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OZET

Zinpir-1 Ligandi ile Fonksiyonlastirilmis FesO4-SiO2-NH2 Nanokompozitlerini
Kullanarak Oral Prekanser ve Oral Kanser Hastalarimin Tiikiiriik Cinko
Seviyelerinin Belirlenmesi I¢in Yeni Bir Spektroflorometrik Yontemin
Gelistirilmesi

Amac: Zn?* iyonuna duyarli Zinpir-1 ligandi ile fonksiyonlastirilmis manyetik ve
floresans Ozellige sahip Fe30s-SiO2-NH2 nanokompozit olusumuna dayali yeni bir
spektroflorometri yonteminin gelistirilmesi, valide edilmesi ve gelistirilen yontem ile oral
prekanser ve oral kanser hastalarinin tiikiiriik ¢inko seviyesinin belirlenmesi ve
karsilastirilmas1 amaglanmaktadir.

Materyal ve Metot: Fes04-SiO2-NH.-(Zinpir-1) nanokompoziti sirasiyla Zinpir-
1 bilesiginin, FesOs manyetik nanopartikiillerinin, Fe3Os-SiO2-NH2 amin sonlu silika
kapli manyetik nanopartikiillerinin sentezi ve daha sonra Zn?* iyonuna duyarl Zinpir-1
ligandinin Fe304-SiO2-NH; nanopartikiiliine kovalent bag ile immobilizasyonu sonucu
elde edildi. Sentezlenen bilesiklerin yapist ve kimyasal bilesimi TEM, XRD ve FT-IR
yontemleri ile belirlendi. 100 mM KCI ve 50 uM EDTA igeren Tris-HCI (pH 7.2) tampon
¢ozeltisindeki Fes04-SiO2-NHo-(Zinpir-1) nanokompozitine Zn?* yiiklenmesi yapildi.
Spektroflorometri yonteminde eksitasyon ve emisyon maksimumlari sirastyla 490 nm ve
530 nm olarak belirlendi. Floresans siddeti iizerine zamanin ve diger metal iyonlariin
etkisi incelenerek yontem optimize edildi. Zn?", tiikiiriik 6rneklerinden FesO4-SiO2-NH.-
Zn(Zinpir-1) nanokompoziti seklinde manyetik olarak ayrildi.

Bulgular:  Sentezlenen  kirmizi-kahverengi  Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1)
nanokompozitinin hem manyetik hem de floresans 0zellik gosterdigi belirlendi.
Nanokompozite Zn?* yiiklenmesi ile floresans siddetinin arttig1 tespit edildi. Zn?" ve
Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompozitinin etkilesim siiresi 20 dakika olarak
belirlendi. Hem standart hem de yapay tiikiiriik ¢6zeltileri icin 20 ile 160 ng/mL derisim
araliginda kalibrayon egrileri c¢izildi. Gelistirilen yontemin gegerlilik testleri yapildi.
Standart ve yapay tiikiiriik ¢ozeltilerinde yapilan analizlerde LOD ve LOQ degerleri
sirastyla 5.04 ile 5.89 ng/mL ve 15.3 ile 17.8 ng/mL olarak tespit edildi. Tiikiirtikte
bulunan diger metal iyonlarindan kaynaklanan bir girisim etkisi gdzlenmedi. Onerilen
yontem ile alti oral prekanser, alt1 oral kanser ve alt1 saglikli goniilliiye ait tiikiiriik
orneklerinde Zn?" analizi gerceklestirildi.

Sonuc¢: Her biri alti kisiden olusan bagimsiz {i¢ grubun karsilagtirilmasinda
Kruskal-Wallis tek yonlii istatistiksel analiz yontemi kullanildi. Elde edilen sonuglara
gore saglikli gruptan, sirastyla oral prekanser ve oral kanser gruplarina dogru gidildikce
tiikiiriik Zn?* derisiminde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi
(p=0.0005). Zn?* derisiminin oral prekanser ve oral kanser tanisinda bir biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Fe304-SiO2-NH-(Zinpir-1) nanokompoziti, oral kanser ve
oral prekanser, spektroflorometri, tiikiiriik, Zn?*.
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ABSTRACT

Development of A New Spectrofluorometric Method for The Detection of Salivary
Zinc Levels in Oral Precancer and Oral Cancer Patients Using Fe3Os-SiO2-NH2

Nanocomposites Functionalized with Zinpyr-1 Ligand

Aim: It is aimed to develop and validate a new spectrofluorometry method for
determining and comparing the salivary zinc level in oral precancer and oral cancer
patients based on the formation of the magnetic and fluorescent features of Fez0s-SiO»-
NH: nanocomposite functionalized with Zn?* ion-sensitive Zinpyr-1 ligand.

Material and Methods: Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpyr-1) nanocomposite was
obtained by the synthesis of Zinpyr-1 compound, Fe3O4 magnetic nanoparticles, FezOs-
SiO>-NH2 amine-terminated silica-coated magnetic nanoparticles, and then the
immobilization of Zn?* ion-sensitive Zinpyr-1 ligand were successively completed by the
covalent bonding to Fes304-SiO2-NH2 nanoparticle. The structure and chemical
composition of the synthesized compounds were determined by the TEM, XRD, and FT-
IR methods. Zn?* loading was performed on Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpyr-1) nanocomposite
in Tris-HCI (pH 7.2) buffer solution containing 100 mM KCI and 50 uM EDTA. In the
spectrofluorometry method, the excitation and emission maximum were determined to be
490 nm and 530 nm, respectively. The effect of time and other metal ions on fluorescence
intensity was investigated and the method was optimized. Zn?* was magnetically
separated from the saliva samples as Fe304-SiO2-NH2-Zn (Zinpyr-1) nanocomposite.

Results: It was determined that the synthesized red-brown Fe3O0s-SiO2-NH,-
(Zinpyr-1) nanocomposite exhibits both magnetic and fluorescence properties. Zn%*
loading on the nanocomposite increased the fluorescence intensity. The interaction time
of Zn?* and Fe304-SiO2-NH-(Zinpyr-1) nanocomposite was determined to be 20
minutes. For both standard and artificial saliva solutions, calibration curves were plotted
in a concentration range of 20 to 160 ng/mL. Validity tests of the developed method were
performed. In the analysis of standard and artificial saliva solutions, LOD and LOQ
values were determined to be 5.04 and 5.89 ng/mL and 15.3 and 17.8 ng/mL, respectively.
No interference effect from other metal ions in the saliva was observed. The Zn?* analysis
was performed on six oral precancer patients, six oral cancer patients, and six healthy
volunteers.

Conclusion: The Kruskal-Wallis one-way statistical analysis method was used to
compare the three independent groups, each including six individuals. According to the
results obtained, a statistically significant decrease in salivary Zn?* concentration was
detected, from the healthy group towards the oral precancer and oral cancer groups,
respectively (p=0.0005). It was concluded that Zn?* concentration can be used as a
biomarker in the diagnosis of oral precancer and oral cancer.

Keywords: Fe304-SiO2-NH2 nanocomposite, Oral cancer and oral precancer,
Spectrofluorometry, Saliva, Zn?*.
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GIRIS

Kanser, tiim diinyada ve {lilkemizde ciddi boyutlarda halk sagliginmi tehdit eden,
Olimciil sonuglara yol agan, tehlikeli ve yaygin bir hastaliktir. Bas-boyun bolgesi
kanserlerinden biri olan oral kanserler agiz ve bogaz bolgesini kapsayan alanda goriilen
kanserler olarak tamimlanir ve diinya ¢apinda goriilen bas-boyun kanserleri arasinda
onemli morbidite ve mortalite orani ile ikinci siradadir. Oral skuamoz hiicreli karsinom
(OSHK), agiz ve orofarenksin deri ve Ortiicii mukozalarinin dis dokusunda meydana
gelen ve en sik goriilen bir oral kanser tiiriidiir. Oral kansere doniisme riski tagiyan oral
mukozanin prekanser lezyonlari oral I6koplaki (OL), oral eritroplaki (OE), oral submukoz
fibrozis (OSMF) ve oral liken planustur (OLP). OLP, oral mukozada sik¢a rastlanilan
iltihabi bir hastaliktir. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi oral prekanser bir lezyonun
zamaninda taninarak erken teshisin konulmasi ve tedavi edilmesi oral kansere doniisiimii
engelleyebilir. OSHK lezyonlar1 klinik ozellikleri yetersiz, kiigiik ve semptomsuz
lezyonlardir ve bu lezyonlar ancak invaziv bir teknik olan ve gozlemciler arasi
degiskenligin yiiksek oldugu biyopsi ve histopatolojik muayene ile teshis
edilebilmektedir. Bu yiizden oral kanserler, bu lezyonlarin ge¢ fark edilmesi ve taninin
zor konulmasindan dolayr hastaligin ileri evrelerinde teshis edilebilmektedir.
Giliniimiizde, teknolojik gelismeler sayesinde biyolojik sivilarindan yeni biyobelirtecler
taninabilir ve hastalik ve saglik degisiklikleri izlenebilir. Oral kanserlerin tanisinda da
kullanilabilecek gercek klinik degeri olan yeni biyobelirteclere ihtiyacin oldugu asikardir
ve bundan dolay1 oral kanser arastirmalarinda yeni biyobelirte¢ kesfine yonelik
caligmalara ilgi artmaktadir.

Biyoelementler, yasam maddelerinin elementel islevsel birimleridir ve viicuttaki
birgok siiregte onemli gorevleri vardir. Biyoelementolojik yaklasimin gelistirilmesi ile

hastaliklarin teshis ve tedavilerinin tanimlanmasi sonucu insanlarin saglik durumlari



belirlenebilir. Cinko, organizmalarin yagamsal fonksiyonlari i¢in gerekli bir biyoelement
olup bu 6nemli 6zelliklerini oldukga dar bir derisim araliginda gostermektedir. Cinkonun
diisiik veya yiiksek derigimlerinde spesifik biyokimyasal degisikliklere bagli olarak
biliylime/gelisme geriligi, noropsikiyatrik, kardiyovaskiiler ve agiz sagligin1 etkileyen
cesitli hastaliklar, hatta kanser vakalar1 goriilmektedir. Bu nedenle biyolojik 6rneklerde
cinko analizi, belirtilen hastaliklarin gelisimi, etiyolojisi ve tanisinda dnemli yardimci bir
faktor olabilir. Plazma, tam kan, serum, idrar, sa¢ ve tiikiirlik ¢inko diizeylerinin yeterli
hassasiyete sahip bir analitik yontem ile tayin edilmesi ¢inkonun organizmadaki durumu
hakkinda bilgi verir. Sistemik dolasimdaki ¢inko dahil pek ¢ok molekiilii ihtiva etmesi
yoniiyle oldukga biiyiik bir sivi kaynagi olan tiikiiriigiin oral kanser ile anatomik olarak
yakinhigi, girisimsel olmamasi ve kan veya idrara gore diisiik enfeksiyon riskine sahip
olmasi ve en dnemlisi kanserlerin gelisimi ile ¢inko seviyesinin degismesi nedeniyle
tikiirik cinko seviyesinin oral kanserlerin erken tanist i¢in olduk¢a Onemli bir
biyobelirte¢ olabilecegi diistiniilmektedir.

Nanoteknoloji, gilinlimiizde diinyada hizla gelisen bir bilim dali olup birgok
bilimsel alanda kullanim alan1 bulmaktadir. Nanoteknoloji ve bilimdeki gelismelere bagh
olarak, gevre, gida, jeolojik ve biyolojik Orneklerdeki ultra eser diizeyde bulunan
elementlerin tayin edilebilmeleri ve bununla birlikte bu tekniklere uygun yeni tayin
yontemlerinin gelistirilmesi, analitik kimyadaki en son arastirma konular1 arasinda yer
almaktadir. Son yillarda, nanomateryallerin yiizeylerinin istenilen analitlerin analizine
yonelik fonksiyonel hale getirilmesi ve biyolojik sistemlerde uygulanmasi dikkat ¢ekici
konular arasindadir.

Literatiirde, biyolojik sivilarda ¢inko analizine yonelik atomik spektroskopi
temeline dayanan farkli analitik yontemler, ¢esitli organik maddeler ile kompleks

olusumuna dayal1 spektroflorometrik ve nanokompozit olusumuna dayanan floresans



goriintilleme caligmalart bulunmaktadir. Atomik spektroskopi temeline dayanan
yontemler giivenilir ve duyarlidir. Fakat 6rnek hazirlama yoniinden zaman alicidir,
kullanim1 uzmanlik gerektirir, her zaman analize hazir degildir ve oldukca pahalidir.
Mevcut spektroflorometrik ve floresans goriintiileme yontemlerinin bazilarinda ¢esitli
yasam hiicrelerinde floresans mikroskop resimleri alinarak goriintiilleme yapilmus,
bazilarinda ise biyolojik matrikse uygulanamamistir. Ayrica bu yontemlerin genellikle
seciciligi diistiktiir. Tukiriikte uygulanmasina yonelik bir ¢alismaya da rastlanmamuistir.
Glintimiizde spesifik bilesikler ile iistiin ve istenen Ozelliklerde farkli matrikslere
ve takviye elemanlarina sahip kompozitlerin gelistirilmesine olan ilgi giin gegtikce
artmakta ve analitik yontem uygulamalari giderek daha degerli olmaktadir.
Calismamizda, ilk olarak tiikiiriikte Zn®*’nin belirlenmesine ydnelik Zn?* iyonuna
duyarh 9-(o-Karboksifenil)-2,7-dikloro-4,5-bis[bis(2-piridilmetil)-aminometil]-6-
hidroksi-3-ksenton (Zinpir-1) bilesiginin, FesO4 ve Fe304-SiO2-NH> nanopartikiillerinin
ve Fe304-Si02-NH»-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitlerinin sentezi; ikinci olarak ise
Zn?*’ye duyarli Zinpir-1 ligand: ile fonksiyonlastirilmis manyetik ve floresans dzellige
sahip Fe304-SiO2-NH: nanokompozit olusumuna dayali yeni bir spektroflorometri
yonteminin gelistirilmesi, valide edilmesi ve gelistirilen yontem ile oral prekanser ve oral
kanser hastalarinin tiikiirik ¢inko seviyesinin belirlenmesi ve Kkarsilagtirilmasi

amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser ve Olusum Mekanizmasi

Kanser, yeni gelisme, yeni biiyiime anlaminda olup kotii huylu hastaliklar
grubudur. Kanser insidanst ve mortalite diinya c¢apinda hizla artmaktadir.
GLOBOCAN’1n 2018 yilindaki verilerine gore diinyada tahmini 18.1 milyon yeni kanser
vakas1 (melanom disi cilt kanseri hari¢ 17.0 milyon) ve 9.6 milyon kanser kaynakli 6liim
(melanom dis1 cilt kanseri hari¢ 9.5 milyon) ger¢eklesecegi bildirilmistir.t

Hiicreler, biiyiimeyi baglatan ve biiyiimeyi durduran mekanizmalar tarafindan
denetlenerek gerektiginde cogalirlar. Genetik olarak kodlanmis bir olay olan
programlanmis hiicre Oliimii; yani apoptozis, bozuldugu zaman kanseri de iceren
dejeneratif, gelisimsel veya enflamatuvar hastaliklar meydana gelebilir. Kanser hemen
hemen her organda goriilmektedir. Kanser hiicrelerinin hareket kabiliyetlerinin artmasi
sonucunda ise bulundugu bodlgeden diger bolgelere invazyon ve metastaz meydana
gelmektedir.??

2.2. Oral Kanserler

Bas-boyun bolgesi kanserlerinden biri olan oral kanserler, agiz ve bogaz bolgesini
kapsayan (agiz boslugu, alt ve list dudaklar, dil, yanak ve yanak i¢i, alt ve iist ¢ene
alveoler mukozasi, damak, girtlak ve bademcikler) alanda goriilen kanserler olarak
tamimlanir.*® Diinya genelinde her y1l 419.000°den fazla oral ve farinks kanseri teshis
edilmekte olup bu kanserler 240.000°den fazla 6liime yol agmaktadir. GLOBOCAN’1n
2018 yilindaki verilerinde, dudak kanseri ve oral kanserin diinyada 354.864 (tiim kanser
vakalarmin %2’si) yeni kiside goriildiigii ve 177.384 (tiim 6liimle sonuglanan kanser
vakalarinin %1.9’u) kisinin ise bu kanserden 6ldiigii belirtilmistir. GLOBOCAN’1n en
son verilerine gore ise; 2012 yilinda Tirkiye’de 1910 yeni oral kanser vakasi teshis

edildigi ve oral kanser kaynakli 792 &liim meydana geldigi bildirilmistir.® Oral kanserler



bat1 {ilkelerinde daha nadir goriilmekte olup, bu kanserin mortalite oran1 ve goriilme
insidans1 modern tip hizmetlerine ragmen azaltilamamistir. Erkeklerde daha ¢ok goriilen
oral kanserler ileri yas ile iliskilidir. Ancak oral kanserin genglerde olugsma egilimi giin
gectikce artmaktadir.”®

Oral kanserler, kirmiz1 lezyonlar, kirmiz1 ve beyaz varyasyonlar, sertlesmemis
sislik veya inat¢1 llserasyon, agri ya da disestezi, dislerde hareketlilik, lenf nodu
biliylimesi, yutkunamama ve kilo kayb1 gibi semptomlar seklinde kendini gosterir. Oral
kanserlerin en 6nemli risk faktorii sigara ve alkol tiikketimidir. Buna ilaveten, human
papilloma viris (HPV), diyet, kronik aktinik, plummer-vinson sendromu, fankoni
anemisi, pozitif aile oykiisli, immiinsiipresyon ve human immuno deficiency viriisi de
oral kanserlerin risk faktorleri arasindadir.®*? Erken tanida oral kanser hastalarmin 5
yillik hayatta kalma orant %90 olmasina ragmen bir¢ok oral kansere ileri evrelerde tani
konulmasindan dolay1 hayatta kalma orani %20 civarina geriler. Bu tiim kanser
olgularinda goriilen en kotii prognozdur ve bu nedenle oral kanserleri 6nlemek i¢in erken
taniya yonelik yapilan calismalar daha cok 6nem kazanmaktadir.'3

Oral kanserler malignitenin tiiriine gore; epidermoid karsinomlar, tiikiiriik bezi
karsinomlari, lenfomalar, sarkomlar, metastatik tiimorler, melanomlar ve multipl
miyelom olarak gruplara ayrilir. Skuamoéz hiicreli karsinom tipik bir epidermoid
karsinomdur.*4

2.2.1. Oral Skuamoz Hiicreli Karsinom

OSHK; oral kaviteden koken alan kanserli tiimorlerin biiyiik bir boliimiinii
olusturur. Metastazin olup olmamasi, lezyon biytlkliigi, tiimoriin diferansiyasyon
derecesi, infiltrasyon ve lokalizasyon hastaligin prognozunu belirler. OSHK, ¢ok katl
yass1 epitelden koken alir ve oral kanserlerde en sik goriilen tiirdiir. Her 10 vakanin

9’unda OSHK ’ya rastlanilabildigi ve insidansinin giiniimiizde 40’11 yaglara kadar indigi



bildirilmektedir. Alkol ve tiitiin kullaniminin kadinlara oranla daha fazla olmasi nedeniyle
erkekler daha yiiksek oranda etkilenirler. Oral kanserlerin etiyolojisine gore, kanser
goriilme siklig1 tilkelerin gelismislik diizeylerinin azligr ile iliskilidir.

Karsinoma cunniculatum, verriikdz, ig hiicreli, bazal hiicreli, adenoskuamoz,
papiller skuamé6z hiicreli, akantolitik skuamoz hiicreli ve HPV pozitif orofaringeal
karsinoma OSHK ’nin varyantlaridir, 10131516

OSHK dilin dorsal ve lateral sinirlari, agiz tabani, bukkal mukoza, gingiva, sert
damak, dudak ve orofarenkste siklikla goriiliir.'® Lezyonlar kirmizi, beyaz veya kirmizi
beyaz renktedir ve alani milimetereden santimetreye kadar farklilik gosterir.
Histopatolojik olarak invaziv adalar ve kordlar ile "inci” formundaki keratinize alanlar
seklinde goriiliir. iInvazyon; membranin bozulmasina, dokularin ekstansiyonuna ve bag
dokusu reaksiyonuna yol agar. Anjiolenfatik ve prindral invazyon malignite
isaretleridir.®

OSHK’nin epitelial markirlar1 olan sitokeratinin tani paternleri; keratinizasyon
derecesi, kanser transformasyonda olusan degisiklik ve metastaz ihtimaline gore farklilik
gosterir. Lenfatik sisteme infiltre olan OSHK nin metastazi ¢ogunlukla submandibular ve
servikal lenf nodlarinadir. Potansiyel olarak oral kanser hastaligi olanlar multidisipliner
olarak degerlendirilmelidir. Cerrahi ve radyoloji, oral kanser hastalig1 olanlar i¢in baglica
tedavi secenekleri olmakla birlikte; metastaz varhginda kemoterapi de uygulanabilir.*>*’

2.2.2. Oral Prekanserler

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) prekanserleri/premaligni, kanser gelisme olasilig
normal ozellikteki es dokuya gore fazla olan morfolojik olarak degismis doku olarak
tanimlamaktadir.’® OL, OSMF, OE ve OLP lezyonlar, ¢ok yiiksek kanser déniisme hizina

sahip olan en yaygimn oral prekanserlerdir. Bu lezyonlarin yani sira, aktinik selitis,

kseroderma pigmentozum, fanconi anemi gibi bazi muhtelif kalitsal hastaliklar,



diskeratozis konjenita, tiitlin ile iliskili lezyonlar, kronik hiperplastik kandidiazis, diskoid
lupus eritematosus ve tersiyer sifiliz gibi hastaliklar ve immiin yetmezlik oral karsinom
icin diger potansiyel rahatsizliklardir,!8-2

Belirtilen prekanser lezyonlarm etiyolojisi, bircok etiyolojik ¢aligmalara ragmen
tam olarak bilinmemektedir. Cografi 6zelliklere gore degisebilen bazi etiyolojik faktorler
olmakla birlikte, en fazla bildirilen muhtemel faktorler tiitiin ve alkolli igki igilmesi,
giines 1s1nlar1 ve areca nut ihtiva eden betel ¢cignemedir.

Oral prekanser lezyonlarda erken tani ¢ok onemlidir ve hayat kurtarici olabilir,
¢linkii ge¢ donemlerde, ciddi displaziye ve hatta karsinom in situ ve/veya skuamoz hiicreli
karsinoma ilerleyebilir.°

Oral Lokoplaki (OL): Klinik ya da patolojik olarak herhangi bir hastaliga ait
olmayan oral mukozadaki beyaz-gri plaklardir. Oral mukozada en sik goriilen prekanser
lezyondur. Ileri yaslarda ve erkeklerde daha sik goriiliir. OL igin risk faktdrlerinin sigara,
alkol, tiitiin ¢igneme, kotii agiz hijyeni oldugu soylenebilir. OL’nin kanser doniisiime
ugramasini dnleyecek bir tedavi yoktur.?!

Oral Eritroplaki (OE): OL’lerin kirmizi renkli esdegeri olarak kabul edilip,
OL’lerle birlikte veya tek baslarina goriilebilirler. Kanserlesme olasiligi ¢cok yiiksek olan
bu lezyonlar, ¢ogunlukla orta yas ve lizerindeki bireylerde gelisir. Etiyolojik faktorleri
sigara-tiitiin kullanimi ve alkol seklinde siralanabilir. Oldukea yiiksek kanser doniisiim
potansiyeli nedeniyle OE’ler tedavi edilmelidir.?23

Oral Submukdz Fibrozis (OSMF): OSMF genellikle Hindistan’da goriilen bir
prekanser oldugu igin prekanser lezyonlar arasinda insidansi daha alt siralarda yer
almaktadir. Etiyolojik faktorlere bakilacak olursa; OSMF’nin gelisimi genellikle betel

cevizi kullanimina dayalidir.?*



Oral Liken Planus (OLP): Miikoz membranlart ve deriyi etkileyen ve
mukokiitanoz bir lezyon olan OLP, epitelyal bazal hiicrelere hasar veren ve sik
goriilebilen iltihabi bir hastaliktir. Kronik olan bu hastaliga oral mukozada sikga
rastlanilmakla birlikte bu prekanser lezyon ¢ogunlukla 40 yas istii bireylerde
(40-70 yaslar arasi) gorilmektedir. Lezyonlarin ¢ogunlugu bilateral veya
multibildir. Retikiiler, eroziv, biilléz, papiiler, hipertrofik ve ilseratif gibi formlar
gortilebilir ve klinik olarak heterojen goriiniimdedirler.

Kesin etiyolojisi bilinmemektedir. Ancak lezyonun ortaya ¢ikmasini emosyonel
stresin etkiledigi belirtilmektedir. Hastaligin patogenezinde genetik ve ¢evresel
faktorler, ilaglar ve yasam tarzi etkili olmaktadir. Lezyonlar asemptomatiktir ve hasta
yanma hissinden sikayetci olabilir.

Retikiiler ve diger asemptomatik OLP hastalar1 tedavi olmadan izlenebilir.
Ancak herhangi bir belirti ve/veya potansiyel kanser riski varsa, lezyonlar tedavi
edilmelidir.

OLP i¢in hem topikal hem de sistemik tedavi yontemleri bildirilmistir. Yiiksek
goriilme siklig1 nedeniyle kanser degisim habercisi olarak 6nemli bir yere sahiptir. 10
yil sonrasinda hastalarin % 1-4’linde kanser gelisiminin oldugu tahmin
edilmektedir,19:2%-28

2.2.3. Oral Kanserlerin Erken Teshisinde ve Kesin Tamisinda Kullanilan
Yontemler

Dis hekimleri veya kulak burun bogaz uzmanlari, oral kanserleri ilk olarak; hasta
hikayesini ve gorsel (inspeksiyon), ekstraoral ve intraoral lezyon muayenesini goz
oniinde bulundurarak teshis ederler. Toluidin mavisi, oral fir¢a biyopsisi (OralCDx), 151k

tabanli teshis sistemleri, kemiliiminesans (ViziLite Plus; Microlux / DL, Orascoptic-DK),



doku floresans goriintii (VELscope), doku floresans spektroskopisi, DNA analizi, lazer
yakalama mikrodisseksiyonu ve tiikiiriik biyobelirtegleri diger teshis yontemleridir.

Stipheli lezyonlarin  kesin tanisinda; biyopsi ve histopatolojik olarak
degerlendirmek erken donem kanser teshisinde ¢ok dnemli olmakla birlikte invaziv bir
tekniktir ve kitle taramasit yapmak mimkiin degildir. Gerekli olan durumlarda dental
panoramik tomografi, bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans goriintiileme (MRI)
gibi baz1 yardime1 goriintiileme yontemleri kullanilmalidir.

Giintimiizde oral kanserlerin erken teshisinde kan biyobelirtecleri olarak; serum
carcinoembryonic antijen, skuaméz hiicre karsinomu baglantili antijen, apoptosis
inhibitord, cytokeratin fragments, Annexin Al ve metal iyonlarinin kullanilabilecegi,
tikiirik biyobelirtecleri olarak ise; inorganik bilesikler, peptit veya proteinler, DNA,
MRNA veya microRNA, metabolomiks ile belirlenen metabolitlerin kullanilabilecegine
yonelik ¢alismalar mevcuttur,2%-33

2.3. Cinko

Cinko on ii¢ biyoelementten biridir ve canli organizmada olduk¢a az miktarlarda
bulundugu icin "eser element" olarak adlandirilir. Insanlarda en fazla bulunan ikinci eser
element olan ¢inko, erime noktasi diisiik, kirtlgan, acik gri renkte ve periyodik tablonun
IT B grubunda bulunan bir metaldir. Cinko biyolojik sistemlerde oksidasyon veya
rediiksiyona ugramadig gibi yalnizca 2+ degerlikli olarak bulunur.3* Tiim organlarda,
dokularda ve viicut sivilarinda bulunan ¢inko; iskelet kasinda ve kemikte ~ %85, deri ve
karacigerde ~ %11 ve diger dokularda ~ % 2-3 oraninda bulunur. Esansiyel
biyoelementlerden biri olan ¢inko bir¢cok metabolik olayda yer alir. Bunlar: Gen
ekspresyonu; gen ekspresyonlarinin kontroliinii ¢inko parmak proteinleri (zinc-finger)
gerceklestirir. DNA ve RNA sentezi; DNA sentezinde ¢inko, hiicre siklusunun G1 II.

fazinda gereklidir. RNA i¢indeki riboniikleozidlerin polimerizasyon reaksiyonunun



katalizinde intrensek ¢inko gorev alir. Enzimatik kataliz; ¢inko varliginda aktive olan
bircok enzim sistemi vardir. Hormonlarin depolanmast ve salinimi; ¢inko, biliylime
hormonunun yapilmasi olayinda gereklidir. Cinko eksikligi, dolayli yoldan biiyiime ve
gelismede rol alan testosteron, tiroid hormonlari, insiilin ve D vitamininin sentezinde
etkindir ve bu nedenle iireme organlar1 ve gelismedeki gerilik cinko eksikliginden
kaynaklanan belirtilerdir.3*%>  Ngrotransmisyon, hafiza (davranis ve ogrenme
performanst), gorme; maternal ¢inko eksikliginde, filament6z bir protein olan nestin
diizeyininin azalmasi sonucunda ndroanatomik ve davranigsal anomaliler meydana
gelmektedir.®® Mental fonksiyonlarda ve 6grenme yeteneginde goriilen azalmanin diyetle
alman cinkonun yetersizliginden kaynaklandigi bildirilmistir.3” Ureme; erkeklerdeki
spermatogenesis ile seks karakterlerinin gelisimi ve disilerdeki tiim iireme siireci ¢inko
eksikliginde olumsuz olarak etkilenmektedir.3®% Yara iyilesmesi; cinkonun kollajen
metabolizmasi ile ilgili bazi basamaklarda énemli rolii oldugu bilinmektedir. Hiicresel
bagisiklik ve immun Islev; hiicre aracili immiin sistemdeki normal fonksiyonlar timulin
hormonu varliginda gerceklesir ve bu hormonun aktivitesi igin ¢inko gereklidir.*® Koku
ve tad alma; ¢inko tuzlu tadin fark edilmesini saglar.

Cinko eksikliginde, kanser, bliylime-gelisme geriligi (ciicelik), hipogonadizm,
hepatosplenomegali, kardiyovaskiiler hastaliklar, parakeratoz, alopesi, konjenital
anomaliler, intrauterin biiylime geriligi, yara iyilesmesinde gecikme, koku-tat duyusunda
bozukluk, enfeksiyonlara karsi duyarlilik, norofizyolojik performansta bozulma gibi
klinik bulgular ortaya ¢ikar.®® Cinko eksikligi, gelisme cagindaki cocuklarda ve gebelik
ve laktasyon donemindeki annelerde oldukc¢a onemlidir. Cinko eksikliginde bebekte
gelisme geriligi, gebelik zehirlenmesi, yapisal bozukluklar, erken veya ge¢ dogum ve
dogum sonras1 bebekte goriilen azalmis bagisiklik gibi sorunlar ortaya cikabilir.** 1-10

yas arasi ¢ocuklarda 10 mg, yetiskin erkeklerde 15 mg, kadinlarda 12 mg ve infantlar i¢in
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3-5 mg ginliik ¢inko alimi Onerilmektedir. Bagirsak mukozasinda metallothionein
¢inkoyu baglayarak asir1 cinko emilimini engellemektedir. 42

2.4. Tiikiiriik

Tiikiirtik sublingual (~%5), parotis ve submandibuler (~%90) gibi biiyiik tiikiiriik
bezleri ve agiz mukozasinda bulunan mindr tiikiiriik bezlerinden (~%5) salgilanan
kompleks bir sekresyondur. Tiikiiriigiin yaklasik %1°lik kismini birtakim organik ve
inorganik komponentlerin yani sira 16kosit ve lenfosit gibi kan hiicreleri, deskuame
epitelyum hiicreleri, mikroorganizmalar ve besin artiklari olustururken, yaklasik %
99°luk kismi sudur. Giinliik yaklasik 1-1.5 L tiikiiriik salgilanir.* Farinks, burun boslugu
ve agiz mukozasindan gelen sivilar, tiikiiriige eklenerek agiz ici sivisini olusturur. pH’S1
6.7-7.4 olan tiikiiriik; renksiz, transparan, tatsiz ve hipotonik bir sividir.**

Tikirigii olusturan organik maddeler; lipid, amino asit, iire, tirik asit, glikoz,
amonyak, kolesterol ve proteinler olup en 6nemlileri pityalin (amilaz), maltaz, iire ve tirik
asittir. Sodyum, potasyum, kalsiyum, Klor, tampon 6zellikteki siilfatlar ve bikarbonatlarin
yani sira tiyosiyonat, demir, iyot, magnezyum, kobalt, molibden, flor, brom, krom,
kursun, kalay ve ¢inko tiikiiriikte bulunan inorganik maddelerdir. Hastaliklar, ilaglar,
beslenme, hormonlar, yas, tiikiirtigiin akis hiz1 ve uyarimi gibi faktorler tiikiiriik icerigini
etkiler.*

Tiikiiriigiin; lubrikasyon, dislerin ¢iiriikten korunmasi, antimikrobiyal etki, agiz
mukozasinin biitiinliiglinlin  korunmasi, fonasyonun kolaylastirilmasi, ¢igneme ve
yutmanin saglanmasi, notralizasyon ve tamponlama, tat alma ve yara iyilesmesine
yardimct olma, diliisyon ve temizleme, remineralizasyon, beslenme ve konusma gibi

birgok énemli gorevi vardir.*®
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2.5. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, 1-100 nanometre boyutlarda isleme, 6l¢tim, tasarim ve diizenleme
gibi bircok caligmanin gerceklestirilmesine olanak saglayan, maddeye atom ve molekiil
seviyesinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak yeni Ozellikler kazandirmayi
amaglayan, yeni ve hizla gelisen bir bilim dal1 ve teknoloji alanidir. Nanoteknoloji, fizikg¢i
Richard Feynman tarafindan ilk olarak 1959 yilinda ortaya c¢ikarilmis ve kiiciik
boyutlarda birtakim cihazlar ve malzemeler iiretilmistir.*®

Nanometre boyutundaki yapilarin imalati, analizi ve fiziksel ozelliklerinin
anlasilmasi, nano hassasiyetli cihazlarin gelistirilmesi, farkli ve {istiin kimyasal, mekanik
ve elektrik gibi dzelliklerde materyal ve sistemler gelistirilerek daha dayanikli, hafif ve
hizl1 yapilarin daha az enerji ve malzeme ile elde edilmesi nanoteknolojinin glinlimiizdeki
amaclar arasindadir.*’

2.5.1. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller; nanotiipler, nanokristaller, nanoteller, nanogubuklar veya nano
ince filmler nanoboyutlu olarak tanimlanan farkli siniflarda yapilardir. Nanopartikiiller
100 nm ve altinda boyutlar1 olan tozlar olarak tanimlanir.*® Nanoteknolojinin temelini
olusturan nanopartikiiller, prizma, kiip, igne, kiire ve gubuk gibi farkli morfolojilere sahip
yapilardir. Olustuklar1 makromolekiiller sentetik veya dogal kaynaklidir.*® Kuantum
boyut etkileri, yliksek yiizey/hacim orani, elektronik yapisinin boyut bagimlilig1 ve yiizey
atomlarinin ~ benzersiz  karakterleri  giinimiizde nanopartikiilleri cazip hale
getirmektedir.®

Bu ozelliklerden yararlanilarak yiiksek aktiviteli katalizorler, yiizey aktif
maddeler, siiperiletkenler, ilag tasiyicilar, asinmaya karsi katkilar ve 6zel teshis aletleri
gibi ¢ok sayida iiriin elde edilmistir. Ayrica nanopartikiillerin bu {stiin 6zellikleri,

sensoOrler, nanomakinalar, yiiksek yogunluklu veri depolama hiicreleri ve nanotasiyicilar
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gibi minyatiirlestirilmis aygitlarin olusturulmasia olanak saglamaktadir. Gliniimiizde
istenilen 6zelliklerdeki nanopartikiiller sandvig, ¢ekirdek-kabuk ve katkili gibi bir¢ok
farkl1 morfolojide hazirlanabilir.*®

Nano materyaller; nano-kompozitler (killer, silika jel, aktif alumina), karbon bazli
nano-materyaller (karbon nanotiip, fulleren) ve metal bazli nano-materyaller (nano-
giimiis, nano-altin, TiO2, metal oksitler) olarak siiflandiriimaktadir.>

2.5.1.1. Nanopartikiil Sentezi

Nanopartikiillerin sentezi biyolojik, kimyasal ve fiziksel olmak iizere ii¢ ayri
yontem ile gercgeklestirilebilir. Giinlimiizde nanopartikiillerin sentezinde birlikte
¢oOktiirme, hidrotermal sentez, mikroemulsiyon, sanokimyasal sentez, elektrokimyasal
biriktirme ve termal bozulma (par¢alanma) kimyasal yontemleri kullanilmakta olup en
fazla termal par¢alanma yontemi tercih edilmektedir.>

Termal Parcalanma Yontemi: Yiksek kaynama noktali organik c¢oziiciilerin
kullanildig1 organik bazli bu yontemde, demir-oleat kompleksleri oleik asit varliginda
kaynatilir. Kompleksin termal olarak pargalandigi anda aciga g¢ikan demir oksijen
varliginda manyetite doniisiir. Olusan manyetitin ¢ok fazla biiylimemesinin sebebi
ortamdaki surfektandir.®? Yiiksek sicaklikta gerceklesen bu pargalanma ve oksidasyon
sonucunda elde edilen demir oksit nanopartikiiller biiyiik oranda es boyutludur.* Sicaklik
ve kaynama siiresi 5-22 nm araliginda degisen partikiil boyutunu belirler. Elde edilen
demir oksit nanokristaller hekzan ve kloroform gibi organik coziiciilerde iy1 bir sekilde
dispers olurlar.>?

2.5.2. Manyetik Nanopartikiiller

Genis bir kullanim alan: olan manyetik nanopartikiiller nano boyuttan mikron
boyutuna kadar elde edilebilir. Manyetik alanin uygulanmasi manyetik nanopartikiillerin

istenilen yonde hareket ettirilebilmelerini saglar ve bu da pek ¢ok uygulamada avantaj
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saglamaktadir. ilag sektdrii, biyoteknoloji ve manyetik kayit cihazlari manyetik
nanopartikiillerin uygulama alanlar1 olarak belirtilebilir. Biyoteknolojide; proteinleri
veya diger biyomolekiilleri yakalamak amaciyla manyetik ayirma yontemi kullanilir. Bu
islemde, pargaciklarin manyetik alanin etkisiyle aninda miknatislanmasi ve manyetik alan
kaldirilldigi anda hemen dispers olabilmesinin nedeni kullanilan pargaciklarin
siiperparamanyetik Ozellikte olmasidir. Ilag sektdriinde ise ilag tasiyicisi olarak
kullanilirlar.

Demir oksitler, toz metalleri, Fe ve Co, spinel yapida ferrimagnetler, MgFe>Os,
MnFe.Os ve CoFexOs seklinde farkli kompozisyonlarda olusturulan manyetik
nanopartikiiller vardir.>? Metal oksit nanopartikiillerin toksik 6zellikleri arastirilmis ve
demir oksitler disinda diger nanopartikiillerin toksik etkilere sahip olup DNA hasarina
neden olduklar1 belirlenmistir.>® Demir oksit en ¢ok kulamlan manyetik 6zellikte bir
nanopartikiildiir.

2.5.2.1. Demir Oksit Manyetik Nanopartikiilleri

Demir oksitler; 40 yila yakin bir siiredir in vitro tan ¢alismalari ig¢in kullanilan
nano boyuttaki partikiillerdir.>? FexO (vustit), FesO4 (manyetit), y -Fe203 (maghemit) ve
a- Fe2O3 (hematit) farkli manyetik 6zellikler gosteren demir oksitlerdir. En ¢ok kullanilan
demir oksitler ise Fe3O4 ve y-Fe;Os diir. Aym fiziksel 6zelliklere sahip olmakla birlikte
manyetitin miknatislik 6zelligi maghemite gére daha yiiksektir.>

Kesfedilen ilk manyetik ozellige sahip yap1 olan manyetitteki Fe3* ve Fe?*
iyonlarmin molar oram1 2:1°dir.>**2 Manyetit oda sicakhginda Fe?* ve Fe®*" iyonlan
arasinda gergeklesen elektron gegis 6zelliginden dolay: yar: metalik olarak adlandirilir.>
Cekirdek-kabuk yapisindaki nano taneciklerin, 6zgiil yiizey alaninin yiiksek olmasi ve
asir1 ince boyuta sahip olmasma bagh olarak Fe® cekirdegi kolayca oksitlenir.

Nanopartikiillerin, tanecik biiyiikliigiiniin oksitlenme iizerindeki etkisinden dolay,>
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cesitli polimer ya da organik malzemelerle modifikasyonu ile oksitlenme Onlenmistir.
Monomerik stabillestiriciler (karboksilat, fosfat, siilfat), inorganik malzemeler (silika) ve
polimerler (dekstran, polietilen glikol, kitosan) gibi fonksiyonel gruplar nanopartikiillere
modifiye edilmektedirler.

