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OZET

Antikanser Ila¢ Beksarotenin MIP Temelli Elektrokimyasal Sensérlerle Tayini

Kanser, diinya ¢apinda dliimle sonuglanan hastaliklar arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci sirada yer almaktadir. Kutan6z T-hiicreli lenfoma kanser hastaliklarindan olan non-Hodgkin
lenfoma tiirlerinden nadir goriilen bir tanesidir ve yaygimn etkileri cilt tizerinde gdriilmektedir.
Reksinoidler ad1 verilen bilesiklerden olan Beksaroten (BEK), bir retionid X reseptorii agonistidir ve
kutan6z T-hiicreli lenfomada etkinligi hem oral hem topikal formiilasyonlari ile kanitlanmistir. Bu tez
calismas1 kapsamimnda BEK’in hassas ve segici tayini i¢in ilk kez nanomateryal ve molekiiler
baskilanmis polimer temelli elektrokimyasal bir sensor gelistirilmistir. Molibden trioksit (MoOs),
platin nanokiireler (PtNK) ve kitosan (Kit) karisimi ile modifiye edilen camsi karbon elektrot (CKE)
yiizeyi polimer film ile kaplanarak gelistirilen Poli(Arjinin)/BEK@MIP/MoOs-PINK@KIit/CKE
sensoOriinlin - elektrokimyasal karakterizasyonu doniisiimlii voltametri (DV) ve elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS) teknikleri ile, yiizey morfolojik 6zellikleri ise ¢esitli spektroskopik ve
mikroskopik yontemlerden taramali elektron mikroskobu (SEM) ve Fourier doniigiimlii kizilGtesi
spektroskopi (FTIR) ile incelenmistir. Sensoriin elektrokimyasal performansi diferansiyel puls
voltametri (DPV) ile degerlendirilmistir. Buna gére sensér 7,0 x 107° M ve 1,0 x 10 M derisim
araliginda standart BEK ¢ozeltilerinin 1,06 x 1072 M ve 3,53 x 10" M teshis smur1 (TS) ve tayin alt
siirt (TAS) degerleri ile teshis edilmistir. Benzer kimyasal yapiya sahip olan retinoik asit ile
yiiriitiilen molekiiler baskilama faktorii hesaplamalari, sensériin BEK’e karsi yiiksek segicilik
gosterdigini isaret etmistir. Gelistirilen yontem ile BEK ticari insan serumu &rneklerinde de 1,0 x 10713
M ve 1,0 x 102 M dogrusal konsantrasyon araliginda 1,14 x 10** M TS ve 3,82 x 10 M TAS ile
basarili bir sekilde tayin edilmistir. Poli(Arg)/BEK@MIP/MoO3-PINK@Kit/CKE’nin dogrulugu ve
uygulanabilirligi Beksar® jel dozaj formu ve ticari insan serumu Orneklerinde gergeklestirilen geri
kazanim ¢alismalar1 ile degerlendirilmistir. Kuantum mekaniksel hesaplamalarda Gaussian 09W
yazilimi i¢inde bulunan yogunluk fonksiyonel teorisi (YFT) ydntemi ve model geometrilerin
olusturulmasinda ve hesaplamalarin analizinde GausView 5.0 programi kullanilmistir. Enerji
optimizasyonlart B3LYP/6-31G(d,p) seviyesinde yapilmistir. Ayrica molekiillerin potansiyel enerji
ylizeyinde bir minimumda bulunduklar1 (negatif frekansa sahip olmadiklari) belirlenmigtir. Kararl
yapilar i¢in sistemlerin elektronik 6zellikleri incelenmistir. Sonug olarak gelistirilen sensér milkemmel
secicilik ve hassasiyetle BEK tayini i¢in iistiin avantajlar sergilemistir.

Anahtar Kelimeler: Beksaroten, Elektrokimyasal Sensorler, Kutanéz T-Hiicreli Lenfoma, Molekiiler
Baskilanmis Polimerler, Kuantum Mekaniksel Hesaplamalar



SUMMARY

Determination of Anticancer Drug Bexarotene with MIP-Based Electrochemical
Sensors

The cancer is the second leading cause of death worldwide after cardiovascular diseases. Cutaneous T-
cell lymphoma is a rare type of non-Hodgkin lymphoma, which is a cancer disease, and its widespread
effects are seen on the skin. Bexarotene (BEK), one of the compounds called rexinoids, is a retinoid X
receptor agonist and its effectiveness in cutaneous T-cell lymphoma has been proven with both oral
and topical formulations. In this thesis, an electrochemical sensor based on nanomaterials and
molecularly imprinted polymers was developed for the first time for the sensitive and selective
determination of BEK. The electrochemical characterization of the developed
Poly(Arginine)/BEK@MIP/MoO3-PtNS@Chit/GCE sensor, which was modified with a mixture of
molybdenum trioxide (MoQs), platinum nanospheres (PtNS) and chitosan (Chit) and coated with a
polymer film on the glassy carbon electrode (GCE) surface, was investigated by cyclic voltammetry
(CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) techniques, and the surface morphological
properties were investigated by various spectroscopic and microscopic methods such as scanning
electron microscope (SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and atomic force
microscope (AFM). The electrochemical performance of the sensor was evaluated by differential
pulse voltammetry (DPV). Accordingly, the sensor was detected with 1.06 x 10"¥® M and 3.53 x 10
M detection limit (LOD) and lower limit of detection (LOQ) values of standard BEK solutions in the
concentration ranges of 7.0 x 101> M and 1.0 x 10™® M. Molecular imprinting factor calculations
carried out with retinoic acid, which has a similar chemical structure, indicated that the sensor showed
high selectivity against BEK. With the developed method, BEK was also successfully determined in
commercial human serum samples with 1.14 x 10"%* M LOD and 3.82 x 10 M LOQ in the linear
concentration ranges of 1.0 x 10" M and 1.0 x 10 M. The accuracy and applicability of
Poly(Arg)/BEK@MIP/MoO3-PtNS@Chit/GCE were evaluated by recovery studies performed on
Beksar® gel dosage form and commercial human serum samples. In quantum mechanical
calculations, the density functional theory (DFT) method in the Gaussian 09W software and the
GausView 5.0 program were used to create model geometries and analyze calculations. Energy
optimizations were made at the B3LYP/6-31G(d,p) level. It was also determined that the molecules
were in a minimum on the potential energy surface (they did not have negative frequencies). The
electronic properties of the systems were investigated for stable structures. As a result, the developed
sensor exhibited superior advantages for the determination of BEK with excellent selectivity and
sensitivity.

Keywords: Bexarotene, Electrochemical Sensors, Cutaneous T-Cell Lymphoma, Molecularly
Imprinted Polymers, Quantum Mechanical Calculations
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ONSOZ

Kutandz T-hiicreli lenfoma, erken donemde sedef ve egzama gibi deri hastaliklar ile
karistirilmasi ile teshisi zor olan nadir bir non-Hodgkin tiirli kanser hastaligidir. Hastaligin
teshisinin zor olmasi, hizli bir seyir izlemesine, hastalarin yagam standartlarinin olumsuz
etkilenmesine ve tedavisinin giiclesmesine sebep olmaktadir. Beksaroten, ozellikle cesitli
tedavi yontemlerine kars1 direng gosteren hastalarda kullanimi yaygin ve etkili olan bir ilag
etken maddesidir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda, antikanser etkili ilag etken maddesi
Beksaroten tayini ic¢in ilk kez nanomateryal ve molekiiler baskili polimer temelli
elektrokimyasal bir sensor gelistirilmistir. Gelistirilen Nano-MIP temelli sensor, farmasotik
dozaj formlar1 ve ticari insan serumu Orneklerinde Beksaroten tayini i¢in secici ve hassas bir

sekilde uygulanmstir.

Lisans 06grenimime basladigim gilinden itibaren hayalini kurdugum akademik
yolculugumun mimari, beni bilimsel basariya ulastirirken akademik bilgileri yani sira
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vaktini bana ayiran saymn hocam Dr. Ogr. Uyesi Hiilya SILAH’a tesekkiir etmeyi borg
bilirim.

Tiim destek ve yardimlari i¢in Anabilim Dalimizin saygideger tiim 6gretim tiyeleri

ve dgretim elemanlarina sonsuz tesekkiirii bir borg bilirim.

Lisans egitimimin bana en degerli Omiirlik armaganlarmdan olan, distiiglimde

kaldiran, mutlulugumu her zaman benden fazla yasayan, her ammmin en degerli ortagi,



akademik hayatimda bana yol arkadasi, her seyden 6nce biricik kardesim Aras. Gor. Ipek
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1. GIRIS

1.1. Kanser Prevalansi ve Fizyopatolojisi

Kanser, kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve viicudun diger sindirim, merkezi sinir ve
dolagim sistemlerine yayilma riski ile karakterize edilen karigik bir grup hastalik olarak
tanimlanmaktadir. Diinya c¢apinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olmakla birlikte
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirada yerini almaktadir (Maresso vd., 2023).
Yilda 19 milyondan fazla insani etkileyen hastalik, diinya ¢apinda 10 milyon &liimden
sorumludur. GLOBOCAN’in  yayimlamig oldugu verilere gore son 10 il
degerlendirildiginde her yil yaklastk 20 milyon yeni kanser vakasina rastlanmakta ve
bunlardan yaklagik 10 milyon hastanin durumu mortalite ile sonuglanmaktadir (Hulvat,
2020; Weinberg, 1996). Bu vakalar arasinda en sik rastlanilanlari akciger, karaciger ve mide
kanseriyken, erkeklerde en yiiksek oliim riski tasiyan kanser tiirli akciger, kadinlarda ise

meme kanseridir (Mattiuzzi ve Lippi, 2019).

Hastaligin temelini kontrolsiiz béliinme sonucu ¢ogalan hiicre kitleleri olan tiimorler
olusturmakta ve bu tiimorler benign ve malign tiimdrler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir
(Kumar vd., 2022). Benign tiimoérler, kansere sebebiyet vermeyen, yakin viicut dokularina
yayllmayan ve metastaza yol agmayan, yavas biiyliyen ve cerrahi yontemlerle tedavi
edilebilen hiicre kitleleridir (Shiney ve Jerome, 2023). Malign tiimérler ise agresif biiyiime
gostermekte, lenf sistemi ve kan dolagimi ile kolaylikla metastaza sebep olmakta ve tedavi
stirecini daha kompleks yaklasimlar olusturmaktadir (Imai vd., 2025). Kanser ¢ok faktorlii
bir hastalik olmakla birlikte esas olarak onkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanmakta, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve hiicre Sliimiine direng ile
sonu¢lanmaktadir (Suryavanshi ve Bodas, 2024). Normal, saglikli bir viicudun 30 trilyon
hiicresi birbirine bagimli bir diizende yasamakta ve her bir hiicre bir digerinin ¢ogalmasini
diizenlemektedir. Ancak bu diizen igerisinde her bir hiicre yakiminda bulunan diger bir
hiicrenin talimati ile gogalmaktadir. Bu is birligi viicut fonksiyonlarinin saglikli bir seyirde
stirdiiriilmesinin mimarisini olusturmaktadir (Weinberg, 1996). Ancak genlerde meydana
gelen mutasyonlar, bu diizeni bozarak hiicre bdlinmesi igin kontrolleri ihlal ederek
kontrolsiiz bir boliinme diizensizligi yaratmaktadirlar. Ayrica bu hiicreler komsu hiicreler ile
sinirli kalmamakta agresif bir sekilde viicudun baska bolgelerinde de kitleler olusturma

egilimi gostermektedirler.



[laveten, kanser patofizyolojisinde onkogenlerin, tiimor baskilayici genlerin, DNA
metilasyonu gibi epigenetik degisiklikleri konu alan kompleks molekiiler etkilesimleri etkili
bir yere sahiptir (Ramaiyer vd., 2024). Ayrica kronik inflamasyon ve bagisiklik sisteminden
kacis da kanser gelisiminde kritik 6nem tasimaktadir. Bununla iliski olarak kalp yetmezligi

proinflamatuar sitokinler araciligi ile karsinogenezi arttirabilmektedir (Cuomo vd., 2021).

Genetik yatkinlik, yas, beslenme diizeni, cesitli enfeksiyonlar, fiziksel hareketsizlik
gibi bircok risk faktorii ile goriilme olasilig1 artan kanser vakalarinin tedavisi i¢in birgok
yaklagimi bulunmaktadir (Anand vd., 2008). Bu yaklasimlar arasinda kemoterapi,
radyoterapi, imminoterapi, cerrahi miidahaleler, ilag tedavileri gibi bir¢ok yo6ntem
bulunmakta ve bunlar kanserli hiicrelerin bulunduklari organ, kanserin ilerlemis oldugu evre
gibi faktorlere gore tek bagslarina ya da kombine halde uygulanabilmektedir (Chandraprasad
vd., 2022). Erken donemlerde tespit edilen kanser hastaliginin tedavisi daha basarili sonuglar
olusturmaktadir. Bununla birlikte bazi kanser vakalarinda tedavi tamamen miimkiinken,
bazilarinda bu miimkiin olmayabilmektedir. Ileri evre veya metastaza ugramis pankreas
kanseri, akciger veya karaciger kanserinde tamamen sonug¢ almak olduk¢a zordur. Ancak
erken teshis edilen Hodgkin lenfomasi, testis kanseri gibi durumlarin tamamen tedavisi

miimkiin olabilmektedir (Ettinger vd., 2019; Kleinstern vd., 2020).

1.2. Kutanoz T-Hiicreli Lenfoma

Kutan6z T-hiicreli lenfoma (KTHL), kétii huylu T hiicrelerinin deriye infiltrasyonu
ile karakterize olan ve nadir goriilen bir Hodgkin dis1 lenfoma tiiriidiir (Hague vd., 2022). En
stk 55 ila 60 yas aralifindaki hastalar etkilemekle birlikte, yillik goriilme siklig1 yiiz bin
kiside yaklasik 0,5tir ve en sik erkeklerde rastlanmaktadir (Bagherani & Smoller, 2016).
Hastaligin en yaygin gdriilen alt tipleri Mikozis fungoides (MF) ve Sézary sendromu (SS)
olsa da Diinya Saglk Orgiitii 2016 yilinda diger varyantlar1 da birincil kiitandz lenfomalar
smiflandirmasinda belgelendirmistir (Ghazawi vd., 2019). MF, KTHL’ nin en sik rastlanan
formudur ve diger dermatolojik hastaliklar1 taklit eden deri lezyonlar1 seklinde kendini belli
etmektedir (Nefed’eva vd., 2018). Hastaligin seyri, her biri farkli bulgular gosteren farkl
asamalar boyunca ilerlemektedir. SS ise daha agresif bir KTHL varyantidir. Hastalik yogun
kasint1 ve dokiintiiler ile kendisini belli etmekte ve CD4+ hiicrelerinin sistematik yayilimi ile
ortaya ¢ikmaktadir. Hastalik agir bir ilerleyis gostermekte, tedavi siireci de oldukga hastayi

zorlamaktadir (Alonso vd., 2020; Wojewoda vd., 2024).



KTHL nin kesin nedenleri tamamen anlasilamamis olup sebeplerinin birgok
faktérden olustugu diisiiniilmektedir. Ancak potansiyel olarak etkili olabilecek faktorler
olarak kimyasal maruziyet, ultraviyole 1sinlar, gen diizensizligi, bakteriyel veya viral ajanlar
gorlilmektedir. Bu faktorlerin tetiklemesi sonucunda ciltte yer alan CD4+ hafizali T
hiicrelerinin kalic1 antijen uyarimi hastaliga neden olabilmektedir (Thestrup-Pedersen, 2016).
Ciltte yer alan CD4+ hiicreleri, genetik mutasyonlarin bir sonucu olarak kontrolsiiz olarak
cogalmaya baslamaktadir. Kontrolsiiz ¢ogalan hiicreler inflamatuar sitokinlerin
salgilanmasina yol agmakta ve kronik inflamasyona ve bagisiklik sisteminde baskilamaya
sebep olmaktadir. Sonug olarak meydana gelen tiimor hiicreleri de cevrelerinde yer alan

hiicreleri de etkileyerek hastaligin ilerleyisini hizlandirmaktadir (Olsen vd., 2011).

Hastalarda genellikle eritroderma, deride yamalar veya plaklar, timorler gibi deride
lezyonlar seklinde goriilmektedir. Ancak bu klinik bulgular sedef, egzama, vitiligo ve ilag
dokiintiileri gibi iyi huylu, inflamatuar veya otoimmiin bozukluklar1 taklit eden morfolojik
belirtiler ~ gosterebildiklerinden, hastalik dermatolojide iyi bir taklitgi olarak
nitelendirilmektedir (Kirsch vd., 2015). Bu nedenle KTHL nin teshis edilmesi 6zellikle erken
donemlerinde oldukca zordur ve yaklasik 36 ay1 bulabilmektedir (Scarisbrick vd., 2019).
Belirgin bir plak veya deride yama gibi sikayetlerde bulunan hastalarda biyopsi ile tani
konulabilirken, belirtileri daha hafif olan hastalarda erken donemlerde tam
gecikebilmektedir. Tanida yasanan gecikmeler hastalifin prognozunu agirlastirmaktadir.
Erken evrede hastalik daha yavas seyretmekte, ileri evrelerde ise lenf nodlarina, kan ve diger

organlara yayilma goriilebilmektedir (Kotz vd., 2003).

1.2.1. Kutanéz T-Hiicreli Lenfoma’ya Yonelik Tedavi Yaklasimlar:

KTHL teshisi konulan hastalarda erken donemlerde kasinti ve dokiintii gibi
semptomlar hastanin yagam kalitesini olumsuz yonde etkilerken, ilerleyen evrelerde hastalik
oliimciil risk tasir bir hale gelmektedir. Hastaligin tedavisine iliskin tedavi yontemleri,
hastalarin iyilestirilmis yasam kosullarinda semptomlardan daha az etkilenmesini ve tedaviye
iligkin toksisitenin en aza indirilerek hastaligin kontrol edilmesini hedeflemektedir.
Gelistirilen bir¢ok tedavi yontemi semptomlar1 gidermeyi ve yasam kalitesini yiikseltmeyi
amag edinse de siirdiiriilen ¢calismalar ve arastirmalar hastaligin daha etkili ve daha az zararli

yontemlerle tedavisine yonelik olarak ilerlemektedir.



Kutanéz T-Hiicreli
Lenfomaya liskin
Tedavi Yaklasimlar:
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Sekil 1.1. Kutanoz T-hiicreli lenfomaya yo6nelik gelistirilen tedavi yontemleri

Fototerapi
Radyoterapi

KTHL nin tedavisine yonelik gelistirilen yaklagimlar, hastaya bagl faktorler ile
hastaligin ilerlemis oldugu evreye bagli olarak, temelde deriye yonelik tedaviler ve
sistematik tedaviler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Sekil 1.1). Deriye yonelik tedavilerin
genellikle hastaligin erken evrelerinde etkinligi gozlemlenmektedir. Erken evrede hastalik
daha yavas ilerledigi ve genellikle tutulum gézlemlenmeden deri ile sinirlt kaldigi i¢cin amag
hastaligin ilerleyerek metastaza ugramasini Onlemek ve hastanin yasam kalitesini
semptomlar1 gidererek iyilestirmektir. Deriye yoOnelik tedavi yaklasimlarindan ilki topikal
ajanlarin kullanimidir. Topikal ajanlar olarak karmustin, beksaroten jel gibi formiilasyonlar
kullanilmaktadir. Bunlar derideki yangiy1 ve kasintiyr azaltmakta ve hiicre farklilasmasini
diizenlemektedir. Radyoterapi ve fototerapi ise diger cilde yonelik uygulamalardandir.
Fototerapi daha orta durumdaki lezyonlarda etkinlik gosterirken, radyoterapinin yaygin cilt
tutulumu olan vakalarda kullanimi tercih edilmektedir (Elsayad vd., 2017). Sistemik
tedavilerin uygulamasi hastaligin ilerleyen evrelerinde ve tedaviye direngli hastalarda uygun
bulunmaktadir. Yaygin kullanilan  sistemik tedaviler arasinda beksaroten gibi
immiinomodiilator ilaglar, kemoterapi, hedefe yonelik tedaviler ve fotoferez yer almaktadir.
Kemoterap6tik yaklagimlarda gemsitabin, doksorubisin gibi birgok ajan yer alsa da bunlar
kalic1 ¢oziim olusturmamakta, kisa siireli yanitlar meydana getirmektedir. Bu nedenle birgok

ileri evre vakada fotoferez uygulanmaktadir. Fotoferez, lenfositlerin kandan uzaklastirildigi,



psoralen ve ultraviyole A’ya maruz birakildiktan sonra hasta viicuduna geri verildigi bir

tedavi sistemidir (Dummer vd., 2003; Vonderheid, 2003).

Deriye yonelik ve sistemik tedaviye ek olarak daha da ileri vakalarda kok hiicre
nakli, kombine terapiler ve diger Yyeni ajanlar da tedavinin Onemli bir kismini
olusturmaktadir. Kok hiicre nakli genellikle ileri evre geng¢ vakalarda potansiyel bir tedavi
secenegi olarak diisiiniilmektedir. Yeni tedavi ajanlar arasinda ise proteazom inhibitérleri ve

piirin niikleozid yer almaktadir (Horwitz, 2008; Mohd Affandi vd., 2015).

Tedavi planlamalar1 genellikle hasta bazli olarak yapilmaktadir. Bu noktada
hastaligin evresi, hastanin tedaviye toleransi, 6zellestirilen terapi programlarma erisebilirligi
gibi faktorler de gdz oniinde bulundurulmaktadir. Ozellikle hastaliin ileri evrelerinde tedavi
edici amaclar yerine palyatif yaklasim ve hastanin yasam Kkalitesini iyilestirmeye

odaklanilmaktadir (Mendrek, 2017).

1.2.2. Beksaroten

Beksaroten, reksinoidler adi verilen bir grup bilesik grubunda yer alan segici bir
retinoid X reseptorii agonistidir (Farol ve and Hymes, 2004; Lowe ve Plosker, 2000). Yeni
bir reksinoid olan beksarotenin KTHL tedavisinde etkinligi 1999 yilinda FDA tarafindan
kabul edilmistir (Gniadecki vd., 2007). ilag en az bir sistemik tedavi yontemine direngli
hastalarda siklikla kullanilmaktadir. Hem oral hem de topikal uygulanabilen formiilasyonlar1
bulunmakta ve hastalifin cilt iizerinde olusturdugu belirtilerin yonetiminde etkinlik
gostermektedir (Schadt, 2013). Jel dozaj formu oral formdan daha sonra ve direngli olan
veya diger tedavi secgeneklerinin basarisizlikla sonu¢ verdigi evre IA ve IB KTHL

tedavisinde kullanim i¢in onaylanmaistir.

Beksarotenin etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte gesitli gen
ifadelerini etkileyen, embriyogenez ve merkezi sinir sistemi farklilasmasi gibi bir¢ok kritik
gelisimsel faktorii etkileyen, timor hiicrelerinin ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve hiicre dliimiinde
hayati rol oynayan retinoid X reseptorlerine baglanarak etkinlik gosterdigi diisiiniilmektedir
(Shen et vd., 2018; Warda vd., 2023). Bu reseptérlerin homodimerizasyonunu tesvik edip,
gen ifadesini degistirerek hiicre 6liimiinii baslatmakta ve hiicre ¢ogalmasini engellemektedir

(Sokotowska-Wojdyto vd., 2013).

