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OZET

5-FLUOROURASIL TAYINIi iCIN MOLEKULER BASKILANMIS TEMELLI
SENSOR GELISTIRILMESI VE MODELLENMESI

Habibe SENBABA
Kimya Anabilim Dali
Yuksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Yelda YALCIN GURKAN
Ikinci Danisman: Dog. Dr. Aysu YARMAN

Bu ¢alismada, antikanser ilag olan 5-Fluorourasil (5-FU) tespiti icin elektrokimyasal molekuler
baskilanmis polimer (MIP) esasli bir sensor gelistirilmistir. 5-Fluorourasil ve o-fenilendiamin
GaussView 5.0 programi ile modellenmis ve hesaplamalar Gaussian 09W paket programi
kullanilarak DFT/B3LYP/6-31G* yontemi ile gergeklestirilmistir. Bu sayede, her iki
molekilin optimum geometrik parametreleri ile termodinamik ve elektronik o6zellikleri
belirlenmistir. Deneysel kisimda, 5-FU ve o-fenilendiamin kullanilarak camsi karbon elektrot
tizerinde dogrudan elektropolimerizasyon yontemi ile MIP'ler hazirlanmistir. Sensor olusum
basamaklar:t ve yeniden baglanma adimlarinin tamami redoks belirtici olan ferrisiyaniir
cozeltisi ile voltametrik yontemler kullanilarak analiz edilmistir. Optimum kosullarda
diferensiyal puls voltammetresi (DPV) ile kalibrasyon egrisi olusturulmus, 5-FU
konsantrasyonunun artistyyla akimm azaldigi ve ferrisiyaniir sinyalinin baskilandig:
gozlemlenmistir. Bu, kalip molekiiliin bosluklara baglandigint ve ferrisiyaniirin serbestce
difiize olacag1 por miktarinin azaldigini1 gostermektedir. Sensoriin lineer yanit araligi 1,5 x 10°°
Mile 1 x 102 M arasinda belirlenmis, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 5,33 x 1077 M ve 1,61
x 107 M olarak hesaplanmistir. Askorbik asit ve {irik asit ile yapilan segicilik ¢alismalari, 5-

FU'nun MIP'e tercihli baglanmasinin belirgin bir kanitidir.

Anahtar Kelimeler: 5-Fluorourasil, Orto-Fenilediamin, Molektler Modelleme, Gaussian

09W, DFT, Molekiiler Baskilanmigs Polimerler, Biyomimetik Sensorler



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND MODELING OF MOLECULARY IMPRINTED SENSORS
FOR DETERMANATION OF 5-FLUOROURACIL

Habibe SENBABA
Department of Chemistry
MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Yelda YALCIN GURKAN
Co-Supervisor: Assoc. Dr. Aysu YARMAN

In this study, an electrochemical molecularly imprinted polymer (MIP) based sensor has been
developed to detect the anticancer drug 5-Fluorouracil (5-FU). 5-Fluorouracil and o-
phenylenediamine were modeled using the GaussView 5.0 program, and calculations were
performed using the Gaussian 09W package program with the DFT/B3LYP/6-31G* method.
Thus, both molecules’ optimum geometric parameters and thermodynamic and electronic
properties were determined. In the experimental part, MIPs were prepared on a glassy carbon
electrode via direct electropolymerization using 5-FU and o-phenylenediamine. The sensor
formation and rebinding steps were analyzed using voltammetric methods with a redox marker
ferricyanide solution. Under optimum conditions, a calibration curve was constructed using
differential pulse voltammetry (DPV), and the linear response range of the sensor was
determined to be between 1.5 x 10° M and 1 x 102 M, with LOD and LOQ values calculated
as 5.33 x 107 M and 1.61 x 10°¢ M, respectively. Selectivity studies conducted with ascorbic

acid and uric acid provide strong evidence of the preferential binding of 5-FU to the MIP.

Keywords: 5-Fluorouracil, Orto-Phenyenediamine, Molecular Modelling, Gaussian 09W,

DFT, Molecularly Imprinted Polymers, Biomimetic Sensors
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1. GIRIS

Glinlimiizde biyosensorler, klinik analizden gida kontroliine, ¢evresel analizlerden
farmasotik analizlere ve kriminal ¢alismalara kadar genis bir yelpazede biiytik ilgi gérmektedir.
Standart analiz yontemlerinde (kromatografi, spektroskopi) kullanilan cihazlar hem yuksek
maliyetli hem de egitimli personel gerektirmektedir. Buna karsin, biyosensorler kullanim
kolaylig1 ve uygun fiyat avantajlart sunarak bu sorunlara etkili ¢éziimler saglar. Biyosensorler,
spesifik hedef molekiilleri taniy1p 6l¢ebilen biyolojik tanima elemanlarini igerir ve bu nedenle

birgok uygulama alaninda tercih edilmektedir [28,52,53].

Ancak, biyosensorlerin temel bilesenlerinden biri olan biyolojik molekiiller, yiiksek
spesifite ve/veya katalitik aktiviteye sahip olmalarina ragmen, yapisal kirilganliklari nedeniyle
bazi zorluklar yaratmaktadir. Bu biyolojik molekiiller, pH, sicaklik, basing ve organik
solventlerdeki instabiliteleri nedeniyle kullanimda kisitlamalarla karsilasabilirler. Bu durum,
biyosensorlerin pratik uygulamalarda daha dayanikli ve stabil bilesenlerle gelistirilmesi
ihtiyacin1 dogurur. Bu nedenle dogadan ilham alinarak, son yillarda biyomolekiillerin
biyoanaliz ve ayirma tekniklerinde tamamen sentetik organik polimerler (molekuler
baskilanmis polimerler, MIP'ler) ve aptamerler ile ikame edilmesine giderek daha fazla 6nem
verilmektedir. Aptamerler ve MIP'lerin gelistirilmesindeki ortak motivasyon, tani, tedavi ve
downstream islemlerinde antikorlarin yerini almaktir. Son zamanlarda yayinlanan EURL
ECVAM (EU Reference Laboratory for alternatives to animal testing) de biyomimetik

kavramlarin 6nemini vurgulamaktadir [28,52,53].

Biyomimetik sensorler, dogal kimyasal siirecleri taklit eden laboratuvar prosediirleri
veya yapisal ve islevsel olarak biyolojik materyalleri taklit eden bilesikler kullanilarak
tasarlanmistir. Biyomimetik yaklagim, enzimler ve antikorlar gibi biyolojik makromolekullerin
yiiksek kimyasal seciciligi ve katalitik giiciinden yararlanir. Dogal biyomolekiillerin, amino
asitler ve nukleotitlerin kullanildig1 biyopolimerler olusturdugu evrimsel siireg, molekiiler
tanima ve katalitik doniisiim siireglerinde yiiksek bir spesifiklik saglar. Bu spesifiklik, epitoplar
veya katalitik merkezler olarak bilinen, genellikle 10-15 amino asit i¢ceren makromolekiil
bolgelerinde gergeklesir [28,52,53].

Bu tezde, yaygin olarak kullanilan bir antineoplastik ilag¢ olan 5-Fluorouracil (5-FU) i¢in
biyomimetik bir sensoriin gelistirilmesi tizerine odaklanilmistir. 5-FU, DNA ve RNA sentezini

inhibe ederek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini durduran bir ilagtir. Ancak, 5-FU'nun dar



terapotik araligi ve ciddi yan etkileri, tedavi sirasinda plazma konsantrasyonunun dikkatlice
izlenmesini gerektirir. Bu nedenle, 5-FU'nun hizli, hassas ve segici bir sekilde tespit

edilebilmesi buyik 6nem tasimaktadir [6,7].