2.5.2.2. Demir Oksit Manyetik Nanopartikiillerinin Silika ile Kaplanmasi

Silika, partikiil kararliligin1 arttirmasinin yani sira partikil i¢i etkilesimlerin ve
kiimelesmenin Oniine ge¢cmesi yoniiyle de demir oksit manyetik nanopartikiillerinin
kaplanmasinda en fazla kullanilan reaktiftir. Biyolojik olarak uyumlu olan silika
hidrofilik 6zellik gosterir. Boyutu kontrol edilebilen silika kaplanmis partikiiller
ligandlara kolayca baglanabilir. Silika kaplamada; demir oksit nanopartikiillerinin
hidroksil gruplar ile silikada bulunan metoksi gruplarinin reaksiyonu sonucu olusan Si-
O bag farkli molekiillerle modifikasyona olanak verir.*®®! Etanol icerisinde
tetractoksisilan'in (TEOS) hidroliz ve polikondenzasyonu ile gerceklesen Stober yontemi
en ¢ok kullanilan kaplama yontemlerindendir. Bu yontemle elde edilen pargaciklar
elektrostatik olarak stabilize edilen, kiiresel ve monodispers 6zelliktedir.>*

2.5.2.3. Demir Oksit Manyetik Nanopartikiillerinin Yiizey Modifikasyonu

Demir oksit nanopartikiillerinin yiizeyine modifiye edilen yiizey aktif maddeler
amfifilik 6zellikte olup yagda ve suda dagilabilen yapilarin elde edilmesine olanak saglar.
Biyolojik uyumlulugu olup ylizeye fonksiyonel gruplarin baglanmasini saglayan silan,
yiizey modifikasyonunda oldukca sik kullanilir. Ayrica yiizeye modifiye edilen
fonksiyonel gruplar biyomolekiiller, metaller ve polimerler ile kolay bir sekilde etkilesimi
saglar. 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES) ve paminofenil trimetoksi silan gibi

reaktifler ise amino ve kiikiirt gruplarmin yiizeye baglamasim saglar.>®
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2.6. Zinpir-1 Bilesigi
Zinpir-1, 9-(o-Karboksifenil)-2,7-dikloro-4,5-bis[bis(2-piridilmetil)-aminometil]-
6-hidroksi-3-ksenton yapisinda olup 823.72 g/mol molekiil agirligina sahiptir. Kapali

formiilii ise C4sH36CI2N6Os seklindedir (sekil 2.1).

N =N

N Z
|
N

Sekil 2.1. Zinpir-1’in molekiil yapisi

Zinpir-1, Zn?* icin yeni bir hiicre tipi floresans sensordiir. Bu ksenton bazli
kromofor, bire yakin bir kuantum verimine (® = 0.95) ve 480 nm'yi asan uyarma ve
emisyon dalga boylarma sahiptir.*® Zinpir-1 bilesigi di-(2-pikolil) amin (DPA) ve 2',7'-
diklorofluoresein (DCF) bilesiklerinin  Mannik  kondenzasyon tepkimesi ile
sentezlenebilmektedir.

2.6.1. Mannik Reaksiyonunun Mekanizmasi

Mannik reaksiyonu, reaktifler ve uygulanan sartlara gore farkli mekanizmalar
tizerinden olusur. No6tr veya asidik ortamda meydana gelen tepkime mekanizmasi 3
basamaktan olusur.®’

1. Basamak: Ikincil aminin aldehitle reaksiyonundan yar1 aminal olusur. Yari

aminalin bir su molekiilii kaybetmesiyle iminyum katyonu olusur.

H
HsC H HA H ./ HoO .
RANH + =0 ==——= RN->OH =——= RN>Q == RN=CH,
HsC H H H
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2. Basamak: Asetonun enolizasyonu
j\ HA OH
HsC~ "CHy =<——— H3C" "“CH;
3. Basamak: Aktif hidrojen bilesiginin enol sekli iminyum katyonuyla tepkimeye
girerek bir -amino karbonil bilesigi (Mannik Baz1) olusturur.

O/H 0o
+
+

HsC™ SCH, RoN=CH,

—_—

HsC”~ “CH,—CH,—NR; + HA

2.7. Molekiiler Liiminesans Spektroskopisi

2.7.1. Luminesans, Floresans ve Fosforesans

Spektroskopi, 1sinlarin madde ile etkilesimini inceleyen bilim dalidir. Isin uzayda
cok biiytik bir hizla hareket eden bir enerji seklidir. Atom, molekiil veya iyonlar belirli
enerji diizeylerinde bulunurlar. Bu sartlarda, 1sinin enerjisi ilgili atom, molekiil veya
iyona aktarilir ve onu uyarilmis hal adi verilen daha yiiksek enerjili hale gegirir. Bir atom
veya iyon elektronunun uyarilmis, yani yiiksek enerji seviyesinden daha diisiik bir enerji
seviyesine gecerken 1s1 olusturmadan yaydigi 1simaya “liiminesans” denir. Atom ya da
molekiiliin fotonlar1 absorplamasi ile gerceklesen uyarilma sonucu goézlenen 1s1k
emisyonuna “fotoliiminesans” denir. Fotouyarilmis tiirlerde uyarilmis halden temel hale
gecis sirasinda uyarilmig elektronun spini degismiyorsa gerceklesen fotoliiminesans
“floresans”, spinde bir degisim gerceklesiyorsa ‘“fosforesans” olarak adlandirilir.
Floresans emisyonu tiirler uyarilmis hale eristikten sonra ¢ok ¢abuk (10° —107° s)
meydana gelirken fosforesans emisyonu ¢ok daha yavastir (>107s).

Verilen bir emisyon spektrumu, bir miktar enerjinin i¢ doniisiimlerde ya da
1s1masiz doniisiimlerle harcanmasi sebebiyle herzaman absorpsiyon spektrumlarindan
daha uzun dalga boyu veya daha diisiik frekans bolgesinde meydana gelir. Emisyonunun

absorpsiyona gore daha biiyiik dalga boylarina dogru kaymasina “Stokes Shift” denir.
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2.7.2. Floresans Siddetine Etki Eden Faktorler

Yayilan foton sayisinin, absorblanan foton sayisina orant o molekiiliin
“fotoliiminesans kuantum verimi (¢)” olarak tanimlanir. Floresans siddeti, kuantum
verimi ile degerlendirilir. Gelen 1s1n1n siddetinin artmasi floresansi arttirdigi igin emisyon
dalga boyu herzaman uyarma dalga boyundan biiyliktiir. Liiminesans verimi, sistemler
aras1 gegis, i¢ donilisiim, enerji aktarimi, bag kopmasi ve {iriin olusmas1 gibi olaylar
nedeniyle azalabilir. Uyarilmig singlet molekiilii ile temel haldeki molekiiliin enerjisi
arasindaki fark ne kadar fazla ise, i¢ doniisiim olasilig1 o 6l¢iide azalir, uyarilmis triplet
hallerinin enerjileri ne kadar farkli ise sistemler arasi gecis olasiligi o kadar azalir ve
dolayisiyla floresans verimi artar.

2.7.2.1. Floresans Siddetine Madde Yapisimin Etkisi

Halkali organik bir molekiildeki kuantum verimi, siibstitiientlerin halkanin
elektron yogunlugunu arttirmasi ile artar. Molekiiliin biinyesinde ya da ¢6ziindigi
¢oOziiclide bulunan agir bir atom molekiiliin floresans verimini azaltirken, fosforesansi
arttirir. Molekiillerde rijiditenin ve halka sayisinin artmasi, konjugasyon ve diizlemsellik
genellikle floresans verimini arttirir.

2.7.2.2. Floresans Siddetine Coziicii, Sicaklik ve pH Etkisi

n ve w* tiirli bir uyarilma ve emisyon olayinda; uyarilmis molekiiliin, temel hale
gore daha polar oldugu durumda, ¢6ziiciiniin polaritesinin artmasi ile temel ve uyarilmis
enerji seviyeleri arasindaki enerji farki azalir ve floresans dalga boyu artar. n—n™* tiirii
bir uyarilma i¢in ise durum tam tersidir ve ¢oziiciinlin polaritesinin artmasi ile floresans
dalga boyu azalir. Sicaklik artis1 uyarilmis molekiillerin ¢arpisma olasiligini artiracagi
i¢in i¢ doniisiim olasilig1 artar ve floresans verimi azalir. Ortamin pH’sindaki degismeler,

temel ve uyarilmis haldeki molekiilleri etkiler. Ornegin asit veya baz grubu ihtiva eden
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maddelerin iyonlagsmis ve iyonlasmamis hallerinin floresans siddetleri ve dalga boylari
birbirinden farklidir.

2.7.2.3. Floresans Siddetine Coziinmiis Oksijen ve Derisimin Etkisi

Coziicii ile hidrojen bagi yapabilen molekiillerde ¢6zlinmiis oksijen ile molekiiliin
yaydig1 151n1 absorplayabilecek bir baska madde, liiminesans verimini azaltir. Coziinmiis
oksijen genellikle floresans siddetini azaltir. Floresans siddeti, maddenin derisimi ile
orantilidir. Fakat derisim ¢ok fazla arttigi zaman floresans artis1 derisimle orantili olmaz
ve hemen hemen sabit kalir.

2.7.3. Spektroflorometre Cihazi

Sekil 2.2’de ¢ift 151n yollu bir spektroflorometre cihazi gosterilmektedir.
Spektroflorometre cihazinda lazerler, foto-diodlar, ksenon ark ve civa ark lambalar1 1sin
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Kaynaktan gelen 1s1n ilk 6nce bir uyarilma filtresi ya da
bir monokromatorden gecer. Monokromatdrler paralel olarak gelen 1smnin, farkli agilarda
ayarlanabilen bir kirinim ag1 icerisinde sadece numuneyi uyarmada kullanilacak dalga
boyundaki isinlar seklinde ¢ikmasini saglarlar. Numune kabi olarak silindirik ve
dikdortgen prizmasi seklindeki cam veya silisden yapilmis kiivetler kullanilir. Floresans
en 1y1 sekilde uyarma 1sinina dik agidan gozlenir; ¢iinkii diger a¢ilarda hiicre duvarlari ve
¢Ozeltiden kaynaklanan sacilmalar olusur ve bu da siddet 6l¢limiinde biiylik hatalara
neden olabilir. Yayilan 1sin, floresansi ayiran ikinci bir monokromator veya filtreden
gecerek bir dedektore ulasir. Dedektorler, 151 enerjisini elektrik enerjisine doniistiiren
sistemlerdir. Floresans siddetleri genellikle zayiftir. Bunlarin yiiksek dogrulukta
Olciilmesi i¢in siddetlendirilmesi gerekir. Bu amag ile fotomiiltipliye tiipler dedektor
olarak kullanilir. Ayrica 151n kaynagindan ¢ikan ve monokromatodre giden 1s1n demetine

dik yonde bir referans 151n demeti 151n siddeti ayarlayicisina gelir ve 1s1n1n siddeti yaklasik
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olarak floresans 1sinin siddetine esit olacak sekilde ayarlanir ve bu 151n detektore gelir.
Fark yiikseltgeyici iki enerjinin farkini alir ve yiikselterek kaydediciye gonderir.
Floresans Ol¢limlerinde, eksitasyon 1sin1 belli bir dalga boyunda sabit tutulur ve
emisyon monokromatdrii spektrum taramasi yapar. Eksitasyon dalga boyu dlgiiliirken ise,
eksitasyon monokromatdrii spektrum taramasi yaparken, emisyon dalga boyu sabit
tutulur. Floresans siddeti absorpsiyon ile orantili oldugundan, eksitasyon spektrumu,

absorpsiyon spektrumu ile aynidir.>®-

I5tn Uyan Filtresi M i
" umune [ Farkhdalga larindaki
Kaynag {Monokromator) > ; s h-m.r
Kabi interfere (parazit) isinlar
I
|
|
Isin Siddeti :
ayarlayici
¥
Emisyon Filtresi
(Monokromator)
I
|
|
|
¥
i | Referans Numune .
s Yikseltgeyicisi Fotoyiikseltgeyici
Fark
Yiikseltgeyicisi
Kaydedici

Sekil 2.2. Fotoliiminesans 6l¢iimii i¢in cihazin sematik gosterimi

2.8. X-Ismlar1 Kirmimmm (XRD) Spektroskopisi

XRD, kristallerin atom diizlemleri arasindaki mesafe ve bu atomlarin geometrik
diizeni ile ilgili bilginin elde edildigi ve kristal yap1 tayininde sik¢a kullanilan bir
tekniktir. Bu yontem kristal bilesiklerin Kkalitatif tayini i¢in uygun bir yontemdir.

XRD’nin caligma prensibine gore; x-1sinlari, bir kristal diizlemi iizerine gonderilmesi
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sonucu kristalin atom diizlemlerine ¢arparak yansir ve bu olaya x-151n1 kirmimi denir.
Kirinim olayi, kristal yiizeyinin altindaki atom diizlemlerine x-1sinlarinin ulagmasi ile
gerceklesir.

X-151n1 demeti bir kristal {izerine gonderildigi zaman kristalin atomlarindan biitiin
yonlere dogru olan sagilma esnasinda yapici ve yikici girisimler meydana gelir. Yapict
girisim sadece Bragg denklemini saglayan gelis agilarinda olusur.

nA =2 dsinf (Bragg Denklemi)

Burada gelen ve yansiyan isinlarla diizlem arasindaki agi 0, diizlemler arasi
uzaklik d, yansima mertebesi n ve gelen 1sininin dalgaboyu A ile gosterilir.

Diizensiz yapida (amorf) bir kristal diizlemine gelen x-1s1n1 demeti herhangi bir
aciyla carparsa, kirinim ger¢eklesmez. Kristal diizlemlerinden yansiyan x-isinlari
arasindaki faz farkindan dolay1 1sinlar birbirlerini sondiiriir ve herhangi bir difraksiyon
piki gozlenmez. XRD ¢aligmalarinda, dalga boyu sabit olan X-1ginlarin1 elde etmek igin
kaynak olarak X-1sin1 tiipleri kullanilir.5

2.9. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-1R) Spektrofotometresi

Belirli dalga boyunda bir 1s51n molekiiller lizerine diisiirildiigii zaman molekiiliin
elektronik, donme veya titresim Ozelliklerinde degisimler meydana gelir. Titresim ve
donme gegislerinin elektronik gecislere kiyasla daha diisiik enerjili olmasindan dolay1 bu
gecislere neden olan 1smlar IR 1sinlaridir. Infrared spektroskopisi titresim ve dénme
seviyelerindeki degisimleri inceler. IR spektrofotometreleri 400-4000 cm™ dalga sayist
veya 2.5-25 um dalga boyu araligindaki titresim frekanslarmi kaydeder. 700-1200 cm™?
araliginda elde edilen spektrum parmak izi bolgesini olusturur ve bu bolgede gozlenen
titresimler molekiiliin kendine has titresimlerdir. Molekiildeki gruplara ait titresimler ise
1200-4000 cm™ arasinda gozlenir. IR 1511 yakin IR (12500-4000 cm™), orta IR (4000-

400 cm™) ve uzak IR (400-40 cm™) bolgesi olmak iizere iice ayrilir. Yap1 analizi igin
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genellikle orta IR bolgesi kullanilir. Madde IR 1sinin1 absorpladikca gerilme ve egilme
titresmesi olmak {iizere iki tiir molekiiler titresim gdzlenir. Infrared absorpsiyon
spektroskopisi, ¢ok yonlii olup yapisal analizde kullanilan hizli ve ekonomik bir
yontemdir. Kristal yap1 ¢alismalarinda, safligi kontrol etmede ve iki madde arasindaki
iliskiyi belirlemede siklikla kullanilir. IR spektrumlar1 her madde i¢in karakteristiktir.
IR ’nin kullanim alanlari; yapi tayini, kalitatif analiz, hidrojen baginin bulunmasi, atomlar
arast bag uzunluk ve acilarinin belirlenmesi ve saflik kontrolii seklinde siralanabilir.?

2.10. Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Gegirimli elektron mikroskobu, malzemelerin mikro-yapisal incelenmesini
kirmim ve goriintiileme tekniklerinin birlikte kullanilmasini ve ayn1 zamanda maddenin
kristalografik ve morfolojik bilgilerine ulasilmasini saglayan bir tekniktir. Yiiksek ayirma
giicline sahip olan bu teknigin {i¢ boyutlu bir numuneden alinip kirinim kdkenli olan iki
boyutlu goriintiilerin yorumlama giicliigli, 1s1n hasar1 etkisinin numune 6zelliklerini
degistirmesi ve incelenecek numunenin katt malzeme olma ve elektron gegirgenligi olup
3mm c¢apinda, 100 mm’den daha ince bir disk olarak hazirlanmasi gibi zorluklar
bulunmaktadir.

TEM’de goriintii ve kirinim bilgisini elde etmenin temel prensibi, ortasinda ¢ok
kiiciik bir delik bulunan numuneye paralel bir elektron demeti géndermek ve numuneden
dogrudan gecen kirinima ugramamis 1sinlari ve numunenin belirli diizlemlerinden Bragg
sartlarina uygun agilarda kirinima ugramis 1s1nlart numunenin altinda toplamak esasina
dayanir.®3

2.11. ICP-MS (Indiiktif olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi)

Bir¢ok elementin kati1 ve sivi 6rneklerinin kalitatif, kantitatif ya da yari-kantitatif
olarak dlclilmesine olanak saglayan ICP-MS, orneklerin yiiksek sicakliktaki bir plazma

ortamina ¢ogunlukla argon, gdnderilmesi sonucu atomlarin iyonlastirilip molekiiler
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baglarm kirildig: bir analitik tekniktir. Bir iyonlastiric1 kaynagi, dedektér ve kiitle
spektrometresinden meydana gelen ICP-MS cihazi ayr1 ayri iki iiniteden olusan diger
kiitle spektrometri cihazinlarimin aksine tek bir cihazdan olusur. ICP-MS cihazinda
gerceklestirilen olgiimler kiitle/yiik (m/z) oranina dayanir. Sivi halde verilen numune,
yaklagik 8000-10000 K sicakliktaki plazma ortamina bir enjektor vasitasi ile ulasir.
Madde plazma ortamindaki bu yiiksek sicaklikligin etkisi ile atomlagmaya ugrar. Atomun
son yoriingesinden elektron koparilmasi sonucu tek pozitif yiiklii hale gelir. Olusan
pozitif yikli iyonlar farkli kiitle/yilk oranlarina gore bir kiitle filtresi yardimi ile
ayristiritlip dedektore gonderilir. Dedektor, gelen iyonlar1 sayar ve sonucu saniyede
sayilan sinyal cinsinden verir. ICP-MS ile yapilan kantitatif analizde bir¢ok elementin
dl¢iim sinir1 ppb ve daha alt diizeydedir.®®

2.12. Literatiir Ozetleri

2.12.1. Nanopartikiil ve Nanokompozit Sentezi icin Gelistirilen Yontemler

Zhang ve ark.%® -NH; fonksiyonel kabuk yapisina sahip monodispers ve kiiresel
Fe304-SiO2-NH2 nanopartikiillerini sentezlemislerdir. Calismada, FeCls.6H2O, NaOAc
ve NazCit bilesiklerinden ¢ikilarak FesOs nanopartikiilleri elde edilmis ve bir sol-jel
prosesi kullanilarak TEOS’un 3-Aminopropil trimetoksisilan (APTMS) ile birlikte
kondenzasyonu sonucu Fe304-SiO2-NH2 nanopartikiilleri hazirlanmistir.  Yiizeyi
fonksiyonlastirilmis nanopartikiillerin morfolojisi, taramali elektron mikroskobu (SEM),
TEM ve XRD yontemleri ile belirlenmistir. Fe3Os ¢ekirdek yiizeyinin SiO2 ve NH: ile
kaplandigi FT-IR yontemi ile de gosterilmistir. Fe30s-SiO2-NH2 nanopartikiillerinin
termal stabilitesi termo-gravimetrik analiz (TGA) ile yiizeyindeki amino miktar1 ise CHN
element analizi ile Dbelirlenmistir.  Sentezlenen Fe30s-SiO2-NH2  manyetik

nanopartikiillerin, siiperparamanyetik davranisa, diizgiin ¢ekirdek-kabuk yapisina (~200
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nm ¢apinda), nispeten biiyilk BET yiizey alanma (~138 m?/g) ve yiiksek katiliml
aminofonksiyonellige ( ~ 2.90 agirlik¢a %) sahip oldugu bildirilmistir.

Shokouhimehr ve ark.®” alkollerin herhangi bir baz kullanilmadan sulu ortamda
oksidasyonunu saglamak amaci ile manyetik bir c¢ekirdek-kabuk Pd nanokatalizorii
sentezlemislerdir. Bu amag ile FeCl3.6H20 ve sodyum oleattan ¢ikilarak demir-oleat
kompleksi elde edilmistir. Demir-oleat kompleksi ve oleik asitin 300°C'deki reaksiyonu
sonucu sentezlenen FesO4 nanopartikiilleri, igepal®CO-520 igeren siklohekzan iginde
dispers edilmis ve sonrasinda bu ¢ozeltiye sulu NHz ve TEOS eklenmistir. Olusturulan
¢ozeltinin oda sicakliginda 7 saat siddetli bir sekilde karistirilmasi ile silika kapli Fe3Os
nanopartikiilleri elde edilmistir. Silika kapli FesO4 nanopartikiillerinin TEM ve HRTEM
goriintiileri ile diizgilin ¢ekirdek-kabuk yapisina (~ 15 nm'lik bir kalinliga) sahip oldugu
gosterilmistir.

Chang ve ark.%® 2,4-diklorofenolii indirgemek amaci ile yiizeyi yaban turbu
peroksidazi ile fonksiyonlastirilmis manyetik Fe30s-SiO2-NH2 nanopartikiillerini
sentezlemislerdir. Calismada, ultrasonik titresim ortaminda birlikte ¢oktiirme yontemi ile
FesOs nanopartikiilleri sentezlenmis ve sonra NHz ve TEOS’un hidroliz ve
kondenzasyonuyla Fe3O4 nanopartikiillerinin yiizeyi silika ile kaplanmistir. Silika kapl
FesO4 nanopartikiilleri daha sonra APTES ile muamele edilerek nanopartikiiliin yiizeyi
amino ile fonksiyonlastirilmistir. Yiizeyi amino ile fonksiyonlagtirilmis Fe30s-SiO-
nanopartikiilleri SEM, TEM ve XRD yontemleri ile tanimlanmis ve yaklasik 10 nm
¢ekirdek capima ve ortalama 195 nm silika-kabuk kalinligina sahip oldugu ve ortalama
400 nm bir capa sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica belirtilen nanopartikiiliin IR
spektrumu da alinmis ve 558 cm™'deki Fe-O titresim bandi ile parcaciklardaki FesO4’iin
varligi, 1089 cm™'deki Si-O-Si antisimetrik gerilme titresim bandi ile pargaciklardaki

SiO2'nin varligi ve 1630 cm™'deki titresim bandi ile de N-H baginin varhig gosterilmistir.
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Daha sonra yaban turbu peroksidazi, Fe30s-SiO2-NH2 nanopartikiillerinin izerine ¢apraz
baglayic1 bir ajan olarak glutaraldehit kullanilarak immobilize edilmis ve bir enzim
katalizorii olarak yaban turbu peroksidazi ile immobilize edilmis Fe30s-SiO2-NH>
nanopartikiillerinin 2,4-diklorofenolii indirgemek amaci ile H2O2'yi aktive etmek i¢in
kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Chen ve ark.®® yiizeyi bir antikanser ajan olan doksorubisin (DOX) ile
fonksiyonlagtirilmis manyetik Fe304-SiO2-NH2 nanopartikiillerini  sentezlemislerdir.
Nanopartikiillerin DOX ile konjugasyonunda, manyetik nanopartikiillere modifiye edilen
spacer kolunun ucundaki aktif -COOH fonksiyonel grubu, N-hidroksisiiksinimid (NHS)
varhiginda 1-ethyl-3- (3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) ile aktive edilerek
serbest DOX-HCI igeren ¢ozelti eklenmis ve DOX molekiillerinin nanopartikiilde
bulunan -NH: fonksiyonel grubu ile reaksiyona girmesi sonucu nanopartikiillerin
yiizeyinin DOX ile konjuge edilmesi saglanmistir. Sentezlenen spacer kolu ve ilacin
amidasyon yoluyla nanopartikiillerle konjugasyonu SEM, TEM ve FT-IR yontemleri ile
belirlenmistir.

Oliveira ve ark.”® yiizeyi hidrofobik ve antikanser ilaglar icin tasiyic1 gorevi
yapabilen curcumin yiiklii amino ve folat ile fonksiyonlastirilmig SiO2-NH> ve SiO,-FO
nanopartikiillerini sentezlemislerdir. Calismada sol-jel yaklasimi kullanilmis olup
curcumin yikli silika nanopartikiilleri (CCM/SiO2-NH2), TEOS'un amonyakla
katalizlenmesi sonucu hidrolizi ve daha sonra APTES ile reaksiyonu ile sentezlenmistir.
Hedefleyici ligand olarak folat ise nanopartikiil yiizeyine, folik asidin karboksil
gruplarinin NHS varhiginda EDC ile aktive edilmesinin ardindan amit bagi olusumu
vasitastyla baglanmistir. Olusturulan nanopartikiillerin prostat kanseri hiicre hatt

tizerindeki sitotoksik etkisi degerlendirilmis ve normal hiicre hatt1 ile karsilagtirilmistir.
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Liu ve ark.”t amino-silan ile modifiye edilmis siiperparamanyetik silika
nanosferlerin sentezi ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Bu amacla manyetit
nanopartikiilleri Fe?* ve Fe** 'iin NH4OH ile birlikte ¢oktiiriilmesi ile hazirlanmis ve daha
sonra 1yi dagilmis manyetik silika nanosferleri olusturmak icin manyetit
nanopartikiillerinin yiizeyi silika ile kaplanmigtir. Kiirelerin biyiikliigii SiO2 ile FezO4
arasindaki oran degistirilerek kontrol edilmis, amino-silan, manyetik silika nanosferlerin
yiizeyine kovalent olarak baglanmis ve glutaraldehid ile aktive edilmistir. Manyetik silika
nanosferlerin morfolojisi ve manyetik Ozellikleri TEM ve titresimli numune
manyetometresi ile incelenmis, nanosferlerin ortalama biytikliglinin 100-200 nm
arasinda oldugu ve siiperparamanyetik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir.

Zhang ve ark.”? Pb?" i¢in bir adsorban oldugu belirtilen FesOs-NH: ¢ekirdek-
kabuk nanopartikiillerinin olusumuna dayali bir kinetik yontem gelistirmislerdir. Bu
amacla monodispers ve kiiresel Fe304-SiO2-NH2 nanopartikiillerini, bir sol-jel islemini
kullanarak TEOS'un APTMS ile birlikte kondenzasyonu yoluyla sentezlemislerdir.
Optimum kosullar altinda sentezlenen Fes04-SiO2-NH2 manyetik nanopartikiillerinin
tiniform ¢ekirdek kabuk yapis1 (~200 nm ¢apinda), nispeten yiiksek amino islevselligine
sahip yiikleme (~5.45 wt%), dis miknatis ile kolay geri kazanim ve Pb** nin etkili sekilde
uzaklagtirilmas: (qm = 243.9 mg/g, 25°C) gibi 6zelliklere sahip oldugunu belirtmislerdir.
Adsorpsiyonun etkili oldugunu, adsorpsiyon i¢in daha yiiksek bir sicakligin daha uygun
oldugunu ve bu baglamda Fe304-SiO2-NH2 manyetik nanopartikiillerinin  Pb?*
uzaklastirilmasi i¢in potansiyel bir adsorban olabilecegini belirtmislerdir.

Wang ve ark.” bu ¢alismada sulu ortamdaki agir metallerin uzaklastiriimas igin
yeni bir adsorban olan amino-fonksiyonlastirilmis FesO4-SiO> ¢ekirdek—kabuk manyetik
nanopartikiiliiniin sentezine dayali bir yontem gelistirmislerdir. Bu amagla sentezlenen

amino-fonksiyonlastirilmis Fe3O4-SiO2 nanoadsorbaninin, metal iyonlarinin yiizey amino
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gruplari tarafindan komplekslestirilmesinden dolay: sulu ortamdaki Cu?*, Pb?* ve Cd?*
iyonlarina kars1 yliksek adsorpsiyon afinitesi gosterdigini bildirmislerdir. Metal yiiklii
Fe304-SiO2-NH2 nanopartikiillerinin, manyetik ayirma ile sulu ¢ozeltiden kolayca geri
kazanilabilir ve asit muamelesi ile kolayca rejenere edilebilir oldugunu belirtmislerdir.

Mali ve ark.” B-BtO substitiie y-amino asitlerin sentezini gergeklestirmislerdir. Bu
amagla baglama reaktifi olarak c¢ozelti ve kati faz peptit sentezi sirasinda serbest
karboksilik asitlerin aktivasyonu i¢in N,N,N’,N’-tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-yl)
uranyum hekzafluorofosfat (HBTU) ve peptid sentezi sirasinda rasemizasyonun
azaltilmasinda 6nemli bir rol oynayan 1-hidroksi benzotriazol (HOBt) kullanilmistir. N-
korumali E-vinylogous amino asiti (1.6 mmol), azot gazi altinda susuz dimetilformamid
(DMF) igerisinde ¢oziilmiis ve ¢ozeltiye HBTU (1.6 mmol) ve HOBt (3.2 mmol) baglama
reaktifleri eklenmistir. Elde edilen reaksiyon karisimi 0°C'ye sogutulmus ve karigima
DIEA (N,N-diizopropiletilamin) (3.2 mmol) ilave edilmistir. Daha sonra bilesikler 12
saat boyunca karistirilan reaksiyon ortamindan etil asetat (3x20 mL) ile ekstrakte
edilmistir. Ekstrakte edilen B-BtO substitiie y-amino asitlerin %70-%85 verim ile elde
edildigi bildirilmistir.

2.12.2. Zn?* Analizinde Atomik Absorpsiyon Temelli Gelistirilen Analitik
Yontemler ve Uygulamalari

Mathur ve ark.” insan tiikiiriik, uyarilmus tiikiiriik, tam kan ve plazmada Zn?* ve
plazmada Cu?* seviyelerinin belirlenmesine yonelik bir AAS yontemi gelistirmislerdir.
Ortalama Zn?* derisimi tiikiiriikte 0.478 ppm (n = 136), uyarilmus tiikiiriikte 0.046 ppm (n
= 36), tam kanda 6.41 ppm (n = 145) ve plazmada 0.87 ppm (n = 145) olarak tespit
edilmistir. Plazma Cu?* derisiminin Zn?* derisimine oraninin subklinik Zn?* eksikliginin

belirlenmesi i¢in uygun bir parametre oldugu belirtilmistir.
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Greger ve ark.”® insan tiikiiriik ve tiikiiriik siipernatantinda Zn?*, protein ve
Zn?*/protein oramnin belirlenmesine ydnelik bir AAS ydntemi gelistirmislerdir.
Calismaya, metabolik ¢alismadan 8 ve beslenme anketi ¢aligmasindan 59 bayan dahil
edilmistir. Tiikiiriik ve tiikiiriik siipernatanti 5 giin -20°C’de depolandiginda Zn?*
derisiminde (125.5+£7.5 ng/mL ve 124.6+7.7 ng/mL) anlaml1 bir degismenin olmadigi
bildirilmistir. Calismaya dahil edilen kisilerin tiikiiriik ve tiikiiriik siipernatantinda
ortalama Zn?* derisimleri sirasiyla 173+94 ng/mL ve 30.5+14.8 ng/mL olarak tespit
edilmistir. Giinliik ¢inko alimi azaltildiginda tiikiiriik siipernatantindaki Zn?*
derisimininin anlamli derecede distiigii (p<0.05) bildirilmistir. Tikirik (r=0.460,
p<0.001) ve tiikiirtik slipernatantinda (r = 0.486, p<0.001) ¢inko ile protein seviyeleri
arasinda korelasyon oldugu fakat her iki tip tiikiiriik 6rnegindeki Zn?* seviyeleri ile serum
veya sa¢ Zn?* seviyeleri arasinda korelasyonun olmadig: belirtilmistir.

Bales ve ark.”” insan tiikiiriik, uyarilmus tiikiiriik, plazma ve sacta eser elementleri
belirlemek amaci ile bir AAS yontemi gelistirmislerdir. Calismaya dahil edilen toplam
278 saglikli kisi, geng (18-29 yas), orta yas (30-64 yas) ve yaslhlar (65-93 yas) seklinde
gruplandirilmistir.  Calismada, Zn?* derisiminin tiikiirik ve uyarilmis tiikiiriik
siipernatinda yasa baglh arttig1 (p<0.05), tiikiiriik tortusunda ve plazmada yasla birlikte
degismedigi ve sagta ise yasa bagli azaldigi (p<0.05) tespit edilmistir. Tiikiirik ve
uyarilmis tiikiiriikte tiim grubun ortalama Zn?* derisimi sirastyla 0.61 nmol/L ve 0.89
nmol/L olarak belirlenmis ve plazmada erkeklerin kadinlara gére (p<<0.05) daha yiiksek
Zn?* derisimine sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica tiikiiriikteki Zn?* derisiminin plazma
ve sacta bulunan Zn?* derisimleri ile iliskili olmadig1 gosterilmistir.

Watanabe ve ark.”® insan tiikiiriigiinde Zn, Mn ve Cu elementlerini ve
metalloproteinazlari (MMP) belirlemek amaciyla AAS ve ELISA yontemlerini

kullanmiglardir. Calismaya, tat alma bozuklugu olan 20 hasta ve 35 saglikli goniillii dahil
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edilmistir. Zn?* derisiminin hasta tiikiiriigiinde (47.22+17.1 ppb) saghkli géniilliilere
(79.8+42.6 ppb) gore onemli derecede diisiik (p<0.001) oldugu bildirilmis ve tiikiiriik
Zn?* derisiminin farkliligmin tat alma bozuklugu hastalig1 ile yakindan ilgili olabilecegi
belirtilmistir.

Zahir ve ark.” insan tiikiiriigiinde bulunan inorganik ve eser elementleri
belirlemek amaci ile ¢ok yonlii ve ¢ift 1sinlt AAS yontemi gelistirmislerdir. Calismaya,
yetimhanede yasayan 30 ¢ocuk dahil edilmis ve dis ¢iiriiklerine gore gruplandirilmistir.
Calismada, Zn?* derisiminin ciiriik sayisina bagl olarak azaldigi (p<0.005) tespit
edilmistir.

2+

Burguera-Pascu ve ark.® insan tiikiiriigiinde Zn?*’nin belirlenmesine yonelik bir
elektrotermal AAS yontemi gelistirmislerdir. Yontemde on-line bir seyretlme yapilmis
ve yontemin 8.0-120.0 pg/L derisim araliginda lineer ve 3 BSS degeri ile kesin oldugu
belirtilmistir. Yontemde, tiikiiriikte gozlenebilme sinir1 (LOD) 0.35 pg/L ve ortalama geri
kazanim %97.8+1.3 olarak tespit edilmistir. Gelistirilen yontem ile yaslar1 20-51 yas
arasinda (ortalama 30.50+9.14 yas) degisen 15 erkek ve 29 bayan olmak iizere toplam 44
saglikl1 goniilliiden toplanan tiikiiriik drnekleri analiz edilmis ve ortalama Zn?" derisimi
55+17 ng/L olarak tespit edilmistir. Ayrica Zn?* derisiminin erkeklerde kadinlara gore
istatistiksel olarak yiiksek (p=0.006) oldugu belirtilmistir.

Dural ve ark.2! bas ve boyun radyoterapisinin tiikiiriik eser elementlerine etkisinin
arastirtlmasi1 amaciyla tiikiirik eser elementlerini bir AAS yontemi ile belirlemislerdir.
Calismaya radyoterapi alan 22 nazofarenks ve 23 larenks karsinomali hasta dahil edilmis
ve radyoterapinin Oncesi, ortasi ve sonrasi olmak iizere {ic asamasinda tiikiiriik 6rnekleri
toplanmustir. Tikirik orneklerinde Al, Fe, Pb, Se, Zn, Cu ve Ni elementleri analiz

edilmistir. Nazofarinks ve karsinomu olan hastalarin tiikiiriiklerinde Zn?* derisimlerinin

radyoterapi Oncesi sirayla ortalama 611.3 pg/L ve 613 ug/L oldugu, bu degerlerin
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radyoterapi siiresince ortalama 642.7 ug/L ve 655.7 pg/L’ye yiikseldigi ve radyoterapi
sonrasinda ise ortalama 631.8 ug/L ve 646.9 pg/L’ye diistiigli bildirilmistir. Benzer
iligkilerin analizi yapilan diger eser elementler i¢in de s6z konusu oldugu belirtilmistir.

Menegario ve ark.®? insan tiikiiriigiinde eser elementleri belirlemek amaciyla bir
ICP-MS yontemi gelistirmiglerdir. 0.4 mL tiikiiriik 6rnegine 0.1 mL derisik nitrik asit
eklenmis ve su ile hacmi 2 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra elde edilen ¢ozeltiye
135Ba, 112Cd, 65Cu, 206Pb and 66Zn izotoplar1 eklenerek karistirilmig ve ICP-MS ile
analizi gegeklestirilmistir. Analiz sonuglar1 135Ba/ 138Ba, 112Cd / 114Cd, 65Cu / 63Cu,
206Pb / 208Pb ve 66Zn / 68Zn izotop oranlarina gore degerlendirilmistir. Yontemin LOD
degeri Zn?* igin 0.59 ug/L olarak tespit edilmis ve insan tiikiiriigiindeki ¢inko derisiminin
46.0 pg/L-230 pg/L arasinda oldugu gosterilmistir.

Kim ve ark.®® sigara icen ve igmeyenler arasindaki tiikiiriik eser elementlerinin
(Mg, Al, Mn, Cu, Zn, Rb, Sr, Mo, Cd, Tl ve Pb) seviyelerini belirlemek amaci ile bir ICP-
MS yontemi kullanmiglardir. Calismaya 10 sigara igen (27.4£3.4 yas) ve 30 igmeyen
erkek (26.5t4.1 yas) dahil edilmis ve sigara tiikketim miktarlarina gore gruplara
ayrilmigtir. Yontemin 3.0 pg/L derisim hassasiyetinde oldugu belirtilmis ve sigara icme
durumu ile Zn?* derisimi arasinda bir kolerasyon tespit edilememistir.

Khozeimeh ve ark.34 saglikli goniilliiler ile akut ve iyilesme evresindeki Rekiirren
Herpes Labialis hastalarmda Zn?* diizeylerinin karsilastirilmas1 amaci ile bir AAS
yontemi kullanmislardir. Bu retrospektif vaka-kontrol ¢alismasinin 40 Rekiirren Herpes
Labialis hastas1 ve 40 saglikli olmak tizere 80 birey iizerinde yapildigi belirtilmistir.
Tiikiirtik ornekleri Rekiirren Herpes Labialis hastalarindan (akut fazda ve lezyonlarin
tyilesmesinden sonra (ortalama 21 giin sonra)) ve saglikli goniilliilerden alinmistir. Akut
ve iyilesme evresinde vaka grubundaki tiikiiriik Zn?" derisimi sirasiyla 160.8 ng/mL ve

205.7 ng/mL olarak tespit edilmis ve aralarindaki farkin anlamli oldugu (p<0.05)
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belirtilmistir. Ayrica Zn?* derisiminin saglikli (317.5 ng/mL) ile hasta grubu arasinda da
anlamli derecede farkli oldugu (p<0.05) belirtilmistir.

Monica ve ark.®® Andhra Pradesh Hindistan kirsal alanlarinda 12 yasindaki
cocuklarda, dis ¢iiriigii ile igme suyunda bulunan eser elementler arasindaki iligkiyi
degerlendirmek amaci ile bir ICP-MS yontemi kullanmiglardir. Caligmada 12 yaginda 451
cocuk dis ciiriigii acisindan incelenmis ve igme suyundaki Zn?* derisimi ile dis ciiriigii
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin (p<0.05) oldugu rapor edilmistir.

Bhandary ve ark.® tiikiiriikte Zn ve Cu elementlerinin derisimi ile dis ¢iiriigi
aktivitesi arasindaki iligkiyi degerlendirmek amaci ile bir AAS yontemi kullanmiglardir.
Calisma, 15 disiik ve 15 yiiksek ¢iirlik aktivitesi olan toplam 30 kiginin tlikiiriik
orneklerinde gerceklestirilmistir. Duslik ve yiiksek c¢iiriik aktivitesi olan tiikiirik
orneklerinde sirastyla ortalama Zn?* derisimleri 118.1867 ug/dL ve 60.4267 ug/dL olarak
tespit edilmis ve iki grup arasindaki farkin anlamli oldugu (p=0.005) bildirilmistir.

Hussein ve ark.®” Malezya Shah Alam'da farkli etnik kokenden gelen gocuklarin
tiikkiirtigiinde Cu, Zn, Mn ve Fe elementlerinin derisimi ile dis ¢iirigli arasindaki iliskisiyi
degerlendirmek amaci ile bir AAS yontemi kullanmislardir. Calismaya toplam 120 ¢ocuk
dahil edilmis ve ¢ocuklar erkek ile bayan, yas, bolge ve ¢iiriik ile ¢iiriikk olmayan seklinde
gruplandirilmistir. Ortalama Zn?* derisimi, erkeklerde 0.11+0.09 ppm, kizlarda 0.12+0.08
ppm; 8,10 ve 12 yasindaki ¢ocuklarda sirasiyla 0.09+0.07 ppm, 0.16£0.11 ppm ve
0.09+0.05 ppm; Malezyali, Hintli ve Cinli ¢ocuklarda sirasiyla 0.13+0.06 ppm, 0.11£0.12
ppm ve 0.09+0.05 ppm; clriigii olan ve olmayan c¢ocuklarda ise 0.13+0.10 ppm ve
0.09+0.05 ppm olarak belirlenmistir.

2+>

Li ve ark.®® suda Zn®*"'yi belirlemek amaciyla Zn?"’nin malahit yesili yiiklii
mikrokristalin trifenilmetana adsorbsiyonuna dayali bir alevli AAS yontemi

gelistirmiglerdir. Optimum kosullar altinda, malahit yesili yiiklii mikrokristalli
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trifenilmetan yiizeyinde Zn®"nin adsorbe edildigi belirtilmistir. Yontemin LOD degeri
0.05 pg/L ve % BSS degeri % 1.0-3.1 olarak tespit edilmistir. Yiizde geri kazanim ise %
96.5-105 araliginda belirlenmistir.

