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ÖZET 

APTAMER ARACILI KONTROLLÜ YAYIMLA KARBENDAZİM'İN 

HeLa SERVİKAL KANSER HÜCRELERİNDEKİ GELİŞTİRİLMİŞ 

ANTİTÜMÖR AKTİVİTESİ 

ACAR, Elif Esma 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Bölümü 

Tez DanıĢmanı: Doç. Dr. Mahmut Deniz YILMAZ 

Haziran 2020, 64 Sayfa 

Bazı kanser türlerinde önemli araĢtırma ve ilaç geliĢtirme çalıĢmalarına rağmen, 

mortalite, prevalans ve nüks oranları hala çok yüksektir. Hedefleme kabiliyetine sahip 

ilaçların taĢınması, ilaç etkinliğini artırarak ve yan etkileri sınırlandırarak kanser 

tedavisi için umut vaat eden teknolojilerden biridir. Bu çalıĢmada karbendazimin 

servikal kanser hücreleri üzerindeki antitümör aktivitesini artırmak için değiĢtirilebilir 

aptamerler ve silika nanopartikül ile kontrollü ve hedefli salıma dayanan bir yaklaĢım 

araĢtırılmıĢtır. Karbendazim, geniĢ spektrumlu bir fungisittir ve ayrıca Ģu anda faz II 

klinik öncesi çalıĢmalarda olan üreme ve geliĢimsel toksik madde olarak ümit verici 

deneysel bir antitümör ilacıdır. ÇalıĢmamızda nükleolin (AS1411) bağlayıcı 

aptamerler, uyarıcı-bağımlı bir salım sistemi elde etmek için MCM-41 tipi silika 

nanopartiküllerinin nanoporları içindeki karbendazim moleküllerini tutmak için 

kullanılmıĢtır. Karbendazim yüklü aptamer silika kompleksinin etkisi test edilmiĢ ve 

HeLa hücreleri üzerindeki serbest karbendazim muamelesiyle karĢılaĢtırılarak, dağıtım 

sistemimizin hedef hücrelerde toksisiteyi 3,3 kat arttığı tespit edilmiĢtir. Kompleksin 

sitotoksisitesinin, çoğunlukla apoptozisin artmasına ve nekrozla iliĢkili yolların daha az 

uzamasına bağlı olduğu belirlenmiĢtir. 

Anahtar Kelimeler: Anti-tümör, Aptamer, Rahim ağzı kanseri, Nanopartikül 
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ABSTRACT 

ENHANCED ANTITUMOR ACTIVITY OF CARBENDAZIM ON 

HeLa CERVICAL CANCER CELLS BY APTAMER MEDIATED 

CONTROLLED RELEASE 

ACAR, Elif Esma 

MSc in Biotechnology Program 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mahmut Deniz YILMAZ 

June 2020, 64 Pages 

Despite significant research and drug development studies, mortality, prevalence 

and recurrence rates are still very high in some cancer types. Transporting drugs with 

targeting ability is one of the promising technologies for cancer treatment by increasing 

drug effectiveness and limiting side effects. In this study, a controlled and targeted 

release-based approach with interchangeable aptamers and silica nanoparticle was 

investigated to increase the antitumor activity of carbendazim on cervical cancer cells. 

Carbendazim is a broad spectrum fungicide and is also a promising experimental 

antitumor drug as a reproductive and developmental toxic substance currently in phase 

II preclinical studies. In this study, nucleoline (AS1411) binding aptamers were used to 

capture carbendazim molecules in the nanoporbines of the MCM-41 type silica 

nanoparticles to achieve a stimulating-dependent release system. The effect of the 

carbendazim-loaded aptamer silica complex has been tested and showed that our 

distribution system increased toxicity 3.3-fold compared to the free carbendazim 

treatment on HeLa cells. It has been determined that the cytotoxicity of the complex is 

mostly due to increased apoptosis and less prolonged pathways associated with necrosis.  

Keywords: Anti-tumor, Aptamer, Cervical Cancer, Nanoparticles 
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1. GİRİŞ 

 

Bu çalıĢmada anti-kanser özellikleri bilinen karbendazim molekülleri, silika 

nanopartikülleri yüzeyindeki mezoporlar içerisine aptamer kapılar ile hapsedilerek 

etkilerinin arttığı gösterilmiĢtir. ġekil 1.1de özetlendiği gibi ilk aĢamada 221 nm 

çapındaki düzenli mezoporlarla kaplı mezoporlu silika nanopartikülleri karbendazim 

molekülleri ile doldurulmuĢ ve AS1411 aptamer kapılarıyla mezopor ağızları kovalent 

bağlanma ile kapatılmıĢtır. Bu Ģekilde nanopartiküller içerisine hapsedilen karbendazim 

aptamerlerin spesifik olarak tümör hücre yüzeylerinde bulunan nükleolin proteinlerine 

yönlendirmesiyle ilaç etkisinin arttırıldığı gösterilmiĢtir. Hücre zarında aptamer kapı 

molekülleri nükleolin proteini ile bağlandığı zaman konformasyonel değiĢikliğe 

gideceğinden ve mezopor ağızları boĢ kalacağından içeride hapsolmuĢ karbendazim 

molekülleri serbest kalarak por dıĢına çıkmaktadır. Bu Ģekilde hücre yüzeyinde 

karbendazim miktarı zamanla artmaktadır. Böylece karbendazim hücre içerisine 

sızmakta ve mikrotübül entegrasyon/bozulma son bölgeleriyle etkileĢime geçerek 

mikrotübül tutuklanması olarak ifade edilen hücre içi soruna neden olarak hücrenin 

ölmesine giden bir süreç baĢlatmaktadır. 
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Şekil 1.1: ÇalıĢmamızda geliĢtirilen karbendazim taĢıma sisteminin çalıĢma prensibi(Tuna vd., 2019). 
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2. LİTERATÜR BİLGİSİ 

 

2.1. Servikal Kanser HeLa Hücreleri 

 

Rahim ağzı kanseri (HeLa servikal kanseri/serviks kanseri) yeni bir hastalık 

olmayıp geçmiĢte nasıl tanımlandığı, teĢhis ve tedavi edildiği tıp ve jinekoloji tarihinin 

bir parçası olarak incelenmiĢtir (Jenkins, 2020). Rahim ağzı kanseri tüm dünyada 

kadınlarda meme kanseri, akciğer kanseri ve kolon kanserinden sonra en sık görülen 

dördüncü kanser türüdür. Her yıl, yarım milyondan fazla kadına rahim ağzı kanseri 

teĢhisi konulmakta ve hastalık dünya çapında 300.000'den fazla ölümle 

sonuçlanmaktadır (WHO, 2018; Tuna vd., 2019). 2018 yılı verilerine göre rahim ağzı 

kanseri, doğu, batı, orta ve güney Afrika'daki kadınlarda kansere bağlı ölümlerin baĢlıca 

nedenidir. En yüksek insidans Eswatini'de kayıt altına alınmıĢ olup kadınların yaklaĢık 

% 6,5'inde 75 yaĢından önce rahim ağzı kanseri görüldüğü rapor edilmiĢtir. Çin ve 

Hindistan küresel vakaların üçte birinden fazlasına katkıda bulunmuĢ, Çin'de 106.000 

vakadan 48.000’i ve Hindistan'da 97.000 vakadan 60.000’i ölümle 

sonuçlanmıĢtır. Küresel olarak, rahim ağzı kanseri tanısında ortalama yaĢ 53 olup rahim 

ağzı kanserinden ölümle sonuçlanan ortalama yaĢ 59 olarak kaydedilmiĢtir. Rahim ağzı 

kanseri 185 ülkenin 146'sında 45 yaĢın altındaki kadınları etkileyen ilk üç kanser içinde 

değerlendirilmiĢtir (Arbyn vd., 2020). Rahim ağzı kanseri ile mücadele eden ve ölümle 

sonuçlanan vakaların ortalama yaĢ aralığı 35-55 arası olarak belirlenmiĢtir. Patolojik 

bulgular sonucunca insan papilloma virüsünün (HPV) yaklaĢık 15 genotipinden biri ile 
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devam eden enfeksiyonlar servikal kanser vakalarına neden olmaktadır. HPV'nin her bir 

genotipi, evrimsel türlere bağlı farklı kanserojen risklerle bağımsız bir enfeksiyon 

görevi gördüğü bildirmektedir (Schiffman vd., 2007).  

