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OZET

SARS-CoV-2 (COVID-19) Tedavisinde Kullanilan Antiviral ilaglarin Secici ve Duyarh
Sensorlerle Tayini

Doktora tez ¢aligmasi kapsaminda antiviral ilaglardan ribavirin (RIB), molnupiravir (MOL),
umifenovir (UMI) ve kamostat mesilat (KAM)’1n segici ve hassas analizine yonelik molekiiler baskili
polimer (MIP) temelli sensorler gelistirilmistir. Gelistirilen sensorlerin elektrokimyasal ve yiizey
karakterizasyonlar1 doniisiimlii voltametri (DV), elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS),
taramal1 elektron mikroskopisi (SEM), Fourier doniigiimlii kizildtesi spektroskopisi (FTIR), atomik
kuvvet mikroskopisi (AFM) ve temas agis1 yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir.

RIB tespiti igin ilk kez elektropolimerizasyon (EP) ve fotopolimerizasyon (FP) tekniklerinde
strastyla pirol-para aminofenil boronik asit (Py-p-AFBA) ve urasil metakrilat (UraM) gibi farkli
fonksiyonel monomerler kullanilarak MIP temelli elektrokimyasal sensorler gelistirilmistir. Poli(Py-co-
p-APBA)/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE sensorlerin analitik performanslari diferansiyel
puls voltametrisi (DPV) kullanilarak degerlendirilmistir. Gelistirilen sensorler, RIB’a kars1 yiiksek
baski faktorii (IF) ile miikemmel bir segicilige sahiptir.

MOL’iin elektrokimyasal analizi i¢in EP ve FP yontemlerinde monomer olarak sirasiyla pirol-
3-tiyonil boronik asit (Py-3-TBA) ve guanin metakrilat (GuaM) kullanilarak MIP temelli sensorler
hazirlanmistir.  Gelistirilen  Poli(Py-co-3-TBA)[/MOL@MIP/CKE ve GuaM/MOL@MIP/CKE
sensorlerin teshis sinir1 (TS) degerleri sirastyla 6.01x10°13 M ve 1.13x107'3 M olarak hesaplanmustir.
Farmasotik formlarda ve ticari serum numunelerinde elde edilen iyi geri kazanim degerleri sensorlerin
bu numunelere basaril bir sekilde uygulanabildigini gostermistir.

UMTP’nin segici ve duyarl analizi i¢in fonksiyonel monomer olarak butil metakrilat (BuMA),
gbzenekli yapt olusturmak icin bor nitriir (BsN3) kullanilarak MIP temelli elektrokimyasal sensor
hazirlanmistir. Gelistirilen sensér DPV ve EIS gibi farkli elektroanalitik yontemler kullanilarak
UMPD’nin analizine basarili bir sekilde uygulanmistir. UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE sensoriiniin
yiiksek duyarliligmi gosteren TS degerleri DPV ve EIS yontemleri i¢in sirasiyla 4.82x107* M ve
2.34x107'* M olarak hesaplanmistir. Girisim ve IF analizleri gelistirilen sensorlerin yiiksek segiciligini
dogrulamistir.

KAM’1n daha hassas ve duyarl analizi i¢in perde baskili elektrotlar (SPAuE) kullanilarak hem
MIP temelli sensér hem de sahte baskili polimer (DIP) temelli sensorler hazirlanmistir. Gelistirilen
sensorlerin performanslart dikkate alindiginda poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensoriiniin
hem analitik validasyon parametreleri hem de uygulanabilirligi agisindan diger etken maddelerle
hazirlanmis DIP sensorlere gore oldukea etkili sonuglar elde edilmistir.

Sonug olarak; RIB, MOL, UMI ve CAM'n elektrokimyasal analizi i¢in gelistirilen MIP tabanl
sensorlerin mevcut yontemlere gore daha avantajli ve alternatif yontemler oldugu kanitlanmaistir.

Anahtar Sézciikler: Ribavirin, Molnupiravir, Umifenovir, Kamostat mesilat, Elektrokimyasal sensor,
Molekiiler baskili polimerler
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SUMMARY

Determination of Antiviral Drugs Used in the Treatment of SARS-CoV-2 (COVID-19)
with Selective and Sensitive Sensors

Within the scope of my doctoral thesis, molecularly imprinted polymer (MIP) based sensors
were developed for the selective and sensitive analysis of the antiviral drugs ribavirin (RIB),
molnupiravir (MOL), umifenovir (UMI), and camostat mesylate (CAM). Electrochemical and surface
characterizations of the developed sensors were evaluated using cyclic voltammetry (DV),
electrochemical impedance spectroscopy (EIS), scanning electron microscopy (SEM), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), atomic force microscopy (AFM) and contact angle methods.

For the detection of RIB, MIP-based electrochemical sensors were developed for the first time
using different functional monomers such as pyrrole-para aminophenyl boronic acid (Py-p-APBA) and
uracil methacrylate (UraM) in electropolymerization (EP) and photopolymerization (PP) techniques,
respectively.  Analytical ~ performances  of  poly(Py-co-p-APBA)/RIB@MIP/GCE  and
UraM/RIB@MIP/GCE sensors were evaluated using differential pulse voltammetry (DPV). The
developed sensors have excellent selectivity with a high imprintig factor (IF) against RIB.

For the electrochemical analysis of MOL, MIP-based sensors were prepared by using pyrrole-
3-thionyl boronic acid (Py-3-TBA) and guanine methacrylate (GuaM) as monomers in the EP and PP
methods, respectively. The limit of detection (LOD) values of the developed poly(Py-co-3-
TBA))/MOL@MIP/GCE and GuaM/MOL@MIP/GCE sensors were calculated as 6.01x10"3 M and
1.13x10°'3 M, respectively. The good recovery values obtained in pharmaceutical forms and commercial
serum samples showed that the sensors were successfully applied to these samples.

For the selective and sensitive analysis of UMI, a MIP-based electrochemical sensor was
prepared using butyl methacrylate (BuMA) as a functional monomer and boron nitride (B3;N3) to form
a porous structure. The developed sensor has been successfully applied to the analysis of UMI using
different electroanalytical methods such as DPV and EIS. LOD values indicating the high sensitivity of
the UMI@B3N3/BuMA@MIP/GCE sensor were calculated as 4.82x107'* M and 2.34x10'* M for the
DPV and EIS methods, respectively. Interference and IF analysis confirmed the high selectivity of the
developed sensors.

For more sensitive and selective analysis of CAM, both MIP-based sensor and dummy
imprinted polymer (DIP)-based sensors were prepared using screen printed gold electrodes (SPAUE).
Considering the performances of the developed sensors, very effective results were obtained for the
poly(Py-co-p-ABA)@CAM@MIP/SPAUE sensor in terms of both analytical validation parameters and
applicability compared to DIP sensors prepared with other active compounds.

Consequently, MIP-based sensors developed for the electrochemical analysis of RIB, MOL,
UMLI, and CAM have proven to be more advantageous and alternative methods compared to existing
methods.

Keywords: Ribavirin, Molnupiravir, Umifenovir, Camostat mesylate, Electrochemical sensor,
Molecularly imprinted polymers
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ONSOZ

Aralik 2019'da Cin'in Vuhan kentinde bir dizi atipik Pndmoni vakasi Diinya Saglik
Orgiitii'ne (DSO) bildirildi. Koronaviriis hastaligimin (COVID-19) neden oldugu SARS-CoV-
2'nin insandan insana bulastif1 kesinlestikten sonra DSO tarafindan salgin ilan edildi.
Uluslararas1 6neme sahip bir halk saghgi acil durumuna neden oldu. SARS-CoV-2
enfeksiyonlarinin hizla artmasi ve bu virlise 6zel antiviral terapdtik ajanlarin bulunmamasi
nedeniyle, acilen etkili bir SAR-CoV-2 asisinin gelistirilmesi ¢aligmalari hizlandi. Pekgok asi
iiretilmis olsa da istenilen sonuglar elde edilemedi. As1 ¢aligmalarinda kullanilan antiviraller
g6zonilinde bulundurularak SARS-CoV-2 (COVID-19) tedavisinde kullanilan ve yeni nesil
antiviral ilaglar olan ribavirin (RIB), kamostat mesilat (KAM), molnupiravir (MOL) ve
umifenovir (UMI) tayini i¢in mevcut yontemlere gore daha hassas, secici ve hizli bir
elektrokimyasal sensor gelistirilmesi oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir. Bu tez ¢aligmasinda
antiviral ilaglar i¢in oldukga secici ve hassas tanima bolgeleri igeren molekiiler baskilanmig
polimer (MIP) sensorler tasarlanmigtir. Ayrica tasarlanmis sensorlerin ticari insan serum
numunelerinde ve farmasdtik dozaj formlarma yiiksek hassasiyet, dogruluk ve kesinlikle

uygulanmstir.

Bir milletin uyanisi ve yeni bir umuda baglangici olan Cumhuriyetimiz100 yasinda. ..
Tiim insanliga ilham kaynag1 olan; insanlarin umutlaria ve 6zgiirliiklerine olan inanc1 temsil
eden; dgretileri, sdzleri ve yasam bicimi bizlere ve gelecek nesillere 151k olan; Tiirk milletinin
gonliinde ilelebet yasamaya devam edecek olan bas komutan Mustafa Kemal Atatiirk’e
minnettarligimiz ve tesekkiirlerimiz sonsuz olacaktir. Onun agtig1 yolda, gosterdigi hedefe
ilerlemek ve birakmis oldugu miraslar1 yagsatmak saygimiz ve minnettarligimizin en biiyiik
ifadesi olacaktir. Cumhuriyetimizin 100. yilinda hazirlamig oldugum bu tezi Mustafa Kemal
Atatiirk’e ve bu kutsal topraklar i¢in miicadele eden arkadaslarina armagan etmek benim igin

biiylik bir onur ve seref olacaktir.

Doktora egitimim boyunca bana engin bilgisi ve Ogretileriyle vermis oldugu
danigmanliginin yaninda, aile yakinlig1 sunan, laboratuvarini agarak doktora tez calismam igin

gerekli cihazlara ulasmami saglayan, yaraticiligi ve iiretkenligiyle rol modelim olan, biiyiik



bir sabir ve anlayigla tlim bilgi ve tecriibelerini bana aktarmaya calisan, doktora tezimin
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

Koronaviriisler (CoV), Orta Dogu Solunum Sendromu (MERS-CoV) ve Siddetli Akut
Solunum Sendromu (SARS-CoV) gibi ¢esitli hastaliklara neden olan genis bir virlis ailesidir.
Su anda COVID-19 (Korona Viriis Hastalig1 2019) olarak bilinen hastaliga neden olan ve daha
once insanlarda tanimlanmamis yeni bir tiirdiir. Viriisiin mevcut referans adi SARS-CoV-2 ve
neden oldugu hastalik Diinya Saglik Orgiiti (DSO) tarafindan COVID-19 olarak
adlandirilmistir (Abed Alah vd., 2020; N. Zhu vd., 2020). SARS-CoV-2’nin konakg¢1 akciger
epitel hiicrelerine invazyonu, transmembran spike glikoproteinin konak anjiyotensin
doniistiiriicii enzim-2 (ACE-2) reseptorlerine baglanmasiyla olusur (Cuervo & Grandvaux,
2020; Ni vd., 2020). SARS-CoV-2 daha sonra proteini par¢alamak ve tetiklemek i¢in insan
transmembran ylizey proteazi transmembrane serine protease 2 (TMPRSS2)'yi kullanir ve
virlistin konak¢1 membran fiizyonuna katilmasina izin verir (Huang vd., 2020; Tang vd., 2020).
SARS-CoV-2 neden oldugu COVID-19, diinya ¢apinda morbidite ve mortalitede dnemli bir
artiga yol agmustir (Singh vd., 2021). Mayis 2021'in ikinci haftasina kadar diinya ¢apinda 266
milyondan fazla pozitif vaka goriilmiis ve 5.26 milyondan fazla o6liim kayitlara ge¢mistir
(Sharma vd., 2022). COVID-19'un 6nlenmesi i¢in var olan asilarin yam sira yenileri de
gelistirilme agsamasinda olmasina ragmen, bu hastalikla miicadele i¢in etkili antiviral ilaglar su
anda yetersiz kalmistir. Bazi ilaglara yakin zamanda COVID-19 i¢in acil kullanim izni (EUA)
verilmis olsa da tiim bu farmasotik ajanlardan istenilen sonuglar elde edilememistir. Bu
nedenle, basit bir oral antiviral ajanin gelistirilmesi, pandeminin baslangicindan beri
anlagilmasi zor bir hedef olmustur (Singh vd., 2021). Tip literatiiriinde tanimlandig1 ve
hayatimiza girdigi 2019 yilindan bu yana kiiresel anlamda tahmin edilemeyecek boyutlara
ulagsmis ve giinliik rutin hayat1 durma noktasina getirmistir. Ancak bu karmasik siire¢ bircok
alanda c¢aligmalarin hizlanmasina ve bilim diinyasi agisindan verimli sonuglar alinmasina yol
acmistir. Miicadelede tedavi amagl kullanilabilecek bazi bilgilerin elde edilmesi amaciyla
virlislin yapisi ve yagam dongiisii, enfeksiyon olusturma yollar1 ve patogenezi gibi 6zellikleri
iizerine yogun c¢alismalar COVID-19'a kars1 yiiriitilmektedir (Chellasamy vd., 2020; Jomah
vd., 2020; Kaushik vd., 2020). Ila¢ gelistirme ¢alismalarmnin yani sira hastaligin teshisine



yonelik sensor/cihazlarin gelistirilmesi de olduk¢a 6nemlidir. Dogru, kesin, hizli sonuglar ve
pratik analizler saglayan teshis sistemleri, COVID-19 ile miicadelede ilk adim olarak &ne

cikmaktadir.

Calismalarin  bir diger basamagi ise farmasotik preparatlardan ve biyolojik
orneklerden yeni gelistirilen ilaglarin veya COVID-19 tedavisinde ilk kez kullanilan ilaglarin
analiz edilmesi ve belirlenmesi olusturmaktadir. ilaglarin etkileri, yan etkileri ve doz ayarlama
caligmalar1 dikkate alindiginda serumdaki derisiminin belirlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Farmaso6tik ve biyolojik numuneleri analiz ederken tespiti zorlastiran bir sorun vardir. Bu
ortamlar hedef analit disginda farkli bilesenler igeren karmasik ortamlardir ve hedef analiti
diisiik derigsimlerde igerirler. Bu nedenle gelistirilecek sensdriin son derece segici ve duyarh
olmasi, hizli ve kolay analiz saglamasi, ayn1 zamanda g¢evre ve kullanici dostu olmasi
amaglanmaktadir (Kablan vd., 2022; Vural vd., 2023). Bu amagla gelistirilen diger sensorler
arasinda elektrokimyasal sensorler, kromatografi ve spektrofotometri gibi gliniimiizde mevcut
olan diger yontemlere kiyasla yiiksek hassasiyet, giivenilirlik, dogruluk, uygun fiyat, hizlilik,
kolay uygulama ve tasinabilirlik gibi dikkat ¢eken dzellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir (Vural vd.,
2023). Elektrokimyasal sensorler, cok daha az numune gerektirmesi, karmasik 6n hazirlik
adimlar1 icermemesi, analiz siirelerinin daha kisa olmasi ve kullanici dostu olmasi nedeniyle
diger yontemlere gore popiiler hale gelmistir (Kablan vd., 2022). Hepsi bu genel avantajlara
sahip olmakla birlikte, elektrokimyasal sensorler Olciilen sinyalin tiirline gore farkli alt
tekniklere ayrilmaktadir. Ornegin en ¢ok kullanilan tekniklerden biri olan voltametrik
tekniklerde akim olgiiliirken, potansiyometrik teknikler potansiyel dl¢limiine dayanmaktadir.
Ayrica hepsinde temel prensip, elektroaktif tiirlerin neden oldugu -elektrokimyasal
etkilesimlerin tespit edilmesidir. Elektrokimyasal sensorlerin performansmin 6zellikle
hassasiyet agisindan arttirilmasi amaciyla nanomalzemelerin modifikasyon malzemesi olarak
kullanilmasi siklikla tercih edilmektedir. Elektriksel ve iletken ozelliklerin iyilestirilmesi
sayesinde, nanomateryal bazli bu elektrokimyasal sensorler elektron transfer kinetigini
hizlandirabilir ve sinyal yanitin1 artirabilir (Allahverdiyeva vd., 2021; Kablan vd., 2022; Vural
vd., 2023). Elektrokimyasal sensorlerde karsilagilabilecek en Onemli dezavantaj diisiik
secicilik problemidir. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in molekiiler baskili polimerler
(MIP'ler) elektrokimyasal sensorlere entegre edilir. MIP'ler, hedef analit gibi sekillendirilmis
spesifik bosluklara sahip, hedefe karsi yiliksek afinite ve segicilige gosteren polimerik
yapilardir. Bu benzersiz Ozellikler sayesinde elektrokimyasal sensorlere biiyiik secicilik

kazandirmak miimkiindiir. Bu nedenle MIP tabanl elektrokimyasal sensorler i¢in 6zellikle ilag
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analizlerinde bir¢ok uygulama mevcuttur (Cetinkaya vd., 2022; Corman vd., 2022; Kaya vd.,
2022).

Bu tez kapsaminda COVID-19 galismalarinda en sik kullanilan antiviral ilaglardan
ribavirin (RIB), kamostat mesilat (KAM), molnupiravir (MOL) ve umifenovir (UMI) etken
maddelerinin ayr1 ayr tayini icin MIP temelli elektrokimyasal sensorler gelistirilmesi
amaglanmistir. Simdiye kadar bilimsel literatiirde eksik kalan bu antiviral maddelerin daha
secici ve hassas tayini igin elektrokimyasal polimerizasyon (EP) ve fotopolimerizasyon (FP)
gibi farkli yontemler kullanilarak spesifik sensorler gelistirilmistir. Ayrica, MIP'lerin
tasariminda ve sentezinde ¢ok dnemli olan monomer ve sablon orani, uzaklastirma ¢ozeltileri,
uzaklastirma siiresi ve yeniden baglanma siiresi gibi deneysel parametreler optimize edilmistir.
Sensorlerin seciciligini gosteren baski faktorleri (IF) hesaplanmistir. Ayrica sensorlerin
dayaniklilig1 stabilite c¢aligmasi ile belirlenmistir. Gelistirilen MIP temelli sensorler
spektroskopik (yiizey elektron mikroskobu (SEM), Fourier doniistimlii kizilotesi
spektroskopisi (FTIR), temas agis1 ve atomik kuvvet mikroskopu (AFM)) ve elektrokimyasal
(doniisiimlii voltametri (DV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)) yontemlerle
karakterize edilmistir. Sonuglar, gelistirilen sensoriin diger analitik tekniklere kiyasla
farmasotik preparatlardan ve ticari insan serumu numunelerinde yliksek uygulanabilirlik,
dogruluk ve kesinlik ile antiviral ilaglarin secici ve hassas belirlenmesine etkili bir ¢6ziim
iiretmenin yani sira hizli analiz siiresi, diisiik maliyet ve verimli analitik sinyalin basarili bir
sekilde tretildigi kamtlanmigtir. Ayrica, elektrot yilizeyindeki degisiklikler molekiiler ve

elektronik diizeyde kuantum kimyasal hesaplamalarla degerlendirilmistir.

1.2. COVID-19 Tamisina Yonelik Mevcut Yaklasimlar

Giliniimiizde viral hastaliklarin tanisinda kullanilan yontemlere baktigimizda koklii
yontemlerin baginda enzime bagli immiinosorbent assay (ELISA) ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) teknikleri gelmektedir. Bu yontemlerin ulasilabilirlik ve hizlilik agisindan
eksiklikleri bulunmakta olup, farkli tekniklerle tami alaninda avantajli seceneklerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Ozellikle COVID-19 salginiyla birlikte hastaligin hizla teshis
edilip kontrol altina alinabilmesi i¢in tan1 testlerinin pratik, hizli ve giivenilir olmasi daha da
Oonemli hale gelmistir. Bu amagla testler, az miktarda viral RNA'nin hassas bir sekilde tespit
edilmesini, kisa analiz siiresinde ¢ok sayida numuneyi test edebilecek etkin kapasiteyi ve ¢ok

diisiik yanlis pozitif/negatif sonug olasiligini gerektirmelidir (Caruana vd., 2020).



COVID-19'u tespit etmek icin teshis sensdrleri icin hedef analit olarak c¢esitli
biyobelirtecler kullanilmaktadir. En 6nemlileri viriisiin spike proteini veya spesifik RNA's1 ve
COVID-19'a bagh inflamasyon durumunda eksprese edilen spesifik metabolitlerdir
(Madhurantakam vd., 2022). Antijen bazli tani testleri, koronaviriisiin niikleokapsid (N), spike
(S), zarf (E) ve membran (M) olan yapisal proteinlerine odaklanir. Bunlar arasinda S proteini,
N-terminal alani, N-terminal S1 reseptor baglama alan1 (RBD) ve C-terminal S2 alt biriminden
olusan konakg1 hiicrelerde onemli rollere sahiptir. S ve N proteinleri ve RBD, tanisal
biyobelirtecler olarak en 6nemli antijenlerdir. IgG, IgM veya SIgA gibi antikor bazli testler de
mevcuttur. Yine de enfeksiyondan giinler veya haftalar sonra anlamli sonuglar verebildikleri
icin rutin analizler i¢in pek islevsel degildirler. Enfeksiyon siireci sirasinda, S proteininin
RBD'si, bir reseptor biyolojik belirteci olarak siniflandirilan anjiyotensin doniistiiriicli enzim-
2 ile etkilesime girer, dolayisiyla yiiksek diizeyde ekspresyonu SARS-CoV-2 enfeksiyonuyla
iligkilidir (Chauhan vd., 2020; Madhurantakam vd., 2022; Ravina vd., 2022). Bunlarin diginda
en genel anlamda viicudun enfeksiyonlara verdigi tepkileri temel alan biyobelirtegler de tan1
amagli kullanilmaktadir. Bunlar arasinda interlokinler, C-reaktif protein, prokalsitonin vb. yer
alir (Kepczynski vd., 2021; Madhurantakam vd., 2022; Ravina vd., 2022). COVID-19'u
tanimlamak i¢in kullanilan diger biyobelirtecler ORF1b ve ORFla'dir. ORF1b esas olarak
RNA sentezinde yer alan proteinleri kodlarken, ORF1a 6ncelikle proteazlar ve dogustan gelen
bagisiklik tepkisini bozan diger proteinleri kodlar. Alt genomik RNA'lar spike, viral zarf,
membran ve niikleokapsid gibi proteinleri kodlar. ORFlab ve N proteinlerini kodlayan
RNA'ar, terminolojiyi basitlestirmek i¢in sirastyla ORFlab ve N RNA'lar olarak adlandirilan
PCR iirlinleriyle temsil edilir. Ayrica, COVID-19 hastalarinin 6zellikle ORF1ab ve N RNA'lar
icin viral yiik dinamikleri dikkat ¢ekmistir (Bhargava, 2021).

1.3. Tez Kapsaminda Kullanilan Antiviral Etken Maddelerle Tlgili Bilgiler

COVID-19'un beklenmedik bir sekilde ortaya ¢ikmasi ve hizla tiim diinyay: etkisi
altina alan bir salgina donlismesi nedeniyle etkinligi yiiksek ilaglara ¢ok acil bir ihtiyag
dogmustur. Bu nedenle 6zellikle bu siirecin ilk asamalarinda gesitli viral enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan antiviral etkileri kanitlanmis ilaglarin bu yeni koronaviriis tiirii
iizerindeki etkinligi iizerine ¢aligmalar gergeklestirilmektedir. Ayrica farkli amaglar ve
endikasyonlar i¢in kullanilan ilaglar, COVID-19 ig¢in yeniden kullanim adayr olarak
degerlendirilmistir (Awadasseid vd., 2021; Chellasamy vd., 2020; Muhammed vd., 2021). Bu
stiregte s6z konusu olan bir diger durum ise klinik ¢aligmalar1 devam eden bazi ilaglarin
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Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan acil kullanim igin
onaylanmasidir. COVID-19 siirecinde tedavi protokollerinde yer alan ilaglarin bir kism1 halen
kullanilmaya devam edilirken bir kismu da yapilan calismalarda etkisiz oldugu
belirlendiginden tedavi protokollerinden ¢ikarilmistir. Ayrica iilke capinda FDA veya Avrupa
Birligi ilag Ajans1 (EMA) onay1 olmadan tedavide denenen baz ilaglar da olmustur (Jomah
vd., 2020; Yin vd., 2022). Tiim bu 6n bilgiler 1s181nda SARS-CoV-2'de oncelikli olarak
kullanilan ilaglara genel bir bakig Cizelge 1.1°de ayrintili bir sekilde verilmistir.

1.3.1. Molnupiravir

Molnupiravir (MOL), Alfaviriis enfeksiyonlar igin tasarlanmis bir antiviral ajandir.
Pandemi ile birlikte emilim, dagilim, metabolizma, atilim ve toksisite profilleri oldukga iyi
oldugundan ¢alismalar MOL’iin COVID-19 iizerindeki olasi etkinligine odaklanmigtir. Ana
etki mekanizmasi, RNA viriisleri {izerinde etkili olan riboniikleozid analogu B-D-N4-
hidroksisitidin 6n ilacidir. COVID-19 tedavisi i¢in MOL’iin faz 3 klinik caligmalari
yiirlitiilmiistiir. MOL oral farmasétik formda mevcuttur ve FDA tarafindan acil kullanim igin
onaylanan ilaglar arasindadir. Aktif ilag B-D-N4-hidroksisitidin'in RNA'ya bagimli RNA
polimeraz inhibisyon etkisi sayesinde hastaneye yatislarda ve 6liimlerde yaklasik %50'lik bir

azalma gozlemlenmistir (Hashemian vd., 2022; Singh vd., 2021, 2022).

1.3.2. Ribavirin

Ribavirin (RIB), hepatit C virlisiiniin pegile a-interferon ile kombine tedavisinde
onemli bir yere sahiptir (Bosch vd., 2007). RNA viriislerinin RIB ile iligkili inhibisyonu genis
spektrumlu bir etkiye sahiptir. Bu nedenle SARS-CoV-2'ye karsi etkinligi de test edilmistir.
Ancak caligmalarda kanitlanmis in vitro etkiye ragmen in vivo olarak anlamli bir viriis
inhibisyonu gozlemlenmemistir (Tong vd., 2020). Ribavirinin lopinavir-ritonavir
kombinasyonu veya interferon-alfa ile birlikte kullanilmasini 6neren ¢aligmalar da mevcuttur.
Bu tiir tedavi yaklagiminda zamanlama ¢ok onemlidir ve hastanede kalig siiresini onemli

oOl¢iide azaltabilir (Gong vd., 2021; H. Li vd., 2021).



1.3.3. Umifenovir

Umifenovir (UMI), Rusya ve Cin'de grip, SARS ve Lassa viriisii tedavileri igin
onaylanmis genis spektrumlu bir antiviral ajandir. SARS viriislerinin benzerliginin yiiksek
olmasi, UMI’nin COVID-19 tedavisindeki etkinligine iligkin ¢aligmalarin baglangi¢ noktasini
olusturmaktadir. UMI’nin etkinligi in vitro ¢aligmalarla dogrulanmistir. Lopinavir ile birlikte
uygulandiginda klinik semptomlarda ve hastanede kalig siirelerinde azalma goriilmiistiir.
Ayrica bazi ¢caligmalar viral baglanmay1 6nledigini ve viral partikiil salinimini inhibe ettigini

kanitlamistir (Alavi Darazam vd., 2021; Jomah vd., 2020; Ramachandran vd., 2022).

1.3.4. Kamostat Mesilat

Kamostat mesilat (KAM), Japonya'da kronik pankreatit ve postoperatif reflii 6zofajit
tedavisinde kullanilmaktadir ve etki mekanizmasi, insan trans-membran proteaz serin 2'nin
inhibisyonudur. KAM’m COVID-19 tedavisi iizerindeki etkisini bildiren ¢esitli calismalar
bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarin sonuglarina gore hastanede yatan hastalarda veya yogun
bakim {initesindeki hastalarda O6liim oranimi 6nemli Olglide azaltmistir. Ek olarak, bazi
calismalar, kronik pankreatit ve postoperatif reflii 6zofajitte onaylanmis kullanimina kiyasla,
COVID-19 tedavisinde daha yiiksek dozda KAM gerektigini gostermistir (Awadasseid vd.,
2021; Serensen vd., 2021; Tobback vd., 2022).



Cizelge 1. 1. SARS-CoV-2'de kullanilan ilaglara iliskin genel bilgiler

Antiviral IUPAC Adi Kimyasal Yapisi Mekanizmasi FDA Onayh Klinik Ref.
llag Kullanim
_OH
HN
[(2R3S,4R,5R)-3 4-dihidroksi-5-[4- | SN Ribontikleosit Hafif-orta siddette (Hashemian
MOL (hidroksia,mir’lo)-’Z-oks(;pirimidin—l—il]oksolan— /H(O N/KO anglogu B _D._N4_ koror}ay 1rus hgstahglnm V(.i" 2022,
2-ilJmetil 2-metilpropanoat o. hidroksisitidin tedavisinde acil kullanim Singh vd.,
prop © i¢in On ilag onay1 almgtir. 2021, 2022)
OH OH
NH, oz Kronik hepati -
I-[(2R 3R 4S,5R)-3 4-dihidroksi-5- HoN_O N \/K o ot onte hepatlt © USE 1 (Bosch v,
RIB (hidroksimetil)oksolan-2-il]-1,2,4-triazol-3- «L)— N N Sessty . 2007; Crotty
Karboksamid Ry \=N dehidrojenazin yetiskinlerin tedavisinde 4. 2002
arboksami / ey vd., )
HO o inhibisyonu kullaniimaktadir.
. T . N o bagl\a]rllrrerlllamn FDA tarafindan Dar(e:z:rlr\;lvd
etil 6-bromo-4-[(dimetilamino)metil]-5- - o] Snlenmesi. viral onaylanmamustir. Grip 2021 Jomal.l,
UMI hidroksi-1-metil-2-(fenilsiilfanilmetil)indol-3- HO N o profilaksisi ve tedavisi i¢in ’ ]
Karboksilat partikiil R in'd vd., 2020;
arboksilal N s@ ] usya ve Cin'de R handr
Br \ saliniminin onaylanmistir amachandran
engellenmesi ’ vd., 2022)
0O o _ FDA tarafindan (Awadasseid
[4-[2-[2-(dimetilamino)-2-oksoetoksi]-2- \©\/U\ o Insan trans- onaylanmamugtir. vd., 2021;
KAM oksoetil]fenil] 4- O/\f membran proteaz Japonya'da kronik Serensen vd.,
diaminometilidenamino)benzoat;metansiilfonik Hgc ety serin 2 ankreatit ve postoperatif 2021;
X i p postop:
asit Y7 cHyso inhibisyonu reflii 6zofajit i¢in Tobback vd.,
e onaylanmistir. 2022)




1.4. Molekiiler Baskil Polimerler (MIPs)

Molekiiler baskilama, antikorlar, reseptorler, enzimler vb. gibi dogal biyolojik
tiirevleri taklit eden sentetik biyolojik tanima bosluklarina izin veren yenilik¢i bir tekniktir
(Corman vd., 2022). Molekiiler baskilamanin temeli, hedef analitin varliginda fonksiyonel
monomerin asir1 ¢apraz baglama maddeleri ile polimerizasyonuna dayanir. Hedef analitin
uzaklastirilmasindan sonra, sablonun uzaysal ve kimyasal yapisindaki sablonu tamamlayici
sentetik bosluklarin, sablonu segici olarak yeniden baglanmasindan sorumlu olarak ortaya
cikar. Burada, molekiiler baskilama teknigi, dogal reseptorlerle karsilastirilabilecek yiiksek
spesifik afiniteye ve dogal biyomolekiillere gore {istiin stabiliteye sahip biyo-taklit reseptorlere
olanak saglar (Alexander vd., 2006). Plastik antikorlar ve/veya plastik enzimler olarak
adlandirilan MIP'ler, biyomimetik elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesinde etkili
malzemeler olarak ortaya ¢ikmustir. Iyi stabiliteye, yiiksek sicaklik ve basing direncine ve uzun
raf omriine sahip MIP'lerin olusumu nispeten kolay gibi goriinse de, uygun fonksiyonel
monomer ve ¢apraz baglayici kullanimi, fonksiyonel monomer, hedef ve ¢apraz baglayici
arasindaki optimum oranlarin belirlenmesi gibi baz1 degiskenler g6z Oniinde
bulundurulmalidir ve maksimum verimi elde etmek i¢in iyi tartistlmalidir (M. Gao vd., 2020).
Ayrica, proteinler, polipeptitler ve enzimler gibi makro yapilar i¢in baskili materyallerin
yapimi, zayif kiitle transferi ve ¢0ziiniirliik, denatiirasyon ve karmasik yapi nedeniyle
baglanma bosluklarindaki heterojen afinite g6z Oniine alindiginda bazi dogal sinirlamalara
sahiptir (Bhakta & Mishra, 2021; W. Chen vd., 2015; W. Li vd., 2021; Martin-Esteban, 2013;
Pan vd., 2018; Piletska vd., 2009).

5’;,‘ Yeniden baglama
Fonksiyonel I “’ . Hedef molekiilii ;

monomer }‘ Polimerizasyon m uzaklastirma 3
oY ”Y & —> B8

Hedef molekiil T ’ RS ¢ :OO '

Yeniden baglama
Kallp
olusumu Hedef molekiilii
Kalp uzaklastlrma Kalip

Sekil 1. 1. MIP'lerin 6zel tanima siiregleri: (A) MIP'ler, (B) yiizey baskilanmis polimerler (SIP'ler).
(Zelikovich ., 2023).



1.4.1. MIP’lerin Bilesenleri

1.4.1.1. Hedef Molekiil

MIP yapisinin 6nemli noktasi, molekiiler baskilama sirasinda secilen fonksiyonel
monomerlere bagli fonksiyonel grubun organizasyonunu ydnlendirebilen bir hedef molekiiliin
olmasidir. MIP’lerin performansinda, kalipta amino, karboksil, hidroksil, amid ve ester gibi
fonksiyonel gruplarin varligi ¢ok énemlidir. Genel olarak ideal bir kalibin karsilanmasi igin
iic gereksinim vardir. ilk olarak, hedef molekiiliin polimerizasyon reaksiyonu sirasinda
miilkemmel kimyasal stabilite sergilemelidir. Ikincisi, fonksiyonel monomerlerle birleserek
hedef molekiil-monomer kompleksi olusturabilecek zengin fonksiyonel gruplar icermelidir.
Son olarak, hedef molekiil ile monomer arasindaki baglanmanin polimerizasyona miidahale
etmemesini veya polimerizasyon reaksiyonu sirasinda dengesizlesmemesini saglamak
onemlidir. Simdiye kadar proteinler veya hiicreler gibi biyolojik makromolekiiller
biyomedikal alanlarda hedef molekiil olarak yaygin bir sekilde kullanilmistir. Bu basit
yaklasim, herhangi bir karmagik kalip hazirlama prosediiriinii gerektirmez ve tipik olarak
uygun baglama kapasitesine ve yliksek segicilige sahip MIP'ler saglar (Adumitrichioaie vd.,
2018; L. Chen vd., 2016). Bununla birlikte, makromolekiilleri baskilamaya ydnelik bu
yaklagimin, bu molekiillerin karmasikligi, yiizeylerinde spesifik olmayan tanima bdlgelerinin
varlig1, dogal makromolekiiller i¢in sinirl polimerizasyon teknikleri ve hedef olmayan daha
kiiciik molekiillerin baglanma potansiyeli dahil olmak {izere onemli zorluklar icerebilir.
Ayrica, nispeten daha biiyiik baskili alanlar, duyarliligin azalmasina da neden olur. Bu
zorluklarm iistesinden gelmek icin son gelismeler, hedef proteinlerin molekiiler baskilanmasi
icin hedef molekiil olarak glikan, monosakarit, oligosakarit, epitop veya aptamer gibi sentetik

reseptorlerin kullanimini ortaya ¢ikarmistir (L. Chen vd., 2016).