Al-Rawi ve ark.% histolojik olarak OSHK tanis1 alan hasta tiikiiriigiinde Zn, Cu,
Fe, Mn, Co, Ni, Cr, Cd ve Mg elementlerinin analizine yonelik bir AAS yontemi
gelistirmisglerdir. Calismaya 50 OSHK hastast dahil edilmis ve tiimoriin cerrahi
eksizyonundan bir giin once (preoperatif) ve cerrahinin bir giin sonrasi (postoperatif)
tiikiiriik Ornekleri toplanmistir. Ortalama Zn?* derisimi saglikli goniilli ve OSHK
hastalarinin preoperatif ve postoperatif tiikiiriigiinde sirasiyla 0.19+0.04 ppm, 0.31£0.05
ppm ve 0.16£0.2 ppm olarak tespit edilmistir. Zn?* derisimi bakimindan istatiksel olarak
preoperatif hasta ve saglikli goniillii tiikiiriik 6rnekleri arasinda fark bulunurken (p<0.05)
postoperatif hasta ve saglikli goniillii tiikiiriik 6rnekleri arasinda fark tespit edilememistir
(p>0.05).

Khanna ve ark.%® oral kavitede prekanser ve kanser lezyonlara sahip hasta
serumlarinda Cu, Zn, Se ve Mo elementlerinin analizine yonelik bir AAS yontemi
kullanmiglardir. Calismada, oral kavitede 30 OSMF’li ve 30 OSHK’li hastanin
serumunda Cu?*, Zn?*, Se?* ve Mo?* derisimleri tespit edilmis ve yas ve cinsiyet agisindan
eslestirilmis 30 saglikli goniilliiden elde edilen derisimler ile karsilastirilmistir. Serumda
Zn?* derisiminin OSMF ve OSHK'l1 hastalarda saglikli goniilliilere gore yiikseldigini ve
fakat farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigini belirtmislerdir.

Shetty ve ark.®! histolojik olarak OL, OSMF ve OSHK tanisi alan hasta
serumlarinda Cu, Zn ve Fe elementlerinin analizine yonelik bir AAS yontemi
kullanmislardir. Saglikli goniillii ile OSMF, OL ve OSHK hasta gruplarinda serum Zn?*
derisimleri sirasiyla 162.07£2.91 pg/dL, 147.73+£2.86 pg/dL, 155.78+2.03 pg/dL ve

110.11£2.83 pg/dL olarak tespit edilmistir. Tiim hasta gruplar1 saglikli grup ile
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karsilastirildiginda istatiksel olarak serum Zn?* derisiminin anlaml bir sekilde azaldig
(p=0.001) ve Cu/Zn derisim oraninin anlamli bir sekilde arttig1 belirtilmistir.

Ayinampudi ve ark.%? oral kavitede prekanser ve kanser lezyonlara sahip hasta
tikiiriiglinde Cu ve Zn elementlerinin analizine yonelik bir ICP-MS ydntemi
kullanmislardir. Calismada, oral kavitede 5 OSMEF’li, 5 OL’li, 5 OLP’li ve 10 OSHK’I1
hastanin tiikiirigiinde Cu?* ve Zn?* derisimleri tespit edilmis ve yas ve cinsiyet agisindan
eslestirilmis 6 saglikli goniilliden elde edilen derigimler ile karsilagtirilmigtir. Cu/Zn
oraninin saglikli goniillii gruba gore prekanser ve kanser grupta azaldig: bildirilmistir.
Saglhkli goniillii, prekanser ve kanser gruplarinda ortalama Zn?" derisimi sirasiyla
175.62+37.20 ppb, 284.26+124.64 ppb ve 411.30+£152.24 ppb olarak tespit edilmis ve
gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu (p<0.05) bildirilmistir.

Shetty ve ark.®® oral kavitede kanser lezyonlara sahip hasta tiikiirigiinde Zn?*
derisimini AAS yontemi ile glutatyon ve siiperoksit dismutaz seviyelerini ise [5, 5-
Ditiyobis (2 nitrobenzoik asit)] ve nitroblue tetrazolyum yontemleri ile belirlemislerdir.
Calismaya 65 saglikli goniillii, 115 potansiyel oral kanser ve 50 OSHK’I1 hasta dahil
edilmistir. Saglikli goniillii, potansiyel oral kanser ve OSHK’l1 hastalarda serum Zn2*
derisimi sirastyla 161.05+17.81 pg/dL, 147.66+12.86 pg/dL ve 103.23+9.11 pg/dL olarak
(p<0.001); tiikiiriik Zn?* derisimi ise sirasiyla 36.59+4.19 ug/dL, 22.25+5.32 pg/dL ve
16.97+5.36 pg/dL (p<0.001) olarak tespit edilmistir.

Shetty ve ark.** OL, OSHK ve OSMF’li hasta tiikiiriiklerinde Cu, Zn ve Fe
elementlerinin derigimlerinin belirlenmesine yonelik bir AAS yontemi kullanmislardir.
Calismaya her hasta grubundan 50 kisi ve 50 saglikli goniillii dahil edilmistir. Saglikl
goniillii, OSMF, OL ve OSHK hasta gruplarinda ortalama tiikiiriik Zn?" derisimi sirasiyla
35.784+3.97 ng/dL, 24.67+4.86 pg/dL, 27.334£3.05 pg/dL ve 15.23+2.93 ug/dL olarak

belirlenmistir. Tiikiiriik Zn?* derisiminin her {i¢ hasta grubunda saglikli gruba gore
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istatiksel olarak anlaml bir sekilde azaldigi (p=0.001) ve OL ve OSMF gruplar: arasinda
anlamli bir fark olmadigi (p>0.05) belirtilmistir.

Baloch ve ark.% oral kanser hasta serumunda Cu, Fe, Mg ve Zn elementlerinin
derisimlerinin belirlenmesine yonelik bir AAS yontemi kullanmiglardir. Caligmaya
toplam 60 kisi dahil edilmis ve oral kanser (OK) olusumu ve gutkha alim (GA) dykiisiine
gore ti¢ gruba ayrilmistir. (1. Grup: OK (n=20), 2. Grup: GA (n=20) ve 3. Grup: GA
olmayan (n=20)). En yiiksek serum Zn?* derisimi 2. grupta gdzlenmis ve sirasiyla 3. ve
1. gruba dogru azalmistir. GA’nin Zn?" derisimini arttirdig1 bildirilmistir.

Kanneppady ve ark.®® OL hasta tiikiiriigiinde Zn?* derisiminin belirlenmesine
yonelik bir AAS yontemi kullanmiglardir. Calismaya klinik olarak tani konmus ve
histopatolojik olarak dogrulanmis 25 OL’l1 hasta ve yas ve cinsiyete gore eslesen 25
saglikli goniillii dahil edilmistir. Saglikli goniillii ve OL’li hasta tiikiiriik 6rneklerinde
Zn?* derisimi sirastyla 146.76+29.18 pg/dL ve 116.96 + 38.73 pg/dL olarak tespit edilmis
ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu (p=0.003) bildirilmistir.

Okade ve ark.’” OSMF hasta tiikiiriigiinde Cu, Zn, Fe ve Mn eser elementlerinin
belirlenmesine yonelik bir AAS yontemi kullanmiglardir. Calismaya hastanede tani
konulmus 30 OSMF’li hasta ve 30 saghkli goniillii dahil edilmistir. Tiikiirik Zn?*
derisiminin saglikli goniillii gruba (0.10+0.29 ppm) gére OSMF’1i hasta (0.10+£0.21 ppm)
grubunda azaldig1 ve farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) bildirilmistir.

2.12.3. Zn?* Analizinde Kompleks ve Sensor Olusumu Esasina Dayah
Molekiiler Absorpsiyon Temelli Gelistirilen Analitik Yontemler ve Uygulamalar:

Burdette ve ark.>® Zn?" icin segici iki yeni floresan maddeyi (Zinpir-1 ve Zinpir-2)
sentezleyip karakterize etmislerdir. Zinpir-1’1 ve Zinpir-2’yi sentezlemek icin sirasiyla
Mannik reaksiyonu ve 4', 5'-floresein dikarboksaldehitin kullanildigi ¢ok basamakli bir

sentez prosediirii uygulanmistir. Zinpir-1, DPA ve paraformaldehitin, CH3CN/H20 (1:1)
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karisiminda hazirlanan 2',7'-dikloro floresein ¢ozeltisine eklenmesi, 24 saat reaksiyon
sonucu elde edilen somon-pembe renkli bir iiriniin -25°C'de ¢oktiiriilmesi ve buzla
sogutulmus suyla yikanmasi sonucu sentez edilmistir. Her iki Zinpir sensoriiniin, goriiniir
bolge dalga boyunda (~500 nm) uyarma ve emisyon gosterdigi, Zn?* icin <1 nM
¢ozilinlirliik sabitine (Kd1), 1’e yakin kuantum verimine (©~0.9) ve hiicre gecirgenligine
sahip oldugu ve intraseliiler uygulamalar i¢in uygun oldugu bildirilmistir. Zn?* ve Zinpir-
1 bilesiginin kompleks olusum oraninin 2:1 oldugu belirtilmis ve X-1s1n1 kristal yapisi ile

2+

aydmlatilmistir. Zn“"’nin fizyolojik kosullar altinda belirtilen sensorlere baglanmasi ile
sensorlerin floresansinda artis gozlenmistir. 25 pM Zn?" varliginda ortamda tampon
¢ozelti (pH 7'de (50 mM Piperazin- N-N’-bis (2-etansiilfonik asit) (PIPES), 100 mM KClI,
50 uM 2,2'2"2"- (Etan-1,2-diyl dinitrilo) tetra asetik asit (EDTA))) kullanildiginda
Zinpir-1 ve Zinpir-2 ile olusan komplekslerin kuantum verimlerinin sirasiyla 0.38’ten
0.87'ye ve 0.25’ten 0.92'ye yiikseldigi bildirilmistir. Zinpir-1'in uyarma maksimumunun
Zn?* ile kompleks olusturmasi sonrasinda 515 nm’den 507 nm’ye, Zinpir-2' nin ise 498
nm’den 490 nm’ye kaydigi gosterilmistir. Absorpsiyon dalga boyundaki hafif

hipokromik kaymanm, dondr grubunun (fenol) Zn?"

ye koordinasyonunun gostergesi
oldugu belirtilmistir. Kompeksler ile elde edilen floresans cevabmin Zn?" icin segici
oldugu ve yiiksek derisimdeki Ca?* ve Mg?* (5 mM) varliginda floresansin degismedigi
bildirilmistir. Ayrica Cos-7 hiicrelerinde Zinpir-1 ve Zinpir-2 floresan maddeleri
kullanilarak 0.1 nM’dan daha diisiik Zn?* derisimlerinin belirlenebildigi gosterilmistir.
Hirano ve ark.'® Zn?* icin yeni floresans problar olan 5- [2- [bis (piridin-2-ilmetil)
amino] etilamino] -2- (2,7-difloro-3-hidroksi-6-oksoksanten-9-il) benzoik asit (ZnAF-
1F) ve 6- {2- [Bis (2-piridilmetil) amino] etilamino} -2 ', 7 ' diflorofloresini (ZnAF-2F)
gelistirip hiicresel uygulamalarint gerceklestirmiglerdir. 0-1 pM derisim aralifinda

degisen Zn?* varliginda pH 7.4'te 100 mM 4- (2-hidroksietil) -1-piperazin etansiilfonik
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asit (HEPES) (I= 0.1 (NaNO0s)) tamponu igerisinde 1 uM ZnAF-2F, 492 nm dalga
boyunda uyarilarak emisyon spektrumlar1 alinmistir. Zn?* varliginda ZnAF-1F ve ZnAF-
2F’in floresans siddetlerinin sirastyla 69 ve 60 kat arttig1, olusan komplekslerin olusum

2+

sabitlerinin belirlendigi ve Zn“"’nin nM seviyede analiz edilebilecegi belirtilmistir.

Ayrica bu bilesiklerin hiicrelere uygulanabilmesi i¢in, ZnAF-2F diasetil tiirevini (DA)

Z*nin degisimlerini floresans

sentezlemisler ve bu sekilde hiicre kiiltiiriinde Zn
mikroskobu ile belirlediklerini bildirmiglerdir.

Henary ve ark.%® uyarilmis hal intramolekiiler proton transferinin inhibisyonuna
dayali Zn?" igin segici rasyometrik floresans sensérleri gelistirmislerdir. Calismada,
uyartlmis hal intramolekiiler proton transferine dayali 2- (2'-benzensiilfonamidofenil)
benzimidazol tiirevi bilesiklerinin Zn?* ile indiiklenmis inhibisyonu arastirilmistir. Notral
ortamda Zn*’nin yoklugunda, floroforlarn proton-transfer tatomerinden daha fazla
stokes kaymasina sahip bir emisyona sahip olmasi i¢in uyarilmig hal intramolekiiler
proton transferine tabi oldugu belirtilmis ve Zn?* koordinasyonunun uyarilmis hal
intramolekiiler proton transfer siirecini inhibe ettigi ve floresans emisyonunun
maksimumunda 6nemli bir hipokromik kayma sagladigi gosterilmistir. Ayrica para-
manyetik metal katyonlarmin (Cu®*, Fe?*, Ni?*, Co?* ve Mn?*) floresans1 sondiirdiigii,
mM derisimdeki Ca?" ve Mg?’nin ise floresansi degistirmedigi belirtilmistir. Bu
baglamda, sentezlenen problarin fizyolojik kosullar altinda mM-pM derisim araliginda
serbest Zn?* belirlenmesine yonelik oldugu bildirilmistir.

Sarkar ve ark.%® Zn?*’nin belirlenmesi icin yiizeyi silika ile fonksiyonlastirilmis 4-
metil-2,6-diformil fenol’den olusan bir schiff baz ligandi sentezlemisler ve canli
hiicrelerde Zn?"’nin belirlenmesinde uygulamislardir. Bu amag ile 2D-hekzagonal
mezogozenekli silika materyali olarak APTES kullanilmis ve bir dialdehit floresan

kromofor olan, 4-metil-2,6-diformil fenol ile kaplanmistir. 430 nm'de uyarilan Si-MCM-
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41 tipi Schiff baz ligandinin 530 nm dalga boyunda maksimum emisyona sahip oldugu
gosterilmistir. Bu liganda Zn?* (5 pM-1.4 mM) ilavesi ile floresans siddetinin arttig1,
emisyon piklerinin 500 nm dalga boyuna kaydigi ve floresans kuantum veriminin ise
0.128'den 0.314'¢ yiikseldigi gosterilmistir. Zn?* i¢in LOD degerinin 6.54 ug/L oldugu
bildirilmistir. Sentezlenen kemosensor, pirition (2-mercaptopiridin N-oksit) varliginda

Z'nin hiicre i¢i

floresans mikroskobu ile hiicre kiiltlirtinde (A375 ve HeLa hiicreleri) Zn
derisiminin belirlenmesinde uygulanmis ve ekstraseliiler Zn?* derisiminin artmas ile
floresans siddetinin arttig1 belirtilmistir.

Li ve ark.2%° Zn?"’nin belirlenmesi i¢in schiff bazina dayanan bir kemosensér (2-
((2-hidroksinaftalen-1-il)metilenamino)-3-(IH-indol-3-il)propanoikasit) sentezlemisler ve

canli hiicrelerde Zn?*"

nin belirlenmesinde uygulamislardir. Schiff bazin fizyolojik
kosullar altinda (10 mM Tris-HCI, pH 7.5) 408 nm dalga boyunda uyarildiginda 458 nm
dalga boyunda ¢ok zayif bir emisyon gosterdigini, Zn?*’nin ilavesi ile emisyonunda
biiyiik bir artis saglandigini (100 um Zn?"'de ~ 200 kat artis) ve emisyon piklerinin 434
nm dalga boyuna kaydigini belirtmislerdir. Sentezlenen kemosensor, floresans
mikroskobu ile hiicre kiiltiiriinde (B16 ve F10 hiicreleri) Zn?"'nin hiicre i¢i derisiminin
belirlenmesinde uygulanmis ve bu sensoriin diisiik bir kuantum verimine sahip olmasina
ragmen gorliniir emisyon sergiledigi bildirilmistir.

Chen ve ark.1®* Zn?**nin belirlenmesi i¢in 7-hidroksikuinolinin yapisina dayali bir
floresans prob (7-MOQ) sentezlemisler ve canli hiicrelerde uygulanabilirligini
gostermislerdir. Bu amacg ile 7-MOQ bilesigi sentezlenmis ve bilesigin HEPES
tamponunda (25 mM HEPES, 0.1 M NaCl04, 5% (h/h) dimetil siilfoksit (DMSO), pH 7.4,
1=0.1) 320 nm dalga boyunda uyarildiginda 393 nm dalga boyunda ¢ok zayif bir emisyon

gdsterdigini, Zn®"’nin ilavesi ile 7-MOQ'un foto-kaynakli elektron aktarimi (PET)

yolunun bloke oldugunu ve dolayisiyla emisyonunda biiyiik bir artis saglandigimi
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belirtmislerdir. Job’s plot ydéntemi kullanilarak Zn*"'nin 7-MOQ ligandma 0.117 nM
olusum sabiti ile 1:1 oraninda baglandigi tespit edilmistir. Sentezlenen floresans probun
canl1 hiicrelerde uygulanmasi igin yeterli hassasiyete sahip oldugu ve sadece Zn?* ve Cd?*
icin secicilik gosterdigi bildirilmistir.

Zhou ve ark.1%2 8-aminokuinoline (8-AQ) dayal1 bir floresans Zn%* sensérii 2-
(hidroksimetil) -4-metil-6-((kinolinil-8-imino)metil) fenolii (HMQP) sentezlemislerdir.
Sentezlenen sensoriin Tris-HCI (50 mM, pH 7.54), tetrahidrofuran (THF)-H20 (9:1, h/h)
icinde yiiksek secicilige, hassas floresans artisina ve Zn®* ile kuvvetli baglanma
kabiliyetine sahip oldugu gosterilmistir. Zn** nin MQP ligandina 1:2 oraninda baglandig
tespit edilmis ve bu oran XRD yontemi ile dogrulanmistir. 455 nm'de uyarilan HMQP'nin
515 nm dalga boyunda maksimum emisyona sahip oldugu gosterilmistir. Bu liganda Zn?*
ilavesi ile floresans siddetin arttig1, emisyon piklerinin 565 nm dalga boyuna kaydigi ve
floresans kuantum veriminin 0.006'dan 0.045'e yiikseldigi gosterilmistir. Diger metal
iyonlar1 ile belirtilen kirmizrya kaymanin gozlenmedigi belirtilmis ve dolayisiyla Zn?*
i¢in spesifik bir prob oldugu sdylenmistir.

You ve ark.2® Zn?* i¢in duyarli bir floresans indikator olan Zinpir-1'in floresans
dinamik araligmi gelistirmek icin Zn*’nin Mn?' ile yer degistirme yaklasimini
kullanmislardir. Mn?* ilavesinin Zinpir-1’in floresans siddetini azalttig1 ve kuantum
verimini 0.17°den 0.0067’e diisiirdiigli belirtilmistir. Job’s plot ve mol oranit yontemi
kullanilarak [Zinpir-1-Mnz] kompleksinde stokiyometrik oranin 1:2 oldugu tespit
edilmistir. [Zinpir-1-Mn2] kompleksi i¢in 1. ve 2. olusum sabitleri 0.55 uM ve 2.2 uM
olarak bulunmus ve bu sabitlerin [Zinpir-1-Znz] kompleks olusum sabitlerine gore 10°
ve 10° kat daha biiyiik oldugu belirlenmistir. ZnCly'iin [Zinpir-1-Mn2] kompleks
¢ozeltisine eklenmesi ile kompleks igerisindeki Mn?* ile Zn?* yer degistirmis ([Zinpir-1-

Zny] ve emisyon siddetinde artig (®Zn = 0.71) gozlenmistir. Bu baglamda Zinpir-1’in
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Zn?* igin floresans dinamik araliginin 25 kat arttig belirlenmistir. [Zinpir-1-Mny]
kompleksi hiicre kiiltiiriinde (HeLa hiicreleri) eksojen Zn?*’yi (ZnCl/sodyum pirition,
1:1, 50 uM) gorintiilemek icin kullanilmis ve bu kompleksin (10 uM) hiicre
gecirgenligine sahip oldugu ve toksik olmadigi belirtilmistir.

Pal ve ark.'® Zn?*’nin belirlenmesi igin yiizeyi mezogozenekli silika (MCM-41)
ile fonksiyonlastirilmis N-(kuinolin-8-il)-2-[3-(trietoksisilil) propilamino] asetamit
(QTEPA) floresans Zn?* sensoriinii sentezlemislerdir. Tris-HCI (pH 7.22) sulu tampon
¢ozeltisi icinde hazirlanan bu sensére 1 uM Zn?* eklenmesi ile emisyonunun 3 kat arttigi,
yaklagik 55 nm'lik bir kirmiz1 kayma ile emisyon dalga boyunun 468 nm oldugu ve
kuantum veriminin 0.032'den 0.106'ya yiikseldigi tespit edilmistir. Ayrica diger metal
iyonlarinin varliginin bu sensoriin duyarliligi ve segiciligi iizerinde gbzlemlenebilir bir

2+

etkiye sahip olmadigi ve 0.1 pM derisime kadar Zn“"’nin tayin edildigi gosterilmistir.

Liu ve ark.!® Zn?"ye duyarli polimer bazli ¢ift floresans kemosensorlerin
olusumuna dayali bir spektroflorometrik yontem gelistirmislerdir. Bu kemosensorlerin
sadece sulu ortamda calistig1 ve Zn?* ve sicakliga duyarl oldugu belirtilmistir. 20°C'de,
floresans olmayan kemosensoriin (PEG-b-P- (MEO2MA-ko-ZQMA)) suda molekiiler
olarak ¢oziindiigii, bu kemosensdre Zn?* baglandiginda floresans dzellik gosterdigi ve
diger metal iyonlar1 varhginda Zn?" ile secici olarak baglanabildigi bildirilmistir. In vitro
floresans goriintiileme ¢alismalarinda ise, misellerin canli hiicrelere etkili bir sekilde
girebildigi ve Zn?"ye duyarli cevap verdigi belirtilmistir.

Dong ve ark.1% MRI ve floresans algilama saglayan bir ¢ift modlu gériintiileme
Gd-Zpy probu sentezlemis ve karakterize etmislerdir. Gd-Zpy probunun, parlak yesil bir
emisyona sahip oldugu ve sulu ¢ozeltide Zn?* baglandiginda floresans 6zellik gosterdigi

belirtilmistir. Sentezlenen probun canli hiicrelerde hiicre i¢i Zn?* seviyesinin liiminesans

goriintiilenmesinde kullanilabilecegi belirtilmistir.
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Helal ve ark.!®” Zn*’nin floresans kemosensorleri ile kompleks olusturmasi
esasina dayali bir spektroflorometrik yontem gelistirmislerdir. Bu baglamda rasyometrik
bir floresans kemosensérii sentezlenmis ve Zn?* ile kompleks olusturmasi saglanmistir.
Olusan bilesigin floresans davranist incelenmis ve kemosensoriin  Zn?* ile
komplekslesmesinin ardindan kemosensoriin emisyon dalga boyunun 140 nm kirmizi
bolgeye kaydigi tespit edilmistir.

Ashokkumar ve ark.1%® rasyometrik bir Zn?* probu olusum esasmna dayali bir
spektroflorometrik yontem gelistirmislerdir. Bu amagla florofor olarak akridinyona ve
reseptor olarak N,N-bis(2 piridilmetil) amine (BPA) sahip ¢ift emisyonlu bir rasyometrik
Zn?* probu sentezlemislerdir. Bu floresans probun emisyonunda, Zn?* varligiyla sarj
transfer emisyonunun séniimlemesi sonucu 15 katlik bir emisyon artig1 gézlendigini ve
iki emisyon pikindeki siddet degisikliklerinin, PET sinyalizasyon mekanizmasi ile
Zn?*’nin rasyometrik olarak belirlenmesini sagladigini belirtmislerdir.

Frederickson ve ark.'® beyinde histokimyasal olarak reaktif olan Zn?*’nin

goriintiilenmesine yonelik Zn?"’

nin florofor 6-metoksi-8-p-toluensiilfonamido-kinolin
(TSQ) bilesigi ile kompleks olusturmasi esasina dayali bir floresans goriintiileme yontemi
gelistirmisler ve bu yontemin diger dokulara da uygulanabilecegini bildirmislerdir.
Huston ve ark.!%Zn**'nin belirlenmesine ydnelik Zn?*’nin 10-bis(2,5-dimetil-2,5-
diazahezil) antrasen ile selat olusumu esasina dayali bir spektroflorometrik yontem
gelistirmislerdir. Asetonitril ortaminda pH 10°da belirtilen ligandin emisyonunun Zn?* ile
selat olusturmasi sonrast 1000 kat arttirdig1 gosterilmistir. Daha sonra belirtilen antrasen
sistemi makrosiklik sisteme genisletilmis ve iki proton eklenen bu ligandlarin pH 12°de

Zn?* ile 0-20 uM derisim araliginda floresans dzellik gosterdigi ancak biyolojik pH igin

uygun olmadigi belirtilmistir.
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Hirano ve ark.!! Zn?*’yi belirlemek amaciyla Zn?**’nin floresein ve dért metil
grubuna dort azot ekleyerek makrosiklik tetraamin olusum esasmna dayali bir
spektroflorometrik yontem gelistirmiglerdir. Bu baglamda sentezlenen floresans
problarin Zn?* ilavesiyle yiiksek kuantum verimine sahip oldugu, emisyon siddetinin 26
kat artt1g1, diger metallere karsi duyarsiz oldugu ve pH 7'de aktif oldugu belirtilmistir.

Zhang ve ark.!2 Zn?*’nin belirlenmesine yonelik Zn?**nin iki farkli 9-antrildiamin
ligand1 ile kompleks olusum esasmna dayali bir spektroflorometrik yontem
gelistirmislerdir. Zn?* ile N, N'-bis (antirilmetil) -propilen diaminin (BAPDA) ve N, N'-
bis (antirilmetil) -etilen diamin (BAEDA) liganlarinin kompleksleri olusturulmustur. Zn-
BAPDA kompleksinin gii¢lii emisyon gosterdigi fakat eser miktarda su ile belirgin
sekilde soniimlendigi ve bu ylizden daha az uygulanabilir potansiyel gosterdigi
belirtilmistir. Zn-BAEDA kompleksinin ise HEPES tamponunda (pH7.5, 100 mM, H20/
THEF:1/1 h/h)) emisyon gosterdigi belirtilmistir. Ayrica BAEDA ligandinin diger agir

2+

metal iyonlarma gore Zn?*’ye daha segici oldugunu ve Zn?* igin potansiyel bir floresans
sensoOr olabilecegini belirtmislerdir.

Walkup ve ark.'® Zn?* icin secici bir sensér olan Zinpir-1 bilesiginin sentezini
gergeklestirmis ve Zn?* ile kompleks olusumuna dayali spektroflorometrik bir yontem
gelistirmiglerdir. Bu amagla Zinpir-1 bilesigi DPA ve 2 ',7 '-dikloro floresein (DCF)
bilesiklerinden ¢ikilarak CH3CN/H20 (1:1, h/h) ortaminda bir Mannik reaksiyonu ile
sentezlenmistir. Zinpir-1 bilesiginin Zn?* ile etkilesimi sonucu 0.89 kuantum verimi ile
kompleks olusturulmus ve PIPES tamponunda (50 nM PIPES, 100 mM KCI ve 100 mM
KOH) pH 7°de Zn?* varliginda floresans siddetinin artt1ig1 bildirilmistir.

Woodroofe ve ark.!* Zn?* i¢in secici zinpir ailesinden membran gecirgen ve

membran gecirmez 6zellikteki sensorlerini sentezlemisler ve Zn?* gériintiilenmesi igin in

vivo hiicrelere uygulamislardir. Bu amacla floroseinin 5 veya 6 pozisyonunda bir
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karboksilik asit veya etil ester islevselligi igeren Zinpir-1 sensorlerinin  Mannik
kondenzasyon tepkimesi ile sentezi gerceklestirilmis ve karakterizasyonu yapilmaistir.
Yikli Zinpir-1 tiirlerinin (6-CO2-) membran gegirmez 6zellikte oldugu, nétr Zinpir-1'in
(5/6-CO2Et) gegirgenliginin ise ana sensor ile benzer oldugu bildirilmistir.

Xu ve ark.!® Zn?**nin belirlenmesine yonelik, naftalimid florofor (ZTRS) ile yeni
bir amit iceren reseptoriin olusumuna dayali spektroflorometrik bir yontem
gelistirmislerdir. ZTRS’ye, Zn?* eklenmesi ile floresans siddeti artmis (22 kat) ve
emisyonu 483 nm dalga boyundan 514 nm dalga boyuna (kirmizi kayma) kaymistir.
ZTRS/Cd?* kompleksinin emisyonunun 483'ten 446 nm'ye bir mavi kayma gostermesi
nedeniyle, ZTRS nin sirasiyla yesil ve mavi floresans ile in vitro ve in vivo Zn?* ve
Cd?*'yi ayirt edebilecegi bildirilmistir. ZTRS nin ayrica, Fe iyonlar1 varliginda hiicre ici
Zn?"yi goriintiilemek i¢in ve yasayan zebra baligi embriyolarmin gelisimi sirasinda
Zn?*’yi tespit etmek i¢in kullanildigini belirtmislerdir.

Hendrickson ve ark.!*® Zn?* ve diger iki degerlikli metal iyonlarinin florofor 2-
metil-8- (toluen-p-siilfonamid) -6-kinolil oksiasetik asit (H2L) ile komplekslestirilmesi
esasina dayali potansiyometrik ve spektrofotometrik yontemler gelistirmislerdir. iki
degerlikli metal iyonlarmim (M?*) HzL ile komplekslesmesi %50 etanol-su i¢inde (298.2
K ve 1=0.10 mol/L (NaClOa)) gergeklestirilmistir. Potansiyometrik ve spektrofotometrik
calismada, [ML] ve [ML2]*> komplekslerinin log (B1/L/mol) ve log (B2/L?/mol)
degerleriyle karakterize oldugu gosterilmis ve bu degerlerin sirasiyla 8.12+0.20 ve
17.06+0.11 oldugu belirtilmistir.

Balpande ve ark.!’ Hintli oral kanser (OSHK) ve prekanser (OL ve OSMF)
hastalarinin serumlarinda Fe, Cu ve Zn elementlerinin seviyeleri ve Cu/Zn oraninin
belirlenmesine yonelik bir kolorimetrik yontem kullanmislardir. OSMF (78.90+9.07

ng/dL) ve OSHK (59.03£9.52 pg/dL) hasta serum &rneklerinde ortalama serum Zn?*
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derigiminin saglikli goniilli (96.30+4.62 pg/dL) ile karsilastirildiginda anlamli derecede
(p<0.01) azaldig1, OL (91.96+7.85 pg/dL) ile saglikli goniillii karsilastirildiginda anlamli
bir farkin (p=0.2) gozlenmedigi ve OL, OSMF ve OSHK arasindaki karsilastirmada ise
anlamli bir farkin (p<0.01) oldugu bildirilmistir.

Nayak ve ark.!!® areka cevizinin kullanildigi Hindistan, Giiney Karnataka ve
Kuzey Kerala kiyr bolgesinde yasayan insanlarin doku ve serum oOrneklerinde eser
elementlerin seviyesini belirlemek i¢in bir vaka-kontrol ¢aligmasini kolorimetri yontemi
ile gerceklestirmislerdir. Calismaya 20 OSMF’li ve 20 saglikli goniilli dahil edilmistir.
Ortalama serum Zn?* derisiminin OSMF’li grupta 0.92+0.18 pg/mL olarak bulundugu,
saglikli goniilliller ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak fark gostermedigi
bildirilmistir.

Shettar ve ark.'® OSMF'de klinik ve histolojik bulgulari iliskilendirmek amaciyla
OSMF'li hastalarin serumunda Zn ve Cu elementlerinin derisimini ve Cu/Zn oranini
belirlemek i¢in yar1 otomatik bir kalorimetrik yontem kullanmiglardir. Calismaya, 30
OSMF’1i hasta ve 30 saglikli goniillii dahil edilmistir. OSMF’1i hastalar i¢in hem klinik
hem histopatolojik olarak gruplanan Khanna ve Andrade izlenmistir. Ortalama serum
Zn?* derisimi saglikli goniillii ve OSMF’li hastalarda sirasiyla 119.97+8.55 ng/dL ve
107.13+5.04 pg/dL olarak tespit edilmistir. Ortalama serum Zn?* derisiminin OSMF'li
hastalarda saglikli goniillillere gore anlamli sekilde azaldigi (p<0.001) ve OSMF
hastalarinda klinik ve histolojik derecelendirmeler arasinda ortalama serum Zn2*
derisiminin istatistiksel olarak anlamli oldugu bildirilmistir.

Kode ve ark.'?® OSMF’li hasta serum ve tiikiiriiklerinde eser element seviyelerinin
belirlenmesine yonelik AAS ve diferansiyel pulslu anodik siyirma voltametrisi
yontemlerini kullanmislardir. Calismaya toplam 75 kisi dahil edilmis ve OSMF’li ve

gutkha alim (GA) Oykiisiine gore {i¢ gruba ayrilmistir. (1. Grup: OSMF+GA, 2. Grup:

43



GA ve 3. Grup: GA olmayan (n=20)). 1., 2. ve 3. gruplarda ortalama serum Zn*
derisimleri sirastyla 1.79 pg/mL, 1.000 pg/mL ve 1.2228 nug/mL; ortalama tiikiiriik Zn2*
derigimleri sirastyla 0.4472 pg/mL, 0.3821 pg/mL ve 0.2740 pug /mL olarak tespit
edilmistir.

Baharvand ve ark.'?! oral kanserli hasta serumlarinda Fe, Cu ve Zn elementlerinin
belirlenmesine yonelik bir kolorimetrik yontem gelistirmislerdir. Calismaya oral kanserli
60 konsekiitif hasta ile yas ve cinsiyet agisindan eslestirilmis 66 saglikli goniillii dahil
edilmistir. Zn?* derisimleri 5-Brom-PAPS (2- (5-Bromo-2-piridilazo) -5- [N-n-propil-N-
(3-siilfopropil) amino] fenol) ile kolorimetrik olarak analiz edilmistir. Ortalama serum
Zn?* derisimi saglikli géniillii ve oral kanserli hastalarda sirasiyla 64.57+31.54 mg/dL ve
113.51+52.30 mg/dL olarak tespit edilmis ve Fe, Cu ve Zn element derisimlerinin
kanserli hastalarda saglikli goniilliilere gore anlamli derecede yiiksek oldugu bildirilmistir
(p<0.001).

Joseph!?? OSMF"li hasta doku ve serumunda Cu/Zn oranini bir spektrofotometrik
yontem ile belirlemistir. OSMF'li yas ve cinsiyet koordinasyonlu 25 kisi iizerinde bir
vaka-kontrol g¢aligsmasi yapilmis ve 25 saglikli goniillii ile karsilastirilmistir. OSMF
hastalarinda kontrollerle karsilastirildiginda ortalama serum Cu?* derisimleri artmis ve
Zn?* derisimleri azalmustir. Ortalama Zn?* serum derisimleri OSMF’li hastalarda 84.35 +
14.54 pg/dL, saglikl goniilliilerde ise 98.544+14.65 ng/dL olarak tespit edilmistir.

Adnan ve ark.!? su &rneklerinde Zn?* derisiminin belirlenmesine yonelik bir
spektroflorometrik yontem gelistirmislerdir. Bu amagla piridin grubu igeren yeni bir
benzenyl tiirevini sentezlemis ve Zn?* i¢in floresans kemosensor olarak kullanmislardir.
Kemosensor N- (2 - [(4-Dimetilamino-benziliden) -amino] —etil)-N'-piridin-2-ilmetilen-
etan-1,2-diamini ~ (A),  p-dimetilaminobenzaldehid,  dietilentriamin  ve  o-

piridinkarboaldehitin kondenzasyonu ile sentezlenmistir. Kemosensoriin genis bir pH
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araliginda Zn?"'ye kars1 yiiksek secicilik ve hassaslik sergiledigi, Cu®*, Fe3*, Co?* ve
Ni?*’nin emisyonu degistirmedigi bildirilmistir. Kemosensdriin Zn?* icin tayin alt
simirmin (LOQ) 3.5x10° M oldugu tespit edilmistir. Sensér A’nm, pH 7.0'de
(CH30H/H20, 9:1 (h/h), 10 mM Tris-HNO3) Zn?* i¢in iyi bir floresans algilama kabiliyeti
sergiledigi ve analite dogrusal tepki (R?=0.99) verdigi bildirilmistir.

Wang ve ark.!?* Zn?*’nin belirlenmesi igin floresans Zn?* sensérii olusumuna
dayali bir spektroflorometrik yontem gelistirmislerdir. Yiizeyi 3,5-di-tert-butyl-2-
hidroksi  benzaldehit (DTH) ile fonksiyonlagtirilmigs manyetik Fe3O-SiO>
nanopartikiillerinin sentezinde; FeCl, ve FeCls bilesiklerinden yola ¢ikilarak manyetit
nanopartikiilleri elde edilmis ve daha sonra bu nanopartikiiller Stober yontemi ile ince bir
silika tabakastyla kaplanmistir (FesO-SiO2). APTES’in DTH ile reaksiyonu sonucu elde
edilen DTH-APTES bilesigi bu nanopartikiiller ile reaksiyona sokulmus ve DTH-Fe3O-
SiO2 nanopartikiilleri elde edilmistir. 397 nm'de wuyarilan DTH-Fe304-SiO»
nanopartikiiliiniin etanolde diisiik kuantum verimiyle (®= 0.0042) 452 nm dalga boyunda
emisyon gosterdigi tespit edilmistir. Bu nanopartikiile Zn?* (0-30 pM) yiiklenmesi ile
floresans siddetinin kademeli olarak arttigi, emisyon maksimumunun 452'den 470 nm'ye
kaydig1 ve kuantum veriminin (® = 0.11, 26 kat) arttig1 bildirilmistir. Ayrica bu sensoriin
Zn?* seciligini Na*, K*, Ca?* ve Mg?" metal iyonlarinin etkilemedigi fakat Cr3*, Cu?*, Fe*
ve Hg?" metal iyonlarmin etkiledigi bildirilmistir.

Xu ve ark.}? Zn?* 'nin uzaklastirilmas ve belirlenmesi igin spektroflorometrik ve
AAS’ye dayal1 bir yontem gelistirmislerdir. Bu amagla bir sol-jel islemi ile 8-kloroasetil
aminokuinolini (CAAQ) sentezlemisler ve Fe304-SiO2 nanopartikiillerin yiizeyine
kovalent olarak baglanmasini gergeklestirmislerdir (FezOs-Si02-CAAQ). FeCl2.4H20 ve
FeCl3.6H20 bilesiklerinden ¢ikarak FesO4 nanopartikiilleri ve daha sonra trisodyum sitrat

ile sitratla fonksiyonlastirilmis Fe3Os nanopartikiilleri elde edilmistir. Cekirdek-kabuk
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Fe304-SiO2 nanopartikiilleri sentezlenmistir. KoCOgz katalizorii varliginda 8-kloroasetil
aminokuinolin fonksiyonlu Fe30s-SiO2 nanopartikiilleri (Fe30s-SiO2-CAAQ) elde
edilmistir. Zn** nin asetonitril soliisyonuna eklenmesi ile anlamli floresans artiginin yani
sira  gozle gorilebilir renk degisikliginin  meydana geldigini belirtmislerdir.
Fonksiyonlastirilmis ~ Fe304-SiO2  nanopartikiillerinin  yiikksek  doygunluktaki
miknatislasmasinin (24.7 emu/g) metal iyonlarinin sulu ¢ézeltiden ayrilmasina yardimei
oldugu bildirilmistir. Fe304-SiO,-CAAQ ile muamelesinden &nce ve sonra Zn?*
iyonlarinin degisimini izlemek amaciyla AAS kullanmislar ve geri kazanimda %92.37'ye
ulagilabildigini bildirmislerdir. CoHsN'de FesOs-SiO2-CAAQ nanopartikiillerin Zn®*'ye
duyarliligit UV-Vis spektrumu ile arastirilmistir. Zn?* ilavesiyle, Fes0s-SiO-CAAQ
nanopartikiillerinin yaklasik 374 ve 301 nm'de iki belirgin absorpsiyon piki sergiledigini
ve absorpsiyon siddetinin FesOs-SiO-CAAQ + Zn?" kompleksinin olusumuna dayali
olarak Zn?* derisiminin arttirilmastyla kademeli olarak arttigini, diger metal iyonlarinin
(Ag*, Hg?*, Ni?*, Co%, Mn?*, Pb%*, Cr¥ ve Fe®") ise gozle goriilebilir floresans
degisimine neden olmadigini belirtmislerdir.

