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OZET

Ustiinsoy R. Paramanyetik Karbon Nanotiiplerin Karakterizasyonu, Toksistesinin
Belirlenmesi ve Saflastirma Amaclh Kullanimi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Biyofizik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2021.

Karbon nanotiipler (KNT), sahip olduklar1 genis yiizey alami ve yiiksek
kapasitedeki emme gii¢leri ile son yillarda saflagtirma uygulamalarinda ¢ok popiiler
hale gelmislerdir. KNT’lerin tek duvarli ve ¢ok duvarli olmak iizere iki c¢esidi
bulunmaktadir. Cok duvarli KNT’ler i¢ ice geemis tek duvarli KNT’ler gibidirler.
Dolayis1 ile yilizey alanlar1 tek duvarli KNT’lere gore ¢ok genistir. Yiizey alanin
genisligi ve yiiksek kapasitedeki emme gii¢leri sayesinde nanometre boyutundaki tiipler
bu Ozelliklerden faydalanilarak, demir tuzlari ve belli Ozellikteki kimyasallar ile
paramanyetik hale getirilebilmektedir. Paramanyetik hale gelen KNT’ler miknatis
yardimiyla toplanabilir duruma da gelirler. Bu 6zellik KNT’lerin farkli ortamlardan
kolayca ayristirilmasini saglamaktadir. Ilave olarak yiizey alanlar1 cok genis oldugu icin
hedef ortama gore, ortamda bulunan maddeler ile bag yapabilecek molekiiller ile
desteklenirse, KNT’ler miknatis yardimiyla ortamdan toplanabilirken hedef maddenin
de ortamdan ayristirilmasi saglanabilmektedir. Son yillarda bu konu hakkinda ¢ok

sayida 6nemli arastirmalar yapilmistir.

Ayristirma yontemlerinde kullanimi oldukga verimli sonuglar veren KNT lerin,
ftalat asit esterlerinden (PAE) dietil fitalatin (DEP) ¢evreden ayristirilmasinda kullanimi
amaclanmaktadir ve bu 6nem arz etmektedir. Ciinkii insan ve ¢evre i¢in zararli olan ve
cok sayida kisisel bakim iiriinleri ve deterjan tarzi temizlik iiriinlerinde bulunmaktadir.
Bunlar endokrin bozucu olabilen kimyasallardandir ve dogal hormonlarin salgilanmasi,
taginmasi, metabolizmasi, eliminasyonu ve reseptore baglanmasini etkileyen
bilesiklerdir. Bu baglamda {iretilen, toksisitesine bakilmis CDKNT’lerin, ayristirma
amagcli kullanilmasinda, 6zellikle DEP’ler galisilacaktir. Literatiirde kisa CDKNT lerle
yapilmis ayristiricilar yer almamaktadir. Bu nedenle elde edilen bilgiler 6nem

tasimaktadir.
Anahtar Kelimeler : Paramanyetik, Karbon Nanotiip, Fitalat, Kromatografi, DSC.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 36781



ABSTRACT

Ustiinsoy R. Characterization of Paramagnetic Carbon Nanotubes, Determination of
Toxicity and Purification Purposes. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Biophysics, MSc. Thesis. istanbul. 2021.

Carbon nanotubes, become popular in the area of chromatography thanks to their high
surface area and adsorption capabilities. They mainly consists of two types; single-
walled (SWCNT) and multi-walled carbon nanotubes (MWCNT). Their structure is like
tubes of graphene sheets formed by a direction vector. They can be at least 0,4 nm in
width. From 0.4 nm to 2 nm, they are classified as single-walled. MWCNTSs can be
produced in the range of 2 nm- 100 nm. MWCNTs have more surface area than
SWCNTs. CNTs can be modified wih salts of iron (Fe) to be paramagnetic thanks to
their high capacity of adsorption. Operation is basically consists of mixing and
sonicating Fe-Salt complex with specific chemicals and CNTs. The final product can be
collected easily with a permanent magnet. In the last decade, it is possible to see many
important researches about paramagnetic CNTs. Big portion of these works are focused
on purification of water from heavy metals and plastic originated compounds. In these
purification processes paramagnetic MWCNTS are used generally.

Phthalate Acid Esters (PAE) are present in enourmous amount of PVC based materials.
Consequently, PAEs can mix with environmental water, earth and other food and drinks
that are packed with plastic products. PAEs has very harmful effects on human health
such as they can damage endocrine system and prevent hormones working properly.
Hence, this work focused in filtration capabilities of paramagnetic CNTs by using DEP
as target compound specifically. Short MWCNTSs which are subjected to toxicity tests
formerly will be used. There is no reasearch made with short MWCNTSs in the area.
Therefore, it is important that new information about these CNTs will be obtanied.

Key Words: Paramagnetic, Carbon Nanotubes, Phthalate, Chromatography, DSC

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 36781



1. GIRIS VE AMAC

Karbon nanotiip (KNT)’lerin adsorban olarak kullanimlari, emsallerine nazaran
daha efektif sonuc¢lar vermesi sayesinde son yillarda biiyiik bir popiilarite kazanmistir
[1,2]. KNT’lerin porlu ve tiipsii yapilari, yiiksek yiizey alanina sahip olmasi, diisiik
kiitle yogunlugu ve ayristirilmak istenilen molekiiller ile bag kurabilme yetenekleri [3]
sayesinde arastirma alanlar1 giderek yayginlasmaktadir [4]. Bu arastirma alanlar1 gaz
akiglarindan zararli olan gazlarin filtrelenmesi [5], sulu ¢ozeltilerden istenmeyen
bilesiklerin ortamdan ayristirilmasi [6] olarak gruplandirilabilir. Bu gruplar teorik
hesaplamalar, deneysel Olctimler ve molekiiler simiilasyon yontemleri ile
arastirilmaktadir. Spesifik olarak kii¢iik molekiillerin [7], agir metal iyonlarinin [8]
ve organik kimyasallarin [9] KNT’ler yardimi ile ayristirilmasi iizerine calismalar

yiritiilmektedir.

Fitalatlar ise plastik sanayisinde, insan ve g¢evre sagli i¢in zararli oldugunu
bilinen, insan yapimi plastiklestici ana malzeme olarak kullanilan fitalat asit esterleridir

[10].

Bu ¢alismada ¢ok duvarli KNT’lerin fonksiyonel hale getirilmesi, paramanyetik
ozellik kazandirilmas: ve karakterizasyonun yapilmasi amaglandi. Miknatis yardimiyla
paramanyetik KNT’lerin ortamlara giris ¢ikisini saglayarak, istenmeyen madde olarak
fitalat familyasindan olan dietil fitalatin (DEP), paramanyetik KNT’ler ile ortamdan
uzaklastirmasi diisiintildii. Arastirmalarimizda ayrica, sentezlenlenen paramanyetik
KNT’lerin karakterizasyon c¢alismalar1 ile yapilar1 hakkinda daha fazla bilgiye
ulagilmaya calisildi. Son olarak ise elimizdeki KNT o6rneklerinin in vitro toksikoloji
caligmalarini yapmak ve hiicre diizeyinde fikir elde ettikten sonra, besin zincirinin en alt
katinda bulunan C. elegans’lar ilede paramanyetik KNT’lerin mikro canlilar {izerinde

toksisite caligmalar1 yapip analamli ve yararli sonuglara ulasilmasi hedeflendi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Karbon Nanotiipler

KNT’lerin deneysel kullanimina iliskin ilk ¢alisma S. lijima tarafindan 1991
yilinda rapor edilmistir [11]. Bu calismayr takiben KNT’lerin farkli yontemlerle
sentezlenmesini konu alan ¢alismalar yapilmistir [12,13]. Bu ¢alismalar, doksanli
yillarin bagindan giiniimiize kadar karbon nanotiip konulu arastirmalara 6ncii olmustur.
[lk olarak arastirmalar iist iiste grafen yapraklarin dizilmesi ile olusmus, silindirik ¢ok
duvarli karbon nanotiipler iizerine yapilmistir. Sonrasinda, 1993 yilinda daha kiigiik
yarigapa sahip tek duvarli karbon nanotiipler lizerine ¢alismalar baslamistir [14,15].
KNT’leri popiiler yapan 6zelliklerinin basinda iletkenliklerinin ve stabilitesinin yiiksek
olusu, fiziksel olarak kuvvetli yapida olmalari ve kimyasal olarak kararli yapida
olmalar1 gelmektedir [16,17]. Tek duvarli ve ¢ok duvarli olmak iizere bilinen ve {izerine

caligmalar yapilan iki ¢esidi bulunmaktadir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Karbon bazh nanotiiplerin yapilari. Tek duvarli (a) ve ¢ok duvarli (b) KNT yapisi.

2.1.1. Tek Duvarh Karbon Nanotiipler

Tek duvarli KNT’ler basit olarak karbon elementlerinin siiperiletken maddeler
yardimiyla bir araya getirilmesi ile olusturulmus atomik boyuttaki silindirik tiipsii
yapilardir [14,15]. KNT’lerin kesfinden sonra, {izerine ¢ok farkli alanlarda arastirmalar
yapilmaya baslandi. KNT’lerin avantajli fiziksel, kimyasal ve fizyolojik 6zelliklere
sahip olmasi, KNT’leri birgok arastirmada potansiyel eleman haline getirdi. Karbon
nanotiipler sp? hibritlesmesi yapmis karbon atomlarindan iiretilmis diiz kagit seklinde

grafen yapimin belirlenen bir katlanma vektorii etrafinda dolanmasi ile ortaya ¢ikmis



yapilar seklinde tanimlanabilir. Tek duvarli KNT’ler 0.4 nm civart discapa sahip
olabilirken, ¢ok duvarli KNT’ler 5-100 nm araliginda dis¢ap uzunluguna sahip
olabilmektedir [18]. Bir tek duvarli nanotiipiin yapisi, ¢ap1 ve kiralitesi, ilgili bilgileri
iceren bir (n,m) vektori ile belirtilir [19]. Bu (n,m) vektoriine bagh olarak tek duvarh
KNT’ler 3 yapida bulunabilirler. Bunlardan ilki koltuk (armchair) yapisidir ki bu
durumda m ve n birbirine esittir ve helisite acis1 30° olmaktadir. Ikinci durum ise zik-
zak (zigzag) yapisidir, bu durumda n veya m degerinden birisi sifira esittir ve helisite
acist 0° olmaktadir. Uciincii yap1 ise kiral (chiral) yapidir; bu yapida n ve m
degerlerimiz birbirinden ve sifirdan farklidir , helisite agimiz ise 0° ile 30° arasinda

gozlemlenmektedir [20] (Sekil 2.2).

(2,2) - Koltuk

(3,1) - Kiral

(5,0) - Zik-zak

Sekil 2.2: Karbon bazh nanotiiplerin katlanma vektoriine gore cesitleri.

Katlanma vektoriinden (n, m) elde edilen bilgilerle karbon nanotiiplerin yarigap
hesaplamasi yapmak miimkiindiir (denklem 1). Denklemde D.. karbon baginin
uzunlugunu ifade ederken, Dg ise yarigap uzunlugunu ifade eder ve Dcc nin degeri

yaklasik olarak 0,142 nm degerinde ol¢giilmiistiir [21].

Denklem 1 : KNT yari¢ap hesaplama formiilii

e =
—y me+mn+n=

De =D« "q"r3 T




Tek duvarli karbon nanotiiplerin icadi, ticari amagli; fiziksel olarak dayanikli ve
hafif spor materyallerinden, hidrojen destekli depo ortamlarina kadar, genis bir
yelpazede alanda kullanilmasini saglamistir [22]. Yaygimnlasan kullanim alanlari
arasinda nano-elektronik cihazlar [23], enerji depolama alaninda {iretilen bataryalar
[24], alan etkili transistorler [25] ve sensor cihazlart [26] da yer almaktadir.
Biyomedikal uygulamalarda, ilag iletiminde tasiyici roliinde ve tan1 koymada yardimci
ajanlar olarak potansiyel kullanim alanlart mevcuttur [27]. Ayrica hiicre kiiltiiriinde
hiicre bakimi ve biiylimesi silirecinde kullanilan iskelet yap1 olarak da kullanilma

potansiyeli vardir [28].

2.1.2. Cok Duvarh Karbon Nanotiipler

Cok duvarli karbon bazli nanotiipler ¢ok sayida birbiri i¢ine gecmis tek duvarl
KNT  bilesenleridir. Dolayisiyla tek duvarli KNT’ler basligi altinda saydigimiz
ozelliklere sahiptir. Ancak, digcap uzunluklart 5 nm ile yaklasik olarak 100 nm
bandindadir. Farkli gaptaki tek duvarli KNT lerin bir araya gelmeleri ile olustuklarindan
cok duvarli KNT ler ¢ok daha genis yiizey alanlarina sahiptirler. Bu avantajlar
sayesinde, ¢ok duvarli KNT’ler ¢esitli enzimlerle veya metallerle birlestirerek, g¢esitli
ayristirma yontemlerinde veya biyosensor uygulamalarinda kullanilabilir hale gelmistir
[29].

Karbon nanotiiplerin toksisitesi konusunda bir uzlasma mevcut degildir ancak
cesitli yOntemlerle karbon nanotiiplerin fiziksel Ozellikleri iizerinde yapilacak
degisikliklerle bu etkiler en aza indirilmeye ¢alisitimaktadir. Orne§in hayvanlar
tizerinde yiritilen farkli iki calismada mikron mertebesindeki KNT’lere maruz
birakilan hayvanlarda pulmoner inflamasyon indiikleyici etkiler ortaya ¢ikmigtir [30-
31]. Ayrica KNT lerin biyobozunurluk siireleri de tartisma konusudur. Toksik etkileri
tartisan ayni ¢alismada, daha kisa uzunlukta olan KNT lerin daha seyreltilmis bir
kanserojenik etkiye sahip olabilecegi rapor edilmistir [32]. Bu ¢alismalardan sonugla
diyebiliriz ki; KNT’lerin toksik etkileri vardir; ancak ylizey modifikasyonlar1 yaparak

bu etkileri oldukga azaltmak miimkiindiir.

