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TESTOSTERON TAYININE YONELIK MOLEKULER BASKILANMIS
POLIMERIN HAZIRLANMASI

oz

Yizde 90 — 95 oraninda testislerden salgilanan androjen grubu bir steroid hormon
olan testosteron, karbohidrat, lipid ve protein metabolizmasi lizerinde etkin role
sahiptir. Testosteron duzeyindeki anomaliler, diyabet, obezite, osteoproz, kalp
yetmezligi ve hatta kardiyal ani 6liim gibi hayati sonuglar dogurur. Ote yandan
testosteron, cevresel drneklere karigmak suretiyle endokrin bozucu aktivite gosterir.

Bu nedenle, testosteronun dogru ve giivenilir tayini biiyilk 6nem tagimaktadir.

Bu calismada, serum gibi kompleks biyolojik matriksler ile su, sediment gibi
cevresel orneklerdeki testosteronun belirlenme ve Kkantitatif tayinine olanak
saglayacak testosteron baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikullerin sentezi,
stirfaktansiz ~ emulsiyon polimerizasyonu ilegergeklestirilmistir. Bu amagla,
fonksiyonel monomer olarak metakriloilamido-L-alanin (MAAL), monomer olarak
2-hidroksietilmetakrilat (HEMA), capraz baglayici olarak etilenglikol dimetakrilat
(EGDMA) ve kalip molekiil olarak testosteron (TSN) kullanilmistir. Kalibin
uzaklastirilmasinin - ardindan sentezlenen TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL)
nanopartikiller, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), boyut analizi (Zeta Sizer),
Fourier Doniistimlii Infrared Spektroskopisi (FTIR) ve termal gravimetrik analiz
(DTA-TGA) kullanilarak karakterize edilmistir. Daha sonra TSN-baskilanmis
p(HEMA-MAAL) nanopartikiiller ile adsorpsiyon kosullarini optimize etmek
amaciyla sorbent miktari, siire, derisim ve sicaklik gibi parametrelerin adsorpsiyona
etkisi incelenmistir. Sentezlenen TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikiller
kullanilarak 2,5 mg gibi cok az miktarda sorbent ile 4 saat gibi bir strede testosteron
adsorpsiyonunun tamamlanabilecegi, adsorpsiyon kapasitesinde anlamli bir degisim
olmaksizin TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikillerin etkin sekilde tekrar

tekrar kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Testosteron, molekiiler baskilanmis polimer, adsorpsiyon, kati

faz ekstraksiyonu



PREPARATION OF MOLECULARLY IMPRINTED POLYMER FOR
TESTOSTERONE DETERMINATION

ABSTRACT

Testosterone which is an androgenous steroid hormone extreted from testis by
90-95 percent has an active role on carbohydrate, lipid and protein metabolism.
Testosterone level abnormalities have vital consequences such as diabetes, obesity,
osteoporosis, heart failure, and even cardial sudden death. On the other hand,
testosterone, exhibits endocrine disrupting activity by interfering with environmental
samples. Therefore, accurate and reliable determination of testosterone is of great
importance.

In this study, the synthesis of testosterone imprinted p(HEMA-MAAL)
nanoparticles that would allow the qualitative and quantitative determination of
testosterone in environmental samples such as water, sediment and complex
biological matrices such as serum was carried out with surfactant-free emulsion
polymerization. For this purpose, methacryloylido-L-alanine (MAAL) as functional
monomer, 2-hydroxyethylmethacrylate (HEMA) as monomer, ethyleneglycol
dimethacrylate (EGDMA) as crosslinker, and testosterone (TSN) as template
molecule were used. After removal of the template, synthesized TSN-imprinted
p(HEMA-MAAL) nanoparticles were characterized using Scanning Electron
Microscopy (SEM), size analysis (Zeta Sizer), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) and thermal gravimetric analysis (DTA-TGA).The effects of
some parameters such as sorbent amount, duration, initial concentration and
temperature on adsorption were investigated in order to optimize adsorption
conditions for TSN-imprinted p (HEMA-MAAL) nanoparticles. It was determined
that it can be possible to complete testosterone adsorption with a small amount of
sorbent such as 2.5 mg in a period of 4 hours and that TSN-imprinted p (HEMA-
MAAL) nanoparticles can be repeatedly used without a significant change in their

adsorption capacities.

Keywords: Testosterone, molecularly imprinted polymers, adsorption, solid phase
extraction
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BOLUM BiR
GIRIS

1.1 Testosteron

Testosteron (17B-dihidroksiandrost-4-en-3-one) Sekil 1.1°de gosterilen C19H2802
kimyasal formuline sahip hem erkekte hem de kadinda bulunan en onemli
androjendir ve % 90 — 95 oraninda testislerden salgilanir. Memelilerde testosteron
birincil olarak erkeklerin testislerinden az da olsa disilerin yumurtaliklarindan ve
adrenal bezden salgilanir. Saglikli erkeklerde, testiste bulunan Leydig hiicrelerinin
mitokondrilerinde kolesterolden enzimatik reaksiyonlar sonucu giinde ortalama 2.1
— 11.0 mg arasi testosteron sentezlenir ve normal plazma diizeyi 300 — 1000 ng/dl

arasindadir (de Souza ve Hallak, 2011).

8]
Sekil 1.1 Testosteron molekiiliiniin kimyasal yapis1 (Loi, Vertzoni, Vryonidou ve Phenekos, 2006)

Testosteron lipofilik 6zellige sahip bir molekiil oldugundan Leydig hiicrelerinden
difizyon yoluyla kana gecer ve sadece % 2’si serbest yani aktif haldedir.
Testosteronun % 98’1 transport proteinlerine (seks hormonu baglayici globiilin ve

alblimine) bagli olarak kanda taginir (Kicman, 2008).

Testosteronun ¢esitli 6zelliklerine sahip yeni tiirevlerinin sentezlenebilmesi,
testosteronun 1935 yilindan itibaren izole ve karakterize edilmesiyle baslamistir.
Testosteron ile birlikte tiim tlirevler kisaca “Anabolik Androjenik Steroidler” (AAS)
olarak adlandirilmaktadir (de Souza ve Hallak, 2011). Testosteron da tipki diger
androjenler gibi hipofizin Luteinizan hormon (LH) sekresyonu uzerinde inhibitor bir

feedback etki olusturur, protein anabolik, bliylimeyi destekleyici bir etki gdstererek



erkek sekonder seks Ozelliklerinin gelisimi ve korunmasinda gorev alir (Ganong,
1993). Testosteron salgilanmasindaki artmaya bagli olarak erkek gocuklarda cinsel
karakterler ortaya ¢ikmakta, kemiklerin uzunlamasina biiylimesini hizlanmakta ve

boyca uzama gerceklesmektedir (Kayaalp, 2000).

Testosteronun protein anabolizmasi {izerine etkisinin sonucu protein miktarinin,
Ozellikle enzimlerin artis1 tiim hiicrelerde aktiviteyi artirmaktadir. Yiiksek dozda
eksojen testosteron enjeksiyonu, bazal metabolizma hizim1 %15 kadar
artirabilmektedir (Guyton ve Hall, 2001). Testosteron protein yikimini azaltan
“anabolizan” etkiye sahip bir steroid oldugundan yagsiz viicut kitlesinde azot
depolanmasina ve protein sentezine neden olmaktadir. Bu sayede buyumeyi tetikler,
protein ve kollajen sentezi ile kas hacminde artis meydana getirir (Sioqvist, Garle ve
Rane, 2008). Testosteron ayrica azotlu maddelerin yaninda, Ca®*, Na*, K*, CI- ve
fosfatin da viicutta tutulmasma neden olur. Testosteron, kemik iliginde alyuvar
tiretimini artirtr boylece kirmizi kan hiicrelerinin kandaki hacim yiizdesini
(hematokriti)  ylkseltir. Alyuvarlarin  2.3-difosfogliserat dizeyini artirmasi
hemoglobinin oksijene afinitesini azaltir; bu da dokulara oksijen gegisini kolaylastirir
(Kayaalp, 2000).

Dolagimdaki testosteronun kiigiik bir miktar1 6strojene doniistiiriiliirken biiytik bir
kismi karacigerde yikilir ve 17-ketosteroidlere doniistiiriilerek idrarla atilir.
Arastirmalar, yasla birlikte testosteron diizeyinin azaldigini, 6zellikle otuz yasindan
itibaren testosteron ve androjen konsantrasyonlarinin diistiigiini gostermektedir.
Erkeklerde testosteron diuzeyinin 7nmol/L’den asagida olmasi, kemik ve kas
Kitlesinde azalma, osteoproz, yag kiitlesinde artma, libidoda diisme gibi birgok klinik
semptomlara yol agar (Ceviker, 2017; Ganong, 1993). Hipogonadizm, erkeklerde
testislerin yetersiz fonksiyon gostermesidir. Hipogonadizm durumunda testisin
parakrin, endokrin ve ilireme fonksiyonlarinda bozulma meydana gelir. Eger bu
durum sadece testis kaynakli ise hipergonadotropik hipogonadizm (primer),
hipotalamus veya hipofiz kaynakli bir hastaliga bagli olarak meydana gelmis ise
hipogonadotropik hipogonadizm (sekonder) olarak adlandirilmaktadir. Her iki

durumda da, plazma testosteron diizeyi 300 ng/ dL’ in altindadir. Bu durum, eriskin



yas grubu erkeklerde libido kaybi, sekstiel disfonksiyon, infertilite, osteoporoz,
anemi ve depresyon gibi bulgula yol acar (Moss, Crosnoe ve Kim, 2013).

