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OZET

Karbon nano tanecikler, 10 nm’den kiigiik karbon esasli nano parcaciklardir. Sahip
olduklar1 biyouyumluluk, diisiik toksisite, yiiksek floresans siddeti (kuantum verimi)
nedeniyle son yillarda 6zellikle biyolojik uygulamalar1 igeren ¢aligmalara konu olmustur.
Yiiksek floresans kabiliyetleri ve canlilar icin diisiik toksisiteye sahip olmalari, karbon
nano taneciklerin canli hiicre ve dokular1 i¢in miikemmel bir goriintiileme ajan1 olmasina
olanak saglamaktadir. Bunun yan1 sira Ag*, Hg?*, Cu?*, Fe?*, Pb®* CI, NOs ve NO; gibi
iyonlarin karbon nano taneciklerin floresans verimini etkileyen faktorler oldugu
bilinmektedir. Bu sayede anyon ve katyonlara karst duyarli florimetrik sensorler
gelistirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda floresans verimi yiliksek bor katkili karbon nano
tanecigin (BKKNT) hidrotermal yontemle sentezlenmesi amaclanmistir. Calisma; BKKNT
sentezi, karakterizasyonu, iyon deneyleri ve hiicre uygulamalar1 olmak {izere dort
asamadan olusmaktadir. Calismanin sentez asamasinda bor kaynagi olarak fenilboronik
asit; karbon kaynagi olarak da bir amino asit olan glutamin (Glu) kullanilmistir.
Hidrotermal yontemde, siilfiirik asit ortaminda farkli sicakliklarin BKKNT iiriiniiniin
floresans verimine ve yapisal Ozelliklerine etkisi incelenmistir. Bunun sonucunda
sentezlenen BKKNT fiiriiniiniin SO4% iyonuna kars1 1 ile 8 nM arasinda duyarh oldugu ve
kanser hiicrelerine hedef olarak secildigi ortaya ¢ikmistir. Karbon nano tanecik sentezi,
sensOr ve hiicre uygulamalart ile ilgili literatiir ¢alismalar1 incelendiginde simdiye kadar
BKKNT iiriiniiniin goriintiileme ajan1 olarak kullamlabilirliginin ve SO4?" iyonuna karsi
duyarhiligiin incelendigi arastirmalara rastlanmamistir. Bu amagla yapilan g¢alismanin
Ozgiinliigiiniin uluslararas1 bilimsel c¢aligmalara katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte ¢alismanin tilkemizin zengin bor kaynaklarinin teknolojik ve katma degeri
yiiksek tiriinlere doniismesi yoluyla degerlendirilmesi hedeflenmistir.
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ABSTRACT

Carbon nanodots are carbon-based nanoparticles less than 10 nm in size. Due to their
biocompatibility, low toxicity, and high fluorescence intensity (quantum yield), they have
been the subject of studies especially involving biological applications in recent years.
Their high fluorescence capabilities and low toxicity for living things enable carbon
nanodots to be an excellent imaging agent for living cells and tissues. In addition, it is
known that ions such as Ag*, Hg?*, Cu?*, Fe?*, Pb®* CI', NOs ve NO>™ are factors affecting
the fluorescence yield of carbon nanodots. In this way, fluorimetric sensors sensitive to
anions and cations have been developed. Within the scope of this work, boron doped
carbon nanodot (BDCN) with high fluorescence yield was aimed to be synthesized by
using the hydrothermal method. The work consists of four stages namely the synthesis of
BDCN, its characterization, ion experiments and cell applications. In the synthesis stage of
BDCN, phenylboronic acid and amino acid glutamine (Glu) was used as the boron and
carbon sources respectively. In the hydrothermal method with sulphuric acid medium, the
effect of the temperature on the fluorescence yield and the structural specs of BDCN was
investigated. As a result, it has been revealed that the synthesized BKKNT product is
sensitive to SO4% ion between 1 and 8 nM and selected as a target for cancer cells. When
the literature studies on the synthesis of carbon nanodots, their sensor and cell applications
are examined, no studies investigating the usability of the BDCN as an imaging agent and
its sensitivity to SO42 ion have been encountered so far. The study with this purpose is
thought to be an original work contributing to the international scientific effort. Along with
this, rich boron sources of our country have been assessed, through the way presented in
this work, as technological and high value-added products.
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1. GIRIS

Karbon, elementi hidrojen, helyum ve oksijenden sonra evrende en bol bulunan doérdiincii
elementtir [1]. Ozellikle farkli sicakliklarda farkli 6zelliklerde birgok bilesik olusturabilme
Ozelligi onu yasamin vazgegilmez bir noktasina getirmistir [1]. Karbon atomlar1 kendi
icinde farkli baglanma kabiliyetine bagli olarak amorf, elmas, grafit, nanotiip ve fulleren
gibi birden fazla allotrop olusturabilmektedir [2]. Bu allotroplarin fiziksel 6zellikleri dogal
olarak birbirinden farkliliklar gosterir. Ornegin, grafit diinyanm bilinen en yumusak
malzemesi iken elmas bilinen en sert olanidir. Dahasi, mimkiin olan dokuz farkl
yiikseltgenme durumu sayesinde uygun diger ¢ok degerlikli elementlerle kararli kovalent
baglar olusturabilmektedir. Dolayisiyla karbon bilinen herhangi bir elementten yaklasik
olarak on milyon kat (su ana kadar agiklanan) daha fazla bilesik olusturabilmektedir. Bu
nedenle karbon organik bilesiklerdeki tiim molekiillerin bel kemigi niteligindedir ve bu

ozelligi onu yasamin siirekliligi i¢in vazgeg¢ilmez bir noktaya tasimaktadir [1].

Son yillarda karbonun fulleren, karbon nanotiip ve grafen gibi allotroplar1 kesfedilmistir
[3-5]. Ozellikle karbon nanotiip, elmas gibi karbon temelli nano taneciklerin kesfi ile farkls
kristal yapisina sahip karbon elementleri iginde ayr1 bir yere sahip olsunu tescillemistir [2].
2004 yilinda tek duvarli karbon nanotiiplerin saflagtirilmasi esnasinda yeni bir karbon
tirevi daha kesfedilmistir [6]. Karbon nano tanecik adi verilen bu karbon tiirevi, diger nano

taneciklere kiyasla daha giiclii bir fotoliiminesans 6zellik gostermektedir.

Karbon nano tanecikler sahip olduklar1 biyo uyumluluk, yiiksek floresans siddeti ve diisiik
toksisite gibi Ozellikleri sebebiyle kesfedilmesinden bu zamana kadar bir¢cok calismaya
konu olmustur. Karbon nano taneciklerin floresans siddetlerini etkileyen Onemli
hususlardan bir tanesi de pH ve matriks etkisi olarak tarif edilen yabanci iyonlar veya
molekiillere verdigi cevaptir [6]. Bu sayede yabanci iyonlara karsi duyarli sensdrlerin
gelistirilmesi miimkiin olmustur. Karbon disinda farkli elementlerin katkilanmasi
sayesinde karbon nano tanecigin floresans 6zelliklerinin gelistirilmesi ve belirli bir analite
kars1 duyarligin ve segiciligin saglanmasi miimkiin olmaktadir. Bor elementi de KNT nin
elektronik dogasim1 6nemli bigimde degistirmesi suretiyle dnemli bir modifiye edici

element olarak dikkat ¢cekmektedir.
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Ulkemizin bor kapasitesi her gecen giin artmis ve diinya bor pazarinda etkinligimizin
giderek kuvvetlenmesi ile 1970°1i yillarda %16 olan pazar payimizin bugiin %55’ lere
(B203 bazinda) ulasmis olmasina ragmen Tirkiye’de bulunan bor isletmelerinin {iriin

yelpazesi oldukga sinirli olup sadece dogal, konsantre ve rafine boratlar ihra¢ edilmektedir

[7]1.

Dolayisiyla bu calisma kapsaminda sentezlenecek olan bor katkili karbon nano tanecigin
yiiksek teknoloji gerektiren yeni bir Uiriin aday1 olarak, ¢alismanin hem ekonomik yonden

hem de kendi teknolojimizi gelistirmemiz adina saglayacagi katki asikardir.

Gilinlimiiziin en tehlikeli hastaliklarindan biri olan kanser Tiirkiye’de de sik¢a gdriilen bir
hastaliktir. Saglik Bakanligi’nin 2015 verilerine gore Tiirkiye’de yilda ortalama 163.500,
giinde ise 450 kisiye kanser tanis1 konulmaktadir. Kanser tedavisi hem maddi hem manevi
anlamda oldukc¢a yipraticidir. Calisma kapsaminda sentezlenecek olan bor katkili karbon
nano taneciklerin (BKKNT) yiizeyindeki kalintilar sebebiyle, bazi kanser hiicrelerine
afinite gosterecegi de beklenmektedir. Elde edilecek bu iiriiniin yiiksek floresans siddetine,
biyo uyumluluga ve diisiik toksisiteye sahip oldugu diisiiniildiigiinde, BKKNT {iriiniiniin
kanser hiicrelerinin goriintiilenmesi ve tedavisine yonelik yeni bir ajan olarak 6nerilmesi,

tez ¢alismasinin amaglarindan bir tanesidir.

Bu c¢alismayla tipta kanserli hiicrelerin goriintiilenmesinde ve tedavisinde kullanim alani
arastirilan bor katkili karbon nano tanecik (BKKNT) iiriinii ile fenilboronik asit ve
glutaminden yola c¢ikarak sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Hazirlanan BKKNT
driinleri hem saglikli hem de kanserli hiicreler {izerinde test edilmek suretiyle kanserli
hiicreler lizerindeki etkinligi aydinlatilmistir. Hazirlanan BKKNT dirlinlinlin bir diger
potansiyel uygulama alani olarak siilfat iyonuna karsi duyarliligi belirlenmis ve i¢cme
sularinda nM seviyede stilfat iyonunun tayini amaciyla kullanilabilecek bir floresans

ozellige sahip oldugu sonucuna varilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karbon Temelli Tanecikler

Karbon nano malzemeler, nano teknoloji biliminde genis bir sekilde kullanilan,
fullerenleri, karbon nano tiipleri ve grafeni i¢inde barindiran ve yillardir {izerine ¢aligmalar
yapilan konular olarak dikkati ¢ekmektedir [8]. 2006 yilinda yapilan bir ¢aligmada bu
materyallerin yiizeyinde bulunan gruplarin degistirilerek floresans 6zelligi gosteren karbon
nano taneciklerin elde edilebildigi gorilmistir [5]. Bunun yaninda “karbon tanecik”
kelimesi liiminesans Ozellik gdsteren yiizey islevli tiim kiigiik karbon nano tanecikleri
kapsayan bir terimdir. Tiim karbon nano tanecikleri en az bir boyuta sahip olup 10 nm’den
daha kiiciik biiyiikliige sahiptirler ve esasen sp?/sp® hibritlesmis karbon atomlarindan
olusmaktadir. Dahasi karbon tanecikler yabanci atomlar, modifiye edilmis yiizey gruplar
ve agrega olmus polimerler igerebilirler. Basitge sOylemek gerekirse, tiim karbon tanecikler
modifikasyona veya pasivasyona ugramis yiizey gruplar ile ¢evrili bir karbon ¢ekirdekten
olugsmaktadir. Bu yilizey modifikasyonlart sadece ¢Oziinebilirlik ve kolloidal kararlilik
saglamakla kalmaz ayni zamanda farkli alanlarda 6zel uygulamalar i¢in ¢aligma imkan

saglarlar [9].

2.1.1. Karbon temelli taneciklerin simiflandirilmasi

Bugiine kadar yapilan calismalarda ii¢ ana karbon tanecikten bahsedilmistir. Bunlar;
karbon nano tanecikler (KNT), grafen karbon kuantum tanecikler (GKKT) ve polimer
tanecikler (PT) seklinde siralanabilir. Bu tip karbon tanecikler yiizey fonksiyonel gruplari,
boyutlar1 ve 6zgiin molekiiler yapilartyla birbirinden ayirt edilebilirken fotoliiminesans
oOzellikleri birbirine ¢ok benzerdir. Karbon taneciklerin smiflandirilmasi Sekil 2.1’de

verilmistir.



Karbon Tanecik Ailesi

Fotoliiminesans emisvonu (GB-IR)
Nano tanecikler (en az bir boyutta ve 10 nm'den kiiciik)
Yiizey modifikasyonu/pasivasyonu
sp/sp> hibrit karbon atomlan

Karbon gekirdeginin ana vapisal 6zelliklerine gére ayrmi

Amorf Kiristal Makromolekiiler
kristal kafes yok bir veya daha fazla konjuge veya kiimelenmis
(primer sp hibridize grafen tabakasi capraz bagh polimerlerin
karbon atommu) (primer sp? hibridize birlesimi
karbon atomu)
KNT GKKT BT

Karbon Nano Tanecik  Grafen Karbon Kuantum Polimer Tanecik

Sekil 2.1. Ug ana tipteki karbon tanecigin sematik gdsterimi

2.1.2. Karbon nano tanecikler (KNT)

Karbon nano tanecikleri diger karbon taneciklerden (GKKT ve PT) ayiran temel fark
karbon nano taneciklerde yapisal bir diizenin olmayisidir. GKKT’ler belirgin bir kristal
yapiya ve PT’ler de kendini tekrar eden birimlere sahipken karbon nano tanecikler amorf
bir yapiya sahiptir. Dolayisiyla kristal kafesleri yoktur. Bununla birlikte, GKKT’lerin
aksine, karbon nano taneciklerden daima izotropik kiiresel parcaciklar olarak
bahsedilmektedir. Fakat bazi ¢aligmalarda kristal yapiya sahip karbon nano taneciklerin
varhigindan da bahsedilmektedir [8]. Karbon kuantum tanecikleri (KKT) olarak
adlandirilan bu yapilarin kristal grafite benzer yapilar oldugu sdylenmektedir [10]. Kristal
yapilar1 nedeniyle bu KKT’lerin karbon nano tanecikten ziyade GKKT olarak

adlandirilmasi, karisikliga sebep olmasini 6nlemek bakimindan dogru bulunmustur [8].
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Karbon nano tanecikler konjuge sp? hibrit atomlarma sahip degildir ve fotoliiminesans
ozellikleri ylizeyindeki fonksiyonel gruplardan kaynaklanmaktadir. Cesitli enerji
seviyelerine sahip bir dizi fonksiyonel grup, cesitli emisyon durumlar1 olusturabilir.
Uyarma dalga boyuna bagli olarak tek bir emisyon yapan ylizey durumu tiim emisyonu
domine edebilir. Biiyiik olasilikla bu yiizey durumlar yiizeydeki izole kimyasal gruplardan
degil yiizeydeki kimyasal gruplarin ve karbon g¢ekirdeginin hibritlesmesinden
olusmaktadir. Sonug olarak, yiizey pasivasyonu karbon nano taneciklerin fotoliiminesans
ozelliklerinde kilit bir rol oynamaktadir. Bugiine kadar amino-polietilen glikol (PEG),
poli(propiyonil etilenimin-ko-etilenimin) (PPEI-EI) ve dallanmis polietilenimin (BPEI)
gibi birgok organik molekiiliin yiizey pasivasyonu iizerinde etkili oldugu kanitlanmistir [5,
8,9].

Karbon nano taneciklerin fotoliiminesans ozelliklerinin asil kaynagmin ne oldugu tam
olarak anlagilamamigtir. Ancak son yillarda bu durumun yiizey durumlarindan
kaynaklandigin1 gosteren kanitlar bulunmustur. Dolayisiyla karbon nano taneciklerin
yiizeyindeki fonksiyonel kimyasal gruplarin modifiye edilmesi ile FL emisyonu i¢in dalga

boyu ve siddeti ayarlanabilmektedir.

2.1.3. Grafen karbon kuantum tanecikler (GKKT)

Adindan da anlagilacagi tizere GKKT’ler kenarlardaki modifiye edilmis genellikle 10
nm’den kiiglik bir veya daha fazla grafit tabakasindan olusmaktadir [9]. Bu nedenle
GKKT’ler yanal boyutlar1 yiiksekliklerinden daha biiyiik olan anizotropik malzemelerdir.
Grafen benzeri tek katmanl karbon ¢ekirdegi sayesinde GKKT’ler belirli bir kristal yapiya
sahiptir. Grafenin (1 0 0) diizlemine karsilik gelen benzer yapisiyla ortalama kafes sabiti
240 pm’dir. Basit yapilari GKKT’leri, KNT’lerin PL mekanizmalarin1 ve siireglerini
arastirmak icin ideal bir model yapmaktadir. Bununla birlikte ikinci bir kristal yap1 olan
karbon kuantum tanecikler (KKT) olarak adlandirilan yapilar yaklasik 340 pm kafes ara
katman mesafesine sahip yapilardir ve bu yapilar krsital grafitin (0 0 2) diizlemine karsilik
gelmektedir [10]. Bu KKT’ler genellikle KNT olarak kabul edilmektedir [8]. Fakat sahip
olduklar kristallik sebebiyle GKKT olarak da kabul edilmektedirler. Tipik bir GKKT’ye

ait iskelet formiilii ve li¢ boyutlu goriiniim Sekil 2.2°de sunulmustur.
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Sekil 2.2. Tipik bir GKKT’nin yapisal goriiniimii, (A) iskelet formiili, (B) ii¢ boyutlu
gorunim

Grafen oksit (GO), GKKT i¢in 6nemli bir ilk katmandir ve ¢ok katmanlt bir GKKT
hazirlanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu sebeple GO ve GKKT benzer kimyasal
yapilara sahiptir. Karbon ¢ekirdegin yani sira GO, taban diizleminde veya kenarlarinda
oksijen bazli fonksiyonel gruplar icermektedir. Baska bir deyisle, aromatik sp? alanlar1
epoksi ve hidroksil bazli sp® karbon-oksijen matrisiyle c¢evrilidir [10]. Oksijen bazli
fonksiyonel gruplar elektrostatik ve sterik kararlilik saglarken sp? alanlarinm biiyiikliigi

fotoliiminesans Ozelliklerini belirlemektedir.

2.1.4. Polimer tanecikler (PT)

Polimer tanecikler, dogrusal monomer veya polimerlerden hazirlanan c¢apraz bagh
polimerlerden olusan yapilardir. PT’lerin bilinen iki ¢esidi vardir. Bir tanesi, floresans
ozelligi olan polimerlerin konjugasyonundan elde edilen konjuge PT’ler, bir digeri ise
kiimelenmis bir polimer yapiya sahip olan konjuge olmayan PT’lerdir. PT lerin belirgin bir
ozelligi de karbonize olmus karbon cekirdege sahip olmamasidir. Ayrica karbon ¢ekirdek
ve polimer zincirleri, PT’lere kendiliginden baglanabilmektedir [8]. Dolayisiyla, PT’lerin
sahip olduklar1 fotoliiminesans Ozelliginin karbon g¢ekirdek veya konjuge polimerlerin
floroforlart oldugu diisliniilmektedir. PT’lerin karakteristik bir o6zelligi de yiizey
modifikasyonlarinin kolay olmasidir. Bu durum da onlar1 umut vadeden floresans

malzemeler yapmaktadir.



2.2. Karbon Nano Taneciklerin (KNT) Sentezlenme Yéntemleri

Karbon nano tanecikler yukaridan asagi ve asagidan yukari yontemler olarak iki kategoriye
ayrilan ¢esitli yaklagimlarla sentezlenmektedir [9]. Sekil 2.3’te KNT’lerin asagidan yukari
ve yukaridan asagi sentez yontemleri sematik olarak gosterilmektedir [11]. Yukaridan
asag yontemler, grafit veya grafen gibi biiyiikk malzemelerin kiiciiltiiliip ark desarji, lazer
ablasyon, elektrokimyasal islemler gibi fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilarak KNT
sentezlenmesini ifade etmektedir. Asagidan yukar1 yontemler ise L-askorbik asit, sitrik asit
veya konjuge olmayan glukoz gibi kii¢iik molekiillerin yakma, mikro dalga ve hidrotermal
yollara bagvurularak KNT sentezlenmesini ifade etmektedir. Yukaridan asagi yontemlerle
kiyaslandiginda, asagidan yukar1 yontemler secilebilecek 6ncii maddeleri ve karbonizasyon
yontemleri acgisindan daha avantajlidir. Dolayisiyla asagidan yukar1 yontemler farkli

kompozisyon ve Ozelliklerde KNT sentezlenmesine olanak vermektedir [12].

KNT’lerin ¢ogu diisiik kuantum verimine (KV) sahiptir. Ancak yari iletken endiistrisinde,
KNT’lerin elektron yogunluklarini degistirerek optik ve elektriksel 6zelliklerini ayarlamak
icin genis bir sekilde kullanilan katkilama ve yiizey pasivasyonu yontemleri ayni zamanda

KNT’lerin fotoliiminesans 0zelliklerini gelistirme konusunda da katki saglamaktadir.
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Sekil 2.3. KNT’lerin asagidan yukar: ve yukaridan agagi yontemlerle sentezinin sematik
gosterimi [11]



2.2.1. Yukaridan asag1 yontemler

Yukaridan asagiya yontemler, biiyiik karbon molekiillerinin harici bir enerji yardimiyla
daha kiiciik karbon molekiillerine pargalandigi fiziksel yaklagimlardir. Biiyiik molekiillerin
pargalanmasiyla olusan bu kiigiik karbon parcaciklart karbon nano taneciklerin temelini
olusturmaktadir. Karbon nano taneciklerin sentezlendigi ilk yukaridan asagiya yontem ark-
desarj yontemidir. 2004 yilinda tek duvarli karbon nano tiiplerin tiretimi ve saflastirilmasi
esnasinda ark-desarj yontemi kullanilmis olup, tesadiifen bu esnada bir karbon nano
tanecik formunun olustugu anlasilmistir. 2004 yilindan sonra lazer ablasyon,
elektrokimyasal asindirma, elektro-oksidasyon vb. daha fazla fiziksel yaklasim
kesfedilmistir [9-11].

Ark-desarj yontemi

Floresans karbon nano tanecikler (FKNT) ilk kez 2004 yilinda tek duvarli karbon nano
tiiplerin

’te sematik goOsterimi verilen ark-desarj yontemiyle saflastirilmasi esnasinda tesadiifen
bulunmustur [2]. Saflastirima islemi esnasinda uzun-kisa karbon nano tiipler ve FKNT elde
edilmistir. Daha sonrasinda bu FKNT ler filtrasyon iglemiyle ti¢ kisma ayrilmis, ayrilan bu
iirinler 365 nm uyarim altinda artan boyutlarina gore yesil-mavi, sar1 ve turuncu renkte
emisyon yapmistir. Sar1 renkte emisyon yapan iiriiniin kuantum verimi (KV) 0,0116 olarak
Ol¢tilmiistiir. Yapilan FTIR analizi, KNT’ nin yiizeyinde fonksiyonel karboksil gruplarin
oldugunu gostermistir. Yine FTIR analizi sonucunda diizlem dis1 biikiilmeye sahip bir C-H
pikine rastlanmamistir. Bu da KNT’nin sahip oldugu floresans 6zelliginin poliaromatik

hidrokarbonlardan kaynaklanmadigini gostermektedir.

Karbon nano tiip  Déner besleme iinitesi

He gaz atmosferi

Ark-desarj

Grafit

Ark-desarj cihazn

Sekil 2.4. Ark desarj cihazinin sematik gosterimi



Lazer ablasyon yOntemi

Lazer ablasyon yontemi KNT sentezinde kullanilan en eski yontemlerden biridir. Bu
yontemde KNT’ler pasiflestirici bir ortamda seyreltilmis grafit tozunun ablasyonuyla elde
edillmektedir [13]. Sekil 2.5’te lazer ablasyon yontemiyle KNT sentezinin sematik
gosterimi yer almaktadir [14]. Ayrica bu ortam partikiilleri kararli hale getirerek floresans
ozellik kazandirmaktadir. KNT’lerin sentezi esnasinda bazi etkilesimler ortaya
cikabilmektedir. Bu sebeple ortam se¢imi olduk¢ca Onemlidir. Ortam, ablasyon islemi
esnasinda fizikokimyasal olarak kararli olmali ve meydan gelen KNT’lerin de kararli
olmasin1 saglamalidir. Bu yontemle ilgili yapilmis c¢aligmalar Madde 2.2.3’te verilen

Yiizey Pasivasyonu basligi altinda detayl sekilde anlatilmistir.

