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OZET

Ozkan E., Somatostatin ve Baz1 Analoglarimin Miktar Tayini icin Elektroanalitik
Yontemler Gelistirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisi,
Analitik Kimya Programi, Doktora Tezi, Ankara, 2022. Terapotik peptitler
arasinda yer alan biiyiime hormonu (BH) inhibitorii somatostatin (SOM), akromegali
ve noroendokrin tiimdrlerin (NET) tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir. Metastatik
noroendokrin kanserlerde timor gelisimini yavaslatir veya durdurur. Aynit zamanda
somatostatin, akromegali BH, insiilin, glukagon ve diger hormonlarin saliimin
engelleyerek hipofiz tiimorleri, endokrin pankreas ve karsinoid tiimorlerde hormon
hipersekresyonunu kontrol etmek icin kullanilir. Molekiiler baskili polimerler (MIP),
polimerize edici fonksiyonel monomerlerin kalip molekiillerin varliginda
baskilanmasiyla olusturulur. Kalip molekiiller MIP'lerden ¢ikarildiginda, MIP'lerde
molekiiliin yapisina 6zgiin bosluklar meydana gelir. Tez ¢alismasinda BH inhibitorii
olan SOM ve onun sentetik analoglar1 olan Oktreotid (OC) ve Lanreotid (LAN)’in
analizleri i¢in gozenekli MIP tabanli elektrokimyasal sensorler gelistirilmigtir. N-
metakriloil-L-aspartik asit (MAAsp) ve N-metakriloil-L-glutamik asit (MAGA) bir
camsl1 karbon elektrot (CKE) lizerinde fotopolimerizasyon yontemi kullanilarak sirasi
ile P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE ve P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensorlerini
olusturmak i¢in fonksiyonel monomer olarak kullanilmigtir. P(ANI)@MIP/CKE
sensorii  ise anilinin  (ANI) fonksiyonel monomer olarak kullanildig:
elektropolimerizasyon yontemi ile olusturulmustur. Daha sonra, MIP sensorlerden
daha yiiksek verim elde etmek icin kalip molekiilii uzaklastirma ¢ozeltisi ve siiresi ile
inkiibasyon siiresi optimize edilmistir. Gelistirilen MIP tabanli sensorlerin dogrusal
sonu¢ verdigi, kesin, dogru, duyarli, se¢ici, tutarlt ve stabil oldugu bulunmustur.
Ayrica, MIP sensorlerin analitik performansi, baskisiz polimer (NIP) ile
elektrokimyasal reaksiyonlar1 karsilagtirilarak arastirilmistir. Sensorlerin farmasotik
preparat, ticari insan serumu ve hasta plazma Orneklerine uygulanabilirligi

gosterilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Molekiiler baskili polimer, Elektrokimyasal sensor,

Somatostatin, Oktreotid, Lanreotid



ABSTRACT

Ozkan E., Development of Electroanalytical Methods for Quantification of
Somatostatin and Some Analogs. Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences, Analytical Chemistry Program, PhD Thesis, Ankara, 2022. The
growth hormone (GH) inhibitor somatostatin, which is among the therapeutic peptides,
has an important place in the treatment of acromegaly and neuroendocrine tumors
(NET). It slows down or stops tumor development in metastatic neuroendocrine
cancers. It is also used to control hormone hypersecretion in pituitary tumors,
endocrine pancreas and carcinoid tumors by inhibiting the release of somatostatin,
acromegaly GH, insulin, glucagon and other hormones. MIPs are formed by imprinting
polymerizing functional monomers in the presence of template molecules. When
template molecules are removed from MIPs, cavities occur in the structure of the
specific molecule in MIPs. In the thesis study, porous MIP-based electrochemical
sensors were developed for the analysis of SOM, which is a GH inhibitor, and its
synthetic analogues Octreotide (OC) and Lanreotide (LAN). N-methacryloyl-L-
aspartic acid (MAAsp) and N-methacryloyl-L-glutamic acid (MAGA) were used as
functional monomers to form the P(HEMA-MAAsp)@MIP/GCE, P(HEMA-
MAGA)@MIP/GCE sensors, respectively, using the photopolymerization method on
a glassy carbon electrode (GCE). The P(ANI)@MIP/GCE sensor was created by
electropolymerization method, in which aniline (ANI) was used as a functional
monomer. Then, template removal solution and time and incubation time were
optimized to obtain higher efficiency from MIP sensors. It has been found that the
developed MIP-based sensors give linear results, are precise, accurate, sensitive,
selective, rugged and stable. In addition, the analytical performance of MIP sensors
was investigated by comparing their electrochemical reactions with non-imprinted
polymer (NIP). The applicability of the sensors to pharmaceutical preparation,

commercial human serum and patient plasma samples has been demonstrated.

Keywords: Molecular imprinted polymer, Electrochemical sensor, Somatostatin,

Octreotide, Lanreotide
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1. GIRIS

Cagimizin en 6nemli hastaliklarindan olan kanser, viicuttaki hiicrelerin normal
ozellikleri disinda bir farklilik gdstermesi ve kontrolsiiz ¢ogalmasi ile ortaya cikar.
Kanser, Diinyada ve iilkemizde en yaygin ikinci 6liim nedenidir. SOM ve analoglari
olan OC ve LAN, SOM reseptorleri pozitif olan hastalarda tiimor biiylimesini
baskilayabilmekte; boylece metastatik ndroendokrin kanser ve karsinoid tiimorlerin
gelisimini yavaslatmakta veya durdurmakta; hiriltili solunum, kizariklik ve mide
bulantis1 gibi belirtileri de ortadan kaldirmaktadirlar. Bu amacla, somatostatin ve
analoglar1 klinik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (1). Ayrica akromegali

ve devlik gibi somatostatin ile ilgili bozukluklarin tedavisinde de kullanilmaktadirlar

(2).

Kaynaklarda SOM, OC ve LAN elektrokimyasal davranislarinin incelenmedigi
ve analizleri i¢in elektrokimyasal bir yontem bulunmadigi saptanmis olup, biiyiime
hormonu engelleyici bu iic maddenin elektrokimyasal analizlerinin yapilmasi

amaglanmistir.

Elektrokimyasal analizler, kullanim kolayligi, hassasiyet, c¢ok yonliiliik,
kiigtiltmeye olanak saglama 6zelliklerinin yaninda elektrot yiizeyinin modifikasyonu
yapilarak se¢icilik ve 6zgiinliigiin arttirilabilmesi agisindan da tercih edilmektedir (3).
Elektrotlarin modifikasyonunda, elektrotlar1 yiiksek iletkenlikli nanomateryallerle

birlikte hassas ve segici MIP’ler ile modifiye etmek en sik kullanilan bir uygulamadir

4.

SOM ve analoglarinin insan saglig1 tizerine olumlu etkileri ve tedavide yaygin
kullanim1 g6z 6niine alindiginda bu maddelerin tayini i¢in hassas, etkili, hizli ve segici

bir yontem gelistirilmesinin biiyiik bir oneme sahip oldugu goriilmektedir.

Bu tez kapsaminda elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesi; sensdrlerin
hassasiyet ve seciciliginin arttirilmast i¢in MIP’lerin kullanilmasi; sensorlerin

performansinin  degerlendirilmesi; gelistirilen sensorler kullanilarak SOM  ve



analoglarinin  elektrokimyasal davraniglarinin  incelenmesi;  elektrokimyasal
yontemlerin optimizasyon, validasyon calismalar1 ve gelistirilen yontemler ile
farmasotik preparat ve plazmadan SOM, OC ve LAN miktar tayinlerinin yapilmasi
hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biiyiime Hormonu

Organizmanin biiylimesi, somatotropik veya hipotalamo-hipofizeal-IGF-1
ekseni olarak da adlandirilan bir ndroendokrin sistem tarafindan kontrol edilir. Eksenin
anahtar bileseni, hipofizin 6n lobunda (adenohipofiz) bulunan asidofilik somatotropik
hiicreler tarafindan iretilen 22 kDa, 191 aminoasit, tek zincirli polipeptid olan BH
veya somatotropindir (5) (Sekil 2.1). BH salinimi, insanda 24 saatlik bir dongiide 10-
20 tepe sikligi ile siganlar ve insanlar dahil olmak {izere bir dizi tiirde ritmik bir model

gosterir (6).

HoN_ _NH
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Sekil 2.1. Somatotropinin molekiil yapisi.

BH, hiicresel diizeyde metabolizmay1 diizenleyen somatomedinler araciligiyla
etkilerini gosterir (Sekil 2.2). Somatomedinler Oncelikle karacigerde hepatositler
tarafindan tretilir ve viicuttaki hemen hemen her hiicrenin biiyiimesini ve boliinmesini
saglar. Somatomedinlerin ii¢ ana formu; somatomedin A, B ve C’dir. Somatomedin A
ve C, insiilin ile yapisal benzerlikleri paylastiklarindan, sirasiyla insiilin benzeri
biliylime faktori-2 (IGF-2) ve -1 (IGF-1) olarak da adlandirilir. Karaciger hiicreleri,
hipotalamik BH salgisina yanit olarak oncelikle IGF-1 {iretir. BH, somatomedinler
yoluyla hiicre biiylimesini uyarmanin yani sira, yag ve karbonhidrat metabolizmasinin

giiclii bir aracisidir (7).



Hipotalamus

Biiyiime Hormonu

c Somatostatin
Reseptorii

Insiilin Benzeri

Biiyiime Faktorii - 1

Sekil 2.2. Hipotalamusta somatostatin ve BH arasindaki etkilesimler.

Somatomedinler, geri bildirim mekanizmalariyla somatotropik ekseni etkiler.
IGF-1, uzun dongii geri bildirimi ile inkiibe edilmis bazal hipotalamik dokudan
somatostatin salinimini arttirir (8). Ayrica, periventrikiiler somatostatinerjik néronlari
etkileyen insiilin benzeri biliyime faktorlerinden zengin bir karigimin
intraserebroventrikiiler uygulamasi, siganlarda BH salinimini azaltir (9). IGF-1 ayrica
dogrudan somatotroplara da etki eder; IGF-1'in adenohipofize inflizyonu, plazma
BH'sini baskilar (10) ve IGF-1, akromegalik hastalarda hipofiz adenom hiicrelerinden
BH salinimini inhibe eder (11).

Ayrica, hipotalamik ndronlar da portal dolasima somatostatin salgilarlar.
Somatostatinerjik perikaryanin birincil konumu olan preoptik alanin periventrikiiler
bolgesinin elektriksel uyarimi, sicanlarda BH plazma diizeylerinin baskilanmasiyla

sonuclanir (12).

BH'ye bagl biiylime, dogum sonrasi asamali olarak gelisirken, fetal ve erken
dogum sonrast biiylime BH'den bagimsizdir. Erken gelisim sirasinda BH'nin asir
salgilanmasi veya BH gen mutasyonlar1 nedeniyle BH iiretiminin olmamas: ciicelikle
sonuglanir. Buna karsilik, ergenlikten 6nceki agir1 salgi, gigantizm olarak adlandirilan
bir fenotip verebilir. Ayrica yetiskinlerde hipofiz adenomlarinin neden oldugu asir1

biiylime hormonu salgilanmasi1 akromegali olarak bilinen bir duruma yol acar. Biiyiik



parmaklar, eller ve ayaklar bu bozuklugun ayirt edici ozellikleridir. BH ayrica

proteinlerin, karbonhidratlarin ve lipidlerin metabolizmasini da etkiler (13) (Sekil 2.3).

Cok fazla
BH 4
/ J
//

Hipofiz bezi
— biiylime hormonu

(BH) salgilar
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Sekil 2.3. Biiylime hormonunun etkileri.

Sonu¢ olarak, BH olan SOM ayn1 zamanda BH engelleyici olarak da

kullanilmaktadir.

2.2. Biiyiitme Hormonu Engelleyiciler

Kanser viicudumuzun ¢esitli bolgelerindeki hiicrelerin kontrolsiiz ¢gogalmasi
ile olusan 100'den fazla hastalik grubunu igerir. Ulkemizde en sik goriilen kanser
tiirlerinden olan; akciger, bagirsak, mide, apandis, rektum tiimorleri (néroendokrin ve
karsinoid kanserler) ve hipofiz bezi tiimdrlerinin tedavisinde biyomatrikslerdeki
terapotik peptidlerin ve proteinlerin analizi ¢cok 6nemli hale gelmektedir. Terapdtik
peptitler genellikle hormonlar veya ndrotransmiterler gibi endojen peptitlerin sentetik
analoglaridir. Endojen insan serum peptitlerinin analizi, teshis veya tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. BH engelleyici olan SOM de terapétik peptidler arasinda yer
almaktadir. Son yillarda, SOM ve onun sentetik analoglart1 olan OC ve LAN

akromegali ve NET tedavisinde ve metastatik néroendokrin kanserlerde tiimoriin



gelisimini yavaslatmak veya durdurmak i¢in kullanilmaktadir (14). BH, hipofiz
timorlerinde instilin, glukagon ve diger hormonlarin salinimini ile endokrin pankreas

ve karsinoid timorlerde hormon agir1 salgilanmasini kontrol etmek i¢in kullanilir (15).
2.2.1. Somatostatin

SOM, 1973 yilinda 6n hipofizden biiyiime hormonu salinimini giiclii bir
sekilde inhibe eden bir peptit olarak kesfedilmistir (16) (Sekil 2.4). SOM,
gastrointestinal sistemde ve insan beyninin bir¢ok alaninda bulunan 14 (SOM-14)
veya 28 (SOM-28) amino asitli bir peptittir (17). SOM antiproliferatif ve inhibitor
etkileri olan bir tetradekapeptiddir (18).

H—Ala — Gly —Cys— Lys —Asn—Phe—Phe—Trp — Lys — Thr —

——Phe— Thr — Ser —Cys—OH

Sekil 2.4. Somatostatinin kimyasal formiili.

SOM’un, BH salgilanmasinin hipotalamik diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynadig1r ve tirotropin salgilatict hormon, dopamin ve norepinefrin saliniminm
engelledigi bilinmektedir (19). BH, insiilin, glukagon, gastrin ve diger peptit
hormonlar1 gibi ¢esitli endokrin salgilar {izerinde engelleyici 6zelliklere sahiptir (20).
Periferik sinir sisteminde SOM’un nosisepsiyon ve inflamatuar siiregler iizerinde

engelleyici etkileri de bulunmaktadir.

Viicutta SOM reseptorleri (SOMR) bes farkli alt tipde bulunmaktadir. Bu
reseptorlerin tiimii, nanomolar afinite ile SOM-14 ve SOM-28'e baglanir; tek istisna,
SOM-28'i SOM-14'den 5 ila 10 kat daha yiiksek bir afinite ile baglayan SOMRS'dir
(Tablo 2.1) (21).



SOM, noroendokrin tiimorlerin tedavisinde kullanilabilmekte, ancak 1-3
dakikalik yar1 6mre sahip oldugu i¢in klinik uygulamalarda tercih edilmemektedir. Bu
nedenle, ayn1t SOM reseptorlerine daha yiiksek afinite, benzer aktivite ve daha uzun

terapotik etkilerle baglanan uzun 6miirlii analoglar olan OC ve LAN sentezlenmistir.

Tablo 2.1. Endojen, sentetik ve peptit olmayan SOM agonistlerinin baglanma
afiniteleri.

Baglanma sabitleri (nM)

Reseptorler
Agonistler SOMRI SOMR2 SOMR3 SOMR4  SOMRS
SOM-14  0,1-2,26 0,2-1,3 0,3-1,6 0,3-1,8 0,2-0,9
SOM-28 0,1-2,2 0,2-4,1 0,3-6,1 0,3-7.9 0,05-0,4
oC 290-1140 0,4-2,1 4,4-34,5 >1000 5,6-32
LAN 500-2330 0,5-1,8 43-107 66-2100 0,6-14

SOM-14 ve SOM-28’in IUPAC adlandirilmasi, kapali formiilii, molekiil

agirligl, amino asit dizisi ve molekiil yapis1 Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda SOM-14 ile ¢alisilmistir.

2.2.2. Oktreotid

SOM’un sentetik analoglarindan biri olan OC, klinik uygulamada yaygin
olarak kullanilan bir ilactir. Yart 6mrii 4-6 hafta arasindadir (22). OC’nin inhibitor
etkileri, tiimoral hormon hipersekresyonunun (akromegali, NET'ler, pankreas
timorleri ve karsinoid tiimdrler), gastrointestinal kanama, dumping sendromu ve
pankreatit baskilanmasi dahil olmak {izere ¢esitli klinik tedavilerde uygulanir (21).
Peptid reseptor aracili terapi i¢in kemoterapdtik bir ajan olarak OC, malign karsinoid

ve diger endokrin tiimdrlerin tedavisinde basariyla kullanilmistir (23).

OC’nin IUPAC adlandirilmasi, kapali formiilii, molekiil agirligi, , amino asit

dizisi ve molekiil yapisi1 Tablo 2.2°de gosterilmistir.



2.2.3. Lanreotid

LAN, akromegali ve ndroendokrin tiimdrleri tedavi etmek i¢in kullanilan SOM
analogudur; tercihen hipofiz SOMR 'ne baglanir, BH salgilanmasini engeller ve insiilin
benzeri biiylime faktorii I seviyesini azaltir (24). LAN genel bir antitiimdr ajani olarak

endokrin olmayan tiimorlere kars1 da aktivite gosterir.

LAN, daha uzun etkili bir SOM analogu olarak {iretilmis sentetik siklik bir
oktapeptiddir ve klinik caligmalarda ila¢ tedavisinde yaygin olarak kullanilir.
Yarilanma omrii 4-5 haftadir (25).

LAN’nin IUPAC adlandirilmasi, kapali formiilii, molekiil agirligi, amino asit

dizisi ve molekiil yapisi1 Tablo 2.2°de gosterilmistir.
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2.3. Secilen Biiyiime Hormonu Engelleyiciler I¢in Kaynak Cahsmalar

Kaynak taramasi sonucunda, tez kapsaminda calisilan BH engelleyicilerin

analizlerine iliskin bulunan ¢alismalar Tablo 2.3’de gosterilmistir.
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2.4. Molekiiler Baskilama Teknolojisi ve MIP’ler

Molekiiler baskilama teknolojisi, genellikle molekiiliin bir anahtarla eslesmesi
icin kilit yapma yontemi olarak tanimlanir. Farmasotik biyoteknoloji, kimya
endiistrileri, su aritma ve gida ve c¢evre analizi dahil olmak {izere farkli alanlarda

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu malzemeler, sabit faz olarak kromatografide, tanima elemant olarak sensor
teknolojisinde, 6rnek hazirlama ve kontrollii salim sistemlerinin gelistirilmesi gibi
farkli alanlarda basariyla uygulanmistir. Baskili polimerler ¢esitli avantajlar sunar,
hazirlanmalar1 basit, kararli, saglam ve ucuzdur. flaclar, aminoasitler, peptitler,
proteinler, herbisitler ve pestisitler, endokrin bozucular, agir metaller, sekerler ve
tiirevleri, toksinler, niikleotid bazlar, steroidler, antibiyotikler, katki maddeleri,
vitaminler, alkaloidler, melamin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar vb. gibi farkl
fizikokimyasal Ozelliklere sahip ¢ok sayida kimyasal bilesik etkili bir sekilde
baskilanmuistir (37).

MIP'ler, kalip olarak adlandirilan hedef molekiilleri 6zel olarak baglayabilen
yapay olarak olusturulmus tanima elemanlarina sahip sentetik malzemelerdir (38).
MIP’ler, fonksiyonel monomerlerin kalip molekiil varliginda baskilanmasiyla
olusturulur. Kalip molekiiller MIP’lerden ¢ikarildiginda MIP’lerde spesifik molekiiliin
yapisinda bosluklar meydana gelir ve bu sayede MIP’ler hedef molekiilii giiglii
etkilesimlerle taniyabilmektedir (Sekil 2.5). MIP’ler ii¢ boyutlu polimerik kaliplar
olup ¢ok karmagik ortamlarda bile tayin edilecek maddeye iliskin ¢ok iistlin ve spesifik
adsorpsiyon Ozelliklerine sahiptir. MIP, 6rnek hazirlama basamaginda kati faz
ekstraksiyonundan (SPE), HPLC ve sensdrlerde katman tanimaya kadar birgok
kullanim alani sunar. Bu polimerler, kararli, saglam, kolay ve ucuz bir sekilde

hazirlanabilir ve ¢ok ¢esitli molekiiller i¢in sentezlenebilirler.



16

Hedef molekiil etrafinda

. . olimerizasyon
Hedef molekdl Fonksiyonel monomer P Y

+ -
-
Hedef molekiliin
¢ikarilmasi
C—
® Hedef molekiiliin

yeniden baglanmasi

Sekil 2.5. MIP’lerin olugum basamaklari.

MIP'lerin sentezi, termal polimerizasyon, elektropolimerizasyon (EP) veya
fotopolimerizasyon (FP) ile gergeklestirilebilir. Polimerizasyonun zincir reaksiyonu,
daha sonra reaksiyonun aktif merkezleri haline gelen monomer molekiillerinin
aktivasyonu ile baslar. Bir polimerizasyon karigiminda radikal olusumu, genellikle
spesifik bir baglatict molekiiliin varligi veya serbest elektronlarin hareketi ile
gerceklestirilir. Baslatici olarak, aktif bir radikal olusturmak iizere 1s1 veya 1s1k etkisi
altinda ayrisabilen termal ve fotopolimerizasyon maddeleri kullanilir. Aktivasyondan
sonra, polimer zincirinin bilyilimesi, zincir kirilana veya dis etki artik ortada olmayana

kadar devam eder (39).

Termal polimerizasyon: FRP’nin en iyi bilinen baglaticisi, izobiitironitril
radikallerine 1sitildiginda pargalanan N,N-azobisizobiitironitrildir (AIBN) (40).
Radikallerin bazilar1 birbirine baglanir ve deaktive olur. Bu nedenle, baslangicta
olusan  izobiitironitril ~ kalintilarinin ~ yalnizea  bir  kismi, monomerlerin
polimerizasyonunu baslatabilir (41). Termal baglaticilarin en biiyilk dezavantaji
olduk¢a pahali olmasidir. Ayrica, safsizlik izleri polimerizasyonu hizlandirabilir,
geciktirebilir ve tekrarlanamayan sonuglara yol acabilir. Bununla birlikte,
polimerizasyonu engelleyen oksijenin dikkatli bir sekilde uzaklastirilmast ve
saflagtirilmis taze monomerin kullanilmasi, tekrarlanabilir polimerizasyon elde
edilmesini saglar (42). MIP'lerin sentezi i¢in termal polimerizasyonun Onemli bir

eksikligi, reaksiyonu baglatmak icin yliksek bir sicakliga (85-160 °C) ihtiyag
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duyulmasidir (43). Diger bir dezavantaj, bilinen termal polimerizasyon baslaticilarinin
suda ¢oziinmez olmalaridir (41). Bu da sulu ¢ozeltilerin tercih edildigi MIP sentezi

icin kullanimlarini sinirlar.

Elektropolimerizasyon (EP): Elektrokimyasal polimerizasyonun termal
polimerizasyona gore birgok avantaji vardir. {lk olarak, reaksiyon iiriinii, dogrudan
elektrot veya sensor doniistiiriiciiniin yilizeyinde biriken bir polimer filmdir. Bir bagka
avantaji, yeterince saf polimerler elde etmeyi saglamasidir (44). Son olarak, polimer
kaplamanin gdzeneklilik ve morfoloji gibi 6zellikleri, aktarilan elektrik yiikii miktari,
cozelti pH", elektrolit yapis1 gibi deney kosullarinin se¢imiyle kontrol edilebilir.
Dezavantajlari ise, elektrolitlerin kararsizlig1, yiiksek kaliteli polimer katmanlarin elde
edilebildigi smirli sayida monomer ve ayrica yiiksek dilizeyde capraz bagh
polimerlerin karmagsik yapisidir (45). EP, yalnizca altin, giimils veya grafit gibi
elektriksel olarak iletken yiizeylerde MIP film olusumu i¢in uygundur. Bununla
birlikte, polimer dogrudan sensor doniistiiriicii lizerinde biriktirilebilir ve polimer
tabakasinin kalinligi, elektrot araciligiyla, gecen elektrik yiikiiniin miktar1 ile kolayca
kontrol edilebilir. Ayrica, EP’dan sonra polimer filmler, sablonun ¢ikarilmasi disinda

herhangi bir ek islem gerektirmez ve dogrudan analit tayini i¢in uygulanabilir (46).

Fotopolimerizasyon (FP): FP’da polimerizasyonun baslamast UV veya
goriiniir 151k radyasyonu altinda gerceklesir. Bu tiir radikal olusumu termal aktivasyon
enerjileri gerektirmez ve polimerizasyon oda sicakliginda ve hatta ¢ok diisiik
sicakliklarda ilerler (41). FP’da, zincir transfer olasilig1 genellikle yiiksektir, bu da
onemli sayida dallanmis makromolekiil ile sonuglanir (47). Basarili bir FP islemi icin
oksijensiz bir ortam saglamak gereklidir, ¢iinkii molekiiler oksijen baslaticinin aktif
durumunu fiziksel olarak sondiirebilir ve ayrica reaktif olmayan peroksit radikalleri
olusturarak serbest radikallerin veya aktif radikal bolgelerin sayisin1 azaltabilir. Bu
problem, bir hava atmosferinde monomerlerin polimerizasyonunu baslatan

poliaromatik tiyoksanton antrasen gibi 6zel fotobaslaticilar ile ¢oziilebilir (48).

MIP sentezi, kalip:monomer etkilesimlerini arttiran uygun bir ¢oziicii i¢inde

biiyiik miktarda capraz baglayici ve polimer baglatic1 varliginda bir kalip molekiiliin
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etrafindaki monomerlerin polimerizasyonuyla gergeklestirilir. Polimerizasyondan
sonra, hedef molekiil, polimer ag1 icinde boyut, sekil ve kimyasal islevsellikler
acisindan tamamlayict bosluklar birakarak c¢ikarilir. Buna gore, elde edilen MIP,
yeniden baglama deneylerinde hedef molekiilii ve ilgili bilesikleri taniyabilir (Sekil
2.6.A). Monomerlerin, ¢apraz baglayicilarin ve ¢oziiciilerin tiirii ve miktarinin, hedef
analitler i¢in kapasite, afinite ve segicilik agisindan elde edilen malzemelerin nihai
ozelliklerini etkiledigi iyi bilinmektedir. Bu nedenle, optimum MIP'nin sentezi farkl
formiilasyonlar kullanilarak denenmektedir. Herhangi bir MIP tabanli analitik
yontemin gelistirilmesinde, baskili olmayan polimer olarak adlandirilan NIP, MIP ile
ayni kosullarda ancak sablon molekiil bulunmadan sentezlenir ve MIP ile karsilagtirilir
(Sekil 2.6.B) (49).

A) MIP

B) NIP

Sekil 2.6. A) MIP ve B) NIP yiizey sekilleri.

2.4.1. MIP’lerin Bilesenleri

MIP’ler, analizi gergeklestirilecek bir hedef molekiil, polimerizasyonu
saglayacak bir fonksiyonel monomer, hedef molekiillin etrafinda monomeri
sabitleyici bir capraz baglayici, hedef molekiilii ¢ikaran uygun bir ¢oziicii ve

reaksiyonu hizlandiran bir baslatici varliginda olusturulurlar (Sekil 2.7).
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Hedef Fonksiyonel
molekiil monomer

Polierizasyon ¢ozeltisi

S Cozica Baglatic

Sekil 2.7. MIP’lerin polimerizasyon bilesenleri.

2.4.1.1. Hedef Molekiil

MIP hazirlanirken polimerik yapida kalip olusturmak icin bir hedef molekiil
olmas1 zorunludur. Hedef molekiil olarak analiz edilecek madde seg¢ilir. Kalip molekiil
polimerizasyon kosullar altinda kararli, ucuz, toksik olmayan ve kolay bulunabilir
ozelliklere sahip olmalidir (49). Polimer agina baglanma bdlgeleri hedef molekiile

ozgiidiir. Boylece MIP'ler segici olarak hedef analiti yeniden baglayabilir.

