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OZET

Doktora Tezi

MOLEKULER BASKILANMIS SENSORLE DOPAMIN TAYINI ve HIDROJEL
KULLANILARAK DOPAMININ KONTROLLU SALIMININ INCELENMESI

Nihal ERMIS

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Nihat TINKILIC

Bu c¢alismada dopamin tayini i¢in molekiiler baskilanmig elektrokimyasal sensor
gelistirilmis ve hidrojel sentezlenerek dopaminin kontrollii salimi incelenmistir.
Molekiiler baskilanmis dopamin sensorii (MIP-DA), dopamin varliginda p-
aminotiyofenoliin (p-ATP) altin elektrot yiizeyinde doniisiimlii voltametri yontemi ile
polimerize edilmesiyle hazirlanmistir. Aymi  sartlar altinda, dopamin olmadan
polimerizasyon gerceklestirilerek baskilanmamis sensor (NIP-DA) de elde edilmis ve
baskilama prosediiriiniin gegerliligini kontrol etmek icin kullanilmistir. Molekiiler
baskilanmis ve baskilanmamis sensorlerin karakterizasyonu elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) ve dontisiimli voltametri (CV) teknikleri ile yapilmistir. Dopamin
baskilanmis sensoriin segiciligini gostermek icin yapist dopamine benzeyen yarigmact
analitlerle de analiz yapilip, sensoriin dopamin igin segicilige sahip oldugu tespit
edilmistir. Kare dalga voltametrisi ile gelistirilen elektrokimyasal sensériin 50-200 nM
dopamin araliginda dogrusal degistigi bulunmus ve algilama sinir1 (LOD) 18.11 nM
olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore gelistirilen baskilanmig sensor,
farmasotik preparattan dopamin tayinine basarili bir sekilde uygulanmastir.

Kasim 2019, 80 sayfa

Anahtar Kelimeler: Elektrokimyasal sensor, Altin elektrot, Kare dalga voltametrisi,
Molekiiler baskilama, Hidrojel, Dopamin



ABSTRACT

Doctoral Dissertation

DEVELOPMENT OF MOLECULARLY IMPRINTED SENSOR FOR
DETERMINATION OF DOPAMINE and INVESTIGATION OF CONTROLLED
RELEASE OF DOPAMINE USING HYDROGEL

Nihal ERMIS

Ondokuz May1s University
Graduate School of Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Nihat TINKILIC

In this study, a molecularly imprinted electrochemical sensor was developed for
determination of dopamine and controlled release of dopamine was investigated using a
synthesized hydrogel. The molecularly imprinted dopamine sensor (MIP-DA) was
obtained via polymerization of p-aminothiophenol (p-ATP) in presence of dopamine on
a gold electrode. Polymerization was also performed under same conditions in the
absence of dopamine in order to get non-imprinted sensor (NIP-DA) to check the
effectiveness of the imprinting procedure. The characterization of the molecularly
imprinted and non-imprinted sensors was made via electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry (CV) techniques. In order to show the
effectiveness of the dopamine imprinted electrochemical sensor, competitive detection
between dopamine and dopamine like analoge molecules was evaluated. The results
showed that the imprinted sensor has selectivity for dopamine. Using square wave
voltammetry it was found that the imprinted sensor has a lineer range between 50-200
nM of dopamine concentration and a limit of detection (LOD) of 18.11 nM. According
to the results, it can be said that the developed MIP-DA sensor was applied successfully
for the determination of dopamine in pharmaceutical samples.

November 2019, 80 pages

Key words: Electrochemical sensor, Gold electrode, Square wave voltammetry,
Molecular imprinting, Hydrogel, Dopamine
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1. GIRIS

Norotransmitterler, presinaptik membrandan sinaps aralifina saliverilen, postsinaptik
membranda bir reseptore baglanip burada aksiyon potansiyeli olusturarak hiicreler arasi
iletisimi saglayan molekiillerdir. Monoamin sinifinda yer alan dopamin (DA), ¢ok genis
bir listeyi kapsayan norotransmitterlerin en Onemlileri arasindadir. Dopamin,
kardiyovaskiiler, hormonal, renal ve merkezi sinir sistemi i¢in 6nemli rol oynar. Dikkat,
problem ¢dzme ve hafiza i¢cin 6nemlidir. Ayrica dopamin, bireyin yemek ya da baska bir
uyarici ile ddiillendirilmesi durumunda da salgilandigi i¢in ‘6diil kimyasali’ olarak da
adlandirtlir. Anormal dopamin seviyesi, uyku ve yeme bozukluklari, bagimlilik
gelismesi, sizofreni, dikkat eksikligi, hiperaktivite, sosyal anksiyete ile iliskilendirilir.
Yapilan ¢alismalar sonucu dopamin eksikliginin Parkinson ile baglantisi oldugu tespit
edilmistir (Moona vd, 2018). Genel olarak biyolojik numunelerde nérotransmitterlerin
derisimi 107 - 10° M araliginda degismektedir. Ornegin, saglikli bireylerde dopamin
0.01- 1 uM; serotonin ise 5-20 nM araliginda bulunur (Hong vd, 2013; Wu vd, 2013;
Peeters vd, 2012).

Sensorler, analiti iceren bir Ornek ortaminda analitin dogrudan tespiti igin
kullanilan detektorlerdir. ilk kisim analit ile secimli etkilesime girecek biyolojik
duyargac (reseptdr), ikinci kisim ise bu etkilesimi anlamli sinyale ¢evirecek
doniistiiriiciidiir.  Reseptor ~ olarak ~ molekiiler ~ baskilanmig  polimerlerden
faydalanilmaktadir. Bu polimerler bir kalip molekiil varliginda, monomerin ¢apraz
baglayici sayesinde polimerizasyonu ile hazirlanirlar ve sahip olduklar1 bazi avantajlar
nedeniyle sik¢a kullanilmaktadirlar. Bu avantajlarin baginda bu polimerlerin belirli bir
analite kars1 sahip olduklar1 yiiksek se¢icilik ve 6zgiinliik gelmektedir. Bunlarin yani sira
bu polimerler performanslarinda ©nemli bir degisiklik olmaksizin uzun siire
saklanabilirler. Ayrica pH, sicaklik gibi ¢cevre kosullarinda olduk¢a dayaniklidirlar. Tiim
bu nedenlerden dolay1 bu polimerler 6zellikle giiniimiizde en ¢ok kullanilan sensorlerden
biri haline gelen elektrokimyasal sensorlerde reseptor olarak kullanilmaktadirlar. Bu
vasitayla elektrokimyasal sensorler analit ve elektrot yilizeyindeki reseptoriin etkilesimini

kullanilabilir analitik sinyallere doniistiirmektedirler.



1.1.Tezin Amaci ve Onemi

Bu tezin amaci, ilk asamada saglik acisindan 6nemli yer teskil eden dopaminin seg¢imli,
dogru, pratik ve ekonomik tayinine yonelik molekiiler baskilanmis polimer temelli
elektrokimyasal sensor gelistirilmesidir. Ikinci asamada ise ile hidrojel kullamilarak

dopaminin kontrollii saliminin incelenmesidir.

Dopamin, giris boliimiinde bahsedilen nedenlerden dolayi, saglik agisindan dnem
teskil etmektedir. Bu nedenle tayini de son derece miithimdir. Literatiirde dopamin tayini
icin kullanilmis farkli elektroanalitik yontemler bulunmaktadir. Bu yontemlerden ¢ok
azinda molekiiler baskilanmis polimerden faydanilmistir. Bunlarda da ¢ogunlukla birkag
ara basamakta gerceklestirilen reaksiyonlarla polimer hazirlanmistir. Bu ¢alismada da
dopaminin se¢imli ve yiiksek hassasiyetle tayini i¢in daha pratik bir sekilde molekiiler
baskilama tekniginden faydalanilmigtir. Bu amagla para-aminotiyofenol (p-ATP),
dopamin varliginda altin elektrot ylizeyinde elektropolimerizasyon ile polimerize
edilerek tek basamakta dopamin baskilanmis sensor hazirlandi. Daha sonra dopamin ve
polimer tabaka arasindaki bag uygun eliisyon ajani ile kirilarak, ndrotransmitter madde
ortamdan uzaklastirilarak, molekiil yapisina uygun kaviteler olusturuldu ve tayin
edilecek kalip molekiilii igeren farkli derisimlerdeki c¢ozeltilerle sensoriin analitik
ozellikleri belirlendi. Bu yontemle daha hassas, seg¢iciligi daha yiiksek sensor elde edildi.
Gelistirilmis sensoriin analitik 6zelliklerinin belirlenmesi, optimizasyonu ve mevcut
standart yontemlerle kiyaslanmak sureti ile performansinin ortaya konulmasi tez

calismasinin amaglar1 arasindadir.

Kontrollii ilag salimi ilag ile yiiklii bir polimerin kimyasal bir uyariya cevap
olarak ilacin serbest birakildig: sistemlerdir. Genel olarak kontrollii salim dozaj formlar
ilacin kanda, dokularda ya da hedef organda ilacin nispeten sabit konsantrasyonda
kalmasini saglar. Bu sistemde once yliklenen doz salinir ardindan belli bir siire ilacin
sabit bir dozda salimi1 devam eder (Patel ve Patel, 2016). Dopamin konsantrasyonunun
belli bir seviyede kalmasi saglik acisindan son derece 6nemlidir. Ornegin dopamin
derisiminin az olmasi ile Parkinson hastalig1 arasinda anlamli bir iligki tespit edilmistir.
Bu nedenle bu ¢alismada in vitro olarak dopaminin kontrollii salim 6zellikleri hidrojel
kullanilarak incelendi. Bu baglamda poli-hidroksietilmetakrilat (pHEMA) hidrojel
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kullanildi. Sentezlenen hidrojeller TGA, FTIR ile karakterize edildi. SEM ile yiizey
goriintiileri alind1 ve sisme testi yapildi. Fizyolojik pH’da dopamin ¢dzeltisi icerisinde
dopamin hidrojele yiiklendi. Daha sonra dopamin yiiklii hidrojeller fizyolojik pH’da
tampon c¢ozeltisi igerisine alindi. Belli zaman araliklarinda ¢o6zeltiden niimiineler
alinarak UV-spektrofotometri yardimiyla alinan niimiineler analiz edilerek, 72 saat

boyunca salim profili incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Noronlar ve Uyarinin fletimi

Noronlar, sinir sisteminin yapi taslar1 olan sinir hiicreleridir. Uyarilar1 alir, bilgiyi isler
ve ¢ikt1 {iretirler. Farkli gorevlere sahip dort boliimden olusurlar. Mesaj almayla daha
cok ilintili yaprya dendrit, bilgiyi islemeyle alakali olan kisima ise hiicre govdesi (soma)
adi verilir. Cikt1 tiretmeyle alakali olan, hiicrenin son kismini olusturan yapiya ise akson

adi verilir. Hiicrenin son kismi1 yani akson bitimi kimyasal ileticileri igerir.

Hiicre govdesi, ¢ekirdegi icerir ve noronal proteinlerin ve membranlarin
sentezlendigi yerdir (Ayano, 2016). Bazi proteinler dendritte sentezlenirler fakat higbir
protein, ribozom igermeyen akson ya da akson terminallerinde sentezlenmez. Proteinler
ve membranlar akson ve sinir terminallerinin yenilenmesi igin somada sentezlenirler ve
membranli vezikiillerde ya da multiprotein partikiilleri olarak toplanirlar. Bu materyaller
akson ucuna aktarilirlar ve plazma membrana ya da baska organellere eklenirler.
Nerdeyse tiim noronlar, uzunlugu 1 um ile 1 mm (dev mirekkep baliklarinda bu
uzunluga rastlanir) arasinda degisebilen, tek aksona sahiptirler. Aksonlar elektriksel
iletimin saglanmasiyla 6zellesmis kisimlardir. Bu elektriksel iletim, somadan akson
ucuna dogru bir ‘aksiyon potansiyeli’nin olusmasina neden olur. Bir aksiyon potansiyeli
plazma membran1 boyunca elektriksel potansiyelde ya da voltajda meydana gelen ani
degisimlere denir. Bir noron dinlenme asamasinda (yani uyarilmamisken) iken, aksonal
membran boyunca elektrik potansiyeli yaklasik -60 mV’ tur (i¢ kisim dis kisma gore
negatif) ve bu deger noronal olmayan bir¢cok hiicrenin membran potansiyeline
benzemektedir. Aksiyon potansiyeli pikinde, membran potansiyeli +50 mV (membranin
i¢ ylizeyi pozitif) kadar olabilir. Membranin bu depolarizasyonunu hizli bir
repolarizasyon takip eder ve membran dinlenme degerine geri doner. Plazma membrani
boyunca bu potansiyel karakteristigi aksiyon potansiyelinin diger degisim tiirlerinden

ayirdedilmesini saglar ve aksiyon potansiyelinin akson boyunca azalmadan ilerlemesine
izin verir (Lodish vd, 2000).



2.2. Norotransmitterler

Norotransmitterler, presinaptik membrandan sinaps aralifina saliverilen, postsinaptik
membranda bir reseptore baglanarak burada aksiyon potansiyeli olusturan ve boylece
hiicreler arasi iletisimi saglayan molekiillerdir. Klasik ndrotransmitterler, néropeptidler,
endokanabinoidler, nitrik oksit (NO) ve karbon monoksit (CO) olmak iizere bir¢ok
ndrotransmitter grubu mevcuttur. Ayrica ndrotransmitterler kimyasal 6zelliklerine gore

su gruplara ayrilabilirler;

e Amino asitler (glutamat, glisin, serin ve gama aminobiitirik asit
(GABA))

e Peptitler (enkefalin, endorfin)
e Piirinler (adenozin trifosfat)

e Monoaminler ya da biyojenik aminler (asetilkolin, epinefrin, norepinefrin,

dopamin ve serotonin)

Sinaptik Vezikiil

Sekil 2.1. Bir ndrotransmitterin (dopamin) nérondan salgilanmasi

Bircok oOzellikleri agisindan biiyiik farkliliklar gosterseler de, ndrotransmitterlerin
bir¢ogu sinir hiicrelerinin bitimindeki vezikiillerde depolanirlar (endokanabinoidler, NO

ve CO hari¢) ve kalsiyuma ihtiya¢ duyan bir siire¢ vasitasiyla ekstraseliiler bolgeye



birakilirlar ve bir sonraki sinir hiicresindeki reseptorle etkileserek islevlerini yerine

getirirler (Sekil 2.1) (Opladen vd, 2016).

Bir birim gibi ¢alisan atom gruplarinin ya da molekiillerin nérotransmitter olarak
nitelendirilebilmesi igin su ti¢ 6zellige sahip olmalar1 gerekir:
1) Molekiil beyinde bulunmalidir ya da néronda sentezlenmis olmali ve diizensiz
dagitilmalidir. Diger bir deyisle, molekiil farkli islev tiirlerine sahip noronlarin farkl
bolgelerinde ve beynin farkli bolgelerinde yayilmalidir.
2) Norotransmitterin sentezinde gorev alacak enzimler beyinde olmak zorundadir.
Dahasi bu enzimler nérotransmitterin oldugu yerde bulunmalidir.
3) Taklit ve salgilanma 6zellikleri olmalidir. Yani kimyasal, deneysel olarak hedefe
yerlestirildiginde bile ayni tepkiyi olusturabilmelidir ve kimyasalin isi bittikten sonra
etkisini sonlandiran bir mekanizma bulunmalidir.
Genel olarak incelendiginde ndrotransmitterler su ortak 6zelliklere sahiptir:

e Salgilanacaklar yerde sentezlenir ya da depolanirlar. Norotransmitter olarak etki
eden noraktif peptitler ise hiicre govdesindeki graniillii endoplazmik retikulumda
sentezlenip, biriktirildikleri vezikullerde akson boyunca tasinirlar.

e Presinaptik uyari ile salgilanirlar ve bu uyari iletildiginde sinapsin iliskide
oldugu ekstraselliiler stvida bulunurlar.

e Norotransmitterlerin etkilerini engelleyen spesifik antagonistleri vardir. Bu
antagonistler genellikle farmakolojik bilesiklerdir ve ndrotransmitterle alici
arasindaki iletimi engelleyerek uyariya verilen yanit1 engellerler.

e Etkilerini sonlandiran bir mekanizma bulunur. Norotransmitterlerin etkisi
presinaptik terminalden ya da glia hiicrelerinden geri alimla ya da ekstraseliiler
bolgede (snaptik boslukta) ya da presinaptik terminalde katabolizmayla sonlanir.

