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KISALTMA LISTESI

A-549
AFM
Ark.
ATCC
ATP

AU
B16F10
BGC-823
BrdU
C33-A
Cch
CHO
CNP
CNSI
CNT
COOH
CSN
CT26.WT
Cyt-B
Di

DLS
DMSO
DOX
DPBS
EMS
EPR
EtOH
FL83B
FT-IR
HCT 116
HDFa
Hela
HepG2

insan akciger kanseri hiicresi

Atomik kuvvet mikroskobu

Arkadaslar

Amerikan tipi kaltir koleksiyonu
Adenozin trifosfat

Rastlantisal birim

Fare melanoma kanser hiicresi

insan mide kanseri hiicresi
5’-bromo-2’deoksitridin

insan rahim kanseri hiicresi

Karbon nanodot

Cin fare rahim hiicresi

Karbon nanopargacik

Karbon nanopargacik slispansiyon enjeksiyonu
Karbon nano tip

Hidroksil grubu

Silika nanokiireye gomiili karbon nanodot
Fare kolon kanseri hiicresi

Sitokalasin

DNA indeksi

Dinamik isik sagilimi

Dimetil stlfoksit

Doksorubisin

Dulbecco’s phosphate buffered saline

Etil metansilfonat

Gelismis gecirgenlik ve alikonma etkisi
Etanol

Fare normal karaciger hiicresi

Fourier dontstimli kizilbtesi spektroskopisi
insan kolon kanseri hiicresi

insan primer dermal fibroblast hiicre hatt
insan rahim agzi kanseri hiicresi

insan karaciger kanseri hiicresi
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HK-2 insan bobrek normal hiicresi

hMSCs insan mezensimal kok hiiresi

HRTEM Yiksek ¢ozlinurlukli gegirimli elektron mikroskobu

ISO Uluslararasi standardizasyon orgti

IZEF Ege Universitesi Eczacilik Fakiltesi Herbaryumu

KCl Potasyum klorr

LDH Laktat dehidrogenaz

LLC-PK-1 Domuz normal bébrek hiicresi

MAH Mikrodalga destekli hidrotermal sentez yontemi

MCF-10A insan normal meme hiicresi

MCEF-7 insan meme adenokarsinoma hiicre hatt

MDA-MB-231  insan meme kanseri hiicresi

MSS Merkaptosuksinik asit

MTS 3-(4,5- dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4- silfofenil)-
2H-tetrazolyum

MTT 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromir

MWO Ev tipi mikrodalga firin ile sentez yontemi

N,S-CD N,S katkili karbon nanodot

Na,-EDTA Etilendiamin tetraasetik asit disodyum tuzu dihidrati

NacCl Sodyum klorir

NAD Nikotinamid adenin dintkleotid

N-CD Azot katkili karbon nanodot

NH> Amin grubu

NIH/3T3 Fare fibroblast hiicresi

NIR Yakin kizilotesi 1sinim

NK Negatif kontrol

NR Notral kirmizi

NS-CD Azot ve/veya kukurt katkili karbon nanodot

PBS Phosphate buffered saline (fosfat tampon tuz ¢ozeltisi)

PC-3 insan prostat kanseri hiicresi

pCD Polimer kaph karbon nanodot

PEG Polietilen glikol

PEI Polietilenimin

PI Propidyum iyodur

PK Pozitif kontrol

PL Fotoliiminesans

pNCD Polimer kaph azot katkili karbon nanodot

ppm Milyonda bir birim

Pri Pristin

Qy Kuantum verimi

rCD indirgenmis karbon nanodot

SD Standart sapma

SEM Taramal elektron mikroskobu

SKOV3 insan yumurtalik kanseri hiicresi

TEM Gegcirimli elektron mikroskobu

TGA Termal agirhik analizi
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U251 insan glioblastoma hiicresi

UV-Vis Ultraviyole-gorinir bolge

WST 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)- 5-(2,4-disilfofenil)-2H-tetrazolyum
XPS X-ray fotoelektron spektroskopi

XRD X-1sint kirinimi

XTT 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum-5-

karboksianilid
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OZET

NERIUM OLEANDER EKSTRELERINDEN ELDE EDILEN KARBON
NANODOTLARIN MEME KANSERi HUCRELERiI UZERINDEKI iN VITRO
SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK ETKILERININ iINCELENMESI

Sinem SIMSEK KEKEVi

Kimya Mihendisligi Anabilim Dali

Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Belma OZBEK
Es Danisman: Dog. Dr. Ritkan GENC ALTURK

Nanopargaciklar, Ustlin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ve umut vaadeden uygulama
potansiyellerine ragmen, Ozellikle biyomedikal uygulamalarda kullaniilmadan o6nce
nanotoksikolojilerinin sistematik, hassas ve giivenilir olarak belirlenmesi geremektedir.
Geleneksel sitotoksiste testleri bu asamada yetersiz kalabilmekte ve nanopagaciklarin
testlerde kullanilan kimyasal ajanlarla etkilesimlerine ve/veya insan faktoriine bagh
olarak hatali sonuclar verebilmektedir. Bu nedenle nanotoksikoloji arastirmalarinda, s6z
konusu etkilesimlere mahal vermeyen, insan faktoriinii ortadan kaldiran ve yiliksek
hassasiyette sonuc veren yenilikci, glivenilir yontemlere ihtiyac duyulmaktadir.

Bu kapsamda, Nerium oleander ekstrelerinden, farkli sentez yontemleri ile farkli fiziksel
kosullarda sentezlenen karbon nanodotlarin (CD) karakterizasyon calismalari
gerceklestirilmis ve elde edilen bulgular dogrultusunda, incelenen parametrelerin
sentezlenen nanoparcaciklar lGzerindeki etkileri aciga cikartilmistir. Yeni nesil in vitro
sitotoksik aktivite tayini yontemi, empedans 6lciimi temelli gercek zamanli hiicre analiz
cihazi xCELLigence kullanilarak; CD’lerin MCF-7 insan meme kanseri ve HDFa insan
primer dermal fibroblast hiicreleri Gzerindeki in vitro sitotoksik aktiviteleri belirlenmistir.
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In vitro sitotoksik aktivite bulgulari g6z oninde bulundurularak secilen karbon
nanodotlarin MCF-7 hiicre hatti Uzerindeki in vitro genotoksisiteleri tek hicre jel
elektroforezi (comet yontemi) kullanilarak arastiriimistir. Ardindan sitokinezi bloklanmis
mikronikleus (CBMN) testi ile CD’lerin, hiicrelerin DNA’lari lizerindeki hasar seviyeleri
belirlenerek klastojenik etkileri irdelenmistir. Nanopargaciklarin neden oldugu hasarin
mekanizmasinin agiga cikarilmasi, amaca yonelik olarak verdikleri hasar seviyesinin
glclendirilmesi veya engellenmesi bakimindan dnem tasimaktadir. Bu nedenle, akis
sitometrisi yontemi kullanilarak pargaciklarin hiicre dongusu ilerleyisi Gzerindeki etkileri
belirlenerek hiicre hasarinin mekanizmasi agiklanmaya g¢alisiimistir.

Elde edilen bulgular neticesinde, CD sentezinde, karbon kaynagi olarak kullanilan ekstre
tipinin, sentez yonteminin, ylizey modifikasyonunun ve sentez kosullarindaki degisimin;
parcaciklarin boyutu, fotoliiminesansi ve yizey ozellikleri Gzerinde 6nemli etkileri
oldugu belirlenmistir. Sentezlenen CD’lerin in vitro sitotoksik aktivitelerinin arastiriimasi
neticesinde, pargaciklarin MCF-7 kanser hiicre hatti (izerinde doza (50 ppm) ve zamana
bagli sitotoksite gosterirken, saglikl HDFa hiicreleri Gizerinde en yiksek konsantrasyonda
bile herhangi bir sitotoksik aktiviteye neden olmadiklari belirlenmistir. Ayni zamanda,
parcaciklarin MCF-7 hiicre hatti Gizerinde 0.25 ppm gibi dlsik konsantrasyonlarda bile
genotoksik ve klastojenik etkiye neden oldugu saptanmistir.

Biyolojik aktiviteleri incelenen CD’lerin memeli hiicrlerindeki mutajenite ve karsinojenite
potansiyellerininin desteklenmesi i¢cin daha fazla arastirmaya gerek duyulsa da, bu
¢alisma neticesinde, son derece kiiglk boyutlu CD’lerin, hiicre gekirdegine girerek timor
hicrelerinin hiicresel fonksiyonlarini etkileyebilecegi gortlmustiir. Boylelikle CD’lerin
tek baslarina bile, yiiksek konsantrasyonlarda, MCF-7 meme kanseri hiicrelerine segici
sitotoksisite gosterirken, HDFa insan primer dermal fibroblast hiicrelerinde ayni
konsantrasyonlarda bliyimeyi indikledigi gbzlenmistir. CD’lerin genotoksiste ve hiicre
donglisii Gzerindeki etkisi incelendiginde, DNA hasarina baglh kanser tedavisinde
kullanilma potansiyellerinin oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nerium oleander, karbon nanodot, nanotoksikoloji, ger¢ek zamanli
hiicre analizi, CBMN
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF IN VITRO CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF
CARBON NANODOTS SYNTHESIZED FROM NERIUM OLEANDER EXTRACTS
ON BREAST CANCER CELLS

Sinem SIMSEK KEKEVi

Department of Chemical Engineering

Ph.D. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Belma OZBEK
Co-Adviser: Assoc. Prof. Dr. Ritkan GENC ALTURK

Despite their superior physical and chemical properties and promising application
potentials, nanoparticles require the systematic, precise and reliable determination of
their nanotoxicology, especially before they are used in biomedical applications. Tests
in traditional cytotoxicity may be inadequate at this stage and may give deceptive
results, depending on the interaction of the nanoparticles with the chemical agents used
in the tests and/or the human factor. For this reason, in nanotoxicology studies,
innovative, reliable methods that do not place these interactions, eliminating the human
factor and giving high precision results are needed. In this context, the characterizaton
studies of carbon nanodots synthesized from two different Nerium oleander extracts via
different synthesis methods under various physical conditions were performed and the
effects of the investigated parameters on carbon nanodots (CD) were revealed.

In this study, in vitro cytotoxic activities of carbon nanodots on human primary dermal
fibroblast cells (HDFa) and human breast cancer cells (MCF-7) were determined by using
the new generation in vitro cytotoxic activity determination method, impedance
measurement based real time cell analyzer xCELLigence. The in vitro genotoxicity of the
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selected CDs on the MCF-7 cell line was determined using single cell gel electrophoresis
(comet assay). The cytoplasm blocked micronucleus (CBMN) test was used to determine
the level of damage of carbon nanodots on the DNA of the cells and their clastogenic
effects were examined. Revealing the mechanism of damage caused by the particles is
important for strengthening or preventing the damage level they cause. Therefore, by
using flow cytometry method, the mechanism of cell damage is tried to be explained by
determining the effects of particles on cell cycle progression.

As a result of the outcomes, the significiant effects of the extract type used as carbon
source, synthesis method, surface modification and changes in synthesis conditions on
the particle size, photoluminescence and surface properties of synthesized CDs were
determined. The results obtained from the in vitro cytototoxicy assessment of CDs
synthesized concluded that CDs have concentration and time-dependent cytotoxic
potentials (at 50 ppm) over MCF-7 cells while they comforted the proliferation of
healthy HFDa cells even at highest CD concentrations. Meanwhile, in vitro genotoxicity
studies have shown that the particles cause genotoxic and clastogenic effects even at
concentrations as low as 0.25 ppm on the MCF-7 cell line.

Although further studies are warranted to investigate the mutagenicity or
carcinogenicity potency of CD in mammalian cells, this work shows evidence that CDs
with super tiny size can specifically affect cellular function of tumour cells by entering
the cell nucleus. Thus, at high concentrations, CDs showed selective cytotoxicity to MCF-
7 breast cancer cells, while they induces growth at the same concentrations in HDFa
human primary dermal fibroblast cells. When the effect of CDs on genotoxicity and cell
cycle was examined, it was found that they have potential to be used in cancer
treatment due to DNA damage.

Keywords: Nerium oleander, carbon nanodot, nanotoxicology, real-time cell analysis,
CBMN
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Gelisen ve degisen dinyamizda, kullanilmakta olan geleneksel malzemelerin yerini,
onlara gore Ustlin mekanik, kimyasal ve fiziksel 6zellikler tasiyan ¢ok daha kii¢lik boyutlu
formlari almakta ve nanoteknoloji bilimi her gegen gilin, hayatimiza biraz daha dabhil
olmaktadir. Nano boyutlu pargaciklar; elektronikten tarima, saglktan gidaya kadar pek
¢ok alanda kullanilmakta; kullanim alanlarinin yayginlastiriimasi ve genisletilmesi igin

umut vaadeden c¢alismalar yapilmaya devam etmektedir [1-7].

Elde edilis bicimleri, nanoparcaciklarin fiziksel ve kimyasal yapilarinda o6nemli
degisimlere neden olabilmektedir. Kimyasal veya biyolojik bir sentez yoluyla elde edilen
parcaciklarda, sentez kosullarinin ve/veya kullanilan kimyasal, biyolojik kaynaklarin,
parcacik yapisi Gizerinde 6nemli etkileri olabilmektedir. Boylelikle amaca uygun olarak

parcacik tasarimi da mimkin kiinmaktadir.

Yogun olarak arastirilan ve sahip olduklari heyecan verici 6zellikleri nedeniyle ilgi ceken
nanopargaciklarin arasina hizla dahil olan karbon nanodotlar, fizikokimyasal
ozelliklerinin yanisira, dogalari geregi sergiledikleri floresan ozellikleri ile karbon temelli
nanopargaciklar grubunun goézde Uyesi haline gelmistir. Karbon nanodotlarin, yari-
iletken kuantum parcaciklara kiyasla distik toksisite, fotokararlilik, kimyasal inertlik,
Ustlin biyouyumluluk, ylizey fonksiyonel gruplarinin modifiye edilebilmesi, diislk
maliyetli, cok yonli ve kolay sentez yollarinin bulunmasi gibi avantajlari bulunmaktadir

[8,9]. Bu nedenle karbon nanodotlar, halihazirda kullanilan ve geleneksel floresan



malzemelerin yerini alabilecek alternatiflerin gelistirilmesi calismalarinin merkezi haline

gelmistir.

Mevcut ilerlemeler ve dngoriler géz 6nuine alindiginda, nanoteknolojinin dnimuzdeki
yillardaki ilerleyisinin biyolojik nanomolekiiller Gzerine olacagl distnilmektedir [10].
Ancak nanopargaciklarin 6zellikle biyomedikal uygulamalarda kullanilmadan 6&nce
nanotoksikolojilerinin sistematik, hassas ve giivenilir olarak belirlenmesi geremektedir.
Geleneksel sitotoksiste testleriile elde edilen sonuglar bu asamada yetersiz kalabilmekte
ve nanopagaciklarin testlerde kullanilan kimyasal ajanlarla etkilesimlerine ve/veya insan
faktorine bagh olarak hatali sonuglar verebilmektedir [11]. Bu nedenle nanotoksikoloji
arastirmalarinda, so6z konusu etkilesimlere mahal vermeyen, insan faktorinden
kaynaklanan hatalari minimize eden ve yiliksek hassasiyette sonu¢ veren vyenilikgi,

guvenilir ydntemlerle dogrulanmis nanotoksikoloji calismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Karbon nanodotlar, genel olarak masum ve dusiik toksisiteli olarak ifade edilmelerine
ragmen, genotoksik ve/veya klastojenik 6zellik gosterip gostermediklerine dair yeterince
¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu parcgaciklarin insan hticreleri Gzerindeki in

vitro sitotoksisite ve genotoksisitelerinin belirlenmesi, son derece 6nem arz etmektedir.

1.2 Tezin Amaci

Karbon nanodotlar; lazer ile uzaklastirma, elektrokimyasal yontemler, kimyasal
oksidasyon vb. ¢ok farkli yontemlerle sentezlenebiliyor olmalarina ragmen, giiniimiizde
yaygin olarak; daha hizli, daha kolay ve ¢evre dostu yaklasimlarla; termal, hidrotermal,
ultrasonik, mikrodalga destekli ydontemler kullanilarak sentezlenmektedir [8,12—-19]. CD
sentezinde kullanilan kimyasalarin azaltilmasi ve sentez maliyetinin disirilmesi igin
organik malzemelerin karbon kaynagi olarak kullanimi tercih edilmektedir. Dogal
kaynaklardan nanoparcacik sentezine dair calismalara son yillarda yaygin olarak
rastlaniyor olsa da [20-24], CD’lerin bitkiler kullanilarak sentezi vyeni yeni

arastirilmaktadir [25—-33].

Tez kapsaminda, barindirdigi kardiyak glikozitler nedeniyle anti-kanser 6zellik gbsterdigi
bilinen Nerium oleander ekstreleri kullanilarak, Gg¢ farkli sentez yontemiyle ve degisen

sentez kosullarinda karbon nanodot eldesi gerceklestirilerek, incelenen parametrelerin



sentezlenen karbon nanodotlar (zerindeki meydana getirdigi fiziksel ve kimyasal

etkilerin tespit edilmesi amaglanmistir.

Elde edilen parcaciklar arasindan; boyut, ylzey karakteristikleri ve fotolliminesans
ozelliklerine baglh olarak segilecek CD’lerin, belirlenecek normal ve kanser hiicre hatlari
Uzerindeki nanotoksikolojik incelemesinin gergeklestiriimesi ve edinilen bulgular
dogrultusunda  genotoksik  etkilerinin  de irdelenmesiyle,  pargacik-hiicre

etkilesimlerininin agiga ¢ikartilmasi planlanmustir.

1.3 Hipotez

Nanoteknolojinin biyomedikal uygulamalarda kullanilanilmasiyla umut vadeden
sonucglar elde edilmektedir. Ozellikle karbon nanodotlarin, sahip olduklari
fotoliminesans sayesinde, biyolojik sistemlerde yari iletken kuantum paraciklarin yerine
kullanibilirligi yogun olarak arastiriimaktadir. Ancak, nanopargaciklarin canli sistemlerde
kulanilabilmesi icin sitotoksisitelerinin glivenilir ve sistematik yéntemelerle belirlenmesi
gerekmektedir. Bu ihtiya¢c dogrultusunda, geleneksel toksisite testleri yerini daha
teknolojik, test sonuglarini etkileyecek etklesimlere izin vermeyen sistemlere
birakmaktadir. Karbon temelli nanoparcaciklar genellikle disik toksisiteli olarak
belirtilse de, genotoksik ve/veya klastojenik Ozellik gosterip gostermediklerine dair
yeterince ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu parcgaciklarin memeli hiicreleri

Gzerindeki in vitro sitotoksisite ve genotoksisitelerinin belirlenmesi gerekmektedir.

Ayrica, biyomedikal uygulamalarda kullanilan nanopargaciklarin boyutlari, ylizey
kimyalari ve yizey vyuklerinin hiicre ve/veya hiicre c¢ekirdegi icerisine alinma
mekanizmalari Gzerinde 6nemli degisikliklere neden olabilecegi bilinmektedir. Bu
nedenle, nanoparcaciklarin sentez kosullarindaki degisikliklerin parcacik fizikokimyasi

Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi Gnem tasimaktadir.

Biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecek karbon nanodotlarin farkh yontemlerle ve
farkli kosullarda sentezlenmesinin parcacik fizikokimyasi (zerinde etkili olmasi
beklenmekte, sentez parametrelerinin elde edilen parcaciklar lizerinde goésterecegi
etkilerin belirlenmesinin de amaca yonelik parcacik sentezinde literatire 6nemli katkilar

saglayacagl duslnllmektedir. Ayrica, elde edilecek karbon nanodotlarin saghkli ve



kanser hiicre hatlari tGzerindeki in vitro sitotoksik aktivitelerinin glivenilir bir yontem ile
belirlenmesinin, bu pargacilarin toksisitelerine dair arastirmalara katkida bulunacagi
dislinilmektedir. Sentezelenen karbon nanodotlarin, kanser hiicre hatlari ile
etikilesimlerinin detayh olarak incelenmesinin, onlarin kanser tedavisinde ilag tastyicisi
olarak veya tek baslarina kullanimlarinin mimkin olup omayacagina dair bilgiler

sunmasl beklenmektedir.



BOLUM 2

NANOTEKNOLOJi

‘Nano’ kelimesi, Yunanca ‘clice, bodur’ kelimesinden tliremis olup; bir nanometre,
metrenin milyarda birini ifade etmektedir [34]. Avrupa Komisyonu’nun 2011 yilindaki
Onerisi ile benimsenen nanomalzeme tanimina gore; ‘Nanomalzeme; dogal, tesadiifi ya
da lretilmis, serbest halde veya yigin ya da kiimelesmis bicimde, sayica % 50’si ya da
daha fazlasinin boyut dagiliminin bir ya da daha fazla dis ebati 1 nm ile 100 nm arasinda
olan malzeme’ olarak belirtilmektedir [35]. Nanoteknoloji bilimi ise 0.1 ila 100 nm arasi
boyutlara sahip atom ve molekiillerin incelendigi ve kullanildigi yeni bir teknoloji olarak
tanimlanabilmektedir [36]. Bu teknoloji; kimya, fizik, biyoloji, malzeme bilimi ve
muhendisligi iceren ¢ok disiplinli bir alan olup kii¢lik ve asiri kiiclik seylerin bilimi olarak
da ifade edilebilmektedir [37]. Uluslararasi standardizasyon o6rgitid’niin (ISO) 2010
yihinda yaptig1 ve uluslararasi kabul géren tanima goére ise nanoteknoloji; ‘Boyut ve
yapiya bagli 6zelliklerden ve daha kiiclik ya da daha biiyiik boyutlarda farklilik gésteren
davranislardan faydalanmak icin maddeleri nanoboyut araliginda kontrol etmek ve

islemek amaciyla bilimsel bilgiye basvurulmasi’ olarak tanimlanmaktadir [38].

2.1 Tarihge

‘Nanometre’ kavrami ilk kez, Kimya alaninda 1925 yilinda Nobel 6dill alan Richard
Zsigmondy tarafindan Onerilmistir. Zsigmondy, nanometre terimini parcacik boyutunu
acik bir sekilde karakterize etmek amaciyla tliretmis ve altin kolloitleri gibi parcaciklarin
boyutlarini bir mikroskop kullanarak 6lcen ilk kisi olmustur. Modern nanoteknoloji ise

1965 Nobel Fizik Odilu sahibi Fizik¢i Richard P. Feynman’in parlak fikri olarak
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degerlendiriimekte ve kendisi modern nanoteknolojinin babasi olarak kabul
edilmektedir [39]. Feynman, nanobilim kavramini ilk kez 1959 yilinda Amerikan Fizik
Toplulugu’na verdigi ‘Asagida Oldukga Yer Var (There’s Plenty of Room at the Bottom)’
baslikli konusmasinda, maddeyi atomik seviyede degistirme fikri olarak ortaya atmistir.
Nanoteknoloji terimi ise ilk kez 1974 yilinda, Japon arastirmaci Norio Taniguchi
tarafindan, yaklasik bir nanometrede gercgeklesen yari iletken prosesleri tanimlamak igin
kullanilmistir. Nanoteknolojinin altin ¢agli 1980’lerde Kroto, Smalley ve Curl’iin
fullurenleri kesfetmesi ve Eric Drexler'in Feynman’in konferansindaki fikirlerini ve
Taniguchi’nin nanoteknoloji terimini, 1986 basimi kitabi ‘Evren Makineleri: Yaklasan
Nanoteknoloji Cagi (Engines of Creation: The Coming Era of Nanotechnology)'nda
toplumun erisimine sunmasi ile baslamistir. Drexler, kendisinin bir kopyasini ve diger
maddeleri gelisiglizel bir karmasiklikta meydana getirebilecek nanoboyutta bir
‘dlzenleyici’ fikrini ortaya atmaktadir. Drexler'in nanoteknoloji goristu genellikle
‘molekiler nanoteknoloji’ olarak adlandiriimaktadir. Japon bilim adami lijima’nin karbon
nanotupleri gelistirmesi ile ise nanoteknoloji bilimi daha da ilerletilmistir [34,39]. 2004
yihinda Xu ve ark.’nin diger karbon esasli nanoparcaciklara gére avantajli yonleri bulunan

karbon nanodotlari kesfetmeleriile nanoteknolojik ilerleyis hizla devam etmektedir [40].

Amerikan Ulusal Bilim ve Teknoloji Toplulugu, Nanoboyut Bilimi alt komitesi baskani
Mihail Roco, 2002 yilinda verdigi beyanda nanoteknolojinin endistriyel ve ticari

uygulamalarini dért asamaya bolmiustir [10].

e |. Asama, 2001 yilinda baslamis olup pasif nanoyapi fazi olarak bahsedilmistir. Bu
asamada nanomalzemelerin kaplama gibi uygulamalarina, nanoparcaciklar,
nanoyapili malzemeler, polimerler ve seramik materyallere odaklanilmistir.

Bunlar genel olarak, nanomalzemelerin etkin uygulama alanlari degildir.

e |l. Asama, 2005 yilinda baslamis olup etkin nanoyapi fazi olarak bahsedilmistir.
Nanomalzemelerin, iletkenler (transistor), yikselticiler, aktliatorler (devindirici)
gibi uygulamalari ve uyarlamali mekanizma uygulamalarini icermektedir. Boylece

etkin nanomateryal uygulamalari gercgeklestirilmistir.



e |Il. Asama, 2010 yilinda baslamis olup ¢ boyutlu nanosistem asamasi olarak
ifade edilmistir. Bu asama, tek diize olmayan nanoyapilari ve nanomalzemelerin

kendiliginden diizenlenmesini icermektedir.

e |V. Asamanin 2020 yilinda baslamasi beklenmekte olup molekiiler nanosistem
asamasi olarak ifade edilmektedir. Nanomalzemelerin biyolojik simiilasyonlar ve
tek dize olmayan nanomolekiler sistemlerin yeni uygulamalari igin

tasarlanmasini icermektedir.

Bu asamalarin siralanisi ve mevcut ilerlemeler, nanoteknolojinin en kapsamli uygulama

alanlarinin molekdler nanoteknoloji lizerinde olacagini distindiirmektedir.

2.2 Nanomalzemelerin Fiziksel Ozellikleri

Mikrometre boyutundaki malzemeler gogunlukla kendilerinin makro formlari ile benzer
fiziksel ozelliklere sahiptirler. Ancak, nanometre boyutundaki malzemelerin fiziksel
ozellikleri buyik boyutlu halleri ile dikkate deger bicimde farklilik gésterebilmektedir.
Ornegin, altin biyik boyutlu formunda katalitik 6zellige sahip degil iken, altin
nanokristalleri mikemmel bir distk sicaklik katalizori ozelligi gostermektedir [41].
Malzemelerin yapisi ya da parcacik boyutu nano boyutlarin sonuna ulastiginda,
malzemelerin optik, elektriksel ve manyetik 6zelliklerinde ilgin¢ degisiklikler meydana
gelmektedir. Nano boyutlu malzemelerin makro boyutlu malzemelere gére dort temel

yonu vardir [42];

e Yercekimsel kuvvetler ihmal edilebilir hale gelir ve elektromanyetik kuvvetler

baskin olur,

e Hareket ve enerjiyi tanimlamak igin klasik mekanik modellerin yerine kuantum

mekanigi modelleri kullanilir,
e Hacim basina disen yizey alani artar,
e Rastlantisal molekiiler hareketler daha 6nemli hale gelir.

Nanoboyutlu malzemeler; kiclk boyutlari ve yiksek ylzey alanlari sayesinde buylk
boyutlu formlariile kiyaslandiginda dikkate deger manyetik, elektriksel, elektronik, optik

ve mekanik 6zellikler gosterebilmektedir [42].



2.2.1 Boyut ve Sekil Ozellikleri

Nanomalzemelerin tanimlanmasinda en 6nemli parametre boyut ve sekildir. Bir
nanoparcacigin boyutu kicildigiinde, parcacik ylizeyinde yer alan molekillerin miktari
ekponansiyel olarak artmaktadir. Nanopargacik tasarimi konusunda gergeklestirilen
calismalar sonucunda; kiire, cubuk, tiip biciminde, fiber, disk seklinde ve solucan, kare,
denizkestanesi, elipsoit gibi sira disi bircok geometride pargacik elde edilmistir. Ayrica,
nanopargcaciklarin optik 6zellikleri de boyut ve sekle bagli olarak degisim gostermektedir

[43].

2.2.2 Optik Ozellikler

Nanomalzemelerin yansima, iletme, absorplama ve isik yayimi gibi optik 6zellikleri,
yuksek ihtimalle buyik boyutlu formlarina gore farklilik géstermektedir. Optik 6zellikler,
nanomalzemelerin igsel elektronik yapilariile iliskili oldugu icin nanomalzemelerin optik
Ozelliklerinin incelenmesi, onlarin yapilarinin detayli bicimde anlasilmasina olanak
vermektedir. Ayrica, nanomalzemelerin renkleri de blyik boyutlu formlarindan farkl
olabilmektedir. Rengin belirlenmesi ylizey plazmonu (plazma salinimlari) ilkesine
dayanmakta olup nanomalzemelerin ylizey plazmonlari ile biyik boyutlu formlar
farkhlik gostermektedir. Yiizey plazmonu frekansi ayni zamanda nanopargacigin sekli ile
de iliskili olup kire seklindeki nanopargaciklar icin bu degerin, biyik boyutlu formlarinin

plazma frekansina oranla 0.58 kat daha fazla oldugu bilinmektedir [44].

2.2.3 Mekanik Ozellikler

Kristal yapili katilarin yapisal bilesenlerinin boyutlari kiiclildiglinde, genellikle ara ylizey
alaninda bir artis gorilmektedir ve bu mekanik ve elektriksel 6zellikleri bliyik oranda
etkilemektedir [42]. Mekanik 6zellikler, yapisal malzemelerin potansiyel uygulamalarinin
belirlenmesindeki en 6nemli faktorlerdir. Daha kiiclik tanecik boyutlu nanokristaller ile
konvansiyonel malzemeler arasinda acik bir fark bulunmaktadir. Nanokristallerin

mekanik 6zelliklerinin incelemesi lzerine gerceklestirilen ilk asama arastirmalari,

e Nanokristallerin elastik moddllerinin, konvansiyel formlarindaki malzemelere

gore % 30-50 daha dusik oldugunu,



e 10 nm tanecik boyutlu saf metallerin sertlik ve dayanimlarinin, bu metallerin 1

mm tanecik boyutlu hallerine oranla 2-7 kat daha yliksek oldugunu,

e Hall Petch bagintisinin 100 nm’nin altindaki tanecik boyutlarinda gegersiz hale
geldigini; tanecik boyutundaki dlsisin hem dayanimin artmasi hem de
sunekligin artisi Gzerinde etkili oldugunu ve bunun en etkili gliclendirme

mekanizmalarindan biri oldugunu,

e Tanecik boyutundaki kiigilme ile orantili olarak kirilma dayaniminin genellikle
arttigr ve bu durumun kirilmanin 6ncili olan deformasyon esnasinda olusan

¢atlagin tanecik ¢apinin boyutu ile sinirh oldugunu,

o Nanokristal malzemelerin iyi tokluk gostermesinin Ustiin plastisite kaynakli

olabilecegini gbstermektedir.

Ancak, nanokristal malzemelerin 6zelliklerinin tam ve dogru olarak belirlenebilmesi igin

yeni arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir [45,46].

2.2.4 Termal Ozellikler

Nanomalzemelerin termal 6zelliklerinin anlasiimasi, nanomalzemelerin dogasinin agiga
¢ikarilmasi ve nanomalzeme yapilari hakkindaki bilgilerin gelistirilmesi bakimindan énem
tasimaktadir. Erime noktasinin incelenmesi, nanopargaciklar ve ylksek yogunluklu
tanecik sinirlari arasindaki etkilesimlerin anlagilmasina; termal iletkenlik arastirmalari ise
1sil direng ve fotonlarin ylizeyden ve tanecik sinirlarindan yansimasi hakkinda bilgi sahibi
olunmasina olanak saglayarak nanomalzemenin anlasilmasina yardimci olmaktadir.
Ayrica, termal Ozelliklerin O6lglilmesi ve incelenmesi, teorik 6neminin yani sira
nanomalzeme uygulamalari icin de 6nem tasimaktadir. Ornegin, diisiik termal

iletkenlige sahip nanomalzemeler yalitim amaciyla kullanilabilmektedir [47].

2.2.5 Elektriksel Ozellikler

Ozellikle sifir ile iki boyut arasindaki nanomalzemeler, en dnemli etkileri ve 6zellikleri
parcacik  icerisine  hapsolmus  yiklerin dalga  fonksiyonunun  kuantum
sinirlandirmalarindan kaynaklan ilgi cekici elektromanyetik davranislar sergilemektedir.

Malzemelerin nanometre blylkliglindeki boyutlarinda, dalga fonksiyonu sinirli sayida
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¢o6zime sahip olmaktadir. Bu durum, azalan karakteristik buyuklikle bant araliginin
genislemesi, iletkenligin azalmasi ve durum yogunlugunun diismesi gibi bazi elektriksel

ozelliklerde degisikligi beraberinde getirmektedir [48].