Genel olarak ideal bir kalip molekiiliin ii¢ gereksinimi karsilamasi1 gerekir;
polimerizasyonu engellemeyen, monomerlerle kompleks olusturabilen fonksiyonel
gruplar igermelidir ve reaksiyon sirasinda kimyasal stabilitesi ¢ok yiiksek olmalidir

(50, 51).

Kiiciik organik molekiiller ve metal iyonlar icin MIP’ler yiiksek secicilikle
kullanilmaktadir. Ek olarak, biyomakromolekiiller, proteinler, viriisler ve hiicreler gibi
MIP'ler i¢in biiyiik yapilandirilmis tiirler de rapor edilmistir. Bununla birlikte,

proteinlerin ve diger biyomakromolekiillerin baskilanmasi zorlayicidir (52).

Coklu kalip molekiil baskilama teknigi ile birden fazla analiti e zamanl analiz
edebilmek miimkiindiir, ancak secicilik azalir ve MIP’lerin tanima yetenegi etkilenir.
Diger taraftan, sahte baskilama stratejisi polimerizasyona uygun olmayan ve pahali
hedef molekiiller icin gelistirilmekte olan bir yontemdir. Hedef molekiil yerine yap1

olarak ona benzeyen tiirevleri kullanilir (50).
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2.4.1.2. Fonksiyonel Monomer

Fonksiyonel monomerin rolii, fonksiyonel gruplar saglayarak kalipla bir 6n
polimerizasyon kompleksi olusturmaktir. Bu nedenle, polimerizasyondan 6nce kalipla
giiclii bir sekilde etkilesime girebilen ve hedef molekiile 6zgii kompleksleri
olusturabilen uygun bir fonksiyonel monomerin se¢ilmesi oldukca dnemlidir. Segilen
monomerin hangi oranda kullanilacagi énemli olan diger bir noktadir. Monomerin

fazlasi, kalip molekiile spesifik olmayan baglanma bolgeleri olusturabilir (53).

Molekiiler baskilamada kullanilan fonksiyonel monomerlerin sayist sinirhdir,
bu da MIP'lerin olusumunu ve seg¢iciligini etkiler. Hedef molekiille giiclii etkilesimler
olusturabilen yeni fonksiyonel monomerler tasarlamak ve sentezlemek gereklidir.
Genel olarak, fonksiyonel bir monomerin iki 6zelligi bulunmalidir. Biri tanima kismu,
digeri ise sirasiyla vinil ¢ift bag ve silikon hidroksil gibi polimerize olabilen kismidir

(54, 55).

Akrilik bazli monomerler (yani akrilik asit ve metakrilik asit), ¢ok gesitli
sablonlara yiiksek afinite sagladiklar1 i¢in MIP'lerin sentezinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu tiir monomerlerin tatli su ve deniz organizmalari
icin toksik oldugu diisliniilmektedir (49, 56). En c¢ok kullanilan monomerler Tablo
2.4’de verilmistir (50, 57).
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Tablo 2.4. MIP’lerde kullanilan fonksiyonel monomerler.

Fonksiyonel monomer

Molekiil yapisi

Orto-fenilendiamin

(L.

B-siklodekstrin

=

4-vinil piridin

NH
NH
HO
(@)
OH
o_
OH |
/CH2
]
N\
N

Metakrilik asit

CH,

/\/OH
HyC

0
Hidroksietilmetakrilat @)
chﬁ)k o~ OH
CH,

Anilin




2.4.1.3. Capraz Baglayici
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Polimerizasyon olusumunda zorunlu olmasa da fonksiyonel monomerleri kalip

molekiillerinin etrafina sabitlemek i¢in bir ¢capraz baglayici kullanilir, boylece hedef

molekiiliin ¢ikarilmasindan sonra bile yiliksek diizeyde ¢apraz bagli sert, saglam,

kararl bir polimer olusur. Capraz baglayicinin tiirii ve miktarmin MIP'lerin segiciligi

ve baglama kapasitesi iizerinde 6nemli etkileri vardir. Genellikle, ¢cok diisiik miktarda

capraz baglayici, diisiik capraz baglama derecesi nedeniyle kararsiz polimer

olustururken, asir1 yiiksek miktarda ¢apraz baglayici, MIP'lerin tanima alanlarinin

sayisini azaltabilir (57, 58).

En sik kullanilan ¢apraz baglayicilar Tablo 2.5’de verilmistir.

Tablo 2.5. MIP’lerde kullanilan ¢apraz baglayicilar.

Capraz baglayici Molekiil yapisi
Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ¢Hs Q
PPN
o CHs
Divinil benzen (DVB) NCH :
H2C NS
Trimetilolpropan trimetakrilat Q oH
HsC O 2
(TMPTMA) CHa HoC  CHa
HgC)\ﬂ/ © O SeH
o}
Tetraetoksisilan (TEOS) H3C CHs
\_O\Si’O
/—0" 0
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2.4.1.4. Coziicii

Coziiciiler polimerizasyonda da 6nemli rol oynarlar. Polimerizasyon siirecinde
coziiciiler, polimerizasyon reaksiyon ortami ve gdzenek olusturucu ajanlar olarak
kullanilir (50). Coziiciiniin polaritesi, kalip molekiill ve fonksiyonel monomer

arasindaki etkilesim ve kalip molekiiliin uzaklastirilmasi iizerinde etkilidir.

Kovalent olmayan baskilamada kloroform, asetonitril, benzen, metilen kloriir
ve toluen gibi diisiik polaritede ya da polar olmayan ¢dziiciiler kullanilirken, kovalent
baskilama i¢in metanol ve dimetilformamit gibi polar ¢oziiciiler tercih edilir. Polar
coziiciiler hedef molekiil monomer dengesini bozarak MIP’in se¢iciligini diistirebilir.
Iyi baskilama verimliligi elde etmek icin diisiik polaritede ya da polar olmayan
coziciiler siklikla segilir. Son yillarda, teorik hesaplamalar ile ¢oziicii secilebilen

yaklagimlar gelistirilmektedir (59).

2.4.1.5. Baslaticl

Polimerizasyonun baglatilmasinda peroksi ve azo bilesikleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak MIP’ler olusturulurken baslaticit kullanmak zorunlu degildir

(50).

En sik kullanilan baslaticilar; azobisizobiitironitril (AIBN), azobis
dimetilvaleronitril (ADVN), azo(4-siyanovalerik asit) (ACID), benzoilperoksit
(BPO), benzil dimetil asetal (BDK), potasyum persiilfat (KPS)’dir (60, 61).
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2.4.2. Molekiiler Baskilama Yontemleri

MIP’ler kovalent, kovalent olmayan ve yar1 kovalent baskilama yontemleri

kullanilarak olusturulabilir (Sekil 2.8) (62).

2.4.2.1. Kovalent Baskilama

Kovalent baskilamada, hedef molekiil, fonksiyonel monomere kompleks
olusturarak baglanir. MIP’lerin olusumu kovalent baglara dayanir. Capraz baglayici
ile kopolimerizasyondan sonra hedef molekiil, yliksek diizeyde capraz bagh

polimerden kovalent baglar acilarak ayrilir (63).

Kovalent baskilama i¢in, hedef molekiil:fonksiyonel monomer orant énemli
degildir. Ciinkii, hedef molekiil, kovalent olarak baglanabilen fonksiyonel
monomerlerin sayisin1 belirler; ayrica fonksiyonel monomerler, stokiyometrik bir
sekilde eklenir. Kovalent baskilama yontemi ile hedef molekiil:fonksiyonel monomer
arasinda olusan baglar stabil ve polimerizasyona dayaniklidir. Bunun yaninda, ¢ok
kararli bir yap1 olustugu i¢in kalip molekiilii uzaklastirmak zorlasir. Ayrica, tersinir
olmayan kovalent baglar hedef molekiil ile fonksiyonel monomer etkilesimi

zorlagtirabilir.

2.4.1.1.Kovalent Olmayan Baskilama

Kovalent olmayan yaklasim, basitligi nedeniyle MIP hazirlamak i¢in en sik
kullanilan yo6ntemdir. Kovalent olmayan yaklasim sirasinda, hedef molekiil ve
fonksiyonel monomer arasinda kendiliginden bir araya gelme ve ardindan ¢apraz bagh
bir kopolimerizasyon ile 6zel baglanma boélgeleri olusturulur. Hedef molekiil ve
fonksiyonel monomer, baskilama siirecinde ve hedef molekiiliin inkiibasyonu
sirasinda kovalent olmayan etkilesim ile baglanir. Bu etkilesimlere, hidrojen baglari,
Van der Waals kuvvetleri, iyonik veya hidrofobik etkilesimler 6rnek olarak verilebilir

(63).
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Kovalent olmayan baskilama hedef molekiiliin baglanmasi ve uzaklastirilmast,
kovalent baskilamaya gore ¢ok kolaydir ve daha yiiksek afiniteli baglanma bdlgeleri
iretir. Yiiksek afiniteli baglanma segiciligi arttirir. Diger yandan, olusan polimer daha

kararsiz olabilir ve hedef molekiile 6zgli olmayan baglanma bolgeleri bulunabilir.

2.4.1.1.Yari-Kovalent Baskilama

Kovalent ve kovalent olmayan baskilama yontemlerinin birlestirilmesiyle
olusturulur. Hedef molekiil:fonksiyonel monomer kompleksi olustururken kovalent
baskilama, kalip molekiiliin uzaklastirilmasi ve yeniden baglanmas: siireclerinde ise
kovalent olmayan baskilama gergeklesir. Boylece, kovalent ve kovalent olmayan

baskilama yontemlerinin dezavantajlari giderilmis olur (64).

Kovalent baglar ile
baglanma | ( ) A) Kovalent

—
\/_\/ +/. .; Q H(. ./) »Q -

Hedef molekiiliin gikanlmas: Hedef molekiiliin kovalent
(Kovalent baglarin agilmasi) baglarile tekrar baglanmas:

Polimerizasyon

Kovalent olmayan
/ \blﬁllr ile baglanma I ( \

4 | )
= Q Q baskilama
OAEL A& RIS

Hedef molekilliin grkarimast Hedef molekilliin kovalent olmayan
baglarile tekrar baglanmast

B) Kovalent olmayan

(Kimyasal ayrilma)

P \Knv::gll;:sl:rile I 4 4 | N\ C) Yari-kovalent
+ Q Q baskilama
A R SN

e ke Hedef molekiiliin gikanimast Hedef molekiiliin kovalent olmayan
Polimerizasyon (Kimyasal ayrilma) baglarile tekrar baglanmasi

Sekil 2.8. A) Kovalent, B) Kovalent olmayan ve C) Yar1 kovalent baskilama
yontemleri.
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2.4.2. MIP’lerin Analitik Uygulamalar:

MIP’lerin analitik uygulamalar1 ii¢ baglikta incelenir; analize hazirlik

basamaginda ekstraksiyon, sensor ve kromatografi uygulamalari (61).

2.4.2.1. MIP’lerin Ekstraksiyon Yontemlerinde Uygulanmasi

Analitin ¢ok diisiik derisimlerinde c¢alisilmasi veya analitin saflastiriimasi
isteniyorsa analize baglamadan Once Ornegi analize hazirlamak gereklidir. Nicel
analizler i¢cin donanimli analitik cihazlar olmasina ragmen 6rnek hazirlama agamasi
hala 6nemli bir zorluktur ve her analitik prosediiriin dar bogaz1 olarak tanimlanir. En
cok kullanilan teknik ise ekstraksiyon yontemleridir (65). MIP'ler organik ¢oziiciilerle
mitkemmel uyumluluga sahiptir ve diger analitik tekniklerle birlikte daha iyi uygulanir
(61). MIP malzemeleri, SPE, kat1 faz mikro ekstraksiyon (SPME); karistirma ¢ubugu
emici ekstraksiyon (SBSE); matriks kat1 faz dagilimi (MSPD); paketlenmis sorbent
(MEPS) veya destekli sivi membranlar (SLM) ile mikro ekstraksiyon (66, 67) gibi
ekstraksiyon ve ¢oziiclisiiz tekniklerde segici sorpsiyon ortamlar1 olarak kullanilir.
MIP'lerin saflastirilmasi ve/veya on deristirme asamasinda en popiiler SPE ve SPME
teknikleri ile birlestirilmig bir sorpsiyon ortami olarak kullanilmasi, ekstraksiyon
isleminin se¢iciligini ve verimliligini énemli Ol¢lide artirabilir ve organik ¢oziicii
tiiketimini minimuma indirme imkani verir. Molekiiler baskili SPE (MI-SPE), MIP
malzemelerinin en gelismis ve halen gelismekte olan uygulamasi olarak kabul edilir.
Boylece incelenen orneklerde bulunan safsizliklarin sonug¢ {izerindeki etkisini

tamamen ortadan kaldirmak miimkiindiir (68-70).

2.4.2.2. MIP’lerin Kromatografik Ayirma Yontemlerinde Uygulanmasi

Molekiiler parmak izi ile materyallerin uygulanmasinin bir diger 6nemli alani,
yeni tasarlanan ve gelistirilen ilag¢ ve pestisitlerin saflig: ile ilgili ¢aligmalardir. MIP
malzemeleri, elde edilen biyolojik olarak aktif bilesikleri saflastirmak, tanimlanan

enantiyomerleri izomerik karisimlardan etkili bir sekilde ayirmak ve sentezlenmis
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kimyasal bilesiklerin optik safligin1 degerlendirmek i¢in kullanilir. HPLC ve kapiler
elektrokroforez (CE), ozellikle kiral ayirma i¢in kullanilan en sik kullanilan ayirma
teknikleridir. Temel olarak, secilen enantiyomerin rasemik karigimdan ayrilmasi
maddeye 6zgii kiral sabit faz (CSP) ile saglanir. MIP’ler sayesinde rasematlarin
ayrilmasi i¢in yeni tip spesifik kromatografik kolon dolgular: tasarlanir ve gelistirilir.
MIP'lerin sabit fazlar olarak uygulanmasi (molekiiler olarak baskilanmis kiral duragan
fazlar-MICSP), yapilarinda belirli baglanma bdlgelerinin varligindan dolay: kiral
molekiillerin segici olarak taninmasina ve ayrilmasina olanak tanir. Ayrica MIP
sorpsiyon malzemelerinin kolay hazirlama siireci, tasarim ve hazirlama prosesindeki
esneklik ve c¢ok cesitli organik ¢oziiciiler, tuzlar, asit ve alkali ortamlara karsi iyi
tolerans ve zaman verimliligi gibi avantajli 6zellikleri geleneksel ve ticari olarak temin
edilebilen kolonlar i¢in onlar1 ¢ok iyi bir alternatif ¢6ziim haline getirmektedir (71-

73).

MIPnin LC tekniginde sabit faz olarak uygulanmasinin yani sira, uygun
gelistirilmis MIP ince filmler kapiler elektroforez (CE) yonteminde enantiyomerlerin
ayrilmasi icin kullanilir. Ancak kilcal boruya MIP uygulamak kolona uygulamaktan

oldukca zordur (74).

2.4.2.3. MIP’lerin Elektrokimyasal Sensorlerde Uygulanmasi

Elektrokimyasal sensorleri ve biyosensorleri iceren elektrokimyasal teknikler,
belirli bir kimyasal bilesige kars1 dogruluk ve hassasiyet, diisiik hazirlama maliyetleri,
nanomateryaller, kompozitler gibi c¢ok kullanilan baska elektrot modifikasyon
materyalleriyle birlestirilebilmesi ve kullanim kolaylig1 gibi cesitli avantajlar saglar.
Bununla birlikte, elektrokimyasal sensorler, cevresel veya kisisel faktorlerin neden
oldugu hazirlama ve uygulama siireglerinde diisiik stabilite, tekrar iiretilebilirlik ve

saglamlik gibi dezavantajlara sahiptir.

MIP’lerin ¢ok kararli ve yiiksek segicilikleri sayesinde sensoriin performansi

arttirilabilmektedir. Optik sensorlerde MIP’ler tanima bolgesi ve doniistiiriicli bolgesi
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olarak kullanilmaktadir. Optik temelli yontemlerden yiizeyde giiclendirilmis Raman
spektroskopisi, floresans, kalorimetri, elektrokemiliiminesans, kemiliiminesans ve
yiizey plazmon rezonans spektroskopisi tekniklerinde MIP uygulamalar

kullanilmaktadir (75).

MIP'lere dayali elektrokimyasal biyosensorlerde, MIP malzemeleri 6zel bir
biyomimetik sentetik reseptdr tiirii olarak kabul edilebilir, ¢iinkii bu tiir baskilanmig
polimerin se¢ici olarak taninmasinda belirli bir boglukla karakterize edilme olasilig1
vardir. Ayrica MIP malzemeleri uygulamasi, hazirlanan bir elektrokimyasal
biyosensoriin kimyasal, mekanik, termal ve pH kararliligin1i ve yeniden
kullanilabilirligini artirir. Ayrica, bir elektrokimyasal sensorde kullanilan MIP
materyalleri, dogal reseptorlerden ¢ok daha etkili olan yiiksek afinite ile hedef
analitleri (dogal antikorlar) tanimlayabilir ve yeniden baglayabilir (65).

2.5. Elektrokimya

Elektrokimya, kimya biliminin alt dallarindan biridir. ilk éncii ¢aligmalar 18.
yiizyilin sonlarina dogru yapilmis olup 19. yiizyilda Volta, Faraday ve Arrhenius gibi
bilim insanlar1 elektrokimyanin kilometre taglarini olusturmustur. Daha sonra Nernst
ve arkadaslarinin uluslararasi alanda elektrokimya {izerinde yogunlasan ¢aligmalarini
takiben 1896'da Wilhelm Ostwald elektrokimya alanindaki ilk ders kitabini yaymladi.
Elektrokimya, gecen ylizyildan beri, analitik kimya, inorganik ve organik kimya,

malzeme bilimi ve tip gibi farkli dallara hizla gelismistir (76, 77).

Maddeler, iletkenler, yar1 iletkenler ve yalitkanlar (dielektrikler) olarak
siniflandirilir. Tletkenler serbest elektrik yiikiine sahiptir. Elektrik alan i¢inde serbest
yiikler gb¢ eder ve elektrik akimi olusur. Iyonlar gé¢ ediyorsa iyonik iletkenlik,
elektronlar goc ediyorsa elektronik iletkenlik adin1 alir. Metaller, organik maddeler,
tungsten karbiir gibi inorganik bilesikler, oksitler, karbon siyahi, grafit gibi karbon

materyalleri iletkendirler. Elektrokimya kavrami, iyonik iletkenlerin 6zelliklerinin
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tanimlanmas1 veya arastirilmasiyla ilgilenir. Asit, baz ve tuzlarin sulu ¢ozeltileri,

yaygin olarak kullanilan ve {izerinde en ¢ok ¢aligilan iyonik iletkenlerdir (78).

Elektroanalitik teknikler, elektrik ile kimya arasindaki etkilesim, yani akim,
potansiyel veya yiik gibi elektriksel biiyiikliiklerin 6l¢iimleri ve bunlarin kimyasal
parametrelerle iligkilerini inceler. Analitik amaglar i¢in elektriksel Ol¢limlerin bu
sekilde kullanilmasi, ¢evresel izleme, endiistriyel kalite kontrol veya biyomedikal

analiz dahil olmak tizere ¢ok genis bir uygulama yelpazesine sahiptir (77).

Elektrokimyasal tepkimeler, elektrokimyasal hiicrelerde gerceklesir.
Elektroanalitik dl¢iimlerde, hiicreyi olusturan en az iki elektrot (iletken) ve temas eden
bir drnek (elektrolit) ¢ozeltisinin bulunmasi gerekmektedir. Elektrokimyasal islemler
elektrot-cozelti ara yiizeyinde gergeklesir. Elektrot yilizeyi bu nedenle iyonik bir
iletken ile bir elektronik iletken arasinda bir baglantidir. Elektrokimyasal hiicreler
elektrolitik veya galvanik olarak smiflandirilabilir (77).  Kimyasal tepkime
kendiliginden gerceklesiyor ve elektrik enerjisine doniisliyorsa galvanik hiicre, dig
kaynaktan uygulanan elektriksel enerjiyi kullanarak kimyasal tepkime olusuyorsa

elektrolitik hiicre adini alir.

2.5.1. Elektrokimyasal Hiicre Cesitleri

En sik kullanilan elektrokimyasal hiicreler iki veya ii¢ elektrotlu hiicrelerdir.
Iki elektrotlu hiicreler galisma ve referans elektrodundan olusur. Bu hiicrelerde
calisma ve referans elektrot arasindaki akim Olgiiliir. Ancak, direnci yiiksek
cozeltilerde ohmik diren¢ (Ir) nedeniyle tam olarak dogru cevap alinamadigindan,
akimin daha giivenilir dl¢iilmesi igin iiciincii bir elektroda ihtiya¢ duyulur. Ugiincii
elektrot olarak karsit elektrot kullanilir. Ug elektrotlu bir elektrokimyasal hiicrede,
referans elektrot ile galigma elektrodu ¢ozelti direncini azaltmak i¢in yakin yerlestirilir,

caligma ve karsit elektrot arasindaki akim olgtliir (77, 79).

Elektrokimyasal analizlerde kullanilan hiicre ¢esitleri; sivi ile etkilesmesine

gore s1v1 temasli veya temassiz hiicreler; iki ayr1 hiicrenin tuz kopriisii ile baglanmasi
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ile olusan tuz kopriili hiicreler; tepkimenin kendiliginden ya da bir potansiyel
uygulanarak gerceklestigi galvanik veya elektrolitik hiicreler; ayni tiir elektrotlar ile
farkli elektrolit derisimlerinin bulundugu derisim hiicreleri; tepkimelerin geri
doniistimlii olup olmamasina gore tersinir veya tersinmez hiicrelerdir. Elektrokimyada

kullanilan hiicre gesitleri ve 6zellikleri Tablo 2.6’da verilmistir.



Tablo 2.6. Elektrokimyasal hiicre ¢esitleri.

Hiicrenin adi

Hiicrenin ozellikleri

S1vi temassiz
hiicreler

Elektrotlar ayni hiicre igerisinde
bulunurlar.

Elektrolit I Ha

NP Kati Agdl

Anot Katot

Sivi temash

Aynt hiicre yerine iki yari

(pordz cam hiicrenin gozenekli cam disk ile

diskli) hiicreler | baglanarak tepkimenin
gerceklestigi analizlerde
kullanilirlar.

Tuz kopriilii Iki yar1 hiicredeki elektrotlart

hiicreler birbirinden ayirmak icin tuz
kopriisii kullanilir. Tuz kopriisii
doygun potasyum nitrat ile
doludur.

Galvanik Disaridan herhangi bir

hiicreler potansiyel uygulanmadan hiicre
icerisindeki reaksiyon
gerceklesir.

Elektrolitik Hiicreye, bir dis kaynaktan

hiicreler yeterli miktarda potansiyel
uygulanmast  halinde hiicre
icerisindeki reaksiyon
gerceklesir.

Derisim Iki yar1 hiicrede de ayni tiir

hiicreleri elektrotlar bulunur ama

elektrolit derisimleri birbirinden
farkhidir.

Torkopriso
S5
Zn(K) ’ =
anot

0,01M ZnSOs (aty

31
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Tablo 2.6. (Devam) Elektrokimyasal hiicre ¢esitleri.

Hiicrenin adi Hiicrenin ozellikleri

Tersinir hiicreler | Galvanik bir hiicreye, bir dis kaynaktan yeterli potansiyel
uygulamasi halinde hiicre, elektrolitik hiicre seklinde ¢alisir;
elektron akimi ters yone doner.

Tersinmez Ortama bir reaktif ilavesi ile reaksiyon tersinmezlige
hiicreler yaklasir.

2.5.2. Elektrokimyasal Hiicrenin Bilesenleri

Bir elektrokimyasal hiicre ii¢ ana boliime sahiptir (80) (Sekil 2.9).

1) Elektrolitik ¢ozelti.
2) Kimyasal tepkimenin gerceklestigi elektrotlar (¢alisma ve referans elektrot) ve
ticlii sistemlerde karsit elektrot.

3) Elektrotlar birbirine baglayan dis devre.

| — Potansiyostat

» Karsit elektrot

Calisma elektrotu «—— 4H:

|
l —» Referans elektrot

Analit

Sekil 2.9. Elektrokimyasal hiicre semasi.

Bir elektrokimyasal hiicrede, katot indirgenmenin oldugu elektrot, anot ise
ylkseltgenmenin  oldugu elektrottur. Bir maddenin elektron kaybetmesi
yiikseltgenmesi, elektron almasi ise indirgenmesidir. Elektrik alanimin varliginda

iyonlar katoda veya anoda hareket edebilir. Katoda dogru go¢ edebilen pozitif yiikli
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iyonlara katyon, anoda dogru go¢ edebilen negatif yiiklii iyonlara ise anyon adi verilir.
Katot, negatif yiike sahiptir ve indirgenme meydana gelir Anot, pozitif ylike sahiptir
ve yiikseltgenme olur. Elektrik yiikii, elektrotlar1 birbirine baglayan dis devrede
elektronlar ile, ¢ozeltide ise iyonlar tarafindan taginir. Elektrik ytikiintin akis1 elektrik
akimini olusturur. Bir hiicrede iki elektrot arasinda elektrik akiminin olmasi i¢in bu iki

elektrot arasinda bir elektriksel potansiyel olmalidir (77).

2.5.3. Elektrokimyasal Cift Tabaka

Elektrokimyasal bir hiicrede ol¢iimler yapilirken elektrot kendisine bitisik
cozelti tabakasindaki bir tiire elektron verir ya da alirsa heterojen bir sistem olusur. Bu
elektron aligverisi bu tabakanin bilesimi ile ¢ozeltinin diger kisimlarinin bilesimi
arasinda 6nemli derecede fark olusturur. Elektrodun yiizeyinde tepkime verecek aktif
bir tiir bulunmuyorsa, elektroda pozitif (+) bir potansiyel uygulandiktan hemen sonra
ylizeyinde sifira diisen anlik bir akim dalgasi olusur. Bu akim ile her iki elektrot
ylizeyinde negatif yiik eksikligi ya da fazlaligi olusur. Ancak, iyonik hareketlilikten
dolay1 elektrotlara bitisik olan ¢ozelti tabakalarinda hizli bir sekilde zit yiiklenme
olusur (81) (Sekil 2.10). Bu olusuma elektriksel ¢ift tabaka denir.

= - + E Cozelti

Elektrot +

1
-+
1
Potansiyel

4 4 d db 4 d
Mesafe

A B

Sekil 2.10. A) Cozelti ile elektrot yiizeyi arasinda olusan elektriksel ¢ift tabaka, B)
Mesafeye kars1 potansiyel grafigi.

do—di: Yogun i¢ tabaka

di—d: Difiize tabaka
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2.5.4. Elektrokimyasal Akimlar

Elektrokimyasal hiicreye potansiyel uygulandigi zaman iki ¢esit akim olusur;

kapasitif akim ve faradayik akim.

Kapasitif (faradayik olmayan) akim (Ix): Elektrolit ¢ozeltisine daldirilan
elektrot negatif yiikle yiiklenir ve ¢ozeltideki pozitif yiikli iyonlar elektroda dogru
hareket eder. Ara yiizeyde potansiyel farki olusmus olur. Ara yiizeyin iki yaninda
negatif ve pozitif yiiklerin birikmesi kapasitér gibi davranan elektriksel ¢ift tabaka
olusturur. Ortamda yiikseltgen ya da indirgen bir madde olmasa bile kapasitorii
yiiklemek i¢in akim olusur. Herhangi bir tepkimeye bagli olmayan, tamamen
sistemden kaynakli bu akima kapasitif akim denilir. Kapasitif akimin diisiik olmas1

istenir.

Faradayik akim (Ir): Elektrokimyasal hiicrede elektrot tepkimesi sonucu olugan
akimdir. FElektrot ile elektrolit ara yiizeyinde yiik aktarimiyla yiikseltgenme
indirgenme olusur. Analit miktarinin elektrolitin i¢inden gegen elektrik miktar: ile
dogru orantilt oldugunu aciklayan Faraday yasalariyla uyumlu oldugu i¢in faradayik

akim adini alir. Istenen akim tiirtidiir.

