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Siyaniir bir¢cok evsel gida ve iirlinde bulunabilecegi gibi 6zellikle endiistride kullanilan
bircok sentetik malzemenin yanma iiriinleri olarak da ortaya c¢ikmaktadir. Ozellikle
bircok endiistri veya ev yangminda siyaniir igeren bilesiklerin yanmasi sonucu ortaya
c¢ikan hidrojen siyaniir (HCN) gazindan zehirlenme ile karbonmonoksit (CO)
zehirlenmesi arasinda ayrimin ¢ok kolay yapilamadigi, teshis ve buna bagli tedavinin
uygulanmasinda zorluklar yasandigi ve bir¢ok can kaybinin yasanabildigi literatiir
kaynaklarinda yer almaktadir. Siyaniir iceren maddelerin agiz yoluyla almmasi,
solunmasi ve deriden emilimi sonucunda bircok toksik etki meydana gelmektedir.
Siyaniiriin yarilanma omrii kisa oldugundan, tedavi i¢in teshis hiz1 da ¢ok biiylik 6nem
arz etmektedir. Giiniimiizde kan ve idrar bazli siyaniir tayini ¢aligmalar1 bulunmakta
ancak hem 6rnek saklama hem de nakliye, maliyet ve analiz siireleri bakimindan yetersiz
kalmaktadir. Bu sebeple ¢ok kisa siire i¢erisinde maruz kalan kisiden siyaniir teshisine ve
maruz kalinan siyaniir derisiminin (konsantrasyonunun) 6l¢iilmesine olanak saglayacak

bir sisteme ihtiya¢ duyulmaktadir.



Bu sebeple tez kapsaminda, floresan altin nanokiimelerin (AuNCs) siyaniir varliginda
sonlimlenme etkisine dayanan ve insan tam kan plazmasindan uygun maliyetli ve hizli
kolorimetrik siyaniir tayini yapilabilen mikroakigkan bir sistem tasarlanmis ve
iiretilmistir. AuNC’ler ve siyaniir arasindaki Elsner reaksiyonu, diger metal iyonlarmin
ve tuzlarinin aksine siyaniir icin yliksek segicilik saglamaktadir. 200 pm ve 500 pm
kanallara sahip ¢cok katmanli bir mikroakiskan kompakt disk (CD) ve insan tam kanindan
hizli plazma ayristirma iglemi i¢in gerekli 500 RPM ve 5000 RPM donme hizi araligina
sahip Arduino Uno tabanli bir tasmabilir santrifiij cithazi da yine tez kapsaminda
tasarlanmis ve tretilmistir. CD'nin donme hizin1 kontrol etmek i¢in gerekli yazilim da

ayrica gelistirilmistir.

Bir akilli telefon ve ticari/ticari olmayan kullanimlar i¢in licretsiz sunulan bir cep telefonu
uygulamasi yardimi ile insan kan plazmasinda siyaniir tespiti icin yeni bir kolorimetrik
tayin yontemi gelistirilmistir. Sistem, insan kan plazmasidaki siyaniirii, literatiirde
giivenli ve tehlikeli aralik olarak tanimlanan 0,1 mg/L ile 5 mg/L arasindaki derigim
araliginda tespit edebilmektedir. Tez ¢alismalar1 sonucunda ortaya ¢ikarilan, insan kan
plazmasindan son derece secici, hizli ve uygun maliyetli bir sekilde siyaniir tayini
yapabilen AuNC bazli mikroakiskan sistem, geleneksel siyaniir tespit sistemlerine giiclii

bir alternatif olacaktir.

Anahtar Kelimeler: floresan sensor, altin nanokiimeler, siyaniir tespiti, insan kan

plazmasi, kolorimetrik tayin, mikroakiskan sistemler.
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Cyanide can be found in many household foods and products, as well as the combustion
products of many synthetic materials, especially used in industry. The distinction between
poisoning from carbon monoxide (CO) and hydrogen cyanide (HCN) caused by the
burning of cyanide-containing compounds, especially in many industrial or household
fires, is not easily to detect. Due to difficulties in diagnosis and application of treatment
related to the detection on time, many casualties may occur as described in literature.
Many toxic effects occur as a result of oral intake, inhalation and absorption of cyanide-
containing substances. Because of the half-life of cyanide is short, the rate of diagnosis
for treatment has also a great importance. There are currently blood and urine-based
cyanide determination methods, but they are insufficient in terms of both sample storage
and transportation, cost and analysis times. For this reason, there is a need for a system
that will allow rapid diagnosis of cyanide from the exposed person and to measure the

concentration of exposed cyanide level.
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A cost-effective and rapid microfluidic platform for colorimetric cyanide detection in
human whole blood plasma based on quenching effect of fluorescent gold nanoclusters
(AuNCs) in the presence of cyanide has been designed and developed within the scope
of the thesis. Elsner reaction between AuNCs and cyanide provides high selectivity in
contrast to other metal ions and salts. A microfluidic multi layer compact disc (CD) with
200 pm and 500 pm channels and an Arduino Uno based portable centrifuge device which
has rotational speed range between 500 RPM and 5000 RPM for rapid plasma seperation
from whole human blood were also designed and developed in this study. A software for

controlling the rotational speed of CD was also developed.

With the help of a smart phone and a mobile application which is free for commercial and
non-commercial use we represent a novel colorimetric method for detection of cyanide
in human blood plasma. The system can detect cyanide in human blood plasma in the
concentration range between 0,1 mg/L and 5 mg/L which is described safe and dangerous
interval in the literature. We believe that a highly selective, rapid and cost effective
AuNCs based centrifugal microfluidic cyanide detection system in human blood plasma
which is reported in this study can be an alternative to conventional cyanide detection

systems.

Keywords: fluorescent sensor, gold nanoclusters (AuNCs), cyanide detection, human

blood plasma, colorimetric detection, microfluidic systems.
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1. GIRIS

Son yillarda nanoteknoloji alanindaki gelismeler, floresan altin nanokiimelerin
(AuNCs) cok kiigiik boyutlar1 (1-3 nm), biyouyumluluklar1 ve fotostabiliteleri
sayesinde bir¢cok sensor sisteminde kullanimina olanak saglamistir. Bu sistemler
icerisinde metal, agir metal ve metal tuzlar1 gibi toksik etkiye sahip olan veya
olabilecek malzemelerin tayinine olanak saglayan biyo algilayici sensorlerde
floresan etiketler olarak AuNC’ler siklikla kullanilmaktadir. Bir¢ok evsel ve/veya
endiistriyel malzemede ve bunlarin yanma iiriinlerinde bulunabilen siyaniir ve altin
arasindaki benzersiz etkilesim sayesinde, siyaniiriin se¢ici tayinine yonelik sensor

calismalar1 literatiirde yer almaktadir.

Siyaniir viicutta depolanmaz, kanserojen degildir. Giiniimiizde en ¢ok sigara
dumani ve yanginlarin dumanmin solunmasi ile maruz kalinmaktadir. Siyaniir
kanda bulunan methemoglobin'e geri doniisiimsiiz bir sekilde baglanarak etkinlik
gosterir. Bu 6zelligi kanin dokulara oksijen perfiizyonunu saglayamamasi sonucu
hipoksiye ve sonugta hipoksik sok ve 6liime neden olur. Oksijen mevcuttur fakat

kanda taginamaz. Viicut adeta oksijen havuzunda bogulur.

Siyaniir tayini i¢in kullanilan geleneksel yontemler maliyet, zaman ve analiz
acisindan getirdigi yiikler sonucunda istenilen hizlarda yapilamamakta ve siyaniire
maruz kalan kigilerin tedavisinde aksakliklar ve gecikmeler yasanmaktadir. Bu
sebeple daha hizli ve maliyet etkin bir tayin sistemine ihtiya¢ duyulmaktatir. Ancak
olusturulacak yeni sistemin de secicilik ve hassasiyet acisindan geleneksel tayin
sistemlerine gii¢lii bir alternatif olmas1 beklenmektedir. Kanda yapilacak siyaniir
tayinlerinde plazma tiyosiyanat ve oksihemoglobinden yapay siyaniir olusumu
nedeniyle tam kandan siyaniir tespiti yerine, plazmadan siyaniir tespitinin daha
giivenilir sonuglar verdigi literatiirde yer almaktadir. Bunun i¢in 6ncelikle kanin
bilesenlerine ayrigtirilmasi gerekmektedir. Geleneksel olarak kan ve plazma
ayristirma islemi hastane ortaminda, genis capli ve yiiksek hizli santrifiij cihazlari
ile gerceklestirilir. Bu islem zaman alicidir ve egitimli bir laboratuvar teknisyeni

tarafindan yapilmasi gereken prosediirler igerir. Santrifiijal veya kompakt disk



(CD) tabanli mikroakiskan sistemler; ¢okelmeye ve sivinin yonlendirilmis bir
sekilde hareket etmesine dayali bir teknigin minyatiirize edilmesi, otomasyon ve
Kompakt Disk (CD) iizerinde kurulan sistemin c¢ok katmanli olmasi gibi
sebeplerden dolay1r hem analiz i¢in 6rnek hazirlama hem de kullanilacak 6rnek
miktar1 agisindan kolayliklar sunar. Kan bilesenleri arasindaki yogunluk ve
parcacik boyutu farklarindan yararlanarak, kanm hiicresel bilesenleri ve plazma

kismu yiiksek saflikta ayristirilir.

Tez kapsaminda siyaniir igeren tam kandan ayristirilan plazma sivisi floresan
AuNC’ler ile etkilestirilerek floresan siddetlerde meydana gelen soniimlenme
degisimleri bir akilli telefon ve telefona yiiklenen, renk farkliliklarma ait

degisimleri veren bir uygulama ile kolorimetrik olarak tayin edilmistir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda standart prosediiriin aksine kii¢lik boyutlu, CD tabanli
bir mikroakigkan sistem tasarlanmasi ve kanin bilesenlerine ayrilmasi islemi i¢in
gerekli zaman ve yiiksek maliyet kisitlamalarinin ortadan kaldirilmasi saglanmaistir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve literatiirde yer alan bilgiler ile karsilastirildiginda
tez kapsaminda siyantiriin hizli, segici ve hassas tayini i¢in tasarlanan ve iiretilen

sistemin gelecek uygulamalar i¢in de yol gosterici olacagi bir gercektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Siyaniir Zehirlenmesi

Siyaniir binlerce yildir zehir olarak kullanilmaktadir. Yiiksek doz siyaniiriin etkileri
hizhidir ve 6lim dakikalar i¢inde gergeklesir. Panzehirler zamaninda uygulanirsa
etkilidirler ancak panzehirlerin yliksek doz maruziyetlerde gereken zamanda bulunma
olasilig1 son derece diisiiktiir. Baz1 gidalarda ve sentetik malzemelerin yanma tirlinlerinde

de bulunan siyaniir ayrica endiistride de yaygin olarak kullanilir.

2.2. Tarihsel Kullanim
2.2.1. Siyaniiriin Kesfi ve Antik Zamanlardan Yakin Tarihe Kullanimi

Eski Misir'dan bu yana, act badem, defne kiraz1 (Prunus laurocerasus) yapragi, seftali
cekirdekleri ve manyok gibi siyaniir tiirevleri i¢eren bitkiler 6liimciil zehir olarak
kullanilmistir [1, 2]. Eski Misirlilarin adli infazlarinda kullanilan seftali cekirdekleri Paris
Louvre Miizesi’nde sergilenmektedir ve Misir papiriislerinde bu infaz “seftali cezas1”
seklinde tanimlanmaktadir [2]. Romalilar da defne kiraz1 agaci1 yapraklarmi bir infaz
yontemi olarak (“kiraz 6limii” olarak adlandirilir) kullanmiglardir. Roma imparatoru
Nero, aile iiyelerini ve memnun olmadigi kisileri zehirlemek icin defne kirazi suyunu
kullanmugtir. III. Napolyon, Fransiz-Prusya Savasi sirasinda askerlerinin siingiilerinde
daha 6liimciil olabilmesi adma siyaniir kullanilmasini emretmistir. Ayrica Napolyon'un
da siyaniirden 61diigii 6ne siiriilmektedir [3]. Siyaniir zehirlenmesi, ilk olarak 1679'da
Wepfer tarafindan, aci badem 6ziitii uygulamasmin etkileri ile ilgili ¢alismasinda
tanimlanmistir [2]. 1731'de Maddern, agiz yoluyla, rektuma veya enjeksiyonla kopeklere
verilen defne kirazi suyunun hizla képekleri 61diirdiigiinii géstermistir [4]. Siyaniir iceren
maddeler yiizyillardir zehir olarak kullanilmasma ragmen, Isvecli eczaci ve kimyager
Carl Wilhelm Scheele'nin prusya mavisi boyasimi seyreltik siilflirik asitle 1sitarak asidik
ve suda ¢ozilinebilen bir gaz olan hidrojen siyaniir (HCN) elde ederek siyaniirii izole ettigi
tarih olan 1782 yilina kadar siyaniir tanimi yapilamamistir. Scheele’nin Berlin mavi asidi
olarak isimlendirdigi bu yeni asit daha sonralar1 prusik asit olarak adlandirilmis ve
giinlimiizde ise mavi anlamina gelen yunanca bir sozciik olan “kyanos” yani siyaniir
olarak adlandirilmaktadir. Scheele'nin kesfi birkac¢ yil sonra, tat testi ve HCN koklama
gibi gilivensiz deneysel uygulamalara girigmekten ve kazara siyaniir sigsesini kirmaktan

hayatina mal olmustur. 1815 yilinda Fransiz kimyager Joseph Louis Gay-Lussac siyaniir



bilesiklerinin daha iyi anlasilmasmi saglamistir [2]. Gay-Lussac, badem benzeri bir tadi
ve 0onemli termal stabilitesi olan siyanojen adi verilen renksiz, zehirli bir gaz tespit etti.
HCN de dahil olmak {iizere asitler iizerinde yaptig1 c¢aligmalar, asitlerin oksijen
icermesinin gerekmediginin farkina varilmasina ve boylece siyanojen pargalarin tek tek
karbon ve azot atomlarini ayirmadan bilesikten bilesige aktarilabileceginin farkina

varilmasina yol agmustir.

2.2.2. intihar Amach Kullanim

Siyaniir genellikle bireyler ve gruplar tarafindan intihar etmek i¢in de kullanilmustir [5].
Bu tiir olaylarin en meshurlarindan biri 1978'de Guyana Limani'nin yakininda, bir kiilt
lideri olan Jim Jones'un takipgileri siyaniir ile muamele edilmis tiziim aromal bir igecek

ile toplu intiharidir. 900'den fazla ¢cocuk ve yetigkin bu olayda hayatii kaybetmistir [6].

2.2.3. Siyaniir Kaynaklan ve Kazara Zehirlenmeler

Siyaniiriin bircok kimyasal formu olmasma ragmen, HCN (veya siyaniir anyonu CN")
kokeni ne olursa olsun birincil toksik ajandir. Askeri personel ve siviller, yenilebilir ve
yenmeyen bitkiler, endiistriyel operasyonlar, yanginlar ve sigara dumani yoluyla ortak
dogal ve antropojenik siyaniir kaynaklarma maruz kalabilirler. Devam eden diisiik
seviyeli siyaniir maruziyetleri, biyolojik toleranslar1 asan miktarlar1 detoksifiye eden
reaksiyon yollar1 ile viicut tarafindan yonetilmektedir. Siyaniir zehirlenmesi ile ilgili tibbi
bilgilerin ¢ogu siyaniir zehirlenmesine maruz kalan siviller, yangin ve endiistriyel kaza
deneyimlerinden olusmaktadir. Cesitli arastirmalar, karbon monoksit (CO) ve HCN'nin
ev yapilarinda yaygin olarak bulunan malzemelerin ana yanma {riinleri oldugunu ve
ozellikle yiiksek sicakliklarda ve diisiik oksijen varliginda piroliz durumunda yiiksek

miktarda HCN salindigini bildirmistir.

Karbon igeren maddelerin yetersiz yanmasi sonucu yanginlarda CO ag¢ia ¢ikmaktadir.
Azot ve karbon iceren kopiik (poliliretan), akrilikler, boyalar, naylon ve plastikler
(poliakrilonitriller, poliakrilamidler) ve ayrica yiin, ipek, pamuk, kagit ve ahsap gibi dogal
malzemelerin yanmasi sirasinda HCN olusabilmektedir. Genel olarak, yangin ortaminda
azot bilesikleri ne kadar fazla ise, HCN'nin potansiyel salim1 o kadar biiyiik olmaktadir.
Polimerlerin giderek yayginlagsmasi yangin dumaninda HCN ile daha sik kargilagilmasi

olasiligin1 artirmaktadir [1,7-9,10-12].



Hem karbon monoksit hem de siyaniir zehirlenmesi, mide bulantisi ve kusma dahil olmak
iizere gastrointestinal rahatsizliklarmm ve bas donmesi ve bag agrist gibi norolojik
isaretlerin bir dereceye kadar kombinasyonuna neden olabilmektedir. Bu bulgular
genellikle hafif ila orta siddette karbon monoksit zehirlenmelerinde goriilmektedir.
Ayrica siyaniir zehirlenmelerinde de zehirlenmenin erken evresinde bu bulgularin

gorildigi rapor edilmistir [13].

Siyaniir seviyeleri ile ilgili epidemiyolojik veriler bir¢ok Onyargiyr da beraberinde
getirmektedir. Siyaniir ¢ok kisa bir yar1 dmre sahip oldugundan ve kisa bir siire icinde
kan ornekleri nadiren elde edilebildiginden, 6lgiilen siyaniir derisimleri genellikle hatali
olarak diisiik ¢ikabilmektedir. Orneklenmis kanin depolanmasi (saklama sicakligi,
ornekleme ve test arasindaki siire) ve ¢esitli olaya 6zgii ve magdurlara 6zgii faktorlerin
(6rnegin; karboksihemoglobin doygunlugu, methemoglobin icerigi) etkisi de hataya
katkida bulunabilmektedir [7,14]. CO'mun aksine, kandaki HCN i¢in hizli bir tespit
yontemi yoktur ve analitik dogrulama yapmak zaman almaktadir. Laboratuvar analizi
tanty1 dogrular, ancak laboratuvar sonuglarini beklemeden tedavi baslamalidir. Kisa
yarilanma 6mrii nedeniyle, miimkiinse yangin mahallinde kan 6rnegi alinmalidir. Siyaniir
derigimleri ile semptomlarmn siddeti arasindaki iligkiler; 0.5-1 mg/L araligindaki
derigimler hafif, 1 ila 2 mg/L araliginda orta, 2 ila 3 mg/L araliginda siddetli ve 3 mg/
L'den fazla ise 6liimciil olarak kabul edilmektedir. Sistemik siyaniir zehirlenmesinin bir
gostergesi olarak siyaniir soluma derisimini degerlendirmek i¢in calismalar da ayrica

gergeklestirilmistir [9, 12, 15-17].

HCN, volkanlar, bitkiler, bakteriler ve mantarlar tarafindan atmosfere salmir [18-24].
Bununla birlikte, insanlarda ve hayvanlarda siyaniir zehirlenmesinin birincil dogal
kaynagi bitkilerdir. Yenilebilir meyve ve sebzeler dahil olmak tizere 2.000'den fazla bitki
tiirli, yutuldugunda siyaniirii serbest birakabilen siyanojenik glikozitler icermektedir [21,
25, 26]. Siyanojenik glikozitlerin hizli hidrolizi ve HCN salimi, bitki hiicre yapisi
bozuldugunda ortaya ¢ikar. Bu nedenle yanlis islenmis siyanojenik glikozitler iceren
bitkilerin tiikketimi sonras1 viicutta HCN salgilanir ve hastalik veya 6liimle sonuglanabilir.
Siyaniir zehirlenmesine neden oldugu bildirilen bazi yaygin siyanojenik yenilebilir

bitkiler arasinda manyok, sorgum, tatli patates, patates, misir, dari, bambu, seker kamisi,



bezelye, lima fasulyesi, soya fasulyesi, badem ¢ekirdekleri, limon, mikset limonu, elma,
armut, seftali, yabani kiraz, kayisi, kuru erik ve erik bulunmaktadir [21, 25-33]. Manyok
ve sorgum, bir¢ok tropik iilkede yiliz milyonlarca insanin temel gidalaridir ve bu
bolgelerdeki merkezi ve periferik ndropatilerin goriilme sikligi bu bitkiler ile
ilskilendirilmektedir [34]. Bitkilerdeki bilinen siyanojenik glikozitler amigdalin,

linamarin, prunasin, dhurrin, lotaustralin ve taksifilin’dir.

Endiistriyel ve tarimsal talebi desteklemek i¢in diinya ¢apinda siyaniir iretimi yillik 2,5
milyon ton civarindadir. Siyaniir kullanan endiistrilerde, mesleki maruziyetler dncelikle
dermal ve inhalasyon yollar1 ile ger¢eklesmektedir. Endiistriyel olmayip kazara
gerceklesen klinik 6neme sahip maruziyetler tipik olarak plastiklerin yanmasini igeren

ticari yangmlarla iligkilidir [35, 36].
2.3. Siyaniir Zehirlenmesinin Biyokimyasi

Siyaniiriin, dzellikle ferrik (Fe*") durumunda demir ve kobalt icerenler olmak iizere ¢esitli
enzimleri bagladig1 ve inaktive ettigi bilinmektedir. Mitokondriyal membranlar i¢inde
bulunan elektron tagima zincirindeki terminal protein olan sitokrom ¢ oksidazin aktif
bolgesine baglanarak histotoksik oksijensizlik sonucu nihai 6liimciil etkisini gosterdigi
diisiiniilmektedir. Bu sayede siyaniir, elektronlarm molekiiler oksijene transferini 6nler.
Bu nedenle, kandaki oksijen varligina ragmen, Adenozin Trifosfat (ATP) olusumu icin
kullanilamaz, bdylece aerobik hiicre metabolizmasi1 durdurulur [37, 38]. Hiicreler ATP
enerji kaynagimi glikoliz yoluyla gerceklestirmeye calisirlar, ancak bu yontem de,
Ozellikle metabolik olarak aktif kalp ve beyinde kisa Omiirliidiir. Siyaniir, hiicrelere
girmeden once birkag islemle ¢ikarilabilir. Siyaniir, endotel kokenli gevseme faktorii ile
(nitrik oksit oldugu diisiiniilen) bir kompleks olusturabilmektedir. Agir metaller (6rnegin;
altin, molibden veya kobalt tuzlari) veya metal merkezlere sahip organik bilesikler
(6rnegin; hidroksikobalamin) siyaniirii temizleyebilir, hiicreye girmeden dnce etkili bir
sekilde ¢ikarabilmektedir. Son olarak, albiimin enzim benzeri davranis sergileyebilmekte

ve siyaniirli detoksifiye etmek i¢in elemental bagl kiikiirt [39] kullanabilmektedir.

Siyaniir, hiicreler icinden ise ¢esitli islemlerle ¢ikarilabilir. Siyaniir methemoglobin ile
reaksiyona girdiginde kirmizi kan hiicrelerinde siyanometemoglobin iiretimi

olugsmaktadir. Siyaniir detoksifikasyonunda en az dort hiicre i¢i enzim yer almaktadir;



rhodan, merkaptopiruvat stilfiirtransferaz, tiyosiilfat rediiktaz ve sistatiyonaz. Siyaniir
ayrica 2-aminotiazolin-4-karboksilik asit (ATCA) olusturmak i¢in sistin ile reaksiyona
girmektedir. Oksijen takviyesi, siyaniir zehirlenmesinden iyilesmeyi arttirmaktadir ancak

bunun gerceklestigi mekanizma belirsizdir [40].

Siyaniir epitelyum yoluyla kolayca yayilabilir. Bu 6zellik, HCN gazinin solunmasi,
siyanilir tuzlarinin veya siyanojenlerin yutulmasi veya siyaniiriin yiiksek derigimli
cozeltilerinden perkiitan emiliminden sonra 6liime yol acabilmektedir. Siyaniir atilimmin
en Onemli yolu, daha sonra idrarla atilan tiyosiyanat (SCN™) olusumudur [34].
Tiyosiyanat; siyaniir, siyanat (CNO™) veya izosiyanattan daha az dogal bir toksikolojik
tehlikeye sahiptir. Tiyosiyanat olusumu dogrudan rhodanese enzimi tarafindan katalize
edilir ve dolayli olarak 3-merkaptopiruvat siilfiirtransferaz [41] ve tiyosiilfat rediiktaz
enzimlerinin siyaniir ve persiilfit kiikiirt tiriinleri arasinda kendiliginden bir reaksiyon
yoluyla katalize edilir. Her ii¢ enzimin [42] mekanizmalarinin yam sira tiyosiyanat
olusumunun [43, 44] farmakokinetigi yapilan ¢aligmalarda incelenmistir. Enzimatik
yollar siyaniir detoksifikasyonunda etkilidir, ancak yetersiz siilfiir donor substrat1 sebebi

ile cok yogun asir1 doz durumlarinda etkinligi kisithdir.

Mitokondriyal sulfurtransferaz reaksiyonlari, akut zehirlenmelerin tedavisinde sodyum
tiyostilfat uygulanmasindan yararlanir. Sistin ve siyaniirin ATCA ve totomerini
olusturmak i¢in etkilesimi, siyaniir metabolizmasinin yaklasik% 20'sini olusturmaktadir
[45]. Buyiizde, toksik siyaniir dozlariyla birlikte artmaktadir [46]. Tam olarak bilinmeyen
kii¢iik bir metabolizma yolu, siyaniiriin siyanate doniistiiriilmesidir. Kombine olarak, bu
metabolik yollar, ortalama insanda (70 kg'lik bir kiside 1.19 mg/dakika), viicut agirhiginin
kilogrami bagma 0.017 mg siyaniirii detoksifiye etmektedir [47, 48]. Siyaniir, belirli bir
biyolojik etkiye neden olmak i¢in gerekli olan Ct'nin (derisim ve zaman iirlinii) ¢esitli
derisimler ve siireler boyunca sabit oldugunu bildiren Haber’in yasalarina uymayan
birkac kimyasal maddeden biridir. Bu nedenle, LCtso (maruz kalan popiilasyonun % 50’si
icin Oldiiriicli olan buhar veya aerosol maruziyeti) yiiksek bir derisime kisa bir maruziyet

ile diisiik bir derisime uzun maruziyetten dogan etkiler birbirinden farklidir.



2.3.1. Siyaniir Farmakokinetigi ve Farmakodinamigi

Siyaniiriin, ilk toksisite doneminde birinci dereceden kinetik sergiledigi goriilmiistiir [43].
Siyaniir icin dagilim hacmi, kimyasalin kan seviyeleri degistikce degisiyor gibi
goriinmekle birlikte bu degisiklikler muhtemelen molekiiliin belirgin hiicre ici
sekestrasyonunu yansitmaktadir. Hayvan ¢aligmalar1 [49, 50], akciger, kalp ve beyinde
bulunan en yiiksek doku seviyelerine sahip inhale HCN'nin farkli bir egilimini
gostermektedir. Bu veriler, diger hayvan calismalarindan ve bu organlarin siyaniir
toksisitesindeki Onemini vurgulayan klinik raporlardan gelen kanitlar1 destekler
niteliktedir. Siyaniiriin yutulmasi; karacigerde, inhalasyon maruziyetinden ¢ok daha
yiiksek etkilere yol acar; bu, adli sorusturmalarda yararl bir farklilik noktasidir. Siyantiir
ayrica, zehirlenmenin erken evrelerinde vaskiiler direncin anlasilmayan bir sekilde artigi
[51] ve kopeklerde serebral kan akisinda belirgin bir artis da dahil olmak iizere genis
kapsamli kardiyovaskiiler etkilere sahiptir [52]. Kemirgen ¢aligmalarindan elde edilen
veriler, siyaniir tuzunun tek bir akut uygulamasinin O6lim veya tam iyilesme ile
sonuglanabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica kopeklerde, tavsanlarda, maymunlarda ve
insanlarda yapilan HCN inhalasyon ¢alismalarindan elde edilen veriler, 6liimiin 8 giine
kadar ertelenebilecegini diisiindiirmektedir [53, 54]. Siyaniir zehirlenmesinin norolojik
sekelleri bir yila kadar ertelenebilmektedir [2]. Beynin bolgesel duyarliliklarindaki bu
gecikmis degisikliklerin hipoksik stresden kaynaklandigi diisiiniilmektedir ve 6liimciil

karbon monoksit zehirlenmesinden sonra goriilenler ile benzerdir.