Bir ndrotransmitter trans-membran iyon akisini, temas ettigi hiicrenin olusturacagi
aksiyon potansiyelini arttirarak (uyarici, stimiilatér) ya da azaltarak (inhibe edici,
inhibitor) etkiler. Bu nedenle, bir¢ok farkli sinaps olmasina ragmen, hepsi sadece bu iki
tiire ait mesajlar1 aktarir ve Oyle etiketlenirler. Membran depolarizasyonuna neden olan
norotransmitterler uyarici, hiperpolarizasyon baslatan noérotransmitterler ise inhibitor

etkilidirler. Uyaric1 norotransmitterler beyni uyarirlar; beyni sakinlestiren ve dengeyi



saglayan ndrotransmitterler inhibe edici norotransmitterlerdir. Inhibe edici
ndrotransmitterler denge modunu saglarlar ve uyarict ndrotransmitter aktivitesi fazla
oldugunda kolayca tiikenirler (Ayano G, 2016). Norotransmitterlerden asetilkolin,
noradrenalin, serotonin, histamin, glutamat ve aspartat stimiilator norotransmitterlerdir.

Dopamin, GABA ve glisin ise inhibitér norotransmitterlerdir (Fisar vd, 2012).

2.2.1. Dopamin

Dopamin (DA), 1950’lerde Arvid Carlsson tarafindan bulunmus inhibitor etkili bir
norotransmitterdir (Carlsson vd, 1957). Yapisinda bir katekol halkasi ve buna bagli amin
yan zinciri igeren katekolamin simifinda bir bilesiktir (Sekil 2.2). Katekolamin,
monoaminler sinifinda yer alir ve monoaminler kiiciik, suda ¢oziinebilen, amino asitlerin
dekarboksilasyona ugramis tiirevleridir. Monoaminler yiiksek konsantrasyonlarda
salgilayic1 graniillerde depolanirlar. Bu graniiller, yapilart metabolik enzimlerin
par¢alamasindan korurlar ve salinimlarinin kontrollii yapilmasini saglarlar. Diger
norotransmitterler gibi monoaminler c¢ok hizli tepki gosterirler (Jonathan, 2005).
Dopamin; tirozinin, tirozin hidroksilaz enzimi varliginda hidroksilasyonu ve tirozinin
dekarboksilasyonu sonucu olusur. Oncelikle merkezi sinir sisteminde (MSS) sentezlenir,

fakat sinirli bir miktarda tretim adrenal medullada da s6z konusudur.

HO NH,

HO

Sekil 2.2. Dopaminin molekiil yapisi

Dopamin ayrica ¢ok az da olsa pankreas gibi néronal olmayan dokuda ve 6n hipofiz
bezinde de bulunur (Jonathan, 1985). Bir monoamin olan dopaminin aktivitesi iki
sekilde sonlandirilir. 1lki inaktif bilesiklere déniistiiriilmesidir; ikincisi ise iiretildigi
hiicreye tekrar alimidir (Jonathan, 2005). Dopamin, kardiyovaskiiler, hormonal, renal ve

merkezi sinir sistemi i¢in 6nemli rol oynar. Frontal lobda, beynin diger boliimlerinden



gelen bilgi akisinm1 kontrol eder. Bu durum dikkat, problem ¢ézme ve hafiza igin
onemlidir. Ayrica dopamin, bireyin yemek ya da baska bir uyarici ile 6diillendirilmesi
durumunda da salgilandig1 i¢in ‘6diil kimyasali’ olarak da adlandirilir. Anormal
dopamin seviyesi, uyku ve yeme bozukluklari, bagimlilik gelismesi, sizofreni, dikkat
eksikligi, hiperaktivite, sosyal anksiyete ile iligkilendirilir. Yapilan ¢aligsmalar sonucu
dopamin eksikliginin Parkinson ile baglantis1 oldugu tespit edilmistir (Moona vd, 2018).
Ayrica dopaminerjik noronlarin sizofreni ve psikozlarda etkili oldugu bilinmektedir. Bu
dopaminerjik noronlar noérotoksinlerden, psiko-uyaricilardan ve yanlis ilag
kullanimindan etkilenmektedir. Noroendokrinel sistemde, hipotalamik dopaminin ya da
ona ait hipofiz reseptdrlerinin diizgiin islev yapmamasi hiperprolaktinemi ve buna bagl

rahatsizliklara da neden olmaktadir (Nagatsu, 1998).

2.3.  Molekiiler Baskilama Teknigi

Molekiiler baskilama, igerisinde belli bir analite 6zgii segici bolgeler olan sentetik
polimerler olusturma teknigidir. Secici bolgelere sahip bu polimerler, fonksiyonel
monomerlerin analit molekiil varliginda polimerize edilmesiyle olusturulurlar. Yani bu
teknik ile belirli bir hedef molekiile (analite) segici ve 6zgiil olan sentetik reseptorler
sentezlenir (Mosbach, 1994; Vasapollo vd, 2011). Ayni zamanda bu teknik canli
yapilarin sahip olduklart yapisal ayrim yapma yetenegini polimerik yapilara aktarma
yontemi olarak da diisiiniilebilir. Bu nedenle molekiiler baskilanmis polimerler analiti
tanima ve baglanma Ozelligine sahip yapay reseptdrler olarak degerlendirilebilirler.
Genel olarak molekiiler baskilama, kalip molekiil (analit) ve bir fonksiyonel monomerle
kompleks olusturma suretiyle polimerizasyon yapma islemidir (Sekil 2.3) (Kaniewska

ve Trojanowicz, 2009).

Polimerizasyon islemi i¢in gerekli olan kalip molekiil (analit), fonksiyonel
monomer, c¢apraz baglayict ve baslaticilarin  uygun ¢oziiciide c¢ozlinmesiyle
polimerizasyon baslar ve bu islem ii¢ adimda gerceklesir. ilk adimda fonksiyonel
monomerle analit arasinda 6n komplekslesme gerceklesir. Molekiiler tanimanin
basartyla gergeklesmesi i¢in kararli bir analit-monomer kompleksi ¢ok onemlidir. Bu

nedenle fonksiyonel monomer kalip molekiille etkilesecek sekilde secilir. Bu adimda



analit etrafinda fonksiyonel monomerin baglandig1 bir iskelet yap1 olusur. Ikinci adimda
capraz baglayic1 varliginda polimerizasyon gercekleserek kalip molekiil fonksiyonel
monomer {izerinden polimerlestirilerek sabit hale getirilir. Elde edilen yapiyla kalip
molekiiliin {i¢c boyutlu yapisina eslenik, 6zgiil bosluklar igeren polimer matriks olusur.
Son asamada ise kalip molekiil polimerik yapidan uzaklastirilir. Kalip molekiiliin uygun
cozlicii ile yikanarak polimerden uzaklastirilmasiyla, polimerik yap1 igerisinde kalip
molekiilii tamamlayan ve kalip molekiiliin seklini ve yapisini taniyarak segici ve etkin

olarak kalip molekiilii baglayabilen bosluklar olusur (Vassapollo vd, 2011).

Fonksiyonel
Monomer ot Molab
leksl Poli alip Molekulin
\ On komplekslegme olimerizasyon Uzakla;lmlmasu
* — “ —
Kahp Molekiil Maolekiler Baskilanmig

Polimer

Sekil 2.3. Polimerizasyon basamaklar1 (Fuchiwaki ve Kubo, 2010)

Sentezlenen bu yapay reseptorlerin, dogal sistemlerin tanima o6zelligi ile
karsilastirilabilir derece tanima 6zelligine sahip olmasi nedeniyle molekiiler baskilama
son yillarda énemli bir arastirma konusu haline gelmistir. Kalip molekiil varliginda
sekillenen ozgiil tanima bolgeleriyle olusturulan molekiiler baskilanmis polimerler
(MIP) hedef molekiilii bir¢ok bilesen iceren bir karisimdan ayirma 6zelligine sahiptir
(Ashytice vd, 2012; Bilgen vd, 2013). Molekiiler baskilanmis polimerlerin dogal
kaynakla karsilastirilabilecek kadar hedef molekiile gosterdikleri yiiksek afiniteleri ve
secicilikleri en Onemli avantajlaridir. Diger 6nemli avantajlar1 ise kolayca rejenere
olmalari, ¢evresel faktorlere; yiiksek sicaklik, basing, yiiksek pH, organik ¢oziiciilere

dayanikli olmalaridir (Bilgen vd, 2013; Kaniewska vd, 2009).

Molekiiler baskilama teknolojisi ile bir¢ok biyolojik ve kimyasal molekiil analiz
edilebilir. Bunlarin basinda amino asitler (Scorrano vd, 2011; Sonmezler, 2011),
proteinler (Bossi vd, 2007), ilaglar (Yang vd, 2016) ve gida (Ashley vd, 2018)
gelmektedir. Kiictik analitlere, bakterilere, viriislere, peptit ve proteinlere karsi sahip

olduklar1 yiiksek segicilik sayesinde biyoayirma islemlerinde yaygin kullanimi soz



konusudur. Ayrica ¢aligmalar gostermistir ki baskilanmig  polimerler yiiksek
stereosegicilige sahiptirler. Bu nedenle kiral ayirma islemlerinde de kullanilmaktadirlar.
Kolayca rejenere olabilmeleri ve analitin kantitatif tayini de yapilabildiginden
elektrokimyasal sensor olarak da kullanilmaktadirlar (Mosbach, 1994; Chen vd, 2012).
Ttiim bu nedenlerden dolay1 molekiiler baskilama teknolojisi ve bu teknoloji ile tiretilen
baskilanmis polimerler farmasotikten gidaya kadar ¢ok genis bir sektor yelpazesinde

tanima ve ayirma amagl kullanilmasiyla gitgide daha cazip hale gelmektedir.
2.4. Elektrokimyasal Sensorler

Sensorler, analiti iceren bir 6rnek ortaminda analitin dogrudan tespiti i¢in kullanilan
dedektorlerdir. Tipik bir kimyasal sensor, bir bilesimde bulunan spesifik bir analitin
derisimine bagl olarak secici ve doniisiimlii bir sekilde kimyasal bilgiyi analitik olarak
kullanilabilen sinyale g¢eviren cihazdir (Power vd, 2013). Sensoériin, analitle tersinir
etkilesmesi, yapisini degistirmemesi ve analitle etkilestiginde siirekli yanit verme
ozelliklerine sahip olmasi beklenir. Sensorler temelde iki kistmdan olusurlar. Sekil 2.4’
te goruldugt gibi ilk kisim analit ile secimli etkilesime girecek biyolojik duyargag
(reseptor), ikinci kisim ise bu etkilesimi anlamli sinyale ¢evirecek doniistiirtictidiir

(Coyle vd, 2014).

Membran
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Sekil 2.4. Bir sensoriin bilesenleri (Coyle vd, 2014)
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Giliniimiizde en ¢ok kullanilan sensorlerden biri haline gelen elektrokimyasal
sensorler, analit ve elektrot yiizeyindeki reseptoriin etkilesimini kullanilabilir analitik
sinyallere doniistiiren araglardir. Burada elde edilen sinyaller elektrokimyasal olarak
Olctilebilir sinyallerdir. Bu sensorlerde bir etkilesim siirecinde, elektrokimyasal tiirler,
bir elektrokimyasal dedektor tarafindan Olciilebilen bir elektriksel sinyal olusturarak,
harcanir veya iretilir (Hulanicki vd, 1991; Erdem, 2010). Elektrokimyasal sensorler ¢ok
genis uygulama alanlarina sahip olduklarindan git gide daha fazla arastirmada
kullanilmaktadirlar. Ayrica bir¢ok analiti hizli, basit ve ekonomik bir sekilde tayin
edebildikleri i¢in daha ¢ok tercih edilmektedirler (Holford vd, 2012; Perfezou vd, 2012).
Mevcut algilama teknolojilerinin gelistirilmesinin yan1 sira nano ve biyolojik
materyalleri igeren yenilik¢i fonksiyonel sensor malzemelerinin gelistirilmesi (Lei vd,
2012; Silvester, 2011) ve sensorlerin minyatiirlestirilmesiyle (Scampicchio vd, 2012;
Ganjali vd, 2011) gelismis performansa sahip elektrokimyasal sensorler yapilmaktadir.
Bu sekilde gitgide artan spesifikligi ile elektrokimyasal sensorler eszamanli ve ¢oklu
analiz yapabilir hale gelmislerdir. Her iki analiz durumunda sensoriin karmasik biyolojik
numunelerle c¢alisma zorunlulugu arastirmacilart  biyouyumluluk ve stabilite
problemlerini ¢6zmeye zorlamaktadir. Bununla beraber sensor gelistirirken analitik ve
fiziksel oOzelliklerinin yani sira maliyeti, minyatiirize edilebilmesi, hassasiyeti, tekrar
iretilebilirligi, seciciligi ve stabilitesi dikkat edilmesi gereken hususlar arasindadir.
Elektrokimyasal sensorlerde farkli elektroanalitik teknikler kullanilabilir. Bu teknikler
Olclilen elektrokimyasal sinyallere gore siniflandirilirlar. Buna gore voltametri
tekniginde potansiyelin bir fonksiyonu olarak akim o6lgiiliir. Amperometri tekniginde
sabit bir potansiyelde akim olgiiliir. Potansiyometri tekniginde sifir akimda potansiyel
Ol¢iiliir, kondiiktometri tekniginde ise zamana bagli degisen iletkenlik Olgiiliirken;
impedans spektroskopisinde alternatif akimin gectigi ortamda (6rnegin bir polimer
membraninda), bu akima kars1 uygulanan direng Ol¢iiliir (Ahmad vd, 2019). Kullanilan
bu tekniklerden klinik, cevresel ve endiistriyel analizler olmak tizere bircok farkli
uygulamada yararlanildigindan molekiiler baskilanmis polimerlerin sensor iiretiminde
elektrokimyasal doniistiiriiciiler olarak kullanilmasi 6nemli hale gelmistir.

Elektrosentezin MIP teknolojisine uygulanmasindan ilk defa 1995 yilinda nitrat
secici potansiyometrik sensor yapiminda faydalanilmistir. Bu ¢alismada pirol, NaNOs3
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varliginda polimerize edilip, nitrat iyonlarma o6zgiil bosluklar iceren polimer film
sentezlenmistir. Elde edilen bu molekiiler baskilanmis elektrokimyasal sensoriin nitrata;
perklorat ve iyodiire gére dort kat daha fazla secgici oldugu tespit edilmistir (Hutchins ve
Bachas, 1995).

Elektrokimyasal sensorlerin diger sensorlere gore bir¢ok avantaji bulunmaktadir.
Sahip olduklar1 diisikk duyarlilik nedeniyle bulanik ortamda bile kullanilabilirler,
minyatiirize edilebilir ve ucuzdurlar. Ozellikle elektroaktif ozellik gdsteren cesitli
Kimyasal ve biyolojik maddelerin kullanimiyla daha ¢ok maddenin daha hizli ve duyarli
tayini miimkiin hale gelmistir. Ancak elektrokimyasal sensorde reseptor olarak enzim,
hormon gibi protein yapili makromolekiillerin, hiicre ya da doku gibi biyomateryalin
kullanimi; biyomateryalin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi ortam kosullarindan etkilenmesi

nedeniyle sensoriin kullanim émriinii kisalttigindan bir dezavantajdir.

2.4.1. Voltametri

Voltametri, 1920 lerin basinda Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan ve
polarografi teknigine dayanilarak gelistirilmistir. Elektroanalitik yontemlerde, elektrot
ve ¢ozeltiden olusan sisteme yapilan elektriksel etkiye sistemin verdigi cevap olgiiliir.
Genel olarak bu yontemler ikiye ayrilir. Birincisi denge durumunun oldugu ve net
akimin sifir oldugu duragan yontemlerdir; digeri ise denge durumunun olmadig1 ve net
bir akimin gozlendigi dinamik yontemlerdir. Bu yontemler potansiyel kontrollii, akim
kontrollii ya da yiik kontrollii yontemlerdir. Potansiyel kontrollii yontemlerden biri olan
voltametri, indikator (¢alisma) elektrotunun polarize oldugu sartlar altinda, uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin 6l¢iilmesinden faydalanarak analit ile ilgili
bilgi veren bir grup elektroanalitik yontemdir. Elektrot ¢ozelti sistemine uygulanan
gerilimin Olcililen akim degerlerine karst ¢izilen grafigine voltamogram denir.
Voltametride {iglii elektrot sisteminden faydalanilir. Bunlardan referans elektrodun
potansiyeli analiz boyunca sabittir. Referans elektrot olarak genellikle Ag/AgCl veya
doymus kalomel elektrotlar kullanilir. Bir diger elektrot olan calisma (indikator)
elektrodu ise polarize edilebilen, zamanla potansiyeli degistirilen elektrotlardir. Civa,
platin, altin, paladyum, karbon elektrot (grafit, karbon pasta elektrot, elmas, altin

elektrot) gibi elektrotlar siklikla kullanilmaktadir. Son elektrot olan karsit (yardimeci)
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elektrot ise elektrigin giic kaynagindan ¢ozeltinin i¢inden gegerek ¢alisma elektrotuna
aktarilmasin1 saglayan elektrotlardir. Karsit elektrot olarak genellikle Pt tel kullanilir
(Skoog vd, 2004). Voltametride uygulanan potansiyel, calisma elektrodu ile referans
elektrot arasina uygulanir. Calisma elektrodu {lizerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi ile olusan akim 6l¢iiliir. Bu akim indirgenmeden kaynakli katodik akim
ya da yiikseltgenmeden kaynakli anodik akim olabilir.

