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OZET

Kanda Oksijen Tasimmminda Destek Biomalzemenin Gelistirilmesi

Kan toplama ve muhafaza etme konusundaki problemler, ek maliyet, diinya
capindaki rezerv noksanhg gibi sorunlar, kan yerine gecen maddelerin
gelistirilmesine yol acmistir. Yapay kan calismalarn temel olarak; oksijen tasiyici
bilesiklerin gerceklestirilmesini ve gelistirilmesini hedef ahr.

Bu calismada temel hedef, kan alternatifi olabilecek, kan yoklugunda hayat
kurtarmasi hedeflenen destekleyici ve oksijen tasiyabilen, biyolojik bir
malzemenin  gelistirilmesidir. Cahsmada o6ncelikle stuper paramanyetik
nanopartikuller (Magnetit) sentezlenmis, sentezlenen bu malzemelerin (Fe;Oy)
boyut stabilizasyonunu saglamak amaciyla, tartarik asit, glutaraldehit,
trietanolamin, 3 amino trimetoksi silan olarak 4 farkh yontem kullanmlmistir.
Sentezlenen bu nanopartiktller organik molekullerle baglanabilmesi icin asamah
olarak yuzey modifikasyonlar gerceklestirilmistir. FT-IR, Elementel analiz, SEM,
XRD, ICP, C-TEM analizleri ile karakterizasyonlarn yapilan partiktllerin
yuzeyine saf hemoglobin molekilleri baglamp karakterizasyon c¢ahsmalarn
tekrarlanmustir. Ayrica Siklik voltogram ve UV analizleri ile baglanan hemoglobin
molekullerinin oksijen baglama-birakma kapasitesi incelenmistir.

Dogal eritrositleri taklit etmek (zere sentezlenen hemoglobin (Hb)
baglanmis siper paramanyetik nano partikillerin in vitro kosullarda toksik
etkilerinin saptanmasi amaci ile de endotel hicre kultird Gzerinde etkileri
incelemistir. Belirli derisimde 10 pl (Img/10ml) manyetik nanopartikiller belirli
zamanlarda (24 saat), hazirlanan hicre hatlarina muamele edilmistir. Hicrelerin
vermis oldugu olas: toksik etkilerin degerlendirilmesi icin de hticre proliferasyonu
ile endotel hicre stperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz aktivite
degisimleri (n=8) arastirilmstr.

Bu cahsma kan alternatifi bir yapay biyomalzemenin preoperatif ve
operatif olarak kullanilabilmesi amaciyla gelistirilmistir. Yapilan ¢alismanmin bu
asamalannin, sentezi gerceklestirilen hemoglobin bazlhh mnp’lerin optimizasyonu/
kullamlabilirligi acisindan bir adim olacag ve ileriki donemlerde farkh alanlarda
uygulama imkani saglayacagi dustinulmektedir.

Anahtar_Kelimeler: Endotel htcre, hemoglobin, manyetik nanopartikil, yapay
kan
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ABSTRACT

The Development Of Support Biomaterial That For Transporting of Oxygen In
The Blood

Problems on blood collection and storage, excessive costs, reserve deficiency
around the world has led to development of the material instead of blood. Artificial
blood works base development of the oxygen-carrying compound.

The main objective of this work is development of biological material that
will be blood alternative, capable of carrying oxygen and life-saving targeted in the
absence of blood. Firstly, superparamagnetic nanoparticles (MNPs) were
synthesized, four different methods that are tartaricacid, glutaraldehyde,
triethanolamine, 3-aminopropyltriethoxysilane were used for providing size
stability of these materials. The surface of nanoparticles were gradually modified
for connecting to organic molecules. Magnetic nanoparticles were characterized by
FT-IR, elemental analysis, SEM, XRD, ICP, C-TEM. Pure hemoglobin molecules
connected to surface of nanoparticles and has made repeated efforts
characterization. Cyclic voltammetry and UV-Vis also used for invastigation of
oxygen bolding-leaving ability of hemoglobine molecules.

Hemoglobin bonded MNPs that mimic the natural erythrocyte were treated
on the cell lines of endothelial cells culture to determine toxic effects of particles in
vitro condition. 10 ml suspension of MNPs at definite concentration (1 mg/10 ml)
treated on prepared cell lines at definite times (24 hours). Superoxide
dismutase(SOD), catalase(CAT), glutathione peroxidase(GPx) activities and cell
proliferation were investigated (n=8) for the determining the possible toxic effects
of the cells.

Currently, an artificial biomaterial alternative of blood was developed to
use in preoperative and operative applications. It is thought that conducted this
stage of study is a step for optimization/usability of synthesized hemoglobin-based
solution and provide practice opportunities in different areas in future.

Keywords: Endothelial cell, hemoglobin, magnetic nanoparticles, artificial blood
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1. GIRIS

Kan yerine gecebilecek, saklanmasinda ¢zel kosullar gerektirmeyen, alicinin kan
grubundan bagimsiz olarak tlim bireylere uygulanabilen bir madde arayisina uzun sire
once baslanmistir. Ikinci Diinya Savasi’ndan itibaren ise savaslarda ve biyiik capl: sivil
felaketlerde kullanilacak, kan yerine gecen alternatif bir madde bulma arayislar: giderek
artmistir.  'Yapay kan arastirmalari kan yerine gecebilecegi distnilmis madde
denemelerinin tamamini kapsamaktadir. Bu amacla denemelerde kullanilmis maddeler
arasinda sut, kazein tdrevleri, nisasta, salin ve ringer sayilabilir. Glnimuzde kan
bilesenleri, bu bilesenlerin islevleri ve oksijen tasima kapasiteleri hakkinda genis ¢apl
bilgiye sahip olunmasina ragmen alternatif yapay kan arayislari ve aragtirmalari devam
etmektedir (1,2).

Dogal hemoglobinin (Hb) insanda kullaniminda toksik etki gosterdiginin
belirlenmesiyle birlikte, modifiye Hb gelistirme c¢alismalarina odaklanilmis ve bu
calismalar giin gectikce artmistir’. Kemirgen hayvanlarda gerceklestirilen yapay kan
transfuzyonu calismalarinda kirmizi kan hicreleri hemoliz edilerek hazirlanan Hb
cozeltileri denenmis; bu ¢ozeltinin dokulara oksijen tasiyabildigi ancak karacigerde ¢ok
toksik etki gosterdigi ve tansiyon yiikselmesine neden oldugu belirlenmistir (2,3). Buna
ek olarak, Hb cozeltisi ile yapilan faz 1 kan transflizyonu calismalarinda bobrekler ve
vazoaktif yap: Gzerine toksik etki gosterilmistir (2,3).

Perflorokarbonlar (PFC), hidrojen atomlar: yerine flor atomlarinin baglanmis
oldugu hidrokarbon benzeri duragan bilesiklerdir. Hb tabanli kan yerine gegen
maddelerin aksine PFC’lar oksijen ve diger gazlarla reaksiyona girmemesi, plazma
hicresindeki oksijen c¢ozunurlugini arttirmasi, oksijenin alyuvarlardan dokuya
transferini kolaylastirmas: gibi avantajlara sahiptir. Ancak, suda ¢oztnebilir olmalar
nedeniyle damar ici kullanim 6ncesi emdalsifikasyon ihtiyaci hissedilmistir (4).

Bilgi teknolojilerinin gelismesiyle birlikte yapay kan calismalarinda “Respirosit”
adr verilen, kendi mantigiyla malzeme transferi yapabilecek, istenilen bdlgeyi tamir
edebilecek yetenege sahip, yapay eritrosit otomasyonlar1 Gzerine de calismalar
yapilmaktadir. Matematik, mekanik ve bilgi teknolojileri ile gelistirilen bu otomasyon
sisteminin cip ya da algilayict kullanilarak kontrolliniin yapilmasina calisiimaktadir.

Insan denemeleri heniiz yapilmamis olan bu sistem sayesinde, enfeksiyon durumunda



vicuttaki durumun degerlendirilmesi ve iyilesme siirecinde gerekli olan ilaglarin hedefe
tasinimi amaglanmaktadir (5).

Kok hicreler, erken yasam ve blylme doneminde organizmada pek cok farkl
hicre tiplerine gelismek igin olaganustu bir potansiyele sahiptir. Bu hucreler canlinin
yasami boyunca diger hiicrelerin yenilenmesini saglayarak temelde i¢ onarim sistemi
olarak hizmet vermektedirler. Bir kok hiicre bélinmesinden olusan yeni hicreler kas,
beyin, kirmizi kan hucresi gibi bircok 0zgul islevlere farklilasabilecek hicre
potansiyeline sahiptirler. Kok hucrelerin bu potansiyelleri ex vivo olarak kirmizi kan
hticreleri tretiminde kullanilabilmesi fikrinin dogmasina neden olmustur. insan eritroid
kok hicrelerin calismalarda kullanilmaya baslamasi, kan transflizyonu icin eritroid
hicrelerinin in vitro ortamda buyuk miktarda Uretimini ve eritropoiez hakkinda
bilgilerimizin arttiriimasini saglayacak buytik firsatlar sunacaktir (6).

Bu caligmada, dogal kana alternatif olabilecek bir potansiyele sahip
biyomalzeme gelistirilebilmesi amaglanmistir. Calismanin temel 6ngorisu, katr destek
uzerine biyolojik molekillerin stabilize olabilecegi ve bu kati desteklerin boyut ve
yuzey optimizasyonlar1 ile dogal kana destek olabilecek bir biyomalzeme
uretilebilecegidir. Calismamizda kati destek olarak farkli yuzeye sahip manyetik
nanopartikiller ve oksijen tasiyict biyolojik molekil modeli olarak Hb kullaniimasi
amagclanmustir. Ileri calisma olarak sentez edilen kompleks biyomolekillerin oksijen
tasima ve birakma islevi ile hiicre kaltirtindeki davranislarinin ve antioksidan enzimler

Uzerine etkilerinin degerlendirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Yapay kan nedir

Kan grubuna bakilmaksizin istenilen yerde ve zamanda guvenli bir sekilde
nakledilebilecek ve rafta uzun siire saklanabilecek kan yerine gecen uygun bir madde
yillardir aranmaktadir. Kurallara bakildiginda, otolog kan disinda herhangi bir
maddenin dolasima transflizyonu gergekte kan yerine gecen bir maddenin
transfizyonudur. Bu nedenle kan naklinin tarihcesi kan yerine gecen maddenin tarihgesi
olarak gorulebilir. Sit, kazein tirevleri, nisasta, salin ve Ringer ¢0Ozeltisi insandan
insana ilk basarili kan nakli 6ncesinde denenmis maddelerdir. Ikinci Diinya savasi’ndan
bu yana savas benzeri durumlarla ve buyik ¢apli sivil felaketlerle basa ¢ikabilmek igin
kan yerine gecen alternatif bir madde bulma arayis1 artmistir. Her bir kan bileseninin
fonksiyonlar1 ve bunlarin derisimi, oksijen tasima kapasitesi disinda, oldukca iyi
bilinmektedir. Zamanla kan yerine gecen bu maddelerin gelistirilmesinde dikkate deger
gelisme olmustur (4).

Ozellikle transfiizyon ile bulasan hastaliklar (HIV ve Hepatit) ve lokosit aracili
allo hassasiyet gibi istenmeyen yan etkilerin giderilmesi modern transflizyon tibbinin
onemli bir amacidir. Kan toplama ve muhafaza etme konusundaki ylksek maliyet,
dunya capindaki rezerv noksanligi ve diger problemler kan yerine gecen maddelerin
gelistirmesine yol acan itici giglerdir. Bu konuda yapilan arastirma alanlarinin
baslicalart Hb bazli oksijen tasiyicilaridir (HBOCS) (4).

Kusursuz alyuvarlarin yerini tam olarak tutmasalar da bu “oksijen tasiyici
cozeltiler” in klinik ve klinik olmayan birgok potansiyel kullanim alan1 bulunmaktadir.
Bu maddeler dokulara normal alyuvarlardan daha kolay ulasip, direkt olarak oksijeni
dokuya iletebilirler, ayrica bu maddelerin de yan etkileri yok degildir. Guvenilirlikleri
ve faydalar1 konusunda kapsamli klinik calismalar yapilmaktadir. Bu Grtnlerin etki
sekillerini daha iyi anlamak uygulamalarini ve yararliklarini tanimlamaya yardimci
olacaktir (Cizelge 1). Ancak klinik ¢aligmalardan ve FDA (Food and Administration)

tarafindan onaylandiktan sonra hastalar tizerinde uygulanabileceklerdir (4,8).



Cizelge 1 Oksijen tagtyan ¢ozeltilerin potansiyel Klinik uygulamalari (4).

1. Terapi

(a) Kan yerine gecen maddeler: Hemorajik sok, kanama (savas, ameliyat), anemi.

(b) Butun vucuttaki kan degismi: Akut ilag zehirlenmesi, akut karaciger yetmezligi.

(c) Bolgesel anemi: Akut miyokard enfarktls, gelisen miyokard enfarktis, kalp
yetmezligi, beyin enfarktusu, akut artelyel trombozlar ve emboli, koroner atardamar

perkutan transluminal koroner anjiyoplastisi.

(d) Genel iskemi: Gaz embolizmi, karbon monoksit zehirlenmesi

(e) Organlarin iyilesmesine yardimci olarak: Akut bobrek yetmezligi, akut

pankreatit.

(f) Bulasici hastalik: Anaerobik ve aerobik hastaliklar.

(9) Yardimci terapi: TUmor radyoterapi, kemoterapi.

2. Ameliyat esnasinda organlarin perflizyonel korunumu -  kardiyopulmoner

bypass, derin hipotermi, kalp durmasi, kardiyopleji.

3. Bagislanan organin muhafazas:.

4. Tlag tasiyici — ilag bagli Hb ve perfloro kimyasallar

5. Kontrast madde - (Perfloro-oktilbromid)

Klinik olmayan uygulamalar

1. Kultlr ortama.

2. Kimyasal muayene — oksijen sensori — oksijen kalibratori icin standart ¢ozelti.

3. Biyoreaktor.

(Yuksek oksijen duyarhkh) paradoksal kullanimlar:

1. Oksijen absorban.

2. Maling timor icin radyoterapi ve kemoterapi ile kombine olarak oksijen tedavisi.

2.1.1. Tarihsel streg

Yapay kan, vicutta dogal kan kitlhiginda yasami kurtarabilme kapasitesine sahip
oksijen tasiyan bir maddedir. Bu maddeler dogal kana oranla ¢ok yonli 6zelliklere sahip
maddelerdir. Bu 6zelliklerinin basinda uzun raf dmri, soguk muhafaza edilmeye ihtiyac
duymamas: ve sterilizasyon yetenegi sayilabilir. Kan (zerine ¢alismalar uzun yillardir
devam etmektedir (7,8):




1- 1616, William Harvey tarafindan kanin kesfi ile bir¢ok arastirici idrar, bira, sit
gibi sivilart kan yerine kullanmay: denemislerdir.

2- 1989, Fluosol-DA-20 olarak isimlendirilen ilk oksijen tasiyan perflorokarbon
tabanl: yapay kanin onaylanmasi. Japonya’da Uretilmistir. Gida ve ilag idaresi
tarafindan onaylanmstir.

3- 1990, haemopure isimli Hb tabanli oksijen tasiyicilari Gretilmis ve faz IlI
calismalarina kadar onaylanmastir.

4- 2003, Poliheme adi verilen yeni bir Hb tabanli oksijen tasiyicisinin Gretilmesi ve

deneme caligmalarinda kullanimlari s6z konusudur (7,8).

2.1.2. ideal bir yapay kan ¢ozeltisinde istenilen 6zellikler

[EEN
[

Guvenle kullanilabilmelidir,

N
1

Insan viicuduna uyumlu olmalidur,

3- Oksijen tasiyabilmeli ve gerekli yerlerde oksijeni serbestlestirebilmelidir,

4- Immin sistem tarafindan olusabilecek herhangi bir patojenik ve toksik etkisi
olmamalidir,

5- Yapay ya da sentetik kan “oksijen tasiyicilar” olarak bilinir. Hiicresel yapilar,
koagtuilasyon faktorleri ve antikorlara sahip olmadigindan bu tasiyicilar dogal
kanin diger fonksiyonlarini yerine getiremezler. Tasiyicilarin esas islevleri
kaybedilen kan replasmanini saglamalar: ve oksijen tasiyabilmeleridir,

6- ideal bir yapay kan bagislanan donér kanina rakip olabilmeli hatta ondan daha
avantajli olabilmelidir.
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10- Raf 6mri yuksek olmalidir,

Oksijen tasima kapasitesi biyolojik kan gibi olabilmelidir,

Minimum yan etkisi olmalidir,

Genis sicaklik araliklarinda bozulmamalidir,

11- Maliyeti uygun olmalidir (7,8).

2.1.3. Genel problemler
1- Immiin sistemin olumsuz tepki gosterebilmesi,
2- Sikhkla alict olarak kullanilan travma hastalarinda meydana gelebilecek

olumsuz etkilerin henuiz anlasilamamis olmasinin getirdigi zorluklar (7).



2.2. Hemoglobin

Hb molekult mol ktlesi 64.500 dalton (Da) olan temel islevi oksijen tasima
olan metallo protein yapida molekildur (10). Yetiskin insan Hb molekull, globin olarak
bilinen 4 polipeptid zincirinden olusur. Bunlardan ikisi her biri 141 aminoasitten olusan
alfa zinciri ve diger ikisi 146 aminoasitten olusan beta zincirlerinden meydana gelmistir
(8-11).

Hb ilk defa 1840 yilinda Hunefeld tarafindan bulunmustur (12). 18. yizyilda
J.F.Engelhard, bircok tiirdeki Hb’de demir atomlarinin proteine oranini belirlemistir (9).
Gilbert Smithson Adair 1925 yilinda Hb ¢6zeltisinin osmotik basincini 6lgmistir. Felix
Hoppe-Seyler Hb’nin tersinir oksijenasyonunu kesfetmistir. 1959’da Max Perutz
miyoglobinin molekl yapisini X-ray kristalografisiyle belirlemistir (9,13).

Hb oksijeni solungac¢ veya akcigerlerden dokulara tasima gorevini yapar (14),
memelilerde kuru kan hucrelerinin kitlece %96-97sini (15), toplam icerigin ise
%35’ini olusturur (16). Oksijen plazmada 1x10™ M ¢6ziiniir ancak bu deger hayvanlarin
metabolik ihtiyaclar: icin yetersizdir. Memelilerde Hb molekili 4 oksijen moleklli
tasiyabilir. Tam kanin litresinde yaklasik 150 g Hb bulunur. Hb gram basina 1,34 mL
O, tasima kapasitesine sahiptir (17,18). Bu deger kanda ¢6zinmis toplam oksijen
miktarinin 70 katindan fazladir.

Hb oksijen disinda diger gazlarin da tasinim: gorevini yapar; solunumda karbon
dioksiti (CO,) (toplamin %210’u) globin proteinine baglayarak karbaminohemoglobin
ad1 verilen yapiy1 olusturur ve bu sekilde karbondioksiti tasima gorevi yapar. Molekdil
ayni: zamanda 6nemli bir nitrik oksit (NO) molekilli duzenleyicisi ve tasiyicisi olarak
davranir. NO globin proteinindeki tiol grubuna baglandiginda diger yandan da oksijen
serbest hale gecer. Ayrica, 2,3 bifosfogliseratta eritrositlerde oldukca yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmaktadir. 2,3-bifosfogliseratin hemoglobinin oksijen icin
ilgisini buyuk o6lctde distrdugi bilinmektedir. 2,3-bifosfogliserat hemoglobinin
oksijene olan ilgisini hemoglobinin T halini stabilize ederek disutrir (11,19,20).

Insanda Hb temel olarak kirmizi kan hiicrelerinde bulunur. Hb ve Hb benzeri
molekdller bircok omurgasiz, mantar ve bitkide gosterilmistir. Oksijen tasiyicisi olan bu
metalloprotein (Hb) tum omurgalilarda mevcuttur. Hb nin temel goérevi akcigerlerden
periferal dokulara oksijenin iletilmesini; periferal dokulardan akcigerlere ise karbon

dioksitin tasinmasini ve diizenlenmesini saglamaktir (12).



Insan Hb’i, 11. ve 16. kromozomlar tizerinde bulunan o benzeri ve B benzeri gen
bolgesi olmak Uzere iki gen dizisi tarafindan kodlanir. Yetiskin Hb’i olan HbA; iki a
globin zinciri ve iki B globin zincirinden olusan bir tetramerdir. Her globin zinciri bir
hem parcas: icerir, bu kistmda bulunan demir atomu sayesinde zincirler oksijen
tasiyabilmektedir. Dort polipeptit zinciri tuz koprileri, hidrojen baglari ve hidrofobik
etkilerle birbirlerine baglanir (12).

Insanlarda alt1 tip Hb bulunur; bunlar, embriyonik, Gower-I, Gower-I1, Portland,
fetal Hb (HbF) ve yetiskin hemoglobinleridir (HbA; ve HbA,) (21).

Hemoglobinlerdeki globin proteinlerinin aminoasit sirasi, tirlerde farklilik
gosterir. Ornegin evrimsel acidan yakin olan insan ve sempanze hemoglobini benzerlik
gosterir, alfa ve beta globinleri sadece birer aminoasit farkhdir. Hb genlerinin
mutasyonlar: da Hb proteinlerinde ¢esitliligine neden olur (22). Hemoglobinlerin mutant
formlarinin bazilari hastaliga neden olmazken bir bélimi hemoglobinopatilere neden

olur. En yaygin hemoglobinopati hastaliklar: orak hiicre anemisi ve talasemilerdir (23).

2.2.1. Sentezi

Hb bircok kompleks adimda sentezlenir. Hem pargasi, olgunlasmamis kirmizi
kan hacrelerinin mitokondri ve sitosoliin de bir dizi tepkime sonrasinda porfirin
biyosentezi denilen enzimatik tepkimelerle elde edilirken, globin protein pargalar
sitosolde ribozomlar tarafindan yapilmaktadir. Kemik iliginde proeritroblastin

retikulosite donlstm sirasinda Hb Gretimi devam eder (24).

2.2.2. Yapisi

Hb, globin ad1 verilen 4 globuler protein zincirin bir araya gelerek olusturdugu
karakteristik kuaterner yapiya sahiptir (25). Aminoasitlerin cogu, helikal yapida
olmayan kisa parcalarla birbirine baglanmis alfa heliks Ozelliktedirler. Globinlerin
icerisindeki bu bolgeler hidrojen baglar ile stabilize edilerek zincirler spesifik seklini
alir. Hemoglobinin kuaterner yapisi, 4 altbiriminin tetrahedral duzenlenmesiyle
olusmaktadir. Bu zincirlere bir protein olmayan hem grubu eslik eder. Globin
zincirlerinin alfa heliks katlanmalari hem grubunun kuvvetlice baglanmas: ve paket

haline gelmesine neden olur (26,27).



Bir hem grubu, bir demir iyonunun porfirin olarak bilinen heterosiklik halkaya
baglanmasiyla olusur. Hem ¢ekirdegi Ferroprotoporfirin IX olarak da adlandirilir (17).
Demir iyonu, pirol halkalarindaki merkezinde 4 azot ile baglanir, boylece atomlar ayni
duzlemde bulunur. Demir, ayrica porfirin halkasinin alt kisminda bulunan F8
konumundaki histidin aminoasidinin imidazol halkas: (zerinden globuler proteine
kuvvetli bir sekilde baglanir. Demirin 6.pozisyonuna ise koordine kovalent bag ile
oksijen baglanir ve boylece oktahedral geometri tamamlanmis olur. Bir oksijen
molekilinin demire baglanmasiyla geometride degisimler olur ve diger demir atomlar:
aciga cikar. Oksijen baglanmadiginda ise koordinasyon bosluklarina su molekulleri
zay1f bir sekilde baglanir ve oktahedral geometri bozulur (28).

Oksijen vicutta kan yolu ile tasinirken karbondioksitin bir bolimi de
hemoglobinle tasinir. Bu tasima oksijenin baglandigi noktadan olmaz ancak yapidaki
protein zincirlerinin amino gruplarina baglanmasiyla gergeklesir.

Demir atomu Hb icerisinde Fe?* veya Fe®* seklinde olabilir. Ancak
ferrihemoglobin (methemoglobin) (Fe*) oksijeni baglayamaz (29). Oksijen gegici
olarak baglanirken ve Fe?*, Fe*"’ya cevrilir, bu sirada oksijen de stiperoksit radikaline
dondsir. (30). Eger stperoksit iyonu protonlanirsa, Hb demiri oksit formunda kahr ve
oksijen bagi zayiflar. Bu durumda, methemoglobin reduktaz enzimi merkezdeki demiri
Fe*? formuna dénuistirerek hemoglobinin yeniden oksijen tasiyabilir duruma gelmesini
saglar.

Yetiskin insanlarda bilinen Hb tipi, birbirlerine kovalent olmayan baglarla bagl
4 globin Unitesinden olusan ve HbA; olarak adlandirilan bir tetramerdir. Bu alt
unitelerden ikisi 141 aminoasit artigindan olusan o ve diger ikisi 146 aminoasit
artigindan olusan B zincirleridir. HbA; kisaca a,f, seklinde gosterilir. Bu alt tniteler
yapisal olarak benzer ve yaklasik olarak ayni boyuttadir. Her bir alt Gnitenin mol kdtlesi
16.000 daltondur. Tetramerin mol kdtlesi ise ~64.500 daltondur (64458 g/mol). Boylece
1 g/L = 0,1551 mmol/L’ye denk gelir. HbA; Uzerinde en ¢ok calisma yapilan Hb
molekiludir. Yeni doganlarda Hb molekdllerinin biytk bolimd HbF olarak tanimlanir.
Bu molekil 2 o zinciri ve 2 y zincirinden olusur. Gama zinciri yeni dogan buyudikge

zamanla B gen aktivasyonu ile B zincirine donusir. (31).



2.2.3. Oksihemoglobin

Oksihemoglobin solunum sirasinda, hemoglobindeki hem grubuna oksijen
baglanmasiyla olusur. Bu proses akciger alveollerindeki kilcal bosluklarda gerceklesir.
Oksijen kan akisiyla birlikte hiicrelere gider ve mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon
sirasinda ATP’nin Uretiminde terminal elektron alicisi olarak kullanilir (Sekil 1).

Eritrositlerde Hb iki formda bulunur; gergin formu (T formu) ve serbest formu
(R formu) (Sekil 2). Dustik pH, yuksek CO, derisimi ve yiksek 2,3-bisfosfogliserik asit
(2,3-BPG) derisimi gibi cesitli faktorlerin varligiyla Hb T formundadir. Bu durum
dustk oksijen afinitesi gostermesine neden olur ve dokulara verilmek (izere oksijen
serbest hale gecer. Buna karsin, yiksek pH, disik CO, derisimi ve dusuk 2,3-BPG gibi
faktorler ise R formunda olmasina, dolayisiyla oksijeni daha siki baglamasina neden
olur. Sistemin kismi basinci O, afinitesini etkileyen faktorlerden biridir; oksijenin kismi
basinci yukseldiginde (alveollerde oldugu gibi) R formu etkin olur. Oksijenin kismi
basinci azaldiginda ise (dokularda oldugu gibi) T formu etkindir. Buna ek olarak,
oksijen-Fe?* arasindaki bag, solunumda konformasyonel olarak degismelere neden olur.
Bu konformasyondaki degisimle diger 3 hem grubu aciga cikar. Boylece diger
oksijenler de molekule baglanir. Hemoglobindeki konformasyonel degisimle oksijen-
demir arasindaki bag acilir ve oksijen serbest hale geger. T-R arasindaki gecis oksijen-
protein arasindaki bu reaksiyonla birlikte molekul igi harekete bagl olarak kuaterner

yapidaki degisimden kaynaklanmaktadir (32-34).

Sekil 1. Oksihemoglobin



T=R Conformational Transition

T-State

Sekil 2. Hemoglobinin R ve S formu (35).

2.2.4. Deoksihemoglobin

Deoksihemoglobin, hemoglobinin oksijen molekili ile baglanmamis formudur.
Oksihemoglobin ve deoksihemoglobinin absorpsiyon spektrumlar: birbirinden farklidir.
Oksihemoglobinin 660 nm’de absorpsiyonu deoksihemoglobinden daha dustkken 940
nm’deki absorpsiyonu daha yiksektir (36).

TeT 0T (43} (A

Sekil 3. Deoksihemoglobin (35).

10



Hb’de deoksijenize haldeki hem paketine yakin olan histidin (F8) merkezdeki
demire baglanarak kare piramit geometride yapi olusturur (Sekil 3). Uzaktaki histidin
(E7) ise oksijene haldeyken ligandin stabil olmasini saglar. Bu histidinin eksikliginde
hem grubu kubbe seklini alir. Oksijen baglandiginda ise demir oktahedral geometri
kazanir. Burada E7 konumundaki histidin baglanmis olan oksijenle hidrojen kdprisu
olusturarak stabil olmasini saglar. Deoksi formda iken merkezdeki demir yakindaki
histidin tarafindan, hem grubunun kare diizleminden disa dogru yaklasik olarak 0,6 A
iterek kubbe seklini almasina yol acar. Ancak oksijen baglandiginda eski haline donerek
kare dizlem olmasini saglar (Sekil 4) (17).

Helix F

al FG5

Sekil 4. Deoksihemoglobinin kare diizlem-kubbe geometriye dénustimi (17).
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2.2.5. insanlarda hemoglobin Tiirleri
Normal embriyonik ve fetal gelisiminin degisik evrelerinde farkli Hb cesitleri
sentezlenir. Bunlar;

Embriyodaki trleri;

- Gower 1 ((ogp)

- Gower 2 (aze2)

- Hb Portland | ((2y2)
- Hb Portland 11 ((B2)

Fetal turleri;
= HbF (Othz)

Dogumdan sonraki turler;

- HbA; (02B2) - Yaklasik %95°lik oranla en yogun bulunan Hb’dir.

- HbA; (082)- & zinciri dogumdan sonra ¢ ayhik donemden itibaren
sentezlenir. Normalde %2,5-3,7 oranindadir.

- HDF (02y2); Yetiskinlerde ¢cok az miktarda bulunur. Eritrositlerde F-hicreleri
olarak adlandirilan hicrelerde yer alir. 1 yasinda %21’in altina diser ancak

HDbF seviyesi beta-talasemi ve orak hiicre anemisi olan insanlarda artar (37).

2.2.6. Hemoglobin ve gesitlerinin UV-Vis absorpsiyon 0zellikleri

Biyolojik sistemlerde, proteinler kimyasal bilesenlerinden kaynakli olarak, UV-
Vis spektroskopisinde bir¢cok dalga boyunda absorbansa sahip olabilirler. Bunun nedeni
aminoasitlerdeki kromofor gruplardir. Baslica; tirozin, triptofan ve fenilalanin gibi
aromatik kalintilar, sistein ve onun turevi olan sistin gibi tiol iceren aminoasitler UV-
Vis bolgede absorpsiyona neden olurlar; en bilineni 280nm’deki absorbans pikidir.

Triptofan, fenilalanin ve tirozin aromatik hidrofobik kalintilar icerirler. Bunlar
konjuge halka sistemine sahiptir ve n—n* gecisinden kaynakl: olarak absorpsiyon
gosterirler. Triptofanin indol tarafindaki bolgesi en yogun absorpsiyonu verir.
Fenilalanin kimyasal olarak aromatik kalintiya sahiptir. Tirozinse ilave hidroksil

gruplar sayesinde kismen daha polardir ve stabil olmak icin hidrojen bag: yapar (Sekil

12



5). Dahasi, hidroksil gruplar: bazik pH’da iyonlasir ve bu sayede spektroskopik olarak
verdikleri absorbans kullanilabilir. Sistein polar tiol gruplar: icerir ve baska bir sisteinin
tiol grubu ile redoks reaksiyonu sonucu sistini olusturur. Bu bag proteinin stabil

olmasini, tgtincll ve dorduncil yapisinin olusmasini saglar.

COO COoO
| h | h
C|JH—C OH C|3H—C
NHz* NH3*
Tirosin Fenilalanin
I oY -
Ha Hy H, Hy
CH—C \ CH—C —SH CH—C —S—S—C —CH
| NH
NH3" NH3* Coor Ccoor
Triptofan Sistein Sistin

Sekil 5. UV-Vis bolgede absorpsiyona neden olan aminoasitler (17).

Oksihemoglobin 270, 337, 417, 540, 575 nm’de karakteristik absorpsiyon pikleri
verir. Methemoglobin ise 400 nm civarinda genis pik verir, bu pik oksihemoglobinin
417 nm’deki pikinin kaymas: sonucu meydana gelir. Yanmsira methemoglobin,
oksihemoglobinin karakteristik pikleri olan 547 ve 575 nm’deki pikleri de vermez (17).
Deoksihemoglobin  formu ise 550 nm’de maksimum absorpsiyon yapar.
Karboksihemoglobin ise oksihemoglobine benzer sekilde ikili pik verir ancak farkl
olarak bu piklerin daha distk dalga boylarina kaydigi ve 540-568 nm’de pik verdigi
gozlenmistir (Sekil 6) (38,39).
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Hemoglobin
Oksihemoglobin

y\ /‘\ AMethemoglobin

Absorbsivon (L.mmol".cm')

Dalga boyu (nm)

Sekil 6. Hb UV-Vis spektrumlari (38).

2.3. Nanoteknoloji ve Nanomalzemeler:

Bir fiziksel blyukligin milyarda biri ‘nano’ olarak ifade edilir. 2-3 atomun yan
yana dizilmesiyle olusan uzunluk ise yaklasik bir nanometredir. Glnlmuzde yiz
nanometre boyutundan daha kuguk yapilarin arastirilip incelendigi disipline
nanoteknoloji adi verilmektedir. Nanometre boyutundaki bu yapilarin dretilerek bir
araya getirilmesiyle olusturulan nanoparcaciklarin sahip olduklart fizikokimyasal
Ozelliklerinin kullanilmasi nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir (40,41).