2.3.2. Toksisite

Diger oliimciil kimyasal savas ajanlar1 ile karsilastirildiginda genellikle ¢ok toksik
maddeler olarak kabul edilmesine ragmen, siyaniirler en az toksik olanlardir. HCN i¢in
LCtso'nin genellikle 2.500 ila 5.000 gedk/m’ oldugu belirtilmektedir; siyanojen kloriir
icin, yaklasik 11.000 mgemin/m*’dir [55]. (Sinir ajanlar1 igin karsilastirilabilir degerler
10-200 mgemin/m?; kiikiirt hardal icin, 1.500 mgemin/m’; ve fosgen icin 3.000
mgemin/m>'tiir). Insanlar i¢in; maruz kalan popiilasyonun % 50'si igin dliimciil olan
(LDso) tahmini intravendz HCN dozu yaklasik 1.0 mg/kg'dir ve derideki s1v1 i¢in tahmini
LDso yaklagik 100 mg/kg'dir.

2.4. Siyaniir ve Siyaniir Metabolitlerinin Tespiti

Biyolojik sivilardaki siyaniir veya metabolitleri tiyosiyanat ve ATCA’nin belirlenmesi

adli tip, klinik, aragtirma veya veterinerlik amaglar1 i¢in siklikla gereklidir. Diger taraftan



siyanlir ve siyaniir bilesiklerinin saptanmasi endistriyel, cevresel ve arastirma
uygulamalar1 i¢in de son derece dnemlidir [18, 45, 56, 57]. Biyolojik 6rneklerde siyaniir
ve siyaniir metabolitlerinin dogrudan belirlenmesi i¢in uygulanan analiz yontemleri
arasinda spektrokimyasal absorbsiyon veya liminesans yontemleri [16, 24, 58-94],
elektrokimyasal yontemler [58-66], kilcal elektroforez [67, 68], ve gaz [95-116] veya
cesitli tespit tekniklerine bagli sivi kromatografi teknikleri [117-139] yer almaktadir.
Biyolojik stvilardaki siyaniir ve siyaniir metabolitlerinin saptanmasini inceleyen yiizlerce
literatiir referansi, bir yontem se¢me zorluguna katkida bulunabilmektedir. Ek olarak,
literatiirde yer alan sayisiz belirsizlik ve tutarsizlik, karmasik bir yontemin se¢imine de
sebep olabilmektedir. Bu noktada verilmesi gereken ilk karar siyaniiriin,
metabolitlerinden birinin mi, yoksa her ikisinin de mi aranilacak madde olarak
secilecegine karar verilmesidir. Bu se¢imi etkileyen faktorler hiicresel absorbsiyon ve
detoksifikasyon kinetigi, numune alma ve analiz siiresi, numune saklama siiresi ve
kosullari, numune matrisi, etkilesimler, tespit limitleri, mevcut ekipman ve uzmanlik ile

biit¢edir.

Antidotal tedaviden Once siyaniir ve/veya siyaniir metabolitlerinin analitik olarak
belirlenmesi, zehirlenmenin siddetinin  ve antidot doz seviyelerine iliskin
degerlendirmelerin daha dogru bir sekilde yapilabilmesini saglamaktadir (6zellikle
yiiksek dozlarda antidotlar da toksik olabilmektedir) [22, 69, 70]. Bununla birlikte,
mevcut hicbir yontem, antidotal tedavi uygulanmadan 6nce test sonuglarmi beklemeyi
gerekce gosterecek kadar basit, dogru ve hizl degildir (siyaniir, analizin gergeklestirilme
stiresinden daha hizli bir sekilde oldiirebilir). Siyaniir ve metabolitlerinin 6l¢iimii,
Oldiiriicii deger altinda oldugunda tan1 veya tedavi edici degere sahip olabilir; minimal
veya orta derecede semptomatik zehirlenmeye maruz kalma ayirict taninin bir pargasidir.
Ek olarak siyaniir zehirlenmesinin varsayilan bir tanmisinin dogrulanmasi veya
reddedilmesi i¢in biyolojik numuneler degerlendirilmelidir. Siyaniir derigimleri
belirlenirken kan tercih edilen biyolojik O6rnek olmustur. Siyaniir detoksifikasyon
islemleri, metal merkezleri veya hem (heme) birimlerini igeren proteinlere ve enzimlere
baglanma veya diger uygun hiicresel varliklarda sekestrasyon yoluyla kandan hizla
cikarilir [24, 57, 71-82, 140]. Siyaniiriin karakteristik 6zellikleri [83, 84], biyolojik bir
ornegin hizli bir sekilde toplanmasi ve analizin miimkiin olan en kisa siirede yapilmasi

gerektigini gostermektedir. Siyaniir analizi hizli bir sekilde gergeklestirilemezse,



biyolojik numunelerin daha sonraki testler icin 6rneklenmesi ve saklanmasi i¢in asagidaki

etmenler gz Oniinde bulundurulmalidir:

Siyaniir derisimlerinin belirlenmesi icin kan Orneginin toplanmasinda heparinize
flakonlar  kullanilmalidir. Heparin ve etilendiamintetraasetat (EDTA) gibi
antikoagiilanlar igeren kaplar, pihtilasmay1 onlemeye yardimci olur ve ayrica kan
alindiktan sonra santrifiij islemi ardindan plazmanin verimli bir sekilde toplanabilmesini
saglar. Yapilan c¢aligmalar methemoglobine bagl eritrositlerin siyaniir baglama
kapasitesinin sodyum nitrit ilavesi lizerine 89 nM'den 517 nM'ye yiikseldigini
gostermistir [72]. Ancak bazi ¢aligmalar, plazma tiyosiyanat ve oksihemoglobinden
yapay siyaniir olusumu nedeniyle tam kandan siyantir tespiti yerine, plazmadan siyaniir
tespitinin daha giivenilir sonuglar verdigini belirtmektedir [81]. Bununla birlikte,
plazmada siyaniir kararsizdir ve kan ornekleri aldiktan sonra hizli bir tespit yontemine

ithtiya¢ duyulmaktadir [86, 141].

Siyaniir, fizyolojik pH'ta HCN’nin uguculugu nedeniyle buharlasabilir ve siyaniir
niikleofilik etkisinin azaltilmas1 gerekmektedir. Sonraki hususlar biyolojik 6rneklerden
buharlagma ve siyantir kaybini azaltmak ve niikleofilik reaksiyonlar1 6nlemek olmalidir.
Sikica kapatilmis siseler, diisiik sicaklik ve koruyucu maddeler kullanmak, siyaniir
kaybmi onlemek i¢in kullanilan yaygin prosediirlerdir. Kauguk tipalarin, gazla temas
ettiginde HCN'yi adsorbe ettigi veya ¢6zdligii gosterilmistir, bu nedenle siseleri kapatmak
icin kauguk tipalarin kullanilmasindan kaginilmalidir [85]. Kimyasal reaksiyonlar1
yavaslatmak i¢in numunelerin diisiik sicakliklarda saklanma kosullari test edilmis ve
siyaniir iceren biyolojik numuneler i¢in sicaklik ¢aligmalar1 yapilmistir. Bununla birlikte,

literatiirde bir¢ok sicaklik tutarsizligi bulunmaktadir [59, 71, 73, 86, 87].

Saklama sirasinda siyaniir olusabilir. Saklama sartlarina bagh olarak biyolojik
numunelerde yapay siyaniir olusumu da meydana gelebilmektedir [81, 87, 89-91].
Oksihemoglobin [90], tiyosiyanat oksidaz [81,91], ve graniilositlerin (beyaz kan
hiicrelerinin bir boliimiinii olusturan ¢esitli hiicre tipleri) [89] tiyosiyanati, siyaniire
oksitleyebilecegi ve bu reaksiyonlarin numunenin sicakligina ve pH'ina bagli oldugu ileri

stirilmiigtiir. Lundquist'in sicaklik bagimlilig1 analizinin Onceki caligmalardan farkli
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oldugu bulunmustur [59, 86, 87] ve giimiis iyonlar1 kullanim1 da tiyosiyanat stabilitesini
artirabilmektedir [72]. Mikroorganizmalar da ayrica siyaniir iiretiminden sorumludurlar
[91] ve diisiik sicaklikta saklama, mikroorganizmalarin biiylimesini ortadan kaldirmaya

yardimci olur.

Tiim analitik yontemlerde ortak olan bu diisiinceler, kazazedelerden bildirilen siyaniir ve
siyanlir metaboliti seviyelerindeki bliylik tutarsizliklar igin Onemli bir kaynaktir.
Detoksifikasyon siirecleri ve siyaniiriin fiziksel ve niikleofilik 6zellikleri nedeniyle,
dogrudan siyaniir analizi normalde idrar veya tiikiiriik 6rnekleri ile yapilmaz, ancak idrar,
tiikkiirtik ve solunmus havada izler bulunur. Siyaniir metabolitleri tiyosiyanat ve ATCA,
idrar, tiikiiriik ve kan plazmasinda belirlenebilir. Derisimlerinin siyaniir maruziyetiyle
korelasyonu ayrica yapilan ¢alismalarda incelenmistir [86, 92-94, 142-145]. Tiyosiyanat1
Olgmenin avantajlar,, maruz kaldiktan hemen sonra kayda deger derisimlerin
bulunabilmesidir ve bunun siyanidden daha kararli oldugu diistiniilmektedir. Bununla
birlikte, gercek derisimin saklama sirasinda siyaniire doniismesi nedeniyle belirlenmesi
zor olabilmektedir [145]. ATCA biyolojik numunelerde donma ve ortam sicakliklarinda
aylarca stabildir. pKa, degerlerinin (karboksilik asit: 2.03, amin: 8.48) ve niikleer manyetik
rezonans c¢aligmalarinin belirlenmesine dayanarak, ATCA ¢ozelti i¢inde iki kutuplu bir
iyon olusturur ve bu nedenle ugucu degildir [146]. ATCA'nin tiyosiyanattan daha diisiik
baslangic derisimlerine sahip oldugu ileri siiriilmiistiir, ancak stabilitesi ve hassas analitik
tekniklere uygulanabilirligi daha faydali olabilmektedir. ATCA ve tiyosiyanat Ol¢timii
icin dezavantajlar, siyaniirde oldugu gibi, her bir kisi i¢in farkli olan dogal olarak olusan
arka plan seviyelerini igermeleridir, bu da maruziyetten 6nce bir birey i¢in taban ¢izgisi
seviyeleri olusturmadan diisiik seviyeli siyaniir maruziyetini 6lgmeyi zorlastirir [86, 147].
Ek olarak, siyaniir dagilim1 ve organlardaki derisimler uygulama yoluna ve primat tiiriine
bagli olarak farkliklar gostermektedir. Organ siyaniir derisimleri, adli vakalarda kan
siyaniir zehirlenmesi seviyeleri i¢in de kullanilmistir; ancak siyaniiriin 6liim sonrasi
iiretimi ve doniisiimii sonuglar1 yorumlarken dikkat edilmesi gereken hususlardir [75, 76,

82, 148-151].

Siyaniiriin analitik tayini, uguculugu, niikleofilik 6zellikleri ve renksiz olmasindan dolay1

kolay bir i degildir. Cok sayida yontem gelistirilmesine ragmen, her bir yontem siyaniir
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etkilesimleri ve enstriimantasyon kabiliyetleri nedeniyle Onlemlerle kullaniimalidir.
Bununla birlikte, tiim yontemler bir sekilde biyolojik sivilardaki siyaniiriin saptanmasi
hakkinda bilgi saglamasina yardimci olmustur. Analitik bir yontem segerken, tespit

limitine ve gereken siireye ek olarak cesitli faktorler dikkate alinmalidir:
* Yontem, saklama sirasinda siyaniir ve metabolitlerinin korunmasimi dikkate aliyyor mu?

* Yontem stok ¢ozeltilerinin dogru bir sekilde saklanmasini [85] igeriyor mu veya giinliik

olarak taze ornekler kullaniyor mu?
* Yontem kanda bulunan tipik etkilesimlerin dikkate alinmasini igeriyor mu?

* Yontem, klinik olarak kullanilan panzehirli ve antidot icermeyen siyaniirii test ediyor

mu?

* Yontem siyaniir kaybma yol acabilecek analiz prosediirlerini (6rn. pH, 1sitma ve

asitlestirme) iceriyor mu? Kaucguk tipalar veya septumlar kullaniliyor mu?
* Tespitte kullanilan kimyasallar toksik veya kanserojen mi?
* Yontem kesin, dogru, ucuz ve pratik mi?

Literatiir bilgileri, saklama srasinda siyaniir veya tiyosiyanat Orneklerinin nasil
bozuldugunu, antidotlarin varhiginda yontemin validasyonunu ve Ornek toplama
zamanlamasimin raporlanmasinda biiylik bir tutarsizlik oldugunu gostermektedir. Bazi
yazarlar siyaniirle kontamine olmus biyolojik 6rneklerin toplanmasinin ve saklanmasinin

Onemini ayrica vurgulamaktadir [72, 77, 95-99, 150-152].

Biyolojik sivilardaki siyaniiriin tespiti i¢in su anda basit, hizli, hafif, hassas ve dogru
yontemler mevcut olmadigindan, hicbiri ilk miidahale ekipleri tarafindan teshis amach
kullanim i¢in uygun degildir. Acil durum personeli, siyaniir zehirlenmesinin diger
zehirlenmelere benzer semptomlara sahip olabilecegini kabul ederek, laboratuvar
sonuglarint beklemek yerine baglangicta hastanin gegmisine ve fiziksel semptomlarina
giivenmek zorundadir [91, 100]. Kan ve idrar 6rnekleri, onay veya ¢iirlitme siirecleri i¢in
miimkiin olan en kisa silirede toplanmali ve analiz edilmelidir. Test hemen
gerceklestirilemediginde, daha sonraki analizler i¢in 6rnekleri toplamak ve saklamak i¢in

asagidaki prosediirlerin kullanilmasi1 gerektigi literatiirde belirtilmistir:
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Prosedir 1:

Adim 1. Bir antikoagiilan (6rn. EDTA, heparin, sodyum sitrat) igeren bir kan toplama

tiiptinde kan 6rnegi toplanir.

Adim 2. 1 mL kan bagma 0.05 mL, 0.05 mol/L sodyum nitrit eklenir, kapatilir ve 2 dakika
bekletilir.

Adim 3. Analiz yapilana kadar -20° C'de saklanir [77].
Prosediir 2:

Adim 1. Antikoagiilan sodyum sitrat (~17 mg) iceren kan alma tiipleri hazirlanir. 20 pL
% 50 sulu sodyum nitrit ¢ozeltisi (~10 mg) ilave edilir ve susuz kalsiyum kloriir tizerinde

vakumla kurutulur.

Adim 2. 5 mL'lik bir kan 6rnegi alinir.
Adim 3. 5° C'de saklanir [152].
Prosediir 3:

Adim 1. Bir antikoagiilan (EDTA veya heparin) igeren bir kan toplama tiipiinde kan
ornegi toplanir. Tiipiin list kisminin (kapaginin) kauguktan yapilmadigindan emin olmak

gereklidir.

Adim 2. 10 mL asit glimiis siilfat reaktifine (0.5 mmol H>SO4 iginde 20 mmol) 1 mL tam

kan eklenir.
Adim 3. Analiz yapilana kadar -20° C'de saklanir [72].

2.5. Floresan Altin Nanokiimeler: Sentez ve Biyolojik Uygulamalar

Biyomedikal uygulamalar i¢in timit vaat eden floresan nanomalzemeler olarak floresan
metal nanokiimeler (NCs), fizikokimyasal ve optik 6zellikleri nedeniyle 6nemli bir ilgi
kaynag1 haline gelmistir [153, 154]. Ozellikle, floresan altin nanokiimeler (AuNCs),
kolay hazirlanmalari, yiiksek biyouyumluluklari, diisiik sitotoksisite ve yiiksek
fotostabiliteye sahip olmalar1 ve diger biyomolekiillerle kolayca
fonksiyonellestirilebilmesi sayesinde diger metal nanomalzemelerden ¢ok daha fazla
dikkat cekmistir. Floresan AuNC'lerin genellikle 3 nm'den kiiciik boyutlara sahip olan ve
bu nedenle elektronlarm Fermi dalga boyu ile karsilastirilabilen birkag ila yiizlerce Au
atomundan olustugu bilinmektedir [155, 156]. Biiyiik altin nanopartikiillerin (AuNP)

aksine, ultra kiiclik floresan AuNC'ler, goriiniir bolgede ylizey plazmon rezonans
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absorbsiyonu gdstermezler. Ancak goriiniir bolgeye yakim kizilotesinde (NIR) belirgin bir
floresan emisyonuna sahiptirler [157]. Ultra kii¢iikk boyutlarina ek olarak, yiizey
ligandlar1, yap1 ve ylik durumlarmm yani sira iyonik giic, pH seviyesi ve sicaklik gibi
cevresel faktorlerin de floresan Ozellikleri lizerinde dnemli etkileri bulunmaktadir. Bu
milkemmel o6zelliklerden yararlanilarak, floresan AuNC'ler biyolojik etiketleme,
biyoalgilama, biyogdriintileme ve spesifik hedefli kanser tedavisi uygulamalarinda
kullanilmak iizere biiyilk umut vaat etmektedir [154, 158, 159]. Floresan AuNC'ler
biyomedikal uygulamalarda son yillarda giderek daha fazla ilgi gérmektedir ve bu konuda

bircok ¢alisma yapilmistir [155, 160, 161].
2.5.1. Floresan AuNC'lerin Hazirlanmasi

Floresan AuNC'ler genellikle asagidan yukariya ve yukaridan asagiya olmak lizere iki
strateji ile hazirlanir. Ik yaklasimda, altn iyonlar1 Au atomlarma indirgenir ve ardindan
Au atomlarmin ¢ekirdeklenmesi ile olusan AuNC'ler olusumuna sebep olur. Bu yontem
AuNC'lerin kimyasal, biyolojik, elektrokimyasal ve optik indirgenmesinde yaygin olarak
kullanilir [162-165]. Bununla birlikte, bu yaklasim ile hazirlanan AuNC'ler birbirleriyle
etkilesim kurma ve agregasyon ile AuNP’lere doniisme egilimindedir. Bu nedenle, kararl
ve yliksek kaliteli floresan AuNC'lerin hazirlanmasi i¢in kii¢lik tiyol molekiilleri, DNA
oligoniikleotitler, dendrimerler, polimerler, peptitler ve proteinler [ 153, 154] gibi uygun
stabilize edici ajanlari kullanilmas1 gerekmektedir. Alternatif olarak, yukaridan asagiya
olan yaklagimda, daha biiylik AuNP'lerin, kademeli olarak asindirilarak ultra kiigiik

AuNC'lerin tiretilmesi saglanmaktadir.

2.5.1.1. Kimyasal indirgeme

Genellikle, floresan AuNC'ler, stabilize edici ve indirgeyici ajanlar varliginda altin 6nciil
maddelerin Au atomlarina indirgenmesiyle hazirlanmaktadir. Floresan AuNC'leri
hazirlamak i¢in altin 6nciil maddeler olarak genellikle kloroaurik asit (HAuCls) ve kloro
(trifenilfosfin) altm (I) tuzu kullanilmaktadir [166]. Indirgeyici ajanlar esas olarak
sodyum borohidriir (NaBHa), sitrat, hidrazin hidrat, tetrakis (hidroksimetil) fosfonyum
kloriir (THPC) ve askorbik asidi igermektedir [167]. Stabilize edici maddeler arasinda
cesitli tiyolatlar, proteinler, peptitler, DNA oligoniikleotitler, dendrimerler ve polimerler

bulunmaktadir.
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Tiyol igeren bilesiklerin, ¢ogunlukla Au ve S (kiikiirt) arasindaki giiglii etkilesime bagl
olarak Au-S bagi olusturmak i¢in kimyasal indirgeme yoluyla floresan AuNC'lerin
hazirlanmasi i¢in siklikla stabilize edici ajan olarak kullanildig1 bilinmektedir. Genel
olarak, tiyol korumali AuNC'lerin floresans emisyonu maviden NIR bdlgesine
ayarlanabilmektedir [154]. Yapisinda tiyol iceren bir molekiil olan glutatyon (GSH), Au
(III) 'in NaBH4 gibi giiclii indirgeyici ajan ile indirgenmesi sirasinda koruyucu ajan
olarak siklikla kullanilmaktadir [168-170]. Ayrica benzer bir yaklasim ile, kaptopril
[171], dihidrolipoik asit [172], dodekantiol [173], D-penisillamin (DPA) [174], lipoik asit
[175], merkaptopropiyonik asit [176], feniletiltiolat [177], tiyolat a-siklodekstrin [178],
tiopronin [179] ve 6-aza-2-tiyotiminden [180] gibi diger tiyol iceren molekiiller, tek
katman korumali floresan AuNC'ler hazirlamak i¢in kullanilmistir. Ancak tiyol korumali
AuNC'ler diisiik kuantum verimine (QY) sahiptir ve nadiren % 0.1'1 agmaktadir [181].
Yiiksek floresan 6zelliklere sahip tiyol korumali AuNC'ler hazirlamak i¢in GSH'nin, notr
kosullar altinda AuNC olusturmak icin Au (III) 'iin Au'ya indirgenmesini
gerceklestirebilecek zayif bir indirgenebilirlige sahip olmasina bagli yeni bir strateji
ortaya koyulmustur [182]. Eszamanl olarak, GSH ayrica miikemmel bir kaplama ajani
olarak gorev yapmaktadir. Diisiik tiyol-Au oranina (1.5:1) sahip GSH kullanilarak, QY ~
% 15 olan fliioresan Au@Au (I)-tiyol kiimeleri, Au (I)-tiyol kompleksinin olusturulan Au
cekirdekleri lizerinde kontrollii agregasyonu ile iiretilebilir. GSH ve HAuCls oraninin
kontrol edilmesiyle 600 nm veya 800 nm emisyonlu GSH stabilize edilmis AuNC'ler
yapilan ¢alismalar ile elde edilmistir [183]. Ilging bir sekilde, 600 nm ve 800 nm floresan
emisyonlu GSH-AuNC'ler, 2.5 nm'lik tutarli bir boyuta sahiptir, bu nedenle ylizey

kapsaminin dogru ayarlanmasiyla 2.5 nm'lik tek bir AuNC ile birlestirilebilirler.

Dendrimerler, kiiclik bosluklar1 olan tipik tekrarlayan yapida dallanmis molekiillerdir ve
terminal gruplar1 ayrica floresan AuNC sentezi sirasinda kullanilan ligandlarla yapilacak
biyokonjugasyona uygun yapidadir [154]. Poli (amidoamin) (PAMAM) ve poli (propilen
imin) (PPI), AuNC'leri hazirlamak i¢in kullanilan yaygm dendrimer sablonlaridir.
Indirgeyici ajan olarak kullanilan NaBHj ile hazirlanmis PAMAM stabilize AuNC'ler
icin uyarma ve emisyon dalgaboyu, % 41'e kadar bir QY ile sirasiyla sirastyla 384 nm ve
450 nm’dir [184]. PAMAM / Au mol orani 1:1'den 1:15'e degistiginde; Aus, Aus, Auis,
Aurs ve Auzi dahil farkl boyutlarda floresan AuNC'ler hazirlanmigtir [185]. Floresan
AuNC'ler, QY'leri % 10 ila% 70 araliginda NIR’a yakin bolgede parlak UV
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(Ultraviyole/mor 6tesi) floresan emisyonu sergilemistir. Poli (akrilik asit) (PAA) ve 3-
merkaptopropiyonat uclu poli (metakrilik asit) (PTMP-PMAA) gibi bol miktarda
fonksiyonel gruba sahip polimerler, floresan AuNC'leri sentezlemek i¢in iimit verici
stabilizatorler olarak kullanilmistir [186, 187]. Polimer stabilize AuNC'lerin boyutu
polimerin yapisi, fonksiyonel grubun 6zelligi ve Au-polimerler orani ile iliskilidir [186,

188].

Proteinler gibi biyolojik acidan 6nemli molekiiller ayrica biyouyumlu floresan AuNC'ler
hazirlamak i¢in iskele gorevi gormektedir. Hem biyolojik ligand hem de indirgeyici ajan
olarak ticari olarak temin edilebilen bir protein olan sigwr serum albiimini (BSA)
kullanilarak 37° C'de floresan AuNC'lerin hazirlanmasi i¢in "yesil" ve kolay preparatif
bir yol literatiirde belirtilmistir [ 164]. Hazirlanan BSA-AuNC'ler, yiiksek QY (~% 6), iyi
biyouyumluluk ve miikemmel fotostabilite sergileyen 25 Au atomundan (Auzs)
olugmaktadir. Bu yaklagim sadece floresan AuNC hazirlamak i¢in yeni bir alternatif
yontem degil, ayn1 zamanda diger metalleri ve proteinleri incelemek i¢in de basarili bir
protokol olusturmasi adina son derece 6nemlidir. AuNC sentezlemek i¢in olusturulan bu
“yesil” yaklagim sayesinde lizozim [189], DNaz I [190], yumurta aki [191], yaban turpu
peroksidaz [192], ovalbliimin [193], insiilin [194], pepsin [195], riboniikleaz A [196],
transferrin-aile proteinleri [197, 198], tripsin [199] ve denatiire sigir serum albiimini
[200], QY'leri yaklasik % 4.3 ile % 56 arasinda degisen yiiksek floresan Ozellikli
AuNC’lerin sentezi i¢in kullamlmustir. Ilging bir sekilde, insiilin stabilize floresan
AuNC'lerin in vivo c¢alismada dogal insiilin olarak kan glukoz regiilasyonundaki

biyoaktivitesini ve biyouyumluluklarini koruduklar1 kanitlanmistir [ 194].

DNA oligoniikleotidleri ve tek niikleotid de floresan AuNC'lerin sentezi i¢in mitkemmel
iskeleler olarak kullanilmistir. Indirgeyici ajan olarak sitrat kullanilarak nétr pH'da poli-
adenin DNA oligoniikleotitleri ve diisiik pH'ta ploy-sitozin varliginda mavi floresan
AuNC'ler sentezlenmistir [201]. Daha sonra, sap-ilmik DNA'lar1, tek iplikli DNA'lar
(ssDNA) ve tam olarak eslesen DNA'lar dahil olmak iizere farkli tiirde DNA dizileri,
floresan AuNC'lerin diziye bagli sentezini incelemek i¢in sablonlar olarak kullanilmigtir
[202]. sap-ilmik DNA stabilize AuNC'lerin emisyon davranigi, sitozin dongiisiiniin

AuNC'leri sentezlemek i¢in en verimli kisim oldugu dongii dizilerine baghdir. Tek iplikli
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DNA stabilize AuNC'lerin emisyon davranisi sap-ilmik DNA’da oldugu gibi sitozin
yogunluguna bagli olarak degismektedir. Yakin zamanda, tekli sitidin birimleri varliginda
cok renkli floresan AnNC'ler basariyla sentezlenmistir [203]. Ilging bir sekilde, mavi,
yesil ve sar1 emisyonlara sahip hazirlanan AuNC'ler, cesitli reaksiyon siireleri veya pH
ortamlar1 kullanilarak ayni1 anda elde edilebilmektedir. Bu yontem, ¢oklu biyoetiketleme

ve biyoalgilama uygulamalari gelistirmek i¢in biiyiik timit vaat etmektedir.

2.5.1.2. Fotoindirgeme

Kimyasal indirgeme yaklagimi ile karsilastirildiginda, foto indirgeme, toksik olmayan ve
cevre dostu bir yaklasim olarak hareket etmenin yan1 sira sodyum borohidrit gibi tehlikeli
indirgeyici ajanlarin ek kullanimini 6nler. Foto-indirgeme teknigi ile sentezlenen floresan
AuNC calismalar1 literatiirde yer almaktadir [165]. Ayrica {i¢ tridentat polimerin
varhiginda ultra kiiciik boyutlu, yiiksek QY’ye sahip ve mavi floresan emisyonlu
AuNC'lerin de sentezi gergeklestirilmistir [204]. Polimer-Au iyonlar1 arasindaki molar

oranin degistirilmesiyle sentezlenen floresan AuNC’lerin boyutlar1 ayarlanabilmektedir.

