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Kltle spektrometrisi (Mass Spectrometry, MS), analiz edilen numune igerisinde yer
alan bilesenleri iyonlastirarak pozitif veya negatif yukli atom ya da molekdller haline
getirdikten sonra bu bilesenlerin kutle/ylk oranlarina gore tayin edilmelerini saglayan
oldukca guclu bir tekniktir. Yapisi belli olmayan ya da miktari az olan 6rneklerin
Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon/iyonlastirmali—Kitle Spektrometrisi (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry, MALDI-MS) ile
analizlerinden 6nce zenginlestirme c¢alismalari kitle spektrometresi i¢in en dnemli ve
hassas islem olan numune hazirlama basamaginin temelini olusturmaktadir. Bu
dogrultuda tez kapsaminda analit molekulini zenginlestirirerek MALDI-MS
analizlerini  kolaylastiracak bir numune platformu gelistirmek amaclanmistir.
Zenginlestirme materyali olarak miniemulsiyon polimerlesme yontemiyle hazirlanmig
hedef molekul olan siprofloksasin (Ciprofloxacin, CPX) baskilanmis polimerik
nanopartikiller sentezlenmistir. Sentezlenen baskilanmis polimerik nanopartikuller
Taramali Elektron Mikroskopu (Scanning Electron Microscopy, SEM) ile karakterize
edilerek boyutlarinin yaklasik 160 nm oldugu gorulmastir. Ayrica bu nanopartikuller
kimyasal yapilarinin anlasilabilmesi igin Fourier Donasimlu Kizilétesi Spektroskopisi
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) ile karakterize edilmislerdir. MALDI-
MS uygulamalarinda numune platformu olarak kullaniimak Gzere Poli-L-Laktik Asit
(PLLA) bazh elektrogekim yontemi ile nanolifler ve ¢bézicl uzaklastirma yontemi ile
film ylzeyler hazirlanmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan analit molekulinin MALDI-
MS uygulamalarinda gelistirilen gesitli 6zelliklerdeki érnek tutucu platformlar tGzerinde
analizleri yapilmistir. Ornek tutucunun ylizey 6zellikleri, yapisinda MALDI matriksi



olan 2,5 Dihidroksibenzoik asidin (DHB) bulunup bulunmamasi ve analit molekaltnu
zenginlestirmek igcin  Molekuler Baskilanmis Polimerler (MBP’ler) kullanilip
kullaniimamasi durumuna goére siprofloksasine ait bagil kitlesel siddetin miktarinin
degisimi gosterilmigtir. PLLA filmler Uzerinde CPX analiz edildigi zaman S/N degeri
1289.6 olarak hesaplanmigstir. Ayni film ylizey MBP’ler ile modifiye edilince bu deger
3926.1 olmaktadir. Yapisinda DHB matriks bulunan PLLA film yuzeyinde
siprofloksasin analizi yapildiginda ise S/N degerinin 2847 oldugu goértulmustur. Yani
PLLA film yapisinda DHB kullanimi ile kutlesel siddet degerini 2 katina ¢ikarmak
mumkinken PLLA film ylzey Uzerinde MBP kullanilarak siprofloksasinin bagil
kutlesel siddetini 3 katindan fazlasina gikarmak mumkundur. Bu sonug¢ bize MALDI-
MS’de zenginlestirme ve secici bicimde ayirma yapan MBP’ler kullanildigi zaman
analitin bagil kutlesel siddet degerinin geleneksel matriks uygulamalarina gore yuksek
oldugunu gdstermistir. Tez calismasi kapsaminda kutle spektrometresi analizlerinde
ilk kez kullanilan PLLA bazl nanolif ve film 6rnek platformlarinin gelistiriimesi ileride
bu alanda yapilacak olan birgok ¢alismaya isik tutacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Elektrogekim, MALDI-MS, Molekuler Baskilanmis Polimer,
Nanolif, PLLA, Polimerik Film, Siprofloksasin.
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Mass spectrometry (MS) is a very important technique that allows components in the
sample to be analysed. When the sample is ionized to form positive or negative
charged atoms or molecules, their mass/charge ratio can be determined. Prior to
analysis of samples with unspecified or under-defined structures by Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry (MALDI-MS), enrichment studies
have been the most important and sensitive process for the sample preparation step
of mass spectrometry. In this thesis, it was aimed to develop a sample platform which
will facilitate the MALDI-MS analyses by enriching the analyte molecule. Ciprofloxacin
(CPX) imprinted polymeric nanoparticles (MIP) were prepared with the miniemulsion
polymerization method and used as the enrichment material. The synthesized
polymeric nanoparticles were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM)
and their sizes were found to be about 160 nm. In addition, these nanoparticles were
characterized with Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) to understand
their chemical structures. Film surfaces were prepared using Poll-L-Lactic Acid
(PLLA) based electrospinning method and solvent removal method and served as
sample platforms in MALDI-MS applications. Analytical molecules used in this thesis
study were analysed on several specimen-holding platforms developed in MALDI-MS
applications. The surface properties of the sample holder showed that the presence
of 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) and the MIPs enriched the analyte molecule.
When CPX is analysed on PLLA films, the S/N value was calculated as 1289.6. When
the same film surface was modified with MIPs, this value was increased to 3926.1.



When ciprofloxacin was analysed on the surface of PLLA film with the DHB matrix in
the structure, the S/N value was found to be 2847. Therefore, conclusion was made
that it is possible to increase the mass intensity value 2 times by using DHB in the
PLLA film structure. Moreover, it is possible to increase the relative mass intensity of
ciprofloxacin more than 3 times by using MIP on PLLA film surface. This result
showed us that the relative massive value of analytes is higher than the conventional
matrix applications when MIPs were employed. The development of the PLLA based
nanofiber and film sample platforms were used in the mass spectrometry analyses for
the first time within the scope of the thesis work will shed light on many studies to be
made in this area in the future.

Keywords: Ciprofloxacin, Electrospinning, MALDI-MS, Molecularly Imprinted
Polymer, Nanofiber, PLLA, Polymeric Film.



TESEKKUR

Akademik donanimi, bilgi birikimi ve ahlaki yonuyle yuksek lisans egitimim boyunca
bana 1gik tutan, sabrini ve hoggorisunu benden ve diger tum ogrencilerinden
esirgemeyen sadece bilimsel alanda degdil her alanda goéris ve tecrubelerine
basvurdugum yaninda ¢aligmaktan gurur ve onur duydugum degerli danisman hocam
sayin Dog. Dr. Memed DUMAN’a tesekkurlerimi sunarim.

Bilgi ve tecrubeleri ile ihtiyag duydugum her an yanimda olup benden yardim ve
destegini esirgemeyen ahlaki ve insani yonuyle yol gosterici olan daima motive edici
sekilde yardimci olan kiymetli danisman hocam Dog¢. Dr. Omur Celikbigak’a tesekkur
ederim.

Tez galismalarimda kullandigim materyallerden bir kismini laboratuvarinda hazirlama
imkéni veren her zaman hem bilimsel anlamda hem de manevi anlamda benden
desteklerini esirgemeyen kiymetli hocam sayin Dog¢. Dr. Halil Murat AYDIN’a,
hazirladigim materyallerin SEM goruntulerini alirken yardimlarini esirgemeyen sayin
hocam Dog. Dr. Evren Cubukgu’ya c¢ok tesekkir ederim. Tezimde kullandigim
Molekuler Baskilanmis Polimerlerin hazirlanmasinda bana yol gosterici olan sayin
hocam Dog. Dr. Miige Andag Ozdil’e cok tesekkiir ederim.

Tanistigim gunden itibaren her konuda benden destegini esirgemeyen hem o0Ozel
hayatimda hem de okul hayatimda ¢ok 6nemli bir yere sahip olan kiymetli ¢galisma
arkadasim Meltem Okan’a tesekklr ederim.

Calismalarim sirasinda bana hem deneysel acidan blytk yardimlari olan hem de ¢ok
iyi bir arkadas olarak manevi destegini hissettigim Atakan Tevlek’'e tesekkir ederim.

Tezimde kullandigim molekuller baskilanmis polimerlerin hazirlanmasi konusunda
destek olan Esma Sari’'ye tesekkir ederim. Ayni laboratuvari paylastigim birlikte
calismaktan keyif aldigim kiymetli arkadaslarim ipek Akyillmaz, Selim Silek, Ugur
Aydin, Soheil Malekghasemi, Pelin Tan’a ve benden yardimlarini esirgemeyen
Abdulraheem Alya ve Muhannad Almemar’a ¢ok tesekkir ederim.

Hayatta attigim her adimda bana destek olan ve inanip givenen, daima bana yol
gOsterici olan egitimim ve mutlulugum icin her tirli fedakarlikta bulunan ailem
olmalarindan dolayi daima ¢ok buyuk onur ve gurur duydugum, hayatta her seyden
¢ok deger verdigim canim aileme sonsuz tesekkur ederim.

Tez konumu yenilikci ve giincel bulan TUBITAK'a 2210-C Yiksek Lisans Oncelikli
Alanlar Bursu verdigi igin tesekkur ederim.

Tez galigmasinda kullanilan MBP’lerin sentezinde kullanilan malzemeler igin 1132222
kodlu TUBITAK Projesi tarafindan maddi destek saglanmistir.



1.
2.

3.

4,

ICINDEKILER

GRS ittt e 1
LITERATUR OZETI VE UYGULAMALAR ......uvvvinieiiieeiiieeesinaeennneeennnns 3
2.1. Kiutle Spektrometrisi ve Uygulama Alanlari..........ccoooiiiiiiinnn, 3
2.1.1. Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon/iyonlasmali Ucus Zamanli
Kltle Spektrometresi (MALDI-TOF MS) ve Uygulama Alanlari........... 10
2.2. Molekdiler Baskilanmis Polimerler (MBP) ve Kullanim Alanlari.... 17
2.3. MBP’lerin MALDI-MS Uygulamalarinda Kullanimlari.................. 23

2.4.  Elektrocekim Yéntemi ile Lif Uretimi ve Liflerin Kullanim Alanlari26

2.5. Co6zucu Uzaklastirma (Solvent Casting) Yontemi ile Polimerik Film

Uretimi ve Kullanim AlGNIAET c...ee e ea e e e e 29
2.6. MALDI-MS’de Numune Platformu Olarak Polimerik Film ve Nanolif
(1011 =1 1o 0 31
DENEYSEL CALISMALAR ..ottt et ee e 35
3.1. Kullanilan Malzemeler.......ccooiiiiiii e 35
3.2. CPX'e Ozgi Baskilanmis Polimerik Nanopartikiillerin
Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu ........oceviiiiiiiiiiii i ninesnneens 35
3.3. PLLA Kullanarak Elektrocekim Yéntemi ile Nanoliflerin Uretimi ve
(1= 1 =T g 4= 153 7o ] ] = T 37
3.4. Cozlclh Uzaklastirma Yontemi ile PLLA Polimerik Filmlerin Uretimi
ve KaraKterizasyon ar ..o e 40
3.4.1. (Co6zucu Uzaklastirma Yontemi ile PLLA Filmlerin Sentezi...... 40
3.4.2. (Co6zucu Uzaklastirma Yéntemi ile Yapisinda DHB Bulunan PLLA
FIlMIlerin SentezZi.....cviiie i e 41
3.5.1. MALDI-MS Numunelerin Hazirlanmasl.........c.ccocvviviiinnnnnnn. 41
BULGULAR VE TARTISMALAR. ...ttt viee e nnnennnennnes 45
4.1. Cpx’e Ozgu Baskilanmis Polimerik Nanopartikiillerin
(=T =1 =T g 4= 13 7o ] 1 45
4.2. Elektrocekim Yéntemi ile Uretilen PLLA NanoliflerinKarakterizasyonu
.................................................................................................. 47
4.2.1. PLLA Kullanilarak Elektrocekim Yéntemi ile Uretilen Nanoliflerin
(=T =1 Q=] 4= 15170 ] |6 P 47
4.2.2. Yapisinda DHB bulunan Elektrocekim Yoéntemi ile Uretilmis PLLA
A= T o 1] = P 49



4.2.3. Yapisinda CPX’e Ozgii MBP’ler Bulunan PLLA Elektrogekim

Nanoliflerin KarakterizasyonuU.......ocvviiiiiiiiiiii i i i eae e 50
4.3. Cozlcu Uzaklastirma Yontemi ile Elde Edilen PLLA Filmlerin
KaraKteriZasSyOnU ...t e e r e n e an e as 56
4.4. PLLA Kullanilarak Uretilen Film ve Fiberlerin MALDI-MS Analizlerinde
CPX Tespitinde Kullanimlari .......coeeiiiii e 62

4.4.1. PLLA Nanoliflerin Uzerindeki CPX molekdillerinin MALDI-MS ile

N =1 174 62

4.4.2. PLLA Filmler Uzerindeki CPX Molekdillerinin MALDI-MS ile

1A 2 1= 174 [ 66

D SONUG AR . ..ttt r e e 71
K AY N A K LA R ittt ittt ettt e ettt e as e e as s et s s e s s e s anssssnnnssesnnssesnnnssennnnsens 75
OZGEGMIS it 92

Vii



SEKILLER TABLOSU

Sekil 1. Kutle Spektrometresinin temel bilesenleri ve gesitleri.................. 4
Sekil 2. MALDI Plakasi Uzerinde Numunenin Iyonlasmasina Ait Gésterim ..7
Sekil 3. TOF Sisteminin GOSterimi...cvivieiiiiiii i i a e raeaas 9
Sekil 4. MALDI-MS cihazinin sematik gosterimi.......c.cocvviiiiiiiiiiiinnnnnn. 11
Sekil 5. MALDI'de iyonlasma isleminin sematik gosterimi...................... 12
Sekil 6. MBP’lerin sematik gosterimi.......coovviiiiiiiiiii i e 19
Sekil 7. Elektrocekim Yonteminin Sematik Gosterimi........ccovvviinvviiinnnnn. 27

Sekil 8. Cozucu uzaklastirma yontemi ile film Gretimi sematik gdsterimi. 29
Sekil 9. CPX molekulinin MBP’lere baglanmasi ve koparilmasinin sematik

(o [0 23 o= [ o 1 IS 37
Sekil 10. Nanoliflerin Uretildigi Elektrogekim Sistemi.........coeeevvvvneinnnnnn. 38
Sekil 11. CPX baskilanmis Polimerik Nanopartiktllerin SEM gérintusu .... 45
Sekil 12. CPX baskilanmis polimerik Nanopartiklllerin FTIR Spektrumu . 46
Sekil 13. Toplayici Plaka Uzerine Kaplanmis Olan Aliminyum Folyo Uzerine

Tam Toplanamamis PLLA Nanolifler.......ccooviiiiiiii e 47
Sekil 14. PLLA Polimerinin Elektrogekim Isleminde Toplayici Plaka Uzerinde
Homojen Olarak Dagilmamis Olan Nanolif........coviviiiiiiiiiiecee e 48

Sekil 15. Optimum Elektrocekim Parametreleri ile Uretilmis PLLA Nanolif 49
Sekil 16. Yapisinda DHB Bulunan Elektrogekim Yéntemi ile Uretilmis PLLA

NV E= T o] 11 L= o PP 50
Sekil 17. PLLA Nanoliflerin SEM Géruntisu (a), Uzerine CPX’e Ozgii MBP
Ilave Edilmis PLLA Nanoliflerin SEM GOrintisi (b)....ocvvvviiiviriiniininnnnn, 52

Sekil 18. Yapisinda DHB Bulunan PLLA Nanoliflere (a) ait SEM Goriantisa,
Uzerine CPX’e Ozgii MBP Nanopartikiil ilave Edilmis Yapisinda DHB

Bulunan PLLA Nanoliflerin (b) SEM GOrUntlsl. ....ccvvvvviiiiiiiiiiiiieeeeae 53
Sekil 19. PLLA ile Uretilen Nanoliflerin (a) FTIR Spekturumu, Yapisinda
DHB Bulunan PLLA Nanoliflere (b) ait FTIR spektrumu............ccevvvennnen. 54

Sekil 20. Yapisinda DHB Bulunmayan (a) ve Bulunan (b) PLLA Filmler.... 56
Sekil 21. PLLA Kullanilarak Cézlci Buharlastirma Yéntemi ile Elde Edilmis

Filmin SEM GOrUNTUSU «uuveiitiiii it r e s e e e aeas 57
Sekil 22. PLLA Film Uzerindeki CPX’e Ozgii MBP’lerin SEM Géruntiileri .... 58
Sekil 23. Yapisinda DHB Bulunan PLLA Filme ait SEM Goériuntdsd............ 58
Sekil 24. DHB'li PLLA film Gzerindeki CPX'e 6zgl baskilanmis polimerik
nanopartiklllerin SEM gOrlntlsl ....ovuviiiiiiiiiiiiiii e e 59
Sekil 25. Codziicl Uzaklastirma Yéntemi ile Uretilen PLLA Film (a) ve DHB
Katkili PLLA Film (b) FTIR Spektrumlart .....c.coviiiiiiiiiiiiiii i 61
Sekil 26. PLLA Nanolifler Uzerindeki MBP bulunmadigi durumda (a) ve
bulundugu durumdaki (b) Kitle Spektrumlari......ccooviviiiiiiiiieeenen 64

viii



Sekil 27. Yapisinda DHB Bulunan PLLA Nanolifler Uzerinde MBP Ilavesiz (a)
ve Ilaveli (b) Hazirlanan Numunelerdeki CPX Kitle Spektrumlari ........... 66
Sekil 28. (a) PLLA film UGzerinde bulunan CPX’e ait kitle spektrumu ve (b)
PLLA film Gzerindeki MBP’ler ile zenginlestirilmis CPX'in kltle spektrumu. 67
Sekil 29. Yapisinda DHB Bulunan PLLA Film Ylzeyindeki yalniz CPX
analizine ait (a) LDI-MS Spektrumu, Ayni Yiizey Uzerindeki MBP’lere
Tutunmus CPX’e ait (b) LDI-MS Spektrumu. .....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeciieeens 69



GIZELGELER TABLOSU

Cizelge 1. MALDI Matrikslerinin Kullanimlari.........cccoviiiiiiiiiiiiiceea,
Cizelge 2. MALDI-MS analizleri icin hazirlanan numuneler.....................



