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ONSOZ

Yiiksek lisans tezi kapsaminda idiyopatik pulmoner fibrozis tedavisinde
kullanilan yetim ilag olarak gecen Pirfenidon tayinine yonelik ilk elektrokimyasal
yontem olarak molekiiler baskilanmis polimer temelli nanosensor gelistirilmesi
amaglanmistir. Gelistirilen bu nanosensor ile insan serum ve farmasdtik dozaj

orneklerinden tayini i¢in yiiksek hassasiyet, dogruluk ve kesinlik uygulanmistir.

Yiiksek lisans siiresince her giin yeni bir bilgi 6grendigim, akademik hayatta
bildigim her seyi bana 6greten, bana her anlamda sonsuz destegini, anlayisini ve
sabrin1 siirekli hissettigim, her daim Ornek aldigim ve Ogrencisi olmaktan gurur
duydugum danigmanim sayin Prof.Dr. Bengi USLU’ya en i¢ten duygularimla sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Kiymetli bilgi ve deneyimlerini benimle paylasarak ytiksek lisans 6greniminde
bana destek veren degerli hocam Prof. Dr. Sibel A. OZKAN’a tesekkiirlerimi sunmayi

borg bilirim.

Yiiksek lisans 6grenimim boyunca sagladiklari katkilar ve desteklerinden dolay1
Analitik Kimya Anabilim Dali’ndaki degerli hocalarima ve arkadaslarima tesekkiir

ederim.

Yiiksek lisans boyunca ¢alismalarima bilgi ve deneyimleriyle her zaman katkida
bulunan, her sorumuza cevap aldigimiz Dr. Bur¢in BOZAL PALABIYIK a destekleri
icin sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Yiiksek lisansa geldigim ilk glinden bu yana her
konuda bildiklerini 6greten, her konuda, her zaman destek olan, ¢aliskanligin1 6rnek
aldigim sayin Uzm. Kim. Miith. Cem ERKMEN’e ve bana ¢alisma arkadasindan daha
ziyade dost olan kendisiyle tanigtigim i¢in ¢ok sansli oldugum, her zaman en biiyiik
destegi gordiiglim, birlikte minik Avrupa turu yaptigimiz, tiim basarilarim
destekledigim Uzm. Kim. Miih. Didem Nur UNAL’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans 6grenimime degerli katkisi, sonsuz destegi ve anlayisi i¢in bize hem bir
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1. GIRIS

Yasam tarzi, cevre kirliligi, mesleki bozukluklar, biyolojik faktorler ve
iyatrojenik faktorler, bazilar1 6liimciil olan ¢esitli hastaliklara neden olur. Hastaliklar,
insan Omrii ve refahi i¢in en biiyiik risklerden biridir, bu nedenle teshis ve buna bagh
olarak uygun tedavi yaklasiminin belirlenmesi, hastalarin hayatta kalma oranlarini
artirmada en etkili adimdir. Akciger hastaliklari, yiiksek mortaliye sahip ciddi saglik

sorunlarindan biridir.

1.1.Nadir Hastahklar

Molekiiler genetik, birgok nadir hastaligin nedenini karakterize etmistir ve hastaliklara
ait fenotipleri belirlemek, hastaliklart 6nlemek veya iyilestirmek, tedaviler tasarlamak igin
benzeri goriilmemis firsatlar sunmaktadir. Nadir hastalik arastirmalari, bilim insanlari i¢in
ozel yaklagmmlar gerektirmektedir. Bu alanda yapilan ¢aligmalar, arastirma programlarmin
finansmani, yeni tedavilerin kesfi, test edilmesi ve onaylanmasi ayrica klinik ¢aligmalar
alaninda bilim adamlarimn egitimi gibi zorluklar1 beraberinde getirmektedir. Istatistiksel
olarak gecerli ¢aligmalar, nadir hastaliklar icin yeni tedavileri ortaya koyabilmektedir
(Diindar ve Karabulut, 2010; Koken ve ark., 2018; Urek ve Karaman, 2019).

Amerika Birlesik Devletleri’nde Gida ve Ilag Dairesi (FDA)'nin Yetim Ila¢ Yasas,
endiistrinin nadir goriilen hastaliklara yonelik tedaviler gelistirmek igin klinik arastirmalara
yatirim yapmasini tesvik etmistir (Griggs ve ark., 2009). Nadir hastaliklarin klinik goriintimii,
dogal seyri, patofizyolojisi ve genellikle gizemli dogast yiizyillardir hekimleri
etkilemektedir. Nadir hastaliklar, insan fizyolojisi ve biyomedikal bilimini benzersiz bakis
acilarmdan incelemek icin firsatlar sunar. Nadir hastaliklar arastirilmasi sonucu, biiylik
bilimsel atilimlar ortaya ¢ikmis ve daha yaygin bozukluklara iliskin bilgiler edinilmistir.
Nadir hastaliklarin teshisi ve tedavisine yonelik bilgi eksikligi bu konudaki aragtirmalarin
onemini vurgulamaktadir (Griggs ve ark., 2009). Bu hastaliklara yonelik farkindalik; genel
olarak nadir hastaliklar konusunda farkindalig1 destekleyen gruplarin artisi, internete ulasimin

yayginlagmasi ile hasta gruplarmi organize etmesine ve bilinglenmesine ve diinya ¢apinda



milyonlarca insana ulasmasi, nadir hastaliklar olan insanlar hakkindaki hikayelerine artan
ilgisi, nadir hastalik aragtirmalarina ve hedefe yonelik ilag gelistirmeye hiikiimetin artan ilgisi
ve finansmani ve son olarak akademik tip kurumlarmin nadir hastaliklar olan hastalari tedavi
etmek ve bu hastaliklarla ilgili arastirma yapmak i¢in diizenlenen uzmanlasmis merkezleri

desteklemesi gibi sebepler ile son otuz yilda artmistir (Griggs et al., 2009).

flag endiistrisi, gelir saglamak adma, biiyiik hastalik popiilasyonlarma odaklanirken,
daha kiigiik nadir hastalik popiilasyonlar1 “yetim” kalmistir (Cheung ve ark., 2004; Haffner
ve ark., 2002; Wellman—Labadie ve Zhou, 2010). Boylece, hasta prevalansi 200.000'den az
olan ve/veya ilag gelistirme maliyetlerinin Amerika Birlesik Devletleri'nde satis yoluyla geri
kazanilmas1 olas1 olmayan bir hastalik olarak tanimlanan “yetim hastalik” kavrami ortaya
cikmistir (Wellman—Labadie ve Zhou, 2010). Nadir goriilen bir hastaligi tedavi etmek i¢in
kullanilan ilaglara yetim ila¢ denir, bu ilaglara 6zel bir statii verilmesini saglar. Avrupa
Birligi’nde idiyopatik pulmoner fibrozis 10.000 kisiden 3 kisiden fazlasinda goriilmemistir.
Nadir hastaliklarda ve yetim ilaglarda sinir 10.000 kisiden 5 kiside goziikmesi seklindedir.
Idiyopatik pulmoner fibrozis nadir hastaliklar grubuna girmektedir, ve tedavisinde kullanilan
Pirfenidon da yetim ilag olarak kabul edilmektedir (Agency, 2015).

1.2. idiyopatik Pulmoner Fibrozis Hastalig

Alveoller, akcigerlerde ¢ok sayida bulunan kiiciik, ince duvarli hava
keseleridir. Alveoller oksijenin kana girdigi ve karbondioksitin kandan ¢iktig
bolgedir. Alveoller, akcigerlerdeki ana hava yollarindan ayrilan bronsiyol ad1 verilen kiigiik,
dar tiiplerin uglarinda bulunur. Temel olarak, hava burun ve agizdan solunur ve bogazdan
nefes borusuna (trakea) dogru ilerler. Trakea, bronsiyollerin bagl oldugu brons tiipleri adi
verilen hava yollarina boliiniir. Biiyiik ihtimalle, normal yara iyilesmesinin bir pargasi
olarak viicut, hasarl epitel hiicrelerini onarmaya calisir. Bu yanit, alveollerde ve ¢evreleyen
akciger dokusunda ilerleyici skarlagsmaya ve hasara yol agan anormaldir (Kolb ve ark., 2017,

Spagnolo ve ark., 2021).

Akcigerin interstisyumu, akcigerler boyunca uzanan ve alveollere destek saglayan

dantel benzeri bir doku agidir. Minik kan damarlar interstisyumdan geger ve kan ile hava



arasindaki gaz degisimini kolaylastirir. Interstisyel akciger hastaligi, tiimii interstisyumu
artan iltihaplanma, 6dem ve/veya fibrozis dahil olmak iizere ¢esitli sekillerde etkileyen birgok
farkli durumu igeren bir hastahik kategorisidir. Idiyopatik pulmoner fibrozis, diger interstisyel
pnémoni ve asirt duyarlilik pnémonisini i¢eren bu bozukluklar genellikle interstisyumun
kalinlasmasima neden olur ve gaz degisimini bozar. Kosullar genellikle eforla okstiriik
ve/veya nefes darligi ile kendini gOsterir. Bazi interstisyel akciger hastaliklari akutken,
digerleri kronik, ilerleyici ve geri doniisiimsiizdiir (Bergot, 2022; Fournier ve ark., 2022;

Ledn—roman ve ark., 2022; Martinez ve ark., 2017; Spagnolo ve ark., 2021).

Idivopatik pulmoner fibrozis

Sekil 1.1. idiyopatik pulmoner fibroziste alveoler hasar

Idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF), akcigerlerdeki dokularm kalinlasmasi, sertlesmesi
ve skarlagmasi (fibrozis) ile karakterize kronik bir akciger hastaligidir (Sekil 1.1). Etkilenen
bireylerde nefes darlig: ve ilerleyici akciger hastaligr gelisir. Sonug olarak, iPF, solunum
yetmezligi gibi yasamu tehdit eden komplikasyonlara neden olur. ilerleme hiz1 bir kisiden
digerine biiylik ol¢lide degisebilir. Yillar gegtikce, ¢cogu birey artan solunum semptomlart,
akcigerlerde ilerleyici yara izi ve akciger fonksiyonlarinda kademeli bir diisiis yasar. Daha
az siklikla, etkilenen bireylerin akcigerlerinde hafif yara izi vardir ve uzun yillar boyunca
hastalikta ¢ok az degisiklik olur veya hi¢ degisiklik olmaz. Baz1 durumlarda, bozukluk hizla
(akut olarak) ilerleyebilir ve tanidan sonraki birka¢ yil igcinde yasami tehdit eden
komplikasyonlara neden olabilir (Bando, 2016). 'Idiyopatik' terimi, bozuklugun altmda
yatan nedenin bilinmedigi veya kamtlanmadigi anlamina gelir, ancak son zamanlarda

genetik duyarlihgmm bu hastaliga yakalanma riskinin %35—40'mdan sorumlu oldugunu



gdstermistir. IPF igin bir tedavi olmamasina ragmen, bozuklugu yonetmek icin cesitli farkli
tedaviler mevcuttur ve birkag yeni tedavi segenegi arastirilmaktadir. Sonug olarak, etkilenen
bazi bireyler i¢in akciger nakli gerektirecektir. IPF, akcigerlere benzer sekilde zarar veren
ve bilinmeyen nedenlerle ortaya ¢ikan bir grup akciger hastaligi olan idiyopatik interstisyel
pnomoninin bir formu olarak simiflandirilir. Bu hastalik grubu, yaygin parankimal akciger
hastaliklari olarak da bilinir. Toplu olarak, bu bozukluklar daha genis bir semsiye terim olan
interstisyel akciger hastaliklar1 (ILD'ler) altinda smuflandirilir. ILD'ler, akcigerlerde
ilerleyici skarlasma ile karakterize 200'den fazla hastalik igeren biiyiik bir hastalik grubunun
altinda siiflandirilir ve IPF en yaygm seklidir (Glass ve ark., 2020; Moran—Mendoza ve
ark., 2019; Raghu ve ark., 2012).

[PF’nin tanist i¢in kullanilan klinik test ve cahsmalar Cizelge 1.1°de gdsterilmistir.
[PF'nin erken evrelerinde hastalik asemptomatik ilerleyerek hicbir semptom gériilmeyebilir.
Hastaligin ilerlemesi olduk¢a degiskendir. Bazi kisiler, semptomlarm bir miktar
diizelmeden 6nce bir siire kotiilestigi 'alevlenmeler' yasayabilir. Ilk karakteristik semptom,
egzersiz gibi efor sirasinda 6zellikle fark edilen dispne, yani nefes darligidir. Etkilenen
bireyler ayrica ¢ok az veya hi¢ akinti ¢ikarmayan hafif, kuru bir oksiiriik sergileyebilir. Bu
verimsiz Oksiirik 30 giinden fazla siirer. Hastalik ilerledikce, etkilenen bireyler orta
derecede efor veya egzersiz iizerine nefes darhigi gelistirir. Hizli, yiizeysel solunum
sergileyebilirler. Sonunda, minimum eforla veya istirahatte bile nefes darlig
geligebilir. Etkilenen bireyler, kontrol edilemeyen tekrarlayan okstiriik nobetleri yasayabilir.
Olusabilecek ek semptomlar arasinda anormal yorgunluk, gogiiste rahatsizlik, kademeli,
istenmeyen kilo kayb1 ve agriyan eklemler ve kaslar bulunur. Baz1 kisilerde parmaklarda
veya ayak parmaklarinda genisleme meydana gelir. Clubbing, tinaklarn ve ayak
tirnaklarmin altindaki dokunun sisip daha genis ve yuvarlak hale gelmesidir. Etkilenen
bireylerin kronik pnémoni gibi tekrarlayan gogiis enfeksiyonlart gelistirme riski yiiksektir
(Moran—Mendoza ve ark., 2019; Spagnolo ve ark., 2021).

[PF'nin kesin, altta yatan nedeni tam olarak anlasiimanustir. Immiinolojik, cevresel
ve genetik faktorler dahil olmak tizere farkl faktorlerin, bozuklugun gelisiminde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. IPF gelistirme riskinin %30'unu olusturan en giiclii risk

faktorii, MUCSB genindeki, akcigerdeki en kiiciik hava yollarinda (solunum bronsiyolleri)



daha fazla mukus iretimi ile sonuglanan bir varyasyondur. Uzun yillar boyunca
arastirmacilar, cogu vakanin akcigerlerde asirt skarlasmaya neden olacak sekilde ilerleyen
akcigerlerdeki genel inflamasyondan kaynaklandigini diisiiniiyorlardi. Bununla birlikte,
arastirmacilar artik ¢ogu vakanin kiiglik hava yollarin1 ve alveolleri (epitel hiicreleri)

kaplayan belirli hiicrelere verilen hasardan kaynaklandigina inantyor.



Cizelge 1.1. IPF'nin tanis1 igin kullamlan klinik test ve ¢aligmalar.

Klinik Test Uygulama Kullanim amaci
) ) B Baz kisilerde tan1 amagh
Gogiis rontgeni Akcigerlerde skarlasmayi gosterebilir.
kullanilabilir.
Bilgisayar tomografisi taramasindan
Yiiksek o ) o ) h— . & o
Belirli doku yapilarmm kesit goriintiilerini gdsteren bir daha keskin, daha ayrntili resimlerini
¢Oziiniirlikli o . )
bilei | film olusturmak i¢in kullanilir. Skar dokusunun varligin verir. Bazi durumlarda spesifik
ilgisayarli
" s . ve akciger hasarmin boyutunu ortaya ¢ikarabilir. bulgularin varlig tan1 koymak igin
omografi -
yeterli olabilir.
) ) o o o __ Spesifik yontemler degisiklik gosterir,
Akcigerlerin oksijeni ne kadar iyi alip verdigini ve oksijeni
Solunum o . ancak kosu bandinda yiiriimek veya
. kana ne kadar verimli aktardiklarim dlgmek igin o . .
fonksiyon B . sabit bir bisiklete binmek egzersiz
. kullanilabilir. Kan basincinin, oksijen satiirasyon )
testleri . o . o testi sirasinda kullanilan yaygin
seviyelerinin ve kalp fonksiyonunun izlenir. ]
yontemlerdir.
Dar bir tiip soluk borusundan akcigerlere dogru kaydirlir
Bronkoalveolar ve tiipten steril bir soliisyon gegirilerek hiicreleri Diger hastaliklar: ekarte etmek i¢in
lavaj yikanir. Bu sivi toplanir ve daha sonra tiip ¢ikarilir ve kullanilir.
hiicreler incelenir.
Akciger Akcigerlerdeki cesitli yerlerden akciger dokusu Belirli kosullar1 ekarte edebilir ve IPF
biyopsisi orneklerinin ¢ikarilmasini igerir. tanisim dogrulayabilir.
) Gogiis duvarinda ¢ok kiigiik bir kesiden kiigiik bir kamera Akcigerlerin veya gogiis boslugu
Video yardimlt . ) ) o o ) B
] ile tutturulmus endoskop adi verilen dar bir tiipiin icindeki diger yapilarin incelemesini
torakoskopi

yerlestirilmesini igerir.

saglar.




1.2.1. idiyopatik Pulmoner Fibrozis Hastahgn Tedavisinde Kullanilan

Yontemler

2014 yilinda FDA, IPF tedavisi icin iki ilaci onaylanmustir. Intedanib, akciger
dokusunun skarlagmasina dahil olabilecek bircok yolu bloke eden bir kinaz inhibitoriidiir.
Pirfenidon, akciger dokusunun skarlagsmasina karisabilecek birgok yola etki eder (Fournier
ve ark., 2022; Lehtonen ve ark., 2016; Molina—Molina, 2019).

ilagla antifibrotik tedavi

Pulmoner
rehabilitasyon

Hastalarin
bilinglendirilmesi
ve destek

Sekil 1.2. IPF tedavisinde kullanilan yontemler

Diger cesitli tedavi secenekleri, IPF semptomlarmi tedavi etmeyi, hastaligm
ilerlemesini yavaslatmay1 ve etkilenen bireylerin aktif ve saglikli kalmalarina ve yasam
kalitelerini korumalarma yardimci olmayr amaglamaktadir. Yasamlarinin bir noktasinda,
[PF'li gogu birey, akcigerlerin kan dolagimina oksijen transfer edememesini telafi etmek igin
ek oksijene (oksijen tedavisi) ihtiyag duyacaktir. Ilk basta, oksijen tedavisi sadece efor sarf
edildigi zamanlarda gerekli olabilir, ancak bazi durumlarda sonunda stirekli olarak gerekli
olabilir. Oksijen tedavisi nefes darligimi azaltabilir ve bireylerin daha aktif olmasim

saglayabilir.

[PF'li hastalar Sekil 1.2°de belirtilen tedavi yontemlerinden faydalanabilmektedir.
Kronik akciger hastalig1 olan bireyler i¢in standart bir tedavi segenegi olan pulmoner

rehabilitasyon olarak bilinen bir programdan yararlanabilirler. Pulmoner rehabilitasyon



genellikle bir klinikte akciger hastaliginda deneyimli bir uzman ekibini igerir. Pulmoner
rehabilitasyon bireylere egzersiz egitimi hakkinda bilgi verir; 6zel nefes alma stratejileri
veya teknikleri, beslenme danismanhigi ve enerji tasarrufu teknikleri. Bu uzmanlar ayrica,
hastaligin en iyi nasil yonetilecegi de dahil olmak iizere akciger hastaligi konusunda egitim
verebilir ve psikolojik danigmanlik saglayabilir. Ilag tedavisine gelince, uzun yillar boyunca,
prednizolon gibi kortikosteroid ilaglar, siklikla azatioprin gibi bir immiinosupresif ilacla
birlikte IPF'li hastalar1 tedavi etmek igin kullanilmustr. Tlaglar iltihabr azaltir ve bagisiklik

sistemini baskilar. N—asetilsistein de bu ilag rejimine eklenir.

fleri evrelerde IPF'li hastalar icin akciger nakli gerektirebilir. Bu tiir ameliyatlar, ciddi
hastalig1 olan, diger tedavilere yanit vermeyen ve baska ciddi tibbi komplikasyonlart
olmayan 65 yas alt1 geng hastalarda daha olasidir. Herhangi bir organ naklinde oldugu gibi,
akciger nakli de reddedilme veya enfeksiyon gibi dnemli komplikasyon riski tasir.
Gastroozofageal reflii, midede asit {iretimini azaltan veya baskilayan standart ilaglarla tedavi
edilebilir. GORH tedavisi, IPF'li bireylerde 6zellikle 5nemli olabilir, ¢iinkii baz1 calismalar
GORH tedavisi goren bireylerde daha uzun sagkalim siireleri ve daha diisiik fibrozis skorlart
gdstermistir. Ek tedaviler semptomatiktir ve standart yonergeleri takip eder. Ornegin,
akciger enfeksiyonlarn ve Oksiirtik ilaclar i¢in antibiyotikler regete edilebilir ve kodein

kullanimi kronik 6ksiiriikten kurtulma saglayabilir.

