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OZET

NUKLEOTID SAFLASTIRILMASI iCIN BASKILANMIS MANYETIK
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Emine ONGUN
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Tez Danismani: Prof. Dr. Handan YAVUZ ALAGOZ

Haziran 2019, 117 sayfa

Nukleozidler ve nikleotidler, biyosentetik yollarin bir pargasi olduklari ve biyolojik
dizenleyiciler olarak énemli bir rol oynadiklari igin metabolik fonksiyonlara
katilirlar. Nukleotidler ¢esitli bigimlerde, hiicre blyumesi ve enerji metabolizmasi,
genetik iletim ve sinyal iletimi Uzerinde dnemli rol oynarlar. Nukleotidler, ya
nikleozid 5p-fosfatlar olarak ya da 3p,5'-siklik adenozin monofosfat (AMP),
guanosin tetraposfat (ppGpp) ve 3p,5'-siklik diGMP gibi modifiye edilmis
nikleotidler seklinde metabolik sinyal molekulleri olarak islev gorurler.
Nukleotidlerin her biri igin sentetik reseptdrler hazirlanmasi konusunda literatiirde
farkh calismalar mevcuttur. Ancak yapay reseptér tasarlama islemleri genellikle
karmasik ve zordur. Bu yéntemlere alternatif olarak molekdler baskilama teknigi
hizli, basit ve secici polimerik reseptérler hazirlama olanagr saglamaktadir.
MIP'ler, secilen hedef molekillere kargi yuksek secicilik saglayan 6zel molekuler

tanima yeteneklerine sahip sentetik polimerik malzemelerdir.

Bu tez kapsaminda, nanoteknolojinin nukleotid saflastirma alanindaki rolintn bir
incelemesi sunulmaktadir. Molekller baskilama ydntemi kullanilarak sitidin
saflastiriimasi icin Fe3O4 (manyetit) varliginda manyetik 2-hidroksietil metakrilat
(mPHEMA) nanokireler miniemulsiyon  polimerizasyon  yéntemi ile

sentezlenmigtir. N-metakriloil-(L)-histidin metil ester (MAH), sitidin baskilanmig



nanokurelerin (MIP) hazirlanmasinda fonksiyonel monomer olarak segilmigtir.
MAH ve Cu(ll) arasinda koordinasyon kompleksi olusumu saglanarak hazirlanan
MAH-Cu(ll) kompleksine kalip molekil Cyt eklenerek &6n-kompleks
hazirlanmistir. Kalip molekdl olmaksizin baskilanmamis (NIP) mPHEMA ayni

yéntemle hazirlanmigtir.

Hazirlanan nanokirelerin karakterizasyon caligsmalari; boyut analizi icin Nano
Zeta Sizer ve ylzey alani dlgimleri Brunauer Emmet Teller (BET) yontemi ile,
polimerlerin yapi analizi i¢in Fourier Déntusimli Kizilétesi Spektroskopisiyle
(FTIR), yuzey morfolojisi igin taramal elektron mikroskobuyla (SEM) ve polimerik
yapidaki manyetik 6zelligin belirlenmesi icin elektron spin rezonans (ESR)

spektrometresi kullanilarak yapiimigtir.

Karakterizasyon c¢alismalari  sonrasinda, Cyt nUkleotidi  baskilanmis
nanokurelerin sulu ¢ézeltilerde maksimum adsorpsiyon kosullarini belirlemek igin
baglangi¢c derigimi, pH, sicaklik, zamana bagli degisim ve iyonik siddet
parametreleri incelenmigtir. Cyt baskilanmig nanokurelerin  seciciliginin
belirlenmesi icin dridin (Uri) ve timidin (Tym) yarismaci niikleotidleri ile segicilik
deneyleri  gerceklestirilmistir.  Cyt  baskilanmis  nanokirelerin  tekrar
kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla adsorpsiyon-desorpsiyon islemi ayni

nanokureler kullanilarak 10 kez tekrar edilmistir.

Sonu¢ olarak, bu calismada metal koordinasyon ve molekiler baskilama
tekniginin birlestiriimesiyle sentezlenen Cyt baskilanmis manyetik nanokireler
Cyt’nin yiksek segcicilikle taninmasi igin oldukga etkin bir malzeme olarak basarili

bir sekilde sentezlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Nuikleotid saflastirma, Manyetik nanokire, PHEMA,

Molekuler baskilanmis polimeler, Sitidin.
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Nucleotides and nucleosides participate in other metabolic functions because
they are part of the biosynthetic pathways and play an important role as biological
regulators. Nucleotides in various forms play an important role in cell growth and
energy metabolism, genetic transmission and signal transduction. The
nucleotides serve as either nucleoside 5p-phosphates or as metabolic signaling
molecules in the form of modified nucleotides such as 3p, 5'-cyclic adenosine
monophosphate (AMP), guanosine tetraphosphate (ppGpp) and 3p, 5'-cyclic
diGMP. There are different studies in the literature on the preparation of synthetic
receptors for each of the nucleotides. However, the process of designing artificial
receptors is often complex and difficult. As an alternative to these methods, the
molecular suppression technique allows the preparation of fast, simple and
selective polymeric receptors. MIPs are synthetic polymeric materials with
specific molecular recognition capabilities that provide high selectivity to selected

target molecules.

In this thesis, a review of the role of nanotechnology in nucleotide purification is
presented. Magnetic 2-hydroxyethyl methacrylate (mMPHEMA) nanospheres were
synthesized by miniemulsion polymerization method in the presence of Fe3O4

(magnetite) for cytidine purification using molecular suppression method. N-



methacryloyl-(L)-histidine methyl ester (MAH) was selected as the functional
monomer in the preparation of Cyt-imprinted nanospheres (MIP). MAH and Cu(ll)
prepared by providing coordination between the complex formation MAH-Cu(ll)
complex to pre-complex by adding Cyt target molecule is prepared. The
unpressured (NIP) mPHEMA without the target molecule was prepared by the
same method. Characterization studies of prepared nanospheres were
performed by using; Nono Zeta Sizer for size analysis, Brunauer Emmet Teller
(BET) method for surafce area measurement, Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) for structural analysis of polymers, scanning electron
microscopy (SEM) dor surface morphology and electron spin resonance (ESR)

spectroscopy for determination of magnetic properties of polymeric structures.

After characterization studies, initial concentration, pH, temperature, time
dependent change and ionic strength parameters of Cyt nucleotide suppressed
nanospheres were investigated to determine the maximum adsorption conditions
in aqueous solutions. Selectivity experiments with uridine (Uri) and thymidine
(Tym) competitor nucleotides were performed to determine the selectivity of Cyt-
imprinted nanospheres. In order to determine the reusability of Cyt-imprinted
nanospheres, the adsorption-desorption process was repeated 10 times using

the same nanospheres.

As a result, in this study, Cyt imprinted magnetic nanospheres synthesized by
combining metal coordination and molecular imprinting technique have been
successfully synthesized as a highly effective material for high selectivity

recognition of Cyt.

Keywords: Nucleotide purification, Magnetic nanospheres, PHEMA, Molecular

imprinting polymers, Cytidine.
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1. GIRIS

Bilimsel ilerlemedeki her yenilik, mevcut dogmadan sapma ve yaygin olarak
kabul edilen inanglarin tersi yoninde atilmig yeni bir adimdan sonra
gerceklesmistir. 21. ylzyilin 6nde gelen teknolojisi olarak kabul edilen

nanoteknoloji, bu adimlarin atildigi 6nemli alanlardan biri olmayi bagarmistir.

Vicudumuzu olugturan hicre ve molekiller birbirleri ile uyumlu bir diizende
calisirlar ve yasamsal islevler bir dizen igerisinde gergeklesir. Bu nedenle
molekiler tanima yasamin varlhigi igin ¢ok 6nemlidir. Dogadaki molekdillerin
birbirini tanimasi, ¢ogu bilim insanini onlari taklit etme y®6ninde harekete
gecirmigtir ve bu da molekuler tasarimin serbest ve dogal bir sekilde gerceklestigi

yapay reseptorleri ortaya ¢gikarmistir [1].

“‘Nano” kelime anlami olarak, fiziksel bir buyudkligun milyarda biridir. Bir
nanometre, bit metrenin milyarda biridir. Eric Drexler (Foresight Enstitisi’nin
kurucusu), nanoteknoloji kavramini ilk defa dile getiren kigidir. Massachusetts
Teknoloji Enstitist laboratuarindaki egitim suresinde, nanoteknolojinin ilk
tohumlarini biyolojik sistemlerden esinlenerek molekiler dizeyde makineler
yapilabilecedini 6énermesi ile atmigtir. Nanoteknolojinin ortaya ¢ikigini, 1959
yilinda fizik¢i Richard Feynman’in “Malzeme Ve Cihazlarin Molekuler Boyutlarda
Uretilmesi ile Bagarilabilecekler” konusunda yapmis oldugu énemli konusmasina

kadar géturebiliriz [2].

Nanometre buyukliglindeki malzemelerin bilimi ve mihendisligi ginUmizde ¢ok
sayida bilimsel, endustriyel, ekolojik ve teknolojik alanin geligtiriimesi igin yaygin
olarak kullaniimaktadir. Biyoloji, tip, kimya, ecza, tarim, gida endustrisi ve
malzeme bilimi, nanobilimde gelisen biyuk teknolojik ilerlemeden yararlanan ana
alanlardir ve bir¢ok bilim insani nanomalzemelerin (NM) buyuk bir potansiyel ile

birlikte beklenmeyen 6zelliklere sahip oldugunu dogrulamistir [3].

Nanoteknoloji hala ¢ok erken asamalarini yagsamaktadir. Bununla birlikte, bu
essiz teknolojinin sayisiz uygulamasi 06zellikle tip camiasinda buyuk ilgi
gbrmektedir. Nanoteknoloji, karmasik nanoparcgacik yapi iskelelerini inga etme,

cesitli teshis ve tedavi edici yardimci malzemelerle kompozitler olusturma, secici
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olarak belirli hedef dokulara ila¢ gibi spesifik elementler saglama ve harekete
gecirmek icin hiicreleri uyarma vb. yetenegine sahiptir. Diger farmakolojik ajanlar
ve vektbrlerle kargilastirnldiginda nanokureler fiziksel, kimyasal, biyolojik
Ozelliklerinde son derece kuglk boyutlari, kutuplari veya elektriksel iletkenlikleri,
uygun sekilleri ve daha buytk ylzey alani/hacim oranlarini igceren avantajlar

gOstermektedir [4].

Nanoteknoloji kavrami uzun zamandir iyi bir sekilde olusturulmustur ancak son
zamanlarda toksisite artiglari ortaya c¢ikmaya baslamistir. Bu da
nanobiyomalzemelerin uygulanmasinin guvenli olup olmadigini veya saglikh
hlcrelere toksisite saglayip uzun sureli saglik sorunlari Uretip Uretmediklerini
bilmeyi zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle NM'erin insan sagligi ve cevre
Uzerindeki potansiyel riskleri de g6z 6ntinde bulundurulmalidir. Boyut, sekil ve
yuzey kimyasi gibi NM'lerin fizikokimyasal 6zellikleri ile hicre igi ve in vivo biyo-

dagilimlari arasindaki iliski buyuk dlglide bilinmemektedir [5].

Nanoteknoloji endustri Urlnleri genis bir uygulama kazandigindan, bulyuk
potansiyel faydalar ve biylk finansal karlar saglamasi éngérilebilir. Endustri
arastirmalarina goére nano 6zellikli Granlerin kiresel gelirleri 2013 yilinda 1 trilyon

ABD dolarina ulagmistir [6].

Proteinler ve nukleik asitler dahil olmak Gzere biyolojik molekuller igin yeni tespit
yéntem ve tekniklerinin gelistiriimesi, hastaligin tani ve tedavisi de dahil olmak

Uzere insan sagligina olan ilginin artmasi nedeniyle dikkat ¢ekicidir [7].

Sonug olarak son yillarda DNA ve RNA nanoteknolojisi potansiyel uygulamalar
icin iyi tanimlanmig, nanoyapilarin tasariminda calisan bir¢ok arastirmaci
tarafindan buydk ilgi gérmustir. Yeni nikleik asit temelli nano dizaynlarin farkl
uygulamalardaki performansinin cogu DNA ve RNA'daki nikleobazlar arasinda
molekiler tanima dayanmaktadir. Molekuler tanimanin sadece supramolekuler
kimyada degil ayni zamanda biyokimyasal cercevelerde de en énemli kimyasal
olusumlardan biri oldugu bir gercektir. Ozellikle DNA ve RNA'daki niikleobazlarin

taninmasi, genetik iletim ve protein ekspresyonu icin cok dnemlidir [8].



Bu tez kapsaminda, nanoteknolojinin nukleotid saflastirma alanindaki rolintn bir
incelemesi sunulmaktadir ilk olarak molekiler baskilama yéntemi kullanilarak
sitidin baskilanmis manyetik 2-hidroksietil metakrilat (MPHEMA) nanokdireler
(MIP) miniemulsiyon polimerizasyon yéntemi ile sentezlenmigtir. N-metakriloil-
(L)-histidin metil ester (MAH) monomeri ile Cu(ll) matal iyonu arasinda
koordinasyon kompleksi olugsumu saglanarak hazirlanan MAH-Cu(ll)
kompleksine kalip molekll Cyt eklenerek 6n-kompleks hazirlanmistir. Ayrica
kalip molekll olmaksizin baskilanmamis (NIP) mPHEMA nanokureler ayni
ybntemle hazirlanmistir. Baskilanmis ve baskilanmamis manyetik nanokurelerin
karakterizasyonu igin zeta-sizer, Fourier Transform infrared spektroskopisi
(FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM), ylzey alani hesaplamalari ve
elektro manyetik rezonans (ESR) ile gercgeklestiriimistir. Daha sonra sitidin
adsorpsiyon ¢aligmalari farkh parametrelerde (pH, denge derisim, sicaklik, iyonik
siddet ve zaman) incelenmigtir. Son olarak mMPHEMA nanokdrlerin sitidine kargi
seciciligini ve kararlihgini géstermek icin farkli nikleotidlerle adsorpsiyon
deneyleri incelenmistir. Cyt baskilanmigs manyetik nanokirelerin etkin bir
malzeme olarak basarili bir gsekilde sentezlendigi 10 tekrar adsorpsiyon-

desorpsiyon deneyleri sonucu gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Molekuler baskilamanin temeli, enzim fonksiyonu ve antibadi olusumu Uzerine
yapilan ilk teorilere kadar gorllebilir. 1890'larda Emil Fischer, enzimlerin
seciciligini tanimlamak igin “kilit ve anahtar” uyum fikrini benimsemistir. Bir
enzimin baglanma bdélgesi, substrati ile etkilesime giren fonksiyonel gruplara
sahiptir. Bu etkilesimler hidrojen baglari, elektrostatik etkilesimleri ve hidrofobik
kuvvetleri igermektedir. Antibadiler, iyi baglanma ve olaganistl segicilik
saglayabilen, Hedef molekulleri spesifik olarak baglayan bir baska biyolojik

protein sinifidir [9].

Molekuler baskilanmis polimerler (MIP'ler), hem antibadilerden ¢ok farklidir hem
de ayni zamanda onlarla ¢ok ortak noktalari vardir. Mevcut konfigtrasyonlarinda
MIP'ler, antibadilerden kati, daha sert ve ¢6zinmezdir, ancak dogal reseptor
molekullerinin en dnemli 6zelligini paylasirlar: spesifik olarak bir kalip molekile

baglanma yetenegi [10].

Frank Dickey “yapay antibadi” gelisimine yonelik ilk deneyleri gerceklestirmis ve
daha sonra “molecular imprinting (molekiler baskilama)” olarak adlandirilan ve
‘yapay adsorpsiyon” adi verilen, sentetik reseptérler olusturmak icin silika
polimerleri kullanarak bir teknik tasarlamistir. Dickey'in baslangigtaki ilk
calismasinda spesifik adsorpsiyon igin gosterilen ilk hedefi sekerin kiral ayrimidir.
Her ne kadar daha énceki raporlar “molekuler baskilama” terimine dedinmemis
olsa da (“secici adsorbanlarin” sentezi olarak tanimlanmaktadir), tanimlanan

kavram, molekuler baskilama olarak tanimladidimiz yénteme karsilik gelir [9].

MIP'ler, secilen molekdllere kargi yuksek segicilik saglayan 6zel molekdler tanima
yeteneklerine sahip sentetik polimerik malzemelerdir. [11]

Molekiler baskilama, bir kalip (hedef) molekulin varlidinda sentez yaparak bir
polimerde molekiler tanima alanlarinin olusturulmasi islemidir. Fonksiyonel
monomerler ve kalip molekul arasindaki tamamlayici etkilesimler, polimerizasyon
islemi ile korunur ve polimerin ¢apraz baglanmasi ile daha da kararli hale getirilir.

Elde edilen MIP, kalip analitin segici olarak taninmasi yetenegine sahiptir.
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Molekuler baskilama teknigi, su anda sentetik molekuler reseptdrler olusturmada

en genel, cok yonll, dlgeklenebilir ve uygun maliyetli bir yaklasimdir [12, 13].

Molekiler baskilama Gunter Wulff ve calisma arkadaslari tarafindan ilk defa
1972’de kavram olarak tanimlanmistir [14]. Molekuler baskilama teknigi, bir kalip
molekdl varliginda fonksiyonel monomerlerin bazi etkilesimlerle (kovalent veya
kovalent olmayan) dizenlenmesi ve bu dizenlemelerin ardindan birtakim
islemler ile kimyasal iglevlere sahip kati malzemelerin meydana getirilmesini
hedeflemektedir. Kalip molekilin yapidan uzaklastirilmasi ile kalip molekile
spesifik tanima bdlgeleri olusmaktadir. MIP’ler, dogal reseptérlere benzer afinite
ve segicilikleri, molekuler tanimaya dayali ayirma teknikleri dogal molekullerle
karsilastirildiklarinda kararhliklarinin yuksek olmasi, hazirlanmalarinin ve ¢esitli
uygulamalara uyarlanmalarinin kolay olmasi gibi avantajlari nedeniyle
arastirmalara konu olmaktadirlar. Bu nedenle, MIP'ler yapay bir afinite malzemesi

olarak dusunulebilir [13, 15].