Beksaroten ozellikle erken evre KTHL de yaklasik %75 gibi yiiksek bir yanit orani
gostermistir (Vakevd vd., 2012). Oral beksaroten, tek basina ya da kombine tedavi



yaklagimlarinda kullanilabilmektedir. Erken evre ve daha sonraki evreleri gergeklestirilen faz
I ve 1II klinik denemeleri, ilacin giinliik 300 mg/m? dozunun KTHL tedavisinde sirastyla
%54 ve %45 oraninda etkinligi oldugunu gostermistir (Duvic vd., 2001). Baska bir
calismada, ilacin tek basina kullanildiginda 54 hastadaki yanitinin %48 oldugu belirtilmistir
(Talpur et vd., 2002).

Jel dozaj formundaki beksaroten, daha cok erken donem KTHL nin ciltteki etkilerini
gidermek amaciyla kullanilmaktadir. Topikal bu uygulama, ciltteki hastaliktan etkilenen
bolgeyi dogrudan etkilemektedir ve oral forma kiyasla potansiyel sistemik yan etkileri
azaltmaktadir (Zhang ve Duvic, 2003; Zhang ve Duvic 2006). Yaygin goriilebilen yan etki
profilinde hafif ila orta derecede cilt tahrisi bulunmaktadir (Talpur vd., 2009). Topikal
uygulamanin jel formunda olmasi krem ve merheme kiyasla daha hizli etken madde salinimi,
uygulama kolaylig1 ve yagli olmayan yapisiyla hasta ile uyumu gibi gesitli avantajlar

sunmaktadir (Vanpariya vd., 2021).

Beksaroten ozellikle diger tedavilere direngli hastalar icin gili¢lii bir tedavi
secenegidir. Cilt semptomlarini yonetmedeki etkinligi her ne kadar kanitlanmis olsa da yan
etki profili dikkatli kullanimmi gerektirmektedir. En sik rastlanan yan etkisi
hipertrigliseridemidir ve bu durum lipit diisiiriicii ilaclar ile tedavi gerektirebilmektedir.
Ayrica hipotiroidizm noropati ve tahris edici dermatit de olast yan etkileri arasinda yer
almaktadir (Assaf vd., 2006; Hespel vd., 2011; Schadt, 2013). Bu nedenle dikkatli kullanim1
doz takibi biiylik 6nem tagir.

1.3. Elektrokimya

Kimya ve fizik gibi bilim alanlarinin kesisim noktasi olan elektrokimya, kimyasal ve
elektriksel olaylar arasindaki iliskiyi inceleyen bir bilim dalidir. Bir diger degis ile dlgiilebilir
ve nicel bir parametre olarak bir elektrik potansiyeli ve bunun sonucunda olusan kimyasal bir
degisimin arasindaki iliskinin veya tam tersinin incelenmesidir. Kimyasal enerjiyi elektrik
enerjisine veya tam tersine g¢eviren cihazlara elektrokimyasal hiicre denir ve bu hiicreler
galvanik hiicreler ve elektrolitik hiicre olarak ikiye ayrilmaktadir. Galvanik hiicreler,
kendiliginden olusan kimyasal reaksiyonlardan elektrik enerjisi lretmekte, elektrolitik
hiicreler ise kendiliginden olusmayan kimyasal reaksiyonlar1 yonlendirmek igin elektrik
enerjisini kullanmaktadir (Gupta ve Yadav, 2023). Bu bilim alan1 elektron iletkeni (elektrot)
ve bir iyonik iletken (elektrolit) arasinda bulunan arayiizeydeki reaksiyonlar1 inceler. Bu

reaksiyonlar, redoks (indirgenme-yiikseltgenme) reaksiyonlar1 olarak bilinen -elektron



transferini igermektedir (Faridbod vd., 2015; Han vd., 2021). Bu siireg, analitlerin tespitinde
kullanilabilecek elektrik akimlarinin iiretilmesine imkan tanimaktadir. Tamimsal olarak, bir
araylizde tek bir redoks yar1 tepkimesi meydana geldiginde, oksidasyonun gerceklestigi
elektrota anot, rediiksiyonun gergeklestigi elektrota ise katot adi verilmektedir (Lefrou vd.,
2012).

1.3.1. Elektrokimyada Kullamlan Uc¢ Elektrotlu Sistemler

Elektrot sistemleri, elektrokimyasal reaksiyonlar1 kolaylastirmak ve incelemek icin
cesitli elektrot tiplerini ve kullanimlarini icermekte ve elektrokimya alanmin temelini
olusturmaktadir. Elektrokimya, cesitli analitik ve deneysel amaglar igin yaygimn olarak
kullanilan iki elektrotlu ve ii¢ elektrotlu sistemlerden olusmaktadir. Ug elektrotlu sistemler
en yaygin kullanilan sistemler olmakla birlikte, bir ¢alisma elektrodu, karsit elektrot ve
referans elektrottan olugsmaktadir (Bouffier vd., 2017; Rezaei ve Irannejad, 2022). Bu
sistemde ¢alisma elektrodunun potansiyeli referans potansiyelini izlemekte ancak akim

caligsma elektrodu ve karsit elektrot arasindan gegmektedir (S. Chen, 2007).

1.3.1.1. Cahisma Elektrodu

Calisma elektrodu, elektrokimyasal sistemlerin 6nemli bir bileseni olup, icerisinde
bulundugu ¢ozeltiye gore polarizasyonuna bagli olarak yiikseltgenme veya indirgenmeyi
iceren elektrokimyasal reaksiyonlarin gerceklestigi elektrotlardir. Calisma elektrotlar yiizey
alam1 ve morfolojik Ozellikleri bilinen maddelerden yapilmakta, bu maddelerin kimyasal
olarak kararli olmasi énem tasimaktadir. ideal ¢alisma elektrotlar: diisiik bir ohm direnci
gostermekte, herhangi bir kimyasal veya elektrokimyasal tepkimeye girmemektedir
(Horwood, 2022). Ayrica elektrot malzemelerinin reaksiyonda substrata dogru gerceklesen
iyi elektron transferi saglayan 6zellikler sergilemekte ve bu transfer igin yiiksek aktivasyon

enerjisi gostermektedir (J. Grimshaw, 2000).

Caligma elektrotlarinda kullanilan yaygin malzemeler arasinda yiiksek elektriksel
iletkenlik, iiretim kolayliklar1 ve elektrokimyasal olarak inert olmalar1 nedeni ile platin, altin,
karbon ve civa yer almaktadir (Rezaei ve Irannejad, 2022). Giiniimiizde 6zellikle karbon
temelli ¢alisma elektrotlarinin kullanimi genis ylizey alanlari, yiiksek kimyasal stabiliteleri
ve morfolojik degisikliklere olanak tanimalari nedeni ile siklikla tercih edilmekte, camsi
karbon, karbon pasta, perde baskili elektrotlar gibi farkli ¢esitleri bulunmaktadir (Shi vd.,
2024).



1.3.1.2. Karsit Elektrot

Yardimci elektrot olarak da bilinen karsit elektrot, elektrokimyasal bir devrenin
tamamlanmasi i¢in kullanimi gereken, bu devrede elektrokimyasal reaksiyonlar sirasinda
akim gecisine izin vererek hayati bir rol oynayan elektrokimyasal hiicre elemanidir. Kurulan
bu sistemin elektriksel yiik dengesinin korunmasinda biiyiik rol oynamaktadir (Bouffier vd.,
2017; Rezaei ve Irannejad, 2022). Bu hedefle siklikla kullanilan karsit elektrotlar arasinda

genellikle platin elektrotlar yer almaktadir.

1.3.1.3. Referans Elektrot

Referans elektrot, elektrokimyasal bir hiicrede ¢alisma elektrodunun potansiyelinin
dogru sekilde olgiilmesine olanak tanimak icin sabit bir potansiyeli korumak amaciyla
kullanilmaktadir. Referans elektrot i¢inden gecebilecek kiigiik akimlardan etkilenmeyen sabit
bir potansiyeli korumali, polarize olmamal1 ve akim durduktan sonra orijinal potansiyeline
geri donmeli, kimyasal ve elektrokimyasal olarak stabil olmalidir (Kahlert, 2010). Standart
hidrojen elektrot, doygun kalomel elektrot ve Ag/AgCl referans elektrotlara Ornek
olusturmaktadir (Schmidt vd., 2018; Spitzer ve Wunderli, 2013).

1.4. Elektrokimyasal Metotlar

Elektrokimyasal bir sensdrden gelen sinyal genellikle bir analitin varligina bagh
olarak verilen bir elektriksel tepkiden tiretilmektedir. Bu elektrik sinyalleri ise cesitli
elektrokimyasal yontemlere gore farklilasmaktadir (Simdes ve Xavier, 2017).
Elektrokimyasal yontemler, bir elektron iletkeni (elektrot) ve bir iyonik iletken (elektrolit)
araylziindeki kimyasal reaksiyonlarin incelenmesini igeren analitik tekniklerdir. Bu
yontemler, elektron transfer reaksiyonlarinin kinetigini ve mekanizmalarim anlamak igin

onemlidir.

Elektrokimyasal yontemler kullanim kolayligi, olduke¢a diisiik numune miktarlari ile
oldukga yiiksek hassasiyette analizlere olanak tanimalari, diisiik maliyetleri ve kinetik ve
mekanistik parametrelerin incelenmesinde etkili olmalari nedeni ile yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Asif vd., 2022). Bu yontemler hem arastirma hem de endiistriyel
uygulamalarda giiclii araglardir. Kimyasal reaksiyonlar hakkinda ayrintili bilgi saglama
yetenekleri, yliksek hassasiyetleri ve c¢ok yonliiliikkleri ile birlesince, modern bilim ve
teknolojide vazgecilmez hale gelmektedirler. Elektrokimyasal yontemler Sekil 1.2°de

verildigi gibi detayli bir sekilde siniflandirilabilmektedir.
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1.4.1. Voltametrik Yontemler

\oltametri, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak bir elektrokimyasal
sistemin akim cevabini incelemek amactyla kullanilan temel bir elektrokimyasal tekniktir
(Bard vd., 2022). Elde edilen akim degerlerinin potansiyele karsi grafige gegirilmesi ile
voltamogram adi verilen grafikler elde edilmekte ve bu grafikler farkli analitlerin
tanimlanmasi i¢in kullanilabilmektedir (Venton ve DiScenza, 2020). Uygulanan potansiyelin
bir sonucu olarak, elektrokimyasal olarak aktif olan analitler oksidasyon veya rediiksiyona

ugrayarak miktarsal olarak elektrot yiizeyinde bir degisiklige ugramaktadir.

Voltametrik yontemler ile gerceklestirilen c¢alismalar genellikle ii¢ elektrotlu
sistemlerden olusmaktadir. Elektrokimyasal caligmalarda elektrot bir yiikiin aktarilabilecegi
ve etkileri ile olusan degisikliklerin gézlemlenebilecegi arayiizii saglamaktadir. Voltametride
calisma elektrodu ylizeyinde uygulanan uygun potansiyelde bir madde indirgenmekte veya
yiikseltgenmekte, bunun bir sonucu olarak madde elektrot ylizeyine kiitlesel olarak
tasinmakta ve bir akim meydana gelmektedir (Kounaves, 2008). Cogunlukla miktarsal
tayinlerde kullanilan voltametrik teknikler, temelde aym elektrokimyasal teoriden tiiretilen

ilke ve uygulamalara sahiptir.

1.4.2. Doniisiimlii Voltametri

Karisik voltametrik tekniklerden biri olmasina karsin, doniisiimlii voltametri birgok

kimyasal sistemin hem kinetik hem de termodinamik ayrintilarina iligkin ¢ok sayida bilgi



sunmasi nedeni ile siklikla kullanilmaktadir (Marken vd., 2010). Ayrica, elektroaktif tiirlerin
redoks potansiyellerini belirlemek ve ¢ozeltinin bu siirecler iizerindeki etkisini
degerlendirmek icin en etkili yontemlerden birini olusturmaktadir. Doniigiimlii voltametri
(DV), dogrusal olarak taranan tiggen potansiyel dalga formu kullanilarak karistirilmamis bir
coOzeltideki sabit bir ¢alisgma elektrodunun potansiyelini degistirme prensibine
dayanmaktadir. Calisma elektrodunun potansiyeli iki sinir arasinda dongiiye girmekte ve
elektroaktif tiirlerin ardisik oksidasyonunu ve rediiksiyonunu saglamaktadir (Forster ve
Walsh, 2004; Wu vd., 2011). Akim cevabi uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak
incelenmekte ve akim-potansiyel voltamogramlar1 elde edilmektedir. Analizde ihtiyag

duyulan bilgiye bagli olarak tek veya ¢oklu dongiiler kullanilabilmektedir.

DV birgok kimyasal sisteme uygulanabilmekte, hassas ve hizli sonuglar
verebilmektedir. Sensor yiizeylerinin modifikasyon agamalarinin degerlendirilmesi ve yiizey
Ozelliklerinin  karakterize edilmesi gibi kullanim alanlar1 bulunmakta ve sensor
performanslarinin iyilestirilmesi igin 6nemli veriler saglamaktadir (Celik wvd., 2025).
Bununla birlikte DV reaksiyonlar1 geri doniisiimlii, geri doniisiimsiiz ve yar1 geri doniisiimlii

olarak mekanizmalarina gére siniflandirabilmektedir (Forster, 2019; Yamada vd., 2022).

1.4.3. Puls Voltametri

Puls voltametri (PV), elektrokimyasal bir sisteme bir dizi voltaj pulsu uygulanmasini
ve uygulanan bu potansiyel sonucunda ortaya g¢ikan akimin 6l¢iilmesini prensip edinen
elektroanalitik bir tekniktir. Yontem oldukca hassas olmakla birlikte yiik akimlarina karsi
ayrim gerceklestirebilmektedir ve bu durum elektrokimyasal reaksiyonlarin kantitatif analizi
icin yontemi uygun hale getirmektedir (Northrop ve Cole, 2018). Ayrica teknik, analit
konsantrasyonuna bagli olmayan kapasitif akim etkisini en aza indirerek 6l¢iim dogrulugunu
arttirmakta ve diisiik derisimlerde analitin tayininde basarili sonuglar vermektedir (Machado
ve Cincotto, 2021). Farmasotik analizler, gida endiistrisi, agir metallerin tayini, ¢evre kirliligi

analizlerinde yaygin kullanim1 bulunan puls voltametrinin bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir.

1.4.3.1. Normal Puls Voltametri

Normal puls voltametrinin (NPV) temel prensibi, ¢calisma elektroduna artan voltaj
pulslar1 uygulamaktir. Her puls kisa bir siire tutulmakta ve bir sonraki puls uygulanmadan
once akimin dengelenmesi saglanmaktadir. Akim her darbenin sonunda 6lgiilmekte, bu da

kapasitif akim etkisinin en aza indirgenmesine yardimci olmaktadir (Laborda vd., 2011,
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2015). Bu durum dogrudan elektrokimyasal reaksiyon ile iligkili Faradaik akimin dogru
Olclimiinii saglamaktadir. Yontem mikrolektrotlar, kiiresel elektrotlar dahil olmak iizere
bircok cesitte elektroda uygulanabilmektedir. Sonucta yiiksek hassasiyet ile kantitatif
analizlerde reaksiyon kinetiginin aydinlatilmasina yardimeci olmakta, gelismekte olan

elektrokimyasal sensorlere katki saglamaktadir (Bontempelli vd., 2019).

1.4.3.2. Diferansiyel Puls Voltametri

Uc elektrotlu sistem ile calisan diferansiyel puls voltametri (DPV), &zellikle
kantitatif analizlerde yaygin olarak kullanilan bir elektrokimyasal tekniktir. DPV’de, calisma
ortamina daldirilmis elektrotlara periyodik olarak voltaj uygulanmakta ve her pulsun
Oncesinde ve sonrasinda ayr1 ayr1 akim 6l¢iimii gergeklestirilmektedir (Deffo vd., 2023). Bu
Olgiimler ile elde edilen akimlar arasinda meydana gelen diferansiyel fark, analitin
derisiminden bagimsiz olan kapasitif akiminin azaltilmasina yardimci olarak teknigin
hassasiyetini arttirmaktadir (Machado ve Cincotto, 2021). Akim pikleri ve analit derisimleri
arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir. DPV diisiik derisimlerde tespitinde etkili bir
yontemdir ve yiiksek hassasiyet, diigiik giiriiltii gibi ¢esitli avantajlar sunmaktadir. Ayrica,
difiizyon katsayilarinin ve analitlerin potansiyellerinin belirlenmesi gibi elektrot kinetigi
incelemelerini gerektiren calismalarda basarili sonuglar olusturmaktadir. Norotransmitterler,
agir metaller biyomolekiiller gibi hassas tayin gerektiren ve ¢ok kiigiik miktarlarda analiz
gerektiren ¢aligmalar i¢in de olduk¢a uygun bir teknik potansiyeli tagimaktadir (Sun vd.,
2017).

1.4.3.3. Kare Dalga Voltametri

Kare Dalga Voltametri (KDV), temel olarak c¢alisma elektroduna, merdiven
biciminde simetrik bir kare dalga potansiyeli uygulamasina dayanmaktadir. Biiyiik genlikli
diferansiyel voltametri yontemi olarak da kabul edilen bu yontemde, akim her kare dalga
sirasinda iki kez olgiilmekte, bunlardan ilkini ileri pulsun, digerini ise geri pulsun sonu
olusturmaktadir. Bu iki akim arasindaki fark, temel olarak potansiyele karsi grafige
gecirilerek bir voltamogram elde edilmektedir (Deffo vd., 2023). KDV’nin bu temel
prensibi, dl¢iimden Once ¢ift katmanl yliklenmeden kaynakli Faradaik olmayan akimlar1 en
aza indirerek hassasiyeti arttirmaktadir. Ayrica bu prensip sinyal-giiriiltii oraninda da bir artig
olusturmaktadir. Elde edilen voltamogramlardaki pikler, elektrot ylizeyinde meydana gelen
redoks reaksiyonlarina karsilik gelmekte, bu piklerin yiikseklikleri, konumlar1 analit derigimi

ve elektrokimyasal ozellikleri hakkinda bilgi saglamaktadir (Abeykoon ve White, 2023).
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Sahip oldugu avantajlarla c¢evre analizleri, biyolojik madde tayinlerinde oldukca sik

kullanilmaktadir.

1.4.2. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi

Elektrokimyasal —Impedans Spektroskopisi  (EIS), elektrokimyasal —sistem
dinamiklerinin anlagilmasini kolaylastirmak icin kapsamli bilgi saglayan bir tekniktir. Bu
dinamik, bir elektrokimyasal hiicrede elektrot ve bir ¢ozelti arasindaki elektriksel impedansin
frekansla degisim goOsteren davranigi ile incelenmektedir. Elde edilen veriler genellikle
Nyquist grafigi seklinde ifade edilmektedir ve bu ifadelerin degerlendirilmesi igin direng,
kapasitans, Warburg impedansi, sabit faz elemani gibi unsurlart iceren esdeger elektrik
devreleri kullanilmakta ve yorumlar c¢ikartilmaktadir (Lukacs ve Kristof, 2020). Ayrica
elektrokimyasal reaksiyonlarin kinetigini belirlemede 6nemli bir deger olan degisim akim
yogunlugu, dengede elektrot ve elektrolit arasinda elektronlarin degistirildigi hizi temsil

etmektedir ve EIS sonucunda elde edilen veriler ile hesaplanabilmektedir.

EIS, elektrokimyasal hiicrelerin karakterizasyonunda elektrot malzemelerinin
kimyasal kararliligi, yiizey morfolojisi ve elektron transferi kinetigini arastirmak igin
kullanilmaktadir. Bu kapsamli analiz yetenegi EIS yoOntemini, elektrokimyasal sistem ve
sensorlerin performanslarmin iyilestirilmesi adiminda vazgecilmez hale getirmektedir (Celik

vd., 2025).

1.5. Nanomateryal Modifiye Elektrotlar

Elektrokimyasal yontemler yiiksek hassasiyet, hizli iretilebilir sonuglar, diigiik
maliyet gibi bircok avantaja sahiptir. Bununla birlikte, son yillarda sensor performansini
iyilestirmek, secici ve tekrar edilebilir sonuglara ulagsmak, stabil ve kararli bir yiizey elde
etmek gibi cesitli amaclarla nanomateryal ile modifiye edilen elektrotlar giindeme
gelmektedir. Nanomateryaller elektrokimyasal aktif yiizey alanimi genisleterek, elektron
transferini hizlandirarak ve elektrokatalitik &zellikler sergileyerek sensér performansi
tizerinde olumlu etkiler olusturmakta ve hassasiyeti ve segiciligi yiikseltmektedir (Ramya
vd., 2022). Nanopartikiiller, kontrol edilebilir boyutlari, degistirilebilen yiizey o6zellikleri
nedeni ile sensér hazirligi igin birgok avantaj saglamakla birlikte polimerler ile kombine
edilerek analit ile ge¢imliligi yiiksek platform olusumu icin ideal segenekler ortaya

koymaktadir (A. Chen ve Chatterjee, 2013).
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1.5.1. Platin Nanokiireler

Platin nanopartikiiller, farkli elektrokimyasal o6zellikler sergileyen, birgok farkli
kullanim alani olan ve oldukg¢a stabil nanomalzemelerdir. Genel anlamda ytiiksek ylizey alani
ozellikleri ve katalitik etkileri nedeni ile bir¢ok sensor platformunun tasariminda tercih
edilmektedir (Ramli vd., 2024). Platin nanokiireler, tekdiize yilizey ozellikleri gosterirler ve
genis bir yiizey alania sahiptirler. Ustiin elektrokatalitik dzellikleri ile tek baslarmna ya da
kombine halde diger nanomateryaller ile sensdr performansimi iyilestirebilmekte,
degistirilebilen ylizey oOzellikleri ile bir¢gok biyolojik madde ile de ge¢imli hale
getirilebilmektedirler. Tekdiize boyutlarda ve sekillerde olmalar1 sensor yiizeyinde homojen
bir yiizey elde edilmesine katki saglamaktadir. Bu nedenle sensorler basta olmak iizere
elektrokimyasal cihazlar ve yakit hiicreleri gibi farkli uygulama alanlar1 da bulunmaktadir

(Garcia vd., 2008).

1.5.2. Molibden Trioksit

Cok ¢esitli elektrokimyasal uygulama i¢in umut vaat eden molibden trioksit kendine
0zgl bircok Ozellige sahiptir. Bunlar arasinda, ¢ok katmanli yapisi ve yiiksek redoks
aktivitesi en belirgin olanlaridir. Cok katmanli yapiya sahip olmasi materyalin yiizey alanini
biiylitmekte, bu da sensér uygulamalar1 i¢in avantaj olusturmaktadir. Molibden trioksit ile
ilgili karsilagilan en biiyiik zorluklardan biri iletkenliginin disiik olmasidir (Elkholy vd.,
2022). Bu zorluk baska materyaller ile kompozitler halinde kullanimiyla asilabilmektedir.
Ayrica nano biiyiikliikte formlar ile aktif bdlgeleri ve ylizey alan1 daha da genisletilerek,
elektrokimyasal  sensorlerde  kullammi daha avantajli  hale getirilebilmektedir.
Elektrokimyasal sensorler i¢in analite karst yiiksek bir adsorpsiyon Kkabiliyeti
sergileyebilmekte, secici bir tayin olanagi tanimakta, ayrica gergek numune uygulamalarinda

bir avantaj olusturarak hizli yanitlar meydana getirmektedir (Q. Chen vd., 2020).

