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OZET

PREDNiISOLON TAYIiNi iCiN YUZEY TANIMA BOLGELERINE SAHiP
MOLEKULER BASKILANMIS SENSORLERIN GELISTIRILMESI

Esma Sari Uzek

Doktora, Kimya Bolumu
Tez Danigmani: Prof. Dr. Handan Yavuz Alagoz

Aralik 2016, 129 sayfa

Bu tez calismasi kapsaminda Prednisolon (PRD) tayinine yodnelik yuzey tanima
bdlgelerine sahip molekller baskilanmis optik sensorler hazirlanmistir. Calisma
kapsaminda kalip molekdl olan prednisolon miktari degistirilerek iki fazli mini-emdlsiyon
polimerizasyonuyla nanopartikiller hazirlanmis ve ylzey plasmon rezonans sensorun
altin ¢ip yuzeyine farkh tekniklerle tutturulmustur. Hazirlanmis olan Ug¢ farkl
baskilanmis partikil (PIN1, PIN2 ve PIN3) ve bir tane baskilanmamig partikal (NIN) ilk
olarak boyut analiziyle (Zeta-sizer ve STEM) ve yapisal olarak (FTIR ve elementel
analiz) karakterize edilmistir. Cip ylzeyi modifiye edildikten sonra nanosensoérler
elipsometre ve temas acisi dlgimleri vasitasiyla karakterize edilmistir. Kinetik analizler
pH 6.6 ve 7.4’de dort sensor iginde gergeklestiriimis ve verilere Langmuir, Freundlich,
Scathard ve Langmuir-Freundlich izoterm modelleri uygulanmistir. Kinetik analizler
sonucunda pH 6.6'da PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN kodlu sensorler igin elde edilen tayin
limiti sirasiyla 5.1 ppb, 5.5 ppb, 6.9 ppb ve 7.4 ppb iken tayin alt sinirt 16.9 ppb, 18.2
ppb, 23.1 ppb ve 24.2 ppb olarak belirlenmistir. pH 7.4 belirlenen tayin limiti ise ayni
siralamayla 10.7 ppb, 8.9 ppb, 13.7 ppb ve 12.1 ppb olarak hesaplanirken tayin alt



sinirlari sirasiyla 35.5 ppb, 29.7 ppb, 45.5 ppb ve 40.2 ppb olarak hesaplanmistir.
Yarigmali kinetik analizler 17-a-etinil estradiol (EEST) ve estradiol (EST) kullanilarak
gerceklestiriimistir. pH 6.6’da baskilanmis PIN1, PIN2 ve PIN3 kodlu sensorler
baskilanmamis NIN kodlu sensére gére PRD’yi EEST’den sirasiyla 1.195; 6.500 ve
1.699 kat daha segici tanirken bu degerler EST icin 1.676; 7.857 ve 2.037 kat olarak
belirlenmistir. pH 7.4°de ise bagil segicilik katsayilari EEST ve EST i¢in sirasiyla 3.009;
10.556; 2.679 ve 2.758; 14.778; 4.500 kat olarak hesaplanmistir. Tekrar kullanilabilirlik
calismalari en iyi sonuglarin elde edildigi sensdre uygulanmig ve % 92.8 geri kazanim
elde edilmigtir. Dogal Ornek olarak viacut sivilariyla (idrar ve plazma) cgaligiimigtir.
Sistemin validasyon calismalari yuksek performasli sivi kromatografisi (HPLC) ile
standart yénteme uygun olarak gerceklestirilmistir. Hazirlanan SPR sensoranin HPLC

sonuglariyla iyi bir uyum iginde oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Prednisolon, ylzey plazmon rezonans, nanosensor, validasyon,

vucut sivilari (plazma ve idrar)



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF MOLECULARLY IMPRINTED SENSORS WITH
SURFACE RECOGNATION SITES FOR DETECTION OF
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Esma Sari Uzek

Doctor of Philosophy, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Handan Yavuz Alagoz

December 2016, 129 pages

In this thesis, molecularly imprinted optical sensors with surface recognition regions for
prednisolone (PRD) determination have been prepared. Within the scope of this study,
nanoparticles were prepared by two-phase mini-emulsion polymerization by changing
amount of PRD, which is a template molecule, and the particles were attached to the
gold chip surface of the surface plasmon resonance sensor with different techniques.
Three differentially imprinted particles (PIN1, PIN2, and PIN3) and one non-imprinted
particle (NIN) were first characterized by dimensional analysis (Zeta-sizer and STEM)
and then structurally (FTIR and elemental analysis). After the chip surface has been
modified with particles, the nanosensors were characterized by means of ellipsometer
and contact angle measurements. Kinetic analyzes were performed for four sensors at
pH 6.6 and 7.4 and Langmuir, Freundlich, Scathard and Langmuir-Freundlich isotherm
models were applied to the data. As a result of the kinetic analyzes, the limit of detection
for the PIN1, PIN2, PIN3 and NIN sensors at pH 6.6 were 5.1 ppb, 5.5 ppb, 6.9 ppb
and 7.4 ppb, respectively, while the limit of quantifications were determined as 16.9
ppb, 18.2 ppb, 23.1 ppb and 24.2 ppb, respectively. The limit of detection at pH 7.4 was



calculated as 10.7 ppb, 8.9 ppb, 13.7 ppb and 12.1 ppb in the same order, and the limit
of quantification were calculated as 35.5 ppb, 29.7 ppb, 45.5 ppb and 40.2 ppb,
respectively. Competition kinetic assays were performed by using 17-a-ethynyl
estradiol (EEST) and estradiol (EST). Imprinted sensors labeled with PIN1, PIN2 and
PIN3 codes were selected 1.195; 6.500 and 1.699 times more sensitive to the PRD
than EEST when it is compared with non-imprinted NIN-encoded sensor, respectively,
and these values were determined as 1.676; 7.857 and 2.037 times for EST at pH 6.6.
At pH 7.4, the relative selectivity coefficients were calculated as 3.009; 10.556; 2.679
and 2.758; 14.778; 4.500 times for EEST and EST, respectively. The reusability studies
have been applied to the sensor with the best results and 92.8 % recovery is achieved.
The method was successfully applied to monitor PRD levels in body fluids (urine and
plasma) as a naturel sample. Validation studies of the system were performed
according to the standard procedure by high performance liquid chromatography
(HPLC). Proposed SPR sensor method was in good agreement with those obtained by
HPLC method.

Key Words: Prednisolone, surface plasmon resonance, nanosensor, validation, body
fluids (plasma and urine)
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1. GIRIS

Molekuler baskilama belirli bir hedef molekul igin sentetik polimerlerle yapay
reseptorlerin olusturulmasi iglemidir. Bu hedef molekul gapraz baglayici monomerlerin
ve fonksiyonel monomerlerin polimerizasyonu iglemi 6ncesinde kalip gorevi gorur.
Sonu¢ olarak molekiler hafizaya sahip baskilanmis polimerler elde edilir ve bu
polimerler hedef molekllin segici olarak baglanmasina olanak tanir. Molekuler
baskilanmis bu polimerler segici molekuler tanima Ozellikleri sayesinde biyolojik
antibadilerin en 6nemli 6zelligini taklit ederler. Bu nedenle; bagisiklik testleri, afinite
ayirma, biyosensorler ve yonlendirilmis sentez/kataliz gibi secici baglanma olaylarinin
onemli rol oynadi§i uygulamalarda kullanilabilirler. 1970’li yillardan beri molekuler
baskilama teknigi hem yeni nesil malzemelerin gelistiriimesi agisindan hem de

uygulama alanlarinda oldukga ¢ok galigiimistir ve hala gelistiriimeye devam etmektedir.

Yuzey plazmon rezonansi (SPR); ¢ok az miktardaki analitin, sensor yuzeyinde
meydana getirdigi dielektrik degisikliklere bagli olarak saptanmasi igin iletken arayuzuin
kullanildigi optik bir olgudur. Molekuler baskilanmis polimer temelli SPR sensorler ilk
defa teofilin, kafein ve ksantin tayini igin kullaniimistir. Son g¢alismalarin 1g1ginda bu tip
sensorler; tek bir analitin tayini igin kullanilabilecek kiguk ve tasinabilir cihazlar olmasi
nedeniyle blyuk ilgi gérmuUstir. Genel itibariyle altin ya da gimus nanopartikiller gibi
asal metaller ile kapli ince filimlerin optik dielektrik sabitini dlgen SPR spektroskopisi
sensOr yuzeyindeki birka¢g yuz nanometre iginde meydana gelen refraktif indeks
degisikliklerine son derece duyarhdir. Molekller baskilanmis polimer temelli SPR
sensorler proteinlerin, ¢evresel kirleticilerin, ilaglarin ve gidalarin izlenmesinde sik¢a
kullaniimaktadir. Ayrica SPR’nin elektrokimya yada altin ¢ip tzerindeki polimer filmin

asindiriimasi igin yuzey baslaticili ATRP ile kombinasyonu guglu analitik bir tekniktir.

Prednisolon Kkortizol yapisina benzer bir glukokortikosteroiddir. ilk defa 1955 yilinda
kortizol'in mikrobiyolojik oksidasyonuyla sentezlenmigtir. Prednisolon vicuda
alindiktan sonra karacigerde enzimatik pargalanmayla aktif formu olan prednisona
donustaralir. Prednisolon hem anti-inflamatuar hemde immunosupresif aktiviteye
sahip oldugundan sikga kullanilan bir ilactir. Ancak sporcular tarafindan yasadigi olarak

prednisolon kullanimi Dinya Anti-Doping Ajansi (WADA) tarafindan izlenmektedir.
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Prednisolon gibi kortikosteroidlerin maksimun kalinti limitleri komisyon yonetmeligi ile
30 ppb olarak belirlenmigtir. Bu, bir numunede, glukokortikosteroidler 30 ng/mL’den
daha ylksek bir derisimde tespit edilirse, yasadisi olarak kullanildigi anlamina

gelmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda prednisolon tayinine yonelik baskilanmig nanopartikul
temelli SPR nanosensorler gelistiriimigtir. PRD’nin hizli, segici, ucuz ve yerinde tayini
doping testleri icin oldukga énemlidir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda PRD'yi spesifik
olarak taniyacak molekuiler baskilama teknolojisine bagvurulmustur. Diger spesifik
tanima ajanlarinin (antibadi-antijen gibi) aksine molekuler baskilanmig polimerler
oldukga ucuzdur ve raf dmurleri olduk¢a uzundur. Bu nedenle bu tez ¢aligsmasinda
molekuler baskilanmig nanopartikuller kullaniimigtir. Farkli oranlarda hazirlanan
baskilanmis ve baskilanmamig partikullerin karakterizasyon iglemleri de partikullerin
yapisal ve morfolojik dzelliklerinin belirlenmesi igin gerceklestiriimistir. Bu baskilanmig
nanopartikuller ylzey plazmon rezonans sistemiyle kombine edilerek daha dusuk tayin
limitlerine inilmistir. Baglanma kinetik analizlerine ve denge izoterm modellerine tez
calismasi kapsaminda yer verilmigtir. Ayrica sistemin ticari olarak Uretimi s6z konusu
oldugunda surekliliginin bir dlgisu olarak sistemin tekrar kullanilabilirligi test edilmistir.
Sistemin segiciligi yapisal olarak benzer yarismaci molekuller vasitasiyla test edilmigtir.
Son olarak hazirlanmis olan nanosensoérin validasyon islemi icin standart yuksek

performansli sivi kromatografisi teknigine basvurulmustur.



2. GENEL BILGILER

Molekuler baskilama; kalip molekul i¢in sentetik polimer i¢erisinde ligand segici tanima
bdlgelerinin olusturulmasidir. Atom, iyon, molekul, kompleks veya molekuler yonelim,
iyonik etkilesim ya da makromolekuler yonelimler kalip olarak kullanilabilecegi gibi
mikro-organizmalarda kalip  olarak  kullanilabilir. ~ Polimerizasyon ya da
polikondensasyon ydntemiyle yigin fazda kovalent ydnelimler esnasinda tanima
bolgelerinin  olugturulmasini kolaylastirmak igin kullanilan kalip molekullerin bir
kisminin veya tamaminin polimerizasyon sonrasinda ayrilmasi ve yeni kalip molekuller
icin bos tanima bolgeleri olusturulmalari gerekmektedir [1-3]. 1930'larda Polyakov silika
matrisleri kullanarak baslattigi c¢alismasindan bu yana molekuler baskilanmig
polimerlerin (MIP) surekli olarak tasarimi, hazirlanmasi, karakterizasyonu ve
uygulanmasi molekuler baskilama teknolojisinin (MIT’nin) asamali olarak geligsmesine
ve son yillarda bilim dinyasinda genis bir ilgi olusturmasina olanak saglamistir [4, 5].
Guncel ybéntemlerdeki hizhi gelisimi yansitan makaleler, derlemeler monograflar

molekuler baskilama konusunda hizl bir artis géstermistir [6-16].

Kalip Fonksiyonel Capraz
molekdl monomerler baglayici
monomer

Sekil 2.1. Molekuler baskilamanin sematik gosterimi [5].



Yapinin ongorulebilirligi, spesifik tanima bdlgeleri ve uygulamada evrensellik gibi Ug
benzersiz 6zellige sahip olan MIP’ler; fiziksel kararhlik, kolay hazirlanabilirlik, yuksek
mekanik kararllik ve dusuk maliyetli bir ydontem olmasi nedeniyle buyuk ilgi gormus ve
saflastirma/ayirma, kemo/biyosensoér, yapay antibadi ve ilag salinimi / katalizi /

bozunumu gibi birgok alanda ilgi ¢ekici hale gelmistir [10].

Molekuler baskilama teknigine gosterilen bu muazzam ilgiye ragmen bu alandaki
gelismeler; nanomalzemelerin sentezi ve fluoresan problarin hazirlanmasi gibi ilgili
diger teknolojilerin kullanildigi galismalarla karsilastirildiginda geride kalmistir. Bunun
bir nedeni molekuler baskilamada kullanilan fonksiyonel monomerlerin MIP’lerin
seciciligini ve daha yaygin kullanimini sinirlandirmasidir. Diger bir olasilik ise MIP'lerin
hazirlanmasi igin kullanilan molekuler baskilama teknolojilerinin (MIT’lerinin) c¢esitli
alanlarda uygulanmalarini engelleyecek sekilde bir derece ihmal edilmis olmasidir.
Multidisipliner bir teknoloji olan MIT’ler; polimer teknolojisi, nanoteknoloji, analitik
kimya, cevre bilimi, biyoteknoloji ve benzeri alanlardaki gelismelerle es zamanli olarak
hizla gelistirilmelidir. ilgili teknolojiler ve stratejiler ile entegrasyonu molekiiler
baskilama teknolojisinde dnemli ve hizli gelismelere olanak saglayacaktir [5]. Bir dizi
mukemmel derleme molekuler baskilama ile ilgili ayrintili hesaplamalara yer vermistir
ancak bunlarin ¢cogu MIT'leri yerine MIP'lerin temel yonlerini ve karakteristik uygulama
alanlarini incelemigtir [17-29]. Literatirde MIP'lerin hazirlanmasi ile ilgili yeni tekniklere
yer veren sadece birkac derleme mevcuttur [10]. Cok yonli MIP'lerin hazirlanarak
kullanimini arttirmak i¢in MIT'lerinin sdrekli gelisimi bir 6n kosuldur. Cesitli akill
MIT'lerindeki son gelismelerle, 6rnek 6nhazirligi/kromatografik ayirma ve
kimyasal/biyolojik sensorler gibi belirli uygulama alanlarinda kullanilabilecek yeni

polimer malzemelerin gelistirildigi bildirilmistir [5].

2.1 Molekuler Baskilanmig Polimerlerin Temelleri

Molekuler baskilama yontemi kalip molekul etrafinda ¢apraz baglayici ve fonksiyonel
monomerin polimerizasyonunu icermektedir [30]. ilk olarak, segilmis olan kalip molekdil
ile tamamlayici bir monomer arasinda kalip-monomer kompleksi olusturulur [2]. Daha
sonra gapraz baglayici ile olusturulmus olan bu kompleks etrafinda polimerizasyon
tepkimesini baglatiir. Belirtimesi gereken en oOnemli ayrinti ise kalip molekdl

uzaklastirildiktan sonra polimer G¢ boyutlu ag yapisina sahip geometrik olarak uyumlu
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ve fonksiyonel gruplarin kalip molekulle uygun bir pozisyonda yonlendigi gozenekleri
iceren baskilama bdlgeleri icermektedir [5]. Genellikle, MIP’lerin olusturulmasi igin ikKi
temel yontem dénerilmektedir. Bunlar fonksiyonel monomer ile kalip molekil arasindaki
etkilesimin kovalent ya da kovalent olmayan (non-kovalent) etkilesim olmasi esasina
dayanir. Kovalent baskilama, sitokiyometrik olarak fonksiyonel monomer kalintilarinin
sadece baskilanmig kaviteler igerisine yonelmesini saglar. Tipik bir yontem olan
kovalent baskilamada genellikle boranat ester, ketaller, asetaller ve Schiff bazlarini
iceren ve kolayca tersine cevrilebilir kondensasyon tepkimeleri kullanir [31-33].
Bununla birlikte, kovalent baskilama tersinir kondensasyon tepkimelerinin sinirli
olmasindan dolayl daha az esnek bir yontem olarak kabul edilir. Dahasi kuvvetli
kovalent etkilesimler; kalip molekulun yavas baglanmasi ve ayrilmasi ile sonuglanacagi
icin termodinamik dengeye ulasiimasi olduk¢a zordur [3]. Kovalent olmayan
baskilamada iyonik etkilesimler, hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri ve 1r-11
etkilesimlerinden yararlaniimaktadir. Literatirde en sik rastlanan ise genellikle
metakrilik asit (MAA) gruplariyla polar olmayan ¢ozlculerin primer aminleri arasinda
meydana gelen baskin hidrojen baglaridir [12]. Son yillarda kovalent olmayan
baskilama; uygulama basitligi ve kalip molekulin hizli baglanmasina ve ayrilmasina
olanak saglamasi gibi avantajlari nedeniyle genel sentez stratejisi olarak oldukca
populer hale gelmigtir. Ancak kovalent olmayan baskilama kompleks ortamindaki
etkilesimlerde meydana gelen en ufak bir parametreye (6rnegin ortamda suyun
varligina) bile ¢ok duyarli oldugundan olusturulan kompleksler ¢cok saglam degildir [2].
Hem kovalent baskilamanin saglamligindan hem de kovalent olmayan baskilamanin
hizli termodinamik denge 6zelliginden yararlanmak igin bu iki yontem birlegtirilerek yari-
kovalent baskilama adinda yeni bir yontem olusturulmustur. Bu yéntemde kalip
molekulin baglanmasi kovalent olarak saglanirken uzaklasmasi kovalent olmayan

etkilesimlere dayanmaktadir [10].
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Sekil 2.2. Molekuler baskilamada kullanilan bes temel yontem: (1) kovalent olmayan
baskilama, (2) elektrostatik/iyonik baskilama, (3) kovalent baskilama, (4) yari kovalent

baskilama ve (5) metal merkezli koordinasyon temelli baskilama [2].

2.2 Molekuler Baskilamanin Temel Unsurlari

Tipik bir MIP sentez protokoll; kalip molekil, fonksiyonel monomer, capraz baglayici,
polimerimerizasyon baslaticisi ve ¢ozicl (gézenek olusturucu ¢ézgen) icermektedir.
Polimerizasyon tepkimesi; monomer, ¢apraz baglayici, baslatici ve ¢ézicu miktari ve
tipi, polimerizasyon sicakligi ve suresi gibi pek ¢ok faktor etkilenmektedir. Bu nedenle
ustun ozellikli bir MIP hazirlayabilmek igin tum bu parametrelerin etkileri goz 6nunde
bulundurulmalidir. Ozellikle molekiler baskilamanin ¢ elementi olarak bilinen kalp

molekul, fonksiyonel monomer ve ¢apraz baglayicilar 6zellikle arastiriimalidir [5].

2.2.1 Kalip (Hedef) molekiil

Molekuler baskilamanin nihai amaci gercek uygulamalarda biyolojik reseptorlere
alternatif olarak kullanilabilecek nitelikte o6zgun ve yuksek afiniteli MIP’lerin
olusturulmasidir. Genel itibariyle kalip molekilde bulunmasi gereken Ug¢ temel

gereksinim mevcuttur. Bunlar; polimerizasyona engel olusturmayacak fonksiyonel



gruplar icermelidir, polimerizasyon esnasinda mukemmel bir kimyasal kararlilik
sergilemelidir, fonksiyonel monomer ile kompleks olusturabilecek fonksiyonel gruplar
icermelidir [10]. Simdiye kadar MIP’ler, ¢cok sayida kii¢luk organik molekulin basarili bir
sekilde taninmasi ve tespiti icin kullaniimigtir. Ayrica pek ¢ok iyon baskilanmis polimer
(IIP) hazirlanmig ve metal iyonlarinin ayrilmasi ve zenginlestiriimesi i¢in kullaniimigtir.
Ancak metal iyonlari tek basina baskilama kalibi olarak kullanildiginda; metal
iyonlarinin ayni yuke, benzer iyonik yaricapa ve benzer ozelliklere sahip olmalarindan
oturd hazirlanan polimerlerin segiciligi oldukga dusuktir [34]. Simdilerde metal iyonu ve
ligand komplekslerinin baskilamada kalip molekul olarak kullanildigi yontemler iyon
baskilama icin bagarili bir sekilde uygulanmaktadir. Metal iyon-ligand kompleksi
fonksiyonel monomer ile basit bir sekilde 6n polimerizasyon kompleksini olusturabilir
ve polimerizasyon tepkimesinden sonra metal iyonu ellisyonla uzaklastirilir. Boylece
spesifik tanima bolgeleri olusturularak metal iyonlari igin yuksek adsorpsiyon kapasiteli
ve segici destek malzemeleri elde edilir [35]. Bunlara ek olarak proteinler, virsler ve
hicreler gibi blyUtk yapili tirlerde baskilanmada kullanilarak MIP’ler olusturulmustur.
Ancak proteinlerin ve diger biyomakromolekullerin baskilanmasi durumunda hala bir

takim sorunlar mevcuttur [36-40].

2.2.2 Fonksiyonel monomerler

MIP’lerde fonksiyonel monomerin roll sahip oldugu fonksiyonel gruplar sayesinde kalip
molekul ile 6n polimerizasyon kompleksi olusturmaktir. Bu nedenle polimerizasyon
oncesinde kalip molekul ile guglu etkilesim saglayabilecek ve spesifik donor-reseptor
yada antibadi-antijen kompleksi olusturabilecek uygun bir fonksiyonel monomer

secilmesi oldukgca 6nemlidir. Asagida bazi tipik fonksiyonel monomerler gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Molekuler baskilamada kullanilan tipik fonksiyonel monomerler: (A)

Kovalent baskilama, (B) Kovalent olmayan baskilama, (C) Yari-kovalent baskilama, (D)
Ligand Degisim temelli baskilama [5].
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Cizelge 2.1. Molekuler baskilamada kullanilan tipik fonksiyonel monomerler: (A)
Kovalent baskilama, (B) Kovalent olmayan baskilama, (C) Yari-kovalent baskilama, (D)

Ligand Degisim temelli baskilama (Devami) [5].
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Bunlar arasinda metakrilik asit (MAA), hidrojen baginin alicisi ve vericisi karakterine
sahip olmasindan dolay! evrensel fonksiyonel monomer olarak tercih edilmektedir.
Ayrica MAA monomerinin dimerizasyonunun (Sekil 2.3) baskilama etkisini azda olsa
arttirdigi ve molekuler baskilama igin ¢ok yonlu bir monomer oldugu literattrde belirtilen
diger avantajlarindandir. Ayrica, MAA'’in yliksek molar fraksiyonlari kullanilarak buyuk
g6zenek boyutlu polimerik malzemeler elde edilebilecedi ve bdylece polimerlerin
baglama kapasitesi daha da arttilabildigi gdsterilmistir [5, 41, 42]. Bilindigi Uzere
molekuler baskilamada kullanilabilecek fonksiyonel monomerler; MIP’lerin segilik ve
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ileri uygulamalarini sinirlandirdiklarindan oldukga azdir. Kalip molekdl ile guglu
etkilesimler yapabilecek yeni fonksiyonel monomerlerin sentezlenmesi bir gerekililiktir.
Genel itibariyle, fonksiyonel monomerler iki tur birimin birlestiriimesiyle olusturulmustur.

Bunlardan biri tanima birimi digeri ise polimerin yapisina katilacak olan birimdir [43-51].

MIP
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Dimerizasyonun olmadigr MIP
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Dimerizasyonun oldugu MIP
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Dimerizasyonun olmadigi NIP
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Dimerizasyonun oldugu NIP

Sekil 2.3. Dimerize olabilen ve olamayan fonksiyonel monomerle hazirlanmig olan
baskilanmis (a ve b) ve baskilanmamis (c ve d) polimerlerin sematik olarak

karsilastiriimasi [41].

2.2.3 Capraz baglayici monomerler

Polmerizasyon sirasinda capraz baglayici monomerler; fonksiyonel monomerin kalip
molekul etrafinda sabitlenmesini ve bdylece kalip molekul uzaklastirildiktan sonra bile
yuksek oranda capraz bag iceren kati bir polimer olusturulmasini saglar. Capraz
baglayici monomerin tiri ve miktari MIP’lerin baglama kapasitesini ve segiciligini
etkilemektedir [30]. Genellikle ¢ok dusuk miktarlarda ¢apraz baglayici monomer
kullaniimasi mekanik olarak kararsiz yapilarin olugsmasina neden olurken ¢ok yuksek
miktarlarda ¢apraz baglayici monomer kullaniimasi birim MIP kutlesi bagina dusen
tanima bdlgelerinin  sayisini  azaltacaktir. Simdiye kadar, serbest radikal
polimerizasyonunda ve sol-jel igslemlerinde yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilar

Cizelge 2.2'de gosterilmektedir. Ancak mevcut capraz baglayicilarin az olmasindan ve
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molekuler yapilarinin bazi kati gereksinimleri olmasindan dolay! uygulamalar sinirlidir.

