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OZET

Doktora ¢alismasinin oncelikli hedefi, ilag molekiilii olarak segilen Tobramisin’in (TOB)
tayini i¢in yiizeyi molekiiler baskilanmis polimer temelli fosforesans sensor gelistirilmesidir.
Sentezlenen ZnS kuantum noktalarinin (KN) yiizeyinde TOB’un sekil, biiytliklik ve
fonksiyonel gruplarmin agisal duruslar1 bakimindan ona &zgii bosluklar bulunmaktadir. Ilag
molekiilii bu bosluklara baglandiginda Mn katkilt ZnS KN’larin enerji transferi sonucunda
fosforesans sinyalinde azalma gozlenmistir. Fosforesans sinyalindeki azalma ile polimer
ylizeyine baglanan TOB derisimi arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir. Bu cevaptan
yararlanarak insan serumu ve inek siitiinden TOB tayini gerceklestirilmistir. Calisma
sonucunda LOD ve LOQ degerleri 0,0009 — 0,0027 pg/mL olarak hesaplanmistir. Geri
kazanim degeri siit matriksinde %77,17 ile %103,50 ve insan serumu matriksinde %88,5 ile
%100,47 degerleri arasinda hesaplanmistir. Gelistirilen fosforesans sensor ilag tayini igin
secici, duyarli ve tekrarlanabilirdir.
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ABSTRACT

The essential purpose of the PhD study is to develop a surface imprinted polymer-based
phosphorescence sensor for the determination of Tobramycin (TOB), which is selected as
the drug molecule. On the surface of the synthesized ZnS quantum dots (QD), there are
specific cavities for TOB in terms of its shape, size and angular position. When the drug
molecule is interacted to the specific surface imprinted cavities, a decrease in the
phosphorescence signal has been observed as a result of the energy transfer of Mn-doped
ZnS QD. There is a linear relationship between the decrease in phosphorescence signal and
the TOB concentration bound to the polymer surface. Based on this technique, TOB
determination was performed from human serum and cow milk. As a result of the study,
LOD and LOQ values were calculated as 0.0009 - 0.0027 pg / mL. The recovery value was
calculated between 77.17% and 103.50% in the milk and 88.5% and 100.47% in the human
serum. The developed phosphorescence sensor is selective, sensitive and reproducible for
drug determination.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

XV

Bu calismada kullanilmigs simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Kisaltmalar

°C
APTES
CEF
DCE
DMF
DMSO
FTIR

XPS

TEM

LOD
LOQ
GEN
IMIP

INIP

KN
MIP

MPTS
NIP
TCA
TEOS
TOB
VDW
Ksv
PMT

Aciklamalar

Santigrat derece
3-aminopropiltrietoksi silan

Sefdinir
Dikloroetan

Dimetil Formamid
Dimetilsulfoksit

Fouirer Transfer Infrared Spectroscopy
(Fourier Doniistimli Kizil Otesi Spektrometresi)

X-Ray Photoelectron Spectroscopy
(X Isimlar1 Fotoelektron Spektrometresi)

Transmission Electron Microscopy
(Gegirimli Elektron Mikroskobu)

Limit of Detection (Teshis Sinir1)

Limit of Quantification (Tayin Sinir1)

Gentamisin

Inorganic Molecularly Imprinted Polymer
(Inorganik Molekiiler Baskilanmig Polimer)

Inorganic Non-Imprinted Polymer
(Inorganik Molekiiler Baskilanmamis Polimer)

Kuantum Noktacik

Molecularly Imprinted Polymer
(Molekiiler Baskilanmig Polimer)

3-merkaptopropiltrietoksisilan

Non-Imprinted Polymer (Molekiiler Baskilanmamis Polimer)
Trikloroasetik Asit

Tetraetoksisilan

Tobramisin

Van-Der Waals
Sontimlenme katsayisi

Photon Multiplier Tube (Foton ¢ogaltici Tiip)



1. GIRIS

Bu doktora tezinin amaci, yiizeyi, molekiiler baskilanmig inorganik polimerle kaplanmis
fosforesant ZnS kuantum noktalarindan (KN) olusan bir sensor gelistirmek ve bu sensoriin
hedef molekiilii olarak segilen bir antibiyotik olan Tobramisin’in (TOB) insan serumundan

ve inek siitiinden tayininde kullanilmasidir.

Boylelikle, kromofor ve florofor bir grup igermedigi i¢in absorbans ve floresans yapma
Ozelligi olmayan ve bu nedenle spektrofotometri, spektroflorimetri ve yiiksek basingli sivi
kromatografi (HPLC) gibi klasik yontemlerle direkt tayini miimkiin olmayan bir ila¢ etken
maddesinin tayini, gelistirilen yiizeyi inorganik molekiiler baskilanmig polimer (IMIP) -
bazli Mn:ZnS KN’den olusan fosforesans sensoriiniin kullanilmasiyla, diger yontemlere

gore oldukca ucuz bir cihaz olan spektroflorimetre ile, miimkiin hale gelmistir.

Floresans tabanli sensorlerde, biyolojik sivilarda bulunabilen dogal floresant molekiillerin
neden oldugu yiiksek zemin sinyali veya ayni1 dalga boyunda floresans emisyonu yapmalar1
nedeniyle, spektral segicilikte sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Mn:ZnS Kuantum noktalarinin
oda sicakliginda ve herhangi bir agir atom, yiizey aktif madde gibi kimyasal ilavesi
gerektirmeden fosforesant 6zellik gostermesi, zemin sinyali problemi tamamen ortadan
kalkmaktig1 i¢in essiz bir spektral segicilik ve yiiksek duyarlilik saglamaktadir. Bu 6zellik,
molekiiler baskilanmig polimerlerin en Onemli avantaji olan molekiiler secicilik ile
birlestirildiginde, biyolojik sivilardan ve hayvansal iiriinlerden tayinlerinde ciddi sorunlar
(matriks etki veya kromofor/florofor grup yoklugundan kaynaklanan) yasanan analitlerle
ilgili onemli bir sorun ¢6ziilmiis olacaktir. Ayrica, analit olarak segilen, florofor ve kromofor
grup icermeyen TOB un direkt tayini ile ilgili dnemli bir sorun da agilmis olacaktir. Boylece,
fosforesans’a dayali sensorlerin, floresans’a dayali sensorlere karst dstiinliikleri de
vurgulanmis olacaktir. Dolayisiyla, kararli bir fosforesans sinyaline ve kararli baskilanmig
baglanma bolgelerine sahip olan, literatiirdeki orneklerinden farkli bir MIP-Mn:ZnS KN
fosforesans sensoriiniin gelistirilmesi sunulan doktora tezinin en 6nemli hedefi olarak kabul

edilmektedir.

Bu amagla, doktora ¢alismasinin hedefi gelistirilen sensoriin analit olarak belirlenen TOB un
farkli numunlerdeki tayininde basarili bir sekilde uygulanmasidir. ZnS kuantum noktalarimin

yiizeyinde sekil, biiytikliik ve fonksiyonel gruplarin agisal duruslar1 bakimindan TOB’a 6zgii



bosluklara analit molekiilii baglandiginda, Mn:ZnS KN’lerden yayilan fosforesans
sinyalinde, enerji transferi sonucunda, bir azalma beklenmektedir. Fosforesans sinyalindeki
azalma ile, baskilanmis bolgeye baglanan TOB derisimi arasindaki iligkiden yararlanarak
kalibrasyon egrisi olusturulacak ve sonra da insan serumu ve inek siitinden TOB tayini

yapilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Molekiiler Baskilamaya Giris

«Ta mévta pet kol ovdév pévew; “Her sey hareket halinde, hicbir sey sabit degil” [1]. Bu
sozleri iinlii Yunan filozof Heraklitos (M.O 6. Y.Y.) etrafimizdaki diinyanin devaml
degistigiyle ilgili gézlemini yansitmak icin sdylemisti. Bundan yiizyillar sonra, 1859°da,
Charles R. Darwin modern diinyaya ve yasama bakis acimizi sekillendiren, gelmis ge¢mis
en tartigmali ama ayn1 zamanda en etkileyici kitaplardan birini yayimladi. Darwin, “Ttirlerin
kokeni” isimli bu kitapta doganin evrimle devamli degisen ve miilkemmele ulagmaya ¢alisan
dinamik bir sistem oldugu fikrini ortaya koydu. Evrimin, yani yasamin kendisinin temeli,
Darwin’in “dogal secilim” olarak adlandirdigi, ¢evredeki kosullara devamli olarak uyum
saglamaya calisma siirecidir [2]. Bu siire¢, molekiiler diizeyde, biyomolekiiller arasi
etkilesimlerdir. Bu etkilesimlerde ana rolii oynayan molekiiller arasi birbirini tanima, ayni
zamanda bizim var olusumuzun da sebebidir. Baska bir deyisle, molekiiler tanima,
molekiiller arasi iletisim ve bu tanima islemini takip eden sonuglar bildigimiz yasamin en
gerekli parcasidir. Hiicre zarmin olusumunun temeli, fosfolipid ve proteinler arasindaki
etkilesimdir. Bu zar, hiicre i¢i ortam1 korurken ¢ift yonlii bilgi gegisine de miisaade edecek
yapida olugmustur [3]. 1953°te J.D. Watson ve F.H.C. Crick tarafindan kesfedilen ¢ift sarmal
DNA, yagamimizin temel yapi taglar1 arasindaki etkilesimin dneminin altini ¢izen bir baska
miithis ornektir. Tek molekiiller varoluslarini kuvvetli kovalent baglarla saglarken, yukarida
bahsedilen tiirde karmasik yapilar genelde daha zayif baglayici kuvvetler tarafindan bir arada
tutulur. Bu sayede daha dinamik ve esnek olan bu yapilar, farkli birimler arasi hizlh
organizasyon, dogal siireclerin ¢cogu i¢in temel gereklilik olan DNA replikasyonu, enzimatik

kataliz, protein biyosentezi ve evrimin kendisi i¢in olanak yaratir [4].

Doganin sundugu bu harika molekiiler tanima 6rneklerinden ilham alan bilim insanlari,
kendilerini dogal sistemlerin bu 6zelligini taklit etmeye ve bunlar1 yapay reseptor sentezi,
spesifik katalizor ve ilag gelistirme siireclerinde kullanmaya adamislardir. Bu da
supramolekiiler kimya denilen alanin ve terimin dogmasina sebep olmustur. 19. Yiizyilda
bilim insanlar1 bu alanda yogun olarak ayni molekiill ya da atom icinde gerceklesen
etkilesimlerden ziyade, farkli ama birbirine yakin molekiiller arasinda arastirmalarini

surdirdd.



Geleneksel organik kimya, daha ¢ok molekiilleri bir arada tutan kuvvet olan kovalent baglarin
olusumu ve bozulusu {izerine ¢alismaktadir. Ancak, bu baglarin direngleri ve yliksek enerji
bariyerleri yiiziinden olugmalar1 ve kirilmalar fazlasiyla giic oldugundan, doganin ihtiyag
duydugu esnek, geri doniisiimlii ve dinamik sistemler icin pek kullamish degillerdir. Iste bu
ylizden doga, varolusunu hidrojen baglari, iyon ¢iftleri ve hidrofobik etkilesimler gibi molekiiller
arasi zay1f etkilesimlerle temellendirir [5]. Bu etkilesimler, birer birer diisiiniildiigiinde zay1f olsa
da hiicre zar1 ya da enzim gibi kompleks sistemlerde birleserek etkisel olarak kovalent baglara
benzer sekilde giiclenir. Kompleks sistemlerdeki ayarlanabilme ve diizeltilebilme olanagi da

hesaba katildiginda bu tip sistemlerin avantajlari daha net goriilebilir.

Bu tiir materyallere nasil ulasiriz ve arastrmamiz igin yararlaniriz? Bagka alanlardaki bilim
insanlar1, kendi uzmanliklarina gore, kendi ihtiyaclarini karsilayan farkli metotlar gelistirmistir.
Bunlardan ilki, biyolojide bagisiklik sisteminden faydalanarak s6z konusu bilesik i¢in antikor
iiretimidir. Bu yontem, antikorlar hala kimya endiistrisinde uygulanmak i¢in olduk¢a pahali olsa
da artik bir¢ok sirket tarafindan makul bir {icret karsiliginda siklikla uygulanmaktadir. Ayrica,
hayvan koruma dernekleri ve gevre ajanslarinin itirazlar1 da arastirmanin hayvanlar iizerinde
yapilmasini zorlastirmaktadir. ikincisi ise, reseptdr molekiiliin bastan tasarlanip iiretilmesidir.
Kimyacilar erisilebilir olan maddeden sentez yoluyla kafes ve tag gibi ¢esitli yapilar
iretmiglerdir [6-9]. Ancak, bu tip yapay reseptorlerin sentezlenme siiresi, maddi kaynakl
problemler ve sentez zorlugu, bilim insanlarini secici molekiiler tanima ihtiyaglari igin alternatif
¢coziimler aramaya zorlamaktadir. Bu alternatif ¢6ziimlerden biri de sentetik tiirlerin ekonomik,
dayaniklilik ve direnglilik 6zelliklerini dogal reseptorlerin molekiiler tanima o6zellikleri ile

birlestiren molekiiler baskilanmis polimerleri meydana getirmistir (MIP) [10, 11].

Hedef molekiil i¢in ¢apraz bagli, yalnizca ilgili tiire 6zgii polimerik yapilar olusturma islemine
molekiiler baskilama denir. Molekiiler baskilama islemi i¢in dncelikle fonksiyonel monomer ve
analit etkileserek bir 6n polimerizasyon kompleksi olusur. Sonrasinda, ¢apraz baglayicinin
eklenmesi ile polimerizasyon baslatilir. Capraz baglayicinin asirisi sayesinde, fonksiyonel
monomerin ve analitin fonksiyonel gruplari dondurulur. Analitin yapidan uzaklastirilmasi
sonucunda tamamen analite 6zgii sekil ve boyutta bir tanima bdlgesi elde edilir. Bu kavitedeki
fonksiyonel gruplarin agisal yonlenimi analitin fonksiyonel gruplar ile etkilesmeye hazir
haldedir. MIP, analite 6zgii molekiiler tanima bdlgelerine sahip olmakta ve yiiksek ilgi ile
etkilesim saglamaya hazir hale gelmis olmaktadir. Molekiiler baskilamanin ortaya ¢ikisinda

enzim-substrat, antijen-antikor, hormon-reseptor, anahtar-kilit mekanizmasi yatar. Bundan



dolay1r MIP’ler baskilama teknolojisi kullanilarak elde edilen yapay reseptorler veya plastik
antikorlar olarak nitelendirilirler. Tanima ve taklit yetenegine sahiptirler. Bu 0zellikleri
sayesinde biyolojik sivilardan ve karmasik numunelerden ayristirihip analiz edilebilirler.
Bahsedildigi gibi, MIP’ler analiti tanima &zelligine sahip olan yapay reseptorlerdir. Caligma
konusu olarak se¢ilmesinin bir¢ok avantaji mevcuttur. Bunlardan en 6nemlisi, ilgili analite
gosterdikleri yiiksek afinite ve segicilikleridir. Hedef molekiiliin kisa siirede kendisine 6zgl
kaviteye yerlesmesini saglar. Cevresel faktorlere, yliksek sicaklik, basing, asidik ve bazik pH
ortamlarma ve organik c¢oziiciilere dayamiklidir. Ek olarak, diisiik maliyetle kolayca
hazirlanabilen yapilardir. Fiziksel ve kimyasal olarak saglam yapidadirlar. Diger bir avantaji ise

molekiiler tanima 6zelliklerini kaybetmeden uzun siire, oda sicakliginda saklanabilirler.

Hazirlaniglarinda gelismis sentetik islemlere gerek duyulmayisini da géz oniine aldigimizda,
son 20 yilda molekiiler baskilama {izerinde ¢alisan bilim insan1 sayisinin neden hizla arttig

da anlasilabilmektedir.

2.2. Molekiiler Baskilama Nedir?

Molekiiler baskilama metodu, analit i¢in olduk¢a secici ve spesifik tanima bolgelerine sahip
olan, polimerik yapiyr farkli matrikslerde bir ayirma ve saflastirma olarak kullanma

teknigidir [11].

MIP’ler yalnizca bir kalip molekiile (hedef molekiile, analite) 6zgii baglanma bolgelerine
sahiptirler. Bu bdlgeler, polimerizasyon gerceklesirken kalip molekiil ile se¢ilen monomere
ait fonksiyonel gruplar arasindaki etkilesim sayesinde olusur. Olusan bu kavitelerin ii¢
boyutlu yapisi; sekli, bityliklikleri, fonksiyonel gruplarinin tiirleri ve uzaydaki yonelimleri
bakimindan kalip molekiil ile birbirinin tamamlayicisidir [11]. Bu sayede sahip olduklari
yiiksek se¢icilik, MIP’lerin dayaniklilik ve yeniden defalarca performans kaybi olmadan
kullanim 6zellikleri ile birlesince oldukga ilgi ¢ekici bir yontem olmustur. Son zamanlarda

ozellikle yapay antikor ve sensor alaninda oldukga yaygin bir kullanima sahiptirler [11].

MIP’ler genellikle, belirli bir derisimdeki kalip molekiilii iceren c¢ozeltiye, fonksiyonel
monomerin ilavesi ile hazirlanir. Bu agsama 6n-polimerizasyon olarak adlandirilir ve fonksiyonel
monomer-kalip molekiil arasinda kararli bir kompleks olusur. Bu islem uygun ¢6ziicii iginde

yapilmalidir. Coziicii; kalip molekiil, fonksiyonel monomerler, ¢apraz baglayici, baslatici ve tiim



bilesenlerin hepsinin bir araya gelmesini saglamaktadir. Gozenekli yapilar elde edilmesini
saglamasi da bir diger énemli 6zelligidir. Bu nedenle “c¢oziicii” kelimesi yerine genellikle
“porojen” kelimesi kullanilmaktadir. Polimerizasyon aninda, ¢dziicii molekiilleri polimer yapi
icinde dagilir ve polimerizasyon sonrasinda ¢6ziiciiniin uzaklagsmasiyla elde edilen polimerik
yapida gozenekler olusur. Porojenin ozellikleri, polimerin morfolojisinin ve toplam gozenek
hacminin kontrol edilmesinde kullanilabilir. Uygun porojen kullanildiginda, diizgiin gdzenek
olusumu ve yiiksek spesifik yiizey alan1 olusumunu saglanir. Coziicliniin hacminin arttirilmast,
gozenek hacminin de arttirllmasim saglar. Olusan gozenekler, kalip molekiiliin yapidan
uzaklastirilmasinda ve tekrar spesifik baglanmay1 saglamada 6nemli 6lgiide etkindirler. Coziicii
secimi kalip ve fonksiyonel monomer arasindaki etkilesim ve 6n polimerizsasyon kompleksinin
olusumunda kritik bir rol oynar. Coziiclinin bu olusumu desteklemesi ve dolayisiyla
baskilamanin etkisini arttirict rol oynamasi beklenir. Devaminda elde edilecek yapiya, yapisal
olarak sertlik kazandirip bir ag orgiisii olusturmak i¢in ¢apraz baglayici eklenir. Polimerizasyon
baslatici esliginde bir tetikleyici ile (sicaklik veya UV 15181) baslatilir. Polimerizasyon sonrasinda
kalip molekiil, uygun olarak segilen bir ekstraksiyon ¢oziiciisii ile detaylica yikama islemine tabii
tutularak ekstrakte edilir. Yapida kalan kavite tamamen kalip molekiile 6zglidiir ve kalip

molekiilii igeren farkli matriks ortamlarinda segici olarak analite yeniden baglamir [12].

2.2.1. Kalip molekiil

Molekiil baskilanmig polimer alaninda kalip molekiil terimi potansiyel hedef molekiilleri
tanimlamaktadir. Literatiirler incelendiginde ¢ok sayida farkl tiirlin kalip molekdil olarak
kullanildigr goriilmektedir. Bu amagla kullanilan molekiillerin arasinda, ila¢ etken
maddeleri, amino asitler, hormonlar, metal iyonlari, peptitler ve proteinler yer almaktadir
[13-28]. Kalip molekiiliin basarili bir baskilama islemi gerceklestirebilmek boyutu ve
seklinden bagimsiz olarak monomer ile etkilesecek en az bir fonksiyonel gruba sahip olmasi
gerekmektedir. Bu sayede etkilesim polimerizasyon siiresi boyunca kararli olur ve uygun
ekstraksiyon c¢oziiciisii ile analit yapidan kolaylikla uzaklasabilmektedir. Bu sekilde
sentezlenen polimer ¢ok sayida secici kavite sekil, boyut ve yonlenim bakimindan tamamen

kalip molekiile 6zgii olacaktir [29].



2.2.2. Monomer

Yiiksek verimli bir baskilama islemi i¢in fonksiyonel monomer ve kalip molekiil arasindaki
kendiliginden birlesme ve etkilesim kritik bir 6neme sahiptir [11]. Monomerin ve kalip
molekiiliin fonksiyonel gruplari birbiri ile kararli bir etkilesim olusturacak sekilde
secilmelidir [30-32]. Eger kalip molekiil karboksilik asit veya siilfonik asit gruplari igeriyor
ise, fonksiyonel monomerin bunlardan en az biri ile etkilesecek amin grubu igermesi beklenir
[11]. Bu sayede kalip molekiil ve fonksiyonel monomer arsinda gii¢lii iyonik etkilesimler
saglanabilir. Monomer ve kalip molekiil arasinda olusacak hidrojen baglar1 da verimli bir
baskilama i¢in oldukc¢a 6nemlidir. Tiim bu bilgilerin 15181nda kalip molekiiliin yonlenimi ve
baskilama stireci sirasindaki konformasyonunun bozulmadan kalmasinda segilecek

fonksiyonel monomerin katkist oldukg¢a fazladir [11].

Genellikle fonksiyonel monomer olarak Sekil 2.1°de gosterilen metakrilik asit (MAA)
se¢ilmektedir. Bunun yanisira, en sik kullanilan monomerlerden olan Sekil 2.2°de gosterimi
yapilan 2-triflorometakrilik asit (TFMAA) yapisinda bulunan flor elementi nedeniyle yapiya
elektronegativite kazandirmakta ve daha kuvvetli asidik 6zellige sahip olmaktadir. Bu
ozellikler TFMAA bilesiginin daha giiclii iyonik etkilesim yapmasini sagladigindan son
zamanlarda siklikla tercih edilmektedir [33].
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Sekil 2.1. Metakrilik asitin kimyasal yapisi
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Sekil 2.2. 2-Triflorometakrilik asitin kimyasal yapis1

2.2.3. Capraz baglayici

Capraz baglayicinin baskilama islemindeki gorevi, kararli baglanma kaviteleri tiretmek i¢in
fonksiyonel monomeri ag Orgiisiine sabitlemek ve polimerik yapmin saglamliginin
saglanmasidir. Capraz baglayicit miktar olarak diger bilesenlere gore daha fazla miktarda
kullanilmaktadir. MIP’lerin morfolojisi ¢apraz baglayici se¢imine gore sekillenmektedir, bu
nedenle ¢apraz baglayici secilirken dikkat edilmelidir [11]. Capraz baglayicilarin segici
olmayan adsorpsiyona sebep olmamasi i¢in kalip molekiil ile etkilesime girmemesi gerekir
[34-36]. Sikca kullanilan ¢apraz baglayicilar, sirastyla Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’te gosterimleri
yapilan etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) ve trimetilpropan trimetakrilattir (TRIM).
EGDMA iki adet akrilat grubuna sahipken, TRIM {i¢ adet akrilat grubuna sahiptir. Bu 6zellik
TRIM kullanildiginda daha saglam yapida bir polimerik yapi olusturulabilecegini
gostermektedir [37]. Bunun bir sonucu olarak da daha yiiksek kapasiteye sahip ve daha segici
MIP’ler olusmaktadir. Optimum capraz baglayict kalip molekiile ve ¢oziicliye de baghidir.
Proteinleri baskilarken, metilenbisakrilamid gibi suda ¢oziinebilen bir ¢apraz baglayiciya

ihtiya¢ duyulur [11].
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Sekil 2.3. Etilenglikol dimetakrilat kimyasal yapisi
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Sekil 2.4. Trimetilpropan trimetakrilat kimyasal yapisi

2.2.4. Baslatici

Bagslaticinin gorevi, serbest radikal polimerizasyonunu baglatmaktir. UV 151k kaynagi, 1s1
veya bir kimyasal ile etken ile tetiklendiginde karbon merkezli serbest radikaller olusur.
Eslesmemis elektronlar, monomer ve capraz baglayici yapisindaki ¢ifte baglarla etkilesip
polimerizasyon baglar ve iki radikal birbiri ile reaksiyona girdigi an sonlanir. Polimerizasyon

ortamina eklenecek miktar1 goreceli olarak en diisiik olan bilesendir.

2.2.5. Coziicii

Coziicli secimi, iyi bir baskilama isleminin gergeklestirilmesi ve yeniden baglanma
calismalarmin basari ile yapilmasi igin kritik bir éneme sahiptir [11]. Oncelikle segilen
¢oziicli, on-polimerizasyon karigimindaki tiim bilesenleri ¢dzmeli, yliksek verimde kalip
molekiil-fonksiyonel monomer etkilesimine izin vermeli ve gdzenekli bir polimerik yapinin
hazirlanmasi i¢in yardimci olmahdir [38-41]. Kalip molekiil-fonksiyonel monomer
kompleksinin yeterince etkilesebilmesi icin, diisliik polaritede aprotik organik ¢oziiciiler
tercih edilmelidir. Dimetilformamid (DMF) gibi yiiksek polaritedeki aprotik ¢oziiciiler kalip
molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki komplekse Van Der Waals (VDW) kuvvetleri
ve iyonik etkilesimler ile girisim yapma egilimindedirler, kimyasal yapis1 Sekil 2.5’te
gosterilmistir [11, 42]. Metanol ve su gibi protik ¢oziiciilere ise 6n polimerizasyon
kompleksine hidrojen baglari ile girisim yapabilirler. Uygun ¢6ziicii veya ¢oziicli karigimi
kullanilmas1 yiiksek baglanma kapasitesine ve 1iyi segicilife sahip MIP’lerin

hazirlanmasinda 6nemlidir [41].
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2.3. Molekiiler Baskilama Teknigine Yaklasimlar

Molekiiler baskilama islemi simdiye kadar fonksiyonel monomer ve kalip molekiil
arasindaki etkilesime gore smiflandirilmaktadir [11]. G. Wullf ve arkadaglar1 tarafindan
gelistirilen kovalent baskilama yonteminde 6n-polimerizasyon kompleksini olusturan kalip
molekiil ve fonksiyonel monomer arasindaki etkilesim sitokiyometrik olarak kovalent
baglanma sonucu olusmustur ve Sekil 2.6’da gosterimi sunulmustur [43]. Bu yontemin
avantaji yalnizca On polimerizasyon kompleksi c¢ok kararli bir sekilde olusmasi,
sitokiyometrik oranda gergeklesmesi ve bunun bir sonucu olarak homojen baglanma
bolgelerinin olusmasidir. Diger taraftan bu yontem i¢in uygun ¢ok fazla kimyasal yoktur ve
fonksiyonel monomerin reaksiyona girmeden once tiirevlendirilmesi gerekebilir. Kalip
molekiiliin yapidan uzaklastirilmasi kolay olmamaktadir, kovalent baglarin kirilmasi
gerekmektedir bu da asit hidrolizi ile gergeklestirilebilmektedir. Analitin baskilanmis
polimere yeniden baglanmasi, bag olusumu nedeniyle yavastir ve baglanma bolgeleri sinirlt

sayidadir [11].