SEMBOLLER VE KISALTMALAR
Simgeler
Da: Dalton
ppm: Konsantrasyon birimi (parts per million, milyarda bir) (mg/L)
M: Mikro
S/N: Sinyal/Gurultd orani (Signal/Noise)

Kisaltmalar

MALDI-MS: Matriks-yardimli lazer desorpsiyon/iyonlastirmali—kitle spektrometrisi
DHB: 2,5 Dihidroksibenzoik asit

PLLA: Poli-L-Laktik Asit

CPX: Siprofloksasin

MBP: Molekuler Baskilanmig Polimer

SEM: Yuzey Elektron Mikroskopu

FTIR: Fourier Dontsumlu Infrared Spektrofotometre

MAA: Metakrilik Asit

HPLC: Ylksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography)

GC: Gaz Kromatografisi (Gas chromatography)

FAB: Hizli Atom Bombardimani (Fast Atom Bombardment)
TOF: Ugus Zamanl (Time of Flight)

Cl: Kimyasal lyonlastirma

El: Elektron Iyonlastirma

Xi



1. GIRIS
Kltle spektrometrisi (Mass Spectrometry, MS), analiz edilen humuneyi
iyonlastirarak pozitif veya negatif yukli atom ya da molekdller haline
getirip numune bilesimindeki maddeleri kitle/ylik miktarina gére tayin
edilmelerini saglayan gicli bir tekniktir. Matriks-yardimli lazer
desorpsiyon/iyonlastirmali—-kitle spektrometrisi (Matrix-Assisted Laser
Desorption/ Ionization, MALDI-MS) biyomolekdllerin (protein, peptit,
oligonikleotitler gibi) ve diger biuylk molekillerin (sentetik polimerler,
dendrimerler ve blylk organik kompleksler gibi) tayinlerinde kullanilan
kUtle spektrometrik tekniklerden birisidir. MALDI-MS’de basarili bir
analiz igin numunedeki analitin birim hacimdeki miktari yeterli olmahdir.
Bu yuzden tayin edilecek molekllin ya zenginlestirilip analizi yapiimali
ya da analite uygun bir MALDI matriksi kullaniimalidir. Matriks ve analit
karistirma oraninin tam olarak belirlenmesi zaman alici olmasinin ve
beceri gerektirmesinin yani sira istenmeyen bircok olumsuz duruma
sebep olabilmektedir. MALDI-MS’de ©6rnek hazirlama asamasinin
mUmkin oldugu kadar kisa, kolay ve etkili olabilmesi igin yeni
platformlar gelistirilmesi tez kapsaminda amaclanmistir. Ayrica baska
maddelerin varliginda zor gozlenen ya da hic gézlenemeyen tirler igin
zenginlestirme calismalari yapilarak sadece ilgili molekullerin MALDI-
MS’de gobzlenmesini saglamak tezin diger bir amacidir. Son yillarda
analit molekillerine ylksek baglanma ediliminde olmalari, ylksek
secicilikle ayirma saglamalari, uzun raf Omidrleri sayesinde
zenginlestirme, ayirma, saflastirma calismalarinda siklikla Molekuler
Baskilanmis Polimerler (MBP) kullanilmaktadir. MBP’ler sahip olduklari
analit moleklline 6zgl kaviteler sayesinde kalip molekUll secici olarak
ayirma 6zelligine sahiplerdir. Tez calismasinda siproflosasin antibiyotigi
kalip molekll olarak segilmis ve buna 6zgl baskilanmis polimerik

nanopartiktller  mini  emdlsiyon  polimerizasyon  ydntemi ile

1



sentezlenmistir. MALDI analizleri icin Uzerine MBP’lerin tutturulacagdi
farkli 6zelliklerde polimerik lif ve film dérnek platformlari hazirlanmistir.
Bu dogrultuda, elektrogekim ydntemi ile kolay, ucuz ve hizli Gretilebilen
Poli-L-Laktik Asit (PLLA) bazlh nanometre boyutlarinda capa sahip lifler
ve ¢Ozucu uzaklastirma ydntemiyle de film vylzeyler hazirlanmistir.
Hazirlanan bu nanolif ve filmlerden bir kismi sadece PLLA kullanilarak
hazirlanirken digerlerinin yapisinda PLLA ve MALDI matriksi olan 2,5
Dihidroksibenzoik asit (DHB) kullanilmistir. Ornek platformlarinin
yapisina DHB ilave edilmesi ile kitle spektrometrisi analiz sonuglarinin
degisimi incelenmistir.

Yapisinda DHB bulunan ve bulunmayan PLLA lif ve film ylzeyler Gzerine
MBP’ler tutturularak siprofloksasin molekdllleri zenginlestiriimis ve
MALDI-MS’de analiz edilmiglerdir. Elde edilen kultle spektrometrisi

sonuglari birbirleri ile karsilastinlmiglardir.



2. LITERATUR OZETI VE UYGULAMALAR

2.1. Kiitle Spektrometrisi ve Uygulama Alanlan
Geleneksel spektroskopik analizlerde numunede bulunan atom ya da
molekdller Gzerine elektromanyetik 1sin distigli zaman atom ya da
molekdllerin bu 1sin1 absorplamasi veya sacmasl Olctilmektedir. Kitle
spektrometresinde ise analiz edilecek numune cihaz igerisinde yUukll gaz
hale dénulsturialir ve iyonlasma ile gaz haline gecmis olan iyonlar
kltle/yuk (Mass Number/Charge, m/z) oranlarina goére ayrilmaktadir.
Kitle spektrometrisinde hem kalitatif hem de kantitatif analiz
yapilabilmektedir. Elde edilen kitle/yik oranindaki dedgerlerden m, yuklu
tanecigin kutlesini z ise iyonun yikinl ifade etmektedir. Kitle spektrumu

gaz halindeki m/z oranlarinin siralanmasi ile elde edilmektedir.
Kitle spektrometresinin genel kullanim alanlari;

e Elementel bilesim tespiti

e Biyolojik, organik ve inorganik materyallerde yapilarin belirlenmesi
e Coklu bilesen iceren numunelerde kalitatif ve kantitatif analiz yapma
e Bilinmeyen kati maddede ylzey yapi ve bilesenlerin tespiti

e Proteomik ve diger yasam bilimleri gcalismalar

e Cevre ve jeolojik calismalar

o Ilac arastirmalan ve klinik testler
seklinde siralanmaktadir [1].

Tam kitle spektrometreler iyon kaynadi, kitle analizéri ve detektor
kisimlarindan olusmaktadir (Sekil 1). Bu kisimlar kitle spektrometresinin
tirtne, elde edilecek verilerin niteligine ve numunenin fiziksel 6zelliklerine
baglh olarak degisebilmektedir. Ornek sivi, gaz ya da kurutulmus (kati)
halde kitle spektrometresine verildikten sonra iyon kaynagi sayesinde gaz
fazinda iyonlar haline getirilir. Bu iyonlar sahip olduklar ylUk sayesinde
elektriksel alan yardimiyla sistem boyunca hizlandirilarak ilerlerler. Kitle
3



analizérinde bir elektrik ya da manyetik alan ile karsilasan iyonlar kendi
m/z oranlarina gore yon degistirirler. Kitle ayiricisi olarak genellikle ugus
zamanl (Time of Flight, TOF), orbitrap, kuadrupol ve iyon kapani gibi
sistemler kullanilmaktadir. Kitle analizériinden gecen iyonlar detektére
carpana kadar hareket etmektedir. Detektérler genellikle tekli ya da
mikrokanalli elektron cogaltici ya da tabakalardan olusmaktadir. Her bir
iyon detektore carptigi zaman detektdrde olusan elektronlar sayesinde
sinyaller elde edilmekte ve bilgisayar yardimiyla spektrum seklinde
kaydedilmektedir. Bltln bu sireg ylksek vakum altinda (10-°- 10 torr)
gerceklesmektedir [2]. YUksek vakumun etkisi ile ortamdaki 6rnek disi
kirlilikler, bostaki elektronlar, gaz molekulleri uzaklastirilabilmektedir.
Ornek iyon kaynadindan giktiktan sonra detektdre ulasana kadar gaz fazda
oldugu icin 6rnek iyonlarinin birbirleri ile ve hava molekdilleri ile meydana
gelebilecek carpismalari engellemek amaciyla sistemin yuksek vakum

altinda calismasi gerekmektedir [3].

VAKUM
Iyonlasma Kiitlelerin Ayrilmasi Algilama
- Kiitle ivon
S e yon
W Ayiricis Detektorii
Kaynagi
iyonlar olusur m/z oranina gére - lar Slciilii
(yiiklii molekiiller) iyonlar ayrihr fyoniar olculur

Elektron Bombardimani (EI) + Manyetik Alan Analizéru « Faraday Kafesi
Kimyasal Iyonlastirma (CI) + Iyon Tuzaklamal » Elektron Gogalticilar
Hizli Atom Bombardimani (FAB) - Quadrupol (D&rt Kutuplu) « Sintilasyon Sayici
Elektrosprey Iyonlastirma (ESI) - Ugus Zamanh (TOF) « Cok-Kanalll Plakalar

Matriks-Yardimli Lazer
Desorpsiyon/Iyonlagmal Kitle
Spektrometrisi (MALDI)

Sekil 1. Kutle Spektrometresinin temel bilesenleri ve gesitleri

MS sistemlerinde 6rnek girisi dogrudan olabilecegdi gibi Yiksek Performansh

Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography, HPLC), Gaz



Kromatografisi (Gas chromatography, GC), kati prop ile saglandigi gibi
dogrudan da numune girisi yapilmaktadir. Bu durumda bu tir ayirma
yéntemlerinin avantajlarindan da yararlanilabilmektedir.

Iyon kaynadi, kiitle ayiricisi ve detektdér iste§e goére secilip istenilen
Ozellikte kutle spektrometresi tasarlanabilmektedir.

Iyonlastirma yéntemlerinden biri kullanilarak numune pozitif ya da negatif
olarak yuUklenmektedir. Pozitif yUkleme elektron bombardimani ile e-
koparilarak yapilabildigi gibi ortama az miktarda tuz ya da kuvvetli asit
ilavesiyle de yapilabilmektedir. Negatif ylkleme ise ortama baz eklenerek
elektron koparma ya da elektron yukleme ile yapilabilmektedir.

Ucucu bilesiklerde iyonlastirma ydntemleri, elektron bombardimani ve
kimyasal iyonlastirmadir. Ucgucu olmayan bilesiklerde ise hizlh atom
bombardimani, atmosferik basing iyonlastirma (6rn. ESI) ve MALDI'dir [4].
Kiatle spektrometresinde kullanilan iyon kaynaklari sert ve yumusak
olmalarina goére ayrilirlar. Yumusak iyon (soft) kaynaklari analiz edilecek
molekillere zarar vermeden (parcalamadan) bir butin halinde (intact)
iyonlasmalarina imkan saglayan yontemlerdir. Ancak yumusak olmayan
iyonlastirma yontemlerinde moleklller vylksek enerji ile uyarlir ve
enerjinin buyldk kismi analit molekdllerine aktarilir. Bu nedenle molekuler
baglar kopmakta ve m/z orani molekiler iyonunkinden daha kiglk olan
iyonlar acida cikmaktadir. Yumusak iyonlastirma yoéntemi daha c¢ok
molekillerin  mol kutlelerini dogru tespit etmede kullanilirken sert
iyonlastirma ydntemi analit molekullerini meydana getiren fonksiyonel
gruplarin  neler oldugunu belirlemede yani yapi aydinlatmada
kullanilmaktadir [5].

Elektron Bombardiman’inda (Electron Impact) 6érnek 70 eV’luk enerjiye
sahip elektronlarla bombardimana tutulmaktadir. Oncelikle numune
buharlasabilecedi sicakliga getirilir ve elektron bombardimanina tabi
tutulur. Uygulanan enerji nispeten ylksek oldugu icin 6rnek icerisindeki

bilesenlerin fragmentleri elde edilerek 6rnek yapisi hakkinda kesin bilgilere
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ulasiimaktadir. Bu yontemle elde edilen karmasik kitle spektrumlari
madde teshisinde 6nemli yer tutmaktadir. Ancak bu ydntemin olumsuz
ozelligi sayilabilecek durumlar da vardir. Bunlar, bazen asil molekilin
parcalandigi icin tespit edilememesi ve analitin buharlastiriimasinin
gerekliligidir. Buharlasma sirasinda bazen termal bozulma meydana
gelmekte ve yapisal kayiplara sebep olabilmektedir. Bu yontemle blylk
molekdler adirhikli numuneler analiz edilirken fragmentasyon c¢ok fazla
olacagi icin spektrum c¢ok karisik olabilmektedir [5].

Bunun 8niine gecmek icin Kimyasal Iyonlasma (Chemical Ionization, CI)
yontemi gelistirilmigtir. CI-MS'de ortama NHs4 ve CH4 gibi gazlar
goénderilerek yapilarin  ¢ok bozulmasi engellenmektedir. Elektron
bombardimani ile iyonlastinlmis moleklller reaktif gaz iyonlar ile
karsilastiriimaktadir.

Hizli Atom Bombardimani (Fast Atom Bombardment, FAB) burada uyariima
Xe ve Cs iyonlan ile yapilmaktadir. FAB'da iyonlastirmanin temelinde
elektron koparma islemi vardir [6]. Bu yontemde 6rnek probunun ucunda
bulunan kati haldeki analit ve matriks karisimi Xe, Ar ve Cs gibi iyonlarla
bombardiman edilmektedir. Buradaki matriks tri-nitro benzyl alkol veya
gliserin gibi kiguk bir organik molekidl olmaktadir. Matriksin kullanim
amaci 6rnek yiizeyini homojen tutmaktir. Ornek yiizeyine yiiklenen enerji
ile ylzeyden ikincil iyonlar c¢ikmaktadir. Toplanan ikincil iyonlar
odaklanarak kutle analizérine iletilmektedir. Bu yontemle vylksek

molekdler agirlikli polar bilesikler analiz edilmektedir [7] [8] .

Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon/Iyonlasmali Kiitle Spektrometrisi‘'nde
(MALDI-TOF MS) iyonlasma lazer etkisi ile gergeklestiriimektedir (Sekil 2).
Aslinda bir lazer Desorpsiyon/iyonlastirma (LDI) yéntemi olan bu teknikte,
normalde ylUksek enerjili lazerden kaynaklanabilecek parcalanmalar
matriks ile ortadan kaldirnilmaktadir. Matriks kullanimi elde edilen

kristallendirilmis numune igerisinde analit molekdullerinin birbirlerinden ayri



durmalarini (disperse) saglarken yeniden birlesmelerini de
engellemektedir. Bu yontemle blylk molekdl agirlikli maddelerin tayininde
siklikla kullaniimaktadirlar. Numune, ayarlanabilen siddete sahip pulslu
lazer 1sinlarindan gelen enerjiyi daha c¢ok kendi blnyesinde toplayan
matriks ile karistirilarak analiz edilmektedir. Bu yontemde genellikle ugus
zamanh kutle analizérleri ile kullanilmaktadirlar. Ginimuzde MALDI ile
MDa (megadalton) seviyesindeki cok yiksek molekller agirligindaki
numuneler analiz edilebilmektedir. MALDI ile [M+H]*, [M+Na]* ve [M-H]"
gibi hem pozitif hem de negatif iyonlar Uretilebildigi gibi cok yuklu
iyonlarda (dimer, trimer...vb.) olusabilmektedir. Ancak kttle spektrumunda
numune igerisindeki tirlerin molekil agirhdini gésteren sinyalleri genellikle
tekli yuk tasimaktadir ([M+H]* gibi) [9].

Analit iyonlan

Lazer S

MALDI plakas

Sekil 2. MALDI Plakasi Uzerinde Numunenin Iyonlasmasina Ait Gésterim

Elektron Sprey Iyonlastirma (Electron Sprey Ionization, ESI) tekniginde ise
yine MALDI ydéntemindeki gibi yumusak iyonlasma gergeklesmekte ancak
genellikle coklu yik olusumlart (6rn. [M+10H]%+ goézlenmektedir. Bu
yontem MALDI'de oldugu gibi proteinler, peptitler, oligonlkleotitler gibi
biyopolimerlerin, sentetik polimerlerin ve blylk anorganik molekdl

yapilarinin analizlerinde basariyla kullanilmaktadir. ESI'da iyonlastirma

7



MALDI'den farkh olarak atmosfer basinci altinda ve c¢o6zelti ortaminda
gerceklestiriimektedir. Iyonlastirma isleminde numune paslanmaz celik bir
kapiler igne icinden pusklrtilmekte (nebulizasyon) ve ignenin ucunda
bulanan silindirik elektrottaki dlstk elektriksel potansiyel etkisiyle elektrik
yukli kicuk damlaciklar (sprey) elde edilmektedir. Bu damlaciklar ylksek
sicakliktaki inert gaz (6rn. N2) yardimiyla hizla kurutularak c¢ézlclsu
uzaklastirilir ve boylece elektriksel yik yogunlugu artan iyonlar damlaciklar
icerisinden ortama desorbe olurlar ve kitle spektrometresi icerisinde tayin
edilirler. Bu yontemle blyuk molekiler agirhkli ve termal direncleri distk
molekiller parcalanmadan analiz edilebilmektedir [10].

Kltle spektrometre sistemlerinde iyonlastirici kismin ardindan kitle
analizori olarak kullanilabilecek farkli yontemler bulunmaktadir. Bunlardan
bazilari Manyetik Sektdr Analizéri, Iyon Kapani ve Kuadrupol ve ugus
zamanl gibi sistemlerdir.

Manyetik Alan Analizoérinde kiglik molekidl agirhkli molekiller analiz
edilmektedir (mw<3000 Da). Manyetik sektdrli sistemlerde genellikle
elektromiknatislar kullaniimaktadir. Bu miknatislar iyon kaynagindan gelen
elektronlara 60, 90 ve 180 derece gibi acilarla yerlestiriimis olup
elektronlarin dairesel olarak hareket etmelerini saglarlar.

Kuadrupol sistemi ise 3000-5000 Da kuatleli molekdller icin uygun olup iyon
kaybi cok az olmaktadir. Bu nedenle &6zellikle miktar tayini yapilacaksa
kuadrupol analizérli sistemler tercih edilmelidir. Kuadrupol sistemler
manyetik alan analizérlere gére daha ucuz, basit ve etkin sistemlerdir.
Bununla birlikte kuadrupol kutle analizérlerin tarama slresi ¢ok kisa olup
ayirma islemlerinde hizh sonug verdigi icin de tercih edilmektedir. Bir
Kuadrupol sistemi ise 3000-5000 Da kutleli molekdller igin uygun olup iyon
kayblr cok az olmaktadir. Bu nedenle &zellikle miktar tayini yapilacaksa
kuadrupol analizérlt sistemler tercih edilmelidir. [11] [12].

Ucus Zamanh (Time of Flight, TOF) kttle ayiricilarda ise iyonlar ici bos bir

tip icerisinden molekil hareket etmektedir (Sekil 3). Bu ydntemde
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manyetik alan etkisi bulunmamaktadir. Iyonlasmayi saglayan lazer ile ayni

frekanstaki elektrik alan sayesinde iyonlar bu tlp icerisine dogru

hizlandinilmaktadir. Hizlanan iyonlar elektrik alan bulunmayan bir ayirma
tipline girip detektore dogru ilerlemektedirler. Ayirma tldpine
yonlendirilen her bir iyona etki eden hizlandirma kinetik enerjisi ayni
olmasina karsin iyonlarin tlp icerisindeki ucus sUlreleri kitlelerine bagh
olarak degismektedir. Her iyon kitlesi ile ters orantili olan bir sire
icerisinde detektdore ulasmaktadir. TOF sistemlerinin en sonunda bulunan
detektdrin levhasi sinyallerin elde edildigi bir osiloskop sistemine baghdir.
Bu sayede detektére varan iyonunun kitle spektrumu aninda
goéruntilenmektedir. Bu sistemler kolay kullanimlar sayesinde, ugucu
olmayan ve isiya direngli olan 6érnekler igin idealdir. Ayrica ¢cabuk bozulan
orneklerde hizli analiz sonucu verdigi icin siklikla tercih edilmektedirler.