Madde boyutunda bir araya gelmis olan atomlar nano boyutlarda farkli bazi

Ozellikler gostermeye baslamaktadirlar. Bu 6zelliklerden bazilar: sunlardir;

U Olusturulan partikul blytklugiine bagl olarak pargaciklar optik ve yar: iletken
Ozellige sahip olurlar.
U Nanoparcaciklar genis yuzey/hacim oranina sahiptirler ve bu durum

parcaciklarin  manyetik 6zelliklerini etkileyerek depolama kapasitelerinin
artmasina neden olur.
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U Yuzey alaminin genislemesi ve aktif merkezlerin yilizeyde bulunmasi

nanomalzemelerin katalitik 6zellikte olmasini saglar.

Materyallerin nano boyutlarda yizey alaninin artmasiyla birlikte daha aktif hale
gecmesi cevrelerindeki diger atom ve molekdillerle farkli etkilesimlere girmesini saglar.
Nano materyallerin yukarida bahsettigimiz, sahip olduklar: farkli 6zelliklerinden dolay:
farkli alanlarda uygulanma imkani saglamaktadir. Nano 6lcege gidildikce kazanilan bu
fiziksel ve kimyasal Ozellikler degisik alanlarda uygulanma imkani saglamaktadir. Bu

da Nanoteknolojinin amacini belirlemektedir (Cizelge 2) (42).

Cizelge 2. Nanoteknolojinin amaci (42).

Nanometre Olcekli yapilarin analizi,

Nanometre boyutunda yapilarin fiziksel 6zelliklerinin anlasiimasi,

Nanometre 6lcekli yapilarin imalati,

Nano hassasiyetli cihazlarin gelistirilmesi,

Nano 6lcekli cihazlarin gelistirilmesi,

Uygun yontemler bulunarak nanoskopik ve makroskopik diinya arasindaki

bagin kurulmasidir.

Bu malzemeler elde edilislerine gore dogal ve yapay, kimyasal yapilarina gore
inorganik, organik ve karisik, homojenitelerine gore tekli ya da hibrit kompozisyonlu
olarak sinmiflandirilabilirler. Farkli alanlardaki nanomalzeme uygulamalart son

donemlerde cok sayida yayinda gosterilmistir (43-46).

2.3.1. Nanoteknolojide gelisim donemleri

Nano boyuttaki malzemelerin biyoloji, fizik ve kimya gibi temel alanlarda
onemli gelismelere yol agmasi, buna bagl: olarak endstriyel tlkelerin gelecek ile ilgili
planlarinda oldukga 6énemli bir yer tutmas: ve bir devrim olusturabilecek giice sahip
oldugu fikrinin var olmasi; gunumizde nanoteknolojinin 6neminin gittikge artmasini

saglamigtir. Yakin tarihte tlkelerin elinde bulunduracagi nanoteknolojik glctn tlkenin
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gelismislik derecesini belirleyecegi dustnilmektedir. Asagida gosterilen tabloda
nanoteknolojinin tarih boyunca gegirdigi asamalar goriilmektedir (Cizelge 3) (47).

Cizelge 3. Nanoteknolojinin gegirdigi asamalar (47).

1959 Feynman’in “Temelde bir¢ok oda var” adini verdigi konferans

1974 “Nanoteknoloji” teriminin bulunmasi

1981 Taramal: tlinelleme mikroskobunun bulunmasi

1985 Kire yapililarin kesfi

1986 Atomik gii¢ mikroskobunun bulunmasi

1989 “IBM” kelimesinin bireysel atomlarin tUzerine yazilmasi

1990 Kiire yapililarin makroskopik boyutlarda ilk tretimi

1991 Nanotuplerin kesfi

1990’larin Devletlerin nanoteknolojiyi baslica arastirma ve gelistirme alan
ortalar olarak desteklemeye baslamasi

2007 Tuv-Sud ve the Innovationsgesellschaft tarafindan gelistirilen

“Onaylanabilir Nanospesifik Risk Yo6netimi ve

Monitoraj Sistemi”nin ilk kalite damgas: olarak - dlinya capinda
onaylanmasi (EI-Samny, 2008)

2009 0,3 nm buyuklugunde S ve U harflerinin yazilmas: (IBM’den 40 kat
kiicuk)

2.3.2. Nanopartikuller

CGaplart 100 nm’nin altinda olan pargaciklara nanopartikul denir. Nanopartikil
halindeki malzeme (Sekil 7), kitle halindekine gore Ustin 0Ozelliklere sahiptir.
Nanopartikiller dogada yaygin karbon ve gumis cesitleri halinde bulunmaktadir
Biyomedikal, optik ve elektronik alandaki genis uygulama alan1 ¢ok buytk bir ilgi
uyandirmaktadir (Cizelge 4) (48).
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Cizelge 4. Nanopartikul teknolojisinin uygulamalari (48).

Uygulama Alam

Kullanim Sekilleri

Kanser Tedavisi

Molekiiler  gorlintileme, molekiler  tam1  ve

hedeflendirilmis ilag tedavisi

Tani igin Goruntileme

Biyopsi, cerrahi midahale ve diger zor tam tekniklerinin

daha kolay hale getirilmesi

Mikro - Akiskan Bilimi

Mikro/nano diizeydeki akiskan 6zelliklerinden

yararlanabilme

Biyonanoelektromekanik

Tam fonksiyonel elektromekanik sistemler

Gen Tedavisi

Uzun ekspresyon sureleri ve yiksek transfeksiyon

etkinligi saglandigina iligskindir.

Akill1 Barkotlar

Nano Olgekte diizenlenmis paketlerin vicudun

ilgili bolgesine ulastiriimasi

Biyoanalitik nanosensorler

Eser miktarlarda kimyasal kontaminasyonun, patojenlerin

veya viruslerin belirlenmesi

Nanomalzeme

Nano olcekte farkli Ozellikler gosteren kompozit

malzemelerin kullanimi

Biyoselektif YUzeyler

Kimyasal ve biyolojik etkilesimlerin meydana geldigi
organizmalarin  veya molekillerin tutunabilmesi ve

baglanabilmesini saglayan secici yizeyler
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L

Nanokristal Nanotip Dendrimer

Sekil 7. Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan yapilar (48).

Son donemlerde yapilan nanopartikil aragtirmalart yalnizca polimer ya da
lipozomal cahismalarla sinirlandiriimamis, kanserde dendrimerik yapilarla ilag
hedeflemesinden secici yiizey olusturulmasina kadar tip, biyoteknolojik, fizik, kimya
gibi multi disipliner ¢ok sayida bilim dalinin kesistigi bir aragtirma alan: olarak
karsimiza ¢ikmistir. Ozellikle, nanopartikiillerin biomimik kazandiriimasiyla denenen
ilag tasarimlar: ileri donemlerde ¢igir acabilecek potansiyeli gostermektedir (49,50).
(Sekil 8).
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Sekil 8. Nanopartikillerin Tedavide Kullanimi (48).
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2.3.3. Metalik nanopartikuller

Metalik nano partikiller metal oksit nanopartikulleri ve metal nanopartikiller
gibi birgok inorganik/organik hibrid ve organik nanopartikulleri icermektedir. Yizey
yapilarindaki karakteristikleri, boyutlar: ve kimyasal kompozisyonlarindan dolay: érnek
hazirlamada dikkatli olunmalidir. Son 10 yilda, manyetik nanoparitikul tzerine ¢alisan
arastirmacilar sekil ve boyutun kontroll, reaksiyon aktivitesi, selektif katalizin

potansiyeli tizerinde odaklanmislardir (51-53).

2.3.4. Altin nanopartikiller

Altin (Au), normalde pek cok kimyasal reaksiyonda inert bir metal olmasina
karsin nanopartikiler haldeyken benzersiz optik 0Ozelliklere ve cok yiiksek oranda
biyouyumluluga sahip nitelikler kazanmaktadir. Nanopartikiler haldeyken degisen
kimyas: sayesinde kataliz reaksiyonlarinda dikkate deger yetenek kazanmasi, basta
goriintileme ve tespit calismalari olmak tzere biyoloji ve farmakoloji alanlarinda altin
nanopartikilleri (AuNPs) cekici hale getirmektedir (54).

Altin nanopartikiller-biomolekdllerle uyumu, kolay sentezi, uzun ddnem
stabilitesi, yuksek yizey-hacim oranindan dolayi-givenilir ve 0mit verici nano
malzemelerdendir. Amino gruplar: iceren organik molekuller, altin ylzeylere tek tabaka
olusturacak formda spontan olarak adsorbe edilebilirler.

Altin nanopartikillerin  ¢ok yonli yuzey kimyas: cesitli biyofonksiyonel
gruplarin baglanmasiyla elde edilmektedir. Biyofonksiyonel gruplara polimerler,
silanoller, sekerler, nikleik asitler ve proteinler érnek gosterilmektedir (40,55).

Gunimuzde birgok dendrimerik molekul altin nanopartikillerde stabiliteyi
arttirmak amaciyla kullanilmaktadir. Dendrimer kullanmanin en 6nemli avantajlarindan
biri etkili bir sekilde partikill aggregasyonunu engelleyerek nanopartikullerin
stoikiyometrik boyut kontroliine izin vermesidir (56).

AUNPs’in karakterizasyon ve applikasyon calismalari bu nano boyuttaki
partikillerin ¢cok kisa zaman igerisinde ve ¢ok dislk hacimlerdeki 6rnek analizlerinde
kullanilabilecegini gostermistir.

Altin hem insan hem hayvan uygulamalar: igin toksik olmamasi, biyouyumlu
olmasi, kimyasal kararli olmasi, yuzey baglanma dinamigine sahip olmasi, UV ve

goriinir bolgede bir absorpsiyon bandi gostermesi gibi Ozellikleri nedeniyle en ¢ok
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tercih edilen kabuk malzemesi olmustur. Ayrica enzim, protein, DNA gibi biyolojik

molekdller altin ylizeyine kovalent olarak daha gii¢li baglanabilmektedir (40,55,57).

2.3.5. Gumis nanopartiktller

Gumius nanopartikullere olan ilgi 6zellikle makro 6lceklerdeki fiziksel, kimyasal
ve biyolojik ozellikleriyle karsilastirildiginda digerlerine gére daha 6n plana ¢gikmastir.
Ayrica, bu vyapilar yiksek bakterisidal ve fungisidal spektrum gosteren
nanopartikiillerdir. Ozgun fiziko-kimyasal 6zellikleri, farkl: termal iletkenlikleri, yiizey
modifikasyonu imkani, kimyasal kararliligi, katalitik aktivite ve optik davranislar: gibi
Ozelliklere sahip nanopartiktllerdir (58).

Antibakteriyel ve antifungal 6zellikleri bu partikdllerin plastik, sabun, macun,
yiyecek ve tekstil trtinlerinde kullanimini ve market degerini arttirmistir. Bu nedenle
gunimizde nano gimis partikil teknolojileri prosesleri ve trtinleri Gzerine arastirmalar
artmaktadir (Sekil 9-10) (59,60). Bu partikuller bazi teknolojilerde bakteri ve fungal
yapilarin tremesini engellemek amaci ile nem oranina bagh olarak uygulamalarda
kullanmaktadir. Bu sekilde kontaminant ajanlara karsi bir bariyer olusturmaktadirlar
(58-60).
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151 Web of Science
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Sekil 9. “Is1 Web of Science” arama motorunda “gimis nanopartikil” kelimeleri ile yapilan arama
sonucu, glimus nanopartikil Gzerine yapilan ¢alismalarin yona, Eylil, 2012 (58).
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Sekil 10. Giimis nano partikiller Uzerine aragtirma alanlarina (a) ve llke/ bolge (b) gore bolunmis veri
tabam (58).

Gumis iyonunun altin ile benzer ozellikleri gostermesi nedeni ile kaplama
yontemleri kullanilarak sivi fazdan mikro ekstraksiyon calismalari da yapilmis olup

absorbasyon yeteneklerinin son derece ylksek olduklar: belirtilmistir (58).

2.3.6. Metal oksit nanopartikulleri

Metal oksit nanopartikiiller (MONPs) kirleticilerin separasyonu ve ekstraksiyonu
icin sikhikla kullanilmaktadir. Birgok durumda bu MONP’ler toksik metal iyonlar: ve
organik bilesenlerinin separasyonu icin kullaniimaktadir. MONP’ler, SPE (Solid Faz
Ekstraksiyonu) sorbentlerinin gereksinimini karsilamada, disuk sicaklikta modifikasyon
yetenegi, ylksek adsorbsiyon kapasitesi, biyik spesifik ylzey alan1 saglama, mekanik
ve kimyasal stabilite, ylksek sicaklik gibi 6zgun 6zelliklere sahiptir (61-64).

2.3.7. Modifiye edilmis metal oksit nanopartikilleri

Seciciligi artmis olan Metal oksit nanopartikilleri, polimerle ya da kugik
organik ve inorganik bilesimlerle islevsel 6zellik kazanir. Yeni metotlarla birlikte sivi
faz mikro ektraksiyon igin sorbent bazli nanopartikiller hazirlanabilmektedir.
Kaplanacak kabuk molekuller nanopartikil yizeylerine serbest polimerize edilebilir.
Hazirlanan ¢ekirdek-kabuk nanopartikilleri, ¢ozelti icersinde daha kararli ve ayirici
olmaktadir. Kaplama yuzeyinin alan1 ve nanopartikiillerin ¢ekirdek boyutu kaplanan
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kabuklarin agregasyonunu onleyebilmektedir. Modifiye edilmis nanopartikil cekirdekli
yapilarin kanser ¢alismalarindaki basarilar: literatiirde rapor edilmistir (61,62).

Ayni  zamanda, metal oksit/metal oksit- hibrit metal/metal  oksit
kompozisyonlari, organik ve inorganik analitlerin selektif ayirimlar: i¢in sorbent olarak
kullaniimaktadir (61,65,66).

2.3.8. Manyetik nanopartiktller

Nano boyuttan mikron boyutuna kadar sentezlenebilen manyetik partikiller
genis bir kullanim alanina sahiptir. Glinimuizde manyetik nanoparcaciklar uygulama
alanlarinin ¢oklugu nedeniyle aragtirmacilar tarafindan buyik ilgi gérmektedir. Bu
nanoparcaciklar, kritik degerin altinda (10-20 nm) uygulama alanlari agisindan oldukga
elverigli  hale gelirler ve slperparamagnetik 06zellik g0sterirler. Manyetik
nanopartikillerin - manyetik alana cevap vererek istenilen sekilde hareket
ettirilebilmeleri, uygulamada avantaj saglamaktadir. Manyetik nanopartikullerin:

1- ilag hedefleme calismalar:

2- DNA tasiyici sistemlerin gelistirilmesi
3- Immobilizasyon calismalar:

4- Biyosensor ve elektrot calismalar

5- Hiucresel hedefleme

6- Gen transferi
Gibi biyolojik ve biyomedikal alanlarda ¢cok genis uygulamalar: s6z konusudur .

Silika kaplanmis manyetik partikiller en populer partikiil calismalar: arasinda olup her

gecen yil arastirma sayis1 artmaktadir (Sekil 11) (67-69).
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Sekil 11. 1999- 2008 aras: yayinlanan silika kapli manyetik nanopartikil arastirma makale sayisi (a);
calisma alani (b) (69).

2.3.9. Manyetik nanopartikillerde toksik etki

Biyolojik ortamda nanomateryallerin basarili uygulanmasi igin biyolojik
kaderini ve nanopartikillerin potansiyel toksik etkilerini anlamak 6nemlidir. Yizey
modifikasyonlart yapilan mnplerin incelendigi bazi in vivo deneysel calismalarda;
muamele edilen farelerde viicut agirligina yonelik herhangi bir kot etki gézlenmedigi,
anormal klinik isaret ve davranisa rastlanmadigi ve toksik bir etki yaratmadigindan
bahsedilmistir. Deneylerde mnp’lerin beyin, akciger, karaciger, bobrek, kalp, testis,
uterus ve dalak gibi farkli organlarda varligi belirlenmistir. Partikiller bitiin organlara
yayilmistir ve dagilimin zamana baglh oldugundan bahsedilmistir. Toksik etki ile ilgili
bilgi elde etmek igin kan kimyasi, serum biyokimyasal analizleri, histopatalojik
incelemeler yapilmistir. /n vitro mutajenik olgiimleri yapilan sican gruplarinda da
hematolojik testler, klinik biyokimyasal testler ile beyin, akciger, bobrek, Kkalp,
karaciger, dalak, testis ve uterus gibi cesitli organlari iceren histolojik analizler
calisilmistir. Hematolojik ve klinik biyokimyasal testlerde mnp muamele edilmis
gruplarda herhangi 6nemli bir degisime rastlanmadigindan bahsedilmis dahasi, mnp
muamelesinin mutlak organ kitlesinde ve iliskilerinde herhangi bir degisime neden

olmadig: belirlenmistir (70).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan Kimyasallar

Etanol (C,HsOH) (Sigma Aldrich),

Sodyum Hidroksit (NaOH) (Sigma Aldrich),

Hidroklorik asit(HCI) (Merck),

Sodyum klorur(NaCl) (Sigma Aldrich),

Azot(Ny),

Tartarik asit (C4HsOg) (Sigma Aldrich),

Demir(l1) stlfat mono hidrat (FeSO4.H,0) (Sigma Aldrich),

Demir(111) klorur hekza klorir (FeCls.6H,0) (Sigma Aldrich),
3-(aminopropil)trietoksi silan (H,N(CH>)3Si(OCH,CHs)3) (Sigma Aldrich),
3-(aminopropil)trimetoksi silan (H,N(CH2)3Si(OCHj3)3) (Sigma Aldrich),
Glutaraldehit (CsHgO,) (Sigma Aldrich),

Trietanol amin (CgH1sNO3) (Sigma Aldrich),

Sodyum bor hidriir (NaBHa) (Sigma Aldrich),

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) (Sigma Aldrich),

Dipotasyum monohidrojen fosfat (K;HPO,4) (Sigma Aldrich),

Piridinyum kloro kromat (PCC) (Sigma Aldrich),

Fetal Sigir Serum (FBS)(Biochrome)

Penicilin-Streptomycin (Hyclone J101651)

Tripsin (Hyclone J102851)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma Aldrich),

Dulbecco's Modification of Eagle's Medium (DMEM)

Fosfat Buffer Saline (Biochrome 1418 W)

HEPES (Sigma)

HBSS (Biochrome L2055)
MTT-(3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide;Thiazolyl
blue)
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3.1.2. Kullanilan cihazlar

Elementel Analiz (Thermo Scientific Flash 2000, CHNS elementel analyses)
FT- IR Spektroskopisi (Thermo FT-IR spectrophotometer; Smart ITR diamond
attenuated total reflection (ATR); 4000-400cm™ )

Taramah Elektron Mikroskobu (SEM); Jeol JSM-5500 LV
Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM); FEI Tecnai G® Spirit BioTwin C-
TEM

X- Isinlari difratometre (XRD); Rigaku Miniflex CuKa , A=0.154nm
UV-vis spektrometre; Perkin EImer Lambda 25

Manyetik karstiricil isitici; Velp, WiseStir

Etlv; Binder

Schelenk diizenegi

Elektronik terazi; Shimadzu; ATX224

Vakum desikatoru

Siklik voltogram; CHI 604, Seri N0:64721A

Mekanik karstiricr; WiseMix

Rotator; Bio RS-24

Ultrasonik homojenizator; Bandelin Sonopuls

Ultrasonik banyo

Biyoguivenlik Kabini Class I1; Berner B-(MaxPro)-130

Inverted Mikroskop; Nikon ELWD

Binokuler Mikroskop; Nikon, Japan 157812

CO, Inkiibator; Heal Force

Derin Dondurucu (-80 °C)

Otoklav

Santriftj; Hettich- EBA 21

Serolojik Pipet; (5-10-25ml.Sarstedt)

Otomatik Pipetler; Eppendorf

Mikroplate Okuyucu; Biotek Eon

Steril Filtre (0.22p)

Santriftj Tup 15/50 ml
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Vidah Kapakh Flasklar; T-25,T75 cm?/yiizey Sarstedt/Corning
Plate; (12-96 kuyucuklu/Costar)
Calkalamal su banyosu; Memmert

Elektromiknatis

3.1.3. Cahsmada kullanilan Kitler
Katalaz (CAT) Olglim Kiti - Biovision
Stiperoksit Dismutaz 6l¢tim Kiti — Biovision

Glutatyon Peroksidaz Ol¢iim Kiti — Randox

3.2. Metot

Bu calismada, magnetit olarak bilinen Fe;O, manyetik nanopartikiller
sentezlenerek yuzeyleri; tartarik asit, trietanol amin, glutaraldehit ve 3-
(aminopropil)trietoksi silan ile cgesitli teknikler kullanilarak kaplandi. Sentezlenen tim
bilesiklerin yapilari; FT-IR, elementel analiz, XRD, TEM, SEM ve diger tekniklerle
analiz edildi. Elde edilen nanopartikiller tzerine Hb molekilu Schiff bazi olusturularak
baglandi. Immobilize hemoglobinin oksijen tasima yetenegi incelenip, endotel hiicre
kaltura Gzerine antioksidan ve hiicre canlilik arastirmalar: yapild: (Cizelge 5). Bu proje,
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi “Girisimsel Olmayan Etik Kurulu”nun 4 Nisan

2014 tarih ve 3 nolu izin karar1 ile yapilmastir.

26



Cizelge 5. Akis semast
FeC|3.6H20 + FeSO,.H,0

v
Magnetit eldesi (Fes0,)

v

Magnetit kaplanmasi

A B vC D

a)Tartarik asit ~ a) Trietanolamin  a) Glutaraldehit a) 3-(aminopropil) trimetoksi silan

b) +NaBH4 b) +PCC b) + Glutaraldehit

(Alkol yapi) (Aldehit yapi) (Aldehit yapr)
v

TALMNP TEALMNP GAMNP 3APGAMNP
v

Hemoglobin A immobilizasyonu

RN

1) MTT testi- Endotel hiicre vitalite testi 2) Antioksidan enzimlere etkiler
a) Siiperoksit dismutaz
b) Katalaz
¢) Glutatyon peroksidaz
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3.2.1. Destek malzemelerinin sentezi

3.2.1.1. Demir (11, 111) oksit (Magnetit, Fe3O,4) sentezi

Demir (11, 1) oksit manyetik nanopartikilleri Mahmood ve arkadaslarinin
kullandigi yontem uyarinca elde edildi (71). 2,3377 g (8,6 mmol) FeCl3.6H,0 ve 0,7347
g (4,33 mmol) FeSO4.H,O 100 mL saf su igerisinde c¢ozllerek mekanik karigtirici ile
azot atmosferinde siddetli sekilde karstirilarak 90°C’ye 1sitildi. Bu karisim izerine
baslangicta 0,1 M NaOH ¢ozeltisinden 12 mL damla damla, yavas bir sekilde eklenerek
karistirlldi. Demir tuzlarimin karisimi baslangicta sari renkteyken NaOH damlalarinin
distugu yerlerde siyah renkli nanopartikuller olustu. Ardindan 0,3 M NaOH
cozeltisinden 12 mL eklenerek ¢okelmenin bitmesi saglandi. Cokme tamamlaninca bu
karistm manyetik dekantasyon yardimiyla ayrildi. Saf su ile yikandi. Elde edilen
manyetik nanopartikller vakum desikatoriinde kurutuldu (Sekil 12-13).

I“i?!";l'hI + l“li‘(:]a M-. FeiOy ——

Sekil 12. Magnetit molekuli

Sekil 13. Magnetitin elde edilisi
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3.2.1.2.Magnetitlerin kaplanmasi

A. Magnetitin tartarik asit ile kaplanmas: ve modifikasyonu;

Manyetik nanopartikillerin tartarik asit ile kaplanmasi, Mahmood ve
arkadaslarinin kullandigi yontem cercevesinde gerceklestirilmistir (71).

a) Manyetik nanopartikillerin tartarik asit ile kaplanmasi igin, 1 g manyetik
nanopartikil 100 mL saf su icerisinde ultrasonik banyo ile 30 dakikada
stispansiyon haline getirildi. 0,5 g tartarik asit bu karisima eklenerek siddetli
bir sekilde mekanik karistirici ile 1 saat boyunca oda sicakliginda karistirild.
Ardindan ultrasonik banyoda 1 saat karistirilarak manyetik dekantasyonla
ayrildi. Son olarak saf su ile serbest tartarik asit kalmayana kadar yikandi.
Tartarik asit kapli manyetik nanopartikil (TAMNP) vakum desikatoriinde
kurutularak analiz edildi (Sekil 14).

Sekil 14. Manyetik nanopartikillerin tartarik asit ile kaplanmasi; molekiiler ve deneysel gorinti
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b) Elde edilen tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin (TAMNP) Hb
immobilizasyonunda kullanilabilmesi icin bazi yilizey modifikasyonlar
yapilmasi gerekir. Bu nedenle yaklasik 1 g TAMNP 100 mL distile su
icerisinde ultrasonik banyo ile suspansiyon haline getirildi. Bu karisim
icerisine 0,1g NaBH, eklenerek mekanik karistirici ile 2 saat boyunca siddetli
bir sekilde kanstirildi. Elde edilen alkol kapli manyetik nanopartikiller
(TACMNP) manyetik dekantasyon ile ayrildi (Sekil 15). Vakum
desikatdriinde kurutulduktan sonra FT-IR, SEM-EDX, CTEM ile incelenerek
karakterize edildi (72).

OH

HO OH

Sekil 15. Tartarik asit kaplh manyetik nanopartikillere alkol yapisi1 kazandirilmasi
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c) Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin uclarinin aldehit yap1
kazanmasi igin de yaklagik 1g TACMNP tozu 100 mL aseton igerisinde
ultrasonik banyo ile siispansiyon hale getirildi. Uzerine 0,1 g piridinyum
kloro kromat (PCC) eklenerek 24 saat oda sicakliginda karistirildi ve alkol
gruplarinin bu stre igerisinde aldehite donustirilmesi saglandi (73). Elde
edilen aldehit kapli manyetik nanopartikiller (TALMNP) manyetik olarak
ayrilarak aseton ile PCC kalintis1 kalmayana kadar yikandi. TALMNP vakum
desikatoriinde kurutularak FT-IR, SEM-EDX, CTEM ile karakterize edildi
(Sekil 16) .

HO OH o) ?

Oy~"OH

H o) 3 HO OH
o )\/\/ 0-25°C. 6h, Aseton 0%
{, W
Piridinyum O
\X\\\ kloro kromat

Sekil 16. Tartarlk asit kaplh manyetik nanopartikillerin aldehite (;evrllme5|

B. Magnetitin trietanol amin ile kaplanmas: ve modifikasyonu;

a) Manyetik nanopartikillerin Trietanol amin ile kaplanmas: igin, 1,0564 ¢
manyetik nanopartikil 25 mL saf su igerisinde ultrasonik banyo ile 30
dakikada stispansiyon haline getirildi. Uzerine 10 mL saf suda ¢ozilmiis
1,0437g (5,95 mmol) %85’lik trietanol amin eklendi ve 2 saat ultrasonik
banyoda 40°C’de karstirildi. Elde edilen trietanol amin kapli manyetik
nanopartikiller (TEAMNP) manyetik dekantasyon ile ayrilarak 6nce saf su
ve ardindan aseton ile yikanarak 50°C etlivde 1 gece boyunca kurutuldu
(Sekil 17) (74).
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Sekil 17. Magnetitin trietanol amin ile kaplanmasi; molekiler ve deneysel gorinti

b) Alkol uclarin aldehite dondstiralmesi icin, elde edilen TEAMNP
nanopartikillerinden yaklasitk 0,5 g alinarak 50 mL aseton igerisinde
stispansiyon haline getirildikten sonra Uzerine yaklasik 1 g PCC eklenerek 24
saat oda sicakhiginda karistirildi. Bu sire sonunda elde edilen aldehit kaph
manyetik nanopartikiller (TEALMNP) aseton ile PCC kalintis1 kalmayana
kadar yikanip vakum desikatoriinde kurutularak FT-IR, SEM-EDX, CTEM
ile karakterize edildi (Sekil 18) (73).
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Sekil 18. Trietanal amin kapli manyetik nanopartikiil eldesi

C. Magnetitin glutaraldehit ile kaplanmas;

a) Manyetik nanopartikillerin glutaraldehit ile kaplanmasi ic¢in, 1,0074 g
manyetik nanopartikil 100 mL saf su igerisinde ultrasonik banyoda
stispansiyon haline getirilerek Gzerine % 25’lik glutaraldehit ¢ozeltisinden
5,1528 g (12,87 mmol) eklendi. Bu karisim oda sicakliginda mekanik
karistirici ile siddetli bir sekilde karistirildi. Baslangigta siyah renkli olan
manyetik nanopartikiller zamanla kahverengi oldu. Kahverengi bir karisim
ve Uzerinde kahverengi bir kopuk tabakas: meydana geldi. Képuk fazi su ile
karismazken Uzerine aseton eklendiginde stspansiyon haline geldi. Bu faz
serbest glutaraldehit kalmayana kadar aseton ile yikandi. Su fazi ise 6nce saf
su ardindan aseton ile yikandi. Ornekler vakum desikatoriinde kurutularak
FT-IR, SEM-EDX, CTEM karakterize edildi (Sekil 19).
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Sekil 19. Manyetik nanopartikillerin glutaraldehit ile kaplanmasi; molekdler ve deneysel goérintu

D. Magnetitin 3-(aminopropil) trimetoksi silan ile kaplanmas: ve glutaraldehit
ile ylizey modifikasyonu;

Magnetik nanopartikillerin 3-(aminopropil) trimetoksi silan ile kaplanmas: ve
glutaraldehit ile ylzey modifikasyonu islemi Tang ve arkadaslarinin kullandig: yéntem

cercevesinde gerceklestirilmistir.

a) 2,0082 g manyetik nanopartikil 100 mL aseton icerisinde ultrasonik banyo
kullanilarak slispansiyon haline getirildi. 10 dakika sonikasyondan sonra
Uzerine saf su icerisinde hazirlanmis % 4’luk 3-(aminopropil) trimetoksi silan
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(BAPTMS) cozeltisinden 4 mL eklendi. Bu karisim 45°C’de 24 saat boyunca
manyetik olarak karistirildi. Bu sure sonunda elde edilen 3-(aminopropil)
trimetoksi silan kapli manyetik nanopartikiller (3APMNP) saf su ile serbest
3APTMS kalintis1 kalmayana kadar yikanarak 115 °C’de bir gece etlivde
kurutuldu (Sekil 20).
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Sekil 20. Magnetitlerin 3-(aminopropil)trimetoksisilan ile kaplanmasi; molekiiler ve deneysel goriintu

b) Amin gruplarin aldehite donisttridlmesi icin, 1,9645g manyetik nanopartikil
Uzerine 25 mL fosfat tamponu (pH 7,4) eklenerek ultrasonik banyoda
suispansiyon haline getirildi. Uzerine % 25’lik glutaraldehit gozeltisinden
25,116 g (62,7 mmol) oda sicakhginda mekanik karigtirici ile siddetli bir
sekilde 3 saat boyunca karistirildi. Bu slire sonunda manyetik dekantasyon
yardimiyla serbest glutaraldehit kalmayana kadar saf su ile yikandi. Elde
edilen glutaraldehit ile modifiye edilmis 3-(aminopropil) trimetoksi silan
kapli manyetik nanopartikiller (3APGAMNP) 50 °C’de etlivde kurutularak
FT-IR, SEM-EDX, CTEM ile karakterize edildi (Sekil 21) (75).
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Sekil 21. 3-(aminopropil) trimetoksisilan kapli manyetik nanopartikillerin glutaraldehit ile ylzey
modifikasyonu; molekiler ve deneysel gorunti

3.2.1.3. Manyetik nanopartiktllere hemoglobin immobilizasyonu

Bu asamada, daha dnce belirtilen kimyasallar ile cesitli basamaklar tzerinden
kaplanarak modifiye edilen manyetik nanopartikullerin farkli ara kollar kullanilarak Hb
molekdlleri ile Schiff bazi bilesigi olusturularak stabilizasyonu ve immobilizasyonu
hedeflendi. Hemoglobinin modifiye manyetik nanopartikiller tizerine immobilizasyonu
amaciyla, Azot (N;) gazi sirkulasyonu altinda 3 mL pH 7,4 fosfat tamponunda
ultrasonik homojenizatérde slispansiyon haline getirilmis 1 mg modifiye aldehit kaplh
manyetik nanopartikiller kullanildi. Uzerine icerisinde 7 mg ultra saf Hb ¢oziinmiis pH
7,4 fosfat tamponundan 10 mL eklendi. Hb molaritesi 8,35x10° M olan karigim
rotatorle oda sicakliginda 5 saat boyunca 100 rpm’de karistirildi, siire sonunda, tiim
mnp-Hb’lerin ayrilmasi amaciyla manyetik alana maruz birakildi. Bu islem pH 7,4
fosfat tamponuyla 5 defa yikanarak tekrar edildi. Elde edilen mnp-Hb’ler, pH 7,4 fosfat
tamponu icerisinde flow kabinde gerektiginde kullaniimak izere muhafaza edildi (Sekil
22).
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Sekil 22. Manyetik nanopartikiillere Hb immobilizasyonu

3.2.2. Hucre kultirinidn hazirlanmasi

3.2.2.1. Endotel hicrelerinin temini

Deneyler Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dah
Laboratuvar’inda gerceklestirildi. Deneylerde Orta Dogu Teknik Universitesi (ODTU)
Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali’ndan elde edilen insan Umblikal
Vaskiiler Endotel Hiicre (HUVEC ) hatt1 kullanildk.

3.2.2.2. Hucre kaltirinde kullamlan kimyasal maddeler

Dulbecco's Modification of Eagle's Medium (DMEM), Fetal Bovine Serum
(FBS) ve Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) Biochrome’dan; HEPES, Penisilin
Streptomisin Antibiyotikleri (PSA), Tripsin/EDTA, metiltiazol difenil tetrazolyum
(MTT), fosfat tamponu (PBS), fetal sigir serumu (FBS) ve dimetil Silfoksid (DMSO)

Sigma Aldrich’den temin edilmistir.

