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İLAÇ TAŞIMA VE SİNİR-DOKU MÜHENDİSLİĞİ UYGULAMALARI İÇİN 

KULLANIMININ ARAŞTIRILMASI  

 

ÖZET 

 

AAO membranlar kendine özgü kontrol edilebilen özellikleriyle biyomedikal 

mühendisliğinde ilaç taşıcılardan doku mühendisliğine kadar geniş bir alanda 

kullanılan popüler bir biyomalzeme sınıfıdır. 

 

Tezin ilk kısmında yapılan çalışmalarda AAO membranlar kalıp olarak kullanılarak 

kalıp sentez ve sol-jel metotlarıyla SNT`ler elde edilmiştir. İç ve dış yüzeylerinin 

farklı zamanlarda modifikasyonuna izin veren üretim tekniği (kalıp-sentez) dikkate 

alınarak SNT`lerin dış yüzeyi folik asitle kaplanarak, tüpler kanser hücreleri için 

güdümlü hale getirilmişlerdir. İç kısımları da kanserli dokuların düşük pH`lı 

ortamları düşünülerek asit içerisinde salınımı fazla olan DOX içerikli jel ile 

doldurulmuştur. Tüplerin, FA modifikasyonunun ve AAO membranların 

karakterizasyonu sırasında SEM, TEM, FT-IR, XPS, Zeta potansiyeli analizleri 

yapılmıştır. MCF-12A ve SK BR-3 hücre hatları ile SNT`lerin sitotoksisitesi üzerine 

yapılan testlere ek olarak hücre yüzeyine SNT`lerin tutunumu incelenmiştir. 

Çalışmalar sonucunda, kanserli hücrelerde sağlıklı hücrelere nazaran yüksek ölüm 

oranları tespit edilmiştir. Düşük pH`larda salınıma izin veren jel yapısının ve FA 

modifikasyonunun bu sonucu tetiklediği düşünülmektedir. 

 

İkinci bölümde detaylandırılan çalışma, sinir – doku mühendisliği için yaklaşık 100 

ve 300 nm por çapına sahip iki farklı tip AAO membranın kalıp olarak kullanıldığı 

CNM membranların üretimi ve karakterizasyonudur. Sinir hücrelerinin bir yüzeyde 

gelişimleri o yüzeyin elektriksel, kimyasal ve topografik özelliklerinin 

optimizasyonuyla ilişkilidir. Bu çalışma ile bahsedilen üç faktöründe kontrolü 

yapılmaya çalışılmıştır. Topografik özellikler iki farklı por çapı ve poroziteye sahip 

AAO membranlar ile, elektriksel özellikler PVD yöntemi ile AAO üzerine karbon 

kaplama yapılarak incelenmiştir. Kimyasal özellikler ise NGF katkılandırma 

çalışmaları ile incelenecektir. Elde edilen CNM`ler SEM, TEM, XPS, EDX ve DC 

Voltaj/Akım Kaynağı ile karakterize edilmiştir. Halihazırda devam eden 

çalışmalarda, PC 12 hücrelerinin hazırlanan substratlarda tutunumu incelenmektedir.    

  

Anahtar kelimeler: AAO, SNT, Kanser, CNM, Nöron.  
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INVESTIGATION OF NANOPOROUS ANODIZED ALUMINIUM OXIDE 

MEMBRANES FOR DRUG DELIVERY AND NEURAL TISSUE 

ENGINEERING APPLICATIONS  

 
ABSTRACT 

 

With specific and controllable features, AAO membranes are unique materials 

having wide range of biomedical applications  from drug delivery to neural tissue 

engineering. 

 

The first part of this thesis is related to targeted drug delivery with multifunctional 

composite SNTs. A template synthesis method that employs the whole interior 

volume of SNTs for drug loading has been utilized. Upon targeting with FA, 

multifunctional nanoparticles were created which showed extensive cytotoxicity 

towards cancers cells (SK BR-3) compared with healthy ones (MCF-12A). A 

prominent feature of SNTs is the greater extent of cell death with lesser effective 

drug concentrations. The details of SNT fabrication, modification and 

characterization as well as the viability studies with cancer and normal cells are 

described. To characterize AAO membranes, SNT and FA modification of SNT 

outer surface a variety of techniques involving SEM, TEM, FT-IR, XPS, Zeta 

Potential Measurement were utilized. 

 

The second part of this thesis proposes the investigation of CNM prepared from 

AAO templates for neural tissue engineering applications by utilizing topographic, 

electrical and chemical cues. In order to produce CNM, first AAO with ordered array 

or nanopores having ~100 nm and ~300 nm pore diameter was synthesized by two or 

one step anodization in different electrolytes. After characterization of AAO by 

SEM, the membrane was coated with carbon PVD to obtain conductive CNMs. To 

characterize CNMs; SEM, TEM, EDX, XPS and DC current/voltage sourcemeter 

were used. The cell experiments are in progress which will compare the cell viability, 

cell adhesion and neurite extension on bare AAO films and on CNMs with or 

without electrical stimulus. 

 
Key words: AAO, SNT, Cancer, CNM, Neuron.  
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1. GİRİŞ 

  

1.1. Giriş ve Çalışmanın Amacı 

 

Nano herhangi bir ölçü biriminin milyarda birini belirtmek için kullanılan ifadedir. 

Biyolojik yapılar hücresel bazda incelendiğinde, pek çok mekanizmanın nano 

boyutlarda dizayn edilmiş moleküllerle çalıştığı görülür. Bu sebeple 

BİYOTEKNOLOJİ ve NANOTEKNOLOJİ uygulamalarının bir arada yürütüldüğü 

çalışmalar önem kazanmaktadır.  

 

Nanoteknolojik çalışmaların 1959 da Richard Feynman tarafından yapılan “Aşağıda 

Daha Çok Yer Var” isimli konuşma ile başladığı kabul edilmektedir. Feynman’dan 

tam 15 yıl sonra 1974 yılında Norio Taniguchi tarafından bir makalede nanoteknoloji 

kelimesini kullanmasıyla gelişimi ivme kazanan bu yeni, inter disipliner ve 

gelişmeye açık bilim, 21. yüzyılda uzay teknolojisinden hastalıkların tedavisine 

kadar birçok alanda kendine yer buldu. Hatta bugün günlük yaşantımızda o kadar 

fazla ürün nanoteknoloji kullanılarak üretilmeye ya da hizmete sunulmaya başladı ki 

çoğu hükümet nanoteknolojinin bilimsel olarak öncelikli bir alan olmasının yanında 

belli düzenlemelere tabi tutulması gerektiğini düşünüyor.  

 

Nanoteknoloji nedir sorusuna verilebilecek en basit yanıt maddenin bir boyutu 100 

nm altında olan malzemeleri inceleyen bilim dalı olsa da nanoteknolojiyi tanımlarken 

bu kadar dar düşünmemek gerektiğine inanıyorum. Nanoteknoloji, bir malzemenin 

atom atom, molekül molekül işlenmesi, parçalanması veya taşınması ile ilgilenen, 

elde ettiği verileri insanoğlunun en etkin biçimde kullanabilmesi için doğru 

mekanizmaları diğer bilim dallarından da destek alarak tasarlamaya çalışan bilim 

dalıdır. 

 

Nanoteknolojinin beraber çalışıldığı bilim dallarından biri olan biyoteknoloji ise 

canlı ve cansız bütün sistemlerden faydalanarak canlıların ekosistem içindeki 

yerlerinin korunmasından genetik yapılarının incelenmesine kadar geniş bir alanı 

http://www.zyvex.com/nanotech/feynman.html
http://www.zyvex.com/nanotech/feynman.html
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tarayan bilim dalıdır. Biyoteknolojinin ilgilendiği konulardan biri de hastalıkların 

canlıya en az zararı verecek şekilde uygun tedavi yöntemleri ile tedavi edilebilmesi 

için, gerek hücresel bazda çalışmalarla gerekse doğrudan hayvan ve bitki 

kullanımının olduğu çalışmalarla desteklenen araştırmalardır. Bu aşamada hücre 

zarındaki reseptörlere ve hücre davranışına uygun olarak tasarlanan kanser 

tedavisinde kullanılan nano ilaç taşıyıcılar, sinir yenilenmesinde kullanılan nano 

özellikli platformlar veya nano sensörler sayesinde hücre üzerinde istenilen etkinin 

oluşturulabileceği görülmüştür. 

 

Bu çalışmada 21. yüzyıla damgasını vurması beklenen nano ilaç taşıyıcıların üretimi, 

karakterizasyonu ve kanser hücreleri üzerindeki etkilerinin incelemesinin yanında 

nano özellikli platformların üretilmesi, karakterizasyonu ve sinir hücrelerinin 

hazırlanan yüzeyler üzerindeki gelişimlerinin incelenmesi üzerinde durulmaktadır. 

Belirtilen amaçlar için üretilen mekanizmaların üretiminde temelde anotlanmış nano 

porlu alüminyum oksit yüzeyler kullanılmıştır.  

 

1.1.1. AAO membranlar ve özellikleri 

 

Anodik alüminyum oksit yüzeyler (AAO) yüksek saflıktaki alüminyum tabakaların 

elektrokimyasal olarak oksitlenmesi sonucu oluşur. Yüzyıldan fazla süredir 

dekorasyondan medikal alana kadar pek çok alanda kullanımları araştırılmaktadır. 

Son 10 yıldır benzer özellikteki nano parçacıkların üretilmesi için bu yüzeylerin nano 

porlu ve düzenli yapısının kalıp olarak kullanıldığı çalışmalar yapılmaktadır [1-5]. 

Bunun yanında, bu malzeme üzerine buharlaştırma ya da yüzeyden uzaklaştırma 

yöntemleri ile başka malzemelerin aktarılması suretiyle elde edilen nanotüpler, 

nanoçubuklar, nano özellikli yüzeyler, nano noktalar ile yapılan çalışmalar mevcuttur 

[6-8]. Yüzeyler üzerindeki porların çapı kullanılan asit türü, uygulanan voltaj değeri, 

sıcaklık ve elektrolitin derişimine bağlı olarak 50-400 nm arasında değişmektedir.  

Anodizasyon süresine bağlı olarak da membranın kalınlığı kontrol edilebilmektedir. 

Por yoğunluğu da yaklaşık 1010 por/cm2`dir. Ticari amaçla üretilen AAO yüzeyler 

yaklaşık 60 µm kalınlıkta 20, 100 ve 200 nm por çapına sahiptir (Whatman 

International, Maidstone, England) [9]. Ancak bu yüzeylerin sıralı ve benzer 
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olmayan por yapıları çalışmaların tekrarlı olarak yapılmasını engelleyeceğinden 

nanobiyoteknoloji araştırmalarında ticari membranlar kolay kolay tercih 

edilmemektedir. (Şekil 1.1-A)  Bu sebeple yapacağımız çalışmalar için uygun por 

düzen ve yapısına sahip AAO membranlar daha önce belirtilen koşullar kontrol 

altında tutularak üretilmiştir.(Şekil 1.1-B) 

 

Şekil 1.1-B de gösterilen AAO membranın elde edilmesi için %99,9998 saflıktaki 

alüminyum mekanik olarak zımpara kağıdıyla temizlendikten sonra derişik asit 

çözeltisi içerisinde 15 V voltaj altında kurşunun katot olarak kullanıldığı 

elektrokimyasal süreçte parlatılmaktadır.  Ardından istenilen por çapına bağlı olarak 

Al tabakalar asit çözeltileri içinde belli voltajlar altında sabit sıcaklıkta anodizasyona 

tabi tutulmaktadır. Anodizasyon süresine bağlı olarak kalınlık da kontrol 

edilebilmektedir. Düzenli porlara sahip AAO membranların oluşumu için çoğunlukla 

Masuda ve Fukuda tarafından geliştirilen iki aşamalı anodizasyon tekniği 

kullanılmaktadır [10]. 
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Şekil 1.1. A) Ticari olarak üretilen AAO membranların (Whatman International), B) 

laboratuvarda okzalik asit içinde kontrollü şekilde büyütülen AAO membranların 
taramalı elektron mikroskobu (SEM) görüntüleri. 

 

Geleneksel iki aşamalı anodizasyon metodunda, ilk anodizasyon aşamasında oluşan 

porların yapısal düzenliliğini ve yüzey üzerindeki dağılımlarının homojenitesini 

artırmak amaçlanmaktadır. İlk anodizasyon sonrası oluşan oksit tabaka Krom (VI) 

Oksit içerikli fosforik asit çözeltisi ile çözüldüğünde Al yüzey üzerinde porların 

izleri kalmaktadır. Bu izler birinci anodizasyon ile aynı koşullarda gerçekleştirilen 

ikinci anodizasyon basamağında por oluşumunun başlama noktası olduğundan 

düzenli ve benzer por sıraları elde edilebilmektedir. 

 

A 

B 



5 
 

Kontrol edilebilir fiziksel ve kimyasal özellikleri ile AAO yüzeyler biyomedikal 

uygulamalardan, sensör, filtreleme ve elektroniğe kadar pek çok alanda kullanıma 

sahiptir (Şekil 1.2). Bu alanların dışında AAO membranlar yakıt pillerinde, güneş 

pillerinde, moleküler bağlanma (junction) ve fotonik kristaller ile ilgili çalışmalarda 

gün geçtikçe artan bir ilgi ile takip edilmektedir. Örneğin, AAO tabanlı metal-

yalıtkan-metal (MIM) enerji depolama için kullanılacak nanokapasitörler Banerjee 

ve arkadaşları tarından geliştirilmiştir [11]. AAO membranların geniş alanlarda 

üretiminin kolaylığı nedeniyle, güneş pillerinde kullanımı da yaygınlaşmaktadır. 

Hupp ve ark. tarafından yapılan çalışmada atomik katman kaplama (ALD) metodu 

ile AAO membranlar ZnO ile kapanmış ve geniş alanlarda düzenli ve konformal 

polikristalin bir film elde edilmiştir. Bu malzemenin verimliliği %1,6 olarak rapor 

edilmiştir [12]. 

 

 

Şekil 1.2. AAO membranlar ve kullanım alanlarının şematik gösterimi [13]. 
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1.1.2. AAO membranların biyomedikal uygulamaları 

 

Çizelge 1.1. AAO membranların biyomedikal ugulamaları. A)AAO membranların 

üretimlerinde kalıp olarak kullanıldığı  ilaç taşıyıcı olarak kullnılan SNT`ler [14]. B) 
AAO membranların substrat olarak kullanıldığı PC 12 hücre hatlarının gelişimininin 

incelendiği bir çalışma [15]. C) Kemik hücrelerinin AAO membranlar üzerindeki 
gelişiminin incelenmesi [16]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bu tezin takip eden kısımlarında anlatılacak olan AAO membranların biyomedikal 

uygulamaları son yıllarda gittikçe artan bir popülariteye sahiptir (Çizelge 1.1) [13]. 

Bu uygulamalardan biri olan ve bu tezin ikinci kısmını oluşturan ilaç taşınımı son 

yıllarda nano boyutlu malzemelerin kullanımına olanak verecek doğrultuda 

gelişmektedir. İlaç taşıyıcılarla ilgili sorunlar incelediğinde ilacın salınımı ve ortam 

içinde limitli çözünümü, ilaç taşıyıcıların yüzey modifikasyonlarına bağlı olarak 

seçiciliklerinin çok az olması gibi elverişsiz farmakokinetik durumlarla 

karşılaşılmıştır [17]. İlaç taşıyıcılar arasında nanoporlu ve nanotüp taşıyıcılar düşük 

maliyetli üretimleri, kontrol edilebilir por ve tüp boyutları, kolay modifiye olabilen 

yüzeyleri ile diğer ilaç taşıyıcılardan ayrılmaktadır. Elektrokimyasal proseslerle 

üretilen ve ilaç taşınımı için kullanılan pSi, TNT, AAO yüzeyler incelendiğinde 

mekanik özellikleri, kimyasal olarak inaktiflik,  biyouyumluluk, kontrol edilebilir por 

AAO Membranların 
Biyomedikal Uygulamaları 

İlaç Taşınımı Hücre Büyütme İmplantlar 

A C B 
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çapı ve hacmi ve kolaylıkla modifiye edilebilen yüzeyiyle AAO membranlar ilaç 

taşıyıcı olarak ciddi bir biçimde ön plana çıkmaktadır. Simovic ve ark. tarafından 

yapılan çalışma da AAO membranların kontrollü olarak ilaç salınımı için kullanımı 

plazma ile polimerlerin membran ağızlarına yerleştirilmesi ile sağlanmıştır. Bu 

dizayna sahip membranlar kemik implantların da düşük dozlarda ilaç salınımı ile 

tedavi için kullanılmıştır [18]. Bunun dışında kontrollü salınım mekanizması 

geliştiren bir diğer grupta Jeon ve arkadaşlarıdır. İletken polimerler kullanılarak 

geliştirilen ilaç salınım mekanizmasında akım varlığına bağlı olarak ilaç salınımı 

gerçekleşmekte ve böylece hastanın durumuna göre doğru dozda ilaç 

verilebilmektedir. Bu şekilde ilaç dozunun önemli olduğu migren, hormon 

hastalıkları ve metabolik sendromlarla ilgili tedavilerde ilerlemeler kaydedileceği 

düşünülmektedir [19]. Membranlar kalıp olarak kullanılarak elde edilen nanotüpler 

de ilaç ve gen taşıyıcısı olarak değişik çalışmalarda kullanılmıştır [20, 21]. AAO 

membranların ilaç taşınımı uygulamalarından biri de kalıp sentez metodu  [22]  

kullanılarak üretilen SNT`lerdir. İlaç/gen taşınımı [23-25], biyomoleküllerin 

ayrıştırılması [2], hücre etiketleme [26] ve hücre görüntüleme [27] gibi birçok alanda 

kullanımları mevcuttur. Bu tüpler bir ucu kapalı bir ucu açık yapılarıyla, iç ve dış 

yüzeylerinin ayrı ayrı fonksiyonel hale gelmesine izin veren üretim teknikleriyle ve 

biyouyumlu kompozisyonlarıyla ilaç taşınımı çalışmaları için dikkat çekici bir aday 

olmuştur.  

 

Tezin üçüncü kısmında detaylandırılan çalışma, AAO yüzeylerin kullanıldığı 

biyomedikal uygulamalarından biri olan doku mühendisliği ile ilgilidir. Özellikle 

kemik hücrelerinin doğal seramik yapısı ile AAO yüzeylerin uyum gösterdiği tespit 

edilmiştir. Bu seramik yapının 100 nm boyutlarında ekstra düzenli organik ve 

mineral fazlardan meydana geldiği düşünülünce, okzalik asit içerisinde büyütülen 

AAO membranların kemik hücreleri ile olan uyumu daha iyi anlaşılmaktadır [9, 16, 

28]. Ayrıca kemik hücrelerinin AAO yüzeylerde amorf alümina, cam ve Al 

yüzeylerden daha fazla gelişim gösterdiği de tespit edilmiştir [9]. Kemik hücreleri ile 

yapılan çalışmaların dışında sıçan kökenli nöronal hücrelerle ilgili AAO 

membranların modifikasyonuna dayanan çalışmalarda bulunmaktadır. Wolfrum ve 

ark. tarafından yapılan çalışma da AAO membran Poli-L-Lisin, ekstraselüler matriks 
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jel ve konkanavalin olmak üzere 3 farklı tipte malzeme ile kaplanmış ve yüzeydeki 

hücre tutunumu incelenmiştir. ECM jelin bulunduğu ortamda hücrelerin çok daha iyi 

yapıştığı gözlemlenmiştir [29]. Prasad ve ark. tarafından yapılan bir diğer çalışmada 

ise Poli-L-Lisin ile kaplanmış AAO membran elektriksel olarak aktif hale getirilmiş 

ve hücrelerin elektriksel uyarıma bağlı olan gelişimleri incelenmiştir [30]. Ancak 

literatürde sinir hücrelerinin AAO membranlar üzerinde topografik, kimyasal ve 

elektriksel faktörler açısından eş zamanlı olarak incelenmesini konu edinen bir  

çalışma bizim bilgimiz dahilinde mevcut değildir. 

 

Porlu oksit tabakaların üretimi için literatür incelendiğinde elektrolit olarak sülfürik 

asit, fosforik asit ve okzalik asitin kullanıldığı gözlemlenmiştir [10, 31-33]. Bu tezin 

ilk bölümünde, okzalik asit kullanılarak üretilen membranlar kanser hücrelerinin 

güdümlü olarak tedavisi ile ilgili çalışmalarda kullanılmıştır. İkinci bölümde ise, 

okzalik asit içinde üretilen membranlara ek olarak fosforik asit kullanılarak üretilen 

AAO membranlar sinir-doku mühendisliğinin bir uygulamasında substrat olarak 

kullanılmıştır. 

 

Bunların dışında AAO membranların bir uygulaması da implant teknolojisi ile 

ilgilidir. AAO membranlar nanotopografik yapıları nedeniyle bu tip uygulamalar 

hücre-materyal etkileşimini artırmak amacıyla araştırılmaktadır. Bunun yanında 

toksik olmayan yapılarıyla da AAO membranlar hücrelerin kolaylıkla tutunabileceği 

uygun yüzeyler olduklarını göstermişlerdir [16].  
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2. KANSER HÜCRELERİNİN SEÇİMLİ OLARAK YOK EDİLMESİ 

İÇİN MULTİ FONKSİYONEL KOMPOZİT SİLİKA NANOTEST 

TÜPLERİN KULLANIMI 

 

2.1. Giriş 

  

2.1.1. Kanser ve nano ölçekte ilaç taşıyıcılar 

 

Normal hücreler genel yaşam döngüleri içerisinde ne zaman ve ne miktarda 

bölüneceklerini bilirler. Ancak gerek genetik faktörlerin gerekse çevresel faktörlerin 

etkisiyle bazı hücreler bu yaşam döngüsünün dışına çıkar. Kontrolünü kaybeden bu 

hücreler aşırı şekilde bölünmeye başlar ve kanserli dokuyu oluştururlar. Metastaz 

yapıda denilen kanserli hücreler bulundukları dokudan çok uzakta bile bölünmeye 

devam edebilirler. Bu tip kötü huylu, kanserleşme gösteren hücrelerin en temel 

özelliklerinden biride hücre zarlarında ortaya çıkan yapısal değişikliklerdir. Bu 

yapısal değişiklikler dikkatle takip edilerek kanser hücrelerinin seçimli olarak yok 

edilmesi mümkün olmaktadır [34]. 