2.2. Karbon Nanotiiplerin islevsellestirilmesi
KNT’ler iistiin 6zelliklerinin yaninda belirgin dezavantajlara ve sinirlamalara
sahiptir. Bu dezavantajlardan biri, genis yiizey alanin ortaya c¢ikardigi dagilim

oranindaki inhomojenitedir. Diger bir dezavantaj ise KNT lerin hidrofobik o6zellikte



olmalari, suda ve genel kullanimda olan diger ¢6ziicli maddelerin i¢inde ¢ozlinmelerinin
problem olusturmasidir. Bu problemlerden kaynaklanan sorunlarin ortadan kaldirilmasi
icin ve baska Ozelliklerin eklenebilmesi igin KNT’lerin fonksiyonel hale getirilmeleri
gerekmektedir [33]. Bugiin, nanoteknoloji alaninda kullanilan biitiin nanotiiplerin ise
yarar halde c¢alismasi i¢in fonksiyonel hale getirilmeleri gerekmektedir [34].
Fonksiyonel hale getirilmesi kovalent olmayan ve kovalent olan metotlar ile
gerceklestirilir. Bu iki yontemin de kendi avantajlar1 ve dezavantajlar1 mevcuttur.
Ornegin, kovalent olmayan yontemle fonksiyonel hale getirilen karbon nanotiipler,
KNT’nin yapis1 ve kendisine has olan 6zellikleri degismez ancak fonksiyonel olarak
daha ileri seviyeleri gelistirilmesi de zorlagsmaktadir [33-37]. Kovalent olan yontemler
tercih edilirse ¢oziinlirlik ve biyouyumluluk problemleri ¢6ziilirken, KNT’nin
fizikokimyasal 6zellikleri bozulabiliyor veya iletkenlikleri azalma gosterebiliyor [38-

39].

2.2.1. KNT’lerin Kovalent Olmayan Sekillerde Islevsellestirilmesi

KNT’lerin biyouygunlugunu gelistirmek, ila¢ iletimi alaninda peptit sabitleme
islemi, proteinlerin birlesmesi ve aktiflestirmesi i¢in yapilan gelistirmeler i¢in kovalent
olmayan metodlar fiziksel 6zelliklerde bir degisme meydana getirmedigi igin tercih
edilmektedir [40]. Bu yontemin en Onemli avantaji KNT’lerin sudaki ve diger
ortamlardaki ¢6ziiniirliiklerinin artmasi ve elektriksel 6zelliklerinin korunmasidir. Mittal
ve ark. tarafindan yapilan arastirmalarda KNT’ler poliaromatik absorbsiyon ile kovalent
olmayan sekilde fonksiyonel hale getirilmek istenirken, n-m 6rtiismesi , CH-m Ortlismesi,
protein veya lipid absorbasyonu ve bazende bu kovalent olmayan fonksiyonellesmenin
van der Waals kuvvetleri ile gergeklestigi tespit edilmistir [39]. Ozet olarak bu yontem
cok sayida fonksiyonel hale getirme eleman: ile gergeklestirilebilmektedir. Bu
elemanlar yilizey aktif maddeler, polimerler, bilesikler ve biyomolekiiller olabilir.
Yapilan bir c¢alismada sodyum dodesil siilfat (SDS) ile ultra-sonikasyon ve
ultrasantrifiijleme yapilarak tek duvarli fonksiyonel KNT eldesi saglanmistir [41].
Yiizey aktif maddelerin yerine polimer maddelerin kullanildigi baska bir ¢alismada,
polimerin ylizey dagilimini diizgiin olarak yapamadigini, ylizey aktif maddenin bu
konuda daha basarili oldugu goézlemlenmistir. Benzer sekilde, anyon, katyon bazli ve
iyonik olmayan yiizey aktif maddelerinin, dagilimlari problemli olan tek duvarl

KNT’leri fonksiyonel hale getirmek igin % 5 gibi az oranlarda kullanilmistir [42].



2.2.2. KNT’lerin Kovalent Olarak islevsellestirilmesi

Kovalent olan fonksiyonel hale getirme yollarinin en biiyiik problemi KNT’lerin
elektronik yapisinin bozulmasidir. Yapilan ¢alismalarda elektron yoniinden zayif
aromatik asitler ile ¢ok duvarli KNT’ler etkilesime sokulmus ve bu problem
¢cozilmistiir [43]. Diger bir problem ise kovalent olarak fonksiyonel hale geldikten
sonra proteinlerin KNT yiizeyine baglanabilir durumda olmamasiydi. Bu durumun
¢oziimi olarak da 6zgiin olmayan polimer baglamak Onerisi ortaya atilmis ve polietilen
glikol (PEG) kullanilarak bu durum ispatlanmigtir [44]. Diger bir arastirmada g¢ok
duvarli KNT’leri grafit ile tepkimeye sokulmus polimer kullanarak fonksiyonel hale
getirmeyi basarmiglardir [45]. Manyetik olarak fonksiyonel hale getirmek igin yapilan
bir ¢aligmada, KNT’ler aminobenzotiyazol kimyasallar1 ile tepkimeye sokulmus ve

basarili sonuglar ortaya ¢ikarmistir [46].

Ozetle, kovalent ya da kovalent olmayan metodlarla fonksiyonel hale getirme
islemleri biiyiikk oranda kimyasal maddeler ile tepkimeye sokarak gergeklestirilir. Bu
kimyasal ile kurulan baglar kovalent oldugunda, KNT ve iliskilendiren ajan arasinda
giiclii bir bag kurulmus olur. Bir diger tarafta ise fonksiyonellestirme asamalarinin da
giiclii ve zayif yanlar1 oldugu rapor edilen edilen ¢alismalar 1g18inda tartismaya agiktir

[47].

2.2.3. Cok Duvarh KNT’lere Paramanyetik Ozellik Kazandirma

Burada bir dnceki baglikta bahsettigimiz manyetik hale getirilme islemini, biraz
daha ayrintili olarak ele alacagiz. Bir arastirmada CDKNT’ler aminobenzotiyazol ve
hidrojen nitrat ile karigtirilmig, daha sonra ortaya g¢ikan siispansiyon distile su ve
mikrofiltre kagidi yardimu ile filtreleme islemine tabi tutulmustur. Kurutuldugunda elde
edilen numunenin artik manyetik 6zellikte oldugu kesfedilmistir [46].

Manyetik olarak fonksiyonel hale getirilmis KNT’lere amoksisilin eklenmesi
konusunda yapilan bir ¢alismada ise yine amonyum demir (II) siilfat ile KNT lerin
siispansiyonunun yapildig1 ve sonrasinda amonyum hidroksit ilavesi ile desteklendigini
ve ultrasonikasyon islemine tabi tutulmasiin ardindan manyetik 6zellik kazandirildig:

rapor edilmistir [48].

Kanserin giiniimiizdeki sartlarda erken safhalarda teshisinin ¢ok iyi
yapilamadigini savunan ve tiimor teshis, tedavi sathalarinda kullanim amagli manyetik

olarak fonksiyonel hale getirilmis KNT leri hazirlamay1 amag edinen bir ¢alismada, ¢cok



duvarli KNT’ler demir kloriir hidrat tuzu ile sonikasyon islemine tabi tutulup manyetik
Ozellik kazanmistir [49]. Genel olarak bakildiginda calismalarda gesitli metaller ile
desteklenmis tuzlu bilesiklerle manyetik o6zellik kazandirmanin miimkiin oldugu

goriilmektedir.

2.3. Kromatografi

Kromatografi en basit tabiriyle organik bir karistmi olusturan maddeleri
birbirinden ayirmak i¢in kullanilan bir saflastirma yontemidir. ilk olarak rus kimyaci
Mikhail Tswett tarafindan 1903 yilinda kullanilmistir. Tswett yesil bir yapraktaki
pigmentleri, yapragi organik bir ¢ozeltide ¢ozdiikten sonra dikey pozisyonda ve igi
tebesir tozu ile dolu bir tiipiin icerisinde asag1 yonde akmasini saglayarak saflastirma
islemini gerceklestirmistir. Farkli pigmentler farkli oranlarda asagiya dogru hareket
etmis ve beyaz tebesir kolonlarinda farkli renk tonlar1 birakmislardir. Giiniimiizde ¢ok
cesitli kromatografik yontemler mevcuttur ve genel kullanimda olanlarin ¢alistigi temel
prensip Tswett’in kullandig1 prensiple ortiismektedir. Temel prensipte hareketsiz bir
ortam iceren medyum ile bunun icinden gecen ve ayristirilmak istenen organik bilesik
ve ¢ozelti haline getirilmis hareketli medyumdan mevcuttur. Farkli elementler farkli
oranlarda duragan medyum tarafindan absorbe edilir ve boylece kromatografi
kolonunun sonuna farkli oranlarda varirlar. Boylece kromatografi kolonunun sonunda

ayrigtirma islemi ger¢eklesmis olur [50].

Gilinlimiizde en yaygin kullanilan kromatografi ¢esitleri; kolon, iyon degisim,
jel-filtrasyon, afinite, kagit, ince-zar, gaz, boya-ligand, hidrofobik etkilesim, yalanci

afinite ve yliksek basingli s1vi kromatografileri (HPLC) olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.4. Manyetik Ozellikteki KNT’lerin Saflastirmada Kullanimi

Manyetik o6zellik kazandirilarak fonksiyonel hale getirilmis ¢ok duvarl
KNT’lerin ¢esitli maddeler iizerinde yapilan saflastirma calismalari mevcuttur. Bu
caligmalara 6rnek olarak 2016 yilinda yapilan, tarimda kullanilan, istenmeyen bitkilerin
ortamda c¢ogalmasini engelleyen spesifik bir tarim ilaci lizerinde yapilan saflagtirma
arastirmalart verilebilir. Siilfoniliire herbisitler iizerine yapilan bu ¢alismada diinyada
yaygin olarak kullanilan bu kimyasallarin kullanim amaglarini karsiladiktan sonra
dogada ozellikle ¢evrede bulunan yeralti1 su kaynaklarmi kirlettigi tespit edilmistir. Bu
sebeplede insan sagligini tehdit eden bir durum haline gelmistir. Bu problemin iizerine

gelistirdikleri hipotezde manyetik olarak fonksiyonel hale getirilmis KNT’leri



kullanarak bir kompleks olusturulmus ve suyu bu kirlilikten arindirma amaglanmaistir.
Demir igerikli kimyasallar ile muamele edilen ¢ok duvarli KNT ler taramali elektron
mikroskobu ve X-ray kirinim testi yardimiyla karakterize edildikten sonra, bahsi gegen
zararli kimyasallar1 taniyan ve kendisine baglayan bir kompleks ile birlestirilmistir.
Daha sonra manyetik olarak fonksiyonel hale gelmis KNT’leri iceren kompleksler
istenmeyen herbisit kimyasallar1 ile baglandiktan sonra digaridan sadece bir miknatis
yardimiyla toplanmis ve boylece bir saflastirma islemi ucuz, hizli, ¢evreye daha fazla

zarar vermeden ve tekrar kullanimi miimkiin olarak gergeklestirilmistir [51].

Benzer bir c¢alismada, diinyanin hemen her yerinde siklikla tiiketilen cay
tizerindeki bitkisel tarim ilaglarinin etkisini yok etmeye yonelik bir ¢alisma yapilmistir.
Manyetik olarak fonksiyonel hale getirilmis ¢ok duvarlit KNT’ler (MKNT) yardimiyla,
cay bitkisindeki asetonitril maddesini ayristirmak amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda ferrik trikloriir hekzahidrat ¢ok duvarli KNT’ler ile etilen glikol
icerisinde ¢Ozdiiriiliip manyetik 6zellik kazandirma ¢alismalar1 yapilmis ve sonrasinda
karakterizasyonu Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ve X-ray spektroskopisi ile
gerceklestirilmistir. Daha sonra manyetometre ile sayisal manyetiklik degerlerine
ulagilmistir. Asetonitril ile bag yapacak sekilde dizayn edilen kompleks ile
birlestirildikten sonra, ¢ay ile karistirilan MKNT’ler daha sonra bir miknatis yardimi
ile toplanmis ve caym bu toksik maddeden temizlendigi belirlenmistir. Yontemin
uygulanmasi ve sonucu agisindan bakildiginda ¢aligmada uygulanmasi basit, hizli ve

etkili bir MKNT kompleksi olusturulmus ve amaca basariyla ulasiimistir [52].

Karsinojenik etki gosterdigi bilinen Fitalat Asit Esterleri’nin (PAE) paket
halinde satilan igeceklerden, igme sularindan ve parfiim orneklerinden, MKNT ler
yardimiyla ayristirmak amaglanan bir calismada, manyetik islevsellik kazandirma
metodu, ferrik trikloriir hekzahidrat ve c¢ok duvarli KNT lerin hidroklorik asit
cozeltisinde karistirilmasini takiben nitrojen ortaminda amonyum hidroksit ¢ozeltisi
eklenmesi ve en son bir miknatis yardimiyla eldesi ile gdsterilmistir. Manyetik 6zellik
kazandirilmis KNT’lerin karakterizasyon g¢alismasi ise yine TEM ve X-ray kirinimi
yontemleri kullanilarak gerceklestirilmigtir. KNT lerin yiiksek absorbsiyon kapasitesi
kullanilarak hedef madde ile etkilesebilir sekilde fonksiyonel hale getirilmesinden
sonra, manyetik Ozelliginden faydalanarak hedef maddelerin istenmedigi ortamda

tespitleri ve potansiyel ayristirilmalarinin, manyetik olarak fonksiyonel hale getirilmis



¢ok duvarli KNT’lerle ¢ok hizli, ekonomik ve efektif bir bicimde gergeklestirilebilecegi

bir kez daha bu arastirma ile dogrulanmistir [53].