Sekil 2.5. Grafit tozu kullanilarak lazer ablasyon yontemiyle tek basamakta KNT
sentezinin sematik gosterimi [14]

Elektrokimyasal Yontem

Elektrokimyasal yontem, yiikseltgeyici bir madde yardimiyla karbon malzemelerin
oksitlenerek daha kiigiik pargalara ayrilmasi islemini kapsamaktadir. Bu yontemde karbon
malzemeler oksitlenerek yiizeylerinde ¢esitli fonksiyonel gruplar olusmaktadir. Bu durum
KNT’lerin ¢oziintirliiklerinin ve fotoliiminesans siddetlerinin artmasina sebep olmaktadir.
2007 yilinda yapilan bir ¢alismada yanan bir mumdan toplanan is, nitrik asit (HNO3) ile
oksitlenerek KNT sentezi gergeklestirilmistir [15]. Yanan mumdan toplanan bu isin
hidrofobik 6zellikte olup karbon igeriginin %91,69 oldugu belirtilmistir. Daha sonra bu is
HNO3 ile geri dongii islemine tabi tutularak, isten bir siispansiyon elde edilmistir. Bu
stispansiyon da santrifiijlenerek iistte kalan siizlintiiniin 312 nm uyarim altinda sar1 renkte
floresans etki gosterDigi belirlenmistir. Yine ayni ¢alismada HNOg3 haricinde Hidrojen
Peroksit (H202) ve Asetik Asit (AcOH) gibi mavi renkte floresans etki gdsteren
yiikseltgeyiciler kullanilmistir. Floresans o6zellikteki bu KNT’ler poliakrilamit jel
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elektroforezi kullanilarak saflagtirilmis ve sonucunda farkli hareket kabiliyetlerine sahip
mor-mavi, yesil-sart ve turuncu-kirmizi renkte floresans etki gosteren KNT’ler meydana
gelmistir. Elde edilen bu KNT’lerin C, H, O, miktarlarinin sirasiyla %36,79, %15,5 ve
%44,66 oldugu saptanmustir. FTIR ve *C NMR bl¢iimleri de C=C, C=0 baglarinin var

oldugunu fakat doymus sp® karbon atomlarmin var olmadigini gostermistir.

Elektrokimyasal olarak sentezlenen KNT’ler aym1 zamanda elektrokemiliiminesans (EKL)
iretmek icin de kullanilabilmektedir. 2009 yilinda yapilan bir diger calismada fosfat
tampon ¢ozeltisi igerisindeki platin (Pt) kars1 elektrodu ve giimiis/glimiis kloriir (Ag/AgCl)
referans elektrodu kullanilarak grafit elektrokimyasal olarak oksitlenmis ve KNT
sentezlenmistir [14]. Bu ¢alisma, KNT’lerin EKL’sinin yar1 iletken nano kristallerinkiyle
benzer oldugunu gostermistir. Ayn1 zamanda EKL emisyon mekanizmasinin da pozitif
(R™) ve negatif yiiklii (R) KNT’lerin elektron transferi imha yoluyla uyarilmalar1 (R")
sonucu olustugu belirtilmistir. Bu durum Sekil 2.6’da sematik olarak gosterilmektedir [14].

a R 4_ Elektron Transferi (ET)

ET1:R"*—R""

ET2: R*™—S0,""
Enerji

'-A R 4 Ro+ (\‘eyaR'_)

KNT Cekirdegi | Yiizey

Sekil 2.6. KNT’lerin EKL ve FL mekanizmalarinin hipotezinin sematik gésterimi [14]

Yukarida bahsedilen yontemler genellikle maliyetli yaklasimlar olup kullanilan
enstriimanlar pahali arag-gereclerdir. Ayni zamanda bu ydntemlerde KNT’lerin boyut
dagilimmi homojenize etmek zor olabilmektedir. Boyut dagilimidaki homojenizasyonu
saglamak icin de sentez sonrasi fazladan islem gerektirmektedir. Yukaridan asagi
yontemlere kiyaslandiginda asagidan yukar1 yontemler, daha basit olmalar1 ve sistematik

sonuclar vermeleri sebebiyle 2009 yilindan sonra daha ¢ok tercih edilmeye baglanmistir.
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2.2.2. Asagidan yukar1 yontemler

KNT’ler ilk kez yukaridan asagi bir yontem kullanilarak kesfedilmis olmalara ragmen
asagidan yukar1 yontemler {iriiniin homojenligini daha etkili bir sekilde kontrol edebilmek,
fonksiyonelligi basitlestirmek ve maliyeti azaltmak adina daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu
yontem yukaridan asagi yontemlerin aksine daha kiigiik karbon kaynaklarindan yola
cikilarak atomlasma ve yeniden topaklanma esnasinda KNT olusmasina dayanmaktadir.
Kullanilan bu karbon kaynaklar meydana gelen KNT nin ¢ekirdegini olusturmaktadir.
Asagidan yukar1 yontemlerin ¢ogu yukaridan asagiya yontemlere oranla daha avantajlidir.
Mikrodalga, piroliz, ultrasonik ve hidrotermal gibi yaklagimlar asagidan yukari yontemlere

ornek olarak verilebilir.

Mikrodalga sentez yontemi

Mikrodalga sentez yontemi; yontemin kolayligi, diisiik maliyeti ve reaksiyon hizi gibi
ozellikleri sebebiyle floresan KNT sentezinde oldukca popiiler bir hal almistir. Genel
olarak bu yoOntem, oncii maddelerin yer aldigi bir ¢ozeltinin mikrodalga yoluyla belirli
sartlarda yiiksek sicaklik ve basingta isleme tabi tutularak KNT olusmasina dayanmaktadir.
2009 yilinda yapilan bir ¢aligmada ekonomik ve basit olan mikrodalga senteziyle kisa
stirede KNT sentezlendiginden bahsedilmistir [16]. Bu c¢alismada farkli miktarlarda
polietilen glikol (PEG-200) ile glukoz, fruktoz gibi sakkaritler suda ¢oziilerek mikrodalga
firnda 500 W’lik bir enerji altinda 2-10 dakika siireyle 1sitilmustir. Islem 6ncesi renksiz
olan bu friinler islem sonrasinda sar1 ve acgik kahverengi renklerde elde edilmistir. Bu
durumun da KNT olusumunu gosterdigi belirtilmistir. Elde edilen bu KNT’lerin amorf
yapiya sahip olmakla birlikte yapisinda C=0O, C=C, C-O-C, C-H ve O-H baglarini

bulundurdugu gozlenmistir.

2015 yilinda yapilan bir diger calismada sitrik asit ve lire oncii maddeleri kullanilarak ¢ift
emisyon yapan floresans ozellige sahip KNT sentezi yapilmistir [17]. Bu ¢alismada 750
W’lik ev tipi mikrodalga firin kullanilmistir. 4-5 dakikalik islem sonrasinda yapisinda C,
H, O, N atomlarinin ve hidroksil, karboksil, amin gruplarinin bulundugu suda yiiksek
coziinlirliige, fotostabiliteye ve essiz floresans 6zellige sahip KNT’ler sentezlenmistir.
Fakat birden fazla 6ncii madde kullanilmasinin sentez mekanizmasinin anlasilmasinda

kisitlamalar yarattig1 sonucuna varilmistir.
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2016 yilindaki bir ¢alismada ise yine ev tipi mikrodalga firinda sadece amonyum sitrat
oncii maddesi kullanilarak mavi floresans ozellik gosteren KNT, 1 dakikadan kisa bir
stirede sentezlenmistir [18]. Floresans 6zellige sahip bu KNT’lerin 6ncii madde olan
amonyum sitrat tuzunun polimerizasyonu ve ardindan olusan polimerin kismi olarak
karbonlagsmasiyla meydana geldigi diistiniilmiistiir. Reaksiyon sicakligi nispeten diisiik
oldugunda amonyum sitrat tuzunun oligomerleri olusturmak i¢in yogustugu ve molekiiller
arast dehidrasyona ugradiglr varsayilmistir. Reaksiyon sicakliginin artmasi nedeniyle
yiizeyinde hidrofilik fonksiyonel gruplara sahip, kristal olmayan ve diizgiin bir sekilde
biiyiiyen karbon nano pargaciklarin olusmasina sebep olmustur. Hem amonyum hem de
sitrat gruplarinin KNT olusumuna katkida bulundugu belirtilmistir. Benzer kosullar altinda
kontrol deneyleri yapilmistir. Ancak bu deneylerde amonyum ve sitrik asit ayr1 ayri
kullanilmigtir. Bu deneylerin sonucunda sentezlenen KNT’lerin UV 15181 altinda zayif

floresans 6zellik gosterdigi sonucuna varilmaistir.

Piroliz yOntemi

Bu yontem, karbon 6nciil maddelerinin yiiksek sicaklik kosullari altinda pirolizi veya
karbonizasyonu yoluyla KNT’lerin hazirlanmasina dayanmaktadir [19]. Karbon kaynagi
yeterince yiiksek bir sicakliga isitilarak KNT’lerin ayrilabildigi ve saflastirilabildigi siyah
pirolitik malzemelerin olusumu saglanmaktadir. Bu yontem genel olarak karbon o6nciil
maddelerindeki baglarin kirilarak nano kolloidal pargaciklarin elde edilmesi igin yiiksek
derisimde alkali veya gii¢lii asit ortam1 gerektirmektedir. 2010 ve 2012 yillarinda yapilan
caligmalarda KNT sentezlemek icin pirolitik bir yontem gelistirilmistir. Bu caligmalarda
Ozetle, oncii madde olarak kullanilan EDTA-2Na.2H.O kuvarz bir tiipiin igine
yerlestirilmis ve 400°C sicaklikta 2 saat siireyle azot ortaminda kalsine edilmistir. Ancak
pirolizin tam anlamiyla gerceklesmemesi sebebiyle KNT’lere H, N, O ve Na katkis:
yapilmistir. Sonrasinda elde edilen siyah toz asetonda coziilerek 15 dakika santrifiij
islemine tabi tutulmus ve reaksiyona girmeyen bilesenler ortamdan uzaklastirilmistir. TEM
karakterizasyonu sonucunda KNT’lerin kiiresel bir yapiya sahip olup ortalama 3,8 nm
biiyiikliigiinde kiiresel yapiya sahip olduklari anlagilmistir. FTIR spektrumu incelendiginde
1470 cm™ ve 1647 cm™deki piklerin karboksil grubuna, 3346 cm™’deki pikin ise O-H
baginin bulunduguna isaret ettigi belirtilmistir. Yiizeydeki bu gruplarin sadece KNT’lerin
hidrofilik 6zelliklerini arttirmakla kalmayip ayn1 zamanda FL ozelliklerini de arttirdigi

sonucuna varilmaistir.
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Ultrasonik yontem

Literatiirde yer alan arastirmalarda, KNT sentezinde ultrasonik yontemin de kullanildig:
calismalar mevcuttur. 2010 yilindaki bir ¢alismada glukozdan yola ¢ikilarak asit ya da baz
ortaminda ilk kez ultrasonik islemle suda ¢oziinebilen homojen tane boyu dagilimli KNT
sentezi gerceklestirilmistir. Sentezlenen KNT’lerin biiytikliiklerinin 5 nm civarinda ve
karakteristik uyarma dalga boyuna bagli emisyonlarinin bulundugu anlagilmistir. Bu sonug,
ultrasonik yontemin kullanilarak basarili bir sekilde KNT sentezinin yapilabildigini
gostermistir. Ayrica elde edilen KNT’lerin yakin kizil 6tesi dalga boyu araligina kadar
genisleyebilen FL emisyonlarinin oldugundan bahsedilmistir. Yani bu KNT’lerin yakin
kiz1l 6tesi dalga boyunda (700-1000 nm) uyarildiginda 450-750 nm araliginda daha kisa bir
dalga boyunda emisyon yapabildikleri belirtilmistir. Bu 6zelligin KNT’leri, yakin kizil
Otesi radyasyonunun tesirinin fazla oldugu biyolojik goriintiilemede giiclii bir enerji

transferi adayi olabileceginden bahsedilmistir [20].

2014 yilindaki bir diger ¢alismada yine ultrasonik yontem ile dogal bir onciil olan
narenciye limonu kullanilarak KNT sentezlenmistir [21]. Bu ¢alisgmada narenciye limonu
oziitlenerek NaOH ortaminda ultrasonik isleme tabi tutulmus sonrasinda da elde edilen
KNT’ler yogunluk gradyenli santriflij yontemi kullanilarak tane boyutlarina gore iki kisma
ayrilmigtir. Ayrilan her iki KNT iirliniiniin karakterizasyon islemleri yapilmis ve kullanilan
bu yontemin KNT sentezinde basarili oldugu séylenmistir. Ayrica ¢calismada bu yontemin
giiclii asit ortamina, karbonizasyon basamaklar1 i¢in c¢ok yiiksek sicakliklara ihtiyag
duymadigindan bahsedilerek kullanilan 6nciil maddenin de dogal, ekonomik ve g¢evre
dostu oldugu vurgulanmistir. Son olarak da sentezlenen KNT’lerin, toksisitesi olmayan
yiiksek performansli optik goriintiilleme probu olarak kullanilabilecek sudaki ¢oziintirliigii
yiiksek, giiclii FL ozelligine sahip ve biyo uyumlulugu yiiksek olan iiriinler oldugu
belirtilmistir.

Hidrotermal/solvotermal yontem

Bu yontem, KNT sentezinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Tekrarlanabilirligi
yiikksek ve giivenilir bir yontem olarak one ¢ikmaktadir [22]. Literatiirde bu ydntem
kullanilarak KNT sentezinin yapildigi bircok calisma mevcuttur. Bu yontem esasinda

yiiksek sicaklik ve basing altinda karbon kaynagi oncii maddenin karbonizasyonuna
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dayanmaktadir. 2015 yilindaki bir ¢alismada amonyum sitrat ((NH4)3CeHsO7), amonyum
hidroksit (NH4OH) ve hidrojen peroksit (H202) kullanilarak 180 °C sicaklikta 2 saat siire
sonunda azot katkili KNT sentezlendigi ortaya konmustur [23]. Sentezlenen bu azot katkili
KNT’lerin %15,7 kuantum verimine sahip olup yesil renkte giiclii floresans 6zellik
sergiledigi sOylenmistir. Sentez sirasinda NH4OH, hem azot kaynagi olarak kullanilmig
hem de yapisindaki NH3’iin ayrilmasi sayesinde yiiksek basingli alkali ortam olusturarak
(NH4)3CeHs0O7’nin ayrismasina ve KNT’lerin olusumuna olanak saglamistir. Bu sentezde
H202’nin roliiniin ise yapisindaki hidroksil grubu sayesinde KNT’lerin emisyon renginin
maviden yesile kaydirmak oldugu belirtilmistir. Sekil 2.7°de (NH4)3CsHsO7, NH4OH ve
H20, oOncli maddeleri kullanilarak yesil renkte floresans oOzellige sahip KNT’nin

hidrotermal yontemle sentezine yonelik sematik gosterime yer verilmistir.

UV Ismlamas:

(NH4)aCsHs07
+ Hidrotermal
NH4OH
+ 180 °C 2 saat
H:0:

Sekil 2.7. (NH4)3C6H507, NH40OH ve H202 oncii maddeleri kullanilarak yesil renkte
floresans 6zellige sahip KNT nin hidrotermal yontemle sentezi [23]

2017 wyilinda yapilan diger bir c¢alismada ¢apraz bagli polietilenimin ve 4-
formilfenilboronik asit oncli maddeleri kullanilarak hidrotermal yontemle bor ve azot
katkili KNT sentezi yapilmistir [24]. Sentezlenen bu KNT’lerin 462 nm’de mavi
liiminesans 6zellik sergiledigi, %15,85 kuantum verimine sahip oldugu ve dar aralikta tane
boyutu dagilimi gosterdigi ortaya konulmustur. Ayrica bor ve azot katkili bu KNT’lerin

floresans siddetinin, sicaklik ve pH degeri arttik¢a azaldig1 sonucuna varilmistir.

Solvotermal yontem ile KNT sentezlenen bir ¢alismada 6ncii madde olarak sirasiyla orto,
meta ve para-fenilendiamin kullanilmistir [25]. Sentezlenen bu KNT’lerin yesil, mavi ve
kirmiz1 FL 6zellik sergiledigi belirtilmistir. TEM ve AFM ol¢iimleri sonrasinda KNT’lerin
tek tane boyu dagilimli ve tane boyutlarinin da sirasiyla 8,2, 6,0 ve 10,0 nm oldugu

goriilmiistiir. FTIR ve XPS 6l¢iimleri de 6ncili maddelerin yapilart géz 6niine alindiginda
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C-H, C-N= ve C=0 gibi yeni baglarin olustugunu gdstermistir. Ug¢ farkli oncii madde ile
sentezlenen KNT’lerin kuantum verimlerinin birbirinden farkli olmasi, 6ncii maddelerin

yapisinda bulunan azot miktarlarinin farkli olmasiyla iliskilendirilmistir.

2015 yilindaki bir ¢calismada, tiyosalisilik asit ve etilendiamin 6ncii maddeleri kullanilarak
hidrotermal yontemle tek basamakta KNT sentezi gerceklestirilmistir. Calismada Oncii
maddeler su ile karistirilmis ve teflon otoklav icerisinde 1sitilmistir. Islem sonrasinda elde
edilen KNT ¢ozeltisi filtrasyon ve diyaliz islemine tabi tutulmustur. KNT’lerin ortalama
tane boyutunun 2,4 nm oldugu ve bu degerin reaksiyon siiresi ve sicakligiyla
degistirilebilecegi sonucuna varilmistir [26]. Sekil 2.8’de tiyosalisilik asit ve etilendiamin

kullanilarak sentezlenen KNT nin sentez asamalar1 gdsterilmistir.

HS CA e
S” ~~1CHA HNOC NH.
HS COOH HN oy (@ V% s
N / ¥ _\Cs HNOC CONH
) el
I \ ; s 1Q \ = = e > |
Polimerizasyon 7 /l ._\.L)'/ - Karbonizasyon C-5C ~ CONH
=, S o > COOH
+ 1 2y ~(Y A F3 | & NH, NH,
HN \ s KBy \S: HNOC NH: HNOC NH
NANNH, ‘\ _SH N ‘ - ;
H.N / HNOC CONH  HNOC CONH
_/ \/\,\.”“( kA C-S-C CONH C-S-C CONH
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Sekil 2.8. Tiyosalisilik asit ve etilendiamin Oncti maddeleri kullanilarak KNT’nin
hidrotermal yontemle sentezi [26]

2014 yilinda yapilan diger bir caligmada ise tek Oncli madde olarak fenilboronik asit
kullanilarak hidrotermal karbonizasyon ile KNT sentezi yapilmistir [27]. Oncii madde
olarak fenilboronik asit kullanilmasinin baslica sebebi, fenilboronik asidin sahip oldugu
halkal1 yapinin 1y1 bir karbon kaynagi olmas1 gosterilmistir. Bu ¢aligmada fenilboronik asit
ultra saf suda ¢0ziilmiis sonrasinda pH ayarlamasi yapilarak NaOH ortaminda bir siire
karistirilmistir. Elde edilen bu ¢ozelti teflon kapli bir otoklav igerisinde 160°C sicaklikta 2
saat siireyle 1sitilmis ve daha sonra oda sicakligina gelmesi saglanmistir. Oda sicakligina
gelen KNT iceren c¢ozelti 30 dakika siireyle santrifiij edilerek biiyiik partikiiller
coktiiriilmiis ve daha ileri saflastirma i¢in 24 saat siireyle diyaliz islemine tabi tutularak
karakterizasyon islemlerine hazir hale getirilmistir. TEM analizi, sentezlenen KNT’lerin
homojen bir sekilde dagildigin1 ve tane boyutlarinin 2,5 — 6,5 nm arasinda degistigini

gostermistir. 230 — 280 nm araliginda hem KNT’lerin hem de fenilboronik asidin ¢ok agik
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bir absorpsiyon bandina sahip oldugu belirtilmistir. Bu absorpsiyon bandi, karbonun w-n*
gecigine atfedilmistir. Bu KNT’lerin 320 nm’de uyarildiklarinda 408 nm’de emisyon
yaptiklar1 gézlenmistir. Fenilboronik asit ¢ozeltisinin goriiniir bolgede emisyon yapmadigi
dolayisiyla 408 nm’deki bu emisyonun sentezlenen KNT’lere ait oldugu sonucuna
varilmistir. Uyarma dalga boyu arttikga emisyon dalga boyunun arttifi bununla birlikte
floresans siddetinin azaldigi sdylenmistir. Bu uyarma dalga boyu bagimli floresans

davranisit KNT’lerin en belirgin 6zelliklerinden birisi oldugu vurgulanmistir. [28-29].

2.2.3. Yiizey pasivasyonu

KNT’ler yapisal bakimdan ¢ok sayida sp? ve sp® olarak hibritlesmis karbon atomu
icermektedir. Bununla birlikte, mikro diizeyde miikemmel olmayan sp? hibritleri sebebiyle
de bir¢ok kusur bulunmaktadir [5, 30]. Bu durum da KNT’lerin FL 6zellikleri {izerinde
etkili olmaktadir. KNT’lerin sahip oldugu FL ozellikleri, yapinin sahip oldugu karbon
cekirdegi ile ilgilidir ve bu ¢ekirdeklerin boyutlarinin da genelde 10 nm altinda olmasi
tercih edilmektedir. Bu karbon ¢ekirdekleri yaygin olarak homojen olmayan yiizeylerde
bulunmaktadir [31-33]. KNT’ler, organik veya polimerik ajanlar kullanilarak yiizeydeki
elektron ciftlerini harekete gecirmek igin pasiflestirilmektedir. Yiizey pasivasyon islemi,
isikla  indirgenmis tasiyicilarin  dagilmasini engellemesi acisindan Onemli bir rol
oynamaktadir. Bunun sonucunda da KNT’lerin FL 6zelliklerinin artmas1 saglanmaktadir.
Sonug olarak yiizeyi pasiflestirilmis KNT’lere oranla edilmeyen KNT’ler daha iistiin optik

ozellikler sergilemekte olup yakin kizilotesi bolgede FL 6zelligi gostermektedir.

Simdiye kadarki ¢alismalarda pasiflestirici ajan olarak organik molekiiller ve polimerler
kullanilmigtir. Pasiflestirme isleminde kullanilan organik molekiiller ayn1 zamanda sentez
esnasinda oncii madde olarak da kullanilabilmektedir. Bu nedenle sentez sirasinda oncii
olarak kullanilan organik molekiilin pasiflestirici etkisini anlamak zordur. Organik
molekiillerle yapilan ¢alismalarin az olmasinin sebebi de buna baglanmaktadir. ilging bir
sekilde, pasiflestirici ajan olarak kullanilan organik molekiiller KNT’lerin FL 6zelliklerinin
arttirtlmasi i¢in yapilan katkilama iglemleri kadar etkili olmaktadir. Yiizey pasiflestirici
olarak kullanilan polimerler genellikle UV-GB araliginda belirgin bir sekilde emisyon
yapmazlar. Bu durum agik bir sekilde, pasiflestirici ajanlarin, KNT’lerin FL 6zelliklerinin

tyilestirilmesinde oynadig: kilit rolii gostermektedir.
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2.3. Karakterizasyon Yontemleri

Kimyasal bilesim, boyut, bicim ve yapt KNT lerin 6zel ve essiz 6zelliklerini belirleyen
onemli faktorlerdir. Bu nedenle son zamanlarda KNT’lerin giivenilir ve saglam bir sekilde
karakterizasyonlarinin yapilabilmesi i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu boliimde KNT’ler

icin uygulanan karakterizasyon teknikleri detayl1 bir sekilde anlatilmistir.