2.2.6 Manyetik Ozellikler

Manyetik nanopargaciklar, yiksek alan tersinmezligi, yilksek doygunluk alani,
siperparamanyetizma, ekstra anizotropi (esyonsizlik) katkilari gibi dikkat cekici yeni
davranislar goéstermektedir. Bu davranislar, sinirli ve sonlu-boyut etkileri ve bireysel
nanopargaciklarin manyetik davranisi lGzerinde egemen olan ylzey etkilerinden ileri
gelmektedir [49]. Nanomalzemelerin manyetik Ozellikleri karakteristik boyuta glcla
sekilde baghdir [48]. Manyetik cisimlerin boyutlari nanometre seviyesine indirildiginde,
nanoyapinin yalnizca manyetik 6zellikleri degil ayni zamanda karakteristigi de oldukga
farklilasmaktadir [50]. Manyetik nanoparcaciklar, manyetik veri depolama araclarinda,
manyetik sivilarda (ferroakiskanlar), biyoteknolojik uygulamalarda kullanilan manyetik
boncuklarda, hedefe vyonelik ilag tasiyici sistemler gibi 6nemli uygulamalarda

kullanilmaktadir [51].

2.3 Nanomalzemelerin Kimyasal Reaktifligi

Parcaciklar kiclildiiglinde, hacim basina diisen ylizey alani artmaktadir. Reaksiyonlar,
kimyasalin ya da malzemenin ylizeyinde meydana geldigi icin ayni hacimde daha yiiksek
ylzey alanina sahip olmak daha fazla reaktiflik anlamina gelmektedir. Yiksek ylizey
alanina sahip bir parcacik, dusik ylzey alanh parcaciga oranla daha fazla sayida
reaksiyon bolgesine sahip olmakta ve bu durum kimyasal reaktifliginin daha yliksek
olmasini saglamaktadir. Nanoparcaciklar, ylzeyler lzerinde tabakalar halinde dizilerek
yuksek ylizey alani saglayabilmekte ve giclendirilmis aktiviteleri sayesinde katalizor

uygulamalarinda kullanilabilmektedir [42].
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2.4 Nanopargacik Turleri

Nanopargaciklar, icerdikleri bilesenler bakimindan; organik, inorganik ve karbon temelli

olmak Uzere Ui¢ ana sinifa ayrilabilirler.

2.4.1 Organik Esasli Nanopargcaciklar

Dendrimeler, miseller, lipozomlar, ferritin vb. organik esasli nanoparcaciklar veya
polimerler olarak bilinmektedir (Sekil 2.1). Bu nanopargaciklar; biyobozunur, toksik
ozellik gostermeyen nitelikte olup; miseller ve lipozomlar gibi bazi parcaciklar ici bos bir
yapiya sahip olduklari icin nanokapsil olarak da adlandiriimaktadir. Bu parcaciklar,
sicaklik ve 1sik gibi 1sil ve elektromantyetik radyasyona karsi hassas olup bu essiz
Ozellikleri onlari ilag tasinim sistemleri icin ideal bir secenek haline getirmektedir.
Organik esasl nanoparcaciklar biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullaniimakta
ve vicudun belli bolgelerine enjekte edilerek hedefe yonelik ilag tasiniminda

kullanilabilmektedir [52].
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Sekil 2. 1 Organik nanopargaciklar; a. Dendrimer, b. Lipozom c. Misel [52]

2.4.2 inorganik Esasli Nanopargaciklar

inorganik esaslh nanoparcaciklar karbondan olusmayan parcaciklardir. Metal ve metal
oksit esasli parcaciklar  genellikle inorganik esasli nanoparcacik olarak

siniflandiriimaktadir [52].

2.4.2.1 Metal Nanopargaciklar

Metallerden yapici veya yikicl yontemlerle sentezlenen nanoboyutlu parcaciklar, metal

nanoparcaciklar olarak ifade edilmektedir. Neredeyse biitiin metaller nanoparcacik
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halinde sentezlenebilmektedir. Aliiminyum, bakir, nikel, kadmiyum, kobalt, demir,
glimus ve altin; saha iyilestirmesi, bataryalar ve patlayicilar gibi genis kullanim alanina
sahip metal nanoparcaciklardir. Bu parcaciklar, 10-100 nm araliginda diisiik boyutlara
sahip olma, yliksek yiuizey alani/hacim oranina sahip olma, gdzenek boyutu, ylzey yiku
ve ylizey yuku yogunlugu, kristal ve/veya amorf yapida olma, kiiresel ve silindirik sekilli
olma, renk, reaktiflik ve hava, nem, isi, glines 15181 vb. ¢cevresel etmenlere duyarlilik gibi

ayirt edici 6zelliklere sahiptir [34,52].

2.4.2.2 Metal Oksit Nanopargaciklar

inorganik nanomalzemelerin en biyiik grubu metal oksitlerden olusmaktadir. Metal
oksit nanoparcaciklar, metal nanoparcaciklarin 6zelliklerini modifiye etmek icin
sentezlenmektedir. Ornegin, demir nanopargaciklar oksijen varliginda, oda sicakliginda
kendiliginden, reaktifligi demir nanoparcaciklara gére daha yiksek olan demir oksite
(Fe203) yukseltgenmektedir. Metal oksit nanoparcaciklar cogunlukla ytksek reaktiflikleri
ve verimlilikleri nedeniyle sentezlenmektedir. Metal oksit nanoparcaciklar en cok cesitte
nanopargacik iceren grup olup bu pargaciklarin tiretim teknolojisi genellikle biyik 6lgekli

Uretime uygun olarak gerceklestirilmektedir [34,52].

2.4.3 Karbon Esasli Nanopacgaciklar

Karbondan meydana gelen nanopargaciklar karbon esash olarak ifade edilmektedirler.
Fullurenler, grafen, karbon nanotipler, karbon nanofiberler, karbon nanodotlar, karbon
siyahi ve kimi zaman da nano boyutlu aktif karbon olarak siniflandirilabilmektedirler
(Sekil 2.2) [52,53]. Fullurenler (C60), sp? hibridizasyonu ile bir arada tutulan 60 karbon
atomundan meydana gelen, kesik yirmi yizli olarak bilinen sekle sahip kiiresel bir
karbon molekilidir [52,54]. Kiresel yapi, tek tabakali fullurenler icin 8.2 nm’ye kadar,
cok tabakali fullurenler icin ise 4-36 nm capli olup; 28 ile 1500 arasi karbon atomundan
olusmaktadir. Bir karbon allotropu olan grafen, karbon atomlarinin iki boyutlu diizlem
ylzeyinde olusturdugu hekzagonal petek orgli agidir. Grafen plakalarinin kalinliklari
genellikle 1 nm civarindadir. Karbon nanotipler (CNT), petek orgili karbon
atomlarindan olusan bir grafen nanoyapraginin; caplari, tek tabakali olanlar icin 0.7

nm’ye, cok tabakali olanlar icin ise 100 nm’ye kadar disebilen, uzunluklari ise birkag
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mikrometreden birka¢ milimetreye kadar degisebilen nanotipler olusturmak icin ici bos
silindirler halinde sarilmasi ile meydana gelmektedir. Karbon nanotiplerin uglar bos
veya yarim fulluren molekili ile kapali halde olabilmektedir [52]. Karbon nanotlpler,
olaganustl kuvvet ve essiz elektriksel 6zellikler sergilemekte olup uzunluklari boyunca
etkin 1si iletkenleridirler [34]. Karbon nanofiberler, karbon nanotiip olusturmak igin
kullanilan grafen nanoyapraklarinin dizgiln silindirik tipler yerine koni ya da kadeh
biciminde sariimasiyla meydana gelmektedir. Karbon siyahi, karbondan meydana gelen
amorf bir madde olup genellikle 20-70 nm ¢apl kiiresel sekillidir. Pargaciklar arasindaki
baglantilar ¢ok kuvvetli oldugu icin kiimelesmekte ve yaklasik 500 nm boyutlu yiginlar
meydana getirmektedirler [52]. Karbon nanoparcaciklar (CNP) veya karbon nanodotlar
(CD) yeni bir karbon nanomalzeme sinifi olup boyutlari 10 nm’den kiguktir. Tek tabakal
karbon nanotlplerin preperatif elektroforezle saflastirilmasi esnasinda tesadiifen
kesfedilen karbon nanodotlar, suda c¢ozlnebilen, etkili, verimli ve ucuz dogalari
nedeniyle karbon ailesinin parlayan yildizi haline gelmistir. Bu pargaciklarin yogun ilgi
cekmesinin temel nedeni ise yiksek floresan 6zellik géstermeleridir. Bu nedenle floresan

karbon olarak da adlandiriimaktadirlar [55].

Sekil 2. 2 Karbon esasli nanoparcgaciklar; a. Fullurenler, b. Grafen, c. Karbon nanotiipler,
d. Karbon nanofiberler, e. Karbon siyahi, f. Karbon nanodotlar [52,53]
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2.5 Nanopargacik Sentez Yontemleri

Nanoparcaciklarin sentez yontemleri genel olarak ‘asagidan yukariya’ ve ‘yukaridan
asaglya’ yontemler olarak ikiye ayrilmaktadir. Asagidan yukariya sentez yontemleri
yapicl yontemler olarak adlandiriimakta ve nanomalzemelerin atomlardan kimeleri,
kiimelerden de nanopargaciklari olusturmasi temeline dayanmaktadir. Yukaridan asagi
ya da yikici yontemler ise blyik formdaki malzemenin nanometre boyutundaki

parcaciklara indirgenmesini icermektedir [52] (Sekil 2.3).

Yukaridan Asagiya Yontemler
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Asagidan Yukariya Yontemler

Sekil 2. 3 Nanoparcacik sentez yaklasimlari [56]

(Arole ve Munde, 2014’e gére yeniden ¢izilmistir.)
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2.5.1 Yukaridan Asagiya Sentez Yontemleri
Yukaridan asagiya sentez yontemlerinden en yaygin olanlari asagida siralanmistir.

Mekanik Ogiitme: Mekanik yéntemler biiyiik miktarda nanomalzeme iiretmek icin en
ucuz secgenektir. Bilyeli 6glitme, mekanik yontemler arasinda en basit alternatif olup bu
yontemle, 6guticl ortamdaki kinetik enerjinin kicilltilmekte olan malzemeye transfer
edilmesi ile nanomalzeme Uretimi gergeklestiriimektedir. Metal, metal oksit ve polimer

esasli nanoparcgaciklar bu yontemle sentezlenebilmektedir [52,56].

Nanolitografi: Genel olarak litografi, istenilen sekil ya da yapinin, 1s18a duyarl bir
malzeme Uzerine baski yapilmasi islemi olarak ifade edilmektedir. Nanolitografi,
nanometre boyutundaki yapilarin 1-100 nm biyukliginde, minimum tek boyutlu olarak
Uretilmesi calismalari olarak tanimlanabilmektedir. Optik, elektron demeti, ¢coklu foton,
nano baski ve taramali sonda litografisi gibi c¢esitli nanolitografik prosesler
bulunmaktadir. Nanolitografi, karmasik ekipmanlara ihtiya¢ duyulan pahal bir yéntem
olmakla beraber, tek bir parcaciktan istenilen sekil ve boyutta bir yigin Gretilmesine
olanak vermektedir. Metal esasli nanoparcgaciklar bu yontemle sentezlenebilmektedir

[52].

Lazer ile Uzaklastirma: Farkli ¢ozliclilerden nanopargacik tretimi igin kullanilan yaygin
bir yontemdir. Sivi ¢ozelti icerisine daldirilmis bir metalin, bir lazer 1sin demeti etkisiyle
Isin yaymasl, nanoparcaciklari meydana getiren bir plazma buhari yogunlastirmaktadir.
Metallerin geleneksel yontemlerle metal esash nanoparcgaciklara kimyasal indirgenmesi
islemine alternatif bir uygulama olup nanoparcaciklarin organik c¢ozeltiler ve su
icerisinde herhangi bir stabilizatére ihtiyag duyulmadan kararli bir sekilde
sentezlenmesine olanak saglamaktadir. Bu yontemle karbon esasli ve metal oksit esasli

nanopargcaciklar sentezlenebilmektedir [52].

Termal Bozulma: Bilesiklerdeki kimyasal baglarin isi vasitasiyla kirilmasi ile olusan
endotermik kimyasal bir bozulmadir. Bir elementin kimyasal pargalanmasinin
gerceklestigi spesifik sicakhga dekompozisyon sicakhigl denilmektedir. Karbon

nanoparcaciklar ve metal oksit nanopargaciklar bu yontemle sentezlenebilmektedir [52].

Piiskiirtme: iyon bombardimani yapilarak bir substrattan ayrilan parcaciklarin bir yiizey
Gzerinde birikmesi yontemi olarak ifade edilebilmektedir. Plskiirtme yonteminde,
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genellikle nanopargaciklarin baglanmalarinin ardindan ince bir tabaka halinde birikmesi
s6z konusu olmaktadir. Nanoparcaciklarin sekli ve boyutu; tabaka kalinhgi, sicaklik ve
baglanma siiresi, substrat tiiriine vb. bagl olarak degismektedir. Bu yontem, metal esash
nanopargcaciklarin sentezinde kullaniimaktadir [52].

Elektro patlama: Asal gaz ya da reaktif gaz ortaminda, ince metal tel, asiri ylksek sicaklik
ve ¢ok kisa stirede ¢ok yliksek akim olusturulmasi ile plazma haline gegirilmektedir. Tel,
icerisinden gecen cok yiksek akimlar nedeniyle 30.000 °C’ye kadar i1sinabilmekte ve s6z
konusu sicaklikta direnci neredeyse sonsuz oldugu igin akim akisi kesilmektedir. Bu
asamada elektromanyetik alan kaybolmaktadir. Metal plazma, hizla genlesmekte ve sok
dalgasi meydana getirmektedir. Saniyede 106-108 °C’ye ulasan bu hizli soguma cesitli
yari kararli yapilarin dengelenmesi icin gerekli ideal ortami saglamaktadir. Bu yontem
kullanilarak metal tellerden 100 nm boyutunda, kimyasal ve metaliirjik aktiviteye sahip

metal tozlar elde edilebilmektedir [57].

2.5.2 Asagidan Yukariya Sentez Yontemleri
Asagidan yukariya sentez yontemlerinden en yaygin olanlari asagida siralanmistir.

Sol-jel: Basit ve cogu nanoparcacigin sentezi icin uygun bir yontem oldugu icin en ¢ok
tercih edilen asagidan yukariya sentez metodudur. Sol, sivi faz icerisinde askida kalan
katilarin kolloidal ¢ozeltisini, jel ise ¢ozlicl icerisine gdmulmis kati makro molekili ifade
etmektedir. Sol-jel yontemiyle kati materyallerin sentezlenmesi genellikle yas kimya
reaksiyonlarini icermektedir. inorganik sol veya jelde bir metal katyonu iceren tepken,
kimyasal O6n baslatici olarak adlandirilmaktadir. Metal oksitler ve kloritler sol-jel
yonteminde vyaygin olarak kullanilan kimyasal éncillerdir. Onciillerin, calkalama,
karistirma ya da sonikasyon ile konak bir sivi icerisinde yayillmasi (disperse edilmesi) ile
meydana gelen sistem sivi ve kati faz icermektedir. Nanoparcaciklarin bu sistem
icerisinden toplanmasi icin sedimantasyon, filtrasyon, santrifligasyon gibi faz ayrimi

yontemi kullanilmakta ve ardindan nem, kurutma islemi ile giderilmektedir [52,58].

Egirme: Nanopargaciklarin egirme yontemiyle sentezlenmesi islemi, donen bir disk
iceren, sicakhk gibi fiziksel parametrelerin kontrol edilebildigi bir reaktér ya da hazne
icerisinde gerceklesmektedir. Reaktor, icerisindeki oksijenin kimyasal reaksiyonlara

neden olmamasi icin azot ya da baska bir inert gazla doldurulmaktadir. Onciiller ve su
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gibi sivilarin sisteme pompalandigl ortamda disk farkli hizlarda donmektedir. D6nmenin
etkisiyle bir araya gelen atom ya da molekdller ¢gkmekte ve toplanarak kurutulmaktadir.
Sivi akis hizi, disk donls hizi, sivi/oncil orani, beslemenin konumu, disk yuzeyi vb.
parametreler bu ybdntemle sentezlenen nanopargaciklarin  karakteristiklerini
belirlemektedir.  Organik  polimer esasli  nanopargaciklar bu  ydntemle

sentezlenebilmektedir [52].

Kimyasal Buhar Biriktirme: Bir substrat (izerinde, gaz tepkenlerin ince bir film halinde
birikmesi olarak ifade edilmektedir. Birikme islemi bir reaksiyon haznesinde gaz
molekillerinin bir araya getirilmesiyle ortam sicakliginda gergeklestirilmektedir. Isitilan
substrat bir araya getirilen gazlarla etkilesime girdiginde kimyasal bir reaksiyon meydana
gelmektedir. Bu reaksiyon substrat ylizeyi Gzerinde ince bir Grin filmi olusturmaktadir.
Substrat sicakligi, bu yontemi etkileyen bir faktor olarak belirtilmektedir. Kimyasal buhar
biriktirme yontemiyle yilksek saflikta, uniform ve glcli nanoparcaciklar elde
edilebilmekle beraber, yontemin 6zel ekipmanlara ihtiya¢ duymasi ve toksik gaz yan
Urlinlerin olusmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Karbon nanoparcgaciklarin ve

metal esasli nanoparcaciklarin sentezi bu yontemle gerceklestirilebilmektedir [52].

Biyosentez: Nanoparcaciklarin doga dostu bir Gretim yontemiyle, dogal kaynakl
maddelerden ya da canli mikroorganizmalar kullanilarak elde edilmesi olarak
tanimlanmaktadir. Bitki ekstreleri, bakteriler, funguslar, algler, mayalar ve enzimler
kullanilarak sentezlenen nanoparcgaciklar yogun ilgi gérmektedir. Bitki ekstreleri
kullanilarak gergeklestirilen nanopargacik sentezleri diger biyosentez yontemlerine
kiyasla, kontaminasyon riskini azalttigi ve reaksiyon siresini kisalttigi icin daha avantajli
olarak gorilmektedir. Organik polimer nanoparcaciklar, karbon nanoparcaciklar ve

metal esasli nanopargaciklar, bu yontemle sentezlenebilmektedir [26,27,59].

Piroliz: Nanoparaciklarin buylik Olcekli Uretimi icin endilstride en sik kullanilan
yontemdir. Bir oncilln alev ile yakilmasi olarak ifade edilebilmektedir. Yiiksek basing
altinda kiigtk bir kanaldan gecerek yakma isleminin gerceklesecegi firina beslenen énclil,
sivi ya da gaz olabilmektedir. Daha sonra, nanoparcaciklarin yanma gazlari ya da gaz yan

Urlinlerden ayrilmasi islemi gerceklestiriimektedir. Bazi firinlarda yilksek sicakliga
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ulagsmak igin alev yerine lazer ya da plazma kullanilmaktadir. Piroliz, basit, etkili, uygun

fiyath ve ylksek verimli stirekli bir yontem olarak bilinmektedir [52].

‘Asagidan yukariya’ ve ‘yukaridan asagiya’ sentez yontemleri Sekil 2.4’te 6zetlenmistir

[52,56,57,59].

l Mekanik Ogiitme

Nanolitografi

Lazer ile Uzaklastirma
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Sekil 2. 4 Nanoparcacik sentez yontemleri [52,56,57,59]

2.6  Nanopargaciklarin Karakterizasyonu

Nanopargaciklarin karakterizasyonu igin kullanilabilecek cihazlardan bazilari asagida

siralanmistir [59-68].

Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektroskopisi (UV-Vis Spektroskopi): Nanopargaciklarin
olusumu hakkinda bilgi sahibi olunmasini saglar. Pargaciklarin yapisi, stabilitesi ve

kiimelenmesinin belirlenmesi ¢alismalarinda kullaniimaktadir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM): Parcacik boyutu ve seklinin belirlenmesi
calismalarinda kullaniimaktadir.
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Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM): Parcaciklarin sekil, boyutu ve morfolojilerinin

belirlenmesi ¢alismalarinda kullaniimaktadir.

Yiiksek Coziinirlikli Gegirimli Elektron Mikroskobu (HRTEM): Bolgesel mikro yapilarin
ve kristalin yapili nanopargaciklarin yizeylerinin atomik dizilimlerinin incelenmesi

¢alismalarinda kullaniimaktadir.

Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM): Parcaciklarin uzunluk, genislik, yikseklik ve yapi ve

morfoloji gibi diger fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi calismalarinda kullanilmaktadir.

Dinamik Isik Sagilimi (DLS): Parcaciklarin boyut dagiliminin belirlemesi ¢alismalarinda

kullaniimaktadir.

X-lsint  Kirinimi (XRD): Nanopargaciklarin farkli kristal yapilarinin belirlenmesi

¢alismalarinda kullaniimaktadir.

Titresen Numune Manyetometrisi: Manyetik pargaciklarin  miknatislanmasinin

belirlenmesi ¢alismalarinda kullaniimaktadir.

Superiletken Kuantum Girisim Manyetometrisi: Nanopargaciklarin  manyetik

ozelliklerinin kestirimi ¢alismalarinda kullaniimaktadir.

Zeta Potansiyeli: Nanopargaciklarin yizey yiklerinin ve stabilitelerinin belirlenmesi

¢alismalarinda kullanilmaktadir.

Fourier Donilisimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR): Farkli fonksiyel gruplarin

belirlenmesi ¢alismalarinda kullaniimaktadir.

X-lsini Fotoelektron Spektroskopisi (XPS): Manyetik nanoparcaciklarin ylizeyinde
meydana gelene reaksiyonlarin mekanizmasinin  belirlenmesi ve manyetik
nanopargaciklarin kimyasal vyapisinda yer alan farkli elementelerin belirlenmesi

calismalarinda kullaniimaktadir.

Termal Agirlik Analizi (TGA): Nanopargaciklarin ylizey kaplamalarinin ve nanopargacik

safliginin belirlenmesi calismalarinda kullanilmaktadir.

19



2.7 Nanopargaciklarin/Nanomalzemelerin Uygulama Alanlari

Nanoparcgacik/nanomalzeme uygulamalari genis bir yelpazeye yayilmis olup temel

olarak dort ana grupta toplanabilmektedir (Sekil 2.5) [1-7].

eMalzemelerin giiglendirilmesi
eEndiistriyel katalizorler
eFonksiyonel nanokompozitler
eNanopigmentler

eStperlastik seramikler
eNanotekstiller

eAydinlatma (ampdl, lamba vb.)
eX-15In1 jeneratori
*Diiz panel ekranlar

oElektriksel iletken ve yari-
iletkener

eLityum-iyon bataryalar
eNanokaplamalar

*Optoelektronik
cihazlar

eKanser terapisi
eFotodinamik terapi
eDoku iskeleleri
eGorintlileme

eilag taginimi
eimplantlar
eBiyosensorler

e Antibakteriyel 6zellikli
malzemeler

eProtein kiimelesmesi
aktivatori/inhibitori

Endustriyel ve
Elektronik
Uygulamalar

Biyomedikal
Uygulamalar

eTibbi yarari bulunan
nutrasotik gidalar

*Gida paketleri
eBiyobozunur paketler
eAntimikrobiyal paketler
*Sensorlu paketler
*Yenilebilir nanokaplamalar

ePestisitlerin azaltilmasi

eAroma arttirici nanokapsiiller

*Gelismis kalite kontrol

eNutrient taginimi
&oku gelistirme

mn

7 ,'

Gida ve Tarim Cevre /
Uygulamalari Uygulamalar /

UV koruma

oKirlilik izleme sensorleri

eKirlilik tutucular

eBiyobozunur polimerler

eToprak islahi

_— eAtik su aritimi
eKimyasal gaz sensorleri

Sekil 2. 5 Nanoparcacik/nanomalzemelerin uygulama alanlari [1-7]
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BOLUM 3

KARBON NANODOTLAR

Karbon nanodotlar (CD) veya karbon nanoparcaciklar (CNP), yeni bir karbon
nanomalzeme sinifi olup boyutlari genellikle 10 nm’nin altindadir. Karbon nanodotlar,
2004 yilinda Xu ve ark. tarafindan tek-duvarli karbon nanotiplerin ark desarji yéntemi
kullanilarak preperatif elektroforez ile saflastirilmasi esnasinda tesadifi olarak
bulunmustur. Nanokarbon ailesinin parlayan yildizi haline gelen karbon nanopargaciklar;
tehlikesiz, verimli ve ucuz olarak nitelendirilmektedir. Karbon, genellikle siyah bir
malzeme olup sudaki ¢ozUnlrligl dusik ve zayif floresan o6zelliklidir. Karbon
nanodotlarin son zamanlarda yogun ilgi gormesinin temel sebebi ise yiksek floresan

Ozellik gostermeleri ve floresan karbon olarak ifade edilmeleridir [9,40,55].

Karbon nanoparcaciklar genellikle ylzeylerinde karboksil gibi oksitlenmis kisimlar
icermektedir. Bu nedenle suda son derece iyi coziinmektedirler [69]. Farkl kaynaklardan
farkli yontemlerle sentezlenen karbon nanodotlarin yapisal analizleri ylizeysel olarak
benzerlik gostermekle beraber, biinyelerindeki yiiksek miktarda grafen tipi sp?
hibridizasyonlu karbon-karbon bagi ve karbon atomlarinin elmas tipi sp® hibridizasyonu

varliginin, yapisal dizensizlige neden oldugu belirtilmektedir [17].

Karbon nanoparcaciklar, kesiflerinden bu yana toksisiteleri ve ¢evresel zararlari detayli
olarak belirlenmis konvansiyonel vyari iletken kuantum parcaciklara kiyasla cesitli
avantajlara sahip olduklari icin sayisiz bilimsel calismanin gerceklestirildigi popller bir
arastirma alani haline gelmistir. Karbon nanodotlar; biyo-goriintileme, glines pilleri igin

duyarhlastirici, iyon saptama gibi uygulamalarda kullanilan metal esasli toksik yari
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iletken kuantum pargaciklarin yerini alabilecek umut vadeden nanopargaciklar olarak
gorilmektedir. CD’lerin tipik yari-iletken kuantum pargaciklara kiyasla disiik toksisite,
fotokararhlk, kimyasal inertlik, Gstin biyouyumluluk, yizey fonksiyonel gruplarinin
modifiye edilebilmesi, dislik maliyetli, cok yonlu ve kolay sentez yollarinin bulunmasi
gibi avantajlari bulunmaktadir. Bu nedenle karbon nanopargaciklar, halihazirda
kullanilan ve geleneksel floresan malzemelerin yerini alabilecek alternatiflerin

gelistirilmesi calismalarinin merkezi haline gelmistir [8,9].

Karbon nanodotlarin, yakin kizil 6tesi spektral i1sik uyarimlari (NIR) altinda, yakin kizil
Otesi spektral araliklarda fotolliminesans (1sildama) emisyonu gosterdiginin belirlenmesi
ile bu pargaciklara duyulan ilgi daha da artmistir. Karbon nanodotlarin, NIR uyarimlariile
harekete gecirilen NIR fotoliminesans emisyonu gosteriyor olmalari, viicut dokularinin
NIR’da seffaf olmalari nedeniyle 6zellikle in vivo biyoteknoloji igcin dGnemli ve kullanigli bir
Ozelliktir. Karbon nanodotlarin fotoliminesansi, ¢ozeltideki elektron alici ya da elektron
verici molekiller tarafindan etkin bicimde baskilanabilmektedir. Bu durum, isikla
uyarilan karbon nanodotlarin mikemmel elektron alicilari ve elektron vericileri
olduguna isaret etmektedir. Karbon nanodotlarin isik uyaranh builging elektron transfer
Ozellikleri; 151k enerjisi donlisiimi, fotovoltaik cihazlar ve benzer uygulamalar igin
heyecan verici firsatlar sunmaktadir. Ayrica, karbon nanodotlar hassas iyon tayini igin

nanoprob olarak da kullanilabilmektedir [55].

Karbon nanodotlarin sentezleri ucuz ve dayanikli olmasina ragmen, ilgilenilen
malzemenin elde edilmesi icin karmasik ayirma ve saflastirma yontemlerine ihtiyac
duyulabilmektedir. Sentez yontemiyle birlikte bu ayrima islemlerinin etkinligi de karbon
nanodotlarin fotoliminesans (PL) 6zelliklerini direkt olarak etkilemektedir. Mevcut
sentetik yontemler uniform olmayan nanopargcaciklarin olusumuna neden oldugu icin
nanopargaciklarin kuantum verimleri (QY), boyutlari ve dalga boyuna bagh PL
spektrumlari, geometrileri, bilesim ve vyapilari sentez ve saflastirmada kullanilan
yontemlere bagh olarak degismektedir. Sentez kosullarindaki ufak bir degisiklik bile
parcacik 6zelliklerinde 6nemli farkliliklara neden olabilmektedir. Ayrica, fotoliiminesans
nitelikler; CD kompozisyonuna, baslangic malzemelerinin donlslim miktarina,
ylzeylerinde kalan kimyasal gruplara ve istenen ya da istenmeyen katki maddelerinin
varhgina glicli bir sekilde baghdir. Bu nedenle, su ana kadar karbon nanodotlarin
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hazirlanmasi icin cok sayida yontem ve baslangic materyali kullanilmis ve dinya
¢apindaki arastirmalar, CD olusumu igin yeni malzemelerin kullanimi ve sentezin daha

kontrol edilebilir ve tekrarlanabilir sekilde olmasi Gizerinde yogunlasmistir [17].

3.1 Karbon Nanodot Sentez Yontemleri

Karbon nanodot sentezi igi kullanilan yontemler oldukga genis bir gergeveye yayilimis
olmakla beraber, son zamanlarda dogal (irlinlerin baslangic materyali olarak kullanildigi,

doga dostu ve tek basamakli sentez yontemlerine olan ilgi artmaktadir.

3.1.1 Lazer ile Uzaklastirma (Lazer Ablasyon) Yontemi ile CD Sentezi

Lazer ile wuzaklastirma yontemi rutin olarak kati substratlardan inorganik
nanopargaciklarin eldesi igin kullanilmakta olup bir lazer 1sini demeti vasitasiyla
gonderilen yiksek enerjinin hedeflenen kati substrattan pargaciklarin ayrilmasi temeline
dayanmaktadir. Kati substrattan ayrilan bu parcaciklar genellikle nanoboyutlu
olmaktadir. Bu yontem, Sun ve ark. 2006 yilinda karbon nanodotlarin eldesi igin
kullanmis olup s6z konusu galisma karbon dotlarin dogrudan arz edildigi ilk ¢alisma
olarak literatlirde yerini almistir. Karbon dotlar, argonun tasiyici gaz olarak kullanildigi
su buhari varliginda, sicak presleme yontemi ile grafit tozu ve gimento karisiminin
pisirme, kiirleme ve argon akiminda sertlestirme adimlarini takiben elde edilen karbon
bir hedeften, lazer uzaklastirma yoéntemi ile 900 °C ve 75 kPa basincta Uretilmistir.
Elektron mikroskobu analizleri dogrultusunda, Uretilen oOrneklerin yogun olarak
nanoboyutlu karbon pargaciklarin farkli buylklikteki kiimelerini icerdigi ve 5 nm
boyutunda karbon nanoparcaciklarin elde edildigi belirtilmistir. Elde edilen 6rnek ve sulu
¢Ozeltisinde, asitle muamele isleminden sonra bile fotoliminesans saptanmamistir.
Ancak asitle muamele edilmis karbon parcaciklarin hidrokarbon zincirleri ile yizey
pasivasyonunun (pasiflestirme, ylzey islevsellestirilmesi) gerceklestirilmesinin ardindan
parlak liminesans 1sima gozlenmistir. Ayrica digerlerine gore daha buylik boyutlu olan
karbon nanodotlarin ¢cok daha az 1sima yaydigi belirlenmistir. Bu c¢alisma, karbon
nanodotlarin sentezine yénelik 6ncil olmasinin yani sira, CD ylzeyinin ve boyutlarinin
parcaciklarin floresan ozellikleri tizerinde 6nemli bir roll oldugunu da ortaya ¢ikarmistir

[12,55,70].
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Gongalves ve ark. 2010 yilinda lazer ablasyonu yontemiyle elde ettikleri nanopargaciklar
63 nm ve 373 nm blyikliklerinde iki ana boyut dagilimi géstermis olup floresan 6zellik
gostermeleri icin PEG ve merkaptosiksinik asit (MSS) ile ylzey pasivasyonu islemi
gerceklestirilmistir. Ylzey pasivasyonu icin siklikla polietilen glikol (PEG) tercih
edilmektedir [70,71]. Fonksiyonellestirilmis karbon dotlarin floresan siddetinin su

icerisinde stabil kaldigl, ¢dzelti ve pH’a karsi ise duyarh oldugu belirlenmistir [71].