Yiiksek diizeyde AAS varligi ise hipertansiyona, kan yaglarinin olmasi
gerektiginden fazla olmasima, aglik kan glukoz diizenlenmesinin bozulmasina,
obeziteye, diyabete, kalp yapisinda degisikliklere, sol ventrikil hipertrofisi dahil
olmak iizere kasilma ve gevseme fonksiyonlarinda bozulmaya, kalp kasinin bir
boliimiiniin yetersiz kan akisina neden olmasina, kardiyal ani 6limlere ve kalp
yetmezligine yol agabilir (Ahlgrim ve Guglin, 2009; De Piccoli, Giada, Benettin,
Sartori ve Piccolo, 1991; Figueredo, 2011; Pearson, Schiff, Mrosek, Labovitz ve
Williams, 1986).

Bunlarin yani sira, son yillarda testosteron, 6strojen gibi steroid hormanlarin ¢evre
uzerine olan etkileri oldukga ilgi ¢ekmektedir. Lipofilik Ozelikleri nedeniyle bu
hormonlar toprak ve/veya organik maddeler tarafindan sorplanir, yeralt1 ve dogal su
kaynaklarina karigabilir. Cevresel ©rneklerde bu hormonlarin fazla miktarda
bulunmasi insan ve dogal yasam agisindan ciddi saglik problemlerine yol
acabilmektedir. Endokrin bozucu olarak adlandirilan bu hormonlara c¢evresel
ornekler yoluyla maruz kalmak sperm sayisinda azalmaya, testis, prostat ve meme
kanserlerinde artisa ve lireme bozukluklarina neden olur (Lee, Strock, Sarmah ve
Rao 2003; Qi ve Zhang., 2015).

Karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasindaki etkileri ve fazlaligi ya da
eksikliginin diyabet, obezite, osteoproz, kalp yetmezligi ve hatta kardiyal ani 6lim
gibi hayati sonuglar dogurmasi, ¢evresel Orneklere karismak suretiyle endokrin
bozucu aktivite gostermesi nedeniyle testosteronun dogru ve giivenilir tayini biiyiik

Onem tasimaktadir.

Testosteron tayini i¢in pek c¢ok metot kullanilmakta ve gelistirilmektedir.
Immiinolojik test (IA), testosteron konsantrasyonlarmin belirlenmesi i¢in en yaygin
kullanilan 6l¢im yontemidir. 1A'lar, hormonun isaretli bir analogunun, genellikle

antikorlar tarafindan saglanan smirli sayida baglanma yeri igin numunedeki hormon



ile yarigma prensibine dayanir. Bu s6zde rekabet¢i hormon analizlerinde, baglanma
bolgelerine baglanan isaretli analogun orani, numunedeki androjen konsantrasyonu
ile ters orantilidir. Bu yontem, isaretlemenin 6zelliklerine bagli olarak, radyoaktif TA
(RIA) ya da kemiliminesans IA olarak da bilinir. Ancak, bu yontem, steroid
hormonlar ile ¢apraz reaktivite nedeniyle diisiik spesifiklige sahiptir. Ote yandan,
IA'dan Once yapilan ekstraksiyon ve/veya kromatografi gibi islem basamaklari,
surenin uzamasina ve maliyetlerin artmasina yol agmaktadir (Shiraishi ve diger.,
2008). Wintersteiger ve Sepulveda tarafindan gelistirilen elektrokimyasal yontem
yiiksek duyarliga (12,5 ng/mL) sahip olmakla birlikte kat1 faz ekstraksiyonu (SPE)
ve tiirevlendirme gibi 6n islemler gerektirmektedir. Ayrica, bu yontem genellikle
temel stabilite problemleriyle karsilasilmasina neden olabilmektedir (Wintersteiger
ve Sepulveda, 1993). Testosteron tayini amaciyla kullanilan UV spektrofotometrik
yontemler ise ayrintili bir numune hazirlama prosediirii ile zaman alic1 islem
basamaklar1 gerektirmektedir (Pascucci ve Yeager, 1983; Suzuki, Hayashi ve

Sekiba, 1988).

Son yillarda testosteron tayini i¢in LC-MS/MS ve GC-MS/MS sistemleri
kullanilmakla birlikte, kullanilan yontemlerin analiz dncesi ekstraksiyon gibi bir gesit
numune hazirlamay1 gerektirmeleri nedeniyle zaman alic1 olmasi ve gerek kullanilan
cihazlar gerekse kimyasal ve diger ekipman agisindan yiiksek maliyetli olmalari
sebebiyle bu sistemler pratikte tercih edilememektedir. Ote yandan, testosteron
konsantrasyonlarin1 6l¢gmek icin referans olarak kullanilan bir diger yontem izotop
seyreltmeli gaz kromatografi-kitle spektrometri (ID-GC-MS) yontemidir. Yiksek
secicilik ve dogruluk gibi 6nemli avantajlara sahip olmasina ragmen bu yontemin
biiyiik 6rnek hacimleri ve titiz numune hazirlama adimlar1 gerektirmesi gibi 6nemli
dezavantajlart vardir. Bu nedenle, Klinik uygulamada ID-GC-MS tercihen
kullanilmamaktadir (Bui ve diger., 2010; Thienpont ve diger., 1996). Hatta Herold ve
Fritzgerald tarafindan yapilan calismalarda test edilen IA'larin hi¢ biri, diisiik
konsantrasyonlu testosteron iceren serumlarin arastirilmasi igin yeterince giivenilir
bulunmamistir (Herold, 2003). Endokrin Dernegi ve diger destekleyici kuruluslar
(AUA) dahil dogrudan IA yodntemlerinin, tedavisi testosteron diizeylerinin dogru



Olglimiine dayanan hastalarin sagligini tehlikeye attigini belirtmistir (Rosner ve
diger., 2010).

Testosteron tayini amaciyla kullanilan ve yukarida bahsedilen immiinoljik testler
ile elektrokimyasal ve kromatografik yontemler bir ekstraksiyon adimina (genelde
SPE) gereksinim duymaktadir. Bu calismalarda SPE amacl kullanilan ekstraksiyon
sorbentleri ticari olarak temin edilmekte, bu da islem maliyetini oldukca
artirmaktadir. Ayrica mevcut ticari kat1 faz sorbentlerinin segiciligi oldukea diistiktiir,
bu da yontemin duyarligini olumsuz etkilemektedir. Bu dezavantajlarin iistesinden
gelebilmek icin son yillarda molekiiler baskilanmis polimerler gelistirilmekte ve

cesitli calismalarda farkli amaclarla kullanilmaktadir.
1.2 Molekiiler Baskilanmis Polimerler

Ozel fonksiyonel gruplara sahip monomerlerin, analit molekilini G¢ boyutlu
Ozelliklerine goOre saracak sekilde polimerlestirilmesi ile gelistirilen yapilara
“molekiiler baskilanmis polimerler” denir. Boylelikle bu polimerlerin tzerine belli
molekiillerin girebilecegi 06zellesmis oyuklar tasarlamak miimkiin olmaktadir.
Karmasik ve kompleks ¢ozeltilerin icinde bulunan bir kalip molekiiliin {i¢ boyutlu
yapisina uygun sekilde molekiilii saracak monomerleri bu kalip iizerinde iiretme
teknolojisine ise Molekiiler baskilama Teknolojisi (MIT) denir. Bu teknolojide
monomerlerin kimyasal yapisi, baglanmasi istenen hedef molekiille etkilesime
girecek fonksiyonel grup veya gruplar igermesine gore segilir. Ornegin, analitin yani
hedef molekiiliin iizerinde amin gruplar1 veya pozitif yiik olusturabilecek gruplar
varsa, monomer molekilin hedef molekille etkilesebilmesi i¢in fonksiyonel olarak
negatif yiiklii gruplar icermesi gereklidir. Bu sayede hedef molekiiliin “parmak izi”,
polimer yapinin iizerinde olusturularak sadece hedef molekiiliin girebilecegi oyuklari
iceren yapay bir reseptor elde edilmis olur. Sonrasinda ise {izerinde spesifik oyuklar
olusmus olan bu dayanikli polimerler hedef molekiilii segici bir sekilde taniyip

baglayabilirler (Haupt ve Mosbach, 2000).



Molekiiler baskilama ii¢ basamaktan olusmaktadir (Sekil 1.2 ):

(i) ik basamakta, kalip molekiiliin fonksiyonel grup tasiyan polimerlesebilen bir
monomer ile kompleks olusumu gergeklesir. Bu etkilesimde kalip molekiiliin {i¢
boyutlu yapis1 ve kimyasal 6zellikleri 6nemli bir yer tutar.

(i) Ikinci basamakta, olusan bu kompleks yap1 fonksiyonel monomer iizerinden
polimerlestirilir.

(iii) Son basamakta, olusan polimerik yapidan, kalip molekiil uzaklastirilir ve kalip
molekiiliin yapidan uzaklastirilmasindan sonra hazirlanan molekiler baskilanmig

polimer, farkli kaynaklardan hedef molekiilii yliksek segicilikle tanir ve uzaklastirir.

L
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Sekil 1.2 Molekiiler baskilama basamaklari

Gilinlimiizde molekiiler baskilanmis polimerler, enantiyomerik ayirmalar igin
kromatografik sabit faz olarak, kati faz ekstraksiyon sorbenti olarak, katalizde ve
sensOr tasariminda kullaniminin yani sira yani sira protein, enzim ve antikor
saflastirmalarinda  ve ilag salmim sistemlerinde yaygin yer bulmaktadir
(AlvarezLorenzo ve Concheiro, 2008; Bruggemann ve diger., 2004; Hansen, 2007;
Haupt, 2003; Mosbach, 2001; Turiel ve Martin-Esteban, 2004; Van Horne, K.C., Ed.,
1985; Ye ve Mosbach, 2001a; Ye ve Mosbach, 2008; Yu ve diger., 2002).