[13] [14] [15].

‘ ! Biiyiik iyonlar

lyonlagan Numune e ®

L
L

Detektir

. Kiigiik iyonlar ‘
| |
l Zaman fflll;ijmii

Hizlanma Bélgesi

Vakumlu Ortam

Sekil 3. TOF Sisteminin Gosterimi

TOF’un uzunlugu arttikca ¢ozinirlik dismektedir. TOF maliyeti kismen
yuksek bir yontemdir. Kullaniminda yuksek vakum gerektirir ve daha c¢ok
biytk molekil agirhigina sahip moleklllerde kullaniimaktadir. TOF
sistemlerinde analiz edilecek molekillere ait kitle aralidi oldukga genistir
ancak tlp boyunca genlesme ya da cevre isisi etkilesimi oldugu icin sik

kalibrasyon gerektirmektedir [2] [3] [6] [15].



2.1.1. Matriks Yardimhi Lazer Desorpsiyon/Iyonlasmali Ucus
Zamanh Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF MS) ve
Uygulama Alanlari

MALDI yéntemi ilk kez 1985 yilinda Karas ve Hillenkamp tarafindan alanin
ve triptofan aminoasitleri ile yaptiklari bir calismada kullanilmistir. Bu
calismada bu iki aminoasitin farkli iyonlasma enerjilerine sahip olduklarini
gérmuslerdir. Daha sonra 1988 yilinda Tanaka ve ark. tarafindan yapilan
calismalarda buyik molekller agirhga sahip molekiller MALDI ile analiz
edilmigstir.

MALDI-TOF-MS kullanilarak distk konsantrasyondaki numuneler analiz
edilebilmektedir. Ayrica MALDI-MS duyarlihdi cok ylksek olan analizlerin
glvenilir sekilde yapilmasina imkan tanimaktadir. Ginimizde 1018 mol
derisime sahip numuneler rahatlikla analiz edilebilmektedir [16]. MALDI-
MS ile her bilesene ait molekll agirhdi tespiti yapilabildigi igin tar
analizlerinde siklikla kullanilmaktadir. MALDI-MS’de numune yumusak
sekilde iyonlastirilirken numune icgerisindeki kararsiz bilesikler, narin ve
kompleks yapilar zarar gérmeden analiz edilebilmektedir [17] [7].

Sekil 4.'de sematik olarak ifade edilen MALDI-TOF MS sisteminde de
gorildugu gibi 6rnek kendisine uygun olan bir matriks molekdli ile
karistinlhp analiz edilmektedir. Uygun matriksin segiminde &6rnek
molekdlleri ile kimyasal reaksiyona girmemesi, buharlasma hizinin yliksek
olmasi, o6rnek igin vyeterli olan lazerin dalga boyundaki 1sin1 guglu
absorplama yetenedinde olmasi gerekmektedir. Ornek ve matriks karisimi
analizden 6nce genellikle oda sartlarinda kurutularak érnek igerisindeki sivi
ve ¢bzuculer uzaklastinimaktadir. Geriye tayin edilmesi istenen molekdl ile
kristal hale gelmis matriks molekilli kalmaktadir. Analiz igin hazirlanmis
olan numune MALDI-MS iginde ylksek vakum sartlarinda kesikli lazer

vuruslari ile iyonlastiriimaktadir.

10



Sonug
(Spectrum) lh
11T

A
Detektor / /

P
o %o
Ucus Zamanh
Ayirma 0 000
A
T
land ®s®
Hizlandirma ° O
90
LH]
CH
Matriks-Yardimh A
Lazer = .
Desorpsiyon/Iyonlasmah ® o [
Kiitle Spektrometresi ..... ° ...
(MALDI)

Sekil 4. MALDI-MS cihazinin sematik gosterimi

Lazer atiglari sirasinda matriks molekillerinin  yogun sekilde ener;ji
absorpladigi icin ortamda enerji birikmesi fazla olmakta ve isi artisina
sebep olmaktadir. Iyonlastirma siirecinde eder lazer absorplama islemi ¢ok
fazla olursa hizla 1sinan matriks kristalleri yeteri kadar siublimlesemez ve
gaz forma gecen matriks molekllint sinirlar. Uyarilan matriks molekdld
enerjisini gevresine aktarmadan o6rnek ile birlikte gaz fazina gegerler. Gaz
fazindayken matriks molekulleri ile analit molekulleri arasinda proton
transferi olmakta ve [M-H] , [M+H]* veya [M+Na/K]* molekll iyonlar

olusmaktadir (Sekil 5). Bunlarin yaninda nadiren ¢ok yukli molekul iyonlari
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da olusabilmektedir. Dolayisiyla dogru matriks secimi 6nemli olmaktadir
Cizelge 1'de farkli numunelerle kullanimi uygun olan matriksler
listelenmistir. Eger analizde matriks kullanilmiyorsa ylksek enerji etkisiyle
analit sadece desorbe olur ve pargalanir.

MALDI, diger iyonlastirma tekniklerine gbére daha hassastir. Sistemde
kullanilan matriks molekdulleri sayesinde analit molekdlleri birbirinden ayri
tutularak kimelesmeleri dnlenmekte ve coklu yukli molekuler iyonlarin
gérinmesi engellenmektedir. Yine matriks molekdllleri ile lazer enerjisi
fazlaca absorbe edilmekte olup moleklllerin ¢ok dlslk derisimlerde

parcalanmadan oOlgllebilmesi igin analizin duyarlihgini arttirmaktadir.

Lazer
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Sekil 5. MALDI'de iyonlagsma isleminin sematik gdsterimi
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Cizelge 1. MALDI Matrikslerinin Kullanimlari

Tayin edilen molekiil Matriks kisaltmas Matriks
Peptit/protein
Kiitle < 10 kDa CHCA a - siyano-hidroksisinnamik asit
Kiitle = 10 kDa SA sinapinik asit
HABA 2-(4-hidroksifenilazo)benzoik asit
IR-Lazer Siiksinik asit
UV-Lazer 2,6-dihidroksiasetofenon
Sivi matriks 4-Nitroalinin

Sentetik Polimer

Apolar I1AA Trans-3-indokakrilik asit
DIT Ditranol

Polar DHB 2,5-dihidroksibenzoik asit

IR-Lazer Siiksinik asit

Organik molekiiller

DHB 2,5-dihidroksibenzoik asit
izovanilin
Karbonhidratlar
DBH 2,5-dihidroksibenzoik asit
CHCA o - siyano-hidroksisinnamik asi‘d

3-aminoquinolin
Lipidler DIT Ditranol

Dentrimerler

SA Sinapinik asit
DIT Ditranal
inorganik molekiiller DCTB T-2-(3-(4-Batil-fenil)-2-metil-2-propmilidin)melononitril

MALDI biyik molektl agirlikli MDa mertebesinde molekdiller icin essiz bir
iyonlastirma yontemidir. ClnkU dider iyonlastirma tekniklerinden farkli
olarak iyonlastirmayi sirekli degdil kesikli (pulslar) sekilde yapmaktadir. Bu

sekilde iyonlastirma yapan MALDI igin en uygun kultle ayirici sistem ise TOF
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kitle analizdérdldr. TOF yardimi ile genis kitle aralhidinda yer alan farkh
molekdiller analiz edilebildigi icin MALDI'nin TOF ile kullanimi blyik
molekdl agirhkli molekdllerin analizinde kolayhk saglamaktadir [9]. Ugusun
oldugu tipln sonunda detektdor bulunmakta ve kinetik enerjileri esit olan
iyonlarin hizlar kitleleri ile ters orantili olarak dedismektedir. Bu ylzden

hafif molekil detektére daha erken ulagsmaktadir.

KE=z.e.V=%mV2 (1)

Esitlik 1.’deki kinetik enerji kitle esitliginde; KE, kinetik enerjiyi ifade
ederken z yukl, m iyonun kutlesini, v iyonun iyonlastirma bdlgesindeki
hizini, V uygulanan elektriksel alan gerilimini, e elektronun yudkunu ifade
etmektedir [3].

Molekdl agirhgr blytk olan molekillerin  0Ozellikle sentetik ve
biyopolimerlerin kltle spektrometresi ile analizlerinde uguculuklarinin gok
az olmalarn nedeniyle kararli bir sekilde gaz fazinda iyonlar haline
getirilmeleri oldukca zordur. 1990’ yillardan sonra gelistirilen ESI ve
MALDI gibi yumusak iyonlastirma teknikleri sayesinde buyldk molekdl
agirhigina sahip dogal ve sentetik polimerler, proteinler ve daha bircok
biyolojik kdékenli materyal yapisi zarar gdérmeden analiz edilmeye

baslamistir [18].

MALDI ile birlikte TOF sistemleri kullanildigi zaman ugus zamanh kitle
ayiricisinin sahip oldugu avantajlar sayesinde genis kitle araliginda bilesen
iceren molekdllerin analizi rahathkla yapilabilmektedir. Cunkli TOF
sistemlerde kutle sinirlamasi yoktur, detektore ulasan iyonlara ait veriler
ylksek dogrulukta ve hizli sekilde islenmekte ve yiksek duyarlilikta analiz
yapiimaktadir. TUm bu avantajlar sayesinde biyomolekdllerin ve biyolojik

temelli yapilarin MALDI-TOF ile tayini kolayca yapilabilmektedir [19].

Ornek hazirlarken ilk adim analiz edilecek olan molekili matriks adi

verilen organik ¢6zlcl igerisinde ¢dzmektir. Elde edilen karisim metal
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MALDI 06rnek plakasina damlatilmaktadir. Analize baslamadan 6nce
numunenin kendi ¢dzeltisindeki sivinin buharlastiriimasi ve geriye sadece
matriks ve analit molekdllerinden olusan kristal bir katinin kalmasi
amaclanmaktadir. MALDI analizlerinde en zor asama &érnek hazirlamadir.
Ornek hazirlarken birgok durum gdz oniinde bulundurulmalidir. Bunlar;
uygun matriksin secimi, érnek matriks karisim oraninin belirlenmesi,
numunenin hangi yontemle hazirlanacaginin belirlenmesi, numunenin
yeteri kadar saf olmasi (icerdigi tuz konsantrasyonunun mimkin oldugu

kadar az olmasi) dir [20].

Analit ve matriks molekullleri ne kadar iyi karisirsa matriks molekdulleri
analit molekullerinin etrafini o kadar iyi gevrelemekte, analit molekullerinin
birbirinden ayrilarak kiimelenmeyi engellemekte ve lazer 1sinlarinin analit

molekdilleri arasinda etkin bir sekilde dagilmasini saglamaktadir [21].

1980'li yillarin basina kadar sentetik ve biyolojik polimerlere ait molekdl
agirhdr tayini yapmak igin utrasantrifij ve kromatografik yodntemler
kullanilmaktaydi. Zamanla bu ydntemlerin yetersiz kalmasi, hatali sonug
vermesi gibi sebeplerle kltle spektrometresi yardimi ile kimyasal
iyonlastirma (CI) ya da elektron iyonlastirma (EI) yontemleri kullaniimaya
baslamistir [22]. Ancak bu ydntemlerde tespit edilecek molekillerin gaz
fazinda bulunmasi gerektiginden numunenin ugucu hale doénlstirilmesi
gerekmekteydi [8]. Molekll agirligi 5 kDa'a kadar olan ve ucucu olmayan
molekdillerin tespitini saglayan Alan Desorpsiyonlu Iyonlasma teknidi (Field
Desorption, FD) kullanimi zahmetli oldudu icin ve profesyonel eleman

kullanimi gerektirdigi icin cok tercih edilmemistir [23].

Bu ydntemlerden sonra gelistirilen Hizli Atom Bombardmani (Fast Atom
Bombardment, FAB), Plazma Desorpsiyonu (PD) ve Lazer Desorpsiyonunda
(LD) ise kati ya da sivi 6rnek ylzeyinden iyonlarin salimi ile iyonlasma

saglanmaktadir. Ancak fazla miktardaki tek yUkll iyonlar bu yontemlerle
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cok verimli sekilde yani yuksek hassasiyet ve c¢o6zinlrlikte analiz

edilememistir [24].

1980’lerin sonlarinda yiksek molekil adirlikh molekillerin  analizinde
kullanma imkéni sadlayan Elektron Sprey Iyonlastirma (ESI) ve MALDI
teknikleri sayesinde dogrulugu ve hassasiyeti ylksek analizler yapilmaya
baslanmistir. Bu iki analitik yontem glinimizde yiksek molekil agirligina
sahip biyolojik kdkenli materyallerin analizinde siklikla kullanilmaktadirlar
[25] [26]. Her iki iyonlastirma yonteminde de analiz etkinligi numunenin
safligi, hazirlanma yontemi, analizi yapan kisiye baglidir. Peptit, protein,
polimerler gibi kompleks yapidaki numunelerde analizler biraz daha
dikkatle yapilmalidir [27]. Protein ve peptitlerin molekil agirliklar ytksek
olmalarina ragmen ESI ve MALDI ile tespit sinirlari genellikle femtomol-
pikomol dlzeyinde olup Worm ve arkadaslar ile Martin ve arkadaslarinin
yaptigi calismalarda attomol sinirina kadar inilmistir [28] [29]. Hem ESI
hem de MALDI'de iyonlasma sirasinda birbiri ile yarisan iyonlardan bazilari
az miktardakileri baskilayabilmekte ve bazi bilesenlere ait pikler ya dusuk
oranda gorlulmekte ya da hic gdérilmemektedir [27]. Analiz edilmesi
istenilen molekill ne kadar saf halde numunede olursa o kadar ylksek
verimde sonuclar elde edilmektedir. Diger yandan analit molekdlinin
numunedeki derisimi ve bulasmis ya da yapisinda var olabilecek tuz, ylzey
aktif maddeler gibi kirleticilerin varligi gibi durumlarda analiz sonucu
Uzerinde buyuk etkiye sahiptir. ESI'da bu istenmeyen maddelerin meydana
getirdigi sinyaller verilerin yorumlanmasinda MALDI'a goére daha fazla
olumsuz etki vyapabilmektedir. Clnkli MALDI'de kullanilan matriks
sayesinde numune icerisinde yer alan safsizliklar ve istenmeyen bilesenler

kristal yapi disinda kalmaktadir [30].

EI ve FAB gibi sert iyonlastirma tekniklerinde molekil daha fazla alt
birimlere parcalanmaktadir. Parcalanmalar adeta her bir molekulle ait

parmak izi gibi molekile 6zgld olmaktadir. Sert iyonlastirma yodntemleri
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bliyuk, karmasik vyapih molekulleri tanimlanamaz/anlamsiz  sekilde
parcaladigi icin analizi zorlastirmaktadir. FAB en fazla 4 kDa mol kutleli
bilesiklerin iyonlastirmasina imkan verirken MALDI ve ESI gibi yumusak
iyonlastirma ydntemlerinde birkac MDa (1000000 Da) mol kuatleli

molekdlller analiz edilebilmektedir [6].

Ozellikle MALDI lazer Desorpsiyon/iyonlastirma (LDI) ydntemleri icerisinde
en hassas olan tekniktir. Didger lazer iyonlastirma tekniklerinden daha
hassastir. MALDI ile mol kltlesi 300 kDa dan blylk olan proteinlerin

femtomol dizeydeki miktarlarinin bile tayinine imkan saglar [31] [32].

Iyonlastirma ydnteminin etkinligini arttiran en énemli unsur numunenin
kirleticilerden mimkiin oldugu kadar arindiriimis olmasidir. Ikinci énemli
parametre ise analit molekulinin derisimidir [33]. Ancak biyolojik
molekdiller genellikle protein, peptit gibi fazlaca kirlilige sahip yapilardan
saflastirllarak elde edilmektedirler. Geleneksel olarak kullanilan birgok
saflastirma ydéntemi mevcuttur. Bunlar, jel elektroforez, SDS page,
kromatografik yéntemler olarak sayilabilir. Bunlarin disinda son yillarda
siklikla kullanilan Molekiler Baskilanmis Polimerler (MBP’ler) de ayirma,
zenginlestirme saflastirma calismalarinda siklikla kullaniimaktadirlar [34].
2.2. Molekiiler Baskilanmis Polimerler (MBP) ve Kullanim
Alanlari
Molekller baskilamanin temel amaci tipki enzim-substrat veya antijen-
antikor biyolojik tanima mekanizmalarinda oldugu gibi belli bir molekile
yonelik polimerik tanima bdlgeleri gelistirmektir. Molekiler baskilama
yaklasimi 1970’lerin baslarinda tanimlama amacgli kullanilmaya baslansa da
ginimuzde katalizleme yéntemlerinde, ayirma ve saflastirma islemlerinde
kullanilmaktadirlar [34].

Polimere moleklil baskilama isleminde, hedef molekll varliginda

polimerlesme gercgeklestirip sadece hedef moleklli tanima bdlgelerine
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sahip polimer yapilar elde edilmektedir. Baskilama isleminde ilk olarak
monomer ve polimerlesme icin gerekli maddeler hedef (kalip) molekdl
varliginda polimerlesme baslatiimaktadir. Polimerlesme islemi bitince kalip
molekil polimerden uzaklastirilmaktadir. Geriye kalan polimer artik hem
fiziksel (buyukluk, sekil) hem de kimyasal (fonksiyonel grup) bakimdan

kalip moleklle 6zel bosluklara sahip hale gelmektedir [35].

Biyobelirtecler sahip olduklarn disuk kararhhk o6zellikleri ile bozulmadan
kullanilabilmeleri icin 6zel calisma sartlarina ihtiyag duyulmaktadir. Bunun
aksine MBP’ler kolay hazirlanabilmeleri, birgok kosulda yuksek
adaptasyona sahip olmalari, yliksek mekanik direnglerinin olmasi, Isiya,
basinca karsi dayanikh olmalari, asidik ve bazik kosullarda stabilitelerinin
ylksek olmasi, raf dmdurlerinin uzun olmasi sayesinde tanima islemlerinde
siklikla kullanilmaktadirlar. MBP’lerin performanslari degismeden birkag yil
kullanilabilme 6zellikleri vardir [34] [36] [37].

MBP’ler ilag arastirmalarinda, cevre teknolojilerinde, saglik endistrisinde,
tanimlayici  biyosensér islemlerinde, biyomolekullerin saflastirma ve

zenginlestirme calismalarinda kullanilmaktadirlar [38] [39].