3.1.2 Elektrokimyasal Yontemler ile CD Sentezi

Li ve ark.”nin 2010 yilinda yayinladiklari galismada, karbon kaynagi olarak kullanilan grafit
cubuklar, NaOH/etanoliin elektrolit ¢ozelti olarak yer aldigi bir elektrokimyasal hiicre
dizenegi icerisinde hem anot hem de katot olarak konumlandiriimis ve karbon
nanodotlarin alkali ile desteklenmis tek basamakli sentezi gerceklestirilmistir (Sekil 3.1).
Akimin elektrokimyasal dongl boyunca gegisi, grafit gubuklarinin asinmasini ve farkl
dalga boylarinda farkli renkler sergileyen karbon nanodotlarin elde edilmesini
saglamistir. Bu calismada elde edilen karbon nanodotlar uniform kiiresel morfoloji
gostermemis, farkh liminesans renklerinin gézlenmesi parcacik boyutundaki farkliliklara
ve ylizey bozukluklarina baglanmistir. HRTEM goérintileri, pargaciklarin, tipik grafit
kristal 6ze sahip olduklarini, TEM gorintileri ise boyutlarinin 1.2-3.8 nm arasinda
oldugunu gostermekte olup karbon nanodot olarak ifade edilebileceklerini dogrulamistir
[12,72]. Elektrokimyasal yontemle CD sentezinde karbon kaynagi olarak; tek duvarh
karbon nanotlpler, grafit cubuklar, karbon fiberler ve alkollerin kullanimina dair
calismalar mevcut olup elde edilen karbon nanodotlarin boyutlarinin genellikle 10

nm’nin altinda oldugu belirtilmektedir [16].

OH/

Etanol

Floresan Karbon Nanodotlar
(Karbon kuantum nanodotlar, CQD)

Sekil 3. 1 Karbon nanodotlarin elektrokimyasal Giretimi [55]
(Li ve ark. 2012’ye gére yeniden cizilmistir.)
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*Floresan karbon nanodotlar (karbon kuantum dotlar) ve grafen kuantum nanodotlar
(GQD) birbirlerine son derece benzemekte olup aralarindaki temel farklihk CQD’lerin

kiiresel, GQD’lerin ise disk benzeri morfolojide olmalaridir (Sekil 3. 2) [12].

Sekil 3. 2 Karbon nanodotlar ve grafen kuantum nanodotlarin yapisal 6zellikleri a. CQD
b. GQD [12] (Jelinek R. 2017’ye gbre yeniden gizilmistir.)

3.1.3 Kimyasal Oksidasyon Yontemi ile CD Sentezi

Substratin yukseltgen bir ajanla muamelesi sonucunda oksidasyonu, CD sentezi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Kimyasal oksidasyon, biytk ol¢ekli Gretimler icin basit ve
etkili bir yaklasimdir. Karbon kaynagi olarak kullanilan malzemelerin ylzeyi, nitrik asit
gibi kuvvetli asitlerin varliginda asinmakta ve karbon nanodotlar kolaylikla elde
edilebilmektedir [8]. Bu yontem ile CD sentezini gerceklestiren ilk ekip olan Liu ve ark.,
icin igin yanan bir mumun Ulzerine cam tutarak mum isini biriktirmis ve 5 M nitrik asit ile
muamele ederek; homojen, siyah, sulu bir ¢cozelti elde etmislerdir. Bu sispansiyon
santrifligasyon ile siyah karbon c¢okeltisi ve 312 nm UV 1sik altinda sari floresan isima
gosteren acik kahverengi Gst faza ayrilmistir. Cokelti halindeki siyah fazin da floresan
materyal icerdigi tespit edilmis, floresan materyalin en yliksek oranda geri kazanimi igin
alt ve (st faz notralize edilerek, su ile kapsamli bicimde diyaliz edilmistir. Notralize edilen
mum isinin suda cok iyi ¢6zlindigl belirtilmistir. No6tralize edilen mum isinden,
poliakrilamit jel elektroforezi yontemi ile saf floresan karbon nanodotlar elde edilmis
olup farkl renklerde floresan isima veren pargaciklarin biyukliikleri yaklasik 1 nm olarak

belirtilmistir [15].
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3.1.4 Ultrasonik Yontem ile CD Sentezi

Belirli ultrasonik frekanslarda, organik malzemelerin sirasiyla dehidrasyon,
polimerizasyon ve karbonizasyona ugramasi; kisa, tek bir cekirdek patlamasinin olusuma
neden olmaktadir. Bu nedenle, CD’lerin ultrasonik yontemle de sentezlenebilecegi
dislincesi aciga citkmis ve bu konudaki calismalar artmistir [16]. 2011 yilinda Li ve ark.
tarafindan CD’lerin asit ya da baz ile desteklenmis ultrasonik yontemle tek basamakli
sentezi gerceklestirilmistir. Glikozun karbon kaynagi olarak kullanildigl calismada, suda
oldukca iyi ¢oziinen 5 nm’den kiiclik karbon nanodotlar elde edilmis olup gorinir
bolgede ve NIR’da floresan isima verdikleri belirlenmistir [73]. 2014 yilinda ise Park ve
ark., suda c¢ozinebilen vyesil karbon nanoparcaciklarin farkh gida atig tlrevli
kaynaklardan buyilk o6lgekli Uretimi icin kullanilabilecek basit bir yontem olarak
ultrasonik sentez metodunun islevselligini incelemistir. Calisma sonucunda, ultrasonik
sentez yaklasimini kullanarak, basit ve ¢evre dostu bir yontemle, 100 kg gida atigindan,
ylizeylerinde bolca bulunan oksijen iceren gruplar sayesinde suda ¢ozundurlikleri cok
yuksek, fotoliminesans ozellikte, yaklasik 4 nm boyutunda ve fotokararliliklari olduk¢a

yuksek 120 gram yesil-CD sentezinin basarildigi rapor edilmistir [74].

3.1.5 Termal Dekompozisyon/Piroliz Yontemi ile Sentez

Termal dekompozisyon yontemi farkli yari iletken ve manyetik nanomalzemelerin
sentezi igin kullanilmakta iken, disaridan gelen isinin organik maddelerin dehidrasyon ve
karbonizasyonuna katkida bulundugu ve onlari karbon nanodotlara donustirdikleri
tespit edildikten sonra CD sentezi icin yaygin olarak kullanilan bir ydntem haline gelmistir
[16]. Tek basamakh termal piroliz yontemi ile CD eldesi ilk olarak Bourlinos ve ark.
tarafindan 2008 yilinda gerceklestirilmis olup; CD sentezi icin organik amonyum kisminin
ylzey modifiye edici gorevi gordigi, sitrat kisminin ise karbon kaynagi olarak
degerlendirildigi farkli amonyum sitrat tuzlari kullanilmistir. Tuzlarin kalsinasyon islemi
hava ortaminda 10 °C/dakika 1sitma hizi ile 300 °C’de 2 saat boyunca gergeklestirilmistir.
Elde edilen nanoparcaciklarin ortalama boyutlarinin 10 nm’den daha kiglik oldugu,
ylzey islevsellestirmesine bagh olarak organik veya sulu cozeltiler icerisinde yiksek
oranda ¢Ozlinebildigi ve farkli dalga boylari ile uyarildiginda gorinir bolgede i1sima

verdigi belirtilmistir [8,75].
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Krysmann ve ark. tarafindan 2011 yilinda gergeklestirilen sitrik asit ve etanolamin
oncullerinin solvent icermeyen ortamda, farkli sicaklhklarda (180 °C, 230 °C, 300 °C, 400
9C) kontrollu pirolizi ile CD sentezinin gergeklestirildigi calismada, karbon cekirdegin
olusmasi icin daha yuksek sicakliklara ihtiya¢ duyulurken, molekiiler floroforlarin diisiik
piroliz sicakliklarinda baskin olmasi nedeniyle CD’lerin fotoliiminesans davraniginin
sentez kosullarina siddetle bagh oldugu sonucuna varilmistir [76].

2016 yilinda Guo ve ark. tarafindan gerceklestirilen calismada ise CD eldesi icin karbon
kaynagi olarak dogal ve keratince zengin bir Griin olan insan saci kullanilmistir. 250 °C’de
24 saat siliren sagin direkt karbonizasyonu ile elde edilen siyah kati ¢6ziinerek santrifij
edilmis ve yliksek fotokararlilik gésteren CD’ler elde edilmistir [77].

Termal dekompozisyon/piroliz islemi genel olarak kati materyalin yiksek sicaklikta
dekompozisyonunu icermektedir. Ancak karbon kaynaklarinin sulu ¢ozeltilerinden 1sil
destekli CD sentez yontemleri daha kisa siireli, basit ve daha az saflastirma islemi ile CD

eldesine olanak saglayabildigi icin daha fazla tercih edilmektedir.

3.1.5.1 Hidrotermal ve Su Bazli Yontemler ile CD Sentezi

Karbon nanodotlarin Gretimi igin kullanilan en yaygin yontemler olan hidrotermal ve su
bazli metotlar; karbon kaynaklarinin sulu ¢ozeltilerinden, basingh bir kap veya hava
ortaminda; bir 1si kaynaginin (zerinde, bir firn veya otoklav icerisinde karbon

nanoparcacik sentezlenmesi presibine dayanan yontemler toplulugudur.

Hidrotermal sentezin temeli, karbonlu yapi taslarinin yogusmasini ve grafit 6zilin
kristallesmesini indiikleyen yiiksek sicakliklarda gerceklestirilmesidir [12]. Hidrotermal
sentez yonteminde tipik olarak bir karbon kaynaginin sulu ¢ozeltisinin (6rnegin, asit ya
da baz gibi katki maddeleriiceren veya icermeyen karbonhidratlar) bir otoklav icerisinde
sabit sicaklikta birkac saat i1sitilmasi s6z konusu olmaktadir. Uriin iceren ¢ozeltinin Ust
fazi santrifiigasyon ile ayirilarak trin elde edilmektedir. Biyokiitle ve biyokitle tiirevi
karbon kaynaklari veya baska materyaller karbon kaynagi olarak kullanilabilmektedir.
Elde edilen karbon nanodotlarin boyutlari 2-3 nm’den yizlerce nanometreye kadar
degisebilmektedir. Karbon nanodotlarin yizeyi karboksil, amino ya da hammadde
kaynakl farkh gruplarla stabilize edilerek ileri seviye fonksiyonellestirmelerine olanak

saglanmaktadir [17].
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Hidrotermal yontemin karbon nanodot eldesi icin kullanimina yonelik ilk calisma 2011
yiinda Yang ve ark. tarafindan yayinlanmistir. S6z konusu calismada, glikoz ve
monopotasyum sulfat belli bir molar oranda karistirilarak distile su icinde ¢6zilmds,
ardindan suyun igerisinde yer alan oksijenin azot vasitasiyla giderimi gergeklestirilmistir.
Sizdirmaz teflon tabanli otoklav kabi icerisindeki karisim bir firina konularak 200 °C’de
12 saat boyunca reaksiyona girmesi saglanmistir. Ardindan karisim ¢oken kisimlarin
ayrilmasi icin 9000 rpm’de santrifiij edilmis ve st faz alinarak dondurarak kurutma
yontemiyle kurutulmustur. Bu yontem, basit ve cok yonli olusu, farkli karbon
kaynaklarindan CD Uretimine olanak vermesi ve CD olusumu ile ylizey iyilestirmesinin es
zamanli olarak gergeklestirilmesini miimkun kilmasi bakimindan ilgi cekmektedir. Bahsi
gecen calismada, monopotasyum silfat konsantrasyonunun degisimi ile CD’lerin

fotoliiminesansinin ayarlanabildigi belirtilmektedir [8,78].

Hsu ve ark., karbon nanodot eldesi icin amino ve karboksilik asit iceren organik
molekdillerden (etilendiamin tetra asetik asit —EDTA-, glisin vb.) de yararlanilabilecegini
ileri  strerek CD olusumunun, dehidrasyon, polimerizasyon, karbonizasyon
(kdmirlesme) ve pasivasyon olmak Ulzere dort basamakta gergeklestigi fikrini ortaya

atmistir (Sekil 3.3) [79].

polimerizasyon karbonizasyon pasivasyon

Sekil 3. 3 Glisinden dehidrasyon, polimerizasyon, karbonizasyon ve pasivasyon
basamaklarini takiben karbon nanodot sentezi modeli [79]
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Karbon nanodotlarin sentezi igin organik karbon kaynaklarinin kullanildigi hidrotermal
yontem, cevre dostu ve yesil bir yaklasim olarak ifade edilmektedir. Kahve telvesi,
portakal suyu, yesil cay vb. dogal karbon kaynaklarinin kullanilarak floresan karbon

nanodot eldesine dair ¢alismalar bulunmaktadir [80].

3.1.6 Mikrodalga Yontemi ile CD Sentezi

Karbon nanodot sentezinde kullanilan mikrodalga/mikrodalga destekli yontemler

asagida siralanmustir.
3.1.6.1 Ev Tipi Mikrodalga Firin ile Sentez

Mikrodalga, 1 mm’den 1 m’ye kadar genis bir dalga boyu araligindaki, giinlik hayatta ve
bilimsel arastirmalarda yaygin olarak kullanilan elektromanyetik bir dalga tlirtidir. Lazer
1sinlari gibi mikrodalga da substratin kimyasal baglarini koparmak icin siddetli ener;ji
saglayabilmektedir. Mikrodalga, CD sentezi icin enerji tasarruflu bir yaklasim olarak
kabul edilmekte; homojen isitma saglayan, disik maliyetli, etkin ve tek basamakl bir
yontem olarak ifade edilmektedir. Bu yontem, reaksiyon siiresini blyik ol¢lide
kisaltmaktadir. Genel olarak CD’lerin mikrodalga ile desteklenmis sentezi i1sil bozunma
ve ylzeyin islevsellestirilmesini icermektedir [8,16]. CD’lerin mikrodalga ile desteklenmis
sentezine dair bu ilgi cekici yaklasim ilk olarak Zhu ve ark. tarafindan 2009 yilinda
uygulanmistir. PEG 200 ve sakkaritin (glikoz, fruktoz vb.) distile su icerisinde
¢Ozlinmesiyle hazirlanan karisim, 500 W giliclindeki mikrodalga firinda 2-10 dakika
isitilmistir. Olusan karbon dotlar dnce renksiz bir ¢ozelti iken zamanla koyu kahverengi
bir karisim haline gelmistir (Sekil 3.4). Reaksiyon siresine bagli olarak karbon dot
boyutlarinda farklilik gézlenmistir. Boyutlarin, 5 dakika isitildiklarinda 2.57 £ 0.45 nm
araliginda iken, 10 dakika isitildiklarinda 3.65 + 0.6 nm araliginda oldugu belirtilmistir
[8,81]. Mikrodalga, yalnizca CD sentezi i¢cin degil ayni zamanda farkli yontemlerle

sentezlenmis CD’lerin fotoliminesansini arttirmak icin de kullanilmaktadir [18,82,83].
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Sekil 3. 4 Mikrodalga yaklasimi ile CD sentezi [81]

3.1.6.2 Mikrodalga ile Desteklenmis Hidrotermal Yontem ile Sentez

Mikrodalga ile desteklenmis hidrotermal yontem vyenilikci bir sentez teknigi olup
hidrotermal yéntem ve mikrodalga yonteminin es zamanh kullanimi olarak
dusunilebilir. Hidrotermal sentez, basinca dayanikh bir kap icerisinde, 200 °C civarindaki
sicakliklarda sulu ortamda gerceklesen kimyasal reaksiyonlar ile malzeme
sentezlenmesidir. Uygun oncll ¢ozeltilerin bir kap igerisinde isitilmasi sonucu yiksek
basing meydana gelmektedir. Bu durum, sikistirilmis sivi ortam igerisindeki sistem
bilesenlerinin dispersiyonunu arttirmakta ve konvansiyonel yénteme kiyasla daha disuk

sicakliklarin ve kisa reaksiyon siirelerinin yeterli olmasini saglamaktadir (Sekil 3.5) [19].

Mikrodalga sentez ise malzeme sentezi icin mikrodalga radyasyondan yararlanmaktadir.
Konveksiyonla gerceklesen geleneksel 1si transferinin aksine mikrodalga, cesitli
mekanizmalarla malzemeyle dogrudan baglanti kurmasi nedeniyle, i1sinin direkt olarak
reaktana transferine oldukca uygun bir yontemdir. Mikrodalga ile i1sitmanin ana
mekanizmalari, mikrodalgalarin dogrudan elektrik dipollerine baglanmasi ve dielekrik ve
manyetik kayip isilaridir. Dogrudan ve yogun isi transferi nedeniyle reaksiyon termal

dengeden uzakta, hizli bicimde gerceklesmektedir [19].

Mikrodalgalar elektrik dipollerine iyi baglandigi icin, hidrotermal senteze yonelik sulu bir
¢Ozeltideki H;O’nun yiksek polaritesi, mikrodalga isitmaya son derece uygundur.
Mikrodalga ile desteklenmis hidrotermal sentez sisteminde reaksiyon siiresi son derece
kisaldigi icin bu yontem bir hizli kimya metodu olarak kabul edilmektedir. Ayrica, dislik
enerji ihtiyaclari da dikkate alindiginda bu teknik, zararsiz reaktan ve solventlerin
kullanimi, enerji tiketiminde verim karsisinda yiksek verimlilik, kirliligin 6énlenmesi icin
kolay gbzetim gibi cogu yesil kimya prensibine uymaktadir [19]. Mikrodalga ile
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desteklenmis yontemler nanoparcacik eldesi icin etkili yontemler olup reaksiyon
ortaminin hizli ve uniform sekilde 1sinmasini sagladigi icin reaksiyon siresini asiri

derecede kisaltmakta ve (irlin verimi ve safligini arttirmaktadir [84].

Mikrodalga enerjisine |

gedirgen hazne duvari Reaktan-¢6ziicii karigimi

(Mikrodalga enerijisini
absorplar)

Bolgesel agiri Isinma

Sekil 3. 5 Mikrodalga ile desteklenmis hidrotermal sentez yontemi ile CD eldesi; isitma
isleminin metodolojisi [19]

2015 yilinda Liu ve ark., polietilen amin ¢ozeltisinden, mikrodalga sentez cihazi
kullanarak 200 W, 180 °C’de karbon nanodot sentezlemeyi basarmistir. Sentezlenen
CD’lerin Ustlin floresan 6zellik, disuk toksisite, iyi stabilite ve suda ¢ozlinirlik gosterdigi
belirtilmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde bu sentez yénteminin basit, kolay kontrol
edilebilir ve endistriyel seviyede 6lceklendirmesi kolay bir yontem oldugu sonucuna

variimistir [84].

3.2 Karbon Nanodotlarin Uygulama Alanlari

Karbon nanodotlar, sahip olduklari Ustiin Ozellikler nedeniyle cok farkh alanlarda
kullanilabilmektedir. Karbon nanodotlarin baslica uygulama alanlari asagida

siralanmistir.

3.2.1 Sensorler

Karbon dotlarin floresan siddeti etraflarindaki cevre ile oldukga iliskilidir. CD ve kimyasal
maddeler arasindaki etkilesimler karbon dot emisyonunun sénmesine veya artmasina
neden olmaktadir. Bu sayede karbon dotlar, maddelerin miktarinin belirlenmesi icin bir
nevi floresan prob olarak kullanilabilmektedir. CD floresansina dayali, iyon algilama

(katyonlar; demir, civa, bakir iyonlari vb. ve anyonlar), pH tayini, biyolojik madde tespiti

31



(tiyoller, glikoz, reaktif oksijen ve azot tlrleri vb.), enzim, protein, DNA ve sicaklik

algilamaya dayali sensor ¢alismalari rapor edilmistir.

Karbon nanodotlarin kullanildigi bir calismada, baslangicta evropiyum iyonlarinin (Eu*3)
CD yuizeyindeki karboksilat gruplari ile bir araya gelmesi ile séniimlenen ve kiimelesen
karbon nanodotlarin, fosfat iyonlarinin varliginda Eu**un POs%a, karboksilat
gruplarindan ¢ok daha yiksek afinite gostermesi nedeniyle CD kimelesmelerinin
dnlendigi ve floresan &zelliklerin aciga ciktigi rapor edilmistir. Bu parcaciklar, PO473

iyonlarinin hassas ve secici bicimde tayini icin kullanilmistir (Sekil 3.6) [8,85].

O Aminoundekanoik asit-CD O Eu" -€ Fosfat

Sekil 3. 6 A¢ kapa floresan probu ile fosfat tayinin sematik gdsterimi [85]

3.2.2 ilag Tasima Sistemleri

Karbon nanodotlar, genellikle sp? ve sp? hibridizasyonlarinin bir karisimindan olusan,
oksijen tasiyan fonksiyonel gruplarla islevsellestirilmis konjuge karbon demetleri
halindeki karbon nanoyapisidir. CD’lerin glicli floresan 6zelliklerinin yani sira, 6zgiin
kimyasal yapilari, aktif terapotik molekdllerle sp? karbon cergevesi dahilinde glicli n—mt
etkilesimleri kurmalarina izin vermekte ve yizey fonksiyonel gruplari, biyolojik afinite
ligantlari gibi diger molekillerle farkli birlesmeler gerceklestirmelerine olanak
saglamaktadir. Bu 6zgiin nitelikler karbon nanoparcaciklari, bireysel tipta ilerlemelere

yol acacak ilag tastyicilari haline getirmektedir [86].

Yapilarinda yer alan amino, karboksil ya da hidroksil gibi zengin ve ayarlanabilir
fonksiyonel gruplar sayesinde karbon nanodotlar, terapétik ajanlarin tasinmasi, teshis
ve tedavi esasl nano-ilaglarin Uretimi icin kullanilma potansiyeline sahiptir. Karbon
dotlarin sagladigi parlak emisyon, ila¢ yayilimi ve ilaca karsi cevabin dinamik ve gercek

zamanli olarak izleyebilmesine imkan tanimaktadir [8]. Floresan CD’ler, 10 nm’den daha
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kiicik boyutlu, yliksek biyouyumluluk gosteren, dislik toksisiteli, ylksek kuantum
verimine sahip ve disiik maliyetli olmalari nedeniyle nanotip alaninda parlayan bir yildiz
olarak degerlendirilmektedir [87]. Fotoliminesans karbon nanodotlarin, yiksek
kimyasal stabilite, suda ¢ozlinirlik, foto bozulmaya karsi direng, biyouyumluluk, distk
toksisite ve kolayca ayarlanabilen optik 6zellikleri nedeniyle ilag tasiyici sistemler olarak

kullanilabilecekleri 6ngoriilmektedir [88].

PEG ile modifiye edilmis CD’lerin kullanildigi bir galismada, karbon nanopargaciklara anti-
kanser ozellikli ilag etken maddesi doksurubisin (DOX) yiklemesi ve tasinimi
gerceklestirilmistir. DOX'un hiicre igerisindeki salim siireci floresan gorintileri ile
gozlenmistir. Sitoplazma CD’lerden kaynakli yesil floresan verirken, ¢ekirdek icerisinde
DOX kaynakli kirmizi floresan isima tespit edilmistir. DOX’un hiicre igerisine girdigi ve
ardindan tedavi icin cekirdegin icerisine saliniminin gerceklestigi belirtilmistir.
Polietilenimin (PEl) ile modifiye edilmis CD’lerin yer aldig1 bir calismada ise PEI ile
modifiye edilmis CD’lerin ylizey potansiyelleri (ylzey yikleri) pozitif hale geldigi igin
negatif yukli olan DNA'yl absorplayabildigi ve gen transferi icin kullanilabilecegi

belirtilmistir [89].

Karbon nanodotlar umut vaadeden optik ve biyouyumluluk 6zelikleri nedeniyle dikkat
cekici nanotasiyicilar olmasina ragmen, kanser ila¢ taslyicisi olarak pratikteki
uygulamalari, timorlerin in vivo’daki karmasik mikrogevrelerine duyarl olmayan ylzey
Ozellikleri nedeniyle kisitlanmaktadir. Bu nedenle timorin hicre disindaki
mikrocevresine duyarli, pH’a bagh olarak yiik degistirilebilir, goriintlileme rehberli ilag

nanotaslyici sistemlerinin tasarlanmasi icin ¢calisiimaktadir (Sekil 3.7) [90].
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Sekil 3. 7 pH’a bagl olarak yiik degistirebilen CD temelli ila¢ tasiniminin sematik
gosterimi [8,90]

Sekil 3.7'de yer alan numaralarin ifade ettigi basamaklar asagida siralanmistir [8,90].
(1) Negatif yik/PEG’lemenin CD’nin kan dolasiminda kalma siiresini uzatmasi

(2) Gelismis gecirgenlik ve alikonma (EPR) etkisi ile ilacin timor bolgesinde toplanmasi
(3) Tumor mikrogevresinde pH’a bagli ylizey yuki degisimi

(4) Kanser hiicreleri tarafindan hiicre icine alinmasi

(5) Karbon dot tasiyicilardan proton slinger etkisi ile ilag salinimi

(6) ilag etken maddesinin DNA’ya baglanarak kanser hiicreleri icin sitotoksik etki

gostermesi

3.2.3 Biyo-goriintileme

Karbon nanodotlar, biyouyumluluk, disik toksisiste, ayarlanabilir fotoliminesans,
yuksek kimyasal/fotokararlilik ve basit yontemlerle elde edilebilmeleri nedeniyle biyo-
etiketlerin umut vadeden bir sinifi olarak degerlendiriimektedir. CD’lerin floresan
emisyon spektrumu, uyarima bagh 6zellik géstermekte olup kuantum dotlar ve organik
boyalardan oldukga farklidir. Bu durum, in vitro optik gérintilemede ¢ok renkli floresan
tespitine olanak saglamaktadir [86]. CD’lerin kirmizi renk bolgesinde sagilmaya uygun
olmasi, derin kirmizi ve NIR 1sinlari daha derin doku penetrasyonu sagladigi icin bilhassa

biyo-gorintileme uygulamalari igcin Gnem tasimaktadir [91].
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Sekil 3. 8 Isigin dalga boyuna baglh olarak dokulardan penetrasyonu

Karbon nanoparcaciklarin hiicre gériintiileme i¢in uygunlugunu test etmek icin domuz
bobrek hiicre hatti (LLC-PK1) kullanilarak gerceklestirilen calismada, CD’ler hiicre zari ve
LLC-PK1 hicrelerinin sitoplazmalari igerisine konumlandirilmistir. Yiksek dalga
boylarinda (510-530 nm) uyarildiginda, besi yeri icerisinde kiltire edilen LLC-PK1
hicrelerinde kirmizi floresan gozlenmistir (Sekil 3.9) [92]. Ayni dalga boyunda hiicrelerin
oto floresan oOzellik gostermedigi belirtilmektedir. Hicreler igerisindeki glicli
fotoliminesans siddeti, CD’lerin stabilitesini gostermekte ve iyonik kuvvetin yiksek
oldugu ortamda gliclii ve kararl floresan 6zellikte olduklarini dogrulamaktadir. Ayni
¢alismada, CD’ler ile muamele edilmis hiicrelerin canlihig olglilmis ve elde edilen
sonuclar neticesinde CD’lerin kuantum dotlara oranla daha biyouyumlu oldugu

belirtilmistir [55,92].
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Sekil 3. 9 Karbon nanodotlar ile muamele edilmis LLC-PK1 hiicreleri; a. CD’lerin
yerlesimi, b. CD’lerin fotoliminesans siddeti (Daha koyu kirmizi renk daha yiksek
fotolliminesans siddetini ifade etmektedir.) [92]
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3.2.4 Fotokatalizorler

Nano-fotokataliz, nanobilim ve nanokimyanin heyecan verici ve énemli bir konusudur.
Temel hedefi, gliclii ve ayarlanabilir kimyasal aktivite, 6zglinliik ve secicilik saglayan
nanokatalizorlerin tasarlanmasidir. iyi bir fotokatalizér, goriiniir ve/veya yakin UV isikta
kullanilabilen, fotokorozyona karsi fotokararlilik gosteren, ucuz ve ¢evre dostu olmalidir.
Nanobilim arastirmalari, fotokatalist 6zelliklerinin tasarimi ve kontrolii ile 6zellikle bant
aralig1 enerijisi, kimyasal bilesim ve ylizey modifikasyonu acisindan yeni ve daha etkili
katalizorlerin gelistirilmesini tesvik etmektedir. Boyut kontrollii karbon nanodotlar yakin
kizil 6tesi bolgeden mavi dalga boyuna kadar degisebilen emisyon gostermekte ve bu

ozellikleri onlari umut vadeden fotokatalizorler haline getirmektedir [55].

3.2.5 Diger Uygulamalar

Karbon nanopargaciklarin bazi modifikasyonlar ile dogrudan beyaz isik yaydig
belirlenmis olup CD temelli LED cihazlarin tasarimina dair c¢alismalar
gerceklestirilmektedir [8,55]. Akiskanlar fiziginin mikro boyutlarda incelenmesi icin
Ustln bir platform olan ve 6nemli 6lgide arttirilmis yiizey/hacim orani sayesinde yuzey
gerilimi ve vizkozitenin atalet kuvvetlerine Ustiin gelmesi ile akiskanin daha kolay
yonlendirilmesine olanak saglayan mikro akiskan sistemlerde kullanilan floresan
malzemelerin, 6zellikle biyolojik uygulamalarda biyouyumluluk ve maliyet dengesini

saglayamiyor olmasi rotayi bu is i¢in karbon nanodotlarin kullanimina gevirmistir [8].
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BOLUM 4

NANOTOKSIKOLOJi

Nanotoksikoloji, nanomalzemelerin neden olabilecegi biyolojik etkiler hakkindaki bilgi
eksikliginden dogan vyeni bir toksikoloji dali olup strdirilebilir ve glvenli
nanoteknolojinin  gelistiriimesine o6nemli katki saglamaktadir. Nanotoksikoloji
fizikokimyasal etkenleri (boyut, sekil ylzey alani, ylzey kimyasi), temas yollarini
(solunum sistemi, deri, sindirim sistemi), biyolojik yayilimi (gecis, opsonizasyon),
molekiler etkenleri (oksidatif stres, eflamasyon), genotoksisite (mutajenez-genetik
mutasyona neden olma, kromozom bozukluklari) ve mevzuata iliskin yonleri (devlet,
endistri, akademi) kapsamaktadir. Ayrica nanotoksikoloji, nanomalzemelerin insan ve
cevresel risk degerlendirmesinde glivenilir, saglam ve veri garantili test protokollerinin

tasarlanmasini da icermektedir [11, 93].

Nanoparcaciklar farkl sekillerde olabilmekte ve sekillerine bagl olarak hiicre icerisine
alimlari ya da hedef molekillerle etkilesimleri farklilasabilmektedir. Boyut ve sekil
parcacigin ylizey alanini ciddi bicimde degistirebilmekte, bu da doz tespiti tizerinde etkili
olmaktadir. Partikil boyutu ile ters orantili olarak artan ylizey alani ile malzemenin
katalitik aktivitesinde de artis meydana gelmektedir. Bu nedenle, nanopargaciklarin
hiicre iceresinde meydana getirecekleri yapisal hasar ya da oksidatif stres daha buiyik
boyutlu formlarina gére daha yiiksek olabilmektedir. Hlicrenin zari pozitif yikli oldugu
veya DNA negatif ylikli oldugu icin nanomazemelerin hiicre icerisine aliminda veya
hedef molekile baglanmasinda, parcaciklarin ylizey yiikleri ve yiizey kimyalari da 6nem
teskil etmektedir. Bu nedenle nanomalzemelerin ylzeyleri amaca yonelik olarak

modifiye edilebilmekte, coziinirlikleri arttirilabilmekte ve hedef molekiile daha kolay
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baglanmalari saglanabilmektedir. Fakat bu degisiklikler sonucunda nanomalzemenin
toksisitesi onemli degisimlere ugrayabilmektedir. Nanomalzemenin yapisal ve/veya

kimyasal 6zellikleri nanotoksikoloji ¢galismalarini zorlastirmaktadir [93].

Normal bir toksisite testinde, hiicreler ya da organizmalar bir doz kimyasala maruz
birakilmakta ve meydana gelen yanit bir siire sonra 6lgtilmektedir. Bu denemelerde elde
edilen doz-cevap iliskisi ilaglar i¢in uygun dozun belirlenmesi ve kirleticilere maruz kalma
icin kabul edilebilir sinirlarin belirlenmesi igin 6nem teskil etmektedir [94]. Bununla
birlikte, geleneksel toksikoloji calismalarinda test edilen ¢oziinebilen kimyasallarin
aksine, nanopartikiller bir sekle ve ylizey alanina sahiptir ve ¢6zelti icindeki boyutlarina,
yogunluklarina ve fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore diflize olabilmekte (yayilabilir),
kiimelesebilmekte/topaklasabilmekte ve ¢okebilmektedirler. Bu durum, geleneksel in
vitro deneylerin nanopartikiller icin yanit ve hicresel alim verilerini yanhs
gosterebilecegi ve test sonuglarinin tanecik tirleri arasinda karsilastinlabilirliginin,
¢o6ziinlir tip kimyasallara gére daha az olacagi anlamina gelmektedir. Ornegin,
nanopargaciklarin ¢okelmesinin in vitro testlerde hiicre icine alinan nanopargacik sayisini
etkileyebilecegi belirtiimektedir [94]. Bu nedenle nanotoksikoloji calismalarinda,
geleneksek toksikoloji yontemlerinin yani sira farkl ve/veya ileri analiz yontemlerine de

basvurulmaktadir.