Xu ve ark.*?® Cd?*, Zn?* ve Cu?* icin bir kolorimetrik floresans nanosensér olan
Fe304-SiO2-QTEPA’nin  sentezine dayali bir spektroflorometri ve AAS yontemi
gelistirmiglerdir. Bu amag ile manyetik Fe3sOs-SiO2 nanopartikiillerini hazirlayip N-
(kuinolin-8-il) -2- (3-trietoksisilil-propilamino) -asetamit (QTEPA) ile "grafting from"
yontemini kullanarak fonksiyonlastirmiglardir. Fe304-SiO2-QTEPA’ nin 365 nm UV 15181
altinda aydinlatilan Cd?* (dodermblue), Zn?* (deepskyblue) ve Cu?* (domates kirmizisi)
icin farkl1 floresans tepkileri verip, Ag*, Hg?*, Ni?* Co?*, Mn?*, Pb?*, Cr®" ve Fe*" iyonlar
icin ise gozle goriilebilir degisim gostermedigini bildirmislerdir. Gozle algilanan
floresans degisikliklerinin, bu ii¢ katyonun kalitatif analizi i¢in kullanilabilecegini ve UV -

vis spektrumundan elde edilen sonuclara gére, cok fonksiyonlu nanopartikiillerin Cd?* ve
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Zn?* i¢in floresans artis1 ve Cu?* igin floresans soniimleme sergiledigini bildirmislerdir.
Atomik absorpsiyon spektrumlarini kullanarak agir metal iyonlari i¢in Fe3Os-SiOo-
QTEPA'nin uzaklastirma etkinligini gostermislerdir. Adsorpsiyon deneylerinin sonucuna
gdre nanomateryalin, Cd?* (%95.29), Zn?* (%92.37) ve Cu?* (%91.06) yoniinden yiiksek
adsorpsiyon verimliligine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Gu ve ark.?’ Hg?* ve Zn?" icin geri doniisiimlii bir floresans sensérii olan
Rhodamin 6G’nin (R6G) 8-AQ ile birlikte Fe30s-SiO2 nanopartikiillerine modifiye
edilmesine dayal1 bir spektroflorometrik yontem gelistirmislerdir. R6G tiirevi ve 8-AQ
tiirevini, suda ¢oziiniir Fe304-SiO2 nanopartikiillerine kovalent etkilesim yoluyla konjiige
etmiglerdir. R6G’nin APTES ile reaksiyonu sonunda Fez0s-SiO2 nanopartikiilleri ve
QIOEt eklemisler ve R6G/8-AQ ile fonksiyonlastirilmis Fe30s-SiO2 nanopartikiillerini
elde etmislerdir. R6G/8-AQ ile fonksiyonlastirilmis Fes04-SiO2 nanopartikiillerinin (0.4
mg/mL) 0.05 M HEPES tamponunun (pH 7.0) sulu ¢ozeltisinde 548 ve 480 nm'de
floresans emisyon bantlar1 gosterdigini belirtmislerdir. Hg** ve Zn?* ile koordine
edildiginde 548 nm'deki emisyon siddetinin Hg?* ile arttigmi, 480 nm'deki emisyon
siddetinin ise Zn?* ile arttigin1 belirtmislerdir. Zn?* icin 3.3x10°-3.9x10® M araliginda
floresans siddeti ile metal iyonu derigimleri arasinda yaklasik lineer iliskiler bulundugunu
ve Zn?* i¢in LOD degerinin 3.0x10° M oldugunu bildirmislerdir. R6G/8-AQ ile
fonksiyonlastirilmis Fes04-SiO2 nanopartikiillerin, incelenen diger yaygin metal iyonlara
kiyasla Hg?* ve Zn?"'ye kars1 iyi secicilik gdsterdigini ve bir miknatis kullanarak tayin
edilen numunelerden geri kazanilabildigini belirtmislerdir.

Li ve ark.}2 Zn?* icin yeni bir floresans kemosensér olan B-CD/AD (adamantan)

2+

olusumuna dayali bir spektroflorometrik yontem gelistirmislerdir. Zn“"'nin floresans
titrasyonu, CH3sCN-H20 (1/4, h/h) ile tampon i¢indeki Adamantan modifiyeli floresan /

siklodekstrin ile modifiye edilmis Fe304-SiO; inkliizyon kompleks (FFIC) manyetik
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nanopartikiillerin (Tris-HC1, pH 7.1) 0.1 g/L ¢ozeltisi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Uyarma dalga boyunun 390 nm, emisyon dalga boyunun ise 485 nm oldugunu
belirtmislerdir. Zn?"'ye kars1 spesifik bir yesil floresans artis saglayabilen Adamantan
modifikasyonlu floresein/siklodekstrin ile modifiye edilmis Fe304-SiO2 manyetik
nanopartikiillerinin 4.5x107 mol/L LOD degerine sahip oldugu ve 2.5x107 mol/L-
62.5x107 mol/L derisim araliginda dogrusal oldugu (R?=0.9966) bildirilmistir. Florofor

2* 'nin girmesi ile acik oldugu, kompleksteki Zn?*

parcasindaki spirolaktam halkasinin, Zn
cikarildig taktirde ise yeniden eski haline donebildigi ve ayrica bir gram FFIC manyetik
nanopartikiillerin 6.1 mg Zn?" adsorbe edebildigi belirtilmistir. FFIC manyetik
nanopartikiillerin, manyetizma ve tekrarlanabilirliklerinden dolay: sulu ¢6zeltilerinde iyi
bir yeniden kullanilabilirlik ve geri dontistiiriilebilirlik sergiledigini bildirmislerdir.

Rastogi ve ark.}?® Zn?"nin belirlenmesi igin yeni bir floresans nanosensédr olan
silika nanopartikiiller iizerine kaplanmis QTEPA tiirevinin olusumuna dayali bir
spektroflorometrik yontem gelistirmislerdir. Bu islevsellestirilmis Si nanopartikiillerini
Tris-HCI tamponu (pH 7.22) ortaminda, Zn?"nin maya hiicresi (Saccharomyces
cerevisiae) siispansiyonunda ve musluk suyunda spesifik olarak belirlenmesi icin
kullanmislardir. Nanosensor, Tris-HCI tamponunda (pH 7.22) 1 uM Zn?" iyonunun
varliginda 330+5 nm dalga boyu ile yaklasik 2.8 kat floresans emisyon artis1 ve yaklasik
55 nm kirmizi-kayma gostermistir. Diger metal iyonlarinin varliginin, nanosensoriin
duyarhilig1 ve segiciligi iizerinde gozle goriiliir bir etkisi olmamis ve Zn?* iyonlari segici
olarak submikromolar algilama ile 0.1 uM limitine kadar tespit edilmistir. Sensor, maya
hiicresi ortaminda Zn?"nin belirlenmesinde iyi bir uygulanabilirlik, musluk suyu
orneklerinde ise floresans siddetinde artis gdstermistir.

Sun ve ark.*® Zn?* 'nin belirlenmesi, adsorpsiyonu ve uzaklastirilmasi igin bir

¢ekirdek-kabuk manyetik fibroz silika sensor probu (AQ-Fez30s-SiO2-KCC-1)
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gelistirmislerdir. Cekirdek sliperparamanyetik FesO4 nanodottan, kabuk ise fibroz silika
molekiiler elek KCC-1'den olusturulmus ve bir kinolin tiirevi prob ile kaplanmistir. Bu
fonksiyonel materyalin Zn?* iyonlarinin varliginda floresans siddetinde artis sagladigin
ve sulu ¢ozelti igindeki rakip metal iyonlari varhiginda Zn?* icin yiiksek segicilik
sergiledigini belirtmislerdir. AQ-Fe304-Si02-KCC-1 — Zn?* komplekslerinin baglanma
oranini Job plot yonteminden 1:1 olarak belirlemis, baglanma sabitini ise 1.08x107" M
LOD degeri ile 1.85x10° M olarak hesaplamislardir. AQ-Fe304-SiO2-KCC-1 iizerindeki
Zn?* adsorpsiyon islemi Langmuir izoterm denklemi ile tamimlanmis ve denge
adsorpsiyon kapasitesi 157.2327 mg/g olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore
¢ok islevli manyetik fibroz silika sensdr malzemelerinin Zn?"'nin toksikolojik ve cevresel
alanlarda basit tespiti ve verimli sekilde uzaklastirilmasi igin kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Xu ve ark.'*! fonksiyonlastirilmis Fes04-SiO2 nanopartikiillerinin Cd?*, Zn?* ve
Cu?* ile adsorpsiyonunu ve bu iyonlara kars1 eszamanli floresans tepkisini incelemek
amaciyla bir yontem gelistirmislerdir. Bu baglamda (QTEPA) ile fonksiyonlastirilmis
Fe304-SiO; nanopartikiillerinin, 365 nm UV 15131 altinda aydinlatilan Cd®* (doderblue),
Zn?* (deepskyblue) ve Cu?* (domates kirmizisi) i¢in farkli floresans tepkileri sergilerken
aym1 deney kosullar altinda Ag*, Hg?*, Ni?*, Co?*, Mn?*, Pb?*, Cr3* ve Fe®* igin goriiniir
bir degisiklik gostermedigini, UV-vis spektrumlari sonuglarina gore ise, bu ¢ok islevli
nanokompozitlerin Cd?* ve Zn?* i¢in floresans artis1 ve Cu?" i¢in floresans soniimleme
gosterdigini belirtmiglerdir. Adsorpsiyon deneyleri sonucunda ise, nanokompozitin
Cd?* (%95.29), Zn?* (%92.37) ve Cu?" (%91.06) iyonlarma kars1 yiiksek adsorpsiyon
etkinligine sahip oldugunu bildirmislerdir.

2.13. Yontem Gecgerlilik Testleri (Validasyon)

Y 6ntem problemleri, gegerlilik testlerinin tamamini yapmakla minimize edilebilir.
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Gegerlilik testi, bir analitik uygulamada, bir analiz yonteminin performans 6zelliklerinin

tasarlanmig amaglara uygun oldugunu gostermek i¢in yapilan islemlerin timiidiir.

Analitik alanda farkli amaglara gore diizenlenen kurallar diinyanin farkli bolgeleri

ve farkli amaglara gore farkliliklar gostermektedir. Yontem gecerlilik testleri i¢in kurallar

olusturan gruplarin bazilart; ICH (The international Conference on Harmonization), GLP

(Good Laboratory Practice), GMP (Good Manifacturing Practice), FDA (Food and Drug

Administration) ve USP Farmakope XXIV’dir. Analitik yontemin kabul edilebilirligini

gostermek i¢in kullanilan analitik parametreler;

1.

2.

Belirleyicilik/ Segicilik (Specificity/ Selectivity)

Dogrusallik (Linearity) ve Calisma araligi (Range)

Dogruluk (Accuracuy)

Kesinlik  (Precision);  Tekrarlanabilirlik  (Repeatability), Arakesinlik
(Intermediate Precision) ve Yenilenebilirlik (Reproducibility)

Duyarlilik Limiti (Sensitivity); LOD ve LOQ

Geri kazanim (Recovery)

Saglamlik /Dayaniklilik (Robustness/ Ruggedness)

Orneklerin Kararliligi, Stabilite (Stability).1%2
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneyde Kullanilan Materyaller ve Cihazlar

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Dipikolilamin (>%97), paraformaldehit, 2, 7 DCF, PIPES (>%99.9), Tris—
HCI, EDTA, HOBt (>%97), HBTU (>%98), DIEA (>%98), demir(lll) asetilasetonat
(Fe(acac)s (%97), benzil eter (%99), oleyilamin (%70), siklohekzan, Igepal-Co-520,
MnCl;, ZnCl, CaCl,. 2H,0, MgCl,. 6H20, CrCl,, CoClz, MoCly, FeCl,, NiClz, AgCl,
SnClz, CuCly, HgCly, TiCls, AlCl3, KCI, NaCl, NH4sOH, KOH, KH2PO4, sodyum azid, D-
(+)-glukoz, iire, a-amilaz, lizozim, H3sPOs, TEOS, APTES, asetonitril, etanol, metanol,
hekzan, DMSO, THF, DMF, kloroform, aseton ve kullanilan diger tiim kimyasallar
Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Milli-Q saflikta su kullanildu.

Biyolojik matriks olarak kullanilan insan tiikiiriik 6rnegi Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Kulak, Burun ve Bogaz Hastaliklar1 Anabilim Dalina bagvuran saglikli kisi, oral
prekanser ve oral kanser hastalarindan elde edildi.

3.1.2. Analiz ve Goriintiilleme Cihazlari

Floresans oOlgiimleri igin, Xenon desarjli lamba, Monk-Gillieson tipi
monokromator (A:200-800 nm) ve Vestel model bilgisayar iceren Perkin Elmer LS 45
marka spektroflorometre cihazi kullanildi.

Yiizey analizlerinde, 120 kV gii¢ hizlandirma ile ¢alisan FEI Technai G? Spirit
BiO(TWIN) marka TEM cihazi, yiiksek ¢6ziiniirlikli TEM analizleri i¢in 200 kV giigte
calisan JEOL-2100F marka TEM cihazi ve X-1sinlar1 kirinimi desenleri analizi i¢in Cu-
Ka 151mas1 yapan (A=1.54059 A) ve calisma voltaj1 35 kV olan Pan Analytical Empyrean
XRD cihazi kullanildi.

Yap1 karakterizasyonu i¢in Bruker Avance DPX 400 MHz marka Niikleer

Manyetik Rezonans (NMR) (*H-NMR ve 3C-NMR) spektroskopi cihazi, Attenuated
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Total Reflectance (ATR) modiilii ile Bruker Vertex 80V marka FT-IR cihazi ve Agilent
MSD igeren Agilent 1200 Series HPLC marka Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi
Kiitle Spektrofotometre (HPLC/MS) cihazi kullanildi.

Metal miktar tayini i¢in Agilent 7800 ICP-MS kullanildi. Cihaz i¢in kullanilan
argon gazi %99.999 safliga sahiptir.

pH oOlgiimleri, laboratuvar oda kosullarinda (22-25°C), standart tamponlar
(Fixanal, Riedel-deHaen, Almanya) ile kalibre edilmis Ohaus Starter 3000 marka pH
metre ile yapildi. Calismada kullanilan diger cihazlar ise sirasiyla santrifiij (Thermo
Scientific Heraeus Megafuge 8, 16000 rpm), terazi (Metler Toledo Ad 104-5), karistirict
vorteks (IKA), etiiv (Memmert) ve ultrasonik banyo (Elma LC30) cihazlaridir. Ayrica
istenilen hacimlerde ¢6ziicli ve ¢ozelti aktarimi igin Eppendorf Research serisi 1-10 pL,
10-100 pL, 100-1000 pL ve 1000-5000 pL otomatik pipetler kullanildi.

3.2. Deneylerde Kullanilan Analiz ve Goriintilleme Yontemlerinin Sartlar

HPLC/MS Yontem Sartlari: Sentez edilen Zinpir-1 bilesiginin karakterizasyonu
icin kullanilan HPLC/MS’in yontem sartlar1 Tablo 3.1°de verildi. Bu ¢alismada yapilan
analizler Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya laboratuvarinda

gerceklestirildi.

Tablo 3.1. HPLC/MS Yo6ntem Sartlari

Yontem Sartlar

MS Azot Gaz1 Akig Hizi 11L/dak
MS Azot Gazi Sicakligt 300°C
MS Charging Voltaj 2000 vV
LC Kolon Akis Hizi 0.2 mL/dak.
LC Enjeksiyon Hacmi 10 uL
MS parametreleri SCAN ve negatif iyon modunda atmosfer basincinda
elektrosprey iyonlagsma (API-ES)
Bulunan m/z degeri 823.3

NMR Yontem Sartlari: Sentez edilen Zinpir-1 bilesiginin karakterizasyonunu

belirlemek i¢in alinan 1H NMR ve 13C NMR spektrumlari sirasiyla 400 MHz ve 100
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MHz’de 6lgiildii. Her iki durumda da dondiirme frekansi 4.5 kHz, tekrarlama siiresi 1 s
idi ve sinyaller 500-1000 kez toplandi. Cekirdegin kimyasal kaymasi1 SiMes i¢ standart
ornekleri kullanilarak 6lciildii. Bu calismada yapilan analizler Atatiirk Universitesi Fen
Fakiiltesinde gerceklestirildi.

TEM Yontem Sartlari: Sentez edilen FesOs ve Fe30s4-SiO2-NH2
nanopartikiillerinin TEM goriintiilerini elde etmek i¢in kullanilan TEM cihazinin yontem
sartlar1 sirasiyla; 80-200 kV ayirma giicii, 0.19 nm nokta, 50X-1.500.000X biiyiitme, 20-
200 nm TEM spot size, 0.5-25 nm EDS spot size, £20 derece tilt, X, Y: 2 mm, Z: 0.1
nm shift parametreleridir. Bu ¢alismada yapilan TEM goriintiileme analizleri Orta Dogu
Teknik Universitesi Merkezi laboratuvarinda yapildi.

FT-IR Yontem Sartlari: Fe30s-SiO2-NH; nanopartikiilii ve Fe304-SiO2-NHo-
(Zinpir-1) nanokompozitinin FT-IR analizleri Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi (DAY TAM) laboratuvarlarinda gerceklestirildi. Her bir
ornek igin 400-4000 cm™? dalga boyu araliginda 4 cm™ ¢oziiniirliikle 128 tarama
kaydedildi. Toz oOrneklerin ATR spektrumlart ZnSe kristali lizerinde mikrometre-
kontrollii sikistirma elemani kullanilarak alindi.

XRD Yontem Sartlari: FesOsnanopartikiiliiniin kristalografik 6zellikleri hakkinda
bilgi edinmek i¢in A = 1.5405 A (0.154 nm) dalga boyuna sahip Cu-Ko kaynakli XRD
cihazi ile olgiimler yapildi. 26=10-90° araliginda 4 derece/dakika tarama hizinda
difraktogramlar elde edildi. Bu ¢alismada yapilan analizler, Atatiirk Universitesi Fen
Fakiiltesi Analitik Kimya laboratuvarinda yapildi.

ICP-MS  Yontem Sartlari: Sentez edilen  Fe304-SiO2-NH-(Zinpir-1)
nanokompozitinin, Zn?* yiikleme kapasitesinin belirlenmesinde kullanilan ICP-MS
yonteminde plazma ortami argon gazi (yiiksek saflikta) ile olusturuldu. Metan ve helyum

reaksiyon gazlari olarak kullanildi. Cihaz parametreleri olarak, 1.40 L/dk auxilary gaz ve
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18 L/dk plazma gaz akis hizi secildi. Bu calisma, DAYTAM laboratuvarlarinda
gerceklestirildi.

Spektroflorometre Yontem Sartlari: Fe304-SiO2-NHz-(Zinpir-1) ve Fe304-SiO2-
NH:-Zn(Zinpir-1) nanokompozitleri ile saglikli goniilliler, oral prekanser ve oral kanser
hastalarmin tiikiirik orneklerinin Fe304-SiO2-NH»2-(Zinpir-1) ile muamelesi sonucu
olusan ve manyetik olarak ayrilan Fe304-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozit
¢ozeltilerinin spektroflorometrik yontem sartlari Tablo 3.2°de verildi. Bu c¢alismada

yapilan analizler Erzincan Binali Yildirim Universitesi Merkezi laboratuvarinda yapildi.

Tablo 3.2. Spektroflorometre Yontem Sartlari

Yontem Sartlar Emisyon
Start Lamba (hm) 496
Stop Lamba (nm) 688
Tarama Hizi Fast
Uyarma Monokromatdriin Slit Araligi 3.0
Emisyon Monokromatériin Slit Aralig 3.0

Referans Dalgaboyu (nm) 490 (Uyarma)

Hassasiyet High

3.3. 9-(o-Karboksifenil) -2,7-dikloro -4,5-bis [bis(2-piridilmetil)-aminometil]
-6-hidroksi-3-ksenton (Zinpir-1) Sentez Prosediirii

Zinpir-1 bilesigi Mannik kondenzasyon tepkimesi ile sentezlendi. Bu amag ile
DPA (0.3 g, 1.50 mmol) iizerine paraformaldehit (0.045 g, 1.50 mmol) ve 4 mL asetonitril
ilave edilerek 30 dakika kaynatildi. Diger bir balonda 2, 7 DCF (0.2 g, 0.5 mmol) 6 mL
asetonitril-su (1:1) ¢oziiclisii iginde siispansiyon haline getirildikten sonra, bu karigim
dipikolilamin-paraformaldehit ¢6zeltisine 30 dakika i¢inde kisim kisim ilave edildi.
Olusan reaksiyon karisimi (Sekil 3.1) 4 saat kaynatildi. Ince tabaka kromatografi yontemi
ile reaksiyonun bittigi tespit edildikten sonra asetonitril rotavapor ile reaksiyon
ortamindan uzaklastirildi. Olusan pembe renkteki kati ¢okelti siiziilerek soguk su ile

birkag¢ kez yikandi ve etanol ile kristalize edilerek oda kosullarinda kurumaya birakildi.
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Sekil 3.1. Zinpir-1 bilesiginin sentez reaksiyonu

3.3.1. Zinpir-1’in Analizlerinde Kullanilan Yontemlerde Ornek Hazirlama

'H- NMR ve 3C- NMR: 10 mg toz Zinpir-1 bilesigi tartildi ve 1 mL DMSO-d6
igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

HPLC-MS: 10 mg Zinpir-1 bilesigi tartildi, 100 mL’lik balon jojeye koyuldu. Bir
miktar metanol ile ¢oziilip 100 mL’ye metanol ile tamamlandi. Hazirlanan ¢o6zelti
metanol ile seyreltilerek 10 pg/mL derisimde ¢6zeltisi hazirlandi.

FT-IR: 10 mg toz ornek Zinpir-1 bilesigi tartildi ve ZnSe kristalinin {izerine
yerlestirildi.

3.4. FesO4 Manyetik Nanopartikiillerinin Sentezi

Fe3O4 manyetik nanopartikiillerinin sentezi, 1s1 kontroliiniin yapilabildigi ve inert
gaz atmosferinde (N2 veya Ar gazi) ¢alismaya olanak saglayan 4 boyunlu 6zel tasarim bir
cam reaktor sistemi kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 3.2). Ornek bir FesO4 manyetik
nanopartikiil sentezinde; azot gazi1 akisi altinda baslangic kompleksi Fe(acac)s, 15 mL
benzil eter ve 15 mL oleyilamin karisimi igerisinde 1000 rpm’de manyetik karistirilma
ile 4 boyunlu reaktor igerisinde iyice ¢6ziildii. Daha sonra elde edilen agik kirmizi renkte
karigimin sicakhigi 120°C’ye ¢ikarildi ve bu sicaklikta 1 saat bekletilerek reaktor
ortamindaki nemin giderilmesi saglandi. Bu asama sonrasinda karigimin renginin koyu

kirmizi renge doniistiigii gdzlendi. Daha sonra karigimin sicakligi kontrollii bir sekilde
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(18-20°C/dk) 295°C’ye yiikseltilerek bu sicaklikta 1 saat bekletildi. Bu asamada
karisimin koyu kirmizi renginin koyu kahverengi renge doniistiigiiniin gézlenmesi Fe3Os
manyetik nanopartikiillerinin olustugunun gostergesidir. Son olarak karisim 40-50°C
sicakliga ulasana kadar sogutuldu ve 50 mL’lik 2 farkli santrifiij tlipine ayrilarak
tizerlerine 40 mL etanol ilavesi sonrasinda 8500 rpm’de 12 dakika santrifiij yapilarak
FesOs manyetik nanopartikiil karigimdan ayirildi. Santriflij tiiplerinin i¢ c¢eperine
yapigmig olan manyetik nanopartikiiller hekzan ilavesi ile yeniden dispers edildi ve
santrifiij islemi 40 mL etanol ilavesiyle tekrarlandi. Ayrilan manyetik nanopartikiiller

hekzan igerisinde dispers edilerek bir sonraki asama i¢in muhafaza edildi.

Sekil 3.2. FesO4 manyetik nanopartikiillerinin sentezinde kullanilan 6zel reaktor
sisteminin temsili bir fotografi

3.4.1. FesOs Manyetik Nanopartikiillerinin Analizlerinde Kullanilan
Yéntemlerde Ornek Hazirlama

TEM: FesOs; manyetik nanopartikiillerinin seyreltik hekzan dispersiyonu
olusturuldu. Bu dispers ¢ozeltiden bir damla alind1 ve amorf karbon ile kaplanmis bakir

TEM 1zgaralara deposit edildi.
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XRD: 10 mg Fe3Os manyetik nanopartikiilleri tartildi ve numune tutucuya
yerlestirildi.

3.5. FesOs4 Manyetik Nanopartikiil Yiizeyinin Silika ile Kaplanma (Fe3Oas-
SiO2) ve Fe30s-SiO2 Manyetik Nanopartikiiliiniin Amin Sonlu Grup ile Yiizey
Modifikasyonu (FesOs-SiO2-NH2) Prosediirii

Basit gravimetrik yontem ile yogunlugu belirlenen Fe3Os manyetik
nanopartikiillerinin hekzan dispersiyonundan 500 mg manyetik nanopartikiil olacak
sekilde alind1 ve 100 mL siklohekzan igerisinde ¢oziildi. Elde edilen karigim igerisine 7
g lgepal-Co-520 ilave edildi ve karistirildi. Daha sonra 2 mL NH4OH ¢6zeltisi eklendi ve
hemen akabinde hizl1 bir sekilde silika kaynagi olarak kullanilan 3 mL TEOS karigima
eklendi. Elde edilen karisim siddetli bir sekilde 7 saat karistirildi. Belirtilen siire sonunda
karisim igerisine 8.0 mL APTES eklendi ve 3 saat daha siddetli bir sekilde karistirilarak,
silika kaplt Fe3Os4 manyetik nanopartikiiliin ylizeyi amin sonlu APTES molekiilleri ile
fonksiyonlastirildi. Bu reaksiyonun sonunda elde edilen manyetik nanopartikiillerinin

temsili yapis1 Sekil 3.3°te goriilmektedir.
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Sekil 3.3. Fe304-SiO2-NH2 nanopartikiillerinin temsili yapisi
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3.5.1. Fe30s-SiO2 ve Fe30s-SiO2-NH2 Manyetik Nanopartikiillerinin
Analizlerinde Kullanilan Yéntemlerde Ornek Hazirlama

TEM: Fe304-SiO; ve Fe304-SiO2-NH2 manyetik nanopartikiilleri igin ayri ayri
seyreltik hekzan dispersiyonu olusturuldu. Bu dispers ¢ozeltilerden birer damla alindi ve
amorf karbon ile kaplanmis bakir TEM 1zgaralara deposit edildi.

FT-IR: 10’ar mg Fe304-SiO2 ve Fe304-SiO2-NH: nanopartikiilleri tartildi ve ZnSe
kristalinin tizerine yerlestirildi.

3.6. Zinpir-1 ile Modifiye Edilmis Fe3sO4-SiO2-NH2 Nanokompozitinin Sentezi

Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitinin sentezi i¢in, HOBt
(100.39 mg, 0.655 mmol), HBTU (248.62 mg, 0.655 mmol), Zinpir-1 ( 450 mg, 0.546
mmol) ve DIEA’nin (0.380 mL, 2.19 mmol) susuz THF (9mL) icerisindeki ¢ozeltisine
susuz DMF (3 mL) igerisinde dispers edilmis Fe30s-SiO2-NHz nanopartikiiliiniin (100
mg) slispansiyonu ilave edildi. Reaksiyon karisimi 80°C sicaklikta 48 saat kaynatildi.
Manyetik olarak ayrimi yapilan {iriin kloroform ile 3 kez yikandi ve 8500 rpm’de (10
dakikax3) santrifiij yapildi. Elde edilen Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompoziti oda
sicakliginda kurutuldu. Sekil 3.4’te Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompozitinin

temsili reaksiyonu gosterilmektedir.
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Sekil 3.4. Fe304-SiO2-NH»-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitinin temsili reaksiyonu
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3.6.1. Fes304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) Manyetik Nanokompozitinin  Analizlerinde
Kullanilan Yéntemlerde Ornek Hazirlama

FT-IR: 10 mg Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompoziti tartildi ve ZnSe
kristalinin tizerine yerlestirildi.

3.7. Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) Manyetik Nanokompozitine Zn?* Yiikleme
Prosediirii

Metal derisimi nanokompozitteki Zinpir-1 derisimi ile stokiyometrik olarak 1:1
olacak sekilde 12.81 mg ZnCl2, 20 mL 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H0 2:3, 100 mM KClI,
50uM EDTA, pH 7.2) tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii. 30 mg Fe304-SiO>—NH»-(Zinpir-1)
ligandi ilave edildi. 20 dakika oda kosullarinda bekletildi. Manyetik olarak ayrilan tiriin
3 kez deiyonize su ile yikandi. 8500 rpm’de 10 dakika santriflij yapildi. Daha sonra
asetonla yikanip oda kosullarinda kurumaya birakildi. Sekil 3.5’te Fe30s-SiO2-NHo-

Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin temsili reaksiyonu gosterilmektedir.

Sekil 3.5. Fe30s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) manyetik nanokompozitinin temsili reaksiyonu

3.7.1. Fe304-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) Manyetik Nanokompozitinin
Analizlerinde Kullanilan Yéntemlerde Ornek Hazirlama

ICP-MS: Ticari olarak satin alman 10 ppm ICP-MS standart Fe ve Zn
cozeltisinden %?2’lik HNOs ¢ozeltisi ile uygun seyreltmeler yapilarak Fe ve Zn

elementlerinin derigimi 1-1000 ppb araliginda olacak sekilde standart ¢aligma ¢ozeltileri

59



hazirlandi. Fe igeren Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) ve Fe ve Zn igeren Fe304-SiO2-NHo.
Zn(Zinpir-1) nanokompozitlerinden 1’er mg 6rnek alindi ve 10’ar mL %2’lik HNO3
¢Ozeltisinde ¢oziilerek drnek ¢ozeltileri hazirlandi.

FT-IR: 10’ar mg Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) ve Fez0s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1)
nanokompozitleri tartildi ve ZnSe kristalinin tizerine yerlestirildi.

3.8. Yapay Tiikiiriik Cozeltisinin Hazirlanmas1 ve Yapay Tiikiiriikten
Zn%'nin Manyetik Olarak Ayrilma Prosediirii

Yapay tiikiirtik ¢ozeltisi i¢in CaClz, 2H20 (185 mg), MgClz. 6H.0 (150 mg),
KH2POj4 (420 mg), sodyum azid (2.0 mg), D-(+)-glukoz (100 mg), KCI (475 mg), NaCl
(700 mg), tire (45 mg), a-amilaz (100.0 U), lizozim (750.0 U), H3PO4 (4 U) tartildi ve
900 mL distile su icerisinde ¢oziildii. Cozeltiye KOH eklenerek pH 7.0’ye ayarlandiktan
sonra hacmi 1 L’ye tamamlandi.

Deney tiipiine 1 mL hazirlanan yapay tiikiiriik 6rnegi koyuldu. Yapay tiikiirtiik
tizerine uygun derisimlerde 10 uL ZnCl> ¢ozeltisi eklendi ve karistirildi. Bu karigim 0.1
mL 1 M HCI ¢ozeltisi ile asitlendirilip 1 dakika vortekslendi ve daha sonra 0.1 mL 1 M
NaOH eklendi ve yine 1 dakika vortekslenerek ¢ozelti notrallestirildi. Cozeltiye daha
sonra 100 mM KCI ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris-HCI (pH 7.2) tamponu igerisinde
hazirlanan 3 mg Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitinin dispers
¢ozeltisi eklendi ve Zn?' iyonlari ile etkilesimi saglamak amacgli 20 dakika oda
kosullarinda bekletildi. Daha sonra elde edilen Fez30s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1)
nanokompozitleri bir magnet yardimu ile tutularak siipernatant uzaklastirildi ve belirtilen

tampon ¢ozeltisi igerisinde derisimi 1mg/3mL olacak sekilde ¢ozeltisi hazirlandi.
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3.9. Zn?* Yiiklenen Fe304-SiO2—NH2-(Zinpir-1) Manyetik Nanokompozitinin
Spektroflorometrik Analizinde Kullanilan Stok, Standart, Kalite Kontrol ve
Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

0.01 M Tris—HCI Tampon Cézeltisi (pH 7.2): DMSO ile Milli-Q saflikta H>O 2:3
(h/h) oraninda karistirildi. Daha sonra 157.6 mg Tris—HCI, 744 mg KCI ve 1.86 mg
EDTA tartild1 ve 100 mL’lik balon jojeye aktarildi. Yaklasik 90 mL DMSO-H20 ¢oziicii
karisimi ilave edilerek balon jojedeki maddelerin ¢oziinmesi saglandi. Cozeltinin pH’1
pH metre kullanilarak 0.1 M NaOH ¢ozeltisi ile 7.2’ye ayarlandi. Hacim 100 mL’ye
DMSO-H20 ¢oziicii karigimi ile tamamlanarak pH 7.2°de 100 mM KCl ve 50 uM EDTA
igeren 0.01 M Tris—HCI tampon ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti her analiz Oncesi taze
olarak hazirlandi.

1mg/3mL Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) Nanokompozit Coézeltisi: 1 mg FesOs-
SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti 100 mM KClI ve 50 uM EDTA igeren 0.01
M Tris—HCI (pH 7.2) tampon c¢ozeltisinde ultrasonik banyoda ¢o6ziilerek 1mg/3mL
¢Ozeltisi hazirlandi.

ZnCly’iin Stok, Calisma ve Kalite Kontrol Cozeltileri: 100 pg/mL ZnCl;
¢ozeltisini hazirlamak i¢in 10 mg ZnCl: tartildi ve 100 mL’lik balon jojeye koyuldu. Bir
miktar deiyonize su ile ¢oziildiikten sonra 100 mL’ye su ile tamamlandi. Vorteks ile 1 dk
karistirlldi. ZnClI2’tin 100 pg/mL derisimde hazirlanan standart stok ¢ozeltisi, su ile
seyreltilerek final derisimi 20-160 ng/mL Zn?* olacak sekilde standart ¢alisma ¢ozeltileri
ve 40, 80 ve 120 ng/mL Zn?* olacak sekilde kalite kontrol ¢dzeltileri hazirlandi. BSliim

3.8’de verilen manyetik ayirma yontemiyle tiikiiriikten Zn?*’

nin ayrimi yapilarak yine
final derisimleri 20-160 ng/mL Zn?* olacak sekilde standart calisma ¢dzeltileri ve 40, 80

ve 120 ug/mL olacak sekilde kalite kontrol ¢ozeltileri hazirlandi.
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Na*, K*, CaZ*, Mg?*, Cr2*, Co?*, Mo2*, Mn2*, Fe?*, Ni2*, Ag*, Sn2*, Cu2*, Hg?",
Ti** ve AI®* Metal Iyonlarinin Stok ve Calisma Cozeltileri: Herbir metalin 1 mg/mL stok
¢ozeltilerini hazirlamak i¢in MnClp, CaCl,. 2H20, MgCl,. 6H20, CrCl,, CoClz, MoCly,
FeCl,, NiClz, AgCl, SnCly, CuClz, HgCl,, TiCls, AlCI3, KCI ve NaCl tuzlarinin her
birinden 10 mg tartildi ve 10 mL’lik balon jojelere koyuldu. Bir miktar deiyonize suda
¢Oziiliip hacimleri 10 mL’ye tamamlanarak 1 mg/mL derisimdeki metal iyonlarinin ara
stok ¢ozeltileri elde edildi. Boliim 3.8’de verilen manyetik ayirma yontemiyle tiikiiriikten
her bir metalin ayirimi yapilarak final derisimleri 160 pg/mL olacak sekilde ¢alisma
¢Ozeltileri hazirlandi.

3.10. Zn** ile Yiiklenen Fe3Os-SiO2-NHz-(Zinpir-1)  Manyetik
Nanokompozitinin Olusumunda Zamanin Etkisi

Zn?* yiiklemesi ile Fe30s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) manyetik nanokompozitini
olusturmak iizere gerceklestirilen reaksiyonun dengeye gelmesi ve kararlilik siirelerinin
belirlenmesi amaciyla ZnCl>iin 10 pg/mL derisimde hazirlanan standart stok ¢ozeltisi,
su ile seyreltilerek final derisimi 80 ng/mL Zn?* olacak sekilde standart ¢ozelti hazirlandi.

3.11. Metal Tyon Secicilik Prosediirii

Zn?* iyonuna karsi Fe3Os-SiO2-NHz-(Zinpir-1) nanokompozitinin seciciligini
arastirmak igin Na*, K*, Ca?*, Mg?*,Cr?*, Co?*, Mo?*, Mn?*, Fe?*, Ni?*, Ag*, Sn?*, Cu?*,
Hg?*, Ti** ve AI** metal iyonlar ile ¢alisildi. Bunun igin kloriirlii bilesiklerinden elde
edilen bu metal iyonlarinin her birinin sulu stok ¢ozeltileri Bolim 3.9°da belirtildigi
sekilde hazirlandi. Yapay tiikiiriik icerisine final derisimi 160 ng/mL olacak sekilde 5 pL
stok metal ¢ozeltilerinden eklendi. Daha sonra 100 mM KCl ve 50 uM EDTA igeren 0.01
M Tris-HCI (pH 7.2) tamponu igerisinde hazirlanan 1mg/3mL Fe304-SiO2-NH»-(Zinpir-
1) nanokompozit ¢ozeltileri ile Boliim 3.8’de belirtildigi sekilde etkilestirildi ve manyetik

ayrimi yapild.
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3.12. Spektroflorometri Yonteminin Analitik Yontem Validasyonu

3.12.1. Ozgiinliik (Belirleyicilik) / Segicilik

FDA rehberine gore, O6rnek icinde biitiin komponentlerin varliginda analitin
cevabin1 dogru bir sekilde d6lgmek Ozgiinliik/secicilik parametresinin tanimi olarak
verilirken, ICH rehberine gore, 6zgiinliik tek bir analit i¢in cevabi saglayan yontem olarak
tanimlanirken, secicilik ise birden fazla analit icin cevabi saglayan yontem seklinde
tanimlanir.

Zn**  yiiklenen Fe304-SiO2-NH.-(Zinpir-1)  manyetik  nanokompozitinin
hazirlandigi tampon ¢ozelti (100 mM KCI ve 50 uM EDTA igeren pH 7.2, 0.01 M Tris—
HCl) ve yapay tikiiriik c¢ozeltilerinin Fe304-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1)  manyetik
nanokompozitinin floresans siddeti iizerinde herhangi olumsuz bir etkisinin olup
olmadigi saptandi. Bu uyarma ve emisyon dalga boylarinda ¢oziiclinlin emisyon pikinin
Fe304-Si02-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin emisyon pikinden farkli dalga boyunda
oldugu goriildi. Ayrica tiim asamalarda olusturulan bilesik ve nanoyapilarin NMR, TEM,
XRD, FT-IR ve ICP-MS yontemleri kullanilarak karakterizasyonu yapildi.

3.12.2. Dogrusallik ve Calisma Arahg

Y ontemin dogrusal oldugu araligin belirlendigi ve bunun i¢in en diisiik derisimden
en yiiksek derisime dogru bir seri ¢ozeltinin hazirlandig1 isleme dogrusallik denir. Bu
dogrusal aralik belirlendikten sonra ¢ozelti derisimlerine kars1 6l¢iilen cevaplar grafige
gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilir. Standart egrinin dogru denklemi ve korelasyon
katsayis1 kalibrasyon egrisinin analizi ile elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun egimi,
dogrusalligin matematiksel bir 6l¢iisii iken ¢alisma aralig1 ise kabul edilebilir dogruluk,
kesinlik ve dogrusalligin elde edildigi analit derisim genisligi seklinde tanimlanir.

Boliim 3.9°da belirtildigi sekilde hazirlanan 1mg/3mL Fez0s-SiO2-NH2-(Zinpir-

1) manyetik nanokompozit ¢ozeltisi lizerine final derigimi 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140
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ve 160 ng/mL olacak sekilde Zn?* eklenerek standart calisma ¢dzeltileri hazirland1. Yapay
tiikiiriik icerisinden Bolim 3.8°de belirtildigi gibi elde edilen 8 farkli derisimde (20, 40,
60, 80, 100, 120, 140 ve 160 ng/mL) Zn?* tiikiiriik calisma ¢ozeltileri hazirlandi. En uygun
uyarma ve emisyon dalga boylarinda floresans siddetleri kaydedildi. Zn?* derisimine kars1
floresans siddetleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrileri elde edildi. Her bir egrinin
istatistik degerlendirmesi yapildi.

3.12.3. Dogruluk/Kesinlik

Bagil ya da mutlak hata ile ifade edilen dogruluk, deneysel olarak belirlenmis
degerin, gercek veya kabul edilebilir degere olan yakinligi olarak tanimlanir. Yontemin
dogrulugu; bilinen derisimlere sahip bir seri 6rnegin analiz sonucunun gercek degerle
karsilastirilmasi, sonuglarin daha dnce belirlenen dogru bir yontemle alinmis sonuglarla
karsilagtirilmasi ve hedef derigim iizerinde ii¢ diizeyde ii¢ deney yapilarak katim yapilmis
numune lizerinde ¢alisilmasi olmak tizere {i¢ yolla gosterilebilir.

Kesinlik, herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti veya bireysel test
sonuglarinin birbirine yakinhiginin bir derecesidir. Bagil standart sapma (%BSS) veya
varyasyon katsayisi ile verilir. Kesinlik li¢ basamakta ifade edilir.

Tekrarlanabilirlik (Repeatability): Aymi ¢alisma sartlarinda kisa bir zaman
araliginda tekrarlanan analiz sonuglarinin birbirine yakinligidir. Giinigi kesinlik olarak da
adlandirilir.

Ara kesinlik (Intermediate precision): Ayni calisma sartlarinda laboratuvarlar
arasindaki farklarin (giin degisikligi, analizci degisikligi, cihaz degisikligi gibi) kesinlik
degerlerinin gostergesidir. Giinlerarasi kesinlik, giin degiskenligi kullanilarak yapilan ara
kesinlik ¢calismasidir ve ayni ¢calisma sartlarinda numunelerin farkli giinler (en az ii¢ giin)
icerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6) sonuglarin birbirlerine olan yakinlik 6l¢iisii

olarak tanimlanir.
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Yenilenebilirlik (Reproducibility): Laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder
(laboratuvarlar arasinda yapilan isbirlikli calismalar, yontem standardizasyonu).

Bolim 3.9°da belirtildigi sekilde hazirlanan 1mg/3mL Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-
1) manyetik nanokompozit ¢ozeltisi iizerine kalibrasyon egrisinde Zn*"'nin yiiksek orta
ve diisiik derisimlerini temsil eden final derisimi 40, 80 ve 120 ng/mL olacak sekilde Zn?*
eklenerek standart kalite kontrol ¢dzeltileri ve yine ayni derisimlerde Bolim 3.8’de
belirtildigi gibi yapay tiikiiriikten manyetik ayirma ile elde edilen kalite kontrol ¢ozeltileri
hazirlandi. Elde edilen ¢ozeltilerin giin i¢i (ayn1 yontem ve ayni laboratuvar sartlarinda 1
giinde 3 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 3 kez) emisyon spektrumlari
aliarak analizleri gergeklestirildi. Analiz sonug¢larinin ortalamasi ve standart sapmalari
belirlendi ve degisim katsayilart hesaplandi. Dogruluk bagil hata ile (BH),
[BH=(bulunan-eklenen/eklenen)x100] ve kesinlik ise % bagil standart sapma (% BSS)
[% BSS= standart sapma/ortalamax100] ile verildi.

3.12.4. Duyarhlik (Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ))

Analitik yontemin en diisiik derisimdeki analitleri saptayabilmesinin bir
Olctistidiir. Duyarlilik iki basamak olarak diisiintilmektedir.