Molekiller baskilamanin ilk asamasinda, kalip molekil ile fonksiyonel
monomerler ile ©6n-kompleks asamasi gergeklesir. Polimerizasyonun
gerceklesmesinin ardindan kalip molekilin yapisinda bulunan fonksiyonel
gruplar polimerik yapi icerisinde tutulmaktadir. Kalip molekilin ortamdan
uzaklastirilmasiyla, kalip molekile seklen uygun, boyut ve ylUk agisindan
tamamlayici baglanma bdlgeleri ortaya c¢ikar. Boylelikle, polimerde molekuler
olarak hafiza meydana gelir, daha sonraki asamalarda olusturulan bu hafiza

sayesine analit ylksek secicilik gbéstererek yeniden taninir (Sekil 2.1.) [16].
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Sekil 2.1. Molekuler baskilama prensibinin sematik gésterimi a: Fonksiyonel

monomerler, b: c¢apraz badlayici, c¢: kalip molekdl; 1: &n
polimerizasyon kompleksinin montaji, 2: polimerizasyon, 3:
baskilanmig molekulin uzaklastiriimasi (desorpsiyon), 4: yeniden

baglanma [16].

2.2. Molekiiler Baskilama Yontemleri

2.2.1. Kovalent Baskilama Yontemi

Bu ybnteme goére, kalip molekil-monomer &n-kompleksi arasinda tersinir
kovalent etkilesimler gercgeklesir. Yani polimerizasyon asamasindan ©nce
fonksiyonel monomer ile kalip molekilin arasinda gtic¢li, tersinir bir kovalent bag
meydana gelir. Kovalent baglarin bozulmadigi bélgelerde kovalent konjugatlari
polimerize olur. Polimerlesme meydana geldigi sentez sonrasinda tersinir
kovalent baglar ¢ézuci (eluent) varliginda segici olarak koparilir ve kalip molekdil
polimer yapisindan uzaklastirilir. Kovalent baskilama yo6nteminde, kovalent
baglarin yiksek kararhligi, baglanma bdlgelerinin daha homojen bir gekilde
dagihimini saglar. Ozdes yeniden baglanma alanlarinin olusumu kalip molekiil ile
fonksiyonel monomer arasinda hizli ve tersinir kovalent baglar gerektirdiginden
bu baskilama teknigi icin uygun kalip molekdl sinirhdir. Bu yéntemde boronik asit
esterleri, ketaller, disilfit baglari, asetaller ve shiff bazlari monomer olarak

kullaniimaktadir. Polimer, kalip molekdl ile etkilestirildiginde ayni kovalent baglar
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tekrar olusturulur. Bu ydntem kullanilarak kararli ve homojen baglanma yerleri
olusturulabilir ancak bu yéntemin en buylk dezavantaji yeniden baglanma igin
kuvvetli kovalent baglardan dolayi yavas bir kinetige sahip olmasidir. Ayrica
ayrilmada termodinamik dengeye ulasmayi zorlastirir [14, 17, 18].

Kovalent baskilama, MIP'nin segiciligini artirmak i¢in ideal bir yéntemdir, ¢uinki
kovalent baskilamada kalip—fonksiyonel monomer kompleksi, polimerizasyon
sirasinda serbest monomerlerden kacinir, homojen baglanma bélgeleri olusturur

ve MIP'nin spesifik olmayan bagdlanma bdlgeleriniasgariye indirir [19, 20].

2.2.2. Kovalent Olmayan Baskilama Y&ntemi

Kovalent olmayan baskilama Mosbach ve Arshady tarafindan 1981’de &ne
surdlen bir ydntemdir. Mosbach ve arkadaslari fonksiyonel monomer ile kalip
molekil arasinda kovalent baglanmanin daima gerekli olmadigini ileri stirmustar.
Kovalent olmayan etkilesimler fonksiyonel monomer ve kalip molekil arasinda
meydana gelmistir. Bir MIP'nin bu yéntemle hazirlanmasinin teknik olarak basit
olmasina ragmen, kalip ile fonksiyonel monomerler arasindaki ayri ayri zayif
kovalent olmayan etkilesimlerin kararlihginin basarisina dayanir. Bu kararlilik
sirayla fonksiyonel baglama gruplarinin, kaliplanmis bélgelere dahil edilmesine

yol acacaktir [21].

Kovalent olmayan yaklagsim, gunumizde en yaygin sekilde kullanilan
yaklagimdir. CUnkd  MIP'lerin  kolay hazirlanmasina ve genig kimya
yelpazesindeki fonksiyonel monomerlerin ve mevcut muhtemel kalip molekdllerin
secilmesine izin verir. EK olarak, kovalent olmayan baski yaklagimi tarafindan
hazirlanan baskilanmis polimerler, kovalent yaklagim tarafindan hazirlananlara

gore ¢ok daha hizli ve tersinir baglanma kinetigi sergilerler.

Bu yaklagimda elektrostatik kuvvetler, hidrojen bagi, hidrofobik etkilesim, yik
transferi, metal selat ve hatta van der Waals gibi zayif kovalent olmayan
etkilesimler sayesinde kalip molekul ve segilen fonksiyonel monomerler ile 6n-
kompleks olusur. Sentez sirasinda komplekslesme basamagi uygun bir
porojende (¢6ziicl) uygun bir monomerin ya da monomerlerin kalip molekdil ile
karigtirlmasiyla gergeklesir. Ardindan polimerlesme vasitasi ile bu 6n-kompleks

dizilimi korunur. Sentez sonrasinda kalip molekul, bir ¢ézlcl ya da ¢dzicil
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karisimi ile yikanarak basit bir sekilde elde edilen polimerden uzaklastirilir. Kalip
molekullin uygun oyuklara tekrar baglanmasi ayni kovalent olmayan etkilesimlere
dayanir. Kovalent olmayan baskilama yéntemi kolayligindan dolayi molekiler
baskilanmis polimerler hazirlamak igin en etkili ve en yaygin olarak kullanilan

yéntemdir.

Baskilanmis molekuller hem baskilama sitreci hem de yeniden baglanma
sirasinda iyonik, hidrofobik ve hidrojen baglari gibi kovalent olmayan etkilesimler
araciligiyla polimerle etkilesir. Hidrojen bagi molekuler baskilanmig polimerin
molekiler tanima etkilesimi olarak sik¢a kullanilir. Bu agidan akrilik asit ve
metakrilik asit genellikle, karboksil grubunun ayni anda bir hidrojen verici ve bir
hidrojen alicisi olarak islev gérmesinden dolayi fonksiyonel monomerler olarak
kabul edilirler. Kovalent olmayan etkilesimler, asit ve bazlarin sulu gbzeltileri ya
da metanolle muamele edilerek kolay bir sekilde ortadan kaldirilir. Bdylece
polimerizasyon sonrasinda agdan kalip molekil uzaklastirilabilir (Sekil 2.2.) [14,
17, 18, 20].

&

\
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Polmerizasyon A
yonr A

Vil 3

S

Capraz .
baglayict 7 &

Fonkstyonel

monometler

'~ 0T

Sekil 2.2. Kovalent olmayan baskilama yaklagimi kullanilarak molekuler olarak

baskilanmis polimer hazirlama ilkesinin sematik gosterimi [22].
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2.2.3. Yari-Kovalent Baskilama Yontemi

1990’larin sonunda Whitcombe ve ekibi tarafindan yari-kovalent baskilama
sistemi gelistirildi ve bu melez yéntem kovalent ve kovalent olmayan
baskilamanin avantajlarinin birlestiriimesine olanak sagladi. Bu yontemde,
polimerizasyondan &énce kalip molekil ve fonksiyonel monomerler arasinda
kovelent bag olusurken polimer matriksinden kalip molekul uzaklastiriidiktan
sonra, kalip molekilin tekrar baglanmasi kovalent olmayan baskilama
protokoliinde oldugu gibi kovalent olmayan etkilesimler sayesinde gercgeklesir.
Yari-kovalent baskilama yontemini gelistirmek igin yapilan galigmalardan biri de
fonksiyonel monomer ile kalip molekul arasina kalip molekdlle birlikte ortamdan
ayrilan araci gruplar eklemektir. Bu gruplar hem polimer olusumu esnasinda kalip
molekul ile monomerin birbirine baglanmasini saglar hem de kovalent olmayan
geri baglanmada sterik engellemeleri ortadan kaldirir. Yari-kovalent yaklagim,
kovalent baskilama ile homojen baglanma bdlgeleri olusumu ve kovalent
olmayan baskilama ile de hizli yeniden baglanma kinetigi gibi avantajlar saglar.
Yari kovalent polimerler icin kalibin uzaklastiriimasi polimerlerin hidrolizini
gerektirirken, kovalent olmayan polimerlerin kalibi  desorpsiyon ile
uzaklastirilabilir (Sekil 2.3.) [14, 17, 18, 23, 24].

Kovalent olmayan
etkilegim

V90 %

1
| il Kovalent
modifikasyon

w Ligand degisim
Kalip
molekiil

v  Polimerizasyon
s

Capraz
baglayict

R

Sekil 2.3. Bir MIP'nin sentezi, taninmasi ve ayrilmasinin sematik gésterimi.
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MIP'lerin sentezi sirasinda kullanilan kovalent baskilama, kovalent olmayan
baskilama ve yari kovalent baskilama gibi gesitli yaklagimlar arasinda, kalibin
kolay uzaklastiriimasi nedeniyle kovalent olmayan etkilesim en iyisi olarak kabul
edilebilir [25].

2.3. Metal Selat Etkilesimleri

Metal iyon etkilesimleri iyon secici kromatografi, protein saflastirma yéntemileri,
biyosensor, katalitik antibadiler gibi secici tanima sistemlerinin geligtiriimesinde
kullanilmigtir. Metal iyon etkilesimlerinde metal merkezi ve substrat arasinda
diger kovalent olmayan etkilesimlerden daha gicli ve secici bir etkilesim
meydana gelir. Cunka farkli metal iyonlarinin farkli fonksiyonel gruplara daha
fazla ilgisi s6z konusudur. Molekiler baskilama teknolojisi, metal iyonlari
sayesinde ylksek secicilige ve afiniteye sahip polimerik sistemlerin
gelistiriimesine katki saglar. Bu sistemler biyokromatografik ayrim, biyosensérler,
yapay enzim sistemleri ve kontrolli ila¢ salinimi gibi alanlarda kullanilabilir [17].
Metal koordinasyon-gelatlagsma etkilesimlerinin molekuler baskilama igin diger

etkilesimlere gére avantajlari mevcuttur:

1) Genel olarak metal selat etkilesimleri hidrojen baglari ve van der Waals
etkilesimlerinden daha kuvvetli oldugu icin fonksiyonel monomerlerin geligigtzel

birlesmesini 6nemli derecede azaltir;

2) Etkilesim su-alkol sisteminde kararlidir;

3) Kovalent olmayan bir glice sahiptir.

Bu etkilesim, baglanma segiciligi ve gtict yoninden sulu ¢dzeltilerdeki etkilegim
ve hidrojen baglariyla kiyaslandiginda kovalent etkilesimlere yakin benzerlik

gOstermektedir ancak kalip molekulin yapidan uzaklastirimasi kovalent

baskilamada oldugu kadar zor degildir [1].

Metal koordinasyon-selatlasma etkilesimleri iki kisimdan olusur:

1- Baskilama etkisi ile Uretilen baskilama boslugu ve substrat arasindaki spesifik

metal koordinasyon-gelatlagma etkilegimleri
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2- Spesifik olmayan metal koordinasyon-gelatlagma etkilesimleri

Metal-kompleks yapici baskilanmis polimerin substrati tanimasi spesifik metal
koordinasyon-gelatlagsma etkilesimlerine ve baskilama etkisi ile Gretilen
baskilama boslugu ve substrat arasindaki spesifik hidrofobik etkilesimlere
dayanir. Spesifik olmayan metal koordinasyon-selatlagma etkilesimlerinin secimli
tanimaya katkisi bulunmamaktadir. Spesifik olmayan metal koordinasyon
selatlagsma etkilesimleri ve spesifik olmayan hidrofobik etkilesimler yalnizca
metal-kompleks yapici baskilanmig polimerde substratin daha iyi tutunmasini

saglar [18].

2.4. Baskilamayi Etkileyen Faktérler

Molekller baskilama isleminde molekiler tanimanin  etkinligi  birgok
parametreden etkilenmektedir. Baskilama igin kullanilabilecek reaktiflerin temel

Ozelliklerinden bazilari agagida listelenmigtir.

2.4.1. Kalip Molekiiller

Baski strecinde farkli etkilesimler eszamanli davrandigindan, prensipte
baskilanan molekullerin kalip olarak kullanilabilecegi konusunda bir sinir
yoktur. Termodinamik digunceler, kalip ne kadar sert olursa, tanimanin segiciligi
ve afinitesinin o kadar ylksek oldugunu géstermektedir. Kalibin yapisi ve
kimyasal 6zellikleri, takip edilmesi gereken baskilama yaklasimini se¢cmek icin

baslangi¢ noktasi gibi gérinmektedir [26].

Kalip uzaklagtirma, kalip ile monomer(ler) arasindaki etkilesimin tipine bagli
olarak basit bir desorpsiyon prosediriyle veya kimyasal bdélinme ile
gerceklestirilebilir. Bu, kalip molekile sekil, boyut ve islevsellikte tamamlayici
olarak spesifik tanima alanlarina sahip gézenekli bir polimer veya yakindan iligkili
yapisal analoglari verir [27]. Kalip molekuller, ¢apraz baglanmis polimerler
basmak igin sablonlar olarak kullanilabilir. Kalibin uzaklastirimasindan sonra,
kalan polimer daha segicidir. Polimerin segiciligi, oyugun boyutu, sekli ve yeniden

baglama etkilesimleri gibi ¢esitli faktdrlere baghdir [28].
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2.4.2. Fonksiyonel Monomer

Molekuler baskilama isleminin basarisi, monomer-kalip etkilesimine oldukca
bagli oldugundan, bir kalip molekilini hedeflemede en énemli asamalardan biri
de uygun fonksiyonel monomer secimidir. Bugtine kadar metakrilik asit (MAA),
triflorometakrilik asit (TFMAA), 4-vinilpiridin (4-VP) gibi ¢ok sayida fonksiyonel
monomer molekller baskilama sistemlerinde basariyla kullaniimistir (Sekil
2.1). Bunlar arasinda MAA, iyonik etkilesim yoluyla hidrojen baglari ve aminler
araciligiyla amitler, karbamatlar ve karboksillerle etkilegsime girebilen en yaygin

sekilde kullanilan fonksiyonel monomer olmustur [20].

Cizelge 2.1. islevselligine gére siniflandiriimis, molekiiler baskilamada en sik

kullanilan fonksiyonel monomerler [26].

Asit ve hidrojen OH OH OH
o FaC
bagi olusturan | ¢
o}
monomerler o Q
Acrylic acid Methacrylic acid Trifluoromethyl acrylic acid
N
Temel M i e
o

. W W
fonksiyonel N \/‘ - i
m0n0mer|er 4-Vinylpyridine N,N-Dimethylaminoethyl methacrylate

2-Vinylpyridine

H COOH =%\

Metal selatlama N <N—/COOH \//k /),
\ } N NH
monomerleri \i— /_QJ Q/ »

5-Vinylimidazole 4-Vinylbenzyliminodiacetic acid | 1-(4"Vinylbenzyl)-1,4,7-triazacyclononane

/KH

N

Kiral fonksiyonel 4

monomerler Oc

(S)-(—)-N-Methacryloyl-1-naphthylethylamine
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Fonksiyonel monomerler, kalip molekulintn fonksiyonel gruplari ile etkilesime
girebilme  yetenekleri g6z  o6nune  alinarak  segilir. Polimerizasyon
gerceklestiginde, kalip molekuller uzaklastirilir ve kalip analiti tamamlayici boyut,
sekil ve islevsellikte baglayici bélgeleri olusturulur. Elde edilen baskilanmig
polimerler saglam, kararli ve c¢esitli sicaklik, pH ve c¢0Ozucllere karsi
direnclidir [11].

Monomer, MIP'nin sentezi icin anahtar bir bilegendir. Roll, sablonun yeniden
birlestiriimesi igin elektronik tanima noktalari saglamaktir ve yukarida belirtildigi
gibi, secimi genellikle, hidrojen baglari veya kalip ile bir olugsturma kapasitesine
dayanmaktadir. Ticari olarak temin edilebilen bir dizi asidik, bazik, nétr, metal
selatlayici ve kiral bilesikler (Cizelge 2.1.) bulunmaktadir. Bunlar arasinda,
metakrilik asit temelli monomerler, elektron veren fonksiyonlara sahip sablonlarla

etkilesime girmek icin sikhkla kullanilir [26].

2.4.3. Capraz Baglayici

Baski igleminde, 6zgulluk ve secicilik elde edebilmek i¢in gok ylksek oranda bir
capraz baglama gereklidir. Bunun saglanabilmesi icin, fonksiyonel monomer,
nispeten biyuk oranda c¢apraz baglama monomeri ile kopolimerize
edilir. Bununla birlikte, polimerin bagdlanma spesifikligini korumak igin uygun
capraz baglama maddesi seviyesi optimize edilmelidir. Seviyeler ¢cok yuksekse,
yiksek capraz baglama derecesi kalip difizyonunu engeller. Baglanma
bolgelerine girerken, duglk seviyelerde capraz baglanma tekrar baglanmayi
azaltabilir, ¢cinkl fonksiyonel gruplar yeterince sabit degildir. Baska bir acidan,
capraz baglayicinin hidrofobik/hidrofilik dengesi, spesifik olmayan baglanma
derecesini etkileyen MIP'nin hidrofobik/hidrofilik yapisini belirler. Genel olarak,
capraz bagdlayicinin dogru secimi ve orani genellikle deneme yanilma sonucu ile
elde edilir [26].

Ek olarak, ¢apraz baglanan monomerler molekuler baskilamada énemli bir rol
oynarlar ve sonucta ortaya ¢ikan MIP'lerin nihai 6zellikleri Gzerinde énemli bir etki
gOsterirler, cinkld bunlar MIP'lerin blyuk bir b6lumuni olusturur ve molekuler

olarak baskilanmis bosluklarin dengelenmesinden sorumludurlar [20].
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Capraz baglayici ile fonksiyonel monomer mol oranlari ¢ok kigikse, kalip
molekullere ait baglanma alanlari birbirlerine oldukga fazla yaklasir, komsu
bdlgeler tarafindan kalip molekile ait baglanma bdlgeleri kapatilir ve etkili bir
sonu¢ alinamaz. Cok yiksek mol oranlarinda ise, ¢apraz baglayicilar kalip
molekulle veya fonksiyonel monomerlere kovalent olmayan etkilesimler

g6stermeleri neticesinde, etkin baskilama azalmaktadir [29].

Uygun olan c¢apraz bagdlayici ajanlarin sayisi monomerlestiriimis kalibin ve
capraz baglayicinin ¢ézunurligl nedeniyle sinirhdir. Etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA), trimetilolpropantrimetakrilat (TRIM), pentaeritrol gibi tri- ve tetra-
fonksiyonel capraz baglayicilar gibi akrilik capraz baglayicilar triakrilat veya

pentaeritrol tetrakrilat yaygin olarak kullanilir [20].