Nanomalzemeler dogalari geregi tek baslarina zararli olmamakla beraber risk
degerlendirmelerinde bazi  6zel durumlarin g6z ©ninde bulundurulmasi
gerekebilmektedir. Artan nanomalzeme galismalari ve gok sayida yeni nanomalzemenin
Uretiliyor olmasi, tliketici Grlinlerinde kullanilan bu nanomalzemelerin hizli ve givenilir
bir giivenlik degerlendirmesinin yapilmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmakta ve toksisite
taramas! icin saglam, standartlastiriimis test yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
In vitro test yontemleri, nanomalzemelerin toksisitelerinin belirlenmesi icin temel
aractir. Ancak nano formdaki malzemelerin bazi 6zellikleri, teste miidahele ederek
deney ciktilarini engelleyebilmekte ve yanlis pozitif ya da yanlis negatif sonuglara neden

olabilmektedir.

Nanomalzemelerin in vitro toksisite degerlendirmesinde, nanomalzemelerin farkli
analitik tekniklerle 6lc¢lilen stok solisyon icerisindeki fizikokimyasal karakterizayonu,

onlarin biyolojik ortamdaki (hlcre kiltird vb.) davranislarinin  fizikokimyasal
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karakterizasyonu ve proteinlerle etkilesimleri g6z O6nlinde bulundurulmalidir.
Nanomalzemeler ile test sistemleri arasindaki etkilesimler sistematik olarak analiz
edilmelidir. Bu nedenle konvansiyonel ve iyi yapilandirilmis in vitro test protokollerinde
kullanilan test kimyasallari ya da farmasétikler nanomalzemelere uygulanirken dikkatli
olunmali ve adapte edilmeye calisiimalidir [35]. Ayrica, ila¢ tasima sistemleri vb.
biyomedikal uygulamalarda, kanser hicreleri/dokularinda kullaniimak tzere gelistirilen
nanomalzemelerin, bu yapilar UGzerindeki sitotoksik etkilerinin dogru olarak tespit

edilmesi ¢alisma ve/veya gelistirilen Urin igin hayati 6nem tasimaktadir.

4.1 Sitotoksisite Testleri

Toksisite veya hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan ve farkh temellere dayanan

cesitli yontemler bulunmaktadir.

4.1.1 Kolorimetrik (Renk Olgiimiine Dayali) Yéntemler

Renk 6l¢iimiine dayal kolorimetrik yontemlerde, asagida siralanan tetrazolyum tuzlari
kullanilarak renk degisikligi ya da kristal viyolet, notral kirmizisi gibi boya maddeleri

kullanilarak hiicrelerin spesifik boyanmasi esasina dayali 6lciim yapilmaktadir [95].
e 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromur (MTT),

e 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum
(MTS),

o 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-silfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid (XTT),
e 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-distlfofenil)-2H-tetrazolyum (WST)

En yaygin olanlarindan biri MTT ya da bu yontemin MTS, XTT, WST-1 gibi gesitleridir. Bu
yontemler ile hiicre canlihginin saptanmasi, stiksinat dehidroegnaz gibi mitokondriyel
enzimlerin aktivitelerinin dlglilmesi ile mitokondriyel fonksiyonun belirlenmesi temeline
dayanmaktadir. MTT testi, canli hiicre sayilarini belirlemeye yarayan, hizli ve kolay sonug
alinabilen bir test olup hiicrelerin canhlik 6lcimiinde, hiicre ¢ogalmasinda ve hiicre
aktivasyonunun belirlenmesinde kullanilan nicel yontemdir. Sadece canh hiicrelerde
gerceklesebilen bir reaksiyon olan bitkisel mavi tiyazolil boyasinin mitokondriyal

enzimlerce donusimine dayali bu ydntemde; canl hicrelerdeki mitokondriyal
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dehidrogenaz enzimlerinin, sari renkli, suda ¢6ziinebilen substratlari [3-(4,5- dimetil-
tiyazolil)-2,5-difenil tetrazolyum bromid] (MTT), suda ¢6ziinmeyen koyu mavi/mor
formazan Urinlere dontstlirmesi s6z konusudur. Bu formazan Uriinelerinin nicelik tayini
belirli bir dalga boyundaki isik absorpsiyonunun élgilmesi ile gergeklestirilebilmektedir.
Absorbans degeri hem hiicre sayisini hem de bu hiicrelerin fonksiyonel canlihigini temsil
ettigi icin bu testlerle sitotoksisitenin yani sira hiicre proliferasyonu da

belirlenebilmektedir [96,97].

Nanoparcaciklar tarafindan tetiklenen hiicre 6limlerinin belirlenmesinde kullanilan renk
Olcimine dayali yontemlerden biri de hicre slipernatantindaki laktat dehidrogenaz
(LDH) miktarinin 6lglilmesiyle gergeklestirilen LDH testidir [98]. LDH, apoptoz veya
nekroz kaynakh hicresel membran hasarini takiben hiicre disi ortama kolayca
salindigindan, litik hiicre oliminin bir gostergesi olarak gorev yapan c¢ozinir bir
sitosolik enzimdir. Orijinal test, LDH purivati laktata indirgediginde meydana gelen
B-NADH'nin B-NAD+ (B-Nikotinamid adenin dinlikleotid+)’'ya oksidasyonunu 6lgmek
Uzere tasarlanmis olup 340 nm dalgaboyunda goézlenen absorbans duisistu olarak

Olclilebilmektedir [99].

Tripan mavisi ile boyama testi de nanotoksikolojik incelemelerde, hiicre canliliginin
belirlenmesinde kullanilabilecek yontemlerden biridir. Bu yontemde, toksisitesi
incelenen ajanlarla muamele edilen hiicreler tripsine edilmekte ve ardindan 6l hiicreler
tarafindan hiicre igerisinde alinan ancak canli hiicre tarafindan alinmayan bir diazo boya
olan tripan mavisi ile muamele edilmektedir. Boyanmamis hiicreler, incelenen 6rnek

icerisindeki toplam canli hiicre sayisini ifade etmektedir [99].

Notral kirmizi (NR), canli hiicreleri renklendirerek onlari belirlemek icin kullanilan ve
sayisiz sitotoksisite, hiicre cogalmasi ve hiicre tutunmasi testinde uygulanan bir boyadir.
Notral kirmizi (3-amino-7-dimetil amino-2-metil fenazin hidrokloriir) zayif bir katyonik
olup hiicre zarindan, iyonik olmayan diflizyon ile hiicre sivisina alindig1 distintlmektedir.
Canli hicrelerin lizozomlarinda birikirken, 6lU hicreler tarafindan hiicre igerisine
alinmamaktadir. NR alimi, hicrenin adenozin trifosfat (ATP) Uretimi yoluyla pH
gradiyentini koruma kapasitesine baglhdir. Bu nedenle tutulan boya miktari, canl hiicre
sayisi ile orantilidir. Notral kirmizinin hicre icerisine alinimi floresan ya da absorsiyon

Olclimleri ile tespit edilebilmektedir. NR alim testi, canl hicrelerin nétral kirmiziyi
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blnyesine alma ve onu lizozomlari igerisinde tutma kapasitelerine iliskin bir yontemdir.
Karbon nanomalzemeler nétral kirmiziyi kolaylikla adsorplayabildigi icin bu yontemin
karbon  nanomalzemelerin  toksisitesinin  belirlenmesinde  kullanimi uygun

bulunmamaktadir [100].

Renk 6l¢cimune dayali klasik yontemler, hizli ve kolay yontemler olmalarina ragmen, bazi
nanomalzemelerin boya/boya (rlnleri ile etkilesime giriyor olmasi ve/veya onlari
adsorplamalari nedeniyle gecersiz sonuclar verme ihtimali ile karsi karsiyadir. Ayrica,
karbon nanomalzemeler, klasik toksikoloji testlerinde test markerlariyla (isaretleyicileri)
etkilesime girerek sonuclarin farkl ¢cikmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle bu tip
yontemlerin  nanoparacgaciklarin  sitotoksisitesini  degerlendirmek igin  uygun

olmayabilecegi belirtilmektedir [101].

4.1.2 Empedans (Direng) Olciimiine Dayali Yéntemler

Nanomalzemelerin biyolojik etkilerinin glivenilir ve etkin bir sekilde degerlendirilmesi,
yuksek ciktili tarama yontemlerinin gelistirilmesi gerekliligini ortaya c¢ikarmaktadir.
Genel olarak, ¢oziinebilen ve makro boyutlu maddelerin in vitro sitotoksisitelerinin
belirlenmesi i¢in kullanilan ydntemlere benzer ydntemler, nanopargaciklarin
toksisitelerinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir. Ancak c¢ok sayida nanotoksisite
calismasinda, nanopargaciklarin fizikokimyasal 6zelliklerinden dolayi cgeliskili ve/veya
tutarsiz verilerin olustugu, nanoparcaciklarin test bilesenlerine ve/veya tarama
sistemlerine engel oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle, etiketleme temeline
dayanmayan sistemler, nanoparcaciklar ile onlari etiketleme icin kullanilan maddeler ve
tespit sistemleri arasindaki etkilesimi elimine edecektir. Geleneksel yontemlerin bir
diger yaygin problemi de bu testlerin belirli bir zamandaki sadece belirli bir noktada
degerlendirilmeleri; biyokinetik davranislar, canli hiicreler ve toksik maddeler arasinda
zamanla olusan etkilesimler hakkinda herhangi bir bilgi vermiyor olmalaridir. Sonug
olarak, nanoparcaciklarin canli sistemler Uzerindeki toksisitesinin incelenmesi igin

etiketsiz, gercek zamanli algilama yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir [101].

Empedansa dayali testler gibi hiicrelerin elektriksek o6zelliklerini 6lcen yontemler,
etiketlemeden bagimsiz olup geleneksel yontemlere glivenilir bir alternatif

sunabilmektedir. Bu yontemler, maddeleri aktif ya da pasif elektriksel 6zellikleriyle analiz

41



etmektedir. Pasif 6zelliklerden yararlanan bir yontem olan empedansa dayali izlemede,
bir nesnenin elektrik akimi gecisini ne kadar engelledigini olglilmektedir. Empedansa
dayali izlemede, sinyal frekansinin bir fonksiyonu olarak hiicrenin 6zellikleri hakkinda
bilgi Gretmek icin alternatif bir akim kullanilmaktadir. Proliferasyon, biiyime, morfoloji
ve tutunma gibi cesitli hiicresel 6zellikler, hiicreler tarafindan kaplanmis bir elektrota
elektrik kaynagl uygulanarak ve hicrelerin akimi nasil etkiledigini 06lgerek

Olclilebilmektedir [101].

Giaever ve Keese 1984 yilinda, elektrot yizeyleri lzerinde blyutilen bir hicre
toplulugunun, empedans dalgalanmalarini 6lgmeye yarayan bir yontem bulmus; 1990
yilhinda ise hiicre hareketinin nanometre seviyesinde kantitatif olarak 6l¢tildiiga glcla bir
elektriksel teknik gelistirmistir [102,103]. Gergek zamanl hiicre analizi yapan
xCELLigence cihazi, elektrik empedansindaki degisiklikleri 6lgmek igin benzer bir teknik
kullanmaktadir. Bu yontemde hicreler, her bir kuyucugun altindaki alanin yaklasik
% 80'ini kaplayan bir altin mikro elektrot dizisi ile kapli bir kilttr kabina eklenmekte ve
yayillmaktadir. Hiicreler elektrot ylizeyine tutunup yayildik¢a, elektrik empedansinda bir
artis meydana gelmektedir. Empedans, hiicrelerle kaplanmis doku kiltliriiniin toplam
alani ile dogrudan orantili olan ‘hiicre indeksi’ olarak adlandirilan boyutsuz bir
parametre olarak gosterilmektedir. Bu nedenle, hicre indeksi, hicrenin ylzeye
tutunmasini (hiicre adezyonu), yayilmasini, morfolojisini ve hiicre yogunlugunu izlemek

icin kullanilabilmektedir [104].

xCELLigence sistemi markerlar kullanmaksizin, hiicrelerin ‘in situ’ olarak izlenmesine
olanak vermektedir. Sistem, kuyucuklarin altindaki mikro elektrotlardan alternatif akim
gondererek, elektrik empedansini izlemekte; hiicreler, mikroelektrotlari kapladik¢a da
empedansta artis meydana gelmektedir. Empedanstaki artis elektrotlar boyunca voltaj
distisiiniin artmasina neden olmaktadir. Olgiilen empedansa bagh olarak, hiicre
miktarinin artip artmadigi sonucuna varilabilmektedir. Hiicre sayisi, gelismesi,
morfolojisi, adezyon glicl ve derecesi hakkinda da cihaz tarafindan bir dereceye kadar

¢ikarim yapilabilmektedir (Sekil 4.1) [101,105].
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Sekil 4. 1 Empedans 6l¢iimi yonteminin sematik gosterimi [105]

4.1.3 Diger Yontemler

Klonojenik test ya da koloni olusturma etkinligi (CFE) testi, genis zaman periyotlarinda
(haftalar) hucrelerin azalan ya da artan hayatta kallm ve ¢ogalmalarinin
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Cok dislik bir konsantrasyonda hicre
ekiminin gergeklestirilmesinin ardindan hiicreler, koloni olusumu gozlenene kadar (10
ginden 3 haftaya kadar) biyatilmeye devam edilir. Hiicreler incelenen parcaciklarla 6n
muamele edilebilmekte ya da hiicre ekimini takiben muamele edilmektedir. Her bir
koloninin ekilen tek bir hiicreden meydana geldigi kabul edildigi icin ‘kolojenik test’
olarak adlandiriimaktadir. Koloniler kristal mor veya nuikleer boyalarla sayilarina ve/veya
boyutlarina goére boyanabilmektedir. Bu yéntem karbon esasli nanomalzemelerin

toksisitelerinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir [99].

TUNEL ve Apostain testleri nanoparcaciklarin in vitro sitotoksisitelerinin belirlenmesi
icin kullanilan diger yontemlerden olup apoptoza baglh hiicre 6limlerinin belirlenmesine
olanak saglamaktadir. Bir tir programli hiicre 6limi olan apopotoz; hiicre zarinda

¢ikinti, mitokondriyal DNA hasari, cekirdek ve sitoplazma blzlismesi, apopototik

43



kisimlara ayrilma, kromatin yogunlasmasi ve DNA pargalanmasi ile karakterize
edilmektedir. Apoptotik hicreleri in vitro olarak goérsellestirmek igin c¢esitli
immunohistokimyasal teknikler bulunmakla beraber en yaygin olarak kullanilanlar
TUNEL ve Apostain yontemleridir. TUNEL testi, apoptozun bir sonucu olarak
endonikleazlar tarafindan pargalanmis DNA uglarini etiketleyerek, dUTP ile biyotine
edilmis 3’-OH uglarinin, yaban turbu peroksidaz ve bir diaminobenzid kromojeni
kullanilarak 1sik mikroskobu ile tespit edilmesine olanak saglamaktadir. Bunun yerine,
eklenen dUTP niikleotitleri floresan bir boyayla etiketlenerek floresan mikroskobunda
gorintileme islemi de gercgeklestirilebilmektedir. TUNEL yontemi ¢ift sarmal DNA
kiriklarinin belirlenmesini saglayan bir yontem olup nekrozun ve apoptozun bir 6zelligi
olarak pargalanmis DNA fragmentlerinin tespitine dayali sitotoksisite tayini

gerceklestirdigi icin apoptozu nekrozdan net olarak ayiramamaktadir [99].

Apoptoza bagli sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan diger bir yontem ise Apostain
testidir. Apostain yogunlagsmis kromatinleri etiketledigi icin apoptozun spesifik bir
markeri oldugu dislintilmektedir. Apoptopik ¢ekirdekler DNA'nin isil bozulmasina yol
acan maddelere karsi daha hassas oldugu icin hicrelerin MgCl, varliginda isitilmasinin
ardindan apostain antikoru apoptotik hiicrelerde yogunlasmis kromotinler sonucu
olusan tek-zincirli DNA'yl hedef almaktadir. Béylece apoptoza ugrayan hiicreler tespit
edilebilmektedir. Apostain yontemi vyalnizca apoptoza ugrayan hicrelerin

isaretlenmesini sagladigi icin apoptozu nekrozdan kesin olarak ayirmaktadir [99,106].

Nanopargaciklarin biyolojik ortamlardaki toksisitelerine iliskin 6nemli bir husus da hiicre
zarindan gecebilme kabiliyetleri nedeniyle genetik materyale zarar verebilme
(genotoksisite) potansiyelleridir. Bu nedenle, sitotoksisite arastirmalarini takiben,

incelenen nanomateryalin genotoksisitesinin de irdelenmesinde fayda bulunmaktadir.

4.2 Genotoksisite Testleri

Nanoparcaciklarin, toksisitelerinde oldugu gibi, genotoksisitelerinde de, biylik boyutlu
formlarina gére daha yliksek genotoksik etki gosterdikleri bilinmektedir. Benzer sekilde,
nanopargacik boyutunun da genotoksisite potansiyelini etkiledigi, daha kiiciik boyutlu
nanopargaciklarin daha biylik nanoparcaciklara kiyasla DNA ve kromozal hasari 6nemli

Olciide indukledigi bilinmektedir. Nanopargaciklarin bildirilen etkileri arasinda
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kromozomal parcalanma, DNA zincir kirilmalari, nokta mutasyonlari, oksidatif DNA
katimlari ve gen ekspresyon profillerindeki degisiklikler yer almakta olup mutajenez
(genetik mutasyona neden olma) ve karsinojerezi (kanser olusumu) baslatabilecegi ve
ilerletebilecegi belirtiimektedir [107].

Bu nedenlerle, nanoparcaciklarin in vitro ve in vivo toksisite incelemelerine ek olarak
genotoksisitelerinin de arastirilmasi gerekmektedir. Nanoparcaciklarin genotoksik
etkileri in vitro ve/veya in vivo olarak incelenebilmekte olup genotoksisite tespitinde
kullanilan baslica yontemler, tek hiicre jel elektroforezi (comet), mikronikleus, halo ve

VH2AX testleridir [93].

4.2.1 Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet) Testi

Tek hiicre jel elektroforezi ilk olarak 1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan nétral
kosullar altinda DNA iplik¢ik kopmalarini analiz etmek igin gelistirilmistir. Bu yontemde,
mikroskop lamlari tizerinde agaroz jele gomili halde bulunan hiicreler lizis (parcalama)
¢ozeltisinde bekletilerek membranlarin pargalanmasini saglanmakta ve ardindan
elektroforez islemi uygulanmaktadir. Yiiksek miktarda DNA zincir kirigina sahip DNA,
saglam DNA’ya kiyasla anoda dogru daha hizli sekilde ilerlemektedir. DNA goclnin
seviyesi etidyum bromdir ile boyanan preperatlarin floresan yogunlugunun élc¢lilmesi ile
belirlenmektedir. Bu yontemde elektroforezin nétral kosullarda gerceklestirilmesi gift
sarmal kiriklarinin tespitinde bir sorun yaratmiyor olsa da tek sarmal kiriklarinin
belirlenmesinde eksik kalmaktadir. Bu nedenle, Singh ve ark., bu yontemin alkali
versiyonunu (pH>13) gelistirerek; tek sarmal kiriklarinin, tamamlanmamis eksizyon
(kesip ¢cikarma) onarimi ile iliskili tek sarmal kiriklarinin ve alkali-duyarl kisimlarin tespit
edilmesine olanak saglamistir. Comet yonteminin alkali versiyonu, alkali-duyarli DNA
lezyonlarina neden olan ajanlari arastirirken artan hassasiyet saglamakta olup son
yillarda kullanilan ana versiyondur. Hatta disik seviyelerdeki DNA hasari tespit edilmek
istendiginde genellikle alkali comet testi tercih edilmektedir. Comet yontemi ismini,
elektroforez esnasinda gé¢ eden DNA’lardan hasarli olan DNA’larin pargalarinin jel
Gzerinde ilerlerken bir kuyruk olusturmasi ve meydana gelen seklin kuyruklu yildiza
benzetilmesinden almaktadir. Hasarsiz DNA’da kuyruk olusumu gézlenmemekte ve DNA

bir benek (spot) halinde gortilmektedir [108,109].
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Yontem sirasinda, hiicre kiiltlirii ortaminda hiicresel materyalin hazirlanmasi, lamlarin
agaroz jel ile kaplanarak hazirlanmasi ve hiicrelerin lam {zerine yayillmasi, tuz ve
deterjan iceren hicre lizis ¢bzeltisi ile hicre mebranlarini parcalanmasi ve hiicre
iceriginin hiicre gekirdeginden uzaklastiriimasi, yiksek alkali ortamda, zincir kiriklarinin
bulundugu bolgelerden baslayarak cift sarmal DNA yapisinin acgilmasi, elektroforez ile
DNA’larin elektrik akimi altinda anoda dogru go¢ etmesinin saglanmasi, lamlarin uygun
pH’daki tampon ¢ozeltileri ile nétralizasyonu, DNA'nin DNA spesifik boyalarla (en yaygin
olarak kullanilan floresan boya etidyum bromiir iken floresan olmayan boyalarla boyama
islemi gerceklestiriimek isteniyorsa glimis nitrat tercih edilmektedir) boyanmasiyla
kuyruk yapilarinin gértintilenmesi, kuyruk sayimi ve verilerin analizi ile DNA hasarinin

belirlenmesi basamaklari takip edilmektedir [109].

Alkali comet yontemi ile DNA hasarinin belirlenmesi basamaginda, floresan boyalarla

boyanmis DNA ve/veya DNA parcalarinin floresan mikroskobu altindaki goértntileri

dikkate alinarak hasarin derecesi 5 seviyede degerlendirilmektedir (Sekil 4.2)

Sekil 4. 2 Alkali comet yontemi ile DNA hasarinin siniflandiriimasi; a. Tip 0, b. Tip 1,
c.Tip2,d.Tip3,e.Tip4

DNA hasar seviyeleri asagidaki gibi siralanmaktadir [110]:

e Tip O seviyesinde, herhangi bir DNA hasari s6z konusu olmayip, kuyruk olusumu

gozlenmemektedir.

e Tip 1 seviyesinde, bas (cekirdek) capindan daha kisa bir kuyruk olusumu soz

konusudur.

e Tip 2 seviyesinde, bas capinin 1-2 kati uzunlugunda bir kuyruk olusumu

gozlenmektedir.

e Tip 3 seviyesinde, bas capinin 2 katindan daha uzun bir kuyruk olusumu meydana

gelmektedir.
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o Tip 4 seviyesi ise asirl ylksek hasar olarak tanimlanmakta olup bas ¢apindan ¢ok

daha fazla kuyruk uzunlugu ile karakterize edilmektedir.

Kuyruk sayimi ile DNA hasarinin derecelendirilmesi neticesinde elde edilen veriler,
matematiksel bir formilasyon ile rastlantisal birim (AU) adi verilen bir birime
donistirilerek DNA hasarinin boyutu belirlenmektedir. Formilde yer alan N;terimi i
seviyesi ile derecelendirilmis hiicre sayisini ifade ederken, i terimi DNA hasar seviyesini
(0, 1, 2, 3, 4) belirtmektedir. Elde edilen sonugclarin, negatif/pozitif kontrol gruplari ile

birlikte degerlendirilerek istatiksel olarak yorumlanmasi gerekmektedir.

AU = Y%, ixN; (4.1)

4,2.2 Mikroniikleus Testi

Klastojenitenin, kromozom kirilmasi ve/veya buna bagli kromozom pargalarindaki kayip,
artma ya da dizensizliklerin belirlenmesinde, kromozom kirilmalarindaki miktari ve
mitotik igdeki fonksiyon bozuklugunu gosteren bir test olan mikronikleus testi; basit,
kisa zamanda sonug alinabilen, blylk 6lgege uygulanabilen, ekonomik, glivenilir, gecerli,
mitoz ile olusan tim hiicre tipleri Gizerinde in vitro ve in vivo olarak uygulanabilen bir
yontem olmasi nedeniyle genotoksisite ¢alismalarinda siklikla kullaniimaktadir [111-

116].

interfaz evresindeki hiicrede gdzlenen ve mitoz béliinmesi esnasinda ortaya cikan
mikronikleuslar (MN); temelde DNA hasarina bagli olusan, ana ¢ekirdege dahil olmayan,
kokeni tam veya asentrik kromozom parcalari olan vyapilardir (Sekil 4.3) [115].
Mikrontkleuslarin olusumu genellikle hiicre doénliglsini kontrol eden genlerdeki
eksikliklerden, mitotik igdeki hatalardan veya kromozomal hasarlardan kaynakladigi igin
MN sayisindaki artis, genotoksik ajanlarin hiicrelerde meydana getirdigi sayisal ve
yapisal kromozom diizensizliklerinin dolayli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir

[93,113,115,117].
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Sekil 4. 3 Klastojen (kromozom kiriklarina neden olan maddeler veya etmenler) ve
anojenler (kromozom eksilmesi veya artmasina neden olan ajanlar) tarafindan uyarilan
hiicrelerdeki mikronukleuslar [115]

Mikronikleus testi, kromozom kirllmalarindaki miktari ve mitotik igdeki fonksiyon
bozuklugunu biyolojik olarak izlemeye olanak veren bir yéntemdir [118]. Bu test,
kromozomal degisiklik (yapisal ve nimerik) ve hicrenin ig olusumu dizenindeki
bozukluga baglh olarak olusan multipolar anafaz ve telofazin gostergesi olan interfazdaki

mikronikleuslarin belirlenmesi prensibine dayanmaktadir [119].

Mikrontkleuslarin yalnizca béliinmis hiicrelerde gorilmesi nedeniyle, bu testin sayisal
olarak dogru degerlendiriimesi ve anlaml bir sonug¢ verebilmesi igin hicrelerin,
genotoksik etkisi incelenen maddeler ile muamale edildikten sonra bélinme
gerceklestirmis olmalari gerekmektedir. Mikroniikleus testlerinin bu eksikliginin
Ustesinden gelmek i¢in bazi modifikasyonlar gergeklestiriimis ve hiicrelerin sitokinez
fazinda kalmalari saglanarak, incelenen madde uygulamasi ardindan béliinme geciren

hiicrelerin tespitinde dogrulugun arttirilmasi yoluna gidilmistir.

4.2.2.1 Sitokinezi Bloklanmis Mikroniikleus Testi (CBMIN)

Mitoz boliinme geciren hiicrelerde, bolinmenin son evresinde gerceklesen sitokinezi
durduracak bir ajan (Sitokalasin B, Cyt-B) eklenmesi ile hicrelerin iki ¢cekirdekli yapilar
seklinde sabitlenmelerini ve rahatca ayirt edilmelerini saglayan modifiye bir
mikronikleus testidir. Cyt-B, bollinen hiicrenin iki yeni hiicre olarak ayrilmasini uyaran
mikroflamentleri olusturan molekil olan aktine baglanarak aktin polimerizasyonunu

durdurmakta ve aktine bagh tiim siireclerin engellenmesi ile sitokinezin durdurulmasini
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saglamaktadir (Sekil 4.4) [115]. Ardindan, sitoplazma boéliinmesi durdurulmus olan cift
cekirdekli hiicrelerden, MN iceren hiicrelerin orani mikroskobik sayimla tespit edilmekte
ve elde edilen sayisal veriler istatistiksel analiz ile degerlendirilerek genotoksik hasar

belirlenmektedir [115].

Sitokalasin B ile

Kimyasal veya fiziksel sitokinezin bloklanmasi

mutagen S et
| L (@) ] /@
L - - ‘ AN
‘ —_,_,“ - S M ¥ — 3 — \
N~ |

|

L\ —_— ' {
interfaz S A Mikroniikleus tasiyan
T
Anafaz Telofaz binukieat hixre

Sekil 4. 4 Sitokinez bloklanmasi yontemiyle MN iceren bintkleat hiicrenin olusumu
[115]

4.2.3 Diger Yontemler

Genotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan bir diger yontem olan Halo testi, comet
testinde gozlenen asiri yiksek hasarli (Tip 4) hicrelerin apoptotik hiicreler olabilecegi
ihtimaline karsi gelistiriimis olup DNA tek zincir kiriklarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Comet testinden farkl olarak bu yontemde elektforez basamagi yer
almamakta; hasarli DNA pargalarinin merkezden c¢evreye dogru diflize olmalari
saglanmaktadir. Bunun sonucunda bir hare olusturacak sekilde yayilan hasarli DNA’nin
hasar derecelendirmesi; normal hiicre, hafif ve orta hasarli hiicre, ylksek hasarli hiicre

olarak yapiimaktadir [93].

DNA cift zincir kiriklarinin belirlenmesinde yeni gelistirilen ve olduk¢a glivenilir bir
yontem olan yH2AX Testi ise gift zincir DNA hasari meydana geldiginde, hasarli DNA
bolgesinde onarim baslatilmasi icin H2AX protein yapisinin bir nevi lokasyon gosterici
olarak yH2AX'e fosforillenmesi ve olusan bu yH2AX’ler ile DNA hasarinin iliskilendirilmesi
prensibine dayanmaktadir. H2AX'in fosforillenmesi DNA ¢ift zincir kiriklarinin onarimda
gorevli diger proteinlerin o bolgede toplanmalari icin adeta bir sensor gorevi
gormektedir. DNA onariminin tamamlanmasinin ardindan yH2AX defosforile olmaktadir.

Boylece, interfaz hiicrelerinde bir isaretleme yapilmasi ile gbzlenecek yH2AX yapilarinin
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sayisal degisimi belirlenebilmekte ve bu degisimler DNA cift zincir kiriklarinin

sayllarindaki degisimlerle iliskilendirilebilmektedir [93].

4.3 Akis Sitometrisi ile Hiicre Déngiisiiniin incelenmesi

Hicre donglist, hiicre biiylimesini ve béliinmesini iceren bir seri olaylar dizisidir. Hiicre
boélinmesi yolundaki hiicreler, kesin olarak zamanlanmig ve dikkatlice diizenlenmis bir
blylme evresi boyunca ilerlemektedir. Hiicre dongtsiiniin, interfaz ve mitotik faz olmak
izere iki temel fazi bulunmaktadir. interfaz evresinde hiicre biiyiimekte ve DNA
replikasyonu gerceklesmektedir. Mitotik faz boyunca ise ¢cogaltilan DNA ve sitoplazmik

icerikler ayrilmakta ve hiicre iki yavru hiicreye bolinmektedir [120].

interfaz evresinde, hiicre normal biiyime proseslerini gerceklestirirken bir yandan da
hiicre bélinmesii¢in hazirhk yapmaktadir. Bir hiicre igin interfazdan mitotik faza gegmek
icin bircok ic ve dis kosulun karsilanmasi gerekmektedir. interfaz evresi Gy, S ve G, olmak

Uzere 3 basamaktan meydana gelmektedir (Sekil 4.5) [120].

G1 fazinda, hiicre biyokimyasal seviyede oldukca aktif olmakla beraber, mikroskobik
acidan gozlenebilen ¢ok ufak degisiklikler meydana gelmektedir. Bu nedenle bu faz, 1.
bosluk fazi olarak da isimlendirilmektedir. Hiicre, kromozomal DNA ve onunla iliskili
proteinlerin yapi taslarini biriktimekte ve cekirdegindeki her bir kromozomun

¢ogaltilmasi icin gerek duyacagi enerji rezervlerini toplamaktadir.

S fazinda, DNA replikasyonu, birbiriyle 6zdes iki DNA molekiliiniin olusumuyla
sonuclanan bir mekanizma boyunca gerceklesmektedir. Sentrozom S fazi boyunca
cogaltilmaktadir. Sentrozomlar, kromozomlarin mitoz bélinme boyunca hareketini

diizenleyen aparat olan mitotik igin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir.

G3 fazinda, hiicre enerji depolarini doldurmakta ve kromozom diizenlemeleri igin gerekli
olan proteinlerin sentezini gerceklestirmektedir. Bazi hiicre organelleri cogaltilmakta ve
mitotik faza kaynak saglamak amaciyla hiicre iskeleti parcalanmaktadir. Mitotik faz icin

son haziliklar hiicre mitozun ilk evresine girmeden tamamlanmalidir [120].