2.5.1.3. Biyoindirgeme

Biyomineralizasyon canli organizmalarda 6nemli bir siirectir ve metal elementlerin
biyojeokimyasal dongiilerinde 6nemli bir role sahiptir. Bu isleme dayanarak, biyolojik
sistemler nanometre boyut araliginda cesitli metal veya metal igeren pargaciklar
iiretebilirler. Yapilan ¢alismalarda nanometre boyut araliginda pargaciklara rastlanmaistir.
Calismalar; AuNP'lerin bakteri, mantar ve bitkiler tarafindan sentezlenebildigini
gostermistir  [205, 206]. Metal iyonlarinin nanopargaciklara biyoindirgenmesi,
organizmanin agmr metal iyonlarina karsi hayatta kalma mekanizmasi olarak islev
gormektedir [207]. Bununla birlikte, kompleks hiicre ortamlarinda geri doniisi olmayan
agregasyona bagli olarak biyosentezlenmis ultra kiigiik AuNC'leri sentezlemek zordur.
Son derece 6nemli bir ¢aligma olarak, tiimor goriintilleme i¢in kanser hiicrelerinde
floresan AuNC'lerin biyosentezi gerceklestirilmistir [163]. Hiicre kiiltiiriinde yapilan
calismalarda, insan hepatokarsinomu (HepG2) ve 16semi (K562) gibi farkli kanser
hiicrelerinin sitoplazmalarmda Au (III) indirgenmesi ile hassas bir sekilde hiicre
goriintillemeye imkan saglayan floresan AuNC’ler kendiliginden biyosentezlenmistir.
Onemli ve ilging bir sekilde, normal hiicrelerde (L02) bu sekilde bir sentez meydana
gelmemektedir. Bu 6zel olgu ile, in vivo tlimdr hiicre goriintiilemesi i¢in umut verici yeni

bir yol literatiire kazandirilmistir. Bununla birlikte, kanserli hiicrelerde floresan
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europium, platin, giimiis ve ¢inko nanokiimeler de in-situ biyosentezeleme yontemi ile
elde edilmistir [207-211]. Biyosentezlenmis AuNC'lerin tam metabolik yolu, gelecekteki
calismalarda daha fazla arastirilmasi gereken bir arastirma konusu olmaya devam

etmektedir.

2.5.1.4. Floresan AuNC'lerin Fonksiyonellestirilmesi

Hazirlanan floresan AuNC'lerin farkli ligand ajanlar1 (6rn. folik asit, proteinler) ile
modifikasyonlari, biyotip alanindaki uygulamalarini genisletmek ve essiz 6zelliklerinden
faydalanmak  acisindan  son  derece = Onemlidir. Floresan ~ AuNC'lerin
fonksiyonellestirilmesi genellikle ligand degisimi, biyokonjiigasyon ve kovalent olmayan
etkilesimlere dayanmaktadir [212]. Ligand degisimi, hazirlanan AuNC'lerin
islevsellestirilmesi i¢in ¢ok verimli bir stratejidir. Ligand korumali AuNC'lerin ligand
degisim reaksiyonlar1 vasitasiyla yiizey fonksiyonellestirilmesi, ligandlarm floresan
AuNC’lerin optik ve elektronik 6zelliklerini etkilemesi nedeniyle farkl uygulamalarda
kullanilabilmesine olanak saglamaktadir. [213, 214]. Ornegin floresan olmayan AuNC'ler
(AuNC@DDAB), spesifik bir ligand degisim reaksiyonu yoluyla parlak kirmizi floresan
emisyona sahip AuNC'lere (AuNC@DHLA) doniistiiriilebilirler [215]. Ayrica, ligand
degisimi, sentezlenen floresan AuNC'lerin boyut dagilimimi degistirebilir. Ornegin, fosfin
stabilize Auii nanokiimeler azot atmosferi altinda su i¢cinde GSH ile degistirilmis [216]
ve sonucundaa Auzs(SG)ig nanokiimeler, 100 mg'in altindaki 6lgekte segici olarak elde
edilmistir. Bu strateji, tiyol stabilize AuNC'leri biiyiik 6l¢ekte hazirlamak i¢in uygun bir
yontem sunmaktadir. Ek olarak, ligand degisimi yoluyla, fliioresan AuNC'lere verilen
yeni 6zellikler de daha sonra bazi spesifik hedefli molekiiller ile daha da degistirilebilir.
Ligand degisim mekanizmasinin derinlemesine anlasilmasi, floresan AuNC'lerin
dogasini ve reaktivitesini ortaya ¢ikarmak i¢in biiylik onem tasimaktadir. Tiyol korumali
floresan AuNC'ler tipik olarak SR-Au-SR monomer ve SR-Au-SR-Au-SR dimer
birimleri gibi oligomerik tiyolat ligandlar1 ile gevrilidir [217]. Ozellikle Auzs(SR)is
nanokiimeler, ligand degis tokuslarinin incelenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir
calisma modelidir [213, 214]. Aus(SR)is nanokiimeler {izerinde ligand degisim
mekanizmasinin bir dizi deneysel ve teorik ¢alismasi gergeklestirilmistir [213, 218, 219].
Ornegin metaantiol (CH3SH) ile Aups(SH)is nanokiimeler iizerindeki ligand degisim
reaksiyonunun kinetigini fonksiyonel yogunluk teorisi kullanilarak incelemis [213] ve en
faydali ligand degisiminin —SH ile Au atomlar1 arasinda meydana geldigini

bildirmiglerdir. Ek olarak, w-fonksiyonel tiyollere sahip 1.5 nm trifenilfosfin (PPh3)
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korumalt AuNC'lere dayanilarak, ligand degisiminin derecesine hakim olabilmek i¢in
kullanilabilecek ii¢ asamali bir mekanizma gdstermislerdir [220]. ilk asamada, AuCl
(PPh;) serbest haldedir, ardindan geri kalan fosfin ligandlarmnin trifenilfosfin olarak
degistirilmesi gergeklesir, son asama, tiol bazli ligand kabugunun tamamlanmasini ve
yeniden diizenlenmesini igerir. Biyokonjiigasyon, sentezlenen floresan AuNC'lere ilave
fonksiyonellikler saglamak icin bir baska etkili yoldur. Floresan AuNC'lerin
hazirlanmasindan sonra, alkoller, karboksilik asitler, birincil aminler ve tiyoller gibi
uygun u¢ fonksiyonelligine sahip iyi bir stabilizasyon se¢imi floresan AuNC'lerin
karmagik bir ortamda agregasyonunu Onlemek i¢in gereklidir. Ayrica, kanser hiicresi
ylizeyi lizerinde segici olarak hedef bolgelere baglanabilen ve reseptor aracili endositozu
baslatabilen c¢esitli molekiiler hedefleme ligandlari, spesifik tiimor markerleri olarak
tanimlanmugtir. Ornegin, folik asit (FA) bazi kanser hiicrelerinin dis zarinda folat
reseptorlerinin asir1 ekspresyonuna bagli olarak iyi bilinen bir kanser hiicresi etiketleme
molekiildiir [199, 221-223]. FA ile konjuge floresan AuNC'ler, hedefli kanser
goriintiileme ve tedavisi icin umut verici araglar olarak ortaya ¢ikmustir. Ek olarak,
proteinler, viral kapsidler ve DNA oligoniikleotitler de fonksiyonel AuNC'lere
baglanmak igin son derece kullamishdir. Ornegin, floresan AuNC'lerin viral yiizeylere
bolgeye 6zgli biyokonjiigasyon gerceklestirdigi literatiirde bildirilmistir [159]. Ligand
degisimi ve biyo-konjligasyon disinda, kovalent olmayan etkilesim de hazirlanan floresan
AuNC'leri daha da islevsellestirmek i¢in etkili bir yoldur. Au (I)-tiyolat kabugunun
katilastirilarak AuNC'lerin liminesans verimliligini 6nemli Olc¢lide arttirmak icin

kullaniglt bir modifikasyon yontemi literatiirde sunulmustur [224].

2.5.2. Floresan AuNC'lerin Biyomedikal Uygulamalar

Miikemmel biyouyumluluklari ile birlikte floresan AuNC'lerin essiz fizikokimyasal ve
optik Ozellikleri nanokiimelerin, hedeflenmis kanser ilaclari, gen tasima sistemleri ve
terapotik ajanlarin  olusturulmasi icin daha da gelistirilebilecek biyoetiketleme,
biyoalgilama ve biyo-goriintileme i¢in umut verici bir platform haline gelmesini

saglamustir.

2.5.2.1. Biyoetiketleme

Organizmalarin floresan etiketlenmesi, biyogoriintileme ve hedef tedavi gibi
biyomedikal c¢aligmalar icin kritik bir adimdir. Gilinlimiizde, floresan etiketleme

cogunlukla floresan proteinleri, organik boyalar ve yar1 iletken kuantum noktalarmni (QD)
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icermektedir [154, 225, 226]. Giiglii floresan 6zellikleri, miikemmel biyouyumluluklars,
diistik sitotoksisiteleri, iyl QY ve iyi fotostabiliteleri nedeniyle, floresan AuNC'ler ayrica
hiicre tanimlama, etkilesim, farklilagsma ve izlemede siklikla kullanilabilmektedir. Genel
olarak, floresan AuNC'ler, reseptor aracili veya spesifik olmayan endositoz yoluyla
hiicreler tarafindan igsellestirilebilir [215, 227]. Insan aort endotel hiicreleri ve endotel
progenitdr hiicrelerinin floresan AuNC'ler kullanilarak etiketlenmesi [228], bakteri
suslarinin etiketlenmesi i¢in; ¢apraz bagli proteinler ile islevsellestirilmis dekstran
stabilize ve bakteriyel cekirdek algilayici floresan AuNC sinyal molekiillerinin
kullanilmas1 [229-231], ve viriislerin islevsellestirilmis floresan AuNC'ler tarafindan

etiketlenmesi [159] gibi literatiirde bu konuda bir¢ok ¢aligma yer almaktadir.

2.5.2.2. Biyoalgilama

Cok kiiciik AuNC'lerin optik ve 6zellikle gii¢lii fotoliiminesans 6zellikler ile, AuNC'lerin
agrr metal iyonlar1 [172], inorganik anyonlar [232], kiiciik biyomolekiiller [193],
biyomakromolekiiller [233], ilag molekiilleri [234] ve ayrica biyolojik sistemlerde ve
biyo-iliskili o6rneklerde pH seviyesi [235] ve sicaklik [236] gibi cesitli analitik
uygulamalar i¢in floresan problar olarak kullanilmislaridr. Agir metal iyonlarmin tespiti,
cesitli hiicresel bilesenlere baglanabilen ve bdylece disfonksiyona neden olan, insan
saglhigina zarar veren yiiksek toksisiteleri nedeniyle biiyiik oneme sahiptir. Agir metal
iyonlar1 tarafindan floresan soniimleme veya siddeti arttirma nedeniyle ¢cok sayida ¢esitli
floresan AuNC'ler, Ag™, As**, Cd*", Cr*", Cr%', Cu?®", Fe*', Hg?', Pb*", Sn** gibi cesitli
agir metal iyonlarmi algilamak i¢in kullanmilmustir [154, 155, 237]. Ornegin, kirmizi
floresan yayan BSA stabilize AuNC'ler, 0.5 nM'lik bir tespit limiti (LOD) ile Hg? * 'nin
AuNC’leri soniimlemesine bagli olarak Hg*"

kullanilmistir [238]. Ek olarak, BSA stabilize AuNC'ler 50 uM LOD ile canli hiicrelerde

yi saptamak i¢cin floresan prob olarak

Cu** 'min secici algilamasi i¢in kullamilmustir [239]. Agir metal katyonlarmin
belirlenmesine ek olarak, siyaniir (CN°), nitrit (NO2") ve siilfiir (S*") gibi zararh anyonlarin
algilanmasinda da floresan AuNC'ler kullanilmistir. Ornegin, BSA stabilize AuNC'ler,
iyi bilinen bir hiicresel solunum inhibit6rii olan CN™"nin 200 nM'lik bir LOD ile segici bir
sekilde saptanmasi i¢in kullanilmistir [240], burada algilama mekanizmasi siyaniir ve
altin atomlar1 arasinda gergeklesen essiz “Elsner Reaksiyonu” [241] sonucunda kararh
Au(CN)* kompleksleri olusturmak iizere CN™nin altin atomlarmi1 nanokiimeler
icerisinden ¢ikarmasima bagli floresan soniimlenmeye dayanmaktadir. Elsner Reaksiyonu

asagidaki denklem ile ifade edilmektedir.
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4Au + 8CN~ + 2H,0 + 0, - 4Au(CN); + 40H"™

Bu yontem son derece secici ve hassas CN™ tayinine olanak saglamaktadir.

ATP, glikoz, GSH, FA ve H,O, gibi kii¢lik biyomolekiiller bir¢ok hiicresel biyokimyasal
stirecte dnemli bir rol oynamakta ve bazi hastaliklarda ve bunlarin tedavisinde 6nemli bir
faktor olarak kabul edilmektedir. Fonksiyonel floresan AuNC'ler ayrica bu kiiglik
biyomolekiillere karsi se¢ici algilama icin basariyla gelistirilmistir [192, 242-246].

2.5.2.3. Biyogoriintiileme

Son yillarda, floresan AuNC'lere dayanan biyogdriintiileme uygulamalari ile ilgili birgok
calisma gergeklestirilmistir. Cesitli floresan AuNC'ler arasinda, protein ve peptit stabilize
AuNCl'ler, benzersiz  islevleri, kolay  biyokonjligasyonu ve  miikemmel
biyouyumluluklarindan dolay1 biyogoriintiileme i¢in 6zellikle uygundurlar [155, 160].
GSH stabilize AuNC'ler, CAL-27 kanser hiicrelerinde ve MC3T3-E1 normal
hiicrelerinde hiicresel goriintiileme icin kullamilmistir [247]. Ayrica in-vivo kanser
biyogoriintiilemesi i¢in yeni bir kontrast floresan goriintiileme ajan1 olarak ultra kii¢iik
(yaklasik 2.7 nm) NIR (710 nm) BSA stabilize AuNC'lerin kullanilmistir [248]. Yapilan
goriintiileme ¢aligmalarinda BSA stabilize AuNC'lerin tiimor konumlarinda yiiksek
diizeyde birikebildiklerini ortaya koymustur. Hedeflenen hiicre goriintiilemesini elde
etmek ic¢in, protein lizerinde yer alan amino, karboksil ve tiol gruplar1 ile reaksiyona
girerek baglanma gerceklestirecek tanima elemanlarmin floresan AuNC'lere konjiige
edilmesi gerekmektedir. Ornegin, herceptin ve folik asit gibi kanser hiicresi hedef
molekiilleri, BSA stabilize AuNC'leri tiimor hedefli goriintiileme i¢in konjuge etmek igin
kullamilmustir [222, 249]. Ek olarak, protein stabilizatoriiniin biyolojik fonksiyonunu
koruyan floresan AuNC'leri hazirlamak i¢in birkag¢ protein kullanilmistir. Boylece protein
stabilize edilmis AuNC'ler, herhangi bir post-reaksiyona takilmadan spesifik hiicrelerin
goriintiilenmesini hedeflemek i¢in dogrudan kullamilabilmistir [197]. Tekli floresan
goriintiilemeye (FI) ek olarak, tiimor goriintiilemesi i¢in floresan AuNC'lere dayanan
multimodal goriintiileme platformlar1 da gelistirilmistir [250]. Floresan AuNC'ler, hibrid
materyaller olusturmak i¢in paramanyetik maddelerle birlestirerek FI ve manyetik
rezonans goriintiileme (MRI) ikili mod goriintiileme i¢in de kullanilmistir [251]. Benzer
sekilde, dengeleyici olarak albliimin kullanilarak iicli modal (FI/CT (Bilgisayarh
Tomografi)/MRI) goriintiileme problar1 da hazirlanmigtir [252]. NIR'deki iki foton
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floresan uyarimi olayi, dokulara niifuz etme giiciinii artiracagi ve otofloresans: en aza
indirecegi i¢in, genis iki foton absorbsiyon alani olan floresan AuNC'ler biyogdriintiileme
uygulamasi i¢in kullanilmistir [174]. Floresan yasam boyu goriintiileme (FLIM), farkli
floresan yasam siiresine bagli olarak sinyali otofloresan ve uyarma 1s1k kaynagindan
onemli 6l¢iide ayrabilen hiicresel goriintiileme i¢in alternatif bir stratejidir. Bazi floresan
AuNC'ler uzun bir kullanim 6émrii gostermistir ve bu sebeple hiicresel FLIM i¢in de

kullanilmustir [253].

2.5.2.4. Gen ve siRNA Tasinim

Gen tedavisi, hastalifin nedenini genetik olarak tedavi etme konusundaki muazzam
potansiyeli nedeniyle son zamanlarda 6zel ilgi ¢cekmistir, bu nedenle umut vaat edici yeni
nesil terapdtikler olarak kullanilmaktadir [254]. Genin sistemik olarak iletilmesinde,
hiicre i¢i nakilde gorsel olarak miikemmel liminesans Ozellikleri nedeniyle floresan
AuNCl'ler yeni bir viral olmayan vektor olarak kullanilmistir. Floresan AuNC vektorler
diisiik sitotoksisite, iyi fotostabilite ve neredeyse hi¢bir immiin tepkiye sebep olmadiklari
icin hiicrelerdeki transfeksiyon davranisinin izlenmesinde i¢cinde lipozom ve plazmid
DNA gibi diger gen tastyicilarindan daha iistiindiir. Ayrica, katyonik BSA sablonlu Au-
Ag nanokiimeler ve kitosan stabilize eszamanli RGB (kirmizi/yesil/mavi) yayan
AuNC'ler ayn1 zamanda antikanser gen terapileri icin gen vektorii olarak da islev
gorebilmektedir [255, 256]. Buna ek olarak, floresan AuNC'ler, PAMAM dendrimerleri
ile birlikte siRNA susturmasi ile apoptoz ile sonuglanan siRNA transfeksiyon
verimliligini arttirmak i¢in miidahale edici hedef RNA (siRNA) tasinimi i¢in de
kullanilmastir [257].

2.5.2.5. ila¢ Tasimmm ve Kontrollii Sahm

Yiizey reaktif gruplara sahip fonksiyonellestirilmis floresan AuNC'ler iizerinde, ilag
taginim1 ve kontrollii salim uygulamalari i¢in; yan etkileri azaltmak ve serbest ilaglarin
tibbi etkinliklerini arttirmak i¢in, Au-S veya amid baglar1 yoluyla ilaglar1 konjuge
edebilen nanokompozit bir 6n ila¢ olusturmak {izere yaygin olarak ¢alisilmistir. Genel
olarak ilaclar, tiyol/disiilfid degisimi yoluyla AuNCs iletim sisteminden salinabilmektedir
[258]. FA fonksiyonel BSA stabilize AuNC'ler, hiicre alimini 6nemli 6l¢iide hizlandirmis
ve meme kanseri hiicrelerinde AuNCs-Pt nano kompozitlerinin sitotoksisitesini
arttirmistir. Ayrica FA-AuNCs-Pt nanokompozitler, ortotopik olarak implante edilen 4T1

gogiis tiimorlerinin biiylimesini ve akciger metastazini gozle goriiliir sekilde inhibe
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etmistir [259]. BSA stabilize AuNC'ler gibi islevsellestirilmis floresan AuNC'ler [260,
261] ve TPGS-AuNCs-transferrin [262], azaltilmig grafen oksit ve AuNCs
nanokompozitleri [263] ¢esitli antikanser ilaglar1 i¢in hedeflenmis ilag tasiyict sistemler
olarak kullanilmistir. Ek olarak, islevsellestirilmis floresan AuNC'lerin tasiyici olarak
gelistirilmesi, ila¢ diren¢ mekanizmalarini anlamak ve tedavi sonuglarini iyilestirmek igin

umut vaat edici bir alandir.

2.5.2.6. Radyasyon Tedavisi

Radyasyon tedavisi, bir¢ok kotii huylu tiimoriin ortadan kaldirilmasinda en etkili
terapotik stratejilerinden biridir. Ancak DNA'ya dogrudan zarar verebilmekte ve boylece
hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna yol agabilmektedir. Bununla birlikte, radyasyon
tedavisindeki 6nemli zorluklardan biri radyasyonun saglikli proksimal dokulara da zarar
vermesidir [264]. Radyosensitizorlerin kullanimi, radyasyon tedavisinin timor
hiicrelerine kars1 6ldiirme etkinligini artirabilen ve normal dokulara verilen zarar
azaltabilen bu zorlugun iistesinden gelmenin alternatif bir yoludur. Son déonemde yapilan
baz1 ¢aligmalar, ultra kiiclik floresan GSH-AuNC'lerin yiiksek atom numaralar1 ve
isinlama altinda gliclii radyasyon siddeti gelistirici etkisi nedeniyle kanser radyasyon
tedavisi i¢cin umut verici bir radyosensitizor olarak uygulanabilecegini gostermektedir

[265-267].

2.5.2.7. Fotodinamik Tedavi

Fotodinamik tedavi, kanser tedavisi i¢in 1518a duyarli malzemeleri kullanan klinik olarak
onaylanmis alternatif bir terapotik stratejidir. Cok kiigiik AuNC'ler gibi sitotoksik
olmayan 151ga duyarli malzemeler, tiimorlere ve kanser hiicrelerine sokulabilir ve 151k
kaynag altinda 1sinlandiginda tekli oksijen gibi reaktif oksijen iiriinleri (ROS) {iretme
kabiliyleri sayesinde kanser hiicresi apoptozu ve tiimor ablasyonu saglayabilmektedirler
[268, 269]. Ek olarak, indosiyanin yesili ve porfirin gibi organik 1s18a duyarlhlastiricilar
ile birlestirildiginde, ultra kii¢iik floresan AuNC'ler; kanser tedavisinde 1sinlama altinda
timor bolgesinde lokalize hipertermi olusturmak i¢cin bir 1s1 kaynagi olarak
kullanilabilmektedirler [270, 271]. Son zamanlarda, porfirin tiirevleri ile kombine GSH
stabilize kirmizi floresan AuNC'lerin, tiimor bliylimesini 6nemli 6l¢iide inhibe etmek ve
tiimoriin etkili floresan goriintiileme glidiimlii fototermal tedavisini gerceklestirmek icin

kullanilabilecegi gosterilmistir [271].
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2.6. CD Uzeri Laboratuvar (Lab-on-a-CD/ Lab-on-a-Disk) Teknolojisi: Tam

Entegre Molekiiler Tam Sistemi

Son 15 yilda santrifiijal mikroakiskan sistemler, hasta bag1 tan1 sistemleri i¢in geligsmis
bir tan1 ve teshis platformu olarak ortaya ¢ikmustir. Santrifiijal mikroakigkan sistemli bir
cihaz tipik olarak birbirine bagli akigkan kanallar1 ve bolmeler (odaciklar) igeren bir
kompakt disk (CD) seklindedir. Bu mikroakiskan diskler, in-vitro teshisten su kalitesi
analizine kadar karmasik analizler gergeklestirebilmektedir. Ayrica, son gelismeler, CD
mikroakigkan teknolojisini giderek daha diisiik maliyetli, tasinabilir ve kullanim1 kolay
hale getirerek hasta basi tan1 uygulamalari igin ideal bir sistem haline getirmistir. Ornek
hazirlama, yonlendirilmis stv1 iletimi, DNA amplifikasyonu gibi benzersiz yaklasimlarmn
son gelisimi, coklu akigskan ve analitik adimlarin entegrasyonuna izin vererek, bir CD
iizerinde mikro-toplam analiz sistemlerinin (LTAS) tamamlanmasina yol agmistir. Lab-
on-a disk (LoCD) sistemleri olarak da adlandirilan santrifiijal mikroakiskan cihazlar, lab-
on-a-chip (LoC) cihazlarinmm bir alt kategorisidir. LoC platformlarinin avantajlar
arasinda diisilk maliyet, daha az miktarda malzeme ve reaktif kullanimi, kii¢iik sivi
hacimleri ve diflizyon mesafeleri nedeniyle daha hizli reaksiyon siireleri, tasinabilirlik ve
programlanabilirlik sayilabilir. LoCD sistemler minyatiir ¢ip tabanli sistemler ile ayni
avantajlar1 icerse de, iistlinliikleri dogal sadeliklerinde yatmaktadir. Basit bir motor,
sistem tizerinde sivi pompasi olarak hareket eden ve degisken radyal konumlarda sivilar
farkli sekilde etkileyen (yone 0zgii sivi pompalama kontroliine izin veren “Coriolis
kuvveti” ve karistirma sirasinda tiirbiilans olusturmak ic¢in kullanilan “Euler kuvveti”)
birkag¢ yalanci gii¢ iiretir. LoCD sistemleri, bir numunenin bilesenlerini yogunluga gore
ayiran, sikisan kabarciklar1 ortadan kaldiran ve sivilarin harici donanimla dogrudan temas
etmeden pompalanmasma izin veren c¢esitli testlerin tek bir disk lizerinde kolayca
yapilmasini saglamaktadir. Enzime bagli immiinosorban testi (ELISA) ve kan plazmasi
ayirma testleri gibi bir¢ok farkl test, LoCD sistemlerde siklikla kullanilmaktadir. Valf
sistemleri, pompalama, karistirma, depolama, dagitma ve hacim tanimi gibi islemler, disk

iizerindeki herhangi bir testte farkli akigkan siirecleri siralamak i¢in dnemlidir [272].

2.6.1. LoCD Sistemlerinin Fiziksel Altyapisi

LoCD sistemler, diskteki sivi akisini manipiile etmek i¢in santrifiijal (merkezkag),
Coriolis ve Euler kuvvetlerini kullanmaktadir. Bu ii¢ kuvvet donen bir referans

cercevesine gore yalanci kuvvetlerdir. Bu yalanci kuvvetlerin her birinin kendine 6zgii
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ozellikleri ve uygulamalari olmasina ragmen, bir diskteki sivilar i¢in ana itici giig, CD
iizerinde yer alan kanallar ve odaciklardan siviy1 diskin kenarlarina dogru agisal olarak

iten merkezkag¢ kuvvetidir.

Bir parcacik veya sivi birim hacmine etki eden merkezkag kuvveti denklemi agagida ifade

edilmektedir.
F, = p@(@d x 7)
Burada p sivi yogunlugu, 7 stvinin diskin merkezine olan ortalama mesafesi ve @ rad/s

cinsinden agisal hizdir.

Coriolis kuvveti, donen diskin hiz vektoriine diktir. Birim hacim basina kuvvet denklemi

asagida ifade edilmektedir.

—

Fo=—2p@ x i

Burada p s1vi yogunlugu, w rad/s cinsinden agisal hiz ve u disk iizerinde hareket eden
partikiiliin hiz vektoriidiir. Coriolis kuvveti, partikiil ayirma uygulamalarinda ve akis

anahtar1 tekniklerinde kullanilmaktadir [273].

Euler kuvveti merkezkac¢ kuvvetine diktir ve agisal ivme yOniiniin tersidir. Bu kuvvet

yalnizca diskin agisal hizi zamana gore degistiginde tretilir.

Birim hacim bagina kuvvet denklemi asagida ifade edilmektedir.

