T.C.
NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ANTIPSIKOTIK ILAC KLOZAPINE DUYARLI YENI BiR
ELEKTROKIMYASAL SENSOR GELISTIRILMESI

Tezi Hazirlayan
Rumeysa SAYLAKCI

Tez Danmisman

Dr. Ogr. Uyesi Hilal INCEBAY

Molekuler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Yiuksek Lisans Tezi

Ocak 2022
NEVSEHIR






T.C.
NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

ANTIPSIKOTIK ILAC KLOZAPINE DUYARLI YENI BiR
ELEKTROKIMYASAL SENSOR GELISTIRILMESI

Tezi Hazirlayan

Rumeysa SAYLAKCI

Tez Danmisman

Dr. Ogr. Uyesi Hilal INCEBAY

Molekduler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Yuksek Lisans Tezi

Ocak 2022
NEVSEHIR






TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca desteklerini ve bilimsel katkilarini higbir zaman
esirgemeyen, akademik tecriibe ve bilgilerinden her zaman faydalandigim, anlayist ve
sagduyusuyla yoluma 151k tutan degerli hocam, tez danismanim Dr. Ogr. Uyesi Hilal

Incebay’a hayatima kattiklarindan dolay1 sonsuz tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimimin deneysel ¢caligmalar1 boyunca basta laboratuar imkanlar1 olmak
tizere diger biitiin imkanlarindan faydalandigim Kimya boliimiine ve kiymetli hocalarima

tesekkiir ederim.

Bu tezin ortaya ¢ikmasini ABAP20F19 nolu proje ile destekleyen Nevsehir Haci Bektas

Veli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri koordinasyon birimine tesekkiir ederim.

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda egitimim sirasinda sunmus olduklari

bilimsel katki ve destekleri i¢in biitiin anabilim dali hocalarima tesekkiir ederim.

Bu siiregte tiim sabri ve anlayisiyla yanimda olan aileme ve arkadaslarima minnet ve

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Rumeysa SAYLAKCI



ANTIPSIKOTIK ILAC KLOZAPINE DUYARLI YENI BiR
ELEKTROKIMYASAL SENSOR GELISTIRILMESI

(Yuksek Lisans Tezi)

RUMEYSA SAYLAKCI
NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Ocak 2022
OZET

Bu tez ¢alismasinda tannik asit (TA), fonksiyonlandirilmis ¢ok duvarl karbon nanotupler
(MWCNTS) ile dekore edilerek nano yapili bir kompozit elde edilmistir. Bu nanoyapili
kompozit (TA/MWCNTs) camsi karbon elektrot (GCE) yiizeyine immobilize edilerek
yeni bir elektrokimaysal platform olusturulmustur. Elde edilen platform
(TA/IMWCNTS/GCE) taramali elektron mikroskobu (SEM), enerji dagilimli X 1sin1
analizi (EDX) ve dontisimlii voltametri (CV) teknikleri ile karakterize edilmistir.
Onerilen bu voltametrik platformun aktif yiizey alan1 hesaplanmis, yalin GCE ve
TA/MWCNTSs/GCE'un aktif yiizey alanlari sirasiyla 0.124 cm? ve 0.340 cm? olarak
bulunmustur. TA/MWCNTSs/GCE yiizey igin, pH 8,0 optimum olarak belirlenmistir ve
pH 8,0'de 0,42 V ve 0,36 V'ta Clp igin iyi tamimlanmis voltametrik pik akimlari
gozlenmistir. Optimum kosullar altinda, 0.55 nM'lik LOD ve 1.67 nM'lik bir LOQ degeri
ile Clp'in kare dalga voltamogramlariin pik akimlari, 0.05 pM ~ 0.375 pM araliginda
dogrusal  bir  artis  gOstermistir.  Gelistirilen  elektrokimyasal ~ platform
(TA/MWCNTSs/GCE) uzun siireli kararlilik, yiiksek hassasiyet, gelismis voltametrik
davranis ve iyi bir tekrarlanabilirlik sergilemistir. Onerilen platform, farmasotik, serum

ve idrar numunelerinde Clp'in miktar tayini i¢in basariyla uygulanmistir.
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ABSTRACT