Guclu difuzyon kontroline sahip MIP’lerin sentezlenmesi i¢in yeni ¢arpaz baglayici

monomerlerin gelistiriimesi gereklidir [5, 52, 53].

Cizelge 2.2. Molekiler baskilamada yaygin olarak kullanilan c¢apraz badlayici

monomerler [5].
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Cizelge 2.2. Molekuler baskilamada yaygin olarak kullanilan c¢apraz baglayici

monomerler (Devami) [5].
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2.2.4 Gozenek olusturucu ¢ozgenler (Porojenler)

/

Porojenler (porojenik ¢ozuculer) genel olarak polimerizasyon isleminde ¢dzicu ortami
ve goOzenek olusturucu ajanlar olarak kullaniimaktadir. Bu nedenle porojenlerde
polimerizasyonda oOnemli bir rol oynamaktadirlar. 2-metoksietanol, metanol,
tetrahidrofuran, asetonitril, dikloroetan, kloroform, N,N-dimetilformamid ve toluen;
MIP’lerin sentezinde genel olarak kullanilan gozicller arasindadir [54]. Ozellikle
kovalent olmayan etkilesimin temel alindigi sistemlerde porojenin polaritesi; kalip
molekul ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimi ve dolayisiyla MIP’lerin
adsorpsiyon oOzelliklerini dogrudan etkiler. Kovalent olmayan baskilamada polimerin
adsorpsiyon kapasitesi ve morfolojik 6zellikleri kullanilan ¢dzicunun tipine bagl
oldugundan iyi bir baskilama etkisi elde etmek icin genellikle toluen, asetonitril ya da

kloroform gibi polar olmayan ya da az polar organik ¢odziculer kullaniimaktadir.
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Molekuler baskilama igin ¢dzicu ve monomerlerin se¢iminde ve MIP’nin segiciliginin
belirlenmesinde teorik formdllerin kullanimi oldukga 6nemlidir [55]. Son zamanlarda
kendine has 6zellikleri olan oda sicakhgi iyonik sivilarina (RTIL) literatlirde yeni bir
¢6zucu sinifi olarak yer verilmistir. RTIL’lerin ihmal edilebilir dizeyde buhar basincina
sahip olmasi MIP kavitelerinin buzilme sorununun ¢ozulmesine yardimci olur ve
polimerizasyon sirasinda kalip molekul gibi gézenekte olusturabilirler. Ayrica RTIL ler
trans-akonitik baskilanmis organik polimerlerin sentezini hizlandirabilir, segiciligini ve

adsorpsiyon kapasitesini de arttirabilir [56, 57].

2.2.5 Baglaticilar

Bilindigi Uzere MIP’lerin blyuk bir kismi serbest radikalik polimerizasyon (FRP),
fotopolimerizasyon ve elektropolimerazasyon ile hazirlanmaktadir. Genis bir aralikta
fonksiyonel gruplar ve kalip yapilari i¢in kullanilabilecek olan FRP termal olarak ya da
fotokimyasal olarak baslatilabilir. Baglatici olarak peroksi ve azo yapilari sikga
kullaniimaktadir [30]. Azobisizobutironitril (AIBN) disik ayrisma sicakliklarinda (50 —
70 °C) kullanilan en uygun baslaticidir. Polimerizasyon tepkimesinin saglikli bir sekilde
gerceklesmesi icin, polimer zincirinin proliferasyonundan (buyimesinden) hemen 6nce
cOzeltideki ¢ozulmus oksijenin uzaklastirilmasi oldukga ©6nemlidir. Cozeltideki
¢ozulmus oksijen, nitrojen ya da argon gibi inert bir gazin ¢ozeltiden gegirilmesi yolu ile

de uzaklastirilabilir [5].

2.3 MIP’lerin hazirlama yontemleri

istenilen 6zelliklerde MIP’lerin elde edilebilmesi icin uygun hazirlanma ydnteminin
secilmesi oldukga onemlidir. Genel olarak MIP hazirlama mekanizmasi serbest
radikalik polimerizasyonu ve sol-jel yontemini icermektedir. Yigin polimerizasyonunda
serbest radikalik polimerizasyon en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Bu yontemde
elde edilen polimerlerin boyutunu kugultmek igcin mekanik parcalama ve eleme
yontemleri kullanilmaktadir ancak yinede MIP’lerin baglama kapasitesi teorik degerlere
goOre daha dusuktur. Ayrica bu yontemde yuksek miktarda kalip molekaltin kullaniimasi
gerekmektedir. Yigin polimerizasyonunun bu problemlerini giderebilmek i¢in daha
gelismis ve karmasik polimerizasyon yontemleri gelistirilmis ve partikil, membran,
monolit ve tek tabakali molekller baskilama gibi pek ¢ok farkli formda MIP elde

edilmigtir. Partikullerin hazirlanmasi i¢in suspansiyon polimerizasyonu, emdulsiyon
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polimerizasyonu, ¢ekirdek polimerizasyonu ve ¢oktiurme polimerizasyonu gibi pek ¢ok

dikkat cekici polimerizasyon yontemi kullanilmigtir [5].

2.3.1 Polimerik Nanopartikillerin Hazirlanmasi

Elektronikten fotonige, iletken malzemelerden sensorlere, tiptan biyokimyaya, Kirlilik
kontrolinden gevre teknolojilerine ve benzeri daha pek ¢ok alanda polimer temelli
nanopartikillerin (PNP) kullanimi énemli bir rol oynamaktadir [58-65]. Son vyillarda
nanopartikulerin; gerek genis bir yelpazede uygulama alanina sahip olmasi gerekse
pazar ihtiyaglarini kargilamasi gibi benzersiz 6zellikleri kullanimlarini yayginlagtirmigtir
[66]. PNP’lerin 6zelliklerinin, uygulama alanina gore optimize edilmesi gerekmektedir.
PNP’lerin hazirlanma sekli ilgili 6zelliklerin kazandiriimasi igin bir 6n kosuldur. Bu
nedenle, 6zel bir uygulamada kullaniimak Uzere arzu edilen 6zelliklere sahip PNP’lerin
elde edilmesiigin farkli hazirlama tekniklerine bagvurulmasi son derece avantajlidir [67-
76].

Nanopartikuller genel itibariyle boyutlari 10 ila 1000 nm arasinda degisen ve kolloidal
dagihm sergileyen kati parcaciklar olarak tanimlanmaktadir [77, 78]. Polimerik
nanopartikual terimi, 6zellikle nanoklrelerin ve nanokapsdullerin ifade edilmesi igin
kullanilan ve herhangi bir nanopargacik yapisini belirten kolektif bir terimdir. Genel
itibariyle kure seklinde olan nanokureler pargacik matrisleridir yani tim kutleyi olusturan
partikuller katidir ve molekuller kurenin yuzeyine adsorbe edilebilir ya da partikalin
icinde kapsullendirilebilir [79]. Nanokapsuller ise saklama haznesi goérevi goéren
vezikller sistemlerdir. Nanokapsul yapisinda ilgili molekdl sivi bir gekirdekten (yag ya
da su) ve onu gevreleyen kati bir malzeme olan kabuktan olusan bir kavite icerisine
hapsedilir [80].

Polimerik nanopartikuller geleneksel olarak iki temel yontemle hazirlanabilirler.
Bunlardan biri dnceden olusturulmus polimerin dispersiyonu, digeri ise monomerleri
kullanarak klasik polimerizasyon ya da c¢oklu tepkime teknikleri ile dogrudan
polimerlerin olusturulmasidir [81]. CézlUcunin buharlastiriimasi, tuzla ¢oktlirme, diyaliz,
superkritik ¢gozeltinin hizli genlesmesi ve superkritik ¢ozeltinin sivi ¢ozucu igerisinde
hizli genlesmesini iceren superkritik akigkan teknolojisi gibi yontemlerle polimerik

nanopartikiiller var olan polimerin dispersiyonu ile elde edilebilir. Ote yandan, polimerik
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nanopartikiller monomerlerin; mikroemulsiyon, miniemulsiyon, surfaktansiz (yuzey
aktif maddelerin kullaniimadigi) emulsiyon ve interfasiyal (araytz) polimerizasyonu gibi
farkh tekniklerle polimerlestiriimesi ile dogrudan da sentezlenebilir [66]. Polimerik
nanopartikullerin hazirlanma yontemi segilirken uygulama alani, arzu edilen boyut
dagilimi ve polimerik sistemin tipi gibi faktérler baz alinir. Ornegin, biyomedikal ya da
cevresel alanlarda uygulanmak Uuzere gelistiriimis bir polimer sisteminin katki
maddelerinden ve ylzey aktif maddeler ya da organik ¢oziculer iceren reaktantlardan
tamamen arindiriimis olmalidir. Boyle bir durumda, polimerik nanopartikullerin
hazirlanmasi asamasinda organik ¢ozuculerin ve ylzey aktif maddelerin kullaniimadigi
superkritik ¢ozeltilerin hizli genlesmesi (RESS) ya da superkritik ¢ozeltilerin ¢ozucu
icerisinde hizli genlesmesi (RESOLV) teknikleri tercih edilebilir. Bu faktorler polimerik
nanopartikullerin hazirlanmasi asamasinda segilecek yontemin belirlenmesinde dikkat

edilmesi gereken pek ¢ok 6geden sadece bir kagidir [66].

» Emulsiyon
* Miniemulsiyon/
Mikroemulsiyon

« interfasiyal
» Kontrolli/Yasayan
Poli - Radikal
olimeri Polimerizasyonu
Nanopartikul
e N

Nanokapsul Nanopartikil

Polimer

|+ Diyaliz
\ -« Super Kritik Akigskan
Teknolojisi

« Cozucunin
~ Buharlastinimasi
| Tuzla Coktirme

Sekil 2.4. Polimerik nanopartiktllerin hazirlanmasi igin kullanilan bazi tekniklerin
sematik gosterimi [66].
2.3.1.1 Var olan Polimerlerin Dispersiyonu

Var olan polimerlerin dispersiyonu ile polimerik nanopartikillerin elde edilmesi igin

basaril bir sekilde uygulanmis birka¢ yontem mevcuttur [66].

15



2.3.1.1.1 Gozucunun Buharlastiriimasi

Var olan polimerlerden polimerik nanopartikillerin hazirlanmasi igin tercih edilen ilk
yontem ¢ozicunun buharlastinimasidir [82]. Bu yaklasim ilk olarak polimer kimyacilari
tarafindan Onerilmistir ancak ilaglarin tUretiminden kullanilan biyobozunur polimerlerin
hazirlanmasi asamasinda farmasotik teknolojilerinden yararlanilarak  teknik
geligtiriimigtir [83]. Bu yontemde diklorometan ve kloroform gibi organik ¢ézlculerin
kullanimi oldukg¢a yaygindir ancak son yillarda bu ¢ozuculer yerinin daha duguk bir
toksikolojik yapiya sahip olan etil asetata birakmaktadir. Emulsiyon, surekli sistemde
polimerin dagitildigi ¢dzeltinin  buharlastirimasiyla nanopartikil suspansiyonuna
donustaralir [75, 84]. Cozucunun buharlastiriimasi; polimerik nanopartikillerin var olan
polimerlerin dispersiyonu ile hazirlanmasi durumunda literatirde en ¢ok tercih edilen
yontemdir. Geleneksel teknikte emdilsiyonun olusturulmasi igin iki temel strateji
kullanilmaktadir. Bunlar yag damlaciklarinin suyun icinde bulundugu (y/s) tekli
emusyonlar ve i¢inde su barindiran yag damlaciklarinin suyun iginde bulundugu
((sly)/s) coklu emuUsyonlardir. Bu teknikler disik basing altinda ya da oda sicakliginda
surekli manyetik olarak karistirilarak ¢ézicu buharlastirildiktan sonra ylksek hizda
homojenizasyonla veya ultrasonikasyonla gerceklestiriimektedir. Daha sonra
katilastiriimis olan nanopartikiller ultrasantrifiij ile toplanir ve ylizey aktif maddelerin ve
katki maddelerinin uzaklastiriimasi icin distile suyla yikanarak liyofilize edilerek
saklanir. Genel olarak polimer organik bir ¢ozuclu igerisinde ¢ozulerek yagd fazi
olusturulurken su fazinda stabilizatorler bulunmaktadir [66]. Literatirde hem tek fazli
hem de c¢ift fazli emulsiyon tekniginin kullanildigi durumlarda deneysel parametrelerin
partikll boyutuna olan etkisi incelenmistir [85]. Elde edilen sonuglardan yola ¢ikilarak
polivinil alkol (PVA) (stabilizator) derisiminin arttirilmasi durumunda nanopartikillerin
boyutlarinin kaguldigu gdzlenirken homojenizasyon hizi, buharlastirma orani ya da
dondurarak kurutma gibi islemlerin boyutu anlamli derecede etkilemedigi belirtilmistir
[85]. Diger bir calismada ise yuzey aktif maddenin derisiminin arttirlmasi (Sodyum
dodesil sulfat (SDS), % 3 (m/v) ya da daha yuksek) emdlsifikasyon basamagini
iyilestirmekte ve bdylece partikil boyutunun ve polidispersite katsayisinin kiigiimesine
olanak saglamistir [86]. Polimerik nanopartiktllerin hazirlanmasi esnasinda ¢éziucinun

buharlagtirmasi teknigi basit bir yontem olmasina ragmen zaman alicidir ve
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buharlasma sirasinda olusan nanodamlaciklarin kaynasmasi partikil boyutunu ve

yapisini etkileyebilir [66].

2.3.1.1.2 Tuzla GCoktliirme

Cozeltinin buharlastiriimasi tekniginde kullanilan organik ¢ozuculerin hem fizyolojik
hem de gevresel zararlarindan dolayr emulsiyon basamagi tuzla ¢oktirme yontemini
icerecek sekilde degistiriimis ve boylece ylzey aktif maddelerin ve klorlu ¢éziculerin
kullanimina duyulan ihtiyag ortadan kaldiriimistir. Coéztcinin buharlastiriimasi
yonteminde aseton gibi suyla karisabilen polimer ¢ozucusuyle sulu fazdaki emulgator
polimer ¢ozeltisi kullanilarak olusturulan emulsiyon, tuzla ¢oktirme metodunda yuksek
derisimlerde tuzun ya da sukrozun sulu faz icerisinde ¢dzllerek guglu tuzla ¢oktirme
etkisi olusturmasiyla saglanir [87, 88]. Magnezyum Kklorur, kalsiyum Klorir ve

magnezyum asetat bu teknikte sik¢a tercih edilen elektrolitlerdir [89-95].

2.3.1.1.3 Nanog¢oktirme

Polimerik nanopartiktllerin hazirlanmasi icin gelistirilen diger bir yontemse ¢ozucu yer
degisimi olarak da adlandirilan nanogoktirmedir [96]. Yontem, lipofilik ¢ozeltideki,
suyla karisabilen, yari polar bir ¢ézUcunin yerdegisimi sonucu polimerin arayluzeyde
cOkturilmesi esasina dayanir. Cozeltinin ¢ozticl olmayan bir faz icinde hizli bir sekilde
difizlenmesiyle iki faz arasindaki araylz gerilimi azalirken ylzey alani artar ve bu
sayede kucuk damlaciklar seklinde organik ¢ozuculer olusur [96, 97]. Nanogoktirme
sistemi U¢ temel bilesene sahiptir. Bunlar; polimer (sentetik, yari sentetik ya da dogal),
polimer ¢ozicusu ve polimerin ¢ézlinmedidi bir ¢ézlicl. Su ile karisabilen ve kolay bir
sekilde buharlastirilabilen etanol, aseton, hekzan, metilen klorur ya da dioksan gibi
organik ¢ozuculer polimer ¢dzucusu olarak segilmektedir. Bu 6zelliklere uygun olmasi
nedeniyle aseton bu yontemde en ¢ok tercih edilen organik ¢ézucudur [96, 98, 99].
Bazen, aseton ve az miktarda su ya da aseton ve etanol/metanol gibi ikili ¢dzlcu
karigimi da kullanilabilir [100-103]. Diger yandan, bir ¢oztucu olmayan maddeden yada
¢Ozlcl olmayan bir karisimdan olusan ¢oziclu olmayan faz bir tane yada daha fazla
dogal yolla elde edilmis yada sentetik yuzey aktif madde igerir. Teorik olarak bu
yontemde kullanilabilecek ¢ok fazla polimer bulunmasina ragmen uygulamada
arastirmacilar sadece bir kacini kullanmayi uygun gormuslerdir. Nanogoktirme

yontemi, nanokurelerin ve nanokapsullerin hazirlanmasinda tercih edilen basit, hizli ve
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tekrar edilebilir bir yontemdir. Her ne kadar dusuk konsantrasyonlarda yuzey aktif
madde kullanimi dnerilse de organik fazdaki polimer konsantrasyonun da dusuk olmasi

yontemin dezavantajidir [104].

2.3.1.1.4 Diyaliz

Klguk ve boyut dagilimi dar bir skalda polimerik nanopartikillerin elde edilmesi igin
Onerilen basit ve etkili bir diger yontem ise diyalizdir. Organik bir ¢bzlicude ¢oézinmus
olan polimer belli bir molekul agirliginda hazirlanmig olan diyaliz tuplerine yerlegtirilir
ve ¢ozucu olmayan ancak ¢dzucu ile karisabilen bir maddeye karsi miselleri olugturmak
icin diyaliz edilir. Membranlarin igindeki ¢ézucunun degismesi, ¢ozunurliguin azalmasi
nedeniyle polimerin kademeli agregasyonunu ve homojen nanopartikil
suspansiyonunun olusmasini saglar. Polimerik nanopartikillerin diyaliz yontemi ile
hazirlanmasinin  mekanizmasi heniz tam olarak anlasilamamistir ancak
mekanizmanin  nanogoktirme yontemine benzedigi dusunulmektedir. Diyaliz
esnasinda farkli parametreler degistirilerek pek c¢ok polimerik ve kopolimerik
nanopartikil elde edilmistir [96, 105-107].

2.3.1.1.5 Superkritik Akiskan Teknolojisi

Diger yontemlerde goruldigu Uzere organik ¢ozlctler ve ylzey aktif maddeler gibi
dogaya zararh kimyasallar kullanimi arastirmacilari ¢evre dostu yontemler aramaya
sevketmistir. Bu baglamda superkritik akigkanlarin yuksek saflikta ve organik ¢gézuculer
olmadan polimerik nanopartikillerin hazirlanmasinda kullanimi yeni bir segenek olarak
One sUrdlmustar [108, 109]. Superkritik akiskan ve yogun gaz teknolojileri partikillerin
hazirlanmasinda geleneksel yontemlerin dezavantajlarini bertaraf edecek ilging ve
etkili bir yontem 6nermektedir. Literatirdeki ¢alismalarda superkritik akigkanlar ve
yogun gaz teknolojisi kullanilarak genel itibariyle farmasaétik partikillerin hazirlanmasi,

formulasyonu ve kontroll hedeflenmistir.

Super akritik akigkanlar kullanilarak nanopartikillerin elde edilmesinde iki temel

prensip gelistirilmistir:
1. Superkritik ¢ozeltilerin hizli genlesmesi (RESS)

2. Superkritik ¢ozeltilerin ¢dzucu igerisinde hizli genlesmesi (RESOLV) [110-114]
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RESS yonteminde, kapiler bir agizliktan veya delikten gecirilerek ¢ozeltinin hizl bir
sekilde genlestiriimesinden sonra kati sUperkritik akigskan iginde ¢ozulerek ¢ozeltiler
meydana getirilir. Genlesme sirasinda basincin hizla disurilmesi ile saglanan yuksek
derecedeki super saturasyon homojen ¢ekirdek olugsumu ile sonuglanir ve boylece iyi
dagihmh partikaller olusur. RESS igin gerceklestirilien farkh mekanistik ¢alisma
sonuglari bu yontem ile hem mikro hem de nano skalada partikullerin elde
edilebilecegini gostermistir. Her ne kadar organik ¢ozuculerin kullaniimadigi ¢evre
dostu bir teknik olsa da bu yontemle elde edilen UrUnlerin nano yapilardan ¢ok mikro
yapilarda olmasi sistemin dezavantajidir [115, 116]. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak
icin superkritik ¢ozeltilerin ¢oztcl igerisinde hizli genlesmesi (RESOLV) yontemi
Onerilmistir. Basit fakat etkili bir modifikasyonla RESS’de hava ortaminda
gerceklestirilen superkritik ¢ozeltinin genlesmesi basamagi bu yontemde bir ¢ézicu
icerisindedir. Cozucu cekirdek buylumesini bastirir ve bdylece nano boyutlu partikuller
elde edilir. Bu yontemlerde kullanilabilecek karbon monoksit, n-pentan, su, amonyak
gibi pek cok superkritik akiskan mevcuttur ancak bu ydntemlerin aktif olarak
kullaniimasinin nundeki en buyuk engel elde edilen nanopartikullerin ¢ozunurlGgunun

cok dusuk olmasi hatta bazilarinin hi¢ ¢ézunur olmamasidir [117, 118].

2.3.1.2 Monomerlerin Polimerizasyonu

Var olan polimerlerin dispersiyonu ile polimerik nanopartikullerin eldesi kisminda higbir
polimerizasyon basamagi bulunmamaktadir. Ozel bir uygulama icin arzu edilen
Ozelliklere sahip polimerik nanopartiklllerin elde edilebilmesi i¢in ise monomerlerin
polimerizasyonu islemine basvurulur. Polimerik nanopartikillerin  monomerlerin
polimerizasyonu ile elde edilmesi igin genel itibariyle u¢ temel teknige basvurulur.
Bunlar mini emulsiyon, mikro emulsiyon ve emulsiyon polimerizasyonudur. Polimerik
nanopartikullerin polimerizasyon ile hazirlanmasinda basvurulan diger bir yontem ise
interfasiyal (arayuz) polimerizasyonu ve kontrollli/yagsayan radikalik polimerizasyon gibi

hetero polimerizasyon gesitleridir [66].

2.3.1.2.1 Emiulsiyon Polimerizasyonu
Ozel uygulama icin kullanilacak pek c¢ok polimerik nanopartikiliin hazirlanmasinda
emulsiyon polimerizasyonu yontemi tercih edilmektedir. Polimerizasyon ortaminda su

kullanimi hem gevre dostu bir uygulamadir hem de polimerizasyon boyunca mukemmel
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bir 1s1 dagilimi saglar. Yuzey aktif maddelerin kullanimina gore geleneksel ve
surfaktansiz (yuzey aktif madde kullanimi olmayan) emulsiyon polimerizasyonu olarak
siniflandinlir [119, 120].

Geleneksel emdulsiyon polimerizasyonu, emilsiyon polimerizasyonu ile elde edilen
polimerik nanopartikuillerin buylk bir c¢ogunlugunu olusturmaktadir. Geleneksel
polimerizasyonda suya ek olarak suda g¢ozundrlugu az olan bir monomer, suda
¢6zunebilen bir baslatici ve yluzey aktif madde bulunmaktadir. Polimerizasyon sonunda
genellikle ~102 nm boyutunda pek ¢ok polimer zinciri iceren polimerik nanopartikdiller
elde edilmektedir. Stabilizasyon icgin kullanilan kolloidal stabilizatorler elektrostatik ya
da sterik (elektrosterik) olabilir. Sabit fazda ¢6zUnmus olan bir monomerin, iyon
halindeki ya da serbest radikalik formdaki bir baglatici ile ¢arpismasiyla polimerizasyon
baslar. Diger bir ydntem ise monomerin, y-radyasyon, ultraviyole ya da kuvvetli gértnur
Isik gibi ylksek enerjili radyasyonla radikalik baslatici olarak kullaniimasidir [121]. Kati
partikullerin faz ayirimi ve olugumu, polimerizasyon tepkimesinin bitiminden once ve
sonra gerceklesebilir. Geleneksel emulsiyon polimerizasyon sistemleri farkli
miktarlarda yluzey aktif maddeler icermektedir ancak nihai Urun elde edildikten sonra
bu maddelerin uzaklastilirimasi gerekmektedir ve bu olduk¢a zordur. Yilzey aktif
maddelerin uzaklastiriimasi Uretim maliyetini arttiran zaman alici bir basamaktir.
Dahasi artan c¢evre duyarlihdi ve enerji kaygisi bu basamaktan dolayl yontemin
etkinliginin azalmasina neden olmustur. Alternatif olarak ise emilsiyon
polimerizasyonu herhangi bir emulgator kullaniimadan gergeklestiriimis ve literaturde
yluzey aktif maddesiz, emulgatorsiiz ya da deterjansiz emdilsiyon polimerizasyonu
olarak adlandirnimisgtir [122-126]. Bu teknikte, polimerik nanopartikullerin
hazirlanmasinda  stabilize  edici  yuzey  aktif maddelerin  kullanimina
basvurulmadigindan dolayi basit ve c¢evre dostu bir iglem olarak ilgi odagi haline
gelmistir. Emulgatorstiz polimerizasyonda; ultra saf su, suda ¢6ztnebilen bir baglatic
(KPS: potasyum persulfat gibi) ve genellikle vinil ya da akril yapilarinin tercih edildigi
bir monomeri igeren ¢ temel bilesen mevcuttur [127, 128]. Bu tarz polimerizasyon
sistemlerinde polimerik nanopartikullerin stabilizasyonu iyonlasabilen baslaticilar ya da
iyonik ko-monomerlerle saglanir. Emulgatorsuz emdulsiyon polimerizasyonda

cekirdeklenme (nukleasyon) ve partikul blylumesi icin misel benzeri ¢ekirdeklenme
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yada homojen cekirdeklenme gibi birkag farkli mekanizma onerilmigtir. Misel benzeri
cekirdeklenme ile homojen cekirdeklenme arasindaki temel fark monomerin suda
¢ozunebilirligidir. Homojen cekirdeklenme emulgatorsuz emulsiyon
polimerizasyonunda onemli rol oynamaktadir. Emulgatorsuz polimerizasyonun pek ¢ok
avantaji mevcuttur ancak es boyutlu partikillerin elde edilememesi ve partikil
boyutunun yeterince kontrol edilememesi gibi problemler bu polimerizasyon ¢esidinin

geleneksel ydntemler kadar ¢ok kullaniimasini engellemektedir [129, 130].