Bir diger yaklasim kovalent olmayan etkilesime dayalidir ve Sekil 2.6’da gdsterimi
sunulmugtur. Bu yaklasim Mosbach ve arkadaglart tarafindan o6n-polimerizasyon
kompleksinin, hidrojen-bagi, n - = etkilesimleri, iyon-iyon, iyon—dipol, dipol-dipol,
hidrofobik ve Van der Waals etkilesimleri gibi molekiiller-arasi etkilesimlerin sonucu olarak
etkilesimlerle oldugunu ortaya koymaktadir. Bu teknikte zayif etkilesimler rol aldigindan,
fonksiyonel monomerin asiris1 6n-polimerizasyon kompleksini kararli kilmasi igin
kullanilmaktadir [44-49]. Kovalent olmayan yaklasim, heterojen baglanma bolgelerin elde
edilmesine ragmen, daha kolay ve hizlidir. Polimerizasyon sonrasi kalip molekiiliin yapidan
uzaklastirilmasi basit bir ekstraksiyon islemi ile tamamlanabilir [11, 44]. Ancak, fonksiyonel
monomer-analit etkilesimi sitokiyometrik olmadigindan, aralarindakig etkilesimi arttirmak

amaciyla monomer fazlaca kullanilir ve spesifik olmayan bolgeler ortaya ¢ikabilir.
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Sekil 2.6. Kovalent ve kovalent olmayan baskilama gosterimi

Ugiincii olarak M. Whitcombe tarafindan ortaya atilan hibrit yaklasimi gelistirilmistir. Bu
teknik yar1 kovalent yaklasim olarak da adlandirilmaktadir [50]. Yukarida s6z edilen iki
teknigin avantajlarini ele alan bir tekniktir. Yontem, baskilama asamasinda gii¢lii kovalent
baglarin olusmasini saglarken, kalip molekiil yapidan uzaklastirildiktan sonra yeniden

baglanma veya tanima agsamasinda kovalent olmayan yaklasim {izerine kurulmustur [11].

MIP‘ler Bolim 2.1°de bahsedildigi gibi, molekiiler baskilama yontemi kullanilarak elde
edilen, plastik antikorlar gibi ¢esitli analitleri tanima &zelligine sahip yapilardir. Bu nedenle
yapay reseptorler olarak adlandirilmaktadirlar. MIP’lerin, antikorlara olan istiinliikleri ve
karsilastirmalar1 Cizelge 2.1’de sunulmustur. Bu cizelgeye gore MIP’lerin Omiirleri,
kullanim siireleri, yeniden kullanilabilirlikleri antikorlara kiyasla daha fazladir. Antikorlarin
maliyeti 1000 dolara kadar ¢ikarken MIP’lerin iiretimi olduk¢a ekonomiktir. Optimizasyon
stirelerinin kisa olmasi ve organik ortamda da ¢alisabilme avantaji sayesinde antikorlara gore

MIP’ler tercih sebebi olmaktadir.
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Cizelge 2.1. Antikor ve MIP’lerin karsilastiriimasi

Parametre Antikor MIP
Kullanim siiresi Omiirleri 6-12 ay. Omiirleri birkag yil.
Uretim Kompleks islem basamaklari Hizli ve kolaydir.

Saklama Kosullar

Yeniden
Kullanilabilirlik

Maliyet

Optimizasyon Siireleri

icerir.

Dondurucuda saklanmak zorunda.

Yeniden kullanilabilirligi cok
distik.

Bedeli 1-1000 $/mg

Gelistirilme ve optimizasynlari
uzun siireli olabilir.

140 °C’a kadar saklanabilirler.

Yeniden defalarca
kullanilabilirler.

Bedeli 0.25-5 $/mg

Gelistirilme ve optimizasyon
siiresi goreceli olarak daha
kisadir.

Caligma Ortami Organik ortamda c¢alisma zorlugu  Organik Ortamda yiiksek
vardir ve denatiire olurlar. performans gosterirler. Sulu
Yalnizca sulu ortamda ortamda sinirli performanslari
calisgilabilir. vardir.
2.3.1. Yiizey baskilama

Geleneksel olarak hazirlanan MIP’ler bir takim eksiklikler gostermektedir. Polimerik agin
icine yerlesen kalip molekiil yapidan tam olarak uzaklastirilamadiginda, zayif baglanma
kapasitesi ve diisiik baglanma kinetigi gozlenmesi kaginilmazdir. Bunun {istesinden
gelebilmek icin ylizey baskilama yontemi Onerilmistir. Yiizey baskilama yontemi ile analit
ylizeyde ve yiizeye yakin bolgelerde baskilanmaktadir. Bu yontem ile analit yapinin igine
sikisip kalmaz dolayistyla polimerik yapidan ekstraksiyon ile kolaylikla uzaklastirilir.

Yeniden baglanma kinetigi ve kiitle transferi daha hizli gerceklesir.

Yiizey baskilama metodunda oncelikle, polimer ince bir film tabakasi olarak sentezlendikten
sonra hedef molekiil bir polimere baskilanir. Bundan ayr1 olarak da protein molekiilleri genelde
kiiresel bir substratin yiizeyine modifiye edilir ve bu tiiriin etrafinda daha sonra bir polimerlesme
meydana gelir [51-53]. Bu baskilama yonteminde, kalip molekiiliin baglanma bélgeleri polimer
tabakasinin ylizeyine yakin bolgelerde bulunmalidir. Boylece, kiitle transferi ve se¢imli tanima
bolgelerinin hedef molekiilden ayrilmasi sirasinda gergeklesen problemler agilabilmektedir [54-
56]. Ozellikle nanoboyuttaki kiiresel tiirler i¢in uygun bir yontemdir. Birgok molekiil, yiizey
baskilamada destek maddesi olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Orneklendirecek
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olursak bunlar; silika partikiiller [57-59], FesO4 manyetik partikiiller [60-66], nano tiipler [67-
70], polistiren partikiiller [71] ve kuantum noktalar (KN)’dir [72]. Bununla beraber, bahsedilen
bu partikiillerin yiizeylerinin islevsellik kazanabilmesi bir takim modifikasyon islemlerinin
yapilmasi gerekmektedir. Modifikasyon sonrasinda elde edilen partikiiller son derece uygun
mekanik yapida ve kararhiliktadir [73]. KN’ler kullanilarak yapilan yilizey baskilama
cekirdek/kabuk yaklasimina gore gerceklesmektedir. Bu modifikasyon sayesinde ¢ekirdegin
fotokararlilig1 ve kuantum verimi artmaktadir. Kabuk, yani yiizey baskilama sol-jel yontemine
gore gerceklestirilir. MIP ve NIP ¢ozelti i¢inde sentezlenmektedir. Bu yontem ile yapilan
sentezde, KN partikiillerin yilizeyi TOB ile baskilanarak sensore ait kabuk kismi elde edilmis
olur. Yontem sayesinde yiizey morfolojisi kontrol edilebilir, goéreceli olarak daha ekonomik bir
sentez gerceklestirilir. Cozeltide sentezlenen partikiillerin boyutlar: 2 nm ile 0,2 pm arasindadir.
Inorganik polimerizasyon olarak adlandirilabilecek sol-jel yéntemi hidroliz ve kondenzasyon
reaksiyonlart olmak iizere iki ana basamaktan olusmaktadir. Hidroliz reaksiyonu, oda
sicakliginda bir suyla ve asidik, bazik veya niikleofilik katalizoriin varliginda reaktif gruplarin
hidroksil gruplarina déntismesidir. Hidroliz reaksiyonunda, pH ve c¢oziicii degistirilerek
sentezlenecek partikiil kontrol edilebilir. Asidik ortam hidrolizinde bir alkoksit grubu
protonlanir. Protonlu oksijen, silikayr suya karsi daha duyarli hale getirir. Bazik ortam
hidrolizinde ise, silikanin hidroksil anyonunun miikleofilik saldiris1 ve sonucunda bir alkoksit
anyonunun yer degistirmesi gerceklesir. Kondenzasyon reaksiyonlarinda, hidroliz sonucu
meydana gelen silanollerin (Si — OH) birbirleri ile reaksiyona girip Si — O — Si baglarin
olusturmasini saglar. Kondenzasyon mekanizmasi ile monomer-analit kompleksinin, ¢apraz
bagl bir yap1 meydana getirmesi ile kabukta yiizey baskilama islemi gergeklestirilir. Hidroliz
reaksiyonundaki gibi, kondenzasyon reaksiyonlarinda da pH, reaksiyon hizi elde edilecek

partikiil morfolojisini birincil etkileyen etmenlerdendir.

Yiizey baskilanms
polimerik yap:

Yiizey baskilanacak Yiizey baskilama
molekiiller

Sekil 2.7. Yiizey baskilamanin genel gosterimi
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2.4. Molekiiler Baskilamada Son Gelismeler

Son zamanlarda KN’ler, optik sensor uygulama alaninda MIP’ler ile birlikte ¢aligilmaktadir.
Ornegin, Liu ve arkadaslar1 4-nitrofenol’iin (4-NP) segici olarak tayini i¢in cekirdek kabuk
sistemi lizerine bir yiizeyi baskilanmis fosforesans sensor gelistirmistir. Bu sensor, CdSe
kuantum noktagici lizerine yapilan modifikasyon ve yiizeyi 4-NP ile baskilanma iizerine
olusturulmus bir sistemdir. Optik sensoriin ¢alisma prensibine gore, analit ile etkilesen
KN’nin sinyal diisiisii analitin derisim ile dogrusaldir. Sensoriin, mikromolar derisim

diizeyinde duyarli oldugu sonucuna ulagilmistir [74].

KN’lerin optik sensor alanindaki kullanimu, ilerleyen boliimlerde detaylica bahsedilecegi iizere,
genis bir absorpsiyon ve dar bir emisyon spektrumuna sahip olmasindan ileri gelmektedir ki bu
ozellik cesitli analitler icin KN’yi umut vaadeden bir sensor adayr yapmaktadir [75, 76].
KN’lerin yiizeyinin modifiye edilmeye uygun olusu, bunlarin kullanim alanlarint genigletmistir.
Bunun yaninda, KN-MIP kombinasyonuna dayali sensorlerin KN-imiinosensorlere gore temel
avantaji kimyasal kararliliklari, daha diisiik maliyetli olmalar1 ve kiiglik molekiilleri tayin
edebilmeleridir. Bahsedilen bu 6zelliklere dayanarak KN-MIP sensorlerin, biyoanalizlerde,
cevresel analizlerde ve farmasoétik alanlarda yiiksek secicilikte sensor olarak yaygin bir sekilde

kullamimaya baslandigi sdylenebilir [77].

Baskilanmis polimerler teorik olarak istenilen her analit i¢in sentezlenebilmektedir. 10000’den
fazla molekiil ve biyolojik yap1 igin basarili baskilama islemleri literatiire girmistir [77]. Bu
caligmalarda kalip molekiil olarak kullanilan analitler, anorganik iyonlar, niikleik asitler,
proteinler, viriisler hatta hiicreler bile kullanilmistir. Duyarlilik anlaminda, piko ve femtomolar
derisimlerine inilerek 6nemli gelismeler gosterilmistir. Gilintimiizdeki popiiler konularini1 daha
cok, hayati kolaylastirabilen ve biyolojik sivilar ile hizli tayin yontemleri {izerine sensor
caligmalar1 olusturmaktadir. Birgok arastirmactyr genis bir aralikta sensér araglarmin
gelistirilmesi i¢in disiplinler arasi ¢alisiimas1 konusunda motive etmektedir. Ozet olarak hem

elektrokimyasal hem de optik sensorlere ait literatiir caligmalar1 Cizelge 2.2 ve 2.3’te verilmistir.



Cizelge 2.2. MIP’lerin elektrokimyasal sensor olarak kullanildigi analitler listesi

15

Analit Tayin Yo6ntemi LOD (M) Referans
Farmasotik Tiirler

Asetaminofen Voltametri 2,30 x 10° [78]
Parasetamol Amperometri 4,30 x 10® [79]
Gansiklovir Amperometri 1,50 x 19° [80]
Klorambusil Voltametri 1,18 x 10° [81]
Dekstrometorfan Potansiyometri 1,00 x 10°® [82]
Salbutamol Voltametri 7,00 x10° [83]
[fosfamid Voltametri 4,20 x 1070 [84]
Digoksin Empedans 6,95 x 10 [85]
Antibiyotikler

Norfloksasin Amperometri 460x 1078 [86]
Kanamisin Amperometri 1,20 x 10 [87]
Seftazidim Voltametri 5,50 x 101 [88]
Metronidazol Voltametri 9,10x 107 [89]
Biyobelirtegler

To_etrghidrokannabinol ve Kapasitif 1,00 x 104 [90]
tripsin

Dopamin Voltametri 3,30x 1078 [91]
L-Dopa Voltametri 1,20 x 10° [92]
Norepinefrin Voltametri 1,00 x 10”7 [93]
Melatonin Amperometri 6,00 x 10° [94]
L-Fenilalanin Voltamertri 1,00 x 10° [95]
Oksitosin Empedans 6,00 x 10° [96]
Okside glutatyon Amperometri 1,80 x 10° [97]
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Cizelge 2.3. MIP’lerin optik sensor olarak kullanildigi analitler listesi

Analit Tayin Yo6ntemi LOD (M) Referans
Farmasotikler

Parasetamol Floresans 1,00 x 10°® [98]
Diklofenak Yiizey Plazmon Rezonans 414 x10° [99]
Klenbuterol Floresans 3,80x10% | [100]
Metoprolol Yiizey Plazmon Rezonans 7,11x10° [101]
Prednizolon Yiizey Plazmon Rezonans 1,50 x 10 [102]
Antibiyotikler

Doksisiklin Elektrokemiliiminesans 517x10% | [103]
Penisilin Reflektometrik girigsim spektroskopisi 432x10° [104]
Metronidazol Floresans 1,50 x 107 [105]
Biyobelirtegler

Dopamin Kemiliiminesans 9,79 x 10” [106]
Sarkozin Reflektometri 450x10% | [107]
Tirozin Fosfopeptit Floresans 3,70 x 107 [108]
Lizozim Floresans 1,02x10% | [109]
Kreatinin Yiizey Plazmon Rezonans 1,17x10° | [110]
Sigir serum albumin | Kombine Interferometri Sistem 1,20x 10 | [111]
Galektin-3 Yiizey Plazmon Rezonans 6,66 x 10" | [112]
17b-Estradiol Yiizeyi Giiglendirilmis Raman Spektroskopi 500x10™ | [113]
Riboniikleaz A Kemiliiminesans 2,35x10™ | [114]
Sitokrom C Floresans 1,10x 107 | [115]
Fikosiyanin Floresans 7,50 x 10 [116]
Metamidofos Floresans 9,16 x 10 [117]
Urik Asit Yiizey Plazmon Rezonans 2,96 x 10°° [118]
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2.5. Liminesans

Liiminesans, farkli uyarim yollar1 ile uyarilmis molekiil ya da atomlarin yaptigi emisyona verilen
isimdir. Liiminesans; fotoliiminesans, kemiliiminesans, biyoliiminesans, triboliiminesans,
katotliiminesans ve termoliiminesans gibi farkli uyarma bi¢imlerine goére farkli sekillerde
isimlendirilirler. Bunlardan fotoliiminesans; floresans ve fosforesans olacak sekilde iki ayri

baslikta incelenir [119].

2.5.1. Fotoliiminesans

Floresans ve fosforesans, uyarilma isleminin fotonlarin absorbe edilmesi ile ger¢eklesmesinden
dolay1 benzerlik gostermektedir. Floresans, uyarilan elektronun elektronik enerji aktarim
stirecinde spininde bir degisiklik olmamasi 6zelligi ile fosforesanstan ayrilir. Bu ozellik
floresansin hemen gerceklesip yok olan bir 1sima olmasi ile sonuglanir. Buna karsin,
fosforesansin emisyonundan sorumlu elektron spinindeki degisim, i1sinlamanin bitmesinden
sonra kolaylikla belirlenebilir bir siire, genelde birka¢ saniye veya daha fazla, istmanin stirmesi
ile sonuglanir (107 - 10°s). Hatta daha uzun siirmesi de olasidir buna 6rnek olarak karanlikta
parlayan oyuncaklar verilebilir. Floresans ve fosforesans emisyonu, uyarilma i¢in kullanilan
151¢1n dalga boyundan daha uzun dalga boyunda gergeklesir. Sekil 2.8’de absorpsiyon, floresans

ve fosforesans spektrumlarin dalga boylarina gore dizilimi gésterilmistir [120, 121].

ABSORBSIYON FLORESANS FOSFORESANS

Sekil 2.8. Absorpsiyon, floresans ve fosforesans sinyallerinin dalga boylarina gore dizilimi

Fotoliiminesans bir molekiiler yap1 icin, elektromanyetik radyasyonun absorpsiyonu ve
emisyonu arasinda ger¢eklesen islemlerdir ve Jablonski diyagrami ile ifade edilir. Uyarilmig
halde bulunan fotoliiminesant yapida olusabilecek cesitli siiregleri gostermek igin

basvurulan bir enerji seviyesi diyagramidir ve Sekil 2.9°da gosterilmistir [121].
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Sekil 2.9. Fotoliiminesans sistemlerin enerji diyagrami: Jablonski diyagrami

Oda sicaklhigindaki termal enerji temel singlet halde bulunan elektronu titresim enerji
seviyesine uyarmak i¢in yeterli degildir. Absorpsiyon ve emisyon ¢ogunlukla molekiillerin
en diisiik enerjili titresim enerji seviyelerinde iken gergeklesir. Temel singlet hal ile
uyarilmis singlet halin titresim enerji seviyeleri arasindaki enerji farki termal yolla uyarilmak
icin oldukga genistir. Is1 enerjisi yetemedigi icin termal yolla degil degil 151k ile uyarma

tercih edilmektedir. Diyagramdaki terimler agsagidaki agiklanmaktadir [121].
2.6. Floresans

En diisiik uyarilmis elektronik haldeki elektronun temel singlet halin titresim enerji

seviyelerine donerken yaptigi 1simaya verilen isimdir [122].

Siire 6lgegi 10° — 108 s arasindadir. Genelde fotonlar1 yayilmasinda S1 den S0’a olan

gegisler floresans olarak adlandirilmaktadir [121].

Stokes ilkesine gore floresans sinyalinin dalga boyu, absorbsiyon sinyalinin dalga boyundan
daha fazla olmalidir. Absorbsiyon sinyalinin maksimumu ile floresansin maksimumu
arasindaki fark Stokes Kaymasi olarak adlandirilmaktadir [121]. Eger uyarilmus tiir sistemler
aras1 gecis ile T1 senerji seviyesine gectiyse ve uyarilmis hal 6mrii yeterince uzunsa bazen
T1’den tekrar S1°e gecis gozlenebilir. Buradan da temel hale donerken 1s51ma yaparsa bu

1s1maya gecikmis floresans denir [121]. Floresans 1simasinda, yayilan 1s181in frekansi ile
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sistemi uyaran 1s18in frekansi birbirine esitse buna Rezonans Floresans denmektedir.

Atomlarda ve kat1 haldeki molekiillerde daha ¢ok gozlenmektedir [120].

Floresans yonteminde seciciligi attirmak i¢in senkronize floresans, tlirev alma, Siipersonik
Jet Liiminesans Ve Shopolski yontemleri de uygulanmaktadir. Senkronize floresans metodu,
cok bilesenli karigimlart ayirmak i¢in uygulanabilir. Normal floresans yonteminde tarama
sirasinda sadece bir dalgaboyu segicisi tarama yaparken senkronize floresans yonteminde
her iki monokromator de tarama yapmaktadir. Senkronize floresans yontemi ile birbirine
yakinlagmis ve neredeyse i¢ ige girmis pikleri daha dar bantl sekilde ayirabilmek miimkiin
hale gelmektedir. Bunun yanisira, sinyal/giiriiltii oraninin ve dinamik araligin artmasini
saglayabilir. Rayleigh ve raman sagilmalar1 da bu sayede yok edilebilir. Sonug¢ olarak

yontem daha segici ve duyarli bir hale gelir.

Tiirev floresans spektroskopi yontemi yine segiciligi arttirmaya yonelik caligmalardan
biridir. Ancak tiirev alabilmek i¢in spektrumda tiirlerin maksimum sinyalleri arasinda farklar
olmalidir. Yontem, mindr spektral 6zelliklerin belirlenmesinde yardimci olur. Bu yontem ile

bazi spektral ortiismelerin sonucunda olusabilecek hatalar minimuma indirilmektedir.

Stipersonik jet liiminesans yonteminde, analit molekiilii yiiksek sicaklik ve basingli oldugu
bolgeden birkag¢ kelvin sicakliga sogutuldugu ve daha diisiik basingh bolgeye aktarilir. Bu
olay siipersonik jet genislemesi olarak adlandirilir. Bu sekilde molekiillerin titresim ve
donme hareketleri en aza indirilir ve bdylece ultraviyole-goriinlir bolge spektrumlarda
keskin bir ¢izgi seklinde pik yapisi saglar. Elektronik gegcislere 6zgii spektrumlar elde edilir
genelde rezonans floresans bu sistemlerde goriilmektedir. Bu yontemin dezavantaji ise

dogrusal araliklarinin ¢ok dar olmasidir.

Shopolski yonteminde ise sivi He (-250 °C) ortaminda calisilmasi gerekmektedir. Bu
yontemde de siipersonik jet yonteminde oldugu gibi diisiik sicaklikta molekiillerin titresim
ve donme enerjileri kisitlanacagindan sadece elektronik gecisler gozlenecektir. Atomik
diizeye yakin c¢izgiler elde edilir ancak su ve alkolde calisilamamaktadir. Burada

kullanilacak ¢6zeltiler, n-biitanol ve n-propanol gibi organik ¢oziiciiler olmalidir.
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2.6.1. Elektron spini

Pauli disarlama ilkesine gore bir atomda ancak iki elektron bulunabilir ve bu iki elektronun
spinlerinin farkli yonlerde olmasi gerekmektedir (+1/2, -1/2). Bu sayede spinler eslesmistir,
molekiiller manyetik alan gostermemektedir ve diamanyetik olarak adlandirilmaktadirlar.
Bunun yaninda, eslesmemis elektron iceren radikaller manyetik alan tarafindan ¢ekilebilirler

bu nedenle paramanyetik olarak adlandirilmaktadirlar [123].

2.6.2. Singlet ve triplet uyarilmis haller

Elektron spinleri eslesmis bir elektronik hal, singlet hal olarak nitelendirilir ve manyetik alan
etkisine birakildiginda elektronik enerji seviyelerinde herhangi bir degisiklik olmaz. Bir
orbitaldeki eslesmis elektronlardan bir tanesi iist enerji seviyesine uyarildiginda bir
uyarilmis singlet veya triplet halden bahsedilebilir. Uyarilmis singlet hal s6z konusu ise,
uyarilan elektronun spini hala temel haldeki elektron spini ile eslesmis durumdadir. Ancak,
uyarilmus triplet halde iki elektronun spinleri ayni yonde, eslesmemis durumdadir. Jablonski
diyagrami incelenirse, burada dikkat edilmesi gereken, uyarilmis triplet hale karsilik gelen
enerji seviyesinin uyarilmig singlet halin enerji seviyesinden daha diisiik olmasidir.
Diyagrama gore, uyarilmis tiirler triplet halde paramanyetik iken, singlet halde
diyamanyetiktir. Bu bilgiye dayanarak, singlet-triplet gegisinin, singlet-singlet gecisine gore
daha az ihtimalle ger¢eklesecek olmasidir. Yukarida bahsedilen floresans ve fosforesans

1s1ma siirelerinin farkli olma sebepleri bunlardir [121, 124].

2.6.3. Titresimsel durulma

Uyarilma sonucu elektron, uyarilmis singlet hal olan S2’ye veya S2’nin titresim enerji
seviyelerine yerlesir. Uyarilmis tiirler ve ¢6ziicli molekiilleri arasindaki etkilesimler sonucu
uyarilmis yiiksek enerjili elektron, titresim enerji seviyelerinde 1s1masiz gegisler yaparak
enerjisini harcar. Bu isleme titresimsel durulma denir [120, 121]. Spektroflorimetrik
spektrumlara Jablonski diyagrami bilgisi 1s1ginda bakildiginda, stokes kaymasinin

sebeplerinden oldugu goriilmektedir.
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2.6.4. i¢ doniisiim ve dis doniisiim

Uyarilmis singlet haldeki (S2, S1) titresim enerji seviyeleri Ortiistiigiinde, i¢ doniisiim igin
uygun sart saglanmis olur ve elektron daha diisiik enerji seviyesine sahip uyarilmis singlet
halin titresim enerji seviyesine gegisi tercih eder. Bu gecis 1s1masizdir, elektronun enerji

kaybina neden olur [121].

Uyarilmis haldeki analit molekiillerinin diger molekiillerle veya ¢dziicli ile ¢arpismasi
sonucunda molekiiliin temel hale foton emisyonu yapmadan donmesi islemi ise dis doniisiim

olarak tanimlanmaktadir.

2.6.5. Sistemler arasi gecis

En diisiik uyarilmis singlet hal titresim enerji seviyesi ile uyarilmis triplet hal titresim enerji
seviyeleri arasinda elektron spininin ters donerek yaptigi gegisin adidir. Bu gecis 1s1masiz

gegislerdendir [121].

2.6.6. Ayrisma ve 6n ayrisma

Isik ile etkilesen tiiriin elektronu dogrudan iyonlagma enerjisi seviyesine uyarilabilir ve bu
seviyeden iyonlagsma saglanabilir. Bu olaya ayrisma denir. Ancak elektron uyarildiktan
sonra, enerjisini titresimsel durulma hareketleriyle kaybederek bir alt enerji seviyesine
inebilir. Bu seviye iyonlasma enerjisine denk gelebilir ve elektron tiirden kopabilir. Buna 6n

ayrisma islemi denir [121].

Floresansi etkileyen faktorler

Molekiiler yapi floresans olayini etkileyen en O6nemli parametrelerden biridir. Alkan
yapisindaki ve diiz zincirli yapilar floresans 6zellik gostermemektedir. Floresans 6zellik
gosteren molekiiller genellikle yapilarinda ortaklanmamis elektron iceren yapilarin ve w
baglarmin bulundugu aromatik yapidaki bilesiklerdir. Bu tiirlerdeki n-n* ve n-m*

gecislerinin molar absorptivite degerlerinin yiiksek olmasi floresans ihtimalini arttirir [120,

121].
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Molekiillerde diizlemsellik, donmenin engellenmis olmasi, konjugasyon ve halka sayisinin

artmasi genellikle floresans verimini arttirmaktadir [125].

Sicaklik artisi ise, molekiillerde floresansin azalmasina sebep olmaktadir. Yiiksek sicaklikta
tirlere Kinetik enerji saglanmaktadir ve bunun bir sonucu olarak molekiillerin birbirleri ile
carpisma olasiligi artmaktadir. Uyarilmis molekiiller 1simasiz bir sekilde temel hale
donmektedir. Yine benzer bir sekilde, viskozitenin azalmasi ¢arpismayi arttirdigindan

floresansi azaltmaktadir [121].

Molekiiliin biinyesinde veya molekiiliin ¢6ziindiigii ¢oziiciide bulunan bir agir atom (I veya
Br gibi) molekiiliin floresans verimini azalatip triplet hal olusumu verimini arttirmaktadir.

Bu nedenle 1s1ma ihtimali triplet sisteme dolayisi ile fosforesansa dogru kayacaktir [121].

