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ÖZET 

 
 

PREDNİSOLON TAYİNİ İÇİN YÜZEY TANIMA BÖLGELERİNE SAHİP 

MOLEKÜLER BASKILANMIŞ SENSÖRLERİN GELİŞTİRİLMESİ 

 
 

Esma Sari Üzek 

Doktora, Kimya Bölümü 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Handan Yavuz Alagöz 

Aralık 2016, 129 sayfa 

 

Bu tez çalışması kapsamında Prednisolon (PRD) tayinine yönelik yüzey tanıma 

bölgelerine sahip moleküler baskılanmış optik sensörler hazırlanmıştır. Çalışma 

kapsamında kalıp molekül olan prednisolon miktarı değiştirilerek iki fazlı mini-emülsiyon 

polimerizasyonuyla nanopartiküller hazırlanmış ve yüzey plasmon rezonans sensörün 

altın çip yüzeyine farklı tekniklerle tutturulmuştur. Hazırlanmış olan üç farklı 

baskılanmış partikül (PIN1, PIN2 ve PIN3) ve bir tane baskılanmamış partikül (NIN) ilk 

olarak boyut analiziyle (Zeta-sizer ve STEM) ve yapısal olarak (FTIR ve elementel 

analiz) karakterize edilmiştir. Çip yüzeyi modifiye edildikten sonra nanosensörler 

elipsometre ve temas açısı ölçümleri vasıtasıyla karakterize edilmiştir. Kinetik analizler 

pH 6.6 ve 7.4’de dört sensör içinde gerçekleştirilmiş ve verilere Langmuir, Freundlich, 

Scathard ve Langmuir-Freundlich izoterm modelleri uygulanmıştır. Kinetik analizler 

sonucunda pH 6.6’da PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN kodlu sensörler için elde edilen tayin 

limiti sırasıyla 5.1 ppb, 5.5 ppb, 6.9 ppb ve 7.4 ppb iken tayin alt sınırı 16.9 ppb, 18.2 

ppb, 23.1 ppb ve 24.2 ppb olarak belirlenmiştir. pH 7.4 belirlenen tayin limiti ise aynı 

sıralamayla 10.7 ppb, 8.9 ppb, 13.7 ppb ve 12.1 ppb olarak hesaplanırken tayin alt 
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sınırları sırasıyla 35.5 ppb, 29.7 ppb, 45.5 ppb ve 40.2 ppb olarak hesaplanmıştır. 

Yarışmalı kinetik analizler 17-α-etinil estradiol (EEST) ve estradiol (EST) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. pH 6.6’da baskılanmış PIN1, PIN2 ve PIN3 kodlu sensörler 

baskılanmamış NIN kodlu sensöre göre PRD’yi EEST’den sırasıyla 1.195; 6.500 ve 

1.699 kat daha seçici tanırken bu değerler EST için 1.676; 7.857 ve 2.037 kat olarak 

belirlenmiştir. pH 7.4’de ise bağıl seçicilik katsayıları EEST ve EST için sırasıyla 3.009; 

10.556; 2.679 ve 2.758; 14.778; 4.500 kat olarak hesaplanmıştır. Tekrar kullanılabilirlik 

çalışmaları en iyi sonuçların elde edildiği sensöre uygulanmış ve % 92.8 geri kazanım 

elde edilmiştir. Doğal örnek olarak vücut sıvılarıyla (idrar ve plazma) çalışılmıştır. 

Sistemin validasyon çalışmaları yüksek performaslı sıvı kromatografisi (HPLC) ile 

standart yönteme uygun olarak gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan SPR sensörünün HPLC 

sonuçlarıyla iyi bir uyum içinde olduğu gösterilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Prednisolon, yüzey plazmon rezonans, nanosensör, validasyon, 

vücut sıvıları (plazma ve idrar) 
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ABSTRACT 

 
 

DEVELOPMENT OF MOLECULARLY IMPRINTED SENSORS WITH 

SURFACE RECOGNATION SITES FOR DETECTION OF 

PREDNISOLONE 

Esma Sari Üzek 

Doctor of Philosophy, Department of Chemistry 

Supervisor: Prof. Dr. Handan Yavuz Alagöz 

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 
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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. GİRİŞ 

Moleküler baskılama belirli bir hedef molekül için sentetik polimerlerle yapay 

reseptörlerin oluşturulması işlemidir. Bu hedef molekül çapraz bağlayıcı monomerlerin 

ve fonksiyonel monomerlerin polimerizasyonu işlemi öncesinde kalıp görevi görür. 

Sonuç olarak moleküler hafızaya sahip baskılanmış polimerler elde edilir ve bu 

polimerler hedef molekülün seçici olarak bağlanmasına olanak tanır. Moleküler 

baskılanmış bu polimerler seçici moleküler tanıma özellikleri sayesinde biyolojik 

antibadilerin en önemli özelliğini taklit ederler. Bu nedenle; bağışıklık testleri, afinite 

ayırma, biyosensörler ve yönlendirilmiş sentez/kataliz gibi seçici bağlanma olaylarının 

önemli rol oynadığı uygulamalarda kullanılabilirler. 1970’li yıllardan beri moleküler 

baskılama tekniği hem yeni nesil malzemelerin geliştirilmesi açısından hem de 

uygulama alanlarında oldukça çok çalışılmıştır ve hala geliştirilmeye devam etmektedir.  

Yüzey plazmon rezonansı (SPR); çok az miktardaki analitin, sensor yüzeyinde 

meydana getirdiği dielektrik değişikliklere bağlı olarak saptanması için iletken arayüzün 

kullanıldığı optik bir olgudur. Moleküler baskılanmış polimer temelli SPR sensörler ilk 

defa teofilin, kafein ve ksantin tayini için kullanılmıştır. Son çalışmaların ışığında bu tip 

sensörler; tek bir analitin tayini için kullanılabilecek küçük ve taşınabilir cihazlar olması 

nedeniyle büyük ilgi görmüştür. Genel itibariyle altın ya da gümüş nanopartiküller gibi 

asal metaller ile kaplı ince filimlerin optik dielektrik sabitini ölçen SPR spektroskopisi 

sensör yüzeyindeki birkaç yüz nanometre içinde meydana gelen refraktif indeks 

değişikliklerine son derece duyarlıdır. Moleküler baskılanmış polimer temelli SPR 

sensörler proteinlerin, çevresel kirleticilerin, ilaçların ve gıdaların izlenmesinde sıkça 

kullanılmaktadır. Ayrıca SPR’nin elektrokimya yada altın çip üzerindeki polimer filmin 

aşındırılması için yüzey başlatıcılı ATRP ile kombinasyonu güçlü analitik bir tekniktir. 

Prednisolon kortizol yapısına benzer bir glukokortikosteroiddir. İlk defa 1955 yılında 

kortizol’ün mikrobiyolojik oksidasyonuyla sentezlenmiştir. Prednisolon vücuda 

alındıktan sonra karaciğerde enzimatik parçalanmayla aktif formu olan prednisona 

dönüştürülür. Prednisolon hem anti-inflamatuar hemde immunosupresif aktiviteye 

sahip olduğundan sıkça kullanılan bir ilaçtır. Ancak sporcular tarafından yasadışı olarak 

prednisolon kullanımı Dünya Anti-Doping Ajansı (WADA) tarafından izlenmektedir. 



 

2 
 

Prednisolon gibi kortikosteroidlerin maksimun kalıntı limitleri komisyon yönetmeliği ile 

30 ppb olarak belirlenmiştir. Bu, bir numunede, glukokortikosteroidler 30 ng/mL’den 

daha yüksek bir derişimde tespit edilirse, yasadışı olarak kullanıldığı anlamına 

gelmektedir. 

Bu tez çalışması kapsamında prednisolon tayinine yönelik baskılanmış nanopartikül 

temelli SPR nanosensörler geliştirilmiştir. PRD’nin hızlı, seçici, ucuz ve yerinde tayini 

doping testleri için oldukça önemlidir. Bu nedenle bu tez çalışmasında PRD’yi spesifik 

olarak tanıyacak moleküler baskılama teknolojisine başvurulmuştur. Diğer spesifik 

tanıma ajanlarının (antibadi-antijen gibi) aksine moleküler baskılanmış polimerler 

oldukça ucuzdur ve raf ömürleri oldukça uzundur. Bu nedenle bu tez çalışmasında 

moleküler baskılanmış nanopartiküller kullanılmıştır. Farklı oranlarda hazırlanan 

baskılanmış ve baskılanmamış partiküllerin karakterizasyon işlemleri de partiküllerin 

yapısal ve morfolojik özelliklerinin belirlenmesi için gerçekleştirilmiştir. Bu baskılanmış 

nanopartiküller yüzey plazmon rezonans sistemiyle kombine edilerek daha düşük tayin 

limitlerine inilmiştir. Bağlanma kinetik analizlerine ve denge izoterm modellerine tez 

çalışması kapsamında yer verilmiştir. Ayrıca sistemin ticari olarak üretimi söz konusu 

olduğunda sürekliliğinin bir ölçüsü olarak sistemin tekrar kullanılabilirliği test edilmiştir. 

Sistemin seçiciliği yapısal olarak benzer yarışmacı moleküller vasıtasıyla test edilmiştir. 

Son olarak hazırlanmış olan nanosensörün validasyon işlemi için standart yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi tekniğine başvurulmuştur.     
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2. GENEL BİLGİLER 

Moleküler baskılama; kalıp molekül için sentetik polimer içerisinde ligand seçici tanıma 

bölgelerinin oluşturulmasıdır. Atom, iyon, molekül, kompleks veya moleküler yönelim, 

iyonik etkileşim ya da makromoleküler yönelimler kalıp olarak kullanılabileceği gibi 

mikro-organizmalarda kalıp olarak kullanılabilir. Polimerizasyon ya da 

polikondensasyon yöntemiyle yığın fazda kovalent yönelimler esnasında tanıma 

bölgelerinin oluşturulmasını kolaylaştırmak için kullanılan kalıp moleküllerin bir 

kısmının veya tamamının polimerizasyon sonrasında ayrılması ve yeni kalıp moleküller 

için boş tanıma bölgeleri oluşturulmaları gerekmektedir [1-3]. 1930'larda Polyakov silika 

matrisleri kullanarak başlattığı çalışmasından bu yana moleküler baskılanmış 

polimerlerin (MIP) sürekli olarak tasarımı, hazırlanması, karakterizasyonu ve 

uygulanması moleküler baskılama teknolojisinin (MIT’nin) aşamalı olarak gelişmesine 

ve son yıllarda bilim dünyasında geniş bir ilgi oluşturmasına olanak sağlamıştır [4, 5]. 

Güncel yöntemlerdeki hızlı gelişimi yansıtan makaleler, derlemeler monograflar 

moleküler baskılama konusunda hızlı bir artış göstermiştir [6-16].   

 

Şekil 2.1. Moleküler baskılamanın şematik gösterimi [5]. 
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Yapının öngörülebilirliği, spesifik tanıma bölgeleri ve uygulamada evrensellik gibi üç 

benzersiz özelliğe sahip olan MIP’ler; fiziksel kararlılık, kolay hazırlanabilirlik, yüksek 

mekanik kararlılık ve düşük maliyetli bir yöntem olması nedeniyle büyük ilgi görmüş ve 

saflaştırma/ayırma, kemo/biyosensör, yapay antibadi ve ilaç salınımı / katalizi / 

bozunumu gibi birçok alanda ilgi çekici hale gelmiştir [10].  

Moleküler baskılama tekniğine gösterilen bu muazzam ilgiye rağmen bu alandaki 

gelişmeler; nanomalzemelerin sentezi ve fluoresan probların hazırlanması gibi ilgili 

diğer teknolojilerin kullanıldığı çalışmalarla karşılaştırıldığında geride kalmıştır. Bunun 

bir nedeni moleküler baskılamada kullanılan fonksiyonel monomerlerin MIP’lerin 

seçiciliğini ve daha yaygın kullanımını sınırlandırmasıdır. Diğer bir olasılık ise MIP'lerin 

hazırlanması için kullanılan moleküler baskılama teknolojilerinin (MIT’lerinin) çeşitli 

alanlarda uygulanmalarını engelleyecek şekilde bir derece ihmal edilmiş olmasıdır. 

Multidisipliner bir teknoloji olan MIT’ler; polimer teknolojisi, nanoteknoloji, analitik 

kimya, çevre bilimi, biyoteknoloji ve benzeri alanlardaki gelişmelerle eş zamanlı olarak 

hızla geliştirilmelidir. İlgili teknolojiler ve stratejiler ile entegrasyonu moleküler 

baskılama teknolojisinde önemli ve hızlı gelişmelere olanak sağlayacaktır [5]. Bir dizi 

mükemmel derleme moleküler baskılama ile ilgili ayrıntılı hesaplamalara yer vermiştir 

ancak bunların çoğu MIT'leri yerine MIP'lerin temel yönlerini ve karakteristik uygulama 

alanlarını incelemiştir [17-29]. Literatürde MIP'lerin hazırlanması ile ilgili yeni tekniklere 

yer veren sadece birkaç derleme mevcuttur [10]. Çok yönlü MIP'lerin hazırlanarak 

kullanımını arttırmak için MIT'lerinin sürekli gelişimi bir ön koşuldur. Çeşitli akıllı 

MIT'lerindeki son gelişmelerle, örnek önhazırlığı/kromatografik ayırma ve 

kimyasal/biyolojik sensörler gibi belirli uygulama alanlarında kullanılabilecek yeni 

polimer malzemelerin geliştirildiği bildirilmiştir [5].        

2.1 Moleküler Baskılanmış Polimerlerin Temelleri 

Moleküler baskılama yöntemi kalıp molekül etrafında çapraz bağlayıcı ve fonksiyonel 

monomerin polimerizasyonunu içermektedir [30]. İlk olarak, seçilmiş olan kalıp molekül 

ile tamamlayıcı bir monomer arasında kalıp-monomer kompleksi oluşturulur [2]. Daha 

sonra çapraz bağlayıcı ile oluşturulmuş olan bu kompleks etrafında polimerizasyon 

tepkimesini başlatılır. Belirtilmesi gereken en önemli ayrıntı ise kalıp molekül 

uzaklaştırıldıktan sonra polimer üç boyutlu ağ yapısına sahip geometrik olarak uyumlu 
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ve fonksiyonel grupların kalıp molekülle uygun bir pozisyonda yönlendiği gözenekleri 

içeren baskılama bölgeleri içermektedir [5]. Genellikle, MIP’lerin oluşturulması için iki 

temel yöntem önerilmektedir. Bunlar fonksiyonel monomer ile kalıp molekül arasındaki 

etkileşimin kovalent ya da kovalent olmayan (non-kovalent) etkileşim olması esasına 

dayanır. Kovalent baskılama, sitokiyometrik olarak fonksiyonel monomer kalıntılarının 

sadece baskılanmış kaviteler içerisine yönelmesini sağlar. Tipik bir yöntem olan 

kovalent baskılamada genellikle boranat ester, ketaller, asetaller ve Schiff bazlarını 

içeren ve kolayca tersine çevrilebilir kondensasyon tepkimeleri kullanır [31-33]. 

Bununla birlikte, kovalent baskılama tersinir kondensasyon tepkimelerinin sınırlı 

olmasından dolayı daha az esnek bir yöntem olarak kabul edilir. Dahası kuvvetli 

kovalent etkileşimler; kalıp molekülün yavaş bağlanması ve ayrılması ile sonuçlanacağı 

için termodinamik dengeye ulaşılması oldukça zordur [3]. Kovalent olmayan 

baskılamada iyonik etkileşimler, hidrojen bağları, van der Waals kuvvetleri ve π-π 

etkileşimlerinden yararlanılmaktadır. Literatürde en sık rastlanan ise genellikle 

metakrilik asit (MAA) gruplarıyla polar olmayan çözücülerin primer aminleri arasında 

meydana gelen baskın hidrojen bağlarıdır [12]. Son yıllarda kovalent olmayan 

baskılama; uygulama basitliği ve kalıp molekülün hızlı bağlanmasına ve ayrılmasına 

olanak sağlaması gibi avantajları nedeniyle genel sentez stratejisi olarak oldukça 

popüler hale gelmiştir. Ancak kovalent olmayan baskılama kompleks ortamındaki 

etkileşimlerde meydana gelen en ufak bir parametreye (örneğin ortamda suyun 

varlığına) bile çok duyarlı olduğundan oluşturulan kompleksler çok sağlam değildir [2]. 

Hem kovalent baskılamanın sağlamlığından hem de kovalent olmayan baskılamanın 

hızlı termodinamik denge özelliğinden yararlanmak için bu iki yöntem birleştirilerek yarı-

kovalent baskılama adında yeni bir yöntem oluşturulmuştur. Bu yöntemde kalıp 

molekülün bağlanması kovalent olarak sağlanırken uzaklaşması kovalent olmayan 

etkileşimlere dayanmaktadır [10].     
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Şekil 2.2. Moleküler baskılamada kullanılan beş temel yöntem: (1) kovalent olmayan 

baskılama, (2) elektrostatik/iyonik baskılama, (3) kovalent baskılama, (4) yarı kovalent 

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

2.2 Moleküler Baskılamanın Temel Unsurları 

Tipik bir MIP sentez protokolü; kalıp molekül, fonksiyonel monomer, çapraz bağlayıcı, 

polimerimerizasyon başlatıcısı ve çözücü (gözenek oluşturucu çözgen) içermektedir. 

Polimerizasyon tepkimesi; monomer, çapraz bağlayıcı, başlatıcı ve çözücü miktarı ve 

tipi, polimerizasyon sıcaklığı ve süresi gibi pek çok faktör etkilenmektedir. Bu nedenle 

üstün özellikli bir MIP hazırlayabilmek için tüm bu parametrelerin etkileri göz önünde 

bulundurulmalıdır. Özellikle moleküler baskılamanın üç elementi olarak bilinen kalıp 

molekül, fonksiyonel monomer ve çapraz bağlayıcılar özellikle araştırılmalıdır [5].   

2.2.1 Kalıp (Hedef) molekül 

Moleküler baskılamanın nihai amacı gerçek uygulamalarda biyolojik reseptörlere 

alternatif olarak kullanılabilecek nitelikte özgün ve yüksek afiniteli MIP’lerin 

oluşturulmasıdır. Genel itibariyle kalıp molekülde bulunması gereken üç temel 

gereksinim mevcuttur. Bunlar; polimerizasyona engel oluşturmayacak fonksiyonel 
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gruplar içermelidir, polimerizasyon esnasında mükemmel bir kimyasal kararlılık 

sergilemelidir, fonksiyonel monomer ile kompleks oluşturabilecek fonksiyonel gruplar 

içermelidir [10]. Şimdiye kadar MIP’ler, çok sayıda küçük organik molekülün başarılı bir 

şekilde tanınması ve tespiti için kullanılmıştır. Ayrıca pek çok iyon baskılanmış polimer 

(IIP) hazırlanmış ve metal iyonlarının ayrılması ve zenginleştirilmesi için kullanılmıştır. 

Ancak metal iyonları tek başına baskılama kalıbı olarak kullanıldığında; metal 

iyonlarının aynı yüke, benzer iyonik yarıçapa ve benzer özelliklere sahip olmalarından 

ötürü hazırlanan polimerlerin seçiciliği oldukça düşüktür [34]. Şimdilerde metal iyonu ve 

ligand komplekslerinin baskılamada kalıp molekül olarak kullanıldığı yöntemler iyon 

baskılama için başarılı bir şekilde uygulanmaktadır. Metal iyon-ligand kompleksi 

fonksiyonel monomer ile basit bir şekilde ön polimerizasyon kompleksini oluşturabilir 

ve polimerizasyon tepkimesinden sonra metal iyonu elüsyonla uzaklaştırılır. Böylece 

spesifik tanıma bölgeleri oluşturularak metal iyonları için yüksek adsorpsiyon kapasiteli 

ve seçici destek malzemeleri elde edilir [35]. Bunlara ek olarak proteinler, virüsler ve 

hücreler gibi büyük yapılı türlerde baskılanmada kullanılarak MIP’ler oluşturulmuştur. 

Ancak proteinlerin ve diğer biyomakromoleküllerin baskılanması durumunda hala bir 

takım sorunlar mevcuttur [36-40]. 

2.2.2 Fonksiyonel monomerler 

MIP’lerde fonksiyonel monomerin rolü sahip olduğu fonksiyonel gruplar sayesinde kalıp 

molekül ile ön polimerizasyon kompleksi oluşturmaktır. Bu nedenle polimerizasyon 

öncesinde kalıp molekül ile güçlü etkileşim sağlayabilecek ve spesifik donor-reseptör 

yada antibadi-antijen kompleksi oluşturabilecek uygun bir fonksiyonel monomer 

seçilmesi oldukça önemlidir. Aşağıda bazı tipik fonksiyonel monomerler gösterilmiştir.  
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Çizelge 2.1. Moleküler baskılamada kullanılan tipik fonksiyonel monomerler: (A) 

Kovalent baskılama, (B) Kovalent olmayan baskılama, (C) Yarı-kovalent baskılama, (D) 

Ligand Değişim temelli baskılama [5]. 
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Çizelge 2.1. Moleküler baskılamada kullanılan tipik fonksiyonel monomerler: (A) 

Kovalent baskılama, (B) Kovalent olmayan baskılama, (C) Yarı-kovalent baskılama, (D) 

Ligand Değişim temelli baskılama (Devamı) [5].  

 
 

 

 

  
 

Bunlar arasında metakrilik asit (MAA), hidrojen bağının alıcısı ve vericisi karakterine 

sahip olmasından dolayı evrensel fonksiyonel monomer olarak tercih edilmektedir. 

Ayrıca MAA monomerinin dimerizasyonunun (Şekil 2.3) baskılama etkisini azda olsa 

arttırdığı ve moleküler baskılama için çok yönlü bir monomer olduğu literatürde belirtilen 

diğer avantajlarındandır. Ayrıca, MAA’in yüksek molar fraksiyonları kullanılarak büyük 

gözenek boyutlu polimerik malzemeler elde edilebileceği ve böylece polimerlerin 

bağlama kapasitesi daha da arttılabildiği gösterilmiştir [5, 41, 42]. Bilindiği üzere 

moleküler baskılamada kullanılabilecek fonksiyonel monomerler; MIP’lerin seçilik ve 
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ileri uygulamalarını sınırlandırdıklarından oldukça azdır. Kalıp molekül ile güçlü 

etkileşimler yapabilecek yeni fonksiyonel monomerlerin sentezlenmesi bir gerekliliktir. 

Genel itibariyle, fonksiyonel monomerler iki tür birimin birleştirilmesiyle oluşturulmuştur. 

Bunlardan biri tanıma birimi diğeri ise polimerin yapısına katılacak olan birimdir [43-51]. 

 

 

Şekil 2.3. Dimerize olabilen ve olamayan fonksiyonel monomerle hazırlanmış olan 

baskılanmış (a ve b) ve baskılanmamış (c ve d) polimerlerin şematik olarak 

karşılaştırılması [41].  

2.2.3 Çapraz bağlayıcı monomerler 

Polmerizasyon sırasında çapraz bağlayıcı monomerler; fonksiyonel monomerin kalıp 

molekül etrafında sabitlenmesini ve böylece kalıp molekül uzaklaştırıldıktan sonra bile 

yüksek oranda çapraz bağ içeren katı bir polimer oluşturulmasını sağlar. Çapraz 

bağlayıcı monomerin türü ve miktarı MIP’lerin bağlama kapasitesini ve seçiciliğini 

etkilemektedir [30]. Genellikle çok düşük miktarlarda çapraz bağlayıcı monomer 

kullanılması mekanik olarak kararsız yapıların oluşmasına neden olurken çok yüksek 

miktarlarda çapraz bağlayıcı monomer kullanılması birim MIP kütlesi başına düşen 

tanıma bölgelerinin sayısını azaltacaktır. Şimdiye kadar, serbest radikal 

polimerizasyonunda ve sol-jel işlemlerinde yaygın olarak kullanılan çapraz bağlayıcılar 

Çizelge 2.2'de gösterilmektedir. Ancak mevcut çapraz bağlayıcıların az olmasından ve 
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moleküler yapılarının bazı katı gereksinimleri olmasından dolayı uygulamalar sınırlıdır. 

Güçlü difüzyon kontrolüne sahip MIP’lerin sentezlenmesi için yeni çarpaz bağlayıcı 

monomerlerin geliştirilmesi gereklidir [5, 52, 53].  

Çizelge 2.2. Moleküler baskılamada yaygın olarak kullanılan çapraz bağlayıcı 

monomerler [5]. 
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Çizelge 2.2. Moleküler baskılamada yaygın olarak kullanılan çapraz bağlayıcı 

monomerler (Devamı) [5]. 

