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OZET

Doktora Tezi

SENTETIK RESEPTORLERE DAYALI NANO ALGILAMA
SISTEMLERI

Aytac GULTEKIN

TRAKYA Universites
Fen Bilimleri Enstitisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ridvan SAY
2009, 126 sayfa

Bu calismada, dipikolinik asit (DPA) belleklere sahip Au ve Au-Ag nanosensorlerin
molekiler baskilama (MIP) temelli sentezlenmes ve bacillus anthracis sporlarinin dedekte
edilmesinde kullanilmasi incelenmistir. Ayrica, 8OHdG belleklere sahip QCM e ektrotun (MIP)
temelli sentezlenmes ve hasarli DNA tayininde kullanilmasi, arastirilmistir. Calismanin DPA
nanosensdr boliminde, Au, Au-Ag nanopartiklllerin sentezlenmes ve karakterizasyonu,
metakrilamidosistein (MAC), metakriliminodiasetik asit (MAIDA), MAIDA-Cr, MAIDA-Cr-
DPA monomer sistemlerinin sentezlenmes ve karakterizasyonu, MIP temelli DPA belleklere
sahip Au, ArAg nanosensorlerin sentezi ve karakterizasyonu yapilmis ve bu nanosensorlerin
bacillus anthracis sporlarinin tayininde kullanilabilirligi arastirilmistir. Calismanin 8-OHdAG
QCM  nanosensdr  boluminde,  Metakrilamidoantipirin -~ (MAAP),  MAAP-Fe(lI1),
Metakrilamidohigtidin (MAH), MAH-Pt(I1) monomer sistemlerinin sentezi ve karakterizasyonu
gerceklestirilmistir.  MAH-Pt(11)-8-OHAG-MAAP-Fe(lll) 6n  organize monomer Sistemi
kullanilarak hasarli DNA nin baglanma boélgelerini taniyan belleklerin QCM elektrot ylzeyinde

olusturulmasi ¢alismalari yapilmistir.

Anahtar Keimeler: Molekil Baskilanmis Polimerler (MIP), Kuvars Krista Mikroterazi
(QCM), DPA bazli sentetik reseptorler, Au, Au-Ag nanopartikller,8-
OHdG bazli sentetik reseptorler,



ABSTRACT
PhD Dissertation

NANO PERCEPTIONAL SYSTEMSBASED ON SYNTHETIC RECEPTOR
Aytac GULTEKIN

Trakya University
Graduate School of Sciences
Chemistry Program

Supervisor: Prof. Dr. Ridvan SAY
2009, 126 pages

In this study, the synthesizing of Au and Au-Ag nanosensors having dipicolinic acid
(DPA) memories based on molecular imprinting method (MIP) and the usage in bacillus
anthracis spores recognition have been investigated. Also, 8OHdG memories have been
synthesized on the quartz crysta microbalance (QCM) electrode based on molecular
imprinting method and has used for the determination of damaged DNA. In the DPA
nanosensor stage of the study; synthesis and characterization of Au, Auw-Ag nanoparticles,
synthesis and characterization of methacrylolycystein (MAC), methacryloyl iminodiacetic
acid (MAIDA), MAIDA-Cr, MAIDA-Cr-DPA monomersystems, synthesis and characterization
of Auand Au-Ag nanosensors having nanoshells with DPA based on MIP method have been
applied and using these nanosensors in the determination of bacillus anthracis spores have been
investigated. In the 8OHAG nanosensor stage of the study; synthesis and caracterization of
methacryloyl aminoantipyrine (MAAP), MAAP-Fe(lI1), methacryloyl histidine (MAH),
MAH-Pt(11) monomers have been realized Besides, the memories which recognizes the binding
site of damaged DNA have been developed on QCM electrode using MAH-Pt(11)-8-OHdG-
MAAP-Fe(l11) pre-organized monomer system.

Keywords: Molecularly Imprinted Polymers (MIP), Quartz Crystal Microbalance (QCM), DPA
Synthetic Receptors, Au, AuwAg nanoparticles,8-OHdAG Synthetic
Receptors,
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1. GIRIS

Bacillus anthracis sarbon hastaliginin etkenidir. Bacillus anthracis sporlari en
olumsuz cevre kosullarindaki uzun émrleri ve insanlar Gzerindeki 6lUmcil etkilerinden
dolayi biyolojik savas gjanlari olarak bilinirler. Son antrax saldirilari, bu biyolojik savas
ganlarina karsi doganin izlenmes icin ucuz, dogru, hizli ve saglam bir yénteme ihtiyac
oldugunun énemini gostermistir. Bacillus anthracis’in evrensel ve 6zel bir bileseni olan
dipikolinik asit (DPA), kuru spor agirliginin 514 %’ Unu olusturmaktadir. Dolayisiyla
DPA’'nin tespiti Bacillus anthracis sporlarinin dedekte edilmesinde anahtar rol
Ustlenmektedir.

Gecen yirmi yil icerisinde sensor teknolojisi alaninda oldukca fazla sayida
calisma gerceklestirilmistir. Biyosensorler yiksek secicilikleri ve spesifiklikleri
nedeniyle oldukca ilgi cekmektedirler. Kimyasal sensorler, bir cok engel yapici turler
varliginda hedef molekilin taninmasi imkanini saglayarak geleneksel teknolgjilere
alternatif olan kuvvetli ve ucuz bir yontemdir. Y 6ntem bir ¢ok farkli hedef tirler icin
geligtirilmistir. Ornegin anestetikler, toksikler, sinir gazlari, cesitli metabolik
molekuller (glukoz, Ure, hormon, steroid), agir metaller ve iyonlar, proteinler ve
mikroorganizmalar (bakteri, virls, parazit) icin gelistirilmis sensorler bulunmaktadir.
Bununla birlikte biyosensorler kolay bozulan biyolojik tanima elementlerine (enzim
veya antibadiler gibi) dayandigi icin, kararliliklarinin az olmasi ve cihazlarin
depolanmasi gibi sorunlar ortaya cikmistir. Bu nedenle de biyosensorler beklenen

ticari basariya ulasamamistir.

Bir aternatif saglamak amaciyla ortaya cikan yeni bir teknoloji “Molekiler
Baskilama’ olarak adlandirilmistir. Bu teknikte segici molekiler tanima 6zelliklerine
sahip olan oldukca kararli sentetik polimerler hazirlanmaktadir. Hazirlanan bu polimer
matrikslerindeki tanima yerleri, analitin fonksiyonel gruplarinin bigim ve konumlarini
tamamlayici niteliktedir. Bu polimerlerin bazilari monoklana antibadiler ve reseptorler
gibi dogal tanima sistemleriyle karsilastirilabilir dlclide yuksek secicilik ve afiniteye
sahiptirler, bu da onlari analitik kimya icin oldukca uygun bir kimyasal sensor Uyesi
yapmaktadir. Sentetik reseptorler icin kullanilan pek cok polimerin kaotik yapisi,
heterojen gozenek blyuklugl dagilimi ve baglama bolgelerinin kati materyal boyunca

bulunmasi genellikle kitle aktarimini yavaslatir. Her zaman problem olmamasina karsin



bu 6zellikler molekll baskilanmis polimerlerin genel uygulamalarda dogal reseptérlerin
yerini amalarini onlerler. Bu problemi asmak icin nanoyapilar devreye sokulmaya
badlanmistir.

Nano boyutlu mazemeler, son yillarda boyutlarina bagli optik, elektriksel,
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle olduk blyUk ilgi uyandirmaktadirlar (Hodak
ve ark. 2000). Bu mazemeler gelecekte daha ucuz, kucuk, hizli ve akilli olmasi
beklenilen nanoelektronik cihazlar icin potansiyel parcalar olarak dizayn edilmektedir
(Rao ve ark 2001). Nanopartikiller, biyomedikal, optik ve elektronik alandaki genis
uygulama alani nedeniyle ve yigin malzemeler ile atomik ya da molekllar yapilar
arasinda bir koprii olduklari igin gok buyUk ilgi uyandirmaktadir.

MIP ve nanopartikullerin kombinasyonu ile molekdllerin segici tanimlanmasina
yonelik literattirde cok az ¢alisma bulunmaktadir. (Diltemiz ve ark. 2008; Lin ve ark.
2004; Mattoussi ve ark. 2004). Diltemiz ve ark. (2008) yapmis olduklari calismada
DNA tayini icin guanozin baskilanmis CdS-MIP nanopartikilleri sentezlemidlerdir.
Literatirde baskilanmis nanopartikiller ile DPA tayinine yonelik calisma
bulunmamaktadir.

Dipikolinik asitin tespiti, sarbon hastaliginin etkeni olan bacillus anthracis
gporlarinin dedekte edilmesinde anahtar rol Ustlenmektedir. Tezin ilk bdliminde
molekiler baskilama temelli dipikolinik asit belleklere sahip nanosensorler
gelitirilmistir.

Mitokondri, 10kosit, peroksisom ve sitokrom p450 sistemleri reaktif oksijen
turleri Gretir. Normal fizyolojik kosullarda dis kaynakli oksidanlarla antioksidanlar
arasindaki sdzkonusu olan denge UV-isinlari, radyasyon ve gesitli kimyasallarla artan
oksidan miktariyla oksidatif stres olarak anilan normal olmayan bir durumla karsilasilir.
Bu durumda lipid, protein, niklelk asit ve DNA biyolojik molekilleri oksidatif zarar
gorar. Oksidatif zararin  kanser, Alzheimer, Parkinson, Rheumatoid artiritis,
Aatherosclerosis, Diabet, Down sendromu gibi 6énemli klinik hastaliklara neden oldugu
Onemli calismalarda ortaya konulmustur. Bu ylUzden 06zellikle DNA’nin oksidatif
zararin tanis ve izlenmesi onemlidir. Oksidatif stresin belirlenmesi ve antioksidan
girisinin saglanarak hastaliklara zamaninda midahale buytk 6nem kazanmaktadir. Bu
nedenle 8-hidroksi-2'-deoksiguanozinin (8-OHdG) basit ve dogru bir sekilde tayini

insanligin ve Ulkemizin ekonomik girdis acisindan cok Onem tasimaktadir. 8 OHdG



tayini sivi kromatografi ve elektrokromatografi yontemleriyle gerceklestirilmistir.
Bununla birlikte tayini, ucuz ve kolay olarak yapabilecek cip ve sensor sistemleri
bulunmamaktadir. 8-OHdG ilk defa 1984 yilinda Kasa ve Nishimura tarafindan
oksidatif DNA hasarinin bir belirteci olarak tespit edilmistir (Y okus ve ark. 2002).
Molekller baskilanmis polimer ile kuvartz kristal mikrobalans (QCM)’ nin
birlestiriimesiyle yapilan sensor dizayni ilk olarak Mosbach ve ark. (1997) tarafindan
bildirilmistir. Bu tip QCM senstrleri atin elektrotlar Uzerinde baskilanmis polimer
tabakas icerirler. QCM direkt molekuler tanima tayinlerinde oldukca kullanidli bir
nicel tekniktir. QCM aparatlari elektrot tzerindeki kitle degisimine gore frekans
degisimi gosterirler. Bu nedenle bu teknik molekiler baskili polimerle yapilan
tanima idemini, sensor sinyaline donustirmek igin oldukga uygundur. Baskilanmis
polimerlerle birlestirilmis QCM sensorleri biyomimetik ve kimyasal adanlarda

uygulanmaktadir.

Literatirde kuvartz kristal mikrobalans ile pek cok molekdl icin calisma
yapilmasina ragmen 8-OHdG tayinine yonelik c¢alisma bulunmamaktadir. Tezin bu
ayaginda da molekiler baskilama temelli 8-OHdG belleklere sahip QCM elektrot

Uzerinde nanofilm gelistirilmistir.

1.1. BACILLUS ANTHRACISINFEK SIYONU (SARBON)

Bacillus anthracis sarbon hastaliginin etkenidir. Bu hastalik esas olarak ot yiyen
hayvanlarin hastaligidir ve insanlara infekte hayvanlardan bulasan bir zoonozdur.
Robert Koch (1876) hastaligin etkenini bulmus ve Pasteur (1881) ise bu hastaliga kars
ilk bakteriyel aslyi hazirlamistir. Insanlarda ve hayvanlarda bilinen en eski

hastaliklardan biri olmasina karsin sarbon hala giincelligini korumaktadir.

1.1.1. Mikrobiyolojik dzellikler

Bacillus anthracis, gram pozitif, aerop veya fakiltatif anaerop, endospor
olusturan 1,2-10pum uzunlugunda ve 0,5-2,5u kalinliginda olabilen bir basildir. Vasattan
yapilan preparatlarda, mikroskop altinda bakteriler genellikle zincir seklinde gorullr.
Kan, doku veya lezyon sivisindan yapilan preparatlarda ikili veya daha fazla bakteriden



olusan zincirler olusturur. B.anthracisin vejetatif sekillerinin ucglari kdseli sonlanir ve
uzun basiller seklinde gorilir. Her zaman bu gorinim bariz olmayabilir. Serbest
oksijen varliginda, her bakteri elipsoid gorinimunde bir spor olusturur. Spor genellikle
bakterinin ortasinda, bazen de subterminal yerlesir ve spor bakteriyi sisirmez.
Bakterinin spor formlari vejatatif formun aksine, isi, soguk, ultraviyole, kuruluk, yiksek
ve dustk pH, kimyasal dezenfektanlar ve diger bakterilerin metabolik trtnlerine son
derece dayaniklidirlar. B.anthracis sporlari 140 °C’de 30 dakikada, 180 °C'de 2
dakikada inaktivite olur. Pratikte kullanilan dezenfektanlara direnclidir. Ancak yuksek
konsantrasyonlarda formaldehid (%5 -10), gluteraldehit, hidrojen peroksit ve perasetik
asit etkilidir.

B. anthracis, rutin laboratuarlarda kullanilan besi yerlerinde; kanli agar, nutrient
agar gibi, 37 °C de kolayca Urer. 1zolasyon icin uygun Klinik drneklerin kanli bes
yerlerine ekilmes ve bir gece inkubasyonu yeterlidir. Klinik ¢rnek disinda kalan
materyaller; toprak, toz, kil gibi, B. anthracis izolasyonu amaciyla secici besi yerlerine
ekilmelidir. Bu amagla “ polymyxin-lizozyme- ETDA-thallousacetate (PLET)” bes yeri

olarak kullanilir.

h.ht"x- . J’
Sekil 1.1. Bacillusanthracis.

B. anthracis, nutrient agar veya kanli agarda kolayca taninan koloniler olusturur.
Kolonilerin gorunimu B. Cereus kolonilerine benzer fakat daha kiigik tir. Koloniler mat
gbriniminde, diz, yapiskan, kanli agarda beyaz veya gri-beyaz renkte ve kenarlarinda

dalgali cikintilar olusturur. Hemoliz yapmazlar veya zayif hemoliz olustururlar.



B.anthracis hareketsizdir, penisilin ve gamma fga duyarlidir (Sekil 1.1). Stpheli
kolonilerde yukaridaki 6zelliklerin bulunmasi, kanda veya bikarbonatli besi yerinde

kapsul olusturmasinin gézlenmesi B.anthracis olarak izole edilmes icin yeterlidir.

1.1.2. Epidemiyolqji

Sarbon dinyada gittikce azalan infeksiyon hastaliklarindan biridir. Hentiz
tamamen yok edilememistir. DUnyada halen her yil 20000 -100000 arasinda insan
sarbonu goruldigl tahmin edilmektedir. Bati dinyasinda son 20 yil icinde sarbon
oldukca azalmistir. Avrupa da 1971 -1980 yillari arasinda toplam 10793 insan sarbonu
bildirilmistir. Bu vakalarin %52’ sinin Turkiye' den bildirildigi, %91'inin ise 6 Akdeniz
Ulkesinden (Turkiye, Ispanya, Y unanistan, Italya, Bulgaristan, Yugoslavya) bildirildigi
belirtiimektedir. Sarbon hala bazi Latin Amerika, Afrika, ve Asya Ulkelerinde endemik
olarak gorulmektedir. 1978-1980 vyillari arasinda Zimbabwe' de biyuk sarbon epidemisi
yasandi. Bu epidemide 9711 insan sarbonu goruldi ve 151’1 6ltmle sonuglandi.

Sarbon Ulkemizde endemik bir hastaliktir. Gortlme sikligi gittikce azalmaktadir.
Tirkiye de 1960-1969 yillari arasinda 10724 insan sarbonu, 1970-1979 yillari arasinda
5377, 1980-1989 vyillari arasinda 4423 insan sarbonu bildirilmistir. 1990'li yillarda her
yil bildirilen vaka sayisi 300 insan sarbonunun altina diismustur.

Infeksiyon insanlara infekte hayvanlardan direk yolla veya indirek yolla bulasir.
Bulasma kaynaklarina gore infeksiyon; endustriyel, tarimsal, laboratuar kaynakli
olabilir. Endustriyel kokenli sarbon B. anthracis sporlari ile bulasmis hayvansa
drdnlerin; keci kili, yun, deri, post ve kemik gibi, sanayide islenmesi esnasinda olusur.
Sporlarin deriye bulasmas ile deri sarbonu veya solunumu ile akciger sarbonu olusur.
Gelismis Ulkelerde bildirilen sarbon olgulari, genellikle infeksiyonun endemik
bulundugu Ulkelerden ithal edilen hayvansal drinlerden kaynaklanmaktadir. Hayvansal
Urdnlere uygulanan dezenfektasyon islemleri ile enfeksiyon riski oldukca azalmistir.
Ulkemizde endustriyel kokenli sarbon olgusu bildirilmemistir. Enfeksiyonun endemik
oldugu Ulkemizde, endustriyal kaynakli sarbon olgularinin gérilmemesi dusinilemez.
Bu olgularin rapor edilmedigi veya gozden kagtigi disuinilmektedir.

Tarimsal kokenli sarbon, infekte hayvanlarla direk temas sonunda gelisir. Olen

hastalikli hayvanlarin kesilmesi, derisinin ylzilmesi, etinin kiyilmas sonucu direk



temada deri sarbunu veya infekte etlerin yenilmes ile gastrointestinal sistem sarbonu
gelisir. Ulkemizde goriilen sarbon olgulari genellikle tarimsal kokenlidir. Hayvancilikla
ugrasanlar, kasap ve veteriner hekimler sarbon yoninden risk gruplari olusturmaktadir.

Infeksiyon sineklerle de mekanik olarak bulasabilir. Zimbabwe' de 1979-1980
yillarinda cikan biylk epidemide ahir ve at sineklerinin de biyuk rol oynadigi
belirtiimektedir. Insandan insana bulasmasi gok nadirdir. Infekte yara ve akinti ile direk
ve endirek temas sonucu infeksiyonun bulasma riski vardir.

Laboratuvarda bulasmas nadirdir. Dikkatsizlik sonucu infeksiyon gelisebilir.
Oldukca tehlikelidir. Nisan 1979'da Sverdlovsk (Rusya) sehrinde cikan 64 kisinin
Olumu ile sonuglanan, 96 kislyi kapsayan sarbon salgininin, biyolojik silah etkeni olarak
calisilan bir laboratuarda kaza sonucu ortaya ciktigi tahmin edilmektedir. Bu tahmin
Rudlar tarafindan dogrulanmamistir

Bu hastalik her yas ve cinste gorulebilir. Tarim kesiminde calisan orta yas grubu
bu infeksiyona daha sik yakalanmaktadir. Sarbon, endemik Ulkelerde her mevsimde
goriilebilir. Ulkemizde vaka sayisi yaz ve sonbaharda en fazla olmaktadir (Infeksiyon
hastaliklari ve mikrobiyoloji kitabi Topcu A. W. 2002 2.cilt 2.baski).

1.1.3. Klinik bdlirtiler:

Inhalasyon (akciger) sarbonu: Hastalik grip benzeri bir tabloyla badar. Ates,
basagris, adale agrisi ve kuru okstirtik gorultr. Takiben 1-2 gunltk kisa streli bir iyilik
hali sonrasi siddetli solunum yetmezligi gelisir. Akciger filminde mediastinal genisleme
gorilmes  karakteristiktir. Bu gorintii mediastinal  lenfadenopati ve hemorajik
mediastinite isaret eder. Hastaligin baslangicindan 2-3 gin sonra kan kultirlerinde
bakteri saptanabilir. Erken donemde antibiyotik tedavisi basarisi yuksektir. Ancak
belirtiler bas gosterdikten sonra tedavi hastanin 6lUumint engellemez. Hastalarin
yaklasik yarisinda menenjit tablosu gelisir.

Deri sarbonu: En sk e, Onkol ve basta rastlanir. Temas sonras deriden
kabarik, kasintili ve kizarik lezyonlar gelisir. Takiben papll ve vezikil gelismi
gozlenir. 26 gun sonra siyah renkli kabuklu karakteristik lezyon ortaya cikar. Lezyon
etrafinda 6dem gorilmesi karakteristiktir. Kabuklu lezyon 1-2 haftada kendiliginden iz

birakamadan iyilesir. Agiz yoluyla ainan antibiyotiklere iyi yanit verir. Nadiren



bakteremi ve menenjit gelisir. Insanda vakaarin %95'i deriden cizik ve yaraardan
sarbon sporlarinin girmesiyle olusan deri sarbonu bicimindedir. Guntimtizde tlkemizde
yildayaklasik 100 civarinda deri sarbonu olgusuna rastlanmaktadir.

Gastrointestinal sarbon: Hastaligin en nadir formudur. Ciddi karin agrisi, kanli
isha ve bulanti-rkusma ile karakterlidir. Siklikla bakteremiye yol acar ve o6lumle
sonuclanir.

Bulasma: Sarbon sporlari dis ortama c¢ok dayaniklidir. 1/10 oraninda
sulandirilmis (evde kullanilan) sodyum hipoklorit suyu sporlarin gevreden temizlenmesi
icin en etkili gjandir. Insandan insana sarbon bulasmasi stz konusu degildir. Insanlarda
sarbon, bakteri veya sporlarin alinma yoluna gore deri, inhalasyon ve mide-barsak
(gastrointestinal) sarbonu biciminde kendini gosterir.

Infekte edici doz: ID50 (sporlari soluyan kisilerin %50’ sinin hastalanmasi i¢in
gereken doz) yaklasik olarak 10.000 spor olarak belirlenmistir.

Kulucka donemi: Deri yoluyla bulasma halinde 3-7 gin, solunum yoluyla
bulasma halinde 16 gun, agiz yoluyla bulasma halinde 17 gin olarak saptanmistir.
Muhtemelen alinan spor sayisiylailiskili olarak solunum yolu sarbonunun, bulasmadan
yaklasik 1,5 ay sonra bile ortaya ¢gikabilecegi bilinmektedir

Tedavi:

Biyoterdrist atak sonucu ortaya gikan sarbon tedavisine iliskin 6neriler 26 Ekim
2001 tarihinde CDC (centers for disease control and prevention) tarafindan yeniden
gozden gecirilerek yayinlanmistir CDC. Update 2001). Etkin tedavi icin hastaligin
erken dénemde tedavisine baslamak son derecede Gnemlidir.

Klask deri sarbonunda tedavi 7 gun siireyle 2 X 500 mg oral siprofloksasin ile
yapilir. Tedavi slres biyoterorizm sonucu ortaya cikan deri sarbonunda, hastanin
aerosol halinde sarbon sporuna maruz kalma riskini de gézéninde bulundurarak iki ay
olarak Onerilmektedir (Inglesby ve ark. 1999, CDC. Update 2001, PHLS-CDSC 2001).
Antibiyotik tedavisi deri sarbonunda lezyonun ilk 24 saatte steril hale gelmesini saglar,
ancak tekrar gelismini engellemez.

Inhalasyon sarbonunda mortalitenin ¢ok yiksek olmasi nedeniyle, insanlarda
yapilmis kontrollii calismalar olmamasina karsin, siprofloksasin veya doksisikline ek
olarak bir veya iki ilacin tedaviye eklenmesi onerilmektedir. Halen ABD’ de inhalasyon

sarbonu nedeniyle tedavi dtinda olan hastaarda kullanilan kombinasyonlar



siprofloksasin, rifampin ve vankomisin ile siprofloksasin, rifampin ve klindamisindir.
Sefalosporinler ve trimethoprim-sulfametoksazol sarbon tedavisinde kullanilmamalidir.

Yaygin ddem, menenjit ve ciddi solunum sikintis olan hastalarda kortikosteroit
uygulanabilir (Dixon ve ark.1999).

Korunma:

Temas sonrasi profilaksi de tedavi amaciyla kullanilan antibiyotiklerle yapilir.
Ancak bu durumda antibiyotiklerin agiz yoluyla ainmas yeterlidir. Eriskinlerde
siprofloksasin 2 X 500 mg, aternatif olarak amoksisilin 3 X 500 mg veya doksisiklin 2
X 100 mg kullanilabilir. Profilaks siiresi 2 aydir. Cocuklarda ve hamilelerde doksisiklin
Onerilmemektedir. Immunstpresif hastalarda uygulanacak tedavi bicimi diger hastalarda
oldugu gibidir (Inglesby ve ark. 1999, PHLS-CDSC 2001, CDC. Update 2001) .

Sarbon asisi:

ABD’de insanlar icin Uretilen sarbon asisi (anthrax vaccine adsorbed, AVA)
1970 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir. Bu asi 1999 vyilindan itibaren Amerikan
askerlerine rutin olarak uygulanmaktadir. Asi 0,2, 4. haftalarda takiben 6, 12 ve 18.
aylarda toplam 6 doz uygulanir. Takiben her yil yeni bir doz rapel gerekir. Asi 18-65
yas arasindaki eriskinlerde kullanmak Uzere ruhsatlanmistir. Asinin yaygin olarak
toplumun tim kesimlerine uygulanmasi hentiz 6nerilmemektedir (Inglesby ve ark 1999,
Freidlander ve ark. 1999).