Ortamm pH’indaki degisimler, hem temel hem de uyarilmis molekiilleri
etkileyebileceginden bu parametre de floresansin verimini etkileyen bir faktordiir. Coziiciisti
ile H bag1 yapabilen molekiillerde ¢oziiciiniin tiirii de floresans verimini etkiler. Ortamda
bulunan ¢6ziinmiis oksijen ile molekiiliin yaydigi 15181 absorplayabilecek bagka bir madde,
liiminesans verimini énemli 6l¢iide azaltir. Ozellikle fosforesans ¢alismalarinda ¢oziinmiis

oksijenin ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir [120].
2.7. Spektroflorimetre ve Cihaz Semasi

Floresans veya fosforesans olgiimlerinde kullanilan cihaz olan Sekil 2.10’da gdsterimi
yapilan spektroflorimetrede 151k kaynagi olarak UV ve goriiniir bolgede 151k yayabilen bir
kaynak tercih edilmektedir. Bu amagla her iki bolgede de siirekli 1g1ma yapan Ksenon
lambalar tercih edilir. Kaynaktan gelen 1sik bir uyarma monokromatériinden gegtikten sonra
ornege gonderilir. Ornekten kaynaklanan liiminesans genelde uyaran 1s1ga 90°” lik bir agidan
toplanarak dedektore ulasir. Boylece numuneyi uyaran isigin, yani 1sik kaynagindan gelen
15181n dedektore ulasmasi onlenmis olur [120]. Liminesans spektrumun elde edilebilmesi
i¢in ikinci bir monokromator olan emisyon monokromatdriiniin 6rnek ile dedektor arasina
yerlestirilmesi gerekmektedir. Daha basit cihazlarda monokromatéorler yerine filtreler
kullanilmaktadir. Filtreli cihazlara florimetre veya fosforimetre, monokromatérlii cihazlara
ise spekftroflorimetre denmektedir. Numune kabi olarak dort tarafi da gegirgen kuvartz

kiivetler ve dedektor olarak foton gogaltici tiipler kullanilmaktadir. Spektroflorimetrede



23

kullanilan dedektoriin genis dalga boyu araliklarinda ve hizli cevap vermesi, 1sik yokken

sinyalin sifir olmasi ve sinyal/gliriiltii oraninin yiiksek olmasi gerekmektedir [120, 121].

Uyarma | Oinek :
I REyhei ﬁmonokromatérijl_l hdcresi

IEmisyon I

monokromatdéri

IKaydedici HYUkseItici H Dedektdr I

Sekil 2.10. Bir spektroflorimetrenin bilesenleri ve dizilimi

2.8. Fosforesans

Fosforimetri, niikleik asitler, amino asitler; pirin ve pirimidin, enzimler, petrol
hidrokarbonlar1 ve pestisitler gibi maddeleri de kapsayan ¢ok cesitli organik ve biyokimyasal
tirlerin tayini i¢in kullanilmistir. Bununla beraber, bu yontem, florometri kadar yaygin
kullanim alan1 bulamamistir. Bunun sebebi, diisiik sicakliklara ihtiya¢ duyulmasi ve
fosforesans Olgmelerindeki daha zayif kesinlik olabilir. Diger taraftan, fosforesans

islemlerinin potansiyel olarak daha yiiksek se¢iciligi cezbedicidir [125].

Siire 6lgegi 10° - 1 sn arasindadir. Fosforesans &lgiimleri floresans dl¢iimlerinden farkli
olarak belli bir maruziyet zamani sonrasi1 gergeklestirilmektedir. Sekil 2.11°de fosforesans
Olciimii icin kullanilan diyagram gosterilmistir. Maruziyet zamani (te) analitle 11k
kaynagindan gonderilen 15181n temas siiresi olarak tanimlanabilir. Isikla uyarilan molekiilde
hem floresans hem fosforesans kaynakli 1s1ma gergeklesebilir. Bundan dolay1r hemen 6lgiim
alinmaz. Belli bir gecikme siiresi (td) sonrasinda emisyon olgtimii yapilir. Grafikte tg ile

gosterilen 6lglim siiresi boyunca dedektor emisyon sinyalini takip eder.
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te td te

Sekil 2.11. Fosforesansin, 1sima baglayip dedektére ulasmasmma kadar zamana bagl
diyagrami (te= maruziyet zamani, td= gecikme zamani, tg= 6l¢clim zamani)

Fosforesans, diisiik sicaklikta fosforesans ve oda sicakliginda fosforesans olmak iizere iki alt

ana baslikta incelenmektedir.

Diisiik sicaklikta fosforesans

Ik gelistirilen yontem diisiik sicaklikta fosforesans ydntemi olarak bilinmektedir. Oda
sicakliginda fosforesans veren molekiillerin sayisinin az olmasi nedeni ile nicel analizde
kullanilmast pek yaygin degildir [120]. Fosforesans ol¢timleri genelde Dewar kabinda
yapilir. Dewar kabinin uyaran ve yayilan 15181 geciren pencereleri olmasi gerekmektedir.
Organik ¢6zelti i¢erisinde hazirlanmis numune homojen sekilde donabilmesi igin i¢ ¢ap1 1-
3 mm olan hiicreler i¢ine konur [120]. Kullanilan hiicrenin ¢ap1 daha genis olursa homojen
donma gerceklesmezken daha dar olursa da sinyal/giiriiltii oran1 diismektedir. Yontemi
kisitlayan noktalardan biri ¢alisilacak numunenin organik ¢oziiclide ¢Oziinmesi
gerekliligidir. Organik ¢6zelti olarak numune polar ise etanol nonpolar ise etanol-izopentan-
dietileter (EPA) karisimi kullanilir. Numune organik ¢oziicliide tam olarak ¢éziinmeli ve
siispansiyon halinde olmamalidir. Bunun yaninda, numune 77 °K’de camsi bir yapida

olmalidir [120].

Oda sicakliginda fosforesans

Oda sicakliginda fosforesans yontemi kat1 ortam ve ¢ozelti ortami olmak {izere iki kisimda
incelenebilir. Kat1 ylizey fosforesans yonteminde numune kati bir ylizeye adsorbe edilmelidir.

Bunu i¢in aliimina, seliilozik destek yiizeyler, filtre kagitlar1 ve silika kulanilabilir, ayrica pelet
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basilip elde edilen pelet 6l¢iim sistemine yerlestirilebilir. Molekiiler baskilama ile hazirlanan
tiirler de ylizeye adsorbe edilebilir. Bu sistemin avantaji, termal olarak kararliligi, sismeye karsi
dayaniklilig1 ve molekiile 6zgii yani daha segici olarak hazirlanabilir olmasidir. Ancak yontemin
dezavantajlar1 arasinda her seferinde ayni yiizeyin hazirlanamamasi, pelet tekniginde kirllma

olmasi ve kullanilan materyalden kaynakli zemin sinyallerinin gézlenmesi olabilmektedir [120].

Cozelti ortaminda fosforesansa yontemleri ise kimyasal koruyuculu ve koruyucusuz olmak

tizere iki ana baslik altinda inceleyebilliriz.

Koruyucu ajan olarak misel ve siklodekstrin kullanilmaktadir. Miseller yiizey aktif tiirlerdir.
Hidrofobik ve hidrofilik uglar1 sayesinde i¢inde bulundugu ¢ozeltinin polaritesine bagli
olarak misel ve ters misel seklinde bulunabilirler. Analizi yapilacak molekiil misel
icerisindeki bosluklara hapsoldugundan molekiillerin birbirleri ve ¢6ziicii molekiilleri ile
carpismasi boylelikle fosforesans sinyalinin diismesi engellenir. Ancak misel ajani olarak
Sodyum dodesil siilfat veya sodyum lauril siilfat kullanildiginda analiz ortaminda sodyum
miktar1 yiiksek olursa numunenin yerine Na* baglanmasi s6z konusu olabilmektedir. Bu
durum yiiksek oranda tuz igeren kan ve idrar gibi matrikslerde dezavantaj olmaktadir.
Siklodekstrin 6 (), 7 (B) ve 8 (y) glikoz molekiiliiniin baglanmasi ile olusmus siklik seker
yapisidir. Siklodektrin yapisinda tag eterlerde oldugu gibi belli bir kavite bulunmaktadir ve
molekiiller bu bolgelere hapsolur. Bu kavite goreceli olrak hidrofobik yapidadir ve etkilesim
Van Der Waals kuvvetleri veya hidrojen baglari ile ger¢eklesmektedir. Molekiil igeride
hapsedilir ve daha saglam bir yap1 olusur. Carpismalar olabildigince azalir ve fosforesans

siddeti arttirilabilir [121].

Kimyasal koruyucusuz sistemlerde ortamda herhangi bir koruyucu reaktif bulunmaz. Bu
teknikte ortama sadece agir iyon veya sodyum siilfit eklenir. Agir iyon kaynagi olarak
TINOs, KI, Nal, KBr, TIHCOOH, AgNOs ve Pb(NOz)2 kullanilabilir. Bu reaktifler i¢inde
en yaygin olarak tercih edilen TINOsz 25-250 mM, Kl veya KBr 1-2 M derisiminde
kullanilmaktadir. Bunun yanisira ortamdaki ¢oziinmiis oksijeni uzaklastirmak i¢in Na2S 1-
15 mM derisim araliginda kullanilmaktadir. Yiiksek derisimlerdeki NazS siilfit kaynakli
baskilama nedeniyle sinyali bastirmakta iken diisiikk derisimde stabilzasyon siiresinin
uzamasina neden olmaktadir. Agir iyon etkili fosforesans yonteminde siklodekstrin ve misel
olugsumlu sistemlerinin aksine ¢okelek ve kopiik olusumu gézlenmez, yalanci faz olusturmaz

ve yiiksek oranda tuz igeren ortamlarda da uygulanabilir [121].
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2.9. Kuantum Noktalar

2.9.1. KN hakkinda genel bilgiler

Kuantum noktalarin daha iyi anlasilabilmesi igin gerekli terimler asagida agiklanmistir. Bu

terimler Sekil 2.12°deki gosterimin 1s1g1nda asagida irdelenecektir [126].

E & E & E &
lietim Band:
T lietim Bands
Enerji Arahg ‘%
E i Arahs
nerji Arahig ffetim Bandi
] v _ 1] r . N 0 .
Yahitkan Yamniletken iletken

Sekil 2.12. iletken, yalitkan ve yart iletkene ait bant enerji seviyeleri

Degerlik (Valens) bandi

Materyaller bu bantlar arasinda bulunan enerji bosluguyla smiflandirilir. Iletken maddelerde
degerlik bandi ve iletkenlik bandi birbirine bitisik durumda iken, yalitkanlarda iki bant
arasinda oldukga biiyiik bir enerji fark: vardir. Yari iletkenlerde bu bant aralig1 yalitkanlara
gore daha azdir [126]. Elektronlarin degerlik bandindan iletkenlik bandina ge¢mesi termal,
elektriksel veya 11k gibi bir dis etken sayesinde gergeklesir [127].

Iletim (iletkenlik) bandi

Degerlik bandinin iistiinde bulunan bir elektrik alan uygulandigi zaman elektronlar1 uyarip
hizlandirabilen yar1 iletken ve yalitkanlar igin bir elektron enerji diizeyidir [126].
Iletkenlerde valens ve iletkenlik band: iistiiste ¢akismaktadir, yasak bant aralig1 yoktur.
Yasak bant olarak adlandirilmasinin sebebi de elektronlarin bu enerji seviyesine ¢ikacak

enerjiye sahip olmadiklarindandir [127].
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Bosluklar

KN’ler yari-iletkenler tiirlerdir. Valens bantta bulunan elektronlar disaridan bir uyarici
sayesinde iletkenlik bandina gecebilir [126]. Elektronlarin valens banttan iletim bandina
gectiginde geride biraktig1 alan bosluk olarak ifade edilmektedir [128]. iletim bandindaki bu
elektronlar bir siire sonra valens banda geri donerler. KN’lerde uyarilmis atom ile bosluk
(degerlilik bandindaki yeri) arasindaki uzakliga eksiton Bohr yarigap1 (Exciton Bohr Radius)
ve elektron bosluk ¢iftine eksiton (Exciton) denir ve bu mesafe her KN i¢in farklidir [127].

Kuantum noktacik

Kuantum noktalara yapay atom da denmektedir. Bunun nedeni, iletim ve valens bantlari
arasindaki bant boslugunun degistirilebilir olmasindandir. Yani KN’lerde boyut istege gore
degistirilebilen bir parametredir. Bu 6zelligin adi literatlirde kuantum sinirlamasi (quantum
confinement) olarak ge¢cmektedir [127]. Kuantum simirlama etkisi sebebi ile KN’lerin
boyutlarinin degisimi ile 1s1ma rengi de degismektedir. Bu 6zellikler KN’lere ¢ok avantajh
optik ve elektriksel 6zellikler katmaktadir. En kii¢iik KN boyutuna sahip 1s1ma rengi mavi
iken, boyut biiyiidiilkge renk kirmiziya kaymaktadir. Sekil 2.13’te boyutlarin renge gore
dagilimi goriilmektedir [129].

Kuantum noktalar, giines pilleri, liminesant biyoetiketler, biyo-sensorler ve biyo-
goriintiileme cihazlar1 gibi genis bir uygulama cesitliligi vaat etmektedir [128-131]. Ayrica
yenilenebilir giines pilleri, spektroskopik ve elektroliiminesans cihazlar i¢in de iyi bir

tamamlayicidirlar [132].

Katkilama, istenilen 6zellikte ve fonksiyonda materyal saglayabilmek i¢in uygun elementlerin
atomlarinin ve iyonlarinin katkilanacak tiirlerin i¢ine modifiye edilmesini de kapsayan, malzeme
biliminde olduk¢a genis bir kullanim alanina sahip teknolojik bir uygulamadir [133]. Katki
malzemeleri, KN’lerin optik davraniglarini gii¢lii bir sekilde etkiler. Bu yiizden, katkili KN’ler,
liiminesant malzemelerin yeni bir sinifi olarak kabul edilir [134]. Katkilanmamis KN’ler,
geleneksel organik emisyon yapabilen malzemeler, organik boyalar ve inorganik fosfor
materyallerine kiyasla olduk¢a ayirt edici Ozellikte avantajlar sunar. Bunlara 6rnek olarak
ayarlanabilir renklerle dar ve simetrik emisyon, genis ve giiclii emilim, diisiik sagilim, yiiksek

bir kararlilik gosterilebilir [135]. Ancak molekiil i¢i temel haldeki dimer kompleksler veya
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bitisik KN’ler arasindaki enerji transferinden dolayr meydana gelen kendiliginden sontimlenme
durumu, katkilanmamig KN’lerin biyoanalizdeki uygulamalarina engel olabilir. Katkilanmig
KN’ler ise yukaridaki avantajlarin ¢ogunu barindirmanin yani sira, dnemli miktardaki Stokes
kaymasi sayesinde bu kendiliginden soniimlenme problemini de onlerler. Katkilanmig
KN’lerdeki biiyiik Stokes kaymasi, katkilanmamis KN’lere gore enerji seviyelerindeki daha
kii¢iik bir bant boslugu sayesindedir [126].

Bugiine kadar Mn?*, Cu?*, Co?*, Ni?*, Ag*, Pb?", Cr¥*, Eu®*, Th®", Sm*" ve Er** gibi pek cok
gecis metali ve lantan dizisi iyonu II-VI kuantum noktalara katild1 ve katkilanmis KN’leri
pek cok uygulama icin cezbedici hale getirdi [136-142]. Bu katkilanmis KN’ler -6zellikle
Mn-katkili ve Cu-katkil1 olanlar- sistematik bir sekilde ¢alisildi [143] Son zamanlarda, Cu?*—
Co?*, Cu?*~Mn?*, Cu?*-Pb?*, Cu?*- lantan dizisi iyonlar1 (Ce®", Er¥*, Th®", Nd*") ve Mn?"—
Eu®* gibi ikili katkilanmis (dual-doped) kuantum noktalara ise ¢ok daha fazla ilgi gosterildi.
Yukaridaki safsizliklar i¢in katkilanan konak kuantum noktalar ¢ogunlukla ZnS (Eg ~3,6
eV), ZnSe (Eg ~2,7 eV), ZnO (Eg ~3,2 eV), CdS (Eg~2,42 eV) ve CdSe (Eg ~1,73 eV) gibi
genis bant bosluk enerjilerine sahip yar1 iletkenlerdir. Bu konaklarin arasinda en ¢ok ZnS ile

calisilmigtir [136-141].

Katkilanmis KN’ler (6zellikle katkilanmis ZnS KN), CdSe ve CdTe kuantum noktalara
kiyasla iki belirgin avantaja sahiptir: bunlar, katki malzemesi i¢in daha uzun emisyon émiirlii
olmasi ve daha diisiik toksisite potansiyeli gostermesidir. Gegis metali ve lantan dizisi iyonu
katkili kuantum noktalarin, katki malzemesi emisyonu omrii genel olarak katkilanacak
KN’nin bant boslugu, hata kaynakli bir emisyondan veya biyolojik arka plan floresansindan
daha uzun Oomirlidiir [126-128]. Bu da biyo-gériintiileme ve biyo-algilamada arka plan
floresansini yok etmede biiyiilk olanak saglar. Liiminesant katki malzemeleri, su an
kullanilandan daha az zararli elementlerden olusan nanokristallerde, goriiniir veya kizilotesi
emisyona sebep oldugundan, biyo-goriintiileme uygulamalarindaki toksisite problemlerini
azaltabilir [127]. Yine de CdS ve CdSe KN’ler de katkili kuantum noktalarin konagi olarak
kullanilmasina ragmen, katkili kuantum noktalarin esas konagi ZnS ve ZnO KN’lerdir ve
toksik metal icermemelerinden dolay1 biyo-analiz ve biyo-goriintillemede umut verici

uygulamalar vaat etmektedirler [133, 144-147].
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Sekil 2.13. Kuantum noktaciklarin boyutlarina gore renk degisimleri

2.9.2. Sulu ve organik ortam sentez yontemleri

Sulu ortam sentezleri

Katkili kuantum noktalarin sulu ortamdaki sentezleri, sulu ¢ézeltide meydana gelen basit bir
¢Okelme reaksiyonuna dayanir. Tipik olarak sentez, katki malzemesi iyon ve katyon
reaktiflerinin (Zn?* ya da Cd?*, asetat, siilfat, nitrat veya perklorat bulunan ortamda) uygun
yiizey ligand1 varhiginda S? ile (genellikle NazS) beraber ¢okmesiyle gerceklestirilir. Yiizey
ligandlar1 sonraki modifikasyonlar i¢in katkili KN’lerde biiyiik 6neme sahiptir. Tiyoller,
polimerler, fosfatlar ve hatta proteinler bile ligand olarak kullanilmistir [148-154]. Bu
ligandlar bu katkili KN’lerin sonraki uygulamalari i¢in ¢ok biiylik bir potansiyel
saglamaktadir. Ham malzemeler, reaksiyon sicakligi ve c¢ozelti pH’1, katkili KN’lerin
parcacik boyutu, dagilimi ve emisyon performansi gibi Ozellikleri 6nemli derecede
etkilemektedir. Sulu yontemlerde, sentez sicakligi (<100 °C) ylizey kusurlarini bertaraf
etmede pek etkili degildir. Bu yilizden, sulu sentezlenmis katkili KN’ler olarak diisiik

liiminesans verimine sahip olabilirler [126].

Dogrudan sulu ortam sentez yontemine ek olarak, katkili KN’lerin hazirlanmasi igin bir de
ters misel yontemi sunulmustur. Tipik bir Mn-katkili CdS KN sentezi siirecinde, biitiin
reaktifler suda ¢Oziiniir ve sonrasinda misel ¢ozelti olusturmak iizere misellerle karigtirilir.
Cd?* ve Mn?* igeren miseller, sonrasinda S? igeren misellerle karistirilip yaklasik 15 dakika
igerisinde Mn-katkili CdS kuantum noktalar olusturur. Bu agsamada, elde edilen Mn-katkili
CdS kuantum noktalar, yilizeydeki yonlenimi degisebilen baglar (dangling bounds) yiiziinden
diisiik liiminesans verimine sahip olurlar (genellikle %5’ten daha az) [155]. ZnS kabugunun
ylizeyinin kaplanmasi (yine ters misel yontemle) liiminesans verimini oldukga arttirir [156,

157]. Suda ¢oziinebilen Mn-katkili CdS veya ZnS kuantum noktalar silika kaplama
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metoduyla elde edilebilir [154]. Tetraetil ortosilikatin (TEOS), damla damla ilave edilen
NH4OH varligindaki hidrolizini takiben, hidroksil gruplarinin (-OH) iginde yogunlagmasiyla
silika kabuk olusur [126, 127]. Kuantum noktalar1 biyokonjiigasyona uygun hale getirmek
icin, TEOS ile 3-(aminopropil)-trietoksisilan (APTES) arasinda ikili yogunlasma ile amin
modifikayonlar1 yapilmasi gereklidir [127].

Organik ortam sentezleri

KN’lere katkilama amagli iyonlar1 modifiye edebilmek icin i¢in ii¢ strateji vardir; KN
cekirdeklenmesinden dnce ve KN sirasinda. Birinci strateji Sekil 2.14A’da belirtilmistir.
Genellikle tipik bir sulu sentezle aynidir, yani hem KN’nin hem de katkilanacak tiiriin bir
reaksiyon sistemine eszamanli olarak sokulmasi ile gergeklesir [158-162]. Ne yazik ki,
sonugta elde edilen katkili KN'lerin yaninda katkilanamamis KN’ler de ortamda bulunur
[163, 164]. Ayrica, katkilama verimliligi biiyiik 6lgiide Mn?* kaynaginin safligina ve partikiil
boyutuna baglidir [165, 166].

Ikinci ve iigiincii sentez yontemleri ise, cekirdeklenme-katkilama ve biiyiime-katkilama,
katkilama isleminin KN c¢ekirdeklenmesinden ve/veya biiyiimesinden ayrilmasina dayanir
ve Sekil 2.14B, Sekil 2.14C’de gosterilmistir [160-162, 167]. Cekirdek-katkilama islemi,
cekirdeklesme  boyunca  KN’nin  ve  katkilanacak  tiirlin  karistirilmasiyla
gerceklestirilmektedir. Cekirdeklesmeden sonra, reaksiyon kosullari, katki maddesinin
aktivitesini azaltmak i¢in uygun olacak olacak sekilde ayarlanir ve KN’nin biiyiimesi asil
islem haline gelir. Bu islem ile de katki materyali, Sekil 2.14B’deki gibi KN’nin neredeyse
tam ortasinda kalacak sekilde modifiye edilmis olur. Ugiincii yontem ise Sekil 2.14C’de
gosterilmistir. Bliyiime —katkilama igin, uygun sartlar altinda oncelikle KN sentezlenir.
Sicaklik disiiriiliir ve devaminda katkilanacak tiir, bir KN biiyiitme islemi meydana
gelmeden modifiye edilir. Katkilanacak tiiriin biiylimesinden sonra KN’nin yeni yiizey
tabakasi, yiizeyi katkilanmis materyali kaplar. Bu sayede {igiincii sentez ger¢eklesmis olur

[168-171].
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Sekil 2.14. KN’lerin sentez yontemleri [127]

Yukarida sozii edilen organik sentez yaklasimlari i¢in, Zn ve Mn kaynaklarinin hazirlanmast
icin hava ile temas ettiginde bozunmayan kararli kimyasallarin kullanilmas1 gerekmektedir.

Bununla birlikte, Se kaynaginin ilavesi hala toksik, pahali ve piroforik ¢oziiciiler gerektirir
[160, 161].

Yesil kimya ve endiistriyel uygulamalar agisindan, piroforik ve organofosfat reaktiflerinin
kullanimin1 oldukg¢a zararhidir [172]. Bu nedenlerden dolayi, Se'nin oda sicakliginda
¢Oziinmesine yardimci olmak i¢in selenoiire veya NaBH4 kullanilir [173, 174]. Se tozunun
bazik kosullar altinda c¢oziiniirligli ve reaktivitesini diislinecek olursak, 220 C'de

kullanilmak tizere oleylamin ve oktadesen, organofosfata iyi birer alternatiflerdir.

Suda ¢oziinen katkili KN'ler, biyosensdr ve biyogdriintiileme uygulamalart i¢in oldukga
gereklidir. Katkili KN'lerin suda ¢oziiniir hale getirilmesi i¢in, merkaptopropiyonik asit
(MPA) gibi kii¢iik molekiiller ile modifikasyon onerilir [175-177]. Katkili KN'lerin MPA ile
muamelesi i¢in sentezlenmis katkili KN'ler, standart bir ¢oktiirme-¢oziinme prosediirii
kullanilarak saflastirilir. Miimkiin olan en diisiik hacimde kloroform igerisinde ¢6ziindiiriiliir
ve MPA ile modifiye edilir [175]. Ardindan 20 dakika boyunca sonike edilir, MPA kapl
katkilt KN siispansiyonu, santrifiijleme ve dekantasyon yoluyla toplanir. MPA’ nin fazlasi
kloroform ile ¢oktiiriiliir ve yikanir. Katkili KN'leri sulu ¢6zelti haline getirmek i¢in ortama
NaHCO0s ¢ozeltisi eklenir [127].

Yart iletken tiirlerin olusumunda sentez basamagi cok dnemlidir. Coziicli se¢imi yalnizca kristal
yapmin olusumunu kontrol etmekle kalmaz, polaritesini, suda ya da organik ortamdaki

coziiniirliigl, islevselligini ve deneysel uygulamalari {izerinde de biiyiik rolii vardir. Yukarida
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bahsedildigi gibi KN’ler ve katkili KN’ler sulu ve organik ortamda sentezlenebilmektedir. Sulu
ortamda yapilan sentezler daha az toksik, biyolojik uygulamar i¢in kullanish ve daha az maliyetli

oldugundan genellikle sulu ortam sentezleri tercih edilmektedir [127].

2.10. Katkili KN'lerin Liiminesans Ozellikleri

Mn katkili KN'lerin hazirlanmasi i¢in bir takim metodolojilerin ortaya ¢ikmasi, bu malzeme
smifinin 6zellikleri tizerinde yeni ilgi uyandirmustir. Literatiirde yer alan derleme makaleleri
Mn katkili KN'lerin liiminesans 6zelliklerini 6zetlemistir [127]. Cizelge 2.4’te de katkilanan
KN’lerin optik ozellikleri karsilastirilmali olarak sunulmustur. Ligand alan teorisi ile

2+

aciklandigr gibi, Mn“"’nin temel haldeki enerji seviye diizeyi 6A1 ve ilk uyarilmis hali 4T1
ile gosterilmistir [178]. Temel halden (6A1'den) uyarilmis duruma gecis 4T1 yasakli bir
gegistir. Bu gecisin, tipik 11 — VI yar1 iletken KN’lere gore absorpsiyon katsayist (Emnz+) 4-

5 kat daha diisiiktiir [178-184].