3.2.2.3. Endotel hiicre hattinda kullanilan besiyeri (Hlcre medyumu)

Calismamizda hiicre medyumu olarak glutaminli Dulbecco's Modification of
Eagle's Medium (DMEM) kullanildi. Medyuma ek olarak HEPES, FBS ve PSA
eklendi. Final hacimde hiicre medyumu % 10 FBS (v/v), % 1 PSA ve 25 mM HEPES
icermektedir. HEPES o6ncelikle bir miktar DMEM ile ¢6zilup daha sonra 0,20 pum’lik
steril filtreden gecirilerek steril hale getirilmistir.
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3.2.2.4. Hucre kaltur islemlerinin yapildigi ortamlar
Huicreler 37°C’lik %95 nem ve %5 CO; iceren inkibatorde (Heal Force) inkiibe
edildi. Hucre kaltir calismalar: ise ultraviyole ile sterilize edilen Laminar sinif 1l kabin

(Berner FlowSafe) icerisinde yapildi.

3.2.2.5. Malzemenin temizligi ve sterilizasyonu

Cam malzemeler bir gece hipokloritte bekletildi. Daha sonra deterjanli suda bir
gece bekletilen malzemeler ertesi gun once deterjanla yikand: daha sonra ¢esme altinda
bol su ile durulanarak bir gece distile suda bekletildi. Tek kullanimlik pipet uglari,
ependorflar, pipetler ve falkon tiiplerinin sterilizasyonu, Cukurova Universitesi, Balcali
Hastanesi, Sterilizasyon Unitesi’nde gerceklestirildi.

Inkiibatoriin nemlendirilmesi amaciyla inkiibatére konulan distile su otoklavda
121°C’de 3 atm basingta 15 dakika steril edildi. Doku kiiltiri laboratuvar: yerleri ve
calisma alanlari, glin asiri, periyodik olarak % 70 alkol ¢ozeltisi ile silindi. Laboratuvar
kullanilmadig: zamanlarda ve iceriye girilmeden en az kirk bes dakika Once
biyoglvenlik kabininde bulunan ve duvara monte edilmis UV lambalar kullanilarak

ortamin sterilizasyonu saglandi.

3.2.2.6. Dondurulmus endotel hiicrelerinin kilttre edilmesi

HUVEC hattinin soguk zincir igerisinde muhafaza edilerek sehirler aras: transfer
yolu ile ODTU’den doku kiiltirii laboratuvarimiza ulastiriimas: saglandi. Soguk zincir
icerisindeki kriyotupler ¢ikartilarak 37°C’deki su banyosunda kisa stirede ¢ozdiruldi ve
olasi kontaminasyonu 6nlemek icin tipler hizli bir sekilde %70’lik alkolle silinerek
laminar flow kabine alindi. Kriyotlpteki hticre stispansiyonunun hafifce pipetaj islemi
ile homojenizasyonu saglandi ve igerisinde hiicre medyumunun bulundugu steril 15
ml’lik falkon tlp igerisine alindi ve hafifce calkalandi. Daha sonra 3 dakika streyle
1450 rpm devirde santriflij edildi. Santriflij sonras: tlip tekrar alkolle silinerek laminar
flow kabine alindi. Santrifij sonras: Ustte kalan medyum uzaklastirildiktan sonra 1 ml
hiicre medyumu ile resiispanse edilerek 25 cm®lik hiicre kiiltiirii Giretme kabina (flask)
alindi1 ve 37°C’deki % 5 karbondioksit (CO,) iceren inkiibatére koyuldu. Yerlestirilen
hicrelerin besiyerleri ertesi giin degistirilerek taze hiicre medyumu eklendi. Sonraki bes

gun boyunca hticrelerin flask ylzeyine tamamen yayilmalarina izin verildi.
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3.2.2.7. Tripsinizasyon islemi ve endotel hiicrelerinin pasajlanmasi

Besinci giinlin sonunda invert mikroskop altinda hiicreler kontrol edildiklerinde
yuzeyi tamamen kapladiklar: saptand: ve ¢alismada kullaniimak tzere daha fazla hicre
ihtiyact olacagi dusunulerek hucrelere tripsinizasyon islemi uygulanmasina ve daha
genis olan 75 cm”lik flaska alinmasina karar verildi. Bu amagla 25 cm’lik flask alkolle
silinerek flow kabine alindi. Flask icerisindeki hicre medyumu uzaklastirildiktan sonra
kialtir ortamindaki hiicre metabolizma yan drinlerinin  ve serum artiklarinin
uzaklastirilmas: amaciyla kalsiyum iyonu icermeyen Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS) (Biochrome) ile hucrelerin yizeyi yikandi. HBSS ile yikama isleminin bir diger
nedeni ise, serumun tripsin enziminin etkisini inhibe etme ihtimalini ortadan
kaldirmaktir. Daha sonra htcreler Uzerindeki HBSS uzaklastirild: ve yerine 2 ml
tripsin/EDTA soluisyonu ilave edilerek 90 saniye siireyle 37C°de inkiibe edildi. Bu stire
sonunda makroskobik ve mikroskobik olarak incelenen hicrelerin kiltur kabi
yuzeyinden ve birbirlerinden ayrildiklari, solisyon igerisinde ylzdukleri goraldi. Sonra
uzerine 4 ml kadar hicre medyumu ilave edildi ve hiicre siispansiyonu 1450 rpm
devirde 3 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan medyum steril sartlarda uzaklastirildiktan
sonra, kalan pellet kismi Gzerine hicre medyumu konularak pipetaj yapildi ve
stispansiyon 75 cm®lik flaska alinarak 37°C’lik inkiibatérde 10 giin stireyle giinasirt
hiicre medyumu degistirilerek inkube edildi. Boylece hicrelerin pasajlanmasi
gerceklestirilmis oldu. Onuncu gunin sonunda hicrelerin 75 cm’lik flask yiizeyini
tamamen kapladig1 invert mikroskop altinda belirlenmesinin ardindan tripsinizasyon
isleminin tekrarlanmasina ve elde edilen hiicre slispansiyonun, hiicre proliferasyon ve

antioksidan deney calismalarinda kullanilmasina karar verildi (Sekil 23).
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Sekil 23. Endotel hiicre kulturt inverted mikroskop goriintiisii (X10 ve X40)

3.2.2.8. Endotel hiicrelerinin sayimi

75 cm?lik flask yiizeyini tamamen kaplayan endotel hiicrelerin deneye
alinmalari amaciyla sayilari manuel olarak belirlendi. Sayimt igin derinligi ve hacmi
bilinen 6zel thoma lami ve inceleme igin binokiler mikroskop (Nikon) kullanildi (Sekil
24). Hazirlanilan hicre stispansiyonu lam tzerine alindi ve mikroskop altinda, birim
hacimde ne kadar hicre oldugu sayildi. Bu amagla oOncelikle, endotel hcreleri
yayildiklar1 flask yuzeyinden ve birbirlerinden ayrilmalari icin inktbatérden flow
kabine alindi ve flask icerisindeki hiicre medyumu uzaklastirildi. Hucreler kalsiyum
icermeyen HBSS ile yikama sonrasi hicreler tzerine 5 ml Tripsin/EDTA (%25)
sollisyonu eklendi ve 90 saniye 37C’de inkilbe edildikten sonra tzerine 10 ml hiicre
medyumu eklenerek resuspanse edildi. Elde edilen suspansiyon 15 ml’lik falkon tlpune
alinarak 1450 rpm devirde 3 dakika santrifij edildi ve pellet kismina 1 ml hiicre
medyumu eklenerek resiispanse edildi. Hazirlanan hiicre sispansiyonundan 1 damla
alinarak thoma laminda lam ve lamel arasina birakildi. Mikroskop altinda buyik kare
icerisindeki tim hacreler sayildi. Blyik karenin her bir kenart 1 mm ve lam ile lamel
arasindaki mesafe de 1/10 mm oldugundan biiyiik karenin hacmi 0,1 mm?® olmaktadur.
Sayim sonucu elde edilen deger 10* ile carpilarak mililitredeki hiicre sayisi belirlendi.
Toplam hiicre sayisi/ml = Hemositometre sayim sonucu x 10* x Medyum miktar (ml)
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Sekil 24. Thoma lam1 incelemesinde endotel hiicreleri

3.2.2.9. Hucrelerin dondurulmasi ve saklanmasi

Flask yuzeyini tamamen kaplayan hicrelere uygulanan tripsinizasyon islemi
sonunda elde edilen hicre stispansiyonu dondurularak daha sonraki c¢alismalarda
kullanilmak Gzere -80°C’lik dondurucuda saklandi. Endotel hiicrelerinin dondurulma
islemi su sekilde yapilds; tripsinizasyon islemi sonucu elde edilen pelete 1 mililitre
hiicre medyumu eklendi ve resuspanse edildi. Hemositometrik yontem ile hiicre sayimi
yapildiktan sonra suspansiyon dondurma medyumu olarak adlandirilan ve icerisinde
%20 FBS ve %10 DMSO bulunan DMEM ile muamele edilerek esit miktarda soguga
dayanikli saklama tiplerine (kriyotip) alindi. Daha sonra bir kap icerisindeki buza
oturtularak sogumalar: saglandi. Yaklasik 10 dakika sonra kriyo tlipler -20°C’de 4 saat
muhafaza edildi. Son islem olarak, kriyo tipler saklanmak (zere -80°C’deki
donduruculara yerlestirildi.

3.2.3. Endotel hicrelerinin proliferasyon ve sitotoksisite analizi

Endotel hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite tayini Metiltiazol difenil
tetrazolyum (MTT) metodu ile yapildi. MTT metodu Tetrazolyum bromid tuzuna
dayanan kolorimertrik bir metoddur. Tetrazolyum bromid normalde sar1 renktedir ve
metabolik olarak aktif, ¢cekirdekli hiicre mitokondrilerinde siiksinat dehidrogenaz enzim
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aktivitesi sonucu mor renkte olan formazana dontismektedir. Gortlen renk degisimi 570
nm. absorbansta spektrofotometre yardimi ile 6l¢ilerek hiicre proliferasyon ve canlilig
analiz edilmektedir. Canli hiicre sayisi ne kadar fazla ise olusan mor rengin yogunlugu

artmaktadir.

3.2.3.1. MTT metodu ile hiicre proliferasyon ve canhhik analizi deneyi

a) 75 cm?’lik flask icerisindeki hiicrelere tripsinizasyon islemi yapildiktan sonra
elde edilen hiicreler manuel olarak sayild: ve 8x10* adet hiicre oldugu tespit edildi.
Falkon tupt icerisindeki hiicre sispansiyonu Uzerine hicre medyumu eklenerek
stispansiyon dort kat seyreltildi. Analizin gerceklestirilecegi spektrofotometreye 6zel 96
kuyucuklu flat plaga her kuyuya esit ve homojen olacak sekilde 30ul hicre
stspansiyonu ve Uzerine 100ul hicre medyumu eklenerek homojenize edildi. Kiltur
plag: daha sonra inkubatOre yerlestirilerek 24 saat suresince hucrelerin plak ytzeyine
tutunmalari saglandi.

b) Plak ylizeyine tutunan hicreler tizerindeki medyum ertesi giin uzaklastirilarak
endotel hiicre proliferasyon ve canliligi Gzerine etkisi arastirildi. Uygulanacak olan saf
Hb, saf mnp, TEALMNP-Hb, TALMNP-Hb, GAMNP-Hb ve 3APGAMNP-Hb
kompleksleri sentezlendikten sonra PBS ile sulandirilarak (1mg/10ml) 0,20 pum caph
steril filtreden gegirildiler. Olusturulan her bir ¢ozeltilerden 10’ar pl alhinarak 96
kuyucuklu plagin 8 kuyucugundaki hicreler tzerine eklendi. Daha sonra her kuyucuga
100 pl hiicre medyumu eklenerek homojenizasyon saglandi.

Sonugta, plaktaki 8’er adet kuyuya sirasiyla;

1- Hicre medyumu (kontrol),

2- 10 pl saf Hb ¢ozeltisi iceren hiicre medyumu,

3- 10 pl saf mnp ¢ozeltisi iceren hiicre medyumu

4- 10 pl BAPGAMNP-Hb ¢ozeltisi iceren hiicre medyumu

5- 10 pl GAMNP-Hb ¢ozeltisi iceren hiicre medyumu

6- 10 pl TEALMNP-Hb ¢ozeltisi iceren hucre medyumu

7- 10 pl TALMNP-Hb ¢ozeltisi igeren hiicre medyumu eklenerek toplamda yedi
grup olusturuldu. 1 adet 96 kuyucuklu plak kullanildi. Komplekslerin
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eklenmesi sonrasinda 96°lik plak tekrar inkibattre yerlestirildi ve hiicrelerin
uygulanan komplekslerle 24 saat inkiibasyonu saglandi.

c) Inkiibasyon  siiresinin  sonunda  kuyular icerisindeki  medyumlar
uzaklastirilarak her kuyuya, 10 pul MTT iceren 100ul hiicre medyumu eklendi
ve inkibatorde 4 saat inkiibasyona devam edildi.

d) MTT uygulamasi: tamamlandiktan sonra kuyular dikkatli bir sekilde bosaltild1
ve 100 yL DMSO eklenerek 30 dakika beklendi. Plagin 570 nm de EON
mikrospektrofotometrede O.D. okunmas: yapilarak, hazirlanan komplekslerin

endotel hiicre canlilig1 ve proliferasyonu tzerine olan etkileri belirlendi.

MTT’nin hazirlanmasinda ¢oziicii olarak PBS (5mg/ml) kullanilmistir. lyice
¢oziinene kadar vortekslenmis ve uygulama yapilmadan hemen 6nce 0.22 pum caph
filtreden gegirilmistir.

3.24. Manyetik nanopartikil komplekslerinin antioksidan enzim

aktiviteleri tzerine etkilerinin incelenmesi

3.2.4.1. Uygulama yapilacak hiicrelerin hazirlanmasi

75cm? lik flask icerisindeki endotel hiicrelerine uygulanan tripsinizasyon islemi
sonrasi elde edilen hicre stispansiyonundaki hiicre miktar1 mikroskobik olarak sayildi.
Daha sonra, 24 kuyucuklu 4 adet kiltiir plaginin her kuyusuna esit ve homojen olacak
sekilde 30’ar pl hicre suspansiyonundan eklendi ve (zerine 1’er mililitre hcre
medyumu konularak hticrelerin kuyu icerisinde homojen olarak dagilmalari sagland:.
Kultir plaklari inkibatore yerlestirilerek 24 saat slresince hicrelerin plak yizeyine
yayllmasina izin verildi. Inklbasyon sonrasi hiicreler Uzerindeki medyum
uzaklastirildiktan sonra her kuyuya 10’ar pl (1mg/10ml PBS), saf mnp, saf Hb,
3APGAMNP-Hb, GAMNP-Hb, TEALMNP-Hb ve TALMNP-Hb c¢ozeltileri ve 1’er ml
hicre medyumu eklendi. 12 kuyucuga da 1’er ml sadece hucre medyumu eklenerek
kontrol grubu olusturuldu. Proliferasyon analizinde oldugu gibi her deney seti sekizer
adet deneysel grup Uzerine cahisildi. Hicrelerin ¢ozeltilerle 72 saatlik inkiibasyonu igin

kiltir plaklar: inkuibatore yerlestirildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda plak icerisindeki
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hiicre medyumlar: dikkatli bir sekilde uzaklastirilarak hicreler PBS ile iki defa yikandi.
PBS uzaklastirildiktan sonra her kuyuya 1’er mililitre lizis tamponu eklenerek 5 dakika
37°C’de inkibe edildi. invert mikroskop altinda hiicrelerin parcalandigi gozlendikten
sonra her kuyu icerisindeki hiicre parcalarini iceren soltsyon cekilerek 2 ml’lik steril
ependorf tlplerine alinarak 10,000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
stipernatan kisimlar: steril ependorflara alinarak drnekler olusturuldu ve -20 derecelik

dondurucuya antioksidan ¢alismalar: yapilmak tizere yerlestirildi.

3.2.4.2. Suiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi 6lgimu

SOD o6nemli antioksidan enzimlerden biridir. Stiperoksit radikaline bagl yikima
kars1 savunmada ilk adim olarak bilinen SOD enzimleri aktif bdlgelerinde transisyon
metali (Fe, Mn, Cu) icerirler. SOD, siperoksit radikalini dismutasyon reaksiyonu ile
ortadan kaldirir. Enzim butln aerobik organizmalarda mitokondri ve sitozolde bulunur
ve tek bilinen substrati sliperoksit radikalidir. SOD stiperoksit anyonunu dismutasyon
ile H,0,’e katalizler. Yontemde kullanilan test kiti stiperoksit anyonu ile indirgenerek
suda ¢ozllebilen formazon boya olusturan WST-1’i kullanir. SOD inhibisyon aktivitesi
kolorimetrik yontemle 450 nm’de belirlenebilir.

Test proseduru hazirligi;

1- Her bir drnek icgin kor 2’ ye 20 ul 6rnek Solisyonu, kor 1 ve kor 3’e ise 20 ul su
eklendi.

2- Her bir kuyu igin 200 ul WST c¢alisma ¢ozeltisi eklendi.

3- Kor 2 ve kor 3” e 20 pl seyreltme tamponu eklendi.

4- Her bir 6rnek ve Blank 1 igin 20 ul Enzim ¢alisma sollisyonu eklendi ve iyice
karistirildi.

5- Plaklarin 37° C'de 20 dk inkiibasyonu yapildi.

6- Okuma EON mikrospektrofotometre kullanilarak 450 nm absorbanstta
gerceklestirildi.

7- Asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:
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(Petgrnt = Asiarsd) = [Paampie = Poisria)
SOD Aktivitesi (inhibisyon oran1 96) = . % 100

(Actars s = Avtaras)

3.2.4.3. Katalaz (CAT) enzimi aktivite 6lcimi

Katalaz (EC 1.11.1.6) hemen hemen tim canhlilarda bulunan antioksidan
enzimdir. Eritrositlerde ylksek oranda bulunurken kalp, kas ve endotelde de
gosterilmistir. Bu enzim toksik hidroksil radikalini olusturmadan, hidrojen peroksiti
direk olarak suya cevirir. Reaksiyonda, dncelikle katalaz enzimi su ve oksijen tretmek
amaciyla H,0; ile tepkimeye girmektedir. Tepkimeye girmeyen H,0,, OxiRed™ ile
EON mikrospektrofotometre 570 nm’ de Olcilebilir bir Grin Gretmek icin reaksiyon

Verir.

3.2.4.4. Glutatyon peroksidaz enzim aktivite 6lcimui

Glutatyon peroksidazlar peroksit rediksiyonunu kataliz eden enzimlerdir.
Glutatyonun peroksit ve disulfitlerle reaksiyonu sonucu glutatyon disulfitler (GSSH)
meydana gelmekte ve bu durumun tekrar rediklenmesi kofaktor olarak NADPH
kullanan glutatyon rediktaz katalizi ile olmaktadir. Calismada NADPH'nin azalmasina
bagl olarak 340 nm'de meydana gelen absorbans degisimi Olcilerek enzim aktivitesi

hesaplanmistir.

Prosediir:
1- Seyreltilmis 6rnek: 0,02 ml 6érnek + 1 ml reaktif + 0,04 ml kumen
2- Reaktif kor: 0,02 ml distile su + 1 ml reaktif + 0,04 ml kiimen konulur.

Karstirtlir ve 340 nm’de 6lgtimleri yapild.

Glutatyon Peroksidaz Konsantrasyon asagidaki formille hesaplandi.

Lizat U/l = 8412 x AA 340 nm / dakika

XRD, FT-IR, UV-vis, siklik voltogram analizleri Cukurova Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi; C-TEM analizleri ODTU Merlab; Sem, elementel analizler Mersin
Universitesi Meitam, Hiicre Kkilturi ve UV-vis analizleri Cukurova Universitesi Tip
Fakdltesi Tibbi Biyokimya AD.’ da yapilmis ve degerlendirilmistir. Tum istatistiksel

analizle SPSS 16.0 versiyonunda analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Manyetik nanopartiktl sentezi ve cesitli ara kollar ile modifikasyonu

4.1.1. Demir (11, 111) oksit (Magnetit, Fe3O,) sentezi

Manyetik nanopartikillerin sentezi icin demirin FeSO, ve FeCl; tuzlan

kullanilmistir. Baslangicta bu tuz karistmlarinin renkleri sar1 iken NaOH eklenmesi ile

birlikte siyah renkli manyetik nanopartikiller (mnp) olusmustur. Olusan manyetik

nanopartikillerin manyetik 6zellikleri miknatis ile test edilerek degerlendirilmistir. Elde
edilen mnp; FT-IR, XRD, SEM ve C-TEM gibi spektroskopik tekniklerle analiz

edilmistir.

Mnp’nin FT-IR spektrumu incelendiginde 3000-3450 cm™ ve 584 cm™ iki

karakterstik pik gozlenmistir. mnp’ye ait FT-IR spektrumu Sekil 25te verilmistir.

300 vl kL) hE L P S0 150 Pl g g 1 5 e Lt

Sekil 25. Magnetitin FT-IR spektrumu

Mnp’nin XRD spektrumu incelendiginde Fe3O,4’e ait 220, 311, 400, 422, 511 ve

440 Karakteristik pikleri gozlenmistir. Partikil boyutu Debye-Scherrer esitliginden
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hesaplanmistir. Boyut igin temel pik olan 311 pikinin verileri kullanilmistir. Buna gore
tanecik boyutu 20 nm olarak hesaplanmistir. XRD spektrumu Cizelge 6 ve Sekil 26’da

verilmistir.
F6203
800 - 311
700 -
600 -
2 500 -
§ 400 + 220 440
= 300 - 400 511
200 - 422
100 -
o I I I I I 1
20 30 40 50 60 70 80
2Theta(degree)
Sekil 26. Manyetik nanopartikillerin XRD spektrumu
Cizelge 6. Manyetik nanopartikillerin XRD analiz verileri
No.  2theta(deg) d(A) Height(cps)  Int. I(cpsdeg) FWHM(deg) Size (A)
1 30,170(15) 2,9369(14) 301(22) 153(3) 0,390(13) 221(£7)
2 35,461(7) 2,5100(5) 982(40) 526(4) 0,389(6) 200(3)
3 37,48(5) 2,398(3) 37(8) 13.6(19) 0,34(4) 261(32)
4 43,38(2) 2,0828(9) 213(19) 109(2) 0,361(17) 247(12)
5 53,69(3) 1,7022(10) 86(12) 46(2) 0,46(2) 204(11)
6 57,23(16) 1,6057(4) 245(20) 143(2) 0,478(12) 198(5)
7 62,77(15) 1,4751(3) 410(26) 224(3) 0,418(11) 233(6)
8 74,49(4) 1,2728(6) 66(10) 38(2) 0,43(5) 240(30)
9 75,42(3) 1,2594(4) 33(7) 9,5(12) 0,20(4) 532(98)

Mnp’nin C-TEM goruntileri incelendiginde boyutlari 10-50 nm araliginda
oldugu gorulmektedir. C-TEM goéruntulerinden, her bir partikil kiimesinin boyutunun
100-250 nm arahginda oldugu go6ralmektedir. C-TEM gorunttleri Sekil 27°de

verilmistir.
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Sekil 27. Magnetitin C-TEM goéruntileri

4.1.2. Magnetitin tartarik asit ile kaplanmasi ve modifikasyonu

4.1.2.1. Magnetitin tartarik asit ile kaplanmasi

Manyetik nanopartikullerin tartarik asit ile kaplanmas: asamasinda elde edilen
tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin (TAMNP) karakterizasyonunda FT-IR
spektrumu incelendiginde 3000-3300 cm™, 1595 cm™, 1084 cm™ ve 602 cm™'de
karakteristik pikler gozlenmistir. TAMNP’e ait FT-IR spektrumu Sekil 28’de

verilmistir.
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Sekil 28. Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin FT-IR spektrumu

TAMNP’nin XRD spektrumu incelendiginde Fe3O4’e ait 220, 311, 400, 422,
511 ve 440 karakteristik pikleri gozlenmistir. XRD piklerinde saga dogru bir kayma
oldugu saptanmugtir. Partikiil boyutu Debye-Scherrer esitliginden hesaplanmigtir. Boyut
icin temel pik olan 311 pikinin verileri kullanilmistir. Buna goére tanecik boyutu 21,1

nm olarak hesaplanmistir. XRD spektrumu Cizelge 7 ve Sekil 29°da verilmistir.

MNP/TAsit
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Sekil 29. Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin XRD Spektrumu



Cizelge 7 Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin XRD Analiz Verileri

No. | 2-theta(deg) | d (A) Height(cps) | Int. I(cps deg) | FWHM(deg) | Size(A)
1 29,95(10) 2,981(10) | 36(5) 141(6) 3,33(18) 25,8(14)
2 35,30(4) 2,541(3) 125(10) 383(9) 2,58(4) 33,7(5)
3 43,30(3) 2,0878(15) | 23(4) 49(3) 1,99(9) 44,9(19)
4 57,11(13) 1,612(3) 30(5) 155(3) 4,87(14) 19,4(6)
5 62,55(5) 1,4838(11) | 60(7) 167(4) 2,63(5) 36,9(7)
6 74,3(2) 1,276(3) 7(2) 21(2) 2,7(2) 39(3)

TAMNP’nin  C-TEM gorintaleri
topaklanmanin azaldig: ve tanecik boyutun XRD’den elde edilen verilerle uyumlu

incelendiginde mnp’den farklh

olarak

oldugu goérulmektedir. C-TEM goéruntilerinden nanopartikillerin boyutlar1 ve kaplama

kalinliklarinin esit olmadigi saptanmaktadir. C-TEM goruntileri Sekil 30°da verilmistir.

Sekil 30. Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin C-TEM goruntileri
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Sekil 31. Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin SEM gorintileri

TAMNP’ye ait SEM goruntileri incelendiginde ise topaklanmanin azaldigi,
XRD ve C-TEM verileri ile uyumlu sekilde boyutlarin 50 nm’den kiguk oldugu
belirlenmistir. SEM goruntuleri Sekil 31’de verilmistir. Kaplama yapildiktan sonra
alinan EDX verilerinden kaplama miktar1 yizdesel olarak bulunmustur, buna gore

1,7x10" mol tartarik asit/g mnp kaplama gerceklesmistir (Cizelge 8).

Cizelge 8. Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin EDX elementel analiz sonuglar:

ElI AN Series Net unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)

[wt-%] [wt-%] [at-%] [wt-%]
Fe 26 K-series 79910 51.70 54 .97 37.68 2.28
0 8 K-series 270115 22.27 23.68 56.64 2.42
Pt 78 M-series 164881 14.26 15.16 2.98 0.57
C 6 K-series 8252 5.83 6.19 2.70 0.29




4.1.2.2. Tartarik asit kaph manyetik nanopartikillerin karboksilik asit

grubunun indirgenmesi

Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin yiuzey modifikasyonu asamasinda
kullanilan indirgenme ajan1 NaBH,4 kuvvetli bir indirgen olup, karboksilik asitlerin alkol
basamagina kadar indirgenmesini saglar.

Elde edilen alkol kapli manyetik nanopartikillerin (TACMNP), FT-IR sonuglar
incelendiginde 3000-3650 cm™, 1646 cm™, 1409 cm™, 1083 cm™ ve 588 cm™de pikler
gozlenmistir. FT-IR spektrumu Sekil 32°de verilmistir.
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Sekil 32. Tartarik Asitten elde edilen alkol kapli manyetik nanopartikdillerin FT-IR spektrumu

Alkol kapli manyetik nanopartikullerin XRD spektrumu incelendiginde digerleri
ile benzer sekilde Fe;O,4’e ait 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik pikleri
gozlenmistir. Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin  XRD sonuclar ile
karsilastirildiginda piklerin genel olarak saga kaydigi soylenebilir. Partikil boyutu
Debye-Scherrer esitliginden hesaplanmistir. Boyut igin temel pik olan 311 pikinin
verileri kullanilmistir. Buna gore tanecik boyutu 21,1 nm olarak hesaplanmistir. XRD

spektrumu Cizelge 9 ve Sekil 33’te verilmistir.
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Sekil 33. Tartarik Asitten elde edilen alkol kapl: manyetik nanopartikullerin XRD spektrumu

Cizelge 9. Tartarik Asitten elde edilen alkol kapli manyetik nanopartikillerin XRD Analiz verileri

No.  2-theta(deg) d(A) Height(cps) Int. I(cpsdeg) FWHM(deg) Size(A)
1 31.649(11) 2.8247(9) 274(15) 61.6(15) 0.180(8) 47(21)
2 45.387(14)  1.9966(6) 111(10) 27.2(9) 0.192(14) 46(35)
3 75.14(4) 1.2632(5) 28(5) 10.7(8) 0.28(5) 37(61)

4.1.2.3. Alkol kaph manyetik nanopartikillerin (TACMNP) alkol

gruplannin yukseltgenmesi
Aldehit ve keton kapli manyetik nanopartiktllerin (TALMNP) FT-IR spektrumu
incelendiginde 3000-3650 cm™, 1403 cm™, 587 cm™, 1627 cm™ ve 587 cm™'de

karakteristik pikler gozlenmistir. FT-IR spektrumu Sekil 34’te verilmistir.
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Sekil 34. Aldehit kapli manyetik nanopartikillerin FT-IR spektrumu

TALMNP’nin C-TEM goruntuleri incelendiginde topaklanmanin az oldugu ve
topaklanan partikillerin  de yaklasik olarak 50-200 nm boyutlarinda kiimeler
olusturdugu C-TEM verilerinde gorulmektedir. C-TEM goruntileri Sekil 35’te

verilmistir.

Sekil 35. Tartarik asitten elde edilen aldehit kapli manyetik nanopartikillerin C-TEM géruntuleri
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TALMNP’ye ait SEM gorintlleri incelendiginde partikillerin  ¢ok az
topaklandigi ve elde edilen partikil kiimelerinin 50-200 nm araliginda oldugu sonucuna
varilmistir. C-TEM verileri ile uyumlu sekilde boyutlarin ortalama olarak 38.2 nm
oldugu belirlenmistir. SEM gorintileri Sekil 36°da, EDX elementel analiz sonuclar
Cizelge 10°da verilmistir.

e = EOOT fiemi
g

Sekil 36. Tartarik asitten elde edilen aldehit kapli manyetik nanopartikillerin SEM gériintuleri

Cizelge 10. Tartarik asitten elde edilen aldehit kapl nanopartikillerin EDX elementel analiz sonuglar

El AN Series Net unn. C norm. C Atom. C Error (1 Sigma)
[wet-%] [wt-%] [at-%] [wt-%]
Fe 26 K-series 79910 51.70 55.67 38.08 2.28
0 8 K-series 270115 22 .27 24.08 57.00 2.42
Pt 78 M-series 164881 14.26 15.60 3.05 0.57
C 6 K-series 8252 5.83 4_.65 1.87 0.29
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Tartarik asitten elde edilen aldehit
incelendiginde digerleri ile benzer sekilde Fe;O4’e ait 220, 311, 400, 422, 511 ve 440

karakteristik pikleri gozlenmistir. Partikil boyutu temel pik olan 311 pikinin verileri

kaplh

manyetik XRD spektrumu

kullanilarak Debye-Scherrer esitliginden hesaplanmistir. Buna gore tanecik boyutu 21,3

nm olarak hesaplanmistir. XRD spektrumu Cizelge 11 ve Sekil 37°de verilmistir.

Intensity
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Sekil 37. Tartarik asitten elde edilen aldehit kapl: manyetik nanopartikillerin XRD spektrumu

Cizelge 11. Tartarik asitten elde edilen aldehit kapli kapli manyetik nanopartikillerin XRD analiz verileri

No.

1

2-theta(deg)
30.110(15)
31.622(11)
35.365(11)
35.486(15)
43.144(16)
45.338(9)
53.52(3)
57.080(19)

62.727(16)

d(ang.)
2.9662(14)
2.8274(9)
2.5362(7)
2.5270(10)
2.0952(7)
1.9989(4)
1.7074(7)
1.6121(5)

1.4800(3)

Height(cps)

179(12)
92(9)
390(18)
337(17)
133(11)
59(7)
56(7)
164(12)

242(14)

FWHM(deg) Int. I(cpsdeg) Int. W(deg)
0.379(13)  91.6(18) 0.51(5)
0.163(14) 19.9(13) 0.22(3)
0.30(6) 175(58) 0.45(17)
0.28(3) 138(58) 0.41(19)
0.376(13)  64.3(13) 0.48(5)
0.13(2) 12.7(7) 0.22(4)
0.43(4) 31.6(13) 0.56(9)
0.440(17) 95.5(17) 0.58(5)
0.423(13) 132.3(19) 0.55(4)
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Size (A)
221
123
213
235
262
25.6
198
236
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4.1.2.4. Tartarik asitten elde edilen aldehit kaph manyetik nanopartiktllere

hemoglobin baglanmasi

Manyetik nanopartikiillere tartarik asit baglanmas: ve modifikasyonlar: sonucu
elde edilen aldehit gruplarina (TALMNP), Hb baglanmistir. Elde edilen manyetik
nanopartikil  destekli hemoglobinlerin (TALMNP-Hb) FT-IR  spektrumu
incelendiginde 3000-3600 cm™, 3050-3100 cm™, 2922 cm™, 1644 cm™, 1531 cm™ ve
584 cm™*de pikler gozlenmistir. FT-IR spektrumu Sekil 38°de verilmistir.
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Sekil 38. Tartarik asit kapli manyetik nanopartikllere baglanmis hemoglobinlerin FT-IR spektrumu
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Sekil 39. Oksihemoglobine ait UV-Vis spektrumu
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Sekil 40. Serbest hemoglobinlerin oda 1s1s1nda 3 hafta sonraki UV-Vis spektrumu
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Sekil 41. Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillere baglanmig hemoglobinlerin baglandiktan 3 hafta sonraki
UV-Vis spektrumu

Manyetik nanopartikillere tartarik asit baglanmas: ve modifikasyonlar: sonucu
elde edilen aldehit gruplarina (TALMNP), Hb baglanmasiyla elde edilen malzemenin
hemen sonrasindaki UV-Vis spektrumu incelendiginde 539,72 ve 577,18 nm’de iki
karakteristik pik vermistir (Sekil 38). Baglamadan 3 hafta sonra yapilan UV-Vis

Olcimlerinde elde edilen spektrum incelendiginde saf Hb ile ayni yerlerde pikler
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vermeye devam ettigi gozlenmistir (Sekil 41). Ancak baglamasi yapilmayan saf
Hb’lerde karakteristik pikler kaybolmustur (Sekil 40).

