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OZET

Bu calismada, protein-antijen ¢ozeltilerinden spesifik olarak antijeni
secici baglayabilmesi icin yeni ¢ekirdek-kabuk manyetik nanotanecikler
sentezlendi. ilk olarak, manyetik nanotanecikler silika, polidopamin
(PDA) ve gumus tabakasiyla kaplandi. Ardindan antikorlarin kolaylikla
nanotanecik yiizeyine kovalent baglanmasi igin silika kapli manyetik
nanotanecikler 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES) ile modifiye edildi
ve gumis kaplhi manyetik nanotanecikler 11-merkaptoundekanoik asit
(MUA) ile fonksiyonellestirildi. Nanotanecikler, birlestirilmis toplam
yansitma-fourier donusumlu kizilotesi spektroskopisi (ATR-FT-IR), X-
isinlan fotoelektron spektroskopisi (XPS), X-iginlari kirinimi (XRD),
gecirimli elektron mikroskobu (TEM), taramali elektron mikroskobu
(SEM), dinamik 1s1k sagilmasi (DLS) ve titresen 6rnek manyetometresi
(VSM) ile karakterize edildi. XPS sonuglan bitiin  modifikasyon
islemlerinin basariyla gergeklestigini gosterdi. TEM goruntuleri
nanotaneciklerin iyi sekilde dagildiklarini gosterdi. XRD sonuglari,
hazirlanan nanotaneciklerin kristalliginin modifikasyon
basamaklarindan sonra degismedigini gosterdi. Hazirlanan biitiin

nanotaneciklerin oda sicakliginda superparamanyetik o6zellige sahip



olduklarini VSM sonuglari gosterdi. Spesifik antijen baglamay
saglamak i¢in  antikorlarin  nanotaneciklere  immobilizasyonu
gerceklestirildi. Anti-lgG baglhh PDA kaplhh manyetik nanotaneciklerin
Fbg, Hb, Mb ve Lys proteinlerine karsi gosterdikleri IgG segcicilikleri
sirasiyla 74,4, 64,9, 59,8 ve 54,6 ug/mg manyetik nanotanecik olarak
belirlendi. Ayni sekilde, anti-ferritin bagh PDA kapli manyetik
nanotaneciklerin ayni proteinlere karsi gosterdikleri ferritin segicilikleri
sirasiyla 83,7, 76,3, 71,2 and 68,7 ug/mg manyetik nanotanecik olarak
belirlendi. Ferritin  immobilize edilmis PDA kaph manyetik
nanotaneciklerin protein karisimindan segici antijen baglama
kapasitesinin diger g¢ekirdek-kabuk nanotaneciklere gore daha yiiksek
oldugu sonucuna varildi. Sonu¢ olarak, nanotanecikler uzerine
immobilize edilen antikorlar spesifik antijenlerine karsi yuksek aktivite

ve gugcli bir ilgi gosterdigi belirlendi.

Bilim Kodu :201.1.117
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ABSTRACT

In this study, magnetic core-shell nanoparticles were synthesized for
the selective binding of a specific antigen from a protein-antigen
mixture with highly effective. Fistly, magnetic nanoparticles coated with
silica, silver and polydopamine (PDA) layer. Then silica-coated
nanoparticle surface was covered with 3-aminopropyltriethoxysilane
(APTES), than silver-coated nanoparticle surface was covered with 11-
mercaptoundecanoic acid (MUA) for easy immobilization of antibodies.
Nanoparticles were characterized by Attenauted total reflectance fourier
transform infrared spectroscopy (ATR-FT-IR), X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS), X-ray diffractometer (XRD), transmission electron
microscopy (TEM) and vibrating sample magnetometer (VSM). XPS
results demonstrated that all the modification steps were done
successfully. TEM images of the nanoparticles demonstrated that they
were well dispersed. XRD results indicated that the crystallinity of the
prepared nanoparticles did not change after the modification steps.
VSM results showed that all of the prepared nanoparticles have
superparamagnetic property at room tempererature. The immobilization

of antibodies on nanoparticles was carried out to ensure specific



Vii

binding of antigens. The selectivity of the anti-lgG antibody-
immobilized PDA coated nanoparticles for IgG against that for Fbg, Hb,
Mb and Lys was 74,4, 64,9, 59,8 and 54,6 ng/mg magnetic nanoparticles,
respectively. In the same way, the anti-ferritin antibody-immobilized
MUA modified nanoparticles adsorption capacities for ferritin with
respect to the same proteins were 83,7, 76,3, 71,2 and 68,7 ug/mg
magnetic nanoparticles, respectively. It was concluded that, the
selective antigen binding capacity of ferritin-immobilized PDA coated
magnetic nanoparticles was relatively high compared with other core-
shell nanoparticles from the protein mixture. As a result, the antibody
immobilized nanoparticles represented high activity and strong affinity

for the specific antigen.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu galismada kullaniimig bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama
°C Derece Celcius
0 Teta
° Derece
Kisaltmalar Aciklama
MNT Manyetik nanotanecik
APTES (3-aminopropil)trietoksisilan
TEOS Tetraetilortosilikat
MUA 11-merkaptoundekanoik asit
PDA Polidopamin
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimit
NHS N-Hidroksisuksinimit
IgG iImmunoglobulin G
Anti-IgG Anti-immunoglobulin G
Fbg Fibrinojen
Hb Hemoglobin
Mb Miyoglobin
Lys Lisozim
FT-IR Fourier dontsumlu infrared spektroskopisi
XPS X-1sinlari fotoelektron spektroskopisi
TEM Gecirimli elektron mikroskobu
SEM Taramali elektron mikroskobu
XRD X-1ginlari kirinimi
VSM Titresen ornek manyetometresi
DLS Dinamik 1sik sacgiimasi
UV-GB Ultraviyole-gorinur bolge



1.GIRIS

Nanoteknoloji, molekuler biyoloji ve tibbin birlesmesi sonucunda ortaya
clkan nanobiyoteknoloji, yeni malzemeler, slregler ve olgulari kesfetmek
icin heyecan verici firsatlar sunan yeni bir arastirma alani olarak aktif
gelismelere yol agcmistir [1]. Nano Olgekli manyetik malzemeler, kendilerine
O0zgu avantajlari  sayesinde biyomedikal uygulamalarda siklikla
kullaniimaktadir. Birkag nanometreden onlarca nanometreye kadar boyutlari
kontrol edilebilen, istenilen sekil ve 06zellikler kazandirilabilen ve dig
manyetik alan yardimiyla kolaylikla ortamdan izole edilebilen manyetik
nanotaneciklerde, bu “uzaktan eylem” 6zelligi bircok uygulama icin avantaj
saglamaktadir. Son yillarda, homojen olan ve boyutlari kontrol edilebilen
FePt, Fe3O4, ve y-Fe,Osz gibi manyetik nanotanecikler hastaliklarin
teshis/tedavisinde, ilag salimi, biyo-etiketleme ve biyomolekullerin
ayrilmasi/saflastiriimasi ve tibbi goértuntileme dahil olmak Uzere birgok
arastirmaya konu olmustur [2,3]. Bu uygulama alanlarinda kullanilan
manyetik nanotanecik tabanli birden fazla iglevsellige sahip nanoyapilarin

elde edilmesi igin gelistiriimis iki ¢esit yontem vardir [4].

Bu yontemlerden ilki, molekiler fonksiyonellestirmedir. Manyetik
nanotanecikler, antikorlar, ligandlar veya reseptorler gibi biyoajanlar ile
fonksiyonellestirildikten sonra spesifik etkilesim ile eslenik biyolojik birimlerle
etkilestirilir. Boylece “biyo-etiketleme” kontrol edilebilir.  Molekuler
fonksiyonellestirmeden sonra, ylksek segicilik ve duyarlihk kazanan
biyofonksiyonel manyetik nanotanecikler birgok biyolojik uygulamalarda
kullanilabilir. ikinci ydntemde ise, manyetik nanomalzemeler ile farkl
Ozellikteki nanoyapilarin ardigik blyume veya kaplama gibi yontemlerle
birlegtirilerek nanokompozit ve/veya nanohibrit yapilar hazirlanmaktadir.
Bdylece nano Olgekli birden fazla 6zelligi olan tek bir malzeme elde
edilmektedir. Ornegin, manyetik nanogekirdekler yari iletken tabakalarla
kaplanarak gekirdek-kabuk nanoyapilar veya heterodimer nanoyapilar elde

edilmektedir. Manyetik ve metalik nanotaneciklerin birlestiriimesi ile olusan



heterodimer yapilar iki farkli yuzeye ve Ozelliklere sahip olmaktadir. Elde
edilen bu heterodimer yapilara farkl fonksiyonel gruplar spesifik bir sekilde
baglanabilmektedir. Cekirdegin manyetik ve kabugun floresan &zellikleri
kullanilarak manyetik rezonans ve floresan goruntileme islemleri bir arada
yapilabilmektedir. Bununla birlikte, potansiyel anti-kanser ilaglarinin
manyetik nanokabuklar igine kapsullenmesi ile elde edilen nanoyapilar

kontrolli ilag saliminda kullaniimaktadir [4-6].

Cozeltideki manyetik nanotaneciklerin topaklanmasini engellemek ¢ok zor
oldugu icin pratik uygulamalarda bunlarin sulu c¢o6zeltilerdeki dagiima
Ozelliklerinin ¢ok iyi olmasi gerekmektedir [7]. Son yillarda, manyetik nano-
cekirdek igeren gekirdek-kabuk nanoyapilar manyetik 6zelliklerinden dolayi
cok fazla ilgi cekmektedirler [8]. Cekirdek-kabuk nanotanecikler, fonksiyonel
cekirdek ve kabuklar sebebiyle ¢ok dnemli malzemelerdir [9]. Bu yapllar,
veri depolama, biyoetiketleme ve biyomolekillerin ayrilmasi/saflastiriimasi
gibi potansiyel uygulamalarinin olmasi sebebiyle bircok arastirmacinin
ilgisini cekmektedir. Bu uygulamalarin ¢ogunda ¢ekirdek-kabuk
nanotaneciklerin kimyasal olarak kararli olmasi, esit bayuklikte olmasi ve

sivi ortaminda iyi dagilabilmesi istenmektedir [10-13].

Genel olarak, koruyucu bir tabaka nanotaneciklerin kimyasal kararhligini
saglamak ve bunlarin dagilim yetenegini gelistirmek igin gereklidir. Silika
gibi koruyucu bir katmanin kimyasal kararlilik, biyouyumluluk ve reaktivite
gibi  ozellikler kazandirmasindan dolayr manyetik nanotaneciklerin
korunmasi igin ideal malzeme olarak kabul edilmigtir. Ayrica manyetik
nanotanecikler blylk ylzey alani/hacim orani nedeniyle kimelenme
davranigi gostererek mikro boyutta tanecikler olusturur. Bu nedenle
manyetik nanotanecikler silika tabakasi ile kaplanmaktadir. Manyetik-silika
cekirdek-kabuk nanotanecikler, sulu ¢ozeltideki manyetik nanotaneciklerin
kimelenmesini etkili bir sekilde Onlemekte ve kararli bir manyetik

suspansiyonun elde edilmesini saglamaktadir [14,15]. Ayrica, silika kaph



manyetik nanotanecikler ¢ok kolay bir sekilde farkl fonksiyonel gruplarla
modifiye edilebilmektedir [15].

Polimer tabakasi ile kaplanarak hazirlanan manyetik temelli gekirdek-kabuk
yapilari biyouyumluluklari, boyutlari, yapilari ve fonksiyonellikleri gibi o6zel
Ozellikleri sebebiyle nanotaneciklerin gelismesinde ¢ok &nemli rol

oynamaktadirlar [16].

Dopamin (kimyasal adi 2-(3,4-dihidroksifenil) etilamin ve kisaltmasi DA’ dir)
ortamdaki oksijen ile kendiliginden polimerlesebilmektedir [17]. Manyetik-
PDA  c¢ekirdek-kabuk nanotanecikleri, yuksek biyouyumlu yuzey
Ozelliklerinden dolayi biyoteknoloji, eczacilik ve teshis gibi alanlarda sik¢a
kullaniimaktadir [18,19]. Ayrica PDA tabakasi ikincil reaksiyonlar i¢in ¢ok
yonlu bir platform olarak kullanilabilmektedir [20,21].

Manyetik-gumuUs ¢ekirdek-kabuk nanotanecikler biyouyumlu, biyoglvenli ve
non-toksik nanomalzemelerdir [22]. GUmUs iceren malzemeler biyomedikal
endustrisinde katater, dis malzemesi, medikal aygitlar, implantlarin yanisira
aclk yara ve yanik tedavisinde genis bir uygulama alanina sahiptir. Ayrica
genis spektrumlu bir antibakteriyel aktiviteye sahip olmalarindan ve dusuk
toksisitelerinden dolayr acik yaralarin antibakteriyel tedavilerinde de
kullanilabilmektedirler [23]. Gumus kapli manyetik nanotanecikler, antikor ile
spesifik antijeni arasindaki etkilesimlerin izlenebilmesi igin organik tiyoller
veya disulfitlerle kolaylikla fonksiyonellestirilebilirler [24].

Organik molekullerle modifiye edilen manyetik nanotanecikler, uygulanan
dis manyetik alan ile Ozelliklerinin kontrol edilebilmesinden dolayi
biyoteknolojik ve biyomedikal uygulamalarda kullaniimaktadir.

Manyetik nanotanecikler biyomolekuller ile fonksiyonellestirildikten sonra
eglenik biyolojik birimlerin  0zgul baglanma ile saptanmasi veya
saflastirlimasi gibi Gstlin 6zelliklere sahip olmaktadir. Dis manyetik alana da



hizli cevap verebilmeleri nedeniyle biyofonksiyonel manyetik nanotanecikler
O0zgulluk ve manyetizma gibi iki 6zelligi bir arada sergilerler. Manyetizma
Ozelligi sayesinde, dig manyetik alan ile biyolojik birimin konumunu
rahatlikla kontrol etmek mumkindir. Biyomolekil ciftleri dogada yaygin
sekilde 6zgul ve yuksek ilgi ile etkilesmektedirler. Biyofonksiyonel manyetik
nanotanecikler uygun biyomolekule 6zgul olarak baglanabilmektedir. Bu
kavram temel alinarak, biyofonksiyonel manyetik nanotanecikler ile patojen
tespiti, protein saflastiriimasi, vicuttan toksin atilmasi, hastaliklarin teshis
ve tedavisi yapilabilmektedir. Tibbi teshis ve molekuller hedeflerin taninmasi
biyofonksiyonel manyetik nanotaneciklerin umut verici uygulamalarindandir
[25].

Biyofonksiyonel manyetik nanotanecikler, ozellikle manyetik rezonans
goruntileme [26], ilag salimi [27], biyomolekuler sensorler [28],
magnetotermal tedavi [29] ve biyoayirma [30] dahil olmak Uzere cesitli
biyolojik uygulamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Son zamanlarda,
biyofonksiyonel manyetik nanotaneciklerin blyuk ylzey alani/hacim oranlari
ve ustin manyetik Ozelliklerinden faydalanilarak yuksek bir 6zgullik ve
duyarlilikla insan plazmasindaki hedef biyobelirteglerin taninmasi ve

ayrilmasi i¢in nanoprob olarak kullaniimaktadir [31,32].

Bu tez kapsaminda, klinik olarak immunoglobulin G (IgG) ve ferritin
antijenlerinin tespiti icin kimyasal olarak fonksiyonellestirilen manyetik
nanotaneciklere dayal immunosensorlerin hazirlanmasi ve
kullanilabilirliginin arastiriimasi amaclanmigtir. Bu immuanosensorlerden ilki,
manyetik nanotaneciklerin silika ile kaplanmasi ve 3-
aminopropiltrietoksisilan (APTES) ile fonksiyonellegtiriimesinin ardindan
anti-lgG ve anti-ferritin antikorlarinin kovalent baglanmasi ile hazirlanmigtir.
Manyetik nanotaneciklerin kimyasal kararlligini artirmak ve sivi ortaminda
dagilim yetenegini gelistrmek amaciyla silika ile kaplanan manyetik
nanotanecikler antikorlarin yizeye amit baglar ile baglanmasi icin APTES

ile amin fonksiyonlu hale getirilmigtir. ikinci imminosensér, manyetik



nanotaneciklerin yuzeyinde dopaminin kendiliginden polimerlesmesinden
sonra anti-lgG ve ferritin antikorlarinin poli(dopamin) (PDA) tabakasina
adheziv kuvvetler aracigiyla baglanmasi ile hazirlanmistir. Poli(dopamin)
tabakasi, manyetik nanotaneciklere kimyasal kararlilik, biyouyumluluk ve
reaktivite gibi dzellikler kazandirmigtir. Uglincti immUinosensor ise, yogun ve
iletken gumug tabakasi ile kaplanan manyetik nanotaneciklerin 11-
merkaptoundekanoik asit (MUA) ile modifiye edilmesinin ardindan anti-IgG
ve anti-ferritin antikorlarinin kovalent baglanmasi ile hazirlanmistir. Gimus
tabakasi ile manyetik nanotaneciklerin kaplanmasi, dopaminin kendiliginden
polimerlesmesini ve akimsiz kaplama iglemlerini icermektedir. Burada
polidopamin tabakasi ylizeyde gumusun birikebilmesi i¢in giimus iyonlarinin
kemisorpsiyon bolgeleri olarak kullaniimistir. Akimsiz kaplama, yuzey
aktivasyonu, buylime ve birikme iglemlerini bir arada icermektedir. GUmusg
tabakasi ile kaplanan manyetik nanotanecikler, sulu ortamdaki dagiima
Ozelliklerini iyilestirmek ve antikorlarin yluzeye kovalent baglanmasi igin
MUA ile fonksiyonellestirilmistir. ikili ¢céktiirme yéntemi ile sentezlenen ve
ardindan farkli tabakalarla modifiye edilen manyetik nanotaneciklerin
yapisal ve kimyasal karakterizasyonlari sirasiyla FT-IR ve XPS ile
gerceklestiriimistir. Manyetik nanotanciklerin  kristal yapisi XRD ile
incelenmigtir. Ayrica her bir nanotanecigin yluzey morfolojisi ile manyetik
karakterizasyonu TEM ve VSM olgumleri ile arastinimigtir. Butin bu
karakterizasyon islemleri manyetik nanotaneciklerin ayri ayr silika,
polidopamin ve gumus tabakasi ile kaplandigini ve ayrica APTES ve MUA
ile  fonksiyonellestirildigini  gdstermistir.  Son  olarak, hazirlanan
biyofonksiyonel nanotaneciklerin secici antijen baglama kapasiteleri ve
ilgileri incelenmistir. Antikorlar ile biyofonksiyonellestirilen manyetik
nanotaneciklerin, segcicilik galigmalari sonucunda, 6zgul olmayan protein
adsorpsiyonun dusuk oldugu ve protein-antijen karisiminda kendilerine
0zgu antijene karsi yuksek aktivite ve gugli bir ilgi gosterdikleri

belirlenmistir.



2. MANYETIK NANOTANECIKLER

Boyutlari kullanim alanina gére 1-100 nm araliginda degisen bir¢cok yeni
Ozellige sahip nanotanecikler organik veya inorganik turlerden
hazirlanmaktadir [33]. Manyetik nanotanecikler superparamanyetiklik,
yuksek koersivite (Koersivite: Manyetik alan sifir oldugunda okunan
manyetizasyon degerine koersivite denir. Oda sicakliginda
stperparamanyetik 6zellik gosteren nanotaneciklerin koersivitesi sifirdir),
duguk Curie sicakligi, yuksek manyetik duyarhlik gibi essiz Ozelliklere
sahiptir [34-38]. Bu iyi manyetik 06zelliklerinden dolayr manyetik
nanotanecikler birgok arastirmacinin c¢aligmalarina konu olmustur [39].
Manyetik nanotanecikler dusuk toksisitelerinden dolayi birgok biyomedikal
uygulamalarda kullanilabilmektedir. Ayrica ¢ok karigsik matrislerden dis
manyetik alan ile kolayca ayriimalari sebebiyle, hastaliklarin teghis ve
tedavisinde, ilag  dagitim,  biyo-etiketleme ve  biyomolekullerin
ayrilmasi/saflastiriimasi ve tibbi gortintileme dahil olmak tzere, biyoloji ve

tip alaninda birgcok uygulama alanina sahiptirler (Sekil 2.1.) [40,41].

“Biyomolekiiller” “Nanokompozitler”
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Manyetik nanotanecikler

Sekil 2.1. Coklu fonksiyonel manyetik nanotaneciklerin elde edilme
yontemleri ve potansiyel uygulamalari [4].



Ancak ayarlanabilen fiziksel ve kimyasal Ozellikleri ile nano Olgekli
malzemeleri se¢cmek Onemlidir. Bu amacgla, manyetik demir oksit
nanotanecikler teshis ve tedavi amach kullanim igin ¢ok gugli adaylar
haline gelmistir [42]. Son vyillarda, cogunlukla Fe;0, Fe'Fe,"0,4, (manyetit,
ferrimanyetik, stUperparamanyetik), a-Fe,O3; (hematit, zayif ferromanyetik
veya anti-ferromanyetik), y-Fe,O3; (magemit, ferrimanyetik), FeO (anti-
ferromanyetik), e-Fe,O3; ve B-Fe,Oz; nanotanecikler Uzerine aragtirmalar
yogunlagsmistir. Bunlarin arasinda manyetit (Fe3O,4) ve magemit (y-Fe,O3)

biyouyumluklari nedeniyle uygulama alani bulmustur [43].
2.1. Manyetik Nanotaneciklerin Sentezi

Manyetik nanotanecikler farkli sekillerde ve fazlarda, demir oksitler 6rnegin
Fes;04 ve y-Fe,03, saf metaller (Fe, Co), spinel tip ferromagnetler (MgFe,O4,
MnFe,O, ve CoFe;04), ve alasimlar (CoPt; ve FePt) seklinde
sentezlenebilmektedir [44-48]. Son zamanlarda arastirmalarin ¢ogunlugu
yuksek kararhlikta ve homojen tanecik dagihmini verecek en etkin sentez
yontemleri Uzerine yogunlasmistir. Demir oksitlerin sentezinde genelde iki
yontem vardir: (a) ikili ¢dktirme ve (b) Termal bozunma ydntemi. ikili
¢Oktirme yonteminde Fe (lI) ve Fe (Ill) tuzlarinin alkali ortamda birlikte
¢Okturdlmesi sonucunda manyetik nanotanecikler elde edilir. Termal
bozunma yonteminde ise, demir komplekslerinin yuksek sicaklikta
bozunmasi sonucu manyetik demir oksit nanotanecikler sentezlenir. Termal
bozunma ydntemi sonucunda genelde yuksek sicakliktan kaynaklanan
kristal kusurlari olusur ve ikili ¢coktirme ydntemine gbre nanotaneciklerin
homojenligi daha dusuktir. Bu nedenle manyetik nanotaneciklerin
sentezlenmesinde ikili goktirme yontemi daha ¢ok kullaniimaktadir [49-51].



2.1.1. Termal bozunma yontemi

Organik ¢ozeltideki demir(lll) N-nitrozofenilhidroksilamin (Fe(cup)s, cup=N-
nitrozofenilhidroksilamin), demir(I11) asetilasetonat (Fe(acac)s,
acac=asetilasetonat) veya pentakarbonildemir (Fe(CO)s) komplekslerinin
termal bozunmasiyla yuksek kalitede homojen demir oksit nanotanecikleri
hazirlanmaktadir. Sun ve Zeng, Fe(acac); kompleksinin alkol, oleik asit ve
oleilamin igeren fenil eter cozetisi icerisinde 265 °C sicaklikta termal
bozunma vyaklagimi ile boyutlari kontrol edilebilen homojen manyetik
nanotaneciklerin sentezlenebildigini rapor etmiglerdir [52]. Termal bozunma
yontemi ile Fe(CO)s kompleksinden Fe3Oq4 nanotanecikleri
sentezlenebilmekte ve oksidasyon ile homojen y-Fe,O3 nanotanecikleri elde
edilebilmektedir [53]. Genel olarak, Fe(cup)s kompleksi termal bozunma
yontemiyle dogrudan vy-Fe,Os; nanotaneciklerini sentezlemek igin
kullanilabilir [53]. Hyeon ve arkadaslari yaptiklari bir calismada, oleik asit
varliginda Fe(CO)s kompleksinin 100 °C sicakliktaki termal bozunmasiyla
yuksek kristallige sahip homojen demir oksit nanotanecikleri
sentezlemiglerdir. Elde edilen manyetik nanotaneciklerden trietilamin-N-
oksit yukseltgeyicisi (ilmh yUkseltgeyici) varlhiginda kontrolli oksidasyon ile
homojen y-Fe,O3; nanotaneciklerini hazirlamis ve nanotanecik boyutlarinin
4-16 nm araliginda degistigini belirlemiglerdir [53]. Cekirdek olarak
kullanilabilen ¢ok kugik manyetik nanotanecikler 20 nm gibi daha buyuk
boyutlardaki homojen nanotaneciklere gore apolar c¢ozuculerde
dagilabilmektedir. Termal bozunma yontemi ile, dar boyut dagihimina sahip
oldukga homojen manyetik nanotanecikler elde edilmesine ragmen, yuksek
sicakliktan kaynaklanan kristal kusurlarinin olusmasi ve nanotaneciklerin
yalnizca apolar ¢odzlculerde dagilabilmesinden dolaylr fazla tercih
edilmemektedir [49-51].



2.1.2. ikili goktiirme yéntemi

Basit ve urun dagiliminin iyi olmasindan dolay! ikili ¢Oktirme yontemi
siklikla kullanilan bir yontemdir. Uygulanabilirliginin kolay olmasi ve sentez
igin  zehirli  kimyasallarin  kullanilmamasindan dolayr biyomedikal
uygulamalar igin tercih edilen bir yontemdir. Manyetik nanotaneciklerin

sentez tepkimesi basit bir sekilde Esitlik 2.1’deki gibi gosterilebilir [54].

Fe?" + 2Fe®" + 8OH =—=Fe(OH), + 2Fe(OH);—>Fe30, +4H,0 (2.1)

Nanometre buyukliginde manyetik nanotanecik sentezlemek icin iki genel
yontem vardir. ik yéntemde, farkli oksitleme ajanlari kullanilarak demir
hidroksit slUspansiyonun kismi oksitlenmesiyle manyetik nanotanecikler
sentezlenmektedir. Ornegin, ortalama c¢api 30-100 nm arasinda degisen dar
¢ap dagilimina sahip kiresel manyetik nanotanecikleri sentezlemek igin
Fe(ll) tuzu, bir baz ve 1limh oksitleyici (6rnegin nitrat iyonlarr)
kullaniimaktadir [55]. Diger yontemde ise, Fe(ll) ve Fe(lll) hidroksit sulu
¢cozeltilerinin yaslandirilmasi ile homojen c¢ap dagilimina sahip kuresel
manyetik nanotanecikler elde edilebilir. Ortamin pH’sinin ve iyonik
siddetinin  degistirilmesi ile nanotaneciklerin ortalama ¢api kontrol
edilebilmektedir. Ortamin pH’si ve iyonik siddeti arttikca nanotanecik c¢api
dusmektedir. Her iki parametrede nanotanecik ylzey kompozisyonunu
degistirmekte ve bu da nanotaneciklerin elektrostatik ylzey yukunu
degistirmektedir. Bu kosullar altinda, birincil taneciklerin kiimelenmesiyle
Fe(OH), jeli igerisinde manyetik nanotanecikler olugur. Bu duzenli
kimelenme sayesinde son olarak kiresel yapida homojen ve duzenli
manyetik nanotanecikler elde edilir [56-58]. Daha kuglk c¢apa sahip
manyetik nanotaneciklerin eldesinde demir iyonlari iceren ¢dzelti igerisine
polivinilalkol (PVA) ilavesi ile saglanabilir. PVA ilavesi ile birlikte ortama
ilave edilecek olan dekstran turi maddeler sayesinde elde edilecek olan
nanotaneciklerin  biyo-uygulamalarda ozellikle in vivo c¢alismalarda

kullanimina olanak saglamaktadir [59]. Daha da kuguk boyutlarda manyetik
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nanotaneciklerin eldesi igin ise asidik ortamdaki Fe(ll) ve Fe (lll) ¢cozeltisi
icine esit miktarda karbonat ilave edilerek demir turleri Fe(ll)-Fe(lll)
karbonat haline c¢evrilir. Daha sonra termal oksidasyonla manyetik
nanotanecikler elde edilebilir. Elde edilecek olan nanotaneciklerin c¢api
termal oksidasyon tepkimesinin kinetik kontrolu ile ya da demir tuzlarinin
derigimi ile kontrol edilebilir [60-62].

ikili coktirme yéntemi, nano olcekli taneciklerin kimyasal ve fiziksel
Ozelliklerini  etkilemektedir.  Genellikle, nanotaneciklerin  doygunluk
miknatislanma (Ms) degerleri yigin fazinda olanlara oranla ¢ok daha kuguk
olmaktadir. Buna gore, manyetik nanotaneciklerin Ms degerlerinin 30-80
emu.g’ araliginda oldugu ve 100 emu.g’ M;s degerine sahip yi§in fazina
oranla manyetik duyarliiginin daha dusuk oldugu bildiriimektedir [63]. Ek
olarak, Fe3;O4 nanotanecikler ortam kosullarinda ¢ok kararl degildirler ve
kolaylikla y-Fe,O3 yapisina oksitlenirler veya asidik ortamda ¢ozunurler. Bu
sebeple, manyetik nanotaneciklerin hava ile oksitlenmesini engellemek
amaclyla oksijensiz ortamda sentezlenmeleri gerekmektedir. Bu noktaya
dayanarak, Fe3z04 nanotaneciklerden oksijen atmosferinde vy-Fe;O3
nanotaneciklerini elde etmek veya bunlari oksijen atmosferinde tavlamak
(sertlestirmek) mumkindur. y-Fe,O3; nanotaneciklerinin bazik veya asidik
ortamlardaki kimyasal kararliigindan 6turd, oksidasyon bu nanotaneciklerin
yapilarini negatif yonde etkilememektedir. Bununla birlikte, bu ydontem ile
genig bir parcacik boyut dagilimina sahip nanotanecikler elde edilmektedir.
Genis bir pargacik boyut dagihmi birgok uygulama igin ideal olmayan
manyetik 6zelliklere sebep olan genis bir bloklama sicaklik (Tg, kalici olarak
miknatislanabilen malzemelerin bu 06zelliklerini kaybettikleri sicakliga
bloklama sicakligi denir) araligina sebep olmaktadir. Cunku bloklama
sicakhidi nanotaneciklerin boyutuna baglidir. Ayrica homojen ve tekduze
nanotaneciklerin sentezlenebilmesi i¢in sentez ve saflastirma islemleri
esnasinda pH dederinin ¢ok iyi ayarlanmasi gerekmektedir. [64,65]. Kang

ve arkadaslari, ikili ¢okturme yontemiyle ylzey aktif madde olmaksizin
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Fe'/Fe"" mol oraninin 0,5 ve pH degerinin 11-12 araliginda oldugu gozelti
ortamina yuzey aktif madde eklenmeksizin ikili ¢oktirme yodntemiyle
ortalama 8,5t1,3 nm c¢apa sahip homojen, tekdiuze ve dar bir pargacik
boyut dagilimina sahip Fe3O,; nanotanecikler sentezlemiglerdir. Bu
nanotaneciklerden, oksijen atmosferinde dogrudan oksidasyon ile y-Fe,O3

nanotanecikler elde etmislerdir [66].