Cizelge 2.4. Katkilanmis KN’lerin optik 6zellikleri

Goriiniir
K?tkllanan o Katk11anm1s K,N Bolge Fotokararlilik | Bant Genigligi Referans
Tiir KN Emisyon aralig1 ;
Emisyonu
Zns, 560-620 nm
M2 ZnSe, arasmda Bant boslugu
n Cds, degisebilir, . ; . [160, 162,
CdSe, ancak (eirTIIIS):f)rTlut:II(IEH Cok iyi Yaklagik 50 nm 166]
CulnS2, | cogunlukla 590 | “CE1TE
AgInS2 | nm
Zns,
ZnSe, Goriiniir bolge
Cds ile yakn IR Aragtirmalar C g
+ +2 ! - -
Cu*, Cu InP. arasinda devam ediyor Cok iyidegil | 70-90 nm [185-188]
ZnCdS, | degisebilir.
ZnInSe
ZnS, KN’ye baglt Arastirmalar
Ag* CdS, olarak 490-630 ¥ . Belirtilmemis | 100 nm [189, 190]
- devam ediyor
CdSe nm araliginda
Zns, Goriiniir bolge
Cas, ile yakin IR Arastirmalar
Ni*2 Zno, cy S Belirtilmemis | >100 nm [191, 192]
ZnSe arasinda devam ediyor
cdzns degisebilir
+2 Aragtirmalar i . . .
Pb ZnS 650 nm - Belirtilmemis | Belirtilmemis [193, 194]
devam ediyor
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Konak kuantum noktalarin katkilanmasi, 4T1—6A1 gegisinin yiiksek verimde
gerceklesmesine izin vererek, 4T1—6A1’in genis bant bosluk enerjisinin ve ¢ogu II — VI
yariiletken tiirler (ZnS, ZnSe ve CdS) tarafindan saglanan diisiik foton enerjisinin
birlesmesine sebep olur. Mn?" katkilama islemi sonrasinda, Mn?* iyonunun d-elektron
seviyesi ile yar1 iletken KN'lerin s-p elektronik seviyeleri ile giiclii bir sekilde etkilesir ve
liminesan merkezler olarak hareket eder. Mn*? ile katkili kolloidal KN'ler, elektronik
yapilarina gore ii¢ genel gruba ayrilabilir ve bu ii¢ durum Sekil 2.15te gdsterilmistir [178,

195, 196].

| I} 1
B ==
‘ T Al T,
Temel Hal Temel Hal Temel Hal
Ornegin Mn Katlalt Ornegin Mn Katlal Ornegin Mn Katlal
ZnS Zn0 CdSe

Sekil 2.15. Mn katkili KN’lerde gbzlenen fotoliiminesansinin, ¢esitli enerji seviyelerdeki
ger¢eklesme mekanizmasi [127]

[lk grup esas olarak ZnS, ZnSe ve CdS'yi ve son zamanlarda CulnSz ve AgInSz icerir, burada
Mn?* enerjisi katkilandi81 yar1 iletkenin optik bant enerji aralig1 i¢inde bulunur [197]. Ikinci
grup, Mn?* katkili ZnO KN’ler gibi genis bant bosluguna sahip yari iletkenlerde nadir
bulunan bir durumdur. Burada bosluk i¢indeki donor tipi veya alici tipi fotoiyonizasyon
durumlar1 nanokristal emisyonu biiyiik Ol¢lide veya tamamen sOniimlenmeye yol agan
elektronik durumlar1 anlatmaktadir (Sekil 2.15 resim 11). Ugiincii grup, katkilanacak yari
iletken enerji boslugu i¢inde herhangi bir safsizlik durumu olmadiginda tanimlanabilecek
niteliksel olarak farkli bir senaryodur (Sekil 2.15 resim I11) [127].

Z"ye izl enerji

Birinci Mn katkili KN grubu, yar iletken tiiriin uyarilmasi lizerine Mn
transferi ve yiiksek kuantum verimleri sayesinde, foto- veya elektro-liiminesan uygulamalar
icin son zamanlarda ilgi ¢ekici olmaya baslamustir. Ornegin, Mn katkili ZnS KN'ler i¢in 420
ve 590 nm merkezli iki emisyon bandi gdzlenenebilir. 590 nm civarindaki pik, Mn?*

iyonlarinin 4T1 = 6A1 gecisine atfedilir ve goreceli olarak daha seyrek gozlenen 420 nm
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civarindaki emisyon kiikiirtiin orbitallerindeki bir elektron ¢iftinin alig-verigine
dayanmaktadir [126, 129]. KN'den, Mn?"’ye dogru gerceklesen hizli enerji transferi,
kiikiirtteki elektronun gecisinin séniimlenmesine sebep olur ve 590 nm merkezli yeni bir
liminesans Ozelligine yol agar. Mn katkili ZnS ve CdS KN'lerin ¢ogu sulu yollarla
sentezlendiginden, bu KN'lerin kristal yapisinin kararliligi tipik olarak yiiksek sicaklik ve

organik yollariyla hazirlanan Mn katkili ZnSe KN'lerden daha diistiktiir.

ZnS, ZnSe veya CdS KN'leri i¢in, katkilanacak tiire ait olan emisyonun enerjisi, konagin
KN’nin bant araligiin enerjisine gore kirmiziya kaydirilir. Bu nedenle, katkilanacak tiiriin
emisyonu KN materyali, tarafindan absorbe olmaz, bdylece kendi kendine absorpsiyon

sorununu en aza indirilir.

Mn katkili KN’ler i¢in diger iki grup tamamiyle, ilk resimden farklidir. ikinci grupta, alici-
verici tipi enerji gegisleri bant boslugu i¢inde yer almaktadir. Bu da durulmalar gibi 1s1masiz

gegcislere yol agmaktadir. 4T1 — 6A1 gegisine ait bir emisyon gézlenmez [198].

Uciincii resimde, katkilanacak tiire ait enerji hali, ilgili KN’nin enerji boslugu arasinda
bulunmamaktadir. Katki materyali olan Mn*?’ye diizenli bir enerji transferi aktarim yolu

bulunmamaktadir [127]. Ciinkii katkilanacak tiiriin en diisiik uyarilmis hali, Mn*%’

ye ait tim
d-d uyarilmis hallerinin altinda kalmaktadir. Bununla beraber, kuantum sinirlama etkisi ve
CdSe enerji boslugu Mn*? ligand alan gegisi arasinda kiiciik farkliliklar bulunmaktadir. Bu
fark goz Oniine alindiginda Gamelin ve arkadaslarinin yaptig1 calismaya gore, KN boyutu

3,3 nm’den daha diisiik tutuldugunda emisyonun miimkiin olabilecegini gostermislerdir

[195].
2.10.1. Mn-katkih kuantum noktalarin emisyonu

Genellikle, Mn-katkili kuantum noktalarin Mn?* emisyonlart 590 nm civarinda ve KN’nin
(ZnS, CdS ve ZnSe) biiyiikliigiinden, seklinden ve dogasindan bagimsizdir [162]. Ancak,
yakin zamanda yapilan arastirmalar Mn katkili KN’nin Mn emisyonlarinin, dar bir aralikta
ayarlanabilir oldugunu gostermektedir [199-201]. Ornegin, Mn-katkili KN’lerde, genis
boyut degisimli durumlarda “’kuantum kisitlamasina benzer etki’’ gézlemlenir [127]. Bu
durum,~10, ~4,5, ~3,5 ve ~1 nm boyutlarinda Mn-katkili ZnS kuantum noktalarinin,

sirastyla 591, 588, 581 ve 570 nm Mn?" emisyonu dalga boyuna sahip olmasina neden olur.
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Mn emisyonu dalga boyu, 575 nm den 620 nm ye yiikselmesi i¢in KN’nin ¢apmin 1,9

nm’den 2,6 nm’ye ¢ikarihr [202, 203]. ilk-prensip hesaplamalar ile birlikte yapilan

sistematik deneyler sonucunda, kristal alan etkisindeki degisimler sebebiyle, farkli

pozisyonlarda (¢ekirdek ve yiizey) tutulan katki malzemesi Mn?* farkli emisyon enerjileri

gostermistir [203].

Cizelge 2.5. Boyalar ve KN’lerin 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Ozellik Boya KN Referans
Absorpsiyon Dar ve kesikli bantlar halinde | S¢€"is» UV bolgeye dogru artan
bir spektrum sayesinde uyarma | [204]
Spektrumu (35-100 nm) .
dalgaboyu se¢im sans1 vardir.
Emisyon Spektrumu | Kuyruklanma gézlenebilir Simetriktir [205]
- 2,5x10%-2,5x 10°
Molar Absorpsiyon 10°— 108 Mt cm? [206]
Katsayisi M>Lem -1
Boyut 0,5 nm, molekiil 1-10 nm, kolloid [206]
Kullanilan boyaya baglhdir. Agir metal iceren baz1 KN’ler
Toksisite Cok diisiikten yiiksek dereceye | toksiktir. (Arastirmalar devam | [207]
kadar genis bir araliktadir. etmektedir.)
Coziinebilirlik veya o ) . _
homojen dagilabilirlik Su_bstl_tqent ile kontrol Yiizey kimyast ile [208]
edilebilir. degistirilebilir (ligand)
. Kimyasal bozulmalara kars1
Kimyasal Kararlilik Cok zayif cok dayaniklidir. [209]
Goriiniir bolgede vey aki alan
Fotokararlilik Genellikle zayiftir. IR bolgesinde yiiksek [209]
kararliliktadir.

Yar iletken KN’ler, liiminesant boyalarla kiyaslandiklarinda daha keskin, simetrik ve dar

emisyon bantlarina sahip olduklar1 gézlenmektedir (Sekil 2.16). Birbirinden ayr1 bantlari

sayesinde KN’lerin farkli renklerde net olarak goriilmesi miimkiindiir. Fakat, Rodamin gibi

bir boyar madde, genis bir emisyon bandina sahip oldugundan farkli dalga boyunda emisyon

veren bir tiir ile 1s1malar1 ayni1 renkmis gibi goriiliir, girisim yapar. Cizelge 2.5’te KN ve

boyalarin karsilastirilmast ve Sekil 2.16’daki absorpsiyon ve emisyon spektrumlar1 goz

ontine alindiginda; organik boyalara gére KN’lerin emisyonlarinin daha belirgin olmasi,
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fosforesansin temeline gore gecikmeli 1s1ma 6zelligi, organik boyalarla kiyaslandiginda daha
uzun siire kararli kalabilmeleri ve istiin foto-kararlilia sahip olmalar1 avantajh

ozelliklerindendir, bu nedenle tercih sebebidir [210].

]
\
[\
1§ Rodamin 6G
V"
V Kuantum Nanokristal

/ Rodamin 6G

Absorpsiyon Kuantum Nanokristal

Floresans

04
02
0.0+
T T T T T T T o |
450 500 550 600 650 450 500 550 600 650 700
Dalga Boyu (nm) Dalga Boyu (nm)

Sekil 2.16. Uyarma ve Emisyon spektrumlari
2.11. Katkilanmis KN’lerin Liiminesans Sensor Alanindaki Kullanim

Katkilanmis KN’lerin liiminesans 6zellikleri katkilanmamislara gore daha kullanish ve
avantajlidir. Katkilama ile elde edilen ekstra enerji seviyesi sayesinde, uyarilmis seviyede
katki malzemesi emisyon Omrii, kuantum noktalarinin eksitonik emisyon (ya da yiizey
emisyonu) Omiirlerine kiyasla daha uzundur. Analitik bakis agisina gore, bu tip uzun-6mdirlii
emisyonlar ancak siradan floresans, fosforesans ya da zaman-ayrimli floresans modunda
tespit edilebilir [210, 211]. Fosforesansta veya zamana-ayrimli floresans modunda,
biyolojik otofloresans ve sac¢ilimin bertaraf edilmesi, arka plan giiriiltiisiinden sonra analit

sinyalleri toplanarak gergeklestirilir [211].

Molekiiler fosforlar kimyasal sensor uygulamalarinda yaygin bir sekilde kullanilirlar [212-
214]. Oda-sicakligi fosforesansi kullanilarak yapilan ¢alismalar, floresans metoduna gore
bircok avantaja sahiptir. Oda sicakliginda fosforesans, biyolojik Orneklerde rastlanan
floresans emisyonundan ve 1sik sagilmalarindan, uygun bir gecikme siiresi sayesinde,
kolayca kagmilmasini saglar [126, 127]. Mn-katkili KN’ler igin, Mn?* 4T1 — 6Al
emisyonunun iyice onaylanmis ms-6l¢ekli 6mrii sebebiyle, Mn-katkili KN’lerin fosforesans
sensorii olarak kullanilarak zemin floresansi ve biyolojik matrislerin sagilimlarinin yok
edilmesi icin analitik arastirmalar ilk olarak biyolojik sivilarda enoksasin tespiti i¢in 2008’de

Yan’in aragtima grubu tarafindan yapilmigtir [215]. Floresans modunda oldukga ortada
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olmasina ragmen, fosforesans modunda, idrar ve serum zemin sinyalleri bu sayede tamamen
yok edilmistir. Uzun-6miirlii fosforesansin, katkili kuantum noktalarinda kullanilmasinin bir
diger dnemli avantaji ise tipik degiskenlerin (6rnegin ¢oziilmiis oksijen), siradan organik
boyalarin emisyonunu biiyiik 6l¢iide bozmasina ragmen, katkilanmis kuantum noktalarinin
fosforesansi i¢in ihmal edilebilir diizeyde olmasidir [215, 216]. Su anda, katki1 malzemesi
emisyonlarinin bu dayanikliligi, siradan organik boya-bazli oda sicakliginda fosforesans
analitik yontemlerine kiyasla, daha basit, kolaylikla ¢ogaltilabilir ve saglam bir oda

sicakliginda fosforesans analitik yontem biliminin olugsmasini saglamistir.

Molekiiler baskilma teknigi, KN’leri islevsellestirmek ve seciciliklerini arttirmak i¢in etkili
bir aractir. Wang ve digerleri, Mn-katkili1 ZnS kuantum noktalarinin fonksiyonellestirilmesi
icin bir yiizey molekiiller baskilama stratejisi gelistirdi [217]. 3-merkaptopropil
trimetoksisilan (MPTS), Mn-katkil1 ZnS kuantum noktalar1 i¢in, tiyol grubunun Zn?* ile olan
yakinligindan dolay1, baslik ligandi olarak kullanilarak kullanildi [218]. Molekiiler
baskilanmis bir polimer (MIP) katmani daha sonra MPTS-kaplanmis Mn-katkili Zns
kuantum noktalarinin yilizeyine, sol-gel yontemi ile sabitlendi. Bu yontem kalip molekiiliin
(pentaklorofenol), elektrostatik etkilesim yoluyla, MPTS 3-Aminopropiltrietoksisilan
(APTES) ve tetraetoksisilan (TEOS), yapisina baskilanmasini igerir. Kalip molekiil yapidan
ekstrakte edildikten sonra, Mn:ZnS KN’lerinin yiizeyinde pentaklorofenole 6zgii, segici bir
kavite olusturuldu. Pentaklorofenol ve bu tanima bdlgesi arasindaki etkilesimin sonucu
olarak, Mn-katkili ZnS kuantum noktalarinin fosforesans 6zelligindeki degisim gézlendi.
Mn:ZnS KN’lerinin fosforesans 0Ozelliginin ve yiizeyi baskilanmigs polimerlerin
avantajlarinin bir araya gelmesi, sadece seciciligi arttirmakla kalmaz, ayrica fosforesant
ozellikte olmayan analitlerin, herhangi bir indiikleyici ve tiirevlendirmeye ihtiyag
duymadan, secici olarak tayinlerinin yapilmasina izin verir. Ayrica, Mn:ZnS KN’lerinin
ylizeylerinde bdyle bir yiizey baskilama islemi, diger kalip molekiillere de
uygulanabilmektedir [219, 220]. TNT, enoksasin, arjinin, glutatyon, folik asit vb. kalip
molekiiller kullanilarak katkili KN’ler kullanilarak floresans ve fosforesans sensorler

gelistirilmigtir. Caligmalara ait 6zet bilgiler ¢izelge 2.6’da 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.6. Katkilanmig KN’lerin floresans ve fosforesans 6zelliklerinin sensor alanindaki

uygulamalari
KN iﬁg?;ggs E?ﬁ;&gzﬁg dde Analit Matriks LOD Yontem Referans
Mn:ZnS Sistamin TNT SuluCozelti | 1nM (Fs'zfiarﬂim) [221]
Mn:ZnS-FesOs | Merkaptoetanilamin TNT Sulu Gozelli | Lo (Fsoiiﬁﬁne) [222]
Mn:ZnS L-Sistein Enoksasin Sli\}//l?;?j ik gﬁﬂs fgg;%ﬁzgjm) [215]
Mn:ZnS L-Sistein Aseton Isdurl:r ortam, (r)né L fgg;ﬁig;e) [216]
Mn:ZnS Sodyum tripolifosfat MIP ﬁzli;orbik Idrar, Plazma 9nM fggj}%ﬁg?jne) [223]
Mn:Zns MIP Diazinon | Cesme Suyu ;g?ﬁ (Fs'gfjﬁﬂzmm) [224]
Mn:ZnSe:ZnS | Merkaptopropiyonik Asit IE]orourasil gzzsrzlljnmmu 313;’ I(:Slgfiii?lfenme) [211]
Mn:Zns Tiyoglikolik Asit gg}jf;‘ﬂl;m Emf%ﬂglar ﬁff (Fs'gfﬂzme) [225]
Mn:ZnS L-Sistein Florourasil E?\?;Iéiggﬁlar 3:/?nL I(:Slgfiisﬁ?;nme) [226]
Mn:CdS:ZnS Dopamin Glutatyon Deiyonize Su - grlt?;f)s ans (Sinyal [227]
Mn:ZnSe Horseradish Peroksidaz L-Tirosin Belirtilmemis 3g0/1-nL [(:Sl?jfi;irinme) [228]
Mn:ZnSe Bienzim Parokson ggfme Suyu, rl):li/ll (Fslgfiisz?;nme) [229]
Mn:ZnS ATP Avjinin idrar ?ﬂff f;j;iﬁzﬁe) [230]
Mn:ZnS Glukoz Oksidaz Glukoz fnsan Serumu | 3 uM (Fsc’jl‘:‘l’lffli?; o [231]
Mn:ZnS Merkaptopropiyonik Asit Folik Asit Su il\l/f (Fslgfiisz?lznme) [232]
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2.12. Aminoglikozid Antibiyotikler

Aminoglikozid (AG) antibiyotikler hizli bakterisit etkileri, klinik etkinlikleri ve yaygin
kullanimlari ile 6nemli bir antibiyotik grubudur. Bu 6zellikleri onlarin ciddi enfeksiyonlarin

tedavisinde kullanilabilen antibiyotikler grubuna girmelerini saglamistir [233].

Yap1 ve kimyasal 6zellikleri incelendiginde, AG antibiyotiklerin birbirlerine glikozid baglari
ile bagli iki veya daha fazla amino sekerden olugsmus bir antibiyotik grubu oldugu goriiliir.
Amino sekerler ortada bir heksoz ¢ekirdek olan aminosiklitole baglidirlar [233]. pH 6,00-
8,00 arasinda oldukga kararlidirlar, pH 7,40’te ise gii¢lii bir pozitif yiike sahip olurlar yani
katyonik 6zelliktedirler. Bu giiglii polariteleri nedeniyle, hiicrelerdeki anyonik molekiiller
ile etkilesimleri kolaylasir, lipopolisakarid -LPS- ile hiicre i¢indeki DNA ve fosfolipidlere
baglanma ilgileri yiiksektir [234, 235]. Suda ¢ok iyi ¢Oziiniirken, organik ¢oziiciilerde
¢oziinmezler. Alkali pH’de etkileri artarken asidik pH degerlerinde ise azalmaktadir [233].

Aminoglikozik antibiyotiklerin etki mekanizmalari

AG antibiyotikler elektrostatik etki sebebiyle hiicre duvarina hizli bir sekilde baglanabilirler.
Bu pasif bir fazdir ve enerji gerektirmez. AG’ler, LPS’lere baglanan Mg®* ve Ca?
iyonlarinin yarigsmali olarak yerini alir. Sonugta, dis membranda bir bozulma meydana gelir,
gegcici bir giris bolgesi olusur ve duvarin normal gecirgenlik fonksiyonu bozulur [236].
Iyonik baglanmanin ardindan, AG tutulumu iki enerjiye bagiml faz (EBF) olarak gelisir.
Bakterisit etki, EBF-1 ve 2 arasindaki gegis esnasinda baslar. Birgok bakterinin EBF-2’nin
%25’inin tamamlanmasindan Once Oliimciil hasarlara sahip olduklar1 gozlenmistir. Daha
yiiksek eksternal AG konsantrasyonu, hizlica EBF-2 tutulumunu tetiklemesi sebebiyle
gerekli hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonuna ulasmaktadir [237]. Hiicre icine giren AG’ler
cogunlukla 508, goreceli daha az oranda ise 30S ribozomal alt birimlere baglanmaktadirlar.
Buralarda bir¢ok baglanma yeri bulunmaktadir. Sonu¢ olarak, mRNA kodunun hatali
okunmasi ile [a] protein sentez orami azalir, [b] hatal protein iiretimi olur. Buna karsin,
AG’lerin sagladig1 bakteri oliimii ¢ok faktorliidiir. Fazla bir trans membran elektrik
potansiyeli, AG’lerin daha ¢ok antibakteriyel etki yapmalarin1 saglamaktadir. Anaerobik
durumlarda, diisiik eksternal pH’de ve yiiksek osmolaritesi olan kiiltlir ortaminda {ireme

transmembran elektrik potansiyelini diisiirmektedir. Bu durumlarin her birinde AG
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transportunun ve ilgili olarak antibakteriyel aktivitenin azaldigi belirtilmistir. Bu nedenle

AG’ler anaerobik bakterilere kars1 etkisiz kalmaktadir [233].

Farmakolojik ve Farmakokinetik Ozellikleri
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Plazma pik konsantrasyonu diizeyine intramiiskiiler (IM) verildikten 30 veya 60 dakika,
intraveno6z (IV) verildikten 30 dakika sonra ulasmaktadirlar [233].

Streptomisin haricinde plazma proteinlerine olduk¢a az baglanirlar [233].

Biiytik 6l¢iide hiicre dis1 siviya dagilirlar [233].

Dagilma hacmi geng eriskinlerde viicut agirliginin %25-30’u kadarina esdegerdir [233].
Kan-beyin, kan-beyin omurilik sivisi engelini gegmekte zorlanirlar [233].
Yenidoganda beyin omurilik sivisin1 gegerler [233].

Tikanma oldugu takdirde safra igine giremezler [233].

Salg1 ve dokularin hiicre iglerinde diisiik miktarlarda bulunurlar [233].

Renal korteks, i¢ kulak ve perilenfte yiiksek yogunluga erisirler [233].

Plevra, sinovya, periton ve perikard bosluklarina gegebilirler [233].

. Viicutta metabolize olmazlar ve glomeriiler filtrasyonla degismeden bobreklerden

atilirlar. Sonugta verilen dozun %80- 90’1 24 saatte idrarla atilmaktadir. Idrarda
serumdan 80-100 kat daha fazla olabilirler (kreatinin klirensi 30 ml/dakika iizerinde ise)
ve triner sistem infeksiyonunu tedavi edecebilecek seviyeye ulasirlar [234-236].

Yari Omiirleri 2-4 saattir [233].

Yas, obezite, bobrek fonksiyon bozuklugu gibi parametrelerle ilgili dagilim hacmi,
eliminasyon yari1 Omiirleri degigsmektedir [233].

B-laktam antibiyotiklerle aymi sivida verilmezler. B-laktamantibiyotikler, ozellikle
penisilinler zamana bagli olarak bakteriyi Oldiirlirler ancak aminoglikozidler
konsantrasyona bagli oldiiriir [233].

Farkl1 derecelerde proksimal tubuluslardan yeniden absorbe olurlar [233].

Bobrek yetmezlik problemlerinde (kreatinin klirensi 40 ml/dakika altinda) yar1 dmiirleri

cok uzar. Uremik hastalarda bu siire 40-50 saat kadar olur [234].

Aminoglikozidlere karsi olusabilen antibiyotik diren¢c mekanizmalari

AG’lere diren¢ mekanizmalari iige ayrilir. ilki enzimatik modifikasyon olarak adlandirilir.

Amino grubunun asetiltransferaz enzimi ile asetilasyon, hidroksil grubunun niikleotidil
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transferaz enzimi ile adenilasyon veya hidroksil grubunun fosfotransferaz enzimi ile
fosforilasyon reaksiyonlari ile AG inaktive olur. Bunun sonucunda, ribozomlara baglanma
zayiflar ve azalir. EBF-2 uptake’i basarisiz olur ve yiiksek oranda direng olusur. Ikinci olarak
ribozomlardaki tek bir mutasyon ile AG’nin ribozoma baglanma boélgesinin (reseptoriin)
degisimi ile direng olusabilir ki bu nadirdir ve tek bir AG’ye kars1 olusur. Son zamanlarda
enfektif endokardit etkenlerinde karsilasilan streptomisin direncinin bu mekanizmayla
olustugu bildirilmektedir [233, 234]. Ugiincii mekanizma, AG uptake’inin degismesidir ve
antibiyotikler arasindaki ¢apraz direncin nedenidir. Diren¢ diizeyi enzimatik

modifikasyondakinden daha azdir [233].

Klinik mikrobiyoloji

Gram-negatif aerobik veya fakiiltatif anaerobik bakterilere bakterisit etkilidir. Etki
spektrumuna giren bakteriler, Enterobactericeae, Pseudomonas spp., metisiline duyarlt
Staphylococcus aureus (MSSA), Haemophilus spp., M. tuberculosis, atipik mikobakteriler,

Francisella tularensis, Yersinia pestis ve Brucella spp.’dir [233].

Etkisiz olduu mikroorganizmalar ise pnomokoklar ve A grubu B-hemolitik streptokoklar,
Stenotrophomonas maltophilia, Bacterioides fragilis, Clostridium spp. ve diger anaerop
bakteriler, Rickettsia spp. ve Mycoplasma spp.’dir [233]. Antimikrobik sinerji, hiicre duvar
sentezini bozan antibiyotiklerle kombine edildiginde saglanir. Bu antibiyotikler; penisilinler,
sefalosporinler, monobaktamlar, karbapenemler ve glikopeptidlerdir. Bu antibiyotiklerle
kombinasyonu ayr1 ayr1 veya tek tek kullanimlarina gore daha yiliksek ve giiclii bakterisit
etki goOsterir. Bakteriostatik antibiyotiklerle kombine edildigindeyse antagonist etki

gostermektedirler (tetrasiklin ve kloramfenikol) [233].

Klinik endikasyonlari

Ampirik tedavi i¢in, aerobik Gram negatif bakteri ve Gram pozitif koklarin meydana
getirmesi olas1 durumlarda kombine olarak kullanilmaktadirlar. Bunlarin arasinda, sebebi
belirsiz ates, yanik yarasi1 enfeksiyonlari, infektif endokardit, intra abdominal enfeksiyonlar,
febril notropeni, osteomiyelit ve septik artrit, diyabetik hastalardaki eksternal otit, ventilator
ile iligkili pndmoniler, pyelonefrit, pelvik inflamatuar hastalik, enfekte diyabetik ayak
sayilabilir [234-237]. Spesifik tedavide ise acrobik veya fakiiltatif anaerobik Gram-negatif
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basil infeksiyonlarinda kullanilirlar. Cerrahi profilakside, kalp kapak hastaligi olup da
Enterococcus spp. bakteriyemi riski olanlara uygulanacak genitoiiriner ve gastrointestinal
cerrahide ampisilin veya ampisiline allerji varsa vankomisin ile kombine olarak gentamisin
verilebilir [238].

Aminoglikozidlerin tek doz kullanim

Son 15 yilda AG’lerin hem minimum toksisite ile hem de daha etkili bir sekilde
kullanilmalari i¢in ¢ok sayica incelemeler yapilmistir. Bu ¢alislmalardan en 6nemlileri daha
az enjeksiyon sayisi ile daha yiiksek dozla yapilanlar olmustur. Bu tip arastirmalar tek doz
AG kullaniminin ana gerekgelerini ortaya c¢ikarmistir. Bu gerekceler incelenecek olursa

[234, 238-243]:

1. Renal kortikal uptake doyurulmasi. Tek dozdaki AG kullanimi sonucunda toksisitenin
azaldig1 digiiniilmektedir. Tek doz AG ile AG’siz serbest bir donem saglandigi (uzun
interval nedeniyle) ve son derece diisiik AG serum diizeyi daha dnceden hiicreye alinmis
olan ilacin ¢ogunun hiicre disina tasinmasini saglayarak toksisitenin azalmasina yol
acabilir [234].