 

 

  

 

2.2.4 Gözenek oluşturucu çözgenler (Porojenler)  

Porojenler (porojenik çözücüler) genel olarak polimerizasyon işleminde çözücü ortamı 

ve gözenek oluşturucu ajanlar olarak kullanılmaktadır. Bu nedenle porojenlerde 

polimerizasyonda önemli bir rol oynamaktadırlar. 2-metoksietanol, metanol, 

tetrahidrofuran, asetonitril, dikloroetan, kloroform, N,N-dimetilformamid ve toluen; 

MIP’lerin sentezinde genel olarak kullanılan çözücüler arasındadır [54]. Özellikle 

kovalent olmayan etkileşimin temel alındığı sistemlerde porojenin polaritesi; kalıp 

molekül ile fonksiyonel monomer arasındaki etkileşimi ve dolayısıyla MIP’lerin 

adsorpsiyon özelliklerini doğrudan etkiler. Kovalent olmayan baskılamada polimerin 

adsorpsiyon kapasitesi ve morfolojik özellikleri kullanılan çözücünün tipine bağlı 

olduğundan iyi bir baskılama etkisi elde etmek için genellikle toluen, asetonitril ya da 

kloroform gibi polar olmayan ya da az polar organik çözücüler kullanılmaktadır. 
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Moleküler baskılama için çözücü ve monomerlerin seçiminde ve MIP’nin seçiciliğinin 

belirlenmesinde teorik formüllerin kullanımı oldukça önemlidir [55]. Son zamanlarda 

kendine has özellikleri olan oda sıcaklığı iyonik sıvılarına (RTIL) literatürde yeni bir 

çözücü sınıfı olarak yer verilmiştir. RTIL’lerin ihmal edilebilir düzeyde buhar basıncına 

sahip olması MIP kavitelerinin büzülme sorununun çözülmesine yardımcı olur ve 

polimerizasyon sırasında kalıp molekül gibi gözenekte oluşturabilirler. Ayrıca RTIL’ler 

trans-akonitik baskılanmış organik polimerlerin sentezini hızlandırabilir, seçiciliğini ve 

adsorpsiyon kapasitesini de arttırabilir [56, 57].  

2.2.5 Başlatıcılar 

Bilindiği üzere MIP’lerin büyük bir kısmı serbest radikalik polimerizasyon (FRP), 

fotopolimerizasyon ve elektropolimerazasyon ile hazırlanmaktadır. Geniş bir aralıkta 

fonksiyonel gruplar ve kalıp yapıları için kullanılabilecek olan FRP termal olarak ya da 

fotokimyasal olarak başlatılabilir. Başlatıcı olarak peroksi ve azo yapıları sıkça 

kullanılmaktadır [30]. Azobisizobutironitril (AIBN) düşük ayrışma sıcaklıklarında (50 – 

70 °C) kullanılan en uygun başlatıcıdır. Polimerizasyon tepkimesinin sağlıklı bir şekilde 

gerçekleşmesi için, polimer zincirinin proliferasyonundan (büyümesinden) hemen önce 

çözeltideki çözülmüş oksijenin uzaklaştırılması oldukça önemlidir. Çözeltideki 

çözülmüş oksijen, nitrojen ya da argon gibi inert bir gazın çözeltiden geçirilmesi yolu ile 

de uzaklaştırılabilir [5]. 

2.3 MIP’lerin hazırlama yöntemleri 

İstenilen özelliklerde MIP’lerin elde edilebilmesi için uygun hazırlanma yönteminin 

seçilmesi oldukça önemlidir. Genel olarak MIP hazırlama mekanizması serbest 

radikalik polimerizasyonu ve sol-jel yöntemini içermektedir. Yığın polimerizasyonunda 

serbest radikalik polimerizasyon en yaygın olarak kullanılan yöntemdir. Bu yöntemde 

elde edilen polimerlerin boyutunu küçültmek için mekanik parçalama ve eleme 

yöntemleri kullanılmaktadır ancak yinede MIP’lerin bağlama kapasitesi teorik değerlere 

göre daha düşüktür. Ayrıca bu yöntemde yüksek miktarda kalıp molekülün kullanılması 

gerekmektedir. Yığın polimerizasyonunun bu problemlerini giderebilmek için daha 

gelişmiş ve karmaşık polimerizasyon yöntemleri geliştirilmiş ve partikül, membran, 

monolit ve tek tabakalı moleküler baskılama gibi pek çok farklı formda MIP elde 

edilmiştir. Partiküllerin hazırlanması için süspansiyon polimerizasyonu, emülsiyon 
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polimerizasyonu, çekirdek polimerizasyonu ve çöktürme polimerizasyonu gibi pek çok 

dikkat çekici polimerizasyon yöntemi kullanılmıştır [5]. 

2.3.1 Polimerik Nanopartiküllerin Hazırlanması 

Elektronikten fotoniğe, iletken malzemelerden sensörlere, tıptan biyokimyaya, kirlilik 

kontrolünden çevre teknolojilerine ve benzeri daha pek çok alanda polimer temelli 

nanopartiküllerin (PNP) kullanımı önemli bir rol oynamaktadır [58-65]. Son yıllarda 

nanopartikülerin; gerek geniş bir yelpazede uygulama alanına sahip olması gerekse 

pazar ihtiyaçlarını karşılaması gibi benzersiz özellikleri kullanımlarını yaygınlaştırmıştır 

[66]. PNP’lerin özelliklerinin, uygulama alanına göre optimize edilmesi gerekmektedir. 

PNP’lerin hazırlanma şekli ilgili özelliklerin kazandırılması için bir ön koşuldur. Bu 

nedenle, özel bir uygulamada kullanılmak üzere arzu edilen özelliklere sahip PNP’lerin 

elde edilmesi için farklı hazırlama tekniklerine başvurulması son derece avantajlıdır [67-

76].   

Nanopartiküller genel itibariyle boyutları 10 ila 1000 nm arasında değişen ve kolloidal 

dağılım sergileyen katı parçacıklar olarak tanımlanmaktadır [77, 78]. Polimerik 

nanopartikül terimi, özellikle nanokürelerin ve nanokapsüllerin ifade edilmesi için 

kullanılan ve herhangi bir nanoparçacık yapısını belirten kolektif bir terimdir. Genel 

itibariyle küre şeklinde olan nanoküreler parçacık matrisleridir yani tüm kütleyi oluşturan 

partiküller katıdır ve moleküller kürenin yüzeyine adsorbe edilebilir ya da partikülün 

içinde kapsüllendirilebilir [79]. Nanokapsüller ise saklama haznesi görevi gören 

veziküler sistemlerdir. Nanokapsül yapısında ilgili molekül sıvı bir çekirdekten (yağ ya 

da su) ve onu çevreleyen katı bir malzeme olan kabuktan oluşan bir kavite içerisine 

hapsedilir [80].  

Polimerik nanopartiküller geleneksel olarak iki temel yöntemle hazırlanabilirler. 

Bunlardan biri önceden oluşturulmuş polimerin dispersiyonu, diğeri ise monomerleri 

kullanarak klasik polimerizasyon ya da çoklu tepkime teknikleri ile doğrudan 

polimerlerin oluşturulmasıdır [81]. Çözücünün buharlaştırılması, tuzla çöktürme, diyaliz, 

süperkritik çözeltinin hızlı genleşmesi ve süperkritik çözeltinin sıvı çözücü içerisinde 

hızlı genleşmesini içeren süperkritik akışkan teknolojisi gibi yöntemlerle polimerik 

nanopartiküller var olan polimerin dispersiyonu ile elde edilebilir. Öte yandan, polimerik 
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nanopartiküller monomerlerin; mikroemülsiyon, miniemülsiyon, sürfaktansız (yüzey 

aktif maddelerin kullanılmadığı) emülsiyon ve interfasiyal (arayüz) polimerizasyonu gibi 

farklı tekniklerle polimerleştirilmesi ile doğrudan da sentezlenebilir [66]. Polimerik 

nanopartiküllerin hazırlanma yöntemi seçilirken uygulama alanı, arzu edilen boyut 

dağılımı ve polimerik sistemin tipi gibi faktörler baz alınır. Örneğin, biyomedikal ya da 

çevresel alanlarda uygulanmak üzere geliştirilmiş bir polimer sisteminin katkı 

maddelerinden ve yüzey aktif maddeler ya da organik çözücüler içeren reaktantlardan 

tamamen arındırılmış olmalıdır. Böyle bir durumda, polimerik nanopartiküllerin 

hazırlanması aşamasında organik çözücülerin ve yüzey aktif maddelerin kullanılmadığı 

süperkritik çözeltilerin hızlı genleşmesi (RESS) ya da süperkritik çözeltilerin çözücü 

içerisinde hızlı genleşmesi (RESOLV) teknikleri tercih edilebilir. Bu faktörler polimerik 

nanopartiküllerin hazırlanması aşamasında seçilecek yöntemin belirlenmesinde dikkat 

edilmesi gereken pek çok öğeden sadece bir kaçıdır [66].  

 

Şekil 2.4. Polimerik nanopartiküllerin hazırlanması için kullanılan bazı tekniklerin 

şematik gösterimi [66]. 

2.3.1.1 Var olan Polimerlerin Dispersiyonu 

Var olan polimerlerin dispersiyonu ile polimerik nanopartiküllerin elde edilmesi için 

başarılı bir şekilde uygulanmış birkaç yöntem mevcuttur [66].  
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2.3.1.1.1 Çözücünün Buharlaştırılması 

Var olan polimerlerden polimerik nanopartiküllerin hazırlanması için tercih edilen ilk 

yöntem çözücünün buharlaştırılmasıdır [82]. Bu yaklaşım ilk olarak polimer kimyacıları 

tarafından önerilmiştir ancak ilaçların üretiminden kullanılan biyobozunur polimerlerin 

hazırlanması aşamasında farmasötik teknolojilerinden yararlanılarak teknik 

geliştirilmiştir [83]. Bu yöntemde diklorometan ve kloroform gibi organik çözücülerin 

kullanımı oldukça yaygındır ancak son yıllarda bu çözücüler yerinin daha düşük bir 

toksikolojik yapıya sahip olan etil asetata bırakmaktadır. Emülsiyon, sürekli sistemde 

polimerin dağıtıldığı çözeltinin buharlaştırılmasıyla nanopartikül süspansiyonuna 

dönüştürülür [75, 84]. Çözücünün buharlaştırılması; polimerik nanopartiküllerin var olan 

polimerlerin dispersiyonu ile hazırlanması durumunda literatürde en çok tercih edilen 

yöntemdir. Geleneksel teknikte emülsiyonun oluşturulması için iki temel strateji 

kullanılmaktadır. Bunlar yağ damlacıklarının suyun içinde bulunduğu (y/s) tekli 

emüsyonlar ve içinde su barındıran yağ damlacıklarının suyun içinde bulunduğu 

((s/y)/s) çoklu emüsyonlardır. Bu teknikler düşük basınç altında ya da oda sıcaklığında 

sürekli manyetik olarak karıştırılarak çözücü buharlaştırıldıktan sonra yüksek hızda 

homojenizasyonla veya ultrasonikasyonla gerçekleştirilmektedir. Daha sonra 

katılaştırılmış olan nanopartiküller ultrasantrifüj ile toplanır ve yüzey aktif maddelerin ve 

katkı maddelerinin uzaklaştırılması için distile suyla yıkanarak liyofilize edilerek 

saklanır. Genel olarak polimer organik bir çözücü içerisinde çözülerek yağ fazı 

oluşturulurken su fazında stabilizatörler bulunmaktadır [66]. Literatürde hem tek fazlı 

hem de çift fazlı emülsiyon tekniğinin kullanıldığı durumlarda deneysel parametrelerin 

partikül boyutuna olan etkisi incelenmiştir [85]. Elde edilen sonuçlardan yola çıkılarak 

polivinil alkol (PVA) (stabilizatör) derişiminin arttırılması durumunda nanopartiküllerin 

boyutlarının küçüldüğü gözlenirken homojenizasyon hızı, buharlaştırma oranı ya da 

dondurarak kurutma gibi işlemlerin boyutu anlamlı derecede etkilemediği belirtilmiştir 

[85]. Diğer bir çalışmada ise yüzey aktif maddenin derişiminin arttırılması (Sodyum 

dodesil sülfat (SDS), % 3 (m/v) ya da daha yüksek) emülsifikasyon basamağını 

iyileştirmekte ve böylece partikül boyutunun ve polidispersite katsayısının küçülmesine 

olanak sağlamıştır [86]. Polimerik nanopartiküllerin hazırlanması esnasında çözücünün 

buharlaştırması tekniği basit bir yöntem olmasına rağmen zaman alıcıdır ve 
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buharlaşma sırasında oluşan nanodamlacıkların kaynaşması partikül boyutunu ve 

yapısını etkileyebilir [66]. 

2.3.1.1.2 Tuzla Çöktürme 

Çözeltinin buharlaştırılması tekniğinde kullanılan organik çözücülerin hem fizyolojik 

hem de çevresel zararlarından dolayı emülsiyon basamağı tuzla çöktürme yöntemini 

içerecek şekilde değiştirilmiş ve böylece yüzey aktif maddelerin ve klorlu çözücülerin 

kullanımına duyulan ihtiyaç ortadan kaldırılmıştır. Çözücünün buharlaştırılması 

yönteminde aseton gibi suyla karışabilen polimer çözücüsüyle sulu fazdaki emülgatör 

polimer çözeltisi kullanılarak oluşturulan emülsiyon, tuzla çöktürme metodunda yüksek 

derişimlerde tuzun ya da sukrozun sulu faz içerisinde çözülerek güçlü tuzla çöktürme 

etkisi oluşturmasıyla sağlanır [87, 88]. Magnezyum klorür, kalsiyum klorür ve 

magnezyum asetat bu teknikte sıkça tercih edilen elektrolitlerdir [89-95].   

2.3.1.1.3 Nanoçöktürme  

Polimerik nanopartiküllerin hazırlanması için geliştirilen diğer bir yöntemse çözücü yer 

değişimi olarak da adlandırılan nanoçöktürmedir [96]. Yöntem, lipofilik çözeltideki, 

suyla karışabilen, yarı polar bir çözücünün yerdeğişimi sonucu polimerin arayüzeyde 

çöktürülmesi esasına dayanır. Çözeltinin çözücü olmayan bir faz içinde hızlı bir şekilde 

difüzlenmesiyle iki faz arasındaki arayüz gerilimi azalırken yüzey alanı artar ve bu 

sayede küçük damlacıklar şeklinde organik çözücüler oluşur [96, 97]. Nanoçöktürme 

sistemi üç temel bileşene sahiptir. Bunlar; polimer (sentetik, yarı sentetik ya da doğal), 

polimer çözücüsü ve polimerin çözünmediği bir çözücü. Su ile karışabilen ve kolay bir 

şekilde buharlaştırılabilen etanol, aseton, hekzan, metilen klorür ya da dioksan gibi 

organik çözücüler polimer çözücüsü olarak seçilmektedir. Bu özelliklere uygun olması 

nedeniyle aseton bu yöntemde en çok tercih edilen organik çözücüdür [96, 98, 99]. 

Bazen, aseton ve az miktarda su ya da aseton ve etanol/metanol gibi ikili çözücü 

karışımı da kullanılabilir [100-103]. Diğer yandan, bir çözücü olmayan maddeden yada 

çözücü olmayan bir karışımdan oluşan çözücü olmayan faz bir tane yada daha fazla 

doğal yolla elde edilmiş yada sentetik yüzey aktif madde içerir. Teorik olarak bu 

yöntemde kullanılabilecek çok fazla polimer bulunmasına rağmen uygulamada 

araştırmacılar sadece bir kaçını kullanmayı uygun görmüşlerdir. Nanoçöktürme 

yöntemi, nanokürelerin ve nanokapsüllerin hazırlanmasında tercih edilen basit, hızlı ve 
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tekrar edilebilir bir yöntemdir. Her ne kadar düşük konsantrasyonlarda yüzey aktif 

madde kullanımı önerilse de organik fazdaki polimer konsantrasyonun da düşük olması 

yöntemin dezavantajıdır [104].   

2.3.1.1.4 Diyaliz 

Küçük ve boyut dağılımı dar bir skalda polimerik nanopartiküllerin elde edilmesi için 

önerilen basit ve etkili bir diğer yöntem ise diyalizdir.  Organik bir çözücüde çözünmüş 

olan polimer belli bir molekül ağırlığında hazırlanmış olan diyaliz tüplerine yerleştirilir 

ve çözücü olmayan ancak çözücü ile karışabilen bir maddeye karşı miselleri oluşturmak 

için diyaliz edilir. Membranların içindeki çözücünün değişmesi, çözünürlüğün azalması 

nedeniyle polimerin kademeli agregasyonunu ve homojen nanopartikül 

süspansiyonunun oluşmasını sağlar. Polimerik nanopartiküllerin diyaliz yöntemi ile 

hazırlanmasının mekanizması henüz tam olarak anlaşılamamıştır ancak 

mekanizmanın nanoçöktürme yöntemine benzediği düşünülmektedir. Diyaliz 

esnasında farklı parametreler değiştirilerek pek çok polimerik ve kopolimerik 

nanopartikül elde edilmiştir [96, 105-107].  

2.3.1.1.5 Süperkritik Akışkan Teknolojisi 

Diğer yöntemlerde görüldüğü üzere organik çözücüler ve yüzey aktif maddeler gibi 

doğaya zararlı kimyasallar kullanımı araştırmacıları çevre dostu yöntemler aramaya 

sevketmiştir. Bu bağlamda süperkritik akışkanların yüksek saflıkta ve organik çözücüler 

olmadan polimerik nanopartiküllerin hazırlanmasında kullanımı yeni bir seçenek olarak 

öne sürülmüştür [108, 109]. Süperkritik akışkan ve yoğun gaz teknolojileri partiküllerin 

hazırlanmasında geleneksel yöntemlerin dezavantajlarını bertaraf edecek ilginç ve 

etkili bir yöntem önermektedir. Literatürdeki çalışmalarda süperkritik akışkanlar ve 

yoğun gaz teknolojisi kullanılarak genel itibariyle farmasötik partiküllerin hazırlanması, 

formülasyonu ve kontrolü hedeflenmiştir.   

Süper akritik akışkanlar kullanılarak nanopartiküllerin elde edilmesinde iki temel 

prensip geliştirilmiştir: 

1. Süperkritik çözeltilerin hızlı genleşmesi (RESS)  

2. Süperkritik çözeltilerin çözücü içerisinde hızlı genleşmesi (RESOLV) [110-114] 
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RESS yönteminde, kapiler bir ağızlıktan veya delikten geçirilerek çözeltinin hızlı bir 

şekilde genleştirilmesinden sonra katı süperkritik akışkan içinde çözülerek çözeltiler 

meydana getirilir. Genleşme sırasında basıncın hızla düşürülmesi ile sağlanan yüksek 

derecedeki süper satürasyon homojen çekirdek oluşumu ile sonuçlanır ve böylece iyi 

dağılımlı partiküller oluşur. RESS için gerçekleştirilen farklı mekanistik çalışma 

sonuçları bu yöntem ile hem mikro hem de nano skalada partiküllerin elde 

edilebileceğini göstermiştir. Her ne kadar organik çözücülerin kullanılmadığı çevre 

dostu bir teknik olsa da bu yöntemle elde edilen ürünlerin nano yapılardan çok mikro 

yapılarda olması sistemin dezavantajıdır [115, 116]. Bu dezavantajı ortadan kaldırmak 

için süperkritik çözeltilerin çözücü içerisinde hızlı genleşmesi (RESOLV) yöntemi 

önerilmiştir. Basit fakat etkili bir modifikasyonla RESS’de hava ortamında 

gerçekleştirilen süperkritik çözeltinin genleşmesi basamağı bu yöntemde bir çözücü 

içerisindedir. Çözücü çekirdek büyümesini bastırır ve böylece nano boyutlu partiküller 

elde edilir. Bu yöntemlerde kullanılabilecek karbon monoksit, n-pentan, su, amonyak 

gibi pek çok süperkritik akışkan mevcuttur ancak bu yöntemlerin aktif olarak 

kullanılmasının önündeki en büyük engel elde edilen nanopartiküllerin çözünürlüğünün 

çok düşük olması hatta bazılarının hiç çözünür olmamasıdır [117, 118].  

2.3.1.2 Monomerlerin Polimerizasyonu 

Var olan polimerlerin dispersiyonu ile polimerik nanopartiküllerin eldesi kısmında hiçbir 

polimerizasyon basamağı bulunmamaktadır. Özel bir uygulama için arzu edilen 

özelliklere sahip polimerik nanopartiküllerin elde edilebilmesi için ise monomerlerin 

polimerizasyonu işlemine başvurulur. Polimerik nanopartiküllerin monomerlerin 

polimerizasyonu ile elde edilmesi için genel itibariyle üç temel tekniğe başvurulur. 

Bunlar mini emülsiyon, mikro emülsiyon ve emülsiyon polimerizasyonudur. Polimerik 

nanopartiküllerin polimerizasyon ile hazırlanmasında başvurulan diğer bir yöntem ise 

interfasiyal (arayüz) polimerizasyonu ve kontrollü/yaşayan radikalik polimerizasyon gibi 

hetero polimerizasyon çeşitleridir [66].  

2.3.1.2.1 Emülsiyon Polimerizasyonu 

Özel uygulama için kullanılacak pek çok polimerik nanopartikülün hazırlanmasında 

emülsiyon polimerizasyonu yöntemi tercih edilmektedir.  Polimerizasyon ortamında su 

kullanımı hem çevre dostu bir uygulamadır hem de polimerizasyon boyunca mükemmel 
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bir ısı dağılımı sağlar. Yüzey aktif maddelerin kullanımına göre geleneksel ve 

sürfaktansız (yüzey aktif madde kullanımı olmayan) emülsiyon polimerizasyonu olarak 

sınıflandırılır [119, 120].  

Geleneksel emülsiyon polimerizasyonu, emülsiyon polimerizasyonu ile elde edilen 

polimerik nanopartiküllerin büyük bir çoğunluğunu oluşturmaktadır. Geleneksel 

polimerizasyonda suya ek olarak suda çözünürlüğü az olan bir monomer, suda 

çözünebilen bir başlatıcı ve yüzey aktif madde bulunmaktadır. Polimerizasyon sonunda 

genellikle ∼102 nm boyutunda pek çok polimer zinciri içeren polimerik nanopartiküller 

elde edilmektedir. Stabilizasyon için kullanılan kolloidal stabilizatörler elektrostatik ya 

da sterik (elektrosterik) olabilir. Sabit fazda çözünmüş olan bir monomerin, iyon 

halindeki ya da serbest radikalik formdaki bir başlatıcı ile çarpışmasıyla polimerizasyon 

başlar. Diğer bir yöntem ise monomerin, γ-radyasyon, ultraviyole ya da kuvvetli görünür 

ışık gibi yüksek enerjili radyasyonla radikalik başlatıcı olarak kullanılmasıdır [121]. Katı 

partiküllerin faz ayırımı ve oluşumu, polimerizasyon tepkimesinin bitiminden önce ve 

sonra gerçekleşebilir. Geleneksel emülsiyon polimerizasyon sistemleri farklı 

miktarlarda yüzey aktif maddeler içermektedir ancak nihai ürün elde edildikten sonra 

bu maddelerin uzaklaştılrılması gerekmektedir ve bu oldukça zordur. Yüzey aktif 

maddelerin uzaklaştırılması üretim maliyetini arttıran zaman alıcı bir basamaktır. 

Dahası artan çevre duyarlılığı ve enerji kaygısı bu basamaktan dolayı yöntemin 

etkinliğinin azalmasına neden olmuştur. Alternatif olarak ise emülsiyon 

polimerizasyonu herhangi bir emülgatör kullanılmadan gerçekleştirilmiş ve literatürde 

yüzey aktif maddesiz, emülgatörsüz ya da deterjansız emülsiyon polimerizasyonu 

olarak adlandırılmıştır [122-126]. Bu teknikte, polimerik nanopartiküllerin 

hazırlanmasında stabilize edici yüzey aktif maddelerin kullanımına 

başvurulmadığından dolayı basit ve çevre dostu bir işlem olarak ilgi odağı haline 

gelmiştir. Emülgatörsüz polimerizasyonda; ultra saf su, suda çözünebilen bir başlatıcı 

(KPS: potasyum persülfat gibi) ve genellikle vinil ya da akril yapılarının tercih edildiği 

bir monomeri içeren üç temel bileşen mevcuttur [127, 128]. Bu tarz polimerizasyon 

sistemlerinde polimerik nanopartiküllerin stabilizasyonu iyonlaşabilen başlatıcılar ya da 

iyonik ko-monomerlerle sağlanır. Emülgatörsüz emülsiyon polimerizasyonda 

çekirdeklenme (nükleasyon) ve partikül büyümesi için misel benzeri çekirdeklenme 
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yada homojen çekirdeklenme gibi birkaç farklı mekanizma önerilmiştir. Misel benzeri 

çekirdeklenme ile homojen çekirdeklenme arasındaki temel fark monomerin suda 

çözünebilirliğidir. Homojen çekirdeklenme emülgatörsüz emülsiyon 

polimerizasyonunda önemli rol oynamaktadır. Emülgatörsüz polimerizasyonun pek çok 

avantajı mevcuttur ancak eş boyutlu partiküllerin elde edilememesi ve partikül 

boyutunun yeterince kontrol edilememesi gibi problemler bu polimerizasyon çeşidinin 

geleneksel yöntemler kadar çok kullanılmasını engellemektedir [129, 130]. 