Voltametri analit miktar tayininin yani sira g¢esitli ortamlarda olusan
yukseltgenme ve indirgenme islemlerinin incelenmesinde, elektrot ylizeyindeki
adsorpsiyon islemlerinin incelenmesinde ve elektron transfer mekanizmalarinin

aydinlatilmasinda kullanilabilir.

2.4.1.1. doniisiimlii voltametri (CV)

Bu teknikte hiicreden kiigiik bir akim gecer ve calisma elektroduna uygulanan potansiyel
kontrol edilir. Bu nedenle doniisiimlii voltametri, potansiyel kontrollii bir voltametri
yontemidir. Ep ile gosterilen pik potansiyeli akimin maksimum oldugu noktadaki pik
potansiyelidir. Bu teknikte tarama hiz1 (v) olarak kullanilan birim, potansiyelin zamanla
dogrusal degisimidir. Belirlenen potansiyel araliginda yapilan tarama, ilk tarama yoniine
dogru tekrar yapilir. Ornek olarak Sekil 2.5’ te uygulanan potansiyelin zamanla degisim

grafigi goriilmektedir.

k— Doniisiim | —>¢— Doniisiim I| —

m

Potansiyel
Akim

m

Sekil 2.5. Dogrusal taramali (solda) ve donisiimlii voltametri tekniklerinde (sagda) potansiyel

taramasinin zamanla degisimi (Greef vd, 1990)
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Bu teknikte eger potansiyel taramasi, bir E1 baslangi¢c potansiyeli ve E» potansiyeli
arasinda yapilirsa yontem dogrusal taramali voltametri adim1 alir (LSV). Dogrusal
taramali voltametride E; potansiyeline ulasildiktan sonra taramanin yoni tersine
cevrilerek ayni hizla E; degerine ulasilirsa yontemin adi doniisiimlii voltametri olur.
Burada hiz, difiizyon hizi tarafindan belirlenir. Analitin ylikseltgenmesi ve indirgenmesi
bir voltamogramda gozlenebilir.

Sekil 2.5” te sagdaki grafikte gorildiigli gibi akimin artmaya basladigi kisimda
standart indirgenme potansiyeli degerine yaklasilmaktadir ve madde indirgenmeye
baslar. Potansiyel azaldik¢a elektrot yiizeyindeki maddenin indirgenme hizi artar.
Maddenin daha hizli indirgenmeye baslanmasiyla akim da artar. Bu noktada elektrot
ylizeyine difiizyonla gelen madde miktar1 akimi kontrol eder. Elektrot ylizeyine madde
geldikce diflizyon tabakasi kalinlagir. Bu da difiizyon hizin1 azaltir ve buna bagl olarak
da akim azalmaya baslar. Difiizyon hizinin yani sira; elektroaktif maddenin derisimi,
aktarilan elektron sayis1 ve elektrot yiizey alani da pik akiminin biyiikligiinii etkiler.
Doniistimlii voltamogramlardan faydalanilarak bir sistemin hangi gerilimlerde ve kag
adimda indirgenip yiikseltgendigi, elektrokimyasal agidan tersinir olup olmadigini,
elektrot tepkimesinin bir kimyasal tepkime ile birlikte ilerleyip ilerlemedigi, indirgenme
ya da yiikseltgenme iriinlerinin kararli olup olmadigi tespit edilebilir. Ayrica elektrot
tepkimesinde rol alan maddelerin elekrot yiizeyine adsorbe olup olmadigi ve analit
miktar tayinleri yapilabilir (Cekirdek, 2005; Erdem, 2010).

Dontistimlii voltamogramlar elektrot ylizeyinde gergeklesen reaksiyonun tersinir, yari
tersinir ve tersinmez olusuna gore degismektedir.

a) Tersinir Reaksiyonlarin Dontisiimlii Voltamogrami

O +ne’—— R seklinde bir elektrot reaksiyonu oldugu durumda baslangicta ¢ozeltide
yalnizca O maddesi bulunur. Reaksiyon basladiktan sonra elektrot yiizeyinde bir
adsorpsiyon olay1 ger¢eklesmeden sadece elektron aktarimi seklinde kimyasal reaksiyon
oluyorsa voltamogram pik seklinde gozlenir (Sekil 2.6). Tarama hiz1 (v) arttikga pik
yiiksekligi artar.
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Sekil 2.6. Tersinir bir reaksiyona ait CV voltamogrami (Cekirdek, 2005)

Potansiyel taramasi geriye dogru yapildiginda tarama hizli ise elektrot yiizeyinde yeteri
kadar R bulundugundan, E° degerinden itibaren daha pozitif potansiyellerde R
yiikseltgenmeye baslayacaktir. R yiikseltgenmeye baslayinca ters taramada anodik pik
olusur. Bu sirada E° degerine kadar O indirgenip R olusmaya devam eder. Ters taramada
potansiyel pozitiflestikce Nernst esitligine gore R yiizey derisimi azalir ve yeteri kadar
pozitif degerlerde sifira gider. Deney sirasinda yiizeyde olusan R, ¢ozeltiye dogru difiize
olur. Bundan dolay1 anodik pik akimi katodik akimdan biraz daha diisiik olur.

Tersinir sistemlerde biitlin potansiyellerde elektron aktarim hizi kiitle aktarim hizindan

bliyiik oldugu icin elektrot yiizeyinde Nernst esitligi gecerlidir (2.1).

B B 2.1)

E=E"— cins

Tersinir bir elektrot reaksiyonunun pik akimi ise 25°C sicaklikta asagidaki Randles —
Sevcik esitligi ile gdsterilir.
3
ip = (2.69 x 10%)n2AC,D/?V1/? (2.2)
Ip: Pik akimi1, Amper

n: Aktarilan elektron sayisi

A: elektrot yiizey alani, cm?
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Co: O tiiriiniin ana ¢dzelti derisimi, mol / cm®
D: O tiiriiniin difiizyon katsayisi, cm? / s
v: Tarama hiz1, V /s

Elektrot yiizeyinde gerceklesen bir reaksiyonun tersinir olup olmadigr da doniistimli

voltametri ile tespit edilebilir. Eger ip — V2

grafigi dogrusal ise ve orjinden gegerse
sistem tersinirdir. Ayrica bir sistem asagidaki Ozelliklere sahipse sistemin

tersinirliginden bahsedilebilir.

1. Epx — Epa = 59/n mV veya Ep — Ep/2 = 57/n mV olmalidir.

2. AEp, tarama hiz1 ile degismemelidir.

3.1pa/ipk =1 olmalidir.

4. Ep’den daha negatif potansiyellerde i, t ile orantili olmalidir (Brooksby, 2004).
b) Tersinmez Reaksiyonlarin Doniisiimlii Voltamogrami

Nernst esitligi, tersinmez sistemlerde elektrot yiizeyinde elektron aktarim hizi yeteri
kadar bliyiik olmadigindan gegerli degildir. Tersinmez sistemlerde genellikle anodik pik
gozlenmez. Ancak anodik pikin gdzlenmeyisi mutlaka elektron aktarim basamaginin
tersinmez oldugunu gostermez. Eger olusan iiriin, elektron basamagini takip eden hizl
bir reaksiyonla baska maddeye doniisiiyorsa bu durumda da anodik pik gdzlenmez.
Tersinmez durumlarda tarama hiz1 arttik¢a kiitle aktarim hiz1 elektron aktarim hizi ile
ayni seviyeye gelir. Bu da Sekil 2.7° de goriildiigii gibi tarama hizinin artmasi anodik ve
katodik pik potansiyellerinin birbirinden uzaklagmasina neden olur. Yani tersinir
durumun aksine tersinmez durumda Ep¥, tarama hiz1 ile degisir. Tersinmez elektron
aktarim reaksiyonlarinda standart hiz sabiti, tersinir reaksiyonlardakine gore daha

kiigtiktiir.
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Sekil 2.7. Dontistimlii voltametri ile Epx ve Epa nin tersinmez bir elektrot reaksiyonunda farkli
tarama hizlarinda birbirinden uzaklasmasi. v; a) 0.13 V/s b)1.3 V/sc) 4 V/s d) 13 V/s
(Cekirdek, 2005)

Tersinmez bir sistemde asagidaki 6zellikler goriiliir.

1. Anodik pik gézlenmez.

2. Ipk, tarama hizinin karekokii ile dogru orantili olarak degisir.
3. Epk kaymasi tarama hizindaki 10 kat artmada 30/acn, kadardir.
4. |[Ep — Ep/2| = 48/(acng) mV

¢) Yar1 Tersinir Reaksiyonlarin Doniistimlii Voltamogrami

Boyle reaksiyonlarda akim hem elektron aktarim hizi hem de difilizyon hizi ile birlikte

kontrol edilir. Tiim reaksiyon tiirleri i¢in akim, tarama hizinin karekokiine kars1 grafige

gecirildiginde Sekil 2.8 deki gibi bir grafik elde edilir.
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Tarama huzinin kare koki

Sekil 2.8. Dontigiimlii voltametride pik akiminin tarama hizinin karekokdi ile degisimi (Cekirdek,
2005)

Sekil 2.8’de goriildiigi gibi tarama hizi arttik¢a sistem tersinir durumdan tersinmez

duruma geg¢mektedir. Doniisiimlii voltametri ile incelenen bir sistem asagidaki

ozelliklere sahipse sistem yar1 tersinir 6zellige sahiptir denilebilir.

172

1. Ip, v!? ile artar ancak dogrusal degildir.

2. Epx, tarama hizi ile degisir bu degisme genellikle tarama hizinin artmasi ile negatif

degerlere kayma yoniindedir.
3. Ipa/ Ipk = 1 olmalidir. (a = 0.5 ise)
4. Epk — Epa farki diisiik tarama hizlarinda 59/n’e yaklagsmalidir.

2.4.1.2. kare dalga voltametrisi (SWYV)

Kare dalga voltametrisi ¢ok hizli ve yiiksek hassasiyet avantajlari saglayan bir voltametri
teknigidir. Tiim voltamogram 10 ms gibi kisa bir stirede tamamlanmaktadir. Ayrica
yontemin tayin smirlari 107 ile 10° M arasindadir. Sekil 2.9’ da kare dalga
voltametrisinin uyarma sinyalinin zamanla potansiyel degisimi dalga seklinde

goriilmektedir (Barker, 1952).
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Sekil 2.9. Kare dalga voltametrisi i¢in potansiyel-zaman dalga sekli ve akim ol¢iimii; AEs :
adim yiiksekligi, Esw : puls genligi, t : periyot (Barker, 1952)

Merdiven basamaklar seklindeki dalgada her basamagin uzunlugu ve uyarimlarin, bir
kare dalganin tamamlanma siiresi olan T periyodu aynmidir ve genellikle yaklasik 5
ms’dir. AEs ile gosterilen basamakli adim yiiksekligi (sinyalin potansiyel basamagi) dir
ve bu da birbirini takip eden kare dalgalar arasindaki yiikseklik farkidir. AEs genellikle
10 mV’dur. Herbir dalganin alt ve iist noktalar1 arasindaki farkin yaris1 kare dalga

genligidir ve Esw ile gosterilir.

Basamakli adim yiiksekligi ise aktarilan elektron sayisina (n) bagh olarak AEs=10/n
mV esitliginden bulunarak kullanilir. Esw ise genelde 50/n mV’dur. 2Esw degerinin puls
biiyiikliigii 50 mV’dur. Puls genisligi (tp) ise 1/2’ye esittir. Genellikle periyod yerine
1/t’a esit olan frekans (f) kullanilir. Kare dalga voltametrisinde etkin tarama hizi1 (ETH),

frekans ve periyod ile adim yiiksekligine bagli olarak asagidaki gibi belirlenir.
ETH=fx AEs=1/1x AEs (2.3)

Bu sartlar altinda 6rnegin 200 Hz’lik bir puls frekansiyla (t = 1/200) 1 V’luk (AEs) bir
potansiyel taramasinda ETH 2 V/s olur ve tarama i¢in sadece 0.5 saniye gerekir. Yani
uygun frekans sec¢imi ile deney siiresi minimuma diisiiriilebilir. Deney siiresinin ¢ok kisa

olmasi birkag taramanin ortalamasinin alinarak analizin kesinliginin arttirilmasini saglar.

Bir tersinir indirgenme reaksiyonu i¢in, pulsun biyiikligi, ileri pulsta olusan

iirlinlin geri puls esnasinda yiikseltgenmesine yetecek kadar biiyiiktiir. Bu nedenle Sekil
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2.10 *da goriildiigi gibi ileri puls bir i1 katodik akimi ve geri puls da bir i2 anodik akimi
olusturur. Bu akimlarin farki olan net akim (Ai) ileri fark akimi olarak adlandirilir ve Ai

farki potansiyele kars1 grafige gecirildiginde voltamogram tek pik seklinde elde edilir.

15 T | ]

Akim, pA

_5 | | | | ] |
200 100y 0 =100 =200 =300 —400 —500

nlE - E;p), mV

Sekil 2.10. Kare dalga voltametrisinde tersinir bir reaksiyon i¢in uyarma sinyaline akim cevabi,
A, (1) ileri akim; B, (I2) geri akim; C, (I1 — I2) net akim

Bu teknik en hassas ayrica hizli elektroanalitik teknikler arasindadir. Bundan dolay1 kare
dalga voltametrisi inorganik ve organik tiirlerin rutin analizlerinde ayrica sivi
kromatografide detektor olarak kullanilmaktadir (Skoog, 2004).

2.5.  Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS)

Bu yontemde impedansin tek bir frekanstan ziyade farkli frekanslari tayin edebilme
gerceginden faydalanildigr i¢in yontem ‘impedans spektroskopisi’ adini almistir. Bu
sayede bir impedans spektrumu kullanilarak yiizeylerin, tabakalarin veya membranlarin
difiizyon prosesleri ya da karakterizasyonu hakkinda bilgi elde edilir. Bu 6zellikleri
analiz etmek i¢in, impedans spektrumu, genellikle direng ve kapasitanstan olusan
esdeger devre kullanilarak analiz edilir. Bu devre incelenen sistemin yukarida bahsedilen

farkli fizikokimyasal 6zelliklerini agiklar (Yesiller, 2014).
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Genel olarak impedans, bir akim igerisinde elektriksel akima karsi uygulanan
giictlir ve birimi ayn1 zamanda direncin birimi olan ‘Q’dur. Elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) ise temelinde elektriksel devre bilesenlerinin oldugu duyarli bir
elektrokimyasal tekniktir ve korozyon analizi, molekiillerin adsorpsiyon o&zellikleri,
pillerin ve akaryakitlarin 6zelliklerinin aragtirilmasi gibi bir¢ok uygulamada yaklasik bir
ylizyildir kullanilmaktadir. Aslinda, bir sistemin iletkenligini degistiren hemen hemen
her islem EIS tarafindan taninabilir, dolayisiyla teknik kullanilarak maddelerin ¢ok
sayida 6zellikleri agiklanabilir.

Teknik, zamana bagl alanda gergek empedans degerlerini elde etmek igin ilk
olarak 19. yiizyilin sonlarinda Oliver Heaviside tarafindan acgiklanan karmasik
matematiksel doniisiimlere dayanmaktadir. Saygin bir matematik¢i olarak Heaviside,
empedans, giris ve iletkenlik gibi terminolojilerin icadi ile de taninmaktadir.
‘Operasyonel empedanst’ bir AC devresindeki gerilim ve akimin karmagik orani olarak
tanimlamigtir ve giinlimiizde de empedans su sekilde ifade edilmektedir;

Vi)

2Gw)= 155

(2.4)

burada Z impedans, V potansiyel, I akim, j farazi bilesen ve o frekans1 gostermektedir
(Randviir ve Banks, 2013).

Elektrokimyasal sistemlerde isin i¢ine elektrokimyasal ¢ift tabakanin girmesiyle
esitlige bir kapasitif devre eleman1 eklenmektedir. Diger elektrot prosesi ise zamana
bagh difiizyondur. Bu yiizden impedans, diren¢ yerine kullanilmaktadir. Sistemde
zamanla degisen alternatif akim kullanildigindan frekans o6l¢iimii sistemin ana temasi

olarak ele alinir. Bunun sonucunda elde edilen impedans asagidaki esitlikle tanimlanr.

