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OZET

Opioid Analjezikler I¢in Optik ve Elektrokimyasal Sensor Gelistirilmesi

Doktora tez ¢alismasinda opioid analjezik sinifindan kodein (KOD), dekstrometorfan (DM),
metadon (MET) ve oksikodon (OKS) icin optik sensér ve kodein icin elektrokimyasal sensor
gelistirilmesi amaclanmustir. Optik sensor sisteminde indikatdr yer degistirme mekanizmasi kullanilarak
oncelikle reseptdr ile boyanin baglanmasi sonucu floresans sinyalinde kapanma sonrasinda reseptor ile
daha gii¢lii baglanan analit varliginda boyanin agiga ¢ikmasiyla sinyalde acgilma hedeflenmistir.
Elektrokimyasal sensor sisteminde molekiiler baskili polimer (MIP) kullanilarak, kodein analitinin
diisiik konstantrasyon degerinde tespit edilmesi, ger¢cek numune orneklerine uygulanmasi ve analitik
validasyon parametrelerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Gelistirilen optik sensor sisteminde konakg¢i-konuk iligkisi kovalent olmayan baglar ile
kurulmugtur. Konak¢i yapt olarak supramolekiiler smifindan kiikiirbitiiriller CB[7] ve CBI[8]
kullanilmistir. Konuk yap1 olarak ise 6zel olarak dizayn edilmis ilk defa sentezlenen piridin kumarin
boyas1 (PK), akridin saris1 (AS) ve turuncusu (AT) boyalar1 kullanilmistir. indikator yer degistirme
mekanizmasi basarili bir sekilde uygulanarak dort analit i¢in ¢apraz reaktif sensor dizisi gelistirilmistir.

Proton ve karbon NMR ile karakterize edilen PK boyasimin UV-VIS ve floresans
spektroskopisiyle ile optik 6zellikleri belirlenmistir. PK boyasi, CB[7] ve CB[8] titrasyon sonucunda
CB’lerin igerisine girerek boya soniimlenmesi elde edilerek floresans sinyal kapanmustir. 1:1 oraninda
etkilesen PK-CB[8] sensorii ¢apraz reaktivenin amacina uygun olarak dort farkli analite farkli cevaplar
vermistir. DM %33, KOD %40, OKS %33 boya amplifikasyon degerleri verirken iki adet fenil grubuna
sahip ve boyutsal olarak biiyiik olan MET %5 degeri vermistir. AT ve AS boyalarinin agrege olmadigi
konsantrasyon degeri Lambert Beer kanunu uygulanarak absorbans ve floresans grafik egrileri sonucu
0.5 uM olarak bulunmustur. AS boyasi ve CB[8] arasinda iyonik ve hidrofobik etkilesimleriyle boya
sonlimlenmesi absorbans ve floresans titrasyon sonucunda elde edilmistir. 1:1 oraninda olusturulan AS-
CBI8] sensoriinde dort farkli analit tayini yapilmistir. Daha fazla elektronegatif OKS %46, boyutsal
olarak biiyiik MET %21, DM %92 ve KOD %387 amplifikasyon sonucu vermistir. AT boyasi da istenilen
sekilde CB[8] ile absorbans ve floresans titrasyonu sonucunda boya soniimlenmesi elde edilmistir.
Gelistirilen AT-CBJ[8] sensorii DM i¢in %84, KOD %68, OKS %28 ve MET i¢in %0 boya
amplifikasyon sonuglart vermistir. Sensor elementleri kullanilarak gergeklestirilen dizi sensor
¢alismasinda analitler LDA ile basaril1 bir sekilde siniflandirilmistir.

Gelistirilen elektrokimyasal sensor sisteminde kullanilan polimerik yapi sentez monomeri,
temel monomer, ¢apraz baglayici, foto baslatici, gézenek yapici malzeme ve sablon molekiil kodein
kullanilarak foto polimerizasyon yontemiyle olusturulmustur. MIP tabanli elektrokimyasal sensoriin
ylizey karakterizasyonu ve morfolojik incelenmesi doniisimlii voltametri (DV), elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS), taramali elektron mikroskopisi (SEM) ve Fourier doniisiimlii kizilotesi
spektroskopisi (FTIR) ile degerlendirilmistir. Sensoér performansini arttirabilmek igin bes farkl
parametre optimize edilmistir. Gelistirilen elektrokimyasal sensériin dinamik dogrusal araligi 0.1-1.0
pM ve tespit sinir1 0.0150 pM olarak hesaplanmistir. Sensdriin gercek numunelere uygulanabilirligini
gostermek amaciyla idrar, ticari serum ve tablet formunda geri kazanim ¢aligmalari yapilmis ve sirasiyla
%98.54, %101.42 ve %101.51 sonuglari elde edilmistir. Kodeine benzer dort farkli molekiiliin segicilik
katsayisi hesaplanarak, olusturulan polimerik yapinin sadece kodein i¢in segici oldugu gosterilmistir.
Elektrokimyasal sensoriin performansi bazi iyonik maddelerin varliginda test edilmis ve %99.91-102.99
geri kazanim sonuglar elde edilmistir. Sonug olarak, segici, dogru, girisim direnci gosteren, gercek
numunelere uygulanabilen yliksek analitik performansta elektrokimyasal sensor gelistirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Dekstrometorfan, Elektrokimyasal Sensér, Kodein, Metadon, Oksikodon, Optik
Sensor



SUMMARY

Optic and Electrochemical Sensor Development for Opioid Analgesics

In the doctoral thesis study, it was aimed to develop an optical sensor for codeine (COD),
dextromethorphan (DM), methadone (MET), and oxycodone (OXY) from the opioid analgesic class
and an electrochemical sensor for codeine. By using the indicator displacement mechanism in the optical
sensor system, it is aimed to first turn off the fluorescence signal as a result of the binding of the dye
with the receptor and then turn on the signal by releasing the dye in the presence of the analyte that
binds more strongly with the receptor. By using molecular imprinted polymer (MIP) in the
electrochemical sensor system, it aims to detect codeine analyte at low concentration values, apply it to
real samples, and determine analytical validation parameters.

The developed optical sensor system establishes the host-guest relationship through non-
covalent interactions. From the supramolecular class cucurbiturils (CB[n]), CB[7] and CB[8] were used
as the host structure. As the guest structure, a specially designed pyridine coumarin dye (PC), acridine
yellow (AY), and acridine orange (AO) were used. A cross-reactive sensor array for four analytes was
developed by successfully applying the indicator displacement mechanism.

After the synthesis of PC dye, it was characterized by proton and carbon NMR, and UV-VIS
and fluorescence spectroscopy were used to determine the optical properties of the PC dye. As a result
of titration of PC dye with CB[7] and CB[8], dye entered the CBs, resulting in dye quenching and
turning off the fluorescence signal. The PC-CB[8] sensor interacting at a 1:1 ratio gave different
responses to four different analytes by the purpose of the cross-reactive agent. While DM gave dye
amplification values of 33%, KOD 40%, OKS 33%, MET, which has two phenyl groups and is
dimensionally larger, gave a value of 5%. The concentration value at which AT and AS dyes did not
aggregate was found to be 0.5 uM with the absorbance and fluorescence graphic curves by applying
Lambert Beer's law. Dye quenching through ionic and hydrophobic interactions between AS dye and
CB[8] was obtained as a result of absorbance and fluorescence titrations. Four analytes were determined
on the AS-CB[8] sensor created in a 1:1 ratio. More electronegative OKS gave a 46% amplification
result, dimensionally larger MET at 21%, DM at 92%, and KOD at 87%. As desired, dye quenching of
AT dye was achieved with absorbance and fluorescence titration with CB[8]. The developed AT-CB[8]
sensor gave dye amplification results of 84% for DM, 68% for KOD, 28% for OKS, and 0% for MET.
Using sensor elements, analytes were successfully classified with LDA in an array sensor study.

The polymeric structure used in the developed electrochemical sensor system was created by
the photopolymerization method using synthesis monomer, basic monomer, cross-linker, photoinitiator,
pore-forming material, and template molecule codeine. The MIP-based electrochemical sensor's surface
characterization and morphological examination were evaluated by cyclic voltammetry,
electrochemical impedance spectroscopy, scanning electron microscopy, and Fourier transform infrared
spectroscopy. Five different parameters were optimized to improve sensor performance. The dynamic
linear range of the developed electrochemical sensor was calculated as 0.1-1.0 pM, and the detection
limit was 0.0150 pM. To demonstrate the applicability of the sensor to real samples, recovery studies
were carried out in urine, commercial serum, and tablet form, and results of 98.54%, 101.42%, and
101.51% were obtained, respectively. By calculating the selectivity coefficients of four different
molecules, it has been shown that the polymeric structure created is selective only for codeine. The
performance of the electrochemical sensor was tested in the presence of some ionic substances, and
recovery results of 99.91-102.99% were obtained. As a result, a selective, accurate, interference-
resistant electrochemical sensor with high analytical performance that can be applied to real samples
has been developed.

Keywords: Codeine, Dextromethorphan, Electrochemical sensor, Methadone, Optic sensor,
Oxycodone,
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ONSOZ

Opioid agr1 kesicilerin bagimlilik yapici etkileri sebebiyle, tedaviye bagladiktan sonra
veya tedavi siiresince yanlis kullanimi ve suistimali sonucunda istenmeyen durumlarla
karsilagsmak olasidir. Bu gibi durumlar 6nlemek i¢in opioid analjeziklerin kalitatif ve kantitatif
tayini olduk¢a 6nemlidir. Bu tez kapsaminda, kodein, dekstrometorfan, metadon ve oksikodon
icin optik sensor ve kodein igin elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Optik sensor kisminda
capraz reaktive sensor sistemi supramolekiil sinifindan reseptor kiikiirbitiiril CB[8] ve ilk defa
0zel dizayn edilerek sentezlenen piridin kumarin, akridin sarist ve akridin turuncusu boyalari
kullanilarak olusturulmustur. Indikatér yer degistirme mekanizmas1 kullanilarak boya
amplifikasyon degerleri iizerinden dort farkli analit icin analiz yapilmistir. Molekiiler baskilt
polimer temelli elektrokimyasal sensor sisteminde 6zel amino asit temelli MA-Trp monomeri,
capraz baglayici ve gozenek yapici malzeme kullanilarak polimerik yapi olusturulmustur.
Gelistirilen bu elektrokimyasal sensoér kodein analiti i¢in segici, gergek numunelerde
uygulanabilir ve gii¢lii analitik performans gostererek diisiik konstantrasyon degerlerinde

analiz yapilmustir.

Doktora siirecimi birlikte keyifle tamamladigim, akademik ve sosyal becerilerimi
gelistirdigim, hayatima yon veren, aile yakinliginda, ¢ok basarili olan danisman hocalarima ne
kadar tesekkiir etsem az kalir, emeklerinize ve ilginize minnettarim. Oncellikle, doktora ders
stirecinde dersine katilmaktan heyecan duydugum, bilgi birikimini sakin ve anlasilir ses
tonuyla 6grencilerine aktaran, her zaman beyefendiligi ve nazik durusuyla 6rnek olan, Tiibitak
bursuyla 1 yilligina Amerika’ya gitmemde en biiyiik destek¢im, sabirli, yardimsever, isini
severek yapan danisman hocam Dog¢. Dr. Mehmet Gokhan Caglayan’a sonsuz tesekkiir
ederim. Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde doktoraya basglamama vesile olan, her
zaman manevi destegiyle anne sicakligini hissettiren, akademik ve idari tecriibelerini en
aciklayici ve yardimet olacak sekilde aktaran, ¢aliskanligiyla ve kibar davraniglariyla her daim
ornek olan, her zaman bir telefon uzaginda hissettigim ¢ok sevgili hocam Prof. Dr. Sibel A.
Ozkan’a ¢ok tesekkiir ederim. My heartfelt thanks go out to my advisor in the US, Prof. Dr.
Pavel Anzenbacher, who has explained everything in detail by drawing structures, figures, and
schematic diagrams. During my one year in the USA, | have always worked enthusiastically
and determinedly, per his suggestions. | am forever grateful for his patience, unwavering

support, and guidance.
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

Genellikle opioidler olarak adlandirilan opioid analjezikler, orta ile siddetli dereceli
agr1, Oksiiriik ve ishali tedavi etmede uzun yillardir kullanilan bir ilag sinifidir. Diinya saglik
orgiitii tarafindan 1986’dan giliniimiize agr1 kesici olarak kullanilmasi gerekli kabul
edilmektedir (Jayawardana vd., 2021). Viicuttan beyine iletilen agr1 hissi, opioid analjeziklerin
merkezi sinir sisteminde bulunan opioid reseptorlerine baglanmasiyla bloke olur, boylece
mutluluk ve zindelik hissi olusur. En fazla kullanilan opioidler oksikodon, hidrokodon, morfin,

metadon, fentanil, tramadol ve kodeindir (Yu, 2014).

Opioidlerin akut, siddetli ve kronik agrilarda kullanilmasi gibi birgok avantajlart
olmasina ragmen opioid bagimlilig1 kiiresel bir problem haline gelmistir. Opioid bagimliligi,
diinyanin en biiyiik sosyal ve ekonomik problemlerinden biridir. Kétiiye kullanim, bagimlilik
ve biling kaybi etkisiyle, trafik kazalarinda ve sug oranlarinda artis oldugu belirtilmistir (ji
Kwon & Han, 2019). Diizenli regeteli olarak ve yasa dig1 yollardan temin edilmesiyle, bu
ilaglarin tretimi ve kullanimi her gecen giin artmustir (Florence vd., 2016). Toplumun
giivenligini ve sagligin1 olumsuz etkilemesi, gereksiz kullanima dayali fazla ilag iiretimine

bagli ekonomik problemlerden dolay1 toplumsal biling olusturulmalidir.

Ilaglarin kotiiye kullammim degerlendirmek, toplumdaki potansiyel suistimalini ve
hasta numunelerindeki opioid konsantrasyonunu belirlemek amaciyla ¢esitli analitik metotlar
gelistirilmektedir. flag analizi icin en ¢ok kullamlan geleneksel yontemler, kromatografik ve
spektrometrik yontemlerdir. Morfin, kodein, fentanil ve fentanil tirevleri UV-VIS
spektroskopisi, kiitle spektroskopisi, floresans spektroskopisi gibi analitik yontemlerle ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda tespit edilmistir (Ares-Fuentes vd., 2022; Cao vd., 2019; Eckart vd.,
2015; Kim vd., 2014; Lotfi vd., 2016). Kromatografik yontemler her ne kadar segicilik,
dogruluk ve tekrar edilebilirlik gibi parametrelerde yiiksek performans gosterse de genellikle,
deneyimli personele ihtiya¢ duyan, yliksek miktarda ¢oziicli gerektiren, daha karmagik
yontemler ve pahali ekipmanlar gerektirmektedir. Optik ve elektrokimyasal sensorler ise hizli
ve kolay analiz, taginabilirlik, uygun fiyathi ve pahali deney diizenegi gerektirmeyen analitik

yontemlerdir. Elektrokimyasal sensorlerde segiciligi arttirmak molekiiler baskilt polimerler



(MIP) kullanilmaktadir. Optik sensorlerde ise ¢apraz reaktivite kullanilarak birden fazla
analitin analizi miimkiin hale gelmektedir. indikator boya yer degistirme mekanizmast, ¢apraz
reaktivite optik sensorlerde kullanilan, renk degisimine bagh goz ile goriilebilen hizli sonuglar

veren bir yontemdir.

Bu tez kapsaminda, adli tip, klinik ve toksikoloji alanlarinda 6nemli bagimlilik,
bilingsiz kullanim ve yiiksek dozda kullanim sonucu 6liimlere yol agabilen dort fakli opioid
icin sensor gelistirilmistir. Kodein, dekstrometorfan, metadon ve oksikodon i¢in optik sensor
ve kodein igin elektrokimyasal sensor gelistirilmesi amaglanmigtir. Optik sensor sisteminde
konakgi-konuk iligkisi (reseptor-boya), kiikiirbitiiril ve ti¢ farkli boya kullanilarak floresans
boya yer degistirme mekanizmasiyla kurulmustur. Bu boyalardan piridin kumarin bildigimiz
kadariyla literatiirde bulunmamaktadir ve tez kapsaminda ilk kez sentezlenmis, karakterize
edilmis ve optik sensor sisteminde kullanilmistir. Capraz reaktif optik sensor sistemi her bir
analite farkli cevaplar vererek istatiksel yayilim (varyans) saglamistir. Kodein analiti igin de
bildigimiz kadartyla ilk defa molekiiler baskilama polimer yontemiyle elektrokimyasal sensor
gelistirilmesi amaglanmistir. Olusturulan polimerik yapida sentez iiriinii amino asit temelli
MA-Trp monomeri, polimerik baglaticilar ve baglayicilar kullanarak stabil, gii¢lii ve kovalent
olmayan etkilesimlerle baglanabilen kompleks yapi olusturulmustur. Spektroskopik ve
elektrokimyasal yontemlerle karakterize edilmis, optimizasyon parametreleri belirlenmis,
analitik performansi ve validasyon parametreleriyle secici, gercek numunelere uygulanabilen
diisiik konsantrasyonda tespit yapabilen elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Gelistirilen
elektrokimyasal ve optik sensorlerde literatiirde bulunmayan yontem ve malzemeler

kullanilarak duyarh ve hizli analit tespiti saglanmustir.

1.2. Opioidlerin Tespitine Yonelik Gelistirilen Giincel Analitik Yontemler

flag maddelerinin kantitatif ve Kalitatif analizinin yapilmasi igin giiniimiizde birgok
analitik cihaz ve yontemler gelistirilmektedir ve gelistirilen yontemlerin validasyon
parametreleri belirlenmektedir. ilag analizinde en fazla kullamlan analitik metotlar,
kromatografik, spektroskopik, elektroforetik, titrimetrik, ve elektrokimyasal yontemlerdir
(Siddiqui vd., 2017). Opioid analjeziklerin tespiti i¢in genellikle yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC), UV-Vis spektrofotometre, floresans spektroskopisi ve
elektrokimyasal yontemler kullanilmaktadir (Asadi vd., 2022; Paul vd., 2024; Rappleye vd.,
2023; Yao vd., 2024). Kumas fazi sorptif ekstraksiyonlu gaz-kiitle kromatografisiyle

kullanilarak yapilan bir arastirmada, fentanil ve tiirevlerini ng/mL konsantrasyon degerinde



bir hassasiyet ile tespit etmek miimkiin olmustur (Ares-Fuentes vd., 2022). UV-Vis
spektrofotometre kullanilarak, kodein tayini insan idrarinda diisiik konsantrasyonlarda bile
tespit edilmistir (Lotfi vd., 2016). Rekabet¢i floresans immiinoanaliz teknigi kullanilarak insan
idrar Orneklerinde morfin tespiti yapilmis, floresans boya ile etiketlenmis antikorlar

kullanilarak zaman alict numune hazirlama yontemlerinin 6niine gecilmistir (Cao vd., 2019).

Idrar ve kan 6rneklerinden yapilan analizlerin yan1 sira sag drneklerinde opioid ilag tespiti
yapilmistir (Bazargan vd., 2023). Yapilan bu arastirmada, dort farkli iki boyutlu (2D)
polioksometalat temelli malzeme sentezlenmis ve tek kristalli X-1gin1 kirmmimiyla karakterize
edilen maddelerde bulunan Keggin anyonlar1 koordinasyonu sayesinde opioid ilaglarinin
elektrostatik etkilesimlerle baglanabilecegi gosterilmistir. Bu malzemelerin sorbent 6zelligi
sayesinde HPLC ve mikro-kati faz ekstraksiyonu (D-uSPE) kullanilarak, morfin, metadon ve
petidin ekstraksiyonu ve Kantitatif tayini yapilmistir. Gergek sa¢ Orneklerinde yapilan
analizlerle geri kazanim degerleri 92.1-96.6 % bulunmustur. 5 dakika gibi kisa ekstraksiyon
stiresi ve az miktarda kullanilan ¢6ziicii sayesinde hizli, giivenilir ve kolay bir analitik
yontemdir. Fakat, bu malzemelerin sentezi uzun zaman ve pahali laboratuvar ekipmanlar

gerektirmektedir.

Teknolojinin ve multidisipliner kimyanin gelismesiyle birlikte malzeme senteziyle
kombine edilmis yenilik¢i analitik metotlar ortaya ¢ikmaktadir. Yakin zamanda yayinlanan bir
calismada, polivinil alkol (PVA)/poliakrilik asit (PAA)MOF NiCoZn-LDH@grafen oksit
(GO) elektrospun nanofiber sentezlenmis ve ilk defa yeni bir sorbent olarak HPLC-UV
cihazinda kantitatif analiz i¢in kullanilmistir (Kharazmi vd., 2024). Dizayn edilen nanofiber
malzemesinde MOF NiCoZn-LDH@GO'nun sagladigi gozenekli yapi ve PVA/PAA
polimerinin icerdigi ¢ok cesitli fonksiyonel gruplarmin sinerjik etkisiyle adsorbaninin
ekstraksiyon verimliliginde bir artisa neden olmustur. Gelistirilen nanofiber yapisiyla,
analitlerin kovalent olmayan etkilesimleri sonucunda idrar ve plazma numunelerinde 7 farkli
opioid ve analjezik ilaglarin es zamanli analizi ve ekstraksiyonu yapilmustir. Gelistirilen bu
yontemin en biiylik dezavantajlar1 elektrospun cihazinin kullanilmasiyla ortaya cikabilen

elektrik carpmasi ve ekstraksiyon gerektiren uzun 6n islem asamalaridir.

Thermo Fisher sirketi tarafindan gelistirilen bilesik kesfi (compound discoverer)
yazilimi bilesik tanimlamayi, karsilastirilmali analizleri ve veri kiimelerinin analizi igin
kullanilan kiitle spektrometresi tabanli bir tekniktir (Scientific, 2024). Genellikle

metabolomik, proteomik ve lipidomik uygulamalarinda kullanilan bu yazilim giiniimiizde



bilinen bir bilesigin bilinmeyen analoglarinda kullanilmaya baglamistir (Montone et al., 2020).
2024 yilinda yayinlanan bir arastirmada, 12 fentanil temelli bilinmeyen analoglarinin bilesik
kesfi yazilim destegiyle otomatik tespiti ve tanimlanmasi yapilmistir ve ¢cevresel toprak matris
ekstresi igerisinde 1 ng/mL konsantrasyonda tespit edilmistir (Drug et al., 2024). Sivi
kromatografisi-kiitle spektrometrisi kullanilarak florlama, metilasyon ve asetilasyon gibi
kimyasal modifikasyonlar1 iceren 12 bilinmeyen fentanil bilesiklerinin molekiil agirliklari, pik
alanlar1 ve alikonma siireleri hesaplanarak otomatik tespit yapilmistir. Kimyasal degisikliklere
ugrayan molekiillerin tespiti i¢in hizli hesaplama saglayan bu yazilimin bazi olumsuz yoénleri
vardir. Bunlar, tam yapisal agiklamanin elde edilememesi, birkag yanlis pozitif tespiti ve tiriin

iyon mekanizmasinin tam olarak agiklanamamasidir.

Raman spektroskopisi, opioidlerin tespiti i¢in kullanilan diger bir analitik metottur
(Lian vd., 2023; Oberg vd., 2024; Shende vd., 2019; Wilcox vd., 2023). Fentanil ve
bilesiklerinin kiigiik miktarlardaki 6liimciil etkisinden dolayi, numunelerdeki ¢ok kiigiik
miktarlarin tespit edilebilmesi daha da 6nemli hala gelmistir. 5 farkli fentanil bilesiklerinin
analizi i¢in Raman kesitleri ve bant belirleme yontemiyle yapilan ¢alismada, spektral modlarin
tanimlanmasina yardimci olmak igin yogunluk fonksiyonel teorisi hesaplamalari (DFT)
kullanilarak dedeksiyon limitleri bulunmustur (Wilcox vd., 2023). Cesitli toz halindeki
malzemelerle kesilmis fentanillerle ilgili bir dizi calismanin sonuglar1 da bu kesit 6l¢timleri ve
hesaplamalar kullanilarak degerlendirilmistir. Bu 6l¢iimler, diger malzemelerle karigtirildig
durumlar da dahil olmak {izere, fentanil ve fentanil bilesiklerinin tespiti i¢in sahada ¢aligabilen
Raman kimyasal sensorlerinin degerlendirilmesi agisindan degerlidir. Yiizey zenginlestirilmis
Raman spektroskopisi (SERS), tespit sinirlarim diistirmek ve interferans maddeleri ortaminda
daha iyi secicilik saglamak i¢in kullanilmaktadir. Fakat, SERS ¢alismalar1 karigimlarda azinlik
bilesenleri olarak fentanilleri tespit etme konusunda umut vaat ederken farkli fentanil

analoglar1 arasinda ayrim yapmanin zor olabilecegini gostermektedir.

Kolorimetrik analiz, basit gorsel sonuglara dayanan ve komplike cihaz gerektirmeyen
bir yontemdir. Opioidler gesitli kolorimetrik reaktiflere farkli renklerde cevap verir ve boylece
hizl1 bir ayirim yapmak miimkiindiir. Birlesmis Milletler Uluslararasi Ilag Kontrol Programu,
kodein tespiti i¢in Marquis, Mecke, nitrik asit ve ferrik stlfat testleri ¢esitli kolorimetrik
analizler onermektedir (United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC), 1994).
Ornegin, Mandelin reaktifi kodein igin yesilden maviye, eroin igin maviden griye dénerken,
morfin igin agik gri rengi gézlemlenmektedir (O’Neal vd., 2000). Froehde reaktifi, kodein igin

acik yesil, morfin i¢in mor renginden griye donerken, eroin i¢in renk degisimi



gostermemektedir. Marquis reaktifi, kodein, morfin ve eroin i¢in mor rengi verirken, Mecke
reaktifi bu 3 analit i¢in maviden yesile donmektedir (Pratiwi vd., 2021). Bu yontemler ¢iplak
gozle goriintiilenebildiginden yerinde analiz i¢in oldukca kullanighdir ve pratikte giivenlik
gorevlileri tarafindan kullanilmaktadir. Ancak bu testler fonksiyonel gruplarla reaksiyona

dayandigi i¢in yanlis pozitif sonuglar goriilmesi yaygindir.