1.5.3. Kitosan

Bir kitin tiirevi olan kitosan, toksik 6zellikleri bulunmayan ve kimyasal agidan ¢ok
yonlii olan bir materyaldir. Yapisinda yer alan amino ve hidroksil gruplari, kitosani
modifikasyona oldukca agik hale getirmekte, bu da sensér uygulamalarinda basarili sonuglar
olusturmasina neden olmaktadir. Bu malzemeler, ilging mekanik ve biyolojik 6zellikleri ile
karakterize olan kimyasal ve elektriksel Ozellikler sunmaktadir. Kitosan yalniz basina

kullaniminda faydali &zellikler sunsa da, bircok uygulama diger nanomateryaller ile
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kompozit halinde ve kimyasal modifikasyon yolu ile kullanimini incelemekte ve bu
arastirmalar sinerjik etkiler nedeni ile sensér performansini iyilestirdigini belirtmektedir (da
Silva vd., 2019). Kitosan yalnizca modifikasyon amaci ile degil film olusturmak i¢in de
kullanilabilmektedir. Bu 6zelligi ile karisim halinde kullanildigi diger malzemelerin daha

stabil ve kararli bir sensor yiizeyi olusturmasina olanak tanimaktadir (Petrucci vd., 2021).

1.6. Molekiiler Baskilanmis Polimer Temelli Sensorler

Molekiiler tanima ¢evresel ortami algilamak ve biyolojik siiregler icin bir temel
olusturmakla birlikte kataliz olaylar1 ve maddelerin ayirimi gibi siireglerdeki 6nemi nedeni
ile kimyasal arastirmalarin odak noktasi haline gelmistir. Dogal biyolojik sistemler yabanci
cisimlerin taninmast i¢in antikor iretebilirken, bu reseptorlerin kimyasal siireclerde
uygulamalar1 oldukga yiiksek maliyet ve ¢evre kosullariin g¢esitli engelleri ile kars1 karsiya
bulunmaktadir. Giiniimiizde sensér c¢aligmalarinin temel hedeflerinden biri, bu biyolojik
antikor-antijen davranigini taklit eden, benzer 6zgiilliik ve duyarlilikta sentetik reseptorlerin
olusturulmasidir (BelBruno, 2019). Molekiiler baskili polimerler (MIP) bu biyolojik
sistemler i¢in en iyi nitelikleri tasiyan yapay analoglardan biridir. Bu hedefle, iiretimleri
sirasinda kalip molekiil olarak kullanip baskilandiklar1 molekiile segici olarak baglanarak
eldiven-el niteligi gostermektedirler. Bu prensip sensoriin segiciligini kanitlar niteliktedir

(Koshland Jr., 1995).

MIP sentezinde, monomer ve hedef molekiil ya da sablon olarak adlandirilan
molekiiliin fonksiyonel grubu arasinda meydana gelen etkilesimler rol almaktadir. Polimer
filmin sentezlenmesinin ardindan, hedef molekiil film yilizeyinden uygun bir c¢oziicii
kullanilarak uzaklastirilmakta ve hedefe 6zgii bosluklar meydana gelmektedir. Bu adimu,
hedef molekiiliin bu 6zgiil bosluklara yeniden baglanmasi takip etmektedir. Hedef molekiile
6zgl bosluklarin olusmasi ve bunlara segici olarak molekiiliin baglanmasinin temelinde, MIP
sentezinde monomer ve bu molekiiliin fonksiyonel gruplari arasinda meydana gelen

etkilesimler bulunmaktadir (Vasapollo vd., 2011).

1.6.1. Molekiiler Baskilamada Kullanilan Bilesenler

Molekiiler baskili polimerlerin olusturulmast kompleks bir siireci gerektirmekte ve
bu siire¢ molekiillerin yiiksek secicilikle taninmasi i¢in polimer, termodinamik, kimyasal
denge gibi birgcok faktérin goz Oniinde bulundurulmasimi gerektirmektedir. Olusturulan

polimer filmin, molekiil yiizeyden uzaklagtirilirken zarar gérmeyecek kadar saglam, ayni
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zamanda da molekiiliin uzaklastirilabilmesi ve 6zgiil bosluklarin olusturulabilmesi, pesinden
ise yiizeye yeniden baglanabilmesi icin yeterli esneklikte olmasi gerekmektedir. Bu iki
gerekliliginde birbiri arasinda bir denge ile yiiriitiilmesi ve bu amagla polimer filmin
olusumunda rol alan tiim bilesenlerin iyilestirilmesi durumunu ortaya ¢ikarmaktadir (Katz ve
Davis, 1999).

1.6.1.1. Hedef Molekiil

Molekiiler baskilamada hedef molekiil, sablon olarak da adlandirilabilmekte ve
monomerde bulunan fonksiyonel gruplarin yonlendirilmesi {izerinde ¢ok Onemli bir role
sahiptir. Birgok farkli nedenle her hedef molekiil dogrudan baskilamaya uygun degildir.
Hedef molekiilin polimerizasyonda yer alabilecek fonksiyonel bir grup tasimasi
gerekmektedir. Bagarili ve etkili bir polimer yiizeyin olusturulabilmesi i¢in hedef molekiiliin
fonksiyonel grubu kadar polimerizasyon siirecinde yiiksek stabilite gostermesi de etkilidir
(Cormack ve Elorza, 2004).

MIP tekniginin bir¢ok farkli analitin baskilanmasinda uygulanabilmesi bir avantaj
olsa da giiniimiizde kiigiik yapili molekiillerin baskilanmasi basarili sonuclar gosterirken
daha biiyiik molekiillerle ilgili cesitli problemler ile karsilasiimaktadir. Bu problemlerin
basinda molekiile 6zgii bosluklarin zor olusturulmasi, ¢esitli polimer sentez yontemlerinin
molekiil yapisinda bozulmaya yol agmasi ve yeniden baglanmanin polimer yiizeye niifuz

etmekte karsilan giicliikler gelmektedir (Yan ve Row, 2006).

1.6.1.2. Monomer

Monomer se¢imi, kararli ve etkili bir polimer film yiizeyi olusturmak ve baglanma
bolgeleri ve hedef molekiil arasinda tamamlayici etkilesimler saglamak i¢in bilyilk 6nem
tasimaktadir. MIP yiizeyinde olusturulan baglanma bdlgeleri mekanizmasi dikkate
alindiginda, monomerlerin polimer film yiizeyinde olusturulan 6zgiil bosluklar ile baglanma
etkilesimlerinden  sorumlu  olduklar1  goriilmekte ve hedef molekiil-monomer
polimerlesmesinin desteklenmesi amaci ile hedef molekiile kiyasla yiiksek miktarda
kullanilmaktadir. Bu noktada kompleks olusumunu ve molekiiler baskilamay1 verimli hale
getirmek icin hedef molekiiliin islevselligi ile monomer arasinda tamamlayici bir uyum
olusturmak onemlidir. Oksitlenme egilimlerinin yiiksek olmas1 6zellikle amino ve hidroksil
gruplar1 tastyan monomerlerin hedef molekiiller ile aralarindaki etkilesimi giiclendirmekte ve

polimerlesmeye yardimer olmaktadir (Kucuk vd., 2024). Ilaveten, iki veya daha fazla
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monomerin ayni molekiiler baskilama adiminda kullanildigi durumlarda, monomerler
arasindaki reaktiflik orani da polimer filmin kararligini, seciciligini ve performansini

etkilemektedir (Cormack ve Elorza, 2004; Yan ve Row, 2006).

1.6.1.3. Capraz Baglayici

MIP tekniginin elektrokimyasal sensorlerde tercihinin sagladigi en onemli katki
secgici bir tayin yontemini beraberinde getirmesidir. Molekiiler baskilanmig polimerin
sentezinde kullanilan ¢apraz baglayicinin tiiri ve miktan segicilik tizerinde biiyiik Sl¢lide
etkilidir. Capraz baglayicilar, monomerleri hedef molekiil etrafinda sabitlemek amaci ile
polimerizasyon ¢ozeltisine eklenen organik maddelerdir. Bu maddeler polimer filme yeterli
gbzenekliligi saglarken ylizeydeki mekanik kararliligi da olusturmaktadir. Polimerizasyon
baslatilmadan 6nce, monomer ve c¢apraz baglayici arasinda bir temas bulunmaktadir. Daha
sonrasinda bu temas, hedef molekiiliin sensor yiizeyinde yogunlagsmasiyla sonuglanir. MIP
filminde yer alan hedef molekiil, capraz baglayicinin varligi ile daha kararli bir sekilde film
icerisinde baskilanir. Bu durum, hedef molekiiliin monomer ile baglanma bolgesini stabil
hale getirmekte ve baglanmanin kararliligi daha sonraki adimlarda molekiiliin
uzaklastirilmasini ve 6zgiil bosluklarin olusturulmasimi da etkilemektedir. Ayrica ¢apraz
baglayici polimer ortamimin yilizey morfolojisini kontrol etmek i¢in 6nem tasimaktadir

(Kucuk vd., 2024).

Capraz baglayicilarin polimer matrisinde optimum derisimde kullanilmasi, sensor
performansini etkileyen bir parametredir. Bunun sebebi, ¢apraz baglayici derigiminin, hedef
molekiiliin uzaklastirilmasi ile olusan 6zgiil bosluklart hem sekilsel hem de kimyasal yap1
acisindan etkileyerek, iic boyutlu molekiil yapisini tamamlayan nitelikte kalmasimni ve
sonugta yeniden baglanma i¢in yapidaki fonksiyonel gruplarin ideal yapida bulunmasim

saglamaktir (Yan ve Row, 2006).

1.6.1.4. Coziicii Ortam

Coziicii, MIP’in bilesenlerini, hedef molekiil, monomer, ¢apraz baglayici ve baslatici
gibi, tek faz halinde bir araya getiren ortamdir. Homojen bir polimer yiizeyin elde
edilebilmesi i¢in bu bilesenlerin ¢oziicli ortaminda tamamen ¢oziinmesi gerekmektedir. Bu
nedenle uygun ¢oziicii ortami se¢imi sensor performansi tizerinde etkilidir. Makro gézenekli
polimerler olarak da isimlendirilen MIP sensorlerinin gozenekli yapr olusumlarinda,

gozeneksel coziiciiler biiyiik yer edinmektedir. Polimer ¢ozeltisinde bulunan gdzeneksel
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coziiclilerin miktar1 ve yapisi, monomer ve hedef molekiil arasindaki kovalent olmayan
etkilesmeyi kuvvetlendirmekte, bu durum polimer filmin yapisini ve dolayisi ile sensor
performansini etkilemektedir. Bu agidan monomer ve hedef molekiil arasindaki etkilesimin
cesitli faktorler sonucunda zayiflamasini engellemek ve sensor seciciliginin olumsuz
sonuglar dogurmasinin Oniine gecmek amaci ile diisiik polarlikta ¢oziicii ortamlarinin
kullanimi tercih edilmektedir. Bununla birlikte termodinamik a¢idan kuvvetli olan ¢oziiciiler
polimerlerin yiiksek gozeneklilige ve 6zgiil bosluklarin genis ylizey alanlara yayilmasina,
bunun aksine zayif olanlarin ise gdzenekliligi olumsuz etkilemesine ve 6zgiil bosluklarin ise

azalmasina sebep olmaktadir (Yan ve Row, 2006).

1.6.1.5. Baslatici

Monomer tiirlerinin aktivasyonu, genellikle polimerizasyon ¢ozeltisinde bir
baslaticinin varligina baglidir. Monomer derisimlerine kiyasla ¢ok daha diisiik miktarlarda
kullanilmaktadirlar. Farkli kimyasal 6zelliklere sahip olan birgok kimyasal baslatici, serbest
radikal polimerizasyonunda radikal kaynagi olarak gorev alabilmektedir. Bu baglaticilarin
serbest radikallere ayrilma hiz1 1s1, 151k, kimyasal veya elektrokimyasal yollar ile kontrol
edilebilmektedir. Baglaticilarin bu ayrisimi, sahip olduklari kimyasal yapiya uygun olarak
secilmektedir (Kucuk vd., 2024; Yan ve Row, 2006). Komplekslesmenin ve
polimerizasyonun hidrojen baglar1 aracilifiyla gerceklestigi sistemlerde diisiik sicakliklarda
calismak gereklidir ve bu kosullarda etkili olan fotokimyasal agidan aktif baglaticilar tercih

edilmektedir.

1.6.2. Molekiiler Baskilama Stratejileri

MIP’lerin hazirlanma siireglerinde temel olan, monomer ve hedef molekiil arasinda
olusan kompleksin kolay olusumu ve daha sonra yiizeyde hedef molekiile 6zgii bosluklarin
olusturulabilmesi i¢in kolay ayrismalaridir. Bu nedenle esnek polimer filmin olusturulmasi
hedeflenmektedir. MIP ylizeyinde olusturulan 06zgiil bosluklara molekiiliin yeniden
baglanabilmesi ise sensOr performansinin verimli bir sekilde sergilenebilmesi igin ¢ok
onemlidir. Literatiirde polimer ylizeyin olusumunda gérev alan kovalent, kovalent olmayan

ve yar1 kovalent etkilesimlerin yer aldig1 goriilmektedir.
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1.6.2.1. Kovalent Etkilesimlerle Baskilama

Yapay reseptorler olarak bilinen molekiiler baskilanmis polimerlerin olusturulmasi
icin bilinen ilk yontem kovalent kuvvetler yardimiyla baskilamadir. Kovalent baglar hedef
molekiil ve monomerin yiiksek kararlilikta bir kompleks olusturmasina yol agmakta, bu da
yiiksek secicilikle olusturulan 6zgiil bosluklar araciligryla hassas tayine olanak tanimaktadir.
Kovalent etkilesimler her ne kadar segiciligi olumlu yonde etkilese de ylizeye baskilanan
hedef molekiiliin uzaklastirilmasinda ve yeniden baglanmasinda meydana getirdikleri

zorluklar nedeni ile reaksiyon kinetigini yavaslatmaktadir (Herrera-Chacon vd., 2021).

Kovalent yaklagim, hedef molekiiliin monomer ile arasinda kovalent bir etkilesimin
olustugu 6n polimerizasyon kompleksinin kullanimma dayanmaktadir. Bu dogrultuda MIP
yilizeyinin olusturulmasi i¢in hedef molekiiliin en az bir fonksiyonel grup tasimasi
gerekmektedir. Etkilesimi kuvvetlendiren fonksiyonel gruplarin baginda amin, karboksilik
asit, aldehit ve ketonlar yer almaktadir. Hedef molekiiliin ylizeyden uzaklastirilmasi igin,
monomer ve molekill arasindaki baglarin kimyasal yollar ile ayrilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu bag ayrimi asidik hidroliz, konsantre asit veya bazlarla ester baglarinin
yikimi gibi siireclerle gerceklestirilebilir. Hedef molekiiliin polimer yiizeye yeniden
baglanabilmesi i¢in bahsi gecen baglarin yeniden kurulmasi ile miimkiindiir. Baglarin
ayrilmasimin ve dolayisi ile molekiiliin ylizeyden uzaklagtirilmasinin kolaylastirilmasi igin
MIP yiizeyinde kullanilacak olan hedef molekiiliin monomer ile olusturdugu kovalent bag
kolayca kirilabilmeli ve tersinir olmalidir. Bu kosullarda polimerize edilen sensor yiizeyinde
homojen dagilmis 06zgiil bosluklar olusmakta ve baska bir madde tarafindan
olusturulabilecek girisim etkisinin Oniine gegilmektedir (Beyazit vd., 2016; Vasapollo vd.,
2011).

1.6.2.2. Kovalent Olmayan Etkilesimlerle Baskilama

Kovalent olmayan etkilesimlerle molekiiler baskilama ydntemi en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir. Hidrojen baglari, hidrofobik ve iyonik baglar gibi daha zayif
etkilesimler hem polimerlesme hem de yeniden baglanma asamalarinda etkilidir ve yontem
polimer film yiizeyinde daha heterojen sekilde dagilmis 6zgiil bosluklarin olusumuna yol
acsa da, ¢cok daha fazla yonlii olmasi1 ve fazla cesitte hedef molekiiliin molekiiler olarak
baskilanabilmesi nedeniyle kovalent etkilesimlerle olusturulan MIP filmine kiyasla
avantajlar olusturmaktadir. Kolay hazirlik stireci, hizli ve etkili olarak hedef molekiiliin

uzaklastirilmas1 ve yeniden baglanmanin da yiiksek elverisle gergeklesmesi ise yontemin
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diger faydalar1 arasinda yer almaktadir (Herrera-Chacon vd., 2021). Buna karsin kovalent
olmayan etkilesimler de molekiiler baskilama yontemleri i¢in bazi sinirlamalar tasimaktadir.
Bunlardan ilki bu etkilesimlerin hidrofobik ortamlarda kararl bir davranis sergilerken, polar
ortamlarda hizli bir bozunuma ugramasidir. Ayrica bazi tek fonksiyonel gruba sahip
molekiiller i¢in daha diistik se¢icilik 6zelligi gdstermekte, bu durum pratik uygulamalarinda

kisitlamaya yol agmaktadir (Beyazit vd., 2016; Yan ve Row, 2006).

1.6.2.3. Yar1 Kovalent Etkilesimlerle Baskilama

Yar1 kovalent etkilesimler, kovalent ve kovalent olmayan etkilesimlerin sagladigi
yararlar1 birlestirmeyi ve meydana getirdikleri dezavantajli durumlari dengelemeyi
hedeflemektedir. Etkilesimin temel prensibinde, polimer filmin monomer ve hedef molekiil
arasinda kovalent baglarin kurulmasi, ancak yeniden baglanma adiminda hedef molekiiliin
ylizeye baglanmasimi kolaylastirmak iizere kovalent olmayan baglar ile yer degisimi
bulunmaktadir. Bu ikili etkilesim tiirii, kovalent etkilesimler ile edilen yiiksek hassasiyette
baglanma bolgelerinin ve kovalent olmayan etkilesimler ile hedef molekiiliin kolaylikla

yeniden baglanisinin avantajlarindan faydalanmay1 amaglamaktadir (Curcio vd., 2009).

Yar1 kovalent etkilesimlerle ilgili olarak karsilagilan en biiyiik sorunlardan biri,
polimer ve hedef molekiil arasinda meydana gelen, polimer baglanma kapasitesi ve dolayisi
ile baskilamay:1 etkileyen ve bu siiregte fonksiyonlarda gozlemlenen degisikliklerden
kaynaklanan sterik engeldir. Bu sorunun iistesinden hedef molekiil ve monomeri baglamak
icin kullanilan 6zel baglayicilar ile gelinebilmektedir. Baglayicilara ornek olarak iire,
karbamat, karbon esterleri ve tiirevleri verilebilir. Bu maddelerin temel islevi polimerizasyon
asamasinda monomer ve hedef molekiiliin arasinda kovalent bag olusumunu saglamak ve
aynt zamanda molekiiliin polimer filmden uzaklastirilmasi asamasinda sterik bir engel
olusumunu engellemektir. Her ne kadar sterik engelin Oniine gegse de, baglayici kullanimi
polimer yiizey olusumuna ilave bir adim eklemekte ve dipol kuvvetleri yeterince giiclii
degilse hedef molekiil i¢in diisiik tanima kabiliyeti sergileyebilmektedir (Herrera-Chacon
vd., 2021).
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1.7. Elektrokimyasal Sensorlerde Validasyon

1.7.1. Segicilik

Bir yontemin gelistirilme asamasinda ilk kriter, yontemin girisim etkilerinden
arinmig gercek yanitlar olusturabilme yeteneginin degerlendirilmesidir. Segicilik, analiz
yapilan ortamda bulunmasi muhtemel olan diger maddeler varliginda yontemin hedef analiti
hassas ve dogru bir sekilde taniyabilme ve tayin edebilmesidir. Segicilik ve 6zgiilliik siklikla
birbirleri yerine kullanilan ancak anlamsal olarak birbirlerinden farkl iki terimdir. Segicilik
gelistirilen yontemin birbiri ile ayirt edilebilen ya da ayirt edilemeyen bir¢cok kimyasal
maddenin varliginda hedef molekiile yanit olugturabilme yetenegini ifade etmekte ve analitin
bu yontemle secilebilmesi derecelendirilebilirken, 6zgiillik ise yontemin tek bir hedef
molekiile cevap vermesidir ve mutlak bir deger oldugu kabul edilmektedir. Mevcut olan bu
tanimlamalara gore birgok yontem secici olarak degerlendirilebilirken, bunlardan yalnizca
birkac1 ozgiillik gostermektedir ¢iinkil tek bir analite yanit gosteren sayili analiz yontemi

bulunmaktadir (Ozkan vd., 2015; Rambla-Alegre vd., 2012).

Bir yontemin segiciliginin degerlendirilmesinde, analitin tayin edildigi ortamda
bulunmasi muhtemel olan safsizliklar, metabolitler, parcalanma iiriinleri, bir farmasétik dozaj
formunun hazirhginda kullanilan yardimci maddelerin  yontem iizerindeki etkileri
degerlendirilmelidir. Bu amagla, yontemin, hedef analite karsi herhangi bir girisim etkeni
olmadan verdigi sonuglar ve ortamda girisim maddesi bulundugunda iiretmis oldugu yanitlar
karsilastirilarak seciciligi yorumlanmaktadir. Yontemin secici olmasi uygulanabilirligini
gostermektedir. Segici olmayan bir yontemin dogrulugu ve kesinliginden séz etmek de

mimkiin olmamaktadir.

1.7.2. Dogruluk

Dogruluk, gergeklestirilen bir¢ok analiz sonucunda bulunan degerlerin ortalamasi ve
kabul edilen referans bir deger veya geleneksel gercek bir deger arasindaki uyum sonucunda
hesaplanan yakinlik degeridir. Uluslararas1 harmonizasyon toplulugu (ICH) yonergelerinde
yer alan dogruluk ifadesine gore degerlendirilmesinin gergeklestirilmesi igin, belirlenen
calisma aralig icerisinde yer alan {i¢ farkli derisim i¢in en az ii¢ tekrar ile testlerin yapilmasi
ve elde edilen verilerin numune igerisine eklenen bilinen derisimdeki analitin geri kazanimi
veya ortalama test degerleri ve dogru kabul edilen deger arasindaki fark ile giiven araliklari

ile raporlanmasi gerekmektedir. Bu raporlama hata, bagil hata veya geri kazanim olmak
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iizere ii¢ farkli deger ile Olcililmektedir. Hata, bir dizi test sonucunun ortalamasi ve gercek
kabul edilen deger arasindaki fark: ifade etmektedir. Yiizde bagil hata ise test sonuglarinin
ortalamas1 ve referans deger arasindaki farkin referans degere oraninin, yilizde geri kazanim
ortalama degerin referans deger ile orantisinin yilizde ifadesidir. Dogruluk analitik
uygulamalarin sistematik hatalar ile iligkilidir. Bir analitik yontemin sistematik hatasi, hata
ile iliskilidir. Dogruluk tizerindeki diger etkili hatalar ise rastgele hatalardir ve bu hatalar

yontem hassasiyeti ile dogrudan iliskilidir (Rozet vd., 2007).

