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OZET

MODIFiYE VE NONMODIFiYE COK DUVARLI KARBON NANOTUPLERIN SiTOTOKSIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Karbon nanotiipler sergiledikleri iistiin mekanik, kimyasal ve elektriksel 6zellikleri nedeniyle
¢ok sayida arastirmacinin ilgisini ¢ceken nanoyapilardir. Kesfedikleri giinden itibaren bu alanda
yapilan calisma sayisinin giderek artmasinin sebebi de budur. Bir¢ok farkli uygalama igin
elverisli olan bu yapilarla ilgili karsilasilan en biiyiik sorun herhangi bir islem gérmemis
formlariyla inert yapiya sahip olmalaridir. Bu nedenle dispers olma kabiliyetleri zayiftir ve
¢oziinme problemi yasarlar. Bu durumun iistesinden gelmek icin siklikla basvurulan yol ise
karbon nanotiiplerin modifiye edilmesidir. Bu sayede hem c¢oziiniirliikleri artar hem de biyolojik
matriksler icin uygun materyaller haline gelirler. Karbon nanotiiplerle ilgili en ¢ok arastirilan
alanlardan biri de bu yapilarin sitotoksik 6zellikleridir. Bu yapilarin sitotoksik etkisiyle ilgili
kanitlanmis tek bir dogru yoktur. Ancak bazi arastirmalar modifiye edilmesi sonucu ¢6ziinme
yeteneklerindeki artisin, karbon nanotiiplerin toksik etkisini azalttigin1 gostermektedir. Bu
hipotezden yola ¢ikarak bu tez ¢calismasinda ¢ok duvarli karbon nanotiipler Hummer metoduyla
modifiye edildi. Elde edilen modifiye ve non modifiye cok duvarli karbon nanotiiplerin
karakterizasyonlar1 ~ X-1s1n1 fotoelektron  spektroskopisi, Raman  spektroskopisi,
Termogravimetrik analiz ve Alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu ile gergeklestirildi.
Elde edilen modifiye ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin BJ-5ta fibroblast hiicreleri tzerinde
herhangi bir sitotoksik etki gdstermedigi sonucuna varildi. Elde edilen sonu¢lar modifiye ¢ok
duvarlh karbon nanotiiplerin biyomedikal uygulamalar icin 6éncii materyal olma potansiyeline
sahip oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: (Cok duvarli karbon nanotiip, Sitotoksik, Modifiye, Nonmodifiye,
Karakterizasyon.

Danmisman: Prof. Dr, Nefise Ozlen Sahin, Mersin Universitesi, Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim
Dali, Mersin.



ABSTRACT

INVESTIGATION ON CYTOTOXIC EFFECTS OF MODIFIED AND NON MODIFIED
MULTIWALLED CARBON NANOTUBES

Carbon nanotubes are nanostructures that attract many researchers because of their unique
mechanical, chemical and electrical properties. That is why the number of studies in this field
has gradually increased since the day they discovered. The biggest problem encountered with
these structures, which are suitable for many different applications, is that they have an inert
structure in their pristine form. Therefore, their dispersibility is poor and they have dissolution
problems. The most common way to overcome this matter is to modify carbon nanotubes. In
this way, they increase their solubility and become suitable materials for biological matrices.
One of the most researched areas of carbon nanotubes is the cytotoxic properties of these
structures. There is no proven evidence for the cytotoxic effect of these structures. However,
some studies have shown that the increase in dissolution capabilities as a result of modification
reduces the toxic effect of carbon nanotubes. Based on this hypothesis, multi-walled carbon
nanotubes were modified by Hummer method in this thesis. Characterization of the modified
and non-modified multi-walled carbon nanotubes were performed by X-ray photoelectron
spectroscopy, Raman spectroscopy, Thermogravimetric analysis and Field emission scanning
electron microscopy. It was concluded that the modified multiwalled carbon nanotubes did not
show any cytotoxic effect on fibroblast cells in BJ-5. The results showed that modified
multiwalled carbon nanotubes have the potential to be the leading material for biomedical
applications.

Keywords: Multiwalled carbon nanotube, Cytotoxic, Modified, Nonmodified, Characterization.

Advisor: Prof. Dr, Nefise Ozlen Sahin, Mersin University, Department of Pharmaceutical
Biotechnology, Mersin, Turkey.
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1. GIRIS

Bilinen son karbon allotropu karbon nanotiipler 1991 yilinda Japon arastirmaci Sumio
lijima tarafindan kesfedilmistir. Nanobilim a¢isindan ¢igir acan bu bulus karbon nanotiiplerin
yapisal ve kimyasal davranislarinin farkina varilmasiyla cok daha cazip hale gelmistir. Ciinkii bu
yapilar nanoboyutda kuantum mekaniginin etkisine girmesiyle mekanik, optik, kimyasal,
elektriksel ozellikleri farklilasmaktadir. Sahip olduklar: essiz fiziksel ve kimyasal ozellikleri
nedeniyle basta temel bilim olmak iizere, miihendislik, medikal gibi bir¢cok alanda ¢alismalarin
yogunlasmasina neden olmustur. Kesfedikleri giinden itibaren bu alanda yapilan calismalar
giderek artmistir giiniimiizde de popiileritesini korumaktadir. Nanoyapilar icinde énemli bir
yere sahip olan bu yapilar otomotiv sektoriinde, bilgisayar uygulamalarinda, nanoelektronik
materyallerin lretiminde ve tip alaninda kullanilmaktadir.

Ham ve bozulmamis olarak bilinen “piristin karbon nanotiipler” suda ¢éziinmeyen inert
materyallerdir. Bu durum biyolojik uygulamalar i¢in biiyiik problemdir. Coziiniirliigiiniin ve
dispers olabilme yeteneklerinin artmasi icin yapilarinin modifiye edilmesi gerekmektedir. Bu
sayede yapinir ¢oziinlir olmasini saglayan karboksil, hidroksil gibi fonksiyonel gruplar yapiya
ilave edilebilmektedir.

Karbon nanotiiplerle ilgili yapilan olumlu ¢ok sayida arastirma olmasina ragmen bu
yapilarin toksisitesi ile ilgili herkes tarafindan kabul edilebilir net bir bilgiye maalesef
ulasilamamaktadir. Literatiir incelendiginde karbon nanotiiplerin herhangi bir toksik etkisinin
olmadigl yoniinde ¢alismalar olmakla beraber tahrip edici toksik davranisalar gosterdigini
kanitlayan calismalara da rastlanilmaktadir. Toksisite ile ilgili bu kadar biiylik bir kafa
karisikliginin olmasi toksisite tizerinde ¢ok sayida degiskenin rol oynuyor olmasidir. Bununla
ilgili en biiyiik hipotezlerden biri de karbon nanotiip yiizeyinin karbonil hidroksil gibi gruplarin
baglanmasi sonucu modifiye edilmesiyle toksik etkilerinin azaldigidir.

Bu noktadan hareketle bu tez calismasinda ticari olarak satin alinan ¢ok duvarl karbon
nanotiip Hummer metodu ile modifiye edilmistir. Elde edilen modifiye karbon nanotiiplerin
karakterizasyonlar1 ~ X-isitm1  fotoelektron  spektroskopisi, = Raman  spektroskopisi,
Termogravimetrik analiz ve alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu ile
gerceklestirilmistir. Daha sonra modifiye ve non modifiye cok duvarli karbon nanotiiplerin

sitotoksik etkisi MTT yontemi ile tespit edilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Nanoteknoloji ve Tarihsel Gelisim Siireci

Latince “nanus” kelime kokiinden {iiretilen ve cilice anlamina gelen nano kelimesi metrik
sistemde metrenin milyarda biri kadar kii¢lik olan materyal ve sistemler i¢in kullanilmaktadir.
Nanoteknoloji kavram olarak ilk defa tinlii fizik¢i Richard Feynman tarafindan yapilan ve biiyiik
yanki uyandiran ve Tiirkce'ye “Asagida daha ¢ok yer var” olarak cevrilen "There's Plenty of
Room at the Bottom"adli konusmasi ile ortaya ¢ikmistir [1]. Bu konusmanin c¢ikis noktasi
nanobliyiikliiklerin 6lciimlendirebilecegi ve farkli amaclar icin farkl cihazlarda kullanilabilme
potansiyelinin var olusudur. Ancak nanoteknolojinin terim olarak ilk defa kullanilmasi ve
hayatimiza girmesi ise Japonya’da 1974 yilinda Norio Taniguchi [2] tarafindan
gerceklestirilmistir. Nanoteknolojinin tarihsel gelisim siirecinde katedilen bir diger 6énemli adim
ise bu alanda yazilan kitaplardir. Bu alanda katkilar1 azimsanmayacak kadar biiyiik olan fizikgi
Eric Drexler Yaratma Motarlari ve Nanosistem adl kitaplariyla [3] literatiire ge¢mistir.

Devam eden slirecte ve sonrasinda konu ile ilgili yapilan ¢alismalarin sayisi artarak devam
etmistir. Her gecen giin yapilan teroik ve deneysel calismalar [4-8] nanoteknolojinin
bilinmeyenelere 1sik tutmaya devam etmektedir. Hala bir¢cok bilinmeyeni biinyesinde
barindiran nanoteknoloji glinlimiizde bir¢ok arastirmacinin ilgi duydugu, 6énemli adimlarin
atildig1 ve gelecegin teknolojisi olarak tanimlanan multidisipliner bir alan olarak karsimiza
cikmaktadir.

Diinya genelinde nanoteknolojik liriin hizmet ve arastirmalara ayrilan pay her gecen giin
artmaktadir. Bu denli biiyiik bir gelisim ve devinim gdsteren bu alan icin bilimsel ve akademik
calismalarin da her gecen giin artmasi bir tesaduf degildir. Nanoteknoloji lilkemiz icinde

stratejik 6neme sahip oncelikli alan sinifinda kabul edilmektedir.

Teknoloji Gelisim Evreleri

Dogus Il
Yayginlasma [l
Sona erme [l

1771 1825 1886 1939 1991

A J

Endiistri Devrimi Enformasyon Devrimi

Sekil 2.1. Teknolojinin gelisim evreleri [9]
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Unutulmamalidir ki insan ve toplumlarin yasam standartlarinin artmasi ve refah
seviyelerinin iyilesmesi bilim ve teknolojik gelisimlerle paralellik gostermektedir. Her donem
var olan bilimsel bilgi kaynaklarina ve insan giicline bagh olarak teknoloji farkli gelisim
sathalarindan ge¢mistir. Sekil 1'de gosterildigi gibi 1800 li yillarin basinda biiyiik ivme ile
hayatimiza giren tekstil teknolojisini sirasiyla yerini demir, otomotiv ve bilgisayar
teknolojilerine birakmistir. Giiniimiiziin teknolojisi olarak heniiz daha emekleme asamasinda

olan nanoteknolojinin gelecegimiz i¢in biiyiik kazanimlar saglayacag: aciktir [9].