2.1.3. Manyetik nanotaneciklerin kararlihgi/korunmasi

Manyetik nanotanecikler; manyetik akigkanlar, kataliz, biyoteknoloji,
manyetik rezonans goruntileme, data depolama gibi ¢ok genis bir kullanimi
olmasi nedeniyle olduk¢a dikkat cekici bir yere sahiptir [67-69] Cesitli
yapilarda ve kompozisyonlarda manyetik nanotaneciklerin sentezi igin
birgok uygun sentez yontemi geligtiriimesine ragmen manyetik
nanotaneciklerin  yukarida adi gegen disiplinlerde etkin olarak
kullanilabilmesi, nanotanecigin cesitli ortamlardaki kararhligina 6nemli
Olcude baghdir. Birgok uygulamada, pargacik boyutu, kritik degerin altinda
(buyuk Olcude malzemenin Ozelligine bagh bir deger) genelde 10-20 nm
arasinda oldugunda manyetik nanotanecikler optimum kararlilikta olurlar.
Optimum kararlilikta olan manyetik nanotanecikler tek bir manyetik pargacik
seklinde davranirlar ve bloklama sicakhginin Uzerinde sUperparamanyetik
Ozellik gosterirler. Bu tip parcaciklar sabit bir manyetik momente sahip
olmakla birlikte uygulanan manyetik alana ¢ok hizli cevap veren buyuk bir
paramanyetik atom grubu gibi davranir. Bu tur 6zellikteki paramanyetik
nanotanecikler oda sicakliginda kumelenme riski olmadigindan ozellikle
biyomedikal uygulamalarda oldukg¢a dikkat c¢ekici bir yere sahiptir. Yukarida
sayllan avantajli  Ozelliklerinin  bulunmasi ile birlikte = manyetik
nanotaneciklerin 10-20 nm arasinda bagil kararsizliklarini da beraberinde
getirmesi gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Belirli bir stire sonunda,
nanotanecikler yuksek yluzey alani/hacim oranindan kaynaklanan yuksek
enerjilerini kiimelenerek dusururler. Her ne kadar koruyucu gruplarla

modifiye edilmeyen nanotanecikler ¢cok daha aktif olsalar da, bu durum
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nanotaneciklerin uygulamalarinda oldukga sikintt yaratmaktadir. Bu
nedenle, manyetik nanotanecikler sentez ortaminda ya da sentez
sonrasinda koruyucu gruplar ile modifiye edilerek ¢ok uzun bir slire ortamda
kararli kalmalari ve sivi ortaminda iyi dagilmalari saglanir [70-73]. Bu
nedenle, manyetik nanotanecikler genellikle polimerler, kig¢uk organik
molekuller, ylzey aktif maddeler ve biyomokduller gibi organik bir tabaka ile
veya silika, karbon, metal veya metal oksit, metal sulfir gibi inorganik
koruyucu bir tabaka ile modifiye edilmektedir. Manyetik nanotanecikler,
sadece Kkararlliklarinin veya sivi igerisindeki dagima yeteneklerinin
iyilestiriimesi icin degil ayrica kullanilabilirliklerinin arttirnlmasi icin de
koruyucu tabakalarla kaplanmaktadir. Ayrica bu tabakalara farkh
fonksiyonel gruplarla islevsellik kazandiriimaktadir. Manyetik
nanotaneciklerin fonksiyonel gruplarla modifiye edilmesi ve c¢ok karigik
matrislerden dis manyetik alan ile kolayca ayrilmalari sayesinde ozellikle
kataliz, biyo-ayirma gibi uygulama alanlarinda hem analiz siresi hem de

maliyet 6nemli élglide dusurilmektedir [74-76].

Silika kaplama

Silika tabakasi manyetik cekirdegin kararlihgini saglamakla birlikte silika
tabakasina bagli molekuller sayesinde manyetik gekirdegin etkilesmesini de
engelleyerek istenmeyen tepkimeleri de 6nlemis olur. Ornegin, boyar
maddelerin manyetik tanecikler Uzerine baglanmasi siklikla bu maddelerin
[Uminesans Ozelliklerini yitirmesine sebep olur. Bdyle bir durumla
karsilasmamak igin ilk olarak manyetik nanotanecikler silika ile kaplandiktan
sonra boyar maddelerin silika tabakasi Uzerine baglanmasi saglanir [77].
Dusuk pH'larda sulu gozeltilerindeki kararhliklari, kolay ylizey modifikasyonu
ve nanotanecikler arasi etkilesimlerin kontrol edilmesinin kolay olmasi gibi

avantajlari vardir.

Manyetik nanotaneciklerin silika kaplanmasinda Stober metodu olarak
bilinen sol-jel metodu siklikla tercih edilen bir yontemdir [78,79]. Amonyak
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derisimi  ve tetraetilortosilikat/su  ([TEOS]/[H20]) derisim oraninin
degistiriimesiyle silika tabaka kalinhd ayarlanabilmektedir. Elde edilen silika
tabakasinda serbest hidroksil gruplarinin bulunmasi sebebiyle hidrofilik
Ozellik olmakla birlikte ticari olarak bulunan diger organosilan molekulleri ile
modifiye edilebilirler. Modifiye edilen manyetik-silika nanotaneciklerin, biyo-

etiketleme, ilag guduleme ve salimi gibi genis bir kullanim alani vardir [80].

Xia ve arkadaslar ticari ferro akigkanlarin TEOS molekulinin hidrolizi ile
manyetik nanotaneciklerin  direkt olarak silika ile kaplandigini
gostermiglerdir. Ferro akigkan, deiyonize su ve 2-propanol ile seyreltildikten
sonra amonyak c¢ozeltisi ve farkli miktarlarda TEOS ilave edilmis ve elde
edilen karisim oda sicakliginda karigtiriimistir. Elde edilen silika tabakasinin
kalinhginin ilave edilen TEOS miktari ile degistigini gostermiglerdir [81].
Manyetik nanotaneciklerin silikaya karsi ilgili olmasi nedeniyle ¢ekirdegin
Uzerinde silika tabakasinin olusmasi icin herhangi bir ara baglayici
kullaniimamaktadir. Silika tabakasinin negatif yukli olmasindan dolayi
herhangi bir ilave yuzey aktif madde olmadan su icerisinde kolaylikla
dispers olmaktadir. Bununla birlikte silika tabakasi bazik ortamlarda
kararsizdir. Buna ilaveten silika tabakasinin dogasi geregi oksijen ya da
ortamda bulunan diger tirlerin difizlenebilecedi gbzenekler de
bulunmaktadir [82].

Metal kaplama:

Demir oksit nanotaneciklerin kararliigini artirmak ve korumak igin baska bir
basit yol, altin, gimus, platin, paladyum, demir, karbon gibi bir saf metal ya
da ametal kabuk ile kaplanmasini saglamaktir. Tek metal veya ametal
tabakasinin demir oksit nanotaneciklerin 6zellikle biyomedikal ve kataliz gibi
uygulamalarina etkisini kontrol etmek ¢ok énemlidir. Ornegin, altin tabaka
manyetik nanotaneciklerin yluzeylerini ylikseltgenmeye karsi pasive etmek
igin kullanilmaktadir. Burada bilinmesi gereken en Onemli nokta, altin,

gumus ve karbon ile kaplanan manyetik nanotaneciklerin doygunluk
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miknatislanma degerleri (Ms) dusmektedir. Buna karsilik kobalt, platin,
bakir, paladyum gibi metallerle kaplanan manyetik nanotaneciklerin
manyetik duyarhliklari kitleye bagli olarak tam tersi bir durum gosterebilir.
Ek olarak, metal veya ametal ile fonksiyonellestirlen manyetik

nanotaneciklerin gaplari kontrol edilebilmektedir.

Genel olarak, demir oksit nanotaneciklerin metal ile fonksiyonellestiriimesi
icin iki yontem vardir. Bunlardan ilki, tek metal iyonlarinin manyetik
nanotaneciklerin ylizeyinde indirgenmesidir [83]. Mandal ve arkadaslari, Au®
ve Ag"® iyonlarinin manyetik nanotaneciklerin yiizeyinde indirgenmesi ile
yeni c¢ekirdek-kabuk nanotanecikler sentezlemigler ve nanotaneciklerin
kararhliklarinin daha uzun sure devam ettigini bildirmiglerdir. Manyetik
nanotaneciklerin 18 nm olan ortalama c¢apinin altin tabakasi ile
kaplandiktan sonra 30 nm’ye arttigi ve c¢ok duzgun bir gekirdek-kabuk
yapisinin elde edildigi TEM goruntulerinden belirlenmistir. Ayrica 10 K
sicaklikta doygunluk miknatislanma degeri 92 emu.g™ olan manyetik
nanotaneciklerin altin tabaka ile kaplandiktan sonra manyetik duyarliigini %
57,6 oraninda kaybetti§i ve ayni sicaklikta Ms degerinin 38 emu.g™a
distugu gozlenmistir [83]. Genellikle bu yontem, cekirdek-kabuk tipindeki
manyetik nanotaneciklerin sentezi icin ¢ok uygundur fakat modifiye
edilmemis manyetik nanotaneciklere gore manyetik ozellikleri diguktar. Bir
diger yontem ise silika, polimer veya kuguk molekll ile modifiye edilen
manyetik nanotaneciklerin yizeyinde metal iyonlarinin indirgenmesidir. Wu
ve arkadaslari yaptiklari bir calismada, amin modifiyeli manyetik
nanotanecikleri altin tabakasi ile kaplamiglardir. Burada amin modifiyeli
manyetik nanotanecikler indirgeyici olarak davranmigtir. Amin gruplariyla
fonksiyonellestirilen manyetik nanotaneciklerin 10 K sicakliktaki Mg degeri
65 emu.g™ iken, 30 nm c¢apindaki altin kapli manyetik nanotaneciklerin 300
K sicakliktaki Ms degeri 65 emu.g™ olarak belirlenmistir [84]. Stova ve
arkadaslari, silika kaplh manyetik nanotaneciklerin etrafinda elektrostatik
atak ile 1-3 nm’lik kalinlikta bir kabuk olusturmuslardir. Bu kabugun

olusumu HAuCIl, c¢Ozeltisindeki altin  iyonlarinin  indirgenmesiyle
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gerceklesmistir [85]. Altin veya gumus ile modifikasyon, manyetik
nanotaneciklerin sivi igerisindeki kararliliklarini artirmanin yani sira tiyol
(~SH) gruplarinin  kolaylkla baglanarak biyolojik uygulamalardaki

kullanimini genisletmektedir.

Metal-kapsulli  mikro/nanotanecikler kataliz, manyetikler, biyokimya,
elektronik ve fotonik gibi farkh alanlardaki potansiyel uygulamalari ile birgok
calismaya konu olmaktadir [86-89]. Bu kompozit malzemelerin hazirlanmasi
igin puskurtme metotlari, kimyasal indirgeme, kendiliginden dizenlenme ve
akimsiz kaplama iglemleri uygulanmaktadir [90-94]. Bunlar arasinda,
akimsiz kaplama dusuk maliyeti, kuguk alanlarda duzgin kaplama
yapabilmesi ve karmasik sekillerle yalitkan yuzeylerin kullanimi sebebiyle
diger metotlara gore daha avantajlidir. Bununla birlikte, bu yontemde gevre
dostu olmayan islemler sonucunda yuksek saflikta yogun ve tekdize metal
tabakasi elde edilebilir. Ustelik metal tabaka ile alt tabaka arasindaki
adhezyon kuvvetleri genellikle yetersizdir. Bu nedenle, alt tabaka yuzeyinin
modifikasyona tabi tutulmasi metal tabaka ile arasindaki yapismayi
iyilestirmek icin faydalidir. Bu sebeple, akimsiz kaplamanin yapilmasi igin
basit ve ¢ok yonlu bir alt tabakanin kullanimi bu yontemle metal kapsullu
taneciklerin hazirlanmasi agisindan oldukga dnemlidir [95-97]. Bu noktadan
yola ¢ikilarak, metalin yuzeyde kolaylikla indirgenmesini saglamak amaciyla

farkl fonksiyonel gruplara sahip polimerik alt tabakalar kullanilabilmektedir.

Midyelerin adheziv proteinleri, igerdikleri katekol ve amin fonksiyonel
gruplarinin olaganustu yapisma oOzellikleri sayesinde en ¢ok organik ve
inorganik ylUzeylere guglu bir sekilde baglanma yetenegine sahiptirler.
Genellikle nérotransmitter olarak bilinen ve kiguk bir molekul olan dopamin
bu adheziv proteinlerin bir taklididir. Dopaminin bazik ortamlarda
kendiliginden polimerlesmesi yaklasimiyla yapiskan polidopamin (PDA)
kapli basit ama c¢ok yonlu yuzeylerin hazirlanmasi Uzerine arastirmalar
yogunlagsmigtir [98]. PDA tabakasi ile fonksiyonellestirilen birgok yluzeyin
biyomolekll uygulamalarinda genis bir kullanim alani bulunmaktadir. PDA
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kapli yuzeylerin proteinleri baglama/yeniden baglama kapasitelerinin ve
ayrica proteinler ile biyofonksiyonellegtirilen PDA kapli yuzeylerin spesifik
protein tanima yeteneklerinin yuksek oldugu bilinmektedir. Polidopaminin
hidrofilik ve biyouyumlu olmasi, ¢oklu fonksiyonel gruplara (amin ve katekol)
sahip olmasi, hibrid malzeme ve sensorlerin  hazirlanabilmesini
kolaylagtirmasi sebebiyle PDA protein tanima malzemesi olarak
kullanilabilmektedir [99-101]. Son vyillarda, PDA kapl elektrotlarla
hazirlanan biyosensorler [102], c¢ok fonksiyonlu PDA kapli karbon
nanotupler [103] ve kararli PDA-P(L-lizin)/hyaluronik asit gibi ¢ok katmanl
filmlerin kapl oldugu elektrotlar [104] dopaminin kendiliginden oksidatif
polimerlesmesiyle hazirlanmig ve bircok galismaya konu olmustur. Ayrica
yapilan bir galismada, silika nanotaneciklerin ylizeyinde dopaminin oksidatif
kendiliginden polimerlesmesi ile ince PDA tabakasi olusturulmus ve silika
nanotanecikler yapidan uzaklagtirilarak mezo-gozenekli kuresel yapilar
hazirlanmistir. Elde edilen bu PDA kapsulleri ihmal edilebilir duzeyde
toksisite gosterdikleri icin biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecekleri

ongorulmustar [105,106].

Ylzey aktif madde ve polimer kaplama:

Yuzey aktif maddeler ve polimerler ¢ogunlukla sentez sirasinda veya
sonrasinda olusan kumelenmeyi Onlemek igin kullanilir. Genellikle,
elektrostatik itme ve sterik itme nanotaneciklerin iyi dagilabilmesi ve kararh
bir kolloidal yapida tutulmasi icin kullanilir. Ylzey aktif maddeler ve
polimerler tek veya ¢ift katman olusturmak amaciyla kimyasal veya fiziksel
olarak manyetik nanotaneciklere baglanarak van der Waals c¢ekme
kuvvetlerini dengeleyen bir itme kuvveti (genellikle sterik itme) olustururlar
[107,108]. Boylece, sterik itme ile manyetik nanotanecikler kararli hale
gelmig olur. Fonksiyonel grup iceren polimerler, manyetik nanotanecikler
Uzerine baglanabilir [109]. Kaplamaya uygun polimerler; poli(pirol),
poli(anilin), poli(alkilsiyanoakrilat)lar, poli(metiliden malonat) ile poli(laktik

asit), poli(glikolik asit), poli(e-kaprolakton) gibi poliesterlerdir [110-113].
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Biyouyumlu polimerler ile ylzeyi degistiriimis manyetik nanotanecikler
manyetik alan yonelimli ila¢ salimi ve manyetik rezonans goruntilemede
yodun bir sekilde calisiimistir [114,115]. Tek veya cift ylzey katmanlari
veya polimerler ile kararli hale getirilmis metalik manyetik nanotanecikler
havaya karg! kararli degillerdir ve kolaylikla asit ¢ozeltilerinde parcalanarak
manyetik ozelliklerini kaybederler. Ince polimer kaplamalari yiiksek
reaktiflikteki metal nanotaneciklerinin oksidasyonunu engelleyecek bir
bariyer olusturmada yeterli degildirler. Bu yuzden polimer kaplamalari
yuksek reaktiflige sahip manyetik nanotaneciklerin korunmasina ¢ok uygun
degildir. Polimer kaplamanin diger bir dezavantaji ise, polimerlerin ylksek
sicakliklardaki dusuk kararliliklaridir ki bu sorun metal c¢ekirdegindeki
katalitik hareketlerle daha da fazlalagsmaktadir [116,117]. Buna karsilk,
birbirinden ayri olarak korunan nanokristaller koruyucu kabugun bulundugu

birgok ortamda kararli ve kolayca dagilabilir yapida olurlar [118].

Biyolojik molekul kaplama:

Protein, polipeptit, antikor, biyotin ve avidin gibi bircok biyolojik molekdller,
farkli fonksiyonel u¢ gruplara sahip manyetik nanotaneciklerin ytzeyine,
onlari hedefe 6zgu hale getirebilmek icin dogrudan veya dolayl olarak
kimyasal baglanirlar. Biyoaktiviteye sahip molekuillerin baglanmasiyla
manyetik nanotaneciklerin biyouyumlulugu buyUk olgide artmaktadir.
Biyofonksiyonel manyetik nanotaneciklerin ¢ogu, protein, DNA, hucreler,
biyokimyasal Grunlerin etkili bir sekilde ayrilmasinda ¢okga kullaniimaktadir
[119-120]. Zhang ve arkadaslari tarafindan mikroemulsiyon yaklasimiyla
manyetik nanotanecikler, '%®Re etiketli insan serum albimini ile
biyofonksiyonellestiriimistir. Bu amagla, Span-83 emililsiye edici ile insan
serum albumin ve manyetik nanotaneciklerin dagitildigi sulu ¢ozelti 15
dakika ultrasonik dalgaya tabi tutulduktan sonra igine 130 °C’da pamuk yagi
hizli bir sekilde damlatilarak ortalama 200 nm c¢aph albimin modifiyeli
manyetik nanotaneciklerin elde edildigi ve in vivo bdlgesel hedef
tedavilerinde kullaniimak iizere '**Re ile optimum kosullarda etiketlendigi
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bildirilmigtir  [121]. Lee ve grubu ise, streptavidin proteini ile
biyofonksiyonellesen y-Fe,O3; nanotaneciklerin spesifik olarak ¢ozeltideki
biyotin etiketli tek sarmal oligonukleotitleri biyotanimasi Uzerine arastirma
yapmiglardir. Bunun igin, Oncelikle suda iyi dagilabilen karboksilli asit
gruplara sahip manyetik nanotanecikler sentezlemigler ve bu gruplarin 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC) ile aktiflenmesini
saglamiglardir. Boylece nanotaneciklerin yuzeyinde streptavidin proteini
kolaylikla baglanmistir. Streptavidin ile biyofonksiyonellegen y-Fe,O3 biyotin
etiketli tek sarmal oligonukleotidleri, streptavdin ile biyotin arasindaki guglu

ilgi nedeniyle, kolaylikla ve spesifik olarak tanimaktadir [121].

2.2. Doygunluk Miknatishgi

Kendiliginden miknatislanmanin ¢ok kug¢lk alanlarda, ama farkli yénelimler
icinde olustugu bilinmektedir ve s6z konusu alanlarin ortalamasi sifir
degderini vermektedir. Alanlarin yakininda momentlerin siralanmamasindan
kaynaklanan enerji fazlaligi, miknatis icinde alan cizgilerinin hapsolmasi
sonucunda dengelenir. Bir demir parcasina manyetik alan uygulandiginda,
alana paralel miknatislanma once tersinir, sonra tersinmez bigimde buyur;
bu olay c¢eperlerin kristal kusurlarini agsmasindan veya baska alanlarin
yonelim dengesini bozmasindan ileri gelir. Kuvvetli bir alanda hemen
hemen genellesen siralanma, miknatislanmanin doygunluga girmesine yol
acar. Yani mini boyuttaki manyetik bolgeleri belirli bir dogrultuya yonelmis
miknatistir [122]. Histerezis edrisine gore baslangi¢ konumunda bulunan bir
ferromanyetik madde miknatislanmamistir.  Digs  manyetik alanin
uygulanmasi sonucunda manyetik indliksiyon uygulanan alan yonunde
artar. Manyetik alan yeterince buyuk bir sekilde artirilirsa miknatislanma
sonucunda M ile ifade edilen bir doyma noktasina erigilir. Bu durum bir
maddenin i¢indeki tim manyetik momentlerin uygulanan manyetik alan

yonunde duzenlenmesini gosterir. Doygunluk miknatishgr sadece atomik
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manyetik momentlerin buyukligine ve birim hacimdeki atomlarin sayisina

baglidir. Bunun igin Ms sadece ornekte bulunan maddelere baghdir [123].
2.2.1. Paramanyetizma

Paramanyetik maddeler eslesmemis elektronlara sahiptirler ve manyetik
alan tarafindan zayif¢a cekilirler. Elektronlarin spin ve orbital hareketleri
manyetizmmay! dogurur. Dig manyetik alan kalktiginda manyetizmalari yok
olur. Eslesmemis elektron sayisi arttikga paramanyetik 6zellik artar. Ornek
olarak O,, Fe, Gd, Mg verilebilir. Bu tir manyetizasyonun goéruldugu
malzemelerde, manyetizasyonun kaynagi eslesmemis elektronlarin
spinleridir  [124]. Elektronlarin  spinlerinden kaynaklanan manyetik
momentlerin yonelimi, termal enerjiden dolayr farklidir. Bir dis alan
uygulandiginda, bu alana gore yonlenme egilimindedirler. Boylece zayif

ama manyetik alan yoninde bir manyetizasyon goérulur (Sekil 2.1).
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2.2.2. Superparamanyetizma

Parcacik boyutunun kigulmesine bagl olarak, manyetik enerji ile termal
enerjinin, birbirini dengelemesi ve pargacik igerisindeki momentlerin
tamamen duzensiz olmasi durumuna suUperparamanyetik  ozellik
denilmektedir. Superparamanyetik bir yapi, bircok paramanyetik davranigi
sergiler ama sUperparamanyetik yapilar paramanyetik yapilardan farklidir.
Superparamanyetizma yalnizca nano yapilarda goézlenen bir 6zelliktir.
Ferromanyetik yapilar gibi ¢ok yuksek doygunluk manyetizasyon degeri
gosterirler [125]. Tanecik buyUkligu daha da kagulirse malzeme
stperparamanyetik 6zellik gostermeye baslar ve koersivitesi sifir olur. Bir
maddeyi superparamanyetik olarak adlandirmak i¢cin maddenin koersivitesi
sifir olmaldir. Bu durumda 1sil rastgelelikler manyetik enerjiyi yenebilecek
hale gelir ve manyetik momentler gelisiguzel yonelirler [126]. Belirli bir kritik
sicakh@din altina inildiginde 1sil rastgelelikler manyetik enerjiyi yenemeyecek
kadar azalir. Bunu sonucunda manyetik momentler ayni yone yonelmeye
bagslarlar [124]. SUperparamanyetik malzemelerde, tUm spinleri ayni yone
yoneltmek igin (doygunluk degerine ulagsmasi igin) olduk¢a yuksek bir dis
manyetik alan gerekmektedir. Bu da ylksek doygunluk degerine sahip
oldugu anlamina gelmektedir. Ayrica suUperparamanyetik malzemelerin
koersivite degeri sifirdir. Bu da, dis manyetik alan kaldirnidiginda spinlerin
sahip oldugu termal enerjinin, dis bir demanyetizasyon uygulamadan tekrar
serbest duzenlenmelerine olanak saglar. Eger spinlerin sahip oldugu termal
enerji azalirsa, yapi tekrar bir koersivite gosterir. Bu limit sicaklik degerine
“bloklama sicakhgi” denir. Bloklama sicakliginin bir diger énemi de, bu

degerde yapi maksimum doygunluk degerini gostermesidir [124].
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3. IMMUNOSENSORLER

immiinosensorler, biyospesifik duyar element olarak immiinoaktif
maddelerin kullanildigi bir biyosensor tipidir ve uygun antijen ile antikorun
kompleks olusumu esasina dayanir. Antikor-antijen reaksiyonu son derece
secicidir [127].

3.1. Antikorlar

Antikorlar, vicudun immun (bagisiklik) sisteminin bir pargcasi olan
B—lenfositler tarafindan gereksinim duyuldugunda dUretilen ve vicuda giren
yabanci maddeyi (antijen) taniyarak immuin sistemini harekete geciren
protein molekulleridir. “Ab” ile simgelenir. Antijen ise bir immudn yanita
neden olan ve vucut tarafindan yabanci olarak taninan herhangi bir

molekuler maddedir ve “Ag” ile simgelenir (Sekil 3.1).

X L

&2

Fab

Fc

COO COO~

Sekil 3.1. Antikorlarin genel yapisinin sematik goésterimi

V: degisken, C: sabit bdlgeleri tanimlar. Her bdlge zincirin bir globuler

bolgesidir. Antikorlar, agir ve hafif zincirlerden olusan Fab (the fragment



22

antigen binding) pargasindan, antijenle spesifik olarak birlesir. Antikorun
antijen ile birlestigi yuzeyin buyuklugu, 8-12 aminoasit veya 3-6 glikoz
molekulltk bir grubu kavrayacak kadardir. Antikorun antijen ile birlestigi bu
bdlge “paratop” olarak adlandiriimaktadir [128]. Antikorlar girisim etkileri
varliginda uygun bir antijenin taninmasina olanak veren, yuksek derecede
spesifiklige sahip oldugundan, biyolojik tanima elementi olarak ¢ok fazla
tercih edilir. Antikorlar, dusuk molekul agirlikli haptenlerden bakteri gibi
buyuk hacimli maddelere kadar, genis bir alanda antijeni tanima yetenegine
sahiptir. Antijenlerin sadece epitop denilen spesifik bdlgeleri bu immuin
cevaba neden olur. Ayrica epitop, uygun antikor igin baglanma bdlgesi

olarak gorev yapar [129].

Teorikte antikorlar, sinirsiz  sayida antijenik determinant icin
hazirlanabilmektedir. Antijen etkinligine bagli olarak, antikorlarin bir tard,
ayni antijene cevap vermesine ragmen, antijenin farkli bdlgelerine
baglanarak ve bu antijen icin farkh ilgilere sahip olarak Uretilebilirler. Bu
antikorlar farkli alt siniflara aittir ve epitop spesifikliginde farkliliklara
sahiptirler. Ayni antijene cevap veren bu heterojen antikorlar poliklonal
olarak adlandirihir. Monoklonal antikor teknolojisi, homojen antikorlarin
buyuk bir miktarinin Uretilmesi i¢in imkan saglar. Bu antikorlar, bir antijenin
ayni epitopuna cevap verirler. Boylece, monoklonal antikorlar, verilen bir
antijen igin, ayni ilgi ve spesifiklige sahiptir. Genelde, monoklonal antikorlar,
poliklonal antikorlardan daha ylksek bir spesifiklige sahiptir, fakat daha
dusuk ilgi gosterirler. Bununla birlikte, poliklonal antikorlarin heterojenliginin

fazla olmasi buyUk bir dezavantajdir [129].

3.2. Antikor-Antijen Baglanma Ozellikleri

Antijen-antikor birlesmesi 6zguldur. Bir antijen sadece olusumuna neden
oldugu antikor ile birlesebilir. Ozgiillik nedeniyle antijen veya antikordan biri
elinizde olursa, digerini arastirmak, tanimak ve saptamak mumkun olabilir.

Bu Ozellikten yararlanarak yapilan serolojik testlerle mikrobik hastaliklara
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tani konur. Antijen-antikor birlesmesi, antijen yuzeyindeki epitop ile antikor
molekdlinin Fab kisminin ucundaki V bdlgesi arasinda olur. Ag-Ab
birlesmesi kimyasal bir olaydir. Ancak bu birlesmede ¢ok kuvvetli olmayan,
dusuk enerijili baglar rol oynar ve olay tersinir 6zelliktedir. Birlesme sonunda
antijen veya antikor yapisinda degisiklik veya parcalanma olmaz. Ag-Ab
birlesmesi, iki molekulin birbirlerine yakinlik derecesine ve baglanma
bolgelerinin  birbirine uygunluk derecesine gore siki veya gevsek
olabilmektedir. iki molekiil birbirine ne kadar yakinsa ve baglanma gruplari
ne kadar birbirine uyum saglarsa baglanma o kadar gugli olmaktadir.
(Anahtar-kilit modelinde oldugu gibi) [127-129].

Herhangi bir biyomolekiler tepkime boyunca, var olan kuvvetler antikor ve
antijen arasindaki etkilesimin kararlihgini saglamaktan sorumludur. Bu
kuvvetler; hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimler, Van der Waals
etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimlerdir. Antikor ve antijen arasinda etkin

olan bu kuvvetler Sekil 3.2’de sematize edilmistir.

Antijen Antikor

NH,
— CH,—OH - 0—C—CH,—CH, —|Hidrojen Bagi

—— CHz—CHyNH;* 0| )
//C*CHz*CH27 lyonik Bag
0

———CH>

Jerchs Hidrofobik Etkilesimler
cnzf <|:H3  "
‘\ “enz/Van der Waals Etkilesimleri

1 ?H ~— CHa CHax c:j
\_ CH3 CHs

b
.

Sekil 3.2. Antijen-antikor baglanmasinda etkili olan kuvvetler
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Elektrostatik etkilesimler, polaritesi ylksek molekuller arasinda dipol-dipol
etkilesimleri veya yukli molekuller arasinda ya itici ya da g¢ekici kuvvetler
olabilirler. Proteinlerde polipeptit omurgasinin karbonil gruplari ve polar
aminler kalici dipollere yol agar. Ayrica polar ve yukli zincir bdlgeleri
dipollere katkida bulunur. Hidrojen baglari elektrostatik etkilesimlerin bir alt
grubu olarak dusunuldr. Hidrojen baglari elektronegatifligi yiksek bir proton
alici Uzerindeki baglanmamis bir ¢ift elektron ile elektronegatifligi ylksek bir
proton verici arasinda meydana gelir. Amin gruplari proton verici olarak
gorev yapar ve karbonil gruplari bir proton alici olarak gérev yapar. Bu
hidrojen baglari ve elektrostatik etkilesimler baglanmanin gucline katkida
bulunurlar ve sulu ¢ozeltide bu etkilesimler, molekuller arasi kararlilik igin
oldukga fazla katki saglarlar. Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik
etkilesimlerden daha =zayif dipoller arasinda meydana gelir. Yakin
molekullerin elektrik alanlart bu kuvvetlerden sorumlu gegici dipollerin
olusumuna sebep olur. Bu etkilesimler kismen zayif olmasina ragmen,
bircok etkilesimden meydana geldigi icin toplam baglanma siddetinin %
50’sini olusturabilir [129].

Hidrofobik etkilesimler, polar olmayan molekiller ve su arasinda meydana
gelen itici guclerdir. Termodinamik kararlihgin saglanmasinda, polar
olmayan bolgeler entropinin etkisiyle bir tepkime bdlgesinde bulunuyorsa,
molekuller arasi kararliigin ve baglanma siddetinin artmasina yol acarlar.
Antikorda var olan dipoller antijenin dipolleriyle etkilegir ve baglanma igin
uygun bir yonelmeyi saglamak igin ortak hareket ederler. Bu elektrostatik
etkilesimler ve hidrojen baglari molekuller arasi kararlilik igin birincil katki

saglarken, diger gucler tamamlayici olarak gorev yapar [129].

3.3. Antikor-Antijen Baglanma Kinetigi

Cozeltide antikor ile antijen arasinda gelisen etkilesimlerin temel

termodinamik prensibi Esgitlik 3.1’deki gibidir.
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Ka

Kg

Ab + Ag AbAg (3.2)

Ab, serbest antikoru, Ag serbest antijeni, AbAg antikor-antijen kompleksini
gostermektedir. k, ve kg sirasiyla birlesme (assosiasyon) ve ayrisma
(dissosiasyon) hiz sabitleridir. K, ve Kyise sirasiyla birlesme (assosiasyon)
ve ayrisma (dissosiasyon) denge sabitleridir. immiinosensorlerde kullanilan
antikorlar ve antijenler tipik olarak bir kati yuzey Uzerine immobilize edilirler.
Immobilizasyon antikorun (veya antijenin) yapisina gore degisebilir ve

boylece baglanma kinetigini etkileyebilmektedir.



26

4. NANOTANECIK KARAKTERIZASYON YONTEMLERI

Nano boyuttaki malzemelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin karakterize
edilmesi, bu malzemelerin katalitik aktiviteden biyolojik uyumluluga kadar
pek c¢ok konudaki davraniglarinin anlasilabilmesini mumkdn kilmaktadir.
Klasik kimyasal ve fiziksel karakterizasyon teknikleri, incelenen malzemenin
miktari ve boyutu klguldikce olanaksiz hale gelmektedir. Standart analitik
teknikler icin gerekli olan malzeme miktari genellikle tim nanomalzemelerin
miktarindan olduk¢a fazladir. Ayrica yapilarin ebatlari nano-boyuta
ulastiginda kuantum Ozelliklerin baskin olmasi ile birlikte makroskobik
boyutta gortlmeyen farkli fiziksel 6zellikler ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle,
nano-Olgekli yapilarin  Ozelliklerini, makroskopik 0Olgekteki yapilarin
Ozelliklerini inceleyen tekniklerle tam olarak belirlemek mumkun dedgildir
[130].