1.3. Opioid Analjeziklerin Etkisi ve Onemi

Opioidler, hashas bitkisinden (Papaver somniferum) ekstrakte edilen bilesiklerin yani
sira beyindeki mu (), delta (A) ve kappa (k) opioid reseptorleri ile etkilesime girebilen benzer
ozelliklere sahip yar1 sentetik ve sentetik bilesiklerden olusur (Azevedo vd., 2021; Laycock
& Bantel, 2019). Cok sayida farmasotik preparatin bilesimindeki ¢esitli opioid ilaglarin

mekanizmasi ve terapotik kullanimlarn ¢izelge 1.1°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Opioidlerin mekanizmasi ve terapotik kullanimi

Opioidler Etki Mekanizmasi Terapoétik Kullanim Ref.
r Siddetli agr1 tedavisinde (Laycock
, Mu () opioid . ,
Morfin A analjezik etki, akut akciger & Bantel,
reseptor agonisti ) . . . o
6demi tedavisi, ishal tedavisi 2019)
Dogal Hafif ila orta siddette agr1
Kodei () opioid reseptor yonetimi, ishal tedavisi, (Azevedo
oaein
agonisti Okstirtigiin hafifletilmesinde vd., 2021)
analjezik etki
. () opioid reseptor | Orta ila siddetli agr tedavisinde | (Azevedo
Hidromorfon L o L .
agonisti analjezik etki, antitussif etki vd., 2021)
) () opioid reseptor | Orta ila siddetli agr tedavisinde | (Azevedo
Hidrokodon

agonisti analjezik etki, antitussif etki vd., 2021)
Yari-

sentetik Oksikod () opioid reseptor | Orta ila siddetli agr tedavisinde | (Azevedo
SIKoaon

agonisti analjezik etki vd., 2021)
Orta ve siddetli agr1 tedavisinde,
) (w) opioid reseptor (Whalen
Oksimorfon o akut pulmoner 6dem tedavisinde
agonisti vd., 2015)

analjezik etki

(w) opioid reseptdr | Anestezi, epidural analjezi, orta | (Kim vd.,

agonisti ila siddetli agn tedavisinde (akut 2014;

Sentetik Fentanil




ve postoperatif agr1) analjezik Whalen
etki. vd., 2015)
) (1) opioid reseptér | Veterinerlikte kullanim i¢in agr1 | (Abbate
Karfentanil o
agonisti yOnetimi ve sakinlestirici madde | vd., 2021)
(Katzung
M i Akut agr1 yonetimi, anestezi, &T
eperiain s revor,
P (w) opioid ve kappa epidural analjezi
(x) reseptdr agonisti 2015)
(n) opioid Opioid b Il ki 11 (Katzung
1) opioid reseptor p1oid bagimlilarinin kontrollii
Metadon o o ) & Trevor,
agonisti olarak geri ¢ekilmesi
2015)
(w) opioid reseptor | Orta ila siddetli agr1 tedavisinde (Whalen
Tramadol . o .
agonisti analjezik etki vd., 2015)
(Laycock
(n) opioid Orta ila siddetli davisind & Bantel,
W) opioid reseptor rta ila siddetli agr1 tedavisinde
Tapentadol r - . 2019;
agonisti analjezik etki
Whalen
vd., 2015)

Sekil 1.1.de en yaygin kullanilan opioidler ve kimyasal yapilar1 gosterilmistir (Yu,
2014). Morfin, hidrokodon, metadon ve tramadol gibi ilaglar1 igeren opioidler siklikla akut
agrisi ve siddetli agrilart hafifletmek i¢in kullanilir, ayrica kodein hafif ila orta dereceli agri
ve kronik kanser agrisini hafifletmek i¢in kullanilir (Mynttinen vd., 2019; Pratiwi vd., 2021).
Opioid bagimliliginin tedavisinde metadon ve buprenorfin gibi opioid ilaglar kullanilmaktadir
(YYence vd., 2022). Fentanil, morfinden 50-100 kat daha etkili, ucuz sentez prosediiriine sahip
ve 2 ila 3 miligrami bile solunum sikintisina hatta 6liime neden olabilir (Glasscott vd., 2020).
Fentanilin yapisinda yapilan modifikasyonlarla ¢ok c¢esitli sentezler yapilmaktadir ve
memeliler tizerinde sakinlestirici 6zellikleri test edilmektedir. Analjezik 6zellikleri sebebiyle
kullanilan fentanil ve fentanil temelli ilaglar glinlimiizde kendi baslarina veya eroin gibi diger
yasa disi ilaglarla karistirilarak kotiiye kullanilan uyusturucular haline gelmistir (Wilcox vd.,
2023). Eroinin etkisini arttirmak amaciyla bilingsizce karigtirilarak kullanilan fentanil, karigim
igerisinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunabilir ve asir1 etkili potansiyeli sayesinde 6liimciil

etkilerle sonug¢lanmaktadir.
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Sekil 1.1. Yaygin kullanilan opioidler

2021 yilinda diinya capinda yaklagik 296 milyon kisi en az bir kez uyusturucu
kullanmis ve bunlarin arasinda 60 milyon kisi opioid kullanmigtir (WHO, 2023). Her gegen
giin artan opioid kullanimiyla, 255 milyondan fazla regete yazilmig ve 100 kisi basina 81.3
oraninda regeteli opioid kullanilmistir ve bu oran baz iilkelerde 9 kat daha fazladir (Dowell
vd., 2016). Regeteyle ulasimin saglanmasi ve sentetik opioidlere kolay erisim sayesinde
diinyada opioid krizi baslamistir ve opioid fazla dozdan dolay1 6liim sayist artmistir. 2018
yilinda ABD'de asir1 dozda uyusturucu nedeniyle 67.000'den fazla kisi 6lmiis bunlardan
46.000 kisi opioide bagl asir1 dozdan dolay1 dlmistiir ve %701 fentanil kaynakli 6liimlerdir
(Dagar vd., 2022; Verrinder vd., 2021). 2020 yilinda sentetik opioidlerden dlenlerin sayisi
2019’a gore %55 son bes yilda ise neredeyse %600 artmistir (Wilcox vd., 2023). Covid-19
salgin1 sirasinda bile sentetik opioidlerden kaynakli asir1 dozda 6len insan sayisinda hizli bir
artts olmustur (WHO, 2023). Opioidler kullanim sonrasinda mutluluk ve rahatlama etkisi
sagladigi i¢in tibbi olmayan nedenlerle alinabilir. Opioidlerin bilingsizce kullanimi da oldukga
yaygindir, kronik agr1 sebebiyle receteli kullananlarm bir kismi koétiiye kullanmaktadir ve
kullanim bozuklugu gelismektedir. Asir1 dozda kullanim ve amacinin disginda kullanilan
opioidler toplumda ekonomik ve sosyal etkilere yol agmaktadir. Hastalik kontrol ve énleme
merkezlerine gore, Amerika’da regeteyle satilan opioid koétiiye kullaniminin toplam ekonomik
yiikii yilda 78.5 milyar dolardir ve biiyiik bir kism1 bagimlilik tedavisi i¢in kullanilmaktadir
(Florence vd., 2016). Diinya Saghk Orgiiti Uyusturucu Bagimlilhigi Uzman Komitesi'nin



tavsiyesi uyarinca fentanil ve fentanil modifikasyonlu ilaglar uluslararasi kontrol altina alinmis

ve kotiiye kullanimini en aza indirme ¢abasi baglatilmistir.

1.4. Tez Kapsaminda Kullanilan Opioidler ve Tespitine Yonelik Calismalar

Agrn tiim diinya genelinde 6nemli bir saglik sorunudur ve cinsiyet, yas, ekonomik
durum ve cografya fark etmeksizin herkesi etkilemektedir. Istatistiksel arastirma sonuglari, her
bes yetiskinden birinin agr1 ¢ektigini ve her on yetigkinden birine ise her y1l kronik agr1 tanisi
konuldugunu gosteriyor. Agrinin baglica nedenleri kanser, romatoid artrit, osteoartrit,
duygusal sikinti, ameliyatlar ve yaralanmalardir (Yence vd., 2022). Ozellikle, kanser agrisi
hastalik kaynakli veya tedavi sirasinca goriilebilen komplikasyon sonucu olabilir ve hastalarin
fonksiyonel durumunu ve yasam kalitesini onemli Olgiide etkilemektedir (NIH, 2023).
Opioidler uzun yillardan itibaren agr1 kesici olarak kullanilmaktadir. Beyinde bulunan
reseptorlere baglanan opioidler, analjezik ve sedatif etkilere sahiptir. Tez kapsaminda
elektrokimyasal sensor kisminda kodein, optik kisminda ise kodein, metadon, oksikodon ve
dekstrometorfan opioid ilaglari tizerine ¢alismalar yapilmistir. Kodein, metadon ve oksikodon
kanser hastalarinda kullanilmaktadir (Moksnes vd., 2011; Pratiwi vd., 2021). Dekstrometorfan
ise genellikle soguk algmligi, grip veya diger rahatsizliklarin neden oldugu Okstiragii
hafifletmek i¢in kullanilir.

1.4.1. Kodein

Yasadis1 uyusturucular kokenlerine gore {i¢ sinifa ayrilir. Bunlar, dogal (tamamen
bitkilerden elde edilenler), yar1 sentetik olanlar (dogal bilesiklerin kimyasal tiirevleri) ve
sentetik olanlar (kimyasal olarak sentezlenenler). Dogal uyusturucular sinifina giren maddeler
kokain, morfin, esrar ve kodeindir (K. Kim vd., 2023). Kodein (KOD), simdiye kadar en eski
farmasotik maddelerden biri olan afyondan dogrudan elde edilebilir ve Fransiz kimyager
Pierre-Jean Robiquet ilk kez 1832'de izole etmistir (Yence vd., 2023). Ayrica, morfinin
metilasyonuyla tibbi kullanim i¢in de elde edilebilir. Viicutta 10% miktarda kodein metabolize
edilerek aktif metaboliti olan morfine doniisebilir (K. Kim vd., 2023). Heniiz, kodein’in etki
mekanizmasi bulunamamistir fakat morfin gibi beyindeki opioid reseptorlerine baglandigi
diistintilmektedir (Bhandari vd., 2011). Kodein, sakinlestirici etkisi sayesinde hafif ila orta
siddette agrinin hafifletilmesi ve tiiberkiiloz ve siirekli oOksiiriige bagli uykusuzluk
durumlarinda kullanilir. Agrinin daha kisa siirede giderilmesi i¢in asetaminofen veya aspirin
ile kombinasyon halinde de kullanilabilir (Pratiwi vd., 2021). Kodein kullanimin bazi olumsuz

sonuglar1 vardir. Opioidlerin psikoaktif 6zelliginden dolayi, bagimlilik yapabilir. Kodein



kullanimin fiziksel ve psikolojik bagimlilik yaratabilme o6zelliginden dolayr halk sagligi
endisesi ortaya c¢ikmaktadir. Yakin zamanda yapilan bir calismada uzun siireli kodein
kullaniminin kadinlarda yumurtalik steroidogenezi ve folikiilogenez tizerindeki olumsuz
etkilerinden dolay1 cinsel fonksiyonu etkiledigi ortaya ¢ikmistir (Akhigbe vd., 2022). Kodein

maddesi icin yapilmis calismalar ¢izelge 1.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Kodein tespiti i¢in yapilan baz1 ¢caligmalar

Teshi Geri
Yoéntem Dogrusallik Arahk N Uygulama Kazanim Ref
Siniri
(%)
. Mohamm
0.0057 idrar  99.8-1010 (MO
DPV 18.0-460.0 uM adi vd.,
uM Plazma 100.0-102.4 2021)
DPV 10 pM-100 nM 3.0 pM - - (Huang
: vd., 2013)
Idrar .
0.05-9.0 uM 95.0-102.0 (Y. Livd,
Y 90.030.0pm 015 HM QS 97.9-10L5  2013)
soliisyon
idrar (Asturias-
Amperometri 4.9-45.4 yM 4.9 uM Tablet - Arribas
vd., 2014)
. (Hasanpou
DPV 0.06-10.0 M 0.01 uM P{g;’;‘;a 1%‘;'6 rvd.,
2018)
DPV 0.1-60 uM 0.08 uM Tablet 96.2-102.6 (Svorevd,
2013)
Idrar 87.8-100.8 (Simioni
SWV 0299-108uM — 5460M  pryma  033-99.7  vd, 2017)
; (Wong
SWv 0.5-38 uM 0.0095 uM Idrar 98.0 vd., 2021)
Idrar 98.1-100.6 (Afkhami
SWV 0.03-12pM 001 pM - 51 97.7-102  vd., 2014)
(Mashadiz
DPV 0.2-20 uM 0.06 uM Plazma 94.0-104.0 adeh vd.,
2016)
Idrar 98.0-102.85  (Afkhami
DPV 0.06-38 uM 0.02uM plsma 99.0-102.35  vd., 2016)
Idrar 104.0-107.0 (Ensafi
DPV 0.1-25.0uM 0.02uM " plsma 96.0-103.0  vd., 2015)
. i i i (Diaconu
UV-VIS Tablet vd., 2010)
_ . (Gharbavi
UV-VIS 18 ng/mL Su 97.2-97.9 vd, 2014)



(Weingarte
HPLC - 5 ng/mL Plazma 82.7-108 nvd.,
1995)

(Lotfi vd.,
2016)

(Weingarte
HPLC - 5 ng/mL Plazma 82.7-108 nvd.,
1995)

uv - 0.4 ng/mL Idrar -

1.4.2. Metadon

Metadon (MET), N-metil-D-aspartat reseptorlerini bloke eden, kanser agrisinin
hafifletilmesinde ve opioid direncinin gelisiminde kullanilan bir opioid analjeziktir (Ouchi vd.,
2024). Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan 1947'de analjezik ve
antitussif kullanimi i¢in onaylanmustir. Sonrasinda ise opioid bagimliginin tedavisinde
kullanilabilecegi kesfedilmistir (Cakict vd., 2019). Metadon uyusturucu bagimliligini
genellikle eroin veya morfin gibi kisa siireli etkili ilaglar1 tedavi etmek igin kullanilir (Vignali
vd., 2015). Metadon’un diger ilaglara 6zellikle morfine gore daha az bagimlilik yapici bir
ozelligi vardir, ¢linkii metadon’un 6mrii morfine gore daha uzundur ve lipofilitesi nedeniyle
karaciger ve dokularda ¢abuk dagilmaz. Uzun terminal 6mrii, potansiyel ilag etkilesimleri ve
bazi risklerden dolay1, MET dozunu ayarlamak zorlayic1 olabilir ve kanser hastalarinda opioid
degisimini ayarlamak, agri lizerinde bir tedavi stratejisidir (Moksnes vd., 2011). 5 mg
parenteral eroin dozu yaklasik olarak 20 mg oral metadona esdegerdir (Anderson, 2000).
Merkezi sinir sistemini etkilemesi, analjezik ve antitussif 6zelliginden dolayi, solunum,
hormonlarda degisiklik ve bagirsak lizerinde bazi etkileri vardir. Bu etkilerinden dolay1
fiziksel ve psikolojik bagimliliga neden olurlar. MET, ¢ok kullanimina bagl olarak asirt
dozdan dliime sebep olabilir. Bu nedenle bazi tilkelerde doktorlarin regeteleri incelenmektedir
ve ayni anda birden fazla regete yazilmasini engellemek i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir (Shafaat
vd., 2023). Tiirkiye’de metadon kullanimina izin verilirken KKTC’de kullanim izni yoktur
(Cakic1 vd., 2019). Kan ve idrar tahlilinde MET konsantrasyonunu belirlemek énemlidir ve

bunun i¢in gelistirilmis analitik metotlar Cizelge 1.3.’te gosterilmistir.

Cizelge 1.3. Metadon tespiti igin yapilan bazi ¢aligmalar

< . Geri
Yontem Dogrusallik Teshis Uygulama Kazanim Ref
Arahk Siniri
(%)
Idrar 99.3-103.6 (Rezaei

DPV 0.1-225 uM 0.03 uM vd., 2020)

DPV 1.0-100.0 yM  0.18 uM Plazma  98.0-1030 (Baghayeri

: : ' PTEESE v, 2021)

10



(Afkhami,

Idrar 98.2-103.0 Soltani-
SWV 0.1-500.0pM 0005 uM  pviiik 97.4-1025  Felehgari,
vd., 2014)
Plazma 96.1-106.8 (Alipour
DPV 0.1-15 uM 87nM idrar 95.7-1024  vd., 2015)
Idrar 99.3-100.4 (Amiri-
DPV 0.45-90.0 uyM 0.35 uM Tiikiiriik 97.1-98.0 Aref vd.,
Tablet 98.7-99.1 2013)
(Ma &
DPV 40-1000 pM 0.019 uM Plazma 96.5-98.8 Tian,
2023)
Idrar 99.3-103.6 (Rezaei
DPV 0.1-225 .M 003uM " plazma  96.6-1034  vd., 2020)
i (Baghayeri
DPV 1.0-100 uM 0.18 uM Plazma 98.0-103.6 vd., 2022)
. i - r (Farahani
UV-VIS 1-25 uM 3.60 uM vdl, 2022)
. (Habibi
SVW 0.1-4 uM 0.029 uM Idrar 105.6 vd., 2022)
. : (Song vd.,
Amperometri 0-120 uM 22 nM Idrar 98.9-99.9
2022)
Kiitle i i i - (Moore
Spektroskopisi vd., 2001)
i . i (Akbari
DPV 0.1-250 uM 8.3nM Idrar 98.8-100.8 vd., 2020)
(Alvaro-
Alonso
HPLC - 2.0 pg/mL - 101.5 vd., 2022)

1.4.3. Oksikodon

Oksikodon (OKS) yari sentetik, analjezik olarak yaygin kullanilan giiclii opioid
smifindan bir ilagtir (Khosropour vd., 2021; Mynttinen vd., 2020). 1917°den bu yana klinik
caligmalarda kullanilan OKS 6zellikle ameliyat sonrasinda olusan agr1 ve saliniml kullanimi
ise kanserle iligkili agrilarin tedavisinde kullanilir (Razlansari vd., 2022). Aspirin veya
asetaminofen gibi maddelerle kombinasyonu agrinin hafifletilmesine yardimeci olarak ilag
piyasasinda yerini almistir (Charkravarthula & Mugweru, 2023). Oksikodon hem indirgeyici
hem de yiikseltgeyici metabolitlere sahiptir, bunlar noroksikodon, oksimorfon ve
noroksimorfondur. Viicuda alindiktan sonra gesitli karacigerde bulunan enzimler sayesinde
farkli konsantrasyonlarda yiikseltgeyici metabolitlerden noroksikodon ve oksimorfon’a
dontisiir ve kana karisir. Kanda daha yiiksek konsantrasyonda bulunan noroksikodon’un u-

opioid reseptor iizerinde etkisi yoktur bu sebepten agri tizerinde bir etkisi olmazken diger
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metabolit oksimorfon’un reseptor iizerinde etkisi daha fazladir ve kendi basina da agr1 kesici

olarak kullanilabilir. Bir sonraki oksidasyon iiriinii olan noroksimorfon kan-beyin bariyerini

cok fazla gecemedigi icin, agri kesici etkisi bulunmamaktadir. Yani, oksikodon’un

metabolitlerinden ziyade kendi basina farmakolojik etkisi bulunmaktadir (Mynttinen vd.,

2020). Oksikodon, en fazla regete edilen narkotik ilaglardan birisi olmustur ve buna bagh

olarak bagimlilik, asir1 doz ve 6liim gibi ciddi yan etkileri ortaya ¢ikmistir. 2011°den 2016’a
kadar 5526 kisi oksikodon’dan dolay1 hayatim kaybederken, 2017 yilinda 70.000°den fazla
asir1 doz ilag oliimlerinden %68’i oksikodon kaynaklidir (Mynttinen vd., 2020; Zhang vd.,

2021). Ameliyat sonrasi kullanilan oksikodon miktar1 kanda genellikle 0.3-100 nM olarak

tespit edilirken asirt doz kullanimi sonrasinda 10 uM’a kadar ¢ikabilmektedir (Mynttinen vd.,

2020). Bu sebepten, hastalarin kaninda veya idrarinda oksikodon konsantrasyonunu izlemek

amaciyla analitik yontemler gelistirilmelidir, bunlardan bazilar1 Cizelge 1.4.’te gosterilmistir.

Cizelge 1.4. Oksikodon tespiti i¢in yapilan bazi ¢aligmalar

4 . Geri
Yontem Dogrusalhik 189 Uygulama Kazanim Ref
Arahk Siniri 0
(%)
(Charkrava
SWv 0.4-5nM 1.8nM ] : rthula &
Mugweru,
2023)
(Khosropo
DPV 0.01-45 uM 2nM Plazma 95.0-106.0 ur vd.,
2021)
(Cheremin
HPLC-UV 2-100 ng mL™* 2ngmL™? - i avd.,
2005)
77.3x11.8
_ 30 pg Plazma (Gaudette
- __| 1
HPLC-MS/MS 300-5000 pg mL ML 76.5+8.3 vd., 2016)
i (Narayana
HPLC-MS/MS 5-1000ngmL™* 5ngmL™* Plazma 96.1-108.5 samy vd.,
2019)
(Mynttinen
DPV 0.5-10 uM 85 nM - - vd., 2020)
Idrar 94.0-102.9  (Afkhami
DPV 0.06-38 uM 50nM Plazma  97.6-102.4  vd., 2016)
. . i i i (Mohseni
Kolorimetrik 1-20 uyM 1uM vd., 2017)
Raman 90 ng 90 ng - i (Zhang
Spektroskopi mL2-900 mg mL? mL™! vd., 2021)
267 (Ansari &
HPLC-UV 1-2000 ng/mL ' Idrar 92.5-103.2 Masoum,
ng/mL. 2021)
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Kiitle 1.56 (Minhas

Spektroskopisi 0-100 ng/mL. ng/mL i i vd., 2020)
e (Levd.,
ELISA-kiitle 0t01000ng/lg 50 nglg i : 2005)

spektroskopisi

1.4.4. Dekstrometorfan

Dekstrometorfan (DM), levorfanoliin dekstro-izomeri, kodein analogu, narkotik
olmayan antitussif morfin tiirevli bir ilagtir (Amiri vd., 2014; EI-Naby, 2008; El-Naby &
Kamel, 2015). Hafif bogaz ve brong tahrisinin neden oldugu oksiirigiic ve solunum
bozuklugunu tedavi eden bu ilag regetesiz satilabilir (Amiri vd., 2014). Soguk alginlig1 ve
Oksiriik i¢in kullanilan yaklagik 125 iirtinde bulunmaktadir (Ganjali vd., 2010). 2013 yilinda
yapilan bir ¢alismada, opioid bagimliligin1 ve yoksunluk siiresini azaltmak icin klonidin ile
kombine edilmesi sonucunda semptomlarin ve yoksunluk belirtisinin azaldig1 tespit edilmistir
(Malek et al., 2013). Terapotik dozunda kullanildiginda istemsiz 6ksiirme diirtiisiint azaltir
ve bagimlilik etkisi olusturmaz. Onaylanan ortalama yetigskin dozu giinde 3 ila 4 kez 15-30
mg’dir (Rezaei vd., 2016). Fakat bu doz asilirsa, ketamin ve fensiklidin kullaniminda oldugu
gibi dissosiyatif haliisinasyonlar goriilebilir dolayisiyla bu etkiye sahip olmak isteyen kisiler
tarafindan kotiiye kullanilabilir (Amiri vd., 2014). Son yillarda ergenler ve geng yetiskinler
arasinda kullanimi artmistir ve bu sebepten “fakir kisilerin fensiklidin’i” olarak bilinir (El-
Naby, 2008). Keyif verici madde olarak bilinen bu ilag, alternatiflere ve yasa dist
uyusturuculara kiyasla ucuz oldugundan dolay:r tercih edilmektedir. Yiiksek dozda
kullaniminda, idrar testlerinde fensiklidin ile karistirilarak yanlis test sonucuna sebep olabilir
(El-Naby & Kamel, 2015). Bu nedenle, testten dogru cevap alinmasi ve konsantrasyon
belirlenmesi i¢in giivenilir analitik testlerin gelistirilmesi ¢ok dnemlidir. Bu yontemlerden

bazilar1 Cizelge 1.5’te gosterilmistir.