Sematik gdsterimi Sekil 6’daki gibi olan molekll baskilanmis polimerleri

elde edebilmek icin asadidaki adimlar takip edilmektedir.
— On-Komplekslesme Islemi

Bu adim icin en dnemli unsur fonksiyonel monomer secimidir. Fonksiyonel
monomer segiminde hem kalip molekil ile kovalent ya da kovalent
olmayan etkilesimlerle baglanip  6n polimerizasyon kompleksi
olusturabilecek hem de polimerlesmeyi saglayabilecek yapida olmasina

dikkat edilmesi gerekmektedir.

— Polimerizasyon
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Olusturulan 6n polimerizasyon kompleksine ilave edilen uygun bir capraz

baglayici sayesinde fonksiyonel monomer polimerlestiriimektedir.
— Kalip (hedef) molekilin uzaklastiriimasi

Polimerlesme reaksiyonundan sonra polimer uzerinde kalip molekll
taniyan bosluklarin olusturulabilmesi amaciyla kalip molekdl uygun bir
¢dzlcl yardimiyla polimerden uzaklastirnimaktadir. Elde edilen bosluklar
(kaviteler) kalip molekilid hem fiziksel hem de kimyasal acidan tanir halde
olacaktir [40]

Molekiler baskilamanin etkinligi polimerlesme sirasinda kullanilan
bilesenlerin birbiri ile olan uyumuna ve kullanilan polimerlesme yontemine
bagh olmaktadir [41].

Fonksiyonel Monomer /\\
“\ /

Polimerizasyon

';;

Kalip Molekal

4 Capraz Baglayici
Ajan

Adsorpsnyon Desorpsnyon

Kallp
Molekdalun
Uzaklagtinimasi

Secici Kavte

Sekil 6. MBP’lerin sematik gdsterimi

Kalip molektll olarak kullanilacak molekil genellikle biyolojik molekuller

(aminoasitler, peptitler, hormonlar, enzimler, nukleik asit bazlari,
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karbonhidratlar, proteinler) olabildigi gibi ilag, pestisit gibi sentetik
maddeler de olabilmektedir [42].

Kalip molektl segiminde en énemli unsur segilmis olan polimerlesme islemi
sirasinda yapisal ya da fiziksel hicbir degisikligin olmamasidir. Ayrica kalip
molekdl olarak kullanilacak molekul 6n polimer kompleksini olusturabilecek

fonksiyonel gruplara sahip olmasi gerekmektedir [43].

Fonksiyonel monomerin seciminde polimerlesme ortaminin 0&zellikleri
onemli yer tutmaktadir. Fonksiyonel monomerlerin kalip molekillerle
kurdugu elektrostatik ve kimyasal baglar sayesinde baskilamanin etkinligi
artmaktadir. Her monomer her kosulda aktive olamamaktadir. Asidik
yaplya sahip olan monomerler metakrilik asit (MAA), p-vinilbenzoik asit,
akrilik asit (AA), 2-(triflorometil)-akrilik asit (TFMAA) iken bazik yapidaki
monomerlere vinilimidazol, 1-vinil imidazol, allilamin, N,N "-dietil aminoetil
metakrilamit (DEAEM) 06rnek olarak verilebilmektedir. akrilamit,
metakrilamit, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), akrilonitril  (AN),
metilmetakrilat (MMA), stiren, etilstiren ise noétral 0zellige sahip

monomerlerdir [41].

Polimerlesme reaksiyonunda kalip molekll ile fonsiyonel monomer
arasinda kuvvetli bir yapi olusturmak ve baskilanmis bélgelerin kararlihgini

saglamak amaciyla capraz baglayicilar kullaniimaktadir [41].

Secilen fonksiyonel monomer ile kullanilacak olan c¢apraz baglayici
oranlarinin uygun olmasi gerekmektedir [44]. EGer geredinden fazla capraz
baglayici kullaniimigssa baskilanmis polimerlerde farkli sayida baglanma

bdlgelerine sebep olmakta ve seciciligi olumsuz yonde etkilemektedir [45].

Bu durumun aksine kullanilan gapraz badlayici fonksiyonel monomer orani
cok dusikse kalip molekill baglanma bolgeleri birbirlerine yaklasir hatta
bazi baglanma bolgeleri cevre baglanma bodlgelerini kapatirlar. Boyle

hallerde baskilamanin etkinligi azalmakta ve basarili sonucglar elde
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edilememektedir [42]. Etilen glikol dimetakrilat (EDMA) ve divinilbenzen

(DVB) en ¢ok kullanilan capraz baglayicilar arasinda bulunmaktadir.

Polimerlesme reaksiyonunun gerceklesecegi ortami hazirlayan tim
bilesenlerin bir arada kalmasini saglayan ve polimerlerde gbézenek
olusumunu saglayan bilesen ¢ozicudir. Cozlcl polimer c¢ozeltisi icinde
reaksiyon icin gerekli olan i1silyl homojen olarak dagittigi icin herhangi bir
bilesenin i1sidan zarar goérmesini ve istenmeyen yan reaksiyonlari
engellemektedir. Co6zlcinlin sadladigi gozenekli yapi sayesinde kalip
molekidl polimerden daha kolay uzaklastirilabilmekte ve geriye kalan

bosluklarin kalitesi artmaktadir [42].

Polimerlesme reaksiyonunun baglayabilmesi igin baslaticiya ihtiyag
duyulmaktadir. Radikal polimerizasyonunda baslatici, 1sil bozunma ile
reaksiyonu baslatmaktadir. Genellikle 2,2'-azobis (izobUtironitril) (AIBN),
2,2'-azobis(2,4-dimetil valeronitril) (ADVN) ve benzoil peroksit (BPO) Isil
bozunma ile galisan baslaticilar olarak kullaniimaktadirlar. Sicaklik artisina
karsi ylksek hassasiyetin oldugu durumlarda UV bozunma kullaniimaktadir
[46] [47].

MBP’lerin sentezinde kullanilan en yaygin metot 2 fazli mini emdlsiyon
polimerlesme teknigidir. Bu yontemde 2 su fazi ve 1 vyag faz
bulunmaktadir. Yag fazi icin kalip molekil, fonksiyonel monomer, gapraz
baglayici ve ko-monomer belli oranlarda karistirlmaktadir. Karisim Poli
Vinil Analin (PVA), Sodyum Dodesil Silfat (SDS) ve Sodyum bikarbonatin
deiyonize suda c¢6zunmesi ile olusan birinci su fazi ile karnstirilir ve
homojenizatér yardimi ile homojen hale getirilmektedir. Homojen karisim
elde edildikten sonra PVA, SDS ve deiyonize sudan olusan ikinci su fazi ile
manyetik karistiricida karnistirilarak polimerlesme igin ¢dzelti hazirlanmig

olmaktadir. Elde edilen polimer ¢bzeltisine baslatici ilavesi ile belli sicaklik
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degerinde 24 saat slirecek olan polimerlesme reaksiyonu baslatiimaktadir
[48].

MBP’ler zenginlestirme, saflastirma, ayirma islemleri gibi farkhh uygulama
alanlarinda kullanilmaktadirlar.

Bircok hastaligin erken teshisinde ya da hastalik sebebi molekllin
miktarinin kontrol edilmesinde genellikle MBP temelli Ylzey Plazmon
Resonans (Surface Plasmon Resonance, SPR) sensorler kullanilmaktadir.
SPR sensorlerinde ylzeyde meydana gelen kirilma indisindeki degisim
rezonans da kaymaya sebep olmaktadir. Gergek zamanli olarak bu
baglanma ve kopma sinyalleri kaydedilip en az baglanma miktari, bagli
kalinan sire gibi parametreler kolaylikla yapilabilmektedir [49].

Cenci ve arkadaslari Hepcidin-25 hormonunu baskiladiklari polimer bazl
SPR biyosensoériinde tespit sinirint 5 pM olarak bulmuslardir [50].

Pernites ve arkadaslarinin yaptigi calismada elektropolimerizasyon yontemi
ile sentezlenmis olan MBP’ler astim tedavisinde kullanilan teofilin etken
maddesine karsi segcicidir. MBP ile Urettikleri ultra ince sensor filmi SPR de
kullanarak tespit sinirini 3.36 pM-! olarak bulmuslardir [51].

Prostat kanserinin antijeni olan PSA (Prostat Spesifik Antijen)’ nin idrardaki
miktar kontrollinU yapabilmek amaciyla Jolly ve arkadaslari PSA'ya spesifik
sentezlenen MBP’leri kullandiklari SPR sensér sisteminde tespit sinirini 1
pg/ml olarak bulmuslardir [52].

Liu ve ark. hemoglobin baskiladiklari polimerler ile manyetik
nanopartiktlleri kaplayarak yaptiklari baglanma deneylerinde 281.94 mg/g
baglanma kapasitesi dederini elde etmislerdir [53]. Yine Gao ve ark.
hemoglobin baskiladiklari nanopartikiller ile FeszOs manyetik partikllleri
kaplayarak 176 mg/g baglanma kapasitesi ile analit molekulind
zenginlestirmeyi basarmiglardir [54].

Kyzas ve ark. malahit vyesili baskiladiklari polimerler ile yaptiklarn
deneylerde mavi ve sari renkteki boya molekulleri kullanip boyalarin

polimerlere baglanma edilimlerini hesaplamislardir. Sonucgta mavi renk
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pigmentine gbdre malahit yesilinin baskilanmis polimerlere baglanma
miktari 63 kat fazla olmustur. Bu dedger sari renk pigmentleri
hesaplandiginda malahit yesilinin sariya gbére baskilanmis polimerlere 40
kat fazla miktarda baglanmasi olmustur [55].

MBP’lerin karakterize edilebildi§i bircok cihaz bulunmaktadir. Ornegin,
kimyasal baglanti noktalarini tespit edebilmek icin Fourier Donlsimli
Kizildtesi Spektroskopisi (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FTIR),
partikillerin ortalama boyutlarini dlgmek ve sahip olduklarn yudka
belirleyebilmek igin Zetasizer, tam boyut analizi yapabilmek ve
morfolojilerini goérintileyebilmek icin  Gecirimli Elektron Mikroskopu
(Transmission Electron Microscopy, TEM) ve Taramali Elektron Mikroskopu

(Scanning Electron Microscopy, SEM) kullanilmaktadir [56].

2.3. MBP’lerin MALDI-MS Uygulamalarinda Kullanimlan

Molektller dlzeyde biyobelirtecler (6zellikle proteinler, peptitler) genellikle
indikatér olarak kullanilmaktadirlar. Biyobelirtegler patofizyolojik risk
durumlarinda, hastaligin tedavi edilip edilemeyecegi seviyede olduguna
karar vermede veya hastaliklara ait tedavi yontemlerinin belirlenmesinde
bliyluk o6neme sahiplerdir [57]. Ancak biyolojik molekillerin karmasik
yapida olmalarindan 6turl biyobelirteg olabilecek molekulin tanimlanmasi
zor olmaktadir. Cunkl bol miktarda bulunan ve vyapica bilyuk olan
molekiller -6rnegin proteinler- miktarca az olan ya da klguk vyapili
molekdlleri baskilayarak tespit edilmelerini engellemektedirler. Daha
somut sekilde ifade etmek gerekirse icerisinde bir milyondan fazla
proteinin bulundugu insan kani plazmasinin %99’unu 22 bol bulunan
protein cesidi olusturmakta iken biyobelirte¢ olabilecek olan molekdller
nanomol-zeptomol dizeylerinde bulunmaktadir [58]. Dahasi, bol miktarda
bulunan biyobelirteglerin miktarlari da bu buylik molektllerin yaninda

surekli dalgalanmaktadir [59].
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Bu ylzden az miktarda bulunan biyobelirteclerin tespiti bayuk zorluklarla,
pahali ydntemlerle ve zaman gerektiren islemlerle yapilabilmektedir. Bltln
bu olumsuzluklar biyobelirtecler konusunda yapilan calismalarin sinirli
olmasina, yeni belirteglerin kesfine ve klinik calismalarin ilerlemesine engel
olmaktadir.

Biyobelirteglerin kullanimi igin guvenilir ve yeni bir metot gelistiriimesi
kltle spektrometresi gibi analitik bir yontem ile mimkin olabilmektedir.
Ancak kutle spektrometresinde biyobelirte¢ analizi yapabilmek icin 6n
zenginlestirme galismasi yapilmasi sarti ile hizli, basit ve segici bir analiz
yapilabilmektedir [60] [61].

MALDI'deki yumusak iyonlastirma sayesinde protein ve peptit gibi
biyobelirteglerin tespiti katle spektrometresi ile kolaylikla
yapilabilmektedir. MALDI ile birlikte TOF kullaniliyor olmasi ydntemin
etkinligini arttirmaktadir. MALDI-TOF kiitle spektrometresi analizlerinde
detektérden bilgisayar sistemine verilerin hizli ve net sekilde aktariimasi
sayesinde distk molekll agirhkli protein ve peptitlerin tespitinde tercih
edilen bir ydntem olmustur [62] [63].

MALDI-TOF uygulamalari ile genellikle pikomol-femtomol seviyelerinde
tespit yapilabilmektedir. Ancak Sparbier ve ark. yapmis olduklari protemik
calismalardan sonra hassasiyeti attomol seviyesinde bulmuslardir [64].
MALDI uygulamasinda hazirlanan numune hedef &rnek plakasi Uzerine
yerlestiriimekte/damlatiimakta arkasindan matrix ilave edilmekte ve cihaz
icerisinde iyonlastiriimaktadir. Bu ydnteme alternatif olarak numune ile
matriks karistiriip numune plakasi Uzerine bu karisim damlatilarak da
analiz yapilabilmektedir. Bu sekilde nhumune hazirlama islemi birka¢ saat
surebilmektedir. Uzun sdreli numune hazirlama islemleri hassas, yapisi
kolay zarar géren numuneler icin ¢ok blylk bir dezavantajdir. Ayrica uzun
siren numune hazirlama islemi sirasinda c¢ok fazla bulasan numuneyi
kirletmekte ve sinyal oranini ddsUrebilmektedir. Plaka UGzerindeki

numunenin hedef molekilce yeterince zengin olmasi MALDI uygulamalari
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icin amaclanmaktadir [65]. Hatta bdyle zenginlestiriimis olarak kullanilan
numuneler icin literatlirde “secici olarak zenginlestiriimis hedef molekdl
entegre edilmis teknoloji” olarak bahsedilmektedir [66] [67].
Zenginlestirme islemlerinde c¢esitli materyaller kullanilmaktadir. Bunlar,
iyon dedistirmeli ve ters faz kromatografileri [66] [65], poliamino fenil
boronik asit ya da C8 ile tirevlendirilmis manyetik partiktller [66] [68],
altin nanopartiklller [69], selllozik partikiller [70], nanoporoz silika
ylzeyler [71], cekirdek kabuk mikro/nanopartiklller [72], karbon
nanotlpler [73] antibadi ile modifiye edilmis ylzeyler [64]dir.

MALDI'de tespit edilmeye calisilan biyolojik kokenli molekillerin cogu
fosfopeptitler [72] [74] [75] [76] ,glikopeptitler [77] [78] [79] [80],
sistein iceren peptitler [81] ve dislik molekil agirlikli komponentler [82]
[83] [84] olmustur. MALDI'de analiz edilecek hedef molekil bagisiklik
sistemi analiti ise MALDI yerine iMALDI (immuno-MALDI) ismi kullaniimis
ve secgicilik antibadiler ile saglanmistir [85] [86] [87] [88]. Diger klinik
calismalar icin ise MALDI-MS vyerine Ylzeyle Guglendirilmis Lazer
Desorpsiyon/ Iyonlastirmali Kitle Spektrometresi (Surface Enhanced Laser
Desorption/ Ionization-Mass Spectrometry, SELDI-MS) ismi kullaniimistir
[89] [90].

SELDI icin kullanilan yUzeyleri tercih ederken secicilik 6zelliklerinin ylksek
olmasi, kullaniminin kolay olmasi ve uzun slre bozulmadan aktivitelerini
devam ettirebilmeleri gerekmektedir. Bu bakimdan sagladigi avantajlar
sayesinde MS uygulamalarinda MBP’lerin kullanimi tercih edilmektedir [91]
[92] [93] [94].

Hem kiglk molektllerin baskilandigi polimerlerde [56] hem de protein gibi
blylk moleklli taniyabilecek peptit epitoplar baskilanmis polimerlerde
seciciligin ylksek oldugu gorilmektedir [95] [96] [97].

Cenci ve arkadaslari 209 aminoasitten olusan 23kDa molekdiler agirligi olan
cTnl proteini baskilanmis polimer kullanarak zenginlestirdikleri humuneyi

MALDI-MS ile analiz ettiklerinde 300 femtomol seviyesinde tespit
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yapabilmislerdir. Yine Cenci ve ark. yaptiklar bir baska calisma da serum
albimin baskilanmis polimer kullanarak MALDI-MS de serum igerisinden
alblimini secici olarak ayirmis, iki defa baglanmayan/istenmeyen
molekdlleri uzaklastirmak icin yikamis ve hala albuminin MALDI'de tespitini

S/N oranini 27.8’den buyuk olacak sekilde tespit etmiglerdir [50].

2.4. Elektrocekim Yontemi ile Lif Uretimi ve Liflerin Kullanim
Alanlan

Mikro ve nano boyutlarda lif elde etmek icin kullanilan electrospinning
yonteminin Tilrkcedeki karsiigi elektrocekim, elektroedgirme [98] ya da
elektro lif gekim [99] yOntemidir.

Elektrogekim yontemi kolay olmasi, neredeyse istenilen tim polimerlere
uygulanabilir olmasi, hizh  dretim yapilabilmesi, nano/mikrometre
boyutlarda capa sahip lifler Uretilebilmesi ile yuzey alani arttinimis ve
kliglk gbzenek boyutuna sahip olan vyapilarin hazirlanabilmesi ve
maliyetinin dlstk olmasi sebebiyle ilag tasima, kontrolll ilag salimi, tekstil
gibi alanlarda siklikla kullaniimaktadir [100]. Sekil 7."de sematik olarak
goOsterilen elektrocekim teknigi ile lif Gretilirken pipet ya da siringaya
hazirlanan polimer ¢ozeltisi doldurulmaktadir. Elektrik kaynagina bagh iki
elektrottan biri siringaya bagli iken diger elektrot ise toplayici plakaya
baglanmaktadir. Degistirilebilen besleme hizi ile vyliksek potansiyel
gerilimin oldugu alana salinan polimer c¢ozeltisi elektriksel olarak
ylUklenmektedir. Elektrocekim sisteminde enerji kaynagdi ve toplayici plaka
topraklandirildigi icin sistem kapali devre seklindedir. Sekil 7'de de
gorildugu gibi siringadan belli bir uzakhda yerlestirilmis olan toplayici
plaka Gzerinde dogru hareket etmektedir. Polimer ¢ozeltisinin bu hareketi
elektrik alan etkisi ile konik sekilde olmaktadir. Literatlirde bu sekle “Taylor
Konisi” denilmektedir [101] [102].
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Sekil 7. Elektrogcekim Yénteminin Sematik Gosterimi

Polimer ¢oOzeltisinin elektrik alanina salinabilmesi icin ortamdaki elektrik
geriliminin ¢ozeltinin sahip oldugu yizey gerilimi ve viskozite direncinden
fazla olmasi gerekmektedir. Siringadan ortama salinmis haldeki polimer
cOzeltisinin ivmesi viskozite direncine bagl olarak azalmakta ve belli bir
mesafeden sonra sifira ulasmaktadir. Ivmenin sifir oldugu anda stabil
olmayan ucus meydana gelmekte (sarka¢ hareketine benzer bir hareket
meydana gelmekte) ve lif hatali olmaktadir [103] [104] [105] [106].
Polimer c¢oézeltisinin ugus mesafesi arttikca liflerin gapi klgulerek yUuku
artmaktadir [107].