2.3.1.2.2 Mini-emülsiyon Polimerizasyonu 

Geniş bir yelpazede kullanışlı polimerlerin sentezi için mini emülsiyon polimerizasyonu 

ile yapılan çalışmalar son yıllarda oldukça artmıştır. Tipik bir mini emülsiyon 

polimerizasyon sistemi su, monomer karışımı, yardımcı stabilizatör, yüzey aktif madde 

ve başlatıcıdan oluşmaktadır. Emülsiyon polimerizasyonu ile mini emülsiyon 

polimerizasyonu arasındaki temel fark güçlü bir parçalama mukavemetine sahip 

cihazların (ultrason gibi) kullanımı ve yardımcı stabilizatör olarak düşük molekül ağırlıklı 

bileşiklerin tercih edilmesidir. Mini emülsiyon sistemlerinde; kararlı bir hale ulaşmak ve 

sıfırdan daha büyük bir ara yüzey gerilimi oluşturarak kritik stabilizasyonu sağlamak 

için yüksek parçalama mukavemetine sahip cihazlar kullanılmaktadır. Çok amaçlı bir 

polimerik nanopartikülün geliştirilmesi aşamasında pek çok farklı stabilizatör ve 

başlatıcı farklı kombinasyonlarla kullanılır. Polimerik nanopartiküllerin oluşmu ve 

doğası bu kombinasyonlardan büyük ölçüde etkilenir [131-135]. Her ne kadar mini-

emülsiyon polimerizasyonunda çok az miktarda yüzey aktif madde kullanılsa da polimer 

lateksi içerisinde kalan yüzey aktif maddeler polimerik nanopartiküllerin özelliklerini 

değiştirebilir. Bu problemi ortadan kaldırmak için stirenin polimerizasyonu için mini 

emülsiyon polimerizasyonunda için SMA ve DMA gibi oldukça hidrofobik stabilizatörler 

kullanılmıştır. Bu yaklaşımın en önemli özelliği, SMA ve DMA’nın polimerizasyon 

esnasında emülsiyon polimerinin içine kimyasal olarak katılmasını sağlayarak 

miniemülsiyonların hazırlanmasında yardımcı bir yüzey aktif madde gibi 

davranmalarıdır. Böylece lateks ürünlerdeki istenmeyen uçucu organik bileşenler en 

aza indirilmiştir [136]. Manyetik bir çekirdek, manyetit ya da biyobozunur polimerik bir 

kabuk içeren çekirdek-kabuk yapısındaki polimerik nanopartiküllerde mini-emülsiyon 

yöntemiyle başarılı bir şekilde hazırlanmıştır. Hazırlanan partiküllerin morfolojik 
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karakterizasyonlarının yanı sıra kaplama etkinliğide yüzey analizi çalışmaları 

kapsamında gerçekleştirilen elektroforez ve temas açısı ölçümleri ile gösterilmiştir. 

Karma parçacıkların hareketliliği, pH ve saf polimere benzer şekilde aracı maddenin 

iyonik gücü ile değiştirilebilir. Kompozit partiküllerin hareketliliği ortamın pH ve iyonik 

gücüne bağlı olarak kuramsal polimerininkine benzer bir şekilde değişmiştir. Bu 

nedenle magnetitlerin elektriksel yüzey özellikleri polimer kaplanmasından sonra 

neredeyse tamamen maskelenmiştir [137]. Polisitiren/tek duvar karbon nanotüp 

kompozit malzemesi SDS ve 1-pentanolün sırasıyla yüzey aktif madde ve yardımcı 

yüzey aktif madde olarak kullanıldığı ortamda mini emülsiyon polimerizasyonu ile 

hazırlanmıştır [138].  

2.3.1.2.3 Mikro-emülsiyon Polimerizasyonu 

Mikro-emülsiyon polimerizasyonu nano boyutlu polimerlerin elde edilmesi için tercih 

edilen yeni ve etkili bir yöntem olarak dikkate çekmiştir. Her ne kadar emülsiyon ve 

mikro-emülsiyon polimerizasyonu her iki yöntemde de yüksek molar kütleli polimerik 

kolloidalların oluşturulması açısından benzerlik göstersede kinetik olarak 

karşılaştırıldıklarında tamamen farklıdırlar. Emülsiyon polimerizasyonunda üç tepkime 

hız aralığı sergilenirken mikro-emülsiyon polimerizasyonunda bu iki tepkime hız aralığı 

olarak tespit edilmiştir. Ayrıca mikro emülsiyon polimerizasyonda hem partikül boyutu 

hemde her bir partiküldeki ortalama zincir sayısı oldukça azdır [139].  Mikro emülsiyon 

polimerizasyonunda suda çözünebilen bir başlatıcı, misel içeren termodinamik olarak 

kararlı mikro-emülsiyonun sulu fazına eklenir. Polimerizasyon bu termodinamik olarak 

kararlı basmaktan başlar, kendiliğinden oluşan bir aşamada devam eder ve yağ/su 

arayüzündeki ara-yüz gerilimini sıfıra yakın bir değer indirecek kadar yüksek miktarda 

yüzey aktif madde sistemi ile sonlanır. Ayrıca, partiküller yüksek miktarda yüzey aktif 

madde kullanımı nedeniyle tamamen yüzey aktif madde ile kaplanmıştır. Başlangıçta; 

başlatıcı tüm mikro-damlacıklarda eş zamanlı olarak ulaşamadığından polimer zincirleri 

sadece bazı damlacıklarda oluşur. Daha sonra zincirlerin ozmotik ve elastik etkisi 

kararlılığı düşük mikro-emüsyonların kararlılığını tamamen bozar. Ayrıca bu etki ikincil 

çekirdeklenmelerin, boş misellerin oluşumunun ve partikül boyutununun artmasına 

neden olur [140-142].  
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2.4 Moleküler Baskılama Teknolojisi 

Daha önceden bahsettiğimiz geleneksel hazırlama ve baskılama yöntemleri sürekli 

olarak kullanılmış ve MIP sentezi ve performansı geliştirilmiştir ancak sonuçta elde 

edilen MIP’ler hala kalıp molekül sızıntısı, düşük bağlama kapasitesi, düzensiz 

malzeme şekli, sulu ortamın uygun olmaması gibi pek çok probleme sahip olması 

uygulama alanlarını oldukça sınırlandırır. Bu problemlerin giderilmesi için çeşitli yeni 

moleküler baskılama teknoloji ve stratejileri gelişmiş hazırlama teknikleri ile 

birleştirilerek kullanılmış ve böylece geniş uygulama alanına sahip yeni ve üstün 

özellikli MIP’ler hazırlanmıştır. Yeni moleküler baskılama teknolojiler üç ana basamak 

altına toplanmaktadır. Bunlar; yeni nesil teknolojiler (yüzey baskılama teknolojisi, 

nanobaskılama teknolojisi gibi), özel baskılama stratejileri (çok kalıp moleküllü 

baskılama, çok fonksiyonel monomerle baskılama, taklit moleküller baskılama ve 

segment (katman) moleküler baskılama stratejisi gibi) ve uyarıya duyarlı baskılama 

teknolojileridir (manyetik / sıcaklık duyarlı teknolojiler, ikili / çoklu uyarıya duyarlı 

teknolojiler gibi) [5]. 

2.4.1 Yeni nesil baskılama teknolojileri 

Moleküler baskılamanın gelişmesiyle beraber; yüzey baskılama, nanobaskılama, 

yaşayan/kontrollü radikalik polimerizasyon, gözenekli polimer sentezi, click kimyası 

(huisgen tepkimesi) siklokatılma tepkimesi, mikroakışkan sentez ve katı-faz sentezi gibi 

çeşitli yeni teknolojiler ortaya çıkmıştır. Moleküler baskılama stratejileriyle bu yeni nesil 

teknolojilerin birleştirilmesi farklı uygulama alanları için yeni olanaklar sağlayacaktır [5].   

2.4.1.1 Yüzey baskılama teknolojisi 

Mosbach daha etkili tanıma sitelerine sahip baskılanmış malzelerin oluşturulması için 

kalıp molekülü yüzeye tutturarak ilk defa yüzey baskılama teknolojisini bildirmiştir. 

Böylece kalıp molekül baskılanmış malzemeden tamamen uzaklaştırılabildiği için 

özellikle boyutlarının büyüklüğünden dolayı geleneksel yöntemlerle hazırlanmış 

MIP’lerin baskılama bölgelerine bağlanması ve ayrılması oldukça zor olan protein, 

hücre ve virus gibi makromoleküllerin hedef molekülün kavitelere daha iyi ulaşımı 

sağlanır [39, 143-147].   
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2.4.1.2 Nanobaskılama teknolojisi 

Son yıllarda nanoteknolojiler ile moleküler baskılamada meydana gelen gelişmeler 

araştırmacılarda büyük bir araştırma merakı uyandırmıştır. Nanomalzeme yapısındaki 

MIP’lerin (N-MIP) yığın yapısındaki MIP’ler ile karşılaştırıldığında sahip olduğu gelişmiş 

karakteristik özellikleri bu merakın temelini oluşturmuştur (Çizelge 2.3) [5, 148]. 

Çizelge 2.3. Yığın yapısındaki ve nano yapıdaki MIP’lerin özelliklerinin karşılaştırılması  

Yığın yapısındaki moleküler 
baskılanmış polimerler  

Nanomalzeme yapısındaki moleküler 
baskılanmış polimerler 

Yüzey alanı / hacim oranı düşüktür bu 
nedenler elüsyon zor gerçekleşir.  

Yüksek yüzey alanı / hacim oranına ve 
polimerin ağırlık birimi başına daha büyük 
bir toplam aktif yüzey alanı sahiptir 

Bağlanma bölgeleri afinite bakımından 
çeşitlilik gösterir ve spesifik olmayan 
bölgeler mevcuttur. 

Tüm bağlanma bölgeleri benzer afiniteye 
sahiptir ve yüksek miktarda spesifik 
bağlama bölgesi içerir.  

Malzemenin çözünürlüğü düşüktür, 
işlenmesi zordur, yığın şeklindedir, iki 
seri arasında değişiklikler mevcuttur.  

Çözünürlüğü yüksek olduğundan 
çözeltideki dağılımı iyidir ve hazırlanması 
daha kontrollü gerçekleşir.   

Sert matrislerinden dolayı boş kavitelere 
ulaşım daha zordur.  

Baskılanmış kavitelere kalıp molekülün 
ulaşımı daha kolaydır bu da bağlanma 
kinetiğini geliştirir ve kalıp molekülün 
uzaklaştırılmasını kolaylaştırır.  

Kalıp molekül sızıntısı ile karşılaşılma 
ihtimali yüksektir ve in-vivo 
uygulamalarda kullanımı kısıtlıdır.  

Az miktarda kalıp molekül kolaylıkla 
uzaklaştırılabilir ve biyolojik aktivite 
özellikleri in-vivo uygulamalarda 
kullanımını destekler.    

 

Şekil 2.5’de de gösterildiği gibi nanomalzeme yapısında moleküler baskılanmış 

polimerler nanopartikül (A), nanotüpler(B) ve nanokablolar (C) gibi pek çok farklı formda 

hazırlanabilir [149, 150].  
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Şekil 2.5. Farklı formlardaki moleküler baskılanmış bazı nanoyapıların sentez 

yöntemlerinin şematik gösterimi [5]. 

Nanoteknolojinin moleküler baskılama teknolojisi ile birleştirilmesi, küçük 

moleküllerden protein ve makromoleküller gibi büyük moleküllere kadar geniş bir 

yelpazede analitin hassas ve seçici bir şekilde belirlenmesine olanak sağlamıştır. 

Baskılanmış nanoyapıların sahip olduğu geniş yüzey alanı ilgili analit için daha fazla 

bağlama bölgesi sunmakta ve böylece MIP malzemelerin uygulamalarda kullanımını 

arttırmaktadır [151-153] 

2.4.1.3 Kontrollü/yaşayan radikalik polimerizasyon teknolojisi  

Geleneksel radikalik polimerizasyon ile düzenli MIP’lerin hazırlanması, zincir büyümesi 

oranı kontrol edilemediğinden maalesef kolay değildir. Elde edilen polimerler, zincir 

transferini ve terminasyonunu içeren yan tepkimeler nedeniyle genellikle geniş bir boyut 

dağılımına sahiptir [154]. Bu problemin çözülmesi için kontrollü/yaşayan radikalik 

polimerizasyon (LCRP) tekniğine başvurulmuştur. Bu yöntemde polimer zincirinin 

büyümesi önemsiz derecede zincir terminasyonu ile termodinamik olarak kontrol 
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edilebilir ve böylece homojen ve dar bir polimer ağı dağılına sahip yapılar elde edilebilir. 

LCRP teknikleri içerisinde atom transfer radikalik polimerizasyon (ATRP) ve tersinir 

katılma-ayrışma zincir transfer polimerizasyonu (RAFT) en çok kullanılanlardır [155]. 

Geçiş metallerinin halojen atom transfer reaktifi olarak kullanıldığı ATRP yöntemiyle 

aktif radikaller ve faaliyet göstermeyen türler (alkil halajenürler) arasındaki dinamik 

denge hızlı bir şekilde kontrol edilebilir [156-158]. Ancak bu yöntemin, MIP filimlerin 

hazırlanması için kullanılamaması ve çok az monomer ile uygulabiliyor olması gibi bazı 

dezavantajları vardır [159].  İlk defa Moad ve arkadaşları tarafından önerilen RAFT 

tekniği ise gelenksel serbest radikal polimerizasyon sistemine uygun bir zincir transfer 

ajanının (RAFT ajanı olarak da bilinen tiyokarboniltiyo bileşikleri) eklenmesiyle 

gerçekleşen basit bir yöntemdir.  ATRP ile karşılaştırıldığında RAFT yönteminde 

kullanılabilecek monomer sayısı (neredeyse serbest radikalik polimerizasyona uygun 

tüm monomerler) oldukça fazladır.  Dahası RAFT ajanları; çöktürme, emülsiyon ve 

süspansiyon gibi serbest radikalik polimerizasyonun tüm yöntemlerinde kullanılabilir 

[154, 160-162]. 

2.4.1.4 Oyuk (hollow) gözenekli polimer sentez teknolojisi  

Fonksiyonlandırılmış oyuk gözenekli polimerlerin kullanımı kontrollü ilaç salınımı ve 

kirliliklerin uzaklaştırılması alanlarında büyük popülerlik kazanmıştır. Gözenekli 

polimerlerin kullanımının temel avantajı kontrol edilebilir gözenek yapısı sayesinde ilgili 

analitin kütle transferini arttırabilmesidir. Oyuk polimer mikrokürelerinin oluşturulması 

için kendinden yönelim, kalıp teknileri, süspansiyon polimerizasyonu ve emülsiyon 

polimerizasyonu tekniği kullanılabilir. Oyuk gözenekli polimerlerin moleküler baskılama 

teknolojisiyle birleştirilerek kullanımı ilgili kalıp molekülünü yüksek bağlama kapasitesi 

ile bağlanmasını ve hızlı kinetik dengeyi sağlar [163-166].  

2.4.1.5 Click kimyası (huisgen tepkimesi) siklokatılma tepkimesi  

İlk defa 2001’de Sharpless ve arkadaşları tarafından kullanılan ılımlı tepkime 

sıcaklıklarında bile oldukça etkili bu teknik pek çok fonksiyonel monomerin ve 

çözücünün kullanımına olanak sağlayan kullanışlı ve gelecek vaat eden bir yöntemdir 

[167, 168]. Click kimyası içerisinde ilaç keşfinden malzeme bilimine kadar neredeyse 

kimyanın bütün alanlarında uygulanan bakır katalizli azid-alkin siklokatılma tepkimesi 

en çok tercih edilen yöntemdir [169].  Click kimyası ile polimer sentezi sırasında farklı 
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fonksiyonel zincirler kullanılarak elde edilen malzemeler kolayca modifiye edilir ve etkili 

biyokonjugasyonlar oluşturulabilir [170].  

2.4.1.6 Mikroakışkan sentez teknolojisi  

1990’da minyatür analiz sistemleri yada çip üzerinde laboratuar olarak da adlandırılan 

mikro toplam analiz sistemi (μTAS) çalışmalarının başlamasıyla mikro kanallarda sıvı 

akışı işlemi bilim ve teknoloji alanında büyük rağbet görmüş ve ilaç salınımından 

biyolojik analizlere / nanopartikül sentezine kadar pek çok çalışmada kullanılmıştır. 

Hem organik hem de inorganik malzemelerin sentezi için kullanılabilen mikroakışkan 

çipleriyle dar bir boyut dağılımı aralığına sahip etkinliği ve hassasiyeti yüksek 

nanopartikül sentezi de gerçekleştirilebilir [171-173]. Mikroakışkan sistemlerinin 

basitlik, tekrar üretilebilme, küçük mitarda örnek hacmiyle çalışmasından dolayı düşük 

maliyetli olması gibi önemli avantajları vardır. Bu avantajları sayesinde 

nanopartiküllerin hızlı ve optimize bir şekilde sentezlenmesi için mikroakışkan sistemler 

ideal bir platform oluşturmaktadır [174, 175]. Son zamanlarda mikroakışkan cihazlar 

polimerizasyon tepkimeleri için de kullanılmaktadır. Bu sistemler sayesinde son derece 

kontrollü boyut ve şekle sahip tek boyut dağılımlı moleküler baskılanmış polimerler 

hazırlanabilir [176].  

2.4.1.7 Katı faz sentez teknolojisi  

Bilindiği üzere MIP’lerin hazırlanması için kullanılan geleneksel yöntemler yoğun iş 

gücü gerektiren ve tek seferlik gruplar halinde sentezlenen işlemleri içerir ve bu nedenle 

endüstride kullanımı uygun değildir. Piletsky ve arkadaşları ilk kez katı faz sentez 

yöntemiyle MIP nanopartiküllerin sentezini bildirmiştir [177]. Geleneksel moleküler 

baskılamada kullanılan çözünebilir kalıp molekül katı faz sentez yönteminde katı bir 

destek malzemesinin kullanıldığı yüzeye immobilize edilerek kullanılır. Bu katı destek 

malzemesi içerisinde monomer/başlatıcı karışımı bulunan bir reaktöre yerleştirilir ve 

MIP nanopartiküller bu katı destek üzerinde sentezlenir. Bu yöntem sayesinde tüm 

bağlama bölgeleri aynı yönelime sahip olur ve partikül yüzeyinde bulunur. Bu özellikler 

partikülün bağlama bölgelerinin homojenitesini ve ulaşılabilirliğini arttırır [178]. Dahası 

sentez ve afinite ile saflaştırma aşamaları bilgisayar kontrollü bir cihazla 

gerçekleştirilebileceğinden MIP’lerin endüstriyel kullanımına olanak sağlar [177]. 
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2.4.2 Moleküler baskılama teknolojisindeki özel baskılama stratejileri  

Moleküler baskılama teknolojilerinin geliştirilmesi aşamasında yeni nesil teknolojilerin 

yanı sıra çok kalıp moleküllü baskılama, çok fonksiyonel monomerle baskılama, taklit 

moleküller baskılama ve segment (katman) moleküler baskılama stratejisi gibi bazı özel 

baskılama stratejilerine de yer verilmiştir [5].  

2.4.2.1 Çok kalıp moleküllü baskılama stratejisi  

Genel itibariyle moleküler baskılanmış polimerler hazırlanırken yalnızca bir tane 

molekül ya da iyon tercih edilir. Ancak tek bir molekülün kalıp molekül olarak 

kullanılması MIP’lerin tanıma amaçlı kullanımını kısıtladığı gibi tek seferde birden çok 

hedef molekülün uzaklaştırılmasını da imkânsız kılar [179]. Ancak farklı birkaç hedef 

molekülün kalıp olarak kullanıldığı çok kalıp moleküllü baskılama ile tek polimer 

içerisinde farklı tiplerde tanıma bölgeleri oluşturularak farklı türlerde moleküllerin 

uzaklaştırılması, ayrılması, tahlili, dedeksiyonu ve eş zamanlı analizi gerçekleştirilerek 

MIP’lerin kullanım alanı geniş ölçüde arttırılabilir [180]. Tek durgun fazdaki birden çok 

bileşiğin eş zamanlı uzaklaştırılması örneğin farmasötik formülasyonlar analizinde 

kullanılabilir. Çoklu kalıp molekül kullanılarak hazırlanmış bir MIP bir dedektör ile 

birleştirilerek birden çok biyolojik veya çevresel sistemlerdeki olası kirleticilerin tespiti 

gerçekleştirilebilir. Ayrıca çok kalıp moleküllü MIP’ler ile çoklu hedef molekül 

tanınmasının ve uzaklaştırılmasının gerçekleştirilebilmesi MIT’lerindeki sürdürülebilir 

gelişme için oldukça önemlidir [180].  

2.4.2.2 Çok fonksiyonel monomerli baskılama stratejileri  

Son yıllarda kovalent olmayan baskılama yaklaşımı sıkça kullanımaktadır ve bilindiği 

üzere kovalent olmayan baskılamada fonksiyonel monomer ile kalıp molekül arasındaki 

etkileşim arttırılarak baskılama verimi arttırılmaktadır. Bu nedenle kalıp molekül ile farklı 

bölgelerden etkileşebilecek iki veya daha fazla fonksiyonel monomerin kullanılması 

hem önemli hem de gereklidir [181].  Ayrıca iki veya daha fazla fonksiyonel monomerin 

kullanılması çeşitli analitlerin özellikle de makromoleküllerin kullanıldığı durumlarda 

seçiciliğin arttırılmasına olanak sağlayacaktır. Ancak yöntem kolay değildir ve 

fonksiyonel monomerlerin seçilmesi esnasında cevaplanması gereken bazı sorular 

mevcuttur. Bu sorular: ticari olarak mevcut fonksiyonel monomerler nasıl seçilmeli ve 

uygun kombinasyon nasıl hazırlanmalıdır, yeni bir fonksiyonel sentezlenmesi 
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durumunda dikkat edilmesi gereken hususlar nelerdir ve ideal bir MIP’nin hazırlanması 

için fonksiyonel monomerlerin sinerjik etkileri nasıl etkili bir şekilde kullanılmalıdır 

şeklindedir [182-185]. 

2.4.2.3 Taklit kalıp molekül ile baskılama stratejisi  

İlk çalışmalarda MIP’ler katı faz ekstraksiyon sistemlerinde başarılı bir şekilde 

kullanılmıştır ancak zamanla iz miktarda kalıp molekül sızıntısı yöntemin kesinliği ve 

doğruluğu konusunda şüphe uyandırmıştır [186]. Bu kalıp molekül sızıntısı riskini 

gidermek için ilk olarak 1997’de Andersson ve arkadaşları gerçek hedef molekülü 

yerine yakın bir yapısal analoğu kalıp molekül olarak kullanmıştır [187]. Daha sonra 

2000 yılında Takeuchi ve arkadaşları taklit kalıp molekül kullanımını önermiş ve 2005 

yılında Hosoya ve arkadaşları bu yöntemin kullanımını açıklamışlardır [188, 189]. Son 

zamanlarda kalıp molekül yerine yapısal bir analoğunun kullanıldığı taklit kalıp molekül 

ile baskılama stratejisi sıkça uygulanmaktadır. Bu yöntemin sıkça tercih edilmesinin iki 

temel nedeni vardır bunlardan biri orijinal kalıp molekülün pahalı ya da tehlikeli olması 

durumu iken diğeri ise orijinal kalıp molekülün kolayca bozuluyor olması veya MIP için 

uygun olmayacak şekilde çözünürlüğünün çok düşük olması durumudur [190, 191]. 

2.4.2.4 Segment (Katman) baskılama stratejisi  

Fragment baskılama olarak da adlandırılan segment (katman) baskılama kalıp 

molekülün sadece bir kısmının MIP’lerin hazırlanması aşamasında yalancı-kalıp olarak 

kullanılması esasına dayanır. Elde edilen polimerler benzer seçicilkte tanıma 

bölgelerine sahiptir. Segment baskılama yüksek toksik etkiye sahip moleküllerin, pahalı 

bileşiklerin ve baskılamanın zor olduğu biyolojik makromoleküllerin baskılanmasına 

olanak sağladığından moleküler baskılamanın kullanım alanlarını geniş ölçüde 

arttırmaktadır. Dahası segment baskılama stratejisi ile kalıp molekül sızıntısının da 

önüne geçilebilir [192-194]. 

