm’ye kadar
kaldirmaya ayarlandiginda 6l¢gim alinabilirken Fe3zO4/Au partikillerinden

100 nm’ye kadar kaldirmaya ayarlandiginda 6lgim alinabilmektedir.

Sentezlenen 95.7 nm, Fe3O4/Au nanopartikillerini katyonik hale getirmede
kullanilan 2-aminoethantiyol ¢ozeltisinin konsantrasyonu 20 mM ile 1 M
arasi denemig olup literatire en yakin deger 213 mM 400 pl 2-

aminoethantiyol ¢ozeltisi kullanimiyla elde edilmigtir.

Sentezlenen katyonik Fe3zO4/Au nanopartikullerinin zeta potansiyeli +36.7 +
8.18 mV cikmistir. Zeta size ile boyut 6lgimu sonucu 99.71 nm (PDI: 0.448)

bulunmustur.

Sentezlenen ve hicre kuiltiri calismalarinda kullanilacak altin  kapli
manyetit nanopartikulin UV/Vis absorbsiyon spektrumu analizi 537 nm
dalga boyunda pik verirken 2 aminoethantiyol molekulleri altin ylzeye

baglandiginda ise 538 nm dalga boyunda pik vermistir.
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Transfeksiyon c¢alismalarinda kullanilacak partikil/  plazmid DNA
konjugatlarinin boy ve ylk analizi yapilmis olup en yuksek pozitif ylk ve en
uygun boyut 4:1oraninda hazirlanmasinda bulunmustur. 4:1 oraninda
olusturulan konjugatin boyutu 997.6 nm (0.613) ve zeta potansiyel sonucu

+4.54 £ 7.5 milivolt olarak bulunmustur.

Transfeksiyon amagh kullanilacak pDNA Qiagen midi plazmid saflagtirma
kiti kullanilarak saflagtinimistir. Elde edilen plazmidler, marker ile
yurUtllerek agaroz jel elektroforezinde saptanmistir. Ayni zamanda
saflastirilan pDNA 2 g olarak 2, 4, 8, 16, 32, 40 ug (100 ug/ml) katyonik
Fe3O4/Au nanopartikilleri etkilestirilip jel kuyucuklarina ylklenmis ve
partiktllerin pDNA’yI birakip birakmadigi agaroz jel elektroforezinde kontrol

edilmistir. Hi¢bir partikil pDNA’yI birakmamisgtir.

Hucre calismalarinda kullanilacak partikullerin hicrelere hangi miktarlar da
ne kadar zarar verdigini anlamak amaciyla bir MTT testi yapilmig Burada 5
Mg partikdl kullanildiginda %84, 10 ug kullanildiginda %82, 20 ug da %75
hdcre canhligi saptanmis ve 20 pg partikil kullaniminin Gzerinde hucre

canlihdi %70’in altina distugu saptanmistir.

Transfeksiyonda kullaniimis olan manyetik alan varliginin, slresinin ve
kullanilan miknatis tlrintn farkli oranlarda partikllleri hiicreye sokarken
olusturduklari hicre canlihgr Uzerindeki etkisi arastiniimistir. Manyetik alan
uygulanmadiginda %78-%98 hucre canhgi saptanmistir. Ylzeyi islenmemis
miknatisla 5 dak-30 dak manyetik alan uygulama araliginda %62-%98
arasinda hucre canligi saptanmigtir. Yuzeyi iglenmis miknatisla 5 dak-30
dak manyetik alan uygulama arahginda %52-%95 araliginda hicre canligi
saptanmigtir. Ylzeyi islenmis miknatisla daha fazla partikil hicrelere

girdiginden hucre 6limu de artmaktadir.

Transfeksiyonda kullaniimig olan manyetik alan varh@inin ve kullanilan
miknatis tarindn farkhh oranlarda partikil/pDNA konjugatlarini hucreye
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sokarken olusturduklari hdcre canlihdi Uzerindeki etkisi de arastiriimigtir.
Manyetik alan uygulanmadiginda %89-%100 hicre canlihdi saptanmigstir.
10 dk yuzeyi islenmis miknatisla manyetik alan uygulandiginda %79-%98
hicre canlihgr ve 10 dk yuzeyi iglenmemis miknatisla manyetik alan
uygulandiginda %74-%97 huacre canliigi saptanmistir. Ylzeyi islenmis
miknatisla daha fazla konjugat hucrelere girdiginden hidcre o6lumu de

artmaktadir.

FITC ile isaretlenmis katyonik altin kapli manyetit nanopartiktllerin 30 dk
manyetik alan uygulamasi sonucu Hela hucrelerine girme yuzdeleri (%)
manyetik alan uygulanmadiginda %4-%47 olarak, yonlendiriimemis
manyetik alan uygulandiginda %5-%53 olarak, yonlendiriimis manyetik alan

uygulandiginda %12-%89 olarak saptanmistir.