2.3.1. Mikroskopik ve kirinim teknikleri

Nano taneciklerin boyut karakterizasyonu ve morfolojisi igin numuneye zarar vermeyen
farkli goriintiileme ve mikroskobik teknikler gelistirilmistir. Mikroskopi tane boyutu
Ol¢iimii i¢in nano tanecikleri gozlemleyebilen ve Slgebilen en faydali yontemlerden biridir.
KNT’lerin olgiimleri igin kullanilan yaygin teknikler olarak Taramali Elektron
Mikroskopisi (SEM), Transmisyon Elektron Mikroskopisi (TEM), Atomik Kuvvet
Mikroskopisi (AFM) ve X-Isin1 Kirinimi (XRD) siralanabilir.

Hem SEM hem de TEM, KNT’lerin tane boyutlari, boyut dagilimlari ve morfolojisi
hakkinda bilgi veren yararli tekniklerdir [34-35]. Ayrica SEM ve TEM goriintiileri
taneciklerin topaklasip topaklasmadigini veya iyi dagilip dagilmadigini géstermek icin de
kullanilmaktadir. SEM, KNT’lerin atomlar1 ile etkilesime gecen odaklanmis elektron 111
ile KNT &rneginin yiizeyini tarayarak goriintii {iretmektedir. Olglimlerin SEM
¢cOziinlrliglinii asti§i durumlarda daha yiiksek bir ¢oziiniirliige sahip olan TEM tercih
edilmektedir [36-37]. TEM’de goriintii elde edebilmek i¢in KNT’lerin yiiksek hizdaki
elektronlar1 gecirgenligine dayanarak bir 1gmm demeti numuneye gonderilir. KNT lerin
ortalama ¢apt TEM goriintiilerindeki tanecik boyutunun rastgele sayilmasiyla tahmin
edilebilmektedir. Son zamanlarda hem iletilen hem de sagilan 1sinlar1 kullanan Yiiksek
Coziintrlikli TEM (HRTEM), KNT’lerin yapilarin1 ve kafes kusurlarim1 kapsamli bir
sekilde analiz edebilmek i¢in kullanilmustir. Sekil 2.9’da bir KNT numunesine ait SEM,
TEM ve HRTEM goriintiileri yer almaktadir [34-35].



Sekil 2.9. KNT &rnegine ait (A) SEM, (B) TEM ve (C) HRTEM goriintiileri [34-35]

AFM, 1 nm’den kiiciik boyutlara sahip KNT’lerin boyutsal yiizey goriintiilerini elde etmek
icin kullanilan yiiksek ¢ozlinirliklii bir tekniktir [38-40]. SEM ve TEM ile
kiyaslandiginda AFM, sadece iki boyutlu goriintii vermekle kalmayip ayni zamanda
KNT’lerin morfolojileri hakkinda {i¢ boyutlu bilgiler de vermektedir. Bu mikroskobik
teknikler oldukga giivenilir ve dogru sonuglar vermelerine ragmen numune hazirlama bu
tekniklerin en 6nemli kismidir. Bununla birlikte bu teknikleri kullanarak miikemmel

goriintiiler almak ¢ok zor olmaktadir.

XRD, kristal yapiya sahip malzemelerin kirinim modellerine gore fazlarinin
tanimlanmasinda ve karakterizasyonunda kullanilan bir tekniktir. Kristal yapiya sahip olan
KNT o6rnegine gonderilen X-1sinlart numune ile etkilesime girdiginde belirli agilarda
kirmima ugrarlar. Kirtlan X-1smlar1 dedektor tarafindan tespit edilip islenerek KNT nin
kristal yapist hakkinda bilgi elde edilir [41-42]. Bunun yan1 sira XRD, sentezlenen KNT
orneginin saflig1 hakkinda da bilgi vermektedir. 2014 yilinda yapilan bir ¢aligmada glukoz
oncli maddesinden yola ¢ikilarak sentezlenen KNT’lerin safligin1 tahmin edebilmek i¢in
XRD teknigine bagvurulabilecegi bildirilmistir [43]. XRD, kristal yapiya sahip KNT’lerin
kritik ozelliklerini belirlemek amaciyla kullanilabilen bir teknik olmasina ragmen amorf

yapidaki KNT’ler i¢in uygun géziilkmemektedir.
2.3.2. Spektroskopik teknikler
KNT’lerin karakterizasyonu igin kullanilan Dinamik Isik Sagimmimi (DLS), Ultraviyole

Goriintir Bolge Spektroskopisi (UV-GB), Fotoliiminesans (FL) Spektroskopisi, Fourier
Doniistimli Kizilotesi (FTIR), Spektroskopisi, Raman Spektroskopisi, X-Isin1 Fotoelektron
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Spektroskopisi (XPS) ve Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektroskopisi (ICP-MS) gibi

teknikleri iceren cesitli spektroskopik yontemler mevcuttur.

DLS teknigi, KNT’lere yanit veren detektorlere sahip sivi faz analitik sistemler
kullanilarak  hidrodinamik taneciklerin boyutlariin  6l¢iimiinde  kullanilmaktadir.
KNT’lerin ortalama yarigapt sivi igerisindeki KNT’lerin difiizyon hiz1 dlgiilerek
belirlenmektedir. DLS teknigi KNT’lerin tane boyutu 6l¢iimii i¢in kullanilan bir teknik
olmasiyla beraber florensans oOzelligin girisim yapmasi nedeniyle yaygm kullanimi
bulunmamaktadir [44-45]. Diger taraftan, tane boyutu dagilimin kalitatif ve dolayli olarak
verdiginden DLS teknigi ile sivi fazdaki nano tanecigin boyutunun belirlenmesi ¢ok

glivenilir bir teknik olarak kabul edilmez [46-57].

UV-GB ve FL Spektroskopisi, KNT’lerin optik 6zelliklerini 6l¢gmek icin kullanilan yaygin
tekniklerdir. Literatiir bilgileri goz oniline alindiginda, UV-GB ve FL spektroskopisi ile
karakterize edilen KNT’lerin biitiin tiirlerinin elektromanyetik spektrumun UV-GB’sinde
aktif olduklari, floresans emisyonlarinin da uyarma dalga boyuna bagli oldugu
anlasilmaktadir [38, 48-50]. Bunun yani sira, UV-GB ve FL spektroskopileri KNT’lerin
KV’sini belirlemek amaciyla birlikte kullanilan tekniklerdir. Detayli bir sekilde
bahsedilecek olursa KV’si bilinen bir referans malzeme ile karsilagtirma yapilarak
KNT’lerin KV’si belirlenebilir. KNT’nin ve referans malzemenin ¢ozeltilerinin ayn1 dalga
boyunda uyarilarak elde edilen UV absorbans degerleri ile FL spektrumlar1 kaydedilerek
iki maddenin FL yogunluklarinin oranlanmasi vasitasiyla KV hesaplanmaktadir. KV

hesaplanmasinda kullanilan formiil Es. 2.1°de verilmektedir.

o= () () ) =

Burada ®,..r ve ®,sirasiyla referans maddenin ve 6rnegin kuantum verimleri, I..r Ve I
sirastyla referans maddenin ve Ornegin ayni uyarim dalga boyunda uyarildiklarinda

trettikleri floresans sinyali, A,.r ve A, sirasiyla uyarim dalga boyunda olgiilen
absorbanslari, n,.r Ve n, sirasiyla referansin v 6rnegin bulundugu ¢oziictilerin kirilma

indisleri olarak Es 2.1°de yerlerini alirlar.
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FTIR, katt malzemelerin islevselligini tanimlamak i¢in yaygin sekilde kullanilan bir
karakterizasyon aracidir. FTIR spektroskopisi, KNT’lerin yiizeyindeki hidroksil (-OH) ve
karbonil (C=0) gibi fonksiyonel gruplarin belirlenmesi disinda farkli atomlarin ilave
edildigi KNT’lerin incelenmesinde de kullanilmaktadir [49-50]. Bu farkli atomlara N, S, P,
Si ve B ornek olarak verilebilmektedir [51-53]. KNT’lerin yiizey karakterizasyonu
amaciyla kullanilan bu teknigin diisiik maliyetli, hizli ve numune hazirlik asamasinin kolay
olmas1 gibi avantajlart bulunmaktadir. Bununla birlikte FTIR spektroskopisi, KNT’lerin
yapisal 6zellikleri hakkinda detayli bir bilgi vermemektedir. Ayrica KNT lere ilave edilen
Al, Mg ve Ni gibi farkli atomlar bu teknik ile incelenemezler.

Raman Spektroskopisi, belirli bir KNT 6rnegindeki karbonun tanimlanmasi amaciyla
kullanillan ve numuneye zarar vermeyen yaygin tekniklerden biridir. KNT’ lerin Raman
spektrumlart genellikle iki tane temel birinci dereceden band sunmaktadir [54-56].
Bunlardan ilki olan D bandi, diizensiz grafit veya camsi karbonun son diizleminde bulunan
delokalize karbon atomlarinin titresimlerini temsil etmektedir. G bandi ise iki boyutlu bir
kafes icerisindeki sp? hibritlesmesi yapmis karbon atomlarmin titresimleri ile
iliskilendirilmektedir. Bir KNT orneginin safligin1 tahmin etmenin yaygimn bir yolu da
diizensizligi ifade eden D bandmin yogunlugu ile ve kristalligi ifade eden G bandinin
biiytikliiklerinin oranlamasidir. Amorf bir yapiya sahip KNT’nin D/G oram yiiksektir.
Yiiksek grafitlesme derecesi nispeten diisiik D/G oranini ifade etmektedir. Raman
spektroskopisi, tane biiyiikliigii ve D/G orani arasindaki ters iligkiye dayanarak KNT’lerin
tane boyutlarinin 6l¢timiinde de kullanilmistir. 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada bu
teknik kullanilarak KNT’lerin tane boyutlarinin 0Olgiilebilme olasiliginin varligindan
bahsedilmistir [57]. Raman Spektroskopisi, KNT lerin karakterizasyonu ig¢in kullanilan
gliglii bir tekniktir. Ancak bazi ¢alismalarda KNT’lerin sahip olduklar1 floresans siddetleri
sebebiyle yiiksek kalitede raman spektrumu elde edilememesinden ve bununla beraber

hatal1 sonuglar alindigindan bahsedilmektedir [43, 58-60].

XPS, bir malzeme i¢indeki elementlerin yiizey 6zellikleri, elementel kompozisyonu ve
elektronik durumu hakkinda bilgi veren kimyasal bir ylizey analiz teknigidir. XPS
spektrumu numune iizerine X-1s1m1 gonderilmesiyle elde edilmektedir. Bu esnada
numunenin elektron sayist ve kinetik enerjisi Olgiilmektedir. XPS genellikle FTIR ile
birlikte ~ KNT’lerin  elementel = kompozisyonunun ve  kimyasal  baglarinin

degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. N, S, P, Si ve B gibi metalik olmayan atomlarla
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katkilanan KNT’ler XPS ile karakterize edilebilmektedirler [53, 58, 61-62]. Bunun yani
sira FTIR ile tespit edilemeyen Al, Mg ve Ni gibi metal atomlariyla katkili KNT lerin de
XPS ile karakterize edilebildigi ispatlanmistir [63-65]. XPS, KNT’lerin elementel
kompozisyonlar1 ve islevsellikleri adina ¢ok degerli bir karakterizasyon teknigi olmasina

ragmen tek bir nano tanecigin incelenmesinde yeterli ¢ozliniirliige sahip degildir.

ICP-MS, inorganik nano taneciklerin kalitatif ve kantitatif analizinde kullanilan kimyasal
bir yontemdir. KNT’ler igin ¢ok yaygin olarak kullanilmamakla beraber 2015 yilindaki bir
calisgmada bor katkili karbon nano taneciklerin (BKKNT) karakterizasyonunda
kullanilmistir [53]. Bu ¢alismada kalibrasyon standardi olarak boronik asit kullanilarak
BKKNT igerisindeki B miktar1 ICP-MS yardimiyla bulunmustur. Bulunan sonucun XPS

analizinin sonucuyla uyum sagladigi sdylenmistir.

2.3.3. Termal teknikler

Termogravimetrik analiz (TGA), KNT’lerin termal karakterizasyonu ic¢in kullanilan tek
yontemdir [55-56, 66]. TGA o6lgiimiinde, bir numunenin sicaklik degisimine gore kiitle
kayb1 veya degisim oraninin hesaplanmasiyla bir diferansiyel egri ¢izilmektedir. TGA
ozellikle numunenin termal kararliligiyla ilgili bilgi vermektedir. 2014 yilinda yapilan bir
caligmada ii¢ c¢esit KNT’nin yilizey Ozelliklerinin karakterizasyonunda TGA/MS
kullanilmistir [62]. Bu calismada KNT Ornekleri sabit helyum akisinda (100 mL/d)
1000°C’a kadar 1sitilmig ve bu oOrneklerin TGA egrileri elde edilmistir. Bu egriler
incelendiginde poli(4-amonyum stiren-siilfonik asit) 6ncli maddesinden yola ¢ikilarak
sentezlenen KNT’lerin en zengin ylizey gruplarina sahip oldugu belirlenmistir. 2012
yilinda yapilan bir ¢aligmada ise TGA, FTIR ile eslestirilerek kullanilmistir [56]. TGA
yonteminin ¢ok az miktarda numuneye ihtiya¢ duymasi gibi avantajlarinin olmasiyla
beraber sadece Olciim esnasinda kiitle degisimi gosteren belirli tip KNT’lerde anlamli

bilgiler vermektedir.
2.4. KNT’lerin Uygulama Alanlar:
KNT’lerin sahip olduklar1 essiz floresans oOzellikleri, diisiik toksisiteleri ve suda iyi

coziinmeleri gibi 6zellikleri sebebiyle biyo goriintiileme, ilag salinimi, biyo hedefleme ve

iyon tayinleri gibi alanlarda kullanim1 mevcuttur.
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2.4.1. Biyo goriintiileme

KNT’lerin en 6nemli uygulama alanlarindan biri de hi¢ siiphesiz tiimor hiicrelerinin
gortintiilenmesi ve tedavisidir. Bu konuda literatiirde bulunan calismalar incelendiginde,
KNT’lerin yiizey modifikasyonuyla veya modifikasyona ihtiya¢ duymadan hedef timor
hiicrelerce toplandig1 goriilmektedir. Ornegin gdgiis kanseri hiicrelerinin folat reseptorleri
nedeniyle folik asite ilgi gosterdigi bilinmektedir. 2016 yilindaki bir ¢alismada meme
kanseri hiicrelerinden olan MCF-7 hiicrelerinin goriintiilenmesi amaciyla KNT yiizeyi folik
asit ile kaplanmis ve Sekil 2.10’da da verildigi ilizere kanser hiicrelerine yiiksek bir

segicilikle penetre olabildikleri gosterilmistir [67].

A)

Sekil 2.10. MCF-7 kanser hiicrelerinin (A) folik asit ile modifiye edilmemis KNT, (B)
folik asit ile ylizeyi modifiye edilmis KNT ile floresans mikroskobu goriintiileri
[67]

Genellikle daha biiyiik emisyon dalga boyuna sahip KNT’lerin biyo goriintiilemede daha
etkili sonuglar verdigi sdylenmektedir. Bunun nedeninin de kisa dalga boyuna sahip 15181n
hiicreye ve dokulara zarar verdigi bunun yani sira dokularda ve hiicrelerde 6zfloresans etki

olusturdugu diisiiniilmektedir [68].

Yine 2016 yilinda yapilan bir ¢caligmada polietilenimin (PEI) ile konjuge edilen folik asit
KNT vyiizeyini modifiye etmek i¢in kullanilmis ve elde edilen modifiye KNT’ler KB
hiicrelerini (epidermal bir insan kanser hiicresi) ve A549 hiicrelerini (insan girtlak kanseri
hiicresi) floresans mikroskobu altinda goriintiilemeyi basarmislardir. Sekil 2.11°de (A)
KNT ile (B) PEI ve folik asit ile modifiye edilen KNT ile 30 dakika inkiibe edilen KB

hiicrelerinin floresans mikroskobu goriintiileri verilmistir [69].
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Sekil 2.11. (A) KNT ile (B) PEI ve folik asit ile modifiye edilen KNT ile 30 dakika inkiibe
edilen KB hiicrelerinin floresans mikroskobu goriintiileri [69]

Literatiirde dikkati ¢eken bir diger ¢caligmada hazirlama yontemine bagli olarak KNT’ nin
herhangi bir yiizey modifikasyonuna ihtiyag duymadan dogrudan tiimér hiicrelerine
hedeflenebildigi goriilmektedir [70]. Bu ¢alismada dikkati ¢eken husus mikrodalga firinda
gergeklestirilen karbonlasma esnasinda KNT sentezinde kullanilan 2-merkaptoetanol
bilesigine ait —SH gruplarinin, KNT iizerinde artik biraktig1 ve aptamer modifikasyonun bu
—SH gruplan iizerinden gergeklestigidir. Gliserol ve 2 merkaptoetanol oncii maddeleri

kullanilarak sentezlenen KNT Sekil 2.12’de gosterilmistir.

Gliserol
SH
HO._ /t,.ou Mikrodalga & % 2 4\ ?"
pirolizi = mal-Tnc 2
l’ ‘\
N ¢ sH @ 25. : ‘;\
2-Merkaptoetanol d

Sekil 2.12. Gliserol ve 2-Merkaptoetanol 6ncii maddeleri kullanilarak sentezlenen KNT
[70]

2015 yilinda yapilan bir diger ¢alismada ise KNT sentezinde glukoz ve aspartik asit (KNT-
Asp) ile glukoz ve glutamik asit (KNT-Glu) karigimi kullanilmistir. Bu karigimlar, 200°C
sicaklikta hidrotermal yontemle karbonlastirildiginda elde edilen KNT-Asp’nin % 7,5
kuantum verimine sahip oldugu, beyinde herhangi bir cerrahi miidahaleye gerek
kalmaksizin glioma hiicrelerine hedeflenebildigi goriilmiis ve bu sayede glioma

tedavisinde kullanilabilecegi gosterilmistir [71]. Bu c¢alismada, glioma hiicrelerinin
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glutamik asit degil de aspartik asit ile hazirlanan KNT’ye ilgi gostermesi onemli bir
husustur. Zira, KNT eldesinde kullanilan kaynak molekiillerin nano tanecik yiizeyinde
artik biraktifi ve bu sayede molekiillerin fonksiyonel gruplarmin islevselligini devam

ettirdigi kanitlanmistir.

Oncii madde olarak sadece glisinin kullamldig: bir calismada sentezlenen KNT’lerin %
29,7 KV’ye sahip olduklar1 goriilmiistiir [72]. Bununla birlikte glioma hiicreleri tarafindan
tutulum gosterdigi  ve glioma hiicrelerinin  goriintiillenmesinde  kullanilabilecegi
gosterilmistir. Sekil 2.13’te glisinin karbonlastirilmasiyla hazirlanan KNT nin kobayda

tutulumuna iliskin goriintiiye yer verilmistir.

Sekil 2.13. Glisinin karbonlastirilmasiyla hazirlanan KNT’nin kobayda tutulumu [72]

Onemli calismalardan bir tanesinde de zencefil &ziitii suyundan elde edilen KNT’lerin
insan karaciger kanser hiicrelerine (HepG2) inhibisyon etkisi gdsterirken, normal memeli
epitel hiicrelerine (MCF-10A) ve normal karaciger hiicrelerine (FL83B) herhangi inhibe
etki gostermedigi gorilmistiir [73]. Bu ¢alisma, KNT sentezinde kaynak olarak kullanilan

molekiilerin kalintilarinin etkinliklerini devam ettirdiginin 6nemli bir kanitidir.

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada tek basamakta sentezlenen floresans ozellige sahip
KNT’lerin yiizey modifikasyonuna ihtiya¢ duyulmadan HeLa kanser hiicrelerinde biyo
goriintiileme amacglh kullanilabileceginden bahsedilmistir. Calismada sitotoksisite testi
HeLa kanser hiicrelerine 0-2 mg/mL aralifinda degisen konsantrasyonlarda KNT’ler
enjekte edilerek yapilmigtir. KNT konsantrasyonunun artmasi hiicre canlilifinda belirgin

bir azalmaya sebep olmamistir. Hiicrelerin %981 yiiksek konsantrasyonda KNT enjekte
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edilmelerine ragmen 24 saat inkiibasyon sonrasinda bile canliligin1 korumustur. KNT lerin
HeLa kanser hiicrelerine enjekte edilmesi sonrasinda bu hiicrelerin mavi 151k ile
uyarildiklarinda giiglii bir yesil floresan 151k yaydiklari goriilmiistir. Bu durum da
KNT’lerin hiicre goriintiileme i¢in harika bir floresan malzeme oldugunu gostermistir [23].

Bu hiicrelerin aydinlik alanda ve mavi 151k uyarimi altindaki goriintiileri Sekil 2.14°te

gosterilmistir.

Sekil 2.14. KNT ile muamele edilmis HeLa kanser hiicrelerinin (A) aydinlik alan (B) mavi
151k uyarimi altindaki gériintiileri [23]

2.4.2. Tla¢ sahmm

Geleneksel bir ilag tasiyicinin gozlemlenebilirligi ve izlenebiliriligi yoktur. Bu sebeple
aragtirmacilar bu sorunlar1 ¢Ozebilecegini  diisiindiikleri floresan malzemelere
basvurmuslardir. Sahip olduklar diisiik toksisite, miikkemmel biyo uyumluluk ve modifiye
edilebilir yiizey fonksiyonel gruplari sebebiyle KNT’ler ilag salinimi arastirmalarinda

siklikla kullanilmiglardir.

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada gliserol 6ncii maddesinden yola ¢ikilarak piroliz
yontemiyle KNT sentezlenmistir [74]. Sentezlenen bu KNT’leri PEG ile modifiye
etmislerdir. Modifiye edilen bu KNT’lerin antikanser ilaci olan doksorubisin (DOX)
tastyicist olarak kullanilabildigi ve HeLa hiicrelerinde DOX salinim hizinin incelendigi
sOylenmistir. Sonuglar, sitoplazmadaki ve cekirdekteki KNT’lerin ve DOX’un sirastyla

mavi ve kirmizi renkte floresans emisyonu yaptigini gostermistir.
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Literatiirdeki bir diger ¢aligmada KNT lerin yiizeyindeki amino asitler bir kanser ilac1 olan
oksaliplatin ile kimyasal baglanma reaksiyonu kullanilarak birlestirilmistir [75]. Bu sekilde
modifiye edilen KNT’ler endositoz yoluyla kanser hiicrelerinin igine penetre
olabilmektedirler. Kanser hiicrelerinin i¢ ortamindaki hizli degisiklikler sebebiyle ilag
KNT’lerin yiizeyinden salinabilmektedir. Calismadaki sonuclar, kanser hiicrelerinde
KNT’lerin floresans sinyallerinin izlenerek kanser vakalarinda oksaliplatin dagiliminin tam
olarak anlasilabilecegini gdstermistir. Bu durum da ilacin kanserli hiicrelere dogru zaman
ve dozda enjekte edilebilmesi hakkinda doktorlara daha net bilgiler saglayacagi

distnilmustir.