2.2. Nanoyapilar ve Karbon

Nanoteknolojinin ilgilendigi ¢ok sayida materyal, element ve yap1 olmak {izere bunlarin
icerisinde karbonun yeri ayridir. Yasam siireclerinin temel elementi olarak kabul edilen karbon
[10] nano ve makro boyutlarda birbirinden cok farkh 6zellikler sergilerler. Ayrica karbon farkli
allotropik formlarda bulunabilirler bu nedenle farkli uygulamalar icin biiyiik potansiyele
sahiptir.

Karbonun en ¢ok bilinen allotroplarindan biri olan elmas sert ve kararl yapisiyla bilinir,
sp3 hibrit yapisina sahiptir, ti¢c boyutludur ve yari iletken davranis sergiler. Bunun yaninda yine
bir karbon allotropu olan grafit sp2 hibritlesme gosterir ve iki boyutludur. Karbonun bir diger
allotropu da 1985 yilinda Kroto [11] ve arkadaslarinin kesfettigi fullerenlerdir. Bu yapilar 60
karbon atomunun (C60) bir futbol topuna benzer kiiresel dizilimiyle meydana gelirler. Karbona

ait allotroplar Sekil 2.2 ‘de gosterildigi gibidir.

Ty
a;’!; ; Ry ,,;"Jau,",g'z‘) %\?q‘%? . Bgg b
J,J L N G N : \p '4 ;"a'av;
P et WENNESY R RD SR,
a8 P ) | { . 9 o, ) 2 2
.-%’-«"‘;J-u:a'{{;%."-u i @x Pt ; 27 S T e
) AN, $ N % BLALA. A A A 9
2 s asddod s 0 @ @ ’ v oy e e
ST GF G TEIEY z 2, o8 A a ’
4 A2 o at-a, ”‘? o 52 o e N
L Q’“""‘ b 03%50’ o % ig P e D
Elmas Grafit Fulleren Grafen

I " z
—C~ -C- =C- =C-= C:

Karbonun yaptigi baglar

Sekil 2.2. Karbon elementinin allotroplar: [12]
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Bilinen en yaygin fulleren 60 karbon atomundan olusmakla beraber daha sonra bu

yapilarin 20, 24, 28, 36, 50 ve 70 karbonlu [13] olanlar1 da tanimlanmistir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Farkli karbon sayisina sahip fulleren 6rnekleri [14]

2.3. Karbon Nanotiipler

Karbon yapilarinin aydinlatilmasinda 6énemli bir yere sahip olan fullerenlerden sonra
yine ¢ok dnemli bir adim karbon nanotiiplerin kesfiyle [15] atilmistir (Iijima, 1991). lijima ilk
defa, C60 molekiiliiniin iretiminde ark buharlasma teknigi esnasinda ¢ok duvarli karbon
nanotilipleri (MWCNT) kesfetmistir. Bu yapilar karbon atomlarinin ar1 kovanina benzer bir
dizilim gostermesiyle olusmustur ve kalinlig1 insan sac telinin 1/50000 i kadardir [16]. Cok
duvarli karbon nanotlip kesfinin tizerinden iki yil gectikten sonra tek duvarli karbon
nanotiipleri (SWCNT) bulunmustur [17] . Tek duvarli ve ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin
sematik gosterimi Sekil 2.4 de belirtildigi gibidir.

Sekil 2.4 a) Tek duvarh karbon nanotiip b) Cok duvarli karbon nanotiip [18]
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Bilinen son karbon allotropu olan fullerenlerin bir 6gesi olarak tamimlanan karbon
nanotiipler hegzaganol bal petegi goriiniimiindedir. Tek bir grafen levhasinin kendi ekseni
etrafinda dondiirtilmesiyle olusan silindirik yapi1 tek duvarli karbon nanotiip olarak adlandirilir.
Birden ¢ok grafen levhanin kendi ekseni etrafinda dondiiriilmesiyle olusan es merkezli silindirik
yapilara ise ¢cok duvarli karbon nanotiip olarak adlandirilir. Grafen levhasindan karbon nanotiip

olusumunu agiklayan ve sematize eden gorsel Sekil 2.5 de gosterildigi gibidir.

Sekil 2.5. Grafen levhasindan karbon nanotiip olusumunun gésterimi [19, 20]
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Karbon nanotiipler sadece icerdikleri katman sayis1 bakimindan farklilik gostermezler.

Sahip olduklan fizikokimyasal 6zellikler ve sentez prosediirleri de farklilik gosterebilir. Tablo

2.1 bu karsilastirmay1 gostermektedir.

Tablo 2 1. Tek duvarli ve ¢ok duvarl karbon nanotiiplerin karsilastirilmasi [21-23]

SWCNT MWCNT

Tek bir grafen levhadan olusur. Cok sayida grafen levhadan olusur.
Katalizor sentez icin gereklidir. Katalizore gerek yoktur.

Toplu sentez zordur. Toplu sentez kolaydir.

Tam bir dispersiyon saglanamayabilir. Homojen dispersiyon gergeklestirilebilir.
Saflik dusiiktir. Saflik yiiksektir.

Karakterizasyon ve degerlendirme daha kolaydir. =~ Karakterizasyon ve degerlendirme daha

zordur.

Kolayca biikiilebilir. Kolayca biikiilemez.

Karbon nanotiipler karbon atomlarin yonlenmelerine ve sentez sirasinda kivrilma
yontline bagh olarak koltuk, zigzag ve kiral tipte olabilirler (Sekil 2.6). Bu yapilar birbirinden

farkl ozellikler sergilemekte ve farkli amaglar dogrultusunda kullanilabilmektedir [24].

Sekil 2.6. Zigzag, koltuk ve kiral yapida karbon nanotiipler [24]
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2.3.1. Karbon Nanotiiplerin Ozellikleri

Karbon nanotiip yapilarinda var olan sp2 karbon baglar1 yapinin sasirtict mekanik
ozellik gostermesine katkida bulunur. Ustiin mekanik termal ve elektronik o6zellikler
kombinasyonuna sahip yapilardir. Karbon nanotiipler celikten bile daha sert ve dayanakli
materyallerdir [25].

Bunun yaninda kimyasal olarak kararli yapilariyla bilinen karbon nanotiipler, ayni
zamanda hafif materyalledir. Bu 6zelligi nedeniyle 6zellikle havacilik alaninda kullanilabilecek
aday yapilardir. Sahip olduklar farkli en boy oranlarina gore bakirdan bile daha yiiksek
iletkenlik sergileyebilirler [26].

Sahip olduklari farkl ve listiin 6zellikleri nedeniyle de cok sayida calismaya konu olan
karbon nanotiiplerin sahip olduklar: 6zellikleri ayrintilariyla ele almak konunun aydinlatilmasi
icin yararl olacaktir.

Kimyasal aktivite: Karbon naotiipiin kimyasal reaktivitesi lizerinde etkili olan en biiyiik
etken yilizey oOzellikleri ve morfolojisi olarak kabul edilmektedir. Karbon nanotiiplerin yan
duvarlar1 ve u¢ kapaklar1 arasinda reaktivite anlaminda fark oldugu bilinmektedir. Bunun
nedeni olarak baglar arasi etkilesim giicii gosterilmektedir. Yan duvarlarin veya ug¢ kapaklarin
kovalent kimyasal mokdifikasyonu miimkiin olabilmektedir. Ancak nanotiip davranislarini
etkileyen ¢ok sayida degiskenin olmasi bu konun hala arastirmaya acik bir konu olarak kabul
gormesine neden olmaktadir.

Elektriksel iletkenlik: Karbon nanotiipler kiral vektorlerine bagl olarak yari iletken
ya da metalik Ozellikler gostermektedirler. Elektriksel o6zelliklerinin degisken olmasi bu
yapilarin farkli bant genislikerine ve yapilarina baglh olarak degismektedir.

Optik aktivite: Gergeklestirilen teorik c¢alismalar kiral nanotiiplerin optik
aktivitelerinin nanotiipler buiyiidiikce kayboldugunu gostermektedir. Bu nedenle diger fiziksel
ozelliklerde bu parametrelerden etkilenmektedir. Karbon nanotiiplerin optik aktivitelerinin
bilinmesi optik cihazlarda kullanilabilir olmasini saglayan en biiyiikk neden olarak kabul
edilmektedir.

Mekanik gii¢: Karbon nanotiipler uzunluklar1 ve esneklikleri nedeniyle ilgi ceken
materyaller olarak kabul edilmektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle kompozit malzeme uygulamalari

icin son derece uygun alternatifler oldugu diistiniilmektedir [27].
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2.3.2. Karbon Nanotiiplerin Uygulamalari

Karbon nanotiiplerle ilgili cok 6nemli arastirmalar imza atan bilim insan1 A. Zettl karbon
nanotiiplerin uygulama alanlarin yazacak olursak nerdeyse bir kitap yazmis oluruz demistir
[28]. Incelenen literatiir calismalari da bunu destekler niteliktedir. Ciinkii nanoboyutdaki
nesneler ve materyallerin boyutlar1 kiiciildiikce sergiledikleri davranis ve ozellikler ancak
kuantum mekanigi ile agiklanir.

Karbon nanotiiplerin sahip olduklar1 mekanik, elektronik, elektriksel, 1sil, kimyasal,
kolloidal, davranislarinin beklenenden farkl olmasi bu yapilar iletken ve yiiksek mukavemetli
kompozitler [29], yapay implantlar [30], ila¢ tasiyici sistemler [31], sensor [32], enerji doniisiim
ve depolama aygitlar1 [33], radyasyon kaynaklar1 [34], hidrojen depolama [35], nanoboyutda
cihaz tiretimi [36] gibi bir ¢ok farkli alanda kullanilabilirler.

Bu uygulamalarinin yaninda karbon nanotiiplerin medikal uygulamalari da son derece
ilgi cekicidir. Medikal uygulamalari ana basliklar halinde asagidaki gibi 6zetlenebilmektedir.

1. Karbon nanotiipler ilag tasiyict sistemlerde o6zellikle kanser tedavisinde

kullanilmaktadir [37,38].

2. Ozellikle biyoteknoloji ve biyomiihendislikteki gelismelerle beraber doku iiretiminde

kullanilabilmektedirler [39].

3. Sahip olduklar yiiksek ¢ekim etkinligine bagh olarak kalsiyum ile birlikte kullanildig:
yapay implantlar (kemik vb.) olusturulabilmektedir [40].

4. Kolay okside olan ilaglarin korunmasinda koruyucu olarak gérev alabilmektedirler [41].

5. Gen tedavisinde kullanim potansiyeline sahiptirler [42,43].
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Sekil 2.7. Karbon nanotiiplerin uygulama alanlari

2.3.3. Karbon Nanotiiplerin Sentez Yontemleri
Karbon nanotiipler ark bosalim, lazer ablasyon ve kimyasal buhar biriktirme gibi farkh

yontemlerle sentezlenebilmektedir.