Hb baglanmis manyetik nanopartikillerin XRD spektrumu incelendiginde
digerleri ile benzer sekilde Fe;O,4’e ait 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik
pikleri gozlenmistir. Partikil boyutu temel pik olan 311 pikinin verileri kullanilarak
Debye-Scherrer esitliginden hesaplanmistir. Buna gore tanecik boyutu 24,2 nm olarak

hesaplanmistir. XRD spektrumu Cizelge 12 ve Sekil 42’de verilmistir.
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Sekil 42. Tartarik asit kapli manyetik nanopartikullere baglanmis hemoglobinlerin XRD spektrumu

Cizelge 12. Tartarik asit kaplh manyetik nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin XRD analiz verileri

No. 2-theta(deg) d(ang.) Height(cps) FWHM(deg) Int. I(cps deg) Int. W(deg) Size (A)
1 30.103(15) 2.9662(14) 179(12) 0.379(13) 91.6(18) 0.51(5) 227
2 31.619(11) 2.8274(9)  92(9) 0.163(14) 19.9(13) 0.22(3) 120
3 35.362(11) 2.5362(7)  390(18) 0.30(6) 175(58) 0.45(17) 232
4 35.494(15) 2.5270(10) 337(17) 0.28(3) 138(58) 0.41(19) 233
5  43.140(16) 2.0952(7)  133(11) 0.376(13) 64.3(13) 0.48(5) 256
6  45.331(9) 1.9989(4)  59(7) 0.13(2) 12.7(7) 0.22(4) 23.1
7 53.63(3) 1.7074(7)  56(7) 0.43(4) 31.6(13) 0.56(9) 190
8  57.087(19) 1.6121(5)  164(12) 0.440(17) 95.5(17) 0.58(5) 225
9  62.727(16) 1.4800(3)  242(14) 0.423(13) 132.3(19) 0.55(4) 235
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TALMNP-Hb’nin C-TEM gdrntileri incelendiginde yaklasik olarak 50-200 nm
boyutlarinda kiumeler olusturdugu C-TEM goéruntilerinden gorulmektedir. C-TEM

goruntaleri Sekil 43°te verilmistir.

Sekil 43.Tartarik asit kaplh manyetik nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin C-TEM géruntileri

Sekil 44.Tartarik asit kaph manyetik nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin SEM goéruntileri
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TALMNP-Hb’nin SEM gorantileri Sekil 44’de verilmistir. TALMNP ve
TALMNP-HDb’ye ait EDX verileri karsilastirildiginda elementel analiz sonuglarindaki C
atomu miktarindaki artig vardir (Cizelge 13).

Cizelge 13. Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin EDX elementel
analiz sonuglar

El &AM Series MNetT unh. T OrF . C ATCOmm. Z Error [1 Sicooe=s)

[we.-%] [we .%] [at-%] [we.%]
Fe 26 K-sSseries 53708 0 . 49 43 .82 25.30 i1.80
O 8 E-series 175845 19.87 21.91 4z .85 2.19
Pt 78 HM-—=series 183043 1%.58 18.86 F.14 a.s&59
€ 6 EKE-=merie= 52453 1i4.81 15 .22 26 .00 1.13
N 7 K-series 3533 1.82 z.21 Z.71 0.20

Totsl 94.57 100.00 100.00

TALMNP-Hb’nin siklik voltogram c¢alismas: pH 7,4 fosfat tamponunda 3mg
TALMNP-Hb/10 mL fosfat ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmis olan slispansiyonda,
100 mV.s™* tarama hizinda gerceklestirilmistir. Olctimler ayn: ¢ozelti icerisinde 3 déng
tekrar1 olacak sekilde gerceklestirilmistir. Hb oksijen alarak Ag/AgCl standart
elektroduna kars1 -0,418 V katodik potansiyelde pik vermistir. Hemoglobin aldig:
oksijenleri vererek -0,145 V anodik potansiyelde pik vermistir. Sadece hemoglobini
iceren ¢ozeltinin CV’si incelendiginde Ag/AgCl standart elektroduna kars1 -0,468 V
katodik potansiyelde pik ve -0,06 V anodik potansiyelde pik gozlenmistir. TALMNP-
Hb’ye ait voltogram Sekil 45-46da verilmistir.
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Sekil 45. Tartarik asit kaplt manyetik nanopartikullere baglanmis hemoglobinlerin siklik voltogrami

le-4 i

5e-5 |
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-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15

E (V) (Ag/AgCl)

Sekil 46. Siklik voltogramlar (—= saf Hb, — tartarik asit kaplh manyetik nanopartikiillere baglanmis
Hb, — tartarik asit kapl: manyetik nanopartikil)
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ICP-OES 6l¢iim sonuglarina gére TALMNP-Hb’de mevcut Fe atomlari miktar
%58,878’tir. Buna paralel olarak azot-protein tayin cihazi (Kjeldahl metodu) ile yapilan
Olcuime gore % 3,233 azot bulunmaktadir.

Nanopartikil basina disen Hb miktar: hesaplanmasi:

a=b=c=839A

a.b.c=590,5 A =590,5.10% cm™ (10° A= 1 cm)

Her bir magnetit birim hiicresi kenar uzunlugu 8,39 A olduguna gére bir
hicrenin hacmi a.b.c formiiliinden 590,5 A’a, o da 590,5x10%* cm*’e denk gelir.

Her bir Fe;O, hacmi; 590,5x10%* cm®/ 8 = 73,8.10°%* cm®

Her birim hiicrede 8 tane FezO4 birimi bulunur. Buradan Fe;O4 basina hacim;
73,8.10% cm*'tir.

1 tane Fe atomu Kiitlesi: 55,84 g / (6,02.10%) = 9,275. 10 g

1 tane O atomu kitlesi: 16 g / (6,02.10%) = 2,657. 103 g

Her bir birim hiicrede 24 tane Fe ve 32 tane O atomu bulunur. Bu durumda her
bir birim hiicrenin kutlesi;

(24.9,275.10% g) + (32. 2,657. 102 g ) = 307,6. 102 g

Deneylerde kullanilan magnetitlerin ortalama boyutu 20 nm olduguna gore, bir
nanopartikilin hacmi;

(4nr*/3) = (4n(10nm)®/3) = 4188 nm°® = 4,188. 1078 cm?

20 nm’lik bir partikildeki birim hicre sayist;

4,188. 10" cm®/ (590,5.10%* cm™) = 7092 tane birim hiicre

20 nm’lik bir partikildeki Fe atomu sayisi;

24,7092 = 170208 tane Fe atomu

20 nm’lik bir partikuldeki O atomu sayist;

32. 7092 = 226944 tane O atomu
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20 nm’lik bir partikuliin kitlesi;

(170208. 9,275. 102 g) + (226944. 2,657. 102 g) = 2,182.10" g

1 g magnetitte bulunan partikl sayisi ise;

1/ (2,182.10™"" g) = 4,58. 10'° tane partikill

ICP-OES 06l¢um sonuclarina gére TALMNP-Hb’de mevcut Fe atomlart miktari
%58,878’tir. Buna paralel olarak azot-protein tayin cihazi (Kjeldahl metodu) ile yapilan
Olcuime gore % 3,233 azot bulunmaktadir.

Malzeme icerisindeki Fe3O4 kiitlesi;

58,8779 Fe. (1 mol Fe/55,84 g Fe). (1 mol Fe;04/3 mol Fe). (232 g Fe304/1 mol
Fe;04) =81,539 g

100 g malzeme icgerisindeki magnetit partikulleri sayisi;

81,539 g/ 2,182.10"" g= 37,37.10" tanecik

Bir Hb molekilu kutlesi Cag32,H4724Ng280840SsFes ve mol kiitlesi 64500 kDa yani
64500 g/mol’dir (20).

100 g malzeme igerisindeki Hb molekuli sayisi;

3,233 g N. (1 mol N/14 g N). (1 mol Hb/ 828 mol N). (6,02.10%° tane Hb/ 1 mol
Hb)= 1,68.10%° Hb

20 nm’lik Fe3O4 nanopartikili basina disen Hb sayisi;

(1,68.10%° Hb) / (37,37.10"" tanecik)= 45 Hb/nanopartikiil

Teorik olarak bir partiktle baglanabilecek Hb sayisini hesaplamak icin, kiresel
olarak nanopartikillerin kaplanmis ve modifiye edilmis son halinin yaricapr 19,1 nm
oldugu dustntlurse kiirenin yuzey alani;

4.mr* = 4. . (19,1 nm)? = 4729,5 nm?

Bir Hb molekull boyutlar1 ise 6x5x5 nm’dir (20). Ancak iki Hb molekillinin
molekiil merkezleri arasindaki mesafe 6,9 nm’dir’:. Bu durumda baglanmis olan
hemoglobinin partikil Gzerinde temas edecek yiizey alani en fazla bir kip olarak
dustnaldigiinde;

6,9 nm. 6,9 nm = 47,61 nm?

20 nm’lik Fe304 nanopartikili basina disen Hb sayisi teorik olarak;

4729,5 nm? / 47,61 nm* = 99

Ylizde baglanma basarisi;
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(Deneysel olarak baglanan Hb) / (Teorik olarak baglanan Hb) . 100 = (45 / 99)
100 = % 45,45

4.1.3. Magnetitin trietanolamin ile kaplanmasi ve modifikasyonu

4.1.3.1. Magnetitin trietanolamin ile kaplanmasi

Manyetik nanopartikdillerin trietanolamin ile kaplanmasi asamasinda elde edilen
trietanolamin  kapli manyetik nanopartikillerin  (TEAMNP),

FT-IR spektrumu
incelendiginde 3000-3650 cm™, 590 cm™ pikler ¢ikmistir. TEAMNP’e ait FT-IR
spektrumu Sekil 47°de verilmistir.

=

Sekil 47. Trietanol amin kapli manyetik nanopartikiliin FT-IR spektrumu

TEAMNP’ye ait XRD spektrumu incelendiginde Fe;O,’e ait 220, 311, 400, 422,

511 ve 440 Kkarakteristik pikleri gozlenmistir. Tanecik boyutu Debye-Scherrer

esitliginden hesaplanmistir. Boyut igin temel pik olan 311 pikinin verileri kullanilmistir.

ve Sekil 48’de verilmistir.

Buna gore tanecik boyutu 22,6 nm olarak hesaplanmistir. XRD spektrumu Cizelge 14
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Sekil 48. Trietanol amin kaplh manyetik nanopartikilin XRD spektrumu

Cizelge 14 Trietanol amin kapli manyetik nanopartikiliin XRD verileri

No. 2-theta(deg) d(A) Height(cps) Int. I(cps deg) FWHM(deg) Size (A)
1 30.141(12) 2.9625(11) 239(14) 129.8(17) 0.399(10) 215(6)
2 35.487(6) 2.5276(4) 829(26) 448(3) 0.386(5) 226(3)
3 37.16(4) 2.418(2) 32(5) 10.6(11) 0.31(3) 284(25)
4 43.143(15) 2.0951(7) 190(13) 95.2(14) 0.362(11) 247(8)
5 53.57(2) 1.7092(7) 75(8) 43.1(12) 0.482(18) 193(7)
6  57.050(11) 1.6130(3) 237(14) 132.1(17) 0.429(13) 220(7)
7 62.713(12) 1.4803(2) 369(18) 202.7(19) 0.412(8) 236(5)
8 71.19(5) 1.3235(7) 25(5) 14.8(8) 0.55(3) 185(11)
9 74.23(3) 1.2765(4) 54(7) 35.0(11) 0.54(2) 194(8)
10 75.19(3) 1.2626(5) 22(4) 8.8(6) 0.33(4) 317(43)

TEAMNP’nin  C-TEM gdrintileri incelendiginde mnp’den farkli olarak
topaklanmanin azaldigi gorilmastur. C-TEM ve XRD’den elde edilen veriler
incelendiginde, partikullerin 50 nm’den kugcuk oldugu saptanmistir. C-TEM goruntuleri
Sekil 49’da verilmistir.
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Sekil 49. Trietanol amin kaplh manyetik nanopartikilin C-TEM goérintaleri

Sekil 50. Trietanol amin kaplh manyetik nanopartikillerin SEM goéruntileri
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TEAMNP’nin SEM gorintulerinden, topaklanan her bir kimenin yaklasik
olarak 20-200 nm araliginda oldugu gortlmektedir. SEM goérintileri Sekil 50°de
verilmistir. EDX verilerinden manyetik nanopartikillerin trietanol amin ile kaplandigi
sonucuna varilmistir. EDX verilerinden, 3,3x10™ mol trietanol amin/1 g mnp olacak

sekilde kaplamanin gerceklestigi soylenebilir (Cizelge 15).

Cizelge 15. Trietanolamin kapli manyetik nanopartikillerin EDX elementel analiz sonuglar

= N sexriea MNet unn. O norm. O Atom. O Error (1 Sigma)

[wt -%] [wt . %] [at.%] [wit %]

Fex 26 K—=roiricos AZTAS na_6a6 LEFT i 30 .13 2.1

] ] E goerisea 256735 Z21.41 23 .60 53 .90 2.33

Pt T8 Maoasrisa 1503Fad 12.48 14 .8 & 2 .78 .54

= = K—=erlea 8252 1.16 1.27 S.808 Q.19
Meakom | QR A T 00 C 030D T 003 0]

4.1.3.2. Trietanolamin kaph manyetik nanopartikullerin alkol gruplarinin

yuUkseltgenmesi

Elde edilen aldehit manyetik nanopartikullerin (TEALMNP) FT-IR spektrumu
incelendiginde 3000-3650 cm™, 1630 cm™, 1403 cm™, 588 cm™ pikler gozlenmistir.
FT-IR spektrumu Sekil 51°de verilmistir.
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Sekil 51. Trietanal amin kapli manyetik nanopartikilin FT-IR spektrumu
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Sekil 52. Trietanal amin kapli manyetik nanopartikiliin XRD spektrumu
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Cizelge 16. Trietanal amin Kapli Manyetik nanopartikulin XRD verileri

No. 2-theta(deg) d(A) Height(cps) Int. I(cps deg) FWHM(deg) Size (A)
1 15.00(5) 5.902(18) 8(3) 6.0(15) 0.67(15) 125(27)
2 30.152(11) 2.9615(10) 255(15) 135.6(18) 0.409(9) 210(4)
3 35.538(6) 2.5240(4) 871(27) 468(3) 0.384(5) 227(3)
4 37.18(4) 2.416(2) 33(5) 10.5(12) 0.30(3) 296(29)
5 43.182(15)  2.0933(7) 188(13) 95.4(13) 0.364(12) 245(8)
6  53.65(2) 1.7069(7) 86(8) 48.1(12) 0.43(2) 214(10)
7 57.090(7) 1.61197(19)  248(14) 131.1(19) 0.410(11) 230(6)
8  62.802(12) 1.4784(2) 389(18) 207.4(19) 0.402(9) 242(6)
9 74.38(2) 1.2744(3) 65(7) 36.9(12) 0.44(3) 236(16)
10 75.36(2) 1.2602(4) 24(4) 7.7(7) 0.25(3) 423(60)

Aldehit kapli manyetik nanopartikillerin  (TEALMNP) XRD spektrumu
incelendiginde beklendigi gibi FesO4’e ait 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik
pikleri gozlenmistir. Partikil boyutu, temel pik olan 311 pikinin verileri kullanilarak
Debye-Scherrer esitliginden hesaplanmistir. Buna gore tanecik boyutu 22,7 nm olarak
bulunmustur. XRD spektrumu Cizelge 16 ve Sekil 52°de verilmistir.

TEALMNP’nin C-TEM gorintileri incelendiginde topaklanmanin azaldigi ve
tanecik boyutun XRD’den elde edilen verilerle uyumlu oldugu gorulmistdr.
Nanopartikillerin tanecik boyutunun 10-50 nm araliginda degistigi saptanmistir. Her bir
nanopartikil ~ kimesinin ~ boyutunun  20-100 nm arahiginda oldugu C-TEM

gorintilerinden gorulebilmektedir. C-TEM gorintileri Sekil 53’te verilmistir.
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Sekil 53. Trietanal amin kapli manyetik nanopartikiltin C-TEM goruntuleri

Sekil 54. Trietanal amin kapli manyetik nanopartikiliin SEM gérintuleri

TEALMNP’ye ait SEM goruntileri incelendiginde topaklanan her bir kiimenin
yaklagik olarak 20-200 nm arahginda oldugu gorilmektedir. SEM gdrntdlerinden
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ortalama partikdl buyuklugu 38,01 nm olarak hesaplanmistir. SEM gorintileri Sekil

54’te, EDX elementel sonuclar Cizelge 17°de verilmistir.

Cizelge 17. Trietanal amin kaplh manyetik nanopartikiillerin EDX elementel analiz sonuglar

E1l AN Seriss Het unn. C norm. © Atom. © Error (1 Sigma)

[wh.%] [wh.%] [at.%] [wh.%]

Fe 26 K-series 83749 54.66 29.01 35.13 2.41

3 8 K-series 256735 21.41 21.88 51.82 2.33

Pt 78 M-series=s 150364 13.4EB 15.02 q4._.44 0.54

& K-=series f252 .16 1.29 4.81 0.1%
Total So.27 100.00 100.00

4.1.3.3. Trietanal amin kaph manyetik nanopartiktllere hemoglobin

baglanmasi

Trietanal amin kapli manyetik nanopartikil destekli hemoglobinlerin
(TEALMNP-HDb) FT-IR spektrumu incelendiginde baglandig: destekten tamamen farkl
bir spektrum elde edildigi goriilmektedir. 3000-3600 cm™, 3050-3100 cm™, 2917 cm™,
1633 cm™, 1522 cm™, 585 cm™ pikler gdzlenmistir. FT-IR spektrumu Sekil 55°te

verilmistir.
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Sekil 56. Trietanal amin kapli manyetik nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin baglandiktan (¢
hafta sonraki UV-Vis spektrumu

Manyetik nanopartikullere trietanal amin baglanmasi sonucu elde edilen aldehit
gruplarina (TEALMNP),

Hb baglanmasiyla elde edilen malzemenin 3 hafta
sonrasindaki  UV-Vis spektrumu incelendiginde 540,37 ve 578,47 nm’de

iki
karakteristik pik vermistir (Sekil 56).
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TEALMNP-Hb’nin XRD spektrumu incelendiginde benzer sekilde FesO4’e ait
karakteristik 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 pikleri gbzlenmistir. Partikil boyutu temel
pik olan 311 pikinin verileri kullanilarak Debye-Scherrer esitliginden 27,1 nm olarak

hesaplanmistir. XRD spektrumu Cizelge 18 ve Sekil 57°de verilmistir.
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Sekil 57. Trietanal aminden kapli manyetik nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin XRD spektrumu

Cizelge 18. Trietanal aminden kapli manyetik nanopartikullere baglanmig hemoglobinlerin XRD verileri

No.  2-theta(deg)  d(ang.) Height(cps) FWHM(deg)  Int. Icpsdeg)  Int. W(deg) Size (A)
1 30.164(16) 2.9603(15) 199(18) 0.396(14)  106(2) 0.53(6) 213
2 3167(4)  2.823(4)  36(8) 0.27(3) 10.1(14)  0.28(10) 120
3 35558(12) 25227(8)  687(34) 0.409(10)  379(5) 0.55(3) 271
4 4325(2)  2.0903(10) 138(15) 0.434(19)  75.4(19)  0.55(7) 250
5  4536(4)  1.9978(19) 28(7) 0.22(5) 8.3(11) 029(11) 256
6  53.67(3)  1.7064(9)  67(11) 0.51(2) 37.5(17)  056(11) 230
7 57.14(2)  16107(5)  203(18) 0.44(2) 117(2) 0.58(6) 236
8  62812(17) 1.4782(4)  327(23) 0.433(12)  180(3) 0.55(5) 251
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TEALMNP-Hb’nin C-TEM gorintuleri incelendiginde partikul kiimelerinin de
yaklagik olarak 50-200 nm boyutlarinda kimeler olusturdugu gdéruntilerden

izlenmektedir. C-TEM gorintileri Sekil 58’de verilmistir.

Sekil 58. Trietanal aminden kapli manyetik nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin C-TEM
goruntuleri

Sekil 59. Trietanal aminden kapl manyetik nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin SEM gériintileri
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TEALMNP-Hb’nin SEM gorintileri Sekil 59°da verilmistir. TEALMNP ve
TEALMNP-HDb’ye ait EDX verileri karsilastirildiginda elementel analiz sonuclarindaki
C artis gozlenmistir (Cizelge 19).

Cizelge 19. Trietanal aminden kapli manyetik nanopartikiillere baglanmis hemoglobinlerin EDX
elementel analiz sonuglar

El AN Series Met unn. © norm. C Atom. C Error (1 Sigma)

[we.%] [we.%] [&ar.%] [we. %1
Fe 26 E-=zerie= S53708 41.13 44,02 25.30 1.30
0 8 FE-serie=s 175845 20.01 zz.32 43.16 2.19
Pt 78 H-series 183043 18.30 20.59 4.04 0.69
C & E-series SEZ453 15 .12 11.22 25.83 1.13
M 7 K-series 3533 1.91 1.85 z.51 0.z0

Total 94,57 100, 00 100,00

TEALMNP-Hb’nin siklik voltogram:1 pH 7,4 fosfat tamponunda 3 mg
TEALMNP-Hb/10 mL fosfat ¢Ozeltisi olacak sekilde hazirlanmis olan slispansiyonda,
100 mV.s™ tarama hizinda gerceklestirilmistir. Olctimler en az 3 tekrarl déngii seklinde
uygulanmistir. Hb molekdil, oksijen alarak Ag/AgCl standart elektroduna kars: -0,418
V katodik potansiyelde pik vermistir. Hemoglobinin aldig1 oksijenleri vererek -0,142
V anodik potansiyelde pik vermistir. Ayni ¢ozelti icerisinde yapilan tekrarlarda
voltogramlarin birebir ayn: oldugu gozlenmistir. Sadece hemoglobini iceren ¢ozeltinin
CV’si incelendiginde Ag/AgCl standart elektroduna kars1 -0,468 V katodik potansiyelde
pik ve -0,06 V anodik potansiyelde pik saptanmistir. TEALMNP-Hb’ye ait voltogram
Sekil 60-61’de verilmistir.
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Sekil 60. Trietanal amin kaplh manyetik nanopartikiillere baglanmis hemoglobinlerin siklik
voltogramtogrami
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Sekil 61. Siklik voltogramtogramlar (= saf Hb, — trietanal amin kapli manyetik nanopartikdllere
baglanmis hemoglobin, — trietanal amin kapli manyetik nanopartikl)
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ICP-OES 6l¢um sonuglarina gére TEALMNP-Hb’de mevcut Fe atomlart miktar:
%40,397°dir. Buna paralel olarak azot-protein tayin cihazi (Kjeldahl metodu) ile yapilan
Olcuime gore % 5,578 azot bulunmaktadir. Yine ayn: metoda gore yapilan élgime gore
bu azotun %0,4554°0 destek malzemesinden gelmektedir. Farki alindiginda
hemoglobinden kaynakli N miktar1 %5,1226

Nanopartikil basina disen Hb miktar: hesaplanmasi:

a=b=c=839A

a.b.c =590,5 A =590,5.10% cm™ (10® A= 1 cm)

Her bir magnetit birim hiicresi kenar uzunlugu 8,39 A olduguna gére bir
hiicrenin hacmi a.b.c formiiliinden 590,5 A’a, o da 590,5x10* cm®’e denk gelir.

Her bir Fe;0, hacmi; 590,5x10* cm®/ 8 = 73,8.10°%* cm®

Her birim hiicrede 8 tane FezO4 birimi bulunur. Buradan FesO4 basina hacim;
73,8.10%* cm*tir.

1 tane Fe atomu kiitlesi: 55,84 g / (6,02.10%) = 9,275. 10 g

1 tane O atomu kiitlesi: 16 g / (6,02.10%) = 2,657. 10 g

Her bir birim hiicrede 24 tane Fe ve 32 tane O atomu bulunur. Bu durumda her
bir birim htcrenin kutlesi;

(24.9,275.10% g) + (32. 2,657. 102 g ) = 307,6. 102 g

Deneylerde kullanilan magnetitlerin ortalama boyutu 20 nm olduguna gore, bir
nanopartikilin hacmi;

(4nr*/3) = (4n(10nm)*/3) = 4188 nm® = 4,188. 1078 cm?

20 nm’lik bir partikildeki birim hiicre sayisi;

4,188.10™ cm®/ (590,5.10" cm™®) = 7092 tane birim hiicre

20 nm’lik bir partikuldeki Fe atomu sayist;

24. 7092 = 170208 tane Fe atomu
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20 nm’lik bir partikuldeki O atomu sayist;

32. 7092 = 226944 tane O atomu

20 nm’lik bir partikallin katlesi;

(170208. 9,275. 102 g) + (226944. 2,657. 102 g) = 2,182.10" g

1 g magnetitte bulunan partikul sayist ise;

1/ (2,182.10™" g) = 4,58. 10'° tane partikiil

ICP-OES 6l¢um sonuclarina gére TEALMNP-Hb’de mevcut Fe atomlari miktar
%40,397’tir. Buna paralel olarak azot-protein tayin cihazi (Kjeldahl metodu) ile yapilan
6lctime gore % 5,578 azot bulunmaktadr.

Malzeme icerisindeki Fe3Oy4 kitlesi;

40,3979 Fe. (1 mol Fe/55,84 g Fe). (1 mol Fe304/3 mol Fe). (232 g Fe304/1 mol
Fe304) = 55,946 g

100 g malzeme icerisindeki magnetit partikulleri sayist;

55,946 g/ 2,182.10™"" g= 25,64.10"" tanecik

Bir Hb molekiilu kutlesi Cog3oH4724N5280540SsFes ve mol kitlesi 64500 kDa yani
64500 g/mol’dur (19,20).

100 g malzeme icerisindeki Hb molekli sayisi;

5,122 g N. (1 mol N/14 g N). (1 mol Hb/ 828 mol N). (6,02.10% tane Hb/ 1 mol
Hb)= 2,66.10%° Hb

20 nm’lik Fe304 nanopartikili basina disen Hb sayis;

(2,66.10% Hb) / (25,64.10"" tanecik)= 104 Hb/nanopartikiil

Teorik olarak bir partikile baglanabilecek Hb sayisint hesaplamak igin, kiiresel
olarak nanopartikullerin kaplanmis ve modifiye edilmis son halinin yaricap: 20,505 nm
oldugu dustnulurse kirenin yiizey alani;

4.m.r* = 4. 7. (20,505 nm)? = 5283,6 nm?

Bir Hb molekiilu boyutlar ise 6x5x5 nm’dir (20). Ancak iki Hb molekilinin
molekil merkezleri arasindaki mesafe 6,9 nm’dir (21). Bu durumda baglanmis olan
hemoglobinin partikil Gzerinde temas edecek ylzey alani en fazla bir kup olarak
dustnaldigiinde;

6,9 nm. 6,9 nm = 47,61 nm?

20 nm’lik Fe304 nanopartikili basina disen Hb sayisi teorik olarak;

5283,6 nm’ / 47,61 nm? = 111
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Yizde baglanma basarisi;

(Deneysel olarak baglanan Hb) / (Teorik olarak baglanan Hb) . 100 = (104 / 111)
. 100 = % 93,69

4.1.4. Magnetitin 3-(Aminopropil) trimetoksisilan
modifikasyonu

ile kaplanmasi ve

4.1.4.1. Magnetitin 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmasi

3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapli manyetik nanopartikdllerin (3APMNP)
FT-IR spektrumu incelendiginde 1634 cm™, 1049 cm™, 2975 cm™, 1110 cm™ ve 586

cm™*de pikler gzlenmistir. 3APMNP’e ait FT-IR spektrumu Sekil 62°de verilmistir.

Sekil 62. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapl manyetik nanopartikillerin FT-IR spektrumu

3APMNP’ye ait XRD spektrumu incelendiginde FesO4’e ait alti temel pik
g6zlenmistir. Bu pikler; 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik pikleridir. Tanecik
boyutu Debye-Scherrer esitliginden hesaplanmigtir. Boyut igin temel pik olan 311
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pikinin verileri kullanilmigtir. Buna gore tanecik boyutu 22,8 nm olarak hesaplanmistur.
XRD spektrumu Cizelge 20 ve Sekil 63’te verilmistir.
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Sekil 63. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kaplh manyetik nanopartikillerin XRD spektrumu

Cizelge 20. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapl manyetik nanopartikillerin XRD analiz verileri

No. 2-theta(deg) d (A) Height(cps) Int. I(cps deg) FWHM (deg) Size (A)
1 14902 5.92(9) 10(3) 9(2) 0.7(2) 120(38)
2 30.233(9)  2.9537(9)  315(16) 166.0(17)  0.379(8) 227(5)
3 35.596(6)  2.5200(4)  1023(29) 541(3) 0.382(5) 228(3)
4 37.23(3) 2.413(2) 36(6) 11.2(10) 0.29(2) 305(26)
5  43.245(14) 2.0904(6)  227(14) 111.6(14)  0.350(11)  255(8)
6 53.707(19) 1.7052(6)  91(9) 51.7(13) 0.497(14)  187(5)
7  57.180(13) 1.6097(3)  276(15) 150(2) 0.424(15)  223(8)
8  62.851(11) 1.4774(2)  426(19) 231(2) 0.423(8) 230(4)
9  74.45(3) 1.2733(5)  63(7) 36(2) 0.49(3) 215(14)
10  75.44(8) 1.2590(11)  17(4) 10.6(15) 0.52(12) 203(46)

3APMNP’nin C-TEM gorintuleri incelendiginde tanecik boyutunun 10-50 nm
araliginda degistigi soylenebilir. Her bir nanopartikil kiimesinin boyutunun 50-200 nm
araliginda oldugu C-TEM gorintllerinden gorilmektedir. C-TEM gorintuleri Sekil

64’te verilmistir.
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3APMNP’nin SEM goruntilerinden, her bir nanopartikil kiimesinin 100-200
nm araliginda oldugu gorilmektedir. SEM goruntileri Sekil 65’te, EDX sonuglar

Cizelge 21’de verilmistir.

Sekil 64. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapli manyetik nanopartikillerin C-TEM goruntileri.

Sekil 65. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kaplh manyetik nanopartikillerin SEM gorintileri
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Cizelge 21. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmis manyetik nanopartikillere EDX elementel

analiz verileri

El AN Scries Het unn. © norm. © Atom. © Error (1 Sigma)

[wi.%] [wt %] [at.5%] [wt.3%]
Fe 76 E-=zeriea THOTS 54.70 55 .47 e .89 2.3
1 8 H-zeries 212105 19.82 20.65 48 .42 2.17
Pt 78 M-series 164062 12.23 13.01 4.1@ 0.62
C & EHE-series 17589 3.18 3.25 a.72 0.37
5i 14 H-serisas 20879 Z.32 2.62 1.81 0.08

Total al.65 100.00 100,00

4.1.4.2. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kaph manyetik nanopartikillerin

glutaraldehit ile ylzey modifikasyonu

Elde edilen aldehit manyetik nanopartikullerin (3APGAMNP) FT-IR spektrumu
incelendiginde 3001 cm™, 1665 cm™, 1553 cm®, 1091 cm™ 593 cm™ pikler
gozlenmistir. 3APGAMNP’e ait FT-IR spektrumu Sekil 66°da verilmistir
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Sekil 66. Glutaraldehit ile modifiye edilmis 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapl

nanopartikillerin FT-IR spektrumu

manyetik
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3APGAMNP’nin XRD spektrumu incelendiginde beklendigi gibi Fe;O4’e ait
220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik pikleri gozlenmistir. Partikil boyutu

Debye-Scherrer esitliginden hesaplanmistir. Boyut icin temel pik olan 311 pikinin

verileri kullanilmistir. Buna gore tanecik boyutu 23,3 nm olarak hesaplanmistir. XRD

spektrumu Cizelge 22 ve Sekil 67°de verilmistir.
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Sekil 67. Glutaraldehit ile modifiye edilmis 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapli manyetik
nanopartikillerin XRD spektrumu

Cizelge 22. Glutaraldehit ile modifiye edilmis 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapli manyetik

nanopartikillerin XRD analiz sonuglar

No. 2-theta(deg) d(A) Height(cps) Int. I(cps deg) FWHM(deg) Size (A)
1 30.256(9)  2.9515(9)  289(16) 150.5(17)  0.388(8) 221(4)
2 35.620(6)  2.5184(4)  939(28) 490(3) 0.374(5) 233(3)
3 37.23(3) 2.413(2) 36(5) 11.9(10) 0.31(3) 279(22)
4 43.293(14) 2.0882(6)  195(13) 100.6(14)  0.377(11)  237(7)
5 53.653(18) 1.7068(5)  97(9) 49.2(12) 0.39(2) 241(14)
6  57.230(13) 1.6084(3)  253(15) 139.2(18)  0.443(11)  213(5)
7 62.874(11) 1.4769(2)  407(18) 220(2) 0.414(8) 235(5)
8 74.37(3) 1.2745(5)  61(7) 36.7(16) 0.53(3) 198(9)
9 75.43(7) 1.2591(10)  19(4) 9.1(9) 0.42(7) 250(39)
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3APGAMNP’nin C-TEM gorintuleri incelendiginde tanecik boyutun XRD’den
elde edilen verilerle uyumlu bir sekilde 10-50 nm araliginda oldugu izlenmektedir. Elde

edilen nanopartikil kiimelerinin boyutlar1 50-200 nm araliginda oldugu goértlmektedir.
C-TEM goruntuleri Sekil 68’de verilmistir.