2.4.4. Porojen Goziiciler

C6zicunun molekiler baskilamadaki rolt, 6n hazirlik (kovalent olmayan)
yaklagsimda 6zellikle dnemlidir. Cézucl sadece polimer morfolojisini etkilemez (i¢
ylzey alani ve ortalama gbézenek blyukligu) ayni zamanda kovalent olmayan
etkilesimlerin glicunt de artinir. Genellikle ¢6ziclt ne kadar polar olursa,
¢6zucinlin polaritesi kovalent olmayan etkilesimleri zayiflattigindan, sonugta
elde edilen tanima o kadar basarisiz olur. Bu sekilde, ¢6zucu kalip ve fonksiyonel
monomer arasindaki iyonik etkilesimleri en Ust dizeye ¢ikarmak i¢in mimkin
oldugu kadar kutupsuz olmalidir. Hidrojen bagi etkilesimlerinin yer almasi
beklendiginde, dustk hidrojen baglanma baz/asitligine sahip ¢dzicller
kullanilmalidir. Kullanilan ¢éztct ayrica MIP'nin fiziksel 6zelliklerini de etkiler
[20]. Polimerizasyon reaksiyonu olusurken sicakligin dagitiimasi ¢dzucunin
diger bir roluddr. Sicaklik dagihiminin saglanamamasi halinde, reaksiyon
karigiminin  sicakligi bolgesel olarak ¢ok ylksek olur ve istenmeyen yan

reaksiyonlar olusur [30].

Pek cok farkli faktériin de molekiler baskilama igslemleri ve dolayisiyla reaksiyon
bilesenlerinin molar oranlari, ¢béztculerin miktari ve reaksiyon sicakligl gibi
MIP'lerin 6zellikleri Gzerinde énemli bir etkisi vardir. Bu nedenle MIP'lerin hem
polimerizasyon sirecleri hem de tanima 6zellikleri Gzerindeki etkisinin daha iyi

anlasiimasi, MIP'lerin etkili hazirlanmasini yénlendirmek ve temel bilgilerin elde
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edilebilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir. MIP'ler dogal molekillere gére daha az
hazirlik siresi, daha az maliyet ve daha yiksek gevresel stabilite dahil olmak
Uzere pek cok avantaja sahiptir. MIP'ler turlerine ve hacimlerine bagh olarak
cesitli uygulamalarda kullanilabilirler. Binlerce veya milyonlarca baglanma yerine
sahipken biyolojik reseptérler tipik olarak birka¢ baglanma yerine sahiptir.
Bununla birlikte, MIP'lerin iglevsel mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir
ve dogal materyalleri degistirme yetenegi konusunda tartismali fikirler
bulunmaktadir [31].

2.5. Polimerizasyon Sentez Teknikleri

MIP temelli nanoktrelerin Gretimi kolay bir is degildir; bununla birlikte, en yaygin
sentez teknikleri sunlardir: Yigin polimerizasyonu, ¢6zelti polimerizasyonu,
emulsiyon (mini ve mikro emulsiyon) polimerizasyonu ve slspansiyon

polimerizasyonu vb. [11, 32].

Ortam kosullari etkisi altinda radikalik polimerizasyonlar homojen ya da heterojen
olabilir. Bu durum genel olarak baslangi¢ reaksiyon karigiminin homojen ya da
heterojen olup olmamasina dayanmaktadir. Reaksiyon agsamasinda bazi
homojen sistemler, polimerin ¢6ziinmez olmasinin bir sonucu olarak
polimerizasyon ilerledik¢e heterojen 6zellikte olabilir. Sispansiyon ve emilsiyon
polimerizasyonlari heterojen islemler iken, ¢cbzelti ve kitle polimerizasyonlari

homojen islemlerdir [2].

2.5.1. Emiilsiyon Polimerizasyonu

Su ortaminda, yuzey aktif madde, monomer ve suda ¢dzinen (amonum
persulfat, potasyum persiilfat gibi) bir baglatici bulunur. Surfaktanlar veya ylzey
aktif ajanlar birbirleriyle miseller olusturmak Uzere bir araya gelerek, Kkritik
degerlerdeki derisimlerde suda ¢ézunebilirler. Surfaktan molekdller bu miseller
icinde, suda hidrokarbon (veya olefilik veya hidrofobik) uglari ve polar uglarindan
(hidrofilik) es boyutlu ve ufak kireler meydana getirmek icin duzenlenirler.
Sodyum dodesil sulfat (SDS) veya benzer anyonik, non-iyonik surfaktanlar ile

emulsiyon polimerizasyonu baslatilir. Bu surfaktan kivrimli sekilde bulunur.
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Emdlsiyon polimerizasyonu farkli avantajlara sahiptir. Emulsiyon (kolloidal)
sisteminin fiziksel hali islemin kontrol edilmesini kolaylastirir. Polimerizasyon
hizinda bir azaltma olmadan polimerin molekdl kutlesini artirma yetenegdine
sahiptir. Farkli reaksiyon mekanizmasindan o6turi hem yuksek reaksiyon
hizlarina es zamanli olarak ulagsma hem de ylksek molekil kutlesi avantajina
sahiptir [2]. Hidrofobik aktif maddelerin tek bir reaksiyon adiminda daha kolay
kapsullenmesi nedeniyle miniemdtlsiyon polimerizasyon teknigi, siklikla kullanilir,

daha homojen ve stabil nanokureler Uretir [33].

Miniemulsiyon sistemlerinde monomer damlaciklarinin ylzey alani asiri
derecede buyuktir ve damlaciklarin bUyUklGgana korumak ve ylzey aktif
maddelere ek olarak birlesmelerini énlemek icin yeterli hidrofobik malzeme
(heksadekan gibi ko-stabilizatér) gereklidir. Emdulsiyon ve miniemilsiyon
yontemleri, daginik nanoparcaciklari vermek Uzere ¢ézinmeyen veya dusuk
¢6zUnur monomerlerin polimerizasyonu igin gogunlukla dispersiyon ortami olarak
su kullanan heterojen polimerizasyonlar arasindadir. Surekli faz olarak su,
polimerizasyon sirasinda mikemmel isi transferine izin verir ve bu teknikleri

cevre dostu yapar [34].

MIP'ler biyolojik mekanik benzerlerine (reseptérler ve antibadiler) gére iyi
mekanik/kimyasal stabilite, hazirlik kolayligi, potansiyel yeniden kullanilabilirlik,
cok cesitli deneysel kosullar ve solventler Gzerinde iyi fiziksel ve kimyasal stabilite
ve dusuk Uretim maliyeti gibi bircok avantaja sahiptir [35]. MIP'lerin bu avantajlari,
birgok bilesigin tespiti veya ayrilmasi i¢in kullanildigi gida analizleri, ilaglar,
biyolojik ve cgevresel drnekler gibi analitik kimyada genis uygulamalara neden
olmustur ve manyetik malzemeler, immuinoassay, ilag hedefleme, afinite
kromatografisi ve ¢evresel tespit vb. alanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Bununla birlikte, MIP'lerin bazi dezavantajlari (yavas kutle transferi, dizensiz
sekil, eksik sablon (kalip) c¢ikarma, zayif bolge erigilebilirligi veya baglama
yerlerinin heterojen dagilimi gibi) uygulamalarini sinirlandirmigtir. Gelecek vaat
eden alternatiflerden biri MIP'lere manyetizma vermek ve ardindan manyetik
ayirma kullanmaktir. Son yillarda, MIP'ler ek manyetik 6zelliklerle birlestirilmistir
ve umut verici manyetik molekiler baskilanmis polimer (MMIP) stratejisi

gelistiriimigtir. MMIP, ek santrifij veya filtrasyon olmadan harici bir manyetik alan
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tarafindan kolayca toplanabilir/izole edilebilir ve geri dénusturtlebilir [11,16].
MIP’ler, kalip, monomer ve ¢apraz baglayicilarin formilasyonlarini degistirerek
cesitli ilaclar icin tasarlanabilir. Bu c¢ok yoénlUlik, uyaranla tetiklenen ve
dizenlenmis salinim mekanizmalarinin uygun bir sekilde dahil edilmesiyle
birlikte, bu polimerik malzeme sinifinin ilag dagitiminda her zaman en son

teknolojiye sahip olmasina yardimci olur [36].

Bununla birlikte, MIP'ler yeni ve segici ilag dozaj formlari olarak
kullanilabilecekleri ila¢g dagitiminda buyuk bir potansiyele sahiptir. Clnki dogal
olarak ilag molekulleri igin rezervuar gorevi goérurler ve ilagc molekdillerinin
fonksiyonel gruplari ve MIP'ler arasindaki spesifik etkilesimler yoluyla ilacin
kalma suresini artirirlar ve bdylece ilag salim hizini azaltabilirler. MIP'lerin

etkinligi, yukleme kapasitesini degistirerek ve cevredeki ortamin &6zelliklerine

1400

duyarl hale getirilebilen birakma davranisini kontrol ederek artirilabilir [35].
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sayllari [37].
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MIP'lerin sentez ve uygulamasi ile ilgili ¢aligmalara ait yayinlarin sayisi oldukga
hizli bir bluyime slrecindedir. Son on yilda yapilan c¢alismalarda bulyuk
kazanimlar tanimlanmigtir ve MIP uygulamalari hakkinda dinya capinda

10000'den fazla makale yayinlandidi gérulmektedir (Sekil 2.4.).

1970 ve 2015 yillari arasinda, ABD Gida ve Ilag idaresi (FDA) ilag Degerlendirme
ve Arastirma Merkezi'ne nanomalzeme igeren ilag Urdnleri icin 359 basvuru
gonderilmistir. Boyutsal bakimdan, basvurularin %40t 100 nm'den az, %41'i 100
ila 300 nm arasinda, %10'u 300 ila 600 nm arasinda ve geri kalan %9'u 600 ile
1000 nm arasindaydi. Pargacik tipleri bakimindan lipozomlar en yaygin kategoriyi
olustururken (%33), ardindan nanokristaller (%23), emulsiyonlar (%14), demir-
polimer kompleksleri (%9) ve miselleri (%6) siralanmistir. Endikasyonlarla ilgili
olarak, drunlerin %35'i kanser tedavisi, %18'i enflamatuar, bagisiklik ve agri
bozukluklar igin %18, enfeksiyonlar i¢cin %12 ve geri kalan %35'i ise diger
hastalik kosullari ve kozmetik, teshis ve beslenme amaciyla kullaniimigtir [33].
Nanokureler igcin FDA onaylarinin sayisina gbére degerlendirme yapildiginda,
nanoteknolojinin onay ve kullaniminin artmakta oldugu gérilmektedir. Yalnizca
2017 yilinda, 50 nanodikiller ve 60 arastirma nanodikult onaylanmistir. Bununla
birlikte, MIP'nin gercek potansiyeli, onun rolu ile sinirli degildir. Yeni ilaglarin
verilmesi igin bir yéntem olarak MIP etkinligini artirarak, bilinen ilaglarin yeniden
formlle edilmesine ve yeniden kullanilabilmesine de yardimci olabilir ayrica
MIP'nin daha 6nce basarisiz olan klinik galismalarda kullanilan ilaglarla kullanimi

da dusinulmelidir [36].

Nanoteknolojinin tiketici pazarindaki nufuzunu belgelemek ve bu alandaki
gelismeleri takip edebilmek icin 2005 yilinda Nanoteknoloji Tiketici Uriin
Envanteri (TUFE) olusturulmus ve TUFE'nin olusturulmasindan bu yana, diinya
genelinde nanoteknolojiyle ilgili farkli envanterler gelistirilmistir. Bu envanterler
nanoteknolojinin  yayginlhigi, ©6nemi ve gelisimi hakkinda bakis agisi
olusturmaktadir (Sekil 2.5.) [38].
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2.6. Nanokiireler ve Manyetik Nanokiireler

Nanoteknoloji, biyomedikal uygulamalar ve teshisler igin nanokulrelerin
fonksiyonel Ozelliklerini Uretme, karakterize etme ve &zel olarak uyarlama

yetenegi ile mimkin oldugu él¢tde gelismistir [40].

Tasarim ilkesi, MIP ile paralel olarak “baskilanmamis” polimer (NIP) sentezi
sirasinda ©6n polimerizasyon karigimina bir kalip yerlestiriimemesiyle
olugturulabilir. Bu NIP daha sonra ayni sisteme kargi test edilebilir ve bdylece
MIP'nin 6zgunlugunun dogru bir sekilde degerlendiriimesini ve optimizasyonunu
saglar. Bu amagcla, bu bosluklardan faydalanan MIP'ler de “sentetik antibadi” ve

“yari sentetik enzim” olarak adlandiriimistir [36].

ici bos nanokiireler, tip, eczacilik, malzeme bilimi ve boya endiistrisi ile ilgilenen
6zel bir malzeme sinifini temsil eder. Ozellikle, i¢i bos kirelerin disik
yogunluklarinin, sdspansiyonlarinin  kati benzerleriyle karsilastirildiginda
kararliliklarini artirmasi beklenir. Bu 6zellik ayirma uygulamalari i¢in oldukca
avantajlidir [41]. Son yillarda, ¢esitli inorganik malzemelerden Uretilen gézenekli
ici bos nanokureler, biyomedikal uygulamalarda, 6zellikle ilag verme sistemleri
icin yeni bir tagiyici tipi olarak, yaygin bir sekilde ¢alisiimistir. Bu yapilar, i¢i bos
kurelerin icindeki genler, amino asitler ve proteinler gibi biyomolekillerin
kapsullenmesini mumkun kilar. Cok ¢esitli i¢i bos nanokureler arasinda manyetik
nanokdreler, harici uygulanan manyetik bir alana tepki verdikleri icin 6zellikle ilgi
cekicidir. Manyetik nanoktreler (MNP), gézenekli bir kiire ¢eperi olusturmak

Uzere baglanmis manyetik nanokireciklerden olusur [42].

Nanoteknoloji, tibbin her alaninda hizla gelisen yeni terapétik ve tanisal
kavramlarin éncusuddr. MNP'ler, bir dig manyetik alanin etkisi altinda manipile
edilebilen bir nanokire sinifidir. Kontrolli bir gézenek hacmine ve kabuk
kalinhgina sahip igi bos nano yapilar, 6nemli bir nanomalzeme sinifi olarak ortaya
citkmistir [43]. MNP'ler genellikle demir, nikel, kobalt ve bunlarin oksitleri gibi

manyetik elementlerden olusur [44].

1-100 nm arasindaki boyut araligi, biyomedikal uygulamalar i¢cin uygundur ¢linki
boyutlari hucreler, virtsler, genler ve proteinler gibi gesitli biyolojik varliklar ile

kargilasgtirilabilir. Manyetik nanokureler, toplu sistemler ve atomik yapilar veya
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molekuller arasindaki képriyu olusturur. Nanokurelerin manyetik 6zellikleri, bu
boyutlarda asagdi dogru karsilik gelen diger malzemelerinden énemli élgtide farkl
olabilir [45]. Bu sonsuz boyut etkileri, nanokirelerin kozmetik, saglik, Uretim,
elektronik ve bilgi depolama gibi c¢esitli alanlarda uygulama bulmasi anlamina
gelir [46].

Manyetik igi bos kireler, sinirli nano- ve mezo-reaksiyon kaplari, ilag tasiyicilan
ve koruyucu kabuklar olarak énemli potansiyel faydalari igin ortaya c¢ikmstir.
Yuzeyden hacme yiksek bir orana sahip olmanin yani sira, ilaglarin ve tibbi
teshislerin, enerji depolamasinin ve dénusturilmesinin kontrolli salinimlarinda
Umit verici uygulamalar icin biylUk bir gézenek hacmine ve disik yogunluga

sahip ici bos kureler kullaniimigtir [47].

Nanometre’den mikrometre dlcegine kadar degisen manyetik nanokireler cesitli
teknolojik uygulamalari nedeniyle artan sayida tibbi uygulamada kullaniimaktadir
[48]. Manyetik nanokureler, biyo-parcalanma, hipertermi ve biyomolekiil
immobilizasyonu gibi genis bir uygulama yelpazesi icin de dnemli bir malzemedir
[49].

MNP'lerin harici bir manyetik alan tarafindan ydnlendiriimesindeki essiz yetenegi,
manyetik rezonans goérintileme (MRI), hedeflenen ila¢g ve gen dagitimi, doku
muhendisligi, hicre takibi ve biyo-parcalanma, yiksek yogunluklu depolama,
spintronik, terapétik ilaclar, gen ve radyonuklid iletimi, radyonuklid ayirma ve
kanser termoterapisi (hipertermi) icin i1sitma aracilari icin kontrast maddeleri
olarak potansiyel kullanimlari gibi birgok uygulamada kullanilabilmesi nedeniyle
dikkat gekmektedir. Biyonanoteknoloji ve hastaliklarin tani ve tedavisi alaninda,
gelismis gorintileme ve hedeflenmis tedavi igin ¢ok yonll bir platform olarak
hareket edebildikleri i¢in en ilgi ¢ekici olasiliklardan birini temsil etmektedir [44,
45, 48]. Biyomedikal uygulamalar sentez yontemlerinden etkilenebilecek
MNP'lerin 6zelliklerine baglidir, parcacik buyukligd dagilimi, parcaciklarin
arasindaki etkilesimin yani sira parcacik blyukligi ve NP’lerin seklidir. Bu
nedenle, boyut ve sekil, MNP'lerin fiziksel stabilitesini dizenleyen temel 6zellikleri
temsil eder [40].
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MNP'lerin popularitesi temel olarak yalnizca manyetik olarak degil, sicaklikla da
kontrol edilebilen akilli yapilarina dayanmaktadir. MNP'ler, metal bazli bir
konfigurasyona sahip inorganik ve sifir boyutlu malzemelerdir. Bu NP'ler,
alternatif bir manyetik alan kullanilarak kolayca manipule edilebildiklerinden ve
daha sonra cesitli uygulamalarda kullanilabildiklerinden artan bir 6nem
kazandilar [43].

MNP'ler peptitler ve nikleik asitler gibi ilaglar ve biyoaktif maddelerle daha fazla
"fonksiyonalize" edildiginde, hiicre ve doku bariyerlerine nifuz eden ve spesifik
terapdtik ve diagnostik modaliteler sunan farkli pargacik sistemleri olustururlar.
MNP'lerin islevsel hale getirilmesi ve ayni zamanda bir manyetik alana cevap
vermesi, onlari tipta bireysellestirmeyi hedefleyen terapétik ve tanisal
teknolojilerin flizyonu teagnostikler icin yararli bir ara¢ haline getirmigtir. Cok
katmanl fonksiyonellestirme sayesinde, MNP'ler ayni anda tani molekuler
goérintileme ajanlar ve ilag tasiyicilari olarak hareket edebilir [44]. Biyoaktif
nanokureler, 6érnegin hicre ayirma, biyolojik etiketleme ve manyetik rezonans
goruntuleme gibi klinik tip uygulamalarinda uygulanmistir, giinkt bunlar izlenebilir

ve gorsellestirilebilen hem manyetik hem de flloresan 6zelliklere sahiptir [50].