Elektrocekim ydéntemi ile Uretilen nanoliflerin yapisal 6zellikleri Uzerinde
kullanilan polimerin  molekdl agirhginin [108] c¢ozelti pH‘Inin [109]
elektriksel gerilim miktari, polimer besleme miktari, siringa ve toplayici
plaka arasindaki mesafe, ¢ozeltinin hazirlanma sicakligi ve konsantrasyonu
[110] [111] gibi faktorler etkili olmaktadir.

Li ve ark. yaptiklari calisma ile lif gapinin siringa ve toplayic plaka
arasindaki mesafe azaldikca arttigini gostermislerdir. Ayrica sistem

gerilimini arttirinca lif capinin azaldigini kanitlamaktadirlar. Elektrogekim
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yontemi slrekli devam eden bir islem oldugu icin elde edilen lifler
kilometrelerce uzunlukta olabilmektedir.

Li ve ark. Poliamid 6 ile Urettikleri nano lifin, lif capina bagl olarak ylzey
alaninin 9-15 m?2/g, gézenekliligin % 25-80 ve gbzenek boyutunun 2,737-
0,167 um arasinda degistigini tespit etmislerdir [112]. Elektrogekim liflerin
capi liflerin elektriksel 6zellikleri (izerinde etkili olmaktadir. Iletken 6zellikte
olan bir lif capi lifin elektriksel uyariciya verdigi tepkinin slresini ve
siddetini etkilemektedir. Gogotsi ve ark. Uretmis olduklar Polyethylene
terephthalate (PET) nanolifin ¢api azaldikga elektriksel uyariciya tepki
sliresinin azaldigini géstermislerdir [113].

Elektrogekim ile lif Uretilirken ¢bzicu goOzelti igerisinden ¢ok hizli sekilde
buharlastigr icin polimer zincirleri ylksek kayma geriliminin etkisinde
olmaktadilar. Bu durum zincirlerin gerilmemis halde ki durumlarina geri
dénmelerine engel olmaktadir. Bu sekilde kati hale gelen polimer zincirleri
geleneksel yontemlerden farkh kristallesme 0&zelliklerine sahip olup
kullanim alanlarini degistirmis olmaktadir [105] .

Uretimleri sirasinda kullanilan polimerin  6zelliklerine bagh olarak
nanoliflerin bircok biyomedikal uygulamasi bulunmaktadir. Zhang ve ark.
yaptiklarn calismada kolajen 6rimcek ipegi ile ve yilksek sicaklik ile dogal
yapisi bozulan kolajen kullanarak urettikleri nanolifleri gercek dokular
gelisene kadar gecici doku destekleri olarak kullanmiglar ve olumlu
sonuglar almiglardir [114].

Yiksek yuzey alanina sahip nanolifler Gzerindeki gbzeneklerin boyut ve
sayisi istenilen sekilde dliizenlenebilmekte olup ilag salim sistemlerinde bu
Ozelliklerinden dolayi siklikla kullaniimaktadirlar [115].

Ilac veya metabolik bilesenlerin nanolifler ile tasinmasi biyobozunur
polimer ile Uretilen nanolif Gzerine baglanmasi ile olabilecegi gibi polimer
cozeltisi icine ilave edilen ek maddenin polimer ile birlikte life

dondsturilmesi seklinde de olmaktadir. Bu amagla kullanilan baglica
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biyobozunur  polimer olarak PGA(poliglikolik asit), &-CPL(poli-€-
kaprolaktam), PLGA ve PLA sayilmaktadir [116].

2.5. Coziiciui Uzaklastirma (Solvent Casting) Yontemi ile
Polimerik Film Uretimi ve Kullanim Alanlari

Sekil 8.'de sematik olarak gdsterilen ¢bzlcl uzaklastirma yontemi ile
polimerik film Uretimi genel olarak polimer malzemenin organik ¢dzuclde
cozllmesi ve g¢ozlcluslinin buharlastinimasina dayanmaktadir. Cdzicu
uzaklastirma yontemi ile film Uretiminde filmin ham maddesini olusturan
polimerin secimi en 6nemli adimdir. Bunun igin polimer mutlaka su veya
organik bir ¢bzlcl igerisinde tamamen c¢o6zunebilir 6zellikte olmahdir.
Homojen karisim elde edilmesi filmde minimum dizeyde kati polimer
kalintisi olmasi ve viskozitenin ayarlanabilir olmasi agisindan 6nemlidir.
Hazirlanan  karisimdan  ¢bzlcinin uzaklasabilme yetenegi filmin

ozelliklerini dogrudan etkilemektedir [117].
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Sekil 8. Coézicl uzaklastirma yontemi ile film Uretimi sematik gosterimi

Polimer cozeltisi icerisine ilave edilecek olan anti-bloklayicilar, anti-statik
bilesikler, selatlama ajanlari, elektrik iletici maddeler, renk pigmentleri gibi

bilesenler sayesinde filme istenilen 6zellikler kazandirilabilmektedir.
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Cozucu uzaklastirma yontemi ile film Uretiminin tim asamalarinda polimer
cOzeltisi/ polimerik film kismen disik termal ya da mekanik baskilara
maruz kalmaktadir. Bu islemler sonucunda bazen bozulma ya da yan
reaksiyonlar meydana gelebilmektedir.

Kati haldeki polimer pul, grantl, ince levha veya toz gibi farkli geometrik
sekillerde olabilmektedir. Temel olarak polimer ve ¢bzlcl bir karistirici
yardimi ile homojen sekilde karistirilabilmektedir. Ancak c¢o6ziculerin
viskozitelerine gére karistirici geometrisi iyi secilmelidir. Ayrica tam
¢6ziinme saglamak icin I1sitma ya da sodgutma islemi gerekebilmektedir.
Sicakligin ve ¢ozelti konsantrasyonunun ¢dziinme islemi Uzerindeki etkisi
blyuktlr. Bunun yaninda ¢ozlcu buharlagsma orani, film ylzey morfolojisi
etkili olup polimer zincirinde bozukluklar meydana getirebilmektedir.
Coziunme sicakhdl oda sicakhgi ile ¢oziclnin kaynama noktasi arasindaki
degerlerde oldugu zaman ve kati konsantrasyonu %5-40 iken genellikle
polimer cozeltilerinin viskozitesi 1500 mPas dederi ile 80000 mPas
araliginda olmaktadir. Tetrahydrofuran (THF) icinde kolay ¢ozinmeyen
Polivinil klorir (PVC) gibi polimerlerde ¢6zinme miktarini arttirmak igin
vakum altinda karistirma yapilmaktadir. Karistirmanin etkisi ile homojen
haldeki polimer ¢dzeltisinin icinde hava kabarciklari meydana gelmektedir.
Bu baloncuklar filmin ylzey yapisini olumsuz etkileyecegi, ¢oziclnin
buharlasmasini engelleyecegi ve film kalinhdinin stabilitesini bozacagi igin
¢ozeltiden uzaklastinilmaktadir. Bunun igin polimer ¢ézeltisi kisa bir stre
dinlenmeye birakilir ve arkasindan hafif calkalama islemleri ile yok
edilmektedir [118] [119].

Cozucu uzaklastirma yontemi icin 6nemli bir adim olan polimer ¢ozeltisinin
hazirlanmasi tamamlandiktan sonra cam petri kaplarinin igerisine
cozeltiden dokualir. Ilk olarak oda sartlarinda c¢odzicinin filmden
uzaklasmasi saglanmaktadir. Daha sonra film vakum firininda ya da etiv
icerisinde kontrolli sekilde isitilarak kurumaya birakilmaktadir. Tamamen

kurutulan film cmbiz yardimiyla cam ylzeyden kaldirilmakta ve nemden
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korunarak muhafaza edilmektedir. Ghorpade ve ark. Yaptiklari bir
calismada kloroform ile hazirlanmis olan PLLA (Poli L Laktik Asit)
¢cOzeltisinden 150 pl kadar alinip capi 22.1 mm olan cam petri kaplarinda
PLLA filmler hazirlamiglardir. 150 pl’'den fazla ¢oézelti kullandiklarinda
kloroformun uzaklasamadigini ve kurumus bir film elde edemediklerini
gbstermiglerdir [120].

Bu ydntemle elde edilen filmler cesitli alanlarda kullanilabilmektedirler.
Bunlar; selliloz triasetat filmler fotograf teknolojisinde, polivinil alkol filmler
yuksek uzayabilme yetenekleri sayesinde ve Uzerlerine organik boyalarin
ylklenebilmesi sayesinde polize olma egdilimleri arttidi icin LCD ekranlarda,
seliloz diasetat filmler g6ézlik cami kaplamalarinda, seffaf gida
ambalajlarinda, grafik sanatinda, glnesliklerde siklikla kullaniimaktadirlar
[121] [122].

2.6. MALDI-MS’'de Numune Platformu Olarak Polimerik Film ve
Nanolif Kullanimi

MALDI teknigi ucucu olmayan ve termal olarak hassas olan biyomolekdl ve
sentetik polimerler gibi blyldk molekiller icin yumusak iyonlastirma
saglamaktadir [123] [124].

MALDI'de lazerin enerjisini analit Uzerine tam aktarabilmek igin organik
matriks molekulleri kullanilmaktadir. Ancak matriks kullanimi daha cok
ornek hazirlama isleminden kaynakl olarak analit molekullerinin homojen
olmayan sekilde dagilmasina da sebep olmaktadir. MALDI 6rnek plakasi
Uzerinde analit molekdillerinin yogunlastigi bolgelere en etkili nokta (“sweet
spot” ya da “hot spot”) denilmektedir. Bu kisimlarda S/N orani en ylUksek
dederlere ulasmaktadir. S/N orani tespit edilmeye calisilan molekile ait
sinyalin geride kalan gurllti piklerine oranini ifade etmektedir. S/N igin
hassasiyetin rakamsal dederidir denilebilir. S ve N arasindaki farkin daima

fazla olmasi istenmektedir. Fark ne kadar fazla ise 6lcim o kadar
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hassastir. S/N orani analit moleklline ait MALDI-MS pikinin yogunluk
6lcimundn belirsizligini tanimlamaktadir. Kltle spektrometresi
spektrumlarini yorumlarken S/N oraninin hesaplanip kullaniimasinin sebebi
iyonlasan analit molekUll ile birlikte bircok iyona ait sinyalin de detektdre
ulasmasi ve bunlarin sinyal siddetini yorumlarken hatalara sebep olmasidir.
Analite ait sinyal dederindeki hatalara iyon kaynadinin etkinligi, yeterli
miktarda iyonlasma yapip yapamadidi, iyonlarin detektdre iletimindeki
aksakliklar sebep olmaktadir. Spektrumlarda c¢ikan gdraltiler ise
elektriksel aksamdan kaynaklanan olumsuzluklar, kimyasal
kontaminasyon, cihazdaki kirli gaz kalintilarindan kaynaklanmaktadir. Eger
bu hatalarin olmadigi durumlarda analiz yapilirsa hassasiyeti cok yliksek
sonuglar elde edilebilmektedir. Yiksek hassasiyet S/N oraninin ylksekligi
ile  go6sterilmektedir. Gurdaltd  genellikle  elektronik  dizenekten
kaynaklanmakta ve sadece sinyaller arasinda dedil bazen de analit sinyali
Uzerinde gikmaktadir. Bu etkin noktalar tespit edebilmek gok zaman alici
bir islem oldugu gibi yontemin standartlastiriimasi acisinda da sikinti
olmaktadir. Matriks iceren MALDI analizlerinde 6rnek hazirlamak hassas ve
kisiye bagimhligi ylksek oldugu icin homojenligi arttiran ve kullanimi kolay
ornek yulzeyleri gelistirilmistir [125] [126] [127] [128].

Sunner ve ark. 1995 de ilk olarak gelistirmis olduklari Ylzey Yardimli Lazer
Desorpsiyon/Iyonlasmall Kiitle Spektrometresi'nde (SALDI-MS) matriks
kullanilmadan yilzeyin UV absorplama yetenegdinden yararlanarak analiz
yapiimaktadir [129]. SALDI ‘de yulzey olarak genellikle mikro ve nano
mertebeli karbon [129] [130], silikon [131] [132], metaller [133] [134]
[135] ve polimerler kullanilmaktadir. Polimerin desorpsiyon islemini
Ustelendigi literatlirdeki calismalarda analiz yontemine Polimer Yardimli
Lazer Desorpsiyon/lyonlasmali Kiitle Spektrometresi (PALDI) ismi
verilmektedir. Polimer kullanimi hem sentezi kolay oldugu icin hem de UV

absorplama vyetenekleri yliksek olan polimerler kullanilabildigi igin
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avantajhidir [136] [137]. PALDI'de tipki SALDI'de oldugu gibi matriks
kullanilmadan analiz yapilabilmektedir. Matriks kullanilmadan vyapilan
SALDI ve PALDI kitle spektrometre analizlerinde klgcuk molekdller [130],
peptitler [138] basarili sekilde analiz edilirken protein gibi buyulk
molekdillerin bu ylzeyler Uzerinde iyonlasmasi sinirh oldugu igin blyuk
molekdllerin analizi igin tercih edilmemektedirler. Bir ylzey Uzerindeki
yliksek molektl adirhkli  molekillerin - yliksek vakum sartlarinda
fragmentlerine ayrilabilmesi icin lazer siddetinin arttirilmasi gerekmektedir.
Bu durum o6zellikle biyolojik kdkenli molekdller igin dezavantajli olmaktadir
cunkl yuksek lazer etkisiyle molekdllerin yapilari bozulmakta ve analiz
edilememektedirler [139] [140] [135].

SALDI'ye alternatif olarak gelistirilen ME-SALDI (Matriks Yardimli SALDI)de
kullanilan organik matriks sayesinde poroz yuzeyler Uzerinde foton
absorpsiyonu arttirilarak S/N orani arttinlmaktadir [141]. Lu ve ark. 2013
yilinda yapmis olduklar calismada ilk kez elektrocekim polimerik ve karbon
nanolifler SALDI ve ME-SALDI 6rnek yuzeyi olarak kullanilmistir. Nanolif
dretimi icin sectikleri polimerler PAN (poliakrilonitril), PVA (polivinil alkol)
olmustur. %?20’lik (w/v) PAN nanolif (zerine 25-50 mg/ml aralidindaki
konsantrasyonda hazirlanmis olan polistiren ¢dzeltisi Sinapik asit (ya da
Sinapinik  asit, C11H1205) MALDI  matriksi  varhdinda  kitle
spektrometresinde analiz edilmis ve standart sapma MALDI celik
plakasinda %60 iken nanolif Uzerinde %20 hesaplanmistir. Bu sonug
elektrogcekim yontemi ile hazirlanan nanolifin LDI kuitle spektrometre

analizlerinde etkin bir ylizey olarak calistigini kanitlamaktadir [142].

Hutchens ve Yip LDI kitle spektrometrik analizlerde kullanim kolayligi
saglayan polimerik film 6rnek platformlari gelistirmislerdir. Film ylzeylerin
kimyasal olarak segici hale getirilebilecedini ve analit molekile ait ylksek
S/N oranli analizler vyapilabildigini gostermiglerdir. Sit numunesi

icerisindeki E. coli (Escherichia coli) lizatlarinin MALDI yardimiyla tespitini
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yapabilmek icin DHB (2,5 Dihidrobenzoik Asit) matriks varliginda celik
MALDI plakas! kullanildiginda lizatlara ait S/N orani disik sinyallerin
bulundugu kitle spektrumlari elde edilmistir. Ancak 6rnek tutucu olarak
Nafion film kullandiklarinda yine DHB matriks varliginda S/N oraninin 100

kat arttigini gérmuslerdir [143].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Malzemeler

Siprofloksasine (CPX, Sigma (St. Louis, MO, USA)) 06zgu MBP
sentezleyebilmek icin gerekli olan malzemeler; fonksiyonel monomer
olarak Metakrilik Asit (MAA), komonomer olarak 2-Hidroksietil Metakrilat
(HEMA), capraz baglayici olarak Etilen Glikol Dimetakrilat (EGDMA) Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA)'den ve Asetik Asit (HAc) Fluka (St. Gallen,
Switzerland)'dan satin alinmistir. Kalip molekll CPX stok ¢oézeltisi olarak
pH 4.7'deki 50 mL asetat tamponunda 0.005 g CPX c¢o6zilerek
konsantrasyonu 100 ppm (300 pM) olan CPX gbzeltisi hazirlanmistir. Btin
cozeltilerde kullanilan ultra saf su elektriksel direnci 18.2 MQ cm olan Milli-

Q su saflastirma sisteminden (Millipore Corp., Bedford, MA) alinmistir.

MBP’ler icin yikama ¢dzeltisi olarak Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)'den
satin alinmis olan Metanol (MeOH) ve HAc hacimce 9:1 (MeOH:HAc)

oranlarinda karistirilarak hazirlanmistir [144].

Molekll agirhdr 339 kDa olan PLLA Purac Biomaterials (Netherlands) ‘dan
satin alinmistir. Kloroform Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)'den satin

alinmis ve PLLA igin ¢bzlcu olarak kullaniimistir.

MALDI analizlerinin bir kisminda kullanilan molekll agirligi 154.12 Da olan
2,5-dihidroksi benzoik acid (DHB) Sigma (Steinheim, Almanya)’dan satin

alinmistir.