1.2.1 Molekiiler Baskilamanin Bilesenleri

Molekiiler baskilama teknolojisinde, kalip molekiil (analit), fonksiyonel
monomer(ler), capraz baglayici(lar), ¢oziicii(ler) (porojenler) ve baslatici, temel
bilesenlerdir. Kalip molekile uygun fonksiyonel ~monomerlerin, capraz
baglayicilarin, ¢oziiclilerin, baslaticilarin ve genel polimerizasyon yonteminin
secilmesine iligkin dikkat edilmesi gereken faktorler, molekiiler baskilanmis

polimerlerin verimliligini etkilemektedir (Cormack ve Florza, 2004).

1.2.1.1 Kalip

Tiim molekiiler baskilama islemlerinde kalip molekiil, fonksiyonel gruplarin
organizasyonunu fonksiyonel monomerlere yonlendirmesi bakimindan merkezi bir

oneme sahiptir. Ideal bir kalip molekdil,

(1) Polimerizasyona uygun fonksiyonel gruplar tagimali,
(2) Polimerizasyon kosullar1 altinda kimyasal olarak inert olmali,
(3) Polimerizasyonu engelleyecek ya da yavaslatacak gruplar icermemeli,

(3) Sert polimerizasyon kosullarinda (60-C ve daha yiiksek sicakliklar ile UV varligi
gibi) kimyasal kararliliga sahip olmalidir (Cormack ve Florza, 2004).

Molekiiler baskilama teknolojisinde, ilaclar, aminoasitler, karbohidratlar,
proteinler, nikleotidler ya da bazlari, hormonlar, pestisitler, koenzimler veya iyonlar

kalip molekiil olarak kullanilmaktadir.

1.2.1.2 Fonksiyonel monomerler

Molekiiler baskilamada fonksiyonel monomer-kalip oOnkompleksinin kararli
olabilmesi icin monomer secimi ¢cok dnemlidir. Fonksiyonel monomerlerin ve kalip
molekiil veya iyonun fonksiyonel gruplarinin uyusmasi, etkin 6nkompleks olusmasi
agisindan  Onemlidir ve baskilama verimliligini etkiler. Ote yandan, uygun

kalip:monomer oraninin belirlenmesi de molekiiler baskilamada 6nemli bir diger



noktadir (Ramstrom, Andersson ve Mosbasch, 1993). Fonksiyonel monomerler
asidik, bazik ve notral 6zellik tasiyabilir.
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Sekil 1.3 Molekiiler baskilamada yaygin kullanilan fonksiyonel monomerler (Wackerlig ve Lieberzeit,
2000)

1.2.1.3 Capraz baglayicilar

Molekiiler baskilamada c¢apraz baglayict iic ana islevi yerine getirir. Capraz
baglayici, ister jel tipi ister makro gozenekli bir yapi olsun, polimer matrisinin
morfolojisini kontrol etmede 6nemlidir. Ikincisi, baskili baglanma alanim stabilize
eder. Son olarak, polimer matrisine mekanik stabilite kazandirir. Cok blyuk mol
oranlarinda ¢apraz baglayici kullanildiginda ¢apraz baglayicit fonksiyonel monomer
veya kalip molekiille kovalent olmayan etkilesimlere girer ki bu da baskilamanin
etkinligini azaltir. Bununla birlikte, ¢ok kii¢iik mol oranlarinda ¢apraz baglayici
kullanilmast durumunda, kalip molekiiliin baglanma bdlgeleri birbirlerine ¢ok

yaklasacagi i¢in kalip molekiiliin baglanma bdlgeleri komsu bdlgeler tarafindan



kapatilir ki bu durumda da molekiiler baskilama agisindan etkin bir sonug elde

edilemez.

Bu nedenle, capraz baglayici ile fonksiyonel monomer arasindaki

stokiyometrik denge ¢cok énemlidir (Chapuis ve diger., 2004).

Molekiler baskilama ile uyumlu bir ¢ok ¢apraz baglayici bilinmektedir, bunlarin

cogu ticari olarak temin edilebilir ve bunlardan birkag¢i sablonla ayni1 anda kompleks

olusturabilir ve bodylece fonksiyonel monomer olarak islev gorebilir (Sekil 1.4)
(Cormack ve Elorza, 2004).
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Sekil 1.4 Molekiiler baskilamada yaygin kullanilan c¢apraz baglayicilar (Wackerlig ve Lieberzeit,

2000)



1.2.1.4 Cozuculer (Porojenler)

COzucu, molekiiler baskilamadaki tiim bilesenleri, yani kalip molekiil,
fonksiyonel monomer(ler), ¢apraz baglayict ve baslatictyr ayni fazda bir araya
getirmeye vyarar ve polimerizasyon esnasinda reaksiyon 1sisini esit yayarak,
istenmeyen yan triinlerin olusumunu engeller. Bununla birlikte, makro gézenekli
polimerlerdeki gozeneklerin olusturulmasindan da sorumludur. Bu nedenle,
cozlculer “porojen” olarak da nitelendirilir. Makro go6zenekli polimerler
hazirlanirken, morfolojinin ve toplam gozenek hacminin kontrol edilmesi igin
porojenin yapisi ve miktar1 dikkate alinmalidir. Daha spesifik olarak, termodinamik
olarak iyi bir ¢oziiciiniin kullanilmasi, iyi gelismis goézenek yapilari ve yiuksek
spesifik yiizey alanina sahip polimerlerin olusumuyla sonuglanir. Porojen hacmini
artirmak, gozenek hacmini arttirir. Genellikle, hidrojen baglarini stabilize ettigi i¢in
apolar, protik olmayan c¢ozilicu olarak toluen tercih edilir, ancak hidrofobik kuvvetler
polimerizasyon kompleksini olusturmak i¢in kullaniliyorsa, su tercih edilen bir

¢ozlcu olabilir.

1.2.1.5 Baslaticilar

Molekiiler baskilamada kullanilabilecek, kimyasal 6zellikleri birbirinden farkli
bircok kimyasal baslatict mevcuttur. Baglaticilar prensip olarak serbest radikal
polimerizasyonlarini baslatmak i¢in kullanilir (Sekil 1.5). Ancak, monomer-kalip
etkilesiminin ¢ok zayif oldugu bazi durumlarda ¢ok yiiksek sicakliklara ¢ikilamadig:
icin radikal baslaticili 1s1l bozunma yerine UV bozunma tercih edilmektedir
(Cormack ve Elorza, 2004).
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Sekil 1.5 Molekiiler baskilamada yaygin kullanilan Kimyasal baslaticilar (Wackerlig ve Lieberzeit,
2000)
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1.3 Molekiiler Baskilama Yontemleri

Molekiiler baskilamada temel olarak kovalent ve kovalent olmayan yaklasimlar
tercih edilir. Kovalent baskilamada kalip molekiiliin polimerize olabilecek bir
uriniind sentezlemek gerekir. Kalip molekiil polimer sentezi tamamlandiktan sonra
yapidan kimyasal olarak uzaklastirilabilir (Wulff ve diger.,, 1977). Kovalent
baskilama yaklasiminda polimerizasyondan once fonksiyonel monomer ile kalip
molekil birbirine kovalent olarak baglanir. Polimerizasyondan sonra kalibi
uzaklagtirmak i¢in kovalent baglar kirilir. Kalip molekiil, ayn1 sekilde kovalent bag
olusumuyla baskilanmig polimerle etkilesir (Shea ve Dougherty, 1986). Bu yontemde
kalib1 uzaklastirmak icin sert kimyasal kosullar gerekebilir, bu da kalip molekiile ya

da polimere zarar verebilir.

Molekiiler baskilamada kullanilan bir diger yaklagim kovalent olmayan
baskilamadir. Bu yaklasimda, fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasindaki 6n
kompleks kovalent olmayan etkilesimlerle (hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler
gibi) olusturulur. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra uygun c¢o6zicl/cozici
karisimlar ile kalip molekiil kolaylikla polimerden uzaklastirilir. Kalip molekil ile
baskilanmis polimer bundan sonraki ¢aligmalarda kovalent olmayan etkilesimlerle
baglanir (Molinelli, 2004; Oncel ve diger., 2005). Kovalent baskilama ile
kiyaslandiginda daha zayif etkilesimler iizerinden gerceklesmekle birlikte cok yonli
baglanma saglanabilmesi nedeniyle kovalent olmayan baskilama yontemi dikkatleri

tizerine ¢gekmistir (Shea ve Doughertly, 1986).

