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Biyomalzeme Uygulamalarinda Floresans Nanopartikiil Kullanimi

Shanli SALAHI!, Canser GUL?*, Sevda ALBAYRAK?
OZET:

Biyomalzemeler, kemik ve doku hasarlarinin tedavisinde, hastalik ve bakteri tanisinda
kullanilan biyouyumlu malzemelerin genelidir. Floresans nanopartikiiller (FNP) ise, yiiksek
kuantum verimi ve optik Ozellikleri ile dikkat c¢eker. Hazirlanan derleme ¢alismasi,
biyomalzeme uygulamalarinda FNP kullanimmim detaylarim1 ve literatlirdeki giincel
uygulamalari i¢eren bir ¢aligmadir. Calisma, FNP yap1 ve ozelliklerini, parlaklik, kuantum
verimi ve kullanim Omiirlerinin hangi parametrelere bagl oldugunu, tasarim ve kullanima
yonelik uygulamalarin  biitiiniinii icerir. Bunlarin yani sira, Ozellikle biyomalzeme
uygulamalarinda biyogoriintiileme, teshis, ila¢ salinimi1 ve doku miihendisligi rejeneratif tip
konularina odaklanmistir. Floresans biyomalzeme ¢aligmalarinda toksisite ve biyouyumluluk
degerlendirmeleri de bu ¢alisma i¢inde yer alan alt bagliklardan biridir. Nanopartikiillerin (NP)
toksisitesi ve biyouyumlulugu karmasik bir degerlendirme siireci gerektirir. Bu baglamda,
kullanilan malzemelerin 6zellikleri ve etkilesimleri, biyolojik sistemler iizerindeki etkilerini
belirlemede kritik rol oynamaktadir. FNP toksisite seviyeleri, hem biyolojik etkilere hem de
malzemenin fiziksel 6zelliklerine baglidir.

Use of Fluorescent Nanoparticles in Biomaterial Applications
ABSTRACT:

Biomaterials are a general category of biocompatible materials used in the treatment of bone
and tissue injuries, as well as in the diagnosis of diseases and bacteria. Fluorescent
nanoparticles (FNPs) stand out for their high quantum efficiency and optical properties. The
prepared review study is a work that includes the details of the use of FNP in biomaterial
applications and current applications in the literature. The study encompasses the structure and
properties of FNP, the parameters related to brightness, quantum efficiency, and lifespan, as
well as the entirety of design and application-related uses. In addition, it particularly focuses
on topics such as bioimaging, diagnostics, drug release, and tissue engineering in regenerative
medicine within biomaterial applications. Toxicity and biocompatibility assessments in
fluorescent biomaterial studies are also among the subtopics included in this study. The toxicity
and biocompatibility of nanoparticles (NP) require a complex evaluation process. In this
context, the properties and interactions of the materials used play a critical role in determining
their effects on biological systems. The toxicity levels of FNP depend on both biological effects
and the physical properties of the materials.
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GIRIS

Biyomalzemeler, cesitli nedenlerle olusan kemik ve doku hasarlarinin tedavisinde (Ozen ve ark.,
2022), hastalik veya bakteri tanisinda (Blau ve ark., 2018) kullanilmaktadir. Ayrica, viicut i¢inde tedavi
ve tan1 amaglarmin yam sira, cilt {lizerinde yara Ortiisii gibi uygulamalarda da viicut disinda
kullanilabilmektedir (Bozdogan, 2023). Son on yilda, molekiiler, organel, hiicresel ve organlardan tiim
organizmalara kadar farkl 6lgeklerdeki biyolojik siirecleri gorsellestirmek i¢in benzersiz uzay-zamansal
¢oziiniirliige sahip cesitli floresans mikroskobik araclar gelistirilmistir. Ornegin, siiper ¢oziiniirliiklii
mikroskopinin icadi, aragtirmacilarin hiicre i¢cindeki tek molekiillerin pozisyonlarini 10 nm'den daha iyi
bir ¢oziiniirliikle tespit etmelerini saglamistir (Hell ve ark., 1994; Betzig ve ark., 2006; Rust ve ark.,
2006; Huang ve ark., 2009; Arroya-Camejo ve ark., 2013; Strauss ve ark., 2018). Yiiksek hizda hacimsel
goriintiileme iiretmek icin, kisa bir siirede yeterli sinyalin toplanmasina olanak taniyan 1s1k tabakasi
aydinlatmasi kullanilmistir. Bu yontem, foto toksisiteyi biiylik 6l¢iide azaltmistir (Chen ve ark., 2014;
Chatterjee ve ark., 2018). Genel olarak, hassas yiiksek hizli dedektorlerin, giiglii lazerlerin ve hizh
bilgisayarlarin birlesimi, biyolojik sistemlerin gorsellestirilmesinde devrim yaratmaktadir. Ancak, bu
gelismis araclarin biyolojik siirecleri dogru bir sekilde temsil edebilmesi i¢in saglam raporlama
sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Raporlama sistemlerinin gelisimi, yeni floroforlarin sentezini,
floresans problarin fotokimyasal ve fotofiziksel 6zelliklerinin optik 6zelliklerle olan korelasyonlarini,
kuantum verimliligindeki ve etiketleme yogunluklarindaki iyilestirmeleri kapsamaktadir. Son yillarda,
nanopartikiiller (NP), miikemmel optik 6zellikleri, 6zellestirilebilir yiizey modifikasyonlar1 ve cesitli
algilama ve terapotik bilesenleri tagima kapasiteleri nedeniyle biyolojik goriintiileme gibi bir¢ok
uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir (Pratiwi ve ark., 2019).