1.1.4. Biyolojik silah amaciyla sarbon kullanimi:

Cok sayida mikroroganizma biyolojik silah amaciyla kullanilabilir. 1925 yilinda
Cenevre Protokolt ile biyolojik ve kimyasal silah kullanimi ttim diinyada yasaklanmissa
da, ginimizde en az 17 Ulkenin elinde bu tir silahlarin oldugu ve zaman zaman
kullanildigi da bilinmektedir (Christopher ve ark. 1997, Ruoff 1998). Sarbon (Bacillus
anthracis) sporlari en olumsuz c¢evre kosullarindaki uzun o6mdrleri ve insanlar
Uzerindeki 6lumcul etkilerinden dolayi biyolojik savas gjanlari olarak bilinirler. Sarbon
sporlari  kuruluga, islya, UV isigina, gama isnlamasina ve cogu dezenfektana
direnclidir. Son gunlerde basta Amerika Birlesik Devletleri (ABD) nde olmak Uzere
cesitli Ulkelerde biyoterorizm amaciyla kullanilmaktadir.



Sarbon sporlarinin biyik miktarlarda aerosol olarak kullanimi sonucu 6lumcl
akciger sarbonu tablosu ortaya cikar. Ancak sarbonu bu sekilde silah olarak hazirlamak
icin belli olclide teknolojiye gerek vardir. Hazirlanacak aerosol icinde partikdl

blyukltginin 1-5 mikron boyutunda olmasi gereklidir (Inglesby ve ark 1999).

1.1.5. Biyolojik savasin tarihgesi:

Biyolojik savasin bilinen en eski 6rneklerini, dismanlarin icme suyu elde etmek
icin kullandiklari kuyu ve rezervuarlarin insan ve hayvan oluleri ile “kirletilmes” teskil
eder. 14. yuzyilda simdiki Ukrayna sinirlari icinde kalan Kaffa'yi kusatan Tatarlar,
vebadan Olmis insan cesetlerini mancinikla sehrin surlarindan igeri atarak salgin
olusturmaya calismidardi (Christopher ve ark. 1997). 18. ylUzyilda Kuzey Amerika daki
Ingiliz kuvvetlerinin komutani olan Sir Jeffrey Amherst, gigek virtsi ile kontamine
olmus battaniyeleri Kizilderililere vererek cigek salginina neden olmustu (Poupard ve
ark. 1992).

2. Dinya Savas sirasinda 1939-1942 vyillari arasinda Japon Kkuvvetleri
Mancurya da sarbon, veba, cigcek, tularemi, ruam, kolera, kizil, menenjit, tiberkiloz,
salmonellozis, tetatnus, hemorgjik ates ve difteri gibi cesitli infeksiyon hastaliklarini
esrler Uzerinde deneyip, cok sayida 6lime neden olmudardi (Harris 1992). Ayni
yillarda Ingilizler Iskogya aciklarindaki Gruinard adasinda sarbonla ¢ok sayida deneme
yapmislar ve ada topraklarinin takibeden 36 yil boyunca sarbon sporlari ile kontamine
kalmasina neden olmuslardi. Adanin dekontamine edilmesine 1979 yilinda baslanmis ve
280 ton formadehit kullanildiktan sonra ancak 1987 vyilinda tam anlamiyla
temizlenebilmisti (Manchee ve ark. 1998).

1950'li yillarin basinda Amerikan ordusu biyolojik bir silahi taklit amaciyla San
Fransisco kentine Serratia marcescens isimli bir bakteriyi yaydi. Normalde bu
bakterinin  solunum yoluyla bulasarak hastalik yapmas s6z konusu degildi. Bu
denemenin amaci gergek bir biyolojik silahin kullanilmasi halinde meteorolojik
kosullarin etkisini arastirmakti. Bu deneme 1970 yilinda The Washington Post gazetes
tarafindan yayinlanincaya kadar halktan gizlendi. Ordunun yaptigi denemeden hemen
sonra sehirdeki  Stanfor  Universites hastanesinde S marcescens'e  bagli  bir

nozokomiyal Uriner sistem infeksiyonu salgini oldu ve bir hasta endokardit nedeniyle



yasamini yitirdi. Salginin ordunun yaptigi denemeyle olan ilgisi hala bilinmemektedir
(Christopher ve ark. 1997, Ruoff 1998).

1972 yilinda 100'den fazla Ulkenin katilimi ile imzalanan “Bakteriyolojik ve
Toksin Silahlarinin Gelistirilmesi, Uretimi ve Depolanmasi ve Imhasi” na dair anlasma
ylrurlUge girdi. Buna karsin basta eski Sovyetler Birligi olmak Uzere bu slahlarin
Uretimi ginimiize kadar siiregeldi. Sovyet Savunma Bakanligina bagli bir kurulus olan
“Biopreparat’in biyolojik silah Uretimi amaciyla 1980-1990 yillari arasinda 55.000
bilim adami ve teknisyeni istihdam ettigi bilinmekteydi. Bu kisilerin buginki Rusya
sinirlari icinde yasadiklari bilinmektedir (Christopher ve ark. 1997, Ruoff 1998). 1979
yilinda, simdiye dek biline en buytk akciger (inhalasyon) sarbonu salgini eski Sovyetler
Birligi sinirlari icindeki Sverdlovsk sehrinde saptandi (Meselsonve ark. 1994). Devlete
ait bir biyolojik silah fabrikasinin filtresindeki bir bozukluk nedeniyle havaya karisan
sarbon sporlari 79 kiside hastaligin ortaya ¢cikmasina ve bunlarin en az 68’ nin 6lUmine
neden oldu. Gercek hasta ve 6lUm sayisinin resmi olarak aciklanan bu sayidan cok daha
yilksek oldugu daiddia edildi.

Tokyo'da 1995 yilinda bir metro istasyonuna sarin gazi ile saldiri diizenleyerek
cok sayida kisinin 6limune neden olan terérist drglit Aum Shinrikyo’ nun, ayni sehirde
en az 8 defa sarbon ve botulismus ile saldiri dizenledigi ancak bilinmeyen nedenlerle
basarili olamadigi saptandi (WuDunn ve ark. 1998).

1970 yilinda Dinya Saglik Orguti’ nin bir uzmanlar kurulunun yaptigi tahmine
gore, 5 milyon ntfusa sahip bir sehir Uzerine ugakla 50 kg sarbon basili aerosol halinde
atildigi takdirde 250.000 kiside sarbon gérilecegi ve bunlardan 100.000 kisinin
tedavisiz birakildigi takdirde 6lecegi hesaplandi. ABD’ deki Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezleri’inin (CDC) tahminine gore hastalikla temas eden 100.000 kisi icin toplam
maliyet 26.2 milyar USD olacakti (Inglesby ve ark. 1999).

11 Eylul 2001 tarihinde ABD’nin gesitli sehirlerindeki terorist saldirilar sonrasi
degisik kuruluslara gonderileren mektuplar icinde toz halinde sarbon sporlari saptanmis
ve 24 Ekim itibariyle yedis inhalasyon, kalani deri sarbonu olmak Uzere toplam 15
kiside hastalik tespit edilmistir. Bu tarih itibariyle ABD disinda simdiye kadar sarbona
yaklanan kisi bildirilmemistir.

Son antrax saldirilari, bu biyolojik savas gjanlarina kars doganin izlenmesi igin

ucuz, dogru, hizli ve saglam bir yonteme ihtiya¢ oldugunun énemini gostermistir. B.



anthracis sporlarinin tespiti, dogada birbirine yakin birkag Bacillus ttrt oldugu icin cok
zahmetlidir. NUklelk asit bazli tespit sistemleri ve hizli bagisiklik analizinin dahil
oldugu geleneksal mikrobiyolojik metotlar 2001 den beri B. Anthracis sporlarinin tespiti
icin gelistirilmektedir (Ivnitski ve ark. 2003, Peruski ve ark. 2003). Ancak bu teshis
prosedirleri hem tamamlanmasi genellikle 24-48 saat sirmekte hem de basarisiz
duyarlilikla sonuglanmaktadir. Ilaveten dogada bulunan diger bacillus turleri ile karsi
karsiya geldiginde, pozitif ve negatif tespit hatalarina sebebiyet verebilmektedir
(Papaparaskevas ve ark. 2004). Diger elenen metotlar ya oldukca pahali ya da alan
uygulamasi icin oldukca yavastir (Kaplan ve ark. 2003). Biyoterorizme karsi korunmak
icin gerekli olan tehdit gjanlarina kars gevre slrekli izlenirken, immunoassay ve
biyosensor bazli tespit sistemleri bugin icin en iyi ihtimaldir, ¢inkl bu sistemler
yalnizca basit bir sensor platformuna ve pathogen icin segici, 6zel ve kararli bir

diagnostic probe ihtiyac duyarlar (Wan ve ark. 2007).

Sekil 1.2. Bacillusanthracis.



1.1.6. Dipikolinik Asit

Bakteriyal endosporlarin tespiti icin kimyasal teknikler genellikle dipikolinik
asit'in (DPA, 2,6 piridin dikarboksilik asit) saptanmasina dayanir. Bacillus anthracis
evrensel ve 6zel bir bileseni olan DPA (Powell 1953), kuru spor agirliginin 5-14%' Uni
olusturmaktadir (Murrell ve Warth 1965, Murrell 1969). Dolayisiyla dipikolinik asitin
tespiti Bacillus anthracis sporlarinin dedekte edilmesinde anahtar rol Ustlenmektedir.

Dipikolinik asit (DPA olarak kisdtilan 2,6 piridindikarboksilik asit yada
CsH3sN(COOH), spor cekirdeginde lokalize olmustur ve katyonlarla selat seklinde
bulunmaktadir (Setlow ve ark. 1969). DPA’ nin spor ceketinin yirtilmasiyla, spor
gekirdeginden serbest kaldigi dustnuldr (Sekil 1.3). Biyologjik sistemlerde ilk kez 1936
yilinda kesfedilmis (Udo 1936) olandipikolinik asitinsimdi bacillus anthracis'in (Sekil
1.2) badlica bileseni oldugu bilinmektedir (Edgecombe ve ark. 1994).

Molecular Formula: C7H5NO4

Molecular Weight: 167.12

Sekil 1.3. Dipikolinik Asit

DPA 'nin dogru ve kesin dl¢ciimine yonelik daha farkli analiz yontemleri de
denenmistir. Zhou ve ark. (2004) dipikolinik asit igin potansiyometrik sensor
gelistirmislerdir. Moring ve ark. (2002) dipikolinik asit icin molekiler baskilamatemelli
polimer sensor hazirlamidlardir. Farquharson ve ark. (2003) Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy (SERS) yontemi ile DPA tespiti icin yontem gelistirmislerdir. Fichtel ve
ark. (2007) nanomolar seviyedeki dipikolinik asit tespiti icin yuksek duyarlikta HPLC
yontemi gelistirmislerdir. He ve ark.(2003) kapiler zone elektroforez yontemiyle



dipikolinik asit tespit eden bir yontem gelistirmislerdir. Guingab ve ark. (2007) Surface-
Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) yontemiyle dipikolinik asit tespiti icin yontem
gelistirmiderdir.

1.2. 8-OHdG (8-hidroksi-2' -deoxyguanozin)

Hucreler, metabolik prosesin bir parcasi olarak sirekli serbest radikaller ve
superoksit anyon, peroksil, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen
tirleri (ROS) Uretirler. Bu serbest radikaller katalaz, slperoksitdismutaz, gluthation
peroksidaz gibi enzimler ve Vitamin A, E ve C gibi nonenzimatik oksidanlardan olusan
bir antioksidant savunma sistemi ile notralize edilirler. Eger serbest radikaler bu
savunma sisteminin yeterli kalamayacagi sekilde artarsalipidler, proteinler ve DNA gibi
biyolojik makromolekiller tizerine saldirip bu hiicresel bilesenler tizerinde degisiklikler
olusturarak hiicre hasarina neden olurlar (Maria ve ark. 2003). Bu sekilde, oksidan
olusumu andioksidan savunma arasindaki dengenin oksidanlar yonine bozulmas
vicutta“ Oksidatif Stres’ olarak adlandirilan duruma yol acar (Atalay ve ark. 2002).

DNA’ da ROS tarafindan olusan oksidatif hasar yaslanma, kanser,
kardiyovaskiler hastaliklar, diabet, immun sistem hastaliklari, dejeneratif hastaliklar
gibi doku fonksiyonlarinin bozulmas ile ortaya cikan hastaliklarin baslica nedeni ve
gosterges olarak gorulmektedir. (Farinati ve ark. 1998, Halliwell ve ark. 1996)

2 -deoxyguanosin(dG)’in oksidatif Urind olan 8OHAG, ROS un DNA'’da yaptigi
yaklasik 23 tane baz hasar Uriniinden en 6nemlisi ve biyolojik sistemlerdeki oksidatif
DNA hasarinda mutgienitesi en iyi bilinenidir. 8 OHdG ilk defa 1984 yilinda Kasa ve
Nishimura tarafindan oksidatif DNA hasarinin bir belirteci olarak tespit edilmistir
(Yokus ve ark. 2002)

DNA'yi olusturan niklelk asit bazlari arasinda oksidatif hasara en hassas olan
Guanin'dir (Chiou ve ark. 2003). Bu nedenle reaktif oksijen tirlerinin (ROS) baslica
hedefi konumundadir. DNA replikasyonu sirasinda GC'den AT’ye donisiime neden
olarak mutasyona egilimi arttirir. Bu nedenle 8-OHdG’ nin 6l¢cimi DNA’daki oksidatif
hasarin dogrudan gostergesi olarak kabul edilmekte ve oksidatif DNA hasarini
belirlemede en sik kullanilan yontem olarak uygulanmaktadir.



Sekil 1.4'de gorilecegi gibi, vicutta normal oksidatif metabolizma sirasinda
uretilen reaktif oksijen turlerinden OH radikali, guaninin 4,5 ve 8. pozisyonlarindaki
karbon atomlari ile reaksiyona girer ve DNA Urin radikallerinin olusmesina neden
olurlar.

DNA 0rin radikalleri son Urtin olusturmak icin farkli mekanizmalarla daha fazla
reaksiyon verirler (Sekil 1.5). Sekil 1.6° da DNA sarmali Uzerinde guanin’ in 8OhdG’

ye donistimi gorulmektedir.
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Sekil 1.4. Hidroksil radikali ile guanin bazinin reaksiyonu (Y okus ve ark.2002)
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Sekil 1.5. C8-OH Urtin radikalinden, guanin son Urtnlerinin olusum mekanizmasi (Y okus ve ark.2002)
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Sekil 1.6. DNA sarmali Gizerinde 8-OHdG nin olusumu nun gosterimi

8-OHdG, 8-Hidroksiguanin(8-OHGua)'in deoksiriboza baglanmis hali olan bir
modifiye nikleosit olup ekzonikleazlar olarak adlandirilan enzimlerin oksidatif hasara
ugramis, DNA'yi onardiklarinda ekstrakte edilen bir baz modifikasyonudur. 8 OHdG
norma oksidatif metabolizma sirasinda Uretilen ve reaktif oksijen tirlerinden
kaynaklanan, DNA’ da sekillenen bir mutajendir (Y okus ve ark. 2002).

Giderek artan sayida deneysel ve klinik arastirmada 80OHdG’ nin kanserde arttigini
gostermektedir. Bobrek kanseri (Yamaguchi ve ark. 1996), akciger kanseri (Ichinose ve
ark. 1997), mide kanseri (Farrinati ve ark. 1998), karaciger kanseri (Faux ve ark. 1992),
gibi kanserlerde ve siroz (Denda ve ark. 1996), kronik hepatit (Shimoda ve ark. 1994),
sistematik lupus eritematozus (Lunec ve ark. 1994), Alzheimer hastaligi (Mecocci ve
ark. 1998) gibi hastaliklarda 8-OHdG duizeyi yuksek bulunmustur.

Oksidatif DNA hasari cesitli yontemlerle tespit edilebilmektedir. Elektrokimyasal
detektorlt yUksek basing sivi kromatografiss (HPLC-EC) (Shigenaga ve ark. 1994,
Andican ve ark. 2000), sivi kromatografis kitle spektrofotometrisi (LC-MS), gaz
kromatografisi-kitle spektrometris (GC-MS) (Dizdaroglu ve ark. 1991) bu teknikler
arasinda yer amaktadir.



Uygulanan bu teknikler arasinda GC-MS'in in vitro ya da in vivo hasara ugramis
DNA'’da ve direkt olarak kromatinin kendisinde, 4 bazda da olusan hasar Grtnlerinin
genis bir bant seklinde belirlenmesine olanak saglayan oldukc¢a 6nemli ve avantgli bir
yontemdir. GC-MS'in dezavantgi ise tUrevliendirme isemi esnasinda Guanin’'inde
aralarinda bulundugu bazlarin bir bdliminde yapay oksidasyonlarin olusmasidir (Y okus
ve ark. 2002).

GC-MS ve LC-MS ile 8 OHAG oélcimunin karsilastiriimasinda GC-MS'in daha
hassas oldugu belirtilmistir (Rodriguez ve ark.2000).

8-OHdG' nin dogru ve kesin 6lgimine yonelik daha farkli analiz yontemleri de
denenmistir. DNA hasar 0rUnlerinin  spesifik tUrlerinin  kantitatif analizi igin
immunoassay yontemler gelistirilmistir. Immunohistokimyasal yontemin sinirli bilgi
verdigi  bdirtilmistir. Bu yontemde 8-OHdG boyanmasi, monoklonal antikorlar
kullanilarak yapilir ve 8-OHdG dizeyi boyamanin yogunluguna bagli olarak
degerlendirilir, ancak hasarin kantitatif dizeyini gostermez (Yokus ve ark. 2002).
Poliklonal ve monoklonal antikorlari iceren benzer bir yaklasm olan immunoafinite
yontemi 1991'de Degan tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem ile Griner 8-OHdAG
6l¢imtunde, kolonda bulunan poliklonal antikorlarin yuksek seciciligi sayesinde, kati faz
ekstraksiyonu sirasinda gozlenebilen Uriner kontaminantlarin  etkisinin  azaldigi
belirtilmistir (Degan ve ark. 1991).

1.3. Molekiler Baskilanmis Polimerler (M1P)

Molekiler etkilesm kavrami oldukca eski bir kavram olup ilk kez 1894'de
Fischer’in enzim-substrat etkilesimini ortaya koyan tnli “anahtar-kilit” modelini ortaya
atmasiyla birlikte konuyla ilgili modern fikirler ortaya cikmaya baslamistir. Bu tanima
gére enzim molekulinin yilizeyinde substrat molekultnin seklini tamamlayan ve bu
sekle uygun yapilar bulunmaktadir. Boylece substrat bir anahtar gibi enzimin aktif
bolgeleriyle etkilesir. Molekiler etkilesim kavraminin en yeni ve blyuk ¢aptailgi goren
uygulamalarindan biride molekller baskilama yontemidir. Molekiler baskilama
(bellekleme) yontemi  farkli  matrikslerden iyonlar, organik moleklller ve

biyomolekuillerin segiciligi yiksek olarak ayrilmasi igin akilli polimer elde edilmesi ve



bunun farkli uygulamalarda kullanilmasini yayginlastiran yeni bir malzeme gelistirme
yontemidir.

Molekiler baskilamada, hedef molekil cevres ile etkilesen bir kalip olarak
davranir, capraz bagli monomerler hedef molekil cevresinde dizenlenir ve kalip
benzeri bir tabaka olusturmak Uzere birlikte polimerlesirler. Temel olarak monomerler
kovalent veya nonkovalent etkilesmler yoluyla yuva molekdl ile bir kompleks
olusturur. Polimerizasyondan sonra yuva molekil uzaklastirilir ve baglanma bolgeleri
yuva molekile buyuklik, sekil ve fonksiyonel gruplarin  yerlesmi olarak
tamamlayicidir. Boylece esas olarak yuva molekill secici olarak tekrar baglayabilen
polimer Uzerine bir molekuler ‘bellek’ baskilanmistir. Molekiler baskilanmis polimerler
biyolojik reseptorlerin en 6nemli iki 6zelligine yani tanima yetenegi ve spesifik hedef
molekulleri baglama yetenegine sahiptirler. Fakat molekiler baskilanmis polimerler
biyolojik reseptdrlerden su agilardan farklidirlar.

Molekiler baskilanmis polimerler cok buyUk, kati ve ¢cozinmezdirler.
Bunakarsin bunlarin dogal karsiliklari olan biyolojik resepttrler daha kiclk,
esnek ve ¢cogu durumlarda ¢ozunurddrler.

BuyUklUklerine bagli olarak molekiler baskilanmis polimerler binlerce veya
milyonlarca baglanma bolgesine sahiptirler.

Buna karsin biyolojik reseptorler cok az veya sadece bir tane baglanma
bolgesine sahiptirler.

llave olarak molekller baskilanmis polimerlerdeki baglama boélgelerinin
populasyonu heterojendir.

Ayrica baskilama i¢in kullanilan pek ¢ok polimerin karmasik yapisi, heterojen
gbzenek bluyUklugu dagilimi ve baglama bolgelerinin kati materyal boyunca bulunmasi
genellikle kitle aktarimini yavadlatir. Her zaman problem olmamasina karsin bu
ozellikler molekller baskilanmis polimerlerin genel uygulamalarda dogal reseptérlerin
yerini almalarini onlerler.

Molekiler baskilanmis polimerler yiksek mekanik dayanikliliklari, isiya ve
basinca olan direncleri, fiziksel saglamliklari, asitler, bazlar metal iyonlari ve organik

cozicller gibi zorlayici sartlarin varliginda yiksek kararliliklari sebebiyle oldukca



dayaniklidirlar. Birkag yil boyunca performansinda degisim olmaksizin saklanabilir.
AyricaMIP ler yapay afinite ortami olarak dustnulebilirler.

1.3.1. Molekiler baskilanmis polimer hazirlama teknikleri

Molekuler baskilanmis polimer hazirlama yontemi genellikle G¢ basamaktan olusur:

1- Fonksiyonel monomerler ve kalip molekul arasinda bir baglanma gergeklestirilir.

2- Capraz baglayici ganlarla olusturulan fonksiyonel monomer-kaip kompleks
polimerlestirilir.

3- Uygun bir yikama gjani ile kalip molekuliin polimerden uzaklastirilmasi saglanir.
Sekil 1.7'de MIP hazirlama asamalari gosterilmistir.
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Sekil 1.7. Molekuler baskili polimer hazirlama asamal ari

Molekiler baskili polimerleri hazirlamak icin kalip molekil ve fonksiyonel
monomerler arasindaki etkilessime gore iki farkli yaklasm kullanilir. Bunlardan biri
WuIff ve ark. (1977) tarafindan gelitirilen 6nrorganizasyon yontemidir. Bu yontemde



kalip molekil ve fonksiyonel monomerler birbirlerine kovalent baglanmaile baglanirlar
ve polimerizasyon boyunca bu kompleks yapi kararliligini korur (Sekil 1.8a).

Diger yaklasm Mosbach ve ark. (1981) tarafindan gelistirilmis olan kovalent
baglanma yerine kalip molekil \e fonksiyonel monomerler arasinda hidrojen baglari,
hidrofobik etkilesmler, van der Waals etkilesmleri ve iyonik gruplar arasinda
gerceklesen Coulomb etkilesmleri gibi etkilesmleri icine alan kovalent olmayan
yaklasimdir (Sekil 1.8b) (Vlatakis ve ark. 1993).
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Sekil 1.8. (a) Kovalent ve (b) kovalent olmayan molekuler baskilama yénteminin sematik gorinima

Serbest radika polimerizasyonu, cok yonli uygulamalari ve deneysel
kolayliginin yaninda ekonomik bir yontem oldugu igin MIP lerin hazirlanmasinda en
cok kullanilan tekniktir. Gunumizde endustride en cok bu teknik tercih edilir



(Komiyama ve ark. 2002). Polimerizasyon 2,2'-azobis(izobutironitril) (AIBN) gibi bir
radikal baslaticinin termal bozulmasiyla badlatilabilir (Sekil 1.9).

CN CN CN

HaC——C——N——=N——C——CHs —» 2 HgCc—C' + N,

CHs CHs CHs
Sekil 1.9. AIBN’in termal bozunma reaksiyonu

Serbest radikaller elde etmenin bir diger yolu da foto badaticilar kullanmaktir.
Ozellikle yiiksek sicakliklarda kalip ve fonksiyonel monomerler arasinda kararsiz non
kovalent baglanmalar olmasi durumunda kullanilirlar. Fotokimyasal polimerizasyon
badaticilarinin kullanildigi polimerizasyon islemlerinde, polimerizasyon UV isiginin
yogunluguna, isik kaynagindan uzakliga ve radikal Urdnin icine ulastigi mesafeye
baglidir.

Serbest radikal polimerizasyonunda oksijenin ortamdan uzaklastirilmas son
derece dnemlidir. CUnkl oksijen serbest radikale peroks radikal formunda baglanir.
Bunun sonucunda da ya bu peroks radikal badatici bir baska badatici moleklli ile
etkilesir ya da ortamda bulunan polimer, monomer ve diger bilesenlerle reaksiyona girer

(Sekil 1.10). Ortamdaki oksijeni uzaklastirmak icin azot veya argon gazi kullanilabilir.
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Sekil 1.10. Radikal polimerizasyonundaoksijen ile baslatici radikal reaksiyonlari



Bu zamana kadar yapilan pek cok molekiler baskilanmis polimer calismasi
radikal polimerizasyonu ile hazirlanan organik polimerleri agiklamaya yoneliktir.

Organik polimerlerin hazirlanmasinda kullanilan moromerler:

Bazik (vinilpiridin)

Asidik gruplar (metakrilik asit)

Y UklU gruplar ( 3-akrilamidopropiltrimetilamonyum klordir)

Hidrofobik (sitiren)

Hidrojen bagi gosteren (akrilamit) vb sayilabilir.