Gunumuzde nanotaneciklerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri mikroskop,
kirlnim ve spektroskopi tabanli birgok yontem kullanilarak belirlenmektedir.
Nanotaneciklerin kimyasal karakterizasyonunda, spektroskopik tabanl X-
iIsinlan fotoelektron spektroskopisi (XPS, ESCA) ve Aueger elektron
spektroskopisi (AES) siklikla kullaniimaktadir. X-isinlari kirinim teknigi ile bu
nanotaneciklerin kristal yapilari blyuk bir hassasiyetle belirlenebilmektedir.
Kimyasal analiz yontemleri ile nanotaneciklerin boyut, sekil ve geometrileri
hakkinda bilgiler elde edilemediginden dolayi fiziksel yb6ntemlerde
nanotanecik karakterizasyonunda oldukga onemlidir. Fiziksel
karakterizasyon yodntemlerinin basinda uzun zamandan beri kullaniimakta
olan taramali elektron mikroskobu (SEM), elektron demeti ile nanomalzeme
arasindaki etkilesimler sayesinde nanotaneciklerin morfolojileri hakkinda
bilgiler vermektedir. Diger elektron mikroskobu 6rnegi olan gecirimli elektron
mikroskobu (TEM), atomik seviyede gorintl alinmasina olanak saglayan,
nanotaneciklerin ylzeyleri, boyutlari ve geometrileri ile ilgili olduk¢a yararli
bilgiler vermektedir [130].
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4.1. Fourier Donusumli-Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

FT-IR spektroskopisi, molekiillerin IR 1sigini (12800-10 cm™ dalga sayili
veya 0,78-1000 um dalga boylu) absorpsiyonuyla titresim ve donme eneriji
seviyelerine uyariimalarinin dlgimune dayanan bir yontemdir. Dalga sayisi
(1/2) hem enerji hem de frekans ile dogru orantili oldugu igin FT-IR
spektroskopisinde dogrusal bir dalga sayisi 0lgegi kullanilir. FT-IR
spektrofotometresinde monokromatér kullanilmamaktadir. Bu sebeple,
ISima zamanin bir fonksiyonu olarak alinir. Spektrumlar frekans odlgeginde
degil zaman olgeginde elde edilir. Her dalga boyunu ayri ayri taramak
gerekmedigi icin hizh ve yuksek c¢ozunurlukli spektrumlar elde edilir.
Normal IR spektrofotometresinde monokromatorler yardimiyla dalga boylari
secilir ve spektroskopik bilgiler toplanir. FT-IR spektroskopisinde
interferogram denilen spektrumlar absorpsiyon spektrumunun Fourier
donusumudur. Elde edilen veriler bilgisayar ile bilgilere donusturalur. Ters
fourier donusumu denilen bu yontemle veriler zaman alanindan frekans
alanina aktarilir ve degisik frekanslarda alinan absorbanslar grafige gegirilir.
ATR-FT-IR (Attenauted Total Reflectance FT-IR, Birlestiriimis Toplam
Yansitma FT-IR) spektroskopisinde ise, 1s1gin numune tarafinda sogurulup

yansitilmasi (gecirgenlik yontemi) yerine, 1s1gin 6érnekten sacilimi olgular.

ATR elementi ornek

I / e = I
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Sekil 4.1. ATR hucresinin sematik gosterimi
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ATR-FT-IR’da absorpsiyon bandlarinin dalga boyunda azalmalar meydana
getirilerek daha kisa zamanda ve ornek kalinligindan bagimsiz olarak
sogurganhdi ¢ok fazla olabilen farkli maddelerin analizleri yapilabilmektedir.
FT-IR spektroskopisinde her dalga boyunu tek tek taramak gerekmedigi igin
spektrum birkag saniyede kaydedilir. Yarik veya prizma kullaniimadidi igin
duyarlihk degismeden yuksek ¢ozunurlukli spketrumlar elde edilir. Ayrica
alinan spektrumda S/N (Signal/Noise - Sinyal/Gurultd) orani blyuk oldugu
icin bandlar net ve siddetli bir sekilde gozlenir [131].

4.2. X-Isinlari Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Atom ya da molekullerin X-1gini bombardimani sirasinda, atomdan ya da
molekllden firlatilan elektronun kinetik enerjisinin  dlgtlmesi, elektron
spektroskopisinin  temelidir. Firlatilan bu elektronlar, atomlarin ¢
kabuklarinin birinden ¢iktigi i¢in, bu olay sirasinda olugan iyon, uyarilmis bir
iyondur. X-isinlari ile gergeklestirilmis bu tlr elektron spektroskopisi tlrine
X-1sinlar1  fotoelektron spektroskopisi (XPS) veya kimyasal analiz igin
elektron spektroskopisi (electron spectroscopy for chemical analysis,
ESCA) denilmektedir.

Atomdan firlatilan elektronun kinetik enerjisi, drnege gonderilen X-igininin
enerjisine ve elektronun 6rnek maddeye baglanma enerjisine baghdir.
Ornek tarafindan adsorplanan X-isini enerjisinin bir kismi elektronun
baglanma enerjisini (Ep) yenmek igin kullanilir, kalan enerji ise elektronun

kinetik enerjisi (Ex) olarak ortaya ¢ikar.

M+ho—> M +¢ (4.1)

hv = E, + Ex (42)
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Baglanma enerjisi, her elementin her elektronu igin sabit bir degerdir ve bu
nedenle o elementin belirlenmesinde kullanilabilir. Ayrica baglanma
enerjisinin degeri, 6rnek maddesinde bulunan bir elementin yukseltgenme
sayisina ve o oOrnek maddesinin bulundugu kimyasal c¢evreye baghdir.
Boylece, baglanma enerjisinin 6lgimu ile maddede bulunan belli element
hakkinda ayrintili bilgi edinmek mumkundir. Atomun bulundugu bilegikte
elektron yogunlugunu etkileyen faktorlerin neden oldugu farkhliklar,
elektronun olgulen kinetik enerjisini degistirir. Ayni elementin ayni tar
elektronu icin gozlenen bu degisiklikler, elektronun farkli gevrelerde farkh
baglanma enerjilerine sahip olmasindan kaynaklanir. Baglanma
enerjilerinde oOlgulen bu farkhliklar “kimyasal kayma” olarak adlandirilir. Her
bir elementin belli orbitalinden firlatilan elektronlar icin dl¢llen E, dederleri
tablolardan bulunabilir. Boylece kimyasal kayma degerleri nitel analiz amaci

ile kullanilabilir.

XPS yonteminde X-isinlari kaynagi olarak Al veya Mg hedefli X-isini tapleri
kullanilir. Bu elementlerin siddetli olarak yaydiklari Ka hatlarinin oldukga
keskin olusu nedeniyle, ayrica bir monokromatdr kullanilmasina gerek
kalmaz. Al veya Mg hedefli tipte kullanilan bir Al veya Be pencere ile tipten
yayllan K3 hatlarinin ve zemin igsimasinin buyudk bir kisminin tipten gikmasi
Onlenir. Al Ka hattinin dalga boyu 0,8342 nm (1487 eV enerijili)dir. Daha
kisa dalga boylu X-isinlari gerektiginde 0,2294 nm (5406 eV enerijili) Cr Ka
hattini yayan tup, daha uzun dalga boylu X-isini gerektiginde ise 9,34 nm
dalga boylu (132,8 eV eneriili) hattini yayan tip kullanilir [34]. Ornekten
firlatilan elektronlarin kinetik enerjilerinin dlgimu elektron spektroskopisi
yontemlerinin temelini olusturdugu igin, 6rnek ile detektdr arasina ayirma
gucu oldukga yuksek olan ikinci bir enerji analizérinun yerlestiriimesi
zorunludur. Bu amagla en c¢ok silindir veya kuresel geometriye sahip
elektrostatik enerji analizorleri kullanilir. Elektron spektroskopisinde detektor
olarak genellikle elektron cogaltici adi verilen dizenek kullanilir. Foto
¢ogalticilarda oldugu gibi bu diuzeneklerde de belli bir ylzeye c¢arpan
elektronlar bu yuzeyden daha c¢ok sayida elektron firlatir. Firlatilan
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elektronlar baska bir yuzeye dogru yonlendirilir ve bu iglemin birkag
yuzeyde tekrarlanmasi sonucunda duyarliik giderek artar. Fotoelektron
spektroskopisinde 0Ornek, hem kaynaga hem de enerji analizbrine
olabildigince yakin yerlegtirilir. BOoylece hem daha ¢ok sayida elektronun
ornekle etkilesmesi saglanir, hem de firlatilan elektronlarin buyuk bir
kisminin enerji analizbrine ulagsmasi saglanir. Elektronlarin baska
parcaciklarla ¢arpismasi sonucu kinetik enerjilerinde bir azalma olmasi da
istenmeyen bir durum oldugundan, elektron spektrometreleri dusuk vakum

altinda (~108-10"° mm Hg) calistirilr.

XPS genellikle kati o6rneklerin ylzey analizlerinde kullanilir. Birgok
maddenin i¢ kisimlari ile ylzeyinin kimyasal yapisi farkh olabilir. Ylizey
Ozellikleri ile maddenin i¢ kisimlarinin yapisi ayni olan maddelerin nitel
analizi gercgeklestirilebilir. Ancak yuzey ile i¢ kesimleri yapisi farkli oldugu
durumda ise, yuzey hizlandiriimis argon iyonlari ile bombardiman edilerek
asindinlir ve daha sonra i¢c kesimleri aciga cikartilarak analizi yapilir.
Elektron spektroskopisi analizinde, 6rnek maddesinin elektronlar ile
bombardiman edilmesi sonucu olusan pozitif yukli iyonlardan dolayi
yuzeyde bir pozitif ylik birikmesi olur. Bu birikim ylzeyden elektronlarin
firlatiimasini engelleyebilir veya firlatilan elektronlarin kinetik enerijilerini
azaltabilir. Ornek maddesinin iletken oldugu durumda 6rnek ve
spektrofotometre arasinda bir temas kurulur. Ornegin elektrigi iletmedigi
durumlarda ise, baska bir kaynaktan dusuk enerjili elektronlar yuzeye

gonderilerek pozitif yuk birikimi énlenir.



31

Y
\\> elektron

mercegi

-I‘- - h v

ornek T z
- elektron cogaltici 1, ¢
dedektor i st
X-1sin1 kaynagi
+ 20 kY / \
—‘[_——_\)@ & hy

v ,gb O
W

degistirilebilir anot
(elektron kaynagi)

Sekil 4.2. XPS ile kimyasal analiz

XPS ile nitel analizde, dlgulen baglanma enerji dederleri ve kimyasal kayma
degerleri kullanilir. Bu yontem ile H ve He disindaki tum elementlerin nitel
analizi yapilabilir. Ornege gonderilen dusik enerjili X-iginlarinin birkag yiiz
nm derinlige ulasabilmesine ragmen, drnekten firlatilan elektronlar sadece
10 nm kadar yol alabildiklerinden, ylzeye sadece birka¢ nm kadar yakin
olan tabakalarin nitel analizi mimkin olmaktadir. XPS yodntemi kati hal
fizigi, metallrji, malzeme bilimi ve jeokimya alaninda genis uygulama

alanina sahiptir [132].
Ozetle XPS;
» X-i1sin1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) malzemenin igindeki elementel

kompozisyonu, basit formull, kimyasal ve elektronik durumlari élgmeye

yarayan bir cihazdir.
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» XPS cihazi ile malzemeye X-isinlari gonderilirken malzemenin 1 ile 10
nm derinligindeki yuzeyinin kinetik enerjisi ve yuzeyden kopan elektron
sayisi olgulir. XPS cihazi ultra yidksek vakum (UHV) sartlarina

gereksinim duyar.

» XPS, atom numarasi 3 (lityum) ve 3’ten buyuk atomlari algilamaktadir.
Orbital caplari kiigik oldugu icin hidrojen (1) ve helyum (2) atomlarini

algilayamamaktadir.

» Bir yuzey analiz yontemi olan XPS, ylzey atomlarinin i¢ kabuklarindaki
(core level) enerji seviyelerinde bulunan elektronlarin fotoelektrik olay
sonucu uyariimasi mantigina dayanir. Basitgce, fotoelektrik olay
sebebiyle belli bir enerjiyle uyarilan elektronlarin kinetik enerijileri bilinirse
baglanma enerjileri de hesaplanabilir. Baglanma enerijisi ise yuzeydeki
atomlar, bu atomlarin degerlikleri ve kimyasal yapilari hakkinda bilgi

vermek igin yeterlidir.

> ¢ kabuklardan uyarilan ve fotoelektron adi verilen elektronlarin kinetik
enerjilerinden yola cikarak Einstein prensibince baglanma enerijileri

(binding energy) hesap edilip, spektrumlar elde edilebilir.

hv = BE + KE + ¢ (Einstein Prensibi) (4.3)

Burada,

h = Planck sabiti

v = Gonderilen X-isininin frekansi

BE = Atomun baglanma enerjisi

KE = Uyarilan elektronun kinetik enerjisi

@ =is fonksiyonu olarak verilmektedir.
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Sekil 4.3. X-1sin1 ve elektronlarin etkilesimi

» Baglanma enerjisi gerek cevresel etkenlere, gerekse Kkarakteristik
Ozelliklere bagh oldugu igin, XPS sayesinde numunenin yuzeyi hakkinda

nitel ve nicel bilgiler elde edilebilir [133].

4.3. X-Isinlari Kirilnimi (XRD)

Kristal yapi, U¢ boyutlu uzayda duzgun tekrarlanan bir deseni temel alan bir
atomik yapiya sahiptir. Bu nedenle, katilarin kristal yapisi, yapida bulunan
atom gruplarinin ya da molekullerin katiya 6zgu olacak sekilde geometrik
diizende bir araya gelmesi ile olusur. ilk kez Max van Laue tarafindan kristal
yapl ve yapl igerisindeki atomlarin diziligleri X-i1gini kirinim desenleri

kullanilarak incelenmisgtir.

Bir malzemenin atomik yapisini goruntlilemek, yliksek ¢ozundrlige sahip
cesitli elektron mikroskoplari kullanilarak mumkindur. Fakat bilinmeyen
yapilari belirlemek veya yapisal parametreleri tayin etmek ig¢in kirinim
tekniklerini kullanmak gerekir. Katilarin kristal yapilarini incelemek igin en
cok kullanilan kirinim teknigi X-1sint kirinimidir. Bu teknigin ince film analizi

igin uygun olmasi,
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» X-iginlarinin  dalga boylarinin, yogunlagtirilmig maddedeki atomik
mesafeler Olgusindedir ve bu Ozellik, yapisal arastirmalarda

kullaniimalarini saglamasi,

» X-i1sin1 sacgilim tekniklerininin, incelenen numuneyi degistirmemesinden

dolayidir.

Kati malzemelerin incelenmesinde kullanilan X-isinlarinin dalga boylari,
atomlar arasi mesafelerle kiyaslanabilir buyuklikte olup yaklasik olarak 0,5
A ile 2,5 A arasinda degisir. Kristal ve molekiillerdeki atomlar arasi
mesafeler 0,15-0,4 nm arasindadir. Bu mesafe 3 keV ve 8 keV arasinda
foton enerjilerine sahip X-iginlarinin elektromagnetik spektrum dalga
boyuna karsilik gelir. Bundan dolayi, kristal ve molekul yapilari X iginlarina

maruz kaldiginda, yapici ve yikici girisim gibi olgular gozlemlenmektedir.

ince film fiziginde elektron sacilmasi, X-isini sagiimasindan daha sik
kullanilir, fakat X-isini sagiimasi kafes parametrelerinin kesin dlgimlerinin
gerekli oldugu yerlerde kullanilir. iki metot arasindaki farklardan birisi, X-
Isinin daha blyuk nifuz derinligine sahip olmasidir. Fakat ¢ok ince érnekler
(5 nm) icin bile sagiima modelleri elde edilebilmektedir. Cok keskin odaga
sahip X-i1sini tupu kullanilarak, yogunluk artirilabilir ve bdylece maruz kalma
suresi dortte bir oraninda azaltilabilir. Diger taraftan, sacilma agcilari, X-
Isinlarinda daha buyuktur ve bu kafes parametrelerinin elektronlara nazaran
daha kesin olarak belirlenmesini saglar. Sagilma modelleri, filmin toplam
kalinhgi veya belki de altlik tarafindan elde edilir, bazi durumlarda altlikla

elde edilmesi, kafes sabitlerinin belirlenmesi i¢in avantaj saglar.

X-1ginlari kristal yapi Uzerine dusuraldugunde, 1sinlar kati yizeyinden kiguk
gelis acllariyla tam yansimaya ugrarlar ve isinlar kristaldeki atomlarin
paralel diuzlemleri tarafindan sagcilirlar. Kristal yapidaki bu sagilimlar kirinim
olarak adlandinlir ve kirinim c¢ok sayida atomu igeren sacgiimalardan
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meydana gelir. X-isinlarinin kristal yapida kirinimi Bragg Kanunu ile

aciklanir ve Bragg kanunun en basit sekli Esitlik 4.4 ile verilir.

nA=2dSin® (4.4)

Burada;

d, atomlar arasi uzaklik

n, sabit

0, X-1sininin gelis agisi

A, X-1sininin dalga boyudur.
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Sekil 4.4. Bir kristaldeki X-isini kirinimi (Bragg Diyagrami)

Modern X-i1gini cihazlarinda, kirinima ugrayan isinin kirinim agisini ve
siddetini olgecek 1sinim sayicilar bulunur. Bdylece kirinim agisi 26’nin,
kirlnima ugrayan 1sinin siddetine gore degisimini veren kirinim deseni elde
edilir. Desen Uzerindeki pik genigliklerine ve zemin siddetine bakilarak

malzemenin kristallesmesi hakkinda bilgi edinilebilir.

4.3.1. X-Isinlarn Kirmimi ile Kristal Yapilarin Tayini

Kristallerde X-isini kirmimi ve diger kirinim (elektron ve notron kirinimi)

teknikleri ile kristalin yapisi, mukemmelligi veya fazin safligi, dogrultulari ve



36

orgu sabitleri belirlenmektedir. Gunumuzde kristallerde kirinim, kristal
yapilarin hemen hemen hepsinin yapisinin biliniyor olmasi sebebiyle,
kristalin mukemmelligi ve dogrultularinin belirlenmesinde kullaniimaktadir.
Ayrica, yeni modeller gelistirmeye yonelik caligmalarda veya endustriyel
degere sahip polimerler, biyomolekuller, zeolitler gibi yapilarin ve orgu
sabitlerinin belirlenmesi galismalari 6nemli bir yere sahiptir. Kristal yapilarin
ortaya cikarilmasi denince a,b,c ve alfa, beta, gama birim hicre
parametrelerini, birim hucrede ka¢ tane atom veya moleklul oldugunun
cikarilmasi anlasilir. Bunlarin diginda atomlarin konumlari bag uzunluklart,
kristal yuUzlerinin indislenmesi, kristalin mukemmelligi de tespit edilebilir.
Kristal yapiy1 tespit ederken atomlarin veya molekillerin yerlerinin
belirlenmesi spektroskopik yontemlerle gerceklestirilir. Bu yontemlerden ilki
X-1ginlari kirtnimidir. Bunun diginda nétron kirinimi ve elektron kirinimi da
kullantlir. X-isinlart kirnnimi kristal yapilarin incelenmesinde ¢ok guglu bir
yontemdir. Bu yontem kullanilarak malzemelerin kristal yapilari, tanecik

blyuklukleri, secimli yonelimleri gibi pek ¢cok 6zellikleri belirlenebilir.

4.3.2. Debye-Scherrer yontemi ile tanecik buyuklugu tayini

X-1s1in1 toz kirmnimini tek yarikta kirinima benzetebiliriz. Tek yarikta
kirlnimda yarik Gzerindeki her nokta bir kaynak gibi davranir uygun kosullar
altinda bir kirnim deseni elde edilir. Elde edilen bu kirinim desenindeki
piklerin genislikleri yarigin genisgligine baghdir. Yarik genigledikge pikler
daralirlar. Bir kristal yapida o kristal yapiyr olusturan her atom x-isinlari
kargisinda bir tek yarik gibi davranir ve bu nedenle parcacik boyutu
kUguldUkge yani pargaciklar icindeki atom sayisi “yarik sayisi” azaldikga
elde edilen X-1gin1 kirinim desenini olusturan pikler genigler. Bu olgu Debye-

Scherrer tarafindan tanimlanmigtir.

B = (A/dcos0) + (4etanb) (4.5)
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Burada B pik yari genisligi, d tanecik boyutu, A uygulanan x-iginlarinin dalga

boyu, 6 pikin gozlendigi agi degeri, € ise 0rnek Uzerindeki gerilmedir.
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Sekil 4.5. XRD cihazinin sematik gosterimi

Sekil 4.5’de XRD cihazi sematize edilmistir. Isini Greten sol Ust baslik ile
dedektor (sag ust) birbirine V seklinde bir agiyla baglanmistir ve bu aci
degisebilmekte olup orta hazne 6rnek yuklemesi igin kullanilabilmektedir.
Kristal yapisina gore 1sini farkli agilarda ve siddette kiran ornekler ¢ok

hassas bigcimde analiz edilebilmektedir [134].

4.4. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM), elektronlarin kullaniimasiyla 6rnek
yuzeyinden yuksek ¢ozunurlUkli gorunti alinmasini saglayan sistemlerdir.
SEM, 6rnek ylzeyinin G¢ boyutlu goruntulerinin belilenmesinde son derece
kullanigh bir yontemdir. 1930 yilinda Manfred Von Ardenne bu ydntemin
bulunusunda onculuk etmistir. Charles Oatley SEM cihazini ilk olarak ticari
hale getirmigtir.
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Temel olarak taramali elektron mikroskobu, Tungsten, Lantan hekza borit
katottan veya alan emisyonlu (FEG) tabancadan ortaya ¢ikan elektronlarin
kullanimi incelenecek malzeme yuzeyine gonderilmesi sonucu olusan
etkilesmelerden yararlaniimasi esasina dayanir. SEM’ler genel olarak bu
elektron enerjisi 200-300 eV dan 100 keV’a kadar degisebilir. Bu amagla,
yogunlastirci elektromanyetik mercekle (condenser lense) toplanan, objektif
mercekle odaklanan elektron demeti, yine elektromanyetik saptirici
bobinlerle 6rnek ylzeyinde tarama islemi (scanning) gerceklesir. Bir
taramali elektron mikroskobunda gorunti olusumu temel olarak; elektron
demetinin incelenen 6rnegdin yuzeyi ile yaptigi fiziksel etkilesmelerin (elastik,
elastik olmayan carpigsmalar ve digerleri) sonucunda ortaya ¢ikan sinyallerin

toplanmasi ve incelenmesi prensibine dayanir.

Bunlardan ilki, gelen elektron demetindeki elektronlarin, malzemedeki
atomlarla yapmis oldugu elastik olmayan carpisma sonucu (yani, 6rnek
yuzeyindeki atomlardaki elektronlara enerjilerini transfer ederek) ortaya
ctkan ikincil elektronlardir. Bu elektronlar 6rnek yuzeyinin yaklasik 10 nm’lik
bir derinliginden ortaya c¢ikarlar ve bunlarin tipik enerjileri en fazla 50 eV
civarindadir. ikincil elektronlar fotogogaltici tiip yardimiyla toplanip, érnegin

tarama sinyali konumuyla iligkilendirilerek ylzey goruntusu elde edilir.

Elektron demeti ile incelenen Ornek yuzeyindeki malzeme arasindaki
etkilesmede ortaya c¢ikan diger bir elektron grubu ise geri saciima
elektronlari (backscattered electrons) adi verilen elektronlardir (bu
elektronlar, ylzeye gelen elektron demeti ile yaklasik 180° agi yapacak
bicimde sacilirlar). Geri sacilma elektronlari, yuzeyin derin bdlgelerinden
(yaklasik 300 nm’ye kadar) gelen daha yuksek enerijili elektronlardir. Bu
enerjideki elektronlar bir fotogogaltici tip tarafindan tespit edilemeyecek
kadar yuksek enerjiye sahip olduklarindan, genellikle quadrant foto-
dedektorler (yani katihal dedektorleri) yardimiyla tespit edilir. Bilindigi Gzere
bu tur dedektorler Gzerine gelen elektronlarin indukledigi elektrik akimin
siddetine gore c¢ikis sinyali verirler (kisaca hatirlatmak gerekirse,
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incelenecek ornekteki yuksek atom numarasina sahip bir atomdan sacilan
elektronun enerjisi kiguk atom numarali bir atomdan sacilana gore daha
yuksektir). Sonug olarak ikincil elektronlar incelenen 6rnegin kompozisyonu

hakkinda bilgi verir.

Gelen elektron demetinin incelenen 6rnek yuzeyi ile yapmis oldugu diger bir
etkilesme ise (yaklasik 1000 nm derinlik civarinda), karakteristik X
iIsinlarinin ¢iktigr durumdur (enerjileri keV mertebesindedir). Buna goére
ornege carpan elektron, drnekteki atomun i¢ yoringesinden bir elektron
kopmasina neden olunca, enerji dengelenmesi geregi bir Ust yorungedeki
elektron bu seviyeye gecer ve gecgerken de ortama bir X isini yayar ve buna
da karateristik X 1sini adi verilir. Bu X-1gini mesela 10 mm c¢apindaki bir Si
(Li) dedektorle algilanir, ortaya ¢ikan sinyal yukselticiye, oradan ¢ok kanalli
analizére ve daha sonra da SEM sistemin bilgisayarina gonderilir. Sonugta
ortaya ¢ikan karakteristik X-1sini (ki bu isinin enerjisi her atoma 6zeldir),
SEM’de incelenen malzemenin element bakimindan muhtevasinin nitel ve

nicel olarak tespit edilmesine yardimci olur.

SEM sekilleri olusturmak icin 1siktan c¢ok elektronlari kullanan bir tur
mikroskoptur. Isik mikroskobu yerine SEM kullaniminin pek ¢ok avantaiji
vardir. Yap! iginde buyuk derinliklerde c¢alisma olanagina sahiptir. Bu
sayede, bir kerede blyuk miktarda ornede odaklanma izini verir. SEM
sekilleri yuksek ¢ozunurlukte elde etmemizi saglar, yani yuksek buyutme ile
birbirine yakin ylizeylerin 6zelliklerini ayri ayri incelememizi saglar. Ornek
hazirlamak oldukg¢a kolaydir ki, bazi SEM’ler sadece 06rnegin iletken
olmasina ihtiyag duyar. Daha ylksek blUyutme, daha buylk derinliklere
odaklanabilme, genis ¢6zunurlik, 6érnek goéruntileme kolayligi, SEM’i en
fazla kullanilan cihaz yapmistir. SEM’in g¢alisma prensibini kisaca
Ozetlersek, mikroskobun tepesindeki metalik filamanin isitiimasi sayesinde
elektron demeti elde edilir. Elektron demeti yatay bir yoringeyi takip eder ki
bu mikroskop sutununa dogrudur. Bu, onlarin yollarini elektromanyetik
lenslere dogru gevirir. Elektromanyetik lensler elektronlari odaklar ve demeti
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direkt olarak ornek Uzerine gonderir. Demet Ornege carpar ve Ornek
Uzerinden iki tip elektron (geri yansiyan veya ikincil elektronlar) disari ¢ikar.
Dedektorler bu gelen elektronlari toplar ve G¢ boyutta érnegdi incelememize
olanak saglar [135,136].
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Sekil 4.6. Taramali elektron mikroskobunun sematik gosterimi

2.5. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM):

Gegirimli elektron mikroskobu, goérlntileme ve kirinim tekniklerini birlikte

kullanarak malzemelerin mikro-yapisal incelenmesini ve kristal yapilarinin
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belirlenmesini birlikte saglayabilen ¢ok 6zel bir malzeme karakterizasyon
cihazidir. Bir baska deyisle, nanometre mertebesinde ¢ok klguk ve ince
alanlardan, milyon kati buUydtmelerde malzemenin kristalografik ve
morfolojik bilgilerine ayni anda ulasiimasini olanakh kilan bir tekniktir.
Yuksek ayirma gucu, ayni anda kirinim ve goruntu bilgilerinin alinabilmesi
gibi Ustinliklerine ragmen, bu teknigin de belli sinirlamalari vardir: Ug
boyutlu bir numuneden alinan iki boyutlu ve kirinim kokenli goruntulerin
yorumlanmasi uzmanlik gerektirir. Ozellikle biyolojik ve polimerik
malzemelerde ©One c¢ikan 1sin hasari (beam damage) etkisi numune
Ozelliklerinin degismesine yol acabilmektedir. En buyuk kisitlama ise
numune hazirlamada ortaya c¢ikar. Elektron mikroskobunda incelenecek
numune kesinlikle kati malzeme olmak zorundadir ve 3mm c¢apinda, 100
mm’den daha ince ve elektron gegirgenligine sahip (bir kag mm) bir disk
olarak hazirlanma zorunlulugu sorun yaratabilir. Dolayisiyla elektron
gecirgenligine uygun olarak hazirlanmamis bir numuneden bir goruntu
kontrasti elde etmek mumkun olamamaktadir. TEM’de goruntld ve kirinim
bilgisini elde etmenin temel prensibi, ortasinda ¢ok kuguk bir delik bulunan
numuneye paralel bir elektron demeti géndermek ve numuneden dogrudan
gecen kirinima ugramamis isinlari (TB) ve numunenin belirli dizlemlerinden
Bragg sartlarina uygun acilarda kirirnima ugramis (DB) 1sinlari numunenin
altinda toplamak esasina dayanir. Sirasiyla sadece gecgen i1sin demetini ve
kirnnima ugramis 1ginlardan biri kullanilarak yapilan goruntileme teknikleri
olan aydinhk alan ve karanlik alan goruntuleri numunelerdeki mikron alti
boyutlardaki olusumlarin incelenmesinde, var olan ikinci fazlarin ayirt
edilmesinde en ¢ok kullanilan ydntemlerdir. Yuksek Cozunarlikli Kafes
Goruntllemesi  (HRLI)  kristal numunelerdeki atomik  dizlemlerin
izdugUumlerini goruntilemede kullanilan daha ileri bir tekniktir. Malzemelerin
kristal yapilarinin belirlenmesinde ise Segilmis Alan Kirinim ydntemi
kullaniir. Yuksek acih huzme kirnnnimi (CBED) ise malzemelerin tam
kristalografik analizinde (nokta ve wuzay gruplarinin belirlenmesi)
kullanilabilen bir bagka kirinim teknigidir. Yuksek acili agisal karanlik alan
(HAADF) dedektorine sahip Taramali-Gegirimli Elektron Mikroskobu
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(STEM) HAABF ve HAADF goruntulerinin eldesinde kullanilir. STEM
goruntilerinde taramali elektron mikroskobuna benzer bir mantikla
numuneyi tarayan bir isindan alinan sinyallerle goruntu eldesi biraz zaman
almakla birlikte, mercek hatalarindan arindirllmig goéruntuler elde

edilmesiyle dnemli bir avantaj olarak gorulebilir [137].

4.5.1. Numune hazirlama

Toz numuneler bir ependorf icinde uygun sivida suspansiyona alinir ve
ultrasonik banyoda dagitildiktan sonra, ince uglu siringaya cekilip,
numuneye uygun i1zgara ustune bir damla damlatilip, en az bir gece sureyle
bekletilerek kurutulur. TEM optik mikroskopa benzer bir calisma sistemine
sahiptir. Tek fark 1sik 1sIn1 yerine elektron 1sini kullanilir. Optik mercekler
yerine elektron mercekleri kullanilir. Géruntuler bir ekranda veya fotografik
levhada elde edilir. Elektronlar ¢ok kolay bir sekilde vyollarindan
sapabileceklerinden dolayi, butin iglem ve goruntu eldesi vakum altinda
yapilir. Elektronlar tungstenden yapilmis akkor flamanlh elektrikle isitilan
elektron tabancasindan yayilir. Anotla flaman arasina 100000 V’luk bir
potansiyel farki uygulanir. Flamandan yayilan elektronlar hizlandirilir ve
ekranda yeterli bir goruntl olusturabilecek kadar gugclendirilir. Bu asamada
500000 defa bluyuk bir gorintu elde etmek mumkuandudr. Optik mikroskoptaki
gibi 1sinlandirma belirli  bir bodlgede yogunlastirilabilir ancak bu
yogunlastirma polimerik ve Dbiyolojik orneklere zarar verebilir.
Elektromanyetik mercekler aynen stk mercekleri gibi elektronlarin
odaklanmasinda kullanilir. Elektromanyetik mercek sistemi, cihazin en
onemli pargasidir. Bu mercek sistemi, 50-100 arasinda ara bir buyltme elde
eder. Buyutme igleminde gelen i1sin demetlerinin agisal genisligi kuguldugu
icin, projektor sistemi bu buyltilmus goruntlyu kolayca isler [137].
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4.5.2. TEM ile SEM arasindaki farklar

» TEM’de goruntli o6rnekten gegen elektronlarla olusturulurken, SEM’de

ornekten yansiyan elektronlarla goértnti olusturulur.

