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Destek materyali olarak kullanilan monodispers gdzenekli formda silika ve
manyetik silika mikrokureler gok basamakli hidroliz-kondenzasyon yontemi ile
sentezlenmistir. Manyetik mikrokurelerin yuzeyi tekrar silika kabuk yapisiyla
kaplanmigtir. Silika ve ylzeyi silika kaplanmis manyetik silika mikrokurelere
Turkevich metodu ile sentezlenen altin nanopartikuller immobilize edilmigtir.
MikrokUrelerin ylizey morfolojileri ve boy dagilimi taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile incelenmigtir. Mikrokurelerin yuzeylerindeki atomik bilesim enerji
sacihmli X-igin1 spektroskopisi (EDX) ile ve kimyasal yapilari X isini Kirinim
yontemi (XRD) ile incelenmistir. Mikrokurelerin ylzey alanlari ve gézenek boyutu
(BET/Brunauer-Emmett-Teller) azot adsorpsiyon ve desorpsiyon ydntemi
kullanilarak, manyetik 6zellige sahip mikrokurelerin manyetizasyon ozellikleri ise
titresimli 6rnek manyetometresi (VSM) kullanilarak belirlenmistir. Sentezlenen
mikrokurelerin peroksidaz benzeri aktivitesi degisen pH, substrat konsantrasyonu



ve nanozim miktari igin incelenmistir. Peroksidaz aktivitesi dlgimlerinde substrat
olarak o-fenilendiamin (OPD) kullaniimigtir. Olgiimler UV-gorunir bélge
spektrofotometresi ile gergeklestiriimistir. Nanozim yapilari igin OPD tuketim hizi
ve substrat derisimi kullanilarak Lineweaver-Burk grafikleri gizilmis, enzimlerde
enzim ve substrat arasindaki afiniteyi gésteren Michaelis Menten sabiti (Km)
degeri hesaplanmistir. Ylzeyine altin nanopartikil immobilize edilmis ve silika ile
kaplanmig manyetik silika mikrokureler igin Km degeri 522,47 uyM, yuzeyine altin
nanopartikil immobilize edilmis silika mikrokdreler icin 816,48 uM olarak
hesaplanmistir. Glutatyon tayini igin gelistirilen sensoérde, glutatyonun mikroktre
ylzeyine badglanmasiyla, mikroklrenin peroksidaz aktivitesinde glutatyon
derisimine bagli olarak ortaya c¢ikan degisim incelenmigtir. Glutatyonunun
mikroklre ylUzeyine adsorbsiyonu Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC) kullanilarak analiz edilmistir. Sentezlenen nanozimler ile peroksidaz
aktivitesi icin uygun kosullar secilerek ¢ozelti ortaminda ve insan serumunda
glutatyon tayini yapilmistir. Glutatyon derisimine kargilik gelen adsorbans
degerlerininin lineer degisimi godsterilmis, altin nanopartikil immobilize edilmis
silika ve silika ile kaplanmis manyetik silika mikrokureler ile ¢ézelti ortaminda 325
- 3253 uM glutatyon tayini yapilmistir. insan serumunda ise 2,5-50 uM arasindaki

derisim deg@erlerinde glutatyon tayininin yapilabildigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanozim, biyosensor, silika, manyetik silika, peroksidaz

aktivitesi, peroksidaz benzeri aktivite, peroksidaz bazli tayin, ELISA, glutatyon.
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Silica and magnetic microspheres in the monodisperse porous form used as a
supporting material are synthesized using the multi-step hydrolysis-condensation
method. The surface of magnetic silica microspheres was coated with silica shell.
The gold nanoparticles synthesized by the Turkevich method were immobilized
onto the silica-coated magnetic silica and bare silica microspheres. Surface
morphology and size distribution of the microspheres were analyzed by scanning
electron microscopy (SEM). The surface atomic composition and the chemical
structure were investigated by energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) and
X-ray diffraction method (XRD), respectively. The surface area and the pore size
distribution were determined by using the nitrogen adsorption and desorption
method (BET / Brunauer-Emmett-Teller). The magnetization properties of
magnetic microsphere were investigated using vibrating sample magnetometry
(VSM). The peroxidase-like activity of the synthesized microspheres was
investigated by varying pH, substrate concentration, and the nanozyme

concentration. OPD was used as substrate in the peroxidase-like activity
iii



measurements. Measurements were made with UV-visible spectrophotometry.
Lineweaver-Burk graphs were plotted using OPD utilization rate and substrate
concentration values and Michaelis Menten constant (Km) demostrating the
affinity between enzyme and substrate was calculated for nanozym structure. Km
values of gold nanoparticle immobilized silica coated magnetic silica
microspheres and gold nanoparticle immobilized silica microsphere were
calculated as 522,47 yM and 816,48 pM. A biosensor was developed for
glutathione determination based on the variation of peroxidase-like activity of
microsphere depends on glutathione concentation by adsorption glutathione to
the surface of the microsphere. Adsorption of glutathione onto the microsphere
surface was analyzed using High Performance Liquid Chromatography (HPLC).
Glutathione in buffer solution and in human serum were determined using the
synthesized nanozymes under appropriate conditions. The linear change of
adsorbance values corresponding to glutathione concentration was shown, and
the determination of glutathione between 325 - 3253 uM concentration in buffer
medium was performed with gold nanoparticle immobilized silica and silica
coated magnetic silica microspheres. It has been shown that glutathione can be

determined in human serum at concentrations between 2.5-50 uM.

Keywords: Nanozyme, biosensor, silica, magnetic silica, peroxidase activity,

peroxidase-like activity, peroxidase-based determination, ELISA, glutathione.
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1. GIRIS

Glutatyon, vlucut dokularina zarar veren reaktif oksijen molekullerini ve serbest
radikalleri yok ederek vicudun korunmasini saglayan ¢ok gugcli bir antioksidan
biyomolekuldir. Kanserojen ve toksik maddelerin etkisiz hale getiriimesinde ve
vucuttan atilmasinda 6nemli rol oynar. DNA ve protein yapiminda da dogrudan
etkisi mevcuttur. Kanda glutatyon seviyelerinin dengesizligi, Alzheimer,
Parkinson, HIV, AIDS, kanser, kalp krizi, diyabet gibi ¢ok ¢esitli hastaliklara ve
yagslanma surecinin hizlanmasina yol agabilir. Ayrica kanser biyobelirteci olarak
da kritik bir oneme sahiptir [1]. Glutatyonun gunumuzde tayini ¢esitli enstirmantal
analiz yontemleri ve enzim igeren ticari kitler ile yapiimaktadir [2]. “Enzim benzeri
Ozelliklere sahip nanomalzemeler” olarak adlandirilan nanozimler, ¢esitli biyolojik
analiz ve hastalik teshisinde 6nemli bir potansiyele sahip olan yapilardir.
Nanozimlerin yuksek enzimatik aktivite gostermesi, enzim kinetiginin incelenmesi
icin calismalarin hizlanmasi ve ¢ok ¢esitli nanozim formlarinin gelistiriimesine yol
acmistir [3]. Karbon malzemeleri; grafen oksit, karbon nanotipleri, metal oksitleri;
Co304 ve MnO2 ve soy metal nanoparcgaciklar iceren gesitli nanomalzemelerin
enzim benzeri aktivite gosterdigi gorulmustir. Bu yapay nanoenzimler, basta
kolay uygulanabilir kolorimetrik testlerde olmak tGzere ¢ok gesitli uygulamalarda,
dogal enzimlere kiyasla kararli ve dusik maliyetli alternatifler olarak literatirdeki

yerini almigtir [4].

FesO4 nanopartikullerin peroksidaz benzeri aktivitesinin ilk kez 2007 yilinda
ortaya konmasindan bu yana FeszO4 bazli nanozimler, ¢ok ¢esitli biyomolekullerin
tespitinde kullaniimak Uzere denenmistir [4]. Zhang ve arkadaslari, Fe3O4 bazl
nanozimlerin kullanilarak antikor-antijen duyarli bir kolorimetrik tani sistemi
kurmay! basarmiglardir [5]. Wang ve arkadaslari yine Fe3Os4 bazli nanozim
yardimiyla tetrasiklinlerin saptanmasi i¢in kolorimetrik bir yontem gelistirmiglerdir
[6]. Glutatyonun tespiti icin de peroksidaz benzeri aktiviteye sahip CuS-
polidopamin-Au kompozit malzemesi ve azot-kukurt katkili karbon kuantum
nanomalzemeleri denenmistir [2,7].

Peroksidaz bazli biyosensorlerin ve ELISA kitlerinin gelistiriimesi ¢alismalari son

yillarda blyuk dnem kazanmigtir. Farkli biyomolekullerin tayinine ydnelik olarak



yapilan bu calismalarda en énemli hedef, enzim yerine, bu enzimatik aktiviteyi

taklit edebilen inorganik bazli partikuller formlarin kullaniimasidir.

Tez kapsaminda monodispers-gozenekli formda silika ve manyetik silika
mikrokureler ¢ok basamakli mikrosuspansiyon yontemi ile sentezlenmistir.
Mikrokureler, sentezlenen altin nanopartikuller ile dekore edilmistir. Immobilize
formada altin nanopartikil iceren monodispers-gozenekli mikrokurelerin
peroksidaz aktiviteleri substrat olarak o-fenilendiamin (OPD) kullanimiyla
belirlenmistir. Calismada substrat derisimi, mikrokure miktari ve ortam pH degeri
degigstirilerek, bu degisimlerin peroksidaz benzeri aktiviteye etkisi incelenmigtir.
Peroksidaz aktivitesi yonunden uygun kosullar belirlenerek, glutatyon derigim

tayini igin 6zgun kolorimetrik biyosensor sistemi gelistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nanozimler

Enzimler, protein yapisinda biyokatalizorlerdir. Tipik kimyasal katalizorler
genellikle yuksek sicaklik, yiksek basing, asiri pH degerleri ve organik ¢ézlcu
iceren ortamlar gibi sert kosullarda kullanilirken; enzimler daha hafif kosullar
altinda, esas olarak biyomolekullerin donasumunu katalizlemek igin kullanilirlar.
Dogal enzimler, yuksek katalitik aktiviteleri ve substrat 6zgulligu nedeniyle
endustriyel, tibbi ve biyolojik alanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Avantajlarina ragmen genellikle hazirlik ve saflastirma icin ylksek maliyet, distk
calisma kararlihgi, katalitik aktivitenin cevresel kosullara duyarliligi, geri dontsim
ve yeniden kullanim zorluklari gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Dogal enzimlere
bir alternatif olarak, onlarin katalitik o6zelliklerini taklit eden molekullerin,

komplekslerin ve nanopargaciklarin sentezini igceren stratejler gelistirilmistir [3].

Dogal enzimin yapisini ve fonksiyonunu taklit edebilecek yeni materyallerin
gelistiriimesi biyolojik sistemi taklit eden kimyanin temel amaglarindan biri olarak
kabul edilmistir. Bu baglamda, yapay enzimler ortaya ¢ikmis ve ilk olarak Ronald

Breslow tarafindan tanimlanmistir [9].

Bir enzimin oOzelliklerini sergileyen nanopartikiller, “nanozimler” olarak
adlandirilmigtir. Nanozimlerin basit sentez yontemleri, dustk maliyetleri, yuksek
katalitik performanslari gibi dogal enzimlere goére c¢esitli avantajlar
bulunmaktadir. Ayrica ylksek kararliliga ve yluzey modifikasyon olanagdina sahip
olmalari da dogal enzimlere gore avantajlari arasinda sayilabilir [8]. Nanozimlerle
tayin, immunolojik testler, antibakteriyel uygulamalar ve kanser terapi

uygulamalari gibi farkli alanlarda birgok ¢calisma yapilmistir [10-17].

Oksidaz, peroksidaz, dehidrojenaz, katalaz, nukleaz ve proteaz gibi
katalizledikleri reaksiyonlara gore farkli isimler alan enzimlere benzer 6zellikler
gOsteren yapay katalizorler sentezlenmis ve gesitli uygulamalarda kullaniimistir
[18-21]. 2012 yilinda, V20s nanotellerinin peroksidaz benzeri aktivite gosterdigi
ve bu 0Ozelligin deniz igerisinde biyofilm olusumunu engellemek igin

kullanilabilecegi gosterilmistir [22].
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2014 yihinda Tremel ve arkadaslari, molibden trioksit (MoOz3) nanopartikillerin
sulfit oksidaz benzeri aktiviteye sahip oldugunu ve nanopartikullerin sulfit oksidaz
eksikliginde kullanilabilecegini gostermistir [23]. Sitrat ile zenginlestirilmig altin
nanopartikullerin (AuNP) glikoz oksidaz (GOx) benzeri aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica sisteinle modifiye edilmis AuNP'ler peroksidaz benzeri,
grafen-gumus yapili nanopartikiller ise oksidaz benzeri aktivite gostermigstir
[20,24].

2.2. Manyetik Nanozimler

Genellikle kimyasal ve biyolojik olarak inert olan manyetik demir oksit
nanomalzemeler biyosensor ¢aligmalarinda, ¢cok cesitli molekillerin yakalanmasi
ve saflastiriimasi islemlerinde aktif olarak rol almaktadir [25]. Ayrica kuguk yapil
peptidlerle modifiye edilen manyetik nanomalzemelerin, manyetik rezonans
goéruntilemede spesifik timoér hedefleme 6zelligine sahip oldugu ortaya

konulmustur [26].

Manyetik 6zellige sahip FesO4 nanoyapilar ve soy metal bazli nanokompozitler
kullanilarak farkli  biyomolekdllerin tanimlanmasi icin literatirde c¢esitli
uygulamalar mevcuttur. Ornegin, Au@Fe30s manyetik nanopartikiiller,
Fes04@SiO2@Au  manyetik nanopartikiller ve Fe-Pt-Au Ugli  metalik
nanopartikuller, okratoksin A, glikoz ve H202'nin saptanmasi i¢in nanozim olarak
kullaniimistir [27-29]. Bunun yanisira, Pt nanopartikuller kullanilarak, peroksidaz
benzeri aktivite gosteren manyetik nanozimler uretilmis ve biyosensor olarak
kullaniimistir [30]. Bir bagka ¢alismada, altin ve manyetik nanopartikuller igeren r
agaroz jel matrisi kullanilarak glikozun kolorimetrik tespiti yapilmigtir [31]. Platin
nanopartikullerle zenginlestiriimis manyetik karbon nanokurelerin peroksidaz
benzeri aktivite gosterdigi kolorimetrik yontem kullanilarak gosterilmistir.
Sentezlenen nanokurelerin farmasotik, cevre ve endustriyel alanlarda kullaniima

potensiyelinin oldugu raporlanmigtir [32].



2.3. Peroksidaz Benzeri Aktivite

Peroksidaz enzimi dogada, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygin olarak
bulunur. Cok cesitli alt tirlere sahip peroksidaz enzimi, peroksit ile oksidasyon
reaksiyonunu Kkatalize eder [33]. Sekil 2.1°de reaksiyon mekanizmasi

gOsterilmigtir.

Peroksidaz

AH, + ROOH A+ ROH + H,0

Sekil 2.1. Peroksidaz reaksiyon mekanizmasi.

Bu 6zelligi sayesinde peroksidazlar, biyolojik sistemlerde canli dokulara zarar
verebilen reaktif oksijen turlerini zararsizlastirma, ve patojenlere kargi savunma
gibi bir ¢ok kritik rol oynar. Ek olarak, peroksidaz 6zellikle HRP (Yaban turpu
peroksidaz enzimi), goruntuleme sistemlerinde substratlari katalize etmek igin
klinik uygulamalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Peroksidaz ylksek katalitik
verim, substrata 6zguluk ve hafif enzimatik kosullar gibi avantajlarinin yanisira,
yuksek maliyet, zahmetli reaksiyon kosullari ve kolay denatlire olma gibi

uygulama sinirlayici dezavantajlara da sahiptir [33].