3.2. CPX’e Ozgii Baskilanmis Polimerik Nanopartikiillerin
Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

CPX'e 06zglu baskilanan polimerler de iki fazli mini emdulsiyon

polimerizasyon ydntemi ile hazirlanmistir. Bunun igin 2 su fazi bir de

yag fazi hazirlanmistir. Birinci su fazi igin 93.75 mg PVA, 14.425 mg

SDS ve 11.725 mg sodyum bikarbonat 5 mL deiyonize su igerisinde
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cozulmistir. Ikinci su fazi icin 50 mg PVA ve 50 mg SDS 100 ml
deiyonize su igerisinde ¢ozilmuistir. Yag faz hazirlanirken ise 100 pmol
CPX ve 254.1 yL MAA monomeri molar oranlar 1:16 olacak sekilde
karistinlmiglardir. Karisima 1.05 mL EGDMA ve 225 uL HEMA ilave
edilmistir. Mini emdulsiyonu baslatmak icin yag fazi ile birinci su faz
karnistirimis ve 25000 rpm’de 30 dakika homojenize (Homojenizatdr,
T10, Ika, (Labortechnik, Germany) edilmistir. Homojen karisim elde
edildikten ikinci su faz ilave edilmis ve tim karisima baslatici olarak 125
mg sodyum bistlfat ve 125 mg amonyum persulfat ilave edilerek
manyetik karistiricilh reaktérde 600 rpm, 40°C’'de 24 saat polimerlesme
icin birakilmistir. Polimerlesme bittikten sonra nanopartiktller 26500
rpm’de 1 saat santrifij (Allegra- 64 R Beckman Coulter, USA) edilerek
yikanmistir. Monomer, baslatici ve yuzey aktif maddeleri polimerlerden
uzaklastirmak igin ilk olarak hacimce 1:1 oraninda karistiriimis su etanol
karisimi ile yikama yapilmistir. Daha sonra deiyonize su kullanarak
yikanan nanopartikiller su igerisinde +4°C'de muhafaza edilmislerdir.
Sekil 9'da da gorildigid gibi sentezlenen MBP’lerin kavitelerinde
karboksilik asit grubu bulunmaktadir. Bu gruplar monomer MAA’dan ileri
gelmektedir. CPX sahip oldugu izotiazol halkasl sayesinde aromatik
yapidadir. CPX Uzerindeki N atomlar protonlanmis halde bulunmaktadir
bu da MBP’ler Uzerindeki karboksik asit grubuna karsi olan ilgiyi
arttirmaktadir. Ayrica CPX Uzerindeki karboksilik asitler ile MBP’ler
Uzerindeki karboksilik asitler arasinda biyoizoster kaynasmasi meydana
gelmektedir. Bu olayda bir grup atom kendine yapica benzeyen baska
bir grup atom ile yer degistirerek baska bir meydana getirmesidir. Yani
CPX yapisindaki karboksilik asit grubu ile MBP Uzerindeki karboksilik asit
grubu yer degistirerek kompleks olusturmaktadir [145].

36



& o Adsorpsiyon ¢ < ¥
I  ———
o)
O \V4
ot )y —r .
/
) PN | < Desorpsiyon % /[c\)
0 OQ\ I COOH O% OX/OQ\ o
RS
\/ 3 3

Sekil 9. CPX molekilinin MBP’lere baglanmasi ve koparilmasinin sematik
gosterimi

CPX baskilanmis polimerik nanopatikillerin  fonksiyonel gruplarini
belirleyebilmek icin FTIR (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham,
MA, USA) analizi yapilmistir. Analiz icin 2 mg MBP, 98 mg KBr (IR Grade,
Merck, Almanya) ile homojen olarak karistirilmis ve tablet haline getirilmis

ve 4000-650 cm™! dalga boyu araliginda FTIR spektrumu gekilmistir.

CPX baskilanmis polimerik nanopartiktllerin SEM’de boyut ve sekil tespitini
yapabilmek icin ylzeyi temiz bakir levha lGzerine damlatilmis énce normal
sartlarda 3 saat kurutulmus arkasindan 24 saat vakum altinda oda

sicakliginda kurutularak hazirlanmislardir.

3.3. PLLA Kullanarak Elektrocekim Yontemi ile Nanoliflerin
Uretimi ve Karakterizasyonlari

MALDI-MS uygulamalarinda érnek tutucu olarak kullanilan PLLA polimeri ile
farkli igeriklerde nanolifler tretilmistir. Elektrogekim sistemi bir DC 0-30 kV
kadarlk voltaj saglayici (GAMMA High Voltage Research Inc., USA (Model:
ES30P)) ve siringa pompasindan (New Era Pump Systems Inc., USA
(Model: NE-300)) olusmaktadir. Metal toplayici plaka aliminyum folyo ile
kaplanmistir. Calisanlarin glvenligini sadglamak amaciyla elektrogekim

islemi sirasinda sistem fleksi cam kabin icerisinde bulunmaktadir (Sekil
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10.). Tum calismalar atmosferik sartlarda ve oda sicakliginda yapilmistir.
Pozitif elektrot siringanin metal kismina tutturulurken negatif elektrot
metal toplayici plakaya tutturularak ortalama 15-240 dakika slirecek olan

lif Gretimi baslatiimistir.

Sekil 10. Nanoliflerin Uretildigi Elektrogekim Sistemi

Farkh o&zelliklerdeki PLLA nanolifler de MALDI uygulamalarinda 6rnek
tutucu materyal olarak kullanilmak UGzere hazirlanmistir. Bunun igin
yapisina DHB matriks ilave edilmis, yapisina MBP ilave edilmis ve sadece
PLLA kullanilarak elde edilmis 3 farklh nanolif Gretilmistir. Daha sonra bu
nanoliflerin boyut ve sekil agisindan karakterizasyonu SEM ile yapilmistir.
Kimyasal yapilarinin aydinlatiimasi icin FTIR analizleri yapilmistir. PLLA
yuzeylerde bulunan hidroksil (-OH), karboksil (-COOH) ve amit (-CONH>)
gruplarina ait pikleri gorebilmek icin 2600-3650 nm-! dalga boyundaki FTIR
pikleri taranmistir [146].

3.3.1. PLLA Kullanarak Elektrocekim Nanolif Uretimi

Ilk olarak %4 (adirlik/hacim, weight/volume, w/v) konsantrasyonunda

polimer ¢ozeltisini elde etmek igin 0.25 g PLLA 5 mL kloroform igerisinde
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cozllmistir. Coézme islemi 60°C'de manyetik karistiricida 6 saat
kanistirllarak yapilmistir. Hazirlanan homojen ¢ézelti siringaya doldurularak
nanolif  Uretimi baslamistir. Elektrocekim sisteminin optimum
parametrelerini belirleyebilmek igin farkli dederlerde islem yapilmis en
sonunda uygun sartlar belirlenmistir. Bunun icin ilk olarak en blyuk etkiye
sahip olan elektriksel alan siddetini ayarlayabilmek icin 10 ve 20 kV’luk
elektriksel alanda denemeler yapilmistir. Daha sonra siringa ile toplayici
plaka arasindaki mesafe 10 ve 12.5 cm degerlerinde calisiimis ve son
olarak da c¢ozeltinin sisteme verilis hizint 0.9 mL/sa ve 1.8 mL/sa olarak

ayarlayip nanolifler elde edilmistir [147] [148].

3.3.2. Yapisinda DHB Bulunan PLLA Elektrogekim Nanolif

Uretimi

Hazirlanan %4 (w/v) konsantrasyonunda PLLA polimer c¢dzeltisini elde
etmek icin 0.25 g PLLA 4.5 mL kloroform igerisinde ¢ézilllirken 0.125 g
DHB 500 yL DMF igerisinde ¢6zullp birbirlerine karistirlmiglardir. Cézme
islemi 60°C’de manyetik karistiricida 6 saat karistirilarak yapilmistir.
Hazirlanan polimer c¢o6zeltisi elektrocekim isleminde kullaniimistir. Sadece
PLLA kullanilarak hazirlanan nanoliflerin tretiminde kullanilan parametreler
dikkate alinarak gerekli ayarlamalar yapilmistir. Nanolif Gretimi igin 3
mL/sa hizda sisteme polimer ¢dzeltisi verilmistir. Toplayici plaka ve siringa
arasi mesafe 30 cm olarak ayarlanmis ve 20 kV’luk bir elektriksel alan
altinda lif Gretimi yapiimistir. Yaklasik 3.5 saat sonunda nanoliflerin Gretimi

sona ermigtir.

3.3.3. Yapisinda CPX'e Ozgii MBP’ler Bulunan PLLA

Elektrocekim Nanolif Uretimi

Elektrogekim icin hazirlanan %4’lik PLLA ¢o6zeltisi icerisine 0.25 g CPX’e
06zgu baskilanmis polimerik nanopartiklller ilave edilmistir. Yine manyetik

karistirict  yardimiyla hem isitilmis (70°C) hem de karistirilmistir.
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Elektrocekim yoéntemi ile nanolif Gretmek icin siringa ile toplayici plaka
arasi mesafe 21 cm, ¢b6zeltinin sisteme verilis hizi 3 mL/sa ve elektriksel

alan siddeti 16 kV olarak ayarlanmistir.

3.4. Cozicu Uzaklastirma Yontemi ile PLLA Polimerik Filmlerin
Uretimi ve Karakterizasyonlari

Cozuclu uzaklastirma ydéntemi ile sentezlenen PLLA filmler MALDI-MS
uygulamalarinda 0&rnek tutucu platformlar olarak kullanilmak Uzere
hazirlanmiglardir. Cdzicl uzaklastirma ydntemi ile Uretilen PLLA filmlerin
yuzey yapilarini gérintilemek ve yapilarina ilave edilen DHB molekdullerinin
filmler Gzerindeki fiziksel degisiklerini gorintilemek icin SEM kullaniimistir.

Kimyasal yapilarinin aydinlatiimasi igin ise FTIR analizleri yapiimistir.

3.4.1. Coziicii Uzaklastirma Yontemi ile PLLA Filmlerin
Sentezi
Poroz PLLA film Uretirken tipki lif Gretiminde oldugu gibi 0.25 g toz PLLA 5
mL kloroform igerisinde son konsantrasyonu %4 (w/v) olacak sekilde
¢OzuUlmustir. Cozme islemi 60°C'de manyetik karistirici ile yaklasik 6 saat
yapiimistir. Homojen karisim elde edildikten sonra c¢ézelti bir sire
hareketsiz tutularak igerisindeki gaz kabarciklarinin gitmesi saglanmistir.
Daha sonra gozeltiden alinan 360 pL gapl 2.4 cm olan cam petri kabina
aktarilmistir. Sonug olarak 150 pm kalinhdinda gozelti aktariimistir. Once
oda sicakhdinda 6n buharlasmasi saglanan g¢ozeltiler vakum altinda 1 gece
kurumaya birakilmiglardir. Stire sonunda kurumus haldeki filmler cam petri
ylizeyinden cimbiz ve bistiiri yardimiyla ayrilmislardir. Uretilen filmler cam

petri kaplarda saklanmislardir.
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3.4.2. Cozicu Uzaklastirma Yontemi ile Yapisinda DHB
Bulunan PLLA Filmlerin Sentezi
Yapisinda DHB bulunan PLLA film elde etmek icin 0.25 g PLLA 4.5 mL
kloroformda c¢ozilirken 0.125 g DHB 500 uL DMF icinde c¢ozllerek PLLA
¢cOzeltisine ilave edilmistir. Cozeltiler hazirlandiktan sonra DHB’li PLLA
¢Ozeltisi oda sartlarinda dinlendirilmis kalinhklari 150 um’yi gecmeyecek
sekilde 270 pL kadar ¢ozelti capr 2.4 cm olan cam petri kabina doékulmus
ve dnce oda sartlarinda daha sonra vakum altinda 1 gece kurutulmustur.
Sure sonunda petri kaplarindan filmler bistiri ve cmbiz yardimiyla
cikarilmis ve cam petri kaplarinda muhafaza edilmislerdir.
3.5. Hazirlanan PLLA Nanolif ve Filmlerin MALDI-MS
Uygulamalan
Tum kitle spektrum analizleri Voyager-DETM PRO MALDI-TOF-MS (Applied
Biosystems, Amerika) ile yapilmistir. Kitle spektrometresinde lazer olarak
337 nm dalga boyunda calisan azot lazeri (Spectra Physics, USA)
kullanilmistir. Lazerin enerjisi numuneye gore gerektikge degistirilmistir.
Analizler suresince iyonlarin hizlandirilmasi igin uygulanan potansiyel
yaklasik 20 kV, vakum ise ortalama 1028 torr'da tutulmustur. Kitle

spektrumlari yaklasik 200 lazer vurusu sonucu toplanarak elde edilmistir.

3.5.1. MALDI-MS Numunelerin Hazirlanmasi

Oncelikle MALDI analizlerinde tespit edilmeye calisilan CPX cozeltisi
hazirlanmistir. CPX ¢ozeltisi pH'I1 4.7 olan 5 mL asetat tamponunda 5 mg
CPX’in c¢o6zllmesi ile son konsantrasyonu 100 ppm olacak sekilde
hazirlanmistir [149] (Sari ve ark.). Cizelge 2'de listelenen sekilde
hazirlanan numunelerde, MALDI-MS ile yapilan CPX analizlerinden elde
edilen kutle spektrumlarinda CPX’in molekiler agirligi olan 331.4 Da igin
330-335 Da arahdindaki spektrumlar takip edilmistir. Bu araligin secilme

sebebi 6rnek platformlari tGzerinde molekillerin kitle dederlerinde birkag
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Da’luk sapmalarin olabilme ihtimalidir. Bu durum lazerin etki mesafesinin

degismesi ile alakalidir. CPX'e ait spektrumun taban cizgisindeki gurultiler

dikkate alinarak sinyal siddetinin dogrudan ifadesi sayilan S/N dederi

hesaplanmaktadir. Bu deder CPX molekillerinin diger molekillere gore

siddetinin yogunlugunu ifade etmektedir.

Cizelge 2. MALDI-MS analizleri icin hazirlanan numuneler

CPX MBP ve CPX

5 uL MBP

PLLA Nanolif 5 uL, 300 nmol /uL
5 uL, 300 nmol /uL CPX
5 uL MBP

DHB'’li PLLA Nanolif 5 uL, 300 nmol /uL
5 uL, 300 nmol /uL CPX
5 uL MBP

PLLA Film 5 uL, 300 nmol /uL
5 uL, 300 nmol /uL CPX
5 uL MBP

DHB’li PLLA Film 5 uL, 300 nmol /uL

5 uL, 300 nmol /uL CPX

3.5.1.1. Elektrogekim PLLA Nanolif Numunelerin MALDI-

MS Analizi igin Hazirlanmasi

Oncelikle Uretilen PLLA nanolifler (zerinde bulunabilecek kirliliklerden

kurtulmak icin deiyonize su ile lifler yikanmis ve normal sartlar altinda

kurutulmusglardir. Tim numuneler igin kullanilan

lifler 0.5 x 0.5 cm

boyutlarinda kesilmis ve tium kurutma islemleri oda sartlarinda yapilarak

asadidaki gibi hazirlanmislardir.
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— Sadece PLLA kullanilarak elektrocekim yéntemi ile Uretilen nanolif
Uzerine 5 pL 100ppm konsantrasyonunda CPX c¢ozeltisi damlatiimis
kurutulmus ve arkasindan yikanarak tekrar kurutulmustur.

— Sadece PLLA kullanilarak hazirlanan nanolifin lzerine 5 pL CPX’e
6zgli MBP damlatilmis kurutulmus yikanmis ve daha sonra tekrar
kurutulmustur. Kuruduktan sonra |Ilif Uzerine 5 pL  100ppm
konsantrasyonunda CPX cozeltisi damlatilarak kurumaya
birakilmistir. Kuruyan lif deiyonize su ile yikanmis ve tekrar normal
sartlar altinda kurutulmustur.

— Yapisinda DHB bulunan PLLA nanolifler (zerine dogrudan 5 pL
100ppm konsantrasyonunda CPX c¢ozeltisi damlatiimis kurutulmus ve
deiyonize su yikanarak fazla CPX’lerden arindirilmistir. Yikamadan
sonra normal sartlar altinda kurutulan nanolif analize hazir hale
getirilmistir.

— Yapisinda DHB bulunan PLLA nanolif lzerine 5 yL CPX baskilanmis
nanopartiktller damlatilmis kurutulmus ve deiyonize su ile yikanarak
normal sartlar altinda tekrar kurutulmustur. Kuruyan nanolif Gzerine
5 pL 100ppm konsantrasyonunda CPX ¢ozeltisi damlatilarak kurutma

ve yikama islemleri yapiimistir.

3.5.1.2. Godzelti Uzaklastirma Yéntemi ile Uretilen PLLA
Filmlerin MALDI-MS Analizleri igcin Hazirlanmasi

CPX ile modifiye edilen PLLA filmler asadida listelendigi sekilde

hazirlanmistir.

— PLLA film UGzerine 5 pL 100ppm konsantrasyonunda CPX cgo6zeltisi
damlatilarak kurutulmus ve deiyonize su ile yikanip film tekrar
normal sartlar altinda kurutulmustur.

— PLLA film Gzerine 5 pL CPX'e 06zglu baskilanmis polimerik

nanopartiktller damlatilip kurutulduktan sonra yikanmis ve ardindan
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CPX c¢oOzeltisi damlatilarak  kurutulmustur. Son olarak film
kullanilmadan 6énce deiyonize su ile yikanarak kurutulmustur.
Yapisinda DHB bulunan PLLA film Uzerine CPX c¢o6zeltisinden 5 pL
damlatilmis kurutulup fazla molekulllerin  uzaklastiriimasi igin
deiyonize su ile ylkanmis olan film normal sartlar altinda
kurutulmustur.

Yapisinda DHB bulunan PLLA film Uzerine dnce 5 pyL CPX’e 6zgl
baskilanmis nanopartiktller damlatilip yikanip kurutulmus ardindan 5
ML CPX c¢ozeltisi damlatilmis ve yikama kurutma islemleri tekrar

yapimistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMALAR

4.1. Cpx’e Ozgii Baskilanmis Polimerik Nanopartikiillerin
Karakterizasyonu

Ylzey Elektron Mikroskopu kullanilarak CPX baskilanmis polimerik
partikltllerin SEM goruntlleri incelendiginde kiresel sekilde oldugu ve

boyutlarinin yaklasik 160 nm oldugu goérilmustir (Sekil 11).