Tipik bir nanoklre genis ylzey alan-hacim orani, tek bir ¢ekirdek manyetik
parcacik, érnedin terapétik parcalar, hedefleme maddeleri veya tedavi aracilari
gibi birkag varligin baglanmasina izin vermektedir. Yluzey islevselligi sayesinde,
bu manyetik ¢ekirdekler ayni zamanda iskelet gérevi gérerek, bagl olan ytklerini,
manyetik karakterlerinden yararlanarak ve bunlar yénlendirmek veya kalip
molekdlleri kullanmak suretiyle uygulanmis alanlari kullanarak, segilen bir
bolgeye gonderir. Ozellikle, siiperparamanyetik 6zellikler sergileyen manyetik

demir oksit nanokdureleri buyuk ilgi gekmistir [46].

Nano tanecikli pargaciklar ne atomun ne de kitle eslerinin karakteristik 6zelligi
olan fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptir. Kuantum boyutu etkileri ve manyetik
nanokulrelerin genis ylzey alani manyetik 6zelliklerin bazilarini 6nemli él¢ide
degistirir ve sUperparamanyetik fenomenler ve manyetizasyonun kuantum
tinelini gdsterir, clinkl her bir parcacik tek bir manyetik alan olarak dtusunulebilir
[40].
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Demir oksitler (6rn. Fe304), biyomedikal uygulamada, iyi biyo-uyumluluk, toksisite
ve benzersiz manyetik 6zelliklerinden dolayl en 6nemli manyetik malzemelerden
biri olarak kabul edilmektedir. Manyetik Fe3O4 i¢i bog kirelere kiyasla, yuksek
ylzey-hacim orani, kiigtik pargacik yogunlugu ve iyi dispersite 6zelligi gbsterirler.
Bu nedenle, manyetik bosluklu kureler hiicre ayirma, ilag salinimi, depolama ve

serbest birakma alaninda iyi bir uygulama beklentisi olustururlar [50].

Medikal uygulamalar icin manyetik nanoklrelerin 6nemli &zellikleri, toksik
olmayan, biyouyumlu, enjekte edilebilirlik ve hedef doku veya organda yuksek
seviyeli birikimdir. Yukarida belirtilenler arasinda yer alan en 6nemli 6zellik
toksisitedir. Demir veya demir oksit, manyetik pargaciklarin ana bilesenidir, ancak
diger uygulama alanlarinda kobalt ve nikel gibi metaller kullanilir [48]. Nano
Olcekteki malzemelerin yigin ve molekliler muadillerine goére artan toksik
potansiyeli, blyuk &l¢iide artmis reaktif ylzey alani, hiicre ve doku bariyerlerini

caprazlama ve biyodegradasyona karsi direnclerinden kaynaklanmaktadir [44].

2.6.1. Manyetik Nanokiirelerin Sentezi

Molekuler ve kati haller arasindaki ara maddeler olarak inorganik nanokireler
cOzeltideki kimyasal erigilebilirligi yigin fazin fiziksel 6zellikleriyle birlestirir. Bu
nedenle, nanoyapili malzemelerin yapimi i¢in ideal elemanlardir ve ayarlanabilir
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerle tasarlanmigtir. Son yillarda, cesitli tiplerde demir
oksitlerle ilgili arastirmalar, nanomanyetik kireler (cogunlukla maghemit, y-
FesO4 veya manyetit, Fe304) alaninda gerceklestiriimistir (Sekil 2.6.) [40]. Fe304
nanokdureleri enzim aktivitesini, yukleme ve stabiliteyi iyilestirmek icin enzim
immobilizasyonunda genis bir ilgi gérmustir. Biyouyumluluga ve kolay senteze
sahip Fe3O4 nanokdreleri, digerlerine kiyasla enzim i¢in daha uygun desteklerdir
[49].

Demir oksitler (FezOs veya y-Fes04) Fe?* ve Fe3* sulu tuz c¢ozeltilerinin bir baz
eklenmesiyle birlikte ¢okeltiimesiyle sentezlenebilir. Nanokirelerin boyut, sekil ve
bilesiminin kontrold; kullanilan tuzlarin turine (6rnegin klorarler, stlfatlar,
nitratlar, perkloratlar vb.), Fe?* ve Fe3* oranina, ortamin iyonik kuvvetine ve

pH’ina baglidir. Genel olarak, manyetit, 1:2 molar oranda bir Fe?* ve Fe3* klorlr

23



sulu bir karisimina bir baz ilave edilerek hazirlanir. Céken manyetit siyah

renktedir.
Protondan arndirma
Fe** +H,0 » Fe(OH)™
Protondan arindirma
Fe?* + H,0 > Fe(OH), >
Fe(OH );‘"
Oksidasyon Magnetite
E Dehidratasyon i i
pH ~9.0, 60°C Fe 0y
Fe(OH)*?

Sekil 2.6. Manyetit partikil olusumunun reaksiyon mekanizmasini bir baz

ilavesiyle bir sulu demir ve demir klordr karigimindan gdsterimi [40].

Manyetik nanopargaciklarin dogrudan kullanimi; toplanma, biyolojik uyumluluk ve
cevresel stabilite kaygilari nedeniyle kati sinirlamalara sahiptir. Bu sinirlamalarin
Ustesinden gelmek ve bunlari biyomolekuller ile kolayca islevsellestirmek igin
MNP'ler genellikle gok yonli yontemlerle polimer matrislerine gémulur. Bunlar
arasinda miniemulsiyon, ters miniemulsiyon ve emdilsiyon manyetik polimer
nanokdurelerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir. Emulsiyon ve
miniemulsiyon ydntemleri, manyetik nanoparcaciklari polimer matrislerine dahil
etmek icin en uygun yontemlerdir. MNP'lerin hazirlanmasindaki ana amag,
biyoaktif yUkli molekdllerin aktivitesini, kontrolli teslimatini ve verimliligini
artirmaktir [34].

MMIP'ler igin birka¢ hazirlik yaklasimi vardir. Sentez prosediri gesitli ana
adimlardan olusur. ilk adim, manyetit adi verilen demir (I1, Ill) oksit (Fe304) elde

edilmesini igerir. Tipik olarak bu bilesik, hidratlanmig demir (ll) klortr (FeCl2xH20)
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ve demir(lll)klorir (FeClax6H20)'Un birlikte ¢okeltiimesi kullanilarak elde edilir.
ikinci oksidasyon durumundaki demir ayrica demir(ll)sulfattan (FeSO4x7H20)
elde edilebilir. Her iki reaksiyon sodyum hidroksit ¢ézeltisinde veya amonyakta
80-100°C sicaklikta gerceklestirilir. Bir sonraki adim, manyetit ylzeyinin
degistiriimesidir. MNP'ler, tetraetil ortosilikat (TEOS) reaksiyonu kullanilarak bir
SiO2 tabakasi ile kaplanir. Daha sonra elde edilen silanol gruplari, polimer-MAPS
veya sonraki polimerizasyon islemi icin vazgecilmez olan ¢oklu baglari iceren
diger silanlarla fonksiyonellestirilir. Diger bir ydntem, oleik asit veya etilen glikol
gibi yiizey aktif maddelerin kullaniimasidir. Ornegin, oleik asit polimer molekilin
ylzeyini amfoterik hale getirir, bu da polar ¢dzeltilerde (6rnedin suda) kullanim
olasiligini artirir. Son asama MIP'nin olusturulmasidir. Bu reaksiyon, uygulanan
kaliba ve porojen ¢ézeltisine bagli olarak farkli fonksiyonel monomerler ve ¢apraz
baglayicilar ile gerceklestirilebilir. MIP sentezi durumunda oldugu gibi
polimerizasyon asamasindan sonra kalip molekillerin uzaklastiriimasi son
asamadir. Yaygin olarak uygulanan bir karisim, 9:1 (v/v) oraninda metanol ve
asetik asit icerir. Daha az siklikla, tekrar tekrar ylkama ve MMIP sonikasyon

uygulanir. MMIP'lerin sematik hazirlama protokoll, Sekil 2.7. 'de verilmektedir.

FeCly» 6H,0
*OUY NHy B0 o TEOS o OH yps O—O\“‘\/\/"YL\
1 NH . % - » Lo
FeCly 4H,0 Ny 8,0 o J\ |
Fe,0, Fey0,@ 510, Fey0,@S10,-MPS

Kalip molekdlin

baglanmasi . Polimerizasyon

Desorpsiyon

6 v =
non-kovalent ¢
2L z 24

O ™ o
kovalent A v
)

o) S
iga‘f‘rnd degisim

Sekil 2.7. MMIP’lerin sematik hazirlama protokold [11, 16].
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2.7. Niikleotidler ve Sitidin

Tam canh hicrelerdeki genetik bilgi, &éncelikle kromozomlarda bulunan
deoksiribonikleik asit (DNA) molekdllerinde tasinir. DNA'nin temel yapisi 1953'te
James Watson ve Francis Crick tarafindan aydinlatiimistir. Onerdikleri yap!,
hlcrelerde kimyasal olarak saklanan genetik bilginin ilk defa nasil olustugunu ve
bir nesilden digerine nasil kopyalandigini ve aktarildigini agik¢ca ortaya
koymustur. Onerilen DNA yapisi ayrica mutasyonlarin kimyasal yapisina ve

bunlarin ¢odaltma sirasinda nasil olusabilecegine dair gérus saglamistir [51].

Biyolojik dokularda ve sivilarda serbest monomerik ntikleotidler ve nukleozidler,
polimerik nikleotidler (DNA ve RNA) olarak bulunurlar ve biyolojik olarak ilgili
diger kisimlara konjuge edilirler. Biyolojik kaynakli 6érneklerde nukleotidlerin ve
nikleotid katabolitlerinin metabolik dnculeri de mevcut olabilir. Nikleotidlerin
bulunabilecegdi form c¢esitliligi, hiicresel ve biyolojik fonksiyonlardaki cesitliligi ile
eslestirilir. NUkleotidler c¢esitli  bicimlerde, hlcre blyumesi ve eneriji
metabolizmasi, genetik iletim ve sinyal iletimi Gzerinde kilit rol oynarlar.
Nukleotidler, ya nikleozid 5p-fosfatlar olarak ya da 3p, 5'-siklik adenozin
monofosfat (AMP), guanosin tetraposfat (ppGpp) ve 3p, 5'-siklik diGMP gibi
modifiye edilmis nikleotidler seklinde metabolik sinyal molekulleri olarak islev
goriirler [52, 53]. Ornegin GTP, guanine niikleotid baglayici proteinleri (G
proteinleri) sinyallesme zincirlerinin kilit aracilari olarak aktive eder ve siklik
nikleotidler dnemili ikincil haberci molekulleri temsil eder. Ek olarak, ntkleotidler
koenzimlerin (6rneg@in, nikotinamid adenin dindkleotid) butinlesik yapisal
elemanlari olarak islev gorirler, boylece redoks reaksiyonlari gibi metabolik
surecleri kontrol ederler [54]. Ayrica immun tepkisini artirmak, yag asitlerinin
metabolizmasini etkilemek in vitro ve yetigkin merkezi sinir sisteminde akson
blyUmesini stimile eden, gastro intestinal sistemin blyumesini (bagirsakta demir
emilimine katkida bulundugu) ve farklilagmasini etkileyen ve bagisiklik tepkisini
koruyan antikonvilsan aktivitesi gibi birgok fizyolojik aktiviteye sahiptirler [55, 56].
Tamoér hicresi metabolizmasinda ¢ok sayida kritik rol oynarlar. Ayrica, Urin
nidkleozid profilleri ile kanser hastaliklari arasinda bazi iligkiler oldugu

gosterilmistir [57]. Bu nedenle hucre i¢i nukleotid derigimlerinin belirlenmesi,
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belirli hastalik durumlarinin mekanizmasi ve regulasyonu ile baglantili hiicresel

sureclerin enerji durumu hakkinda fikir saglarlar [58, 59].

Nukleozidler ve nikleotidler organizmaya disardan gida yoluyla alinabilir; insan
vicudu onlari emme ve kullanma yetenegine sahiptir. Belli kosullar altinda
endojen takviyesi yetersiz kalir bunun sonuncunda niikleozidlere ve nikleotidlere
olan talep artar ve bu bilesiklerin alinmasi organizmanin fonksiyonlarinin normal
gelisimi igin zorunlu hale gelir. Birgok ¢aligma bu bilesiklerin diyette bulunmasinin
bagisiklik tepkisi, demir emilimi, lipid metabolizmasi, badirsak florasi ve hem
bagirsak hem hepatik morfoloji ve fonksiyon Uzerinde yararli etkilere sahip

oldugunu gdstermistir [60].

insan siitl en iyi niikleotid kaynagdidir ve siitiin protein olmayan azot igeriginin bir
pargasini olusturur. inek sitiinde protein olmayan azot, toplam azotun sadece
%?2'sini temsil eder. Bu nedenlerden 6turl, Avrupa Gida Bilimsel Komitesi (SCF,
1993), bebek formullerine, insan sutiindekilere benzer derigsimlerde nikleotidler
takviye edilmesini dnermistir. Sitidin 5-monofosfat (CMP), adenosin 5 mon-
monofosfat (AMP), dUridin 5-monofosfat (UMP), GMP ve IMP'nin serbest
formlarinin insan sutinde yiksek derisimde gérinmesine ragmen bazi
arastirmacilar sitidin 5'-difosfatin (CDP) insan sutindeki baskin bir nikleotid
oldugunu tespit etmistir. Sut Urtnleri disindaki gida takviyeleri de enerji ve
besinler s6z konusu oldugunda uygun bir bilesime sahip olmalidir ¢iinkl bazi
durumlarda 6 ila 12 aylik bebekler icin tek besin kaynagi olarak kullanilirlar. Bu
tur yiyeceklerde arzu edilen nikleotidlerin seviyeleri hakkinda halihazirda higbir
bilgi bulunmamakla birlikte, calismalar gittikge daha fazla farkli igerik icerdiginden
ilgi cekmektedir [60].

Nukleik asitlerin degradasyonundan kaynaklanan hem dogal hem de modifiye
edilmig pirin ve pirimidin nutkleozidleri insan vicut sivilarinda bulunur ve insan
hastaliklarinin teshisi icin izlenir. Ayrica, tibbi kimyagerler bu dogal yapilardan
ilham almis ve cesitli ciddi insan patojenlerinin terapétik kdse taglarini temsil eden
nukleozid analoglari geligtirmistir. Bir dizi FDA onayli parin tipi antimetabolitler,
I6semi (klofarabin, kladribin, fludarabin) tedavisinde veya immunosupresif ilaglar
(6-tioguanin, 6-merkaptopurin) olarak otoimmuin bozukluklarin tedavisinde
kullanilmaktadir [61].
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UCK2, pirimidin ribonikleotidi fosforilasyonundan (Uridin ve sitidin) pirimidin
ndkleotidlerinin  biyosentezinin geri kazanim yolundaki karsilik gelen
monofosfatlara sorumlu olan bir enzimdir. Memeli hicrelerinde, UCK2'nin hiz
sinirlayici enzim oldugu kabul edilir ve bu nedenle siki bir sekilde dizenlenir.
UCK2, normal hicresel metabolizma icin gereken pirimidin nikleotidlerinin
sentezini karsilamak icin ATP tarafindan tamamen aktif hale getirilir. Hlcresel
ihtiyaclari ayarlamak ve nikleotidlerin asiri tGretimini dnlemek icin UTP ve CTP
tarafindan inhibe edilen geri bildirimdir. Kanser hiicre ¢ogalmasi sirasinda, bu

nikleotidler protein sentezini korumak icin strekli sentezlenir [62].

Nukleozidlerin ve nikleotidlerin ylUksek polaritesi nedeniyle, bu analitleri farkl
gida orneklerinden desorbe etmek i¢in en sik kullanilan yéntem, esas olarak su
veya bagka polar ¢éziculer kullanilarak, sivi-sivi veya kati-sivi ekstraksiyonuydu.
Buglne kadar cgesitli kromatografik yéntemler (ters faz-ylksek performansli sivi
kromatografisi (RP-HPLC), ultra yuksek performansli sivi kromatografisi
(UHPLC) kilcal elektroklografi (CEC) vb.) kullanarak bitkisel ilaglarda, gida
bilesenlerinde, cesitli memeli sitlerinde ve st Urinlerinde ve biyolojik sivilarda
nikleozidlerin ve bunlarin analoglarinin miktarinin belirlenmesi igin birgok analitik
yéntem gelistiriimigtir. Cesitli drneklerdeki nikleotidlerin ve metabolitlerinin tam
profillerinin hassas ve dogru bir yéntemle belirlenmesi, fizyolojik ve farmakolojik
calismalar igin faydali olacaktir [55, 60, 63]. Ayrica niukleozid ve nukleotid
derisimlerindeki dedgisikliklerin incelenmesi hastaliklardaki rollerini anlamada
daha fazla bilgi saglayabilir ve kanseri hedef alan yeni yéntemler gelistirebilir. Bu
nedenle, nukleozidler ve nukleotidler gibi biyobelirte¢ adaylarinin kesin olarak
tanimlanmasi ve nicellestiriimesinin  énemli bir etkiye sahip olmasi
beklenmektedir [57].

NuUkleik asitlerin baskilanmasiyla ilgili ilk calismalar, 1989-1990 d&neminde
gerceklestiriimistir. NUkleozidler, nikleotidler ve nikleotid trifosfatlar gibi
bilegiklerin, ilgili sablonlar i¢in degisen derecelerde 6zgullige sahip polimerlerin
olusumuna yardimci olabildigi gésterilmistir. Ne yazik ki, organik ¢ézlculer icinde
hazirlanan "geleneksel" etilen glikol dimetakrilat bazli polimerlerde DNA
dizilerinin baskilanmasinin etkisiz oldugu kanitlanmistir. Spivak ve Shea, polimer

kompozisyonunu, dimerler ve adenin tetramerleri gibi nukleik asit ttrevlerinin
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baskilanmasi igin optimize etmeye yonelik kapsamli bir c¢alisma
gerceklestirmislerdir ve bu ¢alisma, dimerlerden daha buytk olan DNA dizilerinin

baskilanmasinin son derece zor olmasi ile sonuglanmigtir [64].