In this thesis, a nano-structured composite was obtained by decorating tannic acid (TA)
with functional multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS). A new electrochemical
platform was created by immobilizing this nanostructured composite (TA/MWCNTS) on
the glassy carbon electrode (GCE) surface. The resulting platform (TA/MWCNTSs/GCE)
was characterized by scanning electron microscopy (SEM), energy dispersive X-ray
analysis (EDX) and cyclic voltammetry (CV) techniques. The active surface area of this
proposed voltammetric platform was calculated and the active surface areas of bare GCE
and TA/IMWCNTs/GCE were found to be 0.124 cm2 and 0.340 cm2, respectively. For
TA/MWCNTSs/GCE surface, pH 8.0 was determined as optimum, and well-defined
voltammetric peak currents were observed for 0.42 V at pH 8.0 and Clp at 0.36 V. Under
optimum conditions, the peak currents of the square wave voltammograms of Clp with a
LOD of 0.55nM and a LOQ of 1.67 nM showed a linear increase in the range of 0.05 uM
~ 0.375 uM. The developed electrochemical platform (TA/MWCNTs/GCE) exhibited
long-term stability, high sensitivity, improved voltammetric behavior and good
reproducibility. The proposed platform has been successfully applied for the quantitation

of Clp in pharmaceutical, serum and urine samples.

Keywords: Clozapine, biological samples, electrochemical sensors, electrode

modification, tannic acid
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BOLUM 1
GIRIS
Atipik antipsikotik bir ila¢g olan klozapin (clp) (8-kloro-11-(4-metil-1-piperazinil)-5H-
dibenzo[b,e][1,4]diazepin) basta sizofreni olmak iizere sizoaffektif bozuklugun akut
alevlenmesinde ve siirdiirim sagaltiminda, bipolar bozuklugun manik ataginda, akut
stirdiirim sagaltiminda ve demansta goriilen psikotik belirtilerde, travma sonrasi stres
bozuklugunda etkili bir ilagtir [1]. Clp kararli durum plazma konsantrasyonuna 7-10 giin
sonra ulasir [2]. Antipsikotik etkinin gérilmesi haftalar strebilir, maksimum etkinin
gorulmesi icin de aylar gerekebilir [3]. Antipsikotik ila¢ kullanimi sizofreni hastalarinin
tedavisinde Onemli avantaj saglamakta, ilaglarin yan etki insidansini azalmakta,
hastaneye yatis siirelerini kisalmakta ve hastaligin seyrini olumlu olarak etkilemektedir
[4]. Bununla birlikte antipsikotik ila¢ kullaniminda etken madde olarak gérev yapmakta
olan biyoaktiflerin etkilesim yoOniinden ¢esitli riskler tasidigi, sizofreni hastalarindaki
morbidite ve mortalite orani ile saglik harcamalarini arttirdigi hem hasta agisindan hem
iilke ekenomisi agisindan agir yiikler getirdigi, ilaca uyumu azalttigi, farmakolojik
endikasyolar1 bakimindan hastaya veya ¢evreye dogrudan zararlar verebildigi yoniinde
arastirma bulgular1 da mevcuttur [5, 6]. Bahsedilen bu endikasyonlarin, tedavi asamasina
gecilmeden Once hatta antipsikotik ila¢ Uretim ve klinik labarotuar ¢alismalar1 esnasinda
guvenli ve yiksek hassasiyete sahip saptama yontemleri ile belirlenebilmesi hem hasta
hem de kullanilacak olan ilaglarin giivenilirligi ve etigi agisindan olduk¢a dnemlidir.
Antipsikotik ilaglarin tayinlerine yonelik ¢alismalara olan ilginin son yillarda artmasiyla
bu noktada analitik yontemlerin gelistirilmesine olan ilgi de artmistir. Elektrokimyasal
sensorler, hedef analitlere kars1 benzersiz baglayici 6zelliklere sahip analitik sistemleridir
[7, 8]. Bu sistemler klinik eczacilik AR-GE’sinde, farmasotik ila¢ endustrisinde, ilag
teslimi, tibbi teshis ve saglik, analitik kimya, gida analiz testleri, cevresel izleme ve askeri
uygulamalarda ¢ok yaygin olarak kullanilabilmektedirler [9, 10]. Elektrokimyasal
sensorler yiksek hassasiyet, diisiik maliyet, hizli ve ger¢cek zamanli 6rnekleme kapasitesi
ve diisiik saptama limiti agisindan bircok avantaja sahiptirler [7]. Son yillarda bilim
insanlar1 sinirh sayida olan elektrot malzemelerine yeni 6zellikler kazandirmak amaciyla
ylizey modifikasyon g¢alismalarini hizlandirmislardir. Elektrokimyasal sensorlerde tani
molekiilleri i¢in immobilizasyon destegi olarak, altin nanoparcaciklar, metal oksit