1.2.2. Pirfenidon

Pirfenidon, idiyopatik pulmoner fibrozisin tedavisi i¢in oral bir piridondur. Pirfenidon
(5—metil-1—fenil-2—[1H]—piridon), hayvan modellerinde fibrozisin ilerlemesini
engelleyen yeni bir antifibrotik ajandir. Birka¢ klinik c¢aligma, akciger fonksiyonunu
stabilize etmede ve akut alevlenme yasayan IPF'li hasta sayisim azaltmada umut vaat
etmistir (Bando, 2016; Fournier ve ark., 2022; George ve Wells, 2017). Pirfenidon zorlu
vital kapasitedeki (FVC) diisiisti 6nemli 6l¢lide azaltmistir. Tedavi gruplar arasinda zaman
icinde FVC'deki ortalama diististeki farkliliklar 157 ile 193 mL arasinda degismistir. Ttim
nedenlere bagli mortalite, klinik arastirmalar ve mevcut takip siireleri boyunca
Pirfenidon’dan 6nemli dlgiide etkilenmemistir. Karaciger enzim yiikselmeleri ve ilaca bagh

karaciger hasari Pirfenidon ile iliskilendirilmistir; bu nedenle, tedavi sirasinda karaciger



fonksiyonunun izlenmesi gereklidir. Pirfenidon 2014 yilinda FDA tarafindan onaylanmigtir

(Moran—Mendoza ve ark., 2019)

Bu olumlu klinik ¢alismalar sonucunda Pirfenidon, Amerika Birlesik Devletleri,
Kanada, Avrupa, Japonya ve diger birgok iilkede IPF tedavisi igin onaylanmustir. Giinliik
kullanim dozu agizdan 3 kez 267 mg'dir ve ligiincii haftaya kadar bu doz haftalik olarak
giinde 3 kez 801 mg'a yiikseltilir. Baslica yan etkiler gastrointestinal ve hepatiktir; hastalar
genellikle bir 1s18a duyarlilik deri dokiintiisii gelistirir (Bando, 2016).

Pirfenidon’un anti—fibrotik etkisi, reaktif oksijen tiirlerinin, transforme edici biiyiime
faktorii (TGF—) gibi pro—fibrotik sitokinlerin ve timdr nekroz faktorii (TNF—a) gibi
inflamatuar sitokinlerin iiretiminin inhibisyonundan kaynaklanabilir. Trombosit kaynakli
bilytime faktorii (PGDF) ekspresyonu yoluyla makrofajlarm ve fibroblastlarin
proliferasyonunu indiikleyerek akcigerlerdeki fibrotik siiregleri kolaylastiran TGF— B'min
baskilanmasi, Pirfenidon i¢in anti—fibrotik aktivitenin ana mekanizmasi olarak kabul edilir.
Pirfenidon ¢ok az immiinosupresif aktiviteye sahiptir (Spagnolo ve ark., 2021; Takeda ve
ark., 2014).

Pirfenidon oral yoldan kullanilir, ortalama %358 baglanma ile konsantrasyondan
bagimsiz bir sekilde plazma proteinlerine baglanir. Serum albiimini ana baglayici proteindir.
Pirfenidon esas olarak karacigerde CYP1A2 tarafindan 4 metabolite metabolize edilir.
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 ve CYP2EI gibi diger enzimler de rol oynar. insan
plazmasinda 6nemli miktarlarda sadece Pirfenidon ve 5—karboksi—Pirfenidon metaboliti
bulunur. Bir dozun yaklagik %80'i idrarla, neredeyse tamami 5—karboksi metaboliti (%99,6)
olarak atilir. Ortalama terminal yar1 6mrii yaklasik 3 saattir. Pirfenidon, CYP1A2'nin birincil
substrat1 ve ayrica CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 ve CYP2E1'in mindr bir substratidir.
Giiclii veya orta derecede CYP1A2 inhibitorleri (6rn. fluvoksamin, bazi kinolon
antibiyotikleri) alan hastalarda doz ayarlamasi gereklidir. Pirfenidon, in vitro olarak zayif

bir P—gp inhibitdriidiir (Takeda ve ark., 2014; Taniguchi ve ark., 2010)..



1.3. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya, anot ve katot igeren bir hiicrede indirgeme—yiikseltgenme olaylarinin
incelenmesidir. Redoks (yiikseltgenme—indirgeme) reaksiyonlari elektron aligverisini icerir.
Yiikseltgenmenin meydana geldigi katot ve indirgemenin meydana geldigi elektrot hiicresi
anottur. Elektrokimyasal analiz yapilacak bir sistemde incelenecek analiti igeren elektrolit
bir ¢ozelti, elektrotlar ve elektrotlart birbirine baglayan bir dongii sistemi gereklidir. Cok
sayida sistem, elektrokimyadan kapsamli bir sekilde yararlamr. Elektroanalitik kimya, bir
elektrokimyasal hiicrede ¢ozelti karisimlarinin elektriksel 6zelliklerinin Slgiilmesine dayali
olarak maddelerin kalitatif ve kantitatif analizlerini saglayan bilim dalidir ve Sekil 1.3 teki
gibi smmiflandiriimaktadir. Elektroanalitik kimyada kullanilan yontemler son yillarda diger
yontemlere gore (kromatografi vb.) daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun nedeni,
elektroanalitik yontemlerin daha hizl, segici, hassas, hassas, minyatiirlestirebilmesi, kolay
numune hazirlama, ekonomik ve diisiik teshis limiti gibi avantajlarinin olmasidir (Skoog,

1992).

Elektroanalitik

vontemler
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Sekil 1.3. Elektrokimyasal yontemlerin smiflandiriimasi

Elektrokimya, disiplinler aras1 bilimin belki de en 6nde gelen 6rnegi olan zorlayici ve
genis spektrumlu bir disiplindir. Elektrot—¢ozelti ara yiiziinde adsorpsiyonla ilgili temel
yonlerin incelenmesinden, sonunda uygulamali analitik yonlere (dedektorler ve sensor
sistemleri) ve sentetik ilgili uygulamalara (elektrokristalizasyon) bir polimer matris iginde

immobilizasyona kadar yiik transfer iglemlerini igerir. Aslinda, elektrokimyasal ¢alismalarin
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cogunlugu, elektrot—¢ozelti ara ylizliniin veya karmasik redoks sisteminin yapisal
karakterizasyonuna ve genel yapinin bir fonksiyonu olarak yiik transfer kinetiginin ve

dinamiginin incelenmesini amaglamaktadir (Skoog, 1992).

Elektrokimyasal davranisin uygun sekilde incelenmesi Ornegin, doniistimlii
voltametri ve impedans spektroskopisi Ol¢iimleri, yapisal Ozellikler hakkinda bilgi
edinilmesine izin verir. Her haliikkarda, bagimsiz bir teknik kullamlarak gergeklestirilen,
elektrokimyasal kamtlarin tartisilmasindan ¢ikarilan makul bir hipotezin ¢apraz kontrolii
arzu edilir. Bu baglamda, spektroskopik ve teorik yontemlerin uyumlu g¢alismalari,
elektrokimyasal siireglerin molekiiler seviyeye kadar anlagilmasindaki paradigma

degisiminde nemli bir rol oynamaktadir (Salzillo ve ark., 2022).

Elektrokimya tarafindan saglanan yeni doniisiimlerin gesitliligi, biiytik dlciide, redoks
aracilari, uygulanan potansiyel, elektrot malzemesi ve hiicre yapisi dahil olmak {izere
elektrokimyasal sistemlerdeki benzersiz ozelliklerin ve reaksiyon parametrelerinin bir
sonucudur. Bu ek ozellikler, reaktivite ve segiciligi kontrol etmek i¢in yeni yontemler
sunarken, ayn1 zamanda bir reaksiyon sisteminin boyutlarini artirir ve optimizasyonunu
karmagiklastirir. Ancak bu zorluk, yiiksek kaliteli veri kiimelerinin olusturulmasini
kolaylastiran yiiksek verimli tarama platformlarmin gelistirilmesinin yani sira reaksiyon
kesfine yardimci olmak i¢in veri bilimi araglarinin giderek daha fazla benimsenmesine yol
acmustir. Elektrokimyasal sensorler (kimyasal ve biyolojik) son yillarda tibbi teshis, kisisel
koruma, tarim ve gevresel toksinlerin tespiti alanlarinda asiri bir etkiye sahiptir. Son yillarda
arastirmalar, analitin sensoriin aktif ylizeyiyle etkilesimine dayanan 6lgiilebilir bir sinyalin
ciktisina bagl olan basit kat1 hal sensorlerinin yaratilmasina odaklanilmistir. Bu yaklagimin
organik ve inorganik biyomolekiilleri arastirmak i¢in uygulanabilirligi de fark edilmistir

(Martinez Alvarado ve ark., 2022).

1.3.1. Voltametri

Voltametri, 1922'de Cek bilim adami Jaroslav Heyrovsky tarafindan gelistirilen
elektrokimyanin bir dahidir. Prof. Heyrovsky, voltametri alaméindaki ¢aligmalar1 nedeniyle

1959'da kimya dalinda Nobel Odiilii alnustir. 1960 ve 1970’te voltametride analitik
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tekniklerin duyarliligini ve araligim gelistirmek igin gok ilerleme kaydedildi (Barek ve ark.,
2001; Zuman, 2001). Voltametrik yontem, bir elektrokimyasal hiicre reaksiyonu sirasinda
elektrokimyasal siireglerde gozlemlenen akim ve voltaj arasindaki iliskiyi takip eder.
Voltametrik yontemler, uygulanan potansiyel ve akimdaki zaman periyodundaki degisimini
Olgmektedir. Bu yontemlere aktif yontemler denir, ¢linkii uygulanan potansiyel nedeniyle
meydana gelen degisiklikler elektrot ylizeyindeki bir elektroaktif tiirlin konsantrasyonunda
bir farka neden olur. Sekil 1.4’te geleneksel ticlii elektrot sistemi goriilmektedir. Bu,

elektrokimyasal indirgeme veya oksidasyonun sonucudur (Zoski, 2006).

Yontemler, ¢oziinmiis inorganik ve organik bilesiklerin sayisiim kantitatif olarak
belirlenmesini, ¢esitli ortamlarda oksidasyon ve indirgeme islemlerinin temel ¢aligmalarini,
elektron tagima prosediiriiniin kinetigini ve termodinamik 6zelliklerini icerir. Voltammetrik
yontemlerin uygulamalari, farmasotik agidan ilgili bilesiklerin belirlenmesi igin de
kullanilabilmektedir. ilag analizi icin voltametrik yontemlerin kullanilmasi, hem organik
hem de inorganik tiirler i¢in milkemmel hassasiyet araligi, hizh tayin, kolay uygulama gibi
cesitli avantajlar1 beraberinde getirmektedir (Gupta ve ark., 2011; Zoski, 2006). VVoltametrik
metotta, modifiye edilmemis elektrotlar, reaksiyon mekanizmasindaki elektronlarin yavas
hareket etmesi nedeniyle hassasiyeti azaltir; nanopartikiiller elektrokimyasal sensoriin
performansini ve biyoaktif molekiillerin ve ¢evresel 6rneklerin miktar tayini i¢in baglanma

yetenegini artirabilir (Skoog, 1992).

Calisma elektrodu

Karst lektro |
Karsit elektrot \ / Referans elektrot

Elektrokimyasal hiicre

Sekil 1.4. Voltametrik dl¢limlerde kullanilan hiicre ve iiglii elektrot sistemi gosterimi
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1.3.1.1.Doniisiimlii Voltametri

Doniistimlii  voltametri (DV), tayin i¢in bir elektrodun redoks ozelliklerini,
kararliigimi ve etkin ylizey alanmi anlamak ve karakterize etmek i¢in kullanilir. DV
geleneksel ¢ elektrotlu sistem ile calisir. DV'de, ¢alisma elektroduna uygulanan bir
potansiyel, belirli bir voltaj aralig1 ve voltaj tarama hiz1 ile potansiyel, belitli bir potansiyel
araliginda taramirken, ¢alisma elektrodunda ortaya ¢ikan akim 6lgiiliir. Uretilen akim daha
sonra, ¢alisma elektrodu {izerinde meydana gelen oksidasyon siirecinden kaynaklanan
anodik pik akimina (Ipa) ve indirgeme siirecinden katodik pik akimina (Ipc) dayali olarak
transdiiser malzemesi hakkinda bilgi saglayan bir DV grafigi liretmek i¢in potansiyele karst
cizilir. Pik akimlarin meydana geldigi potansiyeller, pik potansiyelleri olarak bilinir (Ep).
Bu pik potansiyelleri, deneyler sirasinda tarama hizlarini artirarak elektrot yiizeyindeki
reaksiyonun elektrokimyasal tersinirliginin analiz edilmesini saglar. Elektrokimyasal olarak
geri dontistimlii reaksiyonlar genellikle tiirler ve elektrot arasinda hizli elektron transferi
saglarken, tersinmez reaksiyonlarda elektron transferi daha yavastir (Elgrishi ve ark., 2018;
Zoski, 2006).

1.3.1.2.Diferansiyel Puls VVoltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisinde (DPV), kiigiik genlikli, kisa darbeler dogrusal bir
rampa lizerine bindirilir. Puls uygulanmadan 6nce ve her darbenin sonunda akim 6l¢iiliir ve
akimlar arasindaki fark hesaplanir. Bu prosediir, arka plan akimin etkili bir sekilde azaltir
ve bu nedenle, cogu kapasitif akimdan arinmis bir Faradaik akimla sonuglanir. DPV'nin en
bilyiik avantaji, yiiksek hassasiyete yol agan diisiik kapasitif akimdir. DPV'deki kiiciik adim
boyutlar1 ayrica daha dar voltametrik pik noktalarina yol agar ve bu nedenle DPV, benzer

oksidasyon potansiyellerine sahip analitleri ayirt etmek i¢in siklikla kullanilir (Skoog, 1992).

1.3.1.3. Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametrisi (KDV) yonteminde bir merdiven potansiyeli iizerinde sabit

genlikli simetrik kare dalga ile potansiyel dalga formunun iist iiste bindirilmesi ile pulslar
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elde edilir (Liu ve ark., 2010; Zoski, 2006). KDV’de bir katodik darbe ve ayn1 genlige sahip
bir anodik darbe arasinda ortalanmis olan bir merdiven potansiyel sinyali iizerine bir
potansiyel darbe dizisi bindirilir. Her katodik darbe sirasinda, analit elektrot yiizeyine yayilir
ve hemen indirgenir. Anodik darbe sirasinda, heniiz indirgenmis olan analit yeniden
oksitlenir. Akim, her darbenin hemen 6ncesinde ve sonunda Orneklenir ve bu iki nokta
arasindaki akim farki daha sonra bir kare dalga voltamograminda merdiven potansiyeline
karsi ¢izilir. KDV'de, akimin 6nemli dlgiide gelistirilmis bir Faradaik bilesenini 6l¢mek igin
her darbenin sonunda yeterince uzun bir akim Ornekleme periyodu ayarlamak ¢ok
onemlidir. Bununla birlikte, KDV'de dogrusal bir potansiyel taramanin tamamlanmasi
yalnizca birkag dakika gerektirirken, analitik verilerin kolay yorumlanmasi igin daha yiiksek

akim saglar (Liu ve ark., 2010; Zoski, 2006).

1.3.1.4. Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi

Elektrot—elektrolit ara yiiziinlin incelenmesi icin elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) olgiimleri kullanilir ve bu tiir ara yiizlerin yorumlanmasi i¢in en sik
Randles—Ershler esdeger devresi uygulanir. Randles—Ershler esdeger devresinin ana
parametreleri arasinda ¢ozelti direnci (Rs), yiik transfer direnci (Ret), Warburg impedansi
(Zw) ve elektrotun cift katmamnmn kapasitanst (Cai) bulunur. Impedans spektrumlarmi
¢izmenin en sik kullanilan yollar1 Nyquist ve Bode grafikleridir (Liu ve ark., 2010). Nyquist
cizimleri, devrenin elemanlarini tahmin etme yetenegi nedeniyle impedans ¢izimi i¢in tercih
edilir ve genellikle elektron transfer kinetigini incelemek i¢in kullanilir. Bode grafiklerinden,
frekansin impedansa nasil bagl oldugu degerlendirilebilir. Ancak, impedansi ¢izmenin bu
iki yolu, impedans ve kapasitans iligkisini ortaya ¢ikarmaz. Bu bosluk, impedansi Zrea—Creal
koordinatlarinda ¢gizerek olusturulan devre ile kolayca atlanabilir.

EIS sensorlerinin iki gruba ayrilmasi (Faradaik ve Faradaik olmayan), elektriksel yiik
transferinin gbzlenmesinden dolay1 elektrolit ve elektrot ara yliziinde redoks tiirlerinin
varligi ile desteklenir. Yalmzca redoks reaksiyonlarmin akimindan dolayr daha yiiksek
hassasiyet faradaik sensorler i¢in ne faradaik olmayanlar i¢in daha karakteristiktir. EIS,
basitliginin yani sira, MIP sentezinin her adimimn bir karakterizasyonunu ve hedef yeniden

baglamanin oldukga hassas bir sekilde okunmasini saglar. EIS izleme, elektrikli ¢ift katman
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teorisine dayanmaktadir. Az miktarda redoks—aktif malzeme igeren bir sistem belirlemede
hataya yol agabilir, bu nedenle Faradaik islemin yalanci kapasitans etkileri de hesaba

katilmalidir.

1.4. Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Molekiiler baskilama teknolojisi, yap1 Ongoriilebilirligi, tanima 6zgilliigi ve
uygulama kolayhigi gibi benzersiz ozellikler sayesinde cesitli alanlara genis ¢apta
uygulanmigtir. Molekiiler baskilama, yiiksek segicilik, basitlik, hizlilik ve miikemmel
kararliligin yam sira diisiik maliyet ve ¢evre dostu olma ozelliklerine atfedilen 6nemli
avantajlar ilgi ¢ekmistir (Bozal—Palabiyik ve ark., 2020; Gui ve ark., 2018). Sonug olarak,
hedef bilesikleri yiiksek afinite ile segici olarak baglayabilen yapay reseptorler, karsilik

gelen dogal biyo—reseptdrlerinkine benzer sekilde tasarlanmakta ve tiretilmektedir.

MIP'ler, sablon molekiilleri sekil, boyut ve fonksiyonel grup olarak tamamlayan
spesifik tanima bdlgelerine sahip sentetik polimerik malzemelerdir. MIP'ler, ¢esitli
polimerlerden kolayca sentezlenir ve belirli analitler i¢in diisilk maliyetle 6zel olarak
tiretilebilir. Cok yonlii malzemeler olarak, MIP'ler sablon esnekligi ve diger dogal
muadillerine gore daha yiiksek fiziksel saglamlik ve termal stabilite ile ne ¢gikmaktadir.
Boylece MIP'ler, numune 6n igleme, kromatografik ayirma, kimyasal ve biyolojik sensorler
vb. alanlarda biiyiik ilgi uyandirmistir. Bugtine kadar, ¢esitli kiiciik molekiiller, proteinler ve
tyonlar iizerine bir dizi ¢aligma yapilmistir. MIP'lere dayali sensorler ile birgok maddenin

tayini hizli bir sekile gergeklestirilmistir (Lu ve ark., 2015).