2.4.2.5 Kompozit baskılama malzeme stratejisi  

Moleküler baskılamada çeşitli fonksiyonel malzemelerin kullanımı oldukça önemli bir 

sorun ve gelecek vaat eden bir fırsattır. Böylece elde edilen kompozit baskılanmış 

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

Hâlihazırda SiO2, polisitiren (PS), titanyum dioksit (TiO2), kitosan and Fe3O4 gibi 

nanomalzemeler çekirdek-kabuk yapısında MIP’lerin yüzey baskılama ile hazırlanması 
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aşamasında çekirdek olarak sıkça kullanılmaktadır. Altın nanopartiküller (Au NPs), 

gümüş nanopartiküller (Ag NPs), grafen ve kuantum noktalar (QDs) gibi naopartiküllerin 

MIP matriksine dahil edilmesiyle elde edilen nanokompozit hem nanopartiküllerin 

spesifik fizikokimyasal özelliklerine hem de elektronik ve optik özelliklere sahip 

MIP’lerin tanıma seçiciliğine sahip olacak ve böylece saha uygulamalarında avantaj 

sağlayacaktır [195-199].    

2.4.3 Uyaran duyarlı moleküler baskılama teknolojisi stratejileri 

Doğal reseptörlerin karakterlerini taklit edebilecek akıllı malzemelerin hazırlanabilmesi 

için uyaran duyarlı moleküler baskılama teknolojisi kullanılarak uyaran duyarlı MIP’ler 

(SP-MIP) hazırlanıştır. Uyaran duyarlı MIP’ler; manyetik duyarlı, sıcaklık duyarlı, pH 

duyarlı, ışık duyarlı ve ikili/çoklu uyaran duyarlı MIP’ler olarak sınıflandırılmaktadır. Bu 

beş ana sınıf dışında tuz iyonlarına karşı duyarlı yada biyomoleküllere duyarlı MIP’ler 

de altsınıf olarak mevcuttur. Elde edilen bu akıllı malzemeler saflaştırmadan 

kemo/biyosensörlere, ilaç salınımından biyoteknoloji ve biyokimyada hücre 

enkapsülasyonuna kadar pek çok alanda kullanılmaktadır [14].  

2.4.3.1 Manyetik uyaran duyarlı moleküler baskılama teknolojisi  

Fe3O4 nanopartiküllerin gibi manyetik parçacıkların MIP’lerle birleştirilmesi sonucu elde 

edilen ve dışarıdan bir manyetik alan uygulandığında doğrudan bir yönelim hareketi 

özelliği gösteren malzemelere manyetik uyaran duyarlı MIP’ler denilmektedir. Manyetik 

moleküler baskılanmış kompozit kürelerin hazırlanması ilk defa 1998’de Mosbach 

tarafından gerçekleştirilmiştir [200]. İlgili analitler MIP’ler yardımıyla kolayca adsorbe 

edilir ve yüksek manyetik duyarlılıkları sayesinde santrifüje ya da filitrasyona gerek 

duyulmadan dışardan uygulanan bir manyetik alanla; analit ortamdan kolay, hızlı ve 

daha etkili bir şekilde ayrılır. Son zamanlarda manyetik uyaran duyarlı MIP’lerin 

özellikle örnek hazırlanması, manyetik biyoayırma, ilaç salınımı ve enzim 

immobilizasyonu gibi alanlarda başarılı bir şekilde kullanımı oldukça dikkat çekmektedir 

[201-203]. 

2.4.3.2 Sıcaklık duyarlı moleküler baskılama teknolojisi  

Bilindiği üzere moleküler baskılama teknolojilerinde elde edilen fazla çapraz bağlı sert 

yapıların hedef molekül için sahip olduğu tanıma bölgeleri oldukça sınırlıdır. Ancak 

daha az çapraz bağa sahip olan polimer jellerin tersinir şişme ve büzülme özellikleri 
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vardır ve çevre sıcaklığında meydana gelen değişikliğe göre şişebilen ve büzülebilen 

bu yapılara sıcaklık duyarlı polimerler denmektedir. Bu polimerler ilaç salınımı doku 

mühendisliği ve biyokimyada hücre enkapsülasyonu için kullanılmaktadır. Bu sıcaklık 

duyarlı tanıma işlemi doğal sistemlerde proteinlerin tanınması için kullanılan sistemle 

büyük benzerlikler gösterir. Bu nedenle protein baskılanmış polimer matrislerinin 

hazırlanmasında sıcaklık duyarlı biyo-uyumlu jellerin potansiyel bir uygulama alanı 

mevcuttur [204-210].  

2.4.3.3 Işık duyarlı moleküler baskılama teknolojisi  

Işık uzaktan uyarım yapan temiz enerji türüdür. Işık moleküler cihazlarda ve akıllı 

malzemelerde sıkça kullanıldığından oldukça önemlidir [211]. Işığa duyarlı MIP’lerin 

oluşturulması için polimerik ağda foto-reaktif kısımlara ihtiyaç vardır [212]. Bu foto-

reaktif yapılar; foto-irradasyonu foto-tepkimeler yardımıyla izomerizasyon ya da 

dimerizasyon gibi bir kimyasal sinyale dönüştürebilirler [212]. Fotoizomerleşme 

genellikle hızlı, tersinir ve tekrarlanabilir bir yöntemdir. Azobenzen ya da spiropiran gibi 

foto-reaktif kısımlar foto-izomerleşme sürecinde kullanılır. Fotoizomerleşme işlemleri 

geniş bir uygulama aralığında MIP’lerin fonksiyonlaştırılması için çeşitli şekillerde 

kullanılmaktadır. Ancak ticari olarak ışığa duyarlı fonksiyonel monomerlerin bulunması 

neredeyse imkânsızdır [213]. 

2.4.3.4 pH duyarlı moleküler baskılama teknolojisi  

Karboksilik asit yada amino gibi bir fonksiyonel grup içeren polimerler pH değişiklilerine 

karşı hassastırlar ve pH duyarlı polimerler olarak adlandırılırlar.  İyonlaşabilen gruplar 

içeren bu tip polimerik ağlar belli bir pH’da bir proton alabilir ya da verebilirler bu da 

polimer zincirinin hidrodinamik hacminde bir değişikliğe neden olur. Böylece polimer 

kompakt bir haldeyken değişen şartlarla şişmeye yada büzülmeye başlar ve hacimde 

faz geçişi değişikliği meydana gelir [214, 215].   

2.4.3.5 İkili/çoklu uyaran duyarlı moleküler baskılama teknolojisi  

Sentezlenmesi oldukça zor olmasına rağmen iki fazla daha fazla uyarana karşı duyarlı 

MIP’ler mevcuttur. Elde edilen bu MIP’ler özelliklerini tek açıdan değil de çok yönlü 

sergilediklerinden oldukça üstün özelliklere sahiptirler. İki uyarana duyarlı polimerler 

genellikle manyetik/sıcaklık, manyetik/ışık, sıcaklık/ışık, sıcaklık/pH ve sıcaklık/tuz 

iyonu gibi uyaranlara duyarlı yapıların birleştirilmesiyle elde edilir [216]. 
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2.5 Moleküler Baskılanmış Polimerlerin Kullanım Alanları 

Daha önce bahsedildiği gibi moleküler baskılama teknolojisindeki çeşitli akıllı 

teknolojiler ve stratejiler, sürekli kullanılarak ve geleneksel polimerizasyon 

yöntemlerinin geliştirilmesiyle hızla ilerletilmiştir. Bu ilerleme moleküler baskılamanın 

hızla gelişmesine ve böylece çeşitli yeni üstün özellikli MIP’lerin hazırlanmasına olanak 

sağlamıştır. Sonuç olarak MIP’ler için daha heyecan verici ve evrensel uygulama 

alanları keşfedilmiştir. Örneğin çöktürme polimerizasyonunda yüzey baskılama 

teknolojisi oyuk (hollow) gözenekli polimer sentez teknolojisiyle birleştirilerek yüksek 

adsorpsiyon kapasiteli, etkili baskılama yapılabilen, iyi bir morfolojiye, tek boyut 

dağılımına ve ideal yüzey özelliklerine sahip MIP’ler hazırlanmıştır. Hazırlanan bu 

MIP’ler örnek hazırlamada veya kromatografide sorbent olarak ya da durgun fazda 

kullanım için uygundur. Kompozit baskılanmış malzemelerin sol jel yöntemiyle 

birleştirilmesiyle çok iyi arayüz karakterine sahip elektriksel ya da optik özellikleri olan 

kimyasal veya biyolojik sensör olarak kullanılabilecek MIP’ler hazırlanmıştır. Bu gibi 

özelliklere sahip üstün özellikli MIP’ler pek çok alanda kullanılabilmektedir (Şekil 2.6) 

[5]. 
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Şekil 2.6. Ön hazırlık tekniklerinde, kromatografide ve sensör çalışmalarında MIP’lerin 

kullanımının yapısal diyagramı [5]. 

MIP'lerin 
Kullanımı

Ön Hazırlık 
Teknikleri

Katı Faz Ekstraksiyonu (SPE)

Katı Faz Mikroekstaksiyonu 
(SPME)

Manyetik Karıştırma Çubuğu 
ile Ekstraksiyon (SBSE)

Kromatografi

Kromatografik Dolgu 
Malzemeleri

Monolitler

Sensör

Elektrokimyasal

Floresans

Kemilüminesans

Kolorimetrik

Yüzey Plazmon Rezonans (SPR) 
/ FT-IR

Yüzey Zenginleştirilmiş Raman 
Spektroskopisi (SERS)

Diğer Sensörler
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2.6 Yüzey Plazmon Rezonans 

Optik biyosensörler 1980’li yılların sonlarına doğru ilk defa kullanılmaya başlanmış ve 

biyomedikal, farmasötik, diyagnostik endüstrisi gibi pek çok alanda yayınlanan 

makalelerde kullanım alanlarına o zamandan beri geniş yer verilmiştir [217]. 

Fluorosanssa yada absorbansa dayalı optik yöntemler çok daha önce zamanlardan 

beri kullanılmasına rağmen yüzey plasmon rezonans (SPR) yada Yüzey Geliştirilmiş 

Raman Spektroskopisi (SERS) gibi yüzey temelli yöntemeler çok hızlı bir şekilde 

geliştirilmiş ve biyosensörlerde önemli bir rol oynamışlardır. SPR tekniği 

biyomoleküllerin etkileşimlerinin incelenmesinde; etiket gerektirmemesi, gerçek 

zamanlı ve son derece hassas olması gibi dikkate değer özellikleri sayesinde önemli 

bir analitik araç olarak kabul edilmektedir [218]. Herhangi bir elektromanyetik girişim 

olmadan geniş dinamik aralığında kullanılabilmesi ve yüksek hassasiyeti gibi 

mükemmel özellikleri sayesinde araştırma ve geliştirme alanlarında kullanımı 

yaygınlaşmıştır [219].    

 

Şekil 2.7. SPR biyosensörün analiz prensibi [219]. 

Tam yansıma halinde (toplam iç yansıma, TIR) p-polarize ışık; elektriksel olarak iletken 

olan ve iki farklı kırılma indeksine sahip ortam (yani yüksek kırılma indeksli cam sensör 

yüzeyi ve düşük kırılma indeksli tampon gibi) arasında bulunan altın tabakasına 

çarptığında SPR olgusu meydana gelir. SPR ilk defa 1968’de; ince metalik tabakanın 

serbest elektronlarıyla absorbe edilen fotonların enerjilerinin, belirli bir açı ile gelen 

ışığın genliği azaltması şeklinde açıklanmıştır. SPR’nin biyosensör alanında tayin 

yöntemi olarak kullanılabileceği ise ilk defa 1983’de dile getirilmiştir [220]. Ticari olarak 
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sıkça bulunan SPR cihazları, sensör yüzeyine yakın dalga boylarındaki (~ 200 - 300 

nm) çeşitli kırılma indekslerinin optik metotlarla ölçülmesi esasına dayanır. Gümüş 

yüzeyler daha iyi bir SPR etkisi sağlamasına rağmen oldukça iyi bir inert metal film olan 

altın yüzey plazmon rezonans için tercih edilmektedir. Altın yüzey kendiliğinden 

yönlenen uzun zincirli tiyol tabakası ile modifiye edilerek hidrojeller (karboksillenmiş 

dekstranlar gibi) yüzeye tutturulabilir. Bu hidrojeller, biyomoleküllerin kovalent 

immobilizasyonu için etkili bir substrat olmasının yanı sıra biyomoleküllerin etkileşimi 

için uygun bir ortam sağlar [221, 222]. SPR sensogramlarından genel itibariyle iki çeşit 

bilgi sağlanır. Bunlardan ilki kinetik hız sabitleri ve analit konsantrasyonu hakkında bilgi 

sağlayan etkileşim oranı (bağlanma ve ayrılma) ve diğeri ise nitel ya da yarı-kantitatif 

uygulamalar için kullanılabilecek afinite sabitleri verilerini veren bağlanma seviyesidir. 

Bununla birlikte SPR’nin biyosensör teknolojisinde doğrudan tayin amaçlı kullanımının 

en önemli avantajı biyomoleküler etkileşim kinetiklerinin; tepkime hızı ve denge 

sabitlerinden yararlanılarak belirlenebilmesidir [220, 223]. Kinetik sabitler araştırılan 

biyolojik sistemlerin dinamikleri hakkında önemli veriler sağlar ve böylece tedavi edici 

özelliğe sahip yeni moleküllerin tasarımı ve seçimi için kullanılabilir. Hiçbir etiket 

kullanılmadan ölçüm alınabilme avantajına sahip olan SPR biyosensörler farklı 

boyutlardaki (molekül ağırlığı 500 Dalton’un aşağısında kalan moleküller ve daha büyük 

moleküller) ve kompleks yapılardaki (tedavi edici özelliğe sahip proteinler, nükleotidler, 

virüsler ve peptidler gibi) pek çok (biyolojik) molekülün tayininde başarılı bir şekilde 

uygulanmıştır [224-228]. Aynı zamanda yöntem aşağıdaki veriler hakkında da kapsamlı 

bilgi sağlar; 

(a) İki (yada daha fazla) reaktan çiftinin bağlanma tipolojisinin tespiti 

(b) Gerçek zamanlı analizi sırasında meydana gelen etkileşim süreçleriyle ilgili afinite 

sabitlerinin belirlenmesi 

(c) Bağlanma ve sökülme hızlarının ölçülmesi  

(d) Birbiriyle etkileşim içerisinde olan tek bir molekülün ya da her iki molekülün 

derişimlerinin belirlenmesi. 

Biyomakro-moleküllerin karakterizasyonunda ya da miktarlarının belirlenmesinde 

kullanılan SPR biyosensör tekniğinin uygulanması için daha uygun immobilizasyon 
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stratejilerine ihtiyaç duyulmaktadır [229, 230]. Bu immobilizasyon stratejileri; immobilize 

edilmiş molekülün biyoaktif özelliklerini sergileyebilmesi için bulunduğu uygun 

mikroçevredeki spesifik olmayan bağlanmaları sınırlandırmalıdır. İmmobilizasyondaki 

sorunların bir kısmını çözmek için cam üzerindeki altın film tabakası 100-200 nm 

kalınlığında karboksimetile dekstran ile kaplanmıştır. Bu dekstran temelli sensör 

çiplerinin kapasitesi; dekstran karboksilasyon yüzdesi değiştirilerek değiştirilebilir. 

Önemli bir nokta ise bu dekstran tabakasının kalınlığının (100 nm) 200 nm’lik ölçüm 

alınamayan alan ile çok iyi bir uyum içinde olması ve böylece bu ticari olarak 

kullanılacak sensör çiplerinin büyük ölçekte üretimine olanak sağlamasıdır. 

Karboksimetilasyon prosedürü ile oluşan son derece esnek polimer tabakası spesifik 

olmayan adsorpsiyon sınırlandırılmasını sağlayan bir net negatif yüke oluşturur. 

Dahası, pratik uygulamaların çoğunda gerekli olan daha fazla analitin bağlanması için 

gerekli olan yoğun bir tabaka elde edilmesine olanak tanır. Proteinlerin yüzeye 

bağlanması için aynı prensiple farklı uzunluklarda aljinat tabakasından oluşan 

sensörler de geliştirilmiştir. Ayrıca spesifik olmayan adsorpsiyon sınırlamak için 

karboksi-fonksiyonlu polietilen glikol katmanları ile iki boyutlu sensör yüzeyleri 

geliştirilmiştir. Basit yağ keseciklerinin ya da daha önce yerleştirilmiş proteinlerin tayini 

için lipozomların kolayca tutulmasını sağlayacak lipofilik ankrajların bulunduğu ya da 

direk hidrofobik yüzeye tutunabilecek farklı sensörler mevcuttur [222, 231, 232]. Ayrıca 

moleküler baskılanmış polimer temelli SPR sensörler proteinlerin, çevresel kirleticilerin, 

ilaçların ve gıdaların izlenmesinde sıkça kullanılmaktadır [233-243]. 

2.6.1 Yüzey Plazmon Rezonans Genel Prensibi 

Gelen ışığın bir fotonu bir metal yüzeye (genellikle bir altın yüzey) çarptığında yüzey 

plazmon rezonans oluşur. Belli bir açıda gelen ışık enerjisinin bir kısmı yüzeydeki 

uyarım nedeniyle hareket eden metal tabakasının elektronları ile kaplanır. Bu metal 

yüzeye paralel olarak yayılan bu elektron hareketi plazmon olarak adlandırılır. Bu 

plazmon salınımı; metal yüzey ile örnek çözelti arasındaki sınırda 300 nm civarında bir 

elektrik alanı oluşturur. Ticari olarak bulunan SPR biyosensörler yapılandırılırken, 

Kretschmann konfigürasyonundaki güçlü bir yansıtıcı özelliği olan cam prizma 

kullanılarak belli bir açıyla gelen ışığın toplam yansıması azaltılır (Şekil 2.8). Sabit bir 

dalga boyu (ışık kaynağından gelen) ve yüzeydeki ince metal tabakası varlığında 
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rezonansın gerçekleştiği SPR açısı metal yüzeyi yakınındaki malzemenin kırılma 

indeksine bağlıdır. Sonuç olarak tayin ortamında ufak bir değişiklik (biyomoleküllerin 

immobilizasyonundan kaynaklanan değişiklikler) yansıtma indeksini değiştireceğinden 

plazmonda bir değişiklik oluşturur. Tayin detektöre yansıyan ışıktaki değişiklik ölçülerek 

gerçekleştirilir. Ayrıca yüzeydeki immobilizyon konsantrasyonu, yansıyan ışığın 

yoğunluğunun veya rezonans açısındaki kaymaların izlemesiyle ölçülebilir. Geleneksel 

bir SPR biyosensörüyle 10 pg/mL dedeksiyon limitine ulaşılabilir [244, 245].   

 

Şekil 2.8. SPR biyosensör tasarımı: (A) Kretschmann konfigürasyonu; (B) Yansıyan 

ışığın spektrumu; (C) SPR sensör yüzeyine bağlanma; (D) Moleküler etkileşimlerin 

neden olduğu kırılma indisindeki değişiklik [246]. 

SPR biyosensörlerinde prob molekülleri ilk olarak sensör yüzeyine immobilize edilir. 

Hedef molekülün bulunduğu çözelti sensör yüzeyiyle temas edecek şekilde sistemden 

geçirildiğinde, birbirlerine gösterdikleri afinite nedeniyle gerçekleşecek olan hedef 

molekül-probe etkileşimi sayesinde SPR sensör yüzeyinin kırılma indeksinde bir artışa 

neden olur. SPR deneylerinde siyaldeki değişimi ifade etmek için rezonans yada yanıt 

birimi (RU) kullanılmaktadır ve 1 RU birimi 10-4 derecelik bir kritik açı kaymasına 

eşdeğerdir. Deneye başlarken probe ve hedef molekül etkileşim halinde olmadığından 

ilk RU değeri başlangıç kritik açısına karşılık gelir. Yüzeydeki katmanların kalınlığı olan 

h ile değişen kırılma indeksi Δnd aşağıdaki formülle hesaplanabilir  
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∆𝑛𝑑 = (
𝑑𝑛

𝑑𝑐
)

𝑣𝑜𝑙
∆𝛤/ℎ 

(dn/dc)vol kırılma indeksindeki artışı, c analitin hacim konsantrasyonunu ve ΔΓ yüzeye 

bağlanan hedef molekülün konsantrasyonunu ifade etmek için kullanılır. Kırılma 

indeksindeki değişiklik, gelen ışığın yayılan yüzey plazmonuyla (PSP) altın yüzeyde 

birleşmesiyle gerçek zamanlı olarak belirlenebilir. Sonuç olarak kalıp molekülün yüzeye 

bağlanma hızı (kon) ve tampon ile sürekli akış durumunda yüzeyden ayrılma hızı (koff) 

hesaplanabileceği gibi bağlanma hız sabiti (ka) ve ayrılma hız sabiti de (kd) SPR 

bağlanma kinetikleri incelenerek belirlenebilir. Sensor yüzeyine immobilize edilmiş 

bilinen bir proba bağlanan ilgili molekülün izlenmesi ve miktarının belirlenmesi için 

kırılma indeksiyle ilgili parametreler kullanılabilir. SPR deneylerinde tayin limiti (LOD); 

molekül ağırlığı, optik özellikler, hedef molekül-prob arasındaki bağlanma afinitesi ve 

prob molekülün sensör yüzeyini kaplama derecesi gibi belirli faktörlere bağlıdır [246-

248]. 

Biyosensör uygulamalarında geleneksel SPR ölçümleri metal yüzeyindeki organik 

filmin kalınlığında ya da kırılma indisinde meydana gelen değişikliği izlemek için 

kullanılır [249]. Belirli bir dalga boyundaki p-polarize ışık demeti prizmadan geçerek 

belirli bir açıyla yüzeye çarptığında SPR olgusu meydana gelir. Belirli koşullarda, 

metal/dielektrik ara yüzeyinde foton-plazmon yüzeyi elektromanyetik dalgaları (yüzey 

plazmon polaritonları) oluşur. Bu dalgalar metal dielektrik ara yüzüne paralel yayılır ve 

ilişkili optik elektrik alanı yüzeyde 200 nm’lik tipik bir doğrusal azalma meydana getirir 

[250]. Bu belirlenen açıda yansıyan ışığın yoğunluğunun azalmasıyla sonuçlanır. Belirli 

bir açıda gelen ışığın yansıması (θ) p-polarizasyonu ile ilişkili üç kademeli Fresnel 

denklemi kullanılarak hesaplanır. Bu üç kademe sensör sistemindeki; cam prizma (γ), 

metal tabaka (μ) ve sensör tabakası olan üç ortamı (j) ifade etmektedir. Gelen ışığın 

yansıması (R) aşağıdaki formüle göre belirlenebilir [251]: 

𝑅 = |
𝑟𝛾𝜇+𝑟𝜇𝜌𝑒2𝑖𝑘𝜇𝑑

1+𝑟𝛾𝜇𝑟𝜇𝜌𝑒2𝑖𝑘𝜇𝑑|
2

  (1.1) 

𝑘𝑗 =  √𝜀𝑗
𝜔2

𝑐2 − 𝑘𝑧
2  ve 𝑘𝑧 = √𝜀𝛾

𝜔

𝑐
 sin 𝜃 (1.2) 
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Prizma-metal ve metal-sensör tabakası arayüzleri için yansıma genliği ise aşağıdaki 

denklemle belirlenmektedir: 

𝑟𝛾𝜇 =
𝑘𝛾𝜀𝜇−𝑘𝜇𝜀𝛾

𝑘𝛾𝜀𝜇+𝑘𝜇𝜀𝛾
  ve 𝑟𝜇𝜌 =

𝑘𝜇𝜀𝜌−𝑘𝜌𝜀𝜇

𝑘𝜇𝜀𝜌+𝑘𝜌𝜀𝜇
  (2) 

εj ve kj sırasıyla dielektrik sabitini ve ilgili ortamın j (prizma, metal ya da sensör 

tabakası) arayüzüne dik olarak gelen dalga vektörü bileşenidir. Denklemde kz 

arayüzeye paralel gelen dalga vektör bileşenini, ω ışığın açısal frekansını (ω(λ) = 

2πc/λ), d metalik filmin kalınlığını ve c ise ışık hızını ifade etmektedir.  Yukarıda 

belirtilen 1.1, 1.2 ve 2 numaralı denklemlere göre, yansıma sensör tabakasının 

dielektrik sabitinin (ερ) bir fonksiyonu olarak değişir [251]. Dielektrik sabiti (ερ) yüzey 

tabakasındaki ligand derişiminin hacminin ve yansıma indeksinin karesinin bir 

fonksiyonudur.  Geleneksel SPR biyosensörlerde geniş dağılımlı bir geliş açısı olan 

monokromatik ışık kullanılır ve yansıyan ışık farklı noktalarda (yansıma açısına bağlı 

olarak) detektöre ulaşır [252, 253]. Dedektör düşen ışık yoğunluğu konumunu sürekli 

olarak kaydeder ve yansıyan ışığın SPR açısını hesaplar. Bu tayin sisteminin 

hassasiyetini arttırır. Belirli bir dalga boyunda yansıyan ışığın SPR açısında meydana 

gelen değişiklik (θ) yüzeydeki yansıma indeksinin değişikliğine (n), katman kalığında 

meydana gelen değişikliğe (d), c1 ve c2 sabitleriyle ilişkilidir [254-257].  