2.5.5. Elektrokimyasal Kiitle Aktarim Yollari

Bir maddenin ¢dzelti i¢cinde bir yerden bir yere hareketi kiitle aktarimi olarak
tanimlanir. Eger bolgeler arasinda kimyasal veya elektriksel potansiyel farki varsa

kitle aktarimi hizlanir.
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Elektrokimyasal bir hiicrede maddeler asagida belirtilen ii¢ yolla taginir:

1. Migrasyon (go¢):

Elektriksel alanin olusturdugu elektriksel kuvvetin (fm) etkisi ile anyonlarin
anoda, katyonlarin katodo dogru hareket etmesi sonucu olusur. Elektroaktif madde
yiiklli oldugu i¢in derisimden bagimsiz olarak zit yiiklii elektrot tarafindan ¢ekilir. Bu
aktarimi en aza indirmek i¢in ortama destek elektrolit eklenir. Destek elektrolitte
bulunan iyonlar iyonik gogii gergeklestirir ve bdylece migrasyonla taginan analit
miktart azalir. Analitin zit yiikli elektroda go¢ etme hizi uygulanan potansiyelden
etkilenmez, dolayisiyla ¢ozeltide bulunan yiikler iyonlar tarafindan tasinabilir. Bu
amagcla, saf, calisilan potansiyelde indirgenmeyen ve iyonik siddeti yiiksek bir tuz, asit

veya tampon ¢ozeltisi destek elektrolit olarak kullanilabilir.

2. Konveksiyon:

Bir elektrokimyasal hiicrede sicaklik veya yogunluk farkindan kaynaklanan kiitle
aktarimi1 konveksiyon olarak adlandirilir. Elektrodun dondiiriilmesi, ¢dzeltinin

karigtirilmasi veya aktarilmasi i¢in uygulanan mekanik kuvvet (fk) etkisiyle olusur.

3. Diflizyon:

Difiizyon kontrollii kiitle aktariminda madde kendiliginden derisimi ¢ok olan
bolgeden az olan bolgeye dogru hareket eder. Elektrot yiizeyi ile elektrolit ¢ozeltisi
arasinda derisim farki kalmayincaya kadar kiitle aktarimi devam eder. Maddelerin

kiitle aktariminin difiizyon kontrollii olmas: istenir.
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2.5.6. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimyasal yontemler, bir maddenin nicel veya nitel analizini yiik, akim,
potansiyel gibi elektriksel 6zelliklerine dayanarak gergeklestirilmesi esasina dayanur.
Baska bir ifade ile elektrokimyasal yontemler, ¢ozelti ortaminda homojen ya da
elektrot yiizeyinde heterojen olarak aktarilan madde miktar: ile ilgilenildigi analitik
yontemlerdir. Cok diisiik derisimlerde dl¢im yapilabilme, ayrintili karakterizasyon
imkant sunma ve ucuz olma avantajlar1 ile cok genis bir alanda siklikla

kullanilmaktadir (81).

Elektrokimyasal yontemler, ara yiizeye iliskin yontemler ve ana ¢ozeltiye

iliskin yontemler olarak iki temel baglik altinda siniflandirilmaktadir (Sekil 2.11).

Elektrokimyasal
Teknikler Potansiyometri

Statik
Yontemler

Cozeltiye Ara Yiizeye Pot;?;g:rgzm
Tiskin Tliskin Y
Elektrogravimetri
: , S Sabit Akim
Kondiiktometri Kondiiktometrik Yontemler
Titrasyon Kulometrik
Titrasyon

Kontrollii
Potansiyel

Sabit Elektrot " Amperometrik . .

Potansiyel Gravimetri NONSmEGS Titrasyon Elektrogravimetri

Sekil 2.11. Elektrokimyasal yontemlerin siniflandirilmasi.

Tez kapsaminda voltametrik yontemler ile ¢alisilmigtir.
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2.5.7. Polarografi

Polarografi, ¢aligma elektrodu olarak bir damlayan civa -elektrotunun
kullanildig1 voltametrik yontemdir. Potansiyele kars1 akimin grafige gegirilerek elde
edilen egriye polarogram denilir. Bir elektroliz hiicresindeki bir elektrotun
potansiyelinin, i¢inden gegcen akim iizerindeki etkisiyle ilgilenen elektroanalitik
tekniktir. Polarografinin en 6nemli avantajlarindan biri, iki veya daha fazla maddenin
tek bir akim potansiyel egrisi ile belirlenebilmesidir. Polarografik analiz, poliniikleer
aromatik halka sistemleri dahil olmak {izere konjuge ¢ift veya ti¢lii baglar iceren kati,
stvi veya gaz halindeki organik bilesiklerin yani sira oksimler, iminler, ketonlar,
aldehitler nitro diazo bilesikleri ve halo ikameli bilesikler gibi bilesiklerin dogrudan

belirlenmesi i¢in kullanilabilir (82).

Polarografi, biyokimya ve farmasdtik kimya gibi alanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hatta hidroliz, ¢Oziniirlilk, kompleks olusumu, absorpsiyon,
kimyasal reaksiyon kinetigi ve elektrot reaksiyonlarinin mekanizmasi gibi ¢ok cesitli
konular1 incelemek i¢in kullanilmaktadir. Ancak, ¢calisma elektrotlarinin ve kullanilan

yontemlerin ¢esitliligi gelistirildik¢e polarografinin kullanimi azalmaktadir (81) .

Sekil 2.12°de ornek bir polarogram verilmistir. Polografide ¢alisma
elektrodunda maddelerin indirgenmesi ya da yiikseltgenmesi ile akim olusur. Eger
akim indirgenmeden olusursa katodik akim, yiikseltgenmeden olusursa anodik akim
denilir. Ortamda analit yokken bile hiicrede bulunan safsizliklarin indirgenmesi, distile
sudan gelen agir metaller ve destek elektrolitteki safsizliklar artik (kalint1) akim adi
verilen kiigiik bir akimin olugsmasina neden olur. Akimin biiyiikligii analitin elektrot
ylizeyine taginma hizi ile sinirli ise sinir akim olusur. Sinir akim, uygulanan belirli bir
potansiyelden sonra akimin sabit kaldig1 plato bolgesindeki akimdir. Sinir akim ile
artik akim arasindaki farka kiitle aktarim1 difiizyon kontrollii oldugu difiizyon akin
denilir ve iq ile gosterilir. Polarografide, diflizyon akimi ile analit derisimi dogru
orantili oldugu i¢in nicel analizlerde kullanilir. Akimin, sinir akiminin yarisina esit

oldugu potansiyele yar1 dalga potansiyeli denilir ve E1. ile gosterilir. Ei/, derisimden
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bagimsiz ve standart yar1 hiicre potansiyeli ile baglantilidir. Polarografide, Ei»

maddeye 6zgii bir deger oldugu i¢in nitel analizlerde kullanilir (83, 84).

18 -
5 sinir akimi
14 ! 2
A A:1x 102 N Cd*?
= ve 0.1 N KCI
< cozeltisi
- 10
- B: 0.1 N KCl
% - i, diftizyon akimi cozeltisi
6 E., = yari dalga
potansiyeli
oL C: bozunrlr_za
kalinti akim i e
0 \
-2 1 1 Il =] L 1 1 1 -

02 -06 -10 -14 -1.8 22
Uygulanan potansiyel, V

Sekil 2.12. Ornek bir polarogram gdsterimi (84).

[lkovi¢ denklemi, difiizyon akimi (id) ve polarize olmayan elektrotun derisimi

ile ilgili polarografide kullanilan bir bagtidir (Esitlik 2.1).

id = 607 nD"2m?3 6 C (Esitlik 2.1)

id = Difiizyon akimi1 (nA)

607 = Faraday sabiti (IT), Hg yogunlugu, vb. degerleri igeren ¢esitli sayisal
faktorlerin sabiti

n = Aktarilan elektronlarin sayis1 (eq/mol)

D = Diflizyon katsayisi (cm?.sn’!)
m

= Hg'nin akis hiz1i (mg.sn™!) cinsinden agirhg

-

= Damla 6mrii (sn)

C = Derisim (M)
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Polarografik bir analizde civa siitunun yiiksekligi (h) sabit ise civanin akis hizi
(m) ve damla dmriide (t) sabittir. Deney ortaminin sicakligi da sabit ise difiizyon

katsayis1 da sabit olur (Esitlik 2.2). Bu sartlar altinda Ilkovig esitligi;

id =kC (Esitlik 2.2)

seklinde yazilabilir. Bu esitlikte kullanilan C, analitin derisimi olup difiizyon akimu ile

dogru orantilidir. Bu esitlik, polarografinin nicel analizlerde kullanilabilmesini saglar.

2.5.8. Voltametrik Yontemler

Voltametri, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin
incelenmesidir. Analitik kimyada ve c¢esitli endiistriyel islemlerde kullanilan

elektroanalitik yontemler kategorisindedir (85).

Voltametrik yontemler, potansiyel uygulanmasi sonucunda olusan indirgenme
ve ylikseltgenme tepkimelerini, elektrot yiizeyindeki adsorpsiyon olaylarin1 ve
elektron aktarim mekanizmalarint inceler. Yiiksek hassasiyete sahip ve oldukca
giivenilir yontemlerdir. Voltametri, polarize olabilen bir ¢alisma, referans ve karsit
elektrot olmak tizere li¢ elektrotlu elektrokimyasal hiicrelerden olusur. Polarize
olabilen bir ¢aligma elektrodu ile referans elektrot arasina uygulanan potansiyelin
caligma elektrodu ile karsit elektrot arasinda Slgiilmesi esasina dayanir. Sekil 2.13°de
voltametride kullanilan elektrokimyasal bir hiicre ve bilesenleri bulunmaktadir (86,

87).
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Calisma -

Referans
Elektrodul

Elektrot

Analit

Tampon Cozeltisi

Sekil 2.13. Ug elektrotlu elektrokimyasal hiicre.

Voltametride uygulanan potansiyele karst Olclilen akimin grafige
gecirilmesiyle elde edilen grafiklere voltamogram denilir. Voltamogramlar
kullanilarak tepkime mekanizmalarinin kinetik, termodinamik ve analitik

parametreleri agiklanabilir (81, 88).

Voltametrik yontemlerde elektrokimyasal tepkimelerin hepsinde oldugu gibi
indirgenen (R) ve yiikseltgenen (O) maddelerin derisimi ile elektrot potansiyeli
arasinda bir denge vardir. Biitiin elektrokimyasal tepkimeler gibi voltametrik

analizlerde de Walther Nernst’in buldugu esitlik kullanilir (Esitlik 2.3).

O — O™+ ne Yiikseltgenme yar1 tepkimesi
R™+ne— R Indirgenme yar1 tepkimesi
O+ne" &R Toplam tepkime
_ ° 2,3RT & Cg.
E=E + T log o (Esitlik 2.3)

E° : Indirgenme / yiikseltgenme tepkimeleri i¢in standart potansiyel

R: Gaz sabiti (8,314 J K1 mol™})

T: Sicaklik (298,15 K, kelvin cinsinden)
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n: Tepkimede transfer edilen elektron sayisi
F: Faraday sabiti (96487 coulomb)

Co: Yikseltgenen maddenin derisimi

Cg: Indirgenen maddenin derisimi

Degerler yerine konuldugunda Esitlik 2.4 elde edilir.

0,059 Co

Cr

E=E+"2log (Esitlik 2.4)

Voltametrik Yontemlerde Kullanilan Elektrotlar

Bir elektrokimyasal hiicrede ¢alisma, referans ve karsit elektrot olmak iizere ii¢

cesit elektrot bulunabilir.

1) Cahsma (indikator) Elektrodu:

Uzerinde analitin yiikseltgenme veya indirgenme tepkimelerinin gerceklestigi ve
potansiyeli zamanla degisen elektrottur. Potansiyelin degisimi potansiyostat cihazi ile
Olgiiliir (79). Calisma elektrodunun yiizeyinin kimyasal ve fiziksel oOzellikleri
voltametrik yontemlerin performansini belirler. Bu nedenle ¢caligsma elektrotlar siirekli

gelistirilmektedir.
Calisma elektrodu asagida listelenen 6zelliklere sahip olmalidir.

Analitin indirgenme yiikseltgenme degisimlerine hizli cevap vermeli,
Tekrarlanabilirligi ytiksek,

Potansiyel aralig1 genis,

Ohmik direnci diistik,

Elektrot yiizeyi kolay temizlenir,

AN N N N NN

Sinyal/giirtiltii oran1 yiiksek,
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Yiizey alani kiigiik olmali (birim yiizeye diisen akim siddeti biiytlik olmal),
Tepkimeye girmemeli,

Artik akimi kiiciik,

Az maliyetli,

AN N NN

Yesil kimyaya uygun olmalidir.

Bir ¢aligsma elektrodu olarak iletken bir metal (platin veya altin gibi), civa film
ile kaplanmis metal, yar iletken bir metal (kalay oksit veya indiyum oksit), camsi
karbon, pirolitik grafit kullanilabilir. En sik kullanilan ¢alisma elektrotlarina 6rnek
olarak civa, karbon ve soy metaller (6zellikle platin ve altin) elektrotlar verilebilir (88,
89). Voltametride kullanilan c¢alisma elektrotlar1 Sekil 2.14’de verilmistir. Ayrica

caligma elektrotlari ile biyosensorler de tasarlanabilmektedir (90, 91).

ma 5
El(e:;::rlsotlm Mikroelektrotlar Oksit Kapli

Elektrotlar

Polimer Kaph
Elektrotlar

Civa Kat1
Elektrotlar Elektrotlar

Metal Elektrotlar: Modifiye
. Altin, platin vb Elektrotlar
Damlayan Civa Film Elektrotlar i

(Civa ince film
Elektrodu (DCE) clektrot) (CIFE) Elektrotlar

Kimyasal Modifiye
Elektrotlar

Asihi Civa Damla
Elektrotu Homojen Heterojen Biyolojik Modifiye
(ACDE) Elektrotlar Elektrotlar Elektrotlar

Dogal izole
Enzim Elektrotlar

Enzim
Elektrotlar

Cams1 Karbon Elektrot <

Yapay Enzim
Elektrotlar

Karbon-fiber Elektrot -

Kalem Grafit Elektrot —t
Perde Baskili Karbon Elektrotlar

Fullerene Elektrotlar <

Bakteri Elektrotlar
Elmas Elektrotlar pra— (mikroorganizmalarr)

Sekil 2.14. Calisma elektrotlari.

Karbon Pasta
Elektrotu

Hayvan Dokusu
Elektrotlar

Doku
Elektrotlar

Modifiye Karbon
Pasta Elektrotu

Bitki Dokusu

Tez calismasinda calisma elektrodu olarak modifiye camsi karbon elektrot

(CKE) kullanildigindan bu elektrot ayrintili olarak incelenecektir.
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Camsi1 Karbon Elektrot

Karbon elektrotlar arasinda en ¢ok kullanilan ¢alisma elektrotu camsi karbon
elektrottur (CKE). CKE ylizeyindeki gézenekler ¢ok kiigiik oldugu i¢in diger karbon

tiirlerinden daha ¢ok tercih edilir.

CKE, Yamada ve Sato tarafindan 1962 yilinda ilk defa gelistirilmistir.
Igerisinde inert bir gaz bulunan fenol formaldehit reginesini 300-1200 °C’de 1sitarak
icine karbon yerlestirmislerdir. Ayrica, poliakrilonitrilin basing altinda 1000-
3000°C’de 1sitilarak karbonizasyona ugratilmasi ile de elde edilebilir. CKE, inert
malzemeden yapilmis elektrot govdesi i¢cine mikrometre boyutunda grafit tozu
partikiillerinin sert bir yapistirict madde ile sikistirilmasiyla olusturulur (Sekil 2.15).
Gelistirilen CKE, kimyasal tepkimeye girmez, fiziksel olarak dayaniklidir, potansiyel
aralig1 genistir, tekrarlanabilir, diizglin ve piirlizsiiz ylizeyler elde edilir (83). CKE
ylizeyi, grafitlesen (Sekil 2.16.A), grafitlesmeyen amorf karbonlar (Sekil 2.16.B), daha
fazla kristalografik ayrint1 saglamak i¢in, grafen diizlemlerinin tercihen istiflendigi tek
tek bireysel seritler (Sekil 2.16.C), ve besgenler, altigenler ve yedigenler igeren kavisli
karbon levha pargalar1 (Sekil 2.16.D) seklinde gozlemlenir.

S

Sekil 2.15. Ticari olarak tiretilen CKE.
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Sekil 2.16. CKE’un yapisi; A) Grafitlesen amorf, B) Grafitlesmeyen amorf, C)
Grafen seritler ve D) Karbon levha parcalari. La: Diizlem i¢i mikro kristal uzunluk
ve Lc: Diizlemler aras1 mikro kristal uzunluk (92).

CKE’da tekrarlanabilir sonuglar elde etmek ve aktivasyonu saglamak icin
parlatma pedi yiizeyinde aliimina yardimiyla mekanik cilalama yoluyla 6n islem
uygulanir. Parlatma, ylizeyde kalmis safsizliklari temizler. Kimyasal, elektrokimyasal,
1s1sal veya lazer uygulamalar: ile de 6n islem yapilabilmektedir. Analizi yapilacak

maddeye ve kullanilan ¢ozeltiye gore uygulanan 6n islem degismektedir (77).

Aktivasyonun amaci, ylizeyde kalmig safsizliklar1 temizlemek, yiizey alanim
arttirmak, yiizeyde fonksiyonel gruplar1 ve difiizyonla tasinmanin basladigi serbest
keskin uglar1 saglamak, mikro partikiil olusturmaktir. Yiizeydeki fonksiyonel gruplar,
oksitlenme az olursa hidroksil, ¢ok olursa karboksil veya kinolik yapilar1 olusturur.

Yani fonksiyonel gruplar yiikseltgenme seviyesine gore degisir (93).
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2) Referans Elektrot:

Referans elektrot, polarize olmayan davraniga sahip, analitin derisiminden

bagimsiz, kararli, sabit ve bilinen bir potansiyele sahip olup ¢alisma elektrodunun

potansiyelinin karsilastirildig: elektrottur.

Referans elektrot; tersinir, sabit potansiyele sahip, Nernst esitligine uyan,

sicakliktan etkilenmeyen ve kolay hazirlanabilir olmalidir.

Referans elektrotlara 6rnek olarak agagidaki elektrotlar verilebilir (77, 88).

Standart hidrojen elektrot (SHE)
Glimiis/giimiis kloriir elektrot (Ag/AgCl)
Doygun kalomel elektrot (Hg/Hg>Cl,)
Civa/Civa (]) siilfat elektrot

Tez caligmasinda giimiis/giimiis klortir elektrot (Ag/AgCl) referans elektrot olarak

kullanildigindan ayrintili olarak incelenecektir.

Giimiig/giimiis kloriir elektrot (Ag/AgCl)

Ag bir telin, AgCl ile doyurulmus potasyum kloriir (KCl) c¢dozeltisine

daldirilmasiyla olusturulur (Sekil 2.17). Tepkime denklemi ve 25°C’ da standart

hidrojen elektroda gore potansiyeli asagida verilmistir.

AgCl+e & Agr+CI E®: 0,2223 V
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Ag

AgCl

AgCl ¢ozeltisi (KCl) iginde

Gozenekli baglant1 noktasi

Sekil 2.17. A) Ag/AgCl elektrodun yapisi, B) Ticari olarak iiretilen Ag/AgCl
elektrot.

Ag/AgCl elektrotlar, genis sicaklik araligina sahip ve yiiksek sicakliklara
dayaniklidir. Ayrica, susuz ortamlarda kullanilabilir. Analit ile tepkimeye girmezler.

Boylece, elektrotla analit ¢ozeltisi arasindaki kilcal boru tikanmaz.

3) Karsit (yardimer) Elektrot:

Gerekli akimin ¢ozelti icerisinden gecerek ¢alisma elektroduna ulagmasini
saglar. Bu ozelligi ile akim tasiyict elektrot olarak da adlandirilir. Tepkimeye

girmeyen, iletken ve inert 6zellikte metallerdir.

Karsit elektrotlara 6rnek olarak asagidaki elektrotlar verilebilir (94-96).

e Platin tel
e Titanyum tel
e Tungsten tel
e QGrafit tel

e Civa havuzu

Tez ¢alismasinda platin tel karsit elektrot olarak kullanilmistir (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. Ticari olarak iiretilen platin tel.

2.5.8.1. Dogrusal Taramal Voltametri

Dogrusal taramali voltametri (DTV), belirlenen bir potansiyel araliginda ve
tarama hizinda tek yonlii olarak yapilan potansiyel taramasi ile gergeklestirilen
yontemdir. Indirgenme ve yiikseltgenme tepkimelerinin mekanizmasini aydinlatmada
kullanilir. Zamana kars1 potansiyel dogrusal olarak degisir (83, 88, 94). DTV ig¢in

ornek bir dalga formu ve voltamogram Sekil 2.19’da gosterilir.
A B

Potansiyel
Akim (pA)

Zaman Potansiyel (V)

Sekil 2.19. A) DTV ig¢in potansiyel dalga formu, B) Genel bir DT voltamogram1
(97).
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2.5.8.2.Doniisiimlii Voltametri

Doniistimlii voltametri (CV), nicel analiz i¢in nadiren kullanilan ancak nitel
analizler, elektrot reaksiyon mekanizmalarmin ve elektron transfer kinetiklerinin
belirlenmesi gibi ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan voltametri yontemidir (98).
Ayrica, elektrot yiizeyinde olusan olaylarin adsorpsiyon ya da diflizyon kontrollii olup
olmadig1 tarama hiz1 degistirildiginde pik yiiksekliklerinin tarama hizina verdigi
cevaplar dikkate alinarak CV ile belirlenir. Tarama araligt boyunca potansiyel
ylikseltgenme yoOniinde once arttirilir ve ayni kosullar altinda indirgenme yOniinde
azaltilir. Potansiyel zaman ile dogrusal olarak degisir (Sekil 2.20.A). Potansiyel
taramasi (Sekil 2.20.B) bir ya da birden ¢ok dongii halinde gerceklestirilebilir.

Potansiyel A B
L A== :
‘\'\
Zaman
Y

Potansiyel

Sekil 2.20. A) CV’de potansiyel dalga formu ve B) Genel bir CV voltamogrami (99).

Potansiyel E12'den sonra artirildiginda, akim siirekli olarak izlenir. Potansiyel
tarama daha sonra tersine ¢evrilir ve esit oranda baslangi¢ noktasina geri dondiirtiliir.
Degisen potansiyel degerleri akimdaki degisikliklere karsi grafige gecirilerek
doniisiimlii voltamogramlar olusturulur. Elektrot reaksiyonu tersine c¢evrilebilirse,
goriilen oksidasyon akimi, indirgeme {iriiniiniin geri oksitlenecek elektrot yiizeyinde
hala mevcuttur. Tersinir degilse, yani elektrot reaksiyonunun iiriinii bagka bir tiir
olusturmak {izere reaksiyona girmisse, sonu¢ Sekil 2.21'de gosterilmektedir (100,

101).
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Tersinir

Yari tersinir

Tersinmez

>

E0 E

Sekil 2.21. CV’de tersinir, yar1 tersinir ve tersinmez doniisiimlii voltamogramlar
(101).

Voltamogramin pozitif alaninda uygulanan potansiyel anodik potansiyel,
Olgiilen akim anodik akim ve elde edilen pikler anodik piklerdir olarak tanimlanir.
Negatif kisimda uygulanan potansiyel katodik potansiyel, dl¢iilen akim katodik akim
ve elde edilen pikler katodik pikler olarak adlandirilir (102).

2.5.8.3. Puls Voltametrisi

Puls voltametri yontemleri, CV’nin duyarliliini, hizin1 ve analiz sonucu elde
edilen bilgileri arttirmak amaciyla gelistirilmistir. Potansiyel darbeler seklinde
uygulanir. Pulslarin uygulanma sekli ve akimin 6l¢iildiigii zamanlarin farklilagsmasi ile

alt dallara ayrilir (88, 94).

Elektrokimyasal ¢alismalarda, faradayik olmayan (kapasitif) akimin en diistik,
faradayik akimin en yiisek olmasi beklenir. Puls voltametrisinde, ¢alisma elektroduna
pulslar belirli araliklar ile uygulanir ve ncesi ya da sonrasinda akim 6l¢iildiigi i¢in

faradayik akimin kapasitif akima orani artar (Sekil 2.22) (77, 84, 103).
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AKim

Faradayik akim

Sekil 2.22. Caligsma elektroduna potansiyel pulslar uygulandiginda zamana kars1
faradayik ve kapasitif akimin degisimi (84).

2.5.8.3.1. Normal Puls Voltametrisi

Normal puls voltametrisinde (NPV), pulslar potansiyel tarama boyunca sabit
bir frekansla uygulanir ve akim uygulanan puls bitiminden hemen 6nce 6l¢iiliir (Sekil

2.23.A). Akim-potansiyel egrileri sigmoidaldir (Sekil 2.23.B) (97, 104).

Potansiyel
Akim (pA)

Zaman Potansiyel (V)

Sekil 2.23. A) NPV i¢in potansiyel dalga formu, B) Genel bir NP voltamogrami
(104).
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2.5.8.3.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisi (DPV), dogrusal olarak artan potansiyelin
pulslar seklinde uygulanmasi sonucu akimin uygulamadan 6nce ve sonra Olgiilerek
aradaki farkin kaydedilmesi ile elde edilir (Sekil 2.24.A) (105). Analiz edilecek
maddenin derisimi pik alani ile dogru orantilidir. Hassasiyeti yiliksek ve gézlenebilme

sinir1 diislik oldugundan ¢ok sik tercih edilen yontemdir (88).

Ayni puls degeri i¢in iki farkli akimin 6lgiilerek farkinin alinmasi voltametri
yontemlerinde istenildigi gibi kapasitif akimi azaltir (77). Bu sayede, nano molar ve
mikro molar derisimde ¢alisilmasi saglanir. Ayrica, iki farkli pik potansiyeline sahip

karisimdaki maddelerin es zamanli analizi de yapilabilir.

DPV, belirli bir indirgenme yiikseltgenme tepkimesi i¢in bir pik olusumunun
gbzlemlendigi dogrusal bir voltamogramin birinci tiirevine benzer bir diferansiyel
tekniktir. DPV'de pik potansiyeli, Ep, yaklasik olarak E1 ile tanimlanabilir. Ep, pikin
tabani genisledik¢e ve yiiksekligi azaldik¢a Ei'den sapar. Bu nedenle DPV, 6l¢iilen
akimlar ve uygulanan potansiyeller arasindaki farklarmm bir grafigidir ve pik

seklindedir (Sekil 2.24.B) (104, 105).
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—3| — Puls genisligi A
Potansiyel 1 Numune periyodu
E - .
'E
Puls
yiiksekligi Numune periyodu
&———
ﬁl —  Puls periyodu
Olii |—|
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t
B
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< 0.0566
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Potansiyel (mV)

Sekil 2.24. A) DPV i¢in potansiyel dalga formu, B) Genel bir DP voltamogram1
(104).

2.5.8.3.3. Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametrisi (KDV), sinyal-giiriiltii oraninin tarama hizinin
karekokii kadar artmasi ilkesine dayali olarak kullanilan ¢ok hassas bir voltametrik
yontemdir. Sinyaldeki bu artig, puls uygulamasi ile mevcut 6l¢iim arasindaki zamanin
bir fonksiyonudur. Daha 6zel olarak, KDV i¢in zaman potansiyele baglidir, bu nedenle
potansiyel arttiginda, zaman azalir ve 6l¢iilen faradaik akim artar, voltamogramda
daha keskin ve tanimlanmais pikler olusur (106). KDV'de yontemin tarama hizinin ¢ok
yliksek olmasi analiz siiresini kisaltirken, dl¢iilen akimin oldukea yiiksek olmasi diisiik

miktarlardaki analitlerin analizine olanak saglar.
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KDV, kapasitif akimi ve giiriiltiiyli izole etmek i¢in kiigiik genlikli pulslar ile
uyarma potansiyelindeki degisiklikleri, bir temel potansiyel etrafindaki kii¢lik darbeler
ile smirlar. KDV'de uygulanan potansiyel, kare seklindeki potansiyel pulslarla
modifiye edilmis bir merdiven rampasindan olusur (Sekil 2.24.A ve 2.24.B). Her bir
potansiyel uygulanmasindan sonra olusan faradayik akim, her bir voltaj degisikliginin
sonunda Olgiiliir ve potansiyel pulslar arasindaki akimdaki degisikligi, Ai, uygulanan
potansiyele kars1 grafige gecirilir. Pozitif ve negatif potansiyel adimlari sirasinda akan
faradayik akimlarin polaritesi zit iken, cogunlukla artan voltajdan kaynaklanan akimin
polaritesi degismez. Bdylece, faradayik sinyalden kaynaklanan ileri akimin bileseni
yiikseltilirken, geri akimindan kaynaklanan bilesen azaltilir. Ai, elektroaktif tiirlerin
yiizey derisimlerindeki degisiklikle dogru orantilidir ve her elektroaktif analit i¢in

maksimum akim farki E® yakininda meydana gelir (107).