2.3.1.2.2 Mini-emiulsiyon Polimerizasyonu

Genis bir yelpazede kullanisli polimerlerin sentezi i¢cin mini emulsiyon polimerizasyonu
ile yapilan c¢alismalar son vyillarda olduk¢ca artmigtir. Tipik bir mini emdulsiyon
polimerizasyon sistemi su, monomer karigimi, yardimci stabilizator, ylzey aktif madde
ve baglaticidan olugsmaktadir. Emdulsiyon polimerizasyonu ile mini emdulsiyon
polimerizasyonu arasindaki temel fark gucli bir pargalama mukavemetine sahip
cihazlarin (ultrason gibi) kullanimi ve yardimci stabilizator olarak distk molekul agirlikli
bilesiklerin tercih edilmesidir. Mini emulsiyon sistemlerinde; kararl bir hale ulasmak ve
sifirdan daha buyuk bir ara ylzey gerilimi olusturarak kritik stabilizasyonu saglamak
icin yuksek parcalama mukavemetine sahip cihazlar kullanilimaktadir. Cok amacgl bir
polimerik nanopartikulin gelistiriimesi asamasinda pek cok farkli stabilizator ve
baslatici farkli kombinasyonlarla kullanilir. Polimerik nanopartikillerin olusmu ve
dogasi bu kombinasyonlardan buyuk Olgude etkilenir [131-135]. Her ne kadar mini-
emulsiyon polimerizasyonunda ¢ok az miktarda ylzey aktif madde kullanilsa da polimer
lateksi igerisinde kalan ylzey aktif maddeler polimerik nanopartiktllerin 6zelliklerini
degistirebilir. Bu problemi ortadan kaldirmak igin stirenin polimerizasyonu igin mini
emulsiyon polimerizasyonunda i¢in SMA ve DMA gibi oldukg¢a hidrofobik stabilizatorler
kullaniimisgtir. Bu yaklagimin en donemli 6zelligi, SMA ve DMA’nin polimerizasyon
esnasinda emdulsiyon polimerinin igcine kimyasal olarak katiimasini saglayarak
miniemdulsiyonlarin  hazirlanmasinda yardimci bir ylizey aktif madde gibi
davranmalaridir. Boylece lateks urunlerdeki istenmeyen ugucu organik bilesenler en
aza indirilmigtir [136]. Manyetik bir ¢cekirdek, manyetit ya da biyobozunur polimerik bir
kabuk iceren gekirdek-kabuk yapisindaki polimerik nanopartikillerde mini-emulsiyon

yontemiyle basarili bir sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan partikillerin - morfolojik
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karakterizasyonlarinin yani sira kaplama etkinligide ylzey analizi galigmalar
kapsaminda gergeklestirilen elektroforez ve temas agisi dlgimleri ile gosterilmigtir.
Karma parcaciklarin hareketliligi, pH ve saf polimere benzer sekilde araci maddenin
iyonik gucu ile degistirilebilir. Kompozit partikillerin hareketliligi ortamin pH ve iyonik
gucune bagl olarak kuramsal polimerininkine benzer bir sekilde degismistir. Bu
nedenle magnetitlerin elektriksel yuzey O6zellikleri polimer kaplanmasindan sonra
neredeyse tamamen maskelenmistir [137]. Polisitiren/tek duvar karbon nanotlp
kompozit malzemesi SDS ve 1-pentanolln sirasiyla ylzey aktif madde ve yardimci
yuzey aktif madde olarak kullanildigi ortamda mini emdulsiyon polimerizasyonu ile

hazirlanmistir [138].

2.3.1.2.3 Mikro-emiulsiyon Polimerizasyonu

Mikro-emdulsiyon polimerizasyonu nano boyutlu polimerlerin elde edilmesi icin tercih
edilen yeni ve etkili bir ydontem olarak dikkate ¢ekmigstir. Her ne kadar emdulsiyon ve
mikro-emdulsiyon polimerizasyonu her iki ydontemde de ylksek molar kitleli polimerik
kolloidallarin  olusturulmasi agisindan benzerlik gdstersede kinetik olarak
karsilastirildiklarinda tamamen farkhdirlar. Emulsiyon polimerizasyonunda Ug¢ tepkime
hiz araligi sergilenirken mikro-emulsiyon polimerizasyonunda bu iki tepkime hiz arahgi
olarak tespit edilmistir. Ayrica mikro emulsiyon polimerizasyonda hem partiktl boyutu
hemde her bir partikildeki ortalama zincir sayisi olduk¢a azdir [139]. Mikro emdilsiyon
polimerizasyonunda suda ¢6zunebilen bir baslatici, misel igeren termodinamik olarak
kararli mikro-emulsiyonun sulu fazina eklenir. Polimerizasyon bu termodinamik olarak
kararli basmaktan baslar, kendiliginden olusan bir asamada devam eder ve yag/su
arayuzundeki ara-yuz gerilimini sifira yakin bir deger indirecek kadar ylksek miktarda
yuzey aktif madde sistemi ile sonlanir. Ayrica, partikiller yiksek miktarda yuzey aktif
madde kullanimi nedeniyle tamamen yuzey aktif madde ile kaplanmigtir. Baslangicta;
baglatici tim mikro-damlaciklarda es zamanli olarak ulagsamadigindan polimer zincirleri
sadece bazi damlaciklarda olusur. Daha sonra zincirlerin ozmotik ve elastik etkisi
kararlihgr dustuk mikro-emusyonlarin kararhligini tamamen bozar. Ayrica bu etki ikincil
cekirdeklenmelerin, bos misellerin olusumunun ve partikil boyutununun artmasina
neden olur [140-142].
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2.4 Molekiuler Baskilama Teknolojisi

Daha onceden bahsettigimiz geleneksel hazirlama ve baskilama yontemleri surekli
olarak kullanilmis ve MIP sentezi ve performansi gelistiriimistir ancak sonucta elde
edilen MIP’ler hala kalp molekul sizintisi, duguk baglama kapasitesi, dizensiz
malzeme sekli, sulu ortamin uygun olmamasi gibi pek ¢ok probleme sahip olmasi
uygulama alanlarini oldukg¢a sinirlandirir. Bu problemlerin giderilmesi igin ¢esitli yeni
molekuler baskilama teknoloji ve stratejileri gelismis hazirlama teknikleri ile
birlegtirilerek kullaniimis ve bdylece genig uygulama alanina sahip yeni ve Ustin
Ozellikli MIP’ler hazirlanmigtir. Yeni molekuler baskilama teknolojiler U¢ ana basamak
altina toplanmaktadir. Bunlar; yeni nesil teknolojiler (ylzey baskilama teknolojisi,
nanobaskilama teknolojisi gibi), 6zel baskilama stratejileri (¢ok kalip molekulli
baskilama, ¢ok fonksiyonel monomerle baskilama, taklit molekuiller baskilama ve
segment (katman) molekuler baskilama stratejisi gibi) ve uyariya duyarli baskilama
teknolojileridir (manyetik / sicaklik duyarli teknolojiler, ikili / ¢oklu uyariya duyarl

teknolojiler gibi) [5].

2.4.1 Yeni nesil baskilama teknolojileri

Molekuler baskilamanin gelismesiyle beraber; yluzey baskilama, nanobaskilama,
yasayan/kontrolli radikalik polimerizasyon, goézenekli polimer sentezi, click kimyasi
(huisgen tepkimesi) siklokatiima tepkimesi, mikroakigkan sentez ve kati-faz sentezi gibi
cesitli yeni teknolojiler ortaya ¢gikmigtir. Molekuler baskilama stratejileriyle bu yeni nesil

teknolojilerin birlestiriimesi farkli uygulama alanlari igin yeni olanaklar saglayacaktir [5].

2.4.1.1 Yuzey baskilama teknolojisi

Mosbach daha etkili tanima sitelerine sahip baskilanmig malzelerin olusturulmasi igin
kalip molekull yizeye tutturarak ilk defa yizey baskilama teknolojisini bildirmistir.
Boylece kalip molekul baskilanmig malzemeden tamamen uzaklastirilabildigi igin
Ozellikle boyutlarinin buyukligunden dolaylr geleneksel yodntemlerle hazirlanmig
MIP’lerin baskilama bolgelerine baglanmasi ve ayrilmasi oldukg¢a zor olan protein,
hicre ve virus gibi makromolekullerin hedef molekulin kavitelere daha iyi ulagimi
saglanir [39, 143-147].
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2.4.1.2 Nanobaskilama teknolojisi

Son yillarda nanoteknolojiler ile molekller baskilamada meydana gelen gelismeler
arastirmacilarda buyuk bir arastirma meraki uyandirmistir. Nanomalzeme yapisindaki
MIP’lerin (N-MIP) y1gin yapisindaki MIP’ler ile karsilastirildiginda sahip oldugu gelismis

karakteristik 6zellikleri bu merakin temelini olusturmustur (Cizelge 2.3) [5, 148].

Cizelge 2.3. Y1gin yapisindaki ve nano yapidaki MIP’lerin ézelliklerinin karsilastiriimasi

Yigin yapisindaki molekiiler
baskilanmig polimerler

Nanomalzeme yapisindaki molekuler
baskilanmig polimerler

Yuzey alani / hacim orani dusuktir bu
nedenler elusyon zor gergeklesir.

Yuksek yuzey alani / hacim oranina ve
polimerin agirlik birimi basina daha buyuk
bir toplam aktif ylzey alani sahiptir

Baglanma bolgeleri afinite bakimindan
cesitlilik gosterir ve spesifik olmayan
bdlgeler mevcuttur.

Tam baglanma bolgeleri benzer afiniteye
sahiptir ve yuksek miktarda spesifik
baglama bdlgesi icerir.

Malzemenin  ¢Ozunurlugu  dusuktar,
islenmesi zordur, yigin seklindedir, iki
seri arasinda degisiklikler mevcuttur.

Cozundrlagua yuksek oldugundan
cOzeltideki dagihmi iyidir ve hazirlanmasi
daha kontrollu gergeklesir.

Sert matrislerinden dolay! bos kavitelere
ulasim daha zordur.

Baskilanmis kavitelere kalip molekulin
ulasimi daha kolaydir bu da baglanma
kinetigini geligtirir ve kalip molekulin
uzaklastiriimasini kolaylastirir.

Kalip molekul sizintisi ile karsilasiima
ihtimali yuksektir ve in-vivo
uygulamalarda kullanimi kisithidir.

Az miktarda kalip molekidl kolaylikla
uzaklasgtirilabilir ve biyolojik aktivite
ozellikleri in-vivo uygulamalarda
kullanimini destekler.

Sekil 2.5'de de gosterildigi gibi nanomalzeme yapisinda molekuler baskilanmig

polimerler nanopartikil (A), nanotipler(B) ve nanokablolar (C) gibi pek ¢ok farkli formda

hazirlanabilir [149, 150].
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Sekil 2.5. Farkh formlardaki molekuler baskilanmig bazi nanoyapilarin sentez

yontemlerinin sematik gosterimi [5].

Nanoteknolojinin  molekiler baskilama teknolojisi ile birlestiriimesi, kuglk
molekullerden protein ve makromolekuller gibi blyuk molekullere kadar genis bir
yelpazede analitin hassas ve segici bir sekilde belirlenmesine olanak saglamistir.
Baskilanmis nanoyapilarin sahip oldugu genis ylzey alani ilgili analit icin daha fazla
baglama bolgesi sunmakta ve boylece MIP malzemelerin uygulamalarda kullanimini
arttirmaktadir [151-153]

2.4.1.3 Kontrolli/yasayan radikalik polimerizasyon teknolojisi

Geleneksel radikalik polimerizasyon ile dizenli MIP’lerin hazirlanmasi, zincir buyimesi
orani kontrol edilemediginden maalesef kolay dedildir. Elde edilen polimerler, zincir
transferini ve terminasyonunu iceren yan tepkimeler nedeniyle genellikle genis bir boyut
dagihmina sahiptir [154]. Bu problemin ¢dzilmesi igin kontrolli/yasayan radikalik
polimerizasyon (LCRP) teknigine bagvurulmustur. Bu yontemde polimer zincirinin

buyUmesi onemsiz derecede zincir terminasyonu ile termodinamik olarak kontrol
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edilebilir ve bdylece homojen ve dar bir polimer agi dagilina sahip yapilar elde edilebilir.
LCRP teknikleri icerisinde atom transfer radikalik polimerizasyon (ATRP) ve tersinir
katilma-ayrisma zincir transfer polimerizasyonu (RAFT) en ¢ok kullanilanlardir [155].
Gegcis metallerinin halojen atom transfer reaktifi olarak kullanildigi ATRP yéntemiyle
aktif radikaller ve faaliyet gostermeyen turler (alkil halajendrler) arasindaki dinamik
denge hizli bir sekilde kontrol edilebilir [156-158]. Ancak bu yontemin, MIP filimlerin
hazirlanmasi i¢in kullanilamamasi ve gok az monomer ile uygulabiliyor olmasi gibi bazi
dezavantajlari vardir [159]. ik defa Moad ve arkadaslari tarafindan énerilen RAFT
teknigi ise gelenksel serbest radikal polimerizasyon sistemine uygun bir zincir transfer
ajaninin (RAFT ajani olarak da bilinen tiyokarboniltiyo bilesikleri) eklenmesiyle
gerceklesen basit bir yontemdir. ATRP ile karsilastirildiginda RAFT yonteminde
kullanilabilecek monomer sayisi (neredeyse serbest radikalik polimerizasyona uygun
tum monomerler) oldukga fazladir. Dahasi RAFT ajanlari; ¢oktirme, emulsiyon ve
suspansiyon gibi serbest radikalik polimerizasyonun tum ydntemlerinde kullanilabilir
[154, 160-162].

2.4.1.4 Oyuk (hollow) gozenekli polimer sentez teknolojisi

Fonksiyonlandiriimig oyuk gézenekli polimerlerin kullanimi kontrollt ilag salinimi ve
kirliliklerin uzaklastirilmasi alanlarinda buylk popdllerlik kazanmistir. Gdzenekli
polimerlerin kullaniminin temel avantaji kontrol edilebilir gdzenek yapisi sayesinde ilgili
analitin kitle transferini arttirabilmesidir. Oyuk polimer mikrokurelerinin olusturulmasi
icin kendinden yonelim, kalip teknileri, suspansiyon polimerizasyonu ve emdulsiyon
polimerizasyonu teknigi kullanilabilir. Oyuk gézenekli polimerlerin molekuler baskilama
teknoloijisiyle birlestirilerek kullanimi ilgili kalip molekulind yuksek baglama kapasitesi

ile baglanmasini ve hizli kinetik dengeyi saglar [163-166].

2.4.1.5 Click kimyasi (huisgen tepkimesi) siklokatilma tepkimesi

ilk defa 2001°'de Sharpless ve arkadaslari tarafindan kullanilan 1limh tepkime
sicakliklarinda bile oldukga etkili bu teknik pek ¢ok fonksiyonel monomerin ve
¢6zucunun kullanimina olanak saglayan kullanigh ve gelecek vaat eden bir yontemdir
[167, 168]. Click kimyasi icerisinde ilag kesfinden malzeme bilimine kadar neredeyse
kimyanin butin alanlarinda uygulanan bakir katalizli azid-alkin siklokatiima tepkimesi

en ¢ok tercih edilen yontemdir [169]. Click kimyasi ile polimer sentezi sirasinda farkl
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fonksiyonel zincirler kullanilarak elde edilen malzemeler kolayca modifiye edilir ve etkili

biyokonjugasyonlar olusturulabilir [170].

2.4.1.6 Mikroakiskan sentez teknolojisi

1990’da minyatur analiz sistemleri yada ¢ip Uzerinde laboratuar olarak da adlandirilan
mikro toplam analiz sistemi (WUTAS) ¢alismalarinin baglamasiyla mikro kanallarda sivi
akigl islemi bilim ve teknoloji alaninda buyuk ragbet gormus ve ilag salinimindan
biyolojik analizlere / nanopartikil sentezine kadar pek ¢ok calismada kullaniimigtir.
Hem organik hem de inorganik malzemelerin sentezi igin kullanilabilen mikroakigkan
cipleriyle dar bir boyut dagilimi arahdina sahip etkinligi ve hassasiyeti yuksek
nanopartikil sentezi de gerceklestirilebilir [171-173]. Mikroakigkan sistemlerinin
basitlik, tekrar Uretilebilme, kiicik mitarda drnek hacmiyle ¢alismasindan dolayi disuk
maliyetli olmasi gibi ©6nemli avantajlari vardir. Bu avantajlari sayesinde
nanopartikullerin hizl ve optimize bir sekilde sentezlenmesi igin mikroakigkan sistemler
ideal bir platform olusturmaktadir [174, 175]. Son zamanlarda mikroakiskan cihazlar
polimerizasyon tepkimeleri icin de kullaniimaktadir. Bu sistemler sayesinde son derece
kontrolli boyut ve sekle sahip tek boyut dagilimli molekiler baskilanmis polimerler
hazirlanabilir [176].

2.4.1.7 Kat1 faz sentez teknolojisi

Bilindigi uzere MIP’lerin hazirlanmasi igin kullanilan geleneksel yontemler yogun is
gucu gerektiren ve tek seferlik gruplar halinde sentezlenen iglemleri igerir ve bu nedenle
endustride kullanimi uygun degildir. Piletsky ve arkadaslar ilk kez kati faz sentez
yontemiyle MIP nanopartikillerin sentezini bildirmistir [177]. Geleneksel molekuler
baskilamada kullanilan ¢dzinebilir kalip molekll kati faz sentez yonteminde kati bir
destek malzemesinin kullanildigi yizeye immobilize edilerek kullanilir. Bu kati destek
malzemesi icerisinde monomer/baslatici karisimi bulunan bir reaktdre yerlestirilir ve
MIP nanopartikuller bu kati destek Uzerinde sentezlenir. Bu yontem sayesinde tum
baglama bolgeleri ayni yonelime sahip olur ve partiktl yuzeyinde bulunur. Bu 6zellikler
partiklin baglama bdlgelerinin homojenitesini ve ulasilabilirligini arttirir [178]. Dahasi
sentez ve afinite ile saflagtirma asamalar bilgisayar kontrolli bir cihazla

gerceklestirilebileceginden MIP’lerin endustriyel kullanimina olanak saglar [177].
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2.4.2 Molekiler baskilama teknolojisindeki 6zel baskilama stratejileri

Molekuler baskilama teknolojilerinin geligtiriimesi agamasinda yeni nesil teknolojilerin
yani sira ¢ok kalip molekulli baskilama, ¢ok fonksiyonel monomerle baskilama, taklit
molekuller baskilama ve segment (katman) molekuler baskilama stratejisi gibi bazi 6zel

baskilama stratejilerine de yer verilmigtir [5].

2.4.2.1 Cok kalip molekulli baskilama stratejisi

Genel itibariyle molekller baskilanmig polimerler hazirlanirken yalnizca bir tane
molekul ya da iyon tercih edilir. Ancak tek bir molekulin kahp molekil olarak
kullaniimasi MIP’lerin tanima amagli kullanimini kisitladi§i gibi tek seferde birden ¢ok
hedef molekllin uzaklastiriimasini da imkansiz kilar [179]. Ancak farkli birka¢ hedef
molekulin kalip olarak kullanildigi ¢ok kalip molekulli baskilama ile tek polimer
icerisinde farkh tiplerde tanima bolgeleri olusturularak farkli tlrlerde molekullerin
uzaklastiriimasi, ayrilmasi, tahlili, dedeksiyonu ve es zamanli analizi gergeklestirilerek
MIP’lerin kullanim alani genis dl¢ide arttinlabilir [180]. Tek durgun fazdaki birden ¢ok
bilesigin es zamanh uzaklastirilmasi 6rnegin farmasoétik formulasyonlar analizinde
kullanilabilir. Coklu kalip molekdl kullanilarak hazirlanmis bir MIP bir dedektor ile
birlestirilerek birden ¢ok biyolojik veya cevresel sistemlerdeki olasi kirleticilerin tespiti
gerceklestirilebilir. Ayrica ¢ok kalip molekulli MIP’ler ile ¢oklu hedef molekil
taninmasinin ve uzaklastiriimasinin gergeklestirilebilmesi MIT lerindeki surdurulebilir

gelisme igin olduk¢a 6nemlidir [180].

2.4.2.2 Gok fonksiyonel monomerli baskilama stratejileri

Son yillarda kovalent olmayan baskilama yaklasimi sikga kullanimaktadir ve bilindigi
Uzere kovalent olmayan baskilamada fonksiyonel monomer ile kalip molekull arasindaki
etkilesim arttirilarak baskilama verimi arttirilmaktadir. Bu nedenle kalip molekdl ile farkl
bolgelerden etkilesebilecek iki veya daha fazla fonksiyonel monomerin kullaniimasi
hem 6nemli hem de gereklidir [181]. Ayrica iki veya daha fazla fonksiyonel monomerin
kullaniimasi cesitli analitlerin 6zellikle de makromolekullerin kullanildigi durumlarda
seciciligin arttinimasina olanak saglayacaktir. Ancak yodntem kolay dedgildir ve
fonksiyonel monomerlerin secgilmesi esnasinda cevaplanmasi gereken bazi sorular
mevcuttur. Bu sorular: ticari olarak mevcut fonksiyonel monomerler nasil segilmeli ve

uygun kombinasyon nasil hazirlanmalidir, yeni bir fonksiyonel sentezlenmesi

28



durumunda dikkat edilmesi gereken hususlar nelerdir ve ideal bir MIP’nin hazirlanmasi
icin fonksiyonel monomerlerin sinerjik etkileri nasil etkili bir sekilde kullanilmalidir
seklindedir [182-185].

2.4.2.3 Taklit kalip molekiul ile baskilama stratejisi

Ilk calismalarda MIP’ler kati faz ekstraksiyon sistemlerinde basarili bir sekilde
kullaniimistir ancak zamanla iz miktarda kalip molekul sizintis1 yontemin kesinligi ve
dogrulugu konusunda sUphe uyandirmistir [186]. Bu kalip molekll sizintisi riskini
gidermek icin ilk olarak 1997°de Andersson ve arkadaslari gercek hedef molekulu
yerine yakin bir yapisal analogu kalip molekul olarak kullanmigtir [187]. Daha sonra
2000 yilinda Takeuchi ve arkadaslari taklit kalip molekdl kullanimini 6nermis ve 2005
yihinda Hosoya ve arkadaslari bu yontemin kullanimini agiklamiglardir [188, 189]. Son
zamanlarda kalip molekul yerine yapisal bir analogunun kullanildigi taklit kalip molekal
ile baskilama stratejisi sikgca uygulanmaktadir. Bu yontemin sikga tercih edilmesinin iki
temel nedeni vardir bunlardan biri orijinal kalip molekulin pahali ya da tehlikeli olmasi
durumu iken digeri ise orijinal kalip molekultiin kolayca bozuluyor olmasi veya MIP igin

uygun olmayacak sekilde ¢ozunuarlagunin ¢ok dusuk olmasi durumudur [190, 191].

2.4.2.4 Segment (Katman) baskilama stratejisi

Fragment baskilama olarak da adlandirilan segment (katman) baskilama kalip
molekulin sadece bir kisminin MIP’lerin hazirlanmasi agsamasinda yalanci-kalip olarak
kullanilmasi esasina dayanir. Elde edilen polimerler benzer segicilkte tanima
bdlgelerine sahiptir. Segment baskilama ylksek toksik etkiye sahip molekdllerin, pahali
bilesiklerin ve baskilamanin zor oldugu biyolojik makromolekullerin baskilanmasina
olanak sagladigindan molekuler baskilamanin kullanim alanlarini genis ol¢ide
arttirmaktadir. Dahasi segment baskilama stratejisi ile kalip molekul sizintisinin da
onune gegilebilir [192-194].

2.4.2.5 Kompozit baskilama malzeme stratejisi

Molekuler baskilamada c¢esitli fonksiyonel malzemelerin kullanimi oldukga énemli bir

sorun ve gelecek vaat eden bir firsattir. Boylece elde edilen kompozit baskilanmig

malzeme hem fonksiyonel malzemenin hem de MIP’nin avantajlarina sahip olur.