Sekil 68. Glutaraldehit ile modifiye edilmis 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kaplh manyetik
nanopartikillerin C-TEM gorintileri.

Sekil 69. Glutaraldehit ile modifiye edilmis 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapli manyetik
nanopartikillerin SEM goéruntileri
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3APGAMNP’ye ait SEM goruntileri incelendiginde manyetik nanopartikillerin
her bir nanopartikil kiimesinin 100-200 nm araliginda oldugu gorulmektedir. Tanecik
boyutu, ortalama 38,6 nm olarak hesaplanmistir. SEM gorintileri Sekil 69’da
verilmistir. 3APMNP ve 3APGAMNP’ye ait EDX verileri karsilastirildiginda,
elementel analiz sonuclarinda temel olarak C atomu miktarindaki artis gorilmektedir
(Cizelge 23).

Cizelge 23. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmis, glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik
nanopartikiillere EDX elementel analiz verileri.

El AN Series Met unn. © nporm. C Atom. C Error (1 Sigma)

[wh . %] [wL.%] [aL.%] [wl . %]
Fa 26 K—series 7J807% 53.26 55.00 36.54 2.31
0 # FE-geriea 212103 149.74 20,43 48.148 2.17
Pt 78 M-series 184082 12.71 18.26 3.00 0.82
! 6B FKE-azeriea 1758% 3.68 3.24 o 587 0.37
i 14 K—seriez Z2067% 2.23 2.28 1.72 0,08

Total: 96.83 100,00 100.00

4.1.4.3. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmis, glutaraldehit ile

modifiye edilmis manyetik nanopartiktllere hemoglobin baglanmasi

Manyetik nanopartikullere 3-(Aminopropil)trimetoksisilan  baglanmas: ve
glutaraldehit ile modifikasyon sonucu elde edilen aldehit gruplarina (3APGAMNP) Hb
molekillerinin baglanmasiyla elde edilen FT-IR spektrumunda, 3000-3600 cm™, 3054
cm?, 2913 cm™, 1639 cm™, 1531 cm™ ve 587 cm™’de pikler gézlenmistir. FT-IR

spektrumu Sekil 70’te verilmistir.
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C=N

Fe-0

Sekil 70. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmis, glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik
nanopartikillere baglanmig hemoglobinlerin FT-IR spektrumu
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Sekil 71. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmis, glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik

nanopartikiillere baglanmis oksihemoglobinlerin baglandiktan (¢ hafta sonraki UV-Vis
spektrumu

Manyetik nanopartikiillere 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmasi ve
glutaraldehit ile modifiye edilmesiyle elde edilen manyetik nanopartikillerdeki aldehit
gruplarina (3-APGAMNP), Hb baglanmasiyla elde edilen malzemenin 3 hafta
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sonrasindaki UV-Vis spektrumu incelendiginde 539,72 ve 577,18 nm’de iki
karakteristik pik vermistir (Sekil 71).

3-APGAMNP -Hb’nin XRD spektrumu incelendiginde Fe3;O,4’e ait karakteristik
220, 311, 400, 422, 511 ve 440 pikleri gozlenmistir. 311 pikinin verileri kullanilarak
Debye-Scherrer esitliginden partikil boyutu 25,3 nm olarak hesaplanmistir. XRD
spektrumu Cizelge 24 ve Sekil 72’de verilmistir.
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Sekil 72. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmis, glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik
nanopartikillere baglanmig hemoglobinlerin XRD spektrumu

Cizelge 24. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanms, glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik
nanopartikiillere baglanmis hemoglobinlerin XRD verileri.
No. 2-theta(deg) d(ang.) Height(cps) ~ FWHM(deg)  Int. I(cpsdeg) Int. W(deg)  Size (A)
1 30.114(19) 2.9652(19) 177(17) 0.375(18) 94(2) 0.53(6) 223
2 31.60(8) 2.829(7) 34(7) 0.26(6) 11.9(18)  0.35(13) 126
3 35458(12) 2.5295(9) 574(31) 0.373(10) 288(4) 0.50(3) 253
4 43.17(2) 2.0937(11) 114(14) 0.403(19) 53(2) 0.47(7) 235
5 53.63(5) 1.7075(16) 56(10) 0.49(5) 34.2(19) 0.61(14) 156
6 57.10(3) 1.6116(7)  172(17)  0.42(2) 102(2) 0.59(7) 132

7 6273(2)  1.4798(5) 256(21)  0.388(19) 138(3) 054(5) 138
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3-APGAMNP-Hb’nin  C-TEM  gorlntuleri  incelendiginde bagli  olan
hemoglobinler gorilmektedir. Partikil kiimelerinin de yaklasik olarak 100-200 nm
boyutlarinda kimeler olusturdugu saptanmistir. C-TEM goruntlleri  Sekil 73’te

verilmistir.

4 53 nm

Sekil 73. 3-(Aminopropil) trlmtoksisilan ile kaplanmis, glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik
nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin C-TEM goruntileri

Sekil 74. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmis, glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik
nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin SEM goéruntileri
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3APGAMNP-Hb’nin SEM goruntileri Sekil 74°te verilmistir. SAPGAMNP ve
3APGAMNP-HDb’ye ait EDX verileri karsilastirildiginda, elementel analiz sonucglarinda
temel olarak C atomu miktarinda artis gozlenmistir (Cizelge 25).

Cizelge 25. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanms, glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik
nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin EDX elementel analiz verileri

El AN Series Net unn. € norm., C Atom. C Error (1 Sigma)

[wt.%] [wt.%] [at.%] [wt.%]
Fe 26 E-series 53708 40.49 44 .08 24.70 1.86
o & K-series 175845 19.87 2z.1z2 43.02 2.23
Pt 78 HM-series 153043 17.58 19.13 3.56 0.59
C 6 E-series 52453 14.81 12.36 25.23 1.63
N 7 K-series 3533 1.82 1.96 2.56 0.32
31 14 E-series 20679 1.35 1.35 1.93 0.11

Total 94 .57 100.00 100.00

3APGAMNP-Hb’nin siklik voltogrami pH 7,4 fosfat tamponunda 3 mg
3APGAMNP-Hb/10 mL fosfat ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmis stispansiyonda, 100
mV.s? tarama hizinda gerceklestirilmistir. Olciimler en az 3 tekrarli déngii alinarak
uygulanmistir. Hb molekulli, Ag/AgCl standart elektroduna kars: -0,398 V katodik
potansiyelde yilkseltgenme piki vermistir. Hemoglobin aldigi oksijenleri vererek -
0,136 V anodik potansiyelde pik vermistir. Saf hemoglobini iceren ¢ozeltinin CV’si
incelendiginde Ag/AgCl standart elektroduna karsi -0,468 V katodik potansiyelde pik
ve -0,06 V anodik potansiyelde pik gozlenmistir. SAPGAMNP-Hb’ye ait voltogram
Sekil 75 ve 76’da verilmistir.
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Sekil 75. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmis, glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik
nanopartikillere baglanmig hemoglobinlerin siklik voltogrami
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Sekil 76. Siklik voltogramlar (== saf Hb, — 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmus,
glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik nanopartikillere baglanmis hemoglobin, w= 3-
(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmis, glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik
nanopartikiiller)
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ICP-OES o6l¢im sonuclarina gére 3APGAMNP-Hb’de mevcut Fe atomlar
miktar1 %38,699’tir. Buna paralel olarak azot-protein tayin cihazi (Kjeldahl metodu) ile
yapilan 6l¢ime gore % 4,037 azot bulunmaktadir.

Nanopartikil basina disen Hb miktar: hesaplanmasi:

a=b=c=839A

a.b.c=590,5 A =590,5.10% cm™ (10° A= 1 cm)

Her bir magnetit birim hiicresi kenar uzunlugu 8,39 A olduguna gére bir
hicrenin hacmi a.b.c formiiliinden 590,5 A’a, o da 590,5x10%* cm*’e denk gelir.

Her bir Fe;O, hacmi; 590,5x10%* cm®/ 8 = 73,8.10°%* cm®

Her birim hiicrede 8 tane FezO4 birimi bulunur. Buradan Fe;O4 basina hacim;
73,8.10% cm*'tir.

1 tane Fe atomu Kiitlesi: 55,84 g / (6,02.10%) = 9,275. 10 g

1 tane O atomu kitlesi: 16 g / (6,02.10%) = 2,657. 103 g

Her bir birim hiicrede 24 tane Fe ve 32 tane O atomu bulunur. Bu durumda her
bir birim hiicrenin kutlesi;

(24.9,275.10% g) + (32. 2,657. 102 g ) = 307,6. 102 g

Deneylerde kullanilan magnetitlerin ortalama boyutu 20 nm olduguna gore, bir
nanopartikilin hacmi;

(4nr*/3) = (4n(10nm)®/3) = 4188 nm°® = 4,188. 1078 cm?

20 nm’lik bir partikildeki birim hicre sayist;

4,188. 10" cm®/ (590,5.10%* cm™) = 7092 tane birim hiicre

20 nm’lik bir partikildeki Fe atomu sayisi;

24,7092 = 170208 tane Fe atomu

20 nm’lik bir partikuldeki O atomu sayist;

32. 7092 = 226944 tane O atomu
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20 nm’lik bir partikuliin kitlesi;

(170208. 9,275. 102 g) + (226944. 2,657. 102 g) = 2,182.10" g

1 g magnetitte bulunan partikl sayisi ise;

1/ (2,182.10™"" g) = 4,58. 10'° tane partikill

ICP-OES 06lcum sonuclarina gére 3APGAMNP-Hb’de mevcut Fe atomlar
miktar1 %38,699’tir. Buna paralel olarak azot-protein tayin cihazi (Kjeldahl metodu) ile
yapilan 6lcime gore % 4,037 azot bulunmaktadir.

Malzeme icerisindeki Fe3O4 kiitlesi;

38,6999 Fe. (1 mol Fe/55,84 g Fe). (1 mol Fe304/3 mol Fe). (232 g Fe304/1 mol
Fe;04) = 53,596 g

100 g malzeme igerisindeki magnetit partikulleri sayisi;

53,596 g/ 2,182.10™"" g= 24,56.10"" tanecik

Bir Hb molekilu kutlesi Cag32,H4724Ng280840SsFes ve mol kiitlesi 64500 kDa yani
64500 g/mol’dir (19,20).

100 g malzeme igerisindeki Hb molekuli sayisi;

4,037 g N. (1 mol N/14 g N). (1 mol Hb/ 828 mol N). (6,02.10%® tane Hb/ 1 mol
Hb)= 2,097.10%° Hb

20 nm’lik Fe3O4 nanopartikili basina disen Hb sayisi;

(2,097.10%° Hb) / (24,56.10*" tanecik)= 85 Hb/nanopartikil

Teorik olarak bir partiktle baglanabilecek Hb sayisini hesaplamak icin, kiresel
olarak nanopartikillerin kaplanmis ve modifiye edilmis son halinin yaricapr 19,3 nm
oldugu dustnulurse kiirenin yuzey alani;

4m.r® = 4. 7. (19,3 nm)? = 4680,85 nm?

Bir Hb molekull boyutlar1 ise 6x5x5 nm’dir (20). Ancak iki Hb molekillinin
molekil merkezleri arasindaki mesafe 6,9 nm’dir. Bu durumda baglanmis olan
hemoglobinin partikil Gzerinde temas edecek yiizey alan1 en fazla bir kip olarak
dustnaldigiinde;

6,9 nm. 6,9 nm = 47,61 nm?

20 nm’lik Fe304 nanopartikili basina disen Hb sayisi teorik olarak;

4680,85 nm* / 47,61 nm’ = 98

Yiizde baglanma basarisi;
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(Deneysel olarak baglanan Hb) / (Teorik olarak baglanan Hb) . 100 = (85 / 98) .
100 =% 86,73

4.1.5. Magnetitin glutaraldehit ile kaplanmasi

Glutaraldehit kapli manyetik nanopartikillerin  (GAMNP) IR spektrumlar
incelendiginde 3000-3600 cm™, 1403 cm™, 1603 cm™, 1139 cm™ ve 589 cm™ pikler
g6zlenmistir. GAMNP’e ait FT-IR spektrumu Sekil 77°de verilmistir.

} . . . - -
AN 200 tiee] prie] ZROD 24m 20 TR [Roie] 1400 1105 10041 00 [

Sekil 77. Glutaraldehit kapli manyetik nanopartikillerin FT-IR spektrumu
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Sekil 78. Glutaraldehit kaplh manyetik nanopartikillerin XRD spektrumu

Cizelge 26. Glutaraldehit kaplh manyetik nanopartikillerin XRD verileri

No.  2-theta(deg)
1 30.112(11)
2 30.92(3)

3 35.538(6)
37.26(4)

5 43.74(18)
6 54.04(2)

7  57.125(16)

Fes04’e

d(ang.) Height(cps) FWHM(deg) Int. I(cps deg)
2.9612(11) 231(14)  0.389(9)  118.1(18)
2.819(3)  42(6) 0.23(3) 11.2(10)
2.5243(4)  771(25)  0.380(5)  405(2)
2.417(3)  27(5) 0.34(3) 9.8(11)
2.0041(9) 167(12)  0.371(15) 81.2(17)
1.7074(6)  72(8) 0.451(16) 37.4(11)
1.6109(4) 211(13)  0.438(16) 123.1(17)
ait altt temel piki de GAMNP’nin

440
(\
|
I
f
\www«m“) \w,.w.,wwww
70
Int. W(deg)  Size (A)
0.51(4) 186
0.27(6) 115
0.52(2) 225
0.36(10) 212
0.49(4) 164
0.52(7) 113
0.58(4) 135
XRD  spektrumunda

gorulebilmektedir. Bu pikler; 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik pikleridir.
Tanecik boyutu Debye-Scherrer esitliginden temel pik olan 311 pikinin verileri

kullanilarak hesaplanmistir. Buna goére tanecik boyutu 24,8 nm olarak bulunmustur.

XRD spektrumu Cizelge 26 ve Sekil 78’de verilmistir.
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GAMNP’nin  C-TEM gorintuleri incelendiginde mnp’den farkli olarak
topaklanmanin  olmadigi  gorulmistir. GAMNP’nin  koplk fazindan alinan
nanopartikillerin C-TEM gorintdleri incelendiginde tanecik boyutun XRD’den elde
edilen verilerle uyumlu bir sekilde 10-50 nm araliginda oldugu gorulmektedir. C-TEM

goruntaleri Sekil 79°da verilmistir.

Sekil 79. Glutaraldehit kapli manyetik nanopartikiillerin C-TEM goriintileri

Sekil 80. GAMNP’nin SEM gdrintileri.
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GAMNP’nin SEM gorintilerinden, her bir nanopartikil kiimesinin 100-200 nm
araliginda oldugu gorilmektedir. XRD ve C-TEM verileri ile uyumlu sekilde boyutlarin

37,5 nm oldugu belirlenmistir. SEM gorunttleri Sekil 80°de verilmistir.

4.1.5.1. Glutaraldehit kaph manyetik nanopartikillere hemoglobin

baglanmasi

Glutaraldehit kaplh manyetik nanopartikullere bagli hemoglobinlerin (GAMNP-
Hb) FT-IR spektrumu incelendiginde, 3000-3650 cm™, 3050-3100 cm™, 2908 cm™,
1633 cm™, 1524 cm™ ve 559 cm™“de pikler gézlenmistir. FT-IR spektrumu Sekil 81°de

verilmistir.

Fe-0

P

Sekil 81. Glutaraldehit kapli manyetik nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin FT-IR spektrumu
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Sekil 82. Glutaraldehit kaplh manyetik nanopartikiillere baglanmis oksihemoglobinlerin baglandiktan g
hafta sonraki UV-Vis spektrumu

Manyetik nanopartikiillere glutaraldehit kaplanmasiyla elde edilen manyetik
nanopartikillerdeki aldehit gruplarina (GAMNP-Hb), Hb baglanmasiyla elde edilen
malzemenin (¢ hafta sonrasindaki UV-Vis spektrumu incelendiginde, 542,30 ve 575,89
nm’de iki karakteristik pik vermistir (Sekil 82).

GAMNP-Hb’nin XRD spektrumu incelendiginde ise destek malzemesi olan
FesO4’e ait karakteristik 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 pikleri gozlenmistir. 311
pikinin verileri kullanilarak Debye-Scherrer esitliginden partikul boyutu 26,2 nm olarak

hesaplanmistir. XRD spektrumu Cizelge 27 ve Sekil 83’te verilmistir.
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Sekil 83. Glutaraldehit kapli manyetik nanopartikillere baglanmis hemoglobinlerin XRD spektrumu
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Cizelge 27. Glutaraldehit kapli manyetik nanopartikullere baglanmis hemoglobinlerin XRD verileri

No. 2-theta(deg)  d(ang.) Height(cps) FWHM(deg) Int. I(cpsdeg)  Int. W(deg)  Size (A)
1 30.155(11) 2.9612(11) 231(14) 0.389(9) 118.1(18)  051(4) 193
2 31.723) 2819(3)  42(6) 0233)  11.2(10) 027(6) 128
3 35534(6) 2.5243(4) 771(25) 0.380(5)  405(2) 052(2) 262
4 3717(4)  2417(3)  27(5) 034(3)  9.8(11) 0.36(10) 212
5 43.164(18) 2.0941(9) 167(12)  0.371(15) 81.2(17) 0.49(4) 180
6 53.64(2) 1.7074(6) 72(8) 0.451(16) 37.4(11) 052(7) 129

7 57.134(16) 16109(4) 211(13) 0.438(16) 123.1(17)  058(4) 148

GAMNP-Hb’nin C-TEM gorintileri incelendiginde yaklasik boyutu 100-200
nm olan GAMNP-Hb nanopartikil kiimelerinin, GAMNP’e gore daha hacimli oldugu
C-TEM goruntdlerinden anlasiimaktadir. C-TEM goruntileri Sekil 84’°te verilmistir.

Sekil 84. Glutaraldehit kapli manyetik nanopartikiillerin C-TEM gorintileri.

GAMNP-Hb’nin siklik voltogrami pH 7,4 fosfat tamponunda 3 mg GAMNP-
Hb/10 mL fosfat ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmis siispansiyonda, 100 mV.s™ tarama

hizinda gergeklestirilmistir. Her 6lcim en az 3 tekrarli dongi alinarak yapilmastir.
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Voltogramlar incelendiginde, Ag/AgCI standart elektroduna karsi -0,418 V katodik
potansiyelde ve indirgenme reaksiyonu -0,06 V anodik potansiyelde pik seklinde
gorulmektedir. Sadece GAMNP igeren sispansiyonun CV’si incelendiginde herhangi
bir pik elde edilememistir. Saf Hb’i iceren c¢ozeltinin CV’si incelendiginde ise,
Ag/AgCI standart elektroduna karsi -0,468 V katodik potansiyelde pik ve -0,06 V
anodik potansiyelde pik gozlenmistir. GAMNP-Hb’ye ait voltogram Sekil 8 ve 86’da

verilmistir.
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Sekil 85. Glutaraldehit kapli manyetik nanopartikillerin siklik voltogrami
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Sekil 86. Siklik voltogramlar (= saf Hb, — glutaraldehit kapli manyetik nanopartikillere baglanmis
Hb, —= glutaraldehit kapli manyetik nanopartikdller)
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ICP-OES o6l¢lim sonuglarina gére GAMNP-Hb’de mevcut Fe atomlari miktari
%40,397°dir. Buna paralel olarak azot-protein tayin cihazi (Kjeldahl metodu) ile yapilan
Olcuime gore % 5,578 azot bulunmaktadir. Yine ayn: metoda gore yapilan élgime gore
bu azotun %0,4554°0 destek malzemesinden gelmektedir. Farki alindiginda
hemoglobinden kaynakli N miktar1 %5,1226

Nanopartikil basina disen Hb miktar: hesaplanmasi:

a=b=c=839A

a.b.c=590,5 A =590,5.10% cm™ (10° A= 1 cm)

Her bir magnetit birim hiicresi kenar uzunlugu 8,39 A olduguna gére bir
hicrenin hacmi a.b.c formiiliinden 590,5 A’a, o da 590,5x10%* cm*’e denk gelir.

Her bir Fe;0, hacmi; 590,5x107* cm®/ 8 = 73,8.10°%* cm’

Her birim hiicrede 8 tane FezO4 birimi bulunur. Buradan Fe;O,4 basina hacim;
73,8.10%* cm*tiir.

1 tane Fe atomu Kiitlesi: 55,84 g / (6,02.10%) = 9,275. 10 g

1 tane O atomu kiitlesi: 16 g / (6,02.10%) = 2,657. 103 g

Her bir birim hiicrede 24 tane Fe ve 32 tane O atomu bulunur. Bu durumda her
bir birim htcrenin kutlesi;

(24.9,275.10% g) + (32. 2,657. 102 g ) = 307,6. 102 g

Deneylerde kullanilan magnetitlerin ortalama boyutu 20 nm olduguna gore, bir
nanopartikilin hacmi;

(4nr*/3) = (4n(10nm)*/3) = 4188 nm® = 4,188. 1078 cm?

20 nm’lik bir partikildeki birim hiicre sayisi;

4,188. 10" cm®/ (590,5.10%* cm™) = 7092 tane birim hiicre

20 nm’lik bir partikuldeki Fe atomu sayist;

24. 7092 = 170208 tane Fe atomu

20 nm’lik bir partikildeki O atomu sayist;
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32. 7092 = 226944 tane O atomu

20 nm’lik bir partikuliin kitlesi;

(170208. 9,275. 102 g) + (226944. 2,657. 102 g) = 2,182.10" g

1 g magnetitte bulunan partikl sayisi ise;

1/ (2,182.10™"" g) = 4,58. 10™° tane partikill

ICP-OES o6l¢lim sonucglarina gére GAMNP-Hb’de mevcut Fe atomlari miktari
%41,242’tir. Buna paralel olarak azot-protein tayin cihazi (Kjeldahl metodu) ile yapilan
Olcuime gore % 4,994 azot bulunmaktadir.

Malzeme icerisindeki Fe3Oy4 kitlesi;

41,2429 Fe. (1 mol Fe/55,84 g Fe). (1 mol Fe304/3 mol Fe). (232 g Fe304/1 mol
FesO4) =57,116 g

100 g malzeme igerisindeki magnetit partikulleri sayisi;

57,116 g/ 2,182.10"" g= 26,178.10"" tanecik

Bir Hb molekilu kutlesi Cag32H4724Ng280840SsFes ve mol kiitlesi 64500 kDa yani
64500 g/mol’dur (19,20).

100 g malzeme igerisindeki Hb molekuli sayist;

4,994 g N. (1 mol N/14 g N). (1 mol Hb/ 828 mol N). (6,02.10?® tane Hb/ 1 mol
Hb)= 2,594.10%° Hb

20 nm’lik Fe304 nanopartikili basina disen Hb sayisi;

(2,594.10%° Hb) / (26,178.10" tanecik)= 99 Hb/nanopartikiil

Teorik olarak bir partiktle baglanabilecek Hb sayisini hesaplamak icin, kiresel
olarak nanopartikiillerin kaplanmis ve modifiye edilmis son halinin yarigap: 19,75 nm
oldugu dustntlurse kiirenin yuzey alani;

4.m.r* = 4. 7. (19,75 nm)? = 4901,7 nm?

Bir Hb molekull boyutlar1 ise 6x5x5 nm’dir (20). Ancak iki Hb molekilinin
molekil merkezleri arasindaki mesafe 6,9 nm’dir (21). Bu durumda baglanmis olan
hemoglobinin partikil Gzerinde temas edecek yiizey alani en fazla bir kip olarak
dustnaldigiinde;

6,9 nm. 6,9 nm = 47,61 nm?

20 nm’lik Fe304 nanopartikili basina disen Hb sayisi teorik olarak;

4901,7 nm?/ 47,61 nm? = 103

Yizde baglanma basarisi;
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(Deneysel olarak baglanan Hb) / (Teorik olarak baglanan Hb) . 100 = (99 / 103) .
100 = % 96,12

Olusturulan deneysel gruplarin toplu nanopartikil boyutlari, Hb baglama

yuzdeleri ve EDX element hesaplamalar: asagida verilmistir (Cizelge 28 ve 29).

Cizelge 28. 4 farkli metodla sentezlenen partikil boyutlar1 ve Hb ytzdeleri

Destek Tutunabilecekmax Tutunan Hb | % tutunan Hb | Tanecik Mnp-Hb tanecik
Hb (tane) (verim) boyutu (nm) | boyutu (nm)
TALMNP 99 45 45,45 21,3 24.2
TEALMNP 111 104 93,69 22,7 27.1
3APGAMNP 98 85 86,73 23,3 25,3
GAMNP 103 99 96,12 24,8 26,2

Cizelge 29. EDX ve Khejdahl metoduna gore sentezlenen komplekslerin elementel yiizedeleri

Destek % Fe % C % Si %N
TALMNP 43,82 13,22 - 2,21
TEALMNP 44,02 11,22 - 1,85
3APGAMNP 44,08 12,36 1,35 1,96

4.2. Sentezlenen komplekslerin endotel hiicre canhhg ve proliferasyonu
Uzerine etkisi

Calismamizda, endotel hiicresi Gzerine uygulanan, saf mnp, saf Hb, GAMNP-Hb
ve 3APGAMNP-Hb komplekslerinin hiicrenin canlilik ve proliferasyonunu artirdigi
saptandi ( p<0,01), (Cizelge 30; Sekil 87).

TEALMNP-Hb ve TALMNP-Hb kompleksi uygulamasi ise, proliferasyon ve
hicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmadi, (Sekil 87).
Hucreler Gzerine uygulanan TEALMNP-Hb kompleksi saf mnp ve 3APGAMNP-Hb
kompleksine gore hiicre proliferasyonunda daha az artisa neden oldu (p<0,05), (Cizelge
30; Sekil 87).
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Cizelge 30. Deneysel gruplarin hiicre proliferasyonu ¢alismasinda elde edilen absorbans degerleri (OD).

Ornekler | N | Minimum | Maksimum | Ortalama | Std. Sapma
Kontrol 8 0,56 0,76 0,63 0,07
Safmnp |8 0,58 1,14 0,86 0,18
Saf Hb 8 0,63 0,95 0,77 0,12
GA 8 0,61 0,90 0,75 0,10
APTES 8 0,62 0,84 0,76 0,07
TEA 8 0,58 0,79 0,69 0,06
TA 8 0,45 1,27 0,75 0,27
Hiicre Proliferasvonn
160
= Kontrol
140 a mmm Saf Mnp
smm Saf Hb
120 - d a2 a e e Gamnp-Hb
b mmm 3Apgamnp-Hb
+00 mmm Tealmnp-Hb
) ] s Talmnp-Hb

B0 4

60 <

40 4

20 4
0

Sekil 87. Deneysel gruplarin hiicre proliferasyonu tizerindeki etkisi. Sonuglar kontrollin yizdesi olarak
gosterilmistir. a: Kontrole gore p<0,05; b: Saf mnp’ye gore p<0,05; ¢: 3SAPGAMNP’ye gore
p<0,05
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4.3. Sentezlenen komplekslerin, antioksidan savunma mekanizmasina etkisi

4.3.1. Saf mnp uygulamasimin antioksidan enzim aktivitesi Uzerine olan

etkisi
Saf mnp uygulamasi CAT (p<0,01), SOD(p<0,05) ve glutatyon peroksidaz
(p<0,01) enzim aktivitesinde kontrole gore anlamli artisa neden oldugu belirlendi (Sekil
88). Her kuyucuga 10 pl saf mnp uygulanmistir. Antioksidan enzim aktiviteleri 8 kez
tekrarlanarak, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve standart sapmalar1 asagida

verilmistir (Cizelge 31).

Cizelge 31. Saf mnp uygulanan 8 tekrarli 6rnegin enzim aktivite degerleri

Ornekler (n=8) KATALAZ SOD(U/mL) GPx (U/l)
(Saf mnp) (mU/mL)
Minimum 17 63 118
Maksimum 66 700 185
Ortalama 45 372 156
Std. Sapma 19 260 24
800
500 [ Kontrol
[ R
400 | {p=0,05)
o
2 -
=
g 200 (p=0.01)
(¥¥]
100 4 (p<0.01)
| [

|Hatala1pr.mer|| SO DasmL) “ GPxjuL) |

Sekil 88. Saf mnp’nin endotel hiicresinin CAT, SOD ve GPX enzim aktivitesi Uzerine etkisi. Barlarda
ortalama aktiviteler islenmistir
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4.3.2. Saf Hb uygulamasimin antioksidan enzim aktivitesi tUzerine olan etkisi
Endotel hicrelerine saf Hb uygulamasi CAT enzim aktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisime neden olmadi. SOD (p<0,001) ve glutatyon peroksidaz
(p<0,01) aktivitesinde ise anlamli bir artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 89). Her
kuyucuga 10 pl saf Hb uygulanmigtir. Antioksidan enzim aktiviteleri 8 kez
tekrarlanarak, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve standart sapmalar1 asagida

verilmistir (Cizelge 32).

Cizelge 32. Saf Hb uygulanan 8 tekrarli 6rnegin enzim aktivite degerleri

Ornekler (n=8) KATALAZ SOD(U/mL) GPx (U/l)
(Saf Hb) (mU/mL)
Minimum 20 200 101
Maksimum 62 563 186
Ortalama 42 356 137
Std. Sapma 17 137 31
400 - {p=<0,05)
=
200 4
E
:
,g 200 (p<0,0%)
= 100

]Katalﬂtmurrﬂ.]H 50Dumy | | GPxu ]

Sekil 89. Saf Hb’nin endotel hiicresinin CAT, SOD ve GPX enzim aktivitesi izerine etkisi. Barlarda
ortalama aktiviteler islenmistir.
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4.3.3. GAMNP-Hb kompleksi uygulamasinin antioksidan enzim aktivitesi

Uzerine olan etkisi

GAMNP-Hb kompleksi uygulamas: her t¢ enzim aktivitesi Uzerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklige neden olmad: (Sekil 90). Her kuyucuga 10 pl GAMNP-
Hb uygulanmistir. Antioksidan enzim aktiviteleri 8 kez tekrarlanarak, ortalama,

minimum, maksimum degerleri ve standart sapmalar1 asagida verilmistir (Cizelge 33).

Cizelge 33. Glutaraldehit kapli manyetik nanopartikiil uygulanan 8 tekrarli 6rnegin enzim aktivite

degerleri
Ornekler (n=8) KATALAZ SOD(U/mL) GPx (U/l)
(GAMNP-Hb) (mU/mL)
Minimum 20 88 25
Maksimum 41 188 76
Ortalama 29 134 53
Std. Sapma 6 37 18

140 B Kontrol
] B GAMDNP-HD

100 4
80 4

-

el

[lﬂlululm'w.1” SO0y “ GPxuL) |

Emim Aktivites i

Sekil 90. GAMNP-Hb’nin endotel hiicresinin CAT, SOD ve GPX enzim aktivitesi (lzerine etkisi.
Barlarda ortalama aktiviteler islenmistir.
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4.3.4. 3APGAMNP-Hb kompleksi uygulamasinin antioksidan enzim
aktivitesi Uzerine olan etkisi
3APGAMNP-Hb uygulamas: endotel hicresinin  CAT ve SOD enzim
aktivitesinde anlamli bir degisiklige neden olmazken, GPX aktivitesini azaltt: (p<0,05),
(Sekil 91). Her kuyucuga 10 ul saf 3BAPGAMNP-Hb uygulanmistir. Antioksidan enzim
aktiviteleri 8 kez tekrarlanarak, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve standart

sapmalari asagida verilmistir (Cizelge 34).

Cizelge 34. 3APGAMNP-Hb uygulanan 8 tekrarl 6rnegin enzim aktivite degerleri

Ornekler (n=8) KATALAZ SOD(U/mL) GPx (U/l)
(3APGAMNP-HDb) (mU/mL)
Minimum 11 113 8
Maksimum 54 188 34
Ortalama 35 134 21
Std. Sapma 13 28 12
40 4 BB Kostral

B 1 APGAMNP-Hb

(p<0,05

- BN .

|Hl'ullum-u.~]| SDmuM||] GPxpn ) I

Enzim Aktivitesi
(=]

Sekil 91. 3APGAMNP-Hb’nin endotel hiicresinin CAT, SOD ve GPX enzim aktivitesi Uzerine etkisi.
Barlarda ortalama aktiviteler islenmistir.
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4.3.5. TEALMNP-Hb kompleksi

aktivitesi Uzerine olan etkisi

Endotel hicreleri Gzerine uygulanan TEALMNP-Hb kompleksi CAT enzim
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden olmadi. SOD (p<0,001) ve
GPX (p<0,01) aktivitesinde ise anlamli bir artisa neden oldugu belirlendi (Sekil 92).
Her kuyucuga 10 pl saf TEALMNP-Hb uygulanmistir. Antioksidan enzim aktiviteleri 8

kez tekrarlanarak, ortalama, minimum, maksimum degerleri ve standart sapmalari

asagida verilmistir (Cizelge 35).

uygulamasinin  antioksidan

Cizelge 35. TEALMNP-Hb uygulanan 8 tekrarli érnegin enzim aktivite degerleri

Sekil 92. TEALMNP-Hb’in endotel hiicresinin CAT, SOD ve GPX enzim aktivitesi Uzerine etkisi.
Barlarda ortalama aktiviteler islenmistir.