KDV'de uygulanan potansiyel, kare seklindeki potansiyel pulslarla modifiye
edilmig bir merdiven rampasindan olusur (Sekil 2.25.A ve 2.25.B). Merdiven
rampasinin her adiminda, iki esit yiikseklikte ve zit yonlii potansiyel puls uygulanir.
Son iki potansiyel pulsu, KDV'de tek bir potansiyel ¢evrimini tamamlar (Sekil 2.25.C).
KDV, birbirini takip eden kare dalgalar arasindaki yiikseklik farkina basamakli adim
yiiksekligi denilir ve AEs olarak adlandirilir. Kare dalganin genligi (Esw), her dalganin
iist ve alt noktalar arasindaki farkin yarisidir. Tek bir potansiyel uygulamasi sirasinda,
elektrot tepkimesi hem anodik hem de katodik olabilir, bdylece elektrot mekanizmasi
hakkinda bilgi sahibi olunur. Puls genisligi, tp=t/2’dir. Potansiyelin frekansi ise f=1/
7 ile temsil edilir. Frekans arttik¢a periyod azalir, hassasiyet ile kare dalga pik akimi

artar (108, 109).
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Sekil 2.25. A) ve B) KDV ig¢in potansiyel zaman dalga formu, C) Genel bir KD
voltamogrami (108, 109).

2.5.8.4. Siyirma Voltametrisi

Siyirma voltametrisi (SV), belirlenen potansiyel ve siire aralifinda, 6n
deristirme basamaginda analitin karigtirilarak ya da elektrolitik olarak elektrot
ylizeyinde biriktirilmesi ve voltametrik tekniklerden biriyle siyrilmasi (¢6zeltiye tekrar
gecmesi) ile dl¢lilmesidir. Sinyal/gliriiltii oranini artirir, gézlenebilme sinirini diistiriir

ve boylece duyarlilig1 arttirir. Potansiyel kontrollii bir yontemdir (81).

SV’de optimize edilmesi gereken 6nemli parametreler; biriktirme potansiyeli,
biriktirme siiresi ve analitin derisimidir. Styirma teknikleri {i¢ asamadan olusur:
Biriktirme, durulma ve styirma. Elektrot potansiyeli, biriktirme siiresi ve karigtirma
hiz1 analiz sonuclarini etkilemektedir. Biriktirme basamagi ve siyirma islemlerinde
caligilacak potansiyel araligit ile hangi siyirma tekniginin  kullanilacag:

belirlenmektedir. Dort ¢esit SV vardir (76, 95, 103, 110).
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Anodik siyirma voltametrisi: Anodik siyirma voltametrisi (ASV), en sik
kullanilan siyirma teknigidir. Biriktirme basamaginda analit elektrot {izerinde
indirgenir ve amalgam verecek sekilde elektrolizlenir. Daha sonra,
yiikseltgenerek ¢ozeltiye geri difiizlenir. Potansiyel taramasi anodik bolgede
yapilir. Ayni anda birden ¢ok maddenin analizine olanak saglar, elde edilen

pikler simetrik ve keskindir.

Katodik siyirma voltametrisi: Katodik siyirma voltametrisi (KSV), potansiyel
taramasi katodik bolgede yapilan siyirma teknigidir. Biriktirme basamaginda
analit elektrot lizerinde ylikseltgenir ve ¢oziinmeyen bir film olusturur. Daha

sonra, analit negatif bolgede indirgenerek ¢ozeltiye karisir.

Adsorptif styirma voltametrisi: Analitin biriktirme islemi secilen potansiyelin

indirgenme veya ylikseltgenme potansiyellerinden ¢ok daha kiiciik bir
potansiyelde yapiliyorsa, yani biriktirme elektron aktarimi yolu ile yapilmiyorsa
adsorptif siyirma voltametri (AdSV) adin1 alir. Eger siyirma islemi katodik
bolgede yapilirsa katodik adsorptif siyirma voltametrisi (KAdSV), anodik
bolgede yapilirsa anodik adsorptif styirma voltametri (AAdSV) denilir.

2.5.9. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (111, 112)

Empedans, bir devrenin elektrik akimi akisina direnme yetenegidir ve

empedansin frekansa karsi ¢izildigi teknige elektrokimyasal empedans spektroskopisi

(EIS) (83). EIS kavrami1 100 yil1 agkin bir siiredir kullanilmaktadir (113). Empedans

spektroskopisinin temeli, 19. yiizyilin sonlarinda Oliver Heaviside tarafindan atilmigtir

(114). Bu kadar uzun bir ge¢mise sahip olmasina ragmen, potansiyostatlar1 ve frekans

tepki analizorlerini birlestiren aletlerin gelistirilmesine atfedilen elektrokimyasal

Ol¢lim i¢in bir arag olarak kesfedilmesi 1970'leri bulmustur. O zamandan beri, EIS

stirekli olarak gelistirilmistir.
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Empedans kavrami, Ohm yasasi tarafindan potansiyel (V) ve akim (I) orami
olarak tanimlanan direngten (R) tiiretilmistir. Ohm yasasi, siniizoidal akim ve
potansiyel arasindaki frekansa ve zamana bagl faz kaymasini hari¢ tutan basit bir

diren¢ kavramidir.

Son on yilda, EIS karbonhidrat-protein, protein-protein ve protein-DNA
ozellikle teknigin basitligi, maliyet etkinligi ve duyarliligi nedeniyle farkli tiirdeki
biyomolekiiler etkilesimleri incelemek i¢in yogun bir sekilde kullanilmistir (115-117).
Bu aym1 zamanda cesitli hastalik biyobelirteglerinin, bakterilerin ve viriislerin
tespitinde bir biyosensor yontemi olarak kullanilmasina yol agmistir (118). Biyosensor
icin kritik konulardan biri, serum 6rnegindeki hedeflenmemis proteinler, lipidler,
elektrolitler vb. gibi orijinal 6rnekteki arka plan giiriiltiisiidiir. Bu zorlugun iistesinden
gelmek i¢in 6rnek ya saflagtirilmali ya da seyreltilmelidir. Seyreltme teknigi, arka plan
giiriiltlistinii azaltmak i¢in iyi bir yoldur; ne yazik ki, ilgilenilen analit de seyrelecektir.
EIS ile nanomolardan atomolar araliga kadar ¢ok kii¢iik 6rnek derisimleri analiz

edilebilmektedir (119).

2.6. Analitik Yontem Validasyonu (96, 120-122)

Analitik yontem validasyonu, bir analizin bilimsel olarak biitiinliigliniin ve
uygunlugunun kanitlanmasi i¢in yontemin kesinliginin, giivenilirliginin, tutarliliginin
ve kalitesinin belirlenen analiz kosullarinda uygun oldugunu gosterir. Yontem
validasyonu i¢in validasyon parametreleri olarak Uluslararast Uyum Konferansi
(ICH), Amerika Bilesik Devletleri Gida ve Ilag Uygulamalar1 Kurumu (FDA) ve
Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) gibi uluslararasi otoritelerce hazirlanan kilavuzlarda ya da
farmakopelerde belirtilen cesitli test ve Olglimler kullanilir. Bir analitik yontem
gelistirildiginde, yontem rutin analizlere uygulanmadan oOnce, farkli valide edilmis
yontemin optimizasyon sartlarinda herhangi bir degisiklik oldugu zaman ve orijinal
yontem degistirildiginde gelistirilen yontem valide edilir ya da tekrar validasyonu

yapilir.
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Yontem validasyonu parametreleri FDA tarafindan; kararhilik,  ozgiinlik
(secicilik), dogrusallik, dogruluk, kesinlik, duyarlilik (gézlenebilme sinir1 (LOD) ve
alt tayin sinir1 (LLOQ)), saglamlik, tutarlilik ve geri kazanim olarak siralanmaktadir

(123).

Bu tez ¢aligmasinda, incelenen validasyon parametreleri asagida ayrintili olarak

aciklanmistir.
Ozgiinliik

Sadece belirli bir analiz maddesi i¢in gelistirilen yontemin, analiz ortaminda
bulunan diger bilesenler varliginda girisim olmadan tayin edebilme 6zelligidir. Bir
biyolojik matrikste, endojen bilesikler, metabolitler, ayrisma ve bozunma {iriinleri,
safsizliklar, yardimc1 maddeler ve ilaglarin birlikte uygulanmasi girisim yapabilir.
Sayisal olarak bir degeri bulunmaz. Ayrica, eger gelistirlen yontem birden ¢ok
maddeyi analiz etmek i¢in kullanilirsa tayin edilecek maddelerin de birbirleri ile
girisim yapmamasi istenir. Yontemin 6zglinliigli, analiz ortamindaki sonugclar ile
girisim etkisi yapabilecek herhangi bir maddenin olmadigi ortamdan elde edilen

sonuclarla karsilastirilarak degerlendirilir.
Dogrusalhk

Dogrusallik, analitin belirli bir araliktaki farkli derisimlerinde Olgiilen sinyalin
dogru orantili olmasidir. En diisiik alt tayin sinir1 (LLOQ) dahil en az bes farkli
derisimde li¢ tekrarli alinan sonuglarin ortalamasi grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi
elde edilir. Kalibrasyon egrisinin dogru denklemi (y=ax+b) olusturulur ve dogru
denklemine ait egim (a), kesisim (b), tanimlayicilik katsayisi (r) ve regresyon katsayisi
(r?) hesaplanarak regresyon analizi yapilir. Dogrusallik, r? degerinin 1’e ne kadar yakin

oldugu ile degerlendirilir. Ayrica, a ve b degerlerine ait standart hatalar hesaplanir.

Kalibrasyon egrisini olusturan derigim aralig1 dogrusallik aralig1 olarak adlandirilir

ve yontemin gegerli oldugu en diisiik ve en yiiksek derisimleri kapsar.
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Dogruluk

Dogruluk, gelistirilen yontem ile elde edilen sonuglarin gergek degere veya referans
olarak kabul edilen degere ne kadar yakin oldugunu belirtir. Dogruluk sonuglari ii¢

farkli yol ile degerlendirilebilir.

1. Bagil hata (BH) hesaplanir. Diisiik, orta ve yiiksek olmak iizere ii¢ farkli
derisimde en az bes tekrarl1 giin ici (intra-day) ve arka arkaya en az bes giin
tekrarli gilinler arasi (inter-day) analizler yapilir. Hesaplanan sonugclar ile

gercek degerler karsilastirilir (Esitlik 2.5).

Hesaplanan deger ortalamasi—Gerg¢ek deger

%BH = x 100 (Esitlik 2.5)

Gergek deger
2. Gelistirilen yontem sonuglar1 kaynaklardaki gegerliligi otoriteler tarafindan

kabul edilmis yontem sonuglart ile karsilastirilir.

3. Standart maddenin eklenmesi ile hazirlanan cozeltilerin % geri kazanim

degerleri hesaplanir.

Kesinlik

Yontemin kesinligi, analiz sonuglarinin birbirine olan yakinliklarimi (dagilim
derecesi) yani sonuglarin tekrarlanabilirligini gosterir. Optimize edilen kosullar altinda
dogrusal aralikta bulunan {i¢ farkli derisimde hazirlanan 6rneklerin giin ici ve giinler
aras1 tekrarli analizleri yapilir ve bagil standart sapmalar1 (BSS) hesaplanir. Ayrica

ortalamaya gdre standart sapmanin % kaclik degisime ugradig: belirlenir.

Ayrica, dogrusal araliga giren belirli bir derisimde hazirlanan 6rnekden arka
arkaya 10 tekrarli 6l¢ltim alinip BSS hesaplanarak sistem tekrarlanabilirligi de kontrol
edilir (Esitlik 2.6).

Standart sapma

%BSS =

x 100 (Esitlik 2.6)

Hesaplanan deger ortalamasi
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Duyarhhk

Gozlenebilme sinir1 (LOD), analitik bir yontemle analitin nitel olarak tayin
edilebilen ama nicel olarak bir anlam ifade etmeyen derisimdir. LOD ii¢ farklh

yaklasim ile belirlenebilir.

1. Sinyal/giiriiltii (S/G) oram: Zemin giiriiltiisiiniin hesaplanabildigi analitik
yontemlerde tercih edilir. Bilinen diisiik derisimli 6rneklerden 6l¢iilen deger ile
kor ¢ozeltiye ait degerler karsilastirilarak tayin edilebilecek en diislik derisim
bulunur. LOD degeri, S/G’niin 3 oldugu derisim degeri olarak kabul edilir. S/G

degeri, cihaza, analiz ortamina vb. bagli olarak degisir.

2. Gozleme dayal: Diisiik derisimli analit ¢gozeltileri hazirlanir, 6l¢iiliir ve tayin

edilip edilmemesi degerlendirilir.

3. Standart sapmaya dayali: Alinan sinyalin standart sapmasi (s) ve kalibrasyon

egrisinin egimi (m) ile hesaplanir (Esitlik 2.7).

3 x Standart sapma

LOD =

(Esitlik 2.7)

m

En diisiik alt tayin sinir1 (LLOQ), analitik bir yontemle 6rnekteki analitin kabul
edilebilir nicel degerler verebilen optimize edilen kosullar altinda tayin edilebilecek

en diigiik derisimidir. LLOQ ii¢ farkli yaklasim ile belirlenebilir.

1. Sinyal/giiriiltii (S/G) oranmi: Zemin gilriltisiiniin bulundugu analitik
yontemlerde S/G orani bilinen diisiik derisimli 6rneklerden o6lgiilen analit
sinyalinin kor ¢ozeltiye ait sinyal ile karsilastirilmasi ile bulunur. LLOQ

degeri, S/G’niin 10 oldugu derisim degeri olarak kabul edilir.

2. Gozleme dayali: Bilinen derisimdeki analitten uygun kesinlik ve dogrulukta

en diistik derisiminin bulunmasidir.
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4. Standart sapmaya dayali: Alinan sinyalin standart sapmasi (s) ve kalibrasyon

egrisinin egimi (m) ile hesaplanir (Esitlik 2.8).

10 x Standart sapma

LLOQ = (Esitlik 2.8)

m

Tutarhhk

Yontemin tutarliligi, gelistirilen yontemin farkli analizci, farkli cihaz veya
farkl1 laboratuvar kosullarinda yeniden uygulanabilirliginin derecesidir. Her bir
analizden elde edilen sonuglar arasinda fark olup olmadig: istatistiksel olarak

hesaplanir.

Geri Kazanim

Geri kazanim, biyolojik matrikse (plazma, idrar gibi) eklenen ve ¢esitli tiikketme
tekniklerinden sonra analitin analizi sonucunda elde edilen sinyal ile analitin saf
standart ¢ozeltisinin analizinden elde edilen sinyalin karsilastirilmasidir. Geri kazanim
sonucu kesin, dogru ve verimli olmalidir. Geri kazanim ¢alismasi i¢in diisiik, orta ve
yiiksek ti¢ farkli derisimde hazirlanan 6rnekler, tilketme isleminden sonra elde edilen

sinyal ile tiiketilmeyen standart maddenin sinyali karsilagtirilir.

Stabilite

Cozeltilerin, belirlenen kosullar ve siirede bekletilip analiz edilmesinden sonra
alinan sinyal degerlerinin baslangi¢ degerleri ile karsilastirilmasi sonucunda stabilite

belirlenir.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Kullanilan Cihazlar

e (Cam hiicre

e (Calisma elektrodu (CKE, ¢ap: 3 mm)
e Damla sekil analizorii
¢ Derin donduruculu buzdolab1

e Fourier doniisiimlii kizil6tesi (FTIR)

spektrofotometre

e Hassas terazi

e Inkiibator
e Parlatma — cilalama seti
e pH metre

e Potansiyostat — galvanostat sistemi

e Raman spektrometre

e Referans elektrot (Ag/AgCl)

e Santrifiij cihazi

e Taramali elektron mikroskobu

e Termal ¢alkalayici

e Ultrasonik banyo

e UV lamba

BASi®- MR 1208
BASi® - MF 2012

KRUSS DSA100 (Hamburg, Germany)

Bosch

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

Ohaus Instruments (Shangai, China)

EN 055/120 — Niive (Ankara, Turkey)

BASi® - MF 2060

Mettler-Toledo pH/ion S220 pH meter
(Switzerland)

Ivium Compactstat potentiostat
(Netherlands)

JASCO NRS-4500 Confocal Raman
Microscope

BASI® - MF 2052

Niive NF-200 (Ankara, Turkey)

SEM, TESCAN GAIA 3, (Brno -

Kohoutovice, Czech Republic)

Thermo-Shaker (Biosan TS-100)

J.P. Selecta (Barcelona, Spain)

UVP-B 100 AP — Analytik Jena US LLC
(Canada)
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ISOLAB Laborgerite GmbH (Eschau,
Germany)

BASi® - MW 1032

e Vorteks karistirici

e Yardimci elektrot (Pt tel, 7.5 cm)

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez caligmasinda kullanilan kimyasal maddelerin tiimii analitik safliktadir ve

herhangi bir 6n saflastirma islemi uygulanmadan kullanilmistir.

e 1H-benzotriazol Sigma-Aldrich
e 2-hidroksi-2-metil propisfenon Sigma-Aldrich
e 2-hidroksietil metakrilat Sigma-Aldrich
e 3-(trimetoksisilil) propil metakrilat Sigma-Aldrich
e Amonyak Merck
e Anilin Sigma-Aldrich
e Asetik asit Sigma-Aldrich
e Asetonitril Merck
e Dimetil siilfoksit Merck
e Etanol Sigma-Aldrich
e Etilen glikol Merck
e FEtilen glikol dimetakrilat Sigma-Aldrich
e Hidroklorik asit Merck
e Lanreotid Sigma-Aldrich
e Metakriloil kloriir Sigma-Aldrich
e Metanol Sigma-Aldrich
e N-metakriloil-L-aspartik asit Sigma-Aldrich
e Oktreotid Sigma-Aldrich
e Polivinil alkol Sigma-Aldrich
e Potasyum ferrisiyaniir Merck
e Potasyum ferrosiyaniir Merck
e Potasyum kloriir Sigma-Aldrich



N-metakriloil-L-glutamik asit
Sodyum asetat trihidrat
Sodyum hidroksit
Somatostatin
Setiltrimetilamonyum bromiir
Tetraetoksisilan

Ticari insan serumu

Trietilamin

3.3. Kullanilan Cam ve Sarf Malzemeler

Balon joje
Ependorf tiip
Mikropipet ucu

Otomatik mikropipet

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

5-50 L pyreks®
Polipropilen, 1,5 - 2 mL

Isolab
Eppendorf AG (Germany)
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3.4. Tez Calismasinda Kullanilan Coézeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sertifikalarinda belirtildigi gibi -20 °C’de saklanan SOM, OC ve LAN etkin
maddelerinden hazirlanan stok ¢ozeltilerinin ve MAAsp, ANI ve MAGA monomer
cozeltilerinin buzdolabinda 1 ay boyunca kararli oldugu bulunmustur. Bu nedenle
hazirlanan stok ¢ozeltiler buzdolabinda saklanmis ve kullanilmadan 6nce ¢ikarilarak

oda sicakligina gelmesi beklenmistir.

SOM stok ¢ozeltisi (1,0 mM): 8,0 mg standart SOM tartilip 5 mL’lik balon
jojeye alimmus iizerine yaklasik 2 mL distile su eklenerek ultrasonik banyoda
coziinmesi saglandiktan sonra hacim distile su ile 5 mL’ye tamamlanmistir. Tiim

seyreltmeler distile su ile yapilmig ve giinliik olarak hazirlanmistir.

OC stok ¢ozeltisi (1,0 mM): 5,1mg standart OC tartilip 5 mL’lik balon jojeye
alinmig iizerine yaklasik 2 mL distile su eklenerek ultrasonik banyoda ¢oziinmesi
saglandiktan sonra hacim distile su ile 5 mL’ye tamamlanmistir. OC ¢ozeltileri 20:80
(h:h) metanol:0,1M pH 5,2 asetat tampon (destek elektrolit) ¢ozeltisi ile seyreltilerek

giinliik olarak hazirlanmstir.

LAN stok ¢ozeltisi (1,0 mM): 5,5 mg standart LAN tartilip 5 mL’lik balon
jojeye alimmis iizerine yaklasik 2 mL distile su eklenerek ultrasonik banyoda
coziinmesi saglandiktan sonra hacim distile su ile 5 mL’ye tamamlanmistir. Tiim

seyreltmeler distile su ile yapilmig ve giinliik olarak hazirlanmistir.

N-metakriloil-L-aspartik asit (MAAsp) (1,0 mM): 4,0 mg MAAsp tartilip 5

mL’lik balon jojede distile su ile ¢oziilerek hazirlanmigtir.

Anilin (ANI) (0,1 mM): 1,0 M derisik anilin ¢6zeltisinden 0,9 mL alinip distile
su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir ve koyu renkli sisede buzdolabinda

saklanmistir.
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N-metakriloil-L-glutamik asit (MAGA) (1,0 mM): 10,80 mg MAGA tartilip

5 mL’lik balon jojede distile su ile ¢oziilerek hazirlanmistir.

3.4.2. Girisim Calismalarinda Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Plazmada bulunan dopamin (DOP), askorbik asit (AA), KCI ve Na;SO4’1n 10,0

mM’lik stok ¢ozeltileri saf suda hazirlanip girisim ¢alismalari i¢in kullanilmigtir.

3.4.3. Destek Elektrolit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Elektrokimyasal analizlerde 0,1 M pH 5,2 asetat tampon ¢dzeltisi destek
elektrolit olarak kullanilmistir. 21,8 g CH3COONa tartilmig 1 L balon jojeye alinip bir
miktar distile suda ¢oziilmiistiir. Daha sonra {izerine 2,85 mL CH3COOH ilave edilmis
ve distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir. Asetat tampon ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra
pH’s1 1,0 M HCI veya 1,0 M NaOH kullanilarak 5,2’ye ayarlanmistir. Hazirlanan

tampon ¢ozelti buzdolabinda saklanmistir.

3.4.4. Potasyum Ferrisiyaniir/Ferrosiyaniir Cozeltisinin Hazirlanmasi

Elektrokimyasal olglimlerde 5,0 mM potasyum ferrisiyaniir/ferrosiyantir
([Fe(CN)s]*'*) ¢ozeltisi redoks probu olarak kullanilmistir. 5,0 mM’lik potasyum
ferrisiyantir ¢ozeltisi icin, 1,6463 g Ki3[Fe(CN)e] tartilir, 0,1 M KCl ¢ozeltisinde
¢oziliir ve 50 mL’ye tamamlanmistir. 5,0 mM’lik potasyum ferrosiyaniir ¢ozeltisi ise
2,1120 g Ku4[Fe(CN)s] tartilmis, 0,1 M KCI c¢ozeltisinde ¢oziilmiis ve 50 mL’ye
tamamlanmigtir. Ayr1 ayr1 hazirlanan 5’er mM’lik potasyum ferrisiyaniir ve potasyum
ferrosiyaniir ¢ozeltilerinden 5’er mL almmig 100 mM KCl ile 100 mL’ye
tamamlanarak hazirlanmigtir. Hazirlanan ferrisiyaniir/ferrosiyaniir  ¢ozeltisinin

buzdolabinda 1 hafta siireyle dayanikli oldugu goriilmiistiir.
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3.4.5 Farmasotik Preparat Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Analizleri

SOM igeren Somatosan® ampul ve OC igeren Sandostatin® ampul Ankara’daki
serbest eczanelerden, LAN igeren Somatuline® Autogel® enjektdr ise Gen Ilag ve

Saglk Uriinleri San. ve Tic. A.S. firmasi tarafindan temin edilmistir.

Somatosan® ampul iginde liyofilize toz halinde bulunan 3,0 mg SOM tartilmig
10 mL distile su i¢inde ¢oziinmiis ve distile su kullanilarak istenilen derisimlere

seyreltilmigtir.

Sandostatin® ampul i¢inde ¢6zelti halinde bulunan 0,1 mg/mL OC’den 500 uL

alinmig ve ve distile su kullanilarak istenilen derisimlere seyreltilmistir.

Somatuline® Autogel®, tek kullamimlik enjektdr iginde jel halinde bulunan
29,52 mg/mL LAN’dan 185 pL alinmis ve distile su kullanilarak istenilen derisimlere

seyreltilmigtir.

Gelistirilen MIP tabanli sensorler kullanilarak DPV ile farmasdtik preparatlarin
analizleri yapilmis; preparatlarin igindeki SOM, OC veya LAN miktarlar1 her biri i¢in

olusturulan kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanmuistir.
3.4.6 Plazma Orneklerinin Hazirlanmasi
Ticari insan serumu:

Ticari insan serumu, analize kadar -20 °C'de saklanmigtir. Analiz dncesi oda
sicakliginda ¢6ziinmesi saglanmistir. 0,1 mM serum 6rnegi, bir test tiiptine 1,0 mL 1,0
mM SOM, 3,6 mL serum ve 5,4 mL asetonitril eklenerek hazirlanmistir. Serum
proteinlerini ¢Oktiirmek i¢in 5 dakika vortekslenmis, daha sonra 5000 rpm'de 20
dakika santrifiij edilmistir. Gerekli seyreltmeler destek elektrolit ¢ozeltisi ile
yapildiktan sonra analizleri gergeklestirilmistir. OC ve LAN analizlerinde kullanilan

0,1 mM serum 6rnegi de ayn1 sekilde hazirlanmistir.
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Gerg¢ek plazma ornegi:

Plazma Ornekleri noroendokrin kanser hastaligi tedavisinde Sandostatin®
ampul kullanan hastalardan almmustir. Plazma &rnekleri Hacettepe Universitesi
Kanser Enstitliisi Medikal Onkoloji Boliimii tarafindan kanser tanist konulan
hastalardan Sandostatin® kullanimindan sonra 1 ay iginde alinmistir. Hastalardan
EDTA’l1 tiibe 5 mL tam kan alinmistir. Kan 6rnekleri 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij
edilerek plazma Ornekleri hazirlanmigs ve analiz edilinceye kadar Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali Arastirma

Laboratuvari’nda -20°C’de saklanmustir.

Analiz oncesi Ornekler dondurucudan c¢ikarilmig, oda sicakligina gelmesi
beklenmis, daha sonra drnekten 900 puL alinmis ve proteinlerin ¢oktiiriilmesi igin
tizerine 1350 pL asetonitril ve 250 uL pH 5,2 asetat tamponu ilave edilmistir. Karigim
1 dakika hafifce vortekslendikten sonra 20 dakika 5000 rpm'de santrifiijlenmistir. Elde
edilen 1000 pL silipernatanttan alinan 500 pL 6rnek gerekli seyreltmeler yapildiktan

sonra analiz edilmistir.

3.4.7 Polimerizasyonda Kullanilan Diger Cozeltilerin Hazirlanmasi

Polivinil alkol (25 mg/mL) distile suda, 2-hidroksi-2-metil propisfenon
(2mg/mL) dimetil siilfoksitte, %1’lik 3-(trimetoksisilil)propil metakrilat etanolde,
setiltrimetilamonyum bromiir (5 mM) distile suda ve L-triptofan (10 mM) metanolde

hazirlanmistir.