 

Rahim ağzı kanseri ile ilgili çalıĢmalar genellikle HeLa hücre hatları kullanılarak 

yapılmaktadır. Bu hücre hattı 1951 yılında izole edildikten sonra kültürde büyüyen nadir 

insan hücrelerinden biri olmuĢtur. ġekil 2.1.1’de görülen hücreler HeLa kanser 

hücrelerine aittir. 

 

                    

 

Şekil 2.1.1: DMEM kültür ortamında büyütülen HeLa hücrelerinin 10x oranında mikroskop görüntüsü. 
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2.2. Servikal Kanser HeLa Hücreleri Tedavisi 

 

HPV, servikal neoplazi geliĢiminin merkezinde olup servikal kanserlerin %99.7 

sinde tespit edilebilir. GeçmiĢten günümüze birçok tanı ve tedavi olanağı bulunmaktadır 

(Parkin ve Bray, 2006). Bu nedenle birincil olarak HPV aĢı uygulamasıyla HPV 

enfeksiyonunun azaltılması amaçlamaktadır. Ġkincil olarak, serviks kanseri taraması ve 

prekanseröz lezyonların Pap test, %5 asetik asit ve/veya lugol iyot solüsyonu 

uyguladıktan sonra serviksin gözle muayenesi veya yüksek riskli HPV tipleri için HPV 

testi yapılmaktadır. Rahim ağzı kanserinin mevcut tedavileri arasında cerrahi, 

radyoterapi, kemoterapi ve çeĢitli ajanlar bulunmaktadır. Günümüzde rahim ağzı 

tömürünün histerektomi ile cerrahi çıkarılmasıyla eĢ zamanlı olarak 

kemoradyasyon  tedavisi uygulanmaktadır. Cerrahi ve kemoradyasyon gibi tedaviler 

metastatik ve/veya tekrarlayan tümörlerde istenilen etkiyi sağlayamadığında kemoterapi 

alternatif bir tedavi yöntemidir. Rahim ağzı kanseri tedavisinde kullanılan 

kemoterapötik ajanlar içinde platin ilaçlar, alkilleyici ajanlar, anti-neoplastik bileĢiklerin 

kullanıldığı görülmektedir (Lee vd., 2016).  

Kullanılan bu konvansiyonel yöntemlere alternatif olarak, hedefleme kabiliyetine 

sahip ilaçların taĢınması, ilaç verimliliğini artırarak ve yan etkileri sınırlandırarak kanser 

tedavisi için umut vaat eden teknolojilerin kullanılması yaygınlaĢmaktadır. Günümüzde 

genellikle monoklonal antikorlar ve aptamerler, hedefli kanser tedavisi için yüksek 

spesifiteye sahip olduğu yakın zamanda yapılan çalıĢmada gösterilmiĢtir (Tuna vd., 

2019). 
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2.2.1. Klinikte kullanılan bazı kemoterapötik ajanlar 

 

Bevacizumab (Avastin®); anjiyojenik VEGF (vasküler endotelyal büyüme 

faktörü) proteinini bloke etmek için kullanılan ve rekombinant insanlaĢtırılmıĢ 

monoklonal antikor olan FDA ( Amerikan Gıda ve Ġlaç Dairesi) onaylı anti-anjiyojenik 

ilaçlar arasında yer almaktadır. Metastatik, tekrarlayan ve kalıcı serviks kanserinde 

kombine ilaç tedavisi ile ciddi toksisiteye neden olarak hasta sağ kalımını sağlamaktadır 

(Bizarri vd., 2016 ; Lee vd., 2019). Bevacizumab’ın kimyasal yapısı Ģekil 2.2.1.1’de 

görülebilir. 

 

                           

 

Şekil 2.2.1.1: Bevacizumab kimyasal yapısı 
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Paklitaksel (Taxol®); Taxus Brevifolia bitkisinden izole edilmiĢ olan, hücre 

döngüsünü durduran, mikrotübülleri stabilize ederek hücre bölünmesinde hücre 

ölümünü indükleyen FDA onaylı anti kanser ilaçtır (Isah , 2015 ; Zhang vd., 2016). 

Metastatik ve tekrarlayan serviks kanserinde her hastaya uygun ve etkili olmadığı 

bildirilmiĢtir. Kabul edilebilir bir toksisiteye sahip olup halen klinik tedavilerde 

kullanılmaktadır (Pectasides vd., 2009). Paklitaksel (Taksol) bitki alkoloidlerinden 

biridir ve kimyasal yapısı Ģekil 2.2.1.2’de gösterilmiĢtir. 

 

Doksorubisin (Adriamycin); Streptimyces bakterisinden ekstrakte edilen ve birçok 

kanser türünün tedavisi için kullanılan antrasiklinler sınıfından kemoterapötik bir 

ajandır. Belirli transkripsiyon faktörlerine etki ederek etkinliğini göstermektedir. Halen 

kanser tedavilerinde kullanılıyor olmasına rağmen kardiyotoksisik etkisi kullanımını 

sınırlandırmaktadır (Patel vd., 2012 ; Wakharde vd., 2018). Doksorubisin, 

daunorubisinin 14-hidrosil formudur ve hidrofobik yapıdadır (ġekil 2.2.1.1). 

 

              

 

Şekil 2.2.1.2: Taksol ve doksorubisinin kimyasal yapısı 
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2.2.1.1. Karbendazim 

 

Benomil ve karbendazim gibi bir takım benzimidazol türevlerinin, tarımsal 

fungisitlerin yanı sıra veteriner ilaçları olarak da potansiyel rolleri bilinmektedir. Aynı 

zamanda, karbendazimin memeli tümör hücrelerinde özellikle p53 hücre hatları, ilaç ve 

birçok ilaca dirençli hücre hatlarının proliferasyonunu inhibe ettiği tespit edilmiĢtir. 

Mantar ve memeli hücreleri ile yapılan çalıĢmalar, karbendazimin hücrelerin 

proliferasyonunu inhibe etme potansiyel rolünü vurgulamıĢ ve böylece kansere karĢı 

terapötik çıkarımlar göstermiĢtir (Yenjerla vd., 2009 ; Goyal vd., 2018). Karbendazim, 

geniĢ spektrumlu bir fungisit olması yanında ayrıca faz II klinik öncesi çalıĢmaların 

altında olan üreme ve geliĢimsel toksik madde olarak ümit verici bir deneysel anti tümör 

ilacıdır (Tuna vd., 2019). 

 

Karbendazim (C9H9N3O2) benzimidazol yapıda bir benomil metabolitidir (ġekil 

2.2.1.1.1). Moleküler ağırlığı 191.18 g/mol, yoğunluğu 270 kg/m
3
 olan karbendazimin 

IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) ismi Methyl 1H-

benzimidazol-2-ylcarbamate’dir. 

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/International_Union_of_Pure_and_Applied_Chemistry
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Şekil 2.2.1.1.1: Benomil ve karbendazimin kimyasal yapısı. 

 

2.3. Servikal Kanser HeLa Hücrelerinde Hedef Bölgeye Nanopartikülün 

Taşınımı 

 

2.3.1. Nanopartiküller 

 

“Nano” kelimesi Latince kökenli bir kelimedir ve cüce anlamına gelmektedir. 