1.4.1.2. Fonksiyonel Monomer

MIP'lerin genis uygulama alanlar1 nedeniyle, MIP hazirlanmasinda kullanilacak
fonksiyonel monomerler ve ¢apraz baglama maddeleri, hedef molekiiliin 6zellikleri (yiik,
boyut, kimyasal kimlik) dikkate alinarak segilir. Uygun polimerlerin se¢imi molekiiler
baskilamada en 6dnemli faktorlerden biridir. Monomerler tipik olarak iki bagimsiz tipte birim
igerir: tanima birimleri ve polimerize edilebilen birimler. Monomerlerin se¢imi i¢in énemli bir

gereklilik, bunlarin hedef molekiil ile etkilesime girebilecek fonksiyonel gruplara sahip
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olmasidir. Bu gruplar, bir hedef molekiil-monomer kompleksi olusturmak i¢in hedef molekiil
hidrojen bagi, dipol, van der Waals etkilesimi veya = - m etkilesimi gibi kovalent veya kovalent
olmayan etkilesimler olusturabilir. Hedef molekiil ile polimer matrikste bulunan fonksiyonel
grup arasindaki etkilesim, molekdiler tanimaya neden olur (Turiel & Esteban, 2019; Wioch &
Datta, 2019). Bu siire¢, 6n polimerizasyon reaksiyonunda meydana gelir ve bir MIP'nin tanima
biriminin niteligini ve niceligini belirler. Molekiiler olarak baskilanmis polimerler,
fonksiyonel monomerler hedef molekiillerle yeterince reaksiyona girdiginde kompleksler
olusturularak ve ardindan baskili molekiiller iizerinde fonksiyonel monomerlerin fonksiyonel
gruplarini hareketsiz hale getirmek icin ¢apraz baglama ajanlarn eklenerek hazirlanir. Daha
sonra hedef molekiil i¢in {i¢ boyutlu bir polimerik ag olusturulur. Bu nedenle, hedef molekiil
uzaklastirildiktan sonra bile baglanma bdlgesinin saglam kalmasimi saglamak i¢in polimerin
yeterince ¢apraz baglanmasi gerekir (Turiel & Esteban, 2019). Kovalent olmayan baskida L-
fenilalanin, 17b-estradiol, metakrilik asit, 2-hidroksietil metakrilat, asetilsalisilik asit ve 4-
vinil piridin fonksiyonel monomerler olarak yaygin sekilde kullanilir. Kovalent baskilamada,
tersinir kovalent bag olusturma 6zelliklerinden dolay1 fonksiyonel monomerler olarak siklikla
1,3-dioller, aminler ve boronik asitler tercih edilir. Ek olarak fonksiyonel monomerler,
MIP'nin basarili sentezi ve tasarimmda 6nemli olmasiin yani sira polimer matrisine stabil

baglanma pargalar1 olusturmaya yardimeci olur (Corman vd., 2022).

1.4.1.3. Capraz Baglayici

Baski islemine ¢apraz baglayicilar dahil edilmesi, fonksiyonel monomerlerin hedef
molekiillerin etrafinda yakindan diizenlenmesini saglar ve yiiksek diizeyde ¢apraz bagli bir
polimerik matris ortaya c¢ikar. Bu, hedef molekiiller uzaklastirildiktan sonra MIP'lerin
morfolojisinin ve mekanik stabilitesinin dogru sekilde yonlenmesine olanak saglar.
Monomerlere benzer sekilde, polimerizasyon isleminde kullanilan ¢apraz baglayict
monomerlerin tiirii ve sayis1 da MIP'lerin 6zelliklerinde dnemli bir rol oynar. MIP'lerdeki
mekanik stabilite ve tanima bdlgelerinin sayisi, polimerizasyon islemi sirasinda kullanilan
capraz baglayicinin miktarina baghidir. Yetersiz miktarda ¢apraz baglayici kararsiz mekanik
ozelliklere yol agabilirken asir1 miktardaki ¢apraz baglayici, MIP'lerin birim kiitlesi basina
tanima bolgelerinin sayisini azaltabilir (Turiel & Esteban, 2019; Wioch & Datta, 2019). Bu
nedenle, en iyi polimerizasyon sonuglarini elde etmek igin temel ¢apraz baglayicilarin oraninin
onceden optimize edilmesi gereklidir. Ayrica capraz baglama maddesinin tirii de

polimerizasyon sonrast MIP'nin kalitesini ve verimini belirler. Monomerlerin uygun
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kombinasyonu ve oryantasyonu, yalmizca hedef molekiil icin gelismis afinite ve yiiksek
secicilige yol agmakla kalmaz, aym1 zamanda polimerin mekanik stabilitesini ve
gozenekliligini de belirler. Etilen glikol dimetakrilat (EDMA veya EGDMA), trimetilolpropan
trimetakrilat (TRIM) ve 1,4-divinil benzen (DVB) gibi ¢apraz baglayicilar molekiiler
baskilamada yaygin olarak kullanilmaktadir (Corman vd., 2022).

1.4.1.4. Baslatic

Baglaticilar, 06zellikle serbest radikal polimerizasyonunda MIP'lerin temel
bilesenleridir ve serbest radikalleri elde etmek i¢in termal veya fotokimyasal olarak
tetiklenebilir. Termal ve fotokimyasal olarak kararsiz hedef molekiil, sirasiyla termal ve
fotokimyasal olarak aktive edilen baglaticilar kullanilarak polimerize edilemez.
Polimerizasyon i¢in diisiik sicakligin kullanilmasi gerekli oldugunda fotokimyasal olarak aktif
baglaticilar uygulanir (Adumitrachioaie vd., 2018; Malik vd., 2019). MIP'leri sentezlemek icin
genellikle 1s1 veya UV kaynakl serbest radikal polimerizasyonu kullanilir. Serbest radikaller
olan azobisnitriller en yaygin kullanilan baslaticilar arasindadir. Ozellikle 2,20-azobis-
(izobiitironitril) (AIBN) ve 2,20-azobis-(2,4-dimetilvaleronitril) (ADVN), MIP'lerin
hazirlanmasinda siklikla uygulama alam bulmustur. Ozellikle, MIP'lerin hazirlanmasi

uygulamalarina bakilirsa, AIBN en ¢ok kullanilan baslaticilardan biridir (Corman vd., 2022).

1.4.1.5. Porojenik Coziicii

Coziiciilerin, ¢apraz baglayici ile gézenek olusumu gibi MIP morfolojisi {izerinde
onemli bir etkisi vardir. On polimerizasyon kompleksinin stabilitesi solvent ortamindan
etkilendiginden solvent se¢cimi MIP'lerin tanima performansi iizerinde onemli bir etkiye
sahiptir. Ornegin, metanol ve su gibi yiiksek polariteli ¢oziiciiler, fonksiyonel monomer ile
kalip molekiil arasindaki baglar1 olumsuz etkileyerek MIP'lerin daha diisiik secicilige sahip
sentezine yol acar. Bu nedenle polar solventlerin aksine diklorometan veya asetonitril gibi
polar olmayan solventler tercih edilebilir. Bu durumda polar olmayan solventlerin dielektrik
sabiti onemli olacaktir. Artan dielektrik sabiti hidrojen bagi etkilesimlerini etkiledigi i¢in
MIP'in seciciligi iizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ozetle, secicilik en
iyi sekilde dusiik dielektrik sabitine sahip apolar solventlerde sentezlenen MIP'lerde

gdzlemlenmistir. Coziiciiniin tiirii ve polaritesi; polimerin gézenek yapisi, monomer-kalip
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molekiil etkilesimi ve kalip molekiiliin etkin sekilde uzaklastirilmasi ile iligkilidir (Wloch &
Datta, 2019).

1.4.2. Molekiiler Baski Teknolojisi ve Yaklasimlar:

[k baslangig noktas1 Polyakov'un silika jelin sentezlenmesi ve bunun baskili boyalar
icin adsorpsiyon ozelliklerinin bulunmasiyla ilgili aragtirmalarina dayanmaktadir. (Sun vd.,
2014; Wackerlig & Schirhagl, 2016). Daha sonra, dogal antikorlar ile spesifik antijenlerin
sablon modeller olarak etkilesimi, 1940 yilinda Pauling tarafindan onerilmistir (H. Zhu vd.,
2018). Her iki 6n gelisme de yapay molekiiler tanimanin temelini olusturmaktadir. Wulff ve
arkadaglar1 biyomimetik katalitik uygulamalar i¢gin MIP sentezine ve tasarimina onciiliik etti.
Sonug olarak MIP stratejisi, hedef molekiillerin taninmasinda en umut verici tekniklerden biri
olarak siniflandirilmaktadir. Hedef molekiil, monomer, ¢apraz baglayici ve baslatict MIP'lerin
en 6nemli bilesenleridir. On-polimerizasyon kompleksi olarak adlandirilan hedef molekiil-
monomer kompleksi, 3D-polimer zincirlerini uygun kosullar altinda stabilize etmek igin
yiiksek oranda capraz baglama maddesi varliginda polimerize edilir. Kalip molekiillerin
polimerden ¢ikarilmasindan veya ¢ikarilmasindan sonra, damgalanmis bosluklar, tamamlayici
geometrik boyuta ve kimyasal yapilara sahip sentetik reseptorler olarak agiga ¢ikar. Molekiiler
baskilama yaklagimi, iyi bilinen “kilit anahtar1” biyotanima modeline dayanir. En ¢ok dikkat,
antikorlarin, reseptorlerin ve diger birgok pahali afinite reaktifinin yerini alabilecek molekiiler
baskili polimer bazli yapilarin gelistirilmesi ve uygulanmasina odaklanmistir (Lu et vd., 2014).
Substrat molekiilleri, ¢esitli metabolik biyokimyasal reaksiyonlarda yiiksek segicilik ve afinite
ile yapay bosluklara baglanir. Benzer sekilde, molekiiler baskilama iki ana noktaya
dayanmaktadir: (i) polimerik matrislerin yapisi ve (ii) sablon ile polimer arasindaki baglanma
etkilesiminin dogasi. Sonug olarak, hedef molekiil ile fonksiyonel monomer arasinda uygun
baglanma gruplarina sahip tersinir kovalent, kovalent olmayan etkilesimlerin veya hibrit
etkilesimlerin olusmasina izin verilir. Geleneksel baskilama ydntemlerinin ilk 6rneklerinde
polimerin fonksiyonel gruplar1 hedef molekiile kovalent olarak baglanir. Daha sonra kalip-
monomer etkilesimlerinin van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglar1 ve dipolar etkilesimler
gibi kovalent olmayan etkilesimlerle miimkiin olabilecegi bildirilmistir. Baskilama
yaklagimlar1 icin bu kovalent olmayan baglanma ilk olarak 1988'de Klaus Mosbach ve

arkadaglar1 tarafindan rapor edilmistir (Shi vd., 2015).
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Verimli, spesifik ve segici MIP bazli malzemeler gelistirmek i¢in MIP sentezindeki en
Oonemli adim, uygun sentez yonteminin belirlenmesi ve iyi yoOnlendirilmis/erisilebilir
bosluklarin tasarlanmasidir. Fonksiyonel monomerler, hedef molekiillerle kovalent veya
kovalent olmayan etkilesimler gergeklestirir ve polimerizasyon isleminden once ¢ozelti
asamasinda karmagik aglar olusturur. Bu nedenle, fonksiyonel monomerlerin hedef molekiiller
etrafindaki etkilesimlerine ve diizenlenmelerine bagh olarak kullanilan baskilamalar ii¢ tipte
Ozetlemek miimkiindiir: kovalent baskilama, kovalent olmayan baskilama ve yar1 kovalent

baskilamadir.

1.4.2.1. Kovalent Baskilama

On polimerizasyon kompleksleri, stabil polimerler olusturmak {izere fonksiyonel
monomerlerin sablon molekiillere kovalent olarak baglanmasi yoluyla sentezlenir. Kovalent
baglarin yiiksek bag kuvveti/kararliligi, diger sentez yontemlerine gore daha secici olan
MIP'lerin sentezine olanak saglar. Ayrica, kovalent baskilamada secici olmayan baglanma
olasihiginin diigsiik olmasi, fonksiyonel monomerler ve hedef molekiiller arasindaki
stokiyometrik etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, bu yaklasimda bu
kovalent baglar1 pargalamak i¢in hedef molekiiliin uzaklagtirilmasi adiminda sert ¢ikarma
islemi uygulanmahdir ve nispeten yavas adsorpsiyon kinetigi, fonksiyonel gruplar ve hedef
molekiiller arasindaki kovalent baglarin yeniden olugmasi nedeniyle gelistirilen MIP'lerin

performansini sinirlamistir (Wulff, 2002).

1.4.2.2. Kovalent Olmayan Baskilama

MIP tasariminda kullanilan en yaygin etkilesim tiirii kovalent olmayan baskilamadir.
Esas olarak 6n polimerizasyon islemi sirasinda hedef molekiil ile fonksiyonel monomerler
arasinda hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler, n-n etkilesimler ve
van der Waals kuvvetleri dahil olmak iizere zayif molekiiller aras1 etkilesimlere izin verir.
Ayrica uygun bir ¢Oziici ve monomerin secilmesi, on polimerizasyon kompleksinin
polimerizasyon adiminda stabil olmasi i¢in esastir. Bununla birlikte, diigiik baglanma sabiti
nedeniyle asir1 miktarda fonksiyonel monomer kullanilmasi istenmeyen secicilik ile

sonuclanir (Ashley vd., 2017).
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1.4.2.3. Yar1 Kovalent Baskilama

MIP'lerin sentezinde kovalent ve kovalent olmayan baskilama disinda, yar1 kovalent
baskilama olarak adlandirilan yaklagim, bu iki yaklasim arasinda hibrit bir yaklagim olarak
bilinmektedir. Bu yaklasimda, kovalent baglar kullanilarak 6n polimerizasyon kompleksi
olusturulurken, hedef molekiilin monomerle etkilesimi sirasinda kovalent olmayan

etkilesimlerden de es zamanli olarak yararlanilir (Ansari, 2017).

1.4.3. MIP’lerin Zorluklar1

MIP tasariminin amaglarindan biri  biyolojik  orneklerdeki malzemelerin
biyomolekiillere kars1 seciciligini, duyarliligini ve uyumlulugunu arttirmaktir. MIP'lerde
kullanilan baglangic malzemelerinin fizikokimyasal &zellikleri ve sonugta ortaya c¢ikan
polimerik ag, analit biyomolekiillerinin fizyolojik gereksinimleriyle uyumlu olmalidir
(Kryscio & Peppas, 2012). Baski teknolojisi uygun kosullar altinda en iyi performansi
verebilmelidir. Baskilanmig polimerler geleneksel olarak polimerizasyon sirasinda olusturulan
yogun aglardan meydana gelir (Alexander vd., 2006). MIP’lerde olusabilecek zorluklardan
biri, hedef molekiiliin biiyiik polimerik yapida sikisip kalabilmesi ve baglanma bolgelerini
bulmak icin kolayca aga geri yayilamamasidir (Manjunatha vd., 2021). Ag yayilimindaki bu
sinirlamalar, basarisiz bir tanima mekanizmasina neden olur. Coziiciiler, monomer ve hedef
molekiil arasindaki etkilesimleri azaltmamak i¢in bosluklara etkili bir sekilde yayilmamalidir.
Ayrica MIP'in katalizde kullanimiyla ilgili birgok sorun bulunmaktadir. Cesitli ¢oziiciilerde
cozlinmezlik, heterojen bosluklar, yliksek miktarda capraz baglanma nedeniyle yavas kiitle
taginmasi, sulu ortamda bask1 hatalar1 MIP’lerde karsilagabilecek sinirlamalardandir (Corman

vd., 2022; Zelikovich vd., 2023).

1.4.4. Molekiiler Baskilama Uygulamalarina Yonelik Stratejilerin Gelistirilmesi
1.4.4.1. MIP'leri Tasarlamak i¢cin Hesaplamah Yaklasimlar

Molekiiler baskilama ve uygulamalarinin hizla gelismesiyle birlikte, MIP tasarimi ve
sentezinin yukarida bahsedilen asamalarinin in siliko c¢aligmalar1 igin gesitli araglar
benimsenmistir. Bu araglar, én polimerizasyon karisimindaki olaylardan polimer-ligand

etkilesimlerine ve hatta polimer morfolojisine kadar degisen yonler hakkinda atomistik bilgiler
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sunabilir. 21. yiizyilin basinda molekiiler damgalamanin yonlerini incelemek i¢in hesaplamali
stratejilerin ilk uygulamalarindan bu yana, bu alan 6zellikle son on yilda istikrarli bir sekilde
biiyiidii. Bu gelisme, bu c¢aligmalar ve deneysel dogrulama arasindaki gerekli yinelemeli
etkilesim yoluyla desteklenmistir. Gegmiste, MIP davranisinin altinda yatan molekiiler
olaylara iliskin bilgiler, polimer-ligand etkilesimlerine iliskin ampirik caligmalardan elde
ediliyordu. Termodinamik modeller (Nicholls, 1998; Nicholls vd., 2021; Pande vd., 1997),
hem polimerizasyon Oncesi olaylar1 hem de polimer tanima 6zelliklerini agiklamak ve anlamak
amaciyla uygulanmistir. Daha yakin zamanlarda, polimerizasyon oncesi monomer-hedef
molekiil dengesinin olasilik bazli stokastik simiilasyonlar1 (Wu vd., 2008) bu alana katkida
bulunmustur. Daha da 6nemlisi, simiile edilen afinite dagilimlari, MIP'lerde deneysel olarak
Ol¢iilen sonuglarla eslesiyordu. Ek olarak, polimerizasyon oncesi hedef molekiil-monomer
kompleksini ve sonrasinda hedef molekiiliin yeniden baglanmasini agiklayan matematiksel

modeller de gelistirilmistir (Curk vd, 2015).

MIP teknolojisinde hesaplamali stratejilerin kullaniminin son zamanlarda artmasinin
ardindaki ana neden, hesaplama giicliniin artan uygun fiyathiligi ve uygun yazilima erigim ile
ilgilidir (Schadt vd., 2010; Tomov vd., 2005). Bu, ¢ok degiskenli analizlerin, elektronik yap1
hesaplamalarmin ve tam sistem tiim atom molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlarinin MIP

tasarimi, sentezi ve degerlendirmesinin tiim yonlerine uygulanmasina olanak saglamustir.

MIP'lerin tasarimi ve degerlendirilmesi i¢in elektronik yapr hesaplamalarina dayali
yar1 deneysel ve yogunluk fonksiyonel teorisi (DFT) stratejilerinin de kullanimi artmaktadir.
Toplu olarak kuantum kimyas1 olarak adlandirilan bu hesaplama yontemleri sinifi, incelenen
sistemin atomik koordinatlarina ve elektron sayisina dayali olarak elektronik Schrodinger
denklemini ¢6zmeyi amaglamaktadir. Birkag elektrondan daha fazlasina sahip sistemler i¢in

bu imkansizdir ve bu nedenle yaklasik degerler gereklidir (Nicholls vd., 2021).

1.4.4.2. Dummy (Sahte) Baskil Polimerler (DIP)

DIP’lerin hazirlanma prensibi MIP’lere benzer ve hedef molekiilleri analiz etmek igin
sahte li¢ boyutlu yapilar olustururlar. Boylelikle hedef molekiiliin farkli bir sekilde analiz
edilmesini saglar. DIP’ler, ilk olarak, uygun bir ¢oziicii icerisinde, sahte molekiiller ile
fonksiyonel monomer arasinda, sahte fonksiyonel gruplarin kovalent veya kovalent olmayan

etkilesmeleri sonucu bir n polimer olusur. Ikinci asamada, elektropolimerizasyon veya
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fotopolimerizasyon yoluyla yiiksek diizeyde ¢apraz bagli li¢ boyutlu ag yapisi olusturmak i¢in
capraz baglama maddeleri ve baglaticilar eklenir. Son olarak, sahte molekiillerin
uzaklastirilmasindan sonra polimerde hedef bilesikleri segici olarak tanimlayabilen, hedef

bilesiklere benzer gdzenekler olusturulur (R. N. Chen vd., 2021; Koster vd., 2001).

DIP’ler 6zellikle amino, hidroksil ve karboksil gibi fonksiyonel gruplara sahip, benzer
molekiiler yap1 iceren bilesikleri dogrudan analiz edebilir. MIP’ler ile karsilastirildiginda
DIP'lerin birgok avantajlar1 vardir: (1) Hedef molekiiller olarak uygun olmayan bazi bilesikler,
benzer yapilara sahip sahte molekiiller secilerek baskilanabilir ve bu da MIP'in uygulama
araligini genisletir. (2) Karmasik numunelerin analizinde, 6zellikle iz analizinde, artik hedef
molekiiliin sizintis1i, analiz sonuglarmin dogrulugunu dogrudan etkileyecektir. DIP’ler
kullanilarak bu durumun 6niine gegilebilir. Bu ayn1 zamanda sahte molekiillerin diger hedef
molekiillere gore en biiylik avantajlarindan birisidir. (3) Ayrica, baz1 pahali veya gevreyi
kirleten hedef molekiiller i¢in veya fonksiyonel monomerlerle baglanmasi zor olan hedef
molekiiller i¢in sahte bir molekiiliin kullanilmas1 deneyin maliyetini ve zorlugunu azaltabilir

ve deneyin giivenilirligini artirabilir (R. N. Chen vd., 2021; Yilmaz vd., 2000).

DIP'ler iizerine yapilan arastirmalar héla smirlidir ve DIP’de gelistirilmesi gereken
pek cok eksiklik vardir: (1) En 6nemlisi sahte molekiiliin hedef analitin yapisal analogu olmasi
ve uzaysal yapinin hedef analitle tamamen tutarli olmamasidir. Bu nedenle, DIP'lerin hedef
analit i¢in se¢iciligi daha disiiktiir. (2) Sahte molekiillerin se¢imi igin standart bir temel yoktur
ve farkli baskilama ve tespit yOntemleri, aynmi hedef analitlerde farkli etkilere sahip
olabilmektedir. (3) MIP’e benzer sekilde, mevcut kullanimdaki fonksiyonel monomerler,
capraz baglama maddeleri ve polimerizasyon yontemlerinin énemli sinirlamalar1 vardir.
Ozellikle ~fonksiyonel monomer tiirleri baz1 molekiiler tamima  gerekliliklerini
karsilayamayacak kadar azdir ve bu da DIP’lerin pratik uygulama gerekliliklerini

karsilayamamasina neden olmaktadir (R. N. Chen vd., 2021; Kubiak vd., 2020).

1.5. Elektrokimya

Elektrokimya, elektriksel potansiyel farki ile tamimlanabilir kimyasal degisim
arasindaki iliskiyle ilgilenen, maddenin elektrik enerjisiyle etkilesmesi sonrasinda meydana
gelen fiziksel degisiklikleri, kimyasal doniisiimleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine

cevrilmesini inceleyen fiziksel kimyanin dalidir. Bu reaksiyonlar, iyonik olarak iletken ve
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elektronik olarak yalitkan bir elektrolit (veya bir ¢ozelti i¢indeki iyonik tiirler) ile ayrilan
elektrotlar arasinda elektronik olarak iletken bir faz aracilifiyla hareket eden elektronlar
icerir. Diger bir ifadeyle elektrokimya, elektronlarin bir maddeden diger bir maddeye elektron
transferini inceler ve bu elektronlarin hareketi, analitin belirlenmesinde kullanilabilecek bir
akim tiretir (Skoog vd., 1998). Ayrica, elektrokimyasal reaksiyonlar (oksidasyon-rediiksiyon
gibi redoks reaksiyonlar1) elektrokimyasal bir hiicre de meydana gelir. Uygun bir elektrolit
¢ozeltisine batirilmis iki metal iletken (elektrot), bir elektrokimyasal hiicreyi olusturur (Skoog

vd., 1998; Ozkan vd., 2015).

1.5.1. Elektrokimyada Kullanilan Elektrotlar

Elektrokimyasal hiicrelerde, potansiyeli sabit olan bir referans elektrot ve bir ¢aligma
elektrotu bulunan iki elektrotlu sistemler ile iki elektrotlu hiicrelerdeki elektrotlara ek olarak
bir de yardimer (karsit) elektrot iceren ii¢ elektrotlu sistemler elektrokimyasal analizlerde
kullanilan sistemlerdir. Genellikle ii¢ elektrotlu sistemler daha ¢ok kullanilmaktadir (S. Chen,
2007). Gergeklestirilecek elektrokimyasal analizin ve analitin 6zellikleri, en iyi

elektrokimyasal hiicre sisteminin ve elektrotlarin belirlenmesinde kullanilabilir (Wang, 2006).

1.5.1.1. Voltametri Yonteminde Kullanilan Calisma Elektrotlar:

Calisma elektrotlar1 tipik olarak iyi bilinen yiizey alanina ve morfolojiye sahip,
kimyasal olarak stabil malzemelerden yapilir. Yaygin 6rnekler arasinda genellikle cilali bir
disk veya mikroelektrot olarak platin veya camsi karbon bulunur. Analitle ilgili reaksiyonun
gerceklestigi  ve potansiyeli referans elektrota bagli olarak degisen elektrot, bir
elektrokimyasal hiicrede ¢aligma elektrotu olarak bilinir. Potansiyostat bu potansiyeli kontrol
eden cihazdir. Caligma elektrodu yiizeyinde, elektrokimyasal hiicre ¢ozeltisindeki analitin
elektron degisim siiregleri gerceklesir ve analit derisimindeki degisiklikler, akimin bu

potansiyele uygun olarak farklilagmasina neden olacaktir (S. Chen, 2007).

Calisma elektrotlar1 karbon temelli, metal temelli ve civa temelli olmak {izere
siniflandirilabilir. Karbon temelli kat1 elektrotlar, camsi karbon elektrot (CKE), karbon pasta
elektrot (KPE) ve perde baskili karbon elektrot (SPCE); metal temelli elektrotlar (ME), platin,
altin, glimiis ve perde baskili altin elektrotlar (SPAuE); asili civa elektrot (ACE) ve damlayan
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civa elektrot (DCE) gibi civa temelli elektrotlar da ¢ok siklikla caligma elektrotu olarak
kullanilmaktadir (Ozkan vd., 2003; Ozkan vd., 2015).

1.5.1.2. Voltametride Kullanilan Referans Elektrotlar:

Bilinen ve sabir bir potansiyele sahip referans elektrotlar, polarize olmayan davranis
sergileyen elektrotlardir. Calisma elektrodunun potansiyelini karsilastirmanin bir yolu referans
elektrodun potansiyeli ile karsilastirilmasidir. Ciinkii referans elektrodun potansiyeli analit
¢ozeltisinin derisiminden etkilenmez ve sabit kalir. Tercih edilen referans elektrotlar arasinda
bu ozellikleri saglayan ve redoks ciftleri olan Ag/AgCl elektrot ve doymus kalomel
elektrotlardir (Hg/Hg,Cl,). Doymus bir kalomel elektrot, KCl igeren ve doymus bir Hg/Hg»Cl»
cozeltisi ile temas halinde civadan olusan bir sistemdir. Ag/AgCl elektrot ise Ag elektrotun
AgCl ile doyurulmus KCI ¢ozeltisine daldirildigi bir sistemdir (Wang, 2006; Skoog vd., 2014;
Ozkan vd., 2015).

1.5.1.3. Voltametride Kullanilan Yardimei (Karsit) Elektrot

Calisma elektrodunun redoks reaksiyonunu engellemeden calisma elektrodu igin
gerekli akimi saglayan elektrota yardimei (karsi) elektrot denir. Elektrokimyasal hiicre sistemi
icin yardime1 elektrotlarin se¢iminde titanyum ve platin gibi kimyasal olarak inert metallerin

kullanilmasi tercih edilir (Pletcher vd., 2001; Scholz, 2010).

1.6. Elektroanalitik Yontemler

Elektrokimyasal teknikler, c¢ozelti-elektrot sistemine bir elektriksel bir kuvvet
uygulayarak yiik, akim ve potansiyel dahil olmak {izere elektriksel 6zellikleri 6lger. Bagka bir
deyisle, numunede bulunan analitin derisimini 6lgmek igin uygun bir elektriksel 6zelligin

kullanilmasini igerir (Skoog vd., 1998).

Elektrokimyasal yontemler, Ol¢iimlerin son derece diigiik tespit limitlerinde
yapilmasimna olanak tanir. Bu yOntemler, adsorpsiyon derecesi, denge ve kimyasal
reaksiyonlarin hiz sabitleri, kiitle aktarim hiz1 ve arayiizdeki yiik aktarim hizi dahil sistemler

hakkinda detayli bilgiler sunar (Skoog vd., 1998).
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Analiz edilecek maddenin ¢dozeltisinin elektriksel 6zelliklerine bagh olarak,
elektrokimyasal teknikler hem kalitatif hem de kantitatif analitik teknikleri kapsamaktadir.
Yiki, potansiyeli ve akimi dahil olmak {izere analitin 6zellikleri ve bunlarmn kimyasal
parametrelerle iliskisi degerlendirilir. Kapsaml bir karakterizasyon olanagi sunmasi, diisiik
teshis limitine ulagsmasi ve ucuz olmasi gibi faydalar1 sayesinde elektrokimyasal tekniklerin
cevresel analizler, biyomedikal analizler ve endiistriyel uygulamalar dahil olmak {izere genis

bir kullanim alani vardir (Wang, 2006; Skoog vd., 2018).

Elektroanalitik yontemleri genel olarak hem arayiize iligkin hem de ¢ozeltiye iliskin
yaklagimlar olarak kategorize edilebillirler. Bu yontemler net akimin dengeden uzak oldugu
(i#0) dinamik yontemler ve net akimin sifir oldugu (i = 0) ve yontemin dengede oldugu statik
yontemler olarak da siniflandirilabilirler. Sekil X’de elektrokimyasal tekniklerin daha ayrintili

bir siniflandirmasi verilmistir (Kissinger ve Heineman, 1996).
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Sekil 1. 2. Elektroanalitik yontemlerin siniflandiriimasi

1.6.1. Polorografi

Polarografi, ¢alisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodunu (DCE) kullanan
voltametrik teknigin en eski ve daha temel tiiriidiir. Diger voltametrik teknikler gibi akim da
polarografide uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak &lgiiliir. Polarografi, ilk olarak
Heyrovsky tarafindan Onerilmis ve genis katodik potansiyel araligi, degistirilebilir DCE
ylizeyi ve tekrarlanabilirligi nedeniyle 1950 ile 1970 yillar1 arasinda popiiler olarak
kullanilmigtir. Ancak koklii bir teknik olmasina ragmen civa kullaniminin toksisite ve kolay

oksidasyon gibi dezavantajlar1 nedeniyle pratikligi yoktur. Bu nedenle polarografinin modern
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versiyonunda mekanik olarak civa damlamasimmi saglamak icin gelistirilmis cihazlar

kullanilmaktadir (Bond, 1980).

1.6.2. Voltametri

Cek bilim adam1 Jaroslav Heyrovsky, 1920'lerde “voltametri” teknigini kesfeden ilk
kisi oldu. Voltametri terimi “voltamperometri”’den alinmistir. Giiniimiizde “damla civa
elektrotlu voltammetri” i¢in yaygin olarak kullanilan bu teknik i¢in ilk basta “polarografi”
kelimesi Onerildi. Bu teknigin bir tiir “elektrokimya” oldugu disiiniilmektedir. Bu tekniklerin
sayist diger tiim elektroanalitik tekniklerden daha fazla oldugu i¢in genellikle elektroanaliz
terimiyle tanimlanir. Teknik temel olarak, sistematik bir sekilde degisen potansiyel (v) ile
incelenecek elektroaktif bir maddenin ¢ozeltiye batirilmig calisma elektrotlart araciligiyla
akim (I) akisinin ol¢iilmesini igerir. Giinlimiizde bu teknik, biyolojik ve ¢evre agidan énemli
tiirlerin analizine yonelik basit, ucuz ve hizli teknik olmasi nedeniyle 6nem kazanmaktadir.
Analit, voltametrik tepe potansiyeli sayesinde hizl bir sekilde analiz edilebildiginden {istiin

secicilik ve hassasiyet sunar (Bond, 1980; Skoog vd., 1998; Bagotsky, 2006).

Voltametrinin ¢alisma prensibi; elektrokimyasal hiicrede bir referans (karsilastirma)
ile polarize olabilen bir indikatoér (¢aligma) elektrodu arasinda degeri zamanla degistirilen
potansiyel uygulanmasi ile ortaya ¢ikan akimin {i¢ elektrotlu hiicrelerde ¢aligma elektrodu ile
karsit (yardimci) elektrot, iki elektrotlu hiicrelerdeyse karsilastirma elektrodu ile galigma

elektrodu arasinda Sl¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Bond, 1980).

Voltammetriyi, yani uygulanan potansiyelin (E) etkilerini ve redoks akiminin
davranigin1 tanimlayan birkag iyi bilinen yasa vardir. Nerst veya Butler-Volmer denklemlerine
gore elektrot ylizeyinde (Co°: oksidasyon tiirlerin derigimi; ve Cr’: redoks tiirlerin derigimi)
redoks tiirlerinin derigimleri sirasiyla uygulanan potansiyel ve reaksiyon hizi (k,) tarafindan
kontrol edilir. Ayrica, Fick yasasinin difiizyonda 6nemli bir rol oynadig1 ¢ozelti-elektrot
arayliziinde redoks akimi (Faradaik akim) ile madde akis1 arasindaki iliski agiklanmaktadir.
Inorganik, fiziksel ve biyokimyacilar, farkli ortamlardaki oksidasyon ve indirgeme siireglerini,
yiizeylerdeki adsorpsiyon siireglerini ve kimyasal olarak degistirilmis elektrot yiizeylerindeki
elektron transfer mekanizmalarini incelerken siklikla voltametriyi tercih etmektedirler (Bond,

1980; Skoog vd., 1998; Bagotsky, 2006).
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1.6.2.1. Doniisiimlii Voltametri (DV) ve Dogrusal Taramal Voltametri (DTV)

Doniistimlii voltametri (DV), kantitatif analiz/belirleme amaciyla kullanilabilecek bir
teknik olmasina ragmen en 6nemli kullanimi, oksidorediiksiyon reaksiyonlarinin mekanizmasi
ve elektrot siiregleri hakkinda niteliksel bilgi elde etmektir. Hizli ve 6nemli bilgi saglamasi
nedeniyle elektrokimyasal analizin ilk adimi olarak uygulanan 6nemli ve tercih edilen bir
tekniktir. DV, baslangi¢ ve son elektrot potansiyeli arasinda periyodik potansiyel dongiilerinin
uygulanmasina dayanmaktadir. ileri ve geri taramalardan olusan tek bir taramada genis bir
potansiyel araligmin degerlendirilmesi miimkiindiir. Ancak tarama hizinin degistirilmesi

redoks reaksiyon kinetigini degistirir (Ozkan vd., 2015; Pletcher vd., 2001; Skoog vd., 2018).

Tarama hizinin (v) hedef analitin voltametrik tepkisi {izerindeki etkisinin
arastirllmasinda DV teknigi kritik bir yere sahiptir. Bu amagla segilen analitin derisiminin
elektrokimyasal davranigt DV yontemi kullanilarak optimum pH ortaminda 0.005 ile 1.000
V.s~! arasindaki v araliginda degerlendirilir. Bu adimda, farkli degiskenler arasindaki iliskiler

(tepe akimi (Ip) ile v'nin karekdkii (v'?

) ve loglp ile logv) degerlendirilir ve elde edilen
denklemler yorumlanir. Loglp'ye karst logu'nin egim degeri, oksidasyon siirecinin difiizyon
veya adsorpsiyon kontrollii olup olmadigi hakkinda bilgi verir. Egim degeri teorik deger olan
0.5'e yakinsa siire¢ difiizyon kontrolliidiir. Egim degeri teorik deger olan 1.0'a yakinsa proses
adsorpsiyon kontrolliidiir. Egim degeri 0.5 ile 1.0 arasinda bir ara deger ise prosesin difiizyon

kontrollii adsorpsiyon olmasi dnerilmektedir (Ozkan vd., 2015; Pletcher vd., 2001).

Dogrusal tarama voltametrisi (DTV) prensipte DV ile ayn1 olmasina ragmen, DV'deki
coklu potansiyel taramalardan farkli olarak, DTV yalnizca bir potansiyel taramaya sahiptir ve

genellikle niceliksel amaglar icin tercih edilir (Ozkan vd., 2015; Pletcher vd., 2001).

1.6.3. Puls Voltametrisi (PV)

Voltametrik teknikler gelisip farklilastikga Olcim hassasiyetini artirma egiliminde
oldular. Bu amagla potansiyelin bir adim (puls) olarak uygulanmasiyla, faradaik olmayan
akimim o6lgiilen akim tizerindeki etkisi ihmal edilebilir bir diizeye indirilir ve neredeyse
tamamen faradaik akimin 6l¢iilmesi miimkiin olur. Bu tekniklerde puls genligi, puls genisligi,

ornekleme periyodu ve puls periyodu gibi parametrelerin optimize edilmesi 6nemlidir. Puls
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yontemleri uygulanan potansiyelin modiilasyonuna gore farklilik gosterir (Ozkan vd., 2015;

Pletcher vd., 2001).

1.6.3.1. Normal Puls Voltametri (NPV) ve Ters Puls Voltametrisi (TPV)

Normal puls voltammetrisi (NPV), artinlmis amplitiidlii puls serilerinin
uygulanmasina ve her puls arasinda 0.1-5 saniye siireyle temel potansiyelin uygulanmasina
dayanir. Bu, elektrotun baslangi¢ kosullarina geri donmesini saglar. Bu nedenle yiizey
kirlenmesi sorunlarinin dnlenmesi amaglanmaktadir. Ters darbe voltammetrisinin (TPV) puls
serisi, NPV'nin ayna goriintiisiidiir ve elektrot reaksiyon tirlinlerini dogrudan degerlendirmek

icin kullanilir (Ozkan vd., 2015; Pletcher vd., 2001).