MIP, "sablon" olarak adlandirilan hedef analitin varhginda monomerlerin, gapraz
baglayicilarm ve diger gerekli bilesenlerin (yani baglaticilar ve porojenler)
polimerizasyonuyla hazirlanan tanima malzemeleridir. Sablonun uzaklastiriimasindan
sonra, analitin boyutunu, seklini ve kimyasal iglevselligini koruyan ve hedef analitin spesifik
olarak tanmmasimni saglayan serbest bosluklar olusturulur.  Molekiiler baskilama
teknolojisinin uygulanmasi, olduk¢a segici analitik sistemleri elde etmenin pratik bir
yoludur. Monomerin sablon molekiil ile ana etkilesim tiirleri; selasyon, elektrostatik,

hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglarimin olusumu olarak ayirt edilebilir. Daha sonra
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sablon molekiiliin uzaklastirilmasindan sonra bu 6zel bolgelerin olusturulmasi, ii¢ boyutlu
bosluklar olusur. Benzer sekilde, MIP'e benzer bir prosediir kullanilarak ancak sablon
molekiiller olmadan elde edilen polimerler, baskisiz polimerler (NIP) olarak adlandirilir ve
genellikle MIP'lerin  etkinliginin degerlendirilmesi ve dogrulanmasi i¢in kullanilir
(Madikizela ve ark., 2018).

1.4.1. Molekiiler Baskilanmis Polimerlerin Tasarimi

Molekiiler baskilama islemi, fonksiyonel bir monomerin ve bir molekiiler sablon
etrafinda bir capraz baglayicmin polimerizasyonunu igerir. ilk olarak, sablon—-monomer
kompleksleri, segilen bir sablon molekiil ile tamamlayici bir fonksiyonel monomer arasinda
elde edilir. Daha sonra kompleksin etrafinda bir ¢apraz baglama polimerizasyon reaksiyonu
gergeklestirilir. Sablon molekiil uzaklastirildiktan sonra, baskilanmis bolgelerin, sablonlari
tamamlayan fonksiyonel gruplarin geometrisi ve konumu ile gézenekler sunan {i¢ boyutlu
bir ag icerdigine dikkat etmek onemlidir (Bozal-Palabiyik ve ark., 2020; Chen ve ark.,
2016).

Analitik sistemlerdeki MIP'ler, baz1 biyomolekiillerin yerini alabilir ve bu sekilde,
polimerler, asir1 pH, organik baz ve otoklav islemine karsi dikkate deger bir direng
sergilediler ve uzun vadeli bir kararlilik sergilemistir. Molekiiler sablonlarin ¢oklu yeniden
kullanim, diisiik maliyetli olmasi, daha basit polimerizasyon asamast ile kolayca yiizeyin
elde edilmesi, MIP bilesimlerinin ¢ogu kez yigin halinde optimize edilmesi gerekir (bu,
yigm ve sensOr arasindaki yapisma Ozelliklerinde farkliliklara yol agabilir). MIP'lerin
performansi ayrica nanomalzemeler, metal—organik cergeveler, manyetik ve diger NP'ler
dahil edilerek veya cesitli MIT ylizey baskisi, segment baskisi, ¢ok duyarli baski vb.
kullanilarak gelistirilmistir(Bozal—Palabiyik ve ark., 2020; Chen ve ark., 2016).

Son olarak, MIP kullanan elektrokimyasal yontemler diger bazi avantajlari veya
sinirlamalar1 kargilayabilir: kovalent baglanma daha az esnektir, ¢iinkii tersinir reaksiyonlar
sirhdir ve termodinamik dengeye ulagsmak zordur, ¢linkii baskili analitin baglanmasi ve

ayrismasi oldukca yavastir. Etkilesimleri bozmadan kovalent olmayan baglanma, analitin
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nispeten hizli baglanmasi ve uzaklastirilmast i¢in kullanilir(Bozal—Palabiyik ve ark., 2020;
Chen ve ark., 2016).

MIP katmaninin kalinligi, MIP tabanl analitik sistemlerin 6nemli bir parametresidir.
MIP katmaninin kalinlhigi, uygun elektrokimyasal parametrelerin segilmesiyle kolayca
uyarlanabilir ve sentezlenebilir. Daha kalin bir film, hedef molekiillerin taninmasina fayda
saglayan daha fazla baskili bosluk saglamistir. Bununla birlikte, MIP filmi ¢ok kalinsa,
baskilanmig bosluklarin bir kismi polimer matrisinde oldukca derine gomiilebilir ve bu
nedenle, yiiksek kiitle transfer direnci nedeniyle hedef molekiillerin aktif bélgeye erismesi
zordur. Ote yandan, daha ince MIP filmi olduk¢a smirli miktarda baskilanmis bosluklar
tiretir ve bu sekilde hedef molekiiliin taninmasi karmasiktir. 10 ile 100 nm araliginda olan
etkili analitik sinyal iletimi i¢in polimerik tabakanin ideal kalinligini tanimladigini not etmek

o6nemlidir(Bozal—Palabiyik ve ark., 2020; Chen ve ark., 2016).

Her sey g6z Oniine alindiginda, MIP'lerin kalitesi, ¢Ozeltide diger girisim
molekiillerinin ve diger tiirlerin bir arada bulunmasina ragmen analitin benzersiz bir sekilde
tamnmast, baskilanmis analitin birlesmesi ve ayrigmasi ve gesitli ara yiizlerin yorumlanmasi

ile belirlenir(Bozal—Palabiyik ve ark., 2020; Chen ve ark., 2016).

MIP, spesifik afiniteye sahip bosluklarin olusturuldugu iyi bilinen bir yaklasimdir. Bu
fonksiyonel malzemeler ¢ogunlukla kiigiik molekiillerin ayrilmasi, algilanmasi ve katalizi
icin kullanilir. Son yirmi yilda, MIP konsepti nanopartikiiller, viriisler ve hiicreler gibi biiytlik
varliklarin baskilanmasi i¢in genisletilmistir (Bozal—Palabiyik ve ark., 2020; Chen ve ark.,
2016). MIP, fonksiyonel monomerlerin Van Der Waals, hidrojen bagi ve daha fazlas1 gibi
farkli molekiiler kuvvetler tarafindan miidahale edilen sablonun etrafinda diizenlendigi bir
kendi kendine montaj islemi ile hazirlannstir. Monomerler genellikle bir ¢apraz baglayici
varliginda polimerize edilerek bir polimer matris elde edilir. Bu sablonu gémer. Ikincisi,
sablon ile uyumlu spesifik yapisal ve fonksiyonel afiniteye sahip bosluklarla sonuglanan
polimerden ¢ikarilir. MIP'ler, kiigiik analitlerin, yani tipik olarak molekiillerin algilanmasi
ve ayrilmasi i¢in yaygin olarak kullanilmasina ragmen, proteinler, viriisler, bakteriler ve
nanopartikiiller gibi énemli 6l¢iide daha biiyilik sablonlara kolayca uygulanamazlar. MIP

matrisi boyunca sinirlt yayilmalari, bu biiyiik varliklarin ¢ikarilmasini ve yeniden alinmasini
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neredeyse imkansiz hale getirir (Adumitrachioaie ve ark., 2018; Bozal-Palabiyik ve ark.,
2020; L. Chen ve ark., 2016; Scheller ve ark., 2019; Yarman ve ark., 2018).

Molekiiler baskilama {i¢ ana adimdan olusur; monomer—sablon kompleksinin
olusumu, kompleksin polimerizasyonu ve sablonun uzaklastirilmasi1 (Alvarez—Lorenzo ve

Concheiro, 2013; Canfarotta ve ark., 2018; Huynh ve Le, 2018).

Elektrokimyasal sensorler en hizli biiyliyen kimyasal sensor sinifini temsil etmektedir
(Stradiotto ve ark., 2003). Bu sensorler, kimyasal olarak segici bir katmani (tanima elemant)
bir elektrokimyasal doniistiiriicliye baglayarak bir sistemin bilesimi hakkinda gercek
zamanlt bilgi veren cihazlardir (Antuna—Jimenez ve ark., 2012). Elektrokimyasal
sensorlerin hazirlanmasi ve kullanimi ¢ok kolaydir, hizli tepki siireleri vardir, diisiik
maliyetlidir, minyatiirlestirilebilir ve arastirmacilarin ¢ok sayida analit tespiti yapmasina izin
verir (Antuna—Jimenez ve ark., 2012; Bozal-Palabiyik ve ark., 2020). Elektrokimyasal
doniistiirticiiler, malzeme bilimindeki ve elektronikteki ilerlemelerden faydalanarak
sensorlerin yiiksek duyarlilik, secicilik ve kullanim kolayligi gibi gereksinimlerini
kargilayabilmektedir (Muzyka ve ark., 2013). Duyarlilik, elektrokimyasal sensorler ve MIP
teknolojisinin birlestirilmesiyle 6nemli 6lgiide gelistirilebilir ve elektrokimyasal tekniklerle,
cihazlarin minyatiirlestirilmesi ve hatta hasta basinda analiz yapilan cihazlarm elde edilmesi

miimkiin olabilir (Adumitrachioaie ve ark., 2018).

[lag analizinde MIP'lerin kullanimi son yillarda artmustir, ¢iinkii bunlar sadece istenen
molekiilii analiz etmek igin kullanilabilir. Giiniimiizde insanlarin ¢ogunun su veya bu
sekilde hayatlarmin bir boliimiinde ila¢ kullandiklart g6z 6niine alinirsa, bu ilaglarin ve bazi
durumlarda miktarlariin tespit ve analizleri son derece 6nemli hale gelmistir. Dahasi
kimyasal ve biyolojik materyallerin tespit ve analizleri yalnizca teshis ve tedavinin gelisimi
icin degil, aym1 zamanda doping kontrolii, ila¢ endiistrisinde kalite kontrolii, klinik
toksikoloji, adli tip ve ¢evre ¢alismalari gibi alanlarda da Ozellikle istenmeyen veya
beklenmeyen maddelerin varligimin anlagilmasi i¢in de hayati bir Oneme sahiptir

(Adumitrachioaie ve ark., 2018).
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Bir MIP'in sentezi igin gereken temel bilesenler, sablon (hedef/analit) molekiilii, bir
veya daha fazla fonksiyonel monomer, bir ¢apraz baglayici, bir polimerizasyon baslatic1 ve
¢oziictiden olusur (Lingxin Chen ve ark., 2016; R. Li ve ark., 2019; Moreno Bondi ve ark.,
2013; Saylan ve Denizli, 2019).

Sablon molekiilii, fonksiyonel monomer ile etkilesimlerden sorumlu oldugu ve
polimer yiizeyinde secici bosluklarin olusumuna yol agtig1 i¢in baskida 6nemli bir rol oynar.
Genellikle, hedef molekiil sablon olarak secilir. Bununla birlikte, hedef bilesigin toksik,
pahal1 veya simirl bulunabilirlikte oldugu bazi uygulamalarda, hedef molekiiliin bir yapisal
analogunun kullanilmasi tercih edilir (Lingxin Chen ve ark., 2016; Moreno Bondi ve ark.,
2013). Fonksiyonel monomer, baskili bosluklardaki hedef molekiil ile baglanma
etkilesimlerinden sorumlu fonksiyonel gruplar saglar. Farkh islevlere sahip cok cesitli
fonksiyonel monomerler ticari olarak temin edilebilir ya da sablon molekiildeki 6zgiil
islevleri hedeflemek igin sentezlenebilirler (Adumitrachioaie ve ark., 2018; Moreno Bondi
ve ark., 2013).

Monomer—analit kompleksinin olusumu igin, sablon ile monomerlerin fonksiyonel
gruplar1 arasindaki baglanma tipine dayanarak kovalent ve kovalent olmayan seklinde iki

ana gruba ayrilabilir (Canfarotta ve ark., 2018; Moreno Bondi ve ark., 2013).

Kovalent baskilamada, sablon molekiiliiniin tersinir baglanma ile polimerize edilebilir
monomerlerle reaksiyonundan olusur. Polimerizasyon, ¢ziinmeyen sert bir ag olusturmak
icin ¢ok fazla capraz baglayicmin varliginda gergeklesir. Kovalent baglarin sablon
ekstraksiyonu igin ayrilmasi gerekir, bu da sablon molekiil i¢in sterik ve fonksiyonel olarak
tamamlayici baglanma bolgelerini olusturur. Bu yaklasimin avantajlarindan biri spesifik
olmayan etkilesimlerin olasihigim azaltmasidir. Ciinkii sablon—monomer komplekslerinin
stokiyometrisi, yalnizca baskilanmis bosluklarda bulunan baglayict gruplara sahip
polimerlerin hazirlanmasina izin verir. Ayrica, polimerizasyon sirasinda komplekslerin
yiiksek kararlilig1 nedeniyle, elde edilen aglar, kovalent olmayan yaklagim kullanilarak
hazirlanan MIP'lere gére daha homojen bir baglanma yeri dagilimi ve iistiin secicilik
gosterir. Bununla birlikte, kovalent baski uygulamasinda kullanilabilecek fonksiyonel

monomer ve gsablon smirhidir. Diger dezavantajlar arasinda, polimerizasyondan once
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sablon—monomer kompleksinin sentezlenmesi ihtiyaci, genellikle MIP sentezinden sonra
sablonun ayrilmasi ve tekrar kullanim igin gereken ¢abanin daha fazla olmasi ve hedef
tanima i¢in kovalent bag1 yeniden kurma ihtiyaci nedeniyle yavas baglanma kinetigine sahip
olmasidir (Canfarotta ve ark., 2018; Lingxin Chen ve ark., 2016; Moreno Bondi ve ark.,
2013; Yarman ve ark., 2018).

Kovalent olmayan baskilama, MIP sentezi i¢in en basarili ve en yaygin olarak
uygulanan yontem kendi kendine birlesme yaklagimi olarak da bilinen kovalent olmayan
etkilesimlerdir. ~ Kovalent  baskiyla  karsilagtinldiginda  avantajlari  arasinda,
polimerizasyondan &nce sablon molekiiliin kimyasal tiirevlendirilmesini gerektirmeyen
sentez asamasimin basitligi ve polimerik agdan sablon uzaklastirilmasimin kolayligi yer alir.
Ticari monomerler kullanilarak ¢ok gesitli fonksiyonel gruplar hedeflendirilebilir ve substrat
ile geri dontisiimlii etkilesimler genellikle hizlidir, bu da tanima bdlgelerinde molekiiliin
serbestge degisimine izin verir. Bu yaklasimda genel olarak fonksiyonel monomerin analite
mol orammin fazla olmasi1 gerekir. Sonug olarak fazla miktarda fonksiyonel monomer,
baglanma bolgelerinin disina dagitilarak 6zgiil olmayan baglanmay1 arttirir ve MIP’in
kapasitesini azaltir. Ote yandan, s6z konusu etkilesimlerin zay1fi1 nedeniyle, polimer,
genis bir aralikta afinite sabitine sahip heterojen bir baglanma bolgesi ile karakterize
edilecektir; boylece kovalent olmayan MIP genellikle sadece sablon molekiilii degil, aym
zamanda yapisal olarak benzeyen diger bilesikleri de taniyabilecektir (Canfarotta ve ark.,
2018; Farooq ve ark., 2018; Moreno Bondi ve ark., 2013; Yarman ve ark., 2018).

Yiizey baskilama yonteminde ise kalip ve fonksiyonel monomerler organik bir
¢ozilicl i¢inde reaksiyona girerek polimer olusturur. Polimerlerin yiizeyi MIP'leri elde
edecek sekilde modifiye edilir ve basil1 bosluklar polimer pargaciklarin yiizeyinde bulunur.
Yiizey baskilama yontemi elektropolimerizasyon, in situ fotopolimerizasyon ve sandvig
yontemi olarak aynlabilir (J. Li ve ark., 2012). Elektrokimyasal MIP sensorlerinde
elektropolimerizasyon en ¢ok tercih edilen polimerizasyon yontemlerinden biridir ve MIP
ve doniistiirticii birlestirme teknikleri igerisinde detayl olarak
bahsedilmistir(Adumitrachioaie ve ark., 2018; Dmitrienko ve Apyari, 2018; J. Li ve ark.,
2012). .
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MIP tabanl sensorlerin tasariminda Onemli bir konu, analit ile polimerin
birlestirilmesi i¢in uygun bir yontem bulmaktir (Muzyka ve ark., 2013).
Elektropolimerizasyon, elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesinde kullanilan en yaygin
yaklagimdir. Elektropolimerizasyon, bir elektrot ylizeyinde molekiiler olarak baskili bir
polimer filmin sentezini miimkiin kilar. Elektrokimyasal olarak hazirlanmis bir polimer
filmin kalitesi, elektrot malzemesinin tipi, akim yogunlugu, uygulanan potansiyel, sicaklik,
¢oziicl, elektrolit, su varligi ve monomer konsantrasyonu gibi faktorlerden etkilenir.
Elektropolimerizasyonda polimerin kalinligi, akim yogunlugu ve uygulanan voltaj gibi
cesitli parametrelerle kontrol edilebilir, bu da polimerin elektrot yiizeyinde diizgiin bir

sekilde kaplanmasiyla sonuglanir (Muzyka ve ark., 2013; Suriyanarayanan ve ark., 2017).

MIP hazirlama adimlarmin son fakat en Onemli asamalarindan biri sablonun
uzaklastirilmasidir ve bu adim MIP'in hedef analite duyarliligim giiclii bir sekilde etkiler
(Huynh ve Le, 2018). MIP'lerde kalan sablon molekiiller varsa, yeniden baglama i¢in daha
az bosluk kalacagindan sensor verimliligi azalabilir. MIP'lerin performansiyla ilgisine
ragmen, sablonun uzaklastirilmasi ¢ok az ilgi gérmiistiir ve MIP gelistirmede en az maliyet
gerektiren adimdir (Lorenzo ve ark., 2011; Moreno Bondi ve ark., 2013). Sablonun
uzaklastirilmast igin ekstraksiyon yontemleri kullanilir (Lorenzo ve ark., 2011). Sablonun
uzaklastirilmasi, MIP'in kullanima hazir olma yolunda sadece bir adimdir. Sablon
uzaklastirlmasindan sonra MIP boslugunun geri kalan yapisi da olduk¢a Gnemlidir.
Sablonun uzaklastirilma derecesini ve MIP boslugunun hatasizligim karakterize etmek igin
kimyasal teknikler gelistirilmistir (Huynh ve Le, 2018).

MIP'nin kalitesi, NIP'e kiyasla ¢ozeltide diger girisim yapan molekiillerin bir arada
bulunmasma ragmen, analitin 6zel olarak taninma yetenegi ile belirlenir. Bu yetenek,
baskilama faktorii (IF) ve secicilik faktorii (o) gibi parametrelerle karakterize edilebilir. IF,

asagidaki formiile gore bulunur:

_ Qurp

QNIP
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Burada Qwmip, MIP iizerindeki denge baglama kapasitesidir ve Qnip, NIP {izerindeki
denge baglama kapasitesidir. 1'den biiyiik herhangi bir IF degeri MIP olusumunun basaril

sonucu olarak kabul edilir.

Baskilama faktorii ile ilgili, monomerlerin ve sablon molekiillerin kendi kendine
birlesmesi bulgulartyla desteklenmektedir. Bu tiir kendi kendine montaj, polimerizasyon
oOncesi siiregte molekiillerin siralanmasini igerir. Molekiillerin kendiliginden bir araya gelme
stirecinde dizilisi sirasinda olumlu ve olumsuz enerji terimlerinin rekabet etmesi bir yana,
sablon molekiillerin ve monomerlerin orant MIP'nin nihai verimliliginde dénemli bir rol
oynar. Dolayistyla, sablon molekiillerin oraninin artmasi ve monomer ve sablon molekiiliin
kompleksini olusturma yetenegini artirmaya ¢alisan monomerler, diisen segiciligin nedeni

olabilir.

Bu durumda bir segicilik faktorii olan o parametresi, MIP'nin analitin analitik sinyalini

girisim yapan molekiilden ayirt etme yetenegini agiklar ve asagidaki esitlikten bulunur:

Qanalit

a =
Qgirisim molekili

Burada Qanaiit, analitin denge baglama kapasitesidir ve Qgirisim molekiitii, @ MIP lizerinde

karisan molekiiliin denge baglama kapasitesidir.

Adsorpsiyon, desorpsiyon, analitin diflizyonu, yiik tasinmasi ve yiik transferi,
MIP'nin  performansmi  etkileyen anahtar  parametrelerdir.  Elektrokimyasal
polimerizasyonun, polimer tabakasimnin kalmligimin kontrolii ve elektrot yiizeyinin herhangi
bir sekli iizerinde polimer olusturma yetenegi gibi diger avantajlarina ragmen,
elektrokimyasal polimerizasyon ve MIP olusturma yonteminin yesil kimya gereksinimlerini
karsiladig1 kabul edilebilir.