Cizelge 1.5. Dekstrometorfan tespiti i¢in yapilan bazi ¢aligmalar

< . Geri
Yontem Dogrusallik Teshis Uygulama Kazanim Ref
Arahk Sinir1
(%)
Serum 109.4 (Amiri vd
DPV 8.0-800.0 uM 2.89 uM Tablet 114.9 "
2014)
DPV 250-3300 uM 8.81 uM Surup 99.2-106.7 (Heli vd.,

Tablet 99.0-101.9 2010)

13



MIP/ metakrilik 5.6x10°¢ 19%10°  Tablet 968985 (o Naby

. ~ . & Kamel
_ 2 } )
asit 1.0x102M M Idrar 94.2-98.8 2015)
P!azma 99.8-101.7 (Rezaei
DPV 2-600 uM 0.19 uM Idrar 97.5-105 vd., 2016)
. . 6 102 6 : i (Ganjali
Potansiyometri 10°-10“M I x10°M Idrar 102.7-105.2 vd., 2010)
. . 7.0 x 108 (Khaled
-7 -2 -
Potansiyometri 107-10° M M Tablet 97.2-99.1 vd., 2011)
Tablet 993995  (RAPUON
SWV 0.062 to 242 uM 9.10 nM Idrar 99.8+0.27 .
Plazma 99.7+0.12 Srivastava,
e 2019)
Plazma (Fakhari
DPV 5-1500 ng/mL 1.5 ng/mL idrar 64-97 vd., 2014)
50 ng Idrar (Ebeshi
HPLC-UV 0.2-5.0 pg/mL L 84.8-1048 "oy 2
Kilcal gaz . i (WU vd.,
kromatografisi 0.37-7.38 uM 0.30 uM Idrar 88.1-103.9 2003)
Kapiler 0.5-1 (Kristense
Elektroforez A" no/mL ng/mL ez R 101 n, 1998)

1.5. Analitik Kimyada Sensorler

Analitik Kimya, yontem, arag gere¢ ve teknik cihaz gelistiren ve uygulayan
maddelerin kantitatif ve kalitatif analizini yapan kimya bilimidir (M. Valcarcel&Luque de
Castro, 1994). Analitik kimyacilar, birgok multidisipliner alanlardan miihendis, doktor ve
biyologlar ile ¢alisarak kimyasal problemlerin ¢6ziimii i¢in, analiz, numune alma, inceleme,
stire¢ arastirma ve gelistirme gibi sorumluluklar1 yerine getirmeye calisirlar. Giinlimiiz
Analitik Kimya’nin temel trendlerinde yeni analiz enstriimantasyon gelistirilmesi, yenilikgi
yontem, analiz ve ayirma teknikleri metotlar1 tiretilmesi bulunmaktadir. Ayrica elde edilen
coklu verilerin kemometrik yontemlerle analitlerin siniflandirilmasi, tanimlanmasi ve
bilinmeyen maddelerin tayini kolaylastirilmaktadir. Teknolojinin gelismesiyle analizlerin
daha hizli, giivenilir ve yerinde analize imkan taniyan otomasyon ve minyatiirlestirme temelli
analitik cihazlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Kimyasal sensorler, bu ihtiyaglart karsilamakta, her
gecen giin yenilik¢i malzemelerle gelisen ve gesitli analizlerin tespitine olanak saglamaktadir.
Kimyasal sensor, bir maddenin kimyasal bilgilerini, niteliksel ve niceliksel olarak analiz eden,

kimyasal sinyali analitik sinyale doniistiirebilen cihazlardir (Faridbod vd., 2018; Mandoj vd.,
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2018). Kimyasal sensorler algilayict malzeme ve doniistiiriicii olarak iki kisimdan olusur. Sekil
1.2°de gosterildigi gibi algilayici malzeme hedef analit ile etkilesime girer ve bunun
sonucunda kiitle, elektrik ve sicaklik gibi maddesel degisiklikler ortaya ¢ikar. Doniistiiriicii bu
degisiklikleri algilayip anlamli bir elektronik sinyale donistiiriir (Mandoj et al., 2018). Bazi
durumlarda, sinyal arttirici olarak sinyal iglemcisi kullanilabilir. Maddeler ¢ikis
sinyallerindeki degisen manyetik, mekanik, elektrokimyasal, optik ve termal 6zelliklerine gore
smiflandirabilir. Kimyasal sensorler, analitlerle direkt etkilesime girerek kisa zamanda cevap
iretmesiyle ¢ok cesitli analizlerde kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari, g¢evresel atiklar,

hastaliklar ve hatta hiicrelerdeki organizmalardir (Rostamzad, 2022).

g Sinyal

; Uretilmesi
1

Molekiillerin
Taninmasi

Sekil 1.2. Kimyasal sensoriin ¢alisma prensibi

Sekil 1.3.’te gosterildigi gibi kimyasal sensorler segiciliklerine gére anahtar-Kilit

iligkisi ve ¢apraz reaktive olarak iki gruba ayrilabilir.

Anahtar-Kilit @)o) V)
ekl (- Y . ODvB
-+ o vD

Sekil 1.3. Segiciliklerine gore kimyasal sensorler

Anahtar-kilit iliskisi, enzimlerin substratlarin yiizeyinde bulunan aktif bdlgelerine
baglanmasindan dolay1 ortaya ¢ikmis kendilerine 6zgii baglar1 tanimlamaktadir. Anahtarin
sadece belirli kilidi agmasindan dolayi segici 6zelligi sensorlerde de kullanilmaktadir. Bu iligki
diistiniilerek, elektrokimyasal biyosensorler, enzim bagli immiinosorbent tahlili (ELISA),
floresans sensorler ve SERS gibi analitik yontemler kullanilarak spesifik analit tayini

yapilmaktadir. Anahtar-kilit prensibine dayanarak antikor, niikleik asit ve faj temelli

15



yontemlerle bakterilerin tayini yapilmaktadir. Antikorlarin spesifik antijen baglama
bolgelerine sahip olmasi, niikleik asitlerin aptamerleri ve fajlarin konakgr bakterilere
baglanmasi anahtar gorevi gorerek segici bir iliski saglamaktadir (Liu vd., 2023).
Aptasensorler yeni nesil baglayici unsurlar oldugu i¢in son zamanlarda yenilik¢i calismalar
yapilmaktadir. Aptamer kelimesi Latince aptus “uymak (to fit)” ve Yunanca meros “pargactk
(particle) kelimesinden tiiremistir ve pargaciklara uyma anlamiyla anahtar-kilit iliski modelini
tanimlamak i¢in kullanilmistir. Aptamerler yiiksek afinite ve segicilikle cok cesitli hedef
analitlere protein, metaller, kiigiik iyonlar ve viriislere baglanabilir (Aljohani vd., 2022). Biyo-
elektrokimyasal sensorler, DNA, enzim ve antikor gibi biyolojik malzemeleri reseptor olarak
kullanan cihazlardir. Enzim temelli biyosensorler ise en eski bilinen biyosensorlerden ve
anahtar-kilit mekanizmasina gore enzim reseptorlerinin hedef analite baglanmasiyla galisir.
Bu sensorlerin yiiksek secicilik, duyarlilik ve kararlilik gibi yararlar1 olsa da enzimlerin
aktivitesini kaybetmesi ve immobilize etmek zordur (Shanbhag vd., 2023). Sadece bir sensor
bir analit sinirlandirilmasi, 6zel sentez ve dizayn gerektirmesi, bilinmeyen analitler igin yeterli
bilgi sunmamast ve c¢ok bilesenli analitler i¢cin kolayca uygulanamamasi gibi bazi

dezavantajlar1 vardir.

Capraz reaktif sensorlerin ise segiciligi daha diistiktiir ve cesitli analitlere farkl
oranlarda cevap verir. Secicilikleri diisiik olmasina ragmen, sensor ¢alismalarinda ¢apraz
reaktif sensorlerin kullanimi oldukg¢a yayginlagmistir. Bu sensorler “kimyasal burun” veya
“kimyasal dil” olarak da adlandirilmistir. Memelilerin yari-segici olan koku alma veya tat alma
sensorleri, kokulara veya tat alinacak olan maddelere farkli oranlarda cevap vererek bir “cevap
kalib1” olustururlar (Dryer & Berghard, 1999). Cok sayida sensor elementinden gelen ve
parmak izi seklinde de adlandirilan bu karakteristik cevap kaliplar1 beyinde algilanir ve
hafizada saklanir (Collins & Anslyn, 2007). Boylece beyinde kokular ve tatlarin olusturdugu
cevap kaliplari ile, o kokularin ve tatlarin ait oldugu maddeler arasinda bir iliski kurulmus olur.
Memelilerin koku ve tat alma mekanizmasini taklit eden ¢apraz reaktif sensor dizileri, bir
reseptoriin segiciligine dayanmaktansa, birden ¢ok resept6riin toplam cevabina bakarak analiz
saglamaktadir (Collins & Anslyn, 2007). Capraz reaktif sensér dizisi birkag temel sensor
elemanindan olusan entegre bir sistemdir ve her sensor, insan dilindeki reseptor hiicreleri gibi
birgok analite ¢oklu cevap verir. Ardindan, ¢esitli duyarli sinyaller toplanir ve her analitin
sonuglarin1 yansitan parmak izi haritasina erismek i¢in islenir (Chen et al., 2020). Bu tip
sensorler farkl tip analitlerin veya karisimlarin analizi i¢in o analitlere segici sensorlere ihtiyag
duymadan analize imkan verebilmesi gibi bir avantaja sahiptirler. Ayrica daha kolay sentez,

bilinmeyen analitler i¢in bilgi sunmas1 ve ¢ok bilesenli analitler i¢in kolayca uygulanmas1 gibi
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avantajlari olsa da ¢ok diisiik konsantrasyonlarda analiz yapamamasi, daha fazla veri ile zaman

alan analiz siiresi ve ¢ok sayida sensor kullanilmasi gibi dezavantajlari vardir.

1.5.1. Optik Sensorler

Isigin analitle etkilesime girmesi sonucu optik 6zelliklerin degigmesiyle iiretilen optik
sinyalin elektrik sinyaline doniismesini saglayan sensorlerdir (Sevilla & Narayanaswamy,
2003; Wencel vd., 2014). Genellikle olgiilen optik Ozellikler floresans, absorpsiyon,
soniimlenme siiresi ve 151k sagilimi ve polarizasyonudur (Wencel vd., 2014). Optik sensorler,
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin belirlenmesi, baglanma kinetiginin bulunmasi ve molekiiller
yapilarin aydinlatilmasinda kullanilabilir (Luchansky & Bailey, 2012). Ayrica, biyomedikal,
otomotiv gibi bircok endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir (Aleksic, 2019). Kolay
otomasyon ve minyatiirlestirme 6zelligi sayesinde, elektronik cihazlarla entegre edilebilir ve
¢ip lzerinde laboratuvar sistemleri kurmak igin kullanilabilir (Pizzoferrato, 2023). Kimyasal
ve biyolojik uygulamalarda tercih edilen sensorler Raman spektroskopisi, floresans ve SERS

gibi ¢esitli spektroskopik yontemlerden yararlanmistir (Pan vd., 2013).

Malzemelerin fotokimyasal oOzelliklerinden yararlanilarak optik sensorlerde
kullanilmak tizere yenilik¢i malzemeler gelistirilmektedir. Altin veya giimiis nanopartikiillerin
yiizey plazmon rezonansinin uyarilmasiyla optik sensorlerde kullanilan yeni bir strateji ortaya
cikmistir. Giincel bir ¢alismada gilimiis sitrat kapli nanopartikiillerle morfinin ¢iplak gozle
kolorimetrik tayini yapilmistir (Rohani Bastami vd., 2022). Diisiik ve yiiksek gii¢lii ultrasonik
1sinlama ile nanopartikiil sentezi yapilmig, nanopartikiillerin 5 dakikadan az siireyle
toplanmasiyla goz ile goriilebilen renk degisikligi ortaya ¢ikmigtir. Morfin konsantrasyonu
arttik¢a agik saridan kahverengiye donen renk degisimi elde edilmistir. Diislik ultrasonik 1g1ma
ile morfin tayin simr1 0.055 pg/mL olarak bulunurken yiiksek 1sima ile 0.100 pg/mL
bulunmustur. Bu basit ve yesil kimya kurallar1 goz oniine alinarak sentezlenen malzemeyle,
hizli algilayan, goz ile tespit edilebilen, diisiik maliyetli ve segici bir sensor gelistirilmistir.
Metal-organik ¢ergeve (MOF), genis ve ayarlanabilir gézenekleri sebebiyle gelistirilen diger
bir yenilik¢i malzemedir ve NH>-MIL-101 (Fe) ise toksik olmayan bu malzemelerden biridir.
2023 yilinda yapilan bir calismada, NH.-MIL-101 (Fe)’yi ¢erceveleyen amino tetiklenmesiyle
biiyiiyen AUNP uydusu olarak isimlendirilen SERS substrati gelistirilmistir (X. Li vd., 2023).
Sentezlenen bu malzeme Raman sinyalini arttirirken, gozenekli 6zellikleri sayesinde fentanil
adsorpsiyonu saglamaktadir. Bu ¢alisma, MOF kullanimiyla yenilik katmakla birlikte
fentanil’in karmasik matriks ortamlarinda bile tayinini saglamaktadir. {1k defa opioid analitleri

icin su ve idrarda analiz yapan floresans sensorler 2017 yilinda Anzenbacher grubu tarafindan
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gelistirilmistir (Shcherbakova vd., 2017). Modifiye edilmis asiklik kiikirbiturillerin (aCB'ler)
icerisindeki hidrofobik bosluga eroin, oksikodon ve morfin ve bunlarin metabolitlerinin
baglanmasiyla floresans cevaplarinda degisiklik olmus ve 3 sensdrlii dizi sensor ile ilaglarin

tespiti yapilmustir.

Optik sensor tabanli giyilebilir cihazlar saglik teknolojisi alaninda da kullanilmaya
baslamistir. Kan basinci, oksijen doygunlugu, sicaklik, uyku kalitesi ve kalp atis1 gibi
parametreler belirlenebilmektedir (S. Mehta & Sharma, 2023). Bu cihazlarin kullanilmasiyla,
Ozellikle yasli insanlar ve doktorlar arasinda koprii gorevi alarak veri paylasimini
kolaylastirmaktadir. Elde edilen ¢oklu veriler, yeni cihaz gelistirmek, hastaliklarin farkli
belirtilerinin ortaya ¢ikarilmasi ve hizli miidahale edilmesi gibi avantajlar1 vardir. Yerinde
uygulamaya izin veren ¢ipli sensor tasarimlariyla optik sensorler her gegen giin gelismektedir.
Ayrica, optik sinyal iiretebilmek igin ¢esitli floresans etiketler gelistirilmektedir. Bunlar,
kuantum noktalar, floresans proteinler, organik sentezlenen ¢ok ¢esitli fonksiyonel gruba sahip
boya ve florofor gruplaridir (Pan vd., 2013). Uzun siireli kullanima olanak saglayan, karmasik
kimyasal ve biyolojik ortamlarda bile hassas ve yiiksek segicilige sahip optik sensor
gelistirmek hedeflenmektedir. Molekiiler algilamada genel olarak iki tiir yaklasim vardir.
Bunlar, dogrudan algilama (direct sensing) ve indikatdr yer degistirme algilamasi (indicator

displacement assay).

1.5.1.1. Dogrudan Algilama

Dogrudan algilama yaklasiminda, analit reseptére dogrudan baglanir ve bu durum
sinyal degisikligine sebep olur. Bu sistem, reseptor-aralayici-raportor seklinde 3 kisimdan
olusur (Sekil 1.4.). Reseptdr, raportdr ile arayici sayesinde kovalent olarak baglanmistir ve
analit ile reseptor baglandiginda sinyal degisikligi ortaya ¢ikar. Dogrudan algilamanin kokeni
“anahtar-kilit” iliskisine dayanmaktadir. Enzimlerin aktif kisimlar1 reseptore, substratlar ise
analite benzetilerek secici baglanma saglanabilmektedir. Fakat, sentetik reseptdrler

kullanilarak bu segiciligi saglamak ¢ok daha zordur (You vd., 2015).

. A §
Aralayict  / Analit ) Aralayici ,.f/ -
L\\x _//;"I A — . l,\\ //'I

Reseptor -

Reseptor-analit kompleksi
( sinyal degisikligi)

Sekil 1.4. Dogrudan algilama sematik gosterim
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1.5.1.2. indikatér Yer Degistirme Analizi

Indikatr yer degistirme analizi (IDA), sentetik reseptdrii bir optik sensére
dontistiirmek i¢in kullanilan popiiler bir yontemdir (Duan vd., 2023). Sekil 1.5.’te gosterildigi
iizere ilk olarak, indikatdr reseptore geri doniisiimlii olarak baglanir ve ardindan rekabetci
analit, reseptore baglanarak indikator salinir ve optik sinyalde degisiklik olmasi beklenir. Bu
sistemde temel prensip, indikatdr ile reseptdr arasindaki afinitenin, analit ve reseptor
arasindaki afinite ile karsilagtirilabilir olmasidir (Nguyen & Anslyn, 2006). Eger indikator
floresans 6zellik gosterirse floresans indikator yer degistirmesi olarak adlandirilir. indikatér,
reseptore (konak) molekiiller arasi baglar hidrojen bagi, n-n istiflenmesi ve etkilesimleri,
elektrostatik etkilesimler, anyon-m etkilesimler, hidrofobik etkilesimler, koordinat baglanmasi

ve solvent sistemine bagl etkilesimlerle baglanabilir (Rather & Ali, 2021).

w
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A - =7 Y _ A
vaud e 7 <].§k_ _42.[:» Analit / . \ N4
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Indikator Reseptor in‘zlgi’igtgrr Reseptor-analit kompleksi

kompleksi (Indikatériin ortaya ¢ikmasi)

Sekil 1.5. indikator yer degistirme algilamasi

Bu yontemin geleneksel ve eski bir yaklagim olan direk baglanma yontemine gore
bazi avantajlar1 vardir. Reseptor ve indikator arasinda kovalent bagi olmadigi igin, birkag farkli
indikatorler reseptore baglanabilir. Gelistirilen sensorler hem organik hem de sulu ortamda iyi
caligir ve farkl reseptorlere ve analizlere uyarlanir (Nguyen & Anslyn, 2006). Optik sinyal
iretimi, 1s1kla indiiklenen elektron transferi (PET), floresans rezonans enerji transferi (FRET),
elektronik enerji transferi (EET), iyonik degisiklikler, pH degisikligi gibi mekanizmalarla
gerceklesebilir (Nguyen & Anslyn, 2006). indikatér yer degisikligi ise indikator ile reseptoriin
baglanma sekline (metal komplekslesme, indikatoriin fliioresans o6zellik gostermesine
(fliloresans), indikatoriin renk degisikligi gostermesine (kolorimetrik), reaksiyon temelli ve
molekiil i¢i baglanmalarma gore isimlendirilebilir. IDA yontemi, kiral molekiiller,
karbonhidratlar, diol ve fosfat bazli malzemeler, niikleik asitler, aminoasit, peptit ve protein

analizi i¢in kullanilabilir (Sedgwick vd., 2021).

Indikator yer degistirme mekanizmasi cevresel ve biyolojik analitlerin tespitinin yani

sira, algilayici dizilim (sensor array) ile karisim igerisindeki gesitli analitlerin tespitine ve
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bilinmeyen analitlerin bulunmasina yardimei olur (Rather & Ali, 2021). Olusturulan reseptor
dizisinin analite verdigi diferansiyel algilamaya “dizi algilama” denir (You vd., 2015). Sekil
1.6°da gosterildigi gibi tek bir reseptor kullanilarak veya ¢oklu reseptor kullanilarak analiz
yapilabilir. Memelilerin dil ve burun sensorlerine benzetilerek yapilan bu algilamada,
olusturulan dizideki her bir reseptor birden fazla analiti algilayabilir fakat her birine farkli
oranlarda cevap verebilir. Elde edilen analite 6zgii karakteristik parmak iziyle ¢oklu analitler
veya kompleks karigimlar igerisinde analizi kolaylastirir. Segicilik agisindan yetersiz olsa bile
diferansiyel algilama sayesinde analitlerin tayini ve kompleks karigimlarin ayrimina olanak
saglar. Dizi algilamasi, direkt sensorlerden ziyade indikator yer degistirme algilamasi igin
daha uygundur. Ciinkii, IDA ile birden fazla reseptor kullanilarak dizi olusturmak ¢ok daha
kolaydir (You vd., 2015).
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Sekil 1.6. Tek veya goklu reseptor analizi

1.5.1.3. Sentetik Reseptor

Optik sensorlerde, analitin baglandigi kisim reseptordiir. Enzim-substrat, antikor-
antijen iliskisi diistiniilerek tek bir analit i¢in bir reseptor dizayn edilebilirken, molekiiller arasi
baglar, molekiillerin boyutu, elektron aligverisi ve ortamin pH’ina gére de ¢oklu reseptor
dizayn1 da yapilabilir. Reseptor dizayn edilirken analitin ve raportoriin fiziksel ve kimyasal

ozellikleri diistintilmelidir. Geleneksel eski bir yaklagim olarak kullanilan biyolojik reseptorler
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(enzim, niikleik asit, antikor ve protein reseptorlerin) yan1 sira biyomimetik tanima elementleri
(MIP, peptitler, nanozimler, peptit niikleik asitleri (PNA'lar), kilitli niikleik asitler (LNA'lar))
kullanilmaktadir (Moreno-Bondi & Benito-Pefia, 2021). Organik molekiiller, aptamerler,
nanopartikiiller, inorganik molekiiller, sentetik oligomer, dendrimerler ve polimerik
materyaller sentetik reseptor olarak farmakolojik uygulamalarda, ilag tayininde, biyoloji ve
kimya alaninda 6nemli olan bir¢cok anyon ve katyon tespiti i¢in kullanilabilir (Mishra vd.,

2023; Peck & Smith, 2015; Sadelain, 2016; Warriner & Namvar, 2011).

1.5.1.4. Kiikiirbitiiriller ve Optik Sensorlerde Kullanim

1987 Nobel kimya odiilii, “yapiya 0zgii etkilesimi yiiksek segicilik gosteren
molekiiller gelistirmeleri ve kullanmalarindan dolay1" ¢alismalarindan dolay1 J.-M. Lehn, D.
J. Cram ve C. J. Pedersen’a verilmistir. Bu 6diil supramolekiiler kimyanm o6nemini
vurgulamaktadir ve o yildan itibaren ¢ok ¢esitli galismalar yapilmigtir. Supramolekiiler kimya,
kovalent olmayan etkilesimlerle yeni kimyasal yapilarin olusumu ve yapi taslari olarak
isimlendirilen konukgu-konak molekiilleri arasi etkilesimleri inceler (You vd., 2015).
Konukgu (reseptor), konuk (analit) olarak adlandirilabilir ve genel olarak hidrojen bag,
hidrofobik etkilesimler, -7 istiflenmesi ve etkilesimleri ve Van der Waals kuvvet etkilesimleri
ile baglanir. Konukgu ve konak arasindaki elektronik tamamlayicilik iyi bir segicilik i¢in temel
unsurlardan biridir. Konukgular bu 6zellikten dolay: katyon, anyon ve nétr konuk baglayici
olarak siniflandirilabilir. Tag eterler, heterokronlar, heterokriptanlar, kaliksarenler, kement

eterler ve kiikiirbitiiriller konuk¢u olarak kullanilan organik molekiillerdir.
Kiikiirbitiiriller CB[n], ilk kez 1905 yilinda Robert Behrend tarafindan glikoluril ve

formaldehit karisiminin asitle katalize edilmesinin sonucunda elde edilen kabak sekilline

benzeyen makrosikliklerdir (Lagona vd., 2005) (Sekil 1.7.).
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Sekil 1.7. Kiikiirbitiiril sentezi
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Daha sonrasinda gelistirilen sentez ve izole etme metotlariyla reaksiyon sonucunda
olusan iirtinler CB[5], CB[6], CB[7], CBI[8] ve baz1 oligomerler saf bir sekilde elde edilmistir
(Masson vd., 2012). Reaksiyon sonucunda olusan iriinler glikoluril birim sayisina gore
adlandirilir ve her birinin fiziksel 6zellikleri farklidir. Sekil 1.8. ve Cizelge 1.6’da CB[n]’lerin

X-Ray kristal sekilleri ve her birinin sekilsel 6zellikleri gosterilmistir.

CB[5]@CBI[10]
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Sekil 1.8. CB[n]’lerin X-Ray kristal sekilleri (Lagona vd., 2005)

Kiikiirbitiiriller, en olarak genislemelerine ragmen yiikseklikleri degismez. Her bir
glikoluril sayisi arttikca, molekiil agirligi, ic bosluk ¢ap1 ve hacmi ve portal gapi artar.
Kiikiirbitiirillerin en biiylik dezavantaji suda ¢6ziiniirliiklerinin diisiik olmasidir. Tek sayida
glikoluril grubuna sahip CB[5] ve CB[7]’nin suda ¢oziiniirliigi (~20-30 mM) daha fazla iken
¢ift sayida olanlarin CB[6] (0.018 mM) ve CB[8]’in (< 0.010 mM) suda ¢oziintirliigli daha
azdir (Buschmann vd., 2001; Lee vd., 2003).

Cizelge 1.6. CB[n]’lerin fiziksel 6zellikleri

CBI[n] Molekiil Portal Cap1 (A) | Bosluk Cap1 (A) | Yiikseklik (A) | Bosluk Hacmi
Agirligi(g/mol) | (b) (@) (c) (A)

CB[5] 830 2.4 4.4 9.1 82

CB[6] 996 3.9 5.8 9.1 164

CB[7] | 1163 5.4 73 9.1 279

CB[8] | 1329 6.9 88 91 479

CB[10] | 1661 9.5-10.6 113124 9.1 870

CB’lerin u¢ kisimlarinda hidrofilik karbonil grubu ve igerisinde hidrofobik boslugu
vardir. Dipolar ve elektronegatif olan karbonil grubuna katyonlar iyon-dipol etkilesimleriyle

baglanirken, glikoluril birimlerinin g¢evrelenmesiyle olusan makrosiklik yapinin i¢ kismi
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erisilemez ve yalnizca hidrofobik molekiiller etkilesime girer (Barrow vd., 2015). CB’ler
iyonik ve hidrofobik etkilesimlere sahip oldugu i¢in, ¢esitli Konak molekiillerine ev sahipligi
yapabilirler. Bu konak analitlerden bazilari, adamantanlar, bisiklooktanlar, naftalen, viyolojen,
stilben, karboran, ilaglar (Benzimidazol, Albendazol, Carbendazim, Lansoprazol,
Oksaliplatin), metabolitler, amino asitler ve dipeptitlerdir (L. Cao vd., 2013; Koner vd., 2011;
Lagona vd., 2005; C.-F. Li vd., 2010; Saleh vd., 2008; Zhao vd., 2008). CB’lerin i¢
hacimlerinin degisiklik gdstermesi, analitlerin biiyiikliigiine gore segici olmalari ve ¢ok farkl
fonksiyonel gruplu ve boyuttaki analitlerle etkilesime girmesi sebebiyle son yillarda ilag
dagitimi, molekiil algilama ve sensor sistemleri, yapay molekiiler makine sistemi gelistirme
ve molekiiler anahtar gibi g¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir (Aryal vd., 2018; Hoyas
Pérez & Lewis, 2020; Tuncel & Katterle, 2008; Walker vd., 2011).