3.4.8 Etik Kurul izni

Hacettepe Universitesi Etik Kurulu’ndan “Somatostatin ve Bazi Analoglarinin
Miktar Tayini i¢in Elektroanalitik Yontemler Gelistirilmesi” isimli proje i¢in alinan
etik kurul izni 04.01.2022 tarihli ve 2022/01-36 numarali etik kurul karariyla uygun
bulunmustur (Ek 1).
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3.5. Elektrokimyasal Analiz Yontemi

3.5.1. Fonksiyonel Monomerlerin Sentezi

MAAsp: 1H-benzotriazol (40 mmol) igeren diklorometan (CH2Cl>, 50 mL)
igerisine tionil kloriir (SOCl,,10 mmol) 30 dakika i¢inde yavas yavas ilave edilmistir.
Daha sonra bu karisima oda sicakliginda karistirilarak 1H-pirol-3-karboksilik asit (10
mmol) ilave edilip 2 saat karistirilmaya devam edilmistir. Cokelti (MA-Bt; (1H-
benzo[d][1,2,3] triazol-1-il)(1H-pirol-3-il)metanon) siiziiliip, CH>Cl> (2x50 mL) ile
yikanmistir. Daha sonra 1,4-dioksan (25 mL) icindeki MA-Bt (5.52 mmol) sulu bir L-
aspartik asit ¢ozeltisine (1.0 M NaOH icinde 5.52 mmol) damla damla ilave edilip
karistirmaya 25 °C'de 20 dakika devam edilmistir. Coziicii, 1,4-dioksan, doner
buharlastiricida buharlastirilmigtir. Tortu, suyla seyreltilip karisim, 1H-benzotriazolii
ayirmak i¢in etil asetat (3x50 mL) ile eliie edilmistir. Daha sonra sulu karisim ¢ozeltisi
%10 HCI ile noétralize edilmis ve vakumla buharlastirilmistir. Kalan kati, amino asit

bazli iletken fonksiyonel monomer MAAsp verecek sekilde kristallestirilmistir.

MAGA: N-Metakriloil-L-glutamik asit (MAGA), 5,52 mmol, 1,0 g glutamik
asit deney tiipii icinde 1,0 M NaOH sulu ¢ozeltisinde dagitilmistir. 5,52 mmol, 1,033
g metakriloil amido-benzotriazol (MA-Bt) ¢ozeltisinde bulunan 25 mL 1,4-dioksan
aminoasit ¢dzeltisi icine yavas yavas eklenmistir. Oda sicakliginda 10-20 dakikada
reaksiyon tamamlanmistir. Reaksiyon bittikten sonra 1,4-dioksan vakum altinda
buharlastirilmistir. Cokelti su ile seyreltildikten sonra c¢ozeltide bulunan 1H-
benzotriazol, etil asetat (3 x 50 mL) ile alinmistir. Cozeltinin pH’s1 %10'luk HCI ile
pH:6,0-7,0 (metakriloil grubu asidik ortamda polimerlesir) arasina ayarlanmistir.
MAGA monomeri, doner buharlastirict ile sulu fazin uzaklastirilmasi ile elde

edilmistir.

Sentezlenen MAAsp ve MAGA monomerlerinin -20°C’de buzdolabinda 1 y1l

siireyle stabil oldugu goriilmiistiir.
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3.5.2. MIP ve NIP Tabanh Elektrokimyasal Sensorlerin Hazirlanmasi

Analize baglamadan 6nce CKE, metanol:distile su (1:1, v/v) karisiminda 15
dakika siiresince ultrasonik banyoda bekletilmistir. Daha sonra elektrot ylizeyi
parlatma pedi iizerine damlatilan aliimina bulamaci ile temizlenip, aliimina bulamaci
distile su ile uzaklastirilip oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. FP ya da EP’den
once CKE, CV yontemi kullanilarak 50 mV/s tarama hizinda 15 dongii ile pH 5,2
asetat tampon ¢ozeltisi i¢cinde -0.2 V ile 0.8 V arasindaki potansiyel uygulanarak 6n

isleme tabi tutulmustur.

Uretilen MIP tabanli sensorlerin analitik performansi ve dogrulamasi, NIP
tabanl sensorler kullamlarak kontrol edilmistir. Tiim 6l¢iimler, 5 mM [Fe(CN)q]* 7+

¢ozeltisinin elektrokimyasal cevabi ile dolayli olarak gerceklestirilmigtir.

3.5.2.1. SOM icin MIP ve NIP Tabanh Elektrokimyasal Sensorlerin

Hazirlanmasi

SOM i¢in sensdrler FP ile hazirlanmistir. Polimerizasyon ¢ozeltisi, MAAsp ve
SOM 4:1 oraninda karistirilarak distile suda hazirlanmigtir. Daha sonra 0,1 mL
polimerizasyon ¢ozeltisi, 0,5 mL HEMA ve 0,1 mL EGDMA, oda sicakliginda 30
dakika karistirilarak homojen bir ¢ozelti elde edilmistir. Gézenek olusturucu olarak
PVA c¢ozeltisi (distile suda 25 mg/mL) ve baslatici olarak 2-hidroksi-2-metil
propisfenon (2 mg/mL) eklendikten sonra, CKE yiizeyine 1 pL polimer karigimi
damlatilmistir. Polimerizasyon, bir UV lambas1 (365 nm, 100 W) altinda 15 dakika
stireyle gerceklestirilmistir. Daha sonra polimerik yapida olusan gdzenekleri agiga
cikarmak icin eklenen PVA distile su ile oda sicakliginda yikanarak polimerize
elektrottan uzaklastirilmistir. Olusturulan sablon molekiil, CKE'nin bir ¢alkalayicida
(650 rpm, 25°C) 5M asetik asit ¢ozeltisine 15 dakika daldirilmasiyla uzaklastirilmistr.
Son olarak, hedef molekiilii yeniden baglamak icin belirli bir SOM derisimine maruz
birakilan CKE, optimize edilmis kosullar altinda ve ¢alkalayicida 12 dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Modifiye elektrot, P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKEnin her

Olgtimden 6nce 30 saniye distile su ile yikanarak temiz bir sensor olarak yeniden
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kullanilabilmesini saglanmigtir. NIP elektrotu, MIP tabanli sensorle ayni

fotopolimerizasyon adimlar1 uygulanarak SOM kullanilmadan hazirlanmstir.

3.5.2.2. OC icin MIP ve NIP Tabanh Elektrokimyasal Sensorlerin

Hazirlanmasi

OC igin sensorler EP ile hazirlanmistir. EP islemi, 2,0 mM ANI, 0,1 mM OC
ve 0,1 M pH 5,2 asetat tamponu iceren bir EP ¢dzeltisi ile CV yontemi kullanilarak
0,2 V ile 0,8 V potansiyel aralig1 arasinda 50 mV/s tarama hizinda 10 dongii ile
gergeklestirilmistir. Sablon molekiil OC’ye 6zel bosluklarin olusmasi i¢in baskilt CKE
15 M HAc igeren bir ¢6zeltiye 45 dakika boyunca 650 rpm'de ve 25°C'de ¢alkalayicida
bekletilerek saglanmistir. Daha sonra, P(ANI)@MIP/CKE, 650 rpm ve 25°C'de
calkalayicida 3 dakika boyunca farkli OC derisimlerinde inkiibe edilerek yeniden
baglama islemi gerceklestirilmigtir. Her farkli derisimin inkiibasyonundan once
elektrot, 30 saniye siireyle distile su ile yikanmistir. NIP tabanli CKE i¢in EP

cozeltisine OC eklenmeden yukarida anlatilan ayn1 deneysel islemler uygulanmistir.

OC i¢in MIP tabanli elektrokimyasal sensér doniisiimli voltametri (CV)
kullanilarak olusturulmustur. EP, CV teknigi kullanilarak -0,2V ile 0,8V potansiyel

aralig1 arasinda 50 mV/s tarama hizinda 10 dongii ile gerceklestirilmistir.

3.5.2.3. LAN i¢cin MIP ve NIP Tabanh Elektrokimyasal Sensorlerin

Hazirlanmasi

LAN i¢in sensorler FP ile hazirlanmistir. FP ¢ozeltisi MAGA kompleksi
MAGA ve LAN 3:1 oraninda karistirilarak distile suda hazirlanmistir. MAGA
kompleksi (0,1 mL), HEMA (0,5 mL) ve EGDMA'nin (0,1 mL) homojen bir ¢ozeltisi,
oda sicakliginda, calkaliyicida 30 dakika karistirilmistir. Gozenek olusturucu olarak
PVA c¢ozeltisi (distile suda 25 mg/mL) ve baslatict olarak ise 2-hidroksi-2-metil
propisfenon (2 mg/mL) eklendikten sonra, CKE yiizeyine 1 pL polimer karigimi
damlatilmistir. UV lambas1 (365 nm, 100 W) altinda 15 dakika siireyle polimerizasyon
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gerceklestirilmigtir. Eklenen PV A polimerik yapida olugan gézenekleri agiga ¢ikarmak
icin distile su yikanarak elektrot ylizeyinden ¢ikarilmistir. Olusturulan sablon molekiil,
CKE'nin 5M asetik asit ¢ozeltisine daldirilip 15 dakika ¢alkalayicida (650 rpm, 25 °C)
bekletilerek cikarilmistir. Daha sonra, hedef molekiiliin LAN’in farkli derisimlerini
yeniden baglamak i¢cin CKE, optimize edilmis kosullar altinda ve calkalayicida 12
dakika stireyle inkiibe edilmisgtir. Modifiye elektrot, P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE'nin her 6l¢iimden 6nce 30 saniye distile su ile yikanarak temiz

bir sensor olarak yeniden kullanilabilmesini saglanmaistir.

3.5.3. MIP Tabanh Elektrokimyasal Sensorlerin Yiizey

Karakterizasyonu

SOM, OC ve LAN ig¢in gelistirilen MIP tabanli elektrokimyasal sensorlerin
karakterizasyonu EIS yontemi kullanilarak yapilmistir. Elektrokimyasal dl¢iimler i¢in

5 mM [Fe(CN)s]*7* ¢ozeltisi kullanilmigtir.

Hazirlanan polimerik yapilarin, yiizey morfolojisi taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Ayrica, sentezlenen polimerik yapilarin

kimyasal yap1 analizi i¢in FTIR spektroskopisi yontemi uygulanmistir.

3.5.4. Uygulanan Voltametrik Calisma Kosullari

Tiim voltametrik tekniklerde ¢alisma elektrodu olarak modifiye CKE, referans
elektrot olarak Ag/AgCl ve karsit elektrot olarak platin tel kullanilmigtir.
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CV ve DPV yontemlerinde asagida belirtilen kosullar uygulanmaistir:

Potansiyel aralig1 :-02V-08V
Tarama hizi : 50 mV/s

Puls genligi : 100 mV

Puls stiresi : 70 ms

3.5.5. MIP Tabanh Elektrokimyasal Sensorlerin Analitik

Performanslarinin Degerlendirilmesi

3.5.5.1. Dogrusallik

Gelistirilen sensorlerin analitik performansi bir kalibrasyon egrisi ile
degerlendirilmistir. SOM ve LAN i¢in alti ve OC igin ise bes farkli derisimde hedef
molekiiliin yeniden baglanmasindan sonra 0,26 V'da elde edilen anodik pik akimi
degerleri ile kalibrasyon egrileri olusturmustur. NIP temelli sensorler i¢in de aym

aralikta kalibrasyon egrileri ¢izilmistir.

Elde edilen kalibrasyon egrisinin regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi
hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan ayrilis ve korelasyon katsayisi
onem kontrol testleri yapilmistir. Ayrica, gelistirilen sensorlerin dogrusalliginin
kontrolii i¢cin olmasi1 gereken derisime karsi regresyon denklemi kullanilarak bulunan

derisimler grafige ge¢irilmis ve olusan egrinin dogrusallig1 incelenmistir.

3.5.5.2. Kesinlik

Gelistirilen sensorlerin kesinligi, giin i¢i ve giinler arasi c¢aligmalarla
degerlendirilmistir. SOM, OC ve LAN c¢dzeltilerinin belirli bir derisimde bir glinde

bes farkli zamanda analiz edilerek giin i¢i kesinlik ¢aligmalart yapilmistir. Giinler arasi
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kesinlik caligmalar1 ise bes farkli giin ayni derisimde ¢6zeltinin analiz edilmesi ile

gerceklesmistir. MIP tabanli sensorlerin kesinligi % BSS ile degelendirilmistir.

3.5.5.3. Dogruluk

Gelistirilen sensorlerin dogrusalli§i, giin i¢i ve gilinler arasi ¢aligmalarla
degerlendirilmistir. SOM, OC ve LAN c¢dzeltilerinin belirli bir derisimde bir glinde
bes farkli zamanda analiz edilerek giin i¢i dogrusallik ¢aligmalar1 yapilmistir. Giinler
aras1t dogrusallik caligmalar1 ise bes farkli giin ayni derisimde ¢ozeltinin analiz
edilmesi ile gergeklesmistir. MIP tabanli sensorlerin  kesinligi % BH ile

degelendirilmistir

3.5.5.4. Duyarhhk

Gelistirilen sensorlerin duyarliligi gozlenebilme sinir1 (LOD) ve en diisiik alt
tayin smir1 (LLOQ) ile degerlendirilmistir. Sonuclar standart sapmaya dayali
hesaplama yontemi ile bulunmustur. Kalibrasyon dogrusunun egimi (m) ve sonuglarin
standart sapmasi kullanilarak LOD i¢in 3 kat1 ve LLOQ i¢in ise 10 kat1 olacak sekilde
hesaplanmistir (Esitlik 2.9 ve Esitlik 2.10).

3 X standart sapma

LOD = (Esitlik 2.9)

m

10 X standart sapma

LLOQ = (Esitlik 2.10)

m

3.5.5.5. Segicilik

Gelistirilen sensoriin se¢iciligi, benzer molekiiler yapilara sahip olan SOM, OC
ve LAN’1n sinyallerinin (Al) karsilastirilmasi ile degerlendirilmistir. Ayrica, MIP ve
NIP sensorlerin baskilama faktorleri (IF) ayri ayri hesaplanarak karsilastirilmistir.
Tim 6l¢limler SOM ve LAN igin 6,0x10'* M, OC igin 4,0x10"'* M derisimde
gerceklestirilmistir.
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3.5.5.6. Tutarhhk

Tutarlilik ¢alismasi, iki farkli analizci tarafindan aymi anda hazirlanan
¢Ozeltilere ayn1 kosullar uygulanarak gergeklestirilmistir. SOM ve LAN i¢in 6,0x104
M, OC igin 4,0x10'* M derisimde analizler yapilmis ve sonu¢lar Mann Whitney U

testi ile karsilastirilmistir.

3.5.5.7. Girisim Etkisi

Biyolojik 6rneklerde bulunan AA, DOP, K*, CI", Na* ve SO4*'nin girisim
etkisi gelistirilen sensorler iizerinde incelenmistir. Girisim etkisini gOsteren geri
kazanim (%) ve BSS (%) degerleri SOM, OC, LAN'In her bir bilesenle 1:10 oraninda

karigtirilmasi ile hesaplanmaistir.

3.5.5.8. Stabilite

Gelistirilen MIP tabanli sensorlerin stabilitesi 1, 3, 8, 10 ve 15 giin boyunca
test edilmistir. 1. giin performanst %100 kabul edilmis, giinlere gore sensoriin

performansinin diisiisii takip edilmistir.

3.5.6. Uygulamalar

Gelistirilen MIP tabanli sensorler kullanilarak farmasotik preparat ve ticari
insan  serumundan SOM, OC ve LAN’m elektrokimyasal analizleri

gerceklestirilmistir.

Farmasotik preparatlarda, madde miktarini tayin etmek i¢in, SOM, LAN igin
sirastyla Somatosan® ampul, Somatuline® Autogel® enjektérden 6,0x10'* M
derisimde, OC i¢in Sandostatin® ampulden 4,0x10'* M derisimde ¢ozeltiler

hazirlanmis ve analizleri gergeklestirilmistir. BSS (%) degerleri hesaplanmustir.
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Ticari serum 6rneklerinden geri kazanim ¢aligmalar1 igin ise, 6,0x10'* M
derisimde SOM ve LAN, 4,0x10'* M derisimde OC igeren serum ornekleri
hazirlanmistir. Analizler ticari seruma standart madde eklenerek gerceklestirilmistir.

BSS (%) degerleri hesaplanmistir.

3.5.7. Hasta Plazma Orneklerinin Analizi

Noroendokrin kanser hastasi olan, tedavisinde Sandostatin® ampul kullanilan
5 hasta ve kontrol amaciyla 3 saglikli goniilliiden olusturulan protokol geregi alinan
plazma Ornekleri Bolim 3.4.6’da anlatildigr sekilde hazirlanmis ve gerekli
seyreltmeler yapildiktan sonra optimize edilen kosullar altinda analiz edilmistir.
Kalibrasyon egrileri kullanilarak gerekli hesaplamalar yapilmis; hasta ve kontrol grubu

arasindaki sonuglar t-testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismalarimiz sirasinda, CV yonteminde -0,2 V ile 0,8 V potansiyel aralig1 ve
50 mV/s tarama hizi; DPV yonteminde ise -0,2 V ile 0,8 V potansiyel araligi, 50 mV/s
tarama hizi, 100 mV puls genligi ve 70 ms puls siiresi uygulanmistir. Tiim 6l¢timler 5

mM [Fe(CN)e]> 7 ¢ozeltisi ile gergeklestirilmistir.
g

4.1.MIP Tabanh P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE Sensorii ile SOM’un
Elektrokimyasal Analizi

SOM ig¢in gelistirilen MIP tabanli P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensor;
fonksiyonel monomer olarak MAAsp varliginda, temel monomer olarak HEMA ve
capraz baglayici olarak EGDMA, baslatici olarak 2-hidroksi-2-metil propisfenon
kullanilarak FP yontemi ile Boliim 3.5.2.1°de anlatildig1 sekilde olusturulmustur.

4.1.1. P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE Sensoriin Karakterizasyonu

4.1.1.1. Elektrokimyasal Karakterizasyon

P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensoriin elektrokimyasal karakterizasyonu,
FP'den 6nce, FP'den sonra, SOM ¢ikarildiktan sonra ve yeniden baglandiktan sonra 5
mM  [Fe(CN)s]*™*  ¢ozeltisi igerisinde alman olgiimlerin  sonuglart ile

degerlendirilmistir. Empedans spektrum degisiklikleri Sekil 4.1'de verilmistir.
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Sekil 4.1. P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensoriin olusturulma basamaklari i¢in
empedans spektrumlari.

P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensor icin, ¢iplak CKE 427 Q, FP’den sonra
77710 Q, SOM’un ¢ikarilmasindan sonra 1950 Q ve SOM’un yeniden baglanmasi
sonucu 5450 Q R degerleri elde edilmistir.

Ayrica, P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE  sensoriiniin  elektrokimyasal
karakterizasyonu 5 mM [Fe(CN)s]*7* redoks probu varliginda FP’den 6nce, FP’den
sonra, SOM’un uzaklastirilmasindan sonra ve SOM’un yeniden baglanmasi sonucu

CV yontemi kullanilarak da degerlendirilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensoriin olusturulma basmaklarinda elde
edilen CV voltamogramlari.

4.1.1.2. Yiizey Karakterizasyonu

Fourier dontisiimlii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) analizi sonucu sentezlenen
polimerlerin molekiiler yapis1 Sekil 4.3’ de gosterilmistir. HEMA fonksiyonel gruplari
nedeniyle tiim polimerler igin goriilen O-H, C-H ve C=0 gerilmesine ait 3400 cm!"de
O-H, 2940 cm’de C-H ve 1700 cm !"de C=0 gerilmesine ait pikler goriilmiistiir.
1570 cm've 1600 cm™""de gbzlenen bantlar, sirastyla amid I ve amid IT'nin asimetrik

titresimlerinden kaynaklanmstir.
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Sekil 4.3. A) P(HEMA), B) P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE ve C)P(HEMA-
MAASsp)@NIP/CKE’nin FTIR spektrumlari.

Ayrica, P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensdriin yiizey karakterizasyonu
taramal1 elektron mikroskopisi (SEM) ile de incelenmistir (Sekil 4.4). Distile su ile
yikandiktan sonra, NIP film i¢in polimerik filmdeki polimer yiizeyi tizerinde farkl
gozenekler rastgele dagilmistir. Diger taraftan, distile su ile yikandiktan sonra desorbe
edici ajan kullanimi nedeniyle MIP i¢in daha fazla ¢Okmiis gozenekli yapilar

olusmustur.
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Sekil 4.4. A) P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE ve B) P(HEMA-MA Asp)@NIP/CKE
icin polimerik yapilarin SEM goriintiileri.

4.1.2. P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE Sensoriin Optimizasyon Kosullar:

Gelistirilen sensoriin optimizasyonu; monomer:hedef molekiil orani, FP ¢ozelti
hacmi, hedef molekiiliin uzaklastirilmasi ve hedef molekiiliin baglanmasi denenerek
yapilmistir. Optimizasyon kosullar1 belirlenirken P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE
sensoriine 6,0x10'"* M SOM baglanmustir. Tiim Olgiimler 5 mM [Fe(CN)e]> 4

cozeltisi kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.1.2.1. Monomer:Hedef Molekiil Oram

Monomerin hedef molekiile orani optimizasyon ¢aligmalari i¢in 8:1, 4:1, 2:1
ve 1:1 (h:h) monomer:hedef molekiil oranlar ile denenmistir (Sekil 4.5). P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE sensdr i¢in en uygun monomer:hedef molekiil (MAAsp:SOM)

oraninin 4:1 oldugu belirlenmistir.
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T T T T T

1 2 4 8
Monomer:hedef molekiil orani

Sekil 4.5. Monomer:hedef molekiil oran1 optimizasyonu.

4.1.2.2. FP Cozelti Hacmi

FP ¢6zeltisinin hacmini optimize etmek i¢in fotopolimerizasyon ¢ozeltisinden
elektrot ylizeyine 0,5 pL, 1,0 uL, 1,5 pL, ve 2,0 uL. damlatilmistir. FP sonras1 ve kalip
molekiil ¢ikarildiktan sonra elde edilen pik akimlari arasindaki farkin en yiiksek

oldugu FP ¢6zelti hacminin 1,0 uL. oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6).

70-: @

Al (uA)

0.0 ' 0.5 1.0 15 2.0 25
FP ¢ozelti hacmi (pL)

Sekil 4.6. FP ¢6zelti hacmi optimizasyonu.
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4.1.2.3. Hedef Molekiiliin Uzaklastirilmasi

Hedef molekiilii uzaklastirmak i¢cin P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE’nin bir
calkalayicida 650 rpm ve 25°C'de 15 dakika boyunca HAc (5 M), MeOH, NaOH (5
M), NaCl ve DMSO (5 M) ¢ozeltileri ile bekletilmistir. En etkili kalip molekiilii
cikarma sonuclar1 5 M HAc ¢ozeltisi ile elde edilmistir (Sekil 4.7.A). Hedef molekiiliin
cikarilmasi ile FP sonrasi pik akimlari karsilastirildiginda 5 M HAc ¢6zeltisinin kalip

molekiiliin en etkili ve diizgiin bir sekilde ¢ikarilmasini sagladigi gdzlemlenmistir.

Hedef molekiilii uzaklastirma siiresini belirlemek icin 5 M HAc ¢ozeltisine
daldirilan P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE calkalayicida 5, 10, 15, 20 ve 25 dakika
bekletilmistir. En yiiksek pik akimi degisimi 15. dakikada gdzlemlenmistir (Sekil
4.7.B). SOM ig¢in en iyi kalip molekiil ¢ikarma ¢ozeltisi 5 M HAc ve ¢ozeltide

bekletme siiresi 15 dakika olarak belirlenmistir.



Al (nA)
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Sekil 4.7. A) Uzaklastirma ¢ozeltileri, B) 5 M HAc ¢ozeltisi i¢in uzaklastirma
stirelerinin grafigi.
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4.1.2.4. Hedef Molekiiliin Baglanmasi

P(HEMA-MA Asp)@MIP/CKE’nin inkiibasyon siiresi 6,0 x 10~ ¥ M SOM’un
bir calkalayicida 650 rpm'de ve 25°C'de 5, 10, 12, 15 ve 20 dakika boyunca
incelenmistir. Maksimum pik akimi degisimi 12. dakikada elde edilmistir (Sekil 4.8).

9

40

35 4 n

Al (nA)

25

20

15 T T T T T T T T T T

Siire (dakika)

Sekil 4.8. SOM'un polimerik matriksteki bosluklara inkiibasyon siiresi.
4.1.3. Yontemin Analitik Performansi
4.1.3.1. Dogrusallik

Standart cozelti ile yapilan ¢calismalar: P(HEMA-MA Asp)@MIP/CKE'nin
analitik performansi1 kalibrasyon egrisi ¢izilerek degerlendirilmistir. Alti farklh
derisimde SOM'un yeniden baglanmasindan sonra 0,26 V'da anodik pik akiminda elde
edilen Al degerleri ile kalibrasyon egrisini olusturmustur. Dogrusallik aralik 1,0x10-'4
M - 1,0x10°13 M (10,0-100,0 fM) olarak belirlenmistir. Dogrusal regresyon denklemi
ve korelasyon katsayisi sirastyla y(AI)=3,5x10*1%x (SOM derisimi, M) + 43,31ve R?>=
0,999 olarak bulunmustur. Artan SOM derisimlerinin yeniden baglanmasiyla azalan
akim degerlerini gosteren P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE'nin DP voltamogramlari
Sekil 4.9.A'da gosterilmistir. MIP sensorii i¢in elde edilen verilerle olusturulan
kalibrasyon egrisi ve karsilastirma amaciyla ayni kosullarda hazirlanan NIP sensoriine
ait kalibrasyon egrisi Sekil 4.9.B'de verilmistir. P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE

sensoril ile olusturulan kalibrasyon egrisine ait sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.9. A) Farkli SOM derisimlerinin baglanmasiyla P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE'nin DP voltamogramlar: ve B) PAHEMA-MAAsp)@MIP/CKE
ve P(HEMA-MAAsp)@NIP/CKE'deki Al ve SOM derisimleri arasinda dogrusal
iliski.
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Ticari insan  serumu ile yapilan calismalar: P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE nin redoks probu [Fe(CN)s]* ™+ ile elektrokimyasal hiicrede
1,0x10* M - 1,0x103 M (10,0-100,0 fM) dogrusallik araliginda alt1 farkli SOM
derisimi eklenmis ticari serum Orneklerinde DPV sonuclari Sekil 4.10.A'da
gosterilmistir. Ticari serum 6rneginde P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE ve P(HEMA-
MAAsp)@NIP/CKE sensorleri ile artan OC derisimlerinin yeniden baglanmasi
sonucu DPV yontemiyle elde edilen Al degerleri ile kalibrasyon egrileri
olusturulmustur  (Sekil 4.10.B). P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensoriiniin

serumdaki kalibrasyon egrisine ait sonuglar Tablo 4.3’de verilmistir.

Ayrica, gelistirilen P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensoriin standart ¢ozelti
ve ticari insan serumu ile yapilan c¢alismalarinda dogrusalligin kontrolii igin
kalibrasyon egrilerinin dogrusalliklarinin kontrol grafikleri Sekil 4.11°de verilmistir.
P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensore ait kalibrasyon dogrusunun ANOVA analiz
sonuglar1 Tablo 4.1°de, dogrusallik kontrol grafikleri ile olusan dogrularin analiz

sonuglar1 da Tablo 4.2’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.10. Ticari serum Orneklerinde A) Farkli SOM derisimlerinin yeniden
baglanmasiyla P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE'nin DP voltamogramlari ve B)
P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE ve P(HEMA-MAAsp)@NIP/CKE'deki Al ve SOM
derisimleri arasinda dogrusal iligki.
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Sekil 4.11. P(HEMA-MA Asp)@MIP/CKE sensoriin A) Standart ¢ozelti ve
B) Ticari insan serumu ile yapilan ¢aligmalarinda elde edilen dogrusallik
kontrol grafikleri.

Tablo 4.1. PHEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensoriiniin  kalibrasyon
dogrularinin 6zellikleri.

a b p’ R? F”

Standart ¢ozelti 3,5%10* 43,31 0,0000 0,999 7503,83

Ticari insan serumu 3,6x10"* 28,07 0,0000 0,998 2557,40

y = ax+b (a= egim; b= kesisim). * p: Kesisimin olasilik degeri, 0,0000 < p; R%: Korelasyon
katsayis1;** F: varyans analizi i¢in hesaplanan deger.
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Tablo 4.2. P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensoriin  dogrusallik kontrol
grafiklerine iliskin 6zellikler.

a b p’ R? F*

Standart ¢ozelti 1,0129 -0,0217 0,0001 0,9995 1219,86

Ticari insan serumu 1,0019 -0,0066 0,0001 0,9983 1263,54

y = ax+b (a= egim; b= kesisim). * p: Kesisimin olasilik degeri, 0,0000 < p; R%: Korelasyon
katsay1s1;** F: varyans analizi i¢in hesaplanan deger.