MKNT ler ile piyasada bulunan gazli igeceklerdeki fitalat asit esterlerini (PAE)
ayirmak amaciyla da kullanilmistir. Bu dogrultuda yapilan bir ¢alismanin ana gerekgesi
PAE’ler potansiyel olarak karsinojenik olarak degerlendirilmesi ve dolayisiyla viicuda
alimmasinin oldukca tehlikeli olmas1 gosterilmistir. Bu ¢alismada saflastirma amaci ile,
demir oksit ve giimiis ile desteklenmis CDKNT lerin kullanildig1 bir metod izlenmek
istenmistir. Yine bu yontemdeki temel prensip, demir oksit karisimlar ile ¢ok duvarl
KNT’lerin manyetik olarak etkilesebilir hale getirilmesi ve miknatis yardimiyla
toplanmasidir. Methodun gorece basit, ucuz ve hizli olmasi nedeniyle son yillarda sik¢a
kullanilmaktadir. Metalik Ozellikleri yiiksek aktiflikteki Ag, Ni, Cu veya Pb gibi
elementler ile ¢cok duvarli KNT’lerin katalitik kapasitenin gelistirilmesi, absorbsiyon
oraninin yiikseltilmesi, yilizey alan arttirilmas1 ve daha diizenli yapiya ge¢mesi miimkiin
olmaktadir. Bu gelistirmeler sonrasinda, ¢ok duvarli KNT’ler yiiksek oranda metalik

veya yarl metalik 6zellik gosteren genis bir ylizey alanina sahip olur [54].

Cok duvarli KNT’lere manyetik 6zellik kazandirma islemi, diger bir ¢alismada
{ic asama ile gerceklestirilmistir. Ik asamada, ¢ok duvarli KNT’ler nitrik asit ve siilfiirik
asit cozeltilerine eklenmis ve bdylece yiizeyinde hidroksil ve karboksil gruplar
olusturulmus, distile su ile yikandiktan sonra kurutulmustur. Manyetik 6zellik
kazandirma iglemi, demir (IIT) kloriir hekzahidrat, ¢ok duvarli KNT ler , sodyum asetat
ile etilen glikol ¢ozeltisinde karistirilmis, etanol ilavesi yapildiktan sonra, filtrasyon ve
kurutma islemleri uygunlanarak gerceklestirilmistir. Calismanin en son adiminda,
MKNT’lere katalitik ozelliklerinin artirimi1 ve yilizey alan genisletilmesi icin glimiis
nano parcacik ile tepkimeye sokulmustur. Bu ama¢ dogrultusunda giimiis nitrat ile
manyetik KNT’ler manyetik karistiricida distile su igerisinde karistirilmig, sodyum
borohidrit eklenmis ve miknatis ile kabin dibinden toplandiktan sonra iist sivinin
ayristirtlmasi ile manyetik 6zellikte glimiis ile desteklenmis ¢ok duvarli KNT’lerin
eldesi saglanmigtir. MKNT’lerin karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu
(SEM), TEM, EDX analizi ve Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)
ile yapilmigtir. Karbonla desteklenmis iceceklerde en ¢ok hangi PAE grubu oldugu
analiz edildikten sonra o gruba yonelik yeni sentezlenen Ag destekli MKNT’lerin ne

kadar emici oldugu test edilmis ve basarili sonuglar ortaya ¢ikarilmistir [55].



10

Cevresel su kirlenmesinde Onemli rol oynayan Hg elementinin sudan
ayrigtirllmasi hedeflenen bir arastirma da mevcuttur. Bu ¢aligmada, stilfiir ile kaplanmis
manyetik Ozellikteki ¢ok duvarli KNT’ler sudaki civanin toplanmasi igin
sentezlenmistir. Bu sentezin ilk adiminda, CDKNT’ler nitrik asit icinde 12 saat
calkalanmis, filtreden gegirilmis, pH’in 7 ye gelmesi saglanmis ve demir (Il) silfat
heptahidrat ve demir (111) kloriir hekzahidrat ile azot ortaminda muamele edilirken,
damla damla sodyum hidroksit ilavesi yapilmistir. Bu reaksiyonun tamamlanmasi igin
sonikasyon islemi 4 saat boyunca siirdiiriilmiis ve artik paramanyetik olan nanotiipler
miknatis yardim ile toplanarak kurutulmustur. Bu adimdan sonra, MKNT leri siilfiirle
kaplamak i¢in, siilfiir elementi ile paramanyetik 6zellikteki cok duvarli KNT ler fiziksel
olarak karstirilip, argon(Ar) gaz1 ile dolu bir kapta 150 dereceye kadar isitilmig ve
sonra oda sicakliginda beklemeye alinmistir. Karakterizasyon c¢aligmalari ise FTIR, X-
1sin1 Kirmim Difraktometresi (XRD), SEM, TEM ve termogravimetrik analiz (TGA)
cihazlar1 kullanilarak yapilmistir. Daha sonra da Hg elementininin ne kadar toplandigini
belirlemek i¢in, sulu karisimin once ve sonraki derisimi Olg¢lilmiistiir. Yapilan
calismanin sonucunda ise toplanabilen miktarin pH ile baglantili oldugu rapor edilmis

ve en ¢ok toplamanin pH’in 4.5 civarinda yapildigi goriilmistiir [56].

Idrar 6rneklerinden mikotoksinleri, paramanyetik &zellikteki ¢ok duvarli KNT
lerin iistiin absorbe etme yetenekleri sayesinde belirli oranlarda ayristirmay1 amaclayan
baska bir arastirmada, paramanyetik hale getirmek i¢cin CDKNT ’lere demirli tuzlar ile
muamele edilmis ve daha sonra uygun sartlar altinda bunlar kurutulup toplanmuistir.
MKNT’lerin karakterizasyonu X-ray spektrometresi, FTIR, SEM, ve X-ray Kirinim
testleri uygulanarak yapilmistir. Belirlenen sartlar altinda alinan idrar 6rneklerinden
KNT’ler kullanilarak yapilan ayirma isleminde 5 ¢esit mikotoksinin mevcut ayristirma
yontemlerine gore ¢ok daha hizli gergeklestirildigi goriilmiistiir. Mevcut arastirma
yontemlerinde santrifiij, desorpsiyon ve filtreleme gibi asamalarin olmayis1 zamandan
tasarruf saglamis ve daha kesin sonuglarin ortaya ¢iktigini bildirmislerdir. MKNT lerin
bu ayristirma yonteminde de tekrar tekrar kullanilabilir olusu bir avantaj olarak

dogrulanmistir [57].

2.5. Fitalatlar
Fitalatlar genel olarak ortak bir kimyasal formiile sahip olan endiistriyel dialkyl

ya da alkyl/aryl esterlerdir, 1,2-benzendikarboksilik asit familyasindandir [58].
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Endiistriyel olarak 1930’lardan itibaren kullanimdadirlar. Genel olarak kullanim
alanlar1, kisisel bakim firiinleri (parfiimler, losyonlar, kozmetik {iriinler), boyalar,
endiistriyel plastikler, medikal gerecler ve ilaglardir. Ilaglardan insanlarin fitalata maruz
kaldigin1 gosteren calismalarda mevcuttur [59]. Fitalatlarin fiziksel 6zellikleri alkil
gruplarinin uzunluklarima ve yan zincir baglanma dallanmalarina gore degisiklik
gosterir; bu nedenle kullanim alanlar1 da farklilik gostermektedir. Bazi fitalatlar rengi ve
parlaklig1 istenildigi gibi ayarlamak igin iiriinlere eklenir. Medikal ara¢ ve gereclerde
kullanim1 sonucu insanlarin maruz kaldig1 fitalat ¢esidi iizerine yapilan caligsmalar
mevcuttur [60] . Bu 6rneklerin yaninda yaygin kullanim alanini polivinilkloriir (PVC)
tirtinlerine esneklik kazandirmak olan fitalat ¢esitleride vardir [61]. Bu plastiklestirici
fitalatlarin sabit bir oranda plastik {irlinlerden ¢evreye karisigi ve onu kirlettigi
bilinmektedir. Glinlimiizde insan yapimi olan, en fazla derecede c¢evre kirliligine sebep
olan atik olarak kabul edilmektedir. Diinyada yilda 5-8 milyon ton araliginda fitalat
kullanim1 kaydedilmistir [62]. Bunlarin arasinda en énemli olanlar dietil fitalat (DEP),
di-(2-etilhekzil) fitalat (DEHP), dibiitil fitalat (DBP), di-iso ve di-n-biitil fitalat (DiBuP,
DnBUP), biitil benzenil fitalat (BBzP) ve di-izononil fitalattir [63].

Insanlar bu fitalatlara, rahimde yasamaya baslagi andan itibaren yasamlari
boyunca sindirim, solunum ve deri temasi yollariyla maruz kalmaktadirlar ve spesifik
DEP’ler en fazla temizlik {riinlerinde ve sa¢ bakim iiriinlerinde kullanildigindan,
solunum ve deri temasi ile insanlarin bu maddeye maruz kalindig1 diistiniilmektedir [64,
65]. Maruz kalinan tehlikeli sinir1 gozler 6niine seren Almanya’da yapilmis ¢alismada
deneklerin 6nemli bir boliimiinde, belirlenen siirin asildig: rapor edilmistir [66]. Maruz
kalinan degerlerin torelans sinirlart AB Cevre Koruma Birligi tarafindan DEHP igin 37
png/kg/giin olarak bildirilmistir, ayn1 ¢aligma diger fitalatlar icinde limit degerlere
ulagmak miimkiindiir [67]. Bugiin gelinen noktada, fitalatlarin kesin olarak kanserojenik
ozellikte oldugu hayvanlar iizerinde yapilan arastirmalarla elde edilen veriler 15181nda
bilinmektedir. Insanlar iizerinde yapilan arastirmalarda bazi fitalat cesitlerinin prostat

kanseri ile iligkilendirilmis [68], meme kanseri ile olan iliskerli agiklanmistir [69].

Insan ve hayvalarda, cesitli toksik etkilere sahip olan, zararli kimyasallarin, su

ve gidalardan uzaklastirilmasi, olduk¢a dikkat ¢eken ve 6nem arz eden bir konudur.

Kozmetik {iriinlerden plastiklere kadar, bir c¢ok iirtinde kullanilan DEP’in

topraga ve suya karismasi kaginilmazdir. Bu nedenle farkli aragtirma gruplar 6zellikle
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sudan ayristirilmast i¢in aragtirmalar yiriitmektedir [70]. DEP’in toprakta biyolojik
olarak pargalanmasi, monoetil fitalat ve iki dietil zincirinin abiotik ortamda hidroliziyle
gerceklesmektedir [71]. Toprakta DEP’in biyolojik bozunmasini saglayan bakteriler
mevcuttur ve bu yetenege sahip bakteriler, fitalat oksijenaz, fitalat dehidrojenaz ve
fitalar dekarboksilaz gibi fitalik asit esterlerinin parcalanmasinda rol oynayan spesifik
enzimlere sahiptir. Ancak parcalanma sirasinda ortaya ¢ikan ara maddeler toksik etkiyi
arttirarak mikroroganizmalarin  zarimmi  bozabilmektedir. Arastirmalarda DEP’in
domuzlarda ve ineklerde pankreas kolesterol esteraz tarafindan enzimatik

monoesterlerine hidrolize edildigini gdstermektedir [72].