Entim Aktivitesi
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Ornekler (n=8) KATALAZ SOD(U/mL) GPx (U/)
(TEALMNP-Hb) (mU/mL)
Minimum 20 200 93
Maksimum 66 600 193
Ortalama 44 358 142
Std. Sapma 17 150 35
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4.3.6. TALMNP-Hb kompleksi uygulamasinin antioksidan enzim aktivitesi

Uzerine olan etkisi
CGalismamizda, endotel hucreleri Gizerine TALMNP-Hb kompleksi uygulamasinin
CAT ve SOD enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden olmad:
ancak GPX aktivitesini anlamli olarak artird: (p<0,01), (Sekil 93). Her kuyucuga 10 pl
saf TALMNP-Hb uygulanmistir. Antioksidan enzim aktiviteleri 8 kez tekrarlanarak,

ortalama, minimum, maksimum degerleri ve standart sapmalari asagida verilmistir

(Cizelge 36).

Cizelge 36. TALMNP-Hb uygulanan 8 tekrarl: 6rnegin enzim aktivite degerleri

Ornekler KATALAZ SOD(U/mL) GPx (U/)
(TALMNP-Hb) (mU/mL)
Minimum 26 75 126
Maksimum 73 168 206
Ortalama 47 121 181
Std. Sapma 18 37 35
% (p<0.01)
= Koatrol

B TALAND-Hb

]
L+ ]

Enzim Aktis iite
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Sekil 93. TALMNP-Hb’nin endotel hiicresinin CAT, SOD ve GPX enzim aktivitesi (zerine etKkisi.
Barlarda ortalama aktiviteler islenmistir.
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5. TARTISMA

5. 1. Manyetik nanopartikul sentezi ve gesitli ara kollar ile modifikasyonu

Calismamizda temel hedefimiz acil kanamali durumlarda kullanilabilecek raf
Omrd uzun, antijen bulundurmayan ve nanoboyutlarda bir biyomalzeme
gelistirilmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda, Hb molekillerinin immobilize edilecegi
nanoboyutlarda magnetitlerin sentezlenmesi yapilmis ve kati destek olarak kullanilan

mangnetitlerin immobilizasyon sonrasi karakterizasyonlari belirlenmistir.

5.1.1. Demir (11, 111) oksit (Magnetit, Fe3O,) sentezi

Manyetik nanopartikillerin sentezi icin demirin FeSO, ve FeCl; tuzlan
kullanildi. Baslangicta bu tuz karisimlarinin renkleri sari iken NaOH eklenmesi ile
birlikte siyah renkli manyetik nanopartikuller olustu. Olusan manyetik nanopartikllerin
manyetik ozellikleri mikanatis ile test edildiginde, manyetik Ozellik tasidig:
g6zlemlendi. Elde edilen mnp; FT-IR, XRD, SEM ve C-TEM gibi gesitli spektroskopik
tekniklerle analiz edildi. Mnp’nin FT-IR spektrumu incelendiginde 3000-3450 cm™’de
O-H titresiminin oldugu belirlendi. Mnp’nin kimyasal formuli Fe;O,4 olmasina karsin
Tang ve arkadaslart mnp yizeyinin bir OH tabakas ile kaplandigin: bildirmislerdir. Bu
O-H piki mnp ylzeyindeki OH tabakasindan kaynaklanmaktadir (71). Karakteristik Fe-
O gerilme piki 584 cm™de gézlenmistir (75,97)

Mnp’nin XRD spektrumu incelendiginde Fe3O4’e ait 220, 311, 400, 422, 511 ve
440 karakteristik pikleri gozlenmistir (71,75). Bu piklerden yola ¢ikarak Fe;O4 kristal
Orgusinin spinel yapida oldugu sonucuna varilmistir (71). Bu kristal yap: genellikle
manyetik yapilarin kristal 6rglsu olarak karsilagilmaktadir. Partikiil boyutu Debye-
Scherrer esitliginden hesaplanmistir (97,100) . Boyut igin temel pik olan 311 pikinin
verileri kullanilmistir. Buna gore tanecik boyutu 20 nm olarak hesaplanmustir.

Mnp’nin C-TEM gorintuileri incelendiginde boyutlarin XRD sonuglari uyumlu
sekilde 10-50 nm araliginda oldugu ancak Fe3O, manyetik nanopartikullerinin
topaklanarak gercekten ¢ok daha buyuk boyutlara ulastigi gorilmektedir. Literattrlerde
de rastlandigit gibi  manyetik nanopartiktller kaplama yapilmadan 0Once
topaklanmaktadir (76,77). C-TEM goruntulerinden, her bir partikil kimesinin
boyutunun 100-250 nm araliginda oldugu gorilmektedir. 50 nm’den daha kigik
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boyuttaki manyetik nanopartikillere siiperparamanyetik partikil denilir (97,100). Buna
gore, C-TEM ve XRD sonuglarindan yola cikilarak, deneylerimizde elde edilen
manyetik nanopartikillerin superparamanyetik 6zellikte oldugu sonucuna varilmistir
(78). C-TEM goruntilerinden manyetik nanopartikillerin kuresel morfolojide oldugu

acikca gorilmektedir.

5.1.2. Magnetitin tartarik asit ile kaplanmasi, modifikasyonu ve hemoglobin

baglanmasi

Manyetik nanopartikullerin tartarik asit ile kaplanmas: asamasinda elde edilen
tartarik asit kapli manyetik nanopartikiillerin (TAMNP) karakterizasyonunda FT-IR
spektrumunda beklenen bazi pikler vardir. Bu pikler tartarik asitten kaynakli C=0 c¢ift
bagi, alifatik C-H titresim pikleri ve O-H gerilme pikidir. FT-IR spektrumu
incelendiginde 3000-3300 cm™‘de O-H titresim pikleri gozlenmistir. Bu pik tartarik
asidin karboksilik asit grubundaki O-H piki olmasina karsin Fe;O, etrafindaki OH
tabakasindan da kaynaklanmaktadir (71). Ancak TAMNP spektrumunda olusan O-H
piki belirgindir. FT-IR spektrumunda ¢ikmasi beklenen temel piklerden biri de C=0
grubuna ait piklerdir. Fonksiyonel grup bdlgesinde 1595 cm™’de gozlenmistir. Hem OH
hem de C=0 piklerinin varhgi, yapidaki karboksilik asidi isaret eder. Tartarik asitten
kaynakli diger bir pik ise alifatik C-H titresim pikleridir. Mnp’den farkl olarak 1084
cm™de C-H gerilme piki ¢cikmistir. Mnp’de oldugu gibi Fe-O gerilme piki 602 cm™’de
cikmistir (71,75,76). Bu mnp ile karsilastiginda daha ylksek bir dalga frekansinda
gorulmustir. Bu etkinin nedeni tartarik asidin baglanmas: ile olusan Fe-O-C(=0)-R
yapisinda Kkarboksilat grubunun elektrofil olmasi yani elektron cekici olmasidir.
Elektrofil 6zelligi oksijendeki elektron yogunlugunun azalmasina bu da Fe-O baginin
kisalmasina neden olur. Bag kisaldikga bagin uyarilmas: icin gereken enerjinin
artmasina neden olur. Enerjinin artmas: dalga boyunu azaltir bu da frekans ile ters
orantili oldugundan frekans artar (42). Mnp ve TAMNP’nin FT-IR spektrumlari
incelendiginde bu etki gorulmektedir.

TAMNP’nin XRD spektrumu incelendiginde Fe;O4’e ait 220, 311, 400, 422,
511 ve 440 Karakteristik pikleri gozlenmistir (71,74,75). Bu veriler kaplanma
sonrasinda Fe3O, kristalinin spinel 6rglsunii korudugunu gostermistir (75). XRD

piklerinde saga dogru bir kayma oldugu gortlmastir. Genel olarak XRD piklerinin saga
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dogru kaymasinin iki nedeni bulunmaktadir. Bunlardan ilki katt materyaller arasindaki
kalint1 stresin azalmis olmasidir. Diger bir etki ise kristal 6rgi icerisinde bulunan
atomlarin birbirine gére konumlarinin degismis olmas: ve standart kristal icerisindeki
atomlarin bag wuzunluklari, acilari gibi parametrelerin degismesidir. Manyetik
nanopartikillerde kaplama sonrast temel piklerindeki kaymalar kristal orgiideki
atomlarin konumlarinin degismesinden kaynaklanmaktadir (79). Bu bilgilerden yola
cikilarak manyetik nanopartikuller arasinda mnp’nin kristal 6rglsinin yizey kaplama
islemi sirasinda hi¢ bozulmadan kaldigi sOylenebilir. Partikil boyutu Debye-Scherrer
esitliginden hesaplanmistir (98). Boyut igin temel pik olan 311 pikinin verileri
kullanilmigtir. Buna gore tanecik boyutu 21,1 nm olarak hesaplanmistur.

TAMNP’nin  C-TEM gorantileri  incelendiginde mnp’den farkli olarak
topaklanmanin ¢ok azaldigi ve tanecik boyutun XRD’den elde edilen verilerle uyumlu
oldugu gorulmektedir. XRD piklerinin saga dogru kaymis olmasi topaklanmadaki azalis
oldugunu desteklemektedir. Tartarik asit kaplamasinin karboksilik asit gruplarinin
birbirlerini itme egilimlerinden dolayr manyetik nanopartikillerde topaklanma kaplama
olmayan manyetik nanopartikillerden daha azdir. C-TEM ve XRD’den elde edilen
tanecik boyutu verileri ele alindiginda, partikdllerin kritik boyut olan 50 nm’den kiiglk
oldugu ve siperparamanyetik 6zelligini korudugu soylenebilir. Bu veriler manyetik
nanopartikullerin kaplama sonrasi geometrik seklini korudugunu gostermektedir. C-
TEM goruntulerinden nanopartikillerin  boyutlari ve kaplama kalinliklarinin esit
olmadigi goérilmektedir.

TAMNP’ye ait SEM goruntileri incelendiginde topaklanmanin azaldigi, XRD
ve C-TEM verileri ile uyumlu sekilde boyutlarin 50 nm’den kigik oldugu
belirlenmistir. EDX verilerinden kaplama miktar: yiizdesel olarak bulunmustur ve buna
gore 1,7x10°° mol tartarik asit/g mnp kaplama gerceklesmistir.

TAMNP’ye ait tim spektroskopik veriler incelendiginde manyetik
nanopartikullerin tartarik asitle kaplandig: agik bir sekilde goriilmektedir.

Tartarik asit kapli manyetik nanopartikillerin NaBH, ile yiizey modifikasyonu
asamasinda kullanilan indirgenme ajan1 kuvvetli bir indirgen olup karboksilik asitlerin
alkol basamagina kadar indirgenmesinde kullanilir. Calismada, NaBH, tartarik asit
kapli manyetik nanopartikillerin  karboksilik asit grubunun indirgenmesinde
kullanilmistir. Elde edilen alkol kapli manyetik nanopartikillerin (TACMNP), FT-IR
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sonuglart incelendiginde alkol gruplarina ait O-H titresim piklerinin beklendigi gibi
3000-3650 cm™*de ciktig1 gorillmiistiir. Parmak izi bolgesinde de yine O-H bagi 1409
cm™*de ¢cikmistir. Mnp ve TAMNP’de oldugu gibi Fe-O piki 588 cm™’de gdzlenmistir.
C=0 gerilme piki TAMNP’de oldugu gibi 1646 cm™’de gozlenmistir (71,75,80). Ancak
TAMNP’ye gore daha zayif ve daha yiiksek dalga sayisinda gérinmektedir. Bunun
nedeni fonksiyonel grup degisimleri sonucu karboksilik asidin kendisinden daha az
elektrofil Ozelligi olan alkole indirgenmesidir. Elektrofil 6zelligin azalmasi Fe-O-
C(=0)-R yapisindaki oksijen atomu tzerindeki elektron yogunlugunun artmasina neden
olur. Bu da bagin uzamasi dolayisiyla bagin uyarilmasi igin gereken enerjinin azalmasi
anlamna gelir. Enerjinin azalmasi da dalga boyunu artirip dalga sayisini azaltir (42,81).
Bu etki FT-IR spekrumundan agikca gorulebilmektedir. TAMNP’ye ait Fe-O piki 602
cm™’de gozlenirken TACMNP’nin Fe-O piki 588 cm™’de gozlenmistir. TACMNP
spektrumunda 1646 cm™de gozlenen C=0 piki, Fe-O-C(=0)-R yapisinda olusan
esterdeki C=0 bagindaki titresim pikleridir. 1083 cm™’de TACMNP’ye ait alifatik C-H
gruplart TAMNP’den daha yuksek dalga sayisinda ve daha kuvvetli g6zlenmistir.

Alkol kaplt manyetik nanopartikillerin XRD spektrumu incelendiginde digerleri
ile benzer sekilde Fe;O4’e ait 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik pikleri
gOzlenmistir. Tartarik asit kapli manyetik nanopartikullerin XRD sonuglart ile
karsilastirildiginda piklerin genel olarak saga kaydigi soylenebilir. Bunun nedeninin
kristal 6rgu icerisindeki atomlarin ytzey modifikasyonu ile birlikte birbirleri arasindaki
baglarinin ve konumlarinin degismesinden kaynaklanmaktadir. XRD verileri, manyetik
nanopartikullerin kristal 6rgusuniin spinel yapisinda kaldigint gostermistir (71).
Mnp’nin kristal 0Orgusiinin yiizey kaplama ve modifikasyon islemleri sirasinda
bozulmadan kaldig1 sdylenebilir (98,99). Partikul boyutu Debye-Scherrer esitliginden
hesaplanmistir. Boyut i¢in temel pik olan 311 pikinin verileri kullanilmistir. Buna gore
tanecik boyutu 21,3 nm olarak hesaplanmstur.

TACMNP’ye ait tum spektroskopik veriler incelendiginde tartarik asit kapl
manyetik nanopartikillerin tartarik asit grubunun alkole indirgendigi acik bir sekilde
gorilmektedir.

Tartarik asit kapli manyetik nanopartikullerden elde edilen alkol kapli manyetik
nanopartikullere (TALMNP) Hb baglanmasi icin fonksiyonel grup degisimi ile alkol

gruplarinin aldehit ve ketonlara yikseltgenmesi gerekir. Ancak burada dikkat edilmesi
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gereken husus primer alkol grubunun aldehit yerine karboksilik aside yiikseltgenmesini
engellemektir. Bu nedenle kullanilacak olan yiikseltgenme ajaninin iyi segilmesi
gerekir. Bunun igin gerekli olan yukseltgenme ajan: olarak piridinyum kloro kromattir
(PCC) kullaniimistir. PCC, 1liml sartlarda primer alkollerin aldehitlere ve sekonder
alkollerin ketonlara yukseltgenmesini saglar (73). TACMNP’de biri primer, ikisi
sekonder olmak Gzere Ug¢ adet alkol grubu mevcuttur. TACMNP’nin PCC ile muamelesi
sonucu primer alkol grubu aldehite ve sekonder alkol gruplari ise ketonlara
donusmustdr. Elde edilen aldehit ve keton kapli manyetik nanopartikillerin (TALMNP)
FT-IR spektrumu incelendiginde digerleri ile benzer sekilde alkol gruplarina ait O-H
titresim piklerinin beklendigi gibi 3000-3650 cm™’de ¢iktigi gorilmustir. Parmak izi
bélgesinde de yine O-H bagi 1403 cm™ de ¢ikmustir. Ancak bu iki pik de TACMNP’nin
OH pikine gore daha zayif bir piktir. Bu pikteki zayiflama alkol gruplarinin
yukseltgenmesinden kaynaklanmaktadir. Mnp, TAMNP ve TACMNP’de oldugu gibi
Fe-O piki 587 cm™de gozlenmistir. Bu pik, TACMNP’ye gore daha dusiik dalga
sayisinda gorunmektedir. Dalga sayilarindaki (frekans) bu azalmanin nedeni
fonksiyonel grup degisimleridir. Yukseltgenme sonucu alkol gruplari kendinden daha
elektrofil olan keton ve aldehitlere yukseltgenmistir. Elektrofil 6zellik arttigindan Fe-O-
C(=0)-R yapisindaki oksijen atomu Gzerindeki elektron yogunlugu azalir. Bu da Fe-O
baginin kisalmasina neden olur. Bagin kisalmasi enerjinin artmasina dolayisiyla dalga
sayisinin azalmasina neden olur (42,81). Nitekim TACMNP’de Fe-O piki 588 cm™’de
gozlenirken TALMNP’de 587 cm™’de gdzlenmistir. Yeni olusan aldehit ve keton
yapisindan beklendigi gibi C=0 piki, 1627 cm™’de g6zlenmistir.

TALMNP’nin C-TEM goruntuleri incelendiginde topaklanmanin az oldugu ve
tanecik boyutunun XRD’den elde edilen verilerle uyumlu oldugu goralmustdr.
Goruntulerden yola ¢ikarak, neredeyse her bir nanopartikulin tek basina bulundugu
topaklanan partikillerin  de yaklasik olarak 50-200 nm boyutlarinda kimeler
olusturdugu C-TEM gorintilerinden gorilmektedir.

TALMNP’ye ait SEM gorunttleri incelendiginde manyetik nanopartikillerin
yuzey modifikasyonlar: sonucunda kiresel yapisint hala korudugu ve partikillerin ¢ok
az topaklandigi ve elde edilen partikul kiimelerinin C-TEM goruntdleri ile uyumlu
sekilde 50-200 nm araliginda oldugu sonucuna varilmigtir. C-TEM verileri ile uyumlu
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sekilde boyutlarin ortalama olarak 38.2 nm oldugu belirlenmistir. EDX verilerinden
kaplanan tartarik asidin modifiye oldugu anlasilmaktadir.

TACMNP’ye ait tim spektroskopik ve analitik veriler incelendiginde alkol kapl
manyetik nanopartikullerin alkol gruplarinin, aldehit ve keton gruplarina yikseltgeme
isleminin gerceklestirildigi acik bir sekilde gorulmektedir.

Manyetik nanopartikillere tartarik asit baglanmasi ve modifikasyonlari sonucu
elde edilen aldehit gruplarina (TALMNP), Hb baglanmistir. Aldehit gruplarina
baglanan hemoglobinler, yapilarinda bulunan aldehit gruplar: ile Hb zincirlerindeki
asparajin, glutamin, lisin ve arjinin aminoasitlerindeki amin (-NH,) gruplarina, Schiff
bazi (C=N) olusturarak baglanmaktadir. Elde edilen manyetik nanopartikil destekli
hemoglobinlerin (TALMNP-Hb) FT-IR spektrumu incelendiginde baglandig: destekten
tamamen farkli bir spektrum elde edildigi gorilmektedir. FT-IR spektrumu
incelendiginde, literatiirde karsilasilan ve saf hemoglobinlerden elde edilen FT-IR
spektrumu ile benzer oldugu gorilmiistir (82). 3000-3600 cm™’de gdzlenen yayvan ve
siddetli pik yapidaki O-H gruplarinin varlhigini gostermektedir. Bu OH pikleri Hb
molekilindeki alkol gruplarindan  kaynaklandigi  distndlmektedir.  Bu  pik
hemoglobinin baglandig1 destek malzemesindeki OH gerilme pikinden ¢ok daha siddetli
ve yayvandir. Bu da karboksilik asit varligindan kaynaklanmaktadir. 3050-3100 cm™de
go6zlenen pik, fenilalanin, triptofan, trosin ve histidinden kaynakl: aromatik halkanin C-
H titresim pikidir. 584 cm™’de gézlenen pik digerlerinde oldugu gibi Fe-O titresiminden
kaynaklanan piktir. 2922 cm™’de Hb ve destek malzemesinden kaynaklanan alifatik C-
H titresim pikleri beklendigi gibi gbzlenmistir. Hemoglobinleri olusturan aminoasitlerin
yapisindan kaynaklanan temel gruplardan biri olan karboksilik asitteki C=0 grubu 1644
cm™de gdzlenmisti. OH ve C=O bagimin her ikisi birden bulunmas: yapida
karboksilik asidi dolayisiyla Hb varligint gostermektedir (98). Hb, destek malzemesine
Schiff bazi yani C=N bag1 olusturarak baglanmaktadir. Bunun yani sira Hb
molekdllerinin merkezinde bulunan hem gruplarinin yapisinda da yine C=N bagi
bulunmaktadir. C=N bag:1 1531 cm™de kuvvetli bir pik seklinde gdzlenmistir. Bu
verilerden yola c¢ikarak Hb molekilinin manyetik nanopartikullere baglandig:
sOylenebilir.

Manyetik nanopartikillere tartarik asit baglanmasi ve modifikasyonlari sonucu

elde edilen aldehit gruplarina (TALMNP), Hb baglanmasiyla elde edilen malzemenin
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hemen sonrasindaki UV-Vis spektrumu incelendiginde 539,72 ve 577,18 nm’de iki
karakteristik pik vermistir. Bu pikler incelendiginde hemoglobinin oksihemoglobin
formunda oldugu sdylenebilir (38). Bu pikler oksihemoglobin 540,37 ve 578,47 nm’de
iki karakteristik piki ile Ortustr. Bu da hemoglobinin baglandiktan sonra islevini
kaybetmedigini goOstermektedir. Baglanmadan 3 hafta sonra yapilan UV-Vis
Olglimlerinde elde edilen spektrum incelendiginde aynmi vyerlerde pikler verdigi
gozlenmistir. Ancak baglanmamis haldeki hemoglobinin 3 hafta sonundaki spektrumu
incelendiginde ise bu iki pikin kayboldugu ve methemoglobin ile ayn1 sekilde spektrum
verdigi gorulmistir. Bu da manyetik nanopartikile Hb baglanmasinin stabiliteyi
artirdigi soylenebilir.

Hb baglanmis manyetik nanopartikillerin XRD spektrumu incelendiginde
digerleri ile benzer sekilde Fe;O4’e ait 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik
pikleri gozlenmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak manyetik nanopartikiillerin kristal
orgisunun spinel yapida kaldigi séylenebilir (71). Mnp’nin kristal 6rgustinin yizey
kaplama, modifikasyon ve baglanma islemleri sirasinda bozulmadan kaldig:
sOylenebilir. Partikul boyutu temel pik olan 311 pikinin verileri kullanilarak Debye-
Scherrer esitliginden hesaplanmistir. Buna gore tanecik boyutu 24,2 nm olarak
hesaplanmastir.

TALMNP-Hb’nin C-TEM gdrintileri incelendiginde tanecik boyutunun
XRD’den elde edilen verilerle uyumlu oldugu gorilmustir. Destek malzemesi ve Hb
baglanmis nanopartikullerin C-TEM gorintlleri karsilastirildiginda Hb varligi net bir
sekilde gorilmektedir. Hemoglobinin baglanmasindan sonra destek malzemesine
nazaran topaklanma oldugu ancak bu topaklanan partikullerin de yaklasik olarak 50-200
nm boyutlarinda kiimeler olusturdugu C-TEM gorunttlerinden gérilmektedir. Her bir
nanopartikilun etrafindaki organik tabakanin kalinhigindaki farkliliktan yola ¢ikarak,
her nanopartikile esit sayida Hb baglanmadig: séylenebilir.

TALMNP-Hb’nin SEM goriuntulerinden, hemoglobinlerin destek malzemesine
baglandig1 net bir sekilde gortlmektedir. Baglanma sonucunda kiresel yapida ancak
daha hacimli Hb kapli manyetik nanopartikillerin varligi gorilmektedir. TALMNP ve
TALMNP-Hb’ye ait EDX verileri karsilastirildiginda elementel analiz sonuglarindaki C
atomu miktarindaki fark hemoglobinden kaynaklandigi ve TALMNP’de daha 6énce var

olmayan ve aminoasitlerin temel gruplardan biri olan amin grubundan kaynaklanan N
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atomunun verilerinin elde edilmesinden yola c¢ikilarak, destek malzemesine
hemoglobinlerin baglandig: sonucuna varilmstir.

TALMNP-Hb’nin siklik voltogram pH 7,4 fosfat tamponunda 3mg TALMNP-
Hb/10 mL fosfat ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmis olan siispansiyonda, 100 mV.s™
tarama hizinda gergeklestirilmistir. Olgtimler ayni ¢ozelti icerisinde 3 dongu tekrar
olacak sekilde gerceklestirilmistir. ~ Siklik voltogram  6lgumlerin  sonuglar
incelendiginde, voltogramlarda hemoglobinin hem gruplarinin merkezinde bulunan
demir atomunun Fe(lll)/Fe(ll) indirgenme ve yikseltgenme reaksiyonlar
gorulmektedir. Hb oksijen alarak Ag/AgCl standart elektroduna kars1 -0,418 V katodik
potansiyelde pik vermistir. Hemoglobinin aldig: oksijenleri vererek -0,145 V anodik
potansiyelde pik vermistir. Buna goére anodik ve katodik pil potansiyelleri arasindaki
fark 0,273 V’tur, bu da hizlh bir elektron transferi oldugunu gdstermektedir (83,84).
Anodik ve katodik yar1 pil potansiyellerinin ortalamas: olan formal potansiyel -0,2815
V’tur (84). Anodik ve katodik pikler neredeyse simetrik ve esit akima sahiptir. Buradan
yola cikarak, hemoglobinlerin negatif tarama sirasinda elektron alarak indirgendigi ve
pozitif tarama yapildiginda verdigi kadar potansiyeli geri alarak tamamen
yukseltgendigi soylenebilir (83). Yapilan tekrar ¢alismalarinda, voltogramlarin Ust dste
cakistigi ve buradan yola cikarak beklenilen indirgenme yukseltgenme reaksiyonun,
hemoglobinin yapisinda hi¢ degisim yaratmadan suregeldigini gostermektedir. Sadece
destek malzemesini (TALMNP) iceren sispansiyonun CV’si incelendiginde herhangi
bir pik elde edilmedigi gorulmektedir. Bu da destek malzemesinde redoks tepkimesinin
gerceklesmedigini gostermektedir. Sadece hemoglobini iceren ¢ozeltinin CV’si
incelendiginde Ag/AgCl standart elektroduna kars1 -0,468 V katodik potansiyelde pik
ve -0,06 V anodik potansiyelde pik gozlenmistir. TALMNP-Hb’nin anodik ve katodik
potansiyeli pikleri hemoglobinden elde edilen piklerden daha yuksektir. Bu,
immobilizasyon sonrasi hemoglobinin neredeyse hi¢c degismeden kaldigr hatta
TALMNP’ye baglanmis olan Hb sayisinin ayni hacimdeki saf hemoglobin ¢ozeltisinden
daha fazla Hb molekull icerdigi soylenebilir (83).

TALMNP-Hb’ye ait tim spektroskopik veriler incelendiginde tartarik asitten
yola cikilarak elde edilmis aldehit kapli manyetik nanopartikillere Hb molekillerinin

baglandigi sdylenebilir.
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Teorik olarak partikil basina disen Hb sayisi, Hb molekulleri kiibik olarak
distinuldigiinde ve molekiller arasinda herhangi bir sterik engelin olmadig ideal
sartlar icin gecerli bir durumdur. 99 Hb molekullnin bir partikile baglanmasi
durumunda, partikdl yiizeyi oldugu gibi hemoglobinle kaplanmis olur. Bu durumda
oksijen tasima gorevi sinirlanmig olabilir. Cunki ilk oksijen atomunun baglanmasiyla
molekil donme hareketi yaparak diger oksijenlerin baglanmasini katalizler. Hareketin

sinirlandirilmasi bu olayr engelleyebilir.

5.1.3. Magnetitin trietanolamin ile kaplanmasi, modifikasyonu ve

hemoglobin baglanmasi

Manyetik nanopartikdllerin trietanolamin ile kaplanmasi asamasinda elde edilen
trietanolamin kapl: manyetik nanopartikillerin (TEAMNP) karakterizasyonunda FT-IR
spektrumundan bazi karakteristik piklerin gdzlenmesi beklenmektedir. Bu pikler
trietanolaminden kaynakl alifatik C-H titresim pikleri ve O-H gerilme pikidir. FT-IR
spektrumu incelendiginde 3000-3650 cm™‘de O-H titresim pikleri gozlenmistir. Bu pik,
manyetik nanopartikiller Gzerine kaplanmis olan trietanolamine ait serbest iki adet alkol
grubundaki O-H piki olmasina karsin Fe;O, etrafindaki OH tabakasindan da
kaynaklanmaktadir (71, 101). Ancak TEAMNP spektrumunda olusan O-H piki daha
genis ve belirgindir. Mnp’de oldugu gibi Fe-O gerilme piki 590 cm™de ¢ikmistir
(71,75,76). Bu mnp ile karsilastiginda daha ylksek bir frekansta goralmustir. Bu
etkinin nedeni trietanolaminin baglanmasi ile olusan Fe-O-R yapisinda baglanmis olan
trietanol amindeki OH grubunun elektron gekici grup olmasidir. Elektron gekici grubun
varligi oksijen atomu Gzerindeki elektron yogunlugunun azalmasina neden olur.
Boylece Fe-O bagi kisalir ve bag kisaldik¢a bagin uyarilmas: igin gereken enerjinin
artmasina neden olur. Enerjinin artmas: dalga boyunu azaltir, dalga boyu ile frekans ters
orantili oldugundan frekans artar (42,80). Mnp ve TEAMNP’nin FT-IR spektrumlari
incelendiginde bu etki gorulmektedir.

TEAMNP’ye ait XRD spektrumu incelendiginde FesO,4’e ait 220, 311, 400, 422,
511 ve 440 karakteristik pikleri g6zlenmistir. Bu verilerden yararlanarak Fe;O, kristal
Orgusinin spinel yapida kaldigi sonucuna varilmistir (71,74,75). Tartarik asit ile
kaplamada oldugu gibi manyetik nanopartikillerin trietanolamin ile kaplanmasi sonrasi

temel piklerindeki kaymalar kristal 6rgideki atomlarin konumlarinin, acilarinin ve
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aralarindaki etkilesimlerin degismesinden kaynaklanmaktadir (79). Bu bilgilerden yola
cikilarak manyetik nanopartikillerin trietanolamin ile kaplandigini ve mnp’nin kristal
6rgusiniin yizey kaplama islemi sirasinda hi¢ bozulmadan kaldigi s6ylenebilir. Tanecik
boyutu Debye-Scherrer esitliginden hesaplanmistir (101). Boyut igin temel pik olan 311
pikinin verileri kullaniimigtir. Buna gore tanecik boyutu 22,6 nm olarak hesaplanmstir.

TEAMNP’nin  C-TEM gdrintileri incelendiginde mnp’den farkli olarak
topaklanmanin azaldig: ve tanecik boyutun XRD’den elde edilen verilerle uyumlu
oldugu gorulmustir. Trietanolamin kaplamasindaki alkol gruplarinin birbirlerini itme
egilimlerinden dolayr manyetik nanopartikillerde topaklanma azalmistir. XRD piklerin
saga dogru kaymas: seklindeki degisimler de, mnp’nin ylzeyinin kaplandigin1 ve
topaklanmanin azaldigini géstermektedir. C-TEM ve XRD’den elde edilen veriler
incelendiginde, partikullerin, sperparamanyetiklik igin kritik boyut olan 50 nm’den
kicik oldugu ve superparamanyetik 06zelligini korudugu soOylenebilir. Bu veriler
manyetik nanopartikillerin kaplama sonrasi geometrik seklini korudugunu ve hala
spinel geometride oldugunu géstermektedir. C-TEM goriintilerinden, nanopartikillerin
boyutlart ve kaplama kalinliklarinin farkli oldugu gorilmektedir. Bu manyetik
nanopartikillerin kullanilabilirlikleri agisindan biylik avantaj saglamaktadir.

TEAMNP’nin SEM goruntilerinden, kaplama sonucunda nanopartikullerin
kiresel yapisinin bozulmadigi ve topaklanmanin ¢ok az oldugu goérilmektedir.
Topaklanan her bir kimenin vyaklasik olarak 20-200 nm arahginda oldugu
gorilmektedir. EDX verilerinden manyetik nanopartikillerin trietanol amin ile
kaplandig1 sonucuna variimistir. EDX verilerinden, 3,3x10™* mol trietanol amin/1 g mnp
olacak sekilde kaplamanin gerceklestigi séylenebilir.

TEAMNP’ye ait tim spektroskopik veriler incelendiginde manyetik
nanopartikillerin trietanolamin kaplandig: acik bir sekilde gortlmektedir.

Trietanolamin ~ kapli  manyetik  nanopartikillerin ~ (TEAMNP)  Hb
immobilizasyonu icin aldehit veya keton gruplari icermesi gerekmektedir. Cunk
manyetik nanopartikillere immobilizasyon islemi, Fe;O, yizeyindeki aldehit veya
keton grubu ile hemoglobindeki primer amin gruplarinin Schiff bazi (azometin)
olusturarak baglanmasi sonucu gerceklesir. Bu nedenle manyetik nanopartikiil
yuzeyinde fonksiyonel grup degisimi ile alkol gruplarinin aldehit yikseltgenmesi

gerekir. Primer alkol gruplarinin aldehit yerine karboksilik aside yulkseltgenmesini
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engellemek icin yikseltgenme ajani olarak PCC kullanilmistir. TEAMNP’de iki adet
primer alkol grubu mevcuttur ve TEAMNP’nin PCC ile muamelesi sonucu primer alkol
gruplar: aldehite yikseltgenmistir. Elde edilen aldehit manyetik nanopartikillerin
(TEALMNP) FT-IR spektrumu incelendiginde 3000-3650 cm™’de O-H titresim pikleri
cikmustir. Parmak izi bolgesinde de yine O-H gerilme piki 1403 cm™de ¢ikmustir. Bu
iki pik de mnp etrafinda olusan OH tabakasindan kaynaklanmaktadir. Ancak bu iki pik
de TEAMNP’nin OH pikine gore daha zayif piklerdir. Bu pikteki zayiflama alkol
gruplarinin yikseltgenmesinden kaynaklanmaktadir. Mnp, TEAMNP’de oldugu gibi
Fe-O piki 588 cm™’de g6zlenmistir. Fe-O titresim piki TEAMNP’e gére daha diisik
dalga sayisinda gérinmektedir (71,75,76). Dalga sayilarindaki (frekans) bu azalmanin
nedeni fonksiyonel grup degisimleridir. Yikseltgenme sonucu alkol gruplar: kendinden
daha elektrofil olan aldehitlere yukseltgenmistir. Elektrofil 6zellik arttigindan Fe-O-R-
C=0 yapisindaki oksijen atomu Uzerindeki elektron yogunlugu azalir. Bu da Fe-O
baginin kisalmasina neden olur. Bagin kisalmasi enerjinin artmasina dolayisiyla dalga
sayisinin azalmasina neden olur (42,80,85,86). Nitekim TEAMNP’de Fe-O bagi 590
cm™’de gozlenirken, TEALMNP’de 588 cm™’de gdzlenmistir. Yeni olusan aldehit
yapisindan beklendigi gibi C=0 piki, 1630 cm™’de g6zlenmistir (71).

