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Multiple Skleroz (MS); ozellikle geng eriskinlerde goriilen, normal
gelisimini tamamlamis olan miyelinin (sinirlerin etrafindaki kilifin) yikimi
(demiyelinizasyon) ile sekillenen, sebebi tam olarak bilinmeyen santral sinir
sisteminde daginik lezyonlarin bulundugu bir hastaliktir. Merkezi sinir sistemi,
miyelinin yaklasik % 35’1 farkli izoform ve izomerlerin karisimini i¢eren miyelin
kilif ile korunmaktadir. Bu miyelin kilifda en ¢ok bulunan proteinlerden biri olan
Miyelin Temel Protein (MBP) dir. MS hastalarinda, MBP yapisindaki argininlerin
sitruline doniismesi so6z konusudur. Bu nedenle, sitrulin aminoasidinin tayininin
gerceklestirilmesi ile MS hastaliinin varligi tespit edilebilir. Romatoid Artrit
(RA) ise, diinyada ve tlilkemizde en sik rastlanilan otoimmiin hastaliktir. RA’de
sitrulinlenmis yapilara karsi iiretilmis otoantikorlar uzun siiredir bilinmekte ve
tan1 amaciyla kullanilmaktadir. Anti sitrulinlenmis siklik protein (anti-CCP)
antikorlarmin kesfi RA tanisi i¢in 6nemli bir asama olmustur.

Bu calismada, sitrulin tayini i¢in molekiiler baskilama teknigi ile karbon
nanotiip (CNT) ve Altin (Au) nanoparcaciklar: yiizeyinde sitrulin aminoasidine
duyarli polimerler elde edilmistir. Bu modifiye polimerler sayesinde MS
hastaliginda MBP'nin  demiyelinizasyonu sonucu ortaya ¢ikan sitrulin
aminoasidinin sitruline 6zgii baglanma bolgeleri ile baglanarak dedeksiyonunun
saglanip saglanmadigi arastirilmistir. Diger taraftan, RA’de ortaya cikan ve
sitriilinlenmis  yapilara  spesifik  bir  sekilde baglanabilen  Anti-CCP
otoantikorlarinin sitriilin modifiye polimerle etkilestirildiginde RA teshisi
gergeklestirilip gerceklestirilmedigi arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler Baskilanmis polimerler, modifiye polimerler,
Sitrulin, Anti-CCP, MS, RA
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Multiple Sclerosis (MS) is a disease, especially seen in young adults,
which is taken formed by the destruction (demyelination) of myelin (around the
nerve sheath) that has completed the normal development, found in central
nervous system having diffuse lesions and the reason of disease is not known
exactly. Central nervous system (CNS) is protected by myelin sheath containing
35 % of different isoforms and isomers of the myelin. The most abundant protein
in the myelin sheath is Myelin Basic Protein (MBP). In MS patients, the arginine
found in the structure of MBP is converted to citrulline. Therefore, the existence
of MS can be determined by performing the determination of citrulline.
Rheumatoid Arthritis (RA) is the most common autoimmune disease in the world
and our country. The autoantibodies which have been produced against
citrullinated structures in RA have long been known and are used for diagnostic
purposes. The discovery of anti-cyclic citrullinated protein (anti-CCP) antibodies
has been an important stage for RA diagnosis.

In this study, citrulline sensitive polymers have been produced by the
molecularly imprinting technique on the surface of carbon nanotube (CNT) and
gold (Au) for citrulline diagnosis. The binding of citrulline to specific binding
sites has been investigated by these modified polymers. On the other hand, it has
been investigated if the diagnosis of RA is possible when anti-CCP autoantibodies
which are specifically bound to citrullinated structures are interacted with
citrulline modified polymer.

Keywords: Molecularly Imprinting polymers, modified polymers, Citrulline,
Anti-CCP, MS, RA
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1. GIRIS

Bilim diinyasi, son yillarda bircok hastaligin teshisi i¢in biyolojik
malzemelerin tayinine yonelik nanomalzemeler gelistirerek bu malzemelerin
kullanim amaglarinina yeni bir boyut eklemistir. Son yillarda artan arastirmalar
sonucunda mevcut teknolojilerin eksikliklerini gidererek kullanimi kolay, yiiksek
duyarlilikta, se¢ici teshis araglarinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bilim insanlari
tarafindan gelistirilen nanosensorler, nanomalzeme temeline dayanan, var olan
teshis araclarma nazaran kullanimi kolay, yapimi ve iiretimi ucuz, segiciligi ve
duyarliligr yiiksek teshis araclaridir. Bir¢ok farkli tiir i¢in gelistirilen yontem,
hedef molekiiliin taninmasi imkanim1 saglamaktadir. Fakat biyolojik tanima
elementlerinin kullanildig1 biyosensorler, bu elementlerin kolay bozulmasindan

dolayt, kararliliklart az ve cihazlarin kullanimin1 zor hale getirmektedir.

Son yillarda yeni bir ¢ikis yolu olarak “Molekiiler Baskilama” teknolojisi
ortaya ¢ikmistir. Bu teknikle, molekiiler tanima yetenegine sahip,
islevsellestirilmis sentetik polimerler hazirlanmaktadir. Hazirlanan bu polimerler
hedef molekiile ait tanima yerleri ve hedef molekiilii bigim ve konum agisindan
tamamlayic1t Ozelliktedir. Bu polimerler, biyolojik numunelere (antikorlar ve
reseptorler) ait tanima bolgelerine sahip oldugunda ise, analitik kimya ag¢isindan
oldukca kullanighh bir kimyasal sensér olusturulabilmektedir. Son zamanlarda,
nano yapili kimyasal sensor sistemlerinin yapilmasi, yeni biyomalzemelerin
tiretimi ve izolasyonuna yonelik c¢aligmalar yogunluk kazanmakta olup iilke

ekonomisi i¢in olduk¢a 6nemli ve Oncelikli alanlar arasinda yer almaktadir.

Sitrulin, 6zde var olmayan (Kaore ve Kaore 2014, Odewunmi, 2015),
fakat dogal olarak olusan ve yapisinda amit, karboksilik ve amin fonksiyonel
gruplarin1  bulunduran (Odewunmi, 2015) bir aminoasittir. Biitlin canli
organizmalarda ve memelilerde bulunan sitrulin renksiz ve suda ¢oziinebilen bir
aminoasit olup (Morito 2014), bobreklerdeki absorpsiyonu agisindan argininden
daha iyidir (Odewunmi 2015) ve karacigerdeki iire donglisinde amonyak
salgilama esnasinda kilit rol oynamaktadir (Endo 2004). Sitrulin bir¢ok hastalik

icin biyobelirteg olarak kullanilmakta olup bunlardan bazilar1 Romatoid



Artrit(RA), Sjogren’s sendromu, Multipl skleroz (MS), sepsis (kan zehirlenmesi)
hastaliklaridir.

Bu dogrultuda; ¢alisma kapsaminda gelistirmeyi hedefledigimiz, sitrulin
molekiiliinii taniyan yeni nesil sensor bazli ¢alisma, biyosensor igerikli literatiirde
yer almamaktadir. Bu amagla; MS ve RA hastaliklarinin tanist igin tek platform
lizerinde nanosensOr gelistirilmesi hedeflenmistir. RA i¢in Karbon Nanotiip
(CNT) ve Altin (Au) nanopartikiil (NP) yiizeyinde modifiye polimer sentezi
gercgeklestirilirken, MS i¢in yine CNT ve Au NP’ler yiizeyinde molekiiler baskili
polimer sentezi gerceklestirilmistir. Bu iki sensOr igin, proses basamaklart bir
noktaya kadar ayni1 giderken, bir noktadan sonra farklilasmistir. Bu farklilasma da

RA ve MS i¢in ayni1 platformda sensér olusturulmasini saglamaktadir.

1.1 Sitrulin Aminoasidi

Sitrulin (Sekil 1.1), dogal olarak olusan biitiin canli organizmalarda var
olan bir aminoasittir. Molekiil formiilii CsH13N303 olup, molekiil agirligr 175,19 g

mol'dir.

j I
H,N NH/-\AHJ\OH
NH,

Sekil 1.1. Sitrulinin kimyasal yapisi

Karpuz, salatalik, kavun gibi bir¢ok besinde bulunan sitrulin insan
viicudunda dogal olarak sentezlenebilmektedir (Kaore ve Kaore, 2014) ). Ismi ise
karpuzun latince ismi olan Citrullus vulgaris’den gelmektedir ve ilk kez
karpuzdan saflagtirilmistir (Bahri ve ark., 2013; Kaore ve Kaore, 2014)
Memelilerde amonyak {iiretimi yapilan iire donglisiinde anahtar rol oynar ve

karacigerde iire donglislinliin bilesenleri olan ornitin ve karbomoil fosfattan,



enterositlerde glutamin ve argininden elde edilmektedir (Takeda, 2011). Arginin

onciil oldugundan dolayr sitrulin, argininden sentezlenebilir.

Sekil 1.2°den de anlasilacagi gibi iire dongiisii {i¢ii mitokondride, ikisi
stoplazmada gerceklesen bes basamaktan olusmaktadir. Bu basamaklardan biri de
sitrulin sentezi olup, mitokondride karbomil fosfat ve ornitinden, stoplazmada ise

glutamin ve argininden olugmaktadir.

Ure Déngiisii

sitoplazma
mitokondri o \

ol
N p=—0H
NH3 \( l .
> Karbomil Fosfat I
(+]
Co, \L Ornitin o e
/ ~ -
Sitrulin Arginin

NH [+]
/L H\ H:N /U\N/\/W)l\on
H
HaN N OH
H HN

H:N

Sekil 1.2. Ure dongiisiinde sitrulinden argininin olusumu (Takeda ve Takemasa 2013)

Sitrulin, Peptidil arginin deiminaz (PAD) (EC 3.5.3.15.) enziminin
arginin deiminasyonu sonucunda elde edilen bir aminoasittir (Raijmakers, 2007,

Tutturen, 2010; Crenn, 2008) (Sekil 1.3).



peptidil arginin

: deiminaz (PAD) 5
\L + Hy0 - > 1 + NH, + He
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peptidil arginin peptidil sitrulin
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Sekil 1.3. Peptidil argininin peptidil sitruline doniisiimii (Raijmakers, 2007)

Arginin bazi hiicrelerde, nitrik oksit (NO) dongiisiinde bliylik 6nem
tagiyan sitrulinden de geri doniistiiriilebilir. Bu nedenle, NO sentezi igin, sitrulin
arginin On-maddesi olarak islev gorebilir ve NO metabolizmas1 ve

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Héberle, 2012).

Bu nedenle sitriilin NO metabolizmasina ait bozukluklar1 kontrol etmek
ve kardiyovaskiiler fonksiyonu iyilestirmek i¢in bir tedavi yontemi olabilir.
Ancak, arginin takviyesinin gerektirdigi biitiin kosullar ya da hastaliklar i¢in
sitrulin takviyesinin zararli olabilecegi dikkate alinmalidir (Takeda ve Tohru
Takemasa 2013; Kaore ve Kaore, 2014; Bahri ve ark. 2013; Wauven ve
Stalon.1985).

Sitrulin metabolizmas1 ¢ok 1iyi agiklanamamakla birlikte bagirsakta
gerceklesen metabolik reaksiyonlar i¢in simdiye kadar yaymlanmig birkag
yayindan elde edilen bilgiler bulunmaktadir. Bagirsak sitriilin tiretimi muhtemelen
bagirsak villus orta ve ist kisimlarindan, proksimal ince bagirsak agirlikli
olmaktadir. Bagirsaklardan ¢iktiktan sonra, sitrulin 6nemli derecede metabolize

olmadan karacigere gecer ve daha sonra dolasim sisteminin bir pargasi olan



sistemik dolasima ulagir. Karaciger sitrulin dolasim seviyelerine 6nemli Slgiide

katkida bulunmaz (Bahri ve ark., 2013).

Sekil 1.4’de de goriildiigii gibi, Glutamin (GLN) bagirsaktaki sitrulinin
onciil maddesi olarak kabul edilir. GLN metabolizmasinin nihayi {iriinii olarak
sitrulin olugmaktadir. GLN’den sitrulin sentezine katilan 5 farkli mitokondriyal
enzim bulunmaktadir: glutaminaz (GLNase), ornitin aminotransferaz (OAT),
ornitin karbamoiltransferaz (OCT), pirolin-5-karboksilat sentaz ve karbomil fosfat
sentetaz-1. Burada anahtar rol oynayan enzimler, ince bagirsak eritsositlerine 6zgii

ornitin aminotransferaz ve pirolin-5-karboksilat sentazdir.

Ure
Bagirsak Karaciger )
ARG > ARG Ure Olusumu =]
ARGaz
GLU ——— ORN
OAT
GLNaz orc Bébrek
GLN [——>GLN CIT > CIT [ > CIT
‘ i ASS + ASL

ARG
RG/lf_

A

Sekil 1.4. Organlararasi sitrulin metabolizmasi. ARG, arginin, ARGase, arginaz; ASS+ASL,
argininosiiksinat sentetaz ve argininosiiksinat liyazi; CIT, sitrulin; GLN, glutamin;
GLNase, glutaminaz; GLU, glutamat; OAT, ornitin aminotransferaz; OCT, ornithine

karbamoiltransferaz; ORN, ornithine (Bahri ve ark., 2013)

Bobrek, sitrulin dolasimi i¢in biiyilik tiiketicidir. Kan yoluyla bobrege
yaklasik 1,5 g sitrulin/giin gelirken bagirsak tarafindan yaklasik % 83'l bobrege
salian sitrulinin % 35'1 bobrek tarafindan metabolize edilir. Kandan ekstre edilen
sitrulinin - % 75’1 stokiyometrik olarak argininosiiksinat sentetaz = ve

argininosiiksinat liyazi ile kismi iire dongiisiinde arjinin haline doniistiiriiliir (Sekil



1.2). Sentezlenen arginin énce bobrek atardamarina, sonra da kana verilir. Bobrek
tarafindan sitrulinden doniistiiriilmiis arginin viicudun ihtiyaclarin1 karsilayacak
miktardadir. Sitrulinden sentezlenen arginin, viicut tarafindan sentezlenen toplam

argininin % 60'm1 olusturmaktadir (Kaore ve Kaore, 2014; Bahri ve ark., 2013).

Sitrulin birgok hastalikta kullanilan bir biyobelirtectir. L-Sitrulinin
belirlenmesi i¢in birgok yontem belirlenmistir. Archibald metodu, yiiksek
performanslh sivi kromatografisi (HPLC) ve ince tabaka kromatografisi (TLC)
kullanilan yontemlerden bazilaridir. L-sitrulinin miktar tayini Archibald metodu
ve TLC ile kesin bir sekilde belirlenemezken, HPLC yontemi ile daha diisiik tayin
siirlarina inilmistir (Kameya ve Asano 2014). HPLC’nin diger yontemlere gore
avantaji  diisik tayin siirma, 0,4 upmolL!, inilebilmesidir. (Jiayou,2006;

Filho,2003; Meneguello,2003; Archibald, 1944;).
1.2 Molekiiler Baskilanms Polimerler (MIP)

1987°de Cram, Lehn ve Pederson Nobel odili aldigindan beri
“molekiiler tanimlama” biitiin diinyada taninmistir. Molekiiler tanimlama konsepti
farmakolojik ve fizyolojik olaylarin anlagilmasi i¢in giiglii bir arag olabilir, ¢linki
yasamin korunmasi ve iiretimi molekiiler tanimlamanin temeli olan basit ama 6zel
kimyasal reaksiyonlarinin birlesimi ile yonetilir. Molekiiler tanimlama biyolojik
fonksiyonlarin kokeni oldugu icin, molekiiler tanimlama yetenegine sahip sentetik
molekiillerin kombinasyonu ve hazirlanmasi, bize biyo-fonksiyonel yapay
molekiillerin olusturulmasini saglar. Biyoteknolojide, medikalde ve biyoanalitik
alanlarda dogal biyomolekiiller i¢in bazi biyobenzer molekiiller son derece
kullanighidir. Bu nedenle, aragtirmacilar yapay reseptorlerin sentezi ve dizaynina
biiyiik ilgi gostermektedirler. Fonksiyonel molekiiller, molekiiler tanimlama
biyolojik prosesinde yaygin olarak bulunabilir. Supramolekiil olusumunu iceren
biyobenzer bir strateji olarak "molekiiler baskilama", molekiiler tanima yetenegine
sahip islevsellestirilmis sentetik polimerler hazirlamak i¢in 1smarlama bir yol

olarak kabul edilir ve islem agagida belirtilen {i¢ basamakla 6zetlenebilir;

(1) Polimerize edilebilir monomerler, kovalent ve / veya kovalent

olmayan baglanma ile, hedef molekiil ile etkilesime girebilen fonksiyonel



grup’(lar)a sahip fonksiyonel monomerler ile kompleks olusturur. Bu
basamakta fonksiyonel monomerler konuk molekiil etrafinda baglanma
bolgelerinin  olusumu i¢in biraraya gelirler, (2) Polimerizasyon
gergeklestirilir, (3) “terzi isi” baglanma bdlgelerine sahip olan sonug

polimer matrislerinden konuk molekiiliin ayrilmasi islemi gerceklestirilir.

Kisaca anlatmak gerekirse, molekiiler baskilama bir konuk molekiil
etrafinda polimerlesebilir fonksiyonel monomerlerin diizenlenmesini igerir. Bu
diizenleme konuk molekiil ve fonksiyonel monomerler arasindaki ya Hidrojen
baglari, iyon c¢ifti etkilesimleri gibi nonkovalent etkilesimlerle (nonkovalent
baskilama) ya da tersine kovalent etkilesimlerle (kovalent baskilama)
gerceklestirilir. Olusan kompleksler, daha sonra bir ¢ok ¢apraz baglanmis makro-
gozenekli polimer matrisine polimerizasyonu yolu ile dahil edilmistir. Konuk
molekiiliin yapidan uzaklastirilmasi ile polimerde konuk molekiile 6zgii sekil ve
fonksiyonel grup tamamlayiciligi bulunan baglanma bolgeleri kalir (Mayes,

1997).

Sekil 1.5, molekiiler baskilamanin asamalarini ve bu asamalar sonunda

polimerizasyonun nasil ilerledigini gdstermektedir.

KONUK MOLEKUL- SOLVENT ,’
MONOMER KOMPLEKSI POLlMERlZASYON EKSTRAKSYONU |
—
r:.w KSIYONEL
MONOMERLER Q

KONUK MOLEKOL

Sekil 1.5. Molekiiler Baskilamanin sematik olarak gosterimi

Bu teknik, tasarlanmis baglanma bolgeleri i¢in sentetik bir strateji olarak,
basitlik ile karakterize edilebilir ve en onemli avantaji, baglanma bdlgelerinin
ayrintili bir tasarim igin geleneksel yapay kiiciik molekiil reseptorlerinin

hazirlanmasindan farkli olarak, daha 6nce hazirlanmasinin gerekli olmasidir.



Daha 1yi, daha secici ve hassas analitik prosediirlerin de dahil oldugu ilag
ve g¢evre sektorlerinde yeni, hizli ve etkili yontemlere siirekli ihtiyag¢ vardir.
Analitlerin sayisindaki artis hizli bir yontem gelistirmeyi ve analizlerin artan
sayis1 da otomasyon i¢in hizli yontemleri gerektirir. Kompleks matrisleri i¢in
analitik metotlar etkili 6rnek zenginlestirmeye ve secgici analizlere baghdir.
MIP'ler cazip 6zellikleri olan yeni bir sorbent tiirii olarak ilgi kazanmigtir. Konuk
molekiil-monomer sistemi, ¢ozelti ortaminda konuk molekiil ile onunla kompleks
olusturan bir veya birka¢ fonksiyonelden secilir. Ortaya ¢ikan baskili polimer
konuk molekiil i¢in sterik (boyut ve sekil) ve kimyasal hafizaya sahiptir. Konuk
molekiiliin ¢ikarilmasini takiben, karisimindaki baskilanmis molekiil yeniden

baglanarak secici olarak polimer molekiilleri ile ayrilmas1 saglanir.

Molekiiler baskilama, son yillarda kimya, biyokimya ve biyoteknolojinin
birgok alaninda kullanilmaktadir. Son zamanlarda baskili polimerler ilaglar,
herbisitler, sekerler, niikleotitler, amino asit ve proteinler gibi farkli konuk
molekiilleriyle kataliz ya da sentetik prosesler kadar analitikte de
kullanilmaktadirlar. Baskilanmis polimerler sivi  kromatografisi, kapiler
elektroforez, kapiler elektrokromatografi, kat1 faz ekstraksiyon, ligand baglanma
analizi  ve sensOr teknolojisi gibi birgok bir¢gok analitik teknikte
kullanilmaktadirlar ~ (Andersson, 2000). Molekiiler baskili malzemenin,
tretilmeden ve kullanici temel amacini belirlemeden polimerin uygun bi¢iminin

onceden tasarlanmasi gerekir.

Bu malzemeleri elde etmenin yollarindan biri bulk polimerizasyonu ile
tretimdir. Fakat bu prosediir zaman alicidir ve ne yazik ki malzeme kaybina
neden olmaktadir. Polimer verimi genellikle % 20'dir. Bu dezavantajdan
kaginmak i¢in alternatif bir metot bulunmustur; mikrokiirelerin iiretimi. Bu
malzemeler, iirectimden hemen sonra direkt olarak kullanilabilir. Sadece konuk
molekiil ekstraksiyon yontemiyle uzaklastirilir. Bu yontem daha avantajlidir,

c¢linkii bu mikrokiireler ayn1 yapida iiretilebilmektedir.

Bu bilgilerden su sonug cikrilabilir ki; MIP'ler kimya, biyoteknoloji ve

eczacilikin farkli alanlarinda uygulanabilme 6zelligine sahiptirler. Degerlendirilen



ilk sey, biyobenzer malzeme formatidir. Bu akillica bir se¢imdir, MIP'in en iyi
performansinin bu format {izerinde odaklanilarak bulunabilecegi diislinlilmiistiir

(Bruggemann, 2000). MIP’ler i¢in 3 temel ¢alisma alan1 6ngoriilmiistiir.

(1) "terzi-isi" (tailor-made) yapiya 6zel ayirma malzemeleri

(i1) enzim teknolojisinde ve organik sentezlerde enzim mimik
(benzeri) malzemeler ve katalitik olarak aktif polimerler

(ii1))  biyosensor benzeri yapilarda sensoOrler olarak, ki bu sayede,
normal olarak kullanilan polimerler, biyolojik malzemeler icin
ikame olarak kullanilmaktadir (Kempe ve Mosbach 1995b). Bir
molekiiler baskilanmis polimerin sentez ve dizayninin tecriibesiz
bir uygulayict tarafindan yapilmasit goéz korkutucu olabilir, en
azindan deneysel degiskenlerin sayisinin ¢oklugu buna sebep
olur. Bu degiskenler, konuk molekiilin seviye ve dogasi,
fonksiyonel monomerler, ¢apraz baglayicilar, ¢oziiciiler ve
baslatici, baslatma metodu ve polimerizasyon siiresidir. Neyse ki,
literatiirde bu konuda yardimci olabilecek hatir1 sayilir "temel
kurallar" mevcuttur, fakat yine de serbest radikal polimerizasyon
proseslerinin temel kurallarinin kullanilmasi yararli olacaktir

(Cormack, 2004).

Enzimler ve antikorlar gibi elementlerin biyolojik tanimlanmasi
biyosensorlerin  gelistirilmesi i¢in yillardir kullanilmaktadir. Fakat, dogal
hedefleriyle uyum saglamalarina ragmen, biyolojik reseptorler kendi ¢evrelerinde
kararsiz olduklarinda, her zaman hedef olarak kullanilamazlar ve 6zel kullanimlar
icin ince-ayar yapmak zordur. Fuchs ve arkadaslar1i (Fuchs, 2012), seg¢ici
tanimlama ve yiiksek afiniteli hedef baglanma molekiillere sahip fakat aym
zamanda daha kararl, iiretimi daha kolay, diisik maliyetle saglanabilen ve
endiistriyel fabrikasyon iiretimlere entegre edilebilmesi kolay olan sentetik “terzi
1517 reseptorler gelistirmislerdir. Yapay reseptor liretmek i¢in en dogru
stratejilerden biri; sentetik polimerlerin molekiiler baskilanmasidir. Bu teknik,

fonksiyonel monomerlerin ve ¢apraz baglayicinin konuk molekiil de denilen baski

molekiiliin etrafinda konumlanmasiyla kopolimerizasyon temeline dayanir.



Baslangicta, konuk molekiil ve fonksiyonel monomerler bir kompleks
olustururlar. Kopolimerizasyondan sonra fonksiyonel monomerler ¢apraz bagl
polimerik ag tarafindan 6zel konumda “donmus”lardir. Konuk molekiiliin
ayrilmast konuk molekiiliin kimyasal gruplarinin pozisyonunu, sekil ve
biiyiikliigiinii iceren polimer yapisinda bos kavitelere sebep olur, molekiiler
baskilanmis polimer bdylece molekiiler hafizaya sahip olur ve hedef molekiile
spesifik olarak baglanir ve tanir. Diger organik malzemeler ve hatta sol-jel
malzemeler gittikce popililer hale gelmesine ragmen serbest radikal
polimerizasyonu ile elde edilen polimetakrilat ya da polivinil tipi polimerler

molekiiler baskilama i¢in matriks olarak kullanilirlar.

Mayes ve Mosbach (Mayes, 1997) calismalarinda baskilama ydntem
bilimindeki son gelismeleri 6zellikle de son zamanlarda ortaya ¢ikan fonksiyonel
monomerler ve direkt olarak kromatografi i¢cin uygun olan polimer malzeme elde
etme yoOntemlerini yeniden goézden gecirmislerdir. Bunu takiben, analitik
metodolojilere baskili polimerlerin eklenmesi girisimleri elestirel olarak

gelecekteki aragtirmalar i¢in olas1 yonde bazi gostergelerle tartigiimistir.

1.3 Polimer Sentezi

Bilim adamlari, kendi laboratuvarlarinda kendi amagclar1 dogrultusunda
molekiiler tanima 6zelliklerini incelemek amaciyla gelistirilen molekiiler baskili
polimerlerin {iretimi i¢in sentetik yOntemleri siirekli olarak gelistirmektedir.
Sasirtict bir sekilde bazi sentezler bir sentetik polimer kimyacist kadar, bir
analitik¢i ya da biyokimyaci tarafindan da yapilabilir. Arastirmacilar tarafindan
0zel ekipman ya da 6zel laboratuvarlar olmadan MIP sentezlenebilir (Kempe ve

Mosbach 1995b).