DEP’lerin toksisitesi ile ilgili arastirmalar giin gectikte artmaktadir.
Arastirmalar, bazi fitalatlarin androjen biyosentezini inhibe ederek, erkek {ireme
gelisimini etkiledigini gostermektedir. Sicanlarda tekrarlanan DEP uygulamasinin,
testislerde germ hiicre popiilasyonunda azalmaya sebep oldugu goriilmiistir [73-77].
Diisiik dozlarda fitalata maruz kalmanin, toksik etkilerinin oldugu bilinse de, toksik
etkilerinin insandaki degerlendirmesi, toksisite testleri oral maruziyet yoluyla
yapildigindan, dogru sekilde yapilamamaktadir. Ciinkii fitalat maruziyeti ¢cogunlukla
deri yoluyla olmaktadir [78-81].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler
TEM (2100F 200kV HRTEM, Jem Jeol)

Derin Dondurucu, -80 °C (Daihan Scientific)
Distile Su Sentez Cihaz1 (Pure Lab, Elga)
DSC-60 plus (Shimadzu)

Etiiv, %5 CO2,37 °C (Panasonic)

Firm (NUVE, EV018)

FTIR (Shimadzu)

GCMS-QP2010 (Shimadzu)

Hassas Tart1 (Shimadzu)

TEM (HT7700, Hitachi High Tech)

Invert Mikroskop (Zeiss, Stemi 305)

Isik Mikroskobu (Leica)

Laminar Akis Kabini (Telstar, Bio IT Advance)
Plaka Okuyucu (HIDEX)

Santrifiij (NUVE, NF800)

Santrifiij (Hettich, Universal 320R)
Sonikatér (TRANSSONIC, 460-H)

Tank, Sivi Azot (Taylor Wharton, LS4800)
Vorteks (Dragon Lab MX-1F)

ESR spectrometer (X-band, JES-FA 300)
3.2. Sarf Malzemeler

10 pl pipet ucu (Nest)

100 pl pipet ucu (Nest)
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1000 pl pipet ucu (Nest)

15 cm? flask (Nest)

15 ml santrifiij tiipti (Nest)
24’li plaka (Nest)

50 ml santrifiij tiipii (Nest)

75 cm? flask (Nest)
Aliiminyum miihiirlenir pan (Shimadzu)
Filtre Kagidi1 (Durapore)
Hiicre Kaziyici (Nest)

Thoma Sayim Lamu (Superior)
3.3. Kimyasal Maddeler
Aseton (Sigma)

Camasir suyu (Domestos)

COOH- foksiyonel kisa CDKNT, saflik en az %96, dis ¢ap en fazla 8nm (Nanografi)

Demir (IT) kloriir tetrahidrat (Merck)

Demir (IIT) kloriir hekzahidrat (Merck)

14

DMEM/Ham's F-12 50/50 with Lglutamine, phenol red & sodium pyruvate (Multicell)

Etanol (Sigma)

Etilen Glikol (Merck)

FBS (Gibco)

Kalsiyum Kloriir (Merck)
Kolesterol (Sigma)
Magnezyum Siilfat (Merck)
Magnezyum Siilfat (Sigma)
Metanol (Sigma)

MTT (Sigma)



Penisilin ve Streptomisin (Gibco)
Potasyum Klortiir (Merck)
Sodyum asetat (Multicell)
Sodyum Hidroksit (Merck)
Sodyum Kloriir (Carlo Erba)

Toz Agar (Himedia)

3.3.1. Kullanilan Cozeltiler

3.3.1.1. C. elegans Yumurta Senkronizasyon Karisimi
0,5 ml NaOH (5 M)

1 ml Camasir suyu (%5 hipoklorit)

3,5 ml Distile su

3.3.1.2. Bakteri iiretimi icin LB Agar ve hazirlama
Luria-Bertani (LB) Broth;

10 g Bacto tyrtone

10 g Bacto yeast

5 g NaCl

NaOH (1 M, pH 7,5)

1 L hacime tizerine dH.O ilavesiyle tamamlanir
Luria-Bertani (LB) Agar;

10 g Bacto tryotone

5 g Bacto yeast

5 g NaCl

15 g Agar

NaOH, (1 M, pH 7,5)

1 L hacime iizerine dH»O ilavesiyle tamamlanir

3.3.1.3. C. elegans i¢cin NGM Kkarisimi
3 gr NaCl

17 gr Agar

25 gr Pepton

975 ml dH,0



16

1 ml CaCl; (1 M)

1 ml kolesterol, (5 mg/ml)

1 ml MgSO4 (1M)

25 ml KPO4 tampon (1 M, pH 6,0)

3.3.2. Kullamilan Tamponlar

3.3.2.1. Fosfat Tamponu (PBS)
10 mM K-fosfat, pH: 7,2
150 mM NaCl

3.3.2.2. Hiicre Canhihigi (MTT) Soliisyonu
50 mg MTT

10 ml PBS

Calismada ayrica HUVEC (ATCC, CRL-1730), E.coli OP50 (Fisher Sc.S29021) ve
C.elegans (N2, Carolina) kullanilmustir.

3.4. Yontemler

3.4.1. KNT’lerin Paramanyetik Hale getirilmesi ve Analizleri
Paramanyetik hale getirmek i¢in iki farkli yontem izlenmistir. Birinci yontemin
sonucunda olusan KNT’ler tip-1 paramanyetik KNT, ikinci yontemin sonucunda olusan

KNT ler ise tip-2 paramanyetik KNT olarak isimlendirilmistir.

KNT’leri paramanyetik hale getirmek i¢in demir tuzlari kullanildi. 1.4 g demir
(TIT) kloriir hekzahidrat (FeClz-6H20), 75 ml etilen glikol iginde 0.4 g ¢ok duvarli KNT
ile kanistirildiktan sonra 3,6 g sodyum asetat eklendi ve 1 saat boyunca sonikasyon
islemi ile iyice karigsmasi saglandi. Karigim balgik kivamina ulastiktan sonra 12 saat
boyunca paslanmaz ¢elik kap igerisinde 200 °C’de kurutuldu. Daha sonraki iglem
olarak, KNT’lere baglanmamis demir ve ortamda kalan kimyasallari KNT’lerden
uzaklastirmak i¢in 6nce etanol daha sonra distile su ile yikama yapildi. Yikama islemini
takiben, numune 60 °C’de 48 saat boyunca tekrar kurutulmaya birakildi ve sonrasinda
cam sise i¢cinde oda kosullarinda (25 °C, 1 atm) saklandi. Bu adimda sentezlenen ve

yalniz bir demir tuzu iceren KNT’ler tip-1 KNT olarak adlandirildi.
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Benzer bigimde ilk yontemde demir tuzu eklenen adimda ilaveten 0.4 gram
demir (II) kloriir tetrahidrat (FeClz2-4H20) eklendi ve diger adimlar tekrarlandi. Bu

yontemle sentezlenen paramanyatik KNT lere tip-2 KNT ismi verildi.

10001

FeCl;6H:0 + FeCl>4H.0 /

%

- @ FeCloH:0
S
(o}

C2H:02
C:HsNBO:

Sekil 3.1: Karbon nanotiiplerin paramanyetiklestirilmesi

3.4.2. KNT - Gegirimli Elektron Mikroskobu analizi

TEM analizleri kullandigimiz demirli tuzlarin icerisindeki demirlerin KNT’ler
ile birlesip birlesmedigini anlamak ve KNT’lerin duvar sayilarini, i¢ yapisini gérmek
i¢in 6nemli bir adimdir. Bunun igin ilk olarak Erzurum Atatiirk Universitesi biinyesinde
bulanan Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DAYTAM) ve daha sonra da Ortadogu Teknik Universitesi Merkezi
Laboratuvari’ndan hizmet alimi yapilmistir. TEM goriintiilerinin alinmasi igin, KNT’ler
izopropil alkol iginde, sonik banyo kullanilarak ¢ozdiiriildii (1 mg/ml) ve 15 ml tip
icerisinde saklandi. Analize hazir hale gelmesi i¢in bakir 1zgaralar arasina 1 ml
hacminde alindi ve en az 1 giin siireyle kurutuldu. ODTU’deki goriintiiler igin

hizlandirici voltaj degeri 200 kV, DAYTAM’da ise 120 kV olarak ayarlanmistir.
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3.4.3. KNT - Elektron Spin Rezonans Analizi

Bu asama ESR spektrasi analiz yontemi Gebze Teknik Universitesi,
Nanomanyetizma ve Spintronik Arastirma Merkezi (NASAM) biinyesinde bulunan
JES-FA 300 X-band ESR spectrometer (9.4 GHz) cihazi kullanilarak olgiilmiistiir.
Relatif degerlerin belirlenmesi i¢in paramanyetik hale gelen tip-1 ve tip-2 Srneklerinin
yaninda paramanyetik halde bulunmayan KNT 6rneginin de spektrasinda bakilmistir.
Bu islem i¢in her li¢ numuneden toz ornekler, kuartz tiiplere konularak ESR cihazina
yerlestirilmistir. Cihazda mikrodalga giicii 5 mW, manyetik alan modiilasyonu 100 kHz,

modiilasyon genligi ise 2 mT olarak ayarlanmistir.

3.4.4. KNT-Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektra Analizleri

KNT, tip-1 KNT, tip-2 KNT, demir (III) kloriir hekzahidrat ve demir (II) kloriir
tetrahidrat toz ornekleri Altinbas Universitesi biinyesinde bulunan FTIR cihazinda
spektrasina bakilmistir. Olgiimler 400-4000 cm™ IR arahiginda yapilmistir. Cihazda
kullanilan sinyal giiriiltii oran1 60.000:1°dir. Ayrica ¢oziiniirlik 0.25 cm™, tarama
oranida saniyede 20 spektra olarak ayarlanmistir. Her bir numune i¢in dl¢iim en az 3
defa tekrarlanmigtir. Degerler olusturulmadan once gerekli egri diizeltmeleri Spectra
yazilimi tizerinden yapilmistir. Elde edilen ham data ise essential FTIR (eFTIR)

programi kullanilarak gorsellestirilmistir.

3.4.5. Diferansiyel Taramah Kalorimetri Analizleri

Termal analiz yontemi olarak yiiksek sicakliklarda KNT yapis1 hakkinda bilgi
iiretmek icin DSC yéntemi kullanmilmustir. Bu analiz igin Bahgesehir Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyofizik Anabilim dali biinyesinde bulunan Shimadzu, DSC 60+ marka ve
modelindeki DSC cihazi kullanilmistir. DSC ayarlamalarinda referans ve 0Ornek
panlarinin bulundugu ortamin inert olmast azot gazi ile saglanmistir. Kullanilan panlar
aliminyum panlardir ve 600 °C’ye kadar dayaniklidirlar. Cihazin sicaklik artis1 5 °C/
dakika, nitrojen gaz1 akist 50 ml/saat olacak sekilde ayarlanmis ve olgiimler 30 °C ile
600 °C arasinda alinmistir. Elde edilen sonuglar cihazin kendi programinda analiz
edilmis, grafik haline getirilmistir. KNT, tip-1 ve tip-2 analiz edilmis panlara konulan
agirliklar ise sirasiyla 10, 9 ve 15 miligramdir. Her 6l¢iimde referans panlar1 bos olarak

ayarlanmugtir. Veriler TA60 programi ile islenmistir.
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Demir (I1) kloriir tetrahidrat ve demir (I11) kloriir hekzahidrat bilesiklerinin de
DSC analizler 30-600 °C arasinda yapilmistir. Her iki numunenin agirligr 10 mg olarak

ve sicaklik artis1 10 °C/dak. olarak ayarlanip 6lglimler ayni sartlarda alinmistir.

3.4.6. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre kiiltlirii calismalar1 icin secilen hiicre insan gobek kordon endotel
(HUVEC, CRL-1730™) hiicreleridir. Sivi azot tankmin iginde yaklasik -180 °C
sicaklikta bulunan HUVEC hiicreleri 37 °C sicaklikta maksimum 2 dak. icinde
¢ozdiiriildiikten sonra 5 ml DMEM-F12 medyumu ile 15 mililitrelik tiipe alindi ve 1500
devir/dak. 5 dak. siire boyunca santrifiijlendi. Santrifiij tamamlandiktan sonra iist sivisi
dokiildii ve sonra iizerine 1 ml medyum eklenilerek hiicrelerin kalkmasi ve homojen
olarak karigmasi i¢in pipetaj yapildi. Hiicreler daha sonra 6nceden hazirlanan ve iginde
10 ml DMEM-F12 medyum bulunan 25°lik flaska ekildi. Ekimi tamamlanan hiicreler
etiivlerde 37 °C ve % 5 COz kosullarinda ¢ogaltildu.

Hiicre pasajlama ¢alismalari i¢in, HUVEC hiicreleri 25°1ik flask igerisinde yeteri
cogunluga ulasip artik flask ylizeyinde yer kalmayacak seviyeye ulastiginda pasaj
yapildi. Bunun i¢in 25’lik flaskta bulunan hiicreler hiicre kaziyict yardimi ile kazindi.
Kazinan ve medyuma kalkan hiicreler 15 ml falcon igerisine alind1 ve 1500 devir/dak. 5
dak. siireyle santrifiijlendi. Pellet ortamdan uzaklastirildiktan sonra 1 ml DMEM F-12
medyumu ile pipetaj yapildi. Homojen olarak dagilimi saglanan hiicreler 10 ml DMEM
F-12 medyumu ile hazirlanmig 75’lik flask i¢ine ekildi. Ekim isleminden sonra hiicreler

%5 CO2 ve 37 °C kosullarini saglayan etiivde inkiibe edildi.

Hiicre dondurma asamasina geldigimizde, c¢ogalan hiicrelerin analiz i¢in
kullanilmayan miktarlar1 daha sonraki analizler i¢in saklandi. Pasaj sayilar1 not edildi.
Bunun i¢in, flasklardan hiicre kaziyici yardimi ile kaldirilan hiicreler santrifiij tiipii
icerisinde santrifiij edildikten sonra iist sivisindan ayristirildi. Falcon dibindeki ¢okelti
haldeki HUVEC hiicreleri 1 ml DMEM F-12 medyumu eklenerek pipetaj yapilip, 1 adet
1.8 ml maksimum hacmi olan criyotiipe alindi ve iizerine 100 ml DMSO ¢ozeltisi
eklendi. Steril calismak adina biitiin adimlarda kapak kapatma asamalarinda kapak ve
ag1z kisimlart alkol beki ile saglanan alevden gecirildi. Kapatilan hiicreler izopropil
alkol kabma alindi ve -80 °C sicakliktaki dondurucuda 24 saat siireyle beklemeye

birakildiktan sonra azot tankina alind1 ve stogu tamamlandi.
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Hiicre sayimi i¢in, Thoma lami ile yapilan sayim yontemi kullanildi. Hiicreyi
iceren c¢ozeltiden 1 pl hacimde alinarak Thoma camina yerlestirildi ve {lizerine cam
kapatilarak 1 milimetrekiip hacminin sayilmasi saglandi. Ilk asama olarak Thoma
camindaki 16 biiylik karedeki hiicre miktar1 sayildi bu say1 seyreltme faktori ile
carpildi. Elde edilen yeni say1 10.000 ile ¢arpilarak 1 ml hacimdeki ortalama hiicre

sayisina ulasildi.