Dogruluk birkag farkli yol ile yapilan dl¢iimler neticesinde degerlendirilebilmektedir.
Bunlardan ilki gelistirilen yontem ile elde edilen sonuglarin uygun ve referans olarak kabul
edilen bir yontem ile elde edilen sonuglar ile karsilagtirilmasi, bir digeri analitin bos matris
ortamindan geri kazanmimi sonuglarmin degerlendirilmesi ve son olarak standart ekleme
yontemi kullanilarak analit maddenin halihazirda analit maddeyi igeren bir ortama
eklenmesidir. Geri kazanim ile bir karigim igerisinden analitin %98-102 araliginda bir
dogrulukla tayin edilmesi gerekmektedir. Bu araligin disinda elde edilen sonuglarin

dogrulugu yeniden test edilmelidir (Ozkan vd., 2015).

1.7.3. Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, belirli bir konsantrasyon araliginda numunede
bulunan analit derisiminin miktar1 ile dogru orantili olan test sonuglar1 elde etme yetenegidir.
Bu dogru orantidan yararlanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi ve bunun matematiksel
ifadesi olan regresyon denklemi, giivenilir oOlgiimler ve monotonik bir yanit ile
tanimlanmaktadir ve ifade edilmektedir. Dogrusallik 6l¢iitii, 6l¢limiine karar verilen derigim
ve Olciim sonucunda elde edilen yanit ile kalibrasyon egrisinden hesaplanan miktar

arasindaki iligkinin kiyaslanmasidir (Ozkan vd., 2015; Rambla-Alegre vd., 2012).

1.7.4. Cahsma Arahg

Kantitatif bir tayin yontemi i¢in, gelistirilen yontemin etkili bir sekilde
uygulanabilecegi analit derigsim araliginin ve uygun degerlerin belirlenmesi gerekmektedir.
Gelistirilen bir yontemin ¢aligma araligi dogrusalligi kullanilarak belirlenebilmektedir. Bu
aralik dogrusallik kapsaminda calisan en yiliksek ve en diisik derisim sinirlarindaki
konsantrasyon araligini igermektedir. Calisma araligi belirlenirken gelistirilen yontemin
analit tayininde yeterli kesinlikte ve dogrulukta oldugunun belirtilmesi 6nemlidir. Yo6ntem

gelistirilirken, caligma aralig1 erken asamalarda, analitin daha 6nceki ¢aligmalarda belirlenen
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ozellikleri goz oniinde bulundurularak ongoriilmelidir. Secilen aralik, kalibrasyon egrisini
olusturacak olan standart numune sayisini da belirlemektedir. ICH yonergesi farkl
calismalar i¢in minimum degerde farkli calisma araliklart 6nermektedir. Bunlar arasinda ilag
maddeleri veya bitmis ila¢ TUrlinleri i¢in test konsantrasyonunun %80-120 araliginin
calisilmast 6nerilmektedir. Calisma araligi, toplam 6l¢iim hatasinin kabul edilebilir oldugu
konsantrasyon araligidir. Belirlenen aralik icin elde edilen test sonuclarinin dogrulugu
degerlendirilmelidir. Bununla birlikte kesinlik deneysel olarak degerlendirilmeli ve
gelistirilen analitik yontemin uygulanabilmesi i¢in hedeflenen tiim ¢aligma araliginda kabul

edilebilir sinirlar igerisinde yer almalidir (Ozkan vd., 2015; Rozet vd., 2007).

1.7.5. Duyarhhk

Bir yontemin duyarliligi, farkli derisimlerde numunelere karsi elde edilen yanitlar ile
olusturulmus kalibrasyon egrisinin egimini ifade etmektedir. Duyarlilik, gelistirilen yontemin
analit derisimdeki degisikliklere kars1 verdigi yanitin bir Sl¢lisiidiir. Bu parametre siklikla
teshis sinir1 (TS) ve tayin alt sinir1 (TAS) ile kullanilmaktadir. Matematiksel olarak da TS ve
TAS hesabinda kalibrasyon egrisinin egiminden faydalanilmaktadir. Bu durum yalnizca
duyarlilik ve TS arasinda dogrusal bir tepki fonksiyonu bulundugunda gecerliligini
korumaktadir. Kiigiik bir derisim degisimine karsilik dlciilen sinyalde biiyiik bir degisiklik
elde ediliyorsa bu durum yontemin yiiksek duyarlilikta oldugunu goéstermektedir. Bu duruma
karsilik, duyarlilik bir yontemin dogrulanmasi adiminda test edilmesi gereken zorunlu bir

parametre degildir (Taverniers vd., 2004).

1.7.6. Teshis ve Tayin Alt Simir1

Bir analitik yontem i¢in TS, bir 6rnekteki tespit edilebilen ancak kesin bir deger
olarak sayisal bir ifadeyle belirtilemeyecek en diisiik analit miktar1 iken, TAS bir numune
icerisindeki uygun hassasiyet ve dogruluk ile sayisal olarak belirlenebilen en diisiik analit
miktaridir. TS, 6l¢iilen bir degerin, onunla iliskili belirsizlikten daha biiyiik oldugu noktadir,
bununla birlikte TAS 6rnek numunelerindeki diisiik analit derisimleri i¢in nicel analizlerin
bir parametresidir. Genellikle numunede yer alan analitin derisim birimi cinsinden ifade
edilen TS, biyolojik numunelerdeki ila¢ etken maddeleri, gesitli ilag bozunma {irlinleri veya
safsizliklarin degerlendirilmesi i¢in 6nem tasimaktadir. TS genellikle yontem hassasiyeti ile
karigtirilabilmektedir. Duyarlilik, belirli bir calisma aralifi i¢in elde edilen kalibrasyon
¢izgisinin egimine esittir. Bununla birlikte TS ¢ok saglam bir deger degildir ve bir¢ok ortam

kosulundan etkilenebilmektedir. TS nin bu durumu nedeni ile parametrenin daha dnce valide
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edilmis yontemlerin uygulandigi laboratuvarlarda dogrulanmasi 6nem tasimaktadir (Rambla-

Alegre vd., 2012).

TS ve TAS degerlerinin hesaplanmasi i¢in farkli yaklagimlar bulunmakta, bunlar
arasinda gorsel incelemeye dayanan yontemler, calisma arali§inin en diisiik derisimi i¢in elde
edilen yanitlarin standart sapmasi, bu ¢alisma aralig1 ve elde edilen yanitlar ile olusturulan
kalibrasyon egrisinin egimi ve sinyal-giiriiltii orani iliskisi yer almaktadir. Bu yontemler
arasindan TS ve TAS icin hesaplamalar standart sapma ve egim iligkisi ile
gergeklestiriliyorsa, caligma araliginin en diisiik derisimine yakin derisimlerde analit igeren
numune ¢ozeltilerinin dlglimleri birka¢ kez tekrar edilmelidir. Validasyon hangi yontem
kullanilarak yapilirsa yapilsin TAS degerinin TS degerinden kiigiik olmasi séz konusu

degildir (Ozkan vd., 2015; Rambla-Alegre vd., 2012).

1.7.7. Kesinlik

Gelistirilen analitik bir yontemin kesinligi, ayn1 kosullar altinda gerceklestirilen
analizler ile ayn1 homojen 6rnegin birka¢ farkli 6rneklemesinden elde edilen bir dizi 6l¢tim
sonucu arasindaki yakinlhigr ifade etmektedir. Genellikle bu O6lgtimler sonucu elde edilen
verilen standart sapmasi, varyansi veya varyasyon katsayisi ile belirtilmektedir. Analitik
yonteme bagli olan rastgele hatalarm, yani sonucglarin ortalama degerleri etrafindaki
dagilimimi 6lgmektedir. Kesinlik tahmini, gercek veya belirtilen degerden, ortalama veya
gerceklik tahmininden bagimsiz olarak yorumlanmaktadir. Kesinlik ii¢ farkli diizeyde ele
almabilmektedir, bunlar tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve yeniden {iretilebilirliktir.
Tekrarlanabilirlik, kisa zaman aralifinda ayni deneysel kosullar altindaki hassasiyeti ifade
etmekte, ayrica deney ici hassasiyet olarak da adlandirilabilmektedir. Ara kesinlik, farkl
giinler, farkli analistler, farkli cihazlar gibi analizin yiriitiildiigii laboratuvar igerisindeki
farkliliklardan kaynakli degisimleri ifade etmektedir. Tekrar iiretilebilirlik ise laboratuvarlar
arasindaki kesinligi belirtmekte, analiz gelistirilen ayn1 yontem kullanilarak farkli analistler,
farkli ekipmanlar, farkli cihazlar gibi parametrelerin degistirilmesi ile degerlendirilmektedir.
Ara kesinligin amaci ayni laboratuvar igerisinde gelistirilen yontemin ayni sonuglari
verecegini ispatlamaktir. Tekrar {retilebilirlikte ise yontemin gecerliligi farkl
laboratuvarlarda dogrulanmaktadir ve eger gelistirilen yontem farkli laboratuvarlarda
uygulanacak ise yararli olmaktadir (Rambla-Alegre vd., 2012; Rozet vd., 2007). Kesinlik
ylizde bagil standart sapma (BSS) ile ifade edilmektedir. Degerlendirilen yontemin
kesinliginin oldugunu sdyleyebilmek icin bu degerin %2’ye esit veya diisiik olmasi

gerekmekte, ancak bu sinir safsizlik analizleri veya eser miktarda yiiriitiilen ¢aligmalar igin
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genislemekte ve %10 veya daha diisiik BSS degerleri kabul edilebilmektedir (Ozkan vd.,
2015).

1.7.8. Tutarhhik ve Saglamhk

Ara kesinlik ile de benzerlik gosteren tutarlilik, gelistirilen yontemin aymn
laboratuvardaki farkli analistleri, farkl cihazlar, ayn1 kimyasallarin farkli markalar tarafindan
temin edilen formlar1 veya farkli laboratuvarlar gibi kosullarda elde edilen sonuglarinin
kiyaslanmasi ile degerlendirilmektedir. Tutarlilik %BSS ile ifade edilir. Bununla birlikte,
ICH kilavuzunda bir yontemin validasyonunu gerceklestirmek i¢in ele alinmasi zorunlu olan

parametreler arasinda tutulmamistir (Rambla-Alegre vd., 2012).

Saglamlik, gelistirilen yontemin giivenilir sonuglar vermesi ile ilgili bilgi saglamakta
ve yontem parametrelerindeki kiiciik degisikliklere karsi gosterdigi direncin bir olgiistidiir.
Saglamlik tanimina gore, operasyonel, c¢evre ile iliskili, tepe Olglimii veya analiz
parametreleri gibi yonteme iligkin parametrelerdeki kiigiik ve kasith degisikliklerin etkileri
degerlendirilmektedir. ICH kilavuzuna gore, saglamligi degerlendirmek icin iki farkh
yaklagim bulunmaktadir. Bunlardan ilki tek seferde tek degisken, digeri ise deneysel tasarim
prosediiriinii kapsamaktadir. Bir yontemin saglam olarak nitelendirilebilmesi i¢in, kosullar

degistiginde yontemin drettigi sonuglarda biiyiik ve beklenmeyen degisiklikler
olusturmamalidir (Dejaegher ve Heyden, 2007).

1.7.9. Stabilite

Stabilite ¢alismalarin1 desteklemek icin tasarlanan yontemler gelistirilirken,
yontemin kararlilik gosterdiginden emin olmak gerekmektedir. Stabilite gosteren bir yontem,
analiti ortamda bulunan bozunma iiriinleri, gesitli safsizliklar, ¢esitli igsel maddelerin girisim
etkilerinden bagimsiz olarak dogru ve hassas bir sekilde tayin eden valide edilmis
elektroanalitik bir yontemdir. Stabilite testleri gergeklestirilirken hedef analitin gegirmis
oldugu gesitli siireglerde herhangi bir bozulma gosterip gostermedigini belirlemektir. Bu
amagla, stabilite testleri bir faktér nedeni ile bozulmaya ugrayan analitin aktif olan
miktarindaki azalmanin tayinini hedefleyen analitik prosediirlerdir. Depolama ya da
gelistirme stirecleri igerisinde bozulmaya ugrayan maddeler formiilasyon gelistirme
asamalarinda da zorluk meydana getirmektedir. Bu zorluklarm iistesinden gelinebilmesi ve

¢Oziimlenebilmesi icin tekrar edilebilir ve giivenilir sonuglar elde edilmesi ve bu amag
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dogrultusunda analizler gerceklestirilirken kullanilan standart ¢ozeltiler, kimyasallar, ¢aligma

elektrotlar1 kararlastirilan zaman boyunca kararligini korumalidir (Ozkan vd., 2015).

Stabilite testleri, hedef molekiiliin iiretimi ve depolanmasi gibi siireclerinde
potansiyel olarak karsilasabilecegi ortam kosullar1 gozetilerek gerceklestirilmelidir.
Calismalar amaglanan depolama sicakliklarinda donduruldugunda uzun siireli depolama, oda
sicakliginda yer alan bir dizi 6rnek analizleri sirasinda kisa siireli depolama ve dondurma ve
¢O6zme dongiilerinin ardindan tipik depolama senaryolarinda 6rneklerin toplama ve islemeleri
sirasinda yiiriitilmektedir. Buna ilaveten, gelistirilen analitik yontemin bozunma tirlinlerinin
varliginda hedef molekiilii 6lgme yetenegi de degerlendirilmektedir. ICH yonergeleri,
bozunmay1 zorlamak i¢in yiiksek sicaklik, nem veya 151k gibi stres kosullarinda da stabilite

caligmalarinin yapilmasini 6nermektedir (Rambla-Alegre vd., 2012).

1.8. Kuantum Mekaniksel Hesaplamalar

Kompleks atomik ve molekiiler sistemlerin detayli bir sekilde incelenmesine
kuantum mekaniksel hesaplamalar olanak tanimaktadir. Yogunluk Fonksiyoneli Teorisi
(YFT) siklikla kullanilan kuantum mekaniksel hesaplamalarindan birisidir. Ozellikle
malzeme bilimlerinde ve nanoteknoloji alaninda énemli bir kullanima sahiptir. Bunun temel
nedeni, YFT nin deneysel verilerin dogrulamak ve acgik birakilan olasiliklar arasinda ayrim
yapmakta etkili olmasidir. Yontem cesitli molekiiler verilerin incelenmesi, teorik ve deneysel
veriler arasinda baglanti kurulmasi ve bu sistemlerin geometrik, elektronik ve spektroskopik
ozellikleri hakkinda 6nemli ipuglar1 yakalanmasina neden olmaktadir (Orio vd., 2009). YFT,
cok elektronlu sistemlerin Schrdédinger dalga denklemini ¢ozmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Bu teori, elektronik yapi hesaplamalarinda ¢ok parcacik dalga
fonksiyonu yerine elektron yogunlugunu temel degisken olarak kabul etmekte ve bir sistemin
elektron yogunlugu ile enerjisi arasindaki iligkiyi kullanmaktadir. Kimya alaninda kimyasal
reaksiyonlarin mekanizmalari, faz donilisimleri ve kompleks molekiillerin elektronik
yapilarinin anlasilmasina yardimei olmaktadir. Bu incelemeler sirasinda, elektron yogunlugu
Ozelliklerine odaklanarak dalga fonksiyonu temelli metotlara kiyasla hem sistemi
basitlestirmekte hem de maliyeti diisiirmektedir. Ayrica kii¢iik molekiil sistemlerinden,
biiylik molekiil yapili katilara birgok sisteme uygulanabilmekte ve basarili sonuglar
uretmektedir. Sahip oldugu bu avantajlar kullanim alanlarin1 yayginlastirmaktadir

(Bretonnet, 2017).
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1.9 Beksaroten Tayinine Yonelik Literatiir Calismalar:

Beksaroten tayini ile ilgili olarak gerceklestirilen literatiir incelemesi sonucunda
karsilasilan calismalar Cizelge 1.1°de gosterilmektedir. Buna gore cesitli analitik yontemler
kullanilarak beksarotenin tayin edildigi goriiliirken yalnizca bir ¢aligmada elektrokimyasal
yontemlerden faydalanildigi goriilmektedir. Beksaroten bu c¢aligmalarda basariyla tayin
edilse de, analiz yontemi olarak kromatografik yontemler ve floresans spektroskopisi bazi
dezavantajlar sergilemektedir. Bunlar arasinda maliyeti yiiksek cihazlar, uzun ve karmagik
numune hazirlik siireleri ve ¢evre i¢in zararli olan ¢oziicli atiklari sayilabilmektedir (Elfadil
vd.,, 2021; Xue vd., 2024). Bununla birlikte elektrokimyasal sensorlerin molekiiler
baskilanmis polimerler ile modifiye edildigi yaklasimlar g¢esitli avantajlar sunarak giincel

calismalarda yerini almaktadir.

Cizelge 1.1. Literatiirde yer alan beksaroten tayini ile iliskili ¢alismalar

%Geri

Tayin

Konsantrasyon

Gergek

yaklasimi arahgi s numune kazanmim Kaynak
YPSK-UV LR 0000.0 10 ng/mL goan 96.2-972  (Lee vd., 2017)
ng/mL plazmasi
0,500-1500 Insan (Van De Merbel
SK ng/mL (270 nomle plazmasi o vd., 2002)
Softgel (Lakshmi
0,003-0,008 dozaj Narasimha Rao ve
SK mg/mL 0,003 mg/mL formiilasyon 98,9-101,1 Praneeth Rao,
u 2017)
10,0-15000,0 lazizliarl(:l ve
SK-MS/MS ng/mL and 10.0- 10 ng/mL p bevi 82,8-92,0  (Fuetvd., 2022)
eyin
600.0 ng/mL
dokusu
i 1,04-351,93 Insan (Nagaraju vd.,
SK-MS/MS wg/ml, 1,0540 ng/mL plazmasi 95,72 2021)
) i i (Zahirul Kabir
Floresans 2-18 uM 2 uM vd., 2023)
Elektrokimy §
9,90 x 10* M
asal sensor; 5,0x10°-2,0x ' 3
DNA 10° M and 1,4;\? x 10 - - (Khan vd., 2025)
biyosensor

Gergeklestirilen tez calismasinda beksaroten tayini

icin ilk kez nanomateryal

modifiye molekiiler baskili polimer temelli bir sensor gelistirilmesi amaglanmaktadir.
Sensoér yiizeyinin molibden trioksit (MoOs), platin nanokiireler (PtNK) ve kitosan (Kit)
nanokompoziti ile karigtirilmasiyla sensor hassasiyeti arttirilmigtir. Daha sonra sensor
yiizeyinde polimer film olugturularak yiiksek secicilikle beksaroten tayini hedeflenmistir.
Gelistirilen yontem ile beksarotenin analizi, jel dozaj formunda ve ticari insan serumu

orneklerinde de bagar ile gerceklestirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tez Calismas1 Kapsaminda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Beksaroten tayini igin gelistirilen sensér hazirhiginda ve tiim tayin adimlarinda
kullanilan kimyasal maddeler analitik saflik derecesindedir ve herhangi bir 6n islem
uygulanmadan dogrudan kullanilmistir. Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler

Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Tez calismasi kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Analitik Saflik Derecesi Firma
(%)
Beksaroten - Nobel flag A.S.
Beksar® - Nobel flag A.S.
Ticari insan serumu - Sigma-Aldrich
Potasyum ferrisiyaniir (Ks[Fe(CN)g) 99,0 Sigma-Aldrich
Potasyum ferrosiyaniir (K4[Fe(CN)g) >98,5 Sigma-Aldrich
Potasyum kloriir (KCI) >99,0 Sigma-Aldrich
Kitosan (Kit) - Sigma-Aldrich
Molibden trioksit (MoO3z) - Nanografi A.S.
Platin Nanokiireler (Pt NK’ler) - Metrohm DropSens

Fosforik asit (HsPOa4) >85,0 Merck
Borik asit (H3BO3) >99,5 Sigma-Aldrich
Sodyum dihidrojen fosfat 99,99 Sigma-Aldrich

(NaH,P0O4.2H,0)

Sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO.) 98,0-102,0 Sigma-Aldrich

L-arjinin - Merck
N,N-dimetilformamit >99.9 Sigma-Aldrich

Dimetilsiilfoksit (C2HsOS) >99,9 ISOLAB
Sodyum hidroksit (NaOH) >97,0 Sigma-Aldrich
Asetonitril (C2H3N) >99.9 Sigma-Aldrich
Metanol (CH40) >99,8 Sigma-Aldrich
Etanol (CzHs0) >99,5 Sigma-Aldrich
Asetik asit (CH3;COOH) >99,0 Sigma-Aldrich
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Cizelge 2.1. Devam

Sodyum kloriir (NaCl) >99,0 Sigma-Aldrich
Urik asit >99.0 Sigma-Aldrich
Askorbik asit >99,0 Sigma-Aldrich
Kafein 99,0 Sigma-Aldrich
Niasin >98,0 Sigma-Aldrich
Dopamin hidrokloriir >98,0 Sigma-Aldrich
Epinefrin >99,0 Sigma-Aldrich
Glukoz >99.0 Sigma-Aldrich
Retinoik asit - EGAS

2.2. Tez Calismas1 Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

Tiim elektrokimyasal dlgiimler NOVA 2.1.6 yazilimi ile entegre olan bir AUTOLAB-
IMP (Hollanda) potantiyostat/galvanostat kullanilarak gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal
sistemler U¢lii elektrot sisteminden olugmaktadir ve bu t¢lii sistemde calisma elektrodu
olarak bir camsi karbon elektrot (CKE), referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot (3,0 M
NaCl igerisinde) ve karsit elektrot olarak platin tel yer almaktadir. Kimyasallarin tartimini
gerceklestirmek icin Ohaus Corporation (Sanghay, Cin) marka bir hassas terazi
kullanilmistir. Nanomalzeme modifiye sensor yiizeyi bir inkiibatérde (EN 055/120, Niive,
Tiirkiye) kurutulmustur. Ayrica, hazirlanan ¢ozeltilerin pH’in1 kontrol etmek amaciyla
SevenCompact™ marka pH/Ion S220 model bir pH metre (Mettler Toledo, Isvigre) ve
hazirlanan nanopartikiil ¢ozeltilerinin homojen bir sekilde karistirilmasi i¢in JP Selecta
(Barselona, Ispanya) marka bir utrasonik banyo ve D-LAB MX-S vorteks kullanim1 tercih
edilmigtir. Tim ¢o6zeltiler Millipore Milli-Q sistem ile edilen ultra saf su kullanilarak
hazirlanmistir. Bununla birlikte, ¢ozeltilerin hazirliginda Eppendorf AG (Almanya) otomatik
pipetler ve ISOLAB marka pipet uclart kullanilmistir. Numune hazirliginda yer alan
politetrafloroetilen (PTFE) ise ISOLAB markadir. Santrifiij cihazi olarak Niive NF-200
(Ankara, Tiirkiye) model tercih edilmistir.