Sekil 11. CPX baskilanmis Polimerik Nanopartiktllerin SEM gérintlsu

Sari ve ark. (basiimamis data) CPX baskilanmis polimerik nanopartikullerin
FTIR spektroskopisi ile kimyasal karaterizasyonlar yapiimistir. Sekil
12.’deki spektrumda goéze carpan bantlar 3200-3300 cm™! civarindaki O-H
gerilimleridir. Bu O-H gerilimleri MAA monomerinin hidroksil gruplaridir.
MAA ve EGDMA’daki metil gruplarinda bulunan alifatik C-H gerilmeleri ve
egilme bantlar sirasiyla 2900-3000 cm'’de ve 1150-1250 cm-l’de
gorilmektedir. 1700-1750 cm™! C=0 gerilme bantlari ve 1150-1250 cm™!
civarindaki C-O gerilme bantlari MAA ve EGDMA’dan gelen karbonil ve
karboksil gruplarindan kaynaklanmaktadir [150].
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Sekil 12. CPX baskilanmis polimerik Nanopartiktllerin FTIR Spektrumu

CPX'e 06zglu baskilanmis polimerik nanopartiktllerine CPX molekdillerinin
detayli baglanma analizlerini Sari ve ark. (basilmamis data) yapmislardir.
Ylzey Plazmon Rezonans (Surface Plasmon Resonance, SPR) cipleri
kullanilarak nanopartikillerin segicilik ve hassasiyetlerini belirlenmistir.
CPX icin molekiler baskilanmis polimerik nanopartikiller tGzerinde CPX
baglanma kapasitesi 3.75 mg/g olarak hesaplanmislardir. Bu
nanopartiktllerin CPX 06zgl oldugunu kanitlamak amaciyla yaptiklari
secicilik calismalarinda tetrasiklin ve enroflaksazin antibiyotikleri
kullanmiglardir. Sonucta nanopartikillerin CPX’e olan ilgileri tetrasikline
gore 4.6, enroflaksazine gore 4.4 kat daha fazla oldugu goérilmistir. Bu
durum sentezlenen nanopartiktllerin CPX'e O0zgu oldugunu
kanitlamaktadir. Ayni SPR cipleri ile yapilan CPX'in minimum tespit limiti
calismalari, ortamda bulunan 0.32 ppm kadarlik konsantrasyondaki CPX'in

bu cipler ile tespitinin mimkin oldugunu géstermektedir.
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4.2. Elektrocekim Yontemi ile Uretilen PLLA
NanoliflerinKarakterizasyonu

4.2.1. PLLA Kullanilarak Elektrogcekim Yontemi ile Uretilen
Nanoliflerin Karakterizasyonu

%4 (w/v) konsantrasyonda kloroform iginde hazirlanan PLLA ¢dzeltisi
elektrogekim yontemiyle ilk olarak elektriksel alanin 10 kV, polimerin
sisteme verilis hizinin 0.9 mL/sa ve siringa ile toplayici plaka arasindaki
mesafenin 10 cm oldudu sartlarda nanolife dénilstiridlmeye calisilmistir.
Ancak elektriksel alanin siddeti az olup PLLA polimeri Sekil 13.de de
goraldigt gibi tam olarak plaka (zerine ulasamamis ve lifler

yigilamamistir.

Sekil 13. Toplayici Plaka Uzerine Kaplanmis Olan Aliiminyum Folyo Uzerine
Tam Toplanamamis PLLA Nanolifler

Bu durum parametrelerin yeniden dlzenlemesi gerektigini ifade
etmektedir. Bu yuzden elektriksel alan siddeti arttinlarak iki katina
cikarilmistir. Polimer ¢dzeltisinin sisteme verilis hizi (0.9 mL/sa) ve siringa

ile toplayici plaka arasi mesafe (10 cm) sabit tutularak yapilan
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elektrocekim sonucunda liflerin kismen daha fazla plaka yizeyinde biriktigi
gérilmastiar. 1 saatlik bir islemin sonunda plaka ylzeyinde liflerin
dagiliminin esit olmadidi bir siire sonra fark edilmis (Sekil 14.) ve plaka ile
siringa arasindaki mesafe biraz daha arttirilarak 12.5 cm’e cikarilmistir.
Yaklagik 3 saat sitren elektrogekim islemi sonunda nanolifler elde
edilmistir. Nanolifler icin ideal toplanma suresi liflerin toplayici plaka
ylzeyinden yigilmadan, edilmeden dlizgliin sekilde durabildikleri stredir.
Toplayici plaka UGzeri aliminyum folyo ile kaplamis olup matrikssiz liflerin
dogrudan plakadan sokilmesi zor oldugu icin etil alkol yardimiyla lifler

yuzeyden kolayca ayriimistir.

Sekil 14, PLLA Polimerinin Elektrocekim Isleminde Toplayici Plaka Uzerinde
Homojen Olarak Dagilmamis Olan Nanolif

Bu sartlar altinda yapilan elektrocekim islemi ile Sekil 15.’de gdérillen

istenildigi gibi ylizeye homojen yayillmis nanolifler elde edilmistir.
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Sekil 15. Optimum Elektrocekim Parametreleri ile Uretilmis PLLA Nanolif

4.2.2. Yapisinda DHB bulunan Elektrocekim Yontemi ile Uretilmis
PLLA Nanolifler

0.25 g PLLA 4.5 mL kloroform igerisinde ¢6zullirken 0.125 g DHB 500 pL
DMF igerisinde ¢o6zulup birbirleri ile kanstinlmiglardir. Cbzme islemi
60°C’de manyetik karistiricilda 6 saat karistirilarak yapilmistir. Hazirlanan
polimer ¢ozeltisi elektrogekim isleminde kullaniimistir. Nanolif Gretimi igin 3
mL/sa hizda sisteme polimer ¢ozeltisi verilmistir. Toplayicl plaka ve siringa
arasi mesafe 30 cm olarak ayarlanmis ve 20 kV’luk bir elektriksel alan
altinda lif Gretimi yapiimistir. Yaklasik 3.5 saat sonunda nanoliflerin Gretimi
sona ermistir. Bu parametrelerle Uretilen nanolifler Sekil 16.'de gorilduga
gibi toplayici plakanin kaplandigi aliminyum folyo lzerinde homojen olarak
toplanmistir. Toplayici plaka ylzeyinde homojen sekilde toplanan
nanolifler uygulanan elektrogekim sartlarinin  optimum  oldugunu
gbstermektedir. Homojen lif birikmesi MALDI-MS 6&rnek platformu igin
standart 0Ozellikte materyal elde edilmis olmasi bakimindan &nemli

olmaktadir.
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Sekil 16. Yapisinda DHB Bulunan Elektrocekim Yéntemi ile Uretilmis PLLA
Nanolifler

4.2.3. Yapisinda CPX’e Ozgii MBP’ler Bulunan PLLA Elektrocekim
Nanoliflerin Karakterizasyonu

%4 (w/v)'luk PLLA cozeltisi klorofom icerisinde hazirlanirken ¢ozeltiye 0.25
g CPX’e 06zglu baskilanmis polimerik nanopartikiller ilave edilmistir.
Homojen karisim elde edildikten yapisinda DHB bulunan ve bulunmayan
PLLA nanoliflerin UGretim parametreleri dikkate alinarak siringa ile toplama
plakasi arasindaki mesafe 21 cm, polimer karisiminin siringadan ¢gikma hizi
3 mL/sa ve elektriksel alan siddeti 16 kV olacak sekilde sartlar
ayarlanmistir. Elektrocekim islemi yapmaya basladiktan kisa bir stire sonra
siringa ucu tikanmis ve polimer sisteme iletilemez olmustur. Bu sorun
dizeltildikten sonra plakaya dogru hareket edip toplanmasi gereken
nanolifler taylor konisi sekline uymayip elektriksel alan disina savrulmaya
baslamislardir. Elektriksel alaninin siddeti arttinhp azaltilarak islem
normallestirilmeye calisilsa da optimizasyon saglanamamistir. Dolayisiyla
plaka Uzerinde hic nanolif birikmesi saglanamamistir ve bu tirdeki nanolif

Uretim gerceklesememistir. Bu olumsuz durumun yasanmasi polimerik
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yapidaki nanopartikillerin  kloroform icinde parcalanarak vyapisindaki
kimyasallari aciga cikarmasina dayanmaktadir. Serbest hale gelen MAA
monomeri heksan, toluen, aseton, metilasetat, etilasetat gibi organik
¢bzuculerde ¢bzUnebilmektedir. MBP’lerin yapitasi olan MAA monomerleri
kloroform igerisinde dizensiz halde ve kuresel sekilde durduklari igin

siringayi tikayarak akisi engellemektedirler [151].

Elektrocekim sartlari belirlenen ve (Uretilen DHB’li ve DHB'siz PLLA
nanoliflerin daha detayh ylzey goéruntllemeleri SEM ile yapilmistir. Ayrica
3.5.1.1. basliginda detaylica anlatilmis olan MALDI-TOF-MS analizleri igin
hazirlanmis olan lGzerine MBP’ler ilave edilmis PLLA nanolifler de SEM ile

goruntilenmistir.

Sekil 17.a.daki SEM goruntusu sadece PLLA kullanilarak Gretilmis
nanoliflere aittir. Liflerin caplan yaklasik olarak 200-300 nm civarinda
hesaplanmistir. SEM goérintllerinde ylzeyin oldukca blylk gbzeneklere
sahip ve girintili cikintili yapida oldugu anlasiimistir. Arttirilmis olan ylzey
alani sayesinde nanolifin molekller bazda ylklenme kapasitesi de
artmaktadir. Sekil 17.b."deki SEM goérintisinde PLLA nanolifler Gzerinde
CPX'e 06zglu baskillanmis polimerik nanopartiktller bulunmaktadir.
Nanoliflerin gaplarinin yaklasik 300-600 nm olarak hesaplanmistir. MBP’ler

PLLA liflerin gevrelerini sararak ylzeyi kaplamislardir.
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Sekil 17. PLLA Nanoliflerin SEM Goéruntusa (a), Uzerine CPX’e Ozgii MBP
Ilave Edilmis PLLA Nanoliflerin SEM Goérintisa (b).

Hidrofilik 6zellikteki MAA monomerinden olusan poli-MAA polimeri
hidrofobik PLLA Uzerinde bulunan hidroksil, karboksil ve amid gruplarina
baglanmaya oldukca ilgilidir. Poli-MAA ile modifiye edilmis PLLA
polimerlerinin  hidrofobik 6zellikleri azalmaktadir. Ozellikle polimer
yuzeyindeki hidroksil ve karboksil gruplar islanabilirlik Gzerinde olumlu
etkiye sahiplerdir [152] [146].

Sekil 18.a.'da yapisinda DHB molekdllleri bulunan PLLA nanoliflerin SEM
fotograflari bulunmaktadir. Sadece PLLA ile Uretilen nanoliflerde oldugu

gibi ylizey alani oldukca genis DHB'li nanolifler elde edildigi goérilmektedir.

Nanolifler Gzerindeki tortular kloroform igerisinde tam ¢6zinmeden kalan
DHB molekdllleridir. DHB DMF igerisinde ¢6zunlirken kloroformda
¢6zunmeyip kristaller halinde kalmaktadir [153]. Sekil 18.b. yapisinda DHB
bulunan PLLA nanolif Gzerine ilave edilmis MBP’lere ait SEM goérintisi
bulunmaktadir. Yapisinda DHB bulunan nanolifin capi yaklasik olarak 250-
300 nm olarak hesaplanirken lzerine MBP ilave edilmis nanoliflerin capi
yaklasik 500 nm olarak hesaplanmistir. Burada PLLA (zerine baglanma

istegi olan MAA monomeri kimyasal olarak tutunurken nanolifler Gzerinde
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kristal halde duran DHB molekdllerinin yarattigi parizli yap! sayesinde
MAA molekdlleri fiziksel olarak da lifler Gzerine tutunmaya istekli hale

gelmislerdir.

Sekil 18. Yapisinda DHB Bulunan PLLA Nanoliflere (a) ait SEM Gorintisd,
Uzerine CPX’e Ozgli MBP Nanopartiklil Ilave Edilmis Yapisinda DHB
Bulunan PLLA Nanoliflerin (b) SEM Goéruntisu.

Uretilen farkh 6zelliklerdeki PLLA nanoliflerin  kimyasal yaplarini
aydinlatmak igin FTIR analizleri yapilmistir. Sekil 19.a ve b.’de verilen FTIR
spektrumlari sadece PLLA kullanilarak uGretilen ve yapisinda DHB bulunan

PLLA nanoliflere aittir.
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Sekil 19. PLLA ile Uretilen Nanoliflerin (a) FTIR Spekturumu, Yapisinda
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DHB Bulunan PLLA Nanoliflere (b) ait FTIR spektrumu.

Sekil 19.a. ve b.'de gorildigu gibi 1700-1750 cm! araliginda c¢ikan pikler
C=0 gerilme bandlarini ifade etmektedir. 2200-2500 cm araliindaki
pikler analiz sartlarindan kaynaklanan CO2'den kaynaklanmaktadir. Ayrica
yapisinda DHB bulunan ve bulunmayan nanoliflere ait spektrumlar
karsilastirildiginda DHB’li lifdeki 2050.07 cm! piki karboksil grubundan
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gelmektedir. Bu durum vyapisinda DHB bulunan PLLA nanoliflerin
ylzeylerinde karboksil gruplarinin var oldugunu ve CPX molekdillerinin
karboksik asit gruplari ile biyoizoster yer degistirme reaksiyonuna girerek

CPX molekdllerinin lif ylzeylerine tutunmalarini arttirdiginin géstergesidir.
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4.3. Coziicui Uzaklastirma Yontemi ile Elde Edilen PLLA Filmlerin
Karakterizasyonu

3.4.2. bashdinin altinda ¢oziici uzaklastirma yontemi ile PLLA filmlerinin
hazirlanmasi anlatilmistir. Sadece PLLA kullanilarak hazirlanan film ylzeyi
oldukca purltzslz, seffaf ve parlak gérilmekte iken yapisinda DHB bulunan
filmler daha mat, donuk renkli ve kismen daha puridzli olmustur (Sekil
20).

Sekil 20. Yapisinda DHB Bulunmayan (a) ve Bulunan (b) PLLA Filmler

PLLA filmleri yuzeylerinin daha detayli sekilde incelemek icin SEM
goéruntuleri cekilmistir. Sekil 21.'da sadece PLLA kullanilarak hazirlanmis
olan PLLA filmin SEM go6rintlst bulunmaktadir. Yizey oldukca pirizsiz

gérinmektedir.
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10 pm

Sekil 21. PLLA Kullanilarak CozUcl Buharlastirma Yontemi ile Elde Edilmis
Filmin SEM Go&runtusi

PLLA ile Gretilmis film UGzerine CPX’e 6zglu molekuller baskilanmis polimerik
nanopartiktller damlatildiginda tim film ylzeyinin Gzerini kapladidi
goérulmustidr. Bu durumun sebepleri PLLA film ylzeyinde bulunan hidroksil
ve karboksil gruplari ile MAA'nin biyoizostik yer dedistirme reaksiyonlari
sayesinde birbirlerine ilgi duymasi ve hidrofobik 6zellikteki PLLA filme
damlatilan MBP c¢o6zeltisinin adezyon kuvvetlerinin etkisi ile ylzeye

yayillmasi olaylari ile agiklanmaktadir [154] (Sekil 22.).
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Sekil 22. PLLA Film Uzerindeki CPX’e Ozgli MBP’lerin SEM Gériintileri

Sekil 23. Yapisinda DHB Bulunan PLLA Filme ait SEM Gdérluntusu

Yapisinda DHB bulunan PLLA filme ait SEM goérintist Sekil 23.’deki gibidir.
DHB kullanilmadan hazirlanan PLLA film ile karsilastirildigi zaman DHB

kullaniminin  gérsel acidan herhangi bir etkisinin olmadidi ylizey
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plartzstzliginian  korundugu gortlmuistir. Bu  ylzden MALDI-MS

uygulamalarinda fiziksel acidan bir avantaj saglamadigi gortlmistar.

DHB kullanilarak hazirlanan PLLA film yulzeyler Uzerine CPX’e 06zgu
molektler baskilanmis polimerler damlatildiginda tipki DHB’siz filmlerde
oldugu gibi MBP'ler film ylzeyine yayilmislardir. Sekil 24.’de gorildigu gibi
DHB'li film ylUzeyi daha seyrek halde MBP’ler ile kaplanmistir. Buna ylzey

Uzerinde kristallenmis DHB molekillerinin sebep oldugu distnilmektedir.

Sekil 24. DHB’li PLLA film Uzerindeki CPX’e 6zgl baskilanmis polimerik
nanopartiktllerin SEM go6runtisu

Fiziksel olarak detayli incelemesi yapilan PLLA filmlerin kimyasal yapilari
FTIR kullanilarak analiz edilmistir. Sekil 25.a ve 25.b’deki spektrumlar
detayh incelendiginde C=0 gerilme bantlarinin varhigini ifade eden 1700-
1750 cm araliginda cikan pikler her iki spektrumda da bulunmaktadir.
Yine her iki spektrumda gorinen C-H gerilme bantlari 2900-3200 cm!
dalga boyunda goérilmektedir. Yapisinda DHB bulunan ve bulunmayan
PLLA film ylzeyler arasinda kimyasal bag gerilimleri bakimindan fark

bulunamamistir. bunun sebebi kullanilan DHB miktarinin PLLA miktarina
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gore cok az olmasi ve DHB’ye ait sinyallerin PLLA sinyalleri tarafindan
baskilanmasidir. Ancak ayni  karsilastirma nanoliflere ait FTIR
spektrumlarinda yapildigi zaman DHB’li lifin spektrumunda DHB'ye ait
pikler goértulmustir (Sekil 19). Bu durum nanolif UGretiminde kullanilan
ylksek elektrik alaninda DHB molekdillerinin buharlasma egiliminden
kaynaklanmaktadir. Liflerin ylUzeyinden buharlasmak isteyen DHB’lerin bir
kisminin buharlastigi distndlirken bir kisminin lifler ylzeyinde kristal
seklinde kaldigini soéyleyebiliriz. Film Gretiminde ise ¢ozlici sadece normal
sartlar altinda buharlastinldigi icin film ¢o6zeltisinin yapisindaki DHB'ler
polimer yapisina tamamen karismistir. Dolayisiyla lif Gzerindeki kristal
seklinde duran DHB'lere ait FTIR spektrumlari gbézlenirken ayni durum film

yuzeylerde gerceklesmemistir.

1204 @

1 -W“‘IMM‘.W“L‘,J#,MF*')*""'W.P r\‘.rl‘l w‘h .ll".»"‘“ r— " A

\ f I |’\'|"f*|J ."\J'i
il | f Lo [ _.‘:|| =

| PN (72 e

%T

i ;- "'ll | ]
| | 1‘1 'I-Jt:-‘.

60



%T

A0y

204

3500 3000 2500 2000 1500 1000

cm-’

Sekil 25. Codziicl Uzaklastirma Yéntemi ile Uretilen PLLA Film (a) ve DHB
Katkil PLLA Film (b) FTIR Spektrumlari
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4.4. PLLA Kullanilarak Uretilen Film ve Fiberlerin MALDI-MS
Analizlerinde CPX Tespitinde Kullanimlari

4.4.1. PLLA Nanoliflerin Uzerindeki CPX molekiillerinin MALDI-MS
ile Analizi

Elektrocekim yontemi ile uretilmis PLLA nanoliflerin MALDI-MS
uygulamalarinda ilk olarak PLLA ile Gretilmis nanolifler Gizerinde CPX analizi
yapilmis ardindan PLLA nanolifler Gzerine MBP’ler eklendikten sonra CPX
ilave edilerek MALDI-MS ile CPX molekilleri analiz edilmistir. Molekller
agirhgi 331.346 Da olan CPX molekiline ait kitle spektrumu 330-334 m/z
araliginda gozlenmistir. Analitin m/z degerindeki spektrumun S/N orani
hesaplanmistir. Kutle spektrumlarindan S/N oraninin hesaplanmasi S/N
oraninin  hassasiyeti ifade etmesine dayanmaktadir. S/N analit
molekdlinun sinyal siddetinin analit disinda kalan gurultilerin siddetine
oranidir. S ve N arasindaki fark ne kadar az ise hassasiyet o kadar fazla
demektir. Sekil 26.a. ve b.’de goruldigd gibi MBP kullanilmayan ve
kullanilan nanolifler Gzerindeki CPX S/N oranlari sirasiyla 352.6 ve 3168.1
olarak bulunmustur. Numuneler arasindaki 9 kathk sinyal siddeti farki
CPX'e 06zgli MBP’lerden ileri gelmektedir. Sekil 26.a.'da MBP ilave
edilmemis PLLA nanolif UGzerinde CPX analizine ait katle spektrumu
gorilmektedir. Spektrumlardan 331 m/z dederi CPX'e aitken, 287 m/z
degerinde cikan spektrum CPX c¢oOzeltisinden ayrilan muhtemelen sudan
geldigi dastndlen 2 tane Na* iyonunun kopmasi ile aciga cikan [CPX-
COOH]* iyonunundur. Kutle spektrumunda taban cizgisi Uzerinde bol
miktarda gurdltd sinyallerinin oldugu goérilmektedir. Bu da S/N oraninin

disik olmasina sebep olmustur.