1.4 Molekiiler Baskilanms Polimerlerin Sentez Teknikleri

1. Y18in (Bulk) polimerizasyonu

2. Suspansiyon polimerizasyonu

3. Cokturme polimerizasyonu

4. Cok Adimli Sisme Polimerizasyonu
5. Yiizey Polimerizasyonu

6. Emulsiyon Polimerizasyonu
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1.4.1 Yigin (Bulk) polimerizasyonu

Yigin (Bulk) polimerizasyonunda polimerizasyon i¢in gerekli tiim bilesenler
(kalip molekiil, monomer, porojen, ¢apraz baglayict ve baslatici) karistirildiktan
sonra azot veya argon gazi kullanilarak ortamda bulunan serbest oksijen uzaklastirilir
(Sekil 1.6). 24 saat siireyle polimerlesmeye birakilan karisim yigin halindedir,
istenilen tanecik boyutuna getirilebilmesi i¢in uygun 6giitme yontemleri kullanilir.
Ogiitme islemlerindeki en biiyilk dezavantaj, polimerin baskilanmis etkilesim
bolgelerinin zarar gérmesidir; bu durum baslangi¢ polimerin etkin bdlgelerinde
% 50-75 e varan kayba neden olabilmektedir (He ve diger, 2007).

| Yigin (Bulk) Polimerizasvonu l

l Polimerizasyon !1

& Monomer

% polimerbaglatici

Sekil 1.6 Y1gin (Bulk) polimerizasyonu

1.4.2 Stispansiyon polimerizasyonu

Monomer ile karismayan bir sivi i¢erisinde monomerin dagilip asili tutulmasi
seklinde gergeklesen siispansiyon polimerizasyonunda, mekanik olarak 6gilitmeye ve
elemeye gerek olmadan kdresel partikiller elde edilmektedir (Sekil 1.7). Monomerin
su i¢cinde damlalar halinde dagilmasiyla monomer siispansiyonu olusturulur (Huang
ve Brittain, 2001). Karistirma hiz1 gibi fiziksel faktorler, monomer karisimi ve

kullanilan kolloidal stabilizatorlerin kimyasal yapist gibi parametreler, kuresel
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taneciklerin yapisin1 belirlemede etkindir. Stabilizator olarak polivinilalkol ve
polivinilpirolidon ¢dzeltileri yaygin olarak kullanilir. Mekanik olarak 6giitmeye ve
elemeye gerek olmamasi baglangi¢ polimerin etkin boélgelerinde verimin diismesini
engellemekte yi1gin polimerizasyonuna kiyasla avantaj saglamaktadir (Mosbach ve
Ramstrom, 1996; Whitcombe, Rodriguez, Villar ve Vulfson, 1995).

| Siispansiyon Polimerizasyonu I

'Su ve siispansiyon sabitleyicij‘

3 Polimer baglatici

Monomer damlacik @ Polimer pargacik

Sekil 1.7 Suspansiyon polimerizasyonu

1.4.3 Cokttirme polimerizasyonu

Cokturme polimerizasyonunda, oligomerlerin olusmasi i¢in monomer ve baslatici,
organik fazda birlestirilir ardindan mikrokiirecikler olusur (Sekil 1.8). Coktirme
polimerizasyonu ile sentezlenen mikrokiresel polimerler, yiizey aktif maddeye gerek
duymadan c¢apraz bagl yiizeyleri sayesinde birbirlerine yapismadan olusurlar.
CoOktlrme polimerizasyonu, yuzey aktif madde veya stabilizatore gerek
duymamasiyla stispansiyon polimerizasyonundan farklanir. Sistemde ortama asiri
miktarda porojen (¢Ozuci) eklenmesi ise yigin polimerizasyonuyla arasindaki tek
farki olusturur (Briiggemann ve diger., 2000; Cacho ve diger., 2004; Ye ve Mosbach,
2001).
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Sekil 1.8 Coktiirme polimerizasyonu

1.4.4 Cok adimli sisme polimerizasyonu

Ilk kez Hosoya ve arkadaslar tarafindan tamimlanan bu yéntemle, aminofitalin
baskilanmis polimer sulu ortamda iki basamakli polimerizasyon metoduyla
hazirlanmistir (Hosoya ve diger., 1994). ilk basamakta, aktiflestirici ¢oziicli ve
monomer ile polistiren ¢ekirdek parcaci@i adim adim sisirilmis; ikinci asamada,
slispansiyon polimerizasyonu ile hazirlanmis ¢apraz bagli olmayan bu pargaciklar,
¢oziicti, kalip molekiil, fonksiyonel monomer ve ¢apraz baglayici ile termal veya foto
polimerizasyona birakilmistir (Sekil 1.9). Cok adimli sisme polimerizasyonu ile
istenilen es boyutlu kiiresel partikiiller elde edilebilir, hazirlanan partikiillere demir
oksit eklenmesiyle manyetik 6zellikler de kazandirilabilmektedir. Surekli faz olarak
su kullanildiginda kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasindaki etkilesimlerin

bozulmast, bu yontemin en 6nemli dezavantajidir.
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Sekil 1.9 Cok adimli sisme polimerizasyonu

1.4.5 Yuzey polimerizasyonu

Klasik metotlarda karsilagilan en biiyiik problemler, kitle transferinin smirl
olmasi ve kalip molekiiliin uzaklastirilma zorlugudur. Bu problemleri ¢6zmek
amaciyla gelistirilmis metotlardan biri de ylizey baskilamadir. Molekuler baskilanmig
polimerik filmi olusturmak i¢in yiizey baskilamada altin veya karbon gibi uygun bir
substrat kullanilir (Sekil 1.10). Bu metotla hazirlanan MIP filmleri ylizey plazmon
rezonans sensor elektrotlart veya kuvarz kristal mikroterazi (QCM) bileseni olarak

kullanilmaktadir (Liu ve diger., 2006).
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Sekil 1.10 Yizey polimerizasyonu

1.4.6 Emulsiyon polimerizasyonu

Uygun emiilsiyon yapicilar yardimiyla su icinde ¢ok ince dagilmis monomerin
polimerlestirilmesi, emdulsiyon  polimerizasyonu olarak  adlandirilmaktadir.
Emudlsiyon polimerizasyonunda monomer yizey aktif bir madde (sabun gibi) ile
kararli hale getirilir. Polimerlesme, misel olarak adlandirilan bu damlaciklarda hizli
ve olduk¢a diigiik sicakliklarda gerceklesir. Her bir miselin yapisinda 50-100
emiilsiyon yapici molekiil bulunur. Monomer, miseller su icerisinde ¢ozuldikten
sonra ortama karistirllarak ilave edilir. Bir kismi suda ¢6ziinen monomerin diger
kismi misellerin igine girerek onlar sigirir. Emiilsiyon yapict maddenin ortamda

bulunan monomerlere tutunmasiyla polimerizasyon gerceklesir (Sekil 1.11).
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Sekil 1.11 Emulsiyon polimerizasyonu

Emiilsiyon polimerizasyonunun en Onemli avantajlari, polimerizasyon hizinin
yilksek olmasi, sicaklik kontroliiniin kolay olmast ve organik ¢oziici
kullanilmamasidir. Ote yandan, polimerden miseli uzaklastirmak zordur (Baysal,

1994).

Kalip molekiiliin boyutunu, yapisim1 ve fizikokimyasal Ozelliklerini taniyarak
secici ve etkin bir sekilde hedef molekiili baglayan molekiiler baskilanmig
polimerler son yillarda kataliz, kontrollii ila¢ salinim1, amino asitlerin ayrilmasi, kiral
ayirmalar, genis bir aralikta analitlerin ekstraksiyonu, elektrokimyasal ve
biyosensorler gibi bircok biyomedikal ve biyoteknolojik uygulamada kullanim alani
bulmustur. Bu nedenle bu c¢alismada, kompleks biyolojik matrikslerdeki
testosteronun belirlenme ve kantitatif tayinine olanak saglayacak p(HEMA-MAAL)
nanopartikillerin sentezi, FTIR, SEM ve TG-DTA analizleri ile karakterize edilmesi
ve kalibin uzaklastirilmas: ile TSN adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu

gerceklestirilmistir.
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BOLUM iKi
MATERYAL METOD

2.1 Reaktifler

N-metakriloil-L-alanin metilester (MAAL) monomeri, Ege Universitesi Fen
Fakilltesi Biyokimya Bolumii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Sinan Akgol’un
laboratuarinda sentezlenmistir. Testosteron (TSN), metanol (MeOH) ve asetonitril
(ACN), HPLC saflikta olup Sigma Aldrich firmasindan temin edilmistir.
Calismalarda kullanilan su, Millipore ultra saf su cihazi [Millipore Corporation
(France) Elix 5 ® reverse osmos Unitesi, elektrodeiyonizasyon (E.D.l) moduli (Elix
® 5 Water System), organik/kolloid uzaklastirici iyon degisim sistemi] ile

tiretilmistir. Kullanilan diger tiim kimyasallar analitik safliktadir.

2.2 Kullanilan Cihazlar

Deneylerde, HPLC (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 LC), Millipore ultra
saf su cihaz1 [Millipore Corporation (France) Elix 5 ® reverse osmos iinitesi,
elektrodeiyonizasyon (E.D.I) moduli (Elix ® 5 Water Purification System),
organik/kolloid uzaklastiric1 iyon degisim sistemi], santrifiij (Hettich Rotina 380R),
kuru sistem orbital galkalayici (Barnstead Lab-Line Max Q 4000) kullanilmistir.

2.3 Testosteron Baskilanmms p(HEMA-MAAL) Nanopartikullerin Sentezi

Calisma kapsaminda, TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikiilleri,
metakriloilamido-L-alanin (MAAL, fonksiyonel monomer), 2-hidroksietilmetakrilat
(HEMA, monomer), etilenglikol dimetakrilat (EGDMA, c¢apraz baglayict),
polivinilalkol (PVA, dispersiyon fazi) ve potasyumpersilfat (KPS, serbest radikal

baslatici) kullanilarak siirfaktansiz emulsiyon polimerizasyonu ile sentezlenmistir.
[k asamada, mmol oran1 1:4 olarak hesaplanmis olan kalip/fonksiyonel monomer

(TSN/MAAL) karistmi 6n kompleks olusumu i¢in 2 saat boyunca manyetik
karistiricida karigtirilmistir. 0,0198 g KPS (baslatici) 45 mL suda ¢0zilmiis, ayr bir
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beherde 0,275 g PVA 25 mL distile suda c¢ozllerek dispersiyon fazi hazirlanmistir.
Daha sonra, bu ¢ozeltiler ile birlikte 0,6 mL HEMA, 06n kompleks ¢ozeltisi ve 0,3
mL EGDMA reaktore ilave edilmistir. Reaksiyon i¢in hazirlanmis ¢Ozeltiler N:
gazindan gecirilerek Oz gazinin uzaklagtirmasi saglanmis ve 70°C’de 65 rpm’de
calkalamali su banyosunda reaksiyon baslatilmistir (Sekil 2.1). 1 saat sonunda
ortamdaki reaksiyona girmeyen maddeler, 20 dakika 45.000 g’de ¢Oktirulerek ve
daha sonra sirasiyla etanol, etanol-su (1:1) ve saf suyla toplamda (¢ kez yikanarak
ortamdan uzaklastirllmistir. Yikama isleminden sonra kalip molekiil olan
testosteronu polimerik yapidan wuzaklastirmak icin desorpsiyon ajani olarak
metanol:asetik asit (% 1'lik) (49:1) karisimi kullanilmistir. 12 saatlik zaman
araliklarinda polimer ¢oktiiriiliip taze desorpsiyon ¢ozeltisine aktarilmis ve bu isleme
desorpsiyon cozeltisi icerisinde testosteron tayin edilemeyene kadar devam
edilmistir. Kalip molekiil uzaklastirilan nanopartikiller, 70 mL deiyonize su

icerisinde tekrar dagitilip 4°C*de saklanmstir.