CB temelli konukgu-konak kompleksleri floresans prob olarak biyoloji, ¢evre bilimleri
ve biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir (Aryal et al., 2019). 2018 yilinda yapilan bir
calismada, suda ¢6ziinen, iki tane katyonik perilen boyasi tasarlanmig ve sentezlenmis, CB[§]
ile 10° gibi giiglii baglanma sabitiyle kompleks olusturmus ve bagimlilik yapici ilaglarin
idrarda tahlilinde prob olarak kullanilmistir (Aryal vd., 2018). Sentezlenen boyalarin su
icerisinde agregasyona ugramalariyla floresans yogunluklari diismektedir fakat CB[8] ile
kompleks olusturdugunda floresans yogunlugu 10 katina ¢ikmakta, 150 nm’lik Stokes
kaymasi ve 600-800 nm'de kirmizi NIR emisyonu gézlemlenmistir. CB[8] ile katyonik perilen
boyasi arasinda giiclii bir elektrostatik etkilesim ve hidrofobik etkilesimler vardir. Olusturulan
bu kompleks, yer degistirme mekanizmasiyla fensiklidin, kokain, metadon ve fenazopiridin’in

idrarda analizi i¢in kullanilmistir ve 4 farkli ilaca farkli oranda baglanmistir.

Bir diger optik sensér uygulamasi ise, CB[7] ve berberin hidrokloriir (BBH)
kullanilarak olusturulan kompleks, metamfetamin (METH)’in sulu ve idrar ¢ozeltisinde tayin
etmek i¢in kullanilmistir (DU et al., 2023). BBH’1n sulu ¢ozeltisi zayif floresans etkisine
sahipken, CB[7] ile kompleks olusturdugunda molekiil hareketlerinin sinirlandirilmasindan
dolay1 fotoliiminesans yogunlugu artmistir. Fakat kompleks ortamina METH eklendigi zaman,
CBJ7] ve METH giiglii bir bag olusturur ve BBH tekrar zayif floresans etkisine geri doner.
BBH’n fliloresans etkisinin azalmasiyla, METH’in sulu ¢6zeltisinde tespit limiti 30.7 nM,

idrar ¢ozeltisinde ise 65.2 nM olarak bulunmustur.

Yeni yapilan bir calismada ise indikator yer degistirme mekanizmasiyla palmatin

(PAL) ve CBJ[8], kompleks olusturarak biiyiik hayvanlarda agri kesici olarak kullanilan
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ketamin’in biyolojik ortamlarda tespiti yapilmistir (Yan vd., 2022). CB[8]’in igerisine 2 tane
emisyon Ozelligi gostermeyen PAL molekiiliiniin dimerleserek yerlesmesiyle, agregasyon
kaynakli emisyon ozelligi gostererek fotoliiminesansi artar. Kompleks yapinin iizerine
ketamin eklenmesiyle, PAL ile CB[8]’in yapisinin bozulmasina ve ketamin’in CB[8] ile
baglanarak, serbest PAL salinimina yol acarak floresansin diigmesine neden olur. Floresans
titrasyonuyla ketamin tayin limiti 5.0 ng/mL ve dogrusal aralig1 16.8-500 ng/mL bulunmustur.
Geligtirilen sensor, diger bagimlilik yapict opioidlerden kokain, eroin, fentanil ve

metamfetamin’e karsi cevap gostermeyerek segici oldugunu ispatlamistir.

1.5.1.5. Tez Kapsaminda Kullanilan Floresan Boyalar

Gelistirilen indikator yer degistirme mekanizmali optik sensor sistemlerinde
kullanilan boyalar en 6nemli parametrelerden biridir. Bu sensérlerde, floresans boyalarin
analitlere verdigi cevaplara gore turn on (acilma) veya turn off (kapanma) olarak
isimlendirilebilir. A¢ilma sisteminde, oncelikle konukg¢u ile boya etkilesimi sonucu boyanin
emisyon Ozelligi soniimlenir, sonrasinda ortama yarigmaci analit eklendiginde konukcu ile
analit etkilesime girer ve boya serbest kalarak emisyon yapar bdylece acilma elde edilir.
Kapanma sisteminde tam tersi olarak, boyanin emisyon 6zelligi azalir. Gelistirilen sensdrlerde
kullanilacak boyalarin, kuantum verimlerinin yiiksek, miimkiin oldugunca kizil6tesi bolgeye
yakin emisyon degerine sahip, hidrofilik, biyouyumlu, ¢evre dostu ve kapsamli konjugasyona
sahip olmalar1 beklenmektedir (Yan vd., 2022). Istenilen fotokimyasal dzelliklere sahip boya
dizayn etmek yenilik¢i ve zor bir siirectir. Gilinlimiizde supramolekiiler kimyada organik
sentetik boyalar1 prob olarak optik sensorlerde kullanmak oldukga yayginlasmistir. Kullanilan
bu boyalardan bazilari, BODIPY, FURA, azo boyalar, karbazoller, rodaminler ve tiyofen
boyalaridir (Ziarani vd., 2018). Her bir boyanin kendine 6zgii fotokimyasal 6zellikleri 6rnegin;
1s1ikla indiiklenen elektron transferi (PET), molekiil ici yiik transferi (ICT), Forster rezonans
enerji transferi (FRET), toplanma kaynakli emisyon (AIE) ve kiimelenmenin tetikledigi
emisyon (CTE) vardir (Aryal vd., 2019; Yan vd., 2022). Son zamanlarda, literatiirde
bulunmayan yenilik¢i organik sentez boyalar, kuantum noktalar, inorganik ve organometalik
lantanit kompleksli boyalar popiilerlik kazanmistir (You vd., 2015). Bu tez kapsaminda akridin
turuncusu, akridin sarist ticari Uriinleri, sentez {irlinii piridin kumarin boyasi, floresans prob

olarak kullanilmugtir.
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1.5.1.5.1. AKridin Turuncusu

Akridin Turuncusu (AT), diger bir ismiyle 3,6-Akridinediamin Sekil 1.9.’da
gosterilen niikleik asitlerin ayirt edilmesi i¢in kullanilan bir boyadir. Hiicrelerde bu boyanin
kullanilmasiyla DNA yesil floresans verirken, RNA kirmizi renkli floresans verir ve ayirim
kolay ve hizli sekilde yapilabilir (BRADLEY, 1965). Yapilan bir ¢alismada ise, kafeinin
akridin turuncusunun DNA enterkalasyonunu engelledigi ortaya ¢ikmistir (Lyles & Cameron,
2002). AT, ¢oziict sistemlerinin fotokimyasal 6zelliklerini anlamak i¢in floresans prob ve
kompleks biyolojik yapilarin aydinlatilmasi i¢in biyolojik prob olarak kullanilmistir (Shaikh
vd., 2008). Hiicre boyama o6zelliginin yani sira fotodinamik terapide uygulamasi vardir

(Schmidt vd., 1981).
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Sekil 1.9. Akridin Turuncusu

AT ve CB’ler kullanilarak konukcu-konak iligkisi temelli kompleks yapilar
olusturulmustur. 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada CB[7], CB[8] ve akridin turuncusu ile
olusturulan bu kompleks yapi1 hiicre zarim1 gegebildigi ve ilag tasima sistemlerinde
kullanilabilecegini gostermistir (Montes-Navajas vd., 2009). Floresans titrasyonu sonucunda
AT ve CB[7] 1:1 oraninda baglanma sabiti (Ka) 8.7 = 0.3 x 10° M* ve AT ve CBJ[8] 2:1
oraninda Ka 5.2 £ 0.4 x 103 M2 bulunmustur. Konuk molekiillerin prototropik dengesinin
konukg¢u molekiil ile olusturdugu kompleks yapiya gore degisiklik gosterdigi ve bu 6zelligin
tip, biyoloji ve kimya uygulamalarinda kullanilabilecegi bulunmustur (Shaikh et al., 2008).
AT’nin nétr ve katyonik formundan dolay1 CB[7] ile olusturdugu kompleks yapida pKa
kaymasi oldugu bulunmustur. Iki farkli konukgu molekiil CB[7] ve B-siklodekstrin (B -CD) ile
AT boyasi kompleks olugturmakta, CB[7] ile pKa 2.6 birim artarak katyonik AT baglanirken,
B-CD ile pKs 0.7 birim azalarak nétr AT baglanmistir. Bir diger CB[7] ve AT boyas: ile
olusturulan sensor, c¢evresel atik olan organofosfat esterleri tarafindan baskilanan enzim
aktivitesi belirlemistir (Wang vd., 2014). AT boyas: iizerine CB[7] eklendik¢e floresans
Ozelligi artmaktadir, ortama kadaverin ilavesiyle komplekste yer degistirme olmus ve

floresans 6zelligi azalarak enzim inhibisyonu belirlenmistir.
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1.5.1.5.2. AKridin Sarisi

Akridin saris1 (AS) IUPAC ismiyle, 2,7-Dimetilakridin-3,6-diamin Sekil 1.10.’da
gosterilen yesil-mavi renkte floresans veren bir boyadir. Akridin sarisinin naylon kumaslar
iizerinde foto-indiiklenen antimikrobiyal 6zellikleri incelenmis viriis ve bakterileri etkisiz hale
getirdigi bulunmustur (Alihosseini & Sun, 2011). DNA ile etkilesime girdigi bulunmus ve
fotodinamik tedavi edici ila¢ ¢caligmalarinda kullanilmigtir (Fritsch vd., 1998; Long vd., 2007).
2011 yilinda yapilan bir ¢alismada CB[7] ve AS konukgu-konak etkilesimleri spektroskopik
ve kolorimetrik caligmalarla incelenmistir (Chakraborty & Basu, 2011). Bu galismayla
olusturulan komplekste iyon-dipol etkilesimleri ve hidrojen bag olusturma &zellikleri
incelenmistir. Konuk¢u-konak etkilesiminin termodinamigini anlamak i¢in izotermal titrasyon
kalorimetrisi kullanilmistir. Proton NMR caligmasiyla CB[7]-AS 1:2 oraninda baglandig
bulunmustur. Floresans titrasyon sonucunda AS flzerine CB[7] ecklendik¢e floresans
yogunlugu artmistir. Bu durum, AS molekiil i¢i hareketleri kisitlanarak 1s1nimsiz bozunmay1
(non-radiative decay) yavaslatir ve floresans yogunlugunu arttirir. Floresans anizotropi
deneyleri sonucunda ise AS ve CB7 kompleks olusturmasiyla, ¢evre tarafindan AS’ye

uygulanan hareket kisitlamasinin etkisi ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 1.10. Akridin Sarist
1.5.1.5.3. Piridin Kumarin

Kumarin, ¢ogunlukla koku bileseni olarak deterjan, sabun ve parfiimlerde kullanilan
benzo-a-piron bilesigidir (Carlton, 2005). Kumarinlerin antimikrobiyal, antiviral,
antidiyabetik ve antioksidan gibi biyolojik 6zellikleri vardir ve lenfédemin tedavisinde ve
vendz dolasimin iyilestirilmesine yonelik kullanilirlar (Carlton, 2005; Poumale vd., 2013).
Kumarin boyalar1 ve alkilamino gruplu kumarinlerin ¢dziicii polaritesine bagli kuantum
verimleri, Stoke kaymasi ve uyarilmis halinin dipol moment degisikligi gibi ¢esitli optik
ozellikleri vardir (Barooah vd., 2012). Bu 6zelliklerinin konukgu-konak kompleks yapilarinda
kullanilmasiyla molekiil igi yiik transferleriyle boyanin emisyon ozelliginde degisiklikler

meydana gelir. Kumarin ve gesitli fonksiyonel gruplu kumarinlerin CB’ler ile olusturdugu
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kompleks yapilari, teorik kimya, floresans, NMR ve kiitle spektroskopisi ile incelenmistir

(Aliaga vd., 2015; Barooah vd., 2012; Park vd., 2013; R. Wang vd., 2009).

Bu tez c¢alismasinda, literatiirde bulunmayan, CB’ler ile kompleks yap1
olusturabilecek, kumarin temelli floresan boya piridin kumarin (PK) sentezlenmis ve prob
olarak kullanilmigtir. Sekil 1.11’de gosterilen PK sentezi iki asamadan olusmaktadir (Bae vd.,
2017; Q.-W. Zhang vd., 2016). ilk 6nce hidroksikumarin bilesigi brominasyonu ve sonrasinda
bu bilesige siibstitiisyon reaksiyonu ile piridin eklenmesidir. Basarili sekilde sentezlenen PK,
proton ve karbon NMR ile karakterize edilmis, optik dzellikleri incelenmis ve CB[7] ve CBJ[§]

ile kompleks yapi olusturarak sensor olarak 4 farkli opioid ilaglarin analizi i¢in kullanilmistir.
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Sekil 1.11. Piridin Kumarin

1.5.2. Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal sensorler, analit ile reseptor arasindaki elektrokimyasal reaksiyondan
ac18a ¢ikan cevabi elektrik sinyali olarak tretirler (Lin vd., 2023). Elektrokimyasal sensorlerin
diisilk maliyet, basitlik, hizli yanit verme performansi, taginabilirlik, yiiksek kesinlik ve
secicilik gibi avantajlar1 vardir (Chugh vd., 2022; Yence vd., 2022). Bu avantajlari sayesinde,
tarimda, ilag¢ analizlerinde, toksik gaz analizlerinde, viral ve tropik hastalik tanisinda, gida
analizlerinde ve ¢evresel atiklarin izlemesinde kullanilabilir (Baranwal vd., 2022; Chugh vd.,
2022; B. R. Mehta & Reddy, 2015; Pathakoti vd., 2018). Elektrokimyasal sensérlerde
secicilik, tekrar edilebilirlik ve hassasiyeti artirmak i¢in nanomalzeme kullaniminin énemli bir
yeri vardir. Glinlimiizde, genis ylizey alani saglayarak elektrot yiizey hassasiyetini arttiran
nanopartikiiller, metal-organik ¢erceveler (MOF), grafen, nanofiberler ve iletken polimerler

kullanilmaktadir (Baranwal vd., 2022).

1.5.2.1 Molekiiler Baskili Polimerler ve Opioid Tayininde Kullanim

Molekiiler baskilama teknolojisi, dogal sistemleri taklit edebilen anahtar-kilit iligkisi
temelinde antikor-antijen sistemlerine benzer sentetik yaklasimdir (BelBruno, 2019;

Vasapollo vd., 2011). Dogal sistemlerle karsilastirildiginda sentetik malzemeler 6zel sicaklik
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ve saklama kosullari gerektirmez ve antikora gore daha ucuzdur (BelBruno, 2019). Antikor ve
sentetik reseptorlere gore avantajlart Cizelge 1.7.’de gosterilmistir (Shimizu & Stephenson,
2010).

Cizelge 1.7. MIP’lerin antikor ve sentetik reseptorler ile karsilastirilmasi

Ozellikler Antikor Sentetik Molekiiler MIPs
Reseptor

Hazirlanma siiresi 3-6 ay 1-6 ay 1-7 giin

Ortalama baglanma 105-10° 103-108 102-10°

afinitesi

Ucuz maliyet x x V
Termal ve kimyasal x V V
stabilite

Ayrica, kataliz, ilag dagitimi, saflagtirma ve ayirma, patojen, ilag, patlayici, pestisit tespitinde
ve kimyasal sensor olarak kullanmilmaktadir (BelBruno, 2019; Vasapollo vd., 2011). Ozellikle
elektrokimyasal sensorlerde MIP kullanimiyla spesifik analit tanima o6zelligiyle secicilik,
hassasiyet, yiiksek baglanma kapasitesi ve cesitli analit tespitinde kullanilabilirlik

saglamaktadir (Yence vd., 2023).

MIP ile kombine edilmis karbon, giimiis, altin ve manyetik 6zellikli nanomalzemelerle
ilag tayini yapilabilmektedir. Yaygin kullanilan opioidlerden biri olan hizli salinimh
tramadol’un tayini i¢in MIP sensor gelistirilmistir (Diouf vd., 2021). Gelistirilen MIP sensérde
altin elektrot yiizeyinde elektrokimyasal birikim yontemiyle glimiis nanopartikiiller ile
kaplanmig bir poli-anilin katmani elde edilmistir. Sonrasinda, fonksiyonel monomer olarak 2-
aminotiyofenol ve hedef molekiil tramadol varliginda polimerizasyon ile elektrokimyasal MIP
sensor olusturulmus ve elektrokimyasal tekniklerle karakterize edilmistir. 0.01-100 pg/mL
dogrusal araliginda tayin sinir1 9.42 pg/mL olarak bulunmustur. Parasetamol ve sitrik asit
varhiginda segiciligi, tiikiirik ve idrarda uygulama alanlar1 gosterilmistir. Kemometrik

yontemlerle de gruplandirma ve ayirim yapilmustir.

Yapilan bir diger c¢alismada ise farkli nanomalzemeler ve nano tabakalar ile
tramadol’un tayini MIP elektrokimyasal sensor ile yapilmistir (Bagheri vd., 2018). Karbon
pasta nanokompozit malzemesi, giimiis nanopartikiiller ile dekore edilmis grafen, iyonik sivi

bis(triflorometilsiilfonil)imid ([BMP]Tf,N) ve tramadol baskili polimerik malzemeden
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olugmaktadir. Nanokompozit malzeme sentezi Oncelikle grafen oksit sentezinin nano
grafitlerden elde edilmesiyle baglar ve giimiis nanopartikiiller ile dekore edilir, sonrasinda
tramadol baskili polimer baslatici (AIBN) ve g¢apraz baglayict (EDGMA) ile sentezlenir.
Havan igerisinde grafit tozu, [BMP]Tf:N, ve giimiis-nanografitin karistirilmasiyla olusan
malzeme, karbon pasta elektrot malzemesi olarak kullanilmistir. Bu malzemeler farkli
oranlarda karistirilarak elektrotlar hazirlanmis ve en iyi potansiyometrik cevap veren karisim
orani bulunmustur. 3.50 x 107°-1.00 x 1072 M dogrusal aralifinda tayin smir1 2.04 x 10° M
olarak bulunmustur. Kullanim siiresi, tekrar kullanilabilirlik, secicilik ve stabilite gibi analitik

performanslar incelenmis ve tablet ve idrarda uygulamasi yapilmastir.

Gelistirilen MIP sensorlerin iletkenlik 6zelligini artirmak i¢in karbon malzemeler
kullanilmaktadir. Fakat kullanilan bu malzemeler yan reaksiyonlara girerek, baskilamayi
azaltabilir. Bu sebepten nano karbon malzemelerin yiizeyinde elektro polimerizasyon
yapilabilir, Segatelli arastirma grubu ¢ok duvarli karbon malzemenin (MWCNT) lizerinde
molekiiler olarak baskili poli(akrilik asit) olusturulmasiyla MIP-MWCNT voltametrik sensorii
tramadol tayini i¢in kullanmistir (Ricardo Teixeira Tarley vd., 2020). MIP sentezi, akrilik asit
(monomer), baslatici (AIBN) ve ¢apraz baglayici (EDGMA)’ nin sonikasyonu ve 60 “C de 1
giin bekletilmesiyle yapilmistir. MWCNT ile farkli oranlarda karigtirilarak akim degerleri
Olciilmiis ve 1:1 orani en iyi deger olarak belirlenmistir. 1:1 karistmdaki MIP-MWCNT
karigimu elektrot ylizeyine damlatilmis ve gelistirilen sensor ile tramadol’un 1.4 pmol/L tayin
siirt elde edilmistir. Gelistirilen bu metotta yontemin dogrulugu HPLC-DAD ile hedef
molekiiliin uzaklastirilmasi ve geri kazanim analizleri karsilastirilarak kontrol edilmistir. Giin
ici, glinler arasi analizler, segicilik, interferans etkisi, farmakolojik 6rneklerde uygulamasi

yapilarak analitik performansi incelenmistir.

1.5.2.2. Molekiiler Baskilama Prosesi ve Bilesenleri

MIP olusturma prosesi, analit (sablon, hedef molekiil) ile monomer arasinda kovalent
veya kovalent olmayan baglarla etkilesime girerek polimerik kompleks olusturmasiyla baglar.
Cesitli polimerizasyon teknikleriyle polimerik ag olusturulduktan sonra hedef molekiil
polimerik kompleks yapidan uzaklastirilir ve analite 6zgii boyut ve sekilde bogluk olusturulur.
Bu bosluklu yap1 analit igeren numuneye maruz birakildiginda polimerik ag analiti tantyarak
secici olarak baglanir. Kisaca polimerizasyon, uzaklastirma ve yeniden baglanma olarak 3
asamadan olusan proses Sekil 1.12°de gosterilmistir (BelBruno, 2019; Vasapollo vd., 2011).
Bu olusturma prosesinde en dnemli agsama polimerizasyon sirasinda olugan molekiiller arasi

etkilesime baglidir. Polimerik komplekste etkilesimler ne kadar kuvvetliyse o kadar secici

29



molekiiler tanima elde edilir. Polimerik kompleksi olusturan bilesenler, hedef molekiil ve

monomer, ¢apraz baglayici, baslatici, porojenik ¢oziictidiir (Turiel & Esteban, 2020).
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Sekil 1.12. MIP olusturma prosesi

1.5.2.2.1. Hedef Molekiil ve Monomer

Hedef molekiil tayini yapilmak istenilen analittir, sablon olarak da adlandirilabilir.
Monomer se¢imi hedef molekiiliin fonksiyonel gruplarina gore yapilmalidir. Polimerizasyon
oncesi hedef molekiil ve monomer arasinda MIP’lerde en sik kullanilan kovalent olmayan
etkilesimlerle hidrojen bagi, Van der Waals etkilesimleri ve iyonik etkilesimlerde bulunur. Bu
etkilesimler ve fonksiyonel gruplar diisiiniilerek hedef molekiil igin spesifik bosluklar
olusturmak amaciyla monomer se¢imi yapilmalidir. En ¢ok kullanilan ve farkli fonksiyonel
gruplar igeren monomerler Cizelge 1.8’de gosterilmistir. Cesitli fonksiyonel grup igeren
monomerler: heteroaromatik bazlar (vinilpiridin, vinilimidazol), amidler (metakrilamid,
akrilamid), karboksilik asitler (akrilik asit, metakrilik asit, 2-(triflorometil)akrilik asit) ve
stilfonik asitlerdir (2-akrilamido-2-metilpropan siilfonik asit) (Vasapollo vd., 2011). Farkli
fonksiyonel gruplarin asidik veya bazik, hidrojen bag dondr veya alici olma 6zellikleri vardir.
Hidrojen alic1 6zellikli piridine ve karboksilik asit gruplari, hidrojen verebilecek asidik
gruplarla etkilesime girebilir. Ornegin, asidik gruplar igeren hedef molekiiller, bazik 6zellik
gosteren monomerler (4-vinilpiridin, dietilaminoetilmetakrilat) ile etkilesime girerken, bazik
Ozellik gosteren hedef molekiiller asidik monomerler (metakrilik asit, akrilik asit) ile etkilesir
(Turiel & Esteban, 2020). Metakrilik asit, hidrojen bag dondr ve alict 6zelligi gostermesi
sebebiyle yaygin kullanilirken, metakrilamid de dondr ve alict olmasi sebebiyle karboksilik
asitler ve amidler icin segici baglanma yapabilir (Vasapollo vd., 2011). Cesitli yeni
fonksiyonel gruplari iceren monomerler ve baglanmay1 giiglendirecek baglar metal
koordinasyonlu gibi ve hesaplamali kimya yontemiyle dogru mesafeyle baglanacak

monomerler gelistirilmektedir. Ayrica, hedef molekiil ve monomer oran1 optimize edilmesi
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gereken en Onemli parametrelerden biridir. Genellikle, monomer oram1 hedef molekiil
oranindan fazla olmalidir bu sayede stabilite saglanarak istenilen baskilama etkisine

ulasilabilir (Turiel & Esteban, 2020).

Cizelge 1.8. En sik kullanilan ¢esitli fonksiyonel grup igeren monomerler

o] A
HZC\\\)J\OH (Nj\&CHZ
Akrilik asit 2-vinilpiridin
Hzc})LOH HZC%O/\/NVCHg
CHs CHs
Metakrilik asit 2-(Dietilamino)etil metakrilat
@) O
H.C
%OH \\{)J\N H,
CF3
2-(triflorometil)akrilik asit Metakrilamid
i (s
HQC%O/\/OH N0
CHg k“‘CHZ
Hidroksietil metakrilat N-Vinilpirolidon
N
& 0
s HoN™ >
CH>»
1-Vinilimidazol Akrilamid
1.5.2.2.2. Capraz Baglayicilar

Capraz baglayicilar, polimerizasyon sirasinda hedef molekiil-monomer kompleks
stabilitesini saglamak, polimerik agin morfolojisini kontrol etmede ve polimer gozenekliligini
arttirmak i¢in kullanilir (BelBruno, 2019; Turiel & Esteban, 2020). Polimerik yapida baglanma
bolgelerini stabilize ederek ve molekill yapisim koruyarak mekanik saglamlik saglar
(Vasapollo vd., 2011). Cizelge 1.9°da gosterildigi lizere en sik kullanilan gapraz baglayicilar
etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), Divinilbenzen (DVB) ve Trimetilolpropan trimetakrilat
(TRIM)’dir. EGDMA, mekanik ve termal stabilite, iyi 1slana bilirlik ve hizli kiitle transferi
sagladig1 icin en fazla kullanilan ¢apraz baglayicilardandir. DVB ve TRIM benzer 6zellik
gostererek cesitli uygulamalarda kullanmilmustir (Turiel & Esteban, 2020). Fakat, TRIM
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EGDMA’ya gore daha fazla sertlik, yapt diizeni ve etkili baglanma bdlgeleri saglayabilir
(Vasapollo vd., 2011). Polimerik yapinin baglanma 6zelligini artirarak, spesifik olmayan

baglanmalar1 6nler ve analitin spesifik bir sekilde polimerik yapi tarafindan taninmasini saglar.