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) i¢in ZEISS EVO 40 ve Fourier doniisiimlii
kiz116tesi  spektroskopisi (FTIR) analizi Perkin Elmer, Spectrum 100 model ile
gerceklestirilmistir.
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2.3. Elektrokimyasal Teknikler

Beksaroten tayini igin gelistirilen Nano-MIP sensoriiniin hem elektrokimyasal
polimerizasyon asamasinda hem de elektrokimyasal karakterizasyonunda DV tekniginden
yararlanilmistir. MoOs-PINK@KIit/CKE sensoriiniin  yiizeyinde L-arjinin ve beksaroten
kullanilarak MIP filmin olusturulmasi i¢in -2.0 V ve 2.2 V potansiyel araliginda 100 mV s*
tarama hizinda dongiisel voltametri yontemi kullanilmigtir. NIP filminin olusturulmasi igin
ise MIP ile ayn1 prosediir izlenmis ancak polimer film ¢dzeltisinin igerisinde hedef molekiil
olan beksaroten bulunmamaktadir. Gelistirilen MIP ve NIP sensorlerinin elektrokimyasal
karakterizasyonunun gerceklestirilmesi i¢cin DV yontemi ile 0,1 M KCl ile hazirlanmig 5 mM
[Fe(CN)e]*"* ¢ozeltisi igerisinde dlgiimler gerceklestirilmistir.

Gelistirilen Poli(Arg)/BEK@MIP/MoOs-PINK@KIit/CKE sensoriiniin
elektroanalitik performansi diferansiyel puls voltametrisi (DPV) yontemi kullanilarak 0,1 M
KCI ile hazirlanmis 5 mM [Fe(CN)g]** ¢ozeltisi icerisinde alman &lgiimler neticesinde

degerlendirilmistir.

Nano-MIP sensoriiniin elektrokimyasal karakterizasyonunda DV yodntemine ilaveten
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) yonteminden faydalanilmistir. EIS dl¢timleri
DV yonteminde kullanilan ile aynmi kosullarda hazirlanmis redoks c¢ozeltisi igerisinde

gerceklestirilmistir.

2.4. Tez Cahsmasinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlamisi

2.4.1. Tampon Cozelti Hazirlanisi

Elektropolimerizasyon yontemi ile MIP filminin olusturulmasinda pH 7,4 fosfat
tamponu (FT) kullanilmis ve polimerizasyon ¢ozeltisi ortami fosfat tamponu icerisinde L-
arjinin ve beksaroten karisimi ile hazirlanmistir. Ayrica yeniden baglanma igin beksaroten
gozeltilerinin seyreltilmesinde de pH 7,4 FT destek elektrolitinden yararlanilmistir. Bu
amagla, uygun miktarlarda HsPOa, NaH2PO4.2H>0 ve Na;HPO, kullanilarak tampon ¢ozelti
hazirlanmis ve tampon ¢6zelti uygun pH’ya 0,1 M NaOH ile ayarlanmistir. Ayrica, pH 8
Britton-Robinson tamponu (BRT) hazirlamak {izere uygun miktarda H3BOs, H3POs ve
glasiyel CH3COOH karistirtlip 1000 mL’ye ultra saf su ile tamamlanmistir. Tampon ¢dzelti
istenen pH’ya 0,1 M NaOH kullanilarak ayarlanmistir.
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2.4.2. Redoks Cozeltisi Potasyum Ferrisiyaniir Hazirlamsi

Elektrokimyasal tiim o6lgiimler 0,1 M KCl ile hazirlanan 5 mM [Fe(CN)g]**
icerisinde gergeklestirilmistir. Bu amagla 50 mM [Fe(CN)g]*™* ¢ozeltisi uygun miktarlarda
Ks[Fe(CN)e] ve Ka[Fe(CN)e] tartilip ultra saf su igerisinde ¢oziilmesi ile hazirlanmis, daha

sonra redoks ¢ozeltisi 5 mM derisime 0,1 M KCI ¢ozeltisi kullanilarak seyreltilmistir.

2.4.3. Beksaroten Etken Maddesinin Stok Cozeltisinin Hazirlanisi

Beksaroten  etken  maddesi N,N-dimetilformamit ~ (DMF) igerisinde
¢oOziinebilmektedir. Ana stok beksaroten ¢ozeltisi 10 mM derisimde hazirlanmig, bu amagla
174,2 mg etken madde tartilmis ve 50 mL balonjoje igerisinde DMF ile ¢oziilmiistiir. Daha
sonra gerekli seyreltmeler, maddenin ¢okelmesini engellemek i¢cin 10 mM stok ¢ozeltiden

0,01 mM’a kadar DMF ile yapilmis, daha fazla seyreltme pH 7,4 FT ile devam ettirilmistir.

2.4.4. Jel Dozaj Formu Cozeltisinin Hazirlanisi

Beksar® %] jel dozaj formundan (1 g jel 10 mg etken madde igerir), 10 mM stok
cozeltisi elde etmek iizere 3,5 g jel tartilarak bir falkon tiip icerisinde 15 mL DMF ile
tamamlanmistir. Daha sonra elde edilen ¢ozelti 5 dakika vorteks ile karistirilip, etken
maddenin tamamen ¢éziinmesi i¢in 1,5 saat ultrasonik banyoda sonik edilmistir. Elde edilen
¢ozelti 0,45 pum por genisligine sahip politetrafloroetilen (PTFE) filtre ile siiziilmiistiir.
Gerekli seyreltmeler etken maddenin ¢okmesini engellemek amaciyla 0,01 mM’a kadar
DMEF ile, daha seyreltik ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in segilen destek elektrolit ¢ozeltisi pH
7,4 FT ile gergeklestirilmistir ve voltamogramlar standart ¢ozelti ile ayni sartlar altinda
kaydedilmistir. Jel dozaj formundaki beksaroten etken maddesinin tespiti, standart ¢ézeltiden
elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak yapilmistir. Geri kazanim ¢alismalari igin iki farkli
derisimde numune ¢6zeltisi tlizerine bilinen miktarlarda standart etken madde ¢6zeltisinin

ilave edilmesi ile ve her bir derisim i¢in 3 paralel 6lgiim ile tamamlanmustir.

2.4.5. Ticari insan Serumu Cozeltisinin Hazirlamisi

Ticari insan serumu, 1 mM derisimde stok ¢ozelti seklinde hazirlanmigtir. Bunun igin
15 mLl’lik bir falkon tiip icerisine 10 mM beksaroten ¢ozeltisinden 1 mL, ticari insan
serumundan 3,6 mL alinmis ve 5,4 mL DMF ile tamamlanmistir. Elde edilen ¢ozelti 15
dakika boyunca ultrasonik banyoda tutulmus, daha sonra 20 dakika 5000 rpm’de santrifijj

edilmigtir. Elde edilen silipernatant serum stok c¢ozeltileri olarak kullanilmig, gerekli
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seyreltmeler 0,01 mM’a kadar DMF ile, daha seyreltik derisimlerde pH 7,4 FT ile
yapilmistir. Serum numuneleri ile standart ¢ozeltilerle ayni kosullarda DPV 6lgiimleri
gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar kullanilarak kalibrasyon egrisi cizilmistir. Geri
kazanim g¢alismalar1 serum c¢ozeltileri i¢in iki farkli derisimde ii¢ paralel Ol¢limle, serum
numunesinin  iizerine bilinen derisimde standart beksaroten c¢ozeltisi eklenerek

gerceklestirilmistir.

2.4.6. Girisim Calismalarinda Yer Alan Cozeltilerin Hazirlanisi

Biyolojik sivilarda bulunmasi muhtemel olan maddelerin gelistirilen sensor ile
beksaroten tayininde girisim etkileri incelenmistir. Bu amacgla 1 mM derisimde stok ¢ozelti
hazirlamak tizere gerekli miktarda glukoz, NaCl, Askorbik asit, kafein, niasin, dopamin ve
KCI ultra saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Bunun diginda epinefrin asetik asit, tirik
asit 1 M NaOH ve retinoik asit DMSO igerisinde ¢ozllmistir. Gerekli seyreltmeler destek
elektrolit olarak secilen pH 7,4 FT ile gergeklestirilmistir.

2.5. Poli(Arg)/ BEK@MIP/MoOs3-PINK@KIit/CKE Sensoriiniin Hazirlamisi

2.5.1. Nanosensoriin Hazirlanisi

Sensdr yiizeyinin modifikasyonunda kullanilan MoO3 2 mg/mL derisimde ultra saf
su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmigtir. Platin nanokiireler sivi formda olup, derisimleri 2
mg/mL’dir. Kitosan ¢dzeltisinin hazirlanmasi i¢in 0,5 mg kitosan tartilmis, %1 asetik asit
¢Ozeltisi igerisinde ¢dziilmiis ve 2 saat ultrasonik banyoda homojen bir ¢ozelti elde edilmesi
i¢cin tutulmustur. Daha sonra hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak hacimsel olarak 2:2:1 oraninda
sirastyla  PINK, MoO3z; ve kitosan ¢ozeltilerinden alinarak nanokompozit karigimi
hazirlanmigtir. Hazirlanan karisim homojenlik elde edilmesi i¢in 30 dakika ultrasonik

banyoda tutulmustur.

CKE yiizeyinin modifiye edilmeden oOnce temizlenmesi ve olasi Kkirliliklerin
ylizeyden uzaklagtiritlmasi 6nemlidir. Bu amagla, CKE oncelikle 15 dakika boyunca 1:1 (h/h)
ultra saf su ve metanol karisiminda bekletilmistir. Daha sonra, aliimina bulamaci ve bir
parlatma pedi ile yiizey parlatilmistir. Yiizeyi parlatilan CKE ultra saf su ile yitkanmis ve oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Temizlenen CKE yiizeyine 3 pL MoOs-PINK@Kit

nanokompoziti damlatilmis ve 37 °C’de etiivde 7 dakika boyunca kurutulmustur.
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2.5.2. Poli(Arg)/BEK@MIP/MoOs3-PtNK@Kit/CKE Sensérii icin MIP ve NIP

Sensorlerinin Hazirlanisi

MIP temelli elektrokimyasal sensoriin hazirlanmasi igin hazirlanmig olan
nanosensor, 5 mM L-arjinin, 1 mM BEK ve %40 olacak sekilde DMF igeren pH 7,4 FT
icerisine daldirilmis ve DV yontemi ile -2,0 V ve +2,2 V potansiyel araliginda ve 100 mV s?
tarama hizinda 10 dongii boyunca polimerize edilmistir. Nanosensor yiizeyi boylece
elektropolimerizasyon ile MIP filmi kaplanmistir. Daha sonra Nano-MIP yiizeyi ultra saf su
ile yikanmigtir. Elektrot, polimer filmden hedef molekiil BEK’in uzaklagtirmak igin 15
dakika boyunca oda sicakliginda DMSO ¢ozeltisinde bekletilmis ve bu polimer filmde
hedefe 6zgii bosluklarin olugmasi ile sonuc¢lanmistir. BEK’in yiizeydeki hedef bosluklara
yeniden baglanmasi, 10 dakikalik inkiibasyon siiresi boyunca pH 7,4 FT ortaminda degisen
konsantrasyonlardaki BEK ¢ozeltileri ile gergeklestirilmistir. Poli(Arg)/BEK@MIP/MoOs-
PINK@K:It/CKE sensoriiniin hazirligina iliskin asamalar Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.

NIP sensorii, BEK’in polimerizasyon ¢ozeltisine konulmasiin haricinde Nano-MIP
sensoril ile ayni islemler uygulanarak hazirlanmigtir. Sensor etkinliginin degerlendirilmesi

amaciyla, kontrol ¢alismalar1 hazirlanan NIP sensorii ile yiiriitilmiistiir.

¥ MoO,-PINK@Kit

) ) Jummtl )

Yalin CKE MoO;-PINK@Kit/CKE

Elektropolimerizasyon

Sonrasi v "

Akam / pA

Yeniden Baglanma Sonras

Sekil 2.1. Poli(Arg)/BEK@MIP/MoOs-PtINK @KIit/CKE sensoriiniin hazirlanigi
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2.6. Nano-MIP Temelli Elektrokimyasal Sensoriin Yiizey Karakterizasyonu

Gelistirilen Nano-MIP sensoriiniin karakterizasyon caligmalar1 iki agsamali olarak
gerceklestirilmistir. ilk asamada elektrokimyasal karakterizasyon uygulanmis ve bu DV ve
EIS yontemleri kullanilarak 5 mM redoks ¢ozeltisi icerisinde gerceklestirilmistir. Buna
ilaveten diger asamada, SEM, AFM ve FTIR yontemleri kullanilarak sensor ylizeyinin

morfolojik 6zellikleri incelenmistir.

2.7. Kuantum Mekaniksel Yontemlerin Uygulanmasi

Kuantum mekaniksel hesaplamalarda, Gaussian09W yazilimi (Frisch vd., 2010) ile
model geometrilerin olusturulmasinda ve hesaplamalarin analizinde ise GaussView 5.0
programi (Dennington vd., 2005) kullanilmistir. Bir sistemin kararli durumlarinin enerjileri,
molekiiler yapisi, titresim frekanslar1 ve bircok molekiiler 6zellik gaz fazinda ve ¢ozelti
fazinda hesaplanabilmektedir. GaussView 5.0 programi, ¢ok biiyiikk molekiillerin hizlica
taslagini olusturmaya, molekiilleri dondiirmeye, Oteleme, biiyiitmeye ve hesaplama
sonuclariin cesitli grafik teknikleriyle incelemesine olanak saglar. Molekiiler orbitaller,
elektron yogunlugu yiizeyleri, elektrostatik potansiyel yiizeyleri, atomik yiikler, titresim
frekanslarma karsilik gelen normal modlarin animasyonu grafiksel olarak rahatlikla
gortintiilenebilmektedir. YFT yontemi olarak B3LYP, Becke'nin li¢ parametreli degis-tokus
fonksiyoneli ile Lee, Yang ve Parr' in gradyent diizeltmeli fonksiyonelinin birlesimi olan
hibrit fonksiyoneli (Becke, 1988; Lee vd., 1988; Vosko vd., 1990) ve baz seti olarak da 6-
31g(d,p) baz seti kullanilmigtir. Sistemlerin baglanma enerjilerini hesaplamak igin
Counterpoise (CP) metodu (Boys vd., 1970) kullanilmistir. Bu asamada sistem fragmanlar
olarak degerlendirilmistir ve sistemin toplam enerjisinden sistemi olusturan parcalarin enerji
toplamlar1 ¢ikarilarak ve baz seti siiperpozisyon hatalar1 (BSSE) dahil edilerek (Boys vd.,
1970) baglanma enerjileri hesaplanmigtir. Tim molekiillerin  basarili  geometri
optimizasyonlar1 sonrasi elektronik ozellikleri incelenmistir. Bu amagla sistemlerdeki
etkilesimlerin dogasini anlamak i¢in HOMO (en yiiksek dolu molekiiler orbital) ve LUMO
(en disik molekiiler orbital) ile molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP) grafikleri
olusturulmustur.

Ayrica deney ortamini hesaplarda yansitabilmek i¢in, hesaplar ¢oziicii ortaminda da
tekrarlanmistir. Polarize Edilebilir Siireklilik Model (PCM), bir ¢6ziinen madde (6rnegin bir
molekiill veya kompleks) ile cevresindeki c¢oziicii arasindaki elektrostatik etkilesimi
modellemede kullanilmastir (Canceés vd., 1997; Mennucci ve Tomasi, 1997; Mennucci vd.,
1997; Tomasi vd., 1999).
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3. BULGULAR

3.1. Beksaroten Tayini Icin Gelistirilen Nano-MIP Temelli Sensériin Yiizey

Karakterizasyonu

3.1.1. Nano-MIP Sensoriiniin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Sensor ylizeyinde gerceklestirilen nanomateryal modifikasyonu,
elektropolimerizasyon, Beksaroten (BEK)’in polimer filmden uzaklastirilmasi ve yeniden
baglanmasi adimlarindan sonraki yiizey iletkenliginde ve yiik transferine gosterilen direng
gibi yiizey ozelliklerindeki degisimler 0.1 M KCl igceren 5 mM [Fe(CN)s]** redoks ¢dzeltisi
igerisinde DV ve EIS teknikleri kullanilarak incelenmistir. Tiim modifikasyon adimlarinda
gergeklestirilen oOlgiimler sonucunda elde edilen dongiisel voltamogramlar Sekil 3.1 A’da
verilmistir. Buna gore yalin CKE yiizeyi MoOs-PINK@KIit nanokompoziti ile modifiye
edildiginde redoks ¢ozeltisinin DV sinyalinde yaklasik iki katlik bir artis goézlemlenmistir.
Bu artis elektron transferindeki hizlanma ve aktif elektrokimyasal ylizey alanindaki artiga
atfedilebilir. L-arjinin (Arg) ile elektropolimerizasyon sonucunda sensor yiizeyinin polimer
film ile kaplanmasinin ardindan, L-arjininin yalitkan yapisi nedeni ile elektron transferi
siirlanmaktadir (Karim-Nezhad vd., 2022). Bu yalitkan etki, DV sinyalinde ciddi bir diistise
neden olmustur. BEK molekiiliiniin sensor yiizeyinden uzaklastirilmasi sonucunda polimer
filmde molekiile 6zgii baglanma bdlgeleri olusturan bosluklar meydana gelmis, bu bosluklar
elektron transferini yeniden miimkiin hale getirmistir. Sonugta ise DV sinyalinde bir artis
olmustur. BEK’in bu bosluklara yeniden baglanmasini takiben ise spesifik bosluklarda
gergeklesen azalma ile birlikte sinyal uzaklastirma sonrasinda elde edilen sinyale kiyasla

tekrar diismdstiir.

Ayrica, Nano-MIP sensoriiniin hazirlanma asamalarinda sensér empedansi EIS
yontemi kullanilarak 0,1 M KCl igeren 5 mM [Fe(CN)s]** redoks ¢ozeltisi igerisinde alman
Ol¢timler ile degerlendirilmistir. Nyquist egrileri sonucunda elde edilen verilere gore yik
transfer direncindeki (Rct) degisiklikler yorumlanmistir. Sekil 3.1 B’de gosterildigi {izere,
yalin CKE direnci (180 Q), sensorii MoOs-PINK@Kit nanokompoziti ile modifiye edildikten
sonra azalmistir (48,9 Q). Daha sonra sensor yiizeyinde MIP filmi olusturuldugunda L-
arjinin yalitkan &zelligi nedeni ile elektron transferinin giiclesmesi sonucunda direng
biiytimiistiir (625 Q). BEK molekiilleri polimer filmden uzaklastirildiginda ytizeyde olusan

secici bosluklar elektron transferine olanak tanimis ve diren¢ yeniden azalma gdstermistir
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(148 Q). Son olarak segici bosluklara BEK’in yeniden baglanmasi elektron transferi i¢in
yeniden bir engel olusturarak direnci attirmistir (238 ). Buna gére BEK’in basarili bir
sekilde polimer filme yeniden baglandigi goriilmektedir. Elde edilen Rct degerleri Cizelge

3.1’de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.1. Poli(Arg)/BEK@MIP/MoO3z-PINK@KIit/CKE sensoriiniin gelistirilme agamalarina ait 0,1
M KCl igeren 5 mM [Fe(CN)e]®*/* redoks ¢ozeltisi igerisinde gergeklestirilen A) DV ile
elektrokimyasal karakterizasyonu ve B) EIS ile elektrokimyasal karakterizasyonu

Sensor ylizeyinde nanomateryal ile modifikasyon, polimerizasyon sonrasi,
uzaklastirma ve yeniden baglanma sonrasi asamalarindaki redoks reaksiyonlarinin hizini
incelemek amaci ile Buttler-Volmer esitligi kullanilarak degisim akim yogunlugu (Io)
hesaplanmigtir (Dickinson ve Wain, 2020). Buna gore hesaplamalar Io = R x T/n x F x Rct
esitligi ile gerceklestirilmistir. Esitlikte R evrensel gaz sabitini (8314 J mol™? K1), n redoks
siirecine dahil olan elektron sayisini, T sicakligi (K) ve F Faraday sabitini (96485 C mol™?)
ifade etmektedir. Elde edilen lo sonuglart Cizelge 3.1’de verilmistir. Yalin CKE’ye kiyasla
MoO3-PINK@KIit/CKE’nin degisim akim yogunlugunun artmasi sensor yiizeyinde elektron
transferinin hizlandigin1 gostermektedir. Polimerizasyon sonrasinda yogunlugun diigsmesi,
elektrot yiizeyinin polimer film ile kaplandigimin ve filmin elektron transferini etkileyici
etkisinin sonucunda redoks reaksiyonunun yavasladigim ifade etmektedir. Uzaklagtirmanin
ardindan, polimer filmde olusan bosluklar redoks reaksiyonunun yeniden hizlanmasina ve
degisim akimi yogunlugunun artmasina neden olmustur. Yeniden baglanma ise yiizeydeki

bosluklar1 kapatarak elektron transferini zorlagtirmis ve Io’da diisiise yol agmustir.
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Cizelge 3.1. impedans parametrelerinin degerlendirilmesi

Kapasitans Yiik Transfer Degisim Akimi
(©) Direnci Yogunlugu (lo)
(Rct)

Yalhin CKE 1,12 uF 180 Q 0,1306 A cm™
MoOs- 11,3 mF 48,9 Q 0,4810 Acm?
PINK@KIit/CKE
Polimerizasyon 863 nF 625 Q 0,0376 Acm™
sonrasi
Uzaklastirma sonrasi 1,36 uF 148 Q 0,1589 A cm™
Yeniden baglanma 1,00 pF 238 Q 0,0988 Acm™
sonrasi

Ilaveten, Poli(Arg)/BEK@MIP/M0O3s-PINK@KIit/CKE sensoriiniin ~ gelistirilme
asamalarinin her biri icin DV yontemi kullanilarak elektroaktif yiizey alani hesaplamalari

]** igerisinde farkl tarama hizlarinda

yapilmistir. Bu amagla, DV 6lgtimleri 5 mM [Fe(CN)s
gerceklestirilmis ve tiim hesaplamalar Randles-Sevcik esitligine gére yapilmistir (Ganesh

vd., 2024; Ganesh ve Kim, 2022).
I, = 2.686 x 10° x n¥2x A x ¢ x D¥2 x y1?2

Randles-Sevcik esitliginde, pik akimi degeri Ip, elektroaktif yiizey alan1i A (cm?),
difiizyon katsayis1 D (cm?/s), redoks ¢ozeltisinin konsantrasyonu ¢ (mol/cm?), tarama hiz1 v
(V/s), transfer edilen elektron sayisi n ile gdsterilmistir. Oda kosullarinda gerceklestirilen DV
olciimlerinde [Fe(CN)s]*"* redoks ¢ozeltisi igin transfer edilen elektron sayist 1, difiizyon
katsayis1 7,6 x 10® cm?/s ve redoks ¢dzeltisinin derisimi 5 mM’a esittir. Buna gore, yalin
CKE’nin elektroaktif yiizey alami 0,103 cm? olarak bulunmus, sensor yiizeyi modifiye
edildiginde MoO3-PtINK@KIit/CKE’nin yiizey alan1 0,200 cm?’ye yiikselmistir. Gézlemlenen
bu 1,94 katlik artis, MoO3-PINK@Kit nanokompozitinin sensor performansini aktif yiizey
alanim1 genisleterek arttirdigim1 gostermektedir. Elektropolimerizasyonun bir sonucu olarak,
yiizey alan1 L-arjininin kisitlayici etkisi ile birlikte 0.026 cm?’ye diismiistiir. Polimer filmden
BEK’in uzaklastirilmasi sonucunda olusan hedef molekiile 6zgii bosluklar sonucunda yiizey
alam 0.044 cm?®ye artmis, molekiilin bu bosluklara yeniden baglanmasim takiben ise

yeniden yiizey alam kiigiilmiis ve 0.037 cm? degerine diigmiistiir.
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3.1.2. Nano-MIP Sensoériiniin Yiizey Karakterizasyonu