Mezopotamya bölgesindeki insanlar 4.500 yıldan daha uzun süredir doğal yöntemler 

ile saç boyasında, seramik matrislerde, cam-kuvars karıĢımı sentetik pigmentlerde 

nanopartikülleri (NP) kullanmıĢlardır. GeçmiĢten günümüze birçok alanda ve birçok 

Ģekilde kullanılmaya devam etmektedir. NPler, 1-1000 nm büyüklüğünde ve 1 ila 100 

nm çapında malzemeler olarak tanımlanır. NP; ayarlanabilir fiziksel, kimyasal ve 

biyolojik özelliklerinden dolayı muadillerine göre daha yüksek performansla 

teknolojik ilerlemelerde ön plana çıkmıĢtır. NP boyutlarına, bileĢimlerine, Ģekline ve 
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kökenlerine bağlı olarak kategorize edilir (Jeevanandam vd., 2018). Terapötik 

uygulamalardaki nanopartiküllerin biyouyumlu, biyobozunur ve toksik olmaması 

gerekir. Vücutta, nanopartiküllerin yükü genellikle difüzyon, ĢiĢme, erozyon veya 

bozulma ile serbest kalır. Nanopartiküllerin ilaç dağıtımındaki en büyük avantajları, 

geniĢ genel yüzey alanı, yüksek yükleme kapasitesi ve düĢük viskozitede yüksek katı 

içerik dağılımlarıdır (Ozalp vd., 2011). NP; hedef moleküllere yüksek duyarlılıkta, 

hızlı ve hassas olarak yönlendirilebilme avantajına sahip olup ilaç-ilaç uygulamaları, 

imalat ve malzeme uygulamaları, çevresel, elektronik ve enerji uygulamalarında 

büyük rol almaktadır (Ozalp ve Schäfer, 2011 ; Ercan vd., 2012).  

 

NPler oluĢturulduğu materyalden dolayı uzun süreli maruziyette toksisiteye 

neden olabilmektedir. Bunu engellemek adına biyobozunur olmalı ya da vücuttan 

kolayca atılabilmelidir. Ayrıca hedef bölgeye gittiğinden emin olunması için belirli 

bir plan dahilinde NPnin geçtiği hücre ve dokular göz önünde bulundurulmalıdır ve 

buna yönelik modifikasyonlar yapılmalıdır (Huang vd., 2017). 

 

2.3.1.1. Mezoporöz silika nanopartikül 

 

Mezoporöz silika nanopartiküller (MSN);  2 nm ila 6,5 nm çaplarına sahip, 

düzenli silindirik mezo gözenekli, iĢlevselleĢtirilebilen biyouyumluluk ve yüksek 

yükleme boĢluğu gibi fizikokimyasal özelliklere sahip moleküllerdir. Bu özellikleri 

MSNlere etkili kapsülleme ve biyomedikal uygulamalar için biyoaktif moleküllerin 
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hücre içi verilmesinin kontrollü bir Ģekilde salım özelliği sağlamaktadır (Silaghi vd., 

2014). 

 

Son yıllarda; sıcaklık, pH, redoks, ıĢık, ultrason, manyetik veya elektrik alanları, 

enzim, redoks, ROS, glikoz ve ATP veya bunların kombinasyonları gibi çevredeki 

uyaran değiĢikliklerine yanıt veren fonksiyonelleĢtirilmiĢ MSNler; ilaç dağıtımı, 

hastalık teĢhisi, tıbbi görüntüleme ve doku rejenerasyonu gibi biyomedikal 

uygulamalarda kullanılmaktadır (Thi vd., 2019). 

 

2.4. Servikal Kanser HeLa Hücrelerinde Hedef Bölgenin Tanınması 

 

Klinikte kullanılan paklitaksel kemoterapötik ajanı birçok kanser türünün 

tedavisinde kullanılmaktadır. Fakat kemik iliği baskılanması ve sinir hasarı gibi yan 

etkilere neden olduğu bildirilmiĢtir. Doksorubisin de birçok kanser türünün tedavisinde 

etkili olmasına rağmen direnç kazanımı ve birçok organda ve özellikle kalpte zayıflatıcı 

etkiye sahip olduğundan kullanımı sınırlandırılmaktadır. Her iki ajan da sağlıklı doku ve 

kanserli dokuyu ayıramadığından kullanımı sınırlandırılmaktadır (Marupudi vd., 2007 ; 

Mohajeri ve Sahebkar,2018). Bu nedenle hedefe yönelik tedavi, sağlıklı hücrelere zarar 

vermeden tümör mikro çevresine en yüksek ilaç konsantrasyonunu sağlamayı 

amaçlamaktadır. Hedefe yönelik tedavi ile ilaçların azalan yan etkilerine ek olarak 

kemoterapötik maddeye karĢı direnç gibi problemler de çözülebilir (Masoud ve Pagès, 

2017). Protein bazlı monoklonal antikorlar ve tek sarmallı oligonükleotit bazlı 
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aptamerler, servikal kansere karĢı hedefli tedavide kullanılacak en umut verici ajanlar 

arasındadır. Ayrıca, bu ajanlar hedeflerini in vivo olarak belirleme yetenekleri nedeniyle 

kanser tanısı için de kullanılabileceği yapılan araĢtırmalarda gösterilmiĢtir ( Sun vd., 

2014 ; Zhang vd., 2014). 

 

2.4.1 Monoklonal antikorlar 

 

Antikorlar, 1890 yılında difteri toksinini kanda nötralize eden bir tür maddenin 

olduğu belirlenmesiyle bilimsel çalıĢmalarda yer edinmeye baĢlamıĢtır. Daha sonra bir 

toksinin diğerine göre özgüllüğü olduğu belirlenen maddeye antikor adı 

verilmiĢtir. Antikor oluĢumunu indükleyebilen madde farklı isimlendirmelerden sonra 

antijen olarak adlandırılmıĢtır. Bu antijen-antikor iliĢkisi sadece insan vücudundaki 

bağıĢıklık sistemi mekanizmasını karĢılamayıp modern immunojenik metodolojisini ve 

tekniğinin de temelini atmıĢtır. Antikorlar, immünoglobulinler (Ig) olarak adlandırılan B 

hücreleri tarafından salgılanır ve beĢ izotip halinde gruplandırılırlar: IgA, IgD, IgE, IgG 

ve IgM. Bu sınıflar arasında en bol bulunan, genellikle immünoglobulinlerin tipik yapısı 

olarak örneklenen IgG’dir (Liu, 2014 ; Chung , 2017). 

 

Monoklonal antikorlar, belirli hedeflere karĢı tek ana hücreden kaynaklanan 

bağıĢıklık hücreleri tarafından üretilen immünoglobulin Ģekilli proteinlerdir (Kohler ve 

Milstein, 1975). Boyutları yaklaĢık 150 kDa (kilo dalton)’dur. Monoklonal antikorlar 

hedeflerindeki belirli aminoasit aralığını tanırlar ve hedef alanları epitop olarak 
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adlandırılır. FDA tarafından onaylanmıĢ elliden fazla monoklonal antikor bazlı ilaç 

bulunmaktadır (Liu, 2014; Chung, 2017). 

 

2.4.2. Aptamerler  

 

Aptamerler, latince “uygun” anlamına gelen aptus ve bir kısmı anlamına gelen 

meros terimlerinden köken almaktadır. Antikorlara benzer Ģekilde üç boyutlu bir 

konformasyona katlanarak protein hedeflerine bağlanan tek zincirli 20-100 nükleotit 

(nt) ve 8-25 kDa aralığında uzunluğunda değiĢen deoksiribonükleik asit (DNA) veya 

ribonükleik asit (RNA) molekülleridir (Nimjee vd., 2017). Tarihte 1960 yılında 

Spiegelman ve arkadaĢlarının nükleik asit çalıĢmaları ile baĢlamıĢ ve 1990larda üç farklı 

araĢtırma grubunun aynı zaman diliminde aptamer çalıĢmaya baĢlamasıyla devam 

etmiĢtir (Bayraç, 2014). Yüksek seçicilik ve hedeflere yüksek duyarlılık nedeniyle, 

aptamerler, gıda güvenliğini sağlama, çevre izleme, hastalık teĢhisi ve terapiye kadar 

çeĢitli uygulamalarda moleküler prob olarak önemli bir potansiyele sahiptir (Zhong vd., 

2020). Ek olarak, aptamerler siRNAları, kemoterapötik ajanları, hücre toksinlerini ve 

nanopartikülleri içeren yeni yapılara dahil edilmiĢtir, burada terapötik kargo için taĢıyıcı 

ajanlar olarak iĢlev görmüĢlerdir (Barbas vd., 2010).  