Bu calismanin temel amaci, 5-FU MIP esasl1 sensoriinii hazirlamadan 6nce hazirlamak
5-FU ve o-fenilendiamin (fonksiyonel monomer) 6n polimerizasyon kompleksin hesaplamali
kimya y&ntemleri kullanilarak modellenmesidir. Ikinci amag ise 5-FU igin MIP-esasli sensoriin
o-fenilendiamininin elektropolimerizasyonu direkt olarak camsi karbon elektrot yizeyinde
sentezlenmesidir. MIP sentezinin ve yeniden baglanma adimlarinin tamami redoks belirtici olan

ferrisiyandir ¢ozeltisi ile voltametrik yontemler kullanilarak analiz edilmistir.

Cizelge 1.1 Calisilan molekiillerin iki boyutlu sekilleri, molekiil isimleri ve molekiil formiilleri

Molekiillerin iki boyutlu sekilleri Molekiil Isimleri Molekul
Formulleri
: 5-Fluorourasil C4H;FN,0,
—=C
| NH

i |

O
NH2 Orto-fenilendiamin CcHy (NH,),

NHo

1.1 5-Fluorourasil

5-Fluorourasil antimetabolitler adi verilen ilag ailesi iiyesidir. Bir pirimindin analogu ve
sistemik antineoplastik ilaglardandir. Antineoplastik kemoterapinin esas amaci, saglikli
hicrelere zarar vermemek ya da zarari minimum diizeyde tutarak hastada timor hiicrelerinin
gelisimini ve iiremesini durdurmaktir. Bu ila¢ grubunun dezavantaji ise kanser hiicrelerini
secmekte yetersiz kalmalaridir. Bu yetersizligin nedeni ise hiicre artisin1 durdurmaya niikleotit
sentezi inhibisyonu ile yapmalaridir. Bu durumun sonucu olarak kemik iligi hiicreleri, epitel
doku olusum hiicreleri benzeri ¢ok fazla polifere olan hiicrelerde kanser hiicreleriyle birlikte
yiiksek oranda yok olmaktadir [1].5-Fluorourasile ait anti-tiimor 6zellikler 1950°1i yillarda

kesfedilmis ve yillardir kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilmaya devam etmektedir. 5-



Florourasil, Urasil pirimidinin analogudur ve organik bir bilesiktir. Urasil ile arasindaki tek fark

5-C konumunda Hidrojen yerine Flor bagli olmasidir [2].

5-Fluorourasil kolon, g6giis, sindirim sistemi, akciger kanseri gibi bir¢ok kanser
¢esidinin tedavisinde kullanilir. Baska kemoterapik ilaglarla beraber kombine olarak
kullanilabildigi gibi intravendz yollarla tek basina da hastaya verilebilmektedir. Arastirmalarin
sonucunda, kombinasyon halde kullanildig1 zaman larenks kanseri, nazofarenks kanseri gibi
bas ve boyun bdlgesi kanserlerinde daha etkili oldugu tespit edilmistir. 2001 yilinda yapilan
denemelerde 5-FU ileri diizey kolorektal kanserlerde tek basina etki mekanizmasinin %10
oranlarinda kaldig1 ve diisiik oldugu bulunmustur. Bu veriler 1s18inda yapilan ¢aligmalarda
Irinotecan ve Oxaliplatin ile kombine edildiginde tedaviye yanit oraniin %40-50 seviyesine
yiikseldigi goriilmiistiir [3,4]. 5-FU katabolizmasinda hiz1 sinirlayan enzim dihidropirimidin
dehidrojenaz (DPD) ‘dir. DPD, 5-FU ‘yu dihidroflorourasil (DHFU) ‘e doniistiiren enzimdir.
Uygulanan 5-FU miktarinin %80°den ¢ogu normalde DPD‘nin de bol miktarlarda eksprese
edildigi karacigerde katabolize edilmektedir [5].

Kanser hiicreleri surekli olarak mutasyon gecirdikleri icin klinik 6ncesi ya da klinik
uygulamalar sirasindaki tepkilerden antikanser ilaglarin etkinlik diizeylerinin belirlenmesi
siirhdir. Kisiye 6zel tedavi yontemleri ve antikanser hiicre ¢alismalarinda ilerleme kaydedilse
de 5-FU igeren kemoterapi ilaglart giinlimiizde kanser tedavilerinde tercih edilen {iriin
olmaktadir. 5-FU’nun muadillerine gore uygun fiyatli olmasi da tercih edilme nedenleri

arasindadir.
1.1.1. 5-FU Etki Mekanizmasi

5-FU, Urasil analogu oldugu i¢in hiicrelere taginmasi sirasinda urasilin izledigi yollara
benzer yollar kullanarak taginir [6]. Hiicre icindeki 5-FU, esas olarak DNA/RNA hasarina sebep
olan ii¢ metabolite doniistiiriilir. Bu metabolitler; Florodeoksitiridin monofosfat (FAUMP),
Florodeoksiiiridin trifosfat (FAUTP) ve Florouridin trifosfat (FUTP) seklindedir. FAUMP,
timidilat sentaz1 (TS) inhibe ederek etki gosterir ve bu inhibisyonla deoksitimidin trifosfat
(dTTP) diizeyleri azalirken, deoksitiridin trifosfat (dUTP) diizeyleri artar ve ANTP dengesizligi
ortaya ¢ikar [6,7]. Timidilat sentazin islevi, deoksiiiridin monofosfati, timidin monofosfata
metilatlamaktir. Bu nedenle timidilat sentetaz enziminin bloke edilmesi, hiicrede timidin
monofosfat eksikligine yol agmakta [7] ve DNA yapimini bozmaktadir. Sonug olarak da hizla

boliinen kanserli hiicreler hiicre oliimiine ugramaktadir. Timidilat sentaz, deoksiiiridin



monofosfatin (dUMP) ve bir metil dondrii olan 5,10- metilentetrahidrofolat (CH,THF) in
deoksitimidin monofosfata (dTMP) doniisimiinii katalize etmektedir. 5-FU ‘nun aktif
metabolitlerinden biri olan FAUMP, TS*nin niikleotid baglanma bdlgesine baglanarak TS ve
CH,THF ile stabil iiclii bir kompleks olusturmaktadir. Bu kompleks dUMP“nin niikleotid
baglanma bolgesine olan erisimini engelleyerek dTMP sentezinin inhibe olmasina sebep olur.
Bu olaylar sonucunda olusan dNTP dengesizligi ve artan dUTP seviyelerini DNA hasarlarinin

olusmasina neden olmaktadir [8,9].

5-FU

Vﬁi

5-FU —p FAdUTP

l -‘g‘

dNTP
Eatina imbalance
FUTP —P V1 ~
RNA damage
[ 22
Q =
Apoptosis .