FNP’ler, spesifik optik 6zellikleri sayesinde genis bir yelpazede biyomedikal arastirma ve tibbi
uygulama alaninda kullanilmaktadir (Nannuri ve ark., 2023; Sangubotla ve Kim, 2023). Hiicresel
mimarinin net bir sekilde goriintiilenmesini sagladiklar1 ve hastalik gostergesi olarak islev gordiikleri
icin, goriintiileme ve teshis alaninda yaygin bir kullanim alan1 bulmaktadirlar (Thakur ve Kumar, 2023).
Kompakt boyutlari, FNP’leri istenmeyen yan etkileri azaltirken terapdtik etkinligi artiran odaklanmig
ilag iletimi i¢in ideal hale getirir. Bu dogrultuda, tan1 ve terapotik tedavileri gelistirmede Snemli
potansiyel gosteren Ozellikleriyle FNP’ler, biyomedikal uygulamalar alaninda dikkate deger bir
aragtirma konusu haline gelmistir. Nano 6lgekli boyutlara sahip bu malzemeler, hiicresel ve molekiiler
diizeyde hassas ve gercek zamanl goriintiileme saglayan olaganiistii floresans 6zellikleri sunmaktadir.
Ayarlanabilir boyut, morfoloji ve ylizey kimyas1 gibi 6zellikleri, bu nanomalzemelerin 6zel olarak
tasarlanmasina olanak tanimaktadir. Bu sayede, biyolojik sistemlerle hassas ve verimli etkilesimler i¢in
optimize edilebilmektedirler. Ayrica, canli organizmalar ve biyolojik siirecler i¢indeki molekiiler
hareketi es zamanli olarak takip etmek i¢in olduk¢a kullanislidirlar (Malode ve Shetti, 2023). Cok
yonliiliikleri ve biyolojik uyumluluklar1 nedeniyle, kisisellestirilmis tip ve hastalik yonetimi i¢in giicli
bir ara¢ olarak biiylik potansiyel gdstermektedirler. Bununla birlikte, pek ¢ok engeli agma kapasitesine
sahiptirler (Tuerhong ve ark., 2017; Yao ve ark., 2019; Roach, 2023). FNP’ler, giivenlik
degerlendirmelerinden klinik uygulamalara, yeni goriintiileme tekniklerinden biyosensorlere ve ilag
dagitim sistemlerine kadar bir¢ok arastirma ve uygulama alanini1 kapsamaktadir. Hastalik teshisi ve
tedavisinde devrim yaratabilecek bu 6zellikleriyle, biyomedikalin geleceginde 6nemli bir rol oynamalari
beklenmektedir (Ganguly ve ark., 2023).

FNP'ler, kendi baslarina spesifik optik sinyaller yayabilen ve gorsellestirme i¢in floroforlarin
etiketlenmesini gerektiren nanopartikiiller (NP) olmak iizere iki kategoriye ayrilmaktadir. Ilk kategori,
kuantum, polimer ve karbon noktalari (sirasiyla Q-, P- ve C-noktalar1), yukari doniisiim NP'leri (UCNP)
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ve altin NP'ler gibi kendiliginden optik sinyal yayabilen NP'leri igerir. ikinci kategori ise floresans
mezogozenekli silika nanopartikiilleri (MSN), boya katkil1 lipozomlar, protein ve polimerik NP'ler gibi
floroforlarin etiketlenmesini gerektiren NP'leri kapsamaktadir. Biyolojik goriintiileme i¢in NP'lerin
belirli temel gereksinimleri karsilamasi gerekir. Bu gereksinimler arasinda biyouyumluluk, miikemmel
optik 6zellikler, 1yi fotostabilite ve biyolojik siire¢lerin hizli dalgalanmalarini raporlama yetenekleri yer
alir (Bogart ve ark., 2014; Wolfbeis, 2015; Peng ve Chiu, 2015; Pratiwi ve ark., 2018; Pratiwi ve ark.,
2019).

Biyomalzeme uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan gesitli FNP tiirlerini ve bunlarin siiper
¢Oziiniirliklii mikroskopi teknikleriyle goriintilenme yontemleri Sekil 1°de verilmistir. Bu tiirler
arasinda karbon noktalari, kuantum noktalari, polimer noktalari, modifiye edilmis silika
nanopartikiilleri, yukar1 ¢evrim (upkonversiyon) nanopartikiilleri, nanoelmaslar ve agregasyon kaynakli
emisyon (AIE) noktalar1 bulunmaktadir. Bu farkli yapilar, biyomedikal goriintiileme, ila¢ tasima
sistemleri ve doku miihendisligi gibi alanlarda kullanilmaktadir. Bu nanopartikiillerin optik 6zellikleri,
biyouyumluluklar1 ve islevsellikleri, konfokal mikroskopi, yapilandirilmis aydinlatma mikroskobu
(SIM), uyarilmis emisyon tilkenme mikroskobu (STED) ve tek molekiil lokalizasyon mikroskobu
(SMLM) gibi ileri mikroskopi teknikleriyle analiz edilebilmektedir (Li ve ark., 2022).
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Sekil 1. Cesitli NP tiirleri ve NP goriintiileme (Li ve ark., 2022). Bunlar yalnizca temsili gorseller olup dlgekli degildir.
Amerikan Kimya Dernegi CC 4.0 Attribution 4.0 Uluslararasi lisans kapsamindaki izinle yeniden iiretilmistir (2022)
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FLORESANS NANOPARTIKULLERIN YAPISI VE OZELLIKLERI

Nanomalzemelerin goriintileme amaciyla kullanilabilirligi, gelismis parlaklik derecesi, mikro
ortamlarina kargi immobilizasyon ve hedef olmayan bolgelerde homojen dagilim gibi 6zelliklerle ¢esitli
goriintiileme yontemlerinin yani sira teshis ve tedavi tekniklerinin gelistirilmesine de katki saglamistir.
Nanopartikiiller, molekiiler problarin aksine, genellikle sitotoksik degildir ve hiicresel
biyomakromolekiiller veya istenmeyen sekestrasyon tarafindan spesifik olmayan baglanmalardan
etkilenmemektedirler. Molekiiler problarin hiicresel proteinler tarafindan baglanmasi, hem probun optik
ozelliklerini hem de proteinin veya baglanma bdlgesinin islevini olumsuz etkileyebilmektedir. Bu
durumun aksine, FNP'ler inerttir. Bu nedenle, hiicresel proteinler ile neredeyse hig etkilesime girmez ve
optik ozellikleri ¢evredeki proteinlerden etkilenmemektedir (Wolfbeis, 2015).