Halihazirda SiOz, polisitiren (PS), titanyum dioksit (TiOz2), kitosan and FesOs gibi

nanomalzemeler ¢ekirdek-kabuk yapisinda MIP’lerin ylzey baskilama ile hazirlanmasi
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asamasinda gekirdek olarak sik¢a kullaniimaktadir. Altin nanopartikiller (Au NPs),
gumus nanopartikuller (Ag NPs), grafen ve kuantum noktalar (QDs) gibi naopartikullerin
MIP matriksine dahil edilmesiyle elde edilen nanokompozit hem nanopartikillerin
spesifik fizikokimyasal Ozelliklerine hem de elektronik ve optik 6zelliklere sahip
MIP’lerin tanima segiciligine sahip olacak ve bdylece saha uygulamalarinda avantaj
saglayacaktir [195-199].

2.4.3 Uyaran duyarh molekuler baskilama teknolojisi stratejileri

Dogal reseptorlerin karakterlerini taklit edebilecek akilli malzemelerin hazirlanabilmesi
icin uyaran duyarli molekuler baskilama teknolojisi kullanilarak uyaran duyarli MIP’ler
(SP-MIP) hazirlanistir. Uyaran duyarli MIP’ler; manyetik duyarl, sicaklik duyarl, pH
duyarli, 1s1k duyarl ve ikili/goklu uyaran duyarl MIP’ler olarak siniflandiriimaktadir. Bu
bes ana sinif diginda tuz iyonlarina kargi duyarl yada biyomolekullere duyarli MIP’ler
de altsinif olarak mevcuttur. Elde edilen bu akili malzemeler saflastirmadan
kemo/biyosensorlere, ilag salinimindan biyoteknoloji ve biyokimyada hicre

enkapsulasyonuna kadar pek ¢ok alanda kullaniimaktadir [14].

2.4.3.1 Manyetik uyaran duyarli molekiiler baskilama teknolojisi

FesOa4 nanopartikullerin gibi manyetik parcaciklarin MIP’lerle birlestiriimesi sonucu elde
edilen ve disaridan bir manyetik alan uygulandiginda dogrudan bir yonelim hareketi
Ozelligi gosteren malzemelere manyetik uyaran duyarl MIP’ler denilmektedir. Manyetik
molekuler baskilanmis kompozit kurelerin hazirlanmasi ilk defa 1998’de Mosbach
tarafindan gerceklestiriimistir [200]. ilgili analitler MIP’ler yardimiyla kolayca adsorbe
edilir ve yuksek manyetik duyarliliklari sayesinde santrifije ya da filitrasyona gerek
duyulmadan digsardan uygulanan bir manyetik alanla; analit ortamdan kolay, hizli ve
daha etkili bir gekilde ayrilir. Son zamanlarda manyetik uyaran duyarli MIP’lerin
Ozellikle 6rnek hazirlanmasi, manyetik biyoayirma, ilag salinimi ve enzim
immobilizasyonu gibi alanlarda basaril bir gekilde kullanimi oldukga dikkat cekmektedir
[201-203].

2.4.3.2 Sicaklik duyarli molekiiler baskilama teknolojisi

Bilindigi Gzere molekiler baskilama teknolojilerinde elde edilen fazla capraz bagl sert

yapilarin hedef molekdl i¢in sahip oldugu tanima bélgeleri olduk¢a sinirhdir. Ancak

daha az gapraz baga sahip olan polimer jellerin tersinir sisme ve buzulme 6zellikleri
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vardir ve gevre sicakliginda meydana gelen degisiklie gore sisebilen ve buzllebilen
bu yapilara sicaklik duyarl polimerler denmektedir. Bu polimerler ilag salinimi doku
muhendisligi ve biyokimyada hucre enkapsulasyonu igin kullaniimaktadir. Bu sicaklik
duyarli tanima islemi dogal sistemlerde proteinlerin taninmasi i¢in kullanilan sistemle
baylk benzerlikler gosterir. Bu nedenle protein baskilanmis polimer matrislerinin
hazirlanmasinda sicaklik duyarl biyo-uyumlu jellerin potansiyel bir uygulama alani
mevcuttur [204-210].

2.4.3.3 Isik duyarh molekiiler baskilama teknolojisi

Isik uzaktan uyarim yapan temiz enerji turadur. Isik molekuler cihazlarda ve akilli
malzemelerde sik¢a kullanildigindan olduk¢a énemlidir [211]. Isiga duyarli MIP’lerin
olusturulmasi igin polimerik agda foto-reaktif kisimlara ihtiya¢ vardir [212]. Bu foto-
reaktif yapilar; foto-irradasyonu foto-tepkimeler yardimiyla izomerizasyon ya da
dimerizasyon gibi bir kimyasal sinyale donusturebilirler [212]. Fotoizomerlesme
genellikle hizli, tersinir ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Azobenzen ya da spiropiran gibi
foto-reaktif kisimlar foto-izomerlesme strecinde kullanilir. Fotoizomerlesme islemleri
genis bir uygulama arahdinda MIP’lerin fonksiyonlagtiriimasi icin cesitli sekillerde
kullaniimaktadir. Ancak ticari olarak 1g1ga duyarli fonksiyonel monomerlerin bulunmasi

neredeyse imkansizdir [213].

2.4.3.4 pH duyarh molekiuler baskilama teknolojisi

Karboksilik asit yada amino gibi bir fonksiyonel grup iceren polimerler pH degisiklilerine
karsi hassastirlar ve pH duyarli polimerler olarak adlandirilirlar. Iyonlasabilen gruplar
iceren bu tip polimerik aglar belli bir pH’da bir proton alabilir ya da verebilirler bu da
polimer zincirinin hidrodinamik hacminde bir degisiklige neden olur. Bdylece polimer
kompakt bir haldeyken degisen sartlarla sismeye yada biuzulmeye baslar ve hacimde

faz gecisi degisikligi meydana gelir [214, 215].

2.4.3.5 ikili/goklu uyaran duyarli molekiiler baskilama teknolojisi

Sentezlenmesi olduk¢a zor olmasina ragmen iki fazla daha fazla uyarana karsi duyarli
MIP’ler mevcuttur. Elde edilen bu MIP’ler 6zelliklerini tek agidan degil de ¢ok yonlu
sergilediklerinden oldukga Ustiin ézelliklere sahiptirler. iki uyarana duyarli polimerler
genellikle manyetik/sicaklik, manyetik/isik, sicaklik/igik, sicaklik/pH ve sicaklik/tuz
iyonu gibi uyaranlara duyarl yapilarin birlestiriimesiyle elde edilir [216].
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2.5 Molekiler Baskilanmig Polimerlerin Kullanim Alanlari

Daha oOnce bahsedildigi gibi molekuler baskilama teknolojisindeki ¢esgitli akilli
teknolojiler ve stratejiler, surekli kullanilarak ve geleneksel polimerizasyon
yontemlerinin gelistirimesiyle hizla ilerletilmistir. Bu ilerleme molekuiler baskilamanin
hizla gelismesine ve boylece ¢esitli yeni Ustun 6zellikli MIP’lerin hazirlanmasina olanak
saglamistir. Sonu¢ olarak MIP’ler icin daha heyecan verici ve evrensel uygulama
alanlari kesfedilmistir. Ornegin ¢oktirme polimerizasyonunda yizey baskilama
teknolojisi oyuk (hollow) gbézenekli polimer sentez teknolojisiyle birlestirilerek ylksek
adsorpsiyon kapasiteli, etkili baskilama yapilabilen, iyi bir morfolojiye, tek boyut
dagiimina ve ideal ylzey 6zelliklerine sahip MIP’ler hazirlanmistir. Hazirlanan bu
MIP’ler 6rnek hazirlamada veya kromatografide sorbent olarak ya da durgun fazda
kullanim i¢in uygundur. Kompozit baskilanmigs malzemelerin sol jel yontemiyle
birlestiriimesiyle ¢ok iyi araylz karakterine sahip elektriksel ya da optik 6zellikleri olan
kimyasal veya biyolojik sensoér olarak kullanilabilecek MIP’ler hazirlanmistir. Bu gibi

Ozelliklere sahip Ustlin 6zellikli MIP’ler pek ¢ok alanda kullanilabilmektedir (Sekil 2.6)

[5].
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Kat1 Faz Ekstraksiyonu (SPE)

On Hazirhik |l
Teknikleri (SPME)

Kati1 Faz Mikroekstaksiyonu

Manyetik Karistirma Cubugu
ile Ekstraksiyon (SBSE)

Kromatografik Dolgu
Malzemeleri

Kromatografi
Monolitler

MIP'lerin
Kullanim
Elektrokimyasal
Kolorimetrik

Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)
[ FT-IR

Yiizey Zenginlestirilmis Raman
Spektroskopisi (SERS)

Diger Sensorler

Sekil 2.6. On hazirlik tekniklerinde, kromatografide ve sensoér calismalarinda MIP’lerin

kullaniminin yapisal diyagrami [5].
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2.6 Yuzey Plazmon Rezonans

Optik biyosensorler 1980’li yillarin sonlarina dodru ilk defa kullaniimaya baslanmis ve
biyomedikal, farmasotik, diyagnostik endustrisi gibi pek ¢ok alanda yayinlanan
makalelerde kullanim alanlarina o zamandan beri genig yer verilmigtir [217].
Fluorosanssa yada absorbansa dayal optik yontemler ¢ok daha 6nce zamanlardan
beri kullaniimasina ragmen ylzey plasmon rezonans (SPR) yada Yuzey Gelistirilmis
Raman Spektroskopisi (SERS) gibi yuzey temelli yontemeler ¢ok hizli bir sekilde
geligtiriimis  ve biyosensoérlerde ©onemli bir rol oynamiglardir. SPR teknigi
biyomolekullerin etkilesimlerinin incelenmesinde; etiket gerektirmemesi, gercek
zamanli ve son derece hassas olmasi gibi dikkate deger ozellikleri sayesinde dnemli
bir analitik ara¢ olarak kabul edilmektedir [218]. Herhangi bir elektromanyetik girisim
olmadan genis dinamik araliginda kullanilabilmesi ve yuksek hassasiyeti gibi
mukemmel Ozellikleri sayesinde arastirma ve gelistirme alanlarinda kullanimi

yayginlasmistir [219].

®Analit
YimmobilizeIigand(antibadi)
m 4 Akis Kanali % Ql_kl;
¢ e ¢ ¢ s
YY Y Y Yo
Isik Kaynagdi Prioma Dedektor

Sekil 2.7. SPR biyosensorun analiz prensibi [219].

Tam yansima halinde (toplam i¢ yansima, TIR) p-polarize 1sik; elektriksel olarak iletken
olan ve iki farkh kirilma indeksine sahip ortam (yani ylksek kirilma indeksli cam sensor
yuzeyi ve dusik kiriima indeksli tampon gibi) arasinda bulunan altin tabakasina
carptiginda SPR olgusu meydana gelir. SPR ilk defa 1968’de; ince metalik tabakanin
serbest elektronlariyla absorbe edilen fotonlarin enerjilerinin, belirli bir a¢i ile gelen
IS1I9In genligi azaltmasi seklinde agiklanmigtir. SPR’nin biyosensoér alaninda tayin
yontemi olarak kullanilabilecedi ise ilk defa 1983’de dile getirilmigtir [220]. Ticari olarak
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sikga bulunan SPR cihazlari, sensor yuzeyine yakin dalga boylarindaki (~ 200 - 300
nm) c¢esitli kirlma indekslerinin optik metotlarla dlgulmesi esasina dayanir. Gumus
yuzeyler daha iyi bir SPR etkisi saglamasina ragmen oldukga iyi bir inert metal film olan
altin yuzey plazmon rezonans igin tercih edilmektedir. Altin yuzey kendiliginden
yonlenen uzun zincirli tiyol tabakasi ile modifiye edilerek hidrojeller (karboksillenmis
dekstranlar gibi) ylzeye tutturulabilir. Bu hidrojeller, biyomolekullerin kovalent
immobilizasyonu igin etkili bir substrat olmasinin yani sira biyomolekullerin etkilesimi
icin uygun bir ortam saglar [221, 222]. SPR sensogramlarindan genel itibariyle iki ¢esit
bilgi saglanir. Bunlardan ilki kinetik hiz sabitleri ve analit konsantrasyonu hakkinda bilgi
saglayan etkilesim orani (baglanma ve ayrilma) ve digeri ise nitel ya da yari-kantitatif
uygulamalar igin kullanilabilecek afinite sabitleri verilerini veren baglanma seviyesidir.
Bununla birlikte SPR’nin biyosensoér teknolojisinde dogrudan tayin amacli kullaniminin
en Onemli avantaji biyomolekuller etkilesim kinetiklerinin; tepkime hizi ve denge
sabitlerinden yararlanilarak belirlenebilmesidir [220, 223]. Kinetik sabitler aragtirilan
biyolojik sistemlerin dinamikleri hakkinda onemli veriler saglar ve boylece tedavi edici
Ozellige sahip yeni molekullerin tasarimi ve secimi igin kullanilabilir. Higcbir etiket
kullanilmadan o6lgim alinabilme avantajina sahip olan SPR biyosensorler farkli
boyutlardaki (molekul agirligi 500 Dalton’'un asagisinda kalan molekuller ve daha buyuk
molekuller) ve kompleks yapilardaki (tedavi edici 6zellige sahip proteinler, nikleotidler,
virusler ve peptidler gibi) pek cok (biyolojik) molekulin tayininde basaril bir sekilde
uygulanmigtir [224-228]. Ayni zamanda yontem asagidaki veriler hakkinda da kapsamli
bilgi saglar;

(a) iki (yada daha fazla) reaktan ciftinin baglanma tipolojisinin tespiti

(b) Gergek zamanli analizi sirasinda meydana gelen etkilesim surecleriyle ilgili afinite

sabitlerinin belirlenmesi
(c) Baglanma ve sokilme hizlarinin olgtimesi

(d) Birbiriyle etkilesim igerisinde olan tek bir molekllin ya da her iki molekulin

derisimlerinin belirlenmesi.

Biyomakro-molekullerin karakterizasyonunda ya da miktarlarinin belirlenmesinde

kullanilan SPR biyosensor tekniginin uygulanmasi i¢cin daha uygun immobilizasyon
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stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir [229, 230]. Bu immobilizasyon stratejileri; immobilize
edilmis molekulin biyoaktif 6zelliklerini sergileyebilmesi igin bulundugu uygun
mikrogevredeki spesifik olmayan baglanmalari sinirlandirmalidir. immobilizasyondaki
sorunlarin bir kismini ¢dzmek icin cam Uzerindeki altin film tabakasi 100-200 nm
kalinhginda karboksimetile dekstran ile kaplanmigtir. Bu dekstran temelli sensor
ciplerinin kapasitesi; dekstran karboksilasyon yuzdesi degistirilerek degistirilebilir.
Onemli bir nokta ise bu dekstran tabakasinin kalini§ginin (100 nm) 200 nm’lik dlgiim
alinamayan alan ile ¢ok iyi bir uyum icinde olmasi ve boylece bu ticari olarak
kullanillacak sensor ciplerinin  blyuk Olgekte Uretimine olanak saglamasidir.
Karboksimetilasyon prosediru ile olugsan son derece esnek polimer tabakasi spesifik
olmayan adsorpsiyon sinirlandiriimasini saglayan bir net negatif ylke olusturur.
Dahasi, pratik uygulamalarin gogunda gerekli olan daha fazla analitin baglanmasi igin
gerekli olan yodun bir tabaka elde edilmesine olanak tanir. Proteinlerin ylzeye
badlanmasi i¢in ayni prensiple farkli uzunluklarda aljinat tabakasindan olusan
sensorler de gelistirilmistir. Ayrica spesifik olmayan adsorpsiyon sinirlamak igin
karboksi-fonksiyonlu polietilen glikol katmanlari ile iki boyutlu sensoér yuzeyleri
geligtiriimigtir. Basit yag keseciklerinin ya da daha once yerlestiriimis proteinlerin tayini
icin lipozomlarin kolayca tutulmasini saglayacak lipofilik ankrajlarin bulundugu ya da
direk hidrofobik ylizeye tutunabilecek farkli sensoérler mevcuttur [222, 231, 232]. Ayrica
molekuler baskilanmis polimer temelli SPR sensorler proteinlerin, gevresel kirleticilerin,

ilaglarin ve gidalarin izlenmesinde sik¢a kullaniimaktadir [233-243].

2.6.1 Yuzey Plazmon Rezonans Genel Prensibi

Gelen 1s1gin bir fotonu bir metal ylzeye (genellikle bir altin ylzey) ¢arptiginda ylzey
plazmon rezonans olusur. Belli bir agida gelen 1sik enerjisinin bir kismi yuzeydeki
uyarim nedeniyle hareket eden metal tabakasinin elektronlari ile kaplanir. Bu metal
yluzeye paralel olarak yayilan bu elektron hareketi plazmon olarak adlandirilir. Bu
plazmon salinimi; metal yuzey ile 6rnek ¢ozelti arasindaki sinirda 300 nm civarinda bir
elektrik alani olusturur. Ticari olarak bulunan SPR biyosensoérler yapilandirilirken,
Kretschmann konfigirasyonundaki gugli bir yansitici 6zelligi olan cam prizma
kullanilarak belli bir agiyla gelen 1s1gin toplam yansimasi azaltilir (Sekil 2.8). Sabit bir

dalga boyu (i1sik kaynagindan gelen) ve yuzeydeki ince metal tabakasi varliginda
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rezonansin gergeklestigi SPR acgisi metal yuzeyi yakinindaki malzemenin kirilma
indeksine baghdir. Sonug¢ olarak tayin ortaminda ufak bir degisiklik (biyomolekullerin
immobilizasyonundan kaynaklanan degisiklikler) yansitma indeksini degistireceginden
plazmonda bir degisiklik olusturur. Tayin detektore yansiyan igiktaki degisiklik dlgulerek
gerceklestirilir. Ayrica yuzeydeki immobilizyon konsantrasyonu, yansiyan isigin
yogunlugunun veya rezonans acisindaki kaymalarin izlemesiyle olgulebilir. Geleneksel

bir SPR biyosensorlyle 10 pg/mL dedeksiyon limitine ulasilabilir [244, 245].

A B D
Polikromatik Yanit
Isik Yogunluk I —
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Prizma / \ f
\/ v I
| «—ll
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. . Sensor ¢ipi (Altin film) Sensor cipi (Altin film)
Sensor cipi (Altin film) Fonksiyonel Kaplama Fonksiyonel Kaplama
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ArayiizdeolusanPSP || l I
Biyolojik tanima molekilleri \— /

Analitler

Sekil 2.8. SPR biyosensor tasarimi: (A) Kretschmann konfigurasyonu; (B) Yansiyan
1Is1gin spektrumu; (C) SPR sensor yuzeyine baglanma; (D) Molekuler etkilesimlerin

neden oldugu kirilma indisindeki degisiklik [246].

SPR biyosensoérlerinde prob molekulleri ilk olarak sensor ylzeyine immobilize edilir.
Hedef molekulin bulundugu ¢ozelti sensor yuzeyiyle temas edecek sekilde sistemden
gegcirildiginde, birbirlerine gosterdikleri afinite nedeniyle gerceklesecek olan hedef
molekul-probe etkilesimi sayesinde SPR sensdr yiizeyinin kirilma indeksinde bir artisa
neden olur. SPR deneylerinde siyaldeki degisimi ifade etmek igin rezonans yada yanit
birimi (RU) kullaniimaktadir ve 1 RU birimi 10# derecelik bir kritik agi kaymasina
esdegerdir. Deneye baslarken probe ve hedef molekil etkilesim halinde olmadigindan
ilk RU degeri baslangi¢ kritik agisina kargsilik gelir. Yuzeydeki katmanlarin kalinligi olan
h ile degisen kirilma indeksi Ang asagidaki formulle hesaplanabilir
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(dn/dc)val kirllma indeksindeki artisi, ¢ analitin hacim konsantrasyonunu ve Al" ylzeye
baglanan hedef molekulin konsantrasyonunu ifade etmek igin kullanilir. Kirilma
indeksindeki degisiklik, gelen 1g1gin yayilan ylzey plazmonuyla (PSP) altin yluzeyde
birlesmesiyle gercek zamanli olarak belirlenebilir. Sonug olarak kalip molekulin ylzeye
baglanma hizi (kon) ve tampon ile surekli akis durumunda ylzeyden ayrilma hizi (Koff)
hesaplanabilecegi gibi badlanma hiz sabiti (ka) ve ayrilma hiz sabiti de (kd) SPR
baglanma kinetikleri incelenerek belirlenebilir. Sensor yuzeyine immobilize edilmis
bilinen bir proba baglanan ilgili molekulin izlenmesi ve miktarinin belirlenmesi igin
kirilma indeksiyle ilgili parametreler kullanilabilir. SPR deneylerinde tayin limiti (LOD);
molekul agirligi, optik 6zellikler, hedef molekil-prob arasindaki baglanma afinitesi ve
prob molekulin sensor yuzeyini kaplama derecesi gibi belirli faktorlere baghdir [246-
248].

Biyosensdr uygulamalarinda geleneksel SPR dlgimleri metal ylzeyindeki organik
filmin kalinliginda ya da kirnima indisinde meydana gelen degisikligi izlemek igin
kullanihir [249]. Belirli bir dalga boyundaki p-polarize 1sik demeti prizmadan gecerek
belirli bir agiyla yluzeye carptiginda SPR olgusu meydana gelir. Belirli kosullarda,
metal/dielektrik ara ylzeyinde foton-plazmon ylzeyi elektromanyetik dalgalari (ylzey
plazmon polaritonlar) olusur. Bu dalgalar metal dielektrik ara yuziine paralel yayilir ve
iligkili optik elektrik alani yuzeyde 200 nm’lik tipik bir dogrusal azalma meydana getirir
[250]. Bu belirlenen agida yansiyan i1s1gin yogunlugunun azalmasiyla sonuglanir. Belirli
bir agida gelen 1s1gin yansimasi (6) p-polarizasyonu ile iligkili ¢ kademeli Fresnel
denklemi kullanilarak hesaplanir. Bu U¢ kademe sensor sistemindeki; cam prizma (y),
metal tabaka (u) ve sensor tabakasi olan tg¢ ortami (j) ifade etmektedir. Gelen is1gin

yansimasi (R) asagidaki formule gore belirlenebilir [251]:

2
(1.1)
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Prizma-metal ve metal-sensor tabakasi arayuzleri igin yansima genligi ise asagidaki
denklemle belirlenmektedir:

€j ve kj sirasiyla dielektrik sabitini ve ilgili ortamin j (prizma, metal ya da sensor
tabakasi) arayuzine dik olarak gelen dalga vektori bilesenidir. Denklemde kz
arayuzeye paralel gelen dalga vektor bilesenini, w 1s13in agisal frekansini (w(A) =
21mc/N), d metalik filmin kalinhdini ve c ise 1sik hizini ifade etmektedir. Yukarida
belirtlen 1.1, 1.2 ve 2 numarali denklemlere gore, yansima sensor tabakasinin
dielektrik sabitinin (ep) bir fonksiyonu olarak degisir [251]. Dielektrik sabiti (ep) yluzey
tabakasindaki ligand derigiminin hacminin ve yansima indeksinin karesinin bir
fonksiyonudur. Geleneksel SPR biyosensorlerde genis dagilimh bir gelis agisi olan
monokromatik 1sik kullanilir ve yansiyan isik farkh noktalarda (yansima agisina bagli
olarak) detektore ulasir [252, 253]. Dedektor disen 1sik yogunlugu konumunu surekli
olarak kaydeder ve yansiyan 1s1gin SPR agisini hesaplar. Bu tayin sisteminin
hassasiyetini arttirir. Belirli bir dalga boyunda yansiyan i1sigin SPR agisinda meydana
gelen degisiklik (0) yuzeydeki yansima indeksinin degisikligine (n), katman kaliginda
meydana gelen degisiklige (d), ci1 ve cz sabitleriyle iligkilidir [254-257].

AB(A) = c;An+ c,Ad 3)

Herhangi bir proteinin konformasyonal degisikligi yada ligandin baglanmasi gibi protein
kalinligindaki herhangi bir degisiklik (Ad) ile Lorentz-Lorenz denklemi kullanilarak
yansima indeksindeki degisiklik belirlenebilir [254].

n?-1 nZ-1Vp\ Ad

Mn=-2(n?+2)? (55 -2 ()

n2+2 nZ+2V

Bu denklemde n proteinin yansima indeksini, nw suyun yansima indeksini, Vp proteinin
hacmini ve V protein tabakasinin hacmini belirtmektedir (V = Vp + Vw). SPR agisindaki
en ufak degisiklik rezonans birimi (RU) olarak ifade edilir. 103 RU’luk bir yanit agidaki
0.1 derecelik bir degisikligi gosterir ve pek ¢cok proteinin sensor tabakasina yaklagik 1
ng/mm?lik baglanmasiyla bu degisiklie meydana gelir [253]. Teorik olarak agidaki

degisiklik kompleks Fresnel denklemi kullanilarak hesaplanabilir. SPR cihazlar ile
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gercek zamanli olarak hem kalinliktaki hem de yansima indeksindeki degisik izlenebilir.
Bu degisiklikler altin sensor tabakasinda meydana gelen biyomolekuler etkilesimlerin
sonucudur. Geleneksel SPR cihazlarinda biyomolekiler etkilesimler ince metalik altin
bir tabaka (genellikle 50 nm kalinhdinda) ile kaplanmis bir cam plakadan olusan bir
sensor ¢ipi Uzerinde gergeklesir. Altin ylzey Uzerine immobilize edilerek proteinlerle
caligilabilir. Gergek zamanli Olgimler sirasinda, tampon g¢ozeltisinin sensor ¢ip
Uzerinden akisl gergeklesir ve boylece protein katmaninda meydana gelecek
desorpsiyonun onlne gegilebilir. Sonu¢ olarak proteinin fiziksel adsorpsiyonu igin
oldukga iyi bir alternatiftir. Salfidril gruplarina sahip proteinler tiyol baglari vasitasiyla
altin ¢ip yuzeyinde dogrudan absorblanabilir [258, 259]. Alternatif olarak altin ylzeyler
karboksil gruplari ihtiva eden alkan tiyolatlar ile modifiye edilerek ligandlar kovalent
olarak da yluzeye baglanabilir [260, 261]. Ancak, en klasik yaklasim altin yizeyine 100
nm kalinhginda karboksimetile dekstranla bir baglanma tabakasinin olusturulmasidir.
Daha sonra ilgili ligandlar dekstran ile modifiye edilmis ¢ip Uzerine streptavidin—biyotin

koprileri vasitasiyla kovalent olarak baglanabilir [262-266].