Hiicre canlilik testi deneyleri i¢cin HUVEC’ler {izerinde MTT ydntemi
uygulanmistir. 24’liikk plakalar kuyu basma 50.000 hiicre olacak sekilde ekilip 24 saat
stireyle etiivlerde inkiibe edilmistir. Ertesi giin hiicreler toksik oldugu diistiniilen KNT,
tip-1 paramanyetik ve tip-2 paramanyetik nanotiiplere maruz birakildi. 3 ornekte 1
mg/ml derisimine sahip olacak sekilde distile su icerisinde ¢6ziildii ve hiicrelere canlilik
testleri sirasinda her kuyuya 100 ul olacak sekilde eklendi. Maddeler uygulandiktan
sonra 24 saat siireyle inkiibe edildi. Sonraki adim da ise MTT ¢ozeltisi her kuyuya 50 pl
olacak sekilde etkilendi. MTT sivisinin 1siktan etkilenmemesi i¢in islemler karanlikta
herhangi bir kontaminasyona sebebiyet vermemek i¢inde laminar akis kabini icerisinde
islemler tamamlanmistir. MTT eklendikten sonra 2 saat siire ile tekrar inkiibasyona
birakilan hiicrelerin sonrasinda iist sivisi pipetler yardimiyla ¢ekildi ve her kuyuya 200
ul DMSO c¢ozeltisi eklendi ve yarim saat siire ile oda kosullarinda bekletildi. Sonrasinda
570 nm de okuma yapmak iizere ayarlanan plaka okuyucu cihazda absorbans

degerlerine bakildi.

3.4.7. C. elegans Canlilik Testleri

Hiicre deneylerinden sonra c¢evreye olan etkilerini incelemek ve canli bir
organizmadaki toksik etkilerini belirlemek igin tip-2 KNT’ler 10 deney, 5 kontrol
petrisinde tiremesi S-flourasil yardimiyla kisitlanmig N2 tip C. elegans’lar tizerinde

denendi.

C.elagans’larin iizerinde yasayacagi medyum ortami olan nematot biiyiitme
medyumunu (NGM) hazirlamak i¢in 2,5 g pepton, 17 gram agar ve 3 gram NaCl tuzu
975 ml distile su ile karistirildiktan sonra 15 dk boyunca 121 °C’de otoklavlandi.
Otoklav isleminden sonra 15 dk boyunca oda kosullarinda bekletilerek sicakligin 55-60
°C araligina diismesi saglandi. 1 ml CaCl> (1 M) ve 1 ml MgSO4 (1 M) ve 1 ml
kolesterol (5 mg/ml etil alkol) eklenerek iyice karigmasi saglandi. Son adim olarak petri

kaplarina (¢ap: 100 mm) 20 ml NGM eklenerek oda sartlarinda kabin igerisinde
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sogumaya birakildi. Canlilik testlerinde 5 kontrol, 10 deney grubu olmak iizere
toplamda 15 petri kullanildi. 5-flourasil kuruyan petriler {izerine eklendi ve iliremesi

kontrol altinda tutuldu.

C. elegans besini olarak E.coli (OP50) kullanildi. Bakterilerin besi yeri i¢in ise
LB Broth ile LB agar 121 °C sicaklikta 15 dakika boyunca otoklavlandi. Bakteriler
stoklarindan ¢ikarillarak 1 koloni/12 ml besiyeri olacak sekilde medyum sivisina
eklendi. 24 saat stire ile 37 °C de inkiibe edilen OP50 tip bakteriler her petri kabina 500
ul olacak sekilde ekildi.

Deney grubu olusturma asamasinda, L4 evresi ismi verilen yetiskin birey evresi
deney grubu olarak se¢ildi. L4 evresine yumurta evresinden baglanilarak senkronize bir
sekilde ulagmasi saglandi. Yumurta evresinde eldesi i¢in i¢inde eriskin ve yumurta
evresinde C. elegans olan petriler 3 ml distile su ve pastor pipeti yardimiyla yikanarak
toplanan yumurta ve bireyler 15 ml santrifiij tiipleri igerisine alindi. Bu agamadan sonra
tipler 5 dak. boyunca 5000 devir/dak. santrifiij edildi. Daha sonra iizerlerine 1 ml
camasir suyu ve 0,5 ml NaOH (1 M) eklenerek her 2 dakikada bir 10 saniye olmak
tizere 10 dakikada 6 defa vortekslendi. Sonrasinda 1300 devir/dak. 30 saniye siire ile
santrifiijlenen tiiplerden st sivisi ayristirildi. Steril su eklenerek yumurtalarin
toplanmas1 saglandi. Biitiin bu siire¢ igerisinde giiclii zar yapist sayesinde yumurtalar
santrifiij tiipliniin dibinde hayatta kalirken bireyler ise parcaland1 ve iist sivilar igerisinde
ortamdan uzaklagsmis oldu. Son adim olarak yumurtalar esit sekilde besi yerlerine alind1
ve L4 evresine gelmesi saglandi. Bu agsamadaki petrilere 5-flourasil eklenmedi. Daha
sonra L4 evresine gelen bireyler 6ze yardimiyla toplanarak igerisinde 5-flourasil olan

besi yerlerine alindi. Petriler parafilm ile kaplandi.

Deney grubu i¢in 5 kontrol ve 10 deney petrisi olusturuldu. Deney gruplarina 1
ml tip-2 KNT (1 mg/ml stok ¢ozeltisi) eklendi. Eklendikten sonra petrilerde hig birey
kalmayana dek takibi yapildi. Deney siiresi boyunca bir-iki giinde bir yliksek
¢Oziintirliklii EPSON tarayici yardimiyla fotograflari ¢ekilen petrilerde canli bireyler
sayilirken, 6ze yardimiyla da 6lii bireyler mikroskop altinda toplandi ve sayilar not
edildi.

3.4.8. Paramanyetik KNT’ler ile Dietil Fitalat Ayristirma Islemi
DEP’ler 2 ml (2DP), 5 ml (5DP) ve 10 ml (10DP) ml hacimlerde ayarlanip 15

ml’lik santrifijj tiiplerine alind1 ve 15 ml’ye metanol ile tamamlandi. Hemen sonrasinda



22

3 dak. boyunca vorteksleme iglemine tabi tutulup iyice karigma saglandi. Paramanyetik
KNT’ler vorteksleme sonrast miknatis yardimiyla 15 ml santrifiij tiipli icerisinde
tutulurken sivi ortamdan dokiilerek uzaklastirildi. Bu asamada tiipiin igerisinde artik
KNT’ler ve onlarin ortamdan ayristirdigi dietil fitalat ve metanol kalintilar1 olmasi
beklenmektedir. KNT’ler icerisinde tutunan dietil fitalatlarin ayrigsmasi ig¢in tiipiin
icerisine 500 pl civart metanol eklenir ve tekrar 1 dakika vortekslenir. 50 kat seyreltilip
GC-MS analizine hazir hale getirilir. Ayristirma yonteminin sematize edilmis hali Sekil
3.2°de gosterilmistir. KNT’ler yine miknatis yardimiyla sabit tutularak sivi alinir ve
icerisindeki dietil fitalatin miktar tayini i¢in gaz kromatografi-kiitle spektrometresi (GC-
MS) analizine tabi tutulur. GC-MS analizi Erzurum Atatiirk Universitesi biinyesinde
bulanan Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden
(DAYTAM) hizmet alimi yapilarak Shimadzu GCMS-QP2010 model cihaz ile
tamamlanmistir. Daha sonra elde edilen veriler ppm olarak verilmis bunlar ng/ml’ye
cevirilimistir. En son olarakta absorbe edilen derisimleri hesaplanip, ortamdaki DEP
miktarma gore degisimi MATLAB programi yardimiyla grafige dokiilmiis, maksimum

noktas1 hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. KNT’lerin Gegirimli Elektron Mikroskobu Goriintiileri

Litaratiirde KNT’lerin karakterizasyon yontemlerinden birisi olarak TEM
goriintiileme goze carpmaktadir. TEM goriintiileme ile ¢ok duvarli KNT’lerin duvar
yapilart ve paramanyetiklestirme sonrast bu duvar yapilarinda ki degisimler

gbzlemlenebilir.

TEM goriintilleme ile ¢ok duvarlit KNT’ler ve paramanyetik formlarinin duvar
yapilart ve uzunluk dagilimlart gdzlemlenebilir, paramanyetiklestirme yontemleri

uygulanan KNT lerin ise yapisindaki degisiklikler gozlemlenebilir.

Sekil 4.1: CDKNT'lerin TEM goriintiileri. (a) CDKNT’lerin i¢ ige duvar yapisi, (b) 500 nm
Olcekte CDKNT’lerin dalli yapisi, (c) 100 nm o6lgekte CDKNT’lerin ¢ok duvarl
yapisi, (d) 100 nm dlgekte CDKNT’lerin kiimelenmis yapisi)

TEM gorintiilerinin farkli 6l¢eklerde olmasi igin 2 farkli TEM goriintiileme
merkezinde gorintiilleme  gergeklestirildi. Bunlardan ilki Erzurum  Atatiirk
Universitesi’ne bagli Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
‘nden (DAYTAM, kullanilan cihaz: Hitachi TEM System, 100 kV), ikincisi ise
Ortadogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari’ndan (ODTU, Merlab, kullanilan
cihaz:Jeol 2100F, 200 kV RTEM) olmak tizere farkli 6lgeklerde goriintiiler elde edildi.

Paramanyetiklestirme adimlart uygulanmamig CDKNT’lerin i¢ yapist Sekil
4.1’le gosterilmektedir. Yaklastk 5 nm oOlgekteki goriintiilere (a) bakildiginda
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nanotiiplerimizin ¢ok duvarli yapist goziikkmektedir ve 10 civarinda duvar sayisina sahip
oldugu ve i¢ ve dig ¢apinin 8§ nm civarma ¢ikabildigi goriilmektedir. Ayrica 500 nm
Olgekteki goriintii  (b) incelendiginde farkli uzunlukta dallanmis nanotiipler
goriilmektedir. Son olarak, 100 nm 6lgekteki goriintiiler (c,d) ise tiipsii yapilar: ve kimi
bolgelerde st iiste binmis dalsi yapilar1 gostermektedir. Bu dalsi1 yapilar, ortalama

uzunluklarin da belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Tip-1 CDKNT’lerin TEM goériintiileri (Sekil 4.2) incelendiginde ise 100 nm
olgekteki (a) kiiresel koyu renk yapilar, ylizeye tutunan demiri gostermektedir. KNT nin
dallanmis yapisina tutunmus sikligir ¢cok olmayan demir yapilari, 0.5 pum civarindaki
goriintiilerde (b) izlenmektedir. Benzer ¢ok duvarli yapilarin 20-50 nm oGlgekteki

goriintiilerde gézlemlenmektedir (c,d).

Sekil 4.2: Tip-1 KNT’lerin iizerinde demir agregatlari. a) 1 pm, b) 1 um KNT’ler, c) 20 nm,
d) 50 nm
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Sekil 4.3: Tip-2 KNT’ler iizerindeki demir agregatlarinin TEM goriintiileri. a) 200 nm, b)
100 nm, ¢) 2 pm, d) 50 nm

Sentez agamasinda demir (lI1) kloriir hekzahidrat ile demir (I1) kloriir tetra
hidratin beraber kullanildig: tip-2 CDKNT’lerin TEM goériintiilerinden (Sekil 4.3), 200
nanometre dlgekteki (a) goriintiiler, dallanmis yapilar1 ve tizerinde farkli biiytikliiklerde
agrege olmus demiri gostermektedir. Dort farkli TEM goriintiisiinde de demir yapilar
gérmek miimkiindiir. Ozellikle 2 pm dlgekteki (c) goriintiilerden demir yogunlugunun
tip-1’e gore daha yogun oldugunu sdylemek miimkiindiir. TEM goriintiilerinde 100 nm
6l¢cekteki demir kiimelenmesinde bazi yerlerin daha yogun oldugunu 50 nm civarinda

ise tlipsii yapiin korundugu gériilmektedir (b, d).

4.2. Demirli Tuzlarin ve Demir Bagh KNT’lerin FTIR Spektrumlari

FTIR analizleri ile kizilotesi i1sinlar kati, sivi veya gaz Ornekler {izerine
gonderilen kizilotesi 1sinlarin maddenin i¢inden gegerken ne kadarinin sogurulduguna
bakarak analiz yapan bu isleviyle de maddenin molekiiler yapisinin
karakterizasyonunda kullanilan Onemli bir yontemdir. Caligma prensibi farkl
elementlerin arasindaki baglar farkli 15181 farkli frekanslarda emmesi {izerine
kurulmustur. Sekillerde goriilen grafikler ve tepe noktasi belirlenmesi eFTIR programi

araciligi ile yapilmstir.
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Sekil 4.4: Calismada kullanilan demirli tuzlarin FTIR spektralari.

Demir (I1) kloriir tetrahidrat ve demir (l11) kloriir hekzahidrat tuzlarimin FTIR
spektrumlart Sekil 4.4’de goriilmektedir. Bu spektraya baktigimizda demir (1) kloriir
tetrahidrat tuzunun spektrasinda 410, 450, 470, 504, 593, 1241, 1608, 1638, 3219 ve
3362 cm™ dalga boylarinda tepeler ortaya ¢ikardig: goriilmektedir.