Polimer sentezinde ya da daha da ozellestirilirse molekiiler baskilama
yonteminde ii¢ farkli polimerizasyon teknigi kullanilmaktadir. Bu teknikler;
Serbest radikal polimerizasyonu, serbest radikal ko-polimerizasyonu ve capraz

bagli polimerler olarak siralanabilir.
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1.3.1 Serbest Radikal Polimerizasyonu

Serbest radikal polimerizasyonu, monomeri polimere doniistiirmek icin
bugiin ulasilabilen en 6nemli sentetik metottur ve {iretim i¢in endiistride oldukca
sik kullanilmaktadir. Etilen, stiren ve metil metakrilat gibi 6zellikle endiistriyel
Ooneme sahip olan sayisiz vinil monomer etkili bir sekilde serbest radikal
polimerizasyon  metotlariyla ~ polimere  doniigebilir.  Serbest  radikal
polimerizasyonu orta reaksiyon kosullarinda (ortam sicakligi ve atmosferik
basingta) bulk olarak veya ¢ozeltide gerceklestirilebilir. Ortamdaki kirliliklere ve
monomerlerdeki fonksiyonel gruplara toleransl bir yontemdir. Bu nedenle, ¢ok
sayida vinil monomer, serbest radikal polimerizasyonu genellikle molekiiler
baskili polimerler hazirlamak icin tercih edilen bir yontem oldugundan, diisiik
maliyetle ticari olarak temin edilebilir. Serbest radikal polimerizasyon
mekanizmas1 3 ana asamayla karakterize edilir: (1) Baslama, (2) Yayilma, (3)
Sonlanma. Serbest radikal polimerizasyonu i¢in iki Onemli noktaya vurgu
yapilacak olursa, bunlardan ilki, polimerizasyonun yayilmasi, baslamasindan daha
hizlidir, yeni polimer sonlanmadan once c¢ok kisa bir siire igerisinde biiyiik
molekiil agirhiga ulasir. Bunun anlami, diisik monomer miktarindan yiiksek
molekiil agirlikli iiriin elde edilir. Ikinci olarak, serbest radikal kaynag: (baslatici)
polimerizasyon boyunca aktiftir. Serbest radikal polimerizasyonunda radikal
kaynag1 olarak farkli kimyasal 0Ozellikleriyle bir¢ok kimyasal baslatici
kullanilabilir. Normalde monomerle karsilastirildiginda diisiik oranlarda kullanilir,
ornegin % 1 (kiitlece) ya da polimerlesebilir ¢ift baglarin sayisinin toplaminin % 1
mol.’ii kadar baslatic1 kullanilir. Radikaller i¢in baslaticinin olugsma sekli ve orani
bircok yolla tetiklenebilir ve kontrol edilebilir. Bu yollar, 1s1, 151k, kimyasalin
dogasini da igeren kimyasal/elektrokimyasal yollardir. Ornegin, azo baslatict
olarak kullanilan azobis izobiitironitril (AIBN), fotolizle (UV) ya da termolizle
uygun bicimde bozunmaya ugrayabilir. Vinil monomerlerin sayisinin biiyiikligii
karbon-merkezli  radikallerin  baslatabilme kapasitesini  gosterir. ~ Vinil
monomerlerin polimerize edilmesine agiklayici bir 6rnek, Sekil 1.6.'da verildigi
gibi AIBN, termal veya fotokimyasal kosullar altinda metil metakrilati polimerize

edebilmesidir (Cormack, 2004).
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Sekil 1.6. AIBN baslaticisinin fotolizle bozunmaya ugramasinin sematik gosterimi

1.3.2 Serbest Radikal Ko-Polimerizasyonu

Ikinci bir polimerizasyon teknigi olarak, iki ya da daha fazla vinil
monomerin ayni reaksiyon i¢inde eszamanli olarak kopolimerler vermesi de
yiiksek oranda diisiiniilebilir. Bu, iiriinlerin her biri bagimsiz bir monomerin
polimerizasyonu ile elde edilen polimerden farkli olarak kimyasal 6zelliklere
sahip polimerler elde edilmesini saglar. Sekil 1.7.a'da goriilen iki farkl
monomerin polimerde hangi oranlarda bulundugu nispi olarak derisimlerine
baghdir. Sekil 1.7.b'de goriilen iki farkli monomer i¢in On-organizasyon

sonrasinda komonomer ve ardindan kopolimerizasyon ger¢eklesir (Cormack,

2004).
TH, CHy
X X
o CHEHy
iag

a bl

Sekil 1.7. a. iki farkli monomerin baglanmasi b. iki farkli monomer 6n-organizasyon sonrasinda

komonomer olusturmasi

Diger yandan, pek cok ortak monomerlerin nispi reaktiflikleri bilinir ve
monomerlerin belirli ¢iftleri i¢in tepkime oranlar1 tablo halinde sunulmaktadir

(Yu, 2008).
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1.3.3 Capraz Bagh Polimerler

Simdiye kadar agiklanan biitiin polimerizasyonlar, tek fonksiyonlu
monomerler olarak adlandirilan tek bir polimerize edilebilir vinil grubu ile
monomerlerden tiiretilen polimerlerin biliylimesini igermistir. Mono-fonksiyonel
monomerler, normalde kimyasal agidan uyumlu ¢oziiciiler i¢inde ¢oziiniir olan
dogrusal makromolekiilleri vermek {izere polimerize olurlar. 2 veya daha fazla
polimerlesebilir vinil gruba sahip ¢ok fonksiyonlu monomerler, kendi baslarina
polimerize olurlar ya da bir monomer ya da komonomer ile kombinasyon halinde
polimerize olurlar. Sonug oldukga farklidir ve bu hazirlanan yiiksek ticari degerin
dogrusal olmayan polimerlerin sayisinin ¢ok olmasini saglar. Bu malzemeler
¢oOziinebilir ya da ¢oziinemez ve makromolekiil, mikrojel ve makroskopik aglar
olarak siniflandirilabilirler. Cok-fonksiyonlu monomerler siklikla ¢apraz baglayici
olarak anilirlar ve lineer polimer zincirlerindeki 2 veya daha fazla monomeri

kimyasal olarak baglamak i¢in kullanilirlar.

Molekiiler baskilama diinyasinda, lineer-olmayan polimerler biiyiik
Olcekli polimer aglar1 olarak sentezlenir ve calisilirlar, ki bunlar sertlik veren ve
molekiiler baglanma bdlgelerine mekanik kararlilik saglayan ¢oziilemeyen
parcalardir. Literatlirdeki bazi yayimlarda baskili mikrojeller (¢oziilebilir) ya da
lineer makromolekiillerin tiretildigi belirtilmistir, ancak bunlarin sayisi nispeten

daha azdir (Cormack, 2004).

1.3.4 Molekiiler Baskilama Yontemleri

Molekiiler diizeyde molekiiler baskili polimerler i¢in 2 yaklasim
gelistirilmistir: konuk molekiil ile fonksiyonel monomer(ler) arasinda baglar
farklilik gosterir, bu sayede kovalent ve nonkovalent molekiiler baskilama tiirleri
olusur. Her iki durumda da baskilanacak molekiiliin fonksiyonel gruplariyla
etkilesime girebilecek fonksiyonel monomerler baskilanacak molekiil varliginda

polimerlestirilirler (Kempe ve Mosbach 1995b).
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1.3.5 Kovalent Molekiiler Baskilama

Ik prosediir 1972 yilinda Wullf tarafindan aciklanmistir (Fuchs, 2012).
Kovalent ya da Onceden organizasyonlu yaklagimda, baskilanacak molekiil
polimerlesebilir fonksiyonel monomer(ler)e kovalent olarak baglanir. Sekil 1.5'de
goriilen ilk basamakta molekiil ile fonksiyonel monomer(ler) arasinda kovalent bir
baglanma s6z konusudur. Capraz baglayici ile kopolimerizasyondan sonra konuk
molekiil yiiksek oranda ¢apraz baglanmis polimerden kimyasal olarak ayrilir. Bu
tip baglanma tersinir kovalent baglara dayanir, tersinir baglanmada konuk
molekiil kendine 0zgii kavitelere kolaylikla baglanip, ayrilabilir. Kovalent

baskilama tiirevlendirmeler i¢in kullanilir (Kempe ve Mosbach 1995b; Andersson,

2000).

Wulff ve arkadaglart (Wulff, 1993; 2001) kovalent molekiiler baskilama
sistemleriyle ilgili olarak yogun bir calisma yapmis ve onlarin 6ncii ¢alismalari
yeni molekiiler baskilama sistemlerinin daha da gelismesine yol a¢mustir.
Kovalent sistemlerde, konuk molekiil-monomer kompleks, seker, gliserik asit ve
tirevleri, amino asit ve tlirevleri, mandelik asit, aromatik ketonlar, dialdehitler,
transferrin ve bis- Nikotinamid adenin dintikleotit (bis-NAD) icin (Kempe ve
Mosbach 1995b) ester, asetal/ketal, metal koordinasyon gibi ters cevrilebilir
kovalent baglarla olusturulur. Diger taraftan spesifik ve homojen baglanma
bolgeleri saglar, baskilama silireci sirasinda konuk molekiil-monomer
kompleksinin kararli kalmasi Onemlidir. Fakat yavas baglanma kinetiginden
dolayr kromatografik ayirimlar i¢in uygun olmamas: gibi dezavantaji da
bulunmaktadir. Ayrica, uygun kovalent baglanma giigliikkle bulunur, cilinkii bu

baglar kolayca kirilabilir ve yeniden baglanabilirler (Takeuchi, 1999).
1.3.6 Metal-Selat Baskilama

Kovalent baskilama tekniginin dezavantajlariin avantaja
dondistiirtilebilmesi icin kovalent molekiiler baskilama yontemi olarak metal-gelat
koordinasyonunun kullanilmas1 da diisliniilmektedir. Takeuchi ve arkadaslar
(Takeuchi, 1999) metal-selat koordinasyonunun, bag kararliliginin diger kovalent

etkilesimlere gore daha kuvvetli ve ligand-degisim kinetiginin kovalent bag ile
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karsilagtirildiginda oldukca hizli oldugunu gostermistir. Bununla birlikte hedef
molekiiliin yapidan uzaklastirilmas: kovalent baskilamada oldugu kadar gii¢
degildir. Ozellikle hidrojen baglarmin etkin oldugu baskilama sistemlerine gore
¢Oziicii profilinin su da dahil olmak iizere genis sinirlarda kullanilabilmesi ve
baskilanacak tamamlayict ligandin geometrik yOnelmesinin secicilige getirdigi
avantaj nedeniyle metal-selat etkilesimlerine dayanan baskilama sistemleri daha
cok tercih edilmektedir. Say ve ark. (Say, 2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
metal iyonu, Nmetakroil- L-histidin (MAH) monomeriyle selat olusturduktan
sonra bir Lewis asidi gibi davranarak hedef molekiilde yer alan elektron alic1 bir
grupla koordinasyonunu tamamlamaktadir. Bu nedenle olusan baglanma oldukca

secici ve kovalent olmayan etkilesimlere gore ¢cok daha giigliidiir.
1.3.7 Non-kovalent Molekiiler Baskilama

Non kovalent yaklasimda, konuk molekiil, konuk molekiil ile non-
kovalent olarak etkilesebilen fonksiyonel monomerlerle etkilesir. Fonksiyonel
monomerler, son derece sert ve ¢apraz baglanmis polimer elde etmek icin ¢apraz
baglayici ile ko-polimerize edilmektedir. Sekil 1.5°de molekiiler baskilama igin
belirtilen sematik gosterimde ilk basamakta yer alan konuk molekil ve
fonksiyonel monomer(ler) non-kovalent etkilesimlerle gerceklesir. Ikinci asamada
ortama capraz baglayic1 ve serbest radikal polimerizasyonunun baslamasi i¢in
radikalik baglatict da eklendikten sonra polimerizasyon gerceklesir. Konuk
molekiil sonradan kendine 6zgii baglanma bdlgeleri olan bosluklar birakarak
polimerden uzaklastirilir. Diger bir deyisle komplekslesme basamagi konuk
molekiilin  fonksiyonel monomerlerle karistirilmasiyla gerceklestirilir  ve
polimerizasyon olusturulan kompleksler izole edilmeden gergeklestirilir
(Takeuchi, 1999). Polimerin yapisi molekiiler hafiza boélgeleri icerir. Konuk
molekiil, hem baskilama sirasinda hem de yeniden baglanma sirasinda polimerle

iyonik, hidrofobik ya da hidrojen baglar1 gibi non-kovalent olarak etkilesir.

Mosbach ve arkadaglar1 (Mosbach, 1988) tarafindan gelistirilen non-
kovalent ya da kendiliginden, yaklasimda hem kovalent, hem de non-kovalent

metotlarin kombinasyonu bazen kullanilabilir. Konuk molekiiliiyle baglanma-
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ayrilma dengesindeki non-kovalent baglarin zayif olmasina, baglanma gruplarinin
pozisyonundan dolayr baglanma bolgelerinin heterojen dagilmanin olusmasina
ragmen, bu yontem fonksiyonel monomerlerin ve konuk molekiiliin genis bir
aralikta secilmesine olanak saglar. Biyomolekiiler etkilesimler en c¢ok non-
kovalent tipi kullandiklar1 i¢in, biyolojik tanimlama prosesleri benzerdir. Pratikte,
non-kovalent baskilama MIP fabrikasyonu i¢in en sik kullanilan yontemdir. Non-
kovalent baskilama yonteminin kullanildig1r sentetik molekiiler baskilanmis
polimerler i¢in hedef molekiil, kiiciik organik molekiillerden (sekerler,
aminoasitler, steoritler) peptit ve proteinlere kadar genis aralikta kullanilabilir.
Fakat, sentetik matrikste proteinler gibi baskilanan makromolekiiller kolay
degillerdir. Non-kovalent yontemle hazirlanan MIP'ler kat1 faz ekstraksiyonu,
kontrollii ila¢ salinimi, afinite ayirimi, immiinoassayler, kimyasal sensorler, sentez
ve kataliz gibi genis alanda iiretilirler. Immunoassaylerde antikor benzerleri olarak
diagnostik ara¢ olarak MIP'ler kullanilirken, Mosbach tarafindan 1993’de
aciklayana kadar, terapotik olarak uygulamalari hi¢ gosterilmemistir. Fakat
Shea’nin grubu son zamanlarda terapotik antikor benzerleri olarak MIP'lerin

potansiyel kullanim1 hakkinda anlasilir sonuglar yaymlamislardir (Fuchs, 2012).

Non-kovalent molekiiler baskilama boyalarin, diaminlerin, vitaminlerin,
aminoasit tlirevlerinin, peptitlerin, niikleotit bazlarin segici polimerlerinin

hazirlanmasi i¢in kullanilir (Takeuchi, 1999; Kempe, 1995).
1.4 Molekiiler Baskili Polimerlerdeki Onemli Parametreler

MIP’in sentezinde dikkate alinmasi gereken bazi parametreler so6z
konusudur. Bu parametrelerin neredeyse hepsi olmazsa olmaz faktoérler olup,
herbirinin polimerizasyonda merkezi oneme sahip bir gorevi bulunmaktadir.

Bahsedilen parametreler asagida maddeler halinde anlatilacaktir.
1.4.1 Konuk Molekiil

Biitiin molekiiler baskilama proseslerinde konuk molekiil, fonksiyonel
monomerler etrafinda pozisyon alacagindan dolayr merkezi 6dneme sahiptir. Ne

yazik ki, biitlin konuk molekiiller baskilama i¢in uygun degildir. Serbest radikal
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polimerizasyonu ile uyumluluk acisindan, konuk molekiiller polimerizasyon
kosullart altinda kimyasal olarak inert olmalidir, bdylece konuk molekiil radikal
reaksiyonlarma katilirsa ya da polimerizasyon kosullari1 altinda baska kararsizlik
varsa alternatif baskilama yontemleri aranmasi gerekebilir. Konuk molekiil i¢in
cevaplanmasi gereken sorular: (1) konuk molekiil polimerize gruplart kaldirir
(tasir) m1?, (2) konuk molekiil serbest radikal polimerizasyonunu inhibe edebilir
mi?, (3) konuk molekiil yliksek sicakliklarda kararliligini koruyabilir mi?
(Cormack, 2004).

Bu sorularin cevaplari gozoniine alinarak MIP hazirlanmasi ig¢in uygun

sartlar ayarlanir.

1.4.2 Fonksiyonel Monomerler

Fonksiyonel monomerler molekiiler baglanma bdlgelerinde baglanma
etkilesiminden sorumludurlar ve non-kovalent molekiiler baskilama protokolleri
icin konuk molekiiliin formiiliine bagli olarak konuk molekiiliin mol sayisina bagh
kalinarak kullanilirlar (konuk molekiil:fonksiyonel monomerler, 1:4 oraninda
etkilesime girerler). Kompleks formasyonunun maksimuma ulagmasi, bdylece
baskilamanin etkili olmas1 i¢in ve fonksiyonel monomerin fonksiyonelligi ile
konuk molekiiliin fonksiyonelliginin birbiriyle eslesmesi ¢ok O6nemlidir.
Polimerizasyon karisiminda ayni anda 2 veya daha fazla fonksiyonel monomer
kullanildiginda, kopolimerizasyonun uygulanabilir olmast i¢in fonksiyonel

monomerlerin reaktivite oranlarinin géz dniinde bulundurulmasi ¢ok énemlidir.

Kimyasal olarak farkli yapida ve polaritedeki fonksiyonel monomerler
ticari olarak bulunabilir ve bircogu mantikli bir olusumla hazirlanabilir. Sekil 1
8.'de kimyasal olarak Ozellikle sec¢ilmis ¢ok Onemli fonksiyonel monomerler

gosterilmistir (Cormack, 2004).
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Sekil 1.8. Non-kovalent yaklagim i¢in se¢ilmis bazi fonksiyonel monomerler. Asidik; al:
Metakrilik asit (MAA); all: p-vinilbenzoik asit; alll: Akrilik asit (AA); al\/: Itakonik
asit; aV: 2-(triflorometil)- akrilik asit (TFMAA); aV|I: akrilamido-(2-metil)-propan
stilfonik asit (AMPSA). Bazik; bl: 4-vinilpiridin (4-VP); bll: 2-vinilpiridin (2-VP);
DIl 4-(5)-vinilimidazol; bIV: 1-vinilimidazol, bV: allilamin; bVI:N,N’-dietil
aminoetil metakrilamit (DEAEM), bVII:N-(2-aminetil)-metakrilamit; bVI11:N,N'-
dietil-4-stirilamidin; DIX:N,N,N,-trimetil aminoetilmetakrilat; b>X:N-vinilpirrolidon
(NVP); bXI: urokanik etil ester. Notral; nl: akrilamit; nll: metakrilamit; nlll: 2-
hidroksietil metakrilat (2-HEMA); nlV: trans-3-(3-piridil)-akrilic asit; n\/: akrilonitril
(AN); nVI: metil metakrilat (MMA); nV11: stiren; NVII1: etilstiren.
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En c¢ok kullanilan fonksiyonel monomer metakrilik asittir (MAA).
MAA'nin aminlerle iyonik etilesimler yoluyla, amitler, karbamatlar ve
karboksillerle hidrojen baglar1 yoluyla etkilesim yaptig1 kabul edilmektedir.
Iyonik etkilesim, hidrojen bag1 etkilesiminden daha saglamdir ki konuk
molekiiliin polimerle iyonik baglarla yaptig1 etkilesim hidrojen baglari ile yaptigi
etkilesimden daha secicidir. 4-Vinilpiridin non-kovalent MIP yapiminda
kullanilan ve karboksil gruplar1 igeren konuk molekiiller ile polimerdeki
tanimlanma bolgeleri arasinda iyonik etkilesimi yapan fonksiyonel bir
monomerdir. Bu, MAA ile yapilan baskili polimerlerin seciciligi ile
kiyaslandiginda daha iyi bir segicilige sahip oldugunu gostermektedir. Bagka bir
benzer monomer olan 2-vinilpiridin, yalniz veya MAA ile beraber, ayn1 amag i¢in

kullanigli bir monomerdir (Kempe, 1995).
1.4.3 Capraz Baglayicilar

Baskilanmis polimerlerde capraz baglayici, 3 temel fonksiyonu yerine
getirir. Bunlardan ilki, capraz baglayici jel-tipi, makro-gézenekli ve mikrojel
yapida olup olmayacagi konusunda polimer matriksini kontrol etmede 6nemlidir.
Ikincisi, baskilanmis baglanma bolgelerinin mekanik kararliliginin korunmasini
ve son olarak da polimer matriksinin kararliligini saglar. Daha 6nce de belirtildigi
gibi, baskilanmis polimerlerdeki molekiiler tanimlama davranisinda ¢apraz
baglayicinin etkisi biiyliktiir, fakat polimerizasyon tarafindan bakildiginda,
genellikle gbzenekli yapinin siirekli olmas1 ve mekanik olarak kararli malzemeler

tiretilebilmesi i¢in yiiksek ¢apraz baglayici oranlari tercih edilir.

Ayrica capraz baglayicinin reaktiflik orani fonksiyonel monomer(ler)in
reaktiflik oraniyla ve ko-monomerlerin polimerizasyon karigimina piiriizsiiz bir
sekilde katilmasi icin de fonksiyonel monomerlerin reaktiflik oranlarinin
eslesmesi gerekmektedir. Capraz baglayicilarin reaktiflik oranlarinin bilinmedigi
durumlarda benzer yapilarin degerleri denenerek bulunabilir. Farkli kimyasal vinil
gruplariin bulundugu multi-fonksiyonel monomerlerin farkli reaktif oranlarinin
olabilecegi goz dniinde bulundurulmalidir. Ornegin; farkli vinil gruplari polimere

farkli oranlarda birlesebilir.
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Molekiiler baskilama ile uyumlu olan ¢ok sayida capraz baglayicinin
oldugu bilinmektedir. Bunlarin ¢ogu ticari olarak elde edilebilir ve iyi bilinen bazi

capraz baglayicilar Sekil 1.9.'da gosterilmektedir (Cormack, 2004).

Onceleri, ¢apraz baglayici olarak da non-kovalent MIP'lerde EDMA
kullanilirken, daha sonra 3 veya 4 vinil grubu iceren ¢apraz baglayicilar
kullanilmistir. PETRA ve TRIM, 3 vinil grubu igeren pentaeritrol tiirevleri olup
EDMA'dan iistiin olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica; bunlarla yapilan polimerlerin
stvi kromatografisinde sabit faz olarak kullanildiginda daha secici, daha iyi
yiikkleme kapasitesine sahip ve daha iyi ¢ozme Ozelliklerine sahip olduklar

gbzlenmistir (Kempe, 1995).
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Sekil 1.9. Molekiiler baskilama i¢in kullanilan ¢apraz baglayicilar xI:p-divinilbenzen (DVB); xlI:
1,3-diizopropenil benzen (DIP); xIlIl: etilen glikol dimetakrilat (EDMA);
tetrametilen dimetakrilat (TDMA); xV: N,O-bisakriloil-l-fenilalaninol; xVI: 2,6-
bisakriloilamidopiridin, xVII: 1,4-fenilen diakrilamit; xVI11: N,N'-1,3-fenilenbis(2-
metil-2-propenamit) (PDBMP); xIX: 3,5-baisakrilamido benzoik asit; xX: 1,4-diakriloil
piperazin (DAP); xXI: N,N-metilen bisakrilamit (MDAA); xXII: N,N’-etilene
bismetakrilamit; xXIII: N, N'-tetrametilene bismetakrilamit; xXIV: N,N'-hexametilen
bismetakrilamit; xXV: anhidroeritritol dimetakrilat; xXVI: 1,4;3,6-dianhidro-d-sorbitol-
2,5-dimetakrilat; xXVI1: izopropilenbis(1,4-fenilen) dimetakrilat; xXV1I1: trimetilpropan
trimetakrilat (TRIM); xXIX: pentaeritritol triakrilat (PETRA); xXX: pentaeritritol
tetraakrilat (PETEA).
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1.4.4 Coziiciiler

Coziicli, polimerizasyondaki konuk molekiil, fonksiyonel monomer,
capraz baglayict ve baglatic1 gibi biitiin bilesenlere uygun olmak zorundadir.
Ayrica, makro-gozenekli polimerlerde gozeneklerin iiretilebilmesi i¢in 6nemli bir

rol oynar.

Bunun igin, ¢oziicii, genellikle bir gozenek olusturma maddesi ve non-
kovalent baskilama polimerizasyonunda konuk molekiiliin ve fonksiyonel
monomerlerin kompleks olusturma olasiginin en iist diizeyde saglayacak sekilde
porojen madde olarak kullanilir. Makro-gozenekli polimer hazirlanirken,
gozeneklerin toplam hacmi ve morfolojisinin kontroliinii gergeklestirmek i¢in
porojenin seviyesi ve yapist Onemlidir. Daha da 6zellestirilirse, termodinamik
olarak iyi bir ¢Oziiciiniin kullanimi, iyi gelismis gozenek yapilar1 ve yiiksek
spesifik ylizey alanina sahip polimerlere yol agma egilimindedir. Termodinamik
olarak zayif bir ¢oziicli kullanimiyla az gelismis gbézenek yapilar1 ve diisiik 6zgiin
yiizey alanina sahip polimerler elde edilmektedir. Porojen hacmi arttikga gbzenek

hacmi artar.

Normalde, toluen gibi apolar olarak anilan non-protik ¢oziiciiler hidrojen
baglarinin kararlilig1 i¢in tercih edilebilir, fakat hidrofobik kuvvetler kullanilirsa

bu durumda su ¢6ziicii olarak secilebilir (Cormack, 2004).
1.4.5 Baslaticilar

Prensipte, Onceden bahsedilen baslama metotlarindan herhangi biri
konuk molekiil varliginda serbest radikal polimerizasyonunu baglatmak (Sekil
1.10) i¢in kullamlabilir. Ornegin; konuk molekiil fotokimyasal ya da termal olarak
kararsiz olursa, fotokimyasal ya da termal olarak tetikleyebilen baglaticilar etkili
olamayabilirler. Hidrojen baglariyla yiiriiyen komplekslesmede  diisiik
polimerizasyon sicakliklar1 ve bu sartlar altinda diisiik sicakliklarda etkili bir
polimerizasyon i¢in fotokimyasal olarak calisan aktif baglaticilar tercih edilebilir

(Cormack, 2004).
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Sekil 1.10. Molekiiler baskilamada ¢ogunlukla kullanilan baslaticilarin kimyasal yapilar1 1il:
azobisizobutironitril  (AIBN); 1ll:  azobisdimetilvaleronitril (ABDV); illl:
dimetilasetal of benzil; 1IV: benzoilperoksit (BPO); 1V: 4,4-azo(4-siyanovalerik asit)

1.5 Molekiiler Baskili Polimerlerin Uygulama Alanlar:
1.5.1 MIP-temelli Biyosensorler

Biyosensorlerde, tanimlama elemani olarak analit molekiili
baglandiginda, kimyasal ya da fiziksel bir sinyal olusur. Tanima elemani ile yakin
temasta bulunan transdiiser, analit derisimi ile iliskili sinyali 6l¢iilebilir bir sinyale
doniistiirecektir. Biyosensorler, transdiiser ylizeyinde ¢cogu durumda immobilize
edilmis biyolojik reseptorler temeline dayanir. Konuk molekiil icin yiiksek
molekiiler afinite gostermelerine ragmen, kullanimlar, yiiksek fabrikasyon
fiyatlar1 ve siirli kararliliga (pH, sicaklik, iyonik kuvvet, organik ¢oziiciiler ve
diger katki maddeleri) sahip olmalar1 nedeniyle ve bunun sonucunda da taginmasi
ve depolamasi zor oldugu i¢in sinirhdir. Arastirmacilar, bu nedenlerle kararli ve
diisiik maliyetli, dogal reseptorlerin yerine alabilecek biyosensor ve biogiplerde
tanima elemani olarak uygulanabilir olan molekiiler baskili polimerler gibi
biyobenzer sentetik reseptorler gelistirmeye c¢aligmaktadirlar.  MIP'ler
transdiiserlerin farkli tiplerine uygulanabilirler. Elektrokimyasal sensorler, analitin
ya da analit varliginda sistemde meydana gelen elektrokimyasal reaksiyonlarin
olusturdugu elektrokimyasal farklar1 Olgerler. Akustik sensorler, analit
baglarindaki akustik dalga frekansini ya da yayilma hizindaki degisiklikleri tespit
ederler ve kalorimetrik sensorler ise bir kimyasal reaksiyon veya analit dahil
edildiginde tanima olgusu {izerine ¢ikan 1s1y1 Olgerler. Floresans veya floresans
gibi optik dedeksiyon teknikleri algilama uygulamalar1 i¢in MIP'lerle kullanilirlar.