4.1.3.2. Kesinlik

Standart ¢ozelti ve ticari insan serum Orneklerinde P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE sensoriiniin - kesinligi i¢in 6,0x10'* M derisimde SOM
cozeltisinin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik calismalarinda elde edilen veriler ile

kalibrasyon egrileri ¢izilmis ve BSS (%) degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.3).
4.1.3.3. Dogruluk

Standart ¢oOzelti ve ticari insan serum Orneklerinde P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE sensériiniin  dogrulugu i¢in 6,0x10'* M derisimde SOM
cozeltisinin giin i¢i ve giinler arasi1 dogruluk ¢alismalarinda elde edilen veriler ile

kalibrasyon egrileri ¢izilmis ve BH (%) degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.3).
4.1.3.4. Duyarhhk

Gozlenebilme siir1 (LOD) standart sapma/egim oraninin 3 kati olan derisim
degeri ile en diisiik alt tayin sinir1 (LLOQ) standart sapma/egim oraninin 10 oldugu
derisim degeri olarak hesaplanmistir. SOM i¢in gelistirilen P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE sensoriin LOD ve LLOQ degerleri Tablo 4.3’de verilmistir.
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Tablo 4.3. Standart ¢ozelti ve ticari insan serum Orneklerinde P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE sensorii kullanilan yontemin analitik performans

parametreleri.
SOM SOM
(Standart ¢ozelti) (Ticari insan serumu)

Dogrusallik araligi, M 1,0x10°4 —1,0x10 13 1,0x10°'4 —1,0x1013
(tM) (10,0-100.0) (10,0-100,0)
Egim, mA/M 3,5x10714 3,6x10%14
Egimin standart hatasi 7,91x10%12 6,46x10*12
Kesisim, mA 43,31 28,07
Kesisimin standart hatasi 0,489 0,508
Korelasyon katsayis1 0,999 0,998
LOD, fM 0,175 1,122
LLOQ, tM 0,584 3,739
Giin i¢i kesinlik (n=5) 0,185 0,261
(BSS, %)
Glinler aras1 kesinlik (n=5) 0,210 0,270
(BSS, %)
Glin i¢i dogruluk (n=5) 0,084 0,356
(BH, %)
Glinler aras1 dogruluk 0,264 0,415

(n=5) (BH, %)

BSS: Bagil standart sapma, BH: Bagil hata.
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4.1.3.5. Segicilik

P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKEin segiciligi, SOM'un sentetik analoglar1 olan
ve benzer molekiiler yapilara sahip OC ve LAN’in DPV sinyalleri ile
degerlendirilmistir (Sekil 4.12). Ayrica, MIP elektrodunun segiciligi, P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE ve P(HEMA-MAAsp)@NIP/CKE i¢in baskilama faktorlerinin
(IF) hesaplanmasi ile degerlendirilmistir (Tablo 4.4).

[ IMIP
70 NIP

o

SOM oC LAN

Sekil 4.12. SOM ve benzeri molekiiller i¢in Al degerleri.

Tablo 4.4. SOM, OC ve LAN i¢in IF degerleri.

MIP NIP IF vmrp/Nip)
Al (LA) Al (LA) Alvipy/ Alip)
SOM 60,25 15,73 3,83
oC 32,01 20,80 1,54

LAN 31,34 19,60 1,60
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4.1.3.6. Tutarhhk

Tutarlilik ¢aligmasi, iki farkli analizci etkisi incelenerek degerlendirilmistir.
Analizciler tarafindan 6,0x10"* M SOM ¢ozeltisi optimize edilen yontem
kosullarinda, P(HEMA-MA Asp)@MIP/CKE sensér ile analiz edilmis, veriler Mann-
Whitney U Testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. SOM igin tutarlilik ¢aligmasi sonuglari (n = 6).

1. Analizci 2. Analizci
X (M) 6,14x10°14 6,13x10°14
SS 0,15x104 0,12x104
BSS (%) 0,025 0,019

UHesap=1 7<UTablo=29 (p>0.05)

X: Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
Degerler Ek 2°e gore hesaplanmustir.

4.1.3.7. Girisim Etkisi

Biyolojik 6rneklerde bulunan AA, DOP, K*, CI", Na* ve SO4*'nin girisim
etkisi P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensorii ile incelenmistir. Girisim etkisini
gosteren geri kazanim (%) ve BSS (%) degerleri, SOM'un her bir bilesenle 1:10

oraninda karistirilmasiyla hesaplanmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Girisim yapan bilesenlerin varliginda SOM tayin sonugclart (n=3).

Bilesen Geri kazanim (%) BSS (%)
DOP 95,97 0,74
AA 95,36 0,65
Na* 99,79 0,57
SO4* 99,79 0,57
K* 99,92 0,15

Cr 99,92 0,15
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4.1.3.8. Stabilite

P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensoriiniin stabilitesi 1, 3, 8, 10 ve 15 giin
boyunca test edilmistir. 1. giiniin sonunda 6l¢iilen akim degeri %100 olarak kabul
edilmis; akim degerlerinin 3. giin %96,22'ye, 8. giin %81,93’¢, 10. giin %76,05’e ve
15. giin %55,46’ya diistligli goriilmiistiir.

4.1.4. Yontemin Uygulamalar:

Gelistirilen P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensor ile farmasotik preparattaki
(Somatosan® ampul) (Tablo 4.7) ve ticari insan serumundaki SOM’un miktar tayini

gerceklestirilmistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.7. Somatosan® ampul analiz sonuglari (n=3).

SOM
Etiketteki miktar (mg/ampul) 3,00
Bulunan miktar (mg/ampul) 3,04
BSS (%) 0,33
BH (%) -1,25

BSS: Bagil standart sapma, BH: Bagil hata.

Tablo 4.8. SOM eklenmis ticari insan serum 6rneklerinin analiz sonuglari

(n=3).
SOM
Eklenen miktar (mg) 3,00
Bulunan miktar (mg) 2,98
BSS (%) 0,34
Geri kazanim (%) 99,33

BSS: Bagil standart sapma.
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4.2. MIP Tabanh P(ANI)@MIP/CKE Sensorii ile OC’nin Elektrokimyasal

Analizi

OC igin gelistirilen MIP tabanli P(ANI)@MIP/CKE sensor; fonksiyonel
monomer olarak ANI varliginda EP yontemi ile Boliim 3.5.2.2°de anlatildig1 sekilde

olusturulmustur.

4.2.1. P(AND@MIP/CKE Sensoriin Karakterizasyonu

4.2.1.1. Elektrokimyasal Karakterizasyon

OC’nin elektrokimyasal karakterizasyonu, P(ANI)@MIP/CKE sensoriin,
EP'den 6nce, EP'den sonra, OC c¢ikarildiktan sonra ve yeniden baglandiktan sonra 5
mM [Fe(CN)e]>* ¢ozeltisi icerisinde alman 6l¢iim sonuglart degerlendirilmistir.

Empedans spektrum degisiklikleri Sekil 4.13'de verilmistir.

1500 - / —B— Ciplak CKE

. —®— EP'den sonra
/ —&— OC uzaklastirildiktan sonra
/ ¥ OC baglandiktan sonra
'
.
1000 -
'
’\‘
—
G
-v
N
500 -
0+

T T | I 1
0 1000 2000 3000 4000 5000
Z'(Q)

Sekil 4.13. P(ANI)@MIP/CKE sensoriin olusturulma basamaklari i¢in empedans
spektrumlari.
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P(AND)@MIP/CKE sensorii i¢in, EP’den 6nce 295 Q, EP’den sonra 76379 Q,
OC’nin ¢ikarilmasindan sonra 1111 Q ve OC’nin yeniden baglanmasi sonucu 2126 Q

Ret degerleri elde edilmistir.

Ayrica, PCAND)@MIP/CKE sensoriin elektrokimyasal karakterizasyonu 5 mM
[Fe(CN)s]>’* redoks probu varhiginda EP’den o6nce, EP’den sonra, OC’nin
c¢ikarilmasindan sonra ve OC’nin yeniden baglanmasi sonucu CV yontemi kullanilarak

da degerlendirilmistir (Sekil 4.14).

e C1plak CKE
0.00012 - e EP'den sonra

== OC uzaklastirildiktan sonra
0.00010 - e OC baglandiktan sonra
0.00008 -

0.00006 -
0.00004 -
0.00002 -
0.00000 -
-0.00002 -
-0.00004 -
-0.00006 -
-0.00008 -
-0.00010 -
-0.00012 -

I(HA)

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E(V)

Sekil 4.14. P(ANI)@MIP/CKE sensoriin olusturulma basmaklarinda elde edilen CV

voltamogramlari.

4.2.1.2. Yiizey Karakterizasyonu

Boliim 3.5.2.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanan P(ANI)@MIP/CKE sensore ait
SEM goriintiileri Sekil 4.15.A’da sunulmustur.

Sekil 4.15.B, 785 nm lazer ¢izgisi uyarimi kullanan P(ANI)@MIP/CKE
polimerinin Raman spektrumlarini gostermistir. P(ANI)@MIP/ CKE spektrumu, 1370
ve 1601 cm™! tepe noktalari, sirasiyla C-Ne+ ve C=N benzen gerilme titresimlerinin
tipik Raman kaymalarmi gostermistir. 1502 ¢cm™!, C = N gerilme titresimleridir ve

polimer yapisinda imin varligim1 dogrulamistir. Polimerik yapinin C-H ve C—NH>
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gerilme moduna yanit olarak 1190 ve 1254 cm'!'de Raman kaymasi goriilmiistiir.
Temas agilari, KRUSS DS100 (Hamburg, Almanya) cihazi ile optik temas agis1 Slger
ile Olciilmiistiir. Ciplak CKE filminin su temas agis1 yaklasik 80,91 iken (Sekil 4.15.C),
P(ANI) filminin temas agis1 hidrofilik 6zellikler sergileyen 59,04'e (Sekil 4.15.D)

distirilmistiir.

4 ! ¥ . -~ ~

SEM HV: 6.0 kV Det: SE GAIA3 TESCAN SEM HV: 6.0 kV Det: SE GAIAS TESCAN
View field: 415 pm BI: 7.00 100 pm View field: 103 ym BI: 7.00

SEM MAG: 500 x Scan speed: 6 HUNITEK SEM MAG: 2.01 kx Scan speed: 6 HUNITEK

Yogunluk

600 l ‘1| I“ H D

hH ! [ ]V
A\ M
,I‘ | ‘| \H‘ J\ It"
f

AL \
i \ ‘I'l‘J l ‘ ) f ! l‘ \ (| ‘ '
A ATERTR LY T AT R P | Y VO
0 T

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

400

200

Raman kaymasi (cm™!)

Sekil 4.15. A) P(AND)@MIP/CKE ve P(ANI)@NIP/CKE 'nin SEM goriintiileri; B)
P(ANI)@MIP/CKE'in Raman spektrumlari; C) Ciplak CKE ve D)
P(AND)@MIP/CKE'nin temas agis1 dl¢limleri.
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4.2.2. P(AND@MIP/CKE Sensoriin Optimizasyon Kosullari

Gelistirilen sensoriin optimizasyonu; monomer:hedef molekiil orani, EP igin
dongii sayisi, hedef molekiiliin uzaklastirilmas1 ve hedef molekiiliin baglanmasi
denenerek yapilmistir. Optimizasyon kosullart belirlenirken P(ANI)@MIP/CKE
sensdriine 4,0x107'4 M OC baglanmustir. Tiim dlciimler 5 mM [Fe(CN)q]* 74 ¢ozeltisi

kullanilarak gergeklestirilmistir.
4.2.2.1. Monomer:Hedef Molekiil Orani

Optimizasyon ¢aligmalari i¢in 400:1, 300:1, 250:1, 200:1, 150:1 ve 100:1 (h:h)
monomer:hedef molekiil oranlart denenmistir. P(ANI)@MIP/CKE sensor igin
monomer:hedef molekiil (ANI:OC) oran1 200:1 olarak secilmistir (Tablo 4.9).

4.2.2.2. Elektropolimerizasyon I¢in Dongii Sayisi

EP i¢in 3, 5, 10, 15 ve 20 kez CV dongiisii uygulanmistir (Tablo 4.6). CV
sinyalleri, kalip molekiil ¢ikarildiktan sonra ve 4,0 x 10~ '* M OC yeniden baglandiktan
sonra Ol¢iilen pik akimlar1 (I) arasindaki fark (AI) hesaplanarak karsilagtirilmistir. EP

icin optimum dongii sayisist 10 dongii olarak belirlenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. 10 dongii ile ANI’nin EP isleminin CV voltamogramlari.
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4.2.2.3. Hedef Molekiiliin Uzaklastirilmasi

Hedef molekiil uzaklastirma optimizasyonu, P(ANI)@MIP/CKE’nin bir
calkalayicida 650 rpm ve 25°C'de 15 dakika boyunca HAc (15 M), NaOH (5 M),
MeOH, HCI (5§ M), DMSO (5 M) ve HAc:HCI (1:1, h:h) ¢ozeltilerinde bekletilerek
gerceklestirilmistir. En etkili kalip molekiilii ¢ikarma sonuglari 15 M HAc ¢ozeltisi ile
elde edilmistir (Tablo 4.9).

Hedef molekiilii uzaklastirma siiresini belirlemek icin 15 M HAc ¢ozeltisine
daldirilan P(ANI)@MIP/CKE calkalayicida 15, 30, 45, 60 ve 75 dakika boyunca
bekletilmistir (Tablo 4.9). En yiiksek pik akimi 45. dakikada gézlemlenmistir (Tablo
4.9).

4.2.2.4. Hedef Molekiiliin Baglanmasi

P(ANI)@MIP/CKE’nin inkiibasyon siiresi 4,0 x 100 "M OC'nin bir
calkalayicida 650 rpm’de ve 25°C'de 1, 2, 3, 5, 10 ve 15 dakika boyunca incelenmistir.
Maksimum pik akimi degisimi 3. dakikada elde edilmistir (Tablo 4.9)



Tablo 4.9. P(ANI)@MIP/CKE sensoriiniin optimizasyon parametreleri.
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ANI:OC

Oram

Dongii Sayisi

ocC
Uzaklastirma

Cozeltisi

ocC
Uzaklastirma

Siiresi

oC
Baglanma

Siiresi

Derigim

orani

400:1

300:1

250:1

200:1

150:1

100:1

AT (RA)

Dongii sayisi

186,56

195,09 233,45 250,30 239,24

10

217,18

20

AT (RA)

218,37 228,04 263,02

236,51

181,26

Uzaklastirma | 15M 5M MeOH 5M 5M HAc:HCI
¢ozeltisi HAc¢ NaOH HCI DMSO (1:1, h:h)
Al (pA) 78,68 9,96 6,47 56,93 7,07 5,66

Siire (dakika)

15

30

45

60

75

AT (RA)

Siire (dakika)

29,69 43,00

107,84

83,30

10

78,68

15

AT (RA)

27,21

29,38

36,41

30,27

26,01

23,07
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4.2.3. Yontemin Analitik Performansi
4.2.3.1. Dogrusallik

Standart cozelti ile yapilan calismalar: P(ANI)@MIP/CKE'nin analitik
performansi kalibrasyon egrisi ¢izilerek degerlendirilmistir. Bes farkli derigimde
OC’nin yeniden baglanmasindan sonra 0,26 V'da anodik pik akiminda elde edilen Al
degerleri ile kalibrasyon egrisini olusturmustur. Dogrusallik araligi 1,0x10* M -
8,0x10* M (10,0-80,0 fM) olarak belirlenmistir. Dogrusal regresyon denklemi ve
korelasyon katsayisi sirasiyla (AI) = 1,3x10"15 (OC'nin derigsimi, M)+19,05; (R? =
0,998) olarak bulunmustur. Artan SOM derisimlerinin yeniden baglanmasiyla azalan
akim degerlerini gosteren P(ANI)@MIP/CKE'min DP voltamogramlar1 Sekil
4.17.A'da gosterilmistir. MIP sensorii i¢in elde edilen verilerle olusturulan kalibrasyon
egrisi ve karsilastirma amaciyla aynm1 kosullarda hazirlanan NIP sensoriine ait
kalibrasyon egrisi Sekil 4.17.B'de verilmistir. P(ANI)@MIP/CKE sensorii ile

olusturulan kalibrasyon egrisine ait sonuglar Tablo 4.10’da verilmistir.
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Sekil 4.17. A) Farkli OC derigsimlerinin yeniden baglanmasiyla

P(AND)@MIP/CKE'nin DP voltamogramlar1 ve B) P(ANI)@MIP/CKE ve
P(ANI)@NIP/CKE'deki Al ve OC derisimleri arasinda dogrusal iliski.
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Ticari insan serumu ile yapilan ¢alismalar: P(ANI)@MIP/CKE’nin redoks
probu [Fe(CN)s]* "+ ile elektrokimyasal hiicrede 1,0x104 M - 8,0x10'4 M (10,0-80,0
fM) dogrusallik araliginda bes farkli OC derisimi eklenmis ticari serum 6rneklerinde
DPV sonuglart Sekil 4.18.A'da  gosterilmistir. Ticari serum Orneginde
P(ANI)@MIP/CKE ve P(ANI)@NIP/CKE sensorleri ile artan OC derisimlerinin
yeniden baglanmasi sonucu DPV yontemiyle elde edilen Al degerleri ile kalibrasyon
egrileri olusturulmustur (Sekil 4.18.B.). P(ANI)@MIP/CKE sensoriiniin serumdaki

kalibrasyon egrisine ait sonuglar Tablo 4.12°de verilmistir.

Ayrica, gelistirilen P(ANI)@NIP/CKE sensoriin standart ¢ézelti ve ticari insan
serumu ile yapilan ¢aligmalarinda dogrusalligin kontrolii i¢in kalibrasyon egrilerinin
dogrusalliklarinin kontrol grafikleri Sekil 4.19°da verilmistir. P(ANI)@NIP/CKE
sensOre ait kalibrasyon dogrusunun ANOVA analiz sonucglar1 Tablo 4.10°da,
dogrusallik kontrol grafikleri ile olusan dogrularin analiz sonuglar1 da Tablo 4.11°de

gosterilmistir.
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—1x10""4 M
2x107"4 M
el x 10714 M
140 - X 10714 M
—8x10""* M

160 -
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>
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Sekil 4.18. Ticari serum O6rneklerinde A) Farkli OC derisimlerinin yeniden
baglanmasiyla P(ANI)@MIP/CKE"in DP voltamogramlari ve B)
P(ANI)@MIP/CKE ve P(ANI)@NIP/CKE'deki Al ve OC derisimleri arasinda
dogrusal iligki.
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Sekil 4.19. P(ANI)@MIP/CKE sensoriin A) Standart ¢ozelti ve B) Ticari
insan serumu ile yapilan ¢aligmalarinda elde edilen dogrusallik kontrol
grafikleri.

Tablo 4.10. P(ANI)@MIP/CKE sensoriin kalibrasyon dogrularinin 6zellikleri.

a b p’ R? F*

Standart ¢ozelti 1,3x10"1°  1,5x10*1>  0,0001 0,998 1385,93

Ticari insan serumu 19,05 26,88 0,0000 0,998 1996,33

y = ax+b (a= egim; b= kesisim). * p: Kesisimin olasilik degeri, 0,0000 < p; R%: Korelasyon
katsayis1;** F: varyans analizi i¢in hesaplanan deger.
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Tablo 4.11. P(ANI)@MIP/CKE sensoriin dogrusallik kontrol grafiklerine

iligkin ozellikler.
a b p’ R? F"
Standart c¢ozelti 1,0007 -0,0026 0,0012 0,998 801,69

Ticari insan serumu 00,9991 0,0016 0,0011 0,999 861,43

y = ax+b (a= egim; b= kesisim). * p: Kesisimin olasilik degeri, 0,0000 < p; R%: Korelasyon
katsayis1;** F: varyans analizi i¢in hesaplanan deger.

4.2.3.2. Kesinlik

Standart ¢ozelti ve ticari insan serum Orneklerinde P(ANI)@MIP/CKE
sensoriiniin kesinligi 4,0x10"'“M derisimde OC ¢6zeltisinin giin i¢i ve giinler arasi
kesinlik ¢alismalarinda elde edilen veriler ile kalibrasyon egrileri ¢izilmis ve BSS (%)

degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.12).
4.2.3.3. Dogruluk

Standart ¢oOzelti ve ticari insan serum Orneklerinde P(HEMA-
MAASsp)@MIP/CKE sensériiniin dogrulugu 4,0x107'*M derisimde OC ¢ozeltisinin
giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk calismalarinda elde edilen veriler ile kalibrasyon

egrileri ¢izilmis ve BH (%) degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.12).
4.2.3.4. Duyarhhk

Gozlenebilme siir1 (LOD) standart sapma/egim oraninin 3 kati olan derisim
degeri ile en diisiik alt tayin sinir1 (LLOQ) standart sapma/egim oraninin 10 oldugu
derisim degeri olarak belirlenmistir. OC i¢in gelistirilen P(ANI)@MIP/CKE sensoriin
LOD ve LLOQ degerleri Tablo 4.12°de verilmistir.
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Tablo 4.12. Standart ¢ozelti ve ticari insan serum orneklerinde P(ANI)@MIP/CKE

sensori kullanilan yontemin analitik performans parametreleri.

ocC

(Standart cozelti)

OoC

(Ticari insan serumu)

Dogrusallik araligi, M (fM)

1,0x10-'* - 8,0x10714

1,0x10-1* - 8,0x10°14

(10,0-80,0) (10,0-80,0)

Egim, mA/M 1,3x10*1° 19,05
Egimin standart hatasi 0,056 0,062
Kesisim, mA 1,5x10%15 26,88
Kesisimin standart hatasi 0,362 0,332
Korelasyon katsayist 0,998 0,998
LOD, fM 0,801 1,026
LLOQ, tM 2,670 3,419
Giin i¢i kesinlik (n=5) (BSS, %) 0,626 0,265
Ginler arasi kesinlik (n=5) 0,779 0,842
(BSS, %)

Giin i¢i dogruluk (n=5) (BH, %) 0,213 0,232
Glinler aras1 dogruluk (n=5) 0,467 0,439

(BH, %)

BSS: Bagil standart sapma, BH: Bagil hata.
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4.2.3.5. Segicilik

P(ANI)@MIP/ CKE'nin seg¢iciligi, OC'nin sentetik analogu olan SOM ve
benzer molekiiler yapiya sahip LAN’in DPV sinyalleri ile degerlendirilmistir (Sekil
4.20.). Ayrica, MIP elektrodunun seg¢iciligi, P(ANI)@MIP/CKE ve
P(ANI)@NIP/CKE icin IF’nin hesaplanmasi ile degerlendirilmistir (Tablo 4.13).

[ IMIP
80 — NIP
60 -
<
240
Z =
T . I
20 L
0
OoC SOM LAN

Sekil 4.20. OC ve benzeri molekiiller i¢in Al degerleri.

Tablo 4.13. OC, SOM ve LAN i¢in IF degerleri.

MIP NIP IF vip/Nip)
Al (LA) Al (LA) Almrey /Alnipy
oC 70,60 23,21 3,04
SOM 34,10 28,45 1,20

LAN 35,53 25,66 1,38
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4.2.3.6. Tutarhhk

Tutarlilik calismasi, farkli analizci etkisi incelenerek degerlendirilmistir.
Analizciler tarafindan 4,0x10°'* M OC ¢6zeltisi optimize edilen yontem kosullarinda,
cozelti P(ANI)@MIP/CKE sensor ile analiz edilmis, veriler Mann-Whitney U Testi
ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.14).

Tablo 4.14. OC i¢in tutarlilik ¢aligmasi sonuglari (n = 6).

1. Analizci 2. Analizci
X (M) 4,03x10°14 3,42x10714
SS 0,03x10°14 1,48x104
BSS (%) 0,007 0,431

UHesap=1 6<Urtab1o=29 (p>0,05)

X: Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
Degerler Ek 2’°e gore hesaplanmistir.

4.2.3.7. Girisim Etkisi

Biyolojik 6rneklerde bulunan AA, DOP, K*, CI", Na* ve SO4*'nin girisim
etkisi P(ANI)@MIP/CKE sensorii ile incelenmistir. Girisim etkisini gisteren geri
kazanim (%) ve BSS (%) degerleri, OC'nin her bir bilesenle 1:10 (h:h) oraninda
karistirilmasiyla hesaplanmistir (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. Girisim yapan bilesenlerin varliginda OC tayin sonuclart (n=3).

Bilesen Geri kazanim (%) BSS (%)
DOP 98,33 0,65
AA 98,02 0,51
Na” 99,80 0,39
SO4* 99,80 0,39
K 99,54 0,42

Cr 99,54 0,42
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4.2.3.8. Stabilite

OC igin gelistirilen P(ANI)@MIP/CKE sensoriiniin stabilitesi 1, 3, 8, 10 ve 15
giin boyunca test edilmistir. 1. gliniin sonunda 6l¢iilen akim degeri %100 olarak kabul
edilmis; akim degerlerinin 3. giin %89,55'e, 8. giin %83,58’¢, 10. giin %58,21°e ve 15.
giin %39,55’e diistiigii gorilmiistiir.

4.2.4. Yontemin Uygulamalar:

Farmasotik preparat: Gelistirilen P(ANI)@MIP/CKE sensor kullanilarak
farmasotik preparattaki (Sandostatin® ampul) OC’nin miktar tayini gergeklestirilmistir

(Tablo 4.16).

Tablo. 4.16. Sandostatin® ampul analiz sonuglar1 (n=3).

ocC
Etiketteki miktar1 (mg/ampul) 0,10
Bulunan miktar (mg/ampul) 0,09
BSS (%) 0,38
BH (%) 0,63

BSS: Bagil standart sapma, BH: Bagil hata.

Ticari insan serumu: Gelistirilen P(ANI)@MIP/CKE sensor ile OC eklenen

ticari insan serumu Ornekleri analiz edilmistir (Tablo 4.17).

Tablo. 4.17. OC eklenmis ticari insan serum Orneklerinin analiz sonuglar1 (n=3).

OoC
Eklenen miktar1 (mg) 0,10
Bulunan miktar (mg) 0,09
BSS (%) 0,27
Geri kazanim (%) 101,19

BSS: Bagil standart sapma.
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Gergek insan serumu dérnegi: Noroendokrin kanser tedavisinde Sandostatin®
ampul kullanan hastalarin ve kullanmayan saglikli kisilerin (kontrol) plazmasindaki
ortalama OC miktarlari, gelistirilmis ve valide edilmis MIP tabanli elektrokimyasal
P(ANI)@MIP/CKE sensorle analiz edilmistir. Plazma Orneklerine ait DP
voltamogramlar1 Sekil 4.21'de gosterilmistir. Analiz sonuglari Tablo 4.18’de

verilmistir.

250 4

Kontrol plazma ornegi

200

150 - Hasta plazma 6rnegi

I (nA)

100 4 Ciplak CKE

EP'den sonra

OC uzaklastinldiktan sonra
[ Hasta-baglandiktan sonra
=== Kontrol-baglandiktan sonra

50 4

0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E(V)

Sekil 4.21. Hasta ve kontrol plazma 6rneklerine ait DP voltamogramlari.

Tablo 4.18. Hasta ve kontrol plazma 6rneklerininin analiz sonuglar1 (n=3).

Plazmadaki OC miktar1*
(ng/mL)
Hasta Kodu Kontrol Kodu

H1 9,20 K1 0,35
H2 11,06 K2 0,25
H3 7,88 K3 0,39
H4 10,96

_ H5 8,58

X 9,54 0,33

SS 1,42 0,07

p 1,0x1073

X: Ortalama, SS: Standart sapma.
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4.3. MIP Tabanh P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE Sensorii ile LAN’1n
Elektrokimyasal Analizi

LAN i¢in gelistirilen MIP tabanli P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensor;
fonksiyonel monomer olarak MAGA varliginda, temel monomer olarak HEMA ve
capraz baglayici olarak EGDMA, baslatici olarak 2-hidroksi-2-metil propisfenon
kullanilarak FP yontemi ile Boliim 3.5.2.3°de anlatildig1 sekilde olusturulmustur.