22



1.5. Nanopartikiiller

faglarin elektrokimyasal analizinde nanoteknolojinin gelismesiyle birlikte, cesitli
nanomalzemelerle  modifiye edilmis  birgok ¢alisma  elektrotu  kullanilmustir.
Nanopartikiiller, miikkemmel fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 nanobilimde biiyiik
ilgi gormektedir. Elektrokimyasal sensorlerin performansi, farkli nanomalzemelerin
modifikasyonu ile analit ve elektrot ylizeyi arasindaki etkilesimle gelistirilebilir. Elektrot
yiizeyi modifiye edici olarak gorev yapan karbonlu ve metal nanopartikiiller, genis bir
potansiyel pencere, yiiksek yilizey—hacim oran, diisiik tespit limiti, kolay islevsellestirme ve
diisiik arka plan akimi gibi bircok avantaja sahiptir. Bu tiir nanomalzemelerin bir arada
kullanim sinerjik etkiler yaratir. Sinerjizm sergileyen bir nanokompozit, bir elektrotun
algilama yeteneginde ¢ok kath bir gelisme gostermek igin onerilmistir (Joshi ve Kim, 2020;
Wang ve ark., 2020).

1.5.1.Kitosan

Kitinin deasetillenmis bir tiirevi olan kitosan (CHIT), [(1,4) —2—amino—2—deoksi—D
—glukan], dogal kitinin deasetilasyonu ile elde edilen lineer, dogal, zayif alkali bir
polisakkarit, dogal olarak olugan biyouyumlu bir biyopolimerdir. Bu sensorlerde iyi
elektrokatalitik aktiviteye, genis spesifik yiizey alanina ve yiiksek hassasiyete sahip olmasini
saglar. Kitosan, capraz baglayici bir hidrofilik polimerdir. “Akilli” bir nano yap1 gibi
miilkemmel 6zellikleri nedeniyle bir¢ok uygulama alanina sahiptir ve elektriksel, katalitik,
tekrar kullanilabilir ve ¢ok islevlidir (Z. Yang ve ark., 2018). Miitkemmel yapigma, kimyasal
modifikasyona elverislilik, toksik olmama, giiclii mekanik dayanim, operasyonel fizibilite
ve kullanim kolaylig1 gibi birgok ¢ekici 6zelliginden dolay1 biyolojik alanda yaygin olarak
kullaniimaktadir(Jayakumar ve ark., 2010). Iyi biyouyumluluk ve iyi film olusturma
kabiliyetine sahip oldugunu ve hidroksil ve amino fonksiyonel gruplarimin biyolojik olarak
aktif molekiillerle reaksiyona girebilecegini belirtmekte fayda var (Jayakumar ve ark., 2010;
Zhou ve ark., 2017).
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1.5.2.EImas Nanopartikiil

Iwaki ve arkadaslari, 1983'te ve daha sonra Pleskov ve arkadaslari, 1987'de elektrot
malzemesi olarak elmasi1 sunmuslardir (Iwaki ve ark., 1983; Pelskov ve ark., 1987). Ultra
yiikksek basingh yiiksek sicakliktan ziyade atmosferik alti iletken yiizeylerde elmas
biiylimesi igin olduk¢a etkili yontemlerin daha sonra gelistirilmesi, elmas bazl
malzemelerinin gelisimini izlandirmustir. Iletken elmas ve elektrokimyanin birlikteligi yar:
iletken elektrokimyada elmas elektrokimyasi alaninda yeni bir alan agmustir (Foord ve ark.,
2007; Fujishima ve ark., 2005; Tokuda ve ark., 2015; N. Yang ve ark., 2016).

Ultramikroelektrot, nanoelektrotlar gibi kiiclik boyutlu elektrotlar, diizlemsel
makroskobik elektrotlara kiyasla diigiik ohmik direng, gelismis kiitle tagima, diisiik akimlart
ve ¢ozelti direncinin zararli etkilerinin yani sira hizli dlglimler gibi gesitli avantajlar
sunar. Bununla birlikte, tek kiiciikk boyutlu elektrot, yalnizca geleneksel elektrokimyasal
kurulumlarla tespit edilmesi nispeten zor olan kiigiik akim iiretir. Bu diziler ve topluluklar,
bireysel kii¢iik boyutlu elektrotlarin sinyalini yiikseltir ancak tek tek elektrotlarin faydali
oOzelliklerini kaybetmez. Sensor uygulamalart i¢in uygulanirlarsa , hassasiyet, tespit limiti ve
tekrar tretilebilirlik ile ilgili performanslar oldukga iyilesir (Mochalin ve ark., 2012; N.
Yang ve ark., 2016). Nano boyutlu elmaslar, diger tlim nanomalzemeler arasinda 6nemli
istiin 6zelliklere sahiptir. Bu malzeme sp3 hibridize karbondan olusur, grimsi bir renge
sahiptir ve 10 nm'den kiiciiktiir. Elektrooksidasyon i¢in dikkate deger bir elektrot malzemesi
olarak kabul edilmistir. Uygun fiziksel ve kimyasal ozellikleri nedeniyle bilesiklerin
farmasotik dozaj formlarmda ve/veya biyolojik materyallerde. Ustiin sertlik ve Young
modiili, optik 6zellikler, biyouyumluluk, yiiksek termal iletkenlik, elektriksel direng ve
kimyasal kararlilik istiin 6zelliklerden bazilanidir. Elmas nanopartikiil (DiaNP), tiim bu
ozellikleri ve sensor uygulamalarinda elektron transferini hizlandirmasi, kararliligs,
biyouyumlulugu, hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi nedeniyle elektrokimyasal sensorlerin

gelistirilmesinde kullanilan karbon bazli nanomalzemeler sinifindadir (Zang ve ark., 2007).
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1.5.3.Iyonik Sivilar (IL)

IL'lerin elektrokimyasal ozellikleri ilk olarak 1975'lerde, kloroaliiminat ve IL'lerin
elektrokimyasi arastirilmistir. 1990'h yillarda imidazolyum IL'lerdeki gelismeler ve IL'lerin
dikkat ¢ekici elektrokimyasal oOzelliklerinin anlasilmasiyla birlikte elektrokimya
uygulamalarinda kullanimlan dikkat ¢ekmeye baslamustir. IL'ler, diisiik buhar basincina,
yiiksek stabiliteye ve iletkenlige sahip olduklari ve bir¢ok bilesigi ¢ozebildikleri i¢in bu
yaklasimlarin bir parcasidir. Iyonik sivilar yiiksek sicakliklarda, elektrolit olarak veya
1sinlama altinda kullanilabildikleri igin elektrokimyasal yontemler icin uygundurlar. fyonik
svilarin termal, elektrokimyasal ve radyolitik kararliliklar iyi bilinir ve birgok uygulama
saglar. Giinlimiizde, genis kalite yelpazesi nedeniyle bir analitin belirlenmesinde
elektrokimyasal sensér platformlarinda tercih edilmektedir. Cesitli nanomalzemeler ile
kullanildiklarinda sensoriin  hassasiyetini arttirdiklart ve elektrokimyasal reaksiyonu
hizlandirdiklart goriildiigii igin elektrokimyasal sensorlerde modifiye edici ajan olarak
kullanilirlar. Boylece algilama limitleri diisiik, hassas ve kararli sensorler gelistirmeyi
amaclamaktadir. Bu anlamda gevre dostu bir malzeme yaklagimi olarak IL'ler her gegen giin

artmaktadir (Richu ve ark., 2022; Unal ve ark., 2021).

Genellikle asimetrik katyon ve anyonlardan olusan erimis tuzlar olarak bilinir ve
ayrica 100 °Cmin altinda sivi halde bulunur. Sivi elektrolitler olarak tanimlanirlar.
Katyon—anyon kombinasyonunun olusumu, sivi faz olarak bilinen diizenli bir yap: sunar.
Katyonlarmn ve anyonlarm se¢imi, IL'lerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin ¢esitliligine
izin verir. Iyonik sivilar, yiiksek kararlilik, yiiksek elektrik iletkenligi ve cok diisiik buhar
basinci gibi onemli 6zelliklere sahip olup, ayn1 zamanda ¢evre acisindan 1yi ¢oziiciilerdir.
IL'ler elektrokataliz, elektrodepozisyon, elektrosentez, elektrikli cihazlar ve sensorler gibi

elektrokimyasal uygulamalarda uygulanmustir.

Oda sicakliginda sivi olan iyonik sivilar, buhar basinci, termal kararlilik, miikemmel
tyonik iletkenlik, genis potansiyel penceresi, yiiksek kimyasal kararlilik ve yiiksek polarite
eksikligi nedeniyle kimyasal islemler i¢in yenilik¢i susuz ortam olarak giderek daha fazla
dikkat cekiyor. Tyonik sivilarm viskozite gibi kimyasal ve fiziksel dzellikleri, iyonik stvilarm

bilesenleri olan organik katyonlarin ve anyonlarin uygun modifikasyonu ile degistirilebilir.
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Bununla birlikte, sulu elektrolitik ¢ozeltilerde aracilarin varliginda ve yoklugunda, iyonik
siv1 iceren toplu karbon pasta elektrotlarinda dogrudan elektron transferi veya aracili
elektron transferi davranisim agiklamak i¢in Laviron denklemini kullanan birkag rapor
vardir. Ancak ¢Oziinmiis tiirlerin kiitle transferine ve adsorpsiyonuna bagl olan yiizey evrim

hiz1 parametresi {izerine ¢aligmalar bildirilmistir (Noritomi ve ark., 2022).

1.6. Analitik Yontem Validasyonu

Validasyon, test ve ardindan iiretimde gergeklestirilen bir prosediir, siire¢ veya
aktivitenin tiim agamalarda istenen uygunluk seviyesini korudugunu gosteren belgeli kamt
olusturma stirecidir. Farmasotik endiistrisinde, iiriinlerin nihai testine ve uyumluluguna ek
olarak, prosesin tutarl bir sekilde beklenen sonuglari iireteceginden emin olunmasi da ¢ok
onemlidir. Herhangi bir farmasotik fabrikanmin temel amact, siirekli olarak, miimkiin olan en
diisiik maliyetle gerekli 6zellik ve kalite {iriin {iretmektir. Ilag endiistrisinde uzun siiredir
validasyon c¢aligmalar1 yapilmasina ragmen, endiistrilerinin son yillarda kalite giivence
programina daha fazla 6nem vermesi ve verimli bir {iretim operasyonu i¢in temel olmasi

nedeniyle validasyona olan ilgi giderek artmaktadir.

Validasyon kavrami, ilag maddelerinin ve ila¢ {rlinlerinin kalite kontrolii i¢in
kullanilan analitik yontemlerden klinik deneyler, etiketleme veya proses kontrolii icin
bilgisayarh sistemlere kadar genis bir faaliyet yelpazesini kapsayacak sekilde yillar iginde
genislemistir. ancak diizenleyici gereklilikler tarafindan 6ngdriilmemistir ve en iyi sekilde
mevcut 1yl Uretim uygulamalarmm 6nemli ve ayrilmaz bir pargasi olarak goriiliir.
Dogrulama kelimesi basitce gegerliligin degerlendirilmesi veya etkililigi kamtlama eylemi
anlamma gelir. Validasyon, tesisin ¢esitli disiplinlerinden kisilerin dahil oldugu bir ekip
calismasidir. ilag endiistrisi pahali malzemeler, gelismis tesisler, ekipman ve yiiksek nitelikli
personel kullanir. Hata maliyetinin diistiriilmesi ve iiretkenligin artirilmasi isteniyorsa,
{iretim prosesi parti dogrulamasinin ayrintili galismasi ve kontrolii gereklidir. Istenilen iiriinii
tretip iretmeyecegini  bilmeden ekipman kullanmak, {iriiniin spesifikasyonlart
karsiladigindan emin olmak i¢in silire¢ kontrolleri veya incelemeleri yapip
yapamayacaklarma dair glivencesi olmayan kisileri ¢alistirmamak miimkiin olmayacaktir.

Bu sebepler validasyonun énemini gostermektedir (Swartz ve Krull, 2018).
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Genel olarak validasyonun dort ana tiirli vardir. Bunlar metot validasyonu, ekipman
validasyonu, analitik yontem validasyonu ve safsizlik validasyonudur. Analitik prosediir,
analizi gerceklestirme yolunu ifade eder. Her analitik testi gergeklestirmek igin gerekli
adimlar ayrmtili olarak aciklamalidir. Bu, bunlarla sinirli olmamak iizere; numune, referans
standart ve reaktiflerin hazirlanmast, aparatin kullanimi, kalibrasyon egrisinin olugturulmast,
hesaplama i¢in formiillerin kullanimi, vb. igerebilir. Asagida Sekil 1.5°te analitik validasyon

parametrelerinden bahsedilmektedir.

Sekil 1.5. Analitik validasyon parametreleri

1.6.1.Se¢icilik

Herhangi bir analitik yontem validasyonun en 6nemli kismi secigilik analizidir.
Secicilik; bir analitin kimligini saglamak icin yapilir, analitin yapisinda olmasi
beklenebilecek bilesenlerin varliginin kesin olarak degerlendirilmesi yetenegidir. Tipik
olarak bunlar, safsizliklari, bozunduruculari, matrisi vb. igerebilir. Bireysel bir analitik

prosediiriin 6zgiilligiiniin olmamasi, diger destekleyici analitik prosediir(ler) ile telafi
edilebilir.

Saflik Testleri: gergeklestirilen tiim analitik prosediirlerin, bir analitin safsizlik
iceriginin dogru bir sekilde ifade edilmesini saglamak igin, yani ilgili madde testi, agir

metaller, artik solvent igerigi vb.
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Tahlil: bir numunedeki analitin igerigi veya glicli hakkinda dogru bir ifadeye izin

veren kesin bir sonug saglamak.

1.6.2. Kesinlik

Tekrarlanabilirlik, kisa bir zaman aralifinda ayni ¢alisma kosullar altinda kesinligini
ifade eder. Bu laboratuvardan laboratuvara kesinlik, ara kesinlik tahmininde birlestirilebilir,
ciinkii belirli bir test yonteminin birden fazla laboratuvarda calistirllmasit miimkiindiir.
Onerilen testler, iki farkli giinde en az iki analistten ve en az ii¢ konsantrasyonda ii¢ tekrardan
olusur. Laboratuvardan laboratuvara degiskenlik tahmin edilecekse, deney tasarimi her
laboratuvarda yapilmalidir. Analist ve giin degiskenligi bir araya gelerek ara kesinligi verir
(eger laboratuvardan laboratuvara tahmin ediliyorsa buraya eklenir), oysa analist ve giin
hesaba katildiktan sonraki varyasyon tekrarlanabilirliktir. Varyans bilesenleri veya
varyansin ayristirilmasi, farklt varyasyon kaynaklarini ilgili bilesenlerine bolmek icin
istatistiksel bir yontemdir. Istatistiksel programlar, varyans bilesenlerini hesaplamak icin
yaygin olarak kullanilir. Tekrarlanabilirlik; kisa bir zaman araliginda ayni ¢alisma kosullart
altinda hassasiyeti ifade eder. Tekrarlanabilirlik ayn1 zamanda analiz igi kesinlik olarak da
adlandinlir. Ara kesinlik; laboratuvar igi varyasyonlar ifade eder: farkli giinler, farkl
analistler, farkli ekipman vb. Tekrar tretilebilirlik; laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade
eder (isbirlik¢i ¢alismalar, genellikle metodolojinin standardizasyonuna uygulanir) (Guy,

2014; ICH, 1995).

1.6.3. Dogruluk

Bir analitik prosediiriin dogrulugu, bir gergek deger veya kabul edilen bir referans
deger olarak kabul edilen deger ile pratik olarak bulunan deger arasindaki yakmhg: ifade
eder. Bu, bir dizi olgiilen degerin ortalamasi ile gergek ortalama deger arasindaki fark olan
gerceklikten farklidir. Kesinligin yoklugunda dogrulugun c¢ok az anlamu vardir. ICH
yonergeleri, en az ii¢ konsantrasyonda {i¢ setin test edilmesini onerir. Verilerin kesinligi,
gozlemlenen kesinligi ve dogruluk calismalarmin gegerliligini dogrulamak i¢in &nceki
caligmalardan veya gelistirme calismalarindan elde edilen gbzlemlenen kesinlik ile

karsilastinlmalidir. ICH yonergeleri, dogruluk sonuglarinin raporlanmasi igin giiven
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araliklarinin kullanilmasini 6nerir. Giiven araliklari, ortalamayla ilgili olasilik ifadeleri igin
kullanilir; 6rnegin, ortalama geri kazanim yiizdesi %95—105 olmalidir. Uygun dogruluk
spesifikasyonlarin1 ayarlamak igin tolerans araliklar1 kullanilabilir. Bunlar, 6rnegin, higbir
bireysel geri kazanim yiizdesinin %80'den az veya %120'den fazla olmamas1 gerektigini
soylemektedir. Tolerans araliklari, numune ortalamasindan ve numune standart

sapmasindan hesaplanir (Ozkan, 2018).

1.6.4.Dogrusallik

Bir analitik prosediiriin belirli bir aralikta numunedeki analit konsantrasyonuyla dogru
orantili test sonuglar1 elde etme yetenegidir. Aralik, konsantrasyon ile yontemin tepkisi
arasinda dogrusal bir iligki siirdiiren en kiicik ve en biiylik konsantrasyondur. ICH
yonergeleri herhangi bir kesinlik kamt1 gerektirmez, ancak yeterli kesinlik olmadan dogrusal
iligkinin garanti edilemeyecegi agiktir. Dogrusalligi gostermek i¢in kullanilan en yaygin
yontem en kiigiik kareler regresyonudur. Bazen dogrusal bir uyum elde etmek igin verileri
dontistiirmek gerekir. Dogrusal aralik boyunca her biri en az {i¢ bagimsiz okuma igin test
edilen en az bes doz seviyesi Onermektedir. Yontemin dogrulugunu test etmek i¢in bu
ornekleri kullanmak miimkiindiir. Dogruluk, her diizeyde yanliligin olmamasidir ve yanlilik
testin aralig1 boyunca tutarl oldugu siirece, yontem dogrusal kabul edilir. Kalint1 analizi
veya gozlenen deger eksi tahmin edilen deger (dogrusal denklemden), verilerde yeterli
dogrusallik olup olmadigini degerlendirmeye yardimei olabilir(Ozkan, 2018).

1.6.5. Duyarhhk

Duyarlilik, dogrusal ¢alisma araliginda elde edilen kalibrasyon dogrusunun egimi ile
ifade edilmektedir. Gelistirilen yontemin, literatlirde yer alan ¢aligmalar ile karsilagtiriimasi

acisindan onemlidir.
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1.6.6. Calisma Arahg

Bir analitik prosediiriin aralig, analitik prosediiriin uygun bir kesinlik, dogruluk ve
dogrusallik diizeyine sahip oldugunun gosterildigi numunedeki {ist ve alt konsantrasyonu

arasindaki aralikti(Gumustas ve ark.,, 2013).

1.6.7. Teshis ve Tayin Alt Sinir1

Ayr bir analitik prosediiriin teshis sinir1, bir numunede tespit edilebilen ancak kesin
bir deger olarak nicel olarak dl¢iilmesi gerekmeyen en diisiik analit miktaridir. Bir tahlilin
teshis sinir1, tespit edilebilen ancak mutlaka nicelendirilebilen en diisiik konsantrasyondur;
niceleme limiti, kabul edilebilir kesinlik ile 6l¢iilebilen en diisiik konsantrasyondur. Bireysel
bir analitik prosediirti tayin alt sinir1, bir numunedeki analitin uygun hassasiyet ve dogrulukla
kantitatif olarak belirlenebilen en diisiik miktaridir. Tayin alt sinir1, numune matrislerindeki
diisiik bilesik seviyeleri i¢in kantitatif analizlerin bir parametresidir ve 6zellikle safsizliklarin
ve bozunma tiriinlerinin belirlenmesi i¢in kullanilir. Tayin alt sinir1, rapor edilebilecek en
diistik analit seviyesidir. ICH yonergeleri, saptama ve niceleme sinirlarini belirlemek i¢in ti¢
farkli yontem onermektedir. Bunlar: sinyal—giiriiltii belirleme ve standart sapma ve egim
yontemidir. Her yontem farkli sonuglar verecektir. Sinyal sesi yontemi en mantikli olanudir,
ciinkli analitin diisiik seviyelerini bos veya arka plan Ormegiyle karsilastirmaya
dayanir(Gumustas ve ark.,, 2013).