Demir (111) kloriir hekzahidrat tuzunun FTIR spektrasina baktigimizda ise 400,
450, 470, 600, 690, 843, 1596, 2999, 3215, 3524 cm™ noktalarinda tepe olusumlari
goriilmektedir. Normal ve paramanyetiklestirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin
(CDKNT, tip-1 KNT ve tip-2 KNT) kizilétesi spektrumlarint Sekil 4.5 gostermektedir.
CDKNT’nin analiz grafigine bakildiginda saptanan tepe noktalar1 413, 418, 464, 1920,
2022, 2115 cm? civarlarinda olmustur. Tip-1 KNT’lerin tepe noktalar1 ise 414, 465,
600, 2097 cm? civarlarinda goriilmektedir. Tip-2 KNT’nin FTIR spektrasina
baktigimizda ise 413, 433, 464, 514, 600, 771, 1317, 1620 ve 2113 cm™ civarlarindaki

tepe noktalar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.5: KNT ve paramanyetik CDKNT’lerin FTIR spektrumlari.

4.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetri Grafikleri

DSC analizleri termal analiz yontemleri arasinda onemli bir yer tutmaktadir.
Yaklagitk 600 °C’ye kadar 1sitilan ortamdaki maddenin i¢ yapisindaki enerji
degisimlerine bakilarak, yapi hakkinda fikir elde etmek miimkiindiir. Bu fikirlere
ulasabilmek adina DSC grafikleri ve grafikler iizerindeki analizleri TA60 programu ile
yapilmistir. Biitiin analizler yontemler boliimiinde anlatildigi gibi, 600 °C’ye kadar
isitilan KNT &rnekleri {izerinde yapilmigtir. Olgiim DSC 60+, Shimadzu cihazi ile
yapilirken degerler bilgisayar ortaminda TA60 Collection Monitor programi ile kayit

altina alinmistir.
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Paramanyetik hale getirme islemlerinde kullanilan demirli tuzlarin DSC
analizlerini Sekil 4.6 bize gostermektedir. Demir (1) klorlr tetrahidrat icin olusan tepe
noktalari sirasiyla 66, 90, 158, 173, 200, 535 °C olarak tespit edilmistir. Demir (l11) klortr
hekzahidrat icin bu tespit edilen degerler ise 37, 64, 161, 202, 272, 501, 581 °C
olmustur. Belirtilen tepe olusumlarina denk gelen bodlgelerin entalpi degerleri ise
hesaplanip toplanmis ve toplam entalpi degeri demir (Il) klortr tetrahidrat igin -1,60 J
olarak, demir (111) klorGr hekzahidrat i¢cin 875,96 mJ olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6: Calismada kullanilan demirli tuzlarin DSC analizleri.
Cok duvarli karbon nanotuplerin diferansiyel taramali kalorimetrik analizi
sonucu 500-600 °C araliginda pik yaptigi gorulmektedir (Sekil 4.7). Termal analiz

sonucunda tepe degerinin yaklasik 565 °C oldugu saptanmistir.
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Sekil 4.7: CDKNT’nin DSC grafigi.
Tip-1 KNT’lerin DSC analizinde 172.56 °C’de ilk tepe goriilmektedir. Bu

tepenin olustugu bolgedeki entalpi degisimi (AH) degeri -1.77 J olarak hesaplanmistir
(Sekil 4.8).

AH hesaplamasi yapilarken denklem 2 (115) cihaz yazilimlar tarafindan
kullanilmaktadir. Bu denklemde K kalorimetrik sabiti ifade ederken A ise DSC grafigi
ile sicakligi gosteren grafikte fonksiyonun X-ekseni ile arasinda kalan alani ifade eder.

Caligmamizda, bu alan TA60 programu ile hesaplanmaktadir.

AH = KA (denklem 2)
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Sekil 4.8: Tip-1 paramanyetik KNT’lerin DSC grafigi.

Tip-2 KNT’lerin DSC analiz grafigi ise Sekil 4.9 ile gosterilmistir. Tip-2
paramanyetik KNT’lerin tip-1 ile yakin bir noktada ilk tepesini olusturdugu
goriilmektedir ve bu deger 174.29 °C olarak saptanmis ve entalpi degisimi -2,02 J
olarak hesaplanmistir. Tip-2 KNT’de ikinci bir tepe noktasi olarak 518.14 °C analiz

edilmistir ve tepe bolgesinde eltalpi degeri -2.30 J olarak bulunmustur.
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Sekil 4.9: Tip-2 paramanyetik KNT’lerin DSC grafigi.
4.4. KNT’lerin Elektron Spin Rezonans Grafikleri

ESR’nin bir diger ad1 da Elektron Paramanyetik Rezonans (EPR)’tir. Kat1 veya
sivi malzemelere uygulanabilen bu yontem ile maddelerin manyetik enerji seviyeleri

hakkinda fikir elde edilebilmektedir.

ESR analiz grafiklerinde bulunan eksenlerden X ekseni uygulanan manyetik
alan1 ifade ederken birimi tesla yada gauss olabilmektedir. Y ekseni ESR yogunlugunu

(ESR Intensity) gdsterir ve birimi yoktur.

Grafiklerde goze ilk carpan bulgu artan manyetik alan siddetine paralel bir
sekilde iki adet biri eksi biri art1 y bolgesinde olmak tizere 2 tepe noktasi olmustur. Bu
tepeler manyetik alan yaklasik olarak 200-500 mT arasinda iken olusmaktadir. 500
mT’dan daha biiyiilk manyetik alan degerleri i¢cin ESR yogunlugu sifir civarinda

sabitlenmektedir.

Karboksil gruplartyla fonksiyonel hale getirilmis ve paramanyetik hale getirme

adimlar1 uygulanmamis ¢ok duvarli KNT 6rnegimizin ESR grafiginde (Sekil 4.10.a)
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pozitif tepe goriilmezken, yaklasik 400 civari olan baslangi¢ nokatasinin 500 degerine

kadar ¢ikabildigi goriilmektedir. Negatif tepe -1000 civarinda konumlanmastir.

Tip-1 ve tip-2 KNT’lerinin ESR spektrumlarinda ise pozitif tepelerin belirgin bir
sekilde olustugunu ve biiyiikliiklerinin negatif tepelerden daha fazla oldugunu
gormekteyiz. Tip-1 KNT i¢in pozitif tepe konumu 1000 civar1 iken negatif tepe 800
civaridir (Sekil 4.10.b). Tip-2 KNT’ye baktigimizda ise pozitif tepenin 1500 civari ve

negatif tepenin yine 800 civar1 konumlandigini gérebilmekteyiz (Sekil 4.10.c).

[Sinla]
400 -
,a_] 200 —-
= o
E.L‘I -200
>Q-h —-A00
% SO0 —_
LL] B500 —-
-1000
-1200 . . . . . : : : , . ,
o 200 A00 500 200 1000
1000 A b 1500 c
800 - , I

- _j/ "\\ =]
o/ S

600 4 \/ 300 1 "\j

-800

ESER Yogunlugu

e — . 4000 —— . . .
0 200 400 &00 800 0 200 400 GO0 800

Manyetik Alan (mT)

Sekil 4.10: KNT'lerin ESR grafikleri

4.5. KNT’lerin Hiicre Diizeyinde Toksik Etkileri
HUVEC hiicreleri yontemlerde belirtilen kosullarda kiiltiir ortaminda yeterli

saylya ulasinca, ii¢ adet 24 kuyulu plakalara kuyu basina 50.000 hiicre olarak KNT’ler
varliginda ekildi. Yaklasik 2 giin boyunca KNT varliginda c¢ogaltilan hiicreler 151k
mikroskobunda goriintiilendi (Sekil 4.11). Ayrica, 2. giiniin sonunda MTT uygulanarak
plaka okuyucu cihazda absorbans degerlerine 570 nm dalga boyunda 6lgiilerek canlilik

tespiti yapildi.
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Calismada kontrol grubu HUVEC’lerin (Sekil 4.11.a), paramanyetik olmayan
Nanografi sirketinden alinmis COOH gruplari ile fonksiyonel hale getirilmis CDKNT
uygulanmis hiicrelerin (Sekil 4.11.b), tip-1 paramanyetik CDKNT uygulanmis (Sekil
4.11.c) ve tip-2 paramanyetik CDKNT uygulanmis HUVEClerin (Sekil 4.11.d) durumu
2. giin sonunda fotograflanmistir. Goriintiilerde KNT’ler siyah topaklar sekilde b, ¢ ve
d’de goriilmektedir. Hiicreler ise flask ylizeyine yapismis olarak net bir bigimde

goriilmektedir.

A

C

Sekil 4.11: KNT etkisindeki HUVEC’lerin 151k mikroskobu goriintiileri. a) Kontrol HUVEC
b) Nanografi KNT, HUVEC c¢) Tip-1 KNT, HUVEC d) Tip-2 KNT, HUVEC

MTT testleri sonucu HUVEC hiicrelerinde paramanyetik olan ve olmayan
KNT’lerin toksisitesine bakildi. Saptanan % canlilik degerleri okunan absorbans
degerlerinin ortalamalar1 alinarak hesaplandi (Sekil 4.12). Paramanyetik olmayan
sadece Onceden islevsellestirilmis KNT’lerin hiicre canliligina olumsuz bir etkisi
goriilmez iken paramanyetik KNT’lerde, tip-1 KNT’de % 40, tip-2 KNT’de % 30

civarlarina kadar canlilikta azalma goriilmektedir.
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Sekil 4.12: KNT etkisindeki HUVEC'lerde % canhilik orani.

4.6. Tip-2 KNT’lerin C. elegans Toksisite Testleri Sonuclari

C. eleganslar besin piramidinin en alt halkasinda bulunan nematotlardir.
Sentezlenen yeni maddelerin iizerindeki etkilerini incelemek sentezlenen maddenin
cevreye zarar verip vermeyecegi konusunda fikir edinmek i¢in Onemli bulgular
vermektedir. Calismada 15 petri igerisinde (10 deney ve 5 kontrol grubu) tireme
durumlarmi kontrol altinda tutmak i¢in 5-flourasil eklenmis C. eleganslar giin asir1 2
hafta boyunca sayildi. Buradaki bir 6nemli nokta ise deneye tabi tutulan C. elegans
cesidinin yasam siiresinin normal sartlarda 15 giin civarinda olmasidir. Olii bireyler
tespit edildikten hemen sonra 6ze yardimi ile petrilerden uzaklastirilmistir. Canli
yetiskin bireyler Epson yiiksek c¢oziiniirliiklii tarayicida fotograflanip kayit altinda
tutulmustur. Bu fotograflar yardimi ile canli yetigkin bireylerin sayilari not edilmistir.
Canli ve oli haldeki C. elegans’larin KNT ve KNT’siz hallerinin resimleri Sekil 4.13’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.13: C. elegans’larin mikroskopdaki goriintiileri. a) Kontrol C. elegans, canli b) KNT,
C. elegans, canli ¢) Kontrol C. elegans, 6li d) KNT, C. elegans, olii

Petrilerdeki sayilara bakildiginda tip-2 KNT uygulanan deney petrilerindeki
canli birey sayilarinin daha hizli azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.14). Ortalama sayilara
gore bir egri ¢izildiginde ise deney gruplarindaki azalisin daha hizli oldugu goze
carpmaktadir. Bu adimdaki bir diger bulgumuz ise deney ve kontrol petrilerine yetiskin
birey ekimi yaparken ister istemez yetiskin bireylere yapisik gelen yavru bireylerde
olmustur. Bu yavru bireyler sayilara tabi tutulmamigtir ama kontrol gruplarinda canli
yavrular yasayabilirken, deney gruplarinda yavru bireylerin yasamlarini devam
ettiremedikleri gozlemlenmistir. Deney gruplarinda bireylerin tamamina yakini 12. Giin
sonunda Olmiistiir. Kontrol petrilerinde ise sifira ulasma 14. giinde gézlemlenmistir.
Sonug olarak paramanyetik KNT’lerin toksik etkilerinin oldugu hiicre deneylerinde

oldugu gibi C. elegans’larda da goriilmektedir.
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Sekil 4.14: Giinlere gore petrilerdeki ortalama canh C. elegans sayilari.

4.7. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektromektresi Miktar Analizi

Bu calismada dietil fitalatin gaz kromatografisinde tanimlanmasi i¢in
DAYTAM’da c¢aligmalar yiirttilmistir. Daha once yontemlerde anlatildigi gibi
hazirlanan 3 farkli konsantrasyondaki dietil fitalat (DEP) gaz kromatografisi ve kiitle
spektrometresinden gegirilerek kromatogramlar1 olusturuldu. Her {i¢ 6rnektede 16.
dakikalar itibar1 ile tepeler olusturdugu ve ve bu tepelerin genliginin konsantrasyona

bagl olarak artt1g1 gozlendi.
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2DP, 5DP ve 10DP kodlu numulerimizin igerisinde bulunan dietil fital GC-MS
kromatogramlarini sirastyla Sekil 4.15a, 4.15b, 4.15¢c gostermektedir. Sekillerde dietil
fitalatin tepe verdigi yerler isaretlenmistir. U¢ numunenin analiz sonuglar1 ise Tablo

1°de gosterilmektedir.