2.3.3.1. Ark Bosalim Yoéntemi

lijima karbon nanotiip kesfini bu yontem ile calisirken tesadiifen bulmustur. Bu nedenle
karbon nanotiip sentezinde kullanilan en eski yontemdir. Bu yontemde iki elektrot arasinda
uygulanan 200 A akim ve 20 V gerilim ile bir dogru akim ve sonucunda da ark olusumu esastir.
Genellikle grafit olarak secilen elektrotlar arasinda elektron carpismalari depozit olusumu
meydana gelir. Meydana gelen depozit icinde kiimelenmis belli yiginlar icerisinde karbon

nanotipler [44,45] bulunur (Sekil 2.8).

Top Flange

Electrode connection Electrode connection

Sekil 2.8. Ark bosalim yontemi ile karbon nanotiip sentezi [44,45]
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2.3.3.2. Lazer Ablasyon Yontemi

Lazer ablasyon yontemi ile Thess ve arkadaslar1 1996 yilinda %70 in iizerinde verimle
az miktarda Ni ve Co varliginda 1200 °C de karbon nanotiip sentezi gergeklestirmislerdir. Bu
yontemde belirli sicaklik ve basing ortaminda kaynak olarak kullanilan grafit, lazer isigiyla
bombardimina maruz birakilir ve karbon nanotiip sentezi gerceklesir (Sekil 2.9). Karbon
nanotilip liretim prosesinde sadece kaynak olarak grafit kullanilabilecegi gibi bunun yaninda
farkl katalizorlerde tercih edilmektedir. Bu yontemin en biiyiik sinirlamasi yiliksek maliyeti ve

diisiik iirtin kapasitesi olarak kabul edilmektedir [46,47].

Inert gas

v

Graphite target .
» Nanotubes deposited

+ at collector
L_j '
\
\
| i} Copper collector
Laser Furnace

Sekil 2.9. Lazer ablasyon yontemi ile karbon nanotiip sentezi [46]

2.3.3.3. Kimyasal Buhar Biriktirme

Yukarida bahsedilen iki iiretim yonteminin en biiyiik sinirlamalar1 arasinda sirali sentez
ve blyiik liretimde karsilasilan problemlerdir. Ancak 1996 yilinda kesfedilen kimyasal buhar
biriktirme yontemiyle bu problemlerin oniine geg¢ilebilmistir. Bu yontem ile substrat tizerindeki
biiytime yoni kontrol edilerek ¢cok miktarda nanotiip sentezi miimkiin kilinmaktadir. Reaksiyon
karisiminda hidrokarbon, asetieln metan ve azot karisimi bulunur. Karbon nanotiipler substrat
tizerinde hidrokarbon karisiminin 700-900 °C de atmosferik basingta dekompoze olmasiyla

olusur [48-50].

2.3.4. Karbon Nanotiiplerin Karakterizasyonu ve Kullanilan Analiz Yontemleri
Karakterizasyon sadece nanomatyeryaller icin degil sentezlenen gelistirilen biitlin
kimyasal biyolojik veya biyoteknolojik yontemlerle elde edilen tiim materyaller icin 6nemli bir
konu baghgidir. Farklh o6zellik ve davranislar1 bilinyesinde barindiran bu materyallerin
tanimlanmasi yapilarinin aydinlatilmas1 ve sergiledikleri davranislarin neden kaynakl
oldugunun bulunabilmesi icin karakterizasyon yontemlerine duyulan ihtiya¢ agiktir. Karbon
nanotiiplerin sahip olduklar1 benzersiz optik ve morfolojik 6zelliklerinin neden oldugu yapilarin

aydinlatilmasinda ileri teknoloji ile donatilmis analitik yontemler biiyiik yarar saglamaktadir.

10
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Karbon nanotiiplerin karakterizasyonu amaciyla ¢ok sayida analitik yontem kullanmakla
beraber bunlarin birka¢i su sekilde 6zetlenebilmektedir. Termogravimetrik analizler karbon
nanotiiplerden daha ¢ok kantitatif bilgi alinmas1 icin kullanilmaktadir. Yontemin dayandigi
temel prensip numune Kkiitlesinin belirlenen kosullarda sicakligin fonksiyonu olarak nasil
degistiginin izlenmesi ve yorumlanmasidir. Bunun yaninda taramali elektron mikroskobu
(SEM), transmisyon elektronu mikroskopi (TEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gibi
mikroskobik yontemler karbon nanotiiplerin ylizey analizleri ve morfolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir.

Ayrica karbon nanotiiplerin kimyasal yapilarinin aydinlatilmasi var olan fonksiyonel
gruplarin belirlenmesi ve bagil bolluklarinin belirlenmesi amaciyla X 1smn1 fotoelektron
spektroskopis (XPS), Raman Spektroskopisi, Infrared spektroskopisi (IR), X-1s1n1 kirinimi (XRD)
gibi spektroskopik analitik ydntemlerden de yararlanilmaktadir [51]. Her bir ydntemin
dayandigi temel prensip, arastirmaciya sagladigi analitik bilgi avantaj ve dezavantajlar1 asagida

belirtilen her bir yontemin altinda aciklanmstir.

2.3.4.1. Termogravimetri

Isil analitik yontem olarak tanimlanabilen Termogravimetri o6rnegin belirlenen
kosullarda sabit hizda gerceklesen sicaklik artisiyla veya azalisiyla gerceklesen madde kaybinin,
zamanin veya sicakliin fonksiyonu olarak tespit edilmesine olanak saglayan ve karbon
nanotiiplerin karakterizasyonlarda siklikla tercih edilen bir metotdur. Kiitlenin sicakliga karsi
grafige gecirilmesi ile elde edilen termogramlar nitelik ve nicelik yoniinden 6nemli bilgiler
saglamaktadir [52]. Elde edilen termogramlarin inclenmesi ile 6rnegin karaliligy, icerigi, 1sitma
veya sogutma esnasinda olasi bir ara iirtiniin bilesimi hakkinda bilgi vermektedir. Bu yontem ile

karbon nanotiip iceriginde var olan herhangi bir metalik safsizlik belirlenebilmektedir [53].

2.3.4.2. Mikraskopik Yontemler

Karbon nanotiiplerin yiizey morfolojilerinin belirlenebilmesi icin Taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) yaygin olarak kullanilan iki
mikroskobik yontemdir. SEM ile elde edilen goriintii elektron demetinin yansimasiyla olusur.
TEM de ise maddenin icinden gegen 151n goriintiiyli olusturur. Calisma prensibi olarak TEM ve
SEM in karsilastirilmasi Sekil 2.10 da gosterildigi gibidir. Karbon nanotiip yilizeyinde olmasi
muhtemel metalik safsizliklar TEM ile ayirt edilemezken, ayn1 metalik safsizliklar SEM ile

beraber kullanilan EDX [54] dedektorii ile tayin edilebilmektedir.

11
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Sekil 2.10 TEM ve SEM'’in ¢alisma prensiplerinin gosterimi [55].

2.3.4.3. X Isin1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Kat1 yiizeyin vakum ortaminda X isinlarina maruz birakilmasi sonucu ortama salinan

elektronlarin analiz edilmesi sonucu ylizey hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglayan bir

spektroskopik yontemdir. Kat1 yiizeyin X 1s1n1 ile etkilesmesi sonucu meydana gelen elektronik

gecisler Sekil 2.11 de belirtildigi gibidir. Ylizeydeki her bir element i¢in karakteristik olan

spektrumlar yapinin aydinlatilmasinda ve bagil bulunma miktarlar1 hakkinda bilgi vermektedir.

Spektuma ait pik ytliksekligi ve pik alani kantitatif bilgiler elde etmemizi saglamaktadir [56]. Bu

yontemde degisik kimyasal cevreye sahip atom gruplar1 kimyasal kayma olarak tanimlanan ve o

yapiya 0zgi pikler ile tanimlanmaktadir.

fotodeldron &

iletim band:

Valans bandh

Mu i e
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Sekil 2.11. Xsiniile etkilesmesi sonucu meydana gelen elektronik gegisler [57].
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2.3.4.4. Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopisinin temeli siklikla kullanilan lazer kaynaginin molekiilde meydana
gelen titresim hareketleri ve buna bagli olarak verdigi analitik sinyallerin yorumlanmasidir. Bu
spektroskopik yontem karbon nanotiiplerin tanimlanabilmesi icin son derece duyarlidir. Bunun
nedeni sacilan her 1sin karakteristik titresim spektrumunu vermesidir [56]. Bu analitik yontem
ile daha ¢ok Kkalitatif analizler gerceklestirilir. Ozellikle karbon nanotiip yapisinda bulunan
fonksiyonel gruplara ait baglar karakteristik Raman bandlarinin gézlenmesine neden olurlar. Bu
nedenle bu analitik yontem karbon nanotiiplerinin yapilarinin aydinlatilmasi i¢in son derece
yararl bilgiler vermektedir [53]. Ozellikle infrared sinyallerinin diisiik oldugu durumlarda yap1

aydinlatilmasi icin Raman Spektroskopisine basvurulmaktadir.

2.3.4. 5. Infrared Spektroskopisi (IR)

Molekiiliin  titresim enerjisinden yola c¢ikarak fonksiyonel grup analizinin
gerceklestirildigi bir diger yontem de Infrared spektroskopisidir. Ozellikle parmak izi
bolgesinde elde edilen bilgiler niikleer manyetik rezonans spektroskopisi gibi diger analitik
yontemlerle beraber kullanildiginda ¢ok daha basarili kalitatif veriler elde edilebilmektedir

[58].

2.3.4. 6. X Isin1 Kirinimi (XRD)

Karbon nanotiiplerin kristal yapilarinin aydinlatilmasi ve safsizliklarin belirlenmesinde
kullanilan ve numunede herhangi bir tahribata izin vermeyen onemli spektroskopik
yontemlerden biri de XRD dir. Bu spektroskopik yontemin esasi yapinin kristal yapisina 6zgii
olarak X 1sinlarin farkl agilarda kirilmasi ve buna bagla olarak kristal yapiy1 tanimlayan XRD

desenlerinin olusmasidir [51, 56].

2.3.5. Karbon Nanotiiplerin Modifikasyonu ve Onemi

Karbon nanotiipler (CNT) 1991 yilinda kesiflerinden sonra biiyiik bir ilgiyle arastirilan
bir nanomateryal olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Sahip olduklar essiz fiziksel, kimyasal,
elektronik ve mekanik 0Ozellikleri nedeniyle bir¢ok arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir. Bu
ozellikleri nedeniyle pil olarak, hidrojen depolama materyali olarak, gaz sensori olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica katalitik uygulamalar1 da s6z konusudur.

Ancak CNT lerin homojen dispersiyonlarini hazirlamak olduke¢a zordur. Ciinkii CNT ler
termodinamik olarak kararl m-m etkilesimleri ve Van der Walls baglarina sahiptir. Bu nedenle
CNT lerin dispersiyon yeteneklerini arttirmak i¢in ultrasonikasyon, kimyasal modifikasyon gibi

yontemlere ihtiya¢ duyulur. Genel olarak modifikasyon olarak adlandirilan bu ydntemler ile
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CNT yiizeyleri modifiye olur ve farkli amaclar icin kullanim potansiyellerine sahip yeni hibrit
materyaller elde edilmis olur [59].