Sinyal—giiriiltii oraninin belirlenmesi, bilinen diisiik analit konsantrasyonlarina sahip
numunelerden alman Olgiilen sinyallerin bos numunelerinkilerle karsilagtirilmastyla ve
ardindan analitin giivenilir bir sekilde tespit edilebilecegi minimum konsantrasyonun
belirlenmesiyle gergeklestirilir. 3:1 ve 2:1 arasindaki bir sinyal—giiriiltii orani, algilama

limitini tahmin etmek igin genellikle kabul edilebilir olarak kabul edilir(Ozkan, 2018)..
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1.6.8. Saglamhk

Analitik bir prosediiriin saglamligi, yontem parametrelerindeki kiiciik ama belirgin
degisikliklerden etkilenmesine kars1 dl¢iistidiir ve giivenilirliginin bir gostergesidir. Ortam
sicakligi, ¢ozeltilerin pH’s1, kullanilan tamponlarin konsantrasyonu gibi deneysel sartlarda
meydana gelen kiigiik degisiklerin analiz sonuglarimi etkilemediginin gostergesidir(Ozkan,
2018)..

1.6.9. Tutarhhk

Yontemin gergek kullanmim kosullart altinda tekrar edilebilirliginin saptanmasidir.
Bunun i¢in ¢aligmanin farkli analizciler, farkl cihazlar tarafindan, farkli laboratuvarlarda

6lciim alinmast, reaktif ve ¢oziiciilerin markalarmin degistirilmesi gereklidir.

1.6.10. Stabilite

Stabilite, yontemin giivenilirligi ve saglamligiyla dogrudan iliskilidir. Analit, numune

ve tampon ¢ozelti gibi kullanilan tiim ¢ozeltilerin stabiliteleri degerlendirilmelidir.

1.7. Tez Maddesi Pirfenidon ile Tlgili Yapilmis Cahsmalar

Pirfenidon’un tayinine yonelik elektrokimyasal ¢aligma literatiirde bulunmamaktadir.
Literatiirde kromatografik ve spektroskopik yontemlerle Pirfenidon tayini ¢alistimigtir. Bu
kisimda, yiiksek lisans tezi kapsaminda Pirfenidon ila¢ etkin maddesi analizine yonelik
cesitli analitik yontemler kullanilarak yapilmis belirli c¢alismalar Cizelge 1.2.°de
sunulmustur. Yiksek lisans tezi kapsaminda gelistirilen elektrokimyasal metotlar ile

literatiirde yapilmig yontemlerin kiyaslamasi yapilacaktir.
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Cizelge 1.2. Pirfenidon analizine yonelik literatiirde yapilmus belirli caligmalar

Analit Yontem Analiz kosullar Cahsrzla TAS Uygulama Kaynak
arah@
Sabit faz: Cy5 kolonu
. QNG Mobil faz: ACN — %0,1 formik 2-2000 Sigan (Tong ve
Pirfenidon LC-ESI-MS-MS asit ng/mL 2ng/mL plazmasi  ark, 2010)
40:60 (viv)
Sabit faz: Cy5 Zorbax Eclipse
. Parmar
- Mobil faz: ACN: Su (35:65 0,2-5,0 014 Tablet ve (
Pirfenidon YBSK %WN) ug/ml pg/mL Kapsi veark,
2014)
Akas hiz1 0.7 ml/dk
Pirfenidon Sabit faz: Agilent Zorbax Plus
ClB
LC-ESI 000515 0005 fsan (Wen ve
5—Karboksi— _MS-MS Mobil faz: ACN: Amonyum pg/mL ng/mL plazmast  ark., 2014)
Pirfenidon format ¢ozeltisi (5 mM) (60:40,
V).
Sabit faz: Acquity UPLC BEH
C18
A 5- Sigan (Sunve
Pirfenidon UBSK-MS/MS 5ng/mL
Mobil faz: ACN—0.1% Formik 2000 ng/mL plazmasi  ark., 2015)
asit iceren su
(Sonali G.
- . Mobil faz: Toluen-MeOH (8:2, 100-1.200 40 Sigan Thorat ve
Pirfenidon YB-ITK VIv) ng/nokta ng/nokta serumu Chikhale,
2016)
Mobil faz: Fosfat tamponu (pH
3.5): ACN (72:28, viv)
YBSK 570
Sabit faz: Eclipse XDB—C18 pg/mL
kolonu (150 x 4,6 mm, 5 um)
Akis hizi: 1 mL/dk
o Mobil faz: Toluen: Metanol (8:2 (SG
Pirfenidon viv) 3001600 1667 Tablet Thorat ve
ITK Inokt Kta ark., 2016)
Sabit faz: Silika Jel 60 F254 ng/nokta - ng/no
TLC Plakasi
10-60
UV-spektroskopisi Coziicti: MeOH, A=311 nm ng/mL
Tween — 80 miselar ortami ) (Sambhani
Insan ve Biju
. Floresans _ 0,5-5 0,11 . !
Pirfenidon spektroskopisi Aem= 396 NM ug/mL, ug/mL ldtgabr;e\tfe 2018)
Ao 318 nM
Pirfenidon . - o\
Misel ilalelitlzg:qnetlk 15°C, V=30kV 6.25-200 20 UM insan (Sotgia ve
5—Karboksi— K F; fik 80¢em. 75 umid M s plazmast  ark., 2020)
Pirfenidon romatografi , 75 umid.
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Bu tez calismasinin amaci, daha oOnce literatiirde elektrokimyasal analizi
bulunmayan Pirfenidon’un elektrokimyasal davranigini incelemek ve aydinlatmak ve
tayinini gergeklestirmektir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Pirfenidon tayinine yonelik
ilk kez molekiiler baskilama teknolojisi ile gelistirilmis molekiiler baskilanmis polimer
temelli elektrokimyasal nanosensdriin gelistirilmesi amaglanmistir. Ayrica, gelistirilen
farmasotik dozaj formu olan Pirfect® tabletten ve serum &rneklerinden analizi basaril

bir sekilde gerceklestirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Pirfenidon tayininde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup herhangi bir

On saflagtirma iglemi uygulanmadan kullanilmistir ve Cizelge 2.1.”de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde Formiil Firma
Pirfenidon CHuNO Nobel ilag A. S
Pirfect®tablet - Nobel ilag A. S
Asetik asit CH;COOH Merck
Fosforik asit HsPO, Sigma—Aldrich
Borik asit HBOs Sigma—Aldrich
Stilfuirik asit H,SO, Sigma—Aldrich
Sodyum fosfat monobazik tuzu NaH,PO4.2H,0 Sigma—Aldrich
Sodyum hidroksit NaOH Merck
Orto—fenilendiamin CeHsN> Sigma—Aldrich
Asetonitril CHsCN Merck
Etanol C;HsOH Merck
Metanol CH;OH Merck
Sodyum nitrat NaNO; Merck
Sodyum kloriir NaCl Sigma—Aldrich
Kalsiyum Kloriir CaCl, Sigma—Aldrich
Potasyum ferrisiyantir Ks[Fe(CN)e] Sigma—Aldrich
Potasyum ferrosiyantir Kq[Fe(CN)g] Sigma—Aldrich
Askorbik asit CeHgOs Sigma—Aldrich
Urik asit CsHiN4O3 Sigma—Aldrich
Dopamin CgHuNO, Alfa—Aesar
Glukoz CeH 1206
Elmas nanopartikiil
- Sigma—Aldrich
(<10 nm)
Kitosan CooHiosNeOso Sigma-—Aldrich
1-Biitil-3—metilimidazolyum bromiir (BMIBr) iyonik stvist CgH1sBrN, Sigma—Aldrich
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2.2. Elektrokimyasal Ol¢iimler

Elektrokimyasal olgtimler, Autolab PGSTAT204 potansiyostatinda (Eco Chemie,
Hollanda) NOVA 2.1.5 yazilimu ile gergeklestirilmistir. Tiim deneyler, ¢alisma elektrotu
olarak bir GCE (® =3 mm), yardimci elektrot olarak bir platin tel ve referans elektrot olarak
bir Ag/AgCI 30 M KCI ile geleneksel ii¢ elektrotlu bir sistemle
gergeklestirilmigtir.  Elektrokimyasal impedans Olgtimleri 0,1 M KCI igeren 5 mM
Ks[Fe(CN)s] ve 5 mM Ka[Fe(CN)s] (1:1) ¢ozeltisinde yapilmugtir. 0,1 Hz ila 10 kHz frekans
araligmna sahip Nyquist grafikleri ¢izilmistir. Sistem potansiyeli 0,23 V olarak ayarlanmistir.
Hazirlanan sensdriin yiizey karakterizasyonu i¢in ZEISS EVO 40 (Merlin, Carl Zeiss,

Oberkochen, Almanya) taramali elektron mikroskobu kullanilmastir.

2.3. Cozeltilerin Hazirlanisi

Deneysel caligmalarda analit i¢in optimum ortam saglayacak elektrolit ¢ozeltisi
olarak farkli pH degerlerinde, farkli tampon ve destekleyici elektrolitler hazirlanmistir. 0,1
M ve 0,5 M HzSO4 ¢ozeltileri, fosfat, asetat ve Britton—Robinson tampon ¢ozeltileri
hazirlanmustir. Cozeltiler gerekli hesaplamalar yapilarak stok ¢ozeltilerinden ultra saf su ile

seyreltilmis ve 5 M NaOH ile gereken pH degerlerine ayarlanmustir.

2.4. Standart Pirfenidon Etkin Maddesinin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Pirfenidon suda ¢6ziinen bir etkin maddedir. Standart Pirfenidon etkin maddesinin
stok ¢ozeltisi i¢in 1,0 mM konsantrasyonu segilmistir. 1,0 mM konsantrasyonda stok
cozeltisi i¢in 18,5 mg tartilip balon jojede ultra saf suda hazirlanmis ve ultra saf su ile 0,1

L’ye tamamlanmustir.

2.5. Tablet Cozeltisi Hazirlanmasi

10 adet Pirfect® tablet (200 mg Pirfenidon igerir) havanda homojen toz haline gelene

kadar ezilmistir. Olusan homojen tozdan ultra saf su i¢inde ¢oziilerek 1 mM stok numune
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¢ozeltisi elde edilmistir. Standart numune soliisyonlari, Pirfenidon’un stok numune
soliisyonundan uygun kisimlar almarak ve 0,1 M H>SOs destek elektroliti igerisinde
seyreltilerek hazirlanmustir. Geri kazanimi hesaplamak igin sabit numune ¢ozeltisine belirli
miktarlarda Pirfenidon standart ¢ozeltisi eklenmistir. Geri kazanim yiizdesi, bes paralel
Ol¢timden hesaplanmustir. Karsilik gelen regresyon denklemi, farmasétik dozaj formundaki

ve insan serumu gibi biyolojik 6rnekte Pirfenidon igerigini tayin etmek igin kullanilmistir.

2.6. Serum Orneklerinin Hazirlamisi

Sentetik serum numuneleri, 1 mL 1 mM Pirfenidon stok soliisyonu, 3.6 mL insan
serumu ve 5.4 mL asetonitril karigtirilarak hazirlanmistir. Bu ¢ozelti karisim, 15 dakika
ultrasonik hale getirildi ve serum protein kalintilarim ¢ikarmak igin 5000 rpm'de 20 dakika
santrifiijlenmistir. Berrak siipernatant, uygun miktarlarda serum numunesi hazirlamak i¢in
0,1 M H2SOg4 destek elektroliti igerisinde seyreltilmistir. Diferansiyel puls voltamogramlart,
serum numunelerinde ¢esitli Pirfenidon konsantrasyonlarinda kaydedilmistir. Kalibrasyon
egrisi ¢izildi ve ilgili kalibrasyon denklemleri Pirfenidon miktarimin belirlenmesi icin

kullanilmustir.

2.7.Pirfenidon icin Molekiiler Baskilanmis Elektrokimyasal

Nanosensoriiniin Hazirlanmasi

Kitosan ¢ozeltisi 0,5 mg tartilarak %1 asetik asit ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmiistiir. 2
mg elmas nanopartikiil 1 mL ultra saf su icerisinde ¢dziilerek hazirlanmstir. Tyonik svi
cozeltisi i¢in 10 mg BMIBr kristali tartilmis ve 1 mL ultra saf su igerisinde hazirlanmistir.
Tim modifikasyon ¢ozeltileri ultrasonik banyo kullanilarak  homojen  bir

sekilde hazirlanmustir.

Modifikasyondan 6nce, yalin CKE'nin yiizeyi, aliimina stispansiyonu ile bir parlatma
bezi lizerinde parlatilmis, ardindan ultra saf su ile yikanmis ve kurutulmustur. Farkli
oranlarda ve farkli hacimlerde modifikasyon c¢ozeltisi elektrot yiizeyine damlatildi ve

kurutma makinesi altinda 10 dakika kurutulmustur. Sekil 2.1°de gosterildigi gibi molekiiler
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baskilanmig elektrokimyasal nanosensor hazirlamak igin, modifikasyon ¢ozeltisi elektrot
yiizeyine damlatildiktan sonra 0,025 mM Pirfenidon ve 5 mM 0—PD monomeri igeren pH
52 asetat tampon c¢ozeltisi  donislimlii  voltametri  yOntemiyle yiizeyde
elektropolimerizasyon ile kaplanmir. Optimize edilmis uzaklastirma ¢ozeltilerinin igerisine
daldirlarak elektrot ylizeyinde analite 6zgii bosluklar olugturulur. Kontrol i¢in, baskilama
performansini degerlendirmek i¢in Pirfenidon olmadan ayni kosullar altinda baskilanmamig
bir  nanosensér  (NIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE)  sentezlenmistir.  Gelistirilen
MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE  elektrokimyasal — sensoriin  analitik  performansi
NIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE sensorii kullanilarak kontrol edilmistir. 0,1 M KCl igeren 5
mM  [Fe(CN)™ (1:1) ¢ozelti igerisinde DPV ve DV yontemleri ile
MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE ve NIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE sensorleri ile
gercgeklestirilmistir.

r—e

¢ ¢ emmmmm s -
j < A‘ e + ; d‘\ -~ AN
y ¢ \ o~ NN
. ® ¢ v 18 8 B L v @ AN
j—’ _ Orto-fénilendiamin’ \
- Pirfenidon monomeri [
.= I\
- corss — - — ¥
Yalin CKE (Kitosan "~~~ .Rolimerizasyon \

T Tl -
iyonik likit B
+
Elmas nanopartikiil)
karisiminin yiizeye
damlatilmast

Hedef molekiil

Pirfenidon’un

|'i ! uzaklagtirllmasi

ilacin yeniden
baglanmasi

———
Polimerik Polimerik
film film

Sekil 2.1. Tasarlanan molekiiler baskilanmis elektrokimyasal sensoriin hazirlamigt
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3. BULGULAR

3.1.Pirfenidon’un Yalin CKE ile Elektrokimyasal Davramsinin Incelenmesi

Sekil 3.1.’de goriilen Pirfenidon’un CKE ile elektrokimyasal olarak incelemek igin
voltametrik yontemlerden DV, DPV ve KDV’de ¢alismaya karar verilmistir.

O

=
\ N

Sekil 3.1. Pirfenidon'un molekiiler yapisi

3.1.1. Yalin CKE ile pH ve Tampon Etkisi Caligmalari

Optimum ortamimn bulunmasi amaciyla yalin CKE ile pH ¢aligmast 10,0 mM
Pirfenidon i¢in pH 2 — 12 Britton—Robinson, pH 2 — 8 fosfat ve pH 3,7 — 5,7 asetat
tamponlari, 0,1 M ve 0,5 M H2SO4 destek ¢ozeltileri kullamlarak yapilmistir. DV, DPV ve
KDV yontemleriyle pH ve tampon degisimine bagh pik akimlart ve pik potansiyeli
davranist incelenmistir. Sekil 3.2°de pH degerleri — pik akimu {izerine etkisini gdsteren
grafiklerde gozlendigi gibi Pirfenidon’un yiikseltgenme piki pH arttik¢a diismiistiir. DV
(Sekil 3.2A) yonteminde pH 7’den sonra, DPV (Sekil 3.2B) ve KDV (Sekil 3.2C)
yontemlerinde pH 9’dan sonra Pirfenidon’un yiikseltgenme piki gézlenmemistir. pH 4,7
asetat tamponunda ve 0,1 M H2SOs destek elektrolitinde en yiiksek akim degerleri elde
edilmistir. Akim degerleri iki ortamda da yakin gelmesine ragmen 0,1 M H>SO4 destek
elektroliti ortaminda yiikseltgenme pikinin daha stabil oldugu bulunmustur. Elde edilen
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sonuglar, Pirfenidon’un yiikseltgenme pik akimmin destekleyici elektrolit olarak kullanilan

¢ozeltinin pH degerine biiyiik dl¢iide bagl oldugunu kanitlanmustir.

Sekil 3.3’te farkli pH degerlerinin pik potansiyeli {izerindeki etkisi goriilmektedir. Pik
potansiyeli ve pH arasindaki bagimmlilik, —59.53 mV/pH egimiyle dogrusal olmadig1
gozlenmistir, bu da meydana gelen elektrot reaksiyonunda protonlarin olmadigint sadece
elektronlarin oldugunu gostermektedir. Pirfenidon igin, tampon ¢dzeltisinin pH'1 arttikga
pik potansiyelleri neredeyse sabit olarak dl¢iildii, bu da protonlarin oksidasyon siirecinde bir
rol oynamadigini gostermistir. 10 mM Pirfenidon i¢in en yiiksek pik akimin ve en diizgiin
pik seklinin gozlendigi 0,1 M H>SO4 destek elektrolit ¢ozeltisi sonraki ¢alismalar i¢in en
uygun ortam olarak se¢ilmistir. 10 mM Pirfenidon’un 0,1 M H>SO4 destek ¢ozeltisinde elde
edilen yiikseltgenme sinyali tek pik olarak DPV (Sekil 3.3B) yonteminde +1309 mV’da,
KDV (Sekil 3.3C) yonteminde +1300 mV’da gozlenmistir.
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Sekil 3.2. 10,0 mM Pirfenidon™un DV(A), DPV(B) ve KDV(C) voltamogramlarina gore farkli pH degerleri igin
pik akimt lizerine etkisini gdsteren grafikler. (0): HoSO4 destek elektroliti, (A): Britton—Robinson tamponu, (0):
Asetat tamponu, (V): Fosfat tamponu
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Sekil 3.3. 10,0 mM Pirfenidon’un DV(A), DPV(B) ve KDV(C) voltamogramlarina gore farkli pH degerleri igin

pik potansiyeli {izerine etkisini gdsteren grafikler. (0): H2SO4 destek elektroliti, (A): Britton—Robinson tamponu,
(0): Asetat tamponu, (V): Fosfat tamponu
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3.1.2. Yalin CKE ile Hiz Taramasi1 Calismalari

Sekil 3.4’te goriildiigii gibi, 0,1 M H2SOs destek elektroliti igerisinde 20,0 mM
Pirfenidon konsantrasyonunda sirastyla 5 — 1000 mV s ! araligindaki tarama hizlarmda
voltamogramlar kaydedilmistir. 20,0 mM Pirfenidon i¢in yapilan hiz taramasi
deneylerinden elde edilen sonuglar 5 — 1000 mV/s araliginda v ¥ ile Ip, arasinda dogrusal

bir iliski oldugu gortilmektedir (Sekil 3.5A). Bu verilere ait dogru denklemi,
Ipa(nA) = 0,121 v ¥2mV/ s + 0,105; R? = 0,998
olarak bulunmustur. log v —log ip egrisinden (Sekil 3.5B) elde edilen dogru denklem,
log Ipa(nA) = 0,463 log v mV/s —0,799; R? = 0,998
olarak bulunmustur. log v — log ip egrisinin egim degeri 0,463 olarak bulunmustur
(Laviron, 1979; Laviron ve ark., 1980). Ayrica v Y2~ Ip, arasinda dogrusal bir iliski olmast

da difiizyon kontrollii oldugunu destekler. 5 — 1000 mV s araliginda tarama hiz,
potansiyelin hiz artistyla birlikte 66 mV daha pozitif potansiyel degerlerine kaydigi

gOriilmiistiir.