2.7.1. Niikleik Asitlerin Bilesenleri

Canl hucrelerin karmasik yapilarini ve sireglerini korumak igin gerekli olan
molekdllerin bollugu arasinda, nukleotidler temel 6neme sahiptir. BUtlin
nikleotidler ortak bir yapiylr paylasir ve bir fosfoester ile bir fosfat grubuna
baglanan bir niikleozidten olusur. Nukleozidler, bir B-glikosidik baglanti yoluyla
bir riboz sekere (ribonUkleozidler) baglanmig bir plrin veya pirimidin bazindan
(6rnegin, adenin, sitozin, guanin ve urasil) olusan disik molekdl agirlikh
bilesiklerdir (Sekil 2.8.) [22]. Purin nikleozidlerinin isimleri, -osin ile sonlanirken,

pirimidin nikleosidleri, -idin ile sona ermektedir [54, 65].

Bir niikleik asit bir polinikleotidtir. Uc bilesen ile tamimlanan niikleotidlerin

dogrusal bir polimeridir:

1. Bir N-glikozidik bag ile sekerin 1'-karbon atomuna bagli bir azotlu
heterosiklik baz (bir purin veya bir pirimidin). DNA'da purin bazlari adenin
(A) ve guanindir (G); pirimidin bazlar ise sitozin (C) ve timindir (T) dir.
RNA'daki bazlar, bir pirimidin olan urasil (U) 'in timinin yerini almasi disinda
aynidir.

2. RNA igin riboz ve DNA i¢in deoksiriboz olan siklik bir bes karbonlu seker.
Sekerin karbon atomlari, onlari ayni niikleotid yapisindaki bazdaki karbon
atomlarindan ayirmak igin bir astar ile numaralandirilir.

3. Bir fosfodiester bagi ile sekerin 5'-karbon atomuna bagl bir fosfat grubu.

Bu fosfat grubu hem nuUkleotidlerin hem de nikleik asitlerin guc¢lu negatif

yikinden sorumludur [65, 66].

Nukleik asitlerdeki nikleotidler, bir nukleotidin 5'-fosfatini bitisik nikleotidin 3'-OH
grubuna birlestiren ikinci bir fosfodiester badi ile birbirine baglanir. Bu sekilde

ikiye boluinmus fosfat, fosfodiester grubu olarak adlandirilir.
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Sekil 2.8. Nukleotidlerin kimyasal yapilari [67].

Adenosin trifosfat (ATP) ve guanosin trifosfat (GTP) metabolik slreclerde
enerjinin tastyicilaridir. Purin ve pirimidin ndkleotidleri polisakarit ve lipit
biyosentezinde kofaktdrler olarak etki ederler, dolayisiyla hicresel zarfin
olusumunda dogrudan rol oynarlar. Nukleotidler, nikleozidler ve nukleobazlar ve

bunlarin turevleri, biyoteknolojik tGrlnler olarak endustriyel agidan énemlidir [68].

2.7.2. Niikleotidlerin Biyosentezi

Nukleozidler ve nukleotidler, biyosentetik yollarin bir pargasi olduklari ve biyolojik
dizenleyiciler olarak énemli bir rol oynadiklari igin diger metabolik fonksiyonlara
katilirlar. insan viicudu bu molekiilleri endojen olarak sentezleyebilme yetenegine
sahiptir, bu da organizmada surekli olarak olustuklari ve parcalandiklari anlamina
gelir. Dolayisiyla olugsum iki farkh sekilde gergeklesebilir: Birincisi éncti amino
asitlerden yeni hicrelerde de novo sentezi ile ikincisi bazlar ve nukleozidler gibi
DNA ve RNA'nin pargalanmasinda Uretilen araci maddelerin yeni nikleotidleri
sentezlemek icin kullanildigi kurtarma yollari olarak bilinen alternatif kurtarma

yollaridir (Sekil 2.9.) [60]. Birincisi prekursér molekullerden purin ve pirimidin
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sentezini ifade eder; ikincisi, diyet kaynaklarindan, cevreleyen ortamdan veya
nukleotid katabolizmasindan elde edilen 6nceden olusturulmus purin ve
pirimidinlerin nukleotidlere déntisimini ifade eder. Pirin nikleotidleri ile ortak
olan pirimidin nukleotidleri, DNA ve RNA sentezi igin gereklidir. Ayrica ara
metabolizmaya da katilirlar. Ornegin, pirimidin nikleotidleri glikojenin ve

fosfolipitlerin biyosentezinde yer alir [52, 65].

Nuikleotid metabolizmasi toplamda doért farkli sinifa bdélinebilen 100 farkli

reaksiyondan olusur:

(1) Nukleozid monofosfatlarinin (NMP) ve dridin 5'-monofosfatin (UMP) oldugu

de novo yolaklari,

(2) NMP ve UMP ve diger fosforile edilmig turevlerin farkli nikleozid trifosfatlar

(NTP'ler) ve dNTP'lere dénustiruldiga ara evre,
(3) Farkli nikleozidlerin ve nikleobazlarin NMP'ye dénusturaldaga kurtarma,

(4) Seker ve baz kisimlarinin karbon ve nitrojen kaynaklari olarak kullanildigi

bozunma [68].
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Sekil 2.9. Nukleotid metabolizmasi.

Dolasimdaki pirimidinler tridin ve sitidin, nukleik asitlere dahil edilmelerinin yani
sira, pirimidin nukleotid sentezinin kurtarma yolu icin substratlar olarak
da (fosfatidilkolin (PC) ve fosfatidiletanolamin (PE) biyosentetik yolunda ihtiyag
duyulan sitidin trifosfatin (CTP) énciilleri olarak) kullanilabilirler. insanlarda
baskin dolagimdaki pirimidin Gridin olup; sicanlarda sitidindir. Bu pirimidinlerin
beynin ekstraselller sivisina, daha sonra néronlara ve gliaya taginmasi, bu
nikleozidlerin beyinde kullaniimasi igin gerekli 6n kosuldur. Sitidin ve Uridin,
cesitli  beyin fonksiyonlari Uzerinde, &rnegin kendi ilgili nUkleotidlerine
doénusturulerek 6nemli etkiler gosterir. Bu iglevlerden biri ndéronal membran

fosfolipit sentezidir [69].
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2.8. Sitidin Niikleotidlerin Sentezi

CTP, UTP'nin pirimidin halkasinin C-4'Uine glutamin amit azotunun transferi ile
UTP'den sentezlenir (Sekil 2.10.). Bu reaksiyon, bir enerji kaynagi olarak ATP

gerektirir.

¢ Glutamin  Glutamat
J\ R LDNP )\

G;F‘:O{:H 2

CTP sentetaz

Sekil 2.10. CTP sentezinin gésterimi.

Deoksisitidin fosfatlar, purin nukleotidleri icin tarif edilene benzer bir mekanizma
ile CDP'nin dCDP'ye indirgenmesinden kaynaklanir. Daha sonra dCDP,

nikleozid difosfat kinaz ile dCTP'ye dénustaralar.

Sitidin  5p-monofosfat (5-CMP), birka¢c nikleotid tlrevinin hazirlanmasinda
anahtar ara maddelerdir. Sitidin 5'-trifosfat ve Sitidin difosfatin her ikisi de
tedavide kullanilan kolin Uretimindeki baglangi¢ materyaldir. 5-CMP'nin her ikisi
de pirimidin nukleotidleridir ve bazi yetigkin kisiler, bebekler ve memeli
yavrularinda bagisiklikta rol oynar ve bebek formill icin hayati bilesenler
arasindadir [70].

CDP-kolin (sitikolin), fosfolipid metabolizmasinda yer alan édnemli bir endojen
metabolittir (Sekil 2.11.). Noral iyilesmede, iskemik néral hastaliklarda,
ndrodejeneratif hastaliklarda, néropatik agrida, bazi kardiyovaskuiler ve endokrin
hastaliklarda yararlari bilinmektedir. Basta fosfatidilkolin olmak Uzere hlcre
membraninin yapisal fosfolipitlerinin biyosentezi icin gerekli bir molekildir. Oral
yoldan alindiktan sonra ince bagirsakta sitidin ve kolin alt birimlerine hidrolize

olur. CDP-kolin, Japonya ve Avrupa’da kafa travmasi ve ndrodejeneratif
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hastaliklarin tedavisi i¢in onay almigtir. CDP-kolinin bazi gérme bozukluklarinda
(glokom, ambliopi ve nonarteritik iskemik optik néropati) gérme fonksiyonunu
artirdid1 bildirilmigtir. CDP-kolin’nin aksonal rejenerasyonu potansiyalize ederek
fonksiyonel iyilesmeyi artirma anlamindaki etkinligi igin sitidin ve kolinin ortamda

birlikte bulunmalari gerektigi saptanmistir [71].

Uridin | <~—— Sitidin Kolin
ﬁ ﬂ ﬂ Kolin Kinaz
—

TP Sentaz
uUTP =—> |CTP | + | Fosfokolin

CTP- Fosfokolin
Sitidil transferaz

CTP-Kolin * Diasilgliserol

CDP-kolin: Diasilgliserol
Fosfokolin transferaz

Fosfatidilkolin

Sekil 2.11. Kennedy yolu Gzerinden fosfatidilkolin (PC) biyosentezi.

Sigan kan-beyin bariyeri (BBB), sitidin icin yuksek afiniteli bir tasiyiciya sahip
olmadigindan sadece ki¢uk miktarlarda dolasimdaki sitidin CTP'ye déntsturalir;
buna karsilik Uridin daha sonra CTP sintaz ile CTP'ye dénustirtlen UTP'yi veren

yuksek afiniteli transporter yoluyla kolayca beyne girer.
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Sekil 2.12. (a) Sitidin, (b) Uridin ve (c) Timidin nikleotidlerinin molekiler yapilari.

Beynin dolagimdaki dridini aldigi ve alim yolu agiklanmis ve daha sonra tek bir
enjeksiyon yontemi kullanilarak, adenin, adenosin, guanosin, inosin ve uridinin
hepsinin sican BBB'sini gecebildigi gosterilirken; sitidin, timidin ve bunlarin
bazlarinin olmadidi gdsterilmistir. Calismalarda, adenosin ve Uridin gibi purinler
icin sican BBB'de yuksek afiniteli bir ntikleozid tasiyicinin (CNT2) ekspresyonunu
ortaya koyulmus ancak sitidin icin bu gecerli olmamistir. BBB transportu, dolasan
bilesiklerin cogunda beyin aliminin ana belirleyicisi oldugundan bu bulgunun,
Alzheimer hastalidi gibi nérodejeneratif hastaliklarda sitidin veya (ridin
kaynaklarinin  olasi etkilerini arastirmak icin yeni yollar acabilecegi
dusindlmektedir [69].
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4. DENEYSEL YONTEMLER

3.1. Kimyasal Malzemeler

Metakriloil klortr, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA, %98), sodyum dodesil sllfat (SDS), sodyum bikarbonat (NaHCO3,
%99.7-100.3%), amonyum persilfat (APS, %98) ve sodyum bisilfit (NaHSOs3,
minimum %99) Sigma (Sigma Chemical Co., ABD) ve Poli(vinil alkol) (PVA; MW:
16.000, %98) Acros (Organics, ABD) firmalarindan temin edilmistir.Ayrica Cu*?
iyonu igin Cu(NO3)2-:2.5H20 tuzu Sigma (Sigma Chemical Co., ABD) firmasindan
temin edilmistir. Nano boyutlu manyetit demir tozu (Fes3Oa, ortalama ¢api=20-50
nm), sitidin, dridin ve timidin Sigma firmasindan satin alinmistir.

Calisma asamasinda kullanilan diger kimyasal maddeler analitik safliktadir ve
Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Deney calismalarinda
kullanilan su, yuksek akigl seliloz asetat membran (Barnstead D2731) ile ters
ozmoz Barnstead (Dubuque, IA) ROpure LP® birimi ve ardindan Barnstead
D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon degistirici dolgulu
kolon sistemi ile saflagtinimigtir. Elde edilen deiyonize suyun iletkenligi 18.2
MQ/cm’dir.

3.2. PHEMA Manyetik Nanokiirelerin Sentezi

FesOs (manyetit) varhdinda manyetik 2-hidroksietii metakrilat (mPHEMA)
nanokdurelerin sentezlenmesi i¢in miniemulsiyon polimerizasyon yontemi
uygulanmigtir ve bu yéntem su sekilde gergeklestiriimistir:

ik sulu fazi olusturmak igin (faz-l); 0.05 g PVA (stabilizatér) ve 0.05 g SDS
(sUrfaktan) 100 mL deiyonize suda ¢dzinmustir. 100 mg manyetit (Fez04) bu
faza eklenmistir. Ikinci bir sulu faz (faz-Il) dagitma ortamidir; 0.0935 g PVA, 14
mg SDS ve 12.5 mg NaHCO3'in 5.0 mL deiyonize suda ¢ézinmesi ile
hazirlanmistir. Daha sonra organik fazi (faz-Ill) olusturmak tGzere 0.5 mL HEMA
(ana monomer) ve 1.0 mL EDMA (gapraz baglayici) karistiriimigtir. Daha sonra
faz-lll, faz-1I'ye yavasca eklenerek reaksiyona takviye edilmis ve 15 dk 25 000
rom’de mini-emilsiyon polimerizasyonunu elde etmek i¢cin homojenize edildi.

Organik faz-I1l, 11l karigimi manyetitli faz-1 karigimina eklendi (Cizelge 3.1.). Elde
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edilen karigimin son hali 250 ml’lik iki boyunlu cam balona aktarilarak, 500 rpom’de
karistirilarak isitilmistir. Karisimin 40°C’ye ulasmasinin ardindan 50 mg NaHSO3
ve 100 mg APS baglatici cifti reaksiyon ortamina eklenerek, 500 rpm’de 24 saat

polimerizasyona devam edilmistir (Sekil 3.1.).

Cizelge 3.1. Nanokure sentezi oranlari.

Faz-1I1 (Monomer

Faz-1 Faz-11 Fan) Baslatic cifti
50 ml H20 > ml Hx0 1 ml EDMA
0.05 g PVA 0.0935 g PVA 0.5 ml HEMA 100mg APS
0.05 g SDS 14 mg SDS 50 mg NaHSOs4

100 mg Fes;04 12.5 mg NaHCO3

Yikama iglemlerinin gerceklestiriimesi ve adsorpsiyon deneylerinde blylk boyuta
sahip nanokdirelerin ¢okturilmesi gerekmektedir. Bunun icin ultrasantrif(j
(Beckman Coulter, Allegra 64R, ABD) kullaniimigtir. SUspansiyon halindeki

nanokdreler, 30000 rpm hizda 1 saat sireyle santrifijlenerek ¢ékturaimustar.

Sekil 3.1. mPHEMA nanokdirelerin hazirlanmasinda kullanilan miniemulsiyon

polimerizasyon diizeneginin sematik gésterimi.
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3.3. N-metakriloil-(L)-Histidin Metil Ester (MAH) Monomerinin Sentezi

Cyt baskilanmis nanokurelerin hazirlanmasinda fonksiyonel monomer olarak N-
metakriloil-(L)-histidin metil ester (MAH) secilmistir. MAH'In sentezi literatlirde
daha 6nce bildirilmistir (Sekil 3.2.) [72]. MAH monomerinin sentez ydntemi kisaca
soyledir: L-histidin metil ester (5.0 g) ve hidrokinon (0.2 g) diklorometan (CH2Cl>)
(100 mL) ¢ozeltisi icinde ¢oéztlmustur. Codzelti 0°C de sogutulmustur. Trietilamin
(12.74 g) bu ¢dzeltiye eklenmistir. Metakroil klortr (5.0 mL) yavasca bu ¢ézeltinin
Uzerine dokulmustir. Reaksiyon karisimi manyetik karistirici ile azot atmosferi
altinda oda sicakliginda 2 saat boyunca karistirlmistir. Bu kimyasal reaksiyon
periyodu sonunda reaksiyona girmeyen metakroil klorlr, %10“luk NaOH ¢dzeltisi
ile ekstrakte edilmistir. Sivi faz déner buharlastiricida uzaklastiriimis ve kalan

kisim (MAH) etanolde ¢dzulmusttr [72].

HN O ‘}—(

H,C 0
2

N |

— + H£|3J|—D—CH3 — WLy 0
HC  Cl

CH, Hn::J—r:]—cH3
= CH,
i ‘%’NH —
b S MH
MEtakroil Klorir L-Histicin metil ester N-Wetakriloil-L-Histidin
(MAH)

Sekil 3.2. MAH monomerinin sentez tepkimesi [73].

3.4. MAH-Cu(ll) Kompleksinin Hazirlanmasi

MAH-Cu(ll) kompleksinin hazirlanmasi igin ilk olarak MAH monomeri (0.2 mmol)
300uL olarak tartildi ve daha sonra oda sicakliginda bakir nitrat
(Cu(NO3)2.2.5H20) (1.0 mmol, 23.2 g) ile muamele edilmistir. Cozelti yarim saat
boyunca surekli olarak vortekslenmis ve sonikatorte karistiriimistir. Kalip molekdl
Sitidin (Cyt) (0.15 mmol), MAH-Cu(ll) kompleksi icerisinde ¢6zilene kadar
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karistirimistir ve Cyt-MAH-Cu(ll) kompleksinin 6n komplekslesme basamagi
gerceklestiriimigtir.

3.5. Sitidin Baskilanmig (Cyt-MIP) manyetik nanokiirelerin hazirlanmasi

Sitidin baskilanmig nanokurelerin (Cyt-MIP) hazirlanmasinda izlenen yol su
sekildedir: Polimerizasyon sistemi U¢ fazin karistirilmasiyla hazirlanmistir. Faz-
I’'de 0.05 g PVA ve 0.05 g SDS 100 mL deiyonize suda ¢ézinmustir. Faz-Il ise
93.5 mg PVA, 14 mg SDS ve 12.5 mg NaHCOz3'in 5.0 mL deiyonize suda
¢6zinmesiyle hazirlanmistir. Faz-Ill, 0.5 mL HEMA (ana monomer) ve 1 mL
capraz baglayici EGDMA, MAH-Cu(ll)- Cyt 6én kompleksi (5.0 mL) ile manyetik
karistiricida karistiriimistir. Polimerlesme asamasinda NaHSO3 katalizor, serbest
radikal olusumuna sebep olan amonyum persulfat (APS) reaksiyon baslatici
olarak kullaniimigtir. Cézeltiye 100 mg APS ve 500 mg NaHSO3 eklenmistir. 500
rpm karistirma hizinda karistirilarak isitilmistir. Karisim 40°C’ye ulastiktan sonra
500 rpm'de 24 saat boyunca polimerizasyon gergeklestiriimistir. Olusan
nanokdureler oda sicakligina getirilmig ve reaksiyona girmemis monomerlerin ve
diger safsizliklar polimerik yapidan uzaklastiriimasi icin su ile yikanarak Cyt

baskilanmis manyetik nanokurelerin (Cyt-MIP) sentezi gergeklestirilmistir.

Baskilanmamis (NIP) manyetik nanokireler ise ortama kalip molekul olan Cyt

eklenmeksizin ayni ydntemle sentezlenmistir.