nanopargaciklar, karbon nanotiipler(CNTS) ve kuantum noktalar vb. gibi nanomalzemeler
1



kullanilmaktadir [11]. Diger nanomateryallere kiyasla CNTSs, hizli elektron transfer
kabiliyetleri, kiiciik boyutlari, silindirik sekilleri, genis ylizey/hacim orani, yiiksek
iletkenlik ve biyouyumluluklari, algilama sirasinda sinyal hassasiyetini artirmaya
yardimce1 olmalart, yiiksek kimyasal kararlilik, sinyal amplifikasyonu igin yliksek yuzey
alan1 gibi birgok iistiin 6zellikleri nedeniyle elektrokimyasal sensorlerde elektrokimyasal
transdiiksiyon i¢in en 6nemli malzemelerden biri olarak kabul edilmistir [12-15]. Essiz
yapilarindan kaynaklanan farkli elektronik 6zelliklere sahip olmalar1 nedeniyle [16] ve
hedefin taninmasi {iizerine iiretilen elektrik sinyallerinin iletimi i¢in son derece
avantajlidirlar [17]. Bu avantajlarinin yani sira CNTSs sahip olduklari mekanik, termal ve
elektronik Ozellikleri sayesinde kimyasal turlerle guclu etkilesimler iginde de
bulunabilirler [18].

Tannik asit (TA) bitkilerde dogal olarak bulunan polimerlerdir. Merkezde karbonhidrat
(genellikle D-glukoz) ve fenolik gruplarla esterlesmis hidroksil gruplari igerirler. Suda
¢oziinebilen polifenol bilesigi olan TA, yillardir bircok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir [19, 20]. Lenfositlerle yapilan bir ¢alismada H2O: ile indiikklenmis
oksidatif DNA stresinde TA’in DNA hasarin1 azalttigi gézlenmistir [21]. TA’in demir
iyonlarina baglanarak (selasyon) hidroksil radikali olusumunu 6nlemek yoluya oksidatif
hasar1 engelledigi ileri siiriilmistiir [22]. Cevre, ilag, gida ve su analizi gibi ¢ok genis bir
caligma araliginin olmasindan dolay1 da TA’in analiz sistemlerine entegrasyonu oldukca
onem kazanmaktadir. TA gida katki maddesi, tatlandirici olarak kullanilmasinin [23] yani
sira antimikrobiyal, antikarsiyojenik, antimutajenik potansiyellerinden dolayi tip, Klinik
eczacilik, farmasotik teknoloji alanlarinda immobilize bir biyopolimer maddesi olarak
kullanilmaktadir [24, 25]. Bununla birlikte TA antioksidan 6zelliginden dolay1 hiicreleri
oksidasyona karsi koruma gosterir [26, 27]. Ayrica TA antioksidan etkisinin in vitro insan
lenfositlerinde H2O; aracili DNA hasarlarinda Fe, Cu gibi metalleri ve serbest radikalleri
ortamdan uzaklastirarak gosterdigi de rapor edilmistir [21]. Tiim bu avantajlarinin yani
sira TA, hidrolizle parcalanmaya dayanikli karbon-karbon bagli flavonoid iinitelerin
(Or:flavan-3-ol) oligomer polimerleridir [28, 29]. Bu 6zelligi sayesinde hem enzimatik
hem de kimyasal reaksiyonlar boyunca metalik yapidaki nanopartikiiller ile uyumlu bir
sekilde calisabilmektedir. TA, sensor ara yiizii i¢in uyumlu bir polimer olmas1 sebebiyle
karbon temelli nano yapilar veya nanopartikiiller ile entegre edildiginde dogru enzimatik

reaksiyonlar1 tetikleyerek modifiye edilmis elektrodun algilama kabiliyetini 6nemli