Floresans Nanopartikiil Tiirleri

Kuantum Noktalar1 (QD)

Kuantum noktalar1 (QD) genis absorbsiyon ve simetrik fotoliiminesans spektrumlari, yiliksek
kuantum verimi, fotoagarmaya kars1 yiiksek direng, yiliksek molar soniim katsayilar1 ve biiyiik etkili
stokes kaymalar1 nedeniyle son yillarda cazip arastirma konusu olmustur (Jiang ve ark., 2010). Yar
iletkenler gibi kat1 hal malzemelerde, bir fotonun malzemeye ¢arpmast sonucu bir elektron, valans
bandindan iletkenlik bandina gegebilir. Bu siirecte, elektronun terk ettigi pozisyonda bir pozitif yiik, yani
"delik" olusur. Elektron ve delik, birbirlerini elektrostatik kuvvetle ¢eker ve bu bagl ¢ift "eksiton" olarak
adlandirilir. Eksitonlar, kuantum mekanigi ile tanimlanan 6zel enerji seviyelerine sahip bir yapi sergiler.
QD'lerin olusum mekanizmasi agisindan, yiik tastyicilari (elektronlar ve delikler) potansiyel bariyerleri
tarafindan belirli bolgelere kisitlandiginda, yar iletkenler ¢arpici kuantum boyutu etkileri gostererek
emilim spektrumunda ve floresans spektrumunda kaymaya neden olmaktadir. Kiiclik bolgeler, yiik
tastyicilarin de Broglie dalga boyundan (=7,27um) kiigiiktiir veya esdeger olarak nanokristal ¢api, toplu
malzemedeki eksitonlarin Bohr yarigapmin (=5,29x10 ''m) iki katindan daha azdir (Nozik ve ark.,
2010). Yiik tasiyicilar ii¢ uzaysal boyutta potansiyel bariyerleri ile sinirlandirildiginda, esas olarak 11-
VI (CdSe, ZnS), 1II-V (GaAs, InP) veya IV-VI (PbS, PbSe) gruplarindaki atomlardan olusan QD'ler
sentezlenmektedir (Xiao ve ark., 2021).

Karbon Noktalar1 (CD)

Karbon noktalar1 (CD), ilk kez 2004 yilinda tek duvarli karbon nanotiiplerin (SWCNT)
elektroforez yontemi ile saflastirilmasi ile elde edilen ve boyutlart 10 nm'nin altinda olan yeni nesil
nanokarbon malzemelerinin gelisiminden ortaya ¢ikan nanomalzemelerdir (Xu ve ark., 2004). CD'lerin
yiiksek ¢oziiniirliik, diisiik sitotoksisite, yiiksek fotostabilite, uyarilmaya bagli ¢ok renkli emisyon, yiizey
modifikasyonunda esneklik, miikkemmel hiicre gecirgenligi ve daha iyi biyouyumluluk gibi
karakteristikleri giderek yari iletken QD’lerinin yerini almasini saglamaktadir ve bu durum dikkat
cekicidir (Li ve ark., 2015; Zuo ve ark., 2016). Genel olarak, CD'ler karbon kuantum noktalar1 (CQD)
ve grafen kuantum noktalarindan (GQD) olugsmaktadir (Baker ve Baker, 2010).

Yukari Doniisiim Nanopartikiiller (UCNP)

Cogu UCNP'ler Er(II), Yb(III) veya Tm(III) gibi ti¢ degerlikli lantanit iyonlar ile takviye edilmis
hekzagonal NaYF4 nanokristallerinden olusmaktadir. Katki maddeleri emitordiir ve floroforlar ile ilave
katki yapilmasina gerek yoktur. UCNP'lerin pik dalga boylari, lantanit katki maddesinin tiiriine bagh
olarak cesitli emisyon renkleri sergiler. Ancak, NaYbF4 tipinde tek renkli emitér UCNP'ler olup yesil,
kirmiz1 ve yakin kizilotesi emisyonlar ya da lantanit KMnF3 katkili nanokristallerinden olusan yapilar
da literatiirde rapor edilmistir (Wang ve ark., 2011; Tian ve ark., 2012; Li ve ark., 2014). Cogu UCNP'nin
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cok fotonlu (iki renkli) emisyonlar gostermesi, mikroskopide ¢oziiniirliiglin artmasina da yol agmaktadir.
UCNP'lerin boyutu genis 6l¢iide ayarlanabilir (tipik boyutlar 10 ila 100 nm arasinda degisir) ve kuantum
verimlerini etkilemektedir (Sun ve ark., 2014; Liu ve ark., 2014).

Polimer Noktalar (PD)

Polimer noktalar, polistiren, poliakrilamid gibi daha geleneksel FNP'lere ek olarak gelir. Polimer
genellikle polimerize edilebilir ¢ift veya iiclii baglara sahip aromatik dnciilerden hazirlanir. Pargaciklar
(gorlintileme icin ihtiyag duyuldugunda) emiilsiyon polimerizasyonu veya nanopresipitasyon ile
hazirlanmaktadir (Li ve ark., 2012). Florofor malzemeler ile katkilama gerekli degildir. Konjuge
polimerlerin omurgasi, kii¢lik organik molekiil boyalarina kiyasla daha biiyiik bir optik kesit sergileyen
bir dizi 151k hasat {initesi gibi davranmaktadir. Buna ragmen foto agartma direnci simdiye kadar
bildirilmemistir. Yari1 iletken polimer karisimlarindan olusan floresans nano-noktalar, klorotoksin gibi
peptitlere baglanabilmektedir ve bu sayede kotii huylu beyin tiimorleri klinik gibi ¢esitli tan1 vakalarinda
hedefli goriintiileme amaciyla kullanilabilmektedir (Wu ve ark., 2011).

Silika-Bazhh Nanopartikiiller (SINP, MSN) Dendrimerler, Lipid Damlaciklar: ve Miseller

Silika nanopartikiiller (SINP) ve MSN biyolojik goriintiilemede kullanilan ilkler arasindaydi.
Wiesner grubu, algilama/goriintiilemede kullanim i¢in SiNP'lerdeki son durumu gozden gecirmmistir
(Burns ve ark., 2016) ve aralarinda tek gdzenekli, yaklasik 9 nm'lik ayarlanabilir boyutlara ve dar boyut
dagilimlarina sahip PEG'lenmis mezogdzenekli ve floresans SiNP'lerin tek kapta sentezlenmesinin de
bulundugu ¢ok sayida SiNP tiirlinii tanimlamaktadir (Ma ve ark., 2012). MSN’ler son yillarda daha sik
kullanilmaktadir ¢iinkii bunlar floresans boyalar, fotosensitizorler veya teshis reaktifleri ile yogun bir
sekilde yliklenebilmektedir. Floresans yiiklii mezogdzenekli silika, hidrotermal reaksiyon yoluyla olmak
tizere bircok yontemle elde edilebilir ve istenirse reaktif siloksanlar ile islevsellestirilebilir (Zhou ve ark.,
2014). MSN'ler disiik sitotoksisiteye ve miikemmel hiicre goriintiileme karakteristigine sahiptir.
SiNP'ler ¢esitli organik, metal-organik ve metalik floroforlarla kolayca katkilanabilir ve MSN'lere de
yliklenebilir. Bu nedenle, emisyon dalga boylar1 300 ila 1000 nm arasinda degisir ve NP'ler uzun dalga
(>600 nm) emisyonlarina sahip olma egilimindedir, ¢iinkii NP'lerin >500 nm dalga boylarindaki
floresans1 siklikla hiicrelerin otofloresansi tarafindan engellenmektedir. Renk, bozunma siireleri ve
boyut genis dl¢iide ayarlanabilir ve katki maddeleri hidrofobik, hidrofilik veya iyonik olabilmektedir
(Mader ve ark., 2011).