Testosteron(TSN) - 1

g ‘Metakrilamidoalanin (MAAL) |
\_/

~On Komplekslesme(2 saat) ]

- HldrokSIetllmetaknlat (HEMA) - |

Polivinil alkol(PVA)+ Su - | EtiIengllkold|metakr|Iat(EGDMA)| ' Potasyum persiilfat( KPS)

| 70°C'de 65 rpm’de ¢alkalamal
| Isu banyosunda 1 saat calkalatildi.

Sekil 2.1 TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikiillerin sentez semast

p(HEMA- MAAL) nanopartikiillerin sentezine ait olasi tepkime ve olasi

etkilesimler Sekil 2.2’de verilmistir.
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Sekil 2.2 p(HEMA- MAAL) nanopartikiillerin sentezine ait olasi reaksiyon semasi ve olasi

etkilesimler

2.4 TSN Baskilanmms p(HEMA-MAAL ) Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen p(HEMA-MAAL) nanopartikiller, Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM), boyut (Zeta Sizer), Fourier Dontisiimlii Infrared Spektroskopisi (FTIR) ve
termal gravimetrik analiz (DTA-TGA) kullanilarak karakterize edilmistir.

Pp(HEMA-MAAL) nanopartikiillerin yiizey morfolojini belirlemek amaciyla
Dokuz Eyliil Universitesi Elektronik Malzemeler Uretimi ve Uygulama Merkezi nde
(EMUM) SEM gériintiileri almmustir. Ornekler analiz éncesi 7 giin siireyle 25°C’de
kurutulmus, iletkenligini arttirmak amaciyla yiizeye altin kaplama yapildiktan SEM
cihaz1 (Quanta 250 S FEG) ile goriintii alinmistir. Ornegin yiizeyi, nanokiirelerin

morfolojisini belirlemek i¢in istenilen biiytikliikte taranmustir.

TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikiillerin boyutlar1 Zeta Sizer
(Malvern Instruments, Model 3000 HSA, England) belirlenmistir.
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p(HEMA-MAAL) nanopartikillerin FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi
(Perkin Elmer 100 FTIR) kullanilarak elde edilmistir. Bu amagla, kurutulmus
mikrokdreler (0,1 g), KBr (0,1 g, IR Grade, Merck, Almanya) ile homojen olarak
karistirlarak tablet haline getirilip 4000-450 cm™ dalga sayisi araliginda FTIR

spektrumu ¢ekilmistir.

TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikillerin  termal kararlilig,
EXSTAR S11 7300 DTA-TGA cihaz1 kullanilarak 10°C/dak 1sitma hizinda
caligilarak cizilen termal gravimetrik (TGA) ve tlirev termal gravimetrik egrileri

kullanilarak belirlenmistir.

2.5 TSN Baskilanmus p(HEMA-MAAL) Nanopartiklllere Testosteron

Adsorpsiyonu ve Desorpsiyon Kosullarimin incelenmesi

TSN-baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikiller ile adsorpsiyon kosullarimni
optimize etmek amaciyla sorbent miktari, siire, derisim ve sicaklik gibi

parametrelerin adsorpsiyona etkisi incelenmistir.

2.5.1 Surenin TSN Adsorpsiyonuna Etkisi

Surenin TSN adsorpsiyonu {izerine etkisini belirlemek amaciyla 5 mL 50 ppm
TSN c¢ozeltisi ve 600 uL p(HEMA-MAAL) nanopartiklleri iceren 6 adet deney tiipi
sirastyla 1, 2, 4, 6, 8, 12 ve 18 saat siireyle 25°C sicaklikta 150 rpm hizla
calkalayicida calkalanmig ve siire sonunda ornekler 20 dk 10000 rpm hizla
santrifijlenerek Ust fazdaki TSN derisimleri HPLC ile belirlenmistir. Adsorplanan
TSN miktar1 agagidaki esitlik kullanilarak % olarak hesaplanmstir:

% Ads = Cson/Cix100 (2.2)

Bu esitlikte, Ci baslangig TSN derisimini (mg/L); Cson, adsorpsiyon sonrasi
belirlenen TSN derisimini (mg/L) ifade eder.
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2.5.2 Sorbent Miktarimin TSN Adsorpsiyonuna Etkisi

Adsorpsiyona sorbent miktarinin etkisini degerlendirmek tizere 5 mL 50 ppm TSN
cozeltisine sentezlenen p(HEMA-MAAL) nanopartikullerden 100-800 uL araliginda
eklenerek 4 saat siire ile 25°C sicaklikta 150 rpm hizla ¢alkalayicida ¢alkalanmis ve
sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla santrifiijlenerek TSN miktarlar1 belirlenmistir.

2.5.3 Baslangi¢ Derigiminin TSN Adsorpsiyonuna Etkisi

Adsorpsiyon iizerine TSN baslangi¢ derisiminin etkisini degerlendirmek iizere 5-
100 ppm derisim araligindaki TSN c¢o6zeltileri hazirlanmis ve her birine 600 uL
p(HEMA-MAAL) nanopartikilleri eklenmistir. Her bir tiip 4 saat slre ile 25°C
sicaklikta 150 rpm hizla ¢alkalayicida c¢alkalanmis ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm

hizla santrifiijlenerek TSN miktarlari belirlenmistir.

2.5.4 Sicakhigin TSN Adsorpsiyonuna Etkisi

Sicakligin adsorpsiyon Uzerindeki etkisini incelemek icin 5 mL 50 ppm
TSNgozeltisi ve 600 uL p(HEMA-MAAL) nanopartikil iceren 5 deney tiipii ayri
ayr1 swrastyla 15-55°C sicaklik araliginda 4 saat 150 rpm hizla calkalayicida
calkalanmis ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla santrifiijlenerek TSN miktarlar

belirlenmistir.

2.5.6 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

p(HEMA-MAAL) afinite sorbenti iizerinde adsorplanmig olarak bulunan TSN’nin
etkin desorpsiyonunu saglamak amaciyla, metanol:asetik asit (% 1'lik) (49:1)
karisimi ile ¢alisilmistir. Belirlenen desorpsiyon ajani ile 5 adsorpsiyon-desorpsiyon

dongiisii ile tekrar kullanilabilirligi calisilmisgtir.
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2.6 TSN’un HPLC ile Analiz Kosullar:

TSN’un HPLC ile analizi, (Jian Lin ve diger..2012) yontemi modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. Kromatografik kosullar asagidaki gibidir (Tablo 2.1):

Tablo 2.1 TSN’un HPLC ile tayininde kullanilan kromatografik kosullar

Cihaz Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000
LC sistem (diode array dedektor,oto-
ornekleyici, kolon firmni)

Akis Hizi (mL/dk) 15

Sicaklik (°C) 30

Enjeksiyon Hacmi (pL) 20

Kolon ODS (150mm x 4,6mm X 5um)

Dalga boyu (nm) 240

Calisma sekli [zokritik

Mobil Faz ACN:MeOH: % 1’lik AcAc (40:30:30)

tr (dk) 3,01
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BOLUM UC
SONUCLAR VE TARTISMA

3.1 TSN Baskilanmis p(HEMA-MAAL) Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Metakriloilamido-L-alanin  (MAAL) ve 2-hidroksietilmetakrilat (HEMA)
monomerleri kullanilarak siirfaktansiz emulsiyon polimerizasyonu ile sentezlenen
TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikillerin karakterizasyonu SEM, Zeta-
Sizer, FTIR, DTA-TGA analizleri ile ger¢eklestirilmistir.

3.1.1 TSN Baskilanmis p(HEMA-MAAL) Nanopartiktllerin SEM ve Boyut Analizi

Kiresel sekilli p(HEMA-MAAL) nanopartikdlleri, siirfaktansiz  emiilsiyon
polimerizasyon yontemi ile hazirlanmistir. Nanopartiktllerin SEM goruntist Sekil
3.1’de gosterilmigtir. SEM goriintiilerinden goriildigi tizere p(HEMA-MAAL)
nanopartikulleri, puruzlu bir ylzeye sahip ve kiresel yapilidir. Boyut analiz
sonuglarina gére TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikillerinin ortalama
278 nm olduklari belirlenmistir (Sekil 3.2).

25.0[KV] SP=9.0 WD=7.1 x10.0k

Sekil 3.1 TSN baskilanmig p(HEMA-MAAL) nanopartikillerin SEM goruntist
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Sekil 3.2 TSN baskilanmig p(HEMA-MAAL) nanopartikillerin boyut analizi

3.1.2 TSN Baskilanmis p(HEMA-MAAL) Nanopartikullerin FTIR Analizi

Sentezlenen polimerin FTIR sonuglarma goére; 3404 cm™°deki genis bant MAAL

yapisindaki N-H ve HEMA vyapisindaki O-H gerilme, 2950 cm™? bandi C-H
gerilme,1716 ve 1636 cm™ bandi C=0 gerilme, 1452 ve 1386 cm™ bandi CHjs
egilme, 1252 cm™ bandi C-H egime, 1146 ve 951 cm™ band1 C-O-C gerilme ve 750

cm band1 C-H diizlem dis1 egilme varhigini gdstermektedir.