100
———1000 mV s
750 mv st

-1
80 500 mV s
250 mV st
100 mV st
75mvVs?
60+ 50 mVs?
2 25mvs?t
10mvst
3 404 — smvs?
Q.

00 02 04 06 08 10 12 14 16
Ep (V)

Sekil 3.4. 0,1 M H,SO; destek elektroliti igerisinde 20,0 mM Pirfenidon’un yalin CKE ile 5-1000 mV s*
araliginda Pirfenidon’un artan tarama hizlarinda déniisiimlii voltamogramlar.
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Sekil 35. 0,1 M H,SOx destek elektroliti igerisinde 20,0 mM Pirfenidon’un yahn CKE ile 5— 1000 mV st
tarama hizlarinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlarina ait v/?— Ip(A) ve log v—lop Ip (B) egrileri grafikleri.
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Sekil 3.6. 0,1 M H,SO4 destek elektroliti igerisinde 20,0 mM Pirfenidon’un yahn CKE ile 5- 1000 mV s?
tarama hizlarinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlarina ait log v—Ep egrisi grafigi.

0,1 M H2SOs destek elektroliti igerisinde yapilan tarama hizi caligmalarindan
faydalanarak elektron sayist hesaplanmistir. (Laviron, 1979);

Ep (mV) = 27,955 log v (mV s %) + 1263,1; R = 0,998

Sekil 3.6’da goriildiigii gibi, Ep—logv egrisinin egim degeri 27,955 olarak bulunmus
ve an degeri 2,11 olarak hesaplanmistir (Gosser, 1993). Buradan yola ¢ikarak Pirfenidon’un
yiikseltgenme reaksiyonunda aktarilan elektron sayis1 4,22 (~4) olarak hesaplanmustir.

+ 2,303 RT RTk® 2,303 RT
E,=E% - log +

logv

anF anF anF

3.1.3. KDV Parametrelerinin Optimizasyonu

KDV yontemi igin dnce parametrelerin optimizasyon ¢aligmalari yapilmistir. Bunun
icin yalin CKE ile 0,1 M H>SO4 destek elektroliti icerisinde 20,0 mM Pirfenidon ¢ozeltisi
kullanmlmustir. Basamak potansiyeli degerleri; 2—30 mV araliginda (Sekil 3.7A), kare dalga
yiiksekligi; 5—70 mV araliginda (Sekil 3.7B), kare dalga frekans degerleri; 10—-50 Hz
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araliginda (Sekil 3.7C) degistirilerek kare dalga voltamogramlari alinmistir. En uygun
parametre olarak, step potansiyeli 0,024 V, puls yiiksekligi 0,04 V, frekans: 20 sn™* olarak
bulunmustur. Frekans degerinde 20 Hz’den sonra pik sekilleri bozuldugu icin daha yiiksek

degerler segilmemistir.

0 5 10 15 20 25 30 35

Basamak potansiyeli (mV)
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oy,

4,0
35
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1,5
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Puls yiiksekligi (mV)
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Sekil 3.7. 0,1 M HySO4 destek elektroliti igerisinde 20,0 mM Pirfenidon’un yalm CKE ile kare dalga
voltametrisi parametrelerinin optimizasyonu; Basamak potansiyeli (A), Puls yiiksekligi (B), Frekans (C).
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3.1.4. Pirfenidon’un Yaln CKE ile Elektrokimyasal Uygulamasi
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Sekil 3.8. Pirfenidon’un artan konsantrasyonlarinda 9,90 pM — 260,0 uM araliginda diferansiyel puls
voltamogramlar1 (A), DPV yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafikleri (B). DPV parametreleri: basamak
potansiyeli: 5 mV, puls yiiksekligi: 25 mV).

Pirfenidon i¢in CKE ile DPV yontemi kullanilarak 0,1 M H2SO4 asit destek ¢ozeltisi
icerisinde analiz calismalart yapilmistir. DPV yontemi ile 9,90 uM — 260,0 uM
konsantrasyon araliklarinda dogrusallik elde edilmistir. Dogrusal araliktaki bazi
konsantrasyon degerlerine ait voltamogramlar Sekil 3.8A’da ve bu verilere ait kalibrasyon

dogrulari da Sekil 3.8B’de verilmistir.
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Pirfenidon i¢in CKE ile KDV yontemi kullamlarak 0,1 M H2SOg4 asit destek ¢ozeltisi
icerisinde analiz caligmalart yapilmistir. KDV yontemi ile 9,90 uM — 260,0 uM
konsantrasyon araliklarinda dogrusallik elde edilmistir. Dogrusal araliktaki bazi
konsantrasyon degerlerine ait voltamogramlar Sekil 3.9A’da ve bu verilere ait kalibrasyon
dogrusu Sekil 3.9B’de verilmistir. TS ve TAS degerleri DPV i¢in sirasiyla 2,48 uM ve 8,26
uM; KDV i¢in sirastyla 4,75 uM ve 15,84 uM bulunmustur. TS ve TAS sonuglari, dogrusal
araligmm en diisiik konsantrasyonun standart sapmasina (SD) ve kalibrasyon denkleminin

egimine (m) dayanmaktadir, validasyon parametreleri Cizelge 3.1.’de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.9. Pirfenidon’un artan konsantrasyonlarinda 20,0 uM—260,0 uM araliginda kare dalga voltamogramlart

(A), KDV yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafikleri (B). KDV parametreleri: basamak potansiyeli: 24 mV,
puls yiiksekligi: 40 mV, frekans: 20 Hz).
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Cizelge 3.1. Pirfenidon i¢in elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi sonuglar ve gerekli validasyon
parametreleri.

0,1 M H,SO, Destek elektroliti

Parametreler
DPV KDV
Dogrusallik Arahg (uM) 9,9-260,0 20,0-260,0
Egim (uA pM™?) 0,0084 0,0694
Egimin Standart Hatast 8,8x10™° 12,7x107*
Kesisim (nA) —0,09518 -1,6196
Kesisimin Standart Hatasi 0,012 0,106
Regresyon Katsayisi (R?) 0,999 0,998
Teshis Simir1 (uM) 2,48 4,75
Tayin Alt Smir1 (uM) 8,26 15,84
Giin ici tekrarlanabilirligi (%BSS) * 115 2,19
Giinler arasi tekrarlanabilirligi (%BSS) * 2,10 3,40

*Tekrar edilebilirlik ¢aligmalari 5 deger kullanilarak elde edilmistir.

3.1.5. Ger¢ek Ornek Uygulamasi

Pirfenidon i¢in gelistirilen elektrokimyasal tayin yontemleri, Pirfenidon’un biyolojik
orneklerde aragtirilmasi amaciyla insan serum Orneklerine uygulanmistir. Yalin CKE ile
serum Orneginde 0,1 M H2SO4igerisinde DPV yontemi ile 30—200 pM, KDV yontemi ile
48—200 uM konsantrasyon araliklarinda dogrusallik gozlenmistir (Sekil 3.10). Serum
orneginde, TS ve TAS degerleri DPV i¢in sirastyla 8,53 uM ve 28,44 uM; KDV i¢in
sirastyla 12,60 uM ve 42 uM bulunmustur. Pirfenidon tayini i¢in DPV ve KDV yontemleri
daha duyarli olmas1 sebebiyle insan serum numunelerinden Pirfenidon’un % geri kazanim
calismalarina uygulanmistir. Elde edilen konsantrasyon—pik akimi iligkisine ait analiz

sonuglart ise Cizelge 3.2°de ve geri kazanim sonuglar1 Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.2. Pirfenidon’un insan serum Ornegi kalibrasyon egrisine ait analiz sonuglart ve validasyon

parametreleri. '
Parametreler Insan serumu
DPV KDV
Dogrusallik Araligi (uM) 30,0-200,0 48,0-200,0
Egim (uA pM™?) 0,0062 0,0279
Egimin Standart Hatast 2,1x107 1,5x10™
Kesisim (uA) -0,1692 —0,7709
Kesisimin Standart Hatasi 0,014 0,111
Regresyon Katsayisi (R?) 0,998 0,995
Teshis Simir1 (uM) 8,53 12,60
Tayin Alt Smir1 (uM) 2844 42,00
Giin i¢i tekrarlanabilirligi (%BSS) * 1,15 2,19
2,10 334

Giinler arasi tekrarlanabilirligi (%BSS) *

*Tekrar edilebilirlik ¢caligmalari 5 deger kullanilarak elde edilmistir.

Cizelge 3.3. insan serum 6rneginde yalin CKE ile Pirfenidon geri kazamm sonuglari.

Parametreler

Eklenen standart madde miktar1 (uM)
Bulunan madde miktar1 (uM)*
%Ortalama geri kazamm*
%BSS

0,1 M H,SO, Destek elektroliti

DPV KDV
50,00 100,00
48,64 106,32
97,27 106,32
1,75 2,51

*5 deger kullanilarak elde edilmistir.
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Sekil 3.10. Pirfenidon tayininde yalin CKE ile insan serum 6rneginde artan konsantrasyonlarmda DPV(A) ve
KDV(B) yontemi ile elde edilen kalibrasyon grafikleri

3.1.6.Gelistirilen Yontemin Farmasotik Dozaj Sekline Uygulanmasi ve Geri

Kazanim Calismasi

Geligtirilen ~ yontemin ~ dogrulugunu  incelemek  igin  Pirfect®  tablet
formiilasyonlarindan Pirfenidon’un miktar tayinini yapabilmek icin ¢ozeltiler hazirlanmis
ve Pirfenidon standart c¢ozeltileri ile aynm1 kosullarda voltamogramlar elde edilmistir.

(Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Pirfenidon igeren Pirfect® tabletlerden yalin CKE ile elde edilen analiz sonuglari.

Parametreler 0. MF:50:

DPV KDV
Etiket miktari (mg) 200,00 200,00
Bulunan madde miktari (mg)* 213,15 206,40

%BSS 0,53 0,46

ilave edilen standart madde miktar (M) 50,00 50,00
Bulunan madde miktar1 (uM)* 52,24 48,96
%Ortalama geri kazamm™* 104,49 97,91

%BSS 3,28 1,85

*5 degerden hesaplanmustir.

3.1.7.Girisim Calismalar

Pirfenidon’un yalin CKE ile tayininde gergek ornekler ile ¢alisirken pik akimini
degistirecegi disiiniilen endojen hormonlar ve iyonlar ile analizi yapilmigtir. Yalin CKE,
dopamin, askorbik asit ve iirik asit gibi endojen maddelerle ve Na*, Ca*2 ,CI~,NOs™, gibi
tyonlarla girisim 6zellikleri incelenmistir. Girigim etkisi gosteren bilesenlerin Pirfenidon ile
1:10 oraninda kanistirilmasiyla hesaplanmustir. Sekil 3.11°de verildigi gibi, girisim
maddelerinin Pirfenidon’un yiikseltgenme pik sinyalindeki degisimi %97,63 ile %105,98

arasinda elde edilmistir.
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Girisim maddeleri

Sekil 3.11. Girisim maddelerinin yalin CKE ile cevabmin Pirfenidon pik akimia % olarak etkisi

3.2.Gelistirilen Molekiiler Baskilanmis Polimer ile Voltametrik Calismalar

3.2.1. Gelistirilen Molekiiler Baskilanmms Polimer Elektrodun

Karakterizasyonu
3.2.1.1. Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Pirfenidon, MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE elektrokimyasal —nanosensoriiniin
elektrokimyasal karakterizasyonu, elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ve DV
yontemleri kullanilarak elektropolimerizasyondan dnce, elektropolimerizasyondan sonra,
uzaklastirma isleminden sonra ve Pirfenidon'un baglanmasindan sonra sonuglar
karsilastirmak i¢in uygulanmustir. EIS, modifiye edilmis ve edilmemis elektrot yiizey
oOzelliklerinin etkili bir sekilde karsilastirilmasi ve gelistirilen sensoriin karakterizasyonu i¢in
o6nemli bir tekniktir. EIS ile yaln ve polimer baskili elektrotlarm her agamasinin
karakterizasyonu i¢in [Fe(CN)e]*”* kullamlmustir. Her adimda dikkate deger impedans
spektrum degisiklikleri Sekil 3.12A'daki gibi gdzlenmistir.

Nyquist diyagraminin daha yiiksek frekanslar i¢cin yarim dairesi elektron transfer
prosediiriine karsilik gelirken, diisiik frekansin lineer kismi diflizyona karsilik gelir. Yalin
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CKE i¢in hizhi elektron transfer kinetigi ile difiizyonla siirli bir siire¢ izlenebilir.
Elektropolimerizasyondan sonra MIP iletken degildir ve yiizey elektron transferinde son
derece direnclidir. Boylece, maksimum direngli impedans spektrumlari elde edilmistir.
Pirfenidon'un ¢ikarilmasidan sonra, bosluklarin olusmasi nedeniyle impedans degeri azalir
ve daha sonra elektron transfer elektronlarmi kolaylastirdigi icin [Fe(CN)g]* ™ sinyali
go6zlenebilir. Son olarak, Pirfenidon 'in baglanmasimdan sonra yarim daire iyilestirilir. Elde
edilen bu sonuglar, polimerik matrisin Pirfenidon 'e baglanmak i¢in yeterli kapasiteye sahip
oldugu seklinde yorumlanabilir. Gelistirilen elektrodun performansi, bir redoks probu olan
5 mM [Fe(CN)e]> ™ ¢ozeltisi iceren 100 mM KCI ¢ozeltisinde DV ve EIS teknikleri
kullanmilarak aragtirllmistir. DV, sensorlerin elektrokimyasal karakterizasyonu igin en temel
yontemdir.  Elektropolimerizasyon, uzaklastirma ve baglanma prosediirlerini
degerlendirmek i¢in DV yontemi uygulanmustir. Sekil 3.12B 'de goriildiigi gibi, yalin CKE
maksimum pik akimmna sahiptir. Elektropolimerizasyondan sonra, polimer olusumu
tarafindan inhibe edilen elektron transferi nedeniyle [Fe(CN)s]* 7 pik akinu elde edilemez.
Pirfenidon’un desorpsiyonundan sonra, [Fe(CN)e]> ™" pik akimu tekrar elde edilmistir. Bu
sonug, baglanmaya ve artan elektron transferine izin veren bosluklarin olusumunu
gdstermistir. Son olarak, Pirfenidon’un baglanmasindan sonra, [Fe(CN)e]*”* i¢in uygun
baglanma bosluklarindaki azalma nedeniyle [Fe(CN)s]*”* sinyalinde énemli bir azalma
elde edilmistir. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensoriiniin elektrokimyasal algilama
alaninda miikemmel segicilik ve hassasiyet, olagantistii tekrarlanabilirlik gibi birgok avantaji

vardir.

Sekil 3.12B'de gosterildigi gibi, yalin CKE 274 mV potansiyelinde kiiciik bir redoks
pik noktasi elde edilmistir. CHIT@IL@DiaNPs/CKE daha yiiksek akim yamti ve 300

mV’da daha pozitif Ep potansiyelinde cevap vermistir.

Farkl1 tarama hizlarindaki (v) pik akim (Ipa) degerleri, v2 (Randles Sevcik denklemi,

egim degerlerinden hesaplanmustir;

Ip=2,686x10°xn32x AxcxD¥2xy"”
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A'min aktif yiizey alamm (cm?) gosterdigi yerde, Ipa pik akimdir (A), n aktarilan
elektronlarn  sayisidir, D diflizyon katsayisidir ve ¢ redoks probu ferri ferronun
konsantrasyonudur. Potasyum ferrosiyaniir redoks probu igin, ortam sicakliginda ve
basmcnda n=1 ve D 7,6 x 10°® cm?s? ve ¢ 5 mMdir. Yalin CKE ve
CHIT@IL@DiaNPs/CKE yiizey alanlart swastyla 0,091 cm? ve 0,248 cm? olarak
hesaplanmistir. Modifikasyondan sonra elektrotun yiizey alaninda bir artis elde edildi.

EIS'den alinan sonuglar, Sekil 3.12A.'da sunulan egriler DV sonuglariyla iyi bir uyum
icindedir. Sekil 3.12.’de, 100 mM KCl iceren 5 mM [Fe(CN)s]* "+ ¢ozeltisi 'de yalin CKE,
CHIT@IL@DiaNPs/CKE, polimerizasyon sonrasi MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE,
uzaklastirma sonrast MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE ve Pirfenidon’un yeniden baglanmasi
sonrast MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE Nyquist grafikleri, goziikmektedir. Cizelge 3.5’te
goriildiigii gibi, yalin CKE'nin Ref'si (92,92 Q cm?)> CHIT@IL@DiaNPs/CKE (27,64 Q
cm?) olmasi modifiye elektrodun yiizeyinde direncin azaldig1 gostermektedir. Yalin CKE
ile karsilagtirildiginda CHIT@IL@DiaNPs/CKE’nin redoks probu [Fe(CN)e]’ ™ ve
elektrot ylizeyi arasinda daha hizli bir elektron transfer hizina sahip oldugunu gostermistir.
MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE’nin polimerizasyon sonrasi direnci en diisiik gelmistir, en
diisiik yiik transfer direnci, daha hizli bir elektron transfer kinetiginden kaynaklanmig
olabilir. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE’nin uzaklastirma sonrasi direnci artmustir,
Pirfenidon’un yeniden baglanmasi ile MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE’nin direnci
diismiistiir.
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Sekil 3.12. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE elektrokimyasal nanosensorii olusturmak igin her adimda elde
edilen elektrokimyasal impedans spektroskopisi egrileri (A) ve doniigtimlii voltamogramlari (B).

Cizelge 3.5. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE elektrokimyasal nanosensorii olusturmak igin her adimda elde
edilen elektrokimyasal impedans spektroskopisi sonuglari.

Elektrotlar R C Rt
Yalin CKE 166,99 475%10°° 92,92
CHIT@IL@DiaNPs/CKE 121,66 2,69 %107 27,64
Polimerizasyon sonrast CHIT@IL@DiaNPs/CKE 143,04 1,16 x 10t 0,75
Uzaklagtirma sonrast CHIT@IL@DiaNPs/CKE 161,46 2,80%1072 686,43
Baglanma sonrasi CHIT@IL@DiaNPs/CKE 170,58 1,96 x 107 351,04

3.2.1.2. Yiizey Karakterizasyonu

Gelistirilen CKE ytizeylerinin karakterizasyonu, EIS ve DV disinda, taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile de incelenmistir. Yalin CKE (Sekil 3.13A) ile kiyaslandiginda
CHIT/CKE (Sekil 3.13B)’nin ylizeyinin ¢ok daha piiriizsiiz ve giiriiltiisiiz oldugu
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goriilmiistiir. Iyonik s1ivi/CKE (Sekil 3.13C) ve DiaNP/CKE (Sekil 3.13D) yiizeyleri daha
piirtizlii yiizeyler goriilmiistiir. Uzaklastirma sonrast MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE (Sekil
3.13G) sensoriinde polimerizasyon sonrast MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE (Sekil 3.13F)
sensoOrii ylizeyine gore bosluklu oldugu gozlenmistir. NIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE
nanosensor ylizeylerinde polimerizasyon sonrasi (Sekil 3.13H) ve uzaklastirma sonrasi

(Sekil 3.131) bir degisim gdzlenmemistir.

Sekil 3.13. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensoriin SEM yiizey karakterizasyonu goriintiileri; Yalin
CKE (A), CHIT/CKE (B), IL/ICKE (C), DiaNP/CKE (D), CHIT@IL@DiaNPs/CKE (E),
MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE Polimerizasyon sonrast (F), MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE Uzaklastirma
sonrast (G), NIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE Polimerizasyon sonrasi(H), NIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE
Uzaklagtirma sonrasi(I)

3.2.2. Deneysel Kosullarin Optimizasyonu

Elektrot yiizeyinin modifikasyonu, monomerin dogasi, monomerin hedef
analite orani, elektropolimerizasyon sirasinda pH ve CV tarama dongiisii sayisi,
uzaklastirma c¢ozeltisi, uzaklastirma siiresi ve yeniden baglanma siiresi, MIP ile
modifiye edilmis sensoriin performansin1 etkileme egiliminde olan temel

faktorlerdir. Tiim bu parametreler, elektrot yiizeyinde yeterli kalinlikta ve iyi fiziksel
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stabiliteye sahip bir polimer elde edilmesini saglar, bdylece analiti taniyabilen secici
bosluklar elde etmenin yolu acilir. Bunun 1s1ginda, MIP'nin gelistirilmesi ve
uygulanmasi i¢in en iyi deneysel kosullar elde etmek amaciyla bu faktorler incelenmis

ve optimize edilmistir.