Molekiler baskilanmis polimer hazirlamak icin kullanilan yontemlerin
badslicalari:
Yigin polimerizasyonu
Slspansiyon polimerizasyonu
Kimyasal grafting
Yumusak litografi
Molekullerin kendilerini yonlendirmes yaklasimi

Elektropolimerizasyordur.

1.3.2. Farkli MIP hazirlama yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari

Kovaent ve kovalent olayan baskilama yontemlerinin her ikiside avantg ve
dezavantgjlara sahiptir (Haupt ve ark. 2002). GuniUmizde pek c¢ok arastirmaci
baskilanmis polimer hazirlamak i¢in kovalent olmayan yaklasimi kullanmaktadir (Kriz
ve ark. 1997; Zhong ve ark. 2001). Kovalent olmayan yaklasim polimerizasyon
oncesinde nonkovalent etkilesmlerle kalip molekil etrafinda fonksiyonel
monomerlerin dizenlenmesine imkan tanidigindan basit ve sorunsuzdur. Kalip
molekulin kovalent modifikasyonuna gerek yoktur ve kalip-monomer kompleksi
olusturmak icin farkli baglanma etkilesimleri kullanilabilir. Kovaent olmayan
baglanma kinetigi kovalent baglanmayla kiyaslandiginda enzim-substrat baglanmalarina
benzer (Sellergren 1988). Baskilanmis polimerler, kalip molekilln yapis ve reaktivitesi
hakkinda spesifik bilgi gerektirmeksizin hazirlanabilir. Bununla birlikte kovalent

olmayan baskilamada kalip molekiil ve fonksiyonel monomerler arasindaki etkilesimler



spesifik degildir. Kovalent olmayan polimerlerde baglanma bolgelerinin dagilimi
heterojendir ve bu da non-spesifik baglanmalara ve kalip molekilin zayif molekiler
taninmasina neden olur (Katz ve Davis 1999; Dong ve ark. 2002). Eger hazirlanan
polimer kromatografi ¢alismalarinda kullanilacaksa pik genislemesi meydana gelebilir
(Malik ve ark. 1994; Y oshizako ve ark. 1998).

Kovalent yaklasmda baskilama islemi o©ncesinde kararli kalip-monomer
kompleksi olusturuldugu icin baglanma boélgelerinin  homojen dagilimi  saglanir
(Ikegami ve ark. (2004). Bununla birlikte dezavantgjlarinin ¢oklugu nedeniyle kovalent
yaklasimin kullanimi daha sinirlidir. Kovalent yaklasimda polimer ag orguisi icindeki
monomer-kalip molekldl arasindaki kovalent baglari kirip kalibin polimerden
uzaklastirilmas islemi oldukga zordur Kriz ve ark. 1997; Sellergren 1988). Ayrica
polimeri kullanarak kalip tanima basamaginda kalip ile polimer arasinda kovalent bag
olusumu genellikle yavas bir basamakta gerceklestigi icin ve kromatografik ayirmalarda
polimer sabit fazi ve analit arasinda hizli bir etkilesm gerceklestiginden zayif
kromatografik sonuglar elde edilir (Steinke ve ark. 1995; Caro ve ark. 2002). MIP

hazirlama yonteminde kullanilan farkli kalip-monomer etkilesmleri sekil 1.11'da

gorulmektedir.
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Sekil 1.11. Molekiler baskilanmis polimerlerde kalip-fonksiyonel monomer etkilesimleri: (a) p-p
etkilesimi, (b) kovalent etkilesim, (c) metal-ligand etkilesimi, (d) hidrojen bagi ile etkilesim,
(e) hidrofobik ya davan der Waals etkilesimi, (f) iyonik etkilesim



1.3.3. Molekuler baskili polimer hazirlamada kullanilan fonksiyonel monomer ler

Molekiler baskili polimerlerde kalip molekil ile fonksiyonel monomerler
arasindaki geri-baglanma basamagi ¢ok dnemli oldugu icin fonksiyonel monomerlerin
secimi Kritiktir. Fonksiyonel monomer igin anahtar eleman, etkilesimin gerceklesmesi
icin uygun baglanma bdlgelerinin sayisidir. MIP lerin sentezinde en ¢ok kullanilan

fonksiyonel monomerlerin listesi Cizelge 1.1’ de verilmistir.

Fonksiyonel M onomer Monomerin Yapisal Formuli
Akrilik asitler > /<O
R=H, CHjs, CF;, CH,COOH
( 3 3 2 ) R OH
\ @]
Vinilbenzoik asitler \—Q—«
OH
N
Akrilamidosulfonik asitler
7Y sog
H
Aminometakril amidler /\/N\/\
o) NR>
N

N,N'-Dietil-4-vinilbenzamin N
S -

Vinilimidazoller N=/

N
Vinilpiridinler | _
N

S

. TR N~ CO
4-(Vinilbenzil)iminodiasetik asit I\

AN COOH

Cizelge 1.1. Molekuler baskili polimer sentezinde kullanilan bazi fonksiyonel monomerler (Dmitrienko

ve ark. 2004)




Kovalent olmayan molekiler baskilamada hidrojen bagi olusturma 6zelligine sahip
olmasi nedeniyle metakrilik asit yapisinda da bulunan karboksilik asit gruplari kullanilir
(Lanza ve Sdllergren 1999; Takeuchi ve ark. 1999). Sekil 1.12'de metakrilik asit yapis
gorulmektedir.

/7

o CH,

Sekil 1.12. Kovalent olmayan molekiler baskilanmis polimer hazirlamada kullanilan metakrilik asit
(MAA) yapisi

Metakrilik asit hidrojen bagi olustururken donér ve akseptér olarak
davranabilmektedir ve bu 0zelligi geri-baglanma calismalarinda pek cok analitin
tutulmasi icin avanta) saglamaktadir (Andersson ve ark. 1994; Sellergren 2000). MAA
temel fonksiyonel gruplarla guclt etkilessmler yapabilmesine karsin, polar ¢ozuicllerde
hidrojen bagi olusturma yetenegi ¢ok gucli degildir. Bu nedenle asetonitril gibi
kloroformdan daha polar cozicllerde gerceklestirilen molekiler baskilamalarda
fonksiyonel monomer olarak MAA yerine akrilamid monomerleri tercih edilir.
Akrilamid, MAA’dan daha az asidik olmasina karsin daha polardir ve kalipla polar

ortamda guiclU hidrojen bagi olusturur.

1.3.4. Molekuler baskili polimer hazirlamada kullanilan ¢apraz baglayicilar

MIP hazirlarken bir diger 6nemli nokta c¢apraz baglayicinin secimidir. Capraz
baglayici, kalibin polimerden uzaklastirilmasindan sonra kararli ve analiti hafizasinda
tutan polimer ag 6rgust olusturmak icin kullanilir (Idziak ve ark. 2001). Cizelge 1.2'de
yaygin olarak kullanilan capraz baglayicilarin listess verilmistir. Etilen glikol
dimetakrilat (EDMA) en ¢ok kullanilan ¢apraz baglayicidir.



Cizelge 1.2. Molekiler baskili polimer hazirlarken kullanilan baslica ¢apraz baglayicilar

Capraz Baglayici

Capraz Baglayicinin Molekuler Yapisi

Etilen glikol dimetakrilat (EDMA)

(@)

p-Divinilbenzen

Pentaeritrol tetraakrilat

Pentaeritrol triakrilat

N,N'-1,4-fenilendiakrilamid




N,O-bisakriloil-L-fenilalaninol

N,N"-metilendiakrilamid S

Trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM)

-

Cizelge 1.2. (Devam) Molekiler baskili polimer hazirlarken kullanilan baslica ¢apraz baglayicilar

MIP lerde polimer ag6rgisi icinde analite segici oyuk olusumu uygun ¢apraz
baglayici ve c¢apraz baglayici / fonksiyonel monomer derisim oranina baglidir. Farkli
capraz baglayici / fonksiyonel monomer derism oranlari molekiler baskili
polimerlerdeki farkli sayida baglanma bolgelerinin olusumuna neden olur ve bu da
seciciligi etkiler (Dickert and Hayden 1999).

1.3.5. Molekuler baskili polimer hazirlamada kullanilan ¢oztculer

Gerellikle MIP ler ¢ozict bazli ortamlarda hazirlanir ve kullanilir. Bu nedenle
MIP lerin sentezinde 6nemli bir nokta da ¢oziicl secimidir. Cozlct polimerizasyon
bilesenlerini ¢bzmesine, tim bilesenlerin tek fazda bulunmasina ilaveten gbdzenek
olusumunu ve siceklik dagilimini saglar. Genellikle sentez igin polar olmayan organik

cozuculerin kullanildigi MIP ler polar organik ¢ozuculerin kullanildigi MI1P lerden daha



iyi secicilige sahiptir (Yu ve Maosbach 1997). Hazirlanan polimerin analite seciciligi icin
olusan kavitenin analite tam uygun boyutta olmasi yani ne ¢cok dar ne de cok gevsek
olmasi cozlct secimine baglidir. Ayrica MIP ler farkli cozlculerde farkli sisme
Ozellikleri gosteririler. Sisme fonksiyonel gruplarin t¢ boyutlu yapisini degistirdigi icin
ve bu MIP'in segiciliginin degismesine yol actigindan analit tanima basamaginda daha
zayif baglanmalar olusmaktadir.

1.3.6. Molektiler baskilanmis polimerlerin uygulama alanlari

Molekiler baskilanmis polimerler farmakolojik, analitik ve biyolojik segici
molekiler tanima alanlarinda siklikla kullanilmaktadirlar (Zhong ve ark. 2001). Sivi
kromatografi, kapiler elektroforez, kapiler elektrokromatografi ve kati faz ekstraksiyon
gibi analitik tekniklerde MIP lerin kullanimina yonelik calismalar sirekli artmaktadir
(Andersson 2000; Haupt 2001). Bir diger uygulama alani ise sensorlerde tanima elemani
olarak kullanimlaridir (Spégel ve ark. 2002). Molekiler baskilamayla hazirlanan
polimerler amino asit turevleri, ilaglar ve seker tlrevlerinin siral ayrimi icin, antibadi-
reseptdr benzeri olarak steroidler, proteinler ve protein analoglari igin, organik
reaksiyonlarda enzim benzeri olarak ve iyon secici absorbanlar olarak basariyla
kullanilmaktadir (Yu ve Mosbach 1997). MIP bazli siral-sabit faz ayirmaarinda saf
enantiyomerik kalip molekdl kullanilarak kovalent ya da nonkovalent baskilama
teknigi ile seciciligi oldukca yuksek polimerler elde edilebilir. Daha sonra polimer ezilip
parcalanir ve kolono uygun boyut icin elenerek kromatografik kolona doldurulur
(lkegami ve ark. 2004).

1.4. KuvarsKristal Mikroterazi (QCM)
1.4.1. Sensorler

Endistri, cevre mihendidigi ve ilag alanindaki gelismeler, her gegen gin yeni
yontemler ve yiksek hassasiyet gerektiren yontemlere olan ihtiyaci arttirmaktadir. Bu

yeni yontemlerden biris de yuksek segicilige sahip sensorlerin kullanilmasidir. Genel

anlamda sensorler, kimya, biyolgji, fizik, mihendidlik gibi pek ¢ok bilim aaninin bilgi



birikiminden yararlanip molekillerin veya sistemlerin segcimlilik 6zellikleri ile modern
elektronik  tekniklerin  birlestiriimesiyle  gelistirilen analitik cihazlar  olarak
tanimlanabilir. Sensorler analiz edilen madde ile secimli bir sekilde etkilesme giren
aktif bir bilesenin, bu etkilesim sonucunda ortaya ¢ikan sinyali ileten bir iletici sistemle
birlestirilmesi ve bunlarin bir élcim sistemiyle kombinasyonuyla olusturulur (Wang
1997). Bir sensorun genel gosterimi Sekil 1.13'de verilmistir.

Senstrlerin dogasi, girdi miktarina yanit olarak gelen sinyalleri Gretmektir. Cikis
sinyali genellikle elektrikseldir, dijital volta] puldarini veya girdi miktarinin degerini
frekans halinde gosteren olasi titresen voltaji icerir. Belirli bir analiz icin kullanilan
sensorlerin uygunluguna katkida bulunan faktorler sicaklik ve basing gibi fiziksel
parametreler ya da 6rnek matriksinden dogan kimyasal girismler igerebilir. Sensorlerin
heps idedden az ya da ¢ok sapmaktadir. Ayrica kabul edilebilir karakteristikler
genellikle uygulama fonksiyonlaridir. Bu nedenle, verilen matrikste bulunan belirli bir
analiti saptamak icin iyi bir performansa sahip sensor farkli kosullarda ayni analiti

saptamak igin uygun olmaz.

Aktif Yuzey Transduser

Elektrokimyasal : Elektrot

) Isi : Termistor

E / Isik : Foton Sayici

E Kutle degisimi  : Piezoelektrik
cihazlar

Sekil 1.13. Sensorlerin genel gosterimi



1.4.2. Gravimetrik sensorler

Gravimetrik sensorler, sensor yulzeyindeki nanogram seviyelerinde kitle
degisimini 6lcebilen son derece hassas yizey sensorleridir. Kitle duyarli bu sensorlerin
calisma prensibinin temeli asimetrik kristallerin sahip olduklari “piezoelektirik etki”
Ozelligine dayanmaktadir (Ralf ve ark. 2000).

1.4.3. Piezodlektrik etki

Piezoelektrik etki, bir elektrik potansiyelinin uygulanmasiyla asimetrik bir
kristalin deformasyonudur ve bu Ozellik olduk¢ca duyarli kitle sensorlerinin
yapilmasinda kullanilir. Piezoelektrik etkiye sahip bir kristal mekanik olarak deforme
oldugunda, yUzeyinde elektiriksel bir potansiyel olusur. Bunun tersine kristalin ytizeyine
potansiyel uygulandigi zaman kristal deforme olur. Bu 6zellige sahip bir kristal uygun
bir elektrik devresine baglanirsa kristalin kitlesine ve sekline bagli olan sabit bir
frekansta titressm yapar (Yao 1997).

Sekil 1.14'de piezoelektrik etkiye sahip kuvars kristalinin - x-ekseni
dogrultusunda uygulanan itme veya cekme kuvvetleri ile deformasyonu ve y-ekseni
dogrultusunda olusan yuk degisimi gosterilmistir. Kuvars kristalerin bu 6zelliginden
pek cok dogru ve duyarli analitik cihaz yapilmasinda yararlanilmaktadir. Piezoelektirik
sensorlerin en 6nemli uygulamasi ise “Kuvars Kristal Mikroterazi” (QCM) dir.

Kuvars kristali, silikon ve oksijenden elde edilir ve SO, kimyasal formuline
sahiptir. Kuvars sadece SO, nin olusturdugu bir minera degildir. SO, kumun ana
bilesenlerinde de gok miktarda bulunmaktadir. Kuvars kristali dogada bulunabilmesine
ragmen, yuksek fiyati kuvars endlstrisinin gelisimini arttirmistir. Piezoelektrik ve
mikroelektroniklerin kombinasyonuyla cihaz tasarimlari 1960’ larda basdamistir. Ticari
olarak kullanilan baslica piezoelektrik maddesi kristalin kuvarsidir (silikon oksit). Ug
boyutlu simetrik bir eksene sahiptir ve merkezi bir simetriye sahip degildir. Gerilimden
yoksun olmasi oksijen ve silikon atomlarinin hareketine neden olur. Bu deformasyon,
sarj merkezlerinin ve elektrik polarizasyonunun ayrilmasi ile sonuglanir. Kuvars kristal
elektriksal, mekanik ve kimyasal ¢zellikleri nedeni ile ticari piezoelektrik malzemelerin

en kullanidisidir (Lu ve Czanderna 1984).



Kuvars kristal, kimyasal dogasina, sekline, boyutuna ve kitlesine bagli olan
doga bir titresm frekansina sahiptir. Kristalin kirilmasinin rezonans frekansi Uzerinde
bir etkisi vardir (Heising 1946). AT-kesimli bir kristal, uzunluk yonl olarak (x-ekseni)
35 derece 15 dakika agisinda kuvars bir kristalin kesilmesi ile olusur. AT-kesim kuvars
kristal dizlemi Sekil 1.15’ de gosterilmistir.

35°157

\

Sekil 1.15. AT-kesim kuvars kristal diizlemi
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Sekil 1.14. Piezoelektrik etkinin sematik gosterimi



Kristollagrafik eksene bagli olan kuvars kristal duzleminin ydnlenimindeki
kucuk bir degisiklik, rezonans turini degistirmez. Bununla birlikte kristallografik
yonlenim ve rezonans frekans isi ve gerilimin etkisine karsi asiri duyarlidir (Lu ve
Czanderna 1984). Standart AT-kesimli kuvars kristalinin avantgji oda sicakligi
civarindaki sicakliklarda neredeyse sifir frekans degisimine sahip olmasidir. Bu oda
sicakliginda isem yapilabilmes igin rezonatdr gerektiren uygulamalar igin oldukga
fazlatercih edilen bir 6zelliktir.

Kuvars kristali, karsilikli olarak mekanik enerjiyi elektrik enerjisine donistirme
yetenegine sahiptir. Bir piezoelektrik kuvars kristal rezonatorl, kuvarsin tek kristalinden
kesilmis bir parcadir. Kuvars kristal birimine periyodik bir volta] uygulandiginda kuvars
kristal varolan voltajin frekansinda titresim yaratabilir.

1.4.4. Sauerbrey esitligi

Nicel kutle dlgimleri igin piezoelektrik kuvars rezonattrlerinin uygulanmasi
icin, bagil bosluk ve rezonans frekans ile eklenen kitle boslugu arasindaki nicel
iliskinin gelistirilmes gereklidir. 1959'dan o6nce, frekans boslugunu kapsayan bu
kitlenin anlasilmasi sadece nitel bir bazda olmustur. Ama Sawerbrey (1959) kuvars
kristal bir rezonatorin frekans boslugunun eklenen kitle ile direkt orantili oldugunu
gostermistir. Sauerbrey’in calismasi genel olarak bilimde buyik bir bulus ve cok kigik
kitlelerin Olcilmesinde yeni bir nicel arag olarak kabul edilebilir. Kuvars plaka

kitlesindeki bir artis, rezonans frekansinda bir diistise neden olmaktadir.

Kuvars Mq
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..... -

...;.............................. -------------
. Kuvars Mq I f
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Sekil 1.16. Kuvarskristal mikroterazinin basitlestirilmis bir modeli
Sekil 1.16'de verilen kuvars kristal mikroterazinin basit seklinde My kitlede ve I

kalinligindaki titresimli kuvars kristalinin isleyis prensibi goérulmektedir. Temel
durumda, kuvars bir kristal levhanin salinmas icin rezonans frekans su sekilde
tanimlanir: (Lu ve Czanderna 1984)

n n

fq =9 =-_9 (1.2)
I, 2,
Bu esitlikte;
fq :rezonans frekans

Vg  daga hizinin kirilmasi

I, :dalga boyudur ve 2, ye esittir.

Kristal kalinligindaki cok az bir degisim (dl), titresim frekansinda kaymaya (df )

neden olur.

Za_ Ja (1.2)

Mg ktleli kuvars kristal icin dMq kitle degisimi asagidaki esitlikle verilir.

df, dM
9 - 1.3
fq Mq
Esitlik (1.2) ve(1.3)’Un birlestirilmesiyle esitlik (1.4) elde edilir.
®@f * 0 DM
Dfg=-¢—2~ g (1.9
g€ fa g A
Burada;
?fq  : frekans degisimi



fq - degisiklikten onceki rezonatoriin rezonans frekansi
?Mg : kdtle degisimi
A . ossilasyon altindaki kuvars diizlemin dani

r : kuvarsin yogunlugudur.

1.4.5. Sicakligin rezonans frekansina etkisi

Sicaklik degismi bircok maddenin fiziksel sabitlerini etkilediginden kuvars
kristal mikroterazi cihazlari lizerinde de 6nemli etkilere sahiptir. Uretim yonii ve kesimi
farkli piezoelektrik malzemeler sicaklik degisikliklerinde farkli 6zellik gosterirler
(Thompson ve Stone 1997). Bu nedenle, sicaklik sensorlerini baz alan ve pek cok
kuvars kristallerinin gdlistirilmesine olanak saglayan, spesifik sicaklik 6zelliklerine
sahip kuvars kristal rezonans cihazlari gelistirmek mimkunddr. (Hauden ve ark. 1981;
Neumeister ve ark. 1990; Viens ve Cheeke 1990).

Sicakligin rezonans frekansina olan etkisinin kristallografik yonlenime duyarli
oldugu bulunmustur (Lu ve Czanderna 1984). Standart bir AT-kesimli kuvars kristali
rezonatoril icin rezonans frekansi oda sicakligindaki sicaklik degismlerine daha az
duyarlidir. Cizelge 1.3'de AT-kesimli (35° 157) kuvars kristal rezonatériinin frekans
kaymasinin sicaklik degismine bagimliligi verilmistir (Lu ve Czanderna 1984).

Cizelge 1.3. AT-kesimli (35° 107) kuvars kristal rezonatdriin sicaklik etkisiyle frekans kayma degerleri

T (°C) 2171 (ppm)
20 0
30 0
60 4
80 18
100 45

1.4.6. Kuvarskristal mikroterazi uygulamalari



Kuvars kristal mikroterazi (QCM), kitlesel degisiklikleri, bir elektrik sinyaline
cevirebilen mikemmel bir yaklasimdir. Clnku oldukca hassastir ve frekansin ¢ikis
sinyaline donustimu kolaydir. QCM el ektrokimyada gokga kullanilan piezoel ektrik
bir transdiserdir. 1k kullanimi 18. ylzyilin basarina dayanir. Bu cihazlar bir
elektrokimyasal islem sirasinda meydana gelen kitle degisimlerini, kolayca
Olculebilen bir sinyal olan, rezonans frekansinda sapmaya donustururler. Cihazlarin
en onemli 0zelligi calismalarda bir elektrokimyasal reaksiyon stiresince yuksek kitle

hassasiyeti gostermesidir.

QCM ozd bir bigimde kesilmis kuvars kristaller igerir. Bu kuvars kristal
piezoelektrik etkiye sahiptir. QCM aparatlari genellikle kuvars elektrot, ossilator ve
PC ylUzeyler aras frekans sayicidir. Alternatif, yiksek akimli bir elektrik alan
uygulanmasiyla, QCM mekanik rezonans modunda salinim yapar. Kitle hassasiyeti
kristalin toplam kitlesi Gzerindeki osilasyon frekansina bagli olarak ortaya cikar.
COozdti ile temas eden resonatdr (ki bu genellikle kuvars kristaldir) oldukca kararli
sinyal veren bir elektronik devreye baglidir. Rezonattr Uzerindeki herhangi bir
degisiklik osilasyon frekansinda ani bir degisime neden olur. Elektrot Uzerindeki
kitle birikiminin neden oldugu frekans degisimi Sauerbrey (1959) esitliginden elde
edilir.

QCM sensorleri bir drnek ve bir referans olmak Uzere iki adet kuvars kristal
icerirler. Elektrik akimi uygulandiginda her bir kristal yaklasik 15 MHZ'lik (kristal
sicakligina bagli olarak) bir rezonans frekansina sahip olur. Ornek kristal, referans
elektrottan yaklasik olarak 1kHz den asagi frekansta yerlestirilmistir. Kristaller optik
olarak parlatilmis ve bir metal (genellikle altin veya giimiis) ile kaplanmistir. Ornek
kristali Uzerinde madde birikirken rezonant frekans da degisir ve Sauerbrey
esitliginde de goruldugu gibi bu frekans degisikligi direkt olarak, kiitle degisimi ile
orantilidir. Ydntemin hassadligi ¢ok kicik sicakliklara bagimli 6zel kesim kristaller

ve referans kuvars kristallerin kullanimiyla saglanmaktadir.
QCM’in yonteme adini veren en yaygin uygulamasi, sensor elektrotlari
Uzerindeki katle birikimlerinin 6lgimidir. Kimyasal maddelerin veya

biyomolekillerin spesifik tayinleri igin yapilan uygulamalarda kristal elektrotlar,



molekillerin baglanmas veya adsorbsiyonu igin ince filmlerle kaplanir. QCM icin
kullanilan kuvars elektrot Sekil 1.17' da gorilmektedir.

Sekil 1.17. Kuvarskristal elektrot sekli
QCM’in kimyadaki uygulamalari oldukca genistir. Ornegin toksik gaz sensori
olarak, modifiye metal ylzeylerinde, antijen/antibadi etkilesimleriyle spesifik
molekul tayinlerinde kullanimi son zamanlarda oldukca populer hale gelmistir. QCM
uygulamalari icinde kitlenin yani sira yogunluk, elastiklik, viskozite ve kayralite
tayinleri de yer alir. Genellikle sivi ortamda gerceklestirilen QCM sensor
uygulamalarinda, analiz edilecek sivinin yogunlugu ve viskozites titresen kristalin
rezonant davranisini etkiler ve boylelikle sensor tarafindan 6lcim gerceklestirilmis
olur (Behling ve ark. 1998).