% Transmittance

65
50]
55

50

2052.01

304.36

17168.83

4000

3500 3000 2500 2000 1500 1000
‘Wavenumbers (cm-1)

Sekil 3.3 TSN baskilannmig p(HEMA-MAAL) nanopartikillerin FTIR spektrumu
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3.1.3 TSN Baskilanmis p(HEMA-MAAL) Nanopartikullerin DTA-TGA Analizi

TGA analizi ile polimerin kitlesinin sicakliga bagl degisimi incelenmistir.

» ‘f‘i Delta’Y =3.820 %

T |
Peak = 6106 °C
Area=110.726 mJ
Delta H = 18 3463 J/g

Peak = 35785 °C

Avea = -10868.992 mJ
Delta H =-1800.8999 J/g

4 | Onset = 5004

End = 5004 °C Onset = 33660 °C

Weight % (%) — —

Delta'Y = 88 906 %

Heat Flow Endo Down (miW)
@ o

1063 01413
s s M 5 5 . B 55 510

eeeeeeeeeeeee

Sekil 3.4 TSN baskilanmig p(HEMA-MAAL) nanopartikiillerin DTA-TGA analizi

Sekil 3.4’ten gortilecegi lizere, DTA-TGA analiz sonuglarina gore polimerde 336.6°
C’de baglaylp 466.2°C’de tamamlanan kiitle kaybi yaklasik % 88,9 olarak
belirlenmistir. Bu durumda polimerin yaklasik 300°C’ye kadar termal kararliliga

sahip oldugu sdylenebilir.

3.2 TSN Baskilanmis p(HEMA-MAAL) Nanopartiktllerin Adsorpsiyon ve

Desorpsiyon Kosullarinin Incelenmesi

3.2.1 TSN Baskilanmig p(HEMA-MAAL) Nanopartikillere TSN Adsorpsiyonunun

Optimizasyonu

TSN’un en yiiksek kapasitede adsorpsiyonunu saglamak amaci ile siire, sorbent
miktar1, baslangic TSN derisimi ve sicaklik gibi parametrelerin optimizasyonu
gergeklestirilmistir. HPLC ile yapilan analiz sonucu TSN miktarlar1 belirlenerek

sonuclar hesaplanmustir.
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3.2.1.1 Siirenin TSN Adsorpsiyonuna Etkisi

Slrenin TSN adsorpsiyonu (zerine etkisini belirlemek amaciyla 5 mL 50 ppm
TSN ¢0zeltisi ve 600 uL p(HEMA-MAAL) nanopartikilleri iceren 6 adet deney tlpu
sirastyla 1, 2, 4, 6, 8, 12 ve 18 saat siireyle 25°C sicaklikta 150 rpm hizla
calkalayicida ¢alkalanmis ve siire sonunda oOrnekler 20 dk 10000 rpm hizla
santrifiijlenerek iist fazda TSN derisimleri HPLC ile belirlenmistir.

Sekil 3.5’ten goriilecegi tizere adsorplanan TSN yilizdesinde 4. saate kadar artis
meydana gelmis, 4. saatte adsorpsiyon dengeye ulasmigtir. TSN baskilanmis
p(HEMA-MAAL) sorbentindeki tiim baglanma bolgelerinin dolmasi nedeniyle
doygunluga ulastigi ve bu siirenin sonrasi adsorpsiyon kapasitesinde degisim
gozlenmedigi belirlenmistir. Bu nedenle, adsorpsiyon ¢alismalari igin optimum siire

4 saat olarak belirlenmistir.

——

60

Hé

50 +

40 A

Yo Adsorpsiyon

10 —

a 5 10 15 20

Siire (saat)

Sekil 3.5 Siirenin TSN adsorpsiyonuna etkisi (Deneysel kosullar: 600 pL sorbent; 25°C; 50 ppm TSN)
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3.2.1.2 Sorbent Miktarimin TSN Adsorpsiyonuna Etkisi

Adsorpsiyona sorbent miktarinin etkisini degerlendirmek tizere 5 mL 50 ppm
TSN c¢ozeltisine sentezlenen p(HEMA-MAAL) nanopartikillerden 100-800 uL
araliginda eklenerek 4 saat siire ile 25°C sicaklikta 150 rpm hizla ¢alkalayicida
calkalanmis ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla santrifiijlenerek TSN miktarlar

belirlenmistir.

Sekil 3.6’e bakildiginda, sorbent miktar1 100 uL’den 600 uL’ye arttirildiginda
adsorpsiyon kapasitesinde % 74,62 oraninda artis goézlenmistir. 600 pL’nin
tizerindeki sorbent miktarlarinda adsorpsiyon kapasitesi doygunluk platosuna
yaklagmistir. Bu nedenle, diger tiim adsorpsiyon deneyleri 600 pL polimer hacmi ile

gerceklestirilmistir.

B0

70

B0 A

50

40 -

30

Yo Adsorpsiyon

20 A

10

l:l 1 1 1 1 1
0 200 400 600 BOO 1aoa

Sorbent miktar: (pL)

Sekil 3.6 Sorbent miktarinin TSN adsorpsiyonuna etkisi (Deneysel kosullar: 25°C; 50 ppm TSN;

4 saat calkalama)
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3.2.1.3 Baslangi¢ Derigiminin TSN Adsorpsiyonuna Etkisi

Adsorpsiyon iizerine TSN baslangi¢ derisiminin etkisini degerlendirmek iizere 5-
100 ppm derisim araligindaki TSN c¢ozeltileri hazirlanmis ve her birine 600 puL
p(HEMA-MAAL) nanopartikulleri eklenmistir. Her bir tiip 4 saat sure ile 25°C
sicaklikta 150 rpm hizla ¢alkalayicida calkalanmis ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm

hizla santrifiijlenerek TSN miktarlar1 belirlenmistir.

Sekil 3.7°dan goriilecegi gibi, ¢ozeltideki baslangi¢ TSN derisiminin artmasiyla,
sorbent tarafindan birim kiitle basina adsorplanan TSN miktar1 artmistir, 75 ppm
TSN konsantrasyonunda dengeye ulasmistir. TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL)
nanopartikillerin maksimum adsorplama yuzdesi % 84,31, nanopartikillerin

maksimum adsorpsiyon kapasitesi (Qmax) 31,54 mg/g olarak belirlenmistir.

100 -
90 -
B0 -
70 -
60 -
50 -
40 -

5 Adsorpsivon

30 A
20 A
10 A

a 20 40 60 g0 100 120

Baslangic TSN derisimi (ppm)

Sekil 3.7 Derisimin TSN adsorpsiyonuna etkisi (Deneysel kosullar: 600 pL sorbent; 25°C; 4 saat

calkalama)
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3.2.1.4 Sicakligin TSN Adsorpsiyonuna Etkisi

Sicakligin TSN adsorpsiyonu tzerindeki etkisini incelemek igin 5 mL 50 ppm
TSN cozeltisi ve 600 uL p(HEMA-MAAL) nanopartikiil igeren 5 deney tiipii ayri
ayr1 sirastyla 15-55°C sicaklik araliginda 4 saat 150 rpm hizla calkalayicida
calkalanmis ve sonrasinda 20 dk 10000 rpm hizla santrifiijlenerek TSN miktarlar

belirlenmistir.

Sekil 3.8’den goriilecegi iizere, sicakligin 15°C’den 55°C’ye ¢ikarilmasiyla
p(HEMA-MAAL) nanopartikilllere TSN adsorpsiyonu sadece % 5,14 oraninda
azalmigtir. Dolayisiyla TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikiillere TSN

asdsorpsiyonunun sicakliktan bagimsiz ilerledigi belirlenmistir.

80
S S R
LT
2 60
%

50

40 - -

10 20 30 40 50 60
Swcakhk (°C)

Sekil 3.8 Sicakligin TSN adsorpsiyonuna etkisi (Deneysel kosullar: 600 pL sorbent; 50 ppm TSN; 4

saat ¢alkalama)
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3.2.2 Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

p(HEMA-MAAL) afinite sorbenti lizerinde adsorplanmis olarak bulunan TSN’nin
etkin desorpsiyonunu saglamak amaciyla, metanol:asetik asit (% 1'lik) (49:1)
karisimi ile c¢alisilmis ve adsorplanan TSN’un % 97,12 oraninda desorplandigi

belirlenmistir.