∆𝜃(𝜆) =  𝑐1∆𝑛 + 𝑐2∆𝑑 (3) 

Herhangi bir proteinin konformasyonal değişikliği yada ligandın bağlanması gibi protein 

kalınlığındaki herhangi bir değişiklik (Δd) ile Lorentz-Lorenz  denklemi kullanılarak 

yansıma indeksindeki değişiklik belirlenebilir [254].  

∆𝑛 = −
1

6𝑛
(𝑛2 + 2)2 (

𝑛2−1

𝑛2+2
−

𝑛𝑤
2 −1

𝑛𝑤
2 +2

𝑉𝑝

𝑉
)

∆𝑑

𝑑
 (4) 

Bu denklemde n proteinin yansıma indeksini, nw suyun yansıma indeksini, Vp proteinin 

hacmini ve V protein tabakasının hacmini belirtmektedir (V = Vp + Vw). SPR açısındaki 

en ufak değişiklik rezonans birimi (RU) olarak ifade edilir. 103 RU’luk bir yanıt açıdaki 

0.1 derecelik bir değişikliği gösterir ve pek çok proteinin sensör tabakasına yaklaşık 1 

ng/mm2’lik bağlanmasıyla bu değişikliğe meydana gelir [253]. Teorik olarak açıdaki 

değişiklik kompleks Fresnel denklemi kullanılarak hesaplanabilir.  SPR cihazları ile 
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gerçek zamanlı olarak hem kalınlıktaki hem de yansıma indeksindeki değişik izlenebilir. 

Bu değişiklikler altın sensör tabakasında meydana gelen biyomoleküler etkileşimlerin 

sonucudur. Geleneksel SPR cihazlarında biyomoleküler etkileşimler ince metalik altın 

bir tabaka (genellikle 50 nm kalınlığında) ile kaplanmış bir cam plakadan oluşan bir 

sensör çipi üzerinde gerçekleşir. Altın yüzey üzerine immobilize edilerek proteinlerle 

çalışılabilir. Gerçek zamanlı ölçümler sırasında, tampon çözeltisinin sensör çip 

üzerinden akışı gerçekleşir ve böylece protein katmanında meydana gelecek 

desorpsiyonun önüne geçilebilir. Sonuç olarak proteinin fiziksel adsorpsiyonu için 

oldukça iyi bir alternatiftir. Sülfidril gruplarına sahip proteinler tiyol bağları vasıtasıyla 

altın çip yüzeyinde doğrudan absorblanabilir [258, 259]. Alternatif olarak altın yüzeyler 

karboksil grupları ihtiva eden alkan tiyolatlar ile modifiye edilerek ligandlar kovalent 

olarak da yüzeye bağlanabilir [260, 261]. Ancak, en klasik yaklaşım altın yüzeyine 100 

nm kalınlığında karboksimetile dekstranla bir bağlanma tabakasının oluşturulmasıdır. 

Daha sonra ilgili ligandlar dekstran ile modifiye edilmiş çip üzerine streptavidin–biyotin 

köprüleri vasıtasıyla kovalent olarak bağlanabilir [262-266]. 

2.7 Prednisolon 

Kortikosteroidler endojenik ve egzojenik olarak iki türde de mevcuttur. Kortizol gibi 

endojenik kortikosteroidler bağışıklık sistemi, büyüme ve stres tepkisinin oluşturulması 

gibi fizyolojik süreçlerde oldukça önemli bir rol oynar. Ekzojenik kortikosteroidler ise 

sistemik (örneğin prednisolon), inhale (örneğin siklesonid) ve topical (hidrokortizon) 

olmak üzere üç farklı türdedir. Bu ekzojenik kortikosteroidler anti-enflamatuar ve 

bağışıklık baskılayıcı etkisinden dolayı astım, romatizmal arterit, sistemik lupus, 

egzema ve Crohn hastalığı gibi hastalıkların tedavisinde sıkça kullanılmaktadır [267].   

İlk defa 1955’de kortizolun mikrobiyolojik oksidasyonu ile sentezlenmiş olan 

prednisolon glukoneogenez ve antienflamatuvar etkiye sahip bir kortikosteroiddir [268, 

269]. Prednisol inaktif bir ilaç olan prednisolon’un karaciğerde enzimatik parçalanması 

sonucu oluşur (Şekil 2.9). Adrenokortikol aktiviteye sahip bu iki steroid kortizon ve 

kortizol’dan 3-4 kat daha aktiftir [270, 271].    
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Şekil 2.9. Prednisolonun enzimatik parçalanması [272]. 

Prednisolon (11b, 17a, 21-tri-hidroksi-pregna-1,4-dien-3,20- dion); astım, romatizmal 

arterit, ülseratif kolit ve Crohn hastalığı, çoklu sikleroz, küme baş ağrısı ve sistemik 

lupus eritematoz gibi geniş yelpazede oto immün ve inflamatuar hastalıkların 

tedavisinde sıkça kullanılan sentetik bir adrenal kortikosteroiddir [273-278]. Gözleri 

etkileyen alerjik tepkilerin, kaşınma, kızarıklık ve şişmelerin azalması için de 

prednisolon tedavisine başvurulmaktadır [279-282]. İmmün baskılama etkisinden 

dolayı prednisolon organ nakli sırasında ve sonrasında organ reddi riskinin azaltılması 

için kullanılmaktadır. Prednisolon ayrıca kan kanserinin tedavisinde ve böbreküstü 

bezlerinin yeterince kortikosteroid üretmediği durumlarda horman takviyesi olarak ta 

kullanılmaktadır [283-285]. Kısa süreli kullanımlarda prednisolon az ya da hafif yan 

etkileri olsa da genellikle tolere edilebilmektedir. Ancak uzun süre ve yüksek dozlarda 

kullanılması durumunda; ödem, kilo alma, yüksek kan basıncı, kas güçsüzlüğü, yüzde 

şişkinlik ya da kıllanma, katarakt, peptik ülser, diyabetin kötüleşmesi, çocuklarda 

büyüme geriliği ve kasılma gibi ciddi yan etkileri bulunmaktadır [286]. Ayrıca 

prednisolon bir gluko-kortikosteroid olması nedeniyle WADA anti doping kuralları 

çerçevesinde sporcular tarafından kullanılması yasaklanmıştır [287, 288]. Bir 

numunede glukokortikosteroidler 30 ng/mL’den yüksek derişimde olması durumunda 

yasadışı olarak kullanıldığı varsayılmaktadır [288]. Bu nedenle, prednisolon 

konsantrasyonunun belirlenmesi rutin klinik ve farmatolojik analizler için olduğu kadar 

atletlerin doping kontrolü ve kalite kontrolü çalışmaları içinde büyük önem taşımaktadır. 

Prednisolonun plazmadaki yarılanma ömrü 3-4 saattir [289]. Yapısal değişikliğe 

uğramamış prednisolon kayda değer bir oranda idrarla atılır [290]. Prednisolon 
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miktarının tayini için literatürde tanımlanmış analitik yöntemler mevcuttur. Kullanılan 

ilacın miktarının tayini için gaz kromatografi [291], radyoimünoanaliz [292], yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) [293], spektrofotometri [294] ve çeşitli 

detektörler bağlanmış kapiler ayırma [295] gibi yöntemler tercih edilmiştir. Ancak 

plazmadaki ve idrardaki prednisolon konsantrasyonu tayini için sadece az sayıda HPLC 

çalışması yapılmıştır. Bu teknikler uzun tayin sürelerini ve karmaşık yöntemleri 

içermektedir. Bu nedenle prednisolonun tayini için kısa tayin süresi olan, basit, seçici 

ve ucuz tayin yöntemleri geliştirilmelidir.   
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

3.1 Malzemeler 

3.1.2 Kullanılan Kimyasallar 

Tez çalışması kapsamında kullanılan prednisolon (PRD), 1-Vinilimidazol (VIM), etilen 

glikol dimetakrilat (EDMA), 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), sodyum dodesil sülfat 

(SDS), poli(vinil alkol) (PVA, MA:9,000-10,000), sodyum bikarbonat, amonyum 

persülfat (APS), sodium dihidrojen fosfat, sodyum hidrojen fosfat ve sodyum bisülfit 

Sigma Chemical Ltd. (St Louis, ABD)’den alınmıştır. Çalışmada kullanılan diğer tüm 

kimyasallar analitik saflıkta olup Merck, Fluka, Riedel-de Haën ve Sigma Chemical 

Ltd’den temin edilmiştir. Tez kapsamında kullanılan kimyasallar aksi belirtilmedikçe 

temin edildiği şekliyle kullanılmış ve herhangi bir ön işleme tabi tutulmamışlardır. Tüm 

sulu çözeltiler Barnstead D3804 NANOpure® cihazı ile saflaştırılan deiyonize su (>18.2 

MW cm−1) kullanılarak hazırlanmıştır. Prednisolon’un stok çözeltisi metanol (MeOH) ile 

hazırlanmış ve 4 °C’de alüminyum folyoya sarılı cam bir örnek kabı içerisinden 

muhafaza edilmiştir.  

3.1.3 Kullanılan laboratuvar ekipmanları 

Tez çalışması kapsamında; homojenizasyon için T10 (Ika Labortechnik, Almanya) 

homojenizatör, polimerlerin hazırlanması için Radleys (Carousel 6, Essex, İngiltere) 

polimerizasyon reaktörü santrifüj işlemleri için Beckman Coulter Allegra 64R (Beckman 

Coulter, Kaliforniya, ABD) kullanılmıştır. Karakterizasyon çalışmaları için Nano 

Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, İngiltere), Taramalı-Geçirimli Elektron 

Mikroskobu (S-TEM) FEI Tecnai F20 S/TEM (Hillsboro, OR, ABD), zayıflatılmış toplam 

yansıma - fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FTIR-ATR) (Thermo Fisher 

Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD), elipsometre (EP3-Nulling, Göttingen, 

Almanya), temas açısı ölçümleri (Kruss DSA100, Hamburg, Almanya) cihazları 

kullanılmıştır. Analizler için çözeltiler peristaltik pompa kullanılarak SPR-Incubation 

(NANODEV, Ankara, Türkiye) yüzey plazmon rezonans sistemiyle etkileştirilmiş ve 

SPRview yazılımı kullanılarak kinetik veriler alınmıştır.  
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3.2 Yöntem 

3.2.1 Nanopartiküllerin Hazırlanması 

Moleküler baskılanmış nanopartiküllerin hazırlanması için iki fazlı mini emülsiyon 

polimerizasyonu yöntemi kullanılmıştır. İki sulu faz ve bir organik fazdan oluşan 

prosedür kısaca şöyle özetlenebilir. Birinci sulu fazın hazırlanması için 0.935 g PVA, 

144.5 mg SDS ve 117 mg NaHCO3 sulu çözeltisi hazırlanmıştır (25 mL). İkinci sulu faz 

için ise 500 mg PVA ve 500 mg SDS’in 500 mL’lik sulu çözeltisi hazırlanmıştır. Organik 

faz için ise kullanılan fonksiyonel monomer olan VIM, çapraz bağlayıcı monomer olan 

EDMA, yardımcı monomer (komonomer) olan HEMA ve kalıp molekül olan PRD 

aşağıdaki çizelgede gösterildiği gibi üç farklı oranda hazırlanarak prednisolon 

baskılanmış nanopartiküller (PIN) elde edilmiştir. Ayrıca baskılanmamış 

nanopartiküllerin (NIN) hazırlanması için PRD kullanılmadan hazırlanan 

polimerizasyon prosedürü kullanılmıştır. Moleküler baskılanmış nanopartiküllerin ve 

baskılanmamış nanopartikülün hazırlanması için birinci fazdan her bir prosedür için 5 

mL alınmış ve organik fazla karıştırılmıştır. Karışıım, buz banyosunda 15 dakika 

homojenize edilmiştir. Süre bitiminde tepkimeler karışımı vakit kaybetmeden 100 mL 

ikinci fazla cam polimerizasyon reaktöründe karıştırılmıştır. Elde edilen polimerizasyon 

karışımı 45 oC’de 600 rpm’de inkübasyona bırakılmıştır. Polimerizasyon karışımının 

sıcaklığı 45 oC’ye ulaştığında başlatıcı olarak önce 63 mg APS daha sonra 56.5 mg 

NaHSO3 eklenmiştir. Hazırlanan karışım 600 rpm’de 24 saat süre ile 40 °C’de 

polimerizasyona bırakılmıştır. 

Çizelge 3.1. Mini-emülsiyon polimerizasyonunda kullanılan organik fazlar. 

Polimer 
Kodu 

Fonksiyonel 
Monomer 
(VIM, µL) 

Komonomer 
(HEMA, µL) 

Kalıp 
Molekül 

(PRD, mg) 

Çapraz-
Bağlayıcı 
Monomer 

(EDMA, mL) 

PRD : VIM 
Mol oranı 

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 tamamlandıktan sonra, polimerizasyon ortamındaki mikropartiküllerin 

ve tepkimeye girmemiş yapıların uzaklaştırılması için çözelti 5000 rpm’de 45 dakika 

santrifüj edilmiştir. Daha sonra üst çözelti 25000 rpm’de 4 °C’de 2.5 saat çöktürülmüş 

ve daha sonra çözelti 3 kere etanol : su (1:1) karışımı ile yıkandıktan sonra yüzey aktif 

madde olan SDS’in uzaklaştırılması için köpürme kalmayıncaya kadar deiyonize su ile 

yıkanmıştır. Her bir yıkama basamağından sonra partiküller 25000 rpm’de çöktürülmüş 

ve sıcaklığı 8 °C’de tutulan sonikatörde yıkama çözeltisi içinde dağıtılmıştır. Elde edilen 

nanopartiküller son olarak deiyonize suda dağıtılmış ve etrafı alüminyum folya ile sarılı 

cam numune kabında +4 °C’de saklanmıştır.  

3.2.2 Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

Elde edilen nanopartiküllerin karakterizasyonu için boyut analizi (Zeta-sizer ve STEM) 

ve yapısal analizi (FTIR-ATR ve Elementel analiz) gerçekleştirilmiştir. 

3.2.2.1 Boyut Analizi 

Elde edilen nanopartiküllerin boyut analizleri ilk olarak Nano Zetasizer ile 

gerçekleştirilmiştir. Zeta-sizer ile partiküllerin üç özelliği belirlenebilir. Bunlar; partikül 

boyutu, zeta potansiyeli ve moleküler ağırlığı’dır. Partikül boyutunun ölçülmesi için zeta-

sizer’da Dinamik Işık Saçılması (DLS) enstrümanından faydalanır. Bu yöntem; önceden 

ölçülmüş benzer özelliklerdeki partiküllerin, hızlarının çapları ile orantılı olduğu ve 

benzer hızda difüzlenmesi esasına dayanır. Zeta-sizer boyut analizinin temelinde ilk 

olarak partiküllerin Brownian hareketlerinin DLS ile ölçülmesi ve daha sonra varolan 

teoriler yardımıyla bu harekete denk gelen partikül boyutunun belirlenmesi esas 

alınmıştır. Brownian hareketleri, sıvı içerisindeki bir partikülün onu çevreleyen 

moleküllerle çarpışması sonucu doğan rastgele hareketler olarak tanımlanır. Sıvı 

içerisindeki partikül rastgele hareket eder ve partikülün hızı boyutunun belirlenmesi için 

kullanılır. Bilindiği üzere sıvı fazda küçük partiküller büyük olanlardan daha hızlı 

difüzlenir ya da hareket eder. Kısa bir süre aralığında örneğin hem başlangıç hem de 

sonuç resimleri karşılaştırıldığında ne kadar partikülün hangi hızla hareket ettiği 

ölçülerek boyut analizi gerçekleştirilebilir. Eğer iki resim arasındaki partikül hareketi 

düşük bir düzeydeyse partikül boyutu büyük, eğer hareket yüksek düzeydeyse partikül 

boyutu küçük olduğu düşünülebilir. Bu bilgiden yola çıkarak difüzyon hızı ile boyut 

arasındaki ilişki belirlenebilir. Partikül boyutu analizleri için elde edilen polimer çözeltisi 
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500 kat seyreltilmiş ve homojen bir karışım elde etmek için 5 dakika sonike edilmiştir. 

Sonikatörün sıcaklığı sürekli kontrol edilerek 25 °C’nin üstüne çıkarılmamasına dikkat 

edilmiştir. 25 °C’de 90°’lik ışık saçılmasıyla gerçekleştirilen ölçümlerde cihaza 

dispersant olan deiyonize suyun kırılma indisi değerleri ve yoğunluğu (sırasıyla, 1.33 

ve 0.88 mPa.s) girilerek üç analizin ortalaması alınmıştır.  

3.2.2.2 Taramalı-Geçirgenlik Elektron Mikroskobu (STEM) Analizi 

STEM; alan emisyon tabancası, tek probdan oluşan bir mercek ve elektron tayin sistemi 

içerir. Elektron enerji kaybı spektroskopisi ve saçılmamış elektronların (Iun), elastik 

özellikteki saçılmış elektronların (Iel) ve elastik özellikte olmayan saçılmış elektronların 

(Iin) akımları arasındaki farkı ayırmak için sisteme entegre edilmiş olan elektron 

spektrometrisi elektron tayin sisteminin temelini oluşturur. Oldukça küçük bir sistemden 

oluşan bu yapıya kolaylıkla çok yüksek vakum haznesi de dahil edilebilir. Bu sistemle 

0.2-0.5 nm çaplı elektron probu oluşturulabilir. STEM cihazlarının avantajlarından biri 

çeşitli sinyalleri toplayarak ve analog/dijital işlemeyle farklılıkları veya oranları 

sergileyerek kontrastın arttırılabilmesidir. Özellikle ince tabaka üzerindeki tek bir atom, 

bu yöntemle parlak ya da karanlık modları kullanılarak yüksek kontrastla 

görüntülenebilir. Bu çalışma kapsamında STEM görüntülerinin alınması için 200 

mesh’lik delikli karbon film kaplı bakır ızgaralar (gridler) kullanılmıştır. Karbon flim 

yaklaşık 35 nm kalınlığındadır ve karbon filimler çok kırılgan olduğundan 200 mesh’den 

daha düşük delik boyutuna uygun değildirler. Optimun oranda seyreltilen polimer 

çözeltisi grid üzerine damlatılmış ve vakum ortamında kurutulmuştur. Daha sonra grid 

mikroskop yuvasına yerleştirilmiş ve optimun açısal büyütme ile görüntülenmiştir.  

3.2.2.3 Zayıflatılmış Toplam Yansıma - Fourier Dönüşümlü Kızılötesi 
Spektroskopisi (FTIR-ATR) Analizi 

Hazırlanan nanopartiküllerin yapısal analizleri için FTIR-ATR ölçümleri 

gerçekleştirilmiştir. Zayıflatılmış toplam yansıma (ATR) son zamanlarda en çok 

kullanılan FTIR örnekleme aracıdır. ATR’de kantitatif ve kalitatif analizler 

gerçekleştirilirken örnek hazırlanırken ön bir muameleye ihtiyaç duyulmadığından 

analiz büyük ölçüde hızlanır. ATR’nin en temel yararı örnek içine nüfus eden kızılötesi 

(IR) ışınların derinliğindendir.  ATR örnekleme ile nispeten daha yüksek kırılma indeksi 

bir kristal içine IR ışını doğrudan gönderilir. IR ışını kristal iç yüzeyinden yansır ve ATR 
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kristal ile yakın temas içinde numune üzerine dikey olarak uzanan genliği azalan bir 

dalga oluşturur. Genliği azalan dalga enerjisinin bir kısmı örnek tarafından emilir ve 

yansıyan radyasyon (bazıları numune tarafından absorplanır) dedektör geri gider. 

Polimer çözeltisinin FTIR-ATR spektrumlarının eldesi için hücre üzerindeki kristale 

örnek direk damlatılıp 450-4000 cm-1 dalga boyu aralığında taranmıştır. 

3.2.2.4 Elementel Analizi 

Organik bir örnekteki elementel bileşenlerin karakterizasyonu için en önemli 

araştırmalardan biri karbon, hidrojen ve azotun elementel analizinin 

gerçekleştirilmesidir. Pek çok organik örnek bu üç atom dışında sadece oksijen 

içermektedir. Bu tez kapsamında da elde edilen partiküllerin yapılarının aydınlatılması 

için alüminyum örnek haznesine 10 mg kurutulmuş polimer çözeltisi yerleştirilmiş ve 

aşırı oksijen varlığında yakma işlemi gerçekleştirilmiştir. Sonrasında açığa çıkan 

karbon dioksit, su ve nitrik oksit miktarından yararlanılarak örneğin yapısal analizi 

gerçekleştirilmiştir.  

3.2.3 Nanopartiküllerin Yüzey Plazmon Rezonans Sensör Yüzeyine Tutturulması 

Tez kapsamında SPR ölçümleri altın çipler kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Bu 

bağlamda ilk olarak altın SPR çipleri üzerindeki organik kalıntıların temizlenmesi için 

asidik pirana çözeltisi ile temizlenmiştir. Bu işlem için 8 mL H2SO4:H2O2 (3:1, v/v) 

çözeltisi hazırlanmış ve çipler 1 mL asidik pirana çözeltisiyle 30 saniye muamele 

edilmiştir. Süre bitiminde etanolü takiben deiyonize su ile yıkanmıştır. Bu yıkama işlemi 

8 kere tekrarlanmıştır. Altın yüzey su tutmayacak şekilde organik kalıntılardan 

uzaklaştırıldıktan sonra çipler vakum ortamında (200 mmHg, 40°C) 2 saat süreyle 

kurutulmuştur. Çiplerin yüzeyine nanopartiküllerin tutturulması için ilk olarak 37 °C’de 

vakum etüvünde 6 saat kurutulmuştur. Ancak işlem tamamlandıktan sonra çip yüzeyin 

deiyonize suyla yıkanırken partiküller yüzeyden ayrılmıştır. Bu nedenle UV ışık altında 

kurutulması işlemi tercih edilmiştir. Bu yöntemle yüzeye tutturulacak olan 

nanopartiküller 1:100 (v/v) oranında seyreltilerek yüzeydeki yığılmanın önüne 

geçilmiştir. Nanopartiküllerin bulunduğu çözeltiden 10 µL çip yüzeyine damlatılmış ve 

UV ışık altında 20 dakika süreyle kurutulmuştur. Daha sonra çip yüzeyi iki kez etanol 

ile üç kez deiyonize suyla yıkanarak yüzeye tutunmayan partiküller uzaklaştırılmıştır. 
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Son olarak nanopartikül immobilize edilmiş çipler vakum ortamında (200 mmHg, 40°C) 

3 saat süreyle kurutularak analize hazır hale getirilmiştir.      

3.2.4 Yüzey Plazmon Rezonans Sensörün Karakterizasyonu 

Elde edilen nanosensörün karakterizasyon işlemleri kapsamında elipsometre 

ölçümlerine ve temas açısı ölçümlerine yer verilmiştir.  

3.2.4.1 Elipsometre Analizi 

Yüzeyin dielektrik özelliklerini inceleyen optik bir yöntem olan elipsometre yansıma 

veya iletim polarizasyon değişikliği ölçümlerine dayanmaktadır. Işığın 

polarizasyonundaki değişikliğe göre elipsometre ile yüzeydeki katmanların kalınlığı 

hakkında bilgi verir. Bu işlem için hazırlanmış olan SPR çipi cihazın altına yerleştirilmiş 

ve 658 nm’de 62 °’lik bir açıyla ölçüm gerçekleştirilmiştir. Ölçümler gerçekleştirilirken 

altın tabakasının kalınlığı 50 nm olarak belirlenmiş ve 5 farklı alandan alınan ölçümler 

baz alınmıştır. 

3.2.4.2 Temas Açısı Analizi 

Temas açısı, θ, bir sıvı ile bir katı ıslanmasının kantitatif ölçüsüdür ve böylece yüzeyin 

hidrofilisitesi hakkında bilgi verir. Yüzey tamamen ıslandığında temas açısı 0°’dir. Açı 

0° ve 90° arasındaysa yüzey ıslanabilir özelliklerdedir. Ancak açı 90°’nin üzerindeyse 

ıslanabilme özelliğine sahip değildir. Çok yüksek hidrofobik özellikteki yüzeyler teorik 

limit olan 180°’ye yaklaşır ve buna lotus etkisi denir. Hazırlanmış olan nanosensörün 

yüzey hidrofilisitesi durağan damla (sessile drop) profili uygulanarak statik temas açısı 

ölçüm yöntemiyle belirlenmiştir.  

3.2.5 Yüzey Plazmon Rezonans Sistemi ile Kinetik Analizler 

Prednisolon baskılanmış nanopartiküller SPR çip yüzeyine tutturulduktan sonra 

yıkanmış kurutulmuş ve SPR panelinde prizma ile akış kanalı arasına yerleştirilmiştir. 