Karbon nanotiipler kullanim amacina uygun bir sekilde farkli karisim ve/veya
reaktiflerle modifiye edilebilirler. Bunlar arasinda belki de en popiiler ve etkili olani oksidasyon
yontemleridir. Karbon nanotiiplerin oksidasyonu kimyasal metodlarla yapilabildigi gibi,
fotooksidasyon, oksijen plazmasi ve gaz fazi muamelesi ile de gerceklestirilebilmektedir. Bu
islemler sonucu modifiye CNT’ler karbonil, hidroksil gibi oksijen iceren gruplar ile kaplanirlar.
Oksijen iceren gruplarin varligit CNT’lerin ¢6zlinme yeteneklerini arttirir. Dahasi farkli amaglar
icin farkl fonksiyonel gruplar tarafindan modifiye edilebilmesinin 6ntint acar [60].

Karbon nanotiiplerin potansiyel elektrik, elektronik, optik ve sensér uygulamalari i¢in
dikkat edilmesi gereken belki de en kritik adim ¢6zilinebilme ve dispers olma yeteneklerinin
arttirilmasidir. Kimyasal oksidasyon CNT lerin ylizey aktivasyonunu diisiirerek ayn1 zamanda
dispers olabilme o6zelliklerini arttiran en etkili modifye etme yontemidir. Oksijen iceren
fonksiyonel gruplar (-OH, -COOH, -C=0) hem tek duvarl karbon nanotiiplere hem de ¢ok duvarh
karbon nanotiiplere uygun islem prosediirleri ile eklenebilir. Karbon nanotiiplerin peroksitlerle
muamelesi ile CNT yiizeyinin oside olabilmesi icin kullanilan bir bagska yontemdir. Ancak elde
edilen sonuglar asit karisimlar: ile modifikasyonda oldugu kadar basarili degildir. Ancak asit
karisimlar1 ile calisilirken kullanilan CNT boyut ¢ap/boy orani ve secilen asit karsim
miktarlarina 6zen gostermek gerekmektedir. Ciinkii bazi durumlarda CNT ytizeyinde kullanilan
asit karisimlarina bagh defektler olusabilmektedir. Ayrica kullanilan asit karisimi
kombinasyonu, reaksiyon siiresi ve sicakliglt dikkat edilmesi gereken diger Onemli

parametrelerdir [61].

2.3.6. Hummers Metodu

Hummers metodu ilk defa 1958 yilinda William S. Hummers ve Richard E. Offeman adh
iki bilim insaninin grafen oksidin sentezi sirasinda gelistirildi. Nitrik asit ve siilfiirik asit gibi
kuvvetli asit karisimlarinin kullanildigi bu yéntemde yilizeyde -COOH , -OH, = O gibi gruplar
olusmaktadir. Bu sayede ¢oziinme yetenegi ¢cok az olan bu karbon temelli malzeme daha kolay
disperse olabilir ve ¢6ziinebilir duruma gelmektedir. Gegen yillar icinde Hummer metodu ilave
bazi reaktiflerin kullanilmasi, kullanilan asit karisimlarinin ve oranlarinin degismesi, sicakligin
farklilastirilmasi, degisik yiizey aktif madde ilavesi ile degisime ugramakla beraber en temel hali

Sekil 2.12 de gosterildigi gibidir [62].
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Sekil 2.12. Non modifiye ve modifiye cok duvarl karbon nanotiiplerin sematik gésterimi [62].

Hummer metodu modifikasyon yontemleri arasinda ¢ok biiyiik bir 6nem tasimaktadir
ancak bu heniliz baslangi¢ noktasidir. Ciinkii karbon naotiiplerin sahip olduklari essiz
ozellikleriyle beraber bircok farkli disiplin tarafindan kullanilabilmesi ve amaca uygun

tasarlanabilmesi i¢in yapiya farkli fonksiyonel gruplarin baglanmasi gerekmektedir. Bu amagla,

Hidrojenasyon,
Siklokatilma,
Radikalik Katilma,
Elektrofilik Katilma,
Niikleofilik Katilma
Silanizasyon

Polimer kaplama (Sekil 2.13) gibi reaksiyonlar kullanilabilmektedir [63].

15



Selda Dogan Calhan, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

Py
(i

Amino

{Substitution W

wwi O

#er—NH,
. wald Il R
et NH-R-NH;

Amidation
Fluorination and derivative reactions /‘L()R Fsterifesatici
T>450°C
Dehydrogenation 4 Wk 0 Metal ions
\ SWCNT or Wity 1 (Au, Ag, etc)
Hydrogenation >< A MWCNT B — B :&':/‘SH-R ——
a1 " M Thiolation % Me
ROOC-N\?‘”,,”:_ | \ nanoparticles
Nitrene #%4 Carbene ¢ M 0
lat‘ il,‘( "lel”q I . e o, Y
EL00C i .w M siv Silanization
El00C” T A k0
Nucleophilic Diels-Alder _/7)4.\1.1»1%
cyclopropanation (i n A
Cycloaddition \ ‘
’ | \ Pnl\'mwI
gié] J grafting
4 8
wR ] Lk
it | Grafting from’ #4244
: ) Pk
Radical (R) attachment Monomer |

,_‘::‘"'“‘/M,;n-mmm

3
Monomer 2

Sekil 2.13. Modifiye karbon nanotiip eldesinde kullanilan baz1 kimyasal reaksiyonlar [64].

2.3.7. Karbon Nanotiiplerin Toksistesi

Kesifleri ile biiylik yanki uyandiran, farkli uygulamalara adapte olabilen 6zel yapilari ile
arastirmacilarin ilgisini ¢eken karbon nanotiiplerlein biyomedikal uygulamalari i¢in en temel
kaygi saglikl hiicre ve veya dokular icin toksik etkilerinin olup olmadigidir. Bu yapilarin toksik
etkilerinin kayda deger olup olmadig ile ilgili literatiirde hala devam eden biiyiik bir tartisma
s0z konusudur. Bu konuyla ilgili olarak Nisan 2019 verilerine gore Web of Science da yayinlanan
300 tn tizerinde yayin s6z konusudur [65].

Karbon nanaotiip toksisitesi etkileyen cok sayida faktér olmakla beraber bunlarin
baslicalar yilizey morfolojisi, kansantarsyonu, uygulama sekli, farkli kimyasal ile etkilesimleridir
[66,67] . Zhao ve ark [68] farkli caplara sahip ii¢ farkli nanotiipiin insan endotel hiicreleri
tizerinde toksik etkilerini arastirdiklari ¢alismada en kiigiik ¢apa sahip karbon naotiipiin en
ylksek sitotoksik etkiye sahip olugu sonucunu bulmuslardir. CNT'lerin toksisitesi ile ilgili ana
calisma alanlarindan biri de pulmoner sistem iizerine olan etkileridir [69,70]. CNT'ler
solunabilir malzeme grubuna aittir ve potansiyel olarak akciger dokularinin iltihabina neden
olur. Siirekli iltihaplanma ve akciger hasari, pulmoner fibroz ve solunum kanserine yol
acabilmektedir [71]. Baz1 calismalar CNT'lerin diisiik konsantrasyonlarda bile hayvanlarin

solunum sisteminde iltihaplanmayn tetikleyebildigini gdstermistir [72]. Enflamasyona ek olarak,
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CNT'lerin ayrica dogrudan yaralanma [73], fibrozis [74], DNA hasar1 [75] ve akciger kanseri
[76,77] sonucunda akciger hiicrelerinin ¢ogalmasinin modiilasyonunu indiikleyebildikleri de
bilinmektedir. Solunum yolu disinda, CNT'lerin lireme [78,79], sinir sistemi [80,81], karaciger
[82,83] gibi diger organ ve sistemler iizerinde toksik etkiler gosterebilecegi yapilan ¢alismalar
ile gdsterilmistir.

Karbon nanotiiplerin yukarida da anlatildigi gibi toksik etkilerinin var oldugunu
destekler calismalar olmakla beraber bunun tersine herhangi bir toksik etkilerinin olmadigi
yada diisiik toksisite gosterdigini kanitlayan calismalar da s6z konusudur. Ornegin Aghar ve ark
gerceklestirdikleri ¢alismada tek duvarli karbon nanotiiplerin ve indirgenmis grafen oksidin
sperm canliligini etkilemedigini gostermislerdir [84]. Baska bir ¢alismanin sonuglarina gore ise
hidroksile edilmis ve karboksilatlanmis ¢ok duvarli CNT'lerin, insan gobek ven endotel hiicreleri
tizerinde cok az toksik etki yarattifi yontndedir [85]. Lim ve ark. sicanlarda c¢ok duvarh
CNT'lerin herhangi bir teratojenetiye sahip olmadigini rapor etmislerdir [86]. Pantarotto ve ark.
tarafindan yapilan bir calismanin sonuglari, modifiye edilmis cok duvarli CNT'lerin, insan
fibroblastlar1 3T6 ve murin 3T3 hiicreleri lizerinde 10 mM'a kadar olan konsantrasyonlarda
toksik olmadig1 yoniindedir [87]. Sayes ve ark. 2006 yilinda rapor ettikleri calismada modifiye
edilmis karbon nanotiiplerin nonmodifiye karbon nanotiiplere kiyasla insan dermal
fibroblastlarda daha az toksik etki yarattig1 yoniindedir [88].

Yapilan literatiir arastirmalarindan da anlasilacag1 tizere karbon nanotiiplerin
sitotoksitesiyele ilgili olarak herkes tarafindan kabul edilebilir tek bir dogru bulunmamaktadir.
Ancak bulusulan ortak payda da so6z konusu olan sey ise karbon nanotiiplerin reaktivitesi
tizerinde rol oynayan biitiin parametrelerin toksisite iizerine etkili olacagi yoniindedir.

Bu noktada tizerinde durulmasi gereken belki de en dnemli nokta karbon nanotiiplerin
modifiye edilip edilmedigidir. Cilinkii kabul goéren genel yaklasimda karbon nanotiiplerin
¢oziinmelerini, dispers olma yeteneklerini ve dolayisiyla biyouyumlulugunu arttiran uygun
modifikasyon yontemleri karbon nanotiiplerin toksik etkilerini minimalize etme yoniindedir.
Bunun yaninda karbon nanotiiplerin herhangi bir matrikse immobolize halde tutuldugunda

toksik etkilerinin daha da azaldig1 yoniinde genel bir goriis de s6z konusudur [88].
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2.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicre kiltiiri yasam bilimlerinin bir¢cogunda aktif bir sekilde kullanilan hiicre
cogalmasi, farklilasmasi ve iiriin olusum mekanizmalarinin aydinlatilmasi gibi temel bilgilerin
elde edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Hiicresel mekanizmanin aydinlatilmasi, patolojik
prosesin aydinlatilmasi icin organizmanin temel yapi tasi olan hiicrenin in vitro kosullarda
orneklendirilmesi gerekmektedir. Hiicre kiiltlirii bu amaca hizmet etmektedir. Bu ¢alismalarda
hedeflenen temel amac¢ calisilan doku ve ilgili oldugu 6zellikleri dikkate alinarak in vitro
kosullarda ve fazla sayida hiicreyi tiretebilmektir. Boylelikle hiicre tipinden ilgili doku ve organ
ile ilgili 6ngoriilerin iretilmesi miimkiin olabilmektedir. Hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 1800l
yillarin basinda baslamis olup giiniimiizde farkli disiplinlerce kullanilmaktadir. Farkli hiicre

kiiltiir modelleri olup bunlar primer diploid ve devamli hiicre kiiltiirleridir [89].