4.3.1. MIP Tabanh P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE Sensoriin

Karakterizasyonu

4.3.1.1. Elektrokimyasal Karakterizasyon

LAN’m elektrokimyasal karakterizasyonu, P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE
sensoOriin, FP'den once, FP'den sonra, LAN ¢ikarildiktan sonra ve yeniden
baglandiktan sonra 5 mM [Fe(CN)e]* 7 ¢ozeltisi igerisinde alinan dlgiim sonuglari

degerlendirilmistir. Empedans spektrum degisiklikleri Sekil 4.22'de verilmistir.

Ciplak CKE

FP'den sonra

LAN uzaklastirildiktan sonra
LAN yeniden baglandiktan sonra

7000 ©

d4pon

6000 - e
5000 | ®
Q4000
:N ]
3000 - °

2000 ¢

1000

L) T X T J T ¥ T ¥ 1
0 2000 4000 6000 8000 10000
-2'/Q

Sekil 4.22. P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriin olusturulma basamaklari i¢in
empedans spektrumlari.
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P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensor i¢in, ¢iplak CKE 627 Q, FP’den sonra
86284 Q, LAN’m ¢ikarilmasindan sonra 1159 Q ve LAN’mn yeniden baglanmasi
sonucu 1653 Q R degerleri elde edilmistir.

Ayrica, P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE  sensoriiniin  elektrokimyasal
karakterizasyonu 5 mM [Fe(CN)s]*"* redoks probu varliginda FP’den énce, FP’den
sonra, LAN’1n ¢ikarilmasindan sonra ve LAN’mn yeniden baglanmasi sonucu CV

yontemi kullanilarak da degerlendirilmistir (Sekil 4.23).

0.00010 - [~ Ciplak CKE
s FP'den sonra
e | AN uzaklagtirildiktan sonra
0.00008 -+ p====1 AN baglandiktan sonra
0.00006 -
0.00004 -
__0.00002 -
E
< 0.00000 -
-0.00002 -
-0.00004 -
-0.00006 -
-0.00008 -
-0.0000 b—5-—--v-r--ow-orr-oaT--
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E(V)

Sekil 4.23. P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriin olusturulma basmaklarinda elde

edilen CV voltamogramlari.
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4.3.1.2. Yiizey Karakterizasyonu

Polimerik yap1 icerisine MAGA monomerinin katildigini kanitlamak amaciyla
HEMA, MIP ve NIP filmlerin FTIR spektrumlar1 alinmistir. Spektrumlarda sirasiyla
3400 cm!, 2950 cm! ve 1700 cm! civarlarinda goriilen ortak —OH gerilme bantlari,
alkil gruplarindan kaynaklanan —CH gerilme bantlar1 ve —C=0O biikiilme bantlari,
HEMA monomerinden ve fonksiyonel monomerdeki ortak gruplardan
kaynaklanmigtir. Sekil 4.24°de goriildigi gibi MIP ve NIP filmlerde bu piklerin
siddetlerinde artiglar bulunmustur. Bu bandlarin siddetindeki artis, MAGA
monomerinin yapisinda bulunan ortak fonksiyonel gruplarin fazlaligindan
kaynaklanmigtir. Ayrica MIP ve NIP’lerin FTIR spektrumlart da birbirine benzer
bulunmustur. Bu durum; benzer fonksiyonel monomer igermelerinden
kaynaklanmigtir. MAGA varligi ile birlikte amid bandlarinin (1642 cm™! ve 1586 cm
1 varlig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar polimerik yaprya MAGA monomerinin basaril

bir bi¢imde katildigin1 gostermistir.
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Sekil 4.24. HEMA, NIP ve MIP polimerik yapilara ait FTIR spektrumlari.
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Ayrica, P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriin yiizey karakterizasyonu
SEM ile de incelenmistir (Sekil 4.25). Distile su ile yikandiktan sonra, NIP film i¢in
polimerik filmdeki polimer yiizeyi {lizerinde farkli gozenekler rastgele dagilmistir.
Diger taraftan, distile su ile yikandiktan sonra desorbe edici ajan kullanimi nedeniyle

MIP i¢in daha fazla ¢6kmiis gozenekli yapilar olusmustur.

Sekil 4.25. Polimerik yapilarin SEM goriintiileri: A) HEMA; B) NIP ve C) MIP.
4.3.2. P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE Sensoriin Optimizasyon Kosullar:

Gelistirilen sensoriin  optimizasyonu; monomer:hedef molekiill oran,
HEMA:EDGMA molekiil orani, FP ¢ozelti hacmi, hedef molekiiliin uzaklastirilmasi
ve hedef molekiiliin baglanmas1 denenerek yapilmistir. Optimizasyon kosullar
belirlenirken P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE  sensérine  6,0x10* M LAN
baglanmistir. Tiim olgiimler 5 mM [Fe(CN)s]?’*  ¢ozeltisi  kullanilarak
gergeklestirilmistir.

4.3.2.1.Monomer:Hedef Molekiil Orani

Monomer:hedef molekiil derisim oranlarindaki degisikliklerin polimer
iizerindeki etkisini incelemek i¢in 1:1, 2:1, 3:1 ve 4:1 (h:h) oranlar1 denenmistir.
P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensor i¢in en uygun monomer:hedef molekiil
(MAGA:LAN) oraninin 3:1 oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.19).



115

4.3.2.2. HEMA:EDGMA Molekiil Oram

HEMA:EDGMA oraninin optimize etmek i¢in 1:0, 1:1, 5:1, 10:1 ve 0:1 (h:h)
oranlar1 denenmistir. FP sonrast ve kalip molekiil ¢ikarildiktan sonra elde edilen pik
akimlar1 arasindaki farkin en yiiksek oldugu HEMA:EDGMA oraninin 5:1 oldugu
goriilmistlir (Tablo 4.19).

4.3.2.3. FP Cozelti Hacmi

FP ¢6zeltisinin hacmini optimize etmek i¢in fotopolimerizasyon ¢ozeltisinden
elektrot ylizeyine 0,5 pL, 1,0 uL, 1,5 pL, ve 2,0 uL. damlatilmistir. FP sonras1 ve kalip
molekiil ¢ikarildiktan sonra elde edilen pik akimlari arasindaki farkin en yiiksek

oldugu FP ¢ozelti hacminin 1,0 pL oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.19).

4.3.2.4. Hedef Molekiiliin Uzaklastirilmasi

Hedef molekiilii uzaklastirmak i¢in P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensor bir
calkalayicida 650 rpm ve 25°C'de 15 dakika boyunca HAc (15 M), NaOH (1 M),
MeOH, DMSO (5 M) ve NaCl ¢ozeltilerine daldirilip bekletilmistir. En etkili kalip
molekiilii ¢ikarma sonuglar1 15M HAc ¢ozeltisi ile elde edilmistir (Tablo 4.19).

Hedef molekiilii uzaklastirma siiresini belirlemek icin 15 M HAc ¢ozeltisine
daldirilan P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE c¢alkalayicida 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika
boyunca bekletilmistir. En yliksek pik akimlar1 15. ve 20. dakikada gézlemlenmistir
(Tablo 4.19).

4.3.2.5. Hedef Molekiiliin Baglanmasi

P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE'nin inkiibasyon siiresi 6,0 x 10~ '* M LAN'In
bir c¢alkalayicida 650 rpm'de ve 25°C'de 5, 8, 10, 12 ve 15 dakika boyunca
incelenmistir. Maksimum pik akimi degisimi 10. dakikada elde edilmistir(Tablo 4.19).
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Tablo 4.19. P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensdriiniin optimizasyon parametreleri.

MAGA:LAN

Oram

HEMA:EDGMA
Molekiil Oram

FP Cozelti

Hacmi

LAN
Uzaklastirma

Cozeltisi

LAN
Uzaklastirma

Siiresi

LAN Baglanma

Siiresi

Derisim

orani

1:1

2:1

3:1

4:1

AT (nA)

Derisim

orani

145,57

146,81

147,11

5:1

10:1

147,12

0:1

AT (nA)

2,99

25,24

53,02

0,59

31,49

Damlatma 0,5 1,0 1,5 2,0
hacmi (uL)
Al (nA) 44,13 53,02 36,29 35,57

Uzaklagtirma | 15 M 1M MeOH 5M NaCl
Cozeltisi HAc NaOH DMSO
AT (pA) 53,03 11,07 13,58 23,63 10,78

Siire (dakika)

10

15

20

25

30

AT (nA)

Siire (dakika)

50,60

52,75

53,02

10

48,50

43,65

15

AT (nA)

15,03

40,51

48,23

38,02

38,01
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4.3.3. Yontemin Analitik Performansi
4.3.3.1. Dogrusallik

Standart cozelti ile yapilan calismalar: P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE
sensoriinlin analitik performanst kalibrasyon egrisi ¢izilerek degerlendirilmistir. Alt1
farkl1 derisimde LAN’In yeniden baglanmasindan sonra 0,26 V'da anodik pik
akiminda elde edilen Al degerleri ile kalibrasyon egrisini olugturmustur. Dogrusallik
araligi 1,0x10* M ile 1,0x10"* M (10,0 fM — 100,0 fM) olarak belirlenmistir.
Dogrusal regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi sirasiyla y(AI) = 7,7x10*14
(LAN'!m molar derisimi)+48,71, R?> = 0,998 olarak bulunmustur. Artan LAN
derisimlerinin yeniden baglanmasiyla azalan akim degerlerini gdsteren P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE'nin DP voltamogramlar1 Sekil 4.26.A'da gosterilmistir. MIP
sensOrii i¢cin elde edilen verilerle olusturulan kalibrasyon egrisi ve karsilagtima
amaciyla aymi kosullarda hazirlanan NIP sensoriine ait kalibrasyon egrisi Sekil
4.26.B'de verilmistir. P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensorii ile olusturulan

kalibrasyon egrisine ait sonuglar Tablo 4.20°de verilmistir.
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MAGA)@MIP/CKE'nin DP voltamogramlar1 ve B) P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE
ve PHEMA-MAGA)@NIP/CKE'deki Al ve LAN derisimleri arasinda dogrusal

iliski.
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Ticari insan  serumu ile yapilan calismalar: P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE’nin redoks probu [Fe(CN)s]* "+ ile elektrokimyasal hiicrede
1,0x10* M - 1,0x10"3 M (10,0-100,0 M) dogrusallik araliginda alt1 farkli LAN
derisimi eklenmis ticari serum Orneklerinde DPV sonuclar1 Sekil 4.27.A'da
gosterilmistir. Ticari serum 6rneginde P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE ve P(HEMA-
MAGA)@NIP/CKE sensorleri ile artan OC derisimlerinin yeniden baglanmasi sonucu
DPV yontemiyle elde edilen Al degerleri ile kalibrasyon egrileri olusturulmustur
(Sekil 4.27.B.). P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriiniin serumdaki kalibrasyon

egrisine ait sonuclar Tablo 4.22°de verilmistir.

Ayrica, gelistirilen PAHEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriin standart ¢ozelti ve
ticari insan serumu ile yapilan ¢alismalarinda dogrusalligin kontrolii i¢in kalibrasyon
egrilerinin dogrusalliklarinin kontrol grafikleri Sekil 4.28’de verilmistir. P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE sensore ait kalibrasyon dogrusunun ANOVA analiz sonuglari
Tablo 4.20’de, dogrusallik kontrol grafikleri ile olusan dogrularin analiz sonuglari da

Tablo 4.21°de gosterilmistir.
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Sekil 4.27. Ticari serum Orneklerinde A) Farkli LAN derisimlerinin yeniden
baglanmasiyla P(HEMA-MAGA)@MIP/CKEnin DP voltamogramlari ve B)
P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE ve PHEMA-MAGA)@NIP/CKE'deki Al ve LAN

derisimleri arasinda dogrusal iligki.
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Sekil 4.28. P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriin A) Standart ¢ozelti ve B)
Ticari insan serumu ile yapilan ¢aligmalarinda elde edilen dogrusallik kontrol

grafikleri.
Tablo 4.20. P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriin kalibrasyon dogrularinin
ozellikleri.
a b p R? |
Standart cozelti 7,7x1071% 48,71  0,0000 0,998 2309,61

Ticari insan serumu  5,1x10"% 36,94  0,0000 0,999 4046,22

y = ax+b (a= egim; b= kesisim). * p: Kesisimin olasilik degeri, 0,0000 < p; R?: Korelasyon katsayisi;**
F: varyans analizi i¢in hesaplanan deger.
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Tablo 4.21. P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriin dogrusallik kontrol grafiklerine
iligskin ozellikler.

a b p R? |
Standart ¢ozelti 1,0027 -0,0079 0,0001  0,9984 1219,86
Ticari insan serumu 1,0001 0,0006 0,00003  0,9990 1956,59

y = ax+b (a= egim; b= kesisim). * p: Kesisimin olasilik degeri, 0,0000 < p; R?: Korelasyon katsayisi;**
F: varyans analizi i¢in hesaplanan deger.

4.3.3.2. Kesinlik

Standart ¢oOzelti ve ticari insan serum Orneklerinde P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE sensoriiniin kesinligi 6,0x10'* M derisimde LAN ¢0zeltisinin
giin i¢i ve giinler arasi kesinlik caligmalarinda elde edilen veriler ile kalibrasyon

egrileri ¢izilmis ve BSS (%) degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.22).
4.3.3.3. Dogruluk

Standart ¢ozelti ve ticari insan serum Orneklerinde P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE sensoriiniin dogrulugu 6,0x1071*M derisimde LAN ¢ozeltisinin
giin i¢i ve giinler arast dogruluk ¢alismalarinda elde edilen veriler ile kalibrasyon

egrileri ¢izilmis ve BH (%) degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.22).
4.3.3.4. Duyarhhk

LOD standart sapma/egim oraninin 3 kat1 olan derisim degeri ile LLOQ
standart sapma/egim oraninin 10 oldugu derisim degeri olarak hesaplanmistir. SOM
icin gelistirilen P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriin LOD ve LLOQ degerleri
Tablo 4.22°de verilmistir.
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Tablo 4.22. Standart c¢ozelti ve ticari insan serum Orneklerinde P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE sensorii kullanilan yontemin analitik performans

parametreleri.
LAN LAN
(Standart ¢ozelti) (Ticari insan serumu)

Dogrusallik araligi, M 1,0x10°'% —1,0x1013 1,0x10°4 —1,0x10 13
(tM) (10,0-100,0) (10,0-100,0)
Egim, mA/M 7,7x10714 5,1x10%14
Egimin standart hatasi 0,017 0,094
Kesisim, mA 48,71 36,94
Kesisimin standart hatasi 0,152 0,063
Korelasyon katsay1si 0,998 0,999
LOD, fM 1,756 5,852
LLOQ, tM 1,822 6,074
Glin ici kesinlik (n=5) 0,260 0,223
(BSS, %)
Giinler arasi kesinlik 0,580 0,519
(n=5) (BSS, %)
Glin i¢i dogruluk (n=5) 0,189 0,198
(BH, %)
Glinler aras1 dogruluk 0,441 0,278

(n=5) (BH, %)
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4.3.3.5. Segicilik

P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriin LAN’a 06zgiin oldugu, sentetik
analogu oldugu SOM ve benzer molekiiler yapiya sahip OC’nin DPV sinyalleri ile
degerlendirilmistir (Sekil 4.29). Ayrica, MIP elektrotunun segciciligi, P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE ve P(HEMA-MAGA)@NIP/CKE i¢in baskilama faktorlerinin
(IF) hesaplanmasi ile degerlendirilmistir (Tablo 4.23).

L ImIP
100 NIP
80
60
<
=
3
40 -
20 T
I : ;
0 . .
LAN SOM oC

Sekil 4.29. LAN ve benzeri molekiiller i¢in Al degerleri.

Tablo 4.23. LAN, SOM ve OC ig¢in IF degerleri.

MIP NIP IF vip/Nip)
Al (LA) Al (LA) Almrey /AlNipy
LAN 92,10 17,06 5,40
SOM 24,88 15,40 1,62

OoC 20,69 12,21 1,69
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4.3.3.6. Tutarhhk

Tutarlilik ¢aligmasi, iki farkli analizci etkisi incelenerek degerlendirilmistir.
Analizciler tarafindan 6,0x107* M LAN ¢6zeltisi optimize edilen yontem kosullarinda,
P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensor ile analiz edilmis, veriler Mann-Whitney U
Testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.24).

Tablo 4.24. LAN ig¢in tutarlilik ¢alismasi sonuglari (n = 6).

1. Analizci 2. Analizci
X (M) 5,94x10°14 5,96x10°14
SS 0,03x1014 0,03x10°14
BSS (%) 0,004 0,005

UHesap=1 0<Urab1o=29 (p>0.05)

X: Ortalama, SS: Standart sapma, BSS: Bagil standart sapma.
Degerler Ek 2’°e gore hesaplanmistir.

4.3.3.7. Girisim Etkisi

Biyolojik drneklerde bulunan askorbik asit (AA), dopamin (DOP), K*, CI", Na*
ve SO4*'nin girisim etkisi PAHEMA-MAGA)@MIP/CKE sensorii ile incelenmistir.
Girisim etkisini gosteren geri kazanim (%) ve BSS (%) degerleri, LAN'n her bir
bilesenle 1:10 oraninda karistirilmasiyla hesaplanmistir (Tablo 4.25).

Tablo 4.25. Girisim yapan bilesenlerin varliginda LAN tayin sonuglar1 (n=3).

Bilesen Geri kazanim (%) BSS (%)
DOP 96,73 0,63
AA 99,21 0,55
Na* 97,22 0,72
SO4* 100,43 0,09
K* 100,43 0,09

Cr 100,39 0,84
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4.3.3.8. Stabilite

LAN igin gelistirilen P(HEMA-MA Asp)@MIP/CKE sensoriiniin stabilitesi 1,
3,8, 10 ve 15 giin boyunca test edilmistir. 1. giiniin sonunda 6l¢iilen akim degeri %100
olarak kabul edilmis; akim degerlerinin 3. giin %95,43'e, 8. giin %92,89’a, 10. giin
%80,25’e ve 15. giin %61,17’¢ diistiigii goriilmiistiir.

4.3.4. Yontemin Uygulamalar:

Gelistirilen P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensor ile farmasotik preparat
(Somatuline® Autogel®) (Tablo 4.26) ve ticari insan serumundaki LAN’in miktar

tayini gergeklestirilmistir (Tablo 4.27).

Tablo 4.26. Somatuline® Autogel® tek kullanimlik enjektdr analiz sonuglar1 (n=3).

LAN
Etiketteki miktar1 (mg/siringa) 29,52
Bulunan miktar (mg/siringa) 29,37
BSS (%) 0,07
BH (%) 0,508

BSS: Bagil standart sapma, BH: Bagil hata.

Tablo 4.27. LAN eklenmis ticari insan serum drneklerinin analiz sonuglar1 (n=3).

LAN
Eklenen miktar (mg) 29,52
Bulunan miktar (mg) 29,28
BSS (%) 0,47
Geri kazanim (%) 99,20

BSS: Bagil standart sapma.
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5. TARTISMA

Bu tez caligmasinda kullanilan SOM, OC ve LAN analizi i¢in ayr1 ayr1 MIP
tabanli sensorler gelistirilmistir. Gelistirilen sensorler optimize edildikten sonra
analitik performansi degerlendirilmis ve farmasotik preparat, ticari insan serumu ile

hasta ve saglikli goniillii plazma 6rneklerine uygulanmigtir.

CV, DPV ve EIS elektrokimyasal yontemlerinde redoks probu olarak 5 mM
[Fe(CN)6]> 7 ¢ozeltisi kullanilarak dolayli olgiimler yapilmistir. Dogrudan hedef
molekiile ait pik akimlar1 yerine hedef molekiiliin uzaklastirilmas: ve baglanmasindan
sonra elde edilen [Fe(CN)e]> 7 pikleri arasindaki fark degerlendirilmistir. Bu sayede

duyarlilik arttirilarak daha diisiik LOD degerlerine ulagilmistir.

MIP tabanh sensorler gelistirilirken fonksiyonel monomer se¢imi molekiillerin
yapilarina gére gerceklestirilmistir. Oncelikle kaynaklarda en ¢ok rastlanan orto-
fenilendiamin (0-PD) OC i¢in denenmistir. Ancak, ¢ok hizli bozundugu ve tekrarl
sonuglar alinamadigi i¢in siklikla kullanilan bir diger monomer olan ANI denenmistir.
Sonuglar birbiriyle tutarli oldugu icin analizlere devam edilmistir. Daha sonra
gelistirilen sensorlerde farkli monomerler denenmek istenmis ve kaynaklarda
bulunmayan, sentezlenerek elde edilen MAAsp ile MAGA’nin aniline gore daha
saglam polimerik yapilar olusturmasi iizerine SOM ile LAN analizlerinde bu

monomerler kullanilmistir.

SOM i¢in P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE ve LAN icin P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE sensorleri fonksiyonel monomer olarak sirasiyla MAAsp ve
MAGA kullanilarak FP yontemi ile hazirlanmistir. OC igin gelistirilen
P(AND)@MIP/CKE sensorde ise fonksiyonel monomer olarak ANI ve EP ydntemi

kullanilmistir.
MIP Tabanh Sensorlerin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE,  P(AN)@MIP/CKE ve P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE sensorlerinin karakterizasyonu amaciyla EIS yontemi ile
elektron transfer kapasiteleri degerlendirilmistir. Sekil 4.1’de  P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE sensoriin, Sekil 4.13°’de  P(ANI)@MIP/CKE sensoriin, Sekil
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4.22°de P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensorlerin olusturulma basamaklarinda EIS
Olgtimleriyle elde edilen Nyquist grafikleri gosterilmistir. Nyquist diyagraminin daha
yiiksek frekanslar i¢in yarim dairesi elektron transfer prosediiriine karsilik gelirken,
diisiik frekansin dogrusal kismi difiizyona karsilik gelmektedir. Olgiimlerde devre
sisteminde ¢ozelti direnci (Rs), cift katmanli kapasitans ile iliskili sabit faz elementi
(CPE), yiik transfer direnci (Ret) ve sonlu uzunluklu Warburg kisa devre terimi (W)
kullanilir. Rec degeri, elektrot yiizeyinde elektrot reaksiyonu sirasinda gergeklesen yiik
transferini tanimlar ve elektron transferi gergeklesiyorken diisiik, elektron transferini

engelleyen bir durum varliginda yiiksek bir deger alir (111).

Ciplak CKE (polimerizasyon oncesi)’de hizli elektron transfer kinetigi ile
diflizyonla smirlt bir siire¢ gozlemlenebildigi i¢in en diisiik direng degerleri elde
edilmigtir. Polimerizasyondan sonra, MIP iletken degildir ve yilizey elektron
transferine son derece direnglidir, bu nedenle en yliksek direncli empedans
spektrumlart elde edilmistir. Hedef molekiiliin ¢ikarilmasindan sonra bosluklarin
olusmas: nedeniyle empedans degeri diismiis ve [Fe(CN)e]*’* sinyali tekrar
gbzlemlenmistir. Yarim daire daha sonra hedef molekiiliin yeniden baglanmasi sonucu

elektron transferi engellendigi i¢in tekrar olugsmustur.

Ayrica, P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE (Sekil 4.2), P(ANI)@MIP/CKE (Sekil
4.14) ve P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE (Sekil 4.23) sensorlerinin CV yontemi ile
olusturulma basamaklar1  incelenerek de elektrokimyasal karakterizasyonlar
degerlendirilmistir. Yiizeyinde yiik transferini engelleyen bir etken olmadigindan
ciplak CKE’da (polimerizasyondan oOnce) en yiiksek pik goriilmiistiir.
Polimerizasyondan sonra yiizey kapanmig ve elektron transferi bloke olmustur ve
redoks pikleri kaybolmustur. Hedef molekiilii ¢ikardiktan sonra, kalip molekiile 6zgiin
bosluklar olustuk¢a elektron transferi artmis, polimerik filmde tutulan hedef
molekiillerinin uzaklastirilmis oldugunu dogrulayan bir ¢ift redoks piki yeniden ortaya
cikmustir. Yeniden baglanmadan sonra [Fe(CN)¢]3/'iin pik akimi, kalip molekiil
boslugunun yeniden azalmasi ve bdylece ylizeyin kapanmasi nedeniyle tekrar
azalmistir. Bu veriler 1s18inda, P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE, P(ANI)@MIP/CKE,
P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensorlerinin  basarili  bir sekilde gelistirildigi

ispatlanmustir.
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MIP Tabanh Sensorlerin Yiizey Karakterizasyonu

P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE ve P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE
sensorlerinin ylizey karakterizasyonu FTIR (Sekil 4.3. ve Sekil 4.24) ve SEM
yontemleri kullanilarak (Sekil 4.4. ve Sekil 4.25), P(ANI)@MIP/CKE sensoriiniin
yiizey karakterizasyonu ise Raman spektroskopisi, temas agis1 Slgiimleri ve SEM

yontemleri kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.15).

Sentezlenen polimerik yapilarin kimyasal yap1 analizi i¢in FTIR spektroskopisi
yontemi uygulanmistir. FTIR analizi, fonksiyonel monomerlerinin polimerik aga dahil
edildigini dogrulamak i¢in uygulanmistir. FTIR analizinde HEMA fonksiyonel
gruplar1 nedeniyle tiim polimerler i¢in goriilen O-H, C-H ve C=0 gerilmesine ait 3400
cm!, 2940 cm! ve 1700 cm!'deki siddetli pikler goriilmiistiir. Amid I ve amid IT'nin
asimetrik titregsimlerinin varligi sirasiyla, 1570 cm~'ve 1600 cm!'de gozlenen bantlar
ile kanitlanmigtir. FTIR spektrumlarinda gozlemlenen tepe noktalari, CKE {izerinde
basarili bir sekilde sentezlenmis olan fonksiyonel monomer gruplarinin varligini
dogrulamistir. SEM analizi ile elektrot tizerinde olusan baskili filmin ylizey
morfolojisi incelenmistir. Polimerik yapilarda, partikiil ve goézenekler acikca
goriilmiistiir. Gozenekler, hedef molekiillerinin kolaylikla polimerik yapinin yiizeyine
ve spesifik bosluklara (molekiiler baskilanmig bolgeler) ulasmasini ve sonug olarak
adsorpsiyon kinetiginin hizlanmasini saglamistir. Polimerik yapiya gomiilii olarak
bulunan partikiiller, polimerin birim partikiil kiitlesi basina diisen spesifik yiizey
alanim1 artiran faktorlerden biridir. Spesifik ylizey alaninin artmasi ile sensoriin
hassasiyet de artmustir. Ayrica; partikiillerin ve gozenekli yapilarin yiizeyde veya
yiizeye yakin bolgelerde bulunmasi sensor kapasitesini ve hizint da arttirmigtir. CKE
tizerinde fonksiyonel monomer ile olusturulan polimerizasyon sirasinda hedef molekiil
varliginda yiizeyde (MIP) piiriizlii yapilar meydana gelmisken kalip molekiil olmadan
olusturulan yiizeyde (NIP) piiriizli yapilar ¢ok daha az bulunmustur. Raman
spektroskopisinde gozlenen raman kaymalar1 elde edilen polimerik yapiy1
tanimlamada kullanilmistir. Elektrotlarin ylizeyinin temas agisi, yiizeylere dikkatlice
damlatilan su damlaciklar ile Ol¢lilmiistiir. Ciplak CKE filminin su temas agisi
polimerik filmin temas agisindan yiiksek ¢ikmasi polimerizasyonun basarili bir sekilde

gerceklestigini gostermistir.
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MIP Tabanh Sensorlerin Optimizasyon Kosullar:

MIP tabanli sensorlerin optimizasyon kosullart olusturulurken monomer:hedef
molekiil orani, hedef molekiiliin uzaklastirilmasi ve hedef molekiiliin baglanmasi i¢in
cesitli kosullar denenmistir. Ayrica, FP yontemi i¢in FP ¢ozelti hacmi ve
HEMA:EDGMA molekiil orani; EP yontemi icin dongii sayis1 incelenmistir.
Monomer:hedef molekiil oran1 elektrot ylizeyinde olusan polimerin ve gelistirilen
sensoriin kararli olmasini saglayan onemli bir parametredir. Uygun kalip molekiil
bosluklar1 ve kararli, homojen polimer olusumu elde etmek i¢in monomer:hedef
molekiil oranlar1 optimize edilmistir. Gelistirilen MIP tabanli sensorlerin
polimerizasyon Oncesi, polimerizasyon sonrasi, kalip molekiilii ¢ikarma ve yeniden
baglanma basamaklarindan sonraki CV ve DPV sinyalleri bu farkli oranlar i¢in
karsilastirilmistir. Ik &nce, monomer orani arttikca polimer olusumu hizla artmus,
monomer:hedef molekiil oranlar1 P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensorii i¢in 4:1,
P(ANI)@MIP/CKE sensorii i¢in 200:1, P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensorii i¢in
3:1 oranlarindan sonra ise ¢ok az degismistir. Monomer:hedef molekiil oranlari
yiiksek stabilite, kolay ¢ikarma ve diizgiin yeniden baglama iglemleri saglayan
optimum oranlar P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensorii i¢in  Sekil 4.5’de,
P(ANI)@MIP/CKE sensorii icin Tablo 4.9’da, P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE

sensoOrii i¢in Tablo 4.19°da verilmistir.