Aldehit kapli manyetik nanopartikillerin (TEALMNP) XRD spektrumu
incelendiginde beklendigi gibi Fe;O4’e ait 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik
pikleri gozlenmistir (38,71,75,76). Elde edilen temel pikler Fe;O,4 kristal 6rgisunin
spinel yapida kaldigini ve bozulmadigini goéstermektedir. TEAMNP’nin yilizey
morfolojisinin modifikasyon islemleri sirasinda hi¢ bozulmadan kaldigi sonucuna
varilabilir. Yuzey modifikasyonu sonrasinda temel piklerde saga dogru kaymalar
g6zlenmis, bunun kristal 6rgudeki atomlarin konumlarinin, acilarinin ve aralarindaki
etkilesimlerin degismesinden kaynaklandig: sonucuna variimistir™®. Partikil boyutu,
temel pik olan 311 pikinin verileri kullanilarak Debye-Scherrer esitliginden
hesaplanmistir. Buna gore tanecik boyutu 22.7 nm olarak hesaplanmastir.

TEALMNP’nin C-TEM goruntileri incelendiginde topaklanmanin azaldig: ve
tanecik boyutun XRD’den elde edilen verilerle uyumlu oldugu gorulmustir. Yeni
olusan aldehit gruplarinin birbirini itmesi topaklanmanin azalmasina neden olmustur.
Nanopartikillerin ~ tanecik  boyutunun  10-50 nm arahginda degistigi  ve

stperparamanyetik 0Ozelligini korudugu sdylenebilir. Her bir nanopartiktl kimesinin
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boyutunun 20-100 nm araliginda oldugu C-TEM géruntilerinden gorulebilmektedir. C-
TEM ve SEM gorintileri incelendiginde nanopartikillerin boyutlari ve kaplama
kalinliklarinin farkl oldugu gorilmektedir.

TEALMNP’ye ait SEM gorintileri incelendiginde yuzey modifikasyonu
sonucunda nanopartikullerin kiresel yapinin bozulmadig: ve topaklanmanin azaldig:
gorulmektedir. Topaklanan her bir kiimenin yaklasik olarak 20-200 nm araliginda
oldugu gorilmektedir. SEM goruntulerinden ortalama partikil baydklagi 38,01 nm
olarak hesaplanmistir. SEM ve XRD boyut analizleri arasindaki fark XRD analizde
kullanilan madde miktarinin ¢ok olmasi sebebiyle geneli ifade etmesi ancak SEM’in
sadece kuctk bir bolgeyi analiz ederek yalnizca o bélgenin sonuglarint vermesindendir.
XRD sonucunda elde edilen degerler gercek degerlere daha yakindir. EDX verilerinden
manyetik nanopartikullerin  ylzey modifikasyonlarinin  gerceklestigi  sonucuna
varilmistir.

TEALMNP’ye ait tum spektroskopik veriler incelendiginde alkol kapli manyetik
nanopartikillerin  alkol gruplarinin, aldehit gruplarina yikseltgeme isleminin
gerceklestirildigi acik bir sekilde gorulmektedir.

Manyetik nanopartikullere trietanol amin baglanmas: ve alkol gruplarinin
yukseltgenmesi sonucu elde edilen aldehit gruplarina (TEALMNP) Hb molekdlleri
baglanmistir. Bu aldehit gruplarina baglanan hemoglobinler, tartarik asitte oldugu gibi
yapilarinda bulunan aldehit gruplari ile Hb zincirlerindeki asparajin, glutamin, lisin ve
arjinin aminoasitlerindeki amin gruplarina Schiff bazi olusturarak baglanmaktadir. Elde
edilen trietanal amin kapli manyetik nanopartikil destekli hemoglobinlerin
(TEALMNP-HDb) FT-IR spektrumu incelendiginde baglandig: destekten tamamen farkl
bir spektrum elde edildigi gorulmektedir. FT-IR spektrumu incelendiginde, literattirde
karsilasilan ve saf hemoglobinlerden elde edilen FT-IR spektrumu ile benzer oldugu
gorilmiistir (82). 3000-3600 cm™’de gdzlenen yayvan ve siddetli pik yapidaki O-H
gruplarimin varligint goéstermektedir. Bu OH pikleri Hb molekulundeki alkollerden
kaynaklanmakla birlikte temel olarak aminoasitlerin yapisindaki ve molekiliin
merkezinde bulunan hem grubundaki karboksilik asitlerden kaynaklandig:
distinulmektedir. Bu pikin hemoglobinin baglandigi destek malzemesindeki OH
gerilme pikinden cok daha siddetli olmas: nedeniyle hemoglobindeki karboksilik

asitlerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. 3050-3100 cm™’de gozlenen pik, fenilalanin,
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triptofan, trosin ve histidinden kaynakl: aromatik halkanin C-H titresim pikidir. 585 cm’
'de gozlenen pik manyetik nanopartikiillerdeki Fe-O titresiminden kaynaklanan piktir.
Hb ve trietanol aminden kaynaklanan alifatik C-H titresim pikleri beklendigi gibi 2917
cm™’de gdzlenmisti. Hemoglobindeki temel taslardan biri olan aminoasitlerin
yapisindan kaynaklanan temel gruplardan biri olan karboksilik asitteki C=0 grubu 1633
cm™de gdzlenmistir. FT-IR spektrumundan elde edilen sonuclara gore yapida OH ve
C=0 baginin her ikisinin birden bulunmas: yapida karboksilik asidi dolayisiyla Hb
varligint gostermektedir. Hb, destek malzemesine Schiff bazi yani C=N bag: olusturarak
baglanmaktadir. C=N bag: 1522 cm™’de kuvvetli bir pik seklinde gézlenmistir. Bu
pikin diger bir kaynag: da hemoglobinin hem grubundaki C=N bagidir. Bu verilerden
yola ¢ikarak Hb molekilinin manyetik nanopartikullere baglandig: sdylenebilir.

Manyetik nanopartikillere trietanal amin baglanmas: sonucu elde edilen aldehit
gruplarina (TEALMNP), Hb baglanmasiyla elde edilen malzemenin hemen
sonrasindaki  UV-Vis spektrumu incelendiginde 540,37 ve 578,47 nm’de iki
karakteristik pik vermistir (38). Bu pikler incelendiginde hemoglobinin oksihemoglobin
formunda oldugu soylenebilir. Clnku oksihemoglobin 540,37 ve 578,47 nm’de iki
karakteristik pik verir. Bu bilgiler 1s1ginda hemoglobinin baglandiktan sonra islevini
kaybetmedigi soOylenebilir. Baglanma isleminden 3 hafta sonra yapilan UV-Vis
Olglimlerinde elde edilen spektrumlar incelendiginde ayni yerlerde pikler verdigi
gozlenmistir. Baglanmamis haldeki hemoglobinin 3 hafta sonundaki spektrumu
incelendiginde ise bu iki pikin kaybolmasi ve methemoglobin ile ayni sekilde spektrum
vermesi, manyetik nanopartikiile Hb baglanmasinin stabiliteyi artirdigi gostermektedir.

TEALMNP-Hb’nin XRD spektrumu incelendiginde benzer sekilde FesO4’e ait
karakteristik 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 pikleri gozlenmistir. Bu veriler, kaplama,
baglanma ve modifikasyon islemleri sonrasi manyetik nanopartikillerin kristal
orguistinii korudugu ve spinel yapida kaldig: géstermektedir™. Partikiil boyutu temel pik
olan 311 pikinin verileri kullanilarak Debye-Scherrer esitliginden 27,1 nm olarak
hesaplanmistir. Bu da Hb baglanmas: sonucu tanecik buyukliginln artis gosterdigi
sOylenebilir.

TEALMNP-Hb’nin  C-TEM gdrUntileri incelendiginde tanecik boyutunun
XRD’den elde edilen boyutla uyumlu oldugu goérilmistur. TEALMNP’nin C-TEM
goruntuleri incelendiginde bagli olan hemoglobinler agikca gorilmektedir. TEALMNP
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ile  TEALMNP-Hb’nin C-TEM goruntileri  karsilastirildiginda, hemoglobinin
baglanmasindan sonra destek malzemesine nazaran topaklanma oldugu ancak bu
topaklanan partikillerin daha ¢ok organik kisimlardan yani hemoglobinlerden meydana
geldigi s6ylenebilir. Partikul kiimelerinin de yaklasik olarak 50-200 nm boyutlarinda
kiimeler olusturdugu goérintilerden gorilmektedir. Her bir nanopartikulln etrafindaki
organik tabakanin kalinligindaki farkliliktan yola ¢ikarak, her nanopartikiile esit sayida
Hb baglanmadigi sdylenebilir.

TEALMNP-HDb’nin SEM goruntuleri incelendiginde, Hb molekullerinin trietanal
amin kaplh manyetik nanopartikiill destek malzemesine baglandigi agik bir sekilde
gorilmektedir. TEALMNP’nin SEM gorintdleri ile karsilastirildiginda, kiresel yapida
ancak destek malzemesine gore daha hacimli Hb kapli manyetik nanopartikillerin
varligi  gorilmektedir. TEALMNP ve TEALMNP-Hb’ye ait EDX verileri
karsilastirildiginda elementel analiz sonuglarindaki C atomu miktarindaki fark
hemoglobinden kaynaklandigi, destek malzemesinde daha Once var olmayan ve
aminoasitlerin temel gruplardan biri olan amin grubundan kaynaklanan N atomunun
verilerinin elde edilmesinden yola cikilarak, destek malzemesine hemoglobinlerin
baglandigi sonucuna varilmistir.

TEALMNP-Hb’nin siklik voltogrami pH 7,4 fosfat tamponunda 3 mg
TEALMNP-Hb/10 mL fosfat ¢Ozeltisi olacak sekilde hazirlanmis olan slispansiyonda,
100 mV.s™ tarama hizinda gerceklestirilmistir. Olciimler en az 3 tekrarl: dongii seklinde
gerceklestirilmistir. Voltogramlar incelendiginde, hemoglobinin hem bdlgesinin
merkezinde bulunan demir atomunun Fe(lIl)/Fe(ll) indirgenme ve yikseltgenme
reaksiyonlari goriilmektedir. Hb molekili, oksijen alarak Ag/AgCl standart elektroduna
kars1 -0,418 V katodik potansiyelde pik vermistir. Hemoglobinin aldigi oksijenleri
vererek -0,142 V anodik potansiyelde pik vermistir. Buna gore anodik ve katodik pil
potansiyelleri arasindaki fark 0,276 V’tur, bu da hizl: bir elektron transferi oldugunu
gostermektedir (83,84). Formal potansiyel -0,2815 V olarak hesaplanmistir (84).
Anodik ve katodik reaksiyonlara ait pikler neredeyse simetrik ve esit akima sahiptir. Bu
verilerden yola cikilarak, hemoglobinlerin negatif tarama sirasinda elektron alarak
indirgendigi ve pozitif tarama yapildiginda verdigi kadar potansiyeli geri alarak
tamamen yikseltgendigi soylenebilir (83). Ayn1 ¢ozelti icerisinde yapilan tekrarlarda

voltogramlarin birebir ayn: oldugu gozlenmistir, bu da demir atomunun Fe(ll1)/Fe(ll)
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dondstimandn sdrekli oldugunu gostermektedir. Bu durum Hb molekdlinin islevsel
olarak degismediginin gostergesidir. Sadece destek malzemesini (TEALMNP) iceren
stispansiyonun CV’si incelendiginde, beklenildigi gibi herhangi bir pik elde
edilmemesi, TEALMNP’de redoks tepkimesinin gerceklesmedigini gostermektedir.
Sadece hemoglobini iceren c¢o6zeltinin CV’si incelendiginde Ag/AgCl standart
elektroduna kars: -0,468 V katodik potansiyelde pik ve -0,06 V anodik potansiyelde pik
gozlenmistir. TEALMNP-Hb’nin anodik ve katodik potansiyeli pikleri hemoglobinden
elde edilen piklerden daha yiksektir. Bu, immobilizasyon sonrasi hemoglobinin
neredeyse hi¢ degismeden kaldigi soylenebilir (83). Bunun diger bir nedeni ise, esit
hacimde artan Hb miktar: olarak gosterilebilir.

TEALMNP-Hb’ye ait tum spektroskopik veriler incelendiginde trietanal amin
kapli manyetik nanopartikillere Hb molekdillerinin baglandigi soylenebilir.

Teorik olarak partikil basina dusen Hb sayisi, molekdller arasinda herhangi bir
sterik engelin olmadig: ideal sartlar icin gecerli bir durumdur. 111 Hb molekalunin bir
partikile baglanmas: durumunda, partikul yiizeyi oldugu gibi hemoglobinle kaplanmis
olur. Onceki durumdakine benzer olarak oksijen tasima gorevi sinirlanmis olacaktir.
Clnku ilk oksijen atomunun baglanmasiyla molekil donme hareketi yaparak diger

oksijenin baglanmasini katalizler. Hareketin sinirlandiriimasi bu olay: engeller.

5.1.4. Magnetitin  3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmasi,

modifikasyonu ve hemoglobin baglanmasi

Manyetik nanopartikuller ¢ok kiciuk boyutlarda Gretilmesine karsin
kullaniminda Kkarsilasilan en buyik sorun topaklanmadir. Buna engel olmak icin bazi
kimyasal islemler yapilmaktadir. Bu kimyasal islemlerin basinda da 3-(Aminopropil)
trimetoksisilan ile kaplama gelmektedir (75). Manyetik nanopartiktllerin = 3-
(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmas: asamasinda elde edilen 3-(Aminopropil)
trimetoksisilan kapli manyetik nanopartikillerin (3APMNP) karakterizasyonunda FT-
IR spektrumundan bazi karakteristik piklerin gézlenmesi beklenmektedir. Bu pikler
baslica 3-(Aminopropil) trimetoksisilanin manyetik nanopartikillere baglanmas: ile
olusan Fe-O-Si baginin titresim pikleri ve C-H titresim pikidir. FT-IR spektrumu
incelendiginde Fe-O-Si titresim piki 1634 cm™de gozlenmistir. Parmak izi bélgesinde
de yine Fe-O-Si piki 1049 cm™de go6zlenmistir (75). Bu pikler 3-(Aminopropil)

125



trimetoksisilanin manyetik nanopartikiller tzerine kimyasal bag yaparak baglandigini
gosterir. Ancak burada dikkat edilmesi gereken husus 3-(Aminopropil) trimetoksisilanin
baglanmasi sirasinda hidrolize olarak metoksi gruplarinin ayrilmas: ve silisyum atomu
Uzerinden magnetite baglanmasidir (76). 3-(Aminopropil) trimetoksisilanin kaplh
manyetik nanopartikillerin (3APMNP) spektrumunda elde edilen diger bir pik ise
alifatik C-H titresim pikleridir. Bu pik mnp’nin 2975 cm™ de titresim ve 1110 cm™’de
gerilme piki seklinde gorilmusttr. Mnp ile benzer sekilde Fe-O gerilme piki 586 cm’
Yde ¢ikmistir (71,75,76,86). Bu pik mnp ile karsilastiginda daha disik bir dalga
sayisinda gordlmastur. Pik kaymasinin nedeni  3-(Aminopropil) trimetoksisilanin
baglanmasi ile olusan Fe-O-Si-R yapisinda baglanmis olan grubun elektron saglayici
grup olmasidir. Elektron saglayici grubun varhigi oksijen atomu uzerindeki elektron
yogunlugunun artmasina neden olur. Boylece Fe-O bagi uzar ve bag uzadik¢a bagin
uyarilmas: icin gereken enerjinin azalmasina neden olur. Enerjinin azalmas: dalga
boyunu artirir bu da frekans ile ters orantili oldugundan frekans duser (71,75,80,86).
Mnp’de Fe-O piki 590 cm™’de gdzlenirken, 3APMNP’de 586 cm™’de g6zlenmistir.
3APMNP’ye ait XRD spektrumu incelendiginde Fe;O4’e ait alti temel pik
gOzlenmistir. Bu pikler; 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik pikleridir
(71,75,76,86). Bu veriler 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kaplamasinin Fe;O4 kristal
orglsuni degistirmedigi ve spinel yapida kaldigini gostermektedir (75). Mnp’nin kristal
Orgusiniin yuzey kaplama islemleri sirasinda hi¢ bozulmadan kaldigi sOylenebilir.
Yizey kaplama sirasinda Fe;O,4’e ait temel piklerde saga dogru kayma olmus ve bu
kaymalarin kristal Orgideki atomlarin  konumlarinin, acilarinin  ve aralarindaki
etkilesimlerin degismesinden kaynaklandig: sonucuna varilmistir (79). Tanecik boyutu
Debye-Scherrer esitliginden hesaplanmistir. Boyut icin temel pik olan 311 pikinin
verileri kullanilmistir. Buna gore tanecik boyutu 22,8 nm olarak hesaplanmistir.
3APMNP’nin C-TEM goruntileri incelendiginde mnp’den farkl: olarak daha az
topaklanma oldugu ve tanecik boyutun XRD’den elde edilen verilerle uyumlu olarak
10-50 nm arahginda degistigi ve hala slperparamanyetik o6zelligini korudugu
sOylenebilir. 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kaplamas: yapildiktan sonra mnp
ylzeyinin en u¢ kisimlarinda amin gruplar: yer alir. Bu amin gruplan arasinda zayif
molekdller arasi itme kuvvetleri topaklanmanin azalmasini saglamaktadir. Her bir

nanopartikil  kimesinin ~ boyutunun 50-200 nm arahiginda oldugu C-TEM
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gorintilerinden  gorulmektedir. C-TEM ve SEM gorintuleri incelendiginde
nanopartikullerin boyutlar: ve kaplama kalinliklarinin farkli oldugu gorilmektedir.

3APMNP’nin SEM goruntulerinden, nanopartikullerin ylzeylerinin kaplandigi
gorulmektedir. Gorlntllerden topaklanmanin az oldugu ve her bir nanopartikil
kiimesinin 100-200 nm araliginda oldugu gorilmektedir. Gortntilerdeki nanopartikl
boyutlari, XRD ve C-TEM verileri ile uyumludur.

3APMNP’ye ait tum spektroskopik veriler incelendiginde manyetik
nanopartikillerin  3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplandigi agik bir sekilde
gorulmektedir.

3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapli manyetik nanopartikdllerinin (3APMNP),
en u¢ kisminda amin gruplari bulunur. Bu amin gruplart yardimiyla hemoglobinin
yuzeye immobilzasyonu icin hemoglobinde aldehit veya keton gruplarinin bulunmasi
gerekmektedir. Ancak hemoglobinin yapist incelendiginde aldehit ve keton
gruplarindan ziyade amin gruplarinin ¢ok daha fazla bulundugu sdylenebilir. Bu
nedenle, 3APMNP yiizeyinde aldehit gruplarinin olusturulmas: ve immobilizasyonda
kullaniminda glutaraldehit tercih edilmistir. Cunki manyetik nanopartikullere
immobilizasyon islemi, Fe;O, ylizeyindeki aldehit veya keton grubu ile hemoglobindeki
primer amin gruplarinin  Schiff bazi (azometin) olusturarak baglanmasi sonucu
gerceklesir. Elde edilen aldehit manyetik nanopartikillerin (3APGAMNP) FT-IR
spektrumu incelendiginde baslica godzlenen pikler; 3-(Aminopropil) trimetoksisilan
kapli manyetik nanopartikullerde olusan Fe-O-Si baginin titresim pikleri, Schiff
Bazindan kaynakli C=N titresim piki, glutaraldehitteki aldehitten kaynakli C=0 piki ve
C-H titresim pikidir. FT-IR spektrumu incelendiginde Fe-O-Si ve C=0 titresim pikleri
1665 cm™‘de gozlenmistir. Parmak izi bélgesinde 1091 cm™de gdzlenen pik C-O
varliginin bir gostergesidir (71). Bu pik ayn1 zamanda Fe-O-Si pikine de aittir (75). Bu
pik Fe-O-Si ve C-O piklerinin (st Uste ¢akismasiyla olusmustur. Bu pik 3SAPMNP’deki
Fe-Si-O pikine gore daha siddetli gorilmektedir. Bu pikler g6z 6niinde
bulunduruldugunda glutaraldehitin, 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapli manyetik
nanopartikiller tzerine Schiff Bazi1 olusturarak baglandigini gosterir. Glutaraldehit ile
modifiye edilmis 3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapli manyetik nanopartikdllerin
(3APGAMNP) spektrumunda elde edilen diger bir pik ise 3001 cm™ cm™de gdzlenen
alifatik C-H titresim pikleridir. 3APMNP ile benzer sekilde Fe-O gerilme piki 593 cm’
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“de cikmistir. 3APMNP’den farkh olarak glutaraldehit ve 3APMNP’nin baglanmast
sonucu olusan Schiff bazina ait C=N titresim pikidir. Bu pik literattrle uyumlu sekilde
1553 cm™*de ¢ikmustir (71,75,76,86).

3APGAMNP’nin XRD spektrumu incelendiginde beklendigi gibi Fe3O4’e ait
220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik pikleri gozlenmistir (71,75,86). Bu veriler,
FesO,4 kristal 6rgusiniin yizey modifikasyonundan etkilenmedigini ve spinel yapida
oldugunu gostermistir (75). Glutaraldehit ile yuzey modifikasyonu sirasinda XRD’de
FesO,’e ait temel piklerin saga dogru kaydigi ve bu kaymalarin kristal 6rgudeki
atomlarin  konumlarinin, acilarinin  ve aralarindaki etkilesimlerin  degismesinden
kaynaklandig: sonucuna varilmistir (79). Partikil boyutu Debye-Scherrer esitliginden
hesaplanmistir. Boyut igin temel pik olan 311 pikinin verileri kullanilmistir. Buna gore
tanecik boyutu 23,3 nm olarak hesaplanmstir.

3APGAMNP’nin C-TEM gorunttleri incelendiginde topaklanmanin ¢ok az
oldugu ve tanecik boyutun XRD’den elde edilen verilerle uyumlu bir sekilde 10-50 nm
araliginda oldugu gérilmektedir. Elde edilen nanopartikil kiimelerinin boyutlar: 50-200
nm araliginda oldugu gorilmektedir. Bu verilerden yola ¢ikarak nanopartikillerin hala
sliperparamanyetik 6zellik gosterdigi sOylenebilir. C-TEM ve SEM gorintuleri
incelendiginde nanopartikullerin boyutlari ve kaplama kalinliklarinin farkli oldugu
gorulmektedir.

3APGAMNP’ye ait SEM  gorintileri  incelendiginde  manyetik

nanopartikillerin ylizeylerindeki kaplanan tabakanin etkisiyle topaklanmanin az oldugu
ve her bir nanopartikil kimesinin 100-200 nm arahiginda oldugu gorilmektedir.
Tanecik boyutu, ortalama 38,6 nm olarak hesaplanmistir.  Gorintilerdeki
nanopartikillerin boyutlari, XRD ve C-TEM verileri ile uyumludur. BAPGAMNP’ye ait
tim  spektroskopik veriler  3-(Aminopropil) trimetoksisilan kapli  manyetik
nanopartikillerin (3APMNP) amin gruplarina glutaraldehitin Schiff Bazi olusturarak
baglandig1 acik bir sekilde gorilmektedir. 3SAPMNP ve 3APGAMNP’ye ait EDX
verileri karsilastirildiginda, elementel analiz sonuglarinda temel olarak C atomu
miktarindaki fark baglanmis olan glutaraldehitten kaynaklandigi distnulmektedir. Buna
bagh olarak silisyum, demir ve oksijen miktarindaki orantisal azalis da glutaraldehit
baglandigini desteklemektedir.
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Manyetik nanopartikullere 3-(Aminopropil) trimetoksisilan baglanmas: ve
glutaraldehit ile modifikasyon sonucu elde edilen aldehit gruplarina (3APGAMNP) Hb
molekdlleri baglanmistir. Bu aldehit gruplarina baglanan hemoglobinler, tartarik asit ve
trietanol aminde oldugu gibi glutaraldehitten gelen aldehit gruplarn ile Hb
zincirlerindeki asparajin, glutamin, lisin ve arjinin aminoasitlerindeki amin gruplarina
Schiff baz: olusturarak baglanmaktadir. Elde edilen 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile
kaplanmis, glutaraldehit ile modifiye edilmis manyetik nanopartikullere baglanmis
hemoglobinlerin (BAPGAMNP-Hb)  FT-IR  spektrumu incelendiginde
3APGAMNP’den tamamen farkli ve hemoglobine benzer bir spektrum elde edildigi
gorulmektedir. FT-IR spektrumu incelendiginde, literatirde karsilasilan ve saf
hemoglobinlerden elde edilen FT-IR spektrumu ile benzer oldugu gorilmustir (82).
3000-3600 cm™’de gdzlenen yayvan ve siddetli pik, BAPGAMNP-Hb yapisindaki O-H
gruplarinin varligin1 géstermektedir. Bu OH pikleri, Hb molekilindeki aminoasitlerin
yapisindaki alkollerden kaynaklanmakla birlikte temel olarak molekilin merkezinde
bulunan hem grubundaki karboksilik asitlerden kaynaklandigi dustuntlmektedir (9).
3054 cm™'de gozlenen pik, fenilalanin, triptofan, trosin ve histidinden kaynakh
aromatik halkamin C-H titresim pikidir. 587 cm™’de gb6zlenen pik manyetik
nanopartikillerdeki Fe-O titresiminden kaynaklanan piktir. Hb ve 3APGAMNP’den
kaynaklanan alifatik C-H titresim pikleri 2913 cm™de gézlenmistir. Aminoasitlerin
yapisindaki temel gruplardan biri olan karboksilik asitteki C=0 grubu 1639 cm™’de
gozlenmistir. Elde edilen sonuclara gore, yapida OH ve C=0 gruplarinin her ikisinin
birden bulunmasi yapida karboksilik asidi yani Hb varligini gostermektedir. Hb,
3APGAMNP’ye Schiff bazi yani C=N bag: olusturarak baglanmaktadir. Hemoglobinin
hem grubunda da C=N bagi mevcuttur. Bu her iki kaynaktan gelen C=N bagi 1531 cm’
de kuvvetli bir pik seklinde gézlenmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak Hb molekiiliiniin
3APGAMNP’ye baglandig: sGylenebilir.

Manyetik nanopartikillere 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmasi ve
glutaraldehit ile modifiye edilmesiyle elde edilen manyetik nanopartikullerdeki aldehit
gruplarina  (3APGAMNP), Hb baglanmasiyla elde edilen malzemenin hemen
sonrasindaki UV-Vis spektrumu incelendiginde 539,72 ve 577,18 nm’de iki
karakteristik pik vermistir (38). Bu pikler Hb’in oksihemoglobin formunda oldugunu
gostermektedir. Cunkit BAPGAMNP-Hb ‘nin bu pikleri oksihemoglobin 540,37 ve
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578,47 nm’de iki karakteristik pikiyle ortismektedir. Bu bilgiler 1s1ginda hemoglobinin
baglandiktan sonra islevini kaybetmedigi soylenebilir. Baglanma isleminden 3 hafta
sonra yapilan UV-Vis Ol¢cumlerinde elde edilen spektrumlar incelendiginde ayn: pikleri
verdigi gozlenmistir. Baglanmamig haldeki hemoglobinin 3 hafta sonundaki spektrumu
incelendiginde ise bu iki pik kaybolmus ve methemoglobin ile ayni sekilde spektrum
vermistir. Bu bilgiler manyetik nanopartikiile Hb baglanmasinin stabiliteyi artirdig:
gostermektedir.

3APGAMNP -Hb’nin XRD spektrumu incelendiginde Fe3O4’e ait karakteristik
220, 311, 400, 422, 511 ve 440 pikleri gozlenmistir. Bu veriler, kaplama, modifikasyon
ve baglanma islemleri sonrasi manyetik nanopartikillerin kristal 6rgusini korudugu ve
spinel geometride kaldigi gostermektedir (71). 311 pikinin verileri kullanilarak Debye-
Scherrer esitliginden partikl boyutu 25,3 nm olarak hesaplanmistir. Hb baglanmasi
sonucu tanecik biyikliginln artis gostermistir.

3APGAMNP-Hb’nin  C-TEM  gorintuleri  incelendiginde bagh olan
hemoglobinler gorulmektedir. 3APGAMNP ile 3APGAMNP-Hb’nin C-TEM
goruntuleri  karsilastinldiginda, hemoglobinin  baglanmasindan  sonra  destek
malzemesine nazaran topaklanma oldugu ancak bu topaklanan partikillerin daha ¢ok
organik kistmlardan yani  hemoglobinlerden meydana geldigi  sOylenebilir.
3APGAMNP-Hb, 3APGAMNP’e gore daha hacimli oldugu gorintilerden
anlasilmaktadir. Partikil kimelerinin de yaklasik olarak 100-200 nm boyutlarinda
kiimeler olusturdugu gortlmektedir. Hb baglh o©nceki mnp’lerde oldugu gibi
3APGAMNP-Hb’de de bir nanopartikillin etrafindaki organik tabakanin kalinhig:
farklihk gostermektedir ve buradan yola cikarak, her nanopartikile esit sayida Hb
baglanmadig: sGylenebilir.

3APGAMNP-Hb’nin SEM gorntlleri incelendiginde, Hb molekdllerinin 3-

(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmis, glutaraldehit ile modifiye edilmis
manyetik nanopartikillere baglandigi  gortlmektedir. 3APGAMNP’nin  SEM
goruntuleri ile karsilastirildiginda, kiresel yapiyr korudugu ancak destek malzemesine
gore daha hacimli olan Hb kapli manyetik nanopartikullerin varhg: acikga
gorilmektedir. 3APGAMNP ve 3APGAMNP-Hb’ye ait EDX  verileri
karsilastirildiginda, elementel analiz sonuclarinda temel olarak C atomu miktarindaki
farkin hemoglobinden kaynaklandig: dustuntlmektedir. SAPGAMNP’de daha 6nce var
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olmayan ve aminoasitlerin temel gruplardan biri olan amin grubundan kaynaklanan N
atomunun elementel analiz sonucunda elde edilmesinden yola ¢ikilarak, destek
malzemesine hemoglobinlerin baglandig: sonucuna varilmstir.

3APGAMNP-Hb’nin siklik voltogrami pH 7,4 fosfat tamponunda 3 mg
3APGAMNP-Hb/10 mL fosfat ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmis siispansiyonda, 100
mV.s? tarama hizinda gerceklestirilmistir. Olgiimler en az 3 tekrarli déngii ve ters
dongu ahinarak gerceklestirilmistir. Voltogramlar incelendiginde, hemoglobinin dort
hem bolgesinin merkezinde bulunan demir atomlarinda, Fe(lll)/Fe(ll) indirgenme ve
yukseltgenme tepkimeleri goérilmektedir. Hb molekull, Ag/AgCl standart elektroduna
kars1 -0,398 V katodik potansiyelde yukseltgenme piki vermistir. Bu pik demir
atomuna oksijenin baglanmasi basamagi oldugu agikca gorulmektedir. Hemoglobin
yukseltgenme ile aldig: oksijenleri vererek -0,136 V anodik potansiyelde pik vermis ve
Fe(ll) formuna indirgenmistir. Bu verilere gore anodik ve katodik pil potansiyelleri
arasindaki fark 0,262 V’tur, bu da hizli bir elektron transferi olduguna isarettir (83,84).
Formal potansiyel -0,267 V olarak hesaplanmistir (84). Anodik ve katodik tepkimelere
ait pikler neredeyse simetrik ve esit akima sahiptir. Bu verilerden yola cikilarak,
hemoglobinlerin negatif tarama sirasinda elektron alarak indirgendigi ve pozitif tarama
yapildiginda verdigi kadar potansiyeli geri alarak tamamen yikseltgendigi sdylenebilir
(83). Aym c¢ozelti icerisinde yapilan tekrarlarda voltogramlarin (st Gste cakismasi,
demir atomunun Fe(l11)/Fe(ll) donusuminin surekli oldugunu gostermektedir. Sadece
3APGAMNP iceren suspansiyonun CV’si incelendiginde herhangi bir pik elde
edilememistir. Destek malzemesinde redoks tepkimesi verebilecek metallerin
olmayisindan dolay:1 herhangi bir pike rastlanmamistir. Saf Hb’i iceren ¢ozeltinin CV’si
incelendiginde Ag/AgCl standart elektroduna kars1 -0,468 V katodik potansiyelde pik
ve -0,06 V anodik potansiyelde pik gozlenmistir. 3SAPGAMNP-Hb’nin anodik ve
katodik potansiyeli pikleri saf hemoglobinin pikleri ile neredeyse esittir. Bu,
immobilizasyon sonrasi hemoglobinin neredeyse hi¢ degismeden kaldig: sGylenebilir
(83).

3APGAMNP-Hb’ye ait tim spektroskopik veriler incelendiginde 3-
(Aminopropil) trimetoksisilan ile kaplanmis, glutaraldehit ile modifiye edilmis
manyetik nanopartikillere, Hb molekiillerinin baglandigi soylenebilir.
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Teorik olarak partikll basina diisen Hb sayisi, molekiiller arasinda herhangi bir
sterik engelin olmadig: ideal sartlar igin gecerli bir durumdur. 98 Hb molekilinin bir
partikile baglanmas: durumunda, partikil yiizeyi oldugu gibi hemoglobinle kaplanmis
olur. Bu durumda oksijen tasima gorevi sinirlanmis olacaktir. Cunkd ilk oksijen
atomunun baglanmasiyla molekil donme hareketi yaparak diger oksijenin baglanmasin
katalizler. Hareketin sinirlandirilmas: bu olayi engeller.