2.4.1 Hiicre Kiiltiir Tipleri

2.4.1.1 Primer Hiicre Kiiltiirii

Canli organizmadan iiretilen hiicre kiiltiirii ¢esididir. Kullanilan enzimatik reaksiyonlar
sonucu heterojen kiiltiirler elde edilir. Hiicreler besiyerinin var oldugu ortamlarda yiizeye
yapisarak cogalmaya baslar. Bu kiltiirlerin olusturulmasi zahmetli bir siirectir ve ¢ok uzun stire

in vitro kosullarda muhafazasi zordur.

2.4.1.2. Diploid Hiicre Kiiltiirii

Primer hiicre kiltiiriiniin, stok Kkiltiirden organizmanin alinip taze besiyerine
aktarilarak elde edilen kiiltiir ortaminda meydana gelir. Sonlu hiicre kiilttirleri ve devaml hiicre
kultiirleri olmak tizere farkli cesitlerde bulunabilir. Her birinin kendine gore farkli avantaj ve

sinirlamalari s6z konusudur.

2.4.1.3. Devaml Hiicre Kiltiirii
Bu tip kiiltiirler sinirsiz tireme potansiyeline sahip hiicrelerden olusur. In vitro ortamda
tlimiir kaynakli hiicrelerden veya farkli ajanlarla doniisiimleri sonucunda bu tip hiicre kiiltiirleri

elde edilebilmektedir [90-92].

18



Selda Dogan Calhan, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

2.4.2. Kiiltiirde var olan hiicrelerin gelisim evreleri

2.4.2.1. Ayrilma Fazi
Dogrudan kiiltiire edilen ve tek yada kiimelenmis halde serbest durumda olan

hiicrelerin ilk sekillerinden farkli olarak daha yuvarlak hale gelme siirecidir.

2.4.2.2 Yapisma Fazi

Siispande halde iken yuvarlak olan hiicrelerin bir kati ylizeyle etkilesimi sonucu bu yeni
ylizeyde yapismasi yapisma fazi olarak bilinir. Bu fazda hiicrelerin sayisinda herhangi bir artis
olmakla beraber hiicrenin ¢ogalmasi i¢in zemin hazirlanmis olur. Calisilan hiicre kékenlerine

bagli olarak yapisma fazi siiresi degisiklik gosterebilmektedir.

2.4.2.3 Cogalma Fazi
Yapisma fazini takiben ¢ogalma fazi baslar. Bu asamada daha ¢ok mitoz bdliinme
gorilmektedir. Bu boliinmenin yaninda bipolar, multipolar, aneuploid gibi farkli béliinmelerde

meydana gelebilir.

2.4.2.4. Dejenerasyon Fazi
In vitro kosullarada Kkiiltlire edilen hiicreleri varolan besiyeri icerisinde gerekli
bilesenlerin azalmasi veya toksik tiirlerin birikmesi sonucu dejenerasyon fazi meydana gelir

[90-92].

2.4.3. Hiicre Kiilturiniin Hazirlanmasi

Farkl hiicre kiiltiirii hazirlama yontemleri olmakla birlikte bunlardan ilki litarattire
Harrison tarafindan 1907 yilinda sunulan Eksplant metodudur. Bu yontemde dokular kii¢iik
parcalara ayrilir ve kiiltiir siselerine birakilir. Yontemin temele prensibi doku parcasinin bir
tarafinda hiicre proliferasyonunu uyarabilmektir. Bu yontemde kesilen doku pargalarinin
buytkligine ve kiiltiir besiyerinin secimine dikkat edilmelidir. Hiicre kiltiriiniin
hazirlanmasinda kullanilan bir diger yontem ise fiziksel ayristirmadir. Bu yontem hiicrelerin
birbirine zayif baglandig1 dokular i¢in daha cok tercih edilir. Yontem birden fazla islem
basamag1 icermektedir. Bunlar dokunun kii¢iik parcalara ayrilmasi, mekanik olarak
parcalanmasi, hiicrelerin filtrasyon sedimantasyon yada santrifiij ile toplanmasi seklinde
ozetlenebilmektedir. Hiicre kiltiirii hazirlama yontemlerinin iiciinciisii enzimatik ayristirma
yontemidir. Bu yodntemde belki de dikkat edilmesi gereken en oOnemli nokta dokular

parcalanirken hiicrelerin zarar géormemesidir. Kullanilan enzim miktar1 ve deneysel kosullar
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onceden Dbelirlenmelidir. Daha saglikli sonuglarin alinabilmnesi i¢in farkli enzim

kombinasyonlar1 kullanilabilmektedir [90-92].

2.4.4. Kiltiirdeki Hiicrelerin Gelisimi Etkileyen Degiskenler
2.4.4.1. Sicaklik

Kiiltiire edilen hiicreler icin en uygun sicaklik hiicrenin izole edildigi ana kaynak dikkate
alinarak belirlenmelidir. Ancak eger bir genelleme yapilacak olursak 36.5-38 0C arasinda bir¢ok
hiicre cogalabilme yetenegine sahiptir. Bu sicaklik 20-25 oC ye diistiigiinde ise lireme hiz1 diiser.
+4 0C de ise yapilarinda herhangi bir deformasyon olmadan belli kosullarda saklanabilirler.
Hiicrelerin uzun siireli muhafaza edilebilmesi icin kademeli olarak dondurulmasi

gerekmektedir.

2.4.4.2. Osmatik Basing
Hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda hiicrelerin herhangi bir zarar gérmemesi icin osmotik

basincin 7.6 atmosfer diizeyinde olmalidir.

2.4.4.3.pH

Kiltiire edilmek istenen hiicrelerin saglikli bir sekilde iireyebilmesi i¢in ortamin uygun
pH degerinde olmasi gerekmektedir. Kiiltiir ortaminda kullanilan tampon ve besiyer ortamin
hidrojen iyonu konsantrasyonu dolayisiylada ortamin pH sinm1 degistirebilmektedir. Ortamda
metabolik iiriin olarak agiga ¢ikan karbondioksitin kiiltiir ortaminin pH sinin degistirmemesi

icin yiiksek tamponlama kapasitesine sahip tamponlar tercih edilmelidir.

2.4.4.4. Organik iyonlar

Hiicre i¢i ve arasi sivilarda sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum, demir, bikarbonat,
fosfat ve siilfat gibi iyonlar 6nemli roller tstlenmektedir. Bunlardan bir kac¢i enzimatik
reaksiyonlarda kofaktdr olmalari, ribozom, plazma membran biitiinliigii ve stoplazma gelismesi
olarak siralanabilir. Gerek duyuldugunda bu iyonlarin varhgi ile kiiltiire edilen ortam

desteklenmelidir.

2.4.4.5. Temel Metabolitler

Kiiltliir ortaminda enerji kaynagi olarak glukoz bulunmasi gereken temel metaloitlerin
ilkidir. Bunun yaninda karbon dioksit kiltiir ortaminin yasamasi icin elzem olan bir diger
metabolitdir. Ayrica esansiyel olan aminoasitler ve hiicre cogalmasi icin gerekli B grubu
vitaminleri kiiltiir ortaminda ihtiya¢ duyulan diger iki metabolitdir. Ayrica hiicre i¢in in vitro

etkileri tam olarak bilinmemekle birlikte hiicrelerin ¢ogalmasinda yardimci oldugu disiintilen
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protein ve peptit gibi diger metabolitlere de ihtiyac duyulmaktadir. Bunun yaninda hiicreler
tizerindeki farkh etkileri nedeniyle hormonlar ve enzimler de hiicre kiltiirii ¢alismalarinda

ihtiya¢ duyulan metabolit sinifina girmektedir [90-92].

2.4.5. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyer ve Cozeltiler

Hiicrelerin kiltiir ortaminda saglikli bir sekilde iireyebilmesi icin uygun besiyerler
kullanilmalidir. Farkli hiicre tipleri icin uyarlanmis ¢ok sayida besiyer alternatifi var olmakla
beraber en ¢ok tercih edilenlere 6rnek olarak Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)
verilebilir. Bu besiyerinin farkl bir tiirevi ise Dulbecco’s Minimum Essential Medium (DMEM)
dir. Bunlarin yaninda Medium 199 ve Raswall Park Memorial Institute (RPMI) hiicre kiiltiirti
calismalarinda tercih edilen bir diger besiyer tiirtidiir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda ¢ok sik
kullanilan bir diger komponent ise serumdur. Serum iceriginde var olan a-globulin,
glukokortikoidler, fibronektin ve cesitli mineraller hiicrelerin saglikli gelisebilmesi icin son
derce 6nemlidir. Hiicre kultlirti calismalarinda kullanilacak su muhakkak steril edilmelidir.
Kiiltiir ortaminda olasi bir bakteri ve mantar riskini bertaraf etmek icin antibiyotikler
kullanilmaktadir. Bu amagla ticari olarak kullanima hazir kombine sekilde hazirlanan

antibiyotikler tercih edilmektedir [90-92].

2.4.6. Hiicre Canliliginin Tespiti
Olii hiicrelerin Tripan mavisi ve Erythrocin B gibi boyalara boyanmasiyla hiicre canlihig
tespit edilebilmektedir. Hiicrelerin dogru sekilde sayilabilmesi icin son yogunluk tercihen 0,3-

2x106 hiicre/ml seklinde olmalhdir [90-92].

2.4.7. MTT testi

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) olarak bilinen MTT
testi Tetrazolyum tuzlan Ile gerceklestirilen testler simifina girmektedir. Bu yontemin esasi
tetrazolyum tuzlarinin indirgenerek formazanlara dontismesi ve renk degisikliginin meydana
gelmesidir. Tetrazolyum halkas1 ancak aktif mitokondri tarafindan kirilabilir ve bdylece renk
reaksiyonunu sadece canli hiicrelerde vuku bulur. Olii hiicreler ise tetrazolyum bilesiklerini
indirgeme yeteneklerini kaybettigi icin herhangi bir renk degisimi bu hiicrelerde gozlenmez.

Renk degisimi spektrofotometrik olarak 6l¢iilerek canli/6l1i hiicre orani belirlenir [93].
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3. MATERYAL ve YONTEM

Tez calismasinda gerceklestirilen biitiin calismalar Mersin Universitesi Eczacilik

Fakiiltesi Arastirma laboratuvarlarinda, Mersin Universitesi fleri Teknoloji Arastirma ve

Uygulama Merkezinde (MEITAM) ve Ortadogu Universitesi Merkez Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez ¢alismasinda kullanillan ¢ok duvarli karbon nanotiip 2011 yilinda Ortadogu

Universitesi Teknokent catis1 altinda kurulan Nanografi adli firmadan tespit edilmistir. Cok

duvarli karbon nanotiipe ait karakteristik dzellikler Tablo 3.1 de 6zetlendigi gibidir.