2. Konsantrasyona bagli bakterisit aktivite: AG’ler konsantrasyona bagli dldiirme etkisine
sahip antibiyotiklerdir. Minimal inhibitor konsantrasyon degerinin tizerinde daha yiiksek
AG konsantrasyonu daha yiiksek bir 6ldiirme veya bakterisit etki olusturabilir [233].

3. Post antibiyotik etki (PAE): Bu grup antibiyotiklerde ila¢ konsantrasyonu MIK degerinin
altina diistiigli durumlarda bile bakterisit etkinin devam ettigi gozlenmistir. Bu etkinin in
vivo olarak in vitro testlerden daha zaman alict oldugu gosterilmistir. PAE
mikroorganizmaya ve ulasilan en iist degere gore degisir. PAE nin daha uzun siire devam
etmesini saglayan faktorler, baglangi¢ AG konsantrasyon degerinin daha yiiksek olmasi,
kiltiir ortaminda AG’in daha uzun siireli olarak tutulmasi, kiiltiir ortamina daha az bakteri
ekilmesidir. Imipenem, AG’lerin PAE’sini artiran bir ilactir. B-laktam antibiyotiklerle
kombinasyonu ise bu etkiyi artirmaz [233].

4. AG’lere adaptif direng: In vitro ¢alismalar AG’lerin MIK degerinin iizerinde devamli
kalacak sekilde fraksiyona verilmesiyle olusan bir direnctir. Bakteriyel AG uptake’nin
“down regulation” a yol actig1 diistiniilmektedir [235]. Bu potansiyel diren¢ problemi
AG’siz ortamda lretilen mikroorganizmalarda saatler i¢inde geri dondiigii saptanmus,

ancak bu gozlenen durum heniiz in vivo testlerle kanitlanmamistir [233]. Giinde tek doz



43

AG tedavisinin motivasyonu, yukarida tartisilan bir takim in vitro kanitlara, hayvan
calismalarina, siirli insan verilerine, bakim ve ilag agisindan maliyetli olusuna, gerekli
serum diizeylerinin miktarma ve insan ¢aligmalarinin, ¢ogu ¢oklu doz rejimi ile ayni

derecede etkili ve daha az toksik bir tedavi oldugunu géstermesine baglanmistir [233].

Biitiin bu yaklagimlar ve ¢alismalara karsin, iiriner sistem enfeksiyonlari, intra abdominal
enfeksiyonlar, akciger enfeksiyonlari, pelvik inflamatuar hastalik, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari i¢in giinde tek doz AG kullanimi 6nerilmektedir. AG’ler, ¢ok etkili olmalari,
tedavi sirasinda direng gelisiminin ¢ok nadir olmasi, ucuz olmalar1 ve kullanim kolaylig1
nedeniyle yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerdir [238]. Ancak nefrotoksisite ve
ototoksisite gosterebilmeleri ve uzun siire kullanilmasi1 durumunda kan konsantrasyonlariin
sikca izlenme zorunlulugu kisitli kullanimlarina neden olmustur. Yine de AG’lerin tek doz
kullanimu ile klinik etkinlikleri azalmaksizin yan etkilerinde azalma saglandig1 gosterilmistir
[233].

2.12.1. Tobramisin

Tobramisin (TOB), bir aminosilitole glikozidik baglarla baglanan iki veya daha fazla amino-
sekerden olusan genis spektrumlu bir antibiyotik sinifi olan aminoglikozitler (AG'ler) olarak
1yi bilinir ve yapis1 bes amino fonksiyonel grup icerir. Bu amino gruplar1 bu nedenle agirlikli
olarak iyonize olacak ve pH degeri 3.5 ve altina diistiigiinde bes pozitif ylik tasiyacaktir.
TOB, Acinetobacter, Pseudomonasaeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Providencia stu-artii ve bazen Serratia gibi duyarli aerobik gram negatif bakterilerin
enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Bununla birlikte, bobrek problemleri,
sinir hasar1 veya isitme kayb1 gibi olas1 yan etkileri 6nlemek i¢in normal dozlarda bile uzun
TOB kiirlerinden kaginilmalidir. Bu nedenle, TOB, terapotik sonuglari iyilestirmek ve
herhangi bir zehirlenme riskini azaltmak i¢in terapétik ilag izleme (TDM) igin uygun bir
aday haline gelmistir [244]. Klinik uygulamaya ve Malezya Ulusal Antibiyotik Kilavuzu
tarafindan belirlenen yonergelere gore, hasta plazma 6rneklerinde bulunan kabul edilebilir t
TOB seviyesi 0,6 ila 2,0 g/mL arasinda olmalidir [244] TOB de dahil olmak iizere bu
siiftaki antibiyotiklerin ¢ogu bakteri 6ldiiriictidiir [245]. Aerobik gram negatif bakterilerin
hiicre duvarlarina niifuz etmek igin beta-laktamlarla birlikte ¢alisirlar [235]. Daha sonra
aminoglikozitler, translasyonun baslangi¢ kompleksini baglamak ve aktifligini

durdurabilmek igin aktif olarak bakteri hiicre zar1 boyunca tagmnir [233] TOB, yiizeysel
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enfeksiyonlardan deri altindaki enfeksiyonlara kadar cesitli durumlar1 tedavi etmek igin

recete edilmistir [234, 237].

FDA, duyarli organizmalarin, O6zellikle gram negatif bakterilerin ve Staphylococcus
aureus'un (penisilinaz ve penisilinaz olmayan suslar) neden oldugu ¢esitli enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in sistemik tobramisinin uygulanmasmni (Intramiiskiiler veya Intravenoz)
onaylamustir [237]. Gram-negatif bakteriler arasinda Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Providencia ve Citrobacter tiirleri bulunur.
TOB ile tedavi edilebilen bu organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin dogasi septisemi,
alt solunum yolu enfeksiyonlari, menenjit gibi merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, karin i¢i
enfeksiyonlar, cilt ve osteomiyelit, karmasik idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi deri alt1 doku
enfeksiyonlar: arasinda degisebilir. Inhale TOB, Pseudomonas aeruginosa ile alt1 yaginda
veya daha biiyiik bireylerde kistik fibroz tedavisi igin FDA onaylidir [246]. Oftalmik TOB,
yetiskinlerde ve cocuklarda duyarli organizmalar tarafindan dis okiiler enfeksiyonlarin

tedavisi i¢in FDA onaylhdir.

Hayvanlara Ongoriilen dozlardan fazla ilag verilmesi ve ozellikle de ila¢ uygulanan
hayvanlarin ilacin yasal bekletme siiresine uyulmadan kesime sevk edilmesi ve siitlerinin
kullanilmasi, hayvan saghiginda kullanilan ilaglarin suistimal boyutu ve asir1 kullanimi
veteriner hekimliginin oldugu kadar insan hekimliginin de oncelikli konularindan birini
olusturmaktadir. Bunun sonucunda, antibiyotiklerin tamamen metabolize olmamasi veya
viicuttan tamamen atilmamasina bagl olarak, hayvanlarin doku ve organlari ile bunlardan
elde edilen hayvansal gidalarda antibiyotik kalintis1 bulunabilmektedir. Gidalardaki
kalintilar insanlarda alerjiden siddetli zehirlenmelere, iremenin bozulmasina, ince ve kalin
bagirsak bakteri florasinin degismesine, teratojenik, karsinojenik etkilere direngli suslarin

ortaya ¢cikmasina sebep olmaktadir.

2.12.2. Tobramisin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

TOB‘un molekiil formiilii C1sH37NsO9 ve mol kiitlesi 467.515 g/mol‘diir. Kimyasal adi
(2S,3R,4S,5S,6R)-4-amino-2-{[(1S,2S,3R,4S,6R)-4,6-diamino-3-{[(2R,3R,5S,6R) - 3 —
amino - 6 - (aminometil) - 5 - hidroksioksan]oks-2-hidroksisiklohekzil] oksi}-6-
(hidroksimetil)oksan-3,5-diol_diir. Erime noktas1 168-178 °C araligindadir. Beyaz renkte

kristalimsi bir tozdur. Metanol ve etanolde kismen ¢6ziiniir. Aminoglikozitler son derece
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higroskopik malzemelerdir [247]. TOB suda yiiksek oranda ¢oziiniir ve pH 1-11 arasindaki
¢ozeltide ve 4 ve 37 © C arasindaki sicakliklarda kararlidir [248].

Endikasyonlari

TOB, duyarli mikroorganizmalarin neden oldugu goziin ve komsu dokularin dig kaynakli
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan topikal bir antibiyotiktir. Klinik ¢calismalar TOB un

cocuklarda da kullanilmasinin etkili ve giivenli oldugunu gostermistir [249].

Kontrendikasyonlari

Aminoglikozitlere kars1 asir1 duyarlilik veya ciddi toksik reaksiyon gegmisi olan hastalarin
bu siniftaki ilaglara karsi bilinen ¢apraz hassasiyeti nedeniyle bagka kullanimi sakincalidir

[249].

Alerjik reaksiyon meydana gelirse, ilag kesilmeli ve uygun olan baska bir tedavi

uygulanmalidir [250].

Kullanim sekli

Hafif veya orta dereceli infeksiyonlarda normal doz 7 giin boyunca goze her dort saatte bir,
bir veya iki damladir. Ciddi infeksiyonlarda normal doz iyilesme elde edene kadar her saat

bas1 iki damladir. Iyilesme saglandiktan sonra doz azaltilarak kesilir [251].

Kullanimi gebelikte kullanimi

Ug farkli deney hayvan tiiriinde normal insan sistemik dozunun 33 katina kadar dozlarla
yapilan c¢aligmalarda yumurtlama ve fetiis iizerine TOB’la herhangi bir olumsuz etki
saptanmamugtir. Fakat 6te yandan hamile kadinlar iizerinde TOB’un etkilerini izleyen
kontrollii bir ¢alisma yoktur. Bu nedenle hamilelerde ancak kesin endikasyon varsa
kullanilmalidir [249, 250].
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Sit veren annelerde kullanimi

Siit emen bebeklerde annenin TOB kullanimina bagli olarak ortaya cikabilecek olasi yan

etkiler nedeniyle durum degerlendirilerek bebek siitten kesilmeli veya ila¢ kullanilmamalidir
[249].

2.12.3. Tobramisin tayin yontemleri

Spektroskopik tayin yontemleri

Gaikwad ve arkadaglart TOB’u tayin edebilmek i¢in florimetrik bir metot Onerilmistir.
TOB’a once bir 6n islem uygulanarak, oftaldialdehit ile reaksiyona sokularak bir kompleks
elde edilmistir. Metodun dogrusal araligi ve LOD degerleri sirasiyla 0,05-30,0 pg/mL ve
0,03 pug/mL olarak hesaplanmistir [252].

Farkli numune 6rneklerinde TOB tayini i¢in tek zincirli DNA (ssDNA) ve altin nanopargacik
(AuNP'ler) temelli kolorimetrik aptasensor Qiang ve ekibi tarafindan gelistirilmistir. TOB
yoklugunda, DNA aptamerler altin nanoparargaciklarin yiizeyi lizerine olas1 bir agregasyona
kars1 koruma icin kaplanmistir. TOB varliginda aptamer, TOB ile etkilesecek ve bu
etkilesimin yiiksek ilgilisi nedeniyle altin nanopararcaciklarin ylizeyinden ayrilacaktir.
Gelistirilen aptasensorler, TOB tespiti i¢in yiiksek bir segicilik ve hassasiyet gostermistir.
Dogrusal aralign ve LOD degeri sirasiyla 40-200 nM ve 23,3 nM'dir. Onerilen ydntem,%
93,1 - %105,1 arasinda yiiksek geri kazanimlara sahiptir. Gelistirilen yontem siitte ve tavuk

yumurtasi drneklerinde TOB'u tespit etmek i¢in basariyla kullanilmistir [253].

Kromatografik tayin yontemleri

Idrar 6rneginde TOB tayini igin floresein izotiyosiyanat (FITC) izomeri ile kolon &ncesi
tiirevlendirmeyi igeren ters fazli bir s1vi kromatografi yontemi onerilmistir. FITC, TOB ve
diger aminoglikozitlerin birincil amino gruplartyla, uygun kosullar altinda reaksiyona
girerek yiiksek derecede floresan ve stabil bir tiirev olusturur. Kromatografik ayirma, bir
C18 kolonu tizerinde, 1 ml / dk sabit akis hiz1 ve asetonitril-metanol-glasiye asetik asit-su
(420: 60: 5: 515, h:h) kullanilarak ortam sicakliginda gerceklestirilmistir. TOB-FITC
tiirevinin, uyarma dalga boyu 490 nm ve emisyon dalga boyu 518 nm'dir. Dogrusallik 0,25

— 20 pg / ml arasinda gozlenmistir. Geri kazanim 5 6rnek ¢aligilarak degerlendirilmis ve
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%99°dan daha biiyiik bulunmustur. Idrardaki teshis (LOD) ve tayin limiti (LOQ) sirasiyla
70 ve 250 ng / ml olarak hesaplanmistir [254].

Russ ve arkadaglar1 oftalmik siispansiyonda TOB’un tayinini gergeklestirmek i¢in HPLC
yontemi gelistirmiglerdir. TOB analizi igin oncelikle 2,4-dinitroflorobenzen ile kolon dncesi
tirevlendirme yapilmistir. Yontem, bilinen iki safsizligin (neamin ve kanamisin) ve bir
bozunma {irlinliniin (nebramin) belirlenmesini kapsayacak sekilde diizenlenmistir. Ydntem
gelistirme, tiirevlendirme parametreleri (zaman, sicaklik ve asit konsantrasyonu), mobil faz
bilesimi, kolon se¢imi ve sicakligi, dalga boyu degerlendirmesi ve cevap siiresi gibi ¢esitli
faktorler arastirilmigtir. Tiirevlendirme islemi 0,8 mM siilfiirik asit ile 70 °© C'de 20 dakika
siireyle uygulanmistir. Hareketli faz olarak asetonitril / tampon (55/45; h / h) ve bir C18
kolon kullanilmustir. Tlgili maddelerin tayini i¢in dedektdr 365 nm’ye ayarlanmistir. TOB’un
geri kazanimi %99,6 ile %100,7 arasinda bulunmustur Bozunma iiriinlerinin ve safsizliklarin

analizinde herhangi bir etkilesim gozlenmemistir [255].

Aminoglikozitlerden TOB’in dogrudan tayini i¢in ters faz-HPLC metodunu kullanarak
buharlasmali 151k sagilma dedektor (ELSD) sistemi kullanilarak yeni bir yontem
gelistirilmistir. Buharlasma 45°C sicaklikta olacak sekilde C-18 kolonu kullanilarak
su:asetonitril (55:45, h:h) hareketli faz1 izokratik modda akis hizi 1 mL/dk olarak yontem
uygulanmistir. TOB’un alikonma siiresi 4,3 dk olarak kaydedilmistir. Kalibrasyon aralig 1-
38 pg/mL arasinda dogrusaldir ve tanimlayicilik katsayist 0,9998 olarak bulunmustur.
Bununla beraber, LOD degeri 0,3 pg/mL; giin-i¢i ve gilinler-aras1 bagil standart sapma
degerleri sirasi ile 1,0 ve 1,1 olarak hesaplanmistir. Geri kazanim yiizdeleri %99 ile %103
olarak, bagil standart sapma degeri 2,2 ve daha diisiik degerlerde bulunmustur. Gelistirilen
HPLC/ELSD yonteminin insan serumundan TOB’in tayini i¢in uygulanabilir oldugu
sonucuna varilmistir. Bunun i¢in insan serumunda (0,6- 12,5 pg/mL) ve idrarda (1,5 — 12,5
ng/mL), kat1 faz ekstraksiyon 6n islemi sonrasinda zenginlestirme yapilmistir. insan serumu

ve idrardaki geri kazanim sirasi ile %86 ve %91 olarak hesaplanmustir [256].

Barends ve arkadaslari, yiiksek performansli sivi kromatografi kullanilarak TOB’in insan
serumundan tayini i¢in yontem gelistirmistir. Bunun i¢in, 1-floro-2,4-dinitrobenzen ile kolon
Oncesi tlirevlendirme islemi uygulanmistir ve sonrasinda UV dedektorlii ters faz
kromatografi yontemi kullamlarak tayin yapilmistir. I¢ standart olarak gentamisin

kullanilmistir. 50 pl 6rnek enjeksiyonu yapilmistir ve duyarhilik 0,5 mg/L olarak
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bulunmustur. 0,5 — 16 mg/L ¢alisma araliginda dogrusallik gostermektedir ve TOB geri
kazanimi %41 olarak hesaplanmistir. Tiirevlendirme reaksiyonunun etkisi ve i¢
standardizasyonun giivenilirligi tizerindeki etkileri arastirilmistir. 2,4-dinitrofenil TOB
tiirevi sentezlenmistir ve yapisinin tamamen tlirevlendirilmis TOB oldugu kanitlanmistir.

Tirevlendirme igsleminin yan {irlinleri deneyler sirasinda izole edilmistir [257].

Serumda TOB tayini i¢in LC-MS-MS ile serumda yeni bir tayin metodu gelistirilmistir ve
karsilagtirmali deneyleri floresans polarize imiinoesey ile yapilmistir. Proteinlerin,
asetonitirl ile ¢oktiiriilmesi sonrasi siiziintii LC-MS-MS’e enjekte edilmistir. C-18 kolonu
kullanilarak %20 - %100 metanol ¢ozeltisi ile eliisyon gergeklestirilmistir. LOQ 0,15 mg/L

olarak hesaplanmistir ve 50 mg/L’ye kadar sinyallerin dogrusal oldugu gozlenmistir [258].

Elektrokimyasal tayin yontemleri

Fernandez arkadaglari, TOB’un elektrokimyasal tayini i¢in manyetik mikropartikiil ve
aptamer tabanli bir analiz yontemi 6nermislerdir. Deneysel sonuglara gore dogrusalligin 5-
500 uM derisim araliginda oldugu goézlenmis ve metodun tekrar kullanilabilirligi % 5,7
olarak kaydedilmistir [259].

Yine ayni ¢alisma grubu, TOB’un insan serumundan tayini i¢in aptamer temelli yontem
onerilmistir. Onerilen sistemde, yer degistirme assay’i, faradayik elektrokimyasal empedans
spektroskopi (F-EIS) kullanilarak c¢alisilmustir. Iki modifiye aptamer gelistirilmis ve
kiyaslamak icin kullanilmuistir. Onerilen sistemde aminoglikozitlerin seciciligi de
calisilmistir. Seyreltme islemi sonrasinda dogrusal yanit alinabilen araligin 3 uM ve 72,1 uM

oldugu gozlenmistir [260].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cihazlar

Cizelge 3.1. Tez caligmasinda kullanilan cihazlar
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Cihazin Adi Cihazin Markasi Temin Edildigi Ulke
Manyetik Karistiric Scilogex, Ms-H280-Pro A.B.D.
Santrifiij Cihaz1 Sigma, D-37520 Almanya
Vakum Etiivii Bluepar, Dzf-6030a Cin
Spektroflorimetre Agilent Technologies, Cary Eclipse Avusturalya
Orbital Calkalayicist N-Biotek, Nb-101mc Kore

Tiip Karistiric Firlabo Ingiltere
Manyetik Karigtirici Wisd Almanya
Vakum Filtrasyon Sistemi [ldam Tiirkiye
Ph-metre Mettler-Toledo, S210-Kit Isvigre

UV Spektrofotometre Analytikjena, Specord 50 Plus Almanya
FT-IR Spektrofotometre Bruker Optics, Bruker IFS 66/S Almanya
XPS Spektrofotometre UIVAC-PHI, PHI 500 VersaProbe Japonya
Buzdolab1 Argelik, 4252 EY Tiirkiye
Deiyonize su Merck-Millipore, Direct-Q 3 UV Fransa
Hassas Terazi OHAUS A.B.D.




50

3.2. Kimyasal Maddeler

Cizelge 3.2. Tez caligmasinda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasalin Adi Kimyasalin Markasi Temin Edildigi Ulke
ZnS04.H0O Sigma-Aldrich A.B.D.
MnCl,.4H,0 Sigma-Aldrich A.B.D.
NazS.9H,0 Sigma-Aldrich A.B.D.
TEOS Sigma-Aldrich A.B.D.
APTES Sigma-Aldrich A.B.D.
TOB Ibrahim Ethem Ulagay Tiirkiye
KH2PO4 Sigma-Aldrich A.B.D.
K2HPO4 Sigma-Aldrich AB.D.
Etanol Honeywell Almanya
NaCHz;COO.3H20 Honeywell Almanya
CHsCOOH Sigma-Aldrich A.B.D.
DMSO Sigma-Aldrich A.B.D.
NH; Merck Almanya
DCE Merck Almanya
TCA Sigma-Aldrich A.B.D.
Hidroklorik Asit Sigma-Aldrich A.B.D.
Insan Serumu H4522 Sigma-Aldrich AB.D.
Naylon Membran Alltech A.B.D.
Azot Gazi Ankara Gaz Tiirkiye
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3.3. Tamponlar ve Cozeltilerin Hazirlanmas

Cozeltiler, iletkenligi 18 mega-ohm/cm olan deiyonize su kullanilarak hazirlanmstir.

Tampon c¢ozeltiler

100 mL pH 7 fosfat tamponu hazirlamak icin 1,74 g Ko2HPO4 ve 1,36 g KH2PO4 tartilip
deiyonize su igerinde ¢oziilmiis ve gereken pH degerine 1,00 M HCI kullanilarak

ayarlanmistir. Hazirlanan tampon ¢6zelti kullanilana kadar 4°C’te buzdolabinda saklanir.

Asetat tamponu hazirlamak i¢in; 2,85 mL CH3COOH mikropipet ile alinir ve 250 mL’ye
seyreltilir. 6,80 g NaCH3COO.3H20 bir miktar deiyonize suda ¢oziiliir ve 250 mL’ye
tamamlanir. Asetik asit ¢ozeltisinden 14,8 mL ve sodyum asetat ¢ozeltisinden 35,2 mL alinir
ve 100 mL’ye seyreltilir. Daha sonra gereken pH 5 degerine 1,00 M NaOH kullanilarak

ayarlanmistir. Hazirlanan tampon ¢ozelti kullanilana kadar 4°C’te buzdolabinda saklanir.

Ekstraksiyon coziiclisiiniin hazirlanmasi

Yiizeyi TOB baskilanmis inorganik polimerlerde (IMIP) yapidaki analiti uzaklastirmak igin
DMSO:EtOH:H20 (5:3:2, h/h/h) ¢oziicli karisimi ekstraksiyon ¢oziiciisii 250 mL olarak

hazirlanmistir. Hazirlanan ekstraksiyon ¢6ziiclisli kullanilana oda sicakliginda saklanir.

TOB stok ve ara stok cOzeltisinin hazirlanmasi

5,00 mg TOB hassas olarak tartilip 5,00 mL’lik balon jojeye konularak bir miktar DMSO ile
ultrasonik banyoda ¢oziinmesi saglandiktan sonra ayni ¢dziicii ile hacmine tamamlandi.

Hazirlanan 1,00 mg/mL’lik TOB ¢ozeltisi kullanima kadar 4°C’de buzdolabinda saklandi.

Ara stok ¢ozeltisi, stok ¢ozeltiden 1,00 mL mikropipet yardim ile ¢ekilip baska bir balon
jojeye aktarildi ve 10,00 mL’ye DMSO ile seyreltildi. Aym islemler ¢oziiciisii pH=7,00

fosfat tamponu ile de yapilarak kullanilana kadar buzdolabinda saklandi.
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IMIP:ZnS stok siispansiyon hazirlanmasi

Stok partikiil stispansiyon ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 10,00 mg MIP ve NIP partikiilleri tartildi
5,00 mL DCE/tampon ¢ozelti pH=7,00 ile hacme tamamlandi. Kullanmadan 6nce sonike

edilip ve tiip karistiricida karistirilarak homojenligi saglandi.

CEF ve GEN cozeltilerinin hazirlanmasi

5,00 mg CEF hassas olarak tartilip 5,00 mL’lik balon jojeye konularak bir miktar DMSO ile
ultrasonik banyoda ¢oziinmesi saglandiktan sonra ayni ¢oziicli ile hacmine tamamlandi.

Hazirlanan 1,00 mg/mL’lik CEF ¢6zeltisi kullanima kadar 4°C’de buzdolabinda saklandi.

Ara stok ¢ozeltisi, stok ¢ozeltiden 1,00 mL mikropipet yardimi ile ¢ekilip baska bir balon
jojeye aktarildi ve 10,00 mL’ye pH=7,00 fosfat tamponu ile seyreltildi ve kullanilana kadar
buzdolabinda saklandi.

5,00 mg GEN hassas olarak tartilip 5,00 mL’lik balon jojeye konularak bir miktar deiyonize
su ile ultrasonik banyoda c¢oOziinmesi saglandiktan sonra ayni ¢oziicii ile hacmine
tamamlandi. Hazirlanan 1,00 mg/mL’lik GEN c¢ozeltisi kullanéima kadar 4°C’de
buzdolabinda saklandi.

Ara stok ¢ozeltisi, stok ¢ozeltiden 1,00 mL mikropipet yardimu ile ¢ekilip baska bir balon
jojeye aktarildi ve 10,00 mL’ye pH=7,00 fosfat tamponu ile seyreltildi ve kullanilana kadar
4°C’de buzdolabinda saklandi.

Stabilite icin Cozeltilerin Hazirlanmasi

IMIP:ZnS ve INIP:ZnS partikiilleri 10’ar mg olacak sekilde tartilmistir. 10 mL balon jojede
10 mL’ye sulu ortam i¢in pH= 7,0 fosfat tamponu ve organik ortam i¢in DCE ile tamamlandi.

Kullanilana kadar 4°C’de buzdolabinda saklandi.
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3.4. Partikiillerin Sentezi ve Optimizasyonlari

3.4.1. KN partikiilleri sentezi

KN’ler, elde edilen partikiillerin MPTS modifikasyonu ve ylizeyi baskilanmis inorganik
polimerlerin (IMIP ve INIP) sentezi Wang ve arkadaslarinin 6nerdigi deney prosediiriine
gore yapilmistir [217]. Bu prosediir bir takim optimizasyon caligmalar1 sonucunda elde
edilen en uygun miktarlar kullanilarak Mn:ZnS KN c¢ekirdek ve IMIP:ZnS fosforesans

sensOriin kabugu sentezlenmistir.

250 mL’lik iki boyunlu bir cam balonda, 6,25 mmol (1121,7 mg) ZnSO4.H20 bir miktar
deiyonize su i¢inde ¢oziildiikten sonra 0,50 mmol MnCl2.4H20 (98,95 mg) eklenir ve son
hacim 20 mL’ye tamamlanarak manyetik karistiricida ¢oziinmesi saglanir. Cozeltinin
bulundugu balonun bir boynuna N2 gazi ile doldurulmus balon takilarak 20 dakika boyunca
manyetik karistiricida karistirilir. 6,20 mmol Na2S.9H20 (1501 mg) ayri bir yerde 5 mL
deiyonize su i¢inde ¢oziiliir. Bir cam biirete doldurulur, bu biiret iki boyunlu cam balonun
diger boynuna takilir ve Na2S ¢ozeltisi damla damla ilave edilir. Kuantum noktalarin
sentezlenmesi i¢in 30 dakika boyunca manyetik karistiricida karistirilir (2 orta boy balik
kullanilarak, 500 rpm hizinda, 250 mL balon igerisinde). 30 dakika sonra Mn:ZnS KN’ler

sentezlenmis sekilde elde edilir.