Cizelge 1.9. En sik kullanilan capraz baglayicilar

=
CHj @)
O CH
O CHj3
=
Etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) Divinilbenzen (DVB)
" CH;
HiC O)J\fCHZ O\()
CHs X/H;,C CHg o o o
HZC&J\H/O O%CHZ HEC\\)L‘D/jD\OJK/CHZ
0 o] o
D)\,/fc*‘z
Trimetilolpropan trimetakrilat (TRIM) Pentaeritritol tetraakrilat

1.5.2.2.3. Porojenik Coziicii

Coziiciilerin polarite 6zellikleri ve polimerizasyonda kullanilan hacimleri molekiiler
baskilamada 6nemli bir faktordiir. Coziicii polimerik yapinin olusturulmasinda kullanilan tiim
bilesenleri bir araya getirir, gozenekli yapilarin ve spesifik alanin olusturulmasindan
sorumludur (Turiel & Esteban, 2020; Vasapollo vd., 2011). Porojenik ¢0ziicii olarak
adlandirilmasinda polimerik yapinin bosluklarin1 genisletmesi ve akis saglamasi i¢in biiyiik
gozenek olusturulmasindan gelmektedir (Vasapollo vd., 2011). Polimerik yap: kovalent
olmayan etkilesimlerle olusturuldugu i¢in, ¢oziiciiden gelen herhangi bir hidrojen bagi veya
iyonik etkilesimden etkilenip yapisi bozulabilir. Polar veya protik ¢oziiciiler su, metanol ve
asetonitril gibi hidrojen bagi yapma 6zelligine sahip oldugu i¢in ¢ok fazla tercih edilmez.
Genellikle diisiik polariteye sahip toluen veya kloroform gibi ¢oziiciiler tercih edilir
(Vasapollo et al., 2011). Dogru ¢6ziicii segimiyle, polimerik yapidaki etkilesimler bozulmaz,
genis gozenek ve ylizey alani saglanir. Boylece, gozenekli yapiya analitin diflizyonu hizli

olarak secici baglanmay1 kolaylastirir.
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1.5.2.2.4. Baslatici

Polimer sentezi i¢in ¢esitli yontemler bulunmaktadir, bunlardan bazilar1 serbest
radikal polimerizasyonu, serbest radikal kopolimerizasyonu ve capraz bagli polimerlerdir.
Endiistride birgok plastik {iretiminde en sik kullanilan yontem serbest radikal
polimerizasyonudur. Serbest radikal polimerizasyonu ii¢ farkli basamaktan olusur: baslatma,
yayilma ve sonlandirma (Cormack & Elorza, 2004). Cok hizli ger¢eklesen serbest radikal
kopolimerizasyonu baglatic1 etkisiyle fotokimyasal veya termal yontemlerle baslayabilir.
Azobis izobiitironitril (AIBN) ve azobis dimetil valeronitril (ADVN) en sik kullanilan
baslaticilardandir. Bu baslaticilar serbest radikal polimerizasyonunda radikal kaynagi olarak
rol alirlar. Bir baslaticinin radikallere doniisme hizi ve sekli, kimyasal yapisina bagl olarak
11, 151k ve kimyasal/elektrokimyasal yollarla baslatilabilir. Ornegin, AIBN fotoliz (UV) veya
termoliz yoluyla karbon merkezli radikaller iireterek vinil monomerlerin biiylimesini
baslatabilir (Cormack & Elorza, 2004). Polimer sentezinde kullanilan baslaticilar,
polimerizasyon siiresini hizlandirarak sabit, dayanikli polimerik ag kurmada yardimci olurlar.
Polimer sentezinde kullanilan bilesenlerin o6zelliklerine ornegin sicaklik veya 151k

hassasiyetine gore baslaticilar secilmelidir.

1.5.2.3. Tez Kapsaminda Kullamilan MIP Yontemi ve Bilesenleri

Polimerizasyon kontroliinii saglamak, olasi yan iiriinlerini engellemek ve stabil
polimerik ag olusturabilmek igin kullanilan MIP bilegenleri ve polimer sentez yontemi
o6nemlidir. MIP’ler ¢ogunlukla fotokimyasal, termal, elektrokimyasal veya redoksla baslatilan
radikal zincir reaksiyonu ile sentezlenebilir. Elektrokimyasal yontemler, elektron aligverisini
saglayabilecek monomerler anilin, pirol ve dopamin gibi kullanilarak elektrot yilizeyinde
polimerik filmin biriktirilmesiyle olusur. Redoks, fotokimyasal ve termal yontemlerde
radikaller olusturarak polimerizasyon baglatilir, her birinin kendine 6zgii kullanilan

baslaticilar1 ve ortam kosullar1 sayesinde polimerik film olusturulur (Paruli vd., 2021).

Tez kapsaminda ve siklikla kullanilan yoOntemlerden birisi fotokimyasal
polimerizasyondur. Bu yontem oncellikle foto baslaticilarin ayrigmasi, radikal olusmasi,
monomerlerin bir araya gelmesi ve polimerik zincirin olugturmastyla tamamlanir (Brighenti
vd., 2021). Radikal foto baslaticilar genellikle aromatik karbonil bilesenler asetofenon
tiirevleri, benzoin tiirevleri, benzilketallerdir. Azobisizobiitironitril (AIBN) termal baslatici

olarak kullanilabildigi gibi foto baslatici olarak da kullanilabilir. Bu baslaticilar, uyarilmig
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tekli durumlarindan sistemler arasi gecise izin vererek bag ayrilmasiyla radikal olusturarak
monomerlerin polimerizasyonunu tetikler (Paruli et al., 2021). Tez igeriginde kullanilan foto
baglatici karbonil grubu bilesenlerinden 2-hidroksi-2-metilpropiofenon, benzoil ve 2-
hidroksil-2-propil iki serbest radikalin olusumu, sonrasinda benzoil radikali ve monomer
arasindaki reaksiyon ve gapraz bagl polimerik ag1 olusturmaya yardimer olur (Al nuumani

vd., 2018).

Capraz baglayicilarla olusturulan polimerik ag, gézenek olusturucu malzemeler
kullanilarak hedef molekiiliin baskili polimerik yapida taninmasina kolaylik saglar. Tez
caligmasinda, gézenek yapict malzeme olan ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiilleri, N-metakriloil-
L-triptofan metil ester (MA-Trp) monomeri, etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve
hidroksietil metakrilat (HEMA) varliginda kopolimerizasyon elde edilmistir. ZnO
nanopartikiilleri, polimerizasyon siiresince kontrollii baskilama saglayarak asitle asindirma
islemi sonrasinda gézenekli yapilar saglayarak ve tanima bolgeleri saglar (Yence vd., 2023).
MA-Trp monomeri ile HEMA veya EGDMA kullanilarak polimer elde edilen ve ¢esitli
analitlerin tayininde kullanilan birgok ¢alisma bulunmaktadir (Demir vd., 2020; Osman vd.,
2013; Pergin et vd., 2013). Amino asit bazli MA-Trp monomeri hidrojen bagi yapma 6zelligine
sahiptir ve HEMA veya EGDMA ’nin alken (gifte bag) sayesinde polimerlestirilebilir. Cams1
karbon elektrot (CKE) yiizeyinde MA-Trp monomeri ile hazirlanan sensoér kisaca MA-
Trp@MIP/CKE olarak adlandirilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan bu MIP bilesenleri ve
foto polimerizasyon yontemiyle yiiksek sicaklik uygulamadan sadece 151k kontroliiyle stabil,

giiclii baglarla gozenekli polimerik ag olusturulmustur.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez deneylerinde kullanilan Cizelge 2.1.’de gosterilen kimyasal maddeler saflagtirma

islemi uygulanmadan analitik saflikta kullanilmastir.

Cizelge 2.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal madde

Kodein siilfat

Metadon hidrokloriir
Oksikodon hidrokloriir

Dekstrometorfan hidrobromiir

Akridin Turuncusu hemi(ginko kloriir) tuzu
Akridin Saris1 G
Asetonitril
Etanol
Metanol
Asetik asit
Soydum hidroksit
Hidroklorik asit
Cinko oksit (ZnO)
Potasyum ferrisiyaniir (K4[Fe(CN)s])
Potasyum ferrisiyaniir (Ks[Fe(CN)s])
Magnezyum kloriir
Sodyum siilfat
Dopamin
2-hidroksi-2-metilpropiofenon
Askorbik asit
Dimetil siilfoksit
2-hidroksietil metakrilat
Etilen glikol dimetakrilat
Potasyum klortir
Urik asit
Parasetamol
Asetik asit
CDCl3; NMR ¢oziicii
DMSO NMR ¢oziicii
D,0 NMR ¢oziicii
7-hidroksilkumarin
Potasyum karbonat
Magnezyum siilfat

Piridine
CB[7], CBJ8]

Safhik
Derecesi
(%)

>98

85
90
>99.9
>99.9
>99.9
>99
>97
%37
80
>99.0
>98.5
>98.0
>99.0

>97.0

>99
>99
>98
>99
>99
>97
>99.7
>99.8
>99.8
>99.8
99
=99

>99.8
100

Firma

Ofisi
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Alfa-Aesar
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma-Aldrich

Tiirkiye Toprak Uriinleri
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2.2.  Deneylerde Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Tez deneylerinde kullanilan cihazlar ve ekipmanlar Cizelge 2.2.”de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihaz ve diger ekipmanlar

Cihaz
Hassas terazi
Ultra saf su cihazi

pH metre

Termal galkalayici
Farkli hacimlerde kapakli cam balon
jojeler
Ultrasonik banyo
Inkiibator

Vorteks karigtirici

Fourier doniistimli kizil6tesi spektrofotometre

Tek foton sayma spektroflorimetresi
10 mm yol uzunluguna sahip kare kuvars kiivetler

Taramal: elektron mikroskobu

UV lamba
Santrifiij cihazi

Otomatik mikro pipetler ve uygun
pipet uglari

Cift 1sinlt UV-goriiniir spektrofotometre
Potansiyostat — Galvanostat sistemi
Elektrot hiicre stand1
Caligma elektrodu (CKE, 3 mm ¢ap)
Karsilastirma elektrodu (Ag/AgCl)
Yardimer elektrot (Pt tel, 7,5 cm)
Parlatma — cilalama seti

Marka — Model
Ohaus Instruments (Shangai, China)
PURELAB Option-Q (ELGA LabWater,

Birlesik Krallik)

Mettler-Toledo pH/ion S220 pH meter

(Switzerland).
Thermo-Shaker (Biosan TS-100)
ISOLAB Laborgerdte GmbH (Eschau,
Almanya)
J.P. Selecta (Barcelona, Spain)

EN 055/120 — Niive (Ankara, Turkey)
ISOLAB Laborgerdte GmbH (Eschau,
Germany)

Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10
(Waltham, MA, USA)
Edinburg Analytical Instrument (FL/FS 920)

SEM, TESCAN GAIA 3, (Brno —
Kohoutovice, Czech Republic)
UVP-B 100 AP — Analytik Jena US LLC
(Canada)

Niive NF-200 (Ankara, Turkey)
Eppendorf AG (Almanya)/ ISOLAB
Laborgerdte GmbH (Eschau,
Almanya)

Hitachi U-3010 (Tokyo, Japonya)
Metrohm Autolab PGSTAT 128N
BASI® - C3
BASI® - MF 2012
BASI® - MF 2052
BASI® - MW 1032
BASI® - MF 2060

Cam hiicre BASI®- MR 1208
NMR Cihazi Briiker Spektrometre (500 MHz)
TLC plakalar Merck

2.3. Malzeme Sentezi

2.3.1. Fonksiyonel Monomer (MA-Trp) Sentezi

MIP temelli elektrokimyasal sensor kisminda kullanilan amino asit bazli fonksiyonel
monomer (MA-Trp), Hiir ve arkadaslar1 tarafindan kullanilan metot ile sentezlenmistir (Hur
vd., 2007). Sekil 2.1.’de gosterilen sentezde ilk olarak L-Triptofan (Trp) (5.52 mmol), sulu bir
NaOH (1.0 M) c¢ozeltisi igerisinde ¢oziindii. 25 mL 1,4 dioksan igerisindeki metakriloil
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benzotriazol (MA-Bt), L-triptofan ¢ozeltisi ortamina yavas yavas ilave edildi. Reaksiyon
bitiminde coziicii 1,4-dioksan ortamdan vakumla buharlastirildi. Reaksiyon ¢ozeltisinden
MA-Bt’in uzaklastirilmasi i¢in {i¢ kez etil asetatla ekstraksiyon yapildiktan sonra etil asetat

buharlastirilip MA-Trp monomeri saf sekilde elde edilmistir.

0
OH
\ NH2 O
. RP) (W
©:~N 1,4-Dioksan N o)\\(
N H
NaOH, H,0
(MA-Bt) 25°C

Sekil 2.1. MA-Trp sentezi

2.3.2. Floresan Boya PK Sentezi

Floresan piridin kumarin (PK) boyasi sentezi iki asamadan olusmaktadir. Ilk &nce
hidroksi kumarin bilesigi brominasyonu sonucu 7-(2-bromoetiloksi) kumarin sentezlenmistir.
Sekil 2.2°de gosterilen reaksiyonda, potasyum karbonat (859 mg, 6.17 mmol), 1,2-
dibromoetan (2.5 mL, 30.84 mmol) ve 7-hidroksilkumarin (500 mg, 3.08 mmol) 15 mL aseton
igerisinde ¢oziindii. 1 giin boyunca geri akista tutulan reaksiyon sonucunda, potasyum
karbonat siiziildiikten sonra ¢oziicii vakum ortaminda uzaklastirildi. Diklorometan ve su ile 3
kere ekstraksiyon sonucunda, organik kisim magnezyum siilfat ile kurutularak ¢6ziicii vakum
altinda uzaklastirildi ve 7-(2-bromoetiloksi) kumarin (670 mg, %81 verim) elde edildi (Bae
vd., 2017).

HO 0.0 K,CO 0 0._0
+ Br/\/Br 2rs > Br >
Z asetone, 65 °C _

Sekil 2.2. 7-(2-bromoetiloksi) kumarin sentezi
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Ikinci asama ise sentezlenen 7-(2-bromoetiloksi) kumarin bilesiginden Br ayrilarak
yerine piridin grubunun eklenmesidir (Sekil 2.3.). 7-(2-bromoetiloksi) kumarin (100 mg, 0.37
mmol) ve piridin (0.3 mL, 3.7 mmol) 5 mL asetonitril i¢erisinde ¢oziildii (Q.-W. Zhang vd.,
2016). 70 °C, 12 saat boyunca geri akis ile argon altinda karistirildi. Oda sicakligina sogutulan
reaksiyon karigimi siiziilerek beyaz kati PK bilesigi toplandi (206 mg. %53 verim).

(@] (0] (@)
Z Asetonitrile, 70 °C 7 =
P

K

Sekil 2.3. PK sentezi

2.4.  Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.4.1. Opioid Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tez kapsaminda kullanilan dort opioid maddesi kodein, metadon, oksikodon ve
dekstrometorfanin 400 uM stok ¢6zeltisi hazirlandi. Metadon ve oksikodon suda ¢oziiniirken,
dekstrometorfan ve kodein metanolde ¢oziindii. Hazirlanan ¢ozeltiler 4 °C buzdolabinda

saklandi. Oda sicakligina getirildikten sonra kullanildi.

2.4.2. Boyalarin ve CB Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak alinan akridin sarisi, akridin turuncusu ve akridin kirmizis1 1 mM stok
¢Ozeltisi suda ¢oziinerek hazirlandi. Sentezlenen PK ise 1 mM stok ¢ozeltisi dimetil siilfoksit
icerisinde hazirlandi. CB[7] 1 mM stok c¢dzeltisi, CB[8] 20 puM stok c¢dzeltisi suda

¢oOziindiikten sonra 1s1 tabancasiyla 1sitild1 ve sonikasyon uygulandi.

2.4.3. Optik Ol¢iim Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Optik sensorlerde floresans ve UV-VIS spektrometre kullanildi. Floresans 6l¢iimleri
2 mL ¢ozeltide, UV-VIS olglimleri ise 3 mL ¢ozeltide alindi. PK kullanilan 6l¢limlerde % 2
metanol-su karigimi, akridin turuncusu ve sarisinda % 100 sulu ¢6zeltide UV ve floresans

titrasyonlar1 yapildi.

38



2.4.4. Elektrokimyasal Ol¢iim Cozeltilerinin Hazirlanmas

Elektrokimyasal sensorler 6l¢iim ¢ozeltisinde redoks probu olan 5.0 mM potasyum
ferrisiyaniir/ferrosiyantir ([Fe(CN)s]*7*) ¢ozeltisi kullanildi. 10 mM potasyum ferrisiyaniir ve

potasyum ferrosiyaniir maddeleri alinarak 0.1 M potasyum kloriir iginde ¢6ziindii.

2.4.5. Tablet, Serum, idrar ve Girisim Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Tablet ¢ozeltisi hazirlanmasi i¢in apranax plus tableti kullanildi, bes tablet tartilarak
ortalama agirlik hesaplandi, toz haline getirilerek 1 mM kodein ¢6zeltisi metanolde hazirlandi.
Sonikasyon ve filtreleme islemleri sonrasinda 5000 rpm 20 dakika santrifiij edildi. Santrifijj
sonrast siiziintli kismindan belli bir miktar alinarak metanolde seyreltildi ve ara stok ¢ozeltileri
hazirlandi. Safilag etken maddeleri bilinen konsantrasyondaki ara stok ¢ozeltilerine eklenerek

geri kazanim calismasi yapilmustir.

-20 °C dondurucuda saklanan ticari serum 6rnegi oda sicakligina getirilerek ¢oziildii.
Serum numune Srnegi toplamda 10 mL olacak sekilde, 1.0 mL 10 mM ilag etken maddesi, 3.6
mL serum 6rnegi ve 5.4 mL asetonitril igerisinde karistirildi, sonike edildi ve 5000 rpm 20
dakika santrifiij edildi. Idrar numune 6rnegi serum ¢ozeltisi gibi hazirlandi. Serum ve idrarda
geri kazanim ¢alismalari i¢in bilinen konsantrasyonlarda saf ilag etken maddeleri ¢ozeltilere

eklenerek yapildi.

Kanda bulunan iyonik ve biyolojik maddelerin girisim etkilerini gérmek amaciyla
potasyum nitrat (KNOs3), sodyum siilfat (Na,SO.), magnezyum kloriir (MgClz), dopamin
(DOP), askorbik asit (AA)ve tirik asit (UA) 10 mM’lik stok ¢ozeltileri ultra saf su kullanilarak

hazirlandi.

2.5.  Boyalar ve CB’ler ile Optik Sensorlerinin Hazirlanmasi

AY, AT ve PK ile CB[7] ve CB[8] kullanilarak optik sensorler olusturuldu ve 4 farkli
opioid analizi i¢in kullanildi. Bu analizlerde 1:1 konsantrasyon oraninda boyalar ve CB’ler
kullanildi. 0.5 uM AY iizerine 0.5 uM CBJ8] eklenerek, iizerlerine 4 farkli opioid ¢ozeltisi
farkl1 konsantrasyonlarda titrasyon doygunluk noktasina ulasana kadar eklendi. Ayni islem
AT ve PK i¢in de uygulandi. Dizi sensor ¢alismasinda, 0.5 pM AY, 0.5 uM AO, 1 uM CB[8]
ve 5 uM analitler kullanilda.
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2.6. Elektrokimyasal MIP ve NIP Temelli Sensor Hazirlanmasi

MA-Trp@MIP/CKE olarak adlandirilan elektrokimyasal sensér hazirlanmasi
oncelikle elektrot yilizeyinin metanol ve saf su ¢ozeltisi (1:1, h/h) igerisinde 15 dakika
sonikasyonu, aliimina bulamaciyla cilalanmasi, suyla durulanmasi ve kurutulmasi sonrasinda
kullanildi. G6zenekli polimerik film oncellikle 1:1 oranminda KOD:ZnO ¢ozeltisi 10 mL
metanol igerisinde karigtirildi, karistmdan 10 pL alindi ve 30 uL. MA-Trp ile sonike edilerek
kanistirildi. HEMA: EGDMA (5:1 v/v, 100 pL) eklendi ve bir stok ¢6zelti olusturmak i¢in 10
dakika karistirildi. Stok ¢ozeltiden 10 pL alindi ve 1 pL 2-hidroksi-2-metil propiofenon ile
karistirilarak 1 dakika siireyle vortekslendi. Bu karisimdan 0.5 pL alinarak elektrot yiizeyine
damlatild1 ve UV lambasi (365 nm, 100 W) altinda 5 dakika bekletilerek foto polimerizasyon
islemi uygulandi. ZnO partikiillerini uzaklastirmak i¢in 0.1 M HCI ¢ozeltisiyle asindirma
islemleri gergeklestirildi. Etanol ve su ile yikama sonrasinda reaksiyona girmemis monomerler
ortamdan uzaklastirildi. Bu islemler sonunda MIP bazli elektrotlar olusturuldu. Polimerik
kompleks yapida bosluklart olusturmak i¢in elektrot, 20 dakika boyunca galkalayicidaki (650
rpm, 25 °C) 10 M asetik asit ¢ozeltisine daldirildi ve uzaklastirma islemi yapildi. Hedef
molekiil kodein’in yeniden baglanmasi igin elektrot, bir calkalayicida (650 rpm, 25 °C) 20
dakika boyunca bilinen KOD konsantrasyonunda inkiibe edildi. NIP sensérii olusturmak igin

MIP i¢in uygulanan prosediiriin aynis1 KOD eklenmeden uygulandi.

2.7. Optik Yontemler

Gelistirilen optik sensorlerde kullanilan UV-VIS spektroskopisinde 200-800 nm
arasinda orta hizda tarama yapildi. Her bir boya i¢ini UV-VIS titrasyon sonucunda elde edilen
izosbestik noktalar kullanilarak floresans titrasyonlar1 yapildi. Floresan spektroskopisinde PK
boyast i¢in 319 nm uyarma dalga boyu slit araligi 0.1 nm, 406 nm emisyon dalga boyu slit
araligi 2.0 nm 350-600 nm araliginda 2 nm stepli 6l¢iim alindi. AS boyasi i¢in 440 nm uyarma
dalga boyu slit araligi 0.02 nm, 445 nm emisyon dalga boyu slit aralig1 0.02 nm 450-700 nm
araliginda 2 nm stepli 6l¢iim alindi. AT boyasi i¢in 490 nm uyarma dalga boyu slit araligi 0.02
nm, 495 nm emisyon dalga boyu slit aralig1 0.02 nm 480-730 nm araliginda 2 nm stepli 6l¢iim
alindi. Dizi sensor ¢aligmasinda 96’lik mikroplakanin her analit i¢in her sensérde 8 kuyucuk
kullanildi. LDA c¢aligmasi i¢in AS boyasi i¢in 470-570 nm arasi, AT boyasi igin 520-640 nm

arasi secilerek siniflandirma yapildi.
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2.8.  Elektrokimyasal Yontemler

Gelistirilen  elektrokimyasal MIP  sensoriin ~ karakterizasyonu ve analitik
performansinin  degerlendirilmesi igin doniisimlii voltametri (DV), diferansiyel puls
voltametri (DPV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopi (EIS) teknikleri kullanildi. Bu
tekniklerde 5.0 mM [Fe(CN)e]* "+ ¢ozeltisi kullanilmistir. DV yonteminde -0.2 V ile 0.6 V

araliginda kalibrasyon grafikleri ¢izildi.

2.9. Karakterizasyon Yontemleri

Elektrokimyasal karakterizasyon yontemlerin (EIS, DV) yan sira yiizey morfolojisini
incelemek amaciyla taramali elektron mikroskopisi (SEM) ve polimerik filmin fonksiyonel
gruplarini detaylandirmak i¢in Fourier doniisiimlii kizilétesi spektroskopisi (FTIR) kullanildi.

Sentezlenen boya PK proton ve karbon analizi i¢in ise NMR spektroskopisi kullanild.

41



3. BULGULAR

3.1. Optik Sensor Bulgular

3.1.1. PK Boyasinin NMR Bulgulari

PK boyasinin ara basamagi olan 7-(2-bromoetiloksi) kumarin bilesiginin Proton (*H)
NMR Sekil 3.1 ve karbon (**C) NMR Sekil 3.2°de gosterilmistir. PK boyasi1 *H NMR Sekil
3.3 ve 13C NMR Sekil 3.4°te gosterilmistir.
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Sekil 3.1. 7-(2-bromoetiloksi) kumarin bilesigi 'H NMR
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Sekil 3.2. 7-(2-bromoetiloksi) kumarin bilesigi **C NMR
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Sekil 3.4. PK bilesigi 13C NMR

3.1.2. PK Boyasinin Optik Sensorlerde Kullanimi

Indikator yer degistirme mekanizmasiyla &ncelikli olarak CB’lerin igerisine boyalarin
girmesi (kapanma, boyanin soniimlenmesi) sonrasinda daha giiclii baglanacak olan analitlerin
varliginda boya ile analitin yer degistirerek boyalarin salinmasi (agilma, boyanin agiga
cikmasi) beklenmektedir. Gelistirilen optik sensorlerde PK, AS ve AT boyalar1 kullanilarak

bu mekanizma ¢alismig ve sematik gosterimi Sekil 3.5°te gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Gelistirilen optik sensorlerin sematik gosterimi
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3.1.2.1. PK Boyasmn Farkh Céziiciiler icerisinde Absorbans Ol¢iimii

Piridin kumarin boyasi, bildigimiz kadariyla literatiirde bulunmayan ilk defa tez
kapsaminda sentezlenen bir maddedir. Bu sebepten, optik 6zellikleri uyarilma noktasi, farkl
¢Oziicli ortam1 ve pH degerlerinde absorbans degerleri incelenmistir. PK boyasmin 6 farkl
¢0ziicli ortaminda absorbans degerleri ol¢iilmiistiir. Bunlar %2 MeOH-su, %5 DMSO-su, %2
DMSO-su, %1 MeOH-su, %5 MeOH-su ve %100 sulu ortamdir. Sekil 3.6°da gosterildigi gibi
6 farkli ¢oziiciiniin absorbans yogunlugu arasinda ¢ok bilyiik bir farklilik yoktur. Birbirine
yakin bu sonuglar arasinda en yiiksek absorbans yogunluk degeri %2 MeOH-su ortamina aittir
ve maksimum absorbanst 326 nm olarak bulunmustur. PK boyasina ait tiim titrasyon

deneylerinde 326 nm uyarma dalga boyu ve %2 MeOH-su ortami kullanilmugtir.