Frp = P XT

- . dw . . .. .. > C .
Burada p s1vi yogunlugu, - birim zaman basina acisal hiz degisimi ve 7 sivinin diskin

merkezine olan ortalama mesafesidir. Euler kuvveti esas olarak numune
homojenizasyonunu hizlandirmak i¢in karistirma uygulamalarinda kullanilmaktadir.
Cogu durumda, sivinin disk {izerinde ilerletilmesi icin sadece merkezkag kuvveti
kullanilir. Stvi akis karakteristikleri sivinin 6zelliklerine (6rnegin; yogunluk ve
viskozite), disk tizerindeki konumuna, diskin ag¢isal hizina ve mikroakiskan 6zelliklerin

geometrisine baghdir.
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2.6.2. CD/Disk Uretimi

LoCD sistemlerinin basarili bir sekilde benimsenmesi ve kullanimi, tek kullanimlik
CD’lerin ucuz ve giivenilir iiretim ¢oziimlerine baghdir. Mikroakigkan diskler i¢in
kullanilan yaygin malzemeler arasinda, bunlarla sinirli olmamakla birlikte, polikarbonat,
poli (metil metakrilat) (PMMA), siklik olefin polimeri (COP), polidimetilsiloksan
(PDMS) ve poliiiretan bulunmaktadir. LoCD sistemleri ile yapilacak optik algilamalar,
genellikle optik kullanima uygun maliyetli malzemeler gerektirmektedir. Bu malzemeler
kaliplama, 3D baski, laminasyon ve bilgisayarli sayisal kontrol makinalar1 ile hizl
prototipleme i¢in kullanilabilir ve bazilar seri iiretim i¢in enjeksiyonla kaliplanabilir.
Hizli prototipleme amaciyla, mikroakigkan diskler genellikle yapiskan ve sert plastik
tabakalarin birlestirilmesi ile Uiretilir [274]. Polikarbonat, PMMA veya COP Malzemeler
bir freze makinesi kullanilarak istenilen ozelliklerde kesilebilir. PDMS ve poliiiretan
malzemeler bir balmumu veya SU-8 kalib1 kullanilarak kaliplanabilir [275, 276]. PMMA
bir lazer kullanilarak kesilebilirken, COP ve diger ince tabaka formundaki diger
polimerler de kabartma veya mikro-termoform yontemi ile sekillendirilebilmektedir [276,
277]. CD katmanlarim bir araya getirmek i¢in lazerle baglama [278], ¢6ziicli ile baglama
[279] termal baglama [280] ve ultrasonik baglama [281] gibi teknikler seri {iretim
Olceginde kullanilmistir. Mikroakigkan CD sistemleri i¢cin kullanilan malzemelerin ¢ogu,
acisal frekans kontrollii vanalar olan hidrofobik vanalarin kullanim i¢in yeterince
uygundur. Disk yiizeylerinin daha hidrofilik olmas1 gerektigi baz1 durumlarda, malzeme
oksijen plazmasi veya bir ylizey aktif madde kullanilarak yiizey isleme tabi tutulmalidir.
Bununla birlikte, oksijen plazma uygulamasi imalat maliyetini arttirir ve genellikle hem
plazma hem de yiizey aktif madde uygulamasi CD’nin kisa raf dmriine sahip olmasi ile
sonuglanmaktadir [282-285]. CD'de kullanilan reaktifler ve numunelerle de uyumlu olan
daha kalic1 yiizey islemleri iiretmek i¢in yeni ¢oziimler kullanima sunulmaktadir. PMMA
yiizeylerine dondiirerek kaplama yontemi ile polivinil alkol (PVA) ve (hidroksipropil)
metil seliiloz (HPMC) uygulanmasi, 60 giinden fazla siiren sirasiyla 68° ila 22° ve 27 °

arasinda bir temas agis1 degisikligi gostermistir [286] .

2.6.3. Siv1 iletimi Teknikleri
2.6.3.1. Valf Teknikleri

Etkili valf teknolojileri, drnek-cevap analizlerinin merkezinde yer alir. Ornegin; liziz ve

karistirma gibi iglemler sirasinda sistemin geri kalanindan izole edilen bir s1vi hacminin
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tutulmasi, dogru alikotlamaya izin verilmesi ve sicaklik degisimleri sirasinda sivi
sizmtisiin Onlenmesi valf sistemleri ile gergeklestirilir. Santrifiijal mikroakiskan
sistemlerde valf teknikleri pasif, aktif ve yar1 aktif olarak ii¢ farkli kategoride
smiflandirilabilir. Pasif vanalar donen diske uygulananlar disinda herhangi bir kuvvet
kullanmazlar ve diskin kendisinin doniisiiyle calistirilirlar. Pasif bir vananin
calistirilmasi, yilizey gerilimi ile diskteki siviya etki eden merkezkag¢ kuvveti arasindaki
etkilesime baghdir. En yaygin pasif vanalar patlama (burst) vanalaridir [275, 287]. Agisal
hiz yeterince yiiksek oldugunda, merkezkag¢ kuvveti sivinin ylizey gerilimini agar ve bir
sonraki odaciga dogru patlamasina izin verir. Bu nedenle, vananin acildig1 acisal frekansa
patlama frekansi da denir. Baz1 pasif (pasif pnomatik veya sifon) valfler diskin donme
hizinin disiirtilmesi ile ¢calistirilir [288]. Baska bir tiir pasif vana, Coriolis vanasi’dir ve
disk donme yoniiniin degistirilmesi ile ¢alistirilir [273]. Pasif vanalarm imal edilmesi
basit olmasina ragmen, bazi c¢esitleri genellikle yiizeye plazma uygulamasi yapilmak
iizere hidrofilik bir yiizey isleme adimi gerektirir [288]. Bu yiizey islemi genellikle
cthazin raf 6mriinii 18 ila 21 giin arasinda bir siire ile sinirlamaktadir, oysa mevcut teshis
cihazlar1 kullanimdan Once aylarca rafta kalabilmektedir. Buna ek olarak, iiretim
stirecindeki farkliliklar patlama frekansmi diskten diske degistirerek giivenilir bir
protokoliin uygulanmasii zorlastirabilmektedir [286]. Aktif valfler, pasif valflerden daha
yiiksek giivenilirlik ve saglamlik saglayan harici bir calistirma mekanizmas1 gerektirir.
Bu vanalarin ¢alismasi, diskin agisal hizindan bagimsizdir veya sadece kismen baghdir.
Harici ¢alistirma mekanizmalarina 6rnek olarak 1s1 kaynaklari, lazerler ve miknatislar
verilebilir. Aktif valfin ana dezavantaji, platforma karmasiklik ve maliyet ekleyen ek
donanima duyulan ihtiyagtir. Yar1 aktif valfler, pasif valflerden daha yiiksek bir kontrol
seviyesi sunan agisal hiza bagli imal edilmesi basit ve yiizey islemlerini icermeyen
valflerdir. Valf islevini yerine getirebilmek i¢in kagit gibi ek ucuz malzemeler sisteme
entegre edilmektedir. Valfler baglaminda, siv1 valfleri ve buhar valflerini ayirt etmek
onemlidir. Sivi pasif valfler “kapali” oldugunda, diskin akigkan ag1 i¢cinde buhar
degisimini engellemezler. Aksine, bir buhar valfi hem siviy1 hem de buhari yalitir, ancak
acikliktan gecmelerine izin verir. Bazi buhar vanalari, disk {izerinde sivi reaktif
depolamak i¢in kullanilabilecek kadar uzun raf Omriine sahiptir, bu da bir teste
baslamadan Once reaktifleri manuel olarak ekleme ihtiyacini ortadan kaldirir ancak

cihazin ticari degerini arttirmaktadir.
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2.6.3.1.1. Pasif Valfler

Pasif valfler, basitlikleri ve imalat kolaylig1 nedeniyle avantajli bir valf teknigidir. Kilcal
valfler, LoCD platformlar1 iizerinde arastirilan ilk pasif valf tipidir ve sivilar ile disk
malzemeleri arasindaki etkilesime baglidirlar. Bir sivi hacmine uygulanan merkezkag
kuvveti, bu sivinin etrafindaki malzemeler tarafindan uygulanan kilcal kuvvetin
iistesinden geldiginde, sivi, akiskan 6zelligi sayesinde diskin merkezinden disariya dogru

itilmektedir.

Baska bir tiir pasif valf olan hidrofobik valf, sivinin diskin materyalleri ile etkilesimine
baghdir ve kanalda bir hidrofobik yama veya bir daralma kullanir. Hidrofobik vanalarin

avantaji, maliyetli ve etkisiz olabilen hidrofilik yiizey islemlerine ihtiyag duymamasidir.

Sifon valfi, bir mikroakiskan sistemde islem zamanlamasinin dogru bir sekilde yapilmasi
zorunlulugunu beraberinde getirmektedir. S1v1 iceren bir odaciga bagh bir sifon valfi,
yine kilcal kuvvetlerin ve merkezka¢ kuvvetlerinin etkilesimini kullanir. Diskin
baslangictaki yiiksek agisal hizlarinda, kanaldaki sivi seviyesi sifonun tepesinin altinda
kalir. Donme hizi yeterince azaldiginda, kilcal kuvvetler baskindir ve sivi, sifonu
doldurarak valfi asmaktadir. Agisal hiz tekrar arttirildiginda, hidrostatik basing farki
odaciktaki stvinin tamamen bosaltilmasma yardimci olur. Sifon valflerin gelistirilen bir
baska modifikasyonu mikro makara valflerdir. Bu yontemin ¢aligmasi i¢in, bir 6rnek
stvisy, stvisinin transfer edilecegi bir transfer odacigina baglanan bir yiikleme odacigi
icerisindedir. Ikinci bir ¢calisma s1visy, transfer odacigmin iist kismmdan, ¢alisilan sivinin
dolduruldugu odacign iist kismina bir kanal ile baglanan bir odaciga doldurulur. Iki s1v1
arasindaki kanallar ve bolme havalandirmasizdir. Yiiksek merkezka¢ kuvveti altinda,
calisma s1vis1 bir toplama odacigi igerisine akmaya baslar. Calisan sivi kolonu ve iki s1vi
arasindaki hava, sirasiyla bir kasnak sisteminin agirligi ve halat1 gibi davranir. Calisma
stvist kolon yiiksekligi azaldik¢a, genisleyen hava, 6rnek sivisin1 merkezkag¢ kuvvetine

kars1 diskin merkezine dogru ¢eken negatif bir basing olusturur [289].

2.6.3.1.2. Santfifiijal-Pnomatik Sifon Valfler

Bu valfler, kan gibi yogunluk fark: bulunduran karmasik sivilarin digaridan herhangi bir

calistirma mekanizmasina ihtiya¢ duyulmadan kisa bir siire icinde CD doniis hizinin
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kademeli olarak ayarlanmas1 ve CD igerisinde yer alan odaciklarda havanin sikisitirilarak
sifon sistemi ile ayristirilmasi amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Ornegin; tam kandan
plazma ayristirilmasi, hemoglobin ve eritrositlerin inhibe edici etkilerinden dolay1 hassas
analiz icin gereklidir. Mevcut santrifiij yontemleri hiicrelerin yeniden emilmesini
onlemek i¢in sedimantasyondan sonra uzun yavaslama fazlar1 ve sifonlarin kilcal
astarlanmasini saglamak i¢in hidrofilik yilizey islemi gerektirmektedir. Bir santriftijal-
pnomatik sifon kullanilarak, kan 6rnegi sedimantasyon odasina yiiklendiginde iistte kalan
kisimda hava kapatilir ve sikistirilir. Sedimantasyondan sonra, ddonme hizi sadece hafifce
azaltilir, boylece sikistirilmig hava genisler ve plazmay bitisik bir sifondan hizla diger
tarafa aktarir. Diger yontemlerin aksine, plazma siipernatanti yiiksek santrifiij hizlarma
cikarilarak ayristirilir, bu da kanm tekrar siispanse olmasmi engellemekte ve yiiksek
saflikta plazmanin elde edilmesini saglamaktadir. Sifon i¢in belirlenen bir “glivenlik
mesafesi”, yilksek donme frekanslarina yeterince hizli ulagilamamasi1 durumunda, sivinin
sifon ile bagl odaciga dolmasi sonucu hizlica sifona bagli kanallarda yiikselmesini ve

erken sifonlama gerceklesmesini onlemektedir [290, 291].

2.6.3.1.3. Pasif Pnomatik Valfler

Merkezkag¢ kuvveti, mikroakiskan bir diskin merkezinden radyal olarak disariya dogru
etki etmekte ve sivilar diskin merkezine geri pompalanamayacagi i¢in daha karmasik
LoCD sistemlerinin uygulamalarin1 problemli hale getirmektedirler. Bu sorunun
istesinden gelmek i¢in, stvilar1 merkezkag kuvvetine kars1 merkeze geri pompalamak ve
akigskan agin yol uzunlugunu genisletmek i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Stviy1
diskin merkezine dogru geri pompalamak i¢in bir hava sikistirma odasi kullanilmaktadir
[292]. Yapilan bir ¢alismada sivi, havay1 hapsetmek, sikistrmak ve pnomatik enerji
depolamak i¢in 7000 RPM'de santrifiij edilmistir. Diskin ag¢isal frekansi diisiirtildiigiinde,
sikisan havanin hizla genisledigi ve siviy1 diskin merkezine dogru ittigi goriilmiistiir. Bu
yiiksek ve diisiik acisal frekans dongiisii, pistonlu bir pompa olarak islev gérmek icin
tekrarlanabilir. LoCD analizleri, patlama frekanslariyla iligkili olarak ortaya c¢ikan
giivenilirlik  sorunlar1  nedeniyle tek basmma  pasif valfler kullanilarak
gerceklestirilememektedir. Ek olarak, pasif valfler genellikle buhar ge¢irmez bariyerler
degildir. Bu 0ozellik, pasif valfleri zamanla gerceklesen buhar kaybi veya degisimi
nedeniyle reaktif depolama i¢in uygun olmayan bir hale getirmektedir. Sonug olarak,
diger s1v1 iletimi teknikleri genellikle daha yiiksek bir akiskan kontrol seviyesi elde etmek

icin pasif valflerle birlikte kullanilmalidir.

29



2.6.3.1.4. Aktif Valfler
2.6.3.1.4.1. Parafin Mum Valfleri

Parafin mumu, biyouyumlulugu ve kullanim kolaylig1 nedeniyle ¢ip bazli mikroakiskan
sistemlerde tercih edilen bir buhar valfi yontemidir. Bir faz degistirme valfi olarak
kullanim rahathgi ve kullanimi literatiirde yer almaktadir [293, 294]. Parafin mum
vanasini agmak i¢in sadece bir 1s1 kaynaginin agilmasi gerekir. Bu teknigin avantaji,
belirlenen bir agisal konuma yerlestirilen bir 1s1 kaynag ile diskin donmesi sirasinda ayni

yaricapindaki tiim vanalarin ¢alistirilabilmesidir [295].

2.6.3.1.4.2. Aktif Pnomatik Valfler

Aktif basinca dayali akiskan teknikler, olusan hava boslugunu genisleterek disk {izerinde
yerlesik bir disk pompa mekanizmasmi harekete gecirmek icin basit bir yontem
sunmaktadir. Pasif pnomatik valf tekniklerinin aksine, [292, 296, 297] aktif valf ve
pompalama teknikleri harici ¢alistirma mekanizmalarini icermekte ve sivinin iletimi

konusunda daha fazla kontrol saglamaktadir.

2.6.3.1.4.3. Lazerle Cahsan Valfler

Plastik levhalar ve lazer yazici kullanilarak uygulanan optofluidik valfler mevcut ticari
ekipmanlar ile kolay bir sekilde imal edilmesi agisindan biiyiik avantaj saglamaktadir.
Ayrica, bu valfler sivi ve buhar gecirmez oldugundan ve bir lazer kullanilarak agilmasi
gerektiginden, bu teknolojinin kullanim kolaylig1 ve giivenilirligi yiiksektir [298]. Disk
iizerinde s1vi meniskiisiinii aydinlatmak i¢in lazer 1smnlar1 kullanan ve suyu sonraki kanala
patlamaya zorlayan bir tiir optofluidik valf gelistirilmis ve literatlirde yerini almistir

[299].
2.6.3.1.4.4. Manyetik Valfler

CD'de bir valf ¢éziimii olarak manyetizma, giivenilirligi ve ¢ok yonliiliigii nedeniyle son
zamanlarda birka¢ grup tarafindan arastwrilmistir. Yumusak silikon elastomerik bir
malzeme olan PDMS’den yapilmis bir mikroakiskan CD ig¢inde tersinir bir sivi akisi
iretmek i¢in harici miknatislar kullanilmistir [300, 301]. Bu valflerin en biiyiik
dezavantaji, diskin malzeme seceneklerini sinirlayan yumusak bir malzemenin

kullanilmasi gerekliligidir.
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2.6.3.1.5. Yan Aktif Valfler

Yar1 aktif valfler kategorisinde sadece sinirli sayida yaklagim gosterilmis olmasina
ragmen, bu valfler diisitk maliyetleri ve uygulama kolayliklar1 nedeniyle oldukga pratik
olabilmektedir. Kilcal valfler gibi pasif valfler, bir mutlak patlama frekansi yerine olas1
patlama frekanslar1 spektrumuna sahip olabilir. Yar1 aktif valfler, alternatif bir malzeme
veya bir gecikme mekanizmas1 kullanarak disk yiizeylerininin tekrar iiretilebilirligine
olan bagimlilig1 azaltmaktadir. Sivi iletimi gorevlerinin daha karmasik hale geldigi
sistemlerde, sadece pasif valf tekniklerine kiyasla daha yiiksek seviyede kontrol

mekanizmalar: saglayabilmek icin yar1 aktif valfler eklenebilirler [272].

2.6.3.1.5.1. Coziinebilir Film Valfler

Biyouyumlu ¢6ziinebilir filmler kullanilarak yapilan bu valfler 2 farkli odacign ticari
olarak temin edilebilen, ¢6ziinebilir bir film seridi iceren bir pnomatik odaciga
baglanmas1 ve diskin diisiik hizlarda dondiiriilmesi ile odaciklardan birinde sikistirilan
hava boslugunun yiiksek hizlara ¢ikildiginda siviy1 iterek pnomatik odaciga dolmasi ve
filmi ¢ozerek valfin agilmasini saglamasi prensibine dayanmaktadir [302]. Bu valf buhar
gecirmez olmasa da, kilcal valflerden ¢ok daha fazla kontrol imkani sunmakta ve farklh

¢Ozlinme hizlarina sahip filmlerin se¢ilebilmesine olanak saglamaktadir.

2.6.3.1.5.2. Kagit Valfler

Hidrofilik sifonlarin islevini yerine getirmek icin CD'ye yerlestirilmis kagit seritler
kullanilarak bir bagka yar1 aktif valf tipi olusturulabilir. Bu tip bir valf acisal hiz kontrollii
olmasima ragmen, kagidin siviyr emme kabiliyeti geleneksel pasif valflere gore sivi
iizerinde daha fazla kontrol saglanmasma sebep olmaktadir. Bir CD'deki kagit
mikroakigkanlar prensibi, sivinin kagittan emilmesine izin veren kilcal kuvvetlerin ve
stviyr sadece diskin dig kenarmma dogru iten merkezka¢ kuvvetinin etkilesmesine

dayanmaktadir [303].

2.7. Portatif Bir Santrifiij Cihaz1 I¢in Temel Presipler

Portatif bir santrifiij cihazinin hafif, az yer kaplayan, kullanimi1 kolay, diisiik enerji
tilketimi sunmasi gerekliliklerinin yani siwra santrifiij siireleri ve hizlar i¢in istenilen
sekilde ayarlanabilmesine izin veren kontrol mekanizmalarindan olusmasi
gerekmektedir. Bu sebep ile genel anlamda hobi amagl kullanilan Arduino Uno devre

kartlarinin ve bu kartlara baglanabilen cesitli elektronik komponentlerin portatif bir
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santrifiij cihazi tiretiminde kullanilmasi: hem uygulama hem de maliyet agisindan biiytlik
kolayliklar1 beraberinde getirmektedir. Arduino Uno devre karti iizerindeki entegre
16MHz hizinda ¢alisir ve 2KB bellege sahiptir. 16 MHz basit elektronik devreleri kontrol
etmek i¢in yeterlidir. Devre kart1 {izerinde numaralandirilmig giris ve ¢ikis pinleri yer
almaktadir. Bu pinleri kontrol etmek i¢in devre karti, bir USB kablo ile bilgisayara
baglanarak programlanir. Devre kart1 lizerinde ayrica birka¢ led 151k bulunmaktadir.
Bunlardan ilki Arduino’nun ag¢ik oldugunu gdsteren ‘on’ etiketli leddir. Digeri ‘L’ etiketli
ve islevini tamamen kendinizin belirleyebileyecegi bir leddir. Geri kalan iki led ise ‘RX’
ve ‘TX’ etiketli ledlerdir. Bu ledler devre karti ile bilgisayar arasinda iletisim oldugunda
seri bir sekilde yanip sonerler. RX alim, TX ise gonderim anlamina gelir. USB yanindaki
mini buton ise arduino’yu yeniden baglatmaya yaramaktadir. Arduino kodlar1 iki temel
kisimdan olusur. “void setup” ve “void loop”. void setup kismi1 Arduino’ya pinleri ne
amagla kullanacagimizi sdyledigimiz bir nevi tanimlama asamasidir. void loop kisminda
ise Arduino’nun siirekli tekrar etmesi gereken eylemleri yazilmaktadir. Void setup‘in
kapsami acilan kdseli parantez {} kapanincaya kadardir. Ayni1 durum void loop i¢inde
gecerlidir. “PinMode” komutuyla Arduino {izerindeki pinlerin giris mi yoksa ¢ikis pinleri
mi olacagma karar verilir. PinMode yazdiktan sonra pin numarasi yazilir ve virgiil
koyulur. Eger pin ¢ikis olacaksa output, giris olacaksa input yazilir. “Delay” komutu ise
beklemedir. Arduino parantez i¢inde yazdigmiz siire boyunca bekleyecektir. Siire
dolduktan sonra ise alt satirdaki komutu yerine getirecektir. Ornegin; delay(1000); de
siire milisaniye (ms) cinsinden yazilmistir. 1000 ms=Isn dir. “digitalWrite”,
“digitalRead” komutlarinin yaninda “analogWrite” ve “analogRead” komutlar1
mevcuttur. Analog ve Digital arasindaki fark; digital sinyaller evet veya hayir gibi kesin
iki sonug verir. Ornek vermek gerekirse, eger calisma gerilimimiz 5V ise, bu durumda
digital sinyallerin verebilecegi ya 5V ya da OV olur. Bu durumun Arduino’ya yansimasini
digital sinyalleri kullandigimizda “HIGH” ve “LOW?” komutlarin1 kullanmak zorunda
olarak goriiriiz. Ancak 5-0 V arasinda bir giic vermek istenildiginde analog sinyal
kullanilmalidir. Analog sinyallerin de siirinin 5-0 volt arasinda olmasina karsin, analog
sinyal iki deger arasinda sinirsiz deger alabilmektedir. Arduino Uno asil olarak analog
sinyal ¢ikis1 saglayamasa da PWM (Pulse With Modulation) adi1 verilen yontemle analog
sinyalleri taklit eden digital sinyaller gonderebilir. PWM veya Darbe Genislik
Modiilasyonu, basit bir sekilde anlatmak gerekirse olusturulan darbelerin genisligini
ayarlamak i¢in kullanilan tekniktir. Bunu sadece belirli pinler yapabilir. Bunlar 3, 5, 6, 9,

10, 11, pinlerdir. Bu pinler ile analogWrite komutu kullanilarak PWM dalgas1 gondermek
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miimkiindiir. Analog sinyal degeri 0-255 arasi olmalidir. Ornegin analogWrite(3,255);
komutu ile 3.pine %100(5v) gii¢ verirken, analogWrite(3,177) 255’in yaris1 177 %50
(2.5v) giig verilir. Bu sayisal degerleri kullanarak bilesenlere degisken miktarlarda giicler
verilebilmektedir. “digitalRead” ve “analogRead” ise bilesenlerden gelen giiciin
okunmasimi saglamaktadir. Ayrica “DutyCycle” yani gorev dongiisli olarak tanimlanan
bir kavram bulunmaktadir ve PWM tekniginde de sik¢a kullanilmaktadir. Gorev dongiisii
kavrami yapilan islemin periyodunu belirti. Bu dongii disik seviyelerde ise
aktarilan giic diisiik olurken, dongiinilin yiiksek seviyelerinde
yiiksek gii¢ aktarilmaktadir. “If?, “else if”, “else” komutlari ile if blogunun igine yazilan
bir kosulun test edilmesi saglanir. Eger kosul saglaniyor ise if blogunun altindaki komuta
gecer ve o komut calistirilir. Aksi durumlarda yani kosul saglanmamais ise program if
bloguna girmemis gibi davranmaya devam eder ve varsa alt satwra
gecer. “LiquidCrystal 12C led()”; LCD ekran i¢in baglant1 adresidir. Bu komut
Arduino Uno devre karti lizerinde bulunan portlardan tasarruf edilmesini, kisacasi daha
az baglant1 kullanarak diger baglant1 elemanlarina daha fazla yer agilmasini saglayan
komuttur. Bu komutu verebilmek icin programda, “<LiquidCrystal 12C.h>"
kiitliphanesinin kayitli ve tanimli olmas1 gerekmektedir. Portatif santrifiij cihazi i¢in,
Arduino devre karti lizerinde; harici olarak siiriilen DC motor, Icd ekran (motor {izerinde
bulunan diskin dakikada ka¢ tur dondiigii (RPM) bilgisini 68renebilmek amaci ile),
transistor (motorun voltaj degisimi ile hiz ayarmi saglayabilmek i¢in), direngler (led,
transistor ve kondansatoriin Arduino Uno portlarindan ¢ektigi giicli sinirlamak ve
boylelikle devre elemanlarma gelebilecek zararlar1 engellemek amaci ile), dc giic kaynagi
(DC motoru siirebilmek i¢in), kondansator (motor lizerindeki gerilimi regiile edebilmek
amaci ile), diyot (motorun durmasi sirasinda olusan ve transistére zarar verebilecek ters
akimi engellemek amaci ile) ve Hall Efffect sensoriinden (motor iizerinde dénen diskin
dakikada doniis hiz1 (RPM) degerini hesaplayabilmek amaci ile) olusan devre elemanlari
kullanilabilmektedir. Bu sensor, bir Hall sensorii ve sensore yakin mesafede donen cisme
tutturulmus bir miknatistan olusmaktadir. Doniis sirasinda miknatis, sensor yakinindan
gectiginde cevresindeki manyetik alani degistirerek sensoriin ¢iktisinin yiikselmesine
veya algcalmasina neden olur. Dolayisiyla, sensorden gelen ¢ikti, donen bir cismin
RPM’sini hesaplamak i¢in kolayca kullanilabilen bir kare dalga sinyali vermektedir. Bu
sinyal, kodlar yardimi ile anlamlandirilarak devre karti {izerinden cihazin LCD ekranina
iletilebilmektedir. Kurulan devre icin gerekli uygulamalarm yazilabilmesi amaci ile

Arduino firmasi tarafindan gelistirilen agik kaynak kodlu Arduino yazilim programi

33



kullanilabilmektedir [304]. Yazilan kodlar sayesinde devre kartina bagli DC motor
istenilen siirelerde ve belirlenen hizlarda dondiiriilebilmekte veyazilima eklenen kodlar

ile doniis hizlar1 istenilen sekilde kademeli olarak ayarlanabilmektedir.

2.8. Karakterizasyon Teknikleri

Cesitli malzemelerin fiziksel veya kimyasal 6zelliklerini, yapilarin1 ve ¢evreleri ile olan
etkilesimlerini incelemek i¢in karakterizasyon tekniklerinden yararlanilmaktadir. Yapilan
tez kapsaminda sentezlenen floresan AuNC’lerin boyut ve sekil analizi “Yiiksek
Coziintirliklii Gegirimli Elektron Mikroskobu (HR-TEM)” ile, AuNC’lerin olusum
mekanizmalar1 Fourier Déniisiimlii Infrared Spektroskopisi “ATR — FTIR” ile,
hazirlanan ¢ozeltilerin pH degerleri Olciimleri pH Metre ile, AuNC’ler ve c¢ozelti
icerisinde cevreleri ile etkilesimleri “UV Goriiniir Bolge Spektroskopisi” ve “UV Isik
Kaynagi Altinda Emisyon” ile AuNC’lerin siyaniirle etkilesimi “Akilli Telefon” ile
cekilen resimler iizerinden “Renk Degisimleri Olgiim Uygulamasi (Color Grab)” ve
“MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

spectrometry)” ile karakterize edilmistir.