3.4.2. MPTS:ZnS modifikasyonu ve IMIP:ZnS sensoriin sentezi

Daha sonra, Sekil 3.1’de gosterimi yapilan ve Sekil 3.2°de kimyasal yapisi sunulan
MPTS’den 69,40 uL bir tiipe ilave edilir ve etanol ile 5,00 mL’ye seyreltilir. Bu ¢ozelti,
karistirilmakta olan balona biiret igcinde damla damla eklenir. MPTS ilavesi bittigi anda gaz
ile baglanti kesilir. Gece boyunca karistirilmaya devam edilir (20 saat, 300-350 rpm). Elde
edilen siispansiyon dnce santrifiij edilir (5000 rpm - 10 dk). Sonra, bir defa deiyonize su ve
iki defa etanol ile yikanir (10000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilir). Elde edilen MPTS

modifiye edilmis kuantum noktaciklar vakum etiiviinde bes saat boyunca 50 °C’de kurutulur.

KN modifikasyonunda kullanilacak optimim MPTS miktarin1 belirlemek amaciyla 39,0-
240,0 uL hacimlerinde MPTS ile caligsmalar yapilmistir ve Boliim 4’te ayrintilar1 verilmistir.
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Sekil 3.1. MPTS modifiye Mn:ZnS partikiillerin sentezi gosterimi
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Sekil 3.4. APTES kimyasal yapisi
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IMIP:ZnS ve INIP:ZnS fosforesans sensOrii sentezi

Bir cam vialde veya vezin kabinda, kimyasal yapisi Sekil 3.3’te sunulan TOB’dan 1,50 mg
tartilir ve 2,50 mL DMSO i¢inde ¢dziiniir. Sekil 3.4°te kimyasal yapisi gosterilen APTES’ten
25,00 pL ilave edilir ve 30 dakika manyetik karistiricida karistirilir. 75,00 uLL TEOS eklenir
ve 10 dakika daha karistirmaya devam edilir, kimyasal yapist Sekil 3.5’te gosterilmistir.
Manyetik karistiricidaki karisim tizerine 10,00 mg MPTS-Mn:ZnS eklenir. Karigima 200,00
uL %6 NH4OH ilave edilir ve gece boyunca manyetik karistiric1 lizerinde karistirilir (300
rpm). Segici olmayan baglanmalart kontrol edebilmek amaciyla INIP-Mn:ZnS sentezi
yapilmistir. INIP-Mn:ZnS paritiikiillerin sentezinde TOB ilavesi hari¢ ayni islemler birebir

uygulanmustir. Sentezin gosterimi Sekil 3.1°da sunulmustur.

Karistirma islemi bittikten sonra santrifiij uygulanir (10000 rpm - 10 dk). 3 defa Etanol:Su
(1:1 h/h) ¢ozeltisi ile yikanir (10000 rpm - 10 dk). Elde edilen partikiiller 5 saat boyunca
50°C vakum etiiviinde kurutulur ve ylizey baskilamanin kontrolii i¢in spektroflorimetrede
fosforesans 6l¢timii alinir. Fosforesans sinyal l¢iimii alinirken cihazin uyarma dalgaboyu
322 nm, emisyon dalga boyu 592 nm, slitler 10 nm ve dedektdr voltaji 625 V’ye ayarlanir.
(Cihaz i¢in Auyarma : 322 NnM, Aemisyon : 592 nm, slitler:10 nm, PMT:625 V).
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Sekil 3.6. Yiizeyi TOB baskilanmig MIP sentezi sematik gdsterimi

Sentez yapilirken, 18,75-31,25 uL arasinda APTES kullanilarak yukarida agiklanan yontem
ile IMIP:ZnS ve INIP:ZnS sensor partikiilleri sentezlenmistir. Uygun fonksiyonel monomer
miktar1 belirlenmistir. Devaminda, 50-150 pL arasinda TEOS kullanilarak ayni yontem ile
IMIP:ZnS ve INIP:ZnS sensor partikiilleri sentezlenmistir. Optimum ¢apraz baglayici
miktart belirlenmistir. En yiiksek ilgi ile TOB’a cevap veren IMIP:ZnS sensoriinii tespit
etmek i¢cin 1,125-1,875 mg arasinda TOB analiti miktar1 arastirilmistir ve IMIP:ZnS ve
INIP:ZnS sensor partikiilleri sentezlenmistir. Sentezin gosterimi Sekil 3.6’da sunulmustur.

Bu optimizasyon parametreleri Boliim 4’te detayli bir sekilde anlatilmistir.

3.5. TOB Ekstraksiyonu Islemi

Yiizeyi TOB baskilanmis inorganik polimerlerde (IMIP) yapidaki analiti uzaklastirmak igin
DMSO:EtOH:H20 (5:3:2, h/h/h) ¢oziici karisimi  ekstraksiyon ¢dziiciisii  olarak
kullanilmistir. Ekstraksiyon, 25,00 mg partikiil icin 6,76 mL ekstraksiyon ¢oziiclisii ile dort
saat boyunca 50,00 mL’lik falcon tiiplerin i¢cinde orbital karistiricida gerceklestirilmistir.
Islemler INIP i¢in de uygulanmustir.
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3.6. Partikiillerin Sinyal Ol¢iimleri

Baskilama islemi ve ekstraksiyon isleminin gerceklesmis oldugunu kanitlamak icin
spektroflorimetre kullanilarak fosforesans sinyal ol¢limleri kaydedilmistir. Bunun igin,
IMIP:ZnS ve INIP:ZnS KN’lerin DCE iginde 1,0 mg/mL derisiminde siispansiyonlari
hazirlandi. Bu siispansiyondan 0,25 mL alinip hacim DCE ile 3,0 mL’ye tamamlandi ve

fosforesans sinyalleri 6l¢tildii (. Auyarma : 322 nm, Aemisyon: 592 NM; slit araliklart: 10 nm.).

Yeniden baglanma caligmalari i¢in, 4 saat siire ile yapilan inkiibasyon sonucunda baglanma
ortamindan kuvartz kiivete 3,0 mL alind1 ve fosforesans 6l¢iimii gergeklestirildi. Bu 6l¢iim
IMIP:ZnS, INIP:ZnS icin (P) yapildi. PO Slgiimiinde ise ayni islemler uygulandi ancak
ortamda TOB ilavesi olmadan gerceklestirildi (Auyarma : 322 nm, Aemisyon: 592 nm; slit

araliklari: 10 nm.).

Partikiillerin stabilitesini belirlemek i¢in 1 mg/mL IMIP:ZnS ve INIP:ZnS siispansiyonu
hem sulu hem organik ortamda oncelikle oda sicakligina getirilir. Sonrasinda, 3 mL 0,3125
mg/mL derisiminde partikiilin hem DCE hem pH= 7,0 fosfat tamponu ortaminda
fosforesans sinyalleri 6l¢iiliir. Organik ortamda giinde 3 defa, 23 giin boyunca; sulu ortamda
giinde 3 defa 25 giin boyunca fosforesans sinyalleri dl¢iilmiistiir (Auyarma : 322 nm, Aemisyon:

592 nm; slit araliklari: 10 nm).
3.7. Yeniden Baglanma Calismalari

2,00 mg/mL derisiminde IMIP-Mn:ZnS / INIP-Mn:ZnS siispansiyonundan 0,625 mL alinir
ve 1,00 mg/mL ana stok ve 0,01 mg/mL ara stok ¢ozeltilerinden belirli derisimlerde TOB
olacak sekilde ilgili hacimlerde, 15,00 mL’lik yesil kapakl tiiplere ilave edilir. Son hacim 4
mL olacak sekilde DCE veya pH=7,00 fosfat tamponu ile hacme seyreltilir. Yeniden
baglanma ¢aligmasi 4 saat boyunca orbital galkalayicida yapilir. Olgiim almak igin tiipteki
¢ozeltiden 3,00 mL spektroflorimetre kiivetine eklenir ve ¢ozeltilerin fosforesans sinyali
okunur (P). PO fosforesans sinyalleri okumak i¢in de ayn1 prosediir izlenir ancak baglanma

ortamina TOB eklenmeden inkiibasyon yapilir.
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3.7.1. Kalibrasyon standartlarinin hazirlanmasi ve 6l¢iimleri

Kalibrasyon i¢in hazirlanan, 2,00 mg/mL partikiil stok siispansiyon ¢ozeltisinden 625 pL
alinip standart cozeltilerdeki derisimi 0,3125 mg/mL olacak sekilde tiiplere eklendi.
Sonrasinda 0,10 mg/mL’lik TOB ara stok ¢ozeltisinden mikropipet ile belli miktarlarda
alinip her biri fosfat tampon pH 7,00 ile 4,00 mL’ye tamamlanarak, 0,05; 0,10; 0,25; 0,50;
1,00; 1,50 pg/mL derisimlerde standartlar hazirlandi (Auyarma : 322 nm, Aemisyon: 592 nm; slit

araliklari: 10 nm).

Kalibrasyon i¢in hazirlanan, 2,00 mg/mL partikiil stok silispansiyon ¢ozeltisinden 625 pL
almip standart cozeltilerdeki derisimi 0,3125 mg/mL olacak sekilde tiiplere eklendi.
Kalibrasyon i¢in hazirlanan 0,1 mg/mL’lik TOB ara stok ¢ozeltisinden mikropipet ile belli
miktarlarda alinip her biri DCE ile 4,0 mL’ye tamamlanarak, 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 1,00;
1,50 pg/mL derisimlerde standartlar hazirlandi (Auyarma : 322 nm, Aemisyon: 592 nm; slit

araliklari: 10 nm).

3.8. Siit Matriksi ve Serum Matriksinde Calismalar

5,00 mL yagsiz siit lizerine, 1,00 mg/mL derisiminde hazirlanmis TOB ana stok
¢ozeltisinden belirli hacimde ilave edilir. Uzerine, deiyonize su i¢inde hazirlanan %10’luk
TCA c¢ozeltisinden 500 pL eklenir. Cozelti 15 dakika boyunca 5000 rpm’de santrifiijlenir.
Stiziintiiler alimir ve pH’1 7,00’a ayarlanir. Elde edilen ¢6zelti 0,45 um godzenekli naylon
filtreler ile vakumda siiziiliir ve siiziintii hacmi belirlenir. Kullanilana kadar 4°C’te

buzdolabinda saklanir.

Ornek hazirlama isleminde, insan serumu numunelerinde bir 6n isleme gerek duyulmamustir.

3.8.1. Siit matriksinde baglanma ¢alismalari

2,50 mL TCA ile 6n islem uygulanmis siit alinir, iizerine 2,00 mg/mL derisiminde IMIP-
Mn:ZnS / INIP-Mn:ZnS partikiil stok ¢ozeltisinden 625 pL ilave edilir ve son hacmi pH 7
fosfat tamponnu ile 4,00 mL’ye tamamlanir. Yeniden baglanma ¢alismasi kapagi kapatilmis
deney tiipleri iginde orbital karistiricida 4 saat boyunca yapilir. Inkiibasyon sonunda
tiiplerden 3 mL alinarak kuvartz kiivete eklenir ve fosforesans sinyali 6l¢iiliir. PO fosforesans

sinyalleri okumak i¢in de ayni prosediir izlenir ancak baglanma ortamina TOB eklenmeden
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inkiibasyon yapilir. Stern-Volmer kalibrasyonuna gore sinyal yerine koyularak TOB

derisimi hesaplanir.
3.8.2. Serum matriksinde baglanma calismalari

1,00 mL ticari insan serumu ¢ozeltisinin igine, 1,00 mg/mL derisiminde hazirlanmig TOB
ana stok ¢ozeltisinden belli hacimlerde ilave edilir. Uzerine 2,00 mg/mL derisiminde IMIP-
Mn:ZnS / INIP-Mn:ZnS partikiil stok ¢ozeltisinden 625 pL eklenir ve son hacmi fosfat
tamponnu ile 4,00 mL’ye tamamlanir. Yeniden baglanma ¢aligsmasi kapagi kapatilmis deney
tiipleri iginde orbital karistiricida 4 saat boyunca yapilir. Inkiibasyon sonunda tiiplerden 3
mL alinarak kuvartz kiivete eklenir ve fosforesans sinyali 6l¢iiliir. PO fosforesans sinyalleri
okumak i¢in de ayni prosediir izlenir ancak baglanma ortammma TOB eklenmeden
inkiibasyon yapilir. Stern-Volmer kalibrasyonuna gore sinyal yerine koyularak TOB

derisimi hesaplanir.
3.9. Analitik Performans Calismalar

Oncelikle hem organik ortamda hem de fosfat tamponu (pH= 7,00) ortaminda dogrusal aralik
belirlemek i¢in deneyler yapilmistir. DCE ortaminda yapilan deneylerde, dogrusal aralik
0,01 — 5,00 pg/mL olarak ¢alisilmis ve kalibrasyon dogrusu hazirlanmistir. Fosfat tamponu
(pH= 7,00) ortaminda dogrusal aralik 0,05 — 1,50 ug/mL olarak ¢alisilmis ve kalibrasyon

dogrusu hazirlanmstir.

Kalibrasyon calismas1 Stern-Volmer’a gore ve baskilama faktoriinii hesaplamak igin
derigime karsilik PO/P’ye gore yapilmigtir. Bunlarin sonucunda kalibrasyon egrileri ¢izilmis
ve denklemleri olusturulmus, R degerleri hesaplanmistir. PO, inkiibasyon siiresi sonunda

analit baglanmadan Onceki, P ise analit baglandiktan sonraki sinyalleri temsil etmektedir.

LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi i¢in kalibrasyon caligsmalarinda kullanilan en kiiciik
derisime sahip standart sapma kullanilarak fosforesans sinyalleri Ol¢lilmiistiir (n=10).
Olgiimlerin standart sapma degerleri belirlenmistir. LOD hesaplanirken (3,3 x SS) / egim;
LOQ hesaplanirken ise (10 x SS) / egim hesabi kullanilarak sayisal sonuglar belirlenmistir.
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Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ¢aligsmalar1 i¢in satin alinan yagsiz siit ve ticari insan serumu
kullanilmustir. Siitte giin i¢i ve giinler aras1 deneyler yapilirken, kalibrasyon araligina girecek
3 farkli derisimde (0,10; 0,25; 0,50 pg/mL) TOB igeren numuneler ile ¢alisilmistir. P ve PO
sinyalleri giinde 3 kere, farkli zamanlarda okunarak kaydedilmistir. Gilinler arasi

caligmalarda da 3 farkli TOB derisimi 3 ayr1 giinde, {icer defa ¢alisilarak yapilmstir.

Insan serumu ¢alismalarina gelince, kalibrasyo araliginda olacak sekilde 3 farkli TOB
derisimi secilmistir (0,30; 0,60 ve 1,20 pg/mL). Giin i¢i ve gilinler arast ¢aligmalar yine
yukarida bahsedilen sekilde yapilmis ve fosforesans sinyalleri okunarak bagil standart sapma

degerleri hesaplanmistir. Kesinlik parametresi ile ilgili yorumlar yapilmistir.

Geri kazanim calismalarinda ise, siite ve insan serumuna farkli derisimlerde TOB ilave
edilerek ilgili kalibrasyon dogrular1 kullanilarak sonuglar hesaplanmustir. Siitte geri kazanim
calismast i¢in, 3 farkli TOB derisimi (0,10; 0,25; 0,50 pg/mL) iceren numuneler
hazirlanmistir. Her bir numune ayr1 ayr1 li¢ defa ¢alisilarak TOB un siit numunesindeki geri
kazanim degerleri hesaplanmustir. Insan serumu icin ise, kalibrasyon araligina girecek
sekilde 3 ayr1 TOB derisimi (0,30; 0,60 ve 1,20 pg/mL) iceren numuneler hazirlanmistir.
Her bir numune ayri ayr1 dort defa ¢alisilarak TOB’un insan serumu numunesindeki geri

kazanim degerleri hesaplanmigstir

Calismalar sonucu fosforesans sinyalleri okunmasi su sira ile yapilmaktadir. inkiibasyon 4
saat boyunca orbital karistiricida gerceklestirilir. Deney sonlandiginda tiipler 5 dakika
boyunca ultrasonik banyoda homojenize edilir. Daha sonra 15 saniye vortekslenerek tiipteki

¢ozeltiden 3,00 mL spektroflorimetre kiivetine eklenir ve sinyal okunur.

3.9.1. Secicilik ¢calismasi i¢in ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Secicilik ¢alismasi i¢gin TOB’un analogu olan GEN ve yapisal olarak benzemeyen CEF
kullantlmigtir. 0,3125 mg/mL derisiminde olacak sekilde 2,00 mg/mL stok silispansiyon
IMIP/INIP ¢ozeltisinden 0,625 mL alinir, devaminda derisimi 0,1 pg/mL olacak sekilde
analit ve analog ¢ozeltileri ayri ayr1 15,00 mL’lik yesil kapakl tiiplere ilave edilir. Son hacim
4,00 mL olacak sekilde pH=7,00 fosfat tamponu ile hacme seyreltilir. 4 saat yeniden

baglanma g¢aligmasi yapilir ve islem bittiginde 5 dakika sonikatérde homojen bir dagilma
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saglanir sonrasinda vortekslenerek tiipten 3,00 mL spektroflorimetre kiivetine aktarilarak

sinyal ol¢iiliir.

4. BULGULAR

Tez calismasinda ilk olarak sensdriin karakterizasyon calismasi yapildi ve degerlendirildi.
Karakterizasyon ¢alismalarindan TEM, FTIR ve XPS analizleri ODTU Merlab’da yapilmistir.
Daha sonra sentez bilesenleri olan, fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayict ve kalip molekiil
miktarlarinin optimizasyonlar1 yapildi. TOB’un baglanma ytizdesini incelemek i¢in inkiibasyon
calismalar1 uygulandi. Bu caligmalardaki baglanma ylizdelerini iyilestirmek igin ¢esitli
optimizasyonlar yapildi. Bu optimizasyonlar sirasiyla, inkiibasyon ¢oziiciisii, baglanma siiresi,
inkiibasyonda kullanilacak polimer miktar1 ve TOB ¢ozelti derisimidir. Oda sicakliginda
fosforesans emisyon dlciimlerine dayali olarak yapilan geri kazanim ¢alismalarinda gelistirilen

sensoriin analitik performansi hem insan serumunda hem de siit matriksinde degerlendirildi.
4.1. Sentez Parametreleri Calismalar ve Karakterizasyon
4.1.1. Sentez parametreleri optimizasyonu

KN sentezi ve MPTS modifikasyonu deneyleri Wang tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak
yapilmustir [217]. Oncelikle, KN’lere ait uyarma ve emisyon dalga boylar1 arastirlmistir ve
spektroflorimetrede fosforesans emisyon spektrumlart Ol¢iilmiistiir. Sekil 4.1°de KN’lerin

uyarma ve emisyon dalgaboylari sirastyla 322 nm ve 592 nm olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.1. Mn:ZnS KN’lerine ait uyarma ve fosforesans emisyon spektrumu

Mn:ZnS KN’leri partikiilleri karakterize etmek icin partikiillerin Sekil 4.2°de FTIR
spektrumlar1 kaydedilmistir.
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Sekil 4.2. Mn:ZnS KN’lerin FTIR spektrumu

Karakterizasyonu yapilan KN’ler, yiizey baskilama islemi Oncesinde MPTS ile
kaplanmalidir. Bunun i¢in 6ncelikle KN yiizeyi modifikasyonu i¢in gerekli MPTS miktar:
incelenmistir. Farkli miktarlarda (39 pL — 240 pL) MPTS’nin sentezlenen yiizeyi TOB
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baskilanmis MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS KN’lerin fosforesans sinyallerine olan etkisi

Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli MPTS hacimleri ile partikiillerin polimerizasyon ve ekstraksiyon sonrasi

sinyalleri
Baskilama Sonrasi Ekstraksiyon Sonrasi
MﬂZI;T(SuL) Fosforesans Sinyali Fosforesans Sinyali Polimerizasyon
INIP IMIP INIP IMIP
39 250,1 138,4 271,5 177 Siispansiyon
54 205 100 186 169 Stispansiyon
69,4 222 91 204 203 Siispansiyon
90 - - - - Cozelti
120 48 35 103 96 Cozelti
240 37 29 153 148 Cozelti

Cizelge 4.2°de, MPTS miktar1 39, 54 ve 69,4 uL kullanilarak sentezlenen IMIP-Mn:ZnS ve
INIP-Mn:ZnS KN’lerin yerniden baglanma ¢alismalar1 gériilmektedir. Fosforesans emisyon
sinyalindeki diistisiin IMIP i¢in en fazla ve se¢ici olmayan tiirleri kontrol amagli sentezlenen
INIP i¢in en az olan miktarin 69,4 nL. MPTS kullanilarak sentezlenen partikiillerde oldugu
goriilmektedir. Bu verilere dayanarak, optimum miktarin 69,40 plL olmasma Karar

verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli miktarlardaki MPTS’nin yeniden baglanma c¢aligsmalarinda fosforesans
sinyali lizerindeki etkisi

MPTS IMIP INIP
Miktari
(uL) INIP IMIP % Sinyal Distsi INIP IMIP % Sinyal Diisiisti
39 476 304,6 36 412 383,8 13,7
54 510 259 49,2 485 426,8 12
69,4 507 198 61 540 500,9 7,2

MPTS modifiye edilmis KN’lerin boyutlarin1 arastirmak icin TEM goriintiileri
kaydedilmistir. Sonuglar Sekil 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.3. MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS KN’lerin TEM goriintiisi

MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS partikiilleri karakterize etmek i¢in partikiillerin Sekil 4.4°te
FTIR spektrumlar1 kaydedilmistir.
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Sekil 4.4. MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS KN’lerin FTIR spektrumu

MPTS modifiye edilmis KN partikiillerin, XPS spektrumlar1 kaydedilmistir. Bu spektrum
Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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Sekil 4.5. MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS KN’lerin XPS spektrumu

TOB tayini icin ylizeyi baskilanmis fosforesans sensor hazirlamak amaci ile sentez
parametreleri de sirasiyla optimize edilmistir. Bunlardan ilki fonksiyonel monomer olarak
kullanilan APTES’in optimizasyon caligmalaridir. Bu amagla 18,75; 25,00 ve 31,25 uL
APTES kullanilarak yiizeyi TOB baskilanmis partikiiller sentezlenmistir. Ekstraksiyon
isleminden sonra IMIP ve INIP sinyalleri olgiilmiistiir. Se¢iciligin, 25,00 uL. APTES
kullanildiginda maksimum verime ulastig1 fosforesans emisyonlari dl¢iilerek kanitlanmisgtir.

Sonuglar Cizelge 4.3 ve 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.3. APTES miktarinin baskilama ve ekstraksiyon sonrasi fosforesans sinyallerine

etkisi
APTE_S Baskilama Sopras1_Fosforesans Ekstraksiyon S_onra§1 Polimerizasyon
Hacmi Sinyali Fosforesans Sinyali
(uL) INIP IMIP INIP IMIP
18,75 439 365 403 394 Siispansiyon
25,00 222 91 204 203 Siispansiyon
31,25 418 174 400 406 Siispansiyon

Cizelge 4.4. Farkli miktarlarda APTES’in yeniden baglanma calismalarinda fosforesans
sinyali iizerindeki etkisi

IMIP INIP

APTES (uL) Po Pson %Diistis Po Pson %Dsiis
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18,75 500 290 42 482 429 11
25,00 507 198 61 540 500,9 7,2
31,25 533 260,6 511 514 436,9 15

Capraz baglayict olarak kullanilan TEOS’un sensoriin segiciligi lizerindeki etkisi
arastirilmistir. Bu nedenle 50,00; 75,00; 100,00; 125,00 ve 150,00 uL TEOS kullanilarak,
ylzeyi TOB baskilanmis farkli sensorler hazirlanmistir. Fosforesans emisyon 6l¢timleri goz
Oniine alindiginda, en fazla segicilige ve en yiiksek sensor verimine 75,00 uL TEOS
kullanildiginda ulasildig1r goriilmektedir. Deneysel verileri Cizelge 4.5 ve 4.6’da
belirtilmistir.
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Cizelge 4.5. TEOS miktarmin baskilama ve ekstraksiyon sonrasi fosforesans sinyallerine etisi

TEOS  Baskilama Sonrasi Fosforesans Ekstraksiyon Sonrasi

Hacmi Sinyali Fosforesans Sinyali Polimerizasyon
(uL) INIP IMIP INP IMIP

50,00 551 375 536 509 Siispansiyon
75,00 590 392 554 516 Siispansiyon

100,00 222 91 204 203 Siispansiyon

125,00 - - - - Cozelti

150,00 - - - - Cozelti

Cizelge 4.6. Farkli miktarlarda TEOS’un yeniden baglanma ¢aligmalarinda fosforesans
sinyali lizerindeki etkisi

IMIP INIP

TEOS (L)  Po Pson %Diisiis Po Pson %Diisiis
50,00 529 2275 57 507 4462 12
75,00 487 155,8 68 572 5177 95
100,00 507 198 61 540 500,9 72

Farkli miktarlarda TOB (1,125 mg, 1,5 mg ve 1,875 mg) kullanilarak hazirlanan sensore ait
fosforesans sinyalleri incelenmistir. INIP’in se¢ici olmayan tiirlere cevabinin daha diisiik

oldugu gozlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.7 ve Sekil 4.8’de sunulmustur.

Cizelge 4.7. TOB miktarinin baskilama ve ekstraksiyon sonrasi fosforesans sinyallerine
etkisi

TOB miktart Baskilama Sonras1 Fosforesans Sinyali ~ Ekstraksiyon Sonrasi Fosforesans Sinyali

(mg) INIP IMIP INIP IMIP
1125 539 379 512 494
1,500 222 01 204 203

1,875 519 402 501 532
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Cizelge 4.8. Farkli miktarlarda TOB’un yeniden baglanma g¢aligmalarinda fosforesans
sinyali iizerindeki etkisi

IMIP INIP
TOB (mg) Po Pson %Diisiis Po Pson %Diistis
1,125 467 160,12 65,7 507 446,2 10,8
1,500 501 162,32 68 572 517,7 8,4
1,875 558 228,78 59 540 500,9 1,7

MPTS modifiye edilmis yiizeyi TOB baskilanmis sensorlerin boyutlarini arastirmak igin
TEM gorintiileri kaydedilmistir. Sentezlenen IMIP:ZnS sensor partikiillerinin, MPTS
modifiye edilmis KN partikiillere gore daha biiyiik capta oldugu gozlenmistir. Sonug Sekil

4.6’da sunulmustur.

CHp
B L i

— 150 nm

Sekil 4.6. Yiizeyi IMIP ile kaplanmis Mn:ZnS KN’lerin TEM goriintiisii

Yiizeyi TOB baskilanmig (IMIP:ZnS) ve kontrol sensorii olarak TOB baskilanmamis
(INIP:ZnS) partikiillerin XPS spektrumlar1 kaydedilmistir. Bu spektrumlar Sekil 4.7 ve
4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. INIP - Mn:ZnS KN’lerin XPS spektrumu

Sentezlenen IMIP ve INIP sensorlerin inkiibasyon optimizasyonlari

Yeniden baglanma ortaminda kullanilan ¢oziicii tiiriiniin, TOB i¢in hazirlanan fosforesans
sensore etkisi incelendi. Coziicli se¢imi i¢in organik ortamda da DMSO, DCE, ACN ve
dimetil formamid (DMF) ¢ozeltilerinde galisilmistir. Sonuglar Sekil 4.9’da gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Yeniden baglanma caligsmasi i¢in ¢dziicii optimizasyonu.