LOD: Bir analitik yontemin gozlenebilme siniri, bir numunede incelenen
maddenin belirlenebilen en diisiik tayin miktaridir. Tipik olarak LOD pik boyunun
giirtilti yiiksekligine oraninin 3 oldugu veya % BSS degerinin %20’den kiiciik oldugu
derisimdir. Ayrica LOD= 3.3 o/S formiilii ile hesaplanabilir. Burada o, kalibrasyon
egrisinin kaymasinin standart sapmasi ve S ise kalibrasyon egrisinin egimidir.

LOQ: Bir analitik yontemin tayin alt sinir1 analitin, uygun dogruluk ve kesinlikle
tayin edilebilecek en diisiik derisimidir. Tayin alt sinir1 degeri, pik yiiksekliginin giiriiltii
yiiksekligine oraninin 10 oldugu veya % BSS degerinin %10’dan kii¢liik oldugu

derisimdir. Ayrica LOQ= 10c/S formiilii ile hesaplanabilir.
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LOD ve LOQ degerleri Boliim 3.12.2°de belirtildigi gibi standart ve yapay
tiikiiriikten manyetik ayirma ile elde edilen Zn?* igin olusturulan kalibrasyon egrilerinden
yararlanilarak asagidaki esitliklere gére hesaplandi.

LOD=3.3 6/S ve LOQ=10 o/S

3.12.5. Geri Kazanim

Kimyasal analizlerde gergek degerin 6l¢iilmesi, uygulanan yonteme bagli olarak
degisiklik gosterir. Deneysel islemler sirasinda bazi nedenlerle olusan kayip miktar
oraninin ve belirsizliginin hesaplanmasi gerekir. Yontemin kayip miktari, geri kazanim
orani olarak tanimlanir. Analiz sonucunda elde edilen degerin gergek degere orani geri
kazanimi verir.

Zn?"nin kalibrasyon standart ¢ozeltileri yapay tiikiiriik icerisine eklendi,
karistirildi ve sirasiyla Bolim 3.8’de verilen yontem ile elde edildi. Elde edilen
¢ozeltilerin emisyon spektrumu alindi. Ayni zamanda standart ¢ozeltilerin de emisyon
spektrumu alindi. Geri kazanim [(bulunan/eklenen)x100] formiilii ile hesaplandi.

3.13. Saghkl, Oral Prekanserli ve Oral Kanserli Goniilliillerden Tiikiiriik
Orneklerinin Toplanma Prosediirii

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak, Burun ve Bogaz Hastaliklar1 Anabilim
Dalina tedavi amaciyla basvuran, yaslari 31 ile 71 arasinda degisen altis1 bayan onikisi
erkek 12 hasta (6 oral prekanser ve 6 oral kanser) ve 6 saglikli olmak iizere toplam 18
goniillii ¢calismamiza dahil edildi (Tablo 3.3.). OLP tanis1 almig ve alinan biyopsi
sonucuna bagl olarak oral kanser tanist almis OSHK’l1 hastalar ile iletisime gegilerek
“bilgilendirilmis onay formu” ile bilgilendirilip onay alindiktan sonra tiikiiriik 6rnekleri
toplandi. Sistemik hastalik, uzun siireli ila¢ alimi, ge¢mis kanser hikayesi veya
antioksidan ila¢ Oykiisii olan hastalar calisma dis1 birakildi. Calismada giinliik

varyasyonlarin ve diger rahatsizlik faktorlerinin tiikiiriik kompozisyonu iizerindeki
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etkisini en aza indirmek i¢in goniilliilerin uyarilmanus tiikiiriik 6rnekleri sabah saatlerinde
toplandi. Goniilliiler, 6rnekler toplanmadan en az bir saat once yiyip igmeyi birakti.
Tiikiirtik 6rnekleri toplanmadan hemen 6nce agiz i¢i deiyonize su ile durulanip daha sonra
2 dakika igerisinde agiz boslugundan tek kullanimlik damlalik pastor pipet ile toplandi. 6
oral prekanser hastasi, 6 oral kanser hastast ve 6 saglikli goniillii bireyden alinan tiikiiriik

ornekleri dereceli plastik viallere aktarildi ve analiz zamanina kadar -80°C’de muhafaza

edildi.

Tablo 3.3. Calismaya Alinan Saglikli, Oral Prekanserli ve Oral Kanserli Goniillii
Kisilerin Ozellikleri

Goniillii Isim Cinsiyet Yas
AP E 39

KM E 61

Saglikli UM E 31
NA E 70

EP K 34

GG K 43

EG E 35

AS E 31

Oral YC E 59
Prekanserli cU E 32
NT K 43

YS K 55

ZA E 71

IT E 47

Oral YO E 44
Kanserli NB K 66
ND K 56

HS E 36

E:Erkek, K:Kadin

3.14. Saghkl, Oral Prekanserli ve Oral Kanserli Goniilliilerin Tiikiiriik
Orneklerinden Zn?nin Manyetik Olarak Ayrilma Prosediirii

6 saglikli, 6 oral prekanserli ve 6 oral kanserli goniilliiden toplanan ve analiz
zamanina kadar -80°C’de saklanan tiim tiikiiriik Ornekleri Ol¢iim Oncesinde oda

sicakligina getirildi ve homojen 6rnekler elde etmek i¢in 1 dk vortekslendi. Daha sonra

67



deney tiipline 1 mL hazirlanan tiikiiriik 6rnegi koyuldu ve 0.1 mL 1 M HCI ¢ozeltisi
eklendikten sonra 1 dakika vortekslenerek asitlendirildi. Bu karisima 0.1 mL 1 M NaOH
cozeltisi eklendi ve yine 1 dakika vortekslenerek ¢ozelti notrallestirildi. Cozeltiye daha
sonra 100 mM KCl ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris-HCI (pH 7.2) tamponu igerisinde
hazirlanan 3 mg Fe304-SiO2-NH:-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitin dispers ¢ozeltisi
eklendi ve Zn?* iyonlar ile etkilesimi saglamak amacgli 20 dakika oda kosullarinda
bekletildi. Daha sonra elde edilen Fe304-SiO2-NHz-Zn(Zinpir-1) nanokompozitleri bir
magnet yardimi ile tutularak silipernatant uzaklastirildi ve belirtilen tampon ¢ozelti
icerisinde derisimi Img/3mL olacak sekilde ¢dzeltisi hazirlandi.

3.15. Saghkli, Oral Prekanserli ve Oral Kanserli Goniilliilerin Tiikiiriik
Orneklerinden Manyetik Ayrim ile Elde Edilen Zn?* Derisim Degerlerinin
Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Ikiden fazla &rnek i¢in parametrik olmayan denemelerden biri olan Kruskal-Wallis
denemesi, li¢ veya daha fazla farkli 6rnegin ortanca degerlerinin kiyaslanmasinda
kullanilir. Analizde veri degerleri sirali hale getirilir, sira toplamlar1 grup biiytlikliigline
boliinerek sira ortalamalari hesaplanir ve bu ortalamalar karsilastirilir. Belirli bir kareler
toplamin1 elde etme olasilif ki-kare istatistigi kullanilarak belirlenebilir.**3

Saglikli, oral prekanserli ve oral kanserli goniilliilerin olusturdugu bu ii¢ ¢alisma
grubu arasindaki, tiikiiriik 6rneklerinden manyetik ayrim ile elde edilen Zn?" derisim
degerlerindeki farkliliginin anlamlilik diizeyini ortaya koymak i¢in tek yonli ANOVA

analizinin non-parametrik karsiligi olan Kruskal-Wallis tek yonlii analizi uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Zinpir-1 Bilesiginin Sentezi ve Yapisal Tanimlamasi

Mannik kondenzasyon reaksiyonu, reaktifler ve uygulanan sartlara gore farkli
mekanizmalar iizerinden olusur. Notr veya asidik ortamda meydana gelen tepkime
mekanizmast 3 basamaktan olusur.’’ Birinci basamakta, ikincil aminin aldehitle
reaksiyonundan yar1 aminal olusur. Yari aminalin bir su molekiilii kaybetmesiyle
iminyum katyonu olusur. Ikinci basamakta, asetonun enolizasyonu gergeklesir. Ugiincii
basamakta ise Mannik bazi olusur (Sekil 4.1). Bu baglamda, ¢alismamizda Zinpir-1
bilesigi notr ortamda Mannik kondenzasyon tepkimesi ile Boliim 3.3’te belirtildigi gibi

Sekil 3.1°de gosterilen reaksiyon ile sentezlendi.

HiC H HA H +rH H,0 +
RNH + =0 o= RN-S—OH =——= RNJ—0 == RN=CH,
HiC H H H

j\ HA OH
HiC~ "CH, =—— HiC" "CHp

D“H 0

+
* RsN=CH, ——*= H;_.]C/U\

HsC™ “CH; CH;—CH;—NR; * HA

Sekil 4.1. Mannik reaksiyonu

Reaksiyon sonunda %94 verim ile 0.384 g somon-pembe renginde kat1 Zinpir-1
bilesigi (Sekil 4.2) elde edildi. Zinpir-1 bilesigi metanol, su ve etanolde ¢éziinmezken

DMSO, diklorometan ve kloroformda ¢6ziinmektedir.

69



Sekil 4.2. Zinpir-1 bilesigi

Sentezlenen Zinpir-1 bilesiginin yapisi, TLC, *H-NMR ve *C-NMR, FT-IR ve
HPLC/MS yontemleri ile aydinlatildi. Buna gore;

TLC: Rf, 0.14 (silika), 1:1 CH3OH:CHCI>

'H NMR (400 MHz, CDCls): & 8.69-8.49 (m, 4H), 8.09 — 7.93 (m, 1H), 7.74—
7.55 (m, 6H), 7.34 (d, J = 7.9 Hz, 4H), 7.22 — 7.13 (m, 5H), 6.63 (s, 2H), 4.18 (s, 4H),
4.02 (d, AB sisteminin A kismi, J = 15.2 Hz, 4H), 3.97 (d, AB sisteminin B kismi1, J =

15.2 Hz, 4H) (Sekil 4.3).

J

[ 1 Y |

T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

50 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Sekil 4.3. Zinpir-1 bilesiginin *H-NMR spektrumu
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13C-NMR (101 MHz, CDCls): 5 169.18, 157.84, 156.10, 151.83, 148.99, 148.93,

137.41, 135.47, 130.35, 127.89, 127.27, 125.56, 124.30, 123.46, 122.72, 117.75, 111.98,

110.24, 59.28, 49.39 (Sekil 4.4).

somgm TS MINESeND B
£S881 FSTHBRBILRNL Y
e P A v PR R g |
GESES S8FIISITNT 53

76.96
59.28

169.18
77.60
77.28
49.39

,
L
7
s
J
t
\
/
\

| _}‘ o

170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40
f1 (ppm)

Sekil 4.4. Zinpir-1 bilesiginin **C-NMR spektrumu

T
30

T
20

T
10

FT-IR (ATR, cm): Zinpir-1 FT-IR spektrumuna gore; 3448 (OH-gerilme

titresimi), 1748 (C=0 gerilme titresimi), 1591 (C=N gerilme titresimi), 1475 (aromatik

C=C gerilme titresimi), 1432 (alifatik C-H egilme titresimi), 1250 (C-O-C gerilme

titresimi), 760 (C-Cl gerilme titresimi) (Sekil 4.5) pikleri gézlendi.

Sekil 4.5. Zinpir-1 bilesigine ait FT-IR spektrumu
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HPLC/MS (+APCI): MH+, 823.2202; bulunan, 823.3 (Sekil 4.6).

=

23584

oy

— T =k

im"m"m"m"ﬂn"m"m IEIIP Irnk
Sekil 4.6. Zinpir-1 bilesiginin kiitle (MS) spektrumu

4.2. Fe3sOs4 Manyetik Nanopartikiillerinin Sentezi ve Yapisal Tamimlamalar:

Bugiine kadar Fe3sO4 nanopartikiillerinin sentezi i¢in birg¢ok fiziksel ve kimyasal
yontem gelistirilmistir. Ancak hazirlanan Fe3Os4 nanopartikiillerinin parcacik boyutu
kontrolli, manyetik 0Ozellikleri ve yiizeyinin silika ile homojen olarak kaplanmasi
diisiiniildiiglinde en uygun yontem; organik ¢oziicii igerisinde baslangic metal
komplekslerinin ~ siirfaktant(lar) varhiginda 1s1l  bozunmasi veya indirgenmesi
yontemidir.* Bu yontem ile morfoloji kontrollii ¢ok yiiksek kalitede Fe3Oa
nanopartikiilleri sentezlenebilmektedir.

Bu baglamda calismamizda Murray ve ark.’® tarafindan onerilen metal
komplekslerinin siirfaktant(lar) varliginda 1s1l bozunmas: veya indirgenmesi yontemi
kullanildi. Fe3Os4 manyetik nanopartikiilleri, Bolim 3.4’te belirtildigi gibi Fe(acac)s
bilesiginin oleyilamin igerisinde yiiksek sicakliklarda bozundurulmasi ile hazirlandi.

Regetede ylizey aktif madde (silirfaktant) olarak kullanilan oleyilamin hem Fes304
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manyetik nanopartikiillerinin ¢ekirdeklenmesini sagladi hem de ¢oziicii olarak kullanildi.
Sentezlenen nanopartikiiliin yapist TEM ve XRD yontemleri ile aydinlatildi.

TEM: Sentezlenen kolloidal Fe3Os manyetik nanopartikiillerine ait farkli
biiylitme oOlgeklerinde alinmig TEM goriintiileri Sekil 4.7°de verilmektedir. TEM
goriintlilerinden, en az 100 tane parcacigin sayilmasi ile elde edilen parcacik dagilim
histogramindan (Sekil 4.7) FesOs manyetik nanopartikiillerinin ortalama 6-10 nm
arasinda degisen parcacik boyutlarina sahip olduklari ve ortalama pargacik boyutunun 7.8
nm oldugu belirlendi. Ayrica TEM goriintiilerinden sentezlenen FesOs manyetik
nanopartikiillerinin olduk¢a homojen bir pargacik boyutu dagilimina sahip oldugu ve

herhangi bir biiyiik parcacik olusumunun (¢okelme) olmadigi gozlendi.
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Sekil 4.7. Kolloidal Fe3sO4 manyetik nanopartikiillerine ait farkli biiyiitmelerde alinmig
TEM goriintiileri ve TEM gortintiilerinden elde edilmis parcacik boyutu dagilim
histogrami
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XRD: Sentezlenen kolloidal FesO4 manyetik nanopartikiillerine ait X-1g1n1 kirinim
desenleri Sekil 4.8’de verilmektedir. Kolloidal Fe3Ostin XRD spektrumundaki
karakteristik pikler standart FesO4 (kiibik spinel faz) ile uyumludur. XRD deseninde 20
= 30.2°, 35.6°, 43.2°, 57.3° ve 62.9°°da goriilen pikler sirasiyla yapinin (220), (311),

(400), (422), (511) ve (440) yansimalarina aittir.'2>13

3

Kubik Spinel Magnetit (Fe O,)

Siddet(a.u)

LN [ BN S S S BN S S S S B S S S S RIS S S S S S S s o

20' o 30 40 50 60 70 80
20 (derece)

Sekil 4.8. Sentezlenen Fe3Os manyetik nanopartikiiliine ait XRD deseni

4.3. Fe304-SiO2-NH2 Manyetik Nanopartikiiliiniin Sentezi ve Yapisal
Tamimlamalar:

FesO4 nanopartikiilleri ¢ozelti igerisine geger ve kararliligr diisiiktiir. Bu durum
FesOs nanopartikiillerinin kullanildig1 uygulamalarda istenmeyen durumlarin ortaya
¢ikmasina sebep olur. Bu sorunu ortadan kaldirmanin en etkin yontemlerinden bir tanesi
FesOs nanopartikiillerinin  silika (SiO2) ile kaplanmasidir. Silika kapli FesO4
nanopartikiillerin (Fes0s-Si0O) yiizeyi kimyasal olarak gerceklesebilecek oksidasyona
kars1 kararlidir. Ayrica FesO4-SiO; yiizeyi ¢esitli gruplar takilmasi yolu ile fonksiyonel

hale getirilerek ¢ok farkli uygulamalarda kullanilabilecek nanokompozitler hazirlanabilir.
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Fe3O4 nanopartikiillerinin silika ile kaplanmasi i¢in en yaygin kullanilan yontem

® Bu yontem etanol icerisinde TEOS’un hidrolizi ve

Stober  yontemidir.™
polikondenzasyonu ile FesOs nanopartikiillerinin yiizeyinde polimerlesmesi esasina
dayanmaktadir. Bu baglamda, calismamizda Fe3Os manyetik nanopartikiillerinin
yiizeyinin silika ile kaplanmasi ve Fe30s-SiO2 nanopartikiillerinin olusturulmasi igin
Stober ve Fink™® tarafindan énerilen ydntem modifiye edilerek kullamldi. Fe304-SiO
nanopartikiiliiniin olusturulmas ile hem Fe** iyonunun ¢ézeltiye gecmesi engellendi hem
de matriks ortamindan bir miknatis kullanilarak manyetik olarak ayrilabilmesi sagland.
Sentezlenen Fe30s-SiO2 nanopartikiiliiniin ylizeyini fonksiyonlastirmak ve Zinpir-1
bilesigi ile amit bag1 olusumunu saglamak icin Zhang ve ark.%® tarafindan énerilen yontem
kullanildi. Bu yontemde sol-jel prosesi kullanilarak TEOS ve APTES ile Fe30s-SiOo-
NH2 sentezlenmektedir.

Bu baglamda c¢alismamizda, FesOs nanopartikiillerinin ylizeyinin silika ile
kaplanmasi, elde edilen Fe30s-SiO2’nin amin sonlu grupla yiizey modifikasyonu (Fe3Os-
SiO2-NH>) ve yapisal tanimlamalari igin, sentezlenen kolloidal Fe3Os nanopartikiilleri
Bolim 3.5’te detaylar1 verilen recete kullanilarak bazik ortamda TEOS ile etkilesime
sokuldu ve TEOS’un hidroliz yolu ile yiizeylerinin silika ile kaplanmas1 saglandi. TEOS
ile silika kaplamasi iki farkli oranda gergeklestirildi. 2 mL ile gergeklestirilen TEOS
kaplamasi ile elde edilen silika kalinliginin ince olmasi nedeniyle, daha sonra 3 mL TEOS
kullanilarak silika kaplamasi gergeklestirildi. Daha sonra silika ile kaplanan FezOgs
nanopartikiillerinin (Fe30s-SiO2) yiizeyi Zinpir-1 ligandinin baglanmasini saglamak
amactyla APTES ile fonksiyonel hale getirildi. Yine bu asamada Zn?*’nin florometrik
olarak tayininde yasanan sikint1 nedeni ile ve daha fazla Zinpir-1 lingadin1 Fe304-SiO»-
NH2 nanopartikiillerine baglamak amaciyla, basta kullanilan 0.5 mL APTES miktar1 4 ve

2+>

16 kat arttirilarak sirasiyla 2 ve 8 mL ye ¢ikarildi. Zn“"’nin florometrik tayininde en iyi
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sonuglar 8 mL APTES kullanim ile elde edilen nanokompozit ile alindi. Elde edilen
nanopartikiiliin temsili bir yapist deneysel kisimda sunulan Sekil 3.3’de verilmektedir.
Yiizeyi farkli miktarlarda TEOS (2 veya 3 mL) ve farkli miktarlarda APTES (0.5, 2 ve 8
mL) ile fonksiyonlastiritlan Fe30s-SiO2 nanopartikiillerinin (Fe30s-SiO2-NH2) yapisi
TEM ve FT-IR spektroskopisi yontemleri ile aydinlatildi.

TEM: 2.0 mL TEOS ve 0.5 mL APTES kullanilarak hazirlanan Fe304-SiO2-NH:
nanopartikiiliine ait farkli bliylitme 6l¢eklerinde alinmig TEM goriintiileri Sekil 4.9°da
verilmektedir. TEM goriintiilerinden FesO4 nanopartikiillerinin yiizeylerinin silika ile
kaplanmasi sonucu homojen pargacik boyutu dagilimlarinda 6nemli bir degisim olmadigi
ve ortalama pargacik boyutlarinin 7.8 nm den 9 nm ye yiikseldigi hesapland1 (Pargacik
boyut histogrami, Sekil 4.9). Bu hesap sonucu FezO4 nanopartikiillerinin yiizeyinin 0.6

nm kalinliginda silika ile kaplandig1 belirlendi.
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Sekil 4.9. Silika kaplanmis (2.0 mL TEOS ile) ve ylizeyi APTES (0.5 mL) ile
fonksiyonlagtirilmis Fe3O4 manyetik nanopartikiillerine (Fe304-SiO2-NH>) ait farkli
biiylitmelerde alinmigs TEM goriiniitiileri
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Ancak bu kalinlik Fe3O4 nanopartikiillerinin sulu ¢ozeltide gergeklestirilecek olan
Zn?* tayini deneylerinde stabilite sorunu olusturabilecek olmasi ve yiizeye daha az
miktarda APTES baglanacak olmasi nedeniyle daha farkli kalinliklarda silika ile
kaplanmasi deneyleri de gerceklestirildi. Gergeklestirilen bu deneyler sonucunda 3.0 mL
TEOS ve 8.0 mL APTES kullanilarak hazirlanan Fe3Os-SiO2-NH2 nanopartikiillerinin
daha fazla oranda Zinpir-1 ligandim1 bagladigi ve bdylece daha fazla Zn?* ile
yiiklenebildigi i¢in daha iyi sensor Ozelligi gosterdigi belirlendi (Bolim 3.5). Sekil
4.10’da 3.0 mL TEOS ve 8.0 mL APTES kullanilarak hazirlanan Fe3Os-SiO2-NH>
nanopartikiillerine ait farkli biiyiitmelerde alinmis TEM goriintiileri sunulmustur. TEM
goriintiilerinden TEOS miktarinin arttirilmasi ile FesO4 nanopartikiilleri yiizeyinde olusan
silika tabakasinin kalinliginin arttigr agikca gozlenmektedir. Artan bu silika tabaka
kalinligina bagl olarak yiizeye daha fazla APTES baglandig1 ve olusan daha fazla serbest

—NH2 gruplari ile daha fazla miktarda Zinpir-1 baglandig1 gozlendi (Boliim 3.5).

Sekil 4.10. Silika kaplanmis (3.0 mL TEOS) ve yiizeyi APTES (8.0 mL) ile
fonksiyonlagtirilmig FesO4 manyetik nanopartikiillerine (FesOs-SiO2-NHy) ait farkli
biiylitmelerde alinmigs TEM goriintiileri
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FT-IR (ATR, cm™): Fe30s-SiO2-NH; manyetik  nanopartikiiliiniin

FT-IR

spektrumuna gore; 3332 (N-H gerilim titresimi), 1610 (serbest NH> gerilme titresimi),

2969 ve 2857 (simetrik olmayan ve simetrik C-H gerilim titresimi), 1456 (CHs egilme

titresimi), 1390 (CH2 egilme titresimi), 1379 (C-N gerilim titresimi), 1512 (N-H

deformasyon titresimi), 1094 (Si-O-Si gerilme titresimi) (Sekil 4.11 (a)) pikleri gozlendi.

{3) _ Fe;04-5i0:-NH:

1
| —
o
—

%T

T T v

1750 1700 1650 16800 1850
1

v jem™)

(®)  Fe;04-5i0,~NHz-(Zinpir-1)

4000 3500 3000 2500 2000 1500
v(cm™)

Sekil 4.11. Fe304-SiO2-NH: nanopartikiiliine ait (a) FT-IR spektrumu

L A L D L L L |

4.4. Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) Manyetik Nanokompozitinin Sentezi ve

Yapisal Tanimlamalan

Olusturulan Fe304-SiO2-NH2 nanopartikiilii, amino fonksiyonel grubu igerdigi

icin giiclii metal kompleks yapabilme kapasitesine sahiptir fakat birden fazla metale ilgisi

oldugu i¢in seciciligi diigiiktiir. Bu yiizden nanopartikiiliin belirli bir metale duyarh

olabilmesi i¢in secilen metal ile kompleks olusturabilecek bir organik bilesigin nano

yapilandirilmis materyal yiizeyine modifikasyonunun saglanmasi gerekir. Zinpir
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bilesikleri ile Zn?* komplekslerinin yiiksek kuantum verimi ile floresans o6zellik

gosterdigi bilinmektedir.>*!1® Bu yiizden ¢alismamizda Zn?*’

ye duyarli bir nanokompozit
elde edebilmek i¢in Fe304-SiO2-NH: nanopartikiiliinde bulunan amin fonksiyonel grubu
ile Zinpir-1 bilesiginde bulunan karboksil fonksiyonel grubu arasinda amit bagi
olusturmak amaci ile Mali ve ark.”® tarafindan belirtilen yéntem modifiye edilerek
kullanild1. Bu baglamda, Bolim 3.6’da belirtildigi gibi oncelikle Zinpir-1’in karboksil
fonksiyonel grubu, HOBt ve HBTU baglayici reaktifleri kullanilarak aktive edildi ve daha
sonra ortama Fez0s-SiO2-NH2 nanopartikiilii ilave edilerek nanopartikiilde bulunan -NH>
grubu ile kovalent baglanma yoluyla amit baginin olusmasi saglandi. Sonug olarak,
Zn?*’ye segici bir ligand olan Zinpir-1 bilesiginin amin sonlu bir ligand ile yiizeyi
fonksiyonlastirilmis silika kapli manyetik nanopartikiiliine (FesOs-SiO2-NH>) kovalent
baglanma yolu ile immobilizasyonu sonucu, manyetik olarak geri kazanilabilen, floresans
ozellik gosteren ve Zn?"’ye segici Fe30s-SiOp-NH-(Zinpir-1) nanokompozitleri
sentezlendi.

Sentezlenen Fesz0:-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompozitleri kahverengi-kirmizi

renkte olup manyetik ve floresans 6zellige sahiptir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Fe304-Si0O2-NH:-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitinin renk (A) manyetik
(B) ve floresans (C) ozellikleri
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Sentezlenen Fe304-SiO2-NH:-(Zinpir-1) nanokompozitinin yapisi FT-IR yontemi
ile aydinlatildi. Nanokompozitteki maksimum Zinpir-1 miktar1 nanopartikiile eklenen
APTES miktarina gore hesaplandi. Tartilan nanokompozite gore 34.24 mmol APTES
eklendigi i¢in Zinpir-1 miktar1 34.24 katsayisi ile carpilarak elde edildi fakat yine de
baglanan Zinpir-1 miktar1 tam olarak bilinmemektedir.

FT-IR (ATR, cm™): Fes0s-SiO2-NH,-(Zinpir-1)  nanokompozitinin ~ FT-IR
spektrumuna gore; Fe304-SiO2-NH2 nanopartikiiliinde goriilen 1610 (serbest NH2 gerilme
titresimi) piki kaybolarak 1652’de (C=0O-N gerilme titresimi) amit karboniline ait yeni
bir pikin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Ayrica 3332°deki (N-H gerilme titresimi) piklerin
kayboldugu da goriilmektedir. Serbest NH2 gerilme titresimine ait pikin kaybolmasi, amit
karboniline ait yeni bir pikin ortaya ¢ikmasi ve 1094’de (Si-O-Si gerilme titresimi)
karakteristik  Fe30s-SiO2-NH2  nanopartikiil —pikinin = Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1)
nanokompozitinin IR spektrumunda goriilmesi Zinpir-1 bilesiginin Fe304-SiO2-NH>
nanopartikiiliine konjugasyonunun basarili bir sekilde gerceklestirildigini gostermektedir

(Sekil 4.13 (b))

13) " Fe;04-5i0,-NH2
b)  Fe;04-5i02-NHa-(Zinpir-1)
1) e
e I. II_, e ™,
J(=a)
%T
= %T
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v [cm ':
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Sekil 4.13. Fe304-SiO2-NH>-(Zinpir-1) nanokompozitine ait (b) FT-IR spektrumu
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4.5. Zn?* Yiiklenen Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) (Fes0s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-
1)) Nanokompozitinin Olusumu ve Yapisal Tamimlanmasi

Metal ile kompleks olusturabilecek ligandlarin, nanopartikiile kovalent olarak
immobilizasyonu yapildiktan sonra ilgili metal yiiklemesi yapilmaktadir,}04124127 By
baglamda c¢alismamizda, Bolim 3.7’de belirtildigi gibi Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1)
nanokompozitine Zn?* yiiklemesi yapildi ve elde edilen Fe304-SiOp-NH-Zn(Zinpir-1)
nanokompozitinin yapisi ICP-MS ve FT-IR spektroskopisi yontemleri ile aydinlatildi.

Fe304-SiO2-NHp-(Zinpir-1) nanokompozitine Zn?* yiiklenmesi ile olusan Fe3Oa-

SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin manyetik 6zelligi devam etmekle birlikte

rengi sartya boyanmakta ve floresans siddeti de buna bagl artmaktadir (Sekil 4.14).

_Y

/
‘/* /‘/\ <:/

Sekil 4.14. 100 mM KCl ve 50 uM EDTA iceren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H20 2:3,
pH 7.2) tampon ¢ozeltisi igerisinde Fes04-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik
nanokompoziti (A) ve Fe304-SiO,-NHo-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitine Zn?*
yiiklenmesi ile elde edilen Fe304-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompoziti (B)

ICP-MS: Fe304-Si0O2-NH.-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinde bulunan Fe3* ve Zn?*

tyonlarinin derisimlerini belirleyebilmek i¢in oncelikle Bolim 3.7.1°de belirtildigi gibi
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derisim aralig1 1-1000 ppb olacak sekilde Fe3* ve Zn?* iyonlarinin ayr1 ayri calisma
¢ozeltileri hazirlandi. Her bir iyon i¢in elde edilen ¢alisma ¢ozeltilerinin derisimlerine
kars1 okunan absorbans degerlerinin grafige gecirilmesiyle standart kalibrasyon egrileri

elde edildi (Sekil 4.15). Her bir egrinin istatistik degerlendirmesi yapildi (Tablo 4.1).

CPs

Concippb)

Sekil 4.15. Fe elementine (A) ve Zn elementine ait (B) ICP-MS kalibrasyon egrileri

Tablo 4.1. Fe** ve Zn?" Iyonlarina Ait Kalibrasyon Egrilerinin Istatistiksel Analiz
Degerleri

Element CA (ppb) LR R
Fe3* 1-1000 Y=8654.9x+43310.2 1.0000
Zn* 1-1000 Y=2262.6x+167463.0 0.9984

CA: Calisma araligi, LR: Lineer regresyon, R: Korelasyon katsayisi
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Fe3* igceren Fes04-SiO2-NH,-(Zinpir-1) ve Fe®* ve Zn?* iceren Fe30s-SiO2-NHo.
Zn(Zinpir-1) nanokompozitlerinden Bolim 3.7.1°de belirtildigi gibi 1’er mg Ornek
alimarak 10 mL %2’lik HNO3 c¢ozeltisinde ¢oziildii ve ICP-MS yontemi ile analizi
gerceklestirildi. Elde edilen kalibrasyon grafiginden yararlanilarak belirtilen
nanokompozitler igerisindeki Fe** ve Zn?*’nin derisimi belirlendi. Elde edilen sonuglar
Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.2. Fe304-Si02-NHa-(Zinpir-1) ve Fe30s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1)
Nanokompozitlerinin ICP-MS Analiz Sonuglari

56 Fe [ He] 66 Zn [ He ]
Ornek Derisim Derisim
BSS BSS
(ppb) (ppb)
Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) 29.4789 6.1431 0.0294 45101
Fe304-SiO2-NH,-Zn(Zinpir-1) 30.8546 8.9298 350.80 1.0532

BSS: Bagil standart sapma

Tablo 4.2°de verilen ICP-MS sonuglarindan; Zinpir-1 ile fonksiyonlastirilmig
Fe304-SiO2-NH2 nanokompozitinin yapisinda, ¢aligilan derisim araliginda (1-1000 ppb)
detekte edilebilir miktarda Zn?* iyonu bulunmazken Fe®" iyonunun varlig: tespit edildi.
Ancak Zn?* yiiklenen Fe30s-SiO2-NH.-(Zinpir-1) nanokompozitinin ICP-MS analiz
sonuglari, yaptya Zn elementinin girdigini ve yapida Fe elementinin de var oldugunu
gostermektedir.

FT-IR: Fe304-SiO2-NH,.(Zinpir-1) nanokompozitinde goriilen 1652 (C=0O-N
gerilme titresimi) amit karboniline ait gerilme pikinin Zn?* yiiklenen Fe304-SiO2-NHo-
(Zinpir-1) nanokompozitinde 1630’a kaydig1 gézlenmektedir (Sekil 4.16). Al-Awadi ve
ark.®" belirttigi gibi bandmn diisiik frekansa kaymasi, metal katyonlar1 ile ligandda

bulunan azot atomlarinin koordine oldugunun bir gostergesidir.
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Fe304-SiO2-NH:-Zn(Zinpir-1)
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Sekil 4.16. Fe30s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozitine ait FT-IR spektrumu

4.6. Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) Manyetik Nanokompoziti ile Zn?*’nin
Belirlenmesine Yonelik Gelistirilen Spektroflorometri Yoénteminin Optimum
Kosullarinin Belirlenmesi

Zn**’nin  Fe304-Si0O2-NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti  kullanilarak

2+

belirlenmesi amaciyla gelistirilen spektroflorometri yontemi igin; Zn“"’nin floresans
siddeti iizerine tampon cinsi, ¢oziicli oran1 ve pH etkisi, uyarma ve emisyon dalga boylari,
floresans siddeti ilizerine zamanin etkisi ve Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik

nanokompozitinin metal iyon se¢iciligi gibi parametreler kullanilarak optimum kosullar

belirlendi.
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4.6.1. Fes04-SiO2-NH2-(Zinpir-1) Manyetik Nanokompoziti Kullamlarak
Spektroflorometri Yontemi ile Zn?*’nin Belirlenmesinde Floresans Siddeti Uzerine
Tampon Cinsi, Coziicii Orani ve pH Etkisi

Zn?* yiiklendigi zaman Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitinin
en yiiksek floresans siddeti verebilecegi ¢oziicli ortamini belirlemek i¢in; oncelikle
Fe304-SiO2-NH»-(Zinpir-1) nanokompozitinin deiyonize su, etanol, metanol, kloroform,
eter, hekzan ve asetonda 1mg/3mL derisimde ¢ozeltileri hazirlandi. Fe304-SiO2-NH»-
(Zinpir-1) nanokompozitinin sulu ortam, metanol ve DMSQO’da iyi bir sekilde dispers
oldugu etanol, asetonitril, kloroform, eter, hekzan ve aseton gibi ¢oziiciilerde ise kismen
dispers oldugu gozlendi. Wong ve ark.'® tarafindan onerilen bir ¢alismada Zinpir-1
bilesiginin metanol- deiyonize su ve DMSO- deiyonize suyun birlikte kullanildigi karigim
halindeki ¢oziicli sisteminde daha iyi ¢oziindiigiinii ve ortamin iyonik giiciiniin sabit
kalmasini saglamak amaciyla 100 mM KCI elektrolit ¢ozeltisinin eklenmesi gerektigini
belirtmislerdir. Ayrica Burdette ve ark.®® calisilan fizyolojik ortamin benzer olmasini
saglamak amaciyla 100 mM KClI elektrolit ¢ozeltisi ve ortamdaki Zn?* disindaki diger
tyonlar1 bertaraf etmek amaciyla 50 uM EDTA eklenmesi gerektigini belirtmistir.

Bu bilgiler 1s18inda Fe304-SiO2-NH»-(Zinpir-1) nanokompozitinin dispers oldugu
100 mM KCl ve 50 uM EDTA igeren deiyonize su, metanol ve DMSO’dan olusan ¢6ziicii
karisimlar1 hazirlandi. FezOs-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompozitinin en iyi dispers
oldugu ¢oziicii karigimi olarak 100 mM KCl ve 50 uM EDTA i¢eren DMSO ve deiyonize
su karisimi se¢ildi. En iyi ¢6ziicli karigiminin oranini belirlemek amaci ile 1:4, 2:3 ve 4:1
h/h olmak tizere farkli oranlarda 100 mM KCl ve 50 uM EDTA igeren DMSO-deiyonize
su ¢oziicii karigimlar1 hazirlandi ve en iyi dispers oldugu ¢oziicli karistm orani 2:3 h/h

olarak belirlendi.
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Zinpir-1 iizerinde Zn?* veya H* ile koordinasyon bilesigi olusturan iki ayr1 N3O
elektron verici atom seti ile dort heteroatomun koordinasyona katildig: bildirilmistir.13
(Sekil 2.1). Bu gibi ¢ok islevli elektron veren birimlerdeki floresans etkileri genellikle bir
biitiin olarak ele alir. Zinpir-1 sensér ailesinin Zn?** veya H* baglama o6zellikleri
hakkinda ayrintili bir molekiiler resim, potansiyometrik titrasyon yapilarak ve
absorbsiyon ve emisyon spektroskopisi yontemleri kullanilarak belirlenmistir.*® Bu
calismada, Zinpir-1’in Zn?* ile olusturdugu kompleks bilesiginin olusum sabitleri,
mevcut pKa degerleri ile Zn?* ilave edildigi titrasyonlar ile belirlenmistir. Fakat
metal:ligand oranmin 1:1'den biiyilk oldugu ¢ozeltilerin bulanik oldugu ve deney
sonuglarinin uygun olmadigi belirtilmis ve Kdi degerini metal:ligand oran1 1:1 olacak
sekilde Zn?* iceren deneyler ile gergeklestirmislerdir. Kdz'de yaklastirilarak
belirlenmistir. Protonlanmis ve Zn?* bagh tiirlere ek olarak (HLZn)", (H.LZn)** ve
(HsLZn)** kanisik tiirleri de bilgisayar modelleme ile dahil edilmistir. 25°C’de 100 mM
KCligeren HCl igerisinde hazirlanan Zinpir-1 ¢6zeltisinin potansiyometrik titrasyonunda
ligand veya ligand kompleksinden Zn?* veya H* ayrilmas1 Tablo 4.3 ve Sekil 4.17’de
gosterilmektedir. Bilesigin floresans artisi, her iki baglama cepliginin doluluk durumuna
karsilik gelen ikinci protonun ve/veya Zn?*'nin baglanmasi iizerine olusur. ki ilave
protonun ve/veya Zn**'nin baglanmas: sirasinda ikinci bir artis meydana gelmektedir
(Sekil 4.18). Zn?* ve Zinpir-1 1:1 oraninda karistirldiginda floresans degisimini gosteren

pH titrasyon verileri Sekil 4.19°da gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Zinpir-1 Bilesiginden Proton ve Zn?*’nin Ayrisma Denge Sabitleri*®

Esitlik K (ayrisma denge sabitleri)

HL- = L* +H 812 (2)
H,L = HL™ + H' 6.96 (1)
H;L* = H,L + H* 4.59(3)
H,L*" = H,L" + H' 3.810(9)
H:L** = H,L*" + H' 2.8(3)

Hy L't = H;L*" + H' 23(2)

LZn = L*~ + Zn** 13.4 (3)
HLZn" = LZn+ H" 6.57(7)
H;LZn>" = HLZn* + H™ 4.02 (4)
H;LZn*" < H,LZn*" + H' 3.19 (9)
LZn,*" = LZn + Zn** 89 (3

Parantez igindeki numaralar son anlamli rakamin standart sapmasini gosterir.
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Sekil 4.17. Zinpir-1 bilesiginin pH degisimine bagli protonasyon dengesi*®
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Sekil 4.18. Protonlanmis ve Zn?* bagl Zinpir-1 kompleksinin kademeli degisimini
gosteren kimyasal denge®®
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Sekil 4.19. Zn?* ve Zinpir-1 1:1 oraninda karistirldiginda floresans degisimini gosteren
pH titrasyon verileri ( Zn?* igeren tiirler diiz ¢izgilerle, Zn?* igermeyenler ise kesikli
cizgilerle gosterilir) 18
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2+

Bu bilgiler 1s181inda, Zn“"’nin Zinpir-1 bilesigi ile metal:ligand ekivalent miktar
1:1 olacak sekilde kompleks olusturacagi pH 6.96-8.2 araligi ¢alisildi. Bu amag ile, 100
mM KCI ve 50 uM EDTA igeren DMSO-deiyonize su (2:3, h/h) ¢oziicii karisiminda
farkli pH’larda (pH 7, 7.1, 7.2, 7.4, 7.8 ve 8.2) ve farkli tampon maddeleri (PIPES ve
Tris-HCI) kullanilarak tampon ¢ozeltileri hazirlandi ve Fe304-SiO2-NH:-(Zinpir-1)
manyetik nanokompoziti bu tampon ¢ozeltiler icerisinde dispers edildi. Bu ¢ozeltiler
cesitli dalga boylarinda uyarilarak emisyon spektrumlar1 kaydedildi. Daha sonra FesOs-
SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti iceren tampon ¢ozeltilere final derisimi 80
ng/mL olacak sekilde deiyonize suda hazirlanan Zn?* eklendi ve yine cesitli dalga
boylarinda uyarilarak emisyon spektrumlart kaydedildi (Tablo 4.4). Elde edilen uyarma
ve emisyon spektrumlarindan yararlanilarak belirtilen tampon ¢ozeltilerinde Fes04-SiOo-
NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitine Zn?* yiiklenmesi ile floresans siddetinde artis
saglanmasina ragmen floresans siddetindeki en iyi artisin 100 mM KCI ve 50 uM EDTA
igceren 0.01 M Tris—=HCI (DMSO/deiyonize su 2:3 h/h, pH 7.2) tampon ¢6zeltisinde
gerceklestigi belirlendi. 100 mM KCI ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI
(DMSO/deiyonize su, 2:3 h/h, pH 7.2) tampon ¢dzeltisi kullanmamizin nedeni Zn?*
yiiklendigi zaman seg¢ilen uyarma dalga boyunda emisyon pikinde floresans siddetinde en
1yi artisin olmasidir. (Tablo 4.4). Bundan sonraki tiim ¢aligmalarimiz, bu tampon ¢ozelti

ortaminda yapildi.
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Tablo 4.4. Zn?**’nin Floresans Siddetine Coziicii Oran1 ve pH Etkisi (80 ng/mL)

Coziicii Oram

Floresans Siddeti

Tampon Cozelti (DMSO/Deiyonize Su) pH NK Zn2*
(h/h) Yiiklenen NK
7.0 9.197 11.403
7.1 9.216 11.407
1:4 7.2 9.364 11.814
7.4 9.247 11.417
7.8 8.968 10.950
8.2 8.914 10.605
7.0 9.401 12.217
7.1 9.461 12.450
100 mM KCl ve 7.2 9.497 12.890
50 uM EDTA Igeren 2:3 7.4 9.243 11.995
0.01 M Tris-HCI 7.8 8.968 11.002
8.2 8.931 10.706
7.0 9.260 11.385
7.1 9.289 11.457
7.2 9.293 11.717
4:1 7.4 9.225 11.405
7.8 8.998 10.850
8.2 8.967 10.512
7.0 12.880 12.879
7.1 12.972 12.963
1:4 7.2 12.987 12.995
7.4 12.957 12.960
7.8 12.709 12.710
8.2 12.507 12.505
7.0 13.089 13.097
7.1 13.100 13.117
100 mM KCl ve 7.2 13.177 13.208
S0 uM EDTA Igeren 2:3 7.4 13.103 13.117
0.005 M PIPES 7.8 12.809 12.815
8.2 12.788 12.791
7.0 12.843 12.854
7.1 12.887 12.892
7.2 12.915 12.935
4:1 7.4 12.806 12.810
7.8 12.699 12.701
8.2 12.497 12.503

NK: Fes0s-SiO2-NH;-(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti
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Bu sartlar altinda yiiklenen Zn?* ile ¢6zeltinin floresans siddetinin artt1ig1 renginin

sartya boyanmasi ile (Sekil 4.20) anlagilmaktadir.