Yapay enzimler, substratlara 6zel afinite, elektron transferini kolaylagtirmasi vb.
Ozellikleri ile dogal enzimleri birgok yonden taklit edecek sekilde tasarlanmistir
[34]. Bugune kadar ¢ok sayida fonksiyonel karbon bazli, metal oksit bazli, metal
bazli nano-malzeme turu peroksidazi taklit etmek icin arastirilmigtir. Bunlar
arasindan gecis metallerinin oksit formunu iceren nanomalzemeler, mikemmel
katalitik aktiviteleri, yuksek kararhliklari, dugik maliyetleri ve sentez kolaylgi
nedeniyle calismalarda yodun bir sekilde kullaniimistir. Ornegin, FesOa
nanopargaciklar, Ebola ve tumor teshisi igin peroksidazi taklit edecek sekilde

uretilmistir [35].

Gelistirilen peroksidaz taklitcileri arasinda metal komplekslerine ait hemin,
siklodekstrin, porfirin gibi yapilar bulunmaktadir. Son zamanlarda Fe3zOa4, C030a4,
CuO nanopargaciklar ve V20s nanoteller gibi bazi inorganik nanomalzemelerin

peroksidaz benzeri aktivite gosterdigi gozlemlenmistir [5, 36-41].


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/yabanturpu%20peroksidaz%20enzimi
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Yan ve arkadaslari, calismalarinda Gg farkli boyutta FesOs4 manyetik nanopartikdil
kullanmistir. H202 varliginda substrat olarak kullanilan TMB, DAB ve OPD okside
olmustur ve kolorimetrik UrUnler olusmustur. Calismada nanozimin katalitik
aktivitesinin partikil boyutuna bagl oldugu, daha kiguk boyutlu pargaciklarin

daha yuksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir [5].

2.4. Peroksidaz Sensorleri

Peroksidaz benzeri aktivite gosteren kompozit nanomalzemeler ile ilgili
calismalar biyosensor uygulamalarinda yogunlagmistir. Hallaj ve arkadasglari,
Co0304 ve CeO2 nanokompozitlerinin peroksidaz benzeri 6zellige sahip oldugu
gOstermigler, glukozun hassas tayini igin yeni bir kagit tabanli biyosensor
gelistirmiglerdir. Platformun renk degisimi mobil kamera ile kayit edilmis ve akilli
telefon uygulamasi ile analiz edilmistir. Bu biyosensorun, insan serum
numunelerinde 0,005 - 1,5 mM konsantrasyon araligindaki glikozun hizli ve
hassas bir sekilde tayinini gergeklestirdigi gosterilmigtir. Gelistirilen sensor
yuksek katalitik aktivite ve duguk maliyeti ile biyoteknoloji, cevre kimyasi ve klinik
tanilama alanlarinda ¢ok gesitli potansiyel uygulamalara sahiptir [42]. Bir bagka
calismada altin nanopargacik / L-sistein / ZnSeS vyapisindaki nanozimin
peroksidaz benzeri 0zelligi kullanilarak kokainin hizli kolorimetrik tespiti

yapilmistir [43].

Peroksidaz benzeri aktivite gosteren bir baska nanozim c¢alismasina, Au-Ni
katkili grafit karbon nitrir tabakalari ve CuFe204 / SiO2 nanokompozitler ile
glikozun kolorimetrik tespiti yapimisgtir [44, 45]. Liu ve arkadaslarinin
calismasinda  porfirin  tirevi (TCIPP) ile fonksiyonellegtiriimis ve
foksiyonellestiriimemis CuFe204/SiO2 nanokompozitler, GOx, substrat olarak
TMB kullanilarak 5-100 uM aralhidindaki glikozun kolorimetrik tayinini yapabilen
sensor olusturulmustur. Nanokompozitlerin, glikozun oksidasyonu sonucu olusan
hidrojen peroksit ile TMB reaksiyonunu etkin bir sekilde katalizledigi, TMB’nin
oksidasyonu ile renkli ¢ozelti olustugu raporlanmigtir. Glikozun degisen
konsantrasyonlari i¢in renk degisimi kullanilarak tespit gercgeklestiriimistir.

Glikozun kolorimetrik tayini Sekil 2.2’de gosterilmistir [45].
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Sekil 2.2. Glikozun kolorimetrik tespiti [45].

Nanozimlerle ilgili titanyum bazlh calismalar da mevcuttur. Ornek olarak TiO2
nanotlplerinin peroksidaz benzeri aktivite gosterdigi ve peroksidaz aktivitesinin
cesitli ydontemlerle olusturulan titanyum dioksit (TiOz2) / molibden disulfit (MoS2)
katmanl nano yapi ile yogun sekilde arttirildig1 raporlanmigtir. TiO2 / MoS2 nano
yapinin yuksek peroksidaz benzeri aktivitesine dayanarak, glutatyon tespiti i¢in
basit bir kolorimetrik yaklasim gelistiriimigtir. Bu ¢alisma, kolorimetrik analiz ve
tibbi teshis konularinda ileriye yodnelik uygulamalar igin basit ve hassas bir

algilama yontemi olarak sunulmustur [46, 47].

2.5. Glutatyon Tayini

Glutatyon, G¢ amino asitten (sistein, glutamik asit ve glisin) olusan disuk molekil
agirlikh bir tripeptittir. Glutatyon, enzim aktivitelerinin dizenlenmesi, DNA sentezi,
protein sentezi, hiicre disi ve igi transportlar gibi hicresel fonksiyonlar diginda,
antioksidan olarak hicre savunmasinda énemli bir rol oynamaktadir. GSH yapisi
Sekil 2.3 'te gosterilmistir [48].



Glutamik Asit

NH,

HO

SH Sistein

HO

Glisin

Sekil 2.3. GSH yapisi [49].

Glutatyon, serbest (GSHt), indirgenmis (GSH), oksitlenmis (GSSG) veya
proteinlere baglanmis halde bulunabilir. Hucre i¢ci ve kan glutatyon
konsantrasyonlari milimolar, plazma glutatyon konsantrasyonlari ise mikromolar
mertebesindedir. Yapilan ¢alismalarda insanda GSH konsantrasyonu kanda 684
ile 2525 pmol/L araliginda, plazmada ise 2,22 ile 11,36 pmol/L araliinda
degistigi gorulmuastur [50]. GSH, hucre savunmasinda yer aldigi i¢cin damar
sertligi, romatoid artrit, yetiskin solunum sikintisi sendromu gibi hastaliklarda

glutatyon konsantrasyonu azalir [50].

Anemiden etkilenen hastalarda eritrosit i¢cerigindeki GSH seviyesinde bir azalma
oldugu tespit edilmistir. Alkol kaynakl ve alkol kaynakli olmayan karaciger
hastaliklarinda GSH konsantrasyonlarinin azaldigi gézlenmistir. HIV ile enfekte
olmus hastalarin laboratuvar arastirmalari sonucunda, plazmalarindaki glutatyon
seviyesinde azalma oldugu goriimistir. Ote yandan, yiiksek glutatyon
konsantrasyonlarinin bazi kemoterapilerde direng yarattigi ve bu sebeple kanser

tedavileri igin bir dezavantaj olusturabilecegdi raporlanmistir [50].

Gunumuzde glutatyon tayini igin ylksek performansli sivi kromatografisi,
elektrokimyasal yontemler ve spektrofotometri dahil olmak Uzere gesitli analitik
yontemler kullaniimaktadir. Belirtilen analizler i¢in pahali araglara ihtiyag

duyulmasi, uzun laboratuvar iglemleri ve karmasik prosedurler gibi belirli



kisittamalar vardir. Enzimatik ardisik reaksiyonlara dayanan ticari GSH Kkitleri
pratikte yaygin olarak uygulanan diger bir tayin yontemidir. Bu yontemde ise
enzim etkisizligi sikhkla karsilasilan kisitlayici bir Ozelliktir. Hucresel GSH
degerlendirmesini basit bir sekilde yapmak igin cesitli calismalar yapilmistir [2].
Farkli yapida nano malzemeler GSH biyomolekulinin kolorimetrik tayini icin
kullanilmigtir [2, 51-53]. Cizelge 2.1'de tayinde kullanilan nanozimler ve

substratlar ile tayini yapilan GSH derisim araligi belirtiimigtir.

Cizelge 2.1. Nanozim yapisi ile GSH’in kolorimetrik tayini icin yapilan ¢alismalar

Nanozim Cesidi Substrat Cesidi GSH Tayin Araligi
Ag* OPD 2nM -1 uM
Porfirin-CoeSs TMB 0,3 uM - 10 uM
CuS-Pkolldopamln-Au T™MB 0,5 uM - 100 uM
ompozit
WS:2 Nano Tabaka TMB 100 pM - 10 nM

He ve arkadaslar yaptigi ¢calismada, AgNOs kullanilarak GSH’nun kolorimetrik
tayinini gergeklestirmistir. H202 bulunan ortamda OPD ve Ag+ arasindaki redoks
reaksiyonu sonucu OPD yukseltgenerek sari renkli bir ¢ozelti olusturmustur.
Ortama GSH ilave edilmesinin ardindan reakiyon inhibe olmustur ve renkte solma
gorulmustar. Sekil 2.4. A’da GSH bulunmayan ve Sekil 2.4.B’de GSH bulunan
Ag*-OPD tayin sistemi gosterilmisti. GSH konsantrasyonu arttikga ¢ozelti
renginde acilma gorulmustur. Bu Ozellikten yararlanilarak GSH tayini

gerceklestirilmistir [51].
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Sekil 2.4. Ag* - OPD GSH tayini [51].

2.6. Silika Mikrokiireler

Silika bazli nanopartikuller, stabiliteleri, yuksek hidrofilik yazeyleri, biyouyumluluk
Ozelligi ve ylzey islevselligi nedeniyle ¢ok gestili alanlarda kendine uygulama
sahas!l bulmustur [54]. Monodispers silika mikrokUreler, kromotografik
malzemelerin, kaplama malzemelerinin ve katalizérlerin Uretiminde ve eczacilik
gibi konularda kullaniimaktadir. Ayrica silika mikrokureler baglayici, stabilizor,
kaplama ve sir malzemesi olarak kullaniimaktadir [55]. Silika mikrokureler sol-jel
ve mikroemulsiyon yontemi gibi yontemler kullanilarak sentezlenebilmektedir
[56]. Stober ve arkadaglari tarafindan 1968'de gelistirilen koloidal sol-jel yontemi,
monodispers silika sollarinin hazirlanmasinda en yaygin kullanilan yontemdir
[57].

Stober ¢alismasinda 0,5 - 2 um araligindaki monodispers silika klireleri, amonyak
katalizli hidroliz ve silikon alkoksitlerin kondenzasyonu ile sentezlemistir [58].
Stober yontemi, hidroliz ve kondenzasyon basamaklarindan olusmaktadir ve
reaksiyon mekanizmasi Sekil 2.5.’te gosterilmistir. Reaksiyon sonrasi hidrojel
formundaki partikillerin yogun kiresel partikil haline dontismesi igin kalsinasyon
islemi uygulanmaktadir. Olusan silika kurelerinin yuzeyinde hidroksil gruplari
bulunmaktadir. Amonyak sadece katalizor gorevi yapmayip, ayni zamanda silika

parcaciklara negatif, dengeleyici bir ylizey yuku saglamaktadir [59].

10



Hidroliz Reaksiyonu
: Alkol
Si(OC,Hs), + 4H,0 W>S|(OH)4 + 4C,H;0H
3

Kondenzasyon Reaksiyonu

Alkol
Si(OH), N—H0>Si02 + 2H,0
3

Sekil 2.5. Stober reaksiyon mekanizmasi [59].

Monodispers silika kire boyutu, su ve amonyak igerigine, ¢ézucu tipine ve sentez
sicakhgina baglidir [57]. Liu ve arkadaslari yaptigi calismalar sonucunda
tetraetoksisilan (TEOS) ekleme yonteminin, TEOS ekleme hizinin ve TEOS
miktarinin partikil buyuklagune etkisi oldugunu belirtmistir [56]. TEOS,
reaksiyonun baginda kesikli bir sekilde eklendiginde daha kuguk partikuller elde
edilirken, surekli bir sekilde eklendiginde daha buyuk partikiller elde edildigi
goOrulmustar. Sarekli TEOS eklenen sistemde, TEOS ekleme hizi arttikga partikil
bayUkliginin azaldigi ve eklenen TEOS konsantrasyonu arttikca partikdl

bayukligunun arttigi raporlanmistir [56].

2.7. Manyetik Silika Mikrokiireler

Manyetik mikrokureler, harici bir manyetik kuvvet altinda yonlenebilen mikro
yapilardir [60]. Manyetik mikropartikullerin, uygun maliyetleri ve kolay bir sekilde
ortamdan ayrilabilmeleri gibi avantajlari bulunmaktadir. Bu avantajlari nedeniyle
manyetik mikroklreler biyomedikal alanda protein saflastirma, ilac hedefleme,
hiacre analizi, tibbi tani, immudnolojik testler gibi uygulamalarda
kullanilabilmektedir [61]. Kanser tedavisinde ilacin etkin bir sekilde hedefe
ulastinimasi ve boylece saglikl hucrelerde meydana gelebilecek zararin
engellenmesi gibi nedenlerle manyetik hedefleme ve izlemesi olan ila¢g dagitim
sistemleri yogun bir sekilde g¢alisiimistir. Son zamanlarda, mezog6zenek yapili
silika nanopartiklller en iyi potansiyel ilag tasiyicilardan biri olarak goértulmektedir.
Yao ve arkadaslari, grafen kapli gézenekli silika malzemeler Gzerinde ¢alismis

ve bu malzemelerin tedavi sirasinda tasiyici olarak kullanilmasi Uzerinde
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durmuslardir [62]. Mezogbzenek yapisina sahip silika ile olusturulan manyetik
WS2@Fe304 nanokompozitin, ilag salimi ve kanser tedavisi gibi alanlarda

kullanimi i¢in calismalar yapilmistir [63].

Manyetik mikrokureler ayrica Au, Pt veya Pd nano bilesenler gibi nispeten pahali
soy metal katalizorlerin manyetik olarak geri kazanimi igin destek yapi olarak
kullanihirlar. Soy metal katalizbrlerin manyetik mikrokurelere baglanmasi, bu
malzemelerin tekrar kullanilabilirlik 6zelligini arttirmaktadir. Reaksiyon sonrasi
katalizorin atiktan ayristirlmasi igin ilave saflastirma islemlerine duyulan

gereksinimi onler [60].

Manyetik silika nanomalzemelerin kullanilarak yapilan nanozim ¢alismalarina drnek
vermek gerekirse; Yang ve arkadaglari tarafindan homojen bir morfolojiye sahip
manyetik ¢cekirdek-kabuk yapida nanokompozit Uretilmistir. 15 nm'lik bir gapa sahip
FesO4 nanopartikul gekirdegi, ince bir 10 nm silika katmani ile kaplanmis ve 2-3 nm
capindaki Pt nano tozlar FesO4@ SiO2-Pt nanokompozitlerini olusturmak igin yuzeyde
dizgun bir sekilde tutturulmustur. Bu nanokompozitlerin, ¢ok iyi peroksit enzimi
aktivitesi sergiledigi ve patojenik bakterilerin tanimlanmasi igin bir sinyal probu olarak

davrandigi raporlanmigtir [64].