Son trend analitin 6zel bir 6zelligine gerek duymadan calisabilecek etiketsiz
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(label-free) optik sensorlerin gelistirilmesine dogru gitmektedir. Absorpsiyon,
yansitma, kirtlma indisi gibi MIP'lerin genel Ozelliklerinin degismesi analit
dedeksiyonu ve kantitatif analizi i¢in kullanilir ve istenirse uygun sinyale
dontstiiriilebilir. Yiiksek duyarlilikta MIP-tabanli sensorlerin gelisimi normalde
tanimlanan eleman ile transdiiser arasinda mitkemmel arayiizey gerektirir. Bunun
icin, ya transdiiserin yiizeyi onceden MIP ile kaplanir ya da MIP transdiiser
yiizeyinde deney sirasinda polimerlestirilir. Fotopolimerizasyonun avantajlarindan
biri, polimerizasyon sirasinda mekansal kontrol i¢in bu ydntemin c¢ok yonlii
oldugudur. Ornegin, MIP ince filmler halinde, hem filmlerin kalinlig1 hem de
morfolojisi kontrol edilerek iiretilebilir ve sensor alaninda uygulanabilir. Spin-
kaplama gibi standart mikrofabrikasyon teknikleri, gozenekli ince molekiiler
baskilanmis filmlerin  fotopolimerizasyonundan sonra  On-polimerizasyon
formiilasyonlarinin ¢okelmesi i¢in kullanilir. Son 5 yilda, polimer fotoiiretimi
MIP-temelli sensor gelisim alaninda c¢ok sayida yenilik ve gelismeyle
sonuclanmistir. Az ya da c¢ok standart yaklasimlar ve teknikler MIP
fabrikasyonuna uyum saglamistir (Fuchs, 2012).

MIP'lerin biyosensor olarak kullanim alanlarindan birisi de bir fiber optik
demeti sonuna fiziksel temas icinde tutulan polimer partikiillerine floresan
ozellikte konuk molekiil baglanarak Ol¢iim yapildiginda cevabin derisim ve test
bilesiginin enantiomerik sekline bagli olarak alinmasi olmustur. Ancak, bu teknik
siire¢ acisindan yavas ilerleyen bir siiregtir. Polimerlerin ve optiklerin daha 1yi
yapilandirilmalariyla sistem iyilestirilebilir ve 6rnegin derisimi ve enantiyomerik
yapisinin belirlenmesi i¢in gerekli bilginin saglanmasiyla sonuca ulasilabilir

olarak diisliniilmiistiir (Mayes, 1997).
1.5.2 Kromatografik Ayirim

Molekiiler baskilama, kararl se¢icilikte sentetik polimerlerin hazirlanmasi
icin kullanilan basit ve kolay anlasilir bir tekniktir. Normalde, polimerler
fonksiyonel monomerlerin ve c¢apraz baglayict monomerlerin, konuk molekiil
etrafinda konumlandiktan sonra karistirilarak bulk polimerizasyon teknigi ile elde

edilirler. Ardindan 6g&ilitme yapilir ve konuk molekiil bosluklarin olusmasi i¢in
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yapidan uzaklastirilir. Partikiil biiytikliigii yliksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC)'nde ve ince tabaka kromatografisi (TLC)'nde kullanilan durgun fazlar i¢in
uygun diizeydedir. Eliient olarak susuz giiziicli ya da karisimlart uygundur. Bu,
yikama ¢0zeltisi polimerizasyon ¢oziiciisii ile ayni ise mimkiin oldugu kadar
tanima sitelerinin olusumunda avantajli oldugu kabul edilir, fakat bir 6n kosul
degildir. Polimerler oldukca capraz bagli oldugundan eluentler degistirildiginde,
sisme veya polimerlerin daralmasi nedeniyle kromatografik sorunlar yasanmaz.
Eliisyonlarla genellikle ortam sicakliginda ¢alisilir. Bazi durumlarda ise yliksek
sicaklikta calisildigi da olmustur. Alternatif yaklasimlar, polimer cubuklarin,
siispansiyon polimerizasyon ile polimer tanelerinin ve kompozit malzemelerin

hazirlanmasini igerir (Kempe, 1995; Takeuchi, 1999; Mosbach,1997).

1.5.3 Diger Uygulama Alanlar
1.5.3.1 Antikor Benzerleri

Baskili polimerlerin bagka bir test alanm1 da bu polimerlerin antikor
benzeri olarak kullanilip kullanilamayacagidir. Baskili polimerler, teofilin
sakinlestirici olarak kullanilan diazepama kars1 asir1 secicilik gostermistir.
Aslinda, MIP'ler rekabet¢i radyoimiino tarzi tahlillerinde test edildiginde, ilgili
yapilarinin taninmasi1 ya olmayacak veya konuk molekiiliiniin asagisinda
olacaktir. Sasirtic1 bir sekilde, bu MIP'lerin ¢apraz reaktivite profilleri, pratikte bu
ilaglara karst monoklonal antikorlar icin elde edilmistir. Anti-teofilin MIP'ler
hasta serum Orneklerinde teofilinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir ki bu yontem
geleneksel yontemlere alternatif olarak denenmistir. Olgiilen ayirma sabitleri ise
mikromolar araligindadir (Mayes, 1997; Takeuchi, 1999; Alexander, 2003; Fuchs,
2012).

1.5.3.2 Enzim Benzerleri

Bilim insanlar1 uzun zamandir enzim-benzeri Ozellikte sentetik
polimerleri olusturmak i¢in girisimde bulunmaktadirlar. Molekiiler baskilama ile
antikor baglanma boélgeleri ve enzim benzeri olusturma c¢alismalarinin sonucu

1s1g¢inda gortilmiistir ki, aynmi teknikle katalitik fonksiyon kazandirilabilen polimer
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sistemleri de gelistirilebilir (Mayes, 1997; Takeuchi, 1999; Bruggemann, 2000;
Alexander, 2003; Fuchs, 2012).

15.3.3 Yapay Katalizorler

MIP’lerin diger bir 6zelligi de yeni Ozel katalistlerin gelistirilmesi igin
potansiyelleri olmasidir. Molekiiler baskilama, potansiyel olarak antikor
yapimindan daha kolaydir ve eger gerekirse kilolarca hatta tonlarca bile
yapilabilir. Uretilen plastikler (polimerler) birgok proteinden bile fiziksel ve
kimyasal olarak daha dayaniklidir ve bu nedenle zor kosullarda ¢aligsmak icin ¢ok
cazip adaylardir. Bu gibi malzemeler i¢in potansiyel ¢ok biiyiikken, bugiine kadar
elde edilen basarilar ¢ok miitevazi olmustur. Fonksiyonel katalizorler iiretilmis,
ancak diisilk sabitlere ve cirolara sahip olduklar1 goriilmistir. Yararh
uygulamalar1 olmagindan analitik cihazlarda kullanimi olast degildir. Fakat
Onlimiizdeki yillarda bu alanda 6nemli gelismeler olacaktir (Mayes, 1997;
Alexander, 2003; Fuchs, 2012). Say ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada (Say,
2005) paraoksonun konuk molekiil olarak sentezlendigi MIP'lerle paraoksonun

parcalanmasinda katalizor olarak kullanilip kullanilamayacagi incelenmistir.
1.6 Otoimmiin Hastaliklar

Otoimmiin hastaliklar, saglikli hiicrelerin ve dokularin normal "kendi"
antijenlerine karsi bir bagisiklik sonucu ortaya ¢ikarlar ve cevresel faktorler kadar
genlerden de kaynaklanirlar. En yaygin otoimmiin hastaliklar, bu hastaliklarda
genetik faktorlerin 6nemini diisiindiiren bir sekilde, tek yumurta ikizlerinde ¢ift
yumurta ikizlerine gore genellikle daha yliksektir. Ayrica, genetik kalitim ve farkl
hastaliklar icin risk ile iligkili genlerin sayisi, hastaliklar ve etnik gruplar arasinda
farklilik gosterir. Otoimmun hastaliklarla iligkili genler baz1 etnik gruplarda fazla
ortaya cikarken, diger etnik grupta daha az ortaya c¢ikabilmektedir, ya da daha
farkli ifade etmek gerekirse bazi etnik gruplarda kalitimsal olarak otoimmun
hastaliklar fazla goriiliirken, baz1 etnik gruplarda daha az goriilebilmektedir. RA,
MS, sistemik lupus eritematoz, Tip 1 diyabet (T1D), Crohn hastalig1 ve digerlerini

de i¢ine alan otoimmiin hastaliklar i¢in birgok genom calismasi yapilmistir. Bu
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caligmalar gdstermistir ki otoimmiin hastaliklar bircok genetik faktori paylasirlar
(Suzuki, 2011).

Bu tez kapsaminda otoimmiin hastaliklardan RA ve MS hastaliklar
incelenmistir. ilerleyen kisimlarda da anlatilacag1 gibi RA ve MS hastaliklarinin
bazi ortak yanlar1 bulunmaktadir. Her ikisinde de bulunan 6zelliklerden biri ve tez
kapsaminda iizerinde durulacak olan arginin amino asidinin deiminasyonu ile

olusan ikincil bir aminoasit olan sitrulin amino asididir (Yamada, 2005).
1.6.1 Romatoid Artrit(RA)

RA, etiyolojisi bilinmeyen, toplumun % 0,5-1'ini etkileyen, kronik
iltihapli yaygin bir sistemik otoimmiin hastaliktir (Vossenaar 2004a). Kalic1 agri,
sinovit (Sinovya zari iltihab1), eklem yikimi ve islevsel yeti yitimine neden
olmaktadir. Geri doniisli olmayan eklem yikimi hastaligin ilk aylarinda miidahale
ile  Onlenebilir. Romotologlar erken bulgularin tedavi edilebildigini
sOylemektedirler. Daha sofistike ve etkili tedavilerin mevcut olmasi ve erken
miidahalenin geri donilisii olmayan eklem hasarini Onleyebildigi goriisii, bu
hastaligin c¢ok erken bir asamada teshis edilmesinin Onemli oldugunu
gostermektedir. Ayrica; erken RA'da klinik parametreler genellikle (heniiz)
hastalikla eslestirilebilmis degildir. Bu nedenle, hastaligin erken tanisi igin
spesifik ve hassas belirteclere ihtiya¢ vardir. Coziinebilir antijenlere karsi oto-
antikorlar ihtiva eden immiin kompleksleri i¢erdiginden RA, bir immiin kompleks
hastalig1 olarak tanimlanabilir. Ozellikle, bir otoantikor olarak bilinen romatoid
faktor (RF), RA hastalarinin % 70-80'inde gozlemlenmektedir ve RA tanisi i¢in
giinlimiizde teshis amacli, rutin olarak kullanilan ve serumda bakilan tek serolojik
testtir (Schellekens, 1998) RF, Immunoglobulin G (IgG) izotip IgG'lerin Fc
bolgelerine tepki veren oto-antikorlardir. RF, immiin komplekslerin olusumu
baglaminda bagisiklik tepkisinin aktivasyonunun bir sonucu olarak, artan RA i¢in
spesifik olmayan bir biyobelirtectir. Hatta, diger oto-immiin hastaliklarda da
ortaya cikar. Geng ve saglikli insanlarda bile goriilebilir (Martinez 2011). Spesifik
olan ve son zamanlarda arastirmalarda gz Oniinde bulunan otoantikorlar ise
sitrullenmis peptitlere kars1 ortaya ¢ikan otoantikorlardir (Cantaert, 2006; Smolen,

Multisystem Autoimmune Diseases; Schellekens, 1998). En sik RA ile iligkili
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antikorlar: anti-periniikleer faktdr (APF), anti-keratin antikorlar1 (AKA), anti-Sa
antikorlari, ve antisiklik sitrullenmis antikorlar (Anti-CCP) dir ki Anti-CCP Anti-
sitrulinize-protein antikorlar1 (ACPA)’ndan biridir (Martinez, 2011). Ana odak,
sadece RA'ya 0zgii aym1 zamanda erken fazda ortaya c¢ikan ACPA’lardir.
Baslangicta, AKA ve APF olarak tanimlanmis antikorlar (Nienhuis ve Mandema,
1964; Young ve ark. 1979) daha sonra sitriilin peptitler (Schellekens ve ark. 1998;
Girbal-Neuhauser ve ark. 1999) ile reaktif olarak karakterize edilmislerdir. ACPA
kotii bir teshis sonucuyla iligkili ve RA i¢in RF’den daha spesifiktir. Bununla
birlikte, calisma sayisindaki artis ile, ACPA kronik enfeksiyonlar ve diger
romatizmal hastaliklar da dahil olmak tizere mevcut oldugu hastaliklarin ¢ok
sayida oldugu bildirilmistir (Vossenaar ve ark. 2004a; Candia ve ark. 2006;
Bassyouni ve ark. 2009; Lima ve Santiago 2010; Du Toit ve ark. 2011; Singh ve
ark. 2011; Lima ve ark. 2013). Daha da 6nemlisi, ACPA ve RF’nin her ikisininde
ozellikleri mevcut oldugunda ve bu degerlerin yiiksek oldugu hastalarin % 90'dan
fazlasinda, RA, Ozellikle siddetli olmaktadir (Rantapaa-Dahlqvist ve ark. 2003).
[lging bir sekilde, son bulgular, RF ve ACPA bagimsiz eklem hasari ilerlemesi ile
iligkili oldugunu belirtmektedir ve ACPA RF’den daha kuvvetli hastalik aktivitesi
ile iligkili oldugu gozlenmistir. Genel olarak, ACPA’nin belirlenmesi tanisal
araglara degerli bir katki olabilecegi, ancak oncelikle RF-negatif hastalarda bunu
yapmanin yeterli olabilecegi diisliniilmektedir (Rudolf 2009) RA hastalarinin %
70-80°nin de RF tespit edilebilirken diger otoimmiin ve bulagici hastaliklar da da
nispeten yiiksek oranda tespit edilir ve saglikli bireylerin de % 15’inde goriilebilir.
RA serumunda mevcut olan antikorlara spesifik tcilincii bir smif olarak
adlandirilan AKA’lardir. AKA testinin duyarliligi % 88-99 arasinda bir 6zgiinliige
sahip ve hastalarin % 36-59’unda mevcut oldugu bildirilmistir. APF ve AKA
arasindaki iliskinin imiinolojik oldugu diisiiniilmekte ve hasta serumundaki
varliklar1 kuvvetli bir korelasyon gostermektedir. APF/AKA antikorlariin varligi
ve hastalik belirgin belirtileri not edilir, bu otoantikorlarin olast varliklari ve
yiiksek ozgiilliikleri RA patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (Schellekens ve
ark. 1998, Cantaert, 2006). Bu antikorlar, ayn1 zamanda hastalifin patolojisinde
de goriinen antikorlardir (Nijenhuis 2004). Fakat, son yillarda anti-siklik
sitrullenmis peptit (anti-CCP) antikorlar1 RA i¢in kullanigh bir biyobelirte¢ olarak

28



talep gormektedir (Yamada, 2005; Raptopoulou, 2007; Bizzaro, 2001; Khosla,
2004; Tedesco, 2009; Vossenaar 2004b) RA'nin gelisme riskine, ¢evresel etkilerin
yanm sira, enfeksiydz ajanlari, sigara ve dogum kontrol haplar1 ile genetik
faktorlerin katkisinin da yaklasik % 60 olduguna inanilmaktadir. Ayrica; cinsiyet
de RA'nin gelismesinde 6nemli bir risk faktoriidiir. RA i¢in tedavi yaklasimi son
yillarda gelismis ve hastalifin tedavisi radyografik ilerlemesini engelleyebilen
yeni gelistirilmis ilaglarla erken fazda iyilestirilmistir (Nijenhuis, 2004).
Kadinlarda goriilme siklig1 40 ve 60 yas arasinda ortaya ¢ikar.

1.6.2 Multipl Skleroz (MS)

MS, gelismis merkezi sinir sistemi (MSS)'ni etkileyen otoimmiin kokenli
ve miyelin kilifta olusan iltihapli bir hastalik olup, MSS'de demiyelizasyonla
akson kaybina neden olarak omurilige zarar veren oto-bagisiklik bir saldir1 olarak

kabul edilmistir (Suzuki, 2011; Harauz, 2004).

MBP, miyelin kilifda en fazla bulunan proteinlerden biridir ve MS'de
otoimmiinden sorumlu muhtemel antijendir. Bu protein ¢ok basit ve fosforilasyon,
deamidasyon, metilasyon ve deiminasyon gibi modifikasyonlarin asirisina neden
olan yiiklii izomerleri (C1-C8) olan bir proteindir. MS hastalarinda bulunan
MBP'in asir1 modifikasyonu C8 yiikli izomerinde meydana gelen argininlerin
sitruline doniismesidir (Bates, 2002). Hastalikta hem MBP-Cit/toplam MBP orani1
hem de MBP-Cit deki sitrullin sayis1 artmaktadir (Gyorgy, 2006). MBP'nin farkli
izoformlari, mRNA'nin birbirine eklenmesi yoluyla olusmaktadir. Insanlarda 17.3,
18.5, 20.2, ve 21.5 kDa agirliginda 4 farkli izoform bulunmaktadir. 18,5 kDa'luk
izoformun yikli izomeri, alkalin iire jel elektroforezi ile farkhi yiikli sekiz
bilesenden en 6ne ¢ikandir. En pozitif yiiklii bilesen MBP-Cl1'ken, en az pozitif
yiikli bilesen MBP-C8'dir. MBP-C8, deiminasyon ile 6 argininin sitruline
dontigmesi sonucu olusur. Her argininin sitruline doniismesiyle yap1 bir pozitif

yiikiinii kaybeder.

MBP-C8 formu erken gelisimde en 6ne ¢ikan formdur. 2 yilin sonunda
hemen hemen biitiin MBP'ler MBP-C8 formuna déniisiir. Ilging bir sekilde MS
hastalarinin beyinlerinde MBP-C8 artis gorilmektedir ki MS'deki miyelin
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gelisimsel olarak olgunlasmamis, daha az yogun ve dolayisiyla daha
savunmasizdir. X-1s1n1 kirinim (XRD) yontemi ile elde edilen bulgular bu hipotezi
desteklemektedir. MS hastalarinda, MBP-C8 olusumuna yol acan temel
mekanizma  bilinmemektedir. PAD, MBP'le ilgili argininlerin sitruline
dontigiimiinii saglayan enzimdir. MBP-C8'deki 6 se¢ilmis arginini deiminize
ederken, normalde 19 argininden 17 arginini deiminize eder. Fakat, MBP-C8
formundaki 6 argininin deiminasyonunun seg¢iciligi miyelin membrandaki
proteinlerin yonlendirilmesiyle diger argininlerin korunmasi olarak agiklanabilir
(Keyser, 1999). Diger bir deyisle; MSS noronlar1 oligodendroglia hiicreleri
tarafindan sentezlenen miyelin kiliflarin1 agamali olarak kaybederler. Sonug
olarak, elektriksel ileti zarar goriir. Hastalik zamanla fel¢ ya da Gliime sebep

olabilir (Gyorgy, 2006).

MS'in Avrupa halkindaki yayginligi % 0.1-0.2 iken, Asya halkinda %
0.004-0.01 oramiyla daha disiiktiir. Bu degerlerden, RA ve MS'in kalitimsal
olarak ortaya c¢ikan hastaliklar oldugunu kanitlayan giiclii delillerin var oldugu

anlasilmaktadir (Suzuki, 2011).

Miyelin ana proteinlerinden birkag1 potansiyel otoantijen olmasina
ragmen, MBP'ne T-hiicre tepkileri yaygin olarak incelenmistir. T-hiicrelerinin
sistemik cevap frekanst MS ve kontrol hastalarinda esittir, beyin-omurilik

stvisinda aktif MBP reaktif T-hiicrelerinin frekans1 yiikselir (McLaurin,1995).

Sitrullenme, negatif yiiklii miyelin fosfatidil-serin kalintilarin1 diisiiren
proteinlerin pozitif yiiklerinin azalmasma neden olur. MS ile PADI arasindaki
genetik iligki heniiz goOsterilememistir.  MBP, metillenmis proteindir ve
metillenmeseydi, miyelin kilif olusmazdi. Metilasyon, MBP'nin hidrofobikligini
arttirir ve sitrullenme kabiliyetini diigiirlir, metillenmis MBP modife edilmemis
yapisina gore daha yogun yapidadir. MS'de MBP'nin sitrullenmesinin artmasinin
metiltransferaz enziminin aktivitesine bagli olduguna yonelik tahminler vardir.
Bazi son raporlar, MS'in hayvan modelinde deneysel otoimmiin ensefalomiyelit
(omurilik yangis1) (EAE) deiminasyonuna ugramis proteinleri gostermistir.

Miyelin  oligodendrosit  glikoproteinin  enjeksiyonu  sonucunda EAE'nin
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tetiklenmesiyle farenin beyin sivisinda sitrullenmis peptitler iceren birkac¢ parca
bulunmustur. Bu pargalardaki deiminasyona ugramis proteinler, MBP ve
GFAP'dir. Farelerde sitrullenmis MBP'lerin EAE'yi tetiklemesi sasirtict degildir
(Gyorgy, 20006).

1.7 Nanoteknoloji ve Nanomalzemeler

Nanoteknoloji, nanometre (nm) Ol¢egindeki malzemelerin {iretimi,
tasarimi, karakterizasyonu, montaji ve bu malzemelerden elde edilmis fonksiyonel
sistemlerin uygulamalarini inceleyen ve hizla gelisen disiplinlerarasi aragtirma ve
gelistirme faaliyetlerinin tamamini temsil etmektedir. Nanoteknoloji, 1-100 nm
boyutlarindaki maddelerin ve sistemlerin anlasilmasi, kontrol edilmesi ve atomsal
seviyede degistirilip, fonksiyonlarina gore islevsel hale getirilmesini

hedeflemektedir.

1.7.1 Nanomalzemelerin iiretim yontemleri

Nanomalzemeler; istenilen ylizey Ozelliklerine sahip bir sekilde, metal,
metal alasimi, polimer veya seramik esasli ve bunlarin karisimindan
hazirlanabilinirler. Nanomalzemelerin elde edilmesinde iki temel metot
uygulanmaktadir. Asagidan yukariya (bottom-up) ve yukaridan asagiya (top
down) olarak isimlendirilen bu iki temel yaklasim Sekil 1.11°de bahsedildigi
sekilde sematize edilebilir (Glirmen ve Ebin; 2008).
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Sekil 1.11. Nanopartikiil {iretim yontemlerinin genel gosterimi (Giirmen ve Ebin; 2008).

1-

“Asagidan yukariya” (bottom-up) yaklasimi (kiigiikten biiyiige),
molekiiler nanoteknolojiyi belirtir ve organik veya inorganik yapilari,
atomlardan baslayarak atom atom, molekiill molekiil insa edilmesi
yontemi olarak ifade edilmekle birlikte, asagidan yukariya yaklagimi
atomlar1 yada molekiilleri kimyasal reaksiyonlar ile biiyiiterek partikiil
olusumunun gerceklestirilmesi olarak tanimlanmaktadir. Asagidan
yukartya yaklasimi ile nanokristalin metal ve alagimlarimin iretimi,
kullanilan ilk yontem olan gaz yogunlastirma teknigi ile yapilmaktadir.
Bu yaklasimin en ¢ok bilinen diger iiyeleri ise kimyasal buhar kaplama,
kimyasal buhar yogunlastirma, sol jel ve sprey piroliz yontemleri olarak
siralanabilir.

“Yukaridan asagiya” (top-down) yaklasimi (biiylikden kiigiige),
makineler ve benzeri mekanik yontemler ya da asit gibi kimyasal
yontemler kullanilarak nano yapilarin imal edilmesi ve fabrikasyonu
yontemlerini ifade eder. Yukaridan asagiya yaklagiminda malzemeye

disaridan mekaniksel ve/veya kimyasal iglemler ile enerji verilerek
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malzemenin nano boyuta inebilecek kadar kii¢iik pargalara ayrilmasi
esas alinmaktadir. Mekanik 6giitme ve asindirma yukaridan asagiya
yaklasimi ile ¢alisan yontemlere verilebilecek 6rneklerdir (Giirmen ve
Ebin, 2008; Ozkan, 2006). Bu tekniklerde klasik dgiitme islemlerinden
cok daha fazla enerji harcanmasi gerektiginden yiiksek enerjili 6glitme
veya yiksek hiz degirmenleri olarak da isimlendirilebilmektedirler

(Kavaz 2011).

Partikiil iiretiminde kullanilan yontemlerin yukarida acgiklanan 2
simiflandirma disinda fiziksel veya kimyasal temelli olarak da iki ayn
siniflandirma miimkiindiir. Mekanik enerjinin kullanildig1r fiziksel temelli
yontemler, fiziksel ve kimyasal reaksiyonlarin kullanildig1 yontemler ise kimyasal

temelli olarak kabul edilmektedir. Bu yontemler

¢ Kimyasal Buhar Yogunlastirma Y 6ntemi
¢ Hidrojen Rediiksiyonu Y ontemi
¢ Asal Gaz Yogunlagtirma Yontemi
% Mikroheterojen Sistemlerden Nanopartikiil Uretimi
¢ Alev Sentezi Yontemi
* Mekanik Asindirma Y ontemi
¢ Ultrasonik Sprey Piroliz Yontemi
olarak siniflandirilmaktadirlar. Bu yontemlerden kisaca bahsedilecek olursa;
Kimyasal buhar yogunlastirma yontemi (CVC) ilk kez 1994 yilinda
Almanya’da gelistirilmis olup, yiiksek miktarlarda NP {retimi icin ideal bir
yontemdir (Zaki, 2014; Wang 2003). Bu yontemde baslangic malzemesi olarak
buhar fazina kolaylikla gecebilen bilesikler kullanilmaktadir. Bu bilesikler
metalorganikler, karboniller, kloriirler ve hidriirler olarak siralanabilir. CVC
yonteminin en 6nemli getirisi farkli igerikli olan baslangi¢ kimyasal malzemelerin
ticari olarak kolaylikla temini ile neredeyse her ¢esit malzeme, genis bir kimyasal
bilesimde iiretilmesinin miimkiin kilmasidir. Yontem temel olarak gaz fazinda
bulunan kimyasal malzemenin 1sil parcalanma islemi uygulanarak partikiile
dontigiimiine dayanmaktadir. Isil parcalanma islemi sonucunda olusan atom

gruplar1 veya NP’ler firin ¢ikisinda bulunan farkli toz toplama yontemleriyle
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biriktirilmektedirler. Ik asamada kullanilan baslangig ¢6zeltisi buharlastirildiktan
sonra, tasiyici veya rediikleyici bir gazla isitilmis 6n bolgeye ve oradan da
rediiksiyonun gergeklesecegi daha sicak bolgeye tasinarak partikiill olusumu

gergeklestirilmektedir.

Nanokristalin metal ve alagimlarinin asirt doygun buhar fazindan direkt
olarak iiretiminde kullanilan en eski tekniklerden biridir. AGY ydntemi ¢ok yonlii
oldugundan dolay1 giiniimiizde nano-yapili tozlarin sentezinde laboratuvar 6lgekli
olarak kullanilmaktadir. AGY yoOnteminde, metalik, seramik ve kompozit NP’ler
tiretilebildigi gibi oksijen gibi bir reaktif gaz kullanilarak oksitler veya diger
bilesikler de iiretilebilir (Swihart, 2003). Yontem, 1sinan su buharlastiktan sonra
1s1  kaybetmeye baslamasiyla soguk cam ylizeyinde su damlaciklarinin

yogunlagmasina benzer.

Partikiil biiyiikliigiinii dogal olmayan partikiillerin varligi, elektrostatik
enerji bariyeri ve sterik itme etkilemektedir (Diltemiz 2006). Ortamda olusan veya
bulunan dogal olmayan partikiillerin varlig1 partikiillerin orantisiz olarak
biliylimesine neden olurken, elektrostatik enerji bariyeri kolloial partikiillerin
yiiklii olmasindan kaynaklanir ve benzer yiiklii partikiillerin birbirlerini itmesiyle
koagiilasyona sebep olabilir. Sterik etki ise surfaktan eklenmesi ile kolloidler

stabilize edilerek Onlenebilmektedir.