Inkiibasyon ortamina eklenecek olan partikiil miktar1 hem DMSO hem de DCE ¢dziicii
ortamlarinda, partikiil derisimi 0,3125 mg/mL; 0,156 mg/mL ve 0,0780 mg/mL olacak

sekilde incelenmistir. Sonuglar Sekil 4.10°da gosterilmistir.

= MIP (DCE)
= NIP (DCE)
= = MIP (DMSO)
60 39,8
NIP (DMSO)
30

% Sinyal Diisiisii

0,3125 0,156 0,078
Partikiil Miktari (mg/mL)

Sekil 4.10. Farkli ¢oziicii ortaminda partikiil miktar1 optimizasyon ¢aligmasi
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Sulu ortamda sensoriin, oda sicaklifinda fosforesans sinyaline olan etkisini gézlemek i¢in
farkli pH (5,00; 7,00; 8,00) degerlerinde inkiibasyon calismalari gergeklestirilmistir.

Sonugclar Sekil 4.11°de sunulmustur.

3
2,5 0 ® pH=7
pH=5
2 pH=8
-
a5 y = 1,2397x +0,0761
S R2=0,9858
1
y = 0,2675x + 0,0702
R?>=0,98
05 o .
y =0,0223x + 0,1425
o’ R2=0,0218
0
0 0,5 1 15 2 2,5
Tobramisin Derisimi (ng/mL)

Sekil 4.11. Farkli pH ortamlarinda Stern-Volmer kalibrasyon ¢aligmasi (Asetat tamponu 5,00;
PBS 7,00 -8,00. PO, inkiibasyon stiresi sonunda analit baglanmadan 6nceki, P ise
analit baglandiktan sonraki sinyalleri temsil etmektedir)

Yiizeyi baskilanmis oda sicakliginda fosforesansa cevap verebilen IMIP ve INIP sensdriiniin
fotokararliliklar1 organik ortamda 23 giin boyunca, sulu ortamda da 25 giin boyunca ayni
kosullarda ayni saatte Olglim alinarak degerlendirilmistir. Sonuglar Sekil 4.12°te

sunulmustur.
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Sekil 4.12. IMIP/INIP partikiillerin stabilite ¢alismasi

Sensére TOB’un yeniden baglanma ¢alismalarinda inkiibasyon siiresi organik ortamda
(DCE) ve sulu ortamda (pH=7,00) incelendi. Deneyler 6 ssaat boyunca siirdiiriilmiistiir.

Sonuglar Sekil 4.13 ve 4.14°te sunulmustur.
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Sekil 4.13. TOB’a yeniden baglanma c¢aligmalarinda siirenin etkisi (PBS pH=7,00; TOB
derisimi 0,25 pg/mL)



73

100

90

80

70

—&— MIP
60

NIP
50

AP

40
30
20

10

0 1 2 3 4 5 6 7
Sure (Saat)

Sekil 4.14. TOB’a yeniden baglanma ¢alismalarinda siirenin etkisi (DCE, TOB derisimi 0,25
pg/mL)

Gelistirilen viizeyi TOB baskilanmis sens0riin seciciliginin belirlenmesi

TOB baskilanmis ensorlerin baskilama segiciligini arastirmak icin yapisal olarak analog olan
GEN ve yapica benzemeyen CEF ¢ozeltilerine belirlenen uygun kosullar altinda inkiibasyon

islemi uygulanmistir. Sonuglar Sekil 4.15’de verilmistir.
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Sekil 4.15. Hazirlanan IMIP ve INIP partikiillerin segicilik ¢alismasi (Sulu ortam pH=7,00
PBS TOB derisimi 1,50 pg/mL)

Bunun yaninda; gelistirilen sensoriin Onerilen yontemde, analiti tanima davraniglarini
belirlemek ve yeniden baglanma 06zelliklerini incelemek igin inkiibasyon c¢alismasi
yapitlmistir. Baskilamanin basarisi, analitin hem MIP’e hemde NIP’e baglanma ilgisi
belirlenerek baskilama faktori ile tespit edilmektedir. Baskilama faktoriine ait deneysel

veriler Cizelge 4.9°da belirtilmistir.

Cizelge 4.9. Tobramisin sensorii icin baskilama faktorii

TOB Derigimi (ug/mL) (PO/P) imip (PO/P) inip Baskilama Faktorii (IF)
5,00 4,66 1,00 4,66
1,50 2,82 1,04 2,71

Baskilama faktorii (IF), (Po/P)mip/(Po/P)nip esitligi ile hesaplanmistir. Yeniden baglanma ¢aligmasi organik
ortamda (DCE) ve fosfat tamponu ortaminda (pH= 7,0) yiritilmiistir.

Baskilama Faktorti (IF) = (Po/P)imip / (Po/P)iNnip 4.2)

Baskilama Faktorti (IF) = (Ksv)imip/ (Ksv)inie 4.2)
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4.2. Analitik Performans Parametreleri

Yontemin dogrusal araligini tespit etmek i¢in pH’1 7,00 olan fosfat tamponu ortaminda ve
organik ortam olan DCE’da siras1 ile 0,05-1,50 ve 0,01-5,00 pg/mL derisim araliklarinda
TOB igeren siispansiyonlar ile kalibrasyon ¢aligmasi yapilmistir. Yontemin dogrusal araligi
belirlendikten sonra LOD ve LOQ degerleri sulu ve organik ortamda hesaplanmustir.

Sonuglar Cizelge 4.10°da, Sekil 4.16 ve 4.17°de sunulmustur

Cizelge 4.10. Tobramisinin organik ve sulu ortamdaki analitik performans calismasi

Dogrusal Aralik  Coziicii Egim (Ksv) Kesim Noktasi ) LOD LOQ
(hg/mL) ofamt—yvup INIP IMIP INIP (hg/ml)  (ng/mL)
0,05-1.50 (pﬁgs o 12055 00068 00867 00353 0970 00012 00034

0,01-5,00 DCE 0,7369  -0,0023 0,383 0,0274 0,9948  0,0009 0,0027

(Stern-Volmer Egsitligine gore hesaplandi, LOD LOQ hesabinda en kiigiik derigim kullanildi, n=10. LOD
hesaplanirken (3,3 x SS) / egim; LOQ hesaplanirken ise (10 x SS) / egim hesab1 kullanildi).

2
°
15
1 "o
-
o
~~
o
-9 y = 1,2055x - 0,0867
0,5 8 R2=0,9879
e
0 e.9"
0 0,2 0,4 06 0,8 1 1,2 1,4 1,6
0,5
C (ug/mL)

Sekil 4.16. Stern-Volmer sulu ortam kalibrasyon dogrusu (pH= 7,00 PBS)
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Sekil 4.17. Stern-Volmer organik ortam kalibrasyon dogrusu (DCE)

Siit ve serum numunelerinde, uygun pH degeri 7,00 olarak belirlendikten sonra, sensoriin ii¢

farkli derisimde TOB’a olan cevabi incelendi ve geri kazanim degerleri tespit edildi. Siit

numunesindeki TOB tayini i¢in geri kazanim c¢alismasi Cizelge 4.11°de, giin i¢i ve giinler

arasi ¢alismalara ait sonuclar ise Cizelge 4.12°de gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Giin i¢i ve glinler aras1 bagil standart sapma degerleri (Stern Volmer)

Giin I¢i (n=3) Glinler Arasi (n=3)
TOB Derisimi (pg/mL)
%RSD %RSD
0,10 1,5153 1,8911
0,25 3,8967 1,9343
0,50 4,3974 5,0344

Cizelge 4.12. Siit matriksinde geri kazanim ¢alismasi (Stern-VVolmer)

Geri Kazanim (%) (n = 3) RSD %
TOB Derisimi (ug/mL)
IMIP INIP IMIP INIP
0,10 7717 22,86 1,84 4,07
0,50 89,34 27,99 4,27 2,87
1,00 103,5 30,43 4,60 3,15
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Gelistirilen ydntemin serum numunesinde tekrarlanabilirligi gilin-igi ve glinler-arasi
caligmalar yapilarak tespit edildi. Buna ek olarak geri kazanim ¢aligsmalar1 yapildi. Sonuglar

Cizelge 4.13’te sunuldu.

Cizelge 4.13. Serum matriksinde analitik performans ve geri kazanim ¢aligmasi (Stern-
Volmer kalibrasyon kulanilmustir)

Eklenen Geri Kazanim (%)

Tobramisin Giin i¢i Giinler aras1 _ RSD %
(ng/mL) (n=4)
(RSD%,n=4) (RSD%, n=4)
IMIP INIP IMIP INIP
0,30 3,69 4,84 100,47 30,33 5,06 2,93
0,60 3,40 1,08 96,12 24,80 1,80 3,23

1,20 3,02 4,60 88,50 27,00 2,67 3,08
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S. TARTISMA

Bu kisimda bulgular boliimiinde sunulan deneysel veriler degerlendirildi.

5.1. Karakterizasyon ve Sentez Parametreleri Calismalar:

Bu ¢alismada, segici IMIP:ZnS ve liiminesant Mn katkilanmis ZnS KN’lerin kombinasyonu
ile TOB tayini i¢in segiciligi ve duyarlilig1 arttirilmis oda sicakliginda fosforesans yontemine

dayal1 optik bir sensor gelistirilmistir.

Sentez parametrelerinin miktarlart MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS KN’lerin yiizeyinde
baskilanacak polimerin kalinligin1 dogrudan etkilemektedir. Bu kabugun ince olmasi, hem
analitin ekstraksiyonu hem de yeniden baglanma caligmasinin yiiksek verimli olmasi i¢in
cok oOnemlidir. Optimum miktarlar kullanilarak yapilan yiizey baskilama en uygun
ekstraksiyon ¢oziiciisii ile muamele edilip kalip molekiiliin yapidan uzaklastirilmasi ve bu
islem gercgeklesirken analite segici olan kavitelerin sekil, biiytikliik, fonksiyonel gruplarinin
uzaysal yonlenimi gibi Ozelliklerini korumalar1 gerekmektedir. Analit yapidan
uzaklastirildiginda, IMIP:ZnS ve INIP:ZnS’e ait oda sicakligi fosforesans sinyali neredeyse

ayni emisyon degerine sahip olmalidir.

Hazirlanan KN’lerin MPTS ile modifikasyonundan sonra APTES —fonksiyonel monomer-
ve TEOS —¢apraz baglayici- ile ylizey baskilama islemi uygulandi. Optimum miktardaki
silika, KN’lerin ylizey modifikasyonu i¢in uygun tanima bolgeleri olusturmak i¢in oldukga
ideal ve avantajli bir segenektir. Polimerik matrikste, analit ilavesi IMIP:ZnS KN’lerde
anlaml bir fosforesans sinyal diislisiine sebep olmaktadir. Ciinkii ylizeydeki baskilanmig
bolgeler analite secgicidir. Matriks ortaminda baskilanmis bolgelere TOB yerlesecek ve
emisyon siddetini baskilayacaktir. Sensoriin oda sicakligindaki fosforesans siddeti artan
TOB derigim ile azaltacaktir. Sensoriin yiiksek verimde cevap vermesi i¢in Mn:ZnS sentezi
yapildiktan sonra optimum miktarda MPTS ile modifikasyon ve devaminda uygun

miktarlarda APTES, TEOS, TOB ile yiizey baskilama islemi uygulanmistir.

Oncelikle, KN’lere ait uyarma ve emisyon dalga boylari, spektroflorimetrede taranarak
kaydedilmigtir. Sekil 4.1’e bakildiginda uyarma dalga boyunun 322 nm, emisyon dalga

boyunun ise 592 nm oldugu gozlenmektedir. Fosforesans sinyal Ol¢limlerinde, emisyon
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kaynag1 ZnS icine doplanan Mn?* iyonudur. Bu sayede Jablonski diyagraminda, elektron
triplet sistemden 1s1ma yapmaya daha uygun hale gelir ve Boliim 2.10°da agiklandig1 gibi
Mn%nin “T1 2 %As’e gecisi s6z konusudur ve fosforesans 1s1mas1 gerceklesir. Mn:ZnS
KN’ler sensoriin ¢ekirdek kismini olusturmaktadir. Onerilen ydntem igin gelistirilen
sensOriin sentezi i¢in yapmin dogrulanmasi amaciyla FT-IR analizi gerceklestirildi ve

sonuglar Sekil 4.2°de gosterildi.

KN’lerin FT-IR analizi icin Sekil 4.2’ye gore, 615 cm™ piki yapidaki ZnS’nin varligim
kanitlamaktadir. 800 cm™ piki de ZnO gerilimini gdstermektedir. 1000 — 1100 cm™ piki
KN’ye ait olan inorganik tiirlerden kaynaklidir. 3200-3400 cm™ civarinda ortaya ¢ikan
bantlar, hidroksil grubunun gerilme titresimini temsil etmektedir. Bu yorumlara gore

Mn:ZnS KN’lerin sentezinin basarili bir sekilde gerceklestigi goriilmektedir.

IMIP/INIP:ZnS’leri  sentezleyebilmek i¢in KN’lerin MPTS ile modifikasyonu
gerekmektedir. Bu sayede elde sol-jel metodu ile yapilacak yiizey baskilama yapilabilecek
ve sensoriin  kabuk kismi kararli bir sekilde, TOB’a seciciligi yiiksek olarak
sentezlenebilecektir. Farkli MPTS miktarlar1 kullanilarak Mn:ZnS KN’lerin sentezi
yapilmistir. Bu sentezlerde Cizelge 4.1’e bakildiginda, 120,00 ve 240,00 uL. MPTS ilavesi
ile sentezlenen partikiillerde ¢ozelti polimerizasyonu goriilmektedir. Elde edilen partikiiller
jel formuna doniismiistiir. Jellesme bu asamada biiylik bir problem olarak goriilmektedir.
Yiizey baskilama islemi ylizeyde analite 6zgii secici kaviteler olugturmakta ve kiitle aktarimi
daha hizli gergeklestirme avantajlarina sahiptir. Bu avantaj hem sensoriin yeniden baglanma
basamaginda yiiksek secicilik ile sonu¢lanmasina hem de ekstraksiyon igslemlerinde kalip
molekiiliin yapidan uzaklagmasina kolaylik saglamaktadir. Cozelti polimerizasyonu
problemi kalip molekiiliin uzaklastirilmas: zorlastirmakta, sentezlenen partikiillerin
baglanma kapasitesini ve kiitle aktarim hizini1 diisiirmektedir, baglanma kinetigi tamamen
farkli 6zelliktedir. Jellesme problemini ¢ozmek i¢in ¢oziicii hacmini arttirmak ve sentez
yapilirken karistirma hizin1 daha yiiksek degerde tutmak gibi ¢esitli yollar izlenebilir. Bunun
disinda polimerizasyon yontemi olarak daha farkli bir yontem secilebilir ancak bu durumda
da partikiiller yigin (bulk) olarak elde edilecektir [261]. Yiizey baskilama yonteminden ve
karakterize edilen partikiillerin ¢alisma prensibini degistirmeden elde edilen sonuglara
bakildiginda, 69,4 pL MPTS ile hazirlanan IMIP-INIP partikiillerinin baskilama sonrasi
sinyalleri arasindaki farkin en fazla oldugu goriilmektedir. Ekstraksiyon islemi sonrasinda

ise yine yine aymi partikiillere ait fosforesans sinyallerinin neredeyse esit oldugu
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goriilmektedir. Cizelge 4.2°ye bakildiginda, yiizey baskilama isleminde kullanilan farkli
miktardaki MPTS’ler ile hazirlanan IMIP ve INIP’in yeniden baglanma calisma sonuglari
goriilmektedir. Baglanma ortamindaki analitin, sentezlenen IMIP partikiilleri ylizeyinde
kendine 6zgii kavitelere yerlesmesi beklenmektedir. INIP i¢in TOB’a 6zgii bir bolge
bulunmadigindan baglanma 6ncesi ve baglanma sonrasi sinyallerde biiylik bir degisim
beklenmemektedir. Fosforesans emisyon sinyalleri karsilastirildiginda 69,40 uL MPTS
kullanilarak hazirlanan IMIP ve INIP i¢in beklenen durumun gergeklestigi
gorlilmektedir. IMIP’1n en yiiksek sinyal diislisii ve INIP’1in en az sinyal diisiisiiniin bu
partikiiller i¢in oldugu sonucuna varilmistir. Bundan dolayi, partikiillerin sentezinde

kullanilacak en uygun MPTS miktarinin 69,40 uL olmasi gerektigine karar verilmistir.

Sekil 4.3’te MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS KN’lerin sekil ve boyut dagilimi TEM
goriintiisii ile gosterilmistir. Partikiiller agik bir sekilde agregasyona ugramamis ve
kiireseldir. Boyutlar1 yaklagik 25-30 nm c¢apindadir. MPTS modifiye edilmis KN
partikiillerin FTIR analizi Sekil 4.4’te verilmistir. Bu sonuca gore KN’ler ile
karsilastildiginda, yaklasik 1643 cm™, 1147 cm™ ve 1090 cm™’ deki bantlar, Mn katkil1 ZnS
KN'ler lizerinde Si-O-Si'nun karakteristik titresim bantlarina ait oldugu goézlenmektedir.
Yukarida belirtilen piklerin varligi, MPTS’nin Mn:ZnS KN’lerin yiizeyine basarili bir
sekilde modifiye edildigi kanitlanmistir. XPS 6lgiimleri, sentezlenen partikiillerin elementel
kompozisyonunun yani sira MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS KN'lerin yiizeyi iizerindeki
kaplamanin basarisin1 kanitlamak i¢in yapilmistir. Sekil 4.5 goz oniine alindiginda atomik
yuzde degerleri Zn i¢in %24; O i¢in %22,9; S icin %17,1; Si i¢in %6,2; Mn icin %0,6
degerleri MPTS’ nin, Mn:ZnS KN'lerin ylizeyi iizerinde modifiye edildigini kanitlamaktadir.
Bunu desteklemek igin MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS KN’lerin Sekil 4.4’teki FTIR
sonuglarina bakacak olursak Si-O-Si titresiminin varlig1 gozlenmis ve bu da XPS’in %6,2°1ik
bir Si elementi varlig1 ile kanitlanmistir. KN’lerin ylizeyine MPTS modifikasyonu boylece

kanitlanmis olmaktadir.

Devaminda, en uygun APTES miktar1 arastirilmistir. Bunun i¢in MPTS ile modifiye edilmis
KN vyiizeyine 18,75; 25,00; 31,25 uL olarak ii¢ farkli miktarda APTES ilave edilerek
IMIP:ZnS ve INIP:ZnS partikiilleri sentezlenmistir. Cizelge 4.3’e, baskilama sonrasi ve
ekstraksiyon sonrasi oda sicakligi fosforesans emisyon siddetlerine bakildiginda kullanilan
APTES hacmi arttikca IMIP ve INIP arasindaki emisyon siddeti farkinin agildigi

gozlenmektedir. IMIP ve INIP sinyallerinin ayni kalmamasi baskilanmanin basarili bir
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sekilde gerceklestiginin kanitidir. Yani kabukta bulunan TOB, ¢ekirdekteki Mn:ZnS KN
tarafindan  yayilan fosforesans siddetini  diisiirmektedir. Baskilama isleminin
gerceklestiginin kanit1 olarak da yorumlanabilir. Ekstraksiyon sonrasi fosforesans sinyalleri
incelendiginde ise, ylizey baskilama sonucu kabukta bulunan TOB’un yapidan uzaklastigi
IMIP ve INIP i¢in sinyallerin birbirine yaklagmasi ile yorumlanir. IMIP’in ylizeyinde TOB
var iken Mn:ZnS KN’lerin 1simasi goreceli olarak engellenmistir. Ancak yapidan
uzaklastiktan yani ekstraksiyon islemi basarili bir sekilde gerceklestikten sonra, 1s1may1
bloke edecek analit yiizeyde kalmadigindan IMIP’in sinyali INIP’e yaklasmistir. Bu da
sensOriin analite segiciligi ve duyarliligini arttiran bir parametredir. Farkli miktarlardaki
APTES’in yeniden baglanma c¢alismalarinda fosforesans sinyali {izerindeki etkisi
incelendiginde, IMIP g6z Oniine alinarak yeniden baglanma caligmasi oncesi ve sonrasi
emisyon siddetleri {izerindeki disiisiin Cizelge 4.4 ‘te en fazla 25 uL. APTES hazirlanarak
elde edilen partikiillerde oldugu goriilmektedir. Bu durum APTES’teki amino gruplar ile
TOB’daki hidroksil gruplariin yiizeyde polimerizasyon 6ncesi hidrojen bagi ile en yiiksek
verimde etkilestiginin bir gostergesidir ve TOB baglaninca IMIP sensor i¢in sinyal
diisiisiiniin %61 oldugu hesaplanmistir. Segici olmayan ¢aligmalar1 kontrol etmek amaci ile
hazirlanan INIP’ta ise, yeniden baglanma 6ncesi ve sonrasi ¢aligmalar gdz oniine alinarak
fosforesans siddetindeki diisiisiin %7,2 oldugu gdézlenmistir. IMIP ve INIP arasindaki sinyal
diistis farki en yiiksek 25 uL. APTES kullanilarak hazirlanan partikiillerde oldugu sonucuna

varilmigtir. Sentezde kullanilacak optimum APTES miktar1 25 pL olarak belirlenmistir.

On polimerizasyon kompleksi yiizeyde maksimum verimle etkilesirken, partikiillerin daha
saglam kiiresel bir yap1 halini almasi1 i¢in TEOS miktar1 arastirildi. TEOS, ylizey baskilama
isleminde APTES ile sol jel yontemine gore reaksiyona girip inorganik kabuk yapisinin
olusumuna yardimer olmaktadir. Bunun i¢in 50,00; 75,00; 100,00; 125,00 ve 150,00 pL
olarak bes farkli miktarda TEOS ilave edilerek ylizeyr TOB baskilanmigs MIP ve NIP
partikiilleri sentezlenmistir. Cizelge 4.5’te, baskilama sirasinda 100,00 pL’den daha fazla
miktar TEOS kullanilmast ¢ozelti polimerizasyonuna sebep olmaktadir. Olusan yiizey
baskilanmis polimerin kabugu daha kalin olarak ve jel formunda y1gin (bulk) polimerler elde
edilmektedir. Baglanma bolgeleri yilizeyde veya ylizeye yakin yerlerde elde edilemez bunun
sonucu olarak analitin kaviteye baglanmasi yani kiitle transfer hiz1 daha yavas olacaktir.
Kalin kabuk ve agregasyon problemleri MIP ve NIP’in segiciligi arasinda bir fark
yaratmamaktadir. Ancak Cizelge 4.6’ya bakildiginda, 50,00; 75,00 ve 100,00 uL. TEOS’un

yeniden baglanma ¢aligsmalarinda fosforesans sinyali tizerindeki etkisi incelendiginde, IMIP
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icin maksimum yiizde diislis degeri %68,00 olarak hesaplanmistir. Ancak, buna karsilik
gelen INIP i¢in ise bu deger %7,20°den %9,50’e ¢cikmustir. INIP taki bu sinyal artis1 sebebi
ile 75,00 uL TEOS secilmemistir. Baskilama, ekstraksiyon sonrasi sinyaller ve yeniden
baglanma sonrasi sensoriin ylizde fosforesans sinyal diisiis miktarlar1 g6z oniine alindiginda
100, 00 uL TEOS’un daha yiiksek secicilik gostererek TOB ile etkilestigi sonucuna
varilmistir.  IMIP ve INIP fosforesans sinyalleri arasindaki fark TOB i¢in hazirlanan
sensOriin  segiciliginin bir ol¢iitiidiir ve optimum TEOS miktar1 secicilik ve tanima

bolgelerinin daha fazla olmasi nedeni ile 100,00 pL olarak belirlenmistir.

Farkli miktarlarda analit (1,125 mg, 1,50 mg ve 1,875 mg) kullanilarak hazirlanan TOB
baskilanmis fosforesans sensorii ve TOB baskilanmamis fosforesans sensorii fosforesans
sinyalleri incelendiginde INIP-ZnS nin segici olmayan tiirlere cevabinin daha diigiik oldugu
gozlenmistir. Cizelge 4.7°de ekstraksiyon islemi sonrasinda oOl¢iilen fosforesans emisyon
sinyallerinin yakin (INIP-ZnS 204, IMIP-ZnS 203) olusu yapidan tamamen TOB’in
uzaklastigini gostermektedir. Baskilama sonrasi, fosforesans emisyon sinyalleri arasindaki
fark 1,50 mg TOB kullanilarak yapilan sentez i¢in en fazladir. Bu farkin sebebi molekiiler
baskilamanin ger¢eklesmis olmasidir. Fosforesans sensoriin kabugundaki baskilanmis TOB,
sensoriin verdigi sinyali baskilar ve emisyon siddetinin azalmasina sebep olur. Cizelge
4.8°de, yapilan yeniden baglanma c¢aligmasi sonuglarina gore, baskilama agamasinda segilen
optimum TOB derisimi 1,50 mg olarak saptanmistir. TOB’un, IMIP-ZnS’nin segici
kavitelerine -hem fonksiyonel grup, hem uzaydaki yonlenis, hem de boyut bakimindan-
yuksek ilgi ile yerlesebilmesi segici olarak daha fazla sinyal diisiisiine sebep olmustur (IMIP-
ZnS %68,60, INIP-ZnS %8,40).

Sekil 4.6°da yiizeyi TOB baskilanmis MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS KN’lerin sekil ve
boyut dagilim1 TEM ile incelenmistir. Partikiil ¢ap1 50 nm civarinda, homojen dagilmis bir
kiire olarak tespit edilmistir. MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS KN’lerin ¢apinin IMIP
partikiiliinden daha diisiiktiir. Bu sonuca goére TOB, MPTS modifiye edilmis KN’lerin

lizerine basartyla bir kabuk seklinde baskilandig1 morfolojik olarak kanitlanmustir.

Sekil 4.7°de IMIP partikiillerine ait XPS spektrumuna bakidiginda atomik yiizde degerleri
O i¢in %47,9; C i¢in %24,4; Si i¢in %20,8; N i¢in %6 ve S i¢in %0,9 olarak belirtilmistir.
TOB’un yapisinda bulunan azot, oksijen ve karbonlarin degerlerindeki artis yiizeyin TOB

ile baskilandigimi gostermektedir. Sekil 4.8’e bakildiginda INIP ig¢in XPS spektrumu
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goriilmektedir. Buna gore, O i¢in %50,4; C i¢in %24,5; Si i¢in %19,9 ve N i¢in %5,2
yogunlugu bulunmustur. Bu sonuglara gore, ylizey polimerizasyonunun gergeklestigi
goriilmektedir. N yogunluklarina bakildiginda TOB’un INIP yapisinda olmadig1 agiga
cikmaktadir.

Cizelge 5.1. KN yiizeyi modifikasyonu ve baskilama islemi i¢in optimum sensor bilesen

miktarlari
Sensor MPTS APTES TEOS TOB
IMIP:ZnS 69,40 uL 25 ul 100 pL 1,50 mg
INIP:ZnS 69,40 pL 25 L 110/0 BT IR ———

IMIP:ZnS ve INIP:ZnS sensériin kabuk kismi inorganik polimerden olusmaktadir. Inorganik
polimer sol-jel yontemine gore sentezlenmistir. Bu sayede elde edilen kabugun kalinligi
kontrol edilebilmekte ve sensorlerin boyutlart nanometre ile mikrometre arasinda
degisebilmektedir. Partikiiller agrege olmadan sentezlenebilir ve ¢ogunlukla homojendir. Bu
yontemde APTES, silika partikiilleri ile kovalent olarak etkilesecek bir fonksiyonel
monomer olarak davranir. Polimerizasyon isleminde TEOS ¢apraz baglayici olarak davranir.
Hidroksil gruplari, analit ile inorganik kabuk arasinda hidrojen bagi etkilesimini
arttirmaktadir. Cizelge 5.1°deki optimum miktarlar bu yonteme gore kullanildiginda TOB’a

0zgli olan baskilama bdlgeleri yiiksek secicilik ile olusmustur.