MALDI-MS genel itibariyle ylzeyde veya ylizeye yakin yerde bulunan
maddelerin iyonlasmasina imkan saglamaktadir. PLLA nanolifler arasindaki
gbzenekler MBP’ler ile kismen doldurulmus ve Uzerine ilave edilen CPX

molekdilleri go6zenekler arasindan asadiya sizilmeyip lifler Uzerinde
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kalmiglardir. Lifler Gzerinde MBP’ler lizerine konumlanan CPX molekilleri
lazerle kolayca iyonlasmisglardir (Sekil 27.). CPX’e ait spektrum 331.4 m/z
degerinde gorilirken 313.4 m/z dederinde CPX ¢ozeltisinden ayrilmis olan
1 mol suyun olusturdugu [CPX-H20]* iyonunun spektrumu gortlmustir.
Ayrica CPX ¢ozeltisinden ayrilan 2 adet COOH iyonunun ve CPX’e baglanan
1 Na* iyonunun spektrumlari sirasiyla 287.4 ve 353.4 m/z dederlerinde
gorilmastiar. PLLA yilzey Uzerinde MBP’lerin varhdinda CPX molekdlleri
zenginlestirilmis ve fazla miktarda ylzeyde toplanmis olan CPX'lere ait
sinyal siddeti daha fazla olmustur. MALDI lazer kaynagindan nanoliflere
aktarilan enerji ayni zamanda MBP’ler Gzerinde yer alan CPX molekdllerinin
iyonlasmasi igin de uygun bir platform olusturmaktadir. Bu sayede
konvansiyonel MALDI analizlerinde numune ile karistinimasi gereken
matriks maddesi numune icerisine eklenmeden basarili bir sekilde LDI-MS
analizi yapilabilmekte ve ayni zamanda matriks sinyallerinin CPX

sinyallerinin yer aldigi bélgede olusturdugu karmasik girisimleri de ortadan

kaldirmistir.
[CPX] S/N:352.6 4780
a 1007
907
B80T
707
[CP¥-COOH]*
2 607
é 507
g 407
hJLuh I“ Ll llM Al
460

Kiitle (m/z)
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Sekil 26. PLLA Nanolifler Uzerindeki MBP bulunmadigi durumda (a) ve
bulundugu durumdaki (b) Kitle Spektrumlari

Yapisina DHB ilave edilen PLLA nanolifler elektrogekim ydntemi ile Uretilip
Uzerlerinde MBP’ler varken ve yokken CPX ile muamele edilip LDI-MS
analizleri icin hazirlanmiglardir. DHB'li PLLA nanolif Gzerinde MBP olmadan
dogrudan CPX ilavesi ile hazirlanan numunedeki S/N orani 1872.2 olarak
hesaplanmistir. Ayni nanolifler Gzerine MBP'ler eklenip CPX ile etkilestirilen
numunelerde ise bu oran 1634.5 olarak hesaplanmistir. DHB molekdlleri
PLLA c¢ozeltisi icinde tam olarak c¢ézinmeyerek yapiya katilmayip lifler
Uzerinde kristal seklinde kalmiglardir. $Sekil 27.a.’da goridlen katle
spektrumu ile yapisinda DHB bulunmayan Sekil.26.a’da ki kutle spektrumu
karsilastirildiginda S/N oraninin yaklasik 6 kat kadar arttigi gérilmektedir.
Bu durum tam olarak ¢ézinmeden lifler tzerinde kristal halde kalan DHB
molekdllerinin iyonlagsma Uzerindeki olumlu etkisinden kaynaklanmaktadir.
Ancak bu materyale MBP'ler ilave edildigi zaman Sekil.27.b’deki spektrum
elde edilmekte ve nanoliflerin ylzeyi MBP’ler ile kaplandigi igin DHB,

etkisini kismen yitirmektedir. Nanolifler arasindaki gézenekler MBP’ler ile
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doldugu icin CPX tasiyacak kisimlar azalmistir. Diger yandan MBP’ler
sayesinde zenginlestirilen CPX liflerin karmasik ylUzeyinden sdkulip etkin
bir sekilde iyonlasarak detektdre ulasamamaktadir. Liflerin ylzeyinden
iyonlasarak ayrilan CPX molekdlleri birbirleri ile carpisip birbirlerini
sdnlimleyebilmektedirler. Hatta carpisan iyonlar bir araya gelip daha blyutk
molekilmus gibi sinyal vermektedirler. Ayrica bu calismada sinyal kaybinin
en O6nemli nedeni DHB molekdllerinin PLLA c¢o6zeltisi icinde tam olarak
co6zinmeyerek nanolif ylizeyinde kristallenmesi ve olusan bu Kkristal
yapilarin CPX ilavesi sirasinda kismen g¢ozlinerek MBP ylzeyinde CPX'lerin
bulundugu gobzenekleri kapatarak CPX  molekdillerinin  dizensiz

iyonlagsmalarina sebep olmasindan kaynaklanmaktadir.

S/N:1872.2

[CPX] 1.7TE+4

100]

907
807
70
801 [CPX- H,0]*
507 [CPX-COOH]*

407

Sinyal Siddeti,%

307 [CPX+Na]*
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107

%00 280 480

Kutle {(m/z)
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S/N:1634.5
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Sekil 27. Yapisinda DHB Bulunan PLLA Nanolifler Uzerinde MBP ilavesiz (a)
ve Ilaveli (b) Hazirlanan Numunelerdeki CPX Kitle Spektrumlari

4.4.2. PLLA Filmler Uzerindeki CPX Molekiillerinin MALDI-MS ile
Analizleri

Bu bélimde yéntem boliminde hazirlik asamasi detayh sekilde agiklanan
yalniz PLLA ve DHB katkilanmis PLLA filmler kullanilarak LDI-MS teknigiyle
CPX analizleri yapilmistir. Yapisinda DHB bulunan ve bulunamayan PLLA
film ylzeyler Gzerinde hem dogrudan CPX analizi yapilmis hem de MBP’ler

ilave edilerek CPX analizi yapilmistir. Sonuglar birbirleri ile kiyaslanmistir.

Ilk olarak ¢dziicii uzaklastirma ydntemi ile elde edilen PLLA film ylizeyinde
dogrudan CPX molekilleri LDI-MS’de tayin edilmistir. Sekil 28.a.’da
gorilduagu gibi CPX kitle spektrumunun S/N orani 1289.6 olarak
hesaplanmistir. Ayni film ylzey Uzerine dnce CPX’e 6zglu MBP’ler ilave
edilip sonra CPX c¢oOzeltisi eklendigi zaman S/N oraninin 3926.1" e
ylUkseldigi gortlmektedir (Sekil.28.b).
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Sekil 28. (a) PLLA film Gzerinde bulunan CPX’e ait kltle spektrumu ve (b)
PLLA film Gzerindeki MBP’ler ile zenginlestirilmis CPX'in kitle spektrumu.

Bu artis MBP’ler Uzerine tutunan CPX molekullerinin miktarinin PLLA

ylzeyine tutunandan fazla oldugunu

gbstermektedir. Bu sonugla tez

calismasinda One sidridlen MBP ile zenginlestirme teorisi kanitlanmistir.

Yapiya katilan DHB matriksinin sinyal Uzerindeki etkisine bakmak icin énce

DHB’li PLLA film ylzeyine dogrudan CPX molekdilli ilave edilmis ve film
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yuzeyinde LDI-MS analizi gercgeklestirilmistir. Ardindan bu film zerine

MBP’ler eklendikten sonra CPX ilave edilerek yeniden analiz yapiimistir.

Bu deneyler sonucunda MBP’ler kullanilmadan hazirlanan numunedeki CPX
S/N orani 2842.7 ile MBP kullanllanda ise bu oran 3970.4 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar PLLA film yapisinda DHB kullaniminin sinyal
siddeti Uzerinde 2 kat gibi bir artis sagladigini gostermistir. Ancak
yapisinda DHB bulunan PLLA film vylzeylerde MBP kullanildiginda CPX
sinyal siddetinde onemli bir artis olmamistir. Bu da MBP varhiginda 6rnek
tutucu film platformda DHB kullaniminin her hangi bir etkisi olmadigini
gostermistir (Sekil.29.a ve Sekil.29.b.).
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Sekil 29. Yapisinda DHB Bulunan PLLA Film Ylzeyindeki yalniz CPX
analizine ait (a) LDI-MS Spektrumu, Ayni Ylzey Uzerindeki MBP’lere
Tutunmus CPX'e ait (b) LDI-MS Spektrumu.

Bu durum yapisinda DHB olan PLLA yilizeyine MBP ilave edildigi zamanki
SEM fotografinda da gorildigi gibi MBP’ler film ylzeyini kapatip DHB'nin
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etkisini értmektedir (Sekil 24.). Ancak bu pozitif etkiyi ortadan kaldirmis
gibi duran MBP’lerin sahip oldugu ylksek secici 6zelligi sayesinde sinyalde
herhangi bir dismeye sebep olmamistir. Bu durumla MBP’lerin CPX
molekillerine 6zgli badglanma bodlgelerine sahip oldugunu ve belirli
molekillere uygun sekilde hazirlanan MBP’lerin, ilgili molekullerin LDI-MS

analizlerinde secici olarak basariyla kullanilabileceklerini kanitlamaktadir.
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5. SONUCLAR

Tez calismasi kapsaminda MALDI-MS uygulamalarinda zor bir basamak
olan 6rnek hazirlama adimini kisiye ve duruma bagli halde bir yontem
olmaktan kurtararak kolay, temiz ve etkinligi yiksek bir numune hazirlama
ve analiz tekniginin gelistirilmesi amaglanmistir. Literatlirde matriks yer
almayan LDI-MS uygulamalarinda kullanilan c¢ok farkli tirde ylzey ve
iyonlastirma platformu bulunsa da bugiine kadar yapilmis tim calismalara
alternatif olacak yeni bir LDI-MS analiz platformunun ve yoénteminin
gelistirilmesi amaglanmistir. Bunun icin hedeflenen analit molekilind diger
molekillerden secici olarak ayirabilen, 6zglnligl ylksek, hazirlamasi,
kullanimi ve raf édmrd uzun olan MBP'ler kullaniimistir. Miniemdulsiyon
polimerizasyon yontemi ile sentezlenen MBP’ler SEM ile karakterize edilmis
ve boyutlarinin yaklasik 160 nm oldugu goérilmistir. Calisma kapsaminda
LDI-MS analizleri igin uygun bir platform oldugu bilimsel literatlirde daha
Onceden godsterilen PLLA polimeri kullanilarak film ve nanolif materyaller
dretilmistir. Elektrogekim ydntemi ile Uretilen nanoliflerin gaplarinin SEM ile
yaklastk 200-300 nm boyutlarinda oldugu goridlmistir. Cozlcl
uzaklastirma ydntemi ile hazirlanan film ylzeyler de SEM ile karakterize
edilmis ve vylzeylerinin pulrizsiz yapida oldugu goralmustir. MALDI
analizlerinde siklikla kullanilan PLLA polimeri secilirken elektriksel iletkenlik
ozelligi dikkate alinmistir. PLLA polimerler sahip olduklari ylksek UV
absorplama yetenekleri sayesinde secgilmis ve kullanilmistir. PLLA
yluzeylerin kullaniimasiyla lazer etkisinin numuneye daha cok aktariimasi
saglanmistir. Bu malzemeler tizerinde CPX molekdlleri analiz edilmis ve her
bir malzemedeki CPX badil kutlesel sinyal siddetleri karsilastiriimistir.
Uzerlerine MBP’ler ilave edilen ve edilmeyen &rnek tutucu yapilar
sayesinde MALDI-MS analizlerine farkh bir bakis agisi getirilmistir. Ayrica

nanolif ve film ydzeyler hazirlanirken yapilarina ilave edilen DHB
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molekilleri sayesinde CPX’e ait bagil kitlesel siddette meydana gelen
degisiklikler karsilastiriimistir. Yapisina DHB ilave edilen nanoliflerin caplari
yaklasik olarak 300-600 nm olarak goérilirken film ylizeylerde SEM

gorintilerine gore fiziksel bir degisim olmadigi gozlenmistir.

Tezin amaclan dogrultusunda yapilan analizlerde CPX’e ait elde edilen
kitle spektrumlarinin S/N oranlari karsilastirildigi zaman PLLA film ve
nanolif platformlardaki CPX'e ait S/N orani sirasiyla 1289.6 ve 352.6 olarak
hesaplanmistir. PLLA film ylizey lzerinde CPX analizi yapildiginda nanolif
platforma goére daha yuksek S/N orani elde edilmistir. Bunun sebebi liflerin
gbzenekli yapisidir. Goézenekler icerisinden suzllerek derinlere yerlesen
CPX molekulleri 6rnek platformunun yuzeyindeki CPX miktan az
olmaktadir. MALDI icindeki lazer ise numuneye ylzeyden etki etmekte ve
alt kisimlarda kalan CPX molekillerine ulasamamaktadir. Bdylece
platformun tasidigi tim CPX’e ait sinyal alinamamaktadir. Nitekim
elektrogekim ydéntemi ile hazirlanan PLLA nanolifler Gzerine MBP’ler ilave
edilmis olan 6rnek platformunda CPX analiz edildiginde S/N oranini 3168.1
olarak hesaplanmistir. MBP kullanilmadan yapilan analizde ise bu deger
352.6 olarak bulunmustur. Bu sonuclar bize nanolif Gzerinde MBP kullanimi
ile hem lif gézeneklerinin kismen daraltilip alt katmanlara daha az CPX
stzdldigint  hem de lif (zerindeki MBP’ler sayesinde CPX'in
zenginlestirildigini géstermektedir. MBP varliginda CPX’e ait S/N orani MBP
olmayan platforma gbére 9 kat kadar artmistir. Bu da MBP'lerin

zenginlestirici 6zelliklerini destekler nitelikte olmustur.

MBP’ler kullanilmadan yapilacak analizde nanoliflerdeki mevcut sorunun
online gecgip MALDI gibi numunenin yilzeyinden iyonlasma saglayan
iyonlastirma teknidi icin uygun olacadi dustnilen filmler Gretilmistir.
Filmler ¢c6zlicl uzaklastirma teknigi ile sadece PLLA polimeri kullanilarak ve
yapisina DHB katilarak farkl 6zelliklerde Uretilmislerdir. YlUzeyi purtzsiz

oldugu SEM fotograflarinda gortlen filmler Gzerine MBP ilave edilerek ya da
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edilmeyerek CPX molekdllleri MALDI-MS’'de tespit edilmistir. PLLA film
ylzeyler lzerinde MBP’ler varliginda CPX’e ait S/N dederi 3926.1 iken MBP
kullanilmayan platformlarda bu deger 1289.6 olarak hesaplanmistir.
Burada kullanilan MBP ile CPX’ler zenginlestirilmis ve dizgun film ylzeyi
sayesinde iyonlasmanin etkinligi arttirilmistir. MALDI-MS uygulamalarinda
onemli bir parametre olan numunenin iyonlasma miktari spektrum
siddetiyle dogrudan iliskilidir. MBP’ler kullanilarak hazirlanan 6rnek tasiyici
platformlarin avantaji analit molekUlinli secici olarak ayirip baska bir
isleme gerek kalmadan CPX analizine imkan saglamasi olmustur. Burada
film Gzerlerine damlatilan MBP’ler film ylzeyi ile aralarindaki adezyon
kuvvetinin MBP’lerin kendi iclerindeki kohezyon kuvvetlerinden buyuk
olmasi sonucu ylzeye film seridi seklinde yayillmaktadir. Bu sayede tek
tabakali ya da cok katl da olsa dizgun yuzey formunu koruyan MBP kapli

polimerik filmler elde edilmistir.

Diger yandan yapilarinda DHB bulunan nanolif ve film ylzeyler Uzerinde
CPX analizlerinin sonuglari karsilastirilmislardir. Yapisinda DHB bulunmayan
PLLA nanolif ylzeyler lzerinde MBP kullanimi ile yiksek S/N (3168) orani
elde edilmisti. Bu platform ile yapisinda DHB bulunan PLLA nanolif Gzerinde
MBP kullanarak yapilan analizlerin S/N orani (1634.5) karsilastirildigi
zaman DHB’nin olumlu bir katkisinin olmadigi gérilmdistir. Ayni sekilde
yapisinda DHB bulunan ve bulunmayan PLLA film ylzeyler Gzerinde MBP
varliginda CPX analizi yapildigi zaman DHB’li filmdeki S/N orani 3970.6
iken DHB'siz filmde 3926.1 olarak hesaplanmistir. Sonug¢ olarak DHB
kullanimi MBP varliginda hem film hem de lif ylzeylerde sinyali arttirici

nitelikte olmamistir.

Tum analizler gbz 6nine alindigi zaman nanolif ylzeyler Gzerinde MBP’lerin
kullanimi S/N oranini yaklasik 9 kat arttirirken film ylzeyler Uzerinde
MBP’lerin kullanimi S/N oranini yaklasik 3 kat arttirmistir. Bu durum tez

calismasi icin amacglanmis olan MBP’ler ile zenginlestirme isleminin basarili
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sekilde yapildigini kanitlamistir. Ayni sekilde hazirlanan 6érnek platformlar
ile numune hazirlamanin geleneksel MALDI uygulamalarina gére cok daha
kolay ve hizli oldugu gorilmistir. Ayrica MALDI icin numune hazirlama

kisinin yeteneklerine bagli olmayip standart bir hal almistir.

Yapilan tim bu calismalar CPX gibi klcuk molekdllerin LDI-MS
analizlerinin, hazirlanan yeni yuzeyler ve MBPller yardimiyla,
konvansiyonel MALDI-MS analizlerinden daha etkin ve secici sekilde, uzun
numune hazirlama islemlerine gerek kalmadan ve MALDI'de karsilasilan
matriks girisimlerini bertaraf ederek yapilabilecegini gostermektedir. Tez
galismasinin MALDI-MS uygulamalar igin yol gdésterici, MBP’ler icin farkli
kullanim alani sadlayici, yapisina DHB matriks ilave edilmis nanolif ve
filmlerin kullanimi ile farkh alanlardaki calismalara isik tutucu olacadi

disuntlmektedir.
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