Sol-gel yontemi, birlikte ¢oktirme yontemi, mikroemulsiyon, hidrotermal reaksiyon,
termal ayrisma dahil olmak Uzere manyetik nanopargaciklarin sentezi icin farkh
yontemler kullaniimigtir [65]. Tuncel ve arkadaslari monodispers-gézenekli
SiO2(MagSiO2)  mikrokureleri,  manyetik  formda  monodispers-gézenekli
(metakrilikasit-co-etilendimetakrilat) (poli (MAA-co-EDMA)) mikrokureleri sablon
materyali olarak kullanarak elde etmistir [66]. Bu amagla, manyetik olmayan poli
(MAA-co-EDMA), c¢ok basamakli mikro-sispansiyon polimerizasyonu ile

sentezlenmis ve bir sonraki asamada manyetik 6zellik kazandiriimigtir [66].

2.8. Altin Nanopartikuller

Metal nanopartikillerin, kendilerine 6zgu yapilari nedeniyle yigin veya atomik halde
farkll fiziksel ve kimyasal Ozellikler gosterdigi dusunulmektedir. AuNP, metal

nanopartiktl grubunun en cok ilgi géren tyelerindendir. AUNP’lerin biyosensor olarak
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kullanildigi cesitli potansiyel uygulamalar bulunmaktadir [67]. Ayrica kanser
teshisinde ve biyolojik goruntilemede de kullanilmistir [68]. Yuksek yuzey/hacim
oranlarindan dolay! altin nanopartikuller Ustin 6zelliklere sahiptir. AuNP’lerin
yuksek ylzey enerijilerinin gesitli reaksiyon sistemlerinde gugclu bir katalitik etki

saglamasi nedeniyle, AuNP’ler katalizér olarak da ilgi cekmektedirler [69].

Nanopartikiller birgok faydali 6zellige sahip olmalarina ragmen yuzey 6zelliklerinin
degismesine yol agan toplanma egilimi gosterirler. AuUNP’lerin katalitik performansi;
buyuklUkleri, sekilleri ve yuzey kimyasi ile ilgili oldugu icin ylzey o6zelliklerinde
meydana gelen bu degisiklikler katalitik aktivitede bir azalmaya neden olur.
AuNP’lerde katalitik performansi etkileyen ylzey/hacim oranini arttirmak igin
AuNP’ler karbon, silika, zeolit, metal oksit veya metal-organik yapilardan olugan farkh

tirdeki katl malzeme yuzeylerine immobilize edilmistir [69].

Genel olarak, AuNP'lerin hazirlanmasi kimyasal indirgenme ve stabilizasyon
olmak Uzere iki ana basamaktan olusmaktadir. indirgenme icin borohidrit,
aminoboran, formaldehit, alkol, sitrik asit, hidrojen peroksit, asetilen ve elektron
bakimindan zengin gecis metal kompleksleri gibi ajanlar kullanilirken,
stabilizasyon igin trisodyum sitrat dihidrat, fosfor ligandlari, azot bazli ligandlar,
oksijen bazli ligandlar, kukurt ligandlari gibi maddeler kullanilmistir [67].
Gecgmiste Turkevich ve arkadaslari, cekirdeklenme-bliyime mekanizmasi
yoluyla AuNP sentezini agiklamistir. Turkevich yonteminde sitrat iyonlari hem
Au*®In indirgenmesi hem de sonugta ortaya ¢gikan AuNP'lerin stabilizasyonu igin
kullanilmigtir. Sonugta, 20 nm civarinda AuNP elde edilmistir. [70] Daha sonra,
Frens ve arkadaslan tarafindan galisma genisletiimigtir. Trisodyum sitrati, Au
oranina gore kontrol ederek 15 ile 150 nm arasinda genis bir AUNP boyut araligi
elde edilmistir. Fakat partiktl buyaklaga 20 nm’den buyuk partikillerin polidispers
dagilim gosterdikleri géralmustir [71]. Bunlarin yaninda farkh bir caligmada ise
AuNP'leri stabilize etmek igin alkiltiyollerin kullanilabilirligi - gosterilmistir.

Turkevich metoduna gore daha kuguk partikuller elde edilmistir [72].

2.9 Michaelis-Menten Modeli

Enzimler, reaksiyonlarin uygun sicaklik, pH ve hucre basinci kogullarinda hizli
ilerlemelerini saglayan katalizoérlerdir. Enzimlerin nasil ¢alistigini anlamak igin,

etkinliklerinin kinetik bir tanimina ihtiyagc duyulmaktadir. Enzim igin, birim
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zamanda olusturulan Grinin mol sayisi olarak tanimlanan katalizér hizi [ro],
substrat konsantrasyonu [S] ile degismektedir. Sekil 2.6'de goruldugu gibi
reaksiyon hizi, oncelikle substrat konsantrasyonu arttikga dogrusal bir sekilde
artar, belirli bir substrat konsantrastonuna ulasiimasi ile hiz sabitlenmeye baslar.
Enzim hala aktif olarak substrati Griine donustlrir, ancak reaksiyon dengesi
saglanmistir. Reaksiyon hizi daha yuksek substrat konsantrasyonlarinda

maksimum degere yaklagmaktadir.

—_ Fmax
=
N
I
c
g Fmax/2
[
k4
©
(]
(14

Km

Substrat Konsantrasyonu [S]

Sekil 2.6. Michaelis-Menten kinetigi [73].

Sekil 2.7’de gosterilen reaksiyon ile ilerleyen bir sistem dustnuldigunde,

substratin (S) Urtuine (P) dénusuimu enzim (E) katalizérluginde gerceklesmistir.

k k

E+S _'»ES _ L E+P
«—— +-—
K4

Sekil 2.7. Substratin enzim katalizérligunde Urtne dontusmesi
Sabit bir enzim konsantrasyonunda, ro, [S] kiguk oldugunda [S] ile orantilidir,

ancak [S] buyuk oldugunda [S] 'den bagimsizdir. 1913'te Leonor Michaelis ve

Maud Menten bu kinetik ozellikleri agiklamak igin basit bir model 6nermistir.
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Model birgok enzimin kinetik 6zelligini agiklayan, énerilen en basit model olarak

kabul edilmistir.

Bir enzim, substrat ile birleserek bir ki1 hiz sabiti ile ES kompleksi olusturmaktadir.
ES kompleksi icin iki durum bulunmaktadir. Hiz sabiti k-1ile E ve S'ye ayrisabilir
veya hiz sabiti k2 ile P olusturmaya devam edebilir. Hi¢bir Grinln, baslangi¢

substratina geri donmedigi varsayilmaktadir.

ro = k2 [ES] (2.1)
ES olugsum hizi ES = ki[E][S] (2.2)
ES parcalanma hizi ES = (k-1+k2)[ES] (2.3)

Olusum ve parcalanma hizlari esitlendiginde;

Ki[E][S] = (k-1tk2)[ES] (2.4)
[E][SVIES] = (k-1tk2)/Ka (2.5)
Michaelis sabiti adi verilen yeni bir Km tanimlanarak sadelestiriimistir.

K k—-1+k2
m =
k1

(2.6)

Km, enzim-substrat etkilesimlerinin dnemli bir 6zelligidir ve enzim ve substrat

konsantrasyonlarindan bagimsizdir. Km, enzim katalizli bir reaksiyonlarin dnemli

bir 6zelligidir.
_[E][S]
[ES] = —— 2.7)

Etkilenmemis enzimin konsantrasyonu [E], toplam enzim konsantrasyonu [E]r ile

ES kompleksi konsantrasyonu farklarina esittir.

[E] = [E]r - [ES] (2.8)
[ES] = [Elr — 2.9)
[S]+Km )
max = k2 [E]T (210)
ro=r i (2.11)
0~ M1+ Km '
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Bu denklem, Sekil 2.8'de verilen kinetik verileri agiklar. Cok duisik substrat
konsantrasyonunda reaksiyon hizi, substrat konsantrasyonuyla dogrudan
orantihdir [73].

Km ve rmax hesaplamalari yapmak i¢in Michaelis-Menten denklemini lineerlestiren
Lineweaver—Burk grafigi, Eadie—Hofstee ¢izimi ve Hanes—Woolf grafigi gibi grafik
yontemleri kullanilmaktadir. Sekil 2.8 ve Esitlik 2.12'de Lineweaver—Burk grafigi

ve Michaelis-Menten denkleminin duzenlenmis hali verilmistir [73, 74].

1
r
Km
r-max
T
- 1
max S
'
L
Km
Sekil 2.8. Lineweaver—Burk grafigi [74].
1 K 1
S=— 4 (2.12)

T rmaxx[S] = rmax
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda immobilize formda AuNP iceren ve peroksidaz aktivitesine sahip
monodispers-gdzenekli formda manyetik SiO2@MagSiO2 ve manyetik olmayan
SiO2 mikroklrelerin  sentezi gergeklestiriimigtir.  Ylzeye immobilizasyonu
yapilacak olan AuNP’lerin sentezi i¢cin Turkevich yontemi kullaniimistir. YUuzeyi
AuUNP ile modifiye edilen ve edilmeyen SiO2 mikrokurelerin yuzey 6zellikleri ve
boy dagiimi SEM kullanilarak incelenmistir. EDX kullanilarak mikrokdrelerin
yuzey bilegsimleri ve XRD kullanilarak mikrokurelerin  kimyasal yapisi
incelenmistir. Manyetik mikrokurelerin manyetizasyon davranislari ve doygunluk
manyetizasyon degerleri VSM kullanilarak elde edilmistir. Mikrokdrelerin
peroksidaz aktiviteleri substrat olarak o-fenilendiamin (OPD) kullanimiyla
belirlenmistir. Calismada substrat, mikrokure ve ortam pH degeri degistirilerek bu
degdisimlerin peroksidaz aktivitesine etkisi incelenmistir. Peroksidaz aktivite
Olcimleri  UV-gorinir bolge spektrofotometresi ile yapilmistir. GSH
biyomolekulinin mikroklre yuzeyine adsorbsiyonu HPLC yardimiyla tespit
edilmigtir. Peroksidaz aktivitesi yoninden en uygun kosullar kullanilarak, ¢ozelti
ortaminda ve insan serumu igerisinde GSH tayini yapilmistir. Tez kapsaminda

yapilan ¢alismalarin genel akisi Sekil 3.1°de verilmigtir.
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Cikis Lateksi olan poli(GMA) Partiklllerinin Sentezi

\Z

Poli(MAA-co-EDMA) Partikullerinin Sentezi

\Z

Monodispers Gozenekli Silika (SiO,) ve Manyetik Silika (MagSiO,)
Mikrokurelerin Sentezi

\Z

Manyetik Silika Mikrokurelerin Silika ile Kaplanmasi
(SI0,@MagSiO, Monodispers-Gozenekli Mikrokurelerin Olugturulmasi)

\Z

SiO, ve SiO,@MagSiO, Mikrokurelerin HCI ile Turevlendirilmesi

\Z

Altin Nanopartikil (AuNP) Sentezi

\Z

SiO, ve SiO,@MagSiO, Mikrokurelerin AuNP'lerle Dekorasyonu
(Au@SiO, ve Au@SiO,@MagSiO, Mikrokurelerin Olusturulmasi)

\Z

Monodispers-Gozenekli Mikrokurelerin Karakterizasyonu

\Z

Au@SiO, ve Au@SiO,@MagSiO, Monodispers-Gozenekli Mikrokurelerin
Peroksidaz Aktivite Olgumleri

\Z

Au@SiO, ve Au@SiO,@MagSiO, Monodispers-Gozenekli Mikrokureler ile
Glutatyon Adsorpsiyon Olgtumleri

\Z

Au@SiO, ve Au@SiO,@MagSiO, Monodispers-Gozenekli Mikrokureler ile
Cozelti Ortaminda Glutatyon Tayini

\Z

Au@SiO, ve Au@SiO,@MagSiO, Monodispers-Gozenekli Mikrokureler ile
Insan Serumda Glutatyon Tayini

Sekil 3.1. Tez kapsaminda yapilan galismalarin genel akisi.
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3.1. immobilize Formda AuNP igeren ve Peroksidaz Aktivitesine Sahip

Monodispers-Gozenekli Mikrokiirelerin Sentezi
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Monodispers gdzenekli SiO2 mikrokurelerin sentezi icin monomer olarak glisidil
metakrilat (GMA) ve metakrilik asit (MAA), capraz baglayici olarak etilen
dimetakrilat (EDMA) kullaniimistir. Sentezde kullanilan tetraetoksisilan (TEOS),
izopropanol, poli(vinil pirolidon) (PVP K-30), tetrabutilamonyum iyodat (TBAI),
poli(vinil alkol) (PVA) ve sodyum lauril sulfat (SLS) kimyasallari, yukarida
bahsedilen monomer ve baglaticilarin hepsi Sigma-Aldrich Co., ABD firmasindan
alinmistir. Etanol, etil benzen ve tetrahidrofuran (THF) Riedel De Haen
firmasindan alinmigtir. Baglatici olarak kullanilan 2,2’- azobisizobutironitril (AIBN)
ve benzoil peroksit (BPO) Across Organics'ten temin edilmigtir. Manyetik
mikrokire olusturmak igin kullanilan demir (lIl) klorir heksahidrat (FeCls.6H20,
Fe*3) ve demir (Il) kloriir tetrahidrat (FeCl2.4H20, Fe*?) tuzlari Sigma-Aldrich Co.,
ABD‘den alinmigtir.

Amin gruplari iceren SiO2 ve MagSiO2 mikroklre elde etmek amaciyla kullanilan
aminopropiltrietoksisilan (APTES) ve trietilamin (TEA) ve ¢6zlicl olarak kullanilan
isopropanol (Is-PrOH, HPLC grade) Sigma Aldrich Co., ABD firmasindan temin
edilmistir. Sentez icin kullanilan kloroaurik asit-trihidrat (HAuCls.3H20), trisodyum
sitrat (TSS) , sodyum borohidrid (NaBHa4) kimyasallari ve ¢ozelti hazirlamak igin
kullanilan sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI) Sigma Chemical Co.,
ABD firmasindan temin edilmigtir. Bltlin sentez agsamalarinda Direct-Q®3 UV
System, Millipore S.A.S, Molsheim, Fransa sisteminden elde edilen distile-
deiyonize (DDI) su kullaniimistir.

3.1.2. Monodispers Gozenek Yapili SiO2 ve SiO.@MagSiO2 Mikrokiirelerin
Sentezi

3.1.2.1. GMA Polimerinin Sentezi

GMA monomeri ile dispersiyon polimerizasyonu yodntemi kullanilarak
monodispers yapida poli(GMA) partikilleri sentezlenmistir. Reaksiyon cam

reaktor icerisinde gerceklestiriimigtir. 30 mL etanolin igerisine 0,45 g
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Polyvinylpyrrolidone K-30 (PVP K-30) eklenip ¢éziinmesi saglanmistir. Daha
sonra 3 mL GMA ve baslatici olarak 0,24 g AIBN eklenerek ultrasonik su
banyosunda (Elma LC 30, Germany) tamamen ¢ozinmesi saglanmigtir. Cam
reaktor, ¢alkalamali su banyosunda (Memmert, Germany) sabitlenerek 24 saat
boyunca 70°C’de, 120 cpm calkalama hiziyla karistirilmistir ve polimerizasyon
gerceklestirilmigtir.  Reaksiyon  sonrasinda, reaktor oda sicakliginda
sogutulmustur. Sentezlenen polimer 3 defa sirasiyla etanol ve DDI su ile
yikanmistir. Yikama islemi yapilirken polimer karisimina su ya da etanol
eklenerek karistirilmis ve ardindan santriflij yardimiyla (Hettich Universal 320 R,
Germany) c¢oOkturulerek uUstte kalan sivi uzaklagtirilmistir.  Yikama iglemi
sonrasinda, polimer 10 mL su igerisinde ultrasonikasyon ile dagitiimistir.
Dagitilan polimer ¢dzeltisinden 1 mL hacimde ¢ozelti alinarak, 70°C sicaklikta 24
saat vakum altinda kurutulmustur ve kurutulan partikulin kati igerigi gravimetrik

yontem kullanilarak belirlenmisgtir.