Sekil 1.1 5-FU ‘nun hiicre i¢inde déniistiigii metabolitler [10]

FAUTP’nin DNA ile yanlis birlesmesi sonucunda FAUTP/ dTTP orani artar ve yanlis
niikleotid birlesmesi olusur ve DNA hasari ortaya ¢ikar. FUTP metaboliti, RNA’ya dahil edilir.
Bu durum sonucunda farkli RNA toksisiteleri olusabilir. Bunlar, olgun rRNA’ya doniisecek
olan pre-rRNA ‘nin islenmesinin engellenmesi, tRNA’larin transkripsiyon sonrasi
modifikasyonunun ve snRNA/protein komplekslerinin aktivitesinin bozularak pre-mRNA ‘nin
eklenmesinin engellenmesidir. 5-FU hiicrede farkli yollardan varlik gosterse de temel etki
mekanizmas1 Timidilat Sentaz inhibitorii olarak gorev yapmasidir. Timidilat, DNA onarim ve
replikasyonunda etkin gorev yapan temel bir nikleotid dncusidir ve TS, timidilat metabolik
yolunda merkezi bir rol oynamaktadir [11]. Hiicresel metabolizmadaki ihtiyaclarin
korunmasinda oldugu gibi kritik 6nemlere sahip olmasi nedeniyle TS hem folat hem de
niikleotid bazli inhibitdrler i¢in kemoterapotik ilag ajani olarak [12,13]. Deoksitimidin trifosfat
(dTTP) TS enziminin inhibisyonu sonucuyla olusur ve tilkenmesi halinde htcrelerde 6lim ve
kromozom kiriklar1 gozlenmektedir. Cogalan hiicrelerde olduk¢a onemli bir etkiye sahip
oldugundan, TS, cesitli antikanser ilaglar1 icin de énemli bir hedef halindedir. Inhibisyonun

basarisizligi, bu enzimi hedefleyen ilaglara karsi hiicrelerde gelisen direncin en Onemli
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nedenlerindendir [14]. Bunun yani sira TS enziminin asir1 ekspresyonu, 5-FU ila¢ direnci

nedenleri arasindadir [15].
1.1.2. 5-FU Yan Etkileri

5-FU’e ait en yaygin yan etkiler kemik iligi, gastrointestinal sistem, deri ve sinir sistemi
tizerindedir. Yan etkiler hastanin fiziksel 6zelliklerine, yasina, uygulama dozu ve sekline gore
farkliliklar gosterebilir. Nadir de olsa kardiyotoksisite goriilebilmektedir [16]. Kemik iligi
tizerinde oldukga toksik olan ilag, kemik iliginin baskilanmasi ile anemi ve 16kopeni olarak iki
sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Anemi oldukga siddetli oldugundan, kullanim sirasinda ana doz
siirlayict faktor olarak dikkate alinmaktadir. Anoreksi, bulant1 ve kusma da yaygin goriilen

etkiler arasindadir. Ancak diyare ve stomatisis goriilmesi durumunda tedavi kesilmektedir [1].
1.2. Fenilendiamin ve Turevleri Fenilendiaminler

0-FDA yukaridaki uygulama alanlarina ilaveten MIP esasli sensor hazirlamada da tercih
edilen bir monomerdir [17]. Camurri ve arkadaslarinin ¢alismasinda belirtildigi gibi, pH ve
potansiyel aralig1 gibi parametreler polimerin yapisini ve 6zelliklerini 6nemli 6lglide etkiler
[18] Polimerizasyon siirecinde olusan film iletken degildir. Bulgular, polimerizasyonun ilk
asamasinin pH'dan bagimsiz oldugunu gostermektedir [19]. Zincir yayilimi, oksidatif birlesme
ile intramolekiler oksidasyonlarla rekabet eder ve fenazin (disiik pH ve potansiyelde) veya
1,4-benzoquinonediimin (yiiksek pH ve potansiyelde) birimlerini veya her ikisini de olusturur.

Bu mekanizmalar, MIP'lerin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini belirlemede kritik rol oynar.



2. MOLEKULER BASKILANMIS POLIMERLER

Rus bilim insam1 Polyakov, 1931 yilinda, "molekiiler hafiza"ya sahip ilk sentetik
polimeri gelistirdi[54]. Bu polimer, daha sonra "Molekiiler Baskilanmis Polimerler
(Molecularly Imprinted Polymers: MIPs)" olarak bilinen malzemelerin temelini olusturdu.
Wulff ve Mosbach, MIP’lerin gelisimini biiyiik 6l¢iide ileriye tasimiglardir. Teknik, "kalip
molekiil" olarak adlandirilan analitin, fonksiyonel monomerlerle (¢apraz baglayici ile veya
capraz baglayici olmadan) birlikte polimerlestirilmesi ve ardindan uygun bir solvent veya
solvent karisimi kullanilarak polimerden ¢ikarilmasi prensibine dayanir (Sekil 1) [20]. Bu
ekstraksiyon islemi sonucunda, analitin sekil, yap1 ve/veya islevine uygun bosluklar olusur. Bu

bosluklar, polimerin analite kars1 yiiksek bir segicilik gdstermesini saglar.

2
7‘3—‘—‘ T If' o

Functional monomers Prepolymerization Polymerization
complex \

Molecularly imprinted polymer
(MIP)

Sekil 2.1.1. MIP hazirlama semasi [20]

2.1. Molekiiler Baskilama Yoéntemleri
Molekiiler baskilanmis polimerlerin sentezi i¢in iki ana yaklasim mevcuttur [21,17].

Kovalent Yaklagim: 1972'de Wulff ve Sarhan [22] ve Shea [23] tarafindan gelistirilen
kovalent yaklasimda, polimerizasyon Oncesinde kalip molekiil-fonksiyonel monomer

kompleksi, reversibl kovalent baglarla olusturulur. MIP'ten kalip molekiiliin ¢ikarilmasi i¢in



kimyasal baglarin kirilmasi1 gerekmektedir ve yeniden baglanma ayni kovalent baglar iizerinden

gerceklesir.

Kovalent yaklasimin en Onemli avantaji bir avantaji, monomer-kalip molekiil
kompleksinin stabil olmasi ve stokiyometrik bir orana sahip olmasidir. Kalip molekiiliin
uzaklastirilmasi sonucunda olusan bosluklar kompakt ve homojen olarak dagilmistir. Ayrica,
monomerler ve kalip molekiil arasinda stabil kovalent baglarin olusumu nedeniyle, yiiksek
sicaklik, diisiik veya yliksek pH veya organik ¢oziiciiler gibi genis bir polimerizasyon kosullar

yelpazesi uygulanabilir [21,17].

Ancak, baz1 dezavantajlar1 da vardir; hedef ve kovalent bagin kirilmasi zorlu kosullar

gerektirir ve bu siire¢ yavastir [24,25].

Non-Kovalent Yaklagim: Arshady ve Mosbach tarafindan gelistirilen non-kovalent
yaklagimda, kalip molekiil ve fonksiyonel monomer hidrojen baglari, iyonik etkilesimler, van
der Waals ve hidrofobik kuvvetler araciligiyla etkilesime girer [26]. Bu etkilesim dogada
meydana gelen molekiiler tanimay1 andirir. Pratikte non-kovalent yaklagimin uygulanmasi daha

kolaydir ve daha genis bir kalip molekiil ¢esitliligi kullanilabilir [17,21].