» TEM’de oOrnekler, elektron 1sinini gecirecek incelikte hazirlanirken
SEM’de bdyle bir durum sézkonusu degildir. Ornekten gecen ve sagilan
IsSin manyetik alanlardan olusan mercekler tarafindan buyutuldikten

sonra izlenir.

» SEM ile sadece ylzey morfolojisi incelenirken, TEM ile 6rnek

derinlemesine incelenir [137].
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Sekil 4.7. Gegirimli elektron mikroskobunun sematik gdsterimi
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4.6. Titresen Ornek Manyetometresi (VSM):

VSM ile miknatislanma 6élgme metodu, Foner tarafindan gelistirilmistir ve
calisma prensibi, titrestirilen ornek yanindaki sarimlarda meydana gelen aki
degisimlerinin Olgilmesine dayanir. Uzun bir gubugun bir ucunda o6rnek,
diger ucunda ise titrestirici vardir. Salinarak 6rnekten gelen manyetik alan
sarimlarda degisen elektromotor glicti (emf) meydana getirir. Cubugun Ust
ucunda da sarimlar mevcuttur ki bu sarimlar gubugun Ust ucundaki referans
uzayinin titregsiminden meydana gelen emf degerini kayit eder ve 6rnekten
gelen ile referanstan gelen emf arasindaki potansiyel fark 6rnedin manyetik

momenti ile iligkili bir degerdir (Sekil 4.8).

/ Numune tutucu

Manyetik bobinler

.

Z-ekseni
boyunca
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Elektromiknatis

Diizgiin bir manyetik alan

Sekil 4.8. Titresen 6rnek manyetometresinin sematik gosterimi
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4.6.1. Histerezis egrileri:

Ferromanyetik malzemeler kendilerine uygulanan bir dis manyetik alani, bu
manyetik alan kaldirildiktan hemen sonra hatirlarlar ve net bir
miknatislanma meydana getirirler. Bu davranis histerezis ve uygulanan
manyetik alan ile malzeme igerisindeki miknatislanmaya bagli olan egri ise

“histerezis egrisi” olarak tanimlanir.

A
Dis mdnyetik alan

Miknatislanma (emu/g) // B‘Qﬁ@ﬂ
/ g h e
: — B

Manyetik alan (H)
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LR

Dis m/a'r{yetik alan

Sekil 4.9. Dis manyetik alana kargi malzeme igerisinde olusan histerezis
egrisi

Malzemede goézlenebilecek en yliksek miknatislanma degerine “doygunluk
miknatislanmasi” denir ve ‘Mg ile goOsterilir. Malzeme doygunluk
miknatislanma degerine ulastiktan sonra, dis manyetik alan tekrar sifira
indirilirse, malzeme ilk izledigi rotay takip etmez. Dis manyetik alan sifir
olsa bile, malzeme igerisinde bir miknatislanma vardir. Bu degere “kalici
miknatislanma” denir ve “M,” ile goOsterilir. Malzeme igerisindeki
miknatislanmayi sifir yapan manyetik alan degerine “koersivite” denir ve

“H” ile gosterilir. Histerezis egrisinin bir diger Ozelligi ise, ters yonde alan
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uygulanip kaldirilirsa, doygun miknatislanma degeri sifir oldugunda belirli
bir alan sergiler. Bu deger koersiviteden daha buyuk bir degerdir ve “kalici
koersivite” olarak adlandinilir (H,). Histerezis egrisinden elde edilen
parametreler, parcacik buyukligine, domainin (alanin) durumuna, sicakliga

ve strese baghdir [138].

4.7. Dinamik Isik Sacilimi (DLS):

Dinamik 1sik sacilmasi (DLS, Dynamic light scattering), mikrosaniyenin
onda biri ile mili saniye zaman araliginda, ornek c¢oOzeltinin kiguk bir

kismindan sagcilan 1s1gin zamanla degdisiminin olgctiimesidir (Sekil 4.10).

Lazerden gelen isinlar
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Sekil 4.10. Nanotaneciklerden sagilan iginlarin dedektérde dlgtlmesi

Sacilan 1s1gin  siddetindeki degisimler, c¢alisilan bdlgenin igindeki ve
disindaki molekiillerin difizyon hiziyla ilgilidir. Brown hareketi ve analiz
edilen veriler direkt olarak 1sik sagilmasina neden olan pargaciklarin
difizyon katsayilarini vermektedir. Brown hareketi, bir sivi ortam igindeki
parcaciklarin, c¢evredeki diger parcaciklarin bombardimani (surekli

carpismalart) sonucu yaptiklari rastgele harekettir. (Brown Hareketi iki
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kavrama igaret etmektedir: -Bir sivida yuzen veya asili pargaciklarin
rastlantisal hareketi. -Bu hareketi agiklamak igin kullanilan matematiksel
model. -Bu modele Wiener metodu da denir). Bu sebeple farkli molekil
tirleri  varliginda, diflzyon katsayllarinda dagihim gézlenmektedir.
Genellikle, elde edilen verilerin difUzyon katsayisina donusturtlmesi yerine,
parcaciklarin buyudkldkleri (yaricap veya c¢ap) hesaplanir. Difuzyon ile
parcacilk buyukligu arasindaki iligki, kuresel pargacik icin Einstein
tarafindan gelistirien ve Brown hareketi ile acgiklanan teorik denklikle
aciklanmaktadir. Bu denklikten, kiresel pargaciklara ait difuzyon katsayilari
fonksiyonlastirilip, hidrodinamik ¢ap veya Stokes vyarigap! (r) degerine

ulasilabilmektedir.

D=kT/6rnr Stokes-Einstein esitligi (4.5)

Burada,

k: Boltzmann sabiti
T: Mutlak sicaklik
n: Viskozite

D: Difizyon sabiti

r: Kuresel pargacigin yarigapini gostermektedir.

Foton korelasyon spektroskopisi olarak da bilinen dinamik i1sik sagilmasi,
parcacik buyukligu olgim yontemleri arasinda en bilinen tekniktir.
Yontemde lazer gibi, tek renkli bir 1gik kullanilir. Kiresel pargaciklarin
bulundugu 6rnek ¢oOzeltisi Uzerine gonderilen 1sik, Brown hareketi sonucu
ilerleyen parcaciklara garpar ve dalga boyunda degisiklige ugrar. Bir sivi
icerisindeki parcaciklar rastgele hareket ederler ve bu hareketlerinin hizlari
buyudklUklerine baglidir. Buna goére, kuguk molekuller daha hizli, buyuk
molekulller daha yavas hareket ederler. 100 ps gibi kiguk bir zaman
diliminin baslangi¢c ve bitisinde ¢ekilen iki fotograf pargaciklarin ne kadar

hizli hareket ettigini ve sonugta ne kadar blyuk oldugunu verecektir.
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Sekil 4.11. Kuguk ve blyuk pargaciklarin Brown hareketi

DLS yonteminde parcacik boyutu dolayli olarak hesaplanir (Sekil 4.11).
Yani ilk elde edilen veri oOlgulen 1sik siddetidir. Isik siddeti dagiliminin
zamanla degismesinden korelasyon fonksiyonu hesaplanir, bu
fonksiyondan difiuzyon katsayisi bulunur ve Stokes-Einstein denklemi
kullanilarak pargacik boyutu hesaplanir. O halde DLS teknigi igin parcacik
boyutunun anlami, parcacigin élgtlen hiziyla diftize olan kirenin ¢apidir. Bu
cap diflizyon katsayisindan hesaplandigindan, difizyonu etkileyen faktorler,
sonucu da etkiler. Ornegin pargacik yikliyse, ¢dzlicl ortamindaki parcacik
yuzeyine zit yuklu bir miktar iyon tutunur ve bir elektriksel ¢ift tabaka olugur;

Olcllen capa elektriksel cift tabaka da dahildir.

4.7.1. Verilerin degerlendirilmesi

Sacilan 1s13in  siddetini  Olgen  pargacik  dijital korelatér olarak
adlandiriimaktadir. Korelator temel olarak belirli bir zaman periyodunda 2

sinyal arasindaki benzerligin derecesini 6lgmektedir.

Bir t zamaninda Olgulen sinyalin siddeti ile gok kisa bir stre sonraki sinyalin

siddeti (t+ot) birbirine cok benzemektedir veya ¢ok gucliu bir sekilde korele
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olmaktadir (iligkili olmaktadir). Eger ilk sinyalden ¢cok daha uzun bir sure
sonra ikinci sinyal aliniyorsa (t+26t) bu iki sinyal arasinda ancak t+dt
anindaki kadar olmasada hala uygun bir iligki vardir. Korelasyon,
zamandaki artisla azalmaktadir. Yani t anindaki sinyalin siddeti ile ok daha
uzun zaman sonraki sinyalin siddeti arasinda bir iligki yoktur. Kisaca
parcaciklarin rasgele yonlere yaptiklari Brown hareketlerinden dolayi bu iki
sinyal arasinda bir iligki yoktur. Burada bu iki sinyal arasinda bir korelasyon
olmadigi sOylenmektedir. Dinamik 1sik sacgilimi ile ¢ok kisa bir zaman
araliginda cahlisilmaktadir. Tipik sagilmada korelasyonu sifira disurmek icin
gereken sure 1 saniye ile milisaniyenin onda biri arasinda olmalidir. “Kisa
bir siire sonra” (6t) ise nanosaniye veya mikrosaniye aralijinda olacaktir. t
aninda siddetleri 6zdes olan sinyaller arasinda mikemmel bir korelasyon
vardir. Mukemmel korelasyonda sinyal siddeti 1 iken, eger korelasyon yok
ise sinyal siddeti O'dir. Eger (t+36t), (t+46t), (t+56t), (t+60t) vs. anlarindaki
sinyal siddetleri dl¢cilmeye devam edilirse korelasyon sifira ulasacaktir.

Tipik bir korelasyon-zaman egrisi Sekil 4.12’de gosterilmektedir.

1.0 fronmere e menmse st e e s e s e

Korelasyon
.
q

=0 =00

Zaman

Sekil 4.12. Tipik bir korelasyon-zaman egrisi
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4.7.2. Korelasyon fonksiyonunun kullaniimasi

Pargcacik boyutu ile pargacik hareketi arasindaki iligki Brown hareketi ile
aciklanmaktadir (Stokes-Einstein esitligi). Buyuk pargaciklar yavas hareket
ederlerken, daha kuguk parcaciklar ¢cok daha hizli hareket ederler. Sekil
4.13 kuguk ve buylk parcaciklar uzerine korelasyon fonksiyonunun etkisini
gOstermektedir. Grafikten gorildiga gibi, kiglk parcaciklarin korelasyonu

blyuk parcaciklara goére daha hizli sifira dogru azalmaktadir.

Miikemmel korelasyon

-~ - Kiigiik parcaciklar _'3_“}2" P_argacuklar

=0 =00
Zaman

Sekil 4.13. Kuguk ve blyuk parcaciklar tzerine korelasyon fonksiyonunun
etkisi

Korelasyon fonksiyonu boyut dagihiminin hesaplanmasinda

kullaniimaktadir. Tipik bir boyut dagihim grafigi Sekil 4.14’deki gibidir.



51

1.00
|

0.75

0.50

Genlik
el
e —

J

0.00

4.1 1 10 100 10040 1.0E+004

Gap (nm)

Sekil 4.14. Tipik bir boyut dagihm grafigi

4.7.3. Siddet, hacim ve sayr dagilimlari

Sayi Hacim Siddet
1 1 1000 108
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Sekil 4.15. Sayi, hacim ve siddet dagihm grafikleri

Sekil 4.15'de gosterilen ilk grafik sayl dagilimi sonucunu géstermektedir. iki
pikin ayni boyutta olmasi (1:1) pargaciklarin esit sayida oldugunu
gostermektedir. ikinci grafik hacim dagilimini gostermektedir. 50 nm’lik
parcaciklara ait pikin altinda kalan alanin 5 nm’lik parcaciklara ait pikin
altinda kalan alandan 1000 kere daha buyuk oldugu gorulmektedir. Bu
durum, 50 nm’lik pargaciklarin hacminin 5 nm’lik pargaciklarin hacminden

1000 kere daha biiyiik olmasinin bir sonucudur (kiirenin hacmi 4/3nr¥e
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esittir). Uglncl grafik ise, siddet dagiimini gdstermektedir. 50 nm’lik
parcaciklara ait pikin altindaki alan 5 nm’lik parcaciklara ait pikin altinda
kalan alandan 1000000 kere daha buyuk oldugu grafikten goriimektedir. Bu
durum, 50 nm’lik parcaciklardan sacilan 1sigin  siddetinin 5 nm’lik
parcaciklardan sacgilan 1sik siddetinden 1000000 kere daha buyuk

olmasinin bir sonucudur [139,140].
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5. DENEYSEL KISIM

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu caligmada manyetik nanotaneciklerin sentezinde kullanilan demir(ll)
klorur tetrahidrat (FeCl,.4H,0, % 99,99) ve demir(lll) klorir hekzahidrat
(FeCl3.6H,0, 2% 99,0) Aldrich firmasinin Urlnleridir. Sentezlenen manyetik
nanotaneciklerin modifikasyonlarinda kullanilan tetraetilortosilikat (TEOS, %
99,999), (3-aminopropil)trietoksisilan (APTES, % 99,0), amonyum hidroksit
gozeltisi (NH4OH, % 28,0 NH3:H,O, m:m, % 99,99), dopamin hidroklorar (%
95,0), 2-amino-2(hidroksimetil)-1,3-propandiol (Tris bazi) (primer standart
ve tampon, = % 99,9), glikoz ( = %99,0), gumuis nitrat (% 99,9999),
amonyak (NHsz, susuz, % 99,99), polivinilprolidon (PVP10), 11-
merkaptoundekanoik asit (MUA, % 98,0 ), hidroklorik asit (HCI, % 36,5-
38,0), sodyum hidroksit (NaOH, % 99,99), mutlak etanol (susuz, = % 99,5)
ve aseton (HPLC safliginda, = 99,9) Aldrich firmasindan temin edilmigtir.
Manyetik nanotaneciklerin immunosensor platformlar olarak
hazirlanabilmesi igin anti-immudnogobulin G (anti-IgG), anti-ferritin,
immunogobulin G (IgG), ferritin antikor ve antijenleri kullaniimistir.
Hazirlanan immunosensorlerin  seciciliklerini ve 06zgul antijen baglama
ilgilerini arastirmak amaciyla fibrinojen (Fbg), hemoglobin (Hb), miyoglobin
(Mb) ve lisozim (Lys) proteinleri kullaniimistir. Bu biyomolekullerin her biri
Sigma firmasindan temin edilmistir. Biyomolekdllerin kovelent baglanmasi
icin kullanilan 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil) karbodiimid hidroklortr (EDC,
% 99,0) ve N-hidroksisuksinimit (NHS, % 98,0) Aldrich firmasindan satin
alinmigtir. Immiinosensér calismalari fosfat tampon g¢ozeltisinde (PBS,
pH=7,4) gergeklestiriimistir. Bu amagcla Aldrich firmasindan satin alinan
fosfat tampon tabletleri kullaniimistir. Kullanilan butiin kimyasal maddeler
analitik safliktadir ve higbir saflastirma islemine tabi tutulmamislardir. Ayrica

c¢alismalarin her asamasinda deiyonize su kullaniimistir.

Kullanilan maddelerin kimyasal yapilari asagida gosterilmistir:



FeCl, . 4H,0 Demir(Il)klorir tetrahidrat

Mol kitlesi : 198,81 g/mol

FeClz . 6H0 Demir(lll)klorur hekzahidrat

Mol kitlesi : 270,30 g/mol

H,C CH,3 Tetraetilortosilikat
LO O—/ (TEOS)
o
AN Mol kitlesi: 208,33 g/mol
1 0—

H5;C CH; p: 0,933 g/mL
o/\CH3 (3-aminopropil)trietoksisilan
| (APTES)

s L

HsC 0 S'MNH Mol katlesi: 221,37 g/mol

| 2
H3C\/o p: 0,946 g/mL
NH-»

Dopamin hidroklorur

- HCI

OH Mol kutlesi : 189,64 g/mol

OH
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HOD <— OH 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol

(TRIS)
HS Wiz Mol kiitlesi : 189,64 g/mol
HO D-(+)-Glikoz

) bl -
OH Mol kitlesi : 180,16 g/mol
OH OH
OH
AgNO; Gumus nitrat

Mol kutlesi : 169,87 g/mol

& Polivinilpirolidon
0 (PVP)
NH Ortalama mol kitlesi : 10000 g/mol
H
n

| 11-merkaptoundekanoik asit
HSCH,(CH,)gCH,C —OH (MUA)

Mol kitlesi : 218,36 g/mol
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CHs

| HSC\N
e SNANTOER_CHsHO — e /j cr
’ HsC™ N 'Tl
H

N-(3-Dimetilaminopropil)-N"etilkarbodiimid hidroklorir
(EDC)

Mol kitlesi : 191,70 g/mol

N-Hidroksistksinimit
o 0 (NHS)
N
| Mol kitlesi : 115,09 g/mol
OH

IgG (antikor)
Mol kitlesi : 160 kDa

IgG (antijen)
Mol kitlesi : 156 kDa




Ferritin (antikor)
Mol kutlesi : 65 kDa

Ferritin (antijen)
Mol kutlesi : 21 kDa

Fibrinojen
(Fbg)
Mol kutlesi : 340 kDa

Hemoglobin
(Hb)
Mol kutlesi : 65 kDa

57



58

Miyoglobin
(Mb)
Mol kitlesi : 17 kDa

Lizozim

/ (Lys)
Mol kitlesi : 14 kDa

5.2. Manyetik Nanotaneciklerin Sentezi

2M Fe?* ve 1M'lik Fe®* ¢ozeltileri FeCl,.4H,0 ve FeCls.6H,0’in 25 mL ultra
saf su iginde ¢ozilmesiyle hazirlandi. Manyetik nanotanecikler, 50 °C’ da 1
mL/dak. akis hizindaki N»(g) atmosferinde 1,5 M NaOH c¢ozeltisinin bir
biretten damla damla ¢ozeltiye eklenmesiyle sentezlendi. Cdzeltinin ¢ok
hizli  bir sekilde karistinlmasi sonucunda siyah renkli manyetik
nanotaneciklerin hemen olustugu godzlendi. Hazirlanan manyetik
nanotanecikler mutlak etanol ve ultra saf su ile yikandiktan sonra etanolde

yeniden dagitildilar. Yikama islemi boyunca manyetik nanotanecikler surekli
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bir manyetik alan uygulanarak toplandi ve 50 °C vakum etliviinde 12 saat

kurutuldu.

5.3. Silika Kapli Manyetik Nanotaneciklerin Sentezi

20 mg Fe304 nanotanecik, 80 mL etanol, 20 mL ultra saf su ve 5 mL
tetraetilortosilikat (TEOS) 250 mL’ lik 3 boyunlu tepkime balonuna
konulduktan sonra karisim 20 dakika boyunca ultrasonik dalgaya tabi
tutularak dagitildi. Hazirlanan bu karigsima kutlece % 28’ lik NH,OH ¢ozeltisi
damla damla ilave edildikten sonra 850 rpm hizla oda sicakhdinda 12 saat
boyunca karistirildi. Elde edilen silika kapli manyetik nanotanecikler dig
manyetik alan uygulanmasiyla toplanarak mutlak etanol ile yikandi ve 50 °C

vakum etlvinde 12 saat kurutuldu.

5.4. APTES Modifiyeli Manyetik Nanotaneciklerin Sentezi

Amino fonksiyonel uglu silika kapli manyetik nanotanecikler silanlama ajani
olarak (3-aminopropil) trietoksisilan (APTES)'Iin kullaniimasiyla hazirlandi.
Bu amagla, 20 mg/mL derisime sahip olacak sekilde silika kaph
nanotanecikler 50 mL' lik 3 boyunlu balon icerisine konulduktan sonra 30
dakika boyunca etanol igerisinde ultrasonik dalgaya tabi tutularak dagitildi.
Silanlama ajani olan APTES (APTES-nanotanecik, m:m, 0,35:1)
eklendikten sonra 50 °C’da 24 saat boyunca yiksek hizla karistirildi.
Hazirlanan amin modifiyeli silika kapli manyetik nanotanecikler etanol ve
aseton ile yikandiktan sonra bir miknatis yardimiyla toplandi ve 50 °C

vakum etlvinde 12 saat kurutuldu.
5.5. Polidopamin Kapli Manyetik Nanotaneciklerin Sentezi
Oncelikle dopamin derisimi 2 mg/mL olacak sekilde, Tris-HCI (10 mM,

pH=8,5) tampon c¢ozeltisinde ¢ozuldi ve 5 mg manyetik nanotanecik 100
mL dopamin ¢Ozeltisinde dagitildi. Ardindan bu ¢ozelti oda sicakliginda 24
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saat boyunca yuksek hizla karistirildi. Dopaminin manyetik nanotaneciklerin
yuzeyinde kendiliginden polimerlesmesinin ardindan nanotanecikler
miknatis yardimiyla toplandi ve ultra saf su ile oda sicakliginda 12 saat

boyunca karistirildi ve 50 °C vakum etliviinde 12 saat kurutuldu.

5.6. Gimus Kapli Manyetik Nanotaneciklerin Sentezi

Gumus kaph manyetik nanotanecikler, gimus iyonlarinin PDA kapli
nanotaneciklerin ylizeyinde indirgenmesiyle hazirlandi. Bu amagla 6ncelikle
AgNO; (30 g/L, 100 mL) c¢ozeltisi igerisine %28‘lik amonyak ¢ozeltisinin
damla damla ilave edilmesiyle amonyakli gimus nitrat ¢ozeltisi hazirlandi.
PDA kapli manyetik nanotanecikler renksiz amonyakli gumus nitrat ¢ozeltisi
icine eklenerek 20 dakika boyunca ultrasonik dalgaya tabi tutularak
dagitildi. [Ag(NHz3)2]" iyonlarini indirgemek amaciyla bu karigima 100 mL 1
M glikoz ¢ozeltisi eklendi. Burada AgNOg3:glikoz arasindaki oran kutlece 2:1
olarak belirlendi. Amonyakli gimus nitrat ve glikoz ¢ozeltisinden olusan
karisima kutlece % 0,02 etanol ve % 0,02 PVP eklendi. Akimsiz kaplama
olarak adlandirilan bu igslemden sonra gimus kapli manyetik nanotanecikler
birkag defa ultra saf su ile yikandi ve miknatis yardimiyla toplandi ve 50 °C

vakum etlviinde 12 saat kurutuldu.

5.7. MUA Modifiyeli Giimiis Kapli Manyetik Nanotaneciklerin Sentezi

Oncelikle 11-merkaptoundekanoik asitin (MUA) 20 mL etanol igerisinde
farkl derisimlerde (1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM) ¢ozeltileri hazirlandi.
Her bir ¢ozeltiye 5 mg gumus kapli manyetik nanotanecikler eklendi ve 50
mL/dak. akis hizindaki Ny(g) atmosferinde 6 saat boyunca karigtirildi.
GUmus tabakasi ile MUA vyapisindaki —SH grubu arasindaki ligand
degisiminden sonra karboksillenmis gumus kapli manyetik nanotanecikler,
tepkimeye girmeyen tiyollerin uzaklastirilmasi igin etanol ve ultra saf su ile
yikandi. Miknatis yardimiyla toplanan nanotanecikler 50 °C vakum

etlvinde 12 saat kurutuldu.



61

5.8. Manyetik Nanotaneciklere Antikor Baglanmasi

APTES kullanilarak amin grubu ile fonksiyonellestirilen manyetik
nanotaneciklere antikor baglanmasinda kullanmak Uzere oOncelikle, fosfat
tampon c¢ozeltisinde (PBS, pH=7,4) 0,1 mg/mL derisimli anti-lgG ve anti-
ferritin gozeltileri hazirlandi. Antikor ¢ozeltilerine (anti-lgG ve anti-ferritin) 1-
etil-3-(3-dimetilamino-propil) karbodiimid hidroklortr/N-hidroksistksinimit
(EDC/NHS, m:m, 1:1) eklendikten sonra karboksilli asit gruplarinin
aktivasyonu igin 1 saat boyunca dusik hizda karistirildi. APTES ile modifiye
edilen manyetik nanotaneciklerin pH=7,4 olan PBS’de hazirlanan 1 mg/mL
derisimli 1mL’lik ¢ozeltisi 20 dakika ultrasonik dalgaya tabi tutularak
dagitildiktan sonra Uzerine EDC/NHS ile karboksilli asit gruplar
aktiflegtirilen antikor (anti-IgG ve anti-ferritin) ¢ozeltileri eklendi ve bu
karisimlar 2 saat boyunca dusik hizda karistirildi. IgG ve ferritin
antikorlarinin ~ kovalent baglandigi  APTES  modifiyeli  manyetik
nanotanecikler dis manyetik alan uygulanmasiyla toplanarak birka¢ defa
tampon ¢ozelti ile yikandi. Ardindan yikama ¢ozeltisi ve kalan serbest
antikor (anti-lgG ve anti-ferritin) ¢ozeltileri  birlestirilerek  UV-Vis
spektrofotometresi ile absorbanslari dl¢ildi ve nanotanecik ylzeyine
kovalent baglanan antikor miktarlari tayin edildi. Dig manyetik alan
uygulanarak toplanan antikor kapli nanotanecikler non-spesifik protein
adsorpsiyonunun engelenebilmesi i¢in kutlece % 0,1 BSA ¢0zeltisi icinde 30
dakika ultrasonik dalgaya tabi tutularak yeniden dagitildi ve +4°C'da
bekletildi.

Karboksilli asit fonksiyonel uglu gumuis kapli manyetik nanotaneciklerin
biyofonksiyonellestiriimesi igin ilk olarak, nanotaneciklerin fosfat tampon
¢cOzeltisinde (pH=7,4) hazirlanan 1mL’lik ¢dzeltileri (1 mg/mL) 20 dakika
ultrasonik dalgaya tabi tutularak dagitildiktan sonra bu ¢dzeltilere EDC/NHS
(m:m, 1:1) eklenerek karboksilli asit gruplarinin aktivasyonu gercgeklestirildi.
Uzerine PBS (pH=7,4) icinde hazirlanan 0,1 mg/mL derigimli anti-lgG ve
anti-ferritin ¢ozeltileri eklendi ve karigimlar 2 saat boyunca dusuk hizda
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karistirildi. Anti-IgG ve anti-ferritinin kovalent baglandigi MUA modifiyeli
gumus kapli manyetik nanotanecikler miknatis ile toplanarak birka¢ defa
tampon ¢ozelti ile yikandi. Yikama ¢ozeltisi ve serbest antikor (anti-lgG ve
anti-ferritin) ¢ozeltileri birlestirildikten sonra absorbanslari dl¢lldi. Boylece
gumus kapli manyetik nanotaneciklerin ylzeyine kovalent baglanan antikor
miktarlari tayin edildi. Manyetik alan ile toplanan antikor kapl
nanotanecikler non-spesifik protein adsorpsiyonunun engelenebilmesi icin
kitlece % 0,1 BSA c¢ozeltisi icinde 30 dakika ultrasonik dalgaya tabi
tutularak yeniden dagitildi ve +4°C’da bekletildi.

Dopaminin nanotanecik yuzeyinde kendiliginden polimerlesmesi ile
hazirlanan PDA kapl manyetik nanotaneciklerin biyofonksiyonellestiriimesi
igin ise, nanotaneciklerin fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH=7,4) hazirlanan
1mL’lik ¢ozeltileri (1 mg/mL) 20 dakika ultrasonik dalgaya tabi tutularak
dagitildiktan sonra bu c¢ozeltilere PBS (pH=7,4) icinde hazirlanan 0,1
mg/mL’lik anti-lgG ve anti-ferritin ¢ozeltileri eklendi ve karisimlar 2 saat
boyunca dusik hizda karnistirildi. Anti-IgG ve anti-ferritininin kovalent
baglandigi PDA kapli manyetik nanotanecikler miknatis ile toplanarak
birka¢ defa tampon ¢ozelti ile yikandi. Yikama ¢ozeltisi ve serbest antikor
(anti-IgG ve anti-ferritin) c¢ozeltileri birlestirildikien sonra absorbanslari
Olguldl. Boylece PDA kapli manyetik nanotaneciklerin ylzeyine kovalent
baglanan antikor miktarlari tayin edildi. Dis manyetik alanin uygulanmasiyla
ile toplanan biyofonksiyonel nanotanecikler non-spesifik protein
adsorpsiyonunun engellenebilmesi igin kitlece % 0,1 BSA ¢ozeltisi iginde
30 dakika ultrasonik dalgaya tabi tutularak yeniden dagitildi ve +4°C’'da
bekletildi.

5.9. Manyetik Nanotaneciklerde Antikor-Antijen Baglanma Kinetigi
Antikor-antijen  etkilesimlerini  incelemek amaciyla, anti-IgG ile

biyofonksiyonellestirilen manyetik nanotanecikler derigsimi 1 mg/mL olacak
sekilde 1 mL PBS (pH=7,4) icinde dagitildi ve uzerine 0,1 mg IgG antijeni
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eklendi. Ayni sekilde, anti-ferritin ile biyofonksiyonellestiriien manyetik
nanotanecikler derisimi 1 mg/mL olacak sekilde 1 mL PBS (pH=7,4) igcinde
dagitildi ve Gzerine 0,1 mg ferritin antijeni eklendi. Elde edilen karigimlar 1
saat boyunca dusik hizda karistirildi. 60 dakika boyunca her 5 dakikada bir
serbest antijen ¢ozeltisinin UV-Vis spektrofotometresi ile absorbansi
Olgulerek antikora 6zgul olarak baglanan antijen miktari ve antikor-antijen

reaksiyon suresi belirlendi.