3.1.2.2. Cok Basamakh Mikrosiispansiyon Polimerizasyon Metodu ile

Gozenekli Monodispers Partikiillerin Sentezi

Cikis lateksi olarak kullanilan GMA polimerinin sentezlenmesinden sonra
gozenekli mikrokureler cok basamakli mikrosuspansiyon metodu ile Gretilmigtir.

Metot, Sekil 3.2'de gosterilmistir.

Monomer Faz Polimerizasyon
poli(GMA) . : 80°C ez
~\ Sisme 1 PN Sisme 2 N 24saat  EREREESE Monodispers
s — l?, — \ | — gozenekli
4 s partikiiller
= PVA

MAA

EDMA

BPO

Sekil 3.2. Monodispers gozenekli partikullerin sentezi [75].

Oncelikle %0,25 SLS iceren 50 mL sulu ¢dzelti icerisine 3,5 mL etil benzen ilave

edilmistir. Etil benzen burada gézenek olusturucu dzellige sahiptir. ilave isleminin
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ardindan ¢ozelti 5 dakika sonikasyona (200 W) tabi tutulmustur. Sonikasyon ile
gbzenek olusturucu etil benzenin dagilimi saglandiktan sonra ortama 0,3 g
poli(GMA) ilave edilip, sonike edilmistir. Etil benzen igeren ¢ozelti ve poli(GMA)
25 °C oda sicakhginda 24 saat manyetik karigtirici(IKA RO 10, Almanya) ile

karistirilarak polimerin sismesi saglanmistir.

%0,25 SLS igeren 50 mL sulu ¢ozelti igerisine 2 mL MAA monomeri, 4 mL ¢apraz
baglayici EDMA ve 0,25 g polimerizasyon baslaticisi BPO ilave edilip 5 dakika
sonikasyona tabi tutulmustur. Sisme islemi tamamlanmis olan poli(GMA) Gzerine
dagiimasi saglanmis emdulsiyon eklenmistir. 25°C oda sicakliginda 24 saat
manyetik karistici kullanilarak karigtiriimigtir. Karistirmadaki amag¢ emulsiyonun
sismis olan c¢ikis lateksine difuzyonunu saglamaktir. Karistirma sonrasi 0,8 g
PVA iceren 10 mL sulu ¢dzelti ilave edilmigtir. Dispersiyon, sizdirmaz cam reaktor
icerisine alinmigtir. Polimerizasyon islemi 80°C’de 150 cpm hizinda ¢alkalamali
su banyosunda 24 saatte gerceklestirilmigtir. Reaktor oda sicakliginda
sogutulmustur. Soguma igleminin ardindan polimerlesmeyen monomer ve
kullanilan solventlerin giderilmesi i¢in 3 kez yikanmistir. Yikama isleminde teknik
etil alkol ve ayirma isleminde santrifljleme-dekantasyon yontemi kullaniimistir.
Yikama sonrasi partikiller 2 defa THF ile ekstrakte edilip ayni sekilde 3 defa etil
alkol ile yikanmigtir. Elde edilen poli(MAA-co-EDMA) etanol igerisinde

dagitimigtir.
CHj
H
HQC\YJ\O% H2C%OH HEC}\H/O\/‘\DJYC 2
A CHj3 CHs CHj

Sekil 3.3. Cikis lateksinde monomer olarak kullanilan (A) GMA ve (B) MAA
ve gapraz baglayici olarak kulanilan (C) EDMA.

3.1.2.3. SiO2 Mikrokiirelerin Sentezi

Cok basamakl hidroliz kondenzasyon metodu kullanilarak silika sentezlenmistir.
50 mL Iso-PrOH ve 5 mL DDI su igeren ortama 0,25 g TBAI eklenmigtir ve

¢6zlnmesi saglanmistir. Sonrasinda 0,25 mL amonyum hidroksit (NaHsOH) ilave
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edilmistir. Sentezlenen 0,4 g poli(MAA-co-EDMA), hazirlanan sivi igerisinde
ultrasonikasyon ile dagitilmigtir. Dispersiyon oda sicakliginda manyetik karigtiric
ile 400 rpm hizda 1 saat boyunca karistiriimigtir. Karismaya devam eden ortam
icerisine % 25 TEOS iceren 5 mL TEOS-Iso-ProOH ¢dzeltisi ilave edilmistir. Isitic
sicakhgi 30°C’ye ayarlanmistir. Cozelti sicakhgi 30°C’ye ulastiktan sonra isiticili
manyetik karistiricida 400 rpm hiz ile 24 saat karistirma saglanmistir. 24 saat
tamamlandiktan sonra olugan silika-polimer kompozit mikropartikiller 2 kez Iso-
PrOH ve 2 kez DDI su ile santrifijleme-dekantasyon metodu kullanilarak
yikanmistir. Silika kompozit mikrokireler santrifijlenip, Ustte kalan sivi
uzaklastirlmistir.  Partikiller 70°C’de, 24 saat boyunca etlv igerisinde
kurutulmustur. Son olarak, polimerik yapinin uzaklastiriimasi ve monodispers-
g6zenekli yapida silika mikrokurelerin eldesi igin kalsinasyon gergeklestiriimigstir.
Kalsinasyon 450°C sicaklikta, hava ortaminda 6 saat boyunca yapilmistir.
Boylece polimerik yapi yok olmustur ve monodispers-gozenekli yapida silika

mikropartikuller elde edilmigtir.

3.1.2.4. MagSiO:2 Mikrokiirelerin Sentezi

Manyetik monodispers ve gozenekli silika mikrokurelerin sentezlenmesinde ¢ok
basamakli hidroliz kondenzasyon yontemi kullaniimigtir. Bu sentez igleminde
baglangic kalip materyali olarak MAA-co-EDMA polimeri kullaniimigtir.
Baslangigta, poli(MAA-co-EDMA) partikullerine ikili ¢Oktirme islemi ile
manyetizasyon uygulanmistir. ikili ¢oktiirme silrecinde absorbe Fe*? ve Fe*3
iyonlarinin  mikrokureler icerisine  baglanmig Fe3Os4 nanopartikillere
dondstirilmesi saglanmistir. Fe*? ve Fe*® iyonlari, mikrokiirelerde bulunan
karboksil gruplari ile kompleks olustururlar. 0,27 g demir (lIl) klorir hekzahidrat
ve 0,4 g demir (Il) klorUr tetrahidrat iceren 50 mL sulu ¢ozelti ortamina 0,7 g
poli(MAA-co-EDMA) mikrokureler ilave edilmistir ve azot altinda oda sicakhginda
5 dakika boyunca karistirimistir. Ortam 10 dakika boyunca vakumlanarak
ortamda bulunan oksijenin uzaklagsmasi ve Fe*? ve Fe*2 iyonlarinin mikrokireler
icerisine adsorbsiyonu saglanmistir. Ortam sicakhigi 85°C’ye yukseltiimistir.
Mikrokurelerin gozenekleri igerisinde yer alan demir tuzlarinin indirgenmesi igin
ortama 50 mL derisik amonyak ilave edilmigtir. Demir tuzlarinin indirgenmesi

saglanarak FezO4 nanopatikullere donusturalmustar. 85°C’deki ortama amonyak
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ilavesinin ardindan, 1 saat boyunca karigtiriimistir ve oda sicakliginda sogumasi
saglanmistir. Manyetik mikrokureler 3 defa DDI su ile kullanilarak yikanmistir.
Yikama sirasinda manyetik mikroklureler miknatis yardimi ile ortamdan
ayrilmistir. Yikama igleminin sonunda mikrokurelerin DDI su igerisinde dagiimasi
saglanmistir. Elde edilen manyetik poli(MAA-co-EDMA) mikroktrelere, SiO:2
mikrokdrelerin sentezi igin kullanilan yontemin aynisi uygulanarak MagSiO:2
mikrokureler elde edilmigtir. Yikama sirasinda manyetik mikrokureler miknatis ile
ortamdan ayrilmigtir. Manyetik mikrokureler 70°C’de 24 saat boyunca etlvde
kurutulmustur.  Kurutulan mikroklreler 450°C’de 6 saat kalsine edilmistir.
Kalsinasyon iglemi ile polimerik kismin uzaklasmasi saglanmigtir ve partikuller

tekrar DDI su icerisinde dagitiimistir.

3.1.2.5. Manyetik Silika Mikrokiirelerin Silika ile Kaplanmasi /
SiO2@MagSiO2 Mikrokurelerin Sentezi

25 mL Is-PrOH, 2,5 mL DDI su, 0,125 g TBAI, 0,125 mL NaH4OH, 0,2 g MagSiO:2
mikrokureler sirasiyla otoklav sisesine eklenmistir. Dispersiyon 25 °C oda
sicakhdinda mekanik karistirici ile 1 saat boyunca karistiriimistir. Karigmaya
devam eden ortam igerisine hacimce % 50 TEOS igeren 2 mL TEOS-Iso-ProOH
¢cozeltisi damla damla ilave edilmistir. 40°C’de 24 saat karistirma islemine devam
edilmigtir. Karigtirma tamamlandiktan sonra olusan silika-polimer kompozit
mikropartikuller 2 kez Iso-PrOH ve 2 kez de DDI su ile santrifujleme-dekantasyon
metodu kullanilarak yikanmistir. Silika-polimer kompozit mikropartikillerin
bulundugu dispersiyon santrifijlenmistir, Ustte kalan sivi uzaklastiriimigtir.

Mikrokureler tekrar DDI su igerisinde dagitiimistir.

3.1.2.6. SiO2 ve SiO2@MagSiO2 Mikrokirelerin HCl ile Tiireviendirilmesi

Oncelikle cam reaktére 0,1 g SiO2 ya da SiO2@MagSiO2 mikrokiire koyulmustur.
3,38 mL HCI, 25 mL hacmine DDI su ile tamamlanmigtir. Olusturulan HCI su
¢cozeltisi cam reaktore eklenmistir. Cam reaktdrin agzi sikica kapatilarak,
calkalamali su banyosunda (Memmert, Germany) sabitlenerek 80 °C’de 6 saat
120 cpm galkalama hiziyla karistirlmigtir. Sonrasinda dispersiyon, 5000 rpm

hizda 5 dakika santrifujlenmistir ve yuzeydeki sivi alinmistir. 3 kez de DDI su ile
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santrifijleme-dekantasyon metodu kullanilarak yikanmistir. Fonksiyonel

hidroksil igeren silika mikrokureler 24 saat 60°C’de kurutulmustur.

3.1.3. Monodispers ve Gozenek Yapii SiO2 ve SiO2@MagSiO:
Mikroktirelerin AuNP ile Modifiye Edilmesi

3.1.3.1. Aminopropiltrietoksisilan ile Monodispers-Gozenekli SiO: ve

SiO2@MagSiO2 Mikrokirelerin Turevlendirilmesi

Monodispers-gézenekli SiO2 ve SiO2@MagSiO2 mikrokurelere amin baglanmasi
icin APTES ile tepkime saglanmistir, reaksiyon mekanizmasi $ekil 3.4’de
gOsterilmigtir. Monodispers gbézenekli SiO2 ve SiO2@MagSiO2 mikrokureler (0,4
g), APTES ile reaksiyona girmeden once fiziksel olarak adsorbe edilmis su
buharini ¢ikarmak i¢cin 6 saat boyunca 250°C'de gazdan arindiriimigtir.
Mikrokureler (0,4 g) icinde APTES (3 mL) ve TEA (0,3 mL) bulunan Is-PrOH (20
mL) kapali bir cam reaktére eklenmistir. Ardindan, reaktoér 24 saat 80 °C'de
sicaklik kontrolli bir galkalamali su banyosunda tutulmugtur. Daha sonra, amin
baglanmis SiO2 ve SiO2@MagSiO2 mikrokureleri, fazla APTES’ten ayirmak igin
mikrokureler sirasiyla 1so-PrOH ve DDI su ile yikanmistir ve santrifijleme iglemi
(5000 rpm, 3 dakika boyunca) uygulanarak sividan ayrilmistir. Sonrasinda
mikrokureler su igerisinde dagitilmigtir. Belirli bir hacimdeki amin bagli SiO2 ve

SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin miktarlari, gravimetrik analiz ile elde edilmigtir.

OH 02H5O\ C2H5O
C-H-O— i IsOH ON |
T CHO— S~ NH, oy Sisnu~NH,
OH C2H5O/ 80 °C o~
24 saat
Sio, ve . I ) ;

) ; Amin Bagl SiO, ve SiO,@Mag-SiO,
Sloﬁﬂ%lr\gig;gloz i =l IMik\r”c\?kulre @Mag

Sekil 3.4. Amin bagh SiO2z ve SiO.@MagSiO: elde edilmesi [76].
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3.1.3.2. AuNP Sentezi

AuNP'ler, Turkevich metodu kullanilarak sentezlenmistir. Sentez sirasinda Au*3
AuNP’e indirgenmistir. 24 mL 1.0 x 103 M Bir HAuCls ¢ozeltisi kaynayana kadar
Isiticih manyetik karistiricida karigtirlmigtir. Daha sonra 2,0 mL TSS ¢ozeltisi (%
1,75 (agirhk/hacim)) eklenmistir. Tlrkevich yonteminde sitrat iyonlari hem Au*®'in
indirgenmesi hem de sonugta ortaya ¢ikan AuNP'lerin su iginde stabilizasyonu
icin kullaniimigtir. TSS ¢oOzeltisi eklenmesinin sonrasinda, ¢ozelti rengi 5 dakika
icinde koyu kirmiziya donusmustur. Bu renk degisimi altin iyonlarinin sitrat ile
indirgenmesinin  tamamlandigini  gosterir. Kaynama 15 dakika daha
surdurdlmustir. Daha sonra, ¢ozelti sonra oda sicakligina alinarak soguyuncaya

kadar 250 rpm'de manyetik olarak karigtirilmistir.

3.1.3.3. Monodispers-Gozenekli SiO2 ve SiO2@MagSiO2 Mikroktirelerin Altin
Nanopartikuller ile Dekorasyonu / Au@SiO: ve Au@SiO:@MagSiO:2

Mikrokiirelerin Olusturulmasi

AuNP'lerle monodispers gozenekli SiO2 ve SiO@MagSiO2 mikrokurelerin
dekorasyonu igin, amin grubu bagl SiO2 ve SiO2@MagSiO2 mikrokurelere elde
edilen AuNP c¢odzeltisi ilave edilmigtir ve 250 rpm'de oda sicaklidinda 6 saat
karnistirlmistir. Mikrokareler su igerisinde dagitiimistir. Belirli bir hacimdeki altin
bagli mikrokurelerin miktari, gravimetrik analiz ile elde edilmigtir. Reaksiyonun

gorseli Sekil 3.5’'te gdosterilmistir.

C,HO

O\ I Altin N rtikdll
PR Q
O

Altin ile dekore edilmis Si0O.,
Amin Bagl SiO, ve SiO,@Mag-SiO, ve SiO,@Mag-Si0,
Mikrokureler Mikroktreler

Sekil 3.5. SiO2 ve SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin AuNP’ler ile dekorasyonu
[77].
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3.2. Monodispers-Gozenekli SiO2 ve SiO:@MagSiO2 Mikrokurelerin ve
Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 Mikrokurelerin Karakterizasyonu

3.2.1. Yiizey Alani ve Gézenek Boyutu Olgiimii

Sentezlenen SiO2 mikrokurelerin ve ylizeyine AUNP immobilize edilmis Au@SiOz2
ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin 6zgul yuzey alani ve gozenek boyutu
dagihmi 6lgtimleri Quantochrome, Nova 2200e cihazinda yapilmistir. Olglim
oncesi mikrokureler 80°C’de 24 saat suresince kurutulmustur. Sonrasinda
yaklasik 0,05 g mikrokire cihazin 6rnek portuna yerlestiriimistir ve 6 saat
boyunca 250 °C sicaklik altinda vakumlanarak nemin uzaklasmasi saglanmistir.
Ozgiil yizey alani ve gdzenek boyutu dagilimi élgimleri 77 K'de sivi azot
icerisinde yer alan ornek haznesinde yapilmistir. Cihazin 6lgimu azotun buhar
basinci ile mikrokdrelerin azot adsorpsiyonunun miktarinin dlgulmesi prensibine
dayanir. BET cihazi ile mikrokUrelerin spesifik ylzey alanlari ile gézenek boyutu

dagilim egrileri elde edilmigtir .