1.6.3.2. Diferansiyel Puls Voltametri (DPV)

Diferansiyel puls voltammetrisi (DPV), ¢ok yiiksek oranda faradaik akim saglama
yetenegi sayesinde en hassas voltametrik yontemlerden biridir. Bu yontemde fark, pulsun iki
farkl1 noktasindaki (pulsu uygulamadan o6nce ve pulsun sonuna yakin) akim dlgiilerek
hesaplanir. Boylece sarj akiminin etkisinin  miimkiin oldugu kadar azaltilmasi
amaclanmaktadir. Bu avantajlar1 sayesinde DPV gilinlimiizde elektrokimyasal sensor

uygulamalarinda en ¢ok tercih edilen yontemdir (Ozkan vd., 2015; Pletcher vd., 2001).

1.6.3.3. Kare Dalga Voltametrisi (KDV)

Kare dalga voltametrisi (KDV), yiiksek frekans sayesinde ¢ok hizli analiz saglamasi
gibi 6nemli bir avantajla 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica akim 6l¢iimii DPV'ye benzer. Bir merdiven
rampasina kare dalga tipi bir potansiyelin uygulanmasiyla elde edilir. KDV’de en cok
kullanilan yontemdir ve siyirma ydntemleriyle birlestirilebilir (Ozkan vd., 2015; Pletcher vd.,
2001).

1.6.4. Siyirma Voltametri (SV)

Siyirma yontemleri, etkili 6n derigim iglemi ve elektrokimyasal styirma adi verilen bir
dlciim adimiyla entegrasyonu sayesinde dikkate deger bir hassasiyet saglar. On derisim islemi,

analitin elektrot yiizeyinde birikmesini veya birikmesini ve dl¢climden 6nce bir dengeleme
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periyodunu miimkiin kilar. Analitin akisi ve birikmesi, elektrotun karistirilmasi veya
dondiiriilmesiyle artirilabilir. Cok diisiik teshis sinir1 (TS) ve tayin alt sinir1 (TAS) degerlerine
ulagabilme yetenegi, styirma voltametrik yontemlerini digerlerine gore daha avantajli hale
getirmektedir. Styirma teknikleri DPV ve KDV gibi yontemlerle birlestirilerek tercih
edilmektedir. Ancak bu caligmalarda bazi parametrelerin yani1 sira bazi parametrelerin de
optimize edilmesi gerekmektedir. Bu amagla 6n optimizasyon adiminda birikim potansiyeli
ve birikim siiresi optimize edilir. Bu asamalarda bir parametre sabit tutularak digerinin
optimum degeri bulunarak pik yiiksekligindeki artis degerlendirilir (Ozkan vd., 2015; Pletcher
vd., 2001).

1.6.4.1. Anodik Siyirma Voltametrisi (ASV)

Bu yontem genel olarak metal iyonlarin tayini i¢in siklikla kullanilir. Tayin siirecinde
analit, elektrot ylizeyinde biriktirme asamasinda indirgendikten sonra bir kez daha oksitlenir.
ASV teknigi 6zellikle miikemmel dogrulugu, eszamanlh ¢oklu analiz yetenegi ve diisiik teshis

limiti nedeniyle eser metal analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ozkan vd., 2015).

1.6.4.2. Katodik Siyirma Voltametrisi (KSV)

Bu yontemle ASV arasindaki tek fark, 6n derisim sirasinda analitin oksidasyonudur.
ASV’nin aksine biriktirme adiminda analit yiikseltgenirken elektrot yiizeyinde tayin edilme
asamasinda indirgenir. Organik ve inorganik iyonlardan olusan farmasdétik bilesikler, KSV
kullanilarak tayin edilir. Bu teknik girisim ve segicilik sorunlart nedeniyle ¢ok tercih

edilmemektedir (Ozkan vd., 2015).

1.6.4.3. Adsorptif Siyirma Voltametrisi (AdSV)

Bu yontemde analitin elektrot ylizeyine adsorpsiyonu ile 6n derisim elde edilir ve
AdSV c¢ogunlukla adsorbe edilebilir organik bilesiklerin belirlenmesinde kullanilir. Cok diisiik
derisimdeki kimyasallar1 dogru bir sekilde analiz edebilme yetenegi nedeniyle son zamanlarda
uygulama olarak siklikla kullanilmistir. Analitin elektrot ylizeyine adsorpsiyonu, siyirma
isleminin ilk adindir. Olgiimlerdeki miikemmel hassasiyetinden dolay: ila¢ analizlerinde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Ozkan vd., 2015).

24



1.6.5. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal impedans teknigi biyolojik sistemlerdeki l¢limler i¢in basit, ucuz,
hizli ve invaziv olmayan bir tekniktir. “Impedans”, elektrotlar arasma uygulanan alternatif
akimin varliginda bir elektrik devresinin direncinin 6zelliklerini inceleyen fiziksel bir
degiskeni ifade eder. Bu sistemde akim akis tepkisi, kiigiik bir siniizoidal potansiyel
uygulanarak ve genis bir frekans aralifinda uygulanan potansiyelden frekanstaki (f)
degisiklikler tespit edilerek Olgiiliir. Uyarma frekansinin degistirilmesiyle elde edilen
matematiksel iliskiler incelendiginde, impedans tepkisi, hem gercek hem de sanal
bilesenlerden olusan, frekansin bir fonksiyonu olarak karmagsik bir say1 olarak karsimiza
cikmaktadir. EIS, ig¢sel malzeme ozelliklerini degerlendirme ve elektrokimyasal sistemin
iletkenlik/direng veya kapasitifliginde yer alan belirli siiregleri aragtirma kapasitesine sahiptir.
Bu sistemler, malzemelerin ve biyosensor transdiiksiyonlarinin karakterizasyonu ve analizi

icin ¢ok yararli araglar olarak hizmet vermektedir (Wang, 2006).

Elektrolit bazli sistemlerin EIS analizinde ohmik direng, kapasitans, sabit faz eleman1
ve Warburg impedanst (W) olmak {izere dort unsur kullanilir. Her bir sistemin impedans
davranigini aragtirmak i¢in uygun bir esdeger devrenin secilmesi gerekir. Esdeger devreler,
paralel ve/veya seri impedans bilesenlerinin iyi tanimlarini sagladiklari i¢in deneysel impedans
verilerine yaklagsmak icin yararli araglardir. Randles devresi en yaygin olarak elektrolit
ortamima daldirilmis elektrotlar i¢in kullanilir; ¢6zelti direncini (Rs), yiik (elektron) transfer
direncini (Rct), ¢ift katmanin kapasitansini (Cdl) ve Warburg impedans1 (W) olarak gosterilen
kiitle transfer elemanini icerir (Bard & Faulkner, 2001).

1.7. Elektroanalitik Sensorlerin Validasyonu

Geligtirilen analitik yOntemlerin/sensorlerin  etkinliginin ve giivenilirliginin
degerlendirilmesi, uluslararas1 kuruluglar tarafindan belirlenen belirli standartlar1 karsilayip
karsilamadigima gore yapilabilmektedir. Elde edilen sonuglarin dogruluk, giivenilirlik ve
tutarlihigin saglanmasi igin belirli parametreleri karsilamasi Onemlidir. Bu amagla
gerceklestirilen islemlere validasyon, degerlendirilen kriterlere ise validasyon parametreleri
ad1 verilmektedir. Bunlarin ayrintilarimi (tanim, igerik, kriterler, nasil uygulanacagi vb.) en

kapsamli sekilde agiklayan kabul edilen kilavuz, Uluslararasi Uyum Konferans: (ICH)

25



tarafindan yayinlanmaktadir (Ozkan vd., 2015; “Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology,” 1995). Bu parametreler agagida agiklanmistir:

1.7.1. Segicilik ve Ozgiinliik

Dogrulama siirecinin ilk adimi, bir yontemin safsizliklar, bozunma iiriinleri, benzer
yapiya sahip bilesikler vb. varligindan etkilenmeden hedef molekiilii tespit etme kapasitesi
olarak tanimlanan segiciliktir. Segiciligi degerlendirmek icin, hedef molekiil, girisim etkisi
yaratabilecek molekiillerin varliginda ve yoklugunda belirlenir. Ozgiinliik ve segicilik,
algilama ve segici belirleme olaylanyla ilgilidir ve her ikisi de elektroanalitik yontemin
giivenilirligi hakkinda fikir verir. Segicilik ve 6zgiilliik terimleri siklikla birbirinin yerine
kullanilir (Krull & Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of Analytical Procedures: Text
and Methodology,” 1995).

Genel olarak spesifiklik, ilac aktif bilesiklerinin belirlenmesine yonelik elektroanalitik
yontemlerin olusturulmasinda ele alinan ilk dogrulama parametresidir. “Numune matrisinde
beklenebilecek bilesenin varliginda analiti dogru ve spesifik olarak 6lgebilme yetenegi olan
bir elektroanalitik yontem” olarak tamimlanabilir. Ozgiilliik, yalmzca tek bir parametrenin
olgiilebildigi elektroanalitik tekniklere uygun sekilde uygulamir. Onerilen elektroanalitik
yontemlerin spesifikligini kanitlamak i¢in analit, destekleyici elektrolit, analitli ve/veya
analitsiz matris, baslangic malzemesinin safsizliklari, bozunma iiriinleri veya metabolitlerin
tiimii analiz edilmelidir. Elektroanalitik yontemlerin bir avantaji olarak genellikle farmasotik
dozaj formlarimin inaktif bilegenlerinden etkilenmezler (Krull & Swartz, 1999; Ozkan vd.,
2015; “Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology,” 1995).

Secicilik ise genellikle elektroanalitik yontemler gibi tiim analitik tekniklere
uygulanabilir. Dozaj formlarinda veya biyolojik numunelerde bulunan miidahalelerden
arinmis karisimlar veya matrislerdeki belirli analitleri belirlemek igin bir yontemin ne 6lgiide
kullanilabilecegini ifade eder. Ayn1 zamanda bir yontemin belirli bir analiti diger maddelerden
ayirt etme yetenegidir. Bir elektroanalitik yontemin segiciligi, tipik olarak, analitlerin
ayrilmasmin girisimlerden arinmis oldugunun gdsterilmesiyle dogrulanir. Girisimlerin
kaynag safsizliklar, bozunma bilesikleri, yardimc1 maddeler, endojen maddeler ve numune

matrisi olabilir. Genel bir kural olarak segicilik, herhangi bir girisimin goz ardi edilebilmesi

26



icin yeterince iyi olmalidir. Yanitin diger tiim yanitlardan ayirt edilmesi durumunda yonteme
secici denir. Analitin mevcudiyetine, uygun referans 6rneklerine, analit igermeyen matrise ve
ilgilenilen derisime bagli olarak se¢iciligi incelemek i¢in ¢esitli test prosediirleri ve istatistiksel
hesaplama yontemleri kullanilabilir (Krull & Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of
Analytical Procedures: Text and Methodology,” 1995).

Matris bilesimi bilinmiyorsa sistematik matris etkileri test edilebilir. Bunun i¢in standart
toplama egrilerinin egimleri karsilagtirilabilir. Referans 6rnekleri veya analit igermeyen bir
ornek matrisi mevcutsa, seciciligin elde edilmesi icin student-t ve F testleri kullanilabilir.
Student-t ve F testlerinin hesaplanmasi i¢in, biri matrisli ve digeri matrissiz olmak iizere iki
set test numunesi hazirlamir. lgili denklemler kullanilarak student-t ve F degerleri
hesaplandiktan sonra hesaplanan degerler, teorik student-t ve F tablolarmdan bulunan uygun
teorik student-t ve F degerleriyle karsilastirilmalidir. Hesaplanan student-t ve F degerleri teorik
student-t ve F degerlerinden daha kiiciikse (belirtilen serbestlik derecesi ile), matrisin analizi
etkilemedigi varsayimi yapilir. Hesaplanan F ve t degerlerinin beklenen degeri asmasi
durumunda matrisin sonuglar lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip oldugu
sOylenir (Krull & Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of Analytical Procedures: Text
and Methodology,” 1995).

Analit igermeyen matris veya yardime1 maddeler mevcut olmadiginda segicilik, standart
ekleme egrilerindeki egimler karsilagtirilarak test edilebilir. Bunun igin her derisim
seviyesinde ayn1 analit ilavesini i¢eren iki numune seti hazirlanir. Bir set 6rnek matrisini ve
temel analitin seviyesini icermez, diger set ise temel analitin bulundugu 6rnek matrisini icerir.
Standart eklemeden sonra, bu iki set orneginin sonuglari, ayni grafikte analit ekleme
derisiminin bir fonksiyonu olarak ¢izilmelidir. Bu egrilerin egimleri karsilastirilir ve bu iki
dogrusal regresyon egrisinin egimleri ayni ise matrisin analiz sonucunu etkilemez. Ayrica,
elektroanalitik yontemlerin dozaj formlarinda veya biyolojik Orneklerde farmasotik
analizlerde uygulanmasinin ¢ogu, oksidasyon veya indirgeme potansiyellerine bagl olarak
olas1 etkilesimlerden etkilenememektedir (Krull & Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015;
“Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology,” 1995).
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1.7.2. Kesinlik

Hassasiyet, prosediir homojen bir numunenin birden fazla numunesine tekrar tekrar
uygulandiginda, bireysel test sonuglari arasindaki uyum derecesi olarak tanimlanir. Yalnizca
rastgele hatalarm dagilimma baghdir ve gergek degerle iliskili degildir. Kesinlik genellikle
tekrarlanan analizin standart veya bagil standart sapmalari olarak ifade edilir. Sayisal olarak
kesinlik i¢in biiyiik bir say1, sonuglarin daginik oldugunu ve kesinligin zayif oldugunu gosterir.
Iyi hassasiyet, kritik olarak benzer kosullarm saglanmasina baglhdir. Kesinlik ii¢ diizeyde ele
almabilir ve tekrarlanabilirlik, orta kesinlik ve tekrar edilebilirlik olarak (Krull & Swartz,
1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology,” 1995).

Tekrarlanabilirlik: Tekrarlanabilirlik kesinligin en diisiik derecesini temsil eder.
Ayni analist, ayn1 ekipman, ayn1 laboratuvar ve ayni zaman araligi gibi ayni kosullar altinda,
caligma bilesigi lizerinde ayni yoOntemin kullanilmasiyla elde edilen bu degerin, diger
belirtilerin yoklugunda belirli bir olasilikla yapilabilirligini ifade eder. Bu nedenle
elektroanalitik prosediiriin tamaminin ayn1 numune ¢dzeltisinde en az alt1 kez uygulanmasi
esastir ve %BSS degerinin raporlanmas1 6nemlidir. Tekrarlanabilirlik ¢ok sayida veriyle (en
az 6 kez) yapilmalidir. Bir elektroanalitik analiz yontemi igin tekrarlanabilirlik kriteri <%1.0
olmalidir. Ancak bir safsizlik veya eser miktar analizi i¢in ya da biyolojik matriks i¢erisindeki

analizlerde bu kesinlik kriteri <%35.0 olarak kabul edilmektedir.

Orta kesinlik: Farkli stok ¢ozeltiler, farkh giinler, farkli analistler, farkli ekipmanlar
vb. gibi laboratuvar i¢i varyasyonlari sonucu ortaya cikan kesinlik derecesidir. Bunu tahmin
etmek i¢in, belirli bir laboratuvarda birka¢ haftalik bir siire boyunca elde edilen bir dizi
Ol¢iimiin %BSS'si kullanilir. Orta kesinlik, ¢esitli kosullar altinda toplam kesinliktir ve giinler
arasi, caligmalar aras1 veya analizler arasi kesinlik olarak da adlandirilabilir. Bir analiz yontemi
icin kesinlik kriteri olarak orta kesinligin %BSS degerinin <%?2.0 olmas1 gerekir. Ancak bir
safsizlik veya eser miktar analizi i¢in %BSS degeri <%>5.0’e kadar kabul edilirken, biyolojik

matriks i¢erisindeki analizlerde %BSS degerinin <%10’a kadar ¢iktig1 gbzlenmistir.

Tekrar elde edilebilirlik: Tekrar elde edilebilirlik, farkli analistler, farkli
ekipmanlar, farkli laboratuvarlar vb. gibi farkli kosullar altinda arastirilan test bilesigi tizerinde

ayn1 yontemle elde edilen iki tek test sonucu arasindaki mutlak farkin altindaki degerdir.
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Yontem farkli laboratuvarlarda kullanilacaksa tekrarlanabilirlik parametresi Onemlidir.
Yontem farkli laboratuvarlarda kullanilacaksa tekrarlanabilirlik parametresi Onemlidir.
Tekrarlanabilirlik, “saglamlik” olarak adlandirilan diger analitik dogrulama prosediiriiyle bazi
benzerliklere sahiptir. Farkli laboratuvarlar arasindaki muhtemelen ekipman ve farkh
analistler vb. farkliliklar nedeniyle analiz sonucunda elde edilen tekrar elde edilebilirligin ek
katkilar1 icermesi beklenebilir. Bazen orta kesinlik yerine tekrar elde edilebilirlik
kullanilabilir. Ayrica, Bir analiz yonteminin kesinlik kriteri, tekrar elde edilebilirligin %BSS
degeri <%2.0 olmalidir. Bir safsizlik veya eser miktar tanalizi i¢in bu kesinlik parametresinin

%BSS degerinin <%10’a kadar ¢iktig1 gbzlenmistir.

1.7.3. Dogrusalhk

Dogrusallik, kantitatif belirleme caligmalar1 icin gerekli ve olduk¢a Onemli bir
parametredir. Diger analitik yontemler gibi elektroanalitik teknikler i¢in yapilan bir
dogrusallik calismasi, bir numunedeki 6rnek ¢ozeltilerin miktarinin veya derisiminin bir
fonksiyonu olarak elde edilen sinyalin dogru orantili olarak artma kapasitesini gosteren 6nemli
bir validasyon parametrsidir. Bir elektroanalitik yontemin dogrusalligi, derisimine karsi
elektroanalitik tepkinin kalibrasyon grafiginin ne kadar iyi bir diiz ¢izgiye yaklastiginin bir
Olciistidiir. Standart ¢ozeltilerdeki analit derigimlerinin se¢imi, incelenen numunelerde
beklenen analit igerigini yansitmalidir; genellikle bilinen numune derigiminin %50-150'si
araliginda dogrusallik gosterilmelidir. Minimum alt1 farkli derisim seviyesindeki standart
¢ozeltilerin numuneleri 6lgiiliir. Genellikle her derisim seviyesi i¢in en az li¢ tekrar edilebilir
Ol¢lim almmalidir. Ayrica, elektroanalitik kimyada hassasiyetin belirlenmesinde dogrusalligin
alt smirmin belirlenmesi gerekir. Analiz edilen numuneler, en az 5 farkli analiti uygun
derisimlerde iceren ve uygun miktarlarda analit eklenmis uygun destekleyici elektrolit
cozeltiler ile seri olarak seyreltilmis ¢ozeltiler kullanilarak gerceklestirilebilir. Elektroanalitik
cevap ile analit derigimi arasindaki iligkiyi tanimlamak icin esas olarak dogrusal regresyon
yontemi kullanilir. Dogrusal regresyon yontemi kullanilarak 6nerilen yontem i¢in dogrusallik,
dogruluk (standart hata tahmini), teshis sinir1 (TS) ve tayin alt sinir1 (TAS) tanimlanabilir.
Dogrusal egrinin giin dlglimleri arasinda tekrarlanabilir olmasi 6nemlidir. Farmasotik dozaj
formlarindan aktif olmayan bilesenler veya biyolojik sivilardan endojen maddeler gibi genel
matris etkilerine yonelik bir test, tipik bir test ortamindan tiiretilen bir test ¢ozeltisine saf
farmasotik bilesik ilavelerinin elektroanalitik yonteminin uygulanmasiyla yapilabilir. Bu
yonteme kisaca standart ekleme teknigi adi verilmektedir. Standart ekleme teknigi, normal
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elektroanalitik prosese benzer sekilde ayni son seyreltmeyi saglayacak sekilde yapilmali ve
standart ekleme aralifi, prosediir tamimli kalibrasyon dogrulamasiyla ayni aralifi
kapsamalidir. Elde edilen kalibrasyon egrisi dogrusalsa, olagan kalibrasyon fonksiyonu ile
analit ekleme grafigi arasindaki egimler ve korelasyon katsayisi, farkin 6nemi acisindan
karsilastirilabilir. Onem eksikligi, farmasotik dozaj formlarinda veya biyolojik numunelerde
tespit edilebilir genel matris etkilerinin olmadig1 anlamina gelir. Kalibrasyon dogrusal degilse
anlamlilik testleri i¢in daha karmasik bir tekniktir. Bununla birlikte, elektroanalitik yontemler
kullanildiginda, farmasétiklerdeki yardimci maddelerin ve biyolojik ortamdaki endojen
maddelerin ¢ogunun elektro-inaktif dogasindan dolay: bu tiir girisimler tespit edilememektedir
(Krull & Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology,” 1995).

Genellikle veriler dogrusal en kiigiik kareler regresyon yontemi kullanilarak
hesaplanir. Regresyon c¢izgisinin kendisinden elde edilen veriler, dogrusallik derecesinin
matematiksel tahminlerinin saglanmasinda yardimci olabilir. Ortaya ¢ikan grafik egimi (m),
y-kesisim noktas1 (n), kalan kareler toplami ve korelasyon katsayisi (r) veya belirleme
katsayisi (r°), dogrusallik hakkinda istenen bilgiyi saglar. Cogu yontem igin 0.999'un iizerinde
bir dogrusallik korelasyon katsayis1 veya belirleme katsayisi kabul edilebilirdir. Egim ve y-
kesisim degerleri Ol¢iim teknigine baghdir. Korelasyon katsayisi (r), elektroanalitik tepki ve
elektroaktif bilesik derigimi gibi bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskinin
boyutunu gosterir. Dogrusalligi kabul edilebilir "r" degerinden daha diisiik olan elektroanalitik
yontemlerin dogrusal olmayan olarak ele alinmasi ve daha karmasik ¢ok noktali kalibrasyonlar
veya dogrusal olmayan regresyon tipi istatistiksel modelleme kullanilmasi gerekebilir. Yanitin
bir veya daha fazla biiyiikliik diizeyinde 6l¢iilmesi gerekiyorsa, dogrusalligin belirlenmesi igin
en kiiciik kareler yonteminin ciddi eksiklikleri olabilir. Bu istatistiksel analizde egim, kesigsme
ve korelasyon katsayisi, dogrusalligin diisiik ve/veya yliksek derisim sinirindan ciddi sekilde
etkilenebilir. Dogrusalligin kontrol edilmesi ve ilgili dogrulama parametrelerinin elde edilmesi
icin %BSS veya egim ve kesigme standart hatas1 hesaplanmalidir. Dogrusallik, elektroanalitik
sinyalin 6l¢iilen degerin boyutuna orantili bagimliligini tanimlayan bir 6zelliktir ve belirli bir
aralikta analit derisim seviyesine bagli c¢ift denklemlerle ifade edilebilir. Regresyon iki
degisken arasindaki iligkinin tiiriinii, korelasyon ise iligkinin derecesini tanimlar (Krull &
Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology,” 1995).
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1.7.4. Arahk

Tim kantitatif yontemler ig¢in aralik belirtilmelidir. Genellikle aralik dogrusallig
icerir. Elektroanalitik yontemlerin araligi, ilag aktif bilesiklerinin iist ve alt derisim degerleri
arasindaki araliktir. Analitik prosediiriin uygun diizeyde kesinlik, dogruluk ve dogrusalliga
sahip oldugu gosterilmistir. Kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik, elektroanalitik yontem igin
kriterlerin olusturulmasinda tanimlandigi gibidir. Ana bilesen tahlili i¢in ham madde
derisimleri hedef 6l¢iim seviyesine yakin olciilmelidir. Aralik normalde yontemle elde edilen
test sonuglariyla ayni birimlerle ifade edilir. Olgiilecek ¢alisma numunelerinde derisim aralig
hedef miktar1 kapsamalidir. Saf veya safligi bilinen farmasdtik olarak aktif bilesiklerle
caligmak i¢in ICH, belirtilen minimum araligin test derisiminin %50 ila 150'si olmasini
gerektirir. Ancak elektroanalitik ¢alismalar daha genis derigim araliklar1 gerektirir. Bu araligin
validasyon siirecinde elde edilen dogrusallik c¢alismalarindan sonra elde edilmesi
gerekmektedir (Krull & Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of Analytical Procedures:
Text and Methodology,” 1995).

1.7.5. Duyarhhk

Dogrusallik boliimiinde belirtildigi gibi hassasiyet, kalibrasyon ¢izgisinin egimi olarak
ifade edilebilir ve dogrusallik caligmalar1 sirasinda Olgiiliir. Hassasiyet, dogrusalliktan
sapmalar1 tespit etmek icin kullanilan dnemli bir validasyon parametresidir. Iki farkli derisimi
ayirt etme yetenegidir ve kalibrasyon egrisinin egimi ile belirlenir. Duyarlilik, ¢aligma
analitinin derisimi degistikge tepkinin ne kadar degistigini aciklayan bir parametredir
(Burgess, 2001; Ozkan vd., 2015). Duyarlilik analite ve calisan elektroanalitik teknige
baghdir. Ayrica sifir kesisimli dogrusal yanit fonksiyonu durumunda hassasiyet belirli bir
dagilim araliginda sabittir. Bu aralik derisim araligina, ¢alisma teknigine ve uygulama
ortamima bagl olarak ayarlanmalidir. Yanit fonksiyonunun dogrusal oldugu analizler i¢in
hassasiyet derisime gore sabittir ve kalibrasyon egrisinin egimine esittir. Duyarlilik ile TS
arasindaki iligki yalmizca dogrusal tepki fonksiyonuyla tespit i¢in gegerlidir. Dogrusal olmayan
tepki fonksiyonunda derisime bagli olarak hassasiyetin degigmesi nedeniyle bu tiir bir iliski
elde edilemez. Yukarida agiklanan hassasiyetin dnemine ragmen, belirlenmesi zorunlu olan
dogrulama parametreleri seti igerisinde yer almamaktadir. Hassasiyet, kalibrasyon hattinin

parametrelerine dayali olarak kolayca belirlenebilir (Burgess, 2001; Ozkan vd., 2015).
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1.7.6. Teshis Simir1 (TS)

TS, bir numunede aragtirilan bilesigin tespit edilebilecek en diisiik miktaridir ancak
kabul edilebilir bir belirsizlikle 6l¢iilmesi zorunlu degildir. Bir elektroanalitik yontemin TS'si,
eger buna yakin derisimlerde kantitatif Olglimler yapilacaksa Onemli bir parametredir.
Ozellikle TS, farmasotikler ve/veya biyolojik numunelerdeki ilag aktif bilesiklerinin eser
analizi, toplu ila¢ numunesindeki eser safsizliklar, bitmis dozaj formlarindaki bozunma
iirinleri veya biyolojik numunelerdeki ilaglarin metabolitleri {izerinde c¢aligmak igin
gereklidir. Elektroanalitik c¢aligmalarda TS, enstriimantal veya enstriimantal olmayan
yontemler kullanilarak tanimlanabilir. TS hesaplama yaklasim tiirleri asagida verilmigtir. Bu
tiir TS hesaplamalar1 resmi kilavuzlar ve farmakopeler tarafindan tavsiye edilmektedir (Krull
& Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology,” 1995).

1. Gorsel degerlendirme yontemi: TS, ilag aktif bilesiklerinin bilinen analit
derisimlerine sahip elektroanalizi ile ve bilesigin giivenilir bir sekilde tespit edilebilecegi

minimum seviyenin belirlenmesiyle belirlenir.

2. Sinyal-giiriiltii orani yontemi: Sinyal-giiriiltii oran1 yontemi genellikle ayirma
ve spektrometrik yontemlerde TS'nin hesaplanmasinda kullanilir. Elektroanalitik ¢aligmalarda
metodolojinin dogas1 ve destekleyici elektrolitler nedeniyle giiriiltii net olarak elde
edilememektedir. Bu nedenle bu tiir TS hesaplamasi elektroanalitik tekniklerde yaygin olarak

kullanilmaz.

3. Yamtin standart sapmast ve egim yontemi kullanilarak yapilan
hesaplamaya dayali olarak: Bu yontem kullanilarak TS, asagidaki denklem ile ifade
edilebilir:

SS
TS = 3x—
m

[T ]

Esitlikte “SS” standart sapma ve “m” ilgili kalibrasyon ¢izgisinin egimidir. Bu

yaklasim ¢ogunlukla TS hesaplamasi i¢in elektroanalitik yontemlerde kullanilir. Dolayisiyla
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bu denklem kullanilarak yanit derisim birimlerine doniistiiriilebilir. Bu denklem ayn1 zamanda
egim fonksiyonuna bagl olarak TS ile hassasiyet arasindaki iligkiyi de gostermektedir.
Standart sapma(lar)in elde edilmesi i¢in; bos yanitin biiyiikliigl, uygun sayida bos numunenin
(genellikle 3 ila 6 arasinda) analiz edilmesiyle Slgiiliir ve bu yanitlardan standart sapma
hesaplanir. Diger yaklasim ise analite karsilik gelen bir cevabin en diisiik kalibrasyon
standardinin uygun bir sayiyla (genellikle 3 ile 6 arasinda) olgiilmesi ve standart sapmanin
hesaplanmasidir. Diger yol ise regresyon ¢izgisinin standart sapmasinin veya regresyon
cizgilerinin y kesim noktalarinin standart sapmasinin hesaplanmasidir. Bu standart sapma,

yukaridaki denklem kullanilarak TS nin hesaplanmasinda kullanilabilir.

1.7.7. Tayin Alt Sinir1 (TAS)

TAS, numune matrisinde kabul edilebilir bir dogruluk ve hassasiyet diizeyinde
olciilebilen en diisiik derisimdir. Ozellikle bir iiriindeki safsizliklarin ve/veya bozunma
irinlerinin veya diisiik seviyelerde aktif bilesenin belirlenmesi i¢in kullanilir. Bir¢ok
farmasotik ve biyolojik uygulama igin TAS genellikle TS'den daha yararli bir parametredir.
TAS her zaman TS'den yiiksektir ve genellikle LOD'nin sabit kati olarak alimir (Krull &
Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology,” 1995).

Yukarida verilen TS hesaplamalarina benzer sekilde, siirecin aletsiz mi yoksa aletli mi

olduguna bagl olarak TAS’1 belirlemek icin ICH kilavuzunda ¢esitli yaklagimlar verilmistir.

1. Gorsel degerlendirme yontemi: TAS, ilag aktif bilesiklerinin bilinen analit
derisimlerin elektroanalizi ile ve bilesik miktarinin kabul edilebilir dogruluk ve hassasiyetle

belirlenebilecegi minimum seviyenin belirlenmesiyle belirlenir.

2. Sinyal-giiriiltit oran1 yontemi: TAS igin bu tiir hesaplama yontemi, yalnizca
kromatografik ve spektrometrik yontemler gibi temel giiriiltii sergileyen dl¢tim yontemlerine
uygulanabilir. Elektroanalitik ¢alismalarda metodolojinin dogasi ve destekleyici elektrolitin
dogas1 geregi giriiltii net olarak elde edilememektedir. Bu nedenle TAS igin bu tiir

hesaplamalar elektroanalitik tekniklerde yaygin olarak kullanilmaz.
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3. Yamtin standart sapmasi ve egim yontemi kullanilarak yapilan
hesaplamaya dayali olarak: Bu yontem kullanilarak TAS, asagidaki denklem ile ifade
edilebilir:

SS
TAS = 10x —
m

Esitlikte “SS” ve “m” TS hesaplamasinda kullanilan aynm1 degerlerdir. Bu yaklagim
cogunlukla TAS hesaplamasi i¢in elektroanalitik yontemde kullanilir. Dolayistyla bu denklem
kullanilarak yanit derisim birimlerine doniistiiriilebilir. Bu denklem aym1 zamanda egim

fonksiyonuna bagl olarak TAS ile duyarlilik arasindaki iligkiyi de gostermektedir.

1.7.8. Dogruluk

Dogruluk, elektroanalitik yontemler i¢in olduk¢a 6nemli validasyon parametresidir.
Dogru veya kabul edilmis bir referans degeri olarak benimsenen deger ile bulunan deger
arasindaki uyumun yakmlig1 olarak tanimlanabilir. Bir yontemin dogrulugu rastgele hata
bilesenlerinin yanmi sira sistematik hata bilesenlerinden de etkilenir. Sistematik hata ayni
zamanda bagil hata (%BH) ve yontemin kesinligi olarak da bilinen rastgele hata olarak da
bilinir. ICH yonergeleri, dogruluk c¢alismalar1 i¢in minimum ii¢ derisim seviyesinde ¢
kopyanin test edilmesini onerir. Dogruluk ayni zamanda elde edilen tek dl¢iim ile gercek veya
beklenen deger arasindaki uyum derecesi olarak da tanmimlanir. Dogrulamanin bu iki
parametresinin agiklamasindan goriilebilecegi gibi, kesinlik olmadiginda dogrulugun pek bir
anlami yoktur. %BH kabul edilebilir olmasina ragmen, genellikle deneysel olarak elde edilen
degerin yiizdesi olarak sunulur (Krull & Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of
Analytical Procedures: Text and Methodology,” 1995).

Validasyon c¢alismalarinda dogruluk ve kesinlik iki bagimsiz o6zellik gibi
goriinmektedir. Pratik olarak dogrulugun kesinlige bagli oldugu sdylenebilir. Bir yontem kesin
olmadan da dogru olabilir, ancak bu yalnizca tesadiif eseri ortaya ¢ikar. Her 6l¢iimiin daha
dogru sonucundan daha kesin sonuglar elde edilebilir. Ayrica, dogruluk parametresi elde
edilen kalibrasyon egrilerinin diisiik, orta ve yiliksek analit derisimlerinde iicer kez dlgiim

yapilarak %geri kazanim hesaplanmasiyla bulunur. Genellikle %95 ve %105 araliginda %geri

34



kazanim degerleri elde edilir (Krull & Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of
Analytical Procedures: Text and Methodology,” 1995).

SS
hesaplanan deger ortalamast

%BSS =

hesaplanan deger ortalamast — gercek deger

%BH =
% gercek deger

1. Referans standart bir yontemle karsilagtirma: Bir yontemin dogrulugunu elde
etmek icin bu yontemi kullanarak, onerilen yontemin ii¢ farkli derisim seviyesinde (diisiik,
orta, yiiksek) en az dokuz 6l¢iimle gergeklestirilir ve elde edilen sonuglardan %geri kazanim
degerleri hesaplanir. Dolayisiyla numune hazirlama teknigindeki degiskenlik ve/veya sapma,
arastirilan bilesigin yalnizca bir derisim i¢in en aza indirilebilir. Elde edilen sonuglar diger
kaynaklardan elde edilen sonuglarla karsilastirilmalidir. Bu karsilagtirma igsleminde student-t
ve F testleri kullanilir. Student-t testi ile iki yontemin sonuglarmin ortalamalari kiyaslanirken,
F testi ile de yontemlerin standart sapmalar1 arasindaki farkliliklar hesaplanarak elde edilir.
Elde edilen degerlerin teorik degerlerden kiiciik veya yakin olmasi durumunda tasarlanmig

yontemlerin referans aliman yontem kadar hassas oldugu sonucuna varilir.

2. Kor matrise analizi yapilan maddenin ilave edilmesi ve geri kazanimau:
Deneyler kor matris ortaminin varhiginda gergeklestirilir. Bu tip geri kazanim ¢aligmalart i¢in
hala iyi karakterize edilmis ve saflig1 bilinen standart maddeler ihtiya¢ duyulmaktadir. Analit
referans standardi, plasebo olarak adlandirilabilecek bos matris ortamina farkli derigim
seviyelerinde eklenir. Bu teknigi kullanarak, aktif olmayan bilesenler ile farmasétik olarak
aktif bilesik arasindaki olas1 etkilesimler ve potansiyel etkiler aragtirilabilir. Her bir ¢aligma
derisim seviyesindeki geri kazanim, eklenen bilinen miktarla karsilastirilarak belirlenir.
Normal bir analizde analit i¢in beklenen seviyenin %50, 75, 100, 125 ve 150" sinde olmalidir.
Her seviyede en az ii¢ tekrarli deney gergeklestirilmelidir. Ayrica bos matris yontemi
kullanilarak elde edilen sonuglar, yilizde geri kazanim sonuglarina doniistiiriilebilir ve 6nerilen

yontemin dogrulugunu gostermek icin %BSS ve %BH degerleri ile raporlanir.

35



3. Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi: Bu yontemde, bilinen
miktardaki bilesik, incelenen bilesigin bir kismini zaten igeren bir numune matrisine farkl
seviyelerde eklenir. Eklenen ve eklenmemis numune sonuglari arasindaki fark, eklenen
analitin geri kazanilan kismidir ve bu, eklenen bilinen miktarla karsilastirilabilir. Genel olarak,
bu teknigi kullanan standart ekleme igin, farkli deneylerde matrikse beklenen ¢alisma bilesigi
derisimin %25, %50 ve %100' {inii eklemek iyi bir yaklasimdir. Olgiilen miktarlar, ortalama
geri kazanim ylizdesi sonuclari, %BSS ve %BH sonuglariyla birlikte eklenen miktara gore
raporlanir. ICH, belirtilen aralig1 kapsayan minimum derisim seviyeleri iizerinden minimum

dokuz tespitten veri toplanmasini Onerir.