NP olusum dinamigi tiirlerin ¢oziiclide ¢oziinmesine bagli olabildigi gibi
¢oOziiclinlin dielektrik sabitine, ortam sicakligina ve ¢ozeltilerin derisimine
baghdir. Seyreltik ¢ozeltiler kullanildiginda partikiiller arasi ¢arpisma en aza

indirgeneceginden aglomerasyon ve ¢okelme gerceklesmez.

NP’ler 100 nm’den kiiclik ve boyutlarina 06zgiil 6zelliklere sahip
bilesiklerdir. Boyutlarinin kii¢iik olmas1 ve elektron tutucu etki, gec¢ici miknatislik
ozelligi, ylizey plazmon rezonansi gibi 6zellikleri nedeniyle biyolojik sistemlerde

kolayca kullanilabilmislerdir.
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1.7.2 Karbon nanotiip (CNT)

Karbon, yapisina katilabildigi bilesiklerin sayis1  ve g¢esitliligi
bakimindan, diger elementlerden farkli ve 6zgiin bir yapidadir. Simdiye kadar,
karbonun yarim milyonun iizerinde farkli bilesigin yapisina katildigi
bilinmektedir. Grafit (Sekil 1.12.a), elmas (Sekil 1.12.b) ve fulleren (Sekil 1.12.d)
karbonun allotroplaridir. Bir grafit katmaninda (grafin) her bir karbon atomu diger
3 karbon atomuna sp? hibritlesmesi ile baglanir. Grafit tabakalar1 da iki boyutlu
diizlemde birbirlerine baglanir. Cok kararli, gii¢lii ve esnek bir yapida olan her bir
grafit katmani tek olarak da kararliligini korudugundan, komsu katmanlara ¢ok
zayif baglarla baglanmaktadir. Bu nedenle, tabakalar birbiri {izerinde kolayca
kayabilirler. Grafitin iyi bir yaglayici olma 6zelligi buradan kaynaklanmaktadir.
Elmasta ise bir karbon atomu diger 4 karbon atomuna sp’ hibritlesmesi yaparak
baglanir. Karbon atomlar1 arasindaki bu baglarin ¢ok kuvvetli olmasi nedeniyle
elmas ¢ok sert ve kararli bir yapiya sahiptir ve 1s1l iletkenligi ¢ok yiiksektir. Son
yillarda gergeklesen gelismelerle karbonun ©Onemi daha da artmistir. Bu
gelismelerin en 6nemlisi 1985 yilinda Kroto ve ark. tarafindan (Kroto, 1985) 60
karbon atomunun simetrik olarak baglanmasiyla elde edilen futbol topu seklindeki
(Sekil 1.12.d) “buckminister fullerene” molekiiliiniin kesfidir. 1 nm
biiyiikliigiindeki bu molekiiller ¢elikten daha giiglii fakat plastikten daha hafiftir,
1s1 ve elektrigi iletirler. Sekil 1.12.e'de goriilen ve bir karbon tiirevi olan CNT,
Sekil 1.12.f'deki grafenden tiiretilen bir nanoyapidir (Oganov, 2013; Sederberg,
2009).
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Sekil 1.12. Karbonun allotroplar1 a) grafit, b) elmas, c) BCS8, d) fulleren, ¢) nanotiip, f) grafen
(Oganov, 2013)

CNT, grafitin bal petegine benzeyen atom diizleminin bir silindir {izerine
kesiksiz olarak hi¢bir kusur olusturmadan sarilmis bir sekli olarak diisiintilebilir
(Lijima 1991). Nanotiipler bilinen en giiglii fiberlerdir. Tek bir CNT, birim alanda
tasiyabildigi ylik goz Oniine alindiginda, celikten kat kat daha giiclii olmakla
birlikte ¢ok hafif olmasi, yiiksek elastikiyete sahip olmasi ve bilinen en dayanikli
fiber olmasi ihtimalleri CNT’lerin en 6nemli 6zelliklerindendir. CNT’ler koltuk
tipi nanotiip, zikzak yapan nanotiip ve her iki tiir nanotilipten farkli yapiya sahip
chiral tip nanotiip olmak iizere tli¢ farkli olusum gosterirler (Barone ve ark., 2006;
Hornbaker, 2003; Saito, 1992; Wildder, 1998). Ayrica birden fazla sarim iist {iste
yapilarak ¢ok duvarli nanotiip yapilar da elde edilebilir ki ¢ok duvarli nanotiipler
yaptya mukavemet artis1 saglamaktadir. Grafenin simetrisi ve kendine has
elektriksel yapisindan &tiirii, CNT’nin yapist elektriksel 6zelliklerini 6nemli bir
derecede degistirmektedir. CNT’lerdeki atomlarin dizilis sekline yani ¢esitlerine
(koltuk, zikzak, kiral) gore elektriksel Ozellikleri de farklilik gostermektedir.

Ornegin tiim koltuk tipi nanotiipler, metalik 6zellige sahip olup iletkenlikleri
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yiiksektir. Teoride metalik nanotiiplerin elektrik gerilim yogunluklar1 giimiis ya da

bakir gibi metallere gore 1000 kat daha fazladir.
1.7.3 CNT Sentezleme Yontemleri

CNT sentezi i¢in yillar siiren ¢alismalar sonucunda belirli yontemler 6n
plana ¢ikmistir. Sentezleme yontemleri, farkli uygulama ve kullanim amacina
yonelik olarak farkli dogrultularda sekillendirilmistir. Yiiksek saflikta CNT
sentezleme arzusu, diisiik sicakliklarda ve yiiksek tiretim kapasitesiyle sentezleme
icin bir¢cok degisik yontem yapilan c¢alismalar sonucunda ortaya konulmustur.
Uretimde baslangicta yola ¢ikilan malzemelerden esinlenerek kati halde
karbondan ve gaz halde karbondan sentezleme seklinde iki farkli sentezleme
yontemi olarak siiflandirilmigtir. Bu yontemlerin disinda ve farkli isteklere cevap

veren durumlar ise diger sentezleme yontemleri olarak belirtilmistir.
1.7.3.1 Kat1 Halde Karbondan Sentezlenenler

Kat1 halde karbondan sentezleme yontemlerinde karbon kaynagi olarak,
kat1 haldeki grafit parca kullanilmasidir. Grafitin geometrisinin 6nemi yontemden
yonteme degismektedir. Bu yontemlerde yiiksek sicakliklar ve yiiksek basinglar

s0z konusu olmaktadir.
Lazerle Asindirma Yontemi

Bir grafit par¢anin ¢ikis maddesi olarak kullanilmasi ve 500 Tor basing
altinda yaklagik 1200 °C sicaklikta calisan bir firin ig¢inde lazer {initesiyle
bombardimani ile CNT sentezlenmesi gerceklestirilmektedir. ilk olarak Rice
Universitesinde 1995 yilinda kesfedilen yontemde, lazer kullanilarak
buharlastirilan grafitten ¢ikan karbon kiimeleri, soy gaz ortaminda (helyum veya
argon) su sogutmali bakir toplayici iizerinde birikirler. Biriken malzeme iginde
CNT’ler oldugu gibi, az miktarda da karbon nano pargaciklarin bulundugu
diistiniilmektedir. Saf grafit hedef alinarak yapilan bombardiman sonucu olusan
CNT’lerin ¢ok duvarli olduklart bildirilirken, Co, Ni, Fe, Y gibi katalizor igceren

hedeflerle olusan CNT’ler tek duvarli olarak goriilmiislerdir. Lazerle asindirma
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yontemi, asagida anlatilan ark bosaltma yontemine gore daha kaliteli tek duvarli
CNT’ler iiretmek i¢in daha elverisli olmasina ragmen maliyeti yliksek ve iiretim
kapasitesi diisiilk bir yontem oldugundan dolayr daha az tercih edilmektedir

(Kiigiikyi1ldirim ve Eker, 2012).

Ark Bosaltma Yontemi

Ark bosaltma yontemi, CNT sentezinde kullanilan yoOntemlerin en
eskilerinden biridir. Yontemde, biri anot biri de katot olmak iizere ark olusacak
sekilde bir mesafe olusturularak yerlestirilmis iki grafit ¢ubuk arasinda dogru
akim uygulanarak CNT sentezi gerceklestirilir. Yontemin calistirilabilmesi i¢in
bir ark reaktorii icerisinde genellikle helyum gazi ile 600mbar’dan yiiksek bir
basing saglanir ve 6mm c¢apinda olan anot ile 9 mm c¢apinda olan katot arasinda
20-40 V aras1 bir gerilim ve 50-100 A arast bir akim olusturulur. Kararli arkin
olusabilmesi icin anot ile katot arasindaki mesafesinin Imm veya daha az olmasi
gerekmektedir. Anot ylizeyine gelen elektronlar anot ile ¢arpisir ve katot iizerinde
karbon kiimelerinin birikmesine yol agar. Bu olusan birikim icinde CNT’ler, nano
parcaciklar ve kiimelenmis karbon bulunur. Bunun yaninda, ark reaktoriiniin i¢
ceperinde de karbon kiimeleri goriilebilir. Yukarida bahsedilen lazer yonteminde
de oldugu gibi ark bosaltma yonteminde de saf grafit ¢ikis maddesi ile yapilan
birikim sonucu elde edilen CNT’ler c¢ok duvarli olurken, anot parcacigin
merkezine yerlestirilen Co, Ni, Fe, Y gibi katalizor igeren ¢ikis maddelerinden
elde edilen CNT ler, tek duvarli yapida olabilmektedirler (Kiigiikyildirim ve Eker,
2012).

Solar Firin Yontemi

Solar firin yontemi daha c¢ok fulleren sentezlenmesi i¢in tasarlanmis bir
yontem olup daha sonra CNT sentezlemek icin de kullanilmaya baslanmistir.
4000°K islem sicakliklarina kadar ¢ikilmasi gereken bu yontemde, diisiik verimli
tiretim elde edildiginden pek tercih edilmemektedir. Solar firin yonteminin en

Oonemli avantaj1 giines enerjisinin kullanarak sentezin gerceklestirilmesidir.
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Gaz Halde Karbondan Sentezlenenler

Bu yontemlerde kullanilan karbon kaynaklar1 ¢esitli konvansiyonel
(atomik olmayan) gazlar olmaktadir. Bu yontemlerden en Onemlisi olan ve
giinimiizde de 6zellikle yiiksek miktarlarda CNT {iretmek icin siklikla kullanilan

ve lizerinde durulan yontem kimyasal buhar ¢okeltme yontemidir.

Kimyasal Buhar Cokeltme

Bu yontem, gaz halde karbondan sentezlenen yontemler icinde en
onemlisi olmakla birlikte, genellikle katalizorlii kimyasal buhar ¢okeltme (CCVD)
olarak bilinir ve katalizor yardimiyla karbon gazlarindan koparilan karbon
nanopargaciklarin tiretilmesi yontemi uzun siiredir uygulanmaktadir. 90’11 yillara
kadar karbon nanoparcaciklar, katalizér kullanilmadan CVD islemlerinde
kalinlagsmasiyla olusturulan buhar yardimiyla biyiitiillen karbon iiretiminde
cekirdek althigr olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde tek duvarli ya da ¢ok
duvarli CNT’lerin CCVD metotlariyla iiretilmesi, karbon igeren bir kaynaktan
koparilan karbon kiimelerinin kiigiik metal pargalari ve ya obekleri iizerinde
ayrismas1 olarak aciklanabilir. Bir kati1 altlik kullanimi gerekiyorsa bu islem
heterojen islem, her sey bir gaz fazi icinde gergeklesiyorsa isleme homojen islem
denmektedir. Bu tepkimelerde kiiciik metal parcalari olarak bahsedilen metaller
genelde Fe, Co ve Ni gibi gecis metalleridir. Daha 6nce bahsedilen lazer ve ark
teknikleriyle karsilastirildiginda bu yontem, daha diislik sicakliklarda uygulanur,
ciinkii. CNT’ler 600°C ila 1000°C sicakliklar1 arasinda olusumaktadir. Diisiik

sicaklik kullanimindan otiiri, CCVD yontemi 6zellikle ¢ok duvarli CNT’lerin
sentezlenmesinde kullanilmas1 daha iyi bir se¢imdir. Homojen ve heterojen
islemlerin ikisi de hem kullanilan katalizoriin dogas1 hem de islem sartlar1 geregi
olduk¢a hassas yoOntemlerdir. Ark bosalim yontemiyle iretilen CNT’ler ile
kiyaslandiginda CCVD metoduyla iiretilen CNT’ler genellikle ¢ok daha
uzunlardir. Ark bosalim yontemi kullanilarak elde edilen CNT’ler birkag
mikrometre uzunluktayken, CCVD yontemiyle iiretilen CNT’ler onlarca hatta
yiizlerce mikrometre uzunluklarinda olabilirler. Diislik sicaklikta gergeklestirilen

tepkime karbon atomlarinin diziliminde yapisal degisikliklere izin vermemesinden
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dolay1 CCVD yontemiyle iiretilen ¢cok duvarli CNT’ lerin kalitesi ark bosalim
yontemiyle iiretilenlerden daha diigiiktiir. Bu sorunlar inert gaz kullanilarak ya da
vakum ortaminda yapilan 1sitma islemleri ile giderilebilir. Karsilasilan bu tarz
sorunlarin  tek duvarli CNT’ler igin gecerli olup olmadig1 ise halen
coziilememigtir. CCVD ile firetilen tek duvarli nanotiipler daha kiigiik ¢apl
(birkag on nm) olup, ark ve lazer yontemleriyle iiretilen CNT’ler daha biiyiik
(yaklasik 100 nm c¢apli) demetler halinde bulunurlar. CCVD yontemleriyle
CNT’lerin iiretimi daha diisiik maliyetlerle seri olarak yapilabilmesi miimkiindiir.

Bu durum endiistriyel biiyiikliikteki uygulamalari i¢in kilit nokta olmaktadir.

Isil Kimyasal Buhar Cokeltme

Isil kimyasal buhar ¢okeltme yontemi ile CNT sentezinin ¢ikan {iriin ve
hidrokarbon  ¢esitliliginin ~ fazlaligi,  kalitesi  yiikksek  malzemelerin
sentezlenebilmesi ve mikroskobik yapilarin kontrol edilebilirligi gibi birgok
avantaji bulunmaktadir. Tepkime sirasinda kullanilan gazin akis hizindaki
degismeler kararsiz gaz tedarigine neden olmakta birlikte bu yontemde altligin
homojenligi acisindan iyi degildir. Elde edilen sonug, islem ve tepkime odasinin
sicakligina da baghdir. Bu dezavantajlarinin yanmi sira cihaz kurulumu ve seri
tretimde kullaniminin basitligi bu yontemin 6ne c¢ikan avantajlarindandir. Isil
kimyasal buhar ¢okeltme ile CNT iiretimi; 6ncelikle Fe, Ni, Co, ya da bu ii¢
katalizor metalinin alagimi bir althigin {izerine ¢okeltilerek baglanir. Metal/metal
alagimi altlik, suyla seyreltilmis HF c¢ozeltisiyle daglandiktan sonra numune
kuartz teknesine, tekne de bir kimyasal buhar ¢okeltme reaktoriine yerlestirilir ve
katalizor metal/metal alagimmim NH; ile 750 ile 1050 °C sicaklik araliginda bir
kez daha daglanmasindan sonra nano Olgekte kiigiik metal katalizor taneler
olusurlar. Bu kii¢iik katalizér metal parcalarinin iizerinde CNT’ler olustuklarindan

bu basamak yontemin kullanilabilirligi agisindan en 6nemli islemdir.
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Mikrodalga Plazmayla Kimyasal Buhar Cokeltme (MWPCVD)

CNT’lerin iiretilmesinde kullanilan bir diger yontem ise Mikrodalga
plazmayla CVD yontemidir. Yontemde, CNT’lerin atmosferik basinglarda
tiretilmesi s6z konusu olup, reaksiyon diizeneginde mikrodalga giicii bir
mikrodalga jeneratorii tarafindan saglanir. Mikrodalgalar; dalga rehberi,
eslestirme {initesi ve bir es eksenli hattan gecerek demirden bir tifleg ile elektroda
dogru giderler. Bu yontemde, CH4 gibi konvansiyonel (atomik olmayan) gazlar
karbon kaynagi olarak kullanilirken, argon ve hidrojen de ¢okeltmenin saglanmasi
icin disardan tiiflece eklenir. CNT iiretimi i¢in gerekli olan ve genellikle silikon
malzemelerden olusturulan altlik, kuartz tutucu iizerine konulur. Kuartz tiip
elektrot noziiliin (bir akiskanin akis yoniinii kontrol etmeye yarayan parc¢alarin
genel adidir) lizerinde olup, kuartz tiip ustiinde duran bir kapaga baglanmis
vaziyette yerlestirilmistir. Akis halindeki argon gazi igerisinde (1000 sccm
("standard cubic centimeters per minute" bir gaz akis birimi olup "dakika basina
akan standart santimetrekiip” anlamina gelmektedir)) plazma iifleci ateslendikten
sonra, 300 sccm H> ve 10-50 sccm CH4’ten olusan ¢okeltme karigimi eklenir. Son
olarak noziilden istenilen bir uzakliga altlik yerlestirilir ve MWPCVD yo6ntemiyle
altlik {izerine disaridan 1s1 uygulanmadan, atmosferik basinglar altinda, ¢ok
duvarli CNT’ler diizglin sirali bir sekilde iretilebilmektedir. MWPCVD
yonteminin avantajlar1 althgin ¢abuk 1sitilabilmesi ve es zamanl olarak reaktif

karbon tiirlerinin bosalmadaki yiiksek derisimleri olarak siralanabilir.

Buhar Fazinda Biiyiitme

CNT’lerin gaz haldeki karbon kaynaklardan iiretim yoOntemlerinin
birgogunda, CNT’ler CoHz, CH4, C2H4, C2Hs gibi konvansiyonel gazlarin bir althik
izerine bulunan metal katalizorlerin lizerine ¢okeltilmesiyle iiretilmektedir. Buhar
fazinda biiyiitme yonteminde ise CNT ler, tepkime odasina bir altlik olmaksizin
tepkime gazi ve metal katalizoriin gonderilmesiyle {retilirler. Kiitle akis
kontrolorii bir kdsede bulunur ve metal katalizorlerin bulundugu kisim tepkime

odasiin ic¢inde yer almaktadir. Tepkimenin gerceklestirilecegi oda, iki farklh
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firindan olusmakta olup, birinci firin daha diisiik sicakliklarda bulunurken, ikinci
firm daha yiiksek sicakliklarda bulunur. Bunun sebebi, asil tepkimenin ikinci
firmin oldugu kisimda gerceklesmektedir. Ilk firinda hidrokarbon gazin ayrismasi
i¢in yeterli sicaklik saglanamamakla birlikte, metal katalizoriin buharlagmasi icin
yeterli sicaklik saglanmis olur. Buharlasan metal katalizorler atomlar halinde
olurlar ve carpisarak odanin icinde kiiclik tanecikler haline gelerek toplanirlar.
Diisiik sicakliga sahip ilk firinda metalden buharlasan kiiclik katalizor taneleri
ikinci firma ulagirlar, bu firinda daha sicak bir ortam oldugundan bu kisimda
bulunan ayrismis karbonlar tarafindan absorbe edilirler ve CNT olarak sentezlenir.
Buhar fazinda biiylitme yOntemi reaksiyon ve iiretim sartlarinin kolayligi

bakimindan seri iiretim agisindan daha uygun bir yontemdir.
1.7.3.2 Diger Sentezleme Yontemleri

Bu yontemler siklikla kullanilmamakla birlikte, daha ¢ok deneysel ve
gelistirme amacli uygulanirlar. Bu yontemler hidrotermal sentezleme ve elektroliz

yontemi olarak iki grupta siniflandirilabilir.

Hidrotermal Sentezleme

Hidrotermal sentezleme yonteminde, bazi tekniklerle yiiksek basing
altinda bulunan sulu bir ¢ozeltiden kristalize edilerek biiylime gercgeklestirilir.
Yontem “hidrotermal metot” olarak da anilmakta olup, CNT iiretimi, besleyici
malzemenin su ile beraber basingli bir kap olan ¢elikten yapilmis otoklav yollanir
ve reaksiyon otoklav icinde gergeklesir. Otoklav igerisinde bulunan iki farkli oda
farkli sicakliklarda olup, sicak odada besleyici madde ¢oziiliirken, soguk odada
tohumlarin biiyiimesi gerceklesir. Elementler, basit ve karmasik oksitler, silikatlar,
tungstatlar, karbonatlar, germanatlar, molibdetler gibi farkli siniftaki birgok
bilesik, hidrotermal sentezleme yontemi kullanilarak iiretilebilmektedir.
Hidrotermal sentezleme yontemi ticari degeri yiiksek sentetik kuartz ve degerli
taglarin lretiminde de kullanilan bir yontemdir. Sentetik olarak iiretilen
kristallerden bazilar1 ziimriit, yakut, kuartz ve aleksandritlerdir ki hidrotermal

yontemle bu taslarin verimli bir sekilde iiretilmesi miimkiin olmaktadir. Ayrica,
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bu yontemle karbon malzemelerin iiretimi de gerceklestirilebilmektedir. 100 MPa
ve 600 °C gibi diisiik basing ve sicaklik degerlerinde polivinil kloriir bazli kokun
su ve kalsiyum karbonat ile tepkimeye girmesiyle grafitizasyon gerceklestigi
gbzlenmis, ayni arastirma dahilinde 1 GPa ve 1400 °C gibi daha yliksek basing ve
sicaklik degerlerinde su kullanilmadigi durumda grafitizasyonun goriilmedigi
kaydedilmistir. Hidrotermal sentezleme CNT’lerin liretiminin yani sira karbon
filamanlarin, bir altlik {lizerinde dizilmis halde de iiretimi dahil bir¢ok {iriin i¢in
onemli bir potansiyel tagimaktadir. Olusan CNT’ler oldukca diizgiin siralanmis

grafitik duvar yapilarina sahiptirler.

Hidrotermal CNT’lerin sentezi, karbon kaynaginin cesidine bagimli
degildir fakat, karbon, oksijen ve hidrojen atomlarinin gerekli oranda sisteme
verilmesi gerekmektedir. Neredeyse her hidrokarbon/su karigimi uygun bir sekilde
kullanilarak CNT sentezi miimkiindiir. Nikel katalizorii hidrotermal yoOntemle
CNT sentezi icin zorunlu olsa da, grafitin biiylimesi nikel katalizorii ile alakali
degildir. Ortamda bulunan su, yiiksek grafitik yapmin ve biiyiik i¢ kanallarin
olusumundan sorumludur. Su yoklugunda ger¢eklestirilen sentezlerde elde edilen
iriinlerin daha az grafitik yap1 ve ¢ok sayida kapali i¢ yapilara sahip oldugu

sonucuna varilmistir (Yoshimura ve Byrappa, 2008).

Elektroliz

Elektroliz yonteminde ¢ok duvarli nanotiiplerin iiretimi, ergiyik lityum
kloriirlin, grafit bir hiicre kullanilarak elektrolize edilmesiyle saglanmistir. Hiicre
icindeki anot grafit bir pota olup, potanin atmosferdeki sicakligi yaklasik 600
°C’dir. Bu yontemle, 20 V ve 3-20 A’dan daha az dogru akim (DC)
kullanildiginda 0,5 pm ya da daha fazla uzunlukta ve 2—10 nm capli ¢cok duvarl
CNT’ler iretilebilmektedir. CNT’lerin i¢inde yan iirlin olarak amorf karbonlar

olusabilmektedir (Alekseev, 2005).

1.7.4 Karbon Nanotiiplerin Uygulama Alanlar:

CNT’ler bugiline kadar yapilan ¢aligmalar sonucunda sagladiklar1 farklar

nedeniyle biiyiilk 6nem tagimaktadirlar. Diinyada ve tlilkemizde CNT’ler iizerinde
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yapilan ¢alismalarin ¢ogu ticari uygulamalara ge¢misken, bazi caligsmalar ise su an
icin teorik diizeyde bulunmaktadir. CNT’ler, birgok arastirma grubu tarafindan
tiim diinyada tlizerinde yillardir ¢alisilan bir alandir. Yaklasik olarak son 20 yildir
yapilan caligmalarin sonuglar1 giinlimiizde alinmaya baslanmistir. Son yillarda,
endiistriyel boyuta sinirl bir sekilde geg¢ilmis olsa da biiyiik ¢apli uygulamalar
icin biraz daha zamana ihtiya¢ vardir. Hatta, CNT’lerle yapilacak uygulama

planlar1 gelecekte ¢cok dnemli kazanimlar vaat etmektedir.

1741 CNT'nin Giiniimiizdeki Uygulamalari

Glintimiizdeki CNT uygulamalar1 kisitli seviyelerdedir ve genis kitleler
tarafindan kullanilir durumda bulunmamaktadir. Fakat o6zellikle nanotiiplerin
teorideki Ozellikleri yapilan deneysel calismalarla pratikte de kullanilabilir
oldugunu ispatlandigindan dolay: biiyiilk 6nem tasimaktadir. Ayrica, nanotiiplerin
pratikteki uygulamalarindan faydalanilarak yeni alanlara yonelim, iyilestirme
calismalarinin sonuclanmasi, uzun vadede yeni ufuklarin agilabilmesi miimkiin
olmaktadir. Nanotiip teknolojisinin daha uygun fiyatlarla, endiistride seri liretimde

kullanilabilir duruma getirilmesi kullanilabilirliginin artmasini saglayacaktir.

Mikroskop Problar:

Yiiksek dayanikliliklarindan 6tiirti CNTler taramali u¢ mikroskoplarinda
(SPM), atomik kuvvet mikroskoplarinda (AFM) ve kimyasal kuvvet
mikroskoplarinda (CFM) kullanilmaktadir (Xu ve ark., 2011; Hafner, 2001).
CNT’lerin yliksek dayanikliliga sahip olmalar1 nedeniyle dayanimi yiiksek uglar
elde edilmis, boylelikle ylizeyler yiiksek c¢oziiniirliiklerde gozlemlenebilmistir.
Yiizey inceleme dayanikliliklarindan dolayr c¢ok duvarli nanotiiplere
birakmiglardir. CFM'de kimyasal seciciliklerinden yararlanilarak segilmis
goriintiiler almak i¢in kullanilirlarken, AFM'de yiiksek boy orani, miikemmel
elastik burkulma o6zelligi, elektrik ve 1s1 iletkenligi gibi pek ¢ok miikemmel
ozelliginden dolay1 kullanilmaktadirlar. Nanotiiplerin u¢ kisimlar1 kimyasal olarak
en reaktif bolgeleri oldugundan uygulama tiirline gore fonksiyonellestirilerek

uzaysal ¢oziiniirliik arttirilabilmektedir.
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Elektron Yayilimi Temelli Cihazlar

Yapilan aragtirmalar sonucunda CNT’ler yiiksek elektron yayma
Ozelligine sahiptirler. Bu 0Ozellikleri sayesinde son yillarda televizyon, telefon
veya bilgisayar ekranlarinda ya da elektron iiretilmesi istenen bir katoda ihtiyag

duyuldugu her tiirlii uygulamada kullanilmalar1 i¢in ¢aligmalar yliriitiilmektedir.