3.2.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Sentezlenen SiO2 mikroklrelerinin ve  AuNP immobilize edilmis SiO:2
mikrokurelerinin yuzey morfolojisi ve boyut dagihmi 6zellikleri SEM cihazi (FEI,
Quanta 200 FEG, ABD) ile belirlenmigtir. Numune hazirlama asamasinda, belirli
miktarda kurutulmus mikrokure, birka¢ dakika boyunca sonikasyonla agirlikca %
0,1 derisimde SLS sulu ¢ozeltisinde dagitiimistir. Daha sonra dispersiyon karbon
bant Uzerine damlatiimistir ve oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutulmus
numuneler fiziksel buhar biriktirme yontemi kullanilarak altinla kaplanmistir.
Numunelerin altin ile kaplanmasindaki amag¢ gorunta alinirken iletkenligin
saglanmasidir. Mikrokurelere 5000-100000X arasinda buyutme yapilarak SEM
cihazi ile fotograflanmistir. Her bir numune igin alinmis SEM goéruntisinde
yaklasik 50 - 100 adet mikrokure oélgulerek, ortalama ¢ap Dn (um) bulunmustur
ve boy dagilimi igin degisim katsayisi CV (%) degerleri Esitlik 3.1 ve 3.2'de yer
alan denklemler kullanilarak hesaplanmistir. Ni, Di ¢apina sahip mikrokire
sayisini, Nt toplam mikrokire sayisini ifade etmektedir. CV degeri mikrokUrenin

monodispers 6zelligi ile ilgili bilgi verir.
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Dn = ZNiD/ZNi (3.2)

CV = [(ENi(Di-Dn)[Nt-1])~2/Dn]x100 (3.2)

Ayrica SiO2, Au@SiOz2, SiIO2@MagSiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin
yuzeyinde yer alan atomlarin miktarlarini tespit etmek amaciyla enerji sagilimli

X-1s1n1 spektroskopisi (EDX) kullaniimistir.

3.2.3. Titresimli Ornek Manyetometri Analizi

Manyetik mikrokarelerin manyetik 6zelliklerine VSM cihazi (Cryogenic Limited,
PPM System, ingiltere) ile bakilmistir. Analizde, mikrokiirelerin manyetizasyon
davranisi ve doygunluk magnetizasyon degerleri tayin edilmistir. Olgim dncesi
manyetik mikrokurelerin (SiO2@MagSiO2, Au@SiO2@MagSiOz2) 24 saat 80°C’de
etivde kurumasi saglanmistir. Olgim icin numune cihazin érnek haznesine
yerlestirilmistir. Cihaz igerisindeki super iletken miknatis yardimi ile oda

sicakliginda manyetizasyon egrileri elde edilmistir.

3.2.4. X Isini Kirilnim Yoéntemi

Mikrokurelerin kimyasal yapilari XRD (Rigaku, D/Max-2200, ABD) kullanilarak
incelenmistir. Olgiim 6ncesi mikrokirelerin 24 saat 80 °C’de etiivde kurumasi
saglanmistir. Kurutulan numuneler cihazin érnek diski Uzerine konulmustur ve
analiz gergeklestirilmistir. X-Isint kirlnim yontemi, her bir malzemenin kendine
O0zgu atomik dizilimleri ile baglantili olarak, X-iginlarini karakteristik sekilde
kirmasi esasina dayanir. Bu nedenle her malzemenin kendine 6zgu kirinim

deseni bulunmaktadir.
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3.3. Au@SiO2 ve Au@SiO@MagSiO2 Mikrokureler ile Peroksidaz Aktivite
Olgiimleri ve GSH Tayini

3.3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Peroksidaz aktivitelerinin dlgiminde substrat olarak kullanilan OPD(o-
fenilendiamin), tampon ¢ozelti hazirlamak icin kullanilan HEPES (4-(2-
Hidroksietil) piperazin-1-etansulfonik asit), hidrojen peroksit (% 50), hidroklorik
asit (%37), insan serumu Sigma Aldrich Co., ABD firmasindan temin edilmistir.
Tayini yapilan biyomolekul olan “L-glutatyon reduced” (GSH) Sigma Aldrich Co.,
ABD firmasindan alinmigtir. Fosfat tamponu hazirlamak igin kullanilan mono
sodyum fosfat (NaH2POa4) Riedel-de Haén, Almanya ve di-sodyum hidrojen fosfat
dodekahidrat (NazHP0O4.12H20) Merck, Almanya firmasindan temin edilmigtir.
Sitrat tamponu hazirlamak igin kullanilan sitrik asit monohidrat (CeHsO7.H20) ve
Sodyum sitrat tribazik dihidrat (CsHsNasO7.2H20) Sigma Aldrich Co., ABD
firmasindan temin edilmistir. Batiin asamalarda kullanilan DDI su, Direct-Q®3 UV

System, Millipore S.A.S, Molsheim, Fransa sisteminden elde edilmigtir.

3.3.2. Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 Mikrokiirelerin Degisen Ortam pH

Degerleri igin Peroksidaz Aktivitesi Olgiimleri

Sentezlenen mikrokureler ile yapilan peroksidaz aktivite olgimleri farkhh pH
degerlerine sahip ortamlarda yapilarak, pH degisiminin peroksidaz aktivitesi
uzerindeki etkisi incelenmistir. pH 4 ve pH 5 ¢dzeltisi icin 50 mM sitrat tamponu,
pH 6 ve pH 7 ¢ozeltisi 50 mM fosfat tamponu ve pH 8 ve pH 9 ¢ozeltisi icin 50
mM HEPES tamponu kullaniimigtir. Mikrokureler (10 mg) belirlenen pH
degerlerindeki tamponlar ile 2 kere yikanmistir. Yikama sirasinda manyetik
mikrokdreler igin miknatis ile ayirma yontemi kullanilirken, manyetik olmayan
mikrokureler santrifij yardimiyla (5000 rpm, 5 dakika) coktarulmustar.
Dispersiyondan ayrilan mikrokureler 4 mL belirlenen pH degerlerinde hazirlanmig
400 pM OPD cgozeltisine ilave edilmigtir ve olugsan dispersiyona 2 uL hidrojen
peroksit (H202, 50% a/a) eklenmigtir. Hidrojen peroksit ilavesi reaksiyon
baslangici olarak kabul edilmigtir. OPD ¢ozeltisini isiktan koruma amagcli olarak
¢ozeltinin  bulundugu kaplarin diglari aliminyum folyo ile kaplanmistir.

Dispersiyon belirlenen surelerde (5 - 90 dakika araliginda) rotatorda (120 cpm)
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karigtirnlmistir. Belirlenen sureler tamamlandiktan sonra sivi mikrokureden
ayrilmigtir ve sivinin UV-gorunur bolge spektrofotometresi ile (UV-Vis, Shimadzu,
UV-1601, Japonya) 300-600 nm dalga boyu araliginda absorbans taramasi
yapiimistir.  Olgimler  belirlenen  farkli pH ortamlart ve Au@SiO2,
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler igin tekrarlanmigtir. Elde edilen absorbans
degerleri yardimiyla Esitlik 3.3 - 3.8’te, OPD tlketim hizinin hesaplanmasi igin
denklem turetilmistir. Esitlik 3.8 kullanilarak OPD tuketim hizi hesaplanmistir. Co,
t=0 anindaki OPD konsantasyonunu, C ile ifade edilen t anindaki OPD
konsantrasyonunu, -r OPD tiketim hizini, A absorbansi ve Af absorbansin

platoya ulastigi degeri gostermektedir.

C = Co.x (3.3)
dC c dx (3.4)
dac - % ae
_A (3.5)

T Af

_Co dA (3.6)
TTTOAf A
dA  A(D) — A(0) (3.7)
dt t

_ Co A(®) —A(0) (3.8)
TEG T T

3.3.3. Degisen Substrat Derisimi i¢in Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiOz2

Mikrokiirelerin Peroksidaz Aktivite Olgiimleri

Bu deneyler sirasinda substrat olarak kullanilan OPD’nin konsantrasyonunun
peroksidaz aktivitesine etkisi gdzlemlenmistir. Substrat derisiminin peroksidaz
aktivitesine etkisini gérmek amaciyla yapilan Olgimler pH 7 ortaminda

gerceklestiriimigtir. MikrokUreler (10 mg) pH 7 fosfat tamponu ile 2 kere

29



yikanmigtir. Yikama sonrasinda dispersiyondan ayrilan mikrokureler 4 mL, pH 7,
50 mM fosfat tamponu ile hazirlanmis 50 yM, 100 uM, 200 uM, 300 pM, 400 uM,
500 uM OPD cgozeltilerine ilave edilmistir. Olusan dispersiyona 2 uL hidrojen
peroksit (H202, 50% al/a) eklenmistir. Hidrojen peroksit ilavesi reaksiyon
baslangici olarak kabul edilmistir. OPD ¢ozeltisini isiktan koruma amacli olarak
¢ozeltinin  bulundugu kaplarin diglart aliminyum folyo ile kaplanmistir.
Dispersiyon belirlenen surelerde (5 - 90 dakika arahidinda) rotatorda (120 cpm)
karistinimistir. Belirlenen sureler tamamlandiktan sonra sivi mikrokireden
ayriimistir ve sivinin UV-gorinlr bolge spektrofotometresi ile 300-600 nm dalga
boyu araliinda absorbans taramasi yapiimistir. Olcimler Au@SiO2 ve
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler i¢in yapiimistir. Daha sonra patikilden ayrilan
yani dlgiimleri yapilan 4 mL sivi igerisine 3 M, 100 uL HCI ¢dzeltisi ilave edilmigtir.
Cozelti vortekslenmigtir ve 10 dakika beklenerek tekrar 300-600 nm dalga boyu
araliginda absorbans taramasi yapilmistir. Elde edilen veriler ve Esitlik 3.8
kullanilarak OPD tuketim hizi hesaplanmigtir. Veriler Lineweaver—Burk grafigi ile
duzenlenmigtir, maksimum reaksiyon hizi ve reaksiyon igin Michaelis Menten

sabiti hesaplanmistir.

3.3.4. Farkh Au@SiO2, Au@SiO2@MagSiO2 Miktarlan igin Peroksidaz
Aktivite Olgiimleri

Mikrokare miktarinin degisimi icin aktivite Olgimleri pH 7 ortaminda
gerceklestiriimistir. Farkli miktarlardaki mikrokureler (1 mg, 2 mg, 5 mg, 10 mg,
20 mg) pH 7 fosfat tamponu ile 2 kere yikanmistir. Yikama sonrasinda
dispersiyondan ayrilan mikrokureler 4 mL, pH 7, 50 mM fosfat tamponu ile
hazirlanmis 400 uM OPD c¢dzeltisine ilave edilmistir ve olusan dispersiyona 2 L
hidrojen peroksit(H202, 50% a/a) eklenmistir. Dispersiyon sonunda olusan
sorbent konsantrasyonu sirasiyla 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, 2,5
mg/mL, 5 mg/ml'dir. Hidrojen peroksit ilavesi reaksiyon baslangici olarak kabul
edilmistir. OPD ¢0zeltisinin bulundugu kaplarin diglari 1giktan koruma amagli
olarak aliminyum folyo ile kaplanmistir. Dispersiyon belirlenen slrelerde (5 - 90
dakika araliginda) rotatorda (120 cpm) karistiriimigtir. Belirlenen sureler
tamamlandiktan sonra sivi mikrokureden ayrilmigtir. Ayrilan sivinin UV-gorunur
bdlge spektrofotometresi ile (UV-Vis, Shimadzu, UV-1601, Japonya) 300-600 nm
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dalga boyu aralijinda absorbans taramasi yapilmistir. Olgiimler Au@SiOz ve
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler i¢in yapiimigtir. Daha sonra partikilden ayrilan
yani Olgimleri yapilan 4 mL sivi igerisine 3 M, 100 uL HCI (3 M, 100 uL) ilave
edilmistir. Cozelti vortekslenmistir ve 10 dakika beklenerek tekrar 300-600 nm
dalga boyu araliginda absorbans taramasi yapilimigtir. Elde edilen veriler

kullanilarak OPD tuketim hizi hesaplanmigtir.

3.3.5. Glutatyonun Au@SiO2, Au@SiO.@MagSiO2 Mikrokure Yuzeylerine

Adsorpsiyonunun Olgiilmesi

10 mg Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler 50 mM pH 7 fosfat
tamponu ile 4 defa yikanmigtir. 50 mM pH 7 fosfat tamponu ile 5 mL 0,25 - 6
mg/mL (813 pM — 19523 uM) arasinda degisen konsantrasyonlarda GSH
¢ozeltisi hazirlanmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan GSH ¢ozeltisinin 4
mL’si ile yikanan mikrokureler 2 saat rotatorda karistiriimigtir ve adsorpsiyon

saglanmigtir.

Karistirmanin sonrasinda, sivi ve mikrokureler ayrilmistir. Manyetik mikrokureler
icin miknatis ile ayirma yontemi kullanilirken, manyetik olmayan mikrokureler
santrifdj ile (5000 rpm, 5 dakika) ¢oktlrulmustir. Partikilden ayrilan sivilarin ve
partikille etkilesmeyen 1 mL ayrilmis olan GSH c¢ozeltilerinin élgimleri HPLC
(Shimadzu, SPD-10 AV, UV, Japonya) ile yapiimistir. Kromotografik kosullar

Cizelge 3.1’de verimistir.

Cizelge 3.1. Kromotografik kosullar

Kosullar Ozellikler

Kolon Phenomenex, SphereClone 5u Silica, 250x4,60 mm, 5 um
Mobil Faz Asetonitril/Su (10/90, h/h)

Akis hizi 0,5 mL/dakika

Dalga Boyu 214 nm
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Konsantrasyonlari 0,25 - 6 mg/mL (813 uM — 19523 uM) araliginda degisen GSH
cozeltilerinin HPLC kolonuna gonderilmesi ile elde edilen kromatogramlarin alan
degerleri Ao, adsorbsiyon sonrasi partiktulden ayrilan sivi kisimlar icin HPLC’den
elde edilen kromatogramlarin alan degerleri Ar olarak kayit edilmigtir. Esitlik 3.9
kullanilarak 1 g mikrokireye adsorblanan GSH miktari, Q (mg/g) hesaplanmistir.
C (mg/mL) olarak tanimlanan GSH konsantrasyonu, V (mL) adsorpsiyonun
gergeklestigi cozeltinin hacmi, mp (g) olarak tanimlanan partikil miktaridir. Olgtim

ve hesaplamalar Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler igin yapiimistir.