1.7.9. Saglamhk (Kararhhk)

Bir elektroanalitik metodun saglamligi, elektroanalitik kosullardaki c¢ok kiiglik
degisiklikler karsisinda nihai sonuglarini ne kadar iyi koruyabildiginin gostergesidir. Caligma
kosullarim1 uygun ve giivenilir bir aralikta tutmak ve énemli unsurlarim 6ngoriilebilmesi ve
yonetilebilmesi i¢in kritik parametrelerin belirlenmesi ve kontrol edilmesi saglamligin temel
amacidir. Genel olarak bir elektroanalitik yontem, sonuglarda beklenmedik degisikliklere yol
acmadan diger laboratuvarlarda veya farkli kosullar altinda tekrarlanabiliyorsa saglam olarak
kabul edilir. Tipik kullanimda ne kadar giivenilir oldugunun bir gostergesidir. Saglamligi
degerlendirmek i¢in genellikle ozgiilliik, segicilik, hassasiyet, kesinlik ve dogruluk gibi
parametrelerin yontem iizerindeki performanslar1 dikkate alinir. Ancak saglamlik testleri,
ozellikle giinliik uygulamalarda problem ¢6zmeye harcanan zaman dikkate alindiginda, farkl
laboratuvarlarda kullanilan biyolojik ve farmasotik numunelerin analizini etkileyebilir.
Gelistirilen elektroanalitik yontemin ne kadar saglam oldugunu belirlemek icin g¢esitli
parametrelerin degerlendirilmesi gerekir. Bir elektrokimyasal yontemin saglamligina iliskin
bir ¢calisma, destekleyici elektrolit, tamponun dogasi, pH, iyonik gii¢, puls periyodu, puls
genisligi, sicaklik vb. gibi elektroanalitik yontem igin ¢ok dnemli olan deneysel degiskenlerin
dikkatli bir sekilde secilmesiyle baslamalidir. Ardindan, metodun farkli deneysel kosullar
altinda uygulanmasi igin sistematik bir prosediir takip edilmelidir. Ilk olarak, uygun bir
maksimum degiskenlige sahip parametreler genellikle saglamlik testi yapilmadan once
tamimlanir. Her parametre degistirilirken digerleri belirli bir seviyede sabit tutulur.
Glinlimiizde saglamlik testleri i¢in genellikle deneysel tasarim yaklagimlari segilmektedir.

Saglamlik calismasi, elektroanalitik siirecin dogrulanmasinda ¢ok 6nemli bir bilesendir (Krull
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& Swartz, 1999; Ozkan vd., 2015; “Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology,” 1995).

1.7.10. Tutarhhk

Tutarlik, gelistirilen analitik yontemle bir numune analiz edilirken ayni laboratuvarda
farkl1 analizciler ve cihazlar, kullanilan kimyasallarin markalarinin degismesi, farkli
laboratuvarlarda ayn1 analizciler ve ayn1 marka ve model cihazlar gibi durumlarinda tekrar
elde edilebilirligi ifade eder. Elde edilen %BSS degerleri temel alinarak yontemin tutarlilig
degerlendirilir (Burgess, 2001; Swartz ve Krull, 2012).

1.7.11. Stabilite

Stabilite genellikle caligilan analitlerin ilag aktif bilesiklerini, bozunma iiriinleri,
proses safsizliklari, eksipiyanlar, endojen maddeler veya diger potansiyel safsizliklar gibi
farkli deneysel kosullardaki kararligini gosteren bir parametredir. Bu validasyon parametresi,
deney sonucunda bozunma iiriiniin meydana gelip gelmedigi hakkinda da bilgi verir. Ayrica,
kisa siireli stabilite, uzun siireli stabilite, dondurma-¢6zme stabilitesi ve zorlanmig bozunma
caligmalart gibi dort farkli yontem kullanilarak stabilite galigmalar1 gergeklestirilmektedir

(Ozkan, 2012).

Stabilite testinin amaci, numune toplama, isleme, saklama, hazirlama, analiz vb. tim
stirec boyunca ilgili analitlerde meydana gelen herhangi bir bozulmayi tespit etmektir.
Formiilasyon gelistirme iizerinde ¢alisan arastirmacilar, ilag etken maddelerin isleme ve
depolama kosullar1 altinda bozunma {iriinleri iiretme egiliminden dolay1r zorluklarla
karsilasabilir ve bu da sonugta ilag etken maddesinin ticari kullanilabilirligini tehlikeye
atabilir. Tekrarlanabilir ve giivenilir bulgular elde etmek icin standartlarin, reaktiflerin,
caligma elektrotlarinin, destekleyici elektrolitlerin ve 6rneklerin hepsinin gerekli siire boyunca
stabil kalmas1 gerekir. Sicaklik ve zaman stabilitesi tiim reaktifler ve soliisyonlar i¢in kritik
Ooneme sahiptir. Numune isleme ve elektroanaliz sirasinda ortaya ¢ikabilecek kosullarin
karsilastirilmasi icin stabilite testi sirasindaki benzer kosullar kullanilmalidir. Ana stok
cozeltisindeki etken maddenin stabilitesi, calisma yonteminin bir pargasi olarak
degerlendirilmelidir. ilacin aktif bilesenlerinin ve varsayilan metabolitlerin stabilitesinin

dogrulanmas1 Onemlidir. Tiim reaktiflerin, destekleyici elektrolitlerin, tamponlarin ve
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cozeltilerin zaman boyunca ve farkli sicakliklarda stabil kalmasi ¢ok Onemlidir.
Hazirlanmasindan  kullamima  kadar analitin = standart  g¢ozeltilerinin  stabilitesi
degerlendirilmelidir. Genel olarak her analiz i¢in iiretilmesi gereken soliisyon ve reaktiflerin
24 ile 48 saat stabiliteye sahip olmasi gerekir. Ozellikle fosfat ve asetat tamponlart
kullanildiginda stabilite sorunlarini 6nlemek i¢in destekleyici elektrolitlerin dikkatli bir
sekilde secilmesi Onemlidir. Destekleyici elektrolitlerin buzdolabinda saklanmasi ve
kullanimdan 6nce giinliik olarak kontrol edilmesi gerekir (Krull & Swartz, 1999; Ozkan vd.,
2015; “Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology,” 1995).

1.8. Literatiirde Tez Maddelerine Yonelik Yapilmis Calismalar

Bu tez kapsaminda calisilmasi planlanan antiviral ilag etken maddeleri RIB, MOL,
KAM ve UMl i¢in literatiirde yer alan ve farkli analitik teknikler kullanilarak gerceklestirilmis

caligmalar 6zetlenmistir.
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1.8.1. RIB Antiviral Etken Maddesi i¢in Yapilmis Calismalar

Cizelge 1. 2. RIB i¢in gelistirilen analitik yontemler

Teshis Geri
Yontem Dogrusallik Aralik i Uygulama Kazamim Ref
Sinir1
(%)
i i ) (Cheng
DPV 13.0-160.0 uM 3.0 uM vd., 2006)
Tablet 0% (Abdel
KDASV 0.2 uM-0.1 nM 0.202 nM Idrar 1 00’ 16 Gaber vd.,
Serum 99.9-99.99 2017)
40.95 uM -40.95 (Y. Liu
SK-KS/KS oM 40.95 nM Serum 74.2 vd., 2006)
4.10 uM-320.0 (D’ Avolio
YPSK-UV oM 320.0 nM Serum 76.43 vd., 2006)
40.95 uM-4,10 (Meléndez
YPSK —KS/S Y 13.51 nM Kan 63.2 vd., 2009)
- ) i i (Danso
SK-KS/KS 0.21-204.75 uM Serum 98.6-101.8 vd., 2011)
B ) (D’Avolio
YPSK-UV 0.133-255.9 uM 1.28 nM Serum 80.1 vd., 2012)
65.52 uM-8.19 (Kromdijk
KS/KS A - Plazma 47.8-553.4 vd., 2013)
EKL 0.2-50.0 pM 85.0 nM Tablet 93.0-102.0 (K;’S%V)d"
99.75- (El-
YPSK-UV 0.82-102.4 uM 0.66 uM Kapsiil ) Shorbagy
100.03
vd., 2020)
819.0 uM-4095.0 1150,70 Karaciger (El-Yazbi
SK-KS nM nM homojenati 97.70-99.46 ., 2021)
Xu &
MIP - - - -
Xu, 2012)
) i i ) (M. Chen
MIMs vd., 2022)
491 uM-102.38 Go6l suyu 92.9-98.5 (Hu vd.,
MIP nM SL20mM yinurta 87.593.1 2022)
Ma vd.,
MIP 81.5-204.75 uM 33.17 uM Yem 92-105 2019)
Musluk
suyu 90.25
MIBK - - Jiaohe suyu 92.30 \(]Zv 2Cohzezr;
Moshui 91.50 °
suyu
) . N (Q. Gao
MIMs 0.015-3.5 uM 3.0 nM Graniiller 96.5-99.2 vd,, 2023)
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1.8.2. MOL Antiviral Etken Maddesi I¢in Yapilmis Calismalar

Cizelge 1. 3. MOL igin gelistirilen analitik yontemler

Geri Kazanim

Yontem  Dogrusalhk Arahlk  Teshis Siniri Uygulama (%) Ref
(1]
(Regber vd.,
TF-YPSK 0.1-60.0 pg/mL 0.05 pg/mL - - 2022)
TF- YPSK- . (Annadi vd.,
UV 0.2-80 pg/mL 0.04 pg/mL Kapsiil 100.58 2022)
FIZ’:‘ES 97.72-99.4
UYPSK- 97.64-101.03 (Chang vd.,
KS/KS 2.5-10 ng/mlL. - Aﬂﬁemgk 98.13-100.10 2023)
yo 99.27-100.87
S1V1
uv 5-25 pg/mL 0.02 pg/mL Kapsill 99.99 + 1.23 (Shzaégg)“i"
HP-TLC  3.75-100.00 pg/mL  1.21 pg/mL - - (Sa;‘fg)v d,
Plazma 95-100
SK-KS-KS  2.5-5000 ng/mL - Tl o586 (Amara ., 2021)
20.0-10000.0 Plazma (Gouda vd.,
SK-KS-KS ng/mL - 96.4-97.6 2022)
UPLC-MS- Biyolojik (Nakka vd.,
S 2.25-100 pg/mL 0.68 o 99.10-100.25 200%)
SK-KS-KS 1-5000 ng/mL - Plazma 72.2-76.2 (Parzs(‘)’;f)Vd"
Kapsiil (Abdelazim vd.,
uv 1-12 pg/mL - 99.68 2023)
98-102 (Younis vd
Floresans 10 pM-1 nM 2.24 nM Kapsiil 98.8 °
2023)
99.0
KDV 0.09-4.57 uM 0.03 uM Serum 99.1 (Kablan vd,
_ 2022)
DV 0.25-750 uM 0.05 uM Idrar 98.2-100.6 (Vgggd"
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1.8.3. UMI Antiviral Etken Maddesi i¢in Yapilmis Calismalar

Cizelge 1. 4. UMI i¢in gelistirilen analitik yontemler

Geri Kazanim

Yontem Dogrusallik Arahk Teshis Siir1 Uygulama (%) Ref
(1)
Atik su
YPSK-IEP- Nehir suyu (Ul’yanovsk
KS 3.0-10.0 pg/mlL 3.3 pg/mL Biyolojik ) ii vd., 2022)
camur
(X. Liu,
SK-EI-KS 1.0-1000 ng/mL - Serum 95-105 Huang vd.,
2007)
(X. Liu
YPSK-UV 0.08-20.0 pg/mL - Fare serumu 89.7-92.7 Chen vd.,
2007)
1.8.4. KAM Antiviral Etken Maddesi I¢in Yapilmis Calismalar
Cizelge 1. 5. KAM i¢in gelistirilen analitik yontemler
. o < . Geri Kazamim
Yontem Dogrusallik Arahg: Teshis Sinir1 Uygulama (%) Ref
UYPSK-KS- (Serensen
KS 1.0-100 ng/mL - Serum 90-100 vd,, 2021)

Bu tez kapsaminda COVID-19 galigmalarinda en sik kullanilan antiviral ilaglardan RIB,
MOL, UMI ve KAM etken maddelerinin ayr1 ayr tayini i¢in MIP temelli elektrokimyasal
sensorler gelistirilmesi amaglanmistir. Simdiye kadar bilimsel literatiirde eksik kalan bu
antiviral maddelerin daha secici ve hassas tayini ic¢in spesifik sensorlerin gelistirilmesi
literatiire 6nemli katkilar saglayacaktir. Gelistirilen sensoriin diger analitik tekniklere kiyasla
farmasotik preparatlarda ve ticari insan serum numunelerinde antiviral ilaglarin segici ve
hassas tayinine yonelik etkili bir ¢dzlim tiretmelerinin yanmi sira hizli analiz siiresi, diisiik
maliyet ve verimli analitik sinyalin basarili bir sekilde tretildigini kanitlayacaktir. Ayrica
dayanikli, hizli, hassas, segici, kullanici ve gevre dostu MIP temelli sensorlerin gelistirilmesi

hedeflenecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.4. Tez Cahismasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez ¢aligmasinda kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik saflikta olup herhangi bir 6n

saflagtirma iglemi uygulanmadan kullanilmistir ve Cizelge 2.1.’de gdsterilmistir.

Cizelge 2. 1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde Saﬂll((goe)receSI Firma
Ribavirin (CsH12N40s) Sanovel Pharm
Molnupiravir (C13H19N307) Sanovel Pharm
Kamostat mesilat (C20H22N4Os-CH3SOsH) >98 Sigma-Aldrich
Umifenovir (C22H2sBrN20sS) Sigma-Aldrich
Asetonitril (C2HsN) >99.9 Merck
Etanol (C:HsO) >99.9 Merck
Metanol (CH40) >99.9 Merck
Asetik asit (C2H40z2) >99 Sigma-Aldrich
Soydum hidroksit (NaOH) >97 Sigma-Aldrich
Hidroklorik asit (HCI) %37 Merck
Fosforik asit (H3PO4) >85.0 Merck
Potasyum ferrisiyaniir (K4[Fe(CN)s]) >99.0 Merck
Potasyum ferrisiyaniir (Ks[Fe(CN)s]) >98.5 Merck
Magnezyum kloriir (MgCl2) >98.0 Sigma-Aldrich
Sodyum stilfat (Na2SO4) >99.0 Merck
Dopamin (CsH11NOz2) Alfa-Aesar
2,2'-azobisisobutyronitrile (AIBN) >98.0 Merck
Borik asit (H3BO3) >99 Sigma-Aldrich
Askorbik asit (CsHgOs) Sigma-Aldrich
Dimetil siilfoksit (C2HsOS) >99 Merck
2-hidroksietil metakrilat (CeH1003) >99 Sigma-Aldrich
Etilen glikol dimetakrilat (C10H14O4) >98 Sigma-Aldrich
Potasyum klortir (KCI) >99 Merck
Urik asit (CsH4N4O3) >99 Sigma-Aldrich
Parasetamol (CH3CONHCsH4OH) >97 Sigma-Aldrich
Asetik asit (CH;COOH) >99.7 Merck
Lamivudin (CsH11N303S) >98 Sigma-Aldrich
Zidovudin (C10H13N504) Sigma-Aldrich
Zalsitabin (COH13N303) Sigma-Aldrich
Emtrisitabin (CS8HI0FN30O3S) >98 Sigma-Aldrich

2.5. Tez Cahismasinda Kullanilan Ekipmanlar

Tez caligmasinda kullanilan cihazlar ve diger ekipmanlar Cizelge 2.2.”de gosterilmistir.
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Cizelge 2. 2. Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihaz ve diger ekipmanlar

Cihaz

Marka — Model

Hassas terazi
Ultra saf su cihazi

pH metre

Termal ¢alkalayici
Farkl1 hacimlerde kapakli cam balon
jojeler
Ultrasonik banyo
Inkiibator

Vorteks karistiric
Fourier doniistimlii kizil6tesi spektrofotometre

Raman spektrometre
Damla sekil analizorii

Taramal: elektron mikroskobu

UV lamba
Santrifiij cihazi

Otomatik mikro pipetler ve uygun
pipet uglari

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Ohaus Instruments (Shangai, China)
PURELAB Option-Q (ELGA LabWater,
Birlesik Krallik)
Mettler-Toledo pH/ion S220 pH meter
(Switzerland).
Thermo-Shaker (Biosan TS-100)
ISOLAB Laborgerite GmbH (Eschau,
Almanya)

J.P. Selecta (Barcelona, Spain)

EN 055/120 — Niive (Ankara, Turkey)
ISOLAB Laborgerite GmbH (Eschau,
Germany)

Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10
(Waltham, MA, USA)

JASCO NRS-4500 Confocal Raman
Microscope
KRUSS DSA100 (Hamburg, Germany)
SEM, TESCAN GAIA 3, (Brno —
Kohoutovice, Czech Republic)
UVP-B 100 AP — Analytik Jena US LLC
(Canada)

Niive NF-200 (Ankara, Turkey)
Eppendorf AG (Almanya)/ ISOLAB
Laborgerate GmbH (Eschau,
Almanya)
NanoMagnetics marka AFM sistemi

2.6. Tez Calismasinda Kullanilan Elektrokimyasal Sistem ve Bilesenler

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan elektrokimyasal cihazlar ve bilesenleri Cizelge

2.3.’te gosterilmistir.

Cizelge 2. 3. Tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan elektrokimyasal sistem ve bilesenleri

Bilesen

Marka-Model

Potansiyostat — Galvanostat sistemi
Elektrot hiicre standi
Calisma elektrodu (CKE, 3 mm ¢ap)
Karsilastirma elektrodu (Ag/AgCl)
Yardimc1 elektrot (Pt tel, 7,5 cm)
Parlatma — cilalama seti
Cam hiicre

Metrohm Autolab PGSTAT 128N
BASi®- C3
BASi® - MF 2012
BASi® - MF 2052
BASi® - MW 1032
BASi® - MF 2060
BASi®- MR 1208




2.7. Tez Cahismasinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.7.1. Destek Elektrolitlerin Hazirlanmasi

Elektrokimyasal analizlerde 6zellikle elektopolimerizasyon yontemiyle gelistirilen
sensorlerde hem elektrot yiizeyindeki polimerizasyon islemi hem de hedef molekiillerin
uzaklastirilmasi destek elektrolit ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirildi. 0.1 M asetat tampon
cozeltisi (AT), farkli pH’larda fosfat tamponu (FT) ve Britton-Robinson tamponu hazirlamak
icin istenilen miktarlar tartilarak saf suda ¢oziildii. Tampon ¢6zelti hazirlandiktan sonra pH’1
olgtildii ve 1.0 M HCI veya 1.0 M NaOH kullanilarak pH ayarlamasi yapildi. Hazirlanan
tampon ¢dzelti +4°C’de buzdolabinda sakland1 ve kullanilacagi zaman oda sicakligina gelmesi

beklendi.

2.7.2. Potasyum Ferrisiyaniir/Ferrosiyaniir Cozeltisinin Hazirlanmasi

Elektrokimyasal Ol¢limlerde redoks probu olarak 5.0 mM potasyum

ferrisiyaniir/ferrosiyaniir ([Fe(CN)s]* "+

) ¢ozeltisi kullanildi. Bunun igin 0.1 M KCl iginde ayr1
ayr1 hazirlanan 10 mM’lik potasyum ferrisiyaniir ve potasyum ferrosiyaniir ¢ozeltileri bilinen
miktarlarda alinarak karistirilldi ve tez projesi kapsaminda hazirladigimiz modifiye

elektrotlarin elektrokimyasal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla da kullanildi.

2.7.3. Antiviral ila¢ Etken Maddelerin Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tez kapsaminda calisilan RIB ve MOL etken maddelerinden uygun miktarlarda
tartilarak, 10 mM’lik standart stok ¢ozeltileri ultra saf su igerisnde hazirlanirken, KAM ve
UMI etken maddelerinin ayni derisime sahip stok ¢ozeltileri de dimetil siilfoksit (DMSO)
icerisinde hazirlandi. Hazirlanan standart ¢ozeltiler +4°C ‘de buzdolabinda saklandi.

Kullanilmadan 6nce buzdolabindan gikartilip ortam sicakligina gelmesi beklendi.

2.7.4. Kapsiil Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kapsiil analizi i¢in, her biri 200 mg RIB iceren Viron kapsullerinden 10 mM RIB
kapsiil stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in hesaplanan miktar, hassas bir terazide tartildi ve ultra saf
su i¢inde ¢ozildil. Hazirlanan ¢ozelti dakika ultrasonik banyoda bekletildi ve 5000 rpm'de 20
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dakika santrifiij edildi. Daha sonra ana stok ¢ozeltisi ultra saf su ile seyreltilerek ara stok
¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler geri kazanim ¢aligmalarinda kapsiil formundaki
RIB'in belirlenmesi i¢in standart kalibrasyon verileri kullanilarak hesaplandi. Her biri 200 mg
MOL igeren Viron kapsullerinden 10 mM MOL kapsiil stok ¢ozeltisi benzer adimlar takip
edilerek hazirlandi. Tabletlerdeki RIB ve MOL miktarini incelemek i¢in, bilinen tablet
derisimlerine bilinen miktarda saf antiviral ila¢ etken maddeleri eklenerek geri kazanim

caligmalar1 gergeklestirildi ve DPV yontemi ile incelendi.

2.7.5. Ticari Serum ve Idrar Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Calismalardan 6nce -20°C dondurucuda saklanan, Sigma Aldrich firmasindan alindig:
sekilde dogrudan kullanilan ticari serum numuneleri oda sicakliginda (25°C) ¢oziildii. Ticari
serum numuneleri su sekilde hazirlandi; 1.0 mL 10 mM ila¢ etken maddesi, 3.6 mL ticari
serum Ornegi ve 5.4 mL asetonitril test tlipiine alinarak seyreltildi. Hazirlanan ticari serum
sollisyonu 15 dakika sonikatorde bekletildi. Daha sonra hazirlanan ticari serum c¢dzeltisi,
protein kalintilarinin ¢okeltilmesi i¢in 5000 rpm'de 20 dakika santrifiij edildi. Benzer prosediir
idrar ¢ozeltisi iginde uygulandi. Goniillii kisiden almman idrar 6rnekleri de ticari serum
numunelerine uygulanan yontem ile ayni sekilde hazirlandi, sonikatorde bekletildi ve santrifiij
edildi. Elde edilen kalibrasyon denklemine ait veriler kullanilarak geri kazanim galigmalar1
gergeklestirildi. Geri kazanim sonuglari, bilinen bir derisimde ticari serum numunelerine saf
antiviral ila¢ etken ¢ozeltisi eklenerek hesaplandi ve her derisim i¢in yiizde bagil standart

sapma (% BSS) degerleri elde edildi.

2.7.6. Girisim Calismalarinda Kullanmilan CozeltilerinHazirlanmasi

Girigim ¢aligmalar i¢in kanda bulunan bazi 6nemli biyolojik molekiillerin (dopamin
(DOP), askorbik asit (AA), parasetamol (PAR) ve tirik asit (UA)) ve iyonlari (KNO3, Na,SO4
ve MgCl,), 10 mM’lik stok ¢ozeltileri ultra saf su kullanilarak hazirlanmigtir. Gelistirilen MIP

temelli elektrokimyasal sensorlere bu girisim ajanlarin ettkisi olup olmadigi incelenmistir.

2.7.7. Tez Cahismasinda Kullanilan Diger Cozeltilerin Hazirlanmasi

Axitinib, tiyofenol, tadalafil, zolmitriptan, sumatriptan, L-triptofan, lamivudin,

zidavudin, zalsitabin, emtrisitabin, metformin HCI, L-ariginin, otilonyum bromiir,
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ipratropyum bromiir ve repaglinid etken maddeleri gelistirilen sensér uygulamalarinda
secicicilik caligmalarinda kullanilmigtir. Bu etken maddelerden 1.0 mM stok ¢ozeltiler

hazirlanmigtir. Hazirlanan ¢ozeltiler 15 dakika sonikatorde bekletilmistir.

2.8. Tez Calismasinda Kullanilan Voltametrik Yontemler
2.8.1. Doniisiimlii Voltametri

Tez g¢aligmas1 kapsaminda antiviral ilag etken maddelerin belirlenmesine ydnelik
caligmalarda sensor ylizeyi calisma elektrotu olarak camsi karbon elektrot (CKE) ve perde
baskil altin elektrot (SPAuE) kullanilarak gerceklestirilmistir. Elektropolimerizasyon islemi
MIP ve NIP i¢in elektrotlarin hazirlanmasinda -0.2 ile 1.6 V arasinda 100 mV/s'lik bir tarama
hizinda belirli sayida dongii alinmas1 seklinde uygulanmistir. MIP ve NIP elektrotlarin
hazirlanma yontemleri ayni sekildedir, sadece elektrotlar hazirlanirken NIP yonteminde hedef
molekiil eklenmemektedir. DV yontemi ayrica RIB, MOL, KAM ve UMI i¢in gelistirilen
sensorlerin hazirlama agamalarinda karsilagtirma ve elektrokimyasal karakterizasyon i¢in de

kullanilmigtir.

2.8.2. Diferansiyel Puls Voltametri

RIB, MOL, KAM ve UMI ig¢in gelistirilen MIP temelli elektrokimyasal sensorlerin
analitik performanslarmin degerlendirilmesi i¢in 5.0 mM [Fe(CN)s]* " ve 100 mM KCl

iceren bir soliisyonda DPV yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.8.3. Elektrokimyasal iImpedans Spektroskopisi

RIB, MOL, KAM ve UMI i¢in hem gelistirilen MIP temelli elektrokimyasal
sensorlerin elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in hem de UMI i¢in gelistirilen sensdriin
analitik performasinin degerlendirilmesinde de elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(EIS) yontemi kullanilmistir. Elektrokimyasal tiim &lgiimler 5.0 mM [Fe(CN)s]* ™ ¢cozeltisi

igerisinde gergeklestirilmistir.
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2.9. Tez Calismasinda Kullanilan MIP Temelli Elektrokimyasal Sensorlerin

Hazirlanmasi

2.9.1. Poli(Py-co-p-APBA)/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE icin
MIP ve NIP Temelli Elektrotlarin Hazirlanmasi

Elektrot ylizeyi ultra saf su: metanol (1:1, v/v) karisimu kullanilarak temizlendikten
sonra, CKE yiizeyi aliimina bulamaci igeren bir parlatma pedi kullanilarak cilalands, ultra saf
suyla yikand1 ve oda sicakliginda kurutuldu. Elektopolimerizasyon ¢ozeltisi (EP), pirol (Py,
50 mM), para aminofenil boronik asit (p-AFBA, 10 mM), RIB (10 mM) ve destekleyici
elektrolit ¢ozeltisi (pH 7.4, fosfat tampon ¢ozeltisi (FT)/katkilayici/kars1 iyon olarak 100 mM
LiClO4) kullanilarak hazirlandi. EP, 100 mV/s tarama hizinda -0.2 ile +1.6 V arasinda 15
dongii DV ile gerceklestirildi (Sekil 2.1). Polimerizasyondan sonra elektrot ultra saf su ile
yikandi. Hedef molekiil daha sonra pH 7.5 FT igerisinde 5 dongii DV ile polimerik filmden
uzaklastirildi. Daha sonra, bilinen derisimlerde hazirlanan RIB molekiillerinin uzaklastirilan
bosluklara yeniden baglanmasi i¢in bir ThermoShaker (500 rpm, 25°C) kullanilarak 10 dakika
siireyle gergeklestirildi. Gelistirilen sensorlerin genel sematik gosterimi Sekil 2.2.°de

verilmistir.

60 T T T T T T

50 +

404

30 4

Pik akimi/uA

20 +

10 4

0+

03 00 03 06 09 12 15 18
Potansiyel/V

Sekil 2. 1. 100 mV/s tarama hizinda 15 dongii ile 10 mM RIB, 50 mM Py ve 10 mM p-AFBA ¢ozeltisi
karisimindaki EP isleminin dongiisel voltammogramlari
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Sekil 2. 2. Gelistirilen sensorlerin hazirlik basamaklarinin sematik olarak gosterimi

Fotopolimerizasyon c¢ozeltisi (FP) i¢in hedef molekiil RIB (10 mM, 0.1 mL),
fonksiyonel monomer urasil metakrilat (UraM, 10 mM, 0.1 mL) 6n polimerizasyon ¢dzeltisine
0.5 mL HEMA (temel monomer) ve 0,1 mL EGDMA (¢apraz baglayici) eklendi ve oda
sicakliginda 10 dakika karistirildi. Ardindan, baglatici (AIBN, 2 mg/mL) ve polivinil pirolidin
(PVP, 25 mg/mL) ¢ozeltisinden eklendi ve bu ¢ozeltiden 0.25 pL’lik kisstm CKE yiizeyine
damlatild1 ve ardindan oda sicakliginda 100W, 365 nm UV lamba altinda 5 dakika tutularak
FP islemi gergeklestirildi. Daha sonra, MIP yapisindaki spesifik bosluklar1 ortaya ¢ikarmak
icin modifiye edilmis CKE sensdrii, ThermoShaker (500 rpm, 25°C) ile 5M asetik asit ¢ozeltisi
icerisinde 15 dakika siireyle uzaklastirildi. Son asamada, ThermoShaker (500 rpm, 25°C)
kullanilarak 15 dakika yeniden baglama islemi gerceklestirildi ve RIB molekiillerini
olusturulan spesifik bosluklara yeniden baglamak i¢in bilinen derisimlerdeki RIB ¢ozeltileri
kullanildi. Kontrol deneyleri, MIP'ler i¢in uygulanan prosediiriin aynisi1 ile RIB eklenmeden

hazirlanan baskisiz polimer (NIP) kullanilarak gerceklestirildi.

2.9.2. Poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE ve GuaM/MOL@MIP/CKE ig:in
MIP ve NIP Temelli Elektrotlarin Hazirlanmasi

[Ik olarak, CKE 15 dakika boyunca etanol ve saf su (1:1, v/v) karisimi icinde
sonikatorde bekletildi. Daha sonra, CKE'nin yiizeyi 1.0 mikron aliimina siispansiyonu i¢inde
parlatildi, saf su ile temizlendi ve oda sicakliginda kurutuldu. Py (50 mM), 3-tiyenil boronik
asit (3-TBA, 10 mM) ve MOL (10 mM), EP islemi icin destekleyici elektrolit olarak LiClO4
(0,1 M) igceren FT (pH 7.5) ¢ozeltisi kullanild1. Elektrot, 100 mV/s tarama hizinda -0.2 ile +1.6
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V arasinda 10 dongii DV ile tarand1 (Sekil 2.3). Polimerizasyon sonlandirildiktan sonra film,
ultra saf su ile yikandi. Daha sonra shedef molekiil, FT (pH 7.5) igerisinde 7 dongii DV
kullanilarak uzaklastirildi. Daha sonra elektrotlar, agiga ¢ikan bosluklara yeniden baglanmak
icin ThermoShaker'da 500 rpm'de 25°C'de bilinen derisimlerde MOL ¢ozeltisi ile 10 dakika
siireyle yeniden baglama islemi gerceklestirildi. Gelistirilen sensorlerin genel sematik

gosterimi Sekil 2.4.’de verilmistir.

175

150 -

125 4

100

Pik akimi/pA
o

50
25

04
0.3 0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8
Potansiyel/V

Sekil 2. 3. 100 mV/s tarama hizinda 10 dongii ile 10 mM MOL, 50 mM Py ve 10 mM 3-TBA ¢ozeltisi
karisimindaki EP isleminin dongiisel voltammogramlari
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Sekil 2. 4. Gelistirilen sensorlerin hazirlik basamaklarinin sematik olarak gosterimi

FP icin stok monomer ¢ozeltisi, monomer:hedef molekiil kompleksi (10 mM guanin

metakrilat (GuaM) ve 10 mM MOL), HEMA (100 pL, temel monomer) ve EGDMA (20 pL,
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capraz baglayici) ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti 10 dakika sonikatoérde bekletildi ve bu
cozeltiye baglatic1 olarak 2-hidroksi-2 metilpropiofenon (2 pL) ilave edildi. Daha sonra bu
karisimdan 0.5 pL dogrudan elektrot yiizeyine damlatildi ve 5 dakika UV 1s1k altinda tutuldu.
MOL hedef molekiilii, uzaklastirma ¢dzeltisinin varliginda 10 dakika boyunca 25°C'de 650
rpm'de bir ThermoShaker kullanilarak polimerik kaplamadan uzaklastirildi. NIP'ler, MOL

eklenmeden ayni kosullar kullanilarak kontrol ¢alismalar i¢in hazirlandi.

2.9.3. UMI@B;3;N3/BuMA@MIP/CKE icin MIP ve NIP Temelli Elektrotlarin

Hazirlanmasi

Ilk olarak, CKE 15 dakika boyunca etanol ve saf su (1:1, v/v) karisimi icinde
sonikatorde bekletildi. Daha sonra, CKE'nin yiizeyi 1.0 mikron aliimina siispansiyonu i¢inde
parlatildi, saf su ile temizlendi ve oda sicakliginda kurutuldu. Hedef molekiil UMI (10 mM)
ve B3sN3 (0.1mg/mL) karisimi fosfat tamponunda (pH: 7.4; 100 mM, 50.0 mL) gergeklestirildi
ve UMI'nin goézenek olusturu B3;Nj3 ile adsorpsiyonu icin 2 saat sonikatorde tutuldu. UMI@
B3N; metanol (1.0 mL) igerisinde dagitildi ve 20 pL butil metakrilat (BuMA, fonksiyonel
monomer), 100 uL. HEMA (temel monomer) ve 20 uL. EGDMA (capraz baglayici) igeren bir
cozelti ile karistirildi. Baslatici (2-hidroksi-2-metil propiyofenon, 2 pL) eklendikten sonra, bu
¢ozeltinin 0.5 pL'lik bir kism1 CKE yiizeyine damlatildi. Polimerizasyon, bir UV lambas1 (365
nm, 100 W) altinda 5 dakika siireyle gergeklestirildi. Polimerizasyon sonrasinda hedef
molekiil uzaklastirma ¢ozeltisi kullanilarak polimerik yapidan uzaklastirildi ve gozenekli
yapilar olusturuldu. NIP temelli sensorler CKE'de aymi sekilde ancak hedef molekiiller

eklenmeden hazirlandi. Gelistirilen sensoriin genel sematik gosterimi Sekil 2.5.”de verilmistir.
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Sekil 2. 5. Gelistirilen sensorlerin hazirlik basamaklarinin sematik olarak gosterimi

2.94. Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAuE, poli(Py-co-p-ABA)@GUA®@
DIP/SPAuE ve poli(Py-co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAuE Sensérleri I¢in
MIP, DIP ve NIP Temelli Elektrotlarin Hazirlanmasi

[lk olarak, perde baskil altin elektrotlar (SPAuE) 0.1 M H,SOs ile 100 mV/s tarama
hizinda -0.2 ile +1.6 V arasinda 15 dongii DV ile ylizey aktivasyonu gerceklestirildi. Py (10
mM), para amino benzoik asit (p-ABA, 10 mM) ve KAM (10 mM), EP islemi i¢in destekleyici
elektrolit olarak 0.1 M NaCl igceren FT (pH 7.0) ¢ozeltisi kullanildi ve 100 mV/s tarama hizinda
-0.2 ile +1.6 V arasinda 3 dongii DV ile polimerizasyon gerceklestirildi (Sekil 2.6).
Polimerizasyon sonlandirildiktan sonra film, ultra saf su ile yikandi. Daha sonra hedef
molekiil, pH 7.5 FT igerisinde 7 dongii DV kullanilarak uzaklagtirildi. Sonrasinda elektrotlar,
aciga c¢ikan bosluklara yeniden baglanmak i¢in ThermoShaker'da 500 rpm'de 25°C'de bilinen
derigsimlerde KAM ¢ozeltisi ile 10 dakika siireyle yeniden baglama islemi gergeklestirildi.