Olglide arttirabilmektedir. Bdylece elektrokimyasal sensor sistemlerinin gelistirilmesi
noktasinda hizli, basit, dayanikli ve dogru, yiiksek hassasiyete sahip Olclimleri

saglayabilme potansiyeli saglamaktadir [30 - 33].

Bu tez calismasinda, TA ile fonksiyonlandirilmis ¢ok duvarli karbon nanotiiplerin
(MWCNTS) entegrasyonu sonucu bir nanokompozit (TA/MWCNTSs) hazirlanmig ve yeni
modifiye edici bir tiir olarak camsi1 karbon eletrotlarin yiizeyinin modifikasyonunda
(TA/MWCNTSs/GCE) kullanilmasi amaglanmistir. MWCNTSs’in sahip oldugu genis
yluzey alani, yiiksek elektriksel iletkenligi ve yapisindaki fonksiyonel gruplarin
polifenolik yapidaki tannik asit ile bilesimi sayesinde elde edilen nanokompozitin,
klozapin i¢in bir algilama platformu olarak kullanilmasi bu nanokompozitin umut verici
bir aday oldugu gosterilmistir. Ayrca TA/MWCNTS, nanokompozitin klozapin igin iyi
tanimlanmis voltametrik pik akimi, diisiikk algilama limiti, hizli cevap siiresi, yluksek
hassasiyet gibi performas Ozelliklerini gelistirerek Onerilen elektrokimyasal sensoriin
gercek  numunelere  uygulanmasina oOlanak saglanmistir.  BOylece  Onerilen
elektrokimyasal sensoriin ~ farmasdtik, ve biyolojik  drneklerde  klozapinin

nicellendirilmesi igin basariyla uygulanabilecegi gosterilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGI

Ruhsal bozukluk akil hastaligi ya da mental bozukluk, sikinti, biligsel islevlerin
bozulmasi, atipik davranis ve/veya maladaptif davranis ile tanimlanan akil sagligi
durumlarindan birini ifade eder [34]. Ruhsal bozukluklarin nedenleri genellikle belli
degildir. Zihinsel bozukluklar bir kisinin nasil davrandigi, hissettigi, algiladigr veya
diisiindiigiiniin bir kombinasyonu ile tanimlanir. Bu genellikle sosyal baglamda, beynin
belirli bolgeleri veya islevleriyle iliskilendirilebilir [35]. 2019 yilinda diinya genelinde
yaygin zihinsel bozukluklar arasinda yaklasik 264 milyonu etkileyen depresyon, yaklasik
45 milyonu etkileyen bipolar bozukluk, yaklasik 50 milyonu etkileyen bunama ve
yaklagik 20 milyon insani etkileyen sizofreni ve diger psikozlar yer aliyor [36]. Sizofreni
insanin kisiler arasi iligkilerden ve gergeklerden ciddi bir 6lglide uzaklasarak, kendine
0zgl bir ice kapanim diinyasinda yasadigi; diisiinlis, duyus ve davranislarda dnemli
bozukluklarin goriildiigii agir bir ruhsal bozukluktur [37]. Sizofreni, ¢ok etkenli
(multiple-hit) bir hastalik olarak kabul edilmistir [38]. Genetik yatkinlik en 6nemli risk
etkeni olmakla birlikte, bu yatkinligin hastalikla sonuglanmasi gebelik, dogum
komplikasyonlari, gebelik sirasindaki enfeksiyonlar, sosyoekonomik sorunlar gibi
cevresel faktorlerin de varligiyla olmaktadir. Sizofreni siklikla sinsi baglayan, kronik bir
hastaliktir ve kiginin gerek 6zel hayatinda gerekse toplumsal, mesleki ve akademik
alanlardaki islevselliginde belirgin bozulmalara neden olur [39]. Bu nedenlerden dolay1
da bu bozuklugun topluma maliyeti oldukca yiiksektir. Sizofreni her toplumda ve her
tarlt sosyo-ekonomik ortamda gorilmektedir. Sosyo-ekonomik yonden diisiikliik ya da
diizensizlik gosteren kesimlerde daha sik goriildiigline iligkin bulgular oldugu
bildirilmistir [40]. Kadinlarda ve erkeklerde sizofreni goriilme siklig1 agisindan belirgin
bir fark saptanmadigi bildirilmistir [41]. Sizofreni hastalarinin yasam siiresinin genel
toplumdan %20 oraninda daha kisa oldugu bilinmektedir. Sizofreni kronik bir hastalik
olmasma ragmen, erken donemde tani konuldugunda ve tedaviye baslanildiginda,
hastalarin belirtilerinde belirgin diizelme saglanabilir ve hastanin islevselligi artabilir.
Ayrica iyilesme oranlarinin %10 — %60 arasinda oldugu ve tiim hastalarin %20 ile
%30’unun bir bicimde normal bir yasam siirdiirebildiginin tahmin edilmekte oldugu rapor
edilmistir [42]. Diizenli ila¢ tedavisi ve psikososyal tedavilerle hastalikla bas etmede