2016 yilinda yapilan bir diger ¢aligmada mikrodalga yontemiyle tek basamakta sentezlenen
yesil renkte floresans yapan KNT’ler kanserli hiicreleri saglikli hiicrelerden ayiran ilag
salmim sistemine doniistiriilmiistiir. Kansere 6zgii ilag salinim sistemini tasarlarken
kanserli ve saglikli dokular arasindaki pH farkindan yararlanmiglardir. Caligmada karaciger
kanseri hedef hastalik olarak secilmistir. Ciinkii vaka sayisindaki artis hizi egilimi ile
diinya ¢apinda kansere bagli 6liimlerin en fazla gerceklestigi liciincii kanser ¢esidi oldugu
sOylenmigtir. Kanser ilaci olarak da DOX se¢ilmistir. Sentezlenen KNT’lerin ve DOX’un
kovalent olmayan baglarla KNT’ler iizerindeki COOH ve DOX {izerindeki NH>
gruplariyla basit bir sekilde konjugatlar olusturabildigi gosterilmistir. Bir dizi in vivo ve in
vitro ¢aligma yiiriitiilmiis, karboksil grubunca zengin yesil renkte floresans emisyon yapan
KNT’lerin ilag salinim arastirmalarinda toksik olmayan bir ajan olduklar1 gosterilmistir.
Dahasi in vivo olarak yapilan ¢alisma sonucunda KNT’lerin kararli bir kanser ilact salinim
sistemi olarak kullanilabilecegi, bolgesel terapi uygulayarak secici bir sekilde kanser

hiicrelerini 61diirdiigi anlasilmistir [76].

2.4.3. Sensor uygulamalari

KNT’lerin ilgin¢ uygulama alanlarindan bir tanesi de sensor uygulamalaridir. KNT’ler ve
kimyasallar arasindaki etkilesim KNT’lerin floresans 6zelliklerinin soniimlenmesi veya
artmastyla sonuclanmaktadir. Dolayisiyla KNT’ler maddelerin miktarlarini tayin etme
acisindan floresans probu olarak kullanilabilmektedir. Su ana kadar KNT’lerin floresans
ozellikleri baz alinarak cesitli sensorler gelistirilmistir. KNT ler en yaygin olarak metal
iyonlarinin tespitinde kullanilmaktadirlar. Literatiir incelendiginde Fe?*/Fe**, Hg?** ve Cu?*

katyonlari, lizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan iyonlar olarak 6ne ¢ikmaktadir [77].
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Bu metal iyonlar1 arasinda da demir katyonu da yapilan ¢aligmalarda en ¢ok rapor edilen
iyondur. Demirin insan hayatinda ¢ok énemli bir rolii vardir ve demir eksikligi de kiiresel
besin eksikligi anlaminda diinyada ilk sirada gelmektedir. Demir iyonlarmin biyolojik

sitemdeki ve ¢evredeki varligi dikkatli bir sekilde izlenmelidir.

2013 yilinda yapilan bir ¢aligmada hidrotermal yontemle sitrik asit ve etilendiamin Oncii
maddeleri kullanilarak yiiksek floresans 6zellige sahip KNT’ler sentezlenmistir. KNT’lere
farkli metal iyonlari ilave edilmis ve Fe** iyonu KNT’lerin floresans siddetini segici bir
sekilde soniimlemistir. Gozlenebilirlik sinir1 da 18 uM olarak gdzlenmistir. Fe** iyonunun
floresans siddetini soniimlemesini ve farkli metal iyonlarimin ilavesiyle floresans

siddetinde meydana gelen degisiklikleri gosteren grafik Sekil 2.15°te verilmistir.
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Sekil 2.15. (A) Demir iyonlarmin floresans soniimlemesi (B) Fe** iyonunun segiciligi [24]

Soniimleme olaymin, Fe3* iyonlar1 ile KNT’lerin yiizeyindeki fenolik hidroksil gruplar:
arasindaki giicli etkilesimden kaynaklandigi disiintilmektedir [24]. Bu tarz sensor
mekanizmalari KNT bazli Fe** iyonu sensorii gelistirmek icin cesitli arastirmacilar
tarafindan ¢alisilmistir. Sentez esnasinda kullanilan farkli 6ncii maddeleri sebebiyle KNT,
yiizeyinde farkli kimyasal gruplar bulundurmaktadir. Bu durum, KNT’lerin yiizeyindeki
gruplarla analitin baglanma o6zelliklerinin degismesine sebep olmaktadir. Dolayisiyla ilave

edilen iyonlar farkli sekilde duyarhlik ve segicilik gostermektedir.

KNT’ler sadece oncii maddeler kullanilarak sentezlendigi gibi sentez esnasinda farkli
atomlarla katkilama yapilarak da sentezlenmektedirler. Bu sekilde sentezlenen KNT’lerin

demir iyonlarinin tespitinde daha etkili oldugu séylenmektedir [77]. Ornegin 2014 yilinda
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yapilan bir calismada Si katkili KNT’ler sentezlenmis ve bu KNT’lerin Fe** tespitinde
oldukca secici davrandiklari ortaya konmustur. Arastirmacilar Si katkili KNT’lerin
yiizeydeki Fe3* iyonlarimi fiziksel olarak adsorbe edebilecegini agiklamislardir [78]. Bir
baska calismada ise S katkili KNT’ler sentezlenmistir. Fe®** iyonlar1 ile KNT’lerin
kenarlarinda bulunan fenolik hidroksil gruplari arasindaki etkilesim sebebiyle S katkili
KNT’lerin uyarilmis haldeki elektronlart Fe3* iyonlarmin bos orbitallerini doldurdugu ve

bu durumun da floresans soniimlemesine yol agtig1 belirtilmistir [79].

Hg?* iyonu g¢evre ve saglik acisindan en tehlikeli iyonlardan bir tanesidir. Bu iyonun
derinin ic¢ine ve sindirim sistemi ile alakali dokulara kolayca niifuz ederek merkezi sinir
sisteminde ve DNA’da biiylik zararlara yol actig1 bilinmektedir. Amerikan Cevre Koruma
Ajans1 Standardina gére igme suyundaki Hg?" miktar1 azami 10 nM olarak belirlenmistir.
Konuyla alakali yapilan calismalardan bir tanesinde greyfurt kabugu kullanilarak
hidrotermal yontem ile floresans 6zellige sahip KNT’ler sentezlenmistir. Sentezlenen bu
orneklerin Hg?* tespitinde duyarli ve secici oldugu, gozlenebilirlik smirinin da 0,23 nM
oldugu belirtilmistir. Bu durum, KNT’lerin yiizeyindeki karboksilik gruplarm Hg?*

iyonuna karsi ilgisinden kaynaklandigi soylenmistir [80].

2013 yilinda yapilan diger bir ¢alisma, amonyum bikarbonat (NHsHCO3) ve sodyum sitrat
(CeHsNazO7)  varliginda  hidrotermal  yontem  kullanilarak  KNT  sentezinden
bahsedilmektedir. Sentezlenen KNT’lere Hg?" iyonunun yaninda Ag*, Cd?*, Co%", Pb?",
Ni2* ve Pb?" iyonlar1 da ilave edilmistir. [laveler sonrasinda KNT’lerin en giiclii etkilesimi
Hg?" iyonuyla gosterdigi gdzlenmis ve bu iyona kars: segiciliginin iyi oldugu anlasilmustir.
Sentezlenen bu KNT’lerin gercek su numunelerinde kullanilabilirliginin arastirilmasi adina
birtakim deneyler yapilmistir. Bu deneylerde ¢esme suyu ile az miktarda Hg?* igeren ve
ticari olarak satilan igme suyuna farkl1 derisimlerde Hg?* iyonu ilave edilmistir. Bu ilaveler
sonunda elde edilen sonuglar, bu KNT’lerin sulu ¢dzeltilerde Hg?" iyonunun tespitinde

potansiyel olarak kullanilabilecegini gostermistir [81].

Literatiir incelendiginde yogun olarak calisilan konulardan bir tanesi de KNT’ler ile Cu?*
iyonunun tespit edilmesidir. Cu?* iyonu insan viicudunda bulunan 6nemli bir eser
elementtir ve dogal suda yaygin olarak bulunmaktadir. Fakat yiiksek derisimlerde zehirli

olmakla birlikte uzun siire maruz kalindiginda karaciger ve bobrekte kalici hasarlara yol
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acabilmektedir. Ayrica Cu?* iyonunun Alzheimer ve Parkinson gibi birgok beyin hastalig

ile iligkili olabilecegi varsayilmaktadir.

2014 yilinda yapilan bir ¢caligmada arastirmacilar karboksil, hidroksil ve amin gibi ylizey
fonksiyonel gruplara sahip KNT’ler ile Cu?* tespitine yonelik denemeler yapmuslardir. Bu
fonksiyonel gruplar Cu?* iyonu ile kompleks olusturmus ve bu da KNT’lerin floresansinda
soniimlenmeye sebep olmustur. Tayin sinir1 da 23 nM olarak saptanmistir [82]. Literatiirde
¢ikan bir diger ¢alismada sadece aminofenilboronik asit 6ncii maddesi kullanilarak yakma
yontemi ile B ve N katkili KNT’ler sentezlenmis olup bu 6rneklerin yesil renkte floresans
emisyon yaptiklart ve %1,6 KV’ye sahip olduklar1 gozlenmistir. Sentezlenen bu KNT’ler
de yiizeylerinde bol miktarda karboksil, hidroksil ve amin gruplar1 ihtiva etmektedir.
Calismada da bu gruplarin Cu?* iyonuna olan afinitesi arastirilmistir. Cu?* ilavesinin
artisiyla birlikte KNT’lerin floresans siddetinde hizli bir azalis meydana gelmistir. Cu?*
iyonu ic¢in tayin smir1 0,3 pM olarak belirlenmistir [83]. Cu®* ilavesiyle floresans
siddetindeki azalis1 ve artan Cu®" derisimine kars1 cizilen Fo/F grafigi Sekil 2.16’da

verilmistir.
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Sekil 2.16. (A) artan Cu?* derisimine kars1 floresans siddetindeki azalis, (B) Cu?* iyonu ve
Fo/F arasindaki iligki [83]

Yine aym ¢alismada B ve N katkilt KNT lerin se¢iciligi de arastirilmistir. Bu KNT’lerin
floresans siddetindeki degisimi gozlemlemek icin farkli iyon denemeleri yapilmistir.
Yapilan bu iyon denemeleri sonucunda KNT’lerin Cu?" iyonuna kars1 gosterdigi segicilik

Sekil 2.17°de sunulmustur.
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Sekil 2.17. Farkli iyonlarin ilavesiyle KNT’lerin floresans siddetinde meydana gelen
degisiklik [83]

Literatiirde, Cu?*, Hg?" ve Fe** gibi iyonlarm yaninda Cr®*, Pb%*, Ag*, Au®*, K* gibi bir
seri metal iyonu iizerine de c¢aligmalar yapilmistir. Ornegin, Cr®" tespitine yonelik
caligmalar farkli arastirma gruplari tarafindan galisilmistir. Bu arastirmacilar floresans
siddetindeki soniimlenme i¢in Cr®"’nin indirgenmesi, i¢ filtre etkisi ve Cr®* ile fonksiyonel

gruplar arasindaki etkilesim gibi birden ¢ok mekanizma 6nermislerdir [84].

Konu ile alakali yapilan ¢aligmalarda genellikle iyon ilavesi floresans siddetinde azalmaya
sebep olmaktadir. Ancak bunun tersinin gerceklestigi calismalar da mevcuttur. Ornegin,
2015 yilindaki bir ¢alismada Ag" ilavesinin KNT’lerin floresans siddetini arttirdig
goriilmiistir. Bu durumun da KNT yiizeyindeki Ag”mn Ag%a indirgenmesinden

kaynaklandig1 sdylenmistir [77].

Metal iyonlarinin yaninda KNT’ler anyon tayininde de kullanilmaktadir ancak metal
iyonlariyla yapilan ¢aligsmalara oranla daha azdir. Bu ¢alismalardan bir tanesi NO2™ iyonu
tizerinedir. Bu iyonun agir1 miktarda alinmasi insan sagligin1 olumsuz etkileyebilmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii igme suyundaki NO,~ derisimini azami 3 mg/L olarak belirlemistir.
2018 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada, hidrotermal yontemle sentezlenen KNT’ler
kullanilarak NO2™ iyonuna duyarli sensor gelistirilmistir. KNT’lere NO2™ ilavesi sonrasinda
floresans siddetlerinde azalma meydan gelmistir. Burada NO>™ iyonu elektron alict olarak
kabul edilmis ve KNT’lerin baz1 elektronlar1 uyarilarak bu iyona transfer olmustur. Bu
olay da KNT’lerin floresans siddetinde azalmaya sebep olmustur. Floresans siddetindeki
degisimlerin pH degisimine bagli olarak degisiklik gdosterdigi belirtilmis ve bunun

sebebinin de sulu ¢ozeltideki H® iyonunun konsantrasyonunun KNT’ler iizerindeki
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fonksiyonel gruplar iizerindeki etkisine dayandigi savunulmustur. pH degeri azaldiginda
NO:™ iyonunun soniimleme etkisinin arttig1 gézlenmis ve bu iyonun KNT’lerin floresans

siddetindeki degisimden yararlanilarak tayin edilebilecegi iddia edilmistir [85].

2014 yilindaki diger bir calismada Fe3* ve PO4* iyonlarinin arasindaki giiclii etkilesimden
yararlanilarak KNT’ler PO4* iyonu tayininde kullanilmistir. Baslangicta KNT’ler {izerine
belirli konsantrasyonlarda Fe3* iyonu ilave edilmis ve floresans siddetinde azalma meydana
geldigi tespit edilmistir. Ancak daha sonra PO4* iyonunun ilavesiyle azalarak zayiflamis
olan floresans siddeti artmaya baslamistir. Bu durumun da POs* iyonunun Fe3* iyonuna
karst giiclii bir afinitesinin oldugu ve Fe®* ile kararli bir kompleks olusturmasiyla

gergeklestigi ifade edilmistir [86].

Literatiirde karsilagilan bir diger calismada ise arastirmacilar, C1O™ iyonuna karst duyarl
KNT bazli sensor gelistirmislerdir. Gelistirilen bu sensér ¢esme suyunda ClO™ tayinine
yonelik ¢aligmalarda denenmis ve ClO™ ilavesiyle floresans siddetinde azalma meydana
gelmistir. Bu sensoriin yiiksek secicilige sahip olmasi, kisa siirede tepki vermesi ve tepki
araligmin ¢ok genis olmasi gibi dnemli avantajlarinin oldugu sdylenmistir. Sahip oldugu
bu avantajlar sayesinde ¢esme suyundaki ClO™ iyonunun tayininde etkili bir sekilde

kullanilabilecegi iddia edilmistir [87].

Tiim bunlarin yam1 sira KNT’ler bazi kiiciik molekiillerin tayin edilmesinde de
kullanilmaktadir. Bunlardan bir tanesi glukoz tayinidir. Glukozun insan viicudunda
tasiniminin diyabet ve bazi kanser hastaliklariyla iligkili oldugu bilinmektedir. Bu sebeple
glukozun izlenmesi hastaliklarin teshisi, tedavisi ve hastaliklardan korunmak i¢in kritik bir
oneme sahiptir. 2014 yilindaki bir ¢alismada fenilboronik asidin 6ncii madde olarak
kullanilarak tek basamakta sentezlendigi KNT’ler glukoz tayininde kullanilmistir.
Calismada KNT’lerin floresans siddetiyle ilave edilen glukoz derisimi arasinda ters bir
orant1 oldugu anlagilmistir. Yani ilave edilen glukoz derisimi arttik¢a floresans siddetinde
azalma meydana gelmistir. Segicilik calismalarimin yapildigr bu arastirmada KNT’lere
glukoz haricinde askorbik asit, glutamin, dopamin ve {iirik asit gibi farkli molekiiller de
ilave edilmistir. Ancak bu molekiillerin KNT’lerin floresans siddeti iizerindeki etkisi
glukoz kadar olmamistir. Glukozun floresans siddetini azaltmasina ve diger molekiillere
nazaran daha ¢ok tepki vermesine, boronik asit ile cis-diol gruplari arasinda kararli boronat

komplekslerin olugsmasi sebep gosterilmistir [27]. Bu ¢alismaya benzer, yiizeyinde boronik
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asit gruplart ihtiva eden bir dizi KNT sentezlemis ve glukoz tayini calismalarinda
kullanilmistir. Ornegin, 2013 yilindaki bir calismada yiizeyinde karboksil gruplar
bulunduran ve aminofenilboronik asit baglanmis KNT’ler sentezlenmistir. Boronik asit ile
fonksiyonellestirilmis KNT’ler glukoz ile reaksiyona girmis ve bu durum da floresans
siddetinde azalma meydana getirmistir [66]. Bir baska ¢alismada sitrik asit 6ncii maddesi
kullanilarak KNT sentezi yapilmistir. Aminofenilboronik asit ise yiizey pasiflesitirici

olarak kullanilmis ve sentezlenen KNT’ler glukoz tayini i¢in kullanilmistir [88].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

BKKNT sentezinde bor kaynagi olarak fenilboronik asit (Sigma-Aldrich, %98), karbon
kaynagi olarak L-glutamin (Sigma-Aldrich, reagent plus, > %98 (HPLC)), ¢6ziicli olarak
da silfiirik asit (Merck, emsure, %95-97) ve sodyum hidroksit (Merck, pellets pure)
kullanilmistir. pH ayarlamalar1 igin sodyum karbonat (Merck, emsure, iso) tercih edilmis
olup diyaliz isleminde membran zar (Spectra/por, MWCO:2 kD) ve ultra saf su (18,2 MQ)
kullanilmistir. Hiicre uygulamalar1 kapsaminda hiicre kiiltiirii malzemeleri olarak Colo
320 CD133+ (ATCC: CCL-220.1) ve Colo320 CD133- (ATCC: CCL-220.1), RPMI-1640
ortam1 (Gibco, 52400-025), %10’1uk 1s1 ile etkisizlestirilmis (heat inactivated) fetal bovin
serum (FBS) (Capricorn Scientific, FBS-11B), %]1’lik penislin-streptomisin (Capricorn
Scientific-PS-B), %1°’lik glutamin (EMD Millipore, K0282), %0.25’lik Tripsin-EDTA
(Capricorn Scientific-TRY-3B) ve DMEM F12 (Capricorn Scientific, DMEM-12-A)
kullanilmigtir. MTT analizlerinde 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) (Biotium, #30006) ve dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich) tercih edilmistir.
Immunohistokimyasal analizlerde ise %3’liik hidrojen peroksit (Merck, K31355100 303),
triton-X100 (Applichem, Mt 646, 85g/mol), bloklama ¢ozeltisi (Invitrogen, 859043) , anti-
kaspaz 3 (Santa Cruz Biotechnology, sc-98785), anti-Ki67 (Thermofisher Scientific RB-
081-Al), lamin B1 (Proteintech, 12987-1-AP), P16 (Proteintech, 10883-1-AP), sitokrom C
(Santa Cruz Biotechnology, 13156), biotin-streptavidin peroksidaz sekonder antikorlar
(Invitrogen, 859043), diaminobenzidine kromojeni (DAB) (ScyTek, ACC125), Mayer’s
hematoksilen (05-06002/L) ve immunositokimya kapatma ortami (Spring Bioscience,
DMM-125) kullanilmastir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

BKKNT fiiriinlerinin sentez asamasinda Ulusal Bor Arastirma Enstitiisii (BOREN) Prof.
Dr. Ayhan MERGEN Ar-Ge Merkezi Laboratuvarinda bulunan Niive marka FN500 model
etiiv kullanilmistir. Sentezlenen BKKNT {iriinlerinin igerisindeki biiylik partikiilleri
¢oktiirmek ve iiriinleri daha saf hale getirmek i¢in BOREN Prof. Dr. Ayhan MERGEN Ar-
Ge Merkezi Laboratuvari’nda bulunan Eppendorf marka 5810R model santrifiij cihazi

kullanilmistir.  Sentezlenip saflastirilan iriinlerin katt haldeki karakterizasyonlarinin
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yapilabilmesi i¢in BOREN Laboratuvar altyapisinda bulunan Hypercool marka HC3110

model liyofilizator kullanilmistir.

BKKNT iiriinlerinin B tayinleri BOREN Prof. Dr. Ayhan MERGEN Ar-Ge Merkezi
Laboratuvar altyapisinda bulunan Perkin Elmer marka ELAN 9000 model ICP-MS cihazi
ile yapilmistir. Sentezlenen iiriinlerin C, H, N, S, ve O miktarlar1 Gazi Universitesi Merkez
Laboratuvari’nda yer alan Thermo Scientific marka S2000 model Elementel Analiz cihazi
ile gergeklestirilmistir. Uriinlerin yapisal 6zelliklerini incelemek amaciyla X-Isin1 Kirmimi
(XRD) difraktogramlari BOREN Prof. Dr. Ayhan MERGEN Ar-Ge Merkezi
Laboratuvari’nda bulunan PANalytical marka Empreyan model XRD cihazi ile ¢ekilmistir.
Yine triinlerin yapisal karakterizasyonu igin BOREN Prof. Dr. Ayhan MERGEN Ar-Ge
Merkezi Laboratuvari’nda bulunan Varian marka 660 IR model Fourier Doniistimlii Kizil
Otesi (FTIR) cihazi kullamlmugtir. Uriinlerin sicaklikla kiitle kayiplar1 arasindaki iligkiyi
belirlemek amaciyla 6lgiimler yine BOREN Prof. Dr. Ayhan MERGEN Ar-Ge Merkezi
Laboratuvar alt yapisinda bulunan Netzsch marka STA 449 F3 Jupiter model termal analiz
cihaz1 ile alinmustir. Uriinlerin UV-GB ve FL spektrumlar1 Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi’nde bulunan Agilent marka Cary 60 model UV-GB Spektrofotometresi ve
Agilent marka Cary Eclipse model FL Spektrofotometresi ile alinmigtir. Zeta potansiyel
olgtimiinde BOREN Prof. Dr. Ayhan MERGEN Ar-Ge Merkezi Laboratuvar altyapisinda
yer alan Malvern marka Zetasizer Nano ZSP model zeta potansiyel Ol¢iim cihazi

kullanilmustir.

XPS o6lgtimleri yine BOREN Prof. Dr. Ayhan MERGEN Ar-Ge Merkezi Laboratuvari’nda
bulunan Thermo Scientific marka K-Alpha model XPS cihazi ile alinmistir. TEM
olciimleri ODTU Merkez Laboratuvari’nda bulunan FEI marka Tecnai G? Spirit Biotwin
model cihaz ile alinmistir. Hiicre uygulamalar1 kapsaminda yapilan MTT analizleri Celal
Bayar Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Histoloji Boliimii

Laboratuvarinda bulunan BioTek marka ELx800™ model cihaz ile gergeklestirilmistir.

3.2.1. BKKNT sentezi

BKKNT sentezinde bor kaynagi olarak Fenilboronik asit (FBA), karbon kaynagi olarak da
bir amino asit olan glutamin (GLU) kullanilmistir. Karbon kaynagi olarak amino asit

kullanilmasimnin nedeni tiimor hiicrelerinin amino aside afinite gostermesi ve hiicre
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gecirgenligini arttirmasidir. Bor kaynagi olarak, sahip oldugu aromatik grup ve buna baglh
olarak etkin grafenlesme kabiliyeti nedeniyle FBA kullanilmustir. Ilk etapta FBA ve GLU
orneklerinden 0,25’er g tartilarak teflon kap igerisine alinmistir. Sonrasinda teflon kap
icerisine alinin 6rnekler iizerine yaklasik 25 mL 1 M siilfiirik asit (H2SOs4) ilave edilerek
teflon kabin kapagi kapatilmis ve sizdirmayr 6nlemek i¢in teflon bant ile sarilmistir. Son
olarak teflon kap paslanmaz celik reaktor icerisine koyularak 170, 190, 210, 230, 250 ve
270 °C sicaklilarda 2 saat siireyle etiiv igerisinde bekletilmis ve BKKNT diriinii elde
edilmistir. FBA’nin etkili bir sekilde karbonlagsmasi igin tercih edilen sicaklik 160-200 °C
araliginda olup amino asit i¢in bu deger 200-300 °C gibi genis bir araliktir [71]. Bu sebeple
sicaklik degiskeni olarak yukarida belirtilen degerler tercih edilmistir.