Akış başlatılmadan SPRview programı açılmış ve kalibrasyon sabiti (altın SPR çipi için 

bu prosedürde tanımlanmış birim 310 au’dur) belirlendikten sonra analize başlanmıştır. 

Daha sonra 20 µL/dakika akış hızıyla önce denge tamponu sisteme uygulanmıştır. 

Metabolize olmamış prednisolon tayini için idrar ve kan plazması analiz edilmektedir. 

İdrarı pH ortalama değeri 6.6 iken metabolizmada plazmanın pH'ıda 7.35 ile 7.45 

(ortalama 7.4) arasında tutmaya çalışır. Bu nedenle tez çalışması kapsamında bu iki 
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farklı pH ile çalışılmıştır. Denge tamponu olarak prednisolonun hazırlandığı çözelti 

içinde prednisolon olmadan 5 dakika sisteme uygulanmıştır. Denge durumu 

gözlendiğinde farklı oranlarda prednisolon içeren çözeltiler aynı akış hızıyla sisteme 

tatbik edilmiştir ve 10 dakika boyunca sinyal dengesi takip edilmiştir. Süre bitimde 

sensör yüzeyi 1M NaCl desorpsiyon çözeltisi ile yaklaşık 8 dakika muamele edilmiştir. 

Daha sonra denge tamponu tekrar tatbik edilerek yüzeye bağlanmış prednisolonun 

tamamının uzaklaştırıldığı belirlenmiştir. Son olarak yüzeyin kuruması için SPR 

hücresinin üst haznesi değiştirilmiştir. Bir sonraki analizde ilk analizde kullanılan veriler 

temel alınmıştır. Kinetik veriler Origin programı kullanılarak grafiğe geçirilmiştir.   

3.2.6 Yüzey Plazmon Rezonans Sisteminin Seçiciliğinin Belirlenmesi 

Elde edilen SPR nanosensörün seçiciliğinin belirlenebilmesi için kalıp moleküle yapısal 

olarak benzeyen Estradiol (EST) ve 17-α Etinil Estradiol (EEST) kullanılmıştır. İlgili 

kimyasalların her iki tamponla da (10 mM pH 7.4 fosfat tamponu ve 10 mM pH 6.6 

fosfat tamponu) 0.25 ppm’lik çözeltileri hazırlanmıştır. Prednisolon ve yarışmacı 

kimyasallar sisteme aynı koşullarda tatbik edilmiştir. Kinetik analizler için uygulanan 

koşullar baz alınmıştır. Elde edilen veriler Origin yazılımı ile analiz edilmiştir. Seçicilik 

katsayısının belirlenmesi için kalıp molekül olarak kullanılan Prednisolon’un % 

kırılmada meydana getirdiği değişiklik diğer yarışmacı ajanların meydana getirdiği 

değişikliğe oranlanmıştır. Baskılama seçiciliği ise MIP nanopartiküllerin seçicilik 

katsayıları NIP partiküllerin seçicilik katsayılarına oranlanmıştır.     

3.2.7 Yüzey Plazmon Rezonans Sisteminin Tekrar Kullanılabilirliğinin 
Belirlenmesi 

Sistemin tekrar kullanılabilirliğinin belirlenmesi için aynı derişimde (0.5 ppm) 

Prednisolon çalışılan akış hızında (20 µL/dakika) sisteme beş kez gönderilmiştir. Her 

ölçümden sonra % kırılma indisindeki değişikliğe göre bağıl standart sapma değeri 

hesaplanmıştır.  

3.2.8 Yüzey Plazmon Rezonans Sisteminin Doğal Kaynaklarla Kinetik Analizi 

Hazırlanmış olan nanosensörün doğal kaynaklarla denenmesi için öncelikle yapay idrar 

örneği hazırlanmıştır. Bunun için 1 litre pH 6 fosfat tamponu hazırlanmış daha sonra 

sırasıyla 14 g üre, 1.7 g amonyum fosfat, 700 mg kreatinin, 700 mg glisin, 700 mg 

alanin, 700 mg oksalik asit, 350 mg sığır serum albümini, 350 mg glukoz ve 250 mg 
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sodyum klorür eklenmiştir [296]. Sensör sisteminde bu yapay idrar çözeltisi öncelikle 

dengeleme çözeltisi olarak kullanılmıştır. Daha sonra farklı miktarlarda prednisolon bu 

yapay idrar çözeltisine eklenmiş ve sisteme tatbik edilmiştir.  

Diğer bir doğal kaynak olan plazmada prednisolon tayini için sensör sistemi 

denenmiştir. Yapay plazma örneği ticari olarak satın alınmıştır. Yapay plazma sıvısı 

dengeleme çözeltisi olarak sisteme gönderilmiştir. Daha sonra farklı miktarlarda 

prednisolon eklenmiş olan yapay plazma çözeltisinin kırılma indisini ne kadar 

değiştirdiğini belirlemek için sisteme tatbik edilmiştir.  

3.2.9 Yüzey Plazmon Rezonans Sisteminin Validasyonu 

Yüzey plazmon sisteminin validasyonu, yüksek performanslı sıvı kromatografisiyle 

(HPLC) British Pharmacopoeia’da belirtilen yöntem baz alınarak gerçekleştirilmiştir 

[297]. Bu yöntemde belirtildiği üzere çalışma kapsamında C-18 (oktadesil silika) 

kolonlar kullanılmıştır. Hareketli faz olarak 220 mL tetrahidrofuran deiyonize suyla 1000 

mL’ye tamamlanarak hazırlanmıştır. 4.6×25 cm‟lik C-18 kolonu, 1 mL/dk akış hızında 

20 dakika boyunca hareketli fazın geçirilmesiyle dengelenmiştir. Standart çözeltisinin 

hazırlanması için farklı miktarlarda prednisolon hareketli faz yardımıyla çözülmüş ve 

sisteme 20 µL enjekte edilmiştir. Analize prednisolonun pikinin çıkışının 4.5 katı kadar 

süre devam edilmiştir. UV dedektör kullanılan analizde ölçümler 254 nm'de 

kaydedilmiştir. Daha sonra prednisolon miktarı bilinen üç örnek hem kromatografik 

olarak hem de hazırlanmış olan nanosensör ile tayin edilerek validasyon işlemi 

gerçekleştirilmiştir.   
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

4.1. Baskılanmış ve Baskılanmamış Nanopartiküllerin Karakterizasyonu 

4.1.1. Boyut Analizi 

Nanopartiküllerin boyut analizleri ve boyut dağılımları zeta boyut analizörü (Malvern, 

USA) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.1’de sentezlenen nanopartiküllerin zeta 

boyut analizleri verilmiştir. Boyut analizleri incelendiğinde partikül boyutları şekilden de 

görüldüğü gibi 41.6-47.6 nm aralığında boyut dağılımları (polidispersite indeksi, PDI) 

ise 0.190-0.234 aralığında değişmektedir. Zeta analiz sonuçları incelendiğinde PDI 

değerlerinin küçük olması nanopartiküllerin boyut dağılımlarının dar olduğunu yani eş 

boyutlu nanapartiküllerin sentezlendiğini göstermektedir. Sentezlenen PIN1, PIN2, 

PIN3 ve NIN kodlu nanopartiküllerin boyutları sırası ile 44.65 nm, 47.56 nm, 46.49 nm 

ve 41.62 nm ve PDI değerleri ise 0.234, 0.224, 0.197 ve 0.190 olarak zeta boyut analiz 

ölçümlerinden elde edilmiştir.  

 

Şekil 4.1. Nanopartiküllerin zeta boyut analizleri; PIN1(A), PIN2(B), PIN3(C) ve NIN(D). 
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Şekil 4.1. Nanopartiküllerin zeta boyut analizleri; PIN1(A), PIN2(B), PIN3(C) ve NIN(D) 
(Devamı). 
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Şekil 4.1. Nanopartiküllerin zeta boyut analizleri; PIN1(A), PIN2(B), PIN3(C) ve NIN(D) 

(Devamı). 

4.1.2. Taramalı-Geçirgenlik Elektron Mikroskobu (STEM) ve Geçirgenlik Elektron 
Mikroskobu (TEM) Analizi 

Nanopartiküllerin yüzey morfolojisinin ve şekillerinin belirlenmesi STEM cihazı 

kullanılarak TEM ve STEM analizleri gerçekleştirilmiştir. Nanopartiküllerin farklı 

büyütme oranlarında alınan STEM görüntüleri Şekil 4.2 ’de ve TEM görüntüleride Şekil 

4.3’de verilmiştir. Nanopartiküllerin küresel formda ve yaklaşık 45 nm boyutlarında 

olduğu şekillerden anlaşılmaktadır. Nanopartikülllerin elektrostatik etkileşimler sonucu 

bir araya gelmesiyle nanopartiküller agrege olduğu şekilde görülmektedir. STEM ve 

TEM görüntülerinden elde edilen sonuçlar zeta boyut analiz sonuçlarıyla uyumludur. 

Bu sonuçlar küresel formda ve dar boyut dağılımında yaklaşık 45 nm boyutunda 

nanopartiküllerin başarılı bir şekilde sentezinin gerçekleştiğini göstermektedir. 
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Şekil 4.2. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D) nanopartiküllerinin STEM görüntüleri.  
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Şekil 4.2. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D) nanopartiküllerinin STEM görüntüleri 

(Devamı).  
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Şekil 4.3. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D) nanopartiküllerinin TEM görüntüleri.  

 

4.1.2. Zayıflatılmış Toplam Yansıma - Fourier Dönüşümlü Kızılötesi 
Spektroskopisi (FTIR-ATR) Analizi 

Sentezlenen nanopartiküllerin kimyasal yapısının belirlenmesinde FTIR-ATR tekniği 

kullanılmıştır. Nanopartiküllerin FTIR-ATR spektrumu Şekil 4.4’de verilmiştir. 

Baskılanmış ve baskılanmamış nanopartiküllerin sentezinde EDMA, HEMA ve VIM 
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kullanılmıştır bu nedenle kimyasal yapılarının benzerlik göstermesi beklenmektedir. 

Spektrumlar incelendiğinde, tüm spektrumlarda EDMA ve HEMA’dan gelen C-H alifatik 

bükülmeleri 2950 cm-1 civarında; C=O ve C-O gerilmeleri bantları sırasıyla 1700 cm-1 

ve 1145 cm-1 civarında; HEMA monomerinin nanopartiküllerin yapısına katıldığını 

gösteren O-H gerilme bantları 3200 cm-1 civarında; VIM fonksiyonel monomerinin 

yapıya katıldığını gösteren halka içerisindeki C-N gerilme bantları 1320 cm-1 ve 1540 

cm-1 civarında ortaya çıkmıştır. Bu sonuçlar fonksiyonel monomerin baskılanmış ve 

baskılanmamış nanopartiküllerin yapısına katıldığını göstermektedir. 
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Şekil 4.4. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D) nanopartiküllerinin FTIR-ATR 

spektrumları.  
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4.1.2. Elementel Analizi 

Nanopartiküllerin kimyasal bileşiminin incelenmesinde elementel analiz cihazı 

kullanılmıştır. Elementel analiz maddelerin yapısındaki kütlece azot (N), kükürt (S), 

hidrojen (H) ve karbon (C) miktarlarını vermektedir. Elde edilen elementel analiz 

sonuçları Çizelge 4.1’de verilmiştir. Nanopartiküllerin yapısındaki azot kaynağı 

polimerleşen fonksiyonel monomerden (VIM) kaynaklanmaktadır bu nedenle 

nanopartiküllerin yapısına katılan fonksiyonel monomer miktarının belirlenmesinde 

azot stokiyometrisi kullanılmıştır. Sonuç olarak PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN 

nanopartiküllerinin yapısına katılan fonksiyonel monomer miktarı sırası ile 1.401 mmol 

VIM/g, 1.324 mmol VIM/g 1.344 mmol VIM/g ve 1.449 mmol VIM/g olarak 

hesaplanmıştır. 

Çizelge 4.1. PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN nanopartiküllerinin elemental analiz sonuçları. 

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 60,66058829 6,88545235 4,05742462 

 

4.2. Baskılanmış ve Baskılanmamış Nanosensörlerin Karakterizasyonu 

4.2.1. Elipsometre Analizi 

Elipsometri gelen ışık dalgası polarizasyonu durumunda bir değişikliğe neden olacak 

bir optik sistemin herhangi bir fiziksel özelliği ölçmek için kullanılır. Bu, elipsometriyi 

birçok farklı uygulamada kullanışlı çok yönlü bir teknoloji yapar. Elipsometri, ince 

filmlerin kalınlık ölçümünde, malzemelerin ve ince tabakaların tanımlanmasında ve 

yüzeylerin karakterizasyonu alanlarında kullanılmaktadır. Kalınlık ölçümlerinde 

elipsometri 1 nm kadar ince katmanlardan birkaç mikron kalınlığındaki katmanlara 

kadar yüksek hassasiyet ve doğrulukta ölçüm yapmaktadır. Elipsometri bu çalışmada 

nanopartiküllerin çip yüzeyine immobilizasyonundaki tabaka sayısının belirlenmesi için 

kullanılmıştır. SPR altın çip yüzeyine immobilize edilen nanopartiküllerin oluşturduğu 
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film kalınlıkları elipsometri ile belirlenmiş ve sonuçlar Şekil 4.5’de verilmiştir. 

Nanopartiküllerin yüzeye immobilizasyonunun ardından yaklaşık 100 nm civarında altın 

çip yüzeyinde tabaka oluşmuştur. Zeta boyut analizi ve TEM sonuçlarına göre 

nanopartiküllerin boyutları göze önüne alındığında çip yüzeyinde nanopartiküllerin 

immobilizasyonunun iki katman halinde gerçekleştiği sonucuna ulaşılmıştır. 

 

Şekil 4.5. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D) nanopartiküllerinin elipsometri 

sonuçları. 
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4.1.2. Temas Açısı Analizi 

SPR nanosensör çip yüzeyinin nanopartiküllerle modifikasyonu sonrasında çip 

yüzeyindeki hidrofilisite değişimi Temas Açısı yöntemiyle incelenmiştir. 

Nanopartiküllerin altın çip yüzey üzerine immobilizasyonu öncesi ve sonrası yapılan 

analizlerle yüzeyde meydana gelen hidrofilisite değişimi incelenmiştir. PIN1, PIN2, 

PIN3 ve NIN nanopartikülleri ile hazırlanan nanosensörlerin ve modifiye edilmemiş çip 

(UN) yüzeyine damlatılan suyun temas açısı ölçümleri Şekil 4.6’da verilmiştir. Temas 

açısı yüzey hidrofobisitesine göre değişmektedir. Örneğin süperhidrofobik bir yüzey için 

suyun temas açısı değeri 180o [298-300] derece iken tamamen ıslanmış hidrofilik bir 

yüzey için bu değer 0o [301] olabilmektedir. Modifiye edilmemiş altın çip yüzeyi için 

temas açısı 76.1o iken PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN nanopartiküllerinin yüzeye 

immobilizasyonuyla elde edilen nanosensörlerin temas açısı değerleri sırası ile 51.2o, 

51.3o, 50.1o ve 49.3o olarak bulunmuştur. Temas açısındaki değişimler 

nanopartiküllerin yüzeye immobilizasyonu sonucu yüzey hidrofobisitesinin değiştiğini 

göstermektedir. Nanopartiküllerin hidrofilik karakterde olması yüzey hidrofobisitesini 

azaltarak temas açısı değerini düşürmüştür. 
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Şekil 4.6. PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C), NIN (D) ve UN (E) nanosensör çiplerinin temas 

açısı ölçümleri.  
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4.3. Yüzey Plazmon Rezonans Sensörlerin Kinetik Analizleri 

Yüzey plazmon rezonans sensörler; hassas, seçici, etiket gerektirmeyen ve gerçek 

zamanlı bir analiz yöntemi olması nedeniyle sıkça tercih edilmektedir. SPR, 

biyomedikal bilimlerde, hücre ayırımı ve hücre yüzeyi karakterizasyonu, çevresel 

kirleticilerin tayini ve ilaç keşfi gibi çeşitli uygulamalar için tahrip edici olmayan, modüler 

ve esnek bir araçtır [302]. Hem nicel (kinetik ve termodinamik parametrelerin 

incelenmesi) hem de nitel (moleküler etkileşimlerin incelenmesi) tayine olanak 

sağlayan SPR sensörlerin avantajları kullanımlarını ilgi çekici hale getirmiştir [303].  

Bu çalışma kapsamında yaygın olarak kullanılan bir kortikosteroid olan Prednisolon 

tayini için SPR temelli nanosensör geliştirilmiştir. WADA tarafından glukosteridler için 

belirlenen tayin limiti 30 ng/mL’dir. İlgili örnekte 0.030 ppm’den daha üst seviyede 

Prednisolona rastlanması halinde yasadışı olarak (doping) kullanıldığı varsayımı baz 

alınmaktadır [304-306].  

Bu nedenle tez çalışması kapsamında dört farklı nanopartikül hazırlanmış ve her bir 

partikül için 0.025 ppm’den 2 ppm’e kadar olan Prednisolon derişimleri taranmıştır. 

Prednisolon tayini için en sık tercih edilen vücut sıvısı idrar olduğundan ilk olarak pH 

6.6 fosfat tamponu ile çalışılmıştır. 2 ppm, 1 ppm, 0.5 ppm, 0.25 ppm, 0.1 ppm, 0.05 

ppm ve 0.025 ppm derişimlerindeki prednisolon çözeltisi sisteme verilmiştir. Elde edilen 

sensogramlarda denge çözeltisi olarak sisteme tatbik edilen tamponun kırılma 

indisinde meydana getirdiği değişiklik başlangıç değeri (Ri) olarak değerlendirilmiştir. 

Prednisolon çözeltileri verildikten sonra kırılma indisinde bir artış gözlenmiştir. 

Prednisolon çözeltisinin meydana getirdiği değişiklik dengeye geldikten sonraki kırılma 

indisi ise bitiş değeri (Rf) olarak kabul edilmiştir. Prednisolonun sensör yüzeyine 

bağlanmasıyla kırılma indisinde meydana gelen değişiklik bitiş kırılma indisinin 

başlangıç kırılma indisinden çıkarılmasıyla hesaplanmış (ΔR=Rf-Ri) ve Origin programı 

kullanılarak grafiğe geçirilmiştir (Şekil 4.7). Ayrıca derişimdeki değişikliğe karşı ΔR’de 

meydana gelen değişiklik grafiğe geçirilmiştir.  



 

64 
 

  

  

Şekil 4.7. Prednisolon tayini için hazırlanmış nanopartiküllerin 10 mM pH 6.6 fosfat 

tamponu varlığında zamana karşı ΔR sensogramları ve derişim-ΔR ilişkisi.     

Hem sensogramlardan hem de kalibrasyon grafiklerinden görüldüğü üzere sistemde 

doğrusal bir artış söz konusudur. Prednisolon çözeltisinin derişimi arttıkça kırılma 

indisinde meydana getirdiği değişiklik de artış göstermiştir. Ayrıca kalibrasyon 

grafiklerinden de görüldüğü gibi sistem 0.5 ppm’den sonra dengeye ulaşmıştır. Ayrıca 

her bir partikül için tayin limiti (LOD) hesaplanmış ve bu değerler PIN1, PIN2, PIN3 ve 

NIN kodlu partikülleri için sırasıyla 5.1 ppb, 5.5 ppb, 6.9 ppb ve 7.4 ppb olarak 

gösterilmiştir. Tayin alt sınırı (LOQ) ise aynı sıralamayla 16.9 ppb, 18.2 ppb, 23.1 ppb 

ve 24.5 ppb olarak belirlenmiştir. Derişim- ΔR grafiklerinden elde edilen denklemler ise 

PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN kodlu partikülleri için sırasıyla y = 0.1777x + 0.0038, y = 

0.165x + 0.0033, y = 0.130x + 0.0014 ve y = 0.1224x + 0.0015 olarak belirtilmiştir. Elde 
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edilen bu grafiklerin doğrusallık katsayıları ise (R2) sırasıyla 0.9973, 0.9863, 0.9616 ve 

0.9502 olarak bulunmuştur. Şekil 4.7’de gösterildiği gibi kalibrasyon grafiğinin 

denklemi/doğrusallığı, tayin limiti ve tayin alt sınırı baz alındığında PIN2 kodlu 

partikülün pH 6.6 için en iyi performansı gösterdiği belirlenmiştir.  

Ayrıca çalışma kapsamında yapay plazmanın ortalama pH’ı olan pH 7.4 10 mM fosfat 

tamponuyla da çalışılmıştır. Verilerin analizi esnasında sensogramlar ΔR değeri baz 

alınmıştır. PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN kodlu partiküllerin prednisolon kalıp molekülünün 

adsorpsiyon ilişkisi aynı yöntemle incelenmiştir. LOD, LOQ değerleri ve kalibrasyon 

grafiği Şekil 4.8’de gösterilmiştir. 

  

  

Şekil 4.8. Prednisolon baskılanmış ve baskılanmamış nanopartiküllerin 10 mM pH 7.4 

fosfat tamponu varlığında zamana karşı ΔR sensogramları ve derişim-ΔR ilişkisi. 
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Şekil 4.8’de görüldüğü gibi pH 7.4’de PIN1 için elde edilen LOD ve LOQ değerleri 

sırasıyla 10.7 ppb ve 35.5 ppb olarak belirlenmiştir. 0.025–2.0 ppm derişim aralığındaki 

ΔR’ye karşı değerlendirildiğinde ise elde edilen kalibrasyon grafiğinin denklemi ve 

doğrusallığı (R2) sırasıyla y = 0.0844x + 0.0028 ve 0.9984 olarak belirlenmiştir. 

pH 7.4’de PIN2 kodlu partikülün sensogramları incelenmiş LOD ve LOQ değerleri 

sırasıyla 8.9 ppb ve 29.7 ppb olarak hesaplanırken, derişime karşı elde edilen ΔR 

değerleri baz alınarak çizilen grafiğin denklemi ve doğrusallığı sırasıyla y = 0.101x + 

0.0064 ve 0.9959 olarak belirlenmiştir.   

PIN3 kodlu nanopartikülün pH 7.4’de belirlenen LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 13.7 

ppb ve 45.5 ppb iken ΔR-derişim doğrusunun denklemi ve doğrusallık katsayısı 

sırasıyla y = 0.0659x + 0.0078 ve 0.9763’tür.  

Son olarak pH 7.4’de NIN için elde edilen LOD ve LOQ değerleri 12.1 ppb ve 40.2 ppb 

olarak belirtilmiştir. Derişime karşı kırılma indisinde meydana gelen değişikliğin 

gösterildiği grafiğin denklemi ve doğrusallık katsayısı ise y = 0.0746x + 0.009 ve 0.9594 

olarak hesaplanmıştır.  

Belirtilen LOD/LOQ değerleri ve derişime karşı kırılma indisi değişikliğinin doğrusallığı 

değerlendirildiğinde pH 7.4 için PIN2 kodlu partikülün performansının diğerlerinden 

daha iyi olduğu görülmüştür.   

4.3.1. Denge Analizleri 

Sensör yüzeyindeki analit bağlama bölgesinin toplam miktarı [B]o, yüzeyin maksimum 

hedef bağlama kapasitesi cinsinden ifade edilirse, tüm konsantrasyon değerleri SPR 

cevap sinyali R olarak ifade edilebilir ve kütleden molar derişime geçiş ihtiyacını 

ortadan kaldırılır. Akış hücresinde bağlanmamış analit derişiminin sabit kaldığı yalancı-

birinci derece koşulu için bağlanma aşağıdaki eşitlikle ifade edilebilir; 

𝑑𝑅

𝑑𝑡
= 𝑘𝑎𝐶(𝑅𝑚𝑎𝑥 − 𝑅) − 𝑘𝑑𝑅 

Eşitlikte, dR /dt SPR cevap sinyalinin değişim hızını, R bağlanma sonucu oluşan sinyali 

ve Rmax ise bağlanma sonucu oluşan maksimum sinyali; C, çözelti derişimini; ka (M-1s-

1) bağlanma hız sabitini; kd (s-1) ayrışma hız sabitini ifade etmektedir. Bağlanma sabiti, 
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KA (M-1)=ka/kd olarak hesaplanabilir. Denge anında, dR/dt = 0 olduğundan eşitlik tekrar 

düzenlenirse; 

𝑅𝑒

𝐶
= 𝐾𝐴𝑅𝑚𝑎𝑥 − 𝐾𝐴𝑅𝑒 

Bağlanma sabiti, KA, Re /C ‘ye karşı Re’nin grafiğe geçirilmesiyle elde edilir. Ayrışma 

sabiti, KD, 1/KA olarak hesaplanabilir.  