0.20
—— %2 MeOH-su
—— %5 DMSO-su
0.15 4 %2 DMSO-su

%1 MeOH-su
— %5 MeOH-su
— %100 su

0.10 ~
<

0.00 ~

T T T T T T T T T T T T
280 300 320 340 360 380 400
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.6. PK bilesiginin farkli ¢dziicii ortamlarinda UV-VIS grafigi

3.1.2.2. PK Boyasimin 3 Farkh pH Ortaminda CB[7] ile Titrasyonu

10 uM PK boyasi ile CB[7] floresans titrasyonu 3 farkli pH 2.5, 4.5 ve 7 ortaminda
yapilmistir. Asidik ve ndtr ortamda yapilan titrasyonlar sonucunda baglanma sabitleri (Ka)
bulunup karsilastirilmigtir. Her bir titrasyon en az iki kez tekrarlanip ortalama Ka degeri
bulunmustur. PK boyasi ile CB[7] floresans titrasyon grafigi pH 2.5 ortaminda Sekil 3.7.’de,
titrasyon izotermi Sekil 3.8’de gdsterilmistir. Iki defa tekrarlanan titrasyon izoterm

karsilagtirmasi Sekil 3.9.°da baglanma sabitleri ve ortalamalar1 ise Cizelge 3.1.°de
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gosterilmistir. Ph 2.5 ortaminda 10 uM PK- CB[7] iki tekrarl floresans titrasyon sonucunda

ortalama baglanma sabiti 4.78 x 10 olarak bulunmustur.
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Sekil 3.7. 10 uM PK- CB[7] pH 2.5 ortaminda floresans titrasyon grafigi
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Sekil 3.8. 10 uM PK- CB[7] pH 2.5 ortaminda floresans titrasyon izotermi
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Sekil 3.9. 10 uM PK- CB[7] pH 2.5 ortaminda izoterm karsilastirmasi

Cizelge 3.1. 10 uM PK- CB[7] floresans titrasyon deneme sonuglar1

Ka Hata
ilk Deneme 4.64 x 10 % + 2.49
ikinci Deneme 4.92 x 10* % +2.85
Ortalama 4.78 x 10* % + 2.67

10 uM PK boyasi ile CB[7] ile floresans titrasyon grafigi pH 4.5 ortaminda Sekil
3.10.’da, titrasyon izotermi Sekil 3.11°de gosterilmistir. Iki defa tekrarlanan titrasyon izoterm
karsilastirmas1  Sekil 3.12.’de baglanma sabitleri ve ortalamalar1 ise Cizelge 3.2.°de
gosterilmistir. Ph 4.5 ortaminda 10 uM PK- CB[7] iki tekrarl floresans titrasyon sonucunda

ortalama baglanma sabiti 1.05 x 10° olarak bulunmustur.
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Sekil 3.10. 10 uM PK- CBJ[7] pH 4.5 ortaminda floresans titrasyon grafigi
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Sekil 3.11. 10 uM PK- CBJ[7] pH 4.5 ortaminda floresans titrasyon izotermi
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Sekil 3.12. 10 uM PK- CB[7] pH 4.5 ortaminda izoterm karsilagtirmasi

Cizelge 3.2. 10 uM PK- CBJ[7] pH 4.5 ortaminda floresans titrasyon deneme sonuglar1

Ka Hata
ilk Deneme 9.93 x 10* % +4.12
ikinci Deneme 1.1x10° % + 3.70
Ortalama 1.05 x 10° % + 3.91

10 uM PK boyast ile CB[7] floresans titrasyon grafigi pH 7.0 ortaminda Sekil 3.13.’te,
titrasyon izotermi Sekil 3.14’te gosterilmistir. Iki defa tekrarlanan titrasyon izoterm
karsilastirmas1  Sekil 3.15.te baglanma sabitleri ve ortalamalar1 ise Cizelge 3.3.°te
gosterilmistir. pH 7.0 ortaminda 10 uM PK-CBJ7] iki tekrarli floresans titrasyon sonucunda
ortalama baglanma sabiti 1.14 x 10° olarak bulunmustur.
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Sekil 3.13. 10 uM PK- CBJ[7] pH 7.0 ortaminda floresans titrasyon grafigi
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Sekil 3.14. 10 uM PK- CBJ[7] pH 7.0 ortaminda floresans titrasyon izotermi

Cizelge 3.3. 10 uM PK- CBJ[7] pH 7.0 ortaminda floresans titrasyon deneme sonuglar1

Ka Hata
ilk Deneme 1.11 x 10° % + 2.94
ikinci Deneme 1.16 x 10° % + 3.96
Ortalama 1.14 x 10° % + 3.45
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3 farkli pH ortaminda yapilan PK-CBJ[ 7] titrasyon sonucunda Sekil 3.15°te gdsterildigi
tizere en yiiksek baglanma sabiti pH 7°de elde edilmistir. Olasi hidrofobik ve iyon-dipol

etkilesimleri Sekil 3.16’da gosterilmistir.

114000 |
105000 -+
© Equation y=a+b*x
X Plot B
Weight No Weighting
Intercept -0.13708 + 0.04
T Slope 0.45959 + 0.009
Residual Sum of Squa ~ 7.92393E-4
Pearson's r 0.9998
R-Square (COD) 0.9996
Adj. R-S( 0.99921
47800 | i R-Square
T T T T T
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pH

Sekil 3.15. Farkli pH ortamlarinda PK- CB[7] titrasyonu baglanma sabiti karsilastiriimasi

ion- N
dipole
hydrophobic

Sekil 3.16. CB’lerin olasi etkilesimleri

3.1.2.3. PK Boyasinin CBJ8] ile Titrasyonu

PK Boyasinin CBJ[7] ile iyon-dipol etkilesimleri sonucunda CB[7]’nin igerisindeki
bosluga girmesiyle boyanin séniimleme etkisinin goriilmesi {lizerine CB[8] i¢inde deneme
yapilmistir. Sekil 3.17°de goriildiigii iizere 0.5 uM PK ile CBJ[8] titrasyonu sulu ¢ozeltide
yapilmistir ve tekrar boya soniimlenmesi elde edilmistir. izoterm grafigi Sekil 3.18°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.17. 0.5 uM PK- CBJ8] floresans titrasyon grafigi
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Sekil 3.18. 10 uM PK- CBI[8] floresans titrasyon izotermi

3.1.2.4. PK-CBI8] Sensoriiniin 4 Farkh Opioid Analizi icin Kullanilmasi

0.5 pM PK boyas1 ile CB[8] reseptdrii ile sensor olusturulmustur. Gelistirilen bu
sensoOr sisteminde 4 farkli opioid kodein, metadon, oksikodon ve dekstrometorfan (DM)

indikator yer degistirme mekanizmastyla, opioidler boya ile yer degistirerek boyanin tekrar
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salinmasina ve amplifikasyon sonucu elde edilmistir. Titrasyonlarin hepsinde (0.5 uM, 1:1
oraninda) PK-CB[8] kullanilmistir ve titrasyon grafiklerinin icerisinde ise izoterm grafigi
gosterilmistir. Sekil 3.19’da PK-CB8’in DM (0-0.5 puM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir.
Sekil 3.20’de PK-CB8’in kodein (0-4 uM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir. Sekil 3.21°de
PK-CB8’in metadon (0-3 uM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir. Sekil 3.22°de PK-CB8’in
oksikodon (0-10 uM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir.
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Sekil 3.19. 0.5 uM, 1:1 oraninda PK-CB8’in DM ile titrasyon grafigi
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Sekil 3.20. 0.5 uM, 1:1 oraninda PK-CB8’in kodein ile titrasyon grafigi
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Sekil 3.21. 0.5 uM, 1:1 oraninda PK-CB8’in metadon ile titrasyon grafigi
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Sekil 3.22. 0.5 uM, 1:1 oraninda PK-CB8’in oksikodon ile titrasyon grafigi
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3.1.3. AS Boyasinin Optik Sensorlerde Kullanim
3.1.3.1. AS Boyasi Absorbans Ol¢iimii

AS Boyasinin dimer olusturmamasi titrasyonlarin giivenilirligi agisindan 6nemli bir
parametredir. Bu sebepten, Lambert-Beer kanunu uygulanarak konsantrasyon degerleri
artirarak absorbans 6l¢timleri alinmigtir. Sekil 3.23’te absorbans grafigi gosterilmis ve Sekil
3.24’te AS boyasinin konsantrasyona karsi absorbans grafiginde goriildiigii gibi dogrusal
grafik elde edilmistir. 3 uM’a kadar dogrusal egriyle ilerlemesi herhangi bir agregasyon

olmadiginin gostergesidir.
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Sekil 3.23. AS boyasinin absorbans Kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.24. AS boyasimin konsantrasyona karsi absorbans kalibrasyon egrisi
3.1.3.1. AS Boyasi Floresans Ol¢iimii

AS boyasmin agrege ozelligi gostermedigi floresans olglimiiyle de kanitlanmak
istenmistir. Bu sebepten, Lambert-Beer kanunu uygulanarak konsantrasyon degerleri artirarak
absorbans Ol¢timleri alinmustir. Sekil 3.25’te floresans grafigi, Sekil 3.26’da AS boyasinin
konsantrasyona kars1 floresans grafiginde goriildiigii gibi dogrusal grafik elde edilmistir. 1.4

pnM’a kadar dogrusal egriyle ilerlemesi herhangi bir agregasyon olmadiginin gostergesidir.
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Sekil 3.25. AS boyasimin floresans kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.26. AS boyasimin konsantrasyona karsi floresans kKalibrasyon egrisi

3.1.3.3. AS Boyasinin CB|8] ile Absorbans Titrasyonu

Sekil 3.27°de gorildigi tizere 0.5 uM AS ile CB[8] absorbans titrasyonu sulu
¢ozeltide yapilmistir. AS CBJ[8]’in igerisindeki bosluga girerek boya soniimlenmesi elde

edilmistir ve izosbestik noktas1 426 nm olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.27. 0.5 uM AS- CBJ[8] absorbans titrasyon grafigi
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3.1.3.4. AS Boyasinin CB|[8] ile Floresans Titrasyonu

Sekil 3.28’de goriildiigii iizere 0.5 uM AS ile CBJ[8] floresans titrasyonu sulu ¢ozeltide

yapilmigtir. AS CB[8]’in icerisindeki bosluga girerek boya soniimlenmesi elde edilmistir.

Izoterm grafigi Sekil 3.29°da gosterilmistir.
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Sekil 3.28. 0.5 uM AS- CBJ8] floresans titrasyon grafigi
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Sekil 3.29. 0.5 uM AS- CBJ8] floresans titrasyon izotermi

3.1.3.5. AS-CB[8] Sensériiniin 4 Farkli Opioid Analizi icin Kullanilmasi

0.5 uM AS boyasi ile CB[8] reseptorii ile sensor olusturulmustur. Gelistirilen bu
sensor sisteminde 4 farkli opioid kodein, metadon, oksikodon ve dekstrometorfan (DM)
indikator yer degistirme mekanizmasiyla, opioidler boya ile yer degistirerek boyanin tekrar
salinmasina ve amplifikasyon sonucu elde edilmistir. Titrasyonlarin hepsinde (0.5 uM, 1:1
oraninda) AS-CBJ[8] kullanilmigtir ve titrasyon grafiklerinin igerisinde ise izoterm grafigi
gosterilmistir. Sekil 3.30’da AS-CB8’in DM (0-3.5 uM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir.
Sekil 3.31’de AS-CB8’in kodein (0-1 uM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir. Sekil 3.32’de
AS-CB8’in metadon (0-0.5 uM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir. Sekil 3.33’te AS-CBS8’in
oksikodon (0-0.8 uM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir.
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Sekil 3.30. 0.5 uM, 1:1 oraninda AS-CB8’in DM ile titrasyon grafigi
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Sekil 3.31. 0.5 uM, 1:1 oraninda AS-CB8’in kodein ile titrasyon grafigi
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Sekil 3.32. 0.5 uM, 1:1 oraninda AS-CB8’in metadone ile titrasyon grafigi
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Sekil 3.33. 0.5 uM, 1:1 oraninda AS-CB8’in oksikodon ile titrasyon grafigi

3.1.3.6. AS-CBJ8] Sensoriiniin DM ile titrasyon bulgular

Indikator yer degistirme mekanizmasi sonucunda gelistirilen AS-CB[8] sensoriinde

DM en fazla amplifikasyon sonucunu vermistir. Sekil 3.34’te AS ile CB[8] titrasyon izotermi,
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Sekil 3.35’te AS-CB[8] sensoriine DM eklendikten sonra izoterm grafigi gosterilmistir. Sekil
3.36’da ise bu izotermlere ait titrasyonlarin floresans kiivetinde UV lambasi altinda gekilmis

fotograflart gdsterilmistir.
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Sekil 3.34. 0.5 uM AS- CBJ8] floresans titrasyon izotermi
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Sekil 3.35. 0.5 uM, 1:1 oraninda AS-CB8’in DM ile titrasyon izotermi
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Sekil 3.36. Soldaki kiivet 0.5 uM AS-0.5 uM CBS ¢ozeltisi, sagdaki 0.5 uM AS-0.5 uM CBS8-1.5 uM
DM

3.1.4. AT Boyasinin Optik Sensorlerde Kullanimi
3.1.4.1. AT Boyas1 Absorbans Ol¢iimii

Sekil 3.37’de absorbans grafigi, Sekil 3.38’de AT boyasinin konsantrasyona karst
absorbans grafiginde goriildiigii gibi 1.5 uM’a kadar dogrusal grafik elde edilmistir. Dogrusal
egrinin 1.5 uM’dan sonras1 dimerlesme oldugunun gostergesidir. Bu sebepten titrasyonlar i¢in

1.5 pM’dan fazlasini kullanmak dogru degildir.

65



—— 0.2uM AT
0.35 —— 0.4 uM AT
—— 0.6 UM AT

0.30

0.25

0.20

0.15 +

Absorbans

0.10

0.05

0.00

T T T T T T T T T
200 300 400 500 600
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.37. AT boyasinin absorbans kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.38. AT boyasinin konsantrasyona kargi absorbans kalibrasyon egrisi

3.1.4.1. AT Boyasi Floresans Ol¢iimii

AT boyasinin 1.5 uM’dan dimerlesme 6zelligi floresans 6l¢limiiyle de kanitlanmak
istenmistir. Bu sebepten, Lambert-Beer kanunu uygulanarak konsantrasyon degerleri artirarak

floresans Ol¢timleri alinmustir. Sekil 3.39’da floresans grafigi, Sekil 3.40’ta AT boyasinin
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konsantrasyona karsi floresans grafiginde goriildiigii gibi dogrusal grafik elde edilmistir. 1.5

puM’dan sonrasinda dogrusal egrinin bozulmasi dimerlesme oldugunun gostergesidir.
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Sekil 3.39. AT boyasinin floresans kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.40. AT boyasinin konsantrasyona karsi floresans kalibrasyon egrisi
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3.1.4.3. AT Boyasinin CB|[8] ile Absorbans Titrasyonu

Sekil 3.41°de gorildigi tizere 0.5 uM AT ile CB[8] absorbans titrasyonu sulu
¢ozeltide yapilmistir. AT CBI[8]’in igerisindeki bosluga girerek boya soniimlenmesi elde

edilmistir ve izosbestik noktas1 460 nm olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.41. 0.5 uM AT- CBJ[8] absorbans titrasyon grafigi

3.1.4.4. AT Boyasinin CB[8] ile Floresans Titrasyonu

Sekil 3.42°de gorildiigi tizere 0.5 uM AT ile CB[8] floresans titrasyonu sulu ¢ozeltide
yapilmigtir. AT CBI[8]’in igerisindeki bosluga girerek boya soniimlenmesi elde edilmistir.

Izoterm grafigi Sekil 3.43’te gosterilmistir.
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Sekil 3.42. 0.5 uM AT- CBJ8] floresans titrasyon grafigi
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Sekil 3.43. 0.5 uM AT- CB[8] floresans titrasyon izotermi

3.1.4.5. AT-CBI8] Sensoriiniin 4 Farkh Opioid Analizi icin Kullanilmasi

0.5 uM AT boyasi ile CB[8] reseptorii ile sensor olusturulmustur. Gelistirilen bu

sensor sisteminde 4 farkli opioid kodein, metadon, oksikodon ve dekstrometorfan (DM)
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indikator yer degistirme mekanizmasiyla, opioidler boya ile yer degistirerek boyanin tekrar
salinmasina ve amplifikasyon sonucu elde edilmistir. Titrasyonlarin hepsinde (0.5 uM, 1:1
oraninda) AT-CB[8] kullanilmistir ve titrasyon grafiklerinin igerisinde ise izoterm grafigi
gosterilmistir. Sekil 3.44°te AT-CB8’in DM (0-4 pM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir. Sekil
3.45’te AT-CB&’in kodein (0-1.5 pM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir. Sekil 3.46’da AT-
CB8’in metadon (0-0.6 uM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir. Sekil 3.47°de AT-CBS8’in
oksikodon (0-0.5 uM) ile titrasyon grafigi gosterilmistir.
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Sekil 3.44. 0.5 uM, 1:1 oraninda AT-CB8’in DM ile titrasyon grafigi
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Sekil 3.45. 0.5 uM, 1:1 oraninda AT-CB8’in kodein ile titrasyon grafigi
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Sekil 3.46. 0.5 uM, 1:1 oraninda AT-CB8’in metadone ile titrasyon grafigi
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Sekil 3.47. 0.5 uM, 1:1 oraninda AT-CB8’in oksikodon ile titrasyon grafigi

3.1.5. AT ve AS Boyalarimin Karsilastirilmasi
3.1.5.1. AT ve AS’nin CBJ[8] ve Analitlerle Titrasyon Karsilastirilmasi

Sensor karsilagtirilmas1 yapabilmek amaciyla AT ve AS boyalarinin CB[8] ile
titrasyonlar1 karsilastirilmistir. Sekil 3.48°de boyalarin izoterm grafikleri karsilastirilmisgtir.
Sert bir azalma egrisi olan AT, CB[8] ile daha iyi baglanmistir. En yiiksek amplifikasyon
degeri veren iki analit dekstrometorfan ve kodein AT-CB[8] ve AS-CB[8] sensorleriyle
karsilastirilmustir. Sekil 3.49°da dekstrometorfan Karsilastirilmasi, Sekil 3.50°de kodein

karsilastirilmasi gosterilmistir.
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Sekil 3.48. AT ve AS’nin CB8 ile titrasyon karsilagtiritlmasi
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Sekil 3.49. AT-CBJ[8], AS-CBJ[8] sensorlerinin DM analiti igin karsilagtirilmasi
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Sekil 3.50. AT-CBJ8], AS-CBJ8] sensorlerinin kodein analiti igin karsilastirilmasi

3.1.6. AK Boyasinin Optik Sensorlerde Kullanimi

3.1.6.1. AK Boyas1 Absorbans Ol¢iimii

Sekil 3.51’de absorbans grafigi, Sekil 3.52’de akridin kirmizisi (AK) boyasinin
konsantrasyona karsi absorbans grafiginde goriildiigii gibi dogrusal grafik elde edilmistir. 3

uM’a kadar dogrusal egriyle ilerlemesi herhangi bir dimerlesme olmadiginin gostergesidir.
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Sekil 3.51. AK boyasinin absorbans kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.52. AK boyasinin konsantrasyona karsi absorbans kalibrasyon egrisi
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3.1.6.2. AK Boyasi Floresans Ol¢iimii

Sekil 3.53’te floresans grafigi, Sekil 3.54’te AK boyasmin konsantrasyona karsi
floresans grafiginde goriildiigti gibi dogrusal grafik elde edilememistir. Absorbans

6l¢iimlerinde dogrusal grafik elde edilmesine ragmen floresans 6l¢iimlerinde dogrusal grafik

elde edilmemistir.
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Sekil 3.53. AK boyasimnin floresans kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.54. AK boyasinin konsantrasyona karsi floresans kalibrasyon egrisi

3.1.6.3. AK Boyasinin CB|8] ile Absorbans Titrasyonu

Sekil 3.55’te gortldigi iizere 0.5 uM AK ile CBJ[8] absorbans titrasyonu sulu
¢ozeltide yapilmustir. AK CB[8] titrasyonunda belirgin bir degisiklik olmamistir ve izosbestik

noktas1 570 nm olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.55. 0.5 uM AK- CBJ8] absorbans titrasyon grafigi

3.1.6.4. AK Boyasinin CB|8] ile Floresans Titrasyonu

Sekil 3.56°da goriildiigii tizere 0.5 pM AK ile CB[8] floresans titrasyonu sulu ¢ozeltide
yapilmistir. Titrasyon grafiginde stabil azalma veya artma elde edilemezken degisken sonuglar

izoterm grafiginde Sekil 3.57’de gosterilmistir.
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Sekil 3.56. 0.5 uM AK- CBJ8] floresans titrasyon grafigi
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Sekil 3.57. 0.5 uM AK- CB[8] floresans titrasyon izotermi
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3.1.7. Gelistirilen Optik Sensorlerin Amplifikasyon Sonuclar:

Gelistirilen PK-CB[8], AT-CB[8] ve AS-CB[8] sensorlerinin indikator yer degistirme
mekanizmasiyla, analit ve boyanin yer degistirilmesiyle agiga ¢ikan boyalarin amplifikasyon

sonuglari Cizelge 3.4.’te gdsterilmisgtir.

Cizelge 3.4. Gelistirilen optik sensorlerin boya amplifikasyon sonuglari

Amplifikasyon (%)

AT _CBS

PK_CBS

Metadon 21 0 5

- Oksikodon 46 28 33
B
o

Kodein 87 68 40

~ Dekstrometorfan 92 84 37

3.1.8. Capraz Reaktif Dizi Sensor Sonuc¢lar:

Capraz reaktif dizi sensorlerinden elde edilen g¢ok degiskenli verilere linear
diskriminant analizi (LDA) uygulanmigtir. LDA testi sonucunda elde edilen ¢apraz
validasyon, ozdegerler gibi istatistik test sonuglar1 Cizelge 3.5° te  gOsterilmistir.
Smiflandirmanin iki boyutlu grafigi Sekil 3.58’te ve ii¢ boyutlu grafigi Sekil 3.59°da

gosterilmistir.

Cizelge 3.5. LDA sonuglari

Jackknifed Classification Matrix

Blank |[COD DM |MET |OXY [|%correct
Blank |7 0 0 1 0 38
COD [0 8 0 0 0 100
DM 0 0 8 0 0 100
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Jackknifed Classification Matrix

Blank |COD [DM |MET [OXY |%correct

MET 2 0 0 75

OXY 0 0 0 100

Total 9 te] 8 93

Eigenvalues

270.0940.6770.4900.037

Canonical Correlations

0.998 0.635 0.573 0.190

Cumulative Proportion of Total Dispersion

0.996 0.998 1.000 1.000

Test Statistic

Statistic \Value |Approx. F-Ratio| df [p-Value

\Wilks's Lambda 0.001 [13.599 36/102/0.000

Pillai's Trace 1.765 [2.632 36/120(0.000

Lawley-Hotelling Trace271.299(192.170 36/102/0.000

Canonical Scores Plot
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Sekil 3.58. Kanonik skor sonuglari

FACTOR(4)

VAR$(1)

L1 Blank
] COD
DM
L] MET
OXY
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BLANK
MET
DM
OXY
COD

Sekil 3.59. LDA siniflandirma grafigi

3.2. Elektrokimyasal Sensor Bulgular:

3.2.1. Kodein I¢in Gelistirilen Elektrokimyasal Sensoriin Sematik Gosterimi

Gelistirilen MIP tabanli elektrokimyasal sensorde oncellikle gdzenek yapict malzeme
ZnO nanopartikiillerin ¢evresinde hedef molekiil kodein etkilesime girmektedir. Daha
sonrasinda, amino asit temelli MA-Trp, temel monomerlerden HEMA ve ¢apraz baglayici
monomer EGDMA ve hedef molekiiliin varliginda foto polimerizasyon teknigiyle polimerik
film sentezlenmistir. Asidik ortamda agindirmayla hedef molekiil uzaklastirilir ve tekrar
yeniden baglanmayla polimerik ag hedef molekiilii tanir. Bu islemler Sekil 3.60’da

gosterilmistir.
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MA-Trp EGDMA

N

( Cod

HEMA
N:;f’i:;i;ﬁl Foto polimerizasyon
ZnO NPs toplanma ZnO@COD ZnO@COD/MIP

Asmdirma

w Yeniden Baglanma w

Sekil 3.60. Gelistirilen elektrokimyasal sensoriin sematik gosterimi

3.2.2. Kodein ve Monomer Arasindaki Olasi1 Etkilesimler

Hedef molekiil kodein ve monomer MA-Trp arasinda kovalent olmayan etkilesimler

hidrojen bagi ve n-n etkilesimi vardir. Olasi bu etkilesimler Sekil 3.61°de gosterilmistir.

Sekil 3.61. Hedef molekiil ve monomer arasindaki olasi etkilesimler
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3.2.3. Gelistirilen Sensoriin ve Polimerik Filmin Karakterizasyonu
3.2.3.1. Polimerik Filmin FTIR ve Yiizey Karakterizasyonu

Gelistirilen MIP tabanli elektrokimyasal sensoriin polimerik filminin fonksiyonel
gruplar1 FTIR spektroskopisi ile incelenmistir. Sekil 3.62.A’da HEMA molekiilii, B’de MIP,
C’de NIP filmlerin FTIR sonuglar1 gosterilmistir.

Trasmitans

1724

v L v L) b4 L] v L] M L] b ] o 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.62. A) HEMA B) MIP C) NIP polimerik filmin FTIR spektrumlari

Polimerik filmin yilizey morfolojik analizi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
yapilmistir. Sekil 3.63.A’da NIP ve B’de MIP filmlerinin SEM goriintiileri verilmistir.
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Sekil 3.63. A) NIP B) MIP polimerik filminin SEM goriintiileri

3.2.3.2. Sensoriin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Gelistirilen sensoriin elektrokimyasal karakterizasyonunda dongiisel voltametri (CV)
ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) kullamilarak yiik transfer direnci ve
elektron transfer siirecleri degerlendirilmistir. Sekil 3.64’te MA-Trp@MIP/GCE sensoriiniin
CV ile Sekil 3.65°te ise EIS ile karakterizasyon sonuglari gosterilmistir.