Dendrimerler, Lipid Damlaciklari ve Miseller

Dendrimerler simdiye kadar islenen NP'lerden ¢ok daha kii¢lik bir boyut aralig1 sergilemektedir.
Hem hidrofilik hem de hidrofobik karakteristige sahip olabildikleri i¢in hiicreler tarafindan kolayca
igsellestirilirler. Floresans Ozellikleri genellikle hiper dallanmis dendrimer iskeletine baglanan bir
etiketten kaynaklanirve bu diizenleme sayesinde kendi kendine sonme meydana gelmemektedir.
Dendrimerik NP'lerin parlakligi, boyuta ve renge gore terminal florofor tarafindan kontrol
edilebilmektedir ve nadiren boyutlar1 2 nm'yi agmaktadir. Bu malzemeler diiz goriintiileme, hedefli
goriintiileme ve algilama/gdriintiileme uuygulamalarinda kullanilmaktadir. Floresans dendrimerlerin
ozellikleri arasinda 7000000 1/M cm mertebesinde olabilen ¢ok biiyiik molar absorbsiyon kaysayilari
bulunmaktadir. Geleneksel floresansin kuantum verimleri, floroforlarin kendi kendini s6ndiirmeyecek
sekilde diizenlenmesi kosuluyla 0.3 ila 0.5 arasinda degismektedir (Wolfbeis ve ark., 2015; Mongin ve
ark., 2016).
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Hacim Basina Parlakhk

Floresans kuantum verim degeri, sentezlenen FNP’lerin optik 6zellikleri hakkinda énemli bilgiler
saglamaktadir. Ornegin, bir NP'nin kuantum verimi degeri 1 oldugunda, bu durum her emilen foton i¢in
bir foton yayildigini ifade eder. Bu 6zellik, kullanilan FNP'nin yiiksek floresans parlaklik seviyesinin bir
gostergesi olarak degerlendirilebilir ve Esitlik 1'de sunulmustur.

B=¢ex I (1)

Burada 3: parlaklik seviyesi, €: floresans kuantum verimi ve I': molar absorpsiyon katsayis1’dir.

Farkli emitorleri karsilagtirirken bu deger, belirli bir uyarma giiciinde elde edilebilecek goreceli
emisyon miktarini ifade eder. Floresans boya bazli NP'ler i¢in parlaklik Esitlik 2'de verilmistir, burada
n, NP'lere yiiklii floresans boya sayisidir.

B=nXex 2)

Bununla birlikte, biyogoriintilleme uygulamalarinda belirli NP'leri karsilastirirken bu esitlik
anlamhidir (Algar ve ark., 2021). Dolayisiyla, n ve bunun sonucunda [3 faktorleri 6nemli olgiide
sentezlenen NP'lere baglidir ve bu da parlaklik degerlerinin farkli floresans malzemeler ve NP yapilari
arasinda karsilastirma yaparken yaniltici olmasina neden olabilir. FNP fotonlar1 etkili bir sekilde emerse
diisiik bir adsorpsiyon katsayisina (<%1-7) sahip olacagi i¢in, baz1 nanomalzemelerin floresans kuantum
verimliligi degeri yaklasik 1 olsa bile, bu NP'nin "parlak" bir FNP oldugu anlamina gelmeyecektir
(Reineck ve ark., 2017). Bu nedenle, bazi durumlarda, nanomalzemelerin floresans kuantum verimi
degeri, o malzemenin optik 6zellikleri hakkinda yaniltici bir nicelige doniisebilir. Bu nedenle Reisch ve
Klymchenko, bunun yerine NP hacim degerini (Vnp) kullanilarak normallestirilen hacim bagina
parlaklik (Bv) degerinin kullanimini1 6nerdi (Esitlik 3) (Reish ve Klymchenko, 2016; Ashoka ve ark.,
2023).

B=nx¢eXx [ X(Vn)! 3)

Hacim bagin parlaklik (fv) degerinin hesaplamasina yonelik baska bir yol ise parlakligi her
floresans boyanin kapladigi ortalama hacim degerine gore normallestirmektir (Esitlik 4).

,B =g X [X (VFloresans)_l (4)

Belirtilen formiilde Vrioresans degeri, NP'de bir boya igeren nm® cinsinden ortalama hacim

gostergesidir. Hacim bagina parlaklik kullanilarak, NP boyutu ve boyut dagilim aralifindan bagimsiz
olarak tiim floresans NP'lerin emisyon verimliligini karsilastirmak miimkiindiir. Benzer boyut dagilim
araligina sahip kromoforlar i¢in Vrioresans degeri ayrica kromoforik birimlerin NP'de ne kadar verimli bir
sekilde paketlendigine dair bilgi sunmaktadir (Benson ve ark., 2020).

Arastirma gruplan arasinda farklilik gosterebilen bir diger dnemli parametre ise sentezlenen
NP’nin toplam Kkiitlesine kiyasla agirlik yiizdesi floresans boyanin kullanildigi “boya yiiklenmesi”
tanimidir. Bazen floresans maddenin kullanilan agirlik degeri, kromofor iinitesinin gercek kiitlesi yerine
hacimli yan gruplar1 veya hacimli anyonu igermektedir. Bu durum boya yiiklemesinde tutarsiz degerler
vermektedir. Kromofor basina hacim (Vrioresans) degerinin kullanilmasi, NP'nin gergekte ne kadarinin
absorpsiyon ve emisyona katkida bulunduguna dair daha dogru bir yaklasim saglayacaktir (Stenspil ve
ark., 2024).