2.7 Prednisolon

Kortikosteroidler endojenik ve egzojenik olarak iki tirde de mevcuttur. Kortizol gibi
endojenik kortikosteroidler bagisiklik sistemi, bliyime ve stres tepkisinin olusturulmasi
gibi fizyolojik sureglerde oldukga énemli bir rol oynar. Ekzojenik kortikosteroidler ise
sistemik (6rnedin prednisolon), inhale (6rnegin siklesonid) ve topical (hidrokortizon)
olmak Uzere Ug farkli turdedir. Bu ekzojenik kortikosteroidler anti-enflamatuar ve
bagisiklik baskilayici etkisinden dolayr astim, romatizmal arterit, sistemik lupus,

egzema ve Crohn hastaligi gibi hastaliklarin tedavisinde sik¢a kullaniimaktadir [267].

ilk defa 1955'de kortizolun mikrobiyolojik oksidasyonu ile sentezlenmis olan
prednisolon glukoneogenez ve antienflamatuvar etkiye sahip bir kortikosteroiddir [268,
269]. Prednisol inaktif bir ilag¢ olan prednisolon’un karacigerde enzimatik pargalanmasi
sonucu olusur (Sekil 2.9). Adrenokortikol aktiviteye sahip bu iki steroid kortizon ve
kortizol'dan 3-4 kat daha aktiftir [270, 271].

40



OH OH

o 11- beta o
CH, hidroksisteroid CHg
o OH dehidrojenaz HO OH
CHgy « CHgy
o} o}
Prednison Prednisolon

Sekil 2.9. Prednisolonun enzimatik pargalanmasi [272].

Prednisolon (11b, 17a, 21-tri-hidroksi-pregna-1,4-dien-3,20- dion); astim, romatizmal
arterit, Ulseratif kolit ve Crohn hastaligi, coklu sikleroz, kime bas agrisi ve sistemik
lupus eritematoz gibi genis yelpazede oto immun ve inflamatuar hastaliklarin
tedavisinde sikga kullanilan sentetik bir adrenal kortikosteroiddir [273-278]. Gozleri
etkileyen alerjik tepkilerin, kasinma, kizariklik ve sismelerin azalmasi icin de
prednisolon tedavisine basvurulmaktadir [279-282]. immiin baskilama etkisinden
dolayi prednisolon organ nakli sirasinda ve sonrasinda organ reddi riskinin azaltilmasi
icin kullaniimaktadir. Prednisolon ayrica kan kanserinin tedavisinde ve bdbrekustu
bezlerinin yeterince kortikosteroid Uretmedigi durumlarda horman takviyesi olarak ta
kullaniimaktadir [283-285]. Kisa sureli kullanimlarda prednisolon az ya da hafif yan
etkileri olsa da genellikle tolere edilebilmektedir. Ancak uzun slre ve ylksek dozlarda
kullanilmasi durumunda; édem, kilo alma, yuksek kan basinci, kas gugsuzlugu, yluzde
siskinlik ya da killanma, katarakt, peptik Ulser, diyabetin kotulesmesi, ¢ocuklarda
biyime geriligi ve kasilma gibi ciddi yan etkileri bulunmaktadir [286]. Ayrica
prednisolon bir gluko-kortikosteroid olmasi nedeniyle WADA anti doping kurallari
cercevesinde sporcular tarafindan kullaniimasi yasaklanmigtir [287, 288]. Bir
numunede glukokortikosteroidler 30 ng/mL’den yuksek derisimde olmasi durumunda
yasadigl olarak kullanildigi varsayilmaktadir [288]. Bu nedenle, prednisolon
konsantrasyonunun belirlenmesi rutin klinik ve farmatolojik analizler igin oldugu kadar
atletlerin doping kontroll ve kalite kontrolU ¢alismalari iginde buylk dnem tagimaktadir.
Prednisolonun plazmadaki yarilanma omru 3-4 saattir [289]. Yapisal degisiklige

ugramamis prednisolon kayda deger bir oranda idrarla atiir [290]. Prednisolon
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miktarinin tayini i¢in literatirde tanimlanmig analitik yontemler mevcuttur. Kullanilan
ilacin miktarinin tayini igin gaz kromatografi [291], radyoimunoanaliz [292], ylksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) [293], spektrofotometri [294] ve cesitli
detektorler baglanmis kapiler ayirma [295] gibi yontemler tercih edilmigtir. Ancak
plazmadaki ve idrardaki prednisolon konsantrasyonu tayini igin sadece az sayida HPLC
calismasi yapilmigtir. Bu teknikler uzun tayin sdrelerini ve karmasik yontemleri
icermektedir. Bu nedenle prednisolonun tayini i¢in kisa tayin suresi olan, basit, segici

ve ucuz tayin yontemleri gelistiriimelidir.

42



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Malzemeler

3.1.2 Kullanilan Kimyasallar

Tez galismasi kapsaminda kullanilan prednisolon (PRD), 1-Vinilimidazol (VIM), etilen
glikol dimetakrilat (EDMA), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), sodyum dodesil sulfat
(SDS), poli(vinil alkol) (PVA, Ma:9,000-10,000), sodyum bikarbonat, amonyum
persulfat (APS), sodium dihidrojen fosfat, sodyum hidrojen fosfat ve sodyum bisdulfit
Sigma Chemical Ltd. (St Louis, ABD)den alinmistir. Calismada kullanilan diger tim
kimyasallar analitik saflikta olup Merck, Fluka, Riedel-de Haén ve Sigma Chemical
Ltd’'den temin edilmistir. Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar aksi belirtiimedikge
temin edildigi sekliyle kullaniimis ve herhangi bir 6n igleme tabi tutulmamiglardir. Tim
sulu ¢ozeltiler Barnstead D3804 NANOpure® cihazi ile saflastirilan deiyonize su (>18.2
MW cm™) kullanilarak hazirlanmistir. Prednisolon’un stok ¢ozeltisi metanol (MeOH) ile
hazirlanmis ve 4 °C’de aliminyum folyoya sarih cam bir 6rnek kabi icerisinden

muhafaza edilmigtir.

3.1.3 Kullanilan laboratuvar ekipmanlari

Tez calismasi kapsaminda; homojenizasyon i¢in T10 (lka Labortechnik, Almanya)
homojenizator, polimerlerin hazirlanmasi igin Radleys (Carousel 6, Essex, ingiltere)
polimerizasyon reaktoru santriflij islemleri icin Beckman Coulter Allegra 64R (Beckman
Coulter, Kaliforniya, ABD) kullaniimistir. Karakterizasyon c¢alismalari icin Nano
Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, ingiltere), Taramali-Gegirimli Elektron
Mikroskobu (S-TEM) FEI Tecnai F20 S/TEM (Hillsboro, OR, ABD), zayiflatiimig toplam
yansima - fourier dontisumli kizilotesi spektroskopisi (FTIR-ATR) (Thermo Fisher
Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD), elipsometre (EP3-Nulling, Géttingen,
Almanya), temas agisi oOlgumleri (Kruss DSA100, Hamburg, Almanya) cihazlari
kullaniimistir. Analizler igin ¢ozeltiler peristaltik pompa kullanilarak SPR-Incubation
(NANODEV, Ankara, Turkiye) ylzey plazmon rezonans sistemiyle etkilestiriimis ve

SPRview yazilimi kullanilarak kinetik veriler ahinmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Nanopartikullerin Hazirlanmasi

Molekuler baskilanmig nanopartikullerin hazirlanmasi igin iki fazli mini emdulsiyon
polimerizasyonu yontemi kullanilmistir. iki sulu faz ve bir organik fazdan olusan
prosedur kisaca soyle 6zetlenebilir. Birinci sulu fazin hazirlanmasi igin 0.935 g PVA,
144.5 mg SDS ve 117 mg NaHCO3 sulu ¢dzeltisi hazirlanmistir (25 mL). ikinci sulu faz
icin ise 500 mg PVA ve 500 mg SDS’in 500 mL'lik sulu ¢ozeltisi hazirlanmistir. Organik
faz icin ise kullanilan fonksiyonel monomer olan VIM, ¢apraz baglayici monomer olan
EDMA, yardimci monomer (komonomer) olan HEMA ve kalip molekll olan PRD
asagidaki cizelgede gosterildigi gibi U¢ farkh oranda hazirlanarak prednisolon
baskilanmis  nanopartiktller (PIN) elde edilmigtir. Ayrica baskilanmamig
nanopartikillerin ~ (NIN) hazirlanmasi icin  PRD kullanilmadan hazirlanan
polimerizasyon proseduru kullanilmistir. Molekuler baskilanmis nanopartikullerin ve
baskilanmamis nanopartikillin hazirlanmasi igin birinci fazdan her bir prosedur i¢in 5
mL alinmis ve organik fazla karistirilmistir. Karisnm, buz banyosunda 15 dakika
homojenize edilmistir. Sure bitiminde tepkimeler karigimi vakit kaybetmeden 100 mL
ikinci fazla cam polimerizasyon reaktorinde karistiriimistir. Elde edilen polimerizasyon
karisimi 45 °C’de 600 rpm’de inkibasyona birakilmigtir. Polimerizasyon karisiminin
sicakhgi 45 °C’ye ulastiginda baslatici olarak énce 63 mg APS daha sonra 56.5 mg
NaHSOs eklenmistir. Hazirlanan karisim 600 rpm’de 24 saat sure ile 40 °C’de

polimerizasyona birakilmistir.

Cizelge 3.1. Mini-emllsiyon polimerizasyonunda kullanilan organik fazlar.

. Capraz-
Polimer Fonksiyonel Komonomer Ka"p.. Baglayici PRD : VIM
Monomer Molekul
Kodu (VIM, uL) (HEMA, pL) (PRD, mg) Monomer Mol orani
& M) (EDMA, mL)
NIN 271.7 100 0 1.05 0:20
PIN1 271.7 100 54.1 1.05 1:20
PIN2 271.7 100 108.2 1.05 2:20
PIN3 271.7 100 216.3 1.05 4:20
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Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, polimerizasyon ortamindaki mikropartikullerin
ve tepkimeye girmemis yapilarin uzaklastiriimasi igin ¢ozelti 5000 rpm’de 45 dakika
santrifij edilmistir. Daha sonra Ust ¢ozelti 25000 rpm’de 4 °C’de 2.5 saat ¢okturtlmus
ve daha sonra ¢ozelti 3 kere etanol : su (1:1) karisimi ile yikandiktan sonra ylzey aktif
madde olan SDS’in uzaklastiriimasi icin kdpuirme kalmayincaya kadar deiyonize su ile
yikanmistir. Her bir yikama basamagindan sonra partikuller 25000 rpm’de ¢okturtlmuas
ve sicakhgi 8 °C’de tutulan sonikatérde yikama ¢ozeltisi icinde dagitilmistir. Elde edilen
nanopartikiller son olarak deiyonize suda dagitilmis ve etrafi aliminyum folya ile sarili

cam numune kabinda +4 °C’de saklanmigtir.

3.2.2 Nanopartikillerin Karakterizasyonu
Elde edilen nanopartikillerin karakterizasyonu igin boyut analizi (Zeta-sizer ve STEM)

ve yapisal analizi (FTIR-ATR ve Elementel analiz) gerceklegtirilmistir.

3.2.2.1 Boyut Analizi

Elde edilen nanopartikillerin boyut analizleri ilk olarak Nano Zetasizer ile
gerceklestiriimistir. Zeta-sizer ile partikullerin Gg¢ 6zelligi belirlenebilir. Bunlar; partikdl
boyutu, zeta potansiyeli ve molekuler agirhgrdir. Partiktl boyutunun élgtlmesi icin zeta-
sizer'da Dinamik Isik Sagilmasi (DLS) enstrimanindan faydalanir. Bu yontem; dnceden
Olculmus benzer Ozelliklerdeki partikullerin, hizlarinin ¢aplari ile orantili oldugu ve
benzer hizda difuzlenmesi esasina dayanir. Zeta-sizer boyut analizinin temelinde ilk
olarak partikullerin Brownian hareketlerinin DLS ile olgtlmesi ve daha sonra varolan
teoriler yardimiyla bu harekete denk gelen partikil boyutunun belirlenmesi esas
alinmistir. Brownian hareketleri, sivi igerisindeki bir partikilin onu c¢evreleyen
molekullerle garpigsmasi sonucu dogan rastgele hareketler olarak tanimlanir. Sivi
icerisindeki partikul rastgele hareket eder ve partikilin hizi boyutunun belirlenmesi igin
kullanilir. Bilindigi Uzere sivi fazda kuguk partikiller buyuk olanlardan daha hizli
difizlenir ya da hareket eder. Kisa bir slire araliginda 6rnegin hem baslangic hem de
sonu¢ resimleri kargilastirildiginda ne kadar partikilun hangi hizla hareket ettigi
Olcllerek boyut analizi gergeklestirilebilir. Eger iki resim arasindaki partiktl hareketi
dusuk bir duzeydeyse partikll boyutu buyuk, eger hareket yiksek dizeydeyse partikil
boyutu kiguk oldugu dusundlebilir. Bu bilgiden yola ¢ikarak diftizyon hizi ile boyut
arasindaki iligki belirlenebilir. Partikil boyutu analizleri igin elde edilen polimer ¢ozeltisi
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500 kat seyreltiimis ve homojen bir karigim elde etmek i¢in 5 dakika sonike edilmigtir.
Sonikatorun sicakligi surekli kontrol edilerek 25 °C’nin Ustine ¢ikarilmamasina dikkat
edilmistir. 25 °C’de 90°lik 1sIk saciimasiyla gergeklestirilen olgcimlerde cihaza
dispersant olan deiyonize suyun kirilma indisi degerleri ve yogunlugu (sirasiyla, 1.33

ve 0.88 mPa.s) girilerek U¢ analizin ortalamasi alinmigtir.

3.2.2.2 Taramali-Gegirgenlik Elektron Mikroskobu (STEM) Analizi

STEM; alan emisyon tabancasi, tek probdan olusan bir mercek ve elektron tayin sistemi
icerir. Elektron enerji kaybi spektroskopisi ve sagiimamig elektronlarin (lun), elastik
Ozellikteki saciimis elektronlarin (lel) ve elastik 6zellikte olmayan sagilmis elektronlarin
(lin) akimlari arasindaki farki ayirmak icin sisteme entegre edilmis olan elektron
spektrometrisi elektron tayin sisteminin temelini olusturur. Oldukga kigUk bir sistemden
olusan bu yapiya kolaylikla gok yuksek vakum haznesi de dahil edilebilir. Bu sistemle
0.2-0.5 nm c¢apli elektron probu olusturulabilir. STEM cihazlarinin avantajlarindan biri
cesitli sinyalleri toplayarak ve analog/dijital islemeyle farkliliklari veya oranlari
sergileyerek kontrastin arttirilabilmesidir. Ozellikle ince tabaka Gzerindeki tek bir atom,
bu yodntemle parlak ya da karanllk modlari kullanilarak yuksek kontrastla
goruntilenebilir. Bu calisma kapsaminda STEM goéruntilerinin alinmasi igin 200
mesh’lik delikli karbon film kapli bakir 1zgaralar (gridler) kullaniimistir. Karbon flim
yaklasik 35 nm kalinhidindadir ve karbon filimler ¢ok kirilgan oldugundan 200 mesh’den
daha dusuk delik boyutuna uygun degildirler. Optimun oranda seyreltilen polimer
¢Ozeltisi grid Uzerine damlatiimis ve vakum ortaminda kurutulmustur. Daha sonra grid

mikroskop yuvasina yerlegtiriimis ve optimun acisal buyutme ile géruntulenmigtir.

3.2.2.3 Zayiflatimis Toplam Yansima - Fourier Donusumlu Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR-ATR) Analizi

Hazirlanan  nanopartikillerin ~ yapisal analizleri icin  FTIR-ATR  olgUmleri
gerceklestiriimistir. Zayiflatilmig toplam yansima (ATR) son zamanlarda en ¢ok
kullanilan FTIR o&rnekleme aracidir. ATR’de kantitatif ve kalitatif analizler
gerceklestirilirken ornek hazirlanirken 6n bir muameleye ihtiya¢g duyulmadigindan
analiz blyuk 6lgude hizlanir. ATR’nin en temel yarari 6rnek igine nifus eden kizil6tesi
(IR) 1sinlarin derinligindendir. ATR 6rnekleme ile nispeten daha ytksek kirilma indeksi

bir kristal i¢ine IR 1s1n1 dogrudan gonderilir. IR 1sin1 kristal i¢ yuzeyinden yansir ve ATR
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kristal ile yakin temas iginde numune Uzerine dikey olarak uzanan genligi azalan bir
dalga olusturur. Genligi azalan dalga enerjisinin bir kismi 6rnek tarafindan emilir ve
yansiyan radyasyon (bazilari numune tarafindan absorplanir) dedektér geri gider.
Polimer ¢ozeltisinin FTIR-ATR spektrumlarinin eldesi icin hicre Uzerindeki kristale

ornek direk damlatilip 450-4000 cm dalga boyu araliginda taranmistir.

3.2.2.4 Elementel Analizi

Organik bir o6rnekteki elementel bilesenlerin karakterizasyonu igin en &nemli
arastirmalardan  biri  karbon, hidrojen ve azotun elementel analizinin
gerceklestirimesidir. Pek ¢ok organik ornek bu U¢ atom disinda sadece oksijen
icermektedir. Bu tez kapsaminda da elde edilen partikullerin yapilarinin aydinlatiimasi
igin aliminyum 6rnek haznesine 10 mg kurutulmus polimer ¢ozeltisi yerlestiriimis ve
asiri oksijen varliginda yakma iglemi gergeklestiriimistir. Sonrasinda agiga ¢ikan
karbon dioksit, su ve nitrik oksit miktarindan yararlanilarak 6rnegin yapisal analizi

gergeklestiriimistir.

3.2.3 Nanopartikullerin Yuzey Plazmon Rezonans Sensor Yuzeyine Tutturulmasi
Tez kapsaminda SPR odlgumleri altin ¢ipler kullanilarak gergeklestiriimistir. Bu
baglamda ilk olarak altin SPR gipleri Gzerindeki organik kalintilarin temizlenmesi igin
asidik pirana c¢ozeltisi ile temizlenmistir. Bu islem icin 8 mL H2S04:H202 (3:1, Vv/v)
¢Ozeltisi hazirlanmis ve gipler 1 mL asidik pirana c¢ozeltisiyle 30 saniye muamele
edilmigtir. Stre bitiminde etanoll takiben deiyonize su ile yikanmistir. Bu yikama iglemi
8 kere tekrarlanmigtir. Altin ylzey su tutmayacak sekilde organik kalintilardan
uzaklastirildiktan sonra cipler vakum ortaminda (200 mmHg, 40°C) 2 saat slreyle
kurutulmustur. Ciplerin yuzeyine nanopartikullerin tutturulmasi icin ilk olarak 37 °C’de
vakum etuvunde 6 saat kurutulmustur. Ancak islem tamamlandiktan sonra gip ylzeyin
deiyonize suyla yikanirken partikiller yuzeyden ayrilmigtir. Bu nedenle UV 1gik altinda
kurutulmasi islemi tercih edilmisti. Bu yontemle ylzeye tutturulacak olan
nanopartikiller 1:100 (v/v) oraninda seyreltilerek ylzeydeki yigilmanin &énlne
gegilmigtir. Nanopartikillerin bulundugu ¢dzeltiden 10 pL ¢ip yluzeyine damlatiimis ve
UV 1sik altinda 20 dakika sureyle kurutulmustur. Daha sonra ¢ip yuzeyi iki kez etanol

ile U¢ kez deiyonize suyla yikanarak yuzeye tutunmayan partikuller uzaklastiriimigtir.
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Son olarak nanopartikul immobilize edilmis gipler vakum ortaminda (200 mmHg, 40°C)

3 saat sureyle kurutularak analize hazir hale getirilmigtir.

3.2.4 Yiizey Plazmon Rezonans Sensorun Karakterizasyonu
Elde edilen nanosensorin karakterizasyon iglemleri kapsaminda elipsometre

Olcimlerine ve temas agisi dlgimlerine yer verilmigtir.

3.2.4.1 Elipsometre Analizi

Yuzeyin dielektrik ozelliklerini inceleyen optik bir yontem olan elipsometre yansima
veya iletim polarizasyon degisikligi  Olgumlerine  dayanmaktadir.  Isigin
polarizasyonundaki degisiklige gore elipsometre ile ylUzeydeki katmanlarin kalinhgi
hakkinda bilgi verir. Bu islem igin hazirlanmis olan SPR ¢ipi cihazin altina yerlestirilmis
ve 658 nm’de 62 °’lik bir agiyla dlglim gerceklestirilmistir. Olgiimler gerceklestirilirken
altin tabakasinin kalinhigr 50 nm olarak belirlenmis ve 5 farkli alandan alinan dlgimler

baz alinmigtir.

3.2.4.2 Temas Agisi Analizi

Temas acisl, 6, bir sivi ile bir kati 1Islanmasinin kantitatif 6lgusudur ve bdylece ylzeyin
hidrofilisitesi hakkinda bilgi verir. Ylzey tamamen islandiginda temas acgisi 0°’dir. Agi
0° ve 90° arasindaysa yuzey islanabilir 6zelliklerdedir. Ancak agi 90°’nin Uzerindeyse
Islanabilme 6zelligine sahip degildir. Cok yuksek hidrofobik 6zellikteki yuzeyler teorik
limit olan 180°’ye yaklasir ve buna lotus etkisi denir. Hazirlanmis olan nanosensorin
yuzey hidrofilisitesi duragan damla (sessile drop) profili uygulanarak statik temas agisi

Olcum yontemiyle belirlenmigtir.

3.2.5 Yiizey Plazmon Rezonans Sistemi ile Kinetik Analizler

Prednisolon baskilanmis nanopartikiller SPR ¢ip ylzeyine tutturulduktan sonra
yikanmis kurutulmus ve SPR panelinde prizma ile akis kanali arasina yerlestirilmistir.
Akis baslatilmadan SPRview programi agiimis ve kalibrasyon sabiti (altin SPR ¢ipi igin
bu prosedurde tanimlanmig birim 310 au’dur) belirlendikten sonra analize baglanmistir.
Daha sonra 20 yL/dakika akis hiziyla 6nce denge tamponu sisteme uygulanmigtir.
Metabolize olmamig prednisolon tayini i¢in idrar ve kan plazmasi analiz edilmektedir.
idrari pH ortalama degeri 6.6 iken metabolizmada plazmanin pH'ida 7.35 ile 7.45

(ortalama 7.4) arasinda tutmaya galigir. Bu nedenle tez ¢calismasi kapsaminda bu iki
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farkh pH ile calisiimistir. Denge tamponu olarak prednisolonun hazirlandigi ¢ozelti
icinde prednisolon olmadan 5 dakika sisteme uygulanmigtir. Denge durumu
g6zlendiginde farkli oranlarda prednisolon igeren ¢ozeltiler ayni akis hiziyla sisteme
tatbik edilmistir ve 10 dakika boyunca sinyal dengesi takip edilmigtir. Stre bitimde
sensor yuzeyi 1M NaCl desorpsiyon ¢ozeltisi ile yaklagik 8 dakika muamele edilmistir.
Daha sonra denge tamponu tekrar tatbik edilerek yizeye baglanmis prednisolonun
tamaminin uzaklastirildigi belirlenmistir. Son olarak ylzeyin kurumasi igin SPR
hlcresinin Ust haznesi degistiriimistir. Bir sonraki analizde ilk analizde kullanilan veriler

temel alinmistir. Kinetik veriler Origin programi kullanilarak grafige gecirilmistir.

3.2.6 Yuizey Plazmon Rezonans Sisteminin Segiciliginin Belirlenmesi

Elde edilen SPR nanosensorin segiciliginin belirlenebilmesi icin kalip molekile yapisal
olarak benzeyen Estradiol (EST) ve 17-a Etinil Estradiol (EEST) kullanilmistir. ilgili
kimyasallarin her iki tamponla da (10 mM pH 7.4 fosfat tamponu ve 10 mM pH 6.6
fosfat tamponu) 0.25 ppm’lik ¢dzeltileri hazirlanmistir. Prednisolon ve yarismaci
kimyasallar sisteme ayni kosullarda tatbik edilmistir. Kinetik analizler igin uygulanan
kosullar baz alinmigtir. Elde edilen veriler Origin yazilimi ile analiz edilmistir. Segcicilik
katsayisinin belirlenmesi igin kalip molekll olarak kullanilan Prednisolon’'un %
kirlmada meydana getirdigi degdisiklik diger yarismaci ajanlarin meydana getirdigi
degisiklige oranlanmistir. Baskilama segciciligi ise MIP nanopartikullerin segicilik

katsayilari NIP partikillerin segicilik katsayilarina oranlanmistir.