5.1.1. Ekstraksiyon

Yiizeyi TOB baskilanmig MPTS modifiye edilmis Mn katkili ZnS KN’lerin analite se¢imli
hale gelebilmesi i¢cin hem IMIP hem de INIP i¢in DMSO:EtOH:H20 (5:3:2 h/h/h) ¢oziiclisii
ile ekstraksiyon islemi 4 saat boyunca yapildi Baskilama sonrasi, Cizelge 4.7’deki sinyallere
bakildiginda IMIP ve INIP i¢in fosforesans sinyallerinin sirasiyla 222, 91 oldugu
gozlenmektedir. Ekstraksiyon sonrasi yapilan fosforesans olgiimlerinde ise yine IMIP ve

INIP i¢in sinyaller sirasiyla 204 ve 203 olarak kaydedilmistir.

Bu sonuglara gore, yiizeyde baskilanmis olan TOB’un yiizeyden ekstraksiyonu oldukg¢a
verimli bir sekilde, yiizeyde bir asinma meydana gelmeden gerceklestirilmistir. Baskilama

sonrasinda, IMIP ve INIP arasindaki sinyal farki géz oniine alindiginda baskilamanin
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basarili bir sekilde gerceklestigini sdylemek miimkiindiir. MIP igin, Mn*? katkili ZnS
fosforesans siddetinin, baskilama sonrasi1 dramatik bir sekilde diisiisti de baskilama isleminin
kanitlarindan biridir. Bunu destekleyen bir diger islem de ekstraksiyondur. Yapidaki
TOB’un uzaklagsmasi sonrasinda IMIP ve INIP sinyallerinin birbirine yaklagmalari

ekstraksiyonun bagarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir.
5.1.2. pH c¢alismasi

pH degerinin, IMIP:ZnS ve INIP:ZnS sensor partikiilleri i¢in oda sicakliginda fosforesans
siddetleri lizerinde olduk¢a 6nemli bir etkisi vardir. Bilindigi gibi pH degeri 4,00’iin altinda
olan ortamlarda KN’ler kararsizdir ve H2S kokusu yayarlar. pH degeri 11°den fazla ise oda
sicakligl fosforesans siddeti aniden diiser. Bunun sebebi silika kabugun yiiksek pH
degerlerinde iyonlagmasidir. lyonlasma sonrast OH" yiizeye niikleofilik atakta bulunacak ve
ylizeydeki yap1 zarar gorecektir. Tiim bunlar g6z 6niine alindiginda pH’1n 5,00; 7,00 ve 8;00
olarak hazirlandig1 degerlerde, TOB i¢in hazirlanan oda sicakligindaki fosforesans
dlgiimiine dayal1 sensdre olan etkisi incelendi. Inkiibasyon calismalar1 5 saat boyunca
gerceklestirildi. Sekil 4.11’e bakildiginda R? degerlerine bakarak ilgili derisimlerdeki
sinyallerin pH=5,00 ve pH=7,00 degerlerinde dogrusal oldugu goriilmektedir. Bu pH
degerlerinde egimlere bakildiginda pH=7,00 degerindeki sonuglarin daha duyarli oldugu
sonucuna varilmaktadir. Bu nedenle optimum pH PBS tamponunda pH=7,00 olarak

sec¢ilmistir.
5.1.3. Kararhhk

IMIP:ZnS ve INIP:ZnS partikiillerinin kararliliklar1 hem sulu ortamda pH=7,00 hem de
organik ortamda caligilmistir. Sekil 4.12°de, organik ortam i¢in 23 giin ikiser 6l¢iim, sulu
ortam i¢in 25 giin ikiser Ol¢ciim olarak deneyler yapilmistir. Ayni derisimdeki
stispansiyondan kaydedilen fosforesans dl¢limlerine gore onemli bir farka rastlanmamustir.

Bu sonuca gore sensoriin oldukca kararli oldugu sdylenebilir.

Fosforesans isaretleyicilerden boyalar ile karsilastirildugnda KN’lerin uyarma dalga boyu
aralig1 genistir. Emisyonlarinda da Raman ve Rayleigh sacilmalarinin olasilig1 azalmaktadir.

Emisyon pikleri keskin ve dar bantlar seklindedir. Absorpsiyon ve emisyon dalga boylarini,
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KN’lerin boyutu ile degistirmek miimkiindiir. Sensor sistemlerindeki kararlilik diizeyini

arttirmaktadirlar.

Yukarida bahsedilen 6zelliklerinden ve tezdeki deneysel ¢aligmalara dayanarak, KN’lerin

boyalara gore tercih sebebi olmasi agikca goriilmektedir.

5.1.4. Secicilik

TOB, MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS KN sensorii fosforesans sinyalini, derisim ile
dogrusal olarak 6nemli derecede azaltma egilimi gostermistir. Bu sinyal diisiisiiniin TOB’a
olan segiciligini test etmek i¢in yapisal analogu olan GEN ve yapica benzemeyen CEF
molekiilleri secilmis ve inkiibasyon islemi ayni sartlar altinda yapilmistir. Po analit
ilavelerinden olmadan, P ise analit varliginda inkiibasyon islemi sonrasindaki Ol¢timleri
temsil etmektedir. AP ise bu sinyallerin arasindaki farktir. Sekil 4.15°te, sensoriin
fosforesans sinyallerine bakildiginda sirasiyla, CEF icin MIP ve NIP sinyal degisimleri 50
ve 14, GEN icin MIP ve NIP sinyal degisimleri 46 ve 3, TOB i¢cin MIP ve NIP sinyal
degisimleri 279 ve 9 olarak hesaplanmistir. GEN ve TOB yapisal analog olmalarina ragmen,
GEN kabuk bolgesinde TOB’a 6zgii bolgeler ile etkilesememis ve sensoriin tanima bolgeleri
yalnizca TOB’a cevap vermistir. Yiizeyi baskilanmis bolgelerin, hem sekil hem fonksiyonel
grup hem de uzaysal yonlenimleri dikkate alindiginda, TOB i¢in se¢ici tanima bolgelerine
sahip oldugu agiktir ve ylizey baskilamanin secicilik 6zelligini 6n plana ¢ikarmistir. Sinyal
diisiistli, yalnizca TOB i¢in se¢imli baglanmanin gerceklestigi, MIP degerinde en fazla olarak
bulunmustur. Kontrol polimer sensorii yani NIP i¢in ise diisiik bir sinyal diisiisi
gozlenmistir. Bundan dolayi, analitin bulundugu ortamda tanima bdlgelerinin yalnizca
analite 6zgii oldugu sinyal diisiisii ile kanitlanmaktadir. Sensoriin TOB i¢in yiiksek ilgi ile

secici oldugu sonucuna varilmstir.

Inkiibasyon calisma kosullari optimizasyonu.

Ekstraksiyon sonrasi fosforesans sinyallerini dlgmek ve inkiibasyon ortaminda en iyi
baglanma ortamini se¢ebilmek i¢in en uygun ¢oziicli aragtirllmistir. Sekil 4.9’a gore, farkl
organik ¢oziictiler kullanilmiitir. Yapilan inkiibasyon islemeri sonunda IMIP:ZnS sensdriine

ait en yiiksek sinyal diisiisii ve INIP:ZnS sensoriindeki en az diisiis ylizdesi DCE ortaminda
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yapilan inkiibasyon sonucu elde edilmis ve %61 %7,2 olarak kaydedilmistir. Bu nedenle

organik ortamda yapilacak inkiibasyon islemlerinde orgaik ¢6ziicii olarak DCE seg¢ilmistir.

Inkiibasyon ortamindaki IMIP:ZnS ve INIP:ZnS miktar1 se¢imi cok dikkatli bir sekilde
yapilmalidir. Optimum miktarin tespiti ig¢in farkli miktarlarda partikiiller kullanilarak
inkiibasyon c¢alismalar1 stirdiirilmistiir. Sekil 4.10°daki gortldigia gibi, 0,3125; 0,156;
0,078 mg/mL derisiminde partikiiller kullanilmistir. Yapilan deneysel calismalarda hem sulu
hem organik ortamda TOB’a olan seg¢iciligin en yiiksek olarak gézlendigi 0,3125 mg/mL
IMIP:ZnS ve INIP:ZnS partikiiliin bulundugu deneylerde gozlenmistir

TOB’un en yiiksek verimle tayin edilebilmesi i¢in, sensoriin inkiibasyon siiresi optimize
edilmistir. Sekil 4.13 ve 4.14 i¢in her iki ortama bakildiginda IMIP’lerin 4. saat itibariyle
plato bolgesine girdigi gozlenmektedir. 4.saat sonrasinda sinyal degisimi anlamli bir sekilde
artmamistir. INIP ile verilen fosforesans sinyal farki degisken olup siire se¢iminin 4 saat
olarak belirlenmesi uygun goriilmiistiir. INIP i¢in, fosforesans siddetindeki de§isim yeniden
baglanma sonrasi anlamli biiyiikliikte degildir. Bunun nedeni, INIP’in TOB’a segici

bolgelerinin olmayisindan ve yalnizca segici olmayan tiirlere cevap vermesinden dolayidir.

Genellikle, IMIP-ZnS ve INIP-ZnS benzer ag orgiisiine sahip olurlar, aralarindaki fark analit
ve ekstraksiyon sonrasi analite 6zgii olugsmus tanima bolgeleridir. Sinyal diisiisiiniin MIP’te
daha fazla olmasi, yiizeyi TOB baskilanmis MPTS modifiye edilmis Mn:ZnS fosforesans
sensOriinlin analite secici kavitelerinin oldugunu desteklemektedir. Bu da, optimum
inkiibasyon zamani kullanilarak organik ortamda yeniden baglanma islemi gergeklestirilerek
incelenmistir. Yiiksek bir baskilama faktorii ile deneysel olarak kanitlanmistir. Baskilama
faktorii (IF), (PO/P)MIP / (PO/P)NIP esitligi (Esitlik 4.1) ile hesaplanmistir. Cizelge 4.9°da,
yeniden baglanma calismasi organik ortamda (DCE) ve fosfat tamponunda (pH= 7,00)
yiritiilmistir. MIP’1n NIP’e gore; DCE i¢in 4,66, fosfat tamponu i¢in 2,71 kat daha segici
oldugu sonucuna varilmistir. Deneyler 1iic paralel halde calisilarak sonuglarin
tekrarlanabilirligine dikkat edilmistir. Bunun yaninda IMIP:ZnS ve INIP:ZnS sensorleri i¢in
uygulamalar Stern-Volmer kalibrasyonu ile yapilmistir. Cizelge 4.11°de hem IMIP hem de
INIP i¢in Ksv degerleri elde edilmistir. Esitlik 4.2 kullanilarak sensorlerin Ksv oranlari
alindiginda bulunan IF degerleri fosfat tamponu ve DCE igin sirasiyla; 177 ve 320°dir.

Bulunan IF degerleri tartisildiginda, yontem i¢in dogru bir degeri temsil etmedigi sonucuna
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varilmistir. Bu nedenle molekiiler baskilama ¢alismalarinda sikg¢a kullanilan esitlik 1’e gore

hesaplamalar yapilmis ve IF degerinin sulu ve organik ortamdaki degerleri hesaplanmuistir.

5.2. Sensoriin Analitik Performans Degerlendirmesi

Gelistirilen yontemde, hem pH=7,00 fosfat tamponu hem de organik ortam olarak secilen
DCE ortaminda kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Dogrusal araliklarinin belirlenmesi
icin, TOB’un sensor ile etkilestirildikten sonra goézlenen sinyaller grafige gecirilmistir.
Fosfat tamponu pH= 7,00 ortaminda dogrusal aralik 0,05 — 1,50 pg/mL olarak; organik
ortamda ise dogrusal araligin 0,01 — 5,00 pg/mL arasinda oldugu bulunmustur. Sekil 4.16
ve Sekil 4.17°de sirasiyla, sulu ve organik ortam icin sirasiyla tanimlayicilik katsayilari
0,9879 ve 0,9948 olarak hesaplanmistir. Bu degerler yontemin dogrusalligini
gostermektedir. TOB derigimi arttikca fosforesans sinyallerinde dogrusal olarak bir diisiis
gozlenmistir. Elde edilen LOD ve LOQ degerleri sulu ortamda pH= 7,00 fosfat tamponunda
0,0012 ve 0,0034 pg/mL’dir. Bu veriler, gelistirilen sensoriin oda sicakliginda fosforesans
yontemi kullanilarak teshis ve tayin sinirlarinin farkli ortamlardan diisiik derisimlerdeki
TOB’a cevap verebilecegini gostermektedir. Standart dozlamada, TOB i¢in terdpatik
derigim aralig1 2-10 pg/mL olarak bilinmektedir. Bu bilgi 1s1ginda sensdoriin teshis sinirt ve
TOB’un fosfat tamponundaki derisim aralig1 incelendiginde, yiiksek duyarlilikta ve
secicilikte plazmada TOB tayini gerceklestirilebilecektir. Onerilen ydntemin analitik verileri

Cizelge 4.10°da sunulmustur.

Hesaplamalar Stern-Volmer kalibrasyonu ile yapilmistir. Kalibrasyon igin (Po/P)= 1+KsvCq
denklemi kullanilmistir. Burada Po ve P, sensor icin sirasiyla analit yoklugunda ve TOB ile
etkilesim sonrasinda, inkiibasyon islemi sonucu elde edilen sinyalleri temsil etmektedir. Cq
analit konsantrasyonu, Ksv soniimlenme sabitidir. MIP i¢in bulunan Ksv degeri 1,205 olarak
hesaplanmistir. NIP’e gore daha yiiksek bir degerdedir. Bu da ylizeyi baskilanmig MPTS
modifiye edilmis Mn katkili ZnS KN’ler ile yiiksek ilgide etkilestigini géstermektedir.

Oda sicakliginda fosforesans yontemi Ozellikle matriks ortamindan kaynaklanacak olan
zemin giiriiltlisiini, Jablonski diyagramina goére daha yiiksek dalgaboyunda bir 151ma yapiyor
oldugu icin elimine etmektedir. Bu da biyolojik Orneklerde ¢ok Onemli bir avantaj
saglamaktadir. Bunun yaninda, yontemin dikkat ¢ekicici 6zelligi olarak uzun siiren 6n

islemlerin yapilmasina gerek duyulmamasi gosterilir. KN’lerin oda sicakligi floresans
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Ozelliginin analitik uygulamalar ile ilgili arastirmalar heniiz baslangi¢c asamasinda ve
goreceli olarak az sayida olmasina ve floresans 6zelligi temeline dayanan c¢alismalar kadar
yaygin olmamasina ragmen, KN’lerin oda sicakliginda fosforesans 6zelligi artan ivme ile
ilgi ¢ekmektedir. Yukaridaki avantajlar nedeniyle yakin gelecekte genis analitik
uygulamalar etkili bir sekilde artacaktir. Oda sicakligi fosforesansin, 6zellikle serum
matriksinde floresansa istiinliigiine deginecek olunursa 500 nm - 600 nm arast FAD
emisyonlar1 bertaraf edilmektedir. Fosforesans sisteminin daha yiiksek dalgaboylarinda
emisyon Ozelligine sahip olmasi, goriintiileme sistemlerinde de avantaj saglamaktadir.
Beyinde yapilan goriintiilemelerde, fosforesansin matriks ortaminda geri plan giiriiltiistine
maruz kalmamasi sebebiyle sagilma olmadan, 15181n daha derine inmesine, daha etkili bir
sekilde hiicre ile etkilegsmesine neden olur ve girisimden bagimsiz sinyaller kaydedilir. Isik

madde yiiksek verimde etkileserek daha giivenilir cevaplar verir.

Bu sistem yiizey baskilama ile kombinasyon yapilarak sensor olusturuldugunda ise,
molekiiler baskilama isleminin avantajlarindan da yararlanilmaktadir. Sensér sisteminde
hizl1 bir kiitle transferi ger¢eklesmektedir, sistem daha segici bir hal almaktadir. Kontrol
partikiilii olan NIP ile segici olmayan tiirler tespit edilir ve analite 6zgii giivenilir bir sensor

olusturulabilir.

5.2.1. Siit matriksinde sensoriin uygulanmasi

Yukarida bahsedilen avantajli durumlar 1s181nda siit i¢in Oncelikle bir ¢oktiirme islemi
uygulanmistir sonrasinda vakumlu silizme sisteminde bir siizme islemi yapilmstir.
Inkiibasyon islemlerinin devaminda 6l¢iimler yapilmistir. Analitik performans ¢alismalarina
bakildiginda, TOB’un oda sicakliginda fosforesans yontemi ile sentezlenen sensor i¢in giin
ici ve giinler arasi ¢alismalar1 0,10 pg/mL, 0,25 pg/mL ve 0,50 pg/mL derisiminde ii¢
tekrarli olarak yapilmistir. Giin i¢i ¢aligmalarda hesaplanan bagil standart sapma degerleri
%1,50 ile %4,4 arasinda hesaplanmistir. Giin-i¢i kesinligin elde edilen diisiik bagil standart
sapma degerleri yontemin gilin-i¢i kesinliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. Giinler
arasi ¢aligmalarda yine ayn1 derisimler kullanilmistir ve bagil hata degerleri %1,90 ile %5,00
arasinda bulunmustur. Siit numunesinde ¢alismalarin tekrarlanabilirligi giin i¢i ve gilinler
arasi deneyler ile arastirllmistir. Cizelge 4.11°de belirtilen ve yukarida bahsedilen sonuglar
degerlendirildiginde, diisiik bagil standart sapma degerleri nedeniyle yontemin hem giin i¢i

hem de giinler aras1 kesinliginin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Sensor uygulamasinin siit matriksinde oda sicakliginda fosforesans yontemi ile geri kazanim
caligmalar1 gergeklestirildi ve sonuclar Cizelge 4.12°de sunuldu. IMIP partikiilleri i¢in geri
kazanim degerleri % 77,17 — 103,50 arasinda degistigi bulunmustur. INIP i¢in ise bu araligin
% 22,86 — 30,43 arasinda oldugu hesaplanmistur. IMIP sensorti ile elde edilen geri kazanim
ylzdelerinin INIP ile elde edilenlere gore daha yiiksek olmasi, TOB’un basarili bir sekilde
baskilandigini ve sensoriin segici olarak yalnizca analite baglandigini gostermektedir. Diisiik
bagil standart sapma verileri elde edilmistir, bu da matriks etki olmadan TOB tayininin
basartyla yapilacagini gostermektedir. Olgiim ydnteminin de avantaji sayesinde girisimlerin
olabilecegi bir matrikste TOB tayini basar1 ile gergeklestirilmistir. Oda sicakliginda
fosforesans yonteminin girisimleri bertaraf ettigi aciktir. Bu da ylizeyi baskilanmis MPTS
modifiye edilmis Mn katkili ZnS partikiillerinin, TOB’a secici olarak siit 6rneginde cevap

verebileceginin miimkiin oldugunu kanitlamistir.

5.2.2. Serum matriksinde sensoriin uygulanmasi

Serum numunesinde hazirlanan sensor gelistirilen yontem ile uygulandi ve sonuglar Cizelge
4.13’te gosterildi. Glin ici ¢caligmalar i¢in hesaplanan bagil standart sapma degerleri % 3,00
— 3,70 arasinda bulunmustur. Giinler aras1 ¢alismalarda ise bagil standart sapma hesaplari
yapilmis ve % 1,08 — 4,84 arasinda bulunmustur. Bu sonuglar degerlendirildiginde, diisiik
bulunan bagil standart sagma degerlerinden dolay1 yontem, serum matriksi i¢in hem giin i¢i

hem de giinler aras1 kesinliginin yiiksek oldugunu belirtmektedir.

Gelistirilen sensoriin, Onerilen yontem ile geri kazanim g¢alismalar1 yapildi ve sonuglar
Cizelge 4.13’te sunuldu. IMIP:ZnS sensorii i¢in geri kazanim yiizdeleri % 88,50 — 100,47
arasinda INIP:ZnS icin ise %24,80 — 30,33 degerleri arasinda hesaplandi. Yine benzer
sekilde IMIP sensoriiniin geri kazanim yiizdelerinin INIP e gore daha yiiksek olmasi yiizeye
TOB’un basarili sekilde baskilandiginin ve yalnizca analite baglandigin1 gostermektedir.
INIP:ZnS secici olmayan tiirler i¢in bir kontrol sensorii olarak islev gérmiistiir. Ozellikle
serum matriksi igin, siitte yapilan herhangi bir 6n isleme gerek duymadan direk sensor
sistemi ile etkilestirilip 6nerilen yontem ile girisime agik bir ortamda TOB tayini, yiiksek
geri kazanim ve diisilk bagil standart sapma degerleriyle oldukca basarili bir sekilde

gerceklestirilmistir.
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Cizelge 5.2°de farkli yontemler ile TOB tayini yapilmistir. Yapilan calismalara gore, doktora
tezinde elde edilen LOD ve lineer aralik derigimleri literatiir ile uyum gostermektedir [262-
266]. Ayrica yapilan kolorimetrik caligma siit ve siit iirlinlerinde TOB tayini igin
gelistirilmistir. TOB’un siit ve siit iirlinlerindeki tayini oldukg¢a Onem tagimaktadir.
Antibiyotiklerin tamamen metabolize olmamasi veya viicuttan tamamen atilmamasina bagl
olarak, hayvanlarin doku ve organlar1 ile bunlardan elde edilen hayvansal gidalarda
antibiyotik kalintis1 bulunabilmektedir. Yine siit ve siit iirlinlerini inceleyen ¢alismada TOB
tayini i¢in camsi karbon elektrot sensorii yapilmistir [266]. Calismada MIP, ince bir film
olarak tiretilmis ve camsi elektrot yilizeyine modifiye edilmistir. Bu MIP ince filminin ylizeye
baglanmas1 problemlere sebep olabilmektedir. MIP’in ylizeyde bozunmasi tekrarlanabilir
sonuglarin almmasimi engelleyebilmektedir. Her ne kadar MIP’in istiin secicilik

ozelliginden yararlaniliyor olunsa da elektrotun dengeye getirilmesi zaman alicidir.

Bu doktora tezinde LOD degerinin diisiik olmasi, hem biyolojik sivilardan hem de siit ve siit

iirlinlerinden TOB‘un analizine uygulanabilmesini miimkiin kilmaktadir.

Cizelge 5.2. Onerilen yontemin yapilan ¢alismalar ile karsilastirilmasi

Yontem LOD Lineer Aralik (M) Referans
Voltametri 3,44 x10°M 6,87 x 10° 3,44 x 1077 262
HPLC 7,5%x10°M 2,0x107-1,5%x107° 263
Kapiler Elektroforez 6,42 x 10 °M 6,42 x 100 -6,4x10°° 264
Kolorimetrik 23,310 °M 40-20010°M 265
Voltametri 1.4 x101°M 50x10°-1.0x108M 266
Bu Calisma 2,57 x10°M 1,07x10 7 -321x 10 °M Doktora
Tezi







92

6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda gz enfeksiyonlari tedavisinde kullanilan bir madde olan TOB‘un inek
siitinde ve insan serumunda analizi i¢in yiizeyi baskilanmig MPTS modifiye edilmin

Mn:ZnS KN’ler kullanilarak, fosforesans sensor gelistirilmistir.

Gelistirilen yiizeyi IMIP:ZnS sensorleri TEM ile goriintiilenmis, FTIR spektroskopisi ve
XPS ol¢iimleri kullanilarak karakterize edilmistir. KN’lerin kiiresel olarak hazirlandigi,
MPTS maodifikasyonu, IMIP ve INIP partikiillerin hem elementel hem morfolojik olarak

sentezlendigi kanitlanmistir.

Gelistirilen IMIP:ZnS ve INIP:ZnS sensér, fotoliiminesans yontemi i¢in optimize edilmis
sentez kosullarinda; monomer miktar1 25,00 puL, capraz baglayict miktar1 100,00 pL ve
hedef molekiil (TOB) miktar1 1,50 mg bulunmustur.

Gelistirilen spektroflorimetrik yontem igin 0,10 M, pH 7,00 fosfat tamponu sistemi
kullanilarak kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Organik ortam icin yapilan deneysel

caligmalarda sensoriin en iyi ¢alistig1 ¢oziicii DCE olarak belirlenmistir.

Sentezlenen partikiillerin kararliliklar1 hem DCE hem de pH=7,00 tampon ¢o6zeltisinde
strastyla 25 ve 23 giin boyunca incelenmis ve sinyal degisimlerinde anlamli bir fark olmadigi
gbzlenmistir. Sensoriin ideal kosullarda TOB’a verdigi cevabi incelerken, inkiibasyon

ortamina eklenecek olan partikiil miktar: 0,3125 mg/mL olarak belirlenmistir.

Onerilen yontemde, hazirlanan partikiillerin segicilikleri incelenmis ve sensériin TOB igin
secici oldugu bulunmustur, IMIP partikiillerinin INIP partikiillere organik ortamda 4,66,

sulu ortamda 2,71 kat daha segici oldugu baskilama faktorii ile hesaplanmustir.

Sensoriin sulu ve organik ortamdaki davranisi incelenmis ve pH=7,00 tamponu ortaminda
dogrusal araligin 0,05 — 1,50 pg/mL; LOD ve LOQ degerlerinin sirasiyla 0,0012 ve 0,0034
ug/mL olarak hesaplanmistir. Organik ortamda dogrusal aralik 0,01 — 5,00 pg/mL olarak
tespit edilmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla; 0,0009 ve 0,0027 pg/mL olarak

hesaplanmustir.
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Siit matriksinde geri kazanim degeri %77,17 ile %103,50 arasinda bulunmustur. Giin i¢i ve
glinler aras1 ¢aligmalarda bagil standart sapma degerleri %35,00’ten diisiik olarak
hesaplanmustir. Insan serumu matriksinde geri kazanim degerleri %88,5 ile %100,47
arasinda; giin i¢i ve giinler arasi ¢aligmalarda bagil standart sapma degerleri de %5,00’ten

kiiciik olarak hesaplanmustir.

Yiizey baskilama teknigi kullanilarak gelistirilen spektroflorimetrik sensdrler inek siitiinde
ve insan serumunda TOB‘un analizine dayananan tez ¢aligmasinin literatiire katki saglamasi
acisindan onemlidir. Tez kapsaminda gelistirilen bu yontem; validasyon parametreleri
acisindan 1y1 sonuglar vermesine ek olarak basit ve ucuz yontemler olmasi, bununla beraber
fosforesansin arka plan sinyalerinin girisim etkisini en aza indirmesi hatta yok etmesi
nedeniyle TOB analizi i¢in Onerilen yontemlere alternatif olarak sunulmaktadir. Ayrica
gelistirilen yontemin LOD degerinin diisiik olmast bu yontemlerin biyolojik sivilardan

TOB‘un analizine uygulanabilmesini miimkiin kilmaktadir.

Gelistirilen fosforesans tabanli sensoriin, literatiirde bulunan benzer bilimsel ¢alismalarla
karsilagtirildiginda oldukg¢a genis bir TOB derisimi araliginda dogrusal davrandig:
gozlenmistir. Tayin sinir1 agisindan da literatiirdeki ¢alismalarin biiytlik boliimii ile benzerlik
gostermektedir. Hatta 6n isleme gerek duyulmadan biyolojik ortamda hizli, kolay ve

ekonomik bir tayin yontemi oldugu sdylenebilir.
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