 

Hücrelerin zarlarındaki nanoboyutlu biyomolekülleri tanıyan güdümlü nano 

taşıyıcıların kullanımı ile ilgili araştırmalar devam etmektedir. Bu alanda metallerden 

polimerlere kadar pek çok malzeme fonksiyonel hale getirilip ilaç taşınımında 

kullanılabilmektedir [34, 35]. Yeni nesil tanı-tedavi özellikli (teranostik) ilaç 

taşıyıcılar kimyasal olarak fonksiyonel hale getirilerek adrese teslim parçacıklar 

haline getirilebilmektedir. Bu aşamada ilaç taşıyıcılar için karşımıza temelde 3 sorun 

çıkmaktadır. 

 

1. Etkin dozda ilaç konsantrasyonunun belirlenmesi. 

2. Doğru şekilde taşıyıcı yüzeyinin aktifleştirilmesi ve tanı-tedavi 

uygulamasının doğru biçimde gerçekleştirilmesi. 

3. Hücre ile etkileşime geçen taşıyıcı içindeki ilacın aktif bir biçimde salınması. 
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Son yıllarda yaygınlaşmaya başlayan ilaç taşıyıcılardan bazıları da silika tabanlı 

porlu küreler [36], porlu nonoçubuklar [37] ve nanotüplerdir [1]. Kimyasal 

modifikasyona izin veren yapılarının yanında hücreler için toksik etki göstermemesi 

bu malzemenin ilaç taşınımında yaygınlaşmasının sebebidir. Yeni nesil silika tabanlı 

ilaç taşıyıcılardan biri olan silika tabanlı nano test tüplerin de (SNT) ilaç taşıyıcıların 

yukarıda bahsi geçen sorunlarına çözüm üretebileceği düşünülmektedir. Charles 

Martin ve araştırma grubu tarafından geliştirilen bu malzeme [27] ayarlanabilir 

hacmi ile yeteri miktarda ilaç taşınımı yapabilme potansiyeline sahiptir. Bunun 

yanında iç ve dış yüzeylerinin ayrı ayrı fonksiyonel hale getirilebiliyor olması ise 

tanı-tedavi ikilisinin eş zamanlı olarak yapılmasına olanak vermektedir. Bunun 

yanında ilaç salınımının da kontrollü bir biçimde yapılabilmesi için tüplerin ağızları 

nanoküre polimer kapakçıklarla kapatılabilir. Aynı grup tarafından geliştirilen bu 

çalışma ile ilacın hastalıklı dokuya varmadan salınımı engellenmiş olur ve etkin ilaç 

konsantrasyonunun minimizasyonu sağlanır [38]. Nano test tüplerin ağızlarının 

kapatılması ile ilgili bir diğer çalışma da altın nanokürelerle Lee ve ark. tarafından 

yapılmıştır [39].  Bu çalışmada da ilk defa, dış yüzeyleri FA ile modifiye edildikten 

sonra, bu SNT`ler metastaz kanser hücrelerinde çok daha fazla miktarlarda bulunan 

FA reseptörleriyle [34]  etkileşime geçecek şekilde kanserli hücrelere güdümlü hale 

getirilmişlerdir.  

 

2.1.2. Sol-jel teknolojisi, yüzey sol-jel metodu ve silan kimyası 

 

İnorganik seramiklerle ve cam materyallerle 18. yüzyılın ortalarında başlayan sol-jel 

teknolojisi pek çok yönden avantajlara sahiptir. Oluşan yüzeyin yüksek saflık ve 

homojenite değerlerine sahip olması, işlemlerin cam eritme ya da seramik işleme 

süreçlerinden çok daha düşük sıcaklıklarda yapılması ve kimyasal süreç sırasında 

farklı kimyasallarında kolaylıkla sisteme dâhil edilebilmesi bunlardan bazılarıdır 

[40]. 

 

Sol-jel sentezlerinde çözülebilir başlatıcı moleküller koloidal parçacıkların oluşumu 

için hidrolize edilir (sol). Dahası bu reaksiyon sol partikülleri arasında bağ 

oluşumuna neden olur ve jel oluşur [41]. Sonrasında jel ısıtılarak istenilen malzeme 
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elde edilir. Koloit parçacıkların oluşumu için organometalik bileşikler başlatıcı 

olarak kullanılır. Bu işlem için tetrametoksisilane (TMOS) ve tetraetoksisilan 

(TEOS) gibi alkol-silan başlatıcılar da kullanılmaktadır [42, 43]. Alkol-silanlar su 

varlığında hidrolize olarak silanole dönüşür (2.1).  Sonrasında silanoller arasında 

polikondenzasyon tepkimesi gerçekleşir. Burada su kondenzasyonu (2.2) ve alkol 

kondezasyonu (2.3) olmak üzere iki tür polimerleşme mekanizmasından bahsetmek 

gerekir. Su kondenzasyonunda iki silanol birleşip açığa su çıkarırken, alkol 

kondenzasyonunda alkol açığa çıkar [44, 45]. 

 

R’3 Si-O-R + H2O      R’3 Si-OH +R-OH     (2.1) 

 

R’3 Si-OH + HO-SiR’3     R’3 Si-O-SiR’3 + H2O    (2.2) 

  

R’3 Si-OH + RO-SiR’3     R’3 Si-O-SiR’3 + R-OH    (2.3) 

 

Kondenzasyon ve hidroliz eş zamanlı olarak ve kendiliğinden gerçekleşen 

reaksiyonlardır. İki ya da daha fazla fonksiyonel gruba sahip silanoller birleşerek jel 

formunu oluşturur. Reaksiyonların kinetiğini pek çok faktör etkilemektedir [40]. Bu 

faktörlerden bazıları sıcaklık, elektrolit tipi ve konsantrasyonu, çözücü tipi ve 

başlatıcı olarak kullanılan alkoksidin tipidir. Su miktarı ve sıcaklık arttıkça jelleşme 

oranı artmaktadır. Yüksek ya da düşük pH`larda çalışılarak reaksiyon hızı 

artırılabilir. Son olarak alkoksit grupları uzun süre durduğunda reaksiyon hızı 

düşmektedir. 

 

Hiperkritik veya ortam koşulları kullanılarak jel silikaya dönüştürülebilir. Açığa 

çıkan su veya alkol gaz fazında kritik kurutma sıcaklığına dikkat edilerek ortamdan 

uzaklaştırılırsa jel ağı stabilitesini korur ve düşük yoğunluklu aerojel elde edilmiş 

olur. Eğer sıvı termal buharlaştırma ile yüzeyden ani bir biçimde uzaklaştırılırsa yapı 

üzerinde çatlaklar oluşur ve bu yoğun hemen hemen boşluksuz yapı xerojel olarak 

adlandırılır [40].  
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Farklı şekil ve büyüklükteki materyaller elde etmek için, çözelti sıvı formdayken 

(sol) kalıp kullanma veya yüzey kaplama yapılabilir. Kalıp sol içine daldırılarak 

yüzey kaplama yapılır daha sonra solun jelleşmesi sağlanır. Böylece kullanılan kalıp 

ile aynı şekle sahip malzeme elde edilir. TiO2, ZnO, WO3, MnO2, Co3O4,V2O5 ve 

SiO2 nanotüpler [22, 41, 46, 47] bu yolla elde edilebilir. Literatürde sıkça kullanılan 

ve ana membran kalıbın, oluşan 1 boyutlu nanoparçacıkların özelliklerini belirlediği 

bu metoda kalıp-sentez metodu denilmektedir [40]. 

 

Geleneksel sol-jel metodu kullanıldığında nanotüplerin kalınlık ve morfolojik 

yapılarının kontrollünün zor olduğu görülmüştür [48]. Daha kontrollü ve kaliteli ince 

film elde etmek için katman katman yüzeye malzemenin kaplanmasının uygun 

olduğu gözlemlenmiştir. Daha sonrasında bu yöntem yüzey sol-jel metodu (SSG) 

olarak adlandırılmıştır. SSG tekniği iki farklı aşamadan oluşur. Bunlar, başlatıcı 

molekülün yüzeye kaplanması aşaması ve bir sonraki katmanın yüzeye 

bağlanabilmesi hidroliz aşamasıdır. Ayrıca yıkama aşamasında da bağlanmamış ya 

da zayıf bağlanmış moleküllerin yüzeyden uzaklaştırılması sağlanır [49]. SSG 

tekniği ideal bir biçimde katmanların oluşumunu kontrol etse de pratikte ilk katmanın 

diğerlerinden kalın olduğu gözlenmektedir [49, 50]. Bunun yanında nanometre veya 

sub-nanometre boyutunda kaplama kalınlığının kontrolüne izin vermesiyle bu 

yöntem geleneksel yöntemden ayrılmaktadır [48]. 

 

Organosilanlar silikat alüminat ve borat gibi silisyum malzemelerle kovalent bağ 

kurabilirler. İki fonksiyonel grup barındıran, organosilanların genel formülü   

RnSiX(4-n) şeklindedir. X hidrolize olabilen halojen, asiloksi, alkoloksi veya amin 

olabilir.  Hidroliz aşamasından sonra reaktif silanol grupları oluşur. Bu gruplar diğer 

silanol gruplarının kondenzasyonunu etkiler. Hidrolize olmayan radikal gruplar 

sayesinde de kaplanan yüzeyde istenilen fonksiyonel grupların açıkta kalması 

sağlanır. Bu fonksiyonel gruplara proteinler, floroforlar ya da genetik materyaller 

bağlanabilir [1, 2]. 
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2.1.3. Plazma Temelli Olarak Malzemenin Yüzeyden Aşındırılması 

 

Nanoteknoloji çalışmalarında önemli kilometre taşlarından biride yüzeyden nano 

kalınlıktaki malzemenin istenilen şekilde aşındırılmasıdır. Bu aşamada iki tip 

yüzeyden aşındırma metodundan bahsedilebilir. İlki kuru aşındırma diğeri solüsyon 

temelli aşındırma yöntemidir. Kuru yöntemlerin solüsyon temelli yöntemlere göre 

daha kontrollü olduğu bilinmektedir. 

 

Kuru yüzeyden kaldırma metodu ile katı yüzeyinden fiziksel olarak iyon 

bombardımanıyla, kimyasal reaksiyonlarla ya da hem kimyasal hem fiziksel olarak 

gaz fazında malzeme kaldırılması mümkündür. Plazma temelli yüzeyden kaldırma 

metodu iki kategoride incelenebilir. İlk substrat ve plazmanın aynı vakum alanında 

olduğu elektriki boşalma (glow discharge) diğeri substrat ve plazmanın farklı 

ortamlarda olduğu iyon demeti (ion beam) yöntemidir [51]. 

 

Fiziksel olarak aşındırma metodunda momentum transferi söz konusudur. Enerjiye 

sahip iyonlar (Ar+) substrat yüzeyine çarparak yüzeyden malzeme kaldırır. Bu 

metotta seçicilik çok az olduğu için izotropik olmayan yapılar elde edilebilir. 

Kimyasal yollarla aşındırma metodunda seçicilik fazla ve istenilen ürünün oluşum 

hızı yavaş olsa da izotropik olan yapılar elde edilebilir. En önemli kuru aşındırma 

tekniği reaktif iyon aşındırma metodudur [51]. Bu metotta yüksek seçicilik ve yüksek 

ürün oluşum hızı fiziksel ve kimyasal metotların birleşiminin bir sonucu olarak 

ortaya çıkmıştır. 

 

Plazma, ortamdaki gazın uygun şekilde ayrışarak nötron, enerjik iyonlar, fotonlar, 

elektronlar ve reaktif radikallere dönüştüğü yüksek enerjili elektrik veya manyetik 

alandır [51]. Basit bir plazma reaktörü düşük basınçta bir alan içerisinde paralel iki 

elektrot içerir. Argon plazmada, elektronlar var olan elektrik alan içerisinde 

hızlandırıldığında, gazın elektriksel bozunumu bu reaktör içinde gerçekleşir. 

Argonun son katmanlarında bulunan elektronlara transfer edilen kinetik enerjinin 

nötr Argon atomlarındaki enerjiden fazla olması gerekir. Yeteri miktarda enerjiye 

sahip elektronlar Argon atomlarına çarptıklarında son katmanlarından elektron 
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koparırlar. Bu kopan elektronlar ikincil elektronlar olarak adlandırılır. İkinci 

elektronlarda diğer uyarılmamış atomlara çarparak bir iyon-elektron çığı meydana 

getirir. Sonuç olarak, Ar gazının iyon ve kopan elektronlarının bir arada bulunduğu 

plazma durumu oluşur. Bu aşamada gaz mavi bir renk alır. 

 

2.2. İlaç Taşıyıcı Olarak Silika Nano Test Tüplerin Üretilmesi,  Biyokimyasal 

Modifikasyonu ve Hücre Hatları Üzerindeki Etkisinin İncelenmesi 

  

2.2.1. Giriş 

 

Çeşitli biçimlerde fonksiyonel hale getirilebilen farklı şekillerdeki nanopartiküllere 

malzeme mühendisliğinden biyomedikal alanına kadar pek çok alanda gittikçe artan 

bir ilgi vardır [52]. Bu partiküller arasında bir boyutlu yapılarıyla silika nanotüpler ve 

nano test tüpler (SNT) biyomedikal alanda bir malzemede aranılan kolay 

sentezlenme, kolay modifiye olma, boşluklu geometrik yapı, düşük toksisite 

değerleri ve sıvı içinde kolay dağılma gibi özellikleri bünyesinde toplamıştır. 

SNT`lerin biyosensörler, biyomolekül ayrıştırılması [2], hücre etiketleme [26], hücre 

tanıma [27] ve ilaç/gen taşınımı [23-25] gibi biyolojik uygulamaları vardır. Kısa 

zaman önce, Sang Bok Lee ve çalışma arkadaşları SNT`leri kullanarak kanser 

hücrelerinin tedavisi üzerine çalışmalarını rapor etmiştir [32]. Bu avantajlarına 

rağmen, SNT`lerin ilaç taşıyıcı olarak kullanımı oldukça sınırlıdır. Gerçekleştirilen 

bu çalışmalarda da ilaç yükleme stratejisi olarak yalnızca iyonik etkileşimler 

kullanılmış bu da yetersiz yüklenme ve ani salınım gibi negatif sonuçlar oluşmasına 

yol açmıştır. 

 

Bu çalışmada kalıp-sentez metoduyla üretilen multi fonksiyonel SNT`ler ilk kez ilaç 

taşıyıcı olarak kullanılmıştır. Tüplerin dış yüzeyi FA kaplanarak kanser hücreleri için 

tüpler özgül hale getirilmiştir. İlacın direk hücrelere verildiği yüksek 

konsantrasyonlu çalışmalara nazaran, tüpler kullanılarak düşük ilaç 

konsantrasyonlarında hazırlanan örneklerde kanser hücrelerinde ölüm oranı oldukça 

yüksek çıkmıştır.  
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2.2.2. Deneysel gereç ve yöntemler 

 

2.2.2.1.Materyal 

 

% 99,9998 saflıktaki alüminyum, NHS ve 2,2-dietoksiasetofenon Alfa Aesar 

firmasından; HEMA, PEG-EEM, AEM, trimetilopropanetoksilan triakrilat, florasan-

o-akrilat, DOX, APTES, EDC, n-hekzan Sigma-Aldrich firmasından; okzalik asit 

Acros Organic firmasından; H3PO4 BDH Polabo firmasından; H2SO4, CrO3 Fluka 

firmasından; SiCl4, FA, EtOH ve IPA Merck fimasından; Mccoy's 5a W/O Serum, 

PBS (pH 7,4), L-Glutamine  ̧ Dulb 0,11g/L Na Pyr W/O L-Glut, Horse Serum, 

DMSO, Trypan Blue Stain, Trypsin %0,25 EDTA, FBS, Penicillin Streptomycin 

çözeltisi İnvitrogen firmasından temin edilmiştir. 18 MΩ resistanstaki tip II 

kalitedeki saf su Sartorius su temizleme sistemi kullanılarak elde edilmiştir. 

 

2.2.2.2. AAO membran eldesi 

 

Nano porlu alüminyum oksit membranların eldesinde iki basamaklı elektrokimyasal 

anodizasyon metodu [10] kullanılmıştır. 10 cm2 alana sahip 1 mm kalınlığındaki 

alüminyum tabaka elektrokimyasal yöntemlerle temizlenmeden önce zımparalanıp 

yüzeyde bulunabilecek organik maddelerden kurtulmak amacıyla aseton ile 

yıkanmıştır. 200 oC fırında 30 dakika boyunca kurutulan tabaka, elektrokimyasal 

yöntemlerle temizlendikten sonra, okzalik asit çözeltisi içinde birinci anodizasyon 

aşamasına tabi tutulmuştur. Bu aşama sonucu oluşan alüminyum oksit tabaka asidik 

CrO3 çözeltisi içinde çözülmüş ve birinci anodizasyonda çalışılan koşullar 

kullanılarak ikinci anodizasyon aşaması gerçekleştirilmiştir. Bu aşamada alüminyum 

tabakanın her iki yüzünde de sıralı nanoporlu AAO membran oluşmuştur. 

 

Anodizasyon süresi oluşacak membranın kalınlığını etkilediğinden SNT`lerin 

üretiminde kalıp olarak kullanılacak AAO membranlar ikinci anodizasyon aşaması 6 

dakika olacak şekilde üretilmiş ve tüp boyunun yaklaşık 0,7 µm olması sağlanmıştır.  

 



16 
 

Elde edilen AAO membran silika nano test tüplerin üretiminde kalıp olarak 

kullanılmıştır. Başlangıç por çapı silika test tüplerin yapımı için yeterli olmadığından 

porlar 25 oC de %5`lik H3PO4 çözeltisinde bekletilerek por çapı artırılmıştır. 

Taramalı elektron mikroskobu (SEM) kullanılarak membranların karakterizasyonu 

yapılmıştır. 

 

2.2.2.3. SNT yapımı 

 

Alüminyum oksit membranlar kullanılarak iki farklı sol-jel yöntemiyle SNT elde 

edilmiştir. İlk yöntem geleneksel sol-jel yöntemidir [38]. Bu yöntemde, hacimce 

50:5:1 oranında sırasıyla etanol, TEOS, 1 M`lık HCl karıştırılarak çözelti 

hazırlanmıştır. Çözeltinin hidrolizi için 30 dakika boyunca beklenilmiştir. Ticari 

olarak edinilen alüminyum oksit membranlar çözelti içine 5 dakika boyunca 

bekletildikten sonra membranlar 2 dakika atmosfer ortamında, 3 saat boyunca da 180 

oC fırında kurutulmuştur. Silika kaplanmış membranlar 0,1 M NaOH çözeltisi içinde 

çözünmüştür. Santrifüj kullanılarak elde edilen tüpler Gazi Üniversitesi Yaşam 

Bilimleri Uygulama ve Araştırma Merkezì nde bulunan FEI Technai Biotwin marka 

geçirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanılarak görüntülenmiştir. 

 

İkinci yöntem ise yüzey sol-jel yöntemidir [53]. Bu yöntem için, üretilen 93,43 ± 2,1 

nm por çaplı 700 nm kalınlığındaki membran kullanılmıştır. Bu yöntem de silika 

kaynağı olarak SiCl4 kullanılmıştır. SiCl4 içinde 1 dakika bekletilen membran hızlı 

bir şekilde hekzan içine alınmıştır. 1 dakika boyunca hekzanda bekletilen membran 

yıkama amaçlı ikinci hekzan beherine atılmıştır. Membran, 1 dakika sonra üçüncü 

hekzan beherine alınmıştır.  Bu aşamaya kadar olan işlemler azot ortamında 

gerçekleştirilmiştir. Üçüncü hekzan beherinde 5 dakika bekletilen membran hacimce 

2:3 oranındaki hekzan: metanol karışımına atılmıştır (1 dakika). Membran daha sonra 

sırasıyla 2 dakika süreyle etanol, 5 dakika süreyle saf su ve 1 dakika süreyle metanol 

içinde bekletilmiştir. Membran etanolde ve metanolde bekletildikten sonra azot gazı 

ile kurutulmuş ardından silika ile kaplanmış AAO membran 120 oC fırında 2 saat 

boyunca tekrar kurutulmuştur. Membranın yüzeyinde bulunan silika film Gazi 

Üniversitesi Yaşam Bilimleri Uygulama ve Araştırma Merkezì nde bulunan SAMCO 
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RIE-1C plazma sistemi kullanılarak kaldırılmıştır [53]. Plazma koşulları 13.56 MHz, 

140W, 20 Pa, Ar gazı akım oranı = 8 sccm şeklindedir. Membran, %5`lik H3PO4 

çözeltisinde bekletilerek, por ağızlarının açılması sağlanmıştır. Üzerine tüplerin bağlı 

olduğu membran Bilkent Üniversitesi-UNAM da bulunan Quanta 200 FEG marka 

taramalı elektron mikroskobu (E-SEM) ile görüntülenmiştir. 

 

Bu aşamadan sonra tüplerin dış yüzeylerinin karakterizasyonu ile ilgili çalışmalar 

yapılmıştır. Tüpleri AAO membrandan ayırmak için, membran 0,1 M NaOH 

çözeltisi içinde 4 saat 30 dakika bekletilmiştir. SNT`ler polimer membran üzerine 

filtrelenerek birkaç kez su ve etanol ile yıkanmıştır. Geçirimli elektron 

mikroskobunda (TEM) görüntüleme yapabilmek için polimer membran üzerindeki 

SNT`ler etanol içine dağıtılmıştır. TEM gridleri üzerine tüplerin bulunduğu etanol 

damlatılarak TEM için örnek hazırlanıp görüntüleme yapılmıştır.  

 

2.2.2.4. SNT`lerin dış yüzeylerine amin ve FA modifikasyonu  

 

Serbest haldeki içi boş SNT`leri FA ile kaplamak için EDC-NHS reaksiyonu 

kullanılmıştır. Bu reaksiyonun amacı, FA da bulunan karboksil gruplarını aktif hale 

getirmektir [54]. 