4.3.2. Bağlanma Kinetik Analizleri 

Bu veri analizleri aşağıdaki denklemle ilişkilendirilmektedir; 

𝑑𝑅

𝑑𝑡
= 𝑘𝑎𝐶𝑅𝑚𝑎𝑥 − (𝑘𝑎𝐶 + 𝑘𝑑) 

Denklemde ka ve kd sırasıyla bağlanma ve ayrılma hız sabitlerini, C konsantrasyonu, 

Rmax ise en yüksek kırınım indisini vermektedir. dR/dt grafiğinin etkileşim kontrollü 

kinetik eğim çizgisi teorik olarak –(kaC + kd) eğimine sahip bir doğru olacaktır. İlk 

bağlanma oranı (R = 0'da) analit konsantrasyonu ile doğru orantılıdır ve konsantrasyon 

ölçümleri için kullanılabilir. Eğer Rmax değeri biliniyorsa hem ka hem de kd tek bir 

bağlanma sensogramından belirlenebilir. Ancak, Rmax, deneysel olarak belirlenmesi 

genellikle zordur çünkü bu yüksek bir analit konsantrasyonu (yüzeyi tamamen 

doyurmak için) gerektirir. Bunun yerine tercih edilen bir yaklaşım, birkaç farklı analit 

konsantrasyonunda sensorgramların elde edilmesidir. Başlangıçta ve analiz bitiminde, 

detektörden alınan toplam yanıtın anlık yanıta karşı grafiğinin çizilmesiyle eğim olarak 

S değeri elde edilir.  

𝑆 = 𝑘𝑎𝐶 + 𝑘𝑑 

Denklemden de görüldüğü üzere S’nin C’ye karşı çizilen doğrusal grafiğinin eğimi ka 

değerini verir. Teoride C=0 olduğu durumda da kd değerinin elde edilmesi beklenir 

ancak uygulamada kaC >> kd ise ayrılma hızı sabitinin güvenilir bir ölçüsü olarak 

kullanılamaz. Bu değeri elde etmek için daha doğru bir yol, doymuş bağlanma 

bölgelerinden hiç kalıp molekül içermeyen bir tampon çözeltisinin akışı esnasında kalıp 

moleküllerin ayrılmalarının direkt olarak ölçülmesidir ve ayrılma sabiti şu şekilde ifade 

edilir: 
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𝑙𝑛 (
𝑅𝑜

𝑅𝑡
) = 𝑘𝑑(𝑡 − 𝑡𝑜) 

Ro başlangıçta (yani to anında) belirlenen yanıt seviyesiyken Rt ve t ayrılma eğrisi 

boyunca elde edilen değerleri temsil eder [307]. 

Denge ve bağlanma kinetik analizleri PIN1, PIN2, PIM3 ve NIN nanosensörlerinin pH 

7.4 ve pH 6.6’da gerçekleştirilen kinetik analiz sonuçlarına uygulanmış ve çizilen 

grafikler Şekil 4.9, Şekil 4.10, Şekil 4.11 ve Şekil 4.12’da verilmiştir. Doğru 

denklemlerinden elde edilen ∆Rmax, ka, kd, KA ve KD parametreleri Çizelge 4.2 ve 

Çizelge 4.3’de özetlenmiştir.  

  

  

Şekil 4.9. pH 6.6’da gerçekleştirilen denge analizleri (Scathard Analizi) : PIN1 (A), PIN2 

(B), PIN3 (C) ve NIN (D). 
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Şekil 4.10. pH 7.4’de gerçekleştirilen denge analizleri (Scathard Analizi) : PIN1 (A), 

PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D). 
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Şekil 4.11. pH 6.6’da gerçekleştirilen bağlanma kinetik analizleri: PIN1 (A), PIN2 (B), 

PIN3 (C) ve NIN (D). 
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Şekil 4.12. pH 7.4’de gerçekleştirilen bağlanma kinetik analizleri: PIN1 (A), PIN2 (B), 

PIN3 (C) ve NIN (D). 
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Çizelge 4.2. pH 6.6’da nanosensörlerin Denge analiz ve Bağlanma kinetik analiz 

sonuçları. 

 Denge Analizleri Bağlanma Kinetik Analizleri 

PIN1 

ΔRmax  0.153601 ka, L/mmol.s  1.1226 

Ka, L/mmol 587.43 kd, 1/s 0.0032 

Kd, mmol/L 0.001702 Ka, L/mmol 350.8125 

R2  0.7908 Kd, mmol/L 0.002851 

  R2 0.9737 

PIN2 

ΔRmax 0.264378 ka, L/mmol.s  1.9671 

Ka, L/mmol 299.28 kd, 1/s 0.0031 

Kd, mmol/L 0.003341 Ka, L/mmol 634.5484 

R2 0.7179 Kd, mmol/L 0.001576 

  R2 0.9848 

PIN3 

ΔRmax 0.203171 ka, L/mmol.s  0.88847 

Ka, L/mmol 478.37 kd, 1/s 0.0033 

Kd, mmol/L 0.00209 Ka, L/mmol 269.2939 

R2 0.7302 Kd, mmol/L 0.003713 

  R2 0.9833 

NIN 

ΔRmax 0.148754 ka, L/mmol.s  0.8074 

Ka, L/mmol 313.33 kd, 1/s 0.0044 

Kd, mmol/L 0.003192 Ka, L/mmol 183.5 

R2 0.4819 Kd, mmol/L 0.00545 

  R2 0.9184 
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Çizelge 4.3. pH 7.4’de nanosensörlerin Denge analiz ve Bağlanma kinetik analizleri 

sonuçları. 

 Denge Analizleri Bağlanma Kinetik Analizleri 

PIN1 

ΔRmax 0.261774 ka, L/mmol.s  1.1111 

Ka, L/mmol 172.71 kd, 1/s 0.0053 

Kd, mmol/L 0.00579 Ka, L/mmol 209.6415 

R2 0.6537 Kd, mmol/L 0.00477 

  R2 0.9666 

PIN2 

ΔRmax 0.233664 ka, L/mmol.s  1.4762 

Ka, L/mmol 356.94 kd, 1/s 0.0038 

Kd, mmol/L 0.002802 Ka, L/mmol 388.4737 

R2 0.6085 Kd, mmol/L 0.002574 

  R2 0.9901 

PIN3 

ΔRmax 0.184519 ka, L/mmol.s  1.2297 

Ka, L/mmol 360.32 kd, 1/s 0.0036 

Kd, mmol/L 0.002775 Ka, L/mmol 341.5833 

R2 0.5095 Kd, mmol/L 0.002928 

  R2 0.9896 

NIN 

ΔRmax 0.165305 ka, L/mmol.s  0.657 

Ka, L/mmol 142.96 kd, 1/s 0.0031 

Kd, mmol/L 0.006995 Ka, L/mmol 211.9355 

R2 0.2666 Kd, mmol/L 0.004718 

  R2 0.9627 
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Denge analiz ve bağlanma kinetik analiz sonuçları incelendiğinde, regresyon 

katsayılarının oldukça düşük olması sebebiyle Scathard denge analiz yönteminin 

nanosensörlerin bağlanma analizlerinde yetersiz olduğu sonucuna varılmıştır.  

Çizelge 4.2’deki bağlanma analizleri incelendiğinde PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN 

nanosensörleri için KA değerleri sırasıyla 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 doğrulukta elde edilmiştir. 

Sonuçlardandan görüldüğü gibi baskılanmaş nanosensörlerin PRD’a olan afinitesinin 

baskılanmamış sensöre göre daha büyük olduğu görülmektedir. Ayrıca PIN2 kodlu 

nanosensörün en yüksek bağlanma sabitine sahip olduğu bulunmuştur. 

Çizelge 4.3’deki bağlanma analizleri incelendiğinde PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN 

nanosensörleri için hesaplanan KA değerleri sırasıyla 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 doğrulukta elde 

edilmiştir. Baskılanmış sensörlerin pH 7.4 ortamındanda pH 6.6 ortamında olduğu gibi 

PRD’a olan afinitesinin baskılanmamış sensöre göre daha büyük olduğu görülmektedir. 

Ayrıca PIN2 kodlu nanosensörün pH 7.4 ortamında da en yüksek bağlanma sabitine 

sahip olduğu bulunmuştur. 

4.3.3. İzoterm Modelleri 

SPR çipinin yüzeyine ligandın bağlanarak tayin sisteminin en verimli şekilde çalışması 

için denge sisteminin en uygun korelasyonunun oluşturulması esastır [308]. Freundlich, 

Langmuir, Brunauer-Emmett-Teller, Redlich–Peterson, Dubinin-Radushkevich, 

Temkin, Toth, Koble-Corrigan, Sips, Khan, Hill, Flory Huggins ve Radke-Prausnitz 

izotermi gibi çeşitli izotermler bağlanma dengesinin analizinde kullanılmaktadır. 

Bağlanma dengesi; bağlanma ve ayrılma oranının eşit olduğu bir dinamik denge 

durumu olarak tanımlanmaktadır [309]. Yüzey adsorpsiyon izoterm modellerinin bu 

kadar çok türetilebilmesi temelde termodinamiğin ikinci yasasına dayanır [310, 311]. 

Bu çalışmada beş doğrusal yüzey adsorpsiyon izotermine yer verilecektir ancak bu 

izotermler arasında Langmuir ve Freundlich en çok kullanılanlardır. 

1909 yılında Freundlich, katı destek malzemelerinin birim kütlesi tarafından adsorbe 

edilen maddenin sabit sıcaklıkta, basıncı veya konsantrasyonu ile adsorpsiyonunun 

izotermal değişimini gösteren ampirik bir ifade oluşturmuştur. Bu formül Freundlich 
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adsorpsiyon izoterm eşitliği olarak bilinmektedir. Freundlich izoterm modeli, heterojen 

yüzey üzerinde adsorpsiyon, ısı ve afinitelerin sıradışı bir dağılım sergilediği çok 

katmanlı adsorpsiyon sistemine uygulanabilir [312, 313]. Lineer olmayan Freundlich 

adsorpsiyon izoterm eşitliği aşağıdaki formülle gösterilmektedir.  

𝑞𝑒 = 𝐾𝐹𝐶𝑒

1
𝑛⁄
 

Denklemde qe denge durumda gram yüzeye adsorbe edilen ligand miktarıdır (mg g-1), 

Ce ise denge durumundaki çözeltideki ligand derişimidir (mg L-1), KF değeri Freundlich 

sabitidir (mg1-1/ng-1L1/n) ve 1/n bağlanma yoğunluğu ya da yüzeyin heterojenitesidir.  

Son yıllarda, Freundlich izotermi organik bileşiklerin ve oldukça reaktif türlerin heterojen 

adsorbsiyon sistemlerinde sıkça kullanılmaktadır. Freundlich eşitliğinin 

doğrusallaştırılmış hali aşağıdaki denklemle ifade edilmektedir. 

log 𝑞𝑒 = log 𝐾𝐹 +
1

𝑛
log 𝐶𝑒 

1/n’nin 0 ila 1 arasında değişimiyle birlikte log qe’nin log Ce’ye karşı çizilen grafiğin 

doğrusal eğimi adsorpsiyon yoğunluğunu ve yüzeyin heterojenitesinin bir ölçüsüdür. Bu 

değerler sıfıra yaklaştıkça yüzey adsorpsiyonunun heterojenitesi artar. 1/n değerinin 

birin üzerinde olması toplu adsorpsiyonun bir göstergesidir. Son zamanlarda 

Freundlich izotermi, yüksek konsantrasyonlarda termodinamiğin temel yasalarından 

biri olan Henry yasasına uygulanamamasından dolayı onaylanmamıştır [314, 315]. 

İlk defa 1916’da katı yüzey üzerine gaz adsorbsiyonunu tanımlamak için geliştirilmiş 

olan Langmuir izotermi daha sonra sabit sıcaklıkta farklı adsorbenlerin performansını 

ölçmek için geleneksel olarak kullanılmıştır [309]. Langmuir izoterm modeli aşağıdaki 

gibi bir takım varsayımlara dayanmaktadır:  

i) Tek tabakalı adsorbsiyon (adsorben tabakası yalnızca bir molekül kalınlığındadır). 

ii) Adsorpsiyon sadece belirli sayıda iyi tanımlanmış alanlarda gerçekleşebilir. 

iii) Tüm adsorpsiyon alanları aynı veya eşdeğerdir, adsorbe edilmiş moleküller arasında 

ve hatta bitişik alanlar arasında bile bir yanal etkileşim ve sterik engel yoktur. 
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iv) Langmuir İzoterminde homojen adsorpsiyon söz konusudur. Yani her molekül, 

yüzey düzleminde adsorben kayması olmadan sabit ısı ve aktivasyon enerjisine sahiptir 

(tüm kaviteler adsorben için eşit afiniteye sahiptir)[316, 317]. 

Doğrusal olmayan Langmuir izotermi aşağıdaki gibi ifade edilmektedir: 

𝑞𝑒 =
𝑞𝑚𝐾𝐿𝐶𝑒

1 + 𝐾𝐿𝐶𝑒
 

Eşitlikte belirtilen qe ve Ce Freunlich izoterminde belirtilmiştir ancak qm adsorbenin tek 

tabakalı adsorpsiyon kapasitesini ifade ederken (mg g-1) KL Langmuir sabitidir (L mg-1).  

Bir analitin adsorbendeki belirli bir yere bağlanarak aynı yere başka bir analitin 

bağlanmasını engelleyerek denge doygunluk noktasında doğrusal olmayan Langmuir 

grafiğinde bir plato oluşturur [318, 319]. 

Langmuir modeli katı adsorben üzerine çözünen adsorbsiyonu tanımlamak için en çok 

kullanılan modellerdir, ancak doğrusal bir model olmadığından modelin bir 

optimizasyon programı kullanılarak tekrarlanmasını gerektirir. Günümüzde, 

optimizasyon programlarının kullanılmasını önlemek için Langmuir modelinin 

doğrusallaştırılmış bir versiyonu yaygın olarak kullanılmaktadır. Doğrusal ve doğrusal 

olmayan Langmuir denklemleri matematiksel olarak eşdeğer olmasına rağmen, 

doğrusallaştırılmış Langmuir denklemlerinin çeşitli sınırlamaları vardır. Langmuir 

izoterm modelinin farklı doğrusal matematiksel ifadeleri Çizelge 4.4'de gösterilmiştir 

[309, 320]. 
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Çizelge 4.4. Sıkça kullanılan izoterm modelleri 

Sıkça Kullanılan 
Modeller 

Eşitlikleri Sınırlamaları 

Hanes–Woolf 𝐶𝑒

𝑞𝑒
=

1

𝑞𝑚𝐾𝐿
+

𝐶𝑒

𝑞𝑚
 

Eşitlik, izoterm denge konsantrasyonu 
Ce’nin ve Ce/qm’in bağımsız değişkenler 
olmamasından dolayı Langmuir 
modeline uymayan verilere bile iyi uyum 
sağlayabilir. 

Lineweaver– 

Burke 

1

𝑞𝑒
=

1

𝑞𝑚
+

1

𝐾𝐿𝑞𝑚𝐶𝑒
 

Eşitlik yüksek 1/qe değerlerinde ya da 
düşük qe değerlerinde aşırı duyarlı 
olduğundan başlangıç noktasına yakın 
doğrusal çizimlerde anlamsızdır.  

Eadie–Hofstee 𝑞𝑒 = 𝑞𝑚 −
𝑞𝑒

𝐾𝐿𝐶𝑒
 Bu modelde, qe ve 1/Ce arasındaki 

korelasyon oldukça düşüktür; 
dolayısıyla, denklem Langmuir 
modeline uyan verilere zayıf uyum 
sağlar. 

Scatchard 𝑞𝑒

𝐶𝑒
= 𝐾𝐿𝑞𝑚 − 𝐾𝐿𝑞𝑒 Bu modelde de, qe ve 1/Ce arasındaki 

korelasyon oldukça düşüktür ve aynı 
nedenden dolayı denklem Langmuir 
modeline uyan verilere zayıf uyum 
sağlar. 

 

Langmuir-Freundlich modeli birden çok bağlanma bölgesi içeren yapılarda bağlanma 

analizlerinin gerçekleştirilmesi için uygundur. Bağlanma kinetik parametreleri aşağıdaki 

eşitlikten elde edilir; 

∆𝑅

∆𝑅𝑚𝑎𝑥
= (

𝑅𝑚𝑎𝑥𝐶
1

𝑛⁄

1 + 𝐾𝐷𝐶
1

𝑛⁄
) 

Eşitlikte C analit derişimini; ∆R sensörün verdiği sinyali ve ∆Rmax ise maxsimum sinyali 

ifade etmektedir.   

PRD tayini için pH 6.6 ve pH 7.4’de gerçekleştirilen kinetik analiz verilerine Langmuir, 

Freundlich ve Langmuir-Freundlich izotermleri uygulanmıştır (Şekil 4.13-4.18). 
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Grafiklerden elde edilen bağlanma parametreleri Çizelge 4.5 ve Çizelge 4.6’da 

özetlenmiştir.  

  

  

Şekil 4.13. Freundlich izoterm modelinin pH 6.6’da gerçekleştirilen analiz verilerine 

uygulanmasıyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D). 
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Şekil 4.14. Freundlich izoterm modelinin pH 7.4’de gerçekleştirilen analiz verilerine 

uygulanmasıyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D). 
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Şekil 4.15. Langmuir izoterm modelinin pH 6.6’da gerçekleştirilen analiz verilerine 

uygulanmasıyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D). 
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Şekil 4.16. Langmuir izoterm modelinin pH 7.4’de gerçekleştirilen analiz verilerine 

uygulanmasıyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN (D). 
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Şekil 4.17. Langmuir-Freundlich izoterm modelinin pH 6.6’da gerçekleştirilen analiz 

verilerine uygulanmasıyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN 

(D). 
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Şekil 4.18. Langmuir-Freundlich izoterm modelinin pH 7.4’de gerçekleştirilen analiz 

verilerine uygulanmasıyla elde edilen grafikler: PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) ve NIN 

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

Langmuir-Freundlich izotermi analizleri. 

 Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich 

PIN1 

ΔRmax 0.084696 ΔRmax 3.9944 ΔRmax 0.204244 

Kd, mM 1357.126 1/n 0.6506 1/n 0.6506 

Ka, L/mM 0.000737 R2 0.9917 Kd, mM 0.060518 

R2 0.9863   Ka, L/mM 16.52413 

    R2 0.9797 

PIN2 

ΔRmax 0.204658 ΔRmax 10.3367 ΔRmax 0.089477 

Kd, mM 421.2241 1/n 0.7671 1/n 0.7671 

Ka, L/mM 0.002374 R2 0.9923 Kd, mM 0.0307 

R2 0.9889   Ka, L/mM 32.57359 

    R2 0.9579 

PIN3 

ΔRmax 0.115966 ΔRmax 6.017669 ΔRmax 0.581058 

Kd, mM 1014.494 1/n 0.6856 1/n 0.6856 

Ka, L/mM 0.000986 R2 0.9921 Kd, mM 0.102092 

R2 0.9857   Ka, L/mM 9.795105 

    R2 0.9807 

NIN 

ΔRmax 0.345018 ΔRmax 5.0703 ΔRmax 0.060485 

Kd, mM 125.4719 1/n 0.7478 1/n 0.7478 

Ka, L/mM 0.00797 R2 0.9496 Kd, mM 0.015654 

R2 0.9889   Ka, L/mM 63.88331 

    R2 0.9646 
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Çizelge 4.6. pH 7.4’de elde edilen verilere uygulanan Langmuir, Freundlich ve 

Langmuir-Freundlich izotermi analizleri. 

 Langmuir Freundlich Langmuir-Freundlich 

PIN1 

ΔRmax 0.080058 ΔRmax 10.12999 ΔRmax 1.106195 

Kd, mM 697.8212 1/n 0.8267 1/n 0.8267 

Ka, L/mM 0.001433 R2 0.9965 Kd, mM 0.100664 

R2 0.9894   Ka, L/mM 9.934066 

    R2 0.9849 

PIN2 

ΔRmax 0.090326 ΔRmax 7.084434 ΔRmax 5.446623 

Kd, mM 1243.933 1/n 0.7185 1/n 0.7185 

Ka, L/mM 0.000804 R2 0.9965 Kd, mM 0.742375 

R2 0.9722   Ka, L/mM 1.347029 

    R2 0.9905 

PIN3 

ΔRmax 0.068578 ΔRmax 4.608489 ΔRmax 0.604084 

Kd, mM 1388.762 1/n 0.6907 1/n 0.6907 

Ka, L/mM 0.000722 R2 0.9918 Kd, mM 0.126253 

R2 0.9795   Ka, L/mM 7.920574 

    R2 0.9898 

NIN 

ΔRmax 0.025667 ΔRmax 6.0557 ΔRmax 0.047465 

Kd, mM 1248.718 1/n 0.8435 1/n 0.8435 

Ka, L/mM 0.000801 R2 0.9684 Kd, mM 0.006778 

R2 0.8589   Ka, L/mM 147.535 

    R2 0.8938 
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pH 6.6 ve pH 7.4 ortamlarında gerçekleştirilen analiz sonuçlarına uygulanan izoterm 

modellerinden elde edilen bağlanma sabitleri Çizelge 4.5 ve 4.6’da özetlenmiştir. Her 

iki çizelgedede Regresyon katsayısı değerleri incelendiğinde nanosensörler ile PRD 

arasındaki etkileşimi en iyi Freundlich izotermi açıklamaktadır. Freundlich izoterminden 

hesaplanan en yüksek sinyal değeri (∆Rmax) ve yüzey heterojenitesi (1/n) PIN1, PIN2, 

PIN3 ve NIN nanosensörleri için pH 6.6 için sırasıyla 3.99,10.34, 6.02 ve 5.07; 0.65, 

0.76, 0.68 ve 0.75; pH 7.4 için ise 10.13, 7.08, 4.61 ve 6.06; 0.83, 0.72, 0.69 ve 0.84 

olarak elde edilmiştir. Freundlich izotermi MIP’lerin heterojenitesinin belirlenmesinde 

sıkça kullanılmaktadır. MIP’lerin bağlama bölgeleri yüksek afiniteye veya yüksek 

seçiciliğe sahip olma özelliklerinden sadece birine yöneldiklerinden heterojenlik 

gösterirler. Polimerlerdeki heterojen dağılım MIP’lerin yüksek afiniteli bağlama 

bölgelerinin fazla olduğunu gösterir. Heterojenite baskılama etkisinin belirlenmesinde 

mükemmel bir araçtır [321, 322].   

4.4. SPR Nanosensörün Yarışmalı Kinetik Veri Analizleri ve Baskılama 
Seçiciliğinin Belirlenmesi 

Nanosensörün PRD’ye karşı seçiciliğinin belirlenmesi için EST ve EEST kullanılarak 

yarışmalı kinetik veri analizleri yapılmıştır. Şekil 4.19’da gösterildiği üzere EST ve 

EEST, PRD’ye hem yapısal olarak hem de molekül ağırlıkları bakımından 

benzemektedir. Ayrıca EST ve EEST’de PRD gibi steroid sınıfında yer almaktadır.  

 

 

(17α-Etinilestradiol) EEST 

 

(β-Estradiol) EST 

 

(Prednisolon) PRD 

Şekil 4.19. EEST, EST ve PRD’nin kimyasal yapılarının karşılaştırılması 

SPR’de yarışmalı kinetik veri analizleri için öncelikle her bir yarışmacı ajan için seçicilik 

katsayısı (k) aşağıdaki formüle göre hesaplanır.  
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𝑘 =  
∆𝑅𝑘𝑎𝑙𝚤𝑝

∆𝑅𝑦𝑎𝑟𝚤ş𝑚𝑎𝑐𝚤 𝑎𝑗𝑎𝑛
 

Daha sonra her bir yarışmacı ajan için bağıl baskılama sabiti (k’) belirlenir. Bunun için 

öncelikle hem baskılanmış partiküller için hemde baskılanmamış partiküller için seçicilik 

katsayıları hesaplanır ve aşağıda ifade edildiği gibi bu değerler sırasıyla birbirine 

oranlanır.  

𝑘′ =  
𝑘𝑏𝑎𝑠𝑘𝚤𝑙𝑎𝑛𝑚𝚤ş 𝑁𝑃

𝑘𝑏𝑎𝑠𝑘𝚤𝑙𝑎𝑛𝑚𝑎𝑚𝚤ş 𝑁𝑃
 

Bu tez kapsamında hazırlanmış olan her bir partikül için yani PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN 

kodlu nanopartiküllerle hazırlanan SPR nanosensörler için pH 6.6’da seçicilik katsayısı 

ve bağıl baskılama katsayısı Şekil 4.20’de verilen sensogramlar baz alınarak 

hesaplanmıştır (Çizelge 4.7 ve Çizelge 4.8). 

Çizelge 4.7. pH 6.6’da EEST ve EST için hesaplanan seçicilik katsayıları 

Yarışmacı 

Ajan 

kPIN1 kPIN2 kPIN3 kNIN 

EEST 1.655 9.00 2.353 1.385 

EST 1.371 6.429 1.667 0.818 

 

Çizelge 4.8. pH 6.6’da EEST ve EST için hesaplanan bağıl baskılama katsayıları 

Yarışmacı 

Ajan 

k’PIN1/NIN k’PIN2/NIN k’PIN3/NIN 

EEST 1.195 6.500 1.699 

EST 1.676 7.857 2.037 
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Şekil 4.20. Baskılanmış ve baskılanmamış nanosensörlerin 10 mM pH 6.6 fosfat 

tamponu varlığında EEST, EST ve PRD’ye karşı yarışmalı kinetik veri sensogramları. 