Gelistirilen sensorlerin genel sematik gosterimi Sekil 2.9’da verilmistir.
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Sekil 2. 6. 100 mV/s tarama hizinda 10 dongii ile 10 mM KAM, 50 mM Py ve 10 mM p-ABA
¢ozeltisi karisimindaki EP isleminin dongiisel voltammogramlari

Guanidin (GUA) i¢inde ayn1 6n islem adimlari uyguland ve elektrotlarin aktivasyonu
icin DV teknigi ile 0.1 M H2SOskullanilarak gergeklestirildi. Py (50 mM), para amino benzoik
asit (p-ABA, 10 mM) ve GUA (10 mM), EP islemi i¢in destekleyici elektrolit olarak 0.1 M
NaCl igeren FT (pH 7.0) ¢ozeltisi kullanildi ve 100 mV/s tarama hizinda -0.2 ile +1.6 V
arasinda 5 dongli DV ile polimerizasyon gergeklestirildi (Sekil 2.7). Polimerizasyon
sonlandirildiktan sonra film, ultra saf su ile yikandi. Daha sonra hedef molekiil, pH 7.5 FT
icerisinde 7 dongii DV kullanilarak uzaklastirildi. Sonrasinda elektrotlar, acgiga ¢ikan
bosluklara yeniden baglanmak i¢in ThermoShaker'da 500 rpm'de 25°C'de bilinen derisimlerde
GUA ¢ozeltisi ile 10 dakika siireyle yeniden baglama islemi gerceklestirildi.
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Sekil 2. 7. 100 mV/s tarama hizinda 10 dongii ile 10 mM GUA, 50 mM Py ve 10 mM p-ABA
¢ozeltisi karisimindaki EP isleminin dongiisel voltammogramlari

KAM ve GUA’da oldugu gibi dimetil form amit (DMF) i¢inde ayni 6n islem adimlar1
uygulandi ve elektrotlarin aktivasyonu i¢in DV teknigi ile 0.1 M H>SO4 kullanilarak
gerceklestirildi. Py (50 mM), para amino benzoik asit (p-ABA, 10 mM) ve DMF (10 mM), EP
islemi i¢in destekleyici elektrolit olarak 0.1 M NaCl igeren FT (pH 7.5) ¢ozeltisi kullanildi ve
100 mV/s tarama hizinda -0.2 ile +1.6 V arasimda 5 dongli DV ile polimerizasyon
gergeklestirildi (Sekil 2.8). Polimerizasyon sonlandirildiktan sonra film, ultra saf su ile
yikandi. Daha sonra hedef molekill, pH 7.5 FT igerisinde 3 dongli DV kullanilarak
uzaklastirildi. Sonrasinda elektrotlar, agiga ¢ikan bosluklara yeniden baglanmak igin
ThermoShaker'da 500 rpm'de 25°C'de bilinen derisimlerde DMF ¢ozeltisi ile 10 dakika siireyle
yeniden baglama islemi gergeklestirildi. Gelistirilen sensdrlerin genel sematik gosterimi Sekil

2.9°da verilmistir.
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Sekil 2. 8. 100 mV/s tarama hizinda 10 dongii ile 10 Mm DMF, 50 mM Py ve 10 mM p-ABA
¢ozeltisi karisimindaki EP isleminin dongiisel voltammogramlari
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Sekil 2. 9. Gelistirilen sensorlerin hazirlik basamaklarinin sematik olarak gosterimi
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2.10. MIP Temelli Elektrokimyasal Sensorlerin Yiizey Karakterizasyonlari

Tez calismasinda RIB, MOL, KAM ve UMI igin gelistirilen MIP temelli
elektrokimyasal sensorlerin karakterizasyonlari igin elektrokimyasal yontemler olan DV ve
EIS teknikleri kullanilmistir. Bunlara ek olarak; sensorlerin morfolojik karakterizasyonlari
taramali elektron mikroskopisi (SEM), Fourier doniisiimlii kizilétesi spektroskopisi (FTIR),

temas agis1 analizi ve atomik kuvvet mikroskopisi (AFM) yontemlerle gerceklestirilmistir.

2.11. Kuantum Kimyasal Hesaplamalari

Prensip olarak molekiillerin enerji, baglanma ve polarizasyon gibi temel 6zelliklerinin
hesaplanmasi, onlarin fizikokimyasal davraniglarinin tahmin edilmesine olanak saglar. Bu
caligmada, Gaussian 2016 (Revizyon C.01) program paketi (Dennington vd., 2009; Frisch vd.,
2013) kullanilarak molekiillerin temel 6zelliklerinin hesaplanmasi igin hibrit Yogunluk
Fonksiyonel Teorisi (DFT/B3LYP) yaklasimi uygulanmistir. Hesaplamalar molekdillerin
optimizasyonunu ve dogal bag yoriinge (NBO) analizini igerir. Optimizasyon hesaplamalar1
icin 6-31G(d), NBO analizi i¢in ise 6-311++G(d,p) ad1 verilen bir temel set kullanildi. Ayrica
her bir molekiiliin optimizasyon hesaplamasi sonrasinda ayni teori seviyesinde frekans analizi
hesaplamalar1 gerceklestirildi ve optimize edilen yapilarin stabilizasyonu hayali frekans
numarast NImag-local minimum (NImag=0) ile kontrol edildi. Hesaplama sonuglarini
goriintillemek i¢in Gaussian program paketinin bir pargasit olan GaussView (ver. 6.1.1)
programi ve Chemissian (ver. 4.38) programi (Leonid, 2023) kullanildi. Ek olarak, RIB'nin
sablon Ozelligini tartigmaya yardimci olmak i¢in bazi elektronik, enerjik ve geometrik
tanimlayicilar (Gaussian 2016 ve BIOVIA Discovery Studio 2022 programlar kullanilarak)
(Eberhardt vd., 2021; Leonid, 2023; Marris vd., 2009) hesaplandi. Ote yandan sensér yiizey
modifikasyonunda ko-monomer olarak kullanilan Py'nin RIB ve MOL hedef molekiillerine
sirastyla p-APBA vee 3-TBA monomerlerine maksimum baglanma sayisint bulmak i¢in kor

yerlestirme hesaplamasi yapildi (Trott vd., 2010).
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3. BULGULAR

3.1.  RIB Etken MaddesineAit Bulgular

3.1.1. Polimerik Filmlerin Karakterizasyonu

3.1.1.1. Sensorlerinin Elektrokimyasal Karakterizasyonlar:

Poli(Py-co-p-AFBA)]/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE sensoérlerinin
elektrokimyasal karakterizasyonlar1 da DV ve EIS yontemleri kullanilarak degerlendirildi. Bu
yontemler elektrot yiizeyinin iletkenligini, yiik aktarim direncini ve elektron aktarim
stireclerini tamimlayan temel tekniklerdir. poly(Py-co-p-APBA)]/RIB@MIP/CKE ve
UraM/RIB@MIP/CKE sensorlerinin elektrokimyasal davranisi, redoks probu olarak 5.0 mM
[Fe(CN)s]* "+ ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirildi. Sensorler, yalin CKE, polimerizasyon,
uzaklagtirma ve yeniden baglama gibi hazirlik asamalarinda elde edilen tepe akim ve direng
degerleri degerlendirilerek karakterize edildi. EP ve FP iglemlerinin her adimina iliskin DV ve
EIS grafikleri Sekil 3.1'de verilmistir. Her iki yontemde de (Sekil 3.1.A ve Sekil 3.1.C), yalin
CKE yiizeyinde elektron transferini engelleyen higbir faktér bulunmadigindan [Fe(CN)s]* "+
redoks probunun pik akim degerleri maksimum olarak elde edilmistir (siyah ¢izgi).
Polimerizasyon islemlerinden sonra, CKE yiizeyi elektron transferini dnleyen polimerik bir
film ile kaplandigindan [Fe(CN)s]*"*redoks probunun pik akim degeri gdzlenememistir
(kirmiz1 ¢izgi). RIB molekiiliiniin polimerik filmden uzaklagtirilmasindan sonra, RIB'e 6zgii
spesifik bosluklar olustu ve [Fe(CN)s]*“redoks probunun pik akimi degeri, yalin
CKE'inkinden daha diisiik elde edilmistir (mavi ¢izgi). Son olarak, RIB'in bilinen
derisimlerinin yeniden baglanmasiyla elde edilen pik akimi degeri, polimerik film iizerindeki
bosluklarin kapanmasi nedeniyle hedef molekiiliin uzaklastirilmas: sonrasi elde edilen pik
akimi1 degerinden daha diisiik elde edilmistir (yesil ¢izgi). EIS 6l¢timlerinde Nyquist grafikleri
ve yuk aktarim direncindeki (Rct) degisiklikler degerlendirildi (Sekil 3.1.B, Sekil 3.1.D ve
Cizelge 3.1) ve ayni adimlar uygulandi. EIS sonuglarma goére yalin CKE yiizeyi elektron
transferi kolay gergeklestigi icin en diisiik Rct degerlerine (siyah noktalar) sahiptir.
Polimerizasyon sonrast CKE yiizeyinde polimerik filmlerin olugmasi elektron transferini
engellediginden Rct degerleri (kirmizi noktalar) en yiliksek degere ulagir. RIB molekiilleri

uzaklastirildiktan sonra MIP yiizeylerinde spesifik bosluklar olusur ve elektron transferinin
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gerceklesmesiyle Ret degerleri (mavi noktalar) diiser. Ancak RIB'nin yeniden baglanmasiyla
bosluklar kismen dolar, elektron transferi zorlasir ve Rct degerlerinin (yesil noktalar) yeniden
ylikselmesine neden olur. Bu, RIB molekiillerinin gelistirilen MIP sensoérlerindeki belirli

bosluklara secici olarak baglandigini1 gosterir.
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Sekil 3. 1. Poli(Py-co-p-AFBA)]/RIB@MIP/CKE sensoriiniin hazirlanmasi asamalarinda (A) DV ve
(B) EIS grafikleri; UraM/RIB@MIP/CKE sensoriiniin hazirlanmasi agamalarinda elde edilen (C) DV
ve (D) EIS grafikleri.
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Cizelge 3. 1. EIS o6l¢iimlerinde elektronik esdeger devresinin elementlerine ait degerler

EP PP
Ry (Q) Ret () CPE Rp (Q) Ret () CPE

Yahn CKE 89.60 145.84 0.836 104.0 321.0 0.889
Polimerizasyon sonrasi 86.47 4805.3 0.847 103.0 7560.0 0.830
Hedef lekiilii

ece MOTERWUI Y+ ge 25 27476 0.862 95.0 898.0 0.902
uzaklastirilmasi sonrasi
Hedef molekiiliin
yeniden baglanma 89.76 433.22 0.853 100.0 1240.0 0.915
sonrasi

3.1.1.2.Polimerik Filmlerin Yiizey Karakterizasyonu

Gelistirilen CKE yiizeylerinin karakterizasyonu, EIS ve DV disinda, taramali SEM,
AFM, FTIR ve temas acis1 dlglimleri ile de incelenmistir. FTIR, SEM, AFM ve temas agis1
ol¢timleri poli(Py-co-p-APBA) filminin olusumunu dogruladi. Poli(Py-co-p-APBA)'nin FTIR
spektrumlar1 Sekil 3.2.A ve Sekil 3.2.B'de verilmistir. FTIR spektrumunda 1597 ve 1470 cm”
"deki bantlar benzenoid halkalarinin C=C gerilme titresimlerine; 2815 ve 2927 cm™'de
goriilen pikler aromatik C-H gerilme titresimine,; 3283 cm™'deki pikler ise N-H gerilmesine
ait bantlardir. Ek olarak, 1375, 1177 ve 1042 cm™"'deki bantlar ise sirastyla B-O gerilmesinden,
B-O-H biikiilmesinden ve B-O-H-deformasyonundan kaynaklanmaktadir; bu da boronik asit
gruplarinin filmlerin yilizeyine basartyla dahil edildigini gostermistir. Poli(Py-co-p-AFBA)
filminin morfolojik bir ¢alismast SEM ile incelenmistir (Sekil 3.2). MIP’da, bosluklarin
olusumundan dolay1 daha fazla boglukla birlikte piiriizlii ve diizensiz yapilar goriinmektedir.
MIP elektrotu dar ve kiimelenmis parcaciklara sahipken, NIP elektrotu ¢ok daha kalin pargacik
boyutuna sahiptir, bu da polimerik filmin elektrot yiizeyinde basariyla sentezlendigini
gostermistir  (Sekil 3.2.C ve Sekil 3.2.D). Sekil 3.2.C'de verilen polimerik filmin
hidrofilikligini saglamak i¢in de temas agis1 6l¢limii yapilmistir. MIP elektrot yiizeyinin temas
acist degeri 50.9°, NIP elektrot yiizeyinin temas agist degeri ise 57.0° olarak bulunmustur. Bu
sonug, elektrot ylizeyinde tanima bosluklarinin ve piiriizliiliigiin olusmas1 nedeniyle MIP'in
NIP'dan nispeten daha hidrofilik oldugunu gdstermistir (Sekil 3.2.E ve Sekil 3.2.F). Yikama
sonrasinda MIP ve NIP i¢in AFM gorilintiileri alinmigtir. NIP'in AFM'si diizenli bir yap1
sergilerken, MIP kiimelenmenin hedef molekiilin baskilanmasiyla iligkili olabilecegini

gostermistir (Sekil 3.2.G ve Sekil 3.2.H).
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Sekil 3. 2. Poli(Py-co-p-AFBA)]/RIB@MIP/CKE sensoriin yiizey karakterizasyonlari. (A) MIP ve NIP
(B) NIP’1n ATR-FTIR spektrumlari; (C) MIP ve (D) NIP 'nin SEM goriintiileri; (E) MIP ve (F) NIP’1n
temas ag1s1 gortintiileri; (G) MIP ve (H) NIP’1n AFM goriintiileri.

PoliHEMA-UraM)'nin ylizey fonksiyonel gruplarinin varlign ATR-FTIR
spektrumlari ile dogrulanmistir. Sekil 3.3’de sirasiyla —C=0, -C-O-C ve -C-O titresimlerine
karsilik gelen, 1710, 1105 ve 1047 cm'deki bantlara sahip MIP filmlerinin FTIR
spektrumlarini gostermektedir. Amit I, amid II ve amid III gerilme titresimlerini gosteren
1619, 1440 ve 1268 cm'deki karakteristik bantlar, fonksiyonel gruplarin film yiizeyine
basarili bir sekilde dahil edildigini gdstermistir. NIP polimerik filmi de ayrica aym
fonksiyonel monomer olan UraM'ye sahip olmasi nedeniyle benzer bantlar sergilemistir
(Sekil 3.3.A ve Sekil 3.3.B). Polimerik filmin morfolojileri de SEM goriintiileriyle
karakterize edilmistir. Sonuglar, hem MIP hem de NIP filminin gézeneklilige sahip oldugunu
acikca gdstermistir; bu da PVP’nin varliginin malzemelerdeki mezo gdzenekli yapilarin
olusmasim saglamustir. Ote yandan MIP, polimerik film icindeki belirli bosluklarin
olusumunu saglayarak NIP'den daha iyi gézenek boyutu ve gézenek hacmine sahiptir (Sekil
3.3.C ve Sekil 3.3.D). Sekil 3.3.E ve Sekil 3.3.F'de verilen polimerik malzemelerin hidrofilik
ozelliklerini arastirmak i¢gin temas agis1 dlglimleri yapilmistir. Temas agilart MIP ve NIP
filmleri i¢in sirasiyla 65.7° ve 68.1° olarak elde edilmistir. Bu sonuglar, MIP ve NIP filminin
hidrofiliklik sergiledigini ve NIP'm, benzer fonksiyonel gruplara sahip olmasi nedeniyle MIP
ile benzer hidrofobiklik gosterdigini acik¢a gostermektedir. 3 boyutlu goriintiiden elektrot
ylizeyinde olusan MIP ve NIP filminin ylizey derinliginin 9.8 ve 9.1 nm oldugu belirlendi.
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Piirtizliilik yiizeyinin ortaya ¢ikmasiin, elektrot ylizeyinde polimerik film olusumunu

basartyla onayladigini gostermistir (Sekil 3.3.G ve Sekil 3.3.H).

EP ve FP teknikleri i¢cin SEM ve AFM goriintiileri karsilagtirildiginda, sonuglar
FP'nin EP'ye kiyasla daha diisiik bir kalinliga sahip olmasinin yani sira gézenekli bir yap1
sagladigin1  gostermistir.  Bunun  nedeni, polimerizasyondan sonra  PVP'nin
uzaklastirilmasinin polimer agimin yapisin1 degistirmesi olarak degerlendirilebilir. Ayrica,
FP ve EP arasindaki bu kalinlik farki, polimerizasyon tekniginin, baslaticinin, monomerin

ve ¢apraz baglayicinin segiminden 6nemli 6lgiide etkilendigi sonucuna varilmastir.

Transmittance (%)
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Sekil 3. 3. UraM/RIB@MIP/CKE sensoriin yiizey karakterizasyonlari. (A) MIP ve NIP (B) NIP’'nin
ATR-FTIR spektrumlari; (C) MIP ve (D) NIP 'nin SEM goriintiileri; (E) MIP ve (F) NIP 'nin temas
acis1 goriintiileri; (G) MIP ve (H) NIP 'nin AFM goriintiileri.

)
)

3.1.2. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu
3.1.2.1. Monomer/Hedef Molekiil Orani

Monomer:hedef molekiil oraninin optimize edilmesi, kararli ve verimli polimerik
filmler tiretmek i¢in gok 6nemlidir. Polimerik filmlerin olusumu dogrudan monomer ve sablon
arasindaki etkilesimlerle iliskili oldugundan optimal oranin belirlenmesi gerekir. Ayrica

molekiiler baskilama tekniklerinde monomer:sablon orani sensorlerin segiciligini de
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gelistirebilir. Bununla birlikte, monomerin ¢ok fazla kullanilmasi, kalip i¢in segici olmayan
bir elektrokimyasal reaksiyona neden olabilir ve bu da baski bdolgelerini bozabilir. Bu
baglamda EP ve FP ile hazirlanan polimerik filmler i¢in farkli monomer:hedef molekiil
oranlart (1:1, 2:1, 3:1, 4:1 ve 5:1) kullanilmig ve uzaklastirmadan sonra ve polimerizasyon
sonrasi elde edilen pik akimlar1 arasindaki farklar hesaplanmistir (Sekil 3.4.A ve Sekil 3.5.A).
Hem EP hem de FP ile elde edilen Al degerlerine gore her iki sensor icin de en verimli ve
stabil polimeri saglayan 1:1 oran optimum deger olarak secilmistir. Burada, RIB ile
fonksiyonel monomerler (AFBA veya UraM) arasindaki olasi etkilesimlerin, iyi eslesmis
fonksiyonel gruplarla iliskili olarak monovalent etkilesim yoluyla 6nceden tahmin edildigini
belirtmek gerekir. Bagka bir deyisle fonksiyonel monomerler, miimkiin oldugu kadar yiiksek
ozgiillik ve secicilik elde etmek amaciyla anahtar-kilit iliskisi gibi tamamlayic1 bir yap1
olusturmak amaciyla yapisal 6zelliklerine gore se¢ilmistir. Bu sonuglar ¢aligmada uygulanan

sec¢im kriterlerini agik¢a dogrulamustir.

3.1.2.2. EP Dongii Sayisi

EP yontemi, dayanikli ve kullanigh bir polimerik film olusturmak i¢in ¢ok dnemlidir.
Uygun monomerlerin ve oranlarin se¢ilmesinden sonra uygun kalinlik ve stabiliteye sahip bir
polimer olusturmak i¢in 5, 10, 15, 20 ve 25 dongii ile DV yontemi kullanilmistir. Analiz, hedef
molekiiliin uzaklastirilma sonras1 ve EP sonras1 pik akimlar arasindaki farklar iizerinden
degerlendirilmistir. 15 dongiiden sonra pik akimlar arasindaki fark azalmis ve bundan sonraki
dongii sayilarinda degismeden kalmistir. Sonug olarak EP igin en giivenilir ve kararli dongii

sayist olarak 15 dongii kullanilmistir (Sekil 3.4.B).

3.1.2.3. Damlatma Hacmi

CKE yiizeyine damlatilan polimerizasyon ¢o6zeltisinin hacmi, polimerik filmin
kalinlig1 ve polimer olusum siireci ile dogrudan iligkilidir ve optimize edilmesi gerekir. Bu
nedenle elektrot yiizeyine farkli hacimlerde polimerizasyon ¢ozeltisi (0,25, 0,5, 0,75, 1,0 ve
1,50 pL) damlatilmistir ve UraM/RIB@MIPCKE sensorii i¢in difiizyon sinirlamasi, kalinlik
ve iletkenlik agisindan iyi bir polimerik film elde edecek sekilde optimize edilmistir. Hedef
molekiiliin uzaklastirilma sonrast ve FP sonrasi elde edilen pik akimlarn arasindaki farklar
aliarak degerlendirilmis ve optimum damlama hacmi 0,25 pL olarak elde edilmistir (Sekil
3.5.B).
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3.1.2.4. FP Siiresi

UraM/RIB@MIP/CKE sensorti, dalga boyu ve gii¢c yogunlugu sirasiyla 365 nm ve 100
W olan bir UV lambasi kullanilarak elde edilmistir. FP siiresi bir UV lambasi altinda optimize
edilmesi, CKE yiizeyinde stabil bir polimerik film olusturmasini saglayacaktir. CKE yiizeyine
0,25 pL polimerizasyon ¢ozeltisi damlatildiktan sonra 5, 7, 10, 15 ve 20 dakika boyunca UV
15181a maruz birakilmistir. Daha sonra, hedef molekiiliin uzaklagtirildiktan sonra ve FP'den
sonra tepe akimlarindaki farkliliklar karsilastirilmistir. Sensor hazirlama siiresinin ¢ok uzun
olmadig1 goz oniine alindiginda optimum polimerizasyon siiresi olarak 5 dakika secilmistir

(Sekil 3.5.0).

3.1.2.5. Hedef Molekiiliin UzaklastirmaCozeltileri ve Uzaklastirma Siiresi

MIP filmlerinden hedef molekiillerinin polimerik filme zarar vermeden ¢ikarilmasi
¢ok onemli bir adimdir. Bu adimda hedef molekiil uzaklastirildiktan sonra spesifik bosluklar
olusturulur ve analit bu bosluklara kolayca baglanir. Bu nedenle hem EP hem de FP i¢in uygun
uzaklastirma g¢ozeltileri segilmistir. EP i¢in, Britton-Robinson tamponu (BRB, pH 9.0 i¢in),
PBS (pH 6.0, 7.0, 7.5 ve 8.0 i¢in) ve bu tamponlarla birlikte hacimce 1:1 oraninda sodyum
kloriir (NaCl, 0.25 M), metanol (MeOH), asetonitril (ACN) ve aseton test edilmistir.
Coziiciilerin hedef molekiiliin uzaklastirilmasi sonrasi ve EP sonras1 pik akimlar1 arasindaki
fark alinarak degerlendirildirilmistir. Hedef molekiiliin uzaklagtirma iglemi iizerindeki etkiler
incelendiginde, pH 7.5 PBS kullanilarak elde edilen pik akimlar1 diger ¢oziiciilere gore daha
yiiksekti ve uzaklastirma ¢oziiciisii olarak secilmistir (Sekil 3.4.C). Uzaklastirma ¢ozeltisi
olarak pH 7.5 PBS'yi segtikten sonra, uzaklastirma adimi i¢in dongii sayis1 da belirlenmelidir.
Hedef molekiiller, DV yontemi kullanilarak 1, 3, 5, 7 ve 10 dongiiyle c¢ikarilmistir. Sekil
3.4.D'de goriildiigii gibi en iyi sonug 5 dongiide elde edilmistir ve tiim deneylerde kullanilan

uzaklastirma dongii sayis1 adimi olarak secilmistir.

FP i¢in HAc (5.0 M), MeOH, NaOH (1.0 M), HCI (1.0 M), aseton ve ACN igeren
uzaklastirma ¢ozeltileri test edilmistir ve en iyi uzaklastirma ¢ozeltisi olarak 5 M HAc
belirlenmistir (Sekil 3.5.D). Uzaklastirma igleminde, 5.0 M HAc igerisine daldirilan modifiye
sensor, bir ThermoShaker (500 rpm, 25°C) kullanilarak farkl siirelerde (5, 10, 15, 20 ve 25

dakika) inkiibe edilmistir. Uzaklagtirma siiresi, hedef molekiiliin uzaklagtirma sonrasi ve FP
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sonras1 pik akimlar1 arasindaki fark almarak degerlendirilmistir. FP i¢in en iyi uzaklastirma

stiresi 15 dakika olarak segilmistir (Sekil 3.5.E).

3.1.2.6. Hedef Molekiiliin Yeniden Baglanma Siiresi

Yeniden baglama islemi analiz siiresini ve performansimmi belirleyen 6nemli bir
parametredir. Bu nedenle EP i¢in hazirlanan MIP tabanli sensor, farkli zamanlarda (3, 5, 7, 10
ve 15 dakika) yeniden baglanma iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in 5.0x107'° M RIB
¢ozeltisine daldirilmistir ve ThermoShaker (500 rpm, 25°C) kullanilarak incelenmistir.
Yeniden baglanma ve uzaklastirma sonrasi pik akimlar1 arasindaki fark degerlendirildiginde
10. dakikada en yiiksek degere ulastiktan sonra Al'nin hemen hemen ayn1 kaldig1 gortilmiistiir.
Bu nedenle Sekil 3.4.E'ye gore poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE sensorii i¢in yeniden

baglanma siiresi 10 dakika olarak se¢ilmistir.

EP igin izlenen adimlarin aynist FP i¢in de uygulanmistir. FP icin hazirlanan MIP
tabanl sensor, farkli zamanlarda (5, 10, 15, 20 ve 25 dakika) yeniden baglanma iizerindeki
etkisini degerlendirmek igin 5.0x10"'* M RIB ¢ozeltisine daldirilmistir ve ThermoShaker (500
rpm, 25°C) kullanilarak gerceklestirilmistir. Yeniden baglanma ve ¢ikarma sonrasindaki pik
akimlar1 arasindaki fark hesaplanarak, stabil ve etkili baglanma icin en uygun yeniden
baglanma siiresi bulunmustur. Sekil 3.5.F'ye gére UraM/RIB@MIP/CKE sensoriiniin yeniden

baglanma siiresi 15 dakika olarak se¢ilmistir.
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Sekil 3. 4. DPV'nin Alp degerlerinin grafikleri. (A) monomer orani, (B) EP dongii sayisi, (C)
uzaklagtirma ¢ozeltileri, (D) uzaklastirma dongii say1si, (E) RIB i¢in yeniden baglanma siiresi.
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Sekil 3. 5. DPV'nin Alp degerlerinin grafikleri. (A) monomer orani, (B) damlatma hacmi, (C), FP siiresi,
(D) uzaklastirma ¢ozeltileri, (E) uzaklagtirma siiresi, (F) RIB i¢in yeniden baglanma siiresi.
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3.1.3. Poli(Py-co-p-APBA)|/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE
Sensorlerinin Analitik Performansinin Degerlendirilmesi

Poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE'nin analitik performansi, 5.0 mM [Fe(CN)s]*
redoks c¢ozeltisinde DPV teknigi kullamilarak farkli RIB derisimlerinin yeniden
baglanmasindan sonra degerlendirildi. Kalibrasyon grafigi farkli derisimlerdeki standart RIB
¢ozeltileri ile olusturulmus ve 1.0x10™"" M ile 5.0x10'° M arasinda degisen derisimlerde
dogrusallik araligi elde edilmistir. Poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE sensorii, RIB'In
belirlenmesi igin Al (pA) = 1.10x10"" C (M) + 21.15 (r = 0.996) regresyon denklemiyle
dogrusal bir yanit gdstermistir. Bazi regresyon parametreleri Cizelge 3.2'de 6zetlenmistir.

Verilen derisim araliginda TS ve TAS degerleri sirastyla 8.6x107* M ve 2.87x107'* M olarak

standart sapma

belirlenmistir. TS ve TAS degerlerini hesaplamak i¢in TS (TS = 3x pr

) ve TAS

standart sapma

(TAS — 10x A
egim

)formﬁlleri kullanilmigtir (Ozkan vd., 2015; “Validation of

Analytical Procedures: Text and Methodology,” 1995). Sonuglar poli(Py-co-p-
AFBA)/RIB@MIP/CKE sensoriiniin oldukga iyi bir duyarliliga sahip oldugunu gostermistir.
Gelistirilen sensor, optimize edilmis kosullar altinda RIB tespiti icin DPV yontemi
kullanilarak  gergeklestirilmistir  (Sekil 3.6.A). Poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE
sensoriin performansimni dogrulamak amaciyla ayni derisim araliginda RIB'1 belirlemek icin
NIP tabanl sensore de uygulandi. NIP tabanli sensor dogrusallik sergilemedi (Sekil 3.6.B) ve
elde edilen kalibrasyon egrileri birbirinden ¢ok farklidir. MIP egrisi (kirmizi renk), RIB
derisimine yanit olarak Al'de orantili bir artigla dogrusal bir yanit gdstermistir. Bununla
birlikte, RIB'da NIP'a 6zgii bosluklar bulunmadigindan, NIP egrisi (mavi renk), MIP'a kiyasla
ihmal edilebilir bir Al degeri sergilemistir. Bu nedenlerden dolayr poli(Py-co-p-
AFBA)/RIB@MIP/CKE sensoriiniin RIB tespiti i¢in iyi hassasiyet ve segicilik gosterdigi
aciktir.
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Cizelge 3. 2. Poli(Py-co-p-APBA)]/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE sensorlerinin RIB igin

kalibrasyon egrisine ait regresyon verileri ve validasyon parametreleri

EP FP

Standart c¢ozelti Ticari serum Standart cozelti Ticari serum
Dogrusal ¢alisma 1.0x107!'! — 1.0x1071 — 1.0x10712 - 1.0x10712
arahg (M) 5.0x10710 5.0x1071° 2.5x107! 2.5x1071
Egim (nA/M) 1.10x10" 0.54x10" 1.35x10" 1.76x10"
Egimin standart 3.02x10° 1.78x10° 5.57x1010 6.81x1010
hatasi
Kesisim (nA) 21.15 28.46 43.74 45.03
Kesisimin standart 0.20 0.160 0.56 0.85
hatasi
5)0”1””“ katsayist 0.996 0.997 0.997 0.997
Teshis simir1 (M) 8.6x10713 2.65x10712 2.63x107"3 2.81x107"
Tayin alt sir1 (M) 2.87x10712 8.83x10712 8.77x10713 9.37x10713
Tekrarlanabilirlik
BSS%)* 1.12 0.73 0.90 0.91
Tekrar iiretilebilirlik 1.70 1.49 176 186

(BSS%)*

* Elde edilen %BSS degerlerinin élgiim sayist 5 'tir.
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Sekil 3. 6. (A) Standart ¢ozeltide ve (C) ticari serum ¢ozeltisinde farkli RIB derisimlerine sahip poli(Py-
co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE’nin DP voltammogramlari. (B) standart ¢ozeltide ve (D) ticari serum
¢ozeltisinde poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE ve NIP/CKE ile RIB'in kalibrasyon egrisi.

Optimum deneysel kosullar altinda, DPV yéntemi ve 5.0 mM [Fe(CN)s]* "+ ¢ozeltisi
kullamlarak UraM/RIB@MIP/CKE'nin analitik performansi, 1.0x10"* M ile 2.5x10"" M
araligindaki ~ RIB  derisimleri  kullanilarak ~ degerlendirilmistir  (Cizelge  3.2.).
UraM/RIB@MIP/CKE sensorii, segici ve hassas RIB belirlemesi i¢in dogrusal bir yanit
gdstermistir (kirmizi renk) ve regresyon denklemi Al (pA) = 1,35x10' C (M) +43.74 (r = 0,997)
olarak bulunmustur. TS ve TAS degerleri 2.63x10™"* M ve 8.77x10'* M olarak hesaplanmustir.
Sensoriin analitik performansi kontrol etmek ve segiciligi degerlendirmek i¢in NIP tabanli sensor
(mavi renk), RIB'nin ayn1 derisim araliginda uygulanmistir. Sekil 3.7.A, artan RIB derisimlerine
kars1 [Fe(CN)s]* ™ pik akimi degerinin azaldig1 goriilmiistiir. MIP ve NIP tabanli sensorler igin
Al degerlerine kargi RIB derisimine karsilik kalibrasyon egrileri Sekil 3.7.B'de gosterilmistir.
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Sekil 3. 7. (A) Standart ¢ozelti ve (C) ticari serum c¢ozeltisinde farkli RIB derisimlerine sahip
UraM/RIB@MIP/CKE'nin DP voltammogramlari. (B) standart ¢ozelti ve (D) ticari serum ¢dzeltisinde
UraM/RIB@MIP/CKE ve NIP/CKE ile RIB'in kalibrasyon egrisi.

3.1.4. Kapsiil Formuna ve Ticari Serum NumunelerineUygulanmasi

Poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE'nin fizibiliteleri
kapsiil formlar1 ve ticari serum numuneleri ile basariyla uygulanmigtir. RIB'nin kapsiil i¢indeki
yardimc1 maddelerden herhangi biriyle etkilesime girip girmedigini bulmak i¢in, 6nceden
analiz edilmis ¢esitli kapsiil formiilasyonlarina bilinen miktarlarda ilag maddesi eklendikten
sonra geri kazanim c¢aligsmalari ile degerlendirilmistir. Geri kazanim ¢aligsmalarinin bulgulari,
onerilen prosediirlerin yeterli kesinlige ve dogruluga sahip oldugunu ve yaygin olarak
kullanilan farmasétik yardimci maddelerle herhangi bir etkilesimin olmadigimi gostermistir.

(Cizelge 3.3).
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Ticari serum numuneleri kullanilarak elde edilen DP voltammogramlari ve
kalibrasyon egrileri EP ve FP i¢in sirasiyla Sekil 3.6. ve Sekil 3.7'de verilmigtir. EP igin
poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE sensoriiniin optimum kosullardaki TS ve TAS degerleri
sirastyla 2.65x107? M ve 8.83x107'* M olarak hesaplanmistir. Sensor, dogrusal regresyon
denklemi AI (pA) = 0.54x10'"" C(M) + 28.46 (pA) (r = 0,997) (Cizelge 3.2) dahilinde bu
aralikta bir RIB algilama olasilig1 sergilemistir. Ticari serum numuneleri i¢in DPV verilerine
dayanarak MIP tabanli sensor, RIB derisimine gore orantili bir Al artigiyla dogrusal bir yanit
gostermistir, ancak NIP tabanli sensor, MIP ile karsilastirildiginda 6nemsiz bir Al degeri

sergilemistir.

Diger bir yontem olan FP, gelistirilen UraM/RIB@MIP/CKE sensoriine ilk olarak
ticari serum numunelerinde belirli derisimlerde spike uygulanmis ve RIB tespiti icin 1.0x10™"2
M ve 2.5x107""' M derisim araliginda analiz edilmistir. MIP tabanli ve NIP tabanl sensorlerin
DP voltammogramlar1 ve kalibrasyon egrileri ticari serum numuneleri i¢in verilmistir (Sekil
3.7.C ve Sekil 3.7.D). Cok iyi tekrarlanabilir degerler sergileyen UraM/RIB@MIP/CKE
sensoriiniin TS ve TAS degerleri sirastyla 2.81x10™"* M ve 9.37x10 > M olarak bulunmustur.
Dogrusal regresyon denklemi Al (uA) = 1.76x10'2 C (M) + 45.03 (r = 0.997) olarak elde
edilmistir. Kapsiil formu ve ticari serum numuneleri i¢in geri kazanim sonuglari sirasiyla
%99.17 ve %101.09 olarak bulunmustur. Bu sonuglar UraM/RIB@MIP/CKE sensoriiniin
gercek numunelere basariyla uygulandigimi gostermektedir. Ayrica her iki yontem verileri
student t testi ve F testi yoniinden kiyaslandiginda, elde edilen degerler teorik kabul edilen
degerden kiiciik oldugundan her iki yontem arasinda anlamli bir fark olmadigindan gelistirilen

sensorlerin kullanilabilir oldugunu gostermistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3. 3. Kapsiil formu ve serum numuneleri i¢in geri kazanim deneylerinin sonuglar

EP FP

Kapsiil form Ticari serum Kapsiil form Ticari serum
Eklenen miktar (mg) 200.000 - 200.000 -
Bulunan miktar (mg)” 201.649 - 199.426 -
BSS% 1.84 - 1.49 -
BH% -0.82 - 0.29 -
Hesaplanmis taegeri 0.32
Hesaplanmis Faegeri 0.62
Eklenen miktar (mg) 1.000 1.000 1.000 1.000
Bulunan miktar (mg)” 0.995 1.012 0.992 1.011
Geri kazamim (%) 99.55 101.18 99.17 101.09
BSS% 1.86 1.56 1.15 1.75
BH% 0.45 -1.18 0.83 -1.09

*Elde edilen %BSS degerlerinin olgiim sayist 5 'tir. Teorik student-t ve F degerleri sirasiyla 2.13 ve 6.26'drr.