 

Hücre yüzeyi biyobelirteçleri belirlemek, aptamerler geliĢtirmek veya ilgilenilen 

bir hedefe özgü aptamerler geliĢtirmek için kullanılan metodoloji üstel zenginleĢtirme 

ile ligandların sistematik evrimi (SELEX), tekrarlayan bir çoğaltma ve zenginleĢtirme 
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sürecine dayanmaktadır (Sun vd., 2014). SELEX, büyük bir kombinatoryal çift sarmallı 

oligonükleotit kütüphanesinden, tekrarlayan bölüm ve çoğaltma turları ile değiĢken 

DNA bağlanma duyarlılıkları ve özgüllüklerine sahip DNA ligandlarının aĢamalı 

seçimini içeren deneysel bir prosedürdür (Chai vd., 2011). Aptamer, SELEX ile büyük 

bir oligonükleotit kütüphanesinden seçilir. Bu aĢamalı süreçle, bağlayıcı olmayan 

aptamerler atılır ve önerilen hedefe bağlanan aptamerler geniĢletilir. Ġlk pozitif seçim 

turlarını bazen negatif seçim izleyebilmektedir. Bu, ortaya çıkan aptamer adaylarının 

seçiciliğini geliĢtirir. Asıl amaç ortamda aptamere spesifik olan dizileri seçip diğerlerini 

elemektir (Zhong vd., 2020).  

 

2.4.2.1. AS1411 aptameri 

 

5'-GGTGGTGGTGGTTGTGGTGGTGGTGG-3' sekanslı AS1411 aptameri; 

kanser hücrelerinin yüzeyinde yüksek seviyelerde bulunan, ancak normal hücrelerin 

yüzeyinde bulunmayan nükleolin proteinini hedefleyen bir aptamer olarak iĢlev görür. 

Guanin nükleotiti açısından zengin olan AS1411, sentetik 26 bazlık bir DNA 

oligonükleotitidir ve proliferasyonu önleyici etkisi keĢfedilmiĢtir (Yazdian-Robati vd., 

2019). 

 

Nükleolin yani C23 nükleusun en bol ribozomal olmayan fosfoproteinlerinden 

biridir (Yazdian-Robati vd., 2019). Hücrenin hayatta kalması, büyümesi ve 

çoğalmasında temel rol oynayan çok iĢlevli bir proteindir (Carvalho vd., 2019). Protein 
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öncelikle normal hücrelerin çekirdeğinde lokalize olurken, kanser hücrelerinde 

sitoplazmada ve hücre yüzeyinde de bulunduğu gösterilmiĢtir (Mongelard ve Bouvet, 

2007). Bu özellik, tercihen kanser hücrelerinin yüzey nükleolininin dıĢ alanını 

hedefleyen AS1411'e tümör seçici bir davranıĢ kazandırır. Bu nedenle, tanı ve kanser 

tedavisi için potansiyel bir hedef olarak kabul edilir. AS1411, yüksek hücresel alım 

etkinliği ile serum nükleazlarına ve pH dalgalanmalarına karĢı daha kararlı hale getiren 

oldukça polimorfik guaninli dört katlı yapıya katlanabilir. AS1411 kararlı yapısı ve 

biyolojik özellikleri, özellikle AS1411 uygun pozisyonlarda deoksinükleotitler üzerinde 

kimyasal modifikasyon yoluyla iyileĢtirilmesi, aynı zamanda aptamer terapötik 

fonksiyonunu geliĢtirmek için bir strateji olabilmektedir (Bates vd., 2017). 

 

2.4.2.2. Aptamerlerin avantajı 

 

Aptamerler, antikorlara benzer Ģekilde özel bir üç boyutlu yapıyı tanıyarak 

hedefleriyle etkileĢime girer ve bu nedenle “kimyasal antikorlar” olarak 

adlandırılır. Protein antikorlarının aksine, aptamerler oligonükleotit özelliklerine göre 

önemli kimyasal ve biyolojik özellikler sunmaktadır. Bu nedenle, yeni klinik 

uygulamaların geliĢtirilmesi için daha uygundurlar. Antikora göre 10 kat daha 

küçüktüler. Analitik amaçlar için fizyolojik olmayan koĢullar altında kullanılabilirler. 

Antikorlar gibi immünojenik değildirler ve in vivo uygulamalarda da kullanılabilirler. 

Aptamerler termal olarak kararlıdır; 95°C denatürasyondan sonra bile 

oligonükleotitlerin kendine özgü özelliklerine dayanarak, aptamerler oda sıcaklığına 

soğutulduktan sonra doğru üç boyutlu konformasyonlarına yeniden dönebilirler.  Buna 
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karĢılık, protein bazlı antikorlar yüksek sıcaklıklarda aktivitelerini kalıcı olarak 

kaybederler (Hidding, 2006 ; Sun vd., 2014). Aptamerlerin antikorlara göre bir diğer 

avantajı da özellikle elektrokimyasal sensörler gibi elektrik sensörlerinde veya alan 

etkili transistör kullanımlarında görülmesidir. Böylece biyosensör uygulamalarında 

kullanılabilirliği vurgulanmaktadır (Lee vd., 2008). 

 

2.4.2.3. Aptamerlerin dezavantajları 

 

Aptamer geliĢtirme ve uygulama engeline iki ana engel atfedilmektedir. Birincisi, 

SELEX süreci hala zaman alıcıdır ve baĢarılı oranlar düĢüktür. Ġkincisi, mevcut 

aptamerlerin çoğu in vitro olarak elde edilir ve in vivo iĢlev gösterip gösteremeyecekleri 

açıklanmalıdır. Bunların yanında ısı ile sterilize edilemezler, hedefe yönelik yakın 

zamanda aptamer olmayabilir ve nükleaz aktivitesinden etkilenebilirler ( Hidding, 

2006). 

 

2.4.2.4. Moleküler kapı yapısındaki aptamerler 

 

Aptamer kapı yapıları, aptamer oligonükleotit dizilerinin moleküler kapı olarak 

bir nano-gözenekten molekül geçiĢini kontrol etmesinde kullanılabilmiĢtir. Diğer kapı 

moleküllerinin aksine evrensel bir kapı yöntemi sunmaktadır. Seçilen herhangi bir 

aptamer dizisi kapıya dönüĢtürülebilir ve aptamerler istenilen her hedefe seçilebilir. 

Halbuki aptamer haricindeki kapı moleküllerinde her bir uygulama için farklı bir 
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materyal ve mekanizma bulunma zorluğu vardır ve bu yüzden kullanımları 

yaygınlaĢamamaktadır. Aptamerlerin bir nanopartikülün içinden iyon akıĢını etkilemesi, 

öncelikle elektrokimyasal yöntemlerle birleĢtirilerek sensörler yaratılmıĢtır (Abelow 

vd., 2010).  

 

Cam yüzey üzerinde açılmıĢ 20 nm çaplı ve konik Ģekilli nano odacıklar kokain 

tanıyan aptamer molekülleri ile kapatıldığında ve açıklığın geniĢ alt kısmına disk 

Ģeklinde bir platin elektrot yerleĢtirildiğinde, kokain miktarına göre değiĢen sinyal elde 

edilmiĢtir. Böylece redoks aktif moleküllerin nano çaplı açıklıklardan geçiĢinin aptamer 

moleküllerinin hedeflerine bağlanmasıyla oluĢan konformasyon değiĢikliklerine göre 

kontrol edildiği kanıtlanmıĢtır. Daha sonra bu prensip mezo yapılı silika nano 

açıklıklara uygulanarak florasan gibi düĢük ağırlıklı moleküllerin bu nano alanlara 

hapsedilmesi ve aptamer hedefin varlığında dıĢarıya salınmasını sağlayan sistemler 

geliĢtirilmiĢtir. ATP aptamer dizileri kullanılarak florasan doldurulmuĢ silika 

partiküllerinin ATP molekülleri, solüsyona eklendiğinde nano ağızları açtığı ve 

florasanların dıĢarıya salındığı gösterilmiĢtir (Zhu vd., 2011). Yine florasan dolu silika 

nanopartiküller yüzeye kovalent bağlı aptamer molekülleri ile hapsedilerek bu sefer 

ATP moleküllerinin konsantrasyonuna göre açılıp kapanan nanovalf tipi aptamer 

kapıları yayınlanmıĢtır (Özalp vd., 2011). ġekil 2.4.2.4.1 bu iki tür aptamer-kapı 