Kimyasal Sensorler

CNT'ler, 1991 yilinda kesfedilmesinden bu yana, sahip oldugu benzersiz
ozellikleri nedeniyle cesitli uygulamalar icin biiyiikk bir potansiyel gostermesi
acisindan ilgi ¢ekmistir. CNT yiizeyindeki C atomlarinin altigen dizilimleri giiclii
bir etkilesim sagladigindan ve CNT karbon materyalini temsil ettiginden dolay1
yaygin nanomaterial olarak kabul edilmekte ve kati faz ekstraksiyon adsorbani
olarak biiyiik bir analitik potansiyel gostermektedir. Ayrica, CNT'nin yiizeyleri,
cesitli organik fonksiyonel gruplarin eklenmesiyle modifiye edilebilir, boylece
kuvvetli, ylizey alanina, ayarlanabilir yilizey yiikiine, kimyasal iyonizasyon i¢in bir

proton kaynagi olma 6zelligine sahip olabilir (Cirillo ve ark., 2012)

Yar iletken 6zellikte tek duvarli CNT’ler, normal kosullarda kendilerini
cevreleyen  ortamdaki  kimyasal degisimlere karst oldukca  hassas
davranmaktadirlar. Yeni nesil nanotiip bazli sensorler, giiniimiizde kullanilan
standart sensorlerden daha hassas, ayrica ¢ok daha kii¢iik basit yapilar i¢eren, oda
sicakliklarinda calisabilen ve yiiksek secicilige sahip sensorlerdir. Bu sahip
olduklar1 segcicilikleri sayesinde, tek bir cihaz farkli bir¢ok uygulama igin

kullanilabilmektedir.

Elektrokimyasal algilama yaklagimlarinda elektrot malzemesi olarak
CNT kullanimi, benzersiz yapilart ve Ozellikleri sayesinde minimum yiizey
kirliligi ve giiglii elektro katalitik etkinlik saglamistir. Nanofabrikasyon aygit
biitiinlestirme teknolojileri, CNTlerin sentezinde, aritilmasinda, konjugasyonunda

ve biyofonksiyonlandirilmasinda onemli ilerlemeler ile birlikte ortaya ¢ikmistir.
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Bu tiir ortak cabalar, gelismis algilama hassasiyeti ve seciciligi ile birlikte dnemli
analitlerin bollugu sayesinde CNT tabanli sensorlerin hizla gelismesine katkida
bulunmustur CNTlerin kullanimi1 enzim ve aktif elektrot alanmi arasindaki
dogrudan elektron transferi i¢in firsat yaratmistir. Bu konudaki 6zel bir nokta da
CNTlerin hidrojen peroksit ve nikotinamid adenin diniikleotidinin redoks
reaksiyonu lizerindeki 1iyi elektrokatalitik faaliyetlerdir. Bu kusursuz
elektrokataliz, oksidazlar i¢in “on-site biosensor’lerin ve gelistirilmis segicilige
sahip dehidrojenazlarin basit tasarimi ve uygulanmasi i¢in gelecek vadetmektedir.
Bugiine kadar, anti-parazit tabaka veya yapay bir elektron arabulucu kullanima,
istenmeyen endojen elektroaktif tiiri olusumunu asmak i¢in gerekli
goriilmekteydi. Bu tip etkilesime giren tiirler, NADH, tiol ve hidrojen peroksit
oksitlenmesi kullanimindan bu yana CNT temelli elektrotlarin kullanilmasiyla

birlikte etkili sekilde baskilanmistir (Vashist, 2011).

CNTler, yiliksek mukavemetleri, genis yiizey alanlari ve benzersiz
kimyasal ozellikleriyle molekiiler baskilama yonteminde destekleyici eleman
olarak kullanilmaktadirlar (Cirillo, 2012). Lee ve Kim, 2009 yilinda yaptiklar
calismada iniferter-modifiye edilmis CNT {izerine molekiiler baskilanmig
polimerleri asilamislardir. Tween 20 ilk kez bu c¢alismada hidrofobik
etkilesimlerle CNT {izerinde sabitlendikten sonra fonksiyonellendirilen CNT
yiizeyinde teofilin i¢in MIP olusturulmustur. CNT ylizeyindeki bu MIP’lerin, alan
etkili CNT transistorii tabanli biyosensor sistemlerindeki prob malzemelerinde
kullanilabilecegi belirtilmistir (Lee ve Kim, 2009). Yu ve Lai, 2005 yilinda,
molekiiler baskilanmis polimerleri, paslanmaz ¢elik emaye (frit) lizerinde kirmizi
sarapta bulunan bir toksin olan okratoksin A’nin konuk molekiil, CNT nin kati
destek olarak kullanildigi, fonksiyonel monomer olarak piroliin elektrokimyasal
polimerizasyonuyla hazirlanmasiyla elde etmislerdir ve boylece mikro-kati faz 6n
konsantrasyon (uSPP) cihazlarinda nanoyapili CNT iceren nanosensdr olarak

kullanimlarini incelemislerdir (Yu ve Lai, 2005).
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Katalizor Destegi

Karbon malzemeler, heterojen katalizorlerin kullanilmas1 gereken
proseslerde kullanilan destek malzemelerinin en O6nemlilerinden biridirler.
CNT’ler, heterojen katalizorlerin kullanildig1i proseslerde aktive edilmis diger
karbon yapilarina gore ¢ok daha iistiin 6zelliklere sahip olduklarindan katalizor
destegi olarak kullanilmaktadirlar. CNT lerin yapilari, 6zellikle boy en oranlarinin
cok biiyiik olmasi aktif olan metal parcaciklar iizerine yayilmalarini katalitik

olarak kolaylastirmaktadir.
Uc Boyutlu Giines Hiicreleri

Giliniimiizde kullanilan gilines hiicreleri iki boyutlu olup ve iizerlerine
gelen giines 1518min bir kismini geri yansitmaktadirlar. Ug boyutlu giines hiicreleri
ise lizerlerine gelen glines 151gin neredeyse hepsini yakalamasi ve bu sayede
elde edilen verimin ¢ok artmasi, agirlik ve mekanik karmasikligin diisebilmesi
miimkiindiir (Kiigikyildirim ve Eker 2012; Yan ve ark. 2013). CNT'nin (i) bir¢ok
organik bilesikten farkli olarak yakin IR bolgede (800-1800 nm) 15181
absorpsiyonu oldukg¢a fazla oldugundan, (ii) yakin IR ve goriiniir bolgede siirekli
iletkenlik ve (ii1) hizli difiizyon saglayan yiiksek tasima kapasitesi sagladigindan
kullanimi hizla artmaktadir (Gorji ve Houshmand, 2013).

1.7.4.2 Gelecege Yonelik Uygulama Planlarn

CNT'nin  bilimsel ve endiistriyel uygulamalarinda  6zellikle
heyecanlandiran kisim gelecege yonelik planlara CNT nin biiyiik oranda dahil
olmasidir. CNT teknolojisi i¢in teorikle pratik bulustugu anda, iizerinde ¢alisilan
konularin birgogu hayata gecirilebilinir olacaktir. Son yillarda, CNT ile ilgili
uygulamalar deneysel olarak yiiriitiilmekte olup, bir¢ok farkli alanda planlamalar
ve tasarimlar devam ettirilmektedir. CNT’lerin yapisal, kimyasal, elektriksel vb.
ozelliklerinden dolay1r asagida belirtilen uygulamalarda yararlanmak i¢in

caligmalar devam etmektedir.
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* Kapasitorler

* Yakit Hiicreleri

* Gaz Depolama

* Absorbantlar

* Bio-Sensorler

» Kompozit Malzemeler
» Metal Matrisli Kompozitler
» Seramik Matrisli Kompozitler
» Plastik Matrisli Kompozitler

* Cok Fonksiyonlu Malzemeler

* Nano Araclar, Nano Cihazlar, Nano Sistemler
1.7.5 Altin (Au) Nanopartikiiller

Au NP’ler metal NP gruplarin muhtemelen en dikkat ¢ekici iiyeleri ve
kataliz, biyoloji ve optikteki potansiyel uygulamalar i¢in oldukga ilgi ¢ekicidirler.
Son on yilda, sentez yontemlerinin kapsamliligi, 6zellikle tohum biiylime sentezi,
umut vaad eden uygulamalarin arastirilmasina yol agmistir. Au NP’ler asagidan
yukartya ya da yukaridan asafiya yaklagimlarinin  her ikisiyle de
sentezlenebilirler. Yukaridan asagiya yonteminde Au yigin kiitleden 6giitiilerek
Au NP’lere kadar inilebilmektedir. Fakat bu yontemde boyutun ve seklin kontrol
edilebilmesi sinirhidir. Tam aksine, asagidan yukat-riya yaklasimda, Au NP’ler,
birbirinden ayr1 molekiillerden kimyasal ya da biyolojik indirgenmeyle olusurlar.

Bu yontemde, boyut ve sekil kontrol edilebilir (Zhao, 2013).

Geleneksel tedavi yontemleri diisiik biyouyumluluk ve yiiksek toksisiteye
sahip olmalarindan dolay1 ilaglarin tedavi edici etkisini ciddi bir sekilde
azaltmaktadir. Fakat nanodlgekli sistemler ise ila¢ molekiillerini ¢evreleyerek
tedavi edici molekiil vb. ajanlar1 dogrudan hastalikli bolgeye iletmekte, bundan
dolay1 da ilaglarm toksisite seviyeleri en aza indirilebilmektedir. Ozetle ilag
tasiyict  nanoteknolojik sistemler viicutta hedeflenen bolgelere ilaglar
tagimaktadirlar. Boylece ilag hedefli sekilde ¢alisan sistemler sayesinde yalnizca

hastalikli bolgeye ulasan terapotik kimyasallar saglam dokulara zarar vermeden
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hastalikli bolgeyi tedavi etmektedirler. Fakat platform olarak kullanilacak
nanomalzemenin hastaliklt bolgelere hedeflenebilmesi i¢in bu malzemelerin
biyodolasim ve farmakokinetik oOzellikleri, ila¢ tasiyic1 sistem olarak
kullaniliyorsa tasidigi ilag molekiillerinin salim yeri ve zamani ¢ok Snemlidir.
Ayrica bu malzemelerin diisiik toksisiteye sahip olmasi ve viicuttan kolay
uzaklastirilmas1 gerekmektedir. ilag hedefleme ve kontrollii salinim igin bircok
nanomalzeme kullanilmasina karsin, Au nanoparikiiller bu nanomalzemelere
kiyasla daha iyidir. Altinin soy metal olup nontoksik o6zellik gdstermesi, asidik
ortamdan kolaylikla etkilenmemesi nedeniyle oksidasyona ugramamasi onun
vazgecilmez Ozelliklerindendir. Nontoksik 06zelligi sayesinde saglam hiicrelere

zarar vermez.

Au NP’ler tiyol (-SH) grubu ile etkilesime girerek oligoniikleotit
biyomolekiilleri kendine kolaylikla baglar, bdylece hiicrenin c¢ekirdegine
hedefleme (gen tasinmasi) yapilmasina olanak saglamaktadir. Hedefleme yapacak
NP’ler pH, glutasyon gibi hiicre i¢i etkilesimle ya da disaridan uyarilmasiyla
tasidiklar1 yiiklerini hedef doku ve hiicrelere birakmaktadirlar. Au NP’ler, anti
kanser ajanlar1 gibi bir¢ok ilaci ve terapotik biyokimyasallar1 kendine kolaylikla
baglayabilmektedirler. Au NP’ler, ylizey plazmon rezonans 6zelligine sahiptir ve
bu oOzellikleri sayesinde goriiniir ve yakin IR (NIR) bolgede giiclii 151k
absorpsiyonu ve sagilimi yapar. Au NP’lerin bu optik 6zelligi partikiillerin
boyutuna, sekline ve dielektirik ¢cevresine bagli olup, partikiillerin goriintiileme ve
algilama paoblar1 olarak kullanimlarma imkan saglamaktadir. Ayrica Au NP’ler
optik enerjiyi 1stya gevirirler, ki bu 6zellik partikiillere yogun termal o6zellik
kazandirmaktadir, bdylece partikiiller sayesinde elde edilen bolgesel 1sinma
hastalikli dokunun yok edilmesinde cerrahi miidahalenin yerini alabilmesi
acisindan Onemlidir. Au NP’lerin neredeyse biitiin formlar1 (nanogubuk,
nanokiire, nanokabuk, nanokafes) kanser hiicrelerinin fototermal olarak yok
edilmesinde kullanildig1 bilinmektedir. Ozetle Au NP’ler, yiiksek absorplama
ozelligine ve 151k kararliligina sahip, nontoksik 6zellikte, antikor ve proteinlere
kolaylikla baglanabilen, optik 6zellikleriyle fototermoliz i¢in gelecekte siklikla

kullanilacak malzemelerdir.
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1.7.6 Au Nanopartikiil Sentezi

Au NP’ler, Hidrojen tetra kloro aurat III (HAuCls) ¢ozeltisinin degisik
kosullarda  farkli  indirgen  kimyasallar  kullanilarak  indirgenmesiyle
sentezlenmektedir. Sentezleme asamasinda indirgen kimyasal olarak genellikle
sitrat kullanilmakta ve ayni tip ve boyutta Au NP sentezlenebilmektedir.
"Turkevich metodu" olarak literatiire gecen bu sentezleme isleminde sitrat hem
anyonik stabilizator hem de indirgen kimyasal olarak kullanilmaktadir. Altin/sitrat
oraninin kontrol edilmesiyle 10-150 nm araliginda Au NP sentezlenebilmektedir
(Turkevich ve ark., 1951; Sivaraman ve ark., 2011; Skrabalak ve ark., 2008; Zhao
ve ark., 2013). Ortamdaki sitrat miktar1 arttik¢a daha kiigciik NP’ler sentezlenirken,
azaldik¢a boyut daha da biiylir. Au NP’ler icin diger sentez yontemi ise 1857
yilinda Faraday tarafindan kullanilan yontemden esinlenerek HAuCl4'iin tiyol
kaplama ajani varliginda sodyum bor hidriir (NaBHs) ile indirgenmesidir. Bu
yontemde ise tiyol/altin orani kontorl edilerek farkli boyutta NP’ler sentezlemek

miimkiindiir (Sekil 1.13).

Cekirdeklesme

Asiri Doygunluk

Biyime
Au’

Au*?

f Zaman
indirgen Eklenmesi

Sekil 1.13. Au NP’lerin sentezinin zamana bagl grafigi

Yukar1 bahsedilen iki yontem disinda lazer agindirma, ultrasona dayali bu
tiir bir islemle, HAuCls'nin glukoz ile reaksiyonu olan sonoliz ve tohum biiyiitme

yontemleriyle de Au NP sentezi yapilabilmektedir.
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1.7.7 Au Nanopartikiillerin Uygulama Alanlar

Tarihsel acidan bakildiginda Au NP’ler Eski Misir, Hindistan ve Cin’de
cigek, frengi, kizamik gibi hastaliklarin tedavisinde oldukga sik kullanilmiglardir.
Gliniimiizde ise kalp pili ve stentlerin yapiminda kullanilmaktadirlar. Daha yeni
calismalarda anti-tiimor, anti-mikrobiyal, anti-HIV ig¢in organoaltin kompleksi
triinler kullanilmaktadir. Ayrica organoaltin bilesikleri giiniimiizde RA
tedavisinde kullanilmistir. Bu bilesikler hastaligin yol actigi semptomlari

azaltmakta, ancak bazi yan etkilere neden olmaktadir.

Au NP’lerle yapilan bagka bir ¢alismada ise Kogan ve ark. Alzheimer
hastaliginda ortaya c¢ikan beta amiloid fibrillerini ve plaklarimi yok ettigini
gozlemlemislerdir. Bu arastirma sirasinda yapilan deneyler kapsaminda saglikli
hiicrelere zarar gelmemistir. Ayrica plaklarin tekrar olusma egilimi ise ¢ok diigiik
seviyelerde seyretmektedir. Aragtirmacilar bu ve buna benzer ¢aligmalardan yola
cikarak  diger norodejeneratif  hastaliklarin  tedavisi  i¢in  kullanilip
kullanilmayacag1 {izerinde c¢alismaktadirlar. Ayrica Au NP’ler giinlimiizde
kullanilan baz1 kanser ilaglarinin kapsiillenmesinde ve de kanser tedavisinde
ortaya ¢ikan bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi gibi yan etkilerin giderilmesinde de
kullanilabilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir (Kogan ve ark 2006; Tan ve ark.,

2012).

Au NP’lerin uygulama alanlarindan en ¢ok oOne c¢ikan c¢alismalar,
elektrokimyasal sensor olarak kullanilabilecegi calismalardir. Arastirmacilar
elektrot yiizeyini Au NP’lerle kaplayarak analizi istenen analite 0zgii elektrot
gelistirmeyi saglamislardir. Altintas ve ark. elektrot yiizeyine Au NP’lerle
kapladiktan sonra, ylizey; tanist hedeflenen antijene 6zgii antikorlarin yiizeye
baglanmasiyla algilamay1 saglayarak birden fazla kanser biyobelirteci i¢in sensor
gelistirmeyi hedeflemistir (Altintas ve ark., 2014). He ve ark., bircok kanser
tiriinde ortaya c¢ikan miyelositomatoziz onkoprotein (Cag) tanisi i¢in bir sensor
gelistirmislerdir. Modifiye edilen kati destege birincil antikor baglandiktan sonra
hedef antijen olan Cag baglanmis, daha sonra antijene 6zgii birincil antikorlar

bagla Au NP’ler ortama eklenerek antikor-antijen etkilesiminden yola ¢ikarak Cag
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tayin gerceklestirilmistir (He ve ark., 2013). Feng ve ark. ise Au NP-chitosan
kapli kompozit filmle glukoz tayininin elektrokimyasal olarak yapilacagim
bildirmislerdir (Feng ve ark. 2009). Baska bir ¢alismada ise Jena ve Raj yine
glukoz i¢cin amperometrik sensor gelistirmeyi hedeflemislerdir ve bu
caligmalariyla  glukozun nanomolar seviyesine kadar inerek tayinini
gerceklestirmislerdir (Jena ve Raj 2006). He ve ark. ise Cu?" iyonlarini algilamak

i¢in florimetrik ve kolorimetrik sensor gelistirmislerdir (He ve ark. 2005).

Tez galigmamiz sirasinda da kullanilan teknik olan molekiiler baskilama
teknigi, Au NP ylizeyinde yapilarak sitrulin i¢in sensor gelistirilmesi
hedeflenmistir (Xue ve ark. 2013). Bu calismada Au NP’ler hem ylizeyin

kaplanmasinda hem de konuk molekiiliin yiizeye baglanmasinda kullanilmislardir.

Au NP’lerle yapilan calismalarin baska bir gesiti ise gen teknolojisi igin
kullanilan DNA tanimlama sensorleridir (Han ve ark. 2006; Castaneda ve ark.
2006). Castaneda ve ark. 2006’da yayinladiklar1 yayinda DNA etiketleme ve
DNA algilama i¢in gelistirilmis elektrokimyasal sensorlerin  bir 6zetini

gerceklestirmistir (Castaneda ve ark. 2006).

Biyodlgtimler i¢in ilk Au NP uygulamalar1 1970’lerde 5-50 nm ¢aplt
kolloidal altin kullanimi ve elektron mikroskop i¢in immiinositokimyasal prob
kullanimi1 ile baglamistir. Bunun yaninda, sinyal iletici olarak etki gdsteren Au
NP’ler biyolojik 6rnegin isaretlenmesinde kullanimindan ziyade genellikle tanisal
Ol¢timlerde kullanilirlar. Sinyal iletiminde NP nin bir digerine gore lokalizasyonu
ya da Ol¢limiin biyolojik bilesenlerinde bir degisiklik olustugunda; Olgiilebilen
sinyalde bir degisim meydana gelir. Au NP’lerle calisilan sistemlerde en 6nemli
degisiklik altin NP’lerinin agrege olmalaridir. En ¢ok kullanilan yontem, antijen
konjuge Au NP’lerin agregasyonu sonucunda antikor derisimi tayin edilebilir.
Agregasyon metodu ile kanda immiinogulobulin 6l¢limii i¢in altin nanokabuklar
kullanilabilir. Nanokabuklar, kiiresel NP’ler olup, Au nanokabugun igerisinde
dielektrik ¢ekirdek olarak silisyum bulunmaktadir ve Au silisyumun etrafini ince
metal bir kabuk gibi sarmaktadir. Yakin infrared (IR) bolgede giiclii absorban
Ozellige sahip olan Au nanokabuklar, doku gibi biyolojik 6rneklerde ¢alisildiginda
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cevre hiicrelerin fazla 1sinmasina ve hiicre hasarma yol agabilirler. Bu nedenle
nanokabuklar kanser tedavisi sirasinda kendi c¢evresinde bulunan kanser
hiicrelerinin hedefleme yapilarak sicaklik ile yokedilmesinde kullanilabilirler

(Portakal, 2008).
1.8 Spektroskopik Analiz Yontemleri

Spektroskopi, bir drnekteki atom, molekiil ve ya iyonlarin bir enerji
diizeyinden bagka bir enerji diizeyine gegisleri sirasinda absorplanan ya da yayilan
elektromanyetik 1s1manin Ol¢iilmesidir. Spektroskopik yontemlerde maddenin

elektromanyetik 1s1ma ile etkilesimi incelenmektedir.
1.8.1 Ultra Viyole (UV) Spektroskopisi

Monokromatik ve o siddetindeki bir 151k demeti, kalinlig1 b cm olan bir
kiivete gonderildiginde, kiivette bulunan ¢ozeltideki herhangi bir molekiil
tarafindan absorplandiginda siddeti azalabilir ve kiiveti I siddetinde terk eder.
Istmanin siddetindeki bu azalmanin 6nemli bir kismi ¢ozeltideki molekiil
tarafindan absorplama sonucu olusurken, az bir kism1 ise, 6rnek kabinin (kiivetin)
ceperlerinde ortaya c¢ikan yansimalar veya c¢ozeltide bulunabilecek asili
taneciklerinin yol agtig1 sacilmalar sonucu olusur. Sadece molekiillerin o dalga
boyundaki 1simay1 absorplamasi sonucu ortaya ¢ikan azalma Beer-Lambert
esitligi ile verilir. Bu esitlige gore, ornek kabina giren ve kabi terk eden 151k
siddetlerinin logaritmalarinin farki, 1s1kla etkilesen molekiillerin birim hacimdeki

sayist ile, yani derigim ile, orantilidir:
log (In/I)=¢ bc=A (1.1)

A ile C arasinda bu basit dogrusal iligkiden analitik uygulamalarda
yararlanilir. Esitlikte derisim C, molL"!, 6rnek kabmin kalinligi b ise cm
birimindedir. € ,molar séniim veya molar absorpsiyon katsayisi1 ya da molar
absorptivite olup, birimi Lmol'lcm™ dir; A ise absorbans admi alir. A’ya optik

yogunluk veya soniim adlar1 verilir. Derisimin gL' olarak kullanilmas1 halinde
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A’y1 C’ye baglayan esitlikte katsay1 a ile gosterilir ve birimi Lg'em™ olarak

verilir; a, soniim veya absorpsiyon katsayisi ya da absorptivite adini alir:
A =abc (1.2)

Ornek kabini terk eden ve kaba giren 1s1k siddetleri arasindaki orana

gecirgenlik, T ad1 verilir:
I/1,=T=10" (1.3)

Goriildugii gibi, gegirgenlik ile derisim arasindaki iligki tistel olup bunun

uygulamada kullanilmasi zordur. A ile T arasindaki basit iligki ise,

= -logT=2-log %T (1.4)
seklindedir ve yiizde gecirgenlik % T adin alir (Skoog, 1971)

1.8.2 Frourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi

Kizilotest  (IR) absorbsiyon spektroskopisi  bir tiir titresim
spektroskopisidir; IR 1sinlar1  molekiiliin  titresim  hareketleri tarafindan
sogurulmaktadir. Matematiksel Fourier doniistimii (FT) spektroskopisinde 1s1ma
siddeti, zamanin bir fonksiyonu olarak alinir. Her dalga boyunu ayr1 ayr1 tarama
gerekmeksizin hizli ve yiiksek c¢oziiniirliikkte spektrumlar elde edilebilir. FT-IR
yontemiyle, molekiiler bag karakterizasyonu; kati, sivi, gaz veya c¢ozelti halindeki
organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplarin varligi, iki bilesigin
birbirlerine benzeyip benzemedikleri, yapidaki baglarin durumu, baglanma yerleri

ve yapimin aromatik ya da alifatik olup olmadigi belirlenebilir.

Bir molekiiliin IR 1g1masini absorplamast i¢in dipol momentinde net bir
degisim olmas1 gerekmektedir. Molekiiliin {izerine gonderilen IR 1s1masinin
frekansi, molekiiliin titresim frekansina esit oldugu zaman ancak bir absorpsiyon
s0z konusu olabilir. Titresim ve donme hareketleri sirasinda net bir dipol moment
degisimi olmayan homoniikleer molekiiller (02, Nz, Clp gibi) IR 1s1masin

absorplayamazlar.

54



FT-IR spektroskopisinde, amag¢ herhangi bir bilesigin yapist hakkinda
bilgi sahibi olmak veya yapisindaki degisiklikleri incelemektir. FT-IR
spektroskopisi, basit ve giivenilir bir 6l¢lim teknigi oldugundan hem arastirmada
hem de sanayide siklikla kullanilmaktadir. Bu yontem tek basina ¢ok aydinlatici
olmadigindan diger spektroskopik yontemlerin yaninda destekleyici olarak

kullanilmalidir.

Eger 6rnek kati ise spektroskopik potasyum bromiir (KBr) ile 6rnek belli
oranda karistirilarak homojenize edilir. KBr’nin IR bolgesinde absorpsiyonu
olmadigindan Sl¢timler i¢in kullanilmasi olduk¢a uygundur. Kullanilan KBr nem
icerdigi durumda FT-IR spektrumda hatali bantlarin gdzlenmesine neden

olacagindan nem igermemesine dikkat edilmelidir.

Eger O0rnek ¢ozelti durumundaysa, dikkat edilmesi gereken en Onemli
faktor, secilen ¢oziiciiniin IR bolgesinin her yerinde 15181 gegirebilmesidir. Bu
nedenle en fazla tercih edilen c¢oziciiler karbontetrakloriir, kloroform,
karbondisiilfiir, siklohekzan, benzen, tetrakloroetilendir. Ayrica ¢oziiciiniin IR
hiicresinin yapildigi maddeyi ¢ozmemesine de dikkat edilmelidir. IR hiicreleri
genellikle tuzdan (NaCl) yapilmis tabletler oldugundan ¢oziicii kesinlikle su
olmamali ya da su icermemelidir. Aksi durumda ornek hiicresi fiziki hasar

gorebilir (Skoog, 1971).
1.8.3 Baglanma ve Baglanma izotermleri

Atom, iyon ya da molekiillerin bir kat1 ylizeyinde tutulmasina baglanma,
tutunan taneciklerin ylizeyden ayrilmasina desorpsiyon, katiya adsorplayici
(adsorbent), kat1 yiizeyinde tutunan maddeye ise adsorplanan (adsorben) adi

verilir.
18.3.1 Baglanmay: Etkileyen Faktorler
Baglanmay etkileyen faktorler asagida verildigi gibi agiklanabilir:

pH: Baglanmay1 etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir. Hidronyum ve hidroksil

iyonlar1 adsorplayiciya kuvvetli adsorbe olduklarindan, diger iyonlarin
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baglanmasinda da ¢ozelti pH’1 etkilidir. Ayrica, asidik ve bazik biseliklerin

iyonizasyon derecesi de baglanmay1 etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir.

Sicakhik: Adsorpisyon islemi genellikle ekzotermik bir tepkime bigiminde
gerceklestiginden, azalan sicaklik ile baglanma orani artar. Ac¢iga ¢ikan 1sinin
genellikle fiziksel baglanmada yogusma veya kristalizasyon isilar1 seklinde,

kimyasal baglanmada ise kimyasal reaksiyon 1s1s1 seklinde oldugu bilinmektedir.