3.1.5. Gelistirilen Sensorlerin Secicilik Calismalar:

MIP'lerin etkinligini degerlendirmek igin Onemli bir parametre olan segicilik
caligmasi, diger benzer molekiillerin uzaklastirildiktan sonra RIB'e uygun bosluklara afinitesi
olarak degerlendirildi. Bu amagla molnupiravir (MOL), lamivudin (LAM), zidovudin (ZID),
zalsitabin (ZAL) ve emtrisitabin (EMT) gibi yapisal ve kimyasal olarak benzer bilesikler
kullanilmistir. Poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE sensorlerinin
secicilikleri de DPV olgiimleri kullanilarak arastirilmistir. Secicilik katsayisi (k), k= mevcut
deger sablonu/mevcut deger-rakip olarak tanimlandi ve RIB i¢in bulunan segiciligin (k') daha
biiyiik oldugunu bulundu; bu da diger bilesiklerle karsilagtirildiginda MIP'in hedef molekiil
RIB ile oldukga iyi baglanma egilimlerine sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, EP icin elde
edilen k' degerlerine gore RIB baskili sensér MOL, LAM, ZID, ZAL ve EMT molekiillerine
sirastyla 4.38, 6.10, 6.72, 5.99 ve 6.58 kat seciciyken, FP i¢in elde edilen k' degerlerine gore
RIB baskili sensor MOL, LAM, ZID, ZAL ve EMT molekiillerine sirasiyla 4.5, 7.13, 6.82,
6.88 ve 7.07 kat daha segici oldugu bulunmustur. Poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE ve
UraM/RIB@MIP/CKE, NIP ylizeylerine kiyasla RIB'e karst MOL, LAM, ZID, ZAL ve
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EMT'den daha fazla secicilik gostermistir (Cizelge 3.4). Ayrica UraM/RIB@MIP/CKE
sensoril, RIB i¢in poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE sensdriinden daha yiiksek secicilik
degerleri sergilemistir. Bu durum UraM/RIB@MIP/CKE sensorii ile hazirlanmis ylizeyin daha

ince ve gozenekli yapilardan olustugu sonucuna varilmistir.
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Cizelge 3. 4. RIB ve benzeri ila¢ maddelerinin segicilik degerleri

NH, HN NH, NH, NH,
EQ\; I \/L N7 HO \fj\/ti | F B
HO . N /H(o o W o oéJ\N OH \@\1 0 HO N Ho N)%
0 0{ o \Qj
OH OH OH OH <—S N=N=N 0
RIB MOL LAM ZAL EMT
EP PP
MIP/CKE NIP/CKE MIP/CKE NIP/CKE
Etken Madde Al/pA kovirp) Al/pA knip) K’ vip/Nip) Al/pA kvirp) Al/pA Kkip) K’ vip/Nip)
RIB 31.90 ; 4.53 - ; 54.98 - 7.61 - .
MOL 14.01 2.28 8.65 0.52 4.38 18.25 3.01 12.34 0.62 4.85
LAM 7.58 4.21 6.59 0.69 6.10 11.17 4.92 11.00 0.69 7.13
7ZID 7.42 4.30 7.06 0.64 6.72 12.21 4.50 11.47 0.66 6.82
ZAL 7.73 4.13 6.59 0.69 5.99 10.23 5.37 9.79 0.78 6.88
EMT 6.83 4.67 6.38 0.71 6.58 10.81 5.09 10.52 0.72 7.07




Alp/pA

3.1.6. linterferans Calismalar:

Yapisal olarak benzer kimyasal yapili molekiillere kars1 segicilik ¢aligmalarinin yam
sira, MIP tabanli sensorlerin performansi biyolojik sivilarda bulunan K*, CI, Na", SO.%,
dopamin (DA), askorbik asit (AA), tirik asit (UA) ve parasetamol (PAR) gibi diger bazi
bilesiklerden de etkilenebilir. Secicilik testi i¢in poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE ve
UraM/RIB@MIP/CKE sensérlerindeki RIB derisimleri sirasiyla 7.5x10™'' M ve 7.5x1072 M
olarak kullamilmistir. %BSS ve %geri kazanim degerleri, 100 kat daha fazla etkilesim
maddesinin  varhiginda  belirlenmis ve  poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE ve
UraM/RIB@MIP/CKE sensorleri i¢cin BSS degerleri sirasiyla <%1.85 ve <%1.97 olarak
bulunmustur. Ayrica MIP tabanli sensorlerin geri kazanim degerleri sirasiyla %97.32-103.62
ve %98.47-103.89 olarak hesaplanmistir (Sekil 3.8). Bu sonuglar, interferans ajanlarin

varliginda RIB tespiti i¢in gelistirilen sensorlerin performansini 6nemli dlciide etkilemedigini

ortaya koymustur.
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RIB Na*sO,? K' NO, Mg*?> cI" DOP PAR UA AA RIB Na*SO,2 K' NO, Mg*? CI- DOP PAR UA AA

Sekil 3. 8. (A) poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE; (B) UraM/RIB@MIP/CKE sensorlerinin 1:1,
1:10 ve 1:100 oraninda girisim yapan maddelerin varliginda elde edilen gubuk grafikleri.

3.1.7. Stabilite

Poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE sensorlerinin
tekrarlanabilirligini belirlemek icin kesinlik ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Poli(Py-co-p-
AFBA)/RIB@MIP/CKE igin sensériin tekrarlanabilirligi ii¢ farkli (2.5 x 107! M, 7.5x 10"
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M ve 2.5 x 10" M) derisimler ile tekrar edilebilir 5 sonug elde edilerek hesaplanmustir.
UraM/RIB@MIP/CKE sensorii icin ise hassasiyetinin iyi olmasindan dolay1 daha diisiik
derisimler denenmistir. 2.5x10"* M, 7.5x10"* M ve 2.5x10"" M gibi diisiik derisimler
kullanilarak UraM/RIB@MIP/CKE sensoriin tekrar edilebilirligi belirlenmistir. Poli(Py-co-p-
AFBA)/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE sensoérleri i¢cin %BSS degerleri sirasiyla
<1.23 ve <0.27 olarak hesaplanmistir. Ayrica poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE ve
UraM/RIB@MIP/CKE sensorlerinin elektrotlar arasi tekrar edilebilirligi 2.5 x 10" M RIB
icin test edilmigtir. 5 farkli elektrotun yaniti degerlendirilerek sensorlerin %BSS degerleri
hesaplanmigtir. UraM/RIB@MIP/CKE sensoriiyle hazirlanan polimerik filmin %BSS degeri
0.49 elde edilirken, poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE sensorii kullanildiginda ise %BSS
degeri 1.72 olarak hesaplanmistir. Her iki sensor kiyaslandiginda UraM/RIB@MIP/CKE ile

gelistirilen sensoriin oldukea iyi performans sergiledigi goriilmiistiir.

Gelisgtirilen ~ Poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE
sensorlerin stabilitesini degerlendirmek igin 1., 3., 5., 7., 10. ve 15.giine kadar elektrotlar
desikatorde saklandi. Polimerizasyon sonrasi pik akimi degerleri okunarak elektrotlarin
performanslari hesaplandi. Stabilite caligmalar1 sonucunda poli(Py-co-p-
AFBA)/RIB@MIP/CKE yontemiyle gelistirilen sensoriin 3 giin, UraM/RIB@MIP/CKE
sensorlin ise 7 glin stabil kalmistir. Bu verilere gore RIB icin FP kullanilarak gelistirilen

sensoriin daha iyi stabiliteye sahip oldugu sonucuna varilmistir.

3.1.8. Kuantum Kimyasal Hesaplamalar

Poli(Py-co-p-AFBA)/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE sensoérlerinin
kuantum kimyasal hesaplamalar sonucunda hedef molekiil: monomer orani bulunmustur. RIB-
p-AFBA ciftinin Py ile kuantum kimyasal hesaplamalari, yapiya en fazla 5 Py molekiiliiniin
eklenebilecegini ve RIB ile p-AFBA oraninin ise 1:1 oldugu bulunmustur (Sekil 3.9.A ve Sekil
3.10), bu da deneysel sonuglar1 dogrulamaktadir (Sekil 3. 4A). Ayrica, RIB-UraM formunun
optimum orani da 1:1 olarak hesapland1 (Sekil 3.9.B ve Sekil 3.11) ve bu da yapilan deneysel
caligmalart dogrulamistir (Sekil 3.5.A). (RIB-UraM; 1:1, E= -42178.048129 eV; 1:2, E= -
59702.037118 eV). Ek olarak elde edilen enerji hesaplamalarina gore stabilitedeki 1:2'lik bir
artisin RIB ¢ozliniirliigiinii azalttigim gostermektedir ki bu da istenmeyen bir durumdur.
Kararhlik arttiginda hedef molekiiliin uzaklastirilmas1 zor olacagindan sensér performansini

etkileyecektir.
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Py

Sekil 3. 9. A) Alt1 geleneksel hidrojen bagi ve bir karbon hidrojen bagi {(Uzaklik, A; A¢1, DHA,°): 1-
2.015, 143.410; 2- 1.724, 162.896; 3- 2.188, 118.312; 4- 2.677, 95.041; 5- 2.199, 131.491; 6- 2.374,
118.452; 7- 2.365, 145.878}. B) Iki geleneksel hidrojen bagi, iki karbon hidrojen bagi ve bir pi-pi
yigim {(Uzaklik, A; Ac1, DHA,°): 1- 1.929, 153.835; 2- 2.471, 120.068; 3- 2.361, 135.702; 4- 2.699,
103.426; 5- 4.546, }.
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Sekil 3. 10. A) Kimyasal yapisi, B) RIB-4-AFBA’nin optimize edilmis yapist {E(RB3LYP)= -
1368.095919 Hartree (-37227.783361 eV)} ve C) elektrostatik potansiyel (ESP) harita (a.u., atom
birimi).
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Sekil 3. 11. A) Kimyasal yapisi, RIB-UraM’nin optimize edilmis yapilari1 B1) RIB-UraM (1:1),
{E(RB3LYP)=-1550.014809 Hartree (-42178.048129 eV)} ve B2) RIB-UraM (1:2) {E(RB3LYP)= -
2194.009580 Hartree -59702.037118 eV)} yapilarina ait enerji seviyeleri

3.2. MOL Etken Maddesine Ait Bulgular
3.2.1. Polimerik Filmlerin Karakterizasyonu

3.2.1.1. Elektrokimyasal Karakterizasyonlari

Hazirlanan MIP temelli CKE ylizeylerinin iletkenlik ve yiik transfer 6zelliklerinin
incelenmesi i¢in elektrokimyasal karakterizasyonlardan yararlanilmalidir. Burada DV ve EIS,
yalin ve modifiye elektrot yiizeylerindeki elektron transfer siireglerini tam olarak ortaya
¢ikarmak icin en etkili ve dnemli tekniklerdir. Sonug olarak her ikisi de, elektrokimyasal
karakterizasyon i¢in redoks probu gorevi goren 5.0 mM [Fe(CN)s]*"* ¢dzeltisinde dlgiimler
gergeklestirmek igin kullanilmistir.

Tk olarak, yalin CKE, poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE ve
GuaM/MOL@MIP/CKE sensorleri tizerinde DV 6dlgiimleri (polimerizasyondan sonra, MOL
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uzaklastirildiktan sonra ve yeniden baglandiktan sonra) gergeklestirildi (Sekil 3.12.A. ve Sekil
3.12.C.). Redoks probunun en biiyiik pik akim degerlerinin (siyah ¢izgi), ylizeyde polimerik
bir kaplamanm bulunmamasindan dolay1 yalin CKE'lere karsilik geldigi bulunmustur. Ote
yandan CKE yiizeyinde aktif ve verimli elektron gdgiinii engelleyen yalitkan bir polimerik
kaplamanin olusmasi, polimerizasyon sonrasinda redoks probunun pik akim degerlerinin
(kirmiz1 ¢izgi) ortaya ¢gikmasini engellemistir. MOL'un uzaklastirilmasinin ardindan MIP
filminin yapisinda 6zel baglanma bosluklar1 meydana geldiginden redoks probunun pik akim
degerlerinin (mavi ¢izgi) arttig1 goriilmiistiir. Redoks probunun pik akim degerleri (yesil

¢izgi), MOL'un yeniden baglanmasinin bir sonucu olarak beklendigi gibi azalma gézlenmistir.

Aym prosediirler, EIS dl¢timlerinde Nyquist grafiklerini ve yiik aktarim direncindeki
(Rct) degisiklikleri analiz etmek i¢in de kullanilmistir (Sekil 3.12.B, Sekil 3.12.D ve Cizelge
3.5). EIS verileri, yalin CKE yiizeyinin (siyah noktalar), elektron iletiminin kolay olmasi
nedeniyle en disiik Rct degerlerine sahip oldugunu gostermektedir. Polimerizasyon
sonrasinda CKE ylizeyinde elektron tasmmmasimi engelleyen polimerik kaplamalar
olustugundan Rct degerleri (kirmizi noktalar) en biiyiikk degere ulasir. MOL molekiilleri
uzaklastirildiginda MIP yiizeylerinde &zel bosluklar olusur ve elektron transferi
gergeklestiginde Rct degerleri (mavi noktalar) diiser. Ancak MOL'un yeniden baglanmasindan
sonra bosluklar kismen dolar, elektron taginmasi zorlasir ve Rct degerleri (yesil noktalar)
yeniden artar. Bu, MOL molekiillerinin tasarlanan MIP sensorlerindeki yalnmizca belirli

bosluklara baglandigini gostermektedir.
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Sekil 3. 12. Poli(Py-co-p-3-TBA)]/MOL@MIP/CKE sensoriiniin hazirlanmasi asamalarinda (A) DV ve
(B) EIS grafikleri; GuaM/mOL@MIP/CKE sensoriiniin hazirlanmasi asamalarinda elde edilen (C) DV

ve (D) EIS grafikleri.

Cizelge 3. 5. EIS odl¢limlerinde elektronik esdeger devresinin elementlerine ait degerler

EP FP

R, (Q) Ret () CPE R, (Q) Ret (Q) CPE
Yalin CKE 110.0 102 0.872 102.0 93.8 0.867
Polimerizasyon sonrasi 105.0 22000 0.877 101.0 7510 0.877
Hedef molekitlin § =, 825 0.917 90.7 0.909
uzaklastirilmasi sonrasi 517
Hedef molekiiliin
yeniden baglanma 99.2 1740 0.890 90.6 1160 0.869
sonrasi
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3.2.1.2. Polimerik Filmlerin Yiizey Karakterizasyonu

Gelistirilen sensdrlerin karakterizasyon sonuglart Sekil 3.13'de detayli bir sekilde
verilmistir Sekil 3.13.a1’de NIP filminin ATR-FTIR spektrumlar goriilmektedir. 3110 ve
2910 cm™'de gozlenen bantlar sirastyla aromatik tiyofen halkasmnin aromatik C—H gerilme
bandina ve N-H gerilmesine aittir. 1630, 1381, 1183 ve 1049 cm’! civarindaki bantlar sirastyla
tiyofenoidin C=C gerilmesinin, B-O gerilmesinin, B-O-H biikiilmesinin ve 3-TBA i¢in B-O-
H- deformasyonunun tipik dzellikleridir. Ote yandan, Sekil 3.13.a2, MIP i¢in polimerizasyon
sonrast hedef molekiilden kaynaklanabilecek O-H ve C=0 baglarina karsilik gelen 3335 cm’™
ve 1744 cm™'deki giiglii bantlar1 gdstermektedir; bu, NIP ve MIP temelli elektrokimyasal
sensor filmlerinin basarili bir sekilde tiretildigini gosterir. Sekil 3.13.b1'de MIP filmlerinin
FTIR spektrumunda 1070, 1154 ve 1723 cm™'de gdzlenen bantlar sirasiyla -C-O, -C-O-C ve
—C=0 gerilmesine karsilik gelmektedir. Amit I, II ve III bantlar1 yaklagik 1594, 1486 ve 1273
cm'de goriildii, bu da GuaM'm polimerik aga basarili bir sekilde entegre edildigini
gostermektedir. 1680 cm™'de gozlenen bant, MIP'de NIP'e gore hedef molekiiliin varligindan
kaynaklanabilecek sekilde farkliydi (Sekil 3.13.b2). Sekil 3.13.a3'te gosterildigi gibi, MIP
filmi yogun ve diizensiz bir yap1 sergilemistir. Ayrica NIP'in SEM goriintiilerinin de benzer
sekillere sahip oldugu goriilmektedir ve bu da ayni kosullar altinda sentezlendiklerinden
beklenen bir durumdur. Ote yandan, PP islemiyle sentezlenen elektrotlarda (Sekil 3.13.b3 ve
3.13.b4), EP islemiyle sentezlenen elektrotla karsilastirildiginda poroz yapici ajan PVP
maddesinin uzaklagtirilmasiyla gézenekli yapilar olusmustur. Sekil 3.13.a5, 3.13.a6, 3.13.b5
ve 3.13.b6 gelistirilen sensorlerin tipik AFM goriintiilerini gdstermektedir. MIP ve NIP
yiizeyleri i¢in yiizey derinlikleri EP i¢in 0.46 um ve 0.77 um, FP i¢in ise sirasiyla 8.4 nm ve
9.8 nm olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, film olusumunun basarili bir sekilde elde edildigini
ve ayrica SEM goriintiilerinin sonuglarina iyi bir sekilde desteklendigini gdstermistir. Ayrica
bu sonuglar, PP ile karsilagtirildiginda polimerizasyon dongiileri nedeniyle EP ile sentezlenen
elektrotlar i¢in yiizey piriizliiliigiiniin arttigin1 dogrulamaktadir. Temas acgis1 ol¢iimii Sekil
3.13.a7,3.13.a8, 3.13.b7, ve 3.13.b8'de gosterilmistir. EP ile sentezlenen elektrot lizerinde elde
edilen temas agis1 degerleri MIP ve NIP i¢in sirasiyla 60.5 ve 65.0°, FP ile sentezlenen temas
acist degeri ise MIP ve NIP i¢in sirasiyla 70.5° ve 72.8° olarak bulunmustur. MIP filmi,
MIP'lerin tanima bosluklarinin karakterinden dolayr NIP'den nispeten daha yiiksek bir
hidrofiliklik sergilemistir.
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Sekil 3. 13. Poli(Py-co-p-3-TBA)[/MOL@MIP/CKE sensoriin ylizey karakterizasyonlari (A),
GuaM/MOL@MIP/CKE sensoriiniin yiizey karakterizasyonlari (B). MIP (al, bl) ve NIP (a2, b2)’nin
ATR-FTIR spektrumlari; MIP (a3, b3) ve NIP (a4, b4)’in SEM goriintiileri; MIP (a5, bS) ve NIP (a6,
b6)'in AFM goriintiileri; MIP (a7, b7) ve NIP (a8, b8)'in temas agis1 goriintiileri.

3.2.2. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

3.2.2.1. Monomer/Hedef Molekiil Orani

Kararli ve etkili polimerik filmler olusturmak i¢in monomer:hedef molekiil orani
optimize edilmelidir ve ideal oran belirlenmelidir. Ciinkii monomer ile hedef molekiil
arasindaki etkilesimler, polimerik filmlerin nasil gelistigini dogrudan etkilemektedir.
Monomer:hedef molekiil oran1 ayn1 zamanda molekiiler baskilama tekniklerinde sensorlerin

seciciligini de arttirmaktadir. Ancak monomerin asir1 kullanimi hedef molekiil i¢in segici
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olmayan bir elektrokimyasal reaksiyona yol acabilir ve bu da baskilama bolgelerinin
bozulmasina neden olabilir. Bu durumda EP ve FP ile yapilan polimerik filmler i¢in ¢esitli
monomer: hedef molekiil oranlar (1:1, 2:1, 3:1, 4:1 ve 5:1) kullanilmistir ve hedef molekiiliin
uzaklastirilmasindan sonra elde edilen pik akimi degerleri ile FP sonrasinda elde edilen pik
akimi degerleri farki alinarak hesaplanmistir (Sekil 3.14.A ve Sekil 3.15.A). En etkili ve stabil
polimerleri elde etmek amaciyla monomer:hedef molekiil orani, hem EP hem de FP ile elde
edilen Al degerlerine dayali olarak her iki sensor i¢in en iyi deger olan 1:1 orani se¢ilmistir.
MOL ve fonksiyonel monomerler (3-TBA veya GuaM) arasindaki iyi eslesmis fonksiyonel
gruplarin potansiyel etkilesimleri, en yiiksek diizeyde o6zgiillik ve secicilik elde etmek
amaciyla anahtar-kilit iligkisine benzer tamamlayici bir yapit olusturmak {izere yapisal
Ozellikleri dikkate alinarak secilmistir. Bu bulgular calismanin se¢im kriterlerini agikca

desteklemistir.

3.2.2.2. EP Dongii Sayisi

EP islemi saglam ve pratik bir polimerik film iiretmek icin gereklidir. Uygun
monomerlerin ve oranlarin secilmesinin ardindan istenen kalinlik ve stabiliteye sahip bir
polimer elde etmek i¢in DV teknigi kullanilarak 5, 10, 15, 20 ve 25 dongii sayilar ile
iiretilmistir. En iyi ve tekrar edilebilir dongili sayismi belirlemek icin, hedef molekiiliin
uzaklastirilmasindan sonra elde edilen pik akimi degerleri ile FP sonrasinda elde edilen pik
akimi degerleri farki alinarak degerlendirilmistir. Pik akimlar arasindaki fark 10 dongiide
maksimum degere ulagsmis ve 20 dongiiden sonra degismeden kalmistir. Bu nedenle EP icin

en giivenilir ve etkili dongii sayis1 10 dongii olarak belirlenmistir (Sekil 3.14.B).

3.2.2.3. Damlatma Hacmi

MIP filminin stabilitesi ve kalinlig1 ayn1 zamanda CKE yiizeyine damlatilan monomer
cOzeltisinin miktarindan da etkilenir. Ayrica asagida da deginilecegi gibi polimerizasyon
isleminin siiresi agisindan da 6nemli kriterlerden biridir. Burada 0,25 ile 1,50 pL arasindaki
farkli hacimler kullanilarak damlatma hacmi miktar1 degerlendirilmis ve hedef molekiiliin
uzaklastirilmasindan sonra elde edilen pik akimi degerleri ile FP sonrasinda elde edilen pik
akimi degerleri farki alinarak hesaplanmistir. Elde edilen pik akim degerlerine gore en iyi

damlatma hacmi miktar1 0,25 pL olarak bulunmustur (Sekil 3.15.B).
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3.2.2.4. FP Siiresi

Poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE sensoriinii olusturmak i¢in sirastyla 365 nm ve
100 W dalga boyu ve gii¢c yogunluguna sahip bir UV lambasi kullanildi. UV lambasi altinda
FP siiresi optimize edilerek CKE yiizeyinde stabil bir polimerik film olusturuldu. CKE
yiizeyine 0,25 pL polimerizasyon ¢ozeltisi damlatildiktan sonra 5, 7, 10, 15 ve 20 dakika
boyunca UV 1s1gma maruz birakilmigtir. En iyi FP siiresi, hedef molekiiliin
uzaklastirilmasindan sonra elde edilen pik akimi degerleri ile FP sonrasinda elde edilen pik
akimi degerleri arasindaki farklar hesaplanarak belirlenmistir. Iyi tekrarlanabilir ve stabil

polimerizasyonun 5. dakika’da saglanabilecegi bulunmustur (Sekil 3.15.C).

3.2.2.5. Hedef Molekiiliin Uzaklastirma Cozeltileri ve Uzaklastirma Siiresi

Islemdeki kritik bir asama, polimerik filme zarar vermeden MIP filmlerinden kalip
molekiillerinin uzaklagtirilmasidir. Bu adimda kalip molekiiliin uzaklastirilmasinin ardindan
belirli bir bosluk olusturulur ve analit bu bosluga kolaylikla baglanir. Hem EP hem de FP i¢in
uygun uzaklagtirma soliisyonlar1 kullanilmistir. EP yonteminde, uzaklastirma c¢ozeltileri
olarak FT (pH 6.0, 7.0, 7.5 ve 8.0 i¢in) ve Britton-Robinson tamponu (pH 9.0 i¢in BRT)
kullanilmistir. En iyi pik akim degeri pH 7,5 olan FT ¢o6zeltisinde elde edilmistir. Bu tampon,
1:1 hacim oraninda sodyum kloriir (NaCl, 0.1 M), metanol (MeOH), asetonitril (ACN) ve
aseton ile karigtirlmigtir ve MOL'u ne kadar iyi uzaklastirabildigini gérmek igin test edilmistir.
1, 3, 5, 7 ve 10 dongiiden sonra hedef molekiilleri ortadan kaldirmak i¢in DV yaklagimi
kullanilmistir. Sekil 3.14.D'de goriilebilecegi gibi en iyi sonuca 7 dongiiden sonra ulasilmistir
ve tiim adimlarda bu uzaklagtirma dongii sayisi kullanilmistir. Cesitli asidik/bazik ¢ozeltilerin
ve organik ¢oziiciilerin (1M HCI, 15M HAc, 5M NaOH, metanol, asetonitril ve aseton) etkileri
FP yonteminde degerlendirilmistir. En yliksek Al degeri SM HAc ile elde edilmistir ve
uzaklastirma siiresi bu adimda optimize edilmistir (Sekil 3.15.D). Burada 5, 10, 15, 20 ve 25
dakikalik uzaklastirma siireleri degerlendirilmistir ve gozlemlenen en kararli ve tekrarlanabilir
sonuclar nedeniyle optimum uzaklagtirma siiresi olarak 10 dakikaya karar verilmistir (Sekil

3.15.E).
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3.2.2.6. Hedef Molekiiliin Yeniden Baglanma Siiresi

Yeniden baglama islemi analiz siiresini ve performansimm belirleyen onemli bir
parametredir. Bu nedenle EP i¢in hazirlanan MIP tabanli sensor, farkli zamanlarda (3, 5, 7, 10
ve 15 dakika) yeniden baglanma iizerindeki etkisini degerlendirmek icin 5.0x10'° M MOL
cozeltisine daldirildi ve ThermoShaker (500 rpm, 25°C) kullanilarak incelenmistir. Yeniden
baglanma ve uzaklastirma sonrasit pik akimlar1 arasindaki fark degerlendirildiginde 10.
dakikada en yliksek degere ulastigt ve sonrasinda Al'nin hemen hemen aymi kaldigi
goriilmistiir. Bu nedenle Sekil 3.14.E'ye gore GuaM/MOL@MIP/CKE sensoril i¢in yeniden

baglanma siiresi 10 dakika olarak se¢ilmistir.

EP igin izlenen adimlarin aynist FP i¢in de uygulanmistir. FP icin hazirlanan MIP
tabanl sensor, farkli zamanlarda (5, 10, 15, 20 ve 25 dakika) yeniden baglanma iizerindeki
etkisini degerlendirmek igin 5.0x10'> M MOL ¢ézeltisine daldirildi ve ThermoShaker (500
rpm, 25°C) kullanilarak gergeklestirildi. Yeniden baglanma ve uzaklastirma sonrasindaki tepe
akimlan arasindaki fark hesaplanarak, stabil ve etkili baglanma i¢in en uygun yeniden
baglanma stiresi bulunmustur. Sekil 3.15.F'ye gore poli(Py-co-3TBA)/MOL@MIP/CKE

sensoOriiniin yeniden baglanma siiresi 20 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 3. 14. DPV'nin Alp degerlerinin grafikleri. (A) monomer orani, (B) EP dongii sayisi, (C)
uzaklagtirma ¢o6zeltileri, (D) uzaklastirma dongii sayisi, (E) MOL igin yeniden baglanma siiresi.
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Sekil 3. 15. DPV'nin Alp degerlerinin grafikleri. (A) monomer orani, (B) damlatma hacmi, (C), FP
stiresi, (D) uzaklagtirma ¢ozeltileri, (E) uzaklastirma siiresi, (F) MOL igin yeniden baglanma siiresi.
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3.2.3. Poli(Py-co-p-3-TBA)|/MOL@MIP/CKE ve GuaM/MOL@MIP/CKE
Sensorlerinin Analitik Performansinin Degerlendirilmesi

Poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE sensoriiniin analitik performansi, DPV teknigi
kullamlarak farkli MOL derisimlerinin yeniden baglanmasi ile 7.5x10™"* M ve 2.5x10™'° M
arasinda dogrusallik elde edilmistir (Sekil 3.16 ve Cizelge 3.6) . Regresyon denklemi bu
derisim araliginda Al (uA) = 1.80x10'" (UA/M) x C(M) + 44.44 (r= 0,996) olarak

3-/4-

hesaplanmigtir. Tiim bu o6l¢iimlerde redoks probu olarak 5.0 mM [Fe(CN)s]"™ ¢ozeltisi
kullanilmistir. Regresyon parametrelerinin sonuglar1 Cizelge 3.6'da 6zetlenmistir. Ayrica TS

ve TAS degerleri sirasiyla 6.01x10"° M ve 2.00x10"> M olarak bulunmustur. TS

standart sapma

(Ts = 3x

standart sapma)

TAS (TAS = 10x )formﬁlleri kullanilarak

egim egim
hesaplanmigtir (Ozkan vd., 2015; “Validation of Analytical Procedures: Text and
Methodology,” 1995). ideal kosullar altinda, poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE sensorii
icin mitkkemmel sonuglar elde edilmistir (Sekil 3.16.A). NIP tabanli sensoriin performansi,
incelenen derisim aralifinda MOL" belirlemek igin poli(Py-co-3-TBA)/MOL@NIP/CKE
kullanilarak da arastirilmistir. MIP egrisi (kirmizi renk), MOL derisimleriyle orantili olarak
artan Al ile dogrusal bir yanit gosterirken, NIP i¢gin herhangi bir dogrusallik elde edilememistir.
NIP egrisi (mavi renk), MOL i¢in NIP'e 6zgili tanima bdlgeleri olmamasindan dolayr MIP'in
aksine kiiciik bir Al degeri sergilemistir (Sekil 3.16.B). Bu sonuglar, poli(Py-co-3-
TBA)/MOL@MIP/CKE sensoriiniin MOL tespiti icin iyi bir duyarliliga ve segicilige sahip

oldugunu gostermistir.
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Cizelge 3. 6. Poli(Py-co-3-TBA)]/MOL@MIP/CKE ve GuaM/MOL@MIP/CKE sensorlerinin MOL i¢in

kalibrasyon egrisine ait regresyon verileri ve validasyon parametreleri

EP FP

Standart c¢ozelti Ticari serum Standart cozelti Ticari serum
Dogrusal ¢alisma 7.5x10712 - 7.5x10712 — 7.5x1071 — 7.5x10713 —
aralhigi (M) 2.5x1071° 2.5x1071° 2.5x1071 2.5x1071!
Egim (nA/M) 1.80x10" 2.23x10"! 1.86x10"? 1.95x10"2
Egimin standart 6.49x10'° 4.89x10"° 6.74x10'° 4.28x10'°
hatas1
Kesisim (nA) 44 .44 33.84 39.11 28.87
Kesisimin standart 0.77 0.58 0.80 051
hatas1
5)0”1””“ katsayist 0.996 0.999 0.996 0.998
Teshis sinir1 (M) 6.01x10713 1.79x10712 1.13x10713 6.93x1071
Tayin alt sir1 (M) 2.00x1072 5.97x10712 3.76x10713 2.31x1071
Tekrarlanabilirlik
BSS%)* 1.07 1.23 0.89 1.11
Tekrar iiretilebilirlik 176 1.83 162 197

(BSS%)*

*Elde edilen %BSS degerlerinin élgiim sayist 5 'tir.
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Sekil 3. 16. (A) Standart ¢ozelti ve (C) ticari serum ¢ozeltisinde farkli MOL derisimlerine sahip poli(Py-
co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE’nin DP voltammogramlari. (B) standart ¢ozelti ve (D) ticari serum
¢ozeltisinde poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE ve NIP/CKE ile MOL'iin kalibrasyon egrisi.

GuaM/MOL@MIP/CKE sensoriiniin analitik performansi, ideal deney kosullari
altinda, 7.5x10"® M ile 2.5x10"" M MOL derisim araligi kullamlarak DPV yontemiyle
degerlendirilmistir (Cizelge 3.5). Regresyon denklemi; Al (pA) = 1.86x10' (LA/M) x C (M)
+ 39.11 (r = 0.996) belirtilen derisim araliginda elde edilmigtir. GuaM/MOL@MIP/CKE
sensorii secici ve hassas MOL tespiti i¢in dogrusal bir yanit sergilemistir. TS ve TAS degerleri
strastyla 1.13x10™"* M ve 3.76x10™"* M olarak hesaplanmustir. NIP temelli sensoriib, MOL ile
ayn1 derisim araliginda analitik performansi kontrol edildi (mavi renk) ve azalan [Fe(CN)s]*
" zirveleri ile artan MOL derisimleri arasindaki iliski Sekil 3.17.A'da verilmistir. Sekil
3.17.B'de MIP ve NIP tabanli sensorler icin MOL derisimine karsi Al degerlerinin grafikleri
gosterilmistir. Sonuglar, MOL tespiti igin GuaM/MOL@MIP/CKEnin iyi segicilige ve
duyarliliga sahip oldugunu gostermistir.  Poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE ile
karsilagtirlldiginda, GuaM/MOL@MIP/CKE sensoriiniin gézenekli bir yap1 ve daha ince bir
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Sekil 3. 17. (A) Standart ¢ozelti ve (C) ticari serum ¢ozeltisinde farklit MOL derisimlerine sahip
GuaM/MOL@MIP/CKE'nin DP voltammogramlari. (B) standart ¢ozelti ve (D) ticari serum
¢ozeltisinde GuaM/MOL@MIP/CKE ve NIP/CKE ile MOL'lin kalibrasyon egrisi.

3.2.4. Kapsiil Formuna ve Ticari Serum NumunelerineUygulanmasi

Gelistirilen. MIP temelli elektrokimyasal poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE ve
GuaM/MOL@MIP/CKE sensorlerinin MOL tayini i¢in kapsiil formuna ve ticari serum
numunelerine basariyla uygulanmistir. Sensor, belirlemede yiiksek hassasiyet, 6zgiillik ve
dogrulukla karmagik matrislerde miikemmel performans gostermistir (Cizelge 3.7). Geri
kazanim ¢aligmalar1 sirasinda numunelere bilinen miktarlarda analit eklenmis ve
numunelerdeki analit derisiminin 6lgiilmesi i¢in poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE ve
GuaM/MOL@MIP/CKE sensorleri kullanilmigtir. Elde edilen sonuglar, miikemmel geri
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kazanim ylizdeleri ve %BSS degerleri ile oldukca tatmin ediciydi. Ayrica, kullanilan
yontemlerin performans karsilagtirmasinda student t testi ve Fisher testleri kullanildi (Cizelge
3.7). Elde edilen degerlerin teorik degerlerden diisiik olmas1 iki yontemin performansi arasinda

anlamli bir fark olmadigim gostermektedir.

Cizelge 3. 7. Kapsiil formu ve serum numuneleri i¢in geri kazanim deneylerinin sonuglari

EP FP

Kapsiil form Ticari serum Kapsiil form Ticari serum
Eklenen miktar (mg) 200.000 - 200.000 -
Bulunan miktar (mg)” 201.778 - 199.013 -
BSS% 1.97 - 1.24 -
BH% -0.89 - 0.49 -
Hesaplanmis tdegeri 0.32
Hesaplanmis Faegeri 0.38
Eklenen miktar (mg) 10.000 10.000 10.000 10.000
Bulunan miktar (mg)” 10.135 9.909 9.940 10.097
Geri kazamim (%) 101.35 99.09 99.40 100.97
BSS% 1.50 1.56 1.87 1.60
BH% -0.14 0.91 0.60 -0.97

*Elde edilen %BSS degerlerinin dlgiim sayist 5 'tir. Teorik student-t ve F degerleri sirastyla 2.13 ve 6.26'dir.

3.2.5. Gelistirilen Sensorlerin Secicilik Calismalari

Hedef molekiil i¢in daha fazla segicilik ve afinite elde etme yetenegi, MIP'leri
elektrokimyasal sensorlere entegre etmenin temel faydasidir. Bu faydayr vurgulamak ve
benzer yapilara sahip diger bilesiklerle (RIB, LAM, ZID, ZAL ve EMT gibi)
karsilagtirlldiginda sensoriin seciciligini gostermek igin baski faktorii (IF) hesaplamalar
gerceklestirildi. Hedef molekdiliin (MOL) Al degerlerinin rakip ilaglarin (RIB, LAM, ZID,
ZAL ve EMT) degerlerine orani, secicilik katsayisi (k) degerini hesaplamak i¢in kullanild.
MIP/CKE ve NIP/CKE i¢in MOL segicilik katsayilari, MIP'ler tarafindan kazanilan spesifik
tanima yetenegini gosteren goreceli segicilik katsayisini (k') tahmin etmek i¢in de hesaplandi.

Cizelge 3.8’de, hem poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE hem de GuaM/MOL@MIP/CKE
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ylizeylerinin, NIP yiizeylerine kiyasla MOL'ee kars1 RIB, LAM, ZID, ZAL ve EMT'den daha
yiiksek secicilik sergiledigini gostermistir. GuaM/MOL@MIPCKE ayrica MOL igin poli(Py-
co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE'ye gore daha fazla secicilik sergilemistir.
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Cizelge 3. 8. MOL ve benzeri ila¢ maddelerinin segicilik degerleri

HN\/OH }NHZ NH 9 . NH, F NH,
N N— Z \ﬁk XN SN
)\WO o| N/go HO O(N’N OJ\N | OH "o ol NAO HO | " /KO HO | N/J%o
o O{ o \Qj
o o OH OH <—s N=N=N 0
MOL RIB LAM ZI1D ZAL EMT
EP PP
MIP/CKE NIP/CKE MIP/CKE NIP/CKE
Etken Madde Al/pA Kovp) Al/pA Kip) K'oipNipy Al/pA ko) Al/pA Kip) K’ (ipNipy
MOL 54.21 _ 4.58 - ] 55.02 ] 5.68 - _
RIB 27.47 1.97 9.12 0.50 3.94 22.62 2.21 10.29 0.55 4.02
LAM 16.37 3.31 7.57 0.61 5.43 10.77 4.64 8.49 0.67 6.93
ZID 18.22 2.98 8.60 0.53 5.62 12.35 4.05 9.63 0.59 6.86
ZAL 21.15 2.56 10,75 0.42 6.10 11.34 4.41 9.55 0.60 7.35
EMT 21.63 2.51 11.08 0.41 6.12 12.14 4.12 10.09 0.55 7.49




3.2.6. linterferans Calismalar:

MIP tabanh sensorlerin performansi, biyolojik sivilarda bulunan K, CI', Na*, SO4%,
dopamin (DA), askorbik asit (AA), tirik asit (UA) ve parasetamol (PAR) gibi c¢esitli
maddelerden etkilenebilir. Segicilik testi i¢in kullanilan MOL derisimleri, poli(Py-co-3-
TBA)/MOL@MIP/CKE ve GuaM/MOL@MIP/CKE sensbrleri icin sirasiyla 5.0x10™'' M ve
5.0x10™'2 M’dir. %BSS ve %geri kazanim degerleri, 100 kat daha fazla interferans ajanlarin
varliginda hesaplandi. Ayrica, poly(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE ve
GuaM/MOL@MIP/CKE sensorlerine ait %BSS degerleri sirasiyla %1.72 ve %1.99 olarak
hesaplanmigtir. MIP tabanli sensorlerin geri kazanim degerleri sirasiyla %98.18-102.69 ve
%98.05-103.72 olarak bulunmustur. Bu sonuglar, girisim yapan maddelerin MOL tespiti i¢in
tasarlanan sensorlerin etkinligi lizerinde diisiik etki gosterdigini veya hig etki gdstermedigini

kanitlamistir (Sekil 3.18).