2.8.1. Yiiksek Coziiniirliiklii Ge¢irimli Elektron Mikroskobu (HR-TEM)

TEM, enerjik elektronlarin (100-200kV degerinde hizlandirma voltaji1 ile) numune ile
etkilesimini kullanan ve morfolojik, bilesimsel ve kristalografik bilgi saglayan bir
tekniktir. Filamentten yayilan elektron, ¢oklu elektromanyetik merceklerden gecer ve
elektronlarm 1s18a doniistiiriildiigi ve bir goriintii elde edildigi ekranla temas eder.
Elektronlarm hizi dogrudan elektron dalga boyuyla iliskilidir ve goriintii ¢oziiniirligini
belirler. Modern TEM bir aydinlatma sistemi, kondenser mercek sistemi, objektif mercek
sistemi, biiyiitme sistemi ve veri kayit sisteminden olusur. Huzmeyi numuneye odaklayan
bir kondenser mercek seti ve objektif mercek, numunenin numune ve form goriintiisii ile
etkilestikten sonra tiim elektronlar1 toplar ve goriintii ¢oziliniirliigii sinirmi belirler. Son
olarak, bu goriintiiyli biiyiiten ve fosforlu bir ekrana veya bir sarj bagh cihaza (CCD)
yansitan bir dizi ara lens. TEM, goriintiileme ve kirinim modu i¢in kullanilabilir. Yiiksek
Cozlintirliklii Gegirimli  Elektron Mikroskobu (HR-TEM), bir girisim goriintiisii
olusturmak i¢in hem iletilen hem de sagilan 1sinlar1 kullanir. Bu bir faz kontrast
goriintiisiidiir ve kristalin birim hiicresi kadar kiigiik olabilir. Bu durumda, ¢ok diisiik
acilardan giden modiile edilmis elektron dalgalari, objektif mercek yoluyla yayilma

sirasinda girisim olusturur. Numuneden ¢ikan tiim elektronlar, goriintii diizlemindeki bir
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noktada birlestirilir. HR-TEM, atomik c¢oziinilirlik Olceginde c¢esitli  gelismis
malzemelerdeki kristal yapilar1 ve kafes kusurlarini analiz etmek i¢in kapsamli ve basarili
bir sekilde kullanilmistir. Nokta kusurlarinin karakterizasyonu, istifleme hatalari,

cikiklar, tane sinirlarini ve ylizey yapilarini ¢okeltmek icin kullanilabilir.

2.8.2. Fourier Déniisiimlii infrared Spektroskopisi (ATR - FTIR)

Zayiflatilmig toplam yansima (ATR), ilave hazirlik olmaksizin dogrudan kat1 veya sivi
halde gozlemlenecek numuneleri niteleyen geleneksel kizilotesi spektroskopinin yaninda
kullanilan bir 6rnekleme teknigidir. FTIR, 'Fourier doniisiimii kizilotesi' spektroskopisini
temsil eder: bir sivi, kati veya gaz Orneginin emisyonu veya emiliminin kizilotesi
spektrumunu elde etmek i¢in kullanilabilecek bir tekniktir. Bir FTIR spektrometresi,
genis bir aralikta yiiksek spektral ¢oziintirliiklii verileri senkronize olarak toplar. Bu
yontem ¢ok daha kiigiik dalga boyu araliginda spektral yogunlugu 6lgen geleneksel
dispersif spektrometre yontemlerine gore daha avantajlidir. "Fourier doniisiimii kizilotesi
spektroskopisi”" terimi, ham verileri spektrumlara doniistiirmek i¢in gereken Fourier
doniisiimii siirecini temel alir. Bu yontem ile, molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak;
kati, s1v1, gaz veya ¢ozelti halindeki organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplar,
iki bilesigin ayn1 olup olmadigi, yapidaki baglarin durumu, baglanma yerleri ve yapmin

aromatik yada alifatik olup olmadig1 belirlenebilir.

2.8.3. UV Goriiniir Bolge Spektroskopisi (UV-Vis)

Temel mantig1, hazirlanan ¢ozeltiden belirli spektrumlarda 151k gegirilmesi ve bu 1smin
ne kadarmin ¢ozelti tarafindan absorblandiginin bulunmasi esasma dayanir. Cozeltinin
icerdigi madde miktar1 ne kadar fazla ise daha fazla 151n, ¢ozelti tarafindan sogurulur. UV
UV-Vis spektrumu, ¢ozeltinin iginden gegebilen -¢ozelti tarafindan absorblanmayan-
15181 yogunlugu tespit ederek c¢ozelti icerigindeki aranan maddenin miktar1 hakkinda

kantitatif bilgi verir.

2.8.4. Color Grab

LOOMATIX firmasi tarafindan ¢ikarilmis ve gergek diinyada gordiigliniiz her yerde
renkleri yakalamayi kolaylastiran tagmabilir bir renk sayisallastirict uygulamasidir.

Uygulama kullanimi kolay olmasi i¢in insa edilmis ve gercek zamanli olarak da

calisabilmektedir. Sadece yakalamak istenilen herhangi bir renk i¢in akilli telefonun
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kamerasi ile uygulama flizerinden fotograf c¢ekilmesi veya daha once cekilmis bir

fotografin galeriden se¢ilmesi yeterlidir.

Diger renk yakalama ¢6ziimlerinin aksine, Color Grab, herhangi bir dogrudan temas veya
harici aksesuar olmadan, tiim yiizey ve ortamlarda her tiirlii nesneden renk se¢imi
saglamaktadir. Color Grab, fotograflardan renk ve paletlerin ¢ikarilmasi i¢in uygulama
icerisinde yerlesik bir arag igerir ve akilli tanimlama ile tiim renklerin sorunsuz bir sekilde
secilmesini saglar. Buna ek olarak, fotograflarin olusturdugu renk paletini (veya renk

haritasin1) otomatik olarak hesaplayabilir.

Hemen hemen her renk temsil modelini destekleyen (RGB, Hex, HSV, HSL, Lab, vb.).
bir yazilima sahiptir. En 6nemlisi ise; ticari olsun ya da olmasin her tiirlii kullanim i¢in

ucretsizdir.

2.8.5. MALDI-TOF-MS Spektrometre Analizleri

Analiz i¢in kristalize hale gelen 6rnekler lazer bombardimanina maruz kalir ve lazerden
alman bu enerji, karisimdan iyonlarm buharlagsmasima ve gaz fazina gegilmesini saglar.
Serbestlesen iyonlar elektromanyetik alanda hizlandirildiktan sonra ugus tiipiine gegerler
ve ugus tlipiinde gegirdikleri zamana gore (TOF) kiitle agirliklari tespit edilir. MALDI ile
yapilan desorbsiyon sonucunda a¢iga ¢ikan iyonlar tek yiiklii iyonlar oldugundan elde
edilen pikler esas olarak kiitleye baglhdir. Tez kapsaminda AuNC ve siyaniir etkilesimi
analizi i¢in kullanilan matriks, DHB (2,5-dihydroxybenzoic acid)dir. Matriks ¢ozeltisinin
20 mg/mL DHB (0.1% TFA igeren asetonitril/su (30/70 (v/v)) seklinde hazirlanmistir.
Her bir numune matriks ile 1:20 (v/v) oraninda karistirildiktan sonra karisimdan 0.5 pl

almip plaka {lizerine damlatilarak kurutulmustur.

2.8.6. UV Isik Kaynag Altinda Emisyon

Sentezelenen floresan AuNC’ler ve farkli agir metal iyonlar1 ve anyonlar ile etkilesimleri
UV 151k kaynagi altinda incelenmigtir.

2.8.7. Akilh Telefon

Fotograf ¢ekimi sirasinda cetvel cukurlar icerisinde UV 151k kaynagi lizerinde kullanilan

tiim Ornekler 30 pL’dir. Tiim fotograflar cep telefonu arka kameras: (Huawei Mate 20

Lite / 20-megapixel (f/1.8) + 2-megapixel (£/1.8)) ile Al Mod kapali olarak ¢ekilmistir.
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2.8.8. pH Metre

pH, elektrik sinyali iireten bir arac (elektrot) kullanilarak pH metre cihazi sayesinde bu
elektriksel sinyali, pH birimine ¢eviren potansiyometrik bir dlgiimdiir. Uretilen ve dlciilen
sinyal bir voltajdir. pH 6l¢iimiinii yapabilmek i¢in iki gerilime ihtiya¢ vardir, pH 6l¢iimii
icin gerekli olan elektriksel sinyal bu iki gerilim arasindaki fark ile olusur. Bu iki gerilim

sunlardir:
1. Algilama elektrotu iiriin i¢indeki hidrojen iyon aktivitesinin logaritmasina oransal
bir gerilim saglar.
2. Referans elektrot ideal olarak {iriiniin aktivitesinden bagimsiz sabit ve siirekli bir

gerilim saglar.

Referans ve algilama elektrotu arasindaki bu gerilim farki pH metre tarafindan 6l¢iiliir ve

pH degerine cevrilir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez calismasmin bu kisminda, Oncelikle BSA stabilize AuNC’ler sentezlenmis ve
karakterize edilmistir. AuNC ¢ozeltisi hacimce 1:1, 1:10 ve 1:100 oranlarinda yapilacak
deney prosediiriine gore pH 12 / 0,01 M NaOH-NaHCO3 veya pH 7.4 / 0,01 M PBS
tampon ¢0zeltisi (kan deneyleri i¢in) igerisinde seyreltilmis ve derisim oraninin floresan
sonlim siddeti iizerine etkileri incelenmistir. Deneyler dncelikle insan tam kan ortamini
simiile etmek i¢in amaci ile siyaniir ile birlikte farkli anyonlar ve agir metal iyonlarinin
0,01 M NaOH-NaHCOs pH 12 tampon ¢6zelti igerisine eklenmesi ile mM mertebesinde
derisimler elde edilmesi ve bu ¢ozeltilerin AuNC’ler ile muamele edilerek karakterize
edilmesi seklinde gergeklestirilmistir. Bu deneyler sonucunda AuNC'lerin seciciligi ve
duyarlilig1 analiz edilmistir. Ek olarak siyaniir kan deneylerinde pH 7.4 / 0,01 M PBS
tampon ¢Ozeltisi igerisine eklenmesi ile mg/L mertebesinde olacak sekilde siyaniir
tartimlar1 gergeklestirilmis ve UV 151k kaynagi altinda AuNC’lerin floresan i1simalari
arasindaki renk farklar1 incelenmistir. AuNC'lerin floresan siddeti tizerindeki pH etkileri
de ayrica incelenmistir. Ek olarak sistemin seciciligini arttirmak i¢in, selatlama ajani
olarak 2,6-piridindikarboksilik asit (PDCA), BSA ve Glutatyon (GSH) etkisi de
arastirilmistir. Daha sonra siyaniir ile AuNC etkilesimi, lazer yardimi ile kesilerek 5 farkl
katmandan olusan (3 katman PMMA ve 2 katman yapistirict bant) mikroakiskan
kanallara ve odaciklara sahip ve tam kandan plazma ayristirma islevini yerine getiren CD
iizerinde ayristirilan plazma igerisinde incelenmis ve AuNC’lerin floresan renk

degisimleri akilli telefon ve renk farki 6l¢iim uygulamasi ile incelenmistir.

3.1. Materyal ve Yontemler

AuNC'lerin hazirlanmasi i¢in kullanilan tiim malzemeler; HAuCls.3H,O tuzu, Sigir
Serum Albumin (BSA), KCN, 2,6-piridindikarboksilik asit (PDCA), Glutatyon (GSH)
NaHCOs3, NaOH, ve kan (Blood Agar (Base)) Sigma Aldrich firmasindan (St. Louis, MO,
ABD) satm alinmistir. Diger metal iyonlar: tuzlar1 ve diger reaktiflerin hepsi (CN°, S*,
COs%, NO?, CI, NOs-, EDTA?, Ac’, N3, POs*, Sitrat, C,04* ve F-, SO4*, Ni**, Fe**,
Zn**, Cd*, Hg?', Pb**, Cu®, Co*", K, Li", Mg, Ca*", Ba?" ve AI’") Hacettepe
Universitesi Kimya Deposu’ndan kullanim izni ile yeterli miktarlarda alinmstir.
Deneylerde kullanilan (DI) su, AquaMAX Ultra 370 Serisi cihaz ile aritilmistir. UV-Vis
spektroskopi verileri NanoDrop 1000 (Thermoscientific) spektrometre kullanilarak oda

sicakliginda elde edilmistir. HR-TEM analizleri FEG elektron tabancali, 80-200 kV
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araliginda hizlandiric1 voltaj altinda calisgan JEOL marka JEM 2100F model Yiiksek
Coziiniirliiklii Gegirimli Elektron Mikroskobu ile gergeklestirilmistir. 4000 and 650 cm’!
arasinda kizil 6tesi spektrumlart ATR-FTIR (Agilent Cary 630) ile belirlenmistir. pH
degerleri pH metre (ISOLAB Laborgerite GmbH) kullanilarak ayarlanmistir. Siyantir
varliginda ve yoklugunda AuNC’lerin molekiiler agirliklart MALDI-TOF MS cihazi
(Ultraflextreme MALDI-TOF-MS, Bruker Daltonics) ve DHB (2,5-dihydroxybenzoic
acid) matriks kullanilarak incelenmistir. Deneyler boyunca elde edilen goriintiiler (AuNC
ve AuNC’lerin diger malzemeler ile etkilisimleri) Huawei Mate 20 Lite (20-megapixel
(f/1.8) + 2-megapixel (f/1.8)) Android isletim sistemine sahip (siirtim: 10) akilli telefon
yardimu ile esit mesafeden 2,5x zoom ve 1,6x zoom ile ¢ekilmistir. Fotograflari ¢cekilecek
AuNC’ler UV 151k kaynagi (Biolab BTS-15.M, 312 nm) yardimi ile UV 1518a maruz
birakilmistir. Elde edilen resimler Color Grab (Loomatix Ltd.) programu ile incelenmistir.
Portatif santrifiij cihaz1 ve RPM kontrolii saglayan yazilim Arduino UNO devre kart1 ve
gerekli elektronik komponentler (Gozeler Elektronik (Tiirkiye)) kullanilarak Ugur Aydin
tarafindan yapilmigtir. PMMA CD tabakalar1 70 watt giiciinde cam tiiplii CO> lazer (Aeon
Nova 7) kullanilarak kesilmistir. CD orta katmani kesilmeden dnce PMMA plakanin
yiizeyi her iki daha sonra diger katmanlar ile birlestirilmek iizere ¢ift tarfli bantla 468MP
(3M) kaplanmastir.

3.2. BSA Stabilize AuNC'lerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Tiim cam malzemeler kullanimdan hemen 6nce hazirlanmis Kral Suyu (Aqua Regia)
cozeltisi (HNO3/HCI, hacimce 1:3) ile yilkanmig daha sonra DI su ile durulanmis ve
deneylerden Once istenmeyen ¢ekirdeklenmeleri dnlemek i¢in kurutulmustur. 37° C'de
kuvvetli karistirma altinda 5 ml 10 mM sulu HAuCls.3H>O ¢6zeltisine 5 ml 50 mg/ml
BSA ¢ozeltisi ilave edilmistir. 2 dakika sonra, pH'y1 ayarlamak ve AuNCs olusumunu
baslatmak icin ¢ozeltiye 0.5 ml 1 M NaOH eklenmistir. Reaksiyonun 37° C sicaklikta 12
saat boyunca kuvvetli bir karistirma altinda devam etmesi saglanmistir. AuNC'lerin
sentezinde BSA, stabilize edici ajan olarak gorev almaktadir. AuNC’ler, BSA yiizeyinde
yer alan sistein kalintilarinin (rezidiilerinin) tiyol (-SH) gruplar1 ile kovalet olarak
etkilesim gostermektedir [242]. Sentez swrasinda ¢ozeltinin pH’sini1 ayarlamak icin
kullanilan NaOH, BSA’nin ikincil yapisinda konformasyonel degisikliklere sebep olarak
Au atomlarmin BSA igerisinde bir araya toplanmasini (paketlenmesini) [164] saglamakta
ve boylelikle AuNC olusumunu gerceklestirmektedir. Ayrica ¢ozeltiye eklenen NaOH ile
olusturulan yiiksek alkalin pH’da Au (III) iyonlar1, Au (I) iyonlarina indirgenmektedir.
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Au (I)’den Au (0)’a olan son indirgenme basamagi ise BSA iizerinde yer alan tirozin
kalintilar1 ile saglanmaktadir. Diisiik pH’larda BSA ikincil yapisi i¢inde islevsel olmayan
disiilfit baglari, yiiksek alkalin pH’da giiclii Au-S baglar1 olusturmak i¢in uygun hale
gelmekte ve BSA’nin altin atomlarini sarmalayarak, AuNC’leri olugturmasi ve bir arada

tutmasina olanak saglamaktadir.

Sentez sonrasi ¢ozeltinin rengi agik saridan koyu kahverengiye degismistir. BSA stabilize
AuNC'lerin sentezinden sonra, ¢ozelti 0.2 pm gozenek boyutlu bir filtreden siiziilmiis ve
kullanilmadiginda 4° C'de saklanmistir. Hazirlanan BSA stabilize AuNC’ler’in sekil ve
boyut analizi HR-TEM, absorbans siddeti degisimleri UV-Vis Spektroskopi, yapisal
degisimleri ATR-FTIR, kiimelenme basina ortalama atom sayilar1 ve siyaniir varliginda

soniimlenme mekanizmalar1 ise MALDI-TOF-MS spektrumlari ile analiz edilmistir.

3.3. Soniimlenme Mekanizmasina pH ve Derisimin Etkisi

Tam kandan plazma Ornekleri i¢cin tam kanin hemolizini ortadan kaldirmak adina
siyaniiriin plazma igerisinde AuNC’leri soniimleme etkisini arastirmak i¢in pH 7,4 PBS
tamponu kullanmaya karar verilmistir. CN° yoklugunda ve varhiginda AuNC’lerin
soniimlenme mekanizmasi iizerindeki pH etkisi hakkinda bir¢ok calisma literatiirde
mevcuttur. Bu sebeple literatiirde tarif edilen 2 farkl tampon da (pH 7,4 PBS ve pH 12
NaOH-NaHCO:s) ayr1 ayr1 incelenmistir. Farkli derisimlerde CN™(0.25, 1, 5, 10) x 10° M
varliginda farkli derigimlerde AuNC'lerin (1:1, 1:10 ve 1:100) soniimlenme ile renk
farklar1 ve UV-Vis spektroskopi ¢iktilar1 analiz edilmistir. Ayrica tampon ¢ozelti
icerisinde (pH 12 ve pH 7,4) ve ayrica insan tam kanindan plazma ornekleri i¢erisinde
farkli derisimlerde CN~ (0.1, 1, 3, 5) mg/L derisimlerinin soniimleme kaynakli renk
degisimleri Color Grab uygulamasi ile akilli telefon ile ¢ekilen goriintiiler iizerinden

incelenmistir.

3.4. Siyaniir ve Farkli Maddelerin Floresan Soniimlenme Uzerine Etkisi ve Sistemin

Seciciliginin Incelenmesi

Insan tam kanindan elde edilecek plazma &rneklerinin AuNC’ler iizerindeki séniimleme
etkisini test etmeden Once; kan ortamina benzer bir ortam olusturabilmek amaci ile 0.01
M, pH 12NaOH-NaHCO; tamponu igerisinde CN” ve diger metal iyon tuzlar1 (Ni**, Fe*,
Zn**, Cd**, Hg*", Pb**, Cu?*, Co*', K7, Li*, Mg?*, Ca?*, Ba**, AI*"), metal iyonlarindan
olusan karisim (K*, Li*, Mg?*, Ca**, Ba*" and AP’") ve diger yaygm anyonlar (S*, COs%,
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NO?*, CI, NOs, EDTA?*, Ac, N3, POs*, Sitrat, C:04> ve F, SOs*) ayr1 ayri
hazirlanmustir. Istenen derisimlerde KCN ¢ozeltisi, stok ¢dzeltisinin seri seyreltilmesiyle
elde edilmistir. CN"¢6zeltileri, metal iyonlari ve anyonlar 0.01 M, pH 12 NaOH-NaHCO3
tamponunda AuNCs ¢dzeltisine ilave edilmis; nihai ¢ozeltiler literatiirde tarif edildigi gibi
[240] olcimlerden 6nce 20 dakika beklenerek (siyaniir-AuNC ideal etkilesim siiresi)
analizler gergeklestirilmistir. UV-Vis spektroskopi Ol¢iimleri, MALDI-TOF-MS

spektrum analizleri ve UV 151k kaynagi altinda renk farklar1 incelenmistir.

3.5. AuNC-Siyaniir Spesifitesinin Incelenmesi

AuNC etkilesimi i¢in test edilecek metal iyon tuzlar1 ve anyonlarm AuNC’lerin
soniimlenmesine yapacaklari katkiy1 en aza indirgemek ve sistemin siyaniir spesifitesini
arttrmak adina selatlayici ajan olarak; 2 mM 2,6-piridindikarboksilik asit (PDCA), 0,4
mg/mL BSA ve 0,4 mM Glutatyon’un (GSH) ¢6zeltiye eklenmesi ile siyaniir disindaki
maddelerin AuNC’lerin floresan siddeti lizerine etkileri ayrica UV-Vis spektroskopi ve

UV 151k kaynagi altinda renk farki analizi ile incelenmistir.

3.6. Siyaniir Ol¢iim Limiti ve Ol¢iim Dogrulugunun Incelenmesi

Sistemin hassasiyetini anlamak i¢in pH 12 NaOH-NaHCO3 tamponunda artan CN- (0.25,
0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10) x10°® M derisimlerinin eklenmesiyle UV-Vis spektrumlarmdaki
degisiklikler analiz edilmistir. Absorbsiyon degerleri Stern-Volmer denklemine
uygulanmis ve denklemin grafigi ¢izdirilerek CN~ yoklugunda ve varliginda soniimlenme
ve derisim arasindaki korelasyon incelenmistir. Stern-Volmer Esitligi asagidaki sekilde

ifade edilmektedir.

I

TO =1+ Ky [Q]
Burada K, Stern-Volmer soniim katsayisidir ve yukarida yer alan denklemin egimi
hesaplanarak bulunmaktadir. [Q] ise analit derisimidir.

3.7. Color Grab Renk Degisimi Incelenmesi

Akilli telefon ile cekilen resimler lizerinden yapilan analizlerde renk AuNC’lerin
sonimlenme mekanizmalarindan kaynakli renk degisimleri icin L*a*b* renk sistemi
iizerinden degerler sunan Color Grab uygulamasindan faydalanilmistir. L*a*b* renk

degerleri tipki cografik koordinat sisteminde oldugu gibi (enlem, boylam ve yiikseklik)
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her bir rengin tek bir nokta ile temsil edildigi koordinat sistemidir. Bu yiizden her bir

rengi renk uzayinda tanimlayabilmek i¢in {i¢ bilesen(renk koordinat degerleri) gereklidir.
L* — Aciklik koordinatidir, (L*=0 siyah1 gosterir ve L*=100 beyazdir)
a* — kirmizv/yesil koordinatidir, +a* kirmiziy, — a* ise yesili belirtir

b* — sari/mavi koordinatidir ve +b* sar1yi, -b* ise maviyi belirtir.

2 resim veya obje arasinda renk farki analizi yapabilmek adma kullanilan denklem

asagida ifade edilmektedir.

AE;, = /(L; — L2 + (a3 — a))? + (b; — b)?
L*a*b* renk degerleri, 6l¢ciim ve renk iletisiminde i¢in en ¢ok kullanilan yontemdir.
L*a*b* degerleri insan gdzii algilamasma yakin olarak tasarlanmistir. Insan goziiniin

algilayabildigi tiim renkleri tanimlar. Tiim diinyada, tekstil, boya, plastik, kagit, basikil

malzeme ve benzeri cisimlerde renk kontrolii yapmak i¢in ¢ok sik kullanilir.

3.8. Portatif Santrifiij Cihazinin Tasarimm ve Uretimi

Tez kapsaminda;

e tasmabilir,

e hafif,

e az yer kaplayan,

e USB kablosu ile bilgisayara baglanabilen ve kumanda edilebilen,

e kontrol iinitesi yardimi ile (500-6500) RPM araliginda doniis hiz1 ayarlanabilen,
e programlanabilir,

bir santrifiij cihazi1 6ncelikle 3 boyutlu olarak tasarlanmis ve Arduino UNO devre kart1

kullanilarak tiretimi gerceklestirilmistir.
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12V DC Giig Kaynagi

1N4007 7\ @ﬁ\; t[())cr JI: 100 nF
AN\ 2N2222
100 Ohm

usB

GND
vee 10 kOhm
SDA

——————sa

Sekil 3.1. Portatif Santrifiij Cihazi1 I¢in Kullanilan Devre Semast.

Gelistirilen portatif santrifiij cthaz1 12.5 cm x 18 cm boyutlarindadir ve {izerinde RPM
Gostergesi olarak 2x16 LED ekran iceren igcermektedir. Cihazin RPM kontrolii

programlamasi i¢in asagida yer alan kodlar kullanilmistir.
#include <LiquidCrystal 12C.h>

#include <Wire.h>

#include "HCMotor.h"

int MOTOR_PIN =9;

int Speed;

int SpeedAct;

int i;

HCMotor HCMotor;

LiquidCrystal 12C led(0x27,2,1,0,4,5, 6,7, 3, POSITIVE);
const int datalN = 2;

unsigned long prevmillis;

unsigned long duration;
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unsigned long lcdrefresh;

int rpm;

boolean currentstate;
boolean prevstate;

volatile byte rpmcount;
unsigned long timeold;

void setup() {
pinMode(datalN,INPUT);
led.begin(16,2);

prevmillis = 0;

prevstate = LOW;
HCMotor.Init();
HCMotor.attach(0, DCMOTOR, MOTOR_PIN);
HCMotor.DutyCycle(0, 100);

}

void loop()
{

currentstate = digitalRead(datalN);

if( prevstate != currentstate)

{

if( currentstate == HIGH )

{

duration = ( micros() - prevmillis );
rpm = (60000000/duration); // rpm = (1/ time millis)*1000%1000*60;

prevmillis = micros();

}
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}

prevstate = currentstate;
if( ( millis()-lcdrefresh ) >=100 )
{
Icd.clear();
led.setCursor(0,0);
led.print("'Speed of Motor');
led.setCursor(0,1);
led.print("RPM = ");
led.print(rpm);
ledrefresh = millis();

i++;
if (i < 150)

Speed = 100;

else if (i <300)

Speed = 15;

else Speed = 0;
HCMotor.OnTime(0, Speed);
}

}

void rpm_fun()

{

rpmcount++;

}

Yukarida yer alan bazi kodlarin ne anlama geldiklerini kisaca belirtmek gerekirse;

#include <LiquidCrystal 12C.h>
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#include <Wire.h>

#include "HCMotor.h" Motor, LCD ekran ve devre kart1 iizerindeki baglantilarin
caligabilmesi i¢in gerekli tanimlamalar1 saglayan program kiitiiphanelerinin kullanilmas1

gerektigini devre kartina bildiren komutlardir.

int MOTOR_PIN = 9; Motor kontrolii i¢cin gerekli baglantinin devre karti lizerinde 9

numarali pin’e yonlendirildigini belirten komuttur.

LiquidCrystal I12C led(0x27, 2, 1,0, 4, 5, 6, 7, 3, POSITIVE); Devre kartinin LCD

ekrani [2C protokoliine gore taninmasi gerektigini belirten komuttur.

const int dataIN = 2; Motor lizerinde bulunan CD’nin dakikada doniis sayis1 (rpm)

degerini okuyacak olan IR Sensoriin pin 2’ye yonlendirildigini belirten komuttur.
led.begin(16, 2); 16x2 LCD ekranin tanimlanmasini saglayan komuttur.

HCMotor.Init(); Motorun ¢alismasmi saglayacak program kiitiiphanesini belirten

komuttur.

HCMotor.DutyCycle(0, 100); Yapilan islemin periyodunu belirtir. Bu dongii diisiik
seviyelerde ise aktarilan giic diisiik olurken, dongiiniin yiiksek seviyelerinde

yiiksek gli¢ aktarilmaktadir.