(AO_Af )xCxV

Q =—4—~— (3.9)

mp

3.3.6. Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 Mikrokirelerin GSH Tayininde

Kullaniimasi

Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler (10 mg), 50 mM pH 7 fosfat
tamponu ile 3 kere yikanmistir. Yikama sirasinda manyetik mikrokureler igin
miknatis ile ayirma yontemi kullanilirken, manyetik olmayan mikrokureler santrifuj
yardimiyla (5000 rpm, 5 dakika) ¢okturalmustar. 0,1 - 5 mg/mL (325 - 16269 uM)
derisim araliginda 3 mL GSH ¢ozeltisi 50 mM pH 7 fosfat tamponu ile
hazirlanmistir. GSH ¢ozeltileri igerisine yikanan mikrokureler ilave edilmistir ve 2
saat rotatorda karistirilarak GSH’in mikrokiirelere adsorpsiyonu saglanmistir. iki
saatin sonunda ¢ozeltiye 1 mL 1600 yM OPD c¢ozeltisi ve 2 pL H20: ilave
edilmistir. Son dispersiyondaki OPD konsantrasyonu 400 pM olarak elde
edilmistir. OPD ¢ozeltisinin bulundugu kaplarin diglari 1siktan koruma amagli
olarak aliminyum folyo ile kaplanmigtir. Hidrojen peroksit ilavesi reaksiyon
baslangici olarak kabul edilmistir ve reaksiyonun tamamlanmasi igin dispersiyon
90 dakika rotatorda karistiriimistir. 90 dakikanin sonunda sivi mikrokureden
ayrilmistir ve sivinin UV-gorundr boélge spektrofotometre ile(UV-Vis, Shimadzu,
UV-1601, Japonya) 300-600 nm dalga boyu araliginda absorbans taramasi
yapilmistir.
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3.3.7. Au@SiO2 ve Au@SiO-@MagSiO- Mikrokiireler ile insan Serumunda
GSH Tayini

insan serumu 10000 rpm’de 10 dakika siire ile lic defa santrifiijlenmistir. Ustte
kalan sivi, 50 mM pH 7 fosfat tamponu ile 1000 kat seyreltilmistir. Seyreltilen
insan serumu ile 2,5 uM - 50 uM derisim araliginda GSH ¢dzeltisi hazirlanmigtir.
3 kere 50 mM pH 7 fosfat tamponu ile yikkanan 2 mg Au@SiO:2 ve
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler hazirlanan GSH ¢ozeltilerine ilave edilmistir ve
2 saat rotatorda karigtirilarak GSH mikrokurelere adsorpsiyonu saglanmistir. 2
saatin sonunda ¢ozeltiye 1 mL 1600 uyM OPD c¢ozeltisi ve 2 yL H20: ilave
edilmistir. Son dispersiyondaki OPD konsantrasyonu 400 puM olarak elde
edilmistir. OPD ¢0zeltisinin bulundugu kaplarin diglari 1giktan koruma amagli
olarak aluminyum folyo ile kaplanmigtir. Hidrojen peroksit ilavesi reaksiyon
baglangici olarak kabul edilmistir ve reaksiyonun tamamlanmasi i¢in dispersiyon
90 dakika boyunca rotatorda karistiriimigtir. 90 dakikanin sonunda sivi
mikrokureden ayrilmigtir ve sivinin UV-gorunur bdlge spektrofotometresi ile
(Thermo Scientific, Genesys, UV-Vis spectrofotometre, ABD) 300-600 nm dalga

boyu araliginda absorbans taramasi yapilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda; Au@SiOz2 ve Au@SiO@MagSiO2 mikrokurelerin
karakterizasyon sonuglari, degisen reaksiyon kosullari altinda peroksidaz
aktivitesi 6lgim sonuglari, Au@SiO2z ve Au@SiO@MagSiO2 mikrokure ylzeyine
GSH adsorbsiyonunun sonuglari ve GSH'nun kolorimetrik tayininde

kullaniimasina ait sonugclar elde edilmistir.

4.1. Monodispers-Goézenekli SiO2, SiO2@MagSiO2, Au@SiO2 ve
Au@SiO2@MagSiO2 Mikrokurelerin Karakterizasyonu

ilk kisimda vyizeyine altin immobilize edilmek Uzere sentezlenen SiOz,
SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin ve yuzeyine altin immobilize edilmis Au@SiOz2,
Au@SiO.@MagSiO2 mikrokurelerin karakterizasyon c¢alismalari yapilmistir.
Mikrokurelerin ylzey 6zellikleri, boyut dagilimi, pargacik buyukligua, ylzey alani

ve manyetik 6zellikleri incelenmistir.

4.1.1. Monodispers-Gozenekli  Mikroklirelerin  Taramali  Elektron
Mikroskobu (SEM) Goéruntuleri

SiO2 ve Au@SiO2 mikrokurelerin ylzey morfolojisi, ortalama boy ve boy
dagihmini gésteren SEM fotograflari Sekil 4.1 ve 4.2’de gdsterilmektedir.

Sekil 4.1. SiO2 mikrokurelerin SEM goruntuleri. Buyutme orani (A) 5000X (B)
19300X.
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Sekil 4.2. Yuzeyine AuNP immobilize edilmis Au@SiO2 mikrokurelerin SEM
goruntuleri. Buyutme orani (A) 5000X (B) 21000X (C) 100000X.

Cizelge 4.1’de SEM olgtumleri ile elde edilen SiO2ve Au@SiO2 mikrokurelere ait

sayica ortalama c¢ap degerleri ve boy dagilimi

gOsterilmistir.

Cizelge 4.1. SiO2, Au@SiO2 mikrokurelerin boyut 6zellikleri

icin degisim katsayilari

. Dn Cv
Mikrokire

(um) (%)

SiO2 5,38 4,22

Au@SiO2 5,23 4,28

Dn: Sayica ortalama ¢ap degeri; Cv: Boy dagilimi i¢in degisim katsayisi
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SiO2,

Cizelge 4.3'te verilmistir. Mikrokure yuzeylerinde karbon (C) , azot (N), oksijen

SiO2@MagSiOz,

Au@SiO:

ve Au@SiO@MagSiO:
yuzeylerindeki atomlarin % agirlik ve % atomik degerleri sirasiyla Cizelge 4.2 ve

mikrokurelerin

(O), silisyum (Si), demir (Fe) ve altin (Au) atomlarinin varligi tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. SiOgz,

Au@SiOg,

Si02@MagSiOy,

mikrokurelerin yuzeylerindeki atomlarin EDX yardimiyla bulunan bilesimleri

Au@SiO2@MagSiO:2

% Agirhk
Mikrokiire Cesidi C N O Si Fe Au
SiO2 23,30 - 49,43 | 27,27 - -
Au@SiO; 9,74 2,22 52,82 | 30,70 - 4,53
SiO.@MagSiO, 6,23 - 48,77 | 31,19 | 13,81 -
Au@SiO,@MagSiO, | 3,18 0,72 40,43 | 14,41 | 40,31 0,95
Cizelge 4.3. SiOz, Au@SiOz, SiO2@MagsSiOz, Au@SiO2@MagSiO2

mikrokurelerin yuzeylerindeki atomlarin EDX yardimiyla bulunan atom igerigi

degerleri
% Atomik
Mikrokiire Gesidi C N O Si Fe Au
SiO; 32,33 - 51,49 | 16,18 - -
Au@SiO; 15,05 2,94 | 61,29 | 20,29 - 0,43
SiO,@MagSiO- 10,53 - 61,89 | 22,55 5,02 -
Au@SiO.@MagSiO» 5,84 1,13 55,64 5,68 31,60 0,11

Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3'te goruldigu gibi

31,60 ve %

gOstermektedir.

mikrokUrelerin
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5,02),
Ayrica yuzeyine AuNP

manyetik 06zellige sahip oldugunu
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Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin yuzeylerinde gbézlemlenen Au atomu da
(sirasiyla % 0,43 ve % 0,11) SiO2 ve SiO2@MagSiO2 mikrokureler Gzerine
AuNP’nin basariyla immobilize edildigini gostermistir. Bununla birlikte SiO2 ve
SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin  APTES ile reaksiyonu sonucu yuzeyde N

atomunun varligi da gortulmektedir.

4.1.2. Monodispers-Gozenekli Mikrokurelerin Yiizey Alani ve Goézenek

Boyutu Olgiimleri

SiO2, SIO2@MagSiO2, Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin 6zgul
yluzey alanlari ve azotun adsorpsiyon-desorpsiyon izotermleri BET yuzey alani
analiz cihazi kullanilarak hesaplanmigtir. Elde edilen gézenek boyutu dagilim
egrileri Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te gosterilmistir. BET dlgumleri sonucunda elde

edilen veriler Cizelge 4.4’de sunulmustur.

1.80 ¢

=
a
o

= Au@sio,
—* sio,

=
HS)
o

o
©
o

dv(logd) (cc/g)

o
o)
o

0.30 F

0.00 1 .
1.00 10.00 100.00

Gozenek Boyutu (nm)

Sekil 4.3. Au@SiO:2 ve SiO2 mikrokureler icin BET yuzey alani analiz cihazi ile

elde edilen gozenek boyutu dagilim egrileri.
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Sekil 4.4. Au@SiO2@MagSiO2 ve SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin BET
yuzey alani analiz cihazi ile elde edilen gozenek boyutu dagilim

egrileri.

Cizelge 4.4. Monodispers-gozenekli mikrokurelerin gdzeneklilik 6zellikleri

Qnilerma Goézenek Ozgiil Yiizey
i T Gozenek Hacmi Alani
2
() (cc/g) (m?g)
SiO2 27,51 1,19 173
Au@SiO2 24,38 0,88 144
SiO2@MagSiO2 26,05 0,0193 2,96
Au@SiO2@MagSiO2 23,41 0,163 27,97

Cizelge 4.4’e bakildiginda CV degerlerinin digtk olmasi (<%5), mikrokirelerin
esboyutlu sentezlendiginin bir gostergesidir. Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’e bakildiginda,
SiO2 mikrokurelerin mezogdzenek yapisindan kaynakli yuksek 6zgul ylzey alani
(173 m?/g) sayesinde, SiO2@MagSiO2 mikrokdrelere kiyasla, SiO2 mikrokirelerin
yuzeyine daha yuksek miktarda AUNP immobilize edilmistir (Cizelge 4.2 ve 4.3) .

SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin 6zgul yuzey alaninin SiO2 mikrokurelerin 6zgul
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yuzey alanindan digsuk olmasi, SiO2 mikrokurelerin ylzeyine FesOs nanopartikdl

immobilizasyonu ve SiO2 katmani varligi sonucu gézenek hacmindeki dusme ile
aciklanabilir.

4.1.3. Titresimli Ornek Manyetometri Analizi

SiO2@MagSiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikroklrelerin - manyetizasyon

davraniglari ve manyetizasyon doygunluk egrileri, titregimli rnek manyetometrisi
ile incelenmistir (Sekil 4.5).

200 r

—®- Si0,@MagsSio,

_ , 15.0 }
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Sekil 4.5.  Manyetik 6zellik gésteren SiO.@MagSiO2 ve Au@SiO2@MagSiO?

mikrokurelerin VSM ile elde edilen manyetizasyon egrileri.

SiO2@MagSiO2 mikrokureler i¢in doygunluk manyetizasyon degeri 14,3 emu/g,
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin doygunluk manyetizasyon degeri 9,93
emu/g olarak bulunmustur. Bu sonuglar, SiO2@MagSiO2 ve Au@SiO>@MagSiO2
mikrokurelerin yuksek doygunluk manyetizasyon degerleri ile superparamanyetik
ozellige sahip oldugunu gostermektedir.
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4.1.4. X-lIsint Kirinim Analizi

SiO2, Au@SiO2, SIO2@MagSiO2, Au@SiO2@MagSiO2 mikrokirelerin kimyasal
yapilart X-isin1 kirilnim analizi yapilarak incelenmistir. SiO2 ve Au@SiO:2
mikrokureler igin elde edilen SiO2 ve Au pikleri Sekil 4.6’da verilen X-Isini kirinim

spektrumunda agikga gorulmektedir.

50077 e 0 sio,
400 - 5 Au
300 -

& £l

200 -

B)

heta=38. 20(

o

54.00(11)
77I3(T

028(2), 2theta

434(2), 2-theta

2-theta (deg)

Sekil 4.6. Mikrokurelerin X-1gini kKirinim spektrumu A) SiO2 B) Au@SiO:a.

SiO2@MagSiO2 ve SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin yuzeyine AuNP immobilize
edilmesi sonucu elde edilen Au@SiO@MagSiO2 mikrokureler igin elde edilen
X-1gini kirinim  spektrumu  Sekil 4.7’de  gosterilmektedir. Beklendigi  gibi
SiO2@MagSiO2  mikrokurelerin  ylzeyinde SiO2 ve FesOs4 pikleri,
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin yuzeyinde ise SiO2, FesOs4 ve Au pikleri

acikga gorulmektedir.
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Sekil 4.7. Mikrokirelerin X-isint kirinim spektrumu A) SiO2@MagSiO2 B)
Au@SiO2@MagSiOa.

4.2. immobilize Formda AuNP igeren ve Peroksidaz Aktivitesine Sahip

Monodispers-Gézenekli Mikrokiirelerin Peroksidaz Aktivitesi Olgiimleri

ikinci kisimda, degisen ortam pH degerinin, substrat olarak kullanilan OPD
derisiminin ve sorbent olarak kullanilan Au@SiO2 ve Au@SiO@MagSiO:2
mikrokurelerin miktarinin peroksidaz aktivitesi Uzerindeki etkisi incelenmistir.

Elde edilen sonuglar asagida sunulmustur.

4.2.1. Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiOz Mikrokiirelerin Degisen Ortam pH

Degerleri igin Peroksidaz Aktivitesi Olgiim Sonuglari

Ortam pH degerinin Au@SiO2 ve Au@SiO2>@MagSiO2 mikrokurelerin peroksidaz
aktivitesine olan etkisi, pH 4-9 araliginda Ool¢uimustlir. Peroksidaz aktivitesi
Olgimlerinde substrat olan OPD, ortama hidrojen peroksit ilavesi sonrasi

yukseltgenerek sari renkli bir ¢ozelti olusturmustur. Renk degisimi, mikrokurelerin
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peroksidaz aktivitesi gosterdiginin bir kanitidir. Gergeklesen reaksiyon Sekil

4.8'de verilmistir.

Au@Sio,
Au@Si0,@MagSio,
NH, ‘ N NH,
2©: +3H,0, — @ /;C[ +6 H,0
NH, N NH,
OPD OPDox

Sekil 4.8. OPD yukseltgenme reaksiyonu [78].

Peroksidaz aktivite olgimleri, farkli pH degerlerine sahip ortamlarda Au@SiOz,
Au@SiO-@MagSiO2 mikrokireler ve substrat olarak OPD kullanilarak
yapimigtir. En yuksek degerin goézlemlendigi dalga boylarinda absorbans
degerleri okunmustur. Cizelge 4.5’te degisen pH degerleri icin peroksidaz aktivite
Olcumlerinin yapildigi dalga boyu degerleri verilmistir. pH degeri dustikce dalga

boyunda artis gozlemlenmistir.

Cizelge 4.5. Degisen pH degerleri icin peroksidaz aktivite dlgimlerinin yapildigi
dalga boyu degerleri

pH Dalga Boyu (nm)
448-450
442-445
423-425
416-419
417-419
417-421

O 0| N0 |01~

Au@SiO2@MagSiO2 ve Au@SiO2 mikrokureler igin farkh pH degerlerine sahip
reaksiyon ortamlarinda elde edilen ve peroksidaz benzeri aktiviteyi gosteren

absorbans-zaman grafikleri Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmigtir.
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35 r

Absorbans

Sekil 4.9.

o = =
0 N o))

Absorbans

o
~

Sekil 4.10.

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zaman (Dakika)

Farkli pH degerlerine sahip reaksiyon ortamlarinda Au@SiO:2
mikrokUreler i¢cin zamanla alinan absorbans degerleri, OPD
derigimi: 400 yM, mikrokure miktari: 10 mg, reaksiyon hacmi: 4 mL,

H202 miktari: 2 uL.