1.5. Nanopartikuller

Nanopartikil, boyutu dispers edilmesiyle degisen ve 10-100 nm boyutunda olan,
dogal yada sentetik yapidaki, sekilsiz veya yari kristal yapilardir. Nanopartikuller
literatirde nanokime olarak da gecmektedir. Fakat aradaki fark nanokime’lar kiguk
duzenli yapidaki molekiler kafeslere verilen addir. Yari iletken malzemelerden yapilan
nanopartikiller quantum dot olarak adlandirilir ve boyutlari 10 nm civarindadir
(Fahlman 2007). Nanopartikuller biyomedikal, optik ve elektronik aandaki genis
uygulama alani nedeniyle ve yigin mazemeler ile atomik ya da molekular yapilar
arasinda bir kopru olduklarindan dolayi ¢ok buytk ilgi uyandirmaktadir. Bir bulk
malzeme boyutu farketmeksizin sabit fiziksel 6zellikler gosterir. Fakat nanoboyutta bu
durum sik sik degisir. Boyuta bagli 6zellikler, yari iletken partikdllerin kuantum kapama
etkisi, bazi metal parcaciklarin ylzey plazma rezonans ve manyetik malzemelerin

Slperparamanyetizmasi gibi olaylarla gézlemlenir. Nanopartikiller hacime gore cok



yiksek bir ylzey danina sahiptir. Bu diflizyon icin muazzam bir gu¢ demektir.
Sinterleme diusik sicakliklarda buytk partikiller icin olandan daha kisa zamanda
olabilir. Bu durum, teorikte az zorlukla ve komplike malzemeleri kiimelestirmek icin
nanopartikullerin egilimi vasitasiyla sonug drinin yogunlugunu etkilemez. Bu buyuk
ylzey alani /hacim orani nanopartikillerin erime sicakligini disurir Buffat ve ark.).
Bdylesine kiclk yapilar (yigin malzemeler ile kiyaslandiginda Bohr yaricapindan daha
kicUk veya yakin) kuvantum kapama etkisi nedeniyle yigin katilardan farkli davranis
gosterirler (Alivisatos 1996; Murphy ve Coffer 2002). Kuvantum nokta nanopartikiller
yiksek emisyon kuvantum verimleri, boyutlari ile ayarlanabilir emisyon profilleri ve
dar spektral bantlari ile dnemli optielektronik dzelliklere sahiptirler (Murphy ve Coffer
2002; Weller 1993). Bu ozellikleri nedeniyle bilim ve teknolojide yeni uygulamalara

yon vermektedirler.
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Sekil 1.18. Kuvantum nokta nonopartikillerin buytkllginin diger materyallede kiyaslanmasi (GFP:

Yesil floresans protein, PE: Phycoerythrin, FITC: Floresans izotiyosiyonat)

1.5.1. Nanopartikillerin ozdlikleri

Kararlilik: Nanopartikiller cok kararlidir. Basit inorganik bilesiklerden olusan
nanopartikiller kimyasal olarak inerttir, dis kabuklari fotokimyasal hasara kars
dayaniklidir. Nanopartikiller kolloidal suspansiyonlari ¢ok kararlidir ve zamanla
cokmezler.

Cevresal duyarlilik: Nanopartikiller ligandlar ile kaplanmasi ile cevresdl sartlara

bagli olarak degisime duyarsizdir.



Emisyon spektrumu: Organik boyalara gore kiyadandiginda emisyon
spektrumlari daha dardir. Tekli nanopartikiller partikil boyutu 12 nm’den daha kicik
olabilir. Nanopartikillerin emisyon dalga boyu buytkltgine baglidir, bu nedenle
ayarlanabilir.

Uyarilma spektrumu: Uyarilma spektrumu ¢ok genistir. Bu nanopartikiller icin
avantgjlidir, boylelikle nanopartikiller emisyon pikinden daha disik herhangi bir dalga
boyunda uyarilabilirler. Farkli emisyon piklerine sahip nanopartikil karisimi, tek dalga
boyuna sahip isinla etkili bir sekilde uyarilabilir ve bu sekilde eszamanli olarak tayini,
goruntilemeyi ya da kantitatif tayini kolaylastirir. Nanopartikiller cok parlak floresans
yayarlar. Uyarilma ve emisyon dalgaboylari arasindaki fark yuksektir, bu sayede
uyarilmave emisyon isini daha kolay ayrilir ve sacilmadan dolayi gurulti azalir.

Floresans omrii: Nanopartikiller, organik boyalar (1-5 ns) ve hicresel
otofloresandara (2-3 ns) gore uzun floresans émrine sahiptirler (10 ns). Bu nedenle
floresans dmur deneylerinde diger floresans kaynaklarindan ayirt edilebilir.

Uretim teknikleri genel olarak basit ve kolaydir.

Y lizey kimyasi: Nanopartikuller farkli kaplama gruplari ile kaplanmasi ile ylizey
kimyas calismalari genidetilebilir. Belirli biyolojik molekillerle spesifik olarak
baglanabilirler (Knight ve ark. 2004). Nanopartikillerin 6zelliklerini kontrol edebilmek
icin nanopartikullerin ytzeyi kontrol edilebilmeli ve modifiye edilebilmelidir. Bu ylizey
modifikasyonu kimyasal yontemlerle gerceklestirilebilir. Yariiletken kuvantum nokta
nanopartikiller degerlik ve iletken elektron bandlari arasindaki band araligina bagli
olarak karakterize edilebilir. Nanopartikullerin blytklugl azaldikga vyariiletken
nanokristallerin bant araligi artar. Kuvantum nokta nonopartikillerin buyukllgl
degistiginde bant araligi ve kuvantum sinirlama enerjileri degistigi icin yayilan isin
rengi degisir (Sekil 1.19). Materyalin tirtine ve buyukltugine bagli olarak kuvantum
nokta nonopartikiiller gonderilen isigi farkli dalga boylarinda yayarlar. Ornegin 4-5 nm
blyUklUgtindeki CdSe UV isiginda tutuldugunda yiksek floresars 6zellik gosterir (José
ve ark. 2006).
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Sekil 1.19. Fakli biyuklukteki nanopartikillerin farkli dalgaboylarindaisigi yaymasi

1.5.2. Nanopartiktl Hazirlama Y ontemleri

Genel olarak nanopartikillerin hazirlanmasinda, aktif madde, ya sentetik veya
doga bir polimer icine hapsedilmekte (nanokapsil) ya da hazirlanan nanopartikdl
ylizeyine adsorbe ettirilmekte veya polimer yapi icinde ¢oziinerek bir matriks yapisi
olusturmaktadir (nanokire). Hazirlanmalarinda kullanilan polimerler;
1-Dogal polimerler
aProteinler (albumin,jelatin)
b-Polisakkaritler (aljinat, kitozan, dekstran)
2-Sentetik polimerler
a Onceden sentezlenenler (polianhidrit, polikaprolakton (PECL), polilaktik asit (PLA),
polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA))

b- Nanopartikillerin hazirlanmas sirasinda sentezlenenler (polisiyano-akrilat (PACA),
polibitil-siyano-akrilat (PBCA)) seklinde siniflandirilabilir.

Ik nanopartikiller, abumin gibi doga ve poli (akrilamit), poli (metil metakrilat) gibi
biyolojik olarak parcalanmayan sentetik polimerlerden hazirlanmistir. Protein bazli
polimerlerin sakincas bunlara karsi gelisen antijenik yanitlar iken biyolojik olarak
parcalanmayan sentetik polimerlerin en 6nemli sakincalari ise toksisite riskleridir.
Hazirlama sirasinda sentezlenen polimerler, toksik o©zellikte olan monomerlerin

kalabilme olasiligi nedeniyle bir risk tasimaktadirlar. Son zamanlarda peptit, protein ve



niklelk  adtlerin nanopartikiller  ile tasinmasinda ise  polisakkaritlerden
yararlanilmaktadir. Nanopartikil hazirlama yontemleri en genel sekliyle sunlardir
(Cavo ve ark. 2001, Constantino ve ark 2005, Gelperinave ark. 2002, Koziara ve ark.
2004, Lu ve ark. 2005, Sun ve ark. 2004, Tos ve ark. 2005, Wang ve ark. 2002).

1- Misel Polimerizasyonu

2- Emulsiyon Polimerizasyonu

3- Emulsiyon-C0zlict Buharlastirma Y dntemi

4- Nanopresipitasyon Teknigi

5- Yuzeylerarasi Polimerizasyon

6- Aktif Maddenin Nanopartikillere Adsorpsiyonu

7- Su/Y ag Emilsiyonunda Isi Denatiirasyonu ve Capraz Baglanma

8- Sicak Mikroemulsiyon Prekirsorleri ile Hazirlama

Misel yontemi genellikle sulyag emilsiyonunda gerceklestirilir. Ters misel
icindeki su fazi istenen nanokristalin tuzunu igerir. Nanokristaller kars iyonun
eklenmes ile misdl icerisinde coktlrulUr. Biyoanalitik uygulamalar icin bu yontem
uygulanabilir. Bu yontemin avantgi basit olmasidir. Dezavantgji ise nanopartikl
monodispers olarak elde edilemez, bunun sonucunda genis spektral cizgi olusur (Riegler
ve Nann 2004).

Organometalik yaklasimin kullanilmasiyla yiksek oranda monodispers
[iminesans nanokristaller sentezlenebilir. Organometalik termoliz yonemi trioktilfosfin,
trioktilfosfin  oksit, hekzadesilamin gibi organik c¢ozlculer icerisinde yuksek
sicakliklarda gergeklestirilir. Cozlicide ¢ozulen dimetilkadmiyum gibi 6nct kadmiyum
kaynagi sicak coziclye hizla eklenir. Kuvantum nokta nonopartikil hemen
cekirdeklesmeye badar, istenen buyukltkte nanopartikil elde etmek icin ise eklenen
Oncu maddenin miktari ve zaman ayarlanir. lyi kalitede ve verimli olarak nanopartikul
elde etmek icin hizli karistirma, yiksek sicaklik ve nemin ve oksijenin uzaklastirilmas
gerekir. Sicakliga, buyime zamanina gore farkli buyukliklerde nanopartikil elde edilir.
Sicakligin ayarlanmasi ile dar buyUklUik dagilimli partikil elde edilir. Organometalik
sentezle kaliteli nanopartikiller elde edilse de dimetilkadmiyum gibi organometalik
Oncunun pirolizi pahali, karmasik, zaman harcayici ve cevresel olarak zararlidir. Elde
edilen nanokristaller surfaktan maddelerle kapli oldugundan hidrofobiktir. Surfaktan



molekdlleri kuvantum nokta nonopartikillerin aglomerasyonunu onler. Sulu ¢ozeltilerde
ise tiyol gruplari stabilize edici gjan olarak kullanilabilir, stabilizor olarak merkapto
akol ve merkaptoasitlerin  (merkapto etanol, 1-tiyogliserol, tiyoglikolik asit)
kullanilmasiyla suda ¢ozunebilir nanopartikiller hazirlanabilir (José ve ark 2006;
Merkogci ve ark. 2005; Riegler ve Nann 2004).

Co6zlcy, nanopartiktl blyidrken nanokristallerin ylzeyini stabilize etmek igin
kullanilir ve nanopartikilin topaklanmasini onler, bunun icin genellikle trioktilfosfin
oksit (TOPO) ve hekzadesilamin kullanilir. Bu bilesikler nanokristalerin
kaplanmasinda 6nemli rol oynar ve nanokristallerin ¢ozinlrlik ve diger 6zellikleri
Uzerine etkilidir. Nanokristali suda ¢ozunir hale getirmek icin merkaptokarboksilik
adtler yer degistirici kaplama gruplari olarak kullanilabilir. Bu bilesikler cift
fonksiyonludur, polar grubu ile nanokristali ¢ozinir hale getirirken merkapto grubu ile
nanokristal ylizeyine kuvvetli bir sekilde baglanir. Chan ve Nie'nin grubu
merkaptoasetik asit kullanarak nanokristali suda c¢ozinir hale getirmistir ve capraz
baglayici ganlarin kullanilmas ile nanokristale protein molekdllerinin baglanmasi
gerceklestirilmistir.

Nanopartikil olusum dinamigi tirlerin ¢ozlicide ¢Ozinmesine dayali olarak
¢cozucunun dielektrik sabitine, sicaklik ve c¢ozeltilerin derisimine baglidir. Seyreltik
cozeltiler kullanildiginda partikiller arasi carpisma azalacagindan aglomerasyon ve
cokelme gerceklesmez. Ligand blyudikce partikilin blydkllglinde de azalma olur ve
pH ayarlanmadiginda zincir uzunlugunun artis ile kuvantum verim etkinliginde azalma
gozlenmistir. pH Na&S ile 8.2'ye ayarlandiginda ise ligand zincir uzunlugunun artisi ile
floresans siddeti artar. Nanopartikillerin pH'a bagli  blyUklik kaymas ligand
derisimine de bagli olarak degisir (Winter ve ark. 2005).

Floresans standardi olarak kullanimi icin hazirlanacak nanopartikiller ¢ok yakin
buyukltkte ya da monodispers olmalidir. Monodispers nanopartikil Uretimi igin asiri
doygun cozeltiden nanokristallerin cekirdeklesmesini yavas biylime fazi takip eder.
Tdm nanokristaller es zamanli olarak cekirdeklesmisse heps benzer biyime hizina
sahip olacaklardir ve olusan nanokristallerin poptlasyonu dar buyuklik dagilimi
gosterecektir. Nanokristallerin biyUklugu blyume fazinin stiresine bagli olarak degisir.
Cekirdeklesme olayi basladiginda blyime baslar ve derism c¢ekirdeklesme esiginin



atina diser. Cekirdeklesme fazi boyunca c¢ok az blylme gerceklesirse biyuklik
dagilim orani az olur ve monodispers nanokristaller elde edilir (Sekil 1.20).
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Sekil 1.20. Polimerik nanopartikil olusum asamal ari

Partikil biyukltgunu etkileyen etmenler; dogal olmayan partikillerin varligi
(partikdllerin blytUmesine neden olur), elektrostatik enerji bariyeri (koloidal partikiller
yuklt olabilir, benzer yuklu partiktllerin birbirini itmes ile koagtlasyon onlenebilir) ve
sterik itmedir (surfaktan eklenmesi ile kolloidler stabilize edilebilir, nanopartikiller icin

tercih edilen bir yontemdir ve nanopartikullerin optoelektronik ozelliklerini etkiler).
Nanopartikillerin buyuk 10k dagilimini gelistirmek igin;
" Hizli cekirdeklesmeyi yavas biyime takip etmelidir,

. Belirli bir reaksiyon ortami saglanmalidir (sicaklik egilimi, reaksiyon
ortamindaki kimyasal bilesim degisimi ayarlanarak),

. Homojen reaksiyon ortami elde etmek icin reaktiflerin hizli karistirilmasi
gerekir,
" Karistirma reaksiyon siiresinden daha kisa zamanda olmalidir ve

" Reaksiyon sisesinde termal homojenlik saglanmalidir.



Doyurulmus Coziinmez
Monomerler Nonopartikiller Cekirdeklenme

e -

Ghiziinen Cekirdeklenme
konsantrasyonu

Sekil 1.21. Zaman ve derisime bagli olarak ¢ekirdeklesme, biiylime ve agregerasyon

1.5.3. Nanopartiktllerin Karakterizasyonu

Nanopartikil karakterizasyonu, nanopartikillerin sentezini ve uygulamalarinin
kontrolin ve dogrulugunu kanitlamak icin gereklidir. Karakterizasyon farkli teknikler
kullanilarak yapilir. Bu teknikler TEM ve SEM elektron mikroskoplari, @omik force
mikroskobu [AFM], Dinamik isik sagicis [DLS], X-ray fotoelektron mikroskobu
[XPS], toz xray difraktometress [XRD], fourier transform infrared spektroskopisi
[FTIR], matrix-assisted lazer- desorpsiyon ugus zamanli kiitle spektroskopisi [MALDI-
TOF], ve ultraviyole spektroskopis [UV] dir.

1.5.4. Nanopartikiller ile Yapilan Uygulamalar

Nanopartikillerin cesitli surfaktanlarla kaplanmasina yonelik ilk calismalar
199011 vyillarda gergeklesmistir. Bu alanda cdlisilan ilk molekil ise opioid aktiviteye
sahip bir Leuwenkefalin analogu olan hekzapeptit dalargindir. Perifera uygulamayi
takiben kan beyin engelinden gecemeyen dolayisiyla highbir terapotik aktiflik
gosteremeyen bu aktif madde, poli(butilsiyanoakrilat) naropartikillerin  ylzeyine
adsorbe ettirilip polisorbat 80 ile kaplandiklarinda kan beyin engelinden gegislerini



takiben uygulamadan 45 dakika sonra analjezik etki gostermislerdir (Borchard ve ark.
1989, Friese ve ark. 2000). Steiniger ve ark. 2004 yilinda yapilan bir calismada
doksorubisin yUklt polisorbat 80 kapli nanopartikillerin beyin timorlerine karsi olan
aktifligi incelenmistir. Glioblastomali ratlar Gzerinde yapilan kemoterapi calismalari
sonucunda polisorbat 80 kapli nanopartikillerin kan beyin engelinden gecebildigini ve
tasidiklari  doksorubisinin  beyinde terapitik  konsantrasyonlara  ulasabildigi
belirlenmistir. Gelperina ve ark. (2002) ise yaptiklari bir calismada doksorubisinin akut
toksisitesinin, polisorbat 80 kapli nanopartikiler yapi icinde verilmesiyle azaldigini
kanitlamislardir. Beyin tumorleri ve Alzheimer gibi cesitli santral sinir sistemi
hastaliklarinin aktif tedavisine yonelik gelistirilen bir diger yaklasim ise PEG (polietilen
glikol) ile konjuge edilmis nanopartikiler ilag tasiyici sistemlerdir. Bu teknolojide,
PEG, kopolimerin hidrofobik bloguna kovalan olarak baglanmaktadir. Hidrofobik
gekirdegin yuzeyindeki PEG zincirleri ile partikiller, in-vivo ortamda ¢ok daha uzun
dolasim 6zelligi gostermektedirler (Brigger ve ark. 2001).

Metal renopartikiller biyosensor alaninda basariyla uygulanmaktadir. Foxx ve
ark. (2007) karbon destekli Pd nanopartikillerden polimerizasyon sonucu glukoz
biosensori  hazirlamidlardir. Fang ve ark (2005) metal nanopartikil bazli DNA
biyosensorleri hazirlamislardir. Nathaniel L. Ros ve ark. (2005) hiicrelerdeki proteinin
kontrolii icin hicre ici gen ayarlama gani olarak oligonikleotid bazli altin
nanopartikiller sentezlemislerdir. Zhu ve ark. (2007) glukoz biosensorii icin dendrimer
kapli Pt nanopartikil sentezlemislerdir.

Yariiletken nanopartikillerin  yizey aktifliginin fazla olmas ve biyolojik
molekillerle etkilesmi sayesinde kuvantum nokta nonopartikil biyokonjugeleri
hazirlanabilir. (Li ve ark. 2003). CdS nanopartikilleri streptavidin, biyotin, antibodi,
oligonukleotit gibi molekillerle konjuge etmek olasidir ve bu molekillerin spesifik
molekiler tanima o¢zellikleri sayesinde biyolojik analizlerde biyoorganik dedektor
olarak kullanilabilmektedir. Nanopartikillerin bu uygulamalari sayesinde organik
floroforlarin kullanimi azalmistir. Kuvantum nokta nonopartikuller organik florofor
gruplari ile kiyaslandiginda dar, ayarlanabilir ve simetrik emisyon spektrumu, genis
bandli uyarilma, yUksek fotoagarma esigi ve kimyasal kararliliginin iyi olmasindan
dolayi avantgjlidir. CdS nanopartikillerle konjuge edilen antibodilerle proteinlerin

etkilesimlerine bagli olarak proteinlerin kantitatif tayini coklu olarak gergeklestirilebilir.



Son zamanlarda nanokristallerin  protein  moleklllerinin - konjugasyonu  Uzerine
calismalar yapilmis, bunun yaninda oligonikleotitlerle ve nikleik astlerle
baglanmasina yonelik uygulamalar da yaygin olarak calisiimistir. Bunun yaninda CdS
ve CdSe gibi nanopartikillerinin ylzeyi immunoglobin G (1gG) ve streptavidin ile
konjuge edilmesi sonucunda canli ssteminde kanserli hiicrelerin gértntilemesinde ve
teshisinde kullanilmistir (Merkoci ve ark. 2005; Riegler ve Nann. 2004; Wang. 2005;
Mattoussi ve ark. 2004; Aryave ark 2005). Kuvantum nokta nonopartikdillerin biyolojik
molekillerle baglanmasi kovalent etkilesimle, elektrostatik etkilesimle, hidrojen bagi ve
hidrofobik kuvvetlerle olabilir (Lin ve ark. 2003). Yariiletken nanopartikillerin
ylzeylerinin gesitli stabilize edici maddelerle kaplanmasi sonrasinda Cu, Zn, Ag gibi
gesitli iyonlarin segici olarak ayrimi gergeklestirilebilmektedir (Chen ve Rosenzweig
2002; Chen ve Zhu 2005; Xie ve ark 2004).

1.5.5. Nanopartikullerle optik algilama

Biyolojik tanimlama uygulamalarinda ilk olarak kararli luminesans sensorlerin
amaglanmasindan bu yana bes yildan fazla bir stre gecmistir. Bu konuda yapilan ilk
calismalardan birinde, Alivisatos ve ark. (1998) biyolojik isaretlemede nano kristallerin
kullanimini saglamak, onlari biyo uyumlu ve suda ¢ozinebilir yapmak icin yizeyi ilave
bir kat sllika ile kaplanmis ve CdS/ZnS cekirdek ile CdSe kabuk ve biyomolekuller
arasinda bir bag oldugunu bildirmiderdir. Ayni zamanda, Chan ve Nie (1998) tek bir
nanokristal seviyesinde hassas belirleme icin merkaptoasetik asit ile ylzeyi modifiye
edilmis suda ¢ozunebilir biyo uyumlu nanokristalleri biyomolekillere baglamislardir.
Nano parcaciklarin luminesans emisyonunun olcilmesiyle spesifik antibadi veya
antijenlerin tanimlanmasi icin uygun immuno molekillerle nanokristallerin birlesiminin
kullanilabilecegini gostermiderdir.

Josel ve ark. (2007) streptavidin ile modifiye edilmis atin nanopartikiller
sentezleyerek biotin  secici  sensorler elde etmidlerdir.  Sensorlerin  biotinle
etkilesmelerini  fotoliminesans ile incelemisder ve nanopartikillerin floresansinin
biotinle etkilesmesi ile derisim artisiyla orantili bir sonimlenme (quenching)

gérmislerdir.



Pek cok calismada nanokristal biyo bilesiklerin geleneksel organik boyalara
gore, foto agarma ve daha dar spektral bant genisligiyle karsilastirildiginda daha yuksek
parlaklik, yiksek kararlilik gibi, belirgin avantglari vurgulanmistir. Bununla birlikte,
kuvantum nokta nanokristaller biyolojik tanimlama uygulamalarinda daha yavas bir
sekilde kendini belli etmektedir. Bunun nedeni kismen kararli kuvantum nokta
nanokristal-biyomolekil komplekslerini Uretmekteki zorluklardir. Geliseler, protein
ve DNA immuno tayin icin tanimlayici olmas yoluyla biyoanaliz ve teshiste tanimlama
icin luminesans nanokristallerin gelistirilmesinde uygun yizey modifikasyonunun
onemini  vurgulamaktadir. Cok sayida calisma Iluminesans kuvantum nokta
nanokristallerin bu tdr biyokimyasa uygulamalar icin kullanimini Ozetlemektedir
(Sutherland 2002; Chan ve ark. 2002; Smith ve Nie 2004; Riegler ve Nann 2004). Daha
da 6tes nanokristallerin sentezindeki hizli gelisme ve iyilesmeler, andlitik kimyacilarin
henliz kesfedilmemis bir potansiyel olan luminesans esadli yeni nesil optik sensorler igin

bu nano malzemelerin gelistirilmesini arastirmaya yeni baslamidardir.

1.6. Molektler L iminesans Spektroskopisi

1.6.1. Floresans, Fosfor esans, K emiliminesans

Bu yontemlerin her birinde, analit molekilleri, emisyon (floresans, fosforesans
ve kemiliminesans) spektrumlari kalitatif veya kantitatif bilgiler saglayacak sekilde
uyarilir.

Floresans ve fosforesans, uyarilmanin fotonlarin absorpsiyonu ile olmasi
bakimindan benzerdirler. Bunun bir sonucu olarak, bu iki olay, siklikla daha genel bir
terim olan fotoliminesans ile ifade edilir. Floresans, floresanstan sorumlu elektronik
enerji aktariminin elektronun spininde bir degisiklik olusturmamasi ile fosforesanstan

ayrilir. Bunun bir sonucu olarak, floresans hemen yok olan (<10°°s) bir [iiminesans olup,



kisa 6murltudir. Buna karsilik fosforesans emisyonlari ile iliskili elektron spinindeki bir
degisme, isinlamanin bitmesinden sonra kolayca tespit edilebilir bir sire kadar,
genellikle birkag saniye veya daha uzun, ismanin siirmesine sebep olur. Birgok
durumda, floresans veya fosforesans olarak fotol iminesans emisyonu, onu uyarmak igin
kullanilan isimaninkinden daha uzun dalga boyundadir.

L iminesansin tgunct tipi olan kemiliminesans, bir kimyasal reaksiyon sonucu
olusan uyarilmis bir tirin emisyon spektrumuna dayanir. Bazi durumlarda, uyarilmis
tur, analit ve uygun bir reaktif (ozon veya hidrojen peroksit gibi kuvvetli bir yikseltgen)
arasindaki bir reaksiyonun drinaddr. Bu durumda sonug, analitin kendisinden cok,
analitin veya reaktifin yukseltgenme Urinunin karakteristik bir spektrumudur. Diger
durumlarda, analit kemiliminesans reaksiyonunda dogrudan yer almaz; bunun yerine,
analitin bir kemilUminesans reaksiyonuna olan yavadatici veya katalitik etkis analitik
parametre olarak is gorir. Fotoliminesans veya kemiliminesansin siddetinin 6l¢iimd,
eser miktarlardaki 6nemli bazi inorganik veya organik tirin kantitatif tayinini mamkan
kilar. Gunumuzde, florimetrik yontemlerin sayisi, fosforesans ve kemiluminesans

yontemlerinin uygulamal arinin sayisindan dnemli 6l¢lide daha fazladir.