Sifon sistemli CD geometrisi i¢in, belirlenen siirelerde CD’nin hizlanmasi ve yavaslamasi

asagidaki komutlar ile saglanabilmektedir.
i++;
if (i < 150)

Speed = 100;

else if (i <300)

Speed = 15;

else Speed = 0;

3.9. Hizh Plazma Ayrimi icin Cok Katmanh Mikroakiskan CD/Disk Tasarim

Insan tam kanindan plazma ayristirilmasi isleminde kullanilacak CD igin bircok farkli
geometri denenmis ve en uygun sonuglar1 veren geometri, asagidaki denklem kullanilarak

belirlenmistir [305].
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Burada w acisal frekans (rad/sn), Ar sivi seviyesi farki (ri-1o), 1; i¢ yaricap (pndomatik
haznedeki sivi seviyesinden merkeze olan mesafe), ro dis yaricap (sifonun ayrigma
odacigina baglandig1 noktadan merkeze uzakligi), p sivi yogunlugu (kan), Vr atmosferik
basing altinda sikistirilmig hava hacmi, Vp pnomatik odaya doldurulan sivi hacmi, 7

ortalama radyal konum ve Pt atmosferik basmngtir.

Cizelge 3.1. Pnomatik Sifon Valf Iceren Mikroakiskan CD Sistemi I¢in Hesaplanan

Degerler.
V= Atm
ri=lic | ro=Dis p=Sv1 Blz(‘;l;l:ltl a Vnzl;rrlrf;;::tlk o=Acisal
Yaricap | Yaricap | Yogunlugu | Ar R Pr Frekans RPM
(mm) (mm) (kg/m®) Kalan Gll‘en.SlVl (rad/sn)
Gaz Hacmi (ul)
Hacmi
0,02933 | 0,03293 | 1025 0,0036 311,05 63,68 101.325 | 476,52268 | 4550,458
Fort
0,03113
V= Atm
ri=i¢ | ro=Dis p=Smv1 Blzzsul:)l:ltl a szlzllﬁsgztlk w=Agisal
Yaricap | Yaricap | Yogunlugu | Ar R Pr Frekans RPM
(mm) (mm) (kg/m®) Kalan Glren.Slw (rad/sn)
Gaz Hacmi (ul)
Hacmi
0,02933 |0,03293 | 1025 0,0036 311,05 1 101.325 | 53,33836 | 509,344
Fort
0,03113

CD, 1,5 mm kalinlik ve 120 mm ¢ap boyutlarinda 3 ayr1 PMMA katmani ve 130 pm
kalinlik ve 120 mm ¢apa sahip 2 ¢ift tarafli yapiskan bant katmani icermek iizere toplam
5 katmandan olusur. CD katmanlarinin birlestirilmesi icin ¢ift tarafli yapiskan bantlarin
kullanilmasinin ardindan en az 36 saat CD’ler preslenmistir. PMMA'nin en alt tabakast,
islevsel kanal veya delik icermeyen (vida delikleri haricinde) destekleyici bir platform
gorevi goriir, PMMA'nin orta tabakasi; dolum, ayristirma, pndmatik, plazma toplama
(toplamda 100 pL hacimde ve icerisinde 50 pL. AuNC c¢ozeltisi iceren) ve karsilastirma
(icerisinde toplamda 100 pL tampon ¢ozelti ve AuNC ¢ozeltisi karigimi (1:1) iceren)

olmak tizere 5 farkli odaciga ve tam kani ylikleme odasindan ayristirma odasina tagimak

47



icin 200 um genigliginde bir kanal ile ayristirma islemi sonrasi plazmay1, plazma toplama
odacigina iletmek amaci ile 500 um genisliginde bir kanala sahiptir. Karsilagtirma
odacig1, plazma toplama kanalinda tam kandan ayristirilarak elde edilen ve AuNC’ler ile
karigsan toplam hacmin, plazma olmadig1 durumda AuNC’lerin yaydig1 floresan renk ile
kargilastirilmasini (akilli telefon ve Color Grab uygulamasi) saglamak amaci ile
olusturulmustur. Son olarak PMMA'nin iist tabakasinda kan dolumu i¢in delikler ve
gerekli basmcin ayarlanmasi ve dolum esnasinda hava kabarciklar1 olugmasini

engellemek amaci ile havalandirma delikleri bulunmaktadir.

3.10. Lab on a CD/Disk Uzerinde Siyaniir Denemeleri

CD tizerinde plazma ayristirma islemi i¢in toplamda 200 pL olacak sekilde, pH 7,4 0,01
M PBS tampon igerisinde 0.1, 1, 3, 5 mg/L siyaniir ile muamele edilmis tam kan
kullanilmistir. Yiikleme odalarindaki farkli derisimlerde siyaniir igeren toplam 200 pL
tam kan Ornekleri, CD 5000 RPM'ye ulasana kadar sedimantasyon odasina gecer.
Pnomatik odacik ve plazma toplama odacigi birbirine 500 pm genisliginde bir kanal ile
baglidir ve bu 2 odacik arasinda belirlenen yiikseklikte bir santrifiijal pndmatik sifon valfi
bulunmaktadir. Saniyeler icinde CD 5000 RPM'ye ulasir ve merkezka¢ kuvveti kanin
sifondan kacarak plazma toplama odacigma ge¢mesini Onleyerek sifon iizerinde bir
giivenlik aralig1 olusumunu saglar. Sifondan gegemeyen tam kan tamamiyla ayristirma
odacigma ilerler. Ayristirma odaciginda ise artan kan seviyesi 200 um genisligindeki
kanaldan pnomatik odaciga geger ve iizerinde kalan havayr sikistirir. Tam kan,
bilesenlerine 15 saniye i¢inde ayrilir. Merkezkag kuvveti, pndmatik haznedeki hapsolmus
havanim yardimiyla kana uygulanan kuvvetten daha biiyiiktiir. 15 saniye sonra CD doniis
hiz1 500 RPM'ye disiiriiliir ve sikisan havanin merkezka¢ kuvvetini yenmesi saglanir.
Genisleyen hava basinci, 6nceden sikistirilmis, ayristirilmis kan plazmasini itmeye baglar
ve sifon, giivenlik araligini asarak 50 pL plazmay1 50 pL AuNC iceren plazma toplama
odacigina toplam hacim 100 pL olacak sekilde doldurur. Toplam 30 saniye igerisinde
islem sonlanmaktadir ancak siyaniiriin AuNC’ler iizerindeki soniimleme etkisini tam
olarak inceleyebilmek adina 20 dakika (siyaniir-AuNC ideal etkilesim siiresi)
beklenmisir. Daha sonra CD, UV 151k kaynag: lizerine almmis ve akilli telefon yardimi
ile esit mesafelerden (destek iizerinde) resimleri ¢ekilerek renk farki degerleri Color Grab

uygulamasi lizerinden degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan tez caligmasi kapsamimda BSA stabilize AuNC’ler sentezlenmis ve karakterize
edilmistir. AuNC’lerin siyaniire spesifitesini ve se¢iligini 6lgmek amaci ile farkli metal
iyon tuzlar1 ve anyonlarin siyaniir ile birlikte AuNC’lere olan ilgileri izlenmis ve
soniimleme mekanizmalari ¢ikarilmistir. Tampon ¢ozeltiler icerisinde gergeklestirilen ilk
deneyler sonrasinda plazma caligmalar1 i¢in tam kandan plazma ayrigtirmasini
gergeklestirecek mikroakiskan CD platformu ve portatif bir santrifiij cihazi tasarlanarak
iretilmis ve yine gerekli karakterizasyon islemleri gergeklestirilmistir. Son olarak akill
telefon ve renk farki degerlerini veren uygulama sayesinde siyaniiriin plazma icerisinde

AuNC’ler iizerindeki sontimleme renk farklariizerinden 6l¢iim limit skalas1 ¢ikarilmastir.

Tampon ¢ozeltiler icerisinde gergeklestirilen deneylerde kullanilan siyaniir ve diger tiim
malzemelere ait birimler Molar (M) cinsindendir. Bunun sebebi literatiirde yer alan
AuNCs-siyaniir etkilesimlerinin genel olarak igme sularindaki siyaniir seviyelerini
belirlemeye ydnelik olmas1 ve Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan belirtilen ve igme
sularinda bulunmasi1 gereken maksimum siyanir miktarmin yine Molar cinsinden
belirtilmesidir. Literatiire yapilacak atiflar ve karsilastirmalarin daha rahat anlasilabilmesi
amaci ile tampon ¢ozeltiler igerisinde gergeklestirilen deneyler tez ¢aligmasi kapsaminda

da Molar cinsinden belirtilmistir [240, 306, 307].

Ek olarak kan ile yapilan ¢alismalarda ise yine literatiirde yer alan bilgiler dogrultusunda
mg/L cinsinden oldugu goézlemlenmistir. Bu sebeple kan ile yapilan deneylerde yine
literatlire  yapilacak atif ve karsilastirmalarin  daha anlagilir bir sekilde

degerlendirilebilmesi i¢in mg/L birim olarak tez kapsaminda kullanilmistir [9, 12, 15-17].

4.1. BSA Stabilize AuNC’lerin Karakterizasyonu

Sentezlenen AuNC’ler’in boyut ve sekil analizi HR-TEM ile yapilmistir. Ayrica ATR-
FTIR ile BSA ve BSA stabilize AuNC’lerin kizil Gtesi spektrumda analizleri
gerceklestirilmis ve BSA stabilize AuNC’lerin nasil olustugu hakkinda bilgi sahibi

olunmustur.
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4.1.1. BSA Stabilize AuNC’lerin HR-TEM Analizleri

BSA stabilize AuNC’lerin HR-TEM analizi sonucunda 3-5 nm boyut dagilimina sahip
kiiresel sekilde olduklar1 analiz edilmistir. 10 nm skalasindaki HR-TEM goriintiisiinde
cogunlukla elektron 11 altinda parcacik birlesmesinden kaynakli kiimelenmeler
goriiliirken, 5 nm skalasindaki i¢ resimde AuNC’lerin sekil yapist daha net

gozlemlenebilmektedir.

b)

Sekil 4.1. BSA Stabilize Floresan AuNC’lerin a) 10 nm ve 5 nm (I¢ Resim) Skalalarinda
HR-TEM Gériintiileri ile b) Giin Isiginda ve ¢) UV Isik Kaynagi Altinda

Goruntileri.
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4.1.2. BSA Stabilize AuNC’lerin ATR-FTIR Analizleri
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Sekil 4.2. BSA Stabilize Floresan AuNC’lerin ATR-FTIR Spektrumlari.

3280 cm™ deki goriilen bant BSA’nm O-H/N-H gerilme frekanslaridir. BSA'nin titresim
bantlar1, siddetinde bir azalma meydana gelmekle birlikte BSA stabilize AuNC'lerde hala
mevcuttur. 1660 cm™'deki pik, temel olarak C=0 gerilme titresimleri ile birlikte faz dis1
C-N gerilme titresimlerine bagli karakteristik amid bandidir. 1600-1700 cm™ arasindaki
amid [ bant bolgesi, proteinin ikincil o-heliks yapist hakkinda daha fazla bilgi
vermektedir. Amit I bandinin hafif¢e genislemesi, BSA stabilize AuNC’lerin olusumu

sirasinda meydana gelen proteinin ikincil yapisindaki degisikligi temsil etmektedir [308].

4.2 Siyaniir ve 13 Farkh Anyonun Floresan Séniimlenme Uzerine Etkisi ve Sistemin

Seciciliginin Incelenmesi

Deneyler pH 12 0,01 M NaOH-NaHCO; tampon ¢ozeltisi icerisinde gergeklestirilmistir.

AuNC’ler lizerindeki floresan soniimleme etkilerinin net olarak gézlemlenebilmesi adina,
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kullanilan tiim anyonlar, siyaniir derisimine (5 x 10® M) gore 20 kat fazla olacak sekilde

deneylerde kullanilmistir.
4.2.1. UV-Vis Spektroskopi Analizi

3.5 4
AuNC=

AuNCs + 5=
AUNCs + Ac-
AUNCs + EDTA=
AUNCs + NO=
AuMNCs + Sitrat
AuNCs + CF
AUMNCs + NO=-
AuNCs + N=-
AUNCs + POz
AUNCs + Cz0az2
AUNCs + F-
AUNCs + 5042
AuNCs + CO==
AUNCs + CN-

3,0

2.8

2.0

Absorbans

1.0 ==::___...._-:====:::=-.

220 240 260 280 300 320 340
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.3. AuNC ve 100 x 10° M (S*, COs*, NO*, CI', NOs, EDTA*, Ac’, N3, PO4>",
Sitrat, C204* ve F, SO4>" Anyonlar) ile 5 x 10 M (CN") (yesil grafik) Varliginda
AuNC’lere Ait UV Absorbans Spektrumlari.

UV-Vis spektrumunda AuNC’ler de dahil olmak iizere toplamda 15 farkli maddeye ait
veriler yer almaktadir. Grafikten goriildiigii lizere siyaniir (yesil grafik) AuNC’lerin
absorbans degerinde yaklasik 1,1 birimlik azalmaya sebep olmustur. Siyaniir disindaki
diger 13 farkli anyonun (S%, COs*, NO%, CI, NOs,, EDTA%, Ac’, N3, PO4>, Citrate,
C204% ve F, SO4*) AuNC’lerin absorbans siddeti iizerinde belirgin bir degisiklige sebep
olmadig1 gézlenmistir [240].
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4.2.2. Secicilik Analizi
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Sekil 4.4. AuNC’lerin 5 x 10 M Derisimde CN~ ve 100 x 10°° M Derisimlerde 13 Farklh
Anyona Kars1 Segiciligi.

UV-Vis spektrumlarmin daha agiklayici olmasi adina, AuNC’lerin ortamda bir madde
oldugundaki ve baglangigtaki absorbans siddetleri oranlanarak secilik analizi yapilmistir.
Siyaniiriin AuNC’lerin floresan siddeti lizerindeki degisim oranmi 0,35 olarak bulunmus
siyaniir disindaki anyonlarm ise floresan siddeti lizerindeki degisim oraninin maksimum
0,05 seviyesinde oldugu gozlemlenmistir. Bu sonu¢ sistemin anyonlar karsisinda son

derece secici oldugunu gostermektedir.

4.2.3. UV Isik Kaynag Altinda Floresan Isima Siddeti Analizi

UV 151k kaynag: altinda siyaniir disinda diger hi¢bir anyonun, AuNC’lerin floresan 1s1ma
siddetleri iizerinde sonlimleyici bir etkisi olmadig1 gozlemlenmistir. Siyaniir eklenmesi
ile AuNC’lerin sontimlenmesi ve UV 151k kaynag1 altinda zayif mavi bir renk goriinmesi;
siyaniiriin altin atomlarin1 BSA i¢inden s6kmesi (kovalent olmayan etkilesim) sonucu,
BSA’nm triptofan, tirozin ve fenilalanin amino asit kalintilar1 (rezidiileri) icerisindeki

aromatik yan gruplarin karakteristik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir [164].
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AuNC+ CN- 8 CO3* NO* CI NO3 EDTAY Ac Ni PO4- Sitrat C20s& F SOs*

Sekil 4.5. AuNC ve 5 x 10 M Derisimde CN- ile 100 x 10 M Derisimlerde 13 Farkli
Anyon Varliginda AuNC’lerin UV Isik Kaynagi Altinda Floresan Isimalari.

4.3. Siyaniir, 14 Farkl Metal iyonu ve Metal Iyonlarindan Olusan Karisimin

Floresan Soniimlenme Uzerine EtKkisi

Literatiirde bazi agir metal (Hg?', Pb**, Cu®" gibi) iyonlarinin AuNC’lerin floresan
siddetleri ilizerinde sonliimleme etkisi gosterdigi belirtilmistir. Bu sebeple oOncelikle
literatiirde belirtilen Cu®" 6rnek olarak ele almmis ve pH 12 0,01 M NaOH-NaHCOs
tampon ¢ozeltisi igerisine AuNC’lerin soniimlenmesine etkisi ortamda selatlama ajani
2,6-piridindikarboksilik asit (PDCA), BSA ve Glutatyon (GSH) varliginda ve

yoklugunda incelenmistir.
35-

— AuNCs

——— AuNCs + Cu?* / PDCA + BSA + GSH

—— AuNCs + Cu#+

3,0

2.5

2.0

Absorbans

1,5+

220 240 260 280 300 320 340
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.6. AuNC ve PDCA (2 mM), BSA (0,4 mg/mL) ve GSH (0,4 mM) Varliginda ve
Yoklugunda AuNC’ler ile 5 x 10° M Cu?" Etkilesimi.

Ortamda selatlama ajan1 yokken Cu?" iyonlarmin AuNC’lerin absorbans siddeti iizerinde
jant y: Y

0,55 birimlik bir azalma etkisi gosterdigi gozlemlenmistir. Bu deger Sekil 4.3’de
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bahsedildigi lizere siyaniir etkilesimi sonrast AuNC absorbans siddetinde meydana gelen
degisimin (1,1) yaris1 oranindadir. Selatlama ajani varliginda ise AuNC’lerin absorbans
siddetindeki azalma miktar1 0,2 birimdir. Bu sonu¢ selatlama ajami varliginda Cu®*
iyonunun AuNC’lerin absorbans siddeti tizerindeki azalma etkisinin 5 kat diistiriildiigiinii
gostermektedir. Bu sebep ile metal iyonlari ile yapilan deneylerde kullanilan pH 12, 0,01
M NaOH-NaHCOs; tampon ¢0Ozeltisi igerisine selatlama ajam1 olarak 2,6-
piridindikarboksilik asit (PDCA), BSA ve Glutatyon (GSH) eklenmis ve sistemin siyaniir
spesifitesi arttirilmistir. Metal iyonlarinin AuNC’ler {izerindeki floresan soniimleme
etkilerinin incelenmesi sirasinda siyaniir ile ayn1 oranda (5 x 10 M) metal iyonu
derisimleri kullanilmis ancak buna ek olarak metal iyonlarindan olusan karisim i¢in (K,
Li*, Mg**, Ca?', Ba*" and AI*") 10 kat fazla oranda bir derisim AuNC’ler ile muamele

edilmistir.
4.3.1. UV-Vis Spektroskopi Analizi

35 4 AuNCs
— AUNCs + Niz~
——— AUNCs + Fes-
— AuMNCs + Cde-
— AuNCs + Phe-
— AUNCs + K-
— AUNCs + LI+
— AuUNCs + Mgz
—— AuUNCs + Caz-
— AuNCs + Ba=-
—— AUNCs + Al
— AUNCs + Karizim
AUMCs + Zna-
— AUNCs + Coz+
— AuNCs + Cuz-
AUNCs + Hge=
AuMNCs + CN-

2.5 -

2.0

Absorbans

1.5 4

T T T T T T T T 1
220 240 260 280 300 320 340

Dalgaboyu (nm)
Sekil 4.7. AuNC ve 5 x 10° M (Ni¥*, Fe**, Zn?*, Cd**, Hg*", Pb**, Cu?’, Co*', K, Li",
Mg?*, Ca**, Ba?", AP"), 5 x 10° M Metal Iyonlarmdan Olusan Karigim (K,
Li*, Mg**, Ca®*, Ba?" and AI’*) ve 5 x 10°® M CN- (yesil grafik) Varliginda
AuNC’lere Ait UV Absorbans Spektrumlari.

55



UV-Vis spektrumunda AuNC’ler de dahil olmak iizere toplamda 16 farkli maddeye
(AuNC, Siyaniir ve 14 farkli metal iyonu) ait veriler yer almaktadir. Grafikten goriildiigii
iizere siyaniir (yesil grafik) AuNC’lerin absorbans siddetinde yaklasik 1,1 birimlik bir
azalmaya sebep olmaktadir. Siyaniir disindaki diger 14 farkli metal iyonu (Ni**, Fe’*",
Zn**, Cd**, Hg**, Pb*", Cu?’, Co?', K, Li’, Mg?*, Ca**, Ba®*, AP") ve metal iyonlarinmn
karisimindan (K*, Li*, Mg?*, Ca?*, Ba** and AP") olusan ¢dzelti icerisinden ise yalnizca
Hg**, Cu**, Co*" ve Zn?" iyonlarmin AuNC’lerin absorbans siddeti iizerinde 0,10 — 0,15
birimlik bir degisiklige sebep oldugu gozlemlenmistir. Yapilan deneyde 2,6-
piridindikarboksilik asit (PDCA), BSA ve Glutatyon (GSH) selatlama amaci ile

kullanilmastir.

4.3.2. Secicilik Analizi
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Sekil 4.8. AuNC’lerin 5 x 10 M Derisimlerde CN" ve Farkli Metal Iyonlari ile 5 x 10
M Derisimde Metal Iyonlarmdan Olusan Karisima Karsi Seciciligi.

UV-Vis grafiklerinin daha agiklayici olmas1 adina, yine AuNC’lerin ortamda bir madde
oldugundaki ve baslangictaki absorbans siddetleri oranlanarak secilik analizi yapilmistir.

Siyaniiriin AuNC’lerin floresan siddeti lizerindeki degisim orani 0,33 olarak bulunmus
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siyaniir digindaki anyonlarin ise floresan siddeti tizerindeki degisim oraninin maksimum
0,05 seviyesinde oldugu gozlemlenmistir. Bu sonug selatlama ajani varliginda sistemin

siyaniir spesifik oldugunu gostermektedir.

4.3.3. UV Isik Kaynag Altinda Floresan Siddeti Analizi

UV 151k kaynagi altinda siyaniir diginda diger hi¢bir metal iyonunun (bir dnceki baglikta
yer alan “UV Isik Kaynagi Altinda Floresan Siddeti Analizi” gorlntiisi ile
karsilastirildiginda), AuNC’lerin floresan 1s1ma siddetleri iizerinde soniimleyici bir etkisi

olmadig1 gézlemlenmistir.

AuNC +Ni#* Fei® Zn¥ Cd*¥ Hg»™ Pb>™ Cu¥ Co*¥ K- Lit Mg¥ Ca* Ba»™ AP~ Kangm

0000000000000¢

Sekil 4.9. 5 x 10 M Derisimlerde 14 Farkli Metal Iyonu ve 5 x 10° M Derisimde Metal
Iyonlarmnin Karisimindan (K*, Li*, Mg?*, Ca**, Ba* and AI’") olusan Cozeltiler

Varliginda AuNC’lerin UV Isik Kaynagi Altinda Floresan Isimalari.

4.4. AuNC-Siyaniir Etkilesimi MALDI-TOF-MS Karakterizasyonu

Hazirlanan BSA kaplit AuNC’lerin ve siyaniir ile etkilesimlerinin MALDI-TOF analizleri
gerceklestirilmistir. Olgiimler i¢in; hazirlanan AuNCs ¢dzeltisi icerisinde bulunan
tuzlardan arindirilmak adma 10 kDa molekiil agirligi ayirma sinir1 bulunan diyaliz
membrani igerisine konulmus ve 24 saat DI su igerisinde diyaliz edilmistir (6 saatte bir

DI su degistirilmistir).

Ayrica siyaniir AuNC etkilisimini anlayabilmek adina; hazirlanan AuNC ¢ozeltisi iizerine
5x10°% M (etkilesimin daha iyi anlasilabilmesi icin deneylerde kullanilan miktardan
fazladir) siyaniir eklenerek yine diyaliz membrani igerisinde soniimlenme etkisi
incelenmistir. Siyaniir, AuNC ¢ozeltisi ile etkilestiginde onlar1 BSA icerisinden

sOkmektedir.
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Sekil 4.10. BSA’ya Ait MALDI-TOF-MS Spektrumu.
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Sekil 4.11. BSA Stabilize AuNC’lere Ait MALDI-TOF-MS Spektrumu (Cozelti
Icerisinde Yer Alan Eser Miktarda Fazla BSA, 66,6 kDa’da Bir Omuz

Olusturmaktadir).
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Sekil 4.12. Diyaliz Membrani Igerisinde Siyaniir Ile Etkilestirilmis BSA Stabilize
AuNC’lere Ait MALDI-TOF-MS Spektrumu.

Normal sartlarda BSA igerisinde hapsolan ve diyaliz membranindan gecemeyen
AuNC’ler, 5x10° M siyaniiriin etkisi ile BSA igerisinden sokiildiiklerinde kendi molekiil
agirlhiklar1 geregi diyaliz membranindan gecerek membran disindaki DI suya karisirlar.
Maldi-TOF-MS spektrumunda, 5x102 M siyaniir etkilesiminden sonra BSA stabilize
AuNC’lere ait sinyalin, neredeyse ortamda siyaniir bulunmadigi ilk haline dondigii
goriilmektedir. Ayrica 66,4 kDa molekiil agirligi bulunan BSA sinyali, AuNCs
olusumundan sonra 69,4 kDa molekiil agirligina ulasmis ve spektrumda 3 kDa kayma
gerceklesmistir. Spektrumdaki bu kayma degeri Altin atomik kiitle degerine (0,1969 kDa)
oranlandiginda her BSA stabilize AuNC’nin 15 altin atomundan olustugu

anlagilmaktadir.

4.5. Siyaniir Ol¢iim Limiti ve Ol¢iim Dogrulugu Karakterizasyonu

Sistem tarafindan tayin edilebilecek siyaniir miktar1 ve yapilan dl¢timlerin dogrulugunu
analiz edebilmek adma (0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10) x10° M derisimlerde pH 12 tampon
cozelti icerisinde siyaniir AuNC ¢ozeltilerine eklenmis ve UV-Vis spektroskopi analizleri

yardimi ile absorbans siddetlerindeki degisim Ol¢iilmiistiir. Buradan elde edilen veriler
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Stern-Volmer denklemine uygulanarak O6l¢lim dogrulugu incelenmis ve sistemin

Olgebilecegi siyaniir seviyesi araligi analiz edilmistir.

4.5.1. UV-Vis Spektroskopi Analizi

3.5 - — AUMNCs
— AUMCs + 0,25 uM CH
— AUMCs + 05 puM CH
30 - — AuUMCs +1 M CH
—— AUMCs + 25 uM CH
—— AuUMCs + 5 uM CH
25 —— AUMCs + 7.5 uM CH
= _ AUMCSs + 10 g CH
m
=
[
2
o 2.0
=T
1.5
1.0
! ! I I T 1
220 2410 260 280 300 320 340

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.13. AuNC ve (0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10) x10°® M Derisimlerde Siyaniir ile
Etkilesen AuNC’lere ait Absorbans Spektrumlari.

Siyaniir derisiminin artmasi ile orantili olarak AuNC’lerin absorbans siddetinde

azalmalar gozlenmistir.
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4.5.2. Stern-Volmer Analizi

0.30 - 1,4 -
1,3 - R*=0.961
_
025 & 121
1,1
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U,EU ] 1 T T T T 1
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=
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CN (uM)

Sekil 4.14. Farkli Derisimlerde Siyaniir Ile Etkilesen AuNC’lerin Absorbans Siddet
Degisimleri ve Stern-Volmer Korelasyonu (I¢ Grafik).

Stern-Volmer Esitligi sondiiriicliniin oldugu ve olmadigi durumda floresans siddetleri

arasindaki iliskiyi veren ve dinamik soniimlenmeyi tanimlayan bir denklemdir.

Stern-Volmer Esitligi asagidaki sekilde ifade edilmektedir.

I
70:1+KSV[Q]

Burada K, Stern-Volmer soniim katsayisidir ve yukarida yer alan denklemin egimi

hesaplanarak bulunmaktadir. [Q] ise analit derisimidir.

Derisim grafiginden elde edilen veri ile (R?= 0,961); iyi bir lineer korelasyon yakalandigi
ve 250 x 10° M ile 10 x 10° M derisimler arasinda yiiksek dogrulukta 6l¢iim yapilabildigi
gbézlemlenmistir. Ayrica verilerden yaralanarak Ks 0,0271 olarak bulunmustur. Elde
edilen sonuglar Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan belirtilen ve icme sularnda
bulunabilecek siyaniir limiti olan 2,7 x 10°® M degerine gore 10 kat daha az siyaniir

tayinine izin veren (0,25 x 10 M) bir sistemin gelistirildigini de ayrica gdstermistir.
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4.6. Soniimlenme Mekanizmasi iizerinde pH ve Derisim Etkisi Karakterizasyonlari

4.6.1. AuNC Derisim Analizleri

Herhangi bir ek malzeme i¢cermeyen (siyaniir, anyon, metal iyonu vb.) 1:1, 1:10 ve 1:100

AuNC c¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanarak UV-Vis spektroskopi analizleri yardimi ile

absorbans siddetleri ve UV 1s1k kaynagi altinda floresan 1s1ma siddetleri 6l¢tilmiistiir.