Yiizey Alani: Baglanma bir yiizey islemi oldugundan, baglanma kapasitesi
spesifik yiizey alani ile orantilidir. Adsorplayicinin yiizey alaninin genis, partikiil
boyutunun kii¢iik ve gozenekli yapida olmasi baglanmay: arttiran 6zelliklerden

birkagidir.

Coziinen maddenin cinsi ve ozellikleri: Coziinen maddenin c¢oziiniirligi,
baglanma dengesi i¢in Onemli bir faktordiir. Genel olarak, ¢dziinen maddenin
adsorbent ylizeyine baglanma hizi ile sivi fazdaki ¢ozliniirliigii arasinda ters bir
iligki vardir. Coziinen maddenin ¢oziiniirligli arttikga ¢oziicii-¢oziinen bagi
kuvvetlenirken, adsorbenta baglanma derecesi azalir. Cogu zaman, herhangi bir
organik bilesigin zincir uzunlugu arttikca karbon sayisi artacagindan, bilesik
hidrokarbona daha ¢ok benzer, boylelikle sudaki ¢oziintirliigii azalir. Maddenin
yapist hidrokarbon yapiya benzedik¢e ¢6ziinen maddenin hidrofobik 6zelligi artar.
Hidrofobik o6zellikteki maddeler adsorbentlar tarafindan daha ¢ok adsorplanir.
Iyonlagma arttikga, baglanma azalir. Yiiklii tiirler i¢in baglanma minimum, ndtral
olanlar i¢in maksimumdur. Bu, ¢dziinenin cinsi ve baglanma arasindaki baglantiy1

belirten ikinci temel ifadedir.

Baglanma islemleri, adsorbentler ile c¢ozeltilerin birbirini nasil
etkilediklerini ve adsorbentlerin ¢oziimsel optimizasyonunda kullanilisinin

Onemini tarif eder (Sarikaya, 1993).
1.8.3.2 Baglanma izotermleri

Baglanma izotermi, her bir molekiiliin adsorbanlarla etkilesimlerinin

karakterizasyonu i¢in kullanilir. Baglanma izotermi, iki faz dengede iken kat1 faza
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adsorbe olan iyon miktar1 ve ¢ozeltideki molekiillerin derisimi arasinda iligkii

kurulmasini saglar.

Langmuir baglanma modeli, her biri yalniz bir molekiilii tutmaya
elverigli belirli sayidaki tanimlanmis boliimlere molekiillerin adsorbe oldugunu
varsayar. Bu bdliimlerin enerji olarak esdeger oldugu ve yakin boliimlerdeki
adsorbe olmus molekiillerle arasinda higbir etkilesim olmayacak kadar birbirinden

uzak oldugu varsayailir.
Langmuir denklemi Esitlik (1.5) ile asagidaki sekilde gosterilebilir.
Q= QmaxbCeq / (1+bCeq) (1.5)

Bu denklemde Q: adsorbana baglanan situlin miktarm (mgg'), Ceq:
cozeltideki denge sitrulin derisimini (mgmL™'), b: tek tabakali baglanmay1
yansitan Langmuir sabitini (mLmg"'), Qmax: maksimum baglanma kapasitesi

(mgg) ni gosterir. Bu deklem lineerize edildiginde asagidaki denklem elde edilir.

1/Q = [1/(Qmaxb) ][1/Ceq] + [1/Qumax] (1.6)

Esitlik 1.6'da verilen 1/Ceq’ya 1/Q grafigi ¢izildiginde kesim 1/Qmax,

egim ise 1/Qmaxb’y1 vermektedir.

Bu kisimda tartigilan ikinci baglanma modeli ise Freundlich izotermidir.
Freundlich denklemi, ideal olarak temiz ve homojen olmayan kati yiizeylerdeki
baglanmalar i¢in Alman Fizikokimyac1 Herbert Max Finlay Freundlich tarafindan
deneysel caligmalara bagli olarak tiiretilmistir. Freundlich denklemi asagida

verilen Esitlik (1.7)’de gosterilmektedir.
In Q= InKf + nIlnCeq (1.7)

Bu esitlikte; Q adsorbana adsorplanmis sitrulin derisimi (mgg™'), Ceq
¢ozeltideki sitrulin denge derisimi (mgL™), n Freundlich sabiti, K¢ Freundlich

sabitini ifade etmektedir.
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Adsorbana adsorplanmis sitrulin derisimi olarak bilinen Q degeri ise

Esitlik (1.8)’da yer alan esitlik ile hesaplanmaktadir.

— (CZ_CI)V
m

Q (1.8)
Bu esitlikte; C» baglanmadan Onceki baslangig derisimini ve C;
baglanmadan sonraki sitrulin derisimini ifade etmektedir. V sulu fazin hacmini

(mL) ve m kullanilan modifiye ya da baskili polimerin miktarini (g) gosterir.

Esitlik (1.7)’de In Q’ya karsi In Ceq grafige gegirildiginde, egrinin y
eksenini kestigi noktadan Kr ve egimden de n sabitleri bulunabilir (Sarikaya,

1993).

Tez ¢alismalart i¢in tartisilan bir diger baglanma modeli de Scatchard
izotermidir. Sitrulin ve Anti-CCP konuk molekiilleri ile CNT ve Au nanosensdrler
arasindaki baglanma etkilesimleri Scatchard yontemi ile de elde edilmis ve

izoterme ait denklem Esitlik (1.9) verilmistir.

Bu esitlikte;
Kb : ayrisma sabitini
I : floresans siddetini
Iimax : maksimum floresans siddetini
Co : derisimi
gostermektedir.
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Floresans siddetinin (I) I/Co'ye kars1 grafige gecirilmesi sonucu elde
edilen dogru egiminden her bir substrat i¢in afinite sabitleri (Ka)

hesaplanmaktadir.

Adsorpsiyon calismalar1 sirasinda, floresans siddetinin  diismesi
durumunda diger bir deyisle soniimlenme ile sonuglanan adsorpsiyon
caligmalarinda, kalibrasyon negatif yonelimli bir grafikle aciklanabilmektedir.
Soniimlenme ile sonuglanan kalibrasyon grafigini, e§imi pozitif olan kalibrasyon
dogrusuna doniistiirmek i¢in Stern-Volmer denkleminden yararlanilarak elde
edilen grafik floresans ya da fosforesans Olc¢timleri i¢in kullanilmaktadir. Genel

olarak bu siire¢ asagidaki gibi verilmektedir:
A"+Q—>A+Q
ya da

A"+Q—-A+Q"

Bu stirecin  kinetigi de Stern-Volmer iliskisi Esitlik (1.10)’de

verilmektedir.

If_ =1+k,7,.[Q] (1.10)

f

Bu esitlikte 1"

. soniimleyicinin  olmadigi durumdaki floresans

yogunlugu, Ir sonlimleyicinin var oldugu durumdaki floresans yogunlugu, kq

soniimleyici oran1 katsayisi, Q soniimleyici olarak ifade edilmektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyal

Sunulan tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalar asagidaki bagliklar

altinda 6zetlemek mumkiindr.

1. Metakroil amido antipirin-Tb(III) (MAAP>Tb(III)) metal-selat monomeri
ve Au NP’lerin sentezi, MAAP>Tb(III) ile fonksiyonellendirilmis Au NP
ve CNT olusturulmasi,

2. Fonksiyonellendirilen Au NP ve CNT yiizeyinde Sitrulin modifiye ve
baskili polimerler sentezlenmesi ve karakterizasyonlari,

3. Au ve CNT yiizeyinde sitrulin / Anti-CCP modifiye ve baskili florimetrik
nanosensorler ile sirasiyla sitrulin ve Anti-CCP baglanma kapasitelerinin
Olgiimti,

4. Nanosensorlerin temsili numunelerle etkilesiminin incelenmesi.

2.1.1 Kullamlan kimyasallar maddeler

Azobisizobutironitril (AIBN), H>SOs, CNT, HAuCls Sigma Aldrich
(Tauftkirchen, Germany) firmasindan, etilenglikoldimetakrilat (EDMA) MERCK
AG (Darmstadt, Germany), L-sitrulin FLUKA AG (Buchs, Switzerland)
firmasindan, L-arginin ABCAM (Cambridge, USA) firmasindan, anti-CCP Euro
Diagnostica AB (Malmd, Sweden), HNO; (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin
edilmis ve gerekli kosullarda saklanmistir. Deneylerde kullanilan su; yiiksek akish
seliloz membranli Barnstead (Dubuque, IA) Ropure LP® ters ozmoz iinitesinde
isleme tabi tutulduktan sonra Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloidal
uzaklastirma ve dolgulu iyon degisim sistemi ve Human UP 900 kullanilarak

saflastirilmistir. Elde edilen saf suyun iletkenligi 18 megaohmem™!'dir.
2.1.2 Kullanilan cihazlar

FT-IR spektrumlar1 Perkin Elmer Spectrum 100 ve 2000 FT-IR
Spectrometere cihazlari ile alinmigtir. pH olgtimleri WTW Series InoLab pH730
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model pH metre ile yapilmistir. 'H ve '3C NMR spektrumlar1 Bruker 500 MHz
NMR cihaziyla, Gegirimli Emisyon Mikroskobu (TEM) goriintiileri FEI-

Tecnai I'M G2 Sprit mikroskobu ile (20-120 kV) ve metal-selat monomerlerinin
karakterizasyonu i¢in MALDI-TOF-MS spektrumlart Applied Biosystems
Voyager STR ile elde edilmistir. Kesikli sistemde sitrulin ve Anti-CCP
adsorpsiyon ve desorpsiyon islemleri i¢in floresans Ol¢limleri Varian Cary Eclipse

marka spektroflorometre kullanilarak gerceklestirilmistir.
2.2 Yontem

Tez kapsaminda, CNT ve Au NP yiizeyinde sentezlenen modifiye ve
baskili polimerler i¢in izlenen yontemler asagida ayrintili olarak ele alinmistir.
Oncelikle ticari olarak temin edilen CNT yiizeyi karboksillenmis, boylelikle CNT
yiizeyi fonksiyonellendirilmis, ardindan bu yapiya sitrulin eklenerek
modifikasyonu ve baskilama islemleri gerceklestirilmistir. Baskilama islemi igin
sitrulin yapidan uzaklastirilmigtir (Sekil 2.1). Au NP’ler yiizeyinde modifiye ve
baskili polimerler i¢in ise, Au NP’ler tarafimizdan sentezlenmis, ardindan MAC
ile fonksiyonellendirildikten sonra ayni sekilde yapiya sitrulinin baglanarak
modifiye edilmis ve en son basamak olarak da sitrulinin yapidan
uzaklastirilmasiyla baskili polimerler elde edilmistir (Sekil 2.2). Diger bir deyisle,
bu iki sensor i¢in, proses basamaklar1 bir noktaya kadar aymi giderken, bir
noktadan sonra farklilagsmistir. Bu farklilasma da RA ve MS i¢in ayni platformda

sensoOr olusturulmasini saglamaktadir.
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Karboksillenmis CNT

Modifikasyon J, (MAAP), Tb (Il)

CNT- (MAAP), Th (Ill)

Sitrulin Polimerizasyon
‘\vf‘
_ E— Polimer
et 0
CNT
= Polimer

RA igin / k MS igin

Modifiye
Polimer

Glisin -HCI
pH:2.2 \

Baskil
Polimer

Sekil 2.1. CNT yiizeyinde modifiye ve baskili polimerizasyon islemlerinin sematik gdsterim
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MAC é Aktivasyon

Au-MAC

& Modifikasyon

Au-MAC-(MAAP), Th(lll)

Polimerizasyon

MS igin

Konuk molekiliin Glisin -HCl
uzaklastirnimasi pH: 2,2

Sekil 2.2. Au NP yiizeyinde modifiye ve baskili polimerizasyon islemlerinin sematik gosterimi
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2.2.1 Metakroil amido antipirin-Th(111) ((MAAP)2-Tb(111)) Metal-Selat

Monomerinin Sentezi

Metakroil amido antipirin (MAAP) monomeri (Sekil 2.3) daha 6nceden
Ersoz ve ark. (Ersoz, 2004) tarafindan gergeklestirilen yontem baz alinarak
asagida verildigi sekilde sentezlenmistir: 4-aminoantipirin (0.5 g, 2.46 mmol) ve
piridin (0.2 mL, 2.46 mmol) 100 mL kloroformda ¢6ziilmiis ve ¢dzelti 0 °C’ye
sogutulmustur. Ardindan, metakriloilkloriir (0.26 mL, 2.46 mmol) yavas¢a bu
cozeltiye eklenmis ve manyetik karistirictda oda sicakliginda 2 saat
karistirtlmistir. Kimyasal reaksiyon sonunda, ¢dzelti 50 mL 0.1 M HCI ve 50 mL
0.1 M NaOH igeren ¢ozelti ile yikandiktan sonra organik faz doner

buharlastiricidda uzaklastirllmistir.  Kalintt  petroliumbenzin-etilasetat  iginde

kristallendirilmistir.
HZCQC/CH3
HsC
NH; /C—NH CHs
— Hzc\ /CH3 O/ —
—N G
e N © + - 0 N—
N
o/c\u v
Aminoantipirin Metakroil kloriir Metakrilo amidoantipirin

Sekil 2.3. Metakrilo amidoantipirin (MAAP) monomerinin sentez reaksiyonu

(MAAP),-Tb(Ill) metal-gselat monomeri, MAAP ve Tb(NO3)3.9H20 ile
yeniden diizenlenmistir. MAAP (0.1mmol) ve Tb(NO3)3.9H,O (0.05 mmol) 5.0
mL dimetil siilfooksit (DMSO) igeren bir vialde ¢oziiliip, ¢ozelti 24 saat oda
sicakliginda karigtinlmistir. Reaksiyon gergeklestikten sonra (MAAP),-Tb(III)

metal-gselat monomeri (Sekil 2.4) siiziilerek ortamdan uzaklagtirilmistir.
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Sekil 2.4. (MAAP),-Tb(I1l) metal-selat monomerinin molekiil formiilii

2.2.2 Au NP Sentezi

Projenin bu asamasinda; ylizeyinde MIP sentezlenecek ve sitrulin amino
asidine yonelik sensor calismasinda kullanilacak olan Au NP’ler Turkevich
yontemine (Turkevich, 1951) gore sentezlenmistir. Metoda gore, 20 mL %
0.01°1ik HAuCla(suda) ¢ozeltisi hazirlanmig, kaynama sicakligina kadar manyetik
karistirici lizerinde 1sitilmis ve 1sinan bu ¢dzelti lizerine Au’nin indirgenmesi i¢in
2 mL % 1’lik Na3sCe¢Hs0O7 ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra karisimin 10 dak
kaynamasi saglanmistir. Cozeltinin rengi Na3CeHsO7 ¢oOzeltisi eklemeden once
acik sar1 iken, Na3CeHsO7 eklendikten 10 dak. sonra kirmizi rengi almistir. (Bu
aciklama olara yazildi) Cozeltinin renginin agik saridan kirmizi renge donmesi

Au’nin indirgendigini gostermektedir (Sivaraman, 2011; Zhao, 2013; Liu, 2014).
2.2.3 Au NP’lerin Metakriloil Amido Sisteyn (MAC) ile Modifikasyonu

Au NP’lerin metakriloil amido sisteyn (MAC) ile modifikasyonu i¢in;
NP’ler, 20 mL suda dispers edilmis ve 10 ppm’lik MAC (etanolde) ile
etkilestirildikten sonra karistiricida 4 s karstirilmistir. MAC, yapisinda bulunan
stilfiir grubu sayesinde Au NP’lere baglanmakta ve bu durum da Au NP’lere

baska grup ya da gruplarin kolay bir sekilde baglanmasini1 saglamaktadir.
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2.2.4 Au-MAC Nanopartikiillerin Metakriloil Antipirin Terbiyum(lll)
(MAAP2-Tb(111)) Metal-selat Monomeri ile Modifikasyonu

Amacimiz; Au NP’lerin yiizeyinde sitrulin amino asidine 6zgili bosluklar
bulunduran MIP sentezlemek oldugundan, kolay polimerizasyon saglayacak
metal-selat monomeri kullanmak gerekmektedir. Bunu saglamak amaciyla da
daha oOnceki boliimlerde yer alan CNT yiizeyinde MIP sentezinde
polimerizasyonu saglamak amaciyla ylizeye MAAP>-Tb(III) metal-selat
monomerinin baglanmasma benzer sekilde, MAC ile modifiye edilmis Au
NP’lerin yiizeyine metal-gselat monomeri olarak (MAAP>-Tb(III) monomerinin
baglanmas1 saglanmistir. Kisaca; Au NP yilizeyine metal-selat monomerinin
baglanmasin1  saglayabilmek i¢in 6nce MAC ile  modifikasyonu

gerceklestirilmistir.
2.2.5 Au NP yiizeyinde Modifiye ve Baskili Polimer Sentezi

Au NP’lerin yiizeyi metal-selat monomeri ile fonksiyonellendirildikten
sonra, 1,0 x 10 M sitrulin ¢dzeltisi ile etkilestirilip 24 s boyunca karistirilmis ve
ortama yiizey baglaticis1 olarak 0,001 g omega, omega-dimetoksi-omega-
fenilasetofenon ve 20 pL capraz baglayic1 (etilen glikol dimetakrilat, EDMA)
eklendikten sonra, UV 1sik altinda 4 s bekletilerek polimerlestirilmistir.
Polimerizasyonun ardindan; polimerler siiziiliip kurutulmustur. Elde edilen
polimerler modifiye polimerler olup, RA i¢in gelistirilen nanosensorler igin Anti-

CCP baglanmasinin incelenmesi i¢in kullanilmistir.

Modifiye polimerlerden sitrulin molekiiliiniin glisin-HC1 (pH 2,2) ile
uzaklagtirllmasindan sonra, baskili polimerler elde edilmistir. Baskilt polimerler

ile MS i¢in gelistirilen nanosensorler i¢in sitrulin baglanmasi incelenmistir.
2.2.6 Karboksillenmis CNT Sentezi

CNT (0.02 g), 1:3 HNO3 ve H>SOs iin 4 s ultrasonik banyoda
karigtirilmasiyla karboksillenmistir. Santrifiijleme isleminden sonra geriye kalan

kat1, karboksillenmis CNT (CNT-COOH)’diir (Sekil 2.5) (Lee, 2008).
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Sekil 2.5. CNT’ nin karboksillenmesi
2.2.7 CNT’iin Metal-Selat Monomeri ile Etkilestirilmesi

Karboksillenmig CNT, 5 mL 0.05 mmol (MAAP),-Tb (III) metal-selat
monomeri ile etkilestirilerek kat1 destegin yiizeyi sitriilin baskilamanin yapilmasi
icin fonksiyonellendirilmistir (Sekil 2.6). Bu yolla CNT yiizeyine kolay
polimerizasyonu ve yapisinda bulunan Tb elementi sayesinde florimetrik 6zellik

katan metal-gelat monomeri baglanmstir.

OOH COOH

coon T (MAAP):-Tb (III)

1‘: COOH
00H

Sekil 2.6. Karboksillenmis CNT’iin metal-selat monomeri ile fonksiyonellendirilmesi

2.2.8 CNT-(MAAP)2-Tbh(I1)-sitrulin Polimerinin Sentezi

CNT-(MAAP),-Tb(III) metal selat monomeri, 1 x 102 M sitrulin
cozeltisi ile etkilestirilip 24 saat boyunca karistirildiktan sonra, ortama yiizey
baslaticis1 olarak 0,001 g omega, omega-dimetoksi-omega-fenilasetofenon ve 20
uL capraz baglayict (etilen glikol dimetakrilat, EDMA) eklendikten sonra, UV
151k altinda 4 saat bekletilerek polimerlestirilmistir. Polimerizasyonun ardindan

polimerler siiziiliip kurutulmustur. CNT yiizeyinde elde edilen bu polimerler
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modifiye polimerler olup yapilarinda sitrulin bulundurmaktadirlar ve Anti-
CCP’nin polimerlere baglanmasi incelenmis ve RA i¢in gelistirilecek olan

nanosensor i¢in etkinligi aragtirilmistir.

Au NP yiizeyinde baskili polimer eldesi isleminin aynist
gerceklestirilmistir ve modifiye polimerlerden sitrulin molekiiliiniin glisin-HCI
(pH 2,2) ile uzaklastirilmasindan sonra, baskili polimerler elde edilmistir. Baskil
polimerler ile MS i¢in gelistirilen nanosensorler ig¢in sitrulin baglanmasi

incelenmistir.
2.3 Baglanmayi Etkileyen Etmenler

CNT ve Au NP yiizeyinde modifiye sensorlerin Anti-CCP adsorpsiyonu
ile CNT ve Au NP yilizeyinde baskili sensorlerin sitrulin adsorpsiyonu kesikli
sistemle ¢alisilmistir. Bu c¢alismalarda her iki sensor i¢in pH, sicaklik ve tekrar
kullanilabilirligin etkisi incelenmistir. Bu ¢alismalardan pH etkisini belirlemek
i¢in baskili polimerden 1 mg alinarak 175 mgmL™! sitrulin derisiminde pH 4.5-8.0
araliginda PBS tamponu kullanilarak ve yine modifiye polimerden 1 mg alinarak
0,0055 mgmL"' Anti-CCP derisimi ile calisiimistir. Olgiilen floresans sonuglar
Esitlik 1.8' de yer alan denklikte yerine konularak Q degerleri hesaplanarak
olusturulmustur. Adsorpsiyon sonrasi kullanilan modifiye ya da baskili polimer
uzaklagtirilarak ¢6zeltideki adsorplanmadan kalan sitrulin ve Anti-CCP derigimi

floresans siddetinin dl¢iilmesiyle belirlenmistir.

Sicakligin baglanmaya etkisini incelemek i¢in sitrulin adsorpsiyon
calismalar1 4-45 °C sicaklik araliginda 175 mgmL™! sitrulin derisiminde pH 7 PBS
tamponunda gerceklestirilmistir. Anti-CCP adsorpsiyonuna sicakligin etkisini
incelemek icin ise 4-45 °C sicaklik araliginda 0,0055 mgmL! Anti-CCP
derisiminde pH 7.0 PBS tamponunda gerceklestirilmistir.

Modifiye ve baskili nanosensorlerin tekrar kullanilabilirligini incelemek
i¢in adsorpsiyon-desorpsiyon deneyleri 10 defa tekrarlanmistir. Desorpsiyon orani

ise esitlik 2.1°e gore hesaplanmistir.
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Desorbe edilen sitrulin (Anti—CCP) miktar1

Adsorplanan sitrulin (Anti—CCP) miktar1

Desorpsiyon orani (%) = x100 (2.1)

2.4 Baskil Nanosensorler icin Secicilik Calismalari

CNT ve Au yiizeyindeki baskili polimerlerle olusturulan nanosensorlerin
secicilik c¢aligsmalar1 sitruline karst onciil molekiilii olan arginin (Sekil 2.7)

kullanilarak yapilmustir.

Sekil 2.7. Arginin molekiil yapisi

Nanosensorlerin arginine karsi sitruline olan seg¢iciligi Esitlik (2.2)’de yer

alan

k:I<D(sitrulin) /KD(arginin) (22)

denklemine gore hesaplanmaktadir. Bu esitlikteki k secicilik katsayisi, K konuk
ve arginin molekiiliinlin ayrilma katsayisidir. Ayrilma katsayilar1 Esitlik (2.3)’de

yer alan denkleme gore hesaplanmaktadir.

Kp=[(C; — C3)/C;] X V/m (2.3)

Bu esitlikteki Kp ayrilma katsayisi, C; ilk derisim, C; etkilesimden
sonraki derisim, V ¢ozeltinin hacmi (mL), m ise kullanilan polimerin miktaridir

(g) (Yavuz ve ark., 2005).
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3. BULGULAR
3.1 Karakterizasyon Calismalari
3.1.1 Metakroil amido antipirin-Tb(l11) ((MAAP)2-Tb(111)) Metal-Selat

Monomerinin Karakterizasyonu

(MAAP),-Tb(IIl) metal-selat monomerinin yapisinin belirlenmesinde,
Fourier transform infrared spektroskopisi (FT-IR) kullanilmistir. Sekil 3.1° de
yukarida yapis1 verilen (MAAP)-Tb(IIl) metal-selat monomerinin FT-IR
spektrumunda alman karakteristik pikleri 767-700 cm ' monosubstitiie benzen
halkas1, 1628 cm™' amid karbonil piki; 1725 cm™! siklik keton pozisyonunda
karbonil piki; 2930 ve 2978 cm™' C-H piki ve 3430 cm™! N-H piki seklindedir.

T 4

[

4000 ' 3000 ' 2000 j 1000
{ 13

Sekil 3.1. (MAAP),-Tb(III) metal-selat monomerinin FT-IR spektrumu

Ayrica; (MAAP),-Tb(III) metal-selat monomeri icin MALDI-TOF-MS

spektrumu da (Sekil 3.2) alinmis ve sonuglar asagida verilmistir.
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Sekil 3.2. (MAAP),-Tb(IIl) metal-selat monomerinin MALDI-TOF-MS spektrumu

m/e 434 MAAP-Tb(III) kompleksine; m/e 561 2(MAAP)-H" dimerine;
m/e 726 (MAAP),-Tb(IIl) kompleksine; m/e 875 (MAAP),-Tb (III) kompleksine
koordine olan DMSO’ yu gostermektedir.

3.1.2 CNT Yiizeyinde Sentezlenen Polimerin Karakterizasyonu
3.1.2.1 CNT ve CNT-COOH Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

Sekil 3.3 A’da CNT’e ait FT-IR spektrumunda 443 cm™, 586 cm™ ve
3440 cm™’de goriilen pikler CNT deki C-C baglarma ait gerilme ve esneme
titresimlerini gostermektedir. Sekil 3.3 B’de 1700 cm™'*deki karbonil ve 1129 cm™
Pdeki  karboksil bandlarmin  gbzlenmesi CNT’iin  karboksillendigini

diistindiirmektedir.
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Sekil 3.3. Karboksillenmis CNT’e ait FT-IR spektrumu
3.1.2.2 CNT-(MAAP)-Tb(Ill) Karakterizasyonu

Yukarida anlatildigi gibi CNT-COOH’in (MAAP),-Tb(III) metal-selat
monomeri ile etkilestirilerek fonksiyonellendirilmis hali FT-IR ile karakterize
edilmistir. Sekil 3.3'de goriilen karboksillenmis CNT’nin FT-IR spektrumunda
2922 cm’de gozlenen karboksile ait pikin, (MAAP)-Tbh(IIl) ile
fonksiyonellendirilmis FT-IR spektrumunda (Sekil 3.4) kaybolmasi ve bu
spektrumda 1538 cm™’de amine ait N-H; 1648 cm™’de karbonile ait piklerin

gelmesi CNT tlizerine MAAP monomerinin baglandigin1 gostermektedir.
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o CNT-(MAAP)-Th(II)

HxR6

T4

o=l

Sekil 3.4. Metal-selat monomeri ile fonksiyonellendirilen CNT
3.1.2.3 CNT-(MAAP)2-Tb(I11)-Sitrulin Polimeri Karakterizasyonu

CNT-(MAAP),-Tb(IlI)-sitrulin polimerinin yapisinin belirlenmesinde,
FT-IR kullanilmistir. Polimerin FT-IR spektrumunda (Sekil 3.5) yapiya ait
karakteristik pikler goriilmektedir.

6,92
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 450.0|
eme1

Sekil 3.5. CNT-(MAAP),-Tb(I1I)-sitrulin polimerine ait FT-IR spektrumu

Bu karakteristik pikler; 590 cm™!’de aromatik halkalara ait pik; 947 ve
1160 cm™"’de karboksilik asit bantlar1 (C-O); 1296 cm™’de alifatik amin piki (C-
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N); 1724 cm’de amid karbonil piki ve 3430 cm™’de amin piki (N-H)
seklindedir.