5.10. Manyetik Nanotaneciklerde Antikor-Antijen Komplekslerinin

Ayrigsma Sabitleri

Antikor-antijen  etkilesimlerini  incelemek amaciyla, anti-lgG ile
biyofonksiyonellestirilen manyetik nanotanecikler derigsimi 1 mg/mL olacak
sekilde 1 mL PBS (pH=7,4) icinde dagitildi ve Uzerine 5 farkli derisimde
hazirlanan (0,1, 0,05, 0,025, 0,0125 ve 6,25x10°3 mg/mL) IgG ¢ozeltileri
eklendi. Ayni sekilde, anti-ferritin ile biyofonksiyonellestirilien manyetik
nanotanecikler derisimi 1mg/mL olacak sekilde 1 mL PBS (pH=7,4) iginde
dagitildi ve Uzerine 5 farkli derisimde hazirlanan (0,1, 0,05, 0,025, 0,0125
ve 6,25x10° mg/mL) ferritin ¢dzeltileri eklendi. Elde edilen karisimlar 1 saat
boyunca diusuk hizda karistirnildi. 60 dakikanin sonunda her bir ¢dzeltinin
UV-Vis spektrofotometresi ile absorbansi Olgllerek antikora 6zgul olarak
baglanan antijen miktari belirlenerek antikor-antijen komplekslerinin ayrisma

sabitleri hesaplandi.
5.11. Hedef Proteine Segcicilik

Anti-lIgG ve anti-ferritin baghh manyetik nanotaneciklerin hedef proteine
secicilik caligmalari Lisozim (Lys), Miyoglobin (Mb), Hemoglobin (Hb) ve
Fibrinojen (Fbg) gibi farkli plazma proteinleri kullanilarak gergeklestirildi. Bu
amagcla oncelikle, antikora 6zgl antijeni ve bu proteinlerden birini iceren
protein karigimlari hazirlandi. Bu protein karigimlari, anti-IgG ile
biyofonksiyonellestirilen manyetik nanotanecikler icin Lys/IgG, Mb/IgG,
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Hb/IgG ve Fbg/lgG iken, anti-ferritin bagh manyetik nanotanecikler igin
Lys/ferritin, Mb/ferritin, Hb/ferritin ve Fbg/ferritin seklindeydi. Anti-IgG ve
anti-ferritin ile biyofonksiyonellestiriien manyetik nanotanecikler (1 mg/mL)
pH= 7,4 olan PBS icinde hazirlanan 0,1 mg/mL’lik farkli protein-antijen
karigsimlarina eklendi ve 1 saat boyunca dusuk hizda karigtirildi. Bu surenin
sonunda nanotanecikler protein-antijen karisimlarindan miknatis yardimiyla
toplandi ve PBS ile yikandi. Serbest protein-antijen ¢dzeltilerinin
absorbanslari  UV-Vis spektrofotometresi ile oOlguldid. Antikor bagh
nanotaneciklerin adsorpsiyon kapasiteleri okunan absorbans degerleri

kullanilarak belirlendi.
5.12. Nanotaneciklerin Karakterizasyonu
5.12.1 Fourier donugiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

Nanotaneciklerin ATR-FT-IR spektrumlari, Thermo Nicolet 6700 marka
spektrometre kullanilarak elde edildi. 2 cm™ ¢oziinurlik ve 128 tarama ile

spektrumlar alindi
5.12.2. X-i1sinlari fotoelektron spektroskopisi (XPS)

Nanotaneciklerin kimyasal analizi SPECS ESCA marka Mg/Al ¢ift anotlu
XPS sistemi ile monokromatik Al Ka uyarilmasi kullanilarak yapildi.
Nanotaneciklerin yuzey taramasi 160 eV gecis enerjisi ile 15 kV ve 10
mA’lik akimla gergeklestirildi. Ornek yiizey alani 5x5 mm? olarak tutuldu.
Elementlerin baglanma enerjileri 285 eV’ daki C-C1s fotoelektronlari

referans alinarak belirlendi.
5.12.3. X-i1sInlari difraktometresi (XRD)

Nanotaneciklerin kristaliniteleri ve kristal yapilari Bruker D8-Discover marka

X-1ginlari difraktometresi kullanilarak belirlendi.
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5.12.4. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

TEM gérintileri icin JEOL JEM 2100F STEM sistemi kullanildi. Oncelikle
10 pL etanolde dagitilan nanotanecikler karbon film ile kapli bakir grid
uzerine biriktirildi ve ¢ozucu olarak kullanilan etanol grid Uzerinden oda
sicakhidinda buharlastiriidiktan sonra alan emisyon tabancali (FEG), 80-200
kV araliginda hizlandirici voltaj altinda calisan TEM ile nanotanecikler

karakterize edildi.

5.12.5. Taramali elektron mikroskobu (SEM)

SEM goériintileri igin JEOL JSM-6060 LV sistemi kullanildi. Oncelikle 10 uL
etanolde dagitilan nanotanecikler stamp Uzerine biriktirildi ve etanol 50 °C
vakum etuvinde buharlastirildiktan sonra nanotanecikler altin ile kaplandi.
Elektron kaynagi olarak K-tipi tungsten filamanin kullanildigi 30 kV
hizlandirici voltaji ve 8 mm calisma araligi kosullarinda 3,5 nm ¢ozunurlukle
SEM goruntuleri elde edildi.

5.12.6. Dinamik 11k sagilimi (DLS)

Nanotaneciklerin dinamik boyut dagilimlari Malvern Zetasizer Nano ZS
marka dinamik 1sik sagilmasi 6lgim cihazi ile belirlendi. Olgimler igin
nanotaneciklerin deiyonize suda 0,1 g/L derisimde dispersiyonlari
hazirlandi. Ardindan her bir dispersiyon 30 dakika suresince ultrasonik
dalgaya tabi tutuldu ve oda sicakligina kadar sogutuldu. Olgiimler 4 mW

He-Ne laser (A = 633 nm) kullanilarak oda sicakhdinda gergeklestirildi.
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5.12.7. Manyetometre
Nanotaneciklerin manyetik Olgimleri 25 °C’ da 7T manyetik alan

uygulanarak superiletken kuantum girisim manyetometresi (Cryogenic
Limited PPMS sistem) kullanilarak gerceklestirildi.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1. Manyetik, Silika Kapli ve Amin Modifiyeli Manyetik

Nanotaneciklerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Fe;O4 veya y-Fe O3z nanotaneciklerin sentezlenmesinde en ¢ok kullanilan
yontemlerden birisi ikili cokturmedir. Bu yontem ile manyetik nanotanecikler
oda sicakliginda veya yuksek sicakliklarda oldukg¢a bazik ¢ozeltilerde demir
() ve demir (Il) iyonlarinin 2:1 mol oranlarinda karistiriimasiyla elde
edilmektedir. Demir oksit nanotaneciklerinin sekli ve boyutu kullanilan tuz
turine (6rnegin, klorurler, sulfatlar, nitratlar, perkloratlar, vs), demir (lll) ve
demir (Il) iyonlari oranina, ortamin pH degerine, ortamin iyonik siddetine,
tepkime sicakhgina ve diger tepkime parametrelerine (karistirma hizi,

eklenen bazin damlama hizi) baglidir [141,142].

Modifiye edilmemis manyetik nanotanecikler aralarindaki manyetik dipolar
etkilesimler nedeniyle kimelenme, topaklanma davranigi gosterirler ve bu
durum tek etki alan modeliyle nanotaneciklerin kendilerine 6zgu ustun
Ozelliklerini engeller. Manyetik nanotaneciklerin kimelenmesi kararlastirici
olarak bir ylzey aktif madde (bazi organik molekiller veya polimerler)
kullaniimasi [143], elektrostatik bir ¢ift tabaka olusturulmasi [144] veya sitrik
asit ve silika kaplama ile izoelektronik noktasinin degistiriimesi suretiyle
Onlenebilir [145,146]. Genellikle manyetik nanotaneciklerin silika tabakasi ile
kaplanmasi sivi icindeki kimelenmelerini engellerken fiziksel kararlihgini
artirmaktadir. Ayni zamanda, manyetik nanotaneciklerin yuzeylerine
spesifik biyo-ligandlari kovalent baglamak igin silanol ylUzeyler ara
baglayicilarla (amin, karboksilik asit, aldehit u¢ gruplari iceren organosilan

molekdilleri ) fonksiyonel hale getirilebilir [143].

Bu bilgiler 1siginda Bolum 5.2’'de anlatildigi sekilde Fe¥":Fe? (2:1)
iyonlarindan ikili ¢oktirme yontemi ile alkali ortamda demir tuzlar

olusturulmus ve bu tuzlarin kontrolll bir sekilde ylkseltgenmesiyle manyetik
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nanotanecikler elde edilmistir. Fe(lll)/Fe(ll) turleri ile NaOH arasindaki
kimyasal tepkime ile manyetik nanotaneciklerin olusumu Sekil 6.1°de

sematize edilmistir.

50 °C, N2(9)

FeCl, + 2FeCl3; + 8NaOH \

8NaCl + 4H,0

Sekil 6.1. Manyetik nanotaneciklerin ikili goktirme yontemiyle bazik ortamda
sentezi

50 °C'da bazik ortamda ikili ¢oktirme yontemiyle sentezlenen manyetik
nanotanecikler Bolum 5.3'de anlatildigi gibi silika kaplanmistir.
Tetraetilortosilikatin (TEOS) etanol ve katalizér olarak kullanilan NH,OH
¢ozucu karisimi icerisinde gercgeklestirilen kondenzasyon ve hidroliz
tepkimeleri sonucunda silika kapli manyetik nanotanecikler hazirlanmistir.
Genellikle hidroliz tepkimesini tek basina hidrolize olabilen TEOS monomeri
vermektedir (Esitlik 6.1). Bu hidroliz tepkimesi sonucu meydana gelen ara
arin, kondenzasyon tepkimesi sonucunda silika kapli manyetik

nanotanecikleri olugturmaktadir (Esitlik 6.2).

Si(OR),+ H,O0 ——> (OR)3Si(OH)+ ROH (6.1)

(OR)3Si(OH)+ H,O — SiO, + 3 ROH (6.2)

Olusan silika kapli manyetik nanotanecikler ¢oéziici ortamindaki amonyum
(NH4") iyonlarindan dolayl ortaya g¢ikan elektrostatik itme kuvvetleri
sebebiyle kararli hale gelmektedirler [147]. TEOS’un kontrolli hidrolizi ile
manyetik nanotanecikler etrafinda silika tabakasinin olusumu Sekil 6.2.'de

gosterilmisgtir.
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HO,

NH,OH, CH4CH,OH
@+ Si(OCH,CHs), = 2~ HO

CH,CH,0

Sekil 6.2. Silika kapl manyetik nanotaneciklerin sentezi.

Hazirlanan silika kaplh manyetik nanotanecikler, ylzeylerindeki hidroksil
gruplarindan dolayr polimerler veya organik molekullerle kolaylikla
fonksiyonellestirilerek biyomolekullerin  baglanabilmesi i¢in uygun hale
getiriimektedir. Hidroksil gruplarinca zengin olan silika kapli manyetik
nanotaneciklerde biyolojik molekillerin kovalent baglanabilecegi aktif
uglarin olmamasi nedeniyle silika kapli manyetik nanotanecikler Bolum
5.4'de anlatildigi sekilde 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES) ile modifiye
edilmistir. Modifikayon sonucunda silika kapli manyetik nanotaneciklerdeki
silanol gruplari ile aminosilan molekulleri arasindaki kondenzasyon
tepkimesi sonucunda organosiloksan baglari (Si-O-Si) olusturulmus ve
nanotanecik yuzeylerine amino gruplari kovalent baglanmistir [148]. Bu

modifikasyon igin énerilen mekanizma Sekil 6.3’de verilmistir.
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OCH,CHj
OH + CH3CH20— S| — CH20H2CH2NH2

OCH,CH,

CH5CH,OH

Sekil 6.3. Silika kaph manyetik nanotaneciklerin APTES ile modifikasyon
mekanizmasi

Hazirlanan manyetik, silika kapli ve amin modifiyeli silika kapli manyetik
nanotaneciklerin yapisal karakterizasyonu ATR-FT-IR spektroskopisi ile
gerceklestiriimistir. Bu nanotaneciklere ait FT-IR spektrumlar Sekil 6.4, 6.5
ve 6.6’da verilmistir. Literatirde bildirlen FT-IR spektrumlariyla

karsilastirilarak fonksiyonel gruplar tespit edilmigtir.
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Sekil 6.4. Manyetik nanotaneciklerin FT-IR spektrumu

Fe;04 nanotaneciklere ait FT-IR spektrumunda (Sekil 6.4), 558 cm™ de
g6zlenen band Fe-O gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu band
manyetik nanotaneciklerin oktahedral bodlgelerindeki Fe-O gerilimini
gosteren karakteristik bir banddir. Fe-O gerilme titresimi ile ilgili karakteristik
bandlar 630, 580 ve 440 cm™ civarinda gézlenmektedir. Yigin halindeki
manyetik nanotaneciklerin yapisindaki Fe-O bagdinin  karakteristik
absorpsiyon bandlarinin 570 ve 375 cm™de gdzlendigi bilinmektedir [149].
Nanotaneciklerin sinirli boyutlarinin etkisiyle ylzey atomlarindaki c¢ok
sayida bag kirilmaktadir. Bu da pargacik yuzeyindeki elektronlarin tekrar
dizenlenmesiyle sonuglanir ve kristal yapisinda bazi sinirlamalar olusgur.
Sonug¢ olarak, manyetik nano boyuta inildiginde FT-IR spektrumunda
absorpsiyon bandlari daha ylksek dalga boylarina kayar ve bu nedenle Fe-

O baglarinin karakteristik bandlarinda bir miktar kayma gozlenir [150].
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Spektrumda 3351 cm™ deki genis band ise nanotaneciklerin yapisindaki

serbest su molekdullerine aittir.

3000-3500 cm"’

1392cm™

£
Q
~
™
o
-

% Gegirgenlik
1200 cm™’

1053 cm™!

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (cm™)
Sekil 6.5. Silika kapll manyetik nanotaneciklerin FT-IR spektrumu

Silika ile kapli Fe3O4 nanotaneciklere ait FT-IR spektrumunda (Sekil 6.5),
562 cm¥de gbzlenen band Fe-O gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. Bu band manyetik nanotaneciklerin oktahedral
bolgelerindeki Fe-O gerilimini gosteren karakteristik bir bandir ve saf
manyetik nanotaneciklere ait FT-IR spektrumunda bu band 558 cm™de
gozlenmistir. Bu bandin daha yuksek dalga sayisina kaymasi manyetik
nanotaneciklerin TEOS ile kaplanmasindan kaynaklanmaktadir [151].
Spektrumda 1053, 948 ve 795 cm™deki absorpsiyon bandlari SiO'ye ait
gerilme ve deformasyon titresimlerine ait bandlardir. Bununla birlikte,
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yaklasik 584 cm™de gdzlenmesi gereken Fe -O-Si baglarina ait bandi Fe-O
titresimlerine ait band kapattigi igin FT-IR spektrumunda gbzlenmez. 1200
cm™de gdzlenen band Si-O-Si (siloksan) asimetrik gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. 1392 cm™de gdzlenen band Si-CH, egilme
titresimlerinden ortaya c¢ikmistir. 1637 cm™deki bandin ise yapidaki
¢ozucuden kaynaklanan H-OH gruplarina ait bukulme titresimlerinden
kaynaklandi§i disuniilmektedir. 3000-3500 cm™ araliginda gdzlenen genis
band ise silanol (Si-OH) ve H-OH gruplarina ait gerilme titresimlerine aittir
[152-154]. FT-IR spektrumlarinda gézlenen bu absorpsiyon bandlarindan,
manyetik nanotaneciklerin basarili bir sekilde silika tabakasiyla kaplandigi

aclkca gorulmektedir.

% Gegirgenlik

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (cm™)
Sekil 6.6. APTES modifiyeli manyetik nanotaneciklerin FT-IR spektrumu

APTES ile modifiye edilen silika kapli Fe3O, nanotaneciklere ait FT-IR
spektrumunda (Sekil 6.6.), 1616 cm™de gdzlenen band alifatik amin
gruplarina ait biikiilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 2861 cm™deki
bandin APTES yapisindaki metilen (-CH,-) gruplarina ait simetrik geriime

titresimlerine ait oldugu disunilmektedir. 2939 cm™deki band ise -CH,-
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gruplarina ait asimetrik gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 3366
cm™ de gdzlenen genis band ise alifatik amin gruplarina ait gerilme
titresimlerinden ortaya ¢ikmistir. Ayrica SiO,’ye ait gerilme ve deformasyon
titresim bandlarinin 1069, 965 ve 801 cm™e ve siloksan asimetrik gerilme
titresim bandinin 1207 cm™e kaymasi silika kapli manyetik nanotaneciklerin
APTES ile modifiye edildigine dair agik bir kanit olabilir. Sonug olarak, FT-IR
spektrumlarinda gozlenen karakteristik bandlar silika kapli manyetik
nanotaneciklerin APTES ile fonksiyonel hale getirildigini goéstermektedir

[155,156].

ATR-FT-IR spektroskopisi ile yapilan yapisal karakterizasyonun ardindan
manyetik nanotaneciklerin kimyasal karakterizasyonu ise XPS ile
gerceklestiriimistir. Manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumlari Sekil 6.7°de

verilmigtir.
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Sekil 6.7. Manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumu
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Manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumundan (Sekil 6.7), Fe3p, Fe3s,
O1s, Fe2ps, ve Fe2py, elementlerine ait baglanma enerijilerinin yaklagik
olarak sirasiyla 53 eV, 91,4 eV, 532 eV, 710 eV ve 720 eV olduklar
belirlenmistir. Baglanma enerjisi, her elementin her elektronu icin sabit bir
deger oldugu icin spektrumda gozlenen oksijen ve demir elementlerine ait
pikler manyetik nanotaneciklerin olustuguna dair en somut kanittir. Bu
bilesenlerden O1s ve Fe2ps,’ nin % badil oranlar ise sirasiyla 65,9 ve
34,1’dir. O1s’in atomik miktarinin olduk¢ga ylksek olmasi manyetik
nanotaneciklerin oksitlenmesi ve sentez esnasinda manyetit yapinin
(FesO4) magemit yapisina (y-Fe,Ogz) donismuis olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Wang ve grubu yaptiklar bir galismada, manyetik nanotaneciklerin
XPS ile kimyasal karakterizasyonunu gercgeklestirmis ve O1s ve Fe2p3z2'nin
bagil oranlarinin sirasiyla % 79,59 ve % 20,41 oldugunu rapor etmiglerdir.
Oksijen miktarinin ¢ok fazla olmasinin sentezlenen nanotaneciklerin yuksek

oranda magemit icermesinden kaynaklandigini bildirmiglerdir [157].

Sekil 6.8. manyetik nanotaneciklerin yapisinda bulunan Fe2p ve O1s

atomlarina ait yuksek ¢ozunurlukli XPS spektrumlarini géstermektedir.
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Sekil 6.8. Manyetik nanotaneciklerin Fe2p ve O1s atomlarinin ylksek
¢Ozunurlikla XPS spektrumlari

ikili ¢bktirme ydéntemiyle bazik ortamda sentezlenen manyetik
nanotaneciklerin yuksek ¢ozunurlukli XPS spektrumlarindan goruldugu gibi
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(Sekil 6.8), biri 723,9 eV baglanma enerjisinde Fe2p;,, ve digeri 710,3 eV
baglanma enerjisinde Fe2ps, olmak Uzere iki farkli kimyasal ¢evreye sahip
Fe2p atomu bulunmaktadir. Chen ve grubu silika kapli manyetik
nanotaneciklerin sentezi ve Kkarakterizasyonuna yonelik yaptiklari bir
calismada, ikili cokturme yontemiyle sentezlenen manyetik nanotaneciklerin
Fe2ps» ve Fe2py, atomlarina ait baglanma enerijilerinin sirasiyla 710,2 ve
723,8 eV oldugu ve bu degerlerin literatlrle uyumlu olduklari belirlenmigtir
[158]. Yang ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada ise, bazik ortamda
ikili cokturme yontemiyle sentezlenen manyetik nanotaneciklerin Fe2ps, ve
Fe2p,,, atomlarina ait baglanma enerijilerinin sirasiyla 710 ve 720 eV oldugu
bildiriimistir. Ayrica yapilan bu calismada Fe2ps, elementinin Fe**
iyonlarindan, Fe2pi, elementinin ise Fe?* iyonlarindan kaynaklandigi
belirtiimistir [159]. Manyetik nanotaneciklerin iki farkli kimyasal gevreye
sahip O1s atomunun yuksek ¢cozunurlukld XPS spektrumu incelendiginde,
Fe;O, yapisindaki demir atomlarina bagh O1s (kafes yapisindaki O?)
pikinin baglanma enerjisinin 530 eV, nanotanecik yuzeyindeki hidroksil
gruplarinda bulunan oksijen atomlarindan kaynaklanan O1s pikinin
baglanma enerjisinin ise 532 eV oldugu belirlenmigtir. Yang ve
arkadaslarinin yaptiklari calismada, bazik ortamda ikili coktirme yontemiyle
sentezlenen manyetik nanotaneciklerin 4 farkli kimyasal cevreye sahip
oksijen atomu oldugu bildirilmigtir. Bu oksijen atomlarindan ilki FezO4
yapisindaki demir atomlarina bagl O% (530 eV), digeri baglanma hidroksil
gruplarindaki O atomu (532, eV), bir digeri nanotanecik ylzeyine fiziksel
adsorbe olan organik turlerden (-CH,-O) kaynaklanan O atomu (533,7 eV)
ve sonuncusu karbonat tiirlerindeki (CO3?) O atomudur (531,6 eV) [159].
Chen ve grubunun yaptiklari ¢alismada ise, manyetik nanotaneciklerin
yapisinda sadece FesO,4 yapisindaki demir atomlarina bagh O? atomunun
oldugu ve baglanma enerjisinin 529,6 eV oldugu belirtilmigtir [158].

Silika kapli manyetik nanotaneciklerin kimyasal karakterizasyonu XPS ile

gerceklestiriimis ve Sekil 6.9'da verilmigtir.
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Sekil 6.9. Silika kaph manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumu

Silika kapli manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumundan (Sekil 6.9),
Si2p, Si2s, C1s ve O1s elementlerine ait baglanma enerijilerinin yaklasik
olarak sirasiyla 103 eV, 153eV, 285 eV ve 532 eV olduklari belirlenmigtir.
Bu bilesenlerden O1s, Si2p ve C1s’in % bagil oranlar sirasiyla 69,1, 27,2
ve 3,7’dir. Si2p pikinin varhdi manyetik nanotaneciklerin silika ile
kaplandigina acik bir kanit olabilir. Ayrica yluzeydeki Fe2ps;,'nin % bagil
oraninin manyetik nanotaneciklerin yapisindaki Fe2ps2’'nin miktarina gore
sifira dusmesi de yani silika kapli nanotaneciklere ait XPS spektrumunda
Fe2ps, pikinin gézlenmemesi yuzeyin tamamen silika ile kaplandigina dair
bir kanittir. Ek olarak, zayif bir sinyal veriyor olsa da C1s pikinin varligi
muhtemelen silika kapli manyetik nanotaneciklerin ylzeyindeki eser
miktardaki karbon Kkirliliginden veya adsorplanan karbondioksitten (CO,)
kaynaklanmaktadir [160,161]. Xu ve grubunun yaptiklari bir ¢alismada,
manyetik nanotanecikler silika ile kaplanmis ve XPS ile kimyasal
karakterizasyonu gerceklestiriimigtir. XPS spektrumundan, silika kapl
manyetik nanotaneciklerin yapisindaki Fe2ps;,'nin % bagil oraninin 3,88
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oldugu belirlenmigtir [157]. Dusukte olsa bir miktar Fe2p igermesi literatirde
sikga karsilasilan bir durumdur [162]. Bu calismada ise, Fe2ps»’'nin bagil
oraninin sifira dismesi manyetik nanotaneciklerin ¢ok yodun ve kalin bir
silika tabakasiyla kaplanmasinin bir sonucu olabilir. Ek olarak, XPS ile 10
nm kalinligin altinda dlgim yapilamamasinda dolayi Fe2p piki gozlenmemis
olabilir [162].

Sekil 6.10. TEOS molekulinun alkali ortamda hidrolizi sonucunda silika
tabakasi ile kaplanan manyetik nanotaneciklerin yapisindaki Fe2p, Ols,
C1s ve Si2p atomlarinin yuksek ¢ozunarliklG XPS spektrumlarini

gOstermektedir.
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Sekil 6.10. Silika kapli manyetik nanotaneciklerin Fe2p, O1s, C1s ve Si2p
atomlarinin ylksek ¢ozunarlukla XPS spektrumlari
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Sekil 6.10 incelendiginde, Si2p’ye ait spektrumda 103 eV baglanma
enerjisine sahip Si-O ve ayrica O1s’e ait spektrumda 532 eV’luk baglanma
enerjisindeki Si-O piklerinin gézlenmesi manyetik nanotaneciklerin etrafinda
silika tabakasinin olustugunun gostergesidir. Bununla birlikte demir
atomlarina (Fe2p1, ve Fe2ps,) ait karakteritik piklerin (724 ve 710 eV) silika
kapli manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumunda gobzlenmemesi ise,
demir nanotaneciklerin  silika tabakasi ile kaplanmasindan ve
karakterizasyonda kullanilan X-isinlarinin en fazla 10 nm kadar giricilige
sahip olmasindan kaynaklanmaktadir [158]. O1s atomuna ait yuksek
¢Ozunurluklt XPS spektrumundan Ug¢ farkli kimyasal ¢evreye sahip O
atomunun oldugu belirlenmigtir. 531,7 eV ve 532,4 eV baglanma
enerjilerindeki pikler silika kapli manyetik nanotanecikler tarafindan
adsorplanan organik kirliliklerden ve CO,den (sirasiyla C-O ve C=0)
kaynaklanmaktadir. Bir diger O1s piki ise 531,7 eV baglanma enerjisine
sahip demir ve silisyum atomlarina bagh O atomuna aittir. Manyetik
nanotaneciklere ait O1s piki ile karsilastirildiginda demir atomuna bagh
oksijen atomunun baglanma enerjisi 530 eV iken, silika ile kaplandiktan
sonra bu atomun baglanma enerjisi 531,7 eV’a kaymistir. Baglanma
enerjisindeki artisin sebebi Fe-O-Si kimyasal baginin olusumudur. Silisyum
atomunun elektronegatifligi demir atomuna goére daha yuksek oldudu icin,
Fe yuzeyinin elektronik yogunlugu daha dusuk olmaktadir. Demir
atomunundaki bu elektron yogunlugundaki dusus ile birlikte oksijen atomu
bir yogunluk saglar ve bodylece silika kapli manyetik nanotanecikler igin
O1s’in baglanma enerijisi 1,7 eV’luk bir kimyasal kaymaya sahip olur. Chen
ve grubunun yaptiklari galismada, silika kapli manyetik nanotaneciklerin
yapisinda 104,2 eV baglanma enerjisine sahip Si2p (Si-O), 531,9 eV
baglanma enerjisine sahip O1s (Fe-O-Si) atomunun oldugu belirlenmistir
[158]. Sekil 6.10’daki C1s spektrumu incelendiginde ise, 285 eV baglanma
enerjisinde alifatik karbon gruplarindaki, 288 eV’da karbonil grubundaki
(CO2’den kaynaklanan) ve 286 eV’da C-O yapisindaki (organik kirliliklerden
kaynaklanan) C1s piklerinin gozlenmesi analiz sirasinda silika kapl
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manyetik nanotaneciklerin ortamdaki karbondioksit ve/veya diger organik

kirlilikleri fiziksel adsorpladigini gostermektedir [159].

APTES modifiyeli silika kapli manyetik nanotaneciklerin kimyasal

karakterizasyonu XPS ile gerceklestiriimis ve Sekil 6.11°’de verilmigtir.
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Sekil 6.11. APTES modifiyeli manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumu

APTES, silika tabakasindaki hidroksil gruplarina kovalent baglandigi bilinen
bir silanlama ajanidir [163,164]. Silika kapli manyetik nanotaneciklerin
yapilarindaki hidroksil gruplari ile silan molekulleri arasinda siloksan baglari
olusmaktadir [165,166]. APTES modifiyeli silika kapli manyetik
nanotaneciklerin XPS spektrumu olan $ekil 6.11 incelendiginde, Si2p, C1s,
O1s ve N1s elementlerine ait baglanma enerjilerinin yaklasik olarak
sirasiyla 102 eV, 285 eV, 532 eV ve 400 eV olduklari goérulmektedir. Bu
bilesenlerin % bagil oranlari ise sirasiyla 24,9, 34,2, 34,3 ve 6,6’'dir. Si2p ve
Si2s pikleri hem silika kapli manyetik nanotaneciklerden hem de APTES

yapisindaki Si elementinden dolayl ylksek miktarda ortaya cikmigtir.
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Yaklasik 400 eV baglanma enerjisindeki N1s pikinin varligi, silika kapl
manyetik nanotaneciklerin APTES ile modifiye edildigini gostermektedir.
Nanotaneciklerin yuzeyindeki yuksek azot miktari, silika tabakasi ile
silanlama ajani arasindaki uyumdan dolayr APTES molekllinin ylzeye
guclu siloksan baglar ile kovalent baglandigini gostermektedir. Bu
mukemmel uyum, siloksan gruplarinin esnekliginin fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir [167]. Amin gruplarinin miktarinin yuksek olmasi
nanotaneciklerin hidrofilikligini artirmaktadir ve dolayisiyla taneciklerin suda
dagilma ozellikleri iyilesmektedir [167]. 532 eV baglanma enerjisinde ortaya
cilkan O1s piki, APTES molekdlu ile silika tabakasi arasindaki Si-O-Si

baglarindan kaynaklanmaktadir.

APTES molekuli modifiye edilen silika kapli manyetik nanotaneciklerin

yuksek ¢ozunurlukli XPS spektrumlari Sekil 6.12’de verilmistir.
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Sekil 6.12. APTES modifiyeli manyetik nanotaneciklerin O1s, N1s, C1s
ve Si2p atomlarinin yuksek ¢ozunurlukli XPS spektrumlari
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Manyetik nanotanecikler silika tabakasi ile kaplandiktan sonra taneciklerin
yuzeyi hidroksil gruplarinca zenginlesmektedir. Bu gruplar sayesinde
APTES molekull ile silika tabakasi arasindaki kondenzasyon tepkimesi
sonucunda nanotanecikler amin gruplariyla fonksiyonellestiriimektedirler.
Silika tabakasi ile APTES molekulu arasindaki kondenzasyon tepkimesinin
en somut kanitt 400 eV baglanma enerjisinde ortaya g¢ikan birincil amin
grubundaki N1s pikidir. APTES molekilu ile silika arasindaki gugli siloksan
baglarindan dolayr ortaya cikan O1s ve Si2p atomlarina ait piklerin
baglanma enerijileri sirasiyla 532 eV ve 102 eV olarak belirlenmistir. C1s’e
ait XPS spektrumunda, 284,4 eV baglanma enerjinde gozlenen Si-C piki
silika kapli manyetik nanotaneciklerin APTES ile modifiye edildigini
destekler niteliktedir [168]. Ayrica APTES vyapisindaki alifatik karbon
atomlarinin baglanma enerjisi 285 eV iken, birincil amin grubuna bagh C

atomunun baglanma enerijisinin 286,5 eV oldugu belirlenmisgtir.

ikili coktirme ydntemi ile sentezlenen manyetik nanotaneciklerin kristal
yapilart X-isinlari kirnnimi (XRD) belirlenmistir. Manyetik nanotaneciklere ait
XRD spektrumlari Sekil 6.13’de verilmistir.

(311)
7| FesOas (440)
(220) (400) (511)

Siddet
N
o
T

Al (°2Teta)
Sekil 6.13. Manyetik nanotaneciklerin XRD deseni

Manyetik nanotaneciklerin XRD deseni incelendiginde, (2 0 0), (3 1 1),
400, (511)ve (4 4 0) yuzey merkezli kubik (fcc) faz duzeylerine
dayanarak 260 degerleri sirasiyla 30,4°, 35,6°, 43,3° 57,3° ve 62,8° olarak
belirlenmistir. Batin bu gbézlenen kirinim pikleri, manyetik nanotaneciklerin

yuzey merkezli kiibik yapida oldugunu gostermektedir [169,170].
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Manyetik nanotaneciklerin XRD deseninden yola ¢ikilarak nanokristallerinin
ortalama kristal buyuklugu Debye-Scherrer esitliginden hesaplanmistir
[171].

Manyetik nanotaneciklerin (3 1 1) faz duzeyindeki en siddetli karakteristik
kirlnim pikine karsilik gelen 26 deg@eri kullanilarak ortalama gapi1 33,65 nm
olarak hesaplanmigtir. Ayrica XRD deseninde herhangi bir safsizlik piki
gbzukmemektedir. Bu sonuglar manyetik nanotaneciklerin kristalinitesinin
yuksek oldugunu gostermektedir. Wu ve grubunun yaptiklari bir galismada,
hidrotermal yontemle sentezlenen manyetik nanotaneciklerin XRD
karakterizasyonu sonucunda ortalama tanecik boyutunun 100 nm oldugu
bildirilmigtir [172]. Wang ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢galismada ise, ikili
¢coOktirme yontemiyle hazirlanan manyetik nanotaneciklerin boyutu Debye-
Scherrer esitligi ile 12,09 nm olarak bulunmustur [157]. Sicaklik, ¢dzucu,
karistirma hizi gibi faktorler nanotanecik ¢apini dogrudan etkilemektedir.
Dolayisiyla farkh yontemlerle hazirlanan manyetik nanotaneciklerin ¢aplari

da birbirinden farkh olmaktadir.