3.2.7 Yuzey Plazmon Rezonans Sisteminin Tekrar Kullanilabilirliginin
Belirlenmesi

Sistemin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi icin ayni derisimde (0.5 ppm)
Prednisolon caligilan akis hizinda (20 pL/dakika) sisteme bes kez gonderilmistir. Her
Olcimden sonra % kirilma indisindeki degisiklige gére bagil standart sapma degeri

hesaplanmigtir.

3.2.8 Yiizey Plazmon Rezonans Sisteminin Dogal Kaynaklarla Kinetik Analizi

Hazirlanmig olan nanosensorun dogal kaynaklarla denenmesi igin dncelikle yapay idrar
ornegi hazirlanmistir. Bunun igin 1 litre pH 6 fosfat tamponu hazirlanmis daha sonra
sirasiyla 14 g ure, 1.7 g amonyum fosfat, 700 mg kreatinin, 700 mg glisin, 700 mg
alanin, 700 mg oksalik asit, 350 mg sigir serum albimini, 350 mg glukoz ve 250 mg
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sodyum klorar eklenmigtir [296]. Sensor sisteminde bu yapay idrar ¢ozeltisi oncelikle
dengeleme ¢ozeltisi olarak kullaniimigtir. Daha sonra farkli miktarlarda prednisolon bu

yapay idrar ¢ozeltisine eklenmis ve sisteme tatbik edilmigtir.

Diger bir dogal kaynak olan plazmada prednisolon tayini igin sensor sistemi
denenmigtir. Yapay plazma 6rnegi ticari olarak satin alinmigtir. Yapay plazma sivisi
dengeleme c¢oOzeltisi olarak sisteme gonderilmigtir. Daha sonra farkli miktarlarda
prednisolon eklenmis olan yapay plazma c¢ozeltisinin kirllma indisini ne kadar

deqgistirdigini belirlemek igin sisteme tatbik edilmistir.

3.2.9 Yiizey Plazmon Rezonans Sisteminin Validasyonu

Yuzey plazmon sisteminin validasyonu, yuksek performansli sivi kromatografisiyle
(HPLC) British Pharmacopoeia’da belirtilen yontem baz alinarak gercgeklestirilmistir
[297]. Bu yontemde belirtildigi Uzere calisma kapsaminda C-18 (oktadesil silika)
kolonlar kullaniimistir. Hareketli faz olarak 220 mL tetrahidrofuran deiyonize suyla 1000
mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir. 4.6x25 cm®lik C-18 kolonu, 1 mL/dk akis hizinda
20 dakika boyunca hareketli fazin geciriimesiyle dengelenmistir. Standart ¢ozeltisinin
hazirlanmasi igin farkli miktarlarda prednisolon hareketli faz yardimiyla ¢ézulmus ve
sisteme 20 L enjekte edilmigtir. Analize prednisolonun pikinin ¢ikiginin 4.5 kati kadar
sure devam edilmistir. UV dedektor kullanilan analizde oOlgumler 254 nm'de
kaydedilmistir. Daha sonra prednisolon miktari bilinen ¢ érnek hem kromatografik
olarak hem de hazirlanmis olan nanosensor ile tayin edilerek validasyon islemi

gerceklestirilmigstir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Baskilanmis ve Baskilanmamig Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.1.1. Boyut Analizi

Nanopartiktllerin boyut analizleri ve boyut dagilimlari zeta boyut analizéri (Malvern,
USA) kullanilarak gerceklestiriimigtir. Sekil 4.1'de sentezlenen nanopartikullerin zeta
boyut analizleri verilmistir. Boyut analizleri incelendiginde partikul boyutlari sekilden de
goraldugu gibi 41.6-47.6 nm aralidinda boyut dagilimlari (polidispersite indeksi, PDI)
ise 0.190-0.234 araliginda degismektedir. Zeta analiz sonugclari incelendiginde PDI
degerlerinin kiguk olmasi nanopartikullerin boyut dagilimlarinin dar oldugunu yani es
boyutlu nanapartikillerin sentezlendigini gostermektedir. Sentezlenen PIN1, PIN2,
PIN3 ve NIN kodlu nanopartikullerin boyutlari sirasi ile 44.65 nm, 47.56 nm, 46.49 nm
ve 41.62 nm ve PDI degerleri ise 0.234, 0.224, 0.197 ve 0.190 olarak zeta boyut analiz

Olgcumlerinden elde edilmistir.

A
Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 78,17 Peak 1: 44,65 100,0 12,83
Pdl: 0,234 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,950 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Number

Number (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.1. Nanopartikullerin zeta boyut analizleri; PIN1(A), PIN2(B), PIN3(C) ve NIN(D).
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B

Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 1056 Peak 1: 47,56 100,0 17,11
Pdl: 0,224 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,908 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Number
25~
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0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 104,5 Peak 1: 46,49 27 18,31
Pdl: 0,197 Peak 2: 14,24 97,3 2,898
Intercept: 0,917 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Number
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Sekil 4.1. Nanopartikullerin zeta boyut analizleri; PIN1(A), PIN2(B), PIN3(C) ve NIN(D)
(Devamu).
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Results
Size (d.n... % Number: St Dev (d....
Z-Average (d.nm): 74,58 Peak 1: 41,62 100,0 12,98
Pdl: 0,190 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,945 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Number
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Size (d.nm)

Sekil 4.1. Nanopartikullerin zeta boyut analizleri; PIN1(A), PIN2(B), PIN3(C) ve NIN(D)

(Devami).

4.1.2. Taramali-Gegirgenlik Elektron Mikroskobu (STEM) ve Gegirgenlik Elektron
Mikroskobu (TEM) Analizi

Nanopartikillerin ylizey morfolojisinin ve sekillerinin belirlenmesi STEM cihazi
kullanilarak TEM ve STEM analizleri gergeklestiriimistir. Nanopartiktllerin  farkl
blayutme oranlarinda alinan STEM goruntileri Sekil 4.2 ’de ve TEM goruntuleride Sekil
4.3’de verilmistir. Nanopartikillerin kiresel formda ve yaklasik 45 nm boyutlarinda
oldugu sekillerden anlasiimaktadir. Nanopartikulllerin elektrostatik etkilesimler sonucu
bir araya gelmesiyle nanopartikiller agrege oldugu sekilde gortulmektedir. STEM ve
TEM goruntulerinden elde edilen sonuglar zeta boyut analiz sonuglariyla uyumludur.
Bu sonuglar kiresel formda ve dar boyut dagiliminda yaklasik 45 nm boyutunda
nanopartikullerin bagarili bir sekilde sentezinin gerceklestigini gostermektedir.
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Sekil 4.2. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D) nanopartikiillerinin STEM gériintileri.
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Sekil 4.2. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D) nanopartikullerinin STEM goéruntuleri

(Devami).

55



Sekil 4.3. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D) nanopartikiillerinin TEM gériintiileri.

4.1.2. Zayiflatlmig Toplam Yansima - Fourier Donusumlu Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR-ATR) Analizi

Sentezlenen nanopartikillerin kimyasal yapisinin belirlenmesinde FTIR-ATR teknigi
kullaniimistir.  Nanopartikillerin - FTIR-ATR spektrumu Sekil 4.4’de  verilmigtir.

Baskilanmis ve baskilanmamis nanopartikillerin sentezinde EDMA, HEMA ve VIM
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kullanilmigtir bu nedenle kimyasal yapilarinin benzerlik gostermesi beklenmektedir.
Spektrumlar incelendiginde, tum spektrumlarda EDMA ve HEMA’dan gelen C-H alifatik
bukulmeleri 2950 cm civarinda; C=0 ve C-O gerilmeleri bantlari sirasiyla 1700 cm
ve 1145 cm civarinda; HEMA monomerinin nanopartikillerin yapisina katildigini
gosteren O-H gerilme bantlari 3200 cm™ civarinda; VIM fonksiyonel monomerinin
yaplya katildigini gésteren halka igerisindeki C-N gerilme bantlari 1320 cm ve 1540
cm? civarinda ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglar fonksiyonel monomerin baskilanmis ve

baskilanmamig nanopartikullerin yapisina katildigini gostermektedir.
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Sekil 4.4. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D) nanopartikiillerinin FTIR-ATR

spektrumlari.
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4.1.2. Elementel Analizi

Nanopartikullerin  kimyasal bilesiminin incelenmesinde elementel analiz cihazi
kullaniimistir. Elementel analiz maddelerin yapisindaki katlece azot (N), kukart (S),
hidrojen (H) ve karbon (C) miktarlarini vermektedir. Elde edilen elementel analiz
sonuglari Cizelge 4.1'de verilmistir. Nanopartikullerin yapisindaki azot kaynagi
polimerlesen fonksiyonel monomerden (VIM) kaynaklanmaktadir bu nedenle
nanopartikillerin yapisina katilan fonksiyonel monomer miktarinin belirlenmesinde
azot stokiyometrisi kullaniimistir. Sonu¢ olarak PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN
nanopartikullerinin yapisina katilan fonksiyonel monomer miktari sirasi ile 1.401 mmol
VIM/g, 1.324 mmol VIM/g 1.344 mmol VIM/g ve 1.449 mmol VIM/g olarak

hesaplanmigtir.

Cizelge 4.1. PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN nanopartikullerinin elemental analiz sonugclari.

Polimer %C %H %N

PIN1 60,65848562 6,92485122 3,92348622
PIN2 60,79587452  6,99056824 3,70812488
PIN3 60,76524858 6,98658745 3,76184564
NIN 6,88545235 4,05742462

60,66058829

4.2. Baskilanmig ve Baskilanmamis Nanosensorlerin Karakterizasyonu

4.2.1. Elipsometre Analizi

Elipsometri gelen 1sik dalgasi polarizasyonu durumunda bir degisiklige neden olacak
bir optik sistemin herhangi bir fiziksel 6zelligi 6lcmek icin kullanilir. Bu, elipsometriyi
bircok farkli uygulamada kullanish ¢ok yonla bir teknoloji yapar. Elipsometri, ince
filmlerin kalinlik 6lgiminde, malzemelerin ve ince tabakalarin tanimlanmasinda ve
yuzeylerin karakterizasyonu alanlarinda kullaniimaktadir. Kalinlhk olguimlerinde
elipsometri 1 nm kadar ince katmanlardan birka¢ mikron kalinhgindaki katmanlara
kadar yuksek hassasiyet ve dogrulukta olgim yapmaktadir. Elipsometri bu calismada
nanopartikillerin gip yuzeyine immobilizasyonundaki tabaka sayisinin belirlenmesi igin

kullaniimistir. SPR altin ¢ip ylzeyine immobilize edilen nanopartikillerin olusturdugu
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film kahnliklar elipsometri ile belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.5de verilmistir.
Nanopartikullerin yizeye immobilizasyonunun ardindan yaklasik 100 nm civarinda altin
Gip yuzeyinde tabaka olugmustur. Zeta boyut analizi ve TEM sonuglarina gore

nanopartikullerin boyutlari gdoze onune alindiginda ¢ip yuzeyinde nanopartikullerin

immobilizasyonunun iki katman halinde gercgeklestigi sonucuna ulagiimigtir.

A

B

results results
best fit +/- unit best fit +/- unit
thickness (layer#0, sample) 98.7 2.7 nm thickness (layer#0, sample) 96.8 29 nm
RMSE 7147 RMSE 7407
correlation correlation
thickness thickness
thickness (| 1.000 thickness (| 1.000
show RMSE trace [¥] show RMSE trace
8.2 9.757
81 95
\ |
& 925+
7.9 ‘;‘ g- ‘
78 875 |
877 | bl |
= | = 85+ |
e 76— o
8257
7.5+
7.4+ ! L Y
N 7.75- N\
7.3 .
7.2+ I N 7.5+ \\ o
717 T T T T T T T T 725 T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
iterations iterations
results results
best fit +/- unit best fit +/- unit
thickness (layer#0, sample) 99.5 55 nm thickness (layer#0, sample) 95.9 65 nm
RMSE 14.985 RMSE 16.038
correlation correlation
thickness thickness
thickness (| 1.000 thickness (I 1.000
[] show RMSE trace show RMSE trace
154 1787
1535 176
| \
153 17a-||
1525 1724
w152 oo |
= \ = |
AL B =P
151+ "\ 166+
1505 AN 16.4-]
15 — - 16.2-] \\
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0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
iterations iterations

Sekil 4.5. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D) nanopartikullerinin elipsometri

sonuglart.
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4.1.2. Temas Agisi Analizi

SPR nanosensor ¢ip yuzeyinin nanopartikillerle modifikasyonu sonrasinda gip
yuzeyindeki  hidrofilisite  degisimi Temas Acgisi ydntemiyle incelenmigtir.
Nanopartikullerin altin ¢ip ylzey Uzerine immobilizasyonu oncesi ve sonrasi yapilan
analizlerle yizeyde meydana gelen hidrofilisite degisimi incelenmistir. PIN1, PINZ2,
PIN3 ve NIN nanopartiktlleri ile hazirlanan nanosensdrlerin ve modifiye edilmemis ¢ip
(UN) ylzeyine damlatilan suyun temas agisi dlgimleri Sekil 4.6’da verilmistir. Temas
acisi ylizey hidrofobisitesine gére degismektedir. Ornegdin stiperhidrofobik bir ylizey igin
suyun temas acisi degeri 180° [298-300] derece iken tamamen i1slanmig hidrofilik bir
yuzey icin bu deger 0° [301] olabilmektedir. Modifiye edilmemis altin ¢ip ylzeyi igin
temas acgisi 76.1° iken PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN nanopartikillerinin ylzeye
immobilizasyonuyla elde edilen nanosensorlerin temas agisi degerleri sirasi ile 51.2°,
51.3°, 50.1° ve 49.3° olarak bulunmustur. Temas acisindaki degisimler
nanopartikillerin ylizeye immobilizasyonu sonucu yuzey hidrofobisitesinin degistigini
gOstermektedir. Nanopartiklllerin hidrofilik karakterde olmasi ylzey hidrofobisitesini

azaltarak temas agisI degerini dusurmustir.
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CALL 512 CAlL 513
CA[R] 51.2 CA[R] 51.3

CA[L 501 CAIL 493
CA[R] 50.1 CA[R] 493

CAlL 761
CA[R] 76.1

Sekil 4.6. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C), NIN (D) ve UN (E) nanosensor ¢iplerinin temas

agisi olgumleri.
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4.3. Yizey Plazmon Rezonans Sensorlerin Kinetik Analizleri

Yuzey plazmon rezonans sensorler; hassas, segici, etiket gerektirmeyen ve gergek
zamanh bir analiz yontemi olmasi nedeniyle sik¢a tercih edilmektedir. SPR,
biyomedikal bilimlerde, hucre ayirimi ve hicre yuzeyi karakterizasyonu, cevresel
kirleticilerin tayini ve ila¢ kesfi gibi ¢gesitli uygulamalar igin tahrip edici olmayan, moduler
ve esnek bir aractir [302]. Hem nicel (kinetik ve termodinamik parametrelerin
incelenmesi) hem de nitel (molekuller etkilesimlerin incelenmesi) tayine olanak

saglayan SPR sensorlerin avantajlari kullanimlarini ilgi gekici hale getirmistir [303].

Bu galisma kapsaminda yaygin olarak kullanilan bir kortikosteroid olan Prednisolon
tayini icin SPR temelli nanosensor gelistiriimistir. WADA tarafindan glukosteridler igin
belirlenen tayin limiti 30 ng/mL’dir. ilgili rnekte 0.030 ppm’den daha (ist seviyede
Prednisolona rastlanmasi halinde yasadisi olarak (doping) kullanildigi varsayimi baz
alinmaktadir [304-306].

Bu nedenle tez galismasi kapsaminda dort farkli nanopartikil hazirlanmis ve her bir
partikil icin 0.025 ppm’den 2 ppm’e kadar olan Prednisolon derisimleri taranmigtir.
Prednisolon tayini i¢in en sik tercih edilen vicut sivisi idrar oldugundan ilk olarak pH
6.6 fosfat tamponu ile ¢calisiimistir. 2 ppm, 1 ppm, 0.5 ppm, 0.25 ppm, 0.1 ppm, 0.05
ppm ve 0.025 ppm derisimlerindeki prednisolon ¢ozeltisi sisteme verilmistir. Elde edilen
sensogramlarda denge c¢Ozeltisi olarak sisteme tatbik edilen tamponun kiriima
indisinde meydana getirdigi degisiklik baslangi¢c degeri (Ri) olarak degerlendirilmistir.
Prednisolon c¢ozeltileri verildikten sonra kirilma indisinde bir artis goézlenmistir.
Prednisolon ¢ozeltisinin meydana getirdigi degisiklik dengeye geldikten sonraki kirilma
indisi ise bitis dederi (Rr) olarak kabul edilmistir. Prednisolonun sensor ylzeyine
baglanmasiyla kirilma indisinde meydana gelen degisiklik bitis kirilma indisinin
baslangi¢ kirllma indisinden ¢ikariimasiyla hesaplanmis (AR=R-Ri) ve Origin programi
kullanilarak grafige gecirilmistir (Sekil 4.7). Ayrica derisimdeki degisiklige karsi AR’de
meydana gelen degisiklik grafige gecirilmistir.
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Sekil 4.7. Prednisolon tayini icin hazirlanmis nanopartikillerin 10 mM pH 6.6 fosfat

tamponu varliginda zamana karsi AR sensogramlari ve derisim-AR iligkisi.

Hem sensogramlardan hem de kalibrasyon grafiklerinden goéruldigu Gzere sistemde
dogrusal bir artis s6z konusudur. Prednisolon ¢ozeltisinin derisimi arttikga kirilma
indisinde meydana getirdigi degisiklik de artis gostermistir. Ayrica kalibrasyon
grafiklerinden de gorildigu gibi sistem 0.5 ppm’den sonra dengeye ulasmistir. Ayrica
her bir partikul i¢in tayin limiti (LOD) hesaplanmis ve bu degerler PIN1, PIN2, PIN3 ve
NIN kodlu partikllleri igin sirasiyla 5.1 ppb, 5.5 ppb, 6.9 ppb ve 7.4 ppb olarak
gOsterilmigtir. Tayin alt sinir (LOQ) ise ayni siralamayla 16.9 ppb, 18.2 ppb, 23.1 ppb
ve 24.5 ppb olarak belirlenmistir. Derigsim- AR grafiklerinden elde edilen denklemler ise
PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN kodlu partikulleri igin sirasiyla y = 0.1777x + 0.0038, y =
0.165x + 0.0033, y = 0.130x + 0.0014 ve y = 0.1224x + 0.0015 olarak belirtiimigtir. Elde

64



edilen bu grafiklerin dogrusallik katsayilari ise (R?) siraslyla 0.9973, 0.9863, 0.9616 ve
0.9502 olarak bulunmustur. Sekil 4.7°de gosterildigi gibi kalibrasyon grafiginin

denklemi/dogrusallgi, tayin limiti ve tayin alt sinin baz alindiginda PIN2 kodlu

partiktlin pH 6.6 i¢in en iyi performansi gosterdigi belirlenmisgtir.

Ayrica ¢alisma kapsaminda yapay plazmanin ortalama pH’1 olan pH 7.4 10 mM fosfat

tamponuyla da galisilmigtir. Verilerin analizi esnasinda sensogramlar AR degeri baz

alinmistir. PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN kodlu partiktllerin prednisolon kalip molekulunun

adsorpsiyon iligkisi ayni yontemle incelenmistir. LOD, LOQ degerleri ve kalibrasyon

grafigi Sekil 4.8’de gosterilmigtir.

A

0.204

0.15

AR

0.05

0.00

0.10+

0.20-

0.16- y=0.0844x+0.0028

: Derigim LOD | LOQ B
Polimer araligl, ppm Ortam (ppb)  (ppb) 0.12 R=09984 _f'_’_,.,-——- -
pH74 <10.08 i
PIN1 2.0-0.025 10 mM PB 107 355 004" o~
o
0o0#.
0.0 05 10 15 20
Derigim, ppm
2.0 ppm

o
<
t 5 ppb
o ‘
T T T T T T
0 200 400 600 800 1000
Zaman, sn
0.20-
i Derisim LoD LOQ 0.16- y=0.0859x+0.0078 |
Polimer aralig, ppm Ortam (ppb) (ppb) 0.2 R=09763 - -
pH 7.4 <10.08 o
PIN3 200025 fEe | 137 455
0.04- i
0004 .
0.0 0.5 10 15 20
Derigim, ppm
2.0 ppm
asd
<]
25 ppb
T T T T 1 T T T T L
0 200 400 600 800 1000
Zaman, sn

0.20- :
- Derisim LoD |LoQ 016 vuctinoes 2
B Polimer | oang, pom | O™ | (opb) | (ppb) 012 R=0 995? _
pH74 <10.08
PIN2 2.0-0.025 10 mM PB 88 297 004" -
B ool
0.204 0.0 05 10 15 2.0
2.0 ppm Derigim, ppm
0.15
0.104
0.05
25 ppb
0.00 : i e
T T T T t
0 200 400 600 800 1000
Zaman, sn
D 0.20-
Derigim LoD LOQ 0.16- yiD,D?4ﬁx*G ang
Polimer aralir, ppm Ortam {ppb) (ppb) 10.12 R'=0.9504 /,’
pHT4 <10.08
NIN 2.0-0.025 121 40.2 S a———m
10 mi PB 0.041, s
000
0.20 0.0 0.5 10 15 20
Derigirm, ppm
0.15
0.104
0.05+
0.00

Zaman, sn

Sekil 4.8. Prednisolon baskilanmig ve baskilanmamig nanopartikullerin 10 mM pH 7.4

fosfat tamponu varliginda zamana kargi AR sensogramlari ve derigsim-AR iligkisi.
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Sekil 4.8’de goruldugu gibi pH 7.4’de PIN1 icin elde edilen LOD ve LOQ degerleri
sirasiyla 10.7 ppb ve 35.5 ppb olarak belirlenmistir. 0.025-2.0 ppm derisim araligindaki
AR’ye karsi de@erlendirildiginde ise elde edilen kalibrasyon grafiginin denklemi ve
dogrusalligi (R?) sirasiyla y = 0.0844x + 0.0028 ve 0.9984 olarak belirlenmistir.

pH 7.4’de PIN2 kodlu partikilin sensogramlari incelenmis LOD ve LOQ degerleri
sirasiyla 8.9 ppb ve 29.7 ppb olarak hesaplanirken, derisime karsl elde edilen AR
degerleri baz alinarak ¢izilen grafigin denklemi ve dogrusalligi sirasiylay = 0.101x +
0.0064 ve 0.9959 olarak belirlenmigtir.

PIN3 kodlu nanopartiktlin pH 7.4’de belirlenen LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 13.7
ppb ve 45.5 ppb iken AR-derisim dogrusunun denklemi ve dogrusallik katsayisi
sirasiylay = 0.0659x + 0.0078 ve 0.9763’tur.

Son olarak pH 7.4’de NIN icin elde edilen LOD ve LOQ degerleri 12.1 ppb ve 40.2 ppb
olarak belirtilmigtir. Derigsime karsi kirilma indisinde meydana gelen degisikligin
gosterildigi grafigin denklemi ve dogrusallik katsayisi ise y = 0.0746x + 0.009 ve 0.9594
olarak hesaplanmistir.

Belirtilen LOD/LOQ degerleri ve derigime kargi kirilma indisi degisikliginin dogrusalligi
degerlendirildiginde pH 7.4 icin PIN2 kodlu partikilin performansinin digerlerinden

daha iyi oldugu gorulmastar.

4.3.1. Denge Analizleri

Sensor yuzeyindeki analit baglama bolgesinin toplam miktari [B]o, ylzeyin maksimum
hedef baglama kapasitesi cinsinden ifade edilirse, tim konsantrasyon degerleri SPR
cevap sinyali R olarak ifade edilebilir ve kutleden molar derisime gegis ihtiyacini
ortadan kaldinlir. Akis hucresinde baglanmamis analit derisiminin sabit kaldigi yalanci-
birinci derece kosulu i¢in baglanma asagidaki esitlikle ifade edilebilir;

dR
E = kaC(Rmax - R) — kqR

Esitlikte, dR /dt SPR cevap sinyalinin degisim hizini, R baglanma sonucu olugan sinyali
ve Rmax ise baglanma sonucu olusan maksimum sinyali; C, ¢ozelti derisimini; ka (Ms-

1) baglanma hiz sabitini; kd (s1) ayrisma hiz sabitini ifade etmektedir. Baglanma sabiti,
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Ka (M1)=ka/kd olarak hesaplanabilir. Denge aninda, dR/dt = 0 oldugundan esitlik tekrar

duzenlenirse;
— = KsRpax — K4R,

Baglanma sabiti, Ka, Re/C ‘ye kargl Re'nin grafie geciriimesiyle elde edilir. Ayrisma

sabiti, Kp, 1/Ka olarak hesaplanabilir.