MIP, kalip molekiiliin yapist ve reaktivitesi hakkinda spesifik bilgi olmadan
hazirlanabilir. Bu yontemle hazirlanan MIP’teki kalip molekiil ve fonksiyonel gruplar
arasindaki etkilesim daha az spesifiktir. Ayrica baglanma bolgeleri daha heterojendir, hedef
molekiil disindaki diger molekiillerin baglanmasina neden olabilir. Ilaveten baglanma kinetigi

daha yavastir.

Yavas baglanma kinetiginin iistesinden gelmek i¢cin Whitcombe ve arkadaslar1 semi-
kovalent yaklasim adi1 verilen bir yaklasim gelistirmislerdir. Bu yaklagim yukarida agiklanan
iki yontemin bir karigimidir MIP olusumu kovalent baglara dayanir. Kalip molekiiliin yeniden

baglanmasi ise kovalent olmayan etkilesim yoluyla gerceklesir [27].
2.2. Molekiiler Baskilanmis Polimer Esash Sensor Hazirlanmasi

Molekiiler baskilanmis polimer esasli bir sensoriin etkili bir performans gostermesi igin
MIP’in elektrot ylizeyi ile yakin kontakta olmasi gerekmektedir. Literatiirde MIP-esash

sensorlerinin hazirlanmas i¢in iki farkli prosediir uygulanmistir [28].



[k prosediirde, MIP ayr1 olarak sentezlenip sonrasinda transdiiser yiizeyine immobilize
edilir. Gegmiste, MIP'ler cogunlukla bulk polimerizasyon yontemi kullanilarak sentezlenmistir.
Bu yontem sonucunda monolitik malzemeler elde edilir, ancak bunlarin sonra daha sonra
ogiitiillip kiigiik partikiiller haline getirilmesi gerekir. Bu yontemin en biiyilik
dezavantajlarindan bir boliimii, kalip molekiiliin uzaklastirilmasiyla olusan spesifik oyuklara
erisebilirliginin zorlugu, bu oyuklarin homojen dagilmamasi, kalip molekiiliin uzaklastirilmasi
ve/veya geri baglanmasi i¢in daha uzun siire gerekmesi gibi etmenlerdir. Bu sorunlarin
iistesinden gelmek i¢in mikro veya nanoboncuklar, nanopartikiiller veya nanokiireler gibi farkli

formda MIPler hazirlanmigtir [28-31].

MIP'lerin transdiisere immobilizasyonu i¢in ¢esitli yontemler uygulanmistir. En basit
yaklagim transdiiser iistiine damlatma yontemidir. Bununla birlikte spin kaplama veya sprey

kaplama uygulanan diger yontemlere 6rnektir.

Ikinci prosediirde, MIP dogrudan transdiiser iizerinde olusturulur. Bunlara 6rnek olarak
dopamin monomeri kullanilarak yapilan bir c¢alismada oldugu gibi kendi kendine
polimerizasyon, mikrokontakt printing veya elektropolimerizasyon yontemleri verilebilinir. Bu
yontemler iginde elektropolimerizasyon gesitli avantajlara sahiptir: Polimerizasyon sirasinda
sistemden gegirilen yiik miktar1 degistirilerek film kalinliginin ayarlanabilinir. Polimerizasyon
sirasinda diger yontemlerde kullanilan ¢apraz baglayict bu yontemde kullanilmasa da olur.

Ayrica, bu yontem basit ve hizlidir.

2.3. Molekiiler Baskilanmis Polimer Esash Elektrokimyasal Sensorlerin Calisma

Prensipleri

MIP esasli biyomimetik sensorler agirlikli olarak elektrokimyasal ve optik
transduktorler kullanilarak uygulama alani bulsa da piezoelektrik termal ve mikromekanik

transdiiktorler de kullanilmistir [28].

Elektrokimyasal biyosensorlerin temeli 1962 yilinda Leland Clark tarafindan ilk glikoz
sensorii ile atilmistir [32]. Tk defa enzim esasli gelistirilen elektrokimyasal biyosensorlere
ilaveten antikorlar1 ve nikleik asitleri biyolojik bilesen olarak iceren biyosensorler de
gelistirilmistir. Ilerleyen yillarda da MIP'lere veya aptamerlere dayali elektrokimyasal
biyomimetik sensorler de gelistirilmistir. Kullanilan elektrokimyasal tayin yontemleri temel
olarak ti¢ gruba ayrilabilir (Sekil 2.2). Eger analit elektroaktif ise faradik akim 6lgiiliir. Bu hedef

madde ile elektrot arasindaki direkt elektron transferine dayanir. Ozcan ve Sahin’in parasetamol
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tayini i¢in gelistirdikleri MIP esasli sensor ile Reddy ve arkadaslarinin hazirladigi hemoglobin-
MIP sensorii bu yonteme orneklerdir [33,34]. Eger analit enzim veya enzim-bagl ise,
Jetzschmann ve arkadaslarinin gelistirdigi asetilkolinesteraz-MIP sensoriinde oldugu gibi
enzimatik aktivite olcilir. Ugiince ve literatiirde gerek elektroaktif gerekse elektroinaktif
maddelerin tayini i¢in uygulanan yontem redoks belirteci kullanmay1 igerir. Yontem, analitin
baglanmasiyla redoks belirtecinin sinyalinin degisiminin 6l¢tilmesine dayanir. Cizelge 2.1.’de

bu yonteme ait ornekler gdosterilmistir.

Electroactive analytes Catalytically active Redox-inactive
analytes analytes

[Fe(CN)gl3 or

S P [RU(NH,)J2*

Faradaic current Product formation Permeation of

redox marker

Sekil 2.2 Elektrokimyasal tayin yontemleri: Elektroaktif analitler, katalitik olarak aktif analitler
ve redoks-inaktif analitler (soldan saga) [28]

Cizelge 2.1 Redoks belirteci ile analit tayini

Kalip Molekiill Monomer Elektrot Analitik Tayin Arah@ Referans
Yontem ve LOD
Tamoksifen 0- GCE Ccv 1 nM-100 nM [35]
PD/Resorsinol
Lorazepam Pirol Sol-jel- KDV 0.2-2 nM [36]
AUNP- Grafit ve 2-20 nM:
LOD: 0.09 nM
2,4-Diklorofenol  0-PD PDA-rGO - DPV 2-10 nM [37]
GCE ve 10-100 nM;
LOD: 0.8 nM
Gemsitabin PATP AUNP-Au LTV 3.8 fM -38 nM; [38]
elektrot LOD: 3 fM




Cizelge 2.2 Redoks belirteci ile analit tayini (devami)

Kalip Molekiil Monomer Elektrot Analitik  Tayin Arahg1  Referans
Yontem ve LOD
Sulfametoksazol 0-PD GCE KDV 0.2-1.4 uM; [39]
LOD: 0.05 uM
Lidokain Resorsinol Poréz C-GCE CVv 0.2 pM-8 nM; [40]
LOD: 67 fM
Kolesterol PATP AUNP- DPV 1x10—13-1x10-9 [41]
MWCNT- M;
GCE LOD: 3.3x10-14
M
17-B-Estradiol 3,6-diamino-9- GCE EIS 1 aM to 10 pM; [42]
ethylcarbazole LOD: 0.36 aM
Transferrin Skopoletin Au elektrot KDV 0.1-1uM [43]
Ferritin Fenol Nanotlp EIS 1x10-12x10-7 [44]
array g/L
IL-1B Eriochrome EDOT- EIS 60 pM-600 nM [45]
T caboneee HOb: 15 pM
HER2-ECD Fenol Au-SPE DPV 10-70 ng/mL; [46]
LOD: 1.6 ng/L