Gelistirilen  Poli(Arg)/BEK@MIP/MoOsz-PINK@KIit/CKE  sensoriiniin  yiizey
karakterizasyonu SEM ve FTIR teknikleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Hazirlanan
elektrotlarin morfolojik &zellikleri SEM ile incelenmistir. Sekil 3.2 A yalin CKE elektrodunu
gostermektedir. CKE yiizeyi MoQO3 ile modifiye edildiginde, Sekil 3.2 B’de goriildigii gibi
ylizey koseli ve genis parcacik boyutu dagilima sahip kristal yapilar ile kaplanmaktadir. Sekil
3.2 C, CKE yiizeyinin PtNK ile modifikasyonuna aittir. Yiizeyde goézlemlenen homojen bir
sekilde dagilmis diizgiin sekilli kiireler ylizey modifikasyonunun basarili bir sekilde
gergeklestirildigini gostermektedir. CKE yiizeyi MoOs-PINK@K:it ile modifiye edildiginde,
MoOs ve PtNK’lerin kitosan film igerisine gomiildiigii, modifiye elektrotta daha girintili
cikintili bir ylizey olusturarak yiizey alaninin genisledigi goriilmektedir (Sekil 3.2 D). Sekil
3.2 E’de goriilen piiriizli ve BEK’in ylizeyden uzaklagmasi sonucunda meydana gelen
bosluklu yap1 Poli(Arg)/BEK@MIP/MoOs-PINK@KIit/CKE sensoriiniin basarili olusumunu
gostermektedir. NIP sensoriinde ise MIP sensoriine kiyasla piiriizsiiz  bir yiizey
gozlemlenmekte ve polimer filmde BEK baskilanmamasindan kaynakli daha gézeneksiz bir
yapi olusturmaktadir (Sekil 3.2 F).
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EHT=2000 kV

EHT=2000 kV Mag= 60.00 K X

WD =120 mm EHT=2000kV Mag= 20.00K X - WD = 95 mm EHT=20.00 kV Mag= 2000 K X

Sekil 3.2. A) Yalin CKE, B) MoO3/CKE, C) PtNK/CKE, D) MoOs-PINK@KIt/CKE, E) MIP/MoOs-
PINK@KIit/CKE ve F) NIP/M0oO3-PINK@KIit/CKE sensérlerinin SEM gériintiileri

Sensor yiizeyinde polimer filmin basarili bir sekilde olustugu Poli(Arg)’nin
fonksiyonel gruplarinin ATR-FTIR spektrumlarmin incelenmesi ile kanitlanmistir (Sekil
3.3). 1257, 1052 ve 1028 cm™’de C-N ve C-O gerilmelerine ait bantlar gézlemlenmektedir.
Bu bantlar 6zellikle poliarjininin amin ve amid fonksiyonel gruplarma bagli gerilmelere
aittir. Spektrumun 3305 ve 3279 cm™ bolgesi — NH/OH gerilme titresimlerine aittir. Bu
bolgede gbzlenen yayvan bantlar, primer ve sekonder amin gruplar ile hidroksil gruplarina
karsilik gelir. Poliarjinin guanidin ve amin gruplari bu sinyallerin baslica kaynagidir. MIP ve
NIP sensorlerinin spektrumlari kiyaslandiginda, MIP sensoriiniin spektrumunda 3000 cm™’in

hemen altinda kalan bolgesi alifatik C—H gerilmelerine ait titresimleri gostermektedir, bu
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sinyaller MIP spektrumunda 2930 ve 2877 cm™ dalga sayilarinda gézlenmektedir. Bu bantlar
hem poliarjinin hem de BEK’in metil ve metilen gruplarina aittir. 1652 cm™ bandi, karbonil
(C=0) grubunun gerilme titresimlerini gosteren Amid I bandidir. 1561 cm™ band1 ise N-H
biikiilmesi ve C—N gerilmesi ile iliskili olan Amid II bandidir. Bu iki bant, poliarjininin
yapisindaki peptit grubundan kaynaklanir ve proteine Ozgii yapilarin MIP’e entegre
edildigini dogrular niteliktedir. Ayrica spektrumun 893 cm™ bolgesinde BEK’in aromatik
halkalarina ait karakteristik deformasyon piki seklinde yorumlanabilir. Elde edilen sonuglar
MIP ve NIP sensorlerinin bagarili bir sekilde olusturuldugunu gostermektedir (Barth, 2007;
Coates, 2000; Silverstein ve Webster, 2005; Stuart, 2004; Surewicz ve Mantsch, 1998).
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Sekil 3.3. MIP ve NIP sensorlerinin ATR-FTIR spektrumu

3.2. Optimizasyon Parametreleri

3.2.1. Nanomalzeme ile Sensoriin Modifikasyonuna Yonelik Kosullarin

Optimizasyonu

3.2.1.1. Platform Secimi ve Optimizasyonu

Elektrokimyasal sensoriin ¢esitli nanopartikiiller ile veya diger modifiye edici
materyaller ile modifikasyonu, yiizey ozelliklerinin degismesine ve sonug olarak ise sensor
hassasiyetinin ve segiciliginin artmasina, hizli yanit elde edilmesine, daha uzun raf émriine
ulagilmasima neden olmaktadir. Kullanilan modifiye edici maddeler ve nanopartikiiller,
sensoOr ylizeyini ve morfolojisini, gozenekliligi ve piirtizliligh degistirerek elektroaktif
ylizey alanimi degistirmekte, sensor yiizeyi ve analit arasindaki elektron transferini ve

sensoriin iletkenligini etkilemektedir. Bununla ilgili olarak yalin CKE vyiizeyi, platin
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nanopartikiil, molibden trioksit ve kitosan c¢ozeltisi ile modifiye edilmistir. Her bir
nanopartikiil ve modifikasyon ajaninin etkisi 6nce ayr1 ayr1 damlatilarak incelenmis, daha
sonra platin/kitosan karisiminin ve en son molibden trioksit/platin/kitosan karisiminin etkisi
incelenmistir. Farkli platformlar ile gelistirilen sensorlere ait diferansiyel puls
voltamogramlar1 Sekil 3.4 A’da verilmistir. Buna gore, yalin CKE’nin diferansiyel puls
yanitina kiyasla Pt/CKE’nin yanitinin daha disiik oldugu, MoO3/CKE ve Kit/CKE’de ise
artis meydana geldigi gdzlemlenmistir. Platin nanopartikiil sensor yanitinda bir diisiise neden
olsa da, kitosan ile karigim halinde uygulandiginda sensor yanitinda daha fazla artisa yol
acmig, modifiye edici ajanlar Ui¢lii karisim halinde sensdr yiizeyine damlatilarak MoOs-
Pt@KIit/CKE sensorii gelistirildiginde ise artisin en fazla oldugu gorilmistir. Bu artig,
modifikasyon ajanlarimin bir arada kullanilmas1 sonucunda meydana gelen sinerjik etkiden
kaynaklanmigtir ve bu ajanlarin tek bagina kullanilmasinin sensér performansi iizerinde
olusturdugu etkiden daha fazla bir artisa yol agmistir. Bu nedenle sensor platformu molibden
trioksit, platin nanopartikiil ve kitosanin karigim halinde bulundugu MoOs-Pt@K:it platformu

olarak belirlenmistir.

Platform seciminde yer alan nanopartikiiller ve modifiye edici maddeler kadar,
platformda yer alan bu maddelerin derisimleri de elektrodun yiizey 6zellikleri ve sensor
performansi iizerinde etkilidir. Diisiik derisimlerde calisilan modifiye edici ajanlar, yeterli
miktarda yiizey alanimi arttirmayabilir, hassasiyet ve seciciligin gelistirilmesinde yeterince
etki gostermeyebilirken, gereginden yiiksek derisimler ise sensor yiizeyinde, maddenin
agregasyonuna veya elektron transferini engelleyen ya da difiizyonu yavaslatan bir kalinliga
ulasilmasina neden olabilmektedir. Sekil 3.4 B molibden trioksit, platin nanopartikiil ve
kitosanin farkli hacim oranlarinda karistirilmasi sonucunda DPV yontemi kullanilarak elde
edilen akim degerleri verilmistir. Bu amagla MoOs-PtINK@Kit kompoziti i¢in, kompozitte
modifiye edici ajanlarin bulundugu sirayla 1:1:1, 2:2:1, 1:2:2, 2:1:2 ve 1:4:4 oranlan
denenerek sensor platformlari hazirlanmistir. Elde edilen sonuglara gore 1:2:2 oraninda
karistirilarak hazirlanan nanomateryal kompoziti, diger derisim oranlarina kiyasla sensor
performansi lizerinde yiiksek bir etki yaratarak en yiiksek akim degerleri ile tekrar edilebilir

sonuglar vermistir. Bu sebeple, optimum derisim orani 1:2:2 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.4. A) Farkli modifiye edici ajanlar ile modifiye edilen CKE’nin 0,1 M KCI igeren 5 mM
[Fe(CN)6]*"* redoks ¢dzeltisi ortaminda elde edilen DP voltamogramlar1 ve B) MoO3-PTNK@Kit
nanokompozitinin iyilestirilmesi

3.2.1.2. Damlatma Hacmi

Nanomateryal modifiye sensorlerde, sensér performansini etkileyen en Onemli
parametrelerden biri damlatma hacmidir. Nanomateryal hacmi, sensor yiizeyinde homojen
bir film olusturarak tekrar edilebilir sonuglara ulasilmasi iizerinde biiylik etki gostermektedir.
Ayni zamanda nanomateryalin kuruma siiresini belirleyerek sensoriin hazirlik siirecinin
uzunlugunu etkilemektedir. Gereginden fazla hacimlerde damlatilan nanomateryaller kalin
bir film olusturarak elektron transferini sinirlandirarak sinyal siddetinde bir diisiis meydana
getirebilir. Bu dogrultuda, MoOs-PtNK@Kit nanokompoziti 1, 2, 3, 5 ve 7 pL damlatilmig
ve sinyal siddeti iizerindeki etkisi incelenmistir. Sekil 3.5°te elde edilen sonuglar verilmistir.
3 pL nanokompozit sensér performansi iizerinde en etkili kosulu olusturmus ve optimum

damlatma hacmi olarak se¢ilmistir.

300

Damlatma Hacmi / pL

Sekil 3.5. Farkli damlatma hacimlerinde MoO3-PtNK@Kit ile modifiye CKE’nin 5 mM [Fe(CN)e]*"*
¢ozeltisi icerinde DPV yontemi ile elde edilen akim degerleri
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3.2.2. MIP Temelli Sensoriin Gelistirilmesine Yonelik Kosullarin Optimizasyonu

3.2.2.1. Monomer Konsantrasyonunun Tyilestirilmesi

MIP temelli sensor platformlarinin gelistirilmesinde performansin ve seciciligin
arttirllmasi, tekrar edilebilir ve kararli sensor olusumu i¢in MIP olusumunu etkileyen
kosullarin iyilestirilmesi 6nem tagimaktadir. MIP filmi monomer ve sablon molekiil arasinda
meydana gelen etkilesim ve baglar araciligi ile olugsmaktadir. Monomer ve sablon molekiil
arasindaki oran segici ve kararli bir polimer film olusumu igin kritiktir. Sablon molekiil
BEK’in derisimi 1 mM olarak tutulurken, monomer L-arjininin derisimi 1 ile 10 mM
araliginda degistirilmistir. Farkli monomer derisimlerinde, uzaklagtirma sonrast ve BEK’in
yeniden baglanmasi sonrasi 5 mM Fe redoks c¢ozeltisi igerisinde DPV teknigi kullanilarak
elde edilen akim degerlerindeki degisim (AI) Sekil 3.6’da verilmistir. Diisiik monomer
derisimlerinde, fonksiyonel gruplar sablon molekiil ile etkileserek polimer film olusturmak
ve sablona 6zgii bosluklarin olusumu i¢in yetersizdir. Gereginden yiiksek derigimlerde ise,
monomerin polimer filmde diizensiz dagilimi nedeni ile 6zgiil bosluklarin olusumuna engel
olusturarak sensor performansimi olumsuz yonde etkilemektedir. Sonug¢ olarak, etkili bir
polimer film ve sablon molekiile 6zgli bosluklarin olusumu i¢in ideal monomer derisimi 5

mM secilmistir.
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Sekil 3.6. 1 mM BEK varliginda farkli monomer derisimlerine karsilik 5 mM [Fe(CN)g]*’* redoks
cozeltisinde DPV yontemi ile elde edilen uzaklagtirma sonrasi ve yeniden baglanma sonrasi akim
degisimlerinin (AI) grafigi

3.2.2.2. Dongii Sayisinin Tyilestirilmesi

DV yonteminin kullanildigi elektropolimerizasyon siireglerinde doéngii sayisi,

polimer filmin sablon molekiil g¢evresinde olusturdugu kalinligi ve dolayisi ile sablon
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molekiiliin polimer filmde yer aldig1 derinligi dogrudan etkilemektedir. Ayrica bu kalinlik,
sablon molekiile 6zgii bosluklarin etkili bir sekilde olusumunu da degistirmektedir. Stabil ve
etkili bir polimer ylizey elde edilmesi i¢in 5, 7, 10, 12 ve 15 dongii sayilarinin etkileri
incelenmistir (Sekil 3.7 A). 10 dongiiye kadar, uzaklastirma ve yeniden baglanma sonrasi
akim degerlerinde gozlemlenen fark (AI) artis gostermis, ancak MIP filmi kalinliginin 10
dongiiden sonra sensér performansini olumsuz etkilemesi sebebiyle bu Al degerinde bir
diisiis bir meydana gelmistir. Bu nedenle, optimum dongii sayist 10 olarak belirlenmistir

(Sekil 3.7 B).
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Sekil 3.7. A) Farkli dongii sayilarina karsilik 5 mM [Fe(CN)s]*>"* redoks ¢ozeltisinde DPV yéntemi ile
elde edilen uzaklastirma sonrasi ve yeniden baglanma sonrasi akim degisimlerinin (Al) grafigi ve B)
MoOs-PINK@KIit/CKE sensorii yiizeyinin 5 mM L-arjinin ve 1 mM BEK igeren pH 7,4 fosfat
tamponu ortaminda 10 dongi sayisit ile -2,0 ve +2,2 V potansiyel araliginda doniisimlii
voltamogramlari

3.2.2.3. Elektropolimerizasyonda Tampon Cozelti Se¢imi

Elektropolimerizasyon ile MIP sensorii gelistirilmesinde, sablon molekiil ve
monomerden olusan polimerizasyon ¢dzeltisi tampon ¢6zelti ortaminda hazirlanmaktadir. Bir
monomerin elektropolimerizasyonunda tampon ¢6zelti birgok kritik faktdrii 6onemli Slciide
etkilemektedir. Bu faktorler arasinda sablon molekiil ve monomer arasindaki etkilesim,
polimer filmin morfolojisi ve hatta DV yontemi ile elde edilen polimerizasyon
voltamogramlarinin sekli ve pozisyonu gibi dnemli noktalar yer almaktadir (Zhou & Heinze,
1999). Ayrica tampon ¢Ozelti, sablon molekiilin ¢oziinlirliigiinii lizerinde de etki
olusturabildiginden homojen ve tekrar edilebilir bir film elde edilmesinde biiyiik bir etki
olusturmaktadir. Bu kapsamda pH 6,5 ve pH 7,4 FT ve pH 8 BRT olmak iizere ii¢ farkl
tamponun sensor performansi iizerindeki etkisi Sekil 3.8’de verilmistir. Asidik pH’larda

hazirlanan tampon ¢ozeltiler ve ABS tamponu, H2SO4 gibi farkli tampon ¢6zeltisi ortamlar
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iizerinde de ¢aligmalar gergeklestirilmis, ancak BEK’in asidik pH’larda ¢6kmesinden otiirii
homojen bir sensor yiizeyi elde edilememis ve tekrar edilebilir sonuglar alinamamustir.
Uzaklastirma sonrast ve yeniden baglanma sonrast pik akimlar1 arasindaki fark
degerlendirildiginde, en biiyiik farkin pH 7,4 FT destek elektrolitinde gozlemlenmistir ve
deneysel ¢alismalara pH 7,4 FT destek elektroliti ile devam edilmistir.
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Sekil 3.8. Farkhi tampon ¢ozeltileri igerisinde polimerize edilen sensdrlerin, 5 mM [Fe(CN)e]*/*
¢ozeltisi icerinde DPV yontemi ile elde edilen uzaklastirma sonrasi ve yeniden baglanma sonrasi pik
akimi degerlerindeki degisim (AI) grafigi

3.2.2.4. Uzaklastirma Cozeltisi ve Siiresinin Iyilestirilmesi

MIP temelli elektrokimyasal sensdrler, hedef molekiillerin fonksiyonel gruplari, sekli
ve biytikliigi ile uyumlu tanima bolgeleri olusturarak hedef molekiilii 6zgiil ve segici bir yol
ile tayin etmek iizere tasarlanan sensorlerdir. Uzaklastirma siirecinde, polimer film
ylizeyindeki non-kovalent intermolekiiler baglar kirilarak hedef molekiiliin yeniden
baglanmasi1 i¢in uygun, Ozgiil bosluklar meydana gelmektedir. Uzaklastirma ¢ozeltisinin
secimi, sablon molekiilii polimer filmde molekiile 6zgii bosluklar1 filme zarar vermeden
uzaklastirmak i¢in iyilestirilmelidir (Bozal-Palabiyik vd., 2020). Bu amagla gelistirilen
Poli(Arg)/BEK@MIP/M0Os-PINK@KIit/CKE sensorii 15 dakika boyunca oda sicakligi
kosullarinda farkli uzaklastirma ¢ozeltileri icerisinde bekletilmis ve elde edilen uzaklastirma
ve yeniden baglanma sonrasi pik akimlari arasindaki fark degerleri Sekil 3.9 A’da verilmistir.
Elde edilen sonuclara gore en yiiksek Al degeri ve tekrar edilebilirlikle deneysel ¢aligsmalarin

DMSO ile devamui ideal olarak segilmistir.

Nano-MIP sensoriiniin performansini ve stabilitesini etkileyen diger bir parametre
uzaklastirma siiresidir. Uzun uzaklastirma siireleri agresif bir uzaklastirma adimi olusturarak

polimer filme ve hedef molekiile 6zgii tanima bolgelerine zarar vererek, molekiiliin filme
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yeniden baglanmasini ve sensdr performansini olumsuz etkilerken, gereginden kisa
uzaklastirma stireleri ise etkili bir bicimde molekiiliin uzaklastiriimasini engellemektedir.
Gelistirilen sensor i¢in 5, 10, 15, 20 ve 25 dakika uzaklastirma siireleri denenmis ve Al
degerleri iizerindeki etkisi degerlendirilmistir (Sekil 3.9 B). Sensoér performansinda 15
dakikadan sonra bir diislis gézlemlenmistir. Bu diisiis sensdr yiizeyinin ve BEK’e 6zgii
bosluklarin zarar gormesinden kaynaklanabileceginden en uygun uzaklastirma siiresi 15

dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.9. A) Farkli uzaklastirma ¢ozeltilerine ve B) Farkli uzaklastirma siirelerine karsi 5 mM
[Fe(CN)e]*"* redoks ¢ozeltisinde gergeklestirilen DPV &lgiimleri sonucunda uzaklastirma &ncesi ve
yeniden baglanma sonrasinda elde edilen akim degerleri farkinin (Al) grafigi

3.2.2.5. Yeniden Baglanma Siiresinin Tyilestirilmesi

Hedef molekiilin MIP ylizeyine yeniden baglanma siiresi, sensor verimliligi ve
validasyonunun kritik bir bilesenidir. Sensér hassasiyeti ve yanit siiresi arasinda bir denge
kurulmast i¢in yeniden baglanma siiresinin iyilestirilmesi zorunlu bir adimdir. Uzaklastirma
stiresi iyilestirmesinde oldugu gibi, kisa yeniden baglanma siireleri tanima bdlgeleri ve hedef
molekiil arasinda etkilesim olusmasi igin yeterli siireyi taniyamayabilir. Bununla birlikte,
fazla uzun siireler yanit siiresini geciktirerek sensoriin gercek numune uygulamalarini
kisitlayabilmektedir. Bu baglamda 5, 7, 10, 15 ve 20 dakika yeniden baglanma siireleri
denenerek bu admm iyilestirilmistir. Sekil 3.10°a gore, 10 dakika yeniden baglanma periyotu
daha iyi tekrar edilebilirlikle yiiksek Al degerleri gdstermistir. Sonug olarak, ideal baglanma

kosulu olarak 10 dakika siire ile ¢aligsmalar siirdiiriilmiistiir.
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Sekil 3.10. Farkli yeniden baglanma siirelerine karsi 5 mM [Fe(CN)¢]*’* redoks c¢ozeltisinde
gerceklestirilen DPV dlclimleri sonucunda uzaklastirma oncesi ve yeniden baglanma sonrasinda elde
edilen akim degerleri farkinin (AI) grafigi

3.2.2.6. Tuz Etkisi

Nano-MIP sensoriiniin performanst 5 mM Fe redoks c¢ozeltisi ortaminda DPV
yontemi kullamlarak degerlendirilmistir. Olciimlerin gerceklestirildigi redoks c¢ozeltisi
ortamina elektriksel iletkenligi arttirmak amaciyla KCI tuzu konulmustur. Bu tuzun derigimi
elde edilen pik akimini etkilemektedir. Bu nedenle 0,05 M, 0,1 M ve 0,5 M olmak iizere ii¢
farkli tuz derisimi denenmistir. Farkli tuz derisimlerinde ulasilan uzaklagtirma sonrasi ve
yeniden baglanma sonrasi pik akimlari arasindaki farklar sekil 3.11°de grafige gecirilmistir.
Akim degerleri arasindaki en biiyiik fark 0,1 M KCl igeren 5 mM Fe redoks probunda alinan
Ol¢iimlerde gozlemlenmistir. Elektriksel iletkenligi arttirarak pik akimi iizerinde en fazla

etkiyi olusturan tuz derigsiminin 0,1 M tuz oldugu belirlenmistir.