örneğini çizimler aracılığıyla anlatmaktadır. Bu tasarımın en büyük avantajı ortamdaki 

hedef molekülün konsantrasyonun değiĢmesi durumunda bu değiĢikliğe göre kargo 

molekülün salınımının değiĢmesidir (Abelow vd., 2012). Sadece bir defa açılan aptamer 

kapılı sistemlere örnek olarak trombin proteini ölçen bir aptamer kapılı silika sensörü 
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yayınlamıĢtır (Oroval vd., 2013). Bu çalıĢmada rodamin florasan molekülleriyle 

doldurulan silika nano kompozitlerin, yüzeylerinde artı yüklü kimyasal gruplar 

oluĢturarak (amino grupları), eksi yüklü (fosfat grupları nedeniyle) aptamerlerin 

yüzeyde sabitlenmesi ve florasan moleküllerini hapsetmesine neden olur. Ortamda 

trombin proteini varlığında aptamer moleküllerinin trombine afinitesi çok güçlü 

olduğundan nano kompozitlerin yüzeylerini terk eder ve florasanın ortama salınmasına 

neden olur. Ortamdaki florasan artıĢının izlenmesiyle trombin miktarını ölçen bir sensör 

elde edilmiĢtir. Nükleik asit kapı prensibi ile DNA tanısı yoluyla mikroorganizma 

sensör prensibi son zamanlarda bir makale ile gösterilmiĢtir. Burada genomik DNA 

hibridizasyon prensibiyle çalıĢan bir DNA kapılı silika nanopartikülüne bağlanarak 

Mycoplasma tayini 70 genomik kopya düzeyinde gösterilmiĢtir(Climent vd., 2013). 
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Şekil 2.4.2.4.1: Mezo-gözenekli silika ve ATP aptamer sekansları ile hazırlanmıĢ geriye kapanmayan 

(üstte) ve açılıp-kapanan (altta) moleküler kapı örnekleri (Ozalp’ten 2011). ATP hedef moleküllerinin 

ortamdaki varlığına göre floresans molekülleri nano gözeneklerde hapsoluyor veya dıĢarı salınıyor. 

 

Aptamer kapı sistemlerinin biyosensör geliĢtirmesinden baĢka birçok ilaç taĢıma 

sistemleriyle kullanıldığı örnekler mevcuttur. Bunlar içinde mezo-gözenekli silika en 

fazla kullanılan nano taĢıyıcı olmuĢtur. Altın nanopartikülleri üzerine sentezlenen kabuk 

mezo gözenekli silika içerisine florasan molekül yükleyerek AS1411 aptamer dizisini 

kapı olarak kullanılmıĢ ve kanser hücrelerine hedefli ve kontrollü salınımı 

gösterilmiĢtir. Benzeri bir çalıĢma da florasan molekülleri AS1411 aptamer kapıları 

kullanılarak MCF7 meme tümörü hücrelerine ve insan servikal kanser hücrelerinde 
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(HeLa) hedeflenmiĢtir (Tuna vd., 2019; Hernandez vd., 2013). Antikanser ilaç 

doksorubisin silika partiküller içerisine MUC-1 aptamer dizisi kapı yapısına 

değiĢtirilerek hapsedilmiĢ ve meme kanseri hücrelerine yönlendirilerek sitotoksik 

etkileri gösterilmiĢtir (Pasqual vd., 2017). Yine baĢka bir çalıĢmada aptamer kapı 

yapıları antibiyotik hedeflemesi için de kullanılabileceği gösterilmiĢtir. Vankomisin ile 

doldurulmuĢ silika nanopartiküllerin mezo gözenekleri Staphylococcus aureus 

patojenine spesifik olarak bağlanan aptamer dizisinden elde edilen moleküler kapılarla 

kapatılmıĢ ve sadece S. aureus için minimum inhibisyon değerlerinin (MIC) 2 kat 

azaltıldığı fakat S. epidermis için MIC değerinin arttığı gösterilmiĢtir (Borsa vd., 2016). 
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3.YÖNTEM 

 

3.1. Aptamer Kapısı 

 

Bu çalıĢmada kullanılan AS1411 aptamer kapısı (5-CCA CCA CGG TGG TGG 

TGG TTG TGG TGC GTG GTG G-3) Hernandez ve arkadaĢlarının (2013) yayınından 

belirlenmiĢ olup Sentromer Ltd. (Ġstanbul, Türkiye) tarafından 5' amino grubu 

fonksiyonelleĢtirmesi ile nükleolin aptamerin 5' ucuna 7 nükleotid eklenerek 

sentezlenmiĢtir. 

 

3.2. Karbendazim Yüklü Aptamer Silika Nanopartikülleri 

 

Mezoporöz silika nanopartiküller, bir sol-gel yöntemine göre sentezlenmiĢtir 

(Yurdakul vd., 2019). 2.74 mmol 1 gram (g) N-cetyltrimethylammonium bromide 

(CTAB) çözeltisi ile 400 miligram (mg) sodyum hidroksit (NaOH) tartılıp 480 mililitre 

(mL) deiyonize su ile karıĢtırılmıĢtır. KarıĢım önce vortekslenmiĢ sonrasında ise bir 

dakika sonike edilmiĢtir. Sonrasında içerisine karıĢtırıcı balık koyulup ısıtılmıĢ ve 

sıcaklık 70 °C’de tutulmuĢtur. Sürekli karıĢtırılarak, 5 dakika içinde 30 saniyede bir 166 

µl, son 30 saniyelik kısmında da 186 µl olmak üzere karıĢıma toplamda 5 mL 22,4 

mmol tetraetoksilan (TEOS) damla damla ilave edilmiĢtir. 2 saat sonra reaksiyon, beyaz 

çökelti topaklarla toplanmıĢ, birkaç kez yaklaĢık 200 mL su ve 20 mL metanol ile 

dönüĢümlü yıkanmıĢ, ardından hava altında kurutulmuĢtur. 1.5 g sentezlenmiĢ üründen 
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gelen CTAB Ģablonu, 150 mL metanol çözeltisi içinde yeniden akıtılarak elde 

edilmiĢtir. 6 saat sonra ürün karıĢtırılmıĢ, yaklaĢık 20 mL metanol ve 50 mL su ile 

dönüĢümlü yıkanmıĢ, kurutmadan sonra tamamen yüzey aktif madde içermeyen serbest 

silisli nanopartiküller elde edilmiĢtir. Nanometrik görüntüleme için Transmisyon 

Elektron Mikroskobu (TEM), iç-dıĢ yüzey alanı ve gözenek boyutu için (BET) yöntemi 

uygulanmıĢtır (ILTEK, Konya, Türkiye). 

 

Sentezlenen partiküller, karbendazim ile benzer molekül ağırlığı olan diğer küçük 

moleküller için gece boyunca 100 mM PBS içinde karbendazim içerisinde inkübe 

edilmiĢtir. Partiküller, 3-glisidiloksipropil TEOS ile silanizasyon prosedürü ile epoksi 

grupları ile aĢılanmıĢtır. Son olarak, 10 mM amin etiketli nükleolin aptamer geçit 

dizileri, pH 9.4'te bir karbonat-bikarbonat içerisine immobilize edilmiĢ ve üç kez PBS 

ile yıkanmıĢtır (Hermanson, 2013). 100 mMde karbendazim, yıkama hariç tüm hazırlık 

prosedürlerinde kullanılmıĢtır. Karbendazim yüklü aptamer silika nanopartikülleri UV-

Vis spektroskopisi (EPOCH-2, BioTek, USA), dinamik ıĢık spektroskopisi (DLS) 

(ZetaSizer Nano ZS, Malvern Instruments, Malvern, UK) ve Transmisyon Elektron 

Mikroskobu (TEM) kullanılarak karakterize edilmiĢtir. 
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3.3. Nükleolin Aptamer kapılı Silika Eşleniklerinin Hücre Kültürü Ortamı 

 

HeLa rahim ağzı kanseri hücre dizisi (ATCC-CCL2); % 10 ısı ile inaktive edilmiĢ 

FBS ( Fetal bovine serum), % 0,1 penisilin ve streptomisin ile desteklenmiĢ DMEM ( 

(Sigma Aldrich, Almanya)  içerisinde hücre kültürü T25’lik ĢiĢelerinde (TPP, Ġsviçre) 

muhafaza edilmiĢtir. 37°C'de nemlendirilmiĢ %5 CO₂ atmosferinde inkübe edilerek ve 

hücreler yaklaĢık %80 birleĢme noktasına ulaĢtığında her 72 saatte bir alt 

kültürlenmiĢtir. 