0-PD: o-Fenilendamin; GCE: Glassy carbon electrode; AuNP: Altin nanopartikiil; KDV: Kare
Dalga Voltametrisi; LTV: Lineer Taramali Voltametri; DPV: Diferensiyel Puls Voltametrisi;
EIS: Elektrokimyasal Impedanz Spektroskopisi; PDA-rGO: Polydopamin-indirgenmis grafen
oksit; PATP: p-Aminotiyofenol; PGE: Kalem grafit elektot (Pencil graphite electrode); SPE:
Yiizey baskili elektrot (Screen-printed electrode); MWCNT: Cok duvarli karbon nanotiip
(Multi-walled carbon nanotubes); IL-1pB: Interleukin-1beta; CV: Siklik Voltametri; EDOT:
3,4-Etilendioksitiyofen; HER2-ECD: Human epidermal growth factor receptor 2
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3. HESAPLAMALI KiMYA VE MOLEKULER MODELLEME YONTEMLERI

Hesaplamali kimya temel olarak iki temel temele dayanmaktadir. Bunlar kompakt

mekanik ve kuantum mekanigi yontemleridir.
3.1. Kuantum Mekaniksel Yaklasimlar

Elektronik yap1 yontemleri kullanilarak Schrodinger denklemlerinin ¢éziimiine dayanan
yontemlerin hepsi kuantum mekaniksel yasalara basvurur. Molekiiler mekanik yontemlerine
gore olduk¢a karmasik ve uzun hesaplamalar gerektirmektedir. Bu yaklasima goére, evrende var
olan her parcaciga eslik eden teorik bir pilot dalga olmasi gerekir ve bu dalganin fonksiyonunun
¢oziimii klasik fizik yasalari ile yapilamaz. Ciinkii atom alt1 diinyada fiziksel gegisler siirekli

degildir ve enerji kuantlagmistir [47].
3.1.1. Yogunluk fonksiyoneli teorisi (DFT)

DFT — yogunluk fonksiyoneli teorisi, molekiillerin temel hal enerjilerinin, elektron
yogunlugunun bir fonksiyoneli olarak yazilabilecegi fikriyle 1964 yilinda Hohenberg ve Kohn
tarafindan Onerilmistir. Toplam elektronik enerji ile toplam elektronik yogunluk arasinda bir
iliskinin var oldugu varsayimindan yol ¢ikilir. Hartree-Fock metodunun genisletilmis versiyonu
olarak da bilinen DFT’deki hesaplamalarda, elektron yogunlugunu (p) hesaplayan iki yeni
fonksiyon tanimlanir ve bunlara yogunluk fonksiyonelleri ad1 verilmektedir. Bu sayede, HF
metodundaki ¢oziilmesi zor olan iki veya daha fazla sayidaki elektron-elektron etkilesimi
problemini tek bir problem haline doniistiirerek hesaplamaya caligir. Yani, sistemdeki tiim

elektronlar, tek bir yogunluk fonksiyoneli seklinde tanimlanabilmektedir.

Kohn-Sham esitliklerinin ¢oziilmesiyle bir baslangi¢ orbital dizisi elde edilir ve bu
orbital dizisi, elektron yogunlugunu hesaplamak i¢in kullanilir. Bu sirali islemler, yogunluktaki
ve degisim enerjisindeki fark belli bir minimuma ulasincaya kadar devam eder ve sonrasinda

da elektronik enerji hesaplanir. Sonuglarin giivenilirligi ise glinlimiizde dahi tartigsmalidir.

Giliniimiizde DFT metotlar1 elektronik enerjiyi, asagidaki terimlerin toplami olarak

tanimlarlar.

Etoplam = ET+ Exn + Ev+ Ej + Exc (3.1)

Er: Elektronlarin hareketinden kaynaklanan kinetik enerjiye ait terimdir.
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Enn: Cekirdek-gekirdek itme potansiyel enerjisini tanimlar.
Ev: Cekirdek-elektron ¢ekimlerine ait potansiyel enerjiyi tanimlar.

E;: Elektron-elektron itmesine ait terimdir. Ecoul olarak da bilinir ¢iinkii Coulomb itmesini

ifade eder.

Exc: Geriye kalan diger elektron-elektron etkilesimlerini kapsar ve degisim- korelasyon terimi

olarak adlandirilir. Exc terimi genellikle “degisim” ve “korelasyon” olarak iki kisma ayrilir:

Exc(p) = Ex(p) + Ec(p) (3.2)

1990'li yillardan itibaren Hartree-Fock ve DFT yontemlerinin birlestirme teknikleri
gelistirilmis olup bunlara hibrit fonksiyoneller ad1 verilmektedir. HF ile elde edilen degisim ile
DFT ile elde edilen saglikli fonksiyonellerin belirli katsayilar ve iyilestirme yetenekleri ile
parcalara uyum saglayacak sekilde ¢arpilmasi ve daha sonra genisletilmesiyle olusturulurlar.
En iyi performans gosteren ve yaygin olarak kullanilan hibrit fonksiyonel, kisaca B3LYP ve

B3PW91 olarak bilinen Becke'nin ti¢ parametreli fonksiyonudur.

DFT yontemi Hartree-Fock'a oldukca benzese de; Sistemler elektron verilerini de
hesaplayarak daha yakin sonuglar saglar. Calisma kosullar1 ve islemci yiikleri neredeyse ayni.
Birgok DFT yontemi ampirik verilerin elde edilmesinde daha giivenilir sonuglar saglar. Buyik
yapili molekiillere, gecis veya normal metal komplekslerine, biiyiik organik molekiillere ve
proteinlere uygulanarak basarili sonuglar elde edilebilir. Giiniimiizde anlatilan bu ¢arpikliklar

gelistirilmeye devam etmekte ve yeni islevsellikler siklikla yasanmaktadir [48].
3.1.2. B3LYP hibrit yogunluk fonksiyoneli

Temel dalga mekanizmasimi temel alan Hartree-Fock yaklasiminda iligkili enerjiler
hesaplanamaz ancak kinetik enerji hakkinda fikir edinmemizi saglar. Yogun fonksiyonel
sistem, aligverisi ve enerji enerjilerini daha iyi saglar. Ortaya ¢ikan tam enerji tanimi igin saf
Hartree-Fock veya saf dagitilmis fonksiyonel teori yerine, bu uygulamalarin enerji ifadelerinin
toplam elektronik enerji ifadelerinde kullanilan hibrit modeller tiiretilmistir. Bu modeller,
toplam enerji, bag uzunluklar1 ve iyonlagsma enerjileri gibi ifadelerin saf modellere gére daha
1yl programlanmasiyla daha kesin sonuglar saglar. Baz1 yaygin enerji fonksiyonlar1 asagidaki
gibidir ve B3LYP, Becke'nin {i¢ parametreli enerji fonksiyonel hibrit yaklasimi (B3) ve Lee-
Yang ve Parr'in saglikli fonksiyonelinden olugan bir salgin hibrit fonksiyoneldir (LYP).
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Kinetik enerji fonksiyoneli: H28, TF27
Degis-tokus enerji fonksiyoneli: F30, D30
Korelasyon enerji fonksiyoneli: LYP, VWN