Sekil 4.20. 100 mM KCI ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H,0 2:3,
pH 7.2) tampon ¢ozeltisi igerisinde Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik
nanokompoziti (A) ve Zn?* yiiklenen Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik
nanokompoziti ile Fe304-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) olusumu (B)

4.6.2. Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) Manyetik Nanokompoziti Kullamlarak
Spektroflorometri Yontemi ile Belirlenen Zn?*’nin Uyarma (Auy) ve Emisyon (Aem)
Dalga Boylarinin Belirlenmesi

100 mM KCl ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H20 2:3 h/h, pH
7.2) tampon ¢oOzeltisinde hazirlanan  Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1)  manyetik
nanokompozitine (1mg/3mL) final derisimi 80 ng/mL olacak sekilde Zn?" yiiklenerek
hazirlanan Fe30s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) ¢ozeltisinin 200-600 nm dalga boyu araliginda
eksitasyon ve 400-800 nm dalga boyu araliginda emisyon taramasi yapildi ve en uygun
uyarma dalga boyunun 490 nm ve buna karsilik gelen uygun emisyon dalga boyunun 530

nm oldugu tespit edildi (Sekil 4.21).
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16

80 ng/mL Zn?"

Floresans Siddeti

Sekil 4.21. 1mg/3mL Fe304-SiO2-NH:-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitine 80 ng/mL
Zn?* yiiklenmesi ile elde edilen Fe304-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin
floresans spektrumlari

4.6.3. Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) Manyetik Nanokompoziti Kullamlarak
Spektroflorometri Yontemi ile Belirlenen Zn?’nin Floresans Siddeti Uzerine
Zamamn Etkisi

100 mM KCl ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H20 2:3 h/h, pH
7.2) tampon ¢oOzeltisinde hazirlanan  Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1)  manyetik
nanokompozitine (1mg/3mL) final derisimi 80 ng/mL olacak sekilde Zn?* yiiklenerek
Fe304-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) olusturmak tiizere gergeklestirilen reaksiyonun meydana
gelmesi i¢in gereken siireyi belirlemek amaciyla Auy:490 nm ve Aem:530 nm dalga
boylarinda laboratuvar oda kosullarinda 0., 5., 7.5., 10., 15., 20., 25., 30., 35. ve 40.

dakikalarda floresans spektrumlari alindi. Zn?* belirlenmesinde kullanilan Fe3Os-SiO»-
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NH2-Zn(Zinpir-1) manyetik nanokompozitinin floresans siddetinin 20. dakikaya kadar
arttig1 ve bu dakikadan sonra sabit kaldig: belirlendi (Sekil 4.22) ve bundan sonra Zn?*

tayini i¢in yapilan tiim ¢aligmalarda bu siire gbz oniine alindu.

13,0
12,8
12,6
12,4
12,2
12,0
11,8
11,6
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Fluoresans Siddeti

0 10 20 30 40 50
Zaman (dakika)

Sekil 4.22. 1mg/3mL Fe304-SiO2-NHa-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitine 80 ng/mL
Zn?* yiiklenmesi ile elde edilen Fe304-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin
floresans siddeti {izerine zamanin etkisi (Auy:490 nm ve Aem:530 nm)

4.6.4. Fe3s04-SiO2-NH:-(Zinpir-1) Manyetik Nanokompozitinin Metal Iyon
Seciciligi

Tiikiiriikte Na*, K*, Ca?*, Mg?* ve Zn?* metal katyonlar1 bulunmaktadir. Bunlara
ilaveten asagida belirtilen tedaviler sonrasinda tiikiiriige salinan metal katyonlar1 Cr?*,
Co?*, Mo?", Mn?*, Fe?*, Ni?*, Ag*, Sn?*, Cu?*, Hg?", Ti** ve AP diir. Bunlar;

Protetik tedavide (kuron-képrii (kaplama) ve metal destekli boliimlii ve tam
protezler); protez malzemesi olarak metal alasimlar kullanilir. Bunlar da altin
alagimlarinin yani sira daha ekonomik olmasi agisindan % 63-68 Cr?*, % 25-30 Co** ve
eser miktarda Mo?*, Mn?*, C, Fe?*, Si?" iceren Co-Cr alagimlari tercih edilmektedir. Dis
protezi yapilan hastalarin tiikiiriiklerinde belirtilen iyonlarin belirlenmesine yonelik bir
calismada tiikiiriikten Co?*, Mo?*, C ve Fe?*’nin izole edilemedigi ve sadece Cr?* ve
Mn?*nin belirlenebildigi belirtilmis ve uygulamadan 3 giin sonra protez hastalarinin

tiikiiriik 6rneklerinde 0.0586 pg/mL Cr ve 0.0006 pg/mL Mn tespit edilmistir.3®
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Ortodontik tedavide; ortodontik dirsekler, bantlar ve teller i¢in paslanmaz gelik
kullanilir ve bu ¢elik de yaklasik %18 Cr?* ve %8 Ni?* igerir. Ortodontik tedavi goren
sabit ortodontik apareylere sahip hastalarin tedavi siiresince tiikiiriik 6rneklerinde Ni?* ve
Cr?* seviyelerine bakilmis ve tiikiiriikte 0.53—1.53 ng/mL derisim araliginda Cr?* ve 4.12-
11.53 ng/mL derisim araliginda Ni%* tespit edilmistir.!4°

Dis ciiriiklerinin konservatif tedavisinde; dolgu materyali olarak amalgam,
kompozit ve kompomer malzemeler kullanilir. Kompozit ve kompomer malzemeler
metal igermez. Amalgam dolgular ise giimiis dolgular olarak tanimlanir. Amalgam; Ag",
Sn?* ve Cu?* alasimmin, Hg?" ile karistirilmast ile elde edilir. Metal igeren malzemelerle
restoratif tedavi goren hastalarin tiikiiriiklerinde kontrol grubuna gore daha yiiksek
miktarda Ag*, Cr?*, Cu?*, Fe?*, Ni?* ve Zn?* tespit edilmistir.}*! Hg?" toksik oldugu i¢in
giintimiizde amalgam dolgular tercih edilmemektedir.

Implant tedavisinde; paslanmaz celik, Co-Cr alasimi, Ti ve Ti alasimlar
kullanilmaktadir. Yapay tiikiirik ortaminda yapilan bir ¢aligmada belirtilen
biyomateryallarden Ti**, Fe?*, Ni?* ve AI***{in salindig1 belirtilmistir.42

Ayrica tiikiiriikte sigara icen kisilerde AI**

iyonunun kontrol grubuna gore yiiksek
miktarda oldugu tespit edilmistir.®

Bu bilgiler 1s1ginda; Fe304-SiO2-NH-(Zinpir-1) nanokompozitini kullanarak
Zn?"nin tayininde, tiikiiriikte bulunan bazi metal iyonlarinin (Mn?*, Ca?*, Cu®*, Fe?*,
Ni?*, Co?*, Na*, K*, Mg?", Mo%", Cr?*, Hg®*, Ag", Sn?", Ti*" ve AI®") girisim etkileri
arastirildi. Bu amagla; girisim 6zelligi incelenen tiirlerin Boliim 3.9’da belirtildigi gibi
cozeltileri hazirlandi, olusum sabitlerine bagl olarak 490 nm uyarmada meydana gelen
530 nm emisyon dalga boyunda floresans spektrumlari alindi ve girisim etkisi, Fe304-

SiO2-NHa-(Zinpir-1) nanokompozitinin floresansini artiracak veya azaltacak yonde etkKi

gostermesi ile belirlendi. %10°dan daha fazla bu etkiyi gosteren ilgili derisimdeki tiiriin
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girisim etkisi oldugu sonucuna varildi. Buna gére, Sekil 4.23’de goriildiigii gibi Zn?*
tayininde, Mn?* ve Hg?"’nin, Zn?**’nin en yiiksek kalibrasyon derisiminin 100 kati
derisimlerinde olumsuz etkileri gbzlenirken diger belirlenen metal iyonlarda gozlenmedi.
Fe304-Si02-NH2-(Zinpir-1) nanokompozitinin floresansini, Mn?* azaltacak yonde Hg?*
ise artiracak yonde etki gosterdi. Protetik tedavi goren hastalarda gozlenen Mn?*’nin
uygulamadan 3 giin sonra pg/mL seviyesine diismesi ve dis c¢iirliklerinin konservatif
tedavisinde artik amalgam malzemenin tercih edilmemesi ve yine Hg?* desiminin

zamanla pg/mL seviyesine azalmasi yoniinden tiikiiriikte Fe304-SiO2-NHo-(Zinpir-1)

nanokompozitini kullanarak Zn?* tayininin rahatlikla yapilabilecegi sdylenebilir.

s
1
0.8
0,8

i
04
0.4
0,2

Mn2+ Ca2+ Cu2+ Fe2+ N2+ Co2+ Nas K+  Mg2+ Mo2+ Cr2+ Hg2+ Ag+ Snl+ T+ A3+ In2s
mnk+metaliyon 0,785 104 0954 0953 0955 0959 1028 1015 1,01 0934 1,002 1,227 0986 64 0,982 0986 1467
mnk 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

IFo/IF

nK: Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompoziti

Sekil 4.23. Zn*nin tayininde Fes04-SiO2-NHa-(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti
olusumuna dayali spektroflorometri yontemi ile girisim etkisi arastirilan metaller

4.7. Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) Manyetik Nanokompoziti Kullamlarak
Spektroflorometri Yontemi ile Zn?"’nin Belirlenmesine Yonelik Gelistirilen
Spektroflorometri Yonteminin Gegerlilik Testleri

4.7.1. Ozgiinliik (Belirleyicilik) / Secicilik

100 mM KClI ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H20 2:3 h/h, pH
7.2) tampon ¢Ozeltisinde ¢oziilerek hazirlanan 1mg/3mL Fe304-SiO2-NH»-(Zinpir-1)

manyetik nanokompozitine 0-160 ng/mL final derisim araliginda Zn?* yiiklendi ve 20
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dakika laboratuvar oda kosullarinda bekletildi. 490 nm uyarma dalga boyunda ve buna
karsilik gelen 530 nm emisyon dalga boyunu kapsayacak sekilde 400-800 nm dalga boyu
araliginda emisyon spektrumlari alindi (Sekil 4.24). Fe304-SiO2-NHo-(Zinpir-1)
manyetik nanokompozitinin 530 nm’de gozlenen emisyon piki Zn?* yiiklemesi ile
derigime bagli olarak artis gosterdi. Ayrica 100 mM KCI ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M
Tris—=HCI (DMSO/H20 2:3 h/h, pH 7.2) tampon c¢ozeltisinin 490 nm uyarma dalga
boyunda 400-800 nm dalga boyu araliginda emisyon spektrumlart alindi (Sekil 4.25) ve

530 nm’de ¢oziiciiden kaynaklanan herhangi bir interferansa rastlanmadi.

18
16
14
-160 ng/mL Zn®"
12

Floresans Siddeti

[N =)
LN
LN

45 595 645

Dalga Bovu (nim)

Sekil 4.24. 1mg/3mL Fe304-SiO2-NH»-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitine 0-160
ng/mL Zn** yiiklenmesi ile elde edilen Fe304-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin
emisyon spektrumlari
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Sekil 4.25. 100 mM KCl1 ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H;0 2:3
h/h, pH 7.2) tampon ¢ozeltisinin emisyon spektrumu

Boliim 3.8’de belirtildigi gibi yapay tiikiiriik ¢ozeltisi hazirland1 ve 1 mL yapay
tiikiiriik ¢ozeltisinin icerisine final derisim aralig1 0-160 ng/mL olacak sekilde Zn?* spike
edildi. Yine, Boliim 3.8’de belirtildigi sekilde gerekli islemler yapildiktan sonra 100 mM
KCl ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H.0 2:3 h/h, pH 7.2) tamponu
icerisinde 3 mg Fe304-SiO2-NH»-(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti olacak sekilde
hazirlanan dispers ¢ozelti yapay tiikiiriik ¢ozeltisine eklendi, 20 dakika laboratuvar oda
kosullarinda bekletildi ve manyetik olarak ¢ozelti ortamindan ayrildi. Daha sonra elde
edilen Fe304-SiO2-NHz-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin  1mg/3mL olacak sekilde
c¢ozeltisi hazirlandiktan sonra 490 nm uyarma dalga boyunda ve buna karsilik gelen 530
nm emisyon dalga boyunu kapsayacak sekilde 400-800 nm dalga boyu araliginda
emisyon spektrumu alindi (Sekil 4.26). Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik
nanokompozitinin 530 nm’de gozlenen emisyon piki Zn?" yiiklemesi ile derisime bagh
olarak artis gosterdi. Yapay tiikiirlikten kaynaklanan herhangi bir interferansa

rastlanmadi.
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Sekil 4.26. Yapay tiikiiriik ¢ozeltisi igerisinde 1mg/3mL Fez04-SiO2-NH2-(Zinpir-1)
manyetik nanokompozitine 0-160 ng/mL Zn?* yiiklenmesi ile elde edilen Fe304-SiO,-
NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin emisyon spektrumlari

4.7.2. Dogrusallik ve Calisma Arahgi

100 mM KCI ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H20 2:3 h/h, pH
7.2) tampon ¢Ozeltisinde ¢oziilerek hazirlanan 1mg/3mL Fe304-SiO2-NH»-(Zinpir-1)
manyetik nanokompozit ¢ozeltisi lizerine final derisimi 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 ve
160 ng/mL olacak sekilde Zn?* yiiklenerek standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi. 490 nm
uyarma dalga boyunda ve buna karsilik gelen 530 nm emisyon dalga boyunda floresans
siddetleri kaydedildi. Zn?* derisimine kars1 floresans siddetleri grafige gegirilerek standart
ekleme yontemi ile kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.27A). Her bir egrinin istatistik

degerlendirmesi yapildi (Tablo 4.5).
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1 mL yapay tiikiiriik ¢ozeltisinin icerisine final derisimi 20, 40, 60, 80, 100, 120,
140 ve 160 ng/mL olacak sekilde Zn?* spike edildi. Boliim 3.8’de belirtildigi sekilde
gerekli islemler yapildiktan sonra 100 mM KCl ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI
(DMSO/H20 2:3 h/h, pH 7.2) tamponu igerisinde 3 mg Fe30s-SiO2-NH»2-(Zinpir-1)
manyetik nanokompoziti olacak sekilde hazirlanan dispers ¢ozelti yapay tiikiiriik
¢ozeltisine eklendi, 20 dakika laboratuvar oda kosullarinda bekletildi ve manyetik olarak
¢ozelti ortamindan ayrildi. Daha sonra elde edilen Fe304-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1)
nanokompozitinin Img/3mL olacak sekilde ¢6zeltisi hazirlandi ve sonra 490 nm uyarma
dalga boyunda ve buna karsilik gelen 530 nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri
kaydedildi. Yapay tiikiiriik icerisinde elde edilen Zn?" derisimine kars1 floresans siddetleri
grafige gegirilerek standart ekleme yontemi ile kalibrasyon egrileri elde edildi (Sekil 4.27
B). Her bir egrinin istatistik degerlendirmesi yapildi (Tablo 4.5).
Tablo 4.5. Standart ve Yapay Tiikiiriik Calisma Cozeltilerinde FesO4-SiO2-NH»-(Zinpir-

1) Manyetik Nanokompoziti Kullanilarak Spektroflorometri Yontemi ile Belirlenen
Zn?*’nin Kalibrasyon Egrilerinin Istatistiksel Analiz Degerleri

Cozelti Aem CA (ng/mL) LR? Sa Sh R?
Tird
Standart 530 20-160 Y=0.0341x + 10.109 0.058 0.0007 0.9973
Yapay 530 20-160 Y=0.0345x + 10.005 0.104 0.0015 0.9988
Tukiiriik

CA: Caligma araligi, a: 3 Kalibasyon egrisi, LR: Lineer regresyon, Sa: Regresyon egrisindeki kaymanin
standart sapmasi Sb: Regresyon egrisindeki egimin standart sapmasi, R?: Korelasyon katsayisi
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Sekil 4.27. Fe304-SiO2-NH:-(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti kullanilarak

spektroflorometri yontemi ile belirlenen Zn?*"nin standart ¢dzeltilerde (A) ve yapay
tikkiiriik ¢ozeltilerinde (B) elde edilen kalibrasyon egrileri

4.7.3. Dogruluk/ Kesinlik
100 mM KCl ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H.0 2:3 h/h, pH
7.2) tampon ¢ozeltisinde ¢oziilerek hazirlanan 1mg/3mL Fe304-SiO2-NH»-(Zinpir-1)

manyetik nanokompozit ¢ozeltisi lizerine final derigimi kalibrasyon egrisinde yiiksek orta
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ve diisiik derisimleri temsil eden 40, 80 ve 120 ng/mL olacak sekilde Zn®* yiiklenerek
standart calisma ¢ozeltileri hazirlandi. Elde edilen ¢ozeltilerin giin i¢i (ayni yontem ve
ayn1 laboratuvar sartlarinda 1 giinde 3 kez) ve giinler arasi (ayn1 yontemle farkli 3 giinde
3 kez) analizleri 490 nm uyarma dalga boyunda ve buna karsilik gelen 530 nm emisyon
dalga boyunda floresans siddetleri kaydedilerek gerceklestirildi. Analiz sonug¢larinin
ortalamasi ve standart sapmalar belirlendi ve degisim katsayilar1 hesapland: (Tablo 4.6
ve Tablo 4.7).

1 mL yapay tiikiirik ¢dzeltisinin igerisine final derisimi kalibrasyon egrisinde
yiiksek orta ve diisiik derisimleri temsil eden 40, 80 ve 120 ng/mL olacak sekilde Zn?*
spike edildi. Boliim 3.8de belirtildigi sekilde gerekli islemler yapildiktan sonra 100 mM
KCI ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H-0 2:3 h/h, pH 7.2) tamponu
igerisinde 3 mg Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti olacak sekilde
hazirlanan dispers ¢ozelti yapay tiikiiriik ¢ozeltisine eklendi, 20 dakika laboratuvar oda
kosullarinda bekletildi ve manyetik olarak ¢ozelti ortamindan ayrildi. Daha sonra
manyetik olarak ayrilan Fe304-SiO2-NHz-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin  1mg/3mL
olacak sekilde ¢ozeltisi hazirlandi ve elde edilen ¢dzeltilerin giin i¢i (ayn1 yontem ve ayni
laboratuvar sartlarinda 1 giinde 3 kez) ve giinler aras1 (ayn1 yontemle farkli 3 giinde 3
kez) analizleri 490 nm uyarma dalga boyunda ve buna karsilik gelen 530 nm emisyon
dalga boyunda floresans siddetleri kaydedilerek gergeklestirildi. Analiz sonuclarinin
ortalamasi ve standart sapmalari belirlendi ve degisim katsayilart hesapland: (Tablo 4.6

ve Tablo 4.7).
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Tablo 4.6. Standart ve Yapay Tiikiiriik Calisma Cozeltilerinde FesO4-SiO2-NH»-(Zinpir-
1) Manyetik Nanokompoziti Kullanilarak Spektroflorometri Yontemi ile Belirlenen
Zn?*’nin Giin I¢i Dogruluk ve Kesinlik Degerleri

Giin I¢i
Eklenen
Ortam Ortalama+SS
(ng/mL) %BH %BSS
(ng/mL)
40 40.38 +0.37 0.95 0.91
80 80.32+1.17 0.41 1.46
Standart
120 120.7 £ 0.81 0.67 0.56
40 40.89 + 1.01 2.22 2.47
Yapay Tiikiiriik 80 80.36+1.37 0.45 1.70
120 120.6 +1.88 0.50 1.55

SS: Standart sapma (n=3), BSS: Bagil standart sapma (SS/ortalamax100), BH: Bagil hata

Tablo 4.7. Standart ve Yapay Tiikiiriik Calisma Cozeltilerinde FesO4-SiO2-NH:-(Zinpir-
1) Manyetik Nanokompoziti Kullanilarak Spektroflorometri Yontemi ile Belirlenen
Zn?*’nin Giinler Aras1 Dogruluk ve Kesinlik Degerleri

Giinler Arasi

Eklenen
Ortam Ortalama+SS
(ng/mL) %BH %BSS
(ng/mL)

40 40.36 £1.02 0.89 2.52

Standart 80 80.70 + 1.47 0.87 1.82

120 120.9 £1.18 0.79 0.98

40 40.26 £ 0.96 0.65 2.38

Yapay Tiikiiriik 80 80.79 + 1.20 1.00 1.48

120 120.8 £1.46 0.71 1.21

SS: Standart sapma (n=3), BSS: Bagil standart sapma (SS/ortalamax100), BH: Bagil hata

4.7.4. Gozlenebilme Sinir1 (Teshis Limiti) (LOD) ve Tayin Alt Simir1 (Miktar
Tayin Limiti) (LOQ)

Boliim 3.12.4°te anlatildig1 gibi standart ve yapay tikiiriik ¢ozeltilerinde Fe3Os-
SiO2-NH.-(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti ile belirlenen Zn?* igin olusturulan

kalibrasyon egrilerinden yararlanilarak LOD ve LOQ degerleri hesaplandi. Standart
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cozeltilerde LOD ve LOQ degerleri sirastyla 5.04 ng/mL ile 15.3 ng/mL olarak tespit
edilirken yapay tiikiiriikk ¢ozeltilerinde ise LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 5.89 ng/mL
ile 17.8 ng/mL olarak tespit edildi.

4.7.5. Geri Kazanim

Yapay tiikiiriikte dogrulugun bir 6l¢iisli olan geri kazanim calismast yapildi. Bu
amag icin, Oncelikle standart ¢ozeltideki degerleri elde etmek amaciyla 100 mM KCI ve
50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H-0 2:3 h/h, pH 7.2) tampon ¢ozeltisinde
hazirlanan 1mg/3mL Fe304-SiO2-NHz-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitine final
derisimleri 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 ve 160 ng/mL olacak sekilde Zn?" yiiklenerek
standart ¢ozeltiler hazirlandi. Yine 1 mL yapay tiikiiriik ¢ozeltisinin icerisine final
derisimleri 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 ve 160 ng/mL olacak sekilde Zn?* spike edildi.
Boliim 3.8’de belirtildigi sekilde gerekli islemler yapildiktan sonra 100 mM KCI ve 50
uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H20 2:3 h/h, pH 7.2) tamponu igerisinde 3
mg Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti olacak sekilde hazirlanan
dispers ¢ozelti yapay tiikiiriik ¢ozeltisine eklendi, 20 dakika laboratuvar oda kosullarinda
bekletildi ve manyetik olarak ¢6zelti ortamindan ayrildi. Daha sonra elde edilen FezOs-
Si02-NHz-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin 1mg/3mL olacak sekilde ¢6zeltisi hazirland.
Hem standart hem de yapay tiikiiriik ortaminda hazirlanan ¢ézeltilerin 490 nm uyarma
dalga boyunda ve buna karsilik gelen 530 nm emisyon dalga boyunda floresans siddetleri
kaydedildi. Yapay tiikiirik ¢ozeltilerinin floresans siddeti standart ¢ozeltilerden elde
edilen floresans siddeti ile kiyaslanarak sonuclar yiizde geri kazanim olarak Tablo 4.8’de

verildi.
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Tablo 4.8. Yapay Tiikiiriik Icerisine Katim Yapilan ve Fe30s-SiO2-NH.-(Zinpir-1)
Manyetik Nanokompoziti Kullanilarak Spektroflorometri Yontemi ile Belirlenen
Zn?*’nin Geri Kazanim Degerleri

Eklenen Derigim Bulunan Derigim £SS )
(ng/mL) (ng/mL) Geri Kazanim
20 20.02+1.23 100.08
40 39.57+1.29 98.93
60 59.21+0.86 98.68
80 79.60+1.57 99.50
100 99.6142.84 99.61
120 119.90+1.52 99.92
140 139.36+1.50 99.54
160 160.08+1.21 100.05

SS: Standart sapma (n=3)

4.8. Saghkh, Oral Prekanserli ve Oral Kanserli Goniilliillerde Tiikiiriik
Zn?nin  Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) Manyetik Nanokompoziti Kullamilarak
Spektroflorometri Yontemi ile Belirlenmesi

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan ¢alisma onay1 alindiktan sonra
(karar no: 07, tarih: 17.09.2015) Bo6liim 3.13°te anlatilan 6rnek alma prosediiriine gore 6
saglikli goniillii ve Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim
Dalinda 6 oral prekanser ve 6 oral kanser teshisi konulmus toplam 12 hasta ¢alismaya
alindi. Belirtilen saglikli goniilliilerin ve oral prekanserli ve oral kanserli hastalarin
ozellikleri Bolim 3.13°te belirtildi. Alinan Grnekler analiz edilene kadar -80°C’de
muhafaza edildi. Daha sonra tiikiirik Ornekleri laboratuvar oda kosullarinda
¢Oziindiirtildii ve Boliim 3.14’te belirtildigi gibi her bir 6rnekten 1 mL tikiiriik 6rnegi
alindi, gerekli islemler yapildiktan sonra 100 mM KCl ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M
Tris—-HCI (DMSO/H20 2:3 h/h, pH 7.2) tamponu igerisinde 3 mg Fe304-SiO2-NH>-
(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti olacak sekilde hazirlanan dispers ¢ozelti yapay

tikiirik ¢ozeltisine eklendi, 20 dakika laboratuvar oda kosullarinda bekletildi ve
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manyetik olarak ¢6zelti ortamindan ayrildi. Daha sonra elde edilen Fe304-SiO2-NH;-
Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin 1mg/3mL olacak sekilde ¢ozeltileri hazirlandi. Bu
tilkiiriik ¢ozeltilerinin 490 nm uyarma dalga boyunda ve buna karsilik gelen 530 nm
emisyon dalga boyunu kapsayacak sekilde 400-800 nm dalga boyu araliginda emisyon
spektrumu alind1. Saglikli goniilliide ve oral prekanserli ve oral kanserli hastalarda, Zn?*
analizi sonucu elde edilen spektrumlar sirasiyla Sekil 4.28, Sekil 4.29 ve Sekil 4.30’da

verildi.
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Sekil 4.28. Saglikli goniillii kisilerden UM’nin tiikiiriik 6rneginde bulunan Zn?* ile elde
edilen Fe30s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin emisyon spektrumu
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Sekil 4.29. Oral prekanserli hastalardan CU’niin tiikiiriik 6rneginde bulunan Zn?" ile elde
edilen Fe30s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin emisyon spektrumu
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Sekil 4.30. Oral kanserli hastalardan ZA nin tiikiiriik 6rneginde bulunan Zn?* ile elde edilen
Fe304-Si02-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin emisyon spektrumu
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Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitinin 530 nm’de goézlenen
emisyon pikinde tiikiiriikte bulunan Zn?* derisimine bagh olarak floresans siddetinde artis
goriildii. Yapay tiikiiriik icerisinde elde edilen Zn?* derisimine kars1 floresans siddetleri
grafige gecirilerek standart ekleme yoOntemi ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak saglikli goniilliilerin ve oral prekanserli ve oral kanserli hastalarin hem
tiikiiriik 6rneklerinde bulunan Zn?* derisimleri hem de seyreltme faktérii olan 9/1 orani
ile carpilmasi sonucu elde edilen tiikiiriikteki gercek derisimleri bulundu. Elde edilen

veriler Tablo 4.9 ve Sekil 4.31°de verildi.

Tablo 4.9. Saglikli, Oral Prekanserli ve Oral Kanserli Goniillillerde Fe304-SiO2-NH2-
(Zinpir-1) Manyetik Nanokompoziti Kullanilarak Spektroflorometri Yo6ntemi ile
Belirlenen Tiikiiriik Zn?" Derisimleri

Tiikiiriik Zn®* Derisimleri (ng/mL)

Goglig isim Bulunan BulunanxSey fak
(9/1)
AP 78.38 705.39
KM 69.91 629.22
Saglikl UM 57 28 505 45
(4E,2K)
(Y0:46.33+15.66) NA 66.61 599.48
EP 65.83 592.43
GG 65.19 586.70
EG 57.86 520.70
AS 57.74 519.65
Oral Prekanserli e £4.90 494,00
(4E,2K) >
(YO:43.3311.50) U 57.68 519.13
NT 52.38 471.39
YS 51.88 466.96
ZA 41.86 376.70
IT 44.14 397.30
Oral Kanserli _— 4300 S
(4E,2K)
(YO:52.66+15.27) NB 38.46 346.17
ND 36.58 329.22
HS 40.64 365.74

E: Erkek, K: Kadin, YO: Yas ortalamasi, Sey fak: Seyreltme faktorii
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Saglikli, Oral Prekanserli ve Oral Kanserli Gondilliilerin
Tiikiirtik Zn?* Derisimleri (ng/mL)

800
700
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400
300
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Saghkl Oral Prekanser Oral Kanser

Sekil 4.31. Saglikli goniilliilerin (6) ve oral prekanserli (6) ve oral kanserli (6) hastalarin
Fe304-SiO2-NH:-(Zinpir-1) manyetik nanokompoziti kullanilarak spektroflorometri
yontemi ile elde edilen tiikiiriik Zn?* derisimlerinin siitun grafikleri

Saglikli goniilliilerin (6) ve oral prekanserli (6) ve oral kanserli (6) hastalarin
tiikiirik Zn?* derisimleri arasindaki farklihgm anlamlihk diizeyini ortaya koymak
amaciyla tek yonlii ANOVA analizinin non-parametrik karsiligi olan Kruskal-Wallis tek
yonlii analizi veri setine uygulandi (Tablo 4.10). Elde edilen istatistiksel veriler 1s181nda;
saglhkl, oral prekanserli ve oral kanserli goniilliilerin tiikiiriik Zn?* derisimlerinde
p<0.001 seviyesinde anlamli farkliligin oldugu ve saglikli gruptan, sirasiyla oral
prekanser ve oral kanser gruplarma dogru gidildikge ortalama tiikiiriik Zn?*

derigimlerinde olduk¢a anlamli derecede (p=0.0005) bir azalma oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.10. Saglikli Goniilliilerden (6) ve Oral Prekanserli (6) ve Oral Kanserli (6)
Hastalardan Elde Edilen Tiikiirik Zn?* Derisimlerinin Istatistiksel Analiz Degerleri
(Kruskal Wallis Test)

Calisma n Ortalama  Standart Min. Q1 Median Q3 Max.

Grubu Sapma

1 Saglikli 6 619.77 44.45 586.70 594.2 602.5 623.3 7054

2 Oral 6 498.64 24.96 467.01 477.1 506.6 519.5 520.7
Prekanserli

3 Oral 6 367.08 25.65 329.20 3511 371.2 384.7 397.3
Kanserli

Kruskal Wallis Rank Sum Test

Ki-Kare Degeri Serbestlik P Degeri
Derecesi
15.158 2 0.0005111

n: Kisi sayisi, Q1: Alt ¢ceyrek, Q3: Ust ceyrek, Min.:Minimum, Max.: Maksimum, Median:Ortanca
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Derisim

500
1

400
1

Oral Kanser Oral Prekanser Saghkh

Sekil 4.32. Saglikli goniillillerden (6) ve oral prekanserli (6) ve oral kanserli (6)
hastalardan elde edilen tiikiiriik Zn?* derisimlerine ait kutu grafikler
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5. TARTISMA

Kanser; hiicre ¢ogalmasini diizenleyen mekanizmalarin baz1 etkenler tarafindan
bozulmasi nedeniyle atipik hiicrelerin anormal miktarlarda c¢ogalmasi ve saglikli
dokularin yerini almasi sonucunda organizmanin fonksiyon goéremez hale gelmesi olarak
tamimlanir.®® Hizli niifus artis1 ve diinya niifusunun yaslanmasi ile birlikte kanserin

1

insidans1 ve mortalitesi diinya c¢apinda hizla artmaktadir.” Diinyada teknolojinin

ilerlemesi ile birlikte giiniimiizde 100°den fazla kanser tiirii tespit edilmektedir.2#

Oral kanserler, alt ve list dudaklarin iistiinde, agzin i¢inde, girtlak, bademcikler
veya tiikiiriik bezlerinin arkasinda meydana gelen kanser tiirleri olarak tanimlanir.14>146
Bas boyun bolgesinde goriilen kanserler igerisinde oral kanserler ikinci siradadir.*’
GLOBOCAN’mn 2018 yilindaki verilerine gore diinyada 354.864 yeni dudak ve oral
kanser vakasi, 2012 yilindaki verilerine gore ise Tiirkiye’de 1910 yeni oral kanser vakasi
teshis edildigi bildirilmistir. Bu verilere gore oral kanserden dlenlerin sayist; diinyada
177.384 iken Tiirkiyede 792 olarak belirtilmistir.! Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte
giinlimiizde var olan tedavilere ragmen her yil 300.000’in iizerinde yeni vakanin
bildirilmesi ve mortalite oraninin yiiksek olmasi bu kanser tiiriinlin ciddiyetini gozler
oniine sermektedir.4

Oral kanserler, malignitenin tiirline gore guruplara ayrilir. Bunlardan bir tanesi
epidermoid karsinomdur. OSHK bir epidermoid karsinom olup agiz ve orofarenksin deri
ve Ortlicli mukozalarinin dis dokusunda (¢ok katl1 yass1 epitel) goriilen bir kanser tiirtidiir.
Gorsel muayene, biyopsiyi takiben histopatoloji, 151k tabanli gesitli goriintiileme teshis
sistemleri ve DNA analizi oral kanser teshisi icin kullanilan gesitli yontemlerdir.*? Oral
kanserlerin %90’indan fazlasint OSHK olusturur. OSHK’nin goriilme siklig1 yas ile

birlikte artmakta ve cogunlukla 40 yas iistii erkeklerde goriilmektedir. Ancak son yillarda

genglerde ve kadinlarda da goriilme sikliginin artmasi artan sigara ve alkol tiiketimi ile
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iligkilendirilmektedir. Oral kanserle iliskili 6liimlerin biiyiikk bir kism1 65 yas ve tistii
bireylerde goriilmektedir. OSHK i¢in tiitiin ve alkol kullanimi, kotii agiz hijyeni ve
HPV’nin en 6nemli olas1 etiyolojik faktorler oldugu sdylenebilir.*® Oral kanserlerden
goriilme siklig1 en fazla olan OSHK tiirii oldugu i¢in ¢aligmamizda bu oral kanser tiirii
segildi.

Kanser gelisme olasiligi normal 6zellikteki es dokuya gore fazla olan morfolojik
olarak degismis doku prekanser olarak tanimlanir. Oral kanserlerde goriilen en yaygin
oral prekanser lezyonlarlar OE, OL, OSMF ve OLP’dir.*°

OLP, mukokiitanoz bir lezyon olup oral mukozada sikg¢a rastlanilan iltihabi bir
hastaliktir. Genellikle 40 yas {istii bireylerde goriiliir. Kesin etiyolojisi bilinmemekle
birlikte emosyonel stresin lezyonun ortaya ¢ikmasinda etkin oldugu belirtilmektedir.
Asemptomatik olan bu lezyonlar klinik olarak heterojen goriiniimde olup retikiiler, eroziv,
biilloz, papiiler, hipertrofik ve iilseratif gibi formlarda goriilebilirler. Retikiiler ve diger
asemptomatik OLP hastalar1 tedavi olmadan izlenebilirken herhangi bir belirti ve/veya
potansiyel kanser riskinin oldugu durumlarda lezyonlar tedavi edilmelidir. OLP i¢in
hem topikal hem de sistemik tedavi yontemleri bildirilmistir. OLP, yiiksek goriilme
siklig1 nedeniyle kansere doniisiim habercisi olarak 6nemli bir yere sahiptir. Hastaligin
10 yi1l sonrasinda hastalarin % 1-4’linde kanser gelisiminin oldugu tahmin
edilmektedir.1%2°28 QLP en sik goriilen oral prekanser lezyonlardan biri oldugu icin
¢alismamizda bu oral prekanser tiirii se¢ildi.

Kanser hastaliklarinda, tlimoriin viicuttaki yayginligi tedaviye alinan cevap ile
dogru orantilidir. Bu nedenle kanserli hiicrelerin bulundugu alandan viicudun diger
alanlarina yayilmadan once erken teshisi ve bu sekilde hastalifin 6niine ge¢ilmesi kanser
tedavilerinde basariya ulagsmay1 saglar. Giiniimiizde elde edilen verilere gore, erken teshis

edilip tedavisine baglanan kanser vakalarinda yiiksek oranda iyilesme goriilmektedir. Bu
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oran OSHK ’da benzerdir.™®

Erken teshis basarili tedavi sansimi arttirdigi igin, oral kanserlerde prekanser
lezyonlarin olabildigince erken teshis edilmesi onemlidir. Prekanser bir lezyonun
taninarak zamaninda tedavi edilmesi kanser transformasyon gelisimini engelleyebilir.?
Geg kalindig taktirde ciddi boyutta displaziye ilerleyebilir. Ayrica prekanserin karsinom
in situ’ye ve/veya OSHK’ya doniigsme riski vardir. Bu nedenle erken teshis 6nemlidir ve
hayat kurtarici olabilir.*°

Son yillarda, erken tani ve tedavi imkanlarindaki artisa ragmen oral kanser
tanisinda % 60-70 oraninda ge¢ kalmmaktadir.® Erken teshis edilemeyen olgularda
tedavi sonrasinda diizeltilemeyen yiiz ve agiz deformiteleri, fonksiyon kaybi ve hatta
oliimler meydana gelebilir.® Popiilasyonun tamaminda oral kanser taramasi yapmak
maliyet agisindan oldukga kiilfetlidir. Ayrica dis hekimleri, oral kanserlerin teshisinden
sorumlu olmalarma ragmen, farkli iilkelerde yapilan c¢aligmalara gore oral kanserin
Oonlenmesi ve erken teshisi i¢in gerekli olan prosediirleri diizenli olarak
uygulamamaktadirlar. Tiirkiyede’de yapilan ve oral kanserin 6nlenmesi ve erken teshisi
konusunda dis hekimlerinin farkindaligin1 arastiran bir anket calismasinda elde edilen
verilere gore dis hekimlerinin 40 yas iizerindeki hastalarma agiz kanseri muayenesi
yapma oraninin oldukea diisiik oldugu belirtilmistir.18:14%:149-151 {statistik verilerine gore
erken tanida %90 olan 5 yillik hayatta kalma orani, bir¢ok oral kanser igin ileri evrelerde
tam konulmasindan dolay1 %20 civarma geriler.’® Bu baglamda, oral kanserler igin en
kotii prognoz olan bu durumdan dolayi, erken teshis ve dnlem icin yapilan ¢aligsmalarin
Oonemi artmaktadir.

OSHK lezyonlari, alan1 milimetreden santimetreye kadar degisebilen ve
baslangicta genellikle kiigilk ve semptomsuz olan lezyonlardir. Klinik o6zelliklerin

yetersiz olmasi; tanida biyopsi ve histopatolojik muayeneyi 6nemli kilmaktadir.'® Siipheli
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lezyonlarin biyopsisi ve histopatolojik olarak degerlendirilmesi, erken donem kanser
tespitinde ¢cok onemli olmakla birlikte invaziv bir tekniktir ve kitle taramas1 yapmak
miimkiin degildir. Bununla birlikte genis veya multiple lezyonlarda, diagnostik hatalar
Oonlemek amaciyla goézlemcilerin lezyonun en karakteristik bdlgesini hedeflemesi
zorunludur. Bilhassa ilerlemis displazilerdeki gozlemciler aras1 degiskenligin yliksek
oldugu sdylenebilir.?®3? Ayrica, dental panoramik tomografi, bilgisayarli tomografi ve
MRI gibi bazi yardimc1 goriintiileme yontemleri tani i¢in kullanilabilir. Oral prekanser
lezyonlarinin teshisi igin kullanilan yardimci tan1 yontemlerinde de spesifite degerlerinde
tutarsiz sonuglar bulundugu ve bu yontem ve sistemlerin gercek sensitivite ve spesifite
degerlerini belirlemek amaciyla kontrollii klinik calismalarin daha fazla yapilmasi
gerektigi bildirilmistir.?°

Son zamanlarda, 1518a dayali tespit sistemlerinin duyarliligi ve 6zginligi
arttirdigr iddia edilmesine ragmen kontrolli g¢aligmalar uygulamada bunun bdyle
olmadigmni gdstermistir. Mehrotra ve Gupta®? 1s1k bazli taramaya yardimci sistemlerin,
lezyonun biyolojik yapisini belirlemek i¢in degil, geleneksel bir oral muayene ile goz ardi
edilebilecek oral lezyonlar1 tanimlamak i¢in yalnizca klinik muayeneye yardimer olarak
kullanilmalar1 gerektigini belirtmistir.3?