1518



Shanli SALAHI ve ark. 15(4), 1513-1529, 2025
Biyomalzeme Uygulamalarinda Floresans Nanopartikiil Kullanimi

Floresans Kuantum Verimi ve Kullanim Omrii

FNP'lerin hacim basina parlaklik degeri, NP'nin genel performansinin bir gostergesidir. Ancak
NP'lerden yayilan floresansin kuantum verimi, agregasyon kaynakli sondiirme (ACQ) etkileri nedeniyle
ylkleme yogunluguna bagh olarak degisebilmektedir. FNP'lere yiiklenmis floresans boyalarin kuantum
verimini dogru bir sekilde degerlendirmek i¢in, genellikle referans olarak ¢ozelti degerleri kullanilir.
Bununla birlikte, bu yaklasim yalnizca ¢oziicii viskozitesine ve polaritesine duyarli olmayan sert
floresans maddeler i¢in gecerlidir. Daha iyi bir referans yontemi, floresans boyalarin ayni matris iginde
immobilize edildigi ve oldukga seyreltilmis bir NP formunda bulundugu durumlar degerlendirmek
olabilir. Alternatif olarak, boyalarin polimerik bir ince film i¢inde seyreltilmis kat1 ¢ozeltisi kullanilarak
referans Ol¢iimleri yapilabilir. Bu tiir yontemler, floresans boyalarin gercek davranisini daha iyi
yansitabilir (Kacenauskaite ve ark., 2022).

Karakterizasyonunda dikkate alinmasi gereken Onemli bir diger faktor, floresans maddenin
tiketim Omriidiir. Eger FNP'lerde yalnizca tek bir tiir emitér mevcutsa ve herhangi bir sondiiriicii
bulunmuyorsa, bu durum molekiiler floroforlarin seyreltik kat1 ¢ozeltideki davranisina benzer sekilde,
mono-iistel bir bozunum gosterir. Ancak, birden fazla sondiiriiciiniin bulunmasi durumunda, FNP'lerin
floresans Omrii lstel bir sekilde kisalir. Kace nauskaite ve arastirma grubunun gerceklestirdigi
aragtirmada, floresans bozunumlari, tuzak bolgelerine enerji gegisiyle sondiirmenin roliinii tam olarak
aciklamak i¢in bir teshis araci olarak kullanilmistir (Kacenauskaite ve ark., 2022). Bazi durumlarda,
floroforlar FNP'ler i¢inde kapsiillendiginde floresans Omriinde artis gozlenmistir. Bunun nedeni,
burulma 6zgiirliiglintin kisitlanmasidir; bu durum 6zellikle stilbenler ve siyaninler gibi molekiillerde
1sinimsal olmayan devre disi birakmayi azaltir. Boyle durumlarda, yapilarin molekiiler 6zelliklerini
degerlendirmek icin referans olarak polimer ince film gibi kat1 ¢6zeltilerin kullanilmasi kritik 6nem tasir.
Sonug olarak, floresans dmrii FNP’lerin 6zelliklerini anlamak ve gelistirmek i¢in 6nemli iggoriiler sunar
ve bu parametre, nanomalzemelerin tasariminda dikkate alinmasi gereken bir unsurdur (Stenspil ve
Laursel, 2024).

FLORESANS NANOPARTIKULLERIN TASARIMI

Biyogoriintiileme i¢in ideal floresans probu, bir dizi 6nemli gereksinimi karsilamalidir. Bunlar;
yiiksek parlaklik seviyesi, uygun fizikokimyasal 6zellikler, diisiik sitotoksisite, yakin kizilotesi (NIR)
bolgesinde absorpsiyon ve emisyon, yiiksek Stokes kaymasi ve uygun NP boyutudur (Tenzer ve ark.,
2011; Wicki ve ark., 2015). Ancak, bu gereksinimlerin tiimiinii karsilayan bir prob gelistirmek genellikle
zordur. Bu nedenle, floresans mikroskopisi icin farkli 6zelliklere sahip ¢esitli floresans prob siiflari
arastirmacilar tarafindan gelistirilmistir. FNP'lerin biyolojik sivilarda sergiledigi kolloidal kararlilik,
ozellikle canl goriintiileme uygulamalarinda kritik bir 6neme sahiptir. Ornegin, kan damarlarmi ve
dolagimi incelemek (Tao ve ark., 2013; Yanez ve ark., 2013) veya tiimorlerde problarin birikimini
optimize etmek i¢cin bu kararlilik gereklidir. Biyogoriintileme ve ilag salim uygulamalarinda
kullanilmak {izere sentezlenen boya ve ilag yiiklii NP'ler arasinda 6nemli bir yapisal farkliliklar
bulunmaktadir. Ilag salimi uygulamalarinda kapsiillenmis ilacin hedeflenen hiicrelere veya dokulara
kontrollii bir sekilde salinmasi istenirken, FNP yiiklii boyalarin salinimi istenmeyen bir durumdur.
Florofor ligi (salimimi), NP parlakligin1 azaltirken, arka plan sinyalini artirarak biyogoriintiileme
kalitesini diisiirebilir (Reish ve Klymchenko, 2016). Boyanin fiziksel olarak bir matris i¢inde tutuldugu
formiilasyonlarda bu durum biiyiikk bir problemlidir ve bu tiir formiilasyonlar genellikle tercih
edilmemektedir. Biyogoriintiileme i¢in kontrast saglayan ticari floresans materyaller arasinda siyaninler,
BODIPY'ler, skuarainler ve ksantinler gibi farkli organik boya siniflar1 yer almaktadir (Vargas Natal ve
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ark., 2022). Bu boyalar, biyolojik ortamlarla uyumlu ve yiiksek performansh prob gelistirilmesinde
onemli rol oynamaktadir.