5.1.5. Magnetitin glutaraldehit ile kaplanmasi ve hemoglobin baglanmasi

Manyetik nanopartikiller yuzeylerinde Hb’ye baglanabilecek nitelikte bir
fonksiyonel ~ grup  bulundurmadiklarindan  dogrudan Hb  immobilizasyonu
yapilamamaktadir. Ayrica Fe3O, yapisindaki demir atomlarinin indirgenmesini
engelleyip super paramanyetik Ozelligini korumasini saglamak icin yizeyleri
glutaraldehit ile kaplanmistir. Glutaraldehitin segilmesinin nedeni iki ucunun aldehit
olmasi, bu sayede bir ucu mnp’ye bagl iken diger ucuna Schiff bazi eldesi ile
hemoglobinin baglanabilmesidir. Diger bir neden ise topaklanma egiliminde olan
magnetit nanopartikillerinin etrafinin birbirini iten gruplarca kaplanmasidir. Bu
nedenlerden dolayr manyetik nanopartikiller glutaraldehit ile kaplanmistir. Kaplama
esnasinda iki faz olusmustur; su fazi ve kopuk fazi. Kopuk fazi su igerisinde higbir
sekilde karismazken (calkalama, 1sitma, sogutma vb.), kopiik fazi ayrilip lizerine aseton
eklendiginde homojen bir sekilde karistigi gorildi. Yikama islemleri aseton ile yapildi.
Su fazi ise su ve ardindan aseton ile yikanip kurutuldu. Calismalar koplk fazi tizerinden
devam ettirilmistir. Glutaraldehit kapli manyetik nanopartikullerin (GAMNP) FT-IR
spektrumlart incelendiginde beklenen piklerin ¢iktigi gorilebilmektedir. Diger
yontemlerde oldugu gibi magnetit yizeyi OH tabakas: ile kaplanmistir. Bu 3000-3600
cm™deki yayvan pikten yola cikarak soylenebilir. Bunun yan: sira parmak izi
bélgesinde 1403 cm™’deki pik de bunu desteklemektedir. GAMNP’den beklenen en
onemli piklerden biri de fonksiyonel grup bélgesinde ki aldehite ait C=0 pikidir. Keza
1603 cm™*de beklenen bu pik goriilebilmektedir (71). Mnp yiizeyinin kaplamas: sonucu
yuzeye alifatik karbon iceren glutaraldehit molekulleri baglanmistir.  Alifatik C-H
gruplarinin goriilmesi beklenen yerden biri de parmak izi bolgesinde 1139 cm™ deki
pikidir. Butln magnetit yap: iceren maddelerde oldugu gibi Fe-O gerilme piki 589 cm’
de cikmistir. Bu pik mnp ile karsilastizinda daha disiik bir dalga sayisinda
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gorulmustdr. Pik kaymasinin nedeni glutaraldehit baglanmasi ile olusan Fe-O-R
yapisinda baglanmis olan grubun elektron cekici grup olmasidir. Elektron ¢ekici grubun
varligi oksijen atomu uzerindeki elektron yogunlugunun azalmasina neden olur.
Boylece Fe-O bagi uzar ve bag uzadikga bagin uyarilmas: igin gereken enerjinin
azalmasina neden olur. Enerjinin azalmas: dalga boyunu artirir bu da frekans ile ters
orantili oldugundan frekans duser (71,75,77,86). Mnp ve GAMNP’nin FT-IR
spektrumlart incelendiginde beklendigi gibi GAMNP’nin Fe-O dalga sayisinin daha
dustk oldugu gorilmektedir.

FesOs’e ait alti temel piki de GAMNP’nin  XRD spektrumunda
gorulebilmektedir. Bu pikler; 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 karakteristik pikleridir
(71,75,85,86). Bu verilerden yola cikarak Fe3O,4 kristal Orgusiinin glutaraldehit ile
kaplama esnasinda zarar gormedigi ve spinel yapida oldugu sonucuna varilmistir (75).
Mnp’nin kristal drgustinin ylzey kaplamas: islemleri sirasinda hi¢ bozulmadan kaldigi
gorulmektedir. Tanecik boyutu Debye-Scherrer esitliginden temel pik olan 311 pikinin
verileri kullanilarak hesaplanmistir. Buna go6re tanecik boyutu 24,8 nm olarak
hesaplanmastir.

GAMNP’nin C-TEM gorintuleri incelendiginde mnp’den farkli olarak
topaklanmanin olmadig: ve tanecik boyutun XRD’den elde edilen verilerle uyumlu
oldugu gortlmustur. Glutaraldehit kaplamas: yapildiktan sonra mnp yiizeyine kaplanan
glutaraldehitler arasindaki itme kuvvetlerinden dolay: nanotanecikler bireysel sekilde
bulunma egilimindedir. Bu manyetik nanopartikillerin kullanilabilirlikleri agisindan
biylk avantaj saglamaktadir.

GAMNP’nin kopuk fazindan alinan nanopartikillerin C-TEM gdruntileri
incelendiginde topaklanmanin ¢ok az oldugu ve tanecik boyutun XRD’den elde edilen
verilerle  uyumlu bir sekilde 10-50 nm araliginda oldugu gortulmektedir.
Nanopartikillerin boyutlar1 incelendiginde 50 nm’den kigik olduklari icin hala
stperparamanyetik 6zellikte olduklart soylenebilir. C-TEM ve SEM gorintileri
incelendiginde nanopartikullerin boyutlar1 ve kaplama kalinliklarinin farkli oldugu
gorilmektedir.

GAMNP’nin SEM goruntilerinden, manyetik nanopartikullerin yiizeylerinin
kaplandigint organik tabakanin varlhigindan anlasiimaktadir. Bu gorintulerden

topaklanma az oldugu ve her bir nanopartikul kiimesinin 100-200 nm araliginda oldugu
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gorilmektedir. XRD ve C-TEM spektroskopileri ile yapilan 10 dl¢gimiin ortalamast ile
uyumlu sekilde boyutlarin 37,5 nm oldugu belirlenmistir. Goriintiler incelendiginde
manyetik nanopartikillere gore topaklanmanin daha az oldugu soylenebilir.

GAMNP’ye ait tim spektroskopik veriler incelendiginde manyetik
nanopartikullerin glutaraldehit ile kaplandig1 gérulmektedir.

Manyetik nanopartikillere glutaraldehit baglanmasi sonucu elde edilen aldehit
gruplarina (GAMNP) Hb molekdlleri baglanmistir. Bu aldehit gruplarina baglanan
hemoglobinler, tartarik asit, 3-(Aminopropil) trimetoksisilan ve trietanol aminde oldugu
gibi glutaraldehitteki aldehit gruplar: ile Hb zincirlerindeki asparajin, glutamin, lisin ve
arjinin aminoasitlerindeki amin gruplarina Schiff bazi olusturarak baglanmaktadir. Elde
edilen glutaraldehit kapli manyetik nanopartikillere bagli hemoglobinlerin  (GAMNP-
Hb) FT-IR spektrumu incelendiginde, GAMNP’den farkli, literatirde karsilasilan ve saf
hemoglobine benzer bir spektrum elde edildigi gortlmektedir (82). GAMNP-Hb
yapisindaki O-H gruplari, 3000-3650 cm™’de yayvan ve siddetli bir pik seklinde
gorilmuistir. Bu OH piki, Hb molekilindeki aminoasitlerin  karboksilik asit
gruplarindaki OH’lardan kaynaklandigi disuntlmektedir (9). 3050-3100 cm-1’de
g6zlenen pik, hemoglobinin yapisinda bulunan triptofan, histidin, fenilalanin ve
trozinden kaynakli aromatik C-H bagindan kaynaklanmaktadir. 559 cm™de gézlenen
pik, destek malzemesi olan manyetik nanopartikillerdeki Fe-O titresiminden
kaynaklanan piktir. Organik yapida olan Hb ve GAMNP’den kaynaklanan alifatik C-H
titresim pikleri 2908 cm™’de gdzlenmistir. Aminoasitlerin yapisindan kaynaklanan
karboksilik asitteki C=0O grubu 1633 cm™’de gozlenmistir. Elde edilen sonuclara gore,
yapida OH ve C=0 gruplarinin her ikisinin birden bulunmas: yapida karboksilik asidi
yani Hb varligina isaret etmektedir. Hb, GAMNP’ye Schiff bazi olusturmasiyla
meydana gelen ve hemoglobinin hem grubunda mevcut olan C=N bag: 1524 cm™’de
kuvvetli bir pik seklinde gozlenmistir. Bu verilerden yola c¢ikarak Hb molekilinin
GAMNP’ye baglandig: sdylenebilir.

Manyetik nanopartikillere glutaraldehit kaplanmasiyla elde edilen manyetik
nanopartikillerdeki aldehit gruplarina (GAMNP), Hb baglanmasiyla elde edilen
malzemenin hemen sonrasindaki UV-Vis spektrumu incelendiginde, 542,30 ve 575,89
nm’de hemoglobinin oksihemoglobin formunda oldugunu gosteren iki karakteristik pik
vermistir. Clinkit GAMNP-Hb “nin bu pikleri oksihemoglobin 540,37 ve 578,47 nm’de
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iki karakteristik pikiyle ortismektedir. Bu bilgiler 1s1ginda hemoglobinin baglandiktan
sonra islevini kaybetmedigi soylenebilir (38). Baglanma isleminden 3 hafta sonra
yapilan UV-Vis Olcumlerinde elde edilen spektrumlar incelendiginde ayni pikleri
verdigi gozlenmistir. Baglanmamig haldeki hemoglobinin 3 hafta sonundaki spektrumu
incelendiginde ise bu iki pik kaybolmus ve methemoglobin ile ayni sekilde spektrum
vermistir. Bu bilgiler manyetik nanopartikiile Hb baglanmasinin stabiliteyi artirdig:
gostermektedir.

GAMNP-Hb’nin  XRD spektrumu incelendiginde destek malzemesi olan
FesO,4’e ait Kkarakteristik 220, 311, 400, 422, 511 ve 440 pikleri g6zlenmistir. Bu
verilerden yola ¢ikarak, glutaraldehit ile kaplama ve Hb baglanma islemleri sonrasi
manyetik nanopartikullerin kristal 6rgisunt korudugu ve spinel geometride oldugunu
gostermektedir (71). 311 pikinin verileri kullanilarak Debye-Scherrer esitliginden
partikil boyutu 26,2 nm olarak hesaplanmistir. Hb baglanmasindan kaynakli olarak
tanecik biyuklugunde artis gbzlenmistir.

GAMNP-Hb’nin C-TEM gorintuleri incelendiginde bagl olan hemoglobinlerin
varligi, manyetik nanopartikillerin etrafina kaplanmis olan organik tabakadan
anlasilmaktadir. GAMNP ile GAMNP-Hb’nin gorintileri  karsilastirildiginda,
hemoglobinin baglanmasindan sonra destek malzemesine nazaran topaklanma oldugu
ancak bu topaklanan partikullerin daha c¢ok hemoglobinlerden meydana geldigi
sOylenebilir. Yaklasik boyutu 100-200 nm olan GAMNP-Hb nanopartikul kiimelerinin,
GAMNP’e gore daha hacimli oldugu C-TEM goruntilerinden anlasiimaktadir. Her bir
nanopartikultin etrafindaki organik tabakanin kalinhg: farklilik gostermektedir ve
buradan yola ¢ikilarak, her nanopartikiile esit sayida Hb baglanmadig: soylenebilir.

GAMNP-Hb’nin siklik voltogrami pH 7,4 fosfat tamponunda 3 mg GAMNP-
Hb/10 mL fosfat ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmis stispansiyonda, 100 mV.s™ tarama
hizinda gergeklestirilmistir. Her 0Olgim en az 3 tekrarli dongi alinarak
gerceklestirilmistir. Voltogramlar incelendiginde, hemoglobinin hem bdlgesinin
merkezinde bulunan demir atomunda, Fe(l11)/Fe(ll) yukseltgenme reaksiyonu Ag/AgCl
standart elektroduna kars1 -0,418 V katodik potansiyelde ve indirgenme reaksiyonu -
0,06 V anodik potansiyelde pik seklinde gortlmektedir. Bu pik demir atomuna
oksijenin baglanmas: basamaginda yulkseltgenme olur ve indirgenme esnasinda

hemoglobinin aldig: oksijenleri vererek demir(ll) olusturur. Bu verilere gore anodik ve
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katodik pil potansiyelleri arasindaki fark 0,358 V’tur, bu da hizli bir elektron transferi
olduguna isarettir (83,84). Formal potansiyel -0,239 V olarak hesaplanmistir (84).
Anodik ve katodik tepkimelere ait pikler neredeyse esit akima sahip ve gorintu olarak
simetriktir. Bu verilerden yola cikilarak, hemoglobinlerin negatif tarama sirasinda
elektron alarak indirgendigi ve pozitif tarama yapildiginda verdigi kadar potansiyeli geri
alarak tamamen yukseltgendigi soylenebilir (83). Ayni ¢ozelti icerisinde yapilan
tekrarlarda voltogramlarin Ust Gste ¢akismistir. Bu bilgiler 1s1ginda, demir atomunun
Fe(l11)/Fe(ll) dontsimanin sdrekli oldugu soOylenebilir. Sadece  GAMNP igeren
stispansiyonun CV’si incelendiginde herhangi bir pik elde edilememistir. Destek
malzemesinde redoks tepkimesi verebilecek metallerin olmayisindan dolayi
voltogramda herhangi bir pike rastlanmamistir. Saf hemoglobini iceren ¢ozeltinin CV’si
incelendiginde ise, Ag/AgCI standart elektroduna kars1 -0,468 V katodik potansiyelde
pik ve -0,06 V anodik potansiyelde pik gozlenmistir. GAMNP-Hb’nin anodik ve
katodik potansiyeli pikleri saf hemoglobinin pikleri ile neredeyse esittir ve
voltogramlar1 neredeyse (st (ste cakisitk durumdadir. Buradan yola cikilarak,
immobilizasyon sonrasi hemoglobinin neredeyse hi¢ degismeden kaldigi sOylenebilir
(83).

GAMNP-Hb’ye ait tim spektroskopik veriler incelendiginde glutaraldehit ile
kaplanmis manyetik nanopartikillerden her bir tanecige 85 tane Hb molekilinin

baglandig: sdylenebilir.

5.2. Sentezlenen komplekslerin endotel hiicre fonksiyonlary Gizerine etkisi

Nanomateryaller, 100 nm’den daha kiigik boyutlu, genis yuzey alanina ve farkl
fiziko-kimyasal Ozelliklere sahip maddeler olarak tanimlanmaktadir. Fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerinden dolay: cesitli tiketici Urlinler ve sanayideki kullanimlarinin
yan sira son zamanlarda, tip alaninda da sikc¢a kullanilmaya baslanmistir. Glnumuiizde
nanomateryallerin kullanimi modern teknolojide giderek artan bir hizda ilerleme
gosteriyor olsa da, Uretilen ¢evre ve Ozellikle insan saglig: tizerine olan etkileri ile ilgili
bilgiler oldukca yetersiz bulunmaktadir. Nanomateryallere maruz kalma sonucu
olusacak olan potansiyel tehlikeler hakkinda yapilan ¢alismalar ne yazik ki yetersiz ve
hala tartisma asamasindadir (87). Literatur aragtirmalarimiz sonucunda, bu konu tzerine

yapilmis olan in vivo ve in vitro calisma sonucglarinin birbirleriyle celistigi de
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gozlenmistir. Ornegin, bazi1 cahsmalarda demiroksit nanopartikiillerin  minimum
toksisiteye veya agir hicre oOlimine neden oldugu bildirilmis iken, son yapilan
calismalarda toksik olmadig: ileri strtlmustlr (87). Fareler izerine yapilan farkli bir
calismada mnp’lerin ciddi bir toksik etkiye neden olmadig: ancak kan-beyin bariyerinin
fonksiyonunu etkiledigi ileri siiriilmektedir (88). Uretilen materyallerin insan hayatini
kolaylastirma ve Kkaliteli yasam standardina ulastirmada yardimci unsur olarak
gorulmesi 6nemli bir nokta olmasina karsin, dretilen bu materyallerin sagladig:
faydalarin yaninda neden oldugu zararlarin arastirilmas: amaciyla sitotoksisite, oksidatif
stres ve genotoksisite gibi degerlendirmelerinin yapilmas: gerektigi asikardir.

Hidroksil radikalleri (OH'), stiperoksit anyon ve hidrojen peroksit (H,O,) igeren
reaktif oksijen turlerinin (ROS), hilicre metabolizmas: Uzerinde etkinlik gostererek
kanser ve cesitli hastaliklarin olusumunda 6nemli oldugu kabul edilmektedir (89). Asir
ROS dretimi ve oksidatif stres artisinin ateroskleroz, alzheimer hastaligi (90), parkinson
hastalig1 gibi cesitli dejeneratif hastaliklar ile iliskili oldugu bildirilmistir (89). Reaktif
oksijen tdrleri (ROS) aerobik hicresel reaksiyonlar sirasinda olusur ve redoks
homeostazisinin korunmas: amaciyla hicrenin siperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri gibi detoksifikasyon savunma
sistemleri tarafindan etkili bir sekilde temizlenirler (91). Ancak ROS dretimi hiicre
detoksifikasyon kapasitesini astigi zaman, geri donusi olmayan bir oksidatif
modifikasyonla sonuclanan lipid, protein, DNA veya sinyal transdilksiyon yolaklarini
etkileyebilir. ROS’lar protein ekspresyonlarinda degisikliklere neden olarak, mitojen ile
aktive edilmis protein kinazi (MAPK 'ler), redoks duyarli transkripsiyon faktorleri
[yani, NF-kB, hipoksi nedenli faktoru | (HIF-1) ve aktivator protein | (AP-1)"] gibi hicre
ici sinyal yolaklarini modile edebilirler.

Endoplazmik retikulum (ER), tim htcresel proteinlerin yaklasik olarak (gcte
birinin, posttranslasyonel sentez sonrasi modifikasyonundan, katlanmasindan ve
iletiminden sorumludur. ER’ye giren tlim proteinler, disulfid bagi olusumu ve N-
baglantili glikosilasyon gibi, ¢cok sayida sentez sonrasi modifikasyonlara tabi tutulurlar.
Katlanmamis / yanlis katlanmis proteinler, ER-iliskili bozulmaya ugrarlar ve fizyolojik
kosullar altinda, ER katlanmis veya yanlis katlanmis proteinler arasindaki dengeyi
korumay: saglar. ER isleme kapasitesi asildigi zaman, katlanmamis / yanhs katlanmis

proteinler ER homeostazini bozarak ve bdylece ER stresini uyararak birikirler. ER stresi
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katlanmamis protein yamitt (UPR, unfolded protein response) aktive eder. UPR;
transkripsiyon faktoru (ATF) -6 aktive eden, inositol gerektiren enzim (IRE) -1 ve PKR-
benzeri ER kinaz (PERK) olarak bilinen trans-membran ER proteinleri tarafindan
baslatilan Ug catall: sinyal kaskadidir. Bu yollarin baslatilmasi, normal protein sentezini
azaltarak, ER saperon dizeylerini arttirarak ve geri doniisimsiiz olan yanhs katlanmis
proteinlerin bozulmasini kolaylastirarak ER Uzerindeki stresi hafifletmek icin calisir.
Kronik ER stres sartlar1 altinda, lipid birikimi (SREBP), enflamasyon (NF-kB) ve
apoptozla [C/EBP homologous protein (CHOP), Jun N-terminal kinase (JNK)] iliskili
yolaklarin upregulasyonu meydana gelebilir. Buna ek olarak, protein katlama
reaksiyonlar1 yuksek enerji bagimli islemlerdir ve protein yanhs katlanmasi-kaynakl
ATP tlikenmesi, ATP sentezini artirmak icin mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu ve
dolayisiyla ROS uretimini tesvik edebilir. Alternatif olarak, katlanmamis protein
birikimi ER lumeninden sitozole Ca®* sizmasina da yol acabilir ve artan sitozolik Ca**
dizeyi mitokondriyal ROS uretimini uyarir (92). Bitiun bu hiicresel olaylar endotel
hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur.

Bu amagla calismamizda, dretmis oldugumuz, manyetik Hb tasiyicilarinin, insan
umblikal ven endotel hucreleri Uzerine olan potansiyel toksik etkileri belirli
parametreler ile tespit edilmeye calisilmistir. Hiicre proliferasyonu ve canlilig: Gizerine
olan etkilerinin incelenmesi amaciyla MTT metodu kullanilmis, antioksidan savunma
sistemi Uzerine olan etkilerini arastirmak amaciyla ise endotel huicrelerin katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve siperoksid dismutaz (SOD) enzim aktivitelerine etkileri
degerlendirilmistir.

Elde ettigimiz verilere gore, saf Hb uygulamasi, vaskuler endotel hicreleri
uzerine kontrole gore pozitif bir proliferatif etkiye, SOD (p<0,001) ve glutatyon
peroksidaz (p<0,01) enzim aktivitesinde de anlaml: bir artisa neden oldugu belirlendi.
Farkl: konsantrasyonlarda Hb uygulamasinin, kolon kanserinin temel hicreleri olan HT-
29 hicre proliferasyonu ve ROS (zerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada, Hb
konsantrasyonun artisina bagli olarak proliferasyonun ve ROS konsantrasyonunun
arttigr  gosterilmistir (93). Bu sonucglar bizim c¢aligmamizi destekler niteliktedir.
Hicrede ROS artisi1 ve buna bagl olarak antioksidan savunma mekanizmasinin
aktivitesi hucre proliferasyonunda artisa  neden olmus olabilir.  Serbest

hemoglobinlerdeki hem grubunun demiri, endojen hidrojen peroksit ile tepkime vererek
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oksidatif hiicre zararlarina neden olan serbest radikallerin Uretilmesine ve hidroksil
radikallerinin birikmesine neden olabilir (94). Buna bagl: olarak saf Hb uygulamasinin,
hlicre proliferasyonunu artirmasiyla birlikte hiicrenin savunma mekanizmasini olusturan
GPx ve SOD enzim aktivitesini artirdigini ileri strebiliriz. Hucresel sistemde redoks
homeostazisini korumak igin ROS siperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi detoksifikasyon savunma sistemi tarafindan etkili bir
sekilde temizlenir. Ancak ROS dretimi hicre detoksifikasyon kapasitesinin Ustlinde
oldugu zaman, asir uretilen ROS DNA, proteinler ve hiicre zarinin lipidlerinde ciddi
hasara neden olur. ROS’larin burada muhtemelen protein kinazlar ve transkripsiyonel
faktorlerin aktivasyonu yoluyla hiicre ¢cogalmasinda ikinci haberci olarak hareket ettigi
One surulebilir (91).

Vaskiler endotel hiicrelerine uygulanan saf mnp, endotel hicre
proliferasyonunda (p<0,01), CAT’lerinde (p<0,01), SOD (p<0,05) ve glutatyon
peroksidaz (p<0,01) enzim aktivitesinde ciddi artisa neden olmustur. Akciger epitelyum
hicrelerinin 0,5, 2,5, 5,0 ug konsantrasyonlarda manyetik nanopartikil ile muamelesi
antioksidan enzim aktivitesinde artisa neden olmazken 15 ve 20 pg manyetit
uygulamasinin anlaml artisa neden oldugu bildirilmistir. Aym ¢alismada konsantrasyon
artisina bagli olarak hucre proliferasyonun da arttigi gosterilmistir (87). Calismamizda,
saf mnp uygulamasinda her ¢ enzim aktivitesinde de artisinin hiicre igindeki ROS
konstrasyonunun artisindan  kaynaklandigini ileri  sdrebiliriz.  Hicredeki ROS
birikiminin hticre proliferasyonuna neden olmas: yukaridaki mekanizmalarla ilaveten
yapilan farkl calismalarin incelenmesiyle de aydinlatilabilir. Ornegin ROS’un mitojen
tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolunu aktive edebildigi ortaya
konmustur. Ozellikle, ERK1 / 2 ve p38 MAPK iceren MAPK ailesinin osteoblastlarin
proliferasyonu ve farklilasmasinda 6nemli roller oynadigi bildirilmistir. Ayrica ROS,
AP-1 ve NF-kB aktivasyonu ile sonuclanan, PKC artisinda islev gérebilen Ca®*’un
hicre ici konsantrasyonunda bir artisa neden olabilir. Bir anti apoptotik protein olan
NF-kB’nin redoks-duyarli nukleer bir transkripsiyon faktori oldugu bilinmektedir.
ROS, NF-kB’yi direk olarak aktif hale getirerek, hiicre proliferasyonuna neden
olabildigi calismalarda gosterilmistir (95). Mekanizmay: agiklamak amaciyla ileriki
calismalarda molekuler diizeyde incelemelerin yapilmas: konuya agiklik getirebilir.
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Sentezledigimiz manyetik nanopartikiile bagli Hb tasiyicilardan 3APGAMNP-
Hb ve GAMNP-Hb, endotel hicre proliferasyonunda artisa neden olmustur (p<0,01),
ancak GAMNP-Hb antioksidan savunma enzimlerinin aktivitesinde kontrole gore bir
fark gostermemis, SAPGAMNP-Hb ise sadece GPx enzim aktivitesinde kontrole gore
azalmaya neden olmustur (p<0,05). Proliferasyon sonuglarina baktigimizda GAMNP-
Hb ve 3BAPGAMNP-Hb’nin saf mnp uygulamasina oranla proliferasyona daha az meyil
gosterdigi dikkat cekmektedir. Bu nedenle, saf mnp’nin komplekslerle (GAMNP-HDb,
3APGAMNP-Hb ve yiizey modifikasyon ajanlari) kaplanmasinin, saf mnp’nin ve saf
hemoglobinin proliferasyonu artirici etkisini zayiflatmis oldugunu gostermektedir.

TEALMNP-Hb kompleksine maruz kalmis olan hicrelerin canliligi ve
proliferasyonunda, istatistiksel olarak anlamli olmasa da hafif bir artis egilimi s6z
konusudur. Bununla birlikte TEALMNP-Hb uygulamasinin saf mnp ve 3APGAMNP-
Hb uygulamasina oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde proliferasyonda daha az
artisa neden oldugu dikkat cekmektedir (p<0,01) TEALMNP-Hb kompleksi CAT enzim
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden olmazken, SOD (p<0,001)
ve GPx (p<0,01) aktivitesinde ise anlaml1 bir artisa yol agtig: belirlendi.

Calismamizda, endotel hiicreleri Uzerine TALMNP-Hb kompleksi uygulamasi
ise hiicre proliferasyonu, CAT ve SOD enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlaml
bir degisime neden olmadi ancak GPx aktivitesini artird: (p<0,01). CAT, SOD enzim
aktivitesinin ve hucre proliferasyonun kontrole gore degismemesinin sonucu olarak,
uygulanan TALMNP-Hb kompleksinin istenilen 6lglide sentezlendigini ve hicre
sitotoksisitesine neden olmadigini ileri slrebiliriz. Bir ¢alismada, demiroksit salisilik
asit kapli manyetik nanopartikullerin (0,25 pg / ml) 48 saat inkibe edilen insan
glioblastoma hticrelerinde proliferasyonu etkilemedigini ve sitotoksik etkisi olmadigin
bildirmislerdir (96). Ayn1 calismada mnp’ler ile 72 saatlik inkibasyon hiicre
proliferasyonunda %8’lik bir azalmaya neden olmustur. Inkibasyon surelerindeki
farkliligin hiicre proliferasyonunu etkilemesi, sentezlemis oldugumuz mnp’lerin hiicre
sitotoksisitesi tzerindeki net etkisinin ortaya konmasi icin, farkli konsantrasyonlarda ve
farkli inktbasyon surelerinde hiicre Uzerindeki etkisinin incelenmesi gerektigini ortaya
koymustur.

Islevlendirilmis yani cesitli kimyasallarla ile kaplanmis olan mnp’ler Gzerine

arastirma yapilan calismalarda, mnp’lerin distik konsantrasyonlarda hiicresel diizeyde
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guvenli oldugunu ancak konsantrasyon artisina bagli olarak antioksidan aktivitenin
artisi ile birlikte sitotoksik etkinin de arttig: bildirilmistir (96).

Calismamizda GAMNP-Hb ve 3APGAMNP-Hb komplekslerinin hicre
proliferasyonu Uzerindeki pozitif etkisi, kullandigimiz dozun yiksek olabilecegi ve
hlcrenin bu duruma antioksidan savunma mekanizmasini aktive ederek karsilik vermis
olabilecegini gostermektedir. Artan antioksidan seviyesine bagl olarak buytme ile ilgili
sinyalizasyonun anormal aktivasyonu yoluyla hiicre blylmesini ve Uremesini tesvik
etmis olabilir (91).

TEALMNP-Hb ve TALMNP-Hb komplekslerinin ise hicre proliferasyonunu
etkilemeyip antioksidan sistemin bazi parametrelerinde artisa neden olmas: hiicrede,
ROS’dan kaynaklanan hasarlardan korunma ile ROS (retimi arasindaki dengenin
korundugunu gosterebilir. Bu durumda ¢alismamizin daha iyi desteklenebilmesi icin
ilerde yapilacak diger calismalarda, antioksidan dizeyleriyle birlikte hucrenin ROS
konsantrasyonunun da takip edilmesi yararl olacaktir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

6.1. Sonuclar

Bu tez calismasinda acil durumlarda kanda oksijen transferi yapabilecek
hemoglobin bagli manyetik nanopartikillerden olusan ve vyari sentetik olarak
hazirlanmis biyomalzemelerin gelistirilmesi amac¢lanmastir.

Bunun icin, 6ncelikle Fe3O4 manyetik nanopartikilleri sentezlenip yizeylerinde
cesitli modifikasyonlarla serbest aldehit gruplar: olusturulmasi ve bu yapilara schiff bazi
tepkimesinden yararlanilarak ultra saf hemoglobin immobilize edilmesi dusunulmastar.
Bu islemler yapilirken hemoglobin molekiillerinin konformasyonel degisiminin
mumkin oldugunca az olmasi, bdylelikle molekdllerin oksijen tasima potansiyellerinin
korunmasi hedeflenmistir.

Aldehit grubunun hazirlanmasi icin 4 farkli yontem kullanilmistir. Bunlar; a)
Trietanol amin kapli b) Tartarik asit kapli ¢) 3APTES kapli d) Glutaraldehit kaph
partikillerdir. Calisma sonuglarimizi degerlendirmek (lizere XRD, C-TEM ve SEM
analizlerinden  vyararlanilmistir. ~ Sonuglarimiz ~ partikillerin -~ proje  Oncesinde
6ngordigiimiz boyutlarda sentezlendigini dogrulamaktadir ve birbirine yakin oldugunu
gostermektedir. Sirasiyla; a) 22,6 nm b) 21,1nm c) 22,8nm d) 24,8 nm.’dir.

Uygulanan 4 farkli metot ile elde edilen partikuller infrared (FT-IR) ve
elementel analiz (EDX) spektroskopileri ile incelendiginde, hemoglobin molekullerinin
baglanacag aldehit uglarinin olusturuldugu belirlenmistir.

Hemoglobin bagli nanopartikillerin CV ve UV analizleri, hemoglobin
molekillerinde yapisal buttinlugiinin degismedigini, biyomolekiillerin oksijen tasima-
birakma yeteneklerinin  korundugunu, bu durumun uzun sire stabil kaldigin
gostermistir.

Serbest manyetik nanopartikiller ve serbest hemoglobin (Img/10ml) in vitro
insan endotel hiicre hatlar1 tzerinde istatistiksel agidan anlaml: hiicre proliferasyonuna
neden olurken; ayn1 dozda uygulanan hemoglobine bagli manyetik nanokomplekslerin
tarlerine bagl: olarak farkli oranda proliferasyona yol actigi ve herhangi bir inhibitor

etki gostermedikleri belirlenmistir.
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Endotel hiicre lizatlarina serbest manyetik nanopartikil eklenmesi (1mg/10ml)

ile antioksidan enzim aktivitelerinde (SOD, CAT, GPx) kontrol grubuna gore ciddi bir

artis gozlenirken, hemoglobinli nanopartikullerde bu etki ¢ok daha sinirli kalmistir.
Ozellikle, Gamnp-Hb ve 3APGAMNP-Hb basta olmak tizere 4 farkli yontemde de

anlaml degisiklik gorilmeyen enzim aktiviteleri belirlenmistir..

6.2. Oneriler

Bu calisma oksijen tasimak Uzere dogal kanin yerine gecgebilecek alternatif bir
biyomalzeme gelistirme calismasinin ilk basamak sentez denemeleridir. Bu
nedenle bu ¢alismanin optimizasyon ¢alismalarina devam edilmelidir.

4 farkli metot ile immobilize edilen molekillerin stereokimyalari daha
derinlemesine incelenmeli; en stabil ve ideal boyuttaki modifiye partiktller
tercih edilmelidir.

Damar yizeyine yapilacak etkilerin minimalize edilebilmesi igin yiizeyine
hemoglobin immobilize edilen partikillerin agikta kalan (Hb baglanmamis)
fonksiyonel gruplari ile hemoglobinlerdeki olas: reaktif gruplarin tespiti ve
kapatilabilme secenekleri degerlendirilmeli, gerekirse enkapsiilasyon ya da
lipozomal paketlemelere yonlenmelidir.

Bu arastirma projesi ileri donemlerde yeni nesil biyomalzemelerin gelistirilmesi
icin ilk basamak calismas: olmustur. Ayn1 yontemlerden yararlanilarak protein

yapida bir¢cok biyomalzeme tretimi mimkdin olacaktir.
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