NO + O; > NO* + O,
NO* > NO, + hl (600 - 2800 nm)

1.6.2. Flor esans ve Fosfor esans

Floresans basit veya karmasik gaz, sivi ve kati kimyasal sistemlerde meydana
gelir. Floresansin en basit tipi, seyreltik atomik buharlarin gosterdigi floresanstir.
Ornegin, buhar halindeki sodyum atomlarinin 3s elektronlari, 589,6 ve 589 nm lik dalga
boylarindaki isinlarin absorpsiyonu ile 3p enerji seviyesine uyarilabilir. 10° - 10% s
sonra, elektronlar temel duruma geri doner ve her yone dogru, ayni iki dalga boyunda
isin yayar. Frekansta degisiklik olmaksizin absorplanan isinin yeniden yayilmasini
kapsayan floresansin bu tipi rezonansisimasi veyarezonans floresansi olarak bilinir.

Birgcok molekiler tir, rezonans floresans da gosterir. Bununla beraber cok sik

olarak, molekiler floresans veya fosforesans bantlari rezonans ¢izgisinden daha uzun



dalga boylarinda merkezlenmis olarak bulunur. Bu uzun dalga boylarina veya distik
enerjilere kayma stokes kaymasi olarak ifade edilir.

Uyarilmis elektronik; halin enerji kaybetmesi, fosforesans yoluyla da olabilir.
Triplet bir halde sistemler arasi gegisten, sonra, i¢ veya dis donisiim veya fosforesans
ile biraz daha sontim olabilir. Bir triplet > singlet gegisi singlet->singlet donisimiine
gore cok daha az mimkuindilr; bu nedenle, uyarilmis triplet halin ortalama 6mrQ,
emisyona gore 10 sden 10s' ye veya daha fazla siireye kadar olabilir. Béylece, boyle
bir gecisten kaynaklanan emisyon, isinlanma kesildikten sonra biraz daha stirebilir.

Elektron Spini
Pauli disarlama prensibi, bir atomdaki iki elektron igin dort kuantum sayisinin hepsinin
birden ayni olamayacagini belirtir. Bu sinirlama, bir orbitalde iki elektrondan daha fazla
elektron bulunmamasini ve ayrica iki elektronun da zit spinli olmasini gerektirir. Bu
sartlar altinda, spinler eslesmistir. Spin eslesmesi sebebiyle, molekillerin cogu net
manyetik adlan gostermez ve bu ylzden diamanyetik olarak adlandirilir. Yani bunlar,
durgun manyetik aan tarafindan ne c¢ekilir ne de itilirler. Buna karsilik, eslesmemis
elektronlar iceren serbest radikallerin bir manyetik momenti vardir ve bunun sonucu
olarak bir manyetik alan tarafindan cekilir. Bu ylzden serbest radikaller paramanyetik
olarak adlandirilir.

Singlet/ Triplet uyarilmis Haller
Batun elektron spinlerinin eslesmis oldugu bir molekiler elektronik hal; bir singlet hal
olarak adlandirilir ve molekll bir manyetik alana maruz birakildiginda elektronik enerji
seviyelerinde hicbir yarilma meydana gelmez. Diger taraftan, bir serbest radika icin
temel hal bir dublet halidir. Cunkd, tek elektronun bir manyetik alan icinde, sisteme ¢ok
az farkli enerjilerde katki yapan iki yonlenmeye sahip oldugu kabul edilebilir.

Bir molekdltn bir cift elektronundan biri daha yUksek bir enerji seviyesine
uyarilirsa ya bir singlet ya da bir triplet hal meydana gelir. Uyarilmis singlet halde,
uyarilmis elektronun spini hala temel haldeki elektron ile eslesmis durumda, bununla
beraber, triplet halde, iki elektronun spinleri eslesmemis durumda ve boylece parael

durumdadirlar.
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Uyarilmis triplet haldeki bir molekilin ozellikleri, uyarilmis singlet halindekinden
onemli derecede farklidir. Ornegin, bir molekiil triplet halde paramanyetik iken, singlet
halde diamanyetiktir. Bununla beraber, daha da onemlisi, elektronun halindeki bir
degismeyi de kapsayan, singlet triplet gecisinin, karsi gelen, singlet singlet gecisine gore
onemli derecede daha az miumkin olmasi gercegidir. Bunun sonucu olarak uyarilmis
triplet halinin ortalama 6mrii 10™*s den birkag saniyeye kadar uzayabilir. Bir uyarilmis
singlet halin ortalama émrii ise 10°°, 10°®s kadardir. Ayrica, temel haldeki bir molekiiliin
isinla, bir uyarilmis triplet hale uyarilmasi, dislk olasiliga sahiptir ve bu isem sonucu
olusan absorpsiyon piklerinin siddeti, benzer sekilde singlet-singlet gegisine kars
gelenlerinkinden bir kag kat ondalik mertebesi daha dusiktir. Bazi molekdllerin, bir
uyarilmis singlet halinden bir uyarilmis triplet "hale gegebilmesiyle fosforesans olusur.
Sekil 1.22 Bir fotoluminesans molekdlinin kismi  bir enerji seviyes
diyagramidir. En attaki koyu yatay cizgi, norma olarak singlet haldeki molekulin
temel hal enerjisini gostermekte olup, So ile gosterilmistir. Oda sicakliginda, bu hal, bir
cozeltideki moleklllerin hemen hemen tamaminin enerjisini gosterir. En Ustteki koyu
cizgiler, U¢ uyarilmis elektronik halin temel titresim halleri icin enerji seviyelerini
gostermektedir. Soldaki iki cizgi, birinci (S1) ve ikinci (S2) elektronik singlet hallerini
gosterir. Sagdaki tek cizgi (T1) birinci elektronik triplet halinin enerjisini gosterir.
Normal olarak, birinci uyarilmis triplet halin enerjisi, kars gelen singlet halin
enerjisinden daha dustktir. Daha ince yatay cizgilerle gosterilen cok sayidaki titresim
enerji seviyesi, dort elektronik halin her biri ile iliskilidir. Bu molekilin uyarilmas, biri
uzun dalga boyunda (So—> S1) ve ikincis de daha kisa dalga boyu) (So—> S2) civarinda
merkezlenmis iki isin bandin absorpsiyonu ile meydana gelebilir. Uyarilma iseminin,
molekilin c¢ok sayida uyarilmis titresm halinden herhangi birine donust ile

sonuclandigina dikkat ediniz. Triplet hale dogrudan uyarilma da gosterilmemistir.



Cunkd bu idem, multiplisitede bir degismeyi gerektirir ve énceden de bahsedildigi gibi

bu gecisin olma olasiligi disuktir bu tip disiik olasilikla bir gegise yasaklanmis denir.

Singlet Uyanilmis hal Triplet Uyanlmis Hal
S S—a—
__"f‘__ titregim
¢ doniisme durulmasi Sistemler arast
\ , :
S 5 gegiy
¥
[ ] e
(3 _—
S
=
:-
2
83 ic ve dis
doniisme
Absorpsivon Floresans
titresim
durl_JImasl
.
+
9
Temel So

hﬂl Donme enerji seviyeleri ...
Titresim enerji seviyeleri ———

Elektronik enerji seviyeleri s

Sekil 1.22. Fotoliminesans mol ekl inidin kismi bir enerji seviyesi diyagrami
Absorpsiyon ve Emisyon Hizlari

Bir isin fotonunun absorplanma hizi cok buyiktir. Bu isem 10 - 10® s
mertebesinde tamamlanir. Diger taraftan, floresans emisyonu 6nemli derecede daha
yavas hizda olusur. Burada, uyarilmis halin onmrd, uyarilma islemine karsilik gelen
absorpsiyon pikinin molar absorptivites ile ters orantilidir. Bu nedenle, 10° - 10°
ardigindaki molar absorptiviteler icin uyarilmis hallerin émrii 107 - 10° sdir. Gegis
olasiliginin daha kiicik oldugu zayif absorplayici sistemler icin émirr, 10° - 10° s kadar
uzun olabilir. Onceden de belirttigimiz gibi, tripletten singlete gecisin ortalama hizi,
buna karsilik gelen singlet-singlet gegisininkinden daha azdir. Bu nedenle, Fosforesans
emisyonu 10 -10 s veya daha faza bir siire gerektirir.

Uyarilmis bir molekil temel haline birkagc mekanik basamagin bir birlesimi
yoluyla donebilir. Sekil 1.22' de diiz diisey oklarin gosterdigi gibi, bu basamaklarin ikis,
bir isin fotonunun yayimini iceren floresans ve fosforesangtir. Dalgali oklarla gosterilen

diger sbniim basamaklari isimasiz olaylardir. Temel hale geciste en tercih edilen yol,



uyarilmis halin Oomrini en az yapan yoldur. Bu yilzden, ismasiz gecidere gore
floresans ile sbniim hizli ise, bir emisyon gozlenir. Diger taraftan eger bir issmasiz yol

daha btiytk hiz sabitine sahipse, floresans ya yoktur ya da ¢ok duistik siddettedir.

Titresimsel Durulma

Sekilde goruldigu gibi, elektronik uyarilma sirasinda bir molekil birgok titresim
seviyesinden herhangi birine uyarilabilir. Bununla beraber, cozeltide, asiri titresim
enerjis, uyarilmis tarlerin molekilleri ile ¢oziic molekilleri arasindaki carpismalar
sonucu hemen kaybedilir; sonug, bir enerji aktarimi ve ¢ozict sicakligindaki ¢ok az bir
artistir. Titresim enerji seviyeleri bakimindan uyarilmis bir molekiltin ortalama 6émri
10 s veya daha az olup, bu siire elektronik olarak uyarilmis bir halin ortalama
Omrinden onemli derecede daha kisa oldugundan, durulma islemi ¢ok etkilidir. Sonug
olarak, cozeltiden floresans oldugu zaman, bu floresans daima uyarilmis bir elektronik
halin en dusiik titresim seviyesinden bir gecis ile ilgilidir. Bununla beraber, elektron,
temel halin titresm seviyelerinden herhangi birine donebilecegi igin, birbirine yakin
bircok pik olusur. Daha sonra, daha fazla titressimsel durulma ile elektron, hizla temel
elektronik halin en diustk titresim seviyesine donecektir.

I¢ DOnUsUm

I¢ donusim terimi, bir molekdlin, isin yaymadan daha dusik bir elektronik
enerji seviyesine gegmes ile ilgili molekdl ici olaylari ifade eder. Bu olaylar, ne tam
olarak tanimlanmis ne de tam olarak anlasilmistir; fakat bagil olarak ¢cok az bilesigin

floresans gostermesi bunlarin genellikle ¢ok etkili olduklarinin agik gostergesidir.

Dis Donusim

Uyarilmis bir elektronik halin sonimlenmesi, uyarilmis molekil ve ¢oziicli veya
diger cozlnenler arasindaki etkilesmi ve enerji aktarilmasini icerebilir. Bu olaylara
topluca dis donisiim veya carpisma ile sonim denir. Dis donustm icin delil, ¢ozicinin
floresans siddeti Uzerindeki, kuvvetli etkisini icerir; ayrica tanecilikler arasindaki
carpisma sayisini azaltan kosullar (dislk sicaklik ve yiksek viskozite) genellikle

floresans azaltir.



Disve i¢ donustimler, fosforesans ile o kadar basarili bir, sekilde rekabet ederler
ki, norma olarak bu tir emisyon, sadece diusik sicakliklarda; ¢ok viskoz ortamlarda

veya kati yuzeyle absorplanmis molekiillerde gozlenir.

Sistemler Arasi Gegis

Sistemler arasi, gegis, uyarilmis bir elektronun spininin ters dondigi bir olaydir
ve mol ekl in multiplisitesinde bir degisme olur.
i¢c donusimde oldugu gibi, eger iki halin titresm seviyeleri, ortisirse/lbu gecisin
olasiligi artar. Sekil de gosterilen singlet/triplet gecisi buna bir érnektir; burada, en
dusik singlet titresim seviyes, daha yiksek triplet titresm seviyelerinin biri ile
ortismektedir ve boylece spin halinde bir degisme daha muhtemeldir. Sistemler arasi
gegis, iyot veya brom gibi agir atomlari iceren molekullerde ¢ok yaygindir.

1.6.3. Floresans ve Fosforesansi Etkileyen Degiskenler

Bir maddenin lUminesans yapip yapmayacagina, hem molekiler yapi hem de
kimyasal gevre etki eder; liminesans olurken bu faktorler, emisyon siddetini de belirler.

Kuantum Verimi

Floresans veya fosforesans icin kuantum verimi veya kuantum verimi orani basit
olarak luminesans yapan molekillerin sayisinin toplam uyarilmis molekil sayisina
oranidir. Floresein gibi oldukca floresans bir molekil icin bazi sartlar altindaki kuantum
verimi bire yaklasir. Onemli derecede, floresans yapmayan kimyasal tirler sifira yakin
verimlere sahiptir.

Floresansta 250 nm'den daha kigik dalga boylarindaki ultraviyole isinlarin
absorpsiyonun sonucu floresansin nadiren oldugunu bilmek onemlidir. Cinkd, bu tor
issimalar, dnayrisma ve ayrisma ile uyarilmis halin sonimine sebep olmaya yetecek
kadar enerjilidir. Ornegin, 200 nm'lik bir isin yaklasik 140 kcal/mol'e karsilik gdlir;
bircok organik molekil bu buyUkllkteki enerjiler ile kopartilabilecek bazi baglara
sahiptir. Sonug olarak, s> s* gecis sebebiyle olan floresans nadiren gozlenir; bunun

yerine, boyle emisyon, daha az enerjili p >p* ven 2> p* gegideri ile sinirlidir.



Kuantum Verimi ve Gegis Tipi

Floresansin en dusik enerjili gecis p —>p* tipi olan bilesiklerde, en disik
enerjili gecis n —>p* tipi olan bilesiklerden daha fazla oldugu gézlenmistir; yani, p
—2>p* gecis i¢in kuvantum verimi daha blyudktar. p >p* gecis ile ilgili olan daha
buyUk kuantum verimi iki yolla gerceklesebilir. Birincisi, bir p >p* gecisin molar
absorpsiyon katsayisinin normal olarak bir n >p* gegisininkinden 100 ile 1000 kat
daha biyik olmasidir. Bu blydklik her iki yondeki gecis olasiliginin bir 6l¢lsini
gosterir. Boylece, p >p* gecisi ileilgili dmir daha kisa (bir n >p* gecisi icin olan 10°
- 107 silekarsilastirildiginda 107 - 10° skadar) ve Esitlik ‘deki kf daha biiytktiir.

Floresars ve Y api

En siddetli ve en faydali floresans, disik enerjili p =>p* geciserine sahip
aromatik fonksiyonel gruplan iceren bilesiklerde goérulir. Alifatik ve alisiklik karbonil
gruplarin veya fazla sayida konjlge cift bagli yapilar iceren bilesikler de floresans
gosterebilir, ancak bunlarin sayis aromatik sistemlerin sayis ile karsilastirildiginda
daha azdir.

Derisim etkisi

Floresans siddeti F, distik derisimlerde derisim ile orantilidir.
F=KC
Y Uksek derismlerde kendi kendine stnim ve kendi kendine absorpsiyon nedeniyle
negatif sapma gosterir. Bir uyarma spektrumu, uyarma dalga boyu degistirilirken, sabit
daga boyunda luminesansin Olcllmesiyle elde edilir. (ayni sartlarda elde edilen
absorpsiyon spektrumu ile aynidir). Floresans ve fosforesans spektrumlari
dalgaboyunun bir fonksiyonu olarak emisyon siddeti kaydedilirken sabit dalgaboyunda
uyarilmayi kapsar.

Fotoliminesans genellikle uyarma dalga boyundan daha uzun dalga boylarinda
olur. Ayrica fosforesans bantlari floresans bantlarindan daha uzun dalga boylarinda olur.
Cunka triplet uyarilmis enerji seviyesi genelde singlet uyarilmis enerji seviyesinden

daha dustk enerjilidir.

1.6.4. Floresans Ve Fosfor esans Ol¢iimii I ¢in Cihazlar



Fotoliminesans o6lcilmes icin  kullanilan cihazlarin c¢esitli  bilesenleri,
ultraviyole gorinir bolge fotometreleri veya spektrofotometrelerinde bulunanlarla
benzerdir. Sekil 1.22'de florimetreler ve spektroflorometrelerdeki bu bilesenlerin tipik
bir dizilis gorilmektedir. Hemen hemen bittin floresans cihazlarinda gic kaynagindaki
dalgalanmalari dengelemek (etkisini gidermek) igin gift-isinli optik sistem kullanilir.
Numuneden gelen isin, once floresans uyaracak isinlari geciren fakat floresans
emisyonunun dalga boyundaki isinlari disarida tutan veya sinirlayan bir uyarilma
filtresinden veya bir monokromatdrden gecer. Floresans numuneden bitin yonlere
dogru olur, fakat en uygun sekilde floresans uyarma isinina dik agidan gozlenir; diger
acilarda cozeltiden ve hiicre duvarlarindan olusan sacilma, siddet 6l¢iiminde buyuk
hatalara sebep olabilir. Yayilan isin, 6icme icin floresans ayiran ikinci bir filtreden veya
monokromattrden gegtikten sonra bir dedektdre ulasir. Referans isin demeti ise, isigin
gucinu yaklask olarak floresans isinlarinkine azaltan bir azalticidan gecer (guc
azaltilmas ekseriya 100 kat veya daha fazladir). Referans ve numune fotocogaltici
tiplerden gelen sinyaller, sonra ciktiyi bir metreye veya kaydedici ile gbsteren bir fark

yukselticisine gonderilir.

sk Kaynaklari;

Filtreli florometreler icin en yaygin kullanilan kaynak, erimis silika pencereli,
dustk basincli Civa buhar lambasidir. Bu kaynak, 254, 302, 313, 546, 578,691 ve 773
nm'deki uyarma floresansinda faydali cizgiler meydana getirir. Herbir cizgi, uygun
absorpsiyon veya girism filtreleri ile digerlerinden ayrilabilir. Floresans yapan birgok
bilesikte, floresans cesitli dalga boylariyla saglanabildiginden, civanin en azindan bir

cizgis normal olarak bu isicin uygun olur.
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Sekil 1.23. Fotol iminesans cihazinin akis semasi

Filtreler ve Monokromatorler

Hem uyarma demetinin hem de olusan floresans isininin dalga boyunun
secilmes icin, florometrelerde girism ve absorpsiyon filtrelerinin her ikis de
kullanilmistir. Spektroflorometrelerin ¢cogu, en az bir ve bazen iki optik agli

monokromator ile donatilmistir.

Dedektorler

Tipik luminesans sinyali dusik siddetlidir; olculebilmeleri icin yukseltiimeleri
gerekir. Duyarli floresans cihazlarda fotogogaltici tipler en yaygin kullanilan
dedektorlerdir. Bunlar, genellikle, artirilmis sinyal/gurtlti oranlari elde etmek icin foton
sayim modunda calitirilirlar. Sinyal/gurdlti  oranlarini  artirmak icin  bazen

dedektorlerin sogutulmas da gerekir.

Hucreler ve Hicre Bolmeleri

Floresans dlgmeleri icin cam veya silisden yapilmis hem slindirik hem de
dikdortgen prizmasi seklindeki hticreler kullanilir.
Fosforesans 6lciimiinde florometrelere uyarmaile fosferansin araikli olarak 6l¢lilmesini
saglayacak dizenek eklenir. Fosforimetre ile florometre arasindaki fark budur.
1.6.5. Analitik Uygulamalari



Floresans ve fosforesans yortemleri absorbansa dayali  spektrofotometrik
Olcimlerden daha distk derism araliklarina uygulanabilir. Yuksek duyarlik isik
kaynaginin gliciini artirmak suretiyle saglanabilir. Ancak fotol iminesans yontemlerinin
kesinlik ve dogrulugu absorpsiyona dayali spektrofotometrik yontemlerden daha
dusiktir. Floresans olusturan kompleks olusturarak metal iyonlarinin  emisyonu
Olgulebilir. Florometik analizin organik ve biyokimyasal turlere cok sayida uygulamasi
vardir. Florometrenin en 6nemli uygulamalari, gida Urlnleri, ilag, klinik numuneler ve
dogal drtinlerin anaizidir. Fosforesans ve floresans yontemleri birbirlerini tamamlama
egilimindedirler. Clnkl, kuvvetli floresans yapan bilesikler zayif fosforesans, kuvvetli
fosforesans yapan bilesikler de zayif floresans yaparlar. Ornegin, bitisk hakali
aromatik hidrokarbonlar arasinda, halojenler veya sllfur gibi daha agir atomlari
icerenler, genellikle kuvvetli olarak fosforesans yaparlar; diger taraftan, agir atom
icermeyen ayni tip bilesikler fosforesanstan daha ¢ok floresans yapma egilimindedir.
Fosforimetri, nikleik asitler, amino asitler; pirin ve pirimidin, enzimler, petrol
hidrokarbonlari ve pestisitier gibi maddeleri de kapsayan ¢ok cesitli organik ve
biyokimyasal turlerin tayini icin kullanilmistir. Bununla beraber, bu yéntem, florometri
kadar yaygin kullanim dani bulmamistir. Bunun sebebi, distik sicakliklara ihtiyag
duyulmasi ve fosforesans 6lcmelerindeki daha zayif kesinlik olabilir. Diger taraftan,
fosforesans islemlerinin  potansiyel olarak daha yiksek seciciligi cezbedicidir.
Davranistaki bu farkin sebebi, etkili fosforesansin uyarilmis triplet haldeki molekl
sayisini artirmak icin hizli sistemler aras gecise ihtiyag duymasi, dolayisiyla uyarilmis
singlet derisimini ve bdylece de fosforesans siddetini azaltmasidir.

LUminesans yontemlerinin en cezbedici Ozelliklerinden birisi, absorpsiyon
spektroskopide karsilasilan bir ile ¢ ondalik mertebesinden daha kiicik gbzlenebilme
sinirlan saglayan kendilerine 6zgu duyarliklaridir. Pik gozlenebilme sinirlari milyarda
bir (ppb) mertebesindedir. Fotoliminesans yontemlerin diger bir Ustinltgu, onlarin
genis dogrusal derisim araligi olup, bu da genellikle absorpsiyon yontemleriyle
karsilasilanlardan Onemli derecede daha blUyUktlr. Yiksek duyarliklari sebebiyle,
kantitatif |Uminesans yontemleri, siklikla numune matriksinden kaynaklanan ciddi
girisim etkilerine maruz kalirlar. Bu sebepten dolayi, liminesans 6lgmeleri genellikle

cok iyi kromatografik ve elektroforez ayirma teknikleri ile birlikte kullanilir. Floresans



dedektorler, sivi kromatografi ve kapiler elektroforez icin dedekttr olarak, fevkalade
duyarliklari sebebiyle, 6zellikle degerlidir.

Genel olarak, luminesans yontemleri, kantitatif analizde absorpsiyon
yontemlerinden daha az uygulanir. Cunkd, ultraviyole/gorunir isini absorplayan tirler,
gpektrumun bu boélgesinde isinin absorpsiyonu sonucu olusan fotol iminesans

gosterenlerden ¢ok daha fazladir. (Ens. Ana. Ilk. Douglas, Skoog)

2. MATERYAL VE YONTEM



2.1. Materyal

Sunulan calisma kapsaminda yapilan deneysel calismaari su ana badliklar atinda
toplamak mumkuandur:

1. Metakriliminodiasetik asit (MAIDA) ve Metakriliminodiasetik-Cr(l11) [MAIDA-
Cr(111)] monomeri ile MAIDA-Cr(l11)-Dipikolinik asit [MAIDA-Cr(l11)-DPA] 6n
organize monomerinin sentezi ve karekterizasyonu,

2. MAIDA-Cr(ll1)-DPA 0n organize monomeri kullanarak, DPA belleklerle
donatilan nanokabuklara sahip, Au nanopartikil ve Au-Ag nanokiime nanosensorlerin
hazirlanmasi, bacillus sporlarini tanimasi agisindan degerlendirilmesi ve secicilik
calismalari

3. Metakrilamidoantipirin (MAAP), metakrilamidohistidin (MAH),
metakrilamidoantipirin-Fe(l11) [MAAP-Fe(l11)] ve metakrilamidohistidin-Pt(I1) [MAH-
Pt(11)] monomerlerinin sentezi ve karekterizasyonu,

4. MAH-Pt(I1)-MAAP-Fe(l11)-8hidroksideoksiguanizin [MAH-Pt(I1)-MAAP-Fe(l11)-
8-OHdG], 6n organize monomer sistemini kullanarak QCM biyosensdr cipinin
hazirlanmasi ile DNA’nin baglanti bolgelerini taniyan belleklerin QCM  elektrot
ylzeyinde olusturulmasi,

5.  Kendi organize olabilen QCM elektrotlarin hasarli DNA tayininde kullanilmas ve
tasarlanilan molekiler baskilanmis (MI1P) malzemelerin molekiler tanimlama agisindan

degerlendirilmesi ve secicilik calismalari

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Azobisizobutironitril  (AIBN), Cr(NO3)3.9H,0, dipikolinik asit (DPA),
etilenglikoldimetakrilat (EDMA), guanozin, guanin, Fluka AG (Buchs, Switzerland)
firmasindan ainmis ve etilenglikoldimetakrilat hidrokinonin inhibitérti ile vakum
altinda distile edilerek kullanilmadan 6nce 4°C'da saklanmistir. 8-OHdG, N-N-
Metilenbisacrylamide, Sodium metabisulfite (NaS;0s), Potasyum peroxidisiilfat
(K2S0s) ve glisin Aldrich (Milwaukee, WI, USA) firmasindan ainmistir. Sistein,
histidin, metakrilklorar, platin (I1) Kklorar, civa (I1) klorir, 2 propen 1 tiol (dlil

merkaptan) ve poliguanilikasit Aldrich (Milwaukee, WI, USA) firmasindan temin



edilmistir. Diger bittin kimyasallar ve biyokimyasallar andlitik saflikta olup, Merck AG
(Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmistir.