Ayni sekilde TEOS'un kontrollU hidrolizi ile hazirlanan silika kapli manyetik
nanotaneciklerin kristal yapilari da XRD ile incelenmigtir. Silika kapl

manyetik nanotaneciklerin XRD deseni Sekil 6.14’de verilmistir.
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Sekil 6.14. Silika kapli manyetik nanotaneciklerin XRD deseni

Sekil 6.14 incelendiginde, manyetik nanotaneciklerin (2 0 0), (3 1 1),
(400), (511)ve (4 4 0) karakteristik kirinim pikleri ayni sekilde silika kapli

manyetik nanotaneciklerin XRD deseninde de gdzlenmistir. Bu durum, silika



84

kaplama sirasinda Fe3O, nanotaneciklerin kristal faz kararliligini
gostermektedir. Sonug olarak, amorf silika fazi hi¢ kirinim piki vermemistir.
Silika kapli manyetik nanotaneciklerin (3 1 1) faz dizeyindeki en siddetli
karakteristik kirinim pikine karsilik gelen 26 degeri kullanilarak ortalama
cap! 147,90 nm olarak hesaplanmistir. Wang ve arkadaglarinin yaptiklari
calismada, 80 °C’da ikili goktirme ile hazirlanan manyetik nanotanecikler
farkll bir yontemle silika ile kaplanmistir. XRD ile nanotaneciklerin kristal
yapilarini inceleyerek silika kapli manyetik nanotaneciklerin XRD
spektrumlarinin saf manyetik nanotaneciklerin spektrumuyla ayni oldugunu
ve amorf fazdaki silikanin higbir kirinim piki vermedigini gézlemlemiglerdir.
Ayrica Debye-Scherrer esgitligi ile manyetik nanotaneciklerin ¢apini 12,09
nm, silika kapli manyetik nanotaneciklerin ¢apini ise 13,02 nm olarak
hesaplamiglardir [157]. Daha once de belirtildigi gibi, manyetik
nanotaneciklerin silika ile kapsullenme sartlarinin farkli olmasi (sicaklik,
tepkime suresi, ¢ozucu, karistirma hizi vb.) nanotanecik boyutunu dogrudan

etkilemektedir.

Manyetik ve silika kapli nanotaneciklerin yapilari TEM ile incelenmigtir.
Manyetik ve silika kapli nanotaneciklere ait TEM goruntuleri Sekil 6.15 ve

6.16’da gorulmektedir.
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Sekil 6.15. Manyetik nanotaneciklerin TEM goruntusu

Sekil 6.15 incelendiginde, demir nanotaneciklerin tipik kibik Fe3zO,4 tanecik
yapisinda  oldugunu  sdylemek  mumkindur.  SUperparamanyetik
Ozelliklerinden dolay! tanecikler bir arada bulunmaktadirlar. Ortalama
tanecik capi ise 22,5 nm olarak belirlenmistir. Wang ve grubunun yaptiklari
calismada, farkli pH ve sicaklikta sentezlenen manyetik nanotaneciklerin
TEM Kkarakterizasyonu sonucunda ortalama c¢apint 13,4 nm olarak
bulmuslardir [157]. Lu ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢calismada ise, yine
farkli kosullarda hazirlanan manyetik nanotaneciklerin ortalama ¢api 10 nm

olarak bulunmustur [169].
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Sekil 6.16.Silika kapl manyetik nanotaneciklerin TEM goruntusu

Silika kapli manyetik nanotaneciklerin tipik bir ¢ekirdek-kabuk yapisina
(manyetik cekirdek koyu renkli, silika kabuk ise acik renklidir) sahip oldugu
TEM goruntisunden agikga gorulmektedir (Sekil 6.16). Bu goruntuden
manyetik nanotaneciklerin silika tabakasiyla tamamen ve purlzsiz
kaplandigini séylemek mumkuindur. TEM géruntisinden ortalama tanecik
cap! ise 132,3 nm olarak belirlenmigtir. Wang ve grubu, farkh bir yontemle
silika ile kapsullenen manyetik nanotaneciklerin TEM ile ortalama
nanotanecik ¢apini 16,6 nm olarak bulmuslardir [157]. Bu tez kapsaminda
yapilan c¢alismada, ortalama capin literatirden fakli olmasinin sebebi
manyetik nanotanecik olusma ve silika ile kapsullenme mekanizmalarini
ortam kosullarinin (pH, sicaklk, derisim, karistirma hizi vb.) direkt olarak

etkilemesidir.

Manyetik ve silika kapli manyetik nanotaneciklerin XRD spektrumlarindaki

en siddetli karakteristik kirinim piklerine karsilik gelen Bragg kirinim
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acilarinin  Debye-Scherrer esitliginde yerine konulmasiyla belirlenen
ortalama g¢aplarinin TEM karakterizasyonu sonucunda belirlenen ortalama
caplardan daha yuksek oldugu belirlenmigtir. Bu fark, TEM ile belirlenen
ortalama c¢apin gergek nanotanecik c¢api olmasi, XRD ile belirlenen
ortalama c¢apin ise bir yaklagsimdan yola c¢ikilarak hesaplanan bir ¢ap

olmasindan kaynaklanmaktadir [173].

Manyetik ve silika kapli nanotaneciklerin ylzey morfolojileri SEM ile

incelenmigtir. Manyetik ve silika kapli nanotaneciklere ait SEM goruntileri
Sekil 6.17 ve 6.18’de verilmigtir.

Sekil 6.17.Manyetik nanotaneciklerin SEM goruntisu
(a) 10000 buyutmeli (b) 35000 buyutmeli

Yuksek manyetik moment sebebiyle manyetik nanotaneciklerin kiimelenme
davranisi gosterdigi Sekil 6.17°de verilen SEM gorintilerinden acikca
gorulmektedir. SEM gorintileri  nanotaneciklerin  ylzey morfolojileri
hakkinda bilgi vermektedir. Hazirlanan nanotaneciklerin genel olarak kubik
yapida oldugu sdylenebilir. 35000 buyutme ile alinan SEM goéruntisinden
ortalama nanotanecik ¢apinin 120 nm oldugu belirlenmigtir. Girginova ve
grubunun vyaptigi bir c¢alismada, manyetik nanotaneciklerin yuzey
morfolojileri SEM ve TEM ile incelenmistir. SEM karakterizasyonu

sonucunda kubik yapili manyetik nanotaneciklerin ortalama ¢apinin 120 nm
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oldugunu, TEM ile belirlenen ortalama c¢apin ise 80 nm oldugunu
bildirmiglerdir [174].

e
g

iekv X35,000 ©.S5uvm

Sekil 6.18.Silika kapli manyetik nanotaneciklerin SEM gorintisu
(@) 10000 buyutmeli (b) 35000 buyutmeli

Silika kapli manyetik nanotaneciklerin SEM goéruntuleri incelendiginde, bu
nanotaneciklerin dizgun kiresel geometride oldugu acgik¢a gorulmektedir.
35000 blyutme ile alinan SEM gorintisinden ortalama nanotanecik ¢api
260 nm olarak belirlenmigtir. Rosenzweig ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada, silika kapli manyetik nanotaneciklerin SEM ile ylizey morfolojileri
incelenmigtir. SEM karakterizasyonu sonucunda duzgun kuresel geometriye
sahip silika kapli manyetik nanotaneciklerin ortalama c¢apinin 250 nm
oldugu bildirilmigtir. Yuksek c¢ozunurlukla TEM ile yaptiklari inceleme
sonucunda ise ortalama nanotanecik ¢apinin 30-40 nm araliginda oldugunu

belirtmiglerdir.

TEM ve SEM’den belirlenen caplar arasindaki fark, SEM’in hassasiyetinin
daha duslik olmasindan ve SEM ile sadece ylzey morfolojisi incelenirken,
TEM ile tek bir nanopargacigin bile kristal yapisinin incelenebilmesinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica SEM ile yapilan karakterizasyon calismalarinda
ornek miktarinin TEM c¢alismalarinda kullanilan 6rnek miktarina oranla daha
fazla olmasi sebebiyle oOrnekler daha ¢ok kumelenme davranisi

gOstermektedirler [175]. Sonu¢ olarak, manyetik ve silika kapli manyetik
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nanotaneciklerin SEM goruntuleri karsilagtinldiginda ylzey merkezli kubik
yapidaki manyetik nanotaneciklerin kapsuillenme islemi sonrasinda
geometrisinin kuresel olarak degistigini dolayisiyla bu nanotaneciklerin ¢ok

duzgun bir sekilde silika ile kaplandiginin soylemek mumkundur.

Ikili c¢oktirme yontemiyle hazirlanan manyetik ve TEOS'un kontrollii
hidroliziyle hazirlanan silika kapli manyetik nanotaneciklerin boy ve boyut
dagilimlari da belirlenmistir. Bu amacla Zeta-Sizer cihazi kullaniimigtir.
Cihaz, dlgim yontemi olarak dinamik isik sagilmasini (DLS) kullanmaktadir.
Dinamik 1sik sagilmasi, mikro saniyenin onda biri ile mili saniye zaman
araliginda, ornek c¢ozeltinin kuguk bir kismindan sacilan 1s1gin zamanla
degisiminin Olciimesidir. Sentez sonrasi yikanip, santrifijlenen tanecikler
ultra saf su ile seyreltilmis ve yaklasik 3 mL hacimli érnek ¢ozeltisi polistiren
kuvet igerisine konulmustur. Deneyler, sicaklik kontrolli bir bolme igerisine
yerlestirilen polistiren kuvetin igerisindeki ¢ozeltiden 633 nm’lik kirmizi lazer
ISIginin gegirilimesi ile gergeklestiriimistir. Ornek igerisinden gegirilen lazer
IsiIgindan sacilan 11k dedektor tarafindan olgliimustir. Dedektorde odlgulen
IStk siddeti, elektronik sinyallere donustlralip korelatore gelmektedir.
Korelatorde kuguk zaman araliklarinda sacilan 1sik siddeti degerleri
karsilastirilir ve 1sik siddetinin degisim hizi belirlenmektedir. Sacgilan 1si1§in
siddetindeki degisimler, ¢caligilan bdlgenin iginde ve disindaki molekullerin
difuzyon hiziyla ilgilidir (Brown hareketi) ve analiz edilen veriler direkt olarak
ISIk sagiimasina neden olan taneciklerin diflizyon katsayilarini vermektedir.
Difizyon ile tanecik buUyUkligu arasindaki iligki, kuresel tanecikler igin
Einstein tarafindan gelistirilen ve Brown hareketi ile agiklanan teorik Stokes-
Einstein denkligiyle aciklanmaktadir. Bu denklikten, kuresel taneciklere ait
difizyon katsayilari fonksiyonlastirilip, hidrodinamik ¢ap hesaplanmaktadir.
Manyetik ve silika kapli nanotaneciklerin boy ve boyut dagilim indeksleri

Cizelge 6.1’de verilmistir.
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Cizelge 6.1. Manyetik ve silika kapli manyetik nanotaneciklerin boy ve boyut

dagilimlan
Nanotanecik tiru Z-ortalama PDI
hidrodinamik ¢ap
(hm)
Manyetik 79,65,8 0,192
Silika kapli manyetik 257,3+21,3 0,171

ikili ¢oktiirme yéntemi ile hazirlanan manyetik nanotaneciklerin ortalama
hidrodinamik capi  79,645,8 nm olarak belirlenmistir. Cozeltideki
hidratlasmis molekulin etkin ¢api olarak bilinen ortalama hidrodinamik
¢apin yuksek ¢ikmasi, manyetik nanotaneciklerin ¢dzicu igerisinde yluksek
manyetik moment sebebiyle kimelenmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica
nanotaneciklerin boyut dagilim indeksinin 0,192 olmasi hazirlanan
nanotaneciklerin su ortaminda olduk¢ca kararli ve homojen bir gekilde
dagilabildigini gostermektedir [176]. Kavaz ve arkadaslari bir gcalismada, ikili
coktirme yontemi ile hazirlanan manyetik nanotaneciklerin ortalama
hidrodinamik c¢apini 125,00£2,16 nm, boyut dagilim indeksini ise 1,429
olarak belirlemislerdir. Coktirme ajaninin zayif baz (NH3) oldugu, 1000
devir/dakika’hk karigtirma hizi ile oda sicakhdinda hazirlanan bu
nanotaneciklerin ¢ok yuksek kumelenme davranigi gosterdiklerini ve bu
yuksek kumelenme davraniginin yuksek manyetik momentin etkisiyle
oldugunu ve hidrodinamik ¢apin karistirma hizi, kullanilan ¢oktirme ajani

ve sicaklik ile degisebilecegini bildirmiglerdir [177].

Silika kapli manyetik nanotaneciklerin DLS ydntemiyle ortalama
hidrodinamik ¢api1 257,3+21,3 olarak belirlenmistir. Boyut dagilim indeksinin
0,171 olmasi silika kapli manyetik nanotaneciklerin su ortaminda ¢ok iyi bir
sekilde dagilabildigini gostermektedir. Wang ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calismada ise, silika kapli manyetik nanotaneciklerin ortalama hidrodinamik
¢apinin 124+15 nm oldugu bildirilmistir [178]. Ayni yontemle ayni sicaklikta

fakat farkl sirelerde hazirlanan silika kapli manyetik nanotaneciklerin



91

ortalama hidrodinamik caplarinin birbirinden farkli olmasi kaplanan silika
tabakalarinin farkh kalinliklarda olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Hem
manyetik hem de silika kapli manyetik nanotaneciklerin DLS ydntemiyle
belirlenen ortalama hidrodinamik caplarinin TEM ve XRD ile belirlenen
caplardan daha ylksek g¢ikmasinin sebebi, manyetik nanotanecikler ve
silika kapli manyetik nanotaneciklerin etrafindaki hidroksil gruplarindan
dolay! ortaya c¢ikan elektriksel ¢ift tabakanin da dlgllen capa dahil olmasi

olabilir.

Hazirlanan manyetik ve silika kapl nanotaneciklerin  manyetik
karakterizasyonu oda sicakliginda VSM olgumleri ile incelenmistir. Manyetik
ve silika kapli manyetik nanotaneciklere ait manyetizasyon egrileri Sekil

6.19’da gorulmektedir.
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Sekil 6.19. Manyetik ve silika kapli manyetik nanotaneciklerin histerezis
egrileri
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Manyetik ve silika kapli manyetik nanotaneciklere ait manyetizasyon egrileri
Sekil 6.19'da karsilastinimigtir. Her iki nanotaneciginde manyetik alan
icerisinde (manyetik alan uygulandiginda) histerezis gostermedigi acgikca
gorulmektedir. Bunun sonucunda manyetik ve silika kapl manyetik
nanotaneciklerin oda sicakliginda superparamanyetik karakterde olduklar
belirlenmistir.  Bu  sicaklikta manyetik  nanotaneciklerin  doygun
miknatislanma degeri 52,2 emu/g iken, silika kapli manyetik
nanotaneciklerin doygun miknatislanma degerinin 11,1 emu/g oldugu
belirlenmistir. Bu degerlerden manyetik nanotaneciklerin  manyetik
Ozelliginin silika kapli manyetik nanotaneciklere oranla yaklasik 5 kat daha
fazla oldugunu sdylemek mumkindur. Bu farkin sebebi, silika tabakasiyla
kaplanan nanotaneciklerin manyetik 6zelliklerinin azalmasidir [157]. Sonug
olarak, manyetik nanotanecikler silika tabakasi ile kaplanarak yuksek yuzey
alani/hacim orani azaltiimis dolayisiyla su icerisindeki kararlih@i artiriimistir.
Yapilan bir c¢alismada, ortalama c¢api 13,4 nm olan manyetik
nanotaneciklerin doygun miknatislanma degeri 68 emu/g ve ortalama ¢api
16,6 nm silika kaph manyetik nanotaneciklerin doygun miknatislanma
degeri ise 36,2 emu/g olarak bulunmustur [157]. Bagka bir ¢alismada ise,
ortalama ¢api 10 nm olan manyetik nanotaneciklerin doygun miknatislanma
degeri 68,9 emu/g ve ortalama capi 75 nm silika kapli manyetik
nanotaneciklerin doygun miknatislanma degeri ise 33,4 emu/g olarak
belirlenmistir [169]. Bizim c¢alismamizdaki miknatislanma degerleri ile
literatlirdeki bu degerler arasindaki bu fark tanecik capinin daha ylksek
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Nanotaneciklerin ortalama ¢api azaldikga
yuzey alani artmakta ve dolayisiyla tanecik basina disen demir miktari da
artmaktadir. Demir miktarindaki bu artis nanotaneciklerin manyetik

karakterininin yukselmesine sebep olmaktadir.
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6.2. Polidopamin Kapli, Gimus Kapl ve Karboksilli Asit Modifiyeli
Manyetik Nanotaneciklerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Polidopamin destekli akimsiz gimus kaplama ile manyetik-gumus ¢ekirdek-
kabuk nanotaneciklerinin hazirlanmasi igin gerekli islemler Sekil 6.20a’ da
gosterilmistir. Dopamin ¢oOzeltisi hazirlandiginda renksiz ve seffaftir.
Dopaminin oksidatif kendiliginden polimerlesmesi boyunca seffaf ve renksiz
olan dopamin ¢ozeltisinin rengi katekolliin benzokinona ylkseltgenmesinden
dolay! hizli bir sekilde pembeye doner ve ardindan pembe renkli ¢ozelti
yavas yavas koyu siyaha doner. Bu durum, polimerlesmenin tipki melanin
olusumu gibi takip edilebilir oldugunu gostermektedir [179]. Bununla birlikte,
dopaminin kendiliginden gerceklesen polimerlesme mekanizmasi agikga
anlasilamamaktadir. Bu amagla, dopaminin oksidatif kendiliginden
polimerlesmesi icin Onerilen olasi reaksiyon mekanizmasi Sekil 6.20b’de
gOsterilmektedir. Ayrica PDA ile nanotanecik arasindaki etkilesimlerin
fizikokimyasal ayrintilarinin da anlasiimasi guctir. Ancak dopamin ile
organik bir ylzey arasinda geri donUsu olmayan guglu bir kovalent
baglanmanin oldugu dusunulmektedir [180,181]. Bu yaklasimla, bir
midyenin yapiskanlik 6zelliginden esinlenilerek PDA kapli diz ylzeyler
olusturulmustur ve adhezyon kuvvetleri incelenmistir [179]. Lee ve
arkadaslari, midyenin yuzeylere yapismasindan esinlenerek tek-molekul
mekanizmasini incelemiglerdir. Midyenin salgiladigi  sivi ile ylzey
arasindaki kuvvetler gézinine alinarak dopaminin oksidatif kendiliginden
polimerlesmesiyle yluzey ile PDA arasinda tersinmez ve gucli kovalent
baglarin olustugunu bildirmiglerdir [182].
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Sekil 6.20. (a) Polidopamin destekli akimsiz gimus kaplama ile manyetik-
gumus cekirdek-kabuk nanotaneciklerinin hazirlanma yontemi
(b) Dopaminin oksidatif kendiliginden polimerlesmesi icin olasi

mekanizma

Bolum 5.5de anlatildigi

sekilde dopaminin oksidatif kendiliginden

polimerlesmesi ile hazirlanan PDA kapli manyetik nanotaneciklerin yapisal

karakterizasyonu ATR-FT-IR spektroskopisi

ile gergeklestirilmistir. Bu

nanotaneciklerin FT-IR spektrumu $ekil 6.21’de verilmigtir.
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Sekil 6.21. PDA-kapli manyetik nanotaneciklerin FT-IR spektrumu

Sekil 6.21 incelendiginde, 3294 cm™¥de gdzlenen genis band dopamin
yapisindaki katekol (cis hidroksil) gruplarindan kaynaklanmaktadir. 1614
cm™ civarindaki band ise polidopamin yapisindaki aromatik halkaya aittir.
Bu degerler literatiirle uyum saglamaktadir [183]. 529 cm™deki band ise
Fe-O gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu bandin manyetik
nanotaneciklere gére daha dusik dalga sayisina (daha dusuk enerjiye)
kaymis olmasi dopamin ile Fe3O,4 yapisindaki hidroksil gruplar arasindaki
gucli kovalent baglarindan kaynaklanmaktadir. Bu bandlarin varligi
manyetik nanotaneciklerin polidopamin tabakasi ile kaplandigini acgikca
gostermektedir. Ancak 529 cm™deki Fe-O gerilme titresimlerine ait band
manyetik nanotaneciklerin ince bir PDA tabakasi ile kaplandigina kanit
olabilir. Wang ve grubu tarafindan manyetik nanotaneciklerin ylzeyinde
dopaminin kendiliginden polimerlesmesi ile PDA tabakasi olusturularak iki
fonksiyonlu biyosensorler hazirlanmistir. Hazirlanan sensérin  yapisal

karakterizasyonu FT-IR spekroskopisi ile gerceklestiriimis ve 3420 cm™deki
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genis bandin dopamin yapisindaki cis yapisindaki hidroksil gruplarindan ve
1615 cm™de gbzlenen bandin ise aromatik halkadan kaynaklandigini
bildirmislerdir. Manyetik nanotaneciklere ait karakteristik Fe-O gerilme
titresimlerine ait olan bandin 589 cm™¥'den 572 cm™e polidopamin ile Fes04

arasindaki kovalent baglardan dolayi kaydigini belirtmiglerdir [184].

Azot iceren gruplarin bulundugu polidopaminin metal baglayici 6zelligi
sayesinde manyetik nanotaneciklerin ylzeyinin dizgun bir sekilde gumus
metali ile kaplanmigtir. Akimsiz kaplama isleminde amonyakli gimus nitrat
¢cOzeltisi gumus kaynadi ve glikoz ¢ozeltisi ise indirgeme ajani olarak
secilmigtir. PVP ise akimsiz kaplama ile dizgun bir gimus tabakasinin
olugsabilmesi ic¢in dagitici olarak kullanilmistir. Butun akimsiz gumus
kaplama islemi gevre Kkirliligini azaltmak ve kaplama etkinligini artirmak igin

Pd?* veya Sn** olmaksizin yapilmistir [180].

Hazirlanan PDA kapli manyetik nanotaneciklerin kimyasal karakterizasyonu
ise XPS ile gergeklestiriimistir. Bu nanotaneciklere ait XPS spektrumu $ekil

6.22’de verilmistir.
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Sekil 6.22. PDA kapli manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumu

Polidopamin  modifiyeli manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumu
incelendiginde (Sekil 6.22), Fe3p, Fe3s, C1s, N1s, O1s, Fe2pz;, ve Fe2py,
elementlerine ait baglanma enerjilerinin yaklagik olarak sirasiyla 99 eV,
153eV, 285 eV, 400 eV, 532 eV, 710 eV ve 720 eV olduklari belirlenmistir.
Bu degerlerin literatlrle uyum igerisinde olduklari belirlenmigtir [105,180].
Bu bilesenlerden C1s, N1s, O1s ve Fe2ps,’ nin % bagil oranlari ise
sirasiyla 42,2, 20,7, 34,8 ve 2,3'dur. N1s pikinin varligi manyetik
nanotaneciklerin polidopamin tabakasi ile kaplandigina kanit olarak
gosterilebilir [185]. O1s piki polidopamin yapisindaki katekol (cis) hidroksil
gruplarindan ortaya c¢ikmistir [181,186]. Ayrica yuzeydeki Fe2ps,'nin %
bagil oraninin manyetik nanotanecik yapisindaki demir elementinin bagil
oranina gore 2,3’'e dismesi de yani PDA kapli nanotaneciklere ait XPS
spektrumunda Fe2ps, pikinin gozlenmesi PDA’ nin yluzeyde ince bir tabaka
halinde kaplandigina dair bir kanit olabilir [182]. Bunun vyanisira saf

manyetik nanotaneciklerin  XPS spektrumunda 285 eV baglanma
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enerjisinde gozlenmeyen C1s karakteristik pikinin PDA kapli manyetik
nanotaneciklerin  XPS spektrumunda gb6zlenmis olmasi da bu
nanotaneciklerin PDA tabakasiyla kaplandigina acgik bir kanit olabilir.
Messersmith ve arkadaslarinin yaptiklari bir galismada, dopaminin oksidatif
kendiliginden polimerlesmesi ile hazirlanan PDA kapli manyetik
nanotaneciklerin XPS ile kimyasal karakterizasyonu gerceklestiriimigtir.
Manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumuna goére 399,5 eV baglanma
enerjisinde ortaya c¢ikan pikin N1s’a ait oldugunu ve bu pikin varliginin
nanotaneciklerin PDA tabakasiyla kaplandigini acikga gosterdigini
bildirmiglerdir [187].

Sekil 6.23 PDA kapli manyetik nanotaneciklerin ylksek ¢ozunuarlikli XPS

spektrumlarini gostermektedir.
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Sekil 6.23. PDA kapli manyetik nanotaneciklerin O1s, N1s ve C1s
atomlarinin yiksek ¢ozunuarlukla XPS spektrumlari
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Dopaminin nanotanecik yuzeyinde oksidatif kendiliginden polimerlegsmesi
sonucunda hazirlanan PDA kapl manyetik nanotaneciklerin O1s spektrumu
incelendiginde (Sekil 6.23), iki farkli kimyasal cevreye sahip oksijen
atomunun bulundugu belirlenmistir. Polidopamin yapisinda bulunan katekol
gruplarindaki oksijen atomunun (C-O) baglanma enerijisi 530,5 eV iken, yine
polidopamin yapisindaki kinon gruplari oksijeninin (C=0) baglanma enerjisi
532,3 eV olarak belirlenmigtir. [188]. Dort farkh kimyasal cevreye sahip C
atomu olan PDA kapli manyetik nanotaneciklerin C1s spektrumunda
gozlenen 285 eV baglanma enerjisindeki C1s sinyali C-C/C=C gruplarindan,
285,9 eV'daki sinyal katekol (C-O) gruplarindaki karbon eter bagindan, 287
eV’daki sinyal C-N gruplarindan ve 288,5 eV baglanma enerjisindeki sinyal
kinon gruplarindaki (C=0) C atomlarindan dolay! ortaya ¢ikmistir. Katekol
ve kinon gruplarina ait C1s ve O1s sinyallerinin gézlenmesi manyetik
nanotaneciklerin PDA tabakasi ile kaplandigini kanitlar niteliktedir
[181,188]. Manyetik nanotaneciklerin ylzeyinde biriken polidopamin
yapisindaki azot atomlarinin varligi, N-H tdrleri icin 399 eV baglanma
enerjisinde ve —N= tarleri igin 400 eV baglanma enerjisinde gozlenen 2
farkl sinyalden anlasiimaktadir. Buradaki N-H turleri dopamin yapisindaki
amin gruplarindan, —N= turleri ise dopaminin kendiliginden polimerlesmesi
sirasinda yapi igerisinde olugsmaktadir [181]. Ayrica amin, amit, nitril, Gre ve
aromatik halkaya bagh azot igeren organik Dbilesiklerin  XPS
spektrumlarindan N1s atomunun baglanma enerjisinin  399-400 eV
araliginda oldugu bildiriimektedir [133,189,190]. Dolayisiyla bu gruplari
iceren organik bilesiklerdeki azot atomlarinin baglanma enerijileri birbirine

cok yakin gikmaktadir.

Bolum 5.6’da anlatildigi gibi, PDA kapli manyetik nanotaneciklerin
yuzeyinde gumusun indirgenmesiyle hazirlanan gumus kapli manyetik
nanotaneciklere ait XPS spektrumu Sekil 6.24.de ve Ag3d atomunun

yuksek ¢ozunurlikli XPS spektrumu Sekil 6.25.'de verilmigtir.
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Sekil 6.24. Gumus kapli manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumu

PDA kapli manyetik nanotaneciklerin yuzeyinde akimsiz kaplama ile
hazirlanan Ag modifiyeli manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumu
incelendiginde (Sekil 4.18), Ag4d, Ag4p, Ag4s, C1s, Ag3ds;, Ag3ds;, Nis,
O1s, Ag3ps2, Ag3pie, ve Ag3s elementlerine ait baglanma enerijilerinin
yaklasik olarak sirasiyla 22 eV, 53 eV, 91,4 eV, 285 eV, 369,8 eV, 374,4
eV, 400 eV, 532 eV, 573 eV, 598 eV ve 720 eV olduklari belirlenmigtir.
Literatirdeki degerlerle uyum igerisinde olan bu piklerin varhdr PDA
tabakasi ile kaplanmis olan manyetik nanotaneciklerin yuzeyinde gumusun
indirgendigine acik bir kanit olabilir [180]. Bu bilesenlerden C1s, N1s, O1s,
Ag3d % bagil oranlari ise sirasiyla 36,1, 7,8, 24,5 ve 31,6°dir. Yaklasik 370
eV baglanma enerjisindeki guglu Ag3d sinyali, PDA kapli manyetik
nanotaneciklerin gumas ile kaplandigini gostermektedir. Liao ve grubunun
yaptid1 bir calismada, poliimid filmler dopaminin oksidatif kendiliginden
polimerlesmesi ile PDA tabakasi ile kaplanmig ve bu filmler Uzerinde
akimsiz kaplama ile gumus tabakasi biriktirilmistir. XPS ile yapilan kimyasal

karakterizasyon sonucunda, 370 eV baglanma enerjisinde ¢ok guglu sinyal
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veren Ag3d pikinin gozlenmesinin ve 400 eV baglanma enerjisine sahip N1s
pikinin gozlenmemis olmasinin PDA kapli PI filmlerin tamamen ve homojen
bir sekilde gimus ile kaplanmasindan kaynaklandigini belirtmiglerdir [181].
Wang ve arkadaglarinin yaptiklari bir baska c¢aligmada ise, silika
nanotanecikler dncelikle PDA tabakasi ile kaplanmis ve ardindan akimsiz
kaplama ile gumus tabakasi ile kaplanmistir. Hazirlanan gumus kapli silika
nanotaneciklerin kimyasal karakterizasyonu XPS ile gergeklestirilmistir. 370
eV baglanma enerjisindeki gugli Ag3d sinyalinin varligi ile PDA kaph silika

nanotaneciklerin gimus ile kaplandigini ileri surmuslerdir [180].

1 ] 1
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Sekil 6.25. Gumus kapli manyetik nanotaneciklerin yapisindaki Ag3d
atomunun yluksek ¢oézunurlukla XPS spektrumu

GUmus kapli manyetik nanotaneciklerin yapisinda bulunan Ag3d atomunun
yuksek ¢ozunurluk XPS spektrumunda 368,0 eV ve 374,0 eV baglanma
enerjilerinde Ag3ds, and Ag3dz, pikleri Ag° tiirlerinden kaynaklanmaktadir.