Mitoz bdélinme esnasinda hiicrede once cekirdek bélinmesi (mitoz) gerceklesmekte,

ardindan sitoplazma bdlinerek (sitokinez) iki yavru hiicre elde edilmektedir. Tim
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hicreler, yeni olusturulan bir hiicrenin derhal girdigi, klasik hiicre dongiisii diizenine

uymazlar.
Mitotik faz
interfaz | i

‘ - )_» Iki yavru

Mitoz . .
hiicrenin
IE Sitokinez olusmasi

Hiicre
blyimesi
Go
interfaz interfaz
S DNA Sentezi Hiicre biiyiimesi G,

Sekil 4. 5 Hiicre dongusiiniin evreleri (Rye ve ark. 2013’ten alinarak diizenlenmistir.)
[120]

Go fazindaki hiicreler, bolinmeye aktif olarak hazirlanmamaktadir. Bu faz, hiicre
dongusiinden cikildiginda gergeklesen sessiz (inaktif) bir asamadir. Bazi hicreler Go
fazina gegici olarak girmekte ve dis bir uyarici sinyalle G1’in baslamasi tetiklenene kadar
bu fazda kalmaktadir. Digerleri ise asla veya nadiren bollinen olgun kalp kasi ya da sinir

hiicreleri gibi Go fazinda kalici olarak yer almaktadir [120].

Hlcrenin yasam doénglsinin dogru sira ile ilermesi, hiicrelerin bitinlGgi ve varhgini
devam ettirebilmesi icin kritik 6Gneme sahiptir. Saglikh hiicreler s6z konusu oldugunda
bozulmasi istenmeyen bu sistematik déngliniin, kanser hticreleri gibi tehdit olusturan
hiicrelerde bozulmasi veya duraklatilmasi onlarla savasta kilit rol oynamaktadir. Bu
nedenle, hiicre dongisu tzerinde herhangi bir degisiklige ve/veya gecikmeye neden olan

dis etmenlerin ve etki mekanizmalarinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir.

Akis sitometrisi kullanilarak hiicre doénglisiinlin incelenmesinde yaygin olarak dort
yontem kullanilmaktadir. Bunlardan ilk ikisi, hiicresel DNA'nin propidyum iyodir (PI) ya
da 4’,6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile boyanmasini takiben DNA iceriginin tek

degiskenli analizi ve hilicresel DNA igeriginin siklik histogramlarinin dekonvilisyonunu
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(ters evrisim) icermektedir. Bu yaklasim hicre dongisinin ¢ ana fazindaki (G1, S,
G2/M) dagihmi ortaya koymakta ve fraksiyonel DNA icerigi ile apoptotik hiicrelerin tespit
edilmesine olanak saglamaktadir. Uglincii yaklasim, DNA iceriginin ve proliferasyonla
iliskili proteinlerin iki degiskenli analizine dayanmaktadir. Siklin D, siklin E, siklin A ya da
siklin B1’in ekspresyonuna karsi DNA igerigi 6rnek olarak sunulmaktadir. Bu yaklagim
GO0’daki hicrelerin ve G1'deki hiicrelerden ayirt edilmesine, mitotik hiicrelerin ya da
hiicre donglsi durumu ile iliskili diger hiicre ici proteinlerin belirlenmesine olanak
saglamaktadir. Dordiincl prosedir ise 5’-bromo-2"deoksiliridin (BrdU)’in belirlenmesi

prensibine dayanmaktadir [121].
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BOLUM 5

LITERATUR ARASTIRMASI

Karbon nanodotlar, sahip olduklari Gstiin fiziksel ve kimyasal 6zellikler nedeniyle son
yillarda yogun olarak g¢alisiimakta olup 2013 yilindan bu yana literatlirde yer alan karbon
nanodot ¢alismalarinin bir kismi ve elde edilen bulgular Cizelge 5.1’de derlenmistir.
Cizelge 5.1’de Ozetlenen g¢alismalarda elde edilen karbon nanodotlarin tamami

fotoliminesans 6zellik gosterdigi icin bu parametre tabloya dahil edilmemistir.
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Gizelge 5.1 Karbon nanodot ¢alismalarina dair literatir taramasi

Yiizey
P k K P k
Kaynak arfaf ! arbo[\ Se ntez. ar¢ac Potansi- Sitotoksisite Uygulama Alani
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Cizelge 5. 1 Karbon nanodot ¢alismalarina dair literatlir taramasi (devami)

Sitotoksisite

Uygulama Alani

HepG2, insan karaciger kanser
hicresi
Doza bagh sitotoksisite

Maya hcresi (Pichia pastoris)
Yok £ 5 mg/mL
Sitotoksik 210 mg/mL
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7 ve MDA-MB-231, insan meme;
A-549, insan akciger; PC-3, insan

prostat kanseri hiicreleri
Sitotoksisite yok

Biyogoriintileme ve kanser
ilaci tasinimi

Bitkiler lizerinde diistik toksisite
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glines enerjisindeki UV 1s1gInin
dogrudan kullanilmasi

Protein kiimelenmelerinin
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Cizelge 5. 1 Karbon nanodot ¢alismalarina dair literattir taramasi (devami)

Kaynak Pareacik Karbozn Se ntez. Parcacik Yuze.y . Sitotoksisite Uygulama Alani
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Cizelge 5. 1 Karbon nanodot ¢alismalarina dair literattir taramasi (devami)

Parcacik K P k
Kaynak arboE\ Se ntez. argaci Sitotoksisite Uygulama Alani
Tiirii Kaynagi Yontemi Boyutu
NIH/3T3, Fare fibroblast hicresi; CHO, Cin
fare rahim hicresi; B16F10, fare
Gaddam melanoma kanser hiicresi;
. 2017 Buhur (gtinlik) | Oksidatif asit ¢ iyon deteksiyonu, biyo-
vd. 20 CD . (.g ) .| 5-10nm | MDA-MB-231, insan meme kanseri hiicresi y . y ¥
[135] recinesi/sakizi muamelesi gorintileme
Kanser hiicrelerinde doza bagl sitotoksite,
normal hiicrelerde sitotoksisite yok
NIH/3T3, fare fibroblast hiicresi; Hela,
rahim agzi kanseri hiicresi
Kalytchuk o Disuk sitotoksisite
Sitrik asit ve L- . . e .. -
vd. 2017 N,S-CD sistein Hidrotermal | 3-6.5nm | Hela hiicre dongisl lizerinde etkisi yok, Sicaklik sensori
[136] NIH/3T3 hucrelerinde GO/G1 fazinda doza
bagl hafif tutuklanma
Wang vd. Suda coziinen 38+1.2 HCT 116, insan kolon kanseri hiicresi Akalli telefon
2016 N-CD Kitosan Hidrotermal nm o o uygulamasi ile civa
[137] Disuk sitotoksisite iyonu algilama
Girisi | ol
FL83B, fare normal hiicresi; HepG2, insan IrsImse o ”Taya“
Lee vd. N-CD Sitrik asit Hidrotermal 3nm karaciger kanser hiicresi fotoakustik
2016 [138] &

Sitotoksisite yok

goriintileme ve
fototermal terapi
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Cizelge 5. 1 Karbon nanodot ¢alismalarina dair literattir taramasi (devami)

Parcacik | g p k Yizey
Kaynak arbo? Se ntez. argaci Potan- Sitotoksisite Uygulama Alani
Tiiri Kaynagi | Yontemi | Boyutu -
siyeli
Suvarnapha Hidroter- HK-2, insan bdbrek normal hiicresi
etvd. 2016 CD Limon 2-12 nm - ’ . - Biyo-gorintileme
mal Sitotoksisite yok
[139]

Wen vd. Domuz | Hidroter- 5.58 + Hela, rahim agzi kanseri hiicresi .. gok"renkll hucre
2016 N-CD derisi mal 0.21 nm i Dustik toksisite goruntiilemesi ve canl
[140] ' ? hiicrelerde Co*? tespiti

Periasam hMSCs, insan mezensimal kok hlicresi

vd 2016y CNP i i 50-100 i Doza bagl sitotoksisite i
) nm Hicre dongislinde hafif blokasyon, GO/G1
[141] .

fazinda doza bagl artan tutuklanma
NIH/3T3, fare fibroblast hiicresi
CD-Pri: sitotoksik, G2/M fazi blokasyonu,
oksidatif strese neden olma, hiicre
Havrdova | CD-Pri Ok:s?: . rﬁ\% CD—PEGg'ecIj(iI]rdU'elf ?@f&ﬁi.ﬁg hiicre
vd.2016 | CD-PEG | Mumisi 4-7 nm  CUSUI SITOTOKSISIEE, MU .
[142] CD-PE| muame- -6 mV morfolojisi, hiicre ici trafik ve hiicre
lesi 53 mV donglisiinde herhangi bir anormallik yok
CD-PELI: sitotoksik, hiicre cekirdegine giris,
hice dongustiniin GO/G1 fazinda blyik

degisimler, G2/M fazi blokasyonu
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Cizelge 5. 1 Karbon nanodot ¢alismalarina dair literattir taramasi (devami)

Pargacik Yuzey
Kaynak Karbot\ Se ntez. Parcacik Potansi- Sitotoksisite Uygulama Alani
Tiirii Kaynagi Yontemi Boyutu yeli
. Cok renkli hiicre
Shivd. 6.05 * Hela, rahim agzi kanseri hiicresi éruntilemesi
2016 N-CD Yiin Piroliz i . o ranim agzt kans e ’
1.67 nm Dislk toksisite desenleme ve
[143] . 3
biyosensorler
Wang vd. L - .
Hel h k h
2016 cD siit Mikrodalga | 1-7nm . eha, ranim a8z TansEHMACTESt | Biyo-gorintiileme
Sitotoksisite yok
[144]
Alas vd. Keci 10-15 0-
2016 CD boynuzu Hidrotermal am (-100) - -
[145] pekmezi mV
Shi vd. B-CD (mavi) Piroliz N?nosensor; canli
2016 G-CD (yesil) Pirasa Hidrotermal - - - hiicrelerde pH ve
[146] yes Cu*?algilama
Wang vd. Metotreksat
2015 NS-CD Glikoz Hidrotermal | 2.81 nm | -10.6 mV - (kanser ilaci) tayini
[147] icin floresan prob
Wang vd. 1-metil-2- U251, insan beyin timord hiicresi
2015 pNCD g Solvotermal | 5-15nm ’ . Y . Biyo-gorintileme
pirolidinon Disuk toksisite

[148]
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Cizelge 5. 1 Karbon nanodot ¢alismalarina dair literatiir taramasi (devami)

Pargacik
Kaynak Karbot\ Se ntez. Parcacik Sitotoksisite Uygulama Alani
Tiirii Kaynagi Yontemi Boyutu
Wang vd. . Sefaleksin
2015 cD :f:tees H'dr:;tler' 1-3nm - (antibiyotik)
[149] P tespiti
HepG2, insan karaciger kanser hiicresi; MCF-10A, insan
normal meme hiicresi; FL83B, fare normal karaciger
Li vd hiicresi; A549, insan akciger kanser hiicresi
. . . s + o .
2014 cD Zes:CiﬁI Hldrrr:;tler S-Zn;nO-G Doza bagli sitotoksisite )
[150] y HepG2 hiicre donglsi tzerinde etkili (SubG1 fazinda
artig), diger hiicrelerin hiicre dongisu Gzerinde belirgin
bir etki yok
Wang vd. : .| Nitrik asit Fareler ve siganlar tizerinde 6nemli bir sitotoksisite yok
Islenmemis .
2013 b is oksidas- 1-3nm Organlarinda herhangi bir anormallik veya lezyon yok i
[151] yonu g g ya lezyony
MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanseri; MCF-10A
insan meme ve LLC-PK-1 domuz bébrek hiicreleri
Hsu vd. 3.4+0.8 Doza bagli sitotoksisite
201 CD Yesil T I T . -
[10523] €3t cay erma nm Kanser hiicrelerinde artan CD dozuna bagh canhlik

azalirken, normal hiicrelerde pek bir degisiklik
olmamistir




BOLUM 6

MATERYAL VE YONTEM

6.1 Kullanilan Cihazlar

Etuv

Deneyler o©ncesinde veya esnasinda ihtiyac duyulan kurutma islemlerinin
gerceklestirilmesi amaciyla 30-220 °C araliginda calisabilen iki rafli Memmert marka
UE400 Urin kodlu etlv kullaniimigtir.

Ogiitiicii

Dogadan toplanan ve kurutulan bitki kisimlarinin ylzey alanlarinin arttiriimasi igin boyut
kiictltme islemleri basamaginda ev tipi Sinbo marka SCM-2934 model numarali bigakh

ogaticl kullanilmistir.

Terazi
Deneyler esnasinda gerekli basamaklarda kullanilan hammaddelerin, kimyasallarin
ve/veya elde edilen tGrlnlerin tartilmasi amaciyla 0.0001 g hassasiyete sahip, 0-220 g

tartim kapasiteli Precisa XB 220A analitik terazi kullanilmistir.

Ultrasonik Su Banyosu
Bitki numunelerinin cesitli ¢oziciler ile ekstraksiyonu, 25 veya 45 kHz frekansta
calisabilen, 30-80 °C araliginda sicaklik kontrolii gerceklestirebilen Elma marka TI-H-5

model ultrasonik su banyosunda gergeklestirilmistir.

Santrifiij

Ekstraksiyon ve sentez basamaklarinin ardindan elde edilen hedef Uriinlerin faz
ayriminin ve eldesinin gerceklestirilmesi icin maksimum donus hizi 15000 devir/dk olan,

-20-40 °C sicaklik araliginda calisabilen Hettich marka santriftij kullaniimistir.
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Kal Firini
Bitki ekstrelerinden termal yontemle karbon nanoparcacik sentezi basamaginda 1100
9C’ye kadar cikabilen, 1 °C hassasiyetli, kademeli sicaklik artisi gerceklestirebilen Nuve

marka kil firini kullanilmistir.

Mikrodalga Firin
Bitki ekstrelerinden mikrodalga sentez yontemiyle karbon nanodot eldesi igin ¢ikis glici
800 W, izgara glici 1000 W olan ve kontrol paneli tizerinden 5 farkh glic konumuna

ayarlanabilen, zaman ayarli Argelik MD 565 S ev tipi mikrodalga firin kullaniimigtir.

Mikrodalga Yakma/Sentez Cihaz

Bitki ekstrelerinden mikrodalga destekli hidrotermal sentez yontemiyle karbon nanodot
eldesi icin kademeli sicaklik artisi gerceklestirebilen ve in situ sicaklik 6l¢iimi yapabilen

CEM Mars marka mikrodalga yakma cihazi kullanilmistir.

UV-Vis Spektrofotometre
Sentezlenen karbon nanodotlarin spektrum taramalari déteryum lambali, 190-1100 nm
dalgaboyu araliginda okuma vyapabilen Shimadzu UV-1800 UV-Vis ift 1sinh

spektrofotometre kullanilarak gergeklestirilmistir.

Floresan Spektrofotometre

Sentezlenen karbon nanodotlarin fotoliminesans 6zelliklerinin belirlenmesi igin 190-
900 nm dalgaboyu araliginda 0.01-24.00 nm/dk tarama hizinda, saniyede maksimum 80
data noktasi okuyabilen zenon lambali Agilent Cary Eclipse floresan spektrofotometre

kullanilmistir.

FT-IR
Sentezlenen karbon nanodotlarin vyizeylerinde yer alan fonksiyonel gruplarin
belirlenebilmesi icin 8300-350 cm™ dalga sayisi araliginda 6l¢iim yapabilen Perkin Elmer

Frontier FT-IR kullaniimistir.

Dinamik Isik Sacihmi Teknigi ile Hidrodinamik Pargacik Boyutu ve Yiizey Zeta
Potansiyeli Analiz Cihazi

Sentezlenen karbon nanodotlarin hidrodinamik caplarinin  ve vylizey zeta

potansiyellerinin 6lctilmesi icin 0.3 nm - 10.0 mikron (¢cap) araliginda boyut 6l¢cimi
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yapabilen, patentli M3-PALS teknolojisini kullanarak zeta potansiyel olgcimi

gerceklestiren Malvern Zeta Sizer Nano-ZS cihazi kullaniimistir.

xCELLigence

Segilen karbon nanodotlarin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hatti ve HDFa primer
fibroblast hiicre hatti lizerindeki in vitro sitotoksisitelerinin belirlenmesi icin ACEA
Biosciences Inc. sirketi tarafindan Uretilen xCELLigence gergek zamanli hiicre analiz

cihazi kullaniimistir.
Akis Sitometrisi

Secilen karbon nanodotlarin MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda hiicresel
dénglinin ilerleyisi Gzerindeki etkilerinin belirlenmesi icin BD FACSAria Il akis sitometri

cihazi kullanilmistir.

Hiicre Sayim Cihaz

Hicre ¢alismalari esnasinda kiiltive edilen hiicrelerin sayim islemleri Innovatis Inc. sirketi

tarafindan Uretilen Cedex XS Analyser cihazinda gergeklestirilmistir.
Floresan Mikroskobu

Comet yoOntemi esnasinda floresan etidyum bromir boyasiyla boyanan test
numunelerinin gérintlilenmesi icin CCD-4230 video kamera ekipmani bagh Olympus BX

51 floresan mikroskobu kullanilmistir.
X-Ray Fotoelektron Spektrometre

Secilen parcaciklarin X-ray fotoelektron spektroskopi (XPS) taramasi Specs-Flex XPS

Spectrometer (Al Ka 1486.7eV) kullanilarak gergeklestirilmistir.

6.2 Kullanilan Malzemeler

Kimyasal Maddeler
Karbon nanodotlarin sentez calismalarinda kullanilan etanol (EtOH), polietilen glikol
10000N (PEG 10000N), sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI) ve sodyum klorir

(NaCl) Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya) firmasindan temin edilmistir.

In vitro sitotoksisite ve genotoksisite icin kullanilan Dulbecco's Modified Eagle's Medium

(DMEM), tripan mavisi soliisyonu, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS),
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formaldehit, potasyum klorir (KCl), Giemsa, normal erime noktali agaroz, disik erime
noktal agaroz, dimetil stilfoksit (DMSO), etidyum bromiir, Triton X-100, fosfat tamponlu
tuz (PBS) tabletleri, etilendiamin tetraasetik asit disodyum tuzu dihidrati (Na2-EDTA),
sitokalasin B (Cyt-B), genotoksisite testleri i¢in pozitif kontrol ve etil metansilfnat (EMS)
(CAS no. 62-50-0, lot 1338043) Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya) firmasindan temin
edilmistir. NaCl ve NaOH Merck Chemicals (Darmstadt, Almanya) firmasindan,
kromozom besiyeri (Chromosome medium B) Biochrom AG (Berlin, Almanya)
firmasindan temin edilmistir. Tripsin tamponu, tirozin inhibitér tamponu, RNaz
tamponu, propidyum iyodiir ¢ozeltisi Becton Dickinson (BD) firmasindan temin
edilmistir. Buzlu mikroskop camlari ve Menzel GmbH (Braunschweig, Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Kimyasal Olmayan Maddeler
Nerium oleander (Oleander, zakkum) yapraklari Mayis 2016’da Esenler, istanbul’dan
(41°01'37.7"K, 28°53'32.1"D) 82 metreden toplanmis ve Ege Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Herbaryumu’na (iZEF) 6056 numarasi ile kaydedilmistir.

MCF-7 (insan meme adenokarsinoma) ve HDFa (primer dermal fibroblast) hiicre hatti

Amerikan Tipi Kiltiir Koleksiyonu (ATCC)’den temin edilmistir.

6.3 Deneysel Calismalar

6.3.1 Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Dogadan toplanan taze Oleander yapraklari, distile su ile (¢ kez yikanarak Gizerlerindeki
toz vb. kirlilikler giderilmistir. Ylzey temizlikleri tamamlanan yapraklar 70 °C’ye
ayarlanmis etliv icerisinde tamamen kuruyana kadar iki giin bekletilmistir. Kuruyan
yapraklar ekstraksiyon islemi oncesinde ylizey alanlarinin arttirilmasi icin mekanik
ogitme islemine tabi tutularak toz haline getirilmistir (Sekil 6.1). Toz formdaki 12.5’er
gram Oleander yapragi, etanol ve su ekstrelerinin hazirlanmasi icin sirasiyla 100’er mL
etanol ve ultra saf su iceren kapakli erlenlere konularak oda sicakliginda, ultrasonik su
banyosu icerisinde 5 saat boyunca ekstrakte edilmistir. Elde edilen ekstreler 5000

rom’de 15 dakika boyunca santriflij edilerek atik konumuna gelmis cokelti fazi
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uzaklastirilmis ve temiz ekstreler elde edilerek +4 °C’de buzdolabinda muhafaza

edilmistir.

Sekil 6. 1 N. oleander yapraklarinin 6glitme islemi sonrasi géruntdileri; a. Elle ufalanmis

kuru yapraklar, b. Bicaklh 6glitlict ile toz haline getirilmis yapraklar

6.3.2 Nerium oleander Yaprak Ekstrelerinden Karbon Nanodot Sentezi

6.3.2.1 Termal Yontemle CD Sentezi

Karbon nanodotlarin sentezi icin Oleander ekstreleri karbon kaynagi olarak kullaniimis;
karbon kaynagi, ylizey modifikasyonu, reaksiyon ortaminin pH ve iyonik kuvveti, sentez
sicakhgi gibi fiziksel etmenlerin CD olusumu Uzerindeki etkisinin incelenmesi icin farkh
formulasyonlar hazirlanmistir. Genel olarak formiilasyonda yer alan maddeler seramik
krozeler icerisinde tamamen ¢oziinene kadar metal bir spatula yardimiyla karistiriimis
ve pH degerleri olgllerek, istenen pH degeri zayif asit baz ¢ozeltileri (HCl ve NaOH)
kullanilarak ayarlanmistir. Reaksiyon ortaminin iyonik kuvvet degerinin degistirilmesi
icin ise ortama artan konsantrasyon degerlerinde NaCl eklenmistir. PEG iceren ve

icermeyen formilasyonlari hazirlanisinin sematik gosterimi Sekil 6.2’de sunulmustur.

lmL 1mL 2mL

1 mL I mL @i Su ekstresi
\ lg \ lg @sse Etanol ekstresi
(PEG igeren (PEG igeren -
formiilasyonlar igin) formiilasyonlar igin) Ultra saf su
Etanol
" ' PEG 10000N
CDyy ve CDywgpec CDg ve CDggprc

Sekil 6. 2 PEG iceren ve icermeyen CD formilasyonlarinin sematik gosterimi
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Karbon kaynaginin etkisinin incelenmesi icin 2 (Oleander etanol ve su ekstreleri), ylizey
modifikasyonunun etkisinin incelenmesi icin 2 (PEG ilaveli, ilavesiz), reaksiyon
sicakliginin etkisinin incelenmesi icin 3 (200, 250 ve 300 °C), reaksiyon ortaminin pH’inin
etkisiicin4 (2, 5, 7.4, 11), iyonik kuvvetin etkisinin incelenmesiigin ise 6 (NaCl icermeyen,
0.2-1.0 M NaCl iceren) farkl kosulda calisiimistir (Sekil 6.3). Karbon kaynagi parametresi
harig tutularak, incelenen diger parametrelerde floresan 6zellik, boyut, ylizey 6zellikleri
vb. bakimindan daha Ustlin goriinen sentez kosulu secilerek bir sonraki basamaga

gecilmistir.

Karbon nanodotlar, sicakligin etkisinin incelenmesi igin kil firininda farkli sicakliklarda
45 dakika boyunca sentezlenmistir. Sentez basamaginin ardindan krozelerde kalan
maddeler 6 mL ultra saf su icinde ¢ozlilmis ve temiz c¢ozeltilerin eldesi icin 6rnekler
siraslyla 6000 ve 13500 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Kalintilardan
temizlenen ve CD’leri iceren slipernatant faz alinarak +4 °C’de buzdolabinda muhafaza
edilmistir. Elde edilen karbon nanodotlar ekstraksiyon yontemine gore (E: etanol, W: su)
ve PEG icermelerine bagl olarak CDg, CDe@res, CDw, CDweree Seklinde kodlanmistir.
Sentezlenen parcaciklarin karakterizasyon calismalarinda UV-Vis spektrofotometre,
floresan spektrofotometre, FT-IR, dinamik 1sik sacilimi cihazlari kullaniimis olup bu
calismalar esnasinda kullanilan CD 6rneklerin konsantrasyonu 50 puL/3mL olacak sekilde

hazirlanmistir.
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U EtOH / Su Ekstresi ]
Yiizey
Modifikasyonu
PEG I PEG ilavesiz
l Sicakhik | Sicakhik
(2007 [ zs0-< [ 00 (2007 | ([ 250°¢] [ s00c |
@
GG
| Tyonik
Kuvvet
NacCl 0.2 M 0.4 M 0.6 M 0.8 M 1M
ilavesiz NaCl NacCl NacCl NacCl NacCl

Sekil 6. 3 Fiziksel parametrelerin CD Gzerindeki etkilerinin belirlenmesi igin
gerceklestirilen ¢calismaya dair akis semasi

6.3.2.2 Mikrodalga Sentez Yontemiyle CD Eldesi

Bolim 6.3.2.1’de anlatildigi sekilde hazirlanan formilasyonlardan, farkli mikrodalga
yontemlerinin CD Uzerindeki etkilerinin incelenmesi amaciyla, ev tipi mikrodalga firin ve
mikrodalga ile desteklenmis hidrotermal sentez cihazlari kullanilarak farkh kosullarda
karbon nanodot sentezi gergeklestirilmistir. Ev tipi mikrodalga firinda sentez (MWO) igin
ornekler cikis glici 800 W olan mikrodalga firina konularak sirasiyla 5, 15 ve 40 dakika
boyunca firinda tutulmustur. Mikrodalga esasli diger yontem olan mikrodalga destekli
hidrotermal sentez islemi (MAH) ise istenilen sicakliga 15 dakikalik bir rampa degisimi ile
ulasmasi ve 15 dakika boyunca o sicaklikta kalarak sentez gerceklesmesi icin
programlanmis mikrodalga sentez cihazinda, teflon bir hidrotermal reaktor kullanilarak

sirastyla 200 ve 250 °C’de galisiimistir.

Sentez basamaginin ardindan gerceklestirilen tim islemler Bélim 6.3.2.1 ile ayni olup
mikrodalga sentez yontemiyle CD eldesine dair c¢alismalar Sekil 6.4‘te sematize

edilmistir.
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H.0

PEGIi / PEGsiz

i} 800 W Z>

UV-Vis spektrofotometri
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5dk 15dk  40dk

Dinamik 1s1k
sacilimi

Z> FT-IR Karakterizasyon

»
Floresan Floresan
cD spektrofotometri

200°C 250°C

1600 W, 15 dk

Sekil 6. 4 Mikrodalga sentez yontemiyle CD eldesi islemlerinin sematik gdsterimi



6.3.3 Karakterizasyon Galigmalari

Karbon nanodotlarin optik ozelliklerinin karakterizasyonu igin fotoliminesans
spektroskopisi  (Agilent Cary Eclipse) kullanilmistir. CD'lerin UV absorpsiyon
spektrumlari, 1 cm vyol uzunlugunda bir kivet kullanilarak UV-spektrofotometre
(Shimadzu UV-1800) izerine kaydedilmistir [153]. Ek olarak, CD'lerden yayilan floresan,
365 nm dalga boyunda bir UV lambasi ile gorsellestirilmistir. Sentezlenen CD’lerin
parcacik boyutu dagilimi ve ylizey zeta potansiyeli, dinamik 1sik sacilimi (DLS) teknigi
(Malvern Zetasizer Nano-ZS) ile 6l¢tilmustar.

Parcacik boyut dagiliminin 6l¢llmesi esnasinda, berrak, tek kullanimlik zeta hicresi
kullanilmis olup icerisine yaklasik 1 mL CD ¢ozeltisi eklenmistir. 3 tekrarl olarak her biri
12 olgcimden olusan setler halinde yapilan 6lglimler neticesinde ortalama pargacik
boyutlari ve standart sapmalar belirlenmistir. Yiizey zeta potansiyeli ol¢imi igin,
yaklasik 1 mL CD ¢o6zeltisi tek kullanimlik zeta hiicresine konulmus ve 3 tekrarli olarak
her biri 20 6lcimden olusan setler halinde yapilan 6lciimler neticesinde ortalama ylizey
zeta potansiyelleri ve standart sapmalar belirlenmistir.

CD’lerin Fourier donlsumli kizilotesi (FT-IR) spektrumu, FT-IR spektrometresinde
(Perkin Elmer Frontier FT-IR) 4 cm™ ¢ozUnurlikle, 450-4000 cm™ araliginda toplanmustir.
CD’lerin yapilarinin daha ileri tayini icin X-i1sini fotoelektron spektroskopi (XPS) taramasi,
Specs-Flex XPS Spectrometer (Al Ka 1486.7eV) kullanilarak gerceklestirilmistir. Tim

Olglimler ortam atmosferinde ve oda sicakliginda yapilmistir.

6.3.4 In Vitro Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

6.3.4.1 CD’lerin MCF-7 Hiicre Hatti Uzerindeki In vitro Sitotoksisitelerinin

Belirlenmesi

Sentezlenen karbon nanodotlarin kanser hiicreleri ile etkilesimlerini iceren biyomedikal
uygulamalarda kullanilabilirliginin belirlenmesi icin secilen CD’lerin, insan meme kanseri
MCEF-7 hiicre hatti Gzerindeki in vitro sitotoksik aktiviteleri, gercek zamanl hiicre analiz

sistemi xCELLigence ile incelenmistir.
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MCF-7 hiicre hatti, DMEM besiyeri icerisinde % 5 CO; iceren ortamda yetistirilmistir.
Kuru formda bulunan karbon nanodotlar ve ekstreler ultra saf su kullanilarak istenen
konsantrasyonlarda hazirlanmis ve 0.22 um’lik filtrelerden gegirilerek steril edilmistir.
Hicreler her bir kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde 16 kuyucuklu e-plate’e (cihaza
uyumlu, 16 kuyucuklu plaka) inkibe edilmistir. Hicrelerin inkiibasyonundan 24 saat
sonra, steril edilmis CD’ler nihai konsantrasyonlari, 2.5 ppb, 25 ppb, 250 ppb, 2500 ppb
ve 50 ppm olacak sekilde hiicre kiltlr ortamina eklenmistir. Pozitif kontrol olarak her
bir bitki ekstresi 50 ppm konsantrasyonda kullaniimistir. Besiyerinin buharlagmasinin
engellenmesi icin e-plateler arasindaki bosluklara DPBS eklenmistir. Ardindan e-plateler
xCELLigence sistemine yerlestirilerek 15 dakikada bir monitorize edilmistir. Her deney 4

tekrarh olarak gercgeklestirilmistir.

6.3.4.2 CD’lerin HDFa Hiicre Hatti Uzerindeki In vitro Sitotoksisitelerinin Belirlenmesi

Sentezlenen karbon nanodotlarin saglikh (normal) hiicreler ile etkilesimlerini iceren
biyomedikal uygulamalarda kullanilabilirliginin belirlenmesi igin segilen CD’lerin, insan
primer dermal fibroblast HDFa hiicre hatti izerindeki in vitro sitotoksik aktiviteleri,

gercek zamanli hiicre analiz sistemi xCELLigence ile incelenmistir.

Hicre indeksi kuyucuklardaki hiicrenin varligi ve yoklugu durumunda elektriksel
empedansta degisikligin Olglilmesiyle elde edilmistir. Bu amagla primer hiicre hattinda
farkli konsantrasyonlarda kimyasal sentez iceren karisimlar sistemin 16 kuyucuklu
e-plate’e 3x10* hiicre olacak sekilde inokiile edilmistir. inokiilasyondan sonra e-plate’in
her bir kuyucugu hiicrelerin proliferasyonu ve hiicrelerin yayillmasi gibi kriterlerin takip
edilebilmesi icin her 15 dakikada bir xCELLigence sistemi yardimiyla monitérize
edilmistir. Hiicre ekiminden yaklasik 18-24 saat sonra hticreler “log growth” (logaritmik
cogalma) fazina girdiginde hticrelere secilen karbon nanodot (CDweres, termal sentez ile
pH 5 ve NaCl icermeyen ortamda 45 dakika sentez) (2.5 ppb, 25 ppb, 250 ppb, 2500 ppb
ve 50 ppm) farkl konsantrasyonlarda eklenmistir. Kontrol olarak hiicrelere yalnizca
besiyeri eklenerek, tim deneyler 96 saat icerisinde degerlendirilmistir. Her deney 4

tekrarh olarak gerceklestirilmistir.
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6.3.5 Akis Sitometrisi ile Hiicre Dongiisii Analizi

Bu yontem, farkl sekilde izole edilmis MCF-7 meme kanseri hiicrelerindeki anormal
DNA’l hiicre hatlarini belirlemede, buna bagh DNA indeksi (Di) tahmininde ve bu hiicre
hattinda hiicre dongusi faz dagilimlarinin belirlenmesinde kullaniimistir. Takip edilen
kitin calisma metodu, hiicre membranini olusturan lipitlerin iyonik olmayan deterjanlar
yardimiyla ¢ozilmesini, hiicre iskeletinin ve niikleer proteinlerin tripsin yardimiyla
uzaklagtiriimasini, hiicresel RNA’nin enzimler ile pargalanmasini ve spermin ile niiklear
kromatinlerin stabilize edilmesini icermektedir. Propidyum iyodir (Pl) ile boyanmis
nukleus 580 ve 650 nm dalga boyunda isik yaymaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda deneyler

planlanmis ve uygulanmistir.