3.6. Kalip Molekiiliin (Sitidin) Uzaklastiriimasi

Cyt'e 6zgu molekuler tanima bosluklarinin elde edilebilmesi igin Cyt baskilanmig
nanokureler (MIP) 1.0 M NaCl c¢ozeltisi ile birkag kez yikanarak kalip molekdl

Cyt'nin uzaklastiriimasi gergeklestirilmistir.

3.7. Nanokiirelerin Karakterizasyon Caligsmalari

3.7.1. Zeta Size ile Boyut Analizi

Sentezlenen Cyt-MIP ve nanokuirelerin boyut analizi, Nano Zeta Sizer (NanoS,
Malvern Instruments, Londra, ingiltere) ile analiz edilmistir. Zeta boyut 6lgim

cihazinin hicresi icine ~250 uL stspansiyon halindeki sentezlenen nanokureler
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konularak o6lgime hazir hale getirilmis ve analiz sonrasi sonuglar

degerlendirilmigtir.
3.7.2. Yiizey Alani Analizi

Cyt-MIP nanokirelerin ylzey alani hesabinda 1.0 ml stispansiyondaki partikil

sayisini veren esitlik (3.1.) kullaniimistir.

N=6x10""xS /1 x ps xd3 (3.1)

Burada N, 1.0 ml stspansiyondaki nanokire sayisi; S % kati; d cap (hnm); ps
polimer yogunlugunu gdéstermektedir. Nanokurelerin spesifik ylizey alani m?/g

biriminde esitlik (3.2) yardimi ile hesaplanmistir.

Klrenin ylzey alani= 4 x 11 x r? (3.2)

3.7.3. Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) Analizi

Baskilanmis ve baskilanmamis manyetik nanokirelerin yuzey morfolojisi igin
kullanilan yéntemlerden biri de taramali elektron mikroskobu (SEM) analizidir.
Kuru nanokurelerin yizey morfolojisi QUANTA 400F Field Emission cihaziyla
incelenmigtir. Nanokdreler iletken bir yapistiriciyla SEM 6rnek plakasi tzerine
tutturulmustur. Daha sonra vakum altinda 6érnek ylUzeyleri altin ile kaplanarak
ylzey iletken hale getirilmistir. SEM cihazina verilip farkli bayGtme oranlarinda

fotograflarina bakilmistir.
3.7.4. FTIR Galismalan

Manyetik nanokurelerin karakterizasyonu igin FTIR-ATR spektrofotometresi
(Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullaniimistir. (")Igi]m
yapilan érnek haznesinden 10 dk. azot gazi gecirilerek havadan kaynaklanan
nem ve karbondioksit uzaklastinimistir. Kuru formda bulunan manyetik
nanokureler cihazin érnek yuvasina yerlestiriimis 400-4000 cm™ dalga sayisi

araliginda yuzeyde gerceklesen toplam yansima miktari olgtlerek spektrumlar

40



alinmigtir. mPHEMA, Cyt-MIP ve NIP manyetik nanokireler FTIR-ATR

spektrumlari ile rapor edilmigtir.
3.7.5. Elektron Spin Rezonans (ESR) Spektrometresi ile Manyetik Analiz

mPHEMA nanokurelerin polimerik yapisindaki manyetik partikdllerin varligi
elektron spin rezonans (ESR) spektrofotometresi ile arastiriimistir (EL 9, Varian,
ABD).

3.8. Adsorpsiyon Calismalari

Bakir Cu(ll) bagh mPHEMA nanokirelere Cyt adsorpsiyonu deneyleri kesikli
sistemde gerceklestiriimisti. Adsorpsiyon deneylerinde Cyt baslangig
derigimlerinin (0.05 mg/mL-3.0 mg/mL araliginda), pHin (4.0-8.0), ortam
sicakliginin (4°C-45°C), zamana bagli degimin ve farkl tuzlarin (NaCl, MgCl2 ve
CaCly) Cyt adsorpsiyon kapasitesine etkisi incelenmistir. Calismalarda Cyt iceren
30 mg/L derisiminde 10 mL stok ¢bzelti hazirlanmistir (pH 7.4). Belirlenen
derisimlere stok ¢ozelti seyreltilerek gecilmistir. Adsorpsiyon galismalarinda 0.05-

3.0 mg/L derisim arahdinda 1.5 mL"lik ¢bzeltiler kullaniimistir.

Cozeltideki Cyt derisimleri, 270 nm’de spektrofotometrik (Shimadzu UV- 1601,
Japonya) olarak belirlenmistir. Cihazin duyarlihdi periyodik olarak standart Cyt
cozeltisi ile kontrol edilmistir. Olglimler ve deneyler 3 kez tekrar edilmis ve
ortalama sonuglar alinmigtir. Gram polimer bagina adsorplanan Cyt miktari (mg/g
polimer), kalibrasyon edrisi ile asadida yer alan esitlik kullanilarak

hesaplanmigtir.

Q =[(Co-C) V]/ m (3.3)

Burada Q, birim nanoklre Uzerine adsorplanan Cyt kitlesini (mg/g); Co ve C
siraslyla, nanokureler ile Cyt etkilestiriimelerinden énce ve sonraki derisimlerini
(mg/ml); V, coézelti hacmi (ml); m, kullanilan nanokire agirhdini (g) ifade

etmektedir.
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3.9. Secicilik Deneyleri

Cyt baskilanmis nanokurelerin segciciligini géstermek i¢in Uri ve Tym yarismaci
nikleotidler olarak secilmistir. Secilen nikleotidlerin 1.0 mg/mL derisimindeki
sulu ¢ozeltileri ayri ayri hazirlanarak kesikli sistemde 2 saat boyunca Cyt
baskilanmis (MIP) ve baskilanmamig (NIP) nanokireler ile adsorpsiyon iglemi

gerceklestiriimistir.

Tym ve Uri icin Cyt'e gdre secicilik ve dagilma katsayilari agagidaki esitlige gére

belirlenmistir:

Ka = [(Ci— Cr) / C x V/m (3.4)

Kq dagdilma katsayisini (mL/g); Ci ve Cs nukleotid ¢dzeltilerinin baslangi¢ ve son
derigimlerini (mg/mL), V kullanilan ¢ézelti hacmini (mL) ve m ise nanokurelerin

agirhgini (g) ifade eder.

Bir nukleotidin baglanmasi icin yarigmaci tirler varliginda segicilik katsayisi

esitlik 3.5’e go6re denge baglanma verilerinden elde edilebilir.

K= Kkallp/ Kyar|§ma0| (35)

Cyt baskilanmis nanokirelerle yapilan adsorpsiyon c¢alismalarinin, NIP
calismalarina orani baskilamanin segciciligi konusunda degerlendirme

yapilmasina olanak saglar.

Bagil secicilik katsayisi (k') asagida yer alan esitlik ile elde edilir;

k'= kbaskllanm|§/ Kkontrol (3.6)

3.10. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Cyt baskilanmig nanokirelerden Cyt desorpsiyonu 1.0 M NaCl ¢ézeltisi iceren 1
mg/mL fosfat tamponu (pH: 7.4) ile gergeklestiriimistir. Cyt adsorplanmig MIP

nanokirelerin desorpsiyon islemleri kesikli sistemde incelenmistir. Cyt
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adsorplanmis polimerik nanokireler, desorpsiyon ortaminda 25°C’de, 2 saat

boyunca 20 rpm hizda araliksiz sekilde karistiriimistir.

Desorpsiyon orani agagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir.

Desorpsiyon orani (%) = [salinan Cyt miktarix100] / [adsorplanan Cyt miktari]

Cyt baskilanmig nanokurelerin tekrar kullanilabilirliginin  belilenmesi igin

adsorpsiyon-desorpsiyon islemi on defa tekrar edilmigtir.
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5. SONUGLAR

4.1. Nanokiirelerin Karakterizasyonu

Calismanin  bu asamasinda miniemdlsiyon polimerizasyonu y&ntemiyle
hazirlanan nanokirelerin karakterizasyon sonuglari verilmistir. Sentezlenen
nanoklreler karakterizasyon c¢aligsmalart igin liyofilizatérde kurutularak
incelenmeye hazir hale getirilmigtir. Nanokurelerin karakterizasyonu; Zeta-boyut
analizi ve ylUzey alani hesaplamalari, Fourier Transform Infrared Spektroskopisi
(FTIR), Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve Elektron Spin Rezonans (ESR)

Olcumleri ile yapildi.
4.1.1. Zeta Boyut Analizi

Cyt-MIP, NIP ve bos olarak sentezlenen nanokurelerin boyut analizi, Nano Zeta-
sizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra, ingiltere) ile belirlenmistir. Zeta boyut
analizi i¢cin uygulanan deneysel yéntem icin; nanoklre c¢dzeltisi (~250puL)
analizdrin érnek haznesine yerlestirilmigtir. Isik saciimasi 90°’lik gelis agisinda
25°C’de tayin edilmigtir. Veri analizi i¢in, deiyonize suyun yodunlugu (0.8872
mPa.s) ile kiriima indeksi (1.330) kullaniimistir.

Size (d.nm): % Number: 5t Dev (d.nm}:
Z-Average (d.nm): 4149 Peak 1: 15.13 100.0 5278
Pdl: 0.271 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.926 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Number
B T e e
b1 SR .................. ................. ................. .................

N IR ST R VRO SRS SRR g

Mumber (Percent)

A0 e ................. ................. .................

100 1000 10000

Size (d.nm}

Sekil 4.1. Cyt-MIP nanokurelerin 41.49 nm gapindaki cap ve boy dagilimini veren
Zeta boyut dagihmi grafigi.
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Cizelge 4.1.'de, tez calismasinda kullanilan 3 farkli denemede sentezlenmis
nanokurelerin boyutsal degerleri ve ortalamalari yer almaktadir. Baskilanmis
nanokurelerin ortalama boyutu 42.23 nm ve es boyut dagihm araligina sahiptir.
Nanokdrelerin polidispersitesi 0.293 olarak bulunmustur (Sekil 4.1.). NIP ve bos
nanokurelere ait ¢cap ve boy dagdilim grafikleri Sekil 4.2. ve Sekil 4.3.’de verilmis
olup ayrica Cyt- MIP, NIP ve bos nanokirelere ait cap dederi ve boy dagilimi
degerleri Cizelge 4.2." de yer almaktadir.

Cizelge 4.1. Farkli sentezlere ait manyetit partikillerin boyut degerleri.

Ozellik 1. Sentez 2. Sentez 3. Sentez Ortalama
Partikal Capi (nm) 42.43 41.49 4278 4223
Boy Dagilimi (Pdl) 0.277 0.271 0.331 0.293

Elde edilen sonuglara gore partikil boyu acgisindan kullanilan sentez yéntemi
yaklasik sonuglar vermigtir. Boy dagilimi bakimindan en uygun bulunan 2.sentez

ile elde edilen nanokureler daha sonraki asamalarda kullaniimigtir.

Size (d.nm): % Number: 5t Dev (d.nm}:
Z-Average (d.nm): 51.87 Peak 1: 2490 100.0 7472
Pdl: 0.272 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0.933 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Number

L T T T I T
20 ................. .................. .................. ................. .................
S TR ST U UL TR T g

AOF r o .................. , ................. . .................

Mumber (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm})

Sekil 4.2. NIP nanokurelerin 51.87 nm capindaki ¢ap ve boy dagilimini veren
Zeta boyut dagihmi grafigi.
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Size (d.n... % Number: 5t Dev (d....
Z-Average (d.nm): 72,44 Peak 1: 4296 100,0 12,80
Pdl: 0,152 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,931 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Number
25 R a & N L d daoE B B L 0 4 e R Bl A M EE RS A EEEE kMR EEEdEd s II ......................
' M\
§ [
& 15t hoo\
e u
E 1D- |I II|I
Z . II 1
5} cofe \
o : -, ; : ,
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.3. Bos nanokurelerin 72.44 nm capindaki ¢cap ve boy dagilimini veren

Zeta boyut dagilimi grafigi.

Cizelge 4.2. Cyt- MIP, NIP ve bos nanokdirelere ait cap degeri ve boy dagilimi

sonuglari.
Tard Partikal Capi (nm) Boy Dagilimi (Pdl)
Cyt- MIP 41.49 0.271
NIP 51.87 0.272
NP 72.44 0.152

Sentezlenen nanokurelerin ¢aplart MIP icin 41.49 nm, NIP icin 51.87 nm ve NP

icin 72.44 nm’dir. Sentezlenen nanokdirelerin polidispersite indeksleri ise 0.271-

0.272 ve 0.152 olarak bulunmustur. Degerlere bakildiginda nanokdirelerin dar

boyut dagilimina sahip oldugu anlagiimaktadir.
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4.1.2. Yuzey Alani Analizi

Cyt baskilanmis nanokirelerin toplam ytizey alani 980.9 m?/g, baskilanmamis
nanokurelerin ise 780.95 m?/g oldugu bulunmustur. Baskilamanin ytizey alaninin
artmasina sebep oldugu gorilmektedir. Elde edilen genis ylzey alani, dusuk
katle transfer sinirlamalari olusturur ve bu da nanokdirelerin yiksek adsorpsiyon

kapasitelerine ulasabilmelerini saglayabilmektedir.

Cizelge 4. 3. Cyt baskilanmis ve baskilanmamis nanokurelerin ylzey alanlari.

Polimer Ornegi NIP MIP BOS

Yizey alani (m?/g) 780.95 980.9 710.68

4.1.3. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Arastirma kapsaminda sentezlenen manyetik PHEMA, Cyt-MIP ve NIP

nanokurelerin FTIR spektrumlari gekilmis ve Sekil 4.4.’te gosterilmistir.

Sentezlenen  nanokirelerin  karakterizasyonu  belilemek i¢cin  FTIR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD)
kullanilmigtir. Kuru formda bulunan nanokireler cihazin 6rnek haznesine
yerlestirilerek 400-4000 cm™ dalga sayisi araliinda ylizeyde meydana gelen

toplam yansima miktari élcllerek spektrumlar alinmigtir.
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Sekil 4.4. (a) ve (b); (3A) MagNPs, (3B) Cyt-NIP ve (3C) Cyt-MIP nanokdrelerine

ait FTIR spektrumlari.
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mPHEMA nanokirelerin 3443 cm™ de tespit edilen genis keskin pik 6zellikle
hidrojen bagina katilmig ve katiimamig O-H gerilme titresimini karakterize
etmektedir [74, 75]. Hidroksil gruplarinin kendi arasinda olusan hidrojen
baglarina ilaveten ayni zamanda Fe3* iyonu ve OH gruplari arasinda da meydana
gelen elektrostatik etkilesimler de vardir. Bundan dolayi Fe** varliginda cekilen
spektrumda gérilen OH piki ¢cok genis degildir. PHEMA her bir polimer yan
zincirinde bir hidroksil grubu ve bir karbonil grubuna sahip oldugundan; bu
fonksiyonel gruplar da OH---O=C ve OH---OH seklindeki hidrojen baglarina
katkida bulunabilirler [76]. 1722 cm™ frekansinda gérilen keskin pik mPHEMA
polimerinin C=0 gerilme titresimini karakterize eder C=0 bandi keskin bir pik

seklinde gbzlenmektedir.

751 cm™' frekansinda karsilagilan pik ise Fe3Os molekulinin Fe-O gerilme
titresimini isaret ederek mPHEMA nanokurelerin manyetikligini desteklemektedir.

1258 ile 1143 cm""deki pikler C-O gerilme titresimlerini karakterize ederler [77].

4.1.4. Taramali Elektron Mikroskopi Analizi (Screening Electron
Microscopy, SEM)

Cyt-MIP ve NIP nanokirelerin ¢esitli buytitme oraninda (x100000-300000) SEM
fotograflari gérintilenmis, ytzey morfolojileri ve yapilari belirlenerek Sekil 4.5.’de
sunulmustur. SEM fotograflarindan nanokdrelerin kiiresel ve es boyutlu sekillere
sahip oldugu goérilmustir. SEM gdérintilerinden anlasildigi Gzere nanokireler

ortalama ~40-50 nm boyutlarinda ve homojen dagilim géstermektedirler.

Ayrica; partikullerin kugik ve es-boyutlu olmasi, hizli adsorpsiyon kinetigine ve

tekrarlanabilen sonuclara ulasiimasini saglamaktadir [73].
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8/3/2018 | det HV mag spot WD 1 um
4:00:11 PM |ETD [10.00 kV| 100 000 x| 3.0 [10.0 mm METU CENTRAL LAB

(a) NIP

8/3/2018 | det ‘ HV ‘ mag spot| WD 300 nm

3:58:59 PM |ETD [10.00 kV| 300 000 x| 3.0 [10.0 mm METU CENTRAL LAB

(b) NIP
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8/3/2018 det HV mag spot WD 1um
4:02:03 PM |ETD |10.00 kV| 100 000 x | 3.0 |10.0 mm METU CENTRAL LAB

(c) MIP

8/3/2018 det HV mag spot WD 300 nm
4:01:22 PM|ETD |10.00 kV| 300 000 x| 3.0 [10.0 mm METU CENTRAL LAB

(d) MIP

Sekil 4.5. NIP (a), (b) ve MIP (c), (d) nanokurelerinin SEM géruntuleri.
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4.1.5. Manyetik Analiz

ESR, mikrodalga (MD) bdlgesindeki elektromanyetik dalgalarin bir manyetik alan
icerisinde bulunan ciftlenmemis elektron spinleri tarafindan sodurulmasinin
gbzlemlenmesi ve bu yolla maddenin &zelliklerinin incelenmesi icin kullanilan

fiziksel bir ydntemdir [78].
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Sekil 4.6. Cyt-MIP nanokurelerin ESR spektrumu.
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Sekil 4.7. NIP nanokirelerin ESR spektrumu.

1500 ~
1000 -
500 -

O M' T T T L] T T .Il%' 1
1500 V 2000 2500 3000 3500 4000 0 5000

-500 ~

-1000 -

-1500 -

-2000 -

Sekil 4.8. Bos nanokdrelerin ESR spektrumu.

Sekil 4.6., Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de manyetik alana (Gauss) karsi manyetit
pikinin siddeti gézlemlenmektedir. Géruldiga tizere manyetit yikli nanokurelerin

genis ve simetrik tek cizgili bir rezonans egrisine sahip oldugu belirlenmistir.
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Polimer herhangi bir manyetik 6zellige sahip degilken yap1 icine manyetik 6zellik
tasiyan manyetit ¢ekirdedin girmesiyle manyetik yuklt poli(HEMA) nanokdreler
elde edilmektedir. Polimerik yapidaki Fe3Osnanokirelerinin belirlenmesi igin

PHEMA nin yapisal karakterizasyonu ESR kullanilarak gergeklestirilmistir.