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zaman (Dakika)
Farkh  pH degerlerine sahip reaksiyon ortamlarinda
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin zamanla alinan absorbans
degerleri, OPD derisimi: 400 pM, mikrokire miktari: 10 mg,

reaksiyon hacmi: 4 mL, H202 miktari: 2 L.
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Absorbans degerleri, 90. dakikanin sonunda sabitlendigi i¢in reaksiyon suresi 90
dakika belirlenmis ve olgumler 90. dakikaya kadar yapilmistir. Au@SiO2 ve
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin pH 4, pH 5 ve pH 7 ortamlarinda ¢ozelti
renklerinin daha koyu oldugu gézlemlenmis ve yuksek absorbans degerleri elde
edilmistir. Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’a bakildiginda Au@SiO2 mikrokureler igin daha
yuksek absorbans de@erlerine ulagildigi gorulmektedir. Au@SiO2 mikrokurelerin
yuksek peroksidaz aktivite gostermesi, sahip olduklar ylksek o6zgul yuzey

alanlari ve yuzeyindeki yuksek AuNP miktari ile agiklanabilmektedir.

Zamana bagh olarak alinan absorbans dederlerinden yararlanilarak farkli pH
degerlerinde OPD  tiketim hizi hesaplanmistir. Au@SiOz  ve
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler igin ortam pH degerinin OPD tuketim hizina
etkisi Sekil 4.11°de verilmigtir.

. Au @S|02@MagS|02

= 140 ¢

X == AU@SIiO,

=< 120

B

s 10.0

=

N 8.0

T

£ 6.0

S 40

Hem

=

a 2.0

o

o OO [ [ [ [ []
4 5 6 7 8 9

Sekil 4.11. Farkli pH degerlerine sahip reaksiyon ortamlarinda Au@SiO2 ve
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler igcin hesaplanan OPD tiketim
hizi, OPD derigimi: 400 uM, mikrokuare miktari: 10 mg, reaksiyon
hacmi: 4 mL, H202 miktari: 2 L.
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Au@SiO2@MagSiO2 ve Au@SiO2 mikrokureler icin en yliksek OPD tuketim hizi
pH 7’de elde edilirken, pH 8 ve pH 9 ortamlarinda daha duguk OPD tuketim hizi
elde edilmigtir. pH 7 ortaminda en yluksek OPD tiuketim hizi elde edildigi icin

deneylere pH 7 ortami kullanilarak devam edilmistir.

4.2.2. Degisen Substrat Derisimi (OPD derisimi) i¢cin Au@SiO:. ve
Au@SiO2@MagSiO: Mikrokiirelerin Peroksidaz Aktivitesi Olgiim Sonuglari

Sabit pH ortaminda (pH 7), farkli OPD derisimlerinin kullanildi§i peroksidaz
aktivitesi olguimleri sonucunda elde edilen Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2
mikrokdreler i¢in zamanla degisen absorbans degerleri sirasiyla Sekil 4.12 ve
Sekil 4.13’te verilmektedir.

3 r
OPD Derigimi (uM)
25 F ¢50 @100 X
A 200 X300
2 F X400 ©500
%)
c
@©
215 }
o
0
o)
< 1}
05 F
407 j/\
0 'l 'l ']
0 30 60 90

Zaman(dakika)

Sekil 4.12. Farkli OPD derisimine sahip reaksiyon ortamlarinda Au@SiO:2
mikrokdreler igin zamanla alinan absorbans degerleri, mikrokure
miktari: 10 mg, reaksiyon hacmi: 4 mL, reaksiyon ortaminin pH
degeri: 7, H202 miktari: 2 pL.
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Sekil 4.13. Farkli  OPD derisimine  sahip reaksiyon ortamlarinda
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin zamanla alinan absorbans
degerleri, mikrokure miktari: 10 mg, reaksiyon hacmi: 4 mL,

reaksiyon ortaminin pH degeri: 7, H202 miktari: 2 L.

Yapilan olgumler sirasinda yaklasik olarak 417 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okunmustur. Calismada, OPD derigimi arttikgca ¢dzelti renginde
koyulasma ve buna bagh olarak absorbans degerinde artis gorulmektedir.
Reaksiyon slresi 90. dakikaya ulastiginda absorbans degeri sabitlenmeye
baslamigtir. Au@SiO2@MagSiO2 ve Au@SiO2 mikrokureler i¢cin 500 uM OPD
derisiminde en yuksek absorbans degerine ulasiimisti. Au@SiO2 ve
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler karsilastirildiginda Au@SiO2 mikrokureler igin
daha yuksek absorbans degerlerine ulasiimistir. Absorbans dederinin dusuk
olmasi, peroksidaz aktivitesinin azhgini géstermektedir. Bu sonug, 50 ve 100 uM
OPD derisimlerinde, GSH tayini i¢in dar derisim araliginda peroksidaz aktivitesi

deneylerinin yapilabilecegini gostermektedir.
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Sabit pH ortaminda (pH 7) farkhh OPD derisimlerinin kullanildi§i peroksidaz
aktivitesi Olgumleri ile elde edilen, ortama HCI ¢ozeltisinin ilavesi sonrasinda
Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin zamanla degisen absorbans

degerlerini gosteren grafikler sirasiyla Sekil 4.14 ve Sekil 4.15'te verilmektedir.

35 ¢
3 | OPD Derisimi (uM) ) =
V3
©50 m100 -

25 } 4200 x300

X400 ©500
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315
81
1
0.5 il -
0 » '
0 30 60 90

Zaman(dakika)

Sekil 4.14.  Farkh OPD derisimine sahip reaksiyon ortamlarina HCI ¢ozeltisi
ilavesi sonrasi Au@SiO2 mikrokureler icin zamanla alinan
absorbans degerleri, mikrokure miktari: 10 mg, reaksiyon hacmi: 4
mL, reaksiyon ortaminin pH degeri: 7, HCI derisimi/miktari: 3M/100
ML, H202 miktari: 2 pL.
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Sekil 4.15.  Farkli OPD derisimine sahip reaksiyon ortamlarina HCI ¢o6zeltisi
ilavesi sonrasi Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler i¢in zamanla
alinan absorbans degerleri, mikroktre miktari: 10 mg, reaksiyon
hacmi: 4 mL, reaksiyon ortaminin pH degeri: 7, HCI derigimi/miktari:
3M/100 pL, H202 miktari: 2 uL.

Reaksiyon tamamlandiktan sonra (90 dk sonra) ortama 100 pL HCI ¢dzeltisi (3M)
ilave edilmistir ve 10 dakika beklenmistir. Au@SiO2 ve Au@SiO@MagSiO:2
mikrokUreler i¢in yapilan 6lgim sonuglarinda ortama HCI ¢ézeltisi ilavesinin

absorbans degerlerini arttirdigr gorulmastur.

Ortama HCI ¢ozeltisi ilavesi 6ncesi ve sonrasinda alinan absorbans degerlerinin
degisimi Cizelge 4.6’te gosterilmistir. HCI ¢oOzeltisi ilavesi sonrasi ¢ozeltilerin
renginde koyulasma ve absorbans degerlerinde artis net bir sekilde
gorulmektedir. Ortama HCI ¢ozeltisi ilavesi ile ortamin protonlanmasinin sonucu
olarak en yuksek absorbansin gézlemlendigi dalga boyunun yaklasik olarak 460

nm degerine kaydigi gorulmektedir.
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Cizelge 4.6. Ortama HCI c¢ozeltisi ilavesi sonucunda Au@SiO2 ve

Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler igin okunan absorbans degerleri

OPD Derigimi Absorbans Absorbans
(uM) (90.dakika) (90.dakika+HCI)
50 0,29 0,56
100 1,78 2,45
200 1,89 2,48
Au@SiO2
300 2,06 2,89
400 2,40 3,16
500 2,54 3,23
50 0,30 0,36
100 0,44 0,77
200 1,10 1,44
Au@SiO2@MagSiO:2
300 1,53 2,00
400 1,72 2,28
500 2,18 3,10
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Farkli OPD derisimleri icin zamana bagli degisen absorbans degerlerinden
yararlanilarak Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin OPD tuketim
hizi hesaplanmistir. OPD derigsiminin, OPD tuketim hizina etkisini gosteren grafik
Sekil 4.16’da gosterilmektedir.

N
o

® Au@SioO,
® Au@SiO,@MagSio,

[N
O3]

OPD Tuketim Hizi (uM/dakika)
o o

0 100 200 300 400 500
OPD Derigimi(uM)

Sekil 4.16. Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler igin OPD tuketim

hizinin OPD derigimi ile degisimi, mikrokare miktari: 10 mg,

reaksiyon hacmi: 4 mL, reaksiyon ortami pH degeri: 7, H202 miktari:
2 uL.

Au@SiO2 mikrokureler icin OPD tuketim hizi, sabit OPD derisimlerinde
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelere kiyasla daha yuksek dederlere ulasmaktadir.
OPD tuketim hizi OPD derigimi arttikga artmaktadir. Sekil 4.16.’da géruldtugu gibi
OPD tuketim hizinin, disuk OPD derisimlerinde lineer olarak arttigi, yiksek OPD
derigimlerinde ise artisin giderek azaldigi gorulmektedir. Nanozim olarak
sentezlenen Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler, substrat miktari
arttikga aktif olarak substrati tGrline donUsturir, ancak reaksiyon hizi belirli bir
substrat konsantrasyonun U(zerinde dengeye ulasmaktadir. Farkh OPD
derisimleri i¢in yapilan 6lgimler sonucunda 400 uM OPD derigimi en uygun deger
olarak belirlenmis ve sonrasinda yapilacak dlgumler i¢in 400 yM OPD derigimi

kullaniimistir.
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Farkli OPD derigimleri i¢in, ortama HCI ¢ozeltisi ilavesi sonrasi zamana bagl
degisen absorbans degerlerinden yararlanilarak Au@SiO2 ve
Au@SiO>@MagSiO2 mikrokureler igin OPD tuketim hizi hesaplanmistir. HCI
¢ozeltisi ilavesi sonrasi, OPD derisiminin OPD tlketim hizina etkisini gosteren
grafik Sekil 4.17°de gosterilmektedir.

20 r

i Au@SiO,@MagSio,
® Au@sio,

[ERN
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0 100 200 300 400 500
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Sekil 4.17.  Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler igin HCI ¢ozeltisi
ilavesi sonrasi OPD tuketim hizinin OPD derigimi ile degisimi,
mikrokture miktari: 10 mg, reaksiyon hacmi: 4 mL, reaksiyon

ortaminin pH degeri: 7, HCI derigimi/miktari: 3M/100 pL, H20:2
miktari: 2 pL.

Ortama HCI ¢ozeltisi ilavesi sonrasi benzer sekilde, Au@SiO2 mikrokureler igin
OPD tuketim hizi, Au@SiO@MagSiO2 mikroklrelere goére daha yuksek
degerlere ulagsmistir. DiUguk OPD derisiminde OPD tuketim hizi oldukga duguktar.
Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler ile yapilan olgimlerde HCI
¢cozeltisi ilavesi sonrasi OPD tlketim hizinin bariz bir sekilde degismedigi

gorulmektedir.

Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin enzim davranigini ve enzim

kinetigini aciklayabilmek igin Michaelis-Menten kinetik modeli kullaniimigtir.
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Deney kosullari sabit tutularak (pH 7, 400 uM OPD derigimi), H202 varhginda
substratin konsantrasyonu degistirilerek Au@SiO2 ve Au@SiO:@MagSiO:2
mikrokureler icin OPD tiuketim hizlari hesaplanmistir. Michaelis Menten ve
Lineweaver Burk grafikleri yardimiyla Michaelis sabiti Km ve maksimum reaksiyon
hizi rmax elde edilmistir. Au@SiO2 ve Au@SiO@MagSiO2 mikrokureler igin
ortama HCI c¢ozeltisi eklenmis/eklenmemis deney kosullarinda elde edilen
grafikler Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20 ve Sekil 4.21'de gdsterilmistir.
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Sekil 4.18. Au@SiO2 mikrokureler icin Lineweaver-Burk grafigi, mikrokure
miktari: 10 mg, reaksiyon hacmi: 4 mL, reaksiyon ortaminin pH
degeri: 7, H202 miktari: 2 pL.
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Sekil 4.19. HCI c¢ozeltisi eklenmis ortamda Au@SiO2 mikrokureler igin
Lineweaver-Burk grafigi, mikrokure miktari: 10 mg, reaksiyon
hacmi: 4 mL, reaksiyon ortaminin pH dederi: 7, HCI derisimi/miktari:
3M/100 pL, H202 miktari: 2 pL.

0.6
5 °
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< R = 0,9587
= — .
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Sekil 4.20. Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin Lineweaver-Burk grafigi,
mikrokure miktari: 10 mg, reaksiyon hacmi: 4 mL, reaksiyon

ortaminin pH degeri: 7, H202 miktari: 2 L.
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Sekil 4.21. HCI ilave edilmis ortamda Au@SiO@MagSiO2 mikrokureler igin
Lineweaver-Burk grafigi, mikrokiure miktari: 10 mg, reaksiyon
hacmi: 4 mL, reaksiyon ortaminin pH dederi: 7, HCI derisimi/miktari:
3M/100 pL, H202 miktari: 2 pL.

Cizelge 4.7'da farkh Au@SiO2 ve Au@SiO@MagSiO2 mikrokureler igin

hesaplanan Km ve rm degerleri verilmektedir.

Cizelge 4.7. Calismada kullanilan mikrokreler icin rmax, Km ve r? dederleri

Mikrokiire R? o Irdm;‘f(ika) (m)
AU@SiO> 0,9749 35,21 816,48
Au@SiO2@MagSiO: 0,9587 19,61 522,47
Au@SiO2 + HCl 0,9727 23,36 609,10
Au@Si02@MagSiOz + HCl 0,9326 21,32 420,29
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Yiksek R? (Determinasyon katsayisi) degerleri, “1/(substrat derisimi)” ile
“1/substrat tuketim hizi” arasinda dogrusal bir iligkinin var oldugunu
gOstermektedir. Dogal enzimlerde Km degeri, enzim ve substrat arasinda bir
afinite gostergesidir. Daha diusuk bir Km degerinin daha ylksek bir afinite ve
katalitik aktivite gostergesi oldugu bilinmektedir [79]. Nano yapili enzim taklitcileri
icin Km degeri, nanopargaciklarin enzim benzeri performansini karsilastirmak
icin sikhkla kullanilir [75]. Au@SiO2 mikrokureler en yiksek Km degerine (816,48
MM) sahipken, Au@SiO@MagSiO2 mikrokureler igin HCI ¢ozeltisi eklenmis
ortamda en disik Km degeri (420,29 uM) elde edilmistir. Au@SiO2@MagSiO:

mikrokureler, Au@SiO2 mikroklrelere gore daha yuksek afinite sergilemektedir.

55



4.2.3. Farkh Au@SiO: ve Au@SiO@MagSiO2 Mikrokuire Miktarlan igin

Peroksidaz Aktivite Olgiimleri

Au@SiO2@MagSiO2 ve Au@SiO2 mikrokire miktarlarinin peroksidaz benzeri
aktiviteye etkisi, ortama HCI ¢ozeltisi eklenmis ve eklenmemig reaksiyon kosullari
icin incelenmigstir. HCI ¢ozeltisi eklenmis ve eklenmemis reaksiyon ortaminda
Au@SiO2 ve Au@SiO@MagSiO2 mikrokire miktarlarinin degisimi ile elde
edilen absorbans degerleri Sekil 4.22, 4.23, 4.24 ve 4.25'te gosterilmistir.

25 r
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Sekil 4.22.  Farkh Au@SiO2 mikrokure miktarlari igin zamanla alinan absorbans
degerleri, OPD derisimi: 400 uM, reaksiyon hacmi: 4 mL, reaksiyon
ortaminin pH degeri: 7, H202 miktari: 2 L.
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Sekil 4.23.  Farkh Au@SiO@MagSiO2 mikrokire miktarlari i¢in zamanla
alinan absorbans degerleri, OPD derigimi: 400 pM, reaksiyon
hacmi: 4 mL, reaksiyon ortaminin pH degeri: 7, H202 miktari: 2 L.
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Sekil 4.24.  Farkli Au@SiO2 mikrokure miktarlari icin HCI ¢ozeltisi ilave edilmis
ortamda zamanla alinan absorbans degerleri, OPD derisimi: 400
MM, reaksiyon hacmi: 4 mL, reaksiyon ortaminin pH degeri: 7, HCI
derigimi/miktari: 3M/100 pL, H202 miktari: 2 uL.
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Sekil 4.25.  Farkh Au@SiO2@MagSiO2 mikrokure miktarlari icin HCI ¢ozeltisi
ilave edilmis ortamda zamanla alinan absorbans degerleri, OPD
derigimi: 400 uM, reaksiyon hacmi: 4 mL, reaksiyon ortaminin pH
degeri: 7, HCI derigimi/miktari: 3M/100 pL, H202 miktari: 2 pL.