 

Reaksiyondan önce tüplerin yüzeyi amin ile kaplanmış ve silika tüplerin normalde 

negatif olan yüzeyi amin grupları ile pozitif hale getirilmiştir. Hacimce 18:1:1 

(etanol: APTES : asetat tamponu (50 Mm, pH 5,2) ) oranları kullanılarak belirtilen 

çözelti hazırlanmıştır. Hazırlanan çözelti hidroliz için 20 dakika beklendikten sonra 

SNT`lerin bulunduğu çözelti ilk çözeltiye ilave edilip amin modifikasyonu için 80 

dakika karıştırma yapılmıştır. Son olarak yüzleri amin kaplanmış test tüpler polimer 

membran üzerine filtrelenmiştir. Tüpler 3 kere etanol, 2 kere su ile yıkanıp, polimer 

membran üzerindeki amin kaplı tüpler 24 saat vakum fırınında 40 ºC kurutulmuştur. 

 

Yüzeylerini FA kaplamak için yukarıda bahsedilen prosedürle amin kaplanmış 

tüpler, 1 ml 10mM PBS (pH 7.4) içine dağıtılmıştır. Bir cam vial içinde 7,5 mg EDC, 

2,25 gram NHS ve 3,025 mg FA 58,1 ml PBS [55, 56] içinde çözülüp, bu çözelti 
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FA`nın aktive olması için 45 dakika oda sıcaklığında karıştırılmıştır. PBS içindeki 

amin kaplı tüpler, kontrollü bir biçimde FA çözeltisine aktarıldıktan sonra, 3 saat 

boyunca FA modifikasyonu için karıştırma yapılmıştır. Ardından çözelti filtrelenip 

ve 3 kere PBS ile yıkanmıştır. Tüplerin karakterizasyonu FT-IR, XPS, Zeta 

potansiyeli ölçümleri ile yapıldıktan sonra hücrelere tutunum oranı ve sitotoksisite ile 

ilgili çalışmalara geçilmiştir. 

 

2.2.2.5.  SNT`lerin jel ile doldurulması  

 

Üretilen SNT`lerin yüzeyleri hücre yüzeyindeki reseptörlere uygun olarak 

kaplandıktan sonra içleri DOX içerikli jel matriksi ile doldurulmuştur. DNA 

enterkalasyonu ile hücre ölümünü tetikleme amaçlı jel matrisine DOX ilave 

edilmiştir. Jel matriksi Çizelge 2.1 de belirtildiği gibi hazırlanmıştır. 

 

Çizelge 2.1. İlaç taşınımında kullanılan jelin formülasyonu. 
 

JEL İÇERİĞİ FORMÜLASYON  

HEMA 6.5 ml  

 TÜP 1 PEG-EEM 90 µl 

Trimetiloilpropanetoksilat triakrilat 45 µl 

AEM 75 mg  

TÜP 2 Su 450 µl 

2,2-dietoksiasetofenon 150 µl  

TÜP 3 Isopropanol 300 µl 

Doksorubisin HCl 10 mg  

TÜP 4 Su  0,3 ml 

 

Jel matrisi hazırlanırken tüp 1, tüp 2, tüp 3 ve tüp 4 sırasıyla karıştırılmıştır. Tüp 3 ve 

tüp 4 ışık bozunumlu materyal içerdiği için gerekli önlem alınmıştır. Jel matriksinde 

bulunan HEMA polimerin şişmesinden ve ilaç salınım mekanizmasından, PEG-EEM 

boyut kontrolüne izin vermesiyle salınım hızını kontrol etmesinin yanında hafif 

hidrofobik ortamıyla DOX çözünürlüğünü artırmaktan, AEM asidik ortamda jelin 
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şişme oranının artmasından sorumludur. Bunun dışında 2,2-dietoksiasetofenon 

fotobaşaltıcı , su ve izopropanol çözücü olarak jelin içerisinde bulunmaktadır. 

 

Hücre çalışmaları için 5 farklı silika nano test tüp konfigürasyonu ve buna ek olarak 

da etken madde 3 farklı konsantrasyonda hazırlanmıştır (Çizelge 2.2). 
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Çizelge 2.2. SNT konfigürasyonları ve etken madde konsantrasyonları. 

 

Örnek kodu Açıklama Konsantrasyon  

 

EM  

 

Serbest DOX 

2 µg/ml 

0,2 µg/ml 

0,02 µg/ml 

 

SNT 1 

 

FA (-) Jel(-) DOX(-) SNT 

2,9 1010 SNT/ml 

0,6 1010 SNT/ml 

0,06 1010 SNT/ml 

 

SNT 2 

 

FA (+) Jel(-) DOX(-) SNT 

2,9 .1010 SNT/ml 

0,6 1010 SNT/ml 

0,06.1010 SNT/ml 

 

SNT 3 

 

FA (+) Jel(+) DOX(-) SNT 

2,9 1010 SNT/ml 

0,6 1010 SNT/ml 

0,06 1010 SNT/ml 

 

SNT 4 

 

FA (-) Jel(+) DOX(+) SNT 

2,9 1010 SNT/ml 

0,6 1010 SNT/ml 

0,06 1010 SNT/ml 

 

SNT 5 

 

FA (+) Jel(+) DOX(+) SNT 

2,9 1010 SNT/ml 

0,6 1010 SNT/ml 

0,06 1010 SNT/ml 
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Derişim hesaplamaları yapılırken jel içermeyen tüplerin etkin konsantrasyonundaki 

tüp sayısı dikkate alınmıştır. Çünkü ağırlık kullanılarak hazırlanacak derişimlerde 

ciddi uygulama hataları olduğu görülmüştür. Örneğin 2,9 cm2 AAO`nun kalıp olarak 

kullanıldığı jel içeriği olmayan tüplerde toplam ağırlık yaklaşık 53 µg olurken 

toplam tanecik sayısı 2,9   1010 olmaktadır. Aynı ağırlığı elde etmek için jel içerikli 

tüpler kullanıldığında kullanılan AAO alanı yaklaşık 0,9 cm2 olmaktadır ve tüp 

sayısında da % 68`lik bir azalma olmaktadır. Tüp sayısındaki azalmaya bağlı olarak 

ilaç miktarında da azalma görülmektedir. Bu dezavantajdan kurtulmak amacıyla 

konsantrasyon çalışmaları birim alanda 1010 tane tüp olduğu düşünülerek yapılmıştır. 

En büyük derişim 2,9.1010 SNT/ml olarak alınmıştır. 

 

Jel içeriği olmayan tüpler hazırlanırken örnekler direkt olarak 0,1 M NaOH içine 

çözülmüş ve belirtilen yöntemle dış yüzeyin kaplaması yapılmıştır. Jel içeriği 

bulunan tüpler hazırlanırken ise önceden bahsedilen yöntemle jel hazırlanmıştır. 

SNT`lerin bağlı olduğu membranların üzerine 2 ml ön polimer çözeltisi eklenmiş ve 

3 saat boyunca 30 dakikada bir 5 dakika boyunca sonikleme yapılarak membran 

üzerindeki SNT`lere çözeltinin etkin bir şekilde dolması ve nanoporların içinde 

oluşan hava kabarcıklarının uzaklaştırılması sağlanmıştır. Bu aşamadan sonra jelin 

tüpler içinde çapraz bağlanması için hazırlanan her örnek 10 dakika UV ye tabi 

tutulmuştur. Üzeri jel kaplı membranlar 24 saat karanlık ortamda su içinde 

bekletilmiştir. Böylelikle su ile jelin şişmesi sağlanmıştır. Bu işlemin ardından jelin 

fazla olan kısmı yüzeyden sıyırılıp, membranların arka yüzü epoksi ile kaplanmıştır. 

Epoksi kaplı yüzey 24 saat oda sıcaklığında kurutulmuş ve jel içeriği bulunan 

SNT`lerin bağlı olduğu bu membranlar %21`lik fosforik asit çözeltisine bırakılarak 

tüpler serbest hale getirilmiştir. Yüzeydeki AAO`nun uzaklaşması için NaOH yerine 

H3PO4 kullanılmıştır çünkü jel içinde bulunan ilaç bazik ortamda bozulmaktadır. 

Elde edilen tüpler filtrelenmiş ve 2 kere distile su ile yıkanmıştır. APTES kaplanacak 

tüpler etanol ile yıkanmış ve 1 ml etanol içine dağıtılmıştır. Jel ile ilgili işlemlerin 

karanlık ortamda yapılmasına özen gösterilmiştir. 
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2.2.2.6.Silika nano test tüplerin SK BR-3 ve MCF-12A hücre hatları üzerinde 

uygulanması 

 

Çalışmanın bu kısmında TOBB ETÜ`de üretilen içi jelli kompozit SNT`lerin 

toksisite çalışmaları Gazi Üniversitesi Yaşam Bilimleri Uygulama ve Araştırma 

Merkezì nde Prof. Dr. Belma Aslım gözetiminde yapılmıştır. 

 

SK BR-3 hücre hattının geliştirilmesi 

 

DMEM içerisine %10 fetal bovine serum ve %1 antibiyotik katılarak hazırlanan besi 

yeri içerisine alınan hücreler T-25 flasklara, 2×105 hücre yoğunluğunda alınarak     

37 °C’de, %5 karbondioksitli etüvde geliştirilmiştir. İki günde bir flasklardaki 

hücrelerin besi yeri değiştirilip %80 gelişim gösterdiğinde hücreler Tripsin-EDTA ile 

kaldırılarak 96’lık mikroplakalara her kuyuda 1×104 hücre yoğunluğu olacak şekilde 

pasajlanmıştır. İki gün sonra ise SNT`ler hücrelere verilip gerekli testler yapılmıştır. 

 

MCF-12A hücre hattının geliştirilmesi 

 

MCF- 12A hücre hattı,  DMEM içerisine %5 at serumu, 20 ng/ml insan epidermal 

büyüme faktörü, 0.01 mg/ml bovine insülin ve 500 ng/ml hidrokortizon katılarak 

hazırlanan medya içerisinde, T-25 flasklara 2×105 hücre yoğunluğunda alınarak      

37 °C’ de, %5 karbondioksit inkübatöründe geliştirilmiştir. Bununla birlikte, iki 

günde bir besi yeri değiştirilmiştir. Hücreler, %80 gelişim gösterdiğinde Tripsin-

EDTA ile kaldırılarak 96’lık mikroplakalara her kuyuda 1×104 hücre yoğunluğu 

olacak şekilde pasajlanmıştır. İki gün sonra ise SNT`ler hücrelere verilip gerekli 

testler yapılmıştır.  Hücrelerin SNT`ler uygulandıktan sonraki ölüm oranlarını 

görmek için Tripan mavisi ile boyama, MTT testi ve kit uygulamaları yapılmıştır.  

 

Tripan boyası ile ölü hücrelerin belirlenmesi  

 

Ölü hücrelerin belirlenmesi için tripan mavisi ile boyama yapılmıştır. Metoda göre 

96’lık plaklarda 1×104 hücre yoğunluğu bulunan kuyucukların her birine 
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konsantrasyonu ayarlanmış olan örneklerden ilave edilerek 37 °C’lik % 5`lik CO2’li 

etüvde, 16 saat bekletilmiştir. Sonrasında Trypan boyasından 50 µl alınarak her bir 

kuyucuğa ilave edilmiştir. 15 dakika 37 °C’lik CO2’li etüvde bekletilmiştir. PBS ile 

yıkamalar yapıldıktan sonra her bir kuyuya 200 µl SDS konularak 590 nm’de ELISA 

okuyucuda absorbans değerleri ölçülmüştür [57]. 

 

 

Hücre ölümü aşağıdaki formül ile hesaplanmıştır. 

 

        [
                                     

                   
]       (2.4) 

 

MTT yöntemi  

 

MTT yöntemi, hücre canlılığının belirlenebilmesi için, indirekt olarak hücre 

büyümesi ve/veya hücre ölümünü değerlendirmeyi amaçlayan hücre kültürü esasına 

dayanan bir testtir. MTT (3-4,5-dimetil- tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid), 

canlı hücrenin mitokondriyal süksinat dehidrogenaz ile koyu mavi formazan rengini 

vermesini sağlayan bir substrattır.   

 

Bu çalışmada Mosmann  (1983)’ın kullanmış olduğu yöntem baz alınmıştır [58]. Bu 

metoda göre 96’lık plaklarda 1×104 hücre bulunan kuyucukların her birine 

konsantrasyonu ayarlanmış olan örneklerden ilave edilerek 37 °C’lik CO2’li etüvde 

16 saat bekletilmiştir. Sonrasında hazırlanmış olan MTT çözeltisinden her bir 

kuyucuğa ilave edilerek 4 saat 37 °C’lik CO2’li etüvde bekletilmiştir. Sonrasında 550 

nm’de ELISA okuyucuda absorbans değerleri ölçülmüştür [59]. 

 

Hücre canlılığı aşağıdaki formül ile hesaplanmıştır. 

 

                     [
                 

                   
]        (2.5) 
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WST-1 kit yöntemi 

 

WST-1 Kit, canlı hücrelerin belirlenebildiği güvenilir bir testtir. 96’lık plaklarda 

1×104 hücre bulunan kuyucukların her birine konsantrasyonu ayarlanmış olan 

örneklerden ilave edilerek 37 °C’lik, CO2’li etüvde 48 saat bekletilmiştir. Sonrasında 

10 µl kit içerisindeki maddelerle hazırlamış olan WST-1 karışımından her bir 

kuyucuğa eklenmiş ve mikroplaka orbital çalkalayıcıda 1 dakika kadar bekletilmiştir. 

Bu işlemden sonra mikroplaka 2 saat boyunca 37 °C’lik, CO2’li etüvde inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası tekrar orbital çalkalayıcıya alınan plaka, 450 nm’de 

ELISA okuyucuda değerlendirilmiştir.  

 

Hücre canlılığı 2.5`te belirtilen formüle göre hesaplanmıştır.  

 

2.2.2.7.SNT`lerin florasan boya ile boyanması ve hücreler üzerindeki 

tutunumlarının incelenmesi 

 

Hazırlanan nanopartiküllerin, SK-BR3 göğüs kanseri hücrelerindeki ve MCF-12A 

sağlıklı göğüs hücrelerindeki tutunumlarını incelemek amacıyla Florasan-iso siyanat  

(FITC) boyası kullanılmıştır. Amin aktif bu florasan boyanın yüzeye bağlaması için 

iki farklı yöntem izlenmiştir. İlk yöntem, tüpler henüz AAO üzerinde bağlıyken 

önceden de belirtilen metotla tüplerin iç yüzeyi amin kaplanmıştır. Bu aşamadan 

sonra membran etanol ile yıkanmış ve 40   C de vakum fırınında 1 gece bekletilmiştir. 

Amin kaplı tüplerin bulunduğu membran 1ml DMSO ve 1 mg FITC boyasının [60]  

bulunduğu bir çözeltide bir gün boyunca karanlık ortamda bekletildikten sonra, 

çözeltiden çıkarılan membran 10 dakika etanol içinde bekletilerek yüzeydeki boya 

kalıntıları uzaklaştırılmıştır. Son olarak membran 0,1 M NaOH içinde çözülerek 

tüpler serbest hale getirilmiştir. Filtreleme yapılıp, polimer membran üzerindeki 

tüpler 2 kere su ve 1 kere PBS ile yıkanıp, tüpler 1 ml PBS içine dağıtılmıştır. Son 

olarak hücrelere verilmeden önce partiküller Gazi Üniversitesi Yaşam Bilimleri 

Uygulama ve Araştırma Merkezì nde bulunan Leica DMI3000B marka florasan 

mikroskop ile incelenmiştir. 
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İkinci yöntemde ise ilk olarak 1,5 mg FITC 0,75 ml DMSO içinde çözündü ve 5 

dakika boyunca manyetik karıştırıcıda karıştırılmıştır. Bu çözeltiye süre bitiminde 10 

µl APTES eklenmiş ve karanlık ortamda çözelti 1 saat daha karıştırılmıştır. Daha 

önce belirtilen amin kaplama prosedüründe APTES yerine bu çözelti kullanılarak, 20 

dakika aktifleşme süresinin sonunda amin grupları ile FITC de bulunan isosiyanat 

grupları kovalent olarak bağlanması sağlanmıştır. Konkav biçimde çözeltiye 

yerleştirilen tüplerin bağlı oluğu AAO membran 80 dakika boyunca karanlık ortamda 

manyetik karıştırıcı üzerinde bekletilmiş ve silika gruplarının amin-FITC ile 

bağlanması sağlanmıştır. Son olarak membran 0,1 M NaOH içinde çözülerek tüpler 

serbest hale getirilmiştir. Filtreleme yapılıp, polimer membran üzerindeki tüpler 2 

kere su ve 1 kere PBS ile yıkanmıştır. Tüpler, 1 ml PBS içine dağıtılmıştır. Hücrelere 

verilmeden önce partiküller florasan mikroskop ile incelenmiştir. Bu yöntem aynı 

zamanda dış yüzeyleri FA bağlı tüpler için gerçekleştirilmiştir. 

 

Hücre üzerinde florasan parçacıkların daha belirgin olması adına, çalışmanın bu 

kısmında 5 mikron uzunluğundaki tüpler belirtilen yöntem kullanılarak florasan boya 

ile kaplanmıştır. 5 mikronluk tüplerin üretimi için kalıp olarak kullanılan alüminyum 

oksit membran ikinci anodizasyon aşamasında 6 dakika yerine yaklaşık 15 dakikada 

büyütülmüştür. MCF-12A sağlıklı göğüs hücreleri üzerinde tutunum çalışmaları Gazi 

Üniversitesi Yaşam Bilimleri Uygulama ve Araştırma Merkezì nde Prof. Dr. Belma 

Aslım gözetiminde yapılmıştır. Sağlıklı hücreler %5 at serumu, %10 fetal bovine 

serum ve  %1 penisilin içeren DMEM besi ortamında 37   C`de %5 CO2`li ortamda 

geliştirilmiştir. Hücre ortamı her gün kontrol edilerek, gün aşırı besi ortamı 

değiştirilmiştir. Flasklarda tam yayılma gösteren hücreler Tripsin/EDTA kullanılarak 

kaldırılmış ve sayım yapıldıktan sonra pasajlanmıştır.  Hücreler yeterli olgunluğa 

eriştiğinde tutunum deneyleri için 6`lık kuyucuklara alınarak PBS içine dağıtılmış 

floresan parçacıklar ¼ oranında DMEM ile seyreltilerek hücrelere verilmiştir. 1 

saatlik inkubasyondan sonra boya kalıntısından ve tutunmayan parçacıklardan 

kurtulmak için hücreler 2 kez PBS ile yıkanmıştır. 1 mg/ml akridin oranj 

çözeltisinden 3 ml alınarak 97 ml PBS ile karıştırılmıştır. Her kuyuya 20 ml bu 

karışımdan eklenmiş ve 10 dakika inkübatörde hücreler bekletilmiştir. Bu aşamadan 
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sonra floresan mikroskopla MCF-12A hücreleri üzerine SNT`lerin tutunumu 

incelenmiştir. Sağlıklı hücre hatlarından sonra tutunum çalışmaları kanser hücreleri 

ile yapılmak istenmiş ancak mikoplazma sorunu ile karşılaşılmıştır.  

 

2.2.3. Tartışma ve sonuçlar  

 

2.2.3.1. AAO membran eldesi 

 

Membranların başlangıç por çapı SNT üretimi için yeterli olmadığından membranlar 

45, 50, 55 ve 60 dakika boyunca %5`lik H3PO4 içerisinde tutulmuştur (Şekil 2.1). 

Çizelge 2.3 de por çapları ile ilgili hesaplamaların sonuçları gösterilmektedir. 

 

Çizelge 2.3. Image J ve Mathcad programları kullanılarak hesaplanan süre bağımlı 

por çapları ve standart sapmalar. 
 

MEMBRANIN %5`LİK H3PO4 

ÇÖZELTİSİNDE TUTULMA 

SÜRESİ (DAKİKA) 

 

POR ÇAPI 

 

STANDART 

SAPMA 

0 64,8 nm     2,194 

45 84,9 nm     2,151 

50 83,8 nm     2,845 

55 103,9 nm     4,206 

60 108,2 nm     37,370 
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Şekil 2.1. AAO membranların A) 0 dakika, B) 45 dakika, C) 50 dakika, D)55 dakika 
ve E) 60 dakika %5`lik H3PO4 çözeltisinde 25 

oC de bekletilmesi sonucu alınan SEM 

görüntüleri. 
 

Yapılan por çapı standartlaştırma çalışmaları sonucunda 52 dakika %5`lik H3PO4 

çözeltisinde 25 oC de bekletilmesine karar verilmiştir. Ortalama por çapı yaklaşık 

93,43 ± 2,1 nm olmuştur (Şekil 2.2). 

A 

D C 

B 

E 
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Şekil 2.2. AAO membranların 52 dakika %5`lik H3PO4 çözeltisinde 25 
oC de 

bekletilmesi sonucu alınan SEM görüntüleri. 
 

2.2.3.2. SNT yapımı 

 

Geleneksel sol-jel yöntemi ile ticari AAO membranlar kullanılarak üretilen tüplerin 

benzer yapıda olmadıkları, birbirilerine yapışma eğilimleri olduğu gözlemlenmiştir. 

Ayrıca TEM analizleri sırasında bu çalışmada ihtiyaç duyulan boşluklu yapının ve 

açık tüp ağızlarının bu yöntemle elde edilemeyeceği görülmüştür (Şekil 2.3).  

 

        

Şekil 2.3. Ticari olarak üretilen AAO membranlar kullanılarak hazırlanan SNT`lerin 

TEM görüntüleri. 
 

Yüzey sol-jel yöntemi ile üretilen silika nano test tüplerin birbirine benzer olduğu, 

açık ağızlı ve boşluklu yapıda oldukları gözlemlenmiştir. SNT`lerin AAO membran 
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üzerinde bağlı iken çekilen SEM görüntüleri tüplerin ağızlarının tamamen açık 

olduğunu göstermiştir (Şekil 2.4). Bunun yanında TEM görüntülerinde serbest 

haldeki SNT`lerin boşluklu yapıda olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 2.5). FA 

modifikasyonu çalışmalarında yüzey özelliklerine bakıldığında daha kolay ve daha 

ucuza yapılabilen ticari AAO tabanlı SNT`ler kullanılmıştır.  