Tablo 1: GC-MS analiz sonuclari

Numune R.Time m/z Alan Yiikseklik Miktar

2DP 16.079 149.00 318677 110746 9.882 ppm
5DP 16.052 149.00 994264 373668 29.237 ppm
10DP 16.075 149.00 2033641 750912 59.014 ppm

2DP numunenin igerisine atilan tip-2 KNT’ler absorbe ettigi miktar 9,882 ppm
iken , bu deger SDP i¢in 29,237 ppm ve 10DP i¢in 59,019 ppm olarak analiz edilmistir.
Sonuglarda ppm olarak verilen degerler ng/ml ye 1000 ile carpilarak donistiiriilebilir.
DEP i¢in bilinen molekiil agirlig: ise 222,24 g/mol’diir [96]. Bu bilgiden yola ¢ikarak
absorbe edilen DEP miktarlar: sirasiyla 44.46, 131.55 ve 265.54 uM olarak hesaplanir.
Bu degerlerin grafige dokiilmiis hali baslangic (0,0) noktas1 dahil edilip gosterilmistir
(Sekil 4.16). Grafikte doyum noktasi yaklasik olarak 300 uM olarak géziikmektedir.
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Sekil 4.16: GC-MS ile tip-2 KNT’lerin absorbe ettigi DEP miktari
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5. TARTISMA

Klinik Oncesi g¢aligmalar arastirilacak olursa, PAE ailesinin bir iiyesi olan
dietilhekzil fitalat (DEHP) ve onun ana metaboliti olan monoetil hekzil fitalatik asit
esteri (MEHP) iizerine yapilan bir toksikoloji arastirmasinda, MTT canlilik testleri
bahsi gegen fitalatlara maruz birakilmis embriyonik bobrek hiicreleri (HEK-293)
tizerinde gerceklestirilmistir. Calismanin sonucu ise hiicrelerin canlilik degerlerinin
fitalat ana metoboliti varliginda diistiiglinii gostermektedir [82]. Yine ayni ¢alismada in
Vivo galigma olarak 45 giin boyunca farkli dozlarda DEHP’ye maruz birakilan deney
farelerinin bobrek dokularindan saflastirilan mitakondri organelleri cesitli testlerle
incelenmistir. Calismada sonug olarak DEHP/MEHP varliginin mitokondrik fonksiyon
bozukluguna, mitokondri i¢in yasamsal Onem atfeden oksidatif hasara sebebiyet
verebilece@i gosterilmistir. Zebra baligi larvasi tizerinde yapilan bir arastirmada ise
DEP’lerin de igerisinde bulundugu 6 ana fitalat grubunun toksikoloji arastirmalari
yiritiilmistir [83]. Calismada ortaya ¢ikan veriler 1s18inda 6 PAE grubunun gelisimsel
anomalileri indiikleyici etki yapabilecegi saptanmistir. Bu anomaliler anormal hareket,
diisiik kalp ritmi, omurga egrili§i ve perikardiyal 6dem olarak zebra baliklarinda
gozlemlenmistir. Ayrica PAE’lerin akut maruziyetinin zebra baliklarinin kemik
gelisiminide etkiledigi rapor edilmistir. Tiirkiye’ de yapilan bir aragtirmada ise hadim
edilen kopeklerden alinan testislerden saflastirilan primer hiicreler {izerinde, DEP’in de
igersinde bulundugu 8 adet fitalat ¢esidinin ve bisfenol A’nin (BPA) sitotoksit etkileri
incelenmistir [84]. MTT canlilik testleri ile yapilan bu arastirmada ise bahsi gecen
maddelerin toksik etkileri gozlemlenmis ve toksisite seviyelerinin uygulanan maddenin
molekiil agirliklart ile iligkili oldugu saptanmistir. Bir baska arastirmada ise sigir
hemoglobinleri {izerinde yapilan arastirmada ise DEP iceren 3 ¢esit fitalat grubunun
hemoglobin ile bag yapabildigi gozlemlenmistir [85]. Buda bizlere fitalatlarin

hematolojik olarak toksik etkilerinin de olabilecegini gostermektedir.

Klinik arastirma olarak yapilan bir ¢alismada ise prostat kanseri olan hasta
erkeklerden iirin 6rnekleri alinmis ve incelenmistir [68]. Incelenen iirinlerden, fitalatlara
maruz kalmanin prostat kanseri ile pozitif bir korolasyon igerisinde oldugu sonucuna
ulagilmistir.  Bu incelemede fitalat belirleme islemi ig¢in sivi kromatografisi

kullanilmistir. Gelistirdigimiz tip-2 KNT’leri de kromatografi oncesi malzeme olarak
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kullanim potasiyeli mevcuttur. Prostat kanserine fitalatlarin nasil sebebiyet verecegini
arastiran bir ¢aligmada ise, fitalatlarin kanser baskilayici rolde olan mikro RNA miR-
34a kisitlayict 6zellikte oldugu rapor edilmistir [86]. Fitalatlarin varligin1t meme kanseri
ile iliskilendiren arastirmalarda litaratiirde mevcuttur. Bu ¢alismalardan birinde
fitalatlarin meme kanserine sebebiyet verdikten sonra osteoklastogenezi artirarak kemik
metastazina yol agabilecegi arastirilmistir [87]. Kolon kanserini konu alan bir ¢alismada
ise fitalatlardan DEHP’ye maruz kalimi durumunda kolon kanseri hiicrelerinin,
kullanilan kanser ilaglarina karsi diren¢ kazandigi sonucuna ulasilmistir [88]. Aymi
sonuca ulagan baska bir makalede ise ila¢ direncinin fitalat maruziyeti sonra MDR1 gen

ekpresyonunun artimina bagli olarak gergeklestigi sonucuna ulasilmistir [89].

DNA’ya verdigi hasar1 arastiran bir calismada cesitli fitalat tiirlerine kirmizi
kaliforniya solucanlari, farkli konsantrasyon ve zamanlarla maruz birakilmistir. Bu
calismada sonug olarak, fitalatlarin oksidatif stresi ve DNA hasarini indiikleyici etki
yaptig1 rapor edilmistir [90]. Ayn1 sonucu destekleyici baska bir arastirma ise hamile
kadinlardan alinan irinler iizerinde yapilmistir. Bu arastirmada ise hamilelik siirecinde
fitalatlara maruz kalimmmin DNA hasarina ve lipid peroksidasyonuna sebebiyet
verebildigi rapor edilmistir [91]. Onemli bir diger ¢alismada ise endokrin bozucu olarak
nitelendiren fitalatlardan bazilarinin NRF1 genini etkileyerek kronik, kompleks beyin

hastaliklariyla iligkilendirildigi gortilmiistiir [92].

Paramanyetik KNT’lerle yapilan calismalara daha once verdigimiz Ornekleri
Ozetleyecek olursak; tarim ilaglarlarinin ve agir metallerin yeralti sularina ve bitkilere
karistig1 durumlarda ayristirllmasini [51,52,56] ve fitalatlarin paketlenmis iceceklerden
ayristirtlmasi  [53-55] konu alan caligmalar mevcuttur. Klinik bir c¢alismada ise
trinlerden  mikotoksinlerin ~ paramanyetik KNT’ler yardimiyla ayristiriimasi
gerceklestirilmistir [57]. Ornegini verdigimiz bu galismalar paramanyetik KNT lerin
ayristirma, saflastirma amacli kullaniminin 6nemini gosterir niteliktedir. KNT’ler
lizerine yapilan caligmalar ise giin gectik¢e artmaktadir. En 6nemli ¢alisma alanlarindan
biriside ilag iletimidir [93]. ilag iletiminde giincel ¢alismalarda artik KNT destekli ilag
iletimini konu alan simiilasyon calismalarinin akciger kanserinde dnemli bir asama
kaydettigini gormek miimkiindiir [94]. KNT lerin bir diger 6nemli kullanim alanini ise
biyosensoOr arastirmalarinda gormekteyiz [95]. Paramanyetik hale getirilen KNT ler

daha ileri modifikasyonlara da agik halde bulundugundan biyomeliikiillerin toplanmasi
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veya ¢ikarilmasi i¢in kullanimi yiiksek potansiyel tasimaktadir [96]. Artik gelinen son
noktada paramanyetik KNT’lere ligand baglayip, hedef kanserli hiicrelerde istenmeyen
ekspressyonlarin  olugsmasini  engellemek i¢in ¢alismalar yapabiliyoruz [97].
Immonuassayleri paramanyetik KNT’ler ile modifiye edip zamandan tasarruf

edebilecegimizi goriiyoruz [98].

KNT’ler uistiin fizikokimyasal 6zellikleri ile rejeneratif tipta, dogal ve sentetik
malzemelerle entegre edilerek, daha saglam ve daha esnek doku ya da implantlarin
gelistirilmesinde, gamma sintigrafi icin radyofarmasotiklerin gelistirilmesinde, genis
ylizey alanlarina baglanabilen protein ve DNA yapilarla, yiiksek hassasiyetli
biyosensorlerin  gelistirilmesinde kullanilmaktadir [99]. Medikal uygulamalarinin
yaninda, genis yiizey alanlari, saglam ve esnek yapilari ile kromotografik yontemlerde
de verimli sonuclar ortaya c¢ikarmaktadir. Son birka¢ yilda, arastirmacilar, emme
kapasitesinin yiiksek olusu ve tekrar kullanima uygun olusu nedeniyle, kat1 faz mikro
ekstraksiyon, manyetik dispersif kat1 faz ekstraksiyon, analit zenginlestirme, numune
fraksiyonlama ve temizleme dahil, farkli bir ¢ok ayirma yonteminde, KNT’lerin
verimliliklerini ortaya c¢ikarmiglardir [100,101]. Ayiristirlan malzemeler, hidrojen
baglari, hidrofilik etkilesimler ve van der Waals kuvvetleri gibi etkilesimlerle
ayristirilmaktadir. Ayristirilan malzemeler kimi zaman kandan ayristirilan proteinler

olabiliyorken [102], toksik etkileri oldugu bilinen kimyasallar da olabilmektedir.

Orneklerini verdigimiz arastirmalardan yola ¢ikarak denilebilir ki, DEP’lerin ve
toksik etkileri bilinen ve yaygin olarak kullanilmaya devam eden fitalat tiirlerinin maruz
kaldigimiz medyumlardan ayristirilmasi insan, hayvan ve ¢evre sagligi agisindan 6nemli
bir arastirma konusudur. Yaptigimiz ¢alismada bu ayristirmay1 gergeklestirebilmek i¢in
paramanyetik hale getirdigimiz daha ileriki modifikasyonlara ac¢ik halde ki KNT’lerden
faydalanilmaya calisilmigtir. Diger bir 6nemli durum ise ortamdan miknatis yardimiyla
kolayca toplanabilen KNT’lerin, tekrar kullabilmesi sayesinde siirdiiriilebilir bir
malzeme olmasidir. Calismamizda DEP igeren karisima dagilan paramanyetik KNT’ler,
kat1 fazla ayirma gergeklestirmede kullanilmiglardir. Genis yilizey alanlar ile yiiksek
bag yapabilme kapasiteli nanotiiplerin, paramanyetik hale getirilmesi, Oncesi ve
sonrasinda  karakterizasyonu  gergeklestirilmis  ve  DEP’lerin stvilardan

ayristirtlmasindaki performans1t GC-MS kullanilarak degerlendirilmistir.
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Karakterizasyon asamasinda ilk olarak, asit bilesikleri ile muamele edilmis
CDKNT’lerin karakterizasyonu ve sonrasinda 2 farkli yontemle paramanyetik hale
getirilen CDKNT’lerin  karakterizasyonu ilk olarak TEM goriintiileri alinarak
gergeklestirilmis, yap1 ve morfolojileri incelenmistir. CDKNT lerin duvar sayilarini ve
¢ok duvarli yapiyr dogrulayan TEM goriintiileri incelendiginde 8 nm’ye ulasan dis
yaricap bilgisinin ve 100-500 nm Olgekte elde edilen goriintiilerden de 0.5-2 um
araliginda verilen uzukluk dagilimi bilgisinin dogrulandig1 goriilmektedir. Elde edilen
goriintiilerin  benzer uzunluk ve yarigap bilgisine sahip CDKNT’ler ile uyusan

goriintiiler oldugu goriilmektedir [103].

[lk olarak sentezlenen Tip-1 KNT lerin, 200 nm &lgekte verilen goriintiilerinde,
farkli boyutlarda ve bazi bolgelerde aggrege olarak KNT’lerin {izerine demirlerin
tutundugu goriilmektedir. Farkli boyutlarda demir parcaciklarin aggrege KNT’lerin
bulundugu boélgelere de tutunarak KNT lerin aralarina da yerlestigi goriillmektedir (Sekil
4.2).

Tip-2 KNT’lerin TEM goriintiilerinde ise yiizeye ve aralara yerlesen demirlerin
tip-1 KNT’ye gore daha fazla oldugunu soyleyebiliriz. Bu goriintiilerden Tip-2
KNT’lerin tip-1’e gore manyetik alana daha duyarli olmasini bekleyebiliriz.
Goriintiilerden ayrica, paramanyetik hale getirilmek i¢in kimyasal tepkimelere sokulan,
isitilan ve sonikasyon islemine tabi tutulan KNT’lerin tiipsii yapisinin nispeten

bozulmadigy, fiziksel yapisini korudugu ¢ikarimlari yapilabilir.

Karaketerizasyon asamasinda FTIR sonuglar1 degerlendirildiginde FeClz ve
FeClg’iin 400-500 cm™ arasinda ayni tepeleri verdigi goriilmektedir. Bu araliktaki
tepeler yapilan bir ¢alismada, bu bilesiklerinin kizilétesi spektrumunu, farkli pH’larda
inceledigi caligmasinda da dogrulanmaktadir [104]. Bir atomun ya da bilesigin, diger bir
atom ya da bilesik ile kompleks bir yap1 olusturmasina komplekslesme (complexation)
denir. 400-500 aras1 goriilen tepeler C-Cl komplekslesmesine baglanmaktadir [105]. Bu
araliktaki tepeler FeClz, FeClz’de hem de KNT’ye baglanan bilesiklerin olusturdugu,
tip-1 ve tip-2 paramanyetik KNT’lerde de bu tepeler goriilmektedir.