80 4

60 ~

404

20 1

Ip/pA

220

40 4

= Uzaklastirma sonrasi
== Yeniden Baglanma
= CIplak elektrot

=== Polimerizasyon sonrasi

-60 <

-80 4

-100 T T T T
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Potansiyel/V
Sekil 3.64. MA-Trp@MIP/GCE sensor basamaklarinin CV ile incelenmesi
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1250

®
®  Ciplak elektrot
B ® Polimerizasyon sonrasi
1000 A ° A Uzakla§t|rm? sonrasi
Yeniden Baglanma
°
QG 750+ .
N . . .
° u A
500 - "] A
° - A
° - A
° - A
2504 o .
0 f

250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
-Z' (Q)

Sekil 3.65. MA-Trp@MIP/GCE sensor basamaklarinin EIS ile incelenmesi

Hedef molekiil olmadan gelistirilen NIP sensér i¢in de CV (Sekil 3.66) ve EIS (Sekil
3.67) olglimleri alinmistir.

120

80 1

40 4

Ip/uA
<

-80 1 Uzaklastirma sonrasi
Yeniden Baglanma
-120 == Ciplak elektrot
=== Polimerizasyon sonrasi
-0.2 0.0 0.2 04 0.6 0.8

Potansiyel/V
Sekil 3.66. MA-Trp@NIP/GCE sensoér basamaklarinin CV ile incelenmesi
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750 4 m  Ciplak elektrot )
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Sekil 3.67. MA-Trp@NIP/NIP sensor basamaklarinin EIS ile incelenmesi

3.2.4. MIP Sensoriin Optimizasyon Parametreleri

3.2.4.1. Monomer-Hedef Molekiil Orani

Sekil 3.68’de monomer-hedef molekiil oranlari (1:1, 2:1, 3:1, 4:1 ve 5:1) incelenmistir.
DPV teknigiyle polimerizasyon sonrasi ile uzaklastirma islemi sonrasindaki akim farki

hesaplanarak en yiiksek oran 3:1 (MA-Trp:KOD) olarak belirlenmistir.

160 -~

140 A

120 4

Alp/pA

100 A

80 ~

60

1 2 3 4 5
Monomer orani

Sekil 3.68. Farkli monomer oranlarinin akim grafigi

87



3.2.4.2. Polimerizasyon Cozeltisinin Damlatma Hacmi

Polimerizasyon c¢ozeltisinin damlatma hacmi parametre optimizasyonu 5 farkl
hacimde (0.25, 0.5, 0.75, 1.0 ve 1.25 pL) degerlendirildi. Sekil 3.69’da gosterildigi gibi DPV
teknigiyle polimerizasyon sonrasi ile uzaklastirma islemi sonrasindaki akim farki

hesaplanarak en optimum oran 0.5 pL olarak belirlenmistir.

225 +

200 +

1754

150 4

Alp/uA

125 4

100 4

75 4

50
0.25 0.50 0.75 1.00 1.25

Damlatma Hacmi

Sekil 3.69. Damlatma hacminin akim grafigi

3.2.4.3. Foto polimerizasyon Siiresi

0.5 pL olarak belirlenen polimerik ¢ozelti miktarindan sonra, bu g¢ozeltinin foto
polimerizasyon siiresi de optimize edilmelidir. Elektrot yiizeyinde stabil bir polimerik film
olusturmak i¢in 365 nm'de UV lambasi altinda 0.5 pL polimerizasyon ¢ozeltisi damlatildiktan
sonra 3, 5, 7, 10 ve 15 dakika UV 151k altinda birakildi. Sekil 3.70’te gosterildigi gibi DPV
teknigiyle polimerizasyon sonrasi ile uzaklastirma islemi sonrasindaki akim farki

hesaplanarak en uygun foto polimerizasyon siiresi 5 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.70. Polimerizasyon siiresi akim grafigi

3.2.4.4. Uzaklastirma Cozeltisi ve Siiresi

Diger bir en 6nemli optimizasyon parametresi hedef molekiiliin uzaklastirma siiresi ve
zamanmidir. Sekil 3.71°de gosterildigi gibi DPV teknigiyle polimerizasyon sonrasi ile
uzaklastirma islemi sonrasindaki akim farki hesaplanarak en uygun ¢oziicii asetik asit olarak
belirlenmistir. Polimerik agdan hedef molekiilii asetik asit i¢erisinden uzaklastirmak i¢in 5 ila
25 dakika arasindaki birden fazla ¢ikarma siiresi degerlendirilmistir. Sekil 3.72°de gosterildigi

gibi en yiiksek akim degerine 20 dakika sonunda ulagilmistir.

250
1
I
200
T
150 T
= T
100
50 =
0
Asetik Asit Metanol Asetone Asetonitril Etanol

Uzaklastirma Gozeltileri

Sekil 3.71. Uzaklastirma ¢ozeltileri akim grafigi
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Sekil 3.72. Uzaklastirma siiresi akim grafigi

3.2.4.5. Yeniden Baglanma Siiresi

Hedef molekiiliin yeniden baglanma stiresi gelistirilen sensoriin analitik performansini
ve tanima siirecini dogrudan etkiler. Sekil 3.73’te gosterildigi gibi 5 x 10** M kodein ¢ozeltisi
5 ile 20 dakika araliginda farkli inkiibasyon siiresinde incelenmistir. Cikarma islemi
sonucunda olusan gozeneklere hedef molekiiliin yeniden baglanmasi 20 dakika sonucunda

tamamlanmustir.

170

5 10 15 20 25

Yeniden Baglanma/min.

Sekil 3.73. Yeniden baglanma siiresi akim grafigi
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3.2.5. Gelistirilen Sensoriin Analitik Uygulamasi

Gelistirilen MA-Trp@MIP/GCE sensoriiniin analitik performansinin
degerlendirilebilmesi i¢in bazi regresyon verileri ve validasyon parametreleri hesaplanmistir.
Bu hesaplamalar DPV teknigi kullanilarak kodein yeniden baglanmasindan sonra
degerlendirilmistir. Standart ¢dzelti, ticari serum ve idrar ¢ozeltisinde kalibrasyon grafikleri
ve egrileri elde edilmistir. Standart ¢6zelti igerisinde DPV voltamogrami Sekil 3.74’te
kalibrasyon egrisi 3.75’te gosterilmistir. Ticari serum ¢ozeltisi igerisinde DPV voltamogrami
Sekil 3.76°da kalibrasyon egrisi 3.77°de gosterilmistir. Idrar ¢ozeltisi icerisinde DPV
voltamogrami Sekil 3.78’de kalibrasyon egrisi 3.79’da gosterilmistir. Ayrica regresyon
parametreleri Cizelge 3.6°da gosterilmistir. Gelistirilen sensoriin  tekrarlanabilirligini
incelemek i¢in elektrot desikatorde tutulmustur ve fi¢iincii giiniin sonunda elektrot performansi

%92 olarak elde edilmistir.

250
A 1.0x103 M
200.- — 2.5x10™ M
5.0x10 M
7.5x10 M
« 150+ — 1.0x10™ M
=
s
100 4
50 4
0 T T T

02 01 00 01 02 03 04 05 06
Potansiyel/V

Sekil 3.74. Kodein’in standart ¢zelti igerisinde DPV voltamogrami
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Sekil 3.75. Kodein’in standart ¢dzelti igerisinde kalibrasyon grafigi

250

200 A

50 4

— 1.0x10%3 M
— 2.5x10 M
5.0x10 M
7.5x101 M
— 1.0x10% M

Sekil 3.76. Kodein’in ticari serum igerisinde DPV voltamogrami1
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Sekil 3.77. Kodein’in ticari serum igerisinde kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.78. Kodein’in idrar ¢ozeltisi i¢erisinde DPV voltamogrami
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Sekil 3.79. Kodein’in idrar ¢dzeltisi icerisinde kalibrasyon grafigi

[COD]/pM

Cizelge 3.6. MA-Trp@MIP/GCE sensorlerinin KOD ig¢in kalibrasyon egrisine ait regresyon verileri
ve validasyon parametreleri

Standart Cozelti Serum Cozeltisi idrar Cozeltisi

DogrPsal calisma 01-1.0 0.1-1.0 0.1-1.0
arahig (pM)
Egim (nA/M) 6.96x1013 8.85x10%3 8.53x10%

Sirt 12 12
Egimin standart 1.02x10%2 3.26x10 4.89x10
hatasi
Kesisim (nA) 7.02 13.79 12.39
Kesisimin 2.00 3.00
standart hatasi 0.84
Korelasyon 0.999 0.998 0.995
katsayisi (1)
Teshis sinr1 (pM) 0.0150 0.0193 0.0108
Tayin alt sinir1 0.0500 0.0644 0.0359
(M)
Tekrarlanabilirlik 0.66 0.88 1.36
(BSS%)* '
Tekrar
iiretilebilirlik 1.24 1.69 1.87
(BSS%)*

*Elde edilen %BSS degerlerinin dl¢iim sayisi 5 'tir.
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3.2.6. Gelistirilen Sensériin Gercek Orneklere Uygulanmasi

Gelistirilen MA-Trp@MIP/GCE sensorii gergek 6rneklerde tablet, serum ve idrarda
incelenmistir. Geri kazanim calismalariyla, bilinen konsantrasyonda kodein bu orneklere
eklenmis ve gelistirilen sensorle kodein miktar1 hesaplanmistir. Cizelge 3.7°de geri kazanim

deneylerinin sonuglar1 gdsterilmistir.

Cizelge 3.7. Tablet ve biyolojik numunelerde geri kazanim deneylerinin sonuglari

Standart Cozelti Serum Cozeltisi idrar Cozeltisi
Etiket miktan 30.000 - -
(mg)
BquEan miktar 30.075 - -
(mg)
Bagil Standard - -
sapma (BSS)%* 0.546
Bagil hata (BH)%0 0.250 - -
Eklenen miktar 1.000 1.000 1.000
(mg)
Bulugan miktar 1.003 1.009 1.013
(mg)
Geri kazamim (%) 101.51 101.42 98.54
BSS% 0.631 1.488 0.622
BH% 0.300 0.800 1.300

*Elde edilen %BSS degerlerinin ol¢iim sayisi 5 'tir.

3.2.7. Secicilik Calismasi

Gelistirilen sensoriin segicilik etkinligini degerlendirmek amaciyla yapisal olarak
kodeine benzeyen molekiiller etil morfin (EM), dihidrokodein (DCOD), trimetoprim (TMP)
ve dekstrometorfan (DMP) kullanilmigtir. DPV o6lgtimleriyle segicilik katsayis1 (k) degeri
hesaplanmigtir. Cizelge 3.8°de MIP ve NIP sensorleri igin k degeri ve MIP'lerin spesifik
tanima Ozelliklerini belirten bagil secicilik katsayist (k'= KMIP/KNIP) gosterilmistir.
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Cizelge 3.8. Gelistirilen sensoriin segicilik sonuglari

KOD
EM
DCOD
TMP
DMP

MIP
(k)

2.27
2.33
5.19
2.14

NIP
(k)

0.60
0.65
0.91
0.60

COEFFICIENT
(k)

3.78
3.58
5.72
3.57

3.2.8. interferans Cahsmasi

Gelistirilen sensdr biyolojik sivilarda bulunan K*, CI, Na*, SO, dopamin (DA),

askorbik asit (AA), lirik asit (UA) ve parasetamol (PAR) gibi girisim yapan maddelerin etkisi

test edilmigtir. Sekil 3.80°de 1:10 oraninda (kodein-interferans ¢ozeltileri) geri kazanim

sonuglart gdsterilmistir.

KOD geri kazanim (%)

Sekil 3.80.

HH

100 A

HH
HH
HA
Hi
Hi

80

60

40 -+

20

HH

HH

HH

HA

interferans maddeleri

Kodein tayininde farkli maddelerin interferans etkisi

T T T T T T T T T
COD K+ NO3- Nat+ SO42-Mg2+ CI- DOP AA UA
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4, TARTISMA

Doktora tez kapsaminda opioid ilaglar ig¢in optik ve elektrokimyasal sensor
gelistirilmigtir. Optik sensor sistemi iKi farkl kiikiirbitiiril sinifindan reseptér CB[7], CB[8] ile
ti¢ farkli boya akridin sarisi, akridin turuncusu ve piridin kumarin kullanilarak gelistirilmistir.
Bu sistemde dort farkli opioid analiti kodein, metadon, dekstrometorfan ve oksikodon analizi
gergeklestirilmistir. Elektrokimyasal sensor kisminda ise MIP kullanilarak kodein i¢in segici
sensOr gelistirilmistir. Baskili polimer sisteminde 6zel amino asit temelli MA-Trp monomeri
ve ¢apraz baglayici, gozenek yapici malzeme kullanilmistir. Kodein analiti i¢in segici olan bu

sensoOr giiclii analitik performans sergileyerek gercek numunelerde test edilmistir.

Tezin giris bolimiinde opioid analjezikler hakkinda genel bilgiler, bu ilaglarin ortaya
cikarabilecegi olumsuz yonler ve ilaglarin tespiti i¢in gelistirilen giincel analitik yontemler
anlatilmistir. Opioidlerin tespiti i¢in gelistirilen optik ve elektrokimyasal sensorler hakkinda
genel bilgiler verilmistir. Sensorlerde kullanilan iki farkli yaklasim olan direk algilama ve
capraz reaktivite anlatilmistir. Optik sensor sisteminde kullanilan reseptorlerden
kiiktrbitiirillerin =~ fiziksel Ozellikleri, kullamim alanlar1 ve sensor olarak nasil
kullanilabilecegine dair bilgiler verilmistir. Indikatér olarak kullamlan ii¢ farkli boyanm
ozellikleri ve optik sensorlerde kullanimi literatiirden Orneklerle aciklanmustir.
Elektrokimyasal sensor sisteminde kullanilan molekiiler baskili polimerin prosesi ve
bilegenleri anlatilmistir. Gelistirilen elektrokimyasal sensoriin polimerik ag sentezi sirasinda

kullanilan her bir kimyasalin gérevi ve yontemi anlatilmigtir.

Gereg ve yontem boliimiinde ise deneyler sirasinda kullanilan kimyasal malzemeler,
kullanilan tiim ¢ozeltilerin hazirlanisi, boya sentezi, gergek numune drneklerinin hazirlanmast,
gelistirilen sensorlerin hazirlanmasi, cihaz ve ekipmanlar ve karakterizasyon teknikleri

anlatilmistir.

Bulgular boliimii optik sensor sonuglart ile baglamistir. Optik sensorlerde indikator yer
degistirme mekanizmas1 kullanilarak reseptdr CB’lerin igerisine oncellikli olarak boyalarin
baglanmasi, sonrasinda CB’ler ile daha giiclii baglanan analitlerin varliginda boya ile analitin
yer degistirmesi amaglanmistir. Bdylece ilk olarak boyanin séniimlenmesi (turn off- kapanma)

sonrasinda ise boyanin tekrar ortaya g¢ikmasiyla (turn on-agilma) optik o6zelliklerinde
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degisiklik meydana gelmistir. Literatiirde bulunmayan PK boyas: yliksek saflikta sentezlenmis
ve karakterize edilmistir. Optik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla alt1 farkli ¢6ziicii igerinde
absorbans degeri incelenmistir ve en yiiksek absorbans degeri %2 MeOH-su ¢oziiciisiinde elde
edilmistir. Fakat, incelenen alti ¢oziicii ortaminda absorbans degerlerinde ¢ok fazla bir
degisiklik elde edilememistir. PK boyasinin farkli ¢éziiciiler ortaminda absorbans degerinin
degismemesi veya piklerde herhangi bir mavi veya kirmizi kayma gdstermemesi
solvatokromik etkiye sahip olmadigin1 gostermektedir. PK boyast ve CB[7] reseptoriiyle
sensor olusturulmus ve pH 2.5, 4.5 ve 7.0 ortamlarinda titrasyonlar yapilmistir. Titrasyon
sonucunda en yiiksek baglanma katsayis1 pH 7.0’da 1.14 x 10° olarak bulunmustur. CB’lerin
hidrofobik bosluklar1 ve iki 6zdes karbonil sagakli portallart bulunmaktadir. Bu bogluklarin
igerisine hidrofobik fenil veya alkil gruplari olan bilesikler, negatif yiiklii karbonil grubuyla
ise pozitif yiikli bilesiklerin etkilesime girmesi beklenir. CB’lerin portalda bulunan karbonil
grubunun negatif yiiklii olmasi asidik ortamda (pH 2.5) iyonik etkilesimlerden dolay1 pozitif
yiiklii PK boyasi ile CB[7] etkilesimini engellemektedir. Bu sebepten nétr ortamda, CB[7] nin
negatif yiiklii karbonil grubu ile pozitif yiiklii PK boyasimin etkilesimi kuvvetli oldugu igin
baglanma sabiti en yiiksektir. Literatiirde anlatildigi gibi, CB’lerin portallarindaki karbonil
gruplari, pozitif yiiklii organik molekiillerle supramolekiiler itici kuvvetler dzellikle iyon-dipol
etkilesimiyle baglanirlar (Lii et al., 2013). Notr ortamda asidik veya bazik iyonlar olmadigi
icin, CB[7]’nin negatif yiikli karbonil grubu ile pozitif yikli PK boyasi iyon-dipol
etkilesimiyle giiclii bir sekilde baglanirlar. Bu bilgiler deney sonucunda en yiiksek baglanma
sabitinin pH 7.0’da ¢ikmasini dogrulamaktadir. PK boyasinin CB[7]’nin igerisine girmesiyle
boya soniimlenmis istenilen kapanma etkisi elde edilmistir. PK boyasinin %2 MeOH-su
¢oziiclisii icerisinde pH 7.0 ortaminda CB[8] ile titrasyonu yapilmistir. PK boyas1 CBJ[8] ile
de etkilesime girerek boya soniimlenmesi elde edilmistir. PK-CB[8] sensorii 4 farkli opioid
analiti ile yer degistirmesi sonucunda boyanin serbest kalarak elde ettigi amplifikasyon
degerine gore degerlendirilmistir. Bu sonuglardan benzer sekillere ve molekiil biiyiikligiine
sahip oksikodon %33, kodein %40 ve dekstrometorfan %33 ile yakin amplifikasyon
degerlerine sahipken 2 adet fenil grubuna ve genis molekiil yapisina sahip metadon en diisiik
amplifikasyon %5 sonucunu vermistir. Yuvarlak yapidaki CB’lerin igerisine iki fenil halkasi
ve halkalarin arasindaki mesafeden dolay1r metadonun girmesi daha zor oldugu i¢in PK boyasi
ile metadon yer degistirmesi diisiik oranda gerceklesmekte ve boya amplifikasyonu en az

oranda olmaktadir.

AS ve AT boyalarimin agrege olma konsantrasyonunu belirlemek amaciyla UV-VIS

ve floresans spektroskopisi kullanilarak konsantrasyon degerleri arttirilarak absorbans ve

98



floresans degerleri dl¢tilmiistiir. Molekiiller arasi etkilesim sebebiyle molekiiller birlesme ve
diizenli yapilar olusturma egilimindedir, bu sebepten yeni fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahip agrege yapilar olusabilir (Xu vd., 2020). Genellikle agregasyon boyanin konsantrasyonu,
¢Oziicliniin igerigi veya ortamda bulunan diger maddelerden etkilenebilir. Bu sebepten boyanin
konsantrasyonunu belirlemek 6nemli bir faktoérdiir. AS, AT ve AK boyalar1 i¢in agrege
olmayan konsantrasyonu bulabilmek i¢in dogrusalligin bozuldugu konsantrasyon degerine
kadar 6l¢iimler alinmistir. AS boyas1 artan konsantrasyona karsi absorbans ve floresans 6l¢iim
sonucunda dogrusal grafik gostererek agrege olmadigini gostermistir. Fakat AT boyasi 1.5
uM’dan sonra absorbans ve floresans grafiginde dogrusalligin bozuldugu ve yatay egri elde
edildigi goriilmiistiir. Literatlirde yapilan bir¢ok calismada AT boyasinin agrege oldugunu
gosterilmistir. Katyonik AT boyasi sulu olmayan c¢ozeltilerde agrege olmazken sulu
cozeltilerde H agregasyonu gozlemlenebilir ve oligomerik/monomerik oran 10°-10* M
konsantrasyon araliginda gii¢lii bir sekilde degisir (Shenderovich, 2019). Bu bilgiler ve deney
sonucunda giivenilir konsantrasyon araligi AT boyasi i¢in 0.5 uM olarak belirlenmis ve bu
konsantrasyon diger boyalar i¢in de kullanilmigtir. AK boyas: artan konsantrasyona karst
absorbans ve floresans sonuglarinda genel olarak dogrusal bir grafik elde edilememistir.
Agrege olmayan boya konsantrasyonu 0.5 puM olarak belirlendikten sonra CBI[8] ile

titrasyonlar yapilmaistir.

AS boyasmmin CB[§] ile absorbans ve floresans titrasyon sonucunda boyanin
sinyalinde azalis olmasi sonlimleme etkisinin oldugunu yani konak¢i molekiill CB[8]’in
icerisine girerek kovalent olmayan baglar ile etkilestigini gostermektedir. Floresans titrasyonu
0.5 uM boyanin iizerine 0- 3.0 uM araliginda CBJ[8] eklenmesi sonucunda izoterm grafiginde
goriilecegi lizere 0.5 pM CB[8] noktasinda grafik egrisi sabitlesmeye 1 uM’dan sonra ise
tamamen stabil kaldig1 goriilmiistiir. Izoterm grafiginin sabitlesmeye basladig1 nokta 0.5 uM
CB[8] konsantrasyonu konukc¢u ile konagin 1:1 oraninda etkilestigini gostermektedir. 1:1
oraninda AS-CB[8] sensorii iizerine 4 farkli opioid analiti eklenerek yer degistirme
mekanizmasiyla boyanin amplifikasyon sonucunda en yiiksek deger % 92 ile dekstrometorfan,
% 87 ile kodein, % 46 ile oksikodon ve % 21 ile metadon elde edilmistir. Metadon genis
molekiil yapisina sahip oldugu i¢in CB[8]’in igerisine girmesi daha zor oldugundan en diisiik
amplifikasyon degerine sahiptir. Hidrofobik ve yapisal biiyiikliikk olarak benzer molekiiller
kodein ve dekstrometorfan ¢ok yakin amplifikasyon degerine sahipken oksikodon yar1 degere
sahiptir. Oksikodon digerlerine gore daha fazla oksijen atomuna ve karbonil grubuna sahip

oldugu icin elektronegativitesi daha yiiksektir bu sebepten CB[8]’in yapisinda bulunan
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karbonil grubu itmesinden dolay1 iyonik etkilesimi zayiflatir ve CB[8] ile giiclii bir bag

kuramaz ve boya amplifikasyon degeri daha diistik olur.

AT boyasinin CBJ[8] ile absorbans titrasyonu sonucunda boyanin sinyalinde azalis, pik
seklinde degisiklik ve mavi kayma elde edilmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalarda da ayni
sekilde sonuclar elde edilmistir. Boyanin sulu ¢ozeltide titrasyon dncesinde ikili pik goriinmesi
monomer ve dimer-H agregasyon sonucu ve CB[8] ile titrasyon sonucunda kaymasi ise
boyanin agrege olmasi veya kendi kendine soniimlenmesiyle iligkilendirilmistir (Montes-
Navajas vd., 2009). Floresans titrasyon sonucunda ise boyanin sinyalinde azalis ve kirmizi
kayma elde edilmistir. Genellikle kirmizi kayma J agregasyon sonucu goriilebilir.
Monomerlerin birbiri ardina siralanmasiyla dipol momentleri ayni hizada olur, enerji
seviyesinin bdliinmesine ve azalmasina sebep olur. Azalan enerji yiiksek dalga boyunda yani
kirmiz1 bolgede kaymaya sebep olur (Murata vd., 2001). Absorbans ve floresans titrasyon
sonucunda elde edilen piklerdeki kayma AT boyasinin agrege olabilecegini gostermektedir.
AT-CBI8] izoterm grafiginde egrinin sabitlesmeye basladigi nokta 1:1 oraninda etkilestigini
gostermektedir. 1:1 oraninda AT-CBJ[8] sensorii lizerine 4 farkli opioid analiti eklenerek yer
degistirme mekanizmasiyla boyanin amplifikasyon sonucunda en yiiksek deger % 84 ile
dekstrometorfan, % 68 ile kodein, % 28 ile oksikodon ve neredeyse higbir degisiklik
gostermeyen % 0 ile metadon elde edilmistir. CB[8] igerisine en iyi fit olan elektronegativitesi
diisiik dekstrometorfan ve kodein’dir. Elektronegativitesi yiiksek oksikodon, fenil halkalar1 ve
halkalar arasindaki mesafeden dolayr metadonun CBJ[8] ile etkilesimleri daha diisiiktiir.

Boylece boya ile yer degistirmesi zor olmasindan diisitk amplifikasyon sonucu vermektedirler.

AT ve AS boyalarmmn CB[8] ile olusturdugu sensorlerin izoterm grafikleri
karsilagtirilmistir. Sert ve belirgin bir egriyle azalan AT boyast AS’ye gore CB[8] ile daha iyi
baglanmistir. En yiiksek amplifikasyon degeri veren iki analit dekstrometorfan ve kodein AT-
CB[8] ve AS-CBJ[8] sensorleriyle izoterm grafikleri karsilagtirilmistir. AS boyasinin
analitlerle etkilesim izoterm grafigi sert ve belirgin egri gostermesi ve boya amplifikasyon
sonuglarinin daha yiiksek olmasi CB[8] ile etkilesiminin AT boyasmna gore daha diisiik

olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu bulgu AS-CBJ8] titrasyon sonucunu dogrulamaktadir.