Adsorpsiyon-desorpsiyon  dongusiic 5 kez ¢alisilarak  sorbentin  tekrar
kullanilabilirligi calisilmigtir. Sekil 3.9’da goriildigl lizere 5 dongli sonunda TSN
baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikiillerin adsorpsiyon kapasitesinde anlamli
bir degisim olmamistir. Bu sonug, baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikillerin
TSN adsorpsiyonunda tekrar tekrar kullanilabilecek diisiik maliyetli bir sorbent

olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 3.9 TSN baskilanmug p(HEMA-MAAL) nanopartikillerin adsorpsiyon-desorpsiyon dongusu
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Karbohidrat, lipid ve protein metabolizmasindaki etkileri ve fazlalig1 ya da
eksikliginin diyabet, obezite, osteoproz, kalp yetmezligi ve hatta kardiyal ani 6lim
gibi hayati sonu¢lar dogurmasi nedeniyle testosteronun dogru ve giivenilir tayini
bliyiik 6nem tasimaktadir. Testosteron tayini amaciyla kullanilan immiinoljik
testler ile elektrokimyasal ve kromatografik yontemler gibi mevcut metodlar ise
genelde bir ekstraksiyon adimina (¢cogunlukla SPE) gereksinim duymaktadir. Bu
asamalarda SPE amagcli kullanilan ve segicilikleri oldukga diisiik olan sorbentler ise
ticari olarak temin edilmekte, dolayisiyla islem maliyeti artmaktadir. Son yillarda
molekiiler baskilanmig polimerler, bu dezavantajlarin {istesinden gelebilmek icin
alternatif sorbentler olarak gelistirilmektedir. Bu nedenle sdzkonusu ¢alismada,
testosteronun belirlenme ve kantitatif tayinine olanak saglayacak p(HEMA-MAAL)
nanopartikillerin MAAL (fonksiyonel monomer), HEMA (monomer) ve TSN (kalip
molekiil) varliginda siirfaktansiz emiilsiyon polimerizasyonu ile sentezi; kalibin
uzaklastirilmasindan sonra FTIR, SEM ve TG-DTA analizleri ile karakterizasyonu

ve TSN adsorpsiyon kosullarinin optimizasyonu gerceklestirilmistir.

Hazirlanan TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL) nanopartikiller kullanilarak 2,5
mg gibi ¢ok az miktarda sorbent ile 4 saat gibi bir sirede testosteron
adsorpsiyonunun tamamlanabilecegi belirlenmistir. TSN baskilanmis p(HEMA-
MAAL) nanopartikullere adsorplanan TSN, MeOH:Asetik asit (% 1'lik) (49:1)
karisimi ile % 97,12 oraninda desorbe edilmis ve 5 dongll sonunda adsorpsiyon
kapasitesinde anlamli bir degisim olmaksizin TSN baskilanmis p(HEMA-MAAL)

nanopartikillerin etkin sekilde tekrar kullanilabilirligi belirlenmistir.

Literaturde testosteron adsorpsiyonu veya kati faz ekstraksiyonu amaciyla farkli
sorbentlerin kullanildig1 cesitli ¢alismalar mevcuttur. Ornegin, testosteronun kum ve
kil gibi dogal sorbentler iizerine adsorplandigi Qi ve grubuna ait ¢alismada, 0,2 g kil
ornegi i¢in adsorpsiyon ve desorpsiyon siirelerinin sirasiyla 30 dk ve 20 saat, kum

icin 2,5 saat ve 6 saat oldugu; 24 ppm testosteron derisiminde maksimum
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adsorpsiyonun Kil icin 35 pg/g olarak belirlendigi ifade edilmistir (Qi ve diger.,
2014). Kum ve kil gibi dogal adsorbanlarin kullanildig1 bir baska ¢aligmada,0,2 g
adsorban ile 24 saat siireyle testosteron adsorpsiyonu calisilmig ve 23C’de
maksimum adsorpsiyonun kum ig¢in 27,78 ng/g ve kil i¢in 99,35 ng/g oldugu
belirlenmistir (Qi ve diger., 2015). Gadzala-Kopciucha ve ark., iki farkli fonksiyonel
monomer (metakrilik asit, MAA ve 4-vinilpiridin,4-VP) kullanarak baskilanmis
polimerler hazirlamis ve ve steroidlerin izolasyonunda kullanimlarini denemistir. Bu
amagla, 20 mg baskilanmis polimer ile 6 saat siireyle adsorpsiyon gerceklestirilmis
ve polimerlerin adsorpsiyon yiizdeleri sirastyla % 41 ve % 34 olarak belirlenmistir.
Sentezlenen MIPler ile testosteronun HPLC ile analizi 6ncesi kati faz ekstraksiyonu
gerceklestirildiginde ise 150 mg sorbent ile % 84 oraninda geri kazanim elde edildigi
belirtilmistir (Gadzala-Kopciucha ve diger., 2009). Testosteronun onderistirilmesi ve
izolasyonu amaciyla molekiiler baskilanmis adsorbanlarin kullanildigi bir baska
calismada, y18in polimerizasyonuyla metakrilik asit tabanli testosteron baskilanmis
polimerin hazirlandigi, 150 mg polimer kullanilarak kati faz ekstraksiyonunun
gerceklestirildigi ve % 84 geri kazanim elde edildigi ifade edilmistir (Ricanyova ve
diger., 2010). Literatiirde testosteronun kati faz ekstraksiyonu amaciyle ticari SPE
kartuslarinin kullanildigi gesitli ¢alismalar da mevcuttur (Gonzalo-Lumbreras ve
diger.,2001; Savolainen ve diger., 2011; Vulliet ve diger.,2013).

Sonug olarak, bu calisma ile daha az destek materyali kullanilarak, kisa siirede ve
az maliyetle etkin bir sekilde testosteron adsorpsiyonu ve ekstraksiyonuna olanak
saglayan bir yeni nesil afinite sistemi gelistirilmistir. Gelistirilen TSN baskilanmis
p(HEMA-MAAL) nanopartikillerin serum, idrar gibi biyolojik ornekler ve su gibi
cevresel orneklerdeki TSN tayini ve izolasyonuna yonelik ¢alismalarda uygulama
bulabilecegi ve polimerin tekrar kullanilabilirliginin olmasinin bu tur uygulamalarda

ekonomik avantaj saglayabilecegi sdylenebilir.

33



KAYNAKLAR

Ahlgrim, C., ve Guglin, M. (2009). Anabolics and cardiomyopathy in a bodybuilder:

case report and literature review. Journal of cardiac failure, 15(6), 496-500.

Alvarez-Lorenzo, C., ve Concheiro, A. (2008). Intelligent drug delivery systems:
polymeric micelles and hydrogels. Mini reviews in medicinal chemistry, 8(11),
1065-1074.

Arthur C.- Hall ve John E. (2001). Textbook of Medical Physiology, (9th ed),
Philadelphia:W.B. Saunders Company.

Baysal B. (1994), Polimer Kimyas:. Ankara;: ODTU Basim Isligi.

Briiggemann, O., Visnjevski, A., Burch, R., ve Patel, P. (2004). Selective extraction
of antioxidants with molecularly imprinted polymers. Analytica Chimica
Acta, 504(1), 81-88.

Bui, H. N., Struys, E. A., Martens, F., de Ronde, W., Thienpont, L. M., Kenemans,
P., ve Blankenstein, M. A. (2010). Serum testosterone levels measured by isotope
dilution-liquid chromatography—tandem mass spectrometry in postmenopausal
women versus those in women who underwent bilateral oophorectomy. Annals of
clinical biochemistry, 47(3), 248-252.

Cacho, C., Turiel, E., Martin-Esteban, A., Pérez-Conde, C., ve Cémara, C. (2004).
Characterisation and quality assessment of binding sites on a propazine-imprinted
polymer prepared by precipitation polymerisation. Journal of Chromatography
B, 802(2), 347-353.

Chapuis, F., Pichon, V., ve Hennion, M. C. (2004). Molecularly Imprinted Polymers:

Developments and applications of new selective solid-phase extraction
materials. LC GC Europe, 17(7), 408-417.

34



Cormack, P. A., ve Elorza, A. Z. (2004). Molecularly imprinted polymers: synthesis
and characterisation. Journal of chromatography B, 804(1), 173-182.

Ceviker T. (2017). Akut koroner sendromlu hastalarda serbest testosteron ve
dehidroepianrostenodion sulfat duzeyinin Olgulmesi. Dahiliye Uzmanlik Tezi,
T.C. S.B.istanbul Egitim ve Arastirma Hastahanesi 6.Dahiliye Klinigi Sef. Dr.
Burhan BEDIR, Istanbul.

De Piccoli, B., Giada, F., Benettin, A., Sartori, F., ve Piccolo, E. (1991). Anabolic
steroid use in body builders: an echocardiographic study of left ventricle
morphology and function. International journal of sports medicine, 12(04), 408-
412.

de Souza, G. L., ve Hallak, J. (2011). Anabolic steroids and male infertility: a
comprehensive review. BJU international, 108(11), 1860-1865.

Figueredo, V. M. (2011). Chemical cardiomyopathies: the negative effects of
medications and nonprescribed drugs on the heart. The American journal of
medicine, 124(6), 480-488.

Gadzata-Kopciuch, R., Ricanyova, J., ve Buszewski, B. (2009). Isolation and
detection of steroids from human urine by molecularly imprinted solid-phase
extraction and liquid chromatography. Journal of Chromatography B, 877(11-12),
1177-1184.

Ganong, W. F., (1995) Ganong Tibbi Fizyoloji, (Onaltinct Baski)(A.Dogan Cev.).
Istanbul:Baris Kitapevi/Appleton and Lange (Orijinal ¢alisma basim tarihi 1993)

35



Gonzalo-Lumbreras, R., Pimentel-Trapero, D., ve lzqierdo-Hornillos, R. (2001).
Solvent and solid-phase extraction of natural and synthetic anabolic steroids in
human urine. Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and
Applications, 754(2), 419-425.

Hansen, D. E. (2007). Recent developments in the molecular imprinting of proteins.
Biomaterials, 28(29), 4178-4191.

Haupt, K., ve Mosbach, K. (2000). Molecularly imprinted polymers and their use in
biomimetic sensors. Chemical reviews, 100(7), 2495-2504.

Haupt, K. (2003). Imprinted polymers—tailor-made mimics of antibodies and

receptors. Chemical Communications, (2), 171-178.

He, C., Long, Y., Pan, J, Li, K., ve Liu, F. (2007). Application of molecularly
imprinted polymers to solid-phase extraction of analytes from real

samples. Journal of biochemical and biophysical methods, 70(2), 133-150.