FTIR analizlerinde demirli tuzlarm 3200 cm™ civar1 verdigi pikler O-H

gruplarma atfedilir. 1600 cm™ yakininda olan tepeler ise su molekiillerinin

1

deformasyonunu gosterir. 1200 cm™ civar1 olan peakler ise Fe ile iliskilendirilen

hidroksil gruplarini ifade eder. 739 ile 549 arasinda olan peakler ise Fe-O baglarinin
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hareketlerine atfedilir [106]. Yine Fe-O baglarindan baska bir kaynakta 582 cm™ olarak
bahsedilmistir [107]. Bu baglar1 580-640 cm™ araligindaki tepelerle dogrulayan

calismalar da mevcuttur [108].

Paramanyetik KNT’lerimizin FTIR tepe noktalarina bakildiginda O-H
gruplarma  rastlanmadigimz  goriiyoruz 3000 cm?® ve iizerinde tepe
gdzlemlenmemektedir. 1637 cm™ tepeleri C=0 ve C=C baglar ile iliskilendirilir, ayrica
1396 cm™ slgiimiide C-H baga atfedilmistir [105]. Gozlemlenen 2000-2200 cm™ aras:
tepeler, KNT yapisal zincirindeki C-C germe moduna atfedilebilir [109]. Verilen
bilgiler 1s18inda bakildiginda Fe-O baglarim tip-1 ve tip-2 KNT, FTIR grafiklerinde
goriilmektedir. Bu demirli tuzlardan KNT ye olan basarili demir baglanmalarini gosterir

niteliktedir.

DSC 1sinma egrileri degerlendirildiginde, saf KNT’nin grafiginde 500-600
°C‘lere kadar termal kararliligin1 korudugu goriilmektedir. Bu durum KNT’lerin farkli
sicaklik artig oranlarindaki DSC grafiklerini arastiran makalelerdeki DSC grafikleri ile
ortiismektedir [110,111].

CDKNT’lerin 1sinma sirasinda asagi yonlii endotermik tepeler verdigi
goriilmektedir [112]. Ancak kullandigimiz SCHIMADZU DSC 60 Plus, bu egrilerin
yoOniini tam tersi yonde vermektedir. Bu nedenle CDNT’ler i¢in elde ettigimiz 1sinma

egrilerinin yoni yukaridir.

Daha once ferrik kloriir bilesiklerinin DSC egrileri elde edilmemistir. Bu
nedenle elde ettigimiz kalorimetrik Ol¢lim egrisini karsilastirabilecegimiz bir data
yoktur. Her defasinda kalibrasyon yapilarak gerceklestirilen tekrarli dlgiimlerde, bu
bilesikler i¢in ayn1 6z 1s1 sicaklik degisimi grafigi elde edilmistir. DSC grafiklerine
bakildiginda, 64,74 ve 90,78 °C sicakliklarda elde edilen endotermik tepeler, ¢oziicii
molekiillerin uzaklastirilmas: olarak degerlendirilebilir. Grafigin devamindaki tepeler
olan 150 ve 272 °C sicaklik araliginda elde edilen egzotermik tepeler ise demirlerin
ortaya cikardigi tepelerdir [113]. Son pikler ise 500 °C’den sonra ortaya ¢ikan
egzotermik tepelerdir ve bunlart kloriiriin kristallenmesi sirasinda ortaya ¢ikan tepeler
olarak degerlendirmek miimkiindiir [114].

DSC grafiklerinden AH degerleri hesaplanirken denklem 2 kullanilir [115].
CDKNT i¢in AH degeri pozitif iken, tip-1 ve tip-2 paramanyetik KNT’lerimiz igin
negatif degerlerdedir. Buradan AH degerlerine bakarak normal CDKNT igin
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endotermik, bu CKDNT’ler iizerinden sentezledigimiz tip-1 ve tip-2 icin ekzotermik
reaksiyonlar siniflardirmasi yapabiliriz. Kullandigimiz cihazin bu yonleri standart bir
¢ok DSC cihazindan farkli olarak, tam tersi yonde verdigi daha 6nce belirtilmistir.
Uyguladigimiz islemlerin CDKNT’nin yapisini degistirmis oldugu ve sentezlegimiz
KNT’lerin ilk hali kadar termal stabilite gdstermedigini gérmek miimkiindiir. Tip-1
paramanyetik KNT’nin 172.56 °C’de yapisindaki demiri dogruladigini ve tip-2
paramanyetik KNT nin 174.29 °C’de demir ve 518.14 °C’de yapiya katilmig kloriiriin
ortaya cikardigi 6z 1s1 tepelerini izlemek miimkiindiir. Tip-2’nin daha fazla AH
degerine sahip bir demir tepesi ortaya c¢ikarmasi ise, TEM goriintiilerini dogrular

nitelikte, yapida daha fazla demir tutuldugu bilgisini dogrulamaktadir.

EPR ya da diger adiyla ESR numunelerdeki bag yapmamis elektronlarin
tespitini yapan bir spektroskopik yontemdir. Bag yapmamis elektron sayilari hakkinda
ise EPR grafiklerinin y-ekseni olan ESR yogunlugu’na bakarak relatif olarak fikir sahibi
olmak miimkiindiir. Grafige bakildiginda bu iki farkli tepe olusumu goriillme durumu
elektronlarin spin momentinin iki farkli seviyede goriilmesi ile alakalidir [116].
Paramanyetik olmayan grafige baktigimizda 400 seviyesinde baslayan yogunlugun
500’ler seviyesine kadar ¢iktigini goriiyoruz. 100 birim bir artis s6z konusudur.
Miknatis normal CDKNT’lere yaklastirildiginda KNT’ler herhangi bir tepki
vermemektedir. Tip-1’e baktigimizda pozitif tepe noktast 1000 civarindadir ve miknatis
ile tepki vermektedir. Tip-2 KNT ise pozitif tepe noktasint 1500 civarinda gérmekteyiz.
Bu tepeler bize bag yapmamis elektron sayis1 hakkinda fikir verir, diger bir deyisle
manyetik alana ne kadar duyarli olacagi hakkinda relatif bir veri sunar. Miknatisla
yaptigimiz gozlemde (KNT, tip-1 ve tip-2 KNT’ye miknatis yaklastirilmasi)
gozlemledigimiz sonug, tip-2 paramanyetik KNT’lerin tip-1 emsallerinden daha ¢ok

miknatis ile etkilestigi olmustur. EPR sonuglari ise bu durumu dogrular niteliktedir.

Saflagtirma amaciyla, daha paramanyetik olan tip-2 KNT’ler EPR sonuglarinin
da dogrulamasi ile secilmistir. Paramanyetik KNT’leri ortamdan ayirmak igin
kullanacagimiz miknatisin kuvveti sabit olacagindan, daha etkin kullanim igin daha

fazla paramanyetik olanin kullanimi uygun goriilmiistiir.

MTT canlilik testleri paramanyetik olmayan CDKNT, tip-1 ve tip-2 CDKNT
degerlerine ayr1 ayr1 24’lik plakalar tizerinde kontrol edildi. HUVEC hiicreleri tizerinde

yapilan deneylerde paramanyetik olmayan CDKNT’lerin kendi kiimesindeki kontrol



47

gruplarindan yaklasitk % 1 gibi bir oranda daha fazla canliliga sahip oldugu
goriilmektedir. Bu sonuca bakarak paramanyetik olmayan CDKNT’nin toksik etkisinin
in vivo deneyimizde hi¢ goriilmedigi ¢ikarimi yapilabilir. Tip-1 CDKNT ise kendi
kontrol grubundan % 40 civarinda daha az bir canlilik degerine sahiptir ve hiicre i¢in
asir1 derecede toksik 6zelliktedir. Tip-2 CDKNT ise yine % 30 daha az canlilik degerine
sahip oldugu i¢in, toksik ozelliktedir ama bu toksiklik derecesi relatif olarak tip-1’e
gore daha az derecededir. Bu sonuglara bakarak, paramanyetik CDKNT lerin hiicre i¢i
calismalar i¢in uygun olmadig1 sonucuna ulasabiliriz. Ila¢ iletimi ve benzeri
calismalarda ise paramanyetik olmayan CDKNT’lerimizin kullanilabilir oldugunu

diisiinmekteyiz.

Hiicre i¢i calismalardan sonra kromatografik amagclar dogrultusunda
kullanacagimiz tip-2 CDKNT lerin doga i¢in tehlike olusturup olusturmadigina bakmak
icin C. elegans nematotlar1 {izerinde toksisite deneyleri yapildi ve ¢ikan sonuglara
baktigimizda yetiskin bireylerin yasam siirelerini kisalttig1 sonucuna ulasildi. Bir diger
ortaya ¢ikan sonug ise yetiskin olmayan yavru olan bireylerin hi¢ biliylimeden 1-2 giin
icerisinde Olmesiydi. Bu sonuglar ise tip-2 CDKNT’lerin ¢evreye karigmasinin besin
zincirinin en alt halkasinda bulunan bu canliy1 etkileyecegi icin, ¢evresel sorunlara

sebebiyet verebilecegini bizlere gdstermektedir.

GC-MS calismalarinda degerlere baktigimizda konsantrasyonlara gore dogru
orantili bir DEP miktar artisi s6z konusudur. Amacimiz  dietil fitalati tutup
tutmayacagini belirlemenin yani sira ne kadar emis giicli oldugu belirlemektir. Fakat,
rakamlara baktigimizda net bir oran vermek miimkiin degildir ama DEP ayristirma
potansiyellerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. 40 mg tip-2 KNT’ler 2DP, 5DP ve
10DP kodlu DEP-metanol karigimlarindan sirasiyla 9,882 ppm, 29,237 ppm, 59,014
ppm miktarlarinda DEP absorbe etmislerdir. Bu sayilart ng/ml’ye cevirecek olursak
sirasiyla 9882, 29237 ve 59014 ng/ml miktarlarina ulasiriz. Yine sirasiyla DEP-metanol
karisimlart 2 ml, 5 ml ve 10 ml DEP icermektedirler. Bu sayilarla dogru orantili bir
sekilde, emilen miktarinda arttig1 goriilmektedir. DEP i¢in bilinen molekiil agirligr ise
222,24 g/mol’diir [117]. Bu bilgilerden yola ¢ikarak absorbe edilen DEP miktarlar
sirastyla 44.46, 131.55 ve 265.54 uM olarak hesaplanabilir. DEP’ler i¢in hesaplanan
KNT tarafindan emilen DEP molarite verileri ve ortamdaki DEP miktarlar1t MATLAB
programi yardimiyla grafige cevirilmistir (Sekil 4.16). Grafikte deneysel olarak elde
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edilen veriler ve (0,0) noktasindan gegen fonksiyon ve teorik olarak hesaplanan
maksimum derisim 296 pM gdsterilmistir. Bu deger bize 40 mg tip-2 KNT’lerin
yaklasik olarak 296 uM derisimde doyum noktasina ulasacagini ve en fazla bu civarda
DEP emebilecegini gostermektedir. Bu degeride dilusyon faktorii olan 50 ile
carptigimizda 40 mg tip-2 KNT 15 mM derisime kadar DEP emebilir sonucuna

ulasilmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada g¢esitli tiriinlerden paramanyetik KNT’ler yardimiyla
toplanan DEP miktarlarina bakilmistir [53]. Bu ¢alismada bazi igecek drneklerinde DEP
saptanmayabilirken en fazla DEP miktar1 yaklasik 6000 ng/ml ile parfiimde absorbe
edilmistir. Paramanyetik olmasi sayesinde ise ortamdan rahat¢a toplanabilir ve bir
sonraki ayristirma islemi icin tekrardan kullanilabilirler. Bu o6zellikleri sayesinde

siirdtiriilebilir bir saflastirma malzemesi olarak kullanilabilirler.

Calismamizin sonuglarina baktigimizda basarili olarak 2 adet paramanyetik kisa
uzunlukta CDKNT sentezledik. Sentezlenmeden Onceki halinin ve sentezden sonraki
hallerin canlilik testleri ile hiicre i¢i ¢alismalar i¢in toksidite sonuglarimi sunduk. Yine
tic CDKNT’mizin de FTIR, TEM, ESR ve DSC analizlerini yaparak litaratiir bilgisine
katkida bulunduk. Kromatografik amaglar dogrultusunda kullanacagimiz KNT’lerin tip-
2 olmasim belirledik ve tip-2 KNT’lerin kullanimindan sonra ¢evreye karismamasi
gerektigini yaptigimiz C. elegans canlilik deneylerinde tespit ettik. Ana amacimiz olan
paramanyetik KNT’leri saflastirma amacgli kullanma fikrini ise basari ile karserojen
etkileri bilinin PAE ailesinin bir {iyesi olan DEP’ler lizerinde gercgeklestirdik. Miknatis
ile etkilesebilen KNT’ler ise ortamdan rahatca toplanarak bir sonraki ayristirma ig¢in
tekrardan kullanabilmesi sayesinde, siirdiiriilebilir bir malzeme elde edilmis oldu.
Elde edilen bu siirdiiriilebilir malzeme pre-klinik ve klinik ¢alismalarda DEP baglayici
ajan olarak veya kromatografi oncesi yardimci ajan olarak kullanilabilme potansiyeli
mevcuttur. Fitalatlarin ayristirilmasit insan canlisinin i¢inde bulundugu her saglik alani
acisindan Onem tasimaktadir. Yaptigimiz calismamiz bize KNT’ler ile bu fitalat

familyasindan olan DEP’lerin ayristirilabilecegini gostermistir.
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