Dolayisiyla bu piklerin varligi PDA kaph manyetik nanotaneciklerin
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yuzeyininin iyi sekilde metalik gumuas ile kaplandigini gostermektedir
[191,192].

ikili coktiirme yontemi ile sentezlenen manyetik nanotaneciklerin yiizeyinde
dopaminin oksidatif kendiliginden polimerlesmesi ile hazirlanan PDA kapl
manyetik nanotaneciklerin ve bu nanotaneciklerin yuzeyinde akimsiz
kaplama yontemiyle gimus metalinin biriktiriimesi sonucunda hazirlanan
gumus kapli manyetik nanotaneciklerin kristal yapilarit XRD ile incelenmistir.
PDA kaph manyetik nanotaneciklere ait XRD spektrumlari Sekil 6.26'da

verilmigtir.
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Sekil 6.26. PDA kapli manyetik nanotaneciklerin XRD deseni

PDA kaplh nanotaneciklere ait XRD deseni incelendiginde, manyetik
nanotaneciklere ait XRD deseni ile birebir ortustigu gézlenmistir. (2 2 0),
(8311),(400),(511)ve (44 0)yluzey merkezli kibik (fcc) faz dizeylerine
dayanarak 20 degerlerinin sirasiyla 30,4°, 35,6°, 43,3°, 57,3° ve 62,8°
oldugu belirlenmistir [16]. PDA kapli nanotaneciklere ait kirinim piklerinin
saf manyetik nanotaneciklerin kirnim pikleriyle ayni olmasi PDA
tabakasinin XRD desenini etkilemedigini dopaminin oksidatif kendiliginden
polimerlesmesi esnasinda manyetik nanotaneciklerin  kristal faz
kararlihginin degismedigini gostermektedir [180,193]. Ayrica PDA kapli
manyetik nanotaneciklere ait belirgin bir kirinim pikinin gézlenmemesi,
manyetik nanotaneciklerin ince bir tabaka halinde PDA ile kaplanmasindan
ve kullanilan polimerlesme yonteminde elde edilen polidopaminin amorf
kristalinitesinden kaynaklaniyor  olabilir. PDA  kaph manyetik
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nanotaneciklerin (3 1 1) faz duzeyindeki en siddetli karakteristik kirinim
pikine karsilik gelen 26 degeri kullanilarak Debye-Scherrer esitlginden
ortalama capi 43,73 nm olarak hesaplanmistir. Yang ve arkadaslarinin
yaptiklari bir calismada, dopaminin oksidatif kendiliginden polimerlesmesi
ile hazirlanan PDA kapli manyetik nanotaneciklerin kristal yapilari XRD ile
incelenmis ve PDA kapli manyetik nanotaneciklerin XRD spektrumlarinin
saf manyetik nanotaneciklerin spektrumuyla ayni oldugunu ve polimer
tabakasinin higbir kirinim piki vermedigi gozlemlenmistir. Ayrica Debye-
Scherrer esitligi ile manyetik nanotaneciklerin ortalama ¢apini 200 nm, PDA
kapli manyetik nanotaneciklerin ortalama c¢apini ise 230 nm olarak
hesaplamiglardir [16]. Manyetik nanotaneciklerin ylzeyinde kendiliginden
polimerlesen dopamin ¢ozeltisinin derisimindeki farkliliklar hazirlanan PDA

tabakasinin kalinligini dogrudan etkilemektedir.
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Siddet

Al (°2Teta)

Sekil 6.27. Gumus kapli manyetik nanotaneciklerin XRD deseni

GUumuls kapli manyetik nanotaneciklerin XRD deseni incelendiginde ise
(Sekil 6.27), (1 1 1), (2 0 0) ve (2 2 0) fcc faz dlzeylerine dayanarak
20 degerleri sirasiyla 38,2°, 44,4° ve 64,6° olarak belirlenmistir [180]. Ek
olarak, XRD deseninde higbir safsizlik pikine rastlanmamistir. Buatin bu
kirnmim piklerinin varligi, PDA kapli manyetik nanotaneciklerin yuzeyinde
yuksek kristaliniteki gumusun varligina ve nanotaneciklerin Ag metali ile
tekdlze bir sekilde kaplandigina dair agik bir kanittir [180]. Gumus kapli
manyetik nanotaneciklerin (1 1 1) faz dlzeyindeki en siddetli karakteristik
kirlnim pikine karsilik gelen 26 deg@eri kullanilarak ortalama ¢api 113,96 nm

olarak hesaplanmistir. Wang ve arkadaslarinin yaptiklari bir galismada,
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silika nanotanecikler dncelikle dopaminin kendiliginden polimerlesmesi ile
PDA tabakasi kaplanmis ve ardindan akimsiz kaplama ile gumuasun
yuzeyde indirgenmesi  saglanmigtir. Hazirlanan  gumus  kapl
nanotaneciklerin XRD ile karakterizasyonu gerceklestirimis ve (1 1 1),
(200) (2 20) ve (311)fcc faz dlzeylerine dayanarak 26 degerlerini
sirasiyla 38,2° 44,4°, 64,6° ve 77,6° olarak belirlemiglerdir. Ayrica (1 1 1)
faz dlzeyindeki en siddetli karakteristik kirinim pikine karsilik gelen 26
degerini  kullanarak ortalama nanotanecik ¢apint 18 nm olarak
hesaplamiglardir [180]. Daha o6nce de belirtildigi gibi, manyetik
nanotaneciklerin PDA ile kaplanmasi sirasinda dopamin monomer
¢cOzeltisinin derisimindeki farklihklar ve tepkime sartlarinin farkli olmasi
(sicaklik, tepkime suresi, karistirma hizi vb.) nanotanecik boyutunu

dogrudan etkilemektedir.

PDA ve gumus kaplh manyetik nanotaneciklerin yapilart TEM ile
incelenmigtir. PDA ve gumus kapli manyetik nanotaneciklere ait TEM

goruantileri Sekil 6.28 ve 6.29'da verilmistir.
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Sekil 6.28. PDA kapli manyetik nanotaneciklerin TEM goruntusui

Sekil 6.28'den manyetik nanocekirdeklerin PDA tabakasiyla dizglin bir
sekilde kaplandigi acgikga gorlilmektedir. PDA kapli  manyetik
nanotaneciklerin kabuk aglomerasyonu olmaksizin bakir grid GUzerinde gok
iyi bir sekilde dagildiklari anlasiimaktadir. Ortalama nanotanecik capi ise
41,2 nm olarak belirlenmistir. Yang ve grubunun yaptigi bir ¢alismada,
manyetik nanotanecikleri farkli derisimlerde kullanilan dopaminin oksidatif
kendiliginden polimerlesmesi ile PDA tabakasi ile kaplamis ve ylzey
morfolojisini TEM ile incelemislerdir. Nanotaneciklerin PDA tabakasi ile
oldukga iyi bir gekilde kaplandigini ve koyu renkli manyetik
nanogekirdeklerin  etrafinda agik renkli PDA tabakasini TEM
karakterizasyonuyla  goOstermiglerdir.  Farkli  derisimlerde  dopamin
kullanilarak hazirlanan PDA kapli manyetik nanotaneciklerin ortalama
caplarinin ise 10-15 nm araliginda degistigini bildirmiglerdir [16]. Wang ve
arkadaslarinin yaptig1 bir bagska calismada ise, manyetik nanotanecikler

dopaminin kendiliginden polimerlegsmesi ile PDA tabakasi ile kaplanmis ve
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nanotaneciklerin yapisi TEM ile incelenmistir. TEM ile PDA kapli manyetik
nanotaneciklerin ortalama c¢apini ise 10 nm olarak belirlemiglerdir [193].
Sonu¢ olarak PDA kapli nanotaneciklerin ortalama c¢api, dopaminin
kendiliginden polimerlesme suresi ve kullanilan dopamin monomer

¢Ozeltisinin derisimi ile degistirilebilmektedir [182,193].

1100 Nnm

Sekil 6.29. Gumus kapli manyetik nanotaneciklerin TEM goéruntusu

Akimsiz kaplama yontemiyle PDA kapl nanotaneciklerin ylzeyine kaplanan
gumus tabakasi Sekil 6.29'da verilen TEM gorintlsinden net bir sekilde
gorulmektedir. Bu goruntuden manyetik nanotaneciklerin gimus metaliyle
tekdize bir sekilde kaplandigini  sdylemek muUmkdndir. TEM
goruntisunden nanotaneciklerin ortalama c¢api ise 67,9 nm olarak
belirlenmistir. Bu deger ile PDA kapli manyetik nanotaneciklerin ortalama
cap! arasindaki farktan gumuis tabakasinin kalinhgi 26,7 nm olarak
hesaplanabilir. ~ Raston ve grubunun yaptigi  bir ¢alismada,

superparamanyetik nanotanecikler dncelikle PDA tabakasi ile kaplanmis ve
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ardindan  ylzeyde gumusin indirgenmesi ile gumus  kaph
superparamanyetik nanotanecikler hazirlanmigtir. Bu nanotaneciklerin TEM
ile yapilarin karakterizasyonu sonucunda gumus tabakasinin kalinhginin 16
nm oldugu bildirilmistir. Gimus ile kaplanan manyetik nanotaneciklerdeki bu
tabakanin kalinhgmin 18-30 nm arasinda degisiklik gosterdigini ve bu
farkhligin polimerik yapidaki PDA tabakasinin kalinhgi ile ilgili oldugunu
belitmiglerdir [194]. Daha 6nce de belirtildigi gibi, TEM ile belirlenen
ortalama c¢apin gergcek nanotanecik c¢api olmasi, XRD ile belirlenen
ortalama ¢apin ise bir yaklasimdan yola ¢ikilarak hesaplanan bir ¢gap olmasi
sebebiyle, PDA ve gumus kapli manyetik nanotaneciklerin XRD
spektrumlarindan belirlenen ortalama caplari ile TEM karakterizasyonu

sonucunda belirlenen ortalama c¢aplari birbirinden farklidir.

PDA ve gumus kapli manyetik nanotaneciklerin yuzey morfolojileri SEM ile
incelenmigtir. Manyetik ve silika kapli nanotaneciklere ait SEM goéruntuleri
Sekil 6.30 ve 6.31°de verilmisgtir.

10kV X295, 000 1 Mvm GUFEF 10kV 40,000 O.5wm GUFEF

Sekil 6.30. PDA kapli manyetik nanotaneciklerin SEM goruntusu
(a) 25000 buyatmeli (b) 40000 bayutmeli

PDA kapli manyetik nanotaneciklerin SEM goéruntileri incelendiginde, bu
nanotaneciklerin kuresel geometride oldugu acik¢ca goriimektedir. PDA

kapli manyetik nanotaneciklerin 40000 buyitme ile alinan SEM
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goruntisunden ortalama nanotanecik c¢api yaklagsik 160 nm olarak

belirlenmistir.

19xv 35,000 O.Sum GUFEF

Sekil 6.31. GUmUs kaplh manyetik nanotaneciklerin SEM gorintusi
(a) 35000 buyutmeli (b) 40000 buyutmeli

Sekil 6.31 incelendiginde, gumus kapli manyetik nanotaneciklerin manyetik
nanotaneciklerin geometrilerinden farkl bir sekilde kuresel bir geometriye
sahip olduklari anlagiimaktadir. Gumus kapli manyetik nanotaneciklerin
40000 buyutme ile alinan SEM goéruntisinden ortalama nanotanecik ¢api
200 nm olarak belirlenmistir.

PDA ve gumus kapli manyetik nanotaneciklerin SEM ve TEM gorantileri ve
bu karakterizasyonlar sonucunda belirlenen ortalama c¢aplar arasindaki
farklar, SEM ydnteminin sadece ylzey morfolojisini incelemeye olanak
vermesi dolayisiyla dlgim hassasiyetinin daha dusuk olmasindan ve TEM
yonteminin ise daha ylksek hassasiyetle nanotaneciklerin atomik

yapilarinin dahi incelenebilmesine imkan vermesinden kaynaklanmaktadir.

Dopaminin oksidatif kendiliginden polimerlesmesi ile hazirlanan PDA kapli
ve PDA tabakasi Uzerinde gumusun indirgenmesi ile hazirlanan gimus
kapli manyetik nanotaneciklerin boy ve boyut dagilimlari DLS y6ntemiyle
belirlenmistir. Bu nanotaneciklerin boy ve boyut dagilim indeksleri Cizelge

6.2’de verilmistir.
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Cizelge 6.2. PDA ve gumus kapli manyetik manyetik nanotaneciklerin boy
ve boyut dagilimlari

Nanotanecik tiiri Z-ortalama PDI

hidrodinamik ¢ap

(nm)
PDA kapli 110,746,4 0,201
Gumus kapli 159,8+12,1 0,216

PDA kapli manyetik nanotaneciklerin DLS ydntemiyle ortalama
hidrodinamik ¢apt 110,7£6,4 nm olarak belirlenmistir. Boyut dagilim
indeksinin 0,201 olmasi PDA kaplh manyetik nanotaneciklerin su ortaminda
cok iyi bir gekilde dagilabildigini gostermektedir. PDA kapli manyetik
nanotaneciklerin DLS ydntemiyle belirlenen ortalama hidrodinamik capinin
TEM ve XRD ile belirlenen ¢aplardan daha yuksek ¢ikmasinin sebebi, PDA
yapisindaki amin gruplarinin pH=7,0-7,2 civarinda pozitif yUklenmesi
nedeniyle ortaya cikan elektriksel ¢ift tabakanin da Olgllen capa dahil

olmasi olabilir.

Gumus kapli manyetik nanotaneciklerin DLS yontemiyle ortalama
hidrodinamik capi ise 159,8+12,1 nm olarak belirlenmigtir. Boyut dagilim
indeksinin 0,216 olmasi gumus kapli manyetik nanotaneciklerin ayni sekilde
su ortaminda oldukga kararli ve homojen bir sekilde dagilabildigini
gostermektedir. Cdzeltideki hidratlasmis molekilin etkin ¢api olarak bilinen
ortalama hidrodinamik ¢apin yuksek ¢ikmasi TEM ve XRD ile belirlenen
ortalama c¢aplara gore daha yuksek ¢ikmasi, gumus kapli manyetik
nanotaneciklerin ¢dzlcu igerisinde yuksek manyetik moment sebebiyle

kimelenmesinden kaynaklaniyor olabilir.

Hazirlanan manyetik, PDA ve gumus kapl nanotaneciklerin manyetik
karakterizasyonu oda sicakliginda gergeklestirilen VSM odlgumleri ile
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incelenmigtir. Manyetik temelli nanotaneciklere ait manyetizasyon edgrileri
Sekil 6.32°'de verilmigtir.

60
= Fe,O, nanotanecik -
® PDA kapli Fe,0, nanotanecik ._.....n-“”
40 |-A Giimis kaph Fe O, nanotanecik .:::....oooooo
®
20 - ,M““‘“‘

Moment (emu/g)
o

20 -
®
40 - .oooooom".::::.
auuuuuunn®®®
L 1 1 1
-1,0 0,5 0,0 0,5 1,0

Manyetik Alan, H (Tesla)

Sekil 6.32. Manyetik, PDA kapli ve gumus kapli manyetik nanotaneciklerin
histerezis egrileri

Sekil 6.32’de manyetik, PDA ve Ag tabakasi ile kaplanan manyetik
nanotaneciklerin oda sicakligindaki manyetizasyon egrileri gosterilmistir.
Batin nanotaneciklerin, bir dis manyetik alan uygulandiginda histerezis
gostermedigi egrilerden anlasiimaktadir. Ayrica manyetik, PDA ve gimus
kapli manyetik nanotaneciklerin oda sicakliginda superparamanyetik
karakterde olduklari sonucuna ulasilmistir [180,193]. Oda sicakliginda,
manyetik, PDA ve gumus kapli manyetik nanotaneciklerin doygun
miknatislanma degerleri sirasiyla 52,2 emu/g, 45,2 emu/g ve 28,5 emu/g
olarak belirlenmistir. Bu degerlerden en yuksek manyetik karaktere sahip
olan taneciklerin manyetik nanotanecikler oldugu, en dusuk manyetik

karaktere sahip olan taneciklerin ise gimus kapli manyetik nanotanecikler
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oldugu sonucuna ulasiimistir. Nanotaneciklerin ortalama ¢apinin artmasiyla
manyetik 0zelliginin azalmasindan dolay! tabaka kalinligi artttkga doygun
miknatislanma degerleri azalmistir. Ayrica 45,2 emu/g miknatislanma
degerine sahip PDA kapli nanotaneciklerin doygun miknatislanma degerinin
saf manyetik nanotaneciklerin miknatislanma degerine yakin olmasi PDA’
nin ince bir tabaka halinde kaplanmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Wang ve arkadaglari yaptiklari ¢alismada, 10 nm kalinhginda PDA kaph
manyetik nanotaneciklerin doygun miknatislanma degerini 73,2 emu/g
olarak bulmuslardir [193]. Bu superparamanyetik 6zellikler, hazirlanan
manyetik, PDA kapli ve gimus kaplh nanotaneciklerin oldukga kisa surede

guclli bir miknatis tarafindan ortamdan ayrilabilecedini géstermektedir.

Akimsiz kaplama ile hazirlanan gumus kapli manyetik nanotaneciklerin
karboksilli asit ile fonksiyonellestiriimesi i¢cin Bolum 5.7°de anlatildigi gibi
bes farkli derisimdeki (1-5 mM) MUA c¢ozeltisi ile etkilestirilen
nanotaneciklerin kimyasal karakterizasyonu XPS ile gerceklestiriimigstir.
GUmusg tabakasi ile MUA yapisindaki tiyol grubu arasindaki ligand degisimi
ile hazirlanan —-COOH modifiyeli manyetik nanotaneciklere ait XPS
spektrumlar Sekil 6.33’de verilmigtir.
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Sekil 6.33. MUA modifiyeli manyetik nanotaneciklerin XPS spektrumlari

PDA tabakasi Uzerine gumus kaplandiktan sonra elde edilmis olan
cekirdek-kabuk-kabuk Uclt sisteminin Gzerine gumus ve tiyol molekulleri
arasindaki ligand degisimi ile manyetik nanotanecikler farkli derigsimlerde
MUA ile modifiye edilmistir. Modifikasyonun gerceklestiginin en gugclu
gostergesi yaklasik 162 eV baglanma enerjisinde gbzlenen S2p sinyalidir
(Sekil 6.33). Altin, gumus gibi yuzeylere baglanan kukurt atomlarinin
baglanma enerjisi 162 eV'dur [195-199].
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Karboksilli asit modifiyeli gumus kapli manyetik nanotaneciklerin baglanma
enerjilerinin ve % bagil oranlarinin MUA derisimi ile degisimi Cizelge 6.3’de

verilmigtir.

Cizelge 6.3. Karboksilli asit modifiyeli manyetik nanotaneciklerin baglanma
enerjilerinin ve bagil oranlarinin MUA derisimi ile degisimi ile

degisimi
Cls Ols Ag3d S2p
1 mM MUA
% Bagil oran 57,1 22,5 17,9 2,5
Baglanma enerjisi (eV) 285 532 370 162
2 mM MUA
% Bagil oran 58,4 22,4 16,9 2,3
Baglanma enerjisi (eV) 285 532 370 162
3 mM MUA
% Bagil oran 56,3 22,5 17,0 4,2
Baglanma enerjisi (eV) 285 532 370 162
4 mM MUA
% Bagil oran 59,2 19,9 18,2 2,7
Baglanma enerjisi (eV) 285 532 370 162
5 mM MUA
% Bagil oran 56,6 21,4 19,3 2,7
Baglanma enerjisi (eV) 285 532 370 162

Sekil 6.33 ve Cizelge 6.3 birlikte incelendiginde, -COOH grubu ile modifiye
edilen gumus kapli manyetik nanotaneciklerin ylzeyindeki 162 eV
baglanma enerjisine sahip S2p’ nin % bagil oraninin en ylksek degerinin 3
mM MUA ile modifiye edilen nanotaneciklerde oldugu agik¢a goérilmektedir.
Bu durumun sonucunda, biyomolekulllerin  kovalent baglanmasi

calismalarinda kullaniimak Uzere bu nanotaneciklerin secilmesi uygun
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gorulmustar. Cunku kendiliginden duzenlenme surecinin hentdz tam olarak
anlasilamamis olmasindan 6turd duzenli tek tabakanin olugsumu derigim,
sicaklik, baglanan molekulun tara, sure, nem, ¢ozucu gibi birgok degiskene
baglidir. Bu nedenle dizgln bir sekilde istiflenmis tek tabaka olusumu igin
optimizasyon c¢aligmalari gerekmektedir. Literatirde ayni yuzey Uzerine
ayni molekulin kendiliginden dizenlenen tek tabaka olugsumu farkliliklar
gostermektedir. Chen ve grubunun yaptidi bir galismada, 0,4 mM derigimli
MUA c¢oOzeltisinde altin nanotanecikler 18 saat boyunca dusuk hizda
kanistinlmis ve sonugta bu nanotaneciklerin ylzeyindeki 163,5 eV
baglanma enerjili S2p bileseninin bagil oranini XPS ile 0,38 olarak
bulunmustur [199]. lvanov ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada ise, 10
mM derigimli MUA c¢oOzeltisinde altin nanotanecikler 60 saat boyunca 500
rom hizla karistirilmig ve sonugta bu nanotaneciklerin yizeyindeki 163,2 eV
baglanma enerjili S2p bileseninin bagdil oranini XPS ile 0,96 olarak
bulmusglardir [200]. Ayrica yaklasik 370 eV baglanma enerjisindeki Ag3d
sinyalinin varhgi ylzeylerin tamamen MUA ile fonksiyonellestiriliemedigini
gostermektedir. Bu durum, -SH grubu ile Ag arasindaki ligand degisiminin
—SH grubu ile Au metali arasindaki kadar guclu ve etkin olmadigina dair bir
kanit olabilir [201].

3 mM MUA ile modifiye edilen gumus kapli manyetik nanotaneciklerin
yapisinda bulunan S2p atomunun yuksek ¢ozunurlukli XPS spektrumu
Sekil 6.34’de verilmistir.
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Sekil 6.34. 3 mM MUA ile modifiye edilen manyetik nanotaneciklerdeki
S2p atomunun yuksek ¢ozunarlukla XPS spektrumu

MUA ile modifiye edilen gimus kapli manyetik nanotaneciklerin yapisinda
bulunan kukuart atomunun XPS sinyali altin ylzeyinde kendiliginden
duzenlenme ile olusturulan 11-merkaptoundekanoik asidin yapisindaki
kikurt atomu ile altin yuzey arasindaki tiyolat baginin verdigi sinyale
benzemektedir [202]. Sekil 6.34’de verilen karboksilli asit ile modifiye
edilmis olan gimuas kapli manyetik nanotaneciklerin S2p spektrumunda 163
eV baglanma enerjisinde gdzlenen S2pi, ve 162 eV baglanma enerjisinde
gozlenen S2ps;, piklerinin varh@r bir gimus-kukart baginin varhgini teyit
eder niteliktedir. Ayrica bu piklerin alanlari oraninin 1/2 olmasi ve yuksek
baglanma enerji bdlgesinde (164-174 eV) herhangi bir pikin gézlenmemesi
nanotanecik ylzeyi Uzerinde fiziksel olarak adsorplanmis serbest tiyol

gruplarinin olmadiginin bir goéstergesidir [203].
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6.3. Biyofonksiyonel Manyetik Nanotanecikler

Biyolojik kosullar altinda, polimer nanotaneciklerin sulu ortamlarda ¢ok iyi
dagilabilmeleri ve buylk ylzey alanina sahip olmalarindan dolayi, spesifik
bir biyomolekulin bir karisimdan ayrilmasi ve analizi mumkuandur.
Nanotaneciklerin hazirlanmasi sirasinda, o6zellikle hidrofiliklik gibi yuzey
Ozellikleri, nanotaneciklerin sulu ortamda dagilabilmeleri igin dnemli olabilir.
Ayrica biyolojik ilgiyi kullanarak spesifik ayirmayi gelistirebilmek igin
nanotaneciklere antikorlarin kovalent baglanmasiyla biyolojik aktiviteye
sahip  molekullerin  spesifik ayrilmasi  gergeklestirilebilir.  Ayrica,
biyofonksiyonel nanotanecikler 6zgul olmayan protein adsorpsiyonunu
engellemek icin de kullanilabilmektedir. Bu nedenle, ihmli kosullarda antikor
immobilizasyonuyla 6zgul olmayan protein adsorpsiyonuna direngli
yuzeylere sahip nanotanecikler hazirlandi. Calismanin ilk bdlimunde
nanotanecikler antikorlarin kovalent baglanabilecedi gruplarla modifiye
edildi. APTES ile fonksiyonellestirilen nanotaneciklerin yapisindaki amin
gruplar ile antikorlarin yapisindaki karboksilli asit gruplari arasindaki ve
MUA modifiyeli nanotaneciklerin yapisindaki karboksil gruplari ile
antikorlarin yapisindaki amin gruplari arasinda olusan amit baglar ile
antikorlar nanotaneciklerin ylizeyine kovalent baglandi. PDA kapli manyetik
nanotanecikler ise, katekol ve kinon gruplari ile biyomolekullerin yapisindaki
primer amin gruplarn arasindaki gugli adhezyon kuvvetleri aracigiyla
biyofonksiyonel hale getirilmistir. Bu tez c¢alismasinda, farkl tabakalarla
kapli manyetik nanotanecikler kullanilarak hastaliklarin teshis ve

tedavisinde kullanilabilecek immunosensoérlerin kullanimi arastiriimistir.

6.3.1. Manyetik nanotaneciklere antikor baglanmasi

Nanotanecik ylzeyine biyofonksiyonel molekilin baglanmasi g farkl yolla
gercgeklesebilir. Bunlardan ilki, nanotaneciklerin polimer tabakasi ile
kaplanmasi ve biyofonksiyonel molekul ile polimer zincirleri arasinda

kovalent baglanmanin gergeklestiriimesidir. Bu yontem ¢ok kullaniimasina
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ragmen polimer tabakasinin 6zgul olmayan protein adsorpsiyonuna olanak
saglamasi ve protein ayriimasinda segiciligin azalmasi gibi dezavantajlari
vardir. Diger metotlar ise birbirine olduk¢a benzemektedir. Bunlardan ilki,
nanotanecik yuzeyinde biyomolekullerle kovalent bag yapabilecek
fonksiyonel  gruplarin  kendiliginden  duzenlenmesi ve ardindan
biyofonksiyonel molekullerin bu gruplarla kovalent baglar olusturmasidir. Bu
yontem oldukga kolay olmakla birlikte kararli ve ¢ok amacli nanotaneciklerin
hazirlanmasina olanak vermektedir. Bir diger yontem ise, biyomolekdillerin
nanotanecik yuzeyinde kendiliginden duzenlenmesine olanak saglayacak
sekilde fonksiyonellestiriimesidir. Bu yontemle ise iyi tanimlanmig tek
tabakalar hazirlanabilirken, biyomolekillerin fonksiyonellestiriimesi ¢ok
buyuk zorluklar getirebilmektedir [30,204-208]. Bu ¢alisma kapsaminda ise,
biyofonksiyonel =~ molekullerin  nanotaneciklerin  ylzeyine  kovalent

baglanmasi i¢in anlatilan yontemlerden ilk ikisi segilmigtir.

Nanotanecik ylzeyine kovalent baglanan anti-lgG, anti-ferritin gibi antikorlar
protein  yapisindadirlar ve hedef antijene yuksek segicilikle
baglanmaktadirlar. Bu ylksek secicilik, farkli yuzeylere baglanan
antikorlarin, immunosensor, hastalik tani testleri ve protein saflastiriimasi
gibi bircok alanda kullaniimasini saglamaktadir. Bununla birlikte antikorlar
bir ylzeye adsorbe olduklari zaman, aktiviteleri sulu fazdaki ¢ozundr
antikorlara gbre daha duslik olmaktadir. Aktivitedeki bu duslsun
sebeplerinden biri, molekullerin ylizeyde sterik olarak engellenmesidir. Bir
diger sebep ise, antikorun yuzeyde gelisiguzel yonlenmesi olabilir. Bu
nedenle antikorlarin adsorbe olduklar ylzeyde gdOsterdikleri ydnlenme
davranisi, immunosensorlerin  duyarliigi ve seciciligi acgisindan ¢ok
onemlidir [209-211]. Protein yapisindaki antikorlar, fiziksel adsorpsiyon veya
kovalent baglanma ile nanotanecik ylzeylerinde duzenlenirler (Sekil 6.35)
[212].
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Fiziksel adsorpsiyon Kovalent baglanma

Sekil 6.35. Antikorun nanotanecik yuzeyine fiziksel ve kovalent
adsorpsiyonu

Proteinlerin denatirasyonundan dolayi fiziksel adsorpsiyon basit olmasina
karsin tekrarlanabilirligi disuk oldugu icin az kullaniimaktadir [213].
Proteinlerin daha gucli ve spesifik adsorpsiyonu kovalent baglanma ile
gerceklestiriimektedir [212]. Bu yontemde, uygun badlayicilar kullanilarak
antikorlarin nanotanecik yuzeylerine daha kolay baglanmasi saglanmaktadir
(Sekil 6.35). Kovalent baglanmayi saglayan ara baglayicilar sayesinde
yuzey kaplama, desenleme, aktif bolge yonlenmesi, kararllik, raf dmru ve
morfoloji gibi 6zellikler kontrol edilebilmektedir [214-216].

Puertas ve arkadaglarinin yaptiklari  bir c¢aligmada, manyetik
nanotaneciklere anti-peroksidaz antikorlarinin kovalent immobilizasyonuna
reaktif amin ve karboksilli asit gruplarinin, negatif ve pozitif yaklu gruplarin
etkilerini incelemiglerdir. Sonug¢ olarak, antikorlarin biyolojik aktivitesine
yogunlugun ve yénlenmenin etkisi oldugunu belirlemislerdir. iyonik
immobilizasyon sonucunda 06zgul olmayan protein adsorpsiyonun fazla
oldugu ve antikorlarin biyolojik aktivitesinin dustigu, kovalent baglanma

sonucunda antikorlarin  biyolojik  aktivitesinin  korundugu sonucuna
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ulagmiglardir. Ayrica reaktif amin ve karboksilli asit gruplari aracigiliyla
yapilan kovalent baglanmada daha fazla antikorun nanotanecik yluzeyine

adsorbe oldugunu belirlemiglerdir. [217].

Santamaria ve grubunun yaptigi bir calismada ise, suda dagilabilen
superparamanyetik nanotanecikler biyofonksiyonellestirilmistir. Bu amagla,
trietilenglikol ile nanotanecikler kaplanmis ve amidasyon-karboksilasyon
reaksiyonu ile nanotanecikler karboksilli asit sonlu hale getirilmiglerdir.
EDC/NHS ile aktiflestirilen karboksilli asit gruplari ile antikorlarin yapisindaki
amin gruplan arasindaki amitlesme reaksiyonu sonucunda antikorlar
nanotanecik ylzeyine kovalent baglanmistir. Biyofonksiyonel hale getirilen
superparamanyetik nanotanecikler enzim-etiketli immunosorbent testlerinde
(ELISA) kullanilmigtir.  Karboksilli asit gruplari ile modifiye edilen
superparamanyetik nanotaneciklere spesifik hedefleme iglevselligi olan
model antikorlarin guglu kovalent baglarla baglandigi ve 6 ay sureyle

biyolojik etkinligini yitirmedigi gdézlenmistir [218].

Tez calismasinin amaci dogrultusunda, APTES modifiyeli, MUA modifiyeli
ve PDA kapli manyetik nanotaneciklere anti-IgG ve anti-ferritin ayri ayri
kovalent baglanmistir. Bu amagla, APTES ile fonksiyonellestirilen manyetik
nanotaneciklere antikorlarin kovalent baglanmasi icin biyomolekullerin
karboksilli asit gruplart EDC/NHS ile aktiflestirilmisti. MUA ile
fonksiyonellestirilen manyetik nanotaneciklere biyolojik aktiviteye sahip
molekullerin kovalent baglanabilmesi icin ise, Oncelikle nanotaneciklerin
karboksil gruplart EDC/NHS ile aktiflestiriimigtir. Bu aktiflesmelerin

mekanizmasi Sekil 6.36 ve 6.37°de sematize edilmistir.
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EDC/NHS ile molekuler aktivasyon mekanizmasi genellikle $ekil 6.36 ve
Sekil 6.37’de gosterildigi gibidir. ilk olarak, karbodiimidin eklenmesiyle
karboksilik asitten O-acillre kararsiz ara UrlnU olusur ve ardindan ortama
eklenen N-hidroksisiksinimidin  O-acilireye nukleofilik atak yapmasi
sonucunda yaklasik % 100 verimle ara urun olan NHS-esterleri olusur. Bu
ara urunler oldukca kararlidir ve primer amin gruplari ile tepkimeye girerek

amit baglar olugturarak tek bir trtin elde edilir [219,220].

EDC ve NHS, peptit sentezinde sikga kullanilan amin gruplari ile karboksil
gruplari arasinda kovalent amit bagl olusumunu katalizler. EDC/NHS
aktivasyon yaklagiminin yuksek donusum etkinligi, iliman tepkime kosullari,
hedef molekillerin biyoaktivitesine ¢ok az etkisi olan mikemmel
biyouyumluluk, glutaraldehit ve formaldehit gibi diger ¢apraz baglayicilara
oranla daha temiz Urunler verebilmesi gibi bilinen pek ¢ok yararlari vardir.
Bu avantajlardan dolayi, karboksilik asitlerin EDC/NHS ile aktivasyonu ve
takip eden amidasyon tepkimesi, proteinlerin, peptitlerin, DNA’larin vb.
polimer kapli ylzeyler, metaller, nanotanecikler, nanotipler vb. substratlara
bimolekuler konjugasyonu ve immobilizasyonunda siklkla kullaniimaktadir
[221].

EDC/NHS ile karboksil gruplari aktif hale gelen antikorlar (anti-lgG ve anti-
ferritin) primer amin gruplan iceren APTES modifiyeli manyetik
nanotanecikler ile segici bir gsekilde amit baglari olugturmak Uzere hazir hale
getirilmigtir.  Ayni  sekilde, MUA modifiyeli gimis kapli manyetik
nanotaneciklerin karboksilli asit gruplari EDC/NHS ile aktiflestirilerek anti-
IgG ve anti-ferritin antikorlarinin yapisindaki primer amin gruplari ile amit

baglari olusturmak Uzere hazir durumdadir.