Manyetik olmayan PHEMA nanokirelerin bu sartlar altinda miknatislanma
gostermeyecegine dikkat edilmelidir. Bu manyetik malzemelerin dis manyetik

alandaki degisikliklere duyarliligini gosterir.

‘g’ faktora, cifttenmemis elektronlarin bulundugu molekullerin bir nicelik 6zelligi

olarak degerlendirilebilir ve asagidaki denklem kullanilarak hesaplanir.

g= hv/BHr

Burada h, Planck sabiti (6.626x10?"rg. s ) v, frekans (9.707x1° Hz), B evrensel

sabittir (9.274x10?" erg. G') ve Hr manyetik alan rezonansdir.

FesOs icin g faktérl literatirde disik sikma kompleksleri igin 1.4 ve 3.2, yliksek

sikma kompleksleri icin 2.0- 9.7 de@erleri arasinda rapor edilmigtir [79].

mPHEMA nanopartikiller icin g faktérii 2.56 olarak hesaplanmistir. 3245 Gauss
degerindeki manyetik alan degerinin de 1.0 g mPHEMA &6rnedinde bulunan tim

dipol momentleri uyarmak igin yeterli oldugu tespit edilmistir.

4.2. Adsorpsiyon Caligmalari

4.2.1. Sulu Coézeltilerden Sitidin Adsorpsiyonu

Adsorpsiyon ¢alismalari sentezlenen 3 farkli manyetik nanokire Cyt-MIP, MIP ve
NIP icin ayri ayri rotator cihazi (Sekil 4.9.) ile 20 rpm’de 2 saat etkilestirilerek
kesikli sistemde yapiimistir. Bu bdlimde; nanokirelere ait optimum adsorpsiyon
kosullari incelenmistir. Ortam pH’sinin, baglangic Cyt derigiminin, sicakligin,
adsorpsiyon zamaninin ve farkli tuzlarin adsorpsiyona etkileri incelenmis,

secicilik ile tekrar kullanilabilirlik galigmalari gergeklestirilmistir.

54



Sekil 4.9. Cyt- MIP sentezlenmis manyetik nanokurelerle uzaklastirma sistemi.

_
-
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(b)




(d)

(e)

Sekil 4.10. (a) Adsorpsiyon c¢ozeltisi, (b) manyetik alanda adsorpsiyon ¢dzeltisi;

(c), (d) ve (e) manyetik sistem deney dizeneginde adsorpsiyon

cozeltileri ve manyetik partikullerin optik géruntuleri.
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Ependorf tiplerinde slspanse edilen nanokireler manyetik alan etkisinde

birakilarak ¢okturalup ortamdan ayrilmigtir (Sekil 4.10. Sekil 4.11.).

Sekil 4.11. Manyetik alanda adsorpsiyon ¢dzeltisinden ayrilan nanokirelerin

gbérunumu.
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Sekil 4.12. Sitidin molekllu kalibrasyon grafigi.
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4.2.1.1. pH’nin Etkisi

Nukleotid adsorpsiyonu igin farkli pH degerlerinde (pH: 4.0, pH: 5.0, pH: 6.0, pH:
7.0, pH: 7.4, pH: 8.0) 0.1 mM’ik 1 mg/mL’lik Cyt ¢ézeltileri hazirlanarak kesikli

sistemde partikul etkilesimi saglanmistir.

Adsorpsiyon islemlerinde adsorplanan madde miktarlari agsagida yer alan esitlik

(4.1.) kullanilarak hesaplanmigtir:
Q=[(Co-C) V] / m (4.1.)

Q, nanokurelerin birim bagina adsorplanan madde miktarini (mg/g); Co ve C
siraslyla adsorpsiyon calismasindan &éncesi ve sonrasinda Cyt c¢dzeltisinin

derigimini (mg/L); V sulu faz hacmi (mL) ve m MIP agirligini (g) géstermektedir.

Deneyler Ug¢ kez tekrar edilmis, sulu ¢bzeltilerden Cyt adsorpsiyonu kesikli sistem
kullanilarak gergeklestirilmistir ve ortalama degerler kullaniimigtir. Sonug¢ olarak
(Sekil 4.13.) en yuksek adsorpsiyon kapasitesinin 31.4 mg/g degerinde, pH=
7.4’te fosfat tamponuyla saglandidi bulunmustur. Bu pH= 7.4 degerinin altindaki
daha asidik ve Ustindeki daha bazik degerlerde adsorpsiyon kapasitesinin

azaldigi gérulmektedir.
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Sekil 4.13. Sitidin adsorpsiyonuna pH’in etkisi: Cyt derigimi: 1.0 mg/mL, ¢dzelti:
5.0 mM, 5.0 mL, adsorpsiyon slresi: 2 saat, T: 25°C.

4.2.1.2. Sitidin Baslangi¢ Derisimlerinin Etkisi

Cyt baslangi¢c derisimlerinin adsorpsiyon kapasitesine olan etkisini incelemek
amaciyla 0.1 mM pH 7.4 fosfat tamponu kullanarak 0.05 mg/mL ile 3.0 mg/mL
derisim araliklarinda Cyt ¢ézeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢dzeltilerden 1500
pL alinarak 200 pyL Cyt baskilanmis ve baskilanmamis nanokirelere 25°C’de
ilave edilmistir. 2 saat adsorpsiyon siresi sonunda madde miktarlari Cyt icin UV-

Vis cihazi kullanilarak 270 nm’de tayin edilmistir.

Baslangi¢ Cyt derisiminin, Cyt adsorpsiyon kapasitesine olan etkisi Sekil 4.14.de
incelenmektedir. Cyt baskilanmig nanokirelerin  maksimum adsorpsiyon
kapasitesi 39.756 mg/g olarak bulunmustur. Bu sonuca 1.5 mg/mL Cyt baglangi¢
derigsimi kullanilarak ulasilmigtir. Goéruldigu Uzere birim manyetik nanokire
basina disen Cyt adsorpsiyon miktari disik derisimlerden Cyt derisimi
yukseldikge dogrusal olarak hizla artmaktadir ve doygunluga erigsmektedir.
Yaklagik 2.0 mg/mL Cyt derisimi sonrasinda denge durumuna ulasiimaktadir. Bu

noktadan itibaren adsorpsiyonda 6énemli diuzeyde artis gézlenmemektedir. Bu
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durum nanokdirelerin ylzeyine baskilanan molekullerin doygunluga ulagsmasi ile
aciklanabilir. Adsorpsiyon izoterminde gérilen dik egim Cyt nikleotidleri ile Cu*?
selat gruplari arasindaki yuksek afinitenin gdstergesidir. Baskilanmamis

nanokureler icin maksimum adsorpsiyon kapasitesi ise 9.54 mg/g’dir.
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Sekil 4.14. Sitidin derisiminin adsorpsiyon kapasitesine etkisi; pH: 7.4, T: 25°C,
zaman: 120 dk.

4.2.1.3. Sicakhgin Etkisi

Sicaklik araligi 4-45°C olarak belirlenmis ve belirlenen sicaklik degisiminin Cyt
adsorpsiyonuna etkisi incelenmistir. Sekil 4.15.’de Cyt baskilanmis nanokurelere
Cyt adsorpsiyonunun farkh sicakliklardaki etkisi verilmigtir. Cyt'in MIP Gzerine
denge adsorpsiyonu sicakligin 25°C oldugu ortamda maksimuma ulasmistir.
Sicakhdin bu noktadan itibaren artmasiyla ve azalmasi ile de adsorpsiyonda
dusUs gerceklestigi gézlenmigtir.

Adsorpsiyon kapasitesinde meydana gelen degisimler sicaklikla ters orantili ise

hidrojen bagdlari ve iyonik etkilegimleri baskin etkilesimlerdir. Adsorpsiyon
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kapasitesinde meydana gelen degisimler sicaklikla dogru orantili oldugunda van
der Waals ve hidrofobik etkilesimleri baskin etkilesimlerdir [73]. Sicakligin
artmasi ile birlikte meydana gelen adsorpsiyon kapasitesindeki azalmalar; baskin
etkilesim tarlerinin H-baglari ve elektrostatik (iyonik) etkilesimler oldugunu

g6stermektedir [80].

Cyt baskilanmis nanokureler ile 4°C’de 3.975 mg/g, 25°C’de 5.565 mg/g, 37°de
4.373 mg/g ve 45°C’de 3.18 mg/g Cyt adsorpsiyonu gerceklesmistir.

Adsorplanan Cyt Miktari, mg/g

4°C 25°C 37.5°C 45°C

Sekil 4.15. Sitidin adsorpsiyon kapasitesine sicakligin etkisi; Cyt derisimi: 0.5
mg/mL; pH: 7.4; zaman: 120 dk.

4.2.1.4. Tuz Tipinin Etkisi

Cyt baskilanmis nanokdirelerin adsorpsiyonuna iyonik siddetin etkisini tespit
edebilmek i¢in; adsorpsiyon c¢alismalari farkh tipteki tuzlar (0.5 mg/ml derisimde,
NaCl, CaClz, MgCl.) igeren c¢ozeltiler ile gerceklestiriimigtir. Sonuclar Sekil
4.16.da yer almaktadir.

Cyt adsorpsiyon kapasitesi ayni derisimdeki farkli tuzlarda sirasiyla; NaCl: 3.180
mg/ml CaClz: 11.926 mg/mL, MgCl2: 14.312 mg/mL olarak dlgulmugtir.
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Sekil 4.16. Sitidin adsorpsiyon kapasitesine farkli tuzlarin etkisi; Cyt derigimi: 0.5
mg/mL; pH: 7.4; zaman: 120 dk.

CaClz ve MgCl» tuzlan varliginda, yiksek nikleotid adsorpsiyonun elde edildigi
gorulmektedir. Nanokurelere maksimum Cyt baglanmasi, MgCl. iceren
tamponda elde edilmistir. Baglama kapasitesi, baglanma ortamina MgCl: ilavesi
ile 5.565 mg/g'dan 14.312 mg/g'a cikarilmistir. Ayrica yuksek iyonik kuvvetlerin,
adsorpsiyon ¢ozeltisine NaCl eklendiginde baglamay zayiflattgi gérinmektedir.
Cyt adsorpsiyon miktari, NaCl ile birlikte dismustir. Bunun olasi bir agiklamasi
su sekilde olabilir: Tuz varhginda Cyt ile MAH molekdlleri arasinda mevcut olan
tuz koprileri tahrip olmaktadir. Tuz kdprilerinin bozulmasi yuksek iyonik siddette
distk nukleotid adsorpsiyonuna sebep olmaktadir. Ayrica iyonik etkilesimler
tanima ve baglama islemine énemli bir katki saglamistir. Karsi tuz iyonlari, Cyt
molekulleriyle yUk-sarj etkilesimleri yoluyla etkilesime girerek baglanma yerlerini

maskeler [81].
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4.2.1.5. Adsorpsiyon Zamani

Adsorpsiyon kapasitesinin zamanla degisimi Sekil 4.17'de, verilmigtir. Cyt
baskilanmis mPHEMA nanokirelerin, Cyt ile etkilesiminin zamana bagl
degdisimini gézlemlemek i¢in 0-150 dakika aralidi secilmistir. Nanoboyutlara sahip
nanokdirelerin ylksek ylzey alanlarina ve Cyt icin spesifik bosluklara sahip
olmalari nedeniyle hizli bir gekilde ylzeyde adsorpsiyon gergeklesmistir.
Sekilden de goéruldiga gibi, adsorpsiyon isleminin baslangicinda nispeten hizli
adsorpsiyon gézlenmis ve yaklasik 80 dk. civarinda dengeye ulasiimistir.  30.
dakikada Cyt nikleotidlerinin 27.82 mg/g dederinde ylizeye adsorbe oldugu
g6zlenmis ve 90 dakikada adsorpsiyon kapasitesi 36.178 mg/g degerinde

doygunluga ulagmigtir.
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Sekil 4.17. Sitidin adorpsiyon zamani.

4.2.2. Adsorpsiyon izotermi

Adsorpsiyon izotermi adsorbent ile kalip molekil arasindaki etkilesimi yani denge
durumunu aciklar. Gundmizde arastirmacilar tarafindan farkli izoterm
denklemleri kullanilmaktadir bunlar arasinda en sik tercih edilen adsorpsiyon

izotermleri Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon izotermleridir.
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Langmuir tipi adsorpsiyon, tek tabakali bir iglem olarak kabul edilir. Birim
adsorban kutlesi basina maksimum adsorpsiyon kapasitesi, adsorbana ¢dztinen
afiniteyi gdsteren Langmuir sabiti ile birlikte belirlenir. Freundlich tipi adsorpsiyon,
birim adsorban kitlesi bagina adsorbe edilen ¢dztinen miktarinin kademeli olarak

arttig1 cok katmanl bir islem olarak kabul edilir [82].

Bu calismada Cyt baskilanmis nanokurelerin ¢ézeltide bulunan Cyt ile etkilesimi
her iki model kullanilarak karakterize edilmistir. Bir adsorban ylzeye molekdllerin
tek bir tabaka halinde adsorpsiyonunu varsayan Langmuir izotermi asagidaki

sekilde ifade edilir:

Ceq /Q = 1/ (Qmax. b) + (Ceq / Qmax) 4.2)

Q adsorbente baglanan Cyt miktarini (mg/g); Ceq ¢6zeltinin denge durumundaki
Cyt derisimini (mg/mL); Qmax maksimum Cyt adsorpsiyon kapasitesi (mg/g) ve b

Langmuir sabitini (mL/mg) gdstermektedir.

Deneysal ¢alisma sonucunda elde edilen veriler ile olusturulan grafik belirgin bir
dogrusallik gésteriyor ise adsorpsiyon isleminin Langmuir adsorpsiyon izotermine
uydugu kabul edilebilir. Elde edilen denge verilerinin Langmuir izotermine

uygulanmasi sonucu elde edilen grafik Sekil 4.18'de yer almaktadir.
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Sekil 4.18. Sitidin i¢in Langmuir adsorpsiyon izotermi.

MIP'ler, afinite ve segcicilik araliinda degisen heterojen baglanma bdlgeleri
dagilimi igerir. Kovalent olmayan MIP'lerde birincil heterojenite kaynagi,
polimerizasyon karisimindaki eksik monomer sablonu kompleksi olusumudur
[83].

Adsorpsiyon davranigini tanimlamak igin kullanilan diger bir izoterm Freundlich
izotermi olup tersinir adsorpsiyonu ifade eder ve tek tabakanin olusumu ile sinirli
degildir [84]. Daha heterojen bir sistem enerjisi oldugunu varsayar. Langmuir
modelinden farkli olarak aktif baglanma bdlgelerinin komsu bdlgeler ile etkilestigi
kabul edilir. Freundlich izoterminin, MIP'lerde heterojenligin dl¢iimesinde yaygin
olarak uygulanabilir oldugu gd&sterilmistir [85]. Freundlich izotermi asagidaki

esitlik ile formale edilebilir:

IN Qeq =N Kr + 1/n X In Ceq (4.3)

Bu esitlige goére; Qeq adsorpsiyon miktarini (mg/g), Kr adsorpsiyon kapasitesini,

1/ n adsorpsiyon siddetini, Ceq ¢Ozeltideki adsorbent dersimini (mg/L) gosterir.
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Yuzey heterojenligini gdsteren 1/n sayisi, 0 ile 1 arasinda degisen degerler
almaktadir. Sekil 4.19°da Cyt adsorpsiyon verilerinin Freundlich modeline

uygunlugu yer almaktadir.

y = 0.8519x + 2.6056
R2 = 0.5576 3

-4 -3 -2 -1 0 1 2

LnCeq

Sekil 4.19. Sitidin igin Freundlich adsorpsiyonu izotermi.

Cyt baskilanmis mPHEMA nanokireleri igin deneysel olarak elde edilen
maksimum adsorpsiyon kapasitesi 39.756 mg/g’dir. Langmuir adsorpsiyon
izotermi ile maksimum adsorpsiyon kapasitesi 43.86 mg/g olarak hesaplanmistir.
Teorik olarak hesaplanmis olan maksimum adsorpsiyon degeri, deneysel

calismada elde edilen maksimum adsorpsiyon degerinden daha yiksektir.

Langmuir izotermi ile hesaplanan Langmuir sabiti (b) ve korelasyon katsayisi (R?)
Cyt baskilanmig mPHEMA nanokureleri igin sirasi ile 5.07 mL/g ve 0.986dir.
Korelasyon katsayilari Langmuir adsorpsiyon modelinin bu sisteme daha uyumiu
oldugunu go6stermektedir. Langmuir ve Freundlich izotermleri icin hesaplanmig

olan degerler Cizelge 4.4’de yer almaktadir.
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Cizelge 4.4. Langmuir ve Freundlich sabitleri.

Deneysel Langmuir Sabitleri Freundlich Sabitleri
Qe Qmax b R? Kr 1/n R?
Cyt- (mg/g) (mg/g) | (mL/mg) (mg/g)
MIP
39.75 43.86 5.07 0.9861 13.46 1.17 | 0.5576

Freundlich ve Langmuir izotermleriyle modellenen adsorpsiyon kapasiteleri ve
Cyt baskilanmis mPHEMA nanokurelerin deneysel adsorpsiyon kapasitesi Sekil
4.20.de karsilastinlmistir.  Karsilagtirma sonucunda sistemin Langmuir
izotermine daha uygun oldugu gérilmekredir ve Cyt adsorpsiyonunun bir mono

tabaka adsorpsiyonu oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.20. Sitidin baskilanmig nanokdrelere ait deneysel adsorpsiyon kapasitesi

ile  Langmuir ve Freundlich adsorpsiyon kapasitelerinin

kargilasgtiriimasi.
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4.2.3. Adsorpsiyon Kinetigi

Bir birim islem olarak adsorpsiyon isleminin degerlendirilmesi icin iki Snemli fiziko-
kimyasal 6zellik, kinetik ve adsorpsiyon dengesidir. Adsorpsiyon kinetiginde
alimin derecesini 6lgmek icin dl¢ilen konsantrasyonlarin adsorban yuzey
konsantrasyonlarina esit oldugu varsayimiyla kinetik modeller (yalanci birinci ve
pseudo ikinci dereceden denklemler) kullanilabilir [86]. Her iki modelde de &l¢ilen

derisimlerin, adsorbanin ylzey derisimine esit oldugu kabul edilmektedir.