Deneylerde kullanilan su; yiksek akidi selliloz membranli Barnstead (Dubuque,
IA) Ropure LP® ters ozmoz tnitesinde isleme tabi tutulduktan sonra Barnstead D3804

NANOpure® organik/kolloidal uzaklastirma ve dolgulu iyon degisim sistemi
kullanilarak saflastirilmistir. Elde edilen saf suyun iletkenligi 18 megaohm/cm'dir.

2.1.2. Kullanilan cihazlar

Bu calismada mikrogravimetrik dlcimler icin 9 MHz, teflon tutturucuda AT-cut
kuartz kristaller ve QC 922 (Seiko EG& G) kuartz kristal analizor kullaniimistir. DPA
baskili Au, Au-Ag nanokristallerin uyarilma ve emisyon dalgaboylari arasindaki ayirim
icin floresans olcimleri Varian Cary Eclipse marka spektroflorometre kullanilarak
gerceklestirilmistir. AFM goruntileri (Q-Scope 250, Quesant Instruments, CA, USA) ile
alinmistir. *H ve *C NMR spectrumlari DMSO-d6'li TMS de Bruker 500 MHz NMR

cihazi ile, Transmission Emission Mikroskobu (TEM) géruntuleri FEI-Tecnai TM G2
Sprit transmission electron microscope (20-120 kV) ile, Fourier Transform Infrared
(FTIR) spektrumlari FTIR (Spectrum 100, Perkin Elmer, USA) ile. Raman spektrumlari
(Bruker Senterra Dispersive Raman Microscope, Germany) raman spektrofotometresi ile
elde edilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. MAIDA (2,2'-[(2-methylacryloyl)imino]diacetic acid) monomerinin sentezi

a) IDA(OMe),.HCI hazirlanisi (HCI salt of dimethyl 2,2’ -iminodiacetate)

Thionyl chloride (SOChb, 2eq) IDA'nin  (legq, 25mL susuz metanol igerisinde),
sligpansiyon ¢ozdtisine ilave edildi ve ilave ile IDA ¢ozllmeye basladi. Reaksiyon

karisimi 3 saat azot ortaminda reflux edildi. Coziici vakum ortaminda uguruldu. Uriin
IDA(OMe),.HCI %096’lik verimle beyaz kristaller halinde elde edildi.



b) MAIDA(OMe),; (dimethyl 2,2'-[(2- methylacryloyl)imino]diacetate) (Deniz Hur,
Sultan F. Ekti, and Ridvan Say, Letters in Organic Chemistry, 2007, 4, 585-587.)
prosediriine gore sentezlenmistir.

b-1) MA-Bt (A.R. Katritzky, Y. Zhang, SK. Singh, Synthesis 18 (2003) 2795-2798.)

prosediriine gbre sentezlenmistir.

IDA(OMe)2.HCI 20 ml su igerisinde ¢ozuldl, 2N NaOH (1eq) bu ¢ozeltinin icerisine
ilave edildi. llaveden sonra ¢ozelti yavas yavas sariya dondi. The solution of MA-Bt
cozeltis (1 eg in 1,4-dioxane 10mL icerisinde hazirlanmis) reaksiyon karisiminin
icerisine damla damla ilave edildi. Reaksiyon karismi oda sicakliginda, TLC de 1H-
Benzotriazole (Bt-H) ve M A-Bt farki belirinceye kadar karistirildi. (5 min.). Bt-H’ i
cikarmak icin elde edilmis karisima etil asetat ilave edildi. Su fazi 1IN H,SO4 ¢ozeltis
kullanilarak pH 6-7'ye ndtralize edildi. Water was removed under vacuum to get
MAIDA(OMe); elde etmek icin su fazi vakum atinda cikarildi ve %87’lik verimle
beyaz mikrokristaller elde edildi.

MAIDA(OMe), metanol (50ml) icerisinde azot atmosferi atinda ¢ozuldi. 1IN NaOH
asirisi ¢Ozelti ortamina ilave edildi ve reaksiyon karismi 1,5 saat reflux edildi ve
notralize edildi. Cozicl, MAIDA eldesi icin vakum atinda ucuruldu ve %72'lik
verimle Urlin elde edildi.
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Sekil 2.1. MAIDA monomerinin sentezi



2.2.2. Metakriliminodiasetik-Cr(111) [MAIDA-Cr(l11)] metal selat monomeri

sentezi

MAIDA-Cr(l11), MAIDA ve Cr(NOs)3.9H,O kullanilarak hazirlandi. MAIDA
(0.2mmoal) ve Cr(NO3)3.9H,0 (0.1 mmol) 5.0 mL etanol icerisinde ¢ozUldl ve ¢ozelti 24
saat karistirildi.

2.2.3. Metakriliminodiasetik-Cr (111)-Dipikolinik asit [MAIDA-Cr(111)-DPA] metal-

selat monomerinin 6n organizasyonu

Metakriliminodiasetik-Cr(111)-Dipikolinik asit [MAIDA-Cr(I11)-DPA]
monomerinin sentezi icin, hazirlanan MAIDA-Cr(I11) metal selat monomeri (1.0 mmol)
5 mL etanol igerisinde ¢ozulmuis ve hedef molekil olan dipikolinik asit (1 mmol)
cozeltis ile 4 saat karitirilarak (1:1) monomerin dnorganizasyonu gerceklestirilmistir.

2.2.4. Metakrilamidosistein (MAC) monomerinin sentezi

2-metakriloamidosistein monomerinin sentezi icin uygulanan yéntemde; 5.0 g L-
sgtein ve 0.2 g NaNO,, 30 mL K,CO, (% 5, v/v) cozeltis igerisinde ¢OzUlmustir.
Cozdti 0°C'a sogutulmus ve 4.0 mL metakrilklorir, yavasca bu c¢ozeltinin Ustline
dokulmastir. Karism azot atmosferi atinda, manyetik karigtirici ile 2 saat oda
sicakliginda karistirilmistir. Bu stirenin sonunda, ¢ozeltinin pH’i 7.0'ye ayarlanmis ve
etilasetat ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz, doner buharlastiricida uzaklastirilmis ve kalan
kism (MAC), etanol ve etilasetat ile kristallendirilmistir.

2.2.5. Altin nanopartikil sentezi (Au-MAC)

Altin  nanopartikiller Brust ve arkadaslarinin gergeklestirmis olduklari
caismalara gbre hazirlanmidardir (Brust ve ark. 2008). Bu yontemde, azot gazi
ortaminda, 0.01 M sulu NaBH4 ¢Ozeltis esit hacimde amonyak ¢ozeltisinde hazirlanmis
0.5 mM HAUCL (pH ca. 7.8) ile karistiriimistir ve etanolde hazirlanmis 1mM MAC ile



siddetli  bir sekilde karistirma islemine tabi tutulmustur. Olusan Au-MAC
nanopartikulleri ortamdan ayrilmis ve su toluen ile yikanmistir. Nanopartikiller dimetil
stlfoksitte (DM SO) dispers edilmistir.

2.2.6. Dipikolinik asit baskilanmis altin nanopartikll sentezi

Dipikolinik asit baskilanmis altin nanopartikil sentezi icin, metakril ile aktive
edilmis atin nanopartiktller, DMSO da ¢ozulmus, 0,05 mmol MAIDA-Cr(l11)/DPA
moromeri, 0,4 mmol EDMA capraz baglayicis ve yaklask %1 olacak sekilde etanolde
hazirlanmis AIBN radikalik reaksiyon badaticisi ortaminda MIP temelli polimerizasyon
isemine tabi tutulmusturlar. Bunun icin ¢ozelti 600rpm hizla manyetik Kkaristirici
ortaminda 365nm dalga boyunda UV lamba adtinda 4 saat tutumustur.
Polimerizasyondan sonra DPA nano kabuklar iceren atin  nanopartikiller
polimerizasyon ortamindan uzaklagtirilmistir.  Kalip molekil olan DPA’in
uzaklastirilmas icin 10 ml (3/1, v/v) metanolik fosforik asit c¢ozeltis ile 24 saat
karistirilmistir.

Nonimprinted (NIP) Au nanopartikillerde, kalip molekil olan DPA kullanmadan,
yukaridaki anlatildigi gibi hazirlanmistir.
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Sekil 2.2. DPA baskili Au nanopartikillerin sematik gdsterimi



2.2.7. DPA baskilanmis Au nanopartiktllerin luminesans 6lctimleri

DPA baskilanmis Au nanopartikil sensorlerin  DPA  tanima kapasites
dipikolinik asit kullanilarak floresans spektrofotometresi ile belirlenmistir. Farkli
derismlerdeki dipikolinik asit ¢ozeltileri 600 rpmlik manyetik karistirici ortaminda 5dk
streyle karistirilmistir. Ardindan DPA baskili altin nanosensorlerin maksimum emisyon

icin, uyarilmadaldaboyu 310 nnm' de, emisyon dalgaboyu 620 nm’ de belirlenmistir.

2.2.8. DPA baskilanmis Au-nanopartikllerle secicilik calismalari

DPA baskilanmis Au-nanopartikil sensorlerin segicilik calismalari, molekl
geometriss DPA’ya benzedigi icin ftalik asit kullanilarak floresans spektrofotometresi
ile belirlenmistir. Ftalik asit gozeltisi DPA baskilanmis Au-naropartikil sensorlerle 600
rpmlik manyetik karistirici ortaminda 5dk sireyle karigtirilmistir. Ardindan karisim 310

nm’ de uyarilmis ve 620 nm’ deki emisyon siddetleri belirlenmistir.

2.2.9. DPA baskilanmis Au nanopartikullerle gercek orneklerde dipikolinik asit

miktar tayini

DPA baskilanmis Au nanopartikil senstrlerin gercek 6rneklerde DPA tanima
kapasitesi, Anadolu Universitesi Fen Fakiiltes Byoloji Bolimii tarafindan [Fernandez
ve ark. 2001, Zhang ve ark. 2006, Mazas ve ark. 1995, Dang ve ark. 2001, He ve ark.
2003] hazirlanmis bacillus sporlari kullanilarak floresans spektrofotometres ile
belirlenmistir. Farkli derisimlerdeki bacillus sporlari, DPA baskilanmis Au nanopartikul
sensOrlerle 600 rpmlik manyetik karistirici ortaminda 5dk sireyle Kkaristirilmigtir.
Ardindan karism 310 nm’'de uyarilmis ve 620 nm'deki emisyon siddetleri

bdirlenmistir.

2.2.10. Altin-Gumus nanokime sentezi (Au-Ag-MAC)

Altin GUmUs nanokimeler Brust ve arkadaslarinin gerceklestirmis olduklari

calismalara gbre hazirlanmidardir (Brust ve ark. 2008). Bu yontemde azot gazi



ortaminda, 0.01 M sulu NaBH4 ¢ozeltisi esit hacimde amonyak ¢ozeltisinde hazirlanmis
0.5 mM HAUCL (pH ca 7.8) ile karistirilmistir ve etanolde hazirlanmis 1mM MAC ile
siddetli bir sekilde karistirma islemine tabi wtulmustur. 20 ml Au-MAC Uzerine esit
hacimde 0.5 mM AgNO;s ilave edilmistir. Olusan Au-Ag-MAC nanokiimeler ortamdan
ayrilmis ve birkagc kez su toluen karisimi ile yikanmistir. Nanokime'ler dimetil
sulfoksitte (DM SO) dispers edilmistir.

2.2.11. Dipikolinik asit baskilanmis altin-giimus nanok ime sentezi

Dipikolinik asit baskilanmis altin-gimiis nanokime sentezi icgin, metakril ile
aktive edilmis atin-gimis nanokimeler, DMSO da ¢ozulmis 0,05 mmol MAIDA-
Cr(111)/DPA moromeri, 0,4 mmol EDMA capraz baglayicis ve yaklasik %1 olacak
sekilde etanolde hazirlanmis AIBN radikalik reaksiyon baslaticisi ortaminda MIP temelli
polimerizasyon islemine tabi tutulmusturlar. Bunun icin ¢dzelti 600rpm hizda manyetik
karigtirici ortaminda 365nm dalga boyunda UV lamba altinda 4 saat tutulmustur.
Polimerizasyondan sonra DPA nano kabuklar iceren atin nanopartikiller polimerizasyon
ortamindan uzaklastiriimistir. Kalip molekil olan DPA uzaklastirilmas igin 10 ml (3/1,
v/v) metanolik fosforik asit ¢ozeltisi ile 24 saat karistirilmistir.

Nonimprinted (NIP) Au-Ag nanokime sensor’de, kalip DPA kullanmadan yukarida
anlatildigi gibi hazirlanmistir.
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2.2.12. DPA baskilanmis Au-Ag nanokiimelerin luminesans élgiimleri

DPA baskilanmis AwAg nanokime sensorlerin DPA tanima kapasites
dipikolinik asit kullanilarak floresans spektrofotometresi ile belirlenmistir. Farkli
derisimlerdeki dipikolinik asit cozeltileri 600 rpmlik hizda manyetik karistirici
ortaminda 5dk, maksimum emisyona ulasildigi tespit edildigi igin, karistirilmistir.
Bunun devaminda DPA baskili altin-gimus ranosensorlerin maksimum emisyon icin,

uyarilmadaldaboyu 260 nnv’ de ve emisyon dalgaboyu 520 nm'’ de belirlenmistir.

2.2.13. DPA baskilanmis Au-Ag nanokiumelerle secicilik calismalari

DPA baskilanmis AnAg nanokime sensorlerin secicilik calismalari molekl
geometrisi DPA’ya benzedigi igin ftalik asit kullanilarak floresans spektrofotometresi
ile belirlenmigtir. Ftalik asit ¢cozeltis DPA baskilanmis Au-Ag nanocluster sensorlerle
600 rpmlik hizda manyetik karistirici ortaminda 5dk streyle karistirilmistir. Ardindan
karisim 260 nm' de uyarilarak ve 520 nm’ deki emisyon siddetleri belirlenmistir.

2.2.14. DPA baskilanmis Au-Ag nanokimelerle gercek orneklerde dipikolinik asit
miktar tayini

DPA baskilanmis Au-Ag nanokiime sensorlerin gercek 6rneklerde DPA tanima
kapasitesi, Anadolu Universites Fen Fakiiltes Byoloji Bolimii tarafindan [Fernandez
ve ark. 2001, Zhang ve ark. 2006, Mazas ve ark. 1995, Dang ve ark. 2001, He ve ark.
2003] hazirlanmis bacillus sporlari kullanilarak floresans spektrofotometres ile
belirlenmistir. Farkli derissimlerdeki bacillus sporlari, DPA baskilanmis Au-Ag
nanokiime sensorlerle 600 rpmlik hizda manyetik karistirici ortaminda 5dk sireyle
karigtirilmistir. Ardindan karisim 260 nm’'de uyarilmis ve 520 nm’'deki emisyon
siddetleri belirlenmistir.



2.2.15. Metakrilamidohistidin (MAH) monomerinin sentezi

2-metakrilamidohistidin monomerinin ®ntezi icin uygulanan yontemde; 5.0 g
histidin ve 0.2 g NaNO,, 30 mL K,CO; (% 5, v/v) cbzeltis icerisinde ¢OzUlmustir.
Cozdti 0°C'a sogutulmus ve 4.0 mL metakrilklorir, yavasga bu cozeltiye ilave
edilmigtir. Karisim azot atmosferi altinda, manyetik karigtirici ile 2 saat oda sicakliginda
karistirilmistir. Kimyasal reaksiyonun sonunda, ¢ozeltinin pH’i 7.0'ye ayarlanmis ve
etilasetat ile ekstrakte edilmistir. Sulu faz, doner buharlastirici kullanilarak
uzaklastirilmis ve kalan kism (MAH), etanol ve etilasetat ile kristallendirilerek
saflastirilmistir.

2.2.16. Metakrilamidohistidin-Pt(I1) [MAH-Pt(I1)] metal-selat monomeri sentezi

Metakrilamidohistidin-Pt(11) metal-selat monomeri [MAH-Pt(11)], MAH ve
platin (1) klortr bilesiklerinin etkilestiriimesi ile sentezlenmistir. Bunun icin 0,266g (1
mmol) platin (1) kloror ve 0,223g (1 mmol) MAH monomeri 20 ml aseton-su
karisiminda ¢oztlmuis ve kahverengi MAH-Pt(11) metal-selat monomeri etanol/etil asetat
ile kristallendirilerek saflastirilmistir.

2.2.17. Metakrilamidoantipirin (MAAP) monomerinin sentezi

MAAP monomerinin sentezi icin uygulanan yontemde; 0.5 g (2.463 mmol)
antipirin ve 0.2 mL (2.46 mmol) piridin, kuru kloroform (100 mL) ¢6ziictsi igerisinde
¢cOzUlmastir. Cozelti 0 °C’a sogutulmus ve 0.26 mL (246 mmol) metakrilklorir
yavasga ¢ozeltiye ilave edilmistir. Bu ¢ozelti azot atmosferi altinda manyetik karistirici
ile oda sicakliginda 2 saat karistirilmistir. Kimyasal reaksiyon sonunda, ¢ozelti 50 mL
seyreltik HCl ve sonra 50 mL seyreltik NaOH ile yikanmistir. Daha sonra organik faz
doner buharlastirici kullanilarak uzaklastirilmis ve kalan kissim (MAAP), petrol benzini
ve etil asetat ile kristallendirilerek saflastirilmistir (Ersoz ve ark. 2004).



2.2.18. Metakrilamidoantipirin-Fe(l11) [MAAP-Fe(lll1)] metal-selat monomeri

sentezi

MAAP-Fe(l11) kompleksini sentezlemek icin uygulanan yontemde; 0.271 g (1.0
mmol MAAP) 20 mL etil alkolde ¢ozinmUstlr. Bu ¢ozeltiye oda sicakliginda 0,270 g
(FeCls.6H20) (1 mmoal) ilave edilmistir. COzelti koyu kirmiziya dontnceye kadar oda
sicakliginda 12 saat sire ile reaksiyona devam edilmistir. Daha sonra olusan MAAP-
Fe(I11) monomer kompleks ¢okertilip, stizilmus % 99'luk etanol (300 mL) ¢ozdltis ile
yikanmis ve vakum etiiviinde 60 °C’ de 48 saat kurutulmustur.

2.2.19. Metakrilamidohistidin-Pt(I1)-8-Hidroksideoksiguanizin
Metakrilamidoantipirin-Fe(l11) [MAH-Pt(I11)-8-OHdG-M AAP-Fe(l11)] metal-selat

monomerinin n or ganizasyonu

MAH-P(11)-8-OHdG-MAAP-Fe(l11) metal selat monomerini sentezlemek igin
0,25 mmol MAH-P(I1) iceren aseton-su ¢ozdtis ile 7x10* g (0,25 mmol) 8 OHdG 3
saat siireyle Karistirilmistir. Uzerine 0,25 mmol MAAP-Fe(I11) iceren asetonitrildeki

cozeltisi ilave edilmis ve karistirmaislemi 24 saat devam ettirilmistir.

2.2.20. (8-OHdG) baskilanmis QCM elektrodun hazirlanmasi

Polimerizasyon oncesinde altin elektrotlar 1:1:5 oraninda deiyonize su (%33),
H.02 (%33) ve NH3 (%33) iceren kaynayan ¢ozelti ile temizlenmiderdir. Kristaller 10
dakika slreyle ¢ozelti igine daldirilmis ve deiyonize su ile yikandiktan sonra bir gin
sireyle kurutulmustur. QCM’in temizlenmis altin yizeyi 2 propen 1 tiol (allil
merkaptan) iceren etanol/su (4:1, v/v) cozeltisinde 24 saat sureyle tutulmustur. Tiyol
gruplarinin asirisini uzaklastirmak icin kristal, etanol ve delyonize su ile yikanmistir.
Polimerizasyon icin metakril ile aktive edilmis kristaller, metal-selat (MAH-Pt(I1)-
8OHAG-MAAP-Fe(l11) monomer (0.25 mM), capraz baglayici (N,N-MBAA) (5 mM)
ve polimerizasyon baslatici (N&S;0s/K2S,0g) iceren cozeltiye ilave edilmistir. Daha
sonra reaksiyon karisimi, QCM yizeyinin Uzerine damlatilmistir. Oksijen varliginda

polimerizasyon engellendigi icin reaksiyon azot atmosferi altinda gerceklestirilmistir.



Polimerizasyon azot atmosferi altinda 150 dakika boyunca UV isigi ile oda sicakliginda
gergeklestirilmistir. Referans olarak kullanilmak Uzere baskilanmamis polimer kapli
QCM  dektrotlarda MAH-Pt(11)-80HdG-MAAP-Fe(Ill)  ile  benzer sekilde
hazirlanmistir. Kullanimdan 6nce kuartz kristalleri 15 dakika etanol ile yikanmis ve
kurutulmustur. Kalip uzaklastirilmas icin elektrotlar 0.1 M glisn-HCl ve fosfat
tamponuyla yikanmistir.

2.2.21. (8-OHdG) baskilanmis QCM elektrot ilesensor dlciimleri

8-OHdG baskili kristaller ilk olarak 0.05 M fosfat tamponu (pH:10.0) ile oda
sicakliginda kararli hale getirilmis ve sabit rezonans frekans o) belirlenmistir. Daha
sonra fosfat tamponu icindeki (2.0 nL) 8-OHdG standart ¢ozeltiss QCM ciplerinin
Uzerine damlatilmis ve 24 saat slre ile etkinlestirilmistir. Sensoriin frekans kararli hale
gelene kadar (1) izlenmistir. (8-OHAG) herbir konsantrasyonu icin frekans kaymas,
DF=F, — F; esitliginden hesaplanmistir. Her bir 6lcimden sonra (8-OHdG) 6nce 0.1 M
glisin-HCI ¢ozeltis ile daha sonra Ui¢ kez fosfat tamponu ile yikanarak uzaklastirilmistir.
Sensoriin frekans yaklask olarak Fo degerine kadar geri elde edilmistir.

2.2.22. (8-OHdG) baskilanmis QCM elektrot ile secicilik calismalari

8-OHdG baskilanmis QCM elektrot ile segicilik ¢alismalari igin guanozin ve
guanin kullanilmistir. 8-Hidroksideoksiguanizin baskili kristaller ilk olarak 0.05 M
fosfat tamponu (pH:10.0) ile oda sicakliginda kararli hale getirilmis ve sabit rezonans
frekansi (Fo) belirlenmistir. Daha sonra fosfat tamponu igindeki (2.0 ni) guanozin’in
standart c¢ozeltis QCM ciplerinin  Uzerine damlatilmis ve 24 saat sire ile
etkinlestirilmistir. Sensoriin  frekans kararli hale gelene kadar (F1) izlenmistir.
Guanizinin igin frekans kaymas, DF=F, — F; estliginden hesaplanmistir. Sensoriin
frekans yaklasik olarak Fo degerine kadar geri elde edilmistir. Bu islem guanozin ve
guanin icinde tekrarlanmistir.



2.2.23. 8-OHdG baskilanmis QCM elektrot ile gergek numunelerde 8-OHdG

miktar tayin

Gercek numunelerde analiz igin Eskisehir Osmangazi Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanes Biyokimya Laboratuarindan incebagirsak kanseri olan bir hastadan
kan numunes alinmistir. Kati faz ekstraksiyonuyla kan numunesinin hazirlanmas
iseminde 1ml plazma alinarak esit hacimde asetonitril ilavesiyle plazma proteinleri
cokturulmustur. 4G hizda santrifijle 15 dk santriftj edilmis ve sivi faz ainmistir.

Ardindan 4 hacim suyla seyreltilmistir..



Sekil 2.4. QCM senstr yuzeyindeki 8-OHdG bellek olusumu



3.BULGULAR

3.1. DPA baskilanmis Au-nanopartikdller ile yapilan calismalar
3.1.1. MAIDA monomerinin kar akterizasyonu

MAIDA monomerinin karakterizasyonu FT-NMR ve FTIR ile yapilmigtir.

Sekil 3.1. Metakrilamidodiasetik asit monomerinin molekdil formuli
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Sekil 3.2. Metakrilamidodiasetik asit IH-NMR spektrumu

MAIDA: 1H (500 MHz, DMSO- d6); 2.20 (t, 3H, -CHs, J= 7.28 Hz), 34 (s, 2H,
HOOCCH NCH,COOH), 4.06 (s, 4H, HOOCCH,NCH,COOH), 528 (s, H,
HoC=C(CHs)-) 5.6 (M, H, H,C=C(CHs)-)

13C NMR (125 MHz, DM SO —d6); 20, 40.7, 46.9, 120.1, 141.2, 166.3, 168.2
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Sekil 3.3. Metakrilamidodiasetik asit 13C-NMR spektrumu
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Sekil 3.4. MAIDA’ nin FTIR spektrumu

MAIDAnin FTIR spektrumunda karakteristik 3. amit bandi titressm gerilmeleri

1300 cnrl'de, 1730 cnrlde karbonil bandi, 1650 cmit ve 890 cnrlde alken bantlari
gorilmektedir.



3.1.2. MAIDA-Cr(Ill) ve MAIDA-Cr(lI1)-DPA metal-selat monomerlerinin
kar akterizasyonu

MAIDA-Cr(I1l) ve MAIDA-Cr-DPA FTIR spektrofotometresiyle karakterize
edilmistir.