Becke, ¢alismasinda degis-tokus ve korelasyon enerjisi EX° icin asagdaki denklemde

gorulen Eirma karma modelini ortaya ¢cikarmistir. Burada c ifadeleri sabittir.
Ekarmaxc = Crr + CortEDFTXC (3.3)

Buradan hareketle Becke BLYP ve B3LYP karma modellerini 6nermistir. Bu karma
modellerden en iyi sonug¢ vereni ve en yaygin olarak kullanilani LYP korelasyon enerjili ii¢
parametreli Becke karma metodu olan B3LYP’dir. B3LYP modelinde degis tokus ve

korelasyon enerjisi asagidaki denklemdeki gibidir.
EXCgaLyp = EXLpa + Co(EXur-EXLpa)+C1AE®gss+ECywnz+Ca(ECLyp-ECvwma) (3.4)

Burada C,, C;, ve C, katsayilar1 deneysel degerlerden tiiretilmis sabitler olup degerleri
strast ile 0,2, 0,7 ve 0,8 dir. Dolayis1 ile B3LYP modelinde bir molekiiliin toplam elektronik
enerji ifadesi asagidaki formiildeki gibidir [47].

Epayp= Ev+ Ej+ EpXCaLyp (3.5)
Burada:
Ej: elektron-elektron itme ifadesi
EBXC3ryp: B3LYP degis tokus ve korelasyon enerjisi

Ev: cekirdek-elektron ¢ekimi ya da ¢ekirdekler arasi itme potansiyel enerjisidir.
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4. GAUSSIAN 09W

Gaussian 09, bilimsel hesaplamalarda kullanilan bir program paketidir ve yogunluk
fonksiyonel teorisi (DFT), Hartree-Fock yontemi, manyetik alanlar, manyetik 6zellikler,
rezonans yapilar1 gibi ¢esitli kuantum kimya hesaplamalarin1 gerceklestirmek i¢in kullanilir.
Gaussian 09, elektronik yapi, tepkime enerjileri, molekiiler 6zellikler ve daha bir¢ok kimyasal

ozellikle ilgili hesaplamalar yapabilen genis bir program yelpazesi sunar.

Gaussian 09, GaussView adli bir grafik arayiizle birlikte gelir ve kullanicilara daha
interaktif bir ¢caligma ortam1 sunar. Gaussian programlar1 genellikle bir dizi giris dosyasi ile
calisir ve bu dosyalar, kullanicinin yiiriitmek istedigi belirli hesaplamalar1 belirtir. Gaussian 09,
oldukga esnek ve ozellestirilebilir bir programdir, bu da arastirmacilarin farkli hesaplamalari

yapmak i¢in gereksinim duyduklari ¢esitli parametreleri ayarlamalarina olanak tanir.

Bu program, teorik hesaplamalara dayali molekiiler yap1 analizi, reaksiyon
mekanizmalarinin anlasilmasi, elektron dagilimlari, enerji seviyeleri gibi birgok kimyasal
problemin ¢o6ziimii i¢in kullanilir. Gaussian 09, Ozellikle organik, inorganik ve biyokimya
alanlarinda calisan teorik kimyagerler ve molekiiler modelleme uzmanlar1 arasinda yaygin

olarak kullanilmaktadir.
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5. HESAPLAMALAR

5.1. 5-FU

Sekil 5.1 5-Fluorourasil molekiliniin DFT/6-31G(d) metodu ile optimize edilmis yapisi

5-Fluorourasil molekdllnin G¢ boyutlu geometrisi, GaussView 05 molekdler
goriintiileme programi kullanilarak c¢izilmis ve molekiildeki atomlarin uzaydaki konumlari
belirlenmigtir. Tiim teorik hesaplamalar, Gaussian 09W paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sekil 5.1.’de incelenen molekiiliin DFT/6-31G(d) yontemiyle hesaplanan
geometrik yapisi, atomlarin numaralandirilmis sekliyle gosterilmistir. Hesaplamalar, Gaussian
09W programinda kodlanmis bulunan Hartree-Fock ve Becke'nin lg¢ parametreli enerji
fonksiyoneli hibrit yaklagimi ile Lee-Yang ve Parr'in korelasyon fonksiyonelinden olusan

B3LYP teorisi kullanilarak yapilmstir.

Cizelge 5.1 5 -Fluorourasil molekiiliiniin teorik bag uzunluklari

Atomlar Bag Uzunluklan (A)
C3-F12 1,35000
C1-N6: 1,39543
C2-011 1,43000
C1-08 1,39516

Cizelge 5.2 5-Fluorourasil molekulinin Mulliken yukleri

Atom Numaras1 Atom Mulliken Yukleri
1 C 0,467211
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Cizelge 5.3 5-Fluorourasil molekuliinin Mulliken yikleri (devami)

Atom Numaras1 Atom Mulliken Yukleri
C 0,397771
0,281558
0,060956
0,205324
-0,550470
0,337675
-0,233120
-0,614196
0,364645
-0,416838
-0,300517
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5.2. Orto-Fenilendiamin
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Sekil 5.2. Tek protonlanmis Orto-fenilendiamin molekilunin DFT/6-31G(d) metodu ile
optimize edilmis yapisi

Orto-fenilendiamin molekulliinin ¢ boyutlu geometrisi, GaussView 05 molekiler
goriintiileme programi kullanilarak ¢izilmis ve molekiildeki atomlarin uzayda yerlesimleri
belirlenmistir. Tim teorik hesaplamalar Gaussian 09W paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sekil 5.1 ve Sekil 5.2°de incelenen molekiillerin DFT/6-31G(d) yontemiyle
hesaplanan geometrik yapisi, atomlarin numaralandirilmis  sekliyle gosterilmistir.

Hesaplamalar, Gaussian 09W programinda kodlanmig bulunan Hartree-Fock ve Becke'nin (¢
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parametreli enerji fonksiyoneli hibrit yaklagimi ile Lee-Yang ve Parr'in korelasyon
fonksiyonelinden olugsan B3LYP teorisi kullanilarak yapilmistir. Kutuplanma etkisini gidermek
icin eklenen polarize fonksiyonlar1 ve uyarilmis iyonik molekiillerde elektron yogunlugunun
molekiiliin temel durumuna goére daha daginik olma durumunu modellemek adina eklenen difiiz

fonksiyonlar1 igeren 6-31G(d) baz seti hesaplamalarda kullanilmistir.

Tek protonlanmis Orto-fenilendiamin molekilinin DFT/6-31G(d) seti ile hesaplanan
teorik geometrik parametreleri (Bag uzunluklari (A)) Cizelge 5.3. 'te gosterilmistir. Bu teorik
bag uzunluklari, Cizelge 5.4.'teki Mulliken yiik degerleriyle karsilastirildiginda, paylasilan

elektronlar ve uzunluklar arasindaki farklar1 atomlar arasi1 bag uzunluklarini ortaya koyacaktir.