Lagergren’in birinci derece hiz esitligi sivi ¢ézeltiden ¢dzinenin adsorpsiyonunda

en sik tercih edilen esitliktir ve su sekilde ifade edilmektedir;

dqt/dt= k1 (Qeq-qt ) (4.4)

yalanci-birinci derece kinetik esitliginin logaritmasi alinip dogrusal hale

getirildiginde esitlik 4.5 elde edilir.

|Og(Qeq = Qt) = |Og(Qeq) - (k1t) /2.303 (45)

log(geq-qt)’'ye karsilik t grafie gecirildiginde elde edilen dogrunun egiminden
k1/2.303 ve y eksenini kesim noktasindan loggqeq hesaplanabilmektedir. Burada;
Jeq Sistem dengeye ulastiginda anda uzaklastirilan Cyt miktari (mg/g); qtt aninda
uzaklastirilan Cyt miktari (mg/g); k1 yalanci -birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti

ve t zaman(dk) 1 ifade eder.
Yalanci -ikinci dereceden kinetik model esitligi dogrusal hale getirildiginde esitlik
4.6 elde edilir.

t/qt= (1/k2qeq2) + (1/qeq)t (46)

Burada; qt t aninda uzaklastirilan Cyt miktari (mg/g); geq Sistemin dengeye
ulastigi anda uzaklastirilan Cyt miktari (mg/g); k2 yalanci -ikinci dereceden hiz

denklemi; t zamani (dk) ifade eder.
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ikinci derece kinetik hesaplamalarinin uygulanabilmesi icin t/qtye karsi t grafiginin

dogrusal olmasi gereklidir. Adsorpsiyon (Qgeq) ve hiz sabiti (k2) sirasiyla egim ve

kesim noktasindan elde edilebilir. Kinetik hesaplama sonuclar Sekil 4.21. ve
Sekil 4.22. ile Cizelge 4.5.'de verilmistir.

Cizelge 4.5. Sitidin baskilanmis mPHEMA nanokureler igin birinci ve ikinci derece

kinetik verileri.

Denge | Deneysel 1. Derece Kinetik 2. Derece Kinetik
VA Q. K | Q@ | R ko Q | R
§ S (mg/g) | (1/min) | (mg/g) (g/mg.min) | (mg/g)
1.5 39.75 1.6x102| 4.13 | 0.8702 | 7.3x10° | 39.37 |0.9893
1. Derece Kinetik
1,6
2
1,4
y =-0.0066x + 1.3595
~ 1.2 R? = 0.8576
>
g‘v 1
2 08
0,6
0,4
0,2
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Zaman (dak)

Sekil 4.21. Sitidin baskilanmis mPHEMA nanokureler igin yalanci-birinci derece

adsorpsiyon kinetigi.
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2. Derece Kinetik

y =0.0254x + 0.2931
R?=0.9893

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Zaman (dak)

Sekil 4.22. Sitidin baskilanmig mPHEMA nanokdreler igin yalanci ikinci derece

adsorpsiyon kinetigi.

Cizelge 4.5'deki verilere gbre Cyt baskilanmis nanokurelerin analiz verilerindeki
korelasyon katsayilari kiyaslandiginda elde edilen sonuglar, bu metal selatl
adsorban sisteminin yalanci-ikinci dereceden kinetik modele uygun oldugunu
g6stermektedir. Hesaplamalarda elde edilen Qe degeri deneysel olarak elde
edilen Qe dederine yakin bulunmustur. Sonuglar Cyt baskilanmig nanokurelerin
adsorpsiyonunun kimyasal kontrolli bir sekilde gerceklestigini ortaya

koymaktadir.

4.5. Segicilik Deneyleri

Cyt baskilanmig ve baskilanmamig nanokurelerin segiciligini gdstermek amaciyla
secicilik adsorpsiyon deneyleri 1.0 mg/mL derisiminde, 25°C’de 2 saat slreyle
hazirlandi, pH 7.4 fosfat tamponunda gerceklestirildi ve alinan baslangi¢c ve
sonug c¢ozeltileri ile adsorplanmig olan nukleotid derisim miktarlari belirlendi.
Yarigmaci niukleotid olarak molekil yapilari ve agirliklari birbirine yakin oldugu
icin Uri ve Tym nukleotidleri kullaniimigtir. Secilen nikleotidin baskilanmis
nikleotidden daha kugUk boyutta olmasi, baskili nanokavitlere giris kolayligi

saglar. Elde edilen sonuglar benzerlik ve tanima bosluklarina giris kolayliklarina
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ragmen, sitidin i¢in tanima mekanizmasinin birlikte saglanmasi gereken hem
kimyasal hem de fiziksel etkilesime dayandigini géstermektedir. Cizelge 4.6.’da

kullanilan nikleotidlerin bazi 6zellikleri verilmigtir.

Cizelge 4.6. Nukleotidlerin bazi yapisal 6zellikleri.

Molekiil
Niikleotid Agirhigi Erime noktasi | UV spektrum
Sitidin (CoH14N303P) 323.20 g/mol 230.5°C 270 +/- 2nm
Uridin (CoH12N209P) 324.18 g/mol 165 °C 261 +/-2 nm
Timidin (C10H15N20gP) 322.21 g/mol 186.5 °C 267 +/-2 nm
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Sekil 4.23. Sitidin baskilanmig ve baskilanmamis nanokirelere ayni
derisimlerdeki yarigsmaci nukleotidlerin adsorplanan madde
miktarlari (mg/g). Adsorpsiyon kosullari; pH: 7.4 ¢ézelti hacmi: 1.5
mL, T: 25°C, adsorpsiyon suresi: 2 h.
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Cyt baskilanmis nanokireler, Cyt'e yiksek secicilik gosterirken, NIP manyetik
nanokureler belirgin bir secicilik géstermemektedir. Bu sonuglar, Cyt baskilanmig
nanokurelerin diger yarismaci nukleotidlere gére Cyt igin daha yiksek segicilik
gostermesinden dolayr olusturulan aktif tanima bdlgelerinin  basariyla
sentezlendigini gdstermektedir. Yapilan analizler sonucunda, Cyt baskilanmis
nanokdurelerin, tekli yarismaci nukleotid ¢dzeltisindeki k degerlerinin, NIP
nanokurelerin k degerlerinden daha yuksek degerde oldugu hesaplanmistir.
Bagil secicilik katsayisi (k' degeri) Cyt baskilanmis nanokurelerin aktif baglanma
bélgelerinin Cyt baskilanmamis nanokurelere gére seciciligini (baskilanmig

tanima bdlgelerinin afinitesini) géstermektedir.

Cizelge 4.7. Cyt baskilanmig ve baskilanmamig manyetik nanokireler igin

secicilik ve bagil segicilik katsayilari.

MIP NIP
30.61 - 8.74 - -
Cyt
. 3.34 9.14 5.67 1.54 5.93
Uri
3.14 9.73 2.44 3.57 2.72
Tym

Sonuglar, Cyt baskilanmis nanokurelerin Uri niikleotidine gére 9.14 kat, Tym
nikleotidine goére 9.73 kat daha secici oldugunu gdstermigtir. Cyt- MIP
nanokurelerin segiciligi, molekul agirhigi bakimindan Cyt molekiline ¢ok yakin

olan Uri ve Tym nukleotidleri igin oldukga duguktar.

Bagil secicilik katsayisi, sablon i¢in baskili nanosensérde tanima alanlarina sahip
olmak icin bir gésterge olarak kullanilir. Sablon molekiller, MIP'deki bosluklari
tercihen baglarsa, secicilik katsayisi beklendigi gibi yiksek olacaktir [87]. Sitidin
icin nispi segicilik katsayilari (k’ degerleri), Uri ve Tym’e goére sirasi ile 5.93 ve

2.72 kattir. Sonuclar, molekuler olarak basiimis polimerik tabakada olusturulan

73



molekiler nanokavititelerin, tercih edilen gekilde sitidini tanidigini, oyuklarin

boyutunun Uri ve Tym'den daha iyi oldugunu géstermistir.

4.6. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Desorpsiyon ve yeniden kullanilabilirlik (rejenerasyon) calismalari, Uretilen
adsorbanin kararliligini ispatlamak ve tasarlanan islemin maliyetini kontrol

etmek icin oldukga dnemili bir role sahiptir [88].

Nukleotid saflastirlmasinda kullanilacak olan adsorbentlerde tekrar kullanim
olanagli da o6nemli bir parametredir. Rejenerasyon olarak tanimlanan bu
parametre saflastirma isleminin maliyetini azaltma acisindan énemli bir 6zelliktir.
Cyt adsorplanmis nanokireler desorpsiyon ¢ézeltisine 1.5 mL konulmus; 20
rom’de oda sicakliginda, 2 saat boyunca etkilestiriimistir. Cézeltideki Cyt derisimi
270 nm'de yapilan spektrofotometrik élgimlerle belirlenmigtir. Cyt baskilanmig
nanokuUrelerin tekrar kullanilabilirlik oraninin belirlenebilmesi igin adsorpsiyon-
desorpsiyon islemi ayni nanokireler kullanilarak 10 kez tekrarlanmis ve
adsorpsiyon calismasinda desorpsiyon orani %95.58 olarak hesaplanmistir. Cyt
adsorpsiyon kapasitesinde meydana gelen azalma ¢ok dusik bir orandadir. Cyt
baskilanmis nanokirelerin adsorpsiyon-desorpsiyon dénglsiu Sekil 4.24.’de yer

almaktadir.
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Sekil 4.24. Sitidin baskilanmis nanokurelerin tekrarlanabilirligi. Adsorpsiyon
kosullari; pH: 7.4 c¢bézelti hacmi: 1.5 mL, T: 25°C, adsorpsiyon

slresi: 2 h.

Tekrarlanan déngl sonucunda nanokurelerin adsropsiyon kapasitesinde énemli
derecede bir dusis olmadigi belirlenmigtir. Bu sonug i1siginda baskilanmis

nanokurelerin tekrar tekrar kullanilabilecegi séylenebilir.
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6. YORUM

Gergeklestirilen bu tez calismasi kapsaminda, metal koordinasyon ve
yluzey molekiller baskilama tekniginin kullaniimasi ile Sitidin segici
taninmasi igin yeni molekller baskilanmig manyetik nanokureler

sentezlenmigtir.

Bunun icin manyetik nanokudrelerin MAH monomerinin Cu(ll) metal
iyonunu iceren ¢Ozelti ile etkilegtiriimesiyle metal iyonunun
selatlanmasinin saglanmasi i¢in kovalent olarak baglandi ve sonrasinda,
MAH ve Cu(ll) arasinda koordinasyon kompleksi olusumu saglanarak
hazirlanan MAH-Cu(ll) kompleksine kalip moleklil Cyt eklenerek on-

kompleks hazirlandi.

Metal iyonlari polimerizasyon sonrasinda kalip  molekilin
uzaklastirilmasini saglayan ¢apraz bagl baskilanmig tabakanin olusumu
sirasinda Cyt'nin baskilanmasi igin baglanma noktalarini olusturur ve
baskilama bogluklari ile birlikte kalip ntikleotidlerin tekrar baglanmasi igin
tanima bdlgeleri seklinde davranir. Metal iyonlari kullaniimasi molekiler
baskilanmis nikleotidin afinitesini giiclendirmek i¢in mekanizma meydana

getirir.

mPHEMA, Cyt-MIP ve NIP nanokurelerin yapisi FTIR, zeta boyut analizi
ve ylzey alani élgimleri, ESR ve SEM yéntemleri ile karakterize edilerek
mPHEMA, MIP ve NIP nanokdirelerin basariyla sentezlendigi sonucuna

variimistir.

Yaklagik 50 nm boyutlarinda duzenli kiresel sekilli nanokureler elde
edilmigtir. Sentezlenen nanokurelerin ¢aplari MIP i¢in 41.49 nm, NIP igin
51.87 nm ve NP igin 72.44 nm'dir. Sentezlenen nanokurelerin
polidispersite indeksleri ise 0.271-0.272 ve 0.152 olarak bulunmustur.
Degerlere bakildiginda nanokurelerin dar boyut dagilimina sahip oldugu

anlasiimaktadir.
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Yuzey alani BET yontemi ile hesaplanarak sirasiyla Cyt baskilanmig
nanokirelerin ylizey alani 980.9 m?/g, baskilanmamis nanokurelerin ise

780.45 m?/g oldugu bulunmustur.

ESR ile polimerik yapidaki manyetit varligi incelenmis ve mPHEMA
partikiller icin g faktéri 2.56 olarak bulunmustur. Spektrum bantlarin
varligi polimerik yapi icerisine manyetit partikillerin basariyla sokuldugunu

gOstermektedir.

FTIR ile elde edilen fark spektrumlari incelenmistir. 751 cm™ frekansinda
karsilasilan pik Fe3O4 molekulinin Fe-O gerilme titresimini isaret ederek
mPHEMA nanokirelerin manyetikligini desteklemektedir. 1258 ile 1143
cmdeki pikler C-O gerilme titresimlerini géstermektedir. FTIR sonuglari

baskilanmis nanokdrelerin sentezlendigini teyit etmistir.

Taramali elektron mikroskop (SEM) incelemeleri, nanokurelerin es boyutlu
ve kuresel oldugunu, homojen bir dagilim sergiledigini ve ayni zamanda
kurelerin ortalama boyutlarinin zeta boyut analizi sonucunu da

destekleyecek sekilde ve 40-50 nm oldugunu gdstermektedir.

Farkli pH degerlerinde pH’nin Cyt adsorpsiyonuna etkisi arastiriimis,
maksimum Cyt adsorpsiyonu pH 7.4 fosfat tamponunda elde edilmistir.
Elde edilmis olan veriler sonucunda pH 7.4 fosfat tamponu ¢alisma ortami

olarak secilmigtir.

MIP ve NIP nanokirelere Cyt baglanma kapasitesini belirlemek icin
MIP’nin doygunluk adsorpsiyon galismalari gerceklestirildi. Baglanan kalip
nukleotidin miktarinin ¢6zeltideki nikleotid derisiminin dogrusal olarak
artmasiyla doygunluk egdrisinin egiminde artis oldugu goéralmustur.
Sonrasinda derisimin yukselmesi ile birlikte doygunluk egrisi kararl hale
gecmistir. MIP ve NIP icin maksimum Cyt adsorpsiyonu sirasiyla 39.75 ve
9.54 mg/g polimer olarak hesaplanmistir. MIP (Uzerindeki baskilama
bosluklari ile metal koordinasyon etkisi NIP’nin MIP’den digsuk baglanma

kapasitesi goOstermesine sebep olmaktadir. Elde edilen veriler
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nanokdurelerin adsorpsiyon kapasitesinin ve ylzey alaninin arttigini

gOstermektedir.

Adsorpsiyon zamani analizine goére, adsorpsiyonun nisbeten hizli bir
sekilde yaklasik 90 dakika icinde optimum seviyeye ulastigi gérulmualtar.
Bu dakikada Cyt icin 36.178 mg/g polimer dederlerine ulasiimistir.

MIP’lerin Cyt adsorpsiyonuna sicakhdin etkisi 4-40°C arasinda
incelenmigtir. Maksimum adsorpsiyona 25°C’de ulasiimistir ve MIP’lerin
denge adsorpsiyonu sicakligin bu noktadan itibaren artmasi ve azalmasi
ile 6nemli derecede azalma gdstermistir. Bu sonu¢ Cyt baskilanmis
manyetik  nanokirelerin oda sicakliginda etkin  bir sekilde

kullanilabileceklerini gostermektedir.

iyonik etkilerin belirlenebilmesi icin farkli tuzlar (0.5 mg/ml derisimde,
NaCl, CaClz, MgCl2) iceren cozeltiler ile gerceklestirilen adsorpsiyon
calismalari sonucunda CaCl, ve MgCl. tuzlari varliginda adsorpsiyon
kapasitesinin arttigi ancak NaCl varlidinda ise azalma gercgeklestigi
goérulmustir. Bu azalmanin nedeni su sekilde yorumlanmustir; Cyt ile MAH
molekilleri arasinda mevcut olan tuz koéprileri tahrip olmakta ve tuz
koprulerinin  bozulmasi yuksek iyonik siddette dustuk nudkleotid

adsorpsiyonuna sebep olmaktadir.

Tekrar kullanilabilirlik oraninin gosterilebilmesi icin Cyt baskilanmig
nanokdurelerin adsorpsiyon-desorpsiyon ¢alismasi ayni nanokureler
kullanilarak 10 kez tekrar edilmistir. Cyt'in desorpsiyonun yiiksek oranda
(%95.58) olmasi nanokirelerin adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli

derecede dusis olmadan tekrar tekrar kullanilabileceklerini géstermigtir.

Gerceklestirilen analizler sonucunda, Cyt baskilanmig nanokirelerin, K
degerlerinin, NIP nanokurelerin K degderlerinden daha yuksek oldugu ve
NIP manyetik nanokirelerin Cyt'e belirgin bir secicilik géstermedigi halde
Cyt baskilanmis nanokirelerin Cyt'e yiksek segicilik go6sterdigi

bulunmustur.
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e Cyt baskilanmigs mPHEMA nanokirelerin k' deg@erleri incelendiginde,
Cyt'nin yarismaci nukleotidler olan Uri ve Tym’e gére daha segici oldugu
gorilmektedir. Sonuglar, molekiler olarak basilmis polimerik tabakada
olusturulan molekller nanokavititelerin, tercih edilen sgekilde sitidini
tanidigini, oyuklarin boyutunun Uri ve Tym’den daha iyi oldugunu

gOstermistir.

e Deneysel verilere gére Cyt baskilanmis nanokireler icin maksimum
adsropsiyon kapasitesi 39.756 mg/g’dir. Langmuir adsorpsiyon izotermi ile
hesaplanan maksimum adsorpsiyon kapasitesi 43.86 mg/g ve Freundlich
adsorpsiyon izotermi igin 13.46 mg/g’dir. Karsilastirma sonucunda
sistemin Langmuir izotermine daha uygun oldugu goériimis ve Cyt
adsorpsiyonunun bir mono tabaka adsorpsiyonu oldugu sonucuna

variimistir.

e Yalanci-birinci derece ve yalanci-ikinci derece kinetik modelleri
adsorpsiyon kinetiklerinin analiz edilebilmesi igin, deneysel verilere
uygulanmigtir. Cyt baskilanmis nanoklrelerin analiz  verilerindeki
korelasyon katsayilari kiyaslandiginda elde edilen sonuglar, bu metal
selatli adsorban sisteminin pseudo-ikinci dereceden kinetik modele uygun
oldugu gostermistir. Deneysel ve kinetik hesaplamalarda elde edilen Qe
degerleri birbirlerine yakin bulunmustur. Sonuglar Cyt baskilanmis
nanoklrelerin  adsorpsiyonunun  kimyasal kontrollu  bir sekilde

gerceklestigini ortaya koymustur.

Sonug olarak, bu ¢alismada metal koordinasyon ve ylzey molekiler baskilama
tekniginin birlestiriimesiyle sentezlenmesi amacglanmig olan Cyt baskilanmig
manyetik nanokureler, Cyt'in yuksek secicilikle taninmasi igin oldukca etkin bir

manyetik afinite malzeme olarak basaril bir sekilde sentezlenmigtir.
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