FNP'lerin bir diger 6nemli 6zelligi ise florfor maddenin tasiyicisi olarak kullanilan NP'nin tiirline
baghdir. Eger kiigiik boyutlu FNP'lerin sentezi hedefleniyorsa, yeniden ¢oktiirme yontemiyle kimyasal
sentez yapilirken molekiiler floroforun, suyla karisabilen bir organik ¢oziiciide yiiksek oranda ¢oziiniir
olmas1 gerekmektedir. Ancak, bu gibi durumlarda suyun ¢6ziicii olmayan bir madde olarak islev gordiigii
unutulmamalidir (Zhao ve ark., 2008). Floresans yiiklii NP'lerde, florofor yalnizca igsel floresans
ozelliklerini hesaba katarak degil ayn1 zamanda spesifik nanotasiyici bilesenleriyle fizikokimyasal bag
kurma yetenegi de gz dniine alinmalidir. Ornegin, organik lipofilik floroforlar lipidik NP'lere yiiklenir
(Klymchenko ve ark., 2021), yani kromoforik ¢ekirdegi uzun alkil zincirleriyle bag kurmasini saglayan
kimyasal olarak modifiye edilmis floroforlar yiikleme malzemesi olarak tercih edilir (Klymchenko ve
ark., 2012). Polielektrolitlerde floresans yiiklemesi yapilirken ise iyonik etkilesimler, molekiillerin {ist
iste y181lmasi (istiflenme), hidrojen baglari, kovalent baglar veya inkliizyon komplekslerinin olusumu
gibi farkli fizikokimyasal etkilesimlerden yararlanilabilir (Chakraborty ve ark., 2022).

FLORESANS NANOPARTIKULLERIN BIYOMALZEME UYGULAMALARI

Cesitli kimyasallari, DNA, RNA, niikleik asit ve proteinleri yliksek hassasiyetle tanima ve
hedefleme yetenegi, FNP'lerin biyogdriintiileme ile bolgesel teshis ve tedavi alanlarinda kullanimini
miimkiin kilmaktadir. Tablo 1°de farkli FNP tiplerinin uygulama alanlarina yer verilmistir. Blau ve ark.
(2018), ameliyat sirasinda tiimor sinirlarint gorsellestirebilen ve floresans etiketlenmis aktive edilebilir
hiicreye niifuz eden peptitler (ACPP) igeren bir "agma" probu tasarladi. Bu prob, klinisyenlere cerrahi
miidahale sirasinda c¢ikarilmasi gereken bdlgeleri belirleme imkani sunarak operasyonun hizini,
basarisini ve hassasiyetini artirmistir (Blau ve ark., 2018).

Tablo 1. Farkli FNP tiplerinin fotoaktivasyon 6zelligi ve uygulama alanlari

. . Fotoaktivasyon
FNP Tipleri Ozelligi Uygulama Alani Kaynak
.. Li ve ar. (2016), Bentzen ve ark. (2005),
QD Yiiksek Algilama Reineck ve ark. (2017)
. . . Reineck ve ark. (2017), Korin ve ark.
PD Orta Hedefli terapotik ve Teranostik (2012), Lunard ve ark. (2017)
. N Reineck ve ark. (2017), Xiao ve ark.
CD Orta Algilama ve ilag dagitim (2021), Duan ve ark. (2019)
Nanoelmaslar Cok yiiksek Algilama ve ilag dagitim Reineck ve ark. ((22001 177)5 Whitlow ve ark.
CNT Yiiksek Algilama Reineck ve ark. (2017), Hwang ve ark.
(2006)
Reineck ve ark. (2017), Qin ve ark.
GNP Orta Algilama (2008)
UCNP Yiiksek Algilama Reineck ve ark. (2017), Zhu ve ark.

(2004), Grebenik ve ark. (2013)

Hiicre hareketi ve dolasiminin in vivo olarak izlenebilmesi, biyolojik mekanizmalarin daha iy1
anlasilmasi ve terapoétik stratejilerin gelistirilmesi agisindan kritik bir 6neme sahiptir (Progatzky ve ark.,
2013). Bu hiicrelerin detayli goriintiilenmesi, kanser, ateroskleroz, miyokard enfarktiisii ve
norodejeneratif hastaliklar gibi cesitli patolojik durumlara yonelik tan1 ve prognoz bilgilerinin elde
edilmesine olanak tanimaktadir. Ayn1 zamanda bu hiicreler, hedefli tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
icin de potansiyel sunmaktadir (Weissleder ve ark., 2014). Dolasan hiicre popiilasyonlarinin, 6zellikle
monositler, makrofajlar ve dolasan tiimor hiicreleri (CTC) gibi tiirlerin davranisini anlamak, bu
hiicrelerin hastalik siireclerindeki rollerine dair temel bilgiler saglayarak daha etkili ilaglarin
tasarlanmasina katkida bulunabilir. Ornegin, literatiirde yaklasik 30 Hz hizinda calisan ¢ok fotonlu bir
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sistem ile kat1 tiimdrleri ¢evreleyen kan damarlarinda CTC davranisi gozlemlenmistir. Bu ¢alismada,
maksimum CTC sayisinin yaklasik 100 CTC/dakika oldugu ve bu durumun kanser ilerlemesiyle iligkili
olabilecegi gosterilmistir. Ayrica, metastatik potansiyeli yliksek nadir CTC alt popiilasyonlarinin
(6rnegin CD24+ ve CD133+ CTC) davranislari, antikor konjuge kuantum noktalar ile etiketlenerek
basarili bir sekilde incelenmistir (Kuo ve ark., 2019).

[lag dagitim sistemleri (DDS), ilaglarin viicutta salinim hizin1 ve hedef bolgelere yonlendirilmesini
diizenlemek tizere tasarlanmistir. Bu sistemler, ila¢ seviyelerini optimize etmek ve terapétik ajanlarin
etkisini zaman i¢inde artirmak amaciyla gelistirilmigtir. DDS'ler, terapétik ajanlarin hedef bolgelere
kontrollii bir sekilde salinmasini saglamak i¢in pH, sicaklik, manyetik alan gibi dig uyaranlarla
tetiklenebilir. DDS alaninda yapilan aragtirmalar, {i¢ temel kategori altinda incelenmektedir (Cetin ve
ark., 2023):

1. Dagitim Yollar1: Oral, pulmoner, transdermal vb.

2. Dagitim Sistemi Tipleri: inorganik, lipid bazli, polimerik sistemler.

3. Hedefleme Stratejileri ve Yiizey Modifikasyonlari: DDS'lerin etkinligini artirmaya yonelik
gelistirmeler.

Nanopartikiil tabanli DDS'ler, diisiik biyoyararlanima sahip ilaclarin hedeflenen bdlgelere
yonlendirilmesi, tanisal siire¢lerde daha verimli goriintiileme saglanmasi ve tiimor dokularinin yiiksek
dogrulukla tespit edilmesi gibi bir¢ok avantaj sunmaktadir (Frank ve ark., 2014). Bu sistemler, ilaglarin
yiiksek konsantrasyonlarda organlara, dokulara veya hiicrelere ulasmasini kontrollii ve etkili bir sekilde
saglayarak, terapotik etkinligi artirir (Yavuz ve ark., 2018; Cetin ve Sarkaya, 2024).