Tablo 3.1. MWCNT e ait karakteristik ozellikler

Cok Duvarh Karbon Nanotiipiin Ozellikleri

Saflik % 92
Renk Siyah
Dis ¢ap 8-10 nm
I¢ cap 5-15nm
Uzunluk 1-3 um
Elektriksel iletkenlik 98 S/cm

Uretim yéntemi

Kimyasal buhar biriktirme

GOrinim

Toz

Modifikasyon isleminde ise kuvvetli asit karisimlarinin kullanildigt Hummer metodu

uygulanmistir. Hiicre kultiirii ¢alismalarinda ise MTT yontemi kullanilmistir. Bu amagla

kullanilan kimyasal maddelerin ve ¢oziiciilerin 6zellikleri Tablo 3.2 ‘de belirtildigi gibidir.
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Tabo 3.2. Kullanilan kimyasal maddeler ve 6zellikleri

Modifikasyon | Kimyasal Adi Marka Ozellikleri
prosesi
Hidroklorik asit (HCI) Merck Saflik % 37
d:1.19 g/mL
Siilfiirik asit (H2S04) Merck Saflik %98
d:1,840 g/mL
Nitrik asit (HNO3) Merck Saflik % 69
d:1.41 g/mL
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigama
Hiicre Kiiltiiri
Calismasi
BJ-5ta ATCC CRL-4001 Fibroblast hiicre
Insan siinnet
derisi
Medium 199 w/ Earle's Mod. | Biowest L0355-500 Salts w/

LGlutamine w/

1.25g/1 Sodium

Bicarbonate
DMEM High Glucose w/ L- Biowest L0102-500
Glutamine w/o
Sodium Pyruvat
Hygromycin B Solution CAPRICORN HYG-H) 50 mg/ml
Tripsin EDTA
Foetal Bovine Serum (FBS) Hy B104-007-1A 500 ml
S.American Grade,
Fosfat Tamponu (PBS) NaCl-Merck-
KCl -Merck-
Na;HPO, -Merck-
KH;PO4 -Merck-
3-(4,5-Dimethyl-2- Sigma
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide-MTT-
Dimetil Sulfoksit Merck Saflik % 99
d:1.1g/mL
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3.2. Kullanmilan Cihazlar
Bu bolimde verilen bilgiler ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin modifikasyon,

karakterizasyon ve hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan cihazlar ile ilgilidir.

3.2.1. Analitik Terazi
Biitiin deneysel calismalar boyunca gerceklestirilen tartimlar (104 g hassasiyetli)

Mettler Toledo, AB-S analitik terazi ile gerceklestirildi.

3.2.2. Manyetik Karstirici
Cok duvarli karbon nanotiiplerin modifikasyon islemleri esnasinda Velp Scientifica

marka manyetik karistirict kullanildi.

3.2.3. Ultrasonik Banyo
Cok duvarli karbon nanotiiplerin modifikasyon islemleri siiresince Bandelin, RK 100 H,

Ultrasonik banyo kullanildi.

3.2.4. Etiiv
Gergeklestirilen biitiin deneysel calismalar esnasinda ihtiya¢ duyulan kurutma islemleri

icin MMM. Group, Ecocell marka etiiv kullanildu.

3.2.5. Otoklav

Gerek duyulan sterlizasyon islemleri Selecta marka otoklav cihazi kullanildi.

3.2.6. Saf Su Cihaz1
Biitiin deneysel calismalar boyunca ihtiya¢ duyulan 18,2 m() deiyonize su Millipore,

Milli-Q A-10 marka saf su cihazindan elde edildi. Hiicre Kkiiltiirii calismalarinda steril saf su

kullanildi.
3.2.7. Vakum Pompasi
Ihtiya¢ duyulan siizme islemlerinde KNF, N026.1.2 AN.18 marka vakum pompasi

kullanildi.

3.2.8. pH metre
Gergeklestirilen biitiin pH él¢iimleri, InoLab pH 720 pH metre ile gerceklestirildi.
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3.2.9. Laminar-hava akish kabin
Hiicre kiltiiri calismalar1 Cyto Fast Elite marka Laminar-hava akisli kabinde

gerceklestirildi

3.2.10. Inkiibator
Hiicre kiiltiirii galismalarinda ESCO marka inkiibator (37 C %5 CO,) kullanildi.

3.2.11. ELISA okuyucu

Hiicre kiiltiirii calismalarinda Thermo Scientific marka ELISA okuyucu kullanildi.

3.2.12. Dispersif Raman Spektrometresi
Modifiye ve nonmodiye ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin Raman spektrumlari Renishaw
inVIA marka Dispersif Raman Spektrometresi ile alinmigtir (Sekil 3.1). Isin kaynagi 532 nm

lazer 15181 kullanild.

| |

Sekil 3.1 Dispersif Raman Spektrofotometresi

3.2.13. X-151n1 Fotoelektron Spektrometresi (XPS)

Modifiye ve nonmodifiye ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin yiizeyleri hakkinda bilgi
sahibi olabilmek icin bir yiizey analiz yontemi olan X-151n1 fotoelektron spektroskopisi
kullanilmistir. Analizlerde PHI 5000 VersaProbe model X-1sin1 Fotoelektron Spektrometresi
kullanildi.
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Sekil 3.2 X-1s51n1 Fotoelektron Spektrometresi

3.2.14. Termogravimetrik Analiz Cihazi

Modifiye ve nonmodifiye ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin termogravimetrik analizleri
Perkin Elmer Pyris 1 Termogravimetrik Analiz Cihazi ile hava ortaminda 25 °C-950 °C sicaklik

araliginda 10 °C /dakika 1sitma hizinda gerceklestirildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Termogravimetrik Analiz Cihazi
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3.2.15. Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (FESEM)

Modifiye ve nonmodifiye ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin yilizey morfolojileri Zeiss

/Supra 55 Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu ile aydinlatildi.

Sekil 3.4. Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (FESEM)

3.3. Karbon Nanotiiplerin Hummer Metodu ile Modifikasyonu

Ticari olarak satin alinan ve Tablo 3.1 de ozellikleri gosterilen ¢ok duvarli karbon
nanotiiplerin modifikasyon islemi Hummer metodu ile gerceklestirildi [94]. Bu amag i¢cin 1.5 g
MWCNT hassas bir sekilde tartild1 ve {lizerine 200 mL %37 lik Hidroklorik asit ¢6zeltisi ilave
edildi. Bu islem kimyasal buhar birikimi ile elde edilen MWCNT lerin purifikasyonu igin
gerceklestirildi. Ultrasonik banyoda 2 saat boyunca muamele géren karisima 50 mL su ilave
edilerek karistirma islemine manyetik Kkaristiricida devam edildi. Bu karisima ortam
nétralizasyonunu saglamak i¢cin 50 mL 1 M NaOH c¢dzeltisi ilave edildi ve bu sekilde 1 saat daha
karistirildi. Siyah renkte ve bal¢ik formunda olan karisim vakum ile stiziildi. Yikama islemi notr
pH ‘ya ulasilincaya kadar tekrarlandi. Elde edilen materyal etiivde 100 °C' de sekiz saat boyunca
kurumaya birakildi.

Kuruyan drnek temiz bir behere alindi ve tizerine % 69 HNO3: % 98 H2S04 karisimindan
1:3 oraninda toplamda 100 mL olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan bu karisim 3 saat boyunca
100 °C de karismaya devam etti. Daha sonra bu karisimin iizerine ¢ok yavas bir sekilde damla
damla su konuldu. Toplamda 50 mL ilave edilen su ile birlikte karistirma islemi bir saat daha

devam etti. Elde edilen karisim sinterli gooch hunisi ile ¢ok kiiciik partisyonlar halinde ve su
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ekleyerek siiziildii. Yikama islemi notr pH ‘ya ulasilincaya kadar tekrarlandi. Elde edilen
materyal etiivde 100 °C' de sekiz saat boyunca kurumaya birakildi (Sekil 3.5).
Modifiye MWCNT ler karakterizasyon ve hiicre kiiltiirii calismalari i¢in serin ve kuru bir

ortamda uzeri etiketlenerek muhafaza edildi.

Sekil 3.5. a) Non modifiye b) modifiye cok duvarli karbon nanotiip

3.4. Modifiye ve Nonmodifye Karbon Nanotiiplerin Karakterizasyonlari
Elde edilen modifiye karbon nanotiiplerin karakterizasyonlar1 X-1sim1 fotoelektron
spektroskopisi, Raman spektroskopisi, Termogravimetrik analiz ve alan emisyonlu taramali

elektron mikroskobu ile gergeklestirildi.

3.5. Modifiye ve Nonmodifye Karbon Nanotiiplerin Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Tez calismasina konu olan modifiye ve non modifiye ¢ok duvarl karbon nanotiiplerin
sitotoksik  etkisinin  belirlenmesi  icin  MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) testi kullanildi. Bu yontem, reaktif olarak kullanilan
tetrazolium tuzunun renkli formazanlara indirgenmesi prensibine dayanan kolorimetrik bir
yontemdir. Hiicrelerin canliligi, mitokonriyal aktivitelerine goére MTT tarafindan
boyanmasiyla belirlenir. Formazan krisrtalleri ¢oziindiikten sonra okuma iglemi 570 nm dalga
boyunda yapilir. Bu yontem ile sitotoksisite ve hiicre canliligi belirlenir [93].

Calismada kullanilan MTT reaktifi PBS icinde 5mg/mL derisiminde ¢6ziindiiriilerek stok
¢0zelti hazirlandi. Daha sonra 4 kisim Dulbecco's Modifiye Eagle's Medium ve 1 kisim Medium

199 karisimindan olusan Kkiltir ortami ile seyreltilerek hiicrelere tatbik edildi. Kiltir
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ortaminda antibiyotik olarak Higromisin B kullanildi. Ayrica ortamda % 10 oraninda FBS
bulunmaktadir.

Daha sonra BJ-5ta insan fibroblast hiicreleri 2 adet 96’11 well plate kabina her bir
kuyucuga 10000 hiicre olacak sekilde ekildi. Modifiye edilmis karbon nanotiip ve
nonmodifiye karbon nanotiip maddeleri her biri 4 farkl derisimde (25 pg/mL, 50 ug/mL, 75
pug/mL, 100 ug/mL) hazirlanip hiicrelere uygulandi. Her bir derisim igin 10 tekrar (n=10)
yapildi. Ayrica maddelerin uygulanmasindan 24 ve 48 saat sonraki hiicre canliliginin
Olgiilmesi i¢in 2’ser tane well plate kullanildi. Her bir seride yanyana 10 kuyucuga her
Ornegin bir derisimi eklendi. 24 saatin sonunda hiicrelere eklenen maddeler kuyucuklardan
cekilerek tzerlerine MTT ¢ozeltisi eklendi. Hiicreler % 5 CO2 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Petriler 151k olamayan bir ortamda aliiminyum folyo ile sarildi. 4 saat % 5 CO2 37
°C’de inkiibasyonda kaldiktan sonra ¢ikarilan hiicrelerin iizerindeki medyum c¢ekilerek her
kuyucuga 200’er uL DMSO eklendi. Coziinmeden kalan formazan kristallerinin DMSQO’da
coziinmesi saglandi. 15 dakika bekledikten sonra 570 nm dalga boyuna ayarlanmis ELISA
okuyucuda okutuldu. Elde edilen absorbans degerleri ile hiicre canliligi hesaplandi. Ayni
islem 48 saat bekleme igin tekrar uygulandi. Hiicre canliligi asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplandi.