354 — 1.1AuNCs
~— 1:10 AuNCs
304 — 1100AuNCs T N\
25+
2
g 2.0 -
] /
w /
2
1,0 -///
0,5
I —— ' . . _— - '
220 240 260 280 300 320 340

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.15. 1:1, 1:10 ve 1:100 Derisimlerde AuNC’lerin Absorbans Spektrumlari ve UV

Isik Kaynagi Altinda Floresan Isimalar.

1:10 ve 1:100 AuNC derisimlerinde de floresan 151ma gozlemlenmis ve siyaniir etkilesimi

sirasinda maksimum soniimlenmeyi alabilmek adina kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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4.6.2. Farkh pH degerlerinde AuNC Derisimleri ile Siyaniir Etkilesimi Analizleri

Maruz kalinmasi halinde viicutta orta siddette semptomlara sebep olabilecek siyaniir
miktar1 olan 1,6 mg/L (2,5 x 10> M) [9, 12, 15-17] secilerek pH 7,4 ve pH 12 tampon
cozeltileri icerisinde, 1:1, 1:10 ve 1:100 AuNC ¢dzeltileri ile etkilestirilmis ve pH farkinn
AuNC siyaniir etkilesimi kaynakli soniimlenmeye etkileri; UV-Vis spektroskopi

analizleri ile absorbans siddetleri ve UV 151k kaynagi altinda floresan 1s1ma siddetleri

incelenmistir.
35 -
— 1.1 AuNCs
3.0 ~—— 1:10 AuNCs
— 1:100 AUNCs

Absorbans

220 240 260 280 300 320 340
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.16. pH: 7,4’de 1:1, 1:10 ve 1:100 Derisimlerde AuNC’lerin Absorbans
Spektrumlar1 ve UV Isik Kaynagi Altinda Floresan Isimalari.
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3.5 -
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Sekil 4.17. pH: 12°de 1:1, 1:10 ve 1:100 Derisimlerde AuNC’lerin Absorbans Grafikleri
ve UV Isik Kaynag1 Altinda Floresan Isimalar.

Yapilan analizler sonucunda ister pH 7,4 ister pH 12 tamponlarda calisildiginda
AuNC’lerin absorbans ve floresan 1s1ima siddetlerinde herhangi bir fark
gdzlemlenmemistir. Bu sonug ileride bahsedilecek olan ve pH 12’de hemolize ugrayan

tam kan Ornekleri i¢in pH 7,4 tampon ¢ozeltisi kullanilabilecegini ayrica gostermistir.

4.6.2.1. 1:1 AuNC ile (0.25, 1, 5 ve 10) x 10°® M Siyaniir Etkilesimi UV-Vis
Spektroskopi Analizi

Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan igme sularinda bulunmasi gereken maksimum
siyaniir miktar1 2,7 x 10® M olarak belirtilmistir. Konu ile ilgili literatiirde yer alan ve
AuNC’ler ile siyaniir tayinine yonelik ¢aligmalarda da belirtilen bu miktar mertebesinde
(altinda veya {istiinde) secicilik ve spesifikasyon analizleri yapilmistir [240, 306, 307].
Bu sebeple tez kapsaminda hazirlanan sistemin literatiirde yer alan c¢aligmalar ile
karsilastirilabilmesi i¢in yine 10° M mertebesinde degerler calisiimak {izere

belirlenmistir.
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Sekil 4.18. Farkli Derisimlerde Siyaniir ((0.25, 1, 5 ve 10) x 10°® M) Ile Etkilesen 1:1
AuNC’lerin Absorbans Grafikleri ve Stern-Volmer Korelasyonu (I¢ Grafik).

1:1AuNC derisimine pH 12 tampon ¢6zeltisi igerisinde siyaniir eklenmesi ile absorbans

siddetlerinde, siyaniir derisimlerinin artmasi ile orantili olarak sirasiyla yaklasik 0.25,

0.50, 0.75 ve 1 birimlik azalmalar gézlenmistir. 1:1 AuNC ¢ozeltisinin maksimum (10 x

10" M) siyaniir derisimi eklenmesi ile absorbans oraninda yaklasik 1,5 katlik bir azalma

meydana gelmistir.
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4.6.2.2. 1:10 AuNC ile (0.25, 1, 5 ve 10) x 10°° M Siyaniir Etkilesimi UV-Vis

Spektroskopi Analizi
0.5 -
—— AUNCs
—— AUNCS + 025 pM CHN

—— AuUNCs + 5 pl CH
AUMCs + 10 pM CN-

Absorbans

[
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]
.
(=]
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220 240 280 280 300 321
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Sekil 4.19. Farkli Derisimlerde Siyaniir ((0.25, 1, 5 ve 10) x 10® M) ile Etkilesen 1:10

AuNC’lerin Absorbans Grafikleri ve Stern-Volmer Korelasyonu (I¢ Grafik).

1:10 AuNC i¢in elde edilen absorbans degeri, ¢ozelti i¢erisinde yer alan partikiil sayisinin
da 1:1’lik ¢6zeltiye oranla daha az olmasindan dolay1 1:1 AuNC ¢ozeltisine gore yaklagik
8 katlik bir diisiis gostermektedir. Ancak ¢ozeltinin seyreltilmesi ile ayni hacim igerisinde
yer alan daha az sayida AuNC’nin, 1:1’°lik ¢ozelti ile ayni oranda siyaniir derisimlerine
maruz birakilmasi; c¢ozeltideki siyaniir miktarmin az sayidaki AuNC’ler ile yapisal
engellemelere (steric hindrance) ugramadan daha fazla etkilesmesine olanak saglamistir.
Bu durum siyaniir derisimlerinin artmasi ile orantili olarak sirasiyla yaklasik 0.05, 0.1,
0.15 ve 0.2 birimlik daha fazla aywt edilebilir azalmalarim gozlemlenebilmesini
saglamistir. 1:10 AuNC ¢dzeltisine maksimum (10 x 10 M) miktarda siyaniir derigimi

eklenmesi ile absorbans degerinde 2 katlik bir azalma gdzlenmistir.

66



4.6.2.3. 1:100 AuNC ile (0.25, 1, 5 ve 10) x 10° M Siyaniir Etkilesimi UV-Vis
Spektroskopi Analizi
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Sekil 4.20. Farkli Derisimlerde Siyaniir ((0.25, 1, 5 ve 10) x 10-6 M) Ile Etkilesen 1:100
AuNC’lerin Absorbans Grafikleri ve Stern-Volmer Korelasyonu (I¢ Grafik).

1:100 AuNC icin elde edilen absorbans degeri, ¢ozelti igerisinde yer alan partikiil
sayisinin da 1:1°lik ¢6zeltiye oranla ¢ok daha az olmasindan dolay1 1:1 AuNC ¢ozeltisine
gore yaklasik 22 kathk bir diisiis gostermektedir. Cozelti igerisinde 1:1 AuNC ¢ozeltisine
oranla daha az sayida AuNC’nin bulunmasi, 1:1°lik ¢ozelti ile ayni oranda siyaniir
derisimlerine maruz birakildiginda; siyaniiriin yine herhangi bir yapisal engellemeye
(steric hindrance) ugramadan AuNC’ler ile daha fazla etkilesmesine olanak saglamstir.
1:100 AuNC ¢dzeltisine maksimum (10 x 10 M) miktarda siyaniir derisimi eklenmesi
ile absorbans degerinin 5 kat diistiigli gézlemlenmistir. Ancak AuNC’lerin (0.25, 1, 5 ve
10) x 10° M siyaniir ile etkilesimleri sonucunda absorbans degerleri ¢ok yakin
cikmaktadir ve siyaniirlin ¢Ozelti igerisinde tayin edilmesi sirasinda giicliik
olusturmaktadir. Bu durum yine siyaniir derisimlerinin artmasi ile orantili olarak sirastyla
yaklagik 0.05, 0.1, 0.15 ve 0.2 birimlik daha fazla ayirt edilebilir azalmalarin
gozlemlenebilmesini saglamistir. Ayrica tiim absorbans grafiklerinden elde edilen veriler
Stern-Volmer denklemine uygulanmis ve tim AuNC derisimleri i¢in eklenen siyaniir

derisimlerine karsilik olarak Ksy; ~ 1x10® M™! olarak bulunmustur.

67



4.7. Color Grab Renk Farki Karakterizasyonu

Oncelikle siyaniir igermeyen 1:1, 1:10 ve 1:100 AuNC ¢dzeltilerinin akilli telefon ile UV

151k kaynagi altinda gekilen goriintiiler tizerinden Color Grab uygulamasi ile L*a*b* renk

degerleri bir standart olusturmak i¢in ¢ikarilmistir.

Sekil 4.21. a) 1:1, b) 1:10 ve ¢) 1:100 AuNC Cozeltileri i¢in Color Grab Uygulamasi

Telefon Ekrani1 Gortintuleri.

Baz AuNC cozeltileri standart olarak belirlendikten sonra farkli derisimlerde (0.25, 1, 5
ve 10) x 10 M siyaniir ile etkilesen 1:1, 1:10 ve 1:100 AuNC derisimlerinin L*a*b* baz
degerleri Color Grab yardimu ile ¢ikarilmis ve formiilasyonda yerine koyularak “Renk

Farklarr” (AE*) bulunmustur.

Cizelge 4.1. 1:1, 1:10 ve 1:100 AuNC Cézeltileri Icin L*a*b* Renk Degerleri.

Derisim L*/a*/b*

1:1 (AuNC) |87,3/14,7/55

1:10 (AuNC) | 63,7/36,8/-16,3

1:100 (AuNC) | 43,1/32,0/-52,1
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4.7.1. (0,25, 1, 5 ve 10) x 10°° M CN- ile Etkilesen 1:1 AuNCs Cozeltisi L*a*b*

Degerleri

Sekil 4.22. a2) 0, 25,b) 1, ¢) 5 ve d) 10 x 10® M CN-Iceren 1:1 AuNC Cozeltileri I¢in

Color Grab Uygulamasi Telefon Ekran1 Goriintiileri.

(0.25, 1, 5 ve 10) x 10°® M CN-ile etkilestirilen 1:1 AuNC ¢ozeltilerinin L*/a*/b* renk
degerleri Color Grab uygulamasi ile elde edilmis ve siyaniir icermeyen 1:1 AuNC
cozeltilerinden elde edilen baz renk degerlerinden ¢ikarilarak renk farklar1 (AE*)

hesaplanmastir.

Cizelge 4.2. 1:1 AuNC Cozeltisi I¢in (0.25, 1, 5 ve 10) x 10% M CN- Derisimleri
Varliginda Elde Edilen Renk Farklar1 (AE*) Degerleri.

1:1 (AuNC) L*/a* /b* AE* (Renk Farki)
025x10°M | 78,7/27,5/4,3 15,467

1x10°M 80,4/24,0/6,1 11,595

5x10°M 84,6/17,7/6,8 4,304

10x 10°M 85,7/16,9/5,3 2,727
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4.7.2. (0,25, 1, 5 ve 10) x 10°® M CN- ile Etkilesen 1:10 AuNCs Cézeltisi L*a*b*

Degerleri

Sekil 4.23.2) 0, 25,b) 1, ¢c) 5 ve d) 10 x 10% M CN-Iceren 1:10 AuNC Cozeltileri I¢in

Color Grab Uygulamasi Telefon Ekran1 Goriintiileri.

(0.25, 1, 5 ve 10) x 10 M CN- ile etkilestirilen 1:10 AuNC ¢ozeltilerinin L*/a*/b* renk
degerleri Color Grab uygulamasi ile elde edilmis ve siyaniir icermeyen 1:10 AuNC
cozeltilerinden elde edilen baz renk degerlerinden ¢ikarilarak renk farklar1 (AE*)

hesaplanmistir.

Cizelge 4.3. 1:10 AuNC Cézeltisi I¢in (0.25, 1, 5 ve 10) x 10® M CN- Derisimleri
Varliginda Elde Edilen Renk Farklar1 (AE*) Degerleri.

1:10 (AuNC) L*/a* / b* AE* (Renk Farka)

0,25x 10°M | 60,9/70,0/-23,5 34,087
1x10°M | 61,6/66,5/-20,2 30,028
5x10°M 64,5/51,5/-14,8 14,797
10x10°M | 64,5/38,9/-21,2 5,391
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4.7.3. (0,25, 1, 5 ve 10) x 10° M CN- ile Etkilesen 1:100 AuNCs Céozeltisi L*a*b*

Degerleri

Lab 40.5,64.8,-67.8 1] 6 Lab38.0,56.8,-63.2 1] 6 Lab41.0,49.6,-76.3

Sekil 4.24. a) 0, 25,b) 1,¢) 5 ve d) 10 x 10°® M CN-Iceren 1:100 AuNC Cozeltileri I¢in

Color Grab Uygulamasi Telefon Ekran1 Goriintiileri.

(0.25, 1, 5 ve 10) x 10 M CN-ile etkilestirilen 1:100 AuNC ¢ozeltilerinin L*/a*/b* renk
degerleri Color Grab uygulamas ile elde edilmis ve siyaniir icermeyen 1:100 AuNC
cozeltilerinden elde edilen baz renk degerlerinden ¢ikarilarak renk farklar1 (AE*)

hesaplanmastir.

Cizelge 4.4. 1:100 AuNC Cézeltisi igin (0.25, 1, 5 ve 10) x 10°® M CN- Derisimleri
Varliginda Elde Edilen Renk Farklar1 (AE*) Degerleri.

1:100 (AuNC) L*/a*/b* AE* (Renk Farki)

0,25x 10°M | 40,5/ 64,8/-67,8 36,456
1x10°M | 38,0/56,8/-63,2 27,645
5x10°M | 40,9/42,9/-58,0 12,588
10x10°M | 41,0/49,6/-76,3 29,996
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Elde edilen veriler incelendiginde, farkli derisimlerde siyaniir (0.25, 1, 5, 10) x 10° M

eklenmesinin AuNC ¢ozeltilerinde meydana getirdigi renk farklar1 (AE*) asagidaki

grafiklerde belirtilmistir.

18

16

14

12

Renk Farki (AE¥)

CN- (uh1)

Sekil 4.25. 1:1 AuNC’lerin Farkli Derigimlerde Siyantir Etkilesimi Sonras1 Renk Farklar1.

40

Renk Farki (AE¥)

0,25 1 5 10
CN" (uM)

Sekil 4.26. 1:10 AuNC’lerin Farkli Derisimlerde Siyaniir Etkilesimi Sonrasi Renk
Farklar1.



Renk Farki (AE¥)

0,25 1 5 10

CN- (uM)

Sekil 4.27. 1:100 AuNC’lerin Farkli Derisimlerde Siyaniir Etkilesimi Sonrasi Renk
Farklar.

1:100 AuNC c¢ozeltisi, siyaniir eklenmesi ile gozle goriilir en iyi soniimlenmeyi
vermektedir. Ancak, soniimlenme o kadar siddetlidir ki eklenen siyaniir derisimlerinin
AuNC’leri tamamen soniimlemesi ve altta yer alan UV 151k renk degerlerinin 6lgiime etki

etmesi giivenilemeyen sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir.

1:1 ve 1:10 AuNC c¢ozeltilerine siyaniir eklenmesi ile gbzle goriiniir daha az bir soniim
elde edilmekte ancak program tam bir soniim olmadigi icin degerleri rahat

okuyabilmektedir.
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4.8. Kan Deneyleri

Kan 6rneklerine 0,1 mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L, 5 mg/L siyaniir eklendikten sonra diger tim
deneylerde de bahsedildigi sekli ile 20 dakika (siyaniir-AuNC ideal etkilesim siiresi)
beklenmistir. Sonrasinda siyaniir iceren kan ornekleri ependorf igerisinde 5000 RPM’de
6 dakika standart bir masaiistli santriflij cihazi ile santriifiij edilmis ve plazma kisimlari
pipet yardimi ile ayristirilarak 1:1, 1:10 ve 1:100 AuNC ¢ozeltileri ile ayr1 ayri

etkilestirilmigtir.

Ayrica siyaniir icermeyen kandan benzer sekilde santriflij edilen plazmaya da belirtilen
sekilde 3 ayr1 derisimde AuNC eklenmis ve UV 151k kaynagi altinda ¢ekilen resimler i¢in
baz deger (standart) olarak kullanilmistir. Bu baz degerler (AuNC ile plazma
karisimimdan kaynakli renk farki) siyaniir iceren orneklerden elde edilen sonuglardan
cikarilarak en dogru renk farki degerleri bulunmustur. Goz ile ayirt edilemeyen ancak
“Color Grab” programi yardimi ile renk degerleri belirlenebilen siyaniir igeren plazma
orneklerinden elde edilen “Renk Farki” degerleri, bu baz degerden c¢ikarilarak yalnizca

siyaniir ile degisen dogru degerlerin bulunmasi saglanmstir.

1T1AUNC + Plazma 0,1mag/lLCN 1mg/lLCN 3 mg/lLCN 5mg/L CN

Sekil 4.28. 1:1 AuNC, 1:1 AuNC + CN- igermeyen Kan Plazmasi ve (0.1, 1, 3, 5) mg/L
Siyaniir Varliginda AuNC’lerin UV Isik Kaynagi1 Altinda Floresan Isimalari.

T10AUNC + Plazma 0,1img/LCN 1mg/lLCN 3mg/lLCN 5ma/LCN

Sekil 4.29. 1:10 AuNC, 1:1 AuNC + CN- Igermeyen Kan Plazmasi ve (0.1, 1, 3, 5) mg/L
Siyaniir Varliginda AuNC’lerin UV Isik Kaynagi1 Altinda Floresan Isimalari.
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1100 AUNC + Plazma 0,1mg/LCN 1mg/LCN 3mg/LCN 5mg/LCN

Sekil 4.30. 1:100 AuNC, 1:1 AuNC + CN" igermeyen Kan Plazmasi ve (0.1, 1, 3, 5) mg/L
Siyaniir Varliginda AuNC’lerin UV Isik Kaynag1 Altinda Floresan Isimalari.

4.8.1. Plazma ve 0,1 mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L, 5 mg/L. CN- iceren Plazma ile Etkilesen
1:1 AuNCs Cozeltisi L*a*b* Degerleri

@
@
@
@
®
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i (/
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Sekil 4.31. a) 1:1 AuNC, 1:1 AuNC + b) Plazma, c) 0,1 mg/L, d) 1 mg/L, ) 3 mg/L, f) 5
mg/L CN-Igeren 1:1 AuNC Cozeltileri I¢in Color Grab Uygulamasi Telefon

Ekran1 Goruntileri.
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0,1 mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L, 5 mg/L CN" igeren plazma ile etkilestirilen 1:1 AuNC
cozeltilerinin L*/a*/b* renk degerleri Color Grab uygulamasi ile elde edilmistir. Siyantir
icermeyen 1:1 AuNC ve 1:1 AuNC + plazma ¢o6zeltilerinden elde edilen L*/a*/b* renk
degerleri arasindaki renk farki (AE*) hesaplanmis ve baz deger ¢ikarilmistir. Siyaniir
iceren plazma ile etkilestirilmis AuNC ¢ozeltilerinden elde edilen renk farklar1 bu baz
degerden ¢ikarilarak sadece siyaniiriin AuNC’ler {lizerideki soniimleme etkisi dogru bir

sekilde elde edilmistir.

Cizelge 4.5. Plazma, 0,1 mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L ve 5 mg/L CN" Igeren Plazma Varliginda
1:1 AuNC Cozeltisi i¢in Elde Edilen Renk Farklar1 (AE*) Degerleri.

L*/a*/b* AE* (Renk Fark1)
1:1 (AuNC) 76,7/39,6/-12,3 -
Plazma (Baz Deger) | 76,8 /40,1 /-13,8 1,58
0,1 mg/L 76,3/37,7/-5,8 6,78
1 mg/L 75,0/37,8/-1,7 10,8
3 mg/L 74,1 /38,4/-0,2 12,43
5 mg/L 70,8 /40,5/0,9 14,5
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4.8.2. Plazma ve 0,1 mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L, 5 mg/L. CN" i¢ceren Plazma ile Etkilesen
1:10 AuNCs Cozeltisi L*a*b* Degerleri

1K
B
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¢
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Sekil 4.32. a) 1:10 AuNC, 1:10 AuNC + b) Plazma, c) 0,1 mg/L, d) 1 mg/L, e¢) 3 mg/L,
f) 5 mg/L CN-Iceren 1:1 AuNC Cézeltileri i¢in Color Grab Uygulamasi

Telefon Ekrani Goriuntuleri.

0,1 mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L, 5 mg/L CN" igeren plazma ile etkilestirilen 1:10 AuNC
cozeltilerinin L*/a*/b* renk degerleri Color Grab uygulamasi ile elde edilmistir. Siyaniir
icermeyen 1:10 AuNC ve 1:10 AuNC + plazma ¢6zeltilerinden elde edilen L*/a*/b* renk
degerleri arasindaki renk farki (AE*) hesaplanmis ve baz deger ¢ikarilmistir. Siyaniir
iceren plazma ile etkilestirilmis AuNC ¢ozeltilerinden elde edilen renk farklari bu baz
degerden cikarilarak sadece siyaniiriin AuNC’ler {izerideki soniimleme etkisi dogru bir

sekilde elde edilmistir.
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Cizelge 4.6. Plazma, 0,1 mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L ve 5 mg/L CN- Iceren Plazma Varliginda
1:10 AuNC Cozeltisi i¢in Elde Edilen Renk Farklar1 (AE*) Degerleri.

L* /a*/b* AE* (Renk Farki)

1:10 (AuNC) 80,5/37,8/-19,5 | -

Plazma (Baz Deger) | 80,3/21,3/-14,3 | 17,5

0,1 mg/L 80,2/21,2/-9,4 | 19,3
1 mg/L 78,0/22,4/-7,8 | 19,5
3 mg/L 76,2/23,7/-9,0 | 18,1
5 mg/L 72,1/22,3/-8,0 | 21,05
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4.8.3. Plazma ve 0,1 mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L, 5 mg/L. CN" I¢ceren Plazma ile Etkilesen
1:100 AuNCs Cozeltisi L*a*b* Degerleri

O
@ [
b
@

)

()
e

Sekil 4.33. a) 1:100 AuNC, 1:10 AuNC + b) Plazma, c¢) 0,1 mg/L, d) 1 mg/L, e) 3 mg/L,
f) 5 mg/L CN-Iceren 1:1 AuNC Cézeltileri i¢in Color Grab Uygulamasi

Telefon Ekrani1 Gorintileri.

0,1 mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L, 5 mg/L CN~igeren plazma ile etkilestirilen 1:100 AuNC
cozeltilerinin L*/a*/b* renk degerleri Color Grab uygulamasi ile elde edilmistir. Siyaniir
icermeyen 1:100 AuNC ve 1:10 AuNC + plazma ¢ozeltilerinden elde edilen L*/a*/b*
renk degerleri arasindaki renk farki (AE*) hesaplanmis ve baz deger ¢ikarilmistir. Siyaniir
iceren plazma ile etkilestirilmis AuNC ¢ozeltilerinden elde edilen renk farklari bu baz
degerden cikarilarak sadece siyaniiriin AuNC’ler {izerideki soniimleme etkisi dogru bir

sekilde elde edilmistir.
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Cizelge 4.7. Plazma, 0,1 mg/L, 1 mg/L, 3 mg/L ve 5 mg/L CN" Iceren Plazma Varliginda
1:100 AuNC Cézeltisi I¢in Elde Edilen Renk Farklari (AE*) Degerleri.

L* /a*/b* AE* (Renk Farki)
1:100 (AuNC) 64,4/37,1/-49,4 -
Plazma (Baz Deger) | 78,8 /-4,5/-28,8 48,6
0,1 mg/L 76,5/-7,3/-25,3 52
1 mg/L 73,6 /-5,6 / -26,1 49,5
3 mg/L 71,1/-4,7/-28,8 47,1
5 mg/L 66,8 /-5,6 /-30,1 46,9

Siyaniir icermeyen plazma 6rnekleri ve farkli derisimlerde siyaniir 0,1 mg/L, 1 mg/L, 3

mg/L ve 5 mg/L iceren plazma 6rneklerinin eklenmesi ile AuNC ¢ozeltilerinde meydana

gelen net (plazma baz degeri ¢ikarildiktan sonra) renk farklar1 (AE*) asagidaki grafiklerde

belirtilmistir.

Renk Farki (AE¥)

0,1

1 3 5
(CN)mg/L

Sekil 4.34. 1:1 AuNC’lerin Farkli Derisimlerde Siyaniir Etkilesimi Sonras1 Renk Farklar1.
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Renk Farki (AE¥)

0,1 1 3 5
(CN-) mg/L

Sekil 4.35. 1:10 AuNC’lerin Farkli Derisimlerde Siyaniir Etkilesimi Sonrasi Renk
Farklar.

Renk Farki (AE*)

0,1 1 3 5
(CN-) mg/L

Sekil 4.36. 1:100 AuNC’lerin Farkli Derisimlerde Siyaniir i¢ceren Plazma Etkilesimi
Sonras1 Renk Farklari.

1:1 AuNC ¢ozeltisi farkli derisimlerde eklenen siyaniirlere karsi en uygun “Renk Farki”
degerlerini vermektedir. Diger cozeltilerde plasma sivisinin Ortme etkisi on plana

cikmaktadir.



1:10 AuNC ¢ozeltisi 3mg/L.  siyaniir derisimine karsilik dogrusal bir sonug
vermemektedir. 0.1, 1 ve 5 mg/L derisimler i¢in dogrusal degerler elde edilmekte ancak
degerlerin birbirine ¢ok yakin olmasi (0,1 ve 1 mg/L siyaniir derisimlerinde) sonucun

giivenilirligini tartigmal1 ve degerlendirmesini olduke¢a zor hale getirmektedir.

1:100 AuNC ¢ozeltisi, her ne kadar diizgiin bir lineer korelasyona sahip olsada, tampon
cozelti icerisinde gerceklestirilen Ornekler i¢in elde edilen verilere paralel sekilde,
eklenen siyaniir derisimlerinin AuNC’leri tamamen soniimlemesi ve altta yer alan UV

151k renk degerlerinin 6lglime etki etmesi giivenilemeyen sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir.

Bu bilgiler dogrultusunda tam kan plazmasindan siyaniir tayininin bir akilli telefon ve

Color Grab uygulamasi kullanilarak floresan AuNC’ler ile yapilabilecegi kanitlanmistir.

4.9. Tasarim ve Uretimi Yapilan Portatif Santrifiij Cihazinin Karakterizasyonu

Portatif santrifiij cihazi, kullanimi kolay, basit, hafif ve az yer kaplayacak sekilde

tasarlanmistir ve liretimi gerceklestirilmistir.

CD Tutucu Tabla

Sekil 4.37. Portatif Santrifiij Cihazinin 3 Boyutlu Tasarima.
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Sekil 4.38. Portatif Santrifiij Cihazmm Uretim Sonras1 Goriintiisii.

Uretilen portatif santrifiij cihazi icin kullanilan DC Gii¢ kaynagmnin, motorun
verimli ve istenilen bir sekilde donmesini saglayip saglayamadiginin kontrol
edilmesi amaci ile programlanabilir harici bir DC Gili¢ kaynagi ile karsilastirmasi

yapilmistir.

Sekil 4.39. Programlanabilir Harici Gii¢ Kaynag.
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Programlanabilir harici gii¢ kaynag1 ve cihaz i¢in kullanigimiz DC gii¢ kaynagi ile
(potansiyometre yardimi ile) motora 1’er Volt ara ile gerilim degerleri uygulanmis
ve cihazin minimum-maksimum c¢aligma araliginda, motor iizerindeki CD’nin
verimli bir sekilde doniip donemedigi osiloskop iizerinden incelenmistir
(uygulanan potansiyel farklara karsilik osiloskop {lizerinden alinan frekans
degerleri RPM’e ¢evrilmistir (1 Hz=60 RPM)). Bu islem sonucunda, iiretimi
gerceklestirilen portatif santriflij cihazi lizerinde bulunan motorun 1,8 - 11,8 V
araliginda stabil bir sekilde calistig1r gézlemlenmis ve motora uygulanan voltaj
degerine (V) karsilik, motor tizerindeki CD’nin dakikada doniis sayis1 (RPM)

grafikleri ¢izilmistir.