Doku miihendisligi (TE), doku ve organlarin islevlerini onarmak, degistirmek, korumak veya
gelistirmek amaciyla biyolojik ikameler gelistirmeyi hedefleyen, miihendislik, malzeme bilimi ve tibbi
biyolojiyi bir araya getiren disiplinler arasi bir alandir. Ancak bu alanda karsilasilan ¢esitli teknik ve
biyolojik engeller, doku miihendisliginin potansiyelini tam anlamiyla ortaya koymasini
zorlastirmaktadir. Mevcut yontemler, uygun biyomateryallerin eksikligi, etkisiz hiicre biiylimesi ve
dogal doku yapisin1 taklit edebilecek tekniklerin yetersizligi gibi sorunlarla sinirlidir. Ayrica, biliylime
faktorlerinin yetersiz tiretimi hiicre iletisimi ve biyolojik tepkileri uyarmakta zorluk yaratmaktadir.
Hiicresel fonksiyonlarin ve biyolojik, mekanik, elektrokimyasal gibi 06zelliklerinin kontrol
edilmesindeki giicliikler de bu alandaki 6nemli sinirlamalardan biridir. Bunun yani sira, biyomolekiiler
tespit ve biyosensor teknolojilerindeki eksiklikler, doku miihendisligini daha da karmasik hale
getirmektedir. Nanopartikiiller, nanoteknolojinin gelisimiyle birlikte doku miihendisliginde karsilagilan
bir¢ok sorunun ¢oziimiine katki sunabilecek bir potansiyele sahiptir. Boyutlarina bagl olarak benzersiz
ozellikler sergileyen bu yapilarin, biyolojik siireclerin hassas bir sekilde diizenlenmesi, biiyiime
faktorlerinin etkili bir sekilde tasinmasi ve doku mimarilerinin yeniden yapilandirilmasi gibi alanlarda
onemli avantajlar sundugu gosterilmistir (Hasan ve ark., 2018).

Son yillarda, TE daha gelismis mekanik ve biyolojik performanslar elde etmek amaciyla
nanopartikiiller kullanilmaya baslanmistir (Sensenig ve ark., 2012). Altin nanopartikiiller (GNP) yiizey
konjugasyonu ve iletkenlik 6zellikleriyle 6ne ¢ikarken, glimiis nanopartikiiller (AgNP) ve diger metalik
nanopartikiiller ile metal oksitler antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle tercih edilmektedir. QD’lerin
floresans Ozellikleri ve CNT’lerin benzersiz elektromekanik 6zellikleri, bu nanomalzemelerin doku
mithendisligi uygulamalarinda genis bir kullanim alani bulmasim1 saglamaktadir. Manyetik
nanopartikiiller (MNP) ise hiicre mekanotransdiiksiyonu, gen iletimi, hiicre driintiilemesinin kontrolii ve
karmagik ii¢ boyutlu dokularin ingast gibi alanlarda uygulanmaktadir. Nanopartikiillerin doku
miithendisliginde sundugu en biiyiik avantajlardan biri, kii¢clik boyutlar1 ve buna bagh olarak peptitler
veya kiiglik proteinler ile karsilastirilabilecek genis yilizey/hacim oranidir. Bu 6zellikleri sayesinde,
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membranlardan kolaylikla difiize olabilirler ve hiicreler tarafindan daha kolay emilebilirler. Ayrica,
nanopartikiiller 6nceden belirlenmis bir boyutla sinirli olmadigindan, istenen amaca uygun boyut ve
yluzey oOzellikleriyle Ozellestirilebilirler. Nanopartikiiller, dokularin hiicre disi matriks (ECM)
bilesenlerinin dogal nanometre boyut 6l¢egini taklit etme yetenegine de sahiptir (Hasan ve ark., 2018).
Insan viicudunun hiyerarsik yapis1 gdz dniine alindiginda, organ ve dokular cesitli atomlar, molekiiller,
nano yapilar, mikro yapilar ve makro 6l¢ekli yapilar icerir. Bu nedenle, nano-6l¢ekli yapilar insan
viicudunun ayrilmaz bir pargasi olarak diisiiniilebilir (Lux ve Zeisler, 1974; Schnabel ve ark., 1994).

FLORESANS NANOPARTIKULLERIN TOKSIiSITE DEGERLENDIiRMELERI

Nanopartikiillerin toksisitesini degerlendirmek, olduk¢a karmasik ve zorlu bir siirectir.
Nanomalzemeler, makroskobik nesnelerden farkli olarak, canli organizmalardaki biyolojik bariyerleri,
ornegin hiicre zarlarin1 asabilir ve bireysel hiicrelerin iginde belirli biyomolekiilleri hedefleyebilir. Bu
durum, nanomalzemelerin biyolojik sistemlerle dogrudan etkilesime girerek bir¢ok temel biyokimyasal
stireci etkileyebilecegi anlamina gelir. Bu etkilesim, hiicre ¢ogalmasinin bozulmasi, gen ifadesinin
degismesi, nanomalzemelerin organizmanin belirli bolgelerinde birikmesi, bagisiklik tepkilerinin
tetiklenmesi ya da hiicre i¢indeki molekiiler tasinmanin etkilenmesi gibi farkli sekillerde gergeklesebilir.
Bu nedenle, nanopartikiiller ve biyolojik sistemler arasindaki bu tiir etkilesimleri degerlendirmek icin
cesitli yaklasimlar kullanilir. Bunlar arasinda hiicresel sistemlerden hayvan modellerine, canlilik
analizlerinden karmasik fonksiyonel testlere ve davranigsal caligsmalara kadar bircok yontem
bulunmaktadir. Nanomalzemelerin biyolojik sistemler iizerindeki etkisi genellikle konsantrasyonlarina
baghidir. Ancak, diger tiim dzellikler sabit tutuldugunda yalnizca nanopartikiil boyutundaki bir degisiklik
bile, pargaciklarin endositoz yoluyla hiicrelere alinmasini, sitotoksisitesini ya da bobrekler veya
karaciger gibi organlar tarafindan temizlenip temizlenmedigini 6nemli 6l¢iide etkileyebilir (Kievit ve
ark., 2011; Shang ve ark., 2014). Cogu zaman bir parcacigin islevsel yiizeyi veya ligandi, biyoloji
izerinde nanomalzemenin kendisinden daha biiyiik bir etkiye sahiptir (Villanueva ve ark., 2009; Yu ve
ark., 2011; Frohlich, 2012; Tay ve ark., 2014).