Hiicre Canlilig1 % = Madde Eklenen Kuyucugun Absorbansi * 100 Esitlik (1)

Kontrol Kuyucugunun Absorbansi
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Calismamizda ticari olarak satin alinan ¢ok duvarli karbon nanotiip ile bizim
tarafimizdan Hummer metodu ile modifiye edilen ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin
karakterizasyon islemlerinde Raman Spektroskopisi, X-1sin1 Fotoelektron Spektroskopisi,
Termogravimetrik Analiz ve Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu kullanildi. Bu

analitik yontemlerden elde edilen sonugclarin her biri ilgili bashigin altinda agiklanmstir.

4.1 Modifiye ve Nonmodifiye Cok Duvarlh Karbon nanotiiplerin Karakterizasyonu ile

Elde Edilen Bulgular
4.1.1 Dispersif Raman Spektrometresi ile Elde Edilen Bulgular

Isin kaynagi olarak 532 nm lazer kullanildig1 non modifiye ve non modifiye MWCNT lere

ait Raman spektrumlari sirasiyla Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 de belirtildigi gibidir.
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Sekil 4.1 Non modifiye MWCNT’e ait Raman spektrumu
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Raman sacilmasina bagh olarak titresim hareketlerine 6zgli tanimlayici piklerin varhigi
bu spektroskopik yontemin temelini olusturur. Bu yontemin énemli bir bir avantaji da infrared
spektrumunda siddeti az piklerin burada daha kolay gozlenebilmesidir. Bu nedenle bu iki
yontem birinin tanimlayicisi olarak kabul edilmektedir. Karbon nanotiipler i¢in tanimlayici
Raman pikleri arasinda en siddetli olan band G bandidir. Bu band yaklasik 1580-1600 frekans
araliginda gozlenir ve G bandinin siddeti yapinin sp2 hibritlesmesine ne kadar sahip oldugunu
gosterir [95]. Dogal olarak non modifiye MWCNT e ait karakteristik G band siddetinin modifiye
MWCNT den daha ytiksek olmasi beklenir. Ciinkii modifiye karbon nanotiipte yilizeye -COOH, -
OH gibi gruplarin baglanmasiyla sp2 hibrit yapan karbon atomlarinin sayisi azalacaktir. Bu bilgi
elde edilen sonuglar ile uyum icerisindedir. Non modifiye MWCNT e ait 1586 cm! de goriilen pik
siddeti 7000 in birimin iizerindeyken modifiye MWCNT e ait 1573 cm-! deki pik siddeti 1500

birimdir.
1500 - 1573 MODIFIiYE MWCNT
] L 2668
1000 —
. i
g 1 @
o 0 ,

3 Cw r T T T T I T T L 1 | 2 | T T T I T T T T ‘I T T T T [ T T T L} | T T
500 1000 1500 2000 2500 000 3500

Reman shuft / o1
Sekil 4.2 Modifiye MWCNT e ait Raman spektrumu

Modifikasyonun gerceklestigini kanitlayan bir diger énemli bilgi de modifiye MWCNT de
var olan ancak non modifiye MWCNT de bulunmayan 443, 467, 793 ve 985 cm-! de var olan yeni
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piklerdir. Bu yeni pikler modifiye MWCNT de deformasyonlarin gergeklestigini ve farkli

fonksiyonel gruplardan kaynakli Raman sa¢ilmasinin var oldugunu géstermektedir.

4.1.2. X-151n1 Fotoelektron Spektrometresi ile Elde Edilen Bulgular

X 15111 fotoelektron spektroskopisi karbon nanotiiplerin yiizey kimyalar1 hakkinda hem
nitelik hem nicelik bakimdan bilgi vermesi a¢isindan son derece yararlidir [96]. Bu analitik
yontem ile modifiye ve non modifiye MWCNT lera ait olarak yiizeyde hangi elementin ne oranda
bulundugu hakkinda bilgi sahibi olabiliriz. Ayrica kullanilan farkli tekniklerle beraber
malzemenin ii¢ boyuttaki dagilimi ve derinlige bagh olarak malzemenin katmanlarinda var olan
elementsel bilesim tayin edilebilmektedir. Bu amagla alinan non modifiye ve modifiye

MWCNT’lere ait XPS spektrumlari sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4 de gosterilmektedir.
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SURJArea1i
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Sekil 4.3 Non modifiye MWCNT ‘e ait XPS spektrumu
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Sekil 4.4 Modifiye MMWCNT e ait XPS spektrumu

Elde edilen spektrumlardan da anlasilacagi lizere non modifiye MWCNT ‘e ait XPS
spektrumunda C, O, N ve S elementlerinin bulunma ytizdeleri sirasiyla %97.2, %1.5, %1.2, ve %
0.1 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.4 ‘de ise modifiye MWCNT ‘e ait XPS spektrumunda C, O ve S elementlerinin
bulunma yiizdeleri sirasiyla %44.1, %43,8, , ve % 0.1 den daha diisiik bulunmustur. Modifiye
MWCNT yiizeyinde var olan oksijen miktarinin fazla olusu karbon nanotiipiin modifiye

edildigini gdstermektedir.

4.1.3. Termogravimetrik Analiz ile Elde Edilen Bulgular

Bilindigi lizere termogravimetrik analiz sicakligin programl olarak arttirilip ve /veya
azaltilmas1 sonucu madde kiitlesinin zamanla degisiminin incelenmesi esasina dayanir.
Termogravimetrik analiz non modifiye MWCNT ve modifiye MWCNT lerin tanimlanmasi ile ¢ok
yararh bilgiler verir. Ciinkii modifiye MWCMT ler modifikasyon sonucunda yapilarinda var olan
kitle kayb1 sergilerler. Halbuki non modifiye MWCNT lerde zamanla gergeklesen bu kiitle kaybi
¢ok daha azdir.
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Sekil 4. 5. Non modifiye MWCNT’e ait termogram
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Modifiye ve nonmodifiye c¢ok duvarhh karbon nanotiiplerin termogramlar1 hava

ortaminda 25 °C-950 °C sicaklik araliginda 10 °C /dakika 1sitma hizinda gergeklestirilmistir. Non

modifiye MWCNT’e ait termogram Sekil 4.5’de, modifiye MWCNT’e ait termogram Sekil 4.6 da

gosterilmistir. Elde edilen sonuglar modifiye MWCNT’e ait % kiitle kaybinin % 23.254 oldugunu,

non modifiye MWCNT’e ait % kiitle kaybinin % 16.469 oldugunu gostermistir. Bunun nedeni

modifiye MWCNT’lerin yiizeyinde var olan ve termal olarak kararsiz organik fonksiyonel

gruplardir [97,98].
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Sekil 4. 6. Modifiye MWCNT e ait termogram

4.1.4. Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu ile Elde Edilen Bulgular

Non modifiye ve modifiye ve MWCNT’ler ait orneklerin yilizey morfolojilerinin
belirlenmesi yararh bir mikroskobik yontem olan alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu
ile alindi. Modifiye ve non modifiye MWCNT lere ait aym kosullarda ve aynmi biiylitme
miktarlarinda elde edilen FESEM goriintiileri sirasiyla Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 de gdsterildigi
gibidir. Elde edilen goriintiilerden de cok net bir sekilde anlasilacag iizere non modifiye
MWCNT ler ¢ok duvarli karbon nanotiipler i¢in standart bir goriiniimde olup silindirik yapilari
¢ok acik bir sekilde anlasilabilmektedir (Sekil 4.7) . Ancak Hummer metodu ile modifiye edilen
ve oOzellikle cok duvarli karbon nanotiip ylizeyine baglanan karbonil ve karboksil gruplari
nedeniyle karbon nanotiip morfolojisi deforme olmustur. Modifikasyon islemlerinin bazi
kaynaklarda yapinin bozulma ve/veya deforme olarak ifade edilmesinin altinda da bu gerceklik

yatmaktadir.
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Sekil 4. 7. Non modifiye MWCNT’e ait FESEM goriintiisii
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Sekil 4. 8. Modifiye MWCNT’e ait FESEM goriintiisi
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4.2 Modifiye ve Nonmodifiye Cok Duvarlh Karbon nanotiiplerin Sitotoksik EtKisi ile

Elde Edilen Bulgular

Karbon nanotiipler, giinlimiiz bilim diinyasi i¢in kullanim potansiyeli ¢ok y6nlii olan
materyaller olarak kabul edilmektedir. Ancak o6zellikle biyolojik proseler icin de uygun
materyaller olup olmadigi bu yapilarin gostermis olduklari toksik etkilerin net bir sekilde
anlasilmasi ile netlik kazanacaktir. Bu nano yapilarin toksik etkileri ile ilgili sadece bir dogru
bulunmamaktadir. Bunun nedeni de toksisite lizerinde ¢ok sayida degiskenin rol oynuyor
olmasidir. Bunlardan biri de karbon nanotiiplerin yiizey modifikasyonlarinin gerceklestirilerek
¢Ozlinme kabiliyetlerinin arttirilmasi dolayisi ile daha ¢6ziintlir olmalari neticesinde herhangi bir
akiimiilasyona neden olmamalar1 ve sitotoksik etkilerinin azaltilmasidir [99]. Bu noktada
modifiye ve non modifiye cok duvarl karbon nanotiiplerin farkl sitotoksik etkiler gosterecegi
aciktir.

Bu nedenle bu tez calismasinda non modifye ve modifiye cok duvarli karbon
nanotiiplerin fibroblast hiicreler ilizerinde belirlenen konsantrasyonlarda ve zaman dilimi
icerisinde herhangi bir sitotoksik etki gdsterip géstermedigi belirlendi.

Boliim 3.3 ‘de belirtildigi gibi hazirlanan ve karakterizasyonlari gerceklestirilen modifiye
MWCNT ile herhangi bir islem gérmemis nonmodifiye MWCNT ler boliim 3.5 de belirtildigi gibi
hiicre kiiltiru calismalar gerceklestirildi. MTT yontemi ile gerceklestirilen deneyler sonucunda
hiicre canliligl belirlendi. 10 tekrar seklinde yapilan okumlar icin elde edilen % hiicre canlilik
degerleri herbir konsantarsyon ve her bir madde i¢in 24 saat icin ortalama * standart sapma

seklinde verildi (Tablo 4.1) Hesaplama icin Boliim 3.5 ‘de gosterilen esitlik kullanilmistir.