EDC/NHS ile antikorlarin (anti-lgG ve anti-ferritin) yapisindaki karboksil
gruplarinin aktiflestiriimesinden sonra oldukg¢a kararli ara Grin olan NHS-
ester ara Urunleri primer amin gruplari iceren APTES modifiyeli manyetik

nanotaneciklerle ayri ayri muamele edilerek amit baglarinin olusumuyla
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biyomolekdullerin bu nanotanecik yuzeylerine kovalent baglanmasi saglandi.
Ayni sekilde, karboksil gruplari EDC/NHS ile aktiflegtirilen MUA modifiyeli
gumus kapli manyetik nanotanecikler primer amin gruplari iceren anti-IgG
ve anti-ferritin antikorlar ile etkilestirilerek amit baglarinin olusumuyla
antikorlar nanotaneciklere kovalent baglanmistir. Olugan amit baglar primer
amin gruplari ile karboksil gruplari arasinda segici bir baglanmanin
oldugunu goéstermektedir [222]. APTES modifiyeli ve MUA modifiyeli
manyetik nanotanecikler ile antikorlar arasindaki amitlesme tepkimesi Sekil
6.38 ve Sekil 6.39'da gosterilmistir.
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Bununla birlikte, PDA kapli manyetik nanotaneciklere herhangi bir ara
baglayici (EDC/NHS) kullanmaksizin IgG ve ferritin antikorlari baglanmistir.
Cunkld hem orto dihidroksifenil (katekol) hem de primer amin gruplarini
iceren dopamin tipki midyenin kabuguna yapistigi gibi (“mussel adhesive”
proteinleri araciligiyla) oksit ylzeylerine ¢ok guclu bir sekilde yapigsmakta ve
ardindan bu vyuzeylerde kendiliginden polimerlesmektedir. Bu sayede
biyomolekillerin ¢ok gugli bir sekilde PDA tabakasina yapismasi
saglanmaktadir [187,179]. Ayrica bazik kosullarda dopamin oksitlenerek
kinon yapisina donusmektedir ve bu yapi primer aminler gibi nukleofillere
karsi son derece reaktif hale gelmektedir [223,224]. Hem kinon gruplarinin
hem de katekol gruplarinin biyomolekullerin yapisindaki primer amin gibi
fonksiyonel gruplara ¢ok gugclu bir sekilde yapismasi sayesinde EDC/NHS
gibi aktiflestiriciler olmaksizin PDA kapli manyetik nanotaneciklere IgG ve
ferritin  antikorlari  kovalent baglanmistir.  Sekil 6.40'da manyetik
nanotaneciklerin yuzeyinde dopaminin kendiliginden polimerlesmesi ve

antikorlarin PDA tabakasina kovalent baglanmasi gosterilmigtir.
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Sekil 6.40. PDA kapli manyetik nanotaneciklere antikorlarin baglanmasi

Sekil 6.40’da birinci adimda gdsterilen dopaminin manyetik nanotanecik
yuzeyinde kendiliginden polimerlesmesinden sonra olusan polidopamin
tabakasinin primer amin gibi nukleofilik gruplara karsi oldukga reaktif olan
katekol ve kinon gruplarini igermesi sayesinde, antikorlar Michael katilmasi
ve/lveya Schiff bazi olusumu ile polidopamin tabakasina kovalent
baglanirlar. Bu kovalent baglanma, PDA yapisindaki aktif kinon gruplari ile
antikor yapisindaki primer amin yada tiyol gruplari arasinda olurken ayni
zamanda katekol gruplarinin orto veya para yonlendirmesi ile benzen
halkasindaki karbon ile antikordaki primer amin azotu veya antikor
yapisindaki kukurt arasinda da olmaktadir. PDA kapli manyetik
nanotanecikler ile antikorlar arasindaki bu tepkime hizli ve kendiliginden
gerceklesmektedir [225,226].
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Hazirlanan biyofonksiyonel manyetik nanotaneciklere ayri ayri kovalent
baglanan anti-IgG ve anti-ferritin miktarlant UV-Vis spektrofotometresi
kullanilarak belirlendi. Anti-lgG’nin kovalent baglandidi t¢ farkh manyetik
nanotanecige baglanan anti-lgG miktari Sekil 6.41°de, anti-ferritin ile
biyofonksiyonellestirilen farkli manyetik nanotaneciklere kovalent baglanan

anti-ferritin miktari Sekil 6.42’de verilmistir.

8

3

Baglanan anti-lgG miktan
(1g/mg MNT)
8 8

o

MUA PDA

APTES
Sekil 6.41. Farkl manyetik nanotaneciklere kovalent baglanan anti-IgG
miktari
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Sekil 6.42. Farkli manyetik nanotaneciklere kovalent baglanan anti-ferritin
miktari

Sekil 6.41 ve 6.42 incelendiginde, APTES modifiyeli manyetik
nanotaneciklerin anti-IgG baglama kapasitesi 61,26 ng/mg MNT iken, anti-
ferritin baglama kapasitesi 69,76 ug/mg MNT olarak belirlenmigtir. MUA
modifiyeli gimus kapli manyetik nanotaneciklerin ise anti-lgG baglama
kapasitesi 72,64 pg/mg MNT iken, anti-ferritin baglama kapasitesi 74,54
ug/mg MNT olarak bulunmustur. PDA kapli nanotaneciklere anti-IgG
antikorunun baglanma kapasitesinin 83,73 pg/mg MNT, anti-ferritin
baglanma kapasitesinin 94,68 ug/mg MNT oldugu belirlenmigtir. Bu
sonuglar géz 6nlne alindiginda, farkli fonksiyonel gruplarla etkinlestirilen
manyetik nanotaneciklerin ferritin antikorlarini baglama egilimlerinin anti-lgG
baglama egilimlerinden daha fazla oldugu agik¢a gortulmektedir. Bu durum,
ferritin antikorunun ortalama mol katlesinin anti-lgG’nin  ortalama mol
kutlesinden daha duguk olmasi sebebiyle hem anti-ferritinin nanotanecik
yuzeyine daha hizli difize olmasinin, hem de nanotanecik yuzeyindeki
sterik etkinin az olmasinin sonucu olabilir. Hem anti-lgG hem de anti-ferritin
kullanilarak yapilan ¢alismalarda, en yuksek antikor baglama kapasitesinin

PDA kapli manyetik nanotaneciklerde oldugu sonucuna ulasiimistir. Bu
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durumun, daha 6nce anlatildigi gibi PDA ile biyomolekuller arasindaki ¢ok
0zel adhezyon kuvvetleri sayesinde oldugu dusunulmektedir. Ayrica her iki
antikorda APTES modifiyeli manyetik nanotanecik ylizeyine en az miktarda
baglanmistir. Bu durum, kiguk bir molekul olan APTES ile modifiye edilen
nanotaneciklerde antikorlarin yapisindaki karboksil gruplariyla kovalent
bagdlar (amit baglari) olusturabilecek primer amin gruplarinin az olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Ayrica antikorlarin yapisindaki —COOH gruplarinin
EDC/NHS ile aktiflestiriimesi igslemi sonucunda olusan NHS-ester ara
urunlerinin nanotaneciklerin yuzeyindeki amin gruplariyla sterik engeller
sebebiyle etkilesmemesinden dolayr APTES modifiyeli manyetik

nanotaneciklerin ylzeyine duguk miktarda antikor baglanmig olabilir.

6.3.2. Manyetik nanotaneciklerde antikor-antijen baglanma tepkimesi

Organizmaya girdiginde kendisine karsi bagisiklik olusmasina yol acan ve
bu cevap sonucu olusan urin olan antikor ile spesifik olarak etkilesen
antijenin birlesmesi kimyasal bir temele dayanmaktadir. Ancak antijenin
tamami bu birlesmeye katilmaz. Antijen molekulinun yuzeyinde, antikor
sentezinde rol oynayan ve kendisine 6zgu antikor ile birlesmeyi saglayan,
molekulin c¢ikintisi seklinde, “Epitop” adi verilen basit kimyasal yapilar
bulunur ve c¢ogu antijen kendisine uygun antikoru ile bu bdlgeden
etkileserek baglanir. Antikor-antijen birlesmesi, antijen ytzeyindeki epitop
ile antikorun Fab kisminin ucundaki V bdlgesi arasinda olur (Sekil 6.43)
[127,129].
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Sekil 6.43. Antikor-antijen baglanma bdlgesi

Antikor-antijen etkilesimlerini incelemek (zere, sentezlenen manyetik
nanotanecikler farkli fonksiyonel tabakalarla kaplanarak her bir
nanotanecige ayri ayri IgG ve ferritin antikorlari (anti-lgG ve anti-ferritin)
kovalent baglanmistir. Hazirlanan biyofonksiyonel nanotaneciklerin segcici
olarak antijen baglama kapasiteleri ve ilgileri incelenmistir. Bu amagila,
antikorlar ile biyofonksiyonellestirilen manyetik nanotanecikler farkli zaman
araliklarinda uygun antijen ¢ozeltilerinde bekletilerek antikorlar ile spesifik
olarak etkilesen antijen miktarinin zamanla degisimi incelenmigtir. Elde

edilen kinetik egrileri Sekil 6.44 ve 6.45'de verilmistir.
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Farkli fonksiyonel gruplarla modifiye edilen manyetik nanotaneciklere
kovalent baglanan antikorlarin fonksiyonlari ve aktiflikleri antikor-antijen
tepkimeleri incelenerek degerlendirilimistir. Sekil 6.44 anti-IgG’nin kovalent
baglandigi farkli gruplarla modifiye edilmis manyetik nanotaneciklere
spesifik antijenin secici baglanmasini, $ekil 6.45 ise anti-ferritin ile
biyofonksiyonellestirilen farkli manyetik nanotaneciklere ferritinin segici

baglanmasini gostermektedir.

Anti-IgG bagh APTES modifiyeli, MUA modifiyeli ve PDA kapli manyetik
nanotaneciklerin spesifik IgG baglama kapasitelerinin zamanla arttigi ve 1
saatin sonunda sirasiyla 41 png/mg MNT, 56 ng/mg MNT ve 62 ng/mg MNT
oldugu belirlenmigtir. Anti-ferritin antikorunun kovalent baglandigi APTES
modifiyeli, MUA modifiyeli ve PDA kapli manyetik nanotaneciklerin spesifik
antijen (ferritin) baglama kapasiteleri ise sirasiyla 57 ug/mg MNT, 74 ug/mg
MNT ve 85 pug/mg MNT olarak bulunmustur. IgG ve ferritin antijenlerinin
spesifik baglandidi nanotanecik yluzeylerinde 40. dakikaya kadar derisim
artisi oldugu Sekil 6.44 ve Sekil 6.45'den gorulmektedir. Bu durum, anti-IgG
ve anti-ferritinin kovalent baglandidi nanotanecik yuzeylerinde antikor-
antijen etkilesmelerinin ilk 40 dakikada gerceklesmesinin ve bu surenin
sonunda baglanan antijen derisiminin degismeyerek sabit bir degere
(doygunluk degeri) ulastigi belirlenmistir. ClUnkd bu suUrenin sonunda
nanotanecik yuzeyinde antijenleri spesifik olarak baglayacak aktif antikor
molekulleri kalmamistir ya da sterik etki nedeniyle bir kisim antikor antijen
ile etkilesmemistir.

Grafiklerden antikorlar ile biyofonksiyonellegtirilen PDA kapli manyetik
nanotaneciklerin segici antijen baglama kapasitelerinin en yuksek, anti-IgG
ve  anti-ferritin ile biyofonksiyonellestirilen ~ APTES  modifiyeli
nanotaneciklerin segici antijen baglama kapasitelerinin ise en dusuk oldugu
belirlenmistir. PDA kapli manyetik nanotaneciklerin ylzeyine baglanan

antikor miktarinin en fazla olmasi sonucunda bu nanotaneciklerin spesifik



134

antijen baglama kapasitelerinin yuksek olmasi, APTES ile modifiye edilen
manyetik nanotaneciklerin yuzeyine kovalent baglanan antikor miktarinin en
dusuk olmasi nedeniyle spesifik antijen baglama kapasitesinin en az olmasi

beklenen bir sonugtur.

Ayrica antikor bagh PDA kapli manyetik nanotaneciklerin uygun
antijenlerine ¢ok gugclu bir ilgi gosterdigi, biyofonksiyonel APTES modifiyeli
manyetik nanotaneciklerin antijenlerine kargi daha dusuk ilgi gosterdigi
acikca gorulmektedir.  Antikorlarin  nanotanecik ylzeyinde duzenli
yonlenmeleri ile antikorlarin spesifik antijen baglama bodlgeleri olan Fab
kisimlari agikta kalmakta ve antijenlerin epitop bolgeleriyle etkilesimlere
girmektedir [217,227,228]. Biyomolekullerin  nanotanecik  yuzeyine
EDC/NHS ile kovalent baglanmasi sirasinda antikorlar duzensiz
yonlenebilirler [55,56]. Duzensiz yonlenmeler sonucunda antikorlar
aktifliklerini kaybederler ve spesifik antijen tanima etkinlikleri azalmaktadir
[217]. Bu sebeple, APTES modifiyeli nanotaneciklere antikorlarin kovalent
baglanmasi sirasinda dizensiz yonlenmelerin daha baskin oldugunu ve
spesifik antijen baglama ozelliklerini kismen kaybettiklerini sdylemek
mumkuindur (Sekil 6.46).

Antijen

N 7 by

/ 7

Antikor <
gelisiguzel baglanma yonlendirilmis immobilizasyon

Sekil 6.46. Gelisiglzel ve yonlendirilmis immobilizasyonla nanotaneciklere
baglanan antikorlara antijenlerin spesifik baglanmasi
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Ferritin, kUresel kabuk benzeri sekilde dizenlenmis 24 homolog alt birimden
olusan bir demir depolama proteinidir (Sekil 6.47). Bu nedenle, her ferritin
moleklll antikora baglanabilecek ¢ok sayida epitop igerir. Onun c¢oklu
epitopik dogasi geregi, antikora baglanma bdlgelerinin durumu nanotanecik
yuzeyinde anti-ferritin proteininin konformasyonuna/yonlenmesine 1gG’ye
oranla daha az bagimhdir (Sekil 6.48) [229]. Bu sebeple, anti-ferritin bagl

nanotaneciklerde spesifik antijen baglama kapasitesi daha yuksektir.
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Sekil 6.47. Ferritinin yapisi

ferritin
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anti -ferritin
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Sekil 6.48. Ferritin goklu epitopik yapisi ve anti-ferritinin nanotanecik
ylzeyinde dizensiz yonlenmesi
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6.3.3. Nanotanecikler uzerinde antikor-antijen komplekslerinin ayrigsma

sabitleri

Antikor-antijen baglanma vyaklasiminda, antikor-antijen komplekslerinin

denge ayrisma sabitleri, Ky, Esitlik 6.1 ile ifade edilmektedir.

0 =[Ag]"/ (Kq + [Ag]") (6.1)

Burada, 0, antikor-antijen kompleksinin toplam antikor derisimine oranidir.
[Ag], antijen derisimi iken, n Hill katsayisidir. Esgitlik 6.1'in yeniden
duzenlenmesiyle elde edilen Esitik 6.2 ise lineer Hill esitligini

gOstermektedir.

log [6/1-0] = nlog[Ag] - logK4 (6.2)

log [0/1-0] - log[Ag] grafigi cizildiginde, edimden Hill katsayisini, kesim
noktasindan antikor-antijen kompleksinin Kgq ayrisma sabiti belirlenir.
Antikor-antijen kompleksinin ayrisma sabiti buyuk olgude affinite temelli
ayirma, tani ve algilama sistemlerinin performansini tanimlar [230]. Afinite
nanotanecikleri olarak APTES modifiyeli, PDA kapli ve MUA modifiyeli
manyetik nanotaneciklerin performanslarini degerlendirebilmek igin, bu
nanotanecikler Uzerindeki antikor-antijen komplekslerinin ayrigma sabitleri
belirlendi. Sekil 6.49 1gG antikorunun bagli oldugu farkh manyetik
nanotanecikler ile spesifik antijenler arasindaki reaksiyonun Hill egrilerini,
Sekil 6.50 anti-ferritin ile biyofonksiyonellestirlen APTES modifiyeli, PDA
kapli ve. MUA modifiyeli manyetik nanotanecikler ile spesifik antijenler
arasindaki reaksiyonun Hill egrilerini gdstermektedir. Her bir antikor-antijen

kompleksinin ayrigma sabitleri bu egrilerden hesaplanmistir.



0,0

0,3

0,6

log (6/1-0)

-0,9

log (6/1-6)
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Genellikle herhangi bir yuzeydeki antikor-antijen komplekslerinin  Kg
degerleri 10® - 10® mol/L aralifinda degismektedir. Bu deger serbest
cozeltideki antikor-antijen ciftleri icin 10° - 107 mol/L arali§inda
degismektedir. Bu da c¢o6zeltideki antikorlarin spesifik antijenlerine olan
ilgilerinin ylzeyde immobilize olan antikorlarin antijen baglama ilgilerine
oranla daha gugli oldugu anlamina gelmektedir. Proteinler yuksek
aktivitelerini herhangi bir ylzeye baglandiklarinda kaybederler. Bu
biyoaktivite kaybi ylUzeylere immobilize olan antikorlarin zamanla denature

olmasi ve antijen baglama bdlgelerindeki sterik engellerdir [231].

Anti-lgG ile biyofonksiyonellestirilen APTES modifiyeli, MUA modifiyeli ve
PDA kapli manyetik nanotaneciklerin Hill egrilerinden Ky degerleri sirasiyla
5,82x107, 3,10x10” ve 1,85x10” M olarak bulunmustur. Ayni sekilde, anti-
ferritin bagll APTES modifiyeli, MUA modifiyeli ve PDA kapli manyetik
nanotaneciklerin Hill egrilerinden belirlenen Ky degerleri ise sirasiyla
5,45x107, 2,12x107 ve 3,91x10® M olarak belirlenmistir. Bu degerler
literatirde antikor-antijen etkilesmeleri icin kabul edilen araliktadir. Bu
durum, antikorlarin farkli fonksiyonel gruplarla modifiye edilen manyetik
nanotaneciklerin ylzeyine kovalent baglandiginda aktivitelerinin ¢cok fazla
degismemesinden kaynaklanmaktadir. Her iki antikorunda bagl oldugu
manyetik nanotanecikler igin belirlenen Ky degerlerinin  PDA kaph
nanotanecikler i¢gin en dusuk, APTES modifiyeli nanotanecikler igin en
yuksek oldugu acikca gorulmektedir. Bu durum, PDA kapli manyetik
nanotaneciklerin spesifik antijene karsi ilgisinin biyofonksiyonel APTES
modifiyeli manyetik nanotaneciklere ¢ok daha glclid oldugunu
gostermektedir. Bunun yanisira, anti-ferritin ile biyofonksiyonellestirilen
manyetik nanotaneciklerin Ky dederlerinin  anti-lgG  bagdh manyetik
nanotaneciklerin Ky degerlerine gore daha dusuk olmasi anti-ferritinin
spesifik antijenine ilgisinin ¢ok daha guclu oldugunu géstermektedir. Daha
once de belirtildigi gibi ferritinin ¢oklu epitopik dodasi geregi anti-ferritininin

yuzeydeki konumu aralarindaki baglanmay: etkilememektedir.
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Hill sabiti, n, antijen baglama ilgisini simgelemektedir. Edger n>1 ise
antikorun antijeni ile spesifik etkilesimi pozitiftir. Bir bagka deyigle, bir
antijen, antikoruna baglandiktan sonra ayni tur ikinci antijenin antikora
baglanmasi kolaylasir. Eger n<1 ise antikorun antijeni ile spesifik etkilesimi
negatiftir. Bir bagka deyisle, bir antijenin antikoruna baglandiktan sonra ayni
tur ikinci antijenin antikoruna baglanmasi olusan antikor-antijen kompleksi
tarafindan kisitlanmaktadir. Eger n=1 ise, antikor ile antijen arasinda

spesifik bir etkilesme olmaz [231-233].

Anti-IgG ile biyofonksiyonellegtirilen APTES modifiyeli, MUA modifiyeli ve
PDA kapl manyetik nanotaneciklerin Hill katsayilari sirasiyla 1,01, 1,05 ve
1,10 olarak belirlenmigtir. Anti-ferritin  baghh APTES modifiyeli, MUA
modifiyeli ve PDA kapli manyetik nanotaneciklerin Hill katsayilari sirasiyla
1,16, 1,23 ve 1,31 olarak bulunmustur. Belirlenen Hill sabitlerinin 1’den
blylk olmasi, anti-lgG ve anti-ferritin bagli manyetik nanotaneciklerde
antikor-antijen etkilesimlerinin pozitif oldugu yani antikorlarin antijenlerine
0zgul oldugu ispatlanmistir. Nanotanecik yuzeyine kovalent bagl
antikorlardan bir tanesi kendine 6zgu antijeni bagladiginda diger antikorlarin
cozeltide kalan ayni tir antijenlere olan ilgisi artmaktadir. Ayrica anti-ferritin
ile biyofonksiyonel manyetik nanotaneciklerin Hill sabitlerinin anti-IgG bagh
nanotaneciklerin Hill sabitlerine oranla daha buylk olmasi anti-ferritinin

spesifik antijenine ilgisinin daha yuksek olmasindan kaynaklanmaktadir.

Antikor-antijen komplekslerinin ayrisma sabitlerinin uygun deger araliginda
olmasi ve Hill katsayilarinin 1’den blyuk olmasi protein adsorpsiyon
miktarini ve ayirma etkinligini etkilemektedir. Sonug¢ olarak, anti-IgG ve anti-
ferritin ile biyofonksiyonellestiriien manyetik nanotaneciklerin kendilerine
0zgu antijen baglama ilgilerinin yuksek oldugu ve antikorlarin nanotanecik

yuzeylerine baglandiginda etkinliklerini kaybetmedikleri belirlenmistir.

Goto ve grubunun yaptiklari bir galismada, hidrofilik fosforilkolin gruplari ile
modifiye edilen poli(L-laktik asit) (PLA) nanotanecikleri hazirlanmig ve
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yapisindaki aktif ester gruplari sayesinde anti-BSA proteininin nanotanecik
yuzeyine kolaylikla kovalent baglanmasi saglanmistir. Anti-BSA ile
biyofonksiyonellestirilen fosforilkolin gruplari ile modifiye edilmis PLA
nanotaneciklerinin ylzeyinde antikor-antijen (anti-BSA-BSA)
komplekslerinin ayrisma sabiti 2.7x107 M ve Hill katsayisi 1,3 olarak
belirlenmistir. Antikor bagh PLA nanotaneciklerininin antijene karsi ¢ok
yuksek bir ilgisinin olmasi nedeniyle Ky degerinin belirlenen aralikta ve
antikorlarin antijenlerine ilgisinin pozitif ve spesifik olmasi nedeniyle Hill

katsayisinin 1’den buyuk ¢iktigi rapor edilmistir [230].

6.3.4. Hedef proteine segicilik

Antikorlar yuzlerce aminoasitin dizenli bir sirayla baglanmasiyla olusan,
protein yapisindaki karmasik biyomolekullerdir. Bu biyolojik molekuller
antijen olarak adlandirlan 06zel yapilara baglanabilme yetenegine
sahiptirler. Teghis edilmesi istenen antijenin antikora baglanmasi anahtar-
kilit mekanizmasi ile agiklanabilir. Bu 6zel etkilesimlerden faydalanilarak
tasarlanan immunosensoérlerle antikora 6zgu antijenlerin analizi mumkundur
[234]. Bu analizlerde antikorun secgici bir sekilde kendine 6zgl antijeni
baglama 0zelligi ve kapasitesi kullaniimaktadir. Antikorlar kullanilarak
tasarlanan immunosensorlerin  segiciligi, olgimun yapilacaglr ortamda
yalnizca teghis edilmek istenen antijen ile etkilesime girme yetenegidir
(Sekil 6.51).
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Sekil 6.51. Manyetik nanotaneciklerin hedef proteine segiciligi

Calismanin amaci dogrultusunda, antikor bagli manyetik nanotaneciklerin
protein-antijen karisimindan kendilerine 6zgu antijenleri etkili ve secici bir
sekilde baglama kapasiteleri incelenmigtir. Sekil 6.52 ve Sekil 6.53 ve
Cizelge 6.4’de farkl antikorlarla biyofonksiyonellestiriien APTES modifiyeli,
MUA modifiyeli ve PDA kapli manyetik nanotaneciklerin plazma
proteinlerine karsl antikorlara 06zgu antijenleri baglama kapasiteleri

verilmigtir.
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Cizelge 6.4. Anti-lgG ve anti-ferritin badli manyetik nanotaneciklerin protein
baglama kapasiteleri

Protein/lgG Protein/Ferritin
adsorpsiyon adsorpsiyon
Nanotanecikler o o
kapasitesi kapasitesi

(rg/mg MNT)

(ng/mg MNT)

APTES modifiyeli

Fbg 1,11/39,81 0,94/54,82
Hb 1,89/37,60 1,49/50,45
Mb 2,76/34,34 2,51/47,33
Lys 3,14/30,94 2,63/46,43
MUA modifiyeli
Fbg 0,97/56,67 0,82/71,56
Hb 1,85/53,42 1,29 /67,29
Mb 2,59/42,32 2,34/63,80
Lys 2,92/40,23 2,46/62,25
PDA kaplh
Fbg 0,84/74,39 0,67/83,73
Hb 1,64/64,87 1,18/76,25
Mb 2,28/59,78 2,13/71,23
Lys 2,67/54,63 2,21/68,66

Anti-IgG ve anti-ferritin bagl manyetik nanotaneciklerin her ikisinin de
kendilerine 6zgu antijenleri Fbg, Hb, Mb ve Lys gibi plazma proteinlerine
kargi segici bir sekilde bagladiklari agikga gorulmektedir. Biyofonksiyonel
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manyetik nanotaneciklerin plazma proteinlerini adsorplama kapasitelerinin
antikorlara 6zgu antijenleri baglama kapasitelerinden ¢ok kuguk oldugu
belirlenmistir. Anti-IgG bagli APTES modifiyeli manyetik nanotaneciklerin
IgG baglama kapasitesinin Fbg, Hb, Mb ve Lys proteinlerini adsorplama
kapasitelerinden yaklasik olarak sirasiyla 36, 20, 12 ve 10 kat daha buyuk
oldugu, MUA modifiyeli manyetik nanotaneciklerin IgG baglama
kapasitesilerinin ise 58, 29, 16 ve 14 kat daha fazla oldugu ve PDA kapli
nanotaneciklerin antijen baglama kapasitesilerinin ayni sirayla 89, 40, 26 ve
21 kat daha buyuk oldugu belirlenmigtir. Ayni sekilde, anti-ferritin ile
biyofonksiyonellestirilien APTES modifiyeli manyetik nanotaneciklerin ferritin
baglama kapasitesi Fbg, Hb, Mb ve Lys proteinlerini adsorplama
kapasitelerinden ayni sirayla 58, 34 19 ve 18 kat daha buyuk, MUA
modifiyeli manyetik nanotaneciklerin antijen baglama kapasitesinin ise 87,
52, 27 ve 25 kat daha fazla ve PDA kapli nanotaneciklerin antijen baglama
kapasitesi ise 125, 65, 33 ve 31 kat daha buyuktur. Bu durum, antikorlarin
kovalent baglandigi nanotanecik yuzeyine 06zgul olmayan protein
adsorpsiyonunun ¢ok zor olmasindan kaynaklanmaktadir. Ozgll olmayan
protein adsorpsiyonu proteinin molekul agirhgindaki artisla azalmaktadir.
Fbg, Hb, Mb ve Lys proteinlerinin mol kutleleri sirasiyla 340, 65, 17 ve 14
kDa'dur. Ozgiil olmayan protein adsorpsiyonunun, proteinin molekil agirhigi
ile ters orantih oldugunu sodylemek muumkindur. Nanotanecik yuzeyine
blyUk proteinlerin adsorpsiyonu oldukga zordur [235-237]. Nanotaneciklerin
yuzey alani/hacim oranlarinin yiksek olmasi ve sulu ¢ozeltide oldukga iyi
bir sekilde dagilmalari sebebiyle protein baglama kapasiteleri artar. Hedef
proteinler, nanotaneciklerin ylzeyine etkili ve hizli bir sekilde baglanirlar.
Boylece proteinlerin 6zgll olmayan adsorpsiyonu zorlagir. Bu da
biyofonksiyonel nanotaneciklerin mikro 6lgekli taneciklere gére ¢ok daha
segici olmalarini  saglar. Biyofonksiyonel manyetik nanotaneciklerin
antijenleri  spesifik olarak baglamasi sebebiyle duslik derisimdeki
biyomolekillerin  segici olarak nanotanecik ylzeyine baglanmasi
saglanabilmektedir [238,239]. Sonug¢ olarak, farkli antikorlarin kovalent
baglandigi  manyetik  nanotanecikler  protein-antijen  karigimindaki
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kendilerine 06zgu antijene karsi yuksek aktivite ve guclu bir ilgi

gOstermiglerdir.

Hazirlanan Gg¢ farkli manyetik nanotanecik arasinda PDA kapli manyetik
nanotaneciklerin en iyi 6zelliklere sahip oldugu sonucuna ulagiimigtir. PDA
kapli manyetik nanotaneciklerin yuzeyine, yapilarinda bulunan katekol ve
kinon gruplari sebebiyle daha fazla antikorun kovalent baglanmasi
nedeniyle antijenler APTES ve MUA modifiyeli biyofonksiyonel manyetik

nanotaneciklere oranla daha fazla segici baglanmigtir.
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7.SONUC

Bu tez kapsaminda, ikili ¢coktirme yontemi ile alkali ortamda demir tuzlari
olusturulmus ve bu tuzlarin kontrolll bir sekilde ylkseltgenmesiyle manyetik
nanotanecikler elde edilmistir. Hazirlanan manyetik nanotanecikler silika,
dopamin ve gumus tabakasi ile ayri ayri kaplanmigtir. Silika ve gumus kaph
manyetik nanotanecikler antikorlarin kovalent baglanabilmesi amaciyla
APTES ve MUA ile fonksiyonellestiriimistir. Hazirlanan APTES modifiyeli,
MUA modifiyeli ve PDA kapli manyetik nanotaneciklerin yapisal
karakterizasyonu FT-IR spektroskopisi, kimyasal karakterizasyonu XPS,
morfolojisi TEM ve SEM, kristalinitesi XRD, hidrodinamik ¢cap ve dagilimlari
DLS Olgcimleri ve manyetik karakterizasyonu VSM d&lgumleri ile
gerceklestiriimistir. Bu  karakterizasyonlar sonucunda ikili ¢oktirme
yontemiyle hazirlanan manyetik nanotaneciklerin siperparamanyetik 6zellik
gosterdigi belirlenmis ve tabaka sayisi arttkga manyetik doygunluk
degerinin azaldigi goérulmustar. Hazirlanan APTES modifiyeli, MUA
modifiyeli ve PDA kapli manyetik nanotanecikler spesifik antijen baglamayi
saglamak amaciyla farkli antikorlar ile biyofonksiyonellestirilmistir. Bu
amacgla APTES ve MUA modifiyeli manyetik nanotaneciklere antikorlar
EDC/NHS ara bagdlayicilari yardimiyla kovalent baglanirken, antikorlar PDA
kapli manyetik nanotaneciklere polimerin yapisindaki katekol ve kinon
gruplari sayesinde adheziv kuvvetler aracigiyla kovalent baglanmigtir. IgG
ve ferritin antikorlari ile biyofonksiyonellestirilien gekirdek-kabuk manyetik
nanotaneciklerin bu antikorlara 6zgu antijenleri yuksek bir ilgi ve segicilikle
bagladiklari belirlenmigtir. Biyofonksiyonel manyetik nanotaneciklerdeki
antikor-antijen komplekslerinin denge ayrigsma sabitleri ve Hill katsayilari bu
yuksek ilgi ve spesifik baglanmanin bir Olglsu olarak gosterilebilir. Son
olarak, antikorlar kullanilarak tasarlanan immunosensorlerin segiciliginin,
OlcimUn yapilacagr ortamda yalnizca teshis edilmek istenen antijen ile
etkilesime girme yetenegininin bir dlglisi olmasi nedeniyle, biyofonksiyonel
nanotaneciklerin protein-antijen karisimindan kendilerine 6zgu antijenleri

etkili ve secici bir sekilde baglama kapasiteleri incelenmis, yuksek bir
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aktivite ile guclu bir ilgi gosterdikleri belirlenmistir. Sonug olarak, farkl
antikorlarin kovalent baglanmasiyla hazirlanan immunosensorler bagigiklik
sistemi hastaliklarinin teshis ve tedavisinde kullanilabilecegi gibi, DNA
immobilizasyonu ve/veya hibridlesmesinde, enzimlerin immobilizasyonunda,
hdcre kalturu ¢calismalarinda ve bakteriyel hastaliklarin teshisi gibi alanlarda

kullanima hazir hale getirilebilir.
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