3.2.2. BKKNT saflastirma islemi

Sentezlenen BKKNT iiriinii hiicre uygulamalarinda kullanilacag: i¢in pH yaklasik 7 olana
kadar Na;CO3 ilavesi yapilmistir. pH ayarlamasi yapildiktan sonra BKKNT iiriinii, 2
mL’lik santrifiij tiiplerine aktarilarak 5300 rpm’de 10 dakika, 14000 rpm’de 30 dakika
santrifiij islemine tabi tutulmus ve ¢ozelti icerisinde kalan biiylik partikiillerin ¢oktiiriilmesi
saglanmistir. Santriflij isleminden sonra iiriin, 0,22 p’luk slizge¢ kagidindan gegirilerek
icerisindeki tuzdan ve safsizliklardan arindirilmak amaciyla 2 kD’luk membran zar
igerisine alinmig ve diyaliz islemine tabi tutulmustur. Diyaliz islemi yaklasik 2 L ultra saf
su icerisinde gergeklestirilmis ve su 2 saatte bir degistirilmistir. 3 kez tekrarlanan bu islem

sonucunda saf BKKNT iiriinii elde edilmistir.

Elde edilen BKKNT firiiniiniin karakterizasyon caligmalar1 i¢in hem kat1 hem de siv1 {iriin
ihtiyac1 bulunmaktadir. Kat1 halde yapilacak karakterizasyon g¢aligmalar1 i¢in saflastirma
sonrasinda elde edilen {iriin ilk olarak -4 °C’de dondurulmus ve sonrasinda liyofilizatérde 2
giin siireyle -110 °C’de toz haline gelmesi saglanmistir. Sivi halde karakterize edilecek

olan tirlinlere ise herhangi bir islem uygulanmamus ve tirtinler +4 °C’de saklanmustir.
3.2.3. Iyon deneyleri
Bu tez ¢alismasinda, sentezlenen BKKNT iriinlerinin yabanci iyonlara kars1 duyarliligi ve

seciciligi iizerine de deneyler yapilmistir. Bu kapsamda BKKNT fiiriiniiniin Hg?*, Pb?*, CI,
NOs, NO2, COs* ve SOs* iyonlari iizerinde duyarliligi ve seciciligi test edilmistir.
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Olgiimler, cihazin konfigiirasyonu uyarma yarik araligi 10, emisyon yarik araligi 5 nm
olacak sekilde ayarlanarak 270 nm ile 500 nm dalga boylar1 arasinda gerceklestirilmistir.
Bu 6l¢iimlerde 6 farkl sicaklikta sentezlenen BKKNT iiriiniinden 270 °C’ta sentezlenen ve
en yiiksek KV’ine sahip olan iiriin tercih edilmistir. Oncelikle iiriiniin absorbans degeri
pH’si 7 olan fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) ile 0,1 olarak ayarlanmigtir. PBS
kullanilmasiin sebebi iyon ilavesi sonrasinda meydana gelebilecek pH degisimini
engellemektir. Test edilecek iyonlara ait konsantrasyonu 10° M olan standart ¢ozeltiler
hazirlanmis ve sirasiyla {lriine ilave edilerek FL siddetleri Olglilmiistiir. Segicilik
deneylerinden alinan sonuglar dogrultusunda SO4% iyonu iizerinde de duyarlilik deneyleri
yapilmistir. Bu deneylerde de aynt BKKNT fdiriinii kullanilmig ve ayni ayarlamalar
yapilmistir. Bu kez 1 ile 15 nM arasinda degisen konsantrasyonlarda SO4> ¢ozeltileri

hazirlanmis ve tiriine ilave edilerek FL siddetleri 6l¢iilmiistiir.

3.2.4. Hiicre deneyleri

Tez calismasi kapsaminda 190, 230 ve 270 °C sicakliklarda elde edilen BKKNT firtinler
hiicre uygulamalar i¢in Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’na gonderilmis ve hiicre uygulamalar1 burada gergeklestirilmistir.
Uygulamada primer kolon kanseri hiicre hatt1 olan Colo320, kontrol hiicresi olarak da vero
hiicreleri kullanilmistir. Colo320 hiicre hattt RPMI-1640, %10’luk f6tal bovin serum, 2
MM L-glutamin, ve %1°lik penisilin-streptomisin i¢eren kiiltiir ortaminda, vero hiicre hatt
ise %10’luk FBS, %1’lik pensilin-streptomisin ve 1 L-glutamin iceren DMEM F12
igerisinde 37 °C sicaklik ve %5’lik CO2 saglayan inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Kiiltiire
edilen hiicreler tripsinizasyon ile kaldirilarak toplanmistir. 1637 rpm’de 10 dakika siireyle
gerceklestirilen santrifiij isleminden sonra iistte kalan faz atilarak hiicrelerin lizerine 60 pl
tampon eklenmis ve restispanse edilmistir. Daha sonra 20 pl bloklama ¢o6zeltisi ve 20 ul
CD133 mikro boncuk eklenmis 15 dakika buz tizerinde karistirilip hiicrelerin inkiibasyonu
yapilmustir. Inkiibasyon sonrast 1 ml tampon eklenip 1637 rpm’de 10 dakika siireyle
santriflyj islemi gergeklestirilmistir. Santrifiij islemi sonrasi {istte kalan faz atilarak 500 pl
tampon eklenmis ve pellet resilispanse edilmistir. Manyetik ayirma islemi i¢in kolon
manyetik alana yerlestirilmis ve 500 pl tampon ile kolon yikanmistir. Hiicre igerigi
kolondan gecirilmis ve pozitif ayirmada CD 133+ hiicreler kolonda kalmistir.
Istenmeyenler (negatif ayirma-CD133-) ise alt tiipte birikmistir. 3x500 ul tampon ile

istenmeyen hiicreler akitilmistir. Kolon manyetik alandan ayrilip 1ml tampon kullanilarak
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kolon hizlica kendine ait siringa ile yikanmistir. CD133+ hiicreler ayr1 bir tiipe toplanmig
ve 1637 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek tampon uzaklastirilmistir. Hiicreler vasat ile
bir kez yikandiktan sonra kiiltiir kabina konularak inkiibasyona birakilmistir. Colo 320
hiicresinden ayristirilmis olan CD133+ ve CD133- ile vero hiicreleri konfluent olduktan
sonra iki ana gruba ayrilmistir. Gruplardan bir tanesi kiiltiir ortaminda belirli oranlarda
190, 230 ve 270 °C sicakliklarda elde edilen BKKNT {irtinleri ile 24 saat inkiibe edilerek
BKKNT firiinlerinin hiicreler ile konjuge olmasi saglanmistir. Diger ana gruba ise herhangi

bir uygulama yapilmamustir.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alisma kapsaminda Oncelikle BKKNT {iriinlerinin sentezi gerceklestirilmis,
sentezlenen f{irtinler karakterize edildikten sonra hiicre uygulamalar1 yapilarak yabanci
iyonlara karsi duyarliligi ve segiciligi test edilmistir. Yapilan deneylere ve

karakterizasyonlara ait sonuglar bu boliimde detayli bir sekilde verilmistir.

4.1. Elementel Analiz Sonuclari

C, H, N, S ve O doganin temel elementleridir. Bu elementlerin miktarlarini tayin eden
cihaz da Elementel Analiz Cihazidir. Bu cihazda temel prensip numunenin yiiksek
sicakliklarda yanmasi esasmna dayanmaktadir. Sicaklik 800-1200 °C’a kadar
¢ikabilmektedir. ilk asamada, numune genellikle kalay bir kapsiile konularak yiiksek
sicakliklarda yakilmakta ve yiikseltgenmektedir. Yakilarak gaz haline gelen numuneler,
tastyict bir inert gaz ile, genelde He, bir kromatografi kolonuna gonderilerek Oz gazi ile
yakilmaktadir. Yanma islemi sonrasinda olusan ve ayrilan gazlar ayr1 ayr1 6zel tutucu
kolonlarda tutularak her birinin miktar1 1sisal iletkenlik dedektorii araciligiyla
belirlenmektedir. Her bir gazin miktar1 ile orantili olarak bir elektrik sinyali elde
edilmektedir. Bu elektrik sinyali daha sonra spektrumda elde edilen egri alanlariyla orantili
olarak Oornegin elementel bilesim yiizdesini vermektedir. Farkli sicakliklarda (170, 190,
210, 230, 250 ve 270 °C) sentezlenen BKKNT iiriinlerine ait elementel analiz sonuglari

Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. BKKNT firtinlerine ait elementel analiz sonuglari

. C H N S

Uriin Adi (%) (%) (%) (%)
BKKNT-170 10,92 1,25 2,63 17,44
BKKNT-190 10,07 1,09 2,25 18,43
BKKNT-210 7,78 1,05 1,92 19,33
BKKNT-230 8,27 1,12 1,83 19,16
BKKNT-250 9,27 1,36 1,93 18,36
BKKNT-270 9,26 1,21 1,73 18,54

Cizelge 4.1 incelendiginde dikkati ¢eken husus firtinlerdeki S miktarlarinin yiiksek
olmasidir. Ancak triinlerin H2SOs ortaminda gergeklestirilmis olmasi sebebiyle S

miktarinin yiiksek ¢ikmasi dngoriilebilir bir durumdur.
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4.2. ICP-MS ile Bor Tayini Sonuclari

ICP-MS, orneklerin yiiksek sicakliktaki argon gaziyla elde edilmis bir plazmaya
gonderilmek suretiyle atomlastirildig1 analitik bir tekniktir. Ornek, genel olarak bir ¢ozelti
halinde 6rnek giris sistemi araciligiyla nebulizére ve sprey odacigima gonderilmektedir.
Burada yiiksek hizli argon akisi sayesinde ornek ¢ozeltisi sislestirilir. Sadece ¢ok kiiciik
damlaciklar argon plazmasina taginmakta, digerleri dogrudan atiga gitmektedir. 6000 K
civarinda sicakliga sahip olan plazma, ornegi buharlastirarak ayni zamanda iyonlastirir.
Iyonlar, atmosferik basingtan ornekleyici ve siiziicii konlarla yiiksek vakumlu ortama
gecmektedirler. Sonrasinda iyon akimi, iyon lensleri ile kuadrupole odaklanarak kiitle
filtresine yonlendirilmektedir. Iyonlar, kiitle spektrometresinde kiitle/yiik oranina gore
ayrilarak olgiilmektedir. Bor (B) tayini i¢in en ¢ok kullanilan yontemler spektrofotometrik
ve plazma kaynakli spektrometrik yontemlerdir. Calisma kapsaminda sentezlenen
tirtinlerin B miktarlarini tayin etmek amaciyla BOREN Prof. Dr. Ayhan MERGEN Ar-Ge
Merkezi Laboratuvar alt yapisinda mevcut Perkin Elmer marka ELAN 9000 model ICP-
MS cihazi kullanilmigtir. Numuneler analizden once 10 kat seyreltilmistir. Farkli
sicakliklarda (170, 190, 210, 230, 250 ve 270 °C) sentezlenen BKKNT {iriinlerinin B tayini

sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. BKKNT firtinlerinin B tayini sonuglar1

Uriin Ad1 Reaksiyon Oncesi B Miktari Reaksiyon Sonrasi B Miktari
(%) (%)
BKKNT-170 4,45 0,27+ 0,03
BKKNT-190 4,45 0,28 + 0,09
BKKNT-210 4,45 0,33 £0,05
BKKNT-230 4,45 0,34 +£ 0,04
BKKNT-250 4,45 0,28 + 0,06
BKKNT-270 4,45 0,25+ 0,07

Cizelge 4.2°de yer alan degerler incelendiginde reaksiyon dncesi ve sonrasindaki degerler
arasinda onemli bir fark mevcuttur. Sonuglar birbirinden bagimsiz 6 6l¢iim neticesinde
elde edilmis (N=6) ve standart hatasiyla birlikte verilmistir. Reaksiyon sonrasinda énemli
bir miktar B’nin yapidan uzaklastig1 anlasilmaktadir. Sicakligin sentezlenen iiriindeki B
miktarma etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla elde edilen degerlerin bagil

standart sapmas1 (RSD) kullanilmistir. Bu amagla yapilan hesaplamalarda sonuglar 170-
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270 °C araliginda %12,2 RSD ile elde edildiginden sicakligin B miktari iizerine anlamli bir

etkisinin oldugu istatistiki olarak goériilmiistiir.

4.3. FTIR Analizi Sonuc¢lari

Kizilotesi Spektroskopisi temel olarak kizilotesi 1518 incelenen madde tarafindan
sogurulmasina dayanmaktadir. Sogrulma, molekiildeki baglarin titresimi ve doniisleri igin
gerekli miktarda dalga enerjisinin, cihaz tarafindan elektromanyetik spektrumun kizilotesi
bolgesinden gonderilmesiyle gerceklesmektedir. Kizilotesi 11k ancak degisken dipol
momente sahip molekiiller tarafindan sogrulmaktadir. Calisma kapsaminda sentezlenen
iirlinlerin bag yapilarini ve yiizey fonksiyonel gruplarini incelemek amaciyla BOREN Prof.
Dr. Ayhan MERGEN Ar-Ge Merkezi Laboratuvari’nda bulunan Varian marka IR 660
model FTIR cihazi kullanilarak 500-4000 cm™ ¢ekim araliginda dlgiimler yapilmustir.
Farkl1 sicakliklarda (170, 190, 210, 230, 250 ve 270 °C) sentezlenen BKKNT firiinlerinin
FTIR spektrumlar1 Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. 170, 190, 210, 230, 250 ve 270 °C sicakliklarda 1,0 M H2SOs varliginda
hazirlanan BKKNT firtinlerine ait FTIR spektrumlari

Sekil 4.1°de goriildiigi tlizere iist iiste cakistirilmig farkli sicakliklarda elde edilen BKKNT
{iriinlerine ait FTIR spektrumlar1 incelendiginde 3500 cm™ civarindaki pikin B-NH veya
B-OH gerilmelerine, 1620 cm™ civarindaki pikin C=0O titresim bandina, 1400 cm?

civarinda yer alan pikin B-N gerilme bandina, 1200 cm™ civarinda yer alan piklerin B-C,
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C-C veya C-N gerilme bantlarina, 990 cm™ civaridaki pikin B-O gerilmesine ve 600 cm™
civarindaki pikin de BO diizlem dis1 biikiilme bandina ait oldugu diisiintilmektedir.
[83, 89]. Burada dikkati ¢eken bir durum da 1200 cm™ civarinda olusan siddetli pikin
yaninda kii¢iik bir omuz olusmasi ve bunun da sicaklik arttikga azalarak 270 °C’ta

kaybolmasidir.

Buradan yola ¢ikarak sentezlenen {irlinlerde B’nin yapiya dahil oldugu, yiizeyindeki polar
fonksiyonel gruplar sebebiyle yiiksek oranda hidrofilik oldugu ve suda iyi dagildig:
sOylenebilir. Sicakligin degismesi bu piklerin siddetlerinde diizenli bir artisa veya azalisa
sebebiyet vermemistir. Ancak en yiiksek sentez sicakliginda (270 °C) bu piklerin en diisiik
siddete sahip oldugu goriilmiistir.

4.4. XRD Analizi Sonuclar

X-Ismi kirinim yontemi, her bir kristalin fazin kendine 6zgli atomik dizilimlerine bagh
olarak, X-isinlarin1 karakteristik bir diizen igerisinde kirmasi esasina dayanmaktadir. Her
bir kristalin faz i¢in bu kirinim profilleri bir nevi parmak izi gibi o kristali tanimlamaktadir.
X-Ism1 Kirinim analiz metodu, analiz sirasinda numuneyi tahrip etmemekte ve ¢ok az
miktardaki numunelerin dahi analizlerinin yapilmasini saglamaktadir. X-Isin1 Kirinim
cihaziyla kayaglarin, kristalin malzemelerin, ince filmlerin ve polimerlerin nitel ve nicel
incelemeleri yapilabilmektedir. Tez ¢aligmasi kapsaminda sentezlenen BKKNT iirtinlerinin
kristal yapilar1 BOREN Prof. Dr. Ayhan MERGEN Ar-Ge Merkezi Laboratuvar alt
yapisinda mevcut PANalytical marka Empreyan model XRD cihazi ile 5-90° araliginda 45
kV 40 mA sartlarinda Cu Ko X-151n kaynag (A=1,5406 A) kullanilarak yapilan ¢ekimler

ile incelenmistir. Uriinlere ait difraktogramlar Sekil 4.2’de sunulmustur.
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Sekil 4.2. Alt1 farkli sicaklikta (170, 190, 210, 230, 250 ve 270 °C) sentezlenen iirlinlere ait
XRD difraktogramlari

Sekil 4.2 incelendiginde alt1 iirliniin de sicakliktan bagimsiz olarak yiiksek bir kristal
yapiya sahip oldugu goriilmektedir. Calismanin basinda diisiiniilen amorf yap1 yerine
yiiksek kristal yapinin olusmast BKKNT iirtiniindeki kiikiirt varhigiyla dolayisiyla da
sentez ortaminda kullanilan H2SOy ile iliskilendirilmektedir. Bir baska degerlendirme de

iiriinlerin polimerik karboranlar ile benzer kristal yapilara sahip oldugudur.

4.5. XPS Analizi Sonuclar

XPS, kat1 malzemelerin ylizeyleri hakkinda kimyasal bilgi elde etmek amaciyla yaygin
olarak kullanilan gelismis bir yiizey analiz teknigidir. XPS ile kat1 ylizeylerdeki birka¢c nm
kalinligindaki filmler, yiizeydeki atomik bilesimin % dagilimi, yiizeydeki atomik bilesimin
sitokiyometrik oranlari, yiizeyin atomik bilesimindeki degisim miktar1 ve kaplama kalinligt
hakkinda bilgi alinabilmektedir. Bu teknikte, analizi yapilacak numuneye vakum

ortaminda tek enerjili X-i1sinlart gonderilerek numunenin uyarilmasi saglanmaktadir.
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Bunun sonucunda numunenin yiizeyinden sagilan elektronlarin kinetik enerjileri bir
elektron spektrometresi yardimiyla ol¢iilerek numune hakkinda nitel ve nicel analizler

yapilabilmektedir.

190, 230 ve 270 °C sicakliklarda elde edilen BKKNT iirtinlerindeki fonksiyonel gruplar ile
C, N, O, S ve B elementlerinin birbirine baglanma sekillerini aydinlatmak amaciyla yiizey
analizleri BOREN Prof. Dr. Ayhan MERGEN Ar-Ge Merkezi Laboratuvarinda bulunan
Thermo Scientific marka K-Alpha model XPS cihazi ile Al K, X-1s1n kaynagi (A=8,3386
A) kullanilarak gergeklestirilmis olup XPS genel tarama, Cls, N1s, Ols, S2p ve Bls
baglanma enerjilerine karsilik gelen kimyasal kaymalar1 gosteren spektrumlar Ekler

Boliimiinde sunulmustur.

Cizelge 4.3, XPS genel tarama sonuglarindan dogrudan alinan elementel oranlardir.’ten de
goriildiigli iizere sentez sicaklifi artisina bagli olarak elementel oranlarin degisiminde bir
genelleme yapilamamistir. Bununla birlikte, sentez sicakligi artisiyla birlikte BKKNT

iriinlerdeki C miktarinin azaldig1 sylenebilir.

Cizelge 4.3. BKKNT fiiriinlerin element analizi icin XPS genel tarama sonuglari

Elementel Oranlar (%m/m)
BKKNT Sentez Sicakligi, °C
190 230 270
C 28,1 26,8 25,9
N 2,74 2,48 2,95
O 41,5 44,9 44,7
S 13,0 14,4 12,7
B 14,6 11,4 13,7

Ekler boliimiinde yer alan yiiksek ¢oziintirliikte Cls, Nl1s, Ols, S2p ve Bls taramalari
CasaXPS programi yardimiyla kemometrik olarak ¢alisilmis ve farkli kimyasal ¢evreye
sahip elementlerden kaynaklanan pikler birbirinden ayrilarak yilizde oranlart ve baglanma
enerjileri ile birlikte sirasiyla Cizelge 4.4’te, Cizelge 4.5’te, Cizelge 4.6 *da, Cizelge 4.7°de

ve Cizelge 4.8°de listelenmistir.

Cizelge 4.4’te 190, 230 ve 270 °C sicakliklarda sentezlenen BKKNT iiriinlere ait Cls
spektrumlarindan sicaklik artisiyla birlikte BKKNT iiriinlerdeki C=0O orani azalmis ve O-
C=0 oram1 ise 270 °C sicaklikta artis gostermistir. Bu sonug, yiiksek sicaklikta
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oksidasyonun arttig1 seklinde degerlendirilmistir. Bir diger husus ise 285 eV taki C-C ve
C-H oranlarinin 270 °C sicakliktaki sentez ile birlikte en yiiksek degere sahip olmasi, C-C
ve C-H baglarinin sicakliga dayanikliliklariyla izah edilmistir. Bununla birlikte 284 eV taki
C=C oranmi beklenenin aksine 190 °C sicaklikta sentezlenen BKKNT iiriiniinde en

yiiksektir.

Cizelge 4.4. Farkli kimyasal ¢evreye sahip tiirler icin Cls baglanma enerjileri ve ylizde

miktarlari
BKKNT Sentez Sicakligi, °C
Cls 190 230 270
B.E. (eV) | Miktar1 (%) B.E. (eV) Miktari (%) B.E. (eV) Miktar1 (%)

C=C 284,0 2,38 283,9 1,46 284,0 1,60
C-C,C-H 285,0 14,5 285,0 14,2 285,0 21,2
C-N 285,7 24,2 285,7 17,4 285,8 17,2
C-O-H, C-O-N | 286,3 22,0 286,5 30,4 286,5 25,5
C=0 287,1 13,6 287,4 13,1 287,5 7,79
C-SOz 288,0 7,27 288,5 14,2 288,5 9,94
0-C=0 289,6 16,1 289,7 15,7 289,4 16,9

190, 230 ve 270 °C sicakliklarda sentezlenen BKNNT iiriinlerindeki azot elementi igin
kimyasal yapt N1s {izerinden yapilmistir. Cizelge 4.5’te goriildiigii izere 270 °C sicaklikta
sentezlenen BKKNT f{iriiniin organik matris oraninin en yiiksek olusu dikkat cekicidir.
Bununla birlikte alkil amonyum olarak degerlendirilen 402,3 eV civarindaki pik 270 °C
sicaklikta en diisiik degere sahip olusu, yapidaki pozitif yiiklii iyonlarin kaynagi olabilecek

azot tilirlerinin azalmasi ve yapinin iyonik karakterindeki azalma olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.5. Farkli kimyasal cevreye sahip tiirler icin N1s baglanma enerjileri ve yiizde

miktarlari
BKKNT Sentez Sicakligi, °C
N1s 190 230 270
B.E. (eV) | Miktari (%) B.E. (eV) Miktar1 (%) B.E. (V) Miktar1 (%)
N-B 400,4 10,9 398,8 3,81 400,1 16,0
Organikmatris
(N-C. N-C=0) 401,4 25,0 400,5 20,9 4014 34,1
AlLKil amonyum 402,5 47,7 402,0 49,3 402,3 41,0
Nitrite, C=N 4035 16,4 403,1 26,0 4035 8,91
veya Nitril

Oksijen elementi i¢in XPS degerlendirmesi Ols i¢in yapilmistir. Cizelge 4.6’dan
goriildiigii tizere BKKNT sentez sicakligi artisiyla birlikte 533,3 eV civarindaki aromatik
C-O-C yapilarindaki artis gozlenmistir. Bu sonug, PL spektrumlarindaki 270 °C
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sicakliktaki iiriiniin gosterdigi grafenizasyona bagli ikinci bir spektral mekanizmanin
gozlenmesi ile uyum i¢indedir. Buradan, sicaklik artigiyla birlikte BKKNT iirlinlerindeki
aromatikligin arttig1 degerlendirilmistir. Ayrica, Cls spektrumlarinda gozlenen 285 eV’taki

C-C ve C-H artisiyla uyum i¢inde oldugu degerlendirilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli kimyasal ¢evreye sahip tiirler i¢in Ols baglanma enerjileri ve yiizde

miktarlar
BKKNT Sentez Sicakligi, °C

Ols 190 230 270

B.E. (eV) | Miktar (%) | B.E.(eV) | Miktari(%) | B.E.(eV) | Miktari (%)
O=C-N 532,0 13,5 531,8 15,6 5315 19,5
C-O-C
(Alifatik) 532,7 33,9 532,6 28,1 532,4 38,4
C-O-C
(Aromatik) 533,3 6,73 533,3 7,80 533,2 18,7
veya O-C-O
0*-(C=0)2, O-
(C=0%)-Oveya | 5338 275 534,0 30,6 534,0 9,64
O-B
Na KLL Auger 537,0 18,4 537,1 17,9 536,9 13,9
Kiikiirt atomlarmin kaynagi olarak H>SOs ortaminda gerceklestirilen reaksiyon

goriilmektedir. Reaksiyon sicakligindaki artisla birlikte Cizelge 4.7°de gosterilen SO4%
miktarindaki azalma {irlinlin iyonik karakterinde azalma olarak degerlendirilmistir. Bu
sonug, Cizelge 4.5’te gozlenen alkil amonyum miktarindaki azalma ve buna bagh olarak

pozitif yiiklii karakterindeki azalmayla uyum ic¢indedir.