Biyobelirte¢ biyolojik sivilarda ve dokularda normal ya da anormal bir siireci
belirten molekiillere verilen addir. Oral kanserler i¢in kullanilan ¢ok sayida kan ve
tilkliriik biyobelirtegleri vardir. Tiikiiriik biyobelirtegleri inorganik bilesikler, peptit veya
proteinler, DNA, mRNA veya microRNA, metabolomiks metabolitleri ve gesitli
kimyasal ve enzim aktivite bilesikleri olarak siralanabilir.®® Tiikiiriikteki inorganik
biyobelirtegler biyoelemetlerdir.

Biyoelementler, ekzojen (primer) veya biyojen (ikincil) kokenli organik bilesikler

ile atomlar, iyonlar ve nanopartikiiller gibi kimyasal elementlerin biyolojik olarak aktif

116



bir kompleksini olusturan yasam maddelerinin elementel islevsel birimleridir.t%?

Viicuttaki birgok siiregte onemli gorevleri vardir. Bunlar, enzimlerin kofaktorii olmasi,
yap1 elementleri olmasi, hormonal fonksiyonlarda yer almas1 ve viicudun stabilizerlerini
saglamasi seklinde siralanabilir. Bununla birlikte, viicut sivilar1 ve hiicrelerde katyon-
anyon dengesinin saglanmasi, sinir impulslarinin iletimi, kaslarin kasilmasi ve viicut
stvilariin hareketinin diizenlenmesi gibi gorevleri de vardir. Biyoelementlerin viicuttaki
eksikliginde stabilizasyonun bozulmasi nedeniyle, viicuttaki yapilarin ve bunlarin
fonksiyonlarinin, yiik 6zelliklerinin ve allosterik konfigiirasyonun degismesi gozlenir.*>®
Ayrica biyoelementlerin eksikligi veya fazlaligi durumunda kanserojenik stresse karsi
viicut ici direncinde birtakim bozukluklar beklenir.®® Bioelementolojikal yaklasimin
gelistirilmesi ile insanlarin hastaliklarinda teshis ve tedavilerinin tanimlanmasi ve
beslenme ile hastaliklar arasinda iliskinin kurulmasi sonucu saglik durumlarinin
belirlenmesi saglanabilir.

Canli organizmada olduk¢a diisiik miktarlarda bulunan ¢inko, on iig
biyoelementten biridir ve insan viicudunda ikinci sirada yer alan eser elementtir. Cinko,
mavimsi agik gri renkte olup periyodik tablonun II B grubunda yer alir. Erime noktasi
diisiik olan kirillgan bir metaldir. Biyolojik sistemlerdeki ¢inko oksidasyon veya
rediiksiyona ugramayan ve sadece 2+ degerlikli olarak bulunan bir biyoelementtir.3*
Yetiskin bir insandaki miktar1 yaklasik 1.4-2.5 gr olan ¢inko, karaciger, bobrek, retina,
eritrositler, prostat, semen, hipokampus, kemik ve kas dokusu gibi biitiin dokular,
organlar ve viicut sivilarinda bulunmaktadir. Cinko yaklasik %85 iskelet kas1 ve kemikte,
%11 deri ve karacigerde, % 2-3 ise diger dokularda bulunmaktadir.

Cinko belirli bir derisim araliginda enzimatik diizenlemeler, gen expresyonu,
norotransmisyon ve hiicre 6liimii gibi pek ¢ok patofizyolojik proseste dnemli rolii olan

biyolojik a¢idan Onemli bir metal iyonudur. Cinkonun fazlaligi veya eksikligi
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durumlarinda homeostasisi bozularak kardiyovaskiiler hastaliklar, yara iyilesmesinin
gecikmesi, konjenital anomaliler, intrauterin biiylime geriligi, biiylime-geligsme geriligi,
bozulmus noérofizyolojik performans, enfeksiyonlara duyarliligin artmasi, koku-tat
duyusu bozuklugu gibi ¢esitli agiz hastaliklarin1 da kapsayan bazi klinik bulgular ve
kanser vakalar1 meydana gelir.® Cinko eksikliginin bakir emilimini arttirmasi ve immun
fonksiyon bozukluguna neden olmasinin kanser olusumunda etkili oldugu
gdsterilmistir.’® Bu nedenle biyolojik drneklerde ¢inko miktarinin belirlenmesi belirtilen
hastaliklarin gelisimi, etiyolojisi ve tanisinda 6nemli yardimci bir faktor olabilir.

Plazma, tam kan, serum, idrar, sa¢ ve tiikiiriik ¢inko diizeylerinin yeterli
hassasiyete sahip bir analitik yontem ile tayin edilmesi ¢inkonun organizmadaki durumu
hakkinda bilgi verir. Ideal bir biyolojik 6rnegin biyokimyasal, molekiiler ve hiicresel
olarak biitiin lokalizasyonlar1 igermesi gerekir.

Agiz icindeki homojen olmayan, renksiz, kokusuz, az kivamli ve hafif bulanik
olan viicut sivis1 tiikiiriik olarak tanimlanir. Mineral, hormon, enzim, immiinglobulin,
sitokin, elektrolit ve diger bilesenlerden olusan tiikiiriigiin % 95-99.4’ii sudur.'®®
Tukiirtiiglin sistemik dolasimdaki pek ¢cok molekiilii ihtiva eden oldukga biiytlik bir sivi
kaynag1 olmasi, tiikiiriik bilesenlerinin lokal damar agindan elde edilmesi ve lokal damar
agmin ise kaynagini karotit arterinden almasi ile iliskilidir.®® Tiikiiriik; hastaliklarin
tanisinda veya viicudun uygulanan tedaviye kars1 verdigi yanitin takibinde zengin igerigi
nedeni ile bir tani araci olarak kullanilmasi ve viicuttaki fizyolojik ve patolojik
degisikliklerin belirlenmesine yardimci olan biyobelirtegler vasitasiyla ihtiyag duyulan
tanilar1 gergeklestirebilmesi yoniiyle viicudun aynasi olarak degerlendirilebilmektedir.t®®
Tukiiriik; teshis ozelliklerine sahip ¢esitli bilesenler icermesine ragmen, kandaki
seviyelerle karsilastirildiginda diisiik derisimlerde olmasinin tiikiiriik teshisinin klinik

olarak pratik olmasini engelleyebilecegi endisesi vardir. Ancak, yeni ve oldukca hassas
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tekniklerin (molekiiler teshis ve nanoteknoloji gibi) gelistirilmesiyle birlikte tiikiiriikteki
diisiik analit derisimi artik bir sinirlama olmaktan ¢rkmistir, 1%

Tiikiiriigiin  toplanmasi, depolanmasi, nakliyesi ve hacimli 6rneklemesi
bakimindan bir¢ok avantaji vardir ve bu islemlerin tiimi serum veya idrarla
karsilastirildiginda ¢cok daha ekonomik bir sekilde gergeklestirilebilir. Tiikiiriik ayrica
teshis prosediirleri sirasinda kanda oldugu gibi bir pithtilasma durumu olmadigindan
gerekli manipiilasyon sayisini azaltir ve kandan daha kolay bir sekilde kullanilir. Bunlarin
yant sira, saglik calisanlari i¢in tiikiiriik testi, kan kaynakli hastaliklarin bulagma riskinin
oldugu serumu kullanmaktan daha giivenlidir. Tiikiiriik toplama isleminin kolay ve
noninvaziv bir yontem olmasi da hastalarda kan almada yasandigi gibi endise ve
rahatsizlig1 olusturmamakta ve ayrica idrarla ilgili yasanan mahremiyet sorunlar1 gibi
rahatsizliklart 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Hastalar veya denekler igin, invaziv olmayan
toplama yaklasimi kaygi ve rahatsizlig1 6nemli 6l¢iide azaltabilir ve zaman iginde genel
sagliklarini izleme ve erken asamada morbidite tanisi koyma firsatin1 biiyiik dlgiide
artiracak olan saglik kontrollerine katilma isteklerini artirabilir.*®-1¢0 Tiikiiriik toplamak
icin farkli yontemler, uyarici kullanilip kullanilmamasma gore siniflandirilabilir.
Uyarilmis tiikiiriik toplanirken genellikle tiikiiriik akis hizini arttirmak icin parafin,
balmumu veya sakiz ¢igneme yoOntemleri kullanilir. Bu yontem agikca tiikiiriiglin
miktarimi1 ve pH'sim etkiler ve genellikle sadece yeterince tiikiirik tiretmekte giicliik
ceken hastalarda kullanilir. Tiikiiriik toplama isleminden 6nce caligmaya katilanlara,
kontaminantlar1 6nlemek amaciyla agizlarini suyla iyice durulayarak agiz boslugunu
temizlemeleri talimati1 verilmelidir.>®

Giliniimtiizde, tiikiiriik tan1 yontemlerinin biyoteknoloji ile kombinasyonu sonucu
gelistirilen yontemler ile tiikiiriikte belirlenebilen pek cok degerli tibbi madde, otoimmiin

hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, hormonal hastaliklar, enfeksiyon hastaliklar
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(bakteriyel/viral), bobrek hastaliklari, psikiyatri, ilag bagimliliklart ve kanser gibi pek ¢ok
hastaligin tanisinda biyobelirteg olarak kullanilabilmektedir. Tiikdirtikteki biyobelirtecler
birgok sistemik hastaligin yani sira agiz bolgesi hastaliklarinin tespitinde de kullanilabilir.
Oral prekanser ve oral kanserin tiikiiriik ile anatomik olarak yakinligi, tiikiirigiin bu
hastaliklarin erken tanisi i¢in olduk¢a 6nemli bir ara¢ oldugunu diisiindiirmekte ve bu
durum, tiikiiriik biyobelirteglerini oral kanserlerin tespiti ve ilerleyisinin goriintiilenmesi
yoniinden 6nemli kilmaktadir,1°6:158.161.162

Yukarida bahsedilen nedenlerden dolayi, tiikiiriikteki ¢inko seviyesi degisiminin
oral prekanser ve oral kanser hastaliklarinin biyobelirteci olarak kullanilabilecegi
sOylenebilir ve tiikiirlikte ¢inko miktarinin ¢esitli analitik yontemler kullanilarak
belirlenmesi 6nemli bilimsel ¢alismalar arasinda yer almaktadir.

Tiikiiriikte Zn?*’nin miktar tayinine yonelik AAS?>7981828486-89,94,96,97,120
elektrotermal AAS® ve ICP-MS828392 ysntemlerine ulasilmistir. Bu atomik spektroskopi
temeline dayanan yontemler giivenilir ve duyarlidir. Fakat 6rnek hazirlama yoniinden
zaman alicidir ve alet satin alimi ve bakimi yoniinden oldukc¢a pahalidir. Ayrica her
zaman analize hazir degildir ve kullanimi1 uzmanlik gerektirir. Bu nedenle sadelik, ¢ok
yonliiliik, basitlik, hiz ve maliyet etkinligi bakimindan molekiiler spektroskopi temeline
dayanan yontemlere ihtiyag vardir.

Spektroskopi, genel olarak 1sinlarin madde ile etkilesimini inceleyen bilim dali
olarak tanimlanir ve spektroskopik yontemler, atomik ve molekiiler spektroskopiye
dayanir ve oldukga genis bir analitik yontemler grubunu olusturur. Liiminesans, bir atom
veya iyon elektronunun uyarilmig, yani yiiksek enerji diizeyinden diisiik bir enerji
diizeyine gectiginde olusan ve 1s1 olusturmadan yayilan 1gimadir. Uyarilma, atom veya

molekiiliin fotonlar1 absorplamasi ile gerceklesiyorsa, bunun sonucunda gozlenen 1s1k

emisyonuna fotolzminesans denir ve fotouyarilmis tiirlerde uyarilmis elektronun spini
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degismeden, uyarilmis halden temel hale bir gec¢is gerceklesiyor ise, gerceklesen
fotoliiminesans, floresans olarak adlandirilir. Spinde bir degisim varsa, o zaman
fotoliiminesans, fosforesans olarak adlandirilir. Genelde, tiirler uyarilmis hale eristikten
sonra, floresans emisyonu ¢ok cabuk (10° —10° s) meydana gelir. Bir emisyon
spektrumunun, uyarici gérevi yapan absorpsiyon spektrumlarindan herzaman daha uzun
dalga boyu bolgesinde (daha diisiik frekans bolgesinde) meydana gelmesinin nedeni, bir
miktar enerjinin i¢ doniisiimlerde ya da i1gimasiz doniisiimlerle harcanmasidir. Yayilan
1sinlar bir florometrede veya spektroflorometrede kaydedilir.

Maddenin floresans 6zelligini hem maddenin ¢evresi, hem de yapis1 (floresans
verimi, emisyon dalga boyu ve 151n siddeti) biiylik dl¢iide etkiler. Yayilan foton sayisinin,
absorblanan foton sayisina orani o molekiiliin fotoliiminesans kuantum verimi, ¢, olarak
tanimlanir. Temel haldeki molekiiliin enerjisi ile uyarilmis singlet molekiiliin enerjisi
birbirinden ne kadar ¢ok farkliysa, i¢ doniigiimiin olasiligi o dlgiide azalir ve bunun
sonucunda floresans verimi artar. Benzer sekilde, bir molekiilin uyarilmis triplet
hallerinin enerjileri arasindaki fark ne kadar ise sistemler arasi gecis olasiligl o dlgiide
azalir ve dolayistyla floresans verimi artar. Ayrica molekiillerde diizlemsellik,
konjugasyon ve halka sayis1 artis1 ve donmenin engellenmis olmasi genellikle floresans
veriminin artmasina neden olur. Halkal1 yapida organik bir molekiildeki halkanin elektron
yogunlugunu arttiran siibstitiientler molekiiliin floresans veriminde bir artis olmasini
saglar. Floresans 6zelligi gosteren bir boya, maddenin yiizeyine adsorbe edildigi zaman
maddenin emisyon siddeti artar. Bunun nedeni boyanin tutuldugu yiizeyde rijiditenin
artmasidir. Sicaklik artis1 sonucu uyarilmis molekiillerin ¢arpigma olasiligi da artacagi
icin i¢ doniisiim olaymin olasiligi artar ve dolayisi ile floresans verimi azalir. Ortam
pH’sindaki degisimlerin, temel ve uyarilmis molekiilleri etkilemesinden dolayr pH,

molekiiliin floresans verimini etkileyen bir faktor olarak diisiiniilebilir. Asit ya da baz
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grubu ihtiva eden maddelerin iyonlasmis ve iyonlagsmamis hallerine ait floresans
1simalarinin emisyon siddetleri ve dalga boylar1 birbirinden farklidir.

Floresans 1simasinin emisyon siddeti ile madde derisimi orantilidir. Derigim
arttikca floresans verimi belli bir noktaya kadar artar ve derisim ¢ok fazla arttirildig:
zaman ise artik derisim ile orantili sekilde artmaz ve hemen hemen sabit kalir. (IF =
2.303QIo ecl) esitligi seyreltik ¢ozeltiler i¢in gegerlidir Derisimleri 10°-10° M arasinda
degisen maddeler spektroflorometri yontemi kullanilarak c¢ok biiylik bir dogruluk,
kesinlik ve segicilik ile tayin edilebilir. Bu 6zellikleri ile spektroflorometri yonteminin
UV-goriniir bolge ve AAS yontemlerinden daha iistiin, kromatografik yontemlerden ise
daha kolay ve ucuz oldugu soylenir.%8%°

Floresans sensorleri, diisilk maliyet, basitlik ve yiiksek hassasiyet avantajlarina
sahiptir. Ozellikle metal iyonlar1 igin florofor bazli kemosensérler tasarlamak giiniimiizde
ilgi géren konular arasindadir.

Cinko 3d'® 4s° elektronik konfigiirasyonuna sahiptir ve spektroskopik veya
manyetik sinyaller iiretemeyecegi i¢cin dogrudan spektroflorometrik olarak belirlenmesi
miimkiin degildir. Spektral olarak eser element analizi, bir veya daha fazla reaktif ile
olusturduklar1 kompleks veya selat bilesiklerinin spektroflorometrik 6l¢iimlerine dayali
olarak gergeklestirilebilir. Kompleks, ligandlarin bir metal merkezi atomuna
koordinasyonu sonucu olusan bilesiklerdir. Metal merkezi bir atom veya iyon olabilirken;
kompleks bir katyon, anyon veya nétr bir molekiil olabilir. Kompleksler koordinasyon
bilesikleri olarak bilinirler.!® Koordinasyon bilesikleri, metallerin saf olarak elde
edilmesi, radyoaktif metallerin uzaklastirilmasi, enzim inhibisyonu ve metal iyonlarinin
titrasyonu gibi bir¢cok endiistriyel ve bilimsel alanda kullanilmaktadir. Koordinasyon

bilesiklerinin, biyolojik sistemlerdeki dnemi giin gectikce artmaktadir. Mesela, metal
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komplekslerinin organizmalardaki biyolojik aktivitelerinin gézlemlenmesi, her gegen
giin bu bilesiklere olan ilgiyi arttirmaktadir.*®4

Literatiirde, c¢inkonun belirlenmesinde kompleks olusumuna dayali ilk
spektroflorometrik calismada beyin, kalp ve bazi diger dokularda Zn?*-florofor 6-
metoksi-8-p-toluensiilfonamido-kinolin bilesigi olusturularak tayin edilmistir. Fakat ne
kompleksin yapisi ne de stabilitesi tanimlanmamistir.!®® 1997 yilinda pH 7.2°de 2:1
formunda Zinkon asit ile ¢inko kompleksi olusturmus ve ¢inkonun dedeksiyon limitini 4
pM’e diisiirmiislerdir.}'® Fakat Zn-zinkon kompleksinin stabilite sabitinin yeterince
biiyiik olmadigin1 ve metaloenzim ve ¢inko parmak proteinlerine zinkonun baglandigini
ve floresansi etkiledigini belirtmislerdir. Cinkoya selatlayicist olarak TPEN (N, N, N /,
N'-tetra (2-pikolil) etilendiamin) kullanildiginda bu sorun ortadan kaldirilmistir. Ayrica
¢inkonun ¢esitli atrasen tirevleri ile selat olusturulmasiyla floresans 6zelligi
gelistirilmistir.?®® Huston ve ark.!!? asetonitril ortaminda pH 10°da 9,10-bis(2,5-dimetil-
2,5-diazahezil) antrasen ile selat olusturarak ¢inkoyu analiz etmistir ve belirtilen antrasen
sistem makro siklik sisteme genisletilmis ve iki proton eklenmis ligandlarin pH 12°de
cinko ile 0-20 uM derisim aralifinda floresans 6zellik gosterdigi belirtilmistir. Fakat
biyolojik pH i¢in uygun olmadigi belirtilmistir. Hirano ve ark.!!! floresein ve dort metil
grubuna dort azot ekleyerek makrosiklik tetraamin olusturmus ve yiiksek kuantum
verimine sahip floresans bilesik olusturmustur. Zhang ve ark.!'? ise iki farkli 9-
antrildiamin ligandi sentezlemis ve ¢inko ile olusturduklari kompleksleri incelemistir.
Walkup ve ark.!3ise Zinpir-1 bilesigini sentezlemis ve 0.89 kuantum verimi ile ¢inko ile
kompleksini olusturmus ve 0.7 nM ¢inkoyu belirlemislerdir. Burdette ve ark.*® ise Zinpir-
1 ve Zinpir-2 ile ¢inko komplekslerini incelemislerdir ve hiicrelerde 0.1 nM’dan daha
diisiik dedeksiyon limitlerine ulastiklarini belirlemislerdir. Zinpir-1’in Zinpir-2’ye gore

hazirlanmasinin daha basit oldugunu belirtmis ve ¢inko ile Zinpir-1 kompleksinin 2:1
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oraninda gergeklestigini ve ¢oziilebildigini belirtmislerdir. You ve ark.%®

ise ¢inkoyu
belirlemek i¢in floresans 6zellik gostermeyen Mn-Zinpir-1 kompleksi olusturmus ve bu
kompleksteki Mn ile ¢inkonun yer degistirmesi temeline dayali floresans bir yontem
gelistirmistir. Mn-Zinpir-1 kompleksinin Kd degerlerinin Zn-Zinpir-1’e gére 10'° ve 10°
kat biiyiik oldugunu ve ¢inkonun mangan ile kolayca yer degistirdigini belirtmislerdir.

Yukarida belirtilen ¢ginkonun ¢esitli organik maddelerle olusturdugu selat veya
kompleks bilesiklerinin biyolojik sivilardan olan tiikiiriikte uygulamasina yonelik bir
calismaya rastlanmamistir ve belirtilen yontemlerin hepsinde ¢inko, cesitli yasam
hiicrelerinde ginko ile kompleks olusturacak organik bilesik ile inkube edildikten sonra
floresans mikroskop resimleri alinarak belirlenmistir.

Biyolojik bir ortamda floresans esasina dayali sensorlerin gelistirilmesi, mevcut
yapilarin kimyasal 6zelliklerinin anlasilmasina baglidir. Birgok iyon sensorii, analit
baglama reseptoriinden bir alkil ara halkasini floresans bilesenden ayirarak iyi bilinen
florofor ara halkasi-reseptor tasarimina dayanmaktadir. "A¢ma" sensorleri, ¢ogunlukla,
PET mekanizmas1 ile islev goriir. Bu mekanizmaya gore, reseptor iinitesi, analit
yoklugunda bir elektron donérii olarak florofor uyarilmis halini sondiiriir. Analitin
reseptore baglanmasi iizerine, elektron transferi Onlenir ve sondiirme mekanizmasi
engellenir. Boyle bir floresans sensor reseptoriiniin bileseni tek bir heteroatomdan veya
kiiciik bir kimyasal birimden olustugunda, bilesigin sondiirme davranisi kolaylikla
tanimlanir.’® Yapilan bir ¢calismada da kompleks bir floresein tiirevinde, daha uzaktaki
heteroatomlarin séndiirme isleminde elektron vericileri olabilecegi goriilmiistiir.®
Reseptor olarak DPA kullanildiginda metalsiz durumda tigiinciil azot atomu elektron
verir. Diisiik pH degerlerinde ise piridil grubunun protonasyonuyla elektron verilir veya
proksimal elektron verici olarak gorev yapar. Floroforlar standart Mannik benzeri

reaksiyonlar ile elde edilir ve genellikle simetrik problardir.!®
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Mannik reaksiyonu, reaktifler ve uygulanan sartlara gore farkli mekanizmalar
tizerinden olusur. Notr veya asidik ortamda meydana gelen tepkime mekanizmast 3
basamaktan olusur (Béliim 2.6.1).%

Bu bilgiler 15181nda; Zn?* i¢in floresein bazli floresans sensor olup, bire yakin bir
kuantum verimine (® = 0,95) ve 490 nm'yi agsan uyarma ve emisyon dalga boylarina sahip
olan Zinpir-1 bilesigi Mannik kondenzasyon tepkimesi ile sentezlendi.®®'* %94 verim
ile elde edilen somon-pembe renkli kat1 Zinpir-1 bilesiginin (Sekil 4.2) yapis1 *H- NMR
ve 13C- NMR, FT-IR ve kiitle spektroskopisi yontemleri ile aydinlatildr (Sekil 4.3, Sekil
4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

Kimya, biyoloji, fizik, elektronik, uzay, endiistri ve mekanik gibi pek ¢cok alanda
kullanilmas: yonii ile disiplinler aras1 bir bilim olan nanoteknoloji,*’ maddeye atom ve
molekiil seviyesinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak yeni 6zellikler kazandirmay1
amaglamayan, yeni ve hizla gelisen bir teknoloji alanidir. Nano boyutlardaki
malzemelerin ylizey/hacim oranlarinin artmasi ve bunun sonucunda malzemenin
ozelliklerinde biiyiik degisikliklerin meydana gelmesi, nanoteknolojinin diger bilim
dallarindan ayrilmasini saglayan en onemli &zelligidir.*® Nanoteknolojinin gelismesi
nanopartikiil, nanotiip ve nanokristal gibi nano boyutlu malzemelerin iiretilmesine olanak
saglamaktadir. Nanoteknolojinin temelini olusturan nanopartikiiller, ev aletleri ve iiriin
kaplamalar1, miicevhercilik, biyomedikal uygulamalar, tip ve elektrokimyasal sensor ve
biyosensor uygulamalart gibi pek c¢ok alanda kullanilabilmeleri yoniiyle son yillarda
oldukca énem kazanmistir.'®’

Glinlimiizde spesifik bilesikler ile {stiin ve istenen Ozelliklere sahip farkl
matrikslere ve takviye elemanlarina sahip kompozitlerin gelistirilmesine olan ilgi giin
gectikce artmakta ve analitik yontem uygulamalar giderek daha degerli olmaktadir.

Metal analizlerinin in-vivo uygulamalarinda rahatlik saglamak i¢in kiigiik molekiillere
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dayanan gesitli floresans problar tasarlanmigtir.}2>1%8170 Fakat bu problar oldukca verimli

189 ve bu

olmalarina ragmen, yapilarinda barindirdiklart kiigiik molekiiller zehirlidir
molekiilleri organizmalardan uzaklastirmak veya ¢ikarmak miimkiin degildir.}’® Ayrica
bu kiiclik molekiiler floresans problarin geri kazanilabilirligi diisiik oldugundan pratik
uygulamalar1 sinirlidir. Son zamanlarda bu zorlugu ¢6zmek igin kiiglik molekiiler
floresans problar inorganik destek materyalleri ile birlestirilmis ve geri kazanilabilirligi
iyilestirilmistir. Floresans problarin tasariminda inorganik destek materyali olarak
manyetik nanopartikiiller, nanotiipler, mezo-gozenekli silis, metal nanopartikiiller ve
TiO2 igeren cesitli mezoskopik veya nanoskopik materyaller kullanilmigtir,104124.171-173
Manyetik silika ¢ekirdek/kabuk nanopartikiillerinin biyolojik ve ¢evresel uygulamalarda
bahsedilen diger inorganik destek materyallere gore avantajlart vardir. Bu avantajlardan
birincisi, harici manyetik alanla basit¢e ayrilabilmeleri veya geri kazanilabilmeleridir.
Ikincisi ise manyetik silika ¢ekirdek/kabuk nano parcaciklarmin, diisiik toksisiteye ve
biyouyumluluk &zelliklerine sahip olmasidir.t4®  Ayrica manyetik ¢ekirdegin
etrafindaki silika kabugu floresans problarin genis ylizey alanina sahip olmasini saglar.

Bu bilgilere gore, toksik olmayan, biyolojik olarak uyumlu ve geri kazanilabilir
florometrik Zn?" sensorleri gelistirmek igin, kiiciik molekiiler floresans maddeleri
manyetik silika nanopartikiillerine dahil edilebilir ve istenen 6zellikte nanokompozitler
elde edilebilir.

Zn?*’nin kompleks olusturabildigi 8-kloroasetilaminokinolin!?®, N- (kuinolin-8-il)
-2- (3~ (trietoksisilil-propilamino) —asetamit'?°, 8-aminokinolin'?’, DTH?*ve N-(kinolin-
8-yl)-2-(3-trietoksisili-propilamino)-asetamit?3! bilesiklerinin Fe304-SiO;
nanopartikiillerine modifiye edildigi ¢alismalar vardir. Ayrica mezo gozenekli silika

materyali'®* ve silikon nanoteller'’® kullanilarak da Zn?* belirlenmistir. Fakat bahsedilen
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bu ¢aligmalarin bazilarinda yontemin seciciligi diisliktlir bazilarinda ise yontem biyolojik
matrikse uygulanamamastir.

Metal iyonlarinin ¢esitli matrikslerden uzaklastirilmasi i¢in metal oksit
nanopartikiiller (Fe3Os, ZnO ve TiO2) kullanilmaktadir. Toksik olmamasi ve manyetik
ozelliginden dolay1 manyetit (FesO4), MRI, ilag salinimi, teshis cihazlar1 ve hipetermi
gibi bircok biyomedikal ve klinik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.t’’-17®
Fakat FesOs metal oksit nanopartikiilleri kullanilarak biyolojik sivilarda analitin
belirlenmesine yonelik bir ¢calismaya rastlanmamaistir. Cilinkii FesOs nanopartikiillerinin
¢ozelti igerisinde kararhilig1 yiiksek degildir ve Fe™ iyonu olarak ¢dzeltiye geger. Bu
durum Fe3Os nanopartikiillerinin kullanildigi uygulamalarda istenmeyen durumlarin
ortaya ¢ikmasina sebep olur. Bu sorunu ortadan kaldirmanin en etkin yolu FezOs
nanopartikiillerinin silika (SiO2) ile kaplanmasidir. Demir oksit manyetik nanopartikiiller
icin en fazla kullanilan reaktif silikadir. Silika kaplama, partikiil kararliligini arttirir ve
partikiil i¢i etkilesimleri ve kiimelesmeyi onler. Biyolojik olarak uyumlu ve hidrofilik
Ozellikte olan silika ile ayn1 zamanda partikiil boyutu da kontrol edilebilir. Silika ile
kaplanan partikiiller, biyolojik ligandlarin yani sira diger ligandlara da kolaylikla
baglanabilir. Silika kaplama ile yiizeyin biyomolekiillere, kii¢iik organik molekiillere ve
polimerlere kars1 secici olmasi saglandigi gibi bu kaplama isleminin genelde, partikiil
boyutunu arttirip nanopartikiillerin manyetik 6zelliklerini degistirebildigi soylenebilir.
Nanopartikiillerin hidroksil gruplar iizerinden gergeklesen silika kaplama isleminde,
silika molekiiliindeki metoksi gruplari, demir oksit nanopartikiiller tizerindeki hidroksil
gruplar ile reaksiyona girerek Si-O bagmi olusturur ve bu da baska molekiillerle

modifikasyona olanak verir.>!
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Bu calismada, Fe304-SiO, nanopartikiilleri, hem Fe®" iyonunun ¢ozeltiye
gecmesini engellemek hem de matriks ortamindan bir miknatis yardimiyla manyetik
olarak ayirabilmek amagcli secildi.

Silika kapli Fe3O4 nanopartikiilleri (FesOs-SiO2) kimyasal olarak kararli ve yiizeyi
oksidasyona karsi kararli oldugu i¢in medikal ve klinik uygulamalarda 6nemli avantajlara
sahiptir. Daha da 6nemlisi, fonksiyonel gruplarin yiizeye baglanmasina olanak saglamast
ve biyolojik uyumluluk gibi avantajlarindan dolay1 Fe304-SiO2 nanopartikiiliiniin yiizeyi
cesitli gruplar takilmasi yolu ile fonksiyonel hale getirilerek ¢ok farkli uygulamalarda
kullanilabilecek nanopartikiiller hazirlanabilir. Nanopartikiiller, yiizeye baglanan bu
fonksiyonel gruplar sayesinde biyomolekiiller, metaller ve polimerler ile kolaylikla
etkilesime girer. Merkaptopropil trietoksi silan, paminofenil trimetoksi silan ve APTES
gibi reaktifler amino ve kiikiirt gruplarmn yapiya baglamasina olanak saglar.>

Bugiine kadar Fe3sO4 nanopartikiillerinin sentezi i¢in birgok fiziksel ve kimyasal
yontem gelistirilmistir. Ancak hazirlanan Fe3Os nanopartikiillerinin parcacik boyutu
kontrolii, manyetik Ozellikleri ve yiizeyinin silika ile homojen olarak kaplanmasi
diisliniildiiglinde en uygun yontem, organik ¢Ozilicii igerisinde baslangic metal
komplekslerinin siirfaktant(lar) varliginda 1s11 bozunmasi1 veya indirgenmesi
yontemidir.1**18 By yéntem ile morfoloji kontrollii ¢ok yiiksek kalitede Fe3Os
nanopartikiilleri sentezlenebilmektedir.

Bu bilgiler 1s181nda, ¢alisma kapsaminda Murray ve ark.2**18 tarafindan 6nerilen
metal komplekslerinin stirfaktant(lar) varliginda 1s1l bozunmasi veya indirgenmesi
yontemi kullanildi ve tekdiize parcacik boyutlu FesOs manyetik nanopartikiillerinin
sentezi Boliim 3.4’te belirtildigi gibi demir (IIT) asetilasetonatin (Fe(acac)z) oleyilamin
icerisinde termal bozunmasi yolu ile 1s1 kontroliiniin yapilabildigi ve inert gaz

atmosferinde (N2 veya Ar gazi) ¢alismaya olanak saglayan 4 boyunlu 6zel tasarim bir
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cam reaktor sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Sentezlenen bilesigin yapist TEM ve
XRD yontemleri ile aydinlatildi. TEM goriintiilerinden (Sekil 4.7) Fe3Os manyetik
nanopartikiillerinin ortalama pargacik boyutunun 7.8 nm oldugu, olduk¢a homojen bir
pargacik boyutu dagilimina sahip oldugu ve herhangi bir biiyiik parcacik olusumunun
(¢okelme) olmadigr gozlendi. Kolloidal Fe3Os’tin XRD spektrumundaki karakteristik
pikler (Sekil 4.8) ise kiibik spinel faz ile uyumlu bulundu.

Fe3Os nanopartikiillerinin silika ile kaplanmasinda ise genellikle Stober
yontemi**® kullanilir. Bu ydntem etanol igerisinde TEOS un FesO4 nanopartikiillerinin
yiizeyinde polimerlesmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontem ile literatiirde bir¢ok
Fe304-SiO2 nanopartikiilleri sentezlenmis ve Fe30s-SiO2 nanopartikiillerinin  yiizeyi
farkli yontemler kullanilarak gesitli fonksiyonel gruplarla fonksiyonel hale getirilmistir.
Fe304-SiO2 nanopartikiil yilizeyinin fonksiyonlastirilmasina dair asagida bazi literatiir
orneklerine yer verilmistir. Liu ve ark.”t amino-silan ile modifiye edilmis
siiperparamanyetik nanopartikiiller olusturmuslardir. Bunun i¢in FeCl2.4H.O ve
FeCl3.6H20 bilesiklerinden ¢ikarak FezOs nanopartikiillerini elde etmisler, daha sonra
sodyum silikat ile asidik ortamda 80°C de pH 6-7 civarinda polimerizasyonu
gerceklestirip, FesOs nanopartikiillerinin {izerini silika ile kaplanuslardir. Zhang ve ark.”?
ise sol-jel prosesini kullanarak TEOS ve APTES ile Fe304-SiO2-NH2 nanopartikiillerini
sentezlemisler ve elde etmis olduklari Fes04-SiO2-NH2 nanopartikdllerinin (~200 nm
capl1) optimum aktif amino uglari ile su 6rneklerinden Pb?*’yi ekstrakte etmislerdir.

Bu bilgiler 1s1ginda, calisgma kapsaminda sentezlenen FesOs manyetik
nanopartikiillerinin yiizeyinin silika ile kaplanmasi ve Fe304-SiO2 nanopartikiillerinin
olusturulmasi igin Stdber ve Fink!*® tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek
kullanildi. Bu baglamda, Fe3O4 nanopartikiillerinin yiizeyinin silika ile kaplanmasi, elde

edilen Fe304-SiO2’nin amin sonlu grupla yiizey modifikasyonu (Fes304-SiO2-NH) ve
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yapisal tanimlamalari igin, sentezlenen kolloidal FesO4 nanopartikiilleri bazik ortamda
TEOS ile etkilesime sokulup, TEOS’un hidroliz yolu ile yiizeylerinin silika ile
kaplanmasi saglandi (Boliim 3.5). TEOS ile silika kaplanmasi farkli iki oranda (2 mL ve
3 mL TEOS) gerceklestirildi. Daha sonra silika ile kaplanan FesO4 nanopartikiillerinin
(Fe304-Si0») yiizeyi Zinpir-1 ligandinin baglanmasini saglamak amaciyla APTES ile
fonksiyonel hale getirildi. Bu asamada daha fazla Zinpir-1 lingadin1 Fe3Os-SiO2-NH>
nanopartikiillerine baglamak amaciyla, basta kullanilan APTES miktar1 0.5 mL’den 2 ve
8 mL’ye ¢ikarildi. Yiizeyi farkli miktarlarda TEOS (2 veya 3 mL) ve farkli miktarlarda
APTES (0.5, 2 ve 8 mL) ile fonksiyonlastirilan FesO4 nanopartikiillerinin (Fe3Os-SiOo-
NH2) yapist TEM ve FT-IR spektroskopisi yontemleri ile aydmlatildi. TEM
goriintiilerinden ortalama pargacik boyutlarinin 7.8 nm’den 9 nm’ye yiikseldigi
hesaplandi (Pargacik boyut histogrami, Sekil 4.9) ve Fe3O4 nanopartikiillerinin ylizeyinin
0.6 nm kalinliginda silika ile kaplandig: belirlendi. 3.0 mL TEOS ve 8.0 mL APTES
kullanilarak hazirlanan Fe30s-SiO2-NH2 nanopartikiillerine ait farkli biiyiitmelerde
alimmig TEM goriintiilerinden (Sekil 4.10) TEOS miktarin arttirilmast ile FesOs
nanopartikiilleri ylizeyinde olusan silika tabakasinin kalinligmin arttigi agikca
gozlenmektedir. Gergeklestirilen bu deneyler sonucunda 3.0 mL TEOS ve 8.0 mL APTES
kullanilarak hazirlanan Fe3Os-SiO2-NH2 nanopartikiillerinin daha fazla oranda Zinpir-1
ligandin1 bagladig1 ve boylece daha fazla Zn?* ile yiiklenebildigi i¢in daha iyi sensor
ozelligi gosterdigi belirlendi (Boliim 3.5).

Glinlimiizde, algilama hassasiyetini artirmak ve manyetik olarak geri
kazanilmasini saglamak icin, sensor tasarimlarinda nanopartikiillerin uygulanmasina
yonelik bir egilim vardir. Cesitli metallerin kompleks olusturabilecegi organik
bilesiklerin nano yapilandirilmis materyal yiizeyine modifikasyonunun saglandigi

calismalar mevcuttur. Amino fonksiyonel grubu, gii¢cli metal kompleks yapabilme
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kapasitesine sahiptir. Bu yiizden sulu ¢ozeltilerden bazi agir metalleri ayirmak igin amino
modifiye edilmis nanopartikiillerin kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur,”>18!

Yiizeyi fonsiyonel hale getirilmis Fe304-SiO2 nanopartikiillerine basit bir yolla
cesitli metal kompleks bilesikleri kovalent baglanma yolu ile immobilize (sabitleme)
edilebilir. Olusturulan Fe30s-SiO2-ligand-metal kompleks nanokompozitleri farkli
analitik uygulamalarda kullanilabilir. Pal ve ark.'** yeni bir floresans ¢inko sensoriinii,
sirali bir mezogozenekli silika materyali, MCM-41 iizerine QTEPA modifiye ettikten
sonra, MCM-41'e modifiye edilmis QTEPA ’nin Tris-HCI (pH 7.22) sulu tampon ¢ozeltisi
icinde Zn?" ile yiikleme islemini gerceklestirmislerdir. Wang ve ark.'?* ise Zn?"'nin yeni
bir floresans sensorii olan DTH’1, manyetik Fe3O-SiO, nanopartikiillerinin yiizeyine
kovalent olarak baglanmasi ile tasarlamiglar ve sonrasinda elde edilen DTH- Fe304-SiO>
nanokompozitinin Zn?* ile yiikleme islemini etanol ortaminda gergeklestirmislerdir. Xu
ve ark.!?® ise CAAQ sentezlemisler ve Fes04-SiO, nanopartikiillerin yiizeyine kovalent
olarak baglanmasini gergeklestirmislerdir (FesO4-SiO2-CAAQ). Elde edilen Fe304-SiO»-
CAAQ nanokompozitini asetonitril ¢dzeltisi igerisinde Zn?* iyonlari ile yiiklemislerdir.
Baska bir ¢alismada Xu ve ark.'?® Cd?*, Zn?* ve Cu?' igin bir kolorimetrik floresans
nanosensor olan Fe304-SiO2-QTEPA’y1 sentezlemis ve ilgili iyonlar ile yiikleme islemini
gerceklestirmislerdir. Gu ve ark.?”’ R6G ve 8-AQ’nun birlikte Fes04-SiO2
nanopartikiillerine modifiye edilmesine dayali Hg?" ve Zn?' igin geri doniisiimlii bir
floresans sensorii gelistirmis ve ilgili iyonlarin bu nanokompozite yiiklenme islemini 0.05
M HEPES tamponunun (pH 7.0) sulu ¢ozeltisinde gergeklestirmislerdir.

Calismamizda olusturulan Fe30s-SiO2-NH2 nanopartikiilii, amino fonksiyonel
grubu igerdigi i¢in gii¢lii metal kompleks yapabilme kapasitesine sahiptir fakat birden

fazla metale ilgisi oldugu icin seciciligi diisiiktiir.”® Bu yiizden nanopartikiiliin belirli bir
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metale duyarli olabilmesi igin secilen metal ile kompleks olusturabilecek bir organik
bilesigin nano yapilandirilmig materyal yiizeyine modifikasyonunun saglanmasi gerekir.

Zinpir bilesikleri ile Zn?* komplekslerinin yiiksek kuantum verimi ile floresans
ozellik gosterdigi bilinmektedir.1*3° Literatiirde Zn?*’nin belirlenmesine yonelik zinpir
bilesikleri ile yiizeyi fonksiyonel hale getirilmis Fe3Os-SiO2-NH2 nanopartikiillerinin

sentezi bulunmamaktadir. Bu baglamda, ¢calismamizda Zn?*’

ye duyarli bir nanokompozit
elde edebilmek igin Fe30s-SiO2-NH2 nanopartikiilii ylizeyine Zinpir-1 bilesiginin amit
baglar1 ile modifikasyonu amaclandi.