37 °Cve % 5 CO; ortaminda 48 ve 72 saat boyunca 3 farkl konsantrasyonda CD eklenerek
inkiibe edilen hicrelere tripsinizasyon islemi uygulanmis ve hiicreler 17x100 mm’lik
FACS tlplerine alinmistir. Bu islemi takiben hiicrelere 5 dakika boyunca 500 rpm’de
santriflij islemi uygulanmistir. Santriflj islemi sonrasinda tlipin dibinde olusan pellete
zarar verilmeden supernatant uzaklastiriimistir. Pelletin Uzerine 1 mL tampon ¢ozelti
eklenerek herhangi bir képirme yapilmaksizin galkalanmis ve takiben 5 dakika 500
rom’de santrifiigasyon yapilmistir ve bu islem iki kez tekrarlanmistir. Uzaklastirilan
sipernatant sonrasinda hicrelerin Uzerine tekrar 1 mL tampon c¢ozelti eklenerek
hicreler Cedex XS cihazinda sayillmistir. Sayim sonrasinda konsantrasyon tampon ¢ozelti

ile 1x10° hiicre/mL olacak sekilde ayarlanmistir.

Hicrelerin hazirlanmasi bu asama ile tamamlandiktan sonra boyama protokoliine
gecilmistir. Hicreler bu basamakta ilk olarak 5 dakika boyunca 400 rpm’de santrifj
edilmistir. Sonrasinda sipernatantin tamami atilarak son damla pegeteye alinmistir.
Tiplere 250 pL Solliisyon A (Tripsin tamponu) eklenerek vorteks yapilmadan el yardimiyla
karisma saglanmistir. Karistirma isleminin ardindan Solisyon A’nin etkisini
gosterebilmesi i¢cin 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.
Soltsyon A bosaltilmadan (izerine 200 pL Solisyon B (Tirozin Inhibitér and RNase
tamponu) eklenip tiplerin dibine el ile vurularak karismasi saglanmistir. Karistirma
isleminin ardindan Soliisyon B’nin etkisini gdsterebilmesi icin 10 dakika boyunca oda

sicakliginda inkiibasyonu saglanmistir. inkiibasyonun ardindan soliisyon A ve B
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bosaltiimadan tzerine 200 pL (2-8 °C) soguk olarak Soltisyon C (Propidium lodide Stain
Solution) tum tiplere eklenmistir. Hizlica kanistirilarak karanlikta ve +4 °C’de 10 dakika
daha inkiibe edilmistir. inkiibasyon asamasini takiben &rnekler 35 um ve 50 pm’lik
filtreler kullanilarak 12x75 mm tiliplere aktarilmistir. Bu islem ile birlikte 6rnekler akim
sitometri cihazina verilmeye hazir hale getirilmis olup akim sitometri cihazinda
okutulmustur. Veriler akis sitometri analiz yazilimi ile analiz edilmistir. Degerler, hiicre
dongisu fazlarinda hiicrelerin fraksiyonlari olarak ifade edilmistir (ortalama * standart

sapma). Deneyler (g tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

6.3.6 Genotoksisitenin Belirlenmesi: In Vitro Comet Testi

Sitotoksisite calismalarindan elde edilen bilgiler ve 1Cso degerleri dogrultusunda; 0.25,
2.5 ve 50 ppm konsantrasyondaki karbon nanodotlar 48 ve 72 saat boyunca alkali comet
testi deneylerini gergeklestirmek igin segilmistir. Logaritmik fazdaki MCF-7 hicreleri, CD
ilavesine maruz birakilmadan 6nce 96 kuyucuklu hiicre kiltir plakalarinda 2 giin
boyunca kaplanmistir. Muamele edilmemis kontroller (negatif kontrol) ve 20 mM
hidrojen peroksit (H.0;) ile muamele edilen pozitif kontroller biitiin serilerde yer

almaktadir. Comet yontemi alkali kosullarda (pH>13) gerceklestirilmistir.

CD muamelesinin ardindan hiicreler tripsinize edilmis ve 1100 rpm’de 5 dakika boyunca
santriflij edilmistir. 1-3x10* hiicre, 75 uL eriyik (37 °C) % 0.5 dustik erime noktali agaroz
icerisinde yeniden slispanse edilmistir. Agaroz icerisinde yeniden siispanse edilen
hicreler % 1 normal erime noktali agaroz ile dnceden kaplanmis kuru mikroskop lamlari
Uzerinde konulmus ve agar 10 dakika sureyle katilasmaya birakilmigtir. Lamlar daha
sonra 4 °C'de en az 1 saat boyunca soguk lizisleme (parcalama) ¢ozeltisi (2.5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10 mM Tris, % 1 Triton X-100) icine daldiriimis, daha sonra taze elektoroforez
tamponu (1 mM EDTA, 300 mM NaOH; pH>13) iceren bir elektroforez tankina aktariimis
ve 20 dakika streyle DNA acilmasinin saglamak icin oda sicakliginda tutulmustur.
Elektroforez islemi; ayni tampon icerisinde, oda sicakliginda, 15 dakika, 24 V ve 300
mA'de (0.8 V/cm) gercgeklestirilmistir. Ardindan lamlar 0.4 M Tris tamponu (pH 7.5) ile 3
kez notralize edilmis, hava ile kurumaya birakilmis ve etanol icerisinde sabitlenmistir.

ilave DNA hasarini énlemek icin tim hazirlik adimlari karanlkta gerceklestirilmistir.
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Lamlar etidyum bromir (0.1 mg/mL, 1:4) ile boyanarak video kamera ile donatiimis

floresan mikroskobu ile analiz edilmistir.

6.3.6.1 DNA Hasari Miktarinin Belirlenmesi

Comet gorintilerinin floresan mikroskobu kullanilarak degerlendirilmesi basamaginda
DNA hasar miktarinin 6lgtilmesi icin numune basina 100 hiicre (2 tekrarh, her birinde 50
hicre/lam) gorsel olarak incelenerek, olusturduklari kuyruklu yildizlarin kuyrugundaki
DNA yuzdesi kullaniimigtir. Her hiicreye, Tip 0’dan (hasarsiz) Tip 4’e kadar (ultra-yiksek
hasar) hasar siddeti puani verilmistir. Gézlem yontemi, gozlemcinin lamin igerigi
hakkinda higbir bilgisi olmadig, kor bicimde gergeklestirilmistir. Farkli 6rnek
konsantrasyonlari ile muamele edilmis her hiicre kiltlirinin DNA hasarini
degerlendirmek icin lam basina 50 hiicre ve 6rnek basina 2 lam incelenmistir. Hiicreler,
gozle yapilan incelemeye esasen, Bolim 4.2.1’de deginildigi gibi Tip O ile Tip 4 arasinda
hasar derecelendirmesine tabi tutulmus ve rastlantisal birim (AU) degerleri Esitlik 4.1

kullanilarak hesaplanmistir.

6.3.6.2 istatiksel Analiz

Her degerlendirme igin Ug tekrarl en az i bagimsiz deney yapilmistir. Veriler ortalama
+ standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir. Comet testinde elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi varyans, tekrarli 6lciimler icin ANOVA ve Bonferroni post hoc yontemi
ile belirlenmistir. p<0.001 anlamli kabul edilmis olup veri analizlerin tamami STATISTICA

yaziliminin Uicretsiz deneme stirimu kullanilarak gergeklestirilmistir.

6.3.7 Klastojenitenin Belirlenmesi: Sitokinezi Bloklanmis Mikroniikleus Testi (CBMN)

Sitokinezi bloklanmis mikrontkleus testi icin hiicreler, her bir kuyucukta 5x10% hiicre
olacak sekilde T25 hiicre kultur kaplari icerisine ekilmis ve karbon nanodotlarla muamele
edilmistir. Hicrelerin karbon nanodotlara maruz birakilma periyodunun ardindan
hicreler iki kez PBS ile yikanmis ve 38 saat boyunca 3 pg/mL Cyt-B iceren taze ortam
icerisinde yeniden inkiibe edilmistir. Ardindan, hicreler hasat edilmis ve oda
sicakhginda, 50 saniye boyunca ¢ok soguk (buz gibi) KCl icerisinde stispansiyon haline

getirilmistir.
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Daha sonra hicreler Carnoy cozeltisi (1:3 asetik asit ve metanol karisimi) icerisinde
sabitlenmis (fikse edilmis) ve sitoplazmayl korumak icin birka¢ damla formaldehit
eklenmistir. 1500 rpom'de (1000 g) 10 dakika boyunca yapilan santrifdj isleminden hemen
sonra hticreler tekrar Carnoy'nin ¢ozeltisi icerisinde sabitlenmistir. Son olarak, hiicreler
temiz mikroskobik lamlara damlatilarak hava ile kurumaya birakilmis ve Giemsa ile
boyanmistir. Her o6rnek igin toplam 1000 binikleer hiicre mikroskobik olarak
incelenmistir. Kromozomal hasar seviyeleri, 6rnek ile muamele edilmemis kontrole

kiyasla mikronikleusun katlanmasini indiklenmesine gore rapor edilmistir (Sekil 6.5)

[154].
I | "” |
MCF-T ekimi CNFP Uvgulamasi  Sitokalastin B Hijcre hasads,
lam hazilanmasa,
Giemsa boyama
® 6
o @,
. .
i
"‘ “
. = ® 2 Her preperat icin 1000 cifi

cekirdekli hiicre incelemesi

Sekil 6. 5 CBMN yodntemi sematik gdsterimi (Migliore ve ark. [154], 2014’ten alinarak

yeniden diizenlenmistir.)

CBMN testinin sonuglarinin dogru kabul edilebilmesi icin c¢ift ¢ekirdekli hiicreler ve

mikronikleus sayimi asagidaki kriterler dikkate alinarak gerceklestirilmistir [113,115].

e Mikronukleuslar ana cekirdekten belirgin bicimde ayrilmis olmali veya
mikronikleer sinirlari ayirt edilebilir olmali ve ana cekirdek ile ayni sitoplazma
dizlemi icerisinde bulunmalidir.

e Ana cekirdeklere benzer bir kromatin materyaline sahip olmalari gerekmektedir.

e Hiicreler belirgin ¢ekirdek zariyla cevrilmis yuvarlak veya oval ¢ift cekirdege ve
belirgin sitoplazmaya sahip olmaldir.

e Mikrontikleus ¢api ana ¢ekirdegin 1/3’l ile 1/6’s1 arasinda olmalidir.

e Boya alma yogunlugu, ana cekirdek ile ayni olmalidir.
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e Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢cekirdekli hiicrelerdeki mikronikleuslarin
sayllmasi esas alinmalidir.
Sitokinezi bloklanmis mikronlkleus testi uygulanirken, toksisite, hiicreleri gekirdek

sayisina gore siniflandirarak degerlendirilmistir.

6.3.7.1 istatiksel Analiz

Her degerlendirme igin Ug¢ tekrarh en az lic bagimsiz deney yapilmistir. Veriler ortalama
+ standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir. CBMN testinde elde edilen sonuclarin
degerlendirilmesi icin bagimsiz t testi kullaniimistir. p<0.05 anlaml kabul edilmis olup
veri analizlerin tamami STATA MP/11 yaziliminin Gcretsiz kisa stireli strimi kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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BOLUM 7

ARASTIRMA BULGULARI

7.1 Termal Yontemle CD Sentezi

Termal yontemle karbon nanodot sentezi ¢alismalari esnasinda, ekstre temelli olarak
karbon kaynaginin, ylizey modifiye edici ajan varliginin, reaksiyon ortaminin (pH ve
iyonik kuvvet) ve sentez kosullarinin elde edilen karbon nanodotlarin fiziksel ve kimyasal
karakteristikleri Gzerindeki etkileri incelenmis olup elde edilen bulgular dogrultusunda
secilen CD’lerin MCF-7 kanser hiicre hatti Gzerindeki in vitro sitotoksik ve genotoksik

etkileri incelenmistir.

7.1.1 Ekstraksiyon Yontemi ve Yiizey Modifikasyonunun Etkisi

Sentezlenen karbon nanodotlarin floresan 6zellikleri dncelikli olarak 365 nm UV isik
altinda gozlenmis olup (Sekil 7.1), floresan 1sima veren parcaciklarin fotoliminesan
Ozelliklerinin detayli olarak incelemesi icin floresan spektrofotometresi kullaniimistir. Bu
dogrultuda, parcaciklarin floresan isimalari (emisyon), 365-550 nm araliginda cesitli
uyarim (eksitasyon) degerlerinde incelenmistir. Genel olarak daha yuksek siddetteki
1Isima degerleri 365 nm eksitasyonda elde edildigi belirlenmis ve ilerleyen asamalarda bu

uyarim degerinde calisiimistir (Sekil 7.2-7.4).
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Sekil 7. 1 Termal yontem ile sentezlenen CD’lerin 365 nm UV isik altindaki floresan
iIsimalari; a. CDe@reg, b. CDweres
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Sekil 7. 2 Farkl dalga boylarinda uyarilan CD’lerin floresan spektrumlari-1 (Farkli sentez
sicakliklarinda)

77



Siddet {a.u.)

150

1254

Siddet (a.u.)

Siddet (a.u.)

Siddet (a.u.)

100

125

| Pe@peG

100

300 °c, pH 2, NaCl yok

Al
350 400

T lJ T
450 500 550 600 650 700

Dalgaboyu (nm)

Pwerec

300 °c, pH 2, NaCl yok

T I T L]
450 500 550 600 650 700

Dalgaboyu (nm)

CDe@pEG 300 °c, pH 7.4, NaCl yok

Siddet (a.u.)

350 400 450 500 550 600 650 700

Dalgaboyu (nm)

d 125

] COw@rEG 300 °c, pH 7.4, NaCl yok

100 4

Siddet (a.u.)

350 400 450 500 550 600 650 700

Dalgaboyu (nm)

Sekil 7. 3 Farkli dalga boylarinda uyarilan CD’lerin floresan spektrumlari-2 (Farkh pH
degerlerinde)
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Sekil 7. 4 Farkh dalga boylarinda uyarilan CD’lerin floresan spektrumlari-3 (Farkli iyonik
kuvvet degerlerinde
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Reaksiyon ortamina yuzey modifikasyon ajani polietilen glikoliin eklenmesi ile elde

edilen pargaciklarin floresan isima siddetleri arasinda gii¢li bir bag oldugu belirlenmis

ve bu durum PEG’in yiizey pasifize edici etkisi ile agiklanmistir (Sekil 7.5) [155]. Ayrica,

etanol ekstresi temelli karbon nanodotlarin su ekstresi temelli olarak sentezlenenlere

oranla g¢ogunlukla daha ylksek floresan 1sima degerleri verdigi belirlenmis olup

ekstraskiyon tipinin floresan 6zellik Gzerindeki etkisi agiga ¢ikartilmistir (Sekil 7.5-7.7).

a 25
CDg & CDpg prg pH 5, NaCl yok
200+
175 ——CDg 200°C
1504 — Dy 250°C
5 1 ’ 5
3 125 CDg 30°C
5 1 ——CDgppG 200°C
§ . CDE(aPE(, -
a1 E@PEG 250
Ly — (D gpg 30°C
50
254
0«
]

— T
400 450 500 550 600 650 700

Dalgaboyu (nm)

200
Dy & CDyyaipG pH 5, NaCl yok
s Chy 200°C
—Chyy
150 —Chy 250°C
5 125+ Chy 300°C
g Dy 200°
3 100 ——Dygpgg 200°C
3 — CDwippc 250°C
= e W@ PEG
— Dy aprG 300°C
50 5
T

| — T
400 450 500 550 600 650 700

Dalgaboyu (nm)

Sekil 7. 5 Sentez sicakliginin CD’lerin floresan spektrumu uzerine etkisi; a. CDg, CDe@peg,
b. CDw, CDwerec
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Sekil 7. 6 Sentez ortaminin pH’sinin CD'lerin floresan spektrumu tzerine etkisi;
a. CDE@PEG, b. CDW@pEG
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Sekil 7. 7 Sentez ortaminin iyonik kuvvetinin CD’lerin floresan spektrumu Uzerine etkisi;
a. CDe@reg, b. CDweres

Nanopargaciklarin optik 6zellikleri UV-Vis spektroskopisi ile incelenebilmektedir [153].

Orijinal karbon nanodotlar 365 nm’de yayvan bir pik vermektedir [64]. 300-400 nm

arasindaki bantlarin, C=0 fonksiyonel grubuyla iliskili n=>m* gecislerinden [66,156—160]

kaynaklanabilecegi duslinilmektedir. 240 ve 300 nm’ler arasindaki pikler, C=C

gruplarinin m->n*

gecisi ile iliskilendirilebilir [65,66,158,159,161]. Sentezlenen tim

orjinal karbon nanodotlarda, 240-300 nm ve 300-400 nm arasindaki bu piklerin varlig

tespit edilmistir (Sekil 7.8-7.10).
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Sekil 7. 8 Termal sentez yonteminde, sentez sicakliginin CD’lerin UV-Vis spektrumlari
Gzerindeki etkileri; a. CDg, CDe@pes, b. CDw, CDwarec
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Sekil 7. 9 Termal sentez yonteminde, sentez ortaminin pH’sinin CD’lerin UV-Vis
spektrumlari Gzerindeki etkileri; a. CDe@rec, b. CDweree
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Sekil 7. 10 Termal sentez yonteminde, sentez ortaminin iyonik kuvvetinin CD’lerin UV-
Vis spektrumlari Gzerindeki etkileri; a. CDe@res, b. CDwerts

PEG icermeyen formilasyonlara kiyasla PEG iceren formilasyonlardan sentezlenen
karbon nanodotlarin absorbans degerlerinde carpici bir artis gézlenmistir (Sekil 7.11).
Yaklasik 370 nm’de gbzlenen bu artislar, CD’lerin ylizey enerji seviyesinin artmasi ile
iliskilendirilebilmektedir [162]. Ekstraksiyon yonteminin CD’lerin optik oOzellikleri
Uzerindeki etkisi Sekil 7.8-7.10’da gorilmektedir. Genel olarak, parcaciklarin UV-Vis
profili, ekstre tipinden bagimsiz olarak birbirine benzer sekildedir. incelenen diger
parametrelerin, parcaciklarin optik 6zellikleri lizerinde ekstraksiyon tipinden daha etkili

olabilecekleri distinilmektedir.
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Sekil 7. 11 Sentez ortamina PEG ilavesinin absorbans lizerindeki etkisi

Partikil boyutu, karbon nanodotlarin fotolliminesans 0Ozelligi ve optoelektronik ve
biyomedikal alandaki uygulamalarinda kilit bir éneme sahiptir [55,163]. Olgtimler
sonucunda, CD’lerin hidrodinamik parcacik boyutunun (Rn), ~1 ila 235 nm arasinda
degistigi ancak parcaciklarin biylik c¢ogunlugunun 50 nm’nin altinda oldugu
belirlenmistir (Cizelge 7.1).

PEG varhginda sentezlenen CD’lerin, PEG icermeyen formulasyonlara kiyasla partikil
boyutlarinin daha kiicik oldugu gortlmustir (Sekil 7.12). Yizey modifikasyonunun
boyutun kiigtilmesi lizerindeki bu etkisinin, literatlirde yer alan bulgularla uyumlu oldugu

belirlenmistir [164].
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Cizelge 7.1 Termal sentez yontemiyle sentezlenen CD’lerin hidrodinamik pargacik

boyutu ve ylizey zeta potansiyeli 6l¢im sonuglari

Hidrodinamik N
. . Pargacik YuzeY Zejca . ) Mobilite
Sentez Ortaminin Formiilasyonii Potansiyeli (z- | iletkenlik
ve Reaksiyon Kosullari Boyutu (Ry) £ Pot) £ std. (mS/cm) (umem/
std. sapma Vs)
(nm) sapma (mV)
200 °C 4595+ 6.84 -20.2+1.92 0.0242 -1.58
CDE 250 °C 148.85 + 20.58 -24.4+2.31 0.0239 -1.91
300 °C 234.87 £31.15 -17.9+5.67 0.0115 -1.403
200 °C 15.88 + 1.36 -28.6 £ 0.96 0.0256 -2.241
cD 250 °C 13.70+1.24 -6.77 £1.32 0.1670 -0.5304
E@PEG | 300 °C 16.22 +1.33 -17.8+0.42 0.0543 -1.392
200 °C PH > 3.07+£0.44 -28.4+3.29 0.0310 -2.226
CDW 250 °C 31.49+2.23 -31.1+£1.75 0.0271 -2.441
300 °C 22.86+2.22 -25.7+1.11 0.0243 -2.015
200 °C 2.57+0.35 -21.2+1.72 0.0404 -1.659
CD@res | 250°C 1.99 +0.19 -11.6+0.90 | 0.0714 | -0.9059
300 °C 2.05+0.22 -23.5+6.21 0.0499 -1.84
pH 2 32.46 +£2.30 -14.7 £ 2.95 0.0560 -1.155
D pHS5 16.22+1.33 -17.8+0.42 0.0543 -1.392
E@PEG pH 7.4 44.48 +2.75 -25.1+4.92 0.0260 -1.967
300 °C pH 11 2424 +1.72 -23.7+1.29 0.0414 -1.863
pH 2 1.06+£0.10 -25.4+4.90 0.0349 -1.99
D @res pH 5 2.05+0.22 -23.5%6.21 0.0499 -1.84
pH7.4 2.40+0.22 -14.4+2.49 0.0319 -1.132
pH 11 1.69+0.17 -23.6+6.21 0.0411 -1.853
NaCl yok 16.22+1.33 -17.8+0.42 0.0543 -1.392
0.2 M NacCl 12.7+1.18 -12.8+2.36 0.1550 -1.005
cD 300°C | 0.4 M NacCl 11.98+1.03 -14.8+0.91 0.3200 -1.156
E@PEG pH5 | 0.6 MNaCl | 11.68+0.95 -9.34 % 1.67 0.4520 -0.7334
0.8 M NacCl 75.69 £ 4.99 -6.41+£0.70 0.5870 -0.055
1.0 M NaCl 61.06 £5.53 -11.7+£1.04 0.7343 -0.9164
NaCl yok 2.05+0.22 -23.5+6.21 0.0499 -1.84
0.2 M NacCl 22.04+1.77 -22.2+4.71 0.1430 -1.743
CD y@pes | 300°C | 0.4MNaCl | 4450+4.43 | -28.07+1.44 | 03410 | -2.2007
pH 5 0.6 M NacCl 3.77£0.53 -11.17+£1.33 0.4480 -0.876
0.8 M NaCl 21.46+1.70 -179+2.01 0.6570 -1.404
1.0 M NacCl 2.3+0.19 -6.33+0.64 0.7350 -0.496
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Sekil 7. 12 CD’lerin parcacik boyutu dagilimi; PEG, karbon kaynagi ve sentez sicakhiginin
etkisi

Nerium oleander sulu ekstreleri temelli karbon nanodotlarin genel olarak etanol ekstresi
temelli olanlardan daha kiiciik boyut oldugu gériilmektedir. Ornegin, sulu ekstrenin PEG
iceren formilasyonlarindan sentezlenen CDwerec kodlu parcacigin boyutu 2 nm
civarinda iken, etanol ekstresi orjinli CDe@pec isimli parcacigin boyutu 15 nm civarindadir
(Sekil 7.12). Bu farkin, ekstrelerin binyesinde yer alan farkh kimyasal bilesenlerin ylizey
pasifiye edici ajan olarak davranmasi ve ylizey gruplarini stabilize etmesi ile baglantili
olabilecegi distinlilmektedir. Termal sentez yonteminin temel prensibi, yiiksek sicaklik
ile indliklenen karbon temelli vyapilarin yogunlasmasi ve grafitik c¢ekirdegin
kristallesmesidir [165]. Suyun etanolden daha yiiksek polarite degerine sahip olmasi
nedeniyle; sulu ekstre, etanol ekstresinden daha fazla sakkarit tirevi sahip olabilir. Bu
sakkarit tdrevlerinin termal sentez basamagindaki karbonizasyonunun daha kiiclik
parcaciklarin olusumuna neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Termal sentez yontemiyle elde edilen tim CD’lerin ylizey zeta potansiyellerinin negatif
yukll oldugu belirlenmis olup karbon kaynagi ve fiziksel kosullardaki degisikliklere bagh
olarak ylizey zeta potansiyeli degerlerinin -6 ile -31 mV arasinda degistigi tespit edilmistir

(Sekil 7.13-7.15).
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Sekil 7. 13 CD’lerin ortalama ylizey zeta potansiyelleri dagilimi; PEG, karbon kaynagi ve
sentez sicakliginin etkisi

PEG ile modifiye edilmemis CD’lerin ylizey zeta potansiyeli degerlerinin, sentez
sicakhiginin 200 °C’den 250 °C’ye artmasiyla CDe ve CDw igin sirasiyla -20.2’den -24.4
mV’a ve -28.4’ten -31.1 mV’a disttgl gorilmektedir. Ancak, PEG ile modifiye edilmis
CD’lerin ylizey zeta potansiyeli degerlerinin, CDe ve CDw icin sirasiyla -28.6’dan -6.77
mV’ave-21.2’den-11.6 mV’a anlamli bir artis gosterdigi belirlenmistir. Su ektresi temelli
CD’lerin ylizey zeta potansiyellerinin, etanol ekstresinden sentezlenen CD’lere gore daha
negatif oldugu gorilmis ve etanol ekstresi temelli CD’lerin ylizey zeta potansiyellerinin
genel ortalamasi -16.38 mV olarak hesaplanirken, bu degerin su ekstresi temelli CD’ler

icin -21.10 mV oldugu belirlenmistir.

Farkli pH degerlerindeki reaksiyon ortaminda sentezlenen karbon nanodotlardan
CDeeres, pH 7.4’e kadar ylizey zeta potansiyelinde artan bir negativite gosterdigi,
ardindan ylizey zeta potansiyelinin kicik bir diistsle sabit kaldigi soylenebilmektedir.
CDwaerea icin ise ylizey zeta potansiyelinin pH 2, 5 ve 11 icin sabit kabul edilebecegi, pH
7.4’te ise -23.5’ten -14.4 mV degerine dikkat cekici bir artis gosterdigi gorilmektedir
(Sekil 7.14).
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Sekil 7. 14 CD’lerin ortalama ylizey zeta potansiyelleri dagihmi; pH etkisi

Reaksiyon ortaminin iyonik kuvetinin, CD’lerin ylizey zeta poansiyelleri UGzerindeki
etkileri incelendiginde, CDe@rec icin 0.4 ve 1 M NaCl konsantrasyonlari disinda, CDwerec
icin ise 0.4 ve 0.8 M NaCl konsantrasyonlari disinda, artan bir profil gosterdikleri
belirlenmistir (Sekil 7.15). Reaksiyon ortamina ylizey pasivasyon ajani eklenmesinin
etkileri incelendiginde ise, PEG icermeyen CD'lerin, -COOH bakimindan zengin olan daha
asidik ylizeyin olusmasi nedeniyle genel olarak daha negatif yikli oldugu bulunmustur.
Ylzey PEG ile modifiye edildiginde, ylizeydeki sallanan baglar (dangling bonds) stabilize
olmakta ve ylizey pasivasyonunun etkisiyle karboksil gruplarinin sayisi azalmaktadir

[155,164].
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Sekil 7. 15 CD’lerin ortalama ylizey zeta potansiyelleri dagilimi; iyonik kuvvet etkisi

Shaik ve ark. tarafindan gerceklestirilen c¢alismada [166], negatif yikli
nanopargaciklarin, pozitif yukli olanlara kiyasla, daha az DNA hasarina neden oldugu
belirtilmistir. Ayrica, nanoparcgacikalarin ylizey potansiyelleri, nanoapartikiller ile
biyolojik sistemler arasindaki sitotoksisiteyi ve biyofizikokimyasal etkilesimleri de
etkilemektedir [167,168]. Bu nedenle, bu tez ¢alismasi kapsaminda rapor edilen, karbon
kaynagindaki farklilasma, ylizey pasivasyon ajani ilavesi, reaksiyon sicakhgi ve reaksiyon
ortaminin fiziksel kosullarina bagh olarak karbon nanopargaciklarin ylizey ylklerindeki

meydana gelen degisiklikler, bilimsel literatiire 6nemli katki saglamaktadir.

Karbon nanodotlarin, ekstraksiyon yontemi ve ylizey modifikasyonuna bagh olarak
ylzey fonksiyonel gruplarinda meydana gelen degisimler FT-IR spektrumlari ile takip
edilmistir. Parcaciklarin FT-IR spektrumlarinin genel profilinin, PEG iceren ve icermeyen
formilasyonlar ve farkh ekstrelerden sentezlenen CD’ler icin benzer oldugu, sadece
piklerin yerlesiminde ve/veya piklerin siddetinde bazi degisiklikler oldugu belirlenmistir
(Sekil 7.16-7.18). Ornegin; pH 5’'de sentezlenen tiim CD’lerin her sentez sicakliginda,
2880 ve 2980 cm™ civarinda C-H gerilme (stretching) bantlari gosterdigi, CDw ve CDwerea
icin bu piklerin etanol ekstresi temelli CD’lere gore daha keskin oldugu goriilmektedir
[61,62,169]. Yiizey fonksiyonel gruplarin detayh analizi, Bolim 7.1.2 ve 7.1.3'te yer

almaktadir.
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Sekil 7. 18 Termal sentez yontemiyle 300 °C’de sentezlenen CD’lerin FT-IR spektrumlar
Fakh karbon kaynaklarindan (Oleander yapraklarinin etanol veya su ekstreleri), ylizey
pasivasyon ajani iceren veya icermeyen sentez ortamlari kullanilarak termal yontem ile
sentezlenen karbon nanodotlarin karakterizasyon calismalarindan elde edilen veriler
degerlendirildiginde; parcaciklarin floresan ozellikleri ve boyutlari dikkate alinarak, tezin
ilerleyen basamaklarina her bir karbon kaynagindan sentezlenen ve PEG igeren

formulasyonlarla hazirlanan pargaciklarla devam edilmesine karar verilmistir.

7.1.2 Sentez Sicakhiginin Etkisi

PEG iceren formiilasyonlardan sentezlenen karbon nanodotlardan hepsi floresan 6zellik
gosterirken, sadece 200 °C’de sentezlenen parcaciklarin floresan i1sima vermedigi
belirlenmistir. Disik sentez sicakliklarinda karbonizasyon oraninin, karbon kuantum
dotlarin ylizey pasivasyonu icin yetersiz olabilecegi ve floresan 6zellik géstermeyen

pargaciklarin sentezine neden olabilecegi rapor edilmistir [170]. 200 °C’de sentezlenen
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CD’lerin floresan 6zellik gdstermiyor olmasi bu sekilde agiklanabilmektedir. Artan sentez
sicakliklari ile CD’lerin floresan siddetinde artis gozlenirken, 250 °C’de sentezlenen
CD’lerin beklenmedik floresan davranisinin kigik pargaciklarin kiimelesmesi ile ilgili

olabilecegi distinilmektedir (Sekil 7.5) [170].

Reaksiyon sicakliginin  CD olusumu Uzerindeki etkileri Sekil 7.8’den takip
edilebilmektedir. 230 nm ve 290 nm civarindaki siddetli absorbsiyon pikleri, bagh
olmayan elektronlarin m->mn* gegisleri ile iliskilendirilebilir [153]. PEG igeren
formiilasyonlardan sentezlenen CD’lerde, 370 nm civarinda gozlenen absorbans
artislarinin, ylzey enerji seviyelerinin artmasi ile baglantili olabilecegi distinilmektedir

[162].

CD'lerin boyutlari, ylzey yukleri ve sentez sicakhgl arasinda acik bir korelasyon
gozlenmemistir. Bununla birlikte, sentez sicakliginin CD'lerin hidrodinamik pargacik
boyutlari ve ylizey zeta potansiyelleri tzerindeki etkileri sirasiyla Sekil 7.12 ve Sekil

7.13’ten takip edilebilmektedir.

Karbon nanodotlarin Sekil 7.16-7.18’de yer alan FT-IR spektrumlarina gore, tim sentez
sicakliklarinda karbon nanodotlar; sirasiyla, keskin bir pik halinde 3000 cm™ civarinda ve
1400 cm™ civarinda -CHs ve -CH, gerilme ve egilme titresimleri gdstermistir [62].
Reaksiyon sicakhiginin, Oleander sulu ekstrelerinin karbon kaynagi olarak kullaniimasi ile
sentezlenen CD’lerin (CDw ve CDwerea) Yylizey fonksiyonellestirmesi tizerinde anlamli bir
etki gostermedigi belirlenmistir. Diger yandan, etanol ekstresi temelli CD’lerin (CDe ve
CDE@rec) FT-IR spektrumlari 250 ve 250 °C sentez sicakliklarinda birbiriyle benzer iken,
300 °C’'de yizeyde belirgin bir degisiklik gézlenmistir (Sekil 7.16-7.18). CD,,,, CDweres,
CDeerec icin farkli reaksiyon sicakliklarinda, 3660 cm™ civarinda O-H/N-H gerilme bantlari
belirlenmis ve 300 °C'de sentezlenmis CDe icin 3200 cm™ civarinda H bagh —OH
gerilmeleri gdzlenmistir (Sekil 7.16-7.18) [29,61,161,169,171-174].