Cizelge 5.4 Tek protonlanmis Orto-fenilendiamin molekiiliiniin teorik bag uzunluklar

Atomlar Bag Uzunluklan (A)
C1-H7 1,09961
C3-N14 1,47000
C1-C2 1,39516
N14-H16 1,00000

Cizelge 5.5. Tek Protonlanmis Orto-fenilendiamin Mulliken Ykleri

Atom Numarasi1 Atom Mulliken Yukleri
C -0,169066
-0,168640
0,126934
0,177820
-0,210650
-0,116096
0,083833
0,084337
0,075383
0,098642
-0,729023
0,195930
0,384942
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Cizelge 5.6. Tek Protonlanmig Orto-fenilendiamin Mulliken Ykleri (devami)

14 N -0,744578
15 H 0,288570
16 H 0,285705
17 H 0,335957

2
s,{ |
f

Sekil 5.3 Cift protonlanmis o-fenilendiamin molekilunin DFT/6 -31G(d) metodu ile optimize
edilmis yapis1

)

Molekilin DFT/6-31G(d) seti ile hesaplanan teorik geometrik parametreleri (Bag
uzunluklar1 (A)) Cizelge 5.5°te gdsterilmistir.

Cizelge 5.7 Cift Protonlanmigs Orto-fenilendiamin molekiiliiniin atomlar arasi bag
uzunluklari(A)

Atomlar Bag Uzunluklar: (A)
C1-H7 1,09961
C3-N11 1,47000
C1-C2 1,39516
N14-H17 1,26441
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Cizelge 5.8. Cift Protonlanmig Orto-fenilendiamin Mulliken Ykleri

Atom Numaras1 Atom Mulliken Yukleri
1 C -0,134761
2 C -0,146544
3 C 0,258092
4 C 0,247792
5 C -0,144252
6 C -0,136171
7 H 0,112418
8 H 0,107863
9 H 0,108331
10 H 0,112355
11 N -0,794689
12 H 0,301357
13 H 0,306836
14 N -0,787670
15 H 0,302944
16 H 0,305838
17 H 0,017052
18 H -0,036790

a» *(1'* I
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Sekil 5.4DFT/B3LYP hesaplamalarina dayanan 1: 1 oranindaki 5- 6n polimerizasyon
kompleksinin molekiler model sunumu

Sekil 5.4.’te, orto-fenilendiamin ve 5-Fluorourasil potansiyel bir diizenlenisini 6n

polimerizasyon kompleksinin teorik modelini géstermektedir.
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6. DENEYSEL CALISMA
6.1. Materyal ve Metot

o-Fenilendiamin dihidroklortr (0-PD), 5-Fluorouracil Sigma'dan (Steinheim, Almanya)
satin alind1. Askorbik asit, Urik asit ve ferrisiyanir Merck'ten (Almanya) temin edildi. TUm

reaktifler analitik saflikta olup, ilave saflastirma yapilmadan kullanildi.

Elektrokimyasal ol¢timler, uclu elektrot sistemi ile PalmSens potansiyostat (Utrecht,
Hollanda) kullanilarak gerceklestirildi. Calisma elektrodu olarak camsi karbon elektrot (GCE,
cap: 3 mm), referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot (3 M KCl i¢cinde) ve karsit elektrot olarak
platin tel kullanildi.

5-FU-MIP dogrudan GCE iizerine 0,5 mM 5-FU ve 5 mM 0-PD icgeren bir ¢ozeltide
(100 mM asetat tamponunda, pH 5.2) siklik voltametri kullanarak elektropolimerizasyon
yontemiyle dretildi (Sekil 6.1.). Potansiyel, farkli tarama sayilariyla (10, 20 ve 30) O ile 0,8 V
arasinda ve 50 mV/s tarama hiziyla tarandi. Kalip molekiillerinin uzaklagtirilmasi igin farkl
stratejiler uygulandi. 5-FU’nun yeniden baglanmasi ve uzaklagtirllmasi, 5 mM
[Fe(CN)s]* ¢ozeltisinin (100 mM KCl icinde) DPV’deki degisiklikler izlenerek takip edildi ve
ilgili kosullar uygulanarak gerceklestirildi: Potansiyel aralig1: -0,2 - 0,7 V, potansiyel adimi: 5
mV, puls genligi: 25 mV ve puls siiresi: 0,7 s.

KALIBI SOKME
( — ) ) Y3
—_— YENIDEN BAGLAMA

Sekil 6.1. 5-FU-MIP dogrudan GCE iizerine 0,5 mM 5-FU ve 5 mM 0-PD iceren bir ¢ozeltide
siklik voltametri kullanarak elektropolimerizasyon yontemiyle hazirlanmasi
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6.2. Elektropolimerizasyon

Hesapsal calismalarin ardindan elektropolimerizasyon yontemi kullanilarak 5-
fluorourasil (5-FU) i¢in MIP direkt GCE iizerinde sentezlenmistir. ik asamada polimerizasyon
kosullan siklik (dongiisel) voltametri yontemi kullanilarak optimize edilmistir. Literatlirdeki
calismalar baz alinarak, o-fenilendiamin konsantrasyonu (5 mM, 100 mM asetat tamponunda,
pH 5,2) ve tarama sayis1 (20) sabit tutulup, kalip molekiiliin konsantrasyonu (0,1 mM, 0,5 mM
ve 1 mM) optimize edilmis ve 0,5 mM olarak bulunmustur. Daha sonra tarama sayis1 degistirilip
(10, 20 ve 30) optimum tarama sayisinin 20 oldugu gézlemlenmistir. Diger kosullar, yani o-
fenilendiamin konsantrasyonu veya potansiyel araligi (0 V ile 0,8 V) ile tarama hizit (50 mV/s)
degistirilmeden  kullanilmistir.  Sekil 6.2.°de  optimum kosullarda gergeklestirilen
polimerizasyon gosterilmektir. Goriildiigli lizere tarama sayisi arttikca yaklasik 0,5 V ‘ta
gbzlemlenen akim (siyah), tarama sayisinin artisiyla, diisiip 0’a (LA) yaklagsmaktadir. Bu sonug

elektrot yiizeyinde yalitkan polimer olusumunu gostermektedir.

100
80

60

I (uA)

40 4

20 4

Sekil 6.2. 0,5mM 5 FU igeren 5 mM o-fenilendiamin ¢ozeltisinin (100 mM asetat tamponunda,
pH 5,2) elektropolimerizasyonuna ait siklik voltamogramlar (0,0-0,8 V; Tarama hizi: 50 mV/s
ve Tarama sayis1: 20).
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6.3. MIP-Sensér Olusum Basamaklarinin Elektrokimyasal Olarak Incelenmesi

MIP olusum asamalar1 redoks belirteci olan ferrisiyanur ¢ozeltisi ile analiz edilmistir.
Siklik voltamogramlardan da goriildiigii tizere polimerizasyon sonucu yalitkan bir polimer
olustugu i¢in modifiye edilmemis GCE’ye (pembe) gore ferrisiyanlr sinyali polimerizayson

sonucunda (kirmizi) neredeyse tamamen baskilanmistir (Sekil 6.3.).

80 |
60 |
40 -

20

I (nA)

-20 _
-40 _
0]
80

=100 —

E (V)

Sekil 6.3. Siklik voltamogramlar (5 mM ferrisiyaniir ¢ozeltisinde): Modifiye edilmemis GCE
(pembe), elektropolimerizasyondan sonra 5-FU-MIP/GCE (kirmizi), kalip molekiiliin
uzaklastirilmasindan sonra (mavi), 5-FU baglandiktan sonra (siyah).