_ Et _ Epsin(wt) _ Zysin(wt)
Z= I Iosin(wt+9)  sin(wt+9) (2-5)

Z 1impedansi, E potansiyeli, I akimi; t zamaninin fonksiyonu olarak ele
almaktadir. Ayrica burada akim (I) sadece genlik acisindan farklilik gostermekle
kalmaz, potansiyel-zaman fonksiyonuyla kiyaslandiginda faz kaymasi da gosterir. Bu

yiizden deger ya |Z| ve faz kaymasi ¢ ya da reel Zr ve imgesel Z olarak tanimlanabilir.
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Sekil 2.11. Impedans’in potansiyel (zaman) ve akim (zaman) biiyiikliiklerine bagimli
matematiksel gosterimi (Bard ve Faulkner, 1944)

AC akim siniizoidal bir karakter gosterir ve akim ile potansiyel arasindaki
zamana bagli fark sinilis fonksiyonu ile agiklanir. Buna gore sistem AC impedansini
olger. Bu durum, Sekil 2.11° de gosterilmistir. Bu sistemin dl¢iilmesinde Nyquist (Zr ve
Zy’nin oldugu) ve Bode (logf’nin fonksiyonu olarak logZ ve ¢) diyagramlari impedans
spektrumlart olarak kullanilir. Nyquist ve Bode diyagramlarina ait 6rnek sekiller Sekil
2.12’ de verilmistir. Her iki diyagram da impedansi frekansin fonksiyonu olarak sunar.
Nyquist diyagraminda frekans egrisi, alman farkli frekanslardaki Ol¢limiin her
noktasinda sanal (Zim) ve gergel (Zre) degerlere karsi frekans egrisi olusturulur. Bode
diyagrami1 ise modil ve fazin log[Z] ile tanimlanmasi ile ¢izilir yani logm’nin
fonksiyonu olarak logZ ve 9 cizilir. Bode diyagrami frekansin logaritmik karsiligi
oldugundan her onlu dl¢limde ayni numaralar gosterilir. Bu iki diyagramdan Nyquist

diyagrami analizlerin degerlendirilmesinde daha sik kullanilir.
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Sekil 2.12. Nyquist (a) ve Bode (b) Diyagramlari (Chen vd, 2015)
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EIS’de, elektrolit ¢cozeltisi sistemin tek bileseni olarak incelendiginde, impedans

davranigini agiklamak i¢in su unsurlar kullanilir: ohmik direng, kapasitans, sabit faz

0gesi ve Warburg impedansi. Bu unsurlar ve tanimlamalarmin 6zeti Cizelge 2.1° de

verilmistir (Yuan vd, 2010).

Cizelge 2.1. Impedans devre elemanlari

Devre Elemanlar1  Tanim

R Direng

C Kapasitans

L Indiiktans

\W Sinirsiz Warburg

BW Sinirhh Warburg (Bagh Warburg)
CPE Sabit Faz Elementi

BCPE Bagli Sabit Faz Elementi

Deneysel impedans verilerini seri ve/veya paralel diizenlenmis ideal impedans

unsurlarla yaklasik olarak belirlemek

elektrokimyasal sistem bu prosediire gore analiz edilir.
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icin esdeger devreler kullanilir.
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Sekil 2.13. Bir elektrolitle kontakt halindeki elektroda iligkin Randles esdeger devre modeli
(Bard ve Faulkner,1944)

Bir elektrolitle bir elektrodun temasta oldugu bir sistemde, elektrot yiizeyine
uygulanan potansiyele bagli olarak, elektrot ylizeyinde bir elektriksel cift tabaka
meydana gelir. Bu ¢ift tabaka elektrot yiizeyinde bir yiik dengesi ve bunun iizerinde
toplanmis iyonlardan meydana gelir. Bu c¢ift tabaka bir elektriksel akim meydana
getirmektedir. Buna kapasitans denir. Bdyle bir sistemde yani Randles devresinde,
¢ozelti direnci, Rs, yiik transfer direnci Rct, ¢ift tabaka kapasitans Cdl ve Warburg
impedanst (W) kullanilir. Sekil 2.13* te gosterilen Nyquist grafiginden Rs ve Rct
degerleri kolaylikla belirlenebilir. Cift tabaka kapasitansi ise yarim dairenin maksimum
yaptig1 noktadaki frekanstan hesaplanabilir. Warburg impedansi ise {lizerinde direng ve
kapasitansi bulunduran, kiitle transferine bagli olusan bir direngtir (Bard ve

Faulkner,1944).

2.6. Hidrojeller ve Kontrollii Salim

Hidrojeller, yapilarina fazla miktarda su alabilen, fiziksel ya da kimyasal olarak ¢apraz
baglanmis polimerlerdir. Polimerik agda, bir hidrojel yapist olusturmak i¢in sulu
ortamda hidratlanan hidrofilik gruplar mevcuttur. Ag terimi, polimerlerin ¢dziinmesini
engelleyen ¢apraz baglanmis polimer yapisini ifade eder. Yumusak yapilari, su tutma
kapasiteleri ve biyouyumlu 6zellikleri nedeniyle hidrojeller gitgide daha fazla dikkat
cekmektedir (Ulasan vd, 2013).
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Hidrojellerin {i¢ boyutlu yapis1 kimyasal baglar ya da iyonik etkilesim, hidrojen

bagi, fiziksel etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler gibi
kohezyon kuvvetleri araciligiyla gerceklesir (Ozgiindiiz, 2006).
Polimerik iskeletteki hidrofilik fonksiyonel gruplar nedeniyle su absorplama yetenegine
sahipken, ana zincirler arasindaki hidrojen baglar1 ya da Van der Waals etkilesimleri gibi
kuvvetler nedeniyle suda c¢oziinmezler. Capraz bagli yapilar1 hidrojellere mekanik
dayaniklilik vererek, hidrojellerin biitiinliikleri bozulmadan agirliklarinin yaklasik 20
kat1 kadar suyu absorplayabilmelerini saglar. Hidrojeller orijinal sekilleri bozulmadan
belli bir denge hacmine kadar su absorplama kapasitesine sahiptirler. Hidrojellerin su
tutma kapasiteleri yapilarindaki hidrofilik gruplarin miktarima ve c¢apraz baglanma
yogunluguna baghdir. Yapilarindaki hidrofilik gruplar arttikga su tutma kapasitesi
artarken, capraz baglayic1 miktarinin artmasiyla, capraz baglanmis hidrojeller daha siki
bir orgiiye sahip olacaklarindan, su tutma kapasiteleri azalir. Ciinkii ¢apraz baglanma,
polimer zincirinin hareket yetenegini engelleyip, jelin sisme miktarinin azalmasina
neden olur (Tanriverdi, 2007). Hidrojeller biyouyumlu 6zellige sahip olmalari ve oksijen
gecirgenlikleri nedeniyle medikal uygulamalarda sik¢a kullanilmaktadir (Peppas vd,
2000).

Hidrojeller yiiksek su igerikleri, dogal dokulara benzeyen lastiksi 6zellikleri ve
biyouyumlu olmalarindan dolay1 biyomedikal uygulamalar i¢in uygundurlar. Bu nedenle
kontrollii ilag salim sistemleri olarak kullanilabilirler. Hidrojellerin medikal
uygulamalart 1960 yilinda capraz bagl poli(hidroksietil metakrilat) hidrojelinin
(pHEMA) gelistirilip yumusak kontakt lens olarak patentlenmesine kadar uzanmaktadir
(Sannino vd, 2009).

Ilag etkinliginin saglanmas1 ve ilacin hedefle etkilesiminin optimum olmast igin
farmasotik ajanlarin  spesifik hedeflere uygun bir sekilde tasinmalart 6nem arz
etmektedir. Kontrollii ilag salimu ilag ile yiiklii bir polimerin kimyasal bir uyariya cevap
olarak ilacin serbest birakildig1 sistemlerdir. Genel olarak kontrollii salim dozaj formlari
ilacin kanda, dokularda ya da hedef organda ilacin nispeten sabit konsantrasyonda
kalmasimi saglar. Bu sistemde Once yiiklenen doz salinir ardindan belli bir siire ilacin

sabit bir dozda salimi1 devam eder (Patel ve Patel, 2016).
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Kontrollii ila¢ saliminin temel amaci, yeni ilag dagitim sistemi kullanilarak veya
molekiiler yap1 ve / veya fizyolojik parametreleri degistirerek farmakolojik olarak aktif
gruplarin farmakokinetigini ve farmakodinamigini degistirmektir. Bunun amaci tedavi
edici orandaki ila¢ diizeyinin olabildigince uzun siire korunmasi, ilacin yan etkilerinin ve
hatta ihtiya¢ duyulan ila¢ miktarinin azaltilabilmesidir (Ayhan ve Ayhan, 2014).

Kontrollii ilag salimi sahip oldugu bir¢ok 0Ozellik sebebiyle avantajli bir
yontemdir. Bunlarin basinda ila¢ konsantrasyonunun istenilen aralikta tutulmasi gelir.
Suda ¢oziinen ilaglarin salimi daha yavas ve kontrollii yapilirken; diisiik ¢oziintirliige
sahip ilaclarin ise hizli salimi saglanabilir. ilacin gereginden fazla ya da diisiik dozda
degil gerekli miktarda kullanilmasin1 saglar. Bu da ilacin yan etkilerini minimuma

indirir ve uygulanan tedavinin verimini arttirir (Nidhi vd, 2016).
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3. ONCEKI CALISMALAR
3.1. Dopamin Tayini i¢in Gelistirilen Elektrokimyasal Sensor Sistemleri

Cizelge 3.1° de belirtildigi gibi, Song ve arkadaslari yaptig1 bir ¢alismada dopamin
varliginda o-fenilendiamini fonksiyonel monomer olarak kullanip altin elektrot
ylizeyinde elektropolimerizasyon yapmislardir. Diferansiyel puls voltametrisi yontemini
kullanarak 5.0x1077- 4.0x107° mol/L tayin araliginda, 1.3x10~" mol/L tayin limiti ile

sensOriin dopamini analiz ettigini tespit etmiglerdir (Song vd, 2010).

Bir diger calismada ise pirol altin elektrot ylizeyinde 0.7 V potansiyel degerinde
polimerize edilmistir. 3 mM DA ve 0.25 M pirol varliginda yapilan polimerizasyonla
molekiiler baskilanmis polimer elde edilmis ve kalibrasyon egrisi kare dalga voltametrisi
ile elde edilmistir. Bu sartlar altinda sensoriin 5 — 50 uM araliginda dogrusal yanit

verdigi ve tayin limitinin 1.04 pM oldugu tespit edilmistir (Diaz vd, 2018).

Hong ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada altin elektrot yiizeyinde dopamin
varhginda monomer olarak kullanilan 3-akrilamidofenilboronik asit (AABA) ve
akrilamit (AA) elektropolimerizasyon ile polimerize edilerek baskilanmis sensor elde
edilmistir. Polimerizasyonda ¢apraz baglayici olarak kullanilan N,N’-metilenbisakrilamit
ve diger kimyasallar suda ¢oziilerek polimerizasyon ¢ozeltisi hazirlanmis ve
polimerizasyon yapilmistir. Bu ¢alismada dopaminin analitik tayini, p-AABA ile
modifiye edilmis altin elektrotla dongiisel voltametri, elektrokimyasal kuvars kristal
balans ve diferansiyel puls voltametrisi ile yapilmistir. Molekiiler baskilanmis elektrotun
hasssasiyeti elektropolimerizasyondan 6nce altin elektrot yiizeyine karbon nanotiipler
biriktirilerek saglanmistir. Buna gore elde edilen bu sensorle diferansiyel puls
voltametrisi teknigi ile 50 nM - 2 uM araliginda dogrusal yanit elde edildigi ve tayin
limitinin 20 nM oldugu tespit edilmistir (Hong vd, 2013).

Kim ve arkadaslart dopamin tayini i¢in aktiflestirilmis grafen- nafyon modifiye
edilmis elektrot kullanarak dopamini tayin etmislerdir. Bunun i¢in grafen oksiti (GO)
termal aktivasyonla aktiflestirip nafyonla modifiye edilmis glasiyel karbon elektrot (AG-

NA/GCE) kullanmislardir. AG-NA/GCE’ un elektrokimyasal karakterizasyonu igin

potasyum ferrisiyaniir varliginda dongiisel voltametri kullanilmigtir. Modifiye edilmis
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elektrotun dopaminin oksidasyonuna karsi gosterdigi elektroanalitik performans
dongiisel voltametri ve diferansiyel puls voltametrisi ile analiz edilmistir. Sonug¢ olarak
sensOriin 0.5-35 uM araliginda, 0.33 uM deteksiyon limiti ile dopamini tayin edebildigi
tespit edilmistir (Kim vd, 2017). Baska bir ¢alismada ise yiizeyine polimerizasyon
Oncesi indirgenmis grafen oksit biriktirilmis glasiyel karbon elektrot ylizeyinde poli(3,4-
etilendioksitiyofen), elektropolimerizasyon ile sentezlenmistir. Glasiyel karbon elektrot-
indirgenmis grafen oksit- poli(3,4-etilendioksitiyofen) elektrot dopamin tayininde
kullanilirken diferansiyel puls voltametrisi tekniginden faydalanilmistir. Elde edilen
sonuglara gore sensoriin 19.6 — 122.8 uM tayin araliinda ve 1.92 puM tayin limiti ile
dopamini tayin edebildigi tespit edilmistir (Cogal, 2018).

Bu tez calismasinda altin elektrot yiizeyinde para-aminotiyofenol, dopamin
varliginda tek basamakta polimerize edilerek dopamin sensor elde edilmistir. Literatiirde
incelenen galismalar da g6z oniine alindiginda gelistirilen sensoriin hem daha pratik elde
edilmesi hem de daha diisiik tayin limiti ile dopamin tayininde daha avantajli oldugu

goriilmektedir.
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Cizelge 3.1. Gelistirilmis bazi elektrokimyasal sensor sistemleri

Yontem ve Modifikasyon LOD Kalibrasyon Referans
Olciim Teknigi Arahg
Diferansiyel DA baskilanmig o- 0.13 pM 0.5-40 uM (Song vd,
puls voltametrisi  fenilendiamin/Au 2010)
(DPV) elektrot
Kare dalga DA baskilanmig 1.04 uM 5-50 uM (Diaz vd,
voltametrisi 2|0e| L}?{;;OI/AU 2018)
(SWV)
Diferansiyel DA  baskilanmig- 0.02 uM 0.05-2 uM (Hong vd,
puls poli-(3-
voltametrisi akrilamidofenil 2013)
(DPV) boronik asit

(AABA))/Au

elektrot
Diferansiyel Aktive edilmis 0.33 uM 0.5-35 uM (Kim vd,
puls voltametrisi grafen- nafyon 2017)
(DPV) modifiye edilmis

glasiyel karbon

elektrot

(AG-NAJ/GCE)
Diferansiyel Indirgenmis 1.92 uM 19.6- 122.8 uM  (Cogal, 2018)
puls voltametrisi Grafen
(DPV) Oksit-poli(3,4-

etilendioksitiyofen)

modifiye edilmis

glasiyel karbon
elektrot (rGO-
poli(Cu-
AMT)/GCE)
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3.2. Kontrollii Salim Calismalari i¢in Gelistirilen Bazi Hidrojeller

Cizelge 3.2° de gorildiigii gibi Yan ve arkadaglarinin yaptiklar1 calismada seliiloz
iskelete yapisina bagli poli-dopamin dendritik yapisi sentezlenmistir. Siprofloksasin
isimli hidrofobik ila¢ hidrojel sisteme yiiklenmistir. Sisme ve kontrollii salim 6zellikleri
ortaya konuldu. Buna gore sistemin 20 saat siireyle ilag salim1 ger¢eklestirdigi bundan

sonra salim profilinin sabit bir degere ulastig1 gézlenmistir (Yan vd, 2019).

Ren ve arkadaglarinin gergeklestirdigi calismada ise kitosan ve jelatin, dopamin
varliginda ¢apraz bagli yap1 olusturularak enjekte edilebilir hidrojel yap1 sentezlenmistir.
Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in dopamin ve bir antienflamatuar ilag olan
metronidazol bu hidrojel sistem vasitasiyla saliminin incelenmesi iizere hidrojele
yiiklenmistir. Salim profili incelendiginde sentezlenen bu hidrojel sisteminden
metronidazol ve dopaminin uzun siireli salimda yiiksek bir kapasiteye sahip oldugu

gozlenmistir (Ren vd, 2017).

Bir diger ¢alismada dopamin (DA), aljinat (ALG) hidrojelin daha iyi jel formu
olusturup kontrollii salimda daha iyi performans sergilemesi icin hidrojel yapinin
modifikasyonunda kullanilmistir. Poli-dopamin (p-DA) partikiilleri yerlestirilmis
hidrojeller farkli baslaticilar kullanilarak iki tip aljinat hidrojel sentezlenmistir.
Bunlardan biri baslatic1 olarak amonyak ¢ozeltisi (AS) kullanilarak sentezlenmis ALG-
DA-AS hidrojel sistemi, digeri ise baglatici olarak sodyum periyodat (SP) kullanilmis
ALG-DA-SP hidrojel sistemidir. Yapilan ¢alismalar sonucunda her iki aljinat hidrojelin
de saf aljinat hidrojele gore daha 1yi gatifloksasin (GFLX) adsorpladig1 ve in vitro salim
caligmalarinda daha stabil olduklari tespit edilmistir. Elde edilen hidrojel sistemlerle 2

saate kadar salim yapilabildigi tespit edilmistir (Gao vd, 2018).

Bir diger ¢alismada ise B-siklodekstrin polimer (B-CDP), hidrofobik bir ilag¢ olan
ibuprofen (IBU) salimi i¢in kullanilmak {izere sentezlenmistir. Bu salim sistemi
polisakkarit polimer sodyum aljinat (SA), sodyum karboksimetilseliiloz (CMC) ve
hidroksietil seliilozun (HEC) g¢apraz baglanmasiyla olusturulmustur. Elde edilen
sonuglara gore CMC ve HEC karisimiyla salim siirelerinin degistigi ancak elde edilen

tiim polimerlerle ortalama 15 ila 18 saat araliginda salimin sabit bir degere ulastig;
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CMC: HEC karisim oraninin arttirilmasiyla da siirdiiriilebilir salimin 24 saate kadar

uzatilabildigi tespit edilmistir (Chen vd, 2018).

Literatiir calismalarina bakildiginda o6zellikle kontrollii salim ¢alismalarinda
farkli etken maddelerle calisildigi ancak dopamini igeren ¢alismalarin nispeten daha az
oldugu tespit edilmistir. Dopamin igeren caligmalar ve yapilan bu tez c¢alismasi
karsilastirildiginda ise bu g¢alismada sentezlenen hidrojel vasitasiyla gerceklestirilen

salim siiresinin daha uzun oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3.2. Gelistirilmis bazi kontrollii salim Sistemleri

Hidrojel Modifikasyon Sahim siiresi Referans
CMC-PDA- karboksi metil seluloz iskelet yapisina, poli- 20 saat (Yan vd, 2019)
CIP dopamin ve ciprofloxacinin yiiklenmesiyle

olusturulmus hidrojel yapist

CS/GT/DA  metronidazol salimi1  i¢in  hazirlanmig 5 saat (Ren vd, 2017)
Kitosan/Gelatin/Dopamin hidrojeli

ALG-PDA  yapisina poli-dopamin (p-DA) partikiil 2 saat (Gao vd, 2018)
yerlestirilmis alginat hidrojel, gatifloksasin
(GFLX) salim1 i¢in kullanilmig

B-CDP ibuprofen salimi igin hazirlanmig sodyum 15 saat (Chen vd, 2018)
aljinat (SA), sodyum karboksimetilseliiloz
(CMC) ve hidroksietil seliiloz (HEC) ¢apraz
baglanarak olusturulmus B-siklodekstrin
polimer yapist
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4. MATERYAL VE YONTEMLER
4.1. Kullanilan Kimyasallar

Elektrokimyasal g¢alismalarda kullanilan p-ATP, H2SOa, etanol, dopamin, L-DOPA,
tirozin, fenilalanin ve serin Sigma-Aldrich (ABD) firmasinda dopamin ampiiller ise
Fresenius (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Hidrojellerin sentezinde kullanilan 2-
hidroksietil metakrilat (HEMA), Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), amonyum
persiilfat (APS) Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin edilmistir. Diger kullanilan
tiim kimyasallar Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Deneylerde

kullanilan kimyasallar analitik safliktadir.
4.2. Kullanilan Cihazlar

Elektrokimyasal c¢alismalar VersaStat 3 marka, iic elektrotlu bir potansiyostatla
gerceklestirildi. Calisma elektrodu olarak yalin ya da modifiye altin elektrot, referans

elektrot olarak Ag/AgCl elektrot ve karsit elektrot olarak Pt tel kullanildi.

4.3. Elektrokimyasal Sensorlerin Sentezi
4.3.1. Altin Elektrotlarin Yiizeylerinin Temizlenmesi

Kullanilan elektrotlarin altin yiizeyleri sirasiyla ince petler iizerine dokiilen 0.1 um and
0.05 pm altimina ¢ozeltileri kullanilarak yiizeyleri temizlenmistir. Aliimina ¢ozeltileriyle
muamele edilmis elektrotlar 6nce saf su ile iki kez sonra da etil alkol/saf su 50: 50 (h/h)
karisimiyla iki kez sonike edilmistir. Yilizeyde kalmis aliimina kalintilar1 saf su ile

yikanarak uzaklagtirildiktan sonra elektrotlar azot gazi ile kurutulmustur.

4.3.2. Altin Elektrotlar Yiizeyinde Dopamin Baskilanmis (DA-MIP) ve

Baskilanmamis (DA-NIP) Polimerlerin Sentezi

Yiizeyi temizlenen altin elektrot 10 mM p-ATP ¢ozeltisine daldirilarak 24 saat
bekletildi. 0.5 M H>SOus/etanol ¢ozeltisi iginde 10 mM p-ATP; 1 mM DA ve 0.1 M
LiClO4 sirasiyla monomer, kalip molekiil ve dopant olarak kullanilarak polimerizasyon
cozeltisi hazirlandi. Elektrot p-ATP ¢d6zeltisinden c¢ikarildiktan sonra polimerizasyon

cozeltisine daldirildi. (0)- (1.7) V araliginda 20 mV/s tarama hizinda 20 dongii halinde
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dongiisel voltametri uygulanarak dopamin baskilanmig polimer (DA-MIP) sentezlendi.
Ayni prosediir ortama dopamin ilave edilmeksizin birebir uygulanarak dopamin

baskilanmamis polimer (DA-NIP) sentezlendi.

4.3.3. Dopamin Baskilanmis Polimerik Yiizeyden Hedef Molekiiliin

Uzaklastirilmasi

Molekiiler baskilama igleminin ikinci basamagi kalip molekiiliin uygun eliisyon ajani ile
polimerik sistemden uzaklastirilmasidir. Bu ¢alismada eliisyon ajani olarak 1 M HCI
kullanilmistir. Baskilanmis polimerik yiizeye sahip elektrot 1 M HCIl g¢ozeltisine
daldirilarak belirlenen siire boyunca bekletilir daha sonra saf su ile yikanir. Boylece
Sekil 4.1° de goriildiigli gibi kalip molekiil ile fonksiyonel monomer arasinda ikincil

etkilesimlerden kaynakli kurulan baglar geri doniisiimlii bir sekilde kirilir.

p -ATP

Hy  NH; j + .
Se3od

—
—) .
Elektropoll Yeniden
merizasyon baglanma

Altin Elektrot

Sekil 4.1. Altin elektrot yilizeyinde DA baskilanmis polimer sentezi ve kalip molekiiliin eliisyonu
4.3.4. Elektrokimyasal Sensorle Kinetik Analizler

Dopamin baskilanmis elektrokimyasal sensor hazirlandiktan sonra kinetik analizlere
baslanmigtir. Bunun i¢in 50 - 200 nM arasinda pH 7.4 fosfat tamponu ile hazirlanmis
dopamin ¢ozeltileri ile elektrokimyasal sensor etkilestirilerek kare dalga voltametrisi ile
voltamogramlar kaydedilerek kalibrasyon grafigi elde edilmistir. Elektrotlar farkl
derisimlerdeki dopamin ¢ozeltileri etkilestirilirken adsorpsiyon-eliisyon-temizleme

basamaklari tekrarlanmistir.
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4.4. Gelistirilen Sensorlerin Baskilama Segiciliginin Belirlenmesi

Gelistirilen sensoriin baskilama segiciliginin belirlenmesi i¢in baskilanmis (MIP/DA)
sensOriin yani sira baskilanmamis (NIP/DA) sensor de hazirlanarak kimyasal yapisi
kalip molekiil olan dopamin ile benzer bir yapiya sahip Sekil 4.2’ de gosterilen analog
molekiillerle secicilik ¢alismasi yapildi. Bunun i¢in her iki sensdrde her biri pH 7.4
fosfat tampon ortaminda, 10 mM konsantrasyonda hazirlanmis dopamin, fenilalanin,
tirozin, L-DOPA ve serotonin igeren ¢ozeltilerle etkilestirilerek kare dalga

voltamogramlart alinmig ve veriler degerlendirilmistir.

(e @)
HO
OH OH
NH, NH,
HO HO

L-3,4-dihidroksifenilalanin L-Tirozin
(L-DOPA)
L-Fenilalanin Serotonin

Sekil 4.2. Secicilik galigmalarinda kullanilan molekiiller (pH 7.4 fosfat tampon ortaminda, 10

mM konsantrasyonda)
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4.5. Dopamin Baskilanmis Sensoriin Karakterizasyonu

4.5.1. Doniisiimlii Voltametri (CV) Analizi

Déniisiimlii voltamogramlar 0.1 M KCI ¢ozeltisinde hazirlanmis 1.0 mM [Fe(CN)e]*
/[Fe(CN)6]* redoks cifti kullanilarak (0) — (0.6) V araliginda 100 mV/s tarama hizinda

alindi.

4.5.2. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS) Analizi

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), modifiye elektrot yiizeyindeki
degisimleri gézlemlemek adina ¢ok etkili bir analiz teknigidir. EIS 6l¢timleri 0.1 M KCI
c¢ozeltisinde hazirlanmis 1.0 mM [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* redoks c¢ifti kullanilarak 100
kHz dalga genligi ve 0.02 V elektrot potansiyelinde alind1.

4.6. Elektrokimyasal Sentezin Optimizasyonu

Gelistirilecek elektrokimyasal sensor molekiiler baskilama temelli
gerceklestirileceginden; baskilama prosediiriiniin  diizglin gergeklesmesi i¢in uygun
sartlarin belirlenmesi Onemlidir. Bu nedenle polimerizasyonun gergeklestigi pH,
optimum kalip molekiil- fonksiyonel monomer orani, polimerizasyon dongii sayis1 ve
optimum eliisyon zamaninin belirlenmesi dongiisel voltametri analizlerinden elde edilen

sonuclar dogrultusunda yapildi.

4.7. Gelistirilen Sensor Kullamlarak Farmasotik Preparattan Dopamin Tayini

Dopamin ampiil (Fresenius, Almanya) kare dalga voltametrisi ile elde edilen dogrusal
araliga girecek sekilde pH 7.4 fosfat tampon ile seyreltildi ve baskilanmig sensorle

etkilestirilerek kare dalga voltamogramlar1 alindi.

4.8. Dopaminin UV Spektrofotometrisi ile Tayini

Uygun konsantrasyonlarda hazirlanan dopamin ¢ozeltileri ile maksimum absorbansin
gozlendigi 280 nm’de spektrumlar alinmis ve bu verilerle bir kalibrasyon grafigi
olusturularak kontrollii salim ¢alismasinda elde edilen niimuneler de bu verilere

dayanarak analiz edildi.
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4.9. Hidrojel Sentezi

Hidrojel sentezinde monomer olarak hidroksietilmetakrilat (HEMA), ¢apraz baglayici
olarak etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), baslatici olarak amonyum persiilfat (APS),
baslatic1 katalizorii olarak tetrametiletilendiamin (TEMED) kullanilmistir. Cizelge 4.1°
de verilen miktarlarda HEMA ve EGDMA su igerisinde ¢oziilmiis daha sonra reaksiyon
karistmma TEMED ve APS eklenip 1.5 mm ¢apinda, 3 cm yliksekligindeki vida kapakli
cam tiiplere aktarilmis ve iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda 24 saat
polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in bekletilmistir.

Cizelge 4.1. Sentezlenen hidrojellerin igerikleri

Polimer Monomer  Capraz Baglayict1  Baslatic Baslatici

Kodu HEMA EGDMA APS (mg) Katalizorii
(uL) (L) TEMED(nL)

H1 500 5 10 20

H2 500 10 10 20

H3 500 25 10 20

Polimerizasyon tamamlandiktan sonra cam tiip kirillarak polimer alinmis, elde edilen
hidrojel disklere ayrilmis ve reaksiyona girmeyen kimyasallarin temizlenmesi i¢in
distile su igerisinde ve bu suyun giinde 3 kez degistirilmesiyle ti¢ giin boyunca

yikanmistir.

Su Almis Hidrojel Kuru Hidrojel

Sekil 4.3. Hidrojellerin sigsmis ve kuru halleri
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Hidrojeller sabit tartima gelene kadar kurutma islemi etiivde 37 °C’de devam
ettirilmistir. Sekil 4.3 de hidrojellerin sabit tartima getirilmis ve sismis halleri
gosterilmistir.

4.10. Hidrojelin Karakterizasyonu
4.10.1. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

Hidrojellerin karakterizasyonu igin FTIR-ATR spektrofotometresi (Thermo Fisher
Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullanilmistir. Ol¢iim yapilan 6rnek
haznesinden 10 dk azot gazi gecirilerek havadan kaynaklanan nem ve karbondioksit
uzaklastirilmistir. Elektrokimyasal sensor, cihazin 6rnek yuvasina yerlestirilmis ve 400-
4000 cm™ dalga sayis1 araliginda yiizeyde gerceklesen toplam yansima miktar dlgiilerek
spektrumlar alinmistir.

4.10.2. TGA Analizi

Calismada kullanilan farkli miktarda capraz baglayici igeren pHEMA hidrojellerin
termal davraniglar1 termogravimetrik analiz cihazi (TGA/DTA 6300, SII EXSTAR 6000,
Seiko Instruments Inc., ABD) kullanilarak 25-600 °C sicaklik araliginda, N2

atmosferinde 10 °C/dk 1sitma hiz ile incelendi.

4.10.3. SEM Goriintiileme

SEM analizinden 6nce numune altin ve paladyum ile kaplandi. SEM goriintiileri

JEOL JSM-7001F marka cihazla, elektronlarin 15 kV ile hizlandirilmastyla alindi.

4.10.4. Sisme Testi

Sabit tartima getirilmis hidrojel disk oda sicakliginda 20 mL distile su igerisinde
bekletilip, belirli zaman araliklarinda tartimlar1 gerceklestirilmistir. Hidrojelin sisme

oranlar esitlik 4.1 kullanilarak hesaplandi.
Sisme orani (%) = % x 100 (4.2)
0

Esitlikte Ws sismis polimerin agirligi; Wo kuru polimerin agirligini ifade etmektedir.
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4.11. Dopamin Yiikleme Calismasi

Hidrojel numuneleri pH 7.4 fosfast tamponla hazirlanmig 20 mL 10 pM dopamin
coOzeltisi igerisinde oda sicakliginda ve 1siktan korunarak 24 saat boyunca hafif hizda

karistirtlarak dopaminle yiiklenmislerdir.

4.12. Dopamin Sahminin incelenmesi

Dopamin yiiklemesinden sonra polimer disk ¢ikarilip saf su ile 3 defa yikandiktan sonra
pH 7.4 fosfat tampona (20 mL) birakilarak belli zaman araliklarinda 2 mL numune
alindi. Alinan her 2 mL numune yerine 2 mL fosfat tampon konuldu. Alinan numuneler

daha sonra UV spektrofotometrisi ile analiz edildi.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Baskilanmis Polimer Sentezi I¢cin Optimum Sartlarin Elde Edilmesi
5.1.1. Optimum pH’ nin belirlenmesi

Molekiiler baskilama, kalip molekiil etrafinda uygun sartlar altinda fonksiyonel
monomerin  polimerizasyon siirecidir. Buna bagli olarak polimerizasyonun
gerceklesecegi sartlar onemlidir ve bunlarin basinda ortamin pH’s1 gelir. Optimum
pH’nin belirlenebilmesi i¢in ¢alisma elektrotu olarak kullanilan altin elektrot lizerinde
sentezlenecek polimerin farkli pH ortamlarindaki sinyal yanitt doniisiimlii voltametri
(CV) ile incelendi ve akim degisimleri 6l¢iildii. Bu sekilde optimum pH’nin yanisira
dopaminin olasi oksidasyon reaksiyonundaki aktarilan proton ve elektron sayilari da
tespit edilmistir. Sekil 5.1° de goriildigi gibi polimerizasyon fizyolojik pH 7.4’da
gerceklestirilmistir.

10

I (nA)

pH

Sekil 5.1. Ortam pH’ sinin polimerizasyon pik akimina etkisi

Sekil 5.1, anodik pik akiminin pH 7.4’e kadar arttigin1 ve pH 7.4’den sonra azaldigini
gostermektedir. Dopamin ¢ozeltisinde (1.0 mM, fosfat tampon) en yiiksek akim pikinin
elde edildigi deger pH 7.4 oldugundan, diger tiim elektrokimyasal taramalarda pH 7.4

olarak kullanilmustir.
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Pik potansiyeli de elektrokimyasal reaksiyonun gerceklestigi ortamin pH’sina
baglidir. Bu nedenle farkli pH’larda 6l¢iilen dongiisel voltamogramlarda (CV) gbzlenen
pik potansiyelleri ortam pH’sina karsi grafige gegirildi ve Sekil 5.2° deki grafik elde
edildi. Buradan goriildiigii gibi dopaminin yiikseltgenme pik potansiyeli (Epa) artan pH
ile daha katodik degerlere kaymaktadir ve bu elektrot yiizeyindeki redoks
reaksiyonunda protonlarin aktif bir sekilde yer aldigin1 gostermektedir (Li vd, 2017).

0,26
022 4 T
Sow T
w y =-0,058x + 0,496 ”
R%2=0,9704
0,14
0.1
4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 5.2. Farkli pH’ larda pik potansiyelinin degisimi

Tersinir sistemlere ait pik potansiyelinin pH ile degisimini gosteren esitlik (5.1)
g6z Oniinde bulundurulup Sekil 5.2° deki pik potansiyeli-pH iliskisini gosteren grafigin
dogru denkleminin egimi 2.303pRT/nF degerine esitlendiginde p/n degeri 1 olarak

bulunur.

Ep = E°-2.3032>% x pH (5.1)

Ep: pik potansiyeli (V)

E°: standart hiicre potansiyeli (V)

R: ideal gaz sabiti (j mol™? K1)

T: sicaklik (K)

n: elektrokimyasal degisimde transfer edilen elektron sayisi

F: Faraday sabiti (C mol™)
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p: mekanizmaya eslik eden proton sayist

Dopaminin yiikseltgenme tepkimesi ve bulunan p/n orani goz Oniine alindiginda
yukseltgenme mekanizmasinda 2 proton yer aldig1 ve 2 elektron aktarildigi séylenebilir
(Sekil 5.3). Ayrica pik potansiyeline karsilik pH grafigi (Sekil 5.2), 58 mV pH? egimle
dogrusaldir. Bu deger esit sayida proton ve elektron iceren bir elektrot tepkimesi igin
beklenen 59 mV pH* degerine yakindir. Bu da iki protonlu ve iki elektronlu bir elektrot
tepkimesinin oldugunu ve p/n oranindan yapilan c¢ikarimin da dogru oldugunu

gostermektedir (Duran, 2010; Nassar vd, 1997; Li vd, 2017; Filip ve Tkac, 2014).

HO NH3+ O NH3+
- . + -
-~ +2H +2e
HO 0
Sekil 5.3. Dopaminin olas1 yiikseltgenme mekanizmasi

5.1.2. Optimum kalip molekiil - fonksiyonel monomer oraninin belirlenmesi

Farkli miktarlarda fonksiyonel monomer - kalip molekiil oranlarinin, altin elektrot
yilizeyinde molekiiler baskilanmig polimer sentezine etkisi CV ile analiz edildi. Sabit
dopamin derisim (10 mM) ve artan p-ATP (10 - 50 mM) konsantrasyonlarinda 5 farkl

34 cozeltisi

polimerizasyon yapildi ve her sentezlenen polimer ile 10 mM Fe(CN)s
icinde CV ol¢limleri alindi. Alinan bu voltamogramlardan elde edilen degerler ile Sekil
5.4’ teki grafik olusturuldu. Grafigin x ekseninde 1-5 arasinda gosterilen degerler
sirastyla 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 ve 1:5, kalip molekiil: monomer oranlarinda hazirlanmis

polimerlerle elde edilmis sonuglar1 gostermektedir.
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Sekil 5.4. Farkli monomer miktarlarinin baskilama prosediiriine etkisi

Bu grafikten de goriildiigii gibi p-ATP konsantrasyonu arttik¢a pik akimi artmaktadir ve
kalip molekiil: fonksiyonel monomer orani 1:4 oldugunda maksimum pik akimi elde
edilmistir. Bu nedenle optimum kalip molekiil ve fonksiyonel monomer orani 1:4 olacak
sekilde secilmis ve bundan sonraki elektrokimyasal polimer sentezi bu sekilde

gergeklestirilmistir.
5.1.3. Tarama hizinin etKisi

Potansiyel tarama hizinin, dopaminin (10 mM, pH 7.4 fosfat tampon) dongiisel
voltametrik yamitina etkisi 10 - 400 mV s? tarama hiz1 araliginda dongiisel voltametri
ile incelendi (Sekil 5.5). Buna bagl olarak tarama hizinin karekokiiyle akim arasindaki

iliski ise Sekil 5.6’ da yer alan grafikle ortaya konuldu.
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-0,0001
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Sekil 5.5. 10 mM dopaminin DA-MIP/Au elektrot yiizeyinde (pH 7.0 fosfat tampon ortaminda)
farkli tarama hizlarinda dongiisel voltamogramlar1 (10, 20, 40, 80, 100, 120, 150,
200, 250, 300, 400 mV s?)

Dopaminin pik akimlarinin, tarama hizinin karesi ile lineer iligkisi Sekil 5.6’ da
goriilmektedir. Ipa (nA) = 0.7904 v¥2 (mV s1)Y2+ 8.4665 (R?=0.9914) lineer regresyon
esitligi elektrot yilizeyindeki reaksiyonun difiizyon kontrollii oldugunu gostermektedir

(Li vd, 2017).

Difiizyon kontrollii elektrot reaksiyonlarinda maddenin elektrot yiizeyine
aktarim yolu, derisim farkindan kaynaklanan kimyasal kuvvetin olusturdugu kiitle
aktarim yoludur. Elektrot ylizeyinde bir tabaka olusur ve bu tabakaya Nernst difiizyon
tabakasi adi verilir. Bu tabaka elektroda en yakin olan tabaka olup, karigmayan ve
diflizyonla tasimanin gergeklestigi bu katmanda olusan reaksiyonlar Nernst yasasina

uygun bir sekilde gerceklesirler (Tural vd. 2006).
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25 °C’ de, yilizey alami A olan bir elektrot i¢in, Co konsantrasyonunda

elektrokimyasal redoks cifti difiizyon katsayisi D olan bir ¢dzelti i¢in, v tarama hiziyla

CV ile tarama yapildiginda, elde edilen ip (pik akimi) asagidaki Randles-Sevcik esitligi

ile hesaplanir.

3
ip = (2.69 x 10%)nzAC,D*/?V1/?

Ip : pik akimi, pA

A: elektrot yiizeyi alani, cm?
D: diflizyon katsayisi, cm? s
n: elektron stokiyometrisi

v: tarama hizi, mV/s

Co (mol cm~3) : DA konsantrasyonu

30

25

y = 0,7904x + 8,4665
R2=0,9914

0 5 10 15 20
Vl/2 (mV S—l)l/2

Sekil 5.6. Pik akiminin tarama hizinin karekokiiyle degisimi

25

(5.2)

Sekil 5.6” daki grafigin egimi ve diger gerekli verileri kullanarak, difiizyon katsayisi

4.452x107° cm? s7! olarak bulunmus ve bu veri literatiirdeki diger dopamin ¢alismalar1

ile desteklenmistir (Kiss vd, 2016).
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5.1.4. Optimum inkiibasyon zamaninin belirlenmesi

Inkiibasyon zamani, molekiiler baskilanmis elektrot yiizeyine dopaminin
adsorpsiyonunu pik akiminin bir fonksiyonu olarak etkileyen onemli faktorlerden
biridir. Dopaminin eliisyon basamagindan sonra, MIP elektrot 0 ila 50 dakika arasinda
degisen siirelerde, 50 uM DA igeren 0.1 M fosfat tampon (pH 7.4) ¢ozeltisine daldirildi.
SWYV ile pik akimlar olgiilerek Sekil 5.7°de goriilen pik akimi ve inkiibasyon zamani
arasindaki iligkiyi ortaya koyan grafik elde edildi. Pik akimi, on dakikalik inkiibasyon
zamani oluncaya kadar hizla artmigtir. Bu siireden sonra inkiibasyon zamani stabilize
olmus ve ardindan dengeye gelmistir. On dakikalik inkiibasyon zamaninda stabilize
olmasi adsorpsiyon dengesinin kuruldugunu gosterdiginden bu siire optimum zaman

olarak belirlenmis ve sonraki ¢alismalarda bu siire kullanilmistir.

50

40

30

Akim (pA)

20

10
0 10 20 30 40 50

inkiibasyon zamam (dk)
Sekil 5.7. Pik akiminin inkiibasyon zamani ile degisimi
5.2. Dopamin Baskilanmis (DA-MIP) ve Baskilanmamis (DA-NIP) Sensorlerin

Sentezi

Yiizeyi temizlenen elektrot 10 mM p-ATP ¢ozeltisine daldirilarak 24 saat bekletildi. 0.5
M H2SOs4/etanol ¢ozeltisi icinde 60 mM p-ATP; 15 mM DA ve 0.1 M LiClO4 sirastyla
monomer, kalip molekiill ve dopant olarak kullanilarak polimerizasyon c¢ozeltisi

hazirlandi. Elektrot p-ATP ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra polimerizasyon ¢ozeltisine
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daldirildi. Déngiisel voltametri uygulanarak (0) - (1.5) V araliginda 20 mV/s tarama
hizinda 20 dongii halinde dopamin baskilanmis polimer (DA-MIP) sentezlendi. Ortama
dopamin ilave edilmeksizin yukaridaki prosediir birebir uygulanarak dopamin
baskilanmamis polimer (DA-NIP) sentezlendi. Sekil 5.8 de gorildiigi gibi 1 V
civarinda tersinmez bir oksidasyon piki gozlenmistir. Sonu¢ olarak, dongiiler
gerceklesirken, anodik pikte goriilen tersinmez bir diisiis, elektrot yiizeyi iizerinde

polimer filmin olustugunu gostermektedir (Hutchins vd, 1995).

2,50E-04
2,00E-04
1,50E-04

1,00E-04

Akim (A)

5,00E-05

0,00E+00 -
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

-5,00E-05
E(V)

Sekil 5.8. p-ATP (60 mM) altin elektrot {izerinde dopamin varliginda (15 mM)

elektropolimerizasyonu (tarama hizi, 100 mVs™; tarama numarasi, 20)

5.3. Sensorlerin Karakterizasyonu
5.3.1. Doniisiimlii Voltametri (CV) Analizi

NIP ve MIP elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in doniisiimlii voltametri
kullanildi. Déniisiimlii voltamogramlar 0.1 M KCl iginde [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*
cozeltisi ile alindi. Sekil 5.9’ daki a, yalin elektrotu; b, baskilanmis elektrottan dopamin
uzaklastirildiktan sonraki durumu; c, elektropolimerizasyondan sonraki durumu ve d ise
kalip molekiil uzaklastirildiktan sonra (b) tekrar baskilanmis elektrotun dopamin ile

etkilestirilmis halini gostermektedir. Elektropolimerizasyon sonrasinda, polimer film
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elektron transferini engeller ve bu Sekil 5.9’ da goriilen a’dan c’ye goriilen akim
diisiisiine neden olmaktadir. Ayni sekilde goriilen c’den b’ye gecis kalip molekiiliin
uzaklastirilmasini gosterir. Kalip molekiil uzaklastirildiktan sonra, olusan spesifik
bosluklar [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* arasinda redoks reaksiyonu olmasima izin verir ve bu
akim artisina neden olur. Bu b’deki pik akimin ¢’ye nazaran neden daha fazla oldugunu
aciklar. Dopamin uzaklastirilmis polimer (c) tekrar dopaminle etkilestirilip, kaviteler
dopamin ile tekrar dolunca bu durum, elektron transferinin engellenmesine baglh olarak

d’de gorildiigii gibi akim diislisiine neden olmustur.

150
100 a

50
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Sekil 5.9. Farkli durumlar altinda MIP modifiye elektrota ait doniisiimlii voltamogramlar: a)
yalin elektrot; b) dopamin uzaklastirildiktan sonra MIP elektrot ¢) MIP elektrot; d)
dopamin ile tekrar etkilestirildikten sonra MIP elektrot

Baskilanmamis ve baskilanmis sensorlerin doniisiimlii voltamogramlarina
baktigimizda molekiiler baskilama isleminin analiti tanimada ne denli 6nemli oldugu
daha net goriilmektedir. Sekil 5.10° da bu fark agikca ortaya konulmustur. Sekil 5.10,
1.c’de NIP sensoriin pik akimi yaklasik 5 pA iken analit ile etkilestirildikten sonra 8 pA
olmustur (Sekil 5.10, 1.b). Baskilanmis sensore baktigimizda ise Sekil 5.10, 2.b’de
analit uzaklastirildiktan sonra elektrotun akimi 65 pA iken dopamin ile

etkilestirildiginde 10 pA’e (Sekil 5.10, 2.d) kadar diismiistir. Bu diisiisiin sebebi
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baskilanmis sensoriin, analite Ozgii kavitelerinin analit molekiilleri yani dopamin
molekiilleri tarafindan doldurulup elektron transferine direng gostermesidir. Gortildiigii
gibi baskilanmamis sensoriin analitle etkilestirilmesiyle yaklasik 3 pA’lik degisim
olurken, baskilanmis sensorde analit ile elektrotun etkilesimi sonucu akim yaklagik alt1

kat azalmistir.

100

EW)

EW)

Sekil 5.10. Farkli durumlar altinda NIP (1) ve MIP (2) modifiye elektrotlara ait doniisiimlii
voltamogramlar: 1.a) yalin elektrot; 1.b) dopamin uzaklastirildiktan sonra NIP
elektrot; 1.c) dopamin ile tekrar etkilestirildikten sonra NIP elektrot 2.a) yalin
elektrot; b) dopamin uzaklagtirildiktan sonra MIP elektrot ¢) MIP elektrot; d)
dopamin ile tekrar etkilestirildikten sonra MIP elektrot

5.3.2. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi (EIS) Analizi

Baskilanmis elektrot ylizeyindeki degisimleri gozlemlemek i¢in farkli kosullar altinda
altin elektrot yiizeyi elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile incelenip Sekil
5.11°de ki grafik elde edilmistir. Sekil 5.11°de yer alan a yalin elektrot, b MIP elektrot,
Cc dopamin uzaklagtirildiktan sonra MIP elektrot; d ise dopamin ile tekrar
etkilestirildikten sonra MIP elektrot yiizeyindeki diren¢ degisimlerini gostermektedir.
Buna gore MIP filmin olusumuyla, altin elektrot yiizeyi polimerik film tabakasi ile
kaplandigindan bu direngte artmaya neden olmustur. Bu artis Sekil 5.11° de ki a’dan

b’ye olan artistan da goriilmektedir. Hazirlanan baskilanmis polimerik film tabakasi
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yalitkan bir tabaka gibi davranip, elektrolit ve elektrot arasindaki elektron transferini

engeller.
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Sekil 5.11. Farkli durumlar altinda MIP modifiye elektrota ait AC impedans egrileri: a) yalin
elektrot; b) MIP elektrot; ¢) dopamin uzaklastirildiktan sonra MIP elektrot; d)
dopamin ile tekrar etkilestirildikten sonra MIP elektrot

Bundan sonra kalip molekiiliin uzaklastirilmasiyla direngte bir azalma s6z konusu olur
ve bu da egrinin b’den c’ye degisimini aciklar. Bu dopaminin bagarili bir sekilde
ekstraksiyonundan kaynaklanir. Dopaminin uzaklastirilmasiyla olusan bosluklar
elektrolit ve elektrot arasinda analiz boyunca elektron transferini miimkiin kilar. Bu da
direncin azalmasina neden olur. Kalip molekiiliin uzaklastirilmasimin ardindan elektrot
tekrar dopamin ile etkilestirildiginde direng¢ artmistir; c’den d’ye olan degisim bunu
gostermektedir. Bu artis dopaminin kaviteleri doldurmasiyla elektrolit ve elektrot
arasindaki elektron transferini engelleyerek direng artisina neden olur. Bu artis polimer
filmin dopamin i¢in tanima bdlgeleri igerdigini ve MIP filmin diizgiin hazirlandigini

gostermektedir.
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5.4. Kare Dalga Voltametrisi ile Analitik Egrinin Olusturulmasi ve Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Belirlenen optimum kosullarda, 0.1 M, pH 7.4 fosfat tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis
farkli konsantrasyonlardaki dopamin (50 - 200 nM) elektrokimyasal sensor sistemi ile
etkilestirilerek kare dalga voltamogramlari alinmistir (Sek. 5.12). Dopamin derigimine
kars1 alinan voltamogramlar grafi§e gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi (Sek.

5.12).

-0.6 -04 -0.2 0 02 0.4 0,6 0.8
E (V)
Sekil 5.12. Dopaminin molekiiler baskilanmis sensor kullanilarak alinan kare dalga

voltamogramlari (a) 50; (b) 70; (c) 90; (d) 100; (e) 125; () 150; (g)175; (h) 200 nM
DA

Sekil 5.12° de goriildiigii gibi, optimize edilmis sartlar altinda dopaminin artan
konsantrasyonlarda ilavesiyle DA/MIP/Au elektrot ile kare dalga voltamogramlar
kaydedilmistir. Bu sartlar altinda artan konsantrasyon ile baskilanmis polimerdeki
kavitelerin dolmasina bagli olarak yaklasik 0.12 V civarindaki dopamin oksidasyon
pikinin, azaldig1 ortaya ¢ikmistir. Pik akimi ve DA konsantrasyonu arasinda 50-200 nM
aralifinda lineer bir iliski mevcuttur (Sekil 5.13) ve Cizelge 5.1° den de goriildiigii gibi
tayin limiti sinyal/giirtiltii oran1 3 alinarak 18.11 nM olarak hesaplandi (Li vd, 2009).
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Sekil 5.13. Dopaminin SWV yontemi ile elde edilen kalibrasyon egrisi (n = 6)

Bu degerler literatiirde dopamin tayini i¢in hazirlanmis baz1 sensorlerle
karsilastirildiginda, hazirlanan sensoriin - olduk¢a basarili  oldugu goriilmektedir

(Gholivand ve Amiri, 2012; Mao ve Bao, 2011).

Cizelge 5.1. SWV yontemine ait kalibrasyon egrisinin 6zellikleri (n=6)

Regresyon Denklemi y =-0,0334x + 13,245
Korelasyon katsayisi (r) 0,9865

Kalibrasyon aralig1 (nM) 50-200

LOD (nM) 18,11

LOQ (nM) 54,33

5.5. Gelistirilen Elektrokimyasal Sensoriin Baskilama Seciciliginin Belirlenmesi

Baskilanmig sensoriin segiciliginin belirlenmesi icin belirlenmis optimum sartlar
gozetilerek, baskilanmig (MIP/DA) ve baskilanmamig (NIP/DA) sensorler hazirlandi.
Hazirlanan bu sensorler, her biri pH 7.4 fosfat tampon ortaminda, 10 mM
konsantrasyonda hazirlanmis, molekiil yapilar1 Boliim 4.4’te belirtilen dopamin,
fenilalanin, tirozin, L-DOPA ve serotonin igeren c¢ozeltilerle optimum sartlarda

etkilestirilerek kare dalga voltamogramlari alinmis ve veriler degerlendirilmistir.
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MIP/DA sensorle alinmis voltamogram ve her iki sensorle elde edilmis histogramlar,

strastyla Sekil 5.14 ve Sekil 5.15' de goriilmektedir.
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Sekil 5.14. Baskilanmis sensoriin farklt molekiillerle ¢ekilmis kare dalga voltamogramlari a)
dopamin b) L-DOPA c) tirozin d) fenilalanin e) serotonin (tim ¢ozeltiler pH 7.4
fosfat tamponda 10 uM konsantrasyonda)

Hem voltamogramlardan hem de histogramdan MIP’nin baski molekiilii olan
dopamine yiiksek secimlilikte baglandigi, secilen benzer molekiillerden yapist
dopamine en c¢ok benzeyen L-DOPA ile etkilesimde bile baskilanmis sensoriin kalip
molekiil olan dopamine nazaran c¢ok diisiik pik akimi verdigi Sekil 5.15’de belirtilen
histogramda agikga goriilmektedir. Seciciligin belirlenmesi sensoriin - dopaminin
kendisine yapica benzer analog molekiillerine verdigi yanit ile Slgiiliir. Elde edilen
sonuglar, dopaminin diger analog molekiillere gore molekiiler baskilanmis polimerdeki

kavitelere ¢ok daha fazla uyum sagladigini1 gostermektedir.
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Sekil 5.15. Baskilanmis ve baskilanmamis sensorlerle elde edilen pik akimlariyla olusturulmus

histogramlar

Segicilik performansinin daha iyi tespit edilebilmesi i¢in segicilik faktorii (o) ve

baskilama faktorii (B) asagidaki esitliklere gore hesaplandi:

o (SG(}lClllk faktoru) = Alsensoriin kalip molekiile yamtl/ Alsenssrin girisimei molekiile yanitt (53)

B (baskilama faktoril) = o baskitanms (M1P) / O kontrol (NIP) (5.4)

Genel olarak a’nin 1.0 civarindaki degeri goz ardi edilebilir bir segiciligin gostergesi
iken, yiiksek B degeri daha iyi baskilamanin gostergesidir (Liu, 2015).

Dopamin baskilanmis sensoriin dopamine karsi segiciliginin belirlenmesi igin
secicilik deneyleri optimum sartlar altinda yukarida belirtilen analog molekiillerin
cozeltileri kullanilarak gerceklestirildikten sonra Cizelge 5.2°de elde edilen verilerle
sensOriin diger analog molekiillere kars1 segicilik katsayilar1 ve baskilama katsayilar

hesaplanmustir.
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Cizelge 5.2. Sentezlenmis MIP ve NIP Sensorlerin segicilik analizi sonuglari

MIP NIP B
Akim (pA) o Akim (pA) o
DA 46.11 - 3.25 -
DOPA 20.25 2.3 3.15 1.03 2.2
Tyr 14.06 3.2 3.07 1.06 3.0
Phe 9.97 4.6 3.21 1.01 4.5
Ser 6.65 6.9 2.9 11 6.3

Buna gore, oOzellikle DOPA ve tirozinin molekiill yapilari dopamine oldukca
benzemektedir. Sekil 5.14’den de goriildiigli gibi baskilanmis sensér dopamine,
kullanilan tiim analog molekiillere verdigi tepkiden daha fazla tepki vermistir. Dopamin
icin elde edilen sinyal degeri 46,11 pA iken DOPA i¢in 20,25 pA, tirozin igin 14,06 pA,
fenilalanin i¢in 9,97 pA ve serotonin i¢in de 6,65 pA sinyal degerleri elde edilmistir.

Bu degerlerden segcicilik faktorii (o) degerleri, Dopamin/DOPA c¢ifti igin 2.3;
Dopamin/Tyr ¢ifti i¢in 3.2; Dopamin/Phe c¢ifti i¢in 4.6; Dopamin/Ser ¢ifti i¢in ise 6.9
olarak bulunmustur. Baskilanmamis sensoriin ise ayni derisimdeki ¢ozeltilere karsi
verdigi sinyalin oldukca benzer oldugu Cizelge 5.2° de goriilmektedir. Baskilanmamis
sensoriin secicilik faktorii (o) degerleri, Dopamin/DOPA cifti i¢in 1.03; Dopamin/Tyr
c¢ifti icin 1.06; Dopamin/Phe c¢ifti i¢in 1.01; Dopamin/Ser ¢ifti i¢in ise 1.1 olarak
bulunmustur. Elde edilen verilere gore baskilanmamis (DA/NIP) sensor, dopamin
baskilanmis sensore (DA/MIP) gore, dopamine karsi cok az secicilik gostermistir.

Bunun sebebi NIP/DA sensorde dopamine 6zgii kavitelerin bulunmamasidir.

Tespit edilen baskilama faktorlerine gore (), DA/MIP sensoriin dopamine;
DOPA’ya gore 2.2 kat, tirozine gore 3.0 kat, fenilalanine gore 4.5 kat, serotonine gore
6.3 kat daha secici oldugu tespit edilmistir. Elde edilen veriler araciligiyla da tespit
edildigi gibi DA baskilanmis sensor yapisindaki DA’e 6zgii kaviteler nedeniyle
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aralarinda dopaminin de bulundugu analitlerden en fazla dopamin ile etkilesmistir. Bu

da baskilama prosediiriiniin polimere daha yiiksek se¢icilik kattigin1 ortaya koymustur.

5.6. Baskilanmis Sensoriin Tekrar Edilebilirlik, Tekrar Uretilebilirlik ve Stabilite

Cahsmalan

Tekrar edilebilirligi belirleyebilmek i¢in 100 nM DA ¢dzeltisi, optimum sartlar altinda
hazirlanmis MIP/DA sensor kullanilarak kare dalga voltametrisi ile basarili bir sekilde 6
defa analiz edildi. Cizelge 5.3 de goriildiigii gibi 6lgiilen pik akimlarinin bagil standart
sapmast 3.55 degeriyle sensoriin 1iyi bir tekrar edilebilirlige sahip oldugunu
gostermektedir.

Cizelge 5.3. MIP/DA sensoriin kare dalga voltametrisi ile tespit edilen tekrar edilebilirlik
degerleri (n=6)

Olciim  Sensor Yaniti Olciim  Sensér Yamit Std. Sapma BSS (%)
Sayist  (nA) Sayisi (nA)

1 9.82 4 9.87 0.345 3.55

2 9.99 5 8.98

3 9.76 6 9.97

Tekrar tretilebilirligin tespiti i¢in ayni kosullar altinda 5 ayr1i MIP/DA sensor
sentezlenmis ve bu sensorler 100 nM DA analizi i¢in kullanilmistir. Her bir sensorle alt1
defa analiz yapilarak Cizelge 5.4’ te goriilen sonuglar elde edilmistir. Buna gore elde
edilen 5 farkli sonucun birbirine yakin degerlerde olmast sensoriin tekrar

iretilebilirliginin yiiksek oldugunu gdstermektedir.

Cizelge 5.4. Uretilen MIP/DA sensérlerin kare dalga voltametrisi ile tespit edilen tekrar
iretilebilirlik degerleri (n=6)

Uretilen MIP/DA 1 2 3 4 5
Sensor

Sensor Yaniti 998+1.8 9.87+1.7 9.96+2.2 9.67+1.2 9.754+2.3
(nA)

Baskilanmis sensoriin kararliligini tespit edebilmek i¢in dopaminin polimerik yapidan

ekstraksiyon sonrasi tekrar baglanma ve tekrar ekstraksiyonu ile akim yanitinin

degisimi kaydedilmistir. Optimum sartlar altinda ekstrakte edilmis MIP/DA sensor
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Cizelge 5.5°de belirtilen farkli zaman dilimlerinde bekletildikten sonra optimum sartlar
altinda 100 nM DA (pH 7.4 fosfat tampon ortaminda) ¢ozeltisi ile etkilestirilip kare
dalga voltamogram alinarak sensoriin yanitt incelenmistir. Her bir Ol¢iim 6 kez
tekrarlanarak ortalama deger yazildi. Sensor kullanilmadig1 zamanlarda +4 °C, pH 7.4

fosfat tampon ¢ozeltisinde bekletilmistir.

Cizelge 5.5. MIP/DA sensoriin absorpsiyon/desorpsiyon sonrast dopamin ¢ozeltisine verdigi

Yanit (n=6)
Siire MIP/DA Bulunan DA Siire MIP/DA Bulunan DA
(saat) Semsér yamti Konsantrasyonu (giin) Sensér yamti Konsantrasyonu
(nA) (nM) (nA) (M)
1 9.89 100.40 1 9.47 113.02
2 9.87 101.04 7 10.02 96.55
5 9.85 101.64 14 10.08 94.76
10 9.79 103.44 21 10.24 89.97

Cizelge 5.5 den goriildiigii gibi DA/MIP sensor pH 7.4 fosfat tamponda 4 °C’ de
bekletildigi takdirde en az {i¢ hafta, Onemli dl¢lide sinyal kayb1 olmadan
kullanilabilmistir (Pacheco vd, 2015).

5.7. Gelistirilen Elektrokimyasal Sensorle Dopaminin Farmasotik Preparattan

Analizi

DA/MIP sensoriin uygulanabilir oldugunu gérmek i¢in Fresenius (Almanya) marka
dopamin ampiilleri kullanilarak etkin madde miktar analizi gerceklestirildi. Ampiiller
50, 100, 150 ve 200 nM olacak sekilde pH 7.4 fosfat tamponla seyreltilmis ve optimum
sartlar altinda MIP/DA sensorle etkilestirilerek kare dalga voltamogramlart alinmistir.
Farmasoétik ornekle elde edilen kare dalga voltamogramlar Sekil 5.16°da goriilmektedir.
Bu voltamogramlardan elde edilen pik akimlar1 daha once belirlenmis, Cizelge 5.1°deki
kalibrasyon esitligine uygulandiginda elde edilen sonuclar Cizelge 5.6’da verilmistir.

Bu sonugclara gore hazirlanan sensorle yapilan farmasotik preparattan dopamin tayininde
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elde edilen geri kazanim degerleri yiiksektir. Bu da MIP/DA sensoriin farmasotik

preparattan dopamin analizinde basarili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.16. Farmasotik preparattan elde edilen dopamin ¢ozeltilerinin  kare dalga
voltamogramlari ((a) 50, (b) 100, (c)150, (d) 200 nM)

Cizelge 5.6. Kare dalga voltametrisi ile belirlenen farmasétik preparatin geri kazanim degerleri

Dopamin Bulunan Konsantrasyon (nM) Geri Kazanim (%)
Konsantrasyonu (nM) + Std. Sapma

50 50.1+£0.18 100.2

100 98.6 £0.28 104.6

150 153.6 £1.02 102.4

200 205.2 £ 1.67 102.6

5.8. UV Spektroskopisi ile Analitik Egrinin Olusturulmasi ve Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Elektrokimyasal sensorle elde edilen sonuglar1 valide etmek icin Bolim 4.6’ da
anlatildig1 gibi ayn1 kosullar altinda dopamin ¢6zeltileri kullanilarak etkin madde miktar

analizi gerceklestirildi. Dopamin ¢ozeltileri, pH 7.4 fosfat tampon ortaminda
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hazirlanmis 100 uM stok dopamin ¢ozeltisinden hazirlandi. Bu ¢ozeltiden uygun
hacimlerde ¢ozeltiler alinip tampon ¢dzeltisi ile 10 mL son hacme tamamlanmis ve iyice
kanigtirllmistir. Spektrum pH 7.4 fosfat tampona gore alinmis ve Sekil 5.17°de
goriildiigl gibi analiz i¢in uygun dalga boyu 280 nm (Amaks.) olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.17. pH 7.4 fosfat tamponla hazirlanmis dopamin ¢6zeltisinin UV spektrumu

Dopaminin gorliniir bolgede bir miktar absorbanst olmasma ragmen, bu
absorbans UV bolgedekine gore daha zayiftir (El-Zohry ve Hashem, 2013). Bu sartlar
altinda elde edilen kalibrasyon egrisi ve kalibrasyon egrisinin 6zellikleri Sekil 5.18°de
ve Cizelge 5.7°de goriilmektedir. Kontrollii salim ¢alismalarinda salim profilinin elde
edilmesinde ve gelistirilen elektokimyasal sensoriin sonuglarinin karsilastirilmasinda UV
spektroskopisi kullanilacagi i¢cin UV kalibrasyon egrisi genis bir konsantrasyon

araliginda elde edilmistir.
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Sekil 5.18. Farkli konsantrasyonlarda dopamin ¢6zeltileriyle elde edilen UV- kalibrasyon egrisi

Cizelge 5.7. UV-Kalibrasyon Egrisinin Ozellikleri

Lineer Arahk (uM) 0,05-20

A max (nm) 280

¢ (L/mol/cm) 3.21x10*
Kalibrasyon Denklemi y =0.028x + 0.1291
Egim 0.028

Korelasyon Katsayisi 0.9905

5.9. Dopaminin Farmasotik Preparattan UV Spektrofotometrisi ile Analizi

Elektrokimyasal sensorle elde edilen sonuglar1 valide etmek icin Bolim 5.4° de
anlatildig1 gibi ayn1 kosullar altinda dopamin ampiilleri kullanilarak etkin madde miktar
analizi gerceklestirildi. Dopaminin dozaj formunda miktarinin tespit edilmesi
gelistirilen elektrokimyasal sensoriin dogruluk ve duyarhiligmi tespit etmek igin
kullanilmistir. Dopamin ampullerinden elde edilen ¢ozelti; 50, 100, 150 ve 200 nM
olacak sekilde pH 7.4 olan fosfat tamponla seyreltilmis ve Bolim 5.8 de belirlenen
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda absorbanslari alinmistir. Dopamin

ampiiliinden elde edilen ilaglarin konsantrasyonlar1 Bolim 5.8 de diizenlenmis
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kalibrasyon grafigi ile tespit edilmistir. Bu islemden 6nce dozaj formundaki dopaminin
de onceki boliimdeki gibi ayni sartlar altinda absorpsiyon spektrumu alinip, Amaks 0a
herhangi bir kayma olmadig1 tespit edilmistir. Cizelge 5.8 de yukarida belirtilen

konsantrasyonlarda, dozaj formundaki dopaminle elde edilen sonuglar verilmistir.

Cizelge 5.8. Farkli konsantrasyonlardaki dopamin numunelerinin UV ile tayin sonuglar

Dopamin A Bulunan BSS Geri Kazanim
Konsantrasyonu Konsantrasyon (uM) (%) (%)

(nM)

50 0.131 60 3.53 80

100 0.132 103 1.46 103

150 0.134 175 1.42 116

200 0.135 210 1.72 105

5.10. Gelistirilen Elektrokimyasal Sensor ve UV-Spektrofotometre Sonuclarinin

Karsilastirilmasi

Gelistirilen elektrokimyasal sensorle elde edilen sonuglarin dogrulugunu ispatlamak icin
farmasotik preparattan elde edilmis 100 nM dopamin ¢ozeltisi hem gelistirilen sensorle
hem de UV spektroskopisi ile yedi kez dl¢iilmiistiir. Hazirlanan dopamin ¢ozeltisi pH
7.4 fosfat tampon ortaminda kare dalga voltametrisi ve 280 nm’de UV spektrumu alinip
okunan sinyal degerlerine kalibrasyon grafiginden kars1 gelen derisimler bulunarak elde

edilen dopamin miktarlar1 Cizelge 5.9 da verilmistir.
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Cizelge 5.9. Gelistirilen sensorle elde edilen SWV sonuglarinin, UV-spektroskopi yontemi ile

karsilagtiriimasi

SWYV Olciimii UV Ol¢iimii

Bulunan (nM) Bulunan (nM)
103.83 104.01
104.96 105.14
104.02 103.93
102.97 103.05
104.89 105.11
102.94 103.16
103.18 103.01

Xort: 103.83 Xort: 103.92

SS: 0.86 SS: 0.96

Buna gore elde edilen sonuglara istatistiksel t testi uygulandiginda, hesaplanan p
degeri = 0.19 > 0.05 oldugundan yokluk hipotezi kabul edilir ve iki cihazin 6l¢iim

sonuglari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadig1 sdylenebilir.

5.11. Hidrojel Sentezi

HEMA, hidroksil gruplarint igeren hidrofilik bir monomerdir. Mekanik dayanimlar
yiiksek, viicut tarafindan absorplanmayan, medikal alanda ¢ok tercih edilen HEMA
esaslt hidrojellerin bir diger avantaji ise kolay sentezlenmeleridir. Etilen glikol
dimetakrilat ise pHEMA hazirlanmasinda siklikla ¢apraz baglayici olarak kullanilan bir
komonomerdir (Huang vd, 1997).

Hidrojel sentezi, Bolim 4.9’ da anlatildigi gibi, Cizelge 4.1’de belirtilen
iceriklerle artan capraz baglayici miktarlartyla yapildi. Polimerizasyon sirasinda APS
serbest radikal baslaticisi, HEMA monomerinin ve ¢arpraz baglayicinin yapisindaki ¢ift

baglara etki ederek polimerizasyonu tetikler.
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Sekil 5.19. HEMA’nin EGDMA varliginda polimerizasyonu

Acilan ¢ift baglarla, Sekil 5.19°da goriildiigii gibi monomerler alifatik bir zincir
olusturmak iizere kovalent olarak birbirlerine baglanirlar. Alifatik zincir olusturan
HEMA birimleri ¢apraz baglayici vasitasiyla birbirlerine baglanarak polimerik yapiy1
olustururlar. Bu noktada ¢apraz baglayicinin yogunlugu polimerik zincirlerin arasindaki
baglanma yogunlugunu belirler. Polimer igerisindeki ¢apraz baglayici miktari arttik¢a
polimerik zincirler daha siki tutunur ve aralarindaki bosluklar ise azalir. Bu durum
polimerin sisme oranini da etkiler yani polimerik yapida ¢apraz baglayict miktar

arttik¢a polimerin sisme orani azalir.

5.12. Hidrojelin Karakterizasyonu
5.12.1. FTIR-ATR spektrofotometre analizi

FTIR spektroskopik analizi ile Bolim 4.9 (Cizelge 4.1)° da belirtilen igerik
miktarlariyla sentezlenmis pHEMA hidrojellerin aydinlatilan yapilart Sekil 5.20°de
belirtilmistir. Sekil 5.20” deki spektrumlar artan ¢apraz baglayici miktarlar1 ile pHEMA
hidrojellerin diizgiin bir sekilde sentezlendigini, artan miktarlardaki EGDMA’nin
yapiya diizgiin bir sekilde katildigin1 gostermektedir.
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Sekil 5.20. Sentezlenmis p-HEMA hidrojellerin FTIR spektrumlari

Bilesenlerin (HEMA ve EGDMA) tiim karakteristik bantlar1 FTIR spektrumda
gozlenmistir (Sekil 5.20). pHEMA hidrojelin, hidrojen bagli alkol (O—H) pikinin
gerilme titresim band1 yaklasik 3450 cm™ de goriiliirken, EGDMA” da ki ester gruptan
kaynaklanan C=0 gerilme titresimi ise 1730 cm™ de goriilmiis ve artan EGDMA
miktar1 ile (H1’den 3’e) pik siddetinde artis goriilmiistiir. -CH>—, C—H ve —CH3s
gruplarindan kaynakl alifatik gerilme ise 2950 cm™! ‘de goriilmiistiir. Ayrica HEMA’
nin metil gruplarmi gosteren alifatik C-H egilmesi 1118 cm™’ de gdzlenmistir (Dobic
vd, 2011; Podkoscielna vd, 2012)

5.12.2. TGA analizi

TGA numunenin hangi sicaklikta bozunup gaz haline doniistiiglinii gésteren bir termal
analiz yontemidir. Farkli c¢apraz baglayici bilesenlerine sahip polimer 6rneklerinin
analizi, bunlarin bozunup gaz haline ge¢meden maksimum ka¢ dereceye kadar

dayandigini gostermektedir (Sekil 5.21).
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Sekil 5.21. Sentezlenen hidrojel numunelerinin TGA analiz sonuglar1 (H1, H2, H3)
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Buna gore Cizelge 5.10° da goriildiigli gibi ¢apraz baglayici miktar1 en az olan (5 pL)
H1 kodlu hidrojel 230 °C’de bozunmaya baslarken, H2 kodlu hidrojel (¢apraz baglayici
miktar1 10 pL) 280 °C’de bozunmaya baslamakta, numunelerden g¢apraz baglayici
miktar1 en fazla olan (25 pL) hidrojel ise 295 °C’de bozunmaya baglamistir. Bu da
Boliim 4.12°de bahsedildigi gibi capraz baglayici miktarinin artmasiyla yapinin

giiclenecegi bilgisini desteklemektedir.

Cizelge 5.10. Sentezlenen hidrojel numunelerinin TGA analiz sonuglari

Hidrojel Ornegi Termal Bozunma Sicakhig (°C)

H1 230
H2 280
H3 295

5.12.3. SEM Goriintiileme

Capraz baglanmig polimerlerin yiizey goriintiilerinin elde edilmesi i¢in SEM cihazi
kullanildi. Elde edilen farkli 6lgekteki goriintiiler Sekil 5.22°de verilmistir. Hidrojelin
HEMA ve EGDMA’dan kaynaklanan yogun yapist ve polimerik yapida bulunan,
¢ozliciiniin  absorplanmasini saglayan yariklar sekillerde goriilmektedir. Alman
goriintiilerin, literatiirde yer alan pHEMA SEM goriintiileri ile benzer oldugu tespit
edilmistir (Seidel vd, 2000; Zainuddin vd, 2006; Zhao vd, 2018). Bu analiz sonucu bize
yapinin ¢oziicli absorplayabilir ve dolayistyla salim sistemlerinde kullanilabilir oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 5.22. pHEMA hidrojellerin farkl 6lgeklerdeki SEM goriintiileri (a: 100 um; b:10 pm; c:
100 nm; d: 100 nm)

5.12.4. Sisme testi

Sabit tartima getirilmis hidrojel disk oda sicakliginda pH 7.4 fosfat tampon icerisinde
bekletilip, belirli zaman araliklarinda tartimlar1 gergeklestirilip hidrojellerin sisme
profilleri belirlenmistir (Sekil 5.23). Hidrojelin sisme oranlart Esitlik 5.5 kullanilarak
hesaplanmustir.

Ws—Wo

Sisme oram1 (%) = —— x 100 (5.5)
0

Esitlikte Ws sigmis polimerin agirligi; Wo kuru polimerin agirligini ifade etmektedir.
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Sekil 5.23. Sentezlenen hidrojellerin zamana kars1 sisme profilleri

Sekil 5.23’de goriildiigii gibi polimerizasyon ¢ozeltisinde ¢apraz baglayict miktarinin
artmas1 suyun diflizyonunu zorlastirdig1 icin hidrojellerin sisme oraninda azalma
gbzlenmistir (Oncel, 2013).

5.13. Tersinir Sisme Calismalar:

Sentezlenen hidrojellerin sisme 6zelliklerinin tersinir olup olmadiginin belirlenebilmesi
icin, bu hidrojeller ile ard arda sisme/kurutma calismalar1 gerceklestirildi. Bunun igin,
fosfat tampon igerisinde sisirilen hidrojeller, denge sisme degerine ulastiktan sonra,
etiivde 37°C’de sabit tartima gelinceye kadar kurutularak tekrardan sisme ortamina
konulmuslardir. Her bir hidrojel i¢in bu islem iiger defa tekrarlandi. Bu g¢alismaya ait
sonuclar Cizelge 5.11°de verilmistir.

Cizelge 5.11. Tersinir sisme ¢aligmasi sonuglari

Hidrojel Denge Su Icerigi (%)

Ornegi ilk Sisme ikinci Sisme  Ugiincii Sisme
H3 201.243 191.6+4.8 19742.5

H2 233,445 236.7+9 237.4+4.1

H1

252.4+3.7 256.2+2.4 257+£3.2
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Hidrojellerin yapist geregi, sisme prosesinin tersinir olmasi ve sisirilip kurutulduktan
sonra tekrar tekrar kullanilabilmeleri 6nemlidir. Cizelge 5.12°de goriildiigli gibi denge su
igerikleri arasindaki farkin az olmasi bu hidrojellerin sisme 6zelliklerinin tersinir oldugu

gostermektedir (Shahirdavarpanah, 2015).

5.14. Dopamin Yiikleme Calismasi

Hazirlanan farkli ¢apraz baglayict miktarlarina sahip hidrojel disklerin her biri (H1, H2
ve H3) pH 7.4 fosfat tampon ile hazirlanmis 20 mL hacimde 20 uM dopamin ¢ozeltileri
icinde oda sicakliginda 24 saat boyunca ¢ozeltiler karistirilarak bekletilmistir. Siirenin
bitiminin ardindan diskler pH 7.4 fosfat tamponla ile ii¢ defa yikanmis ve ardindan

salim ¢alismalarina gegilmistir.

5.15. Dopaminin Hidrojelden Saliminin incelenmesi

Farkli miktarlarda ¢apraz baglayici iceren hidrojel diskler 20 mL pH 7.4 fosfat tampona
alimarak 72 saat boyunca dopamin salim ¢aligmalart devam ettirilmistir. Belirlenmis
zaman araliklarinda tampon ortamindan 2 mL numune alinarak yerine 2 mL fosfat
tamponu koyularak canak (sink) kosul gozetilerek salim ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.
Canak kosul etkin maddenin ortamdaki konsantrasyonunun diizensiz artisin1 engellemek
icin saglanir. Canak kosul altinda herhangi bir t zamaninda ¢o6ziinmiis etkin madde
konsantrasyonu (Ct), bu etkin maddenin ortamdaki c¢oziiniirliigliniin (Cs) %20’sini
gecmemelidir, (Ct< 0.2 Cs) (Gibaldi ve Feldman, 1967).

Dopamin salimu ilk iki saatte biiyilik bir artis gostermistir. Daha sonraki 24 saat
icerisinde H1 kodlu hidrojelden salim artarak devam ederken H2 ve H3 kodlu
hidrojellerden salim H1’e gore nispeten ¢ok az olmustur. Hidrojel sisteminde salim
mekanizmas1 genel olarak difiizyon kontrollii olarak gerceklesir ve hidrojellerden
dopamin salimi su sekilde olmaktadir; dnce dopamin yiiklii hidrojeller fosfat tampon
ortami ile etkilesmekte ve ortam sivist hidrojele penetre olup, hidrojel yapisini
sisirmeye baslamaktadir. Aynm1 zamanda hidrojel iizerindeki dopamin de salinmaya
baslamaktadir. Daha sonra, polimer matris ortam sivisini absorplarken dopamin

matristen difiizlenmeye baslar ve ortama salim1 belirli bir siire artan bir sekilde devam
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eder. H1, H2 ve H3 kodlu hidrojellerle yapilan salim ¢aligmalar1 ve sonuglar Sekil
5.24’de goriilmektedir.
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Sekil 5.24. Farkli capraz baglayici igeren hidrojellerle dopamin salim profili

Hidrojellerden salim miktarinin belirlenebilmesi i¢in, disklerin bulundugu
rezervuarlardan belirli araliklarla Ornekler alinmistir. Almman Ornekler daha Onceki
calismada yapildigr gibi 280 nm’ de analiz edilip, elde edilen Sekil 5.18’de ki
kalibrasyon grafigi vasitasiyla miktarlar belirlenmistir. Salim calismalar1 72 saat
boyunca devam ettirilmistir. Ancak 30 saat sonra salim miktarlarinin sabit bir degere
ulastig1 gozlenmistir. Bundan sonraki 72 saate varan siirecte de her hidrojelden salimin
sabit degerde kaldig tespit edilmistir. Salim profili olarak ¢apraz baglayici orani en az
olan H1 kodlu hidrojelin daha fazla dopamin salimi1 yaptig1 goriilmektedir. Sonuclardan
da anlasildig1 gibi polimerizasyon ¢dzeltisinde capraz baglayict miktarinin artmasi ile
hidrofobisite artmis, ¢ozeltinin difiizyonu zorlagsmis ve buna bagl olarak da beklenildigi

gibi sisme oran1 ve salim profili azalmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sunulan tez kapsaminda; dopaminin se¢imli tayinine yonelik molekiiler baskilanmis
elektrokimyasal sensor dizayn edilmis ve sentezlenen pHEMA hidrojel vasitasiyla

dopaminin kontrollii salimi incelenmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen 6nemli sonuclar asagida 6zetlenmistir.

e Baskilanmis sensorlerin elektrokimyasal karakterizasyonunda NIP sensoriin
analitle etkilestirilmesiyle ¢ok az bir miktar degisim olurken, MIP sensorle
analitin etkilesimi sonucu akimin yaklasik alt1 kat azaldig1 gézlenmistir. Bunun
nedeni de baskilama prosediiriiyle MIP sensoriin yapisina katilan kavitelerin
analit ile etkilesmesi sonucu dolarak elektron aktarimini engellemesidir.

e QGelistirilen dopamin baskilanmis sensorle sentetik dopamin pH 7.0 fosfat
tampon ortaminda 50 - 200 nM konsantrasyon araliginda kare dalga
voltametrisi ile tayin edilebilmistir.

e Elde edilen baskilama faktérlerine gore (B), DA/MIP sensoriin dopamine;
DOPA’ya gore 2.2 kat, tirozine gore 3.0 kat, fenilalanine goére 4.5 Kat,
serotonine gore 6.3 kat daha secici oldugu tespit edilmistir. Elde edilen veriler
araciligiyla da tespit edildigi gibi DA baskilanmis sensor yapisindaki DA’e
0zgl kaviteler nedeniyle aralarinda dopaminin de bulundugu analitlerden en
fazla dopamin ile etkilesmistir. Bu da baskilama prosediiriiniin polimere daha
yuksek secicilik kattigini ortaya koymustur.

e (alismada kontrollii salim i¢in kullanilan pHEMA hidrojellerin sentezinde
monomer olarak HEMA, capraz baglayic1 olarak EGDMA ve baslatic1 olarak
APS kullanilmstir.

e QGelistirilen hidrojellerin dinamik sisme ¢alismalar1 fosfat tampon ¢ozeltisinde
yapilmustir. Ayrica hidrojeller FTIR ve TGA ile karakterize edilmistir. Daha
sonra, dopamin salim1 incelenmistir.

e HI1, H2 ve H3 olarak kodlanan farkli ¢capraz baglayici igerige sahip hidrojellerin
ilk sismedeki denge su igerikleri sirasiyla % 252.4, % 233.4 ve % 201.2 olarak

bulunmustur.
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Kontrollii salim ¢aligsmalari, fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH 7.4) yiiriitiilmiistiir.
Hidrojellerden salim miktarinin belirlenebilmesi ig¢in, disklerin bulundugu
rezervuarlardan belirli araliklarla 6rnekler alinmistir. Alinan 6rnekler UV ile
analiz edilip, dopaminin salim miktarlar1 belirlenmistir.
Salim ¢alismalar1 72 saat boyunca devam ettirilmistir. Ancak 30 saat sonra
salim miktarlarinin sabit bir degere ulastig1 gézlenmistir. Bundan sonraki 72
saate varan siirecte de her hidrojelden salimin sabit degerde kaldigi tespit
edilmistir.
Salim profili olarak ¢apraz baglayict orani en az olan H1 kodlu hidrojelin daha
fazla dopamin salim1 yaptigi goriilmektedir.
Sonuglardan da anlasildigr gibi polimerizasyon ¢dzeltisinde c¢apraz baglayici
miktarinin artmasi ile hidrofobisite artmis, ¢ozeltinin difiizyonu zorlagmis ve
buna bagli olarak da beklenildigi gibi sisme orani haliyle salim profili
azalmstir.

Sonug olarak tez calismasinda tasarlanan bu sensor ile dopamin tayinine
yonelik daha duyarli, se¢imli ve gilivenilir bir yontem gelistirilmistir. Molekiiler
baskilama teknigi ile gelistirilen elektrokimyasal sensor ile farmasotik
preparattan basarili bir sekilde dopamin tayin edilmistir. Boylece gelistirilen bu
sensorlin ileride tasarimlanabilecek ve kullanabilecek sensor teknolojilerine
katk1 saglayabilecegi diigiiniilmektedir.
Ayrica literatiirdeki diger ¢alismalara nazaran bu ¢alismadaki dopamin salimina
yonelik elde edilen salim siiresinin daha uzun zamana yayildig: tespit edildi.
pHEMA hidrojelin biyouyumluluk ve dis kosullara dayanikliligi gibi
avantajlarindan faydalanilarak gelistirilmis bu sistemin dopamin salim

calismalari i¢in faydali ve farkl bir alternatif olacag diisiiniilmektedir.
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