Karakterizasyon calismalari neticesinde elde edilen sonuglar dikkate alindiginda, 300°
C'de sentezlenen CD’lerin daha kicgik boyutlu ve yiiksek floresan 6zellik gosteren
nitelikte olmalari nedeniyle calismanin ilerleyen kisimlarina bu sentez kosullarinda

sentezlenecek parcaciklar ile devam edilmesine karar verilmistir.
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7.1.3 Sentez Ortaminin pH ve iyonik Kuvvetinin Etkisi

Reaksiyon ortaminin pH’inin sentezlenen karbon nanodotlarin fizikokimyasal 6zellikleri
Uzerindeki etkileri pH 2 ile pH 11 arahginda incelenmistir. Reaksiyon ortaminin pH ve
iyonik kuvvet gibi fiziksel ozelliklerindeki degisikliklerin, CD’lerin floresan siddeti
degerlerinde degisiklige neden oldugu Sekil 7.6 ve 7.7’de acikca gozlenmektedir.
Goncalves ve ark. [71], lazer ablasyonu yontemi ile sentezledikleri karbon
nanopargcaciklarin fonksiyonellestirilmesinde merkapto siiksinik asit kullanimi gibi farkli
bir prosediir uygulamis olsalar da, s6z konusu calismada elde edilen pH degisiminin
karbon nanoparcaciklarin floresan 6zelligi Gzerindeki etkilerine dair sonuglarin, bu tez
kapsaminda farkli pH degerlerinde sentezlenen karbon nanodotlarda gozlenen
degisikliklerle uyumlu oldugu goérilmektedir. Reaksiyon ortaminin pH ve iyonik
kuvvetindeki degisimlere bagli olarak en yiiksek floresan siddetleri, CDe@rec Ve CDwerea
icin sirasiyla; pH 5 ve 2'de ve NaCl icermeyen ve 0.4 M NaCl iceren reaksiyon

ortamlarindan sentezlenen pargaciklardan elde edilmistir.

Karbon nanodotlarin pH degisimine bagl olarak absorbans spektrumlarinda meydana
gelen degisiklikler degerlendirildiginde, CDe@prec icin pH 5 ve 11'de absorbans
degerlerinde artis oldugu gozlenmistir (Sekil 7.9a). Benzer sekilde, CDwepec icin pH 5 ve
7.4’te absorbans degerlerinin diger kosullarda sentezlenen parcaciklardan daha yuksek
oldugu belirlenmistir (Sekil 7.9b). 370 nm civarindaki bu artisin CD’lerin ylizey eneriji
seviyelerindeki artis ile iliskili olabilecegi distinilmektedir [162]. iyonik kuvvet ile
absorbans arasinda anlamli bir korelasyon saptanamamasina ragmen (Sekil 7.10), pH’in

absorbans lizerindeki etkisi Sekil 7.9’da acik¢a goriilmektedir.

Reaksiyon ortaminin pH ve iyonik kuvvetindeki degisimlerin karbon nanodotlarin
ortalama boyutlari tizerindeki etkileri incelendiginde, s6z konusu parametler ile CD’lerin
boyutlari arasinda anlamli bir korelasyon belirlenememistir. Ancak, reaksiyon ortaminin
pH ve iyonik kuvvetine bagli olarak, parcacik boyutundaki dagilim Sekil 7.19 ve Sekil
7.20’den takip edilebilmektedir.
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Sekil 7. 19 Reaksiyon ortaminin pH ve iyonik kuvvetine bagli olarak CD boyutlari
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Sekil 7. 20 Reaksiyon ortaminin pH ve iyonik kuvvet degisimine bagli olarak CD’lerin
boyut degisimleri
Sentez ortaminin iyonik kuvvetindeki degisime bagl olarak; CDwerecicin 0.6 M NaCl’den
1 M NaCl’ye kadar olan NaCl konsantrasyonlarinda sentezlenen CD’lerde alifatik C-H
bantlarinin kayboldugu belirlenmistir (Sekil 7.21). Degisen pH ve iyonik kuvvet
degerlerinde sentezlenen karbon nanodotlarin FT-IR spektrumlarinda gozlenen; 1070,
1150, 1250 ve 1370 cm™ civarindaki gerilme bantlari, asimetrik oksijen koprileri ve C-O

titresimler ile iliskilendirilmistir (Sekil 7.21, 7.22) [23,61,173-177].
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CDe@rec icin pH 2 ve 7.4’te, ~1735, ~1215 ve ~1360 cm™Yde sirasiyla, C=0 gerilme, C-C
gerilme ve C-H egilme bantlari tespit edilmistir [29,178]. pH 5 ve 11’de ise, C=0 banti
kaybolurken, ~3660 cm™Yde O-H/N-H gerilme bandi meydana gelmistir. Ayrica pH 5’de,
1000-1300 cm™ arasinda C-O gerilme, 2875 ve 2982 cm™¥de C-H gerilme bantlari
gozlenirken, ayni formilasyonun pH 11'de sentezlenen versiyonunda bu bantlarin

ortadan kayboldugu belirlenmistir (Sekil 7.22) [171,172].

CDwerec icin pH 2, 7.4 ve 11’de sentezlenen pargaciklarin FT-IR profilleri birbirine
benzerken, pH 5’te ylizey fonksiyonel gruplarinda c¢arpici bir degisiklik gdzlenmistir (Sekil
7.22). pH 5’te sentezlenen CDwerec’ de 3661 cm™, 2891-2885 cm™* ve 1070-1380 cm™
civarinda sirasiyla O-H/N-H, C-H, C-O gerilme bantlar gozlenmistir. Diger pH
degerlerinde sentezlenen CDwerec’lerde ise 3280 cm™ civarinda yayvan H bagli —OH
gerilmeleri ve 1080-1280 cm™ araliginda C-O gerilmelerinde zayiflamalar belirlenmistir.
pH 2 ve 11 igin, ~1645 cmY’de gozlenen C=C egilme bandi ile UV-Vis spektrumlarinda
260 nm civarinda mt- * gegisleri ile iliskilendirilen pikler bir arada degerlendirildiginde;
CD’lerdeki aromatik yapilarla iliskili olabilecegi dusunulmustir (Sekil 7.9, 7.22)
[171,176]. Bu nedenle, CD’lerin binyesinde aromatik yapilarin varliginin s6z konusu

olabilecegi sonucuna varilmistir.
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Sekil 7. 21 Termal sentez yontemiyle farkli iyonik kuvvet degerlerinde sentezlenen CD’lerin FT-IR spektrumlari;
a. Su ekstresi temelli CD’ler, b. Etanol ekstresi temelli CD’ler
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Sekil 7. 22 Termal sentez yontemiyle farkl pH degerlerinde sentezlenen CD’lerin FT-IR spektrumlari;
a. Su ekstresi temelli CD’ler, b. Etanol ekstresi temelli CD’ler



Reaksiyon ortaminin iyonik kuvvetindeki degisimin karbon nanodotlar Gzerindeki etkileri
incelenirken, 0.2 M-1 M NacCl araliginda NaCl iceren formilasyonlardan sentezlenen
CDe@rec’lerin FT-IR profillerinin birbirine benzer oldugu bulunmustur (Sekil 7.21). 0.2 M
ile 1 M NaCl arasinda NaCl iceren reaksiyon ortamlarindan sentezlenen CDe@rec’lerde,
1000-1400 cm Y de C-O gerilme, 2980-2880 cm™ araliginda C-H gerilme, 3660 cm ' de O-
H/N-H gerilme bantlari gozlenmistir. Ancak, CDe@rec’lerin NaCl icermeyen reaksiyon
ortamindan sentezlenen oOrneklerinde, FT-IR profilinde ufak tefek farkliliklar oldugu
belirlenmistir. Bu parcaciklarda, 1000-1400 cm™ araliginda C-O gerilme ve 2980-2880
cmcivarinda C-H gerilme bantlarinin diger formulasyonlardan sentezlenen CDe@eec’lere
gére daha zayif oldugu, 3637 cm™de ise diger formilasyonlarda goézlenenden daha
yayvan bir O-H/N-H bandina sahip olduklari belirlenmistir (Sekil 7.21). CDweerec’ ler igin
ise sentez ortamlarinda 0.6 molara kadar NaCl iceren karbon nanodotlarda, O-H/N-H, ve
C-H gerilmeleri sirasiyla ~3660 cm™ ve ~2980-2880 cm*de gbzlenmistir. Buna karsin,
daha vyiksek NaCl konsantrasyonlarinda sentezlenen CDwerec’lere ait FT-IR
spektrumlarinda, neredeyse bitiin bantlarin kayboldugu ya da 6nemli derecede
zayifladigi  belirlenmis ve pargaciklarin  kizilotesi inaktif (IR inaktif) olarak
tanimlanabilecegi goérilmistir. Bu durumun, kutupsal (polar) baglar ya da elektriksel
dipol momenti sifir olan asimetrik molekdller ile ilgili olabilecegi disinilmektedir (Sekil

7.21) [176].

Farkli pH degerlerinde sentezlenen karbon nanodotlarin  karakterizasyon
calismalarindan elde edilen veriler neticesinde, pH 5’te sentezlenen CD’lerin daha kii¢lik
boyutlu oldugu belirlenmis ve bu nedenle reaksiyon ortaminin iyonik kuvvetinin etkisinin
incelenmesine dair calismalar pH 5’te gerceklestirilmistir. Benzer sekilde, daha kiiclik
boyutlu parcaciklarin NaCl icermeyen reaksiyon ortamlarindan elde edildigi

belirlenmistir.

7.1.4 In Vitro Sitotoksisite ve Genotoksisite Calismalar Yiiriitiilen CD’nin ileri Yapisal

Analizi

In vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin incelenmesi icin secilen CDwerec kodlu, 300
9C, pH 5 ve NaCl icermeyen kosullarda sentezlenen karbon nanodotlarin bilesiminin ileri

arastirmasi icin parcaciklarin X-isini fotoelektron spektroskopisi genis tarama spektrumu
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Olculmustir. Sekil 7.23’te 283.6 eV ve 538.2 eV'de goriilen ve sirasiyla oksijen ve karbona
atfedilen iki glicli pik, CD’lerin tamamen C=C ¢ekirdegi ve —OH bakimindan zengin,

ylksek oranda oksijenlenmis ylizeyden olustugunu goéstermektedir [179,180].
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Sekil 7. 23 CDweeec’in XPS spektrumu

7.2 Mikrodalga/Mikrodalga Destekli Yontemle CD Sentezi

Mikrodalga/mikrodalga destekli yontemle karbon nanodot sentezi calismalari
esnasinda, mikrodalga sentez yonteminin, ekstre temelli olarak karbon kaynaginin,
ylizey modifiye edici ajan varliginin ve sentez kosullarinin (sentez siiresi veya sentez
sicakhgi) elde edilen karbon nanodotlarin fiziksel ve kimyasal karakteristikleri Gizerindeki

etkileri incelenmistir.

7.2.1 CD’lerin Floresan Ozellikleri Uzerindeki Etkiler

Sentezlenen karbon nanodotlarin floresan 6zellikleri oncelikli olarak 365 nm UV isik
altinda gozlenmis olup (Sekil 7.24), floresan 1sima veren parcaciklarin fotoliminesan
ozelliklerinin detayli olarak incelemesi icin floresan spektrofotometresi kullaniimistir. Bu
dogrultuda, parcaciklarin floresan isimalari (emisyon), 365-550 nm araliginda cesitli

uyarim (eksitasyon) degerlerinde incelenmistir. Genel olarak daha yiksek siddetteki
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Isima degerleri 365 nm eksitasyonda elde edildigi belirlenmis ve ilerleyen asamalarda bu

uyarim degerinde ¢ahsiimistir (Sekil 7.25, 7.26).

Polietilen glikollin ylizey pasivasyon ajani olarak fotoliiminesans arttirici etkisi, PEG
iceren formilasyonlardan sentezlenen CD’lerin daha yiksek floresan isimasi verdiginin

acikca gozlenmesi ile dogrulanmistir (Sekil 7.27) [155,164,181,182].

a
5dk. 5dk. | 5dk. 5dk. 15 dk. | 15 dk.
CDW@PEG CDE@PEG‘(:DW@PE

b

200°C 200°C 200°C 200°C 250°C 250°C 250°C 250°C

cD cD cD cD cD, o cD cD

CN— -

Sekil 7. 24 Mikrodalga yontemi ile sentezlenen CD’lerin 365 nm UV isik altindaki
floresan isimalari; a. Ev tipi mikrodalga firinda sentezlenen CD’ler, b. Mikrodalga
destekli hidrotermal yontem ile sentezlenen CD’ler
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Sekil 7. 25 Ev tipi mikrodalga firin ile sentezlenen ve farkh dalga boylarinda uyarilan
CD’lerin floresan spektrumlari
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26 Mikrodalga sentez cihazi ile sentezlenen ve farkli dalga boylarinda uyarilan

CD’lerin floresan spektrumlari
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Sekil 7. 27 MWO ve MAH ile farkh kosullarda sentezlenen CD’lerin floresan
spektrumlari; a, b. MWO yontemi, ¢, d. MAH yontemi

Kullanilan sentez yonteminin CD’lerin fotoliiminesansi lzerindeki etkisi incelendiginde,

ev tipi mikrodalga firin kullanilarak, 40 dakikada sentezlenen CDe@pec Ve CDw@rec kodlu

parcaciklarin fotoliminesanslarinin en yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 7.27b). Ayrica,

365 nm UV 15181 altinda sergiledikleri floresan renklerine uygun olarak, mikrodalga firinda

40 dakika siire ile sentezlenen CDe@pec Ve CDwerec’in maksimum emisyon pikinin

kirmiziya kaydigi gorilmastir (Sekil 7.25, 7.27b). MWO yontemi ile daha kisa sentez

sirelerinde sentezlenen CD’lerde fotoliminesans elde edilmemis ve sentez sliresinin

CD’lerin floresan o6zelligi Gzerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Sekil

7.25, 7.27a, 7.27b). Bu floresan o6zellik gostermeme durumunun, karbon nanodotlarin

ylizey pasivasyonu icin yetersiz karbonlasma orani ile iliskili olabilecegi dlistintilmektedir

[170].
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Mikrodalga destekli hidrotermal yontem ile sentezlenen CD’ler igin en vyiksek
fotoliminesans degerleri 250 °C’de 15 dakika boyunca sentezlenen pargaciklardan elde
edilmistir (Sekil 7.27d). 200 ve 250 °C’de sentezlenen CDwerec’in fotoliiminesansi
birbirine benzemekte iken, 250 °C’de sentezlenen CDwerec’in fotoliiminesans degerinde
200 °C’de sentezlenene gore ciddi bir artis oldugu gozlenmistir (Sekil 7.27c, 7.27d). Bu
durumda, etanol ekstresinin karbon kaynagi olarak kullanildigi CD’ler i¢in PEG’in 200
9C’de karbonizasyon oraninin yetersizligi ile aciklanabilmektedir [170]. Sonug olarak,
mikrodalga destekli sistemler, sentezlenen CD’lerin floresan 06zelligine gore
karsilastirildiginda, ev tipi mikrodalga firin ve mikrodalga destekli hidrotermal sentez
yontemi arasinda belirgin bir fark gozlenmistir. Ev tipi mikrodalga firin ile sentezin,

CD’lerin fotolliminesansinin arttirilmasi icin daha iyi bir secenek oldugu belirlenmistir.

7.2.2 CD’lerin UV-Vis Spektrumlari Uzerindeki Etkiler

Nanoparcaciklarin optik o6zellikleri UV-Vis spektrofotometri ile arastirilabilmektedir
[153]. Karbon nanopargaciklar, 365 nm’de yayvan bir pik vermektedir [64]. Ayrica, 300-
400 nm arasindaki pikler, C=0 fonksiyonel grubunun n->mn* gecisleri ile
iliskilendirilebilmektedir [156-158]. 240 ve 300 nm arasindaki piklerin, aromatik
Unitelerin m—>n* gegisleri ile ilgili olabilecegi dustinilmektedir [155,183,184]. 240-300
nm ve 300-400 nm arasindaki bu orijinal pikler butiin CD’lerde goézlenmistir (Sekil
7.28,7.29). ~230 nm ve ~290 nm’de glicli sekilde absorplanan pikler, bag yapmamis
elektronlarin m->m* gegisleri ile bagdastinimistir [153]. MWO ile sentezlenen CD’lerde
absorbans artisi CDe@rec Ve CDwerec icin 40 dakika sentez siireli parcaciklarda
gozlenirken, ayni durum MAH ile sentezlenen CDe@rec Ve CDweares icin her iki sentez
sicakhginda da go6zlenmistir. 370 nm civarindaki bu artisin CD’lerin ylizey enerji

seviyelerindeki artis ile iliskilendirilebilecegi distintlmektedir [162].
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Sekil 7. 29 MAH yontemiyle farkli sicakliklarda sentezlenen CD’lerin UV-Vis
spektrumlari; a. 200 °C, b. 250 °C
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7.2.3 CD’lerin Hidrodinamik Boyut ve Yiizey Zeta Potansiyelleri Uzerindeki Etkiler

Mikrodalga destekli sentez yomntemleri ile farkh kosullarda sentezenen karbon

nanopargcaciklarin hidrodinamik pargacik boyutu (Rn) ve ylizey zeta potansiyeli (z-Pot)

verileri Cizelge 7.2’de sunulmustur.

Gizelge 7.2 Mikrodalga destekli sentez yontemleriyle sentezlenen CD’lerin

hidrodinamik pargacik boyutu ve ylizey zeta potansiyeli 6lcim sonuglari

Hidrodinamik Yiizey Zeta .
Sentez s : . Mobilite
Sentez | Siiresi/ Parcacik | Par¢acik Boyutu | Potansiyeli (z- | iletkenlik (umem/
.. . M Kodu (Rn) £ std. Pot) # std. (mS/cm) H
Yéntemi | Sicakhigi Vs)
sapma (nm) sapma (mV)
CDe 64.77 £9.735 -28.3+5.8 0.0112 -2.217
N
[
r= CDe@rec 108.12 + 5.603 -12.3+0.473 0.0268 -0.962
a
" 5 dk
3 CDw 15.46 £ 2.253 -20.6 £ 6.09 0.0256 -1.611
c
':_": CDwerec 2.27+£0.226 -14 +3.06 0.0375 -1.099
[r)
% CDe@reG 172.28 + 7.651 -16.1+1.153 0.0234 -1.2637
E
s 15dk | cDwepes | 2.66+0.227 | -22.37+1.358 | 0.0338 -1.752
‘S
'; CDt@reG 47.4 +3.39 -11.4+3.2 0.0023 -0.8936
w 40 dk
CDwertG 3.38£0.338 -16.7 £4.63 0.0342 -1.307
P CDe 288.41 £ 29.64 -11+£2.32 0.0864 -0.8656
)
c
o
©w CDe@rec 5.7 +0.587 -13.4+1.04 0.0622 -1.053
£ 200 °C
o N CDw 615.99 +47.22 -14.8 £3.04 0.101 -1.163
g2
2 & CDwerEG 2.8+0.256 -14.63 £3.5 0.0909 -1.146
(T
=T
S = CDe 370.45+45.12 | -8.9+1.598 0.033 -0.698
g £
cDu i CDt@reG 2.66 £0.25 -9.67 £0.749 0.0984 -0.7567
= 250 °C
'8 CDw 825.01+72.13 | -13.87+1.168 0.0466 -1.087
=
S CDwerec 4,9 +0.589 -8.48 £2.185 0.0875 -0.664
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MWO vyontemi ile sentezlenen karbon nanopargaciklarin biliyik c¢ogunlugunun
hidrodinamik pargacik boyutunun 100 nm’den kigik oldugu, su ekstresi temelli CD’lerin
2.27 £0.226 nmiile en kigik boyuta sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 7.30). Bu durumun
su ektresinin kimyasal bilesimi ile ilgili olabilecegi dusliniilmektedir. Her iki ¢6zliciinin
polarite farkliigindan oturi suda ¢Oziunur polisakkarit ve/veya tlrevlerinin su
ekstresinde etanol ekstresine kiyasla daha fazla olmasi beklenmektedir. Ayrica,
polisakkaritlerin varliginin, ylizey pasivasyonunu arttirmasi ve daha kiiclik parcaciklarin

olusumuna neden olmasinin s6z konusu olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 7. 30 CD’lerin pargacik boyutu dagilimi; Ev tipi mikrodalga firinda sentez, sentez
suresinin etkisi

Mikrodalga destekli hidrotermal sentez cihazi ile sentezlenen karbon nanodotlarin
hidrodinamik pargacik boyutunun 2.66 ila 825 nm araliginda oldugu belirlenmistir (Sekil
7.31). Veriler degerlendirildiginde, reaksiyon ortamindaki PEG varliginin pargacik boyutu
Uzerindeki etkisi agik¢a gozlenmistir. PEG iceren formiilasyonlardan sentezlenen CD'lerin
PEG icermeyen formiilasyonlardan ¢ok daha kiclik oldugu belirlenmistir (Sekil 7.31).
Yiizey pasivasyon ajaninin parcaciklarin boyutu Uzerindeki etkisi, Sonthanasamy ve
ark.nin yayinladiklari calisma ile uyumlu bulunmustur [164]. Bununla birlikte, Sekil
7.31'de gorulebilecegi gibi, sentez sicakligi ve parcacik boyutu arasinda anlamli bir iliski

bulunamamistir.
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Sekil 7. 31 CD’lerin parcacik boyutu dagilimi; Mikrodalga destekli hidrotermal sentez,
sentez sicakliginin etkisi

Yiizey zeta potansiyeli oOlcimleri sonucunda, mikrodalga destekli yontemler ile
sentezlenen tim karbon nanodotlarin farkli ¢alisma parametrelerine ragmen, ylizey
yiuklerinin negatif oldugu ve -8.9 ila -28.3 mV arasinda degistigi belirlenmistir (Cizelge
7.2). MWO ile sentezlenen CD’ler incelendiginde, ylizey zeta potansiyelleri ile sentez
kosullari arasinda anlamli bir iliski gozlenmemistir. Ylzey zeta potansiyeli verileri
arasinda goze carpan tek fark, PEG iceren sentez ortaminda su ekstrelerinden
sentezlenen CD’lerin, etanol ekstresi temelli CD’lerden daha negatif ylizey yuklerine
sahip olmalari olmustur. Sentez ortamina ylizey pasivasyon ajani ilave edilmediginde,
parcaciklarin yizeylerinin —COOH bakimindan zengin, daha asidik yapida olmalarindan

dolayi ylizey net yikiiniin daha negatif oldugu gézlenmistir (Sekil 7.32).
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Sekil 7. 32 CD’lerin ortalama ylizey zeta potansiyelleri dagilimi; Ev tipi mikrodalga
firinda sentez, sentez siresinin etkisi

Mikrodalga destekli hidrotermal yontem ile sentezlenen karbon nanodotlarin ylizey zeta
potansiyel degerlerinde, sentez sicakligindaki artisa bagli olarak fark edilebilir derecede
bir diisus gozlenmistir. CDg, CDw, CDe@rec Ve CDwerea iGin ylizey zeta potansiyellerindeki
degisimin sirasiyla, -11'den -8.9’a, -14.8’den -13.9'a, -13.4’den -9.7’ye ve -14.6'den -8.5
mV’ye seklinde oldugu belirlenmistir (Sekil 7.33).
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Sekil 7. 33 CD’lerin ortalama ylizey zeta potansiyelleri dagilimi; Mikrodalga destekli
hidrotermal sentez, sentez sicakliginin etkisi
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7.2.4 CD'lerin Yiizey Ozellikleri Uzerindeki Etkiler

Karbon nanodotlarin, reaksiyon kosullarina bagli olarak yiizey fonksiyonel gruplarinda
meydana gelen degisiklikler FT-IR spektrometresi ile incelenmistir. Ev tipi mikrodalga
firn ile sentezlenen karbon nanodotlarin FT-IR spektrumlarinin genel profilleri
birbirlerine oldukca benzemekte iken, sadece sentez siresi 5 dakika olan CD’lerin FT-IR
profillerinin farkh oldugu gorilmustir (Sekil 7.34). MWO yontemiyle 5 dakikalik sentez
sliresine sahip CDe@rec Ve CDwerec icin ~3660 cm™ civarinda O-H/N-H gerilme bantlari
belirlenirken, bu bantlarin artan sentez sireleri ile ortadan kayboldugu goézlenmistir
(Sekil 7.34b). MWO yontemiyle 15 ve 40 dakika sentez slirelerinde sentezlenen CD’lerde,
3600 cm™ civarindaki serbest —OH pikinin kaybolmasinin, -OH gruplarinin sayisinin bu
gruplarin yerine diger fonksiyonel gruplarin baskin hale gelmesi nedeniyle azalmasindan
kaynakh oldugu distnilmektedir. Ayrica, MWO yontemiyle 15 ve 40 dakikada
sentezlenen CDe@rec Ve CDweres lerde 3260 cm™ civarinda H bagh —OH gerilmeleri
belirlenmis ve bu bantlarin CD’lerdeki molekiller arasi hidrojen baglari ile

iliskilendirilebilecegi sonucuna varilmistir (Sekil 7.34b) [61,171-173,175].
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CD'lerin ¢ogunda 2880 ile 2980 cm™ arasinda alifatik C-H gerilme bantlari gézlenmistir
[61,62,175]. Bununla birlikte, 1383 ve 1370 cm™ civarindaki pikler yalnizca MWO
yontemiyle 5 dakika sentez sliresine sahip CD’lerde gdzlenmis olup bu pikler CH; egilme
titresimlerine atfedilmistir [62]. Mikrodalga destekli hidrotermal sentez yontemiyle elde
edilen CD’lerin aksine, MWO ydntemiyle sentezlenen tiim CD’ler i¢cin ~1740 cm™ ve
~1630 cmde gozlenen pikler sirasiyla, C=0 gerilme ve C=C egilmeleri ile
iliskilendirilmistir (Sekil 7.35) [23,61,62,171,173,175]. Sentez siresi 5 dakika olan
CD’lerde 1740 cm civarinda glicli C=0 gerilmeleri gbzlenirken, sentez siiresindeki artis
ile bu bantlar kaybolmus ve bu pikin yerine C=C egilmeleri gozlenmistir. Ayrica, MWO
yéntemiyle 15 ve 40 dakikada sentezlenen CDe@pec Ve CDwares’ de 1630 cm™’de gdzlenen
C=C egilmeleri, parcaciklarin UV-Vis spektrumunda 260 nm civarinda gozlenen ve m-n*
gegcisleri ile iliskilendirilen piklerle bir arada degerlendirildiginde, CD’lerdeki aromatik
yapilarla iliskilendirilebilecegi duslintilmektedir (Sekil 7.28b, 7.34b) [171,176]. Bunlara
ek olarak, 3000-3020 cm™ arasinda gézlenen gerilme titresimleri aromatik C-H gerilme

bantlari ile iliskilendirilmistir [61,175].

Mikrodalga destekli hidrotermal sentez yontemi ile sentezlenen karbon nanodotlardan
yalnizca 250 °C’de sentezlenen CDwerec’'de, ~3660 cm™ civarinda O-H/N-H gerilme
bantlari belirlenmistir (Sekil 7.35b) [61,171-173,175]. Benzer sekilde, 3260 cm
civarinda yalnizca 250 °C’de sentezlenen CDw’de yayvan bir pik halinde gézlenen H bagli
—OH gerilme titresimleri, CD’lerdeki molekiller arasi hidrojen baglarina atfedilmistir
(Sekil 7.35b) [61,171-173,175]. MWO yontemiyle sentezlenen CD’lerde oldugu gibi,
MAH yontemiyle sentezlenen CD’lerin ¢ogunda 2880 ve 2980 cm™ arasinda alifatik C-H
gerilme bantlar goézlenmistir (Sekil 7.35) [61,62,175]. 250 ve 200 °C sicaklkta
sentezlenen CDg ve CDwerec iGin sirasiyla, 1383 ve 1730 cm™ civarinda zayif CH; egilme
titresimleri belirlenmistir [62]. 250 °C’de sentezlenen CD’lerde 1040, 1160 ve 1250 cm™
civarinda gozlenen zayif gerilme bantlari C-O titresimleri ile iliskilendirilmistir (Sekil
7.35b). Ayrica, ~1040 cm Y deki titresimlerin, karboksilik grubun (-COOH) C-O gerilmeleri
ile ilgili olabilecegi dustnulmuistir [61,62,171,176,175]. 957 cm™¥deki gerilme
titresimlerinin  epoksi gruplarindaki C-OH gerilmeleri ile iliskilendirilebilecegi

dustntlmastir (Sekil 7.35) [61].
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FT-IR spektrumlarinin degerlendirilmesi ile elde edilen veriler gergevesinde; her iki
sentez yonteminde de nihai ylizey fonksiyonel gruplarinin sisteme verilen enerji
suresinden etkilendigi ve sentez esnasinda kullanilan ekstre tipine bagh olarak

fonksiyonel gruplarda degisme meydana geldigi belirlenmistir.

7.3 Sitotoksisite Calismalan

7.3.1 CD’lerin MCF-7 Hiicre Hatti Uzerindeki In vitro Sitotoksisitelerinin Belirlenmesi

Gerceklestirilen sentez ve karakterizasyon calismalarnin ardindan fotoliiminesans,
parcacik boyutu ve ylzey yuki bakimindan model olarak kullanilabilecek 2 adet karbon
nanodot secilerek nanotoksisiteleri arastiriimistir. Secilen karbon nanopargaciklarin ikisi
de termal sentez yontemi ile elde edilmis olup, ilki CDe@rec olarak ifade edilen; N.
oleander etanol ekstresi temelli, 250 °C sentez sicakliginda, pH 5’te ve NaCl icermeyen
reaksiyon ortaminda PEG kullanilarak yizey pasivasyonu gerceklestirilmis karbon
nanodotlari belirtmektedir. Nanotoksisite arastirilan diger nanopargacik ise CDwerte
kodlu, N. oleander su ekstresi temelli, 300 °C sentez sicakliginda, pH 5’te ve NaCl
icermeyen reaksiyon ortaminda PEG kullanilarak ylzey pasivasyonu gerceklestirilmis
karbon nanodotlar olup parcaciklarin hidrodinamik parcacik boyutu ve yilizey zeta

potansiyeli degerleri Cizelge 7.3’te verilmistir.

Cizelge 7.3 Nanotoksisitesi incelenen parcaciklarin fiziksel 6zellikleri

Parcacik kodu  Amax(nm) Rn (nm) z-Pot (mV) o (mS/cm)  m (um.cm/Vs)
CD¢ opeg 473 13.7+1.24  -6.7+132 0.17 -0.53
CDy orec 466 205+0.22  -23.5+6.21 0.05 -1.84

Amax: Maksimum 1sima dalgaboyu, Rn: Hidrodinamik parcacik boyutu, {-Pot: Yizey zeta

potansiyeli, o: iletkenlik, m: Mobilite

Karbon nanodotlarin MCF-7 kanser hiicre hatti lzerindeki sitotoksisiteleri gercek
zamanl hiicre analiz sistemi xCELLigence kullanilarak arastiriimistir. Bu sistem, B6lim
4.1.2'de detayli olarak yer verildigi Uzere, hiicre indeksini empedans teknolojisine
dayanarak belirledigi icin diger analiz yontemlerinde gozlenen nanopargaciklarin

reaktiflerle etkilesimi ile ilgili problemler ortadan kaldiriimaktadir. Normalize edilmis
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hiicre indeksi degerleri, hiicrelerin ylizeye tutunmasinin bir gostergesi olup bu nedenle
de hiicrelerin canliligi ile iliskilendirilebilmektedir [185]. Sekil 7.36 ve 7.37, 2.5 ppb ile 50
ppm arasinda degisen konsantrasyonlarda CDe@rec Ve CDwerec karbon nanodotlari ve
pozitif kontrol olarak kullanilan 50 ppm N. oleander ekstreleri ile muamele edilen
MCF-7 hlcrelerinin normalize hiicre indeksi degerlerinin zamana bagli degisimini
gostermektedir. Tim denemelerde hiicreler e-platelere ekildikten 24 saat sonra
nanoparcacik ve kontrol vb. muamelesi gerceklestirilmis olup hiicre indeksi muamele

noktasinda normalize edilmistir.

Ekstrelerin, uygulandiktan birka¢ saat sonra MCF-7 hiicrelerinin 6limiine ve hiicre
indeksinde keskin bir dlsise neden oldugu belirlenmistir. Ayrica, en yliksek
konsantrasyon olan 50 ppm CDwerec ile muamele edilen hiicrelerde, madde
uygulamasindan 24 saat sonra, herhangi bir madde ilavesi yapilmamis olan kontrol
grubu hiicreler ve ayni konsantrasyonda CDe@erec €klenen hiicrelere kiyasla énemli

farkhliklar goézlenmistir (Sekil 7.36, 7.37).