4.3.2. Baglanma Kinetik Analizleri
Bu veri analizleri asagidaki denklemle iligskilendiriimektedir;

dR
E = kaCRpmgx — (ko€ + kd)

Denklemde ka ve kd sirasiyla baglanma ve ayrilma hiz sabitlerini, C konsantrasyonu,
Rmax ise en yuksek kirinim indisini vermektedir. dR/dt grafiginin etkilesim kontrolli
kinetik egim cizgisi teorik olarak —(kaC + kd) egimine sahip bir dogru olacaktir. Ilk
bagdlanma orani (R = 0'da) analit konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve konsantrasyon
Olcimleri igin kullanilabilir. Eger Rmax degeri biliniyorsa hem ka hem de ka tek bir
baglanma sensogramindan belirlenebilir. Ancak, Rmax, deneysel olarak belirlenmesi
genellikle zordur c¢unku bu yuksek bir analit konsantrasyonu (ylzeyi tamamen
doyurmak igin) gerektirir. Bunun yerine tercih edilen bir yaklagim, birka¢ farkh analit
konsantrasyonunda sensorgramlarin elde edilmesidir. Baglangigta ve analiz bitiminde,
detektdrden alinan toplam yanitin anlik yanita karsi grafiginin ¢gizilmesiyle edim olarak

S degeri elde edilir.
S = kaC + kd

Denklemden de goruldugu Uzere S’nin C’'ye karsi ¢gizilen dogrusal grafiginin egimi ka
degerini verir. Teoride C=0 oldugu durumda da kda degerinin elde edilmesi beklenir
ancak uygulamada kaC >> kg ise ayrilma hizi sabitinin guvenilir bir 6lgusu olarak
kullanilamaz. Bu degeri elde etmek icin daha dogru bir yol, doymus baglanma
bdlgelerinden hig kalip molekil icermeyen bir tampon ¢ozeltisinin akisi esnasinda kalip
molekullerin ayrilmalarinin direkt olarak dl¢iimesidir ve ayrilma sabiti su sekilde ifade

edilir:
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In (%) =ky(t—t,)

t

Ro baslangigta (yani to aninda) belirlenen yanit seviyesiyken R:ve t ayrilma egrisi

boyunca elde edilen degerleri temsil eder [307].

Denge ve baglanma kinetik analizleri PIN1, PIN2, PIM3 ve NIN nanosensorlerinin pH

7.4 ve pH 6.6'da gerceklestirilen kinetik analiz sonuglarina uygulanmis ve cizilen
grafikler Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12’da verilmistir. Dogru

denklemlerinden elde edilen ARmax, Ka, ka, Ka ve Ko parametreleri Cizelge 4.2 ve

Cizelge 4.3’de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.9. pH 6.6'da gergeklestirilen denge analizleri (Scathard Analizi) : PIN1 (A), PIN2
(B), PIN3 (C) ve NIN (D).

68



=-172,71x + 45,211

A R*=0.6537 ° 356,94x + 83.404
y = -356,94x :
60 120 - Al
o = oo I R2=0,6085
n
40 { W 80 { mm
O | & e Q
r30{ ® ® T - x 60 - .
= | Tt <]
20 - L | 40 - [ ] | . .
10 4 20 -
O L] L] 1 O L] L] L] 1
0 0,05 0,1 0,15 0 005 01 015 02
AR AR
y = -142,96x + 23,632
C D R2 = 0,2666
100 = -360,32x + 66,486 40 -
R2=0,5095
I. [
80 " 30 J
Q 60 - . . Q 00 . . -
m '... m T Tttt
S0l = p oy m
[ ] | i [ ]
20 - 10
O L] L] L] 1 O L] L] L]
0 005 01 015 02 0 002 004 0,06
AR AR

Sekil 4.10. pH 7.4'de gerceklestirilen denge analizleri (Scathard Analizi) : PIN1 (A),
PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D).
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Sekil 4.11. pH 6.6’da gergeklestirilen baglanma kinetik analizleri: PIN1 (A), PIN2 (B),
PIN3 (C) ve NIN (D).
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Sekil 4.12. pH 7.4'de gergeklestirilen baglanma kinetik analizleri: PIN1 (A), PIN2 (B),
PIN3 (C) ve NIN (D).
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Cizelge 4.2. pH 6.6'da nanosensorlerin Denge analiz ve Baglanma kinetik analiz

sonuglart.
Denge Analizleri Baglanma Kinetik Analizleri
ARmax 0.153601 ka, L/mmol.s 1.1226
Ka, L/mmol 587.43 Kd, 1/s 0.0032
PIN1 Kd, mmol/L 0.001702 Ka, L/mmol 350.8125
R? 0.7908 Kd, mmol/L 0.002851
R? 0.9737
ARmax 0.264378 Ka, L/mmol.s 1.9671
Ka, L/mmol 299.28 kd, 1/s 0.0031
PIN2 Kd, mmol/L 0.003341 Ka, L/mmol 634.5484
R? 0.7179 Kd, mmol/L 0.001576
R? 0.9848
ARmax 0.203171 ka, L/mmol.s 0.88847
Ka, L/mmol 478.37 kd, 1/s 0.0033
PIN3 Kd, mmol/L 0.00209 Ka, L/mmol 269.2939
R? 0.7302 Kd, mmol/L 0.003713
R? 0.9833
ARmax 0.148754 ka, L/mmol.s 0.8074
Ka, L/mmol 313.33 kd, 1/s 0.0044
NIN Kd, mmol/L 0.003192 Ka, L/mmol 183.5
R? 0.4819 Kd, mmol/L 0.00545
R? 0.9184
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Cizelge 4.3. pH 7.4’de nanosensorlerin Denge analiz ve Baglanma kinetik analizleri

sonuglart.
Denge Analizleri Baglanma Kinetik Analizleri
ARmax 0.261774 ka, L/mmol.s 1.1111
Ka, L/mmol 172.71 Kd, 1/s 0.0053
PIN1 Kd, mmol/L 0.00579 Ka, L/mmol 209.6415
R? 0.6537 Kd, mmol/L 0.00477
R? 0.9666
ARmax 0.233664 Ka, L/mmol.s 1.4762
Ka, L/mmol 356.94 kd, 1/s 0.0038
PIN2 Kd, mmol/L 0.002802 Ka, L/mmol 388.4737
R? 0.6085 Kd, mmol/L 0.002574
R? 0.9901
ARmax 0.184519 ka, L/mmol.s 1.2297
Ka, L/mmol 360.32 kd, 1/s 0.0036
PIN3 Kd, mmol/L 0.002775 Ka, L/mmol 341.5833
R? 0.5095 Kd, mmol/L 0.002928
R? 0.9896
ARmax 0.165305 ka, L/mmol.s 0.657
Ka, L/mmol 142.96 kd, 1/s 0.0031
NIN Kd, mmol/L 0.006995 Ka, L/mmol 211.9355
R? 0.2666 Kd, mmol/L 0.004718
R? 0.9627

73



Denge analiz ve baglanma kinetik analiz sonuglari incelendiginde, regresyon
katsayilarinin oldukgca dusuk olmasi sebebiyle Scathard denge analiz yonteminin

nanosensorlerin baglanma analizlerinde yetersiz oldugu sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.2'deki baglanma analizleri incelendiginde PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN
nanosensorleri igin Ka degerleri sirasiyla 350.8 L/mmol, 634.5 L/mmol, 269.3 L/mmol
ve 183.5 L/mmol olarak 0.974, 0.985, 0.983 ve 0.918 dogrulukta elde edilmigtir.
Sonuglardandan goéruldiaga gibi baskilanmas nanosensdérlerin PRD’a olan afinitesinin
baskilanmamig sensore gore daha buyuk oldugu gorulmektedir. Ayrica PIN2 kodlu

nanosensorun en yuksek baglanma sabitine sahip oldugu bulunmustur.

Cizelge 4.3'deki baglanma analizleri incelendiginde PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN
nanosensorleri icin hesaplanan Ka degerleri sirasiyla 209.6 L/mmol, 388.5 L/mmol,
341.6 L/mmol ve 211.9 L/mmol olarak 0.967, 0.990, 0.990 ve 0.963 dogrulukta elde
edilmistir. Baskilanmis sensodrlerin pH 7.4 ortamindanda pH 6.6 ortaminda oldugu gibi
PRD’a olan afinitesinin baskilanmamis sensoére gore daha buylk oldugu gorulmektedir.
Ayrica PIN2 kodlu nanosensorun pH 7.4 ortaminda da en yuksek baglanma sabitine

sahip oldugu bulunmusgtur.

4.3.3. izoterm Modelleri

SPR c¢ipinin yluzeyine ligandin baglanarak tayin sisteminin en verimli sekilde ¢alismasi
icin denge sisteminin en uygun korelasyonunun olusturulmasi esastir [308]. Freundlich,
Langmuir, Brunauer-Emmett-Teller, Redlich—Peterson, Dubinin-Radushkevich,
Temkin, Toth, Koble-Corrigan, Sips, Khan, Hill, Flory Huggins ve Radke-Prausnitz
izotermi gibi cesitli izotermler baglanma dengesinin analizinde kullaniimaktadir.
Baglanma dengesi; baglanma ve ayrilma oraninin esit oldugu bir dinamik denge
durumu olarak tanimlanmaktadir [309]. Ylzey adsorpsiyon izoterm modellerinin bu
kadar cok turetilebilmesi temelde termodinamigin ikinci yasasina dayanir [310, 311].
Bu calismada bes dogrusal yuzey adsorpsiyon izotermine yer verilecektir ancak bu

izotermler arasinda Langmuir ve Freundlich en ¢ok kullanilanlardir.

1909 yilinda Freundlich, kati destek malzemelerinin birim kutlesi tarafindan adsorbe
edilen maddenin sabit sicaklikta, basinci veya konsantrasyonu ile adsorpsiyonunun

izotermal degisimini gosteren ampirik bir ifade olusturmustur. Bu formul Freundlich
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adsorpsiyon izoterm esitligi olarak bilinmektedir. Freundlich izoterm modeli, heterojen
yuzey Uzerinde adsorpsiyon, 1si ve afinitelerin siradigi bir dagilim sergiledigi ¢ok
katmanh adsorpsiyon sistemine uygulanabilir [312, 313]. Lineer olmayan Freundlich
adsorpsiyon izoterm esitligi asagidaki formulle gosteriimektedir.
1
Ge = KeC,/"
Denklemde ge denge durumda gram ylizeye adsorbe edilen ligand miktaridir (mg g1),
Ceise denge durumundaki ¢ézeltideki ligand derisimidir (mg L), Kr degeri Freundlich

sabitidir (mg*"g-1LY") ve 1/n baglanma yogunlugu ya da ytzeyin heterojenitesidir.

Son yillarda, Freundlich izotermi organik bilesiklerin ve oldukga reaktif tlrlerin heterojen
adsorbsiyon  sistemlerinde  sikga  kullaniimaktadir.  Freundlich  esitliginin

dogrusallastiriimig hali asagidaki denklemle ifade edilmektedir.
1
logg, =logKp + Elog Ce

1/n’nin 0 ila 1 arasinda degisimiyle birlikte log ge’nin log Ce'ye karsi gizilen grafigin
dogrusal egimi adsorpsiyon yogunlugunu ve yuzeyin heterojenitesinin bir 6lgusudur. Bu
degerler sifira yaklastikga yluzey adsorpsiyonunun heterojenitesi artar. 1/n degerinin
birin Uzerinde olmasi toplu adsorpsiyonun bir gostergesidir. Son zamanlarda
Freundlich izotermi, yuksek konsantrasyonlarda termodinamigin temel yasalarindan

biri olan Henry yasasina uygulanamamasindan dolayi onaylanmamistir [314, 315].

Ik defa 1916’da kati yiizey lizerine gaz adsorbsiyonunu tanimlamak igin gelistiriimis
olan Langmuir izotermi daha sonra sabit sicaklikta farkli adsorbenlerin performansini
Olcmek icin geleneksel olarak kullaniimistir [309]. Langmuir izoterm modeli asagidaki

gibi bir takim varsayimlara dayanmaktadir:
i) Tek tabakall adsorbsiyon (adsorben tabakasi yalnizca bir molekdl kalinligindadir).
ii) Adsorpsiyon sadece belirli sayida iyi tanimlanmis alanlarda gergeklesebilir.

iii) TUm adsorpsiyon alanlari ayni veya esdegerdir, adsorbe edilmis molekuller arasinda
ve hatta bitisik alanlar arasinda bile bir yanal etkilesim ve sterik engel yoktur.
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iv) Langmuir izoterminde homojen adsorpsiyon sz konusudur. Yani her molekill,
yuzey duzleminde adsorben kaymasi olmadan sabit i1si ve aktivasyon enerjisine sahiptir

(tim kaviteler adsorben icin esit afiniteye sahiptir)[316, 317].
Dogrusal olmayan Langmuir izotermi asagidaki gibi ifade edilmektedir:

_ quLCE
e =11kc,
Esitlikte belirtilen ge ve Ce Freunlich izoterminde belirtiimigtir ancak gm adsorbenin tek

tabakall adsorpsiyon kapasitesini ifade ederken (mg g*) KL Langmuir sabitidir (L mgt).

Bir analitin adsorbendeki belirli bir yere baglanarak ayni yere bagka bir analitin
baglanmasini engelleyerek denge doygunluk noktasinda dogrusal olmayan Langmuir

grafiginde bir plato olusturur [318, 319].

Langmuir modeli kati adsorben Uzerine ¢dzlinen adsorbsiyonu tanimlamak igin en ¢ok
kullanilan modellerdir, ancak dogrusal bir model olmadigindan modelin bir
optimizasyon programi kullanilarak tekrarlanmasini  gerektirir.  GUnumuzde,
optimizasyon programlarinin kullaniimasini  6nlemek igin Langmuir modelinin
dogrusallastiriimis bir versiyonu yaygin olarak kullaniimaktadir. Dogrusal ve dogrusal
olmayan Langmuir denklemleri matematiksel olarak esdeger olmasina ragmen,
dogrusallastiriimigs Langmuir denklemlerinin ¢esitli sinirlamalari vardir. Langmuir
izoterm modelinin farkh dogrusal matematiksel ifadeleri Cizelge 4.4'de gosterilmigstir
[309, 320].
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Cizelge 4.4. Sikga kullanilan izoterm modelleri

Sikga Kullanilan | Esitlikleri Sinirlamalari
Modeller
Hanes—Woolf e 1 Ce Esitlik, izoterm denge konsantrasyonu

Ce’nin ve Ce/gm’in bagimsiz degiskenler
olmamasindan dolayi Langmuir
modeline uymayan verilere bile iyi uyum
saglayabilir.

Lineweaver—
Burke

Esitlik yiksek 1/qe degerlerinde ya da
dusuk qe degerlerinde asiri duyarli
oldugundan baslangi¢ noktasina yakin
dogrusal gizimlerde anlamsizdir.

Eadie—Hofstee

Bu modelde, ge ve 1/Ce arasindaki
korelasyon oldukca dusuktar,;
dolayisiyla, denklem Langmuir
modeline uyan verilere zayif uyum
sadlar.

Scatchard

q
C_e = K.qm — K19

Bu modelde de, ge ve 1/Ce arasindaki
korelasyon oldukga dusuktir ve ayni
nedenden dolayr denklem Langmuir
modeline uyan verilere zayif uyum
saglar.

Langmuir-Freundlich modeli birden ¢ok baglanma bdlgesi iceren yapilarda baglanma

analizlerinin gercgeklestiriimesi i¢cin uygundur. Baglanma kinetik parametreleri agagidaki

egitlikten elde edilir;

AR

ARmax

_{ RpaxC'/m
1+ KpC'/n

Esitlikte C analit derigsimini; AR sensorun verdidi sinyali ve ARmax ise maxsimum sinyali

ifade etmektedir.

PRD tayini igin pH 6.6 ve pH 7.4’de gerceklestirilen kinetik analiz verilerine Langmuir,

Freundlich ve Langmuir-Freundlich

77

izotermleri

uygulanmigtir  (Sekil 4.13-4.18).




Grafiklerden elde edilen baglanma parametreleri Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6'da

Ozetlenmigtir.

A InC . B InC .
-10 -8 -6 -4 -2 ] ()] -10 -8 -6 -4 -2 ] ()]
.. -2 A " -2 1
A
o a o
- 212 - 212
L 4 - 4 ]
s 4 w 4
i -5 4 . = + -5 4
y = 0,6506x + 1,3849 O oeas
R?=0,9917 6 - ! 6 -
c InC . D InC .
-10 -8 -6 -4 -2 ] ()] -10 -8 -6 -4 -2 1 )
" -2 - . 2
» x a® =
- P1E . 4|2
e 4 - 5 -
u _ -5 1 ] 6 -
y= 0,62856x +1,7947 y = 0,7478x + 1,6234
Rz = 0,9921 -6 - R2= 0,9496 -7 A

Sekil 4.13. Freundlich izoterm modelinin pH 6.6’da gerceklestirilen analiz verilerine
uygulanmasiyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D).
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InC . InC .
-10 -8 -6 -4 -2 ] ()] -10 -8 -6 -4 -2 ] ()]
m
.... _2 - "._- _2 -
a 315 M 315
£ ’ =
- 4 - 4
A [ |
] -5 - u _ 5 -
m°  y=0,8267x+2,3155 y = 0,721 85x + 1,9579
R2=0,9965 -6 - R2=0,9965 -6 -
C InC . D InC .
-10 -8 -6 -4 -2 ] ()] -10 -8 -6 -4 -2 1 L)
[ | 2 -2 1
n-8 3
A 3 315 . > %
- £ » 44 £
=" A o
m -5 - .I 6 -
y =0,6907x + 1,5279 y =0,8435x + 1,801
Rz=0,9918 6 - Rz=0,9684 -7 -

Sekil 4.14. Freundlich izoterm modelinin pH 7.4’de gergeklestirilen analiz verilerine
uygulanmasiyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D).
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120
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0 5000 10000 15000
1/C
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R?=0,9888
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120
L
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Sekil 4.15. Langmuir izoterm modelinin pH 6.6’da gerceklestirilien analiz verilerine
uygulanmasiyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D).
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A y = 0,0179x + 12,491
R? = 0,9894
160 - e
m:
120 - ’
%
= 80 - m:
40 { =
s
O I' L] L] L]
0 5000 10000 15000
1/C
o y = 0,0105x + 14,582
R?=0,9795
160 .
120
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..
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Sekil 4.16. Langmuir izoterm modelinin pH 7.4’de gercgeklestirilien analiz verilerine

B y = 0,0089x + 11,071
R2=0,9722
160 -
120 - ~m
x
= 80 - .
01w
O -r L] L] 1
0 5000 10000 15000
1/C
D y = 0,0312x + 38,94
R2=0,8589
400 - - om
[ |
320 -
v 240 -
= ]
~ 160 -
80 { .-
oL
O I- L] L] 1
0 5000 10000 15000
1/C

uygulanmasiyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D).
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y = 0,2825x - 4,8961

160 - S 200 7 Y =0,3431x-11,176
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Sekil 4.17. Langmuir-Freundlich izoterm modelinin pH 6.6’da gerceklestirilen analiz
verilerine uygulanmasiyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN

(D).
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. y=0,091x + 0,904 _ y=0,1363x+0,1836
300 R = 0,9849 140 R®=09905
250 - . 120 -
200 - ’ 100 1 e
x 80 - .
% 150 A 2 &0 o
- ~m T 1
100 1 ’!..-' 40 d . .......
01 " 201 4
O # T T 1 O T T 1
0 1000 2000 3000 0 500 1000
(‘”C)Hn (‘”C)Hn
C D
. y=0.209x + 1,6554 _y=0,1428x + 21,068
200 R2 = 0,9898 500 R2=0,8938
150 A . 400 1 s
i 300 -
o o
< 100 - 5
= o = 200 - .
L )
01 g 100 { .
" Al
O "' T 1 O '- T ]
0 500 1000 0 2000 4000

(1/C)tn (1/C)iin

Sekil 4.18. Langmuir-Freundlich izoterm modelinin pH 7.4’de gerceklestirilen analiz
verilerine uygulanmasiyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN

(D).
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Cizelge 4.5. pH 6.6’'da elde edilen verilere uygulanan Langmuir, Freundlich ve

Langmuir-Freundlich izotermi analizleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
ARmax 0.084696 | ARmax 3.9944 ARmax 0.204244

Kd, MM 1357.126 | 1/n 0.6506 1/n 0.6506
PIN1 Ka, LU/mM 0.000737 |R? 0.9917 Kd, MM 0.060518
R? 0.9863 Ka, LImMM  16.52413

R? 0.9797
ARmax 0.204658 | ARmax 10.3367 ARmax 0.089477

Kd, MM 421.2241 | 1/n 0.7671 1/n 0.7671

PIN2 Ka, LU/mM 0.002374 | R? 0.9923 Kd, MM 0.0307
R? 0.9889 Ka, L/mM  32.57359

R? 0.9579
ARmax 0.115966 | ARmax 6.017669 | ARmax 0.581058

Kd, mM 1014.494 | 1/n 0.6856 1/n 0.6856
PIN3 Ka, LU/mM 0.000986 | R? 0.9921 Kd, MM 0.102092
R? 0.9857 Ka, LImM  9.795105

R? 0.9807
ARmax 0.345018 | ARmax 5.0703 ARmax 0.060485

Kd, MM 125.4719 | 1/n 0.7478 1/n 0.7478
NIN Ka, L/mM  0.00797 R? 0.9496 Kd, MM 0.015654
R? 0.9889 Ka, LI/mM  63.88331

R? 0.9646
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Cizelge 4.6. pH 7.4’de elde edilen verilere uygulanan Langmuir, Freundlich ve

Langmuir-Freundlich izotermi analizleri.

Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich
ARmax 0.080058 | ARmax 10.12999 | ARmax 1.106195
Kd, MM 697.8212 | 1/n 0.8267 1/n 0.8267
PIN1 Ka, LU/mM 0.001433 | R? 0.9965 Kd, MM 0.100664
R? 0.9894 Ka, L/mMM  9.934066
R? 0.9849
ARmax 0.090326 | ARmax 7.084434 | ARmax 5.446623
Kd, MM 1243.933 | 1/n 0.7185 1/n 0.7185
PIN2 Ka, LU/mM 0.000804 |R? 0.9965 Kd, MM 0.742375
R? 0.9722 Ka, LImM  1.347029
R? 0.9905
ARmax 0.068578 | ARmax 4.608489 | ARmax 0.604084
Kd, MM 1388.762 | 1/n 0.6907 1/n 0.6907
PIN3 Ka, LU/mM 0.000722 |R? 0.9918 Kd, MM 0.126253
R? 0.9795 Ka, LImM  7.920574
R? 0.9898
ARmax 0.025667 | ARmax 6.0557 ARmax 0.047465
Kd, MM 1248.718 | 1/n 0.8435 1/n 0.8435
NIN Ka, LU/mM 0.000801 |R? 0.9684 Kd, MM 0.006778
R? 0.8589 Ka, LImM  147.535
R? 0.8938
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pH 6.6 ve pH 7.4 ortamlarinda gercgeklestirilen analiz sonuglarina uygulanan izoterm
modellerinden elde edilen badlanma sabitleri Cizelge 4.5 ve 4.6’da 6zetlenmigtir. Her
iki cizelgedede Regresyon katsayisi degerleri incelendiginde nanosensorler ile PRD
arasindaki etkilesimi en iyi Freundlich izotermi agiklamaktadir. Freundlich izoterminden
hesaplanan en yuksek sinyal degeri (ARmax) ve ylzey heterojenitesi (1/n) PIN1, PIN2,
PIN3 ve NIN nanosensorleri i¢cin pH 6.6 icin sirasiyla 3.99,10.34, 6.02 ve 5.07; 0.65,
0.76, 0.68 ve 0.75; pH 7.4 igin ise 10.13, 7.08, 4.61 ve 6.06; 0.83, 0.72, 0.69 ve 0.84
olarak elde edilmistir. Freundlich izotermi MIP’lerin heterojenitesinin belirlenmesinde
sikga kullaniimaktadir. MIP’lerin baglama bodlgeleri yuksek afiniteye veya yuksek
secicilige sahip olma oOzelliklerinden sadece birine yoneldiklerinden heterojenlik
gOsterirler. Polimerlerdeki heterojen dagilim MIP’lerin yiksek afiniteli baglama
bdlgelerinin fazla oldugunu gdsterir. Heterojenite baskilama etkisinin belirlenmesinde
mukemmel bir aractir [321, 322].

4.4. SPR Nanosensorin Yarigmal Kinetik Veri Analizleri ve Baskilama
Seciciliginin Belirlenmesi

Nanosensoriun PRD’ye kargi segiciliginin belirlenmesi icin EST ve EEST kullanilarak
yarismali kinetik veri analizleri yapilmistir. Sekil 4.19’da gosterildigi Gzere EST ve
EEST, PRD’ye hem vyapisal olarak hem de molekil agirliklari bakimindan
benzemektedir. Ayrica EST ve EEST'de PRD gibi steroid sinifinda yer almaktadir.

(17a-Etinilestradiol) EEST (B-Estradiol) EST (Prednisolon) PRD

Sekil 4.19. EEST, EST ve PRD’nin kimyasal yapilarinin karsilastiriimasi

SPR’de yarigsmali kinetik veri analizleri igin dncelikle her bir yarismaci ajan igin segicilik

katsayisi (k) asagidaki formule gére hesaplanir.

86



AR
k = kalip

ARyarlsmact ajan

Daha sonra her bir yarigmaci ajan i¢in bagil baskilama sabiti (k') belirlenir. Bunun igin
oncelikle hem baskilanmig partikuller igin hemde baskilanmamig partikuller igin segicilik
katsayilari hesaplanir ve asagida ifade edildigi gibi bu degerler sirasiyla birbirine

oranlanir.

k' = kbaskllanmls NP

kbaskllanmamls NP

Bu tez kapsaminda hazirlanmig olan her bir partikdl igin yani PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN
kodlu nanopartiktllerle hazirlanan SPR nanosensorler icin pH 6.6’da segicilik katsayisi
ve bagil baskilama katsayisi Sekil 4.20’de verilen sensogramlar baz alinarak

hesaplanmistir (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8).