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 an 600 4500
em

Sekil 3.5.a. MAIDA-Cr (I11) Gn FTIR spektrumu
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Sekil 3.5.b. MAIDA-Cr (I11)-DPA’nin FTIR spektrumu

Sekil 3.5.adaki FTIR spektrumu MAIDA-Cr(ll1) metal-selat monomerinin
sentezlendigini dogrulamaktadir. 1637 cm?' deki karbonil bandi Cr'un MAIDA ile
baglandigini géstermektedir. 1700 cmi® de cikmesi gereken karbonil bandi metal
etkilesimi nedeniyle 1637 cm* ye kaymistir.

Ligand degistirici monomer, MAIDA-Cr(I11)-DPA’ nin FTIR spektrumu DPA’
da bulunan piridin halkasina ait 1384 ve 135lcmi‘deki titresim bantlarini



gostermektedir (Sekil 3.5.b). Buda DPA’nin yapida oldugunu gostermektedir. MAIDA-
Cr(l1) cozeltisinin yesil renginin DPA ile etkilesiminden sonra mora donismes
DPA’nin baglandiginin bir kanitidir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. MAIDA-Cr(I11) ve MAIDA-Cr-DPA c¢ozeltilerinin renkleri

3.1.3. MAC monomerinin karakterizasyonu
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Sekil 3.7. Metakrilamidosistein monomerinin molekil formili

Sekil 3.7 de agik yapis verilen MAC monomerinin karakterizasyonu icin iki
farkli coziiclide (DMSO-Dg ve D,O) *H-NMR spektrumlari ainmistir. Sekil 3.8. NMR
spektrumlarini  gostermektedir. Karakteristik pikler su sekildedir; 7.67-7.36 ppm



arasindaki pikler -SH ve -NH protonlarina ait olup suda bu piklerin gdzlenmemes
hareketli proton olmalarindan kaynaklanmaktadir. 5.67 ve 5.31 ppm de etilen protonlari
gozlenmektedir. 4.16 ppm’de -CH, 1.88 ppm’ de -CHj pikleri gbzlenmektedir
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Sekil 3.8. MAC monomerinin NMR spektrumu

Sekil 3.9'de gorulen FTIR spekturumundan MAC yapisinda bulunan karbonil
gruplarinin agirlikli 1615 cntlde, bagli N-H gerilmelerinin 3414 cnrtlde, C-S

gerilmelerinin ise 706 ve 622 cnt'de band olusturdugu soylenebilir.
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Sekil 3.9. MAC monomerinin FT-IR spektrumu




Sekil 3.10'da verilen MAC monomerine ait Raman spektrumu incelendiginde
691 cmi’’de C-S gerilme titresmine ait bant gdzlenmektedir. MAC monomerindeki
sistein yapisinda bulunan karbon (C-C-C) gruplarina ait egilme bandi ise 514 cm*

gbzlenmektedir.
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Sekil 3.10. MAC monomerine ait Raman spektrumu
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3.1.4. DPA baskilanmis Au-nanopartiktllerin FTIR ve TEM kar akterizasyonlari
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Sekil 3.11.a. DPA FTIR spektrumu
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Sekil 3.11.b. DPA’li Au-MIP Nanopartikillerin FTIR spektrumu
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Sekil 3.11.c. DPA ¢ikmis Au-MIP Nanopartikillerin FTIR spektrumu

DPA baskilanmis Au-MIP nanopartikdllerin FTIR spektrumunda 1732, 1637 ve
1456 cmt deki bantlar DPA da bulunan piridin halkasina ait karakteristik bantlardir
(Sekil 3.11.b). Sekil 3.11.c de gorilen titresim siddetindeki azalma DPA kalibinin blyuk
cogunlugunun Au-MIP nanokabuktan cikarildigini gostermekte ve sonugta DPA igin
belirleyici kavitenin olustugunu gostermektedir.



Sekil 3.12.a. MAC modifiyeli Au nanopartikiller (120 kV x 160000);

-

Sekil 3.12.b. DPA kalibi cikarilmis Au-MIP Nanopartikiiller (120 KV x 105000).



MIP baskilama yapilmadan énce MAC ile kaplanmis Au nanopartikdllerin ve,
baskilandiktan sonra ve DPA kalip uzaklastirildiktan sonra Au nanopartikdllerin alinan
TEM goruntUleri yukarida verilmistir. Sekil 3.12.a da goruldugu gibi, MIP baskilama
yapilmadan once, MAC ile kaplanmis Au nanopartikiller kiresel formda ve ortalama 13
nm boyutundadir. Sekil 3.12.b’deki MIP baskilama yapildiktan sonra olusan Au
nanopartiklllerin, metanolik-fosforik asit (3/1, v/v) ile yikanarak DPA kalibin
uzaklastiriimasindan sonra ainan TEM goéruntiisinde nanopartikillerin kiresel seklini

korudugu ve ortalama 19 nm boyutta olduklari goériimektedir.

3.1.5. DPA baskilanmis Au-nanopartikullerin luminesans dlgiimleri
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Sekil 3.13. DPA’nin konsantrasyon artisi ile DPA baskili Au nanosensoriin (Sensor Specificity-

Adsorption Isotherm) floresans siddetindeki azalma

DPA baskilanmis Au nanopartikillerin  luminesans olcimleri  floresans
spektrofotometresi ile 310 nm de uyarilarak yapilmis ve 620 nm de maksimum emisyon
siddeti elde edilmistir. Luminesans dl¢imlerinin herbiri en az Ucer kere yapilmistir Sekil
3.13 goruldugu gibi DPA ilavesinin artisi floresans siddetinde 6nemli bir distise sebep
olmustur. Bunun nedeni ise; DPA’'nin capraz bagli nanokabuk polimer matriksinin
taninma bolgelerine spesifik olarak baglanmasiyla Au nanopartikillerin  emisyon
siddetinde azalma olmasidir.
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Sekil 3.14. Stern-Volmer grafigi

Sonimlenme ile sonuclanan kalibrasyon grafiklerini egimi  pozitif olan
kalibrasyon dogrusuna donusturmek icin Stern-Volmer grafigi kullanilmis ve buna gore

korelasyon katsayisi 0,982 bulunmustur.

3.1.6. DPA baskilanmis Au-nanopartikillerle secicilik calismalari

Ftalik asit yapisinin DPA ya benzemes nedeniyle secicilik calismalarinda
kullanilmistir. DPA baskilama, DPA ve ftalik asit icin segici bir oyuk olusturur. Ftalik
adsit ile DPA baskilanmis nanopartikillerin etkilestiriimesinden elde edilen sonuclara
gore MIP nanosensoriin DPA icin segiciliginin ftalik asit icin seciciliginden 100 kat
daha fazla oldugu agiga gikmistir.

3.1.7. DPA baskilanmis Au nanopartikdllerle gergek numunelerde dipikolinik asit

miktar tayini

Gergek numunelerde dipikolinik asit miktar tayini, bacillus sporlari ile DPA
baskilanmis Au nanopartikiller etkilestirilmis ve emisyon siddetleri floresans
spektrofotometres ile belirlenmistir. Elde edilen emisyon siddetleri sekil 3.13 teki DPA
baskilanmis Au-nanopartikillerin luminesans o6lcimlerine dayanarak olusturulmus

kalibrasyon dogrusu grafigi baz alinarak sonuglandirilmistir (Cizelge 3.1).



Cizelge 3.1. Spor konsantrasyonuna (CFUmI ™) karsi sensbriin DPA konsantrasyonu olarak cevabi (mol L™)

Spor konsantrasyonu (CFU ml™) | DPA konsantrasyonu (pmol L)
1.8x 10’ 57 + 0,004

1.8x 10° 54.8 + 0,005

1.8x 10° 30.2 + 0,005

1.8x 10" 11.2 + 0,002

Bacillus sporlarina bagli tayin siniri 3.2x10* cfu mL-1 bulunmustur.

Literatirde bakteriyal sporlar icin dusik tayin sinirli sensorler yayinlanmistir. Pellegrino
ve ark. (1998) B. globigii sporlarina yonelik yaptiklari DPA sensbrde 1.2x10° cfu mL™
Rosen ve ark. (1997) B. subtilis sporlarinayénelik yaptiklari DPA sensrde 4.4x10° cfu
mL? He ve ark. (2003) B. thuringiensis sporlarina yonelik yaptiklari DPA sensdrde
7.2x10° cfu mL™, tayin sinirlari bulmuslardir. Cogu immunolojik metodlar diisiik tayin
sinirlarina sahip olmasina ragmen ¢ok pahali metodlardir. (Mechaly ve ark. 2008;
Almeida ve ark. 2006). Sentezledigimiz bu yeni DPA nanosensdr hizli, disik tayin
sinirli ve ucuz olusu nedeniyle literatirde diger sentezlenen DPA sensorlerinden daha

avantglidir.

3.1.8. DPA baskilanmis Au nanopartiktllerin adsor psiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermi, her bir molekilin adsorbanlarla etkilesimlerinin
karakterizasyonu icin kullanilir. Adsorpsiyon izotermi, iki faz dengede iken kati faza
adsorbe olan iyon miktari ve c¢oOzeltideki molekillerin derisimi  arasinda iliski

kurulmasini saglar. Langmuir adsorpsiyon modeli, her biri yalniz bir molekllt tutmaya



elveridi  bdirli sayidaki tanimlanmis bolimlere moleklllerin  adsorbe oldugunu
varsayar. Bu bolumlerin enerji olarak esdeger oldugu ve yakin bolimlerdeki adsorbe
olmus molekillerle arasinda hicbir etkilesim olmayacak kadar birbirinden uzak oldugu
varsayilir.

DPA ve Au nanosensorler arasindaki baglanma denklemi 3.1 esitliginde

verilmistir.
k
DPA + Aunanopart T‘T DPA—AUranopart (3.1)
Bu esitlikte;
DPA : ¢Ozeltideki DPA ve benzer yapidaki substratlari
A Unanopart : DPA baskili Au nanosensorleri

DPA- AuUnanopat : DPA ve nanopartiklller arasindaki kompleks yapiyi
gostermektedir.

Bu denkleme ait Scatchart esitligi 3.2’ de verilmistir.

Bu esitlikte;
Kb : ayrisma sabitini
I : floresans siddetini
I maks : maksimum floresans siddetini
Co . konsantrasyonu gostermektedir.

Floresans siddetinin 1/Cy’'ye kars grafige gegirilmesi sonucu elde edilen dogru
egiminden her bir substrat icin afinite sabitleri (Ka) hesaplanmistir.

Bulunan afinite sabitlerinin karsilastiriimasi igin esitlik 3.3 de verilen Langmuir
izoterm denklemi kullanilmistir.

& = 1 + S
| | e K@ | ks

(3.3)

DPA baskili Au nanosensorlerin Langmuir adsorpsiyon analizine iliskin grafik
Sekil 3.15'de verilmistir.
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Sekil 3.15. Au nanosensorlerin Langmuir adsorpsiyon analizi

Sekil 3.16'de DPA baskili nanosensorlerin DPA ile Scatchard andizine iliskin
grafik verilmistir.

scatchard

7,00E+09 -
6,00E+09 4
5,00E+09
4,00E+09
3,00E+09
2,00E+09

IIC (a.uM7)

1,00E+09 ~

0,00E+00 T T T -
0 100 200 300 400 500 600 700

1{a.u)

Sekil 3.16. Au nanosensorlerin Scatchard analizi

Cizelge 3.2. DPA baskili nanokristallerin Langmuir ve Scatchard analizlerinin karsilastirilmasi

Molek Ul Langmuir [ max (AL) Scatchard, | Imax (@U)
Ka(M™) Ka(M™)
DPA 3.5x10° 285 53x10° 487
4.25x10" | 210




Gerek Langmuir gerekse Scatchard yaklasmi  kullanilarak  yapilan
hesaplamalara iliskin bulunan afinite sabitleri ¢gizelge 3.2°de karsilastirilmistir.
Scatchard analizi ile bulunan K ve Inaks degerleri Langmuir analizi ile bulunan verilere
oldukga yakindir ve nanokristallerin DPA tanima bolgeleri DPA’ya oldukca segicidir.
Scatchard grafigi (Sekil 3.16) iki ayri dogru icermektedir. Bu durum Au
nanosensorlerin, DPA igin iki ayri baglanma bolgesine sahip oldugunu distindirmaistur.
Gafikte birinci ve ikinci dogru icin R? degerleri sirasiyla 0,98 ve 0,74’ dur.

Antibadilerin baglanma sabitlerinin 10”-108 M? oldugu diisiinildiigiinde (Blake
ve ark. 1996, Yagisawa ve ark. 1986) sentezledigimiz DPA bellekli sentetik
nanoreseptoérlerin DPA’yi 10° M degerlerinde secici baglamasi nanokabuklarda etkin
ve her bir baglanma bdlgesine tek bir molekiliin baglandigi homojen bir sentetik

antibadi olusturdugumuz soylenebilir.

3.2. DPA baskilanmis Au-Ag nanokimelerle yapilan calismalar

3.2.1. DPA baskilanmis Au-Ag nanokiimelerin Raman ve TEM karakterizasyonlari
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Sekil 3.17.a. DPA’ nin raman spektrumu
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Sekil 3.17.b. DPA’li Au-Ag-MIP Nanokumelerin raman spektrumu
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Sekil 3.17.c. DPA cikarilmis Au-Ag-MIP Nanokiumelerin raman spektrumu
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Sekil 3.17.d. Bacillus sporlu Au-Ag-MIP Nanokimelerin raman spektrumu

DPA nin sulu ¢ozeltisinin raman spektrumu ainmistir ve (Sekil 3.17.a) 878,
1045, 1099, 1451 cm* deki karakteristik bant kaymalari elde edilmistir. DPA iceren
Au-Ag-MIP nanokimelerin raman spektrumunda DPA ya ait olan 1417, 1012, 950,




713, 677 cm' deki band kaymalari gozlenmistir. (Sekil 3.17.b). Sekil 3.17.c’deki
raman spektrumunda (DPA’ya ait karakteristik band kaymalarinin) olmamas nedeniyle
DPA baskili nanokiimelerden DPA kalibin cikarildigi, gozlenmistir. Bacillus sporlariyla
etkilestirilmis Au-Ag-MIP nanokiimelerin ramam spektrumunda yine DPA ya ait olan
1466, 1368 cm* deki bant kaymalari gozlenmistir. (Sekil 3.17.d).

Sekil 3.18.a. MAC ile kaplanmis Au-Ag nanokiimelerin TEM gortntdsi
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Sekil 3.18b. MAC ile kaplanmis Au-Ag nanokimelerin DPA kalip uzaklastiriimadan énce TEM
goruntust
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Sekil 3.18.c. MAC ile kaplanmis Au-Ag nanokimelerin DPA kalip uzaklastirildiktan sonra TEM
goruntist



MAC ile kaplanmis Au-Ag nanokimelerin, DPA kalip uzaklastirilmadan 6nce ve
uzaklastirildiktan sonra Au-Ag nanokimelerin alinan TEM goruntileri sekil 3.18" de
verilmistir. Sekil 3.18.a.’da goruldugt gibi MAC ile kaplanmis Au-Ag nanokumeler
kiresel formda ve ortalama 42 nm boyutundadir. Sekil 3.18.b."de Au-Ag nanokimelerin
DPA kalip uzaklastirilmadan 6nce alinan TEM goéruntisiinde ise nanokimelerin kiresel
formda ve ortalama 62 nm boyutta olduklari gorulmektedir. Au-Ag nanokimelerin
metanolik H3PO, ile yikanarak DPA kalibin uzaklastirilmasindan sonra alinan TEM
goruntusiinde (Sekil 3.18.c.) nanopartiktllerin kiresel seklini korudugu ve ortalama 55
nm boyutta olduklari gértlmektedir.

3.2.2. DPA baskilanmis Au-Ag nanokiimelerin luminesans dlgimleri
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Sekil 3.19. DPA’ nin konsantrasyon artisi ile DPA baskili Au-Ag nanosensoriin (Sensor Specificity-
Adsorption Isotherm).floresans siddetindeki azalma

DPA baskilanmis AwAg nanokimelerin  luminesans Olcimleri  floresans
spektrofotometresi ile 260 nm de uyarilarak yapilmis ve 520 nm de maksimum emisyon
siddeti elde edilmistir. Luminesans 6l¢timlerinin herbiri en az Gger kere yapilmistir. Sekil
3.19.'de DPA ilavesinin floresans siddetinde Onemli bir dislse sebep oldugu
gorulmektedir. Bunun sebebi ise; DPA’ nin ¢apraz bagli nanokabuk polimer matriksinin



taninma bolgelerine spesifik olarak baglanmasiyla Au-Ag nanokimelerin emisyon

siddetinde azalma olmustur.

Stern-Volmer
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Sekil 3.20. Stern-Volmer grafigi

Sonumlenme ile sonuglanan kalibrasyon grafiklerini egimi pozitif olan kalibrasyon
dogrusuna donustirmek icin SternVolmer grafigi kullanilmis ve buna gire korelasyon

katsayisi 0,835 bulunmustur.

3.2.3. DPA baskilanmis Au-Ag nanoktumelerin secicilik calismalari

DPA baskilama, DPA ve ftalik asit icin segici bir oyuk olusturur. Ftalit asit ile
DPA baskilanmis nanopartikUillerin etkilestirilmesinden elde edilen sonuclara gore MIP
nanosensorin DPA icin segiciliginin ftalik asit icin segiciliginden 28 kat daha fazla
oldugu agiga gikmistir.

3.2.4. DPA baskilanmis Au-Ag nanokumelerle gercek numunelerde dipikolinik

asit miktar tayini

Gercek numunelerde dipikolinik asit miktar tayini icin bacillus sporlari ile DPA
baskilanmis Au-Ag nanokimeler etkilestiriimis ve emisyon siddetleri floresans
spektrofotometres ile belirlenmistir. Elde edilen emisyon siddetleri sekil 3.19' deki



DPA baskilanmis AuAg nanokimelerin  luminesans Olciimlerine dayanarak

olusturulmus kalibrasyon dogrusu grafigi baz alinarak sonuclandirilmistir. (Cizelge 3.3)

Cizel ge1 3.3. Spor konsantrasyonuna (CFU ml™) karsi sensoriin DPA konsantrasyonu olarak cevabi
(mol L7)

Spore Konsantrasyon (CFU mi*) | DPA Konsantrasyon (pumol L)
1.8 x 10/ 85,3 + 0,002
1.8x 10° 80,5 + 0,003
1.8x 10° 75,8 + 0,002
1.8 x 10* 72,1 + 0,004

Bacillus sporlarina bagli tayin siniri 2,1x10* cfu mL™ bulunmustur.

Literatlirde bakreial sporlar icin disik tayin sinirli sensorler yayinlanmistir. Pellegrino
ve ark. (1998) B. globigii sporlarina yonelik yaptiklari DPA sensrde 1.2x10° cfu mL™
Rosen ve ark. (1997) B. subtilis sporlarinayonelik yaptiklari DPA sensbrde 4.4x10° cfu
mL? He ve ark. (2003) B. thuringiensis sporlarina yonelik yaptiklari DPA sensdrde
7.2x10° cfu mL™, tayin sinirlari bulmuslardir. Cogu immunolojik metodiar diisiik tayin
sinirlarina sahip olmasina ragmen cok pahali metodlardir. (Mechaly ve ark. 2008;
Almeida ve ark. 2006). Sentezledigimiz bu yeni DPA nanosensor hizli, disik tayin
snirli ve ucuz olusu nedeniyle literatlirde diger sentezlenen DPA sensorlerinden daha

avantglidir.

3.2.5. DPA baskilanmis Au-Ag nanoktimelerin adsor psiyon izotermleri

DPA ve Au-Ag nanosensorler arasindaki baglanma denklemi (3.4) esitliginde

verilmistir.

DPA +HAU-AQ)nanocluster DPA—(AU-AQ)nanod uster

(3.4)



Bu esitlikte;
DPA : ¢Ozeltideki DPA ve benzer yapidaki substratlari
(AU-AQ)nanocluster : DPA baskili nanosensorleri
DPA-(AU-AQ)nanociuster : DPA  ve nanoclusterlar arasindaki  kompleks yapiyi
gostermektedir.

Bu denkleme ait Scatchart esitligi 3.5’ de verilmistir.

Bu esitlikte;
Kb : ayrisma sabitini
I . floresans siddetini
I maks : maksimum floresans siddetini
Co . konsantrasyonu gostermektedir.

Floresans siddetinin 1/Cyo’'ye karsi grafige gecirilmesi sonucu elde edilen dogru
egiminden her bir substrat icin afinite sabitleri (Ka) hesaplanmistir. Ayrica bulunan
afinite sabitlerinin karsilastiriimasi igin esitlik 3.6'da verilen Langmuir izoterm

denklemi kullanilmistir.

% -1 5 (3.6)

ImaksKa Imaks

DPA baskili Auw-Ag nanosensorlerin Langmuir adsorpsiyon analizine iliskin
dogrular sekil 3.21' da verilmistir.
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Sekil 3.21. Au-Ag nanosensdrlerin Langmuir adsorpsiyon analizi

Sekil 3.22'da DPA baskili nanosensorlerin DPA ile Scatchard andizine iliskin
grafik verilmistir.
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Sekil 3.22. Au-Ag nanosensorlerin Scatchard analizi

Cizelge 3.4. DPA baskili nanokimelerin Langmuir ve Scatchard analizlerinin karsilastirilmasi

Molekdl Langmuir Imax (&U) Scatchard, | Imax (@U)
Ka(M™) Ka(M™)
DPA 1.4x10° 82 4.15x10" | 216
3.25x 10* | 54.2




Gerek Langmuir gerekse Scatchard yaklasmi kullanilarak yapilan hesaplamalara
iliskin bulunan afinite sabitleri gizelge 3.4'te karsilastirilmistir. Scatchard analizi ile
bulunan Ka ve Inaks degerleri Langmuir analizi ile bulunan verilere oldukca yakindir ve
nanokristallerin  DPA tanima bolgeleri DPA’ya oldukga segicidir. Antibadilerin
baglanma sabitlerinin 10°-10®° M oldugu dusiiniildiiginde (Blake ve ark. 1996,
Yagisawa ve ak. 1986) sentezledigimiz DPA bellekli sentetik nanoreseptorlerin
DPA’yi 10° M degerlerinde segici baglamasi nanokabuklarda etkin ve her bir
baglanma bdlgesine tek bir molekilin baglandigi homojen bir sentetik antibadi

olusturdugumuz soylenebilir.
3.3. (8-Hidroksideoksiguanizin) baskilanmis QCM elektrot icin yapilan calismalar
3.3.1. MAH ve MAH-Pt(I1) monomerlerinin karakterizasyonu

Sekil 3.23'de agik yapis verilen MAH monomerinin yapisinin belirlenmesinde
"H-NMR kullanilmistir.

HZC\\C_C//O H
H c/ \HN &?
| VY
HO—C/ 2
\\o

Sekil 3.23. Metakrilamidohistidin monomerinin molekil formil

Y ukaridaacik yapisi gériilen MAH monomerinin Sekil 3.24' de verilen *H-NMR
spektrumunda MAH'da bulunan gruplara ait karakteristik pikler gorilmektedir. Bu
karakteristik pikler: 1H-NMR (CDCR): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz, CHg), 1.42 (m; 2H,
CHp), 3.56 (t; 3H, -OCH3), 4.82-4.87 (m; 1H, metil), 5.26 (s; 1H, vinil H), 5.58 (s; 1H,
vinil), 6.86 (d; 1H, J7.4 Hz, NH), 7.82 (d; 1H, J8.4 Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H,

aromatik) olarak bulunmustur.
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Sekil 3.24. MAH monomerinin *H-NMR spektrumu

MAH-Pt(Il) monomeri FTIR ile karekterize edilmistir. Sekil 3.25'de FT-IR
spektrumu incelendiginde MAH yapisina ait karakteristik karbonil bandlari 1653 ve
1629 cnt L'de, amid 11 gerilme titresim bandi ise 1529 cnt 'de goriilmektedir. Ayrica Pt-

N tiresimine ait bandlar 552 ve 441 cnt1'de goriilmektedir ki bu Pt(I1) iyonlarinin MAH
yapisina koordine oldugunu gostermektedir. Bu spektrum hedef metal-selat monomer
yapinin sentezlendigini gostermektedir.
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Sekil 3.25. MAH-Pt(I1) monomerinin FT-IR spektrumu




Ayrica MALDI-TOF-MS ile yapilan aydinlatma calismalari kapsaminda; kitle
analizleri pozitif reflektor modunda 2,5-dihidroksibenzoik asit ve a-Cyano-4-
hidroksisinnamik acid matriksleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Sekil 3.26 ve Sekil
3.27°deki kitle spektrumlarindan da gorUlecegi Uzere MAH-Pt-(H20), meta-selat
olusumu 443 ile baslayan m/e degerlerinden de ortaya konulmustur. Kitle
spektrumlarinda 415- 417 arasinda gorulen pikler de platinin izotoplarini daigine alacak
sekilde M AH-Pt olusumunu desteklemektedir.
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Sekil 3.26. MAH-Pt matriks 2,5-dihidroksibenzoik asit oldugunda MALDI-TOFM S kiitle spektrumu
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Sekil 3.27. MAH-Pt matiks a-Cyano-4-hidroksicinnamic acid oldugunda MALDI-TOF-MS kiitle

spektrumu



3.3.2. MAAP ve MAAP-Fe(I11) monomerlerinin kar akterizasyonu
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Sekil 3.28. MAAP monomerinin FTIR spektrumu

Sekil 3.28'de MAAP monomerinin karakterizasyonu icin kullanilan FTIR
andlizlerinin karakteristik pikleri sbyledir: FT-IR (KBr, cm™): 763-710 cni*
(monosubstitiie benzen halkasi), 1580 ve 1500 cm ™ (aromatik halkadaki konjugasyon,
kuvvetli iki veya (¢ pik), (1600 cn® (metakril cift bagi), 1642 cni™ (amid karbonil
piki), 1730 cn! (siklik keton pozisyonunda karbonil piki), 2975 ve 2924 cm* (C-H
piki), 3260 cn™* ( N-H piki).