Bununla birlikte, her iki CD 6rneginin de dislik konsantrasyonlari ile muamele edilmis
hicreler, CD ile muamele edilmemis hiicrelerle benzer bir biylime egilimi gdstermis
olup CD uygulamasindan 72 saat sonra bile doza bagh bir yanit gézlenmemistir (Sekil
7.36, 7.37). Bu sonuglarin, artan negatif net ytkin ve disik boyutun yiiksek dozlarda,
timor hicreleri Uzerindeki sitotoksisite riskini arttirdigina dair literatlir bilgileri ile

uyumlu oldugu goriilmektedir [142,186].

Elde edilen bulgular dogrultusunda, MCF-7 hiicre hatti Uzerindeki genotoksisite,
klastojenite ve hiicre donglisii analizlerine CDwerec ile devam edilemesine karar

verilmigtir.

Ayrica, karbon nanodotlarin normal (saglikh) hicre hatti Gzerindeki sitotoksisitesinin
incelenmesinin biyomedikal uygulamalarda kullanilabilirliginin irdelenmesi bakimindan
faydali olacagina karar verilmis ve calismalar primer deri fibroblast hiicre hatti (HDFa)

kullanilarak xCELLigence sisteminde gerceklestirilmistir.
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Sekil 7. 36 Zamana bagli MCF-7 hiicre indeksi degisimi; a. CDe@peg, b. CDweres
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Sekil 7. 37 a. CDe@rec Ve b. CDwarec uygulandiktan 24 ve 72 saat sonra belirtilen
konsantrasyonlarda MCF-7 hiicrelerinin ortalama hiicre indeksi degerleri
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7.3.2 CD’lerin HDFa Hiicre Hatti Uzerindeki In vitro Sitotoksisitelerinin Belirlenmesi

Karbon nanodotlarin HDFa primer deri fibroblast hiicre hatti Gizerindeki sitotoksisiteleri
gercek zamanli hiicre analiz sistemi xCELLigence kullanilarak arastiriimigtir. Sekil 7.38 ve
7.39, 2.5 ppb ile 50 ppm arasinda degisen konsantrasyonlarda CDe@prec Ve CDwerec
karbon nanodotlari ve pozitif kontrol olarak kullanilan 50 ppm N. oleander su ekstresi ile
muamele edilen HDFa hiicrelerinin normalize hiicre indeksi degerlerinin zamana bagli
degisimini gostermektedir. Tim denemelerde hiicreler e-platelere ekildikten 24 saat
sonra nanoparcacik ve kontrol muamelesi gerceklestirilmis olup hiicre indeksi muamele

noktasinda normalize edilmistir.

HDFa hiicrelerinin hiicre indeksindeki zamana bagl degisimler Sekil 7.38 ve 7.39’dan

takip edilebilmektedir.
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Sekil 7. 38 Zamana bagh HDFa hiicre indeksi degisimi (CDe@pec)
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Sekil 7. 40 CDwerec uygulandiktan 48 ve 72 saat sonra belirtilen konsantrasyonlarda
HDFa hiicrelerinin ortalama hiicre indeksi degerleri

Sekil 7.40’da CDwerec’in hicbir konsantrasyonda HDFa hiicreleri Gzerinde sitotoksik etki
gostermedigi, bununla birlikte, hiicrelerin CD ile muamelesinden 72 saat sonra, 0.25
ppm ve altindaki konsantrasyonlarda, hiicre proliferasyonunu indlkledigi ve CD
varliginin, yiiksek CD konsantrasyonlarinda bile hiicreleri dogal 6limden korudugu
gorilmektedir. Oleandrin ekstresinin (50 ppm) hicreler tzerinde zamanda bagimsiz
olarak sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Lu ve ark.’nin 2019 yilinda adipoz tiirevli
kok hticreler (rADSC) Uzerinde yaptiklari calismada, CD’lerin, proliferasyonu benzer

sekilde arttirdigi gérilmektedir [187].

7.4 Genotoksisite Calismalari

7.4.1 DNA Hasarinin Belirlenmesi

MCEF-7 hiicre hatti lizerinde sitotoksisiteleri incelenen karbon nanodotlarin, ayni hiicre
hatti izerindeki genotoksisiteleri ve klastojenite potansiyelleri, 0.25, 2.5 ve 50 ppm
CDwerec konsantrasyonunda sirasiyla comet ydntemi ve sitokinezi bloklanmis
mikronikleus testi ile incelenmistir. Her bir kosul altinda, mikroniikelus frekansini
saptamak igin 1000 bintkleer hiicre analiz edilmistir. MCF-7 hiicre hatti, CDw@rec karbon

nanodotlarina 48 saat ve 72 saat maruz birakilmistir. Genotoksisitenin indiklenmesi
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sitokinezi bloklanmis mikrontkles testi ile degerlendirilmis ve hiicresel DNA’daki DNA

hasari tek hiicre jel elektroforezi (comet testi) ile analiz edilmistir.

Farkli seviyelerdeki DNA hasarini gosteren AU degerleri Cizelge 7.4’te verilmistir. Negatif
kontrolde AU degeri 48 saat ve 72 saat boyunca sirasiyla 18.50 + 4.20 ve 33.75 £ 6.24’e
ulasmistir. H,0; ile muamele edilmis olan pozitif kontrol grubunda ise AU degerinin 48
ve 72 saat igin sirasiyla 337.75 + 9.81 ve 292.50 + 16.36'ya yikseldigi gorilmustir.
Negatif kontrol (NK) ve pozitif kontrol (PK) arasinda 48. ve 72. saatlerde istatiksel olarak

anlamli bir fark gézlenmistir (p<0.001).

MCEF-7 hiicre hattindaki DNA hasarinin kapsami uygulanan tim CDweeec dozlari icin 48
ve 72 saat boyunca gozlenmistir. CD ile muamele edilen hiicrelerde DNA hasarinin
degistigi ve hasarin hem konsantrasyon hem de zamana bagh bir tutum izledigi
belirlemistir (Sekil 7.41, 7.42). Tim konsantrasyon gruplari arasindak farkin anlaml
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Comet testi ile elde edilen sonuglar oksidatif DNA hasari
hakkinda bir ipucu saglamaktadir. Karbon nanodotlarin daha ylksek
genotoksisitelerinin, bu nanopartikiillerin ¢ekirdekteki birikimlerine neden olabilecek
kadar kiicik boyutlu olmalarindan kaynaklanabilecegi dustinGlmektedir. Gozlenen
kuyruklu yildiz kuyrugu olusumunun, DNA kirilmasindan veya oksidatif stresin neden

oldugu basarisiz DNA onarim mekanizmasindan kaynaklandigi distintlmeketdir [142].
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0cT

Cizelge 7. 4 CDw@rec'in Comet testi ile belirlenen DNA hasar potansiyeli

48 saat 72 saat
AU AU

(Ortalamat Min. Maks. %25 Medyan %75 (Ortalamat Min Mak %25 Medyan %75

std. sapma) std. sapma)
NK* 18.50+4.20 13.00 23.00 14.25 19.00 22.25 33.7516.24 220.00 260.00 28.50 32.00 40.25
PK* (H,0, 20 mM) 337.754+9.81* 326.00 350.00 328.00 337.00 347.00 292.50+16.36° 270.00 308.00 275.50 296.00 306.00
CDwerec (0.25 ppm) 243.25+15.88° 229.00 257.00 229.25 243.50 257.00 191.25+#58.40° 114.00 246.00 130.50 202.50 240.75
CDwe@reG (2.5 ppm) 311.25+3.30" 307.00 315.00 308.00 311.50 314.25 269.75+3.78" 265.00 274.00 266.00 270.00 273.25
CDwereG (50 ppm) 230.50+15.33° 210.00 246.00 214.75 233.00 243.75 273.00+3.16" 269.00 276.00 269.75 273.50 275.75

#: Grubun 48. ile 72. saatlik 6lgimleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark vardir.

Her Ust karakter, gruplar arasindaki ayni saatteki anlaml farki géstermektedir.

*: Pozitif kontrol ile AU degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0.001)



TiPO TiP1 TiP2 TiP3 TiP4

Sekil 7. 41 a. Alkali comet testi ile MCF-7 hiicrelerinin kuyruk uzunluguna baglh olarak 4
sinifta gorsel skorlanmasi esnasinda rehber alinan farkli comet (kuyruklu yildiz)
siniflarinin gésterimi, b. Negatif kontrol ve MCF-7 hiicrelerinin 2.5 ppm CDweetg ile
muamele edildikten 48 ve 72 saat sonraki temsili goriintileri

DNA hasar siniflarinin degerlendiriimesi asagidaki siniflandirmaya uygun olarak

gerceklestirilmistir [110].

Tip 0: hasar gormemis, kuyruksuz,

Tip 1: bas (cekirdek) capindan daha kisa bir kuyruk,

Tip 2: bas capinin 1-2 kati uzunlugunda bir kuyruk,

Tip 3: bas capinin 2 katindan daha uzun bir kuyruk,

Tip 4: asin yiksek hasar, bas capindan ¢ok daha fazla kuyruk
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Sekil 7. 42 CDwerec ile muamele sonrasi MCF-7 hiicrelerinde alkali comet testi ile

NK

0.25

25

50

CD (ppm)

H,0, (20 mM)

belirlenen hasar indeksleri; a. 48 saat, b. 72 saat

H20, (20 mM) pozitif kontrol olarak kullaniimistir. Pozitif kontrol ile CD ile muamele
edilen hiicreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0.001).

FT-IR, XPS ve z-Pot sonuclari ile yiiksek miktarda oksijen iceren ylizeye sahip oldugu
desteklenen CDwerec’in, reaktif oksijen tiirlerinin Gretimine yol acabilecegi ve oksidatif
stresin bir sonucu olarak, DNA hasari meydana getirebilecegi, genomik kararsizliga ve
sonuc olarak da hiicre 6limiine neden olabilecegi distunilmektedir [141,142,186,188].
ilerleyen calismalarimizda degerlendirilmesi s6z konusu olabilecek diger inhibisyon

yolaklarina ek olarak, CDwerec’in test edilen en diisiik konsantrasyon degerinde bile

(0.25 ppm) sitotoksisitesi, oksidatif stres ile aciklanabilmektedir.
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7.4.2 Klastojenitenin Belirlenmesi

Karbon nanodotlarin MCF-7 hiicre hatti Uzerinde neden oldugu klastojenik hasar
sitokinezi bloklanmis mikronikleus yontemi (CBMN) ile degerlendirilmistir (Sekil 7.43).
Hicreler, farkh konsantrasyonlardaki (0.25, 2.5 ve 50 ppm) CDwerec’'e maruz
birakilmigtir. CD’lerin 48 ve 72 saat boyunca uygulanan tim dozlar igin, negatif kontrolle
kiyaslandiginda, DNA hasarindan anlamli bir artisa neden oldugu belirlenmistir (sirasiyla,

p<0.01 ve p<0.05).

CBMN testinden elde edilen sonuglar dogrultusunda, 48 saatte, klastojenik hasar
seviyesinde konsantrasyona bagh bir artis gozlenmistir (Sekil 7.43a). Ayrica, 0.25
ppm’deki klastojenik hasarin bile kontrole kiyasla her bir zaman periyodunda anlamli
oldugu gorulmustir (Sekil 7.43). CDwerec ile muamale edildikten 72 saat sonra, CD’lerin
0.25 ppm’deki klastojenitesinin, yliksek konsantrasyondaki dozlara gore daha fazla
oldugu belirlenmistir (Sekil 7.43b). Mikronikleus yogunlugunda 48 saat boyunca

muamele edilen drneklere kiyasla azalma gézlenmistir.

72. saatte hiicresel hasardaki genel azalma ve en dislik konsantrasyondaki hafif artis,
farkl sekillerde aciklanabilmektedir. Muhtemel birinci agiklama; hiicresel hasar onarim
mekanizmalarinin uyariimasi, boylece timor hiicresinin daha fazla kimyasal hasara karsi
korunmasinin arttirilmasi ve mevcut ve daha fazla kimyasal saldiriya karsi korumanin geri
kazanilmasidir. Muhtemel ikinci agiklama ise; meydana gelen hasar nedeniyle hiicrenin
ya nekrotik 6lime maruz kalmasi ya da geri dénlisimsiz sekilde apoptotik 6limin

gerceklesmesi, boylece daha fazla hasar gérmis hiicre oraninin azalmasidir.
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Sekil 7. 43 Farkl konsantrasyonlarda CDwerec ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde
zamana bagh mikrontikleus yogunlugundaki degisim, a. 48 saat, b. 72 saat

Negatif kontrol ile arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark vardir (*p<0.05 ve

*%p<0.01).

7.5 Hiicre Dongiisiiniin incelenmesi

Karbon nanodotlarin neden oldugu genotoksisite ve klastojenite géz 6niine alindiginda,
CD’lerin MCF-7 hiicrelerinin hiicre dongusi fazlari ve MCF-7 hiicrelerinin apoptozu
Gzerindeki etkilerinin detayli olarak incelenmesine karar verilmistir. Proliferasyon,
hicrelerin GO/G1 fazindan S fazinda ve son olarak da G2/M fazina gectigi hiicre déngusu

ilerlemesine baghdir.
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Sekil 7.44a’da gorilebilecegi gibi, 2.5 ppm CDwerec varliginda, CD uygulamasindan 48
saat sonra, GO/G1, S ve G2/M fazlarindaki canh hiicre populasyonlarinin sirasiyla % 75.5,

% 22.48 ve % 2.05, CD ile muamele edilmemis kontrol hiicrelerinde ise bu degerlerin

sirasiyla % 57.47, % 34,53 ve % 8.0 oldugu belirlenmistir.

485 72 s

[NK] [NK]

%15.91

%76.63 %7.46
%57.47

G2/M

S
ieom CD 125 pom

%22.48

G2/M
S
GO0/G1

%89.46

%75.47
% 2.05

Sekil 7. 44 Negatif kontrol ve CDwaerec’in hiicre dongisi faz profilinin akis sitometrisi
(FACS) kulanilarak GO/G1, S ve G2/M fazlari gibi farkh hiicresel fazlarda
karsilastirilmasi; a. 48 saat sonra, b.72 saat sonra

0.25 ppm konsantrasyondaki CDwerec ile muamele edilen hiicrelerde bile S fazindaki
hicrelerin sayisinda bir duslis gézlenmis (p<0.05) ve sonug olarak kontrol grubuna
kiyasla GO/G1 fazlarindaki hiicre sayisinda hafif bir artisa neden oldugu belirlenmistir.
Artan CD konsantrasyonlarinda, hicre donglisinun GO/G1 fazinda tutuklu kalmasinin
tetiklenmesinin, konsantrasyona baglh sekilde gerceklestigi ve verilerin kontrol grubuna

gore istatiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 7.45).

Sekil 7.44b ve 7.45b’de, 72 saatte hilicre donguisli fazlarindaki degisikliklerin dramatik
olarak farkhlastigi gortlmektedir. 0.25 ppm, 2.5 ppm ve 50 ppm konsantrasyonda
CDwerec ile muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin sirasiyla % 89.5, % 90.5 ve % 94.2’si
GO0/G1 fazindayken (farkli CD konsantrasyonlari igin p<0.005), kontrol grubunu sadece %
76.6’sinin GO/G1 fazinda oldugu belirlenmistir (p<0.001).
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Farkli CD konsantrasyonlari igin hiicre doéngisindeki anlamh farkhliklar (p<0.001),
CD’lerin en dusuk konsantrasyonlarda bile (0.25 ppm), GO/G1 fazinda uzun sireli
gecikmenin CD’ler tarafindan indiklendigi ve buna bagl olarak da daha yavas hiicre

blylmesine neden oldugu ve S fazina girisi geciktirdigini gostermektedir (Sekil 7.45).

CD’ler ile muamele edilmemis hiicrelere kiyasla, 2.5 ppm CDwerec uygulanan S fazindaki

hicrelerin inkiibasyondan 48 ve 72 saat sonra siraslyla % 35 ve % 82 civarinda azaldig

belirlenmistir (Sekil 7.44, 7.45).
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Sekil 7. 45 CDweprec ile muamale edilmemis (NK) ve farkh konsantrasyonlarda (0.25-50
ppm) CD ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerinin a. 48 saat ve b. 72 saat siiresince
hlicre donglsi analizi

Genotoksisite ve klastojenite analizleri ile birlikte, hiicre populasyonunun G0/G1 fazinda

belirgin sekilde tutulmasi ve S ve G2/M fazlaridaki hiicre populasyonundaki dramatik

126



dlsus, CD’lerin DNA hasari ve mutajenik uyaranlarla GO/G1 fazindaki anomalilere neden

olarak hiicre apoptozisinin tetikleyebilecegi fikrini desteklemektedir (Sekil 7.46).

O
6% Uzun G0/G1

O cD blokasvonu
DNA hasari
Hiicre apoptozu

Hucre dongusinun ‘

"
s

Sekil 7. 46 Hucre dongusl ilerleyisinde CD'lerin olasi etkisinin sematik gosterimi

G2
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BOLUM 8

SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda iki farkh Nerium oleander ekstresiden, farkl sentez
yontemleri ile farkl fiziksel kosullarda sentezlenen karbon nanodotlarin karakterizasyon
calismalari gergeklestirimis ve elde edilen bulgular dogrultusunda, incelenen
parametrelerin sentezlenen parcaciklar Gzerindeki etkileri agiga cikartilmistir. Karbon
nanodotlarin sahip olduklari floresan 1sima verebilme 6zellikleri, biyomedikal
uygulamalarda —6zellikle ilag tasinimi, biyo-goriintiileme vb.- kullanim potansiyellerini
oldukca vyukseltmektedir. Biyomedikal uygulamalarda kullanilan nanopargaciklarin
boyutlari, yizey kimyalari ve ylzey ylklerinin hiicre ve/veya hiicre ¢ekirdegi icerisine
alinma mekanizmalari tizerinde 6nemli degisikliklere neden olabilecegi bilinmektedir. Bu
nedenle, nanoparcaciklarin sentez kosullarindaki degisikliklerin pargacik fizikokimyasi
Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi ve amaca yonelik nanopargacik tasariminin mimkin

kilinmasi oldukga blyiik 6nem tasimaktadir.

Ayrica, karbon nanodotlarin  biyomedikal uygulamalarda kullanilabilirliginin
irdelenmesinde, hiicreler Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi kilit rol oynamaktadir.
Nanoparcaciklarin, Ustlin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ve umut vaadeden uygulama
potansiyellerine ragmen, ozellikle biyomedikal uygulamalarda kullanilmadan o6nce
nanotoksikolojilerinin sistematik, hassas ve giivenilir olarak belirlenmesi geremektedir.
Geleneksel sitotoksiste testleri bu asamada yetersiz kalabilmekte ve nanopacaciklarin
testlerde kullanilan kimyasal ajanlarla etkilesimlerine ve/veya insan faktoriine bagh

olarak hatali sonuclar verebilmektedir. Bu nedenle nanotoksikoloji arastirmalarinda, s6z
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konusu etkilesimlere mahal vermeyen, insan faktérini minimize eden ve ylksek
hassasiyette sonug veren yenilikgi, glivenilir yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
calismada, yeni nesil in vitro sitotoksik aktivite tayini yontemi olan empedans 6lcimi
temeline dayanan gercek zamanli hiicre analiz cihazi xCELLigence kullanilarak, karbon
nanodotlarin MCF-7 insan meme kanseri ve HDFa insan primer dermal fibroblast

hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik aktiviteleri belirlenmistir.

Karbon nanodotlar, genel olarak masum ve distik toksisiteli olarak ifade edilmelerine
ragmen, genotoksik ve/veya klastojenik 6zellik gosterip géstermediklerine dair yeterince
¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu pargaciklarin insan hicreleri Gzerindeki in

vitro sitotoksisite ve genotoksisitelerinin belirlenmesi, son derece 6nem arz etmektedir.

Bu calismada in vitro sitotoksik aktivite bulgulari gbz 6énlinde bulundurularak secilen
karbon nanoparcaciklarin in vitro genotoksisiteleri tek hiicre jel elektroforezi (comet
yontemi) kullanilarak belirlenmistir. Ardindan sitokinezi bloklanmis mikroniikleus
(CBMN) testi ile s6z konusu pargaciklarin hiicrelerin DNA’lari tGizerindeki, hasar seviyeleri
belirlenerek klastojenik etkileri irdelenmistir. Pargaciklarin neden oldugu hasarin
mekanizmasinin aciga cikarilmasi, amaca yonelik olarak verdikleri hasar seviyesinin
glclendirilmesi veya engellenmesi bakimindan dnem tasimaktadir. Bu nedenle, akis
sitometrisi yontemi kullanilarak pargaciklarin hiicre dongusd ilerleyisi Gzerindeki etkileri

belirlenerek, hiicre hasarinin mekanizmasi aciklanmaya calisiimistir.

Calisma kapsaminda elde edilen bulgularin degerlendirilmesi sonucu elde edilen nihai

sonuclar asagida verilmistir.
Termal sentez yontemiyle sentezlenen karbon nanodotlar igin;

e Nerium oleander vyapraklarinin etanol ve su ekstrelerinden farkli fiziksel
kosullarda sentezlenen karbon nanodotlar incelendiginde, ekstraksiyon
yonteminin, sentezlenen karbon nanopartikillerinin ylizey kimyasi, boyutu ve
ylizey zeta potansiyeli lizerinde dikkate deger bir 6neme sahip oldugu sonucuna

variimistir.

e Ekstraksiyon tipi ve sentez kosullarina baglh olarak 5 nm’den daha kiiclk

nanopargcaciklar basariyla elde edilmistir.
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e Reaksiyon ortamina PEG eklenmesinin parcgaciklarin floresan 6zellikleri Gzerinde

cok dnemli bir etkisi oldugu dogrulanmistir.

e Oleander’in s6z konusu ekstrelerinin, PEG iceren pH 5’teki NaCl icermeyen
formiilasyonlarindan sentezlenenen karbon nanodotlarin, floresan o6zellik,
hidrodinamik ¢ap vb. bakimindan diger kosullarda sentezlenen CD’lerden daha

iyi alternatifler oldugu gorilmustir.

e Nanopargaciklarin yiizey yukleri, sitotoksisiteleri ve nanopargacik ile biyolojik
sistemin biyofizikokimyasal etkilesimleri Uzerinde biylk ©6neme sahiptir
[167,168]. Bu nedenle, karbon nanodotlarin uygulama amacina gore secilmesi
daha iyi bir secenek olacaktir. Karbon nanodotlarin sentez kosullarini CD’lerin
yapilari ve karakteristikleri Gzerindeki etkilerinin belirlemesi, amaca yodnelik

parcacik sentezi bakimindan 6nem tasimaktadir.

Mikrodalga/mikrodalga destekli sentez yéntemleriyle sentezlenen karbon nanodotlar
igin;
e Evtipi mikrodalga firin ile sentezlenen CD’lerde reaksiyon siresinin pargaciklarin

floresan ozelligi tizerinde kritik Gneme sahip oldugu belirlenmistir.

e Evtipi mikrodalga firin ile sentezlenen ve sentez siiresi 40 dakika olan CDe@pec Ve
CDwerec'in fotoliiminesans degerlerinin, digerlerinden neredeyse 10 kat daha

yuksek oldugu belirlenmistir.

e Mikrodalga destekli hidrotermal sentez yontemiyle sentezlenen karbon
nanodotlarda, reaksiyon ortamina ylizey pasivasyon ajaninin eklenmesinin

parcacik boyutu lzerinde son derece etkili oldugu gézlemlenmistir.

e Mikrodalga destekli hidrotermal sentez yontemiyle sentezlenen CD’lerin ylizey
zeta potansiyellerinde, sentez sicakhiginin artmasi ile negatifligin azaldig

gorilmustir.

e CD sentezi icin kullanilan mikrodalga destekli sentez yontemleri
karsilastirildiginda, ev tipi mikrodalga firin ile sentez yonteminin CD’lerde

fotoliiminesans artisini saglamak icin daha iyi bir alternatif oldugu belirlenmistir.
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Bununla birlikte CD’lerin mikrodalga destekli hidrotermal sentez yontemiyle cok

daha kisa reaksiyon siirelerinde sentezlenebildigi de yadsinamaz bir gergektir.

Karbon nanopargaciklarin nanotoksikolojilerinin in vitro sitotoksisite, in vitro
genotoksisite, in vitro klastojenite ve in vitro hiicre dongiisii testleri ile belirlenmesi

calismalarinda;

e Karbon, biyouyumlu olarak nitelendiriliyor olmasina ragmen, yine de karbon
bazli nanomalzemelerin sistematik ve glvenilir biyoglivenlik

degerlendirmelerinin yapilmasi gerekmektedir.

e Karbon dotlar, biyo-goriintiileme ajani ve hiicre ¢ekirdegine tasinim igin arag
olarak kullanimi da dahil olmak {izere ¢ok gesitli biyolojik ve biyomedikal

uygulamalar icin kullanish ve kullanilabilir bir platform gorevi gérmektedir.

e Bu calisma kapsaminda elde edilen bulgular dogrultusunda, dnceki calismalarin
bircogunun aksine, CD’lerin uygulanan en yiiksek konsantrasyon degerinde bile
saglikli HDFa hiicrelerinin proliferasyonuna olanak sagliyorken, MCF-7 hiicreleri
Uzerine konsantrasyona (50 ppm) ve zamana bagli sitotoksisite potansiyelleri

oldugu belirlenmistir.

e Nerium oleander’in su ekstresinden sentezlenen CD’lerin, MCF-7 hiicreleriyle
muamelesinden 72 saat sonra bile herhangi bir sitotoksik aktiviteye neden
olmuyorken, sitotoksik etkinin sadece 50 ppm konsantrasyonda gorildigu,
ancak ayni pargaciklarin ayni hiicre hatti Gzerindeki genotoksisite ve klastojenite
arastirmalarinda, 0.25 ppm kadar disik konsantrasyonda bile genotoksite ve

klastojeniteye neden olduklari belirlenmistir.

e CD’lerin hiicre donglstine, hucreleri GO/G1 fazinda tutarak mudahele etmesi,

hiicre cekirdegine girebilediklerini gostermektedir.

e CD'lerin neden oldugu DNA hasarinin, diger mekanizmalarin yanisira, karbon
temelli nanomalzemelerde yaygin olan reaktif oksijen tirlerinin olusumu ile

iliskili olabilecegi distinilmektedir.

e CD’lerin memeli hiicrlerindeki mutajenite ve karsinojenite potansiyellerininin

desteklenmesi icin daha fazla calismaya gerek duyulsa da, bu ¢alisma, son derece
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kiicik boyutlu CD’lerin, hiicre cekirdegine girerek timor hicrelerinin hiicresel

fonksiyonlarini etkileyebileceginin gostergesidir.

CD’lerin tek baslarina bile, yiksek konsantrasyonlarda, MCF-7 meme kanseri
hiicrelerine secici sitotoksisite gosterirken, HDFa insan primer dermal fibroblast
hiicrelerinde ayni konsantrasyonlarda buylmeyi indikledigi gozlenmistir.
CD’lerin genotoksiste ve hiicre donglsu Uzerindeki etkisi incelendiginde, DNA
hasarina bagh kanser tedavisinde kullanilma potansiyellerinin oldugu

belirlenmistir.

Karbon dotlarin giivenligi konusundaki literatir dikkate alindiginda, bu ¢alismada
elde edilen sonuglarin bu alanda tartismalara yol acgabilecegi ve CD’lerin
biyogilvenligi ile ilgili gelecek calismalari tetikleyebilecegi ve halihazirdaki gen
hedefli antikanser terapilerinin etkinliginin gelistirilmesi icin 6ngdri olusturacagi

dustinilmektedir.

Cizelge 8.1’de yer verilen literatiir galismalarinin sonuglariile bu tez ¢alismasinda

elde edilen bulgular kasilastirildiginda/birlikte degerlendirindiginde;

= Dogal bir karbon kaynagi olan Nerium oleander ekstreleri kullanilarak,
son derece kiclik boyutlu (<5 nm) karbon nanodot sentezinin

gerceklestirilebilirligi dogrulanmistir.

=  Karbon nanodotlarin MCF-7 hicre hatlar Gzerindeki in vitro

sitotoksisitelerinin disuk veya doza bagli oldugu desteklenmektedir.

=  Karbon nanodotlarin HDFa hicre hatlari Gzerinde in vitro

sitotoksisitelerinin olmadigi belirlenmistir.

= Karbon nanodotlarin hiicrelerde oksidatif strese yol ac¢ma

potansiyellerinin oldugu disiniilmektedir.

®  Karbon nanodotlarin MCF-7 hiicrelerinde, hiicre doénglsi (zerinde
etkilerinin oldugu ve hicreleri GO/G1 fazinda tutarak midahele etmeleri

nedeniyle, hiicre ¢cekirdegine girebiledikleri fikri desteklenmektedir.
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Cizelge 8.1 Benzer galismalara dair literatiir verileri

Kaynak Pargcacik | Karbon Sentez Pargacik Sitotoksisite
Tari Kaynagi Yontemi Boyutu
Bu ) MCEF-7, insan meme kanser hiicresi; HDFa, insan primer dermal fibroblast hicresi
Nerium 2-14 . . o . . . . .
¢alisma CD leander Termal nm MCEF-7 hiicrelerinde doza bagl sitotoksisite, HDFa hiicrelerinde sitotoksisite yok
(2019) olea MCF-7 hiicrelerinin hiicre dongiisiinde blokasyon, GO/G1 fazinda tutuklama
Kalytchuk Sitrik NIH/3T3, fare fibroblast h.(jc"resi; HeLa., .rahim agzi kanseri hicresi
vd. 2017 | N,S-CD | asit ve L- | Hidrotermal 3-6.5 . Du.?Uk..SIF.OEOkS!SIte .
[136] sistein nm ) Hela .hucre donglisl Gzerinde etku|5| yol.<,
NIH/3T3 hiicrelerinde GO/G1 fazinda doza bagl hafif tutuklanma
Periasamy 50-100 hMSCs, insan mezensimal kok hticresi
vd. 2016 CNP - - om Doza bagl sitotoksisite
[141] Hicre dongusiinde hafif blokasyon, GO/G1 fazinda doza bagli artan tutuklanma
NIH/3T3, fare fibroblast hicresi
CD-Pri: dusuk sitotoksisite, G2/M fazi blokasyonu, oksidatif strese neden olma,
Havrdova | CD-Pri Oksidatif hiicre cekirdegine giris yok
vd. 2016 | CD-PEG | Mum isi asit 4-7 nm CD-PEG: distk sitotoksisite, hiicre morfolojisi, hiicre ici trafik ve hiicre
[142] CD-PEI muamelesi dongisiinde herhangi bir anormallik yok
CD-PEI: sitotoksik, hiicre ¢ekirdegine giris, hiice dongtisinin GO/G1 fazinda
blyuk degisimler, G2/M fazi blokasyonu
HepG2, insan karaciger kanser hiicresi; MCF-10A, insan normal meme hiicresi;
Li vd. Zencefil 87406 FL83B, fare normal karaciger hicresi; A549, insan akciger kanser hiicresi
2014 CD Hidrotermal | ™~ Doza bagl sitotoksisite, HepG2 hiicre inhibisyonunda yiksek secicilik
[150] SUyu nm HepG2 hiicre dongiisl tzerinde etkili (SubG1 fazinda artis), diger hiicrelerin

hiicre donglsi tzerinde belirgin bir etki yok




ONERILER

Elde edilen bulgular dogrultusunda ¢alismanin ilerleyen asamalarinda arastiriimasi

énerilen alanlar asadida listelenmistir.

eKarbon nanodotlarin, HDFa insan primer deri fibroblast hiicreleri tizerinde, sitotoksik
aktivite gostermedikleri, hatta proliferasyona olanak sagladiklari belirlenmis olsa da;
CD’lerin bu hiicre hatti Gzerindeki in vitro sitotoksisite ¢alismalarina ek olarak, in vitro
genotoksik etkilerinin belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica, s6z konusu pargaciklarin,
diger hiicre hatlari (normal ve kanser) Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi, farkli kanser

tirlerinin tedavisi icin kullanilabilirliklerinin irdelenmesi bakimindan 6nem tasimaktadir.

eKarbon nanodotlarin HDFa hiicre donglsi Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi, bu
nanopargaciklarin biyoglivenligi ve MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri Gzerindeki
etkileri ile kiyaslanmasi bakimindan 6nem tasidigi icin calismanin ilerleyen asamalarinda

incelenmelidir.

*MCF-7 hicreleri ile gerceklestirilen in vitro genotoksisite ve hiicre donglisi ¢alismalari
neticesinde, CD’lerin DNA hasarina yol actig ve hiicre donglsiinde GO/G1 fazinda
blokasyona neden oldugu belirlenmistir. CD’lerin neden oldugu DNA hasarinin, diger
mekanizmalarin yanisira, karbon temelli nanomalzemelerde yaygin olan reaktif oksijen
turlerinin olusumu ile iliskili olabilecegi diistintilmektedir. Bu éngdriiniin dogrulanmasi

icin ileri galismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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