0,05 M KCI 0,1 MKCI1 0.5 M KCI

Tuz Konsantrasyonu

Sekil 3.11. 5 mM [Fe(CN)e]>** redoks ¢ozeltisin icerisine konulan farkli derisimlerde KCl tuzu
derisimine kars1 gergeklestirilen DPV dl¢limleri sonucunda uzaklagtirma dncesi ve yeniden baglanma
sonrasinda elde edilen akim degerleri farkinin (Al) grafigi
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3.3.  Poli(Arg)/BEK/MoO3-PINK@KIit/CKE Sensoriiniin  Elektroanalitik

Performansi

Gelistirilen Nano-MIP sensoriiniin elektroanalitik performansinin degerlendirilmesi
icin pH 7,4 FT ile seyreltilerek hazirlanan farkli derisimlerde BEK’in sensor ylizeyine
yeniden baglanmasinin ardindan, 0.1 M KCl igeren 5 mM [Fe(CN)g]*™* redoks ¢ozeltisi
ortaminda DPV teknigi ile elde edilen pik akimi degerleri kullanilmigtir. Kalibrasyon egrisi,
standart BEK ¢ozeltilerinin 7,0 x 10°* M ve 1,0 x 10™® M konsantrasyon araliginda tayininde
dogrusallik sergilemistir. Sekil 3.12 A’da artan BEK derisimi sonucunda redoks ¢dzeltisinin
0,2 V’ta gozlemlenen anodik pik akiminda bir azalma oldugu goriilmektedir. Sekil 3.12 B’de
ise 7,0 x 10*® M ve 1,0 x 10"® M dogrusal konsantrasyon araliginda BEK ¢ozeltisinin farkli
derisimlerde BEK ¢ozeltisinin uzaklastirma ve yeniden baglanma sonrasi pik akimlarindaki
degisim (AI) grafige gegirilmistir. Poli(Arg)/BEK/M0Os-PINK@KIit/CKE sensoriiniin
gostermis oldugu dogrusal yanit Al (uA) = 4,21 x 10* Cgex (M) + 20,5 (R? = 0.993)
regresyon denklemi ile karakterize edilmistir. Cizelge 3.2’de bu dogrusal iliskiden elde
edilen korelasyon parametrelerini  gosterilmistir. BEK’in tayin edildigi dogrusal
konsantrasyon aralig1 igin TS ve TAS degerleri sirasi ile 1,06 x 10* M ve 3,53 x 10 M
olarak hesaplanmistir. Bu hesaplama dogrusal araliktaki en diisiik derisimde BEK tayini i¢in
bulunan standart sapma (s) ve kalibrasyon egrisinin egimi (m) gbz oniinde bulundurularak,

TS = 3s/m ve TAS = 10s/m formiilleri kullanilarak ger¢eklestirilmistir (Ashrafi vd., 2024).

Gelistirilen Nano-MIP sensoriiniin BEK tayinindeki seciciligini ve performansini
degerlendirmek amaciyla, ayni iyilestirilmis kosullarda hazirlanan NIP sensorii, ayni derisim
araliginda BEK ¢ozeltilerine uygulanmistir. Buna gore farkli derisimler igin elde edilen Al
degerleri Sekil 3.12 B’de pembe renk ile gdsterilmistir. MIP sensoriiniin sergilemis oldugu
dogrusal davranis, NIP sensoriinde gozlemlenmemistir. Artan BEK derisimine karsi Al
degerinde gozlemlenen artis MIP sensoriinde NIP sensoriine kiyasla oldukga biiyiiktiir. Elde
edilen bu bulgular, NIP sensoril yiizeyinde BEK’e 6zgii tanima boélgelerinin eksikliginden
kaynaklanmaktadir ve Poli(Arg)/BEK/M0O3-PINK@KIit/CKE sensoriiniin olduk¢a iyi bir

secicilikle BEK tayini i¢in yliksek bir performans sergiledigini gostermektedir.

47



80
A —T70x 10 M
20k L0 x 1074 M 60
30x 104 M
601 ——50x 10" M sl
7,0 % 1074 M :
|
S0 | — 10X 10 M
! | : <
= 40
£ 40 =
= =
=
30t s0b
20f
201 — f e
10 " ¥ MIP/MoO;-PL@KivCKE
W NIP/MoO5-Pti@KivCKE
L . , , : f 10 . : . . .
-0,2 0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 0 2107 4x107 gx107" gx107™ %107

Potansiyel / V Konsantrasyon / M

Sekil 3.12. Poli(Arg)/BEK/M0oO;-PINK@Kit/CKE’nin 7,0 x 10> M — 1,0 x 103 M konsantrasyon
araliginda standart BEK ¢ozeltileri ile yeniden baglanmasinin ardindan 0,1 M KCI igeren 5 mM
[Fe(CN)g]*"* redoks ¢ozeltisinde alman A) DP voltamogramlari ve B) Kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.2. Standart BEK ¢ozeltisinde elde edilen kalibrasyon dogrusuna ait korelasyon
parametreleri

Standart Cozelti

Dogrusal Calisma Arahg: 7,0x 10 M—1,0x 103 M
Egim (nA M?) 4,21 x 10
Egimin Standart Hatasi 1,75 x 108
Kesisim (nA) 20,5
Kesisimin Standart Hatas1 0,97
Regresyon Katsayisi 0,993
Teshis Simir1 (M) 1,06 x 1071°
Tayin Alt Sinir1 (M) 3,53 x10°%
Tekrarlanabilirlik (%6BSS)* 1,35
Tekrar Elde Edilebilirlik 1,80
(%BSS)*

*Elde edilen %BSS degerleri 5 6l¢tim sonucunu géstermektedir.
3.4. Beksar® Dozaj Formu ve Ticari insan Serumu Uygulamalar

Poli(Arg)/BEK/MoOs-PINK@KIit/CKE  sensoriiniin  analitik  performanst  ve
dogrulugu, uygulama olarak jel dozaj formu Beksar® ve ticari insan serumu Orneklerinde
BEK tayini ile yorumlanmistir. Jel dozaj formunda yer alan yardimci maddeler ve etken
madde arasinda gerceklesebilecek olasi bir etkilesimin incelenmesi amaci ile geri kazanim
calismast yliriitilmistir. Bu amagla, dnceden hazirlanan jel dozaj formu c¢ozeltilerinin
tizerine bilinen derisimde standart BEK ¢ozeltisi eklenmistir. Bulunan geri kazanim degerleri
Cizelge 3.3’te verilmistir. Jel dozaj formu igin %98,62 ile %101,07 sonuglar1 gdsteren geri
kazanim degerleri, BEK’in gelistirilen Nano-MIP sensorii ile yiiksek dogrulukta tayin
edilebildigini ve jel formiilasyonundaki yardimc1 maddelerin etken madde ile girisime neden

olmadigini géstermistir.
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Cizelge 3.3. Beksar® jel dozaj formu ve ticari insan serumu Ornekleri i¢cin hesaplanan geri kazanim
degerleri

Beksar® Ticari insan Serumu
Etiket Miktar1 (mg) 600 -
Bulunan Miktar (mg) 594,41 -
%BSS* 1,09 -
%BH -0,93 -
Eklenen Miktar (mg) 10 50x1018 M
Bulunan Miktar (mg) 9,86 505x 108 M
Ortalama Geri Kazanim (%) 98,62 101,07
Geri Kazanimin %BSS* 1,75 2,09
%Bagil Hata 1,37 -1,07
Eklenen Miktar (mg) 20 7,0x108 M
Bulunan Miktar (mg) 19,97 7,05x 108 M
Ortalama Geri Kazamim (%) 99,89 100,74
Geri Kazanimin %BSS* 1,91 0,78
%Bagil Hata 0,10 -0,74

*Elde edilen %BSS degerleri 3 6l¢iim sonucunu gostermektedir.

Olusturulan Nano-MIP sensoriiniin  performanst BEK’in standart eklemesi ile
hazirlanan ticari serum orneklerine uygulanarak da degerlendirilmistir. Optimum Kosullarda
hazirlanan Poli(Arg)/BEK/MoOz-PINK@KIit/CKE 1,0 x 10 M ile 1,0 x 10?2 M derisim
araliginda BEK igeren ticari insan serumu Orneklerinde inkiibe edilmistir. Sekil 3.13 A’da
yeniden baglanma sonrasinda redoks ¢ozeltisi igerisinde elde edilen DP voltamogramlari
gosterilmistir. Artan derisim ile birlikte redoks ¢ozeltisinin 0,2 V’da yer alan anodik pik
akiminda azalma oldugu goriilmektedir. Sensoriin elektroanalitik performansinin
degerlendirilmesinde farkli derisimlerde BEK i¢in, uzaklastirma sonrasi ve yeniden
baglanma sonrasi redoks ¢ozeltisinin anodik pik akimlarn arasindaki fark (Al) gdz oniinde
bulundurulmustur. Farkli BEK derisimlerine karsi hesaplanan Al degerleri Sekil 3.13 B’de
grafige gecirilmistir. Konsantrasyon ve Al arasindaki dogrusal iliski 1,0 x 10°%* M ile 1,0 x
10?2 M derisim araliginda gdzlemlenmis olup, R? = 0,995 korelasyon katsayisina sahip Al
(nA) = 2,09 x 10®® Cgex (M) + 27,83 kalibrasyon denklemi ile ifade edilmistir. Bu dogrusal
iligki gozetilerek belirlenen konsantrasyon araliginda TS degeri 1,14 x 10* M, TAS degeri
ise 3,82 x 10"** M olarak bulunmustur. Ticari serum 6rnekleri igin bulunan diger korelasyon
parametreleri Cizelge 3.4’te derlenmistir. Nano-MIP sensoriin bilinen derisimde standart
BEK ¢ozeltisinin 6nceden hazirlanmig ticari insan serumu orneginin lizerine eklenmesi ile
tamamlanan geri kazanim c¢aligmalar1 da sensoriin  dogrulugunu teyit eden sonuglar
gostermistir (Cizelge 3.3.). Sensoér, insan serumu Orneklerinde %100,74 ile %2101,07

oraninda maddeyi geri kazanilmasini saglamustir.

Sensdriin performansi ve seciciliginin degerlendirilmesi igin NIP sensorii de MIP

sensOriiniin hazirlandigi optimum kosullarda hazirlanmistir. Ticari insan serumu 6rneklerinde
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calisilan dogrusal derisim araliginda serum oOrnekleri NIP sensorii yiizeyine yeniden
tutturulmus ve farkli derisimlere kars1 hesaplanan Al degerleri Sekil 3.13 B’de mor renk ile
gosterilmistir. Buna goére MIP sensorii artan derisim miktarlarina karsilik dogrusal olarak
artan Al cevaplart verirken, NIP sensoriinde Orneklerin derisiminin degismesi Al yaniti
tizerinde biiyiik bir etki olusturmamustir. Bu durum, Poli(Arg)/BEK/MoOs-PINK@Kit/CKE
serum numunelerinde BEK tayinine karsi etkili bir yamit verdigini ve segici bir tayin

sagladigini géstermistir.
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Sekil 3.13. Poli(Arg)/BEK/MoO;-PtINK@Kit/CKE’ nin 1,0 x 10* M — 1,0 x 10"*2 M Kkonsantrasyon
araliginda BEK igeren ticari insan serumu ile yeniden baglanmasinin ardindan 0,1 M KCI igeren 5
mM [Fe(CN)s]*"* redoks ¢dzeltisinde alinan A) DP voltamogramlari ve B) Kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.4. Ticari insan serumu ¢ozeltisinde elde edilen kalibrasyon dogrusuna ait korelasyon
parametreleri

Serum Cozeltisi

Dogrusal Calisma Arahg 1,0x 108 M—-1,0x10%2M
Egim (uA M?) 2,09 x 10*®
Egimin Standart Hatas 8,84 x 10™
Kesisim (nA) 27,83
Kesisimin Standart Hatas: 0,53
Regresyon Katsayisi 0,995
Teshis Siir1 (M) 1,14 x 1014
Tayin Alt Simir1 (M) 3,82 x 101
Tekrarlanabilirlik (%6BSS)* 1,04
Tekrar Elde Edilebilirlik 1,48
(%BSS)*

*Elde edilen %BSS degerleri 5 6l¢iim sonucunu géstermektedir.

3.5. Nano-MIP Sensoriin Seciciliginin incelenmesi

MIP temelli elektrokimyasal sensorlerde, sensor performansini etkileyen en dnemli
faktorlerden biri segiciliktir. MIP sensdrleri, ¢esitli uygulama alanlarinda dogru ve giivenilir

sonuglara ulasmak amaciyla hedef molekiilii taniyip baglanmak iizere tasarlanmaktadirlar.
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Farkli molekiil yapilarinin var oldugu matrislerde hedef molekiilii digerlerinden ayiracak,
hedef molekiiliin sekli, boyutu ve fonksiyonel gruplari ile uyumlu bosluklar olusturmay:
hedeflemektedirler (Liu vd., 2017; Peng ve Su, 2015). MIP temelli sensorlerin segiciligi,
benzer kimyasal yapiya sahip molekiiller ile baskilama faktorii hesabi1 ile
degerlendirilebilmektedir. Poli(Arg)/BEK/M0oOs:-PINK@KIit/CKE  sensoriiniin  segiciligi,
sensoriin BEK ile benzer molekiil yapisina sahip retinoik asite (RA) vermis oldugu yanit
iizerinden degerlendirilmistir. Cizelge 3.5’te BEK ve RA’nin kimyasal yapilar1 gosterilmistir.
Baskilama faktorii (kmip Ve Knip), MIP ve NIP sensorleri ile BEK ve RA tayininde elde edilen
Al degerlerinin birbirlerine oranlanmasi ile hesaplanmistir (Kucuk vd., 2025). Daha sonra
goreceli baskilama faktorii (k’), MIP ve NIP sensorleri i¢in bulunan k degerlerinin
kiyaslanmasi ile hesaplanmistir. Cizelge 3.5’te, gelistirilen Nano-MIP sensoriin seciciligini
tayin etmek amaci ile {i¢ farkli derisimde RA ile hesaplanan k’ degerleri verilmistir. Buna
gore, elde edilen bulgular Poli(Arg)/BEK/MoOs-PINK@KIit/CKE sensoriiniin BEK’e karst
RA’nin farkli derisimlerine kiyasla 4,14, 6,45 ve 7,21 kat daha segici oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 3.5. Poli(Arg)/BEK/M00Os-PINK@KIit/CKE sensériiniin BEK tayini igin segiciligi

O
N N N N
OH
HO
0]
Beksaroten Retinoik Asit
MIP NIP
Molekiil Konsantrasyon Al kmip Al (nA) Knip K’
(M) (nA)
Beksaroten 3.0x10™ 31.01 - 21.28 -
3.0x10™ 6.93 461 19.09 1.11 4.14
Retinoik
. 3.0x108 5.49 5.83 23.58 0.90 6.45
Asit

3.0x101% 3.63 8.81 17.41 1.22 7.21

3.6. Girisim

BEK tayini igin gelistirilen Nano-MIP temelli sensor, ticari insan serumu gibi
biyolojik ortam uygulamalarinda basarili sonuglar ortaya koymustur. Bu durum insan serumu

gibi fizyolojik sivilarda yer alan dopamin, epinefrin, NaCl ve KCl gibi tuzlar, iirik asit,
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glukoz gibi maddelerin potansiyel olarak sensor performansini etkileme durumunu da
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle, sensoér performansi iizerinde fizyolojik sivilarda
bulunmasi muhtemel maddelerin ve BEK ile benzer kimyasal yapi sergileyen RA’nin etkileri
incelenmistir. Poli(Arg)/BEK/MoOs-PINK@KIit/CKE sensorii, pH 7,4 FT ile seyreltmis 3,0 X
10* M BEK iizerine, 1:1, 1:10 ve 1:100 oraninda girisim maddelerinin eklendigi ¢ozeltilere
uygulanmistir. Buna goére sensoriin farkli oranlarda girisim maddeleri iceren ¢dzeltilere
verdigi yanit, standart BEK ¢o6zeltisine verdigi yanita kiyasla Sekil 3.14°te verilmistir.
Gelistirilen sensor girisim maddeleri varliginda %0,02 ile %1,98 arasinda degisen %BSS
degerleri ile %98,13 - %101,87 araliginda muhtesem bir geri kazanim performansi
gostermistir. Elde edilen sonuglar, sensér platformunun benzer molekiil RA veya diger

girisim maddelerinden 6nemli dl¢iide etkilenmedigini dogrulamaktadir.
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Sekil 3.14. Poli(Arg)/BEK/MoO;-PtINK @K it/CKE sensdrii ile tayin edilen 3,0 x 10°%* M BEK’in 1:1,
1:10, 1:100 oraninda girisim maddeleri varliginda geri kazanim yiizdeleri

3.7. Poli(Arg)/BEK/M003-PtNK @Kit/CKE Sensoriiniin Tekrar Uretilebilirligi

Geligtirilen bir yoOntemin validasyonunda en Onemli asamalardan biri tekrar
uretilebilirliginin test edilmesidir. Nano-MIP sensoriiniin tekrar iretilebilirligi t¢ farkli
acidan degerlendirilmistir. Bu amagcla ilk asamada farkli CKE’lerin tekrar edilebilirlikteki
etkisi incelenmistir. Poli(Arg)/BEK/M0oO3z-PINK@KIit/CKE birbirinden bagimsiz 5 farkli
CKE kullanilarak aynmi kosullarda hazirlanmigtir. Hazirlanan sensorler ile 0,1 M KCl igeren 5

mM [Fe(CN)g]*"* redoks ¢ozeltisinde DPV dlgiimleri almmustir. Farkli elektrotlar i¢in %BSS
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degeri 0,80 olarak hesaplanmistir. Bir sonraki asamada tekrar iiretilebilirlik farkli cihazlar
arasinda degerlendirilmistir. Buna gore ilk cihaz icin %BSS 1,35 ve diger cihaz i¢in 1,85
bulunmustur. Son olarak ise iki farkli analist ayn1 CKE’yi kullanarak, ayni kosullar arasinda
Nano-MIP sensoriinii hazirlamis ve 1,35 ile 1,57 %BSS degerlerine ulasilmistir. Tekrar
iretilebilirlik icin gerceklestirilen analiz sonuglart ve hesaplanan %BSS degerleri Cizelge
3.6’da verilmistir. Buna gore, sensor farkli calisma elektrotlari, cihazlar ve analistler arasinda

oldukea yiiksek tekrarlanabilirlikte sonuglar vermektedir.

Cizelge 3.6. Poli(Arg)/BEK/M00Os-PINK@KIit/CKE sensériiniin tekrar iiretilebilirligi

Elektrot Enstriiman Analist
Ortalama Al (nA)* 1 2 1 2

31,85 321 31,06 32,1 32,0

% 32,32 32,47 32,76 32,47 32,41
i«“ 32,41 33,0 31,49 33,0 32,52

N 31,99 32,6 31,67 32,6 31,76
32,54 31,71 32,22 31,71 31,67

%BSS 0,80 1,35 1,85 1,35 1,57

*Her ortalama deger i¢in farkli elektrot kullanilmis, her bir deger 3 6l¢iim sonucunda elde edilmistir.

**A] degerleri 3,0 x 1024 M BEK igin hesaplanmistir.
3.8. Gelistirilen Yontemin Stabilitesi

Hazirlanan Nano-MIP sensor, raf émriiniin degerlendirilebilmesi amaciyla 11 giin
boyunca oda sicakliginda desikator igerisinde saklanmustir. 1, 3, 5, 7, ve 11. glinlerde 5 mM
[Fe(CN)e]*™* ¢ozeltisi igerisinde DPV 6l¢iimleri alinmistir. Buna gore elde edilen degerler,
sensoriin hazirlandigi ilk giin elde edilen pik akimi degerine kiyasla degerlendirilmis ve
Sekil 3.15’te oSlciimlerin alindigi farkli giinlere kargi hesaplanan %bagil akim degerleri
grafige gecirilmistir. Sensor performansi 11. giinde %91,11°e diismeden once 3, 5, 7 ve 9.
giinlerde sirastyla %%99,71, %99,65, %98,64 ve %96,22 oraninda ilk gilinkii verimliligini
korumustur. Sonug¢ olarak, Nano-MIP sensoriin 11 giine kadar stabilitesini korudugu

gorlilmiistiir.
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Sekil 3.15. Poli(Arg)/BEK/M0Os-PINK @Kit/CKE’nin raf dmrii

3.9. Kuantum Mekaniksel Hesaplama Sonuclari

Tim molekiiller, B3LYP /6-31G(D,P) seviyesinde optimize edilmis ve frekans
hesaplar1 da aynmi seviyede yapilmustir. Tiim yapilarin potansiyel enerji yiizeyinde bir
minimumda olduklart ve negatif frekansa sahip olmadiklar1 belirlenmistir. Optimize

geometriler Sekil 3.16°da verilmistir. Kararli yapilar i¢in elektronik 6zellikler incelenmistir.

Sekil 3.16. Beksaroten (sol) ve L-arjinin (sag) molekiillerinin B3LYP/6-31G(D, P) seviyesinde elde
edilen optimize geometrileri

BEK'in bant araligi enerjisi (AE), 4.50 eV olarak hesaplanirken, arginine
molekiiliniinki 5.59 eV olarak elde edilmistir. BEK” in elektrofilik indeksi 3,196 eV olarak
hesaplanmistir (Cizelge 3.7) ve bu elektrofilik indeks degeri (o > 1,5 eV) ile molekiil,
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organik molekiiller i¢in tanimlanan smiflandirmada giiclii elektrofil grubuna girer ve bu
kapsamda arjinine ait deger tam sinirdadir (Domingo, 2002). Sistemin bant enerjisi, sistemi
olusturan molekiillerin bant enerji araligindan daha kiigiiktiir. Sistemin solvent i¢indeki bant
enerjisi (AE=4,100 eV), gaz fazindaki bant enerjisine gore daha yiiksek degerdedir ve bu

yliksek deger daha kararli oldugu anlamina gelmistir.

Cizelge 3.7. En kararli yapilara ait B3LYP /6-31G(D,P) seviyesinde HOMO-LUMO enerjileri (V) ve
global reaktivite parametreleri

Sistem En(eV) EL(eV) AE(eV) EA(eV) IP(eV) neV) x(eV) wey) o(eV)! o(eV)
BEK -6,044 -1542 4502 1542 6,044 2251 3,793 -3,793 0,222 3,196
BEK+ ¢oziicii

(DMF) -6,088 -1675 4,413 1675 6,088 2,207 3,882 -3,882 0,226 3,415
Arjinin -5,6561 -0,062 5589 0,062 5651 2,795 2,857 -2857 0,179 146
Arjinin+goziicii

(su) -6,000 0,079 6,079 0,079 6,000 3,039 2960 -2,960 0,164 1,442
BEK+arjinin -5547 -1,728 3,819 1,728 5547 1909 3,638 -3,638 0,262 3,465
BEK+arjinin

+¢oziicii (SU) -5,875 -1,775 4,100 1775 5875 2050 3,825 -3,825 0,244 3,568

AE (EL-En): Bant gap Enerji, IP (-En): Iyonlagma potansiyeli, EA (-EL): Elektron afinitesi, y -(EL + En)/2:
Elektronegatiflik, o (1/2n): kimyasal yumusaklik, n( EL - En)/2: Kimyasal sertlik, p (EL + En)/2: kimyasal
potansiyel,  (u?/2n): elektrofilik indeks

LUMO, BEK’in etil benzoik asit grubu etrafinda dagilirken, HOMO tiim molekiil
boyunca dagilir. MEP diagrami yiiksek negatif yiiklii kirmizi alanin, karboksil grubunun O
atomu etrafinda yogunlastigini gosterdi ve bu alanlar elektrofilik saldirilara karsi hassas olan
alanlardir (Sekil 3.17). Ek olarak, yiiksek pozitif yiikleri gosteren mavi bolgenin ise,
karboksil grubunun OH’1 etrafinda yer aldigi goriilmustiir. Sekil 3.17 ve Sekil 3.18’de yer
alan MEP diyagramlarindaki kirmizi ve mavi boélgeler, kompleks olusumunda muhtemel
hidrojen baglar1 olusabilecek bolgeler olarak degerlendirilmistir. Bu durum BEK-+arjinin
sisteminin optimizasyonlar1 ile dogrulanmistir. BEK’in ¢6ziicli ortamindaki HOMO-LUMO

dagilimlan gaz fazindaki dagilimlarla ayn1 trende sahiptir.
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AE=4.50 eV

MEP

Sekil 3.17. Beksaroten molekiiliiniin B3LYP/6-31G(D, P) seviyesinde, Molekiiler Elektrostatik
Potansiyel (MEP) ve HOMO-LUMO diyagramlari
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Sekil 3.18. Arjinin molekiiliiniin B3LYP/6-31G(D, P) seviyesinde, Molekiiler Elektrostatik Potansiyel
(MEP) ve HOMO-LUMO diyagramlar1

Sisteme (BEK+arjinin) ait molekiiler elektrostatik potansiyel (MEP) ve HOMO-
LUMO diyagramlari, Sekil 3.20°de verilmistir.

Yapilan kuantum mekaniksel hesaplamalar, BEK ile arjinin arasinda ¢ok kuvvetli
geleneksel hidrojen baglari ( 2 tane O—H-O tipi) oldugunu gostermistir (Sekil 3.19). H--O
aras1 uzakliklar 1.60 A ve 1.64 A dur. Bu uzakliklar solvent ortaminda gerceklestirilen
hesaplarda 1.61 A ve 1.63 A olarak elde edilmistir. Counter Poise hesabindan da -20,81

kilokalori/mol degerinde bir baglanma enerjisi hesaplanmistir.

H-Bonds

Donor

Acceptor
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Sekil 3.19. Sistemin (BEK+arjinin), B3LYP/6-31G(D, P) seviyesinde elde edilmis optimize
geometrisi ve gelencksel hidrojen baglari (yesil kesikli ¢izgi ile gosterilmektedir)

2
o P,
PR Lg%

N

AE=382 eV
HOMO LUMO

MEP

== I s 20

Sekil 3.20. Sistemin (BEK+arjinin) B3LYP/6-31G(D, P) seviyesinde, Molekiiler Elektrostatik
Potansiyel (MEP) ve HOMO-LUMO diyagramlari

BEK N,N-Dimethylformamide (DMF) igerisinde ¢oziiliipp deneyler yapildigi igin;
modellemede ortam bu ¢dziicii ile doldurulup optimizasyon asamasi tekrarlanmis ve HOMO-
LUMO ve MEP diyagramlar1 Sekil 3.21°de gosterildigi sekilde elde edilmistir. Optimize
enerji degerleri kiyaslandiginda ¢oziicii ortaminda gergeklesen optimizasyonun gaz fazi
hesabina gore yaklagik 5 kilokalori/mol daha diisikk oldugu gorilmiistiir. Ayni sekilde
BEK-+arjinin sistemi i¢in ¢oziicii ortaminda (suda) yapilan hesaplar da yine gaz fazina gore

12,96 kilokalori/mol daha diisiik enerjilidir.
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AE=4.41 eV
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Sekil 3.21. Beksaroten molekiiliiniin ¢oziicii ortaminda B3LYP/6-31G(D,P) seviyesinde Molekiiler
Elektrostatik Potansiyel (MEP) ve HOMO-LUMO diyagramlari
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4. TARTISMA

Tez caligmasi kapsaminda kutandz T-hiicreli lenfoma tedavisinde basarili etkiler
olusturan BEK’in hassas ve segici tayinini gergeklestirmek i¢in Nano-MIP temelli
elektrokimyasal bir sensor gelistirilmistir. Nano-MIP temelli elektrokimyasal sensor
platformunun hazirlanmasi, sensér performansin1 etkileyen ¢esitli parametrelerin
iyilestirilmesi, sensoriin elektroanalitik performansinin degerlendirilmesi ve elektrokimyasal
ylizey karakterizasyonu icin cesitli elektrokimyasal tekniklerden faydalanilmistir. Ayrica,
sensOr yiizeyinin yiizey morfolojisi ¢esitli mikroskobik ve spektroskopik ydntemler
kullanilarak  incelenmistir.  Gelistirilen ~Nano-MIP  sensdriin  gercek numunelere
uygulanabilirligi ve dogrulugunun yorumlanmasi i¢in farmasétik dozaj formu olan Beksar®

ve ticari insan serumu Orneklerinde de sensor basari ile uygulanmustir.

Giris boliimiinde kanser hastalifinin prevalansi ve fizyopatolojisi hakkinda bilgiler
verilmis olup, kutan6z T-hiicreli lenfoma hastaligi, hastaligin tedavisine yonelik yaklasimlar
ve bu tedavi yaklasimlarindan olan ve tez ¢alismalar1 kapsaminda tayini gergeklestirilen ilag¢
etken maddesi beksaroten ile ilgili detayl bilgilere deginilmistir. Ilaveten, BEK tayini i¢in
gelistirilen sensoriin - Nano-MIP temelli olmasindan 6tiirli, nanomalzemeler, bu
malzemelerden PtNK, MoOs; ve kitosan, molekiiler baskili polimerler ve bunlarin bilesenleri,
molekiiler baskilamada faydalanilan etkilesimler, voltametrik yontemler ve validasyon

parametreleri ile ilgili ¢esitli agiklamalar sunulmustur.

Gereg ve yontem bolimiinde tez c¢aligmasi kapsaminda kullanilan kimyasal
maddeler, ekipman ve cihazlara yer verilmistir. Ayrica tez c¢alismasinda kullanilan
elektrokimyasal tekniklerden ve BEK etken maddesi standart ¢G6zeltisinin, tampon
¢ozeltilerin, redoks ¢ozeltisinin, jel dozaj formu ve ticari insan serumu ¢ozeltisinin ve girisim
calismalarinda kullanilacak girisim maddelerinin hazirlanislarindan s6z edilmistir. Bununla
birlikte Nano-MIP temelli elektrokimyasal sensoriin ve kontrol elektrodu olarak NIP
sensoOriiniin hazirlik agsamalart agiklanmis ve gelistirilen sensoriin yiizey karakterizasyonunda
kullanilan yontemlere deginilmistir. Elde edilen sonuglar detayli bir bigimde Bulgular

boliimiinde verilmistir.

Elektrokimyasal 6l¢iim teknikleri olan DV, DPV ve EIS olciimleri 0,1 M KCl ile
hazirlanan 5 mM [Fe(CN)g]*’* redoks ¢ozeltisi igerisinde gergeklestirilmistir. DPV yontemi
ile redoks c¢oOzeltisi ortaminda yiiriitilen calismalarda, gelistirilen sensoriin

optimizasyonunda, elektrokimyasal performansinin degerlendirilmesinde ve validasyon
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calismalarinda akim degerleri dogrudan degerlendirilmemis, bunun yerine hedef molekiil
olan BEK’in polimer filmden uzaklastirilmas: ve film yiizeyine yeniden baglanmasindan
sonra elde edilen akim degerleri arasindaki fark (Al) degerlendirilmistir. Bu durum dolayl
yoldan bir tayin gerceklestirilmesini saglamis ve dogrudan tekniklere kiyasla daha diisiik

derigimlerde hedef molekiiliin tayinini miimkiin kilmistir.

Yalin CKE yiizeyi oncelikli olarak nanomateryal kompoziti ile modifiye edilmistir.
Bu asamada elektrot yiizeyi tek bagina PtNK, MoOs ve kitosan ile modifiye edildiginde
gozlemlenen DP voltamogramlari, bu malzemelerin karisim halinde sensor yiizeyine
damlatilmasina kiyasla daha diisiik tepe akimi degerleri sergilemistir. Bu nedenle, karigim
halinde elde edilen MoO3-PtNK@KIit nanokompozitinin optimizasyonu gergeklestirilmis ve
farkli hacimsel oranlar denenerek en uygun derisim oraninin 1:2:2 olduguna karar
verilmistir. Farkli derigim oranlarinin iyilestirilmesinin hemen ardindan damlatma hacminin
sensOr performansi lizerindeki etkisi incelenmistir ve tekrar edilebilir sonuglar ile sensor

performansinin iyilestirilmesine katkida bulunan hacim 3 pL olarak belirlenmistir.

Nanosensor ylizeyinin hazirlanmasimin ardindan, MIP filminin olusturulmasi
amaciyla elektropolimerizasyon yontemi kullanilmistir. Bu amagla, polimerizasyon ¢ozeltisi
1 mM BEK, 5 mM L-arjinin, DMF ve pH 7,4 fosfat tamponu kullanilarak hazirlanmistir.
Elektropolimerizasyon, -2,0 V ve +2,2 V potansiyel araliginda 100 mV s* tarama hizinda 10
dongii DV yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Etkili ve kararli bir MIP yiizeyinin elde
edilmesi amaciyla ilk olarak monomer derisimi iyilestirilmistir. Gereginden diisiik
derisimlerde monomer, yeterli fonksiyonel grubu ve monomer ile hedef molekiiliin
etkilesimini saglayamazken, gereginden yiiksek derisimler ise monomerin polimer filmde
diizensiz bir sekilde dagilmasimi ve sonu¢ olarak hedef molekiile 6zgii bosluklarin
olusumunda cesitli zorluklar1 beraberinde getirmektedir. Bu nedenle 5 mM L-arjinin derisimi
tez calismasi igin en uygun derisim olarak belirlenmistir. Ilaveten, elektropolimerizasyonda
kullanilan dongii sayist monomerin hedef molekiil etrafinda olusturdugu polimer filmin
kalinligin1 ve molekiiliin filmde yiizeyindeki derinligini etkilemektedir. Cesitli dongii sayilart
iyilestirme c¢aligsmalarinda denenmis ve en uygun dongii sayist 10 olarak secilmistir. Ayrica
polimer filmin morfolojik 6zellikleri, hedef molekiil ve monomer etkilesimi, bununla birlikte
DV voltamogramlarinin sekli ve monomerin ¢dziiniirliigii ile homojen bir sensor yiizeyi elde
edilmesi gibi bircok oOzellik iizerinde etkili olan diger bir faktdr polimerizasyonun
gergeklestirildigi destek elektrolit ¢ozeltisidir. BEK’in asidik pH’larda ¢okmesi nedeni ile
MIP yiizeyinin en etkili sekilde olusmasini saglayan tampon ¢ozelti pH 7,4 fosfat tamponu

olmustur.
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MIP temelli elektrokimyasal sensorlerin performansini etkileyen en Onemli
parametrelerden biri hedef molekiiliin uzaklastirma ¢ozeltisi ve siiresidir. Hedef molekiillerin
polimer filme zarar vermeden ylizeyden uzaklastirilmasi, daha sonraki asamada sensor
ylizeyine molekiiliin yeniden baglanmasini ve sensor performansini dogrudan etkilemektedir.
Bu nedenle agresif bir yaklasimla sensdr ylizeyine zarar vermeden molekiile 6zgi
bosluklarin olusturulmasi i¢in uzaklastirma ¢ozeltisi DMSO ve uzaklastirma siiresi 15 dakika

olarak belirlenmistir.

Yeterli yeniden baglanma siiresi sensoriin yiiksek hassasiyetle hedef molekiile
baglanmasi ve yanit siiresi arasinda bir denge olusturmaktadir. Bu nedenle hedef molekiiliin,
polimer filmdeki 6zel baglanma bolgeleri ile etkilesim kurmasi i¢in yeniden baglanma siiresi
optimize edilmistir ve en uygun siirenin 10 dakika oldugu gézlemlenmistir. Optimizasyonun
son adiminda, redoks c¢ozeltisinin icerdigi tuz derigimi iyilestirilmistir. Tez caligmasi
kapsaminda redoks ¢ozeltisine tuz elektriksel iletkenligi arttirmak amaciyla konulmustur.
Tuz derisimi redoks ¢ozeltisinin oksidasyon tepe akimi tizerinde etki gdstermistir. Bu amag

dogrultusunda c¢alismada kullanilmak {izere en uygun tuz derisimi 0,1 M segilmistir.

Nano-MIP sensorii belirlenen optimum sartlar altina BEK’in standart ¢ozeltilerde
tayini igin uygulanmistir. Geligtirilen Nano-MIP sensorii, 7,0 x 10 M ve 1,0 x 103 M
derisim araliginda BEK tayini i¢in dogrusal bir davranis sergilemistir. Bu konsantrasyon
araligi i¢in elde edilen regresyon denklemi kullanilarak sirasi ile TS ve TAS degerleri 1,06 x
105 M ve 3,53 x 10" M bulunmustur. Hesaplanan bu TS ve TAS degerleri, literatiirde yer
alan BEK tayini i¢in gelistirilmis diger yontemler ile kiyaslandiginda gelistirilen Nano-MIP
sensoriin daha diisiik derisimlerde BEK tayinine olanak taniyarak gelismis bir hassasiyet
sergiledigini gostermistir. MIP sensoriiniin elektroanalitik performansi kontrol elektrodu
olarak hazirlanan NIP sensorii ile kiyaslanarak kontrol edilmistir. Ayrica standart ¢ozeltiden
elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak, sensoriin ger¢cek numune uygulamasi jel dozaj

formu Beksar® igerisinden BEK tayini ile ger¢eklestirilmistir.

Poli(Arg)/BEK/M0oQO3-PtINK@KIit/CKE sensorii standart ekleme ile hazirlanan ticari
insan serumu ¢oOzeltilerine de uygulanmistir. Degisen BEK konsantrasyonlart ve Al
arasindaki iliski incelendiginde, sensoriin 1,0 x 10 M ve 1,0 x 1022 M derisim araliginda
dogrusal bir yanit verdigi gbézlemlenmistir. Bu dogrusal yanittan hareketle TS ve TAS

degerleri sirast ile 1,04 x 10 M ve 3,82 x 10°1* M hesaplanmistr.

Gelistirilen sensoriin dogrulugu ve uygulanabilirliginin degerlendirilmesi amaci ile

geri kazanim ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. iki farkli jel dozaj formu derisimi icin 3 tekrarl
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Olciim alinmis, elde edilen degerler standart BEK ¢ozeltisi ve Al arasindaki iliskiden
hareketle olusturulan kalibrasyon egrisi kullanilarak degerlendirilmistir. Buna gore iki farkl
derisim i¢in geri kazanim degerleri %98,62 ve %101,07 bulunmustur. Ticari insan serumu
icin de iki farkli derisimde 3 paralel Olgiimle geri kazanim c¢alismasi yapilmis ve geri

kazanim ytizdeleri %101,07 ve %100,74 olarak hesaplanmistir.

MIP temelli elektrokimyasal sensorlerin sagladigi en biiyiik avantajlardan biri
yiiksek segicilik gostermeleridir. Nano-MIP sensériin segiciligi BEK ile benzer kimyasal
yap1 gosteren retionik asit ile baskilama faktorii hesabi yapilarak degerlendirilmistir. 3 farkli
retinoik asit derisimi i¢in gelistirilen yontemin BEK tayini i¢in diisiik derisimden yiiksek
derisime dogru sirasiyla 4,14, 6,45 ve 7,21 kat daha se¢ici oldugu gozlemlenmistir. Ayrica,
sensoOrin segiciligi girisim ¢aligsmalari ile de desteklenmistir. Bu amagla BEK ayni derisimde,
10 kat1 ve 100 kat1 derisimde epinefrin, glukoz, NaCl, iirik asit, Askorbik asit, kafein, niasin,
dopamin, KCI ve retinoik asit varliginda tayin edilmistir. Sinyalde gézlemlenen degisiklikler
takip edildiginde, sensoriin BEK’i c¢esitli girisim maddelerinin varliginda da segici bir

sekilde tayin ettigini ortaya koymustur.

Geligtirilen yontemin gegerliligini degerlendirmek i¢in Poli(Arg)/BEK/MoOs;-
PINK@KIit/CKE  sensoriiniin  tekrarlanabilirligi ve  tekrar elde  edilebilirligi
degerlendirilmistir. Bu amagla BEK tayini bes paralel 6l¢lim ile gergeklestirilmis ve %BSS
degerleri 1,35 ve 1,80 bulunmustur. Ayrica farkli analist, farkli cihaz ve farkli CKE
kullanilarak yiiriitiilen 5 paralel 6l¢iimlii calismalar sensoriin yiiksek bir tekrar iiretilebilirlige
sahip oldugunu dogrulamigtir. Nano-MIP sensdriiniin ilk giinkii performansimi 11 giin
boyunca %91,11 oraninda korumasi, sensoriin stabilitesini uzun siire koruyabildigini ifade

etmektedir.

BEK ve arjinin arasindaki etkilesimin detayli olarak incelenmesi i¢in kuantum
mekaniksel hesaplamalari gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore hidrojen baglar ile
etkilesimin meydana geldigi bulunmus ve baglanma enerjisi -20,81 kilokalori/mol olarak

hesaplanmistir.

Tez c¢aligmasi kapsaminda gelistirilen Nano-MIP temelli sensér, BEK tayini igin
literatiirde yer alan diger yontemler ile kiyaslandiginda yiiksek segicilikte, gelismis
hassasiyet ve tekrarlanabilirlikte, daha kolay uygulama prosediirlerine sahip ve daha gevre
dostu bir yaklasim sergilemektedir. Gelistirilen yontemin bunlara ilaveten valide edilmesi ile
birlikte, geleneksel analiz yontemleri ve klinik uygulamalar ig¢in bir potansiyel tasidigi

Oongoriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasit kapsaminda, kutan6z T-hiicreli lenfoma tedavisinde kullanilan
Beksaroten etken maddesinin yiiksek segicilik ve hassasiyet ile tayini i¢in ilk kez Nano-MIP
temelli elektrokimyasal bir sensor gelistirilmesi amaglanmistir. Gelistirilen Nano-MIP
temelli sensoriin iyilestirme ve validasyon calismalart yapilarak elde edilen sonuglar
incelenmis ve kolay uygulanabilir, hassas ve secici, diisiik maliyetli ve tekrar edilebilirligi

yliksek sonuglar iireten bir yontem gelistirilmesi planlanmustir.

BEK’in hassas ve secici tayinini jel dozaj formu ve ticari insan serumu gibi
orneklerde gergeklestirilebilmesi i¢in  Poli(Arg)/BEK/M0oOs-PINK@KIit/CKE  sensorii
gelistirilmistir. Yalin CKE ylizeyi, sensoriin hassasiyetinin arttirilmasi i¢in nanomateryallerin
genis yiizey alani, miikemmel iletkenligi ve katalitik etkisi gibi avantajlarindan faydalanilmis
ve MoOsz-PtINK@K:it nanokompoziti ile modifiye edilmistir. Nanomateryal ile modifiye
edilen yiizeyde ardindan MIP filmi olusturmak hedeflenmistir. Bu dogrultuda, polimer
cozeltisi 1 mM BEK, 5 mM L-arjinin ve DMF igeren pH 7,4 FT igerisinde hazirlanmis ve
doniisiimlii voltametri (DV) tekniginden faydalanilarak elektropolimerizasyon ile yiizeyde

polimer film olusturulmustur.

Geligtirilen Nano-MIP sensoriiniin elektrokimyasal yiizey Ozellikleri doniisiimli
voltametri (DV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ile 5 mM [Fe(CN)e]*"*
redoks ¢ozeltisi igerisinde gergeklestirilmistir. Ayrica sensoriin yilizey morfolojik 6zellikleri
mikroskopik ve spektroskopik yontemlerden taramali elektron mikroskobu (SEM), atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) ve Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektroskopi (FTIR) yontemleri

ile incelenmistir.

Yontemin elektroanalitik performansim1  degerlendirilmesi diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) ile ydntemi ile 5 mM [Fe(CN)e]** redoks c¢ozeltisi igerisinde
gerceklestirilmistir. Farkli derisimlerde BEK standart ¢ozeltilerinin sensor ylizeyine yeniden
baglanmasi ile elde edilen Al degerleri incelendiginde, sensor 7,0 x 10° M ve 1,0 x 103 M
konsantrasyon araliginda dogrusallik gdstermistir. Buna gére TS ve TAS degerleri sirasi ile
1,06 x 10" M ve 3,53 x 10"® M hesaplanmustir. Sensor performansimin degerlendirilmesi
icin kontrol elektrodu olarak NIP sensorii de hazirlanmis, degisen konsantrasyona karsilik
elde edilen Al cevabinda dikkate alinacak Ol¢iide degisim gdzlemlenmemesi sensoriin BEK

tayini igin etkinligini ortaya koymustur. Poli(Arg)/BEK/MoOs-PINK@KIit/CKE sensorii
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ticari insan serumu drneklerinde BEK’in 1,0 x 10 M ve 1,0 x 102 M dogrusal derisim

araliginda, 1,04 x 10 M TS ve 3,82 x 10 M TAS ile tayin edilmistir.

Gergek numune uygulamalar1 olan farmasétik dozaj formu Beksar® ve ticari insan
serumunda ylriitilen geri kazanim c¢alismalar1 ile gelistirilen sensoriin dogrulugu ve
uygulanabilirligi degerlendirilmistir. Jel dozaj formu ve ticari insan serumunda BEK’in
%98,62 ile 9%101,07 araliginda geri kazanilabildigi goriilmiistiir. Bu sonuglar sensoriin

yiiksek bir dogrulukla miikemmel uygulanabilirligini gostermistir.

Yontemin seciciligi, BEK molekiilii ile benzer kimyasal yap1 gdsteren retinoik aside
kars1 yanitlarinin degerlendirilmesi ve molekiiler baskilama faktorii hesabi ile incelenmistir.
Buna gore sensoriin BEK tayini i¢in 4,14, 6,45 ve 7,21 kat gibi bir farkla miikemmel
secicilik gostermistir. Ayrica biyolojik ortamlarda bulunmasi muhtemel girisim maddelerinin
varliginda dahi sensor segici bir sekilde ve yiiksek tekrar edilebilirlikle BEK’in tayinini
gergeklestirmistir. Sensoriin validasyon galismalari sonucunda elde edilen verilere gore
sensoriin yiiksek bir tekrar edilebilirlik ve tekrar iiretilebilirlige sahip oldugu ve 11 giin
boyunca yiiksek bir stabilite gostererek performansini korudugunu belirtmistir. Ayrica, BEK
ve monomer olan arjinin arasindaki etkilesim kuantum mekaniksel hesaplamalari ile

incelenmis ve hidrojen baglarinin olusumu gézlemlenmistir.

Sonug olarak yiiksek lisans tez calismasi kapsaminda, antikanser etkili ila¢ etken
maddesi BEK’in hassas ve secici tayinine ydnelik nanomateryal ve MIP temelli
elektrokimyasal bir sensor gelistirilmistir. Gelistirilen Nano-MIP temelli sensoriin, yalnizca
yiiksek bir hassasiyet ve segicilik degil, ayn1 zamanda gelismis tekrar edilebilirlik, yiiksek
stabilite, kolay uygulama, diisiik biitce gereksinimi ve jel dozaj formu ve ticari insan serumu
ornekleri gibi gercek numune uygulamalarinda sergiledikleri basarili performans ile
geleneksel analiz yontemleri ve klinik uygulamalar icin yiiksek bir potansiyel vaat ettigi

ongoriilmektedir.
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