Amit baglart tipik olarak karboksilik asitler ve aminlerin birlesmesinden
sentezlenir; ancak, bu iki fonksiyonel grubun birlesmesi ortam sicakliginda kendiliginden
gerceklesmez. Bu nedenle, genellikle, ilk olarak amin ile muamele edilmeden 6nce, asitin
-OH'min iyi ayrilan bir gruba doniistiiriilmesi i¢in karboksilik asidi aktive etmek
gereklidir.'® Karboksilik halojeniirler (kloriirler, floriirler), karboksilik azitler, simetrik
veya karigik anhidritler ve karbodiimidler (N, N'- N, N'-Disiklohekzilkarbodiimid (DCC)
ve EDC.HCI) karboksilik asidi aktive etmek amaciyla kullanilan baglayici
reaktiflerdendir. HOBt son yillarda en popiiler baglayici reaktif olmustur.'® HOBt, peptit
sentezi sirasinda rasemizasyonun azaltilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle diizenli
olarak bir baglayict reaktif olarak kullanilir. HBTU, ¢ozelti ve kat1 faz peptit sentezi
sirasinda serbest karboksilik asitlerin aktivasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan standart
bir baglayici reaktiftir.”#!8 Hiinig’s baz olarak da bilinen DIEA ise, sterik olarak
engellenmis bir amindir. Yer degistirme reaksiyonlar: i¢cin yaygin olarak kullanilan
niikleofilik olmayan bir bazdir.'®  Bir c¢alismada, Fes04-SiO; ¢ekirdek-kabuk
nanopartikiillerinin yiizeyine amit bagi vasitasiyla bir anti kanser ajani olan DOX
modifikasyonunu gergeklestirmek iizere bir spacer kolu sentezlenmis ve aktif -COOH

grubunun DOX molekiillerinin -NH> grubu ile EDC ve NHS varliginda reaksiyona
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girmesi saglanmistir.%® Baska bir calismada ise; folat, amit bag1 olusumu vasitasiyla
nanopartikiil yiizeyinin amino gruplarina kovalent olarak baglanmistir. Folik asidin
karboksil gruplari, NHS varliginda EDC ile aktive edilmis, kararli amit bag1 olusturmak
tizere CCM/Si02-NH2'nin amino gruplar ile reaksiyona sokulmus ve curcumin yiiklii
folatla fonksiyonlastirilmis silika nanopartikiilleri (CCM/SiO2-FO) elde edilmistir.”®

Bu bilgiler 1s18inda; bu ¢alismada Zinpir-1 ile Fe30s-SiO2-NH2 nanopartikiiliiniin
kovalent olarak baglanmasini saglamak amaciyla DCC, EDC, HOBt ve HBTU gibi
baglayici reaktiflerin kullanildig reaksiyonlar gerceklestirildi ve elde edilen tiriinler FT-
IR spektroskopisi yontemi ile karakterize edildi. Elde edilen sonuglar degerlendirilerek
bu ¢alismada; Zn?**’ye duyarli bir nanokompozit elde edebilmek igin Fe304-SiO2-NH>
nanopartikiilinde bulunan amin fonksiyonel grubu ile Zinpir-1 bilesiginde bulunan
karboksil fonksiyonel grubu arasinda amit bagi olusturmak amaci ile Mali ve ark.’
tarafindan belirtilen yontemin modifiye edilerek kullanilmasina karar verildi. Bu
baglamda, Zinpir-1’in karboksil fonksiyonel grubu, HOBt ve HBTU baglayici reaktifleri
kullanilarak DIEA ilavesi ile aktive edildi ve daha sonra ortama Fe30s-SiO2-NH>
nanopartikiilii ilave edilerek nanopartikiilde bulunan -NH> grubu ile kovalent baglanma
yoluyla amit baginin olusmasi saglandi (BSliim 3.6). Sonug olarak, Zn?*’ye segici bir
ligand olan Zinpir-1 bilesiginin amin sonlu bir ligand ile yiizeyi fonksiyonlastirilmig
silika kapli manyetik nanopartikiiliine (Fe30s-SiO2-NH2), kovalent baglanma yolu ile
immobilizasyonu sonucu manyetik olarak geri kazanilabilen, floresans 6zellik gosteren
ve Zn?"ye kars1 segici olan Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompoziti sentezlendi.

Elde edilen kirmizi-kahverengi Fes04-SiO2-NH:-(Zinpir-1) bilesiginin manyetik
ve floresans Ozellik gosterdigi belirlendi (Sekil 4.12). Fe304-SiO2-NHz--(Zinpir-1)
nanokompozitin FT-IR spektrumuna gore (Sekil 4.13 (b)); Fe304-SiO2-NH:

nanopartikiilinde goriilen 1610 (serbest NH: gerilme titresimi) pikinin kaybolarak
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1652’de (C=0O-N gerilme titresimi) amit karboniline ait yeni belirgin bir pikin ortaya
cikmast ve 1094’de (Si-O-Si gerilme titresimi) karakteristik Fe3zOs-SiO2-NH>
nanopartikiil pikinin Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompozitinin IR spektrumunda
goriilmesi  Zinpir-1 bilesiginin  Fe304-SiO2-NH2 nanopartikiiliine konjugasyonunun

basarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir. Yukarida belirtilen nanokompozit

2+> 84,87,104,124-127 metal ile

olusumuna dayali Zn“"’nin belirlenemesine yonelik c¢aligsmalarda
kompleks olusturabilecek ligandlarin, nanopartikiile kovalent olarak immobilizasyonu
yapildiktan sonra ilgili metal yliklemesi yapilmaktadir.

Bu bilgiler 1s181nda; ¢alismamizda, Zinpir-1 bilesiginin amin sonlu bir ligand ile
yiizeyi fonksiyonlastirilmis silika kapli manyetik nanopartikiiline (Fe3Os-SiO2-NHy),
kovalent baglanma yolu ile immobilizasyonu sonucu elde edilen Fe304-SiO2-NHo-
(Zinpir-1) nanokompozitlerine Zn?* yiiklenmesi islemi (B&liim 3.7) gerceklestirildi ve
elde edilen Fe30s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin yapist ICP-MS ve FT-IR
spektroskopisi yontemleri ile aydinlatildi.

Fe304-SiO2-NH,-(Zinpir-1) nanokompozitine Zn?* yiiklenmesi ile olusan Fe3Oa-
SiO2-NHz-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin manyetik 6zelligi devam etmekle birlikte
rengi sartya boyanmakta ve floresans siddeti de buna bagl artmaktadir (Sekil 4.14). Zn?*
yiiklenen Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompozitinin ICP-MS analiz sonuglari (Tablo
4.2), yapiya Zn*"'nin girdigini ve yapida Fe®**{in de var oldugunu gostermektedir.

FT-IR  spektrumuna gore (Sekil 4.16);  Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1)
nanokompozitinde goriilen 1652 (C=0O-N gerilme titresimi) amit karboniline ait gerilme
pikinin Zn?* yiiklenen Fe304-SiO2-NH-(Zinpir-1) nanokompozitinde 1630’a kaydig
gozlenmektedir. Al-Awadi ve ark.*®’ belirttigi gibi bandin diisiik frekansa kaymasi, metal

katyonlari ile ligandda bulunan azot atomlarinin koordine oldugunun bir géstergesidir.
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Literatiirde Zinpir-1’in Zn?* ile yiiklenmesine dayali calismalara bakildig1 zaman;
bir calismada Burdette ve ark.>® DMSO’da hazirladiklar1 Zinpir-1 ve Zinpir-2’in Zn?* ile
yiiklenmesi sonucu emisyon spektrumlarini pH 7'de 100 mM KCI ve 50 uM EDTA igceren
50 mM PIPES tamponu igerisinde almislardir. Burdette ve ark.®® diger bir Cos-7
hiicrelerinde gergeklestirdikleri inkiibasyon calismasinda ise pH 7.4 20 mM HEPES
tamponunda Zn?* ile yiiklenmis Zinpir’in emisyon spektrumlarini almislardir. Wong ve
ark.1®8 ise pH 7'de 100 mM KCl igeren 50 mM PIPES sulu tamponunda Zinpir-1’in Zn**
ile yiiklenmesine dayali bir ¢alisma gergeklestirmisler ve Zinpir-1’in metanol veya
DMSO'nun su ile birlikte kullanildig1 bir ¢oziicii karigiminda daha iyi ¢oziindiigiinii
belirtmislerdir. Woodroofe ve ark.!'* Zinpir-1’in stok ¢ozeltisini DMSO’da hazirlamis ve
Zinpir-1’in Zn?" ile yiiklenmesini pH 7.5’te 100 mM KCl igeren 50 mM HEPES tampon
cozeltisinde gerceklestirmiglerdir.

Bu bilgiler 1s1ginda calismada; Zn?* vyiiklenen Fe304-SiO2-NH.-(Zinpir-1)
manyetik nanokompozitinin en yiiksek floresans siddeti verebilecegi ortami belirlemek
amaci ile oOncelikle Bolim 4.6.1°de belirtildigi gibi ¢esitli ¢oziiciilerde 1mg/3mL
derisimde Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompozitinin  ¢éziiniirliigiine  bakildi.
Nanokompozitin sulu ortam, metanol ve DMSO’da iyi bir sekilde dispers oldugu
gozlendi. Wong ve ark.'® tarafindan dnerilen bir calismada, Zinpir-1 bilesiginin metanol-
deiyonize su ve DMSO- deiyonize suyun birlikte kullanildig1 karisim halindeki ¢oziicti
sisteminde daha 1yl ¢oziindiigli ve ortamin iyonik giiciinlin sabit kalmasini saglamak
amaciyla 100 mM KCI elektrolit ¢ozeltisinin eklenmesi gerektigi bildirilmistir. Burdette
ve ark.*® ise calisilan fizyolojik ortamin benzer olmasini saglamak amacryla 100 mM KCl
elektrolit ¢ozeltisi ve ortamdaki Zn?* disindaki diger iyonlar bertaraf etmek amaciyla 50
uM EDTA eklenmesi gerektigini belirtmistir. Bu bilgilere gore, Fe30s-SiO2-NH»-

(Zinpir-1) nanokompozitinin dispers oldugu 100 mM KCI ve 50 uM EDTA igeren
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deiyonize su, metanol ve DMSO’dan olusan ¢oziicii karisimlari hazirlandi ve Fe304-SiO»-
NH:-(Zinpir-1) nanokompozitinin en iyi dispers oldugu ¢oziicii karigimi olarak 100 mM
KCIl ve 50 uM EDTA igeren DMSO ve deiyonize su karisimi segildi. En iyi ¢oziicii
karigiminin oranini belirlemek amaci ile 1:4, 2:3 ve 4:1 h/h olmak {izere farkli oranlarda
100 mM KCl ve 50 uM EDTA igeren DMSO-deiyonize su ¢6ziicii karisimlart hazirlandi
ve en iyi dispers oldugu ¢oziicli karigim orani 2:3 h/h olarak belirlendi.

Zinpir-1 iizerinde Zn?* veya H" ile koordinasyon bilesigi olusturan iki ayr1 N3O
elektron verici atom seti ile dért heteroatomun koordinasyona katildigi bildirilmistir.*??
(Sekil 2.1). Bu gibi ¢ok iglevli elektron veren birimlerdeki floresans etkileri genellikle bir
biitiin olarak ele alir. Zinpir-1 sensér ailesinin Zn** veya H* baglama o6zellikleri
hakkinda ayrintili bir molekiiler resim, potansiyometrik titrasyon yapilarak ve
absorbsiyon ve emisyon spektroskopisi yontemleri kullanilarak belirlenmistir.’*® Bu
calismada, Zinpir-1’in Zn?* ile olusturdugu kompleks bilesiginin olusum sabitleri,
mevcut pKa degerleri ile ZnCl, ilave edildigi titrasyonlar ile belirlenmistir. Fakat
metal:ligand oraninin 1:1'den bliyiik oldugu ¢d6zeltilerin bulanik oldugu ve deney
sonuglarmin uygun olmadig: belirtilmis ve Kdi degerini metal:ligand orani 1:1 olacak
sekilde ZnClz igeren deneyler ile belirlemislerdir. Kdo'de yaklastirilarak belirlenmistir.
Protonlanmis ve Zn?* bagh tiirlere ek olarak (HLZn)*, (H2LZn)?" ve (HsLZn)** karigik
tiirleri de bilgisayar modelleme ile dahil edilmistir. 25°C’de 100 mM KCI igeren HCI
icerisinde hazirlanan Zinpir-1 ¢ozeltisinin potansiyometrik titrasyonunda ligand veya
ligand kompleksinden Zn?* veya H' ayrilmasi Tablo 4.3 ve Sekil 4.17°de
gosterilmektedir. Bilesigin floresans artisi, her iki baglama cepliginin doluluk durumuna
karsilik gelen ikinci protonun ve/veya Zn?*’nin baglanmasi iizerine olusur. Iki ilave

protonun ve/veya Zn®**’nin baglanmasi sirasinda ikinci bir artis meydana gelmektedir

136



(Sekil 4.18). Zn?* ve Zinpir-1 1:1 oraninda karistirildiginda floresans degisimini gosteren
pH titrasyon verileri Sekil 4.19°da gdsterilmistir.

Bu bilgiler dahilinde, Zn?*’nin Zinpir-1 bilesigi ile metal:ligand ekivalent miktar
1:1 olacak sekilde kompleks olusturacagi pH 6.96-8.2 araligi ¢alisildi. Bu amag ile,
Boliim 4.6.1°de belirtildigi sekilde farkli pH’larda (pH 7-8.2) ve farkli tampon maddeleri
(PIPES ve Tris-HCI) kullanilarak tampon ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler igerisinde
Fe304-SiO2-NH»2-(Zinpir-1) nanokompozitinin ¢esitli dalga boylarinda uyarilarak
emisyon spektrumlar1 kaydedildi. Daha sonra belirtildigi sekilde Zn?* eklendi ve cesitli
dalga boylarinda uyarilarak emisyon spektrumlari kaydedildi (Tablo 4.4). Elde edilen
uyarma ve emisyon spektrumlarindan yararlanilarak belirtilen tampon ¢ozeltilerinde
Fe304-Si0O2-NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompozitine Zn?* yiiklenmesi ile floresans
siddetinde artis saglanmasina ragmen floresans siddetindeki en iyi artisin 100 mM KCI
ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H20 2:3 h/h, pH 7.2) tampon
¢ozeltisinde gergeklestigi belirlendi. 100 mM KClI ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—
HCI (DMSO/H;0 2:3 h/h, pH 7.2) tampon c¢ozeltisi kullanmamizin nedeni Zn?*
yiiklendigi zaman secilen uyarma dalga boyunda, emisyon pikinde floresans siddetinde
en 1yi artisin olmasidir. (Tablo 4.4). Bundan sonraki tiim ¢aligmalarimiz, bu tampon
¢Ozelti ortaminda yapildi.

100 mM KCl ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI (DMSO/H.0 2:3 h/h, pH
7.2) tampon ¢Ozeltisinde hazirlanan  Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1)  manyetik
nanokompozitine (1mg/3mL) final derisimi 80 ng/mL olacak sekilde Zn?" yiiklenerek
hazirlanan Fe30s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1) ¢ozeltisinin 200-600 nm dalga boyu araliginda
eksitasyon ve 400-800 nm dalga boyu araliginda emisyon taramasi yapildi ve en uygun
uyarma dalga boyunun 490 nm ve buna karsilik gelen uygun emisyon dalga boyunun 530

nm oldugu tespit edildi (Sekil 4.21).
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Bolim 4.6.3de belirtildigi lizere Fe304-Si02-NH2-Zn(Zinpir-1)
nanokompozitinin olusumunda floresans siddeti {izerine zamanin etkisini belirlemek
amaciyla, belirtilen tampon ¢ozeltisinde hazirlanan Fe3Os-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik
nanokompozitine Zn?* yiiklenerek Fe30s-SiO2-NHz-Zn(Zinpir-1) olusturmak iizere
gerceklestirilen reaksiyonun meydana gelmesi i¢in Auy:490 nm ve Aem:530 nm dalga
boylarinda laboratuvar oda kosullarinda belirtilen dakikalarda (0-40) floresans
spektrumlar1 alindi. Zn?* belirlenmesinde kullanilan Fe30s-SiO2-NH2-Zn(Zinpir-1)
manyetik nanokompozitinin floresans siddetinin 20. dakikaya kadar arttigi ve bu
dakikadan sonra sabit kaldig1 belirlendi (Sekil 4.22) ve bundan sonra Zn?* analizi igin
yapilan tiim ¢alismalarda bu siire g6z 6niine alindi.

2+

Yapay tiikiiriikte Zn“"’nin belirlenen spektroflorometrik yontem ile analizi i¢in
Boliim 3.8’de belirtilen yapay tiikiiriik hazirlandi ve hazirlanan yapay tiikiiriik ¢ozeltisine
standart Zn?" eklendi ve nétralize edildi ve daha sonra ¢ozeltiye belirlenen tampon
icerisinde hazirlanan Fe304-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik nanokompozit ¢ozeltisi
eklenerek Zn?* iyonlari ile etkilesimi saglandi. Ardindan elde edilen Fe304-SiO2-NH,-
Zn(Zinpir-1) nanokompozitleri bir magnet yardimi ile tutularak siipernatant
uzaklastirildi, belirtilen tampon ¢ozeltisi igerisinde derisimi 1mg/3mL olacak sekide
¢ozeltisi hazirland1 ve 490 nm uyarma ve 530 nm emisyon dalga boyunda spektrumlari
alind1.

Tiikiiriikte Na*, K*, Ca?*, Mg?* ve Zn?* metal katyonlar1 bulunmaktadir. Bunlara
ilaveten protetik tedavi (kuron-koprii (kaplama) ve metal destekli bolimlii ve tam
protezler'®, ortodontik tedavi**’, dis ciiriiklerinin konservatif tedavisi’*! ve implant
tedavisi**? sonrasinda tiikiiriige salinan metal katyonlar1 Cr?*, Co?*, Mo?", Mn?*, Fe?",

Ni%*, Ag*, Sn?*, Cu?*, Hg?*, Ti** ve AIP* diir. Ayrica tiikiiriikte sigara icen kisilerde AI%*

iyonun kontrol grubuna gore yiiksek miktarda oldugu tespit edilmistir.83
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Bu bilgiler 1s1ginda; Fes04-SiO2-NHz-(Zinpir-1) nanokompozitini kullanarak
Zn?"nin tayininde, tiikiiriikte bulunan bazi metal iyonlarmin (Mn?*, Ca?*, Cu?*, Fe?*, Ni?*
Co?*, Na*, K*, Mg?*, Mo?*, Cr?*, Hg?*, Ag*, Sn?* Ti** ve AI*") girisim etkileri arastirild1.
Bu amagla; girisim 6zelligi incelenen tiirlerin Boliim 3.9’da belirtildigi gibi ¢ozeltileri
hazirlandi ve olusum sabitlerine bagli olarak 490 nm uyarmada meydana gelen 530 nm
emisyon dalga boyunda floresans spektrumlari alindi ve girisim etkisi, Fe304-SiO2-NH>-
(Zinpir-1) nanokompozitinin floresansini artiracak veya azaltacak yonde etki gostermesi
ile belirlendi. %10’dan daha fazla bu etkiyi gosteren ilgili derisimdeki tiiriin girisim etkisi
oldugu sonucuna varildi. Buna gore, Sekil 4.23’de goriildiigii gibi Zn?* tayininde, Mn?*
ve Hg?*’nin, Zn?"’nin en yiiksek kalibrasyon derisiminin 100 kat: derisimlerinde olumsuz
etkileri gozlenirken diger belirlenen metal iyonlarda gézlenmedi. Fe304-SiO2-NH>-
(Zinpir-1) nanokompozitinin floresansini Mn?* azaltacak yonde, Hg?* ise artiracak yonde
etki gosterdi. Protetik tedavi goren hastalarda gdzlenen Mn?*’nin uygulamadan 3 giin
sonra pg/mL seviyesine diismesi ve dis ¢iiriiklerinin konservatif tedavisinde artik
amalgam malzemenin tercih edilmemesi ve yine Hg?" desiminin zamanla pg/mL
seviyesine azalmasi yoniinden tiikiiriikte FesOs-SiO2-NH2-(Zinpir-1) nanokompozitini
kullanarak Zn?*’nin tayininin rahatlikla yapilabilecegi soylenebilir.

Analitik yontem se¢imi ve yontemin optimisazyonu yapildiktan sonra gelistirilen
bu yontemin uygulanabilir oldugunu gostermek icin dogruluk, kesinlik, dogrusallik,
secicilik, spesifiklik ve hassaslik gibi parametreleri igeren gecerlilik testlerinin yapilmasi
gerekmektedir. Gegerlilik testlerinde bilesimi tam olarak bilinen standart maddeler
kullanilir. Kullanilan standart maddeler, analizi yapilacak analit ile ayn1 ya da kimyasal
ozelliklerinin birbirine yakin olmas1 gerekir.1%2

Calismada, Fe30s-SiO2-NH.-(Zinpir-1) nanokompoziti kullanilarak Zn?"’nin

belirlenmesi i¢in gelistirilen spektroflorometri yonteminin validasyonu (Bo6lim 4.7)
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dogruluk, kesinlik, dogrusallik, belirleyicilik ve duyarlilik gibi parametreleri iceren
gecerlilik testleri ile sirastyla Zn?*’nin Boliim 3.9°da belirtildigi sekilde hazirlanan
standart ve yapay tiikiiriik 6rneklerinde gergeklestirildi.

Standart Zn?* ¢ozeltileri i¢in yontemin, 0.9973 korelasyon katsayisi ile 20 ile 160
ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugu tespit edildi. LOD ve LOQ degerleri ise
sirasiyla 5.04 ng/mL ve 15.3 ng/mL olarak bulundu. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve
dogruluk degerlerinde ise sirasiyla % BSS degerinin 2.52°den, % BH degerinin ise
0.95’den kiiciik oldugu belirlendi.

Yapay tiikiiriikte hazirlanan Zn?* ¢ozeltileri igin yontemin, 0.9988 korelasyon
katsayist ile 20 ile 160 ng/mL derisim araliginda dogrusal oldugu tespit edildi. LOD ve
LOQ degerleri ise sirastyla 5.89 ng/mL ve 17.8 ng/mL olarak bulundu. Giin i¢i ve giinler
aras1 kesinlik ve dogruluk degerlerinde ise sirasiyla % BSS degerinin 2.47°den, % BH
degerinin ise 2.22’den kii¢iik oldugu belirlendi.

Calismanin son kisminda, gelistirilen ve valide edilen nanokompozit olusumuna
dayali bu spektroflorometrik yontem ile saglikli goniilliilerin ve oral prekanser ve oral
kanser teshisi konulmus hastalarin tiikiiriik Zn?" derisimlerinin belirlenmesi amagclandi.

Literatiirde saglikli goniilliilerin ve oral prekanser ve oral kanser teshisi konulmus
hastalarin tiikiiriik Zn?* derisimlerini belirlemeye yonelik calismalar mevcuttur. Zn®*
derisiminin AAS kullanilarak belirlendigi bir ¢calismada ortalama tiikiiriik Zn?* derisimi
OL (27.33£3.05 npg/dL), OSMF (24.67+4.86 ng/dL) ve OSHK (15.23+2.93 pg/dL)
hastalarinda ve sagliklilarda (35.7843.97 pg/dL) belirlenmis ve hasta gruplari saglikli
goniilliiler ile karsilagtirildiginda anlamli bir azalma oldugu (p=0.001) bulunmustur.*
Benzer bir AAS calismasinda, tiikiirik Zn?* derisiminin saghklilarda (146.76+29,18
ug/dL) daha yiiksek, OL hastalarinda (116.96+38.73 pg/dL) daha diisiik oldugu ve OL

hastalar1 ile sagliklilar karsilastirildiginda tiikiiriik Zn®* seviyelerinde anlamli farklilik
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oldugu (p=0.003) belirtilmistir.® OSMF’li hastalar ile sagliklilarin karsilastirildigi bir
AAS calismasinda da OSMF'deki ortalama tiikiiriik Zn?* derisimlerinin (0.10£0.21 ppm)
sagliklilara (0.10+0.29 ppm) gore azaldigi ve aralarinda anlamli bir fark bulundugu
(p<0.05) gosterilmistir.®” Diger bir AAS yontemi ile belirlenen Zn?" derisiminin oral
kanserli (16.97+5.36 pg/dL), potansiyel oral kanserli (2.25+5.32 pg/dL) ve saglikli
goniilliilere dogru gidildikce anlamli sekilde azaldig: bildirilmistir (p<0.001).% OSMF’li
gutkha alim 6ykiisii olan hastalar (A grubu: 0.4472 pg/mL), saglikli gutkha alim dykiisii
olan goniilliller (B grubu: 0.3821 ug/mL ) ve saglikli goniilliilerin (C grubu: 0.2740
ug/mL) tiikiiriik Zn?* derisimi, AAS ve pulslu anodik siyirma voltametri ydntemleri
kullanilarak belirlenmis ve tiikiiriik Zn?* seviyelerinin C grubudan A grubuna dogru
arttig1 bildirilmistir.*?° Fakat Zn?* derisiminin ICP-MS y&ntemi kullanilarak belirlendigi
calismada tiikiiriik Zn?* seviyelerinin oral kanserli (411.30+152.24 ppb) ve oral
prekanserli hastalardan (284.26+124.64 ppb) saglikli goniillillere (175.62+37.20 ppb)
dogru gittikce azaldigi ve gruplar arasinda anlamli farkin oldugu (p<0.05) tespit
edilmistir.%? Benzer bir AAS yontemi ¢alismasinda da OSHK hastalariin ameliyat éncesi
tiikiiriigiinde (0.38+0.28 ppm) tespit edilen Zn?" derisiminin saglikli géniilliilere gore
(0.19+0.04 ppm) yiiksek oldugu belirlenmistir.2® Ayrica literatiirde bulunan mevcut
calismalarin tiimii degerlendirildiginde saglikli goniilllerin tiikiiriik Zn®* derisiminin 46
ng/mL ile 1467 ng/mL araliginda oldugu tespit edilmistir,’>788082-848993949697 Bg oe]er
arasindaki farkliliklara bagli olarak g¢evresel faktorler ve beslenme aligkanliklarinin
degigsmesi metabolizmadaki ¢inko derisimini degistirmektedir. Bu yiizden yukarida
belirtilen bu g¢alismalarda goriildigii lizere ¢alismalar arasinda oral kanser ve oral
prekanser hastalar ile saglikli goniilliilerden elde edilen Zn?* derisimleri farkliliklar

gostermektedir.

141



Bu ¢alisma kapsaminda, herbiri alt1 kisiden olusan saglikli, oral prekanserli ve oral
kanserli goniilliilerin tiikiiriik Ornekleri Boliim 3.13°te belirtildigi sekilde Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak, Burun ve Bogaz Hastaliklar1 Anabilim Dalinda
toplandi. Bolim 3.9’da anlatildigi  sekilde FeszOs-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik
nanokompoziti hazirlanip 100 mM KCI ve 50 uM EDTA igeren 0.01 M Tris—HCI
(DMSO/H2O 2:3 h/h, pH 7.2) tampon ¢ozeltisi ortaminda saglikli goniillii, oral
prekanserli ve oral kanserli hastalarin tikiirik orneklerinde Bolim 4.8’de belirtildigi
sekilde Zn?* ile segici olarak etkilesimi ve manyetik olarak ayrimi gergeklestirildi. Daha
sonra elde edilen Fe304-SiO2-NHz-Zn(Zinpir-1) nanokompozitinin 1mg/3mL olacak
sekilde ¢ozeltileri hazirlandi. Bu tiikiiriik ¢ozeltilerinin 490 nm uyarma dalga boyunda ve
buna karsilik gelen 530 nm emisyon dalga boyunu kapsayacak sekilde 400-800 nm dalga
boyu araliginda emisyon spektrumu alindi. Fe30s-SiO2-NH2-(Zinpir-1) manyetik
nanokompozitinin 530 nm’de gdzlenen emisyon pikinde tiikiiriikte bulunan Zn?*
derisimine bagli olarak floresans siddetinde artis goriildii. Yapay tiikiirtik i¢erisinde elde
edilen Zn?* derisimine kars1 floresans siddetleri grafige gecirilerek standart ekleme
yontemi ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden yararlanilarak saglikli goniilliilerin ve oral
prekanserli ve oral kanserli hastalarin tiikiiriik 6rneklerindeki Zn?* derisimleri bulundu
(Tablo 4.9 ve Sekil 4.31). Gruplar arasindaki farkliligin anlamlilik diizeyini ortaya
koymak amaciyla tek yonlii ANOVA analizinin non-parametrik karsilig1 olan Kruskal-
Wallis tek yonlii analizi veri setine uygulandi (Tablo 4.10). Elde edilen istatistiksel veriler
is1¢inda; saglikli, oral prekanserli ve oral kanserli goniilliilerin tiikiiriik Zn?*
derisimlerinde p<0.001 seviyesinde anlamli farkliligin oldugu ve saglikli gruptan
(619.77+44.45 ng/mL), sirasiyla oral prekanser (498.64+24.96 ng/mL) ve oral kanser
gruplarma (367.08+25.65 ng/mL) dogru gidildik¢e ortalama tiikiiriik Zn?* derisimlerinde

anlamli derecede (p=0.0005) bir azalma oldugu goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte giinlimiizde var olan tibbi gelismelere ragmen
oral kanserler, DSO’niin listesine gore en dliimciil kanser tiirleri arasinda yer alan ve bas
ve boyun bolgesinde goriilen kanser tiirlerinden biridir. OSHK, oral kanserlerin
%090’1ndan fazlasini olustururken, OLP ise en sik rastlanilan oral prekanser lezyonlardan
biridir. Giiniimiizde oral kanserler, klinik 6zelliklerinin yetersiz olmasindan ve tanida
kullanilabilecek yontemlerin eksikliginden dolay1 ¢ok ge¢ teshis edilebilmektedir. Bu
baglamda, oral kanser arastirmalarinin ilgi noktalarindan biri yeni biyolojik belirtecleri
kesfetmektir. Dolayisiyla, biyolojik sivilarin analizine duyulan ihtiyag her gegen giin
artmaktadir. Viicuttaki bircok siiregte Onemli gorevleri olan biyoelementlerden biri
¢inkodur. Cinkonun fazlalig1 veya eksikligi durumlarinda homeostasisi bozularak kanser
gelisebilir. Oral prekanser ve oral kanserin tiikiiriik ile anatomik olarak yakinligindan ve
kanser gelisimi ile tiikiiriik ¢inko derisimi degisebileceginden dolay tiikiiriik ¢inko
diizeyinin bu hastaliklarin erken tanisi i¢in olduk¢a 6nemli bir biyobelirte¢ olabilecegi
sOylenebilir. Nanoteknoloji, maddeye atom ve molekiil seviyesinde fiziksel, kimyasal ve
biyolojik olarak yeni 6zellikler kazandirmayr amaglamayan, yeni ve hizla gelisen bir
teknoloji alanidir. Nanoteknolojinin temelini olusturan nanopartikiiller, biyomedikal
uygulamalar, tip ve elektrokimyasal sensor ve biyosensor uygulamalar1 gibi pek cok
alanda kullanilabilmeleri yoniiyle son yillarda olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

Cesitli metallerin veya metal komplekslerin nano malzemeler yiizeyinde
modifikasyonu ile ilgili ¢alismalar mevcut olup bu yontemler ile tikirigi igeren
biyolojik Orneklerde biyoelementlerin belirlenmesine yonelik bir calisma yoktur. Bu
baglamda; bu calisma hem ¢inko icin secici ve manyetik olarak geri kazanilabilen
nanokompozit sentezi hem de hazirlanan nanokompozitlerin tiikiiriik i¢indeki ¢inkonun

tayininde uygulanmasi yoniinden 6zgiindiir. Ayrica ¢alisma kapsaminda biyolojik 6neme
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sahip c¢inkonun tiikiiriikte analizi i¢in gelistirilmis nanokompozit temeline dayali
spektroflorometrik yontem bir ilk olup, ¢inkonun analizi i¢in bilinen atomik
spektroskopisi ve floresans goriintiileme temeline dayali yontemlerden daha etkin, ppb
seviyesinde hassas, se¢iciligi yiiksek ve daha ekonomiktir. Ayn1 zamanda gelistirdigimiz
bu yontem, kullanimi uzmanlik gerektirmeyen ve basit bir yontemdir. Gelistirdigimiz ve
valide ettigimiz yontem, saglikli goniilliilerin ve oral prekanser ve oral kanser hastalarinin
tiikiiriik ¢inko seviyesinin belirlenmesinde basari ile uygulandi ve hastalarin ve saglikli
goniilliilerin tiikiiriik ¢inko seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu.
Buna bagli olarak, kolaylikla hastadan alinabilecek tiikiiriik 6rneginde belirlenecek ¢inko
seviyesinin oral kanser tanisinda bir biyobelirte¢ olabilecegi ve gelistirdigimiz
nanokompozit olusum temeline dayali spektroflorometrik yontemin de Klinik ve
epidemiyolojik ¢aligmalarin rutin analizlerinde kullanilabilecegi sonucuna varildi.
Ayrica, nanoboyutta manyetik nanopartikiillerle katkilanmis bu tiir nanokompozitlerin ve
bu nanokompozitlerle biyolojik sistemlerde elementel analiz yontemlerinin gelistirilmesi
Avrupa Birligi’nin getirdigi normlar ¢ergevesinde ¢evrenin daha az kirlenmesine neden

olan daha ekonomik analitik yontemlerin gelistirilmesine ornek teskil etmektedir.
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Ilgi Alanlar1 ve Hobiler
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EK-2. ETiK BIiLDIiRIiM VE INTIiHAL BEYAN FORMU

i b 93
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU

ETIiK BILDiRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

Doktora Tezi olarak Dog. Dr. Fatma DEMIRKAYA MILOGLU damismanhgnda sunulan
“Zinpir-1  Ligand1 ile Fonksiyonlagtinlmis Fe304-SiO2-NH2 Nanokompozit
Olusumuna Dayali  Spektroflorometri Yoéntemi ile Oral Premalign ve Malign
Hastalarda Tiikiirtik Cinko Seviyesinin Belirlenmesi * bashikh ¢alismanin tarafimizdan
bilimsel etik ilkelere uyularak yazildigini, yararlanilan eserlerin kaynakgada gosterildigini,
Saglik Bilimleri Enstitiisii tarafindan belirlenmis olan Turnitin Programi benzerlik oranlarinin

asilmadigin1 ve asagidaki oranlarda oldugunu beyan ederiz.

Tez Boliimleri Tezin Benzerlik Orani (%) Maksimum Oran (%)
Giris 9 15
Genel Bilgiler 8 30
Materyal ve Metod 12 35
Bulgular 5 10
Tartigma 4 15

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki
sorumluluklar1 kabul ve beyan ederiz. 04 / 07/ 2019

Ogrency Adi-Soyadi Daér(«\z%o/g‘

Imza Imza ’
Elmas POLATDEMIR Dog. Dr. Fatma DEMIRKAYA MILOGLU

* Tez ile ilgili YOKTEZ’de yaymnlamasina iliskin bir engelleme var ise asagidaki alani
doldurunuz.

O Tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi / patent alma siirecinin devam etmesi sebebiyle
Enstitii Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. say1l karari ile teze erisim 2 (iki) yil
siireyle engellenmigtir.

CJEnstitii Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. say1l1 karari ile teze erisim 6 (alti)
ay siireyle engellenmistir.
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

% UNJY,
T.C. P Q

Lo

ATATURK UNIVERSITESI N
Eczacilik Fakiiltesi Dekanhig: v";., .
Etik Alt Kurulu S

e

AW

¥

o 47,

3
Si

®

L
£

Sayr : 93722986.12/ £ 4D
Konu: Etik Alt Kurul Karar 11/11/2015

Saym Dog. Dr. Fatma DEMIRKAYA MIiLOGLU

flgi: 09.11.2015 tarih ve 755 sayih dilekceniz.

Fakiiltemiz Etik Alt Kurulunun 11.11.2015 tarihinde almis oldugu 11’ nolu karan ile
“Zinpir-1 ligand1 ile fonksiyonlastiriimis Fe;04/SiO;NH, nanokompozit olugumuna dayali
spektroflorometri yontemi ile oral premalign ve malign hastalarda tiikiiriik ¢inko seviyesinin
belirlenmesi” baglikli Doktora 6grenciniz Elmas POLATDEMIR ile beraber yiiriiteceginiz
calismamizin etik kurulumuz tarafindan kabuliine karar verilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

2 LA
A
.'/ré'eﬁtéﬁ”f CETIN

ik/Alt Kurul Baskani

TOPLANTI TARIHi: 11.11.2015
TOPLANTI SAYISI: 7

Karar-11-Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali 6gretim iyesi Dog. Dr. Fatma
DEMIRKAYA MILOGLU’nun Danigmani oldugu Doktora Ogrencis Elmas POLATDEMIR’in
Fakiiltemiz Analitik Kimya Anabilim Dali Arastrma ve Tip Fakiiltesi Patoloji Arastirma
Laboratuvarlarinda yiiriitiilecek olan “Zinpir-1 ligandi ile fonksiyonlastirilmis Fe;04/SiO-NH;
nanokompozit olusumuna dayali spektroflorometri yontemi ile oral premalign ve malign hastalarda
tikiiriik ¢inko seviyesinin belirlenmesi” baglikli arastirma ¢alismasi ile ilgili 10.11.2015 tarih ve
755 sayili yazisi ile ekleri gorustldii.

Yapilan goriismelerden sonra; adi gegen arastirma ¢aligmasinin yuriitiilmesinin etik kurallarina

uygun oldugunun mevecut oybirligi ile kabulime (Dog. Dr. Fatma DEMIRKAYA MILOGLU
oylamaya katilmadi) karar verildi.

Atatiirk Universitesi kampusu 25040 TIf: 0442-231 52 07 Fax: 0442 — 2315201 Elektronik Post: eczfak@atauni.edu.tr ERZURUM
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EK-4. BILGILENDIRILMIS ONAM FORMU

ATATURK UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

BiLGILENDiRiLMiS ONAM FORMU

LUTFEN BU DOKUMANI DiKKATLICE OKUMAK ICiN ZAMAN AYIRINIZ

Sizi Dog. Dr. Fatma DEMIRKAYA MILOGLU tarafindan yiiriitillen “Agiz kanseri olan
veya agiz kanseri riski tagiyan hastalarin tiikiiriik ve kan ¢inko miktarinda meydana gelebilecek
degisikliklerin yeni, hizli ve ekonomik yontemler ile belirlenmesi ve gelistirilen yontemlerin bu
hastaliklarda bir biyobelirte¢ olarak kullanilmasi” amaci olan arastirmaya davet ediyoruz. Bu
aragtirmaya katilip katilmama kararin1 vermeden once, aragtirmanin neden ve nasil yapilacagini
bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlagilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Eger

anlayamadifiniz ve sizin i¢in agik olmayan seyler varsa, ya da daha fazla bilgi isterseniz bize
sorunuz.

Bu galigmaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Calismaya katilmama
veya katildiktan sonra herhangi bir anda caligmadan ¢ikma hakkinda sahipsiniz. Calismayi
yanitlamaniz, arastirmaya katihm icin onam verdiginiz bigiminde yorumlanacaktir. Size verilen
formlardaki sorular1 yamtlarken kimsenin baskisi veya telkini altinda olmayin. Bu formlardan elde
edilecek bilgiler tamamen aragtirma amaci ile kullanilacaktir.

1. Arastirmayla flgili Bilgiler: (Hastanin anlayabilecegi bir dilde olmaldir)

a. Aragtirmanin Amact: Agiz kanseri olan veya agiz kanseri riski tagtyan hastalarin
tiikiiriik ve kanda g¢inko miktarinda meydana gelebilecek degisikliklerin yeni, hizli ve
ekonomik yontemler ile belirlenmesi ve gelistirilen yontemlerin bu hastaliklarda bir
biyobelirteg olarak kullanilmasi amaglanmaktadir.

b. Arastirmanin Igerigi: Biyopsi sonucuna gore agiz kanseri oldugu veya agiz kanseri riski
tagidigi beg%cncn hastalardan alinan tikiirik ve kanda ¢inko miktarinin belirlenmesi
igin saglikl KisteracinMnan tukiirik ve kandaki ginko miktar: ile kargilastirilmast ve
elde edilen sonuglara gére gelistirilen bu yontemlerin agiz kanseri hastahginda bir
biyobelirteg olarak kullanilmasi gergeklestirilecektir.

Arastirmanin Nedeni: o Bilimsel aragtirma o Tez ¢alismasi

. Arastirmanin Ongorilen Siresi: 2 yil

e. Arastirmanin Yapilacag: Yer(ler): Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji AD
ve Atatiirk Universitesi Eczacihik Fakiiltesi Analitik Kimya AD

)

2. Calhismaya Katihm Onay::

Yukarida yer alan ve arastirmadan 6nce katilimerya/géniilliiye verilmesi gereken bilgileri
okudum ve katilmam istenen calismanin kapsamini ve amacini, goniillii olarak lizerime diisen
sorumluluklar1 tamamen anladim. Calisma hakkinda yazih ve sozlii aciklama asagida adi
belirtilen arastirmaci tarafindan vapildi, soru sorma ve tartisma imkani buldum ve tatmin
edici_vanitlar aldim. Bana, calismanin muhtemel riskleri ve faydalan_sozlii_olarak da
anlatildi. Bu calismay: istedigim zaman ve herhangi bir neden belirtmek zorunda kalmadan
birakabilecegimi ve biraktigim takdirde herhangi bir olumsuzluk ile kargilasmayacagimi anladim.

Bu kosullarda séz konusu arastirmaya kendi istegimle, higbir baski ve zorlama olmaksizin
katilmay1 kabul ediyorum.

Katilimcinin (Kendi el yazisi ile)
AQI-SOYAGL ..vvcuneminnsiiuissssinisssissssstssssstsstasssssbss e st sttt eSS SES SRS SE SEESeES SRS S s SsS 0e
imzas:

(Varsa) Velayet veya Vesayet Altinda Bulunanlar fgin;
Veli veya Vasisinin (kendi el yazisi ile)
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Imzasi:

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Adi

Imzast:

Aragtirmacinin
Adi1-Soyadi: Elmas POLATDEMIR Cep TIf: 0544 446 3645
Imzas:: YLt

Not: Bu form, iki niisha halinde diizenlenir. Bu niishalardan biri imza karsihginda gonillii kisiye verilir, digeri
aragtirmact tarafindan saklanir.
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