blyltk gelismeler gozlenmistir. Antipsikotik ila¢ tedavisi uygulanan akut alevlenme
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icinde bulunan sizofreni hastalarinin yaklasik %60’inin ortalama 6 hafta i¢inde biiyiik
Olciide diizelmekte oldugu, buna karsilik plaseboya yanit oraninin %20 kadar oldugu

klinik ¢alismalarla belirlenmistir [43].

2.1. Antipsikotik laglar

Psikoz, gercekte yasanan olgular1 degerlendirebilme yetisinin bozuldugu ruhsal
bozukluklara verilen genel bir terimdir [44]. Basta sizofreni olmak tizere bazi psikozlarin
tedavisi boyunca kullanilan ve ortak 6zellik olarak merkezi sinir sisteminde dopaminerjik
asirimi1 bloke eden ilaclardir. Antipsikotik ilaglar tipik (ilk kusak) ve atipik (yeni kusak)
antipsikotikler olmak Utzere iki grupta smiflandirilabilir [45]. Tablo 2.1 ’de klinikte
kullanilan belli bagl tipik ve atipik antipsikotik ilaglar verilmistir.

Tablo 2. 1. Klinikte kullanilan belli bash tipik ve atipik antipsikotik ilaglar

Tipik Antipsikotikler Atipik Antipsikotikler
Klorpromazin Klozapin

Tiyoridazin Olanzapin

Mezoridazin Risperidon
Trifluoperazin Ketyapin

Flufenazin Sulpirid

Haloperidol Amisulpirid

Pimozid Ziprasidon
Zuklopentiksol Aripiprazol
Flupentiksol Sertindol

2.1.1. Tipik Antipsikotikler

Tipik antipsikotiklerin ortak ve temel etki mekanizmalar1 dopaminerjik D2 reseptorlerine
yuksek ilgi ve antagonizma ( Bir ilacin etkisinin diger bir ilag tarafindan azaltilmasi veya
tamamen ortadan kaldirilmasi) gostermeleridir ve bu ilaglarin tedavi edici dozlariyla D2
reseptorlerine baglanma ilgileri arasinda giiglii bir baglant1 bulunmaktadir [46]. Bu ilaclar
negatif belirtiler yerine daha ¢ok pozitif belirtiler Uzerine etkilidirler [47]. Bu ilaglar her
psikotik hastada etkili degildir. Cok sayida ve ciddi norolojik yan etkilere yol acarlar ve
bunlarla uygulanan tedaviye cevap alinan hastalarda bile ¢ogu zaman ciddi fonksiyon

kayiplar1 s6z konusu olmaya devam ederler. Bu smirlamalar, geleneksel antipsikotik



ilaglarla ayn1 ve onlardan daha fazla etkinligi olan, yan etkileri daha az yeni antipsikotik

bilesiklerin arastirilmasina sebep olmustur.