Cizelge 4.7. Farkli kimyasal ¢evreye sahip tiirler i¢in S2p baglanma enerjileri ve yiizde

miktarlari
BKKNT Sentez Sicakligi, °C
S2p, 3/2 190 230 270
B.E. (eV) Miktart (%) B.E. (eV) Miktart (%) B.E. (eV) Miktar1 (%)
SO4% 169,8 90,0 169,4 61,5 169,1 68,1
C-SOz* 1714 10,0 170,7 38,5 170,2 31,9

BKKNT iirtinlerindeki B atomlarinin kaynag: tepken olarak ortama eklenen fenilboronik
asittir. BKKNT f{irtindeki B katkist ile ilgili olarak 188 eV civarinda B-C, B-H baglari,
190,5 eV civarinda B-N bag1 ve 192,3 eV civarinda B-O baglarinin BKKNT f{iriinlerinde
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bulundugu Cizelge 4.8’de goriilmiistiir. B elementi ig¢in baglanma tiirlerine sicakligin

onemli bir etkiye sahip olmadigi degerlendirilmistir.

Cizelge 4.8. Farkli kimyasal ¢evreye sahip tiirler icin Bls baglanma enerjileri ve ylizde

miktarlari
BKKNT Sentez Sicakligi, °C
Bls 190 230 270
B.E. (eV) Miktar1 (%) B.E. (eV) Miktar1 (%) B.E. (eV) | Miktari (%)
B-C, B-H 188,2 24,6 188,2 14,0 187,5 25,7
B-N 190,7 19,8 190,5 27,0 190,2 22,0
B-O 192,9 55,6 193,5 59,0 193,0 52,3

4.6. Termogravimetrik Analiz (TGA) Sonuclari

TGA, genel olarak malzemelerde sicakligin veya zamanin bir fonksiyonu olarak meydana
gelen kiitle kayb1 veya kazanimlarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu ydntemde
numune yiiksek sicakliklara kadar 1sitilirtken numunenin kiitlesi siirekli olarak
izlenmektedir. Kiitlenin veya kiitle yiizdesinin zamana, sicakliga ve atmosferdeki degisime
kars1 grafigi ¢izilmekte ve bu egri de termogram veya termal bozunma egrisi olarak
adlandirilmaktadir. BKKNT f{irlinlerinin termal davraniglar1 BOREN Prof. Dr. Ayhan
MERGEN Ar-Ge Merkezi Laboratuvar alt yapisinda mevcut Netzsch marka STA 449 F3
Jupiter model termal analiz cihazi kullanilarak argon atmosferinde 25-800 °C araliginda 10
°C/d 1s1tma hizinda yapilan ¢ekimler ile incelenmistir. Ug farkli sicaklikta (190, 230 ve 270

°C) sentezlenen BKKNT iiriinlerine ait TGA termogramlar1 Sekil 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.3. U¢ farkli sicaklikta (190, 230 ve 270 °C) sentezlenen iiriine ait TGA
termogramlari

Sekil 4.3’teki termogramlar incelendiginde kiitle kayiplart her ii¢ iiriin i¢cin de yaklasik
olarak ayni miktardadir. Termogramda 1 numara ile gosterilen bolgeden (100 °C civari) 2
numara ile gosterilen bolgeye (400 °C) kadar ii¢ numunede de yaklasik %15 kiitle kayb1
meydana gelmistir. 2 numarali bolge (400 °C) ile 3 numarali bolge (670 °C civari) arasinda
iic numunede de kiitle kayb1 yasanmamuistir. 3 numarali bolgeden sonra ise yaklasik
%12’lik bir kiitle kayb1 daha yasanmistir. Toplam kiitle kaybina bakildiginda 800 °C’ye
kadar kiitle kaybinin yaklasik olarak %25’ler mertebesinde oldugu goriilmektedir. Kiitle
kaybinin az olmast yapmin karali oldugunu ve inorganiklesmeye basladigin
distindiirmiistiir. Bu kiitle kayb1 da yapidaki fonksiyonel gruplarin sicaklik arttikga
yapidan uzaklagmalar ile iliskilendirilebilir [90].
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4.7. TEM Analizi Sonuclar

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM), goriintiileme ve kirmim tekniklerini birlikte
kullanarak malzemelerin mikro yapisal incelemesini ve kristal yapilarinin belirlenmesini
birlikte saglayabilen 6zel bir malzeme karakterizasyon cihazidir. Bir baska deyisle,
nanometre mertebesinde ¢ok kiigiik ve ince alanlardan, milyon kati biiylitmelerde
malzemenin kristalografik ve morfolojik bilgilerine ayni anda ulagilmasini olanakli kilan
bir tekniktir. Yiiksek potansiyel farki altinda hizlandirilmis elektronlar numune hazirlama
kosullarma gore hazirlanmis yeterince gegirgen malzemeden gecerek, objektif ve
projeksiyon lensler ile floresans ekrana malzemenin biiyiitiilmiis goriintiisiinii olusturmakta
bu goriintii de kameraya aktarilarak bilgisayara islenmektedir. Calisma kapsaminda
sentezlenen BKKNT iiriinlerinin TEM gériintiileri ODTU Merkez Laboratuvari’nda
bulunan FEI marka Tecnai G? Spirit Biotwin model cihaz ile 120 kV’ta hizlandirilan
elektronlar yardimiyla alinmistir. Numuneler 6l¢iim alinmadan 6nce 500 kat seyreltilmistir.
190, 230 ve 270 °C sicakliklarda sentezlenen iriinlere ait TEM goriintiileri ve boyut
dagilimlarin1 gosteren histogramlar sirasiyla Sekil 4.4°te, Sekil 4.5’te ve Sekil 4.6’da

verilmistir.

®)

4 6 8 10 12 14 16 18 20
(200 nm Cap (nm)

Sekil 4.4. 190 °C’ta sentezlenen BKKNT firiiniine ait (A) TEM gorintisii (B) boyut
dagilimi1 histogrami

Sekil 4.4’te yer alan TEM goriintiisii (A) incelendiginde BKKNT f{iriiniiniin tam olarak
kiiresel bir yapiya sahip olmadigi gozlenmistir. Boyut dagilimimi gosteren histogram (B) 30
adet BKKNT baz alinarak olusturulmustur. Bu histograma gére BKKNT’lerin yaklasik

%20’sinin 8-10 nm, %]13’iiniin 6-8 nm, % 6’s1 4-6 nm ve %3’ 2-4 nm arasinda oldugu
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anlagilmaktadir. 10 nm ve st partikiillerin KNT lerin topaklanmasiyla olusan agragetlar

oldugu soylenebilir.

Adet

0 5 10 15 20 25 30
Cap (nm)

Sekil 4.5. 230 °C’ta sentezlenen BKKNT {iriiniine ait (A) TEM goriiniitiisii (B) boyut
dagilimi histogrami

Sekil 4.5’teki TEM goriintiisii (A) incelendiginde de agregatlarin olustugu ve olusan bu
agregatlarin 190 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine oranla daha biiyik oldugu dikkati
cekmektedir. Boyut dagilimini gosteren histogram (B) 30 adet BKKNT baz alinarak elde
edilmistir. Histogramdaki dagilim g6z oniine alindiginda ise BKKNT iirlinlintin yaklagik

%40’1na yakiminin 10 nm altinda oldugu anlagilmaktadir.

Sekil 4.6. 270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait TEM goriintiileri
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Sekil 4.6’da yer alan 270 °C’ta sentezlenen BKKNT f{iriinlerine ait TEM goriintiilerinde
topaklanmanin oldukea fazla oldugu goriilmektedir. Bu BKKNT iiriiniindeki agregasyonun
fazla olmasi sebebiyle boyut dagilimi histogrami olusturulamamistir. Sonug olarak Sekil
4.4°te, Sekil 4.5’te ve Sekil 4.6’daki TEM goriintiilerinden yola ¢ikarak 10 nm’den kiigiik
BKKNT irlinlerinin elde edildigi ancak bununla birlikte agregasyonun da olustugu
soylenebilir. Agregasyon, 190 ve 230 °C’ta yer yer olmak tizere 270 °C’ta oldukga fazladir.
Agregasyonun olusmasina yapida var olan hidrojen baglarinin veya yiizey fonksiyonel
gruplarin afinitelerinin sebep oldugu disiiniilmektedir [83]. Agregasyonu 0Onlemek
amaciyla numune hazirlama agsamasinda ylizey aktif madde kullanilarak tekrar olgiim

alinmasi uygun gorilmiistir.

4.8. UV-GB ve FL Spektroskopisi Ol¢iimii Sonuglar

UV-GB absorpsiyon spektroskopisi bir 1sin demetinin bir ornekten gegtikten sonra
siddetindeki azalmanin absorbans ile ifade edildigi bir teknik olarak UV-GB spektroskopisi
genellikle  ¢ozeltideki  molekiiller veya inorganik iyon ve komplekslerin
karakterizasyonunda kullanilmaktadir. Bir absorpsiyon spektrumu, molekiiliin yapisini

gosteren elektronik gegislere ait birgok absorpsiyon bandindan olusmaktadir.

Molekiiler floresans spektroskopisinde, elektromanyetik 151n demeti ile uyarilmis bir atom
veya molekiil temel enerji seviyesinden bir iist enerji seviyesine gikmaktadir. Ust enerji
seviyesindeki uyarilmis atom veya molekiil kararsizdir ve sogurdugu fazla enerjiyi atarak
temel enerji seviyesine donmek ister. Bu asamada, fazla enerjinin tamami veya bir kismi,
atom veya molekiilden 151k emisyonu olarak ayrilabilir. Bu olay ger¢eklesme tiiriine bagl
olarak floresans veya fosferasans olarak adlandirilsa da genel adiyla liiminesans olarak
adlandirilmaktadir. Bu sayede tizerinde ¢alisilan 6rneklerin liiminesans karakterleri tayin
edilebilmektedir. Tez c¢alismasi1 kapsaminda sentezlenen BKKNT firiinlerinin UV-GB
olgtimleri Agilent marka Cary 60 model UV-GB Spektrofotometresi ile FL 6l¢iimleri de
yine Agilent marka Cary Eclipse model Floresans Spektrofotometresi ile
gerceklestirilmistir. UV-GB ve FL 6l¢iimleri 6 farkl sicaklikta (170, 190, 210, 230, 250 ve
270 °C) sentezlenen tiriinler i¢in alinmis olup 6lgiimler sonucunda elde edilen grafiklerin

karsilastirmali hali Sekil 4.7’de sunulmustur.
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Sekil 4.7. (A) 170 °C (B) 190 °C (C) 210 °C (D) 230 °C (E) 250 °C ve (F) 270 °C’ta
sentezlenen BKKNT firiinlerinin UV-GB absorbans ve maksimum FL siddetinin
alindig1 emisyon spektrumlarinin iist liste ¢akistirilmis hali

Sekil 4.7°de yer alan grafikler incelendiginde 170 ve 270 °C’larda sentezlenen iiriinlerde
daha belirgin olmak {izere tiim iiriinlerde 265 nm civarinda bir absorpsiyon gozlenmistir.
Bu absorpsiyonun karakteristik bir aromatik n-n” gecisine ait oldugu diisiiniilmektedir [90].
Bunun yanmi sira 210, 230, 250 ve 270 °C sicakliklarda sentezlenen tirtinlerde 330 nm
civarinda absorpsiyon pikleri goriilmektedir. Bu durumun sebebinin ise n -n” gegisi oldugu

ve yapidaki C=O fonksiyonel gruplarindan kaynaklandigi sdylenebilir [90].
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Tez calismasi kapsaminda sentezlenen BKKNT firiinlerinin FL. mekanizmalar1 hakkinda
yorum yapabilmek adina 190, 230 ve 270 °C sicakliklarda sentezlenen tirtinler 240 nm’den
420 nm’ye kadar degisen dalga boylarinda uyarilarak FL siddetlerindeki degisimler
gbozlenmistir. Bu degisimleri gosteren grafikler sirasiyla Sekil 4.8”de, Sekil 4.9°da ve Sekil
4.10’da sunulmaktadir.
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Sekil 4.8. 190 °C’ta sentezlenen BKKNT {irliniiniin uyarma dalga boyuna baglh olarak FL
emisyonunda meydana gelen kaymalar (i¢ grafik: 340-420 nm arasi uyarima
bagli olarak FL emisyonunda meydana gelen degisim)
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Sekil 4.9. 230 °C’ta sentezlenen BKKNT {iriiniiniin uyarma dalga boyuna bagli olarak FL
emisyonunda meydana gelen kaymalar (i¢ grafik: 340-420 nm arasi uyarima
bagli olarak FL emisyonunda meydana gelen degisim)
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Sekil 4.10. 270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniiniin uyarma dalga boyuna bagli olarak FL
emisyonunda meydana gelen kaymalar (i¢ grafik: 320-420 nm aras1 uyarima
bagli olarak FL emisyonunda meydana gelen degisim)
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Sekil 4.8”de Sekil 4.9°da ve Sekil 4.10°da yer alan grafikler incelendiginde 230 ve 270 °C
sicakliklarda sentezlenen BKKNT irlinlerinin birbiriyle benzer FL mekanizmalar
gosterdigi 190 °C’ta sentezlenen firiiniin ise bunlardan farkli bir mekanizmaya sahip
oldugu goriilmektedir. 190 °C’ta sentezlenen firiiniin FL emisyonlarinda uyarma dalga
boyuna bagli olarak belirgin bir kayma gozlenmezken 230 ve 270 °C sicakliklarda
sentezlenen iriinlerin FL emisyonlarinda 320 nm’ye kadar kaymalar gézlenmistir. Bunun
yaninda her ii¢ {iriiniin FL emisyon siddetleri uyarma dalga boyunun artmasiyla birlikte
azalma egilimi gostermistir. Bu durumlarin iriinlerde bulunan fonksiyonel gruplardan
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir [83]. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak sentezlenen BKKNT
iriinlerinin uyarma dalga boyuna bagimli olduklart sdylenebilir. Bu iirlinlerin KV’leri de
dleiilmiistiir. Olgiimde referans olarak triptofan kullanilmistir. En yiiksek KV’ne sahip olan
BKKNT iiriinii 270 °C’ta sentezlenen iriindiir. Bu da 190 ve 230 °C sicakliklarda
sentezlenen triinlere kiyasla 270 °C’ta sentezlenen iiriiniin en siddetli FL 6zelliklere sahip

oldugu anlamina gelmektedir. KV nin sicaklikla degisimini gosteren grafik Sekil 4.11°de

verilmistir.
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Sekil 4.11. Sicaklik ile KV arasindaki iliski (i¢ grafik: 270 °C’de sentezlenen triiniin (A)
giin 15181 altindaki (B) UV 1s1k altindaki goriintiisii)
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4.9. Zeta Potansiyel Ol¢ciim Sonuclar

Zeta potansiyeli, parcaciklar arasindaki elektrostatik veya yiikk itme-¢cekmenin
biiyiikliigiiniin bir 6l¢iisiidiir ve kararliligi etkiledigi bilinen temel parametrelerden biridir.
Zeta potansiyel dl¢limii; dispersiyon, topaklasma veya flokiilasyonun nedenleri hakkinda
ayrintili bilgi saglamakta ve dispersiyon, emiilsiyon ve siispansiyonlarin formiilasyonunu
gelistirmek  icin  uygulanabilmektedir. Zeta  potansiyelinin  Ol¢iilmesi, aday
formilasyonlarinin sayisini azaltarak kararlilik testini kisaltmanin yollarindan biridir,
dolayisiyla raf Omriinli uzatmanin yani1 sira testin siiresini ve maliyetini de
azaltmaktadir. Zeta potansiyelinin 6l¢limii, seramik, eczacilik {iriinleri, ila¢, maden isleme,

elektronik ve su aritma gibi genis bir endiistri yelpazesinde 6nemli uygulamalara sahiptir.

Calisma kapsaminda sentezlenen BKKNT {iriinlerinin kararliligt ve biyolojik
uygulamalarda kullanilabilirligi hakkinda bilgi sahibi olabilmek adina zeta potansiyel
Ol¢iim sonuclar1 6nem arz etmektedir. Bu Ol¢iimler BOREN Prof. Dr. Ayhan MERGEN
Ar-Ge Merkezi Laboratuvar alt yapisinda bulunan 633 nm dalga boyunda He-Ne lazer 151k
kaynagina sahip olan Malvern marka Nano ZSP model Zeta Potansiyel Olgiim cihaz1 ile
gerceklestirilmistir. Zeta potansiyelin sicaklikla degisimini gosteren grafik Sekil 4.12°de

sunulmustur.
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Sekil 4.12. Sicaklik ile zeta potansiyel arasindaki iliski
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Olgiim alinmadan 6nce numunelere herhangi bir seyreltme islemi uygulanmamis ve
hiicreye konmadan once numuneler 0,22 pm’lik siringa filtreden gegirilmistir. Bir
nuunenin zeta potansiyel degeri negatif veya pozitif ¢ikabilmektedir. Bu deger -30 ile +30
mV arasinda ¢ikarsa numune icin kararli bir yapiya sahiptir denebilmektedir. Sekil 4.12°de
yer alan grafikten yola cikilarak, sentezlenen BKKNT firtinlerinin negatif yiiklii olduklari
anlagilmakta olup sicaklik artistyla genel anlamda zeta potansiyel degerinin sayisal deger
olarak azaldig1 goriilmektedir. Uriinlerin zeta potansiyel degerlerinin -30 ile +30 mV
arasinda olmasi yapinin kararli oldugunu gostermekte olup negatif yiikli olmalar1 da
iriiniin ylizeyinde hidroksil veya karboksil gruplarinin bulundugunu ve bu gruplar
sayesinde de suda iyi dagilarak biyolojik uygulamalar i¢in kullanilabilir oldugunu ifade
etmektedir [73].

4.10. iyon Deneyi Sonuclar

KNT’lerin ¢esitli iyonlara karsi duyarli ve segici olduklar literatiirdeki calismalarda
mevcuttur. Bu tez calismast kapsaminda da sentezlenen BKKNT firiinlerinin CI, COs%,
ng+, NO,", NOs,, Pb?" ve SO.* gibi iyonlara kars1 duyarliliklar1 ve secicilikleri test
edilmistir. Yapilan bu segicilik testlerinde Hitachi marka F-7000 model floresans

spektroskopisi cihazi kullanilmistir.

4.10.1. Secicilik deneyi sonuclari

Stok CI', COs*, Hg?*, NO2, NOs", Pb?" ve SO4* ¢bzeltilerinde nihai konsantrasyonu 10
M olacak sekilde 20 pL’lik kisimlar halinde ayr1 ayri belirli bir miktarda BKKNT sulu
cozeltisine ilave edilmis ve bu ilaveler sonucunda {iriiniin FL siddetinde meydana gelen
degisimler gozlenmistir. BKKNT sulu ¢dzeltisinin konsantrasyonu, uyarim yapilacak
dalga boyunda UV-GB absorbansi 0,1 olacak sekilde ayarlanmis ve tim deneylerde buna
uyulmustur. Floresanstaki degisim Es. 4.1°deki formiille incelendiginden, her deneydeki
BKKNT miktar farkliligindan gelebilecek etkiler bertaraf edilmistir. Yapilan bu deneylere

iliskin veriler Sekil 4.13’te sunulmustur.

Floresanstaki bagil degisim = @ (4.2
0
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Burada, Fo herhangi bir ilave yapilmadan cihazdan alinan 6lglimiin FL siddetini, F ise ilave

islemi yapildiktan sonra alinan 6lgiimiin FL siddetini ifade etmektedir.

0,35=

0,30+

0,25+

0,20

(F-Fo)/Fo

0,15+

0,10+

0,05+

0,00«

Cr COs* NOy NO»r Hg* Pb** SO

Sekil 4.13.10° M CI', COs%, Hg?*, NO2, NOs, Pb?* ve SO iyonlari igin BKKNT
iriiniiniin FL siddetinde meydana gelen degisim

Sekil 4.13’te yer alan grafik incelendiginde ilave edilen iyonlar sonrasinda BKKNT
triiniiniin FL siddetinde degisimler oldugu anlasilmaktadir. Grafikte en ¢ok dikkati ¢eken
durum BKKNT iiriiniine SO4> iyonu ilave edildiginde iiriiniin FL siddetinde meydana
gelen belirgin degisimdir. Bu belirgin degisime, sentezde dncii madde olarak kullanilan
FBA ve GLU arasinda meydana gelen yapinin ve siilfiirik asit (H2SOs) ortamindan
kaynaklanan iz etkisinin sebep oldugu diisiiniilmektedir. Literatiirde, KNT’lerin
yiizeylerinde bulundurduklar1 karboksilik gruplar sebebiyle Hg?* ve Pb?* gibi iyonlara kars
afinitelerinin oldugunu gdsteren caligmalar mevcuttur [80]. Ancak SO4% iyonuna karsi
afinitelerinden bahsedilen bir ¢alisma mevcut degildir. Bu agidan bakildiginda SO4*
iyonuna kars1 duyarli bir KNT 6zgiin bir sonug olarak degerlendirilerek, SO4> iyonuna
karsilik bir sensdr olarak kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesine yo6nelik

caligmalarin yapilmasina karar verilmistir.

4.10.2. Duyarhlik deneyi sonuclar:

Secicilik testleri sonrasinda elde edilen veriler BKKNT iiriiniiniin SO4% iyonuna kars1

belirgin bir afinitesinin oldugunu gostermisti. Bu veriler dogrultusunda SO4% iyonu
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iizerinde duyarlilik testleri yapilmistir. Yapilan bu testler kapsaminda 1 nM ve 15 nM
arasinda degisen konsantrasyonlarda olacak sekilde stok SO4? ¢ozeltilerinden hazirlanarak

BKKNT firiiniine ilaveler yapilmistir.

Sekil 4.14’te verilen grafikte iyon ilavesi sonrasinda iiriiniin FL siddetinde meydana gelen

degisimler gosterilmistir.
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Sekil 4.14. BKKNT iiriiniiniin farkli konsantrasyonlarda SO42- ilavesi sonrasinda FL
siddetinde meydana gelen degisim

Farkli konsantrasyonlarda (1-15 nM) SO42- iyonu BKKNT iiriiniine ilave edildiginde
Sekil 4.14’te yer alan grafik elde edilmistir. Grafik incelendiginde iiriiniin 325 nm’de
emisyon yaptig1 ve her bir ilave sonrast BKKNT firtiniinlin FL siddetinde bir azalma
meydana geldigi anlasilmaktadir. Ancak belli bir noktadan sonra bu azalma durmus ve FL
siddeti degismemistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak FL siddetindeki degisimi daha net
gorebilmek adina iiriine ilave edilen SO4> konsantrasyonuna karsilik (Fo-F)/Fo degeri

grafige aktarilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu egri Sekil 4.15°te verilmektedir
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda SO4% ilavesi sonrasinda 325 nm’de emisyon yapan
BKKNT iiriiniine ait kalibrasyon egrisi (i¢ grafik: dogrusal bolgeyi gdsteren

egri)

Sekil 4.15’teki grafikte, SO4> ilavesiyle (Fo-F)/Fo degerinde meydana gelen artma net bir
sekilde goriilmektedir. Ancak 8 nM’lik SO4?" ilavesinden sonra dogrusallik, sapma % 5°lik
siirin ¢ok iistiinde olacak sekilde degisim gostererek iist calisma sinirini belirlemistir Hata
barlar1 birbirinden bagimsiz alinan 3 6lgtimii ifade etmektedir (N=3). Sentezlenen BKKNT
{iriniiniin SO4%" iyonuna kars1 duyarliligini belirlemek adina gdzlenebilme sinir1 (LOD),
tayin alt sinir1 (LOQ) ve dogrusallik sinir1 (LOL) degerlerinin belirlenmesi gerekmektedir.
Gozlenebilme siiri, analizi yapilan Ornegin belirdigi fakat kantitatif sinirlar igerisine
girmedigi en kiigiik derisimdir. Tayin alt smniri, analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir
diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin tayin dogrusalligin en alt sinirin1 olusturan
diizeyidir. Dogrusallik sinir1 (LOL) ise tayin edilebilen en diisiik derisimden dogrusalliktan
%5 ve daha yiiksek miktarda sapma gosterdigi derisimi ifade etmektedir. Tayin alt sinir1 ve
dogrusallik sinir1 arasinda kalan dogrusal bolge de ¢aligma araligimi gostermektedir. Sekil
4.15’teki dogrusal galisma araligini gosteren i¢ grafikten yararlanilarak gézlenebilme siniri
(LOD), tayin alt sinir1 (LOQ) ve dogrusallik siirt (LOL) degerleri belirlenmis olup bu
degerler Sekil 4.16’da sunulmustur.
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Sekil 4.16. LOD, LOQ ve LOL degerlerinin kalibrasyon egrisinde gosterimi

Sekil 4.16°daki grafikte yer alan kalibrasyon egrisinde gosterilen LOD ve LOQ degerleri
yapilan hesaplamalar sonrasinda sirasiyla 1,38 ve 4,61 nM olarak bulunmustur. Bu
hesaplamalar i¢in kullanilan esitlikler sirasiyla Es. 4.2°de ve Es. 4.3’te verilmistir. Sekil
4.16’da, 8 nM SO4? ilavesinden sonra egrinin dogrusalliktan % 5 ve daha fazla sapmaya
basladig1 goriilmekte olup bu deger LOL degerini belirtmektedir. LOQ ve LOL degerleri
arasinda kalan alan degerler (4,61-8,00 nM) ise ¢alisma araligini ifade etmektedir. Bu
sonuglar, sentezlenen BKKNT iiriiniiniin sulu ¢dzeltilerde SO4% iyonuna kars1 etkili bir

duyarhlik gosterdigi ve potansiyel uygulama alanina sahip olabilecegini gostermektedir.

LOD=3x = (4.2)
m

LOQ=10x = (4.3)

Es. 4.2°deki ve Es. 4.3’teki formiilde yer alan s standart sapmay1, m ise Sekil 4.15’te yer

alan i¢ grafikteki dogrunun egimini ifade etmektedir.
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4.10.3. Giin ici tekrarlanirhik deneyi sonuclari

Tekrarlanirlik, bagimsiz deney sonuglarinin, kisa zaman araliklart iginde, ayni donanim
kullanilarak, ayni1 deneyi yapan kisi tarafindan, ayni laboratuvarda, es deger deney
maddeleri tizerinde ayn1 yontem ile elde edildigi sartlar (tekrarlanirlik sartlari) altindaki
kesinliktir. Bu tanimdan yola ¢ikarak yapilan deneylerin tekrarlanirligini test etmek
amaciyla giin i¢inde belli saatlerde ayni cihaz kullanilarak 6 adet numune igin dlglimler
almmistir.  Olgiimler Edinburgh marka FS5 model Floresans Spektrofotometresi ile

alimmustir. Bu 6l¢timlerin sonuglar1 Cizelge 4.9°da sunulmustur.

Cizelge 4.9. Ayn1 konsantrasyona sahip 6 {irlinlin giin i¢inde farkli saatlerde yapilan analiz

sonugclari
Sinyal
Numune-1 Numune-2 Numune-3 Numune-4 Numune-5 Numune-6
1. Olgiim 100,00 100,36 100,14 101,82 98,30 99,17
2. Olgiim 101,49 100,32 101,45 100,58 97,19 99,04
3. Olgiim 100,57 100,56 99,61 98,85 99,91 98,24
RSD 0,75 0,13 0,94 1,48 1,38 0,50

Cizelge 4.9°da yer alan veriler, 6 adet ayn1 konsantrasyona sahip iriiniin giin i¢inde saat
basit ayni cihazdan olgiimlerinin alinmasiyla elde edilmis olup sonuglar sinyal cinsinden
verilmistir. Ilk numunenin 8l¢iimiinden alinan sinyal 100 kabul edilmis ve bundan sonra
alinan Olc¢limler kabul edilen bu deger iizerinden hesaplanmustir. Her bir iiriin i¢in alinan
Ol¢iim 3 tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmis ve toplamda 18 adet 6l¢iim alinmistir. Her
bir iirlin i¢in alinmis Sl¢lim sonuglart kendi aralarinda degerlendirilerek Bagil Standart
Sapmalar1 (RSD) hesaplanmistir. Yapilan bu hesaplamalar sonucunda 6 iiriiniin de RSD’si
%?2’den diisiik ¢ikmistir. Bu durum alinan 6l¢timlerin sapma gostermedigi ve sonuglarin

giin i¢i tekrarlanirlik bakimindan giivenilir oldugunu gostermektedir.

4.10.4. Giinler arasi tekrarlanabilirlik deneyi sonuclari

Giinler arasi yapilan deneyler de alinan olgtimlerin tekrarlanabilir oldugunu goéstermek
adina yapilan deneylerdir. Bu deneylerde dlgiimler 5 giin boyunca ayni cihaz kullanilarak
ayn1 sartlarda alinmistir. Yapilan deneyler kapsaminda Numune-1, 2 ve 3 olarak sirasiyla
2, 4 ve 6 nM’lik SO4% ¢ozeltileri hazirlanmis olup 270 °C’ta sentezlenmis en yiiksek

KV’ne sahip olan BKKNT iiriinii kullanilmustir. Oncelikle iiriiniin absorbans degeri UV-
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GB Spektrofotometresi cihazi kullanilarak 0,1 olarak ayarlanmigtir. Sonrasinda tiriin 3 esit
hacme ayrilmis ve bu iirlinler Numune-1, 2 ve 3 olarak adlandirilmistir. Hazirlanan 2, 4 ve
6 nM’lik SO4% ¢ozeltileri sirasiyla numaralandirilan bu iiriinlere ilave edilerek 3 iiriinden
de olgiimler almmustir. Olgiimler Edinburgh marka FS5 model Floresans
Spektrofotometresi ile alinmistir. Alinan bu Olgiimlerin  sonuglart Cizelge 4.10°da

verilmistir.

Cizelge 4.10. Aynm1 konsantrasyona sahip 3 adet lriiniin farkli giinlerde yapilan deney

sonugclari
Sinyal
Numune-1 Numune-2 Numune-3 RSD
1. Giin 103,03 104,21 106,12 1,48
2. Giin 104,09 105,50 105,02 0,68
3. Giin 104,61 107,65 104,78 1,61
4. Giin 106,98 115,24 110,61 3.3
5. Giin 111,88 118,90 110,34 4,01

Cizelge 4.10°da yer alan veriler, 5 giin boyunca ayni cihaz kullanilarak alinan Sl¢timler
sonucunda elde edilmistir. 3 esit hacme ayrilan BKKNT {iriinii Numune-1, 2 ve 3 seklinde
numaralandirilmis 6rnekler i¢in ilk 6l¢iim sinyali 100 olarak kabul edilerek, giin sonundaki
deger ilk giin sonucu olarak kaydedilmistir. Bu islem 5 giin boyunca tekrarlanmis ve elde
edilen sonuglar dogrultusunda o6l¢iim sonucglarinin kendi aralarinda Bagil Standart
Sapmalar1 (RSD) hesaplanmistir. RSD sonuglar1 giinler arasinda yapilan deneylerin giin
icinde yapilan deneylere kiyasla sapmalarin daha fazla oldugunu gostermektedir. RSD
hesaplamalar1 Es. 4.4°te verilen formiil kullanilarak yapilmistir.

RSD =3 x 100 (4.4)

Rilw
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4.10.5. Gerg¢ek numune deneyleri

Béliim 4.10.2°de, tez calismas1 kapsaminda sentezlenen BKKNT firiiniiniin SO4% iyonuna
karst duyarli oldugundan, SO4? ilave edildikge iiriiniiniin FL siddetinde azalma meydana
geldiginden (Bkz. Sekil 4.14) ve bu konuda ger¢cek numunelerde bir kullanim alani
bulabilecegi bahsedilmisti. Uriiniin gercek numunelerde potansiyel kullanim alani bulup
bulamayacagmi anlamak adina SO4% konsantrasyonu 2,7 x 10° M olarak daha 6nceden
ol¢iilmiis bir icme suyu o6rnegi kullanilmis ve SO4% ilavesi sonucunda iiriiniin FL
siddetinde meydana gelen degisimler gozlenmistir. Ilave edilen SO4% konsantrasyonuna

karsilik (Fo-F)/ Fodegeri grafige aktarilmis ve Sekil 4.17°de sunulmustur.
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Sekil 4.17. SO4> konsantrasyonu belli (2,7 x 105 M) olan igme suyu érnegine SO4" ilavesi
sonrasi elde edilen kalibrasyon egrisi

Sekil 4.17°de yer alan egri, SO4* konsantrasyonu 2,7x10° M i¢me suyuna 3 nM’lik SO4*
cozeltisi ilave edilmesiyle alinin Ol¢limler neticesinde elde edilmistir. Bu kapsamda
oncelikle igme suyu SO42 konsantrasyonu 3 nM oluncaya kadar seyreltilmistir. Sonrasinda
herhangi bir ilave olmaksizin 6l¢iim alinmis ve bu 6l¢lim Fo olarak kabul edilmistir. Daha
sonra 20 pL 3 nM SO4% ¢ozeltisinden ilave edilerek tekrar 6lgiim alinmistir. Bu islem 3
defa tekrarlanmig ve her Ol¢iim birbirinden bagimsiz olacak sekilde 3 defa alinmistir
(N=3). Sekil 4.17°deki veriler Bolim 4.10.2’de yer alan kalibrasyon egrisiyle
kiyaslandiginda (Bkz. Sekil 4.15) duyarliligin azaldigi goriilmektedir. Duyarliligin

azalmasimin da girisim etkisinden kaynaklandig: diistiniilmektedir. Bu sebeple kalibrasyon
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egrisi iizerinden 6l¢lim almak uygun olmayip standart ekleme yontemi kullanilmasi uygun

gorilmiistiir.

4.10.6. Hiicre deneyi sonuclari

KNT’lerin en 6nemli uygulama alanlarindan biri de hi¢ siiphesiz tiimor hiicrelerinin
gorlintiilenmesi ve tedavisidir. Tez calismasi kapsaminda da 190, 210 ve 270 °C’ta
sentezlenen BKKNT iiriinlerinin kanserli ve saglikli hiicreler tizerinde sitotoksisite
analizleri ile immunohistokimyasal analizler yapilmistir. Yapilan bu analizler Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda bulunan histoloji
laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Sitotoksisite analizine iliskin veriler sirasiyla Sekil
4.18’de ve Sekil 4.19°da sunulmustur.
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Sekil 4.18. 190, 230 ve 270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriinlerinin Colo320 CD133+ ve
CD133- hiicrelerde 24 saat uygulamasi sonrasinda sitotoksisite degerleri
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Sekil 4.19. 190, 230 ve 270 °C’ta sentezlenen BKKNT fiiriinlerinin Colo320 CD133+ ve
CD133- hiicrelerde 48 saat uygulamasi sonrasinda sitotoksisite degerleri
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Sekil 4.18”de ve Sekil 4.19°da yer alan grafiklerde 190, 230 ve 270 °C sicakliklarda elde
edilen BKKNT firiinleri sirasiyla M1, M2 ve M3 olarak kodlanmis olup {iriin: kiiltiir vasati
1:1, 2:1 ve 4.1 oranlarinda olacak sekilde analizler ger¢eklestirilmistir. Colo320 primer
insan kolon kanseri hiicre hattt olup CD133+ yayilma egiliminde olan hiicreleri, CD133-
ise yayilma egiliminde olmayan hiicreleri ifade etmektedir. Sitotoksisite analizleri igin 96
gdzlii kiiltiir kaplar1 kullanilmis ve kiiltiir vasat1 konulan gozler hari¢ her bir gdzde 5x10°
hiicre olacak sekilde ayarlanmistir. Hiicreler 24 ve 48 saat siireyle inkiibasyona tabi
tutulmus, sonrasinda da 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ile
sitotoksisite analizi yapilmistir. MTT analizi sonrasinda 48 saat yapilan uygulamanin
hiicrelerde toksik etki yaratmasindan dolayr uygulamalarin 24 saat inkiibasyon siiresi

sonunda 1:1 oraninda yapilmasi uygun bulunmustur.

Ayni iiriinler iizerinde immunohistokimyasal analizler de yapilmistir. Immunohistokimya
bir hiicre ya da dokuda 6zel bir antijeni (proteini) ya da hiicreyi arama teknigi olarak ifade
edilmektedir. immunohistokimyasal sonuglar hiicrelerdeki kaspaz-3, Ki67, lamin B1, p16
ve sitokrom C proteinlerinin varligi ile degerlendirilmistir. Sekil 4.20’de bu proteinlerin
Colo 320 CD133+ hiicrelerde 190 °C’ta sentezlenen BKKNT fiiriiniiniin 24 saat uygulamasi

sonrasindaki immunoreaktiviteleri gosterilmistir.
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Sekil 4.20. Colo 320 CD133+ hiicrelerde 190 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriintiniin 24 saat
uygulanmasi sonrasinda (A) kaspaz 3 (B) Ki67 (C) lamin B1 (D) P16 (E)
sitokrom C immunoreaktivitesi (F) kontrol immunohistokimyasal boyamasi

Sekil 4.20°de yer alan sonuglara gére, Colo 320 CD133+ hiicrelerde 190 °C’ta sentezlenen
BKKNT iiriinliniin uygulamasi sonucunda Kaspaz 3 immunoreaktivitesi yer yer pozitif (+)
iken, Ki67 immunoreaktivitesinin negatif (-) oldugu gorilmistiir. Hiicresel yaslanma
belirteglerinden olan lamin B1 ve P16 dagilimlari orta derecede pozitif (++), fakat yer yer
Lamin Bl immunoreaktivitesinin daha fazla oldugu goriilmiistir. Sitokrom C
immunoreaktivitesinin ise orta derecede pozitif (++) oldugu goriilmiistiir. BKKNT fiiriinii
uygulamasinin Colo320 CD133+ hiicrelerde sitokrom C ve P16 immunoreaktivitelerinin
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gozlenmesi ile apoptozu ve  hiicresel yaslanmayr tetikledigi, lamin Bl
immunoreaktivitesinin de gozlenmesi ile hiicresel yaslanmaya karsi artisin oldugunu
diisiindiirmiistlir. Kaspaz 3 immunoreaktivitesinin digerlerine gére az olmasi ise, sitokrom
C artis1 ile apoptozun basladig1 fakat tiim hiicrelerde kaspaz 3 artisina neden olamadigi,
bunun da sebebinin 24 saat uygulamadan dolay1 olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ki67’de
boyanmanin olmamast 190 °C’ta sentezlenen BKKNT firiiniiniin Colo320 CD133+

hiicrelerde proliferasyonu tetiklemedigini isaret etmektedir.

230 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniinin Colo320 CD133+ hiicrelerinde uygulamasi

yapilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.21°de sunulmustur.

Sekil 4.21. Colo 320 CD133+ hiicrelerde 230 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniiniin 24 saat
uygulanmasi sonrasinda (A) kaspaz 3 (B) Ki67 (C) lamin B1 (D) P16 (E)
sitokrom C immunoreaktivitesi (F) kontrol immunohistokimyasal boyamasi
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Sekil 4.21°deki sonuglar, Colo 320 CD133+ hiicrelerde 230 °C’ta sentezlenen BKKNT
triintiniin uygulamasi sonucunda elde edilen sonuglarin 190 °C’ta sentezlenen BKKNT
driiniiniin - sonuglar1 ile benzerlik gosterdigini ifade etmektedir. Fakat kaspaz 3
immunoreaktivitesinin tiim hiicrelerde zayif pozitif (+) veya yer yer orta siddette pozitif
(++), Ki67 immunoreaktivitesinin ise negatif (-) oldugu goriilmiistiir. Hiicresel yaslanma
belirteglerinden olan lamin B1 ve P16 dagilimlar1 orta derecede pozitif (++), fakat yer yer
pl6 immunoreaktivitesinin kuvvetli pozitif (+++) oldugu anlasilmistir. Sitokrom C
immunoreaktivitesinin ise orta derecede pozitif (++) oldugu gorilmiistir. 230 °C’ta
sentezlenen iriiniin uygulanmasi sonrasinda Colo320 CD133+ hiicrelerde sitokrom C ve
kaspaz 3 immunoreaktivitelerinin goriilmesi ve bunun da apoptozu tetikledigi, Ki67
immunoreaktivitesinin negatif olmasinin ise proliferasyonu tetiklemedigi diistintilmiistiir.
Hiicresel yaslanmada lamin B1’in p16’ya oranla daha az olmasi 230 °C’ta sentezlenen
BKKNT diiriiniiniin  Colo320 CD133+ hiicrelerde yaslanmayr da tetikledigini

diisiindiirmiistir.

Colo320 CD133+ hiicrelerde 270 °C’ta sentezlenen BKKNT {iriinii de uygulanmistir. Bu

uygulamaya ait sonuglar Sekil 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4.22. Colo 320 CD133+ hiicrelerde 270 °C’ta sentezlenen BKKNT iirtiniiniin 24 saat
uygulanmasi sonrasinda (A) kaspaz 3 (B) Ki67 (C) lamin B1 (D) P16 (E)
sitokrom C immunoreaktivitesi (F) kontrol immunohistokimyasal boyamasi

Sekil 4.22°de Colo 320 CD133+ hiicrelerde 270 °C’ta sentezlenen iirliniin uygulanmasi
sonrasinda kaspaz 3 immunoreaktivitesinin tiim hiicrelerde orta siddette pozitif (++), Ki67
immunoreaktivitesinin ise yer yer zayif siddette pozitif (+) oldugu goriilmektedir. Bunun
yaninda lamin Bl immunoreaktivitesinin yer yer orta siddette pozitif (++), P16
immunoreaktivitesinin tiim hiicrelerde orta siddette pozitif (++) ve sitokrom C
immunoreaktivitesinin ise yer yer orta derecede pozitif (++) oldugu goriilmektedir.

Buradan yola ¢ikarak 270 °C’ta sentezlenen iiriiniin uygulamasinimn 190 ve 230 °C
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sicakliklarda sentezlenen irlinlerin uygulamalarina gore Colo320 CD133+ hiicrelerde
kaspaz 3 ve pl6 immunoreaktivitelerini daha fazla arttirdigi buna ragmen yer yer
proliferasyon belirteci olan Ki67’nin zayif da olsa pozitif (+) olmasi, hiicrede apoptoz ve
hiicresel yaslanmanin tetiklendigini, fakat bir miktar da olsa proliferasyonu destekledigi

sonucuna varilmistir.
Ayn iirtinlerin yayilma egiliminde olmayan Colo320 CD133- kanser hiicrelerinde de

uygulamalar1 yapilmustir. Sekil 4.23’te 190 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniiniin

uygulamalar1 sonucunda elde edilen goriintiiler verilmistir.
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Sekil 4.23. Colo 320 CD133- hiicrelerde 190 °C’ta sentezlenen BKKNT {iriiniiniin 24 saat
uygulamasi sonrasinda (A) kaspaz 3 (B) Ki67 (C) lamin B1 (D) P16 (E)
sitokrom C immunoreaktivitesi (F) kontrol immunohistokimyasal boyamasi
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Sekil 4.24°teki sonuglara gére Colo 320 CD133- hiicrelerde 190 °C’ta sentezlenen BKKNT
tiriiniiniin uygulamasi sonucunda kaspaz 3 immunoreaktivitesinin nadiren pozitif (-/+) ve
Ki67 immunoreaktivitesinin negatif (-) oldugu goriilmektedir. Bununla beraber hiicresel
yaslanma belirteclerinden lamin B1 ve P16 dagilimlarinin benzer olup orta derecede pozitif
(++) oldugu anlagilmaktadir. Sitokrom C immunoreaktivitesi ise tiim hiicrelerde gozlenir
iken, orta derecede pozitif (++) ve yer yer kuvvetli pozitiftir (+++). 190 °C’ta sentezlenen
irliniinii  uygulamasimin Colo320 CD133- hiicrelerde sitokrom C artisina neden oldugu,
bunun yaninda kaspaz 3 immunoreaktivitesinin az olmasindan dolay1 apoptozu tetikledigi
fakat heniiz sonlanmadigini isaret etmektedir. Bununla beraber hiicresel yaglanmanin da
pl6 immunoreaktivitesinin artis1 ile bagladigi, ancak lamin Bl immunoreaktivitesinin
varligi da hiicresel yaslanma ile canli kalma arasinda dengenin kurulmaya c¢alisildigini

diistindiirmiistiir.

230 °C’ta elde edilen BKKNT iriintiiniin Colo320 CDI133- hiicrelerde yapilan

uygulamasina iligkin sonuglar Sekil 4.24’te verilmektedir.
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Sekil 4.24. Colo 320 CD133- hiicrelerde 230 °C’ta sentezlenen BKKNT tiriiniiniin 24 saat
uygulamas: sonrasinda (A) kaspaz 3 (B) Ki67 (C) lamin B1 (D) P16 (E)
sitokrom C immunoreaktivitesi (F) kontrol immunohistokimyasal boyamasi

Sekil 4.24°te Colo 320 CD133- hiicrelerde 230 °C’ta sentezlenen iiriiniiniin uygulamasi
sonrasinda kaspaz 3 immunoreaktivitesinin tiim hiicrelerde orta siddette pozitif (++), Ki67
immunoreaktivitesinin de yer yer zayif siddette pozitif (+) oldugu goriilmektedir. Hiicresel
yaglanma belirteclerinden olan lamin Bl ve P16 dagilimlarmin benzer olup 190 °C’ta
sentezlenen iriiniin uygulamasi ile benzerlik gosterdigi ve orta derecede pozitif (++)
oldugu izlenmistir. Sitokrom C immunoreaktivitesi ise tiim hiicrelerde kuvvetli pozitiftir

(+++). 190 °C’ta elde edilen iriiniin uygulamasina oranla 230 °C’ta elde edilen iiriniin
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uygulamasinin hem sitokrom C hem de kaspaz 3’teki artis nedeni ile Colo320 CD133-
hiicrelerde apoptozu tetikledigini diisiindiirmistiir. Colo320 CD133- hiicrelerde hiicresel
yaslanmanm, 190 °C’ta elde edilen iriniin uygulamasmna benzer sekilde pl6
immunoreaktivitesinin artisi ile basladigi, fakat lamin B1 immunoreaktivitesinin varligi ile

de dengede tutulmaya galisildig1 izlenimini vermistir.

Son olarak 270 °C’ta sentezlenen BKKNT fiiriiniiniin Colo320 CDI133- hiicrelerde

uygulamasi yapilmis ve bu uygulamaya iliskin sonuglar Sekil 4.25’te sunulmustur.
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Sekil 4.25. Colo 320 CD133- hiicrelerde 270 °C’ta sentezlenen BKKNT {irliniiniin 24 saat
uygulamas1 sonrasinda (A) kaspaz 3 (B) Ki67 (C) lamin Bl (D) P16 (E)
sitokrom C immunoreaktivitesi (F) kontrol immunohistokimyasal boyamasi
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Sekil 4.25’te yer alan goriintiiler, Colo 320 CD133- hiicrelerde 270 °C’ta elde edilen
iiriinlin uygulamasi1 sonucunda kaspaz 3 immunoreaktivitesinin tiim hiicrelerde kuvvetli
siddette pozitif (+++), Ki67 immunoreaktivitesinin de ¢ok nadiren zayif siddette pozitif (+)
Lamin B1 ve P16 immunoreaktivitelerinin kuvvetli siddette pozitif (+++) ve sitokrom C
immunoreaktivitesinin ise tim hiicrelerde kuvvetli pozitif (+++) veya yer yer orta siddette
pozitif (++) oldugunu gostermistir. 270 °C’ta elde edilen iriiniin uygulamasi ile Colo320
CD133- hiicrelerde apoptozun diger iki iirline oranla daha fazla oldugu, hiicresel

yaslanmanin ise benzer oldugu izlenmistir.

Tez ¢aligmasi kapsaminda kontrol hiicresi olarak bobrek epitelyal hiicre hatti olan vero
hiicresi belirlenmis ve bu hiicrede 190, 230 ve 270 °C sicakliklarda elde edilen iiriinlerin
uygulamalar1 yapilmistir. 190 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniiniin vero hiicresinde

uygulamasi sonrasinda elde edilen sonuglar Sekil 4.26°da verilmistir.
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Sekil 4.26. Vero hiicrelerde 190 °C’ta elde edilen {irliniiniin uygulamasi sonucunda (A)
kaspaz 3 (B) Ki67 (C) lamin B1 (D) p16 ve (E) sitokrom C immunoreaktivitesi
(F) kontrol immunohistokimyasal boyamasi

Sekil 4.26°da verilen sonuglara gore kontrol hiicre olarak belirlenen vero hiicresinde 190
°C’ta elde edilen iriiniin uygulamasi sonrasinda kaspaz 3 immunoreaktivitesinin tiim
hiicrelerde zayif siddette pozitif (+), Ki67 immunoreaktivitesinin de yer yer zayif siddette
pozitif (+) oldugu goriilmistir. Hiicresel yaslanma belirteglerinden lamin Bl
immunoreaktivitesinin kuvvetli siddette pozitif (+++) iken pl6 immunoreaktivitesinin
zayif siddette pozitif (+) oldugu goriilmiistiir. Sitokrom C immunoreaktivitesinin ise tim

hiicrelerde zayif siddette pozitif (+) oldugu tespit edilmistir.
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230 °C’ta sentezlenen BKKNT {irliniiniin vero hiicresinde uygulamasi sonrasinda elde

edilen sonuclar Sekil 4.27’de sunulmustur.

Sekil 4.27. Vero hiicrelerde 230 °C’ta elde edilen riniiniin uygulamasi sonucunda (A)
kaspaz 3 (B) Ki67 (C) lamin B1 (D) p16 ve (E) sitokrom C immunoreaktivitesi
(F) kontrol immunohistokimyasal boyamasi

Sekil 4.27°deki goriintiiler incelendiginde vero hiicrelerinde 230 °C’ta sentezlenen BKKNT
triinlinin uygulamasi sonrasinda ise kaspaz 3 immunoreaktivitesinin negatif (-), Ki67
immunoreaktivitesinin ise ¢ogu hiicrede zayif siddette pozitif (+) oldugu goriilmektedir.

Lamin B1 immunoreaktivitesinin tim hiicrelerde kuvvetli siddette pozitif (+++) iken P16
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immunoreaktivitesinin negatif (-) oldugu goriilmiistiir. 230 °C’ta sentezlenen {irliniiniin
vero hiicrelerinde uygulamasi sonrasinda sitokrom C immunoreaktivitesinin 190 °C’ta
sentezlenen lriiniinii uygulamasina benzer sekilde tiim hiicrelerde zayif siddete pozitif (+)

oldugu anlagilmstir.

Son olarak da 270 °C’ta sentezlenen BKKNT {iriiniiniin vero hiicresinde uygulamasi

gerceklestirilmistir. Bu uygulamaya iliskin veriler Sekil 4.28°de sunulmustur.

Z0um | 2m |

Sekil 4.28. Vero hiicrelerde 270 °C’ta elde edilen triiniiniin uygulamas: sonucunda (A)
kaspaz 3 (B) Ki6 (C) lamin B1 (D) p16 ve (E) sitokrom C immunoreaktivitesi
(F) kontrol immunohistokimyasal boyamasi
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Sekil 4.28’deki goriintiilerde 270 °C’ta sentezlenen iiriiniin Vero hiicrelerinde uygulamasi
sonrasinda Kaspaz 3 immunoreaktivitesinin tiim hiicrelerde zayif siddette pozitif (+), Ki67
immunoreaktivitesinin de yer yer zayif siddette pozitif (+) oldugu goriilmiistiir. Hiicresel
yaslanma belirteglerinden lamin B1 immunoreaktivitesi tiim hiicrelerde kuvvetli siddette
pozitif (+++) iken p16 immunoreaktivitesi negatiftir (-). 270 °C’ta sentezlenen {iriniin vero
hiicrelerinde uygulamasi sonrasinda 190 ve 230 °C sicakliklarda sentezlenen ftirtinlerin
uygulamalarina benzer sekilde sitokrom C immunoreaktivitesi tiim hiicrelerde zayif siddete
pozitif (+) olarak goriilmiistir. Tim bu sonuglar degerlendirildiginde kontrol
immunohistokimyasinda boyanmalarin olmamasi immunoreaktivitelerin spesifik oldugunu

gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez caligmasi kapsaminda yapilan deneyler sonucunda 10 nm’den kiigiik floresans 6zellige
sahip BKKNT iriinleri sentezlenmistir. Sentezlenen bu {irlinlerin karakterizasyonlari
yapilmig, iyonlar iizerinde segicilik ve duyarlilik ¢aligmalari gergeklestirilmistir. Son
olarak da tirlinlerin kanserli ve saglikli hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek
amaciyla sitotoksisite analizleri ve immunohistokimyasal analizler yapilmistir. Sentez
ortami olarak H2SOj tercih edilmistir. BKKNT iiriinlerinin optik 6zellikleri, UV-GB ve
floresans spektroskopileri kullanilarak incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda elde edilen
tirtinlerde 170 ve 270 °C sicakliklarda sentezlenen iiriinlerde daha belirgin olmak {izere tiim
iiriinlerde 265 nm’de absorpsiyon pikleri gézlenmistir. Bununla birlikte 210, 230, 250 ve
270 °C sicakliklarda elde edilen triinlerde de 330 nm civarinda absorpsiyon pikleri
gdzlenmistir. 265 nm’deki absorpsiyon piklerinin n-n" gegislerine 330 nm civaridaki
piklerin de n-m gecislerine ait oldugu diisiiniilmiistiir. Floresans spektroskopisi
incelemeleri sonucunda BKKNT firiinlerinin KV’lerinin sicaklikla artti§i ve en yiiksek
KV’ne sahip olan iiriiniin 270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriinii oldugu anlagilmustir.
Bunun yaninda iiriinlerin uyarma dalga boyu arttik¢a emisyonlarinda kaymalar gozlenmis
ve FL siddetlerinde azalmalar meydana gelmistir. Bu durumun {irlinlerin ylizeyinde
bulunan fonksiyonel gruplardan kaynaklandig: digiiniilmektedir [83] . Bu sonuglardan yola
cikarak elde edilen BKKNT iiriinlerinin uyarma dalga boyuna bagimli olduklari

sOylenebilir.

Uriinlerin yapisal karakterizasyonlart TEM, FTIR, XRD ve XPS analizleri ile
belirlenmistir. TEM analizi sonucunda elde edilen iiriinlerin ¢ogunlugunun 10 nm’den
kiigiik oldugu fakat yer yer agregasyonlarin meydana geldigi anlasilmistir. Bu
agregasyonlar1 dnlemek i¢in numune hazirlama asamasinda yiizey aktif madde kullanilarak
tekrar 6l¢iim alinmasi 6nerilmektedir. FTIR analizinde elde edilen veriler yapida B-C, B-
O, C-C, C-N, B-NH ve OH gerilmelerine sahip fonksiyonel gruplar gézlenmis olup bu

gruplarin varligi da XPS analizleri ile de desteklenmistir.

BKKNT iiriinlerinin termal kararliligit TGA analizleri ile belirlenmis ve 800 °C sicaklikta
kiitle kaybiin yaklasik olarak %25 mertebesinde oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonug

yapilarin yiiksek sicaklikta oldukca kararli olduklarin1 gostermektedir. Elde edilen
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iriinlerin zeta potansiyel Ol¢iimleri sonucundaki veriler yapilarin negatif (-) olarak
yiiklendigini gdstermis ve bu durumun da iirliniin ylizeyinde bulunan Kkarboksil veya

hidroksil gibi fonksiyonel gruplardan kaynaklandig: diistiiniilmistiir [73].

KNT’lerin iyonlara kars1 segici ve duyarli olduklart bilinmektedir. Bu sebeple KNT’lerin
kullanim alanlarindan bir tanesi de sensor uygulamalaridir. Tez g¢alismasi kapsaminda
Hg?*, Pb®* , CI, NOs, NOz, COs* ve SOs* iyonlarmna kars1 270 °C’ta sentezlenen
BKKNT iiriiniiniin segiciligi ve SO4> iyonuna duyarliligi iizerine deneyler yapilmistir. Bu
deneyler sonucunda elde edilen veriler iiriiniin SO4% iyonuna segici oldugunu gostermis ve
bir potansiyel uygulama alani olarak igme sularinda nM seviyede siilfat iyonunun tayini
amactyla kullanilabilecek bir floresans 0Ozellige sahip oldugu sonucuna varilmstir.
BKKNT iiriiniiniin SO4% iyonuna karsi duyarli olmasmin sebebinin sentez ortaminda

kullanilan H2SO4’in iiriinde biraktig1 iz oldugu distiniilmiistiir.

Son olarak 190, 230 ve 270 °C sicakliklarda elde edilen BKKNT fiiriinlerinin saglikli ve
kanserli hiicreler tizerindeki etkileri hiicre uygulamalari ile incelenmistir. Bu uygulamalar
kapsaminda sitotoksisite analizleri ile immunohistokimyasal analizler yapilmis ve sonuglar
kaspaz-3, Ki67, lamin B1, p16 ve sitokrom C proteinlerinin varlig1 ile degerlendirilmistir.
Uygulamada primer kolon kanseri hiicresi olan Colo320 hiicre hatti ve kontrol hiicresi
olarak da vero hiicreler kullanilmistir. Yapilan bu uygulamalarin ardindan elde edilen
sonuclara gore, kontrol hiicre olarak vero hiicrelerinde farkli sicakliklarda (190, 230 ve 270
°C) elde edilen iiriinlerin uygulamasi sonrasinda apoptozun tetiklenmedigi goriilmiistiir.
Lamin B1 immunoreaktivitesinin pl6 ya oranla ¢ok daha fazla olmasindan dolay1 kanser
hiicrelerinde hem apoptozun hem de yaslanmanin tetiklenmesine ragmen vero hiicrelerinde
benzer etkinin goriilmemesi, 6zellikle etkinligin kanser hiicrelerine hedef olarak se¢ildigini
desteklemektedir. Ozellikle Colo320 CD133+ hiicrelerde hiicre 6liimii ve hiicresel
yaglanmanin tetiklenmesi, bunun yani sira vero hiicrelerinde apoptozun tetiklenmemesi ve
Ki67 ile ozellikle de lamin B1’in varligt ve pl6’nin tetiklenmemesi adina 230 °C’ta elde

edilen {iriiniin uygulamasinin en iyi oldugu sonucuna varilmigtir.

Tez caligsmas1 kapsaminda gergeklestirilen tiim bu deneyler sonucunda elde edilen veriler,
sentezlenen BKKNT iirlinliniin yliksek teknoloji gerektiren yeni bir bor iiriinii aday:
oldugunu gostermekte olup hem ekonomik yonden hem de kendi teknolojimizi

gelistirmemiz adina iilkemize biiyiik katki saglayacagi asikardir. Bunun yani sira elde
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edilen Uriiniin kanser hiicreleri tarafindan hedef olarak se¢ilmesi kanser tedavilerinde
goriintiileme ajan1 olarak kullanilabileceginin gostergesidir. Ozellikle SO42 iyonuna karsi
gosterdigi duyarlilik, bu iyona kars1 duyarli bir sensor gelistirilmesi ve igme sularinda nM
seviyelerinde SO4% iyonu tayini yapilabilecegini gostermektedir. Bununla beraber su ana
kadar yapilan literatiir calismalari incelendiginde KNT’lerin SO4% iyonuna karst
duyarliliklarinin test edildigi arastirmalara rastlanmamistir. Bu anlamda bakildiginda
literatiire bir yenilik katacagi ve indekse kayitli uluslararasi dergilerde yayimlanma

potansiyelinin mevcut oldugu sdylenebilir.
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EK-1. XPS analizi sonuglari

190 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait XPS genel tarama spektrumu Sekil 1.1°de

gosterilmistir.

< 10

40 Name Pos. At%

Bls 19312 1459
i Cls 28612 2814
3] Ni1s 40212 274
Ols 53312 4151
S2p 17012 13.03
30|

0Ols

CPS

400
Binding Energy (eV)

Sekil 1.1. 190 °C’ta elde edilen BKKNT iiriiniine ait XPS genel tarama spektrumu

190 °C’ta sentezlenen BKKNT fiiriiniine ait Cls pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

1.2°de verilmistir.

=
107

100 ]

Name Pos.  %Area
>N 28569 24.24
C-0-C 28634 2201
287.11 13.57
] 28955 16.07
804  cs03 28804 727
] c¢c.cH 28502 14.47
c=C 28402 238

= Cls

90 ]

CPS

T T T T T T T T T T T T T
296 292 288 284
Binding Energy (eV)

Sekil 1.2. 190 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait Cls pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar
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EK-1. (devam) XPS analizi sonuglari

190 °C’ta sentezlenen BKKNT fiiriiniine ait B1s pikinin XPS tarama spektrumu Sekil 1.3’te

verilmistir.
102
o Name Pos.  %Area

1 B-O 19293 5559
B-N- 190.69 19.78
B-C.Borane 188.18 24.63

CPS

T T T T T T T T T T T T
195 192 189 186 183
Binding Energy (V)

Sekil 1.3. 190 °C’ta sentezlenen BKKNT f{irliniine ait Bls pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar

190 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait N1s pikinin XPS tarama spektrumu Sekil 1.4’te

verilmistir.
40 102
33 Name Pos.  %Area
il Organik matris (N-C,N-C=0  401.37 24.96
Alkil amonyum 40251 47.72
36 Nitrite (NO2-)veya C=N 40346 1643
N-B 40036 10.88

34

CPS

t — 7 T —
408 406 404 402 400 308
Binding Energy (V)

Sekil 1.4. 190 °C’ta sentezlenen BKKNT f{iriiniine ait N1s pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar



EK-1. (devam) XPS analizi sonuglari
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190 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait XPS genel tarama spektrumu Sekil 1.1°de

gosterilmistir.
10°

551  Name Pos. Y%Area
O=C-N 53195 1347

50 C-O-C (alifatik) 53271 33389

Bl C-O-C (aromatik) veya O-C-O 53329 673
0(C=0)2,0-(C=0)-OveyaO-B 53380 2752 X4

45] NaKLL Auger 53702 1839 @

40

35]

:\_/2

]

30

- 0*(C=0)2, 0*

20,

NaKLL Auger

I
540

=

536
Binding Energy (eV)

Sekil 1.5. 190 °C’ta sentezlenen BKKNT f{iriiniine ait Ols pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar

190 °C’ta sentezlenen BKKNT firliniine ait S2p pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

1.6°da verilmistir.

40

30

S2p.txt
102
70
Name Pos.  %Area
S042p1/2 17093 2999
S042p3/2 16975 5998
604  C-s032p1/2 17258 334
C-SO32p3/2 17140 669

170
Binding Energy (eV)

Sekil 1.6. 190 °C’ta sentezlenen BKKNT firiiniine ait Ols pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar



97

EK-1. (devam) XPS analizi sonuglari

230 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait XPS genel tarama spektrumu Sekil 1.7’de

gosterilmistir.

10*

Name Pos. At%
Bls 19097 1143
Cls 28597 26.80
Nls 40197 248
30 Ols 53297 4492
S2p 16997 14.37

Ols

— I e e I e LJLAL E o T
600 500 400 300 200 100
Binding Energv (eV)

Sekil 1.7. 230 °C’ta elde edilen BKKNT iiriiniine ait XPS genel tarama spektrumu

230 °C’ta sentezlenen BKKNT firiiniine ait C1s pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

1.8’de verilmistir.

. 102
80 Name Pos.
C-N 28572
C-O-H.C-O-C 28652
Cc=0 28743
04 o0-c=0 28967

CPS

Vi
T T T T T T T T T T T T T
296 202 288 284

Binding Energy (eV)

[
S

Sekil 1.8. 230 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait Cls pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar
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EK-1. (devam) XPS analizi sonuglari

230 °C’ta sentezlenen BKKNT f{iriiniine ait Bls pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

1.9°da verilmistir.

10!

210] Name Pos.  %Area

4 B-O 193.50 59.04
B-N 190.52 26.98
B-C,Borane 18824 13.99

200_]
100]

180]

CPS

170]
160_]
150]

140

Binding Energy (eV)

Sekil 1.9. 230 °C’ta sentezlenen BKKNT iirliniine ait Bls pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar

230 °C’ta sentezlenen BKKNT fiirliniine ait N1s pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

1.10°da verilmistir.

¢ 102

Name Pos.  %Area
32 Organik matris (N-C,N-C=0  400.49 20.89

ATl nyum 402.02 49.34
NO2-)veya C=N 403.11 2595
39882 3381

T T T T T T T
408 405 402 399 396
Binding Energv (eV)

Sekil 1.10. 230 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait N1s pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar
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EK-1. (devam) XPS analizi sonuglari

230 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait Ols pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

1.11°de verilmistir.

x10°

50 Name Pos.  %Area

" O=C-N 53183 1561
C-O-C (alifatik) 53264 28.08

45] C-O-C (aromatik) veya O-C-O 53329 780
0O(C=0)2.0-(C=0)-OveyaO-B 53397 30.60
NaKLL Auger 53711 1791 =

40] 2
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2. 30 ]
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Sekil 1.11. 230 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait Ols pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar

230 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait S2p pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

1.12°de verilmistir.

10?

Name Pos.  %Area
S042p1/2 17060 2050
S042p3/2 16942 41.00
C-SO32p1/2 17192 12383

3 170.74 2567

60|

50

40

CPS
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Binding Energy (V)

Sekil 1.12. 230 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait S2p pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar
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Ek-1. (devam) XPS analizi sonuglari

270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait XPS genel tarama spektrumu Sekil 1.13’te

gosterilmistir.

10*

Name Pos. At%
35] Cls 28580 2589
Bls 19380 13.74
S2p 16980 1270

> -
30] Ols 53280 4471

Nis 40180 295

T T T T
600 550 500 450 400 350
Binding Energy (eV)

Sekil 1.13. 270 °C’ta elde edilen BKKNT iiriiniine ait XPS genel tarama spektrumu

270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait Cls pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

1.14°te verilmistir.

102

80
Name Pos.  %Area
C-N 28583 17.18

Cls

CPS

206 202 288 284 280
Bmnding Energy (eV)

Sekil 1.14. 270 °C’ta sentezlenen BKKNT f{iriiniine ait Cls pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar
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EK-1. (devam) XPS analizi sonuglari

270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait Bls pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

1.15te verilmistir.

10!
200]
1 Name Pos.  %Area
4 B-O 19297 52.36
190 ] B-N 190.18 21.96

B-C.Borane 187.53 25.68

189
Binding Energy (V)

Sekil 1.15. 270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait Bls pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar

270 °C’ta sentezlenen BKKNT iirliniine ait N1s pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

1.16°da verilmistir.

10?
34
il Name Pos.  %Area
Organik matris (N-C_N-C=0  401.38 34.14
3|  Alkilamonyum 40227 41.00
Nitrite (NO2-) veya C=N 403.54 891
N-B 400.11 1%9
30 Z
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2 26 ]
=} =
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x /
20| /
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/
S
v — & 7 T 8 R
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Binding Energy (V)

Sekil 1.16. 270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait N1s pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar
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EK-1. (devam) XPS analizi sonuglari

270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait Ols pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

1.17°de verilmistir.

108

40 Name Pos. %Area
O=C-N 53151 1949
C-0O-C (alifatik) 53239 3835
C-O-C (aromatik) veya O-C-O 53323 1865 /
0(C=0)2,0-(C=0)-OveyaO-B 53399 964 _
NaKLL Auger 53693 13.87

35

30

Binding Energy (eV)

Sekil 1.17. 270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait Ols pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar

270 °C’ta sentezlenen BKKNT iiriiniine ait S2p pikinin XPS tarama spektrumu Sekil

, e .
1.18°de verilmistir.
102
Name Pos. %Area &
. S042p1/2 17031 2271 ]
- S042p32 16913 4542
C-8032p1/2 17138 1062
C-S032p3/2 17020 2124

50

40

CPS

30

20

Binding Energy (V)

Sekil 1.18. 270 °C’ta sentezlenen BKKNT iriiniine ait S2p pikinin baglanma enerjisine
karsilik gelen kaymalar



Kisisel Bilgiler

Soyadi, adi

Uyrugu

Dogum tarihi ve yeri
Medeni hali

Telefon

e-mail

Egitim
Derece
Yiksek lisans

Lisans
Lise

Is Deneyimi

Yil
2016-Halen
2013-2016
2011-2013

Yabanci Dil

Ingilizce

Yayinlar

OZGECMIS

: OZKASAPOGLU, Sezgin
- T.C.

: 13.04.1985, BURSA
 Evli

: 0 (506) 725 51 88

: sezginozkasapoglu@gmail.com

Egitim Birimi
Gazi Universitesi / Kimya Béliimii

Dumlupinar Universitesi / Kimya Boliimii

Bursa Anadolu Erkek Lisesi

Yer

Ulusal Bor Arastirma Enstitiisii

Tiirkiye Is Kurumu-Sisli Hizmet Merkezi
MG Med. Tibbi Sarf Malz. Tic. Ltd. Sti.

103

Mezuniyet Tarihi

Devam Ediyor
2009
2003

Gorev
Kimyager
Memur

Kimyager

1. Ozkasapoglu, S., Celikkan, H. ve Karaman, C. T. (2019, 7-8 Kasim). Bor katkili
karbon nanodot sentezi, karakterizasyonu ve hiicre uygulamalari. Ulusal Spektroskopi
Kongresinde sunuldu, Ankara.

Hobiler

Spor yapmak, kitap okumak.



GAZI GELECEKTIR,..