Optimizasyon adimi ile ilgili tim deneyler DPV yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir ve DV yontemi ile desteklenmistir. EK olarak, her bir parametre
icin optimum durumu degerlendirmek {izere sablonun cikarilmasindan sonra ve
yeniden baglanmadan sonra probun oksidasyonu ile ilgili akimdaki (AI) degisiklikler

dikkate alinmistir.

3.2.2.1. Modifiye Yiizeyin Optimizasyonu

Yalin CKE ylizeyi, elektrot yiizeyinin iyilestirilmesi i¢in farkli nanopartikiil ve
modifikasyon ajanlariyla oranlar1 degistirilerek optimize edilmistir. Modifikasyon
miktari, elektrot ylizeyinin dzelliklerini ve fonksiyonlarini degistirebilir. Bununla ilgili
olarak, filmin kalinligi, Pirfenidon tayini icin ¢ok Onemli bir kontrol faktorii
olmustur. Modifikasyon ajanlarindan elmas nanopartikiil, iyonik sivi ve kitosan
cozeltilerinin farkli oranlarda incelenmistir (Sekil 3.14). En iyi yiizey cevabinin 4
mg/mL elmas nanopartikiil, %0,5 gram kitosan ¢ozeltisi igeren %1 asetik asitlik
cozeltisi ve 10 mg/mL iyonik sivi karisiminin 2:2:1 oraniyla karistirilmasiyla
bulunmustur. Film kalinliginin ve yiizey sayisinin artmasi pik akiminda bir azalmaya
neden olmustur, bu da filmin daha kalin hale geldigini ve dolayisiyla elektron transfer

hizinin engellendigini gostermistir.
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Sekil 3.14. Modifiye elektrot yiizeyinin optimizasyonu

3.2.2.2. Hedef Molekiil Konsantrasyonunun EtkKisi

Molekiiler baskilanmis filmin optimizasyonu ve degerlendirilmesi, MIP tabanl
nanosensor tasarimimin en kritik asamasidir. Monomerin hedef molekiile molar oranini
optimize ederek, uygun baglanma bosluklar1 ve kararli ve homojen polimer olusumu
saglanabilir. Bu nedenle monomer/kalip oran1 incelenmistir. Monomer oran1 5 mM o—PD
olarak sabit tutulmustur. Polimerizasyon ¢ozeltisi igerisinde 0,01 mM—0,20 mM Pirfenidon
konsantrasyonlari arasinda incelenmistir. Farkli oranlarda hazirlanan elektrotlarin DPV ve
DV cevaplari, elektropolimerizasyon 6ncesi, elektropolimerizasyon sonrasi, uzaklastirma
sonrasi ve baglama sonrasinda kontrol edilmistir. Sonug olarak, Sekil 3.15’te goriildiigii gibi,
monomer/hedef molekiil molar oraninin 1yi stabilite, kolay uzaklastirma ve baglama islemi
sagladigi oran 5 mM 0—PD:0,025 mM Pirfenidon olarak bulunmustur ve optimum oran

olarak secilmistir.
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Sekil 3.15. Polimerizasyon ¢6zeltisinde Pirfenidon konsantrasyonu optimizasyonu

3.2.2.2. Elektropolimerizasyon I¢in Déngii Sayisi Etkisi

0—PD’nin elektropolimerizasyonu i¢in dongii sayis1 hem polimer film kalinligini hem
de gelistirilmis molekiiler baskilanmig sensoriin secicilik, kararlilik ve hassasiyet agisindan

performansim etkileyen karakteristik bir iglemdir.

Optimum dongii sayisin1 belirlemek amaciyla daha 6nce belirlenen kosullar altinda
cesitli dongii sayilarinda polimerizasyonlar gergeklestirilmistir. DV dongii sayisimin etkisini
karsilastrmak icin; elektropolimerizasyon sirasinda 10,20,30 ve 40 dongii
gerceklestirilmistir. Daha dogru bir degerlendirme elde etmek i¢in Pirfenidon’un
uzaklastirmasindan sonra ve 1 uM Pirfenidon’un baglanmasindan sonraki pik akimlari (Ip)

Ol¢timii arasindaki fark (Alp) kontrol edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, elektropolimerizasyon i¢in en uygun dongii sayisi olarak
20 dongii sayist bulunmustur (Sekil 3.16). 20 dongiiden daha fazla dongili sayisinda
elektropolimerizasyon gerceklestiginde ise gozlenen pik akimlarmm arasindaki farkta
azalma meydana gelmistir. Daha dogru bir degerlendirme elde etmek i¢in Pirfenidon’un
uzaklagtirmasindan sonra ve 1 uM Pirfenidon’un baglanmasindan sonraki pik akimlari (Ip)
Olciimii arasindaki fark (Alp) kontrol edilmistir. Yapilan optimizasyon calismalar
sonucunda; Sekil 3.17°de doniigtimli voltamogramlar gorildiigi gibi, 0,0 — 0,8 V
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potansiyel tarama araliginda, hedef molekiil konsantrasyonu 0,025 mM, potansiyel tarama
hiz1 50 mV/s ve dongii sayisi 20 olarak belirlenmistir.

5,0 1

010 T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40

Dongii Sayisi
Sekil 3.16. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE elektrokimyasal nanosensoriiniin, (—0,2) — (0,8) V arasindaki

potansiyel araliginda 5 mM o—PD ve 0,025 mM Pirfenidon iceren 0,1 M asetat tampon (pH 5,2) ortaminda
dongii sayist etkisi.
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Sekil 3.17. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE elektrokimyasal nanosensériiniin (—0,2) — (+0,8) V arasidaki
potansiyel araliginda S mM o—PD ve 0,025 mM Pirfenidon igeren 0,1 M asetat tamponu (pH 5,2) ortaminda 20
dongii sayst ile elde edilen dontigiimlii voltamogramlari.
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3.2.2.3. Uzaklastirma Cozeltisinin Optimizasyonu

Sensorii optimize etmek i¢in bir diger 6nemli parametre de diizgiin bir uzaklastirma
islemidir. Uzaklastirma ¢ozeltisi ve uzaklastirma igin secilen siire, polimer filme zarar
vermeden yeterli uzaklastirma elde etmek igin optimize edilmelidir. Ilk olarak ACN,
MeOH, asetik asit, 5 M NaOH, EtOH gibi farkli uzaklastirma ¢ozeltileri kullanilmistr.
Metanol, diger soliisyonlara kiyasla Pirfenidon'un etkin bir sekilde uzaklastirilmasini sagladi
ve sonug olarak sonraki caligmalarda uzaklagtirma ¢ozeltisi olarak kullanilmistir (Sekil

3.18A).

3.2.2.4. Uzaklastirma Siiresinin Optimizasyonu

Daha sonra, gelistirilen sensoriin etanolde inkiibe edilmesi i¢in uygun siire optimize
edilmigtir. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE, 1, 3, 5, 7 ve 10 dakika siireyle metanol iginde
inkiibe edilmistir. 1 uM Pirfenidon'un 5 dakika baglanmasindan sonra, farkli siirelerde Alp
degerleri  kontrol  edilmistir  (Sekil 3.18B). Uzaklastrma  siiresi  arttikga
MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE'nin akim cevabi da paralel olarak artmustir. Pirfenidon,
polimer matrisinden asamal1 olarak ¢ikarilmistir. 15. dakikadan sonra, 30. dakikada akim
cevabi azaldi.15 ile 60 dakika arasindaki fark az oldugu i¢in 15. dakika yeterli bulunmustur.

Sonug olarak, uzaklastirma islemi i¢in en uygun siire 15 dakika olarak bulunmustur.
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Sekil 3.18. Uzaklastirma ¢ozeltisinin(A) ve uzaklastirma siiresinin optimizasyonu(B)

3.2.2.5.Baglanma Siiresinin Optimizasyonu

MIP temelli sensorlerde bir diger onemli parametre, sensoriin baglanma siiresi ve
genel analitik performansi ile ilgili oldugu i¢in inkiibasyon siiresinin optimize edilmesidir.
Baglanma siiresinin etkisini incelemek igin; 1, 3, 5, 7 ve 10 dakika, Pirfenidon inkiibe
edilerek incelenmistir. Sekil 3.19°da Alp degerlerinin 3. dakikada arttigim gostermektedir.
3. dakika sonra Alp belirgin bir artis gozlenmemistir. Bu, 3 dakikalik inkiibasyon siiresinin

Pirfenidon i¢in optimum baglanma kosulunu sagladigini gostermistir.
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Sekil 3.19. Baglanma ¢dzeltisinin siiresinin optimizasyonu

3.2.3. Pirfenidon’un Elektrokimyasal Olarak Taninmasi

Pirfenidon’un  analitik  egrisi, MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE'nin  analitik
performansini degerlendirmek igin kullanilmustir. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE'nin pik
akimi, Pirfenidon konsantrasyonunun inkiibasyonundan sonra redoks probu ile 0.20 V'ta

anodik pik akimi kullamlarak elde edilmistir.
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Sekil 3.20. Pirfenidon tayininde MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensoriine ait diferansiyel puls

voltamogramlari(A) ve kalibrasyon egrisi(B)

Al ve Pirfenidon konsantrasyonlari arasinda asagidaki dogrusal regresyon denklemini

sergileyen 30,0 pM—1,0 nM arasinda dogrusal bir iligki bulunmustur (Sekil 3.20):

Al =51,70 [Pirfenidon(nM)] + 9,64; (R? = 0,996)
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TS ve TAS sonuglari, dogrusal araligin en diisiik konsantrasyon kalibrasyon
denkleminin egimine (m) ve standart sapmaya dayanmaktadir. TS ve TAS sirastyla 9,29 pM
ve 28,15 pM olarak bulunmustur (Cizelge 3.6). Pirfenidon’un farkli konsantrasyonlarda
baglanmasiyla MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE'nin DPV'si Sekil 3.20'da gésterilmistir.

Cizelge 3.6. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensoriiniin Pirfenidon tayini i¢in elde edilen
kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri.

Parametreler DPV
Dogrusallik Arah@ 30,0 pM—1,0 nM

Egim (uA nM?) 51,70

Egimin Standart Hatasi 2,69

Kesisim (nA) 9,64

Kesisimin Standart Hatas1 0,67

Regresyon Katsayisi (R?) 0,996

Teshis Simir1 (pM) 9,29

Tayin Alt S (pM) 28,15

Giin i¢i tekrarlanabilirligi (%BSS) * 0,32

Giinler arasi tekrarlanabilirligi (%BSS) * 0,97

*Tekrar edilebilirlik galismalar1 5 deger kullanilarak elde edilmistir.

3.2.4. Gelistirilen Sensorlerin Seciciliklerinin Incelenmesi

Onerilen sensériin segiciligi, baskilama faktorii (IF) acisindan arastirilmustr.
Asagidaki denklem kullamilarak baskilanmis elektrotun (Al (MIP)) baskilanmamis (Al

(NIP)) elektrotun akim cevabina orani olarak tanimlanur.

_ AI(MIP)
~ AI(NIP)

Burada, Al = Ip — I, burada Ip ve I, sirasiyla Pirfenidon’un uzaklastirilmasi ve
baglanmasindan elde edilen elektrotun pik sinyalleridir. Aym sekilde gelistirilen molekiiler
baskilanmis elektrokimyasal nanosensoriin baskilama faktorii, MIP ve NIP i¢in olusturulan
kalibrasyon egrilerinin egimlerinin orani olarak da hesaplanabilir (Cieplak ve ark., 2020;
Ndunda, 2020). NIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE’nin Pirfenidon konsantrasyonuna karsi Al

olusturulan kalibrasyon egrisi;
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Al =894 (nM) + 4,35; (R?=0,987)

seklindedir. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE elektrokimyasal sensorii igin elde edilen
baskilama faktorleri Pirfenidon 5,81 olarak elde edilmisti. Bu sonuglar
MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKEnin  Pirfenidon’a  segici  olarak  baglanabilecegini

ispatlamistir.

Bl MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE
@® NIP/CHIT@IL@DiaNPs/ICKE

O T T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
¢ (nM)

Sekil 3.21. Pirfenidon’un belirli konsantrasyonlarmm (30,0 pM -1,0 nM) baglanmasiyla
MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE ve NIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE sensorleri arasindaki dogrusal iligki.

Gelistirilen MIP sensoriiniin karsilastirilmasi igin NIP sensorii kullanilmustir. Sekil 3.21°de
Pirfenidon molekiillerinin baskilanmamis sensore baglanmamasinin yorumlayabilecegi,
farkli Pirfenidon konsantrasyonlar1 baglandiginda Al degerlerinin neredeyse degismeden

kaldigin gosterir.

3.2.5. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE Uygulamalari

Onerilen MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensériiniin analitik performanslari,
pratik olarak farmasdtik tablet dozaj formu ve ticari serum numunesine optimum kosullar
altinda gosterilmistir. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensorti ile tablet formundan ve

insan serum Orneginden Pirfenidon tayini Ip ve Pirfenidon konsantrasyonu arasindaki iliski
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incelenmistir. Dogrusallik, TS (Cizelge 3.7) ve nicel Pirfenidon geri kazanimlan (Cizelge
3.8) ile aragtirilmustir. Sekil 3.22, MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensdriiniin, insan
serum numunelerinde standart ekleme yontemi kullanilarak Pirfenidon konsantrasyonun
baglanmasiyla gergeklestirildigini gostermektedir. Al ve Pirfenidon konsantrasyonlar
arasinda asagidaki dogrusal regresyon denklemini sergileyen 50,0 pM—1,0 nM arasinda
dogrusal bir iligki bulunmustur:

Al =22,27 [Pirfenidon(nM)] + 2,28; (R? = 0,992) (Sekil 3.22)

Serum 6rneginde, TS ve TAS sirasiyla 14,35 pM ve 43,5 pM olarak bulunmustur.

y=22,27x+ 228
R*=1,992

0,0 02 0.4 0.6 0.8 1,0
¢ (pM)

Sekil 3.22. Pirfenidon tayini icin MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensdriine ait insan serum érneklerinden
elde edilen kalibrasyon egrisi.

Cizelge 3.7. Pirfenidon’un insan serum Ornegi kalibrasyon egrisine ait analiz sonuglari ve validasyon
parametreleri.

Parametreler DPV
Dogrusallik Arahg 50,0 pM—1,0 nM

Egim (uA nM™?) 22,27

Egimin Standart Hatas1 1,16

Kesisim (nA) 2,28

Kesisimin Standart Hatas1 0,75

Regresyon Katsayisi (R?) 0,992

Teshis Simir1 (pM) 14,35

Tayin Alt Smir1 (pM) 43,50

Giin ici tekrarlanabilirligi (%BSS) * 0,61

Giinler arasi tekrarlanabilirligi (%BSS) * 1,37
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*Tekrar edilebilirlik caligmalart 5 deger kullanilarak elde edilmistir.

Cizelge 3.8. MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensériine ait Pirfenidon igeren Pirfect® tabletlerden ve
insan serum 6rneginden elde edilen analiz sonuglari.

Parametreler Asetat tamponu (pH 5,2) insan serumu
Etiket miktar1 (mg) 200,00 -
Bulunan madde miktar1 (mg)* 201,91 -
%Ortalama geri kazamim 100,96 -
%BSS 0,98 -
ilave edilen standart madde miktar M) 500,00 500,00
Bulunan madde miktar (pM)* 478,72 516,67
%Ortalama geri kazamm* 95,74 103,3
%BSS 044 1,05

*Tekrar edilebilirlik ¢aligmalari 5 deger kullanilarak elde edilmistir.

Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligini  belirlemek icin kesinlik ¢aligmalar
yapilmustir. Tekrarlanabilirlik, bes tekrarli 6l¢tim i¢in bir MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE
nanosensorii test edilerek degerlendirilmistir. 500 pM Pirfenidon bes dl¢limii igin BSS

degeri %0,98°dir.

3.2.6. Girisim Calismalari

MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensorii, dopamin, askorbik asit ve iirik asit gibi
endojen maddelerle ve Na*, Ca*?, CI~, NOs, gibi iyonlarla girisim 6zellikleri incelenmistir
(Sekil 3.23). I1=lm/lo ve BSS (%) degerleri, girisim etkisi gosteren bilesenlerin Pirfenidon ile
1:10 oraminda karistirilmastyla hesaplannustir. Onerilen MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE
nanosensorii, girisim maddelerinin varliginda neredeyse ayni sekilde uygulanmustir. Urik
asit varliginda Pirfenidon’un Al %107,75 + 0,85 bulunmustur. Diger girisim maddeleriyle
%97,95 £ 0,90 — %105,94 + 0,22 oranda girisim yaptig1 bulunmustur.
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Sekil 3.23. Girisim maddelerinin MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensort ile cevabinin Pirfenidon
pik akimina % olarak etkisi

3.2.7. Stabilite Calismalar:

MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensoriiniin stabilitesi 10 giinliik bir zaman
diliminde belirli giinlerde 6l¢iim alinarak belirlenmistir. Hazirlanan nanosensor ortam
kosullarindan etkilenmesini en aza indirmek igin 25°C’de oda kosullarinda desikator
icerisinde bekletilmistir. Elde edilen sonuglara gére MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE
nanosensori 7. giinde %92,3 kadar,10.glinde %87,2 stabilite gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez kapsaminda idiyopatik pulmoner fibrozis tedavisinde kullanilan Pirfenidon etkin
maddesinin ilk defa elektrokimyasal analizi gergeklestirilmistir. Girig bdliimiinde nadir
hastaliklardan, yetim ilaglardan ve 6neminden ve idiyopatik pulmoner fibrozis hastaligindan
bahsedilmistir. Tez kapsaminda kullanilan ilag¢ etkin maddesi pirfenidon hakkinda bilgiler
verilmigtir. Voltametri ve molekiiler baskilama yonteminin kullanilmasindan dolayi,
elektrokimyasal yontemler, voltametri, molekiiler baskilama teknolojisi ve analitik
validasyon ayrmtili olarak aciklanmistir. Gere¢ ve yontem kisminda tez caligmasinda
kullanilan kimyasal maddeler ve ekipmanlardan bahsedilmistir. Tez calismasinda kullanilan
cozeltilerin hazirlanmasi ve kullanillan voltametrik yontemler anlatilmigtir. Molekiiler
baskilama temelli elektrokimyasal sensoriin hazirlanist ayrintili bir sekilde anlatilmis ve

sonuglar bulgular béliimiinde verilmistir.

Pirfenidon’un elektrokimyasal davranisi 6ncelikle yalin CKE ile incelenmistir. pH 2—
12 araligindaki tamponlar ve destek elektrolitleri ile DV, DPV ve KDV yontemleri
kullanilarak Pirfenidon’un davranist incelenmistir. pH 2 — 12 araligindaki pH degerlerinde
DV’de Pirfenidon icin indirgenme yoniinde pik gozlenmemistir. DV yontemi ile
Pirfenidon’un tayini i¢in elektrodun redoks 6zelliklerini, kararliligim ve etkin ytizey alanini

anlamak ve karakterize etmek i¢in kullanilmustir.

MIP'ler uygun maliyetli, oldukga secici ve saglam afiniteli ligandlardir ve bu da onlart
teshis acgisindan asirt pH ve sicaklik gibi zorlu ortamlarda ilaglarin tespiti ve miktar tayini
icin mitkemmel adaylar yapar. ilaclarin tayini i¢in elektrokimyasal MIP'ler ilgi cekmektedir,
c¢linkli bu yontemler tagmabilir cihazlara entegrasyon icin en yliksek vaadi vaat ediyor.
Cesitli hedefler i¢in elektrokimyasal MIP tabanli sensdrlerle ilgili yaymlarin sayisinda artis
olmasina ragmen, gelecekteki ticari uygulamalar i¢in gelistirilmeleri gerekmektedir. Sentez
protokollerinin basit ve seri Uretimle uyumlu tutulmasi gerekmesine ragmen,
nanomalzemelerin MIP tabanl sensorlerin analitik performansini 6nemli 6l¢tide 1yilestirdigi
aciktir. MIP tabanli sensorlerin elektrokimyasal algilama kullanan uygulamalarinin, yiiksek

Ozgiilliigii, dogal basitligi ve diisiikk maliyetli bilesenleri nedeniyle ticari uygulamalar i¢in en
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umut verici oldugu goriilmektedir. Bu platformlar, sinirl kaynaklara sahip alanlarda veya
yiiksek miktarda numunenin gerekli oldugu saha igi testler igin 6zellikle uygundur.
Oniimiizdeki yillarda, nanoteknolojideki yenilikler ve MIP'lerin serigrafi teknolojisi gibi seri
tiretim sensorlere entegrasyonu, MIP tabanli sensorlerin ticari uygulamalarmin 6niini
acacaktir. Boylece Pirfenidon tayininde dogru ve hassas dl¢timler yapilarak doz ayarlamasi

saglanabilir.