6.4. Kalip Molekiiliin Uzaklastirilmasi

MIP esashi sensor hazirlamada en onemli parametrelerden biri de kalip molekiiliin
uzaklastirilmas1 asamasidir. Aptamerlerin rejenerasyonunun aksine, MIP'ler i¢in genel bir
prosedir yoktur [57]. Gerek disik molekiil agirlikli  molekiillerin  gerekse
(biyo)makromolekiillerin polimerden uzaklastirilmasi i¢in pH veya iyonik siddeti degistirmek,
organik solventler, sicaklik artis1, deterjanlar veya potansiyel uygulama (elektrokimyasal) dahil
olmak Uzere farkli kimyasal ve fiziksel islemler kullanilmigtir [42,57]. Ayrica birkag farkli
islemin kombine edildigi ¢alismalar da mevcuttur. Her ne kadar kalip molekiiliin tamamin1
uzaklastirmak, sensoriin hassasiyetini arttirsa da polimerin biitiinliigiinii bozulmamasia da
dikkat etmek gerekir. Bu ¢alismada 5-FU’yu uzaklastirmak i¢in elektrotlar 15 dk, 30 dk, 1
saat, 2 saat 3 saat 0,1 M NaOH NaOH ¢ozeltisinde veya sadece metanolde inkiibe edildi. Etkin
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uzaklastirma sekilde de goriildiigi lizere 4,5 saat 1:1 0,1 M NaOH ve metanol c¢ozeltilerinde
gerceklestirildi (mavi). (Sekil 6.4.). Ferrisiyanur sinyali artmis bu da kalip molekiiliin uzaklasip,

Uzere ferrisiyaniriin difiize olabilecegi porlarin olustugunu gostermistir.

Kontrol olarak ayni islemler NIP (non-imprinted polymer) modifiye elektroda da
uygulanmigtir. NIP esasli sensor MIP ile benzer sartlarda hazirlanmistir, ancak
elektropolimerizasyon ¢ozeltisinde kalip molekiil, 5-FU, mevcut degildir. Kalip molekiil

olmadig1 i¢in ferrisiyanit sinyali neredeyse tamamen baskilanmistir.

Optimum kosullarda diferensiyal puls voltammetrisi kullanilarak kalibrasyon egrisi
hazirlanmistir. 5-FU konsantrasyonunu arttik¢a, akim azalmakta, ya da bagka bir deyisle
ferrisiyan(r sinyali daha ¢cok baskilanmaktadir. Bu da kalip molekiiliin bosluklara baglandigini,
dolayistyla da ferrrisiyanUrin serbestce difiize olacagi por miktarinin azaldigini gostermektedir.
Sensériin lineer yanit araligt 1,5 x 10° M ile 1x102 M’dir. LOD ve LOQ kalibrasyon
egrisinden sirasiyla 3,3 S/m ve 10 S/m (S: Standart Sapma, m: Egim) formiilleri kullanilarak
5,33x10°" M ve 1,61x10° M olarak hesaplanmustir.

\
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Sekil 6.4 Kalibrasyon egrisi ile 5-FU-MIP GC elektrodunun kalip molekiil uzaklastiktan sonra
(yesil), 0.005 mM (mavi) ve 1 mM 5-FU (turuncu) baglanmasindan sonra 5 mM ferrisiyaniir
cozeltisindeki (100 mM KCl’de ¢oziinmiis) diferansiyel puls voltamogramlari.

Biyoiyomimetik sensorlerin en 6nemli parametrelerinden biri, analiz edilen maddelerin
analiti segici olarak taninmasidir. Gelistirilen 5-FU-MIP sensoriin segiciligini kontrol etmek

amaciyla MIP-sensore askorbik asit ve tirik asidin (10 M) baglanmasi ¢alisilmistir. Baglanma
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sonrasinda DPV ile yapilan calismada ferrisiyaniiriin sinyalinde herhangi bir degisme

gozlenmemistir. Bu sonug, 5-FU’nun MIP'ye tercihli baglanmasinin belirgin bir kanitidir.

25



7. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, tiim enerji hesaplar1 ve bag uzunluklar1 yogunluk fonksiyonel teorisi
(DFT) yontemi ile hesaplandi. Analit ve monomer arasinda 1: 1 oraninda kompleks olusumu

hesaplandi. Hesaplanan farkli AG degerleri ve 1: 1 kompleksi ¢izelge 7.1'de 6zetlenmistir.

Kompleksin AG’si tek ve ¢ift protonlanmis o-fenilendiamin degerinin arasinda
¢ikmigtir. Bunun sebebi sterik engelden kaynaklidir. Hesaplarda kullanilandan 10 kat daha
diisiik oranda kalip molekiil: monomer orani (1:10) ile denemeler yapilmistir, ¢iinkii 5 kat diisiik
oranda (1:5) etkin bir MIP hazirlanamamistir. Bu nedenle oran ileride degistirilip, 1:10 ve/veya
diisiik kalip molekiil: monomer oranlari i¢in de calismalar yapilmasi planlanmaktadir.
Gelistirilen MIP sensoriin deneysel sonuglari ve gelistirilen diger MIP sensdrlerle kiyaslanmasi
Cizelge-7.22de dzetlenmistir. Sensdriin dogrusal araligi ve LOD’si, 5 x 10° M ile 1x102 M ve
5,33x107 M bulunmustur. Askorbik asit ve iirik asitle yapilan calismalar 5-FU’nun MIP'e
tercihli baglanmasinin belirgin bir farkin kanitidir. Sensoriin analitik performansinin literatiirde
gelistirilen diger sensorlerden daha diistik oldugu gézlemlenmistir. Ancak elde edilen gelecekte
cesitli nanokompozitler kullanilarak sensoriin hassasiyetinin ve performansinin arttirilmasi

planlanmaktadir.

Cizelge 7.1. 5-FU ve Orto-fenilendiamin enerji degerleri

Bilesik Enerji Turleri Enerji
5-FU Enerjisi -298409,9333
5-FU Entalpi -298405,1649
Gibbs serbest enerjisi -298429,2629
Orto-fenilendiamin enerjisi  -215391,314
Orto- fenilendiamin Entalpi -215384,8850
Tek protonlanmig

Gibbs serbest enerjisi -215413,4793
Orto-fenilendiamin Orto-fenilendiamin enerjisi  -215799,3867
Cift Entalpi -215792,5476
Protonlanmis Gibbs serbest enerjisi -215821,2891
Kompleks Gibbs serbest enerjisi -537854,529

26



Cizelge 7.2. 5-FU MIP

Elektrot Yontem Dogrusal Aralik LOD Referans
MIP-Nanoarray/Ag DPASV 1,33-401,15 ng mL* 0,33 ng mL* [49]
MIP/Pt DPV 20 to 400 nM 56 nM [50]
MIP/DCE DPKSV 0,00099-0,03614 ug ~ 026ngmL?  [51]

mL; 0.49-32.27 pg

mL?
MIP/GCE DPV 1,5x10° M- 1x 102 M 5,33x10"'M Bu ¢alisma

Sonuglardan da goriildiigii gibi DFT yontemiyle enerji, entalpi ve gibss serbest enerjileri

hesaplanmis, bag uzunluk ve agilar1 bulunmustur. En diisiik enerjili molekil en kararli yapiya

sahiptir. Teorik sonuclar ve deneysel sonuglar birbiri ile uyumlu ¢ikmis olup deneysel

calisanlara reaksiyon yollar1 yol gdsterecektir.
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