Cizelge 4.7. pH 6.6’da EEST ve EST igin hesaplanan segicilik katsayilari

Yarigsmaci Kpina Kpinz kping KniN
Ajan

EEST 1.655 9.00 2.353 1.385
EST 1.371 6.429 1.667 0.818

Cizelge 4.8. pH 6.6’da EEST ve EST igin hesaplanan bagil baskilama katsayilari

Yarismaci KPINUNIN KPIN2/NIN KPIN3/NIN
Ajan

EEST 1.195 6.500 1.699
EST 1.676 7.857 2.037
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A Polimer  Derigim Ortam B Polimer  Derigim Ortam

FINT  250pph pH 6.6,10 mM PB FINZ  250pph pH 6.6,10 mM PB

——EEST ——EEST

——EST ——EST

0054 ——PRD 0054 ——PRD
0.04 1 0.04
v 0.034 o 0.034

< <

0.024 0.024
0.014 0.014
0.004 0.004

200 400 600 800 1000

o4

200 400 600 800 1000

o4

Zaman, sn Zaman, sn
C Polimer  Derigim Ortam D Polimer  Derigim Ortam
PIN3  250ppb  pH 6.6,10 mM PB NIN 250 ppb  pH 6.6,10 mM PB
——EEST ——EEST
—EST —EST

0.054 ——PRD 0.054 —PRD
0.04 0.04
, 003 , 003
< <
0.02- 0.02-
0.011 0.011
0.00 0.00
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Zaman, sh Zaman, sh

Sekil 4.20. Baskilanmis ve baskilanmamis nanosensorlerin 10 mM pH 6.6 fosfat

tamponu varliginda EEST, EST ve PRD’ye kargi yarigmali kinetik veri sensogramlari.

Cizelge 4.7 incelendiginde pH 6.6’da PIN1 kodlu nanosensoérin PRD igin segciciligi
EEST ve EST icin sirasiyla 1.655 ve 1.371 kat daha yuksektir. PIN2 kodlu nanosensor
icin bu deg@erler 9.00 ve 6.429 olarak degisirken PIN3 kodlu sensor igin 2.353 ve 1.667
olarak belirlenmistir. Baskilanmamis sensor olan NIN’'da ise bu segicilik katsayilari
sirasiyla 1.385 ve 0.818 olarak hesaplanmis ve baskilanmamis sensorin PRD’ye kargi

bir seciciliginin olmadigi gosterilmistir.

Cizelge 4.8'de ise pH 6.6'da hesaplanan bagil baskilama katsayilarina yer verilmistir.
Bagdil baskilama katsayisi, baskilanmig sensorin baskilanmamis sensére gore PRD’ye

olan segiciligini gostermektedir. Bagil baskilama katsayilari belirlenirken baskilanmig
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olan partikulun segicilik katsayisi yani kalip molekule karsi kirllma indisinde olusturdugu
degisikligin yarismaci ajanlarin kirilma indisinde olusturdugu degisiklik orani
baskilanmamig olan sensorun segicilik katsayisina oranlanmistir. Bagil baskilama
katsayl degerleri PIN1, PIN2 ve PIN3 kodlu sensorlerin EEST ve EST’e gore PRD’nu
baskilanmamis sensorden sirasiyla 1.195; 6.500 ve 1.699 ve 1.676; 7.857 ve 2.037 kat
daha fazla tanidigini gostermigtir. Secicilik katsayisi ve bagil baskilama katsayisi
degerleri incelendiginde pH 6.6’da PRD igin PIN2 kodlu sensériin PIN1 ve PIN3 kodlu

sensorlere gore daha iyi bir tanima hafizasina sahip oldugu gérilmustuar.

pH 7.4'de PRD, EEST ve EST'nin 0.25 ppm’lik g¢ozeltileri kullanilarak segicilik
calismalari tekrar edilmistir. pH 6.6’da oldugu gibi pH 7.4’de de k (secicilik katsayisi)
ve k' (bagil baskilama katsayisi) dederleri hesaplanarak Cizelge 4.9 ve 4.10°da
gOsterilmistir.  Bu verilerin analizi igin Sekil 4.21'de go6sterilen sensogramlar

kullaniimistir.

Cizelge 4.9. pH 7.4’de EEST ve EST igin hesaplanan segicilik katsayilari

Yarigsmaci Kpina Kpinz kping KniN
Ajan

EEST 2.167 7.600 1.929 0.720
EST 2.364 12.667 3.857 0.857

Cizelge 4.10. pH 7.4’de EEST ve EST icin hesaplanan bagil baskilama katsayilari

Yarismaci Ajan | K’PiNy/NIN K’piN2/NIN K’PIN3/NIN
EEST 3.009 10.556 2.679
EST 2.758 14.778 4.500
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A Polimer  Derigim Ortam B Pclimer = Derigim Grtam

FINT  250pph  pH 7.4,10 mM PB PINZ 250 ppb  pH 7.4,10 mM PB

—EEST ——EEST
—EST —EST
0.05- T i 0.05- T i
0.04- 0.041
» 003 v 003
<] <]
0.02- 0.02-
0.011 0.011
0.00- 0.00-
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Zaman, sn Zaman, sn
C Polimer  Derigim Ortam D Polimer = Derigim Ortam
PIN3 250 ppb pH 7.4,10 mM PB NIN 250 ppb | pH 7.4,10 mM PB
—EEST —EEST
—EST —EST
0.05 D 0.05 b
0.04 0.04
» 003 » 003
< <
0.024 0.024
0.011 0.011
0.001 0.001
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Zaman, sh Zaman, sh

Sekil 4.21. PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN nanosensorlerinin 10 mM pH 7.4 PB’de segicilik

sensogramlari.

Cizelge 4.9da pH 7.4’de yarismaci ajanlara ve kalip molekiile karsi PIN1, PIN2, PIN3
ve NIN kodlu nanopartikillerle hazirlanmig olan sensorlerin segicilik katsayilari
gosterilmigtir. Bu verilere gore PRD, EEST’ye gore PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN igin
siraslyla 2.167; 7.600; 1.929 ve 0.720 kat daha secicidir. EST i¢in ise PRD’ye karsi
nanosensorler ayni siralamayla 2.364; 12.667; 3.857 ve 0.857 kat segicilik gostermistir.
Bu sonuglara gore pH 7.4’de de PIN2 kodlu nanosensor her iki yarigsmaci ajan da baz

alindiginda PRD’ya karsi PIN1 ve PIN3 kodlu sensérlere gore daha segicidir.

Cizelge 4.10’da ise bagil baskilama katsayilar pH 7.4 icin gosterilmistir. Baskilanmis

ve baskilanmamis sensorler icin elde edilen veriler oranlanarak baskilama verimliligi
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hakkinda bilgi edinilmistir. Nanosensorler sirasiyla PRD’yi EEST’ye gore 3.009; 10.556
ve 2.679 kat daha secici tanirken bu degerler EST igin 2.758; 14.778 ve 4.500 kat
olarak hesaplanarak spesifik kavitelerin butiin baskilanmis sensdérlerde basarili bir
sekilde olusturuldugu gorulmustur. Ancak bu degerler kendi i¢cinde kiyaslandiginda ise
PIN2 kodlu SPR sensorunun digerlerine gore baskilama verimliliginin daha yuksek

oldugu sonucuna ulagiimigtir.

4.5. SPR Nanosensorin Tekrar Kullanabilirliginin Belirlenmesi
Biyosensorlerin gergek uygulamalarda kullanilabilmesi igin tekrar kullanilabilir 6zellikte
olmalari en dnemli 6zelliklerindendir. Bu 6zellik nanosensorler i¢in en gok ragbet géren

Ozelliklerdendir ve endustride kullanilabilme olasiligini arttirir [322].

Tez galismasi icin tekrar kullanilabilirlik deneyleri 0.5 ppm PRD’nin sensoér sistemine
artarda bes kez enjekte edilmesiyle gergeklestiriimistir. Bu deneyler icin hem segicilik
hem de tayin limiti agisindan en iyi sonucu gosteren PIN2 kodlu sensor ve pH 6.6 fosfat
tamponu kullaniimigtir. Sekil 4.22°de gdosterildigi Gzere bu calisma igin ilk olarak
dengelem tamponu daha sonra 0.5 ppm’lik PRD ¢dzeltisi ve son olarak da desorpsiyon
cOzeltisi sisteme tatbik edilmigtir. Ayni islem bes kere tekrar edilmis ve elde edilen
kirinim indisi sekilde gosterilmistir. Daha sonra yluzde bagil standart sapma (% RSD)

degeri hesaplanmistir.

ROT‘t

%RSD = x 100

max

Formdilde ifade edildigi gibi ayni derisim icin elde edilen kirilma indisleri izlenmis ve bes
Olcumun ortalamasi alinmistir (ARort) ve bu deger ayni derisimde kirilma indisinde en
yuksek degisiklik degerine (ARmax) oranlanmigtir. Elde edilen sonug yluzde olarak ifade
edilerek begs kullanimdan sonra bile sensorin % 92.8 verimlilikle ayni sonucu gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak sensorun tekrar kullanilabilirliginin yuksek
oldugu ve endustriyel uygulamalarda kullanilmaya aday olabilecedi varsayimini

dusundurmasgtar.
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Sekil 4.22. SPR nanosensorin tekrar kullanilabilirlik sensogrami.

4.6. Dogal Kaynak ile Kinetik Veri Analizleri

SPR nanosendriin dogal kaynaklarda verdigi yanitin incelenmesi icin ilk olarak yapay
plazma o6rnegi ile cahsiimistir. Sekil 4.23'de gosterildigi Uzere sisteme ilk olarak
dengeleme tamponu verilmigtir. Daha sonra plazma ornedi verilmistir ve kirilma
indisindeki degisiklik gdozlenmistir. Bu degisiklik ortamin yogunlugunda meydana gelen
degisiklikten kaynaklanmaktadir. Sistem dengeye geldikten sonra 10 ppb, 20 ppb ve
50 ppb PRD igeren plazma o6rnekleri sisteme tatbik edilmistir. Kirilma indisindeki
degisiklik grafikten de goruldugu gibi artan kalip molekul derigimiyle artmistir (Sekil
4.23-A). Son olarak sisteme desorpsiyon ¢ozeltisi olan 1 M NaCl ile baglanan kalip
molekuller ayriimistir. Desorpsiyon ¢oOzeltisinin yogunlugu daha dusik oldugundan
normalin aksine sinyalde azalma gozlenmigstir. Ayrica Sekil 4.23-B’de baskilanmamis
partiklllerle hazirlanan NIN kodlu sensérin plazma o6rnegine verdigi yanit
gosterilmigtir. Uygulanan islem ayni kosullarda olmasina ragmen herhangi kayda deger

ve anlamli bir yanit alinamamisgtir.
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Sekil 4.23. PIN2 ve NIN nanosensorlerinin farkli derisimlerde PRD igeren (10, 20 ve 50

ppb) yapay plazma ¢ozeltilerinin sensogramlari.

Diger bir vicut sivisi olan idrar PRD tayini igin en sik kullanilan drnektir. Bu nedenle

yapay idrar ¢ozeltisi icerisine farkli derisimlerde PRD ¢ézilmustir. Ancak bu calismada

plazma ile ¢calisilirken kullanilan pH 7.4 tamponu yerine idrar pH’ina daha yakin bir pH
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olan 6.6 ile galisilmistir. islem yapay plazma érnegi ile ayni yontem takip edilerek
gerceklestiriimistir. Bu galismada da en iyi sonuglar PIN2 kodlu sensorle alindigindan
ayni SPR sensorle galisiimigtir. Sekil 4.24’de hem baskilanmamis hemde baskilanmis
olan sensorun PRD varliginda kirilima indisinde meydana gelen degisiklik gosterilmistir.
Sensogramlardan da gorulece@i Uzere baskilanmamis sensorun yaniti tayin igin
anlamli bir fark olusturmazken baskilanmis sensérde PRD tayini oldukga basaril bir

sekilde tayin Ilimiti olan 30 ppb’nin altinda ve Ustinde belirlenmigtir.
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Sekil 4.24. Baskilanmis (PIN2) (A) ve baskilanmamig (NIN) (B) optik sensérin idrar
orneginde PRD tayin yaniti.

Cizelge 4.11'de literaturde simdiye kadar PRD tayini icin kullanilan yontemlerin tayin
araliklari, tayin limitleri ve dogal kaynak analizi igin kullandiklari ¢gozeltileri gosterilmigtir.
Cizelgede de gosterildigi gibi hazirladigimiz sensér yuksek performansli sivi
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kromatografisi—kutle

spektroskopisi

(HPLC-MS)

kargilastirilabilir nitelikte oldugu tespit edilmigtir.

tandem

sistemleriyle  bile

Cizelge 4.11. Literatirde PRD tayinine yénelik kullanilan yéntemlerin karsilastiriimasi.

Kullanilan Calisilan
. Tayin Araligi | Tayin Limiti Dogal Calisma
Yontem "
Ornekler
HPLC-MS3 1.01-4.08 | 5 hg/mL idrar [323]
ng/mL
HPLC-MS? 1-200 ng/mL | 10 pg/mL idrar [269]
Voltametrik 3.604 - 36040 i
Analiz ng/mL 32.44 pg/mL | Idrar ve Plazma [324]
HPLC-DAD 50 - 450 1.0 ng/mL idrar ve Plazma [325]
ng/mL
LC o= B0 4.8 ng/mL idrar ve Plazma [293]
ng/mL
10.7 - 398
LC-MS/MS ng/mL 225 pg/mL Plazma [326]
MS/MS 48-400 Plazma [327]
ng/mL
HPLC 2 - 300 pg/mL | =--mmmmmeee- Dogal ornekle [294]
calisiimamistir
HPLC 100-1500 | Plazma_, Tam [328]
ng/mL kan ve idrar
HPLC 40 - 160 0.175 ug/mL Dogal 6érnekle [329]
Mg/mL calisilmamistir
Dogal 6rnekle
SPE 4.2 -10 pg/mL | 0.250 pyg/mL calisimamistir [330]
HPLC 20-100 | Dogal 6rnekle [331]
pMg/mL cahisilmamistir
uv L NVTe), 11 PR — DOl CiERIE [331]
calisiimamistir
5.01 - 1002
HPLC ug/mL 2.10 pg/mL Plazma [332]
Floresan 0.5-2.7 Dogal érnekle
Spektrofotometre | pg/mL 0 gl calisiimamistir B
RP-HPLC 2 - 1000 5.9 ng/mL Plazma [334]
ng/mL
AlPRSlP 232000 5.1 ng/mL idrar ve Plazma | Bu galisma
Nanosensor ng/mL
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4.7. Yiizey Plazmon Rezonans Sisteminin Validasyonu

Vucut sivilarindan prednisolon tayini igin geligtirilen nanosensor sisteminin
dogrulugunun belirlenebilmesi icin HPLC ydntemi kullaniimigtir. Hazirlanan
prednisolon igeren yapay plazma ve idrar drnekleri nanosensor sisteminde analiz
edildikten sonra ayni 6rnekler HPLC sisteminde incelenmistir. Orneklerin HPLC
sisteminde incelenmesinde prednisolon igin valide edilmis yontem kullaniimistir. HPLC
sisteminde alikonma suresinin belirlenmesi ve kalibrasyon grafiginin olusturulmasi igin
farkli derigimlerde (2-100 ppm) PRD igeren ornekler hareketli faz igerisinde ¢ozulerek
hazirlanmis ve British Pharmacopoeia’da belirtilen yonteme gore sisteme verilmistir.
Prednisolon icin allkonma stresi 11.75 dk olarak belirlenmis ve kalibrasyon grafigi
olusturulmustur (Sekil 4.25 (A)). Olusturulan kalibrasyon grafiginden LOD ve LOQ
degerleri sirasiyla 0.30 ppm ve 1.00 ppm olarak belirlenmistir. Elde edilen LOD ve LOQ
degerleri literatlrle uyumludur. PRD igin allkkonma suiresinin belirlenmesinin ardindan
10 ppb, 20 ppb ve 50 ppb iceren yapay plazma ve idrar érnekleri HPLC sistemine
verilmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.25 (A ve B)'de verilmistir. HPLC sistemi
icin LOD (0.30 ppm) degerinin bu derisim degerlerinden buyuk olmasi sebebiyle LOD
degerinin altinda HPLC sistemi PRD tayini igin uygun degildir ve $Sekil 4.25'de
goéruldugu gibi 10 ppb, 20 ppb ve 50 ppb PRD iceren orneklerin kromatogramlarinin
11.75 dk’sinda (PRD alikonma suresi) pik gézlemlenememistir. 2000 ppb PRD igeren
yapay plazma ve idrar ornekleri sisteme verilmis ve elde edilen kromatogramlar ve
sensogram Sekil 4.26'da verilmistir. Yapay plazma ve idrar 6rneklerinin HPLC ve

nanosensor sonuglari Cizelge 4.12’de 6zetlenmisgtir.
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Sekil 4.25. HPLC Analizi: (A) 2.0 ppm-100 ppm PRD iceren 6rneklerin; (B) 10 ppb,
20 ppb ve 50 ppb PRD igeren yapay idrar érneklerinin; (C) 10 ppb, 20 ppb ve 50 ppb
PRD igeren yapay plazma 6rneklerinin kromatogramlari.
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Sekil 4.25. HPLC Analizi: (A) 2.0 ppm-100 ppm PRD igeren érneklerin; (B) 10 ppb, 20
ppb ve 50 ppb PRD igeren yapay idrar érneklerinin; (C) 10 ppb, 20 ppb ve 50 ppb PRD

iceren yapay plazma orneklerinin kromatogramlari (Devami).
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Sekil 4.26. Yapay idrar ve yapay plazma 6rneklerinin HPLC kromatogramlari (A-B)
ve sensogramlari (C-D).
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Sekil 4.26. Yapay idrar ve yapay plazma érneklerinin HPLC kromatogramlari (A-B) ve

sensogramlari (C-D) (Devami).
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Cizelge 4.12. Yapay plazma ve yapay idrar 6rneklerinin HPLC ve SPR analizleri.

Yontem Ortam Derigsim, ppm Belirlenen Geri kazanim,
derisim, ppm %
Blank - 0
0.01 - 0
Yapay idrar | 0.02 - 0
0.05 - 0
0.5 0.490 £ 0.0180 98 + 3.6
HPLC
Blank - 0
0.01 - 0
Yapay plazma | 0.02 - 0
0.05 - 0
0.5 0.470 £ 0.0240 94 +£4.8
Blank - -
0.01 0.009 + 0.0008 90+8.0
Yapay idrar | 0.02 0.022 £ 0.0017 107 £8.5
0.05 0.054 £ 0.0015 108 £ 3.0
SPR PIN2 0.5 0.470 £ 0.0019 94 +3.8
Nanosensor Blank i 0
0.01 0.009 £ 0.0011 90 +11.0
Yapay plazma | 0.02 0.021 £ 0.0011 105+55
0.05 0.056 £+ 0.0014 112+ 2.8
0.5 0.490 £ 0.0025 98+5.0
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Cizelge 4.12 incelendiginde geligtirlen PRD baskilanmis nanosensorun vucut
sivilarindan PRD tayin limitinin HPLC’den daha dusuk oldugu ve yuksek derisimlerde

ise geri kazanim degerlerinin karsilastirilabilir oldugu sonucuna variimigtir.
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5. YORUM

Bu tez calismasi kapsaminda sik¢a kullanilan bir glukokortikosteroid Prednisolonun
tayinine yonelik optik temelli sensorler gelistiriimistir. Prednisolonun 6zellikle doping
olarak kullanilmasi durumu s6z konusu oldugundan ve plazmada yarilanma 6émru 3
saat oldugundan hizli ve segici bir sekilde tayini oldukga onemlidir. Bu nedenle segicilik
icin molekuler baskilama teknolojisine; hizli ve portatif bir yontemin gelistiriimesi igin
ise ylzey plazmon rezonans sistemine basvurulmustur. Bu nedenle ilk olarak Ug farkli
oranda baskilanmis partikil hazirlanmistir. Ayni zamanda spesifik olmayan
baglanmalarin etkisini gostermek i¢in baskilanmamis partikilde hazirlanmistir.
Partikillerin hazirlanmasi igin iki fazli mini-emulsiyon polimerizasyonu kullaniimistir ve
sulu faz tim yapilar i¢in ayni iken organik fazda sadece kullanilan kalip molekilin
miktarinda degisiklik yapiimistir. Batin partikullerin SPR ¢ip sensoru yuzeyine tanima
araci olarak yerlestirimesinden o©Once boyut analizleri iki farkh metodla
gerceklestiriimistir. SPR’de kullanilabilmeleri igin bu partikillerin 200 nm’nin asagisinda
olmalar gerekiyordu ve PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN kodlu partikillerin Zeta-sizer ile
belirlenen boyutlari sirasiyla 44.65 nm, 47.56 nm, 46.49 nm ve 41.62 nm olarak
Olculirken bu degerlerin STEM boyut analizi 6lgimlerinde belirlenen ortalama 45 nm’lik
degerle uyum icinde oldugu goérUimustir. Ayrica fonksiyonel monomerin yapiya
girdigininin belirlenmeside oldukg¢a 6nemlidir. Bu nedenle yapisal karakterizasyon igin
elemental analiz ve FTIR sonuglarina basvurulmustur. Bu analizlerde yapilarin
birbirinin neredeyse ayni oldugu gorulmustur organik fazin ayni olmasi ve elde edilen
aranun ayni olmasi durumu so6z konusu oldugundan bu sonuglar beklenenle uyum
gostermistir. Ayrica 3360 cm* civarinda goriilen N-H gerilme bantlari ve 1630 cm™
civarinda gorulen N-H bukulme bantlari vinil imidazolun yapiya girdiginin gostergesidir.
Partikullerin istenilen sekilde hazirlanildigindan emin olunduktan sonra altin ¢ip
yuzeyine farkli yontemlerle tutturulmustur ve karakterizasyonu igin elipsometre ve
temas acisi olgumlerine yer verilmistir. Elipsometre ile yapilan ylzey olgumlerinde
partiktllerin ylzeye tutturuldugu ve yuzey topolojisinde 100 nm’lik bir degisiklik
olusturdugu belirlenmigtir. Temas agisi dl¢umleri ile yluzeyin su tutucu 6zelliginin nasil
deqQistigi gosterilmistir. Bos cip icin elde edilen degerler ile partikal tutturulduktan sonra
elde edilen sonuclar karsilastirildiginda temas agisinda 25°lik bir azalma gézlenmis ve
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bu ylzeyin hidrofilitesinin arttigini géstermektedir. Hazirlanan partikalin hidrofilik
karakteri fonksiyonel monomerden kaynaklanmakta oldugundan bu sonug olasidir.
Karakterizasyon iglemlerinden sonra kinetik analizlere gecilmistir. Kinetik analizler igin
iki farkli pH’da tampon tercih edilmistir. Bunlardan biri kanin ortalama pH’ina yakin olan
pH 7.4 digeri ise prednisolonun tayini igin en sik kullanilan vicut sivisi olan idrarin
ortalama pH'’1 olan pH 6.6°dir. Kinetik veri analizleri igin PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN kodlu
sensorler 2 ppm’den 0.025 ppm araliginda PRD ile SPR yardimiyla etkilestirilmigstir. Her
bir sensor icin elde edilen tayin limiti sirasiyla pH 6.6 i¢in 5.1 ppb, 5.5 ppb, 6.9 ppb ve
7.4 ppb iken bu degerler pH 7.4 icin 10.7 ppb, 8.9 ppb, 13.7 ppb ve 12.1 ppb olarak
bulunmustur. Ayrica tayin alt sinirlarida pH 6.6 igcin 16.9 ppb, 18.2 ppb, 23.1 ppb ve
24.2 ppb hesaplanmigtir. pH 7.4 icin ise belirlenen tayin alt sinirlari sirasiyla 35.5 ppb,
29.7 ppb, 45.5 ppb ve 40.2 ppb’dir. Elde edilen sonuglara gore PIN2 kodlu sensér pH
6.6'da en iyi yaniti gostermistir. Ayrica bu sonuglar literatirdeki c¢alismalarla
kiyaslandiginda yeni gelistirdigimiz bu yontemin HPLC-MS gibi zahmetli, zaman alici,
operator gerektiren ve pahali yontemlerle bile kiyaslanabilmektedir. Elde edilen veriler
izoterm modellerine uygulanmistir ve sensoérlerin en ¢ok Freundlich modeline uyum
sagladigi gézlenmigtir. Yarismaci ajanlarla sensorlerin segiciligi de kanitlanmigtir. Elde
edilen sensorler pH 6.6'da PRD’yi EEST’ye gore sirasiyla 1.195; 6.500 ve 1.699 kat
daha segcici tanirken, bu degerler EST icin 1.676; 7.857 ve 2.037 olarak degismistir. pH
7.4’de ise bu degerler sirasiyla 3.009; 10.556; 2.679 ve 2.758; 14.778; 4.500 olarak
degismistir. Ayrica hazirlanmis sensorun tekrar kullanilabilirligi denenmis ve bes
denemeden sonra bile sensérin % 92.8 verimle yanit verdigi belirlenmistir. Dogal
kaynaklardan analizin gergeklestiriimesi icin yapay plazma ve yapay idrar ¢ozeltileri
kullaniimistir. En iyi sonuclar PIN2 kodlu sensdrle alindigindan bu galismalar icin tercih
edilmistir. 10 ppb, 20 ppb ve 50 ppb PRD 6rnegi plazma ve idrar icerisinde basarili bir
sekilde tayin edilmistir. Son olarak HPLC ile sistemin validasyonu gercgeklestirilmigtir.
Oncelikle standart prosediir ile kalibrasyon grafigi elde edilmis ve SPR sensére verilen
¢cOzelti HPLC’ye tatbik edildikten sonra elde edilen pikin alani kalibrasyon grafiginden
elde edilen formille derisime gevirilmistir. Sonugta sensérin HPLC ile oldukga iyi bir

uyum icerisinde oldugu gorulmustar.
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