60 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
11 11
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[ 1:100 [ 1:100)
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MOL Na* 304-2 K* NO, Mg*? CcI- DOP PAR UA AA MOL Na* 304-2 K' NO; Mg*? cI DOP PAR UA AA

Sekil 3. 18. (A) poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE; (B) GuaM/MOL@MIP/CKE sensorlerinin 1:1,
1:10 ve 1:100 oraninda girisim yapan maddelerin varliginda elde edilen gubuk grafikleri.

3.2.7. Stabilite

EP yontemi kullamilarak  gelistirilen  poli(Py-co-3-TBA)/MOL@MIP/CKE
sensoOriiniin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in kesinlik ¢aligmalar1 yapilmistir. Bunun igin
sensoriin tekrarlanabilirligi ii¢ farkli (1.0x10™"" M, 5.0x10™"" M ve 1.0x10"'° M) derisimler
icin tekrar edilebilir 5 sonug ile belirlenmistir. Elde edilen %BSS degerleri <1.85 olarak

hesaplanmigtir. Ayni islemler FP metodu kullanilarak gelistirilen GuaM/MOL@MIP/CKE
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sensorii iginde uygulanmistir. Bu sensoriin hassasiyetinin iyi olmasi dolayisiyla daha diisiik
derisimler tercih edilmistir. 1.0x10™"? M, 5.0x10"* M ve 1.0x10"" M derisimler i¢in elde edilen
Olciimler sonucunda %BSS degeri <1.22 olarak bulunmustur. Ayrica poli(Py-co-3-
TBA)MOL@MIP/CKE ve GuaM/MOL@MIP/CKE sensorleri icin elektrotlar arasi tekrar
edilebilirlik 1.0 x 10> M MOL igin test edilmistir. 5 farkli elektrotun yanit: degerlendirilerek
sensorlerin %BSS degerleri hesaplanmistir. GuaM/MOL@MIP/CKE sensoriiyle tasarlanan
polimerik film kullanilarak elde edilen %BSS degeri 0.96 elde edilirken, poli(Py-co-3-
TBA)/MOL@MIP/CKE sensorii kullanildiginda ise %BSS degeri 2.68 olarak hesaplanmistir.
Her iki sensor kiyaslandiginda GuaM/MOL@MIP/CKE ile tasarlanan sensoriin oldukea iyi

performans sergiledigi goriilmiistiir.

Son olarak, gelistirilen sensorlerin stabilitesini degerlendirmek igin 1., 3., 5., 7., 10. ve
15.gline kadar elektrotlar desikatdrde saklandi ve polimerizasyon sonrasi pik akimi degerleri
okunarak hesaplandi. Stabilite ¢alismalar1 sonucunda EP yontemiyle gelistirilen sensor 2 giin,
FP yontemiyle hazirlanan sensor ise 5 giin stabil kalmistir. Bu veriler 1s18inda MOL i¢in FP

kullanilarak olusturulan sensoriin daha iyi stabiliteye sahip oldugu sonucuna varilabilir.

3.2.8. Kuantum Kimyasal Hesaplamalar

Poli(Py-co-3 TBA)/MOL@MIP/CKE’nin Py ile kuantum kimyasal hesaplamasi,
yapiya S'e kadar Py molekiiliiniin eklenebilecegini ve 3-TBA ile de hedef molekiiliin 1:1
oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 3.19), bu da deneysel olarak elde ettigimiz hedef molekiil:
monomer oranini dogrulamis oldu (Sekil 3.14.A). Ideal GuaM/MOL@MIP/CKE sensorii
icinde monomer: heedef molekiil orani 1:1 olarak belirlendi (Sekil 3.20). Elde edilen sonuglar
optimizasyon parametrelerinde elde edilen sonuclarla desteklendi (Sekil 3.15.A), (MOL-
GuaM; 1:2, E= -74668.127477 eV eV; 1:1, E= -53644.244489 eV). Ayrica, enerji
hesaplamalarina daayali sonuglar, stabilitedeki 1:2'lik bir artisin MOL ¢oziiniirliigiinde kabul
edilemez bir azalmaya yol actigim1 gostermektedir (Sekil 3.20).
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Sekil 3. 19. Poli(Py-co-3-TBA)/MOL kompleksi etrafindaki bes piroliin molekiiler modelleme
sonuglarinin sematik gosterimi.

> P
v}c

Sekil 3. 20. A) Kimyasal yapisi, B) MOL-GuaM’nin (1:1) optimize edilmis yapilar1 {E®psLyp)= -
1971.388051 Hartree (-53644.244489 eV)} ve C) MOL-GuaM’nin (1:2) optimize edilmis yapilar
{E®p3sLyp)= -2744.000884 Hartree (-74668.127477 eV)}.
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3.3. UMI Etken Maddesine Ait Bulgular

3.3.1. MIP Temelli Elektrokimyasal Sensoriin Karakterizasyonu

3.3.1.1. Elektrokimyasal Karakterizasyon

UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE sensoriiniin elektrokimyasal karakterizasyonu, EIS
ve DV yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Gelistirilen bu sensoriin elektrokimyasal
karakterizasyonu 5.0 mM [Fe(CN)s *¢ozeltisinde gergeklestirilmigtir.
UMI@B:3N3/BUMA@MIP/CKE  sensoriiniin =~ farkli  polimerizasyon  asamalarinda
elektrokimyasal davranigini degerlendirmek i¢in DV yontemi kullanilmistir. Sekil 3.21.A'ya
bakildiginda, elektron transferini engelleyen higbir faktdr bulunmadigindan [Fe(CN)s]* "+
redoks probunun pik akim degerleri maksimum olarak elde edilmistir (siyah ¢izgi).
Polimerizasyon islemlerinden sonra, CKE yiizeyi elektron transferini dnleyen polimerik bir
film ile kaplandigindan [Fe(CN)s]*"*redoks probunun pik akim degeri gdzlenmemistir
(kirmizi ¢izgi). UMI molekiiliiniin polimerik filmden uzaklastiriimasindan sonra, UMI'ya 6zgii
bosluklar olustugundan [Fe(CN)s]* "*redoks probunun pik akimi degeri, yalin CKE'ninkinden
daha disiik elde edilmistir (mavi ¢izgi). Son olarak, UMI’nin bilinen derisimlerinin yeniden
baglanmasiyla elde edilen pik akimi degeri, polimerik film iizerindeki bosluklarin kapanmasi
nedeniyle hedef molekiiliin uzaklastirilmasi sonrasi elde edilen pik akimi degerinden daha
diisiik elde edilmistir (yesil ¢izgi). Sekil 3.21.B, EIS i¢in Nyquist grafiklerini gostermektedir.
Elektrot yiizeyi elektron transfer akisi i¢in bloke edildiginde Rct degeri artar ve elektron
transfer akigi igin difiizyon engelleri olmadiginda ise Rct degeri azalir. Yalm CKE,
UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE sensorii i¢in polimerizasyon agamasindan 6nce en kiigiik Rct
degerine (138,99 Q) sahiptir. Polimerizasyon sonrasinda elektrot yiizeyi yalitkan malzemeyle
kaplandiginda elektron transferi gercekelsmedigi i¢in Rct degeri (7966.2 Q) en yiiksek
degerine ulagsmigtir. Hedef molekiiliin uzaklagtirilmasi sonrasinda, polimerik matris tizerindeki
baskili spesifik bosluklar nedeniyle Rct degeri 578.29 Q olarak bulunmustur. Yeniden
baglanmanin ardindan sensoriin direnci yeniden artmistir (1279.8 Q). Bu da UMI

molekiillerinin baskili polimerik bosluklara tanindigini ve baglandigini gostermistir.
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Sekil 3. 21. UMI@B:N3/BuMA@MIP/CKE sensoriiniin hazirlanmasi agamalarinda (A) DV ve (B)
EIS grafikleri.
3.3.1.2. Gelistirilen UMI@B;3;N3/BuMA@MIP/CKE sensoriiniin yiizey
karakterizasyonu
UMI@B:3N:/BUuMA@MIP/CKE filminin ylizey karakterizasyonlar1 SEM ile

incelenmigtir (Sekil 3.22). MIP’de, spesifik bosluklarin olusumundan dolay1 piiriizlii ve
diizensiz yapilar goriinmektedir. MIP elektrotu dar ve kiimelenmis pargaciklara sahipken, NIP
elektrotu ¢cok daha kalin par¢acik boyutuna sahiptir, bu da polimerik filmin elektrot yiizeyinde
basariyla sentezlendigini gostermistir (Sekil 3.22.A ve 3.22.B). Ayrica MIP ve NIP igin AFM
goriintiileri alimmistir. NIP'in AFM'si diizenli bir yap1 sergilerken, MIP kiimelenmenin hedef
molekiiliin baskilanmasindan olabilecegi diisliniilmektedir (Sekil 3.22.C ve Sekil 3.22.D).
Polimerik filmin hidrofilikligini saglamak ic¢in de temas agis1 Ol¢limii gergeklestirilmistir.
Yiizeyde herhangi bir sey yokken temas agisi degeri 122.5° olarak bulunmustur (Sekil 3.22.E).
MIP elektrot yiizeyinin temas ac¢is1 degeri 52.9° elde edilirken NIP elektrot yiizeyinin temas
acist degeri ise 60.2° olarak bulunmustur. MIP’in uzaklastirma sonrasi elektrot yiizeyinde
spesifik bosluklarin olugsmasi ve gézenekli yapilarin fazla olmasi dolayisiyla NIP'e gére daha

hidrofilik oldugunu gostermistir (Sekil 3.22.F. ve Sekil 3.22.G.).
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Sekil 3. 22. UMI@B:3N3/BuMA@MIP/CKE sensoriin yiizey karakterizasyonlari. (A) MIP ve (B)
NIP’in SEM gorintiileri; (C) MIP ve (D) NIP’in AFM gorintiileri; (E) normal yiizey, (F) MIP ve (G)
NIP’nin temas ag1s1 goriintiileri.

3.3.2. Deneysel Kosullarin Optimizasyonu

3.3.2.1. Monomer/Hedef Molekiil Orani

UMI@B;N3/BUuMA@MIP/CKE  sensorii  igin  optimizasyon  ¢aligmalari
gergeklestirildi. Bu stiregteki ilk ve en 6nemli adim, fonksiyonel monomer ile hedef molekiil
arasindaki oranin optimize edilmesidir. Bu optimizasyon, kararli ve etkili bir polimerik yap1
olusturmak igin gerceklestirilir. Monomer: hedef molekiil oranlar1 (1:1, 2:1, 3:1, 4:1 ve 5:1),
hedef molekiiliin uzaklagtirma sonrasi pik akimi degeri ile polimerizasyon sonrasi pik akimi
degerleri arasindaki farklar (AI) alinarak degerlendirilmistir. Monomer: hedef molekiil

arasindaki optimum oran 4:1 olarak bulunmustur (Sekil 3.23.A).
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3.3.2.2. Damlatma Hacmi

CKE yiizeyine damlatilan polimerizasyon ¢6zeltisinin miktari, filmin kalinligini ve
stabilitesini belirlemede Onemli bir parametredir. Elektrot yiizeyine farkli miktarlarda
polimerizasyon ¢ozeltisi (0.25, 0.50, 0.75, 1.0 ve 1.25 uL) damlatilmistir. Hedef molekiiliin
uzaklagtirma sonras1t pik akimi degerleri ile FP sonrasi elde edilen pik akim degerleri
arasindaki farklar alinarak belirlenmistir ve optimum damlatma hacmi 0.50 pL olarak elde

edilmistir (Sekil 3.23.B).

3.3.2.3. FP Siiresi

UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE sensorii UV lambasi (365 nm ve 100 W) kullanilarak
hazirlanmigtir. CKE ylizeyinde stabil bir polimerik film yapis1 olusturmak igin FP siiresi
optimize edilmelidir. CKE yiizeyine 0.5 pL polimerizasyon ¢6zeltisi damlatildiktan sonra, UV
altinda 3., 5., 7., 10. ve 15. dakikada polimerizasyon gerceklestirilmistir. Sensor hazirlama

stiresinin ¢ok uzun olmadig1r géz oniine alindiginda optimum FP siiresi 5 dakika olarak

belirlenmistir (Sekil 3.23.C).

3.3.2.4. Hedef MolekiiliinUzaklastirma Cozeltileri ve Uzaklastirma Siiresi

Gelistirilen UMI@B3;N3/BuMA@MIP/CKE sensorii iizerinde, hedef molekiiliin
¢ikarma adimlarini optimize etmek i¢in farkli uzaklagtirma ¢ozeltileri ve siireleri kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Asetik asit (5 M ve 10 M), sodyum hidroksit (1 M), metanol, asetonitril,
aseton ve hidroklorik asit (1 M), hedef molekiiliin uzaklastirma sonras1 pik akim1 degeri ile FP
sonrasisi elde edilen pik akimi degerleri arasindaki fark hesaplanarak uzaklastirma ¢ozeltilerin
performanslari test edilmistir (Sekil 3.23.D). Sonuglara gore en uygun uzaklastitma ¢ozeltisi
olarak 10 M HAc secilmistir. Daha sonra, uzaklagtirma siiresi 650 rpm'lik bir Thermo-Shaker
kullanilarak farkli zamanlarda (5, 7,10, 15 ve 20 dakika) optimize edilmistir. Pik akimlar
arasindaki fark 10 dakika sonrasinda sabit kaldigindan uzaklastirma siiresi olarak 10 dakika

secilmistir (Sekil 3.23.E).
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3.3.2.5. Hedef Molekiiliin Yeniden Baglanma Siiresi

Yeniden baglama siiresi optimizasyonu, 5.0x10™'? M UMI ¢bzeltisi kullamlarak 650
rpm'lik bir Thermo-Shaker'da farkli zamanlar (3, 5, 7, 10 ve 15 dakika) kullanilarak
gerceklestirildi. Buradaki amag, UMI' nin baskil1 polimer yapinin bosluklarina stabil sekilde
baglanmasin1 saglamaktir. Uzaklastirma sonras1 ve yeniden baglama sonrasi pik akimlari
arasindaki farklara gdre, optimum yeniden baglama siiresi 7 dakika olarak belirlenmistir (Sekil
3.23.F).
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Sekil 3. 23. DPV'nin Alp degerlerinin grafikleri. (A) monomer orani, (B) damlatma hacmi, (C), FP
stiresi, (D) uzaklagtirma ¢ozeltileri, (E) uzaklastirma siiresi, (F) UMI i¢in yeniden baglanma siiresi.
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3.3.3. UMI@B:3N3;/BuMA@MIP/CKE Sensoriiniin Analitik Performansinin
Degerlendirilmesi

UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE sensoriiniin analitik performansi, DPV ve EIS
teknikleri kullanilarak farkli UMI derisimlerinin yeniden baglanmasi ile sirasiyla 5.0x107"-
7.5x10"*M ve 2.5x1073-5.0x10"'? arasinda dogrusallik elde edilmistir (Sekil 3.24, Sekil 3.25
ve Cizelge 3.9). Regresyon denklemleri bu derisim araliginda DPV ve EIS i¢in asagida

hesaplanmgtir:

Al (pA) = 1.35x10" (LA/M) x C(M) + 43.74 (1= 0,997) (DPV igin)
Al (pA) = 0.65x10" (LA/M) x C(M) + 30.43 (1= 0,999) (EIS icin)

Tiim bu 6l¢iimlerde redoks probu olarak 5.0 mM [Fe(CN)s]*"* ¢ozeltisi kullanilmustir.
Regresyon parametrelerinin sonuglari1 Cizelge 3.8'de detayli bir sekilde 6zetlenmistir. Ayrica

TS ve TAS degerleri DPV ve EIS igin sirastyla 4.82x10™%-1.61x10"* M ve 2.34x104-7.81x10"

standart sapma

4 M olarak bulunmustur. TS (TS = 3x )Ve TAS (TAS =

egim

standart sapma

10x ) formiilleri kullanilarak hesaplanmistir (Ozkan vd., 2015; “Validation of

egim
Analytical Procedures: Text and Methodology,” 1995). Ideal kosullar altinda,
UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE sensorii i¢in miikemmel sonuglar elde edilmistir (Sekil
3.19.A ve Sekil 3.20.A). NIP tabanli sensoriin performansi, incelenen derigim araliginda
UMLI'yi belirlemek i¢in UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE kullanilarak da arastirilmistir. MIP
egrisi (kirmizi renk), UMI derisimiyle orantili olarak artan Al ile dogrusal bir yanit gosterirken,
NIP i¢in herhangi bir dogrusallik elde edilememistir. NIP egrisi (mavi renk), UMI i¢in NIP'e
0zgili tanima bolgeleri olmamasindan dolayr MIP'in aksine kiiciik bir Al degeri sergilemistir
(Sekil 3.19.B ve 3.20.B). Bu sonuglar, UMI@B:3N3;/BuMA@MIP/CKE sensoriiniin UMI
tespiti i¢in iyi bir duyarliliga ve segicilige sahip oldugunu gostermistir. Ayrica DPV ve EIS
teknikleri kullanilarak gergeklestirilen sensor icin elde edilen validasyon parametreleri dikkate
alindiginda DPV teknigine EIS teknigiyle daha diisiik dogrusallik araligi, diisitk BSS degeri

ve daha hassas sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 3. 24 (A) Standart ¢ozeltide, (C) ticari serum ¢ozeltisinde ve (D) idrar ¢ozeltisinde farkli UMI
derisimlerine sahip UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE’nin DP voltammogramlari. (B) standart ¢ozeltide,

(D) ticari serum ¢ozeltisinde ve (E) idrar ¢ozeltisinde UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE ve NIP/CKE ile
UMTI'nin kalibrasyon egrisi.
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Sekil 3. 25. (A) Standart ¢ozeltide, (C) ticari serum ¢ozeltisinde ve (D) idrar ¢ozeltisinde farkli UMI
derisimlerine sahip UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE’nin EIS Nyquist egrleri. (B) standart ¢ozeltide, (D)
ticari serum ¢ozeltisinde ve (E) idrar ¢ozeltisinde UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE ve NIP/CKE ile

UMTI'nin kalibrasyon egrisi.

105



901

Cizelge 3. 9. UMI@B;3N3/BuMA@MIP/CKE sensoriiniin UMI i¢in kalibrasyon egrisine ait regresyon verileri ve validasyon parametreler

DPV EIS

Standart Serum Idrar Standart Serum idrar
Dogrusal ¢caligyma arahg 5.0x10713 — 5.0x10713 - 5.0x10713 — 2.5x107183 — 2.5x10783 — 2.5x10718 —
(M) 7.5x10712 7.5x10712 7.5x107"2 5.0x10712 5.0x10712 5.0x10712
Egim (nA/M) 1.35x10" 4.55x10" 5.91x10"? 0.65x10"3 0.88x10"3 0.78x10"3
Egimin standart hatasi 5.57x10" 0.15x10" 9.05x10'° 0.14x10" 0.15x10" 0.18x10"
Kesisim (nA) 43.74 41.00 28.99 1806.38 1333.76 1622.99
Kesisimin standart hatasi 0.56 0.59 0.33 30.43 38.05 43.75
Korelasyon katsayisi (r) 0.997 0.998 0.999 0.999 0.999 0.999
Teshis sinir1 (M) 4.82x1071 6.48x10714 5.96x107 2.34x1071 3.81x10°14 3.85x10°1
Tayin alt sinir1 (M) 1.61x107" 2.16x10713 1.99x1071 7.81x10714 1.27x10713 1.28x10713
Tekrarlanabilirlik BSS%)* 1.21 1.64 1.78 0.45 0.66 0.74
Tekrar iiretilebilirlik
(BSS%)* 1.65 2.38 2.75 0.87 0.93 0.98

*Elde edilen %BSS degerlerinin élciim sayist 5 'tir.



3.3.4. Ticari Serum ve idrar Numunelerine Uygulanmasi

Gelistirilen. MIP temelli elektrokimyasal UMI@B3;N3/BuMA@MIP/CKE sensoriiniin
MOL tayini i¢in ticari serum ve idrar numunelerine basariyla uygulanmistir. Sensor,
belirlemede yiiksek hassasiyet, 6zgiillik ve dogrulukla karmasik matrislerde miikemmel
performans gostermistir (Cizelge 3.10 ve Cizelge 3.11). Geri kazanim c¢aligmalar1 sirasinda
numunelere bilinen miktarlarda analit eklenmis ve numunelerdeki analit derigiminin 6lgiilmesi
icin UMI@B:3N3y/BUMA@MIP/CKE sensorleri  kullanilmigtir.  Elde edilen sonuglar,

miikemmel geri kazanim yiizdeleri ve BSS degerleri ile oldukg¢a tatmin ediciydi.
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Cizelge 3. 10. Ticari serum numuneleri i¢in geri kazanim deneylerinin sonuglari

DPV EIS

Serum Serum
1:;‘:;‘1;‘:* on 1.00x10712 2.50x107'2  5.00x1072 | 5.00x10*  7.50x10*  1.00x1012
Eklenen miktar -12 -12 -12 -13 -13 -12
o 4.00x10"2 2501072 2.50x10"2 | 5.00x10"3  2.50x10 1.50x10
?h‘,}l)ﬂna“ MK | 4061072 4.94x102  7.51x10-2 | 1.02x10  1.03x1072  2.53x10°2
((j/‘z;;kaza“‘m 99.11 98.87 101.45 102.45 102.01 101.88
BSS% 1.60 1.86 1.77 0.90 1.23 1.05
BH% 0.89 1.13 ~1.45 245 -2.01 ~1.88
*Elde edilen %BSS degerlerinin dl¢iim sayisi 5 'tir.

Cizelge 3. 11. Idrar numuneleri igin geri kazanim deneylerinin sonuglari

DPV EIS

idrar idrar
1:;‘:;‘1;‘:* o 1.00x10712 2501072 5.00x107'2 | 5001073 7.50x1073  1.00x10""2
Eklenen miktar 12 12 12 13 13 12
o 4.00x10"2  2.50x1072  2.50x1072 | 5.00x10"*  2.50x10 1.50x10
Bulunan miktar 12 12 12 13 12 12
D 5.02¢10"2  5.03x102 7.52x1072 | 9.95x10"%  9.94x10 2.51x10
((j/e;;kaza“‘m 100.38 100.59 101.06 99.48 99.35 100.28

(1]

BSS% 1.86 1.94 1.73 1.08 0.96 1.23
BH% -0.38 -0.59 ~1.06 0.52 0.65 -0.28

*Elde edilen %BSS degerlerinin dl¢iim sayisi 5 'tir.
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3.3.5. Gelistirilen Sensorlerin Secicilik Calismalar:

MIP'leri elektrokimyasal sensorlere entegre etmenin temel faydalarindan biri de daha
fazla secicilik ve afinite yeteneklerine sahip olmalaridir. Gelistirilen sensdriin hem DPV hem
de EIS yontemleri kullanilarak benzer yapilara sahip axitinib (AXI), tiyofenol (THP), tadalafil
(TAD), zolmitiriptan (ZOL), sumatriptan (SUM) ve L-triptofan (L-TRP) ile
karsilagtinldiginda sensoriin seciciligini gostermek igin baski faktorii (IF) hesaplamalari
gergeklestirildi. Hedef molekiilin (MOL) Al degerlerinin rakip ilaglarin (AXI, THP, TAD,
ZOL, SUM ve L-TRP) degerlerine orani, segicilik katsayis1 (k) degerini hesaplamak igin
kullanildi. MIP/CKE ve NIP/CKE i¢in MOL segicilik katsayilari, MIP'ler tarafindan kazanilan
spesifik tanima yetenegini gosteren goreceli secicilik katsayisini (k') tahmin etmek i¢in de
hesaplandi. Cizelge 3.12°de, DPV ve EIS yontemleri kullanilarak
UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE sensoriiniin NIP yiizeylerine kiyasla UMI'ye kars1 AXI, THP,
TAD, ZOL, SUM ve L-TRP'den daha yiiksek segicilik sergiledigini gostermistir. Ayrica,
UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE sensorii EIS yontemi ile DPV’ye gore daha fazla secicilik

sergilemistir.
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Cizelge 3. 12. UMI ve benzeri ilag maddelerinin se¢icilik degerleri

DPV EIS
MIP/CKE NIP/CKE MIP/CKE NIP/CKE

Etken Madde  AIpA  komw) AVpA ke Komeniey | AUpA kowre) AVpA ke K’ ouieiey
UMI 48.71 6.33 - ] 2600 ] 250 - ]
AXI 15.24 3.20 12.95 0.49 6.53 992 2.62 712 0.35 7.49
THP 12.92 3.77 10.55 0.60 6.29 052 273 690 0.34 8.03
TAD 14.14 3.44 12.84 0.49 6.99 1008 2.58 740 0.34 7.59
ZOL 15.27 3.19 13.13 0.48 6.62 988 2.63 710 0.35 7.51
SUMA 15.62 3.12 13.95 0.45 6.87 008 2.61 720 0.35 7.46
LTRP 15.22 3.20 13.28 0.48 6.71 2.53 750 033 7.67
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3.3.6. linterferans Calismalar:

MIP temelli elektrokimyasal UMI@B:N;/BuMA@MIP/CKE  sensoriiniin
performansi, biyolojik sivilarda bulunan K, CI', Na’, S04, dopamin (DA), askorbik asit
(AA), iirik asit (UA) ve parasetamol (PAR) gibi ¢esitli maddelerden etkilenip etkilenmedigi
test edilmistir. Segicilik testi igin DPV ve EIS yontemleri ile 1.0x10™'* M UMI kullanilmustir.
BSS ve geri kazanim degerleri, 100 kat daha fazla interferans ajanlarin varliginda
hesaplanmistir. Ayrica, UMI@B:3N3/BuMA@MIP/CKE sensoriiniin %BSS ve %geri kazanim
degerleri DPV i¢in sirasiyla <1.85 ve %97.32-103.01 olarak elde edilirken, EIS igin ise bu
degerler sirasiyla <1.37 ve %98.35-102.38 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar, girisim yapan
maddelerin UMI tespiti i¢in tasarlanan sensorlerin etkinligi iizerinde diisiik etki gosterdigini

veya hig etki gostermedigini kanitlamistir (Sekil 3.26).

Alp/uA

T T T T T T T T T T T 2400 T T T T T T T T T T 1
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Sekil 3. 26. (A) DPV, (B) EIS yontemi kullanilarak UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE sensdriiniin 1:1,

1:10 ve 1:100 oraninda girisim yapan maddelerin varliginda elde edilen gubuk grafikleri.

3.3.7. Stabilite

Geeligtirilen ~ UMI@B3Ns/BUMA@MIP/CKE  sensoriiniin  tekrarlanabilirligini
belirlemek igin ii¢ farkli derisimlerde tekrar edilebilir 5 sonug ile kesinlik caligmalar
gergeklestirilmigtir. Elde edilen %BSS degerleri sonuglarina gére <2.69 olarak bulunmustur.
Ayrica gelistirilen sensoriin elektrotlar arasi tekrar edilebilirligi 2.5x10"'2 M UMI igin test
edilmis ve 5 farkli elektrotun yamiti degerlendirilerek sensorlerin %BSS degerleri

hesaplanmigtir. Bulunan sonuglara gore %BSS degeri 2.05 olarak bulunmustur. Son olarak,
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gelistirilen sensorlerin stabilitesini degerlendirmek i¢in 1., 3., 5., 7.,10. ve 15.gline kadar
elektrotlar desikatorde saklandi ve polimerizasyon sonrasi pik akimi degerleri okunarak
hesaplandi. Stabilite caligmalar1 sonucunda FP yontemiyle gelistirilen sensoriin performansi
5.glinlin sonunda %94.8, 7.giiniin sonunda %90.45, 10.giinlin sonunda %84.3 ve 15.glinilin
sonunda ise %77.6 olarak bulunmustur Bu verilere gére UMI i¢in FP kullanilarak gelistirilen
sensoriin performansi 5. giinden sonra azalmaktadir. Sonug olarak

UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE sensoriiniin stabilitesi 5 giin olarak elde edilmistir.

3.4. KAM Etken Maddesine Ait Bulgular

3.4.1. MIP Temelli Elektrokimyasal Sensoriin Karakterizasyonu

3.4.1.1. Elektrokimyasal Karakterizasyon

Elektrokimyasal karakterizasyon, MIP kapli elektrot yiizeyinin iletken o6zellikleri
hakkinda degerli bilgiler verir ve bu amagla DV yontemi kullamilmistir. Hazirlanan MIP
temelli SPAuE ylizeylerinin iletkenlik ve yiik transfer 6zellikleri agisindan elektrokimyasal
karakterizasyon yoluyla incelenmesi gerekmektedir. Burada DV ve ¢iplak ve degistirilmis
elektrot yiizeyleri iizerinde elektron transfer siireglerini iyice gostermek igin Onemli
yontemlerdir. Bu nedenle redoks probu olarak 5.0 mM [Fe(CN)s]*"* ¢ozeltisi kullanild. Tlk
adim olarak, yalin SPAuE ve poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensorti tizerinde DV
Ol¢iimleri yapildi (EP'den sonra, KAM'm uzaklastirilmasindan sonra ve yeniden baglandiktan
sonra) (Sekil 3.27). Yiizeyde polimerik bir filmin bulunmamasi sayesinde redoks probu en
yiiksek pik akimi degerine ulasir. Ote yandan, SPAUE yiizeyinde aktif ve etkili elektron
transferini engelleyen yalitkan polimerik filmin olusmasi nedeniyle EP'den sonra redoks
probunun pik akimi degeri kaybolur. KAM'in uzaklagtirilmasindan sonra, MIP filminin
yapisinda spesifik baglanma bosluklarinin olusmasi, elektron transferinin hizlanmasma ve
redoks probunun pik akimi degerinde artisa neden olur. KAM'in yeniden baglanmasi ile

beklendigi gibi redoks probunun zirvesinde bir azalmaya gozlenir.
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Sekil 3. 27. Poli(Py-co-p-ABA)Y@KAM@MIP/SPAuUE sensoriiniin  hazirlanmasi asamalarinda DV
grafikleri.

3.4.1.2. Gelistirilen Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAuE Sensoriiniin Yiizey
Karakterizasyonu

Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensoriiniin yiizey karakterizasyonu FTIR,
SEM, AFM ve temas agis1 dlclimleriyle gerceklestirildi. SEM kullanilarak poli(Py-co-p-
ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensoriiniin morfolojik analizi yapildi (Sekil 3.28.A ve Sekil
3.28.B). MIP ig¢in piiriizlii ve diizensiz yapilarin yam sira daha gozenekli ve bosluklu yapilar
elde edilirken, NIP yiizeyinde ise daaha kalin yaapilar mevcuttur. Sekil 3.28.E'de gosterilen
polimerik filmin hidrofilikligini dogrulamak i¢in temas agis1 dlgiimleri yapildi. Bos yiizeyin
temas agis1 degeri 106.5 © (Sekil.2.28.E), MIP elektrot yiizeyinin temas agis1 degeri 78.9°
(Sekil 3.2.F) ve NIP elektrot yiizeyinin ise 71.6° (Sekil 3.2.G) olarak bulundu. Elektrot
ylizeyinde tanima bosluklarinin ve piiriizliiliiglin olusmasi nedeniyle bu sonu¢ MIP'nin
NIP'den onemli Olciide daha hidrofilik oldugunu gostermistir. NIP ve MIP i¢in AFM
goriintiileri elde edildi ve sonuglara gore NIP'in AFM'sinin Sekil 3.28.D diizenli bir yap1 ortaya
koyarken MIP yiizeyinin diizensiz olmasi hedef molekiiliin baskilanmasiyla baglantili
olabilecegini gosterdi. FTIR spektrumlarmina gore, 1516 ve 14745 cm™'deki bantlar
benzenoid halkalarmin C=C gerilme titresimlerini gdsterir; 2843 ve 29274 cm™’deki bantlar
ise aromatik C-H gerilme titresimlerine ait bantlardir ve 3332 cm™'deki bant N-H gerilmesiyle
iligkilidir. Ayrica, 1396, 1176 ve 1068 cm™'deki bantlar sirastyla B-O gerilmesinin, B-O-H

biikiilmesinin ve B-O-H deformasyonuna ait bantlar1 gostermektedir. Bu da gelistirilen
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sensoriin ylizeyinde boronik asit gruplarin etkili bir sekilde entegre edildigini gosterir (Sekil
3.28.H).

0.15um

0.00 um

Transmittance (%)

T N T M T T N T M T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavelenght (nm)

Sekil 3. 28. Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensoriin yiizey karakterizasyonlari. (A) MIP
ve (B) NIP’in SEM goriintiileri; (C) MIP ve (D) NIP’in AFM goriintiileri; (E) normal yiizey, (F) MIP
ve (G) NIP’nin temas ag1s1 goriintiileri, (H) MIP ve NIP’1mn ATR-FTIR spektrumlari.
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3.4.2. MIP Temelli Elektrokimyasal Sensorlerin Deneysel Parametrelerinin

Optimizasyonu

3.4.2.1.Monomer/Hedef Molekiil Orani

Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensorii icin EP ile yapilan polimerik
filmler igin gesitli monomer: hedef molekiil oranlar1 (1:1, 2:1, 3:1, 4:1 ve 5:1) kullanilmistir
ve hedef molekiiliin uzaklastirilmasindan sonra elde edilen pik akimi degerleri ile EP
sonrasinda elde edilen pik akimi degerleri farki alinarak hesaplanmistir (Sekil 3.29.A). En
etkili ve stabil polimerleri elde etmek amaciyla monomer:hedef molekiil orani bu sensor igin
en iyi deger olan 1:1 oranmi sec¢ilmistirr KAM ve fonksiyonel monomer (Py-co-p-ABA)
arasindaki fonksiyonel gruplarin potansiyel etkilesimlerinin yiiksek olmasi hedef molekiile
O0zglinlik  ve  secicilik  kazandirir.  DIP’lerin  sentezi  igin  poli(Py-co-p-
ABA)@GUA@DIP/SPAUE ve poli(Py-co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAuE’de aymi polimer
hazirlama 6n adimlar1 uygulaanaraak hedef molekiiliin uzaklastirilmasindan sonra elde edilen
pik akimi degerleri ile EP sonrasinda elde edilen pik akimi degerleri farki alinarak
hesaplanmustir. poli(Py-co-p-ABA)@GUA@DIP/SPAuE ve poli(Py-co-p-
ABA)@DMF@DIP/SPAUE sensorleri i¢in iyi monomer :hedef molekiil oran1 sirasiyla 3:1ve
1:1 olarak bulunmustur (Sekil 3.30.A ve Sekil 3.31.A).