Tablo 4.1 Modifiye ve Nonmodifiye MWCNT’lerin 24 saat sonunda % hiicre canliliklar:

Konsantrasyon Modifiye MWCNT 24 saat Non Modifiye MWCNT 24 saat
(ug/mL) (% Hiicre canlilik) (% Hiicre canlilik)

25 374,92+8,9 372,07+8,3

50 328,01+7,4 264,72+7,9

75 303,89+6,3 192,86+6,1

100 256,7845,8 161,48+5,4

Elde edilen sonuglar hem modifiye hem de non modifiye MWCNT lerin fibroblast
hiicreleri iizerinde belirlenen konsantrasyonlarda ve 24 saat boyunca herhangi sitotoksik

etkisinin olmadigin1 aksine hiicre canlihginm arttirdigim géstermistir. Ote yandan modifiye
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edilen MWCNT ile elde edilen sonuglar hiicre canliligini nonmodifiye MWCNT ile elde edilen

sonuclardan daha cok arttirdigini géstermistir. (Sekil 4.9)
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Sekil 4.9. Modifiye ve Nonmodifiye MWCNT’lerin 24 saat sonunda % hiicre canliliklarinin

sematik gosterimi

Ayni islemler ayni kosullarda 48 saat icin de tekrarlanmis olup elde edilen sonuglar Tablo 4.2

‘de ozetlendigi gibidir.

Tablo 4.2 Modifiye ve Nonmodifiye MWCNT’lerin 48 saat sonunda % hiicre canlhiliklari

Konsantrasyon Modifiye MWCNT 48 saat Non Modifiye MWCNT 48 saat
(ug/mL) (% Hiicre canlilik) (% Hiicre canllik)

25 148,4149,2 109,6349,5

50 128,45+7,8 86,43+7,4

75 98,45+6,6 79,35£6,9

100 83,08+5,3 73,53+5,8

Elde edilen sonuglar 24 saat sonunda elde edilen sonuglara kiyasla hiicre canlihiginin

azalma yoniinde oldugunu gostermektedir. Ancak kontrol grubuna gore hiicre canlhliginda

kayda deger bir azals goriilmemektedir. Bunun yaninda modifiye MWCNT uygulanan
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hiicrelerin canlilik orani nonmodifiye MWCNT'lere kiyasla daha ytliksek bulunmustur (Sekil
4.10)

180

48 saat = Modifiye MWCNT
160 B Non modifiye MWCNT

75 100

Kontrol 25 50

g
=
H
o

120
10
8
6
4
2

% Hucre Canlilig
O O O o o

o

Derisim (ug/mL)

Sekil 4.10 Modifiye ve Nonmodifiye MWCNT’lerin 48 saat sonunda % hiicre canliliklarinin

sematik gosterimi
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Nanoteknoloji 21. Yiizyilin kilit teknolojisi olarak adlandirilan ve ¢ok genis skalada
uygulamalari olan 6nemli bir alandir. Nanaoteknolojinin kimya, enerji, medikal, elektronik gibi
bir ¢ok farkli disiplin icin cazip olmasinin altinda yatan belki de en biiyiik etken maddenin
nanoboyutda gosterdigi 6zelliklerin, mikro yada makro boyutda gosterdiklerinden cok daha
farkli olmasidir. Ciinkii nanoyapilarin gosterdikleri davranis ve 6zelliklerinin agiklanmasinda
kuantum kimyasi devreye girmektedir. Ornegin bir materyal makro boyutundayken herhangi
bir iletkenlik kabiliyeti yokken boyut nanometre skalasina inince iletken olabilmektedir. Ya da
¢ok yumusak olan bir materyal nanoboyuta indiginde ¢ok sert olabilmektedir.

Nanoteknolojinin ilgilendigi dnemli yapilardan biri olan karbon nanotiipler, 1991 yilinda
lijima tarafindan kesfedildikten sonra yogun bir sekilde arastirilmiya baslanilmistir. Bircok alan
icin farkli uygulam alanlari olan bu nanoyapilar ile literatiirde ¢ok sayida aragtirmaya rastlamak
mumkuindtr.

Karbon nanotiiplerin yapisal 6zellikleri ile ilgili olarak bu yapilarin biyolojik proseslerde
kullanilabilmesinin 6niindeki en buyiik engel herhangi bir islem gérmemis hallerinin inert
olmasi ve c¢oziiniirlik problemi yasamasidir. Bu sorunun iistesinden gelebilmek icin siklikla
basvurulan yol ise farkli modifikasyon yontemleridir. Farkli proseslerle gerceklestirilebilen
modifikasyon islemlerindeki temel prensip karbon nanotiip yapisinda var olan sp2 hibrit
yapisindaki karbon atomlarina yeni yapi yada gruplarin baglanmasina imkan verecek
deformasyonlarin gergeklestirilmesidir. Modifikasyon yontemleri ile sadece bu yapilarin
¢ozlnirlikleri artmis olmaz ayni zamanda farkli molekiillerin karbon nanotiiplere kovalent
ve/veya non kovalent baglarla baglanabilmesi saglanmis olur. Bu durum karbon nanotiip
ylzeylerinin amaca uygun yeni materyaller olusturulmasinin da 6niine acar. Bdylelikle karbon
nanotiipler kullanim amaglarina gore uyarlanabilir ve yeni hibrit materyaller elde edilmis olur.

Karbon nanotiiplerin modifikasyonu ile elde edilen bir diger kazanim ise sitotoksik
ozelliklerinin non modifiye hallerine gore azalmasi ve/veya kaybolmasidir. Ciinkii modifiye
edilen karbon nanotiipler daha kolay ¢6ziiniirler dolayisiyla herhangi bir birikme ve depolanma
s6z konusu olmaz. Bu noktadan hareketle gerceklestirilen bu calismada ticari olarak alinan ¢ok
duvarli karbon nanotiip Hummer metodu ile modifiye edildi. Elde edilen modifiye ve non
modifiye c¢ok duvarli karbon nanotiiplerin karakterizasyonlar1 X-1s1n1 fotoelektron
spektroskopisi, Raman spektroskopisi, Termogravimetrik analiz ve alan emisyonlu taramali
elektron mikroskobu ile gergeklestirildi.

Modifikasyon sonucu elde edilen ¢ok duvarli karbon nanotiip yapsinin fiziksel olarak
non modifiye ¢ok duvarli karbon nanotiip goriiniimiinden farkl oldugu goriildii. Non modifiye

¢ok duvarli karbon nanotlip daha siyah ve hafifken modifiye ¢ok duvarli karbon nanotiip
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renginin griye daha yakin ve daha agir oldugu goriildii. Fiziksel olarak birbirinden farkli olan bu
iki materyalin kimyalarinin karsilastirilmasi icin farkli analitik yontemler Kkullanildi ve
karakterizasyonlar1 gerceklestirildi. Karbon nanotiipler icin tanimlayici Raman pikleri arasinda
en siddetli olan band G bandi yaklasik 1580-1600 frekans araliginda gozlenir ve G bandinin
siddeti yapinin sp2 hibritlesmesine ne kadar sahip oldugunu gosterir. Elde edilen sonuclar non
modifiye MWCNT e ait karakteristik G band siddetinin modifiye MWCNT den daha yliksek
oldugunu gostermektedir. Bunun nedeni modifiye karbon nanotiipte ytizeye -COOH, -OH gibi
gruplarin baglanmasiyla sp2 hibrit yapan karbon atomlarinin sayisinin azalmasidir.

Modifikasyon isleminin gerceklestigini kanitlayan bir diger analitik yontem de X -151m
fotoelektron spektroskopisidir. Bu yontem ytlizeyde var olam element bilesimlerini kantitatif
olarak veriri. Elde edilen sonuclar modifiye karbon nanotiipde var olan oksijen yiizdesi % 43.8
iken non modifiye de bu oran % 1.2 dir. Bu degerler modifikasyon isleminin basarili bir sekilde
gerceklestigini va karbon nanotiip ylizeyine oksijen iceren gruplarin baglandigin
gostermektedir.

Modifikasyon islemini dogrulayan bir diger analitik yontem ise termogravimetrik
analizdir. Burada modifiye ve non modifiye cok duvarli karbon nanotiiplere ait termogramlarin
birbirinden farkli oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni ise modifiye karbon nanotiiplerin termal
olarak karasiz organik gruplar icermesidir. Elde edilen alan emisyonlu taramali mikroskop
gorintiileri de modifiye ve non modifive c¢cok duvarli karbon nanotiiplerin ylizey
morfolojilerinin birbirinden farkli oldugunu gostermektedir.

Bu tez calismasinda elde edilen non modifye ve modifiye ¢ok duvarli karbon
nanotiiplerin fibroblast hiicreler {izerinde belirlenen konsantrasyonlarda ve zaman dilimi
icerisinde herhangi bir sitotoksik etki gosterip gostermedigi belirlendi. Elde edilen sonuglar
hem modifiye hem de non modifiye MWCNT lerin fibroblast hiicreleri iizerinde belirlenen
konsantrasyonlarda ve 24 saat boyunca herhangi sitotoksik etkisinin olmadigini aksine hiicre
canliifini arttrdigim géstermistir (Tablo4.1). Ote yandan modifiye edilen MWCNT ile elde
edilen sonuclar hiicre canliligini nonmodifiye MWCNT ile elde edilen sonuclardan daha ¢ok
arttirdigini gostermistir. Modifiye ve Nonmodifiye MWCNT’lerin 48 saat sonunda % hiicre
canliliklar ile elde edilen sonuglar incelendiginde, 24 saat sonunda elde edilen sonuglara kiyasla
hiicre canliliginin azalma yoniinde oldugunu gostermektedir. Ancak kontrol grubuna gore hiicre
canlihiginda kayda deger bir azalis goriilmemektedir. Bunun yaninda modifiye MWCNT
uygulanan hiicrelerin canlilik oran1 nonmodifiye MWCNT’lere kiyasla daha yiiksek bulunmustur

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda ticari olarak satin alinan ¢ok duvarh karbon nanotiip
basarili bir sekilde Hummer metodu ile modifiye edildi. Modifikasyon islemi kullanilan analitik

yontemler ile kanitlandi.
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Ayrica biyolojik prosesler i¢in 6nemli bir ¢cikmaz olan ¢dziinilirlik sorunu, uygulanan
modifikasyon islemi ile asildi. Elde edilen modifiye ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin su
icerisinde kolayca ¢oziildiigii goriildii. Ustelik elde edilen karisimda uzun siire herhangi bir
aglomerasyon goriilmedi. Bu durum elde edilen modifiye ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin
biyolojik prosesler icin uygun yeni nano yapilar oldugunu goésterdi.

Modifiye karbon nanotiiplerin non modifiye karbon nanotiiplere gore sitotoksik
etkisinin azaldig1 yoniindeki literattir bilgisi bu tez calismasi ile dogrulandi. Elde edilen sonuclar
modifiye ¢ok duvarl karbon nanotiiplerin biyomedikal uygulamalar icin 6éncii materyal olma

potansiyeline sahip oldugunu gosterdi.
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