AK boyasinin agrege olup olmadigimi anlamak amaciyla konsantrasyon arttikca
absorbans ve floresans Olc¢limleri yapilmigtir. Absorbans grafiginde dogrusal egri elde
edilirken floresans grafiginde yaklasik 1 pM’dan sonra dogrusallik bozulmasi agrege
oldugunun gostergesidir. Bu sebepten CBJ[8] ile titrasyonu 0.5 uM AK boyasi kullanarak

yapilmigtir. Absorbans titrasyon sonucunda pikte belirgin bir azalis olmazken floresans
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titrasyon sonucunda ise dogrusal bir azalis veya artis elde edilememistir. Bu sonuglar
dogrultusunda AK boyasi ile CB[8] etkilesiminin olmadig1 anlasilmistir. AK boyast AS ve AT
boyalarindan farkli olarak diizlemsel molekiilde oksijen hetero atomu igermesi sebebiyle
CB’nin karbonil grubuyla itici kuvvetler gostererek etkilesimi engeller. Bu sebepten AK

boyast sensor olarak kullanilmamastir.

Dizi sensoér calismasi LDA c¢apraz validasyonunda analitler 93% oraninda
siniflandirlmustir. Iki ve ii¢ boyutlu grafiklerle ve elde edilen skor sonuglarryla analitlerin

basaril1 bir sekilde siniflandirilmasi elde edilmistir.

Elektrokimyasal sensor kisminda kodein analiti i¢in MIP temelli hassas, se¢ici ve
yiiksek analitik performans gosteren sensor indirekt yontemle ferri/ferro {izerinden takip
edilmistir. Sentezlenen polimerik yapida gozenek yapici ZnO nanopartikiilleri kullanarak
olusturulan gozeneklerde hedef molekiiliin daha iyi baglanmasi amaglanmistir. Amino asit
temelli MA-Trp monomeri 6zellikle kodein ile kovalent olmayan etkilesimler giiglii hidrojen
bag yapabilme ve m-m etkilesimleriyle baglanmasindan dolayr segilmistir. Monomerin
yapisinda bulunan amino ve karboksil gruplari sayesinde hidrojen dondr ve alict 6zellik
gostererek kodein ile kovalent olmayan etkilesimle baglanabilir. Ayrica monomerin yapisinda
bulunan fenil grubu ile kodeinin yapisinda bulunan fenil n-7 etkilesimleriyle hedef molekiil-
monomer bagint giliglendirir. Polimerik yapida monomer ile baglanmayi ve stabil yapiyi
olugturmak amaciyla temel monomer HEMA ve c¢apraz baglayict monomer EGDMA
kullanilmistir. Olusturulan polimerik yap1 igeren ¢ozeltiye 2-hidroksi-2-metilpropiofenon
baslaticis1 eklenerek foto polimerizasyon yontemiyle elektrot yiizeyinde polimerik film
sentezlenmistir. Sentezlenen polimerik film FTIR y&ntemiyle karakterize edilmistir. Ozellikle
kontrol sensor olarak gelistirilen NIP sensor ile MIP sensor karsilastirilmasi yapilmstir.
Polimerik yapida bulunan karbon hidrojen gerilmeleri ve ¢esitli fonksiyonel gruplarin varligi
bu yontemle ispat edilmistir. 3404 cm™ deki pik OH gerilmesi ve 2946 cm™’deki ise C-H
gerilmesini gosterir. Ayrica polimerik filmlerdeki amid I (1640 cm™?), amid Il (1551 cm™) ve
indoliin (CC halkas1, 1599 ¢m™) pikleri de fonksiyonel gruplarin varligini ispatlar. MIP ve
NIP polimerik filmlerinin ikisi de monomer MA-Trp’yi icermesi nedeniyle belirgin bir fark
goriilememigtir. Polimerik film yiizey morfolojisi SEM ile incelenmistir ve MIP yiizeyinin
ozellikle piiriizli ve goézenekli morfolojiye sahip oldugunu gosterir. Bu gdzenekli yapi
sayesinde hedef molekiil tanima bdlgelerine kolayca erisir ve saglam bir yiizey olusturur. MIP
ylizeyi daha fazla gézenek ve heterojen dagilima sahipken NIP yiizeyi daha diiz bir yiizeye
sahiptir.
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Gelistirilen MIP ve NIP sensorleri CV ve EIS elektrokimyasal yontemleriyle
karakterize edilmistir. Elektrokimyasal davranis, ¢iplak elektrot, polimerizasyon, uzaklastirma
ve yeniden baglama sonrasindaki adimlart CV ile incelenmistir. Bos elektrot yiizeyinde
elektron transferini engelleyecek faktdr olmadigi i¢in pik akimi en yiiksektir. Elektrot
yiizeyinde islemler oldukca pik degerleri degisir. Ornegin, polimerizasyon sonrasi yiizey
tamamen dolu oldugu i¢in elektron transferi yapilmaz ve pik kaybolur. Uzaklastirma islemi
pik akim degeri yeniden baglanma isleminden daha fazladir. Uzaklagtirma islemi sonrasinda
olusan bosluklar elektron transferine izin verdigi i¢in akim degeri daha yiiksektir. Aym
polimerizasyon basamaklarin1 degerlendirmek amaciyla EIS kullanilarak direng (Rct)
degerleri karsilastirildi. En diisiik Ret degeri elektron taginmasi miimkiin oldugu igin ¢iplak
elektrot ylizeyine aittir (139,2 Q). En yiiksek deger ise polimerik yapinin varliginin elektrot
ylizeyini kaplamasiyla elektron gegisini engellemesi sonucu polimerizasyon sonrasina aittir
(13100 Q). Hedef molekiiliin yeniden baglanmasi sonucu direng degeri artar (933,64 Q),
¢ikarma islemi sonrasinda olusan bosluklar elektron gegisine izin verdigi i¢in direng azalir
(358,54 Q). Polimerizasyon basamaklarinin CV ve EIS ile incelenmesi NIP sensor igin de
yapilmistir. Ciplak elektrot ve polimerizasyon sonrast MIP sensor ile ayni sonuglari verirken,
tek fark uzaklastirma ve yeniden baglanma sonrasindaki pik degerleridir. NIP sensorde hedef

molekiil olmadig1 i¢in uzaklastirma ve yeniden baglanma sonug pikleri birbirine ¢ok yakindir.

Elektrokimyasal ve ylizey karakterizasyonu tamamlandiktan sonra gelistirilen
sensoriin optimizasyon parametreleri belirlenmistir. Ik parametre monomer-hedef molekiil
oramdir. Stabil ve etkili polimerik film olusturabilmek igin en énemli parametrelerden biri
monomer-hedef molekiil oranidir. Monomer-hedef molekiil arasinda olusan baglar filmin
kaliciligini etkileyerek hedef molekiiliin daha iyi bir sekilde taninmasina olanak saglar.
Monomer oraninin fazla kullanilmasi durumunda yan reaksiyonlar goriilebilir ve baski
bolgelerini bozabilir. Bu sebepten bu oranin optimizasyonu yapilmalidir. Monomer-hedef
molekiil oranlar1 (1:1, 2:1, 3:1, 4:1 ve 5:1) incelenmistir. En yiliksek akim degeri 3:1 (MA-
Trp:KOD) oraninda elde edilmistir. Bu oranda monomer ve hedef molekiil kovalent olmayan
baglarla en iyi etkilesimi gosterdigi ve etkili polimerik yapinin olustugu sdylenebilir. Bu
orandan daha fazlasi kullanildiginda ayn1 sonug¢ degeri elde edilmistir ve bdylece monomer ve
hedef molekiil doygunluga ulasmustir. ikinci parametre ise polimerizasyon ¢dzeltisinin
damlatma hacmidir. Elektrot yiizeyine damlatilan polimerizasyon ¢o6zeltisinin miktari
polimerik filmin kalinligin1 ve hedef molekiilin polimerik ag tarafindan taninmasi

etkileyebilir. Bu sebepten 5 farkli ¢6zelti hacmi denenmistir ve en yiiksek akim degeri 0.5 puL
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olarak belirlenmistir. Ugiincii parametre ise foto polimerizasyon siiresidir. Polimerizasyon
stiresi morfolojinin belirlenmesinde ve polimerik yapinin performansini belirleyen 6nemli bir
faktordir (Piletsky vd., 2005). Bu sebepten UV 1181 altinda 5 farkli zamanda bekletilen
elektrot, akim sonucuna gdre 5 dakikada polimerizasyonun en yiiksek degerine ulastigini
gostermektedir. Polimerizasyon icin uygun parametreler belirlendikten sonra, hedef
molekiiliin uzaklastirma siiresi, ¢ozeltisi ve yeniden baglanma siiresi belirlenmistir. Hedef
molekiil uzaklastirildiktan sonra tanima bolgeleri olusturulur. Analitin tanima igleminin iyi
yapilabilmesi igin hedef molekiiliin verimli bir sekilde ¢ikarilmasi gerekir. Bu nedenle, asetik
asit (10 M), metanol aseton, asetonitril ve etanol gibi ¢esitli ¢oziiciller kullanilmistir. Giigli
hidrojen bagi yapabilen asetik asidin akim degeri en yiiksektir. Uzaklastirma ¢ozeltisi asetik
asit olarak belirledikten sonra uzaklastirma stiresi 5 ila 25 dakika arasinda degerlendirilmistir.
Polimerik zincirlerin arasindaki etkilesimlerin bozulup yeniden kurulmasi i¢in bu siirenin
belirlenmesi 6nemlidir. 20 dakika igerisinde hedef molekiiliin uzaklastirildigi belirlenmistir.
Uzaklastirilan hedef molekiiliin tekrardan polimerik yapi tarafindan taninmast i¢in 5 x 1013 M
kodein ¢ozeltisi 5 ile 20 dakika araliginda farkli inkiibasyon siiresinde incelenmistir. Cikarma
islemi sonucunda olusan gozeneklere hedef molekiiliin yeniden baglanmasi 20 dakika
sonucunda tamamlanmigtir. Bu siire sonucunda bosluklarin doygunluga ulastigi ve akim

degerinin degismeden kaldig1 goriilmiistiir.

Gelistirilen MA-Trp@MIP/GCE sensoriniin analitik performansinin
degerlendirilebilmesi i¢in bazi regresyon verileri ve validasyon parametreleri hesaplanmistir.
Standart ¢ozelti, ticari serum ve idrar ¢ozeltisinde kalibrasyon grafikleri ve egrileri elde
edilmistir. Standart ¢6zelti igin kalibrasyon grafigi bes farkli konsantrasyonda olusturulmus
ve 0.1-1.0 pM konsantrasyon araliginda dogrusallik araligi elde edilmistir. Al (uA) = 6.96x10%
C (M) +7.02 (r=0.99) regresyon denklemi bulunmustur. Tespit sinir1 (TS) ve tayin alt sinirt
(TAS) degerlerini hesaplamak i¢in TS (TS=3x (standart sapma) /egim) ve TAS (TAS=10x
(standart sapma) /egim) formiilleri kullanilmistir (Ozkan et al., 2015). TS ve TAS degerleri
sirasiyla 0.0150 pM ve 0.050 pM olarak belirlenmistir. DPV kalibrasyon grafiklerinde
konsantrasyon miktar1 arttikca akim degeri diismektedir ¢iinkii bosluklarin igerisine hedef
molekiil yerlestikce elektron transferi yavaslar ve elektrik akimi azalir. Kalibrasyon
egrilerindeki MIP ve NIP karsilastirilmasinda ise NIP sensérde konsantrasyon arttikca egride
bir degisiklik olmaz ¢iinkii hedef molekiilii taniyacak bir polimerik ag yoktur fakat MIP de ise
kodein konsantrasyonu arttik¢a akim farki degeri de artar. Validasyon parametreleri ii¢ farkli
¢oOzelti icerisinde belirlenmistir ve sonuglar dogruluk, giivenilirlik ve tutarlilik acisindan

degerlendirilmistir. Kesinlik parametresi standart sapma ve bagil standart sapma ile ifade
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edilebilir ve tekrarlanabilirlik ile tekrar elde edilebilirlik degerleri incelenmistir. Ug farkl
cozeltide tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik %2 nin altinda olmasiyla kesinlik kriteri
saglanmistir. Dogrusallik parametresi geri kazanim deney sonuglari ile tanimlanmigtir. Bu
degerlerin pM seviyesinde olmas1 gelistirilen sensoriin ¢ok diisiilk konsantrasyon degerini

teshis edebildigini gostermektedir.

Gelistirilen MA-Trp@MIP/GCE sensoriin gergek 6rneklere uygulanabilirligini test
etmek amaciyla ticari serum ve idrar numunelerine standart ekleme yontemi ile kodein igeren
numuneler hazirlanmig ve geri kazanim ¢alismalariyla analitik parametreleri hesaplanmistir.
Tayin sinirt tablet, serum ve idrarda sirasiyla 0.0150 pM, 0.0193 pM ve 0.0108 pM olarak
bulunmustur. Tayin alt sinirt sirasiyla 0.0500 pM, 0.0644 pM ve 0.0359 pM olarak
bulunmustur. Ayrica tablet, serum ve idrar O6rneklerinin geri kazanim sonuglar1 sirasiyla
%101.514, %101.424 ve %98.544 olarak bulunmustur. Geri kazanim sonuglarinin %95-105
arasinda olmasi ve tayin sinirlarinin pM seviyesinde olmasi gelistirilen sensoriin ¢ok diisiik

konsantrasyon degerinde serum ve idrar ¢ozeltilerinde tayin edebilecegini gostermektedir.

Secicilik parametresinde ise gelistirilen sensoriin kodein haricinde diger maddelere
polimerik yapida baglanmasi incelenmistir. Yapisal ve fonksiyonel grup olarak kodeine
benzeyen molekiiller EM, DCOD, TMP ve DMP kullanilarak secicilik katsayis1 (k'=
KMIP/KNIP) hesaplanmistir. Hazirlanan polimerik sensor kodein igin segici oldugundan diger
molekiilerin katsay1 degeri diigiiktiir. Bu degerlere gore kodein baskili sensér EM, DCOD,
TMP ve DMP molekiillerine gore sirasiyla 3.78, 3.58, 5.72 ve 3.57 kat secicidir.

Gelistirilen sensdriin kan ve idrarda bulunan ¢esitli iyonik tuzlarin ve ilaglarin
varhginda girisim etkisi incelenmistir. Interferans maddeleri 10 kat daha fazla olmasina
ragmen geri kazanim sonuclar1 %99.91 ile %102.99 arasinda hesaplanirken bagil standart
sapma %1.09 ile %1.70 arasinda bulunmustur. Geri kazanimin %95-105 arasinda olmasi ve
bagil standart sapmanin %2’nin altinda olmasi MA-Trp@MIP/GCE sensoriiniin kodein

tespitinde interferans ¢ozeltilerinin herhangi bir etkisi olmadigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, kodein, dekstrometorfan, metadon ve oksikodon i¢in indikator yer
degistirme mekanizmasiyla ¢alisan optik sensor gelistirilmistir. Capraz reaktif sensor CB[8]
reseptorii ve piridin kumarin, akridin sarisi ve turuncusu boyalari ile olusturulmustur.
Planlanan ve dizayn edilerek sentezlenen boyalarla gelistirilen optik sensér uygulama
acisindan kolay olmasi, diisiik maliyetli olmasi, renk degisimine bagl gdzle analit tespitine

olanak saglamasiyla diger yontemlere gore iistiinliikk saglamaktadir. Kodein analiti icin MIP
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temelli elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Bu calismada kullanilan monomerin sentez
iiriinii olmasi, diistik tespit sinirina sahip olmasi ve literatiirde bulunmayan elektrokimyasal

metot gelistirmesi agisindan ¢alismay1 degerli kilmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda opioid analjeziklerden kodein, dekstrometorfan, metadon ve
oksikodon i¢in optik sensér ve kodein igin elektrokimyasal sensor gelistirilmesi
amaglanmistir. Optik sensor sisteminde indikatdr yer degistirme mekanizmasiyla Once
reseptor ile boyanin baglanmasi, sonrasinda reseptor ile analitin baglanarak boyanin agiga
¢ikmasi hedeflenmistir. MIP temelli elektrokimyasal sensor ile segici olarak kodein tayini,
gelistirilen sensoriin analitik validasyonu yapilmasi, gercek numune drneklerine uygulanarak

diisiik konsantrasyonlarda hassas 6l¢iimlerin elde edilmesi amaglanmustir.

Gelistirilen optik sensor sisteminde konake¢i yapt ve reseptor supramolekiiler
sinifindan kiikiirbitiiril, i¢i bos ug¢larinda karboksil grup bulunan bir molekiildiir. Uglarinda
bulunan negatif yiiklii karboksil grubu ile etkilesecek pozitif yiikli ve bosluktaki yapi ile
etkilesecek hidrofobik yapiya sahip boyalar ile konakgi-konuk iligkisi kurulmustur. Bu optik
sensorde boyanin eklenmesiyle kapanma sonrasinda analitin eklenmesiyle agilma sistemi elde
edilmistir. Bu sistem amacina uygun basarili bir sekilde olusturularak 4 analit i¢in ¢apraz

reaktif sensor gelistirilmistir.

Bu kapsamda literatiirde bulunmayan piridin kumarin boyasi ilk defa sentezlenmistir.
Kimyasal ve spektroskopik karakterizasyonu yapilan bu boyanin solvatokromik etkiye sahip
olmadan farkli ¢oziiciiler igerisinde benzer absorbans degerine sahip oldugu ve en yiiksek
absorbans degerinin %2 metanol-su ¢oziicli igerisinde oldugu belirlenmistir. Bu ¢oziici
igerisinde kikirbitiiril[7] ve kikiirbitiiril[8] ile titrasyon sonucunda iki reseptore de
baglanarak icerisindeki bosluklu yapiya girmesiyle boya soniimlenmesi elde edilmistir.
Kikirbitiiril[ 7] ile titrasyonu {i¢ farkli pH ortaminda test edilmis ve nétr ortam pH 7’de en iyi
baglanma sabiti elde edilmistir. Asidik veya bazik ortamda kiikiirbitiiril[7]’nin iyonlarla
etkilesmesi sonucunda boya ile etkilesimi beklenemez bu sebepten ndtr ortamda en iyi
baglanma gergeklesmistir. Piridin kumarin boyasinin kiikiirbitiiril[8] ile etkilesimi floresans
titrasyonu sonucunda 1:1 oraninda belirlenmis ve piridin kumarin-kiikiirbitiiril[8] sensorii 4
farkli analit tespiti i¢in kullanilmistir. Capraz reaktivenin amacina uygun olarak her bir analite
farkli cevap gelistirilmistir. Dekstrometorfan, kodein ve oksikodon analitleri gérece yiiksek
boya amplifikasyon degerleri verirken, iki adet fenil halkasi ve halkalarin arasindaki

uzakliktan dolay1 biiylik yapiya sahip metadon analiti diisiik deger vermistir.
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Akridin turuncusu, Akridin saris1 ve Akridin kirmizisi boyalari da kikiirbitiiril[8] ile
sensOr olusturmak i¢in kullanilmistir. Agrege oldugu bilinilen akridin boyalarinin birleserek
kiimesel yapit olusturmadigi konsantrasyon degerlerinin belirlenmesi icin Lambert-Beer
kanunu uygulanarak konsantrasyon degeri arttikca absorbans ve floresans dl¢timleri alinmaistir.
Bu ii¢ boya icinde agrege olmayan konsantrasyon degeri 0.5 pM olarak belirlenmistir.

Absorbans ve floresans titrasyonlari kiikiirbitiiril[8] reseptori ile yapilmustir.

Akridin saris1 boyast ve kiikiirbitiiril[8], absorbans ve floresans titrasyonlar
sonucunda boya soniimlenmesi elde edilmistir. Akridin saris1 boyast ve kiikiirbitiiril[8]
arasinda kovalent olmayan iyonik ve hidrofobik etkilesimler ger¢ekleserek boyanin
kiikiirbitiiril[8] ile baglanmasi sonucunda soniimlenme elde edilmistir. Floresans titrasyon
izoterm grafik sonucuna gore 1:1 baglanma ger¢eklesmis ve 0.5 pM akridin saris1 boyasi ve
0.5 uM kiikiirbitiiril[8] reseptoriiyle sensor sistemi olusturulmustur. Gelistirilen bu sensdr ile
4 farkli analit tayini yapilmis ve dekstrometorfan ve kodein analiti sirastyla %92 ve %87
amplifikasyon sonuglar1 vermistir. Daha fazla elektronegativiteye sahip oksikodon %46 boyut

olarak biiyiik olan metadon %21 sonuglari vererek analite 6zgii cevaplar elde edilmistir.

Akridin turuncusu boyasi ve kiikiirbitiiril[8] absorbans ve floresans titrasyonlari
sonucunda kovalent olmayan etkilesimler sonucunda boya soniimlenmesi elde edilmistir.
Absorbans titrasyonunda mavi bolgeye kayma olurken floresans titrasyonunda kirmizi
bolgeye kayma olmustur. Floresans titrasyon izoterm grafik sonucuna gore 1:1 baglanma
gerceklesmis ve 0.5 uM akridin turuncusu boyasi ve 0.5 uM kiikiirbitiiril[8] reseptoriiyle
sensor sistemi olusturulmustur. AKridin turuncusu-kiikiirbitiiril[8] sensoriiyle 4 farkli analit
tespiti sonucunda akridin saris1 boyasinda elde edilen benzer sonuglar goriilmistiir.
Dekstrometorfan ve kodein analiti sirasiyla %84 ve %68 amplifikasyon sonuglar1 vermistir.
Daha fazla elektronegativiteye sahip oksikodon %28 boyut olarak biiyiikk olan metadon

nerdeyse hig artis gostermeyerek %0 sonuglari elde edilmistir.

Akridin kirmizis1 boyasi kiikiirbitiiril[§] absorbans titrasyonu sonucunda ¢ok az bir
oranda soniimleme elde edilirken floresans titrasyon sonucunda artis ve azalig gésteren stabil
olmayan sonuglar elde edilmistir. Akridin turuncusu ve akridin saris1 boyalarindan farkl
olarak diizlemsel yapisinda oksijen atomu icermesi kiikiirbitiiril[8]’in negatif yiiklii karbonil
grubuyla itici etki gdstermesi sebebiyle konakgi-konuk etkilesimi elde edilememistir. Bu

sebepten akridin kirmizist boyasi optik sensor sisteminde kullanilmamustir.
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Dizi sensor ¢alismast LDA ¢apraz validasyonu, skor ve grafik analiz sonuglariyla 93%

oraninda analitler basaril1 bir sekilde simiflandirilmastir.

Molekiiler baskilama yontemiyle hassas ve secici elektrokimyasal sensor kodein
tespiti icin gelistirilmistir. Bu yontemde ilk kez sentezlenen polimerik yap1 amino asit bazli
0zel fonksiyonel monomer (MA-Trp), temel monomerlerden (HEMA), ¢apraz baglayici
(EGDMA), foto baglatic1 (2-hidroksi-2-metilpropiofenon), gézenek yapici malzeme (ZnO),
fonksiyonel sablon molekiil kodein kullanilarak olusturulmustur. Baskilanmis gdzenekli
polimerik film foto polimerizasyon yontemiyle sentezlenmistir. Gelistirilen MIP tabanli
elektrokimyasal sensoriin (MA-Trp@MIP/GCE), yiizey karakterizasyonu ve morfolojik
incelenmesi SEM ve FTIR kullanilarak yapilmistir. MIP sensor ve kontrol NIP sensorii
karsilastirildiginda morfolojik olarak MIP sensoriin - gézenekli yapiya sahip yapi
goriilmektedir. FTIR karakterizasyonunda ise polimerik yapidaki karbon hidrojen gerilmeleri,
amid ve indol fonksiyonel gruplar1 goriilmiistiir. Hedef molekiil kodein ve fonksiyonel
monomer MA-Trp arasinda hidrojen bagi ve w-m etkilesimleriyle bag kurulmustur.
Elektrokimyasal CV ve EIS yontemleriyle polimerizasyon asamalarindaki elektron transferi
incelenmis ve karsilastirllmistir. Elektrot yiizeyi bos oldugunda veya polimerik ag
uzaklastirma basamaginda bosluklar olusunca elektron transferi kolaylasir ve pik akim degeri

yiikselir. EIS yonteminde ise bosluklu yapida direng az oldugu i¢in pik degeri yiiksek olur.

Polimerik filmin yiizeysel ve elektrokimyasal karakterizasyonundan sonra sensor
performansini arttirmak igin 5 farkli parametre optimize edilmistir. Birinci parametre hedef
monomer-hedef molekiil oran1 (3:1) olarak belirlenmistir. ikinci parametre hazirlanan foto
polimerizasyon ¢dzeltisinin damlatma hacmi 0.5 pL, {iglincli parametre foto polimerizasyon
stiresi 5 dakika, dordiincii parametre uzaklastirma ¢oziiciisii asetik asit ve uzaklastirma siiresi
ve son parametre baglanma stiresi 20 dakika olarak belirlenmistir. Optimize edilen bu
parametrelerle stabil, etkili ve kodein tanimasi kolay yiiksek analitik performansta sensor

hazirlanmstir.

Gelistirilen elektrokimyasal sensoriin analitik performansi incelenmis ve validasyon
parametreleri belirlenmistir. Dinamik dogrusal araligi 0.1-1.0 pM ve tespit limiti 0.0150 pM
olarak hesaplanmistir. Ger¢ek numunelere uygulanabilirligini gostermek amaciyla idrar ve
serum ¢ozeltilerinde test edilmistir. Sirasiyla %98.544, %101.424 ve %101.514 idrarda, ticari

serum oOrneklerinde ve tablet formunda geri kazanim sonuglari elde edilmistir. Sensoriin sadece
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kodein icin secici oldugunu gostermek amaciyla kodeine benzer 4 farkli molekiille secicilik
katsayis1 hesaplanmis ve bu degerlerin kodeine gore diisiik olmasi sentezlenen polimerik aga
sadece kodeinin baglanacagini gostermistir. Biyolojik sivilarda bulunan bazi iyonik
maddelerle olas1 birlikte kullanilan bazi1 agr kesiciler varliginda sensoriin kodein tayin limitini
etkilemedigi geri kazanim sonuglar1 %99.91-102.99 arasinda olmastyla ispat edilmistir. Sonug
olarak, gelistirilen elektrokimyasal sensor tablet ve biyolojik sivi Orneklerinde kodeini
basariyla tespit etmis ve iyi, dogru, hassas, segici, girisim direnci gosteren sonuglarla yiiksek

analitik performans gostermistir.
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