 

3.4. AS1411 Aptamerinin Hela Hücrelerine Bağlanması 

 

AS1411 (nükleolin aptamer) alımını teyit etmek için, 4 x 10⁴ HeLa hücreleri 24 

kuyucuklu plakalar (TPP, Ġsviçre) eklenmiĢ ve ertesi gün yukarıda tarif edilen 

koĢullarda 4 saat boyunca 1 mM FAM (Fluorescein amidite) etiketli AS1411 (FL-

AS1411) ile inkübe edilmiĢtir. 4 saat sonra, hücreler %0.25’lik tripsin (Thermo, 

Ġngiltere) muamelesiyle ayrılmıĢ ve üç kopyalarda (Cyte™5, Merck Millipore) akıĢ 

sitometrisinde anında analiz edilmek üzere 100mL’lik PBS (VWR, Ġngiltere) ile 

yıkanmıĢtır. 
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3.6. WST-1 Hücre Proliferasyon Deneyi  

 

Sitotoksisite derecesini değerlendirmek adına canlı hücreleri saymak için bir hücre 

proliferasyon analizi CCK-8 (Cell Counting Kit-8, Sigma) kullanılmıĢtır. 96 kuyucuklu 

hücre kültürü mikroplakasına 10⁴ HeLa hücresi eklenmiĢtir. 24 saat sonra karbendazim 

(karb), silika nanopartiküllerine (SNP'ler) veya karbendazim aptamer silika 

nanopartiküllerine (karb-Apt-SNP'ler) maruz kaldıktan sonra her bir kuyucuğa CCK-8 

reaktifi ilave edildi ve tetrazolyum tuzlarının formazan boyasına dönüĢümü ELISA 

mikroplaka okuyucu (EPOCH-2, BioTek, USA) ile 440 nm dalga boyunda absorbans 

değerleri alınarak tespit edilmiĢtir. 

 

3.7. Apoptoz / Nekroz Analizi 

 

Tedavi sonrası apoptotik veya nekrotik hücrelerin analizinde Annexin V-FITC 

(Calbiochem, Merck Millipore) kullanılmıĢtır. Kısaca, 4x10⁴  HeLa hücreleri 24 

kuyucuklu hücre kültürü mikroplakalarında büyütülmüĢtür. Serbest karbendazim veya 

karb-Apt-SNP'lerle inkübasyondan sonra, hücreler tripsinize edilmiĢ ve 

süpernatanlardaki ayrılan hücreler yeni bir tüpte toplanmıĢtır. Santrifüjleme (1000g*5 

dk, Eppendorf) sonrasında hücreler Annexin V-FITC ve PI (Invitrogen) ile kullanım 

kılavuzundaki prosedür izlenerek boyanmıĢtır. Numuneler bu prosedür boyunca +4 ° 

C'de tutuldu. Her örnek için guava easy-Cyte ™ 5 (Merck Millipore) akıĢ sitometrisinde 

20.0000'den fazla üçlü kopya elde edildi. 
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3.8. İstatistiksel Analiz 

 

Ölçümler ortalama T standart sapma olarak verildi ve istatistiksel analiz paketi 

SPSS (Versiyon 25, ABD) kullanılarak analiz edildi. Grup çiftleri arasındaki 

benzerlikleri test etmek için Student's t testi kullanılmıĢ ve Dunnett t3 veya Dunnett-t 

çoklu gruplar için tek yönlü varyans analizi ANOVA (Analysis of Variance) kullanıldı. 

Ġstatistiksel anlamlılık için kesim olarak p<0.05 düzeyi kullanılmıĢtır. IC50 (%50 

oranında inhibitör konsantrasyonu) değerleri, eğrilerin yerleĢtirilmesiyle elde edilen 

iliĢki denklemlerinden Sigmaplot'un (Versiyon 9.0.1, ABD) üstel büyüme 2 

parametrelerine %50 sinyal olarak hesaplandı. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Karbendazim Yüklü Silika-Aptamer Nanopartiküllerinin Fonksiyonel 

Karakterizasyonu 

 

Karbendazim yüklü silika aptamer nanopartikül sisteminin oluĢturulabilmesi için 

öncelikle mezopor silika nanopartikülleri literatürdeki metotlara göre sentezlenmiĢtir. 

Sol-gel metodu kullanılarak MCM-41 tipi (Mobil Composition of Matter No. 41 ) 

düzenli hekzagonal mezoporları olan partiküllerin sentezlediğinin görülebilmesi ve 

karakterize edilebilmesi için Transmisyon Elektron Mikroskopi (TEM) ve Dinamik IĢık 

Saçılımı (DLS) spektroskopisi analizleri kullanılmıĢtır. ġekil 4.1.1-A’da tipik bir 

partikülün TEM analizi sonucu görülmektedir. Sentezlenen silika nanopartiküllerinin 

yuvarlak Ģekilli bir morfolojisi olduğu ve 200 nm civarında çapa sahip olduğu 

saptanmıĢtır. Partikül yüzeyine daha yakından bakılınca (alttaki figür) hekzagonal 

düzenli mezoporların varlığı görülebilmektedir. Partiküllerin hidrodinamik çap boyutu 

221 ± 8.4 nm olarak DLS analizi ile saptanmıĢtır (ġekil 4.1.1-B). Partiküllerin çoğunun 

95 ile 150 nm arasında büyüklükte görüldüğü gibi bir dağılım gösterdiği belirlenmiĢtir. 

Sentezlenen nanopartiküller karbendazim ile inkübe edilerek yüklendikten sonra epoksi 

grupları ile kaplanmıĢtır. Nanopartiküllerin epoksi kaplamadan önceki yüzey yükü 

ortalama -15 mV değerinden epoksi kaplaması sonucu -38.3 mV değerine düĢmektedir. 

Epoksi kaplı nanopartiküller 5-amino iĢaretli AS1411 aptamer kapıları ile kaplandıktan 

sonra ise zeta potansiyel değerleri ortalama -48.4 mV değerline ulaĢmaktadır (ġekil 
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4.1.1-C). Epoksi kaplı nanopartiküllerin yüzey potansiyel değerleri -12 mV ile -53 mV 

arasında değiĢtiği tespit edilmiĢtir. Aptamer kapı kaplandıktan sonra yüzey potansiyel 

aralığı ise -32 mV ile -68 mV değerleri arasında değiĢtiği gözlemlenmiĢtir. 

 

     

 

Şekil 4.1.1: Sentezlenen silika nanopartiküllerin karakterizasyonu.  

 

Kullanılan materyalin fiziksel karakterizasyondan sonra fonksiyonel olarak 

denemeler yapılarak her mg Karb-Apt-SNP için 53 ± 8.2 nmol karbendazim yüklemesi 

yapıldığı spektroskopik ölçümlerden hesaplanmıĢtır. Nano gözeneklerde hapsedilmiĢ 

karbendazimin aptamer hedefi nükleolin varlığında nasıl salındığı ġekil 4.1.2’de 
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gösterilmiĢtir. Aptamer hedef molekülü olan nükleolin proteini olmadığında Karb-Apt-

SNP için 1 gün içerisinde % 17.4 ± 3.2 karbendazim salımı görülmektedir. Ġlk 5 saatte 

%10.1 karbendazim salımı tespit edilmiĢtir. Benzer bir salım deneyi 1 µM nükleolin 

proteini eklendikten sonra tekrar edildiğinde 24 saat içerisinde partiküllerde hapsedilmiĢ 

karbendazimin %86,5 ± 5.8 oranında salım yaptığı görülmüĢtür (ġekil 4.1.2, siyah 

çizgi). ġekilde görülebileceği gibi ilk 5 saate % 64.5 oranında, ilk 2 saatte ise %50.1 

oranında karbendazim salımı yapılan çalıĢmada tespit edilmiĢtir. 