3.1.3 Au Nanopatikiill (NP) Yiizeyinde Sentezlenen Polimerin
Karakterizasyonu
3.1.3.1 Au NP Karakterizasyonu

Sentezlenen Au NP’lerin karakterizasyonu i¢in UV ve FT-IR
spektrumlart incelenmistir. UV spektrumu (Sekil 3.6) incelendiginde, 254,00 ve
522,50 nm’de gozlenen iki UV absorbans bandindan, Au NP’lerin 2 farkli dalga
boyunda absorbans ozellik gosterdigi anlasilmaktadir. Au NP’lere ait FT-IR
spektrumu (Sekil 3.7) incelendiginde ise 3412 cm™, 1621 cm™, 1380 cm™’de IR
bantlar1 gézlemlenmistir. 1380 cm™!’de gdzlenen pikin, Au-Au metal molekiilleri
arasindaki gerilmelerden 1621 ¢cm™ ve 3412 cm™’deki pikler ise Au NP’lerin
bulundugu ortamdan kaynakli bantlar oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle 3412
cm™’de goriilen pik, Au NP’lere bagli halde bulunan su molekiillerinden kaynakli
O-H gerilmelerinin sonucu olarak goriilmektedir ve bundan sonra gergeklestirilen

asamalarda da bu spektrumdan yola ¢ikarak yorumlar yapilmistir.

2500

2,000
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1,000
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Sekil 3.6. Au NP’lere ait UV spektrumu
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Sekil 3.7. Au NP’lere ait FT-IR spektrumu
3.1.3.2 Au-MAC Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Au-MAC NP’lerin karakterizasyonu i¢in, Au NP’lere uygulanan
karakterizasyon islemlerine paralel islemler yapilmistir. UV ve FT-IR
spektrumlar1 incelendiginde NP’lerin modifiye edildikleri gozlenmistir. Sekil 3.6’
daki UV spektrumunu incelendiginde 522,5 nm’deki pik, Au NP’lere ait UV
spektrumundaki 523,5 (Sekil 3.8) nm’deki pik ile aym ozellikleri gdstermekte
olup, sadece 1 nm’lik kayma gozlemlenmistir. Fakat; diger taraftan Au NP’lere ait
UV spektrumunda 254,0 nm’de bulunan pik, bu spektrumda net bir sekilde
gozlemlenmemis olup, MAC molekiillerinin 254,0 nm’de absorbansini

perdeleyecek sekilde Au NP’lere baglandigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 3.8. Au-MAC NP’lere ait UV spektrumu

Diger taraftan; Au-MAC NP’lere ait FT-IR spektrumu (Sekil 3.9)
incelendiginde 2910 cm™ (S-H), 3434 cm™ (N-H), 1631 cm™ (C=0), ve 1380 cm’!
(C-H gerilmesi)’de goriilen bantlar MAC molekiiliine ait karakteristik bantlardir.
Bu asamaya kadar, 6zellikle S-H gruplarina ait bant ile N-H gruplarina ait bant
yalniz MAC molekiillerinde var olup MAC molekiillerinin Au NP’lere

baglandigin1 géstermektedir.
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Sekil 3.9. Au-MAC NP’lere ait FT-IR spektrumu
3.1.3.3 Au-MAC-MAAP2-Tb(III) Molekiillerinin Karakterizasyonu

Au-MAC-MAAP>-Tb(IIT) molekiillerinin karakterizasyonu; Au ve Au-
MAC NP’lerin karakterizasyonlarina benzer sekilde gerceklestirilmistir. UV ve
FT-IR spektrumlart alindiktan sonra daha oOnce sentezlenen Au ve Au-MAC
molekiillerine ait UV ve FT-IR spektrumlar ile karsilastirilarak karakterizasyon
isleminin gergeklestirildigi gozlenmistir. Au-MAC-MAAP>-Tb(III) modifiye
edilmis NP’lere ait UV spektrumu incelendiginde (Sekil 3.10) Au-MAC NP’lerine
ait UV spektrumunda (Sekil 3.8) goriilen fakat absorbans siddeti az oldugundan
spektrumda yer almayan 254,0 nm’deki absorbans piki tamamiyle yok olmus, bu
da MAAP,-Tb(III) molekiillerinin yapiya MAC ucundan baglandigin1 ve 254,0

nm’de bulunan absorpsiyonun tamamen ortadan kalktigin1 gostermistir.
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Sekil 3.10. Au-MAC-MAAP,Tb(I1I) molekiillerine ait UV spektrumu

Au-MAC-MAAP>-Tb(III) molekiillerine ait FT-IR spektrumuna (Sekil
3.11) bakildiginda ise 3432 cm™ (N-H), 2919 cm™ (S-H), 1627 cm™ (C=0), 1384
cm’! (C-H gerilmesi), 1056 cm™ ve 597 cm!’de gdzlenen Tb metaline bagl
gerilme bantlart Au-MAC NP’lerin MAAP>.Tb(IIl) metal-selat monomeri ile
modifiye edildiginin diger bir kanitidir.

101.26
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Sekil 3.11. Au-MAC-MAAP,-Tb(IIT) modifiye NP’lerine ait FT-IR spektrumu
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3.1.4 CNT ve Au NP yiizeyinde Modifiye ve Baskili Polimerlerin TEM

Goriintiileri

Daha onceki boliimlerde nasil sentezlendigi ve karakterizasyonlariin
nasil yapildigi anlatilan Au ve CNT yiizeyinde baskili ve modifiye polimerlerin
karakterizasyonlarina ilave olarak TEM goriintiileri de alinmistir. Au NP’lerin
biiyiikliikleri (Sekil 3.12A) 10-20 nm arasinda olup, ylizeyinde sentezlenen
modifiye (Sekil 3.12B) ve baskili (Sekil 3.12C) polimerler nedeniyle boyutlarinda
az da olsa degisiklik olmustur ve NP’ler 30-40 nm olarak ol¢lilmiistiir.

C

Sekil 3.12. A. Au NP’ler, B. Au NP yiizeyindeki modifiye polimerler, C. Au NP yiizeyindeki
baskil1 polimerlere ait TEM goriintiileri
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Buna karsin CNT’e ait TEM goriintiileri ise Sekil 3.13°da verilmistir.
Sekil 3.13A’da goriilen TEM goriintiisiit CNT e, Sekil 3.13B’deki goriintii CNT
yiizeyinde modifiye polimerlere, Sekil 3.13C’deki goriintii ise CNT ylizeyindeki

sitrulin baskili polimerlere aittir.

C

Sekil 3.13. A. CNT, B. CNT yiizeyindeki modifiye polimerler, C CNT yiizeyindeki baskili
polimerlere ait TEM goriintiileri
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3.2 CNT Yiizeyindeki Baskih ve Modifiye Polimerler ile Derisim
Calismasi

3.2.1 CNT yiizeyindeki baskili polimerler-sitrulin derisim ¢calismasi

Bu agamada; sentezlemis oldugumuz CNT yiizeyinde sitrulin baskilanmig
polimerden ayni miktarda alinarak su ile dispers edilmis, daha sonra sitrulin
aminoasidinin farkli derisimlerde (0,0175; 0,0875; 0,175; 1,75; 17,5; 87,5; 175
ppm) hazirlanan ¢ozeltileri ile etkilestirilmis ve floresans siddetleri 6l¢iilerek bir
kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Polimerler ile farkli derisimlerdeki sitrulin
cozeltilerinin  etkilestirilmesi  sonucu  Olgiilen  liininesans  degerlerinden

faydalanarak hazirlanan kalibrasyon dogrusu Sekil 3.14’de verilmistir.

S
s
3
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(7 R?=0,9429
@ 300
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Sekil 3.14. Sitrulin derisimi ile floresans siddeti arasindaki iligki

CNT yiizeyine sitrulin baskilanmis polimerlerin luminesans oOl¢limleri
floresans spektrofotometresi ile 250 nm’de uyarilarak yapilmis ve 497 nm’de
maksimum emisyon siddeti elde edilmistir. Luminesans 6l¢iimlerinin herbiri en az
ticer kere yapilmis ve her biri i¢in ortalama deger hesaplanmistir. Sekil 3.14’de
goriildiigii gibi sitrulin ilavesinin artis1 floresans siddetinde onemli bir diisiise
sebep olmustur. Bunun nedeni ise; sitrulinin ¢apraz bagli nano polimer
matriksinin taninma bolgelerine spesifik olarak baglanmasiyla CNT ylizeyindeki

MIP’lerin emisyon siddetinde azalma olmasidir.
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Soniimlenme ile sonuglanan kalibrasyon grafigini, egimi pozitif olan
kalibrasyon dogrusuna doniistirmek ic¢in Sekil 3.15°de goriilen Stern-Volmer
grafigi kullanilmistir. Stern Volmer grafigi, etkilesme sonucunda floresans
emisyonunun soniimlenmesi ile sonuc¢landiginda kullanilan bir grafiktir ve

floresans spektroskopisi i¢in kullanilan bir terimdir.

y =0,0141x + 0,9868

E R? = 0,9966
E
15
1
0,5
0
0 50 100 150 200

Derisim (C) (ppm)

Sekil 3.15. Stern-Volmer grafigi

Stern-Volmer grafigi ile elde edilen pozitif dogrudan korelasyon

katsayis1 0,9966 olarak hesaplanmustir.
3.2.2 CNT-yiizeyindeki baskili polimerler-sitrulin baglanma izotermleri

Sitrulin baglanmas1 i¢in elde edilen veriler sirasiyla Langmuir ve
Freundlich baglanma izotermlerine uygulanmistir. Esitlik (1.5)’de 1/Ceq’ye karsi
1/Q degerleri grafige gecirildiginde Sekil 3.16°da verilen sitrulin molekiiliiniin

baglanmasi i¢in Langmuir baglanma modeline ait grafik elde edilmektedir.
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Sekil 3.16. Sitrulin amino asidi i¢in Langmuir baglanma modeli

Langmuir baglanma izotermi incelendiginde korelasyon katsayisi 0,992

olarak hesaplanmustir.

Sistemde uygulanan ikinci baglanma izotermi Freundlich izotermidir.
Sekil 3.17°de CNT yiizeyinde sitrulin baskili polimerlere sitrulin baglanmasi i¢in

Freundlich baglanma modelinin grafigi verilmistir.

y=1,1736x - 0,0857
R?=0,9982

Sekil 3.17. Sitrulin amino asidi i¢in Freundlich baglanma modeli

Grafikte y ekseninde goriilen Q degerleri Esitlik (1.8)’e gore

hesaplanmigtir. Ayrica baglanma islemi 0,01 g polimer ile gerceklestirilmistir.
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Deneysel veriler incelendiginde, CNT yiizeyinde ger¢eklestirilmis MIP’lere
sitrulin amino asidinin baglanmasi i¢in, korelasyon katsayist 0,9982 degeri
bulunurken, Freundlich sabitleri olan Kr ve n degerleri sirasiyla 2,06 ve 0,923

degerleri hesaplanmustir.

Uygulanan bir diger baglanma modeli ise Scatchard baglanma modelidir.
CNT yiizeyinde baskili polimere sitrulinin baglanmasi sonucu 6dlgiilen floresans
siddeti olan I'ya kars1 I/C, grafige gecirildiginde Sekil 3.18'deki grafik ortaya
cikmaktadir. Scatchard izotermine ait grafikte yer alan 2 farkli dogruya ait
korelasyon katsayilar1 0,9469 ve 0,4769 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.18. CNT yiizeyinde baskili polimerlerin Scatchard analizi

Baska bir deyisle Langmuir ve Freundlich baglanma izotermleri
incelendiginde Langmuir izotermi (Sekil 3.16) korelasyon katsayisinin (0,992),
Freundlich izotermi (Sekil 3.17) korelasyon katsayisindan (0,9982) daha diisiik
oldugu gozlenmistir. Bu sonugtan yararlanilarak CNT yiizeyindeki MIP’ler
tarafindan sitrulin amino asidinin aktif merkezler tarafindan tutuldugu ve olusan
tabakanin heterojen yapida oldugu, baska bir deyisle Freundlich baglanma

izotermine uygun oldugu goriilmiistiir. Scatchard baglanma izotermi ise yapiya
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sitrulinin biri kuvvetli biri daha zayif olmak iizere 2 tabaka halinde baglandiginm

distindiirmektedir.

3.2.3 CNT yiizeyindeki modifiye polimerler-anti-CCP derisim ¢alismasi

CNT yiizeyinde sitrulin modifiye polimerlerle RA hastaliginin teshisine
yonelik nanosensor olusturulmasi asamasinda; farkli derisimlerde (sirasiyla
0,00011; 0,00022; 0,00055; 0,0011; 0,0022; 0,0055 ppm) hazirlanan anti-CCP
otoankironunun ¢ozeltileri polimerle etkilestirilmis ve floresans siddetleri
Olciilerek bir kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. CNT yiizeyinde sitrulin
modifiye polimerler ile farkli derisimlerdeki anti-CCP  ¢ozeltilerinin
etkilestirilmesi sonucu 6l¢iilen liininesans degerlerinden faydalanarak hazirlanan

kalibrasyon dogrusunun (Sekil 3.19) korelasyon katsayist 0,9904 olarak

bulunmustur.
200 y = 17236x + 102,33
R?=0,9904
180
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Sekil 3.19. Anti-CCP derisimi ile floresans siddeti arasindaki iligki

3.24 CNT-yiizeyindeki modifiye  polimerler-anti-CCP  baglanma

izotermleri

CNT yiizeyinde sentezlenen modifiye polimer ile Anti-CCP
otoantikorunun baglanma floresans Ol¢iim sonuglar1 Langmuir, Freundlich ve

Scatchard baglanma modellerine uygulanmistir. Esitlik (1.6)’de 1/Ceq’ye karst 1/Q
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degerleri grafige gegirildiginde Sekil 3.20°de goriilen Anti-CCP’nin baglanmasina
ait Langmuir baglanma modelinin grafigi elde edilmis ve korelasyon katsayisi

0,9926 olarak hesaplanmistir.

25000
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Sekil 3.20. Anti-CCP i¢in Langmuir baglanma modeli

Sistem, ikinci olarak Freundlich baglanma modeline uygulanmis ve
Esitlik (1.7)’de yer alan In Ceq’ya karst In Q degerleri grafige gecirildiginde ise
Sekil 3.21°de goriilen grafik elde edilmistir.

HD

-10 -9 -8 -7 -6 -b

y=1,1638x + 1,2372
R?=0,9951 -6

InQ

-10

-11

In Ceq

Sekil 3.21. Anti-CCP igin Freundlich baglanma modeli
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Freundlich baglanma modeline ait korelasyon katsayisi 0,9951 olarak

bulunmus ve Kr ve n degerleri ise sirasiyla 1,07 ve 0,92 olarak hesaplanmaistir.

Elde edilen floresans degerleri Scatchard baglanma izotermine de
uygulanmis, CNT yiizeyinde modifiye polimer i¢in olusturulan grafik Sekil

3.22'de verilmistir.
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Sekil 3.22. Anti-CCP igin Scatchard baglanma modeli

Sekil 3.22°de de goriilen Scatchard baglanma modeline ait grafikte, 2
farkli baglanma boélgesi oldugu anlasilmaktadir. 2 farkli egrinin birlesiminden
olusan grafikteki dogrulardan birinde R? degeri 0,9974 hesaplanmisken, ikinci
dogruya ait R? degeri 0,9105 olarak hesaplanmistir. Bu durum anti-CCP’nin
yapiya iki farkli tabaka halinde ve bu tabakalarin da kuvvetli bir sekilde

baglandigini gostermektedir.

87



3.3 Au NP Yiizeyinde Baskil ve Modifiye Polimerlerle Yapilan Derisim
Calismasi

3.3.1 Au NP yiizeyinde baskil polimerlerle yapilan derisim ¢calismasi

Onceki boliimlerde anlatilan CNT yiizeyinde sentezlenen modifiye ve
MIP yontemi takip edilerek, Au NP yiizeyinde de modifiye ve baskili polimer
sentezlenmis olup modifiye polimerle Anti-CCP otoantikorlarinin, MIP’le ise

sitrulin aminoasidinin etkilesiminde incelenmistir.

Sentezlemis oldugumuz Au ylizeyinde sitrulin baskili polimerden ayni
miktarda (0,1 mg) almarak su ile dispers edilmis, daha sonra sitrulin
aminoasidinin farkli derisimlerde hazirlanan c¢ozeltileri ile etkilestirilmis ve
floresans siddetleri Olgililerek bir kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Au NP
yiizeyinde sentezlenmis baskili polimerler ile farkli derisimlerdeki (0,0175;
0,0875; 0,175; 1,75; 17,5; 87,5; 175 M) sitrulin ¢ozeltilerinin etkilestirilmesi
sonucu Olciilen floresans degerlerinden faydalanarak hazirlanan kalibrasyon
dogrusu Sekil 3.23’de verilmistir. Kalibrasyon grafigi ile elde edilen pozitif

dogrudan korelasyon katsayis1 0,9988 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.23. Sitrulin derisimi ile floresans siddeti arasindaki iligki
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3.3.2 Au NP yiizeyindeki baskih polimerler-sitrulin baglanma

izotermleri

MS tanist i¢in Au NP yiizeyinde sentezlenen baskili polimere sitrulin
baglanmasi i¢in elde edilen veriler sirasiyla Langmuir, Freundlich ve Scatchard
baglanma izotermlerine uygulanmistir. Esitlik (1.6)’da 1/Ceq’ye karst 1/Q
degerleri grafige gecirildiginde sitrulin aminoasidinin baglanmasi i¢in Sekil
3.24’de goriilen Langmuir baglanma modelinin grafigi elde edilmis ve korelasyon

katsayis1 0,9993 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.24. Sitrulin amino asidi i¢in Langmuir baglanma modeli

Au NP yilizeyinde sitrulin baskilt polimerlere sitrulin baglanmasini
gosteren Freundlich baglanma izotermi grafigi (Sekil 3.25) esitlik (1.7)’ye gore

olusturulmustur.
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y =0,9902x - 0,327
R2 = 0,9921 4

. InQ

-6
In Ceq

Sekil 3.25. Sitrulin amino asidi i¢in Freundlich baglanma modeli

Deneysel veriler incelendiginde, Au NP ylizeyinde gergeklestirilmis
MIP’lere sitrulin amino asidinin baglanmasi i¢in, korelasyon katsayist 0,9921
olarak bulunurken, Freundlich sabitleri olan K¢ ve n degerleri sirasiyla 1,65 ve

0,952 olarak hesaplanmistir.

Au NP yiizeyinde baskili polimerlere sitrulin baglanmasini incelemek

amactyla sonuglar Scatchard baglanma izotermine (Sekil 3.26) de uygulanmistir.

Langmuir ve Freundlich baglanma izotermleri (Sekil 3.24 ve 3.25,
sirasiyla) incelendiginde Langmuir izotermi korelasyon katsayisinin 0,9993,
Freundlich izotermi korelasyon katsayisinin ise 0,9921 oldugu gézlenmistir. Au
NP yiizeyindeki MIP'lere sitrulinin baglanmasi, Langmuir baglanma izotermine
uymaktadir. Bu durumda baglanma bdlgelerinin tek tabakali ve homojen oldugu
diistiniilmektedir. Sekil 3.26’daki Scatchard baglanma modelinden de
goriilebilecegi lizere, iki dogrunun korelasyon katsayilarinin birbirine ¢ok yakin
olmas1 homojen, fakat degerleri 1’den cok uzak oldugundan dolayr zayif

baglanmalarin oldugunu diisiindlirmektedir.
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Sekil 3.26. Sitrulin i¢in Scatchard baglanma modeli
3.3.3 Au NP yiizeyindeki modifiye polimerlerle yapilan derisim ¢alismasi

Au NP’lerle yapilan calismalarin ikinci asamasinda sentezlemis
oldugumuz Au yiizeyinde sitrulin modifiye polimerlerden ayni miktarda (0,1 mg)
alarak su ile dispers edilmistir. Daha sonra Au NP yiizeyinde sentezlenmis
modifiye polimerler ile farkli derisimlerdeki (0,00011; 0,00022; 0,00055; 0,0011;
;0,0022; 0,0055 ppm) Anti-CCP c¢ozeltilerinin etkilestirilmesi sonucu Olgiilen
floresans degerlerinden faydalanarak hazirlanan kalibrasyon dogrusu Sekil

3.27°de verilmistir.

Au NP yiizeyinde sentezlenen modifiye polimerlerin floresans dl¢timleri
floresans spektrofotometresi ile 300 nm’de uyarilarak yapilmis ve 603 nm’de
maksimum emisyon siddeti elde edilmistir. Floresans Ol¢limlerinin herbiri en az
ticer kere yapilmis ve her biri i¢in ortalama deger hesaplanmistir. Sekil 3.27°da
goriildiigli gibi Anti-CCP ilavesinin artis1 floresans siddetinde diisiise sebep

olmustur.
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Sekil 3.27. Anti-CCP derisimi ile floresans siddeti arasindaki iligki

Sonlimlenme ile sonuglanan kalibrasyon grafigini, egimi pozitif olan

kalibrasyon dogrusuna doniistiirmek i¢in Sekil 3.28’de goriilen Stern-Volmer

grafigi kullamilmistir. Stern-Volmer grafigi ile elde edilen pozitif dogrudan

korelasyon katsayis1 0,9709 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.28. Stern-Volmer grafigi

92



3.3.4 Au NP yiizeyindeki modifiye polimerler-anti-CCP baglanma

izotermleri

RA i¢gcin Au NP yiizeyinde sentezlenen modifiye polimerlerle
etkilestirilen Anti-CCP otoantikorunun baglanmasi icin elde edilen veriler
strastyla Langmuir (Sekil 3.29), Freundlich (Sekil 3.30) ve Scatchard (Sekil 3.31)

baglanma izotermlerine uygulanmstir.
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Sekil 3.29. Anti-CCP otoantikoru i¢in Langmuir baglanma modeli

Langmuir baglanma izotermi incelendiginde korelasyon katsayis1 0,9637

olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.30. Anti-CCP otoantikoru i¢in Freundlich baglanma modeli

Deneysel veriler incelendiginde, Au NP yiizeyinde sentezlenen modifiye
polimerlere anti-CCP otoantikorunun baglanmasina ait Freundlich baglanma
modeline gore, korelasyon katsayis1 0,9885 degeri bulunurken, Freundlich

sabitleri olan Kr ve n degerleri sirasiyla 1,496 ve 0,994 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.31. Anti-CCP igin Scatchard baglanma modeli

Langmuir ve Freundlich baglanma izotermleri incelendiginde Langmuir

izotermi (Sekil 3.29) korelasyon katsayisinin (0,9637), Freundlich izotermi (Sekil
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3.30) korelasyon katsayisindan (0,9885) kiiciik oldugu gozlenmistir. Au NP
yiizeyinde sentezlenen modifiye polimerlerin, anti-CCP  otoantikorunu
adsorplamasi Freundlich baglanma izotermine uymaktadir. Bu da baglanma
bolgelerinin homojen ve tek tabakali olmadig1 anlamia gelir. Diger bir deyisle
baglanma bolgelerinin heterojen yapida ve birden fazla tabakali oldugu
diistiniilmektedir. Sekil 3.31°deki Scatchard baglanma modeli incelendiginde
korelasyon katsayilarmmin 1’den uzak olmasi baglanmalarin zayif oldugunu

diistindiirmektedir.

Nanosensorlere uygulanan Langmuir, Freundlich ve Scatchard baglanma

izotermlerinin toplu bir degerlendirmesi Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Nanosensorlere uygulanan Langmuir, Freundlich ve Scatchard baglanma izotermelerinin karsilagtirilmasi

Langmuir Scatchard Freundlich
Qm(mgg"') | b (mLmg? R? |Kp(mg'L) | Imax Kr R2
CNT- 1,284x1073 536,5 0,9926 1,02 x 10 194 3,44 0,859 0,9951
Modifiye-Anti-
CCP 1,9x 107 112
Au-Modifiye- 1,914x10* 659,2 0,9637 7,81 x 10 210 1,871 0,975 0,9885
Anti-CCP
1,225x 10> | 246
CNT-MIP- 0,254 1,571 0,992 1,81 562 0,918 0,852 0,9982
Sitrulin
1,89 x 10 586
Au-MIP- 4,68 0,160 0,9993 5,05 659 0,721 1,01 0,9921
Sitrulin
2,09x 10 533




3.4 Baglanmay Etkileyen Etmenler

CNT ve Au nanopatikiillerin yiizeyinde sentezlenen ve RA ve MS
hastaliklarinin teshisine yonelik nanosensorlerin pH’ye kars1 gostermis olduklari
tepkileri Boliim 2.3°de anlatildigi sekilde ol¢iilmiistiir. CNT ve Au NP yiizeyinde
modifiye polimerlerin Anti-CCP baglama kapasitelerinden yola ¢ikilarak Esitlik
(1.8) ile hesaplanan Q degerleri ile Sekil 3.32’de yer alan grafik elde edilmistir.
Her iki modifiye polimer i¢in de pH 10,5’de maksimum Anti-CCP adsorpsiyonu
elde edilmistir. Q degeri CNT yiizeyinde modifiye polimer i¢in 0,0052 mgg’

iken, Au modifiye polimer iizerinde 0,0048 mgg™! olarak hesaplanmustir.

0,006

0,005 W//N

0,004

0,003
== CNT-Mod/Anti-CCP

0,002 == Au-Mod/Anti-CCP

Q (mg/g)

0,001

0

Sekil 3.32. CNT ve Au NP yiizeyinde modifiye polimerlerle Anti-CCP baglanmasina pH etkisi
(Anti-CCP derisimi: 0,0055 mgmL™"; Vani-ccp : 10 mL; Mumodifiye polimer: 1 mg; T: 25 °C)

Ayni islem, MS teshisinde kullanilacak olan CNT ve Au NP yiizeyindeki
baskili polimerlerle de gercgeklestirilmistir (Sekil 3.33). Maksimum sitrulin
adsorpsiyonu, CNT yiizeyinde baskili polimer i¢in pH 6.0°da 127,042 mgg™' iken,
Au NP yiizeyinde baskili polimer igin 114,056 mgg™! olarak bulunmustur.
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ekil 3.33. CNT ve Au NP vyiizeyinde baskili polimerlerle Sitrulin baglanmasina pH etkisi
yuzey p g p
(Sitrulin derigimi: 175 mgmL™"; Viruiin: 10 mL; Mpaskan polimer: 1 mg; T: 25 °C)

Sekil 3.34’de CNT ve Au NP yiizeyinde modifiye polimelere Anti-
CCP’nin baglanma kapasitesine sicakligin etkisi goriilmektedir. Sicakligin artmasi
ile her iki polimerde de Anti-CCP’nin adsorpsiyonu artmaktadir. Maksimum Anti-
CCP adsorpsiyonu 45 °C’de CNT yiizeyindeki modifiye polimer igin 3,79 mgg™;
Au NP yiizeyinde modifiye polimer i¢in 3,49 mgg™! olarak bulunmustur.