MAAP monomerinin kimyasal yapisinin belirlenmesinde *H-NMR kullanilmistir.
'H-NMR spektrumunda MAAP monomerinde bulunan gruplara ait karakteristik pikler
Sekil 3.29'de gorulmektedir. Bu karakteristik pikler sunlardir: 2.05 ppm 3H singlet (-
C=C-CHgs, vinil metil), 3.0 ppm 3H singlet (-C-CHs), 3.35 ppm 3H singlet (-N-CHs), 5.5
ppm 1H singlet (-CH,=C-), 5.8 ppm 1H singlet (-CH,=C-), 7.25-8.80 ppm 4H multiplet
(aromatik, 7.3 ppm’de CDCk pikide aromatik pikler icine karismis durumdadir), 8.80
ppm 1H singlet (aromatik), 9.1 ppm 1H singlet (N-H) seklindedir
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Sekil 3.29. MAAP monomerinin *H-NMR spektrumu
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Sekil 3.30. Metakroilamido antipirin MAAP-Fe(l11) kompleksinin FTIR spektrumu

Hazirlanan MAAP-Fe(l11) kompleksinin FTIR (KBr, cn™) spektrumunda, 472
ve 647 cm ! pikleri Fe-O piki, 768 cm* pik (monosubstitilye benzen halkasi) ait olan
pik, 1642 cmit deki karbonil piki 1617 cm® de ortaya cikmistir. 1730 cmi* siklik keton
pozisyonundaki karbonil piki 1672 cmi' de ortaya cikmistir. Bu sonuglar C=0O'daki

oksijen atomunun metal iyonuyla koordinasyona girdigini gostermistir. Sonug olarak



Fe(l11) iyonuyla MAAP yapisindaki (C=0)’daki oksijen atomu arasinda bir etkilesimin
oldugu anlasiimistir. FTIR daki onemli degisiklik C=0Odaki karbonil piki tzerindeki
degisikliktir. 3553 cm*'deki keskin 2OH) piki H,O molekiilii ile Fe (I11) iyonunun
koordinasyona girdigini dogrulamistir. Sekil 3.30'da metakroilamido antipirin MAAP-
Fe(l11) kompleksinin FTIR sektrumu verilmistir.

3.3.3. 8-OHdG baskili QCM elektrotun ylizey kar akterizasyonu

QCM elektrotun atin ytzeyinin, alil merkaptan ile modifiye edildikten sonraki
AU-S halinin ve polimerlesmeden sonraki Au-S-Polimer halinin ylzey karakterizasyonu
atomik gutic mikroskobu (AFM) kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.31'de Au elektrotun
saf halinin AFM goruntisti gbzukmektedir. Sekil 3.32'de allil merkaptan ile modifiye
edilmis Au elektrotun ylzeyi gozikmektedir. Sekil 3.33'de polimerizasyon isleminden
sonra ylzeyin yapis gorulmektedir. YUzeyin modifiye edildigi ve ylzeyde
polimerizasyonun gerceklestigi, ylzey morfolojisindeki degisikliklerden gorilmektedir.

160.3nm

Sekil 3.31. QCM elektrotun altin ylzeyinin AFM goruntiisi



335.6nm

Sekil 3.32. Allil merkaptan ile modifiye edilmis QCM elektrotun altin ylzeyinin AFM goruntisi

Sekil 3.33. Polimerlestirildikten sonra QCM elektrotun altin yiizeyinin AFM gorintisi



3.34. Ligand etkilesimi araciligiyla 8-OHdG baskili QCM sensorlerin baglama

etkilesimlerinin 6lcimi

Altin kuartz kristaller Uzerine 8-OHdG ligand-degism metoduyla baskili
polimerlerini hazirlamak icin metakroil bazli yeni bir yontem gelistirilmis ve 8-OHdG
baskili ~ MAH-Pt(I1)-8-OHdG-Fe(l11)-MAAP  polimerinin - 8-OHAG  seciciligi
incelenmistir. Hedef molekiltin metakroil temelli metal-selat kopolimerine baglanmasi
kristalin frekansina yansiyan kitlede bir degisme (Dm) neden olmaktadir. Dm ve
frekans kaymasi (DF) arasindaki iliski asagidaki esitlik ile ifade edilebilir.

2

2F,’Dm

AJrm

DF =-

(3.7)

Bu esitlikte;

Fo : temel frekans
A . piezoelektriksel ylzey alani
r . Kuartzin yogunlugu

m : Kuartzin kayma modultni ifade etmektedir.

Fosfat tamponu icinde baskili polimer kapli sensoriin frekans kararli hale
geldigi zaman 8-OHdG c¢ozeltis dedektor hiicresinin Uzerine damlatilmistir. 8-OHdG
cozeltis ilave edildikten sonra sensoriin frekansi azalmistir ve 5 dakika iginde sabit bir
degere ulasmistir (Sekil 3.34).

Ligand degisim reaksiyonunun oldukca cabuk dengeye geldigi gorulmustir ve
bu frekans degismleri kuartz krista (zerindeki baskilanmis polimere 8-OHdG
molekullerinin tutundugunu gostermistir. Bunun yani sira baskilanmamis polimere 8-

OHdG baglanmasinin ¢ok daha zayif oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.34. 8-OHd G baskili ve baskisiz sensortin frekans degerleri

Baskili polimer ve 8-OHdG kalip arasindaki baglanma etkilesimleri ve esitlikleri
Scatchard analizi yontemi ile elde edilmis ve bu yontem MIP calismalarinda daha
onceleri de kullanilmistir. Bu analizde asagidaki esitlik kullanilmaktadir.

Bu esitlikte;

Q : Polimere baglanan 8-OHdG miktarini

C : Serbest 8-OHAG derisimini

Qmax : Baglanma bdlgelerinin maksimum sayisini

Kp  : Ligand-degism temelli metal-selat kopolimerinin ayrisma sabitini ifade
etmektedir.
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Sekil 3.35 8-OHdG baskili polimerin Scatchard egrisi

Sekil 3.35'de 0-3.5uM ardligindaki 8-OHAG cozdtisinin Scatchard grafigi
gorulmektedir.

Esitlik 3.9'den MIP sensore 8-OHdG baglanmas icin baglanma sabiti (K 5)
154000 M ve ligand-degisim bélgelerinin sayisi, Qna 551 nmol olarak bulunmustur.
K a degeri baglanma bdlgelerindeki afinitenin oldukca gucli oldugunu gostermektedir.

Baskili polimer ve 8-OHAG kalip arasindaki baglanma etkilesimleri ve esitlikleri
Langmuir analizi yontemi ile elde edilmis ve bu yontem MIP calismaarinda daha

onceleri de kullanilmistir. Bu analizde asagidaki esitlik kullanilmaktadir.

1 1 1 1
—=(——x=)+
Q [Qmaxb] C° [Qma(

(3.20)
b :Langmuir sabiti

Q : Polimere baglanan 8-OHdG miktarini

C : Serbest 8-OHAG derisimini

Qmax : Baglanma bdlgelerinin maksimum sayisini
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Sekil 3.36. 8-OHdG baskili polimerin Langmuir egrisi

Esitlik 3.10'den MIP senstre 8-OHAG baglanmas icin Langmuir baglanma
sabiti (b) 185915 M? ve ligand-degism bélgelerinin sayisi, Qmax 476 nmol olarak
bulunmustur. Yuksek (b) degeri baglanma bdlgelerindeki afinitenin oldukca guicli
oldugunu gostermektedir.

Cizelge 3.5. 8OHG baskili QCM sensoriin Langmuir ve Scatchard analizlerinin karsilastirilmasi

M OI ek U| LangmUI r Qmax (nm0|) S:&Chard, Qmax ( nm0|)
b (M) Ka(M™)
8-OHdG 1.86x10° 476 1.54x10° 551

3.3.5. (8-OHdG) baskilanmis QCM elektrodun segiciligi

Kalip molekil ve MIP-QCM sensoriin metal-selat baglanma bolgeleri arasindaki
etkilesiminin seciciliginin anlasiilmasi icin 8-OHdG ile benzer yapiya sahip olan
guanozin ve guanin’in, baskili
incelenmistir. Her maddeninde 3.5 uM’lik cozeltileri hazirlanmis ve 8 OHdG baskili
polimer ile 24 saat siresince Kkaristirilmistir. Elde edilen sonuclar cizelge 3.6'da

kuartz kristal sensor Uzerine adsorpsiyonlari

verilmistir. Hazirlanan polimerin yapilan kesikli sistem adsorpsiyon denemleri

sonucunda diger benzer turlere karsi ok distik bir afinite gosterdigi belirlenmistir.




Dolayisiyla 8 OHdG baskili polimerin, 8 OHdG icin oldukca yuksek secicilige sahip

oldugu sdylenebilir.

Cizelge 3.6. 8-OHdG baskili polimerin segiciligi

Q(mg/g) Q (mgl/g) k (imprinted) k (non-imp.) K
(imprinted) (non-imp.)
8-OHdG 195 112
Guanozin 9.45 6.3 20 178 11.24
Guanin 6.09 5.8 32 217 14.75

3.3.6. (8-OHAG) baskilanmis QCM elektrot ile gercek numunelerde 8-OHAG
miktar tayini

Incebagirsak kanseri olan hastadan alinan kan numunesinin 8-OHdG baskilanmis
QCM elektrot ile muamelesi sonucunda QCM e ektrotun frekansinda ? f=549 Hz lik bir
kayma olmus ve bununda sekil 3.37' de verilen kalibrasyon grafiginden 0.439 pM‘lik 8-
OHdG icerdigi tespit edilmistir.

3.3.7. (8-OHdG) baskilanmis QCM elektrodun analitik performansi

Sekil 3.37' de 8-OHAG baskili kuartz kristalin 8-OHAG derisim degerlerine karsi
frekans kaymasi degerlerinden elde edilen kalibrasyon grafigi gorulmektedir. 8 OHdG
0.01 ve 3.5 uM derisim araliginda dogrusal bir grafik elde edilmistir ve 8-OHdG baskili
kuartz kristalin tayin siniri 0.0075 pM’dir. 8-OHdG derismi arttikca frekans
degerlerinin de arttigi goriilmustiir ve elde edilen dogru egimi 882 Hz mmol* olarak
bulunmustur. Deneyler en az U¢ kez tekrar edilmistir. Her bir veri seti icin ortalama
degerler ve standart sapmayi hesaplamak (Uizere standart istatistiksel yontemler

uygulanmistir. Gliven araligi % 95 tutulmustur.
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Sekil 3.37. 8OHdG sensor icin kalibrasyon grafigi




4, TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinin birinci ayaginda altin nanopartikil ve altinngimus
nanocluster ile MAIDA-Cr(ll1)-DPA 0n organize monomer sistemini  kullanarak
molekller baskilama temelli (MIP) nanosensdr hazirlanmasi ile Bacillus anthracis
sporlarini  taniyan  bellekler olusturularak molekiler tanimlama  agisindan
degerlendirilmesi calismalari yapilmistir.

Nanopartikil ve nanokimelerin  modifikasyonunda kullanilan  MAC
monomerinin karakterizasyonu icin iki farkli ¢éziiciide (DMSO-Dg ve D,O) *H-NMR
spektrumlari ainmistir. Karakteristik pikler su sekildedir; 7.67- 7.36 ppm arasindaki
pikler -SH ve -NH protonlarina ait olup suda bu piklerin gdzlenmemesi hareketli proton
olmaarindan kaynaklanmaktadir. 5.67 ve 5.31 ppm de etilen protonlari gozlenmistir.
4.16 ppm’'de -CH, 1.88 ppm’'de -CHs pikleri gézlenmistir MAC monomerinin FTIR

spekturumundan MAC yapisinda bulunan karbonil gruplarinin agirlikli 1615 cntlde,
bagli N-H gerilmelerinin 3414 cntl'de, C-S gerilmelerinin ise 706 ve 622 cnt Y'de band

olusturdugu bulunmustur.

MAIDA monomerinin yapisinin belirlenmesinde *H-NMR, *C-NMR ve FTIR
kullanilmistir. *H-NMR spektrumunda MAIDA'da bulunan gruplara ait karakteristik
pikler elde edilmistir. Bu karakteristik pikler: MAIDA: 1H (500 MHz, DMSO- d6);
2.20 (t, 3H, -CHs, = 7.28 Hz), 3.4 (s, 2H, HOOCCH;NCH,COOH), 4.06 (s, 4H,
HOOCCH,NCH,COOH), 5.28 (s, H, H,C=C(CHj3)-) 5.6 (m, H, H,C=C(CHa)-).

13C NMR spektrumu ise *C NMR (125 MHz, DMSO —d6); 20, 40.7, 46.9, 120.1,
141.2, 166.3, 168.2

MAIDA nin FTIR spektrumunda karakteristik 3. amit bandi titressim gerilmeleri 1300

cnrl'de, 1730 cnrlde karbonil bandi, 1650 cmi' ve 890 cntlde alken bantlari
gorulmektedir.

MAIDA-Cr(I1l) ve MAIDA-Cr-DPA FTIR spektrofotometresiyle karakterize
edilmistir. FTIR spektrumu MAIDA-Cr(I11) metal-selat monomerinin sentezlendigini
dogrulamaktadir. 1637 cm® deki karbonil bandi Crun MAIDA ile baglandigini
gOstermektedir. 1700 crmit de cikmasi gereken karbonil bandi metal etkilesimi nedeniyle
1637 cmit ye kaymistir.



Ligand degistirici monomer, MAIDA-Cr(111)-DPA’ nin FTIR spektrumu DPA’
da bulunan piridin halkasina ait 1384 ve 135lcmi*deki titresm bantlarini
gostermektedir. Buda DPA’nin yapida oldugunu gostermektedir. MAIDA-Cr(111)
cozeltisinin yesil renginin DPA ile etkilessminden sonra mora donismesi DPA’nin
baglandiginin bir kanitidir.

DPA, DPA baskili Au nanosensorlerin kalip uzaklastirilmadan 6nce ve sonra
FTIR spektrumlari alinmistir. DPA baskilanmis Au-MIP nanopartikillerin FTIR
spektrumunda 1732, 1637 ve 1456 cmi* deki bantlar DPA da bulunan piridin halkasina
ait karakteristik bantlardir. DPA kalip uzaklastirildiktan sonraki FTIR spektrumundaki
titressm siddetindeki azalma DPA kalibinin buyik cogunlugunun Au-MIP nanokabuktan
Gikarildigini gostermekte ve sonucgta DPA igin belirleyici oyuklarin olustugunu
gostermektedir. Ayrica MIP baskilama yapilmadan once MAC ile kaplanmis Au
nanopartikillerin ve baskilanip DPA kalip uzaklastirildiktan sonra Au nanopartikillerin
alinan TEM gorunttlerinde gorualdigi gibi, MIP baskilama yapilmadan 6nce, MAC ile
kaplanmis Au nanopartikiller kiresel formda ve ortalama 13 nm boyutundadir. MIP
baskilama yapildiktan sonra olusan Au nanopartikillerin metanolik-fosforik asit (3/1,
vIv) ile yikanarak DPA kalibin uzaklastiriimasindan sonra ainan TEM gorunttsinde
nanopartikillerin  kiresel seklini korudugu ve ortalama 19 nm boyutta olduklari
gorilmektedir.

Au nanosensorler ile DPA, bacillus sporlari ve ftalik asit ile sentetik reseptor
secicilik calismalari floresans spektrofotometres  kullanilarak gerceklestirilmistir.
Bacillus sporlarina bagli tayin siniri 3.2x10* cfu mL™? bulunmus ve segicilik
calismalarindan cizilen adsorpsiyon izotermlerinden DPA baskili nanosensorlerin ftalik
asite, DPA’ya gosterdiklerinin 1/100' U oraninda afinite gosterdigi bulunmustur. Ayrica
Langmuir ve Scatchard yaklasimi kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda bulunan
afinite sabitleri karsilastirilmistir. Scatchard analizi ile bulunan Ky ve Inhas degerleri
(53x10°, 487; 4.25x10% 210), Langmuir analizi ile bulunan verilere (3.5 x10°, 285)
bulunmustur.

DPA, DPA baskili Aun-Ag nanosensorlerin kalip uzaklastiriimadan énce, sonra
ve Bacillus sporlariyla etkinlestirildikten sonraki Raman spektrumlari alinmistir. DPA
nin sulu ¢ozeltisinin raman spektrumu alinmistir ve karakteristik 878, 1045, 1099, 1451
cm! deki bant kaymaari elde edilmistir. DPA iceren Au-Ag-MIP nanosensorlerin



raman spektrumunda DPA ya ait olan 1417, 1012, 950, 713, 677 cm® deki band
kaymalari gozlenmistir. Kalip uzaklastirildiktan sonraki raman spektrumunda DPA
baskili nanosensorlerden DPA kalibin cikarildigi, DPA’ya ait karakteristik band
kaymalari gozlenmedigi igin, sdylenir. Bacillus sporlariyla etkilestirilmis Au-Ag-MIP
nanosensdrlerin raman spektrumunda yine DPA ya ait olan 1466, 1368 cm* deki bant
kaymalari gozlenmistir. MAC ile kaplanmis Aw-Ag nanokimelerin ve DPA kalip
uzaklastirilmadan 6nce ve uzaklastirildiktan sonra Au-Ag nanosensorlerin alinan TEM
gorunttlerinde MAC ile kaplanmis Au-Ag nanokiimeler kiresel formda ve ortalama 42
nm boyutundadir. Au-Ag nanokimelerin DPA kalip uzaklastiriimadan Once alinan
TEM gorunttsinde ise nanokimelerin kiresel formda ve ortalama 62 nm boyutta
olduklari gorilmektedir. Au-Ag nanokimelerin metanolik HzPO;, ile yikanarak DPA
kalibin uzaklastiriimasindan sonra ainan TEM goruntisinde nanokimelerin kiresel
seklini korudugu ve ortalama 55 nm boyutta olduklari gorilmektedir.

Au-Ag nanokimeler ile DPA, bacillus sporlari ve ftalik asit ile sentetik reseptor
secicilik calismalari  floresans spektrofotometresi  kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bacillus sporlarina bagli tayin siniri 2.1x10* cfu mL™? bulunmus ve segicilik
calismalarindan ¢izilen adsorpsiyon izotermlerinden DPA baskili nanosensorlerin ftalik
asite DPA’ya gosterdiklerinin 1/28'i oraninda afinite gosterdigi bulunmustur. Ayrica
Langmuir ve Scatchard yaklasimi kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda bulunan
afinite sabitleri karsilastirilmistir. Scatchard andlizi ile bulunan Ka ve Inas degerleri
(4.15x10°, 129; 3.25x10%), Langmuir andizi ile bulunan verilere (1.4x10°, 82)
bulunmustur.

Calismanin ikinci ayaginda, MAAP-Fe(lll), MAH-P{(I1) metal selat
monomerleri ile MAH-Pt(11)-80HAG-Fe(l11) metal selat monomeri 6n organizasyonu
monomer sistemi hazirlanmis ve bu sistem kullanarak MIP temelli QCM elektrot
Uzerinde nanofilm olusturulmustur. DNA’nin hasarli bolgelerini taniyan bu biyosensor
cipin molekdler tanimlama agisindan degerlendirilmesi calismalari yapilmistir.

MAAP monomerinin karakterizasyonu icin FTIR ve H-NMR spektrumlari
alinarak karakteristik pikler ortaya konulmustur. MAAP monomerinin karakterizasyonu
icin kullanilan FTIR analizlerinin karakteristik pikleri sdyledir: FT-IR (KBr, cnm?):
763-710 cm™* (monosubstitile benzen halkasi), 1580 ve 1500 cni™ (aromatik halkadaki
konjugasyon, kuvvetli iki veya ti¢ pik), (1600 cn* (metakril cift bagi), 1642 cn* (amid



karbonil piki), 1730 cm* (siklik keton pozisyonunda karbonil piki), 2975 ve 2924 cnt
(C-H piki), 3260 cr™* (N-H piki). MAAP monomerinin *H-NMR spektrumunda MAAP
monomerinde bulunan gruplara ait karakteristik pikler sunlardir: 2.05 ppm 3H singlet (-
C=C-CHjs, vinil metil), 3.0 ppm 3H singlet (-C-CHs), 3.35 ppm 3H singlet (-N-CHs), 5.5
ppm 1H singlet (-CH,=C-), 5.8 ppm 1H singlet (-CH,=C-), 7.25-8.80 ppm 4H multiplet
(aromatik, 7.3 ppm’de CDCk pikide aromatik pikler icine karismis durumdadir), 8.80
ppm 1H singlet (aromatik), 9.1 ppm 1H singlet (N-H) seklindedir

Ayrica metakrilamido antipirin  MAAP-Fe(I1l) kompleks monomerinin
karakterizasyonu amaciyla alinan FTIR spektrumunda; 472 ve 647 cm’! pikleri Fe-O
piki, 768 cmi’ piki monosubstitilye benzen halkasina ait olan pik ve 1642 cmi' deki
karbonil piki 1617 cm® de ortaya cikmistir. 1730 cm* siklik keton pozisyonundaki
karbonil piki 1672 cmit’de gorilmektedir. Bu pikler; C=0'daki oksijen atomunun
Fe(lll) iyonuyla koordinasyona girdigini ve Fe(lll) iyonuyla MAAP yapisindaki
(C=0)'daki oksijen atomu arasinda bir etkilesmin oldugunu ortaya koymustur.
FTIR daki 6nemli bir degisiklik de C=0'daki karbonil piki Uzerindeki degisikliktir.
3553 cml'deki keskin 2OH) piki H,O molekiilillerinin Fe (I11) iyonuyla bos
koordinasyon kurelerine girdigini gostermistir.

MAH monomerinin yapisinin belirlenmesinde *H-NMR kullanilmistir. *H-NMR
spektrumunda MAH'da bulunan gruplara ait karakteristik pikler elde edilmistir. Bu
karakteristik pikler: 1H-NMR (CDCR): 1.99 (t; 3H, J=7.08 Hz, CH3), 1.42 (m; 2H,
CH2), 3.56 (t; 3H, -OCH3), 4.82-4.87 (m; 1H, metil), 5.26 (s; 1H, vinil H), 5.58 (s; 1H,
vinil), 6.86 (d; 1H, J7.4 Hz, NH), 7.82 (d; 1H, J8.4 Hz, NH), 6.86-7.52 (m; 5H,
aromatik) olarak bulunmustur.

MAH-Pt(I1) monomeri FTIR ile karekterize edilmistir. FT-IR spektrumu
incelendiginde MAH yapisina ait karakteristik karbonil bandlari 1653 ve 1629 cnt1'de,
amid 11 gerilme titresim bandi ise 1529 cnt1'de gorilmektedir. Ayrica PN tiresimine
ait bandlar 552 ve 441 cntl'de gorilmektedir ki bu Pt(I1) iyonlarinin MAH yapisina
koordine oldugunu gostermistir. Bu spektrum hedef metal-selat monomer yapinin
sentezlendigini  gostermektedir. Ayrica MALDI-TOF-MS ile yapilan aydinlatma
caismalari  kapsaminda; kiatle analizleri  pozitif reflektér modunda 2,5

dihidroksibenzoik asit ve a-Cyano-4-hidroksisinnamik acid matriksleri kullanilarak



gerceklestiriimistir. Kitle spektrumlarindan gorilecegi tzere MAH-Pt-(H20), metal-
selat olusumu 443 ile basayan m/e degerlerinden de ortaya konulmustur. Kitle
spektrumlarinda 415-417 arasinda gorulen pikler de platinin izotoplarini da icine alacak
sekilde MAH-Pt olusumunu desteklemistir.

8-OHdG baskili polimer ie QCM dc¢umleri sonucunda 8 OHdG baskili MIP
senstre 8-OHdG baglanmasi icin Scathard baglanma sabiti (K z) 154000 M ve ligand-
degism bolgelerinin sayisi, Qnax 551 nmol olarak bulunmustur. K, degeri baglanma
bolgelerindeki afinitenin oldukca giclt oldugunu gostermektedir Esitlik 3.10'dan MIP
senstre 8-OHdG baglanmasi icin Langmuir baglanma sabiti (b) 185915 M ve ligand-
degisim bdlgelerinin sayisi, Qmax 476 nmol olarak bulunmustur. Yuksek (b) degeri
baglanma bolgelerindeki afinitenin oldukca giclii oldugunu gostermektedir.

Kalip molekll ve MIP-QCM sensorin metal-selat baglanma bolgeleri arasindaki
etkilessminin seciciliginin anlasilmasi icin 8-OHdG ile benzer yapiya sahip olan
guanozin ve guanin ile calisimis ve 8-OHdG baskili kuartz kristal senstr Gzerine
adsorpsiyonlari incelenmistir. Sentezlenen sensoriin 8-OHdG igin, guanozin gore 20 kat
ve guanine gore 32 kat daha fazla secici oldugu tespit edilmistir. 8-OHdG baskili kuartz
kristalin tayin siniri 0.0075 M olarak bulunmustur.

Gergek numuneler ile yapilan caismaar icin, kan numunesinin 8-OHdAG
baskilanmis QCM elektrot ile muameless sonucunda QCM elektrotun frekansinda
?f=549 Hz lik bir kayma olmus ve bununda sekil 3.36'de verilen kalibrasyon
grafiginden 0.439 uM'lik 8-OHdG icerdigi tespit edilmistir.
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