2.1.2. Atipik Antipsikotikler

Atipik antipsikotikler 6ztinde tipik antipsikotiklere gore ektstrapiramidal sistem (kortikol
motor alanlar ile olusturulan sinir aglari) yan etkilerine ve prolaktin yikselmesine daha
az yol acan ve en az onlar kadar antipsikotik etki gosteren ilaglardir [48, 49]. Atipik
antipsikotik ilaglarin prototipi Clp'dir. Clp ile klasik antipsikotiklere direncli olgularda

saglanan basari, bu yeni ilag grubuna duyulan ilgiyi arttirmistir.

2.2. Psikiyatrik Bozukluklarin Tedavisinde Kullanilan Ilaclar

Psikiyatrik hastaliklar; duygu, diisiince, davranig gibi alanlarda ortaya ¢ikan ve kisilerin
yasam kalitesini ve ailevi, mesleki, sosyal islevselliklerini diisiiren sorunlardir.
Psikiyatrik bozukluklarin basinda, sizofreni ve benzeri psikotik bozukluklar, deliizyonel
(hezeyanli, sanrilt) bozukluk, sizoaffektif bozukluk, duygudurum bozukluklar: (depresif
bozukluk, bipolar (iki ug¢lu) bozukluk, anksiyete bozukluklari, obsesif kompulsif
bozukluk, somatoform bozukluklar (bedensel belirti bozuklugu), hipokondriyazis
(hastalik anksiyetesi bozuklugu), disosiyatif (konversif) bozukluklar gibi olgular
gelmektedir. Psikiyatride bu tiir bozukluklarin tedavisinde siklikla kullanilan tedavi
yontemleri arasinda; ilag tedavileri, psikosomatik tedaviler, cesitli psikoterapi yontemleri
sayilabilir. Belirtilen bu tedavi yontemleri arasinda sik¢a kullanilan yontem ilag
tedavileridir. Psikiyatrik vakalarin tedavisinde kullanilan bu ilaglar ise antidepresanlar,
anksiyolitik (kaygi giderici) ilaglar, duygudurum diizenleyicileri ve antipsikotikler olarak
siniflandirilabilir. Antipsikotik ilaglar hem diger tedavi yontemlerini destekleyici olarak
hem de tedavi edici 6zelliklere sahip olmalar1 sayesinde siklikla regete edilmektedir.
Antipsikotik ilaglar icerisinde siklikla bagvuluranlar ise basta klozapin olmak {izere,

olanzapin, risperidon, ketyapin, ziprasidon, aripiprazol, sertindol olarak siralanabilir.

2.3. Klozapin

Clp, 1958 yilinda Isvicre'de imipramin benzeri olarak sentezlenmis tetrasiklik bir
bilesiktir [50]. Clp, iiretilen ilk atipik antipsikotiktir ve {istiin etkinligi yaygin olarak kabul
edilmektedir [51]. Clp ile yapilan klinik ¢aligmalarda alinan olumlu sonuglar sayesinde

Avrupa'da 1960'lh yillarda psikotik hastalarin tedavisinde kullanilmasina baglanmistir.
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Clp, sizofreni hastalarinda diisiik ekstrapiramidal semptom insidansi ve iyi derecede
antipsikotik etkinlige sahip etkili bir ilagtir [52]. Sahip oldugu essiz reseptor etkilesim
profili, atipik antipsikotikler arasindaki iistiin etkinli§in yani sira antipsikotikler grubu
icerisinde en fazla yan etki meydana getirebilecek bir ila¢ olma sebebini de agiklayabilir
[53]. Clp'in hem terap6tik aralikta sagladigi yararlari, hem de asir1 dozda kullanim
durumlarinda olusan olumsuz etkileri blylk o6lgide reseptér farmakolojisi ile
aciklanabilir. Antipsikotik ajanlarin terapétik etkileri, dopamin D2 reseptorlerinin
yarismali inhibisyonu ile iliskili gériinmektedir [54]. Clp, tiim sizofreni vakalarinda
tedaviye direncli hastalar igin altin standart tedavi olarak 6nerilmektedir [55-59]. Bunun
nedeni, hem tedaviye direncli hastalar igin en etkili antipsikotik olarak kabul edilmesidir
[60] hem de kullanildig1 vakalarda hastaneye yatis oranlarini 6nemli 6l¢tide azaltmasidir
[61]. Bu durum ise diger atipik antipsikotiklerle kiyaslandiginda Clp'e klinik ve