 

                 

 

Şekil 4.1.2: Karb-Apt-SNP partiküllerinden fosfat tamponu içerisinde (kırmızı çizgi) veya nükleolin  

proteini varlığında (siyah çizgi) kabendazim salım kinetiği. 



 

29 

 

4.2. Nükleolin Aptamer Kapılarının ve Silika Konjugatlarının Hedeflenmesi 

 

Bu çalıĢmada kullanılan aptamer kapı yapısının hedef protein nükleolin varlığında 

moleküler konformasyon değiĢtirme özelliği FRET (Förster Resonance Energy 

Transfer) analizi ile tespit edilmiĢtir. ġekil 4.2.1’de gösterildiği Ģekilde BSA (Bovine 

serum albumin) ile yapılan deneyde aptamer kapı yapısı 17.213 RFU (relative 

fluorescence units) sinyal vermektedir (siyah çizgi). Nükleolin proteini eklendiğinde ise 

sinyalin arttığı izlenmiĢtir; 10 nM için 96.102 RFU, 100 nM için 278.666 RFU ve 500 

nM için 443.699 RFU olarak ölçülmüĢtür. 

 

             

 

Şekil 4.2.1: Nükleolin aptamer kapı yapısının 10, 100 ve 500 nM nükleolin proteini eklenerek FRET  

analizi ile açılma özelliğinin incelenmesi.  
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FRET analizi ile 0.01, 0.1 ve 1 µM konsantrasyonunda floresan iĢaretli aptamerin 

4 saatlik bir inkübasyon sonunda kapı yapısının HeLa hücrelerine olan hedefleme 

kapasitesi akıĢ sitometrisi ile çalıĢılmıĢtır. Aptamer dozu arttıkça hücre yüzeyine olan 

bağlanmanın arttığı gözlenmiĢtir. Kontrol hücreleri ile 1 µM aptamer ile inkübe edilmiĢ 

hücreler karĢılaĢtırıldığında ortalama floresan sinyali 1.1x10
1
 seviyesinden 1.9x10

1
 

seviyesine çıktığı bulunmuĢtur. Ayrıca floresan sinyaline sahip hücre sayısı 1.9x10
1 

sinyal için 450 HeLa sayısına ulaĢmaktadır. Floresan sinyal gösteren hücreler 1.1x10
2
 

florsan seviyesine kadar ulaĢmıĢtır. 

 

         

 

Şekil 4.2.2: Floresan iĢaretli nükleolin aptamer kapı yapısının HeLa hücrelerini hedefleme özelliklerinin  

akıĢ sitometrisi ile çalıĢılması. 

Figure 2. Binding of nucleolin aptamer (AS1411) to Hela cells. Measured by Flow Cytometry.
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4.3. Karbendazim ve Karb-Apt-Snp'lerin Hela Hücrelerinin Canlılığı 

Üzerine Etkileri 

 

CCK-8 metodu ile 4, 8, 15, 30 ve 60 µM karbendazim, aynı miktarlarda 

karbendazim içeren aptamer kapı ile kaplanmıĢ silika nanopartiküller (Karb-Apt-SNP) 

ile inkübe edildikten sonra proliferasyon değerleri canlılık göstergesi olarak 

kullanılmıĢtır (ġekil 4.3.1). Karb-Apt-SNP miktarı CCK-8 metodunun uygulamasında 

kullanılan 24 saat sonundaki salım miktarına göre hesaplanmıĢtır. DMSO (Dimethyl 

sulfoxide) deneyi nanopartikül konjugatlarının çözülmesi için kullanıldığından kontrol 

deneylerine eklenmiĢtir. 15 µM karbendazim uygulamasına kadar olan deneylerde hücre 

canlılığı açısından istatistiksel bir farklılık görülmemiĢtir (n = 3, p < 0.05) (ġekil 4.3.1). 
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Şekil 4.3.1: HeLa hücrelerinin değiĢik karbendazim (Karb), Apt-SNP veya Karb-Apt-SNP ile inkübe  

edildikten sonra CCk-8 metodu ile belirlenmiĢ canlılık oranları. Ġstatistiksel analiz sonuçları * ile  

gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 



 

33 

 

Karb-Apt-SNP konjugatları ile yapılan denemeler hücre canlılığını kontrol 

denemesi olan DMSO’ya göre 30 µM için %68.17, 60 µM için %60.26’ya kadar 

azaltmıĢtır. Diğer kontrol denemesi olan Apt-SNP hücre canlılığında genelde bir 

değiĢikliğe neden olmamıĢ, sadece 60 µM için bir miktar azalmaya neden olmuĢtur. Öte 

yandan karbendazim ile yapılan denemelerde 60 µM’ye kadar herhangi bir hücre 

canlılık farkı görülmemiĢtir. Zamana karĢı 60 µM için yapılan denemelerde Karb-Apt 

SNP konjugatlarının hücre canlılığını 24 saat için artarak düĢürdüğü gözlenmiĢtir (ġekil 

4.3.2). 

 

 

 

Şekil 4.3.2: CCK-8 tayin metodu ile 60 µM karbendazim için zamana karĢı hücre canlılık analizi.  
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4.4. Apoptoz / Nekroz Deneyleri 

 

Hücre ölüm mekanizmasını anlayabilmek için Annexin/PI (propidium iodide) 

metodu ile apoptoz veya nekroz yaparak canlılığını yitiren hücrelerin oranı bulunmuĢtur 

(ġekil 4.4.1). Bir gün süreli yapılan deneyler sonucunda karbendazim ile yapılan 

deneylerde hücre ölümünün apoptoz ve nekroz ile olduğu saptanmıĢtır. Fakat Karb-Apt-

SNP deneylerinde yine deneylerde hücre ölümünün apoptoz ve nekroz ile olduğu 

görülmesi yanında, nekroz ile ölümün oranın arttığı gözlenmiĢtir (ġekil 4.4.1-A). Karb-

Apt-SNP konjugatları hücre ölümüne konsantrasyona bağlı olarak neden olduğu ve IC50 

değerinin 46 µM olduğu hesaplanmıĢtır (ġekil 4.4.1-B). Sadece karbendazim ile yapılan 

deneylerde IC50 değeri 150 µM’un üzerindedir. Apoptoz analizi ise karbendazim için 

266.8 µM olan IC50 değerinin Karb-Apt-SNP konjugatları ile 73.9 µM’a düĢtüğü 

görülmüĢtür (ġekil 4.4.1-C). Nekroz değerleri ise yine Karb-Apt-SNP konjugatları ile 

IC50 164.1 değerinden 71 µM’a düĢtüğü tespit edilmiĢtir (ġekil 4.4.1-D). 
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Şekil 4.4.1: Karbendazimin HeLa hücrelerini inhibisyon mekanizması. A) Canlı, apoptoz ve nekroz olan  

hücrelerin oranı Annexin/PI yöntemi ile belirlenmiĢtir, B) Ölü hücreler (Apoptoz ve nekroz ile),  

C) Apoptoz olan hücreler ve D) Nekroz olan hücreler. 

 

60 µM Karbendazim için zamana göre yapılan deneylerde hücre ölümünün 

sonuçları ġekil 4.4.2’de görülmektedir. Dört saatten baĢlayarak 24 saate kadar apoptoz 

ve nekroz nedeniyle hücre ölümü artmakta olduğu görülmüĢtür.  
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Şekil 4.4.2: Canlı, apoptoz yapan ve nekroz olan hücrelerin oranlarının zamana göre analizi. 
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5. SONUÇ VE TARTIŞMA 

 

Karbendazim yüklü ve aptamer hedefli MCM-41 tipi düzenli hekzagonal 

mezoporlara sahip nanopartiküller literatürde bulunan sol-jel yöntemiyle sentezlenmiĢtir 

(Kavruk vd., 2015). TEM ve DLS analizi 221 nm hidrodinamik çapa sahip yuvarlak 

morfolojisi olan nanopartiküllerin elde edildiğini göstermiĢtir. Zeta potansiyel analizi ile 

sentezlenen partiküllerin önce epoksi grupları ile kaplanması ve ardından bu gruplara 

amino iĢaretli aptamer dizilerinin kovalent olarak sabitlenmesi sonucunda yüzey 

potansiyel değerleri -48.4 mV seviyesine kadar ulaĢmıĢtır. Bu çalıĢmada kullandığımız 

silika nanopartiküllerin yüzeyleri -15 mV potansiyele sahiptir, negatif yüklüdür. 