Pirfenidon’un daha hassas tayini i¢in nanopartikiillerle modifiye edilmis molekiiler
baskilanms elektrot gelistirilmesi amaglanmistir. Bu sebeple kitosan, iyonik sivi ve elmas
nanopartikiilleri ile elekrot yiizeyi modifiye edilerek ylizey alani arttirilmistir.  Pirfenidon
tayini igin ilk MIP temelli bir elektrokimyasal sensor, CKE iizerinde CHIT@IL@DiaNPs
modifikasyon ¢ozeltisi kullanilarak kurutma makinesi altinda 10 dakika kurutulmustur. 5
mM o—PD monomeri ve 0,025 mM Pirfenidon iceren polimerizasyon ¢ozeltisi ile

elektropolimerizasyon yontemiyle yiizeyde olusturulmustur.

MIP ile gelistirilen nanosensor yiizeyinin karakterizasyon calismalari, EIS ve DV
elektrokimyasal ~ yontemleri ve SEM  yiizey karakterizasyonu  kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Gelistirilen sensoriin dogrusal ¢alisma araligi 30,0 pM— 1,0 nM ve TS degeri 9,29 pM
olarak DPV yontemi kullanilarak elde edilmistir. Ayni kosullar altinda kontrol amagli,
hedef molekiil Pirfenidon’u icermeyen NIP polimer yiizeyi de {iretilmis ve baskilama
faktorli hesaplanmistir. Gelistirilen MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensorii, 5,81

baskilama faktorii ile Pirfenidon’a karsi miikkemmel bir segicilige sahiptir.

MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensoriiniin, insan serum numunelerinde
standart ekleme yontemi kullanilarak Pirfenidon konsantrasyonun baglanmasiyla
gergeklestirildigini gostermektedir. Al ve Pirfenidon konsantrasyonlar arasinda asagidaki
dogrusal regresyon denklemini sergileyen 50,0 pM—1,0 nM arasinda dogrusal bir iligki
bulunmustur, TS ve TAS sirasiyla 14,35 pM ve 43,5 pM olarak bulunmustur.
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Onerilen sensor, tabletlerde ve ticari serum numunelerinde iyi bir geri kazanim
yiizdesi ile Pirfenidon’u belirlemek icin basaril bir sekilde uygulanmistir. Yapilan stabilite
calismast sonucunda gelistirilen sensoriin stabilitesi 7. glinde pik akimimin %92,3's1 elde

edilmistir.

Sonug¢ olarak yiiksek lisans tez c¢alismalart kapsaminda, Pirfenidon’un
elektrokimyasal davranisi aydmlatilmaya calisilmis ve Pirfenidon tayini i¢in gelistirilen
molekiiler baskilanmis elektrokimyasal nanosensoriin, ekonomik, basit numune hazirlama
prosediiriine sahip, ¢cok diisiik Pirfenidon konsantrasyonlarma duyarli, secici ve stabil gibi
tistiin 6zellikleri sayesinde Pirfenidon’un tayini i¢in klinik ¢aligmalar i¢in oldukga avantajh

analiz yontemleri olarak degerlendirilebilecegi on goriilmektedir.
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4. TARTISMA

Yiiksek lisans tez ¢alismalart kapsaminda nadir hastaliklardan biri olan idiyopatik
pulmoner fibrozis tedavisinde kullanilan Pirfenidon etkin maddesinin tayini i¢in yalin CKE
ile elektrokimyasal davranis1 incelenmis ve molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal
nanosensoOr  gelistirilmistir.  Gelistirilen sensorlerin  etkinligi ve dogrulugu birtakim
elektrokimyasal, spektroskopik ve mikroskobik yontemler kullanilarak test edilmis ve
validasyon calismalar1 yapilmistir. Pirfenidon ilag etkin maddesinin farmasétik dozaj formu
olan Pirfect® tabletten ve serum numunesinden analizleri basarih bir sekilde

gergeklestirilmistir.

Giris boliimiinde nadir hastaliklardan, yetim ilaglardan ve éneminden ve idiyopatik
pulmoner fibrozis hastaligindan bahsedilmistir. Tez kapsaminda kullanilan ilag etkin
maddesi pirfenidon hakkinda bilgiler verilmistir. Voltametri ve molekiiler baskilama
yonteminin kullamlmasindan dolayi, elektrokimyasal yontemler, voltametri, molekiiler

baskilama teknolojisi ve analitik validasyon ayrintili olarak aciklanmustir.

Gereg ve yontem kisminda tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve
ekipmanlardan bahsedilmistir. Tez calismasinda kullamlan ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve
kullanilan voltametrik yontemler anlatilmistir. Molekiiler baskilama temelli elektrokimyasal
sensOrliin hazirlanist ayrintili bir sekilde anlatilmis ve sonuglar bulgular boliimiinde

verilmistir.

Yalin CKE ile 0,1 M H>SO4 destek elektroliti icerisinde DPV yontemi ile 9,9-260
uM, KDV yontemi ile 20260 uM konsantrasyon araliginda dogrusallik goriilmiistiir. TS
ve TAS degerleri DPV i¢in sirastyla 2,48 uM ve 8,26 uM; KDV i¢in sirasiyla 4,75 uM ve
15,84 uM bulunmustur. Yalin CKE ile serum 6rneginde 0,1 M H2SO4 igerisinde DPV
yontemi ile 30-200 uM, KDV yontemi ile 48—200 uM konsantrasyon araliklarinda
dogrusallik gozlenmistir. Serum 6rneginde, TS ve TAS degerleri DPV icin sirasiyla 8,53
uM ve 28,44 uM; KDV igin sirasiyla 12,60 uM ve 42 uM bulunmustur.
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Pirfenidon igeren Pirfect® tabletlerdeki yardimecr maddelerin, Pirfenidon tayinine
yonelik gelistirilen elektrokimyasal yontemi etkileyip etkilemedigini belirlemek i¢in, saf
Pirfenidon i¢in kullanilan yontemler tabletlere de uygulanmustir. Geri kazanim ¢alismasmin
999,65 ile %100,55 arasinda olmast gelistirilen yontemin oldukea segici oldugunu ve tablet
yardime1 maddelerinden etkilenmedigini gostermistir. Gelistirilen yontem i¢in geri kazanim
deneylerinin sonuglar1 kesin, tekrarlanabilir, secici, duyarlt bir nanosensor gelistirildigini

kanmitlamustir.

Tez c¢alismalarmin ikinci kisminda analiz edilen pirfenidon ilag etkin maddesi i¢in,
molekiiler baskilama temelli nanosensorler hazirlandiktan sonra akim cevabindaki
degisimler DV ve DPV teknikleri kullanilarak 6l¢iimler yapilmistir. Biitiin elektrokimyasal
dlciimler, 5,0 mM [Fe(CN)s]* "+ (1:1) ve 100 mM KCl igeren bir soliisyonda DPV yontemi
kullanilarak gerceklestirilmistir.

Pirfenidon analizi i¢in ilk kez MIP temelli elektrokimyasal sensorii gelistirilmis ve
validasyon ¢aligmalart yapilmistir. Asetat tamponu (0,1 M, pH 5,2) igerisinde 5 mM o—PD
cozeltisi ve 0,025 mM Pirfenidon ¢ozeltisi ile elektropolimerizasyon yontemi ile —0,2 ve 0,8
V DV ile arasinda 50 mV/s'lik bir tarama hizinda 20 dongii sayisi ile polimerik ylizey
olusturulmustur. Molekiiler baskilama filmin optimizasyonu i¢in monomer/hedef molekiil
oranminin etkisi arastirilmig ve 1:1 oran1 optimum olarak bulunmustur. Hem polimer film
kalmhigin1 hem de gelistirilmis baskili sensoriin secicilik, kararlilik ve hassasiyet gibi
ozelliklerine ¢ok biiyiik etkisi olan DV dongii sayist ve tarama hizi etkisi arastirilmistir. 20

dongti sayis1 elektropolimerizasyon i¢in en uygun dongii sayist olarak bulunmustur.

En Onemli parametrelerden biri hedef molekiiliin polimerik film ylizeyinden
uzaklastirma islemidir. Polimerik film yiizeyine zarar vermeden yeterli uzaklastirma
isleminin gerceklestirilebilmesi i¢in uzaklastirma ¢ozeltisi ve uzaklastirma igin segilen siire
optimize edilmistir. Metanol, diger soliisyonlara kiyasla Pirfenidon’un etkin bir sekilde
uzaklastirilmasini sagladig i¢in Uzaklastirma ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Uzaklagtirma
islemi sonrasindan elde edilen akim ile elektropolimerizasyon sonrasi elde edilen akim
arasindaki cevapta meydana gelen fark ylizeyde olusan bosluklarin varligim

dogrulamaktadir. Daha sonra, gelistirilen sensoriin etanolde uzaklastirma siiresi optimize
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edilmistir. 15. dakikadan sonra akim cevabi azalmistir ve 15 dakika optimum siire olarak
secilmigtir. Segilen uzaklastirma ¢dzeltisi ve siiresinin polimerik filme zarar verip vermedigi

Pirfenidon’un yeniden baglanmasi ile kontrol edilerek dogrulanmustir.

Gelistirilen sensoriin analitik performansina etkisi ¢ok 6nemli oldugu i¢in baglanma
stiresi optimize edilmistir. Baglanma siiresinin kontrolii i¢in farkli baglanma stirelerinde
baglanma sonrasi ve uzaklastirma sonrasi akim cevabi arasindaki fark ile kontrol edilmistir.
Baglanmanin 3 dakikaya kadar arttifi ve 3 dakikadan sonra baglanmamn azaldigi

gozlenmistir. 3 dakika optimum baglanma siiresi olarak se¢ilmistir.

Analitik yontemlerde en onemli validasyon parametrelerden biri olan sensoriin
seciciligi, baskilanmamis polimer elektrot {iiretilerek yapilmistir. Baskilama faktorii
Pirfenidon i¢in 5,81 olarak bulunmustur. Bu sonuglar gelistirilen sensériin Pirfenidon’a karsi
yeterince segici oldugunu dogrulamaktadir. Sensoriin segiciligini incelemek amaciyla
Pirfenidon 10 Kat1 fazla konsantrasyonda dopamin, askorbik asit, iirik asit, glukoz, Na*,Ca*,
CI" ve NO73 varliginda analiz edilmis ve sinyaldeki degisim belirlenmistir. Sonuglar,
sensoriin Pirfenidon’un girisim yapmast muhtemel maddelerin varliginda segici bir sekilde

tayin edebildigini gdstermektedir.

Gelistirilen elektrokimyasal nanosensoriin farkli konsantrasyonlarda baglanmasi ile
Pirfenidon miktar tayini yapilmustir. 30,0 pM— 1,0 nM konsantrasyon araliginda dogrusal
bir grafik elde edilmistir. TS ve TAS sirastyla 9,29 pM ve 28,15 pM olarak bulunmustur.
Gelistirilen sensorlerin gergek drneklere uygulanabilirligini gostermek amaciyla, Pirfenidon
iceren Pirfect® tabletinden tayini yapilmustir. Ticari serum numunelerine ekleme yontemi ile

geri kazamm calismalari yapilmistir.

MIP/CHIT@IL@DiaNPs/CKE nanosensoriiniin, insan serum numunelerinde
standart ekleme yontemi kullanilarak Pirfenidon konsantrasyonun baglanmasiyla
gergeklestirildigini gostermektedir. Al ve Pirfenidon konsantrasyonlar arasinda asagidaki
dogrusal regresyon denklemini sergileyen 50,0 pM—1,0 nM arasinda dogrusal bir iligki
bulunmustur, TS ve TAS sirasiyla 14,35 pM ve 43,5 pM olarak bulunmustur.
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Gelistirilen molekiiler baskilama temelli nanosensoriin Pirfenidon’a karst
tekrarlanabilirligini arastirmak amaciyla, Pirfenidon aym nanosensor ile bes defa analiz
edilmis ve tekrarlanabilirligin 6l¢iitii olarak pik akimlarmin % bagil standart sapmasi %0,32
olarak hesaplanmustir. Sensoriin tekrar tiretilebilirligini arastirmak amaciyla Pirfenidon, beg
farkli nanosensor ile analiz edilmis ve yeniden iiretilebilirligin 6l¢iitii olarak pik akimlarinin
% bagil standart sapmasit %0,97 olarak hesaplanmistir. Sonuglar gelistirilen sensoriin
Pirfenidon’un elektrokimyasal tayini igin tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir.
Gelistirilen sensoriin stabilitesi 7 giin boyunca test edilmis; 7. giinde pik akiminin %92,3's1

elde edilmistir.

flag etkin maddesi olan Pirfenidon'u elektrokimyasal olarak tayin etmek igin,
molekiiler baskilama tabanl bir elektrokimyasal nanosensor olusturulmus ve karakterize
edilmistir. Gelistirilen nanosensor kullanilarak Pirfenidon igin elektrokimyasal analiz
yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler hizl, hassas, tekrarlanabilir, herhangi bir 6n isleme
ihtiya¢ duymayan, ila¢ analizlerinde yaygin olarak kullanilir, uygulamasi daha kolaydir ve
diger analiz yontemlerine gore daha ucuzdur. Gelistirilen yontemler de valide edilmistir. Bu
ozellikler g6z 6niine alindiginda, rutin analiz yontemlerinin, Pirfenidon’u analiz etmek i¢in

standart ve klinik yontemlerin yerine gegebilecegine inanilmaktadir.
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OZET

Antifibrotik Ila¢ Pirfenidon’un Tayinine Yonelik Elektrokimyasal Calismalar ve
Uygulamalan

Akciger hastaliklari, yliksek mortaliteye sahip, diinyanin ciddi saglik sorunlarmdan biridir.
Idiyopatik pulmoner fibrozis, esas olarak yash yetiskinlerde ortaya ¢ikan ve akcigerlerde
goriilen, nedeni bilinmeyen, kronik bir hastalik olarak tanimlanir. Pirfenidon
(5—metil—1—fenil-2—[1H] —piridon), yan etkileri az olan bir antifibrotik ajandir. Bu tez
calisgmasinda Pirfenidon’un tayini i¢in ilk defa elektrokimyasal yontem gelistirilmistir.
Pirfenidon’un elektrokimyasal davranisini incelemek icin yalin elektrot ile daha hassas
tayini i¢in molekiiler baskilanmis nanosensor ile ¢aligmalar yapilmistir. Calisma elektrodu
olarak cams1 karbon elektrot (CKE) kullanilmistir. Pirfenidon’un elektrokimyasal davranisi
icin yalin CKE ile doniistimlii voltametri (DV), diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve kare
dalga voltametrisi (KDV) yontemleri kullanilmustir. Pirfenidon’un yiikseltgenme davranist
farkl destek elektrolitleri ve tampon ¢ozeltileri ile pH 2,0 — 12,0 arasindaki pH degerlerinde
incelenmistir, 0,1 M H2SOj4 destek elektrolitinin en uygun ortam oldugu belirlenmistir. DV
yontemi ile hiz taramasi ¢aligmalart maddenin elektrot yiizeyine diftizyon temelli tagmma
mekanizmasina sahip oldugunu gostermektedir. Yalin CKE ile 0,1 M H2SO; igerisinde
DPV yontemi ile 9,9 — 260 uM, KDV yo6ntemi ile 20 — 260 pM konsantrasyon araliklarinda
dogrusallik gozlenmistir. Teshis smir1 (TS) ve tayin alt sinir1 (TAS) degerleri DPV i¢in
sirastyla 2,48 uM ve 8,26 uM; KDV i¢in sirastyla 4,75 uM ve 15,84 uM bulunmustur. Bu
tez ¢aligmasi kapsaminda, Pirfenidon’un farmasétik formu ve serum 6rneginden tayini igin
hassas sonugclar elde etmek amaciyla molekiiler baskilanmig elektrokimyasal nanosensor
gelistirilmistir. Kitosan, iyonik sivi ve elmas nanopartikiilleri ile modifiye edilmis elektrot
yiizeyi lizerine molekiiler baskilama teknolojisi kullanilarak yiizeyde Pirfenidon’a 6zgii
bosluklar yaratilmigtir. DV, Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS) ile modifiye edilmis olan elektrotlar karakterize edilmistir.
Optimum kosullar altinda dogrusal ¢alisma aralig1 30,0 pM — 1,0 nM olarak bulunmustur.
TS ve TAS sirasiyla 9,29 pM ve 28,15 pM olarak bulunmustur. Gelistirilen ylizeyin
seciciligi, baskilama faktorii incelenmis ve baskilanmis olan Pirfenidon’a yiiksek secicilige
sahip oldugu belirlenmistir. Gelistirilen yontemin ger¢ek serum Orneklerinde basari ile
uygulanabilecegi belirlenmistir. Gelistirilen yontemin ve nanosensoriin uygulanabilirligi
farmasotik dozaj sekillerinden ve serum 6rneginden geri kazanim ve dogrusallik ¢alismalart
yapilarak gosterilmistir.

Anahtar sézciikler: Idiyopatik Pulmoner Fibrozis, Molekiiler Baskilanmis Polimer
Nanosensor, Voltametri, Pirfenidon.
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SUMMARY

Electrochemical Studies and Applications for the Determination of the Antifibrotic
Drug Pirfenidone

One of the major health issues in the globe with a high mortality rate is lung illness.
Idiopathic pulmonary fibrosis is a chronic lung condition with no recognized origin that
mostly affects older people. Pirfenidone (5—methyl—1—phenyl—2—[1H] —pyridone) is a
relatively safe antifibrotic medication. In this thesis, first time electrochemical technique for
determining pirfenidone was developed. Studies were conducted employing a molecularly
imprinted nanosensor for a more sensitive determination with a bare electrode to study the
electrochemical behavior of pirfenidone. The working electrode was a glassy carbon
electrode (GCE). Simple GCE and the cyclic voltammetry (CV), differential pulse
voltammetry (DPV), and square wave voltammetry (SWV) methods were employed to
study the electrochemical behavior of pirfenidone. It was discovered that 0.1 M H>SO4
supporting electrolyte was the best medium after studying the oxidation behavior of
pirfenidone with various supporting electrolytes and buffer solutions at pH values between
2.0 and 12.0. The material possesses a diffusion—based transport mechanism to the electrode
surface, according to scan rate experiments with the CV technique. In 0.1 M H2SO4 with
bare GCE, linearity was seen in the concentration ranges of 9.9-260 uM using the DPV
method, and 20-260 pM using the SWV method. The limit of detection (LOD) and lower
limit of detection (LOQ) values were found to be 2.48 uM and 8.26 uM, 4.75 uM and 15.84
uUM. respectively; for DPV and SWV. In the context of this thesis, a molecularly imprinted
electrochemical nanosensor has been created in order to get accurate results while
determining the presence of pirfenidone in serum samples and pharmaceutical forms.
Pirfenidone—specific cavities were made on the electrode surface utilizing molecular
imprinting technology on the electrode surface modified with chitosan, ionic liquid, and
diamond nanoparticles. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and scanning
electron microscopy (SEM) were used to assess the modified electrodes. Under optimum
parameters, it was found that the linear range was 30.0 pM—1.0 nM. It was calculated that
LOD and LOQ were, respectively, 9.29 pM and 28.15 pM for DPV technique. The
fabricated electrode surface's selectivity and imprinting factor were investigated, and it was
found to have a high selectivity to the imprinted pirfenidone. The method that has been
developed has been discovered to perform well with real serum samples. By undergoing
recovery and linearity investigations using pharmaceutical dosage forms and serum
samples, it has been shown that the developed technology and nanosensor are feasible.

Keywords: Idiopathic Pulmonary Fibrosis, Molecularly Imprinted Polymer, Nanosensor,
Pirfenidone, Voltammetry.
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