 

 

Şekil 2.4. SNT`lerin bağlı olduğu AAO membranın SEM görüntüsü. 

 
 

 

Şekil 2.5. Serbest haldeki SNT`lerin TEM görüntüsü. 
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2.2.3.3.Silika nano test tüplerin dış yüzeylerine amin ve FA modifikasyonu  

 

İki farklı fonksiyonel grup barındıran APTES molekülleri silan grupları ile hidrolize 

olarak yüzeye kovalent olarak bağlanmıştır (Şekil 2.6-A). Açıkta kalan amin grupları 

FA`ların karboksilli asit grupları ile birleşerek yüzeyi kovalent olarak FA ile modifiye 

etmiştir. Belirtilen kaplama yapılırken EDC-NHS reaksiyonlarında faydalanılmıştır (Şekil 

2.6-B). Bu kaplamalar sonrası yüzey karakterizasyonu FT-IR, Zeta Ölçümleri ve XPS 

kullanılarak yapılmıştır.  

 

 

Şekil 2.6. A) Silika yüzeyin NH2 ile kaplanma prosedürü [61] B) NH2 kaplı tüplerin FA 

ile kaplanma prosedürü [54]. 

 

 

 

 

A 

B 
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Zeta potansiyeli ölçümleri 

 

Yüklü bir parçacık polar bir çözelti içine atıldığında etrafını aksi yükteki iyonlar 

sarar. Stern tabaka olarak adlandırılan bu katmanın etrafında kayma düzlemi denilen 

merkezdeki parçacıkla hareket eden bir katman daha vardır. Bu katmanın dışında ise 

iyonlar serbest halde hareket edebilir. Zeta potansiyeli, kayma düzlemindeki elektrik 

potansiyeli olarak adlandırılabilir [62]. Silika test tüplerimizin başlangıçta negatif bir 

zeta potansiyeline sahip olduğu ve kaplama aşamaları sırasında yüzey yükünün 

değiştiği dikkate alınırsa, kaplamaların karakterizasyonu için zeta potansiyeli 

ölçümlerinin yapılmasının uygun olduğu görülür. 

 

Örnekler, 1:9 oranında 10 mM NaCl ile seyreltilerek 1ml̀ lik kısmı polimer küvetler 

içine konularak Gazi Üniversitesi Yaşam Bilimleri Uygulama ve Araştırma 

Merkezì nde bulunan Malvern-NanoSizer DLS cihazı ile ölçümler alınmıştır. Örnek 

hazırlama aşamasında küvet içerisinde hava kabarcıklarının kalmamasına dikkat 

edilmiştir. Ölçüm için uygun sıcaklık 25 °C olarak belirlenmiştir. Her örnek için 

ölçümler 3 kez tekrarlanmıştır. Alınan ölçümlerin ortalama ve standart sapma 

değerleri hesaplanmıştır. Kaplama bulunmayan SNT`lerin negatif zeta potansiyeli 

nötral pH ortamında deprotone olmuş silanol gruplarının bir sonucudur. Yapılan 

ölçüm sonucu, negatif yüklü silika yüzey amin ile kaplandıktan sonra pozitif yüklü 

hale gelmiş olduğu görülmüştür. Tüp yüzeyleri amin ile modifiye edilince 

beklenildiği gibi primer aminin yüksek pKa değerine bağlı olarak yüzey yükü 

artmıştır [38]. FA kaplama reaksiyonlarından sonra tekrar açıktaki negatif silanol 

grupları sayesinde net yüzey yükü negatif hale gelmiştir [63]. FA kaplaması 

gerçekleştikten sonra yüzey yükü tekrar negatife döner çünkü amin grupları amid 

formuna dönüşür ve yüzeyin neredeyse tamamı FA ile kaplanır [64]. 
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Çizelge 2.4. SNT`lerin Zeta Potansiyeli ölçüm sonuçları. 

 

SNT NH2-SNT FA-NH2-SNT 

- 36.8 ± 2.30 mV + 51.9 ± 0.75 mV -40.7 ± 2.00 mV 
 

 

Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FT-IR) 

 

FT-IR spektroskopisinde çeşitli moleküller için grup analizi yapılır. FT-IR de asıl 

amaç bir bileşiğin yapısını incelemek ve yapısında gerçekleşen değişimleri 

gözlemlemektir. Bir molekülün, IR ışımasını absorblayabilmesi için dipol 

momentinin değişmesi gerekir. IR nin frekansı ile molekülün titreşim frekansı eşit 

olduğunda absorblanma gerçekleşir. Kaplama yaptığımız yüzey de spektrumun farklı 

bölgelerinde yüzeye bağlanan fonksiyonel grupları her aşamada ayrı ayrı tespit 

edebileceğimizden, FT-IR KBr Pellet ile yüzeyin kimyasal karakterizasyonunun 

yapılması uygun bulunmuştur. 

 

5 µm uzunluğundaki SNT ile yapılan FT-IR çalışmasında, silika yüzeyine bağlanan 

fonksiyonel grupların analizi Gazi Üniversitesi Fen Fakültesì nde bulunan Mattson 

1000 marka FT-IR cihazı kullanılarak yapılmıştır. Her üç malzemenin de IR 

spektrumları incelendiğinde, 1083 cm-1 de görülen pikin Si-O bandına ait olduğunu 

gözlemlenmiştir. Amin kaplı tüplerin IR bandı incelendiğinde ise Si-O pikine ek 

olarak 1562 cm-1 de NH- grubuna ve 2920 cm-1 de APTES kaynaklı -CH2 ve -CH3 

gruplarına ait titreşimlerin olduğu gözlemlenmiştir [65]. Son olarak FA bağlı tüpler 

incelendiğinde ise 1514 cm-1ve 1406 cm-1 değerlerinde fenil ve piterin halkasına ait 
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piklerin olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 2.7). Elde edilen veriler doğrultusunda 

yüzeye FA`nın doğru biçimde bağlandığı gözlemlenmiştir [63].  

 

 

Şekil 2.7. SNT`lerin FT-IR spektrumu. SNT,  NH2-SNT,  FA-NH2-SNT. 
 

X-ışını fotoelektron spektroskopisi  (XPS) 

 

Yüzey analizinde kullanılan XPS temelde yüzey atomlarının iç kabuklarında bulunan 

elektronların fotoelektrik olay sonucu uyarılmasına dayanır.  Uyarılma sonucu oluşan 

fotoelektronların kinetik enerjilerinden, Einstein prensibince bağlanma enerjileri 

hesap edilebilir. Sonuç olarak da yüzey hakkında nitel ve nicel bilgi verebilen 

spektrumlar elde edilir. 

 

Bilkent Üniversitesi-UNAM da bulunan K-Alpha, Thermo Scientific marka XPS 

cihazı kullanılarak tüplerin yüzeylerine bağlamış olduğumuz fonksiyonel grupların 

analizi yapılmıştır. Origin programından elde edilen Gausian denklemi, Mathcad 

programında düzenlenerek azot kaynakları hakkında detaylı bilgi veren grakfikler 

çizilmiştir (Şekil 2.8). Bu analiz sonucu oluşan spektrumlar incelendiğinde amin 
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kaplı SNT`lerde APTES kaynaklı primer amin azotu görülürken, FA kaplı SNT`lerde 

APTES kaynaklı primer aminin azotu yanında FA kaynaklı sekonder aminlerin 

azotuna da rastlanmıştır. NH2-SNT`lere ait 399 eV deki pik tek bir Gausian eğrisi ile 

gösterilmiştir (Şekil 2.8-B). Diğer yandan, FA-NH2-SNT`lere ait iki ayrı eğri 

çizdirilmiştir. 397 eV de tespit edilen pik amid fonksiyonel gruplarındaki azota ve 

N=C denk gelirken, 399 eV de tespit dilen pik primer amine karşılık gelir (Şekil 2.8-

C) [66]. 
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Şekil 2.8. SNT`lere ait XPS spekturumu. A) Genel XPS analizi sonuçları, B) APTES 

kaynaklı azot piki ve bu pikin fit eğrisi, C) APTES kaynaklı azota ek olarak, FA 
modifikasyonu sonrası oluşan ikincil amin kaynaklı azot piki ve bu pikin fit eğrisi. 
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2.2.3.4. SNT`lerin jel ile doldurulması 

 

Alkalin ortamda (pH=7,6) yaşamını sürdüren sağlıklı hücreler, çevre ve genetik 

faktörlerin etkisiyle asidik ortamda yaşama yetisi kazanır. Bu aslında doku üzerinde 

birikmiş toksik maddelerin hücre DNA`sına zarar vermesi ile ilgili bir durumdur. 

Çoğu zaman ortamın pH değeri değiştiğinde hücreler ölür. Ancak bazen malign 

denilen kanserli hücre tipleri bu asidik ortama ayak uydurur ve kontrolsüz biçimde 

bölünmeye başlar.  Bunun yanında kanser hücreleri yaşam faaliyetleri sonrası ortama 

laktik asit salgılar ve asidik ortam varlığını kanser hücreleri yok olana dek sürdürür 

[67]. Bu sebeple SNT`lerle ilaç salınımı çalışmaları yapılırken asidik ortamda ilacın 

salınmasının sağlıklı hücreleri koruma adına bir önlem olduğu düşünülmüştür. 

Dolayısıyla jel matriksi hazırlanırken düşük pH değerlerinde ilaç salınımı yapması 

için özen gösterilmiştir. Bu amaçla jel matriksi hazırlanırken baz içerisinde salınımı 

az, asit ortamı içerisinde salınımı fazla olan AEM maddesi eklenmiştir. Aynı 

zamanda ilaç salınımı için polyHEMA`nın su içerisinde şişme mekanizması 

kullanılmıştır.  

 

İlacın çözünürlüğünü artırmak içinde ortama PEG-EEM eklenmiştir. UV aktif çapraz 

bağlayıcılar (Trimetiloilpropanetoksilat triakrilat) kullanılarak da jelin tüp içindeki 

stabiltesi sağlanmıştır (Şekil 2.9). Başlatıcı olarak da 2,2-dietoksiasetofenon 

kullanılmıştır. 

 

 

Şekil 2.9. Jel dolu SNT`lerin TEM görüntüsü. Çap 123 ± 14 nm, boy 820 ± 99 nm. 
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DOX DNA`nın ikili sarmal yapısını bozarak kanser hücrelerinin yok olmasında 

görev aldığından esasında düşük dozlarla çalışılması uygundur. Çünkü yüksek dozlar 

kanser hücrelerinin ilaç direncini artırmasının yanında, sağlıklı hücrelere zarar 

verebilir. Tüplerin içini dolduran jel yapısında asidik ortamda daha çok salınabilecek 

DOX içermektedir ve bu salınımın bir sonraki kısımda anlatıldığı üzere hücre 

öldürmede etkin olduğu görülmektedir. 

 

2.2.3.5. SNT`lerin SK BR-3 ve MCF-12A hücre hatları üzerinde uygulanması 

 

Çalışmada kanserleşmiş SK BR-3 ve sağlıklı MCF-12A olmak üzere iki farklı hücre 

hattı kullanılmıştır. Hücre hatları ile ilgili çalışmalarda önce etkin ve daha kesin 

sonuç veren sitotoksisite testinin seçilebilmesi için çalışmalar yapılmıştır. 3 farklı test 

kullanılarak hücrelerin ilaçlı tüplerle etkileşimleri sonrası ölüm oranları incelenmiş 

ve elde edilen veriler doğrultusunda seçilen test ile sitotoksisite çalışmaları 

yapılmıştır. Tripan boyası ile boyama, MTT Testi ve WST-1 Kiti kullanılarak 

sitotoksisite çalışmaları için uygun yöntem bulunmaya çalışılmıştır. Serbest ilaç 

kullanılarak yapılan testlerde yüksek dozda (200ng/ml) bile düşük ölüm oranları 

veren tripan boyası ile boyama ve MTT Test teknikleri çalışma için uygun 

bulunmamıştır. WST-1 kiti ile çalışılarak sitotoksiste deneylerinin standart 

prosedürler üzerinden kolaylıkla yürütülebileceği görülmüştür (Şekil 2.10). 

Şekil 2.10. SK BR-3 hücre hattı üzerinde farklı testler kullanılarak DOX ile yapılan 

sitotoksisite çalışmaları. 
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SNT`lerle yapılan deneylerde konsantrasyon aralığını belirleyebilmek için literatür 

incelenmiş ve ~50 µg/ml tüp konsantrasyonu en yüksek konsantrasyon olarak uygun 

görülmüştür [68]. Çalışmanın bu aşamasında FA kaplı SNT 2 örneği ve MCF-12A 

hücre hattı kullanılmıştır. Burada amaç, sitotoksik olmayan maksimum ilaç 

içermeyen tüp konsantrasyonunun tespitidir. Tüplerin toksik etkisinin 

minimizasyonu ile beraber ilaç içerikli tüplerle yapılacak deneylerde sadece ilacın 

toksik etkisinin görülmesi amaçlanmıştır. Literatürün aksine [68], yapılan ilk 

çalışmalarda 24 saat inkübasyon süresinde 53 µg/ml tüp konsantrasyonu ile yapılan 

göz ardı edilebilecek bir ölüm oranı ile karşılaşılmıştır. İnkübasyon süresinin hücre 

ölümleri için yeterli süreyi karşılamadığı düşünülerek bu süre 48 saate uzatılmıştır. 

Bu artışla beraber hücre canlılık oranı %97 ± 2,8 den %92 ± 2,3 e düşmüştür (Şekil 

2.11). Bu değerin üzerindeki konsantrasyonlar incelenmemiştir çünkü tüp 

sitotoksisitesinin ilacın etkisini gölgelemesi istenmemektedir. Ayrıca, bu çalışma 

öncesinde 53 µg/ml konsantrasyonunda FA kaplama yapılmış tüplerin kullanıldığı 

yüksek hücre canlılığı ile ilgili bir çalışmanın rapor edilmediği görülmüştür.  

 

 

Şekil 2.11.  MCF-12A hücre hatları ile WST-1 Kit kullanılarak inkübasyon süresine 
bağlı olarak gerçekleştirilen sitotoksisite çalışmaları. Bu çalışmada 53 µg/ml 

konsantrasyonunda SNT 2 örneği kullanılmıştır. 
 

Benzer bir problemde ilaç içerikli jel ile doldurulmuş SNT`lerde yaşanmıştır. 48 saat 

inkübasyon süresi ve ilaç varlığına rağmen hücrelerin canlılık oranının %93 ten fazla 

olması hazırlanan jelin iki aşamalı modifikasyona tabi tutulması ile aşılmıştır. İlk 

aşamada polimer matriksi içindeki ilaç konsantrasyonu artırılmıştır. İkinci aşamada 

polimer matriksindeki çapraz bağlayıcı konsantrasyonu azaltılmıştır.  Yeni oluşan jel 
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formulasyonu eski ile karşılaştırmalı olarak Çizelge 2.5 te verilmiştir. Bu 

değişiklikler sayesinde hücrelerin ölüm değerleri mantıklı bir çerçeveye oturmuştur. 

 

Çizelge 2.5. İlaç taşınımında kullanılan jelin eski ve yeni formülasyonu. (% V/V 
Hacimce yüzde,  * % W/V Hacimde ağırlıkça yüzde). 

 

 

 
JEL İÇERİĞİ 

 

FORMÜLASYON 

ESKİ 

(% V/V,* % W/V) 

 

FORMÜLASYON 

YENİ 

(% V/V,* % W/V) 

HEMA 76,06 82,96 

PEG-EEM 1,14 1,15 

Trimetiloilpropanetoksilat 

triakrilat 

 
5,70 

 
0,58 

Su 11,40 9,57 

2,2-dietoksiasetofenon 3,80 3,83 

Isopropanol 1,0 1,0 

AEM* 1,90 1,91 

DOX* 0,12 1,28 

 

İlaç içerikli tüpler FA ile modifiye edildiğinde etkin bir biçimde meme kanseri 

hücrelerini öldürmüştür. Kanser hücreleri için bu partiküllerin öldürme oranı önemli 

ölçüde yüksektir. Sağlıklı hücrelerde  canlılık değerlerinin düşmesi az da olsa 

yüzeylerinde barındırdıkları FA reseptörleri ile açıklanmaktadır [69]. İlaç içerikli jel  

yüklü SNT`lerin yüzeyinde bulunan FA kaplamanın, hücre – partikül etkileşimi 

artırdığı dolayısıyla da sağlıklı hücrelerde belirtilen ölümlerin gerçekleştiği 

görülmüştür. Ölüm oranının kanser hücre zarlarında artan FA reseptörlerine bağlı 

olarak kanser hücrelerinde daha fazla olduğu gözlemlenmiştir [36]. Ayrıca pH 

duyarlı olarak hazırlanan jel matriksin de kanser hücrelerinin asidik ortamında daha 

iyi salındığı dolayısıyla da kanserli hücrelerde ölüm oranının sağlıklı hücrelere göre 

daha yüksek çıktığı görülmüştür (Şekil 2.12). 
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Şekil 2.12. Kit ile yapılan sitotoksisite çalışmalarına göre A) SK BR-3 ve B) MCF-
12A hücre hatlarının canlılık oranları. SNT 1= FA(-) Jel(-) DOX(-) SNT`ler, SNT 2= 

FA(+) Jel(-) DOX(-) SNT`ler, SNT 3= FA(+) Jel(+) DOX(-) SNT`ler, SNT 4= FA(-) 
Jel(+) DOX(+) SNT`ler, SNT 5= FA(+) Jel(+) DOX(+) SNT`ler. (*P<0,05) 
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Şekil 2.12 de gösterilen canlılık değerlerinin sayısal değerleri Çizelge 2.6 

gösterilmiştir. 
 
Çizelge 2.6. Kit ile yapılan sitotoksisite çalışmalarında A) SK BR-3 ve B) MCF-12A 

hücre hatlarının canlılık değerlerini sayısal olarak gösterimi ve standart sapmalar. 
 

 

KONSANTRASYON 2,9E+10  SNT/ ml 0,6E+10 SNT / ml 0,6E+9 SNT/ ml 

SNT 1 98 ± 0,5 99 ± 1,2 100 ± 1,3 

SNT 2 98,3 ±  0,7 100 ±  0,1 100 ± 1,2 

SNT 3 99,5 ± 2,6 100 ± 1,3 100 ± 0,1 

SNT 4 89,9 ± 1,2 91 ± 0,7 92,7 ± 0,7 

SNT 5 48,3 ± 2,7 78,1 ± 1,4 92,7 ± 3,7 

 
 

KONSANTRASYON 2,9E+10 SNT / ml 0,6E+10 SNT / ml 0,6E+9 SNT/ml 

SNT 1 93 ± 2,8 95 ± 2,1 96 ± 1,4  

SNT 2 92,3 ± 2,3 92,4 ± 1,1 93,8 ± 1,3 

SNT 3 95,4 ± 3,8 96,2 ± 0,1 97,1 ± 3,3 

SNT 4 90,6 ± 2,0 92,1 ± 1,7 94,8 ± 1,7 

SNT 5 70,6 ± 5,8 82 ± 3,1 93,7 ± 3,2 

 
Kit kullanılarak yapılan sitotoksisite çalışmalarını desteklemek amacıyla, SNT 4 ve 

SNT 5 örneklerinin kullanıldığı çalışmalarda apoptotoik indeks değerleri ölçülmştür. 

Her iki hücre tipide 48 saat iki farklı konsantrasyonda tüplerle inkübe edilmiş ve çift 

boyama protokolü [70]  izlenerek Hoechst veya Propidium Iodid boyaları ile boyama 

yapılmıştır. Apoptotik indeks değeri belirli alandaki apoptotik hücre sayısının toplam 

hücre sayısına oranı ile tespit edilmiştir. Şekil 2.13-A`da gösterilen florasan 

mikroskop görüntülerinde parlak mavi apoptotik hücrelere, soluk mavi canlı 

hücrelere ve oranj nekrotik hücrelere karşılık gelmektedir. Ayrıca apoptotik indeks 

değerleri de Şekil 2.13-B`de gösterilmiştir. Sağlıklı hücrelerle karşılaştırıldığında 

kanser hücreleri sitotoksisite çalışmalarına paralel olarak daha yüksek apoptotik 

indeks değerine ulaşmıştır. Ayrıca tüp konsantrasyonuna bağlı olarak apoptotik 

indeks değerinin de arttığı gözlemlenmiştir. 

 

A 

B 
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Şekil 2.13. A) SK BR-3 hücre hattına ait normal, apoptotik ve nekrotik (ek resim) 

hücrelerin florasan mikroskobu görüntüleri. B) SK BR-3 ve MCF 12A hücre 
hatlarına ait SNT 4 ve SNT 5 örneklerinin iki farklı konsantrasyonda kullanıldığı 

apoptotik indeks çalışmalarının sonuçları. 
 

2.2.3.6. SNT`lerin florasan boya ile boyanması ve hücreler üzerindeki 

tutunumlarının incelenmesi 

 

SNT`lerin iç ve dış yüzeyleri birbirinden bağımsız olarak kimyasal olarak aktif hale 

getirilebilir. Malzemenin bu özelliğinden yararlanarak iç yüzey florasan boya ile dış 

yüzey FA ile kaplanmıştır. Böylece hücre yüzeyinde kültür ortamında yıkama 

yapıldıktan sonra tutunabilen tüp miktarı gözlenmeye çalışılmıştır. Sağlıklı hücrelerle 
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yapılan deneylerde FA ile dış yüzeyleri kaplanmış olan tüplerin yüzeye daha fazla 

tutunduğu gözlemlenmiştir. Bunun yanında yeterli kalitelide florasan görüntüleri 

almak amacıyla tüplerin iç yüzeyi iki faklı yöntemle boyanmıştır (Şekil 2.14).   

 

     

Şekil 2.14. Florasan mikroskopta SNT`lerin görüntüleri. A) İç yüzeyi amin kaplı 
SNT`lerin uzun süreli florasan boya içerikli karışım içinde bekletme sonrası , B) 

Amin aktif hale getirilen florasan boyanın SNT`lerin iç yüzü ile kısa süre içinde 
etkileşime girmesi sonrası çekilen florasan mikroskop görüntüleri. 

 

Florasan mikroskop görüntüleri incelendiğinde kısa süre içinde amin aktif florasan 

boya ile yapılan çalışmanın hücre tutunum deneyleri için uygun olduğuna karar 

verilmiştir. İlk uygulamada amin grupları süre bağımlı olarak amid forma dönüştüğü 

için boyanın bağlanamadığı düşünülmektedir. İkinci metotta amin aktif hale getirilen 

boyanın kısa sürede membranla etkileşime sokulması sonucu daha kaliteli görüntü 

elde edildiği görülmüştür. İncelenen örneklerin değişik alanlarında yapılan taramalar 

bu sonucu doğrular niteliktedir. 

 

FA reseptörlerine kanser hücrelerine nazaran çok az miktarda da olsa sağlıklı 

hücrelerde de rastlanır [71]. Çalışmamızın bu aşamasında bahsedilen bilgiyi 

kullanarak FA bağlı tüplerin kanser hücreleri ve sağlıklı hücreler üzerinde 

tutunumunun incelenmesi amaçlanmıştır. Ancak sağlıklı hücrelerde kaliteli görüntü 

elde edilemediğinden ve kanser hücrelerinde de mikoplazma sorunu ile 

karşılaşıldığından bu çalışma tamamlanamamıştır. 

  

A B 
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3. SİNİR DOKU MÜHENDİSLİĞİ İÇİN KARBON NANOYAPILI 

MEMBRAN KULLANIMININ ARAŞTIRILMASI 

 

3.1. Giriş   

 

3.1.1. Sinir hücrelerinin yapısı ve yenilenme mekanizması üzerine yapılan 

çalışmalar 

 

Canlı bir hücrenin temel özelliklerinden biri, her hücreye özgü olmak şartıyla, 

çevreden gelen uyarılara tepki verme ve bu tepkiyi iletmedir. Bu özelliğin oldukça 

gelişmiş olduğu nöronlar canlı vücudunda farklı yapı ve görevleri ile diğer hücre 

gruplarından kolaylıkla ayırt edilebilen hücre gruplarıdır. Canlı vücudunda diğer 

bütün doku ve organlar arasındaki iletişimi bu hücreler sağlar. Sinir hücreleri ve bu 

hücrelere desteklik sağlayan glia hücreleri ekdotermden farklılaşan nöroektoderm 

tarafından üretilir ve sinir doku oluşur. Sinir hücreleri gelişirken embiryonik aşamada 

ulaşabilecekleri maksimum erginliğe ulaştıklarından olgunluk döneminde bu 

hücrelerde bölünme görülmez. Özellikle santral sinir sisteminde oluşan derin 

yaralanmaların bu sebeple tedavisi oldukça güçtür. 

 

Sinir hücreleri yapısal olarak incelendiğinde temelde 4 kısımdan oluşurlar. Bunlar, 

hücrenin çekirdeği taşıyan dolayısıyla yaşamsal faaliyetlerin sürdürülmesinden 

sorumlu olan soma, nöronal iletişimin önemli alıcılarından dendiritler, hücre 

gövdesinden alınan bilgiyi terminal butonlara taşımakla sorumlu akson ve son olarak 

da aksonların ince uçlarında bulunan kese biçimli ve iki sinir hücresi arasındaki 

iletişimi sağlayan nörotransimitter maddelerin salınımından sorumlu terminal 

butonlardır. Bunların dışında akson üzerinde iletinin iletim hızını doğrudan 

etkileyen miyelin kılıf ve onun üretiminden sorumlu şıvan hücreleri bulunmaktadır 

(Şekil 3.1) [72]. 
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Şekil 3.1. Bir sinir hücresinin temel gösterimi. 

 

Çevresel sinir sistemi yaralanmalarını tedavi etmek amacıyla her yıl on binlerce 

çalışma yapılmaktadır [73]. Bu çalışmalar temelde, nöronların kendilerini 

yenilemeleri ve görevlerini eskisi gibi yerine getirmeleri için çalışan sinir-doku 

mühendisliğinin ilgi alanıdır [74]. Nörorejenerasyon, bir nöronun yeniden oluşmasını 

ya da hasarlı kısmının tamir edilmesine takiben bu hücrelerin kendilerini 

yenilemelerini ifade eder. Bir sinir hücresinin hasarlanma sonrası kendini 

yenileyebilmesi soma kısmının bu yaralanmadan ne kadar etkilendiği ile doğrudan 

ilintilidir. Soma yaralanma sonrasında da varlığını sürdürüyorsa akson ve 

dendiritlerin tamiri kolayca gerçekleşir. Bu sebeple hücresel bazda yapılan sinir 

rejenerasyonu çalışmalarında somatik yapıya benzer özellikteki PC-12 hücre hatları 

kullanılmaktadır. Bu hücreler nöron geliştirme faktörü ile etkileşime girdiklerinde 

aynı nöronlar gibi bölünme özelliklerini kaybedip dendrit benzeri filopodya denilen 

yapıları oluşturmaktadır [15]. Bunun yanında farklılaşan hücreler elektriksel açıdan 

da aktif hale gelmektedirler [75] . 

 

Gerek sinir hücreleri gerekse canlılarda bulunan diğer hücreler bulundukları 

yüzeylere tutunma eğilimindedirler. Bu sebeple, bir doku üzerinde hücreler tek 

başına bulunmaz. Hücrelerin yanında, dokularda hacimsel olarak önemli bir yer 

tutan, lokal olarak üretilen protein ve polisakkaritlerden oluşan, hücrelerin 

bulundukları yüzeye ve birebirlerine tutunumlarını sağlayan ekstraselüler matriks 

bulunmaktadır (Şekil 3.2).                                                                   
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Şekil 3.2. Hücreler arası ortam olan ekstraselüler matriksin görünümü [76]. 
 

Ekstraselülar matriksin yüzey alanını artırmaya yönelik olarak dizayn edilmiş 

nanotopografik öğeler içeren yapısı düşünüldüğünde bu hücrelerin tutunabilecekleri 

ortamın doğru biçimde taklit edilebilmesinin nanoteknolojinin imkânlarından 

faydalanmakla mümkün olacağı görülür. Bu aşamada sinir-doku mühendisliğinde 

yapılan araştırmalar yapay sinir kılavuzlarının üretimi ve sinir hücrelerinin 

yenilenmesini artırıcı, tetikleyici ve yönlendirici özgün substrat yüzeylerin 

geliştirilmesi olarak iki dalda incelenebilir. İlk olarak otolog sinir nakillerinde 

yaşanılan olumsuzlukları gidermek ve geniş doku boşluklarındaki yenilenme 

sorunlarını etkin biçimde çözebilmek için üretilen sinir kılavuzları genelde 

biyouyumlu polimerlerden üretilen iskeleler olarak ön plana çıkmaktadır [77].  İkinci 

Hücre içi Hücre dışı 
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olarak, polimerden metallere pek çok yüzey sinir hücrelerinin yönlendirme, 

geliştirme veya yenileme özelliklerini incelemek için substrat olarak kullanılmaktadır 

[78, 79]. İkinci tip çalışmaların yapılmasında bir diğer amaç hücre-malzeme arayüz 

etkileşiminin yetersizliğinden kaynaklanan protez-doku uyum sorunlarını en aza 

indirmektir.  Bu çalışmalarda kullanılan malzemeler arasında en belirgin olanlar 

karbon nanotüpler [79, 80],  iletken polimerler [77, 81] ve gözenekli veya 

nanokolonlu malzemelerdir [15, 29, 82] (Şekil 3.3). 

  

       

Şekil 3.3.A) Nano metal çubuklardan oluşan substrat üzerinde, B) iletken polimer 
substrat üzerinde,  C-D) düzenli olmayan karbon nanotüp substrat üzerinde nöritlerin 

gelişimi ile ilgili yapılan çalışmalar. 
 

Bahsedilen iki tip çalışma için de çalışılan malzemenin topografik, kimyasal ve 

elektriksel özelliklerinin optimize edilmesi gerekir [83, 84].Örnek vermek gerekirse 

normalde hücrelerin tutunumlarının olmadığı yüzeyler, yalnızca yüzey topografisi ile 

oynanarak hücreler için etkin hale getirilebilmektedir [85]. Ayrıca önceden 

A 

C 

B 

D 
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belirlenmiş şekil düzenine sahip yüzeyler kullanılarak sinir hücrelerinin yönelimi 

sağlanabilmektedir [86, 87]. Bu sebeple son yıllarda nanotopografik yüzeylere olan 

ilgi artmıştır [81, 88]. Bu ilgi artışındaki temel etken, ekstraselüler matriks ile bu 

nanotopografiye sahip yüzeylerin birbirlerine benzemeleridir. Yapılan çalışmalar 

nano özellikli yüzeylerde,  sinir hücrelerinin yüzeye tutunumlarının ve hücre dışı 

matriks proteinlerinin yapışmasının normal yüzeylere nazaran çok daha fazla 

olduğunu göstermiştir [89, 90]. Bu durum nanoplatformlarda artan yüzey alanı ve 

hücre zarındaki proteinlerin bu yüzeylere daha fazla uyum göstermesi ile 

açıklanabilir [91]. 

 

Topografik özelliklerin yanında bu yüzeylerin kimyasal özellikleri de sinir 

hücrelerinin gelişimini etkileyen bir diğer faktördür [82]. Kullanılan bazı 

kimyasallarla sinir hücrelerinin gelişimleri ve nörit oluşumu kontrol edilebilmektedir. 

Bu konu ile ilgili yapılan çalışmalarda yüzeyler ekstraselülar matriks proteinleriyle 

ya da nöroaktif peptidlerle kaplanabildiği gibi nanoporlu malzemelerde ilaç ve 

büyüme faktörü gibi biyokimyasallarla katkılandırılabilmektedir [88]. Böylece 

hücreler kendi topografilerine benzer, uygun kimyasallarla modifiye edilmiş bir 

ortamda gelişim imkânı bulmaktadır. Kimyasal etkileşime ek olarak elektriksel 

uyarımın da sinir hücrelerinin gelişiminde önemli rol oynadığı kanıtlanmıştır ve bu 

durum sinir hücrelerinin iletken yüzeyler üzerinde çalışılmasının önünü açmıştır [77, 

81]. Elektrik iletkenliği yüksek olan polipirol kullanılarak yapılan yığın [77, 81], 

gözenekli [82] ve nano iplikçik [88] şeklinde sentezlenen biyopolimer yapılı iskeleler 

nörit gelişim ve yönelimde oldukça başarılı sonuçların alınmasında önemli rol 

oynamışlardır. Bu alandaki diğer dikkate değer çalışmalar karbon nanotüp bazlı 

substratlarla yapılmaktadır. Biyodayanıklı ve üstün iletken özellikleri ile karbon 

nanotüp malzemeler sinir-doku mühendisliğinde önemli bir potansiyele sahip olarak 

görülmektedir [78-80].  

 

Nanogözenekli anotlanmış oksit (AAO) yüzeyler kontrol edilebilir topografileriyle 

(por çapı, por derinliği ve porozite (por sayısı/cm2)), kimyasal modifikasyon ve 

katkılandırmaya izin veren boşluklu yapısı ile kemik-doku mühendisliğinde sıklıkla 

kullanılan biyomalzemelerdir [9, 92, 93]. Bu malzemenin bir diğer ilgi çeken yönü 
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de kalıp sentez metodu kullanılarak, nano çubuk, nano tel ve nanotüp yapılarının 

oluşturulasına olanak vermesidir. Örneğin; kimyasal buharlaştırma metodu (CVD) ile 

biyoalgılayıcılar, alan yayıcılar ya da elektroosmotik akış yönünün kontrolü gibi 

birçok alanda kullanılabilecek karbon tüplerin yapılmasında AAO yüzeyler kalıp 

olarak kullanılabilmektedir [94-96]. Bahsedilen önemli özelliklerine rağmen AAO 

membranların sinir-doku mühendisliğinde kullanımı düzenli olmayan porlu 

membranların sinir hücreleri üzerindeki etkisi ile sınırlı kalmıştır [15, 29]. Bu 

çalışmada ise farklı porozite ve por çapına sahip AAO membranlar (Şekil 3.4) kalıp 

olarak alınarak üretilen karbon nanoyapılı membranlar (CNM) topografik, kimyasal 

ve elektriksel özellikleri bakımından karakterize edilmiş ve sinir hücreleri ile üretilen 

substratların etkileşimi üzerinde çalışılması amaçlanmıştır. 

 

CNM üretimi sırasında literatürden farklı olarak CVD tekniği [94-96] yerine bir ilk 

olarak fiziksel buharlaştırma tekniği (PVD) kullanılmıştır.  

 

          

Şekil 3.4.A) Okzalik asit çözeltisi B)fosforik asit çözeltisi içinde büyütülen 

nanoporlu AAO membranların SEM görüntüsü. 
 

3.1.2. Fiziksel buharlaştırma metodu 

 

Fiziksel buharlaştırma metodu, katı ya da sıvı bir kaynaktaki atom ya da moleküllerin 

vakum ya da düşük basınç altında bir alt taş üzerine ince film şeklinde kaplanması 

için kullanılan atomik boyutta yüzey kaplama tekniğidir. Tipik olarak bu metotla 

birkaç nanometreden binlerce nanometreye kadar kaplama yapılabilir. Vakum 

A B 
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teknolojisinin gelişmesine bağlı olarak CVD den farklı olarak PVD metodunda 

düşük sıcaklıklarda kaplama yapılabilmektedir. Bu sebeple kaplama yapılan yüzeyde 

oluşacak deformasyon CVD tekniğine göre oldukça azdır. Vakum teknolojisinin 

gelişmesine paralel olarak gelişen PVD metotları son 10 yılda kaplama teknolojisinin 

gelişimine büyük katkı sağlamıştır. 

 

Temelde PVD tekniğinde iyon bombardımanı ya da buharlaştırma ile katı yüzeyden 

ayrılır. İyon bombardımanına maruz kalan kaynaktan kopan atomlar vakum 

vasıtasıyla alt taşa yönlendirilir ve yüzeyde sık bir kaplama yapılır (Şekil 3.5). 

 

PVD yöntemi buharlaştırmaya ve sıçratamaya dayalı olarak iki ana gruba 

ayrılmaktadır. Bu teknikler kullanılarak üretilen buhar, yüksek hız ve enerjiye sahip 

parçacıklardan oluşur (plazma). Bu enerjik parçacıkların eldesi için kaplama 

yapılacak yüzeye negatif potansiyel (bias voltajı), kaplama malzemesine (buhar) 

pozitif potansiyel uygulanır. Böylece ortamdaki iyonların hız ve enerjileri artırılmış 

olur. Belirli bir bias voltajı kullanılarak kısmi olarak iyonize olmuş metal buharının 

kullanımına dayalı olarak yapılan kaplama işlemine genel olarak iyon kaplaması 

(iyon plating) denilmektedir [97]. 

 

  

Şekil 3.5. Fiziksel buhar biriktirme metodunun şematik gösterimi. 
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3.2. Sinir hücrelerinin yenilenmesi ve gelişimi için karbon nanoyapılı 

membranların üretimi ve karakterizasyonu  

 

3.2.1. Giriş 

 

Canlının en temel birimi olarak tanımlanan hücrelerin yaşayabilmesi için optimum 

şartların sağlanmış olması gerekir. Bu şartlardan bir tanesi de hücrenin bulunduğu 

ortam ile ilişkisidir. Bulunduğu yüzeye bağlanma eğilimi göstermeyen hücreler belli 

bir süre sonra canlılıklarını kaybetmektedir. Hücrelerin doğal ortamlarında 

tutundukları ekstraselüler matriks nanoboyutta hücre tutucular içerdiğinden, bu 

ortamı nanoteknolojinin de imkânlarından faydalanarak taklit etmek yaraların 

iyileştirilmesinden [98] sinir rejenerasyonuna [99] kadar pek çok alanda değişik 

araştırmalara kapı açmaktadır. 

 

Sinir hücrelerinin yenilenme prosedüründe bu zamana kadar pek çok yüzey 

kullanılmıştır. Ancak AAO membranların kullanımı, kontrol edilebilir morfolojik 

özelliklerine rağmen oldukça sınırlıdır. Bu çalışmada AAO membranların morfolojik 

avantajlarının yanında, PVD metodu ile yüzey ince bir karbon tabaka ile kaplanarak 

CNM`ler elde edilmiş, yüzey iletkenliği sağlanmış ve böylece hücrenin nanoporlu 

AAO yüzeye tutunumu artırılmış ve membranın boşluklu yapısından faydalanarak 

büyüme faktörü veya ilaç gibi biyokimyasallarla ve iletkenlik faktörünün de etkisiyle 

hücre farklılaşmasına yön verilebileceği ön görülmüştür. Üretilen AAO ve 

CNM`lerin karakterizasyonu SEM, TEM, XPS, EDX ve DC Voltaj/Akım Kaynağı 

kullanılarak yapılmıştır.  

 

Uygun substratların hazırlanmasındaki kritik sorun alüminyum tabakanın tam olarak 

hücre malzeme etkileşiminden önce yüzeyden uzaklaştırılmasıdır. Esasında Al 

tabakanın yüzeyden uzaklaştırılmasına özen gösterilmesinin nedeni hücreler 

üzerindeki toksik etkisinden kaynaklanmaktadır [100]. Bu aşamada literatürde HgCl2 

[101] veya CuCl2.2H2O + HCl [102] kullanılarak metalin yüzeyden 

uzaklaştırılmasının mümkün olduğu görülmüştür. Cıva bileşiklerinin çok daha zararlı 

olduğu göz önünde bulundurularak bu çalışmada CuCl2.2H2O + HCl kullanılmıştır.  



52 
 

Al tabakayı uzaklaştırırken kullanılan asidik CuCl2 çözeltisi aynı zamanda AAO 

membranın da incelmesine, erimesine yol açtığı gözlemlendiğinden,  literatürde 

bulunan pek çok yol denenerek serbest AAO membranların eldesi için çalışılmıştır. 

Ancak literatürde bahsedilen AAO membranın vernik korunması [103], cila ile 

korunması [104] ya da polimer yardımıyla korunması [105] kesinlikle istenilen 

sonucun elde edilmesini sağlamamıştır. Bu sebeple serbest membranların eldesi için 

basit, ucuz ve tekrarlanabilir bir yol bulunarak serbest AAO membranlar elde 

edilmiştir. Elde edilen membranlar PVD ile uygun kalınlıkta karbon ile kaplanmış ve 

CNM`ler oluşturulmuştur. 

 

İstenilen standartlarda serbest AAO membran eldesi sağlandıktan sonra hücrelerin 

gelişiminin gözlenmesi için uygun substrat tasarımı hücre plakalarındaki kuyu hacmi 

dikkate alınarak yapılmıştır. Malzeme üretimi ve karakterizasyonun ardından 

sitotoksisite ve tutunum deneyleri için gerekli çalışmalara başlanmıştır ve bununla 

ilgili çalışmalar halihazırda devam etmektedir. 

 

Değişik malzeme kombinasyonları üzerindeki canlılık, tutunum ve nörit uzatma 

performansları takip eden doktora tezinin konusu olacaktır. 

 

3.2.2. Deneysel gereç ve yöntemler  

 

3.2.2.1.Materyal 

 

% 99,9998 saflıktaki alüminyum, CuCl2.2H2O Alfa Aesar firmasından; n-heksan 

Sigma-Aldrich firmasından; okzalik asit Acros Organic firmasından; H3PO4 BDH, 

NaOH Prolabo firmasından; H2SO4, CrO3 Fluka firmasından; EtOH, HCl (%37) 

Merck fimasından; parafilm Bemis firmasından temin edilmiştir. 18 MΩ 

resistanstaki tip II kalitedeki saf su Sartorius su temizleme sistemi kullanılarak elde 

edilmiştir. 
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3.2.2.2.Serbest AAO membran eldesi 

 

Okzalik asit kullanarak AAO membran eldesi  

 

Serbest AAO membran eldesi için çalışmanın ilk aşamasında önceki çalışmadan 

deneyimli olduğumuz okzalik asit elektroliti ile sistem kurulmuştur. Elektrokimyasal 

parlatmanın ardından, AAO filmler, ağırlıkça %5`lik okzalik asit sulu çözeltisi içinde 

50 V DC voltaj ile 5 °C sıcaklıkta alüminyum üzerinde büyütülmüştür. Birinci 

basamakta üretilen film asidik CrO3 çözeltisinde çözülmüş ve ikinci basamak 

anodizasyon gerçekleştirilip düzgün sıralı porlara sahip AAO filmler elde    

edilmiştir [27]. Serbest AAO membran eldesi için metalik alüminyumdan kurtulmak 

gerekmektedir ancak bu aşamada değişik sorunlarla karşılaşılmış ve bu sebeple farklı 

metotlar denenerek uygun şekilde AAO membran elde edilmeye çalışılmıştır. Elde 

edilen serbest membranların Al tabakaya bakan yüzüne bariyer yüz, çözeltiye bakan 

ve ilk oluşan düzensiz porların bulunduğu yüzüne ise çözelti yüzü          

denilmektedir (Şekil 3.6). 

 

 

 

 

Şekil 3.6. A) Alüminyum üzerinde oluşan AAO filmlerin ve alüminyumun kesit 

çizimi ve B) filmlerin alüminyumdan ayrılmasıyla elde edilen AAO membranlarda 
bulunan iki farklı yüz. 

 

Yapılan literatür taramalarında serbest AAO membran eldesinde, 4 farklı yöntemle 

karşılaşılmıştır.  

 

Çözelti Yüzü 

Bariyer Yüzü 

A B 
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1. AAO film büyütülen alüminyum yüzeyin koruma olmaksızın 0,1 M 

CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine bırakılması ve alüminyumun 

uzaklaştırılarak AAO membran eldesi [106].  

 

AAO filmler iki aşamalı anodizasyon metodu kullanılarak ve her iki aşamada da 

24`er saat anodizasyona tabi tutularak oluşturulmuştur. Her iki tarafında da AAO 

film büyütülen alüminyum substrat 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine 

bırakılmıştır. Oda sıcaklığında 7-8 saat içinde alüminyum yüzey ile birlikte AAO 

filmler de çözünmüş ve eriyerek kaybolmuştur.  

 

2. Alüminyumun iki tarafında büyüyen AAO filmlerden birinin yüzeyinin 

tırnak cilası ile korunarak 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine 

bırakılması. Böylelikle korunmayan AAO film ve alüminyumun çözeltide 

çözünmesi ve korunan yüzeyden AAO membran eldesi [103].   

 

Yapılan literatür taraması sonucu, iki aşamalı anodizasyon metodu kullanılarak, her 

iki aşamada da 24`er saat anodizasyona tabi tutulan alüminyum üzerindeki AAO 

filmlerden birinin yüzü tırnak cilası ile kaplanmıştır ve tırnak cilası kaplı yüzey oda 

sıcaklığında 2-3 saat kurutulmuştur. Tırnak cilasının, bulunduğu AAO film yüzeyinin 

asit ile temasını engelleyeceği düşünülmüştür. Asit çözeltisi ile temas eden 

korunmamış AAO filmin ise bir süre sonra çözüneceği, ardından metalik 

alüminyumun çözülerek kaybolacağı ve bir yüzü cila ile kaplı serbest AAO membran 

elde edileceği öngörülmüştür. Gözlemlerimiz göstermiştir ki, daha çözünme 

gerçekleşemeden asit çözeltisi içinde tırnak cilası AAO film yüzeyine yeterince 

tutunamamış ve kaplanan yüzeyin de açıktaki yüzey gibi çözünmesine neden 

olmuştur.  
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3. Alüminyumun iki tarafında büyüyen AAO filmlerden birinin yüzeyinin 

vernik ile korunarak 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine bırakılması. 

Böylelikle korunmayan AAO film ve alüminyumun çözeltide çözünmesi ve 

korunan yüzeyden AAO membran eldesi [104].   

 

İki aşamalı anodizasyon metodu kullanılarak üretilen AAO filmlerden birinin yüzeyi 

vernik ile kaplanmıştır ve vernik kaplı yüzey oda sıcaklığında 24 saat kurutulmuştur. 

Önceki uygulamada da bahsedildiği gibi verniğin AAO yüzeyi koruyacağı 

düşünülmüştür. Vernik asit çözeltisi içinde tırnak cilasına göre daha uzun süre 

dayanmış ancak, daha kaplama bulunmayan AAO film yüzeyi asit çözeltisinde 

çözünmeden vernik yüzeyden kalkmış ve her iki yüzdeki AAO film de çözelti içinde 

zamanla eriyip kaybolmuştur. Çalışma 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisinde 

vernik AAO film üzerinde uzun süre dayanabilmiş ancak alüminyum yüzey ile 

çözeltinin temasının kısıtlı olması bu sürenin alüminyumu uzaklaştırmak için yeterli 

olmadığını göstermiştir. Yani bu kısıtlı süre içinde, sadece korunmayan yüzey 

uzaklaştırılabilmiş ve alüminyumun çözünmesi için yeterli vakit kalmamıştır. Bunun 

üzerine, vernikle yapılan diğer çalışmada alüminyum folyo üzerinde iki taraflı olarak 

oluşturulan filmlerden birinin yüzü vernikle kaplandıktan sonra 24 saat kurumaya 

bırakılmıştır (Şekil 3.7). Korunmayan AAO film, 2 saat boyunca 75⁰C sıcaklıktaki 

asidik CrO3 asit çözeltisinde çözünmüştür. (Metalik alüminyum bu çözeltiden 

etkilenmemektedir). Bu sırada diğer tarafta bulunan verniğin yüzeyde aşırı sıcaklık 

nedeniyle şekil değiştirdiği gözlemlenmiştir. Bir tarafında alüminyum, diğer 

tarafında vernik kaplı 5 cm2 alana sahip AAO film bulunan substrat, 0,1 M 

CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine bırakılmış ve yaklaşık 30 dakika sonra bütün 

metalik alüminyumun yüzeyden kaybolduğu gözlemlenmiştir.  
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Şekil 3.7. AAO filmlerden birinin yüzeyinin vernik ile kaplanması ve kaplama 
bulunmayan AAO yüzeyin asidik CrO3 çözeltisi kullanarak uzaklaştırılması sonucu 

elde edilen substrat. 
 

Bu şekilde bir tarafı vernik kaplı serbest AAO membran elde edilmiştir. Yüzeyden 

verniği uzaklaştırmak için örnekten alınan iki parçadan biri asetonda diğeri toluen 

içinde 3 gün boyunca belli aralıklarla ultrasonik temizlemeye maruz bırakılarak 

bekletilmiş, ancak membran yüzeyindeki vernik tabakasından kurtulmak mümkün 

olmamıştır.  

 

4. Alüminyumun iki tarafında büyüyen AAO filmlerden birinin yüzeyinin 

Poli(metil metakrilat) (PMMA) ile korunarak 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl 

çözeltisine bırakılması. Böylelikle korunmayan AAO film ve alüminyumun 

çözeltide çözünmesi ve korunan yüzeyden AAO membran eldesi [105]. 

 

 AAO yüzeylerde verniğin olumsuz etkileri görüldükten sonra, kaplama materyalinin 

değiştirilmesine karar verilmiş ve kaplama materyali olarak literatürde kullanılan 

PMMA`nın uygun olduğu düşünülmüştür [105]. Bu bağlamda, uygun görülen 

çözücüler ve konsantrasyonlar Çizelge 3.1`de belirtildiği şekilde kullanılmış ve elde 

edilen sonuçlardan ayrıntılı bir şekilde bahsedilmiştir. Buna ek olarak, PMMA 

kaplamada karşılaşılan bazı sorunlar nedeniyle Poli (stiren) kaplama ve PMMA-PS 

karışımı da farklı konsantrasyonlarda denenmiştir. Membran üretiminin maliyeti ve 

üretim süresi dikkate alındığında polimerlerin asit dayanımı ve uygun çözücüde 

uzaklaştırılması deneylerinin öncelikle lamlar üzerinde yapılmasına karar verilmiştir. 
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Deney No 1 (Çizelge 3.1 deki sırayla): PMMA çözeltisi 10 ml aseton kullanılarak 

belirtilen konsantrasyonda 40 ⁰C de hazırlanmıştır. 30 dakikalık kurutma süresinden 

sonra polimer kaplı lam 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine daldırılmıştır. 

Bu çözelti içinde PMMA tabaka hızlı bir şekilde lam üzerinden uzaklaşmıştır. 

Polimer kaplı lamın aseton içerisindeki davranışı incelendiğinde polimerin yüzeyden 

uzaklaşırken akışkan bir hal aldığı ve tam olarak camın temizlenmediği gözlemlendi. 

Bu durumun AAO üzerinde porların tıkanmasına neden olacağı ve aseton kullanarak 

yüzeyin tam olarak polimerden temizlenemeyeceği anlaşılmıştır.  

 

Deney No 2: Çözücüyü değiştirmenin sorunu çözüp çözmediğini görmek amacıyla 

aynı konsantrasyon toluen ile hazırlanmıştır. PMMA çözeltisi 10 ml toluen 

kullanılarak belirtilen konsantrasyonda 40 ⁰C de hazırlanmış ve 30 dakikalık 

kurutma süresinden sonra lam 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine 

bırakılmıştır. Bu çözelti içinde PMMA tabaka hızlı bir şekilde lam üzerinden 

uzaklaşmış ve asidik çözeltiye dayanıklılık gösterememiştir. Çözücü davranışını 

incelemek için polimer kaplı lam, toluen içerisine bırakılmış ve polimerin camdan 

yine tam temizlenemediği gözlemlenmiştir.  

 

Aseton ve toluenin uygun çözücü olmadığı anlaşılınca Çizelge 3.1 de belirtilen 

koşullar kullanılarak kloroform ile farklı konsantrasyonlarda çözeltiler 

hazırlanmıştır. Hazırlanan çözeltiler lam üzerinde 100 ⁰C ve 120 ⁰C sıcaklıklarda 60 

dakika boyunca kurutulmuştur. Konsantrasyon olarak sırasıyla 0,002 g/ml, 0,005 

g/ml ve 0,01 g/ml kullanılmıştır. 
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Çizelge 3.1. PMMA ve PS kullanılarak yapılan lam deneylerinin koşulları. Lam deneylerinde her bir örnek için 2 ml çözelti spin 
kaplama cihazı kullanılarak kaplanmıştır. Her örnekten 2 adet hazırlanmıştır. Örneklerden biri 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl 

çözeltisine diğeri ise çözeltinin hazırlandığı çözücüye daldırılmıştır. 
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Deney No 3: PMMA çözeltisi 10 ml kloroform kullanılarak belirtilen 

konsantrasyonda 50 ⁰C de hazırlanmıştır. 100 ⁰C deki 60 dakikalık kurutma 

süresinden sonra polimer kaplı lam 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine 

bırakılmıştır. Bu çözelti içinde PMMA tabaka hızlı bir şekilde lam üzerinden 

uzaklaşmıştır. Polimerin çözücü içindeki davranışı incelendiğinde polimerin 

yüzeyden kolayca uzaklaştığı gözlemlenmiş ancak bu konsantrasyonda asit 

çözeltisine polimerin dayanamamış olması koşulların uygun olmadığını göstermiştir.  

 

Deney No 4: PMMA çözeltisi 10 ml kloroform kullanılarak belirtilen 

konsantrasyonda 50 ⁰C de hazırlanmıştır. 120 ⁰C deki 60 dakikalık kurutma 

süresinden sonra lam 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine bırakılmıştır. Bu 

çözelti içinde PMMA tabaka kısa bir süre dayanabilse de yüzeyden kalkmıştır. 

Polimerin çözücü içindeki davranışı incelendiğinde, polimerin akışkan bir hal aldığı 

ve yüzeyden deney 3 teki koşullara göre daha zor uzaklaştığı gözlemlenmiştir. Sonuç 

olarak, bu konsantrasyonda polimerin, asit çözeltisine dayanamamış olması ve 

çözücüsü içindeki davranışı koşulların AAO membran eldesi için uygun olmadığını 

göstermiştir.  

 

Deney No 5: PMMA çözeltisi 10 ml kloroform kullanılarak belirtilen 

konsantrasyonda 50 ⁰C de hazırlanmıştır. 100 ⁰C deki 60 dakikalık kurutma 

süresinden sonra lam 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine bırakılmıştır. Bu 

çözelti içinde PMMA tabaka önceki koşullara göre daha iyi bir dayanım göstermiştir. 

Polimerin çözücü içindeki davranışı incelendiğinde, polimerin akışkan bir hal aldığı, 

ancak cam yüzeyden zamanla uzaklaştığı gözlemlenmiştir. Deney 5`in sonuçları 

Deney 4`ün sonuçları ile karşılaştırıldığında konsantrasyonun artması polimerin asit 

dayanımını artırırken, 100 ⁰C de yapılan kurutma ise çapraz bağlanmayı 

azalttığından polimerin çözücü içinde çözünmesini kolaylaştırmıştır. Bundan sonraki 

AAO membran deneylerinde Deney 5 koşulların kullanılmasına karar verilmiştir. 

Bununla beraber, paralel yürüyen diğer lam deneylerin sonuçları da aşağıda 

belirtilmiştir.  
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Deney No 6: PMMA çözeltisi 10 ml kloroform kullanılarak belirtilen 

konsantrasyonda 50 ⁰C de hazırlanmıştır. 120 ⁰C deki 60 dakikalık kurutma 

süresinden sonra lam 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine bırakılmıştır. Bu 

çözelti içinde PMMA tabaka iyi bir dayanım göstermiştir. Polimerin çözücü içindeki 

davranışı incelendiğinde, polimerin akışkan bir hal aldığı, ancak cam yüzeyden 

uzaklaşmadığı gözlemlenmiştir. Sonuç olarak, bu konsantrasyonda asit çözeltisine 

dayanım gösteren polimerin, çözücüsü içindeki davranışı bu koşulların AAO 

membran eldesi için uygun olmadığını göstermiştir. Yüksek sıcaklıkta yapılan 

kurutma sebebiyle artan çapraz bağlanmalar çözücü etkilemişimini kısıtlamakta ve 

polimer lamdan tam olarak temizlenememektedir.  

 

Deney No 7: PMMA çözeltisi 10 ml kloroform kullanılarak belirtilen 

konsantrasyonda 50 ⁰C de hazırlanmıştır. 100 ⁰C deki 60 dakikalık kurutma 

süresinden sonra lam 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine bırakılmıştır. Bu 

çözelti içinde PMMA tabaka iyi bir dayanım göstermiştir. Polimerin çözücü içindeki 

davranışı incelendiğinde, polimerin akışkan bir hal aldığı, ancak cam yüzeyden 

uzaklaşmadığı gözlemlenmiştir. Konsantrasyon artışının polimerin asit dayanımını 

artırırken çözünme hızını azalttığı söylemek mümkündür.  

 

Deney No 8: PMMA çözeltisi 10 ml kloroform kullanılarak belirtilen 

konsantrasyonda 50 ⁰C de hazırlanmıştır. 120 ⁰C deki 60 dakikalık kurutma 

süresinden sonra lam 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine bırakılmıştır. Bu 

çözelti içinde PMMA tabaka iyi bir dayanım göstermiştir. Polimerin çözücü içindeki 

davranışı incelendiğinde, polimerin akışkan bir hal aldığı, ancak cam yüzeyden 

uzaklaşmadığı gözlemlenmiştir. Konsantrasyon ve kurutma sıcaklığı artışının 

polimerin asit dayanımını artırırken çözünme hızını azalttığı sonucu yine burada 

ortaya çıkmaktadır.  

 

Deney No 9: Farklı bir polimer kullanımının, polimerin asit dayanımına ve çözücü 

içindeki çözünürlüğüne etkisini araştırmak amacıyla poli (stiren) (PS) kullanılmıştır. 

PS 10 ml kloroform kullanılarak belirtilen konsantrasyonda 50 ⁰C de hazırlanmıştır. 

100 ⁰C deki 60 dakikalık kurutma süresinden sonra lam 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M 
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HCl çözeltisine bırakılmıştır. Bu çözelti içinde PS hızlı bir şekilde yüzeyden 

kalkmıştır. Polimerin çözücü içindeki davranışı incelendiğinde, çözücü içinde çok 

hızlı bir biçimde çözündüğü gözlemlenmiştir.  

 

Elde edilen veriler ışığında, PMMA ve PS karışımının yüzeyi, 100 ⁰C de kurutma 

sonrasında, asit çözeltisinde koruyacağı ve aynı zamanda karışımdaki PS varlığı 

sebebiyle çözücü içindeki çözünmenin daha hızlı olacağı düşünülmüştür. Bu 

deneylerde homojen polimer filmler için PMMA konsantrasyonunun her zaman PS 

den fazla olmasına özen gösterilmiştir [107].  

 

Deney No 10: Ağırlıkça %10 PS ve %90 PMMA kullanılarak 10 ml kloroform 

içinde 0,005 g/ml konsantrasyonda çözelti 50 ⁰C de hazırlanmıştır. 100⁰C deki 60 

dakikalık kurutma süresinden sonra lam 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine 

bırakılmıştır. Bu çözelti içinde PS-PMMA karışımı yüzeyde bir süre kalmayı 

başarmıştır. Ancak dayanım süresi deney 5 teki duruma göre çok kısa olduğu için bu 

koşulların AAO membran üretimi için uygun olmadığına karar verilmiştir. Çözücüsü 

içine bırakıldığında polimer karışımı PMMA ile yakın özellikler göstermiştir. 

Akışkan bir hal alıp deney 5 teki duruma göre daha hızlı bir biçimde yüzeyden 

uzaklaşmıştır.  

 

Deney No 11: Ağırlıkça %40 PS ve %60 PMMA kullanılarak 10 ml kloroform 

içinde 0,005 g/ml konsantrasyonda çözelti 50 ⁰C de hazırlanmıştır. 100⁰C deki 60 

dakikalık kurutma süresinden sonra lam 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine 

bırakılmıştır. Bu çözelti içinde PS-PMMA karışımı yüzeyden kısa sürede 

uzaklaşmıştır. Çözücüsü içine bırakıldığında polimer karışımı PS ile yakın özellikler 

gösterdiğinden hızlı bir şekilde yüzeyden uzaklaşmıştır.  

 

Deney 10 ve Deney 11 deki koşullar dikkate alındığında ortamdaki PS varlığının 

polimerin asit dayanımını azalttığını, çözünme hızını artırdığı gözlemlenmiştir. 

Ancak asit dayanımının %10`luk PS varlığında dahi önemli ölçüde düştüğünün 

gözlenmesi PMMA-PS karışımının AAO membran üretiminde kullanılacak doğru bir 

metot olmadığını göstermiştir. Yapılan bu lam deneyleri sonucunda, Çizelge 3.1 de 
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verilen deney 5 koşullarının AAO membran üretiminde kullanılmasına karar 

verilmiştir.  

 

4.1. Alüminyumun iki tarafında büyüyen AAO filmlerden birinin yüzeyinin 

Deney 5 koşulları kullanılıp korunarak 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl 

çözeltisine bırakılması. Böylelikle korunmayan AAO film ve alüminyumun 

çözeltide çözünmesi ve korunan yüzeyden AAO membran eldesi.  

 

Alüminyum folyo üzerinde büyütülen AAO filmlerden birinin yüzeyi deney 5 te 

belirtilen koşullarla hazırlanan PMMA spin kaplama cihazı kullanılarak kaplanmıştır. 

Yüzeydeki polimer kurutulduktan sonra bu substrat 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl 

çözeltisine bırakılmıştır. Çözelti içinde ince PMMA tabakasının, kaplama 

bulunmayan AAO film daha asit içinde çözünmeden, yüzeyden kalktığı ve zamanda 

Al folyonun her iki yüzünde bulunan AAO filmlerin yüzeyden eriyip kaybolduğu 

gözlemlenmiştir.  

 

Bunun üzerine spin kaplama cihazı ile kaplama yapmak yerine polimer çözeltisi 

damlatılarak alüminyum folyo üzerindeki AAO filmlerden birinin yüzeyinde aynı 

konsantrasyonda kalın bir PMMA tabakası oluşturulmuştur. Bu tabakanın, kapladığı 

AAO filmi, asidik CuCl2 çözeltisinde efektif bir şekilde koruduğu gözlemlenmiştir. 

Kaplama olmayan AAO film ve metalik alüminyum yaklaşık 30 dakika içinde 

çözünerek kaybolmuş ve bir yüzü PMMA ile kaplı serbest AAO membran elde 

edilmiştir. Bu aşamadan sonra AAO membran yüzeyindeki polimerin uzaklaşması 

için membran 50 ⁰C de kloroforma bırakılmıştır. Membranın yüzeyinden polimerin 

akışkan bir hal alarak kısmen uzaklaştığı gözlemlenmiştir. Bunun üzerine aynı 

koşullarda hazırlanmış AAO membran organik kalıntılardan kurtulmada etkin olan 

piranha çözeltisine (3:1(V/V) H2SO4:H2O2) bırakılmıştır. Ancak polimer kaplamanın 

yüzeyden uzaklaştırılmasında başarılı olunamamıştır. 

 

Benzer koşullarda hazırlanan bir yüzü PMMA kaplı başka bir AAO membran 

piranha çözeltisinde yaklaşık bir gün boyunca bekletildiğinde polimer yüzeyin hala 

tam olarak temizlenemediği ancak membranın bariyer tarafının asidik piranha 
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çözeltisinin etkisiyle çözündüğü ve bu taraftaki porların ortaya çıktığı 

gözlemlenmiştir. Piranha çözeltisine tabi tutulan membranlarda ayrıca ciddi incelme 

gözlemlenmiş ve ilerleyen çalışmalar için kullanılamaz hale gelmiştir.  

 

4.2. AAO film yüzeyinin Deney 5 koşulları kullanılarak korunması ve elde 

edilen bir yüzü PMMA kaplı AAO membrandan polimer tabakanın oksijen 

plazma kullanılarak temizlenmesi.  

 

AAO membran yüzeyindeki polimerin çözücü ve piranha çözeltisi kullanılarak 

uzaklaştırılamayacağı anlaşılınca farklı yöntemler kullanılarak, polimer yüzeyden 

uzaklaştırılmaya çalışılmıştır. Bu bağlamda Al folyonun her iki tarafında oluşan 

AAO filmlerden birinin yüzeyi deney 5 te belirtilen koşullar altında PMMA ile 

korunmuştur. Kaplama olmayan AAO film ve metalik alüminyum yaklaşık 30 dakika 

içinde 0,1 M CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisinde çözünmüş ve bir yüzü PMMA 

kaplı AAO membran elde edilmiştir. AAO membranın yüzeyini kaplayan PMMA’in 

uzaklaştırılması için SAMCO RIE-1C plazma sistemi kullanılmıştır (140 W RF 

gücü, 20 sccm akı, 20 pa basınç altında). Ancak yüzeyin başarılı bir biçimde 

temizlenemediği gözlemlenmiştir. 

 

5. Alüminyum folyo üzerinde oluşturulan AAO filmin parafilm ile korunması ve 

serbest AAO membran eldesi. 

 

Yapılan literatür araştırmaları ve ilgili yöntemler, iki tarafı da açık porlara sahip 

temiz bir AAO membranın elde edilmesinde başarılı olamamıştır. Bunun üzerine 

literatürde rastlanmamış basit ve ucuz bir yöntemle AAO membranın eldesi üzerine 

çalışılmış ve başarılı olunmuştur (Şekil 3.8).    

 

İki aşamalı anodizasyon ile üretilen AAO membranların bir yüzü parafilm ile 

kapatıldıktan sonra, membranlar 0,1 M NaOH içine atılmıştır. Açıkta kalan oksit 

yüzeyin çözünmesinin ardından membranlar yıkamaya tabi tutulmuş ve 0,1 M 

CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisine atılmıştır. Parafilm hem asit içerikli çözeltide 

hem de baz içerikli çözeltide altında kalan oksit tabakayı başarı ile korumuştur. Al 
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tabaka yüzeyden kısa bir sürede uzaklaştırıldıktan sonra membran n-hekzan içine 

atılmış ve parafilm yüzeyden uzaklaştırılmıştır. Sonrasında membranın çözelti 

yüzüne bakan kısmi istenilen kalınlıkta karbon ile Bilkent-UNAM da bulunan 

GATAN PECS (Presicion Etching&Coating System) cihazı kullanılarak kaplanmıştır 

ve CNM`ler elde edilmiştir (Şekil 3.8). 

 

 

Şekil 3.8. Koruma amaçlı parafilm kullanarak AAO membran eldesi. A)Yüksek 
saflıktaki Al folyo. B) Al folyo ve üzerinde büyütülmüş olan AAO membranlar. C) 

Porlu oksit yüzeylerin biri sıcaklık artışına bağlı olarak parafilm ile kaplanması. D) 
Açıkta kalan yüzey 0,1 M NaOH ile yüzeyden uzaklaştırılması. E) 0,1 M 

CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisi ile Al tabaka membranın bariyer yüzünden 
temizlenmesi. F) Yüzeyde bağlı olan parafilmin n-hekzan ile temizlenmesi. G) PVD 

ile karbon kaplama yapılarak CNM eldesi. 

 

Ayrıca, iki basamaklı anodizasyonla elde edilen bu AAO membranın bariyer 

yüzünde bulunan porların henüz ortaya çıkmadığı gözlemlendiğinden, AAO 

membranın çözelti içinde çok kısa süre kaldığını ve bariyer yüzeydeki porlar 

açılmadan metalik alüminyumun uzaklaştığı gözlemlenmiştir. Böylece membranın 

asidik CuCl2 çözeltisi içindeki incelme sorunu da asgari seviyeye indirgenmiştir. 

Serbest AAO membran eldesi ile ilgili sorun aşıldıktan sonra por çapı 

standartlaştırma çalışmalarına geçilmiştir. 

 

Membran % 5`lik H3PO4 içerisinde por açımı için bekletilmiştir. 120 dakikanın 

sonunda membranın çözelti yüzündeki porların çalışma için istenildiği gibi ~ 100 nm 

Al 

AAO 

Parafilm 

Serbest 

AAO 

CNM 
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çapa ulaştığı gözlemlenmiştir. Bu aşamadan sonra okzalik asit içinde büyütülen AAO 

membranlar CNM eldesi için 10 nm karbon ile kaplanmış ve karakterizasyonları 

yapılmıştır. 

 

Fosforik asit kullanarak AAO membran eldesi 

 

Çalışmanın ikinci aşamasında yaklaşık 300 nm çapında düzgün sıralı gözeneklere 

sahip AAO membranlar fosforik asit elektroliti içinde üretilmiştir. Elektrokimyasal 

parlatmanın ardından bu kez folyolar iki basamakta da 160 V DC voltaj altında ve 

0°C de anodizasyona tabi tutulmuşlardır [108]. Membran üretimi sırasında elektrolit 

ve yüksek voltaj kaynaklı sorunlarla karşılaşılmıştır. Bu sorunların çözümü için 

değişik çözümler üretilmiştir.  

 

Fosforik asit içerisinde sentezlenen AAO membranların kalınlık, por düzenliliği ve 

porluluk oranı açısından standart bir görünüme kavuşması için sentezi etkileyen ve 

Çizelge 3.2’de gösterilen bazı parametrelerin takibi yapılmıştır. 

 

Çizelge 3.2. H3PO4’ün elektrolit olarak kullanıldığı AAO membran sentezleme 

çalışmalarında standart bir membran üretimi için üzerinde çalışılan parametreler. 
 

No  Parametreler  

1  Elektrolit konsantrasyonu  

2  Anodizasyon süresi & Kalınlık  

3  Por düzenliliği  

4  Eş zamanlı olarak alüminyum tabakayı yüzeyden uzaklaştırma  

5  Bariyer tabakanın uzaklaştırılması için farklı asit & baz çözeltilerinin 

değişik konsantrasyonlarda kullanılması  

6  Membranların çözelti yüzeyinden parafilmin tam olarak uzaklaştırılması  
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1. Elektrolit olarak ağırlıkça %10`luk H3PO4 çözeltisi kullanılarak AAO 

membran eldesi.  

 

Başlangıçta ağırlıkça %10`luk H3PO4 çözeltisi elektrolit olarak hazırlanmıştır [108]. 

Bu çözelti soğutucu vasıtasıyla 0˚C ye kadar soğutulmuş ve voltaj cihazı 160 Volta 

ayarlanmıştır. AAO membran üretim prosedürü gereği önceden elektrokimyasal 

olarak parlatılmış Al folyo, çelik katot ile birlikte çözelti içine 1. anodizasyon 

aşaması için yerleştirilmiştir. 160 V luk voltaj membrana uygulanmaya başladığında 

çözeltinin kabarcıklar oluşturarak kaynadığı gözlemlenmiştir. Oluşan bu durumun 

ardından alüminyum membranın yüzeyinde değişimler gözlemlenmiştir. Literatür 

kaynağının [108] bu işlem için çelik yerine Pt katot kullandığı öğrenerek, katot 

materyal platinyuma çevrilmiş ancak yukarıda bahsedilen koşullarda yine çözelti 

kaynadığı görülmüştür. 

 

2. Elektrolit olarak ağırlıkça %5`lik H3PO4 çözeltisi kullanılarak AAO 

membran eldesi.  

 

Kaynama esnasında okunan yüksek akımları düşürme hedefiyle direnci daha yüksek 

elektrolit kullanmaya karar verilmiştir. Bunun üzerine ağırlıkça %5`lik H3PO4 

çözeltisi hazırlanıp elektroparlatma gerçekleştirilmiş Al folyo, 1. anodizasyon için 

0˚C ye soğutulmuş çözelti içine yerleştirilmiştir. Voltaj cihazı 160 V ayarlanmış ve 

İlk durumda olduğu gibi, 160 V luk voltaj membrana uygulanmaya başladığında 

çözeltinin kısa sürede kaynadığı gözlemlenmiştir. Bunun üzerine sıcaklık artışı 

gözlemlenen çözelti tekrar 0˚C ye kadar soğutulup, voltaj 1 dakikada 100 V dan 160 

V a kadar hızlı bir biçimde yükseltilmiştir. Çözelti başlangıçta kaynama eğilimi 

göstermemiş olsa da ilerleyen zaman içinde kaynama gerçekleşmiştir. Dolayısıyla 

kütlece %5`lik çözelti kullanarak standart membran oluşumun sağlanamayacağı 

görülmüştür. 

 

Kaynamanın sebebi ile ilgili olarak literatürü incelediğinde, oksit tabakasındaki hızlı 

iyon transferi ve elektrolit/elektrot arayüzünde düşük polarizasyona bağlı olarak 
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akımın değerlerinde görülen yükselmenin ani sıcaklık artışını tetiklediği 

gözlemlenmiştir [109].  

 

Aynı zamanda, membranın por yapısının sıralı olmaması, değiştirilen farklı 

parametrelere rağmen sonuç alınamamış olması bizi farklı yöntemlerin denenmesini 

zorunlu kılmıştır. Bunun üzerine, sonraki çalışmalarda 160 V altında elektrolit 

derişimini literatür incelenerek [110] kütlece %4’e düşürmeye karar verilmiştir.  

 

3. Elektrolit olarak ağırlıkça %4`lük H3PO4 çözeltisi kullanılarak AAO 

membran eldesi. 

 

Ağırlıkça %4`lük H3PO4 çözeltisi ile kullanılarak iki aşamalı anodizasyon prosedürü 

takip edilmek istenmiştir. Ancak asidik kromat çözeltisi içinde ilk anodizasyon 

aşamasında oluşan ince opak membran tam olarak Al yüzeyden uzaklaştırılamadığı 

için, tek aşamalı anodizasyon prosedürü izlenmiştir. Çünkü iki basamaklı 

anodizasyon sonucu çift katlı ve oldukça düzensiz por yapısı ile karşılaşılmıştır.  Bu 

aşamada AAO membran % 4`lük H3PO4 çözeltisinde 18,5 saat tek basamak olarak 

büyütülmüş ve standart metotla serbest hale getirilmiştir.  

 

Çalışmanın bu aşamasında bariyer yüzde oluşan porların daha düzenli olacağı 

düşünüldüğünden porların bu taraftan açılması için derişik ve farklı tipte asit 

çözeltileri kullanılmış ancak bariyer yüzdeki porlar açılamamıştır. Membranların, 

hazırlanacak substrata uygun olarak, kalın olması gerektiğinden uzun süreli 

anodizasyona bağlı olarak bariyer tabaka kalınlığının arttığı gözlemlenmiştir.  Bunun 

üzerine tek aşamalı anodizasyonla üretilen membranlar 30 ve 60 dakika süreyle 

asidik kromat çözeltisine tabi tutulmuştur. Böylece membran oluşumunun ilk 

anlarında meydana gelen düzensiz tabaka yüzeyden uzaklaştırılmış ve nispeten daha 

düzenli olan por yapısı ortaya çıkarılmıştır. Bu çözelti içerisinde por çapları da eş 

zamanlı olarak genişlediğinden ayrıca bir por çalışması yapılmasına gerek 

kalmamıştır. Ayrıca, tek aşamalı anodizasyonda porların daha düzenli bir görünüm 

alması için başlangıçta alüminyum tabaka ~ 400°C de tavlanmıştır [111]. Bu 

işlemlerin ardından AAO membranlar 20 nm karbon ile Bilkent-UNAM da bulunan 
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GATAN PECS (Presicion Etching & Coating System) cihazı kullanılarak kaplanmış 

ve CNM `ler elde edilmiştir. 

 

3.2.3. Tartışma ve sonuçlar                                                                                                   

 

Serbest AAO membran eldesi 

 

Önceki çalışmadan edinilen tecrübe çerçevesinde okzalik asit içerisinde iki aşamalı 

anodizasyonla Al tabaka üzerinde büyütülen membranlar, hücrelerin Al tabakanın 

sitotoksik etkisine maruz kalmaması için bu tabaka uzaklaştırıldıktan sonra 

kullanılmıştır. Al tabakanın uzaklaştırılması ile ilgili birçok makale incelenmiş ve 

belirtilen prosedürler uygulanarak bu tabakanın oksit tabakadan ayrılması için 

çalışılmıştır. Ancak literatürde rastlanan tırnak cilası, vernik ya da polimer kaplama 

ile koruma teknikleri istenilen sonucu elde etmede başarılı olamamıştır. 0,1 M 

CuCl2.2H2O + 6,1 M HCl çözeltisi içinde bekletilen herhangi bir koruma tabakası ile 

kaplanmamış olan membranın asit varlığı sebebiyle incelip zamanla daha Al tabaka 

çözünmeye başlamadan eriyip kaybolduğu gözlemlenmiştir. Koruma tabakası olarak 

tırnak cilası ya da vernik kullanılsa da bu malzemelerin membranı korumada yeterli 

olmadığı ya da membran eldesi sonucu uzaklaştırılamadığı gözlemlenmiştir (Şekil 

3.9-A/B). Bu koruma materyallerinin asit dayanımı oldukça düşüktür. Ayrıca, 

polimer tabaka kullanılarak seri halinde lam üzerinde yapılan çalışmalarda Deneme 5 

te belirtilen koşullarda istenilen sonucun elde edildiği düşünülmüş ancak AAO 

membranların porlu yapısın dikkate alındığında PS ve PMMA gibi polimerler ile 

çalışmanın da uygun olmadığına karar verilmiştir. Çünkü polimer uygulanarak 

alüminyumdan kurtulmuş, serbest AAO membranların eldesi mümkün olsa da 

sonrasında kullanılacak nanoporlu yüzeydeki polimer tabakası piranha çözeltisi 

kullanılsa bile uzaklaştırmak mümkün olmamıştır (Şekil 3.9-C/D). Piranha çözeltisi 

uygulamasına bağlı olarak oksit membranda incelme de gerçekleştiğinden 

membranların bu çalışma için aranılan kalınlık değerleri kaybettiği gözlemlenmiştir. 

Dolayısıyla bahsi geçen koruma uygulamaları serbest AAO membranların eldesi 

konusunda yetersiz kalmıştır. Bu yöntemlerin dışında Gazi Üniversitesi Yaşam 

Bilimleri Uygulama ve Araştırma Merkezì nde bulunan SAMCO RIE-1C plazma 
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sistemi kullanılarak yüzeydeki polimer temizlenmeye çalışılmıştır. Ancak por 

ağızları açılmış olsa da AAO membranların yüzeyinden polimer tabakayı tam olarak 

uzaklaştırmak mümkün olmamıştır (Şekil 3.9-E/F). Polimerin hazırlandığı 

çözücüsünde çözünmemesi, Al tabaka artan sıcaklığın etkisi ile polimer tabakanın 

çapraz bağlanması ile açıklanmaktadır.  Bununla beraber AAO yüzeyin porlu yapısı 

da polimerin yüzeydeki kalıcılığını artırıcı yönde etki etmektedir.  

 

Karşılaşılan bu zorluklar, istenilen kalitede serbest AAO membranların eldesi için bir 

metot geliştirilmesini zorunlu kılmış ve bu başarıyla gerçekleştirilmiştir. Geliştirilen 

bu basit, ucuz ve tekrarlanabilir metotta membranın asidik medya ile teması 

tamamen kesildiği için kalınlık kaybı ve membran bütünlüğünde bir bozulma 

yaşanmamıştır. Koruma materyali olarak kullanılan parafilmin n-hekzan içerisinde 

kolay çözünebilir bir madde olması ve ısı etkisiyle por içlerine doğru girmeden 

sadece yüzeysel olarak membrana tutunması yüzeydeki kalıntılarını uzaklaştırmada 

kolaylık sağlamıştır (Şekil 3.9-G/H).  

 

Sağlıklı membran eldesi sağlandıktan, AAO yüzeyler Şekil 3.9-I/J de belirtilen 

kalınlıklarda karbon ile PVD yöntemi vasıtasıyla kaplanmıştır. 
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Şekil.3.9. Vernik kullanılarak korunan AAO membranın A) ön yüz, B) arka yüz (Por çapı=58,17 ± 3,31 nm), PMMA kaplı AAO 

membranın piranha çözeltisinden sonraki durum C)ön yüz D)arka yüz (Por çapı= 103,345 ± 2,28 nm), E-F)PMMA kaplı AAO 
membranın REI-1C plazma sistemi kullanılarak 170 saniye oksijen plazmaya tabi tutulduktan sonraki durumu(Por çapı= 39,6 ± 1,4 nm), 

koruma amaçlı parafilm kullanarak elde edilen AAO membran G)ön yüz (Por çapı=48,04 ± 0,69 nm) H)arka yüz, I) okzalik asit 
içerisinde üretilen AAO membranın 10 nm karbon kaplandıktan sonraki durumu (Por çapı= 95,017 ± 2,17 nm), j) fosforik asit içerisinde 

üretilen AAO membranın 20 nm karbon kaplandıktan sonraki durumu (Por çapı=290,546±8,825 nm).

H 

G 

F 

E C 

D B 

A 

J 

I 
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Okzalik asit kullanılarak üretilen membranlarda iki aşamalı anodizasyon sebebiyle 

bariyer yüzündeki por kalitesi ile çözelti yüzündeki por kalitesi hemen hemen 

aynıdır. Hücre çalışmaları için hazırlanacak substratların dolgu malzemesi olarak 

parafilmle desteklenmesi planlandığından membranın çözelti yüzü parafilmle 

kaplıyken bariyer yüzdeki porların açılması planlanmıştır. Ancak bariyer yüzde 

bulunan tabaka porların açılmasını geciktirmektedir. Burada dikkati çeken durum, 

yaklaşık 150 dakika bekleme süresine rağmen bariyer yüzdeki porların ancak ~ 60 

nm boyutlarına ulaşabilmesidir (Şekil 3.10). Membranın kullanım kolaylığı için 

anodizasyon süresi artırımı ile membranların kalınlaştırılması gerekmektedir. Ancak 

bu kalınlık artışı bariyer tabakanın da kalınlaşmasına ve doğal olarak buradaki 

porların açılmasında uzun beklemelere yol açmaktadır. Bariyer tabaka ile ilgili bir 

diğer gözlem de lokal pürüzlülüklerin (Figür 3.10.B, por birleşmeleriyle gözlemlenen 

papatya benzeri girintiler), membranın bu yüzünde daha fazla gözlemlenmesidir.  

 

 

Şekil 3.10. AAO membran sentezi sırasında oluşan bariyer tabakanın %5 H3PO4 
içinde membranı A)0, B)75, C)120 ve D)150 dakika bekleterek uzaklaştırılması. 

A 

C 

B 
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Ön yüzün por açma işlemi sonrasında aldığı durumu gözlemlemek amacıyla 

parafilme bağlı yüz sıcak hekzan kullanılarak açılmış ve membran gece boyunca 

hekzan içinde bekletilmiştir. % 5`lik H3PO4 içerisinde 120 dakikanın sonunda 

membranın çözelti yüzündeki porların raporda belirtilen ~ 100 nm çapa ulaştığı 

gözlemlenmiştir. Bu membranlar 10 nm kalınlıkta karbon ile kaplanarak CNM’ler 

elde edildi ve bunlar SEM ile karakterize edildi (Şekil 3.11). Ön yüzde alınan olumlu 

sonuçlar dikkate alınarak ve arka yüzdeki lokal pürüzlülükler ve uzun süre gerektiren 

por açma işlemleri düşünülerek, okzalik asit içinde sentezlenen membranların 

kullanılacağı hücre deneylerinde membranların çözelti yüzünün kullanılmasının 

uygun olduğuna karar verildi.  

 

   

Şekil 3.11. Okzalik asit elektrolitinde üretilen AAO’dan CNM eldesi. AAO membran 
120 dakika % 5 H3PO4 çözeltisinde bekletilerek çözelti yüzündeki porlar istenen 

büyüklüğe ulaşmış ve 10 nm karbon ile kaplanarak CNM elde edilmiştir. (Por çapı= 
95,017 ± 2,17 nm). A) düşük büyütmede ve B) yüksek büyütmede SEM görüntüsü. 

 

Okzalik asitte bu gelişmeler yaşanırken fosforik asit elektroliti varlığında, ilk 

anodizasyonda üretilen membranın derişik kromat çözeltisi kullanılarak bile 

yüzeyden tam olarak uzaklaştırılamıyor ve çift katlı membran yapısının gözlenmesi 

nedeniyle (Şekil 3.12), burada AAO membranlarda iki aşamalı anodizasyonun 

kullanımın uygun olmadığı gözlemlenmiştir.  

 

A B A B 
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Şekil 3.12. İkinci anodizasyon sonrası AAO membranın çözelti yüzündeki çift katlı 

membran yapısı. 
 

Tek basamaklı anodizasyonla üretilen membranların çözelti yüzü ve bariyer yüzü 

yanal kesitten SEM ile incelendiğinde (Şekil 3.13) bariyer yüzde oluşan porların 

daha sıralı olduğu gözlemlenmiştir. Bu sebeple bu membranlarda bariyer yüzün 

kullanılmasının uygun olduğu düşünülmüştür. 

 

 

Şekil.3.13. AAO membranın A) çözelti yüzüne yakın, B) bariyer yüzüne yakın yanal 
kesit görüntüsü. 

 

Ancak uzun anodizasyon süresine bağlı olarak artan bariyer tabaka kalınlığı 

sebebiyle porların eş zamanlı olarak açılması mümkün olmamıştır. Çeşitli asit 

çözeltileri kullanılarak bariyer yüzdeki porlar açılmaya çalışılmıştır. Seyreltik 

çözeltilerde uzun uygulama sürelerine rağmen bariyer tabakanın aşılamadığı (Şekil 

3.14-A), derişik çözeltilerde ise porların eş zamanlı olarak açılmamasına bağlı olarak 

por çapındaki standart sapmada ciddi artışlar gözlemlenmiştir. AAO membranın bazı 

A B 
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bölgelerinde porlar tamamen açılırken bazı bölgelerinde porları hala kapalı olduğu 

tespit edilmiştir. Yapılan çalışmalarda bariyer yüzdeki porların, derişik asit 

çözeltilerine ve uzun uygulama sürelerine rağmen, eş zamanlı olarak açılmaması bizi 

bu durumun ne ile ilgili olduğunu araştırmaya yönlendirmiştir. Yapılan 

incelemelerde bariyer tabaka kalınlığının membranda lokal olarak değiştiği 

gözlemlenmiştir. Bunun yanında yapılan literatür incelenmesinde okzalik asitte 

üretilen membranda bariyer yüzdeki porlar açılırken, neden fosforik asit içerisinde 

üretilen membranda bariyer yüzdeki porların ağızlarının açılmadığı sorusuna cevap 

aranmış ve bu durum ile ilgili olarak okzalik asitin içerisinde üretilen membranın, 

diğer membrana göre hidrofilitesinin daha yüksek olması; yani su bazlı çözeltilerde 

daha kolay çözünebildiği sonucuna ulaşılmıştır (Şekil 3.14-B/C) [112]. Dolayısıyla, 

fosforik asit içinde üretilen membranların da çözelti yüzünün belli bir optimizasyon 

sonrası kullanılmasının uygun olduğuna karar verilmiştir.  

 

 

Şekil 3.14. Kromat çözeltisindeki H3PO4 derişiminin artmasına bağlı olarak 
yüzeyden ilk anodizasyon aşamasında oluşan AAO filmin uzaklaştırılması. A) 

Oluşan membranın bariyer yüzünün 75 dakika %5 H3PO4 bekletildikten sonraki 
durumu. AAO membranın bariyer yüzündeki porların derişik asit çözeltisi ile 
açılması. B)10 saniye, C) 5 dakika sonrasında membranın farklı bölgelerindeki 

porların durumu. Por çapı: 286,972 ± 37,043 nm Membran kalınlığı:~15 μm. 
 

Bu amaçla, tek aşamada üretilen membranlar çözelti yüzünde oluşan düzensiz ince 

AAO katmanın yüzeyden uzaklaştırılması ve alttaki sıralı porların bulunduğu 

tabakaya ulaşılabilmesi için kromat çözeltisi içinde belli sürelerle bekletilmiş ve 

SEM görüntüleri alınmıştır (Şekil 3.15). Süreye bağlı olarak por çapının da 

düzenlilikle birlikte arttığı ancak belli bir süreden sonra porların birleşme eğiliminde 

olduğu gözlemlenmiştir. Çalışmalar anodizasyon sonrası 30 dakikalık kromat 

A C B 
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uygulamasıyla porların yaklaşık 300 nm çapa sahip olduğunu ve ilk duruma göre 

nispeten daha düzenli por yapısına ulaştığını göstermiştir. Küçük bir zaman 

ayarlaması ile 300 nm ye daha yakın değerlerin elde edilmesi beklenmektedir. 

 

 

Şekil 3.15.Fosforik asit çözeltisi içerisinde tek aşamalı anodizasyon ile üretilen AAO 
membranın A) Kromat çözeltisi içinde bekletilmeden önce B) 30 dakika 

bekletildikten sonra C) 60 dakika bekletildikten sonraki SEM görüntüsü. B por çapı: 
343,81±31,23nm, C figüründe porlar büyük oranda birleşme gösterdiğinden por çapı 

hesaplanamamıştır. Örnekler 5 nm Au-Pd ile kaplanmıştır. 

 

CNM kaplama koşullarının optimizasyonu ve CNM karakterizasyonu  

 

Okzalik asit içerisinde üretilen ve yaklaşık 100 nm por çapına sahip AAO membran 

10 nm karbon ile kaplanarak, fosforik asit içerisinde üretilen ve yaklaşık 300 nm por 

çapına sahip AAO membran 20 nm karbon ile kaplanarak CNM`ler elde edilmiştir. 

PVD metodu ile elde edilen bu membranların karakterizasyonunda SEM, TEM, XPS, 

EDAX, DC Voltaj/Akım Kaynağı kullanılmıştır.  

 

Karbon kaplama kalınlığı, AAO membranın por çapına bağlı olarak belirlenmiştir 

(Şekil 3.16). Okzalik asit kullanılarak üretilen membranlar yaklaşık 100 nm por 

çapına sahip olduğundan 10 nm karbon kaplamanın uygun olduğu görülmüştür (Şekil 

3.16-D). Fosforik asit içerisinde üretilen membranlarda ise ortalama por çapı 300 nm 

olduğundan görüntü kalitesini arttırmak için 20 nm karbon kaplamanın uygun olduğu 

sonucuna varılmıştır (Şekil 3.16-B). Daha geniş porları olan bu membranlarda bu 

kaplama kalınlığı herhangi bir kapanmaya sebep olmamaktadır. Ne var ki, daha kalın 

A B C A B C 
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kaplamalarda (50 nm) porlar tıkanmakta, buna bağlı olarak da CNM yapısı 

gözlenememektedir. (Şekil 3.16-C).  

 

 

Şekil 3.16. Fosforik asit çözeltisi içerisinde üretilen AAO membranın A) 10 nm B) 
20 nm C) 50 nm karbon kaplanarak elde edilen CNM`lerin SEM görüntüsü. D) 

Okzalik asit çözeltisi içerisinde üretilen AAO membran 10 nm karbon kaplandıktan 
sonra elde edilen CNM’in SEM görüntüsü. Karbonun iletkenliği Au-Pd kaplamaya 

göre iletkenliği daha az olduğu için görüntülerin netliği azalmıştır. 

 

AAO kalıp üzerindeki karbon kaplamanın varlığını göstermek için, fosforik asit 

içinde üretilen bir AAO membranın çözelti yüzü 20 nm karbon kaplanarak CNM 

elde edilmiştir. Bu membranın kesit görüntüleri incelenerek karbon kaplanan 

yüzeyden uzak bölgelerde Al2O3 baskınlığı (Şekil 3.17-A), kaplanan çözelti yüzüne 

yaklaştıkça ise C varlığının baskınlığı (Şekil 3.17-B) SEM ve EDAX analizleriyle 

ortaya konmuştur.  

A B C D A B C D 
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Şekil 3.17. CNM kesit SEM görüntüleri ve EDX analizi. A) Bariyer yüze yakın 

bölgedeki, B) çözelti yüzüne yakın bölgedeki SEM ve EDX analizleri. 
 

X-Işını Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) kullanılarak CNM’lerin yapısındaki 

amorf karbon varlığı, membranın karbon kaplanmış çözelti yüzü 280-290 eV özel 

aralığında taranarak elde edilen sinyal şeklinden saptanmıştır [94] (Şekil 3.18-A). Bu 

CNM, 0,1 M NaOH içinde bekletilerek kalıp AAO tamamen çözünmüş ve örnekler 

A 

B 
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SEM ve EDAX kullanılarak incelenmiştir. Bazik çözelti içinde çözünen AAO kalıp 

ardında CNT`leri bırakmış ve bu SEM ile gözlemlenmiştir (Şekil 3.18-B). Tüplerin 

EDAX analizi yapıldığında büyük oranda karbon içerdiği, az miktarda Al varlığının 

da çözünen membran yapısından kaynaklandığı ve tüplerin üzerinde yetersiz 

yıkamadan dolayı kaldığı sonucuna varılmıştır (Şekil 3.18-C).  

 

Şekil 3.18. A) CNM’in 280-290 eV özel aralığındaki XPS sonuçları. CNM, 0,1 M 
NaOH kullanılarak çözüldükten sonra ortaya çıkan CNT’lerin B) SEM ve C) EDX 

analiz sonuçları. 
 

CNM yapı, kalıp olarak kullanılan AAO tamamen çözündüğüne oluşan CNT benzeri 

yapılar ve nanoporlara sahip karbon film TEM aracılığı ile de karakterize edilmiştir 

(Şekil 3.19). Bunun için CNM 0,1 M NaOH içerisinde bekletilip kalıbın tamamen 

çözündüğü gözlemlenmiş, ardından bu çözelti bir polimerik filtreden geçirilmiş ve 

filtre üzerinde kalan yapı etanol içerisinde dağıtılarak TEM grit üzerine 

damlatılmıştır. Örnekler incelendiğinde serbest ve nanoporlu karbon yapıya bağlı 

CNT benzeri yapılar gözlemlenmiştir. CNT benzeri yapıların membran çapıyla 

paralel olarak yaklaşık 250 nm`lik bir çaptan başlayarak giderek daralan huni 

tarzında bir yapıda olduğu görülmüştür (Şekil 3.19-C). Karbon kaplamanın derinliği 

A 

B C 
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CNT benzeri yapıların boyu düşünüldüğünde yaklaşık 5000 nm olarak saptanmıştır. 

Nanoporlu karbon yapıda por boyutları da başlangıç membranın por boyutlarına 

paralel olarak yaklaşık 250 nm olarak gözlemlenmiştir. Böylelikle nanoporlu karbon 

filmin ve PVD yardımıyla elde edilmiş CNT benzeri yapıların varlığını  ilk olarak 

rapor etmiş bulunmaktayız.  

 

 

Şekil 3.19. A) Nanoporlu karbon yüzey ve bu yüzeye bağlı CNT benzeri yapılar. 
Nanoporlu karbon yüzeye bağlı CNT benzeri yapıların, B) düşük büyütme ve C) 

yüksek büyütmedeki görüntüleri. D) Serbest CNT benzeri yapıların TEM görüntüsü. 
CNM eldesi için fosforik asit içerisinde üretilmiş ve 20 nm karbon kaplanmış AAO 

membranlar kullanılmıştır. 
 

Kırılganlık ve karbon film yapısının kararlı olması gerektiği dikkate alınarak 

hazırlanan özel bir maske ile 100 μm mesafeden DC Voltaj/Akım Kaynağı 

(Yokogawa GS 210 sourcemeter) kullanılarak I-V eğrilerinden direnç ölçümleri 

alınmıştır [113] (Şekil 3.20-A/B). Ölçümler alınırken iki farklı deney seti 

hazırlanmıştır. İlk sette porlu yüzey farklı kalınlıklarda karbon ile kaplanmış, 

ardından üzerine maske yerleştirilerek Au ile kaplama yapılmıştır (Şekil 3.20-C). 

Maske kaplama kalınlığı 50 nm olarak belirlenmiştir. İkinci deney setinde AAO 

malzeme farklı kalınlıklarda Au ile kaplanmış ve üzeri yine 50 nm Au kontak ile 

maskelenmiştir. Şekil 3.20-D’de de görüldüğü gibi Au ile kaplı AAO membranların 

iletkenliği beklendiği gibi CNM’e göre oldukça yüksek çıkmıştır ve her iki durumda 

da kaplama kalınlığı ile direnç artışı gözlenmiştir [114]. Şekil 3.20-E, CNM ve AAO 

filmlerin görsel olarak da çok farklı olduklarını göstermektedir.  

A C B D 
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Şekil 3.20. A) Maskeleme için kullanılan kalıp ve Au ile maskelenmiş CNM. B) 

Maskelenmiş CNM’in ışık mikroskobu ve C) şematik kesit görüntüsü. D) Farklı 
kalınlıklarda Au ve karbon kaplama yapılan membranların direnç değerleri. 

Membranlar üzerinde çalışılırken ölçümler aynı mesafeden alınmıştır. E) 20 nm 

karbonkaplanarak elde edilmiş CNM ve herhangi bir kaplama bulunmayan AAO 
membran. 

 

Son olarak, elipsometre ile PECS cihazında farklı kalınlıklarda karbon kaplanan 

silikon yongaların kalınlık ölçümü yapılacaktır. Bu konu ile ilgili çalışmalar devam 

etmektedir. 
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Bu çalışmanın hücre çalışmaları Gazi Üniversitesi Yaşam Bilimleri Uygulama ve 

Araştırma Merkezì nde Prof. Dr. Belma Aslım ile ortak olarak yürütülmektedir. 

Devam eden çalışmalarda bu amaçla Şekil 3.21 de gösterilen düzenek 

oluşturulmuştur. Buradaki hücrelerle etkileşecek alan ve hacim hesaplanırken 96 lık 

mikroplakaların deneysel koşulları düşünülmüştür. Hazırlanan substratlar ile hücre 

malzeme etkileşimi an itibariyle incelenmektedir. Burada nörit formuna 

döndürülmeyen PC 12 hücreleri ile yapılan ilk çalışmalarda cam yüzeye 

tutunumlarının kolajen gibi malzemelerle sağlandığı görülmüştür. AAO (okzalik 

içinde büyütülen) membranlarda ise farklı bir biçimde hücrelerin ek bir kaplamaya 

ihtiyaç duymaksızın tutunduğu ve membranın hücre gelişimini stimule edici olduğu 

gözlemlenmiştir ve deneyler aktif olarak devam etmektedir. 

   

    

Şekil 3.21. Substrat ile ilgili ön çalışma sırasında hazırlanan 0,8 cm çaplı, 0,4 cm 

derinlikte 0,2 cm3 hacimdeki bir bölgede fosforik asitte büyütülen AAO membranın 
aktif alan görüntüsü. 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇLAR  

 

AAO membranlar yüksek saflıktaki alüminyumun anotlanması ile sentezlenen eşsiz 

bir biyomalzeme sınıfıdır  [9, 38]. Dikkat çeken kontrol edilebilir fiziksel özellikleri, 

kolay modifiye olması yönüyle kimyasal özellikleri ve sıralı boşluklardan oluşan 

yapısı ile AAO membranlar biyomedikal mühendisliğinde de yaygın olarak 

kullanılmaya başlamıştır. Özellikle kemik hücreleri ile yapılan çalışmalarda AAO 

membranların hücre gelişimi için uygun bir ortam olduğu ortaya çıkmıştır [92]. 

Bununla beraber, ilaç/gen taşınımı, biyomoleküllerin ayrıştırılması, biyosensör 

uygulamaları ve hücre etiketleme görüntüleme gibi birçok alanda kullanılan nano 

testtüplerin kalıp-sentez metodu üretiminde de AAO membranlar kalıp olarak 

kullanılmaktadır [53]. 

 

Bu tezin ilk bölümünde kalıp sentez ve sol-jel metotlarıyla AAO membranlar 

kullanılarak üretilen SNT`lerle göğüs kanseri hücrelerinin seçimli olarak yok 

edilmesi üzerinde durulmuştur. Üretilen AAO membranların, SNT`lerin, NH2 – 

SNT`lerin ve FA- NH2 - SNT`lerin karakterizasyonlarında SEM, TEM, XPS, FT-IR 

ve zeta potansiyeli ölçümleri kullanılmıştır. SEM analizleri sırasında düzenli AAO 

membran yapısı ve membranlardaki benzer por yapısının karakterizasyonu 

yapılmıştır. TEM analizleri ile kalıp sentez metodu ile benzer SNT`lerin yapılabildiği 

gözlemlenmiştir. Geleneksel sol-jel metodu ile çok miktarda uzun tüpler 

yapılabileceği görülmüştür. TEM analizlerinde son olarak tüplerin tam olarak jelle 

doldurulabildiği tespit edilmiştir. Bu şekilde önceden kullanılan ve dezavantajları 

bulunan iyonik etkileşim tabanlı ilaç yükleme stratejisi yerine boşlukları ilaç dolu 

jelle doldurulabilen kompozit nanotaşıyıcıların yapılabileceği gösterilmiştir. XPS, 

FT-IR ve zeta potansiyeli ölçümleri ile FA modifikasyonunun doğru bir biçimde 

yapıldığı tespit edilmiştir. Gazi Üniversitesi Yaşam Bilimleri Uygulama ve 

Araştırma Merkezi ile ortak yürütülen hücre çalışmalarında jel formülasyonunun 

optimizasyona ihtiyaç duyduğu belirlenmiş ve çapraz bağlayıcı miktarı azaltılıp, ilaç 

miktarı artırılmıştır. 

 



83 
 

Düşük pH değerlerinde salınım yapacak şekilde dizayn edilmiş jel ile doldurulan bu 

yeni nesil ilaç taşıyıcıların kanser hücreleri üzerinde sağlıklı hücrelerden daha etkin 

bir biçimde çalıştığı tespit edilmiştir. Bununla beraber dış yüzeylerine EDC-NHS 

reaksiyonları vasıtasıyla FA modifikasyonu yapılan SNT`ler kanser hücrelerinde 

sağlıklı hücrelere nazaran bol miktarda bulunan FA reseptörler ile daha iyi bir 

biçimde etkileşmiştir. Dolayısıyla, kanser hücre hatlarının, ilaç içerikli jel ile 

doldurulmuş FA modifikasyonuna sahip SNT 5 kodlu örnekteki ölüm oranı düşük 

konsantrasyonlarda bile sağlıklı hücrelerdekinden fazladır. Ayrıca, modifikasyon 

malzemesinin, tüplerin ya da jel içeriğinin herhangi bir sitotoksik etkisinin olmaması 

bu çalışmada ilaç uygulamasının hücreler üzerindeki direkt etkisini göstermiştir. 

Sadece ilaç kullanılarak yapılan sitotoksisite testlerindeki ölüm oranının ilaç yüklü 

kompozit SNT`lere göre çok daha düşük olduğu tespit edilen bir diğer durumdur. 

Hücrelere yüksek dozda ilaç verilmesinin hücrede ilaç direncini artırdığı 

düşünülmektedir. Yaptığımız çalışmada 20 ng/ml ilaç içeren SNT`lerin hücreleri 

öldürme oranının serbest halde hücrelere verilen yüksek dozdaki ilaçtan (200 ng/ml)  

çok daha iyi olduğu görülmüştür. SNT ile taşınan ilacın SK-BR3 hücre hattı 

üzerindeki ölüm etkisi % 51,7 iken, serbest haldeki ilacın ölüm oranı % 46,0 da 

kalmıştır. Aradaki fark hücrelerin ilaç direnci geliştirmesi ile açıklanmaktadır. Buna 

ek olarak, truva atı etkisi olarak bilinen yaklaşımda tek bir nano taşıyıcının hücre 

içine alınması ile yüzerce ilaç molekülünün içeri alınması söz konusudur.  Kanser 

hücrelerinde fazlaca bulunan FA reseptör sebebiyle FA-SNT`lerin hücre içine 

alınması ve asidik medyada jel içine hapsolmuş ilacın salınması kolaylaşmaktadır 

[115]. 

 

Bu tezin ikinci bölümünde CNM`lerin sinir-doku mühendisliği uygulamaları 

üzerinde durulmuştur. Literatürde serbest AAO membran eldesi ile ilgili bahsedilen 

yöntemlerde kullanılan kaplamaların bir kısmında asit dayanımı olmadığı, bir 

kısmında da kaplamaları AAO poroz yüzeyinden ayırmanın mümkün olmadığı 

görülmüştür. Bu tespit akabinde, parafilmin koruma kaplaması olarak kullanıldığı 

literatürde bahsedilmeyen, ucuz ve basit bir yöntem ile serbest AAO membranlar 

elde edilmiştir. Okzalik asit ve fosforik asit içerisinde iki farklı tipte AAO membran 

eldesi sağlanmış olup, bu membranların kalıp olarak kullanıldığı CNM`lerin üretimi 
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yapılmıştır. Okzalik asitte büyütülen membranlarda önceki projeden edindiğimiz 

tecrübeden ötürü üretim aşamasında bir sorun yaşanmamıştır. Fosforik asit içinde 

büyütülen membranlarda ise literatürdeki benzer çalışmalar dikkate alınarak üretim 

yapılmaya çalışılmış ancak kaynama problemi ve ilk AAO tabakanın yüzeyden 

uzaklaştırılmasının güçlüğü sebebiyle okzalik asit içinde büyütülen membranlar da 

kullanılan iki aşamalı anodizasyon yöntemi kullanılamamıştır. Bunun yerine tek 

aşamalı anodizasyon sonrası oluşan ilk AAO tabakanın kromat çözeltisi ile yüzeyden 

uzaklaştırılması yoluna gidilmiştir. 

 

AAO membranların kalıp olarak kullanıldığı bu çalışmada PVD metodu ile CNM`ler 

elde edilmiştir. Literatürde rastlanmayan bu metotla elde edilen CNM`ler SEM, 

TEM, XPS, EDX ve DC Voltaj/Akım Kaynağı kullanılarak topografik, kimyasal ve 

elektriksel özellikleri bakımından karakterize edilmiştir. Ayrıca TEM analizleri 

sırasında porlu karbon nanoporlu yüzeylere rastlanmış ve bu malzemenin kullanımı 

ile ilgili uygun çalışma araştırılmaya başlanmıştır. Aynı TEM çalışmaları yine PVD 

yardımıyla AAO içerisinde CNT benzeri yapılar üretilebileceğini de teyit etmiştir. 

AAO – CNM substratı hazırlanmış olup, TÜBİTAK tarafından desteklenen bu 

çalışmada PC 12 hücre hatlarının geliştirilmesi ve sitotoksisite çalışmalarına 

geçilmiştir.  
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5. GELECEK ÇALIŞMALAR 

 

İlk bölümde detaylandırılan, SK BR-3 ve MCF-12A hücre hatları üzerinde çalışılan, 

SNT`lerin ileriki dönemde farklı hücre hatları ile çalışılması gündemdedir. In-vivo 

performansları gerekli özgül gruplar dekore edilerek ölçülebilir. Örneğin prostat 

kanserinin tespitinde kullanılan prostat-özgü antijen ile modifiye edilmiş malzemeler 

kullanılarak teranostik uygulamaların çalışılması düşünülmektedir. Ayrıca küresel 

silika nano parçacıklarla kanser hücreleri üzerindeki etkileri bakımından da 

karşılaştırılması planlanmaktadır. Tüp ağızlarına yapılacak polimer kapakçıklarla 

(kork) [38] ilaç salınımının daha kontrollü hale getirilmesi de gelecek çalışmalar 

arasındadır. AAO membranların anodizasyon süresine bağlı olarak SNT`ler farklı 

boy ve çaplarda üretilip hücreler üzerindeki etkilerinin incelenmesi de söz 

konusudur. Son olarak SNT`lerin fagositik yollarla hücreye alımlarının TEM 

teknikleri ile tespit edilmesi ve incelenmesi planlanmaktadır.   

 

İkinci bölümde bahsedilen CNM`lerin PC 12 hücre hatları üzerindeki etkisinin 

incelenmesi için uygun substratların hazırlanmasına geçilmiştir. Hazırlanan 

substratlar sayesinde malzemenin morfolojik, kimyasal ve elektriksel özelliklerinin 

kontrol edilmesi amaçlanmaktadır. Morfolojik özelliklerin kontrolünde farklı por 

çapı ve porozite değerlerine sahip AAO membranlar kullanılmıştır. Kimyasal olarak 

büyüme faktörlerinin nanoporlu substrat içerisinde varlığına dayanan bir uygulama 

öngörülmüştür. Son olarak da karbon kaplamanın iletkenliğinden faydalanarak 

belirtilen hücre hatlarındaki gelişim mekanizmasının incelenmesi amaçlanmaktadır. 

Bu üç özelliği etkin bir biçimde ölçmemize kolaylık sağlayacak substratların tasarımı 

yapılmıştır ve ön çalışmalara başlanmıştır. İlerleyen dönemlerde ise hücre tutunum, 

canlılık ve nörit uzatma deneyleri aynı aktif yüzey alanına (Şekil 5.1) sahip 6 farklı 

substrat üzerinde floresan, optik ve elektron mikroskop yardımıyla 

gerçekleştirilecektir. Bahsi geçen 6 farklı substrat AAO, CNM ve CNM + voltaj 

durumlarının iki farklı gözenek çapı için incelenmesinden oluşacaktır. Karbon 

malzemenin karakterizasyonunda Raman Spektroskopisinden faydalanılacak olup 

tübüler yapıların varlığı araştırılacaktır. 
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Şekil 5.1. Hücre tutunumu ve nörit uzaması için kullanılacak substrat düzeneği. 

CVD tekniği ile kaplanan ticari AAO membranların kullanıldığı elektroosmotik akış 
yönünün kontrolü için hazırlanan düzenekten esinlenerek [94] hazırlanan bu 

düzenekte gerek sade AAO, gerekse CNM`ler 150 ºC de parafilmin erimesiyle iki 
cam arasında sabitlenecektir. Düzeneğin sterilizasyonundan sonra hücre tutunum ve 
nörit uzama deneyleri için mikroplaka görevi görecek olan açıkta kalan aktif alan 

kullanılacaktır. Elektriksel özelliklerin test edileceği uygulamalarda, anot ve katodun 
çözeltiyle etkileşimi söz konusu değildir. 
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