Ġçerisinde bulundukları solüsyonun pH değerine bağlı olarak yüzey potansiyelleri 

değiĢecektir. Nötral pH değerleri civarında izoelektrik noktasına yakın olmakta ve 

hidrofobik agregasyon eğilimleri vardır. Fakat -34 mV’un altıda yüzey potansiyellerine 

ulaĢtığında kararlı partiküller haline geldikleri daha önce gösterilmiĢtir (Junior ve Baldo 

2014). Bu potansiyel değerlerinde izoelektrik noktasından uzaklaĢarak yüzey yükü 

nedeniyle elektrostatik itme kuvveti nedeniyle partikül olarak kararlı halde 

bulunabilmektedirler. 

 

Karbendazimin sitotoksik etkileri silika nanopartikülleri içerisinde HeLa hücreleri 

için daha önce çalıĢılmıĢtır (Sergio vd., 2015). Bu çalıĢmalarda silika nanopartiküllerin 

değiĢik fiziksel koĢullarda absorpsiyon ve salım kinetikleri farklı pH, sıcaklık, iyonik 

içerikte gösterilmiĢtir. Absorbsiyon verimi nötral pH, düĢük iyonik içerik ve düĢük 



 

38 

 

sıcaklıklarda arttığı gözlemlenmiĢtir. Bu nedenle bu tez çalıĢmasında kararlı 

nanopartiküller elde edebilmek için pH=7.4 olan PBS tamponu kullanılmıĢtır. 

 

GeliĢtirilen hedefli silika içerisinde karbendazim taĢıma sisteminin en önemli 

özelliği aptamer kapı yapısının kullanılmasıdır. AS1411 aptameri nükleolin proteinine 

yüksek afinitesi bilinen ve sıklıkla kanser hücrelerinin hedeflenmesinde kullanılmıĢ bir 

aptamerdir (Bates vd., 2009; Bates vd., 2017). Aptamer kapı yapısının ilaç taĢımada 

kullanılması bakteri veya meme kanseri hücrelerinde daha önce baĢarıyla gösterilmiĢtir 

(Hernandez vd., 2013 ; Kavruk vd., 2015). Bu nedenle öncelikle aptamer kapı yapısının 

moleküler konformasyon değiĢtirme özelliği (kapının hedefe göre açılıp, kapanması) 

FRET yöntemiyle test edilmiĢ ve nükleolin bağlanması ile saç tokası yapısının 

bozulduğu gösterilmiĢtir. Daha sonra aptamer kapısının HeLa hücrelerine olan afinitesi 

akıĢ sitometrisi ile çalıĢılmıĢ ve 4 saatlik bir deneyde yüksek afinitenin meme kanseri 

hücreleri yanında HeLa hücreleri içinde geçerli olduğu gösterilmiĢtir. Bu bağlanma 

sonrasında 2 saat içerisinde nükleolin aptamerlerinin hücre içine alındığı daha önceki 

bir çalıĢmada gösterilmiĢtir (Reyes-Reyes vd., 2010).  

 

Sentezlenen Karb-Apt-SNP’lerin sitotoksik etkilerinin çalıĢılmasında CCK-8 

kolorimetrik ve hücre ölümü mekanizmasını çalıĢmak için Annexin/PI floresan 

apoptoz/nekroz tayin sistemleri kullanılmıĢtır. Öncelikle Karb-Apt-SNP’lerin spesifik 

olarak HeLa hücreleri üzerinde 60 µM karbendazim düzeyinde 24 saat içerisinde % 

60’a kadar canlılığın düĢürüldüğü gösterilmiĢtir. Apoptoz/nekroz ise IC50 değerlerinin 

karĢılaĢtırılması yolu ile çalıĢılmıĢtır. Sağlıklı hücrelerde programlı hücre ölümü veya 
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otofaji mekanizmaları tümör gibi istenmeyen hücrelerin vücuttan uzaklaĢtırılmalarını 

sağlamaktadır. Bu çalıĢmada Karb-Apt-SNP’lerin etki mekanizmaları apoptoz/nekroz 

çalıĢmasıyla belirlenmiĢtir. Nekroz kontrolsüz hücre ölümüne neden olurken, apoptoz 

hücre içerisinde belirli yolakların uyarılmasıyla hücrenin kendisini kontrollü bir Ģekilde 

yok etmesi demektir. Bu nedenle ilaç etkisinin nekroz ile değil apoptoz yoluyla olması 

tercih edilir. Bazı nanopartiküllerin nekroza neden olarak hücre ölümüne neden olduğu 

bilinmektedir (Sharifi vd., 2019).  

 

Nanopartiküllerin spesifik olmayan bu genel hücre toksisitesi nekroz belirlenmesi 

yoluyla çalıĢılabilir ve bu çalıĢmada kullanıldığı gibi hedefleme ile spesifik olarak 

tümör hücrelerinin yok edilmesinde kullanılarak yan etkileri azaltılabilir. Örneğin, 5-15 

nm boyutundaki silika nanopartikülerinin yüksek miktarda (100 µg) kullanılmasıyla 

gliyoblastoma hücrelerinde %10 nekroz ve %30 apoptoz görüldüğü tespit edilmiĢtir 

(Kretowski vd., 2017). Bu çalıĢmada ise kullanılan 213 nm boyutundaki silika 

nanopartikül ile nekroz veya apoptoz görülmemiĢtir. Bu sonuçlar baĢka bir çalıĢmada 

243 nm boyutundaki silika-aptamer konjugatlarında da nekroz veya apoptoz etkisinin 

HeLa hücrelerinde ve sgc8 aptamer-silika konjugatları ile lösemi hücrelerinde 

görülmemesiyle de uyumludur (Schütz vd., 2016 ; Tan vd., 2016). Bu nedenle bu 

çalıĢmada Karb-Apt-SNP ile gözlenen nekroz veya apoptoz kaynaklı hücre ölümlerinin 

karbendazimden kaynaklandığı kanıtlanmıĢtır. 
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Metil-benzimidazol-karbamat fungisitlerinin tübülin dimerlerindeki b-tübülin 

proteinine bağlandığı ve GTP-tübülin dimerlerin entegrasyonunu inhibe ettiği 

gösterilmiĢtir.Bu inhibisyon mikrotübül instabiliteye ve depolimerizasyona, hücre 

bölünmesinin durmasına ve sonunda hücre ölümüne neden olmaktadır. Bu 

mekanizmanın ayrıntıları tam olarak açığa çıkarılamamıĢ olsa da hücre bölünmesinin 

G2/M fazda durdurulduğu ispatlanmıĢtır(NIH, 2013). Karbendazim ile yapılan bir 

çalıĢmada ise hücrelerin G0/G1 fazında durdurulduğu gözlenmiĢtir (Zhou vd., 2015). 

HeLa hücrelerinin karbendazime dirençli olduğu bilinmektedir. Bu direcin mekanızması 

bilinmese de funguslarla yapılan çalıĢmalar bu mekanizmasının tübülin genindeki 

noktasal mutasyonlar olabileceğine iĢaret etmektedir (Xu vd., 2019). 

 

Sonuç olarak karbendazim anti-proliferasyon özellikleri nedeniyle potansiyel 

olarak kemoterapide kullanılabilecek bir anti-kanser ilacı olarak düĢünülmektedir. 

Karbendazimin silika nanopartiküller içerisinde aptamer hedeflemesi ile kullanılması 

servikal tümör hücrelerinde doğal olarak bulunan ilaç direncinin aĢılmasında 

kullanılabileceği öngörülmektedir. Bu yolla yüksek miktarda kullanıldığında insan 

hücrelerine ölümcül etkisi olduğu bilinen karbendazimin yan ve olumsuz etkilerinin 

azaltılarak kanser tedavisinde kullanılan bir ilaç olması sağlanabilir. Bu çalıĢmanın 

sonuçları hedefli karbendazim ilaç taĢıma sistemi olarak silika nanopartiküllerin etkili 

bir terapi geliĢtirilmesinde kullanılabilme olasılığını göstermiĢtir.   
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