3.4.2.2. EP Dongii Sayisi

Uygun monomerlerin ve oranlarin se¢ilmesinin ardindan istenen kalinlik ve stabiliteye
sahip bir polimer elde etmek i¢in DV teknigi kullanilarak 3, 5, 7, 10 ve 15 dongii sayilan ile
iiretilmistir. En iyi ve tekrar edilebilir dongii sayismi belirlemek icin, hedef molekiiliin
uzaklastirilmasindan sonra elde edilen pik akimi degerleri ile EP sonrasinda elde edilen pik
akimi degerleri farki alinarak degerlendirilmistir. Pik akimlar arasindaki fark 3 dongiide
maksimum degere ulagsmig ve 10 dongiiden sonra degismeden kalmistir. Bu nedenle EP i¢in
en kararl ve tekrar edilebilir dongii sayis1 10 dongii olarak belirlenmistir (Sekil 3.29.B). Aym
islemler DIP temelli sensorler icinde denenmistir. GUA ve DMF kullanilarak hazirlanan DIP
temelli sensor de EP iglemi icin her iki sensor 5 dongii DV ile polimerize olmustur (Sekil

3.30.B and Sekil 3.31.B).
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3.4.2.3. Hedef Molekiiliin Uzaklastirma Cozeltileri ve Uzaklastirma Siiresi

Bu adimda hedef molekiiliin uzaklastirilmasinin ardindan belirli bir bosluk olusturulur
ve analit bu bosluga kolaylikla baglanir. EP yonteminde, uzaklastirma ¢ozeltileri olarak; asetat
tampon ¢ozeltisi (AT, pH 4.7) , FT (pH 6.0, 7.0 ve 8.0 ) ve Britton-Robinson tamponu (pH 9.0
icin BRT) kullanilmistir. En iyi pik akim degeri pH 7.0 olan FT ¢ozeltisinde elde edilmistir.
Bu tampon, 1:1 hacim oraninda sodyum kloriir (NaCl, 0,1 M), metanol (MeOH), asetonitril
(ACN) ve aseton ile karistirtlmistir ve KAM"1 ne kadar iyi uzaklastirabildigini gérmek igin
test edilmistir. En iyi uzaklastirma c¢ozeltisi olarak pH 7.0 FT-0.1 M NaCl secildi (Sekil
3.29.C). DIP temelli sensorler icinde uzaklagtirma ¢ozeltisi olarak FT (pH 6.0, 7.0 ve 8.0 ) ve
Britton-Robinson tamponu (pH 9.0 i¢in BRT) kullanilmistir. En iyi pik akim degeri pH 7.5
olan FT ¢ozeltisinde elde edilmistir. Bu tampon, 1:1 hacim oraninda sodyum kloriir (NaCl, 0,1
M), metanol (MeOH), asetonitril (ACN) ve aseton ile karigtirilmigtir ve KAM"1 ne kadar iyi
uzaklagtirabildigini gérmek i¢in test edilmistir. Her iki DIP temelli sensor i¢inde pH 7.5 FT-
0.1 M NaCl segilmistir (Sekil 3.30.C and Sekil 3.31.C)

MIP ve DIP temelli sensorler igin uzaklastirma siiresi de optimize edildi. Bunun iginde
3,5,7, 10 ve 15 dongiiden sonra hedef molekiilleri ortamdan uzaklastirmak i¢cin DV yaklagimi
kullanildi. Sekil 3.29.D'de goriilebilecegi gibi en iyi sonuca 10 dongiliden sonra ulagilmistir ve
tiim adimlarda bu uzaklagtirma dongii sayis1 kullanilmigtir. Ayrica DIP temelli sensorler icinde
ayn1 uzaklastirma dongii sayilan test edilmistir. En yiiksek Al degeri GUA ile hazirlanan
sensorde 7 dongii ile elde edilirken, DMF ile hazirlanan sensorde ise 3 dongii ile elde
edilmistir. MIP ve NIP i¢in en kararl ve tekrarlanabilir sonuglar optimum uzaklastirma dongii

sayilar1 siiresi olarak belirlenmistir (Sekil 3.30.D ve 3.31.D).

3.4.2.4. Hedef Molekiiliin Yeniden Baglanma Siiresi

Optimizasyon parametrelerinden 6nemli olan diger bir parametre hedef molekiiliin
yeniden baglanmasi islemidir. EP i¢in hazirlanan MIP tabanli sensér, farkl: siirelerde (3, 5, 7,
10 ve 15 dakika) yeniden baglanma iizerindeki etkisini degerlendirmek igin 5x10'* KAM
cozeltisine daldirildi ve ThermoShaker (500 rpm, 25°C) kullanilarak incelenmistir. Hedef
molekiiliin yeniden baglanmasi ve uzaklagtirma sonrasi pik akimlar1 arasindaki fark
degerlendirildiginde 10. dakikada en yiiksek degere ulastigi ve sonrasinda Al'nin hemen

hemen ayni kaldig1 goriilmiistiir (3.29.E). KAM igin gergeklestirilen tiim adimlar DIP temelli
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sensorler icinde uygulandi. Hazirlanan DIP tabanli sensorler iginde yeniden baaglaanma siiresi
olarak 3, 5, 7, 10 ve 15 dakika denendi ve baglanma {izerindeki etkisini degerlendirmek igin
5.0x10"* M KAM c¢ozeltisine kullanildi ve ThermoShaker (500 rpm, 25°C) kullanilarak
gerceklestirildi. Yeniden baglanma ve uzaklastirma sonrasindaki tepe akimlari arasindaki fark
hesaplanarak, stabil ve etkili baglanma i¢in en uygun yeniden baglanma siiresi hesaplandi. DIP
temelli sensorlerden poli(Py-co-p-ABA)@GUA@DIP/SPAUE i¢in yeniden baglanma siiresi
7 dakika iken, poli(Py-co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAUE i¢in yeniden baglanma siiresi 5
dakika olarak bulunmustur (Sekil 3.30.D ve 3.31.D).
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Sekil 3. 29. Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensdriine ait optimizasyon parametreleri igin
Alp degerlerinin grafikleri. (A) monomer orani, (B) EP dongii sayisi, (C) uzaklastirma ¢ozeltileri, (D)
uzaklagtirma dongii sayisi, (E) KAM i¢in yeniden baglanma siiresi.

118




Alp/pA

Alp/pA

350

375

r r r T r 375 r
300 -
< 2254
=
2
=]
150 -
754
0
3
Monomer orani
375 T T T T T T T T T

5 7 10
EP dongii sayisi

Alp/uA

(2l « € « o o\ o
v\,\e v\,\'\ ‘)“16 no 9“96 15?‘,\\5 6?“»6 15
o 6“1‘ ®

T T T T T 240 T

(‘.r&
15
o

N

15

200 +

160 4

120 4

Alp/pA

80

40 -

3 5 7 10 15 3
Uzaklastirma dongii sayisi

5 7 10
Yeniden baglanma siiresi

15

Sekil 3. 30. Poli(Py-co-p-ABA)@GUA@DIP/SPAUE sensoriine ait optimizasyon parametreleri igin
Alp degerlerinin grafikleri. (A) monomer orani, (B) EP dongii sayisi, (C) uzaklastirma ¢ozeltileri, (D)

uzaklastirma dongii sayisi, (E) KAM i¢in yeniden baglanma siiresi.
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Sekil 3. 31. Poli(Py-co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAuE sensoriine ait optimizasyon parametreleri igin
Alp degerlerinin grafikleri. (A) monomer orani, (B) EP dongii sayisi, (C) uzaklastirma ¢ozeltileri, (D)
uzaklagtirma dongii sayisi, (E) KAM i¢in yeniden baglanma siiresi.
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3.4.3. Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAuE, Poli(Py-co-p-ABA)@GUA®@
DIP/SPAuE ve Poli(Py-co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAuE Sensorlerin

Analitik Performanslarinin Degerlendirilmesi

Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensériiniin analitik performanst, 2.5x10™"
M ile 2.5x10"'? M arasindaki dogrusal derisim arahiginda KAM'!n belirlenmesiyle
degerlendirilmistir (Sekil 3.32.A ve Sekil 3.32.B). Bu derisim araliginda 5.0 mM [Fe(CN)s]*
" redoks probu kullanilarak dolayli dlciimlerle regresyon denklemi AI(uA) = 7.37x10"
(LA/M) x C(M) + 103.02 (r= 0,998) elde edildi. Baskilama prosesi ile kazanilan segiciligi
gostermek amaciyla ayni derisim araliginda KAM'mn belirlenmesi i¢in NIP/SPAuE’de
gerceklestirilmistir. NIP'in, poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensoriinin KAM'a
olan ilgisini ve segiciligini dogrulayan dogrusal bir yanit vermedigine dikkat edilmelidir. TS

standart sapma

(TS = 3x )Ve TAS (TAS = 10x w) formiilleri  kullanilarak

egim egim

sirastyla 2.34x10™"° M ve 7.79x10"* M olarak hesaplandi (Ozkan vd., 2015; “Validation of
Analytical Procedures: Text and Methodology,” 1995).

DIP temelli elektrokimyasal sensorlerden poli(Py-co-p-ABA)@GUA@DIP/SPAuE
ve poli(Py-co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAuE’nin  analitik performanst DPV  teknigi
kullanilarak (Sekil 3.32.C, Sekil 3.32.E) farkli KAM derigimlerinin yeniden baglanmasi ile
sirastyla 2.5x1072-2.5x10™"" M ve 2.5x107'%-5.0x10™"" arasinda dogrusallik elde edilmistir
(Sekil 3.32.D, Sekil 3.32.F ve Cizelge 3.13). Regresyon denklemleri bu derisim araliginda
Poli(Py-co-p-ABA)@GUA@DIP/SPAUE  ve  poli(Py-co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAuE

sensorleri i¢in asagida hesaplanmigtir:

Al (pA) = 4.05x10" (LA/M) x C(M) + 178.79 (1= 0.999)
(Poli(Py-co-p-ABA)@GUA@DIP/SPAUE)

Al (pA) = 2.32x10" (LA/M) x C(M) + 217.67 (1= 0.999)
(Poli(Py-co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAuE)

Tiim bu dl¢iimlerde redoks probu olarak 5.0 mM [Fe(CN)s]*"* ¢ozeltisi kullanilmustir.

Regresyon parametrelerinin sonuglari Cizelge 3.13'de detayl bir sekilde 6zetlenmistir. Ayrica
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DIP temelli sensérler igin TS ve TAS degerleri sirastyla 8.35x10"4-2.78x10"* M ve 2.38x10"
13.7.92x107"* M olarak bulunmustur.

MIP ve DIP temelli sensorler karsilagtirildiginda, MIP temelli poli(Py-co-p-
ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensorii optimum kosullar altinda diger sensorlere gore oldukca
hassas ve daha secici yontem sundu (Sekil 3.32.A). Incelenen derisim araliginda KAM'm
belirlenmesiyle, NIP temelli sensoriin performansi hedef molekiil KAM’m yoklugunda
sensorler hazirlanarak test edildi. Sekil 3.32.B’de MIP egrisi (kirmizi renk), KAM
derigimleriyle orantili olarak artan Al ile dogrusal bir yanit gosterdi. KAM i¢in NIP'e 6zgii
tanima bolgeleri olmadigindan, NIP egrisi (mavi renk) MIP'den oldukga kiiciik bir Al degerine
sahiptir.
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Pik akimi/uA
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Sekil 3. 32 (A) Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE, © poli(Py-co-p-
ABA)@GUA@DIP/SPAuE, (E) poli(Py-co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAuE  sensorlerin  DP
voltammogramlari; B) poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE, D) poli(Py-co-p-
ABA)@GUA@DIP/SPAUE, (F) poli(Py-co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAuE sensorlerin kalibrasyon
egrisi.
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Cizelge 3. 13. MIP and DIP sensoérlerinin KAM igin kalibrasyon egrisine ait regresyon verileri ve
validasyon parametreler

poli(Py-co-p- poli(Py-co-p- poli(Py-co-p-
ABA)@KAM@MIP/SP ABA)@GUA@DIP/SP ABA)@DMF@DIP/SP

AuE AuE AuE
Dogrusal
calisma arahg 2.5x10713 - 2.5x10712 2.5x10712 - 2.5x107! 2.5x10712 - 5.0x107!
(M)
Egim (uA/M) 7.37x10"13 4.05x10'2 2.32x10!2
Egimin 12 9.04x10'° 1.38x10"!
standart hatasi 2.20x10
Kesisim (nA) 103.02 178.79 217.67
Kesisimin 317 1.25 2.97
standart hatasi )
Korelasyon 0.998 0.999 0.991
katsayisi (r)

: 14 -13
Teshis sinir1 2 34x1013 8.35x10 2.38x10
(M)

: —13 —13
Tayin alt sinir1 77951013 2.78x10 7.92x10
(M)

Tekrarlanabili 128 1.34 1.49
rlik BSS%)* )

Tekrar

iiretilebilirlik 1.85 2.25 2.33
(BSS%)*

*Elde edilen %BSS degerlerinin olgiim sayisi 5 'tir.
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Pik akimi/pA

3.4.4. Ticari Serum Numunelerine Uygulanmasi

KAM'm kantitatif analizi, MIP tabanli sensoriin diisiik derisimlerde ¢ok yiiksek
afiniteye sahip oldugunu belirledi. Analiz sonuglarina gore gelistirilen sensoriin hassasiyetini
gosteren ¢ok diisiik LOD (4.19x10™* M) ve LOQ (1.40x10™"* M) degerleri elde edilmistir. Elde
edilen DP voltammogramlarin tepe akimlarma gore dogrusal regresyon denklemi Al (nA) =
7.14x10" (M) + 91.13 (R = 0,999) olarak bulunmustur (Sekil 3.33). NIP tabanli sensor
tarafindan  elde edilen kalibrasyon egrileri dogrusal degildi. Poli(Py-co-p-
ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensorii ticari serum numunelerinde KAM'in dogru tespiti i¢in
basartyla gelistirildi ve degerlendirildi. Sensor, karmasik matrislerde KAM' tespit etmede
yliksek hassasiyet, secicilik ve dogruluk gosterdi (Cizelge 3.14). Geri kazanim g¢aligmalar
sirasinda, numunelere analitin bilinen derigsimleri eklenmis ve numunelerdeki analitin
derigimini 6lgmek i¢in Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE kullanilmigtir.  Geri
kazanim calismalarindan elde edilen sonuglar, ¢cok iyi geri kazanim yiizdeleri ve BSS degerleri

ile oldukca tatmin ediciydi.
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Sekil 3. 33. (A) Serum o6rneginde Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAuUE ig¢in DP
voltammogramlari, (B) serum numunesindeki ¢esitli KAM derisimlerinin yeniden baglanmasindan
sonra elde edilen kalibrasyon egrileri
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Cizelge 3. 14. Ticari serum numuneleri i¢in geri kazanim deneylerinin sonuglari

Serum
Numune derisimi (M) 5.00x107"3 7.50x10713 1.00x107'2
Eklenen miktar (M) 5.00x10"3 2.50x10"13 0.75x1012
Bulunan miktar (M)* 9.94x10!3 9.96x1013 1.73x1012
Geri kazamim (%)* 99.36 99.47 100.51
BSS% 1.62 1.18 1.29
BH% 0.64 0.53 —0.51

3.4.5. Gelistirilen Sensorlerin Secicilik Calismalar:

MIP'leri elektrokimyasal sensorlere entegre etmenin en biiyiik avantaji, hedef molekiil
icin Ustiin segicilik ve afinite elde etmektir. Bu avantaj1 vurgulamak ve benzer yapilara sahip
diger molekiillere (metformin (MET), L-arjinin (L-ARG), otilonyum bromiir (OTI),
ipratropium bromiir (IPR), repaglinide (REPA), guanidin (GUA) ve dimetilformamit (DMF)
kiyasla sensoriin segiciligini dogrulamak icin baskilama faktorii (IF) hesaplandi. IF
hesaplanirken KAM igin elde edilen Al degerleri diger molekiiller i¢in elde edilen degerlerle
karsilagtirildi. Bu hesaplama hem MIP hem de NIP i¢in yapilidi. Goreceli IF (IF"), MIP ve NIP
icin bulunan IF degerlerinin birbirine oran1 olarak hesaplandi. Poli(Py-co-p-
ABA)@GUA@DIP/SPAUE ve poli(Py-co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAuE ile yapilan
sensorlerin KAM’a segcicilik katsayisi sirastyla 2.06 ve 2.36 olarak hesaplandi. Poli(Py-co-p-
ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensorii, poli(Py-co-p-ABA)@GUA@DIP/SPAUE ve poli(Py-
co-p-ABA)@DMF@DIP/SPAuE’ye gore KAM’a kars1 iyi performans gostermistir ve elde

edilen degerler Cizelge 3.15' de verilmistir.
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LTI

Cizelge 3. 15. KAM ve benzeri ilag maddelerinin segicilik degerleri

MIP/SPAUE NIP/SPAuE

Etken Madde Al/pA Kowey Al/pA Keir) K/ oveNie)
KAM 139.45 ] 13.4 - ]
MET 48.52 2.87 34.29 0.39 6.53
L ARG 55.30 2.52 43.67 0.31 6.29
oTI 33.90 411 28.40 0.47 6.99
PR 22.60 6.17 19.50 0.69 6.62
REPA 26.50 5.26 22.70 0.59 6.87
GUA 50.66 275 30.65 0.44 6.25
DMF 47.45 2.94 29.72 0.45 6.53




3.4.6. Interferans Cahsmalar:

Dopamin (DOP), parasetamol (PAR), askorbik asit (AA), iirik asit (UA), katyonlar
(Na*, K ve Mg*") ve anyonlar (CI, NO;~ ve SO4*) gibi biyolojik numunelerde bulunan en
yaygin interferans ajanlarin KAM ile etkilesip etkilesmedigi degerlendirildi. Girigim
calismalarinda 100 kat daha fazla girisim maddesi eklenerek 7.5x10"* M KAM kullanildi. Bu
girisim ajanlarinin poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensorii iizerindeki KAM'n

belirlenmesinde dnemli bir etkiye sahip olmadigini géstermektedir (Sekil 3.34).

250 T T T T T T T T T T T
111
= 1:10
[ 1:100
200
150 -
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_—
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< 100
50
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KAM Na* SO,2 K* NO, Mg*2 CI' DOP PAR UA AA

Sekil 3. 34. DPV yontemi kullanilarak Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensoriiniin 1:1,
1:10 ve 1:100 oraninda girisim yapan maddelerin varliginda elde edilen ¢ubuk grafikleri.

3.4.7. Stabilite

Poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensOriiniin tekrarlanabilirligini
belirlemek igin.ii¢ farkl (2.5x107* M, 7.5x107"* M ve 1.75x10™'* M) derisimler igin tekrar
edilebilir 5 sonug ile kesinlik galigmalar1 yapilmistir. Elde edilen %BSS degeri <2.17 olarak
hesaplanmistir. Ayrica gelistirilen sensoriin elektrotlar arasi tekrar edilebilirligi 7.5x10™"° M
KAM i¢in test edilmistir. 5 farkli elektrotun yaniti degerlendirilerek sensoérlerin %BSS
degerleri hesaplanmigtir ve elde edilen %BSS degeri 1.92 olarak bulunmustur. Son olarak,

gelistirilen sensorlerin stabilitesini degerlendirmek i¢in 1., 3., 5., 7. ve 10.giine kadar
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elektrotlar desikatorde saklandi ve polimerizasyon sonrasi pik akimi degerleri okunarak
hesaplandi. Stabilite ¢caligmalar1 sonucunda EP yontemiyle gelistirilen sensoriin performansi
3.glinilin sonunda %95, 5.gilinlin sonunda %88, 7.glinlin sonunda %82 ve 10.giinlin sonunda
%75 olarak stabil kalmistir. Bu veriler 1s18inda KAM i¢in EP kullanilarak olusturulan sensoriin
performanst 3. glinden sonra azalmaktadir. Sonu¢ olarak, poli(Py-co-p-

ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensoriiniin stabilitesi 3 giin olarak elde edilmistir.
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4. TARTISMA

Doktora tezi kapsaminda antiviral ila¢ etken maddelerinden RIB, MOL, UMI ve KAM
icin MIP temelli elektrokimyasal sensorler gelistirilmistir. Bu sensdrlerin hazirlanmasi,
karakterizasyonu, deneysel kosullarin optimizasyonu, sensoriin analitik performansinin
degerlendirilmesi ve validasyonu i¢in ¢esitli elektrokimyasal, spektroskobik ve mikroskopik
tekniklerden yararlanilmistir. Gelistirilen sensorlerin dogrulugunun ve uygulanabilirliginin
ortaya koyulmasi igin farmasotik dozaj formlarina, ticari serum ve idrar numunelerinden

analizleri gerceklestirilmistir ve basaril bir sekilde uygulanmistir.

Girig boliimiinde antiviral ilaglarin 6nemi , COVID-19 tanisina yonelik mevcut
yaklagimlar, tez kapsaminda kullanilan antiviral ilag etken maddeleri hakkinda bilgiler,
molekiiler baskilama teknolojisi ve MIP temelli yaklagimlar ayrintili bir sekilde tartisilmigtir.
Ayrica, bu bolimde kullanilan elektrokimyasal yontemler, elektroanalitik sensorlerin
validasyonu ve tezde kullanilan antiviral ilaglarla ilgili literatiirde yer alan mevcut ¢caligmalarla

ilgili detayli bilgiler de sunulmustur.

Gereg ve yontem kisminda tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler, ekipmanlar
ve elektrokimyasal sistem ve bilesenleri hakkinda detayli bilgiler verilmistir. Tez ¢aligmasinda
kullanilan antiviral ilag etken maddelerinin standart g¢ozeltilerinin hazirlanmasi, destek
elektrolitlerin, farmasétik dozaj formlarin, ticari serum ve idrar numunelerin ve girisim
caligmalarinda kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmasi anlatilmigtir. Antiviral ilag etken maddeleri
icin gelistirilen MIP temelli elektrokimyasal sensdrlere ait tiim sonuglar Bulgular kisminda

ayrintili bir sekilde verilmistir.

DV, DPV ve EIS temelli elektrokimyasal 6l¢iimlerde redoks probu olarak 5.0 mM
[Fe(CN)s]* ™" ¢ozeltisi kullamlmistir. Bu ¢ozelti dogrudan hedef molekiile ait pik akimlarini
6lgmek yerine hedef molekiiliin uzaklagtirilmasi ve yeniden baglanmasindan sonra elde edilen
pik akimi degerleri arasindaki farklarin degerlendirilmesiyle analizlerin dolayli yontem ile
gerceklestirilmesini  saglamaktadir. Boylelikle dogrudan yontemlere gore daha disiik

derisimlerde ¢alisma ve daha diisiik TS ve TAS degerlerine ulasma imkani saglamistir.
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Doktora tezi kapsaminda ¢aligilan antivirallerden ilk olarak bu grubun en ¢ok bilinen
ve kullanilan RIB’1m elektrokimyasal analizi i¢in farkli polimerizasyon teknikleri kullanilarak
MIP temelli sensdrler gelistirilmistir ve validasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. 11k olarak
EP yontemi i¢in polimerizasyon ¢ozeltisi pirol (Py, 50 mM), para aminofenil boronik asit (p-
AFBA, 10 mM), RIB (10 mM) ve destekleyici elektrolit ¢ozeltisi (pH 7.4, fosfat tampon
cozeltisi (FT)/katkilayici/karsi iyon olarak 100 mM LiClOs4) kullanilarak hazirlanmistir. EP,
100 mV/s tarama hizinda -0.2 ile +1.6 V arasinda 15 dongii DV ile gergeklestirilmistir.
Monomer: hedef molekiil orani, EP dongii sayisi, uzaklagtirma ¢ozeltileri, uzaklastirma dongii
says1 ve hedef molekiiliin yeniden baglanma siiresi gibi sensoriin performansini arttiran
optimizasyon paramtreleri belirlenmistir. Diger bir yontem olan FP i¢in polimerizasyon
¢ozeltisi RIB (10 mM, 0.1 mL), fonksiyonel monomer UraM (10 mM, 0.1 mL), polivinil
pirolidin (PVP, 25 mg/m), 0.5 mL HEMA (temel monomer) , 0.1 mL EGDMA (¢apraz
baglayici) ve baslatici (AIBN, 2 mg/mL) eklenerek hazirlanmigtir. Bu ¢6zeltiden 0.25 plL’lik
kisim CKE yiizeyine damlatildiktan sonra oda sicakliginda 100W, 365 nm UV lamba altinda
5 dakika tutularak FP iglemi gergeklestirilmistir. Sensoriin performansini etkileyen monomer:
hedef molekiil orani, damlatma hacmi, FP siiresi, uzaklastirma ¢ozeltileri, uzaklastirma siiresi
ve hedef molekiiliin yeniden baglanma siiresi gibi deneysel parametreler optimize edilmistir.
Her iki sensor icin belirlenen en iyi optimizasyon parametreleri kullanilarak RIB analizi
gerceklestirilmistir. Ayrica, kapsiil formuna ve ticari serum numunelerine basarili bir sekilde
uygulanmistir. Gelistirilen sensorler icin secicilik, interferans ve stabilite ¢aligmalari da
gerceklestirilmistir. Validayon parametreleri yoniinden kiyaslandigunda FP yonteminin daha
hassas, daha diisiik dogrusallik arahigi, diisik TS (8.63x107* M) ve TAS (2.87x10"* M)

degerleri ve sensoriin stabilitesinin daha uzun oldugu goriilmiistiir.

MOL i¢in ilk kez MIP temelli elektrokimyasal sensorler gelistirilmis ve validasyon
caligmalar1 yapilmistir. Molekiiler baskilanmis goézenekli polimerik filmler EP ve FP
yontemleri kullanilarak hazirlanmistir. EP i¢in Py (50 mM), 3-tiyenil boronik asit (3-TBA, 10
mM) ve MOL (10 mM), EP islemi i¢in destekleyici elektrolit olarak LiClO4 (0,1 M) igeren FT
(pH 7.5) ¢ozeltisi kullanilmistir ve elektrot, 100 mV/s tarama hizinda -0.2'den +1.6 V'ye kadar
10 dongii DV ile taranarak polimerizasyon iglemi gergeklestirilmistir. FP i¢in stok monomer
¢ozeltisi, monomer:hedef molekiil kompleksi (10 mM GuaM ve 10 mM MOL), HEMA (100
pL, temel monomer) ve EGDMA (20 pL, ¢apraz baglayici) karistirilarak hazirlanmistir.
Hazirlanan ¢ozelti 10 dakika sonikatdrde bekletilmistir ve bu ¢ozeltiye baslatici olarak 2-
hidroksi-2 metilpropiofenon (2 pL) ilave edildikten sonra 0,5 pL. dogrudan elektrot ylizeyine
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damlatilmigir ve 5 dakika UV 1s1k altinda tutulup polimerizasyon islemi gergeklestirilmistir.
Gelistirilen sensorlerin farkli derisimlerde baglanmasi ile MOL igin miktar tayini yapilmistir.
EP ve FP yontemleri kullanilarak gelistirilen sensorlerin dogrusalik araligi sirastyla 7.5x107'
—2.5x10""M ve 7.5x10™"° — 2.5x10""' M olarak elde edilmistir. Ayrica, EP ve FP i¢in TS ve
TAS degerleri sirastyla 6.01x10"° — 2.00x10"2 M ve 1.13x10™" - 3.76x10"* M olarak
bulunmustur. Sensdrlerin tekrar iiretilebilirligini arastirmak amaciyla MOL, bes farkli sensor
ile analiz edilmis ve pik akimlarmin %BSS degeri hesaplanmistir. Sonuclar gelistirilen

sensorlerin MOL’un elektrokimyasal tayini i¢in tekrarlanabilir oldugunu kanitlamistir.

UMI i¢in ilk kez MIP temelli elektrokimyasal sensorler gelistirilmis ve validasyon
calismalar1 yapilmigtir. Gelistirilen UMI@B3N3/BuMA@MIP/CKE sensériiniin DPV ve EIS
yontemleri ile UMI'nin analizinde basarili bir sekilde uygulanmistir. Sensoriin dogrusal
calisma araligi DPV kullanilarak 5.0x10"° M ile 7.5x107'2 M, EIS kullanilarak 2.5x107* M ile
5.0x10™'? M arasinda bulunmustur. Her iki yontemin UMI analizi icin validayon parametreleri
yoniinden degerlendirildiginde EIS yonteminin daha hassas ve daha etkili oldugu goriilmiistiir.
Gelistirilen sensoriin  uygulanabilirligini gostermek amaciyla ticari serum ve idrar
numunelerine standart ekleme yontemi ile UMI i¢eren numuneler hazirlanmis ve geri kazanim

caligmalart bu numuneler ile gergeklestirilmistir.

KAM i¢in perde baskili altin elektrotlar (SPAuE) kullanilarak ilk kez MIP temelli
elektrokimyasal sensorler gelistirilmis ve validasyon calismalar1 yapilmustir. lk olarak,
SPAuE’ler kullanilmadan 6nce 0.1 M H,SO4 ile 100 mV/s tarama hizinda -0.2'den +1.6 V'ye
kadar 15 dongii DV ile yiizey aktivasyonu gerceklestirilmistir.Molekiiler baskilanmig
gozenekli polimerik filmler EP yontemi kullanilarak hazirlanmistir. EP igin Py (50 mM), para
amino benzoik asit (p-ABA, 10 mM) ve KAM (10 mM), destekleyici elektrolit olarak 0.1 M
NaCl igeren FT (pH 7.0) ¢ozeltisi kullanilmistir ve 100 mV/s tarama hizinda -0.2'den +1.6
V'ye kadar 3 dongii DV ile polimerizasyon gerceklestirilmistir. KAM’m kimyasal yapisinda
benzer molekiiller baskilanarak yalanci MIP temelli sensdrler gelistirilmistir. Bunun i¢inde
GUA ve DMF etken maddeleri kullanilmistir. Bu iki etken madde iginde ayr1 ayr1 MIP temelli
sensorler gelistirilmistir. KAM igin takip edilen polimerizasyon adimlar1 ayni sekilde GUA ve
DMF i¢inde hazirlanmistir. GUA ve DMF igin 100 mV/s tarama hizinda -0.2'den +1.6 V'ye
kadar 5 dongii DV ile polimerizasyon ger¢eklestirilmistir. Gelistirilen sensorlerin validasyon
parametreleri dikkate alindiginda KAM tayini i¢in ticari serum numunelerinde analizler

gergekleslestirilmistir. Farkl derisimlerde standart KAM ¢ozeltileri ticari serum numunelerine
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ilavesiyle geri kazanim ¢aligmalar1 basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. %99.36 ile
%100.51 arasinda elde edilen %geri kazanim sonuglari sensoriin ticari serum analizlerinde

uygulanabilirligini gdstermistir.

Sonug olarak, RIB, MOL, UMI ve KAM’n analizi i¢in gelistirilen MIP temelli
elektrokimyasal sensorler bu molekiillerin analizi i¢in literatiirde yer alan diger caligmalara
kiyasla daha hassas, daha kolay uygulanabilir, daha diisiik maliyetli, cevre ve kullanict dostu
olmasi dolayisiyla 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica gelistirilen bu sensorler ayrintili bir sekilde valide
edilmistir ve tiim bu 6zellikler dikkate alindiginda gelistirilen analiz yontemlerinin RIB, MOL,
UMI ve KAM’m rutin ve Kklinik analizler igin alternatif yontemler olabilecegi

diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda antiviral ilag etken maddelerden RIB, MOL, UMI ve
KAM’m elektrokimyasal analizi i¢in MIP temelli sensorlerin gelistirilmesi ve bu sensdrlerin
farmasotik formlara, ticari serum ve idrar numunelerine basarili bir sekilde uygulanmasi
hedeflenmistir. Bu antiviral ilag etken maddelerin analizi igin gelistirilen MIP temelli
elektrokimyasal sensorlerin analitik ydntem validasyonunun yapilmasi ve analitik
uygulamalar sirasinda hizli, segici, duyarli, kararli, pratik olmasi ve kolayca liretilebilmesi

amaglanmustir,

Poli(Py-co-p-APBA)/RIB@MIP/CKE ve UraM/RIB@MIP/CKE sensorleri, RIB’1n
farmasotik formlarda ve ticari serum numunelerinde belirlenmesi i¢in farkli polimerizasyon
teknikleri kullanilarak gelistirilen ilk MIP temelli elektrokimyasal sensorlerdir. Poli(Py-co-p-
APBA)/RIB@MIP/CKE sensorii, RIB varligimmda Py ve p-AFBA monomerlerinin
elektropolimerizasyonu ile hazirlanirken, UraM/RIB@MIP/CKE sensorii ise RIB varliginda
UraM fonksiyonel monomerin fotopolimerizasyon yontemiyle hazirlanmistir. Her adim,
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve doniisiimlii voltametri (DV) teknikleri kullanilarak
redoks probu [Fe(CN)s]** ile kontrol edilmistir. (MIP) ile gelistirilen sensor yiizeylerinin
karakterizasyonu, taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier doniisiimlii kizilGtesi
spektroskopi (ft-1r), atomik kuvvet mikroskobu (AFM), ve temas agis1 dlglimleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal karakterizasyon calismalari, elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) teknigi ve DV yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayrica RIB
benzeri maddeler, MIP tabanli elektrokimyasal sensoriin segiciligini incelemek igin
uygulanmustir. Onerilen (1S,2S)-PSDO@MIP/CKE sensérii, standart ¢ozelti ve sentetik serum
numunesi i¢in sirasiyla 2.98x10'¢ M ve 3.01x107'® M ¢ok diisiik teshis smir1 (TS) elde
edilmistir. Gelistirilen sensdriin hassasiyetinin ¢ok yiiksek oldugu bulunmustur. Onerilen MIP

sensoril, geleneksel tekniklere gére umut verici bir alternatif tekniktir.

MOL’un hassas ve segici tespiti igcin MIP temelli poli(Py-co-3-
TBA)MOL@MIP/CKE ve GuaM/MOL@MIP/CKE sensorleri gelistirilmistir. Tasarlanan
sensorler, camsi karbon elektrot (CKE) iizerinde EP ve FP yontemleri kullanilarak
hazirlanmistir. [Fe(CN)s]* " ¢ozeltisi kullamlarak hedef molekiil MOL un uzaklastiriimasi ve
yeniden baglanmasiyla ilgili MIP yiizeyindeki degisiklikleri gdzlemlemek i¢in DPV ve DV
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teknikleri kullanilmistir. Bu sensorlerin uygulanabilirligini kontrol etmek i¢in ayni kosullar
altinda hedef molekiil MOL icermeyen (NIP) polimer yiizeyler hazirlanmistir. EP ve FP
kullamlarak hazirlanan sensérlerin dogrusallik arahigr sirastyla 7.5x107'2 — 2.5x107'" M ve
7.5x10°"%  — 25x10"" M olarak elde edilmistir.  Gelistirilen  poli(Py-co-3-
TBA)MOL@MIP/CKE ve GuaM/MOL@MIP/CKE sensorlerin segicilik testleri, diger
benzer molekiillere kiyasla MOL’e kars yiiksek bir segicilik sergilemistir. Ek olarak, 6nerilen
sensor, tfarmasdtik formlarda ve ticari serum numunelerinde iyi bir geri kazanim yiizdesi ile

MOL'u belirlemek i¢in basgarili bir sekilde uygulanmistir.

UMI tespiti i¢in ilk MIP temelli bir elektrokimyasal sensor, CKE iizerinde UMI, B3N3,
BuMA, HEMA, EGDMA ve bagslatici kullanilarak hazirlanmigtir. Ayni kosullar hedef molekiil
UMI icermeyen NIP polimer yiizey de gelistirilen sensoriin uygulanabilirligini kontrol etmek
icin  hazirlanmigtir.  MIP  ile gelistirilen sensor ylizeylerinin  elektrokimyasal
karakterizasyonlar1 EIS ve DV teknikleri ile, yiizey karakterizasyonlar1 ise SEM, AFM ve
temas agis1 teknikleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Gelistirilen sensérlerin DPV ve EIS
yontemleri kullanilarak elde edilen dogrusal ¢alisma araligi sirastyla 5.0x107"% — 7.5x10"2 M
ve 2.5x107"% - 5.0x10"'2 M olarak elde edilmistir. Gelistirilen UMI@B;Ns/BuMA@MIP/CKE
sensorii, UMI’ye karsi miikemmel bir secicilik gostermistir. Onerilen sensér, ticari serum ve
idrar numunelerinde iyi bir geri kazanim yiizdesi ile UMI'yi belirlemek icin basarili bir sekilde

uygulanmstir.

KAM’m segici ve hassas tayini igin, Py ve p-ABA monomerleri kullanilarak SPAuE
iizerine elektropolimerizasyon ile MIP temelli bir elektrokimyasal sensor gelistirilmistir.
Gelistirilen bu sensor KAM’1n kimyasal yapisinda yer alan GUA ve DMF yapilari ile de DIP
temelli sensorler hazirlanmistir. Molekiiliin tamaminin baskilanmasi ile belirli bolgelerinden
baskilanmasi arasindaki farklar validasyon agisindan tartigilmistir. Elde edilen sonuglara gore
KAM molekiiliiniin tamamen baskilanmasi KAM’1n analizinde daha hassas ve etkili sonuglar
elde edilmesini saglamistir. Segicilik agisindan da GUA ve DMF ile kiyaslandiginda yaklasik
olarak 6 kat daha segici oldugu  bulunmustur. Ayrica, poli(Py-co-p-
ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensoriiniin karakterizasyonu igin DV, EIS, SEM, AFM ve
temas acist yontemleri kullanilmigtir. Optimize edilmis deneysel kosullar altinda KAM
derigimin 2.5x10™"* M ile 2.5x10"* M arahiginda Al degerine kars1 dogrusallik gdsterdigi
bulunmustur. Yapilan hesaplamalar dogrultusunda TS ve TAS degerleri 2.34x10™"° M ve
7.74x10" M olarak bulunmustur. poli(Py-co-p-ABA)@KAM@MIP/SPAUE sensériiniin
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ticari serum numunelerinde uygulabilirliginin dogrulanmasi i¢in analizler gerceklestirilmistir.
IF ve girisim calismalari ile gelistirilen sensoriiniin yiiksek duyarlilia, iyi bir secicilik ve

tekrarlanabilirlige sahip oldugunu gdstermistir

Sonug olarak doktora tez ¢aligmasi kapsaminda antiviral ilag etken maddeleri olan
RIB, MOL, UMI ve KAM tayini i¢in oldukca hassas ve secici MIP temelli elektrokimyasal
sensorler gelistirilmistir ve bu sensorler ucuz, hazirlamasi kolay, cevre ve kullanict dostu
olmasi, farmasotik formlara, ticari serum ve idrar numunelerine kolaylikla uygulanabilmesi
acisindan ilaglarin sensdriin ilaglarin rutin ve klinik analizlerinde avantajli sensorler olarak

degerlendirilebilecegi 6n goriilmektedir.
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