farmakoljik kullanimlarda Gstiinliik saglamistir. Clp'in diger klinik tsttnltkleri;

Diistik ektrapiramidal yan etki potansiyeli,

Klasik noroleptiklere esit klinik etkinlik,

Plazmada prolaktinde yiikselme olmayisi,

Hem pozitif hem de negatif belirtilere etkili olusu,
Tedaviye direngli sizofreni olgularinda etkili olusu,

Hastalarin yasam kalitesini arttirmast,

SR N N N N NN

Intihar diisiincelerini azaltmasi seklinde siralanabilir.

Mevcut literaturler incelendiginde, Clp'in psikozlu hastalarda agresyonu azaltmada etkili
oldugu [62], sizofrenili hastalarda intihar oranin1 azalttig1 [63], yUksek intihar riski olan
sizofreni veya sizoefektif hastaligi olan insanlar arasinda intihar davranigini 6nleme
bakimindan olanzapinden daha etkili oldugu saptanmistir [64]. Sizofreni tedavisi géren
vakalarin yani sira parkinson hastaligi olan kisilerde de bu hastaligin ciddi bir geg
komplikasyonu olan ilag tarafindan indiiklenmis (drug-induced) psikozun tedavisinde de
klozapinin etkili oldugu ve iyi tolere edildigi bilinmektedir [65]. Clp'in yan etkileri
arasinda uyku hali, kilo artisi, salya akmasi, kan basincinda diisme, bas donmesi, yiiksek
dozlarda epileptik nobetler sayilabilir [66, 67]. En ciddi yan etkisi ise % 1 — 3 oraninda
gorulebilen agrantlositozdur (kanda ve kemik iliginde akyuvarlarin iyice azaldigi ya da
timiiyle yok oldugu agir hastalik) [68,66]. Clp tedavisi sirasinda yeterli dozda ve surede

kullanilmasina ragmen istenen olgiide yanit alinamayan vakalarda [69] ortaya ¢ikabilen
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bu tir yan etkiler nedeniyle Clp'in yeterli etkin doza yiikseltilemedigi rapor edilmistir
[70]. Lipofilik yapida olan Clp, oral uygulamanin ardindan hizli bir sekilde tamamen
absorbe olur ve bu sayede terapotik aralikta lineer bir kinetik gosterir. Clp'in yaklasik
%95'l plazma proteinlerine baglanir [2], ilk gecis etkisine ugramasiin ardindan ve
yaklasik %27 — 50'si degismeden sistemik dolasima gecer  [2, 3], [71, 72]. Plazma
konsantrasyonunun hastadan hastaya degisebildigi, sigara i¢cme, hepatik metabolizma,
mideden absorpsiyon, yas, cinsiyet gibi g¢esitli kisisel faktorlerin ilaca cevabi
degistirebildigi bilinmektedir [2]. Clp'in baslica metabolizasyon yolaklar1 demetilasyon,
aromatik halkanin 7- ve 8- pozisyonlarindan oksidasyon ve konjugasyondur [73]. Ayrica
cesitli metabolitlerine dontisebilmektedir, bunlar icerisinde sadece norklozapin (N-
dezmetil klozapin) farmakolojik olarak aktiftir [2] ve metabolitinin farmakolojik etkisi

klozapine benzer fakat etkisi daha zayif ve kisa siirelidir.

2.4. Voltametri

Voltametri, bir indikator ya da calisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda
akimin, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak 6l¢iilmesinden faydalanarak, analit
hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik metottur [74]. Uygulanan gerilimin
Olgiilen akim degerