TOBB EKONOMIi VE TEKNOLOJi UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MUHENDISLIK NANOPARCACIKLARININ CANLI SISTEMLER ve/veya
CEVRE ILE ETKILESIM TURLERININ ve MEKANIZMALARININ
SISTEMATIK OLARAK INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Fatma Gozde YUCE

Mikro ve Nanoteknoloji Anabilim Dah

Tez Damismani: Do¢. Dr. Hatice DURAN DURMUS

NiSAN, 2020



7
Fen Bilimleri Enstitiisii Onay1 %

Prof. Dr. Osman EROGUL
Mudur

Bu tezin Yiiksek Lisans derecesinin tiim gereksinimlerini sagladigini

onaylarim.

Prof. Dr. Nurdan DEMIRCi SANKIR
Ana Bilim Dal1 Bagkan

TOBB ETU, Fen Bilimleri Enstitiisii’niin 161611022 numarali Yiiksek Lisans
Ogrencisi Fatma Goézde YUCE’nin ilgili yonetmeliklerin belirledigi gerekli tiim
sartlar yerine getirdikten sonra hazirladig “MUHENDISLIiK
NANOPARCACIKLARININ CANLI SISTEMLER VE/VEYA CEVRE ILE
ETKILESIM TURLERININ ve MEKANIiZMALARININ SISTEMATIK
OLARAK INCELENMESI” bashkli tezi 22/04/2020 tarihinde asagida imzalari
olan jiiri tarafindan kabul edilmistir.

5%

Tez Damismani :  Dog¢. Dr. Hatice DURAN DURMUS
TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi

Jiiri Uyeleri : Dog. Dr. Begiim YURDAKOK DIKMEN

Ankara Universitesi

Prof. Dr. Fatih BUYUKSERIN

TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi






TEZ BIiLDiRiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢er¢evesinde elde
edilerek sunuldugunu, alint1 yapilan kaynaklara eksiksiz atif yapildigini, referanslarin
tam olarak belirtildigini ve ayrica bu tezin TOBB ETU Fen Bilimleri Enstitiisii tez

yazim kurallarina uygun olarak hazirlandigin1 bildiririm.

Fatma Gozde Yice






OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MUHEN_DISLIK NANOPARCACIKLARININ CANLI SISTEMLER VE / VEYA
CEVRE ILE ETKILESIMLERININ MEKANIZMALARININ VE ETKILERININ
SISTEMATIK OLARAK INCELENMESI

Fatma Gozde Yiice

TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Mikro ve Nanoteknoloji Anabilim Dali

Danigman: Dog. Dr. Hatice Duran Durmus

Tarih: Nisan 2020

Son yillarda, pargaciklarin nanometre skalasinda tiretimleri artmistir. Bu parcaciklar
akademik ve endiistriyel alanlarda biiytik 6l¢iide calisiimakta ve nanopargacik olarak
isimlendirilmektedir. Nanopargaciklarin iiretimi, gida trlinlerinden kozmetik
tiriinlerine kadar ¢ok genis alanda kullanimi ve insanlarin nanoparcaciklara maruz
kalma oran1 giinden giine artmis ve yayginlagmistir. Bununla beraber gesitli tiirlerdeki
nanoparcaciklarin iiretimi ve uygulama alanlarinda biiylik bir artis goriilmesine
ragmen, bu pargaciklara maruz kalindiktan sonra etkilerini ¢alisan arastirmalar ayni
oranda artiy gdstermesine ragmen, sistematik bir ¢aligma yapilmamasindan dolay:
aralarinda bir fikir birligi olusmamaistir. Buradan yola ¢ikarak, bu caligsmada, hiicrelerle
etkilesen gesitli sekil, boyut ve tiirdeki oksit nanopargaciklarin in vitro ve in vivo

toksisitelerinin sistematik bir sekilde incelenmesi amaglanmustir.

Calismada ticari olarak satin aliman yalin haldeki titanyum dioksit (TiO2, E171)
nanoparcaciklari, diizensiz sekil ve boyut dagilimina sahip yalin haldeki ve yiizeyleri

amino propil silan (APTES) molekiilityle modifikasyonu gergeklestirilen demir oksit
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(Fe304) nanopargaciklar1 ve kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip yalin
haldeki ve yiizeyleri amino propil silan (APTES) molekiiliiyle modifikasyonu
gerceklestirilen  demir  oksit  (FesOs) nanopargaciklart  kullanilmistir.  Bu
nanoparcaciklarin ¢oziicii igerisinde dagilimlari ve pargacik biiyiikliigii hakkinda genel
bilgi edinmek i¢in dinamik 1s1k sagilim1 (DLS), yiizey morfoloji ve topografi analizleri
icin gecirimli elektron mikroskopisi (TEM), yiizey kimyasal yapisi ve ylizey
modifikasyonlarinin basarili olup olmadigin1 analiz etmek icin X-ray 1sin
spektroskopisi (XPS), kristal yapisi ve kristal 6zellikleri hakkinda bilgi sahibi olmak
icin X-1511 kirinim spektroskopisi, ylizey alan1 ve gozenek ¢ap1 analizi i¢in Branauer-
Emmet-Teller (BET), demir oksit nanoparcaciklarinin manyetik Ozellik ve
karakteristigini belirlemek amaciyla titresim numune manyetometresi (VSM)
yontemlerinden yararlanilarak fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini belirlemek amaciyla

siralanan karakterizasyon islemleri gergeklestirilmistir.

Nanopargaciklarin toksik 6zelliklerinin belirlenebilmesi i¢in hiicre canlilik (MTT) ve
oksidatif stres deneyleri gerceklestirilmistir. Bu amagla, kiiresel sekle ve homojen
boyut dagilimina sahip nanopargaciklarin in vitro ortamda sitotoksisitesi insan epitel
kolorektal adenokarsinoma (CaCo-2) hiicre hatt1 kullanilarak 7,81-500 pg/ml
konsantrasyonlarinda MTT’leri degerlendirilmistir. Daha sonra, 1C50/2 ve 1C50/4
konsantrasyonlarinda oksidatif stres ozellikleri incelenmistir. Kiiresel sekle ve
homojen boyut dagilimina sahip demir oksit nanopargaciklarmn in vivo genotoksik etki
ve yasam 0Ozelligi toksisitesi incelenmesi igin ise tatli su tatarcigi Chironomus riparius
larvalar1 kullanilarak kg sediment basina 1, 5, 10, 50 ve 100 mg nano-FezO4

konsantrasyonlarinda deneyler gergeklestirilmistir.

Calisma sonunda nanoparcaciklarin basarili bir sekilde yiizey modifikasyonu
gerceklestirilmistir. Nanopargaciklarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirlenerek, in
vivo ve in vitro deneyler yapilarak sistematik bir sekilde toksik ozellikleri

degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanopargacik, Nanotoksikoloji, Yiizey modifikasyonu, Yiizey

karakterizasyonu, Sitotoksisite, Ekotoksisite, Genotoksisite
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Especially in recent years, the production of particles on the nanometer scale has
increased. These particles are widely studied in academic and industrial fields and are
called nanoparticles. The production of nanoparticles, their wide usege area from food
products to cosmetics, and the rate of human exposure to nanoparticles have increased
day by day and become widespread. Nonetheless, there has been a great increase in
the production and application areas of various types of nanoparticles, and although
the researches that studied their effects after exposure to these particles have increased
in the same proportion, there has been no consensus among them due to the lack of a
systematic study. From this point of view, in this study, it is aimed to systematically
investigate in vitro and in vivo toxicities of oxide nanoparticles of various shapes, sizes
and types that interact with cells.

The commercially purchased bare titanium dioxide (TiO2, E171) nanoparticles,
irregular shape and sized bare and amino propyl silane (APTES) modified iron oxide
(Fe3O4) nanoparticles, and spheric and uniform bare and 3-amino propyl silane
(APTES) modified iron oxide (FesOs4) nanoparticles were used. Various
characterization techniques have been carried out to determine the physical and

Vi



chemical properties of these nanoparticles. Dynamic light scattering (DLS) to obtain
general information about the dispersion and particle size in the solvent, transmission
electron microscopy (TEM) for surface morphology and topography analysis, X-ray
ray photoelectron spectroscopy (XPS) to analyze surface chemical structure and
whether surface modifications are successful or not, X-ray diffraction (XRD)
spectroscopy to investigate crystal structure and crystal properties, Branauer-Emmet-
Teller (BET) for surface area and pore diameter analysis, vibration sample
magnetometry (VSM) methods for the magnetic properties and characteristics of iron

oxide nanoparticles were used.

Cell viability assay (MTT) and oxidative stress experiments were carried out to
determine the toxic properties of nanoparticles. For this purpose, the cytotoxicity of
nanoparticles with spherical shape and homogeneous size distribution was evaluated
with MTT results at 7.81-500 pg/ml concentrations by using human epithelium
colorectal adenocarcinoma (CaCo-2) cell line in vitro. Then, oxidative stress
properties at 1C50 / 2 and IC50 / 4 concentrations were investigated. For the in vivo
genotoxic effect and life treatment toxicity of spheric and uniform iron oxide
nanoparticles experiments were carried out at 1, 5, 10, 50 and 100 mg nano-Fe3O4

concentrations per kg of sediment using freshwater midge Chironomus riparius larvae.

At the end of the study, the surface modification of the nanoparticles was successfully
performed. By determining the physical and chemical properties of nanoparticles, in
vivo and in vitro experiments were performed to evaluate their toxic properties

systematically.

Keywords: Nanoparticle, Nanotoxicology, Surface modification, Surface
characterization, Cytotoxicity, Ecotoxicity, Genotoxicity
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1. GIRIS

1.1.Giris

Nanoteknoloji, modern global teknolojik gelismenin baslica etkenlerinden biridir.
Bir¢ok alanda kullanimi ile insan hayatinin kalitesini arttirmaya yonelik alanlarda
kullanimi oldukea yayginlasmistir. Gliniimiizde bircok nanoteknoloji temelli kozmetik
tiriinleri (giines kremleri, dis macunlar1 vb.), elektronik bilesenler (fotovoltaik piller),
tekstil kumaglar (kirismayan,leke tutmayan ve anti bakteriyel kumaslar), insaat dolgu
maddeleri (siiper hidrofobik yiizeyler, ¢izilmemis boyalar vb.), ambalaj katki
maddeleri (bariyer, UV blogu, yangin geciktirici) [1] ve tibbi iiriinler (kalp valfleri,
bandajlar, ilag ve gen dagitim malzemeleri) [2] gibi ticari tiriinlere katki maddesi
olarak yaygin bir sekilde kullanilmakta ve pazarlanmaktadir. Giinlikk yasantimizda
nanopartikiillerin (NP) kullaniminin oldukga artis gosterdigi goriilmektedir. Bu durum
NP'lerin dogrudan veya dolayli olarak insanlarla ve ¢evreyle temas i¢cinde olmasina
yol acmaktadir ve parcaciklarin ekolojik ve biyolojik sistemler (proteinler,
membranlar, hiicreler, DNA ve organeller gibi) lizerindeki potansiyel etkilerini
anlamak gerekliligini de beraberinde getirmektedir.

NP'lerin ve biyolojik sistemlerin etkilesimi hem NP'lerin hem de canli sistemlerin
dinamikligi ve cesitliligi nedeniyle sistematik bir sekilde arastirilarak, anlasilmasini
zorlagtiran karmagik bir stirectir [3]. Bircok NP, boyutu ve sahip oldugu essiz
ozellikleri sayesinde hiicre zar1 ile basariyla etkilesime girebilmekte ve hiicre zarini
kolayca gegebilmektedir. Ancak her NP hiicre zar1 ile ayni etkilesimi gostermemekte
ve ayni mekanizma ile igeriye alinmamaktadir. Bu nedenle, NP'lerin hiicrelere alimi
ve bunlarin hiicre iginde dahil olduklar1 mekanizmalar ile ilgili siiregleri detaylica
aragtirmak biliylik 6nem tasimaktadir. Farkli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip
partikiillerin hiicrelere girdigi mekanizmalar, fagositoz, makropinositoz, kathrin
aracili endositoz, caveolaemediated endositoz ve adhezif etkilesimler yoluyla
dogrudan giris mekanizmalarin1 igerir [4]. NP’lerin hiicreye bu kadar kolay
alinabilmesi, toksisiteleri konusunda biiylik bir endise uyandirmaktadir. Bu alanda

yapilan bir¢ok ¢aligma, bazi NP'lerin biyo-uyumluluk agisindan bir sorun teskil
2



etmemesine ragmen, canlilar tarafindan, iyi tolere edilemedigini gostermistir. Parcacik
cap1 molekiiler boyuta indikge, yiizey alaninda g¢arpici bir artis olur. Bu nedenle,
NP'ler, kiiciik boyutlar1 nedeniyle normal hiicresel prosesleri negatif yonde
etkileyebilecek ters biyolojik aktivite gosterebilir. Bir baska endise, hiicrelerin hizla
sismesi, metabolizmalar1 degistirilmis veya kapanmasi ve membranin biitiinliigiinde
kaybolmasi nedeniyle par¢alanmasi sirasinda bu materyallerin sitotoksisitesidir.
Ayrica NP'ler, bir hiicrenin genetik materyaline, genetik mutasyon indiikleyerek kalici
ve geri doniilemez bir hasar meydana getirebilir. Partikiiliin dogasina bagl olarak,
hiicresel bilesenlerle NPlerin etkilesimi, serbest ylizey enerjisinde konformasyonel
degisikliklere veya oksidatif stres olusumuna neden olan oksidan olusumunu ve hasar
tireten degisiklikleri etkileyebilir. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretildigi bir redoks dengesizligi halidir. ROS genis bir biyolojik hedef yelpazesiyle
tepki verdiginden, ROS aracili genotoksisitenin DNA ve hiicre hasarina neden oldugu
bilinmektedir. Ayrica, hiicre dis1 ortamdaki ardisik nano-biyo ara ylizeylerindeki
etkilesimler ve asitlendirici lizozom, toksik iyonlarin salinmasi yoluyla hiicresel
toksisite yaratir ve hiicre i¢i ¢evre, lizozomal hasar, mitokondriyal pertiirbasyon ve

kemokin tiretimi gibi bir dizi zararl hiicresel sonucu indiikleyebilir [5,6].

Teknolojik agidan NP kullanimi birgok avantaj saglasa da bu tiir materyallerin ¢evre
ve saglik iizerinde neden olabilecegi olumsuz etkilerine iliskin genis etkileri heniiz
detayli bir sekilde anlasilamamistir. NP’lere maruz kalinmasina sebep olabilecek
potansiyel yollar kontrollii salinim, inhalasyon, deri temas1 ve emilimini igerir. NP'ler,
ayni zamanda, nano-malzeme arastirma ve gelistirme laboratuvarlarinda (Ar-Ge) veya
tiretim hatlarinda yanliglikla yutulabilir veya sindirim sisteminde yiyecek bulagsiklar
olarak yutulabilir. Buna ragmen, farkli NP'lerin toksisitesini sistematik olarak
karsilastirmak ve arastirmak i¢in kapsamli bir test sistemi gelistirilmemistir. Parcacik
sekli ve boyutu, NP'lerin tipleri ve safliklari, NP-hiicre inkiibasyon kosullar1 NP'lerin
alim kinetigi ve mekanizmasi toksisitelerinde 6nemli rol oynayabilmektedir [7].
Ayrica, NP'lerin canli organizmalar {izerindeki zehirli etkisini agik ve kesin olarak
ifade etmek ayrintili bir analiz gerekmektedir. Bu tez caligmasinda asagida verilen
Cizelge 1.1'de listelenen tiim kimyasal ve fiziksel parametreler géz Oniine alinarak
NP'ler ve canli hiicreler arasindaki etkilesimler {lizerine sistematik ve kapsamli bir

arastirma yapilmistir;



Cizelge 1.1 Nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal parametreleri

Parametre Tip
Parcacik tipi TiO2, FesO4 nanoparcaciklari
Parcacik boyutu 10-100 nm ¢apinda NP
Parcacik sekli Kiiresel veya gelisigiizel sekle sahip
Parcacik boyut dagilim Dar veya genis skalada boyut dagilimi
Agregasyon durumu Her bir NP grubu igin, dispersiyon hali,

toksisite Ol¢iimii Oncesi ve sirasinda hiicre

inkiibasyon kosullarinda test edilecektir.

Yiizey Fonkiyonalizasyonu | Silan Grubu

Doz Her bir NP i¢in doz, ortamdaki maruz kalma
Yiizey Alani Brunauer-Emmett-Teller (BET) yiizey alan1
Safsizhik NP sentezinde yer alan kimyasallar

1.2.Calismanin Amaci

Bu c¢alisma, son yillarda, teknolojik agidan iiretimi ve kullanimiyla maruziyeti artan

NP’lerin, canli sistemlerle etkilesimlerinin, onlart nasil etkiledigini ortaya ¢gikarmay1

ve anlamayi, boylelikle NP’lerin istenmeyen 6zelliklerini 6nlemeyi amaglamakta ve

disiplinler arasi bir karakter tagimaktadir. Buradan yola ¢ikarak bu tez ¢alismasi,

Hem in vivo hem in vitro ortamda NP etkilesiminin kinetigi ve termodinamigi
hakkinda, tiim kimyasal ve fiziksel parametreleri (Cizelge 1.1) ayrintili bir
sekilde goz ontinde bulundurarak bilgi edinmek,

Canli hiicrelerle olan etkilesimlerine (ROS tahlilleri) dayali olarak
sentezlenecek olan Fe3O4 nanopargaciklarinin, ayni zamanda ticari olarak satin
alman TiO2 nanoparcaciklarinin ylizey modifikasyonu gergeklestirilmis ve
gerceklestirilmemis hallerinin toksisitelerini hiicre kiiltiirlerinde ve c¢esitli
difiizyon kosullarinda inceleyerek, dogrudan toksik etkilerini degerlendirmek,
Sentezlenen Fe3O4 nanopargaciklarin tatli su midye Chironomus riparius'un
tortu yasayan larvalarinda in vivo genotoksik etkisini ve toksisitesini belirlenen
konsantrasyonlarda incelemek,

NP maruziyetine bagli olarak sitotoksik ve ekotoksik etkilerin potansiyelini

arastirmak,



Cesitli NP'lere kars1 hiicre gegirgenligini 6lgmek,

NP / hiicre etkilesimleri, NP/ canli etkilesimlerini incelemek
Nanopargaciklarin hiicre i¢i yerlesimlerinin hiicre canliligina ve 6liimlerine
etkilerini aragtirmak

NPlerin sitotoksik ve ekotoksik etkilerinin bulgularini sistematik olarak

degerlendirmek konularini agiga kavusturmayi hedeflemektedir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Nanoteknoloji

Nano kelimesi clice veya asir1 kii¢iik anlamina gelen Yunanca “Nanos” kelimesinden
gelmektedir. Nanoteknoloji fikri ise ilk olarak 1959 yilinda “There‘s Plenty of Room
at the Bottom” konusmasini yapan iinlii fizik¢i Richard Feynman tarafindan ortaya
atilmistir. Feynman calismas: ile kiigiik parcalardan yeni bir seyler yaratma fikrini
savunmustur. Feynman’in 1959 yilinda yaptig1 bu konusmanin da verdigi ilham ile
birgok arastirmacinin katkilariyla nanoteknoloji glinimiizdeki gelismisligine
ulasmustir [8].

Nanoteknoloji, National Nanotechnology Initiative tarafindan ‘nano dlgekte, yaklagik
1 ile 100 nanometre (1 nm = 10~ m), yiiriitiilen bilim, miihendislik ve teknolojidir.’
seklinde tanimlanmaktadir [9]. Nanoskalanin daha iyi anlasilabilmesi i¢in asagida

Sekil 2-1 verilmistir.

o # 3 b ﬁ&“

molekdl protein DNA hicre Due kelebek nsanvucudu
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Nanoskala

Sekil 2-1 Nanoskala [10]

Nanoteknoloji, farkli miithendislik ve anabilim dallarinin bilgi birikimine dayanarak

gelismis multidisipliner bir bilim dalidir. Nanoteknoloji sayesinde malzemeler, atomik



ve molekiiler boyutlarda kontrol edilerek, onlara nano skalada yeni, gelismis ve essiz
ozellikler kazandirilmaktadir.

Nanoteknoloji, temel olarak fiziksel, kimyasal, biyolojik ve miihendislik gibi bilim
dallarin1 bir araya getirerek teorik ve deneysel caligsmalar tetikleyen, ¢ok disiplinli
bilimlerden ortaya ¢ikan bir bilim dali olmustur [11]. Ayrica, nanoteknoloji, getirdigi
inovatif bakis agisiyla birlikte, gida, enerji, kozmetik, uzay endiistrisi, biyomedikal
uygulamalar ve yeni ilag tasarimi gibi genis yelpazeye sahip calisma alan1 sunmaktadir
[12].

Nanoteknoloji, sagladigi birgok avantaj ile pek cok arastirmacinin yoneldigi konu
olmustur. Cok kisa siire zarfi igerisinde nanoteknoloji alaninda yapilan g¢alismalar

biiyiik bir gelisim gostermistir

2.2 Nanoteknolojinin Avantajlar:

Nanoteknoloji  kullanilarak, atom ve molekiillerin manipiilasyonu yoluyla,
malzemelere fiziksel, kimyasal veya biyolojik olarak bir¢cok yeni ve gelismis iistiin
ozellikler kazandirilabilmektedir. Malzemeler nano boyuta indirgendikge, hafiflik,
saglamlik, kalite, kullanim omrtii, fiyat performans agisindan daha makul ve tercih
edilen 6zellikler kazanmaktadirlar [13].

Gilinlimiizde modern tip uygulamalarinin en ¢ok yararlandigi bilim, nanoteknoloji
olmustur. Nanoteknoloji ile yeni tedavi, goriintiileme ve teshis yoOntemleri
gelistirilmis, etkili ve sonug odakli gelismis ilag tasarimlari yapilmistir. Nanoteknoloji
enerji liretimi ve depolama konusunda da koklii ve etkili yontemlerin kapisini agmistir.
Daha ucuz ve verimliligi yiiksek yeni nesil yakit pili, giines pili ve batarya
uygulamalarinda nanoteknoloji biiylik bir yer edinmeye baglamistir. Giinlimiiz modern
bilgisayarlarinin vazgecilmez parcgalar1 olan transistorlar, nanoteknoloji sayesinde
gittikge kiiciilmiistiir. Esnek, biikiilebilir, katlanabilir, yuvarlanabilir ve gerilebilir
elektronikler nanoteknoloji ile ortaya ¢cikmis ve artik cesitli sektdrlerin {iriinlerine
kolaylikla entegre edilebilir hale gelmistir. Tekstil alaninda {iretilen kumaslar, nano
Olcekli katki maddeleri veya yiizey islemleri ile burusma ve lekelenmeye karsi direng
saglarken anti-bakteriyel ozellikler de kazanabilmektedir. Gozliikler, bilgisayar ve
kamera ekranlar1 ve pencereler gibi ylizeyler iizerindeki seffaf nano filmler sayesinde,
su ve kir tutmayan, bugulanmayan, yansima Onleyici, kendi kendini temizleyen,

ultraviyole veya kizilotesi 1518a dayanikli, antimikrobiyal ve ¢izilmeye dayanikli hale
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gelmektedir. Nano yapili seramik kaplamalar, makine pargalar1 i¢in geleneksel
asinmaya dayanikli kaplamalardan ¢ok daha fazla direng¢ gostermektedir.
Nanoteknoloji 6zellikli motor yaglari da asinma ve yipranmayr 6nemli Olcilide
azaltmakta, bu da elektrikli el aletlerinden endiistriyel makinelere kadar her seyde
hareketli pargalarin 6mriinii 6nemli 6l¢iide uzatmaktadir. Nanoteknoloji kozmetik ve
kisisel bakim iirtinlerinde de siklikla kullanilmaya baglanmistir. Titanyum dioksit ve
cinko oksit gibi nanopargaciklar, siiriildiigliinde ciltte goriinmeme o6zellikleriyle
giinesten koruma saglayan kozmetik {irtinlerde yillardir kullanilmaktadir.

Nanoteknoloji, 6zellikle son yillarda bir¢ok teknoloji ve sanayi sektoriinii dnemli
Olclide 1iyilestirmeye, koklii degisimler ile devrimsel nitelikte {iriinler ortaya

cikarmakta biiyiik bir rol tistlenmistir.

2.3 Nanoteknolojinin Dezavantajlar:

Miihendislik nanomalzemelerinin uygulamalar1 giinden giine katlanarak artmaktadir.
Ancak, hiikiimet, endiistri ve kamu giivenligi konularinin farkindaligiyla birlikte, nano
yapili iiriinlerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogaldigi ve giivenlikleri yeterli ve net bir
sekilde test edilmeden kullanildigina dair olumsuz algilarin neden oldugu kamuoyu
endigsesi de beraberinde artmaktadir [14]. Nanoteknoloji kullanilarak {irtinlerin
maliyeti diisiiriilebilmektedir. Ancak diisiik maliyetli lirline ulagsmak i¢in yapilan ar-ge
calismalar1 i¢in harcanan biitgeler, nanoteknolojiyi pahali bir bilim haline
getirmektedir. Nanoteknoloji, bilingsiz ve kotii amagla kullanilirsa atom alt1 tanecik

silahlar1 daha erisilebilir ve daha yikici hale gelme riski tagimaktadir.

Nanomalzemelerin bir¢ok farkli alanda bir¢ok farkli uygulamada kullanilmasiyla
birlikte, ¢esitli nanopartikiillerin ¢evreye ve insanlara salinimi hizla artmastir.
Nanopartikiil maruziyetinin bu denli artmas1 da bu pargaciklarin sahip olabilecegi

insan ve ¢evre toksisiteleri konusundaki soru isaretlerini beraberinde getirmistir [15].

Uygulama alan1 ve sekli degistik¢e, nanopartikiillerin sekli, boyutu fiziko-kimyasal
ozellikleri, yiizey yiikii gibi 6nemli parametreler ve nanopartikiil maruziyet dozu
farklilik gostermektedir. Bu nedenle nanopartikiiller i¢in toksiktir veya zararsizdir
seklinde tek bir yargi belirtebilmek olduk¢a zordur. Bu bilinmezlik nanoteknolojinin

sahip oldugu en kritik dezavantajdir.



2.4 Nanoteknolojini Uygulama Alanlan

Giliniimiizde, hayatimizin hemen hemen her alaninda nanobilim ve nanoteknolojiye
rastlamak  miimkiindiir.  Nanoteknolojinin  getirdigi  avantajlar  sayesinde
nanomalzemeler her alana kolaylikla entegre edilebilecek ozellikler kazanmaktadir.
Bu durum, nanoteknolojinin birgok farkli uygulamada kendini gostermesini
saglamistir. Makro Olgekte miimkiin olmayacak veya olmayan ozellikler,
nanoteknoloji ile miimkiin hale gelmektedir. Bu nedenle, nanoteknoloji, elektronik,
tip, biyomedikal uygulamalar, enerji, malzeme bilimi, fizik, kimya, biyoloji, ¢evre,
savunma sanayi, uzay sanayi, tekstil ve kozmetik gibi ¢cok genis bir kullanim alan1
yelpazesine sahiptir [16]. Asagida nanoteknolojinin baslica kullanim alanlar
listelenmistir:

1) Tip ve Biyomedikal Alandaki Uygulamalar

2) Elektronik Alandaki Uygulamalar

3) Cevre Uygulamalari

4) Savunma ve Uzay Sanayi Alanindaki Uygulamalar

5) Tekstil Alanindaki Uygulamalar

6) Kozmetik Alandaki Uygulamalar

2.4.1 Tip ve Biyomedikal Alandaki Uygulamalar

Gilin gectikce artan diinya niifusu, hasta insan popiilasyonun artmasina, yeni
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina ve hali hazirda uzun yillardan beri miicadele edilen
hastaliklarla yeni savagsma yontemleri gelistirilmesine ortam hazirlamaktadir.
Ozellikle son yillarda bu motivasyon ile nanotip alanindaki ¢alismalara ydnelim biiyiik
bir artis gostermistir (Sekil 2-2). Nanopargacik yiizeylerinin gesitli biyolojik ajanlar ile
markalanabilir olmasi, ylizey modifikasyonlarma elverisli olmalari, nano boyuta
indik¢e pargaciklarin kazanabildigi essiz 6zellikler ve sekil ve boyut manipiilasyonu
sayesinde viicudun cesitli organlarina hedeflendirilebilir olmalar1 sayesinde bir¢ok
tedavi, teshis ve goriintiileme olasilig1 sunan nanoteknoloji tip alaninda etkili bir
sekilde yer almaya baslamis ve nanotip bilim dalinin ortaya ¢ikmasini saglamistir.

Nanotip alaninda yapilan ar-ge ¢alismalari, hastaliklarin kolaylikla tespit edilerek,
teshis yontemlerini gelistirmeye ve ayrica molekiiler diizeyde insan viicudu iizerinde
giiclii bir terapdtik etkiye ancak minimum yan etkilere sahip olan, ekonomik yonden

daha uygun ilaglarin tiretimine odaklanmaktadir. Ciinkii nanoskalada gelistirilen bazi
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ilag sistemlerine kanda ve viicut sivilarindaki yliksek ¢oziiniirliik, biyouyumluluk,
daha az toksisite ve kontrollii ilag salinimi1 gibi kazandirilan gelismis yetenekler, bazi
farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikleri olumlu yonde etkilemistir. Nano
boyutta tasarlanan yeni nesil ilaclar geleneksel ilag sistemleri ile karsilastirildiginda,
genis yiizey alanlarindan dolayl, gelismis ¢oziiniirlik ve ¢6ziinme hizi, oral
biyouyumluluk, hizli terapétik etki, diisiik ancak etkili dozajlar ve daha az hastadan
hastaya degiskenlik gibi istiin yetenekler ve performanslar gostermektedirler. Bu
ozellikleri hasta ile uyumlulugu arttirilmig, hedeflenmis ilag salinim sistemlerinin

tiretimine olanak saglamistir [17].

Doku
Mihendisligi
uygulamalari

e

Molekiler

GérUntUIery/

Nanoteknolojinin
Tip ve
Biyomedikal
Uygulamalari

4deflenmi§

Tedavi

Gen Terapisi

TPV

Tespit ve
Teshis

Sekil 2-2 Nanoteknolojinin tip ve biyomedikal alandaki uygulamalari

Nanoteknoloji, yaygin hastaliklarin tedavisinin yaninda kanser, diyabet ve
norodejeneratif hastaliklar gibi spesifik hastaliklari teshis ve tedavi etme gibi garpici
bir yetenege de sahiptir [18]. Ozellikle son yillarda, viicuda yan etkisi fazla olan ve
uzaklastirilmasi zor radyoaktif ilag verilmesi yerine, viicuttan kolayca atilabilen,
hedefe giidiimlii ve yiiksek ¢Oziiniirliikte goriintii saglayan bir kontrast ajan olarak

nanoteknolojinin gelismesiyle listiin 6zellikleri ortaya ¢ikan sliperparamanyetik metal-
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oksit nanoparcaciklarin kullanilmasi konusundaki ¢alismalar, kanser gibi hastaliklarin
erken teshis ve goriintiilenmesinde biiyiik bir adim olarak gbze ¢arpmaktadir [19].
Yine kanser vakalarinda, kemoterapi gibi yan etkileriyle hastalari hem fiziksel hem de
psikolojik olarak yoran tedaviler yerine, hayat sartlarin1 kotiilestirmeden, hasta
konforunu en iist diizeyde tutarak ve ¢esitli ylizey modifikasyonlar1 sayesinde sadece
kanser hiicreleri lizerine hedeflendirilmis nanoparcaciklar kullanilarak uygulanan yeni
tedavi yontemlerinden biri olan hipatermi ¢alismalar1 6nemli gelismeler kaydetmistir.
Bunlara ek olarak, doku miihendisligi ¢alismalarinda, yeni nesil implant ve protez
uygulamalarinda, biyosensor gelistirme ¢alismalarinda, gen tedavisi uygulamalarinda

da nanoteknolojiden yararlanilmaktadir [20].

2.4.2 Elektronik Alandaki Uygulamalar

Nanoteknolojinin elektronik alanda kullanilmaya baslamasiyla birlikte, cihazlarin
kapasiteleri kaliteleri ve yetenekleri artarken, agirliklar ve giic tiikketimleri konusunda
da avantajlar saglanmistir.

Elektronik cihazlarda, ekranlarin agirliklar ve tiikettikleri gii¢ orani diisiiriiliirken,
nanoteknoloji sayesinde katlanabilir, biikiilebilir, renk kalitesi ve omrii arttirilmig
ekranlar entegre edilebilir ve kullanilabilir hale gelmistir.

Bilgisayarlarda bellek olarak kullanilan sabit diskler, hareketli pargasi olmayan
yariiletken bellekten daha fazla gii¢ tiiketir ve ¢cok daha fazla hata riskine sahiptir. Bu
nedenle, kati hal bilgisayar bellegi (solid-state computer memory), tabletler gibi daha
kiiclik bilgisayarlarda kullanilabilir hale gelmistir ve popiilaritesi artmistir. Bu yeni
nesil kat1 hal bilgisayar bellegi daha az yer kaplamakta, diisiik pil tiiketimine sahip ve
diisiiriildiiginde veya darbe aldiginda daha az zarar gérme Ozellikleriyle dikkat
cekmektedir. Nanoteknoloji, kati hal bilgisayar belleginin yogunlugunu artirmak i¢in
kullanilmaktadir [21].

Nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte transistorlarin boyutlar1 oldukea kiictilmiistir.
Bu gelisim, entegre devreler arasindaki elektrik sinyallerinden miimkiin olandan daha
yiiksek hizli veri iletimini saglamada 6nemli rol oynamistir.

Nanoteknoloji alanindaki son gelismelerle birlikte, nanometre skalasinda yanal
Ol¢eklerde yariiletkenleri modelleme teknikleri kullanilabilir hale gelmistir. Bu
sayede, yar1 iletkenlerin atomik olarak hassas epitaksiyal biiyiime yontemleri ile

birlestirilerek, yar1 iletken cihazlarin ve en kiigiik minyatiirlestirilmis silikon
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transistorden bile ¢cok daha kii¢iik yapilarin 6zelliklerini kesfetmek miimkiin gelmistir.
Bu "nanoelektronik" cihazlarin davraniglari iizerine yapilan arastirmalar, geleneksel
transistorlerin minyatiirlestirilmesi ve geleneksel olmayan prensiplerle ¢alisan yeni

nesil cihazlara gelistirilmesine 6nayak olmustur [22].

2.4.3 Cevre Uygulamalar

Nanoteknoloji, global ¢evre bilincinin gelismesi ve diinyadaki dogal kaynaklarin artan
diinya popiilasyonuyla birlikte hizla tiikenmesine bagli olarak, gevresel kirleticileri
tespit etmeye ve temizlemeye yardimci olabilecegi bir¢cok ¢evre uygulamalarinda
kullanilmaya baglanmistir.

Su, Diinya'nin akarsularinin, géllerinin ve okyanuslarinin ana bilesenidir. Diinyanin
yaklagik dortte ligii sularla kaplidir ve su bilinen tiim yasam formlari i¢in gereklidir.
Su eksikligi glinimiizde biiyiik bir kiiresel sorundur. Diinya {izerinde ne yazik ki
yaklasik bir milyar insanin giivenli igme suyuna erisimi bulunmamaktadir ve diinya
niifusu arttik¢a ve kaynaklar tiikenmeye basladik¢a bu say1 her gecen giin artmaktadir.
Bu nedenle, suyun artimi1 ve i¢gmek i¢in uygun olmayan sularin gesitli yontemler
kullanilarak i¢me suyuna doniistiriilmesi diinyanin gelecegi igin hayati Onem
tagimaktadir. Bu amacla yapilan bazi ¢aligmalarda, su aritiminda yeni ve etkili bir
yontem olarak sudaki safsizliklarin hizli, diisitk maliyetli tespiti ve islenmesi yoluyla
uygun fiyath nanopargaciklardan yararlanilmasi Onerilmistir [23]. Bu ¢alismalarin
bulustugu ortak nokta, farkli tiirde kirlenmis su kaynaklarinin, (zehirli metal iyonlari,
organik ve inorganik ¢ozilinenler ve mikroorganizmalar ile kirlenmis yiizey su, yeralti
suyu ve atik su gibi) nanoteknoloji kullanilarak verimli bir sekilde aritilabilir
oldugudur [24].

Nanoteknolojinin ¢evre uygulamalar1 dort ana kategoriye ayrilabilir; iyilestirme,
koruma, bakim ve gelistirme. Bu dordii arasinda iyilestirme en hizli biiyliyen
kategoridir, koruma ve bakim c¢evre biliminde nanoteknoloji uygulamasinin ana
boliimiinii olustururken, cevre gelistirme nanoteknoloji uygulama kategorilerinin
kiiciik bir boliimiinii temsil etmektedir. Nanopargaciklar hava ve su aritiminda,
katalitik uygulamalarda ve ¢evre molekiiler biliminde arastirmalarda siklikla
kullanilmaya baglanmistir [20]. Nanopargaciklarin, ¢evre uygulamalarinda bu denli

gbze carpmasinin sebepleri arasinda, gelismis adsorpsiyon yetenekleri ve 10 nm'den
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daha kiictik partikiil i¢in farkli kirleticilerle oksidasyon veya indirgeme reaksiyonlarini

hizlandirabilen benzersiz katalitik 6zellikleri yer almaktadir.

2.4.4 Savunma ve Uzay Sanayi Alanindaki Uygulamalar

Nanoteknoloji, daha hafif, daha giivenli, daha akilli ve daha verimli araglar, ugaklar,
uzay araglart ve gemilerin yapimina ve bakimina katkida bulunacak cok islevli
malzemeler gelistirme konusundaki etkili bilim dallarindan biri olmustur. Savunma ve
uzay sanayisinde gelistirilen {iriinlerin, agir ¢evre kosullarina (yliksek sicaklik, ¢cok
diisiik veya cok yiiksek basing, nem, kurak vs.) dayanikli, mekanik olarak saglam ve
kolay erisilebilir malzemelerden yararlanilarak iiretilebilmesinde nanoteknolojiden
yararlanilmaktadir.

Nanoteknoloji sayesinde iiretimi miinkiin hale gelen daha hafif ve daha giigli
malzemeler, ugan makine iireticilerine biiyiik fayda saglamistir. Ayn1 sekilde uzay
aparatlar1 i¢cin de hafiflik temel unsurlardan biridir.. Nanoteknoloji, malzemelerin
boyutunu ve Ol¢iilerini azaltmaktadir ve buna baglh olarak ugaklari, uzay araglarinm
havaya ucgurmak, roket ve fiizelerin firlatilmas:1 i¢cin gereken yakit kullanimini
azaltmaya yardimci olmaktadir [25].

Nanoteknolojinin askeri ve havacilik sistemlerinde kullaniminin baslica avantajlar
silah, koruma ve iletisim alanlarindadir. Nanoteknoloji, daha kii¢iik, daha hafif, daha
akilli, daha giiclii, daha ucuz, daha temiz ve daha hassas askeri cihazlar, yapilar ve
malzemeler iiretmek i¢in kullanilmaktadir. Koruma ve savunma alaninda, hafif ve
ince, ancak yiiksek hizli bir merminin etkisine dayanacak kadar giiclii ve giiclii viicut
zirh1 (Kevlar vb.) liretmek i¢in nano iiretim yontemlerinden yararlanilmaktadir. Ayrica
su ve kara kars1 dayanikli, kisin sicak, yazin serin tutan hafif kiyafetlerin tiretimi de

nanoteknoloji sayesinde gergeklestirilmektedir [26].

2.4.5 Tekstil Alanindaki Uygulamalar

Nanoteknolojinin gelismesiyle yeni tasarlanan nanofiberlerin kullanimi giysileri su ve
leke tutmaz veya burusmaz hale getirmektedir. Nano iiretim metotlari ile iiretilen ve
gelistirilen malzemeler daha az zamanda ve daha diisiik sicakliklarda yikanabilir hale
gelmekte ve enerji tasarrufu saglama konusunda avantaj saglamaktadir. Yiiksek

gerilme mukavemeti, benzersiz yiizey yapisi, dayaniklilik, su itici, yangin geciktirici,
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antimikrobiyal 0Ozellikler ve benzeri gibi istenen tekstil Ozellikleri igin
nanoteknolojiden yararlanilmaktadir [20].

Tekstil endiistrisi de nanoteknolojiden en ¢ok etkilenen endiistrilerden biri olmustur.
Nano boyutlu malzemeler, kendi kendini temizleyen kumaslar, su itici, uv korumaya
sahip, anti-bakteriyel, anti-statik, kirigiklik direnci yiiksek, yanmayan 6zellikleriyle
geleneksel tekstil liriinlerinin fiziksel 6zelliklerine katkida bulunmustur. Bu durum da
tekstil alaninda nanoteknolojiden yararlanilarak gelistirilen tirlinler ile hayatin her

alaninda tanigma firsati dogmasina yardimei olmustur.

2.4.6 Kozmetik Alandaki Uygulamalar

Nanoteknoloji sayesinde gesitli 6zellikler kazandirilabilen nanoparcaciklar kozmetik
diinyas1 icin olduk¢a ilgi ¢ekici olmustur. Ozellikle ilag tasmim sistemlerinde
nanoparcacik kullanimi, kozmetik endiistrisinin nanoteknolojiye olan giivenini
arttirmistir.  Kullanilan sistemlerden bazilar1 arasinda nanoemiilsiyonlar ve
nanokristaller, lipozomlar, miseller, polimerik nanokapsiiller, kat1 lipit
nanopargaciklar1 ve nanoyapili lipit tasiyicilar, karbon nanotiipler ve fullerenler ve
dendrimerler bulunmaktadir [20]. Ozellikle titanyum dioksit (TiO3), ¢cinko oksit (ZnO)
gibi nanoparcaciklarinin ultraviyole (UV) filtreleri olarak kullanim1 dikkat
¢ekmektedir. Cesitli bilesimlerde, sekillerde, yapilarda, boyutlarda ve reaktivitede

iretilebilirler. Kozmetik tirtinlerde nanopartikiil formiilasyonlarinin kullanilmast,

e Nanoparcaciklar i¢cinde kapsiillenmis doymamis yag asitleri, vitaminler
veya antioksidanlar gibi ¢esitli kozmetik bilesenlerin stabilitesini
arttirmak,

e Vitaminler ve diger antioksidanlar gibi bazi bilesenlerin
penetrasyonunu arttirmak,

e Cilt ylizeyindeki UV filtrelerinin etkinligini ve toleransin arttirmak,

e Uriinii daha estetik olarak daha hos hale getirmek (6rnegin mineral
giinesten koruyucularda, aktif mineral pargaciklarini daha kiigiik
yapmak, fark edilir bir beyaz dokiim birakmadan uygulanmasina izin

verir) seklinde avantajlar saglamaktadir [27].
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Ozellikle viicut kremleri ve losyonlari, jel, hidrojel iiriinlerinde, bazi deri
hastaliklarinin (egzema, akne, enflamasyon vb.) tedavisinde, geleneksel giines
kremlerinin beyaz kire¢li goriiniimiinii ortadan kaldirarak UV filtreleme ve emiliminde
(6zellikle ZnO veya TiO: iizerine yapilan modifikasyonlar sayesinde UV koruma
sistemlerinin giines koruma faktoriinii arttirdig1 bildirilen ¢alismalar bulunmaktadir)
nanoteknolojiden yararlanilarak {iretilen kozmetik {iriinlerinin kullanimi oldukga

yayginlasmustir [27].

2.5 Nanopartikiiller

Nanoteknoloji sayesinde nano skalada {iretim arttik¢a nanopartikiiller hem akademik
hem de endiistriyel alanda ¢ok dikkat ¢ekmislerdir. Nanopartikiiller (NP'ler), bir
boyutu en az 100 nm'den az olan, partikiill maddeleri i¢eren genis bir malzeme
siifidir[1].

Nanopartikiiller dogada dogal olarak da bulundugu gibi insan faaliyetlerinin
sonucunda  laboratuvar ortaminda da iretimi  gergeklestirilebilmektedir.
Submikroskopik boyutlari nedeniyle benzersiz malzeme o6zelliklerine sahiptirler ve
tiretilen nanopargaciklar tip, miithendislik, kataliz ve ¢evresel iyilestirme dahil olmak

tizere ¢esitli alanlarda kullanilmaktadirlar.

Nanopartikiillerin ~ dogal avantajli ~ 6zelliklerinin ~ yaninda, g¢esitli  yiizey
modifikasyonlar yapilarak, cesitli tiretim metotlar1 kullanilarak, farkli sekil, boyut ve

tiirlerde tiretimi gergeklestirilerek essiz 6zellikler kazandirilabilmektedir [28].

NP'ler genel olarak morfoloji, boyut ve kimyasal 6zelliklerine bagli olarak cesitli
kategorilere ayrilmaktadir. Fiziksel ve kimyasal 6zelliklere dayanarak, en ¢ok bilinen
karbon bazli, metal, seramik, yariiletken, polimerik ve lipit bazli nanopartikiiller

olarak siralanabilir.

Nanopartikiillerin kullanim alanlar1 arttik¢a dogaya salinimi ve canlilarin nanopartikiil

maruziyeti glinden giine artmaktadir.
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2.6 Nanopartikiillerin Toksik Etkileri

Nanoteknolojinin getirdigi avantajlar sayesinde giin gegtik¢e artan uygulama alanlari
bir onceki boliimde detayli bir sekilde anlatilmistir. Buradan da yola c¢ikarak
nanoteknolojinin ¢aligma alanlariin oldukga genis olmasi nedeniyle, 6zellikle insan
viicudu ile birebir temas eden uygulama alanlarinda (tip, biyomedikal, tekstil,
kozmetik) kullanimlarinin artmasiyla birlikte, bu malzeme ve Triinlerin, toksik
etkilerinin incelenmesi ihtiyaci dogmustur. Bu ihtiyagla, nanomalzemelerin toksik
etkilerini inceleyen yeni bir bilim olarak nanotoksikoloji bilimi ortaya ¢ikmistir [29].
Nanotoksikoloji, nano yapili malzemelerin yasayan sistemlerdeki (organizmalar ve
ekosistemler) etkilerini incelemektedir. Nano skalada iiretilen malzemelerin essiz
fiziksel ve kimyasal yapiya sahip olmalari onlari zorlu bir ¢alisma alani haline
getirmektedir. Bu malzemelerin biyolojik etkileri, malzemenin boyutu ve sekline gore
fakli davranislar sergileme egilimine sahiptir. Benzersiz 6zellikler kazandirilabilen
miithendislik nanomalzemeleri giin gegtikge artan triin yelpazesiyle, potansiyel
olumsuz saglik etkilerine iliskin belirsizlikleri nedeniyle arastirilmasi gereken kritik
bir konu haline gelmistir. Bu nedenle, bu malzemelerin hem in vitro hem de in vivo
arastirmalar1 yogunlasmistir. Baz1 kritik raporlar, bu malzemelerin olumsuz toksik
etkilere sahip olabilecegine dair riskler hakkinda bilgi vermistir [30]. Bununla birlikte,
nanomalzemelerin  karakterizasyonlarina iliskin zorluklar, kompleksteler ve
nanomalzemelerin ¢evrede ve biyolojik sistemlerde dinamik dogasi bircok yonden
mevcut verilerin hiicre yanitlar1 ve yan etkileri agisindan yorumlanmasini karmagik
hale getirmektedir. Bu nedenle hem ekosistem hem de canli organizmalar agisindan
bu malzemelerin sebep olabilecegi olumsuz saglik etkilerinin sistematik aragtirmalara
dayandirilarak, bunlar i¢in yapilan risk degerlendirmeleri nanotoksikoloji ile miimkiin
hale gelmistir. Nanotoksikoloji, bu tiriinler i¢in toksiktir veya toksik degildir seklinde
genel gecer bir yargi ortaya koymasa da olumlu veya olumsuz etkilerini arastirmak ve
bilgi sahibi olmak i¢in 6nemli bir avantaj saglamakta ve yeni arastirma konular1 ortaya
koymaktadir [29].

Boyut, sekil, ylizey kimyasi, kimyasal bilesenler, doz ve oksidatif stres fonksiyonlari
gibi baz1 parcacik 6zellikleri nanotoksisitede dnemli rol oynamaktadir. Pargaciklarin
bu 6nemli dzellikleri tizerinde kontrolii saglayarak, zararli etkilerini azaltmak miimkiin

olmaktadir. Boylece belirli sartlarda bu malzemelerin kullanimi konusundaki risk fak-
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torleri olabilecek en diisiik seviyeye indirgenebilir [31].

2.6.1 Boyut Etkisi

Nanoboyuta gidildik¢e parcacik boyutunun azalmasiyla birlikte yiizey alaninda ciddi
bir artis meydana gelmektedir. Bu artis, ylizeyin aktivitesini de beraberinde arttirarak
herhangi bir kimyasal molekiiliin tutunumunu kolaylastirmaktadir. Bu durum ise
parcaciklarin toksik etkilerinde artisa neden olabilmektedir.

Birgok ¢alisma nanopargaciklarin emilimi iizerine yogunlasmistir. Mukozal emilme
gerceklestikten sonra, nanoparcaciklar kolaylikla kan dolagimina katilir ve ardindan
da dokulara kolaylikla ulastirilir [32].Yayimlanan bir ¢alismada yer alan gézlemlere
gore, bagirsagin mukozal ve lenfatik dokularinda pargacik boyutuna gore, 50 nm'nin
%33'4, 100 nm'nin %26's1 ve 500 nm %10's1 gézlemlenmistir. 1 pm'den biiyiik
nanopargaciklara nadiren rastlanirken ve 3 um'den biiyiik nanopartikiillerin lenfatik
dokularda nadiren goriilmiistiir. Bu ¢alismanin sonucunda su sonuglar ¢ikarilmistir:

e 100 nm'den kii¢iik nanoparcaciklar bagirsak hiicreleri tarafindan emilirken

biiyiik nanopargaciklar (300 nm) emilmez.

e Lenfatik dokuda daha kiigiik nanopartikiillerin (100 nm) emilimi bagirsak

hiicrelerinden daha fazladir.

e Bagirsak hiicreleri 400 nm'den biiyiik nanopartikiilleri ememez.

e Dolasim sistemine sadece 500 nm'den kiigiik nanopartikiiller girebilir [32].
Yapilan caligmaya gore, parcacik boyutu degistikce, parcaciklarin girebildikleri,
emilebildikleri ve birikebildikleri dokular farklilik gostermektedir. Bu nedenle de
farkli dokularda farkli etkilere yol agabilmektedirler. Ayrica boyut azaldik¢a artan
ylizey alant nedeniyle ylizeye tutunabilen kimyasal molekiil orani, aym
konsantrasyonda fakat daha biiylik boyuttaki parcaciktan daha fazladir. Bu durum,
boyut kiigiildiik¢e artan toksik etkinin nedenini a¢iklamaktadir.

2.6.2 Sekil Etkisi

Nanopartikiillerin sekli degistikge hiicreler ile olan etkilesimlerinde biiyiik
degisiklikler gozlenmektedir. Bu durum nanopartikiillerin hiicre tarafindan alim
mekanizmasina, alim yolaklarinin degismesine, serbest radikal iiretim miktarinin
degismesine neden olmaktadir. Bu durum ayni nanopatikiiliin farkli sekillerdeki

formlarinin hiicreler lizerinde farkli toksik etki gdstermesine neden olabilmektedir
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[33]. Ornegin, kiiresel NP'ler endositoza nanotiip ve nanofiberlerden daha yatkindir.
Nanopartikiiller kiiresel, ¢ubuk, kiibik, silindirik, ince film ve oktahedron seklinde

tiretilebilecegi gibi diizensiz sekillerde de tiretimleri miimkiindiir [30].

2.6.3 Yiizey Kimyasi ve Kimyasal Bilesen Etkisi

Nanoteknolojinin en biiyiik avantajlarindan biri de malzeme yiizeylerinin istenilen
sekilde manipiile edilebilmesi ve onlara istenilen 6zelliklerin kazandirilabilmesidir.
Parcaciklarin yiizey kimyas1 degistik¢e hiicrelerle ve dokularla olan etkilesimleri de
farklilik gostermektedir. Yapilan ylizey modifikasyonlari pargaciklarin reaktivitesini
arttirabilir veya azaltabilir. Ayn1 malzemenin farkli yiizey yiikiine (NH4*/COQ") ve
farkli hidrofobik/hidrfofilik gibi 6zellik gosteren farkli ylizey modifikasyonlar ile
doku penetrasyon, emilim ve toksik Ozelliklerinin degistigini dogrulayan bir¢cok
calisma bulunmaktadir. Nanopargacik yiizeyleri en ¢ok silan veya polimer gruplari,
dokulara tutunumu arttiran reseptorler, markalamayi saplayan floresan boyalar,
antikor ve antijen molekiilleri ile modifiye edilmektedir [16].

Ayrica nanomalzeme iiretimi ve yiizey modifikasyonlari sirasinda kullanilan kimyasal
bilesenlerin de toksisiteye sebep oldugu goriilmektedir. Eger bir nanomalzeme
biyomedikal alanda bir uygulamada kullanilacaksa genellikle biyouyumlu bilesenler

yardimi ile iiretimi tercih edilmektedir.

2.6.4 Doz Etkisi

Nanopargaciklarin toksisitesi biliylik oranda maruz kalma dozuna baglhdir. Ancak
toksik etki goriilen doz her nanopargacik i¢in ayni degildir. Nanopargaciklarin toksik
etki gostererek hiicrelere zarar verdigi doz nanopartikiil ¢esidine, 6zelliklerine (boyut,
sekil vs.), hiicre, doku ve organizma ¢esidine gore farklilik gostermektedir. Bu alanda
yapilan sistematik bir ¢calisma ise heniiz yoktur. Ancak bazi arastirmalar gostermistir
ki, cok yiiksek dozlarda partikiiller kiigiik veya biiyliik sagliga zararli etki
gostermektedir [29].

2.6.5 Serbest Radikal Uretimi

Patojenik partikiillerin cogu veya tamami serbest hiicre sisteminde serbest radikaller
iretir ve bu 6zellikleri oksidatif strese neden olur, bu da iltihaplanma, hiicre yikimi ve

genotoksisiteye neden olur.
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Serbest radikallerin partikiil yiizeyi redoks dongiisiinii aktive edebildigi ve partikiil
toksisitesine neden olabildigi bilinmektedir.

Ozetle, nanotoksikoloji nanoteknolojinin de gelismesiyle son yillarda ilgi odag1 olan
yeni bilim dallarindan biri olmustur. Dogada ¢esitli yollarla maruz kalinan dogal ve
laabaratuvarlarda yeniden iiretimi gerceklestirilen nanopartiikiillerin genis bir
kullanim alan1 mevcuttur. Buna baglh olarak da bu nanopartikiillerin 6zellikleri
degistikce maruz kalma yollari, biyo-uyumluluklari, farmokinetik/farmodinamik,
toksikokinetik/toksikodinamikler ve patolojik 6zellikleri farklilik gostermektedir [34].
Ancak, nanopartikiillerin neden olabilecegi olumsuz sonuglarin belirlenebilecegi
fizikokimyasal ve biyolojik kurallar tam anlamiyla belirlenememistir. Birgok bilim
adamu tarafindan disiplinler arasi bir anlayis ile nanotoksikoloji alaninda yapilan
caligmalarin olusan soru isaretlerini gidermek i¢in pusula niteliginde olacag:

diistiniilmektedir [35].

2.7.Nanopartikiillerin Ekotoksik Etkileri

Gilintimiizde ¢evre kirliligi, diinyanin ve insanlarin karsilastigi en biiylik zorluklardan
biridir. Ozellikle sanayilesmenin hizla artmasiyla birlikte ¢evreye yayilan agir
metaller, hava kirliligine yol acan gazlarin salinimi, nehirlere ve gollere birakilan
fabrika atiklar1 ¢evrenin kirlenmesine neden olmus, birgok canli habitatina zarar
vermis ve yasanabilir alanlar1 da daraltmaya baslamistir. Bu durumun fark edilmesiyle
birlikte, yeni politikalar uygulanmaya ve arastirilmaya baslamis, ekotoksikoloji bilimi
ortaya ¢cikmistir. Ekotoksikolojinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte de, ¢cevresel ve ekolojik
risk degerlendirmeleri 6nemli bir hal almaya baglamistir [36].

Gliniimiizde nanoteknolojinin de hizla gelismesiyle birlikte, nanomalzemelerin
iiretimi ve nanopartikiillerin hava ve su da dahil olmak iizere ¢evreye yayilmasinda da
ciddi bir artis meydana gelmistir. Nanoteknolojinin uygulama alanlarinda da
bahsedildigi gibi ¢evrenin korunmasina katki saglamasi beklenmekteyken, iiretilen
nanomalzemelerin ¢evreye ve canlilarin yagsam habitatlarina etkileri konusunda
belirsizlikler s6z konusu olmustur. Giiniimiizde bir¢cok arastirma, insan sagligini ve
dogadaki yasami nanomalzemelerin olasi potansiyel olumsuz etkilerinden korumak
icin, endiistride yaygin olarak kullanilan nanoparcaciklarin  toksisitesinin

degerlendirilmesine odaklanmistir [37].
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Bir¢cok nanopargacik (6rnegin TiO2, ZnO, SiO, ve fullerenler) fotokimyasal olarak
aktiftir yani 1siga maruz kaldiklarinda uyarilmis elektronlar tiretirler. OKksijen
varliginda bu elektronlar, dogrudan elektron transferi ile siiperoksit radikalleri
olusturabilir [37]. Bu nedenle, organizmalarin ayni anda nanopargaciklara ve 1s1ga
(6zellikle goriiniir 15182 gore daha enerjik olan UV 1s18ina) maruz kaldigi durumlar,
ekotoksisite agisindan oldukg¢a 6nemli hale gelmektedir.

Ekotoksisite 6l¢iimleri, mikroorganizmalar, bitkiler, omurgasizlar ve omurgalilar dahil
olmak {iizere farkli gelismislik seviyesine sahip canlilarda gergeklestirilir ve test
sistemleri artik bazi organizmalar ve bazi maruz kalma Kkosullar1 igin
standartlastirilmistir. Standart protokoller bazi fiziksel ve fizyolojik kosullar1 (ortam
bilesimi, organizmalarin yasi vb.), maruz kalma siirelerini (6rn. akut veya kronik
toksisite i¢cin) ve hangi u¢ noktalarin dl¢iilecegini (biiylime, dogurganlik, enzimlerin
aktivitesi, ekspresyonu, genlerin ifadesi vb.) belirtir. Mikroorganizmalar (¢ogunlukla
bakteriler olmakla birlikte mantarlar, protozoa ve algler) her yerde bulunma ve ¢ok
cesitli olmalar1 (gesitli habitatlar1 ve fonksiyonlara sahip olma), kiiciikk (minyatiir
testlere izin verme) ve kisa nesil siireleri (hizli testlere izin verme) avantajina
sahiptir[38].

Ekotoksisite, ¢cevresel organizmalar i¢in toksisite anlamina gelmektedir. Ekotoksisite
testleri ile bir bilesigin neden oldugu toksisite veya stres, organizmanin dogada
yasadig1 habitatta veya bu habitat taklit edilerek ol¢iilebilmektedir. Bu testlerin bazi
parametreleri standart haline getirilmis olsa da testin yapildig1 ortama, canl tiiriine,
nanopargacik tlirline, nanopargacigin ¢Oziindligi matrise gore degisiklik
gostermektedir. Bu nedenle standart testler olsa bile bu testlerin sonuglari heniiz
standart hale getirilememistir. Yapilan caligmalarin  ekotoksisite acisindan
sonuglarinda hala ikilemler mevcuttur. Ciinkd, iyonlar, dogal kolloidler ve diger yiiklii
yiizeyler gibi ¢evresel matris bilesenleri ile temas ettikten sonra nanopartikiillerin
modifikasyonunun sadece hareketliligi, agregasyonu vb. etkilemesi degil, ayni
zamanda toksisite 6zelliklerini de degistirmesi muhtemeldir [37].

Sonug¢ olarak, nanopargaciklarin ekotoksikolojisi hakkinda genel bir ifade
yapilabilmesi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. Nanoparcaciklarin
toksikolojik ve ekotoksikolojik yonden yol agabilecegi potansiyel zararli etkileri
kesinlestirilmeden, nanopartikiil kullanim giivenligi dogrulanmadan, dogaya ve

cevreye salinimi en asgari diizeye indirilmelidir. Boylelikle dogal yasam alanlarina ve
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dogal mikroorganizma ve canlilara zarar verme riski (ekotoksisite) en aza indirgenmis

olacaktir.

2.8.Titanyum Dioksit (TiO2) Nanopartikiilleri

TiO2 nanoparcaciklarinin, yiiksek kimyasal stabiliteleri, yiiksek yiizey alani,
gozeneklilik ve diisiik maliyet gibi 6zellikleri nedeniyle fotokatalizor, pigment,
fotovoltaik uygulamalar, gaz sensorleri, giines yanigi losyonlari, kozmetik, ilag ve gida
renklendirici gibi birgok alanda kullanimi yayginlagsmistir [15]. Gida iiriinlerinde bir
bilesen olarak TiO2 NP'ler genellikle E171 olarak listelenir ve insanlarin maruziyeti
cesitli giinliik tiiketilen gida iriinlerinde (siit, yogurt, sakiz, seker, ¢ikolata vb.) gibi
besinlerden dolay oldukga fazladir [39]. Sonu¢ olarak, insan hiicreleri bu
nanopargcaciklara dogrudan veya dolayli olarak maruz kalmaktadir.

TiO2 nanopargaciklarinin pargacik boyutu, sekli, iiretim sekli ve dozaji gibi fiziklsel
ve kimyasal 6zellikleri de kritik 6neme sahiptir. Cilinkii normal sartlar altinda toksik
etki gostermezken, canli hiicrelerle etkilesime girdikten sonra cesitli ¢evresel
etkilerden (ultra viyole 151k, sicaklik vb.) dolayi toksik etkiler gosterebilmektedirler.
Ayni zamanda, canli hiicreler bu partikiilleri belirli bir doza kadar tolere edebilir, ancak
bu doz asildiginda, partikiillerin bazi sitotoksik ve genotoksik etkileri hiicrelerde
ortaya ¢ikmaya baglayabilir [38]. Bu nedenle, TiO2 gibi giinliik hayatta oldukca fazla
miktarda maruz kalinan ylizey modifikasyonu yapilmis veya yapilmamis
nanoparcaciklarin, hiicreye girerek ugradigr biyodegredasyon sonucunda nasil
davrandigint goérmek hayati Onem tasir. Bu hiicrelerin  biyo-bozunmus
nanoparcaciklara verdigi yanitin hiicre icinde birikebilecekleri veya organel
biitlinliigiinii bozan davranislar sergileyebilecekleri i¢in incelenmesi oldukga kritiktir.
Yapilan birka¢ arastirmada, hiicrelerin TiO2 NP'lere maruz kalmasinin DNA hasari,
lipit peroksidasyonu ve apoptoz yoluyla nihai hiicre 6liimiine neden oldugunu iddia
edilmistir. Bununla birlikte, baska raporlarda ise TiO2 NP'lerine maruz kalmanin
membran hasarina veya hiicre 6liimiine yol agmadigi belirtilmistir. Bu ¢atisma, TiO>
NP'lerinin toksik etkileri {izerine yapilan yetersiz ¢aligmalardan kaynaklanmaktadir.
TiO2 nanomalzemeleri iizerinde toksikolojik veri eksikligi, maruziyetle iligkili bir risk
olup olmadigini belirlemeyi zorlastirmaktadir. Bu nedenle, ortaya ¢ikan bu
nanopartikiillerin saglik etkisini ve sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in ¢ok onemli

bir gereklilik bulunmaktadir [40].
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2.9.Demir Oksit (FesO4) Nanopartikiilleri

Nanoteknolojide en ¢ok kullanilan nanopartikiiller son zamanlarda metal bazl
nanopartikiiller olmustur. Metal bazli nanomalzemelerin enerji iretimi, optik
endiistrisi, nanotip ve biyomedikal alanda kullanimi son derece yayginlasmistir. Bu
nanopartikiillerden en ¢ok dikkat g¢ekenlerden birisi ise demir oksit (Fe30a)
nanopartikiilleri olmustur. Demir oksit nanopargaciklar1 tutunma, yapisma
mukavemeti, biyouyumluluk, diisiik toksisite, kararlilik, yliksek yiizey alani/hacim
orani gibi dzelliklere sahiptir. Bu 6zellikleri ylizeylerine cesitli fonksiyonel gruplari
boyalar, ligandlar ve antikorlarla ile modifikasyona izin vermekte ve birgok potansiyel
kullanim alani sunmaktadir [41]. Bunun yaninda, demirk oksit nanopargaciklarin
kendilerine 6zel ayricalikli siiperparamanyetik 6zellikleri ise onlar1 essiz kilmaktadir.
Benzersiz siipermparamanyetik oOzellikleri, kimyasal ylizey modifikasyonlar1 ile
tyilestirilerek cesitli alanlarda (nanotip, ilag verme, hedeflendirilmis ila¢ taginima,
hipatermi, tibbi gorlintileme, vb.) kullanim potansiyelini artirmistir  [42].
Stiperparamanyetik demir oksit nanopargacik (SPION) formiilasyonlar1 ABD Gida ve
Ilag Idaresi ve Avrupa Komisyonu tarafindan manyetik rezonans goriintiileme (MRI)
icin kontrast maddeleri olarak onaylanmustir [43].

SPION'larin ¢ok ¢esitli boyut dagilimlarinda {iretimi gerceklestirilebilir. Bu boyut
dagilimlar1 sayesinde SPION'lar kullanim alanlarin1 ve amaglarini arttiran farkli ve
avantajli 6zelliklere sahip olmaktadirlar.

Ek olarak, SPION'larin essiz dzelliklerinden birisi de harici bir manyetik alana maruz
birakilarak manipiile edilebilir olmalaridir. Manyetik nanopargaciklar MRI kontrast
arttirici ajanlar olarak 6nemli bir rol oynar ¢iinkii manyetik nanopartikiiller etrafindaki
bir protonun manyetik momenti rezonant emilimiyle yakalanabilir. Bu avantajlari
sayesinde, MR da kontrast ajan olarak kullanilmaya baslanmistir [43].

Son yillarda nanopargaciklar birgok biyomedikal uygulamada kullanilmaya
baglanmistir. NP'lerin toksisitesini arastiran birgok ¢aligma olmasina ragmen, siirekli
degisen yontemler, materyaller ve hiicre dizileri nedeniyle NP toksisitesi hakkinda
yayinlanmis ¢aligmalarda fikir birligi yoktur. Bu sorunu ¢6zmek amaciyla farkl sekil
ve biiyiikliikteki demir oksit nanopargaciklar: sitotoksisite deneylerine tabi tutulmus
ve hiicre-NP etkilesimi sistematik olarak farkli yontemlerle incelenmistir. Demir oksit

NP’lerin biyofizik ve tipta en sik calisilan malzemelerden biri olmasi, bu ¢alismada
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arastirtlmasinin en 6nemli nedenlerinden biridir [44].

2.10. Nanoparcaciklarin Toksik ve Ekotoksik Ozelliklerinin Sistematik Olarak

Arastirllmasinin Onemi

Nanoteknolojinin hizla gelismesi ve hemen hemen her alanda yayginlasmasiyla
nanoparcaciklarin endiistriyel atik olarak dogrudan havaya, suya ve toprak
sistemlerine veya kontamine olmus alanlarin iyilestirilmesi yoluyla ¢evreye salinim
orani da hizla artmaktadir. Cevreye girdikten sonra nanopargaciklar potansiyel olarak
metabolik aglar ve hiicresel bilesenlerle etkilesime girebilirler. Dogal ekosistemlerin
karmagikliklar1 g6z Oniline alindiginda, bu nanoparcaciklarin karasal ve sucul
ekosistemler tizerindeki etkileri arastirilmalidir [37].

Miihendislik nanoparcaciklar hizla kozmetik, gida ambalaji, ilag dagitim sistemleri,
terapdtikler, biyosensorler gibi kullanim alanlar ile gilinlik hayatimizin bir pargasi
haline gelmistir [45]. Nanopargacik igerikli ticari tiriinlerin sayis1 giinden giine artig
gostermistir. Bu nanopargaciklar renk, seffaflik, ¢oziiniirlik ve kimyasal reaktivite
gibi 6zellikleri nedeniyle Oncelikle endiistri, tip gibi alanlardaki {iriinler i¢in ¢ekici
adaylar haline gelmislerdir. Bu {irtinlerde siklikla kullanilan titanyum dioksit, altin
nanopartikiiller, glimiis nanopartikiiller, demir oksit nanopartikiiller ve polimerler gibi
¢oziinmeyen ve stabil nanopargaciklar viicuda dogrudan girebilir ve olumsuz
sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olabilirler [1,42,46].

Popiilasyon ihtiyaglar1 artmaktadir ve bu ihtiyaglart kolay ve pratik coziimlerle
karsilama ig¢giidiisiinden dolayr nanoparcaciklarin kullanim ve uygulama alanlari
cesitlenmis buna bagli olarak da maruz kalma orani artmaya devam etmistir. Kiigiik
partiikiillerin giiciiniin bariz faydalarina ragmen, giinlilk yasam ic¢in kullanilan
nanoparcaciklarin ¢evreyi nasil etkileyebilecegi konusunda hala cevaplanmamis
bir¢ok soru bulunmaktadir [33]. Bu nedenle nanopartikiillerin seri iiretimlerinden veya
cesitli alanlarda kullaniminin yayginlastirilmasindan 6nceki en 6nemli konulardan biri
canlilar {zerindeki toksisite davramiglarinin incelenmesi ve g¢evre Tlzerindeki
etkilerinin belirlenmesidir. Nanopargaciklarin yeni, essiz ve manipiile edilebilir
ozelliklerinin toksik etkilere sebep olma potansiyeli ile olumsuz biyolojik etkilere yol
acabilecegine dair 6nemli tartigmalar bulunmaktadir [47]. Nanopartikiillerin hiicresel
ortamda biyodegradasyona ugradig1 zaman ortaya ¢ikan hiicresel tepkilerin, biyolojik

olarak pargalanmis nanopartikiillerin hiicreler iginde birikip birikmeme durumlar1 ve
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organel biitiinliigliniin bozulmas1 veya gen degisimleri gibi hiicre iginde Yol
acabilecegi degisikliklerin arastirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu anlamda, farkl
tirlerde, farkli sekil ve boyutlarda, farkli iiretim parametreleri ile sentezlenen
nanopartikiillerin hem in vivo hem in vitro davranislarinin sistematik olarak

belirlenmesi nanopartikiillerin giivenli kullanimi agisindan kritik 6nem tagimaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

3.1.1 Kiiresel FesOs Nanoparcacik Sentezinde ve Yiizey Modifikasyonunda

Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Kiiresel demir oksit nanopargacik sentezi ve ylizey modifikasyonu i¢in, Sigma-Aldrich
ten temin edilen Demir (III) oksit (hidratli), 1-Oktadesen (%90), Oleik asit (%90),
Susuz kloroform (>%99, %0,5-1.0 etanol igerir), 3-Amino propil trietoksi silan
(APTES, %99) ve etanol (%99) kullanilmistir. Ayrica sivi azot ve Argon gazi (Linde

Gaz1) kullanilmistir.

3.1.2 Diizensiz Sekil ve Boyuta FesOs Nanoparcacik Sentezinde ve Yiizey

Modifikasyonunda Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Diizensiz sekil ve boyutta FesO4 nanopartikiil sentezi ve ylizey modifikasyonunda,
Sigma-Aldrich ten temin edilen FeSO4 (>99%), KNO3 (99%), KOH (>90%), 3-
Aminopropiltrietoksisilan (APTES, %99) ve etanol (>99%) kullanilmistir.

3.1.3 TiO2 Yiizey Modifikasyonunda Kullamlan Kimyasal Malzemeler

TiO2 nanopargaciklarinin yiizey modifikasyonu igin; ticari olarak satin alinan TiO2
NP'leri (Pharmorgana GmbH, Eppstein, Almanya, %99), Sigma Aldrich’ten satin
alan Toluen (% 99,7), 3-Aminopropiltrietoksisilan (APTES), etanol (% 99,8), sivi

azot ve Argon Gazi (Linde Gazi) kullanilmastir.

3.1.4 Canhlik ve Oksidatif Stres Deneylerinde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Canlilik ve Oksidatif stres deneyleri i¢in Sigma Aldrcih’ten temin edilen Cell
Proliferation Kit I-MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide), phosphate buffered saline (PBS, pH=7,4), Sodium dodesill siilfat (SDS,
98%), Gibco’dan temin edilen penisilin-streptomisin, Fetal Bovine Serum (FBS,
%10), insan epitel kolorektal adenokarsinoma hiicre hatti (Caco-2, hattt ATCC®![]
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HTB-37™1), TBARS Assay Kiti (CAYMAN) kullanilmistir.

3.2.Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Nanoparitiil sentez ve yiizey modifikasyon deneylerinde; doner buharlastirict
(Heidolph Marka Hei-Vap Precision, M1/G3), masa iistii glove box (MTI, EQ-VGB-1
), santrifiij (Hermle, Z 206A ), kar tipi buz makinas1 (LAB312), 0,1-2 uL, 0,5-10 pL,
2-20 uL, 10-100 pL mikro pipetler (Nichipet EXII), ultrasonik banyo (Bandelin
Sonorex, RKS52H), etiiv (IRMECO, SLN 53 STD), manyetik karistirici-1sitict
(Heidolph, RA19458 MR Hei-Tec), yiiksek vakum firmi1 (Binder, VD), hassas terazi
(Mettler Toledo, JE703C/M, d=0,1 mg), sicaklik kontrolciisii cihaz ve ekipmanlari
kullanilmustir.

Hiicrelerin absorbsiyonu igin plate okuyucu (Spectromax ix3 Molecular Devices,

multimodes, ABD) kullanilmustir.

3.3.Nanopartikiil Sentezi ve Yiizey Modifikasyonu

3.3.1 TiO2 Nanoparcaciklarinin Yiizey Modifikasyonu

Ticari olarak satin alman yalin haldeki TiO; (E171) nanopartikiillerinin yiizey
modifikasyonu i¢in sirasiyla asagidaki prosediir uygulanmistir:

1. Cam malzemeleri nemden ve gazlardan arindirmak i¢in, malzemeler temizlenmis
ve 1 hafta boyunca 160 °C sicaklikta firinda kurutulmustur

2. Toliien deneyde kullanilmadan 6nce icerisindeki nemden arindirma amaciyla mikro
elek yardimiyla 24 saat kurutulmustur.

3. 400 mg TiO2 nanopargaciklart, 60 ° C'de 480 ml kuru toliien ile argon gazi altinda
karistirilmastir.

4. Argon gazi altinda 0,163 pl APTES ve 10 ml kuru toluen karistirilmis ve bu
¢ozeltinin 5 ml'si TiO2 ¢bzeltisine damla damla ilave edilmis ve 16 saat boyunca
karismaya birakilmistir.

5.Cozelti bir kez 10 dakika boyunca ve 5000 rpm'de santrifiijde yikanmistir, ardindan
3 kez etanol ile yikanmustir.

6. Toplanan nanopargaciklar 24 saat boyunca vakum altinda kurutulmustur.
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3.3.2 Diizensiz Sekil ve Boyuta Sahip FesOs4 Nanoparcaciklarin Sentezlenmesi

ve Yiizey Modifikasyonu

Diizensiz sekil ve boyuta sahip Fe3Os nanopargaciklarmin sentezi ve ylizey
modifikasyonu i¢in agagidaki prosediir uygulanmistir:

1. FeS04.7H20 (20 g, 72 mmol), 140 ml saf su igerisinde ¢ozilmiistiir.

2. 60 ml saf su igerisinde NO3 (1,62 g, 16 mmol) ve KOH (11,23 g, 200 mmol) ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢6zelti, azot baloncuklart altinda yaklasik 5 dakika i¢inde yukarida
belirtilen ¢6zeltiye damla damla ilave edilmistir.

3. Tim ¢o6zelti ilave edildikten sonra, reaksiyon karisimi, 1 saat boyunca mekanik
karistiric ile karistirilarak 90 °C'ye 1sitilmistir.

4. Ardindan ¢ozelti gece boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Manyetik demir
oksit nanopargaciklar manyetik olarak toplanmig ve birka¢ kez de-iyonize su ile
yikanmustir.

5. Yikanan nanoparcaciklar 24 saat boyunca vakum altinda kurutulmustur.

Diizensiz sekil ve boyuta sahip Fe3O4 nanoparcaciklarinin yiizey modifikasyonu igin;
l.Toplanan manyetik demir oksit nanoparcaciklarinin yiizey modifikasyonu
yapilabilmesi i¢in, etanol (320 ml) i¢ine APTES (13 ml, 55,5 mmol) ilave edildikten
sonra demir oksit nanopartikiilleri (1 g) ilave edilmistir.

2.Karisim mekanik olarak 3 saat 40 °C'de karistirilmistir.

3. Manyetik olarak toplanan amin gruplar ile fonksiyonellestirilmis nanopargaciklar,
etanol ile iyice yikanmugtir.

4. Yikanan nanoparcaciklar 24 saat boyunca vakum altinda kurutulmustur.

3.3.3 Kiiresel Sekle ve Homojen Boyuta Sahip FesOs Nanopar¢aciklarimin

Sentezlenmesi ve Yiizey Modifikasyonu

Kiiresel sekle ve homojen boyuta sahip FesO4 nanopargaciklarinin sentezi ve yiizey
modifikasyonu i¢in agagidaki prosediir uygulanmistir:
1. Cam malzemeleri nemden ve gazlardan arindirmak i¢in, malzemeler temizlenmis
ve 1 hafta boyunca 160 °C sicaklikta firinda kurutulmustur.
2. Senteze baslamadan Once, balon jojenin boynundan 20-30 dakika boyunca Ar gazi
verilmistir.
3. FeO(OH) ogiitiilmiis ve 125 um gozenek capina sahip filtreden gegirilmistir.
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4. Oleik asit oda sicakligina getirildikten sonra, balon jojeye sirasiyla FeO(OH), Oleik
asit ve 1-Oktadenin ilave edilmis ve 500 rpm'de karistirilmistir.

5. Sicaklik kontrol cihaz1 yardimiyla sicaklik, oda sicakligindan 10 °C /dakika hizinda
320°C'ye yiikseltilmistir. 320 °C'de 1 saat geri akis yapilmis ve 1siticidan ¢ikarilarak
sogutulmustur.

6. Cozelti bir kez hekzan-aseton (1:2, h:h) ile santrifiijde 20 dakika ve 6000 rpm'de
yikanmistir ve sonra 3 kez hekzan-aseton (1:2) ile yikanmustir.

7. Yikanan nanoparcaciklar 24 saat boyunca vakum altinda kurutulmustur.

Kiiresel sekle ve homojen boyuta sahip Fes3Os nanopargaciklarinin yiizey
modifikasyonu i¢in;

1. 250 mg Fe304 nanopargaciklart amin guruplartyla fonksiyonellestirmek i¢in, 83 ml
APTES-etanol ¢ozeltisine (%2, hacim/hacim) dagitilmistir.

2. Dagilmis ¢ozelti mekanik olarak 3 saat 40 °C'de karistirllmistir. APTES-Fe304
nanopargaciklari etanol ile santrifiijde 20 dakika ve 6000 rpm'de 3 kez yikanmustir.

3. Son olarak APTES kapli nanopargaciklar manyetik olarak toplanmistir.

4. Toplanan nanoparcaciklar 24 saat boyunca vakum altinda kurutulmustur.

3.4. Kiiresel Sekle ve Homojen Boyuta Sahip FesOs Nanoparcaciklarinin
Sitotoksisite ve Oksidatif Stres Deneyleri

Kiiresel sekle ve homojen boyuta sahip Fe3Os nanopargaciklarinin sitotoksik
ozelliklerinin belirlenebilmesi i¢in MTT deneyleri yapilmistir. MTT deneyleri igin
asagidaki adimlar uygulanmaigstir:

Bu calismada kullanilacak CaCo-2 kiiltiirlerinden elde edilen hiicreler, 75 cm?2’lik
flasklarda (PBI International), 37 °C, %5 nemli ortamda, %10 FBS (Fetal Bovine
Serum-Gibco) ve antibiyotik (penisilin-streptomisin, Gibco) i¢eren 14 ml DMEEM
hiGH gLUCOSE Medium icerisinde kiiltiir edilmistir. Hiicrelerin subkiiltiirleri; 4-5
giinde bir her bir flask basina 2 ml 1:3 Tripsin—-EDTA ¢ozeltisi ile yapilmistir.
Hiicrelerin konfluensligi Juli Br (Seul, Giiney Kore) cihazi yazilimi kullanilarak
yapilmistir. Deneyden bir giin 6nce hiicreler 96 kuyucuklu plate’lere 30X104 hiicre/ml
olacak sekilde aktarilmustir.

1. 96 kuyucuklu platelere aktarilan CaCo-2 hiicrelerinee nanopargaciklar 500 pg/mL

konsantrasyonundan baglayarak yar1 diliisyon seyreltilerek uygulanmistir.
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2. 24 saat inkiibasyonu takiben {iizerindeki vasat bosaltilarak 15 pl MTT calisma
soliisyonu (5 mg/ml PBS) eklenmistir.

3. Formazan olusumunun mikroskobik goriildiigii iki saatlik inkiibasyondan sonra 100
ul %1’lik SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) ilave edilmistir. Isiga duyarli bir yontem
olmasindan dolay1 ¢alismanin tamami karanlik ortamda gergeklestirilmistir.

4. Plateler, yatay karistiricida karigtirildiktan sonra (100 rpm, 20 dakika), optik
dansiteleri mikroplate okuyucuda 540 nm dalga boyunda okunmustur.

5. Daha sonra GRAPHPAD/Prism8 istatistik programi kullanilarak IC50 degerleri
belirlenmistir.

Kiiresel sekle ve homojen boyuta sahip Fe3Os nanopargaciklarinin oksidatif stres
olusturma 6zellikleri S 2-tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerin (TBARS) 6l¢iilmesiyle
belirlenmistir. MTT analizinde oldugu gibi biiyiitiilen hiicreler 6 kuyucuklu platelere
aktarilmastir.

1. Reaksiyon karisimi 20 ml %8,1 (ag/hac) SDS, 150 ml %0,8 2-tiyobarbitiirik asit,
150 ml % 20 asetik asit, 70 ml H20O ¢ozeltilerinin eklenmesiyle elde edilmistir ve daha
bu reaksiyon karigimi sonra 60 dakika kaynatilmistir.

2. Karnisim sogutulduktan sonra santriifiijlenmistir (11000 rpm, 3 dakika) ve
slipernatant ¢6zeltinin absorbsiyonu 532 nm'de Olglilmistir. Asit iglemiyle
malondialdehid veren malondialdehid bis (dimetil asetal) standart olarak

kullanilmastir.

3.5.Kiiresel Sekle ve Homojen Boyuta Sahip FesOs Nanoparcaciklarin
Ekotoksisite Deneyleri

Kiiresel sekle ve homojen boyuta sahip FesOs nanopargaciklarinin ekotoksite
deneyleri 2 asamada ger¢eklesmistir. Bu ¢aligmada test hayvani olarak larva evresinde
1sirgan olmayan tatarcik Chironomus riparius (Meigen, Diptera, Chironomidae)
kullanilmigtir. Deneylerde kullanilan Chironomus riparius o6rnekleri, OECD
yonergelerine gore yetistirilen Nis Universitesi, Fen ve Matematik Fakiiltesi
laboratuvarinin stok kiiltiiriinden alinmustir. Larvalar, 23 °C + 2 °C sicaklikta, 16
saatlik fotoperiyodta, siirekli havalandirmali cam tanklarda (sediment olarak
rendelenmis selilloz kagit ve iizeri musluk ve de-iyonize su ile kaplanmis)
yetistirilmistir ve TetraMin® balik yemi pul karigimiyla beslenmistir. Taze serilmis

yumurta kiitleleri toplanmis ve deneyler icin kullanilacak stok kiiltiir akvaryumundan
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(pH degeri 7.6 olan ve 350 mg L™ CaCOs igeren musluk suyu ve de-iyonize su

karigimi) su ile doldurulmus Petri kaplarina yerlestirilmistir.

3.5.1 Biyokimyasal Analizler

Chironomus riparius larvalari, OECD (N0:218, “Katkili Sediment Kullanilarak
Sediment-Su Kironomid Toksisite Testi”) [48] yonergesine uygun metod kullanilarak
Fe304 NP’lere maruz birakilmustir.

Biyolojik tayin 2 deneyden olusmaktadir:

» 1. deneyde Fe3Os4 NP’lerinin yasam oOzelligi toksisitesi (life trait toxicity)
yetiskin  tatarciklarda  degerlendirilmistir. Deney 22 giin sonra
sonlandirilmastir.

» 2. Deneyde tatarcik larvalari tizerinde Fe3O4 NP’lerinin in vivo genotoksisitesi
degerlendirilmistir. Deney 13 giin sonra sonlandirilmistir.

Larvalar, her biri 3 tekrar grubu iceren bir kontrol grubu ve kg sediment basina 1, 5,
10, 50 ve 100 mg Fe3O4 NP’leri ile karistirilmis sedimente maruz birakilmistir. Bu
deney 2 kez tekrarlanmustir.

Deney kab1 olarak 8 cm ¢apinda cam 600 ml'lik beherler kullanilmistir. Sediment
olarak kuvars kumu kullanilmistir. Belirlenen konsantrasyondaki FesOs NP’leri, elle
iyice karigtirilarak 1slak tortu igerisinde esit olarak dagitilmasi saglanmistir. Her test
kabinda, tepesine kadar de-iyonize ve musluk suyu (1: 1) karigimi ile 3 cm derinliginde
sediment tabakasi1 bulunmaktadir. Test kaplar1 23 + 1 °C sicaklik ve 16s:8s aydinlik-
karanlik dongiisiine sahip izotermal odaya yerlestirilmistir. Sediment larvalar
eklenmeden &nce 2 giin boyunca yaslandirilmistir. ilk gelisim evresindeki larvalar (3
giinliik) 1. deney i¢in deney kabi1 bagina 20 larva ve 2. deney i¢in deney kab1 basina 25
larva igerecek sekilde tiim deney kaplarina eklenmistir. Larvalarin eklenmesinden 24
saat sonra sediment tabakasinin 2 cm {izerine sabitlenmis bir plastik pipet yoluyla, her
test kabina nazik bir havalandirma imkani saglanmigtir. Larvalar, her iki giinde bir
TetraMin® balik yemi pul karigimi ile beslenmistir (ilk 2 giin boyunca giinde larva

basina 0,5 mg ve deneyin geri kalaninda giinde larva basina 1 mg).

3.5.2 Yasam Ozelligi Toksisitesi

Tam olarak ortaya ¢ikan tatarcik sayist yeni yetiskin ¢ikmayana kadar (5. giine kadar)

her giin kaydedilmistir ve 5 giin sonunda deney sona erdirilmistir. Tatarciklar, larvalar
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sedimente verildikten sonra 10. giinde ortaya ¢ikmaya baglamistir ve son ortaya ¢ikan
yetigkin, 17. giinde goriilmiistiir.

Ortaya ¢ikma orani (ER), 6liim orani (M), gelisim siiresi (DT) ve gelisim orani1 (DR),
Test No. 218'de agiklandigi gibi OECD yonergelerine gore hesaplanmistir:

na (3.2)

ER  Ortaya ¢ikma orani
ne Deney kabi basina ortaya ¢ikan tatarciklarin toplami

na Deney kab1 basina ortama birakilan larva sayisi

Oliim oranm1 (M) ise “1- ER” ile hesaplanmaktadir. Gelisim siiresi (DT) larvalarin
deney ortamina verilmesi (testin 0. giinii) ve deneysel tatarcik toplulugunun ortaya

¢ikmasi arasindaki ortalama siireyi temsil etmektedir.

DT = z Ndxd /Nt (3:2)
DT  Gelisim stiresi
d Deneyin baslangicindan itibaren gecen giinlerin sayisidir (larvalarin ortama
verildigi giinden itibaren)
Nd O giin (d) ortaya ¢ikan yetigkin sayist
Nt Deneyin sonunda ortaya ¢ikan canli yetiskinlerin toplam sayis1 formiilii ile

hesaplanmaktadir.
Gelisim oran1 (DR), gelistirme siiresinin (birim: 1/glin) karsithgi olup, larva

gelisiminin giinliik ger¢eklesen bir kismini temsil etmektedir.
DR = ¥ NdxD/Nt, D=1/(d-0.5) (3.3)

Istatiksel analiz kapsaminda, tiim degiskenler normallik (Shapiro-wilk) igin test
edilmistir, test edilen gruplar arasindaki istatistiksel farklar SPSS istatistiksel yazilim
paketi (IBM Corporation, New York, Amerika Birlesik Devletleri), Windows i¢in 19.0
stirimii kullanilarak tek yonlii analiz (ANOVA) ile incelendi. Anlamlilik diizeyi
p<0.05 olarak belirlenmistir.
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3.5.3 Genotoksisite

3.5.3.1 Jel Elektroforez Yontemi (Comet Assay)

Jel elektroforez testi Singh ve arkadaslarmin 1988 yilinda gelistirdikleri yontemde
kiiglik degisiklikler yapilarak uygulanmigtir [49]. Calismada negatif ve pozitif kontrol
gruplar1 kullanilmistir. Somatik hiicrelerdeki DNA hasar1 seviyesini belirlemek ig¢in,
negatif kontrol grubundan ve her konsantrasyon i¢in FesO4 NP ler ile on canli larva
homojenlestirilmis, stizilmiis ve 3 mL siispansiyon tamponu (1X PBS, 20 mM EDTA,
%10 DMSO, pH=7.4) igerisinde yeniden siispanse edilmistir. Homojenat, 15 dakika
siireyle 1500 rpm'de 4 °C'de santrifiijlendi ve 150 uL siispansiyon tamponu igerisinde
yeniden siispanse edilmistir. Hiicre siispansiyonundan 10 plL, 75 mL %1 LMA ile
karistirtlmis ve bu karigtmin 75 pL'si, mikroskop lami lizerine yayilmistir.

Uzerinde hiicre bulunan lamlar, karanlikta 10 dakika boyunca etidyum bromiir ile
lekelenmistir, tizeri cam ile kapatilmig ve CCD kameraya bagli bir floresan mikroskop
Nikon (Ti-Eclipse) altinda gozlemlenmistir. Toplam 150 hiicre (3 tekrar lamin her
birinden 50 hiicre) puanlanip, analiz edilmistir. Her lam i¢in DNA hasar1 derecesi
gorsel olarak degerlendirilmistir [50] ve jel elektroforez skoru Manoharan ve
Banerjee'ye [51] gore hesaplanmustir.

Kalsiyum ve magnezyum i¢ermeyen fosfat tamponlu salin (PBS), DNA elektroforezi
i¢in agaroz ve diisiik erime noktali agaroz (LMA) Alfatrade Enterprise D.O.0O’dan

temin edilmistir.

3.5.3.2 istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz kapsaminda, kontrol grubu ve NP’ye maruz birakilan larvalar
arasindaki istatistiksel farkliliklar, SPSS istatistiksel yazilim paketi (IBM Corporation,
New York, Amerika Birlesik Devletleri), Windows i¢in siiriim 13.0 kullanilarak tek
yonli analiz (ANOVA) ile incelenmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak

belirlenmistir.
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3.6. Sentezlenen ve Yiizey Modifikasyonu Yapilan Nanoparc¢aciklarin

Karakterizasyonu

Sentezlenen ve ylizey modifikasyonu gergeklestirilen nanopargaciklarin fiziksel ve
kimyasal ozelliklerini belirlemek ve incelemek amaciyla cesitli karakterizasyon

yontemleri kullanilmastir.

3.6.1 Dinamik Isik Sacilima (DLS)

Dinamik Isik Sagilimi1 yontemi, bir sivi igerisinde dagilmis olan parcgaciklarin boyut
dagilim1 (1 nm ye kadar) hakkinda bilgi veren bir yontemdir. Par¢aciklar bir siv1 i¢inde
dagildiginda tiim yo6nlerde rastgele hareket ederler. Bu rastgele hareketin sonucunda
da partikiiller sivi molekiilleri ile siirekli ¢arpisirlar. Bu harekete Brownian hareketi
denir. Bu carpismalar, pargacik hareketini indiikleyen belirli miktarda enerjinin
aktarilmasina neden olur. Enerji transferi neredeyse sabittir ve bu nedenle daha kiigiik
pargaciklar iizerinde daha biliylik bir etkiye sahiptir. Sonu¢ olarak, daha kiiciik
pargaciklar daha biiylik pargaciklardan daha yiliksek hizlarda hareket eder. Parcacik
hareketi tizerinde etkisi olan diger tiim parametreler bilindiginde, parcaciklarin hizini
Olgerek hidrodinamik ¢ap1 belirlenebilmektedir.

Partikiillerin hiz1 ile partikiil biiyiikligii arasindaki iligki Stokes-Einstein denklemi
(Denklem 3.4) ile verilmistir. Parcaciklarin hizi, translasyonel difiizyon katsayisi D
tarafindan verilir. Ayrica denklem, boyut analizi yapilacak malzemenin dagitildig:
stvinin viskozitesini ve sicakligini igermektedir, ¢ilinkii her iki parametre de parcacik
hareketini dogrudan etkiler. Stokes-Einstein denkleminin gegerli olabilmesi igin
pargaciklarin hareketinin Brownian hareketine dayanmasi gerekmektedir.

kT (3:4)

- 6TNRy

D Translasyonel diflizyon katsayis1 [m?/s] — “Pargaciklarin hiz1”
ks Boltzman sabiti [m?kg/Ks?]

T Sicaklik [K]

n Viskozite [Pa.s]

Ru Hidrodinamik ¢ap [m]
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DLS yontemi, nanopartikiiller, miseller, polimerler proteinler ve kolloidler icin
rahatlikla uygulanabilmektedir. Bu yontem temel olarak, numunenin belli bir dalga
boyuna sahip lazer 111 ile aydinlatilmasi ve sagilan 15181n dalgalanmalariin bilinen
bir sagilma agisinda, hizli bir foton dedektorii tarafindan tespit edilmesi prensibine
dayanmaktadir. Mikroskobik agidan bakildiginda, solvent igerisindeki pargaciklar 15181
dagitir. Bu durum pargaciklarin hareketleri hakkinda bilgi sahibi olmaya izin
vermektedir. Boylelikle, sagilan 1s18in dalgalanmalarinin analizi pargaciklarin boyutu
hakkinda bilgi vermektedir.

Bu c¢alismada, NP'lerin hidrodinamik yarigapin1 belirlemek i¢in oda sicakliginda ve
37° C'de 633 nm dalga boyunda 5 mW'lik bir He-Ne lazer kaynagi ile Malvern
ZetaNano ZS kullaniimistir.

3.6.2 Zeta Potansiyel Ol¢iimii

Zeta potansiyeli, parcaciklar arasindaki elektrostatik biiyiikliigiin veya gekme/itme
yiikiinlin bir Olglislidiir. Ayrica partikiillerin stabilitesini etkileyen en Onemli
parametrelerden biridir. Zeta Potansiyel ol¢timii biyomedikal uygulamalar, ilag
enddistrisi, elektronik, su aritma gibi ¢ok ¢esitli uygulamalara sahiptir.

Parcacik dispersiyonlari ve formiilasyonlar1 elektrostatik itme, sterik engel veya bu iki
kuvvetin kombinasyonu ile stabilize edilir. Yeterli stabilizasyon saglanmadiginda
parcaciklar ¢esitli kuvvetlerin etkisiyle bir araya gelmeye baslayacak ve bir siire sonra
birikeceklerdir. Bazi arastirmacilar zeta potansiyelini parcaciklarin elektrostatik
stabilizasyonunun bir gostergesi olarak ifade etmektedirler. Zeta potansiyeli,
stispansiyondaki parcaciklarin elektroforetik hareketliliginin Olclilmesiyle elde
edilmektedir. Elektroforetik mobilite, partikiil ve ¢ozelti 6zelliklerine (iyonik giig,
iyonik kompozisyon ve viskozite) baglidir. Bu nedenle, her bir partikiil izerinde dogru
yiikiin belirlenmesi, degisen fizyolojik tamponlarda nano-biyo etkilesimleri hakkinda
onemli bilgiler saglamaktadir. NP'lerin yiizey yiikii sivilardaki fiziksel durumlarim
(0rn. Stabilite, proteinlerin emilimi) ve dolayisiyla biyolojik sistemlerle etkilesimlerini
etkiler. Partikiiliin verildigi sistem igerisindeki stabilitesini, dozajini etkileyen ve alim
mekanizmasini  belirleme agisindan da kritik Oneme sahiptir. Daha once de
bahsedildigi iizere zeta potansiyel degerleri, partikiillerin sulu ortamlarda birikme
egilimini belirlemek i¢in bir kriter olarak kullanilabilmektedir ve NP fiziksel-kimyasal

Ozelliklerini in vitro ve in vivo olarak iliskilendirmek i¢in yararli bilgiler vermektedir
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(6rnegin NPs-hiicre etkilesimleri). Spesifik durumlarda, dagitici ortamin g¢evresel
kosullarinin (6r., Ortam bilesimi, titrasyon ve pH) degistirilmesi, farkli kosullarda NP
fiziksel-kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ¢alismalarinda 6nem kazanmaktadir. In
vivo sistemlerde etki mekanizmalarini taklit etmek bu anlamda giizel bir 6rnek teskil
etmektedir. Bahsedilen bu nedenlerden Gtiirli zeta potansiyel degerleri, Ozellikle
biyomedikal uygulamalar i¢in tasarlanan NP'leri karakterize etmek i¢in olduk¢a dikkat
cekici olmaktadir [52], [53].

Yikli NP'ler bir siv1 i¢cinde dagildiklarinda, ylizeylerine giiclii bir sekilde zit yiik
iyonlar baglanir ve "Stern tabakasi" olarak adlandirilan yiiklii ince bir tabaka olusturur
(Sekil 3-1). Stern tabakasi, “diflizyon iyonu tabakasi” adi verilen daha az ¢ekim
giiciine sahip iyonlardan ikinci bir daginik dis tabakanin olusumunu indiikler ve bu iki
katman “elektrikli ¢ift katman” olarak isimlendirilir. NP'ler siv1 fazda yergekimi,
kinetik enerji veya uygulanan bir elektrik alanin altinda etkisiyle hareket ettiklerinde
yiiklii NP nin ylizeyinden disa dogru yayilmis bir yiizey olusur. Bu yiizey icerisinde
"kayma yiizeyi" olarak adlandirilan bir sinir bulunur. Yiiklii NP ile onun etrafinda
cesitli kuvvetler etkisiyle bulunan iyonlar kayma yiizeri sinirina kadar yekpare olarak
hareket eder. Iste bu “kayma diizlemi” smirindaki elektrostatik potansiyele zeta

potansiyel denir (Sekil 3-1).

Zeta potansiyel Olclimleri sirasinda, numune boyunca bir yikli alan yiikli
parcaciklarin hareketini indiikler. Elektroforetik mobilite (pe) olarak bilinen NP hizi
ve digaridan uygulanan elektrik alan arasindaki oran olgiilir ve Henry denklemi

kullanilarak zeta potansiyeline (z) doniistiiriilir [52]:

2¢Zf (k a)
He = " 3q (3.5)
e Elektroforetik mobilite — “Parcaciklarin hiz1”
V4 Zeta Potansiyeli [m?kg/Ks?]
e Dielektrik sabiti
n Viskozite [Pa.s]
f(k,a) Henry fonksiyonu
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Counteriyon

Yiizey potansiyeli (W,)

iyonbulutunyn ka
Zeta potansiyeli

Kolloidal tanecik

<& Difliz ¢ift tabakadaki

Potansiyel tayin edeniyonlar potansiyel azaligi

Elektriksel potansiyel Kayma diizlemi

Sternduzlemi
Yuzeyden uzakhk

— (Wo=0)

Sterntabakasi — 5 1

Sekil 3-1 Negatif yiiklii bir pargacik i¢in Zeta potansiyeli [54]

Bu ¢alismada, NP'lerin stabilitesi hakkinda bilgi sahibi olmak ve parcacik yiikiinii
belirlemek i¢in oda sicakliginda ve 37 © C'de 633 nm dalga boyunda 5 mW'lik bir He-
Ne lazer kaynagi ile Malvern ZetaNano ZS kullanilmistir.

3.6.3 Gegcirimli Elektron Mikroskopisi (TEM)

Gegirimli elektron mikroskopisi (TEM), bir elektron demetinin ultra ince 6rnek
tizerine iletildigi bir mikroskopi teknigidir. TEM, 151k mikroskobu ile ayni temel
prensiplerle caligir, ancak burada 1sik yerine elektron demeti kullanir. Bir elektron
demeti bir malzemenin ultra ince kesitli bir 6rneginden gectiginde, elektronlar sagilir.
Gelismis bir elektromanyetik lens sistemi, ¢alisma moduna bagli olarak daginik
elektronlari bir goriintiiye, kirinim modeline veya nano analitik bir spektruma odaklar.
Gorilintii fosfor ekrana carpar ve kullanicinin gorlintiiyli gérmesini saglayan 1s1k
olusturulmus olur (Sekil 3-2). Elektronlar numuneden gegerken, numunedeki bilesen
elementlerin olusturdugu elektrostatik potansiyel tarafindan sagilirlar. Numuneden

gectikten sonra, numunenin bir noktasindan sagilan tiim elektronlar1 goriintii
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diizlemindeki bir noktaya odaklayan elektromanyetik objektif merceginden gecerler.

Bu objektif lensin arka odak diizlemidir ve kirinim paterninin olustugu yerdir [55].

Anot
%% yogunlagtunci mercek 1

yogunlagtinc: mercek 2
0 (Ot /\ / numune

Z objektif mercekler

objektif diyafram

secili alan diyaframi

ortz mercekler

izdugtimsel lensler

final gorintasa

ekran

Sekil 3-2 TEM Calisma Prensibi [56]

Gegirimli elektron mikroskobunda (TEM), numune yiiksek enerjili elektronlarla
bombardimana tutulur. Bu elektronlar enerji seviyelerine bagli olarak numuneden
gecer veya kirinima neden olurlar. Kirinim elektronlari, bir kirinim modeli olugturarak
malzemenin atomik yapist hakkinda bilgi verir. Numuneden gegen elektronlar,
malzeme i¢indeki atomlarla etkilesime bagli olarak hem atomik yap1 hem de malzeme
kusurlart hakkinda bilgi verir [55].

Bu ¢alismada nanopartikiillerin sekil, morfoloji ve partikiil boyutlarini gorsellestirmek
icin TEM karakterizasyon yonteminden yararlanilmistir. TEM goriintiileri FEI Tecnai
G2 F30 kullanilarak elde edilmistir. TEM karakterizasyonu igin kiiresel Fe3Os
nanopargaciklari hekzan i¢inde, diizensiz sekilli FesO4 ve TiO2 NP’leri ise etanol ile
coziilerek seyreltik ¢ozelti olusturulmustur. Ardindan hazirlanan bu ¢ozeltilerden
karbon kapli bakir TEM 1zgaralar iizerine 2 3 damla damlatilarak TEM &rnekleri

hazirlanmustir.
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3.6.4 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM boyut, sekil, yiizey morfolojisi, gozeneklilik ve
gozenek sekli, yiizey kontaminasyonu, mikro yapi ve topaklasma egilimi gibi
malzemelerin karakteristikleri hakkinda bilgi elde etmek i¢in gelistirilmis ¢ok yonlii
karakterizasyon yontemlerinden biridir [57].

SEM’de enerjisi yiiksek bir elektron demeti numune iizerine ¢esitli lensler yardima ile
odaklanarak gonderilir. Numune ile etkilesime giren elektron demetleri elektron ve
foton sacilimina sebep olur. Sacilan elektronlar bir algilayicit yardimi ile toplanir. Bu
elektronlar ikincil elektronlaridir ve bu elektronlar yiizeye ¢ok yakin kisimlardan geri
sagilan elektronlardir. Bu elektronlar malzemenin yiizeyi hakkinda bilgi verir. Yiizeyin
daha derin taraflarindan sagilan ve nispeten enerjisi daha ytiksek olan elektronlar ise
geri sagilan elektronlar olarak isimlendirilir. Geri sagilan elektronlarin enerjisi
numunenin atom numarasinin bilylikligline veya kiiglikliigline gore degismekle
birlikte bu elektronlar numunenin kompozisyonu hakkinda da bilgi vermektedirler.
SEM’in ¢alisma prensibi Sekil 3-3’te gosterilmistir. SEM tek basina elementel analiz
yapmak icin yeterli bir yontem degildir. Genellikle bir EDS dedektorii ile birlikte
kullanilarak numune hakkinda nitel ve nicel olarak element analizi yapma imkani

saglamaktadir [58].

Elektron demeti JJ+— Elektron tabancasi

Gerisagilim elektron
dedektdri —

ikincil elektron dedektéri
Numune platformu — Numune

Sekil 3-3 SEM Calisma Prensibi [56]
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Bu ¢alismada, in vivo toksisite ve genotoksisite incelemesi yapilan kiiresel sekil ve
homojen boyuta sahip demir oksit nanoparcaciklarinin, deney ortaminda canli gelisimi
i¢in sediment olarak kullanilan ince ve kalin kum ile 50, 100 ve 1000 mg / kg (NP/kum)
konsantrasyonlarda sedimentasyon davranislarini, 6zelliklerini NP-kum etkilesimini
ve NP yiizey morfolojisi, agregasyon durumunu ve partikiil biiytikliigiinii incelemek
amaciyla SEM Kkarakterizasyonu yapilmistir. SEM analizine paralel olarak Enerji
Dagilim Spektroskopisi (EDX) kullanilarak nanopartikiillerin kum 6rnekleri tizerinde
bulundugu yer belirlenmistir. SEM goriintiiler, FEI Nova Nano SEM 430 (10-20 kV)

kullanilarak elde edilmistir.

3.6.5 X-151m Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

X-151n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS), kantitatif olarak atomik ve kimyasal
kompozisyonu belirlemek icin kullanilir. Ornek yiizeyinden yaklasik 50-70 A°
derinlige kadar uzanan bir yiizey analiz teknigidir. Alternatif olarak, XPS, matris
diizeyindeki elemanlarin derinligin bir fonksiyonu olarak nicelendirilmesiyle ince
filmlerin karakterize edilmesi i¢in piskiirtme derinligi profili olusturmak igin
kullanilabilir [59].

XPS, ultra yiiksek vakum (UHV) kosullarinda, yaklasik 108-10° milibar (mbar)
arasinda gerceklestirilir. Fotoelektron spektroskopisi, baslangicta Hertz tarafindan
gozlemlenen ve daha sonra Einstein tarafindan 1s18in kuantum dogasindan ortaya
cikmasiyla agiklanan fotoelektrik etkinin uygulanmasina dayanir. Einstein, bir 6rnek
tizerinde 151k oldugunda, bir elektronun bir fotonu sogurabildigini ve maksimum

Kinetik enerjiyle malzemeden sagilabilecegini ortaya koymustur.

Ek =hvEb — e® (3.6)

Ek Kinetik Enerji (6lgistidiir delokalize bir elektronun metal yiizeyinden
uzaklastirilmasi igin gereken minimum enerji)

Y Foton frekansi,

Eb Elektron baglama enerjisi

o Is fonksiyonu (yiizeydeki degerlik elektronlarmin kagmasini 6nleyen

potansiyel bariyerin bir 6l¢iisii)
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Bir katinin yiizeyi, katinin i¢ kismindan farkli kimyasal bilesime ve fiziksel 6zelliklere
sahiptir. Yogun bir ultraviyole veya X-1511 15181 demeti molekiilleri veya atomlari
iyonize eder. Kullanilan 151k, en azindan atomlarin en yiiksek degerlikli kabugundan
elektronlar1 iyonize etmek icin yeterli bir enerjiye sahip olmalidir. Hv daha biiytikse,
elektronlar daha derin seviyelerden de c¢ikarilabilir. Daha diisiik enerjide Xray
bolgesinde dalga boyuna sahip fotonlar kristal ylizeyde meydana geldiginde ¢ekirdek
elektronlar atomlardan disart atilir (Sekil 1). Spektrum, yiizeyden kagan elektronlarin
ozellikleri Olgtilerek elde edilir. Bu elektron spektroskopik yonteme X-1511
fotoelektron spektroskopisi (XPS) denir ve galisma prensibi Sekil 3-4’te verilmistir.
X-151mm1 Fotoelektron Spektroskopisinde (XPS), yayilan kinetik enerjinin dagilimi
uygun bir elektron enerji analizorii kullanilarak Slgiiliir ve bu yolla bir fotoelektron
spektrumu kaydedilir. Ayrica, XPS ¢ekirdek diizeylerini analiz etmek igin yumusak
X-151n1 (200-1500eV) radyasyon kullanilir [60].

Elektron Analizor

X-Iginlan T\
Enerjisi f1v © \

Detektor

Sekil 3-4 XPS Caligsma Prensibi [61]

Bu calismada Monokromatik Al Ka (1486.6 eV) 300W X-1sin1 kaynagi kullanilmistir.
Ormnek vyiizeyinin genel spektrumu (survey spectrum) icin 117,40 eV'lik bir gegis
enerjisi kullanilmistir. Spektrumlar, normal yiizeye gore 60 ° 'lik bir kalkis agisi
kullanilarak kaydedilmistir. XPS karakterizasyonu, nanopartikiillerin
fonksiyonellestirilip, ylizeyde modifikasyonlarinin basarili bir sekilde gergeklestirilip
gerceklestirilmedigini belirlemek icin yapilmistir. XPS numune hazirlama igin
nanoparg¢aciklar iki tarafli yapigkan bakir bant {izerinde diizlestirildi. XPS
karakterizasyonu igin kiiresel Fe3Qs, diizensiz sekilli FesOs ve TiO2 NP’leri

kullanilarak baglar ve baglanma enerjileri elde edilmis ve yorumlanmaistir.
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3.6.6 X-151m1 Kirinima (XRD)

X 1smn1 kirmimi (XRD), Malzemelerin yapisi, fazlari, tercih edilen kristal yonelimi
(doku) ve ortalama tane biiylikligii, kristalitesi, gerinim ve kristal kusurlar1 gibi
yapisal Ozellikleri hakkinda bilgi saglayan kristalin malzemelerin karakterizasyonu
igin gii¢lii bir tahribatsiz tekniktir [62].

X-1g11 kirmmimi, monokromatik X-iginlarinin ve bir Kkristal numunenin yapici
girisimine dayanmaktadir. Bu X-iginlar1 bir katot 1simnl tiip tarafindan iiretilir,
monokromatik radyasyon iiretmek iizere filtrelenir, konsantre bir sekilde toplanarak
numuneye dogru yonlendirilir. Gelen isinlarin 6rnekle etkilesimi, kosullar Bragg
Yasasm (3.7) karsiladiginda yapici girisim (ve kirinan bir 1sin) tretir. Bu yasa,
elektromanyetik radyasyonun dalga boyunu kirmim agisina ve kristalin bir
numunedeki kafes araligina iliskindir. Bu kirilmis X-1sinlar1 daha sonra tespit edilir,
islenir ve sayilir. Numune 260 agi1 araliklariyla taranarak, malzemenin rastgele
yonlendirilmesinden dolay kristal kafesinin tiim olas1 kirinim yonelimlerine ulasilir
(Sekil 3-5). X 151 kirmim pikleri, bir numunedeki her kafes diizlemi kiimesinden
belirli agilarda dagilmis tek renkli bir X-1s1n1 demetinin yapici girisimiyle iiretilir. Pik
yogunluklari, atomlarin kafes i¢indeki dagilimi ile belirlenir. Sonug olarak, X-151n1
kirimim paterni, belirli bir malzemedeki periyodik atomik diizenlemelerin parmak

izidir [62,63].
nA = 2d sin 6 (3.7)
Kirinim mertebesi

Dalga boyu

Kafes aralig1

> o > S

Kirilma agis1

Bu ¢aligmada X 1511 kirinim 6l¢timleri, Pananalytical X pert Pro multipurpose X-ray
diffractometer kullanilarak yapilmistir ve 40 kV ve 40 mA'da calistirllarak CuKa
radyasyonu (A = 0.154 nm) kullanilmustir. Olgiimler 0.05 ° 'lik adimlarla 20 de 1 ° ila

80 ° arasinda yapilmistir.
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Gelen isin Yansiyan

15N

Kristal diizlemleri

Sekil 3-5 XRD Temel Prensibi (Bragg Yasasi) [53]

3.6.7 Branauer-Emmet-Teller (BET)

Yiizey alani ve porozite kat1 fazdaki malzemeler i¢in ¢ok dnemli iki fiziksel 6zelliktir.
Malzeme igerisindeki pargaciklarin ylizey alanlari ve poroziteleri karakteristik
performansin1  biiyiik 6lclide etkilemektedir. BET, yilizey alani ve porozite
hesaplamalarinda kullanilan 6nemli bir karakterizasyon yontemidir.  Stephan
Brunauer, Paul Emmet ve Edward Teller tarafindan 1938 yilinda Journal of American
Chemical Society de yayinlanan makaleleri ile BET yontemi ve teorisi tanitilmistir.

Yiizey alan1 ve porozite 6l¢limil i¢in genel olarak gaz adsorption analiz yontemi
kullanilmaktadir. Malzemenin spesifik yiizey alami 6l¢iimii icin BET teorisi, gaz
molekiillerinin fiziksel adsorpsiyonunu agiklar. Adsorpsiyon, birbirleriyle zayif Van
der Walls baglari ile etkilesime giren gazlarin yilizeye tutunmasidir. Adsorp olan gazin
miktar1 malzeme yiizeyine, sicaklia, gaz basincina ve gaz ve kati arasindaki
etkilesimin giicline baglidir. Kati maddelerin ylizey alani, kat1 ylizey tizerindeki
monolayer olarak adsorplanan gaz miktarinin hesaplanmasiyla belirlenir. Porozite ise,
monolayer olsumundan sonra tiim porlar kapanana kadar gaz adsorpsiyonu devam
eder. Bu siiregte tutunan gaz molekiillerinin miktarinin hesaplanmasiyla da porozite
belirlenmis olur. BET yiizey analizlerinde dogru bir sonug i¢in, kullanilan malzeme
tizerindeki safsizliklarin ve por icerisindeki gazlarin uzaklastirilmas: gerekir. Bu
amagla outgassing denilen proses uygulanmaktadir. BET ylizey analizinde yliksek
safligindan ve kat1 ile olan gii¢lii etkilesiminden dolayr siklikla Nitrojen gazi

kullanilmaktadir. Kat1 ve gaz arasindaki etkilesim diisiik sicakliklarda arttig1 i¢in, N2
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ylizeye tutunumunun arttirilmasi amaci ile yiizey Sivi azot ile sogutulur. Boylece
gonderdigimiz nitrojen gazlar ylizeye ¢abucak tutunmus olur (Sekil 3-6). Gonderilen
Nitrojen gazinin miktar1 bilinmektedir. Gazin tutunmasi i¢in, basing vakumla azaltilir.
Gaz ylizeye tutundukca basing, satlirasyon degerine yaklasir ve satiirasyon degerine
geldikten sonra basing sabitlenir ve daha fazla tutunma gerceklesmez. Bu asamada
monolayer ve multilayer olusumu gergeklesir ve yiizey alam1 ve porozite burada
hesaplanir. Bundan sonraki proses desorpsiyondur. Burada o6rnek nitrojen
atmosferinden alinir ve adsorplanan gazin geri salinimi i¢in 1sitilir ve hesaplanir. Bu
verilerden BET izotermleri elde edilir. Bu izotermler adsorplanan gazin miktarina ve

relatif basinca gore ¢izilir. Bu sekilde 5 tane izoterm egrisi mevcuttur.

Adsorbat (genellikle azot)

.\P. 1 4
NN ™™
ROODO0O00O00O

\o 'A\.,"A‘\_.-'X‘« - ’A\_,~ A

Sekil 3-6 BET Analizi Adsorpsiyon siireci [64]

Bu calismada BET yiizey alani analizi, N> atmosferinde Autosorb-iQ Station 1 ile
gerceklestirilmistir. NP'lerin BET yiizey alanlar1 77 K'deki N2 adsorpsiyon ve
desorpsiyon testlerinden elde edilmistir. Ol¢iimler alinmadan énce numuneler 15 saat

200 °C'de de-gaz islemine tabii tutulmustur.

3.6.8 Titresim Numune Manyetometresi (VSM)

Titresimli  6rnek  manyetometre (VSM), manyetometrenin en  basarili
uygulamalarindan biridir. Bu teknikte, numune, numunede bir miknatislanmaya neden
olan sabit ¢ok biiyiik bir harici manyetik alana sokulur. Miknatislanmis numune daha
sonra titrestikce, dis manyetik alanda bozulmalar meydana getirir. Bu bozulmalari
6l¢gmek i¢in numunenin etrafina bir dizi bobin veya bazi manyetik alan sensorleri
yerlestirilir. Ornegin bobinler durumunda, bobinleri delen manyetik aki degisecek ve

bobinlerde bir emf (elektro hareket kuvveti) olusmasina neden olur. Belirli bir bobin
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geometrisi i¢in, bobinlerde iiretilen emf (a) titresim genligi ve frekansina, (b) harici
manyetik alana ve (¢) numunenin miknatislanmasina baglidir. Dogru manipiilasyon ile
miknatislama degeri emf'den ¢ikarilmaktadir [41]. VSM’in amaci, ince tabakalarin ve
dogadaki cesitki kiigiik kristallerin (manyetik oksit vb.) manyetik 6zelliklerini
uygulanan manyetik alana ve sicakliga gore belirlemektir.

Bu calismada kriyojenik, 12T Magnet 6zelligine sahip VSM kullanilarak ile kiiresel

ve diizensiz sekilli FesO4 NP’lerin manyetik 6zellikleri belirlenmistir.

3.6.9 In Vitro Sitotoksisite Deneyleri

Cok hiicreli canlilara ait organizmalardan alinan hiicrelerin laboratuvar ortaminda
uygun besi kabi, besi yeri sicaklik ve nem kosullarinda biiytitiilmesi ve yasatilmasi
hiicre kiiltiirii olarak isimlendirilmektedir. Hiicre kiiltiirti siklikla as1 gelistirilmesi, bir
ilacin biyolojik aktivitesinin belirlenmesi, hiicre alim mekanizmalarinin arastirilmasi
ve in vitro sitotoksisite testleri gibi amaglarla kullanilmaktadir. Sitotoksisite
calismalari, bir numunenin hiicre dliimiine yol acip agmadigini belirlemek amaciyla
yapilan c¢aligmalardir. Uygulama ag¢isindan kolaylik saglamakla birlikte in vivo
deneyleri i¢in bir n ¢aligma niteligindedir. Hizlica sonuca ulasilabilir ve etik kaygilar
acisinda nispeten daha giivenli uygulama alanina sahiptir [65].

Sitotoksisite ¢aligmalarinda, incelenen numunenin uygulama dozuna ve hiicrelerin bu
numuneye maruz kalma siiresine bagli olarak hiicrelerde degisik tepkiler ve
reaksiyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Eger numunenin Sitotoksisite derecesi ¢ok yiiksek
olursa hiicreler ¢ogalma yetenekleri kaybedebilir veya hiicre 6liimiine sebep olabilir.
Sitotoksisite caligmalarinin temeli hiicre canliliginin belirlenmesine dayanur,
sittoksisite deneyleri sonucunda oOlii ve canli hiicrelerinin miktar1 belirlenir.
Sitotoksisite belirlenmesi gesitli metodlar ile gerceklestirilmektedir. Bu yontemler
enzimatik, kolorimetrik ve liiminesans yontemler olarak siralanabilir [47].
Kolorimetrik sitotoksisite hesaplamalarinda mitokondriyal solunuma bagli olarak 3-
(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT), 3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4- siilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2-
metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-  karboksianilid ~ (XTT), 2-(4-
iodofenil)-3-(4-nitrofenil)- 5-(2,4-distilfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) yontemleri
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden MTT ile tetrazolyum tuzlarinin hiicrelerde renk

degisikligine sebep olarak canli hiicre sayist belirlenmektedir. Tetrazalyum tuzlar
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mitokondriyal aktivitesi devam eden hiicrelerin i¢ine girdiginde indirgenerek
formazan kristallerinin olusmasiyla birlikte renk degisikligine sebep olur. Bu
hiicrelerin belirli bir dalga boyundaki absorbans degerleri 6l¢iilerek canli ve 6lii hiicre
miktar1 belirlenmektedir [66].

Hiicre canliligin1 etkileyen bir diger 6nemli unsur da serbest radikal molekiilleridir.
Canli sistemlerde bosta eslenmemis elektronu bulunan ve elektron alarak ingirgenme
egilimi bulunan molekiillere serbest radikaller denir. Elektron almaya egilimi oksijen
iceren serbest radikallere oksidan denir. Oksidanlar eksik elektronlarin1 tamamlama
ihtiyacindan dolay1 etkilesime girdigi molekiile bagli olarak hiicrede ¢esitli hasarlara
yol agmaktadirlar. Oksidanlar genetik materyale, hiicre zarina veya cesitli
reaksiyonlara etki ederek hiicreye zarar verebilirler. Hiicreye verilen gesitli ilaglar,
nanopargcaciklar ve maddeler hiicrelerde oksidan olusuma yol agabilmektedirler.
Hiicre zar1 ve disinda zar yapisi bulunan organellerin yapilarinda fosfolipitler
bulunmaktadir. Bu fosfolipitlerdeki doymamis yaglar kolaylikla oksidanlarin
saldirisina ugrayabilmektedirler. Bu olaya lipid peroksidasyonu adi verilir. Lipid
peroksidasyonu sonucunda malondialdehit (MDA) adi verilen hiicrede enzim aktivite
degisimine yol acan veya membran geg¢irgenligini bozan bir {iriin ac¢iga ¢ikmaktadir.
Ayrica MDA genetik materyale zarar vererek giicre igin genotoksik etki
gostermektedir. Lipid peroksidasyonunu belirleyebilmek i¢in MDA nin tiyobarbitiirik
asitle (TBA) ile kolaylikra reaksiyon verimesinden yararlanilarak lipid peroksidasyon
belirtesi olarak kullanilmaktadir. TBA testinde numune diisiik pH'da TBA ile
isit1ldiginda lipid peroksidasyonuna bagli olarak bir renk degisimi gozlenir. Bu renk
degisimi 532 nm de 6lgiilerek hiicredeki oksidatif stres hakkinda bilgi edinilir [67].
Klinik ¢alismalarda doku, plazma ve idrarda oksidasyon tirtinlerinin 6l¢timii, in vivo
lipit peroksidasyonu yansitmada yapilmaktadir. Lipit peroksitler kararsiz bilesikler
olup hizlica bozunma egilimi gosterdiklerinden kisa zincirli alkanlar, aldehitler gibi
cesitli tirlinlere doniigebilirler. Dolayisi ile genelde tiyobarbitiirik asit-reaktif maddeler
(TBARS) ve sitotoksik aldehitlerin 6lgimleri yapilmaktadir [68].

Bu caligmada kiiresel sekil ve boyut dagilimina sahip demir oksit nanopargaciklarinin
sitotoksite deneyleri CaCo-2 hiicre hatt1 izerinde MTT yonteminden yararlanilarak
yapilmustir. Lipit peroksidasyonuna bagli oksidatif stres analizi ise TBA testi ile
gergeklestirilmistir.
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3.6.10 In Vivo Ekotoksikoloji Deneyleri

Cesitli kimyasallarin test edilebilmesi, kimyasallarin potansiyel tehlikelerinin
belirlenmesi i¢in hiikiimet, endiistri ve bagimsiz laboratuvarlar tarafindan uluslararasi
alanda kabul goren OECD yonergeleri kullanilmaktadir. Yeni iiretilen kimyasal,
malzeme ve lriinlerin ¢evre ve canlilar {lizerindeki toksik etkilerinin arastirilmasi,
dozun, maruz kalma siiresinin belirlenmesi ve istatistik analizlerinin yapilabilmesi i¢in
OECD test yonergelerinden yararlanilmaktadir.

Bu calismada uygulanan OECD No:218 yonergesi test protokolleri, tatl tatarcik
Chironomus riparius sedimentte yasayan larvalarinin uzun siire kimyasala maruz
kalmasinin etkilerini degerlendirmek {izere tasarlanmistir [48].

Ekotoksisite testlerinde DNA hasarin1 belirlemek i¢in siklikla kullanilan yontemlerden
biri de jel elektroforez yontemidir. Cesitli konsantrasyonlarda kimyasal maddelere
maruz birakilan canli popiilasyonlarinda meydana gelen DNA hasarinin tespit
edilebilmesi i¢in hizli ama aynm1 zamanda hassas sonuglar veren ve floresan
mikroskobik yontemlerden biri olan jel elektroforez kullanilmaktadir.

Bu caligmada, kiiresel sekle ve homojen boyut dagilimina sahip demir oksit
nanoparg¢aciklarinin, test hayvani olarak kullanilan larva evresinde 1sirgan olmayan bir
tatarcik Chironomus riparius (Meigen) iizerindeki toksisitesini belirlemek igin OECD
No:218 test yonergesi uygulanmis ve bu canlilardaki DNA hasarini analiz edebilmek

icin ise jel elektroforez yonteminden yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Titanyum Dioksit (TiO2) Nanoparcaciklarinin Karakterizasyon Sonuclari

Titanyum dioksit nanopargaciklarimin fiziksel ve kimyasal 0Ozelliklerinin
belirlenebilmesi icin DLS, TEM, XPS, XRD ve BET yontemlerinden yararlanilmistir.
Ayrica toksikolojisi hakkinda bilgi edinmek amaciyla MTT canlilik testleri
yapilmistir.

4.1.1 Titanyum Dioksit Nanoparcaciklarinin Boyut, Sekil ve Morfoloji Analizi

Titanyum Dioksit nanoparcaciklarinin hidrodinamik ve stabil ortamlardaki boyut
analizi i¢in DLS ve TEM yontemlerinden yararlanilmistir.

TiO2 NP’lerinin toksisiteleri incelenirken hiicre besi yeri soliisyonu olan DMEM
icerisinde ¢oziilerek hiicrelere verilmistir. Bu nedenle, DMEM igerisinde NP’leriin
hidrodinamik  yaricapinin  incelenmesi  6nem tagimaktadir. 0.05 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanan TiO; NP/DMEM o6rneginin DLS sonuglarina gore
titanyum dioksit nanoparcaciklarimin hidrodinamik ¢ap1 566,0+18 nm olarak
bulunmustur. DLS 6l¢iimlerinde NP’lerin zamana bagli hidrodinamik ¢apinin
belirlenebilmesi i¢in 1 saat i¢inde 5 dakika araliklar ile 6l¢iim alinmistir. TiO2
NPlerinin ortalama hidrodinamik yarigapmnin 566 nm oldugu goriilmiistiir. Bu
sonugtan NPler soliisyon igerisinde bir araya gelerek agregasyona ugradigi
cikarilabilir. Ayrica, DMEM, glikoz, esansiyel olmayan amino asitler, sodyum piruvat,
fenol kirmizis1 iceren karmasik bir tampon cozeltidir. DMEM c¢o6zeltisinden bazi
bilesenlerin nanopargaciklara adsorpsiyonu da s6z konusu olabilir.

Nanopartikiillerin sekil, morfoloji ve partikiil boyutlarin1 gorsellestirmek i¢in TEM
yontemi kullanilmistir (Sekil 4-1). Yalin haldeki E171 TiO2'ninyiizey morfolojisi ve
kapsamli boyut dagilimlar1t TEM ile arastirilmigtir. Minimum ve maksimum partikiil
buytikligi 99,5 ile 237,7 nm arasinda degiimektedir ve ortalama partikiil biiyiikligi
139 nm oldugu goriilmektedir. Buna gore TiO. NP’lerinin homojen bir boyut

dagilimina sahip olmadig1 goriilmektedir.
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0.1 pm 50 nm

Sekil 4-1 TiO2 nanopargaciklarinin TEM goriintiileri

TiO2 NP’lerine APTES ile uygulanan yiizey modifikasyonu Sekil 4-2°de de goriildiigii
tizere TEM ile dogrulanmistir. TEM sonuglarina gore, yilizey modifikasyonu yapilmis
TiO2 NP'lerin homojen yiizey modifikasyonunun 2 + 0,75 nm kalinliginda elde

edildigi gozlenmistir.

Sekil 4-2 APTES ile kaplanan TiO2 NP’lerinin TEM goriintiileri

DLS karakterizasyonunda partikiil boyutu TEM sonuc¢larindan daha yiiksek
bulunmustur. Ciinkii DLS yontemiyle parcaciklar bir ¢6zelti iginde karakterize
edilmistir ve hidrodinamik cap degerleri elde edilmistir. NP’lerin bir ¢ozelti iginde
dagilmas1 daha biiyiik kiimelerin olusumuna neden olabilmektedir. Ancak TEM
karakterizasyonu ultra yiiksek vakum ortaminda yapilmaktadir. Buna bagli olarak, tek
bir parcacik i¢in TEM ile pargacik ¢ap1 dlgiilmektedir ve partiikiiliin orijinal boyut
bilgisi TEM ile rahatlikla elde edilmektedir.
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4.1.2 Titanyum  Dioksit Nanoparcaciklarmin  APTES ile Yiizey

Modifikasyonunun Kimyasal Karakterizasyonu

TiO2 NP’lerine uygulanan APTES modifikasyonunun kimyasal olarak dogrulanmasi
amactyla XPS yonteminden yararlanilmistir. Bunun i¢in yalin haldeki ve APTES kapli
TiO2 NP’leri ayr1 ayri incelenmistir. Karakteristik titanyum 2p spektrumlar: 455-470
eV bolgesinde ortaya ¢ikmustir. 2p1/2 ve 2p3/2'nin baglanma enerjileri, sirasiyla 465
ve 458 eV oldugu goriilmiistiir (Sekil 4-3, Sekil 4-4).
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Sekil 4-3 Yalin haldeki TiO2 NP’lerin yiizey kimyasi analizi
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Sekil 4-4 Yalin haldeki TiO2 NP’lerin karakteristik titanyum piki

Titanyum dioksitin APTES ile fonksiyonellestirilmesi ile yeni baglar ortaya ¢ikar.

Burada, kritik element azottur (Sekil 4-5).
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Sekil 4-5 APTES Kapli TiO2 Nanoparcaciklarinin (a) Karakteristik N1s piki. (b)
Karakteristik O1s piki (c) Karakteristik C1s piki (d) Karakteristik Ti2p piki

XPS sonuglarindan goriildiigii gibi, N1s pik degeri 400-401 eV arasinda gelir, bag bu
baglanma enerjisinde HN-C'dir. O 1'lerin yliksek ¢Oziiniirliiklii taramasinda, 532-533
eV arasindaki tepe noktasit ve 531 eV'deki tepe noktast sirasiyla C = O ve TiO:
baglarma aittir. I1k tepe noktas1 289 eV baglama enerjisi ile C = O igine yerlestirilir ve
ikinci tepe noktasi 286 eV baglama enerjisinde C-N bagina baglanir. C = O bag tepe
noktasinin havadan geldigi diisiiniilmektedir. XPS sonuglarinda goriilen azot piki
APTES ile modifikasyonun basarili oldugunu TEM ile paralel bir sekilde

dogrulamaktadir.

4.1.3 Titanyum Dioksit Nanoparcaciklarimin Kristal Yapr Ozelliklerinin

Belirlenmesi

TiO2 NP’lerin kristal yap1 0Ozelliklerini belirlemek igin XRD yonteminden
yararlanilmigtir. XRD ile elde edilen pikler literatiirle karsilastirildiginda, bu keskin

pikler (101), (004), (200), (105), (211), (204), (116), (220) ve (215) TiO2 nano
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partikiillerinin kristal diizlemlerine karsilik geldigi goriilmistiir (Sekil 4-6). XRD
paterninde tim kirmim piklerinin, diger kristal formlarina atifta bulunan higbir

karakteristik pik saptanmadigindan TiO2'nin anataz formunu belirttigi soylenebilir.
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Sekil 4-6 TiO2 nanopargaciklarinin XRD pikleri

4.1.4 Titanyum Dioksit Nanoparc¢aciklarinin Yiizey Alam1 ve Gozenek Capi

Analizi

TiO2 NP’lerinin yiizey alan1t ve gozenek capt BET yontemi ile belirlenmistir ve
spesifik yiizey alanina gore, TiO2 (E171) gozenek hacmi ve gozenek capi Cizelge
4.1°de listelenmistir. TiO2 NP’lerinin 6nemli dl¢iide kiigiik bir yiizey alanina, gozenek

hacmine ve gézenek c¢apina sahip oldugu gorilmektedir.

Cizelge 4.1 TiO2 nanopargaciklarinin BET analiz sonuglari

Spesifik Yiizey Alani Por Hacmi Por Capi
(m?/g) (cc/g) (hm)
TiO2(E171) 6,137 0,123 2,968
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4.2.Diizensiz Sekil ve Boyuta Sahip Demir Oksit (FesOs) Nanopar¢aciklarimin

Karakterizasyon Sonuclar:

Demir Oksit nanoparcaciklarinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenebilmesi

icin TEM, XPS, VSM ve BET yontemlerinden yararlanilmistir.

4.2.1 Diizensiz Sekil ve Boyuta Sahip Demir Oksit Fe304 Nanoparcaciklarinin
Boyut, Sekil ve Morfoloji Analizi

Diizensiz sekil ve boyuta sahip demir oksit (Fe3Os) nanoparcaciklarinin boyut ve
morfoloji analizi TEM ydnteminden yararlanilarak yapilmistir.

Yalin haldeki demir oksit nanopargaciklarin TEM goriintiilerine gore (Sekil 4-7),
demir oksit nanoparcaciklarin genis parcacik boyutu dagilimina sahip ¢oklu dagilmis

cok yonli morfolojiye sahip oldugu goriilmektedir.

']
100 nm

Sekil 4-7 Yalin haldeki demir oksit nanopargaciklarin TEM goriintiileri

Demir oksit nanoparcaciklarin 1-2 nm kalinligindaki APTES tabakasi ile
modifikasyonu ise Sekil 4-8’de goriildiigii tizere TEM ile dogrulanmustir.

EYHE

s ER

Sekil 4-8 APTES modifikasyonu yapilmis demir oksit nanoparcaciklarin TEM
goriintiileri 53



4.2.2 Diizensiz Sekil ve Boyuta Sahip Demir Oksit Nanoparcaciklarinin APTES

ile Yiizey Modifikasyonunun Kimyasal Karakterizasyonu

Diizensiz sekle sahip FesO4 NP lerine uygulanan APTES modifikasyonunun kimyasal
olarak dogrulanmasi amaciyla XPS yonteminden yararlanilmistir. Bunun igin yalin

haldeki (Sekil 4-9) ve APTES kapli Fe3O4 NP’leri ayr1 ayr1 incelenmistir.
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Sekil 4-9 Yalin haldeki Fe3O4 NP’lerin ylizey kimyasi analizi

Fe3Os NP'lerin APTES ile yiizey modifikasyonu sonucunda, 400 eV'de azot (N1)
sinyalinin ortaya ¢cikmistir (Sekil 4-10). Silikon ile ilgili pikler, sirastyla Si 2s ve Si 2p
icin 153 ve 103 eV'de goriilmiistir. Kisacasi, XPS Fe3O4 NP'lerin yiizeyinin amin (-

NH2) gruplariyla basarili bir sekilde iglevsellestigini gostermistir.
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Sekil 4-10 APTES kapli FesO4 NP’lerin yiizey kimyas1 analizi

54



4.2.3 Diizensiz Sekil ve Boyuta Sahip Demir Oksit Nanoparc¢aciklarinin

Manyetik Ozelliklerinin incelenmesi

Diizensiz sekle ve boyuta sahip FesOs NP’lerin manyetik 6zellikleri VSM yontemi ile
incelenmistir. Sekil 4-11 de verilen manyetizasyon histeresiz egrisine bakildiginda
hem yalin haldeki hemde APTES ile modifikasyonu yapilmis Fe3Os NP’lerin

manyetizasyon Ozellikleri kolaylikla incelenebilmektedir.
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Sekil 4-11 Yalin haldeki ve APTES kapli diizensiz sekil ve boyuta sahip demir oksit
nanoparcaciklarinin manyetizasyon egrisi

Iki nanoparcacigin manyetizasyon egrisi incelendiginde ihmal edilebilir histerezis
oldugu gozlemlenmistir. Bu egriler tipik siiperparamanyetik nanoparcacigin manyetik
ozelligi gostermektedir. Ancak yalin haldeki demir oksit nanoparcaciklarmin
miknatislanma kuvvetinin, APTES kapli olana gore daha fazla oldugu
gbzlemlenmistir. Bu sonugtan kaplamanin miknatislanma 6zelligini etkiledigi ¢ikarimi

yapilabilir.

55



4.2.4 Diizensiz Sekil ve Boyuta Sahip Demir Oksit Nanoparcaciklarinin Yiizey

alan1 ve Gozenek Cap1 Analizi

Diizensiz sekil ve boyuta sahip demir oksit nanoparcaciklarinin yiizey alani ve
gozenek capi analizi BET yontemi kullanilarak yapilmistir. BET spesifik yiizey alani
analizine gore Yalin haldeki diizensiz sekil ve boyuta sahip Fe3Os nanopargaciklarinin
gozenek hacmi ve gozenek cap1 Cizelge 4.2°te listelenmis, adsorpsiyon grafigi ise

Sekil 4-12°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Yalin haldeki FesO4 nanoparcaciklarinin BET analiz sonuglari

Spesifik Yiizey Alam1 | Toplam Por Hacmi
(m?/g) (cc/g)
FesOas 10.526 0.254 0.98

Por Capi (nm)

om

50 13 %

Sekil 4-12 Yalin haldeki Fe3O4 NP’lerin adsorpsiyon grafigi

BET spesifik yiizey alan1 analizine gére APTES kapli diizensiz sekil ve boyuta sahip
FesOs nanoparcaciklarinin  gézenek hacmi ve gozenek c¢ap1 Cizelge 4.3te
listelenmistir. BET spesifik yiizey alani analizine gére APTES kapli diizensiz sekil ve
boyuta sahip FesO4 nanopargaciklarinin adsorpsiyon grafigi Sekil 4-13’te verilmistir.

Cizelge 4.3 APTES kapli Fe3O4 nanoparcaciklarinin BET analiz sonuglari

Spesifik Yiizey . Por Capr
Alam (m?/g) Por Hacmi (cc/g) (nm)
AP-Fe304 14.454 0.409 0.81

56



Sekil 4-13 APTES kapli Fe3O4 NP’lerin adsorpsiyon grafigi

4.3.Kiiresel Sekil ve Homojen Boyut Dagihimna Sahip Demir Oksit (FesOa)

Nanoparcaciklarinin Karakterizasyon Sonuclari

Kiiresel Sekil ve homojen boyut dagilimina sahip demir oksit nanoparcaciklarinin
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini belirlemek amaciyla DLS, Zeta Potansiyel dl¢iimii,
TEM, XPS, XRD ve VSM karakterizasyonlar1 yapilmistir. Ayrica in vitro hiicre

deneyleri ve in vivo basit canli deneyleri hiicre canlilik ve ROS analizleri yapilmustir.

4.3.1 Kiiresel Sekil ve Homojen Boyut Dagilimina Sahip Demir Oksit (FesO4)

Nanoparcaciklarimin Boyut ve Morfoloji Analizi

Nanoparaciklarin sekil ve morfolojik 6zelliklerini belirlemek, boyut dagilimi hakkinda

bilgi sahibi olmak i¢in TEM yonteminden yararlanilmistir.

Yalin haldeki kiiresel sekle sahip NP'lerin TEM goriintiileri Sekil 4-14'te
gosterilmektedir. Ayrica verilen Sekil 4-15’ten de goriildiigii gibi, partikiil boyutu 4.4
ve 10.1 nm degismektedir ve ortalama partikiil boyutu 7.5 nm civarinda oldugu
goriilgoriilmektedir. TEM goriintiisii de baz alinarak tek bir nanopargacik igin boyut

dagiliminin ortalama 7.5 + 0.78 nm ¢apinda elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4-14 Yalin haldeki kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip
Fe304 nanopargaciklarinin TEM goriintiisii

APTES kapli kiiresel sekle sahip FesOs NP’lerin TEM goriintiisiinde (Sekil 4-16) ise,
APTES’in bir polimer tabakasi olarak NP’lerin etrafin1 sardig1 goriilmektedir. Ayni
zamanda da tek bir NP etrafindaki 1-2 nm kalinligindaki ince tabaka da NP yiizeyinin
basartyla APTES kaplandiginin gostergesidir.

Kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip FesO4 NP’lerin hidrodinamik ¢apini
belirlemek i¢in ise 200 pg/ml konsantrasyonunda PBS ¢ozeltisi hazirlanarak DLS
Olctimii yapilmistir. NP'lerin hidrodinamik yarigap1 860 nm olarak 6l¢iilmiistiir. TEM
analizi ile karsilastirildiginda, partikiillerin ¢6zeltide biiyiik agregatlar olusturdugu
aciktir. Zeta Potansiyel 6l¢iimii ile de teyit edildigi gibi dispersiyon kalitesi diigiiktiir,

nanopargcaciklar ¢ozelti igerisinde stabil degildir.
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Sekil 4-15 Yalin haldeki kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip Fe3O4

nanopargaciklarinin boyut dagilim grafigi

Sekil 4-16 APTES kapli kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimna sahip Fe3Oq
nanoparcaciklarinin TEM goriintiisii
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4.3.2 Kiiresel Sekil ve Homojen Boyut Dagilimimma Sahip Demir OKksit

Nanoparcaciklarinin Yiizey Yiikiiniin Belirlenmesi

Yalin haldeki kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimmna sahip FezO4
nanopargaciklarinin ~ Zeta  potansiyeli -10,4 mV  bulunmustur.  Fe3O4
nanoparcaciklarinin negatif ylizey gruplarina (-OH) sahip oldugu ve partikiillerin
cogunun ¢ozeltide kararsiz oldugu seklinde yorumlanabilir.

APTES kapli nanopargaciklarin ise belirli bir Zeta potansiyel degeri bulunamamustir.
Bu nanoparcaciklar igin stabil ve kararli bir ¢ozelti elde edilememistir. Ancak hem

DLS hem de Zeta potansiyel dlgtimleri farkli pH degerleri i¢in tekrarlanacaktir

4.3.3 Kiiresel Sekil ve Homojen Boyut Dagilimina Sahip Demir OXksit
Nanoparcaciklarmmn  APTES ile Yiizey Modifikasyonunun Kimyasal
Karakterizasyonu

Yiizey kaplamalarinin kimyasal yapisi1 ve dolayisiyla yiizey modifikasyonlarinin
basaris1 XPS analizi ile belirlenmistir. Hem yalin haldeki hem de APTES kapl1 kiiresel
FesO4 nanopargaciklarin XPS sonuglar1 asagida verilmistir.

XPS analizine gore, yalin haldeki kiiresel FesO4 nanopargaciklari i¢in Sekil 4-17 ye
gore Fe2p pikleri dikkate alindiginda, 726.28 ve 712.92 eV'deki Fe2pl/2 ve

Fe2p3/2'nin baglanma enerjileri Fe2O3 yerine FesO4 ile tamamen uyumludur.

Fe 2pl/2 Fe 2p3/2 — 01s

oo 76 eV 7128V

S5

Counta’s
[=

Binding Energy (#V) Birting Energy (8V)

Binding Ensrgy {eY/

Sekil 4-17 Yalin haldeki kiiresel FesOs nanopargaciklarinin Fe2p, Ols ve Cls XPS
pikleri
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Fe30s NP'lerin APTES ile yiizey modifikasyonu, 400.70 eV'de azot (N1) sinyalinin
ortaya ¢ikmasina neden olmustur ve Fe3Os NP'lerin yiizeyinin amin gruplariyla
basaril1 bir sekilde islevsellestigini gostermistir (Sekil 4-18). Ek olarak, APTES yapisi
igerisinde var olan silikon sinyalleri de ortaya ¢ikmigtir. FesO4 NP'lerin APTES ile
basarili bir sekilde islevsellestirildigi hem TEM goériiniitleri hem de XPS pikleri ile

dogrulanmistir. Sonuglarin birbiri i¢inde tutarli oldugu gorilmiistiir.

400 gV
Nis| |

Counlals
Counts/s

Binding Energy (&'}

Binding Energy (£V)

01s

unts/s

Binding Energy (eV)

Sekil 4-18 APTES kapl kiiresel FesO4 nanoparcaciklarinin N1s, Fe2p, Ols ve Cls
XPS pikleri

4.3.4 Kiiresel Sekle ve Homojen Boyut Dagihimma Sahip Demir OKksit

Nanoparcaciklarimin Kristal Yap1 Analizi

Hem yalin haldeki hem de APTES kapli Fe3O4 NP'leri ile yapilan XRD analizinin
sonucuna gore, amorf ve kristal fazlarinin birlikte var oldugu goriilmektedir. Keskin
tepeler iki tip NP i¢inde (220), (311), (400), (422), (511) ve (440) kristal diizlemlerine
karsilik gelmektedir (Sekil 4-19). Nanopargaciklarin asir kii¢iik boyuta (yaklasik 7.5
nm) sahip olmalar1 belirgin pik genislemesine ve yar1 kristal patern gostermelerine
neden olmustur. Ayrica demir oksit nanoparaciklarina APTES ile yapilan ylizey

modifikasyonu sonucunda, parcaciklarin kristal yapisini korudugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4-19 Yalin haldeki ve APTES kapli demir oksit nanopargaciklarinin XRD pikleri

4.3.5 Kiiresel Sekil ve Boyuta Sahip Demir Oksit Nanoparcaciklarinin

Manyetik Ozelliklerinin Arastirilmasi

FesOs NP'lerin manyetik oOzellikleri VSM ile arastirilmistir. Nanopartikiillerin
manyetik alanina (M — H egrisi) miknatislanma bagimlilig1 oda sicakliginda (298K)
Olgiilmistiir (Sekil 4-20). Miknatislanma egrisine gore histerezis olmadigi, ihmal
edilebilir koersivite ve kalict miknatislanma gozlemlenmistir. Bu egri tipik

sliperparamanyetik nanopargacigin manyetik 6zelligi gostermektedir.
30

204

T T T
5000 10000

104 Magnetic field (Oe)

Magnetization (emu/g)

-20 -

-30 -

Sekil 4-20 Yalin haldeki kiiresel demir oksit nanopargaciklarinin manyetizasyon egrisi
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4.3.6 Kiiresel Sekil ve Homojen Boyut Dagilimina Sahip Kiiresel Demir Oksit

Nanoparcaciklarinin In Vitro Sitotoksisite ve Oksidatif Stres Deney Sonuclari

Calisma kapsaminda CaCo-2 hiicre hatlarinda yapilan kiiresel sekil ve homojen boyut
dagilimma sahip kiiresel demir oksit nanoparcaciklarinin yalin ve APTES kaph
formlarinin uygulamasinin 24. saatte hiicre canlilig tizerine etkisi gere¢ ve yontem
bolimiinde verilen basamaklar uygulanarak MTT testleri ile belirlenmistir.

Yalin haldeki kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip demir oksit
nanoparcaciklart 7,81-500 pg/ml doz araliginda 24 saat CaCo-2 hiicre hattina
uygulanmistir. Uygulama sonunda MTT testine gore hiicre canlilifina etkisinin
belirtildigi % Canlilik sonuglar1 Cizelge 4-3’te ve Sekil 4-21°de verilmistir.

Hiicre canliliginin en fazla 7,81 pg/mL nanopargacik konsantrasyonunda 85,52+2,07
oldugu goriilmiistiir.

APTES kapl kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip demir oksit
nanoparcaciklart 7,81-500 pg/ml doz aralifinda 24 saat CaCo-2 hiicre hattina
uygulanmistir. Uygulama sonunda MTT testine gore hiicre canliligina etkisinin
belirtildigi % Canlilik sonuglart Cizelge 4-6’da ve Sekil 4-22°de verilmistir.

Hiicre canliliginin en fazla 7,81 ug/mL nanopargacik konsantrasyonunda 59,64+2,59

oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.4 Yalin haldeki kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip demir oksit
nanopargaciklart 7,81-500 pg/ml doz araliginda 24 saat CaCo-2 hiicre hattindaki
canlilik sonuglari (p<0,05)

Uygulanan Doz (pg/ml) % Canhilik
0 100
7,81 85,52+2,07
15,62 81,27+1,23
31,25 78,29%2,26
62,5 74,05+3,19
125 69,65+1,95
250 63,82+2,61
500 55,83+2,24

63



MTT Analizi (24s)
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Sekil 4-21 Yalin haldeki kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip demir oksit
nanopargcaciklart 7,81-500 pg/ml doz araliginda 24 saat CaCo-2 hiicre hattindaki MTT
analiz sonuglari

Cizelge 4.5 APTES kapli kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip demir oksit
nanoparcaciklart 7,81-500 pg/ml doz araliginda 24 saat CaCo-2 hiicre hattindaki
canlilik sonuglar1 (p<0,05)

Uygulanan Doz (pg/ml) % Canhlik
0 100

7,81 59,64+2,59

15,62 57,98+%2,28

31,25 55,8610,26

62,5 52,55+0,93

125 49,62+0,68

250 43,74+1,24

500 38,64+0,08

Iki nanopargacik tipi icin d¢ GRAPHPAD/PrismS istatisik programi kullanilarak IC50
hesaplanmistir. Yalin haldeki kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip demir

oksit nanopargaciklari i¢in IC50 degeri 73,91 pg/ml bulunmustur.
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MTT Analizi (24s)
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Sekil 4-22 Yalin haldeki kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip demir oksit
nanopargcaciklart 7,81-500 pg/ml doz araliginda 24 saat CaCo-2 hiicre hattindaki MTT

analiz sonuglari

APTES kaplt kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip demir oksit
nanopargaciklari igin ise IC50 17,93 pg/ml bulunmustur. Iki nanopargacik tiirii icin

karsilastirilmali grafik Sekil 4-23’te verilmistir.

MTT
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Sekil 4-23 Yalin haldeki ve APTES kapli demir oksit nanoparcaciklarinin  MTT
analizine gore karsilastirilmali canlilik sonuglar1 (x=Uygulama Dozu, mg/mL, p<0,05)
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Sonuglar incelendiginde APTES kapli kiiresel demir oksit nanoparcgaciklarinin, yalin
haldeki nanoparcaciklara gore hiicre canliligina daha ¢ok etki ettigi ve daha sitotoksik
ozellikte oldugu goriilmiistiir.

Iki nanopargacik tiiriiniin hiicrede neden oldugu lipit peroksidasyon oranini belirlemek
amaci ile MTT sonuglarina gore hesaplanan IC50 dozunu takiben hiicrelerin 6liimiiniin
en az oldugu doz ve ayn1 zamanda sitotoksik etkisinin goriilebilecegi doz araliginda
oldugu disiiniildiigi i¢in IC50/' ve IC50/4 dozlar ile oksidatif stres analizi i¢in TBA
testi uygulanmistir. Yalin haldeki ve APTES kaplhh kiiresel demir oksit
nanoparcaciklari i¢cin uygulanan Oksidatif stres deney sonuglari ¢izelge 4-6 ve ¢izelge

4-7 de verilmistir.

Cizelge 4.6 Yalin haldeki kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip demir oksit
nanoparcaciklarinin TBA testi analiz sonuglar1 (p<0,05)

Uygulanan Doz (ug/ml) MDI)Ar{)Tt':i;:‘Iam
Kontrol 59,00+0,54
1C50/2 61,02+1,11
IC50/4 58,22+2,20

Cizelge 4.7 APTES kapli kiiresel sekil ve homojen boyut dagilimina sahip demir oksit
nanopargaciklarinin TBA testi analiz sonuglari( p<0,05)

Uygulanan Doz (ug/ml) MDIDA'Q':::::am
Kontrol 59,00+0,54
IC50/2 73,99+1,15
1C50/4 58,82+0,43

TBA testi analizine gére hem yalin haldeki hem de APTES kapli demir oksit
nanopargaciklarinin IC50/2 konsantrasyonunda neden oldugu oksidatif stresin kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak MTT analizin de oldugu gibi
APTES kapli demir oksit nanopargaciklar, yalin haldeki demir oksit
nanoparcaciklarina gore daha fazla oksidatif stres olusumuna yol agmiglardir. Her iki

nanopargacik i¢in IC50/4 konsantrasyonunda oksidatif hasar olusturmadigi ifade
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edilebilir. Oksidatif stres analizi ile MTT test sonuglarinin birbiri i¢inde tutarl oldugu

gorilmistiir.

4.3.7 Kiiresel Sekle ve Homojen Boyut Dagilimma Sahip Demir OKksit

Nanoparcaciklarinin Sedimentasyon Ozelliklerinin Incelenmesi

In vivo deneylerinde basit canlilarla toksisite incelemesi yapilan kiiresel demir oksit
nanoparcaciklarinin, canli ortamindaki sedimentasyon davranislarini, 6zelliklerini NP-
kum etkilesimini incelemek amaciyla SEM karakterizasyonu yapilmistir.
Kiiresel Fe3Os4 NP’leri, kum numunelerinin yiizey morfolojisi degisikliklerini
incelemek i¢in 50, 100 ve 1000 mg / kg (NP/kum) konsantrasyonlarda hazirlanmustir.
Ornekler asagidaki adimlar takip edilerek hazirlanmstir:
e 5 10 ve 100 mg Fe3O4 nanopargaciklari, yukarida verilen konsantrasyonlari
elde etmek i¢in hacimsel sisede sirasiyla 100 g kaba ve ince kum ile karistirildu.
e Ardindan, balon joje saf su ve musluk suyu ile doldurulmustur (50:50).
e (ozeltiler 4 saat karistirildiktan sonra igerisindeki su buharlastirilarak SEM
ornekleri elde edilmistir.
e Nanoparcaciklar, kimyasal yapilarina (EDX yoluyla), morfolojilerine ve

parlakliklarina gore takip edilmistir.

4.3.7.1 Kaba Kum-NP Etkilesimi

4.3.7.1.1 Yalin Haldeki Kumun SEM Incelemesi
1 mm'lik 6l¢ek cubuguna sahip nanoparcacik icermeyen kum numunesinin SEM

goriintiisii asagida verilmistir.

WD | mag / HFW 1mm
8.1 mm | 100 x| 2 VAPA:Tulul METE-METU

Sekil 4-24 Yalin haldeki kaba kumun SE61\§I oOruntisi



SEM goriintiisiine gore ortalama pargacik ¢apmin 0,573 = 0,175 mm oldugu
gOriilmistiir. Maksimum ve minimum kum tanesi c¢ap1 sirasiyla 1.044 ve 0.332 mm
bulunmustur (Sekil 4-24).

4.3.7.1.2 50 mg/kg konsantrasyonunda FesOs NP/ Kum Orneginin SEM
Incelemesi

Bu konsantrasyonda FezOs nanopargaciklarini tanimlamak olduk¢a ¢ok zor olmustur.
Ancak asagidaki EDX yardimiyla NP yerleri tespit edilebilmistir. NP’lerin kiimeler
halinde kum tanecikleri ile etkilesime girdigi gézlemlenmistir (Sekil 4-25 ve Sekil 4-
26).

x -l
WD mag HvV HFW ‘ e— O V111
6.3 mm [ 15000 x| 20.0 kV [19.9 um METE-METU

Sekil 4-25. 50 mg/kg konsantrasyonunda FezOs NP/ Kaba kum o&rneginin SEM
goriintlisii (Nanopartikiil kirmizi halka igine alinmistir)

Sekil 4-26.50 mg/kg konsantrasyonunda FesOs NP/ Kaba Kum Orneginin EDX Analizi
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4.3.7.1.3 100 mg/kg konsantrasyonunda FezOs NP/ Kum Orneginin SEM
Incelenmesi

Bu konsantrasyondaki Fe3Os NP'lerin kum ile etkilesiminin SEM goriintiist Sekil 4-
27°de verilmistir. Farkli bolgelerden alinan goriintiilere gore FesOs NP agregasinin
ortalama pargacik boyutu 10,515 + 9,831 um bulunmustur. Minimum ve maksimum
partikiil biiytkligi sirasiyla 4,344 ve 25,175 pum bulunmustur (Sekil 4-27).
Nanopartikiillerin varligi ise EDX analizi ile dogrulanmistir (Sekil 4-28).

WD mag HV HFW 5pum
5.5 mm | 20 000 x | 20.0 kV [14.9 pm| METE-METU

Sekil 4-27. 100 mg/kg konsantrasyonunda FesOs NP/ Kaba Kum Orneginin SEM
goriintlisti (Nanopartikiil kirmizi halka i¢ine alinmaistir)

Sekil 4-28. 100 mg/kg konsantrasyonunda FezOs NP/ Kaba Kum Orneginin EDX
Analizi
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4.3.7.1.4 1000 mg/kg konsantrasyonunda Fes04 NP/Kum Orneginin SEM
Incelemesi

Bu konsantrasyonda FesOs nanopargaciklarini incelemek ¢ok daha kolay
gerceklesmistir. Bu konsantrasyondaki Fe3Os nanoparcaciklarinin SEM goriintiisii
Sekil 4-29°da verilmistir. Farkli bolgelerdeki Fe3Os nanoparcaciklarinin ortalama
partikiil biiyiikligii 3,712 + 4,364 um bulunmustur. Minimum ve maksimum partikiil
biiylikliigi sirasiyla 0,649 ve 13,491 um bulunmustur. Bu konsantrasyon i¢in boyut

dagiliminin ¢ok genis oldugu goriilmiistiir.

p
i

Sekil 4-29. 1000 mg/kg konsantrasyonunda FesOs NP/ Kaba Kum Orneginin SEM
goriintlisti (Nanopartikiil kirmizi halka i¢ine alinmaistir)

EDX sonuglar1 incelendiginde ise, NP konsantrasyonu arttiginda, NP'nin tuz yerine

kumla daha fazla etkilesime girmeyi tercih ettigi sonucuna varilmaktadir (Sekil 4-30).

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 keV

Sekil 4-30. 1000 mg/kg konsantrasyonunda FesO4 NP/ Kaba Kum Orneginin EDX
Analizi
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4.3.7.2 ince Kum-NP etkilesimi

4.3.7.2.1 Yalin Haldeki Kumun SEM Incelemesi
1 mm O6lgek ¢ubuguna sahip nanoparcaciklarin SEM goriintiisii olmayan ince kum

ornegi Sekil 4-31°de verilmistir.

TR

A o
.4‘\\\,« i
e

y V= \
WD | mag HV HFW
7.2 mm 100 x| 20.0 kV |2.98 mm

Sekil 4-31 Yalin haldeki ince kumun SEM goriintiisii

SEM goériintiisiine gore ortalama pargacik ¢ap1 0,152 + 0,046 mm oldugu
goriilmektedir. Maksimum ve minimum pargacik boyutlar1 sirasiyla 0,243 ve 0,065
mm bulunmustur. Kaba kum ile kargilastirildiginda kum taneleri arasindaki boyut farki
gbze carpmaktadir.

4.3.7.2.2 50 mg/kg konsantrasyonunda FesOs NP/Kum Orneginin SEM
Incelemesi

Kaba taneli kumla benzer sekilde bu konsantrasyonda FezOs nanopargaciklarina
rastlamak ¢ok zor olmustur. Bununla birlikte, ¢ok nadir FesO4 NP agregatlar1 Sekil 4-
32 (SEM) ve Sekil 4-33’te (EDX) gosterildigi gibi EDX yardimiyla yakalanmistir.

Farkli bolgelerdeki FesO4 nanoparcacik kiimelerinin ortalama parcacik biiyiikligi
1,36 + 0,295 pum bulunmustur. Maksimum ve minimum partikiil blyiikligi sirasiyla
1,44 ve 0,851 um bulunmustur. Ince kum 6rneginde de EDX ile dogrulandig: iizere

NP’lerin ¢ogunlukla Ca tuzu partikiilleri ile etkilesime girdigi gozlemlenmistir.
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WD mag HV HFW 5 pm
7.4 mm | 25000 x| 20.0 kV [11.9 ym METE-METU

Sekil 4-32. 50 mg/kg konsantrasyonunda FesOs NP/ Ince Kum Orneginin SEM
goriintlisli (Nanopartikiil kirmiz1 halka i¢ine alinmistir)

Sekil 4-33. 50 mg/kg konsantrasyonunda FesOs NP/ Ince Kum Orneginin EDX analizi

4.3.7.2.3 100 mg/kg konsantrasyonunda FesOs NP/Kum Orneginin SEM
Incelemesi

Bu konsantrasyondaki FezOs4 nanopargaciklarinin SEM goriintiisii Sekil 4-34’te
verilmistir.

Farkli bolgelerdeki FesOs NP agregatlarinin ortalama pargacik biyiikligi 0,835 +
0,016 um bulunmustur. Maksimum ve minimum partikiil biiytikliigii sirasiyla 0.855 ve
0.822 um bulunmustur.
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WD mag 2\ HFW | ————3um
7.3 mm | 50 000 x| 20.0 kV |5.97 ym METE-METU

Sekil 4-34. 100 mg/kg konsantrasyonunda Fe3Os NP/ Ince Kum Orneginin SEM
goriintiisti (Nanoparcgacik kirmizi halka i¢ine alinmistir)

Nanopartikiillerin varligi yine EDX analizi ile dogrulanmustir (Sekil 4-35). Bu
konsantrasyonda da NPlerin kum igerigindeki tuzla etkilestigi goriilmiistiir. Bununla
birlikte, genellikle kum taneleri ve nanopargacik arasindaki etkilesim baskin oldugu

gbzlemlenmistir.

Fe

A = _
=

5.00 6.00 7.00 8.00 kev

Sekil 4-35. 100 mg/kg konsantrasyonunda FesOs NP/ ince Kum Orneginin EDX
analizi

4.3.7.2.4 1000 mg/kg konsantrasyonunda FesO4 NP/ Kum Orneginin SEM
incelenmesi
Bu konsantrasyonda, diger konsantrasyonlarla karsilastirildiginda  FesOs

nanoparcaciklari ile karsilasmak diger konsantrasyonlarda hazirlanan sedimentlere
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kiyasla olduk¢a kolay olmustur. FesOs nanopargaciklarinin SEM goriintiisii asagida
verilmistir (Sekil 4-36).

¢ @
/—\ 4 v

ey N—— x <
T o R

WD | mag | HV | HFW [—————20um
7.1 mm |8 000 x| 20.0 kV |37.3 um| METE-METU

Sekil 4-36. 1000 mg/kg konsantrasyonunda FesOs NP/ Ince Kum Orneginin SEM
goriintlisti (Nanopargacik kirmizi halka i¢ine alinmistir)

Farkl1 bolgelerdeki FesO4 nanoparcaciklarin ortalama partikiil biiytikliigii 3,052 +
1,058 pm bulunmustur. Minimum ve maksimum partikiil bityiikligii sirastyla 1,161 ve
4,463 pm bulunmustur. Bu konsantrasyon i¢in agregat boyutlart diisiik
konsantrasyonlardan daha biiyiiktiir. Kaba kumda oldugu gibi EDX sonucuna goére
(Sekil 4-37) NP konsantrasyonu arttiginda NP'nin tuz yerine kumla daha fazla

etkilesime girmeyi tercih ettigi sonucuna varilmaktadir.

Sekil 4-37. 1000 mg/kg konsantrasyonunda FesOs NP/ Ince Kum Orneginin EDX
Analizi
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Sonug olarak, FesO4 nanopargaciklar: cogunlukla gesitli boyutlarda agregatlar halinde
kum taneleri ile etkilesime girmistir. Disiik FesOs NP konsantrasyonlari igin,
nanopartikiiller cogunlukla her iki kum numunesi (kaba ve ince kum) igin Ca tuzlariin
yakininda bulunmaktadir. Cok yiiksek NP konsantrasyonu icin (1000 mg/kg),

nanoparcaciklar ¢ogunlukla kum tanecikleri ile etkilesime girdigi goriilmiistiir.

4.3.8 Kiiresel Sekil ve Homojen Boyut Dagilimina Sahip Kiiresel Demir OKksit

Nanoparcaciklarinin In Vivo Ekotoksisite Deney Sonuclar:

4.3.8.1 Yasam Ozelligi Analizi

Tatarciklar, deney kaplarina girisinden itibaren 10. giinde ortaya ¢ikmaya baglamistir,
son tatarcik ise 17. giinde not edilmistir. Yasam ozelligi toksisite analizi, kontrol
grubunda en yiiksek sayida tatarciklarin (ortalama 18,3 tatarcik) ortalama 12,68 giin
icinde ortaya ¢iktigini gostermistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 Yalin haldeki demir oksit nanopargaciklarina maruz kalan C. riparius'ta

yasam dongiisii parametreleri: Ortaya cikis oran1 (ER); Oliim orani1 (M); Gelisim
stiresi (DT); Gelisim orani (DR).

Verilen
Konsantrasyon
Kontrol 1 5 10 50 100
(mgNP/
kgsediment)
ER + SP (%) 91.6£7.64 833+17.5 85+13.2 90 £13.2 86.6 +7.64 80+8.7
M £ SP (%) 8.3+7.64 16.6+£17.5 15+13.2 10+13.2 13.3+7.64 20+8.7
13.46=+ 12.48 £
DT =+ SP (giin) 12.68+0.87 e N 12.81 +£1.07 11.89+£1.04 12.67+1.72

DR + SP (%) 8.35+£10.6 7.8+046  8.45+0.60 8.21 £0.69 8.92+£0.76 8.41+1.14

Ortaya ¢ikma basarisi, giinde ortaya ¢ikan tatarciklarin ortalama %7,8 ile %8,92
arasinda degisen gelisme hizi ile ortalama %80 ile %91,6 arasinda degismektedir.

Tatarciklarin kiimiilatif olarak giinliik ortaya ¢ikis grafigi ise sekil 4-38'de verilmistir.
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Sekil 4-38 C. riparius'un ortalama kiimiilatif giinliikk olusumu

4.3.8.2 Genotoksisite Analizi

Larvalarin hayatta kalmasi OECD yonergelerinin sinirlari dahilinde ortalama% 84 ile
% 93 arasinda degismistir. Farkli konsantrasyonlarda demir oksit ile maruziyet sonrasi

genotoksik etkiler Cizelge 4-9* da sunulmaktadir.

Cizelge 4.9 Yalin haldeki kiiresel demir oksit nanoparcaciklarinin C. riparius
dordiincii donem larvalarinda genotoksik etkisi

Comet class Toplam Jel

Konsantrasyon ecror
ektroforez

(me/\e) 0 1 2 3 4 Skoru?

Negatif kontrol 87.9+0.42 12.1+0.5 0.00£0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 12.1%0.54"

Pozitif kontrol 62.2+0.24 223+0.81 7.1+0.24 5.1+0.8 33+12 65.0+0.5

1 86.8+0.34 13.2+0.22 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 13.2+0.30

5 85.7+0.72 143+0.91 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 14.3+0.8"
10 852+0.8 11.1+0.20 3.7+0.64 0.00+0.00 0.00+0.00 18.5+0.82"
50 64.4+0.74 21.4+023 7.1+081 7.1+051 0.00£0.00 56.9+0.94°
100 68.8+0.26 12.5+0.84 125+093 63+0.80 63+0.13 81.6%0247

2 Degerler, ili¢ bagimsiz deneyden ortalama + SP'yi temsil etmektedir.
* negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda p <0.05
T pozitif kontrol grubu ile karsilastirldiginda p <0.05
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1, 5 ve 10 mg FesOsNP /kg sediment konsantrasyonlari, negatif kontroldekilere benzer
toplam jel elektroforez skoru gostermistir, bu da demir oksit nanopargaciklarinin daha
diisiik konsantrasyonlarda genotoksik bir etkiye sahip olmadigini gostermistir. En
yiiksek iki FesO4NP konsantrasyonu (50 ve 100 mg / kg) genotoksik etki gdstermistir,
¢linkii toplam jel elektroforez skoru, negatif kontrolden daha yiiksek ¢ikmistir
(p>0.05). 50 mg/kg konsantrasyonu, pozitif kontroliinkine benzer sekilde hasarli
hiicrelerin  frekansindaki  artist  tetiklerken, 100 mg/kg’lik konsantrasyon
uygulandiktan sonra DNA hasarindaki artisin, pozitif kontroliin 1,3 kat1 ve negatif

kontroliin 6,7 kat1 oldugu goriilmiistiir.
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5. ON CALISMALAR ve PLANLANAN CALISMALAR

Bu calismada nanopartikiillerin in vitro ve in vivo toksisitelerinin incelenmesine
paralel olarak, parcacik-hiicre etkilesim giicii, pargacik difiizyon katsayis1 ve pargacik
hiicresel i¢ine alim yollarin1 6lgmek icin Yiizey Plazmon Rezonans spektroskopisi
(SPR) kullanilmas1 amaglanmistir. Yiizey plazmon polaritonlart niifuz ettikleri
dielektrik materyaldeki kirilma indeksinin degisimine karsi ¢cok hassastir. Bir prizma
kuplaj konfigiirasyonu (Kretschmann) kullanilmasi planlanmaktadir. Bir cam
prizmanin tabanina kritik bir agidan (6c) daha biiyiik bir agiyla yonlendirilen bir lazer
15101 oldugunda, 151k arabirimde tamamen dahili olarak yansir (TIR). Elektrik alani,
altin metaldeki (~ 50nm) serbest elektronlarin yiik yogunlugu dalgalanmalar ile
ciftlesir ve bir ylizey plazmonunu uyarir. Bu anda metalin disina genligi azalan bir
dalga tiretilir ve bu metalin genligi yiizeyden iistel olarak bozunur. Farkli penetrasyon
derinligi, sistemin kendi 6zelligidir ve basitce, 6rnegin, lazer dalga boyunu ayarlayarak
(10 nm'den birka¢ mikrometreye kadar) kontrol edilebilir. Genligi azalan dalga,
substrat-dielektrik arayiize paralel yayilir. Bu yiizey miitkemmel ara yiizey hassasiyeti
ve secicilik saglar. Metal filmin iizerine ilave bir dielektrik katman (Si3N4/ hiicre zar1)
eklenirse, gelen 15181 sizdiran kilavuz modlar yiizey plazmonlar ile uyarma 6zelligine
sahiptir. Hem P hem de S-polarize 151k tarafindan uyarilan yiizey plazmon rezonansi
(sadece P-polarizasyonu) ve dalga kilavuzu modlart ani bir diislis yansisi olarak
gozlemlenir. Bu yeni geometri, yiizey plazmon dalga kilavuzu rezonans (SPWR)
spektroskopisi olarak adlandirilir. SPWR, hiicre zar1 icerisindeki refraktif indeks
degisikliklerine dayandigindan, hiicre ile NP arasinda mevcut olan refraktif indeks
degisiminin ¢ok yiiksek bir duyarlilikla saptanmas1 amaglanmaktadir. NP'lerin hiicre
zariyla etkilesimi hem P hem de S-polarizasyonlar1 i¢in pozitif spektrum kaymalarina
yol acarak kiitle degisikligine isaret eder ve membran i¢indeki organizasyon, NP
temast lizerine olusur. Boylece, hiicre zarlarindaki NPlerin alimima bagli olarak
SPWR'nin refraktif indeksindeki kiiciikk degisiklikler, dalga kilavuzu kosullarinda
biiylik kaymalara neden olabilir. NP ve membran arasindaki afinite sabitleri bir yana,

SPWR, etkilesimlerini takiben NP ve membran yeniden organizasyonu hakkinda da
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bilgi saglamaktadir. Dalga kilavuzu modlarinin agisal konumu (rezonans kaymasi)
NPlarin alim deneyleri sirasinda yerinde izlenebilir. Bu, protein konformasyonu,
yogunlugu ve topaklanmadaki degisiklikleri izlemek i¢in kullanilabilir. Bu teknigin
diger bir avantaji, hiicrede meydana gelen islemleri, geleneksel spektroskopik analizle
ayirt edilemeyen, iist ylizeyde olusan islemleri ayirt edebilme yetenegidir.

Buradan yola ¢ikarak, oncelik altin substrat {izerine Cin Hamster Ovary (CHO K1)
hiicrelerinin baglanmasi incelenmistir. Altin ylizey hiicrelerin tutunmasini saglamak
icin hiicre besiye ile yikanmistir. Bundan sonra hiicreler enjekte edilmistir ve Sekil 5-
1 de gosterilen altin yiizeye tutundurulmasi igin %5 COz2 ile 48 saat boyunca 37 ° C'de
inkiibe edilmistir.

Islemden sonra hiicrelerin altin yiizeyine baglanmas1 basarili bir sekilde

gerceklestirilmistir.

Sekil 5-1 Altin yiizey iizerine tutundurulan CHO K1 hiicreleri

Hiicrelerin altin yilizeye tutundurulmasindan sonra SPR c¢aligmalar1 yapilmistir.
Sonuglara gore, hiicreler ylizeye tutunsa da cihazin ¢alisma kosullar1 (Oda sicakligi,
nem, sterilizasyon) hiicrelerin yasayabilecegi uygun ortami saglamadigi igin
hiicrelerin canliliginin devami 6l¢timler sirasinda saglanamamistir. Bu nedenle alinan
SPR pikleri anlamsiz sonuglar vermislerdir.

Bu calismalara ek olarak cihazin ¢alisma kosullarinda yasama olasilig: yiiksek olan,
oda sicakliginda iireyebilen ve canliligin1 devam ettirebilen 6zel besiyeri ise saglikli
alabalik Miks Gonaol (RTG?2) hiicreleri ile altin ylizey iizerine hiicreleri tutundurma
caligmalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda da hiicrelerin yiizeye tutundurulmasi basariyla
gerceklestirilmistir ancak altin ylizey iizerindeki hiicre yogunlugunun arttirilmasina

ihtiya¢ duyulmustur.
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Ilerleyen ¢alismalarda cihazin ¢alisma kosullarinda {ireme ve canliligin siirdiirebilme
yetenegine sahip balik hiicrelerinin altin ylizey iizerine daha yogun olacak sekilde

tutundurularak, SPR ¢alismalar1 devam edecektir.
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6. SONUC ve DEGERLENDIRME

Nanoteknolojinin hizla geliserek bir¢ok uygulama alaninda yararlanilan bilim haline
gelmesiyle birlikte, Ozellikle nanoteknoloji yardimiyla iiretilen pargaciklar yani
nanoparcaciklar akademik ve endiistriyel alanda siklikla kullanilmaya baglanmistir.
Nanopargaciklarin kullaniminin  yogunlasmasi1 nedeniyle ¢evreye salimimi ve
beraberinde canli sistemlerin nanopargaciklara maruz kalma orami artmistir. Bu
nedenle laboratuvar ortaminda sentezlenen miihendislik nanoparcaciklarinin veya
dogada hali hazirda nanopargarciklarin canli sistemler ile etkilesimlerinin incelenmesi
biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu tez kapsaminda ticari olarak satin alinan, kozmetik iiriinlerinde veya giines koruma
kremlerinde siklikla kullanilan titanyum dioksit (E171) nanopargaciklarina 3-amino
propil trietoksi silan (APTES) grubu baglanarak 2 nanopar¢agin da fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Yalin haldeki ve APTES kapl titanyum dioksit
nanoparcaciklart DLS, TEM, XPS, XRD ve BET analiz yontemleri kullanilarak
hidrodinamik ¢ap, boyut, kimyasal bag analizi, ylizey alan1 ve gozenek c¢ap1 gibi
fiziko-kimyasal Ozellikleri hakkinda bilgi edinilmistir. Yapilan TEM ve XPS
karakterizasyonlarinin  da  birbirini  dogruladigi  lizere titanyum  dioksit
nanopargaciklarinin APTES ile yiizey modifikasyonunun basariyla gerceklestirildigi
gorilmiistiir.

Bu c¢alismalara ek olarak diizensiz sekil ve boyut dagilimina sahip demir oksit
nanopargaciklari sentezlenmis ve yine yiizeylerine APTES modifikasyonu yapilmistir.
Hem yalin haldeki hem de APTES kaplanan demir oksit nanopargaciklar sekil, boyut,
kimyasal bag analizi, manyetik 6zellikleri, yiizey alan1 ve gbzenek ¢ap1 gibi fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢cin TEM, XPS, VSM ve BET yontemleri
kullanilarak karakterize edilmistir. Titanyum dioksit nanopargaciklarinda oldugu gibi
TEM ve XPS analizleri sonucunda diizensiz sekil ve boyut dagilimina sahip demir
oksit nanopargaciklarinin da APTES ile yapilan yilizey modifikasyonunun basariyla

gergeklestirildigi goriilmistiir. Diizensiz sekil ve boyut dagilimina sahip demir oksit
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nanoparcaciklarinin karakteristik siiperparamanyetik 6zellige sahip oldugu VSM ile
dogrulanmistir. Ayrica APTES ile yapilan kaplama miknatislanma giiciinii diisiirse de
pargaciklar siiperparamanyetik 6zellik géstermeye devam etmistir.

Caligmanin bir boliimii ise kiiresel sekil ve homojen boyut dagilima sahip demir oksit
nanoparcaciklarinin sentezlenmesi, APTES ile yiizey modifikasyonlarinin yapilmasi
ve hem in vitro hem de in vivo toksik 6zelliklerinin incelenmesini kapsamistir.
Kiiresel demir oksit nanopargaciklari 1slak kimya yontemi ile sentezlenmis ardindan
da ylizeyine APTES modifikasyonu yapilmistir. Kiiresel demir oksit
nanopargaciklarinin hidrodinamik ¢api, Zeta potansiyeli sekil, boyut ve morfoloji
analizi, kimyasal yap1 analizi, kristal yapisi ve manyetik 6zelliklerinin belirlenebilmesi
icin DLS, Zeta Potansiyel ol¢timii, TEM, XPS, XRD ve VSM yontemlerinden
yararlanilmigtir. TEM ve XPS analizleri sonunda yalin haldeki kiiresel ve homojen
boyut dagilimina sahip demir oksit nanopargaciklarinin yiizeyinin APTES ile
modifikasyonu dogrulanmaistir.

Hem yalin haldeki hem de APTES kapli kiiresel demir oksit nanopargaciklarinin
sitotoksisite deneyleri MTT analizi ile CaCo-2 hiicre hatti tizerinde, 7,81-500 pg/mL
konsantrasyon araliginda gerceklestirilmistir. MTT analizi tetrazolyum tuzlari igeren
bir analiz yOntemidir. Tetrazolyum tuzu mitokondriyal aktivitesi devam eden
hiicrelerle etkilesime girdiginde renk degisimine yol agan formazan kristallerinin
olusumuna yol agar. Bu hiicrelerin absorbansi belirli bir dalga boyunda okundugunda
hiicrelerin canlilig1 hakkinda bilgi edinilmektedir. Sitotoksisite deneylerinin sonucuna
gore yalin haldeki demir oksit nanopargaciklarinin %canlilik oran1 en yiiksek 7,81
png/mL konsatrasyonunda 85,5242,07 olarak bulunmustur. APTES kapli demiroksit
nanopargaciklarin ise en yiiksek canliligi ayn1 konsantrasyonda 59,64+2,59 olarak
bulunmustur. APTES kapli demir oksit nanopargaciklarinin yalin haldeki demiroksit
nanoparcaciklara gore sitotoksisitesinin daha fazla oldugu goriilmektedir. Ayrica bu
nanoparcaciklar i¢cin IC50 degerleri belirlenmistir. Yalin haldeki demir oksit
nanopagraciklar i¢in IC50 73,91 pg/ml iken, APTES kapli demir oksit nanopargaciklar
icin 17,93 pg/ml olarak hesaplanmigtir. IC50 degerinden yola ¢ikarak bu
nanopargaciklarin hiicrelerde neden oldugu oksidatif stresi belirlemek icin TBA
testleri yapilmistir. TBA test sonuclarma gore yalin haldeki demir oksit
nanopargaciklarinin IC50/2 konsantrasyonundaki oksidatif stresi kontrol grubuyla

ayn1 cikarken, APTES kapli demir oksit nanopargaciklarinin oksidatif stresi kontrol
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grubundan yiiksek ¢ikmistir. Bu sonuglar MTT analizleriyle de uyumlu ¢ikmustir. iki
nanoparcacik tiirii i¢in de IC50/4 konsantrasyonu kontrol grubu ile ¢ok yakin ¢ikmustir.
Kiiresel demir oksit nanoparcaciklarinin ekotoksisite deneyleri ise Chirinomus
Riparius larvalart tiizerindeki toksik ve genotoksik oOzellikleri incelenerek
gerceklestirilmistir. Aynt zamanda bu nanopargaciklarinin canlilarin  yasadig
sediment ile olan etkilesimleri SEM ile incelenmistir. 1-100 mg/kg konsantrasyon
araliginda canlilara biyolojik analiz tayini ve yasam 06zelligi testleri yapilmistir. Ayni
konsantrasyonlar i¢in nanoparcaciklarin canlilar iizerinde neden oldugu genotoksisite
deneyleri jel elektroforez yontemi ile OECD Test No:218 test yonergesine uygun
olarak gergeklestirilmistir. Jel elektroforez yontemi kullanilarak yapilan deney
sonuglarina gore en diisiik dozlar (1, 5, 10 mg /kg) genotoksik aktivite gostermemistir.
Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda toplam jel elektroforez skorunda onemli
artiglar, sadece 50 ve 100 mg / kg konsantrasyonlarinda meydana gelmistir ve bu da
demir oksit nanoparcaciklarinin DNA hasarin1 sadece ¢ok yiiksek dozlarda
indiikleyebildigini gostermektedir. Buna ek olarak Chirinomus Riparius larvalari
gerceklestirilen yasam Ozelligi testlerinde yasam parametrelerinin higbirinin test

edilen konsantrasyonlarda toksik olmadigini géstermistir.
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