Çizelge 4.7 incelendiğinde pH 6.6’da PIN1 kodlu nanosensörün PRD için seçiciliği 

EEST ve EST için sırasıyla 1.655 ve 1.371 kat daha yüksektir. PIN2 kodlu nanosensör 

için bu değerler 9.00 ve 6.429 olarak değişirken PIN3 kodlu sensör için 2.353 ve 1.667 

olarak belirlenmiştir. Baskılanmamış sensör olan NIN’da ise bu seçicilik katsayıları 

sırasıyla 1.385 ve 0.818 olarak hesaplanmış ve baskılanmamış sensörün PRD’ye karşı 

bir seçiciliğinin olmadığı gösterilmiştir. 

Çizelge 4.8’de ise pH 6.6’da hesaplanan bağıl baskılama katsayılarına yer verilmiştir. 

Bağıl baskılama katsayısı, baskılanmış sensörün baskılanmamış sensöre göre PRD’ye 

olan seçiciliğini göstermektedir. Bağıl baskılama katsayıları belirlenirken baskılanmış 



 

89 
 

olan partikülün seçicilik katsayısı yani kalıp moleküle karşı kırılma indisinde oluşturduğu 

değişikliğin yarışmacı ajanların kırılma indisinde oluşturduğu değişiklik oranı 

baskılanmamış olan sensörün seçicilik katsayısına oranlanmıştır. Bağıl baskılama 

katsayı değerleri PIN1, PIN2 ve PIN3 kodlu sensörlerin EEST ve EST’e göre PRD’nu 

baskılanmamış sensörden sırasıyla 1.195; 6.500 ve 1.699 ve 1.676; 7.857 ve 2.037 kat 

daha fazla tanıdığını göstermiştir. Seçicilik katsayısı ve bağıl baskılama katsayısı 

değerleri incelendiğinde pH 6.6’da PRD için PIN2 kodlu sensörün PIN1 ve PIN3 kodlu 

sensörlere göre daha iyi bir tanıma hafızasına sahip olduğu görülmüştür. 

pH 7.4’de PRD, EEST ve EST’nin 0.25 ppm’lik çözeltileri kullanılarak seçicilik 

çalışmaları tekrar edilmiştir. pH 6.6’da olduğu gibi pH 7.4’de de k (seçicilik katsayısı) 

ve k’ (bağıl baskılama katsayısı) değerleri hesaplanarak Çizelge 4.9 ve 4.10’da 

gösterilmiştir. Bu verilerin analizi için Şekil 4.21’de gösterilen sensogramlar 

kullanılmıştır.   

Çizelge 4.9. pH 7.4’de EEST ve EST için hesaplanan seçicilik katsayıları 

Yarışmacı 

Ajan 

kPIN1 kPIN2 kPIN3 kNIN 

EEST 2.167 7.600 1.929 0.720 

EST 2.364 12.667 3.857 0.857 

 

Çizelge 4.10. pH 7.4’de EEST ve EST için hesaplanan bağıl baskılama katsayıları 

Yarışmacı Ajan k’PIN1/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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Şekil 4.21. PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN nanosensörlerinin 10 mM pH 7.4 PB’de seçicilik 

sensogramları. 

Çizelge 4.9’da pH 7.4’de yarışmacı ajanlara ve kalıp moleküle karşı PIN1, PIN2, PIN3 

ve NIN kodlu nanopartiküllerle hazırlanmış olan sensörlerin seçicilik katsayıları 

gösterilmiştir. Bu verilere göre PRD, EEST’ye göre PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN için 

sırasıyla 2.167; 7.600; 1.929 ve 0.720 kat daha seçicidir. EST için ise PRD’ye karşı 

nanosensörler aynı sıralamayla 2.364; 12.667; 3.857 ve 0.857 kat seçicilik göstermiştir. 

Bu sonuçlara göre pH 7.4’de de PIN2 kodlu nanosensör her iki yarışmacı ajan da baz 

alındığında PRD’ya karşı PIN1 ve PIN3 kodlu sensörlere göre daha seçicidir.  

Çizelge 4.10’da ise bağıl baskılama katsayıları pH 7.4 için gösterilmiştir. Baskılanmış 

ve baskılanmamış sensörler için elde edilen veriler oranlanarak baskılama verimliliği 
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hakkında bilgi edinilmiştir. Nanosensörler sırasıyla PRD’yi EEST’ye göre 3.009; 10.556 

ve 2.679 kat daha seçici tanırken bu değerler EST için 2.758; 14.778 ve 4.500 kat 

olarak hesaplanarak spesifik kavitelerin bütün baskılanmış sensörlerde başarılı bir 

şekilde oluşturulduğu görülmüştür. Ancak bu değerler kendi içinde kıyaslandığında ise 

PIN2 kodlu SPR sensörünün diğerlerine göre baskılama verimliliğinin daha yüksek 

olduğu sonucuna ulaşılmıştır. 

4.5. SPR Nanosensörün Tekrar Kullanabilirliğinin Belirlenmesi 

Biyosensörlerin gerçek uygulamalarda kullanılabilmesi için tekrar kullanılabilir özellikte 

olmaları en önemli özelliklerindendir. Bu özellik nanosensörler için en çok rağbet gören 

özelliklerdendir ve endüstride kullanılabilme olasılığını arttırır [322]. 

Tez çalışması için tekrar kullanılabilirlik deneyleri 0.5 ppm PRD’nin sensör sistemine 

artarda beş kez enjekte edilmesiyle gerçekleştirilmiştir. Bu deneyler için hem seçicilik 

hem de tayin limiti açısından en iyi sonucu gösteren PIN2 kodlu sensör ve pH 6.6 fosfat 

tamponu kullanılmıştır. Şekil 4.22’de gösterildiği üzere bu çalışma için ilk olarak 

dengelem tamponu daha sonra 0.5 ppm’lik PRD çözeltisi ve son olarak da desorpsiyon 

çözeltisi sisteme tatbik edilmiştir. Aynı işlem beş kere tekrar edilmiş ve elde edilen 

kırınım indisi şekilde gösterilmiştir. Daha sonra yüzde bağıl standart sapma (% RSD) 

değeri hesaplanmıştır.  

%𝑅𝑆𝐷 =
∆𝑅𝑜𝑟𝑡

∆𝑅𝑚𝑎𝑥
× 100 

Formülde ifade edildiği gibi aynı derişim için elde edilen kırılma indisleri izlenmiş ve beş 

ölçümün ortalaması alınmıştır (ΔRort) ve bu değer aynı derişimde kırılma indisinde en 

yüksek değişiklik değerine (ΔRmax) oranlanmıştır. Elde edilen sonuç yüzde olarak ifade 

edilerek beş kullanımdan sonra bile sensörün % 92.8 verimlilikle aynı sonucu gösterdiği 

belirlenmiştir. Bu sonuçlardan yola çıkılarak sensörün tekrar kullanılabilirliğinin yüksek 

olduğu ve endüstriyel uygulamalarda kullanılmaya aday olabileceği varsayımını 

düşündürmüştür.  
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Şekil 4.22. SPR nanosensörün tekrar kullanılabilirlik sensogramı. 

4.6. Doğal Kaynak ile Kinetik Veri Analizleri 

SPR nanosenörün doğal kaynaklarda verdiği yanıtın incelenmesi için ilk olarak yapay 

plazma örneği ile çalışılmıştır. Şekil 4.23’de gösterildiği üzere sisteme ilk olarak 

dengeleme tamponu verilmiştir. Daha sonra plazma örneği verilmiştir ve kırılma 

indisindeki değişiklik gözlenmiştir. Bu değişiklik ortamın yoğunluğunda meydana gelen 

değişiklikten kaynaklanmaktadır. Sistem dengeye geldikten sonra 10 ppb, 20 ppb ve 

50 ppb PRD içeren plazma örnekleri sisteme tatbik edilmiştir. Kırılma indisindeki 

değişiklik grafikten de görüldüğü gibi artan kalıp molekül derişimiyle artmıştır (Şekil 

4.23-A). Son olarak sisteme desorpsiyon çözeltisi olan 1 M NaCl ile bağlanan kalıp 

moleküller ayrılmıştır. Desorpsiyon çözeltisinin yoğunluğu daha düşük olduğundan 

normalin aksine sinyalde azalma gözlenmiştir. Ayrıca Şekil 4.23-B’de baskılanmamış 

partiküllerle hazırlanan NIN kodlu sensörün plazma örneğine verdiği yanıt 

gösterilmiştir. Uygulanan işlem aynı koşullarda olmasına rağmen herhangi kayda değer 

ve anlamlı bir yanıt alınamamıştır.  
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Şekil 4.23. PIN2 ve NIN nanosensörlerinin farklı derişimlerde PRD içeren (10, 20 ve 50 

ppb) yapay plazma çözeltilerinin sensogramları.  

Diğer bir vücut sıvısı olan idrar PRD tayini için en sık kullanılan örnektir. Bu nedenle 

yapay idrar çözeltisi içerisine farklı derişimlerde PRD çözülmüştür. Ancak bu çalışmada 

plazma ile çalışılırken kullanılan pH 7.4 tamponu yerine idrar pH’ına daha yakın bir pH 
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olan 6.6 ile çalışılmıştır. İşlem yapay plazma örneği ile aynı yöntem takip edilerek 

gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada da en iyi sonuçlar PIN2 kodlu sensörle alındığından 

aynı SPR sensörle çalışılmıştır. Şekil 4.24’de hem baskılanmamış hemde baskılanmış 

olan sensörün PRD varlığında kırılma indisinde meydana gelen değişiklik gösterilmiştir. 

Sensogramlardan da görüleceği üzere baskılanmamış sensörün yanıtı tayin için 

anlamlı bir fark oluşturmazken baskılanmış sensörde PRD tayini oldukça başarılı bir 

şekilde tayin limiti olan 30 ppb’nin altında ve üstünde belirlenmiştir. 
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Şekil 4.24. Baskılanmış (PIN2) (A) ve baskılanmamış (NIN) (B) optik sensörün idrar 

örneğinde PRD tayin yanıtı. 

Çizelge 4.11’de literatürde şimdiye kadar PRD tayini için kullanılan yöntemlerin tayin 

aralıkları, tayin limitleri ve doğal kaynak analizi için kullandıkları çözeltileri gösterilmiştir. 

Çizelgede de gösterildiği gibi hazırladığımız sensör yüksek performanslı sıvı 



 

96 
 

kromatografisi–kütle spektroskopisi (HPLC-MS) tandem sistemleriyle bile 

karşılaştırılabilir nitelikte olduğu tespit edilmiştir.  

Çizelge 4.11. Literatürde PRD tayinine yönelik kullanılan yöntemlerin karşılaştırılması. 

Kullanılan 
Yöntem 

Tayin Aralığı Tayin Limiti 
Çalışılan 
Doğal 
Örnekler 

Çalışma 

HPLC-MS3 
1.01 - 4.08 
ng/mL 

0.5 ng/mL İdrar [323] 

HPLC–MS3 1 - 200 ng/mL 10 pg/mL İdrar [269] 

Voltametrik 
Analiz 

3.604 - 36040 
ng/mL 

32.44 pg/mL İdrar ve Plazma [324] 

HPLC–DAD 
50 - 450 
ng/mL 

1.0 ng/mL İdrar ve Plazma [325] 

LC 
25 - 600 
ng/mL 

4.8 ng/mL İdrar ve Plazma [293] 

LC-MS/MS 
10.7 - 398 
ng/mL 

225 pg/mL Plazma [326] 

MS/MS 
4.8 - 400 
ng/mL 

--------------- Plazma [327] 

HPLC 2 - 300 μg/mL --------------- 
Doğal örnekle 
çalışılmamıştır 

[294] 

HPLC 
100 - 1500 
ng/mL 

--------------- 
Plazma, Tam 
kan ve idrar 

[328] 

HPLC 
40 - 160 
μg/mL 

0.175 μg/mL 
Doğal örnekle 
çalışılmamıştır 

[329] 

SPE 4.2 - 10 μg/mL 0.250 μg/mL 
Doğal örnekle 
çalışılmamıştır 

[330] 

HPLC 
20 - 100 
μg/mL 

--------------- 
Doğal örnekle 
çalışılmamıştır 

[331] 

UV 6 - 20 μg/mL --------------- 
Doğal örnekle 
çalışılmamıştır 

[331] 

HPLC 
5.01 - 1002 
μg/mL 

2.10 μg/mL Plazma [332] 

Floresan 
Spektrofotometre 

0.5 - 2.7 
μg/mL 

6.0 ng/mL 
Doğal örnekle 
çalışılmamıştır 

[333] 

RP-HPLC 
2 - 1000 
ng/mL 

5.9 ng/mL Plazma [334] 

MIP-SPR 
Nanosensör 

25-2000 
ng/mL 

5.1 ng/mL İdrar ve Plazma Bu çalışma 
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4.7. Yüzey Plazmon Rezonans Sisteminin Validasyonu 

Vücut sıvılarından prednisolon tayini için geliştirilen nanosensör sisteminin 

doğruluğunun belirlenebilmesi için HPLC yöntemi kullanılmıştır. Hazırlanan 

prednisolon içeren yapay plazma ve idrar örnekleri nanosensör sisteminde analiz 

edildikten sonra aynı örnekler HPLC sisteminde incelenmiştir. Örneklerin HPLC 

sisteminde incelenmesinde prednisolon için valide edilmiş yöntem kullanılmıştır. HPLC 

sisteminde alıkonma süresinin belirlenmesi ve kalibrasyon grafiğinin oluşturulması için 

farklı derişimlerde (2-100 ppm) PRD içeren örnekler hareketli faz içerisinde çözülerek 

hazırlanmış ve British Pharmacopoeia’da belirtilen yönteme göre sisteme verilmiştir. 

Prednisolon için alıkonma süresi 11.75 dk olarak belirlenmiş ve kalibrasyon grafiği 

oluşturulmuştur (Şekil 4.25 (A)). Oluşturulan kalibrasyon grafiğinden LOD ve LOQ 

değerleri sırasıyla 0.30 ppm ve 1.00 ppm olarak belirlenmiştir. Elde edilen LOD ve LOQ 

değerleri literatürle uyumludur. PRD için alıkonma süresinin belirlenmesinin ardından 

10 ppb, 20 ppb ve 50 ppb içeren yapay plazma ve idrar örnekleri HPLC sistemine 

verilmiştir. Elde edilen kromatogramlar Şekil 4.25 (A ve B)’de verilmiştir. HPLC sistemi 

için LOD (0.30 ppm) değerinin bu derişim değerlerinden büyük olması sebebiyle LOD 

değerinin altında HPLC sistemi PRD tayini için uygun değildir ve Şekil 4.25’de 

görüldüğü gibi 10 ppb, 20 ppb ve 50 ppb PRD içeren örneklerin kromatogramlarının 

11.75 dk’sında (PRD alıkonma süresi) pik gözlemlenememiştir. 2000 ppb PRD içeren 

yapay plazma ve idrar örnekleri sisteme verilmiş ve elde edilen kromatogramlar ve 

sensogram Şekil 4.26’da verilmiştir. Yapay plazma ve idrar örneklerinin HPLC ve 

nanosensör sonuçları Çizelge 4.12’de özetlenmiştir. 
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Şekil 4.25. HPLC Analizi: (A) 2.0 ppm-100 ppm PRD içeren örneklerin; (B) 10 ppb, 

20 ppb ve 50 ppb PRD içeren yapay idrar örneklerinin; (C) 10 ppb, 20 ppb ve 50 ppb 

PRD içeren yapay plazma örneklerinin kromatogramları.  
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Şekil 4.25. HPLC Analizi: (A) 2.0 ppm-100 ppm PRD içeren örneklerin; (B) 10 ppb, 20 

ppb ve 50 ppb PRD içeren yapay idrar örneklerinin; (C) 10 ppb, 20 ppb ve 50 ppb PRD 

içeren yapay plazma örneklerinin kromatogramları (Devamı).  
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Şekil 4.26. Yapay idrar ve yapay plazma örneklerinin HPLC kromatogramları (A-B) 

ve sensogramları (C-D).  
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Şekil 4.26. Yapay idrar ve yapay plazma örneklerinin HPLC kromatogramları (A-B) ve 

sensogramları (C-D) (Devamı).  
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Çizelge 4.12. Yapay plazma ve yapay idrar örneklerinin HPLC ve SPR analizleri. 

Yöntem Ortam Derişim, ppm Belirlenen 
derişim, ppm 

Geri kazanım, 
% 

HPLC 

Yapay idrar 

Blank - 0 

0.01 - 0 

0.02 - 0 

0.05 - 0 

0.5 0.490 ± 0.0180 98 ± 3.6 

Yapay plazma 

Blank - 0 

0.01 - 0 

0.02 - 0 

0.05 - 0 

0.5 0.470 ± 0.0240 94 ± 4.8 

SPR PIN2 
Nanosensör 

Yapay idrar 

Blank - - 

0.01 0.009 ± 0.0008 90 ± 8.0 

0.02 0.022 ± 0.0017 107 ± 8.5 

0.05 0.054 ± 0.0015 108 ± 3.0 

0.5 0.470 ± 0.0019 94 ± 3.8 

Yapay plazma 

Blank - 0 

0.01 0.009 ± 0.0011 90 ± 11.0 

0.02 0.021 ± 0.0011 105 ± 5.5 

0.05 0.056 ± 0.0014 112 ± 2.8 

0.5 0.490 ± 0.0025 98 ± 5.0 

 



 

103 
 

Çizelge 4.12 incelendiğinde geliştirilen PRD baskılanmış nanosensörün vücut 

sıvılarından PRD tayin limitinin HPLC’den daha düşük olduğu ve yüksek derişimlerde 

ise geri kazanım değerlerinin karşılaştırılabilir olduğu sonucuna varılmıştır. 
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5. YORUM 

Bu tez çalışması kapsamında sıkça kullanılan bir glukokortikosteroid Prednisolonun 

tayinine yönelik optik temelli sensörler geliştirilmiştir. Prednisolonun özellikle doping 

olarak kullanılması durumu söz konusu olduğundan ve plazmada yarılanma ömrü 3 

saat olduğundan hızlı ve seçici bir şekilde tayini oldukça önemlidir. Bu nedenle seçicilik 

için moleküler baskılama teknolojisine; hızlı ve portatif bir yöntemin geliştirilmesi için 

ise yüzey plazmon rezonans sistemine başvurulmuştur. Bu nedenle ilk olarak üç farklı 

oranda baskılanmış partikül hazırlanmıştır. Aynı zamanda spesifik olmayan 

bağlanmaların etkisini göstermek için baskılanmamış partikülde hazırlanmıştır. 

Partiküllerin hazırlanması için iki fazlı mini-emülsiyon polimerizasyonu kullanılmıştır ve 

sulu faz tüm yapılar için aynı iken organik fazda sadece kullanılan kalıp molekülün 

miktarında değişiklik yapılmıştır. Bütün partiküllerin SPR çip sensörü yüzeyine tanıma 

aracı olarak yerleştirilmesinden önce boyut analizleri iki farklı metodla 

gerçekleştirilmiştir. SPR’de kullanılabilmeleri için bu partiküllerin 200 nm’nin aşağısında 

olmaları gerekiyordu ve PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN kodlu partiküllerin Zeta-sizer ile 

belirlenen boyutları sırasıyla 44.65 nm, 47.56 nm, 46.49 nm ve 41.62 nm olarak 

ölçülürken bu değerlerin STEM boyut analizi ölçümlerinde belirlenen ortalama 45 nm’lik 

değerle uyum içinde olduğu görülmüştür. Ayrıca fonksiyonel monomerin yapıya 

girdiğininin belirlenmeside oldukça önemlidir. Bu nedenle yapısal karakterizasyon için 

elemental analiz ve FTIR sonuçlarına başvurulmuştur. Bu analizlerde yapıların 

birbirinin neredeyse aynı olduğu görülmüştür organik fazın aynı olması ve elde edilen 

ürünün aynı olması durumu söz konusu olduğundan bu sonuçlar beklenenle uyum 

göstermiştir. Ayrıca 3360 cm-1 civarında görülen N-H gerilme bantları ve 1630 cm-1 

civarında görülen N-H bükülme bantları vinil imidazolün yapıya girdiğinin göstergesidir. 

Partiküllerin istenilen şekilde hazırlanıldığından emin olunduktan sonra altın çip 

yüzeyine farklı yöntemlerle tutturulmuştur ve karakterizasyonu için elipsometre ve 

temas açısı ölçümlerine yer verilmiştir. Elipsometre ile yapılan yüzey ölçümlerinde 

partiküllerin yüzeye tutturulduğu ve yüzey topolojisinde 100 nm’lik bir değişiklik 

oluşturduğu belirlenmiştir. Temas açısı ölçümleri ile yüzeyin su tutucu özelliğinin nasıl 

değiştiği gösterilmiştir. Boş çip için elde edilen değerler ile partikül tutturulduktan sonra 

elde edilen sonuçlar karşılaştırıldığında temas açısında 25º’lik bir azalma gözlenmiş ve 
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bu yüzeyin hidrofilitesinin arttığını göstermektedir. Hazırlanan partikülün hidrofilik 

karakteri fonksiyonel monomerden kaynaklanmakta olduğundan bu sonuç olasıdır. 

Karakterizasyon işlemlerinden sonra kinetik analizlere geçilmiştir. Kinetik analizler için 

iki farklı pH’da tampon tercih edilmiştir. Bunlardan biri kanın ortalama pH’ına yakın olan 

pH 7.4 diğeri ise prednisolonun tayini için en sık kullanılan vücut sıvısı olan idrarın 

ortalama pH’ı olan pH 6.6’dır. Kinetik veri analizleri için PIN1, PIN2, PIN3 ve NIN kodlu 

sensörler 2 ppm’den 0.025 ppm aralığında PRD ile SPR yardımıyla etkileştirilmiştir. Her 

bir sensör için elde edilen tayin limiti sırasıyla pH 6.6 için 5.1 ppb, 5.5 ppb, 6.9 ppb ve 

7.4 ppb iken bu değerler pH 7.4 için 10.7 ppb, 8.9 ppb, 13.7 ppb ve 12.1 ppb olarak 

bulunmuştur. Ayrıca tayin alt sınırlarıda pH 6.6 için 16.9 ppb, 18.2 ppb, 23.1 ppb ve 

24.2 ppb hesaplanmıştır. pH 7.4 için ise belirlenen tayin alt sınırları sırasıyla 35.5 ppb, 

29.7 ppb, 45.5 ppb ve 40.2 ppb’dir. Elde edilen sonuçlara göre PIN2 kodlu sensör pH 

6.6’da en iyi yanıtı göstermiştir. Ayrıca bu sonuçlar literatürdeki çalışmalarla 

kıyaslandığında yeni geliştirdiğimiz bu yöntemin HPLC-MS gibi zahmetli, zaman alıcı, 

operatör gerektiren ve pahalı yöntemlerle bile kıyaslanabilmektedir. Elde edilen veriler 

izoterm modellerine uygulanmıştır ve sensörlerin en çok Freundlich modeline uyum 

sağladığı gözlenmiştir. Yarışmacı ajanlarla sensörlerin seçiciliği de kanıtlanmıştır. Elde 

edilen sensörler pH 6.6’da PRD’yi EEST’ye göre sırasıyla 1.195; 6.500 ve 1.699 kat 

daha seçici tanırken, bu değerler EST için 1.676; 7.857 ve 2.037 olarak değişmiştir. pH 

7.4’de ise bu değerler sırasıyla 3.009; 10.556; 2.679 ve 2.758; 14.778; 4.500 olarak 

değişmiştir.  Ayrıca hazırlanmış sensörün tekrar kullanılabilirliği denenmiş ve beş 

denemeden sonra bile sensörün % 92.8 verimle yanıt verdiği belirlenmiştir. Doğal 

kaynaklardan analizin gerçekleştirilmesi için yapay plazma ve yapay idrar çözeltileri 

kullanılmıştır. En iyi sonuçlar PIN2 kodlu sensörle alındığından bu çalışmalar için tercih 

edilmiştir. 10 ppb, 20 ppb ve 50 ppb PRD örneği plazma ve idrar içerisinde başarılı bir 

şekilde tayin edilmiştir. Son olarak HPLC ile sistemin validasyonu gerçekleştirilmiştir. 

Öncelikle standart prosedür ile kalibrasyon grafiği elde edilmiş ve SPR sensöre verilen 

çözelti HPLC’ye tatbik edildikten sonra elde edilen pikin alanı kalibrasyon grafiğinden 

elde edilen formülle derişime çevirilmiştir. Sonuçta sensörün HPLC ile oldukça iyi bir 

uyum içerisinde olduğu görülmüştür. 
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