7000 - 6583
6000 -
5000 -

4000

RPM

3000 -

2000

1000

[:I T T T T T 1
0 2 4 & B 10 12

Motor Voltaj (V)

Sekil 4.40. Harici Gii¢ Kaynagi ile Motora Uygulanan Voltaj Karsisinda Elde Edilen
RPM Degerleri.
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1000 -
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Sekil 4.41. Portatif Santrifiij Cihaz1 I¢in Kullanilan Gii¢ Kaynag1 ile Motora Uygulanan
Voltaj Karsisinda Elde Edilen RPM Degerleri.

Elde edilen verilerden, kullandigimiz DC Gii¢ kaynagmnin motora sagladigi
dakikada doniis sayisi (RPM) degerlerinin, harici programlanabilir DC Giig
kaynagnin sagladigi degerler ile uyum igerisinde oldugu anlagilmistir. Sonug
olarak, tasarlanan portatif santrifiij cithazi i¢in kullanilan DC Gii¢ kaynagmin
motoru verimli ve stabil bir sekilde dondiirebildigi ve motorun 1,8 - 11,8 Volt

araliginda sorunsuz caligabildigi kanitlanmistir.

4.10. Hizh Plazma Ayrimn icin Tasarlanan ve Uretilen Cok Katmanh Mikroakiskan

CD’lerin Karakterizasyonu

CD hazirlanmasi kisminda birgok farkli geometride tasarimlar ve {liretimler yapilmis ve
kan ile denemeler yapilarak en uygun geometri bulunmustur. Tiim deneyler kan pH degeri
ile ayn1 olan ve hemolize sebep olamayan PBS tampon ¢ozeltisi (pH:7,4 ve 0,01 M)
kullanilarak gerceklestirilmistir. 100 pL kan ve 100 pL tampon ¢dzelti karigimi olarak
toplam 200 pL stvi kullanilmustir.

4.10.1. CD Deneme - 1

Asagidaki sekilde yer alan CD iizerinde denemeler yapilmis ancak kan ayristirma

odaciginin genisligi sebebi ile sifon valf sistemi lizerinden plazma aktarim aninda cihazin
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5000 RPM doniis hizindan 500 RPM doniis hizina bir anda diisiiriilmesi sirasinda,
santriflij cihaz1 kaynakli stv1 lizerinde olusan calkalanma plazma ve kanimn tekrar difiize

olmasini ve plazmanin saf bir sekilde ayrilmasini engellemistir.

Sekil 4.42. Genis Ayristirma Odacikli CD.

4.10.2. CD Deneme - 2

CD Deneme — 1 de sifonlama islemi i¢in gerekli olan CD’nin yavaglamasi sirasinda
olusan diflizyonu engellemek i¢in; ticari kan ayrim tiipleri igerisinde yer alan BD
Vacutainer - Jel, tasarimi optimize edilen CD’nin kan ayristirma odacigi igerisinde
kullanilmistir. Jelin tiksotropik 6zelligi geregi yliksek hizlarda kayma hizi (shear rate)
azalmakta ve viskozitesi diismektedir. Bu sebeple plazmasi ayrilan kan, jel i¢inden
gegerek ayristirma odaciginin altia ¢oker. Donme hizi yavaslatildiginda jelin tiksotropik
ozelligi sebebi ile viskozitesi tekrar artar ve yogunlugu sebebi kan ile plazma arasinda
kalarak karigmay1 engeller. Ancak jel eklenmesi kisminda, viskoz yapis1 geregi her odaya
eklenen jel ayni olamamaktadir. Kan ayristirma islemi sonrasinda ayristirma
odaciklarinda farkli yiliksekliklerde kalan jel, sifon kanali girisinde tikanikliga sebep

olmustur.
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Sekil 4.43. Tiksotropik Jel Iceren CD.

4.10.3. CD Deneme — 3

Yine CD Deneme — 1 de sifonlama iglemi i¢in gerekli olan CD’nin yavaslamasi sirasinda
olusan diflizyonu engellemek i¢in; ayristirma odacigina kum saati benzeri bir yapida ince
bir kanal yerlestirilmistir. Ancak dolum odacigindan gelen baglant1 ince kanalin iizerine
yerlestirildigi icin, kanalinmn altinda kalan kisimda havayi sikistrmis ve hizlanma

sirasinda kanimn bir kismi direk olarak plazma toplama odacigma gegmistir.

Sekil 4.44. Dolum Kanali Pnomatik Odaciga Bagli CD.
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4.10.4. CD Deneme — 4

CD Deneme — 3’den farkli olarak yeni tasarimda kan dolum kanali ayristirma odacigmin
alt kismindan girecek sekilde dizayn edilmistir. Ayrim iglemi sonrast CD’nin ani
yavaglamasi sirasinda olusan calkalanma ile kirmizi kan ve plazmanin diflizyonunu
engellemek adina “kum saati” benzeri bir yapi ile ayristirma odaciginin ortasi (plazmanin
kaplayacagi hacim hesaplanarak) 200 mikron genisliginde bir kanal yardimiyla kontrollii
gecise hazirlanmistir. Ayristirilan plazma 500 mikron genisiliginde lazer ile taranarak

olusturulmus sifon kanalindan plazma toplama odacigina sifon valf ile aktarilmistir.

Yapilan denemeler sonucunda, kan-siyaniir deneylerinde kullanilmak tizere olusturulan
geometride kan ayristirilmasi igin 5000 RPM hizda 15 saniye ve plazma aktarimi igin
sifonlama isleminde 500 RPM hizda 15 saniyenin yeterli oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.45. Dolum Kanali Ayristirma Odacigina Bagli CD.

4.11. Lab on a CD/Disk Uzerinde Siyaniir Denemeleri

4.8. Kan Deneyleri baslhgi altinda yapilan c¢aligmalar neticesinde; kan ve siyaniir
etkiliseminde 1:1 AuNC ¢ozeltisi kullaniminin en belirgin sonuglar1 verdigi goriilmiistiir.
Bu sebeple; plazma dolum odacig1 igerisinde (50 nL) ve karsilastirma odacigi igerisinde
1:1 AuNC ¢ozeltisi (50 pL AuNC ¢ozeltisi + 50 uL PBS tampon ¢ozeltisi) kullanilmastir.
Plazma ayrigtirma islemi i¢in kullanilan toplam siyaniirlii tam kan miktar1 her bir islem

icin 200 pL’dir.
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4.11.1. CD iizerinde 1:1 AuNC — Kan - Siyaniir Etkilesimi

Tez kapsaminda tasarimi ve iretimi yapilan portatif santrifiij cihazi ile 5 katmandan

olusan CD {izerinde otomasyona dayali plazma ayrim islemi gergeklestirilmistir.

L Dolum ve havalandirma Delikleri Iperen
PhIMVA Katman

. Odactllar ve Kanallar Igeren Cift Tarafh
Bant Katman

I Odactklar ve Kanallar Igeren PAMMA
Katman

IV. Odacillar ve Kanallar Igeren Cift Tarath
Eant Katman

V. Destzk  Platformu  Marak  Eullamlan
PAIMVIA Katman

Sekil 4.46. Kullanilan 5 Katmanli Mikroakiskan CD.

5000 RPM’de 15 saniye ve 500 RPM’de yine 15 saniye olmak iizere toplamda 30 saniye
icerisinde farkli derisimlerde (0.1, 1, 3, 5) mg/L siyaniir igeren tam kan orneklerinden
plazma kisimlar1 ayristirilmig ve plazma toplama odaciginda AuNC’ler ile etkilesmesi
saglanarak UV 151k kaynagi altinda etkilesim kaynakli renk farklarmmim incelenmesi i¢in

sistem hazir hale getirilmistir.
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Sekil 4.47. a) 1:1 AuNC ve Srrastyla (0.1, 1, 3, 5) mg/L Siyaniir Igeren Kan Orneklerinin
Santrifiij Edildigi CD’nin Genel Goriintiisii, b) Kullanilan Mikroakiskan CD

Uzerinde Yer Alan Alanlar ve ¢) Kullanilan CD iizerinde Plazma Ayristirma

Islemi Igin Uygulanan RPM ve Zaman Araliklart.

CD {izerinde santrifiij islemi gerceklesirken 5 saniyede bir resimler ¢ekilmis ve pndmatik

sifon sistemi ile plazmanin mikrokanallar yardimiyla ayristirilmas: ger¢ek zamanli olarak

izlenmistir.
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Sekil 4.48. Mikroakigskan CD Uzerinde Gergek Zamanli Plazma Ayirma Islemi.

CN- ile muamele edilen 200 pL tam kan 6rnegi dolum odacigina ytiklenir (0. sn). CD’nin
yaklagik 3 saniye icerisinde 5000 RPM hiza ulagsmasi ile dolum odacigindaki tam kan,
ayristirma odacigina dogru santrifiijal kuvvet ile itilir (5. sn). Pnomatik odacik ve plazma
toplama odacig1 birbirlerine 200 um genisliginde bir kanal ve santrifiijal-pndmatik bir
valf sistemi ile baghdir. CD 5000 RPM hiza ¢ok kisa siirede ¢iktigindan olusan santriftijal
itme kuvveti kanin bu valften akip gitmesini engeller ve kani dirsek bolgesine yakin
giivenli bir mesafede tutar. Ayristirma odacigina dolan kan, bilesenlerine ayrilmaya ve
iizerinde bulunan pnomatik odaciktaki havayi sikistirmaya baslar (10. sn — 15. sn). 15.
saniye’ye kadar 5000 RPM hiz ile donen CD lizerinde santrifiijal kuvvet, pnomatik
odaciktaki sikisan havanin altindaki bilesenlerine ayrilmus kana uyguladigi kuvvetten
daha biiytiktiir. 15 saniye sonunda CD doniis hizi 500 RPM’e indirilir. Bu sayede
pnomatik odacikta sikisan hava genislemeye ve altinda bulunan kani sifona dogru itmeye
baslar (20. sn). Bilesenlerine ayrilmis kana ait 50 pL plazma sivisinin, plazma toplama
odacigina tamamen dolmasi ve sifonlama isleminin sonlanmasi i¢in 10 saniye beklenir

(25. sn — 30. sn).

91



4.11.2. UV Isik Kayna@ Altinda CD iizerinde 1:1 AuNC - Kan — Siyaniir Etkilesimi

Analizleri

Uretilen portatif santrifiij cihaz1 ve CD iizerinde (5000 RPM - 15 Saniye ve 500 RPM -
15 Saniye) farkli derisimlerde (0.1, 1, 3, 5) mg/L siyaniir i¢ceren tam kan 6rneklerinden
ayristirilarak AuNC’ler ile etkilesmesi saglanan plazma sivilarinin UV 151k kaynagi
altinda renk farklar1 incelenmistir. Plazma ayrigtirma islemini saglayacak geometri CD
iizerinde esit araliklar ile 4 adet olacak sekilde tasarlanip tiretilmis ve (0.1, 1, 3, 5) mg/L
siyaniir derisimleri iceren tam kan Ornekleri ayni anda santrifiij edilmistir. Islemin
tamamlanmasimin ardindan 4 farkl plazma toplama odacigi igerisinde yer alan toplam
100 pL, plazma-siyaniir ((0.1, 1, 3, 5) mg/L)-AuNC karisimi ve yan kisimlarinda bulunan
karsilastirma odaciklar1 igerisindeki toplam 100 pL tampon c¢ozelti (siyaniir i¢in
kullanilan ile ayn1 olmak tizere pH 7,4 PBS)-AuNC karigimi arasindaki renk farklar1
Color Grab programi ile incelenmistir. Oncelikle 4 farkli karsilastrma odacigindaki
AuNC-PBS cozeltilerine ait L*a*b* degerleri 6l¢iilmiistiir. Tiim deneylerde oldugu gibi

resimler ¢ekilmeden once 20 dakika (siyaniir-AuNC ideal etkilesim stiresi) beklenmisir.
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Sekil 4.49. 1:1 AuNC Iceren ve Siasiyla (0.1, 1, 3, 5) mg/L Siyaniir Iceren Kan
Orneklerinin Santrifiij Edildigi CD’nin UV Isik Kaynagi Altinda Genel

Goruntisu.

CD UV 51k lizerine yerlestirildiginde yalnizca CD iizerinde yer alan 2 bdlimde UV
flamentler tizerine denk gelmektedir. Bu sebeple Color Grab uygulamasi ile renk farklar:
analizi yapilmak {iizere akilli telefon ile resimler cekilirken CD c¢evirilierek tiim
boliimlerin ayr1 ayr1 flamentler tizerinde denk gelmesi saglanmis ve yanlis analiz yapilma
ihtimali ortadan kaldmrilimistir. Ayrica renk analizleri yapildiktan sonra ¢ikan degerler
siyaniir icermeyen plazma sivismim AuNC’ler ile etkilestirilmesi sonucu elde edilen baz
renk farki degerinin (1,58) ¢ikarilmasi ile sadece siyaniir derisimine 6zgii renk farklari
olarak belirlenmistir. Mikroakigskan sistem iizerinde ayristirilan siyaniir iceren plazma
ornekleri, plazma toplama odacigina dolduktan sonra UV altinda resimlerin ¢ekilmesi
icin diger deneylerde de oldugu gibi 20 dakika (siyaniir-AuNC ideal etkilesim siiresi)

beklenmistir.
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4.11.2.1. 0,1 mg/L CN- iceren Plazma ile Etkilesen 1:1 AuNCs Cozeltisi ve
Karsilastirma I¢in Kullamlan 1:1 AuNCs-PBS Tampon Cézeltisi Karisinn L*a*b*

Degerleri

Sekil 4.50. CD Uzerinde a) 0,1 mg/L Siyaniir Iceren Plazma ile Etkilesen 1:1 AuNC ve
b) Karsilastirma I¢in Kullanilan 1:1 AuNCs-PBS Cézeltisi i¢in Color Grab

Uygulamasi Telefon Ekran1 Goriintiisii.

0,1 mg/L, CN" iceren plazma ile etkilestirilen 1:1 AuNC c¢ozeltisinin L*/a*/b* renk
degerleri Color Grab uygulamasi ile elde edilmistir. Siyaniir icermeyen 1:1 AuNC + PBS
tampon cozeltisinden elde edilen L*/a*/b* renk degerleri arasindaki renk farki (AE*)

cikarilmis ve degisim miktar1 hesaplanmistir.

Cizelge 4.8. 0,1 mg/L CN" igeren Plazma Varhiginda 1:1 AuNC Cozeltisi ve AuNC +
PBS Tampon Cozeltisi i¢in Elde Edilen Renk Farklar1 (AE*) Degerleri.

1:1 (AuNC) L*/a*/b* AE* (Renk Farki)
0,1 mg/L 60,8 /63,8 /-50,0 4,61
PBS 62,2 /66,0/-53,8 -
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4.11.2.2. 1 mg/L CN- iceren Plazma ile Etkilesen 1:1 AuNCs Cozeltisi ve
Karsilastirma I¢cin Kullamlan 1:1 AuNCs-PBS Tampon Cézeltisi Karisini L*a*b*

Degerleri

. . T‘nf ¢

o ] Lab 59.3,62.6,-51.7
a)

Sekil 4.51. CD Uzerinde a) 1 mg/L Siyaniir igeren Plazma ile Etkilesen 1:1 AuNC ve b)
Karsilastrrma I¢in Kullanilan 1:1 AuNCs-PBS Coézeltisi i¢in Color Grab

Uygulamasi Telefon Ekran1 Goriintiisii.

1 mg/L, CN-iceren plazma ile etkilestirilen 1:1 AuNC ¢ozeltisinin L*/a*/b* renk degerleri
Color Grab uygulamasi ile elde edilmistir. Siyaniir icermeyen 1:1 AuNC + PBS tampon
cozeltisinden elde edilen L*/a*/b* renk degerleri arasindaki renk farki (AE*) ¢ikarilmis

ve degisim miktar1 hesaplanmustir.

Cizelge 4.9. 1 mg/L CN igeren Plazma Varliginda 1:1 AuNC Cozeltisi ve AuNC + PBS
Tampon Cozeltisi Igin Elde Edilen Renk Farklar1 (AE*) Degerleri.

1:1 (AuNC) L*/a*/b* AE* (Renk Farki)
1 mg/L 59,3/62,6/-51,7 6,46
PBS 60,1 /66,6 /-56,6 -
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4.11.2.3. 3 mg/L CN- iceren Plazma ile Etkilesen 1:1 AuNCs Cozeltisi ve
Karsilastirma I¢in Kullamlan 1:1 AuNCs-PBS Tampon Cézeltisi Karisini L*a*b*

Degerleri

Sekil 4.52. CD Uzerinde a) 3 mg/L Siyaniir igeren Plazma ile Etkilesen 1:1 AuNC ve b)
Karsilastrma I¢in Kullanilan 1:1 AuNCs-PBS Cozeltisi i¢in Color Grab

Uygulamasi Telefon Ekran1 Goriintiisii.

3 mg/L, CN-iceren plazma ile etkilestirilen 1:1 AuNC ¢ozeltisinin L*/a*/b* renk degerleri
Color Grab uygulamasi ile elde edilmistir. Siyaniir icermeyen 1:1 AuNC + PBS tampon
cozeltisinden elde edilen L*/a*/b* renk degerleri arasindaki renk farki (AE*) ¢ikarilmis

ve degisim miktar1 hesaplanmistir.

Cizelge 4.10. 3 mg/L CN- igeren Plazma Varliginda 1:1 AuNC Cozeltisi ve AUNC + PBS
Tampon Cozeltisi Igin Elde Edilen Renk Farklar1 (AE*) Degerleri.

1:1 (AuNC) L*/a*/b* AE* (Renk Fark1)
3 mg/L 59,0/62,3/-49,4 8,25
PBS 59,9/68,0/-55,3 -

96



4.11.2.4. 5 mg/L CN- iceren Plazma ile Etkilesen 1:1 AuNCs Cozeltisi ve
Karsilastirma I¢cin Kullamlan 1:1 AuNCs-PBS Tampon Cézeltisi Karisini L*a*b*

Degerleri

Lab 55.4,69.0,-44.9 (1 NG o Lab 56.2,76.4,-58.3 (1] 6

ol

Sekil 4.53. CD Uzerinde a) 5 mg/L Siyaniir igeren Plazma ile Etkilesen 1:1 AuNC ve b)
Karsilastrrma I¢in Kullanilan 1:1 AuNCs-PBS Coézeltisi i¢in Color Grab

Uygulamasi Telefon Ekran1 Goriintiisii.

5 mg/L, CN igeren plazma ile etkilestirilen 1:1 AuNC ¢6zeltisinin L*/a*/b* renk degerleri
Color Grab uygulamasi ile elde edilmistir. Siyaniir icermeyen 1:1 AuNC + PBS tampon
cozeltisinden elde edilen L*/a*/b* renk degerleri arasindaki renk farki (AE*) ¢ikarilmis

ve degisim miktar1 hesaplanmistir.

Cizelge 4.11. 5 mg/L CN- igeren Plazma Varliginda 1:1 AuNC Cozeltisi ve AUNC + PBS
Tampon Cozeltisi Igin Elde Edilen Renk Farklar1 (AE*) Degerleri.

1:1 (AuNC) L*/a*/b* AE* (Renk Farki)
5 mg/L 55,4/69,0/-44,9 15,33
PBS 56,2 /76,4 /-58,3 -
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Mikroakiskan CD iizerinde ayrim islemi yapilan farkli derisimlerde siyaniir ile muamele
edilmis AuNC’lere ait Renk Farklar1 (AE*) Color Grab programu ile ¢ikarilmistir. Siyaniir
icermeyen plazma sivisinin AuNC’ler etkilestirilmesi sonucu elde edilen baz renk farki

degerinin (1,58) ¢ikarilmasi ile en dogru sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 4.12. Mikroakiskan CD Uzerinde Kullanilan Siyaniir Derisimlerine Karsi Elde
Edilen Renk Farklar1 (AE*) Degerleri.

CN" (mg/L) |Renk Farki (AE*)
0,1 3,03
1 4,88
3 6,67
5 13,75
16 -
14
12 4
;u__:‘ 10 4
=
2 87
g
= 67
1]
=
4 -
2 -
0 =

(CN) mg/L

Sekil 4.54. CD iizerinde 1:1 AuNC’lerin Farkli Derisimlerde Siyaniir Etkilesimi Sonras1
Renk Farklar1.

Literatiirde yer alan bilgilere gore; kanda 0,5-1 mg/L siyaniir viicutta baz1 ufak ¢apl
semptomlara sebep olurken, 1-2 mg/L arasi viicutta orta siddette semptomlara sebep olur.
Kanda 2-3 mg/L siyaniir viicutta siddetli semptomlara yol agarken, 3 mg/L’den biiylik

miktarlar genelde 6liim ile sonuglanir [309].
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Elde edilen sonuglar neticesinde, standart santrifiij cihazi ile ayristirilan siyaniir igeren
plazma orneklerine gére CD {izerinde ayristirilan plazma 6rneklerinde, siyaniir derigim
farklarma gore daha net bir dl¢iim aralifinda tayin yapilabildigi ve insan sagligi icin
zararsiz olan / 6liime sebebiyet veren 0,5 mg/L ile 5 mg/L siyaniir derisimleri arasinda
yiiksek dogrulukta ol¢lim yapilabildigi gozlemlenmistir. Boylelikle literatiirde belirtilen
ve viicutta bazi ufak ¢apli semptomlara sebep olan 0,5 mg/L siyaniir derisiminin 5 kat

altinda siyaniir tayinine olanak saglayan bir sistem gelistirilmistir.

CD iizerindeki mikroakigkan sistem ile gergeklestirilen deneyler sonucunda elde edilen
verilerin, 4.8. Kan Deneyleri baslig1 altinda anlatilan ve siyaniir igeren kanin
ependorflarda santrifiij edilerek pipet yardimi ile ayristirilmasit sonucunda toplanan
plazma sivisinin AuNC’ler ile etkilestirilmesi sonucu elde edilen verilere gore daha ayirt
edici sonuglar verdigi gozlenmistir. Mikroakigkan CD {izerinde kan ayristirmay1 saglayan
sistemin, plazmay1 elle ve pipet ile ayirmaya kiyasla daha yiiksek saflikta ayristirmasi
sonucu AuNC’ler ile olan siyaniir etkilesimin daha verimli bir sekilde gerceklestirildigi
sOylenebilir. Ayrica kan aywrma islemleri i¢in kullanilan ependorf tiiplerin {iretildigi
malzeme olan Polipropilen’e (PP) kiyasla, CD sisteminde kullanilan PMMA’nin UV
gecirgenliginin ¢ok daha fazla oldugu bilgisi kaynaklarda yer almaktadir [310]. Sonug
olarak UV 151k kaynagi altinda tayin sistemleri i¢in kullanilacak benzer mikroakiskan CD

sistemleri igin PMMA kullanilmasinin daha verimli sonuglar verecegi de kanitlanmistir.

Bu bilgiler dogrultusunda tam kan plazmasindan siyaniir tayini isleminin bir akilli telefon
ve Color Grab uygulamasi kullanilarak, PMMA katmanli mikroakigkan bir CD iizerinde

floresan AuNC’ler ile yapilabilecegi kanitlanmistir.
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5. YORUM

Tamamlanan doktora tez calismasi kapsaminda mikroakiskan bir platform ile kombineli
ve BSA stabilize floresan AuNC’lerin soniimlenmesi prensibine dayanan, insan kan
plazmasindan bir akilli telefon ve bir uygulama yardimi ile UV 151k kaynagi altinda secici
ve hassas siyaniir tayinine kolorimetrik olarak imkan saglayan tasinabilir bir sistem
tasarlanmig ve iiretilmistir. Sistem insan i¢in hafif capta veya 6liimciil olabilecek sirastyla
0,5 mg/L ve 5 mg/L siyaniir derisimlerine gére 5 kat daha az bir miktarda (0,1 mg/L)
siyaniir tayini yapilabilmesine olanak saglamakta ve diger metal iyonlar1 ve tuzlara karsi

yiiksek secilik gostermektedir.

Tez calisma sonucunda ortaya ¢ikarilan siyaniir tayin sisteminin arastirmalarimiza gore
literatlirde bir benzeri bulunmamakla birlikte, kandan siyaniir tayini i¢in kullanilan
geleneksel spektrofotometrik, spektrofotoflorometrik ve kromatografik yontemler ve
GC-NPD (GC with Nitrogen Phosphorous Detector) ve GC-MS (Gas Chromatography
Mass Spectrometry) gibi geleneksel cihazlara giiglii bir alternatif olusturacak sekilde

siyaniir tayinine izin verdigi gézlenmistir.

Yapilan caligmalar sonucunda, mikrolitre seviyesinde O0rnek miktar1 ile ¢alisilabilen,
geleneksel tayin yontemlerinde siklikla kullanilan 6rnegin asitle muamele edilmesi, 6rnek
saklama ve tasima gibi ek islemler gerektirmeyen kullanimi kolay ve maliyeti diisiik bir
siyaniir tayin sistemi olusturulmustur. Ayrica siyaniir zehirlenmesi tedavisi i¢in en biiyiik
rolii oynayan analiz zamani agisindan son derece hizli olan (30 dakika) sistem, siyaniir
zehirlenmelerine bagli 6liimlerin minimuma indirgenmesi igin gilicli bir alternatif

olacaktir.

Tez kapsaminda kan ile yapilan siyaniir tayini ¢caligmalarinin dncesinde, kanda bulunan
veya bulunabilecek bir¢ok farkli metal iyonu ve anyonun sistemin segiligine ve
hassasiyetine etkilerini incelemek adma kan ortami simiile edilmis ve deneyler 6ncelikle
tampon ¢dzelti icerisinde gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Diinya Saghk Orgiitii
(WHO) tarafindan belirtilen ve icme sularinda bulunabilecek siyaniir limitine gore (2,7 x

10 M) 10 kat daha diisiik derisimlerde siyaniir tayinine izin veren (0,25 x 10 M) bir
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sistemin gelistirildigini de ayrica gostermistir. Boylelikle tez kapsaminda tasarimi ve
iiretimi ygerceklestirilen sistem ile geleneksel analiz cihazlarina ihtiya¢ duymadan igme

sularinda da siyaniir tayini yapilabilecegi ayrica gézlenmistir.

Tez calismasi kapsaminda gelistirilen cihaz ile biyomedikal sektoriinde ticarilesmeye
kadar gidilebilecek ve elde edilen verilere gore bu alandaki g¢aligmalara gore yiiksek

rekabet avantaji saglanacaktir.

Gelistirilen sistemin uluslararasi saglik teknolojileri sektoriinde katma degeri yiiksek ve
yenilik¢i yoniinlin 6n planda olmasmin yani sira, saglik alaninda uygulama projelerine
temel teskil edecek, girdi saglayacak teknolojik iiriin ve bilgi liretimine yonelik olmasi

son derece Onemlidir.

Gergeklestirilen doktora tez calismasinin en 6nemli yenilik¢i yonii ise, portatif bir
santrifiij cihazi ile bir mikroakigskan CD iizerinde otomasyona dayali kan ayirma isleminin
floresan AuNCs’ler ile kombine edilmesi ve bir akilli telefon ile kandan siyaniir tayini
isleminin 30 dakika gibi kisa bir siirede ve ¢ok diisiik maliyetler ile ger¢eklestirilmesinin

arastirmalarimiza gore literatiire ilk defa bu ¢aligma ile kazandirilacak olmasidir.

Gelistirilen cihaz ile santriflij temelli konvansiyonel ayirma yontemlerine gére maliyet ve
kolaylik agisindan bariz bir iistiinlik elde edilmis, bdylelikle ¢ok yiiksek ekonomik

giderlerin ve zaman kaybinin elemine edilmesi saglanmustir.

Ek olarak, ger¢eklestirilen doktora tez ¢aligmasi kapsaminda gelistirilen strateji ve mikro
yaklagimlar sayesinde olusturulan sistem kanser, kok hiicre ve genetik arastirmalar1 gibi
diger sivi Ornekler icinde kullanilabilecektir. Mikrometre boyutlarindaki kanallarda
akigkanlarin kontrol edilmesiyle ger¢eklestirilen bu uygulama ile tibbi teshis ve kimyasal
analiz i¢in gerekli olan madde miktar1 azaltilabilecek, tip ve temel bilim uygulamalarinda

c1g1r acabilecek sonuglar elde edilebilecektir.
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