Ornegin giimiis metal NP'lerin sitotoksisite analizine y&nelik yapilan bir ¢aligmada, bu
partikiillerin diger biyomateryaller gibi canli organizmalarda toksik etkilere neden olabilecegi
bulunmustur. AgNP’lerin toksisitesinin, hem fizikokimyasal 6zelliklerine hem de biyolojik sistemlere
giris yollarina baglh olabilecegi bulunmustur. AgNP'lerin neden oldugu toksisite, nanopartikiillerin
hiicresel sitoplazma ve cekirdek iginde tutulmasini tetikleyen ve sonug¢ olarak serbest radikallerin
tiretimini tesvik eden oksidatif stresten kaynaklanmaktadir. Giimiis nanopartikiiller, baslangicta ayri
partikiillerdir ve genis ylizey alanlar1 nedeniyle en yiiksek toksisite seviyesine sahiptirler. Bu seviye,
partikiiller kiimelestikce azalmaktadir. AgNP'lerin toksisitesinin ikili bir yapiya sahip oldugu
belirtilmistir. Ornegin, bakterileri 20-25 ppm konsantrasyonlarinda etkileyebilmelerine ragmen, insan
hiicreleri i¢in bu konsantrasyonlarda zararsiz ve biyouyumlu olduklari tespit edilmistir (Lee ve ark.,
2007; Dallas ve ark., 2011; Mittal ve ark., 2013; Martirosyan ve ark., 2014; Salahi ve Ghaffari, 2024).

Toksisite ve biyouyumluluk arastirmalarmin  dogrulugu, model sistemlerde kullanilan
malzemelerin sentez ve tasarim asamalarinda kapsamli bir sekilde karakterize edilmesine baghdir. Bu
malzemelerin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri kesin olarak bilinmedigi siirece, toksikolojik ve
biyouyumluluk arastirmalarindan elde edilen sonuglar yaniltict olabilir. Ozellikle agir metaller gibi
toksik maddelerden olusan nanomalzemeler endise yaratmaktadir. Bununla birlikte, ¢evrelerinden
yeterince korunduklarinda, yari iletken kuantum noktalar1 gibi NP’lerin bir dizi ¢alismada higbir
olumsuz etkisinin olmadig1 gosterilmistir (Hauck ve ark., 2010). Ancak, ¢esitli sistemlerdeki toksisiteleri
halen literatiirde aktif olarak tartisilmaktadir (Winnik ve Maysinger, 2013). Bunun yaninda, genellikle
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toksik olarak kabul edilmeyen inert karbon bazli nanomalzemeler de bulunmaktadir (Scrand ve ark.,
2006; Zhu ve ark., 2012; Moore ve ark., 2014). Ancak diger NP’lerde oldugu gibi, nano elmaslarin
ylizeyindeki fonksiyonel gruplara bagli olarak embriyotoksisite ve teratojenite potansiyeli tasidigi in
vivo bir ¢alismada gosterilmistir (Marcon ve ark., 2010). Organik boyalar gibi molekiiler sistemler ise
toksisite agisindan, i¢sel olarak toksik 6zelliklere sahip malzemeler ile son derece kararli ve kimyasal
olarak inert karbon bazli malzemeler arasinda bir yerde konumlanmaktadir.

SONUC

Fonksiyonel nanopartikiiller (FNP'ler), biyomalzeme alaninda o6zellikle biyomedikal
uygulamalarda sunduklar1 benzersiz optik ve biyofiziksel 6zellikler sayesinde dikkat ¢ekici bir arastirma
alan1 haline gelmistir. Hiicresel ve molekiiler diizeyde yiiksek ¢ozliniirliikli goriintiileme, hedefe yonelik
ilag dagitimi ve biyosensor teknolojilerinde sagladiklar1 ilerlemeler, hastaliklarin tan1 ve tedavisinde
paradigma degisikliklerine yol agmaktadir. Son yillarda sentez ve ylizey modifikasyon tekniklerindeki
gelismeler, FNP’lerin biyouyumlulugunu artirirken toksisitelerini azaltmayr mimkiin kilmistir.
Ozellikle kuantum noktalar1, karbon noktalari, yukar1 doniisiim nanopartikiilleri ve silika bazli sistemler,
genis uygulama yelpazeleriyle 6ne g¢ikmaktadir. Bununla birlikte, FNP'lerin klinik uygulamalara
entegrasyonu oniinde dnemli engeller bulunmaktadir. Ozellikle uzun vadeli biyogiivenlik, in vivo
kararlilik, biyobirikim potansiyeli ve bagisiklik sistemiyle etkilesim gibi konular, heniiz tam anlamiyla
aydmnlatilamamistir. Bu baglamda, gelecekteki arastirmalarin, daha siirdiiriilebilir ve giivenli
nanopartikiil tasarimlarina, hiicre tipi ve dokuya 6zgii hedefleme stratejilerinin gelistirilmesine ve gergek
zamanl1 goriintlileme ile tedavi uygulamalarinin entegrasyonuna odaklanmasi 6nem arz etmektedir.
Ayrica, yapay zeka destekli analiz ve goriintiileme algoritmalariyla FNP’lerin kullanimi birlestirilerek,
daha kisisellestirilmis ve hizli tan1 sistemleri gelistirilebilir. Sonug olarak, FNP’ler yalnizca mevcut
biyomedikal sistemleri iyilestirmekle kalmayip, ayni1 zamanda yeni nesil tan1 ve tedavi yaklagimlarinin
temelini olusturma potansiyeline sahiptir. Bu potansiyelin gerceklestirilmesi i¢in disiplinler arasi is
birlikleri, uzun dénemli in vivo ¢alismalar ve diizenleyici cergevelerle uyumlu klinik denemelerin
artirtlmasi gereklidir. Boylece, FNP’lerin saglik alanindaki translasyonel basaris1 daha somut ve yaygin
hale gelebilecektir.

Cikar Catismasi
Yazarlar, bilinen herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan ederler.
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