Herold, D. A. (2003). Immunoassays for Testosterone in Women: Better than a
Guess? Clinical Chemistry, 49(8), 1250-1251.

Hosoya, K., Yoshizako, K., Tanaka, N., Kimata, K., Araki, T., ve Haginaka, J.
(1994). Uniform-size macroporous polymer-based stationary phase for HPLC
prepared through molecular imprinting technique. Chemistry letters, 23(8), 1437-
1438.

Huang, X., ve Brittain, W. J. (2001). Synthesis and characterization of PMMA
nanocomposites by suspension and emulsion

polymerization. Macromolecules, 34(10), 3255-3260.

Kayaalp, S. O. (2000). Rasyonel tedavi ydniinden nbbi farmakoloji.(1.bask1)
ANKARA:Hacettepe-Tas Kitapeilik Limited Sti..

36



Kicman, A. T. (2008). Pharmacology of anabolic steroids. British journal of
pharmacology, 154(3), 502-521.

Lee, L. S., Strock, T. J., Sarmah, A. K., ve Rao, P. S. C. (2003). Sorption and
dissipation of testosterone, estrogens, and their primary transformation products in
soils and sediment. Environmental science & technology, 37(18), 4098-4105.

Lin, J., Zhang, C., Gao, Y., Zhao, X., ve Li, X. (2012). A validated HPLC method for
determining melatonin in capsule dosage form. Spatula DD, 2(3), 147-151.

Liu, F., Liu, X., Ng, S. C., ve Chan, H. S. O. (2006). Enantioselective molecular
imprinting polymer coated QCM for the recognition of I-tryptophan. Sensors and
Actuators B: Chemical, 113(1), 234-240.

Loi, V., Vertzoni, M., Vryonidou, A., ve Phenekos, C. (2006). Development and
validation of a simple reversed-phase high-performance liquid chromatography
method for the determination of testosterone in serum of males. Journal of
pharmaceutical and biomedical analysis, 41(2), 527-532.

Mosbach, K., ve Ramstrom, O. (1996). The emerging technique of molecular

imprinting and its future impact on biotechnology. Bio/technology, 14(2), 163.

Mosbach, K. (2001). Towards the Development of Artificial Recognition Elements
in Sensor Technology with Emphasis on Molecular Imprinting. Electrochemical

and industrial physics chemistry: denki kagaku, 69(12), 919.
Molinelli, A. L. (2004). Molecularly imprinted polymers: Towards a rational
understanding of biomimetic materials. Doctoral dissertation, Georgia Institute of

Technology, Atlanta.

Moss, J. L., Crosnoe, L. E., ve Kim, E. D. (2013). Effect of rejuvenation hormones

on spermatogenesis. Fertility and sterility, 99(7), 1814-1820.

37



Oncel, S., Uzun, L., Garipcan, B., ve Denizli, A. (2005). Synthesis of phenylalanine-
containing hydrophobic beads for lysozyme adsorption. Industrial & engineering
chemistry research, 44(18), 7049-7056.

Qi, Y., Zhang, T. C., ve Ren, Y. (2014). Testosterone sorption and desorption:
Effects of soil particle size. Journal of hazardous materials, 279, 493-501.

Qi, Y., ve Zhang, T. C. (2015). Sorption and desorption of testosterone at
environmentally relevant levels: effects of aquatic conditions and soil particle size

fractions. Journal of Environmental Engineering, 142(1), 04015045.

Pascucci, V. L., Yeager, R. L., Sherins, R. J., Clark, R. V., Gallelli, J. F., ve
Chatterji, D. (1983). Quantitation of testolactone and 4, 5-dihydrotestolactone in
plasma and urine using high-performance liquid chromatography. Journal of
Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, 277, 79-85.

Pearson, A. C., Schiff, M., Mrosek, D., Labovitz, A. J., ve Williams, G. A. (1986).
Left ventricular diastolic function in weight lifters. American Journal of
Cardiology, 58(13), 1254-1259.

Ramstroem, O., Andersson, L. I, ve Mosbach, K. (1993). Recognition sites
incorporating both pyridinyl and carboxy functionalities prepared by molecular
imprinting. The Journal of Organic Chemistry, 58(26), 7562-7564.

Ricanyova, J., Gadzata-Kopciuch, R., Reiffova, K., Bazel, Y., ve Buszewski, B.
(2010). Molecularly imprinted adsorbents for preconcentration and isolation of
progesterone and testosterone by solid phase extraction combined with
HPLC. Adsorption, 16(4-5), 473-483.

Rosner, W ve Vesper, H., Endocrine Society the endorsing organizations. (2010).

Toward excellence in testosterone testing: a consensus statement. The Journal of
Clinical Endocrinology & Metabolism, 95(10), 4542-4548.

38



Savolainen, K., Kiimamaa, R., ve Halonen, T. (2011). High-throughput analysis of
testosterone in serum samples by on-line solid phase extraction liquid
chromatography-tandem mass spectrometry. Clinical chemistry and laboratory
medicine, 49(11), 1845-1848.

Shea, K. J., ve Dougherty, T. K. (1986). Molecular recognition on synthetic
amorphous surfaces. The influence of functional group positioning on the
effectiveness of molecular recognition. Journal of the American Chemical
Society, 108(5), 1091-1093.

Shiraishi, S., Lee, P. W., Leung, A., Goh, V. H., Swerdloff, R. S., ve Wang, C.
(2008). Simultaneous measurement of serum testosterone and dihydrotestosterone
by liquid chromatography—tandem mass spectrometry. Clinical chemistry, 54(11),
1855-1863.

Sjogvist, F., Garle, M., ve Rane, A. (2008). Use of doping agents, particularly
anabolic steroids, in sports and society. The Lancet, 371(9627), 1872-1882.

Suzuki, Y., Hayashi, N., ve Sekiba, K. (1988). Automated direct assay system for the
measurement of sex steroid hormones in serum using high-performance liquid
chromatography. Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and
Applications, 426, 33-40.

Thienpont, L. M., Van, B. N., Stockl, D., Reinauer, H., ve De, A. L. (1996, October).
Determination of reference method values by isotope dilution-gas
chromatography/mass spectrometry: a five years' experience of two European
Reference Laboratories. In European journal of clinical chemistry and clinical
biochemistry: Journal of the Forum of European Clinical Chemistry Societies,
34(10), 853-860.

39



Turiel, E., ve Martin-Esteban, A. (2004). Molecularly imprinted polymers: towards
highly selective stationary phases in liquid chromatography and capillary
electrophoresis. Analytical and bioanalytical chemistry, 378(8), 1876-1886.

Van Home, K. C. (1985). Sorbent extraction technology,(2nd ed).Harbor City,CA:

Analytichem International. Inc.,

Vulliet, E., Giroud, B., ve Marote, P. (2013). Determination of testosterone and its
photodegradation products in surface waters using solid-phase extraction followed
by LC-MS/MS analysis. Environmental Science and Pollution Research, 20(2),
1021-1030.

Wackerlig, J., ve Lieberzeit, P. A. (2000). Polymers, Molecularly Imprinted.
Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, (7thed) (1-20). Weinheim:
Wiley-VCH.

Whitcombe, M. J., Rodriguez, M. E., Villar, P., ve Vulfson, E. N. (1995). A new
method for the introduction of recognition site functionality into polymers
prepared by molecular imprinting: synthesis and characterization of polymeric
receptors for cholesterol. Journal of the American Chemical Society, 117(27),
7105-7111.

Wintersteiger, R., ve Sepulveda, M. J. (1993). Electrochemical detection of anabolics

in human plasma and urine. Analytica chimica acta, 273(1-2), 383-390.

Wulff, G., Grobe- Einsler, R., Vesper, W., ve Sarhan, A. (1977). Enzyme- analogue
built polymers, 5. On the specificity distribution of chiral cavities prepared in
synthetic polymers. Die Makromolekulare Chemie: Macromolecular Chemistry
and Physics, 178(10), 2817-2825.

40



Ye, L., ve Mosbach, K. (2001). The technique of molecular imprinting—principle,
state of the art, and future aspects. Journal of inclusion phenomena and
macrocyclic chemistry, 41(1-4), 107-113.

Ye, L., ve Mosbach, K. (2008). Molecular imprinting: synthetic materials as
substitutes for biological antibodies and receptors. Chemistry of Materials, 20(3),
859-868.

Yu, Y., Ye, L., Haupt, K., ve Mosbach, K. (2002). Formation of a class of enzyme
inhibitors (drugs), including a chiral compound, by using imprinted polymers or
biomolecules as molecular- scale reaction vessels. Angewandte Chemie
International Edition, 41(23), 4459-4463.

41



EKLER

EK 1 : Kisaltmalar

AAS Anabolik Androjenik Steroidler
AIBN Azobisizobdtironitril

AUA Amerikan uroloji birligi

DHT Dehidrotestosteron

DHEA Dehydroepiandrosterone
DTA Diferansiyel termal analiz
EGDMA Etilen glikol dimetakrilat
FTIR Fourier doniistimlii infrared spektrofotometresi
GC Gaz kromatografi

HEMA Hidroksietil metakrilat
HPLC Yiiksek performansli sivi kromatografisi
IA Immiinolojik test

ID izotop seyreltmeli spektrometri
KPS Potasyum perslfat

LH Luteinizan hormon

LC Sivi kromatografisi

MAAL N-Metakriloilamidoalanin
MS Kiitle spektrometresi

MIT Molekiiler baskilama teknolojisi
PVA Polivinil alkol

QCM Kauvarz kristal mikroterazi
RIA Radyoaktif immunolojik test
SPE Kat1 faz ekstraksiyonu

SEM Taramal1 elektron mikroskobu
TG Termogravimetrik analiz

TSN Testosteron

UV Ultraviyole
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