FITC ile isaretlenmis katyonik altin kapli manyetit nanopartikllerin 10 dk
manyetik alan uygulamasi sonucu Hela hucrelerinde meydana getirdikleri
nekrozun yuzdeleri (%) manyetik alan uygulanmadiginda %1-%25 olarak,
yonlendiriimemis manyetik alan uygulandiginda %2-%38 olarak,
yonlendirilmis manyetik alan uygulandiginda %1-%46 olarak saptanmistir.
Yonlendirilmis manyetik alan partikulleri en yuksek oranda hucrelere

sokmakta fakat hiicre 6limu daha fazla olmaktadir.

Sentezlenen partikillerin non-viral vektor olarak transfeksiyon etkinlikleri
incelenmigtir. Plazmid miktari sabit tutularak farkli miktarda partikiller, HeLa
hicre hatti ile etkilestiriimis ve 48 saat sonunda transfeksiyon etkinlikleri
izlenmigtir. Oranlari 1:8 (15 dak manyetik alan), 1:10 (5 dak manyetik alan),
(pPDNA/partikll) olarak belirlenen konjugatlarda transfeksiyon sirasiyla %5,
%10 olarak bulunmustur. Sadece plazmid goénderilen hicrelere kiyasla,
plazmid ile partikil gonderilen hicrelerde, GFP sentezinden kaynaklanan
yesil Isimada anlamli artig gézlenmistir. Manyetik alan uygulanmadiginda
transfeksiyon gozlenmemistir. 20 ug partiktl ve 5 dk yonlendirilmis manyetik

alan uygulamasiyla ulagilan optimum transfeksiyon verimi %10’dur.
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e 15 dak manyetik alan uygulayarak 8:1 oraninda partikil/pDNA kullaniminda
elde edilen %5 transfeksiyon veriminin GFP sentezinden kaynaklanan yesil
Isimanin etkisi 4 gun surmustur. Transfeksiyondan 48 saat sonra %5 olan
transfeksiyon verimi iki giin sonra %3’e bir giin daha sonra %1’e dismus ve

sonraki gunlerde herhangi bir Isima saptanmamistir.

e Sonug olarak tez kapsaminda transfeksiyon amacli non-viral vektoér olarak
2-aminoetantiyol modifiye edilmis altin kapli manyetit nanopartikiller Uretilip
karakterize edilerek bu partiklllerin HeLa hlicre hattini transfekte ettigi ve

GFP (yesil floresan protein) ekspresyonu gercgeklestigi ortaya konulmustur.
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EKLER

EK 1- ESR spektrumundan g degerinin hesaplanmasi

90 nm’lik manyetit ( Fe30, ) igin:

ESR spektrumundan okunan degerlerle spektroskopik yarilma c¢arpaninin (g)

hesaplanmasi:

Hs=3920 (standardin ESR spekturumdan okunan manyetik alant)
H6=4060 (6rnegin ESR spekturumdan okunan manyetik alani)
g=Hs/Ho x serbest elektron igin g faktor

g=Hs/Hb x 2.0028

0=3920/4060 x 2.0028=2.0932

Rezonans kosulundan spektroskopik yarilma carpaninin (g) hesaplanmasi:
g.B.Hr=h.v

h=6.63. 1034 J/ s (Boltzman sabiti)

B=9.27.10%* J/T (Bohr magnetonu)

Hr=3460+15x10=3610 (rezonans alani)

v=9.262 Ghz (Frekans)

g. B. Hr=H.v

g x9.27.102* J/T x 0.3610 T=6.63.10"* J/ s x 9.262.10° s =2.0020
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EK 2- Turbofect (ticari tranfe ksiyon ajani) ile genel transfeksiyon

protokoli

1) 24 kuyucuklu kultar kaplarina 5x104 hicre olacak sekilde ekim yapilir.(her
bir kuyucuk igin)

2) 1 gun sonra hucreler kuyucuklari %70 kaplamis hale getirdiginde

transfeksiyon iglemlerine gecilebilir.
3) 1 ug DNA ile100 ipl kaltar ortami karigtirilir.
4) 2 ul Turbufect ¢ozeltisi DNA ¢ozeltisine eklenir.
5) 15-20 dakika oda sicakliginda karanlikta inkibasyona birakilir.
6) 100 pl Turbufect-DNA kompleksi karigimini kaltir kabina eklenir.
7) Uzerine 1 ml kiltiir ortami eklenir ve hafif calkalanir.

8) 37 °C’de inklbasyona birakilir ve ekspresyon sonugclari izlenir.
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