Beklendigi gibi, Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler igcin peroksidaz
benzeri aktivite artan mikrokure miktari (1-20 mg) ile artmaktadir. Absorbans
degerleri 10 mg ve 20 mg mikrokure miktarlari i¢in oldukga yakin elde edilmigtir.
Bu nedenle en uygun mikroklre miktari olarak 10 mg segilmistir ve ¢alismalara

10 mg partikul miktari ile devam edilmigtir.

Au@SiO2@MagSiO2 ve Au@SiO2 mikrokure miktarlarinin peroksidaz benzeri
aktiviteye etkisi ortama HCI c¢ozeltisi eklenerek incelenmistir. Bu inceleme
sonucunda, Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin ortama HCI
¢Ozeltisi eklenmemis reaksiyon kosullarina kiyasla ortama HCI ¢ozeltisi eklenmis
reaksiyon kosullarinda daha yuksek absorbans degerlerine ulasildigi
gorulmektedir. Ayrica, peroksidaz benzeri aktivite Olgimlerinde Au@SiO:2
mikrokurelerin kullanimi ile, Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin kullanimindan

daha yuksek absorbans deg@erleri elde edilmistir.
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4.3. Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 Monodispers-Gozenekli
Mikrokiireler ile GSH Adsorpsiyon Olgiim Sonuglari

Farkli GSH derisimlerine sahip ortamlarda, GSH biyomolekilinin Au@SiO:2 ve
Au@SIiO2@MagSiO2 mikrokure ylzeyine adsorbsiyonunu gosteren grafik Sekil
4.26’da verilmektedir.
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Sekil 4.26  Farkh GSH derigimlerine sahip ortamlarda, GSH biyomolekulinun
Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2  mikrokire  yluzeyine
adsorbsiyonu, mikroklire miktari: 10 mg, adsorbsiyonun

gerceklestigi hacim: 3 mL, adsorbsiyon ortaminin pH degeri: 7.

Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurenin (1 g) yuzeyine adsorbe olan GSH miktari,
GSH derigimleri  0-1 mg/ml (0 yM - 3253 uM) arasinda lineer olarak
degismektedir. Au@SiO2 mikrokurenin (1 g) ylzeyine adsorbe olan GSH miktari
ise, GSH derigimleri 0-2 mg/ml (0 yM - 6507 uM) arasinda lineer olarak
degismektedir. Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler
kargilastirildiginda, Au@SiO2 mikrokurelerin ylzeyine daha fazla GSH
biyomolekili adsorbe oldugu goértlmastir. Au@SiO2 mikrokurelerin ylzeyine
GSH adsorbsiyonunun yuksek olmasi, mikrokurelerin sahip olduklari yuksek

O0zgul yuzey alani ile agiklanabilmektedir.
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44. Au@SiO2 ve Au@SiO@MagSiO2  Mikrokureler ile GSH

Biyomolekiilinun Kolorimetrik Tayini

Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2  mikrokureleri  kullanilarak ~ GSH
biyomolekulinin ¢ozelti ortaminda kolorimetrik tayini igin galismalar yapilmigtir.
Ayrica, Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureleri kullanilarak GSH biyomolekulinin

insan serumunda kolorimetrik tayini yapiimigtir.

4.4.1. Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 Mikrokiireler ile Cozelti Ortaminda

GSH Biyomolekiiliniin Kolorimetrik Tayini

Au@SiO2 ve Au@SiO@MagSiO2 mikrokurelerinin, GSH biyomolekllinin
kolorimetrik tayininde kullanilabilirligini gostermek icin fosfat tampon ¢ozeltisi (pH
7, 50 mM) iginde hazirlanmig 0,1 - 5 mg/mL derisim araliinda GSH c¢ozeltileri
kullanilmigtir. UV-goérunur bolge spektrofotometre ile yaklasik 417 nm dalga
boyunda absorbans dederi okunmustur. Cizelge 4.8’de farkli GSH derisimleri igin

okunan absorbans degerleri gosterilmektedir.

Cizelge 4.8. Au@SiO2 ve Au@SiO.@MagSiO2 mikrokureler igin farkli GSH

derigimlerinde elde edilen absorbans degerleri

Absorbans Degerleri
GS(Ir—:]gD/en:iE)imi GSH(EI?n;i§imi Al@Si0s mikroktire Au @?rig(i?kl\iﬂjfgsmz

0 0 2,4 1,599
0,1 325 1,063 0,828
0,4 1302 0,829 0,49
0,8 2603 0,576 0,347

1 3253 0,257 0,17

2 6507 0,13 0,092

3 9761 0,058 0,062

4 13015 - -

5 16269 - -
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Au@SiO2 ve Au@SiO:@MagSiO2 mikrokureler kullanilarak yapilan GSH
biyomolekulinin kolorimetrik tayininde GSH konsantrasyonu arttikga reaksiyon
sonras! elde edilen ¢ozelti rengi acgilirken, absorbans degerleri de buna bagli
olarak azalmaktadir (Cizelge 4.8). 4 mg/mL ve 5 mg/mL GSH derisimleri igin
cozeltide renk degisimi ve UV spektrumunda pik goralmemistir. GSH derisiminin
artmasi ile peroksidaz aktivitesindeki azalma, mikrokure yuzeyine adsorbe olan
GSH’nun, mikrokurenin aktif ylUzeyini kapatarak OPD’nin yukseltgenme

tepkimesini inhibe etmesiyle acgiklanabilir.

Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin GSH derisimi ve absorbans
degerleri arasindaki iligskiyi gosteren grafikler Sekil 4.27 ve Sekil 4.28'de

gOsterilmektedir.
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Sekil 4.27.  Farkli GSH derisimlerinde, Au@SiO2 mikrokureler igin elde edilen
absorbans degerleri, mikrokire miktari:10 mg, OPD derigimi: 400
MM, reaksiyon hacmi: 4 mL, reaksiyon ortaminin pH degeri: 7, H202

miktari: 2 pL.
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Sekil 4.28. Farkli GSH derisimlerinde, Au@SiO-@MagSiO2 mikrokureler igin
elde edilen absorbans degerleri, mikrokure miktari: 10 mg, OPD
derisimi: 400 pM, reaksiyon hacmi: 4 mL, reaksiyon ortaminin pH
degeri: 7, H202 miktari: 2 pL.

Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler igin 325 - 3253 yM GSH derisim
araliklarinda lineer bir absorbans dususu gorulmektedir. Bu lineer iligkiden
yararlanarak Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin kullaniimasiyla,
belirtilen derisim araliklarindaki GSH biyomolekllintn tayininin yapilabilecegi

gosterilmigtir.

Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin manyetik 6zellikleri ile reaksiyon ortamindan
kolay bir sekilde ayrilabilme avantajlari géz énunde bulundurularak bir sonraki
asamada yapilicak olan insan serumunda GSH tayini igin bu mikrokure tipi

secilmistir.
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4.4.2. Au@SiO2@MagSiO2 Mikrokiireler ile insan Serumunda GSH
Biyomolekillinin Kolorimetrik Tayini

Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerinin insan serumu igerisindeki GSH’nun
kolorimetrik tayininde kullanilabilirligini gdstermek i¢in insan serumu ile
hazirlanmis 0 - 50 uM derisim arahgindaki GSH c¢ozeltileri kullanilmistir. UV-
gorunur bolge spektrofotometre ile yaklasik 417 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okunmustur. Farkli GSH derisimlerinde, HCI ¢o6zeltisi eklenmis ve
eklenmemis reaksiyon ortamlari igin mikrokurelerden ayrilan sivilarin fotograflari
Sekil 4.29’da gosterilmektedir. GSH derisimi arttikga, dispersiyondan ayrilan

sivilarin renkleri acilmistir.  HCI ¢ozeltisi eklenmesi ile ¢ozeltilerin renkleri

koyulagmisgtir.

Sekil 4.29.  (A) 0 uM, 10 pM, 20 uM, 30 pM, 40 uM, 50 yM GSH igeren insan
serumu, mikrokire ve OPD etkilesimi sonrasi dispersiyondan
ayrilan ¢ozeltiler, Au@SiO2@MagSiO2 mikrokire miktari: 2 mg,
OPD derigimi: 400 pM, reaksiyon hacmi: 4 mL, H202 miktari: 2 L,
reaksiyon ortaminin pH degeri: 7 (B) A ¢ozeltilerine 3 M 100 pl HCI

cozeltisi ilave edilip 10 dakika beklenerek elde edilen ¢ozeltiler.
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insan serumunda, farkli GSH konsantrasyonlarinda, Au@SiO.@MagSiO2
mikrokureleri igin HCI ¢ozeltisi eklenmis ve eklenmemis reaksiyon ortamlarinda
dalga boyu ve absorbans grafikleri Sekil 4.30 ve Sekil 4.31’de gosterilmistir.
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Sekil 4.30 Insan serumunda farkh GSH konsantrasyonlarinda,
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin dalga boyu ve absorbans
degerleri, mikrokire miktari: 2 mg, OPD derisimi: 400 pM,
reaksiyon hacmi: 4 mL, H202 miktari: 2 pL, reaksiyon ortaminin pH

degeri: 7.
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Sekil 4.31. insan serumunda farkli GSH konsantrasyonlarinda, HCI ilavesi
sonrasi Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler igin dalga boyu ve
absorbans degerleri, mikroklre miktari: 2 mg, OPD derigimi: 400
MM, reaksiyon hacmi: 4 mL, H202 miktari: 2 pyL, reaksiyon ortaminin
pH degeri: 7, HCI derisimi/miktari: 3M/100 L.

HCI ¢ozeltisi ilave edilmemis reaksiyon ortami icin, Sekil 4.30°da goruldigu gibi
UV-goérunur bolge spektrofotometresi ile yaklasik olarak 417 nm dalga boyunda
en yuksek absorbans degeri elde edilmistir. Reaksiyon ortamina HCI ¢ozeltisi
eklenmesinin ardindan Sekil 4.31°de goéruldugu gibi 460-490 nm dalga boyu
arasinda en yuksek absorbans dederleri elde edilmigtir. Sekil 4.30 ve Sekil
4.31’de goéruldugu gibi GSH derisimi arttikga absorbans degeri dismektedir. En
yuksek absorbans GSH igcermeyen reaksiyon ortami i¢cin okunmusgtur. GSH
derisimi arttikga mikrokure yuzeyine adsorbe olan GSH miktari artarken, bunun
sonucunda, GSH mikroklrenin ylzeyini kapatarak reaksiyonu engellemekte ve

absorbans degeri dismektedir.

Au@SIiO2@MagSiO2 mikrokure igcin GSH derigsimi ve absorbans degerleri
arasindaki iligkiyi gosteren grafik Sekil 4.32'de gosterilmektedir.
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Sekil 4.32. Insan serumunda farkh GSH konsantrasyonlarinda,

Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler i¢in alinan absorbans dederleri,
mikrokire miktari: 2 mg, OPD derigimi: 400 uM, reaksiyon hacmi: 4
mL, H202 miktari: 2 pL, reaksiyon ortaminin pH degeri: 7, HCI
derisimi/miktari: 3M/100 pL.

Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler i¢in 2,5 yM ve 50 yM GSH derigim araliginda

lineer bir absorbans dususlu gorulmektedir. Bu lineer iliskiden yararlanarak

Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler ile belirtilen derisim araginda GSH tayininin

yapilabilecegi gosterilmistir.
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5. YORUM

GMA(Glisid Metakrilat) monomeri ile dispersiyon polimerizasyon yontemi
kullanilarak monodispers yapida poli(GMA) partikulleri sentezlenmigtir.
Sentezlenen poli(GMA), metakrilik(MAA) asit monomeri ve dimetakrilat
(EDMA) kullanilarak poli(MAA-co-EDMA) elde edilmigtir.

Poli(MAA-co-EDMA) kullanilarak ¢ok basamakli hidroliz kondenzasyon
metodu ile SiO2 ve Mag@SiO2 mikrokureler sentezlenmigtir. Sentezlenen
Mag@SiO2 mikrokureler SiO2 ile kaplanmigtir. Turkevich metodu
kullanilarak sentezlenen AuNP’lerin SiO2 ve SiO2@MagSiO2 mikroklre
yuzeylerlerine immobilizyonu saglanmigtir. EDX ve XRD sonuglari ile

AuNP immobilizasyonunun basariyla gerceklestildigi gorulmastar.

SiO2 mikrokure ylzeyine mezogbdzenek ve mikrogdzenek yapisindan
kaynakli yuksek ozgul vyuzey alani sayesinde, SiO@MagSiO:2

mikrokurelere kiyasla, daha yuksek miktarda AuNP immobilize edilmistir.

SiO2, Au@SiO2, SiO2@MagSiO2, Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin
yuzey alanlari azot adsorbsiyon-desorbsiyon metodu kullanilarak sirasiyla
173 m?/g, 144 m?/g, 2,96 m?/g ve 27,97 m?/g olarak elde edilmistir.

SiO2@MagSiO2, Au@SiO.@MagSiO2 manyetizasyon davraniglari ve
doygunluk manyetizasyon degerleri VSM kullanilarak elde edilmistir.
SiO2@MagSiO2 mikrokureler igin doygunluk manyetizasyon degeri 14,3
emu/g, Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin doygunluk manyetizasyon

degeri 9,93 emu/g olarak bulunmustur.

Sentezlenen Au@SiO2@MagSiO2 ve Au@ SiO2 mikrokurelerin peroksidaz
benzeri aktivitesi substrat olarak OPD kullanilarak incelenmistir. Substrat
miktarinin, sorbent miktarinin, ortam pH degerinin peroksidaz aktivitesine

etkisi incelenmigtir.

Sentezlenen Au@SiO2@MagSiO2 ve Au@SiO2 mikroklreler igin
reaksiyon hizi-substrat derisim degerleri ile Lineweaver-Burk grafikleri
cizilmistir ve enzimlerde enzim ve substrat arasindaki katalitik aktiviteyi

gosteren Michaelis Menten sabiti (Km) hesaplanmigtir.
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Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler icin Km degeri 522,47 yM ve Au@SiO2
mikrokureler igin 816,48 uM olarak hesaplanmigtir.

GSH biyomolekilinin sentezlenen Au@SiO-@MagSiO2 ve Au@SiO:2

mikrokure ylzeyine adsorbsiyonu HPLC kullanilarak incelenmistir.

Peroksidaz aktivitesi yonunden en uygun kosullar belirlenerek, GSH
biyomolekuline duyarlihgin olgilmesi igin biyomolekul derisimine karsi
spektrofotometrik cevap seklinde kalibrasyon egrileri olusturulmustur ve
Au@SiO2@MagSiO2 ve Au@SiO2 mikrokurelerinin GSH tayini amaciyla
biyosensor gelistiriimesinde  kullanilabilirligi  gosterilmigtir.  Cozelti
ortaminda Au@SiO2 ve Au@SiO2@MagSiO2 mikrokUrelerde 325 - 3253
MM arasindaki GSH derisimi igin lineer absorbans degerleri elde edilmistir.
Au@SiO2@MagSiO2 mikrokureler igin insan serumunda ise 2,5 uM ve 50

MM arasindaki GSH derigimi icin lineer absorbans degerleri elde edilmigtir.
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