FP yontemi ile gelistirilen P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE ve P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE sensorleri i¢in FP ¢ozeltisinin hacmi optimize edilmistir. FP
cozeltisinin elektrot ylizeyine damlatilan miktar1 olusturulan MIP filminin stabilitesi
basta olmak iizere sensdr olusturma basamaklarinin hepsini etkilemektedir. FP
cozeltisinden elektrot yiizeyine 0,5 pL, 1,0 pL, 1,5 pL, ve 2,0 uL. damlatilmistir.
P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE ve P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensorler igin
polimerizasyon ¢ozeltisinden CKE iizerine damlatilan hacim sirasi ile Sekil 4.6°da ve
Tablo 4.19°da verilmistir. Elde edilen pik akimi sonuclar1 degerlendirildiginde ve her

iki sensor icin en yiiksek Al degerine 1,0 pL’de ulagiimistir.

FP yonteminde temel monomer olarak kullanilan HEMA ve capraz baglayici
olarak kullanilan EGDMA oraninin 1:0, 1:1, 5:1, 10:1 ve 0:1 (h:h) oldugu bes farkli
oranin P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensor iizerinde etkisi belirlenmistir (Tablo
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4.19). Elektrot yiizeyinin en iyi kaplandigi ve en yiiksek Al degerine sahip
HEMA:EDGMA oraninin 5:1 oldugu goriilmiistir.

Gelistirilen MIP tabanli sensdrler i¢in bir diger 6nemli parametre ise kalip
molekiiliin uzaklastirilma islemidir. MIP tabanli sensoriin elde edilmesinde kalip
molekiiliin polimer filme zarar vermeden uzaklastirilmasinda, ¢ikarilma ¢ozeltisi ve
elektrotun bu ¢ozeltiye daldirilma siiresi 6nemlidir. Ayrica, MIP tabanli sensorden
daha fazla kalip molekiil ¢ikarildiginda daha fazla baskili bosluk elde edilir ve pik
akimi o kadar yiiksek olur. Baglanma basamag i¢in uygun baskili bosluklarin agilmasi
ve daha fazla bosluk elde etmek i¢in kalip molekiiliin ¢ikarilma ¢ozeltisi ve bu
cozeltiye daldirilma siiresi optimize edilmistir. Denenen hedef molekiilii uzaklastirma
cozeltileri bir calkalayicida 650 rpm ve 25°C'de 15 dakika bekletilmistir. Hedef
molekiiliin uzaklastirma ¢ozeltisi olarak, 5 M,15 M HAc, MeOH, 1 M, 5 M NaOH,
NaCl, 5 M DMSO, 5 M HCI, ve HAc:HCI (1:1, h:h) ¢ozeltileri denenmistir. En iyi
kalip molekiil ¢ikarma ¢ozeltisi olarak P(HEMA-MA Asp)@MIP/CKE sensor igin 5
M HAc (Sekil 4.7.A), P(AND)@MIP/CKE (Tablo 4.9.) ve P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE (Tablo 4.19) sensorler i¢in ise 15 M HAc segilmistir.

Hedef molekiilii uzaklastirma ¢ozeltileri belirlendikten sonra hedef molekiilii
uzaklagtirma siiresi optimize edilmistir. Bekleme stiresi arttikca MIP sensdriiniin
mevcut sinyali artmis ve kalip molekiil yavas yavas cikarilmistir. Belirli bir siireden
sonra ise polimerdeki bosluklar tikandig1 i¢in sensoriin akim sinyali azalmistir. Sonug
olarak, hedef molekiil i¢in en etkili ve diizgiin uzaklastirma siiresi P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE ve P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensorler i¢in 15°er dakika
(Sekil 4.7.B ve Tablo 4.19; P(ANI)@MIP/CKE sensor i¢in 45 dakika (Tablo 4.9.)

olarak secilmistir.

Hedef molekiiliin yeniden baglanmasi ve inkiibasyon siiresi gelistirilen MIP
tabanli sensorlerin analiz siiresini ve genel analitik performansint dogrudan
etkilemektedir. Baglanma siiresi MIP tabanli sensor yiizeyinde olusturulan bosluklara
kararli sekilde baglanabilmesini ve gelistirilen sensoriin tekrar edilebilir sonuglar
verebilmesini saglar. Uzun inkiibasyon siireleri sonunda bosluklar agirt doygun olur
sensoriin performansi diiser, ¢cok kisa inkiibasyon siireleri ise yeniden baglanma igin

yeterli zamana izin vermez. Bu nedenle, P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensor
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calkalayicida 5-20 dakika araliginda 6,0 x 107'* M SOM ¢ozeltisine daldirilarak,
P(AND)@MIP/CKE sensor galkalayicida 1-15 dakika araliginda 4,0 x 107 M OC
cozeltisine daldirilarak, P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensor calkalayicida 5-15
dakika araliginda 6,0 x 1071 M LAN c¢ozeltisine daldirilarak bekletilmistir. Sonug
olarak, en verimli inkiibasyon siiresi olarak P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensor
icin 12 dakika (Sekil 4.8), P(ANI)@MIP/CKE sensor i¢in 3 dakika (Tablo 4.9) ve
P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensor i¢in 10 dakika (Tablo 4.19) se¢ilmistir.

MIP Tabanh Sensorlerin Analitik Performanslarinin Degerlendirilmesi

SOM ve onun sentetik analoglari olan OC ve LAN i¢in gelistirilen MIP tabanl
sensorlerin  analitik performanslarinin  degerlendirilmesi dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, duyarlilik, secicilik, tutarlilik, girisim etkisi ve stabilite parametreleri

incelenerek gerceklestirilmistir.

Standart ¢ozelti ve ticari insan serumunda SOM i¢in P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE (Sekil 4.9.A ve 4.10.A) ve LAN icin P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE (Sekil 4.26.A ve 4.27.A) sensorler ile gelistirilen yontemlerin
1,0x10* M - 1,0x10"® M; OC igin P(ANI)@MIP/CKE (Sekil 4.17.A ve 4.18.A)
sensor ile gelistirilen yoéntemin ise 1,0x10°'* M - 8,0x107'* M derisim araliginda
dogrusal oldugu DP voltamogramlari ile gosterilmistir. Her {i¢ sensor i¢in de Al degeri
ile derisim arasinda dogrusal bir iligki bulunmustur. Ayr1 ayr1 gelistirilen MIP tabanl
sensorlerin diigiik derisimli SOM, OC ve LAN’1 algilamak i¢in ¢ok yiiksek bir
afiniteye sahip oldugu sonucuna varilmigtir. MIP tabanli sensoriiniin analitik
performansini kontrol etmek i¢in ayni islemler NIP tabanli elektrota da uygulanmis ve
elde edilen akim degisimleri ile kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Standart ¢ozelti
ve ticari insan serumu i¢in P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE (Sekil 4.9.B ve Sekil
4.10.B), P(AND)@MIP/CKE (Sekil 4.17.B ve 4.18.B) ve P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE (Sekil 4.26.B ve 4.27.B) sensorlerinde sirasiyla artan SOM, LAN
ve OC derisimleri ile Al degerleri artarken, ayni sekillerde P(HEMA-
MAAsp)@NIP/CKE, P(AND)@NIP/CKE ile P(HEMA-MAGA)@NIP/CKE
sensorleri lizerinde hedeflenen molekiiller tutulamadigindan artan SOM, LAN ve OC
derisimlerine ragmen Al degerlerinin degigsmedigi olusturulan kalibrasyon egrilerinde

gézlemlenmistir.  Bu  karsilagtirmalar  sonucunda,  gelistirilen =~ P(HEMA-
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MAAsp)@MIP/CKE sensoriiniin SOM ig¢in, P(ANI)@MIP/CKE sensoriiniin OC igin
ve  P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriiniin  LAN i¢in secici oldugu da
kanitlanmistir. SOM, OC ve LAN analizlerine iliskin kalibrasyon egrilerine ait
sonugclar sirasiyla, Tablo 4.3, Tablo 4.12 ve Tablo 4.22’de verilmistir.

Ayrica, standart ¢ozelti ve ticari insan serum Orneklerinde P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE sensoriiniin (Tablo 4.1), P(ANI)@MIP/CKE sensoriiniin (Tablo
4.10) ve P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensoriiniin (Tablo 4.20) dogrusalliktan
ayrilisin 6nemsiz ve korelasyon katsayisinin 6nemli bir deger oldugu istatistiksel
olarak bulunmustur. Standart ¢ozelti ve ticari insan serum orneklerinde, SOM, OC ve
LAN derisimleri ve elde edilen Al degerleri arasindaki dogrusal iliskiden
yararlanilarak, bulunan derisimleri olmast gereken derisimlerine karsi grafige
gecirildiginde aradaki iliskinin dogrusal oldugu P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE
sensoOrii i¢in Sekil 4.11’de, P(ANI)@MIP/CKE sensorii i¢in Sekil 4.19’da ve
P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE sensorii i¢in Sekil 4.28°de gosterilmistir. Aralarindaki
bu dogrusalik P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensorii i¢in Tablo 4.2°de,
P(ANI)@MIP/CKE sensorii i¢in Tablo 4.11’de ve P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE

sensorii icin Tablo 4.21°de gosterildigi gibi istatistiksel olarak kanitlanmigtir.

Standart ¢ozelti ve ticari insan serum Orneklerinde gelistirilen sensorlerin
kesinligi ve dogrulugu SOM, OC ve LAN’in baglanmasinin tersine c¢evrilmesiyle
kanitlanmigtir. Giin i¢i kesinlik ve dogruluk calismalar1 bir giinde bes kez analiz
edilerek yapilmistir. Giinler arasi kesinlik ve dogruluk ¢aligmalar1 ise bes farkli giin
icin ayn1 derisimde ¢6zeltinin verdigi sinyal ile takip edilmistir. Standart ¢ozeltiden
hazirlanan 6rneklerin analizlerine iliskin sonuglarin bagil standart sapma ve bagil hata
degerleri hesaplanmistir. Gelistirilen sensdrlerin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ve
dogruluk ¢alisgmalarinda SOM ve LAN i¢in 6,0x10'* M, OC i¢in 4,0x10'* M
derisimde analizler gerceklestirilmistir. Sensorlerin kesinligi, BSS degerlerinin
P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE i¢in %0,27 den (Tablo 4.3), P(ANI)@MIP/CKE igin
%0,84’den (Tablo 4.12), P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE i¢in %0,58’den (Tablo
4.22); dogrulugu ise BH degerlerinin P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE,
P(ANI)@MIP/CKE ve P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE i¢in sirasiyla %0,42 (Tablo
4.3), %0,47 (Tablo 4.12), %0,44’den (Tablo 4.22) diisiik bulunmasi ile kanitlanmuistir.
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Gelistirilen sensorlerin duyarliligi gozlenebilme sinir1 (LOD) ve en diisiik alt
tayin sinirt (LLOQ) ile incelenmistir. Standart sapma/egim oraninin 3 kati olan derisim
degeri LOD ile standart sapma/egim oraninin 10 kati olan derigim degeri LLOQ olarak
belirlenmistir. Tablo 4.3’de SOM igin gelistirlen P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE
sensOriiniin standart ¢dzelti ve ticari insan serumunda sirasiyla LOD ve LLOQ
degerleri 0,175 fM - 1,122 M ve 0,584 fM - 3,739 fM’dir. P(ANI)@MIP/CKE
sensoriin standart ¢ozeltisi icin LOD ve LLOQ degerleri sirasiyla 0,801 fM ve 2,670
fM; ticari insan serum Orneklerinde LOD ve LLOQ degerleri ise sirastyla 1,026 fM ve
3,419 fM’dir (Tablo 4.12). LAN i¢in gelistirilen P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE
sensoOriin standart ¢ozeltisi ve ticari serum drneklerinde LOD degerleri sirasiyla 1,756
M ve 5,852 fM iken LLOQ degerleri ise sirasiyla 1,822 fM ve 6,074 fM olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.22).

Kaynaklarda, Cartoni ve arkadaglar1 tarafindan SOM’un farmasotik
preparattan tayini i¢in CZE yontemi gelistirildigi ve yontemin LOD degerinin 10
mg/mL oldugu belirtilmistir (20). OC’nin farmasotik preparattan tayininin ise
Kyaterekera ve arkadaglari tarafindan RP-LC yontemi ile gerceklestirildigi ve
dogrusallik araliginin 0-100 pg/mL oldugu bulunmustur (33). LAN’mn farmasotik
preparatlardan tayinine iligkin kaynaklarda bir ¢aligmaya rastlanmamistir. P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE sensor kullanimi ile gelistirilen yontem LAN miktar tayini i¢in
gelistirilen ilk yontemdir. Bu sonuglar dikkate alindiginda, gelistirilen MIP tabanh
sensorler ile ¢ok daha diigiik derisimlerin analiz edilebildigi ve boylece diisiik alt tayin

siirma ulagildigr goriilmiistiir.

Elektrokimyasal sensorleri dogrulamak icin en onemli parametrelerden biri
capraz reaktivitedir. MIP tabanli sensorlerin maddeye o6zgii baglanmasi, segicilik
parametreleriyle gosterilir. Gelistirilen sensorlerin hedef molekiile baglanma ilgisinin
diger benzer yapili molekiillere gore daha yiiksek oldugu ve sensérdeki bosluklarin
maddeye 6zel oldugu goriilmiistiir. SOM ve onun sentetik analoglari olan OC ve LAN
molekiil yapis1 olarak da birbirlerine olduk¢a benzemektedirler. Bu nedenle,
gelistirilen sensdrlerin seciciligi SOM, OC ve LAN’1n birbirlerine gére DPV sinyalleri
ile degerlendirilmistir. Sekil 4.12’de P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE'nin SOM’a
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secici oldugu, Sekil 4.20°de P(ANI)@MIP/CKE’nin OC’ye segici oldugu ve Sekil
4.29°da P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE'nin LAN’a 6zgiin oldugu elde edilen en
yiiksek Al degerleri ile gdsterilmistir. Ayrica sensorlerin seciciligi baskilama faktorii
(IF) acisindan degerlendirilmis olup, bu faktér MIP ve NIP tabanli sensorler icin
bulunan sinyallerin oranlanmasi ile hesaplanmigtir. IF degerleri, Tablo 4.4°de
P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensorde SOM i¢in 3,83, OC ve LAN i¢in ise
strastyla 1,54 ve 1,60, Tablo 4.13’de P(ANI)@MIP/CKE sensorde OC i¢in 3,04, SOM
ve LAN i¢in ise sirastyla 1,20 ve 1,38, Tablo 4.23’de P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE
sensorde LAN icin 5,40, SOM ve OC igin ise sirastyla 1,62 ve 1,69 olarak
hesaplanmistir. Boylece elektrokimyasal yontemlerde ortaya ¢ikan diisiik secicilik,

MIP tabanl sensorler ile yiiksek segicilik avantajina ¢evrilmistir.

Gelistirilen MIP tabanli sensorlerin tutarlilik ¢caligmasi kapsaminda, SOM ve
LAN i¢in 6,0x10* M, OC igin 4,0x10"'*M derisimde ¢ozeltiler i¢in iki farkli analizci
tarafindan elde edilen bulgulara Mann- Whitney U testi uygulanmistir. P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE, P(ANI)@MIP/CKE ve P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE
sensorleri i¢in Unesap degerleri sirasiyla Tablo 4.5°de 17, Tablo 4.14’de 16 ve Tablo 4.
24’de 10 bulunmustur. Uesap<UTablo=29 ve p>0,05 oldugundan iki farkli analizciye ait
sonuclar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark olmadigi ve her ii¢ sensorle

yapilan c¢aligmalarin tutarli oldugu sonucuna varilmistir.

Gelistirilen MIP tabanli sensorlerin performansinin biyolojik 6rneklerde
bulunan AA, DOP, K*, CI", Na* ve SO4> 'nin etkilenip etkilenmedigi incelenmistir.
SOM, OC ve LAN icin her bir bilesenle 1:10 oraninda hazirlanan ¢ozeltiler analiz
edilmis, geri kazanim ve BSS degerleri hesaplanmistir. Geri kazanim degerleri SOM
icin %95.36’dan (Tablo 4.6), OC igin %98,02’den (Tablo 4.15) ve LAN igin
%96,73’den (Tablo 4.25) yliksek bulunmustur. Bu sonuclar gdz oniine alindiginda,
olas1 girisim ajanlarinin varlifinda SOM, OC ve LAN i¢in ayr1 ayr iretilen
sensorlerde icin elde edilen akim yanitinda o6nemli bir degisiklik olmadigi

belirlenmistir.

P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE,  P(AND@MIP/CKE ve P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE sensorlerinin stabiliteleri 15 glin boyunca, belirli araliklarla

Olgtimler alinarak saptanmustir.1. glin %100 kabul edilen akim degerinin %25’den az
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performans diisiisii gostermis oldugu siireler belirlenmistir. FP yontemi ile SOM ve
LAN i¢in gelistirilen sensorler 10’ar giin; EP yontemi ile OC igin gelistirilen sensoriin

ise 8 giin stabil kaldig1 saptanmustir.

Sonugcta, elektrokimyasal sensorler hazirlanirken kullanilan FP yonteminin EP
yontemine gore, elektrot ylizeyini daha iyi kapladigi, daha kararli bir polimerik yap1
olusturdugu, bu sayede kalip molekiiliin polimeri bozmadan daha kolay ¢ikarilabildigi;
FP ile elde edilen MIP tabanli sensoriin EP ile elde edilen MIP tabanli sensore gore
daha stabil oldugu goriilmiistiir. Ancak, FP yontemi ile polimerlestirme basamaklari
cok iglem gerektirir ve uzun slirede tamamlanirken EP yontemi ile polimerlestirme ¢ok

kisa siirede az islem basamagi ile gerceklesmektedir.

MIP Tabanh Sensorlerin Farmasotik Preparat ve Serum Orneklerine

Uygulanmasi

Gelistirilen P(HEMA-MA Asp)@MIP/CKE, P(ANI)@MIP/CKE ve P(HEMA -
MAGA)@MIP/CKE sensorleri kullanilarak sirasi ile  Somatosan® ampul iginde
liyofilize toz, Sandostatin® ampul ve Somatuline® Autogel® enjeksiyon farmasotik
preparatlarin analizleri gergeklestirilmistir. P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE sensorii
ile Somatosan® ampulden elde edilen sonuglar Tablo 4.7'de, P(ANI)@MIP/CKE
sensorii ile Sandostatin® ampulden elde edilen sonuglar Tablo 4.16'da, P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE sensorii ile Somatuline® Autogel® enjeksiyondan elde edilen

sonuclar Tablo 4.26'da verilmistir.

Gelistirilen MIP tabanli sensdrlerin ticari insan serum orneklerine uygulanmasina
iligkin sonuglar; SOM, OC ve LAN igin sirasiyla Tablo 4.8, Tablo 4.17 ve Tablo
4.27'de gosterilmistir. SOM, OC ve LAN i¢in geri kazanim degerleri siras1 ile %99,33,
%101,19 ve %99,20; BSS degerleri sirast ile %0,34, %0,27 ve % 0,47 olarak

hesaplanmuistir.

OC’ye segcici olarak gelistirilen ve analitik performansi kontrol edilen MIP
tabanli elektrokimyasal sensér olan P(ANI)@MIP/CKE ile Sandostatin® ampul

kullanan 5 ndroendokrin kanser hastasi ve 3 saglikli kisiden alinan plazma 6rnekleri
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optimize edilen kosullar altinda analiz edilmistir. Plazma ornekleri Sandostatin®
ampul ile tedavisi baglanan hastalardan 1 ay i¢cinde alinmistir. Sekil 4.21°de goriildigi
tizere hedef molekiiliin baglanma basamaginda, hastadan alinan 6rnek OC’ye 6zel
bosluklar1 doldurarak yiizeyi tekrar kapatabilirken, saglikli kisiden alinan o6rnek
bosluklar1 dolduramamaktadir. Tablo 4.18’de hasta ve saglikli kisilere ait plazma
orneklerindeki OC miktarlar1 verilmistir. Tiim sonugclar t-testi kullanilarak istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. traplo =2,45<tmesasp=35,32 ve p<0,05 oldugundan hasta ve

kontrol plazma 6rnekleri arasindaki fark anlamli bulunmustur.

Kaynaklarda SOM’un insan plazmasina iligkin bir ¢aligma yer almamaktadir.
Ancak, insan plazmasindan OC tayininin LC-MS/MS y6ntemi (14, 15) ve LAN tayinin
RIA (24) ile gergeklestirilmis oldugu goriilmiistiir.

P(AND)@MIP/CKE sensor ile Sandostatin® ampul kullanan néroendokrin
kanser hastalarinin plazmalarindaki OC miktarlari, 8,58 ng/mL ile 11,06 ng/mL
araliginda degisen degerlerde bulunmustur. Bu degerler, kaynaklardaki hasta plazma

orneklerine ait sonuglar (13 ng/mL ile 51 ng/mL) ile uyumludur (15).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda, BH engelleyiciler olan SOM ve onun sentetik anologlari
OC ve LAN’m elektrokimyasal analizi icin MIP tabanli sensorler gelistirilmis ve
analitik performanslar1 degerlendirilmistir. SOM, OC ve LAN i¢in ayr1 ayr1 gelistirilen
MIP tabanl elektrokimyasal sensorler farmasdtik preparat ve ticari serum Orneklerine
uygulanmistir. Ayrica, OC i¢in gelistirlen sensor ndroendokrin kanser hastalarinin

plazma Grneklerine de uygulanmaistir.

SOM, OC ve LAN icin gelistirilen MIP tabanli sensdrlerin tiimiinde ¢alisma
elektrodu olarak CKE kullanilmistir. Elektrokimyasal sistemde referans elektrot olarak
Ag/AgCl ve karsit elektrot olarak platin tel kullanilmistir. Sensorlerin analitik
degerlendirmesi CV ve DPV yontemleri ile gerceklestirilmistir. Redoks probu olarak

5 mM [Fe(CN)s]> ™+ ¢ozeltisi tiim elektrokimyasal dlgiimler boyunca kullanilmustir.

SOM ve LAN i¢in gelistirilen MIP tabanli sensoérler olan P(HEMA-
MAAsp)@MIP/CKE ile P(HEMA-MAGA)@MIP/CKE hazirlanitken sirasi ile
fonksiyonel monomer olarak tercih edilen MAAsp ve MAGA nin hedef molekiillerin
varliginda polimerlestirilmesi FP yontemi ile gergeklestirilmistir. OC i¢in gelistirilen
P(AND)@MIP/CKE sensor fonksiyonel monomer ANI varliginda EP CV ydntemi

kullanilarak hazirlanmistir.

FP ile hazirlanan P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE ve P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE sensorlerini  yiizeyi CV, EIS, FTIR, SEM yontemleri
kullanilarak, EP ile hazirlanan P(ANI)@MIP/CKE sensoriin ylizeyi ise CV, EIS, SEM,

Raman spektroskopisi ve temas agis1 dl¢timleri ile karakterize edilmistir.

Gelistirilen sensorlerin optimizasyon kosullari, polimerin basarili bir sekilde
olusarak ylizeyi kaplamasi, hedef molekiile 6zel bosluklarin ¢ok sayida ve polimeri
bozmadan olusturulmasi, olusan bosluklara hedef molekiiliin yeniden baglanmasi

incelenerek olusturulmustur.

Gelistirilen MIP tabanli sensorlerin kullanildigr elektrokimyasal yontemlerin

analitik performansi degerlendirilmis SOM, OC ve LAN analizi i¢in dogrusal, kesin,
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dogru, duyarli, segici, tutarli ve stabil oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, MIP tabanl
sensorlerin  biyolojik o6rneklerde bulunan girisim ajanlarindan etkilenmedigi

gorilmiistiir.

SOM, OC ve LAN tayini icin LOD degerleri sirasi ile 0,175 fM, 0,801 fM ve
1,756 fM bulunmustur. Gelistirilen MIP tabanli sensoérlerin olduk¢a hassas, asiri

duyarli ve yliksek secicilige sahip oldugu goriilmiistiir.

P(HEMA-MAAsp)@MIP/CKE, P(ANI)@MIP/CKE ve P(HEMA-
MAGA)@MIP/CKE  sensorlerinin farmasotik preparatlara uygulanabilir oldugu
gosterilmistir. Ticari insan serumu Orneklerine standart ekleme yontemi ile
gerceklestirilen analizler sonucunda geri kazanim degerleri sirasi ile %99,33, %101,19

ve %99,20 olarak hesaplanmustir.

Gelistirilen P(ANI)@MIP/CKE sensorii, 2022/01-36 karar nolu “Somatostatin
ve Baz1 Analoglariin Miktar Tayini i¢in Elektroanalitik Yontemler Gelistirilmesi”
isimli proje i¢in Hacettepe Universitesi Etik Kurulu’ndan alman etik kurul izni ile
tedavisinde Sandostatin® kullanan noroendokrin kanser hastalart ve kullanmayan
saglikli kisilerden alinan plazma &rneklerine uygulandiginda p=0,001<0,05 olarak
hesaplanmistir. Hasta ve saglikli kisilerin plazmalarindaki OC miktarlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur.

Kaynaklarda SOM, OC ve LAN’1n elektrokimyasal analizlerine ait bir ¢alisma
bulunmamasi nedeni ile amaglanan bu tez ¢aligmasinda, SOM, OC ve LAN igin ilk
kez gelistirilen MIP tabanli elektrokimyasal sensdrlerin yiiksek segicilik ve ¢ok diisiik
derisimlere duyarli, ayn1 zamanda 6n hazirlik gerektirmeyen, ucuz ve diisiik toksik

etkiye sahip, olduk¢a avantajli bir analiz yontemi oldugu gosterilmistir.

Gelistirilen sensorler ile c¢ok diisiikk derisimlerde plazmadan analizlerin
gerceklestirilebilmesi, klinik ¢aligmalarda kullanimlariin 6nerilmesi agisindan biiyiik
onem tasimaktadir. OC tayini icin P(AND)@MIP/CKE sensorle yapilan klinik
uygulamanin basarili sonuglarinin, son derece ucuz, kesin, dogru, duyarli, 6zgiin,

tutarlt ve stabil olan MIP tabanli sensoérler ile klinik ¢aligmalarin yapilmasina yol
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gosterici olacagr on goriilmektedir. Ayrica, elde edilen sonuglarin kaynaklar ile
uyumlu olmasinin da s6z konusu sensorlerin ticarilestirilmesi yoniindeki ¢aligmalari

hizlandirabilecegini diigiindliirmektedir.
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EK 2. istatistiksel Katsayilarin Hesaplanmasi

Bagil Standart Sapma Hesaplanmasi

. Standart sapma
Bagil Standart Sapma (BSS) = Aritmotik ortalama X 100

Bagil Hata Hesaplanmasi

. (Olmasi gereken miktar - Bulunan miktar)
Bagil Hata (BH) = - x 100
Olmasi gereken miktar

Standart Hata Hesaplanmasi

Standart sapma

/Olciim sayis1

Standart Hata (SH) =

% Geri Kazamim Hesaplamasi

Bulunan miktar
% Geri Kazanim = - x 100
Olmas1 gereken miktar
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