==@==CNT-Mod/Anti-CCP
== Au-Mod/Anti-CCP

Sicaklik (°C)

Sekil 3.34. CNT ve Au NP yiizeyinde modifiye polimerlerle Anti-CCP baglanmasina Sicaklik
etkisi (Anti-CCP derigimi: 0,0055 mgmL'; Vani.ccp: 10 mL; Mumodifiye polimer: 1 Mg; pH:
7,0 PBS)
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Sekil 3.35°de CNT ve Au NP yiizeyinde baskili polimerlere sitrulin
adsorpsiyonuna sicakligin etkisi incelenmistir. Sicakligin artmasi ile her iki
polimere de sitrulin adsorpsiyonu artmaktadir. Maksimum sitrulin adsorpsiyonu
45 °C’de CNT yiizeyindeki baskili polimer i¢in 100,21 mgg™'; Au NP yiizeyinde

modifiye polimer i¢in 70,93 mgg! olarak bulunmustur.
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Sekil 3.35. CNT ve Au NP vyiizeyinde baskilt polimerlerle sitrulin baglanmasina Sicaklik etkisi
(Sitrulin derigimi: 175 mgmL™"; Vangi-ccp: 10 mL; Mmodifiye potimer: 1 mg; pH: 7,0 PBS)

Geligstirilen polimerik nanosensorlerin rejenerasyonu ve tekrar kullanimi
ticari uygulamalarda maliyet agisindan 6nemlidir. Sekil 3.36’de CNT ve Au NP
yiizeyinde modifiye polimerlere Anti-CCP’nin  adsorpsiyon-desorpsiyon
oranlarindan yararlanilarak tekrar kullanilabilirligi incelenmistir. CNT yiizeyinde
modifiye polimere Anti-CCP’nin desorpsiyon oran1 % 90 olarak bulunurken, Au
nanoparikiil ylizeyinde modifiye polimere Anti-CCP’nin desorpsiyon orani % 91
olarak bulunmustur ve 10 adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii sonrasinda

adsorpsiyon kapasitelerinde dnemli bir degisim goriilmemistir.
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Sekil 3.36. Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik (Anti-CCP derisimi: 0.0022 mgmL!, V ang.ccp: 5
mL, M modifiye polimer: 1 Mg, pH: 7.4 PBS; Desorpsiyon tamponu 0,5 M NaCl)

Sekil 3.37°de CNT ve Au NP yiizeyinde baskili polimerlere sitrulin
baglanma kapasitelerinden faydalanilarak tekrar kullanilabilirlikleri 6l¢iilmiistiir.
CNT yilizeyinde baskili polimere sitrulinin desorpsiyon orant % 95 olarak
bulunurken, Au nanoparikiil yiizeyinde baskili polimere sitrulinin desorpsiyon
orant % 94 olarak bulunmustur ve 10 adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii

sonrasinda adsorpsiyon kapasitelerinde dnemli bir degisim goriilmemistir.
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Sekil 3.37. Desorpsiyon ve tekrar kullanilabilirlik (Sitrulin konsantrasyonu: 87,5 mgmL™, Vsiulin:
5 mL, M paskiti polimer: | mg, pH: 7.4 PBS ; Desorpsiyon tamponu 0,5 M NaCl)
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3.5 Baskili Nanosensorler i¢in Secicilik Calismalari

CNT ve Au yiizeyindeki baskili polimerler i¢in segicilik caligmasi
sitruline kars1 arginine gore yapilmistir. Her iki molekiil i¢in Esitlik (2.3)’de
bulunan Ky ayrilma katsayilar1 hesaplanmig, bu degerler Esitlik (2.2)’de yerine
konularak sitrulinin arginine olan segiciligi bulunmustur. Elde edilen veriler

Cizelge 3.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.2. Sitrulin baskili polimerlerle segicilik ¢alismasi

CNT ylizeyinde MIP Au ylizeyinde MIP
Molekiil Kb k Kb k
Sitrulin 957 912,67
164,150 4,66
Arginin 5,83 195,6

Bu calismalar, CNT yiizeyinde baskili polimerin sitruline arginine
kiyasla 164,150 kat segici oldugunu gostermektedir. Au NP ylizeyinde sitrulin

baskili polimer de agrinine kiyasla sitruline 4,66 kat daha se¢ici davranmaktadir.

3.6 Polimerlerin temsili numunelerle etkilestirilmesi

MS hastaliginin teshisine yonelik temsili numune ile yapilan ¢alismalar
icin beyin omurilik sivist (BOS) 6rnegine benzer numuneler hazirlanmig, bunun
icin de BOS o6rnegini temsil i¢in belirli derisimde (500.0 ppm) sitrulin eklenen
cozeltiler kullanilmis ve CNT ve Au NP ylizeyindeki baskili polimerlerle
etkilestirilmistir. CNT-MIP ile yapilan etkilesme sonunda floresans degeri 248,
211 a.u. siddetinde, Au-MIP ile yapilan etkilesme sonucunda da 632,99 a.u.
siddetinde Olclilmiistiir. Bu degerler, kalibrasyon dogrularinda yerine
konuldugunda (CNT-MIP i¢in Sekil 3.14; Au-MIP Sekil 3.23) CNT-MIP ile
Olctimde sitrulin derigimi 136,9 ppm, Au-MIP ile 6lciildiiglinde ise 138,54 ppm

olarak hesaplanmuistir.

RA hastaliginin teshisi i¢in RA'li kan serumuna benzemesi agisindan

temsili numune olarak belirli derisimde (0,05 ppm) Anti-CCP ilave edilmis
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cozeltiler kullanilmis ve temsili numunedeki Anti-CCP miktar1 Ol¢lilmiistiir. Bu
amagla; temsili numunenin modifiye polimerlerle etkilesimi gerceklestirilmis ve
etkilesim sonucu floresans siddetindeki degisiklik tespit edilmistir. CNT
yiizeyinde modifiye polimerlerle RA teshisi i¢in temsili numune ile yapilan
etkilestirme sonucu floresans siddeti 138,63 a.u olarak ol¢lilmiis, bu deger, Sekil
3.19'da yer alan esitlikte yerine konuldugunda Anti-CCP derisimi 0,0363 ppm
olarak hesaplanmistir. Aynmi temsili numune, Au NP yiizeyindeki modifiye
polimerle de etkilestirilmis, bu etkilesme sonucunda elde edilen floresans siddeti
ise 96,94 a.u. olarak ol¢iilmiis, bu deger, Sekil 3.27'de yer alan denklemde yerine
konuldugunda ise Anti-CCP derisimi 0,0036 ppm olarak hesaplanmustir.

Temsili numunelerle etkilestirme islemi; Standart ekleme yontemiyle de
gergeklestirilmistir: MS hastaligt i¢in sentezlenen CNT ve Au NP yiizeyinde
baskili polimerlerle temsili BOS numunesindeki sitrulin miktar1 tayin edilmistir.
Standart ekleme yontemi ig¢in, Oncelikle temsili BOS numunesinin floresans
degeri ol¢iilmiis; ardindan farkli balon jojelere ayni miktarda alinan temsili BOS
numunesi iizerine CNT baskili polimerden ve farkli derisimdeki (1,75; 8,75; 17,5;
87,5; 175,0 ppm) standart sitrulin c¢ozeltilerinden de esit miktarda (1 mL)
eklendikten sonra floresans siddetleri &lgiilmiistiir. Olgiilen degerler grafige
gecirilmis, hem grafige ait denklemden hem de grafikte yer alan dogrunun kesim
noktasindan temsili BOS numunesindeki sitrulin degeri hesaplanmistir (Sekil
3.38). Sekil 3.38.'da goriilen grafige ait denklemden yararlanilarak temsili BOS

numunesindeki sitrulin miktar1 134,37 ppm olarak bulunmustur.
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Sekil 3.38. Standart ekleme yontemi kullanilarak CNT yiizeyinde baskili polimerle temsili

numunedeki sitrulin miktarimin tayini

Ayni iglem Au NP vyiizeyinde baskili polimerlerle de tekrarlanmis,
floresans degerleri grafige gegirildikten sonra, grafige ait denklemden temsili

BOS numunesindeki sitrulin degeri 140,5 ppm olarak hesaplanmistir (Sekil 3.39).
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Sekil 3.39. Standart ekleme yontemi kullanilarak Au NP yiizeyinde baskili polimerle temsili

numunedeki sitrulin miktarmin tayini
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RA hastalig1 i¢in ise; standart ekleme yontemi ile CNT ve Au NP
yizeyinde modifiye polimerlerle RA’ll  temsili kan serumu Ornegi
etkilestirilmistir. CNT {izerinde modifiye polimerle yapilan islem i¢in oncelikle
temsili kan serumu Orneginin floresans siddeti Olglilmiis; daha sonra temsili kan
serumundan esit miktarda (500 pL) farkli balon jojelere alinmistir. Temsili kan
serumu lzerine farkli derisimlerde (0,0001; 0,0005; 0,001; 0,005; 0,01ppm)
standart Anti-CCP ¢ozeltileri ve ayni1 miktarda (0,1 mg) polimer ilave edilerek
floresans siddetleri Olclilmiistiir. Elde edilen floresans siddetleri grafige
gecirilmis; grafige ait denklemden de temsili kan serumundaki Anti-CCP miktari

hesaplanmistir (Sekil 3.40)
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3
5
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Eklenen Anti-CCP derisimi (ppm)

Sekil 3.40. Standart ekleme yontemi kullanilarak CNT yiizeyinde modifiye polimerle temsili

numunedeki Anti-CCP miktarinin tayini

Sekil 3.40'da goriilen grafikte yer alan denkleminden yararlanilarak (y'ye
0 (sifir) verildiginde x eksenindeki kesim noktasi numunedeki miktar1 verir) x=

4,22x107 ppm olarak hesaplanmistir.
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Au NP yilizeyinde modifiye polimerle ise yine CNT ylizeyinde modifiye
polimerle yapilan islemlerin aynist gerceklestirilmig, floresans siddetleri
Olctildiikten sonra degerler grafige gecirilmistir. Yine grafige ait denklemden
Anti-CCP miktar1 hesaplanmistir (Sekil 3.41). Sekil 3.41'de goriilen grafikte yer
alan denkleminden yararlanilarak temsili kan serumundaki anti-CCP miktarinin

tayini 3,9x107 ppm olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.41. Standart ekleme yontemi kullanilarak Au NP yiizeyinde modifiye polimerle temsili

numunedeki Anti-CCP miktarinin tayini

Elde edilen tiim veriler Cizelge 3.3'de dzetlenmistir.
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Cizelge 3.3. Temsili numunelerdeki analit miktarlari

CNT yiizeyinde Au NP ylizeyinde
yueey yueey CNT-MIP Au-MIP sensor
modifiye sensor modifiye sensor
Sensor sensor (MS) (MS)
(RA) (RA) o -
) ) (Sitrulin/ppm) (Sitrulin/ppm)
(Anti-CCP/ppm) (AntiCCP/ppm)
Kalibrasyon
yontemi ile 0,0363 0,0036 136,9 138,54
bulunan miktar
Standart ekleme
yontemi ile 0,0042 0,0039 134,37 140,5
bulunan miktar

4. TARTISMA, SONUCLAR VE ONERILER

RA ve MS hastaliklar1 diinyada yaygin goriilen ve sebepleri tam olarak
analiz edilememis iki hastaliktir. Bu projede, RA ve MS hastaliklarin tanisinda
ortak oOzellikleri kullanilabilecek nanosensorii tek platformda birlestirmek
hedeflenmistir. RA ve MS hastaliklarina 6zgii biyobelirteglerde bulunan antikor
ve antijenlerde yer alan ortak molekiil sitrulin aminoasididir. Bu aminoasit temel
alimarak biyosensdr olusturmak bu tez c¢alismasinin ana hedefidir. Bu iki
hastaligin ortak noktas1 sitrulin aminoasidi oldugu icin sensdr olusturma
basamaklar1 bir noktaya kadar ayni gitmis, bir noktadan sonra malzeme ikiye

ayrilarak sensorlerin 6zgiinliikleri olusturulmustur.

CNT ve sensOriin ~ kati

olusturmaktadirlar. CNT ticari olarak temin edilirken, Au NP’ler Boliim 2.2.2'de

[lk asamada; Au NP’leri destegini
detayli olarak aciklanan prosediire gore sentezlenmistir. Oncelikle CNT,
karboksillenerek modifikasyona uygun hale getirilmis, ardindan (MAAP),.Tb(III)
ile fonksiyonellendirilmistir. Fonksiyonellendirmenin amaci; CNT yiizeyinde
polimerizasyona firsat veren bir yapinin CNT'e baglanmasidir. Daha sonra yapiya

sitrulin, ¢apraz baglayici ve baslatici eklenmis ve UV 151k altinda polimerizasyon

gerceklestirilmistir. Buraya kadar olan kisim her iki sensor icin de ortak kisimdir.
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Bundan sonra malzeme ikiye ayrilmig ilk kistm MS ikinci kisim ise RA teshisi

icin kullanilmistir.

MS i¢in sitrulin yapidan uzaklastirilarak sitrulin baskili polimer elde
edilmig, boylelikle MS'de MBP'de deiminasyon sonucu olusan sitrulinler
kendilerine 0Ozgii kavitelere girerek floresans siddetinde degisiklige neden
olmuslardir. CNT ile yapilan polimerlere ait Langmuir, Scatchard ve Freundlich
adsorpsiyon izotermleri incelendiginde Langmuir izotermi korelasyon katsayisinin
(0,992), Freundlich izotermi korelasyon katsayisindan (0,9982) diisiikk oldugu
hesaplanmistir. Scatchard baglanma izotermi ise sitrulinin yapiya biri kuvvetli biri
daha zayif olmak iizere 2 tabaka halinde baglandigmi diisiindlirmektedir. Bu
sonugtan yararlanilarak CNT yiizeyindeki MIP’ler tarafindan sitrulin amino
asidinin aktif merkezler tarafindan tutuldugu ve olusan tabakanin heterojen yapida
oldugu, bagka bir deyisle Freundlich adsorpsiyon izotermine uygun oldugu
goriilmiistiir. Freundlich baglanma modeline goére CNT yiizeyinde sentezlenen
baskili polimer birbirine ¢cok yakin baglanma bolgelerine sahip oldugunu bundan
dolayr da birden fazla tabakada baglanmanin oldugunu diistindiirmektedir. CNT
yiizeyinde baskili polimerlere ortam pH’inin etkisi incelendiginde en yiiksek
baglanmanin pH=6.00’da gerceklestigi gozlemlenmistir. Bunun nedeni sitrulin
izoelektrik noktasinin 5,91 olmasi olarak yorumlanmaktadir. CNT yiizeyinde
baskili polimerlerle sitrulin arasindaki baglanma sicaklik ytikseldikc¢e artmaktadir.
Ancak 40 °C’den sonra baglanma daha az olma egilimindedir. Bunun sebebinin
baglanmanin yiliksek sicakliklara ¢ikildikca kararli halde olabilecegini
gostermektedir. CNT ylizeyinde baskili polimerin 10 adsorpsiyon-desorpsiyon
dongiisii sonras1 adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli bir de8isim gézlenmemistir.

Ayrica bu polimerlerin sitrulini desorpsiyon orant % 95 olarak hesaplanmistir.

RA hastalig1 icin ise; sitrulin yapidan uzaklastirilmadan elde edilen
modifiye polimerin sensor olarak kullanilmasi hedeflenmistir. RA'de ortaya ¢ikan
anti-CCP otoantikorlarin sitrulin aminoasidine yiiksek afinite gdstermesinden
faydalanilarak bir sensor elde edilmeye calisilmistir. Sensoriin ¢alisma prensibi
yine floresans siddetine baghidir ve sitrulinin yapiya baglanip baglanmadig:

floresans siddetlerindeki degisiklikle tespit edilmektedir. CNT yiizeyinde
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sentezlenen modifiye polimerler ile anti-CCP arasindaki baglamaya ait baglanma
izotermleri incelenmis olup, Langmuir, Freundlich ve Scatchard baglanma
izotermine ait korelasyon katsayilar1 sirasiyla 0,9926, 09951 ve 0,9974 / 0,9105
olarak hesaplanmistir. Korelasyon katsayilarindan da anlasilacagi gibi, Anti-
CCP’nin modifiye polimerlere baglanmasinin heterojen yapida oldugu, Scatchard
izotermine ait korelasyon katsayilarindan da bu heterojen baglanmanin iki
tabakadan olustugu anlasilmaktadir. CNT yiizeyinde modifiye polimerlere ortam
pH’1nin etkisi incelendiginde en yiiksek baglanmanin pH=10,50"de ger¢eklestigi
gozlemlenmistir. Bunun nedeni Anti-CCP’nin izoelektrik noktasinin 10,42 olmasi
olarak yorumlanmaktadir. CNT yiizeyinde modifiye polimerlerle Anti-CCP
arasindaki baglanmanin sicaklik yiikseldik¢e arttigi gézlenmistir. CNT yiizeyinde
baskili polimerlere benzer sekilde 40 °C’den sonra da baglanma devam etmis
ancak daha disiik sicakliklara gore daha az baglanma gozlenmistir. Bunun
sebebinin CNT yiizeyinde sentezlenen modifiye polimerler ile Anti-CCP’nin
yaptig1 baglanmanin kararliligin1 korudugunu diisiindiirmektedir. CNT yiizeyinde
modifiye polimerin 10 adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii sonrasi adsorpsiyon
kapasitesinde 6nemli bir degisim gézlenmemistir. Ayrica bu polimerlerin sitrulini

desorpsiyon orani % 90 olarak hesaplanmustir.

Bu islemler her iki hastalik icin de Au NP yiizeyinde sentezlenen
modifiye ve baskili polimerlerle de gergeklestirilmis, yukarida bahsi gegen
islemler Au NP yiizeyinde sentezlenen modifiye ve baskili polimerlere de
uygulanmistir. Fakat, Au NP’lere metal-selat monomeri baglanmadan 6nce MAC
ile modifiye edilmis, metal-gselat monomerinin yapiya kolaylikla baglanmasi
saglanmistir. Ayni1 sekilde floresans temelli nanosensorler olan Au NP’ler
literatiirdekine benzer sekilde kii¢iik boyutlu (10-20 nm) olarak sentezlenmistir.
Dolayisiyla, NP’lere ait avantajli ozellikler bu sensorlerde etkilerini

gostermektedirler.

RA i¢in; Langmuir, Freundlich ve Scatchard baglanma izotermleri
incelendiginde Langmuir izotermi korelasyon katsayist 0,9637, Freundlich
izotermi korelasyon katsayisi ise 0,9885, Scatchard izotermi korelasyon katsayisi

ise 0,8147/0,8543 olarak hesaplanmistir. Au ylizeyinde sentezlenen modifiye
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polimerlerin, anti-CCP otoantikorunu adsorplamasi Freundlich adsorpsiyon
izotermine uymaktadir. Bu da baglanma bolgelerinin heterojen yapida ve birden
fazla tabakali oldugunu diistindiirmektedir. Scatchard baglanma izoterminden de
anlagilacagi gibi 2 tabaka halinde bir baglanma s6z konusudur. Au yiizeyinde
modifiye polimerlerin baglanma etkinliklerinin pH ve sicaklikla olan degisimler
incelenmis ve Au ylizeyinde modifiye polimerler ile Anti-CCP arasindaki en
yiiksek baglanmanin pH 10,50’de gerceklestigi goriilmiistiir, CNT yiizeyinde
modifiye polimerlerle olan baglanmaya benzer sekilde olan bu baglanma Anti-
CCP’nin izoelektrik noktasinin 10,42 olmasindan kaynaklanmaktadir. Au
yiizeyinde modifiye polimerlerle yapilan sicaklik calismalarinda polimer ile Anti-
CCP arasindaki baglanma sicaklik yiikseldik¢e artmaktadir, ancak, 40 °C’den
sonra yiiksek bir artis gézlemlenmemistir. Au ylizeyinde modifiye polimerin 10
adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisii sonrasi adsorpsiyon kapasitesinde 6nemli bir
degisim olmadig1 goriilmiis olup, bu polimerlerin Anti-CCP desorpsiyon orani %

91 olarak hesaplanmustir.

Au NP yiizeyinde baskili polimer ile MS icin yapilan adsorpsiyon
caligmalarinda; Langmuir izotermi korelasyon katsayisinin 0,9993 ve Freundlich
izotermi korelasyon katsayisinin ise 0,9921 oldugu hesaplanmistir. Bu durum; Au
yizeyindeki MIP'lere sitrulinin adsorpsiyonunun, Langmuir adsorpsiyon
izotermine uydugunu gostermistir. Bu da baglanma bdlgelerinin tek tabakali ve
homojen oldugunu diisiindiirmektedir. Bunun anlami, analit, homojen yiizeyi
dengeye ulasincaya kadar doldurmakta, denge aninda maksimum baglanma
gerceklesmektedir. Au NP yiizeyindeki baskili polimer tek tabakadan
olusmaktadir ve sitrulin bu ylizeye dengeye ulasincaya kadar baglanir, dengeye
ulastig1 anda maksimum baglanmasini gergeklestirmektedir. Scatchard baglanma
modeline bakildiginda ise iki dogrunun korelasyon katsayilari birbirine ¢ok yakin
oldugundan homojen fakat degerleri 1’den ¢ok uzak oldugundan dolay1 zayif
baglanmalarin oldugu goriilmektedir. Au yiizeyinde baskili polimerlerle de aym
kosullar altinda baglanmalarina ait veriler elde edilmistir. Bu polimerler ile
yapilan pH c¢alismasinda polimer ile sitrulin arasindaki en yiiksek baglanma pH 6

civarinda gerceklesmistir. Bunun sebebi sitrulinin izoelektrik noktasinin 5,91
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olmasindan kaynaklanmaktadir. Au ylizeyinde baskili polimerin 10 adsorpsiyon-
desorpsiyon dongiisii sonrasi adsorpsiyon kapasitesinde Onemli bir degisim
gbozlemlenmemis ve bu polimerlerin Anti-CCP desorpsiyon orant % 94 olarak

hesaplanmustir.

Temsili numunelerle etkilestirme sonucunda floresans siddetlerinden
yararlanilarak ~ numuneler i¢indeki sitrulin  ve  Anti-CCP  dlgiimleri
gergeklestirilmistir. MS hastalarinda MBP'deki argininler sitruline doniismektedir,
bu nedenle, sitrulin tayininin  baskili  polimerlerle  secici  olarak
gerceklestirilmesiyle hastaligin teshisinin yapilmasi 6ngoriilmektedir. CNT ve Au
yiizeyinde baskili polimerlerle temsili BOS numunesindeki sitrulin tayini
yapilabilmistir. CNT yiizeyinde baskili polimerle yapilan etkilesim sonucunda
sitrulin derigimi 136,9 ppm iken, Au ylizeyinde baskili polimerle yapilan etkilesim
sonucunda sitrulin derisimi 138,54 ppm olarak hesaplanmistir. Saglikli bir insan
BOS'unda sitrulin miktar1 5,6x10 M’dir ve MS hastaliginda ise argininin sitruline
doniismesi sonucunda sitrulin miktar1 artigindan oran 1,42 x 10° M’a
yiikselmektedir. Bu veriler dogrultusunda CNT ile yapilan nanosensdrle daha
gercekel sonuglar elde edilmistir. Dolayisiyla laboratuvar ortaminda Au
nanosensorle gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda daha diisiik miktar tayinlerine
inilebilecekken, temsili numune ile yapilan c¢alisma sonucunda CNT
nanosensoriin daha uygun oldugu goriilmektedir. Bu durumun Au NP’lerin
kendilerine ait floresans degerlerinin CNT'e ait floresans (ki CNT kendine ait
floresanst yoktur) degerlerinden yiiksek olmasi sonucun farkli ¢ikmasina neden
oldugu diisliniilmektedir. Au NP’lerin var olan floresansinin dl¢iim sonuglarina
yardimc1 oldugu ve floresans degerlerinin gdzlenebilir smirlarda Slglimii,
floresans Olciilerek numunedeki analitin kolay bir sekilde bulunabilecegi

kanaatine varilmaktadir.

RA teshisi i¢in gercek kan serumu ile yapilan ¢alismalarda CNT ve Au
yiizeyinde modifiye polimerler kullanilmis, serumdaki Anti-CCP miktarinin tayini
gerceklestirilmistir. CNT ylizeyindeki modifiye polimer ile yapilan etkilesim
sonucunda Anti-CCP derisimi 0,0363 ppm olarak hesaplanmisken, Au NP’ler

yiizeyindeki modifiye polimerle yapilan etkilesim sonucunda Anti-CCP derigsimi

110



0,0036 ppm olarak hesaplanmistir. Stok ¢ozeltinin 110 ppm anti-CCP (3200 UmL"
1) oldugu gdzoniine alindiginda CNT nanosensér ile teshis edilen 0,0363 ppm'lik
deger dogru orant1 ile 1,056 UmL"!, Au nanosenséor ile teshis edilen deger ise
0,0036 ppm'lik deger yine dogru orant1 ile 0,104 UmL™"! olarak hesaplanmistir. RA
teshisi, 0,05 UmL!"den daha biiyiik degerler icin konuldugundan; CNT yiizeyinde
nanosensdrle serumda 1,056 UmL! anti-CCP, Au NP yiizeyinde nanosensorle
serumda 0,104 UmL"! anti-CCP hesaplandigindan her iki sensérle de hastaligin
teshisi gerceklestirilebilmistir.

Yontemin dogrulugunu kanitlamak adina 2. bir yontem olan standart
ekleme yontemiyle de temsili numunelerdeki analit miktarlar1 tespit edilmistir.
Temsili BOS numunesinde sitrulin tayini yapilirken, temsili RA'li kan serumunda
Anti-CCP miktar tayini yapilmistir. MS hastaliginin teshisi i¢in yapilan CNT ve
Au yiizeyinde sitrulin baskili polimerlerle gerceklestirilen caligmada; CNT
yiizeyinde baskili polimer ile sitrulin miktar1 134,37 ppm, Au ylizeyinde baskili
polimerle ise 140,5 ppm sitrulin miktar1 oldugu hesaplanmistir. Kalibrasyon
dogrusu metodu ile CNT ylizeyinde polimer ile bulunan sitrulin miktar1 136,9
ppm iken, standart ekleme yontemi ile 134,37 olarak bulunmustur. Bu veriler
1s181inda yontemin dogru calistifi sonucuna varilmaktadir. Ayrica kalibrasyon
dogrusu metodu ile Au yiizeyinde baskili polimerle bulunan sitrulin miktari
138,54 ppm olarak, standart ekleme yontemi ile temsili BOS numunesindeki
sitrulin miktar1 140,5 ppm hesaplanmistir. Bu verilerden yola cikilarak Au

yiizeyinde sitrulin baskilama yonteminin dogru calistig1 sonucuna varilmaktadir.

RA hastaliginin teshisinde ise temsili kan serumunda anti-CCP tayininin
gerceklestirilmesi CNT ve Au ylizeyinde sitrulin modifiye polimerle standart
ekleme yontemi ile gerceklestirilmis; anti-CCP miktar1 CNT yiizeyinde modifiye
polimer ile gerceklestirildiginde 0,0042 ppm olarak hesaplanirken; Au yiizeyinde
modifiye polimerle 0,0039 ppm olarak hesaplanmistir. Daha 6nceden yapilan
caligmalarla karsilastirildiginda her iki sensoriin de daha diisiik tayin sinirina
inildigi goriilmektedir. Kastbom ve ark., 2003 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada
Anti-CCP miktarim ELISA yontemiyle dlgmiisler ve 131 Uml™' (4,094 ppm)
olarak bulmuslardir (Kastbom, 2003). Lin ve ark., 2008 yilinda yaptiklari
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calismada ise Anti-CCP miktarin1 ELISA yontemiyle 117 Uml" (3,625 ppm)
olarak bulmuslardir (Lin, 2008). Anti-CCP i¢in tez kapsaminda elde edilen
sonuglar, onceki yillarda yapilan caligmalarla kiyaslandiginda oldukg¢a diisiik

degerlerde gozlenebilmistir.

Bu sonuglar goz onlinde bulunduruldugunda RA ve MS hastaliklarinin
tanisina  yonelik  spesifik  biyobelirteclerin = varliginin  tespit  edilmesiyle
hastaliklarin erken dénemde tespiti miimkiin olabilecektir. Uzerinde calistigimiz
bu sensorler de biraz daha modifiye edilerek daha duyarli hale getirilecektir.
Ozellikle yapilan bu calismalar 1s18inda, RA icin iki ayr1 biyobelirtecin aym
platformda birlestirilerek calisilabilir hale getirilmesi, hastaligin erken tanisi i¢in

daha duyarl1 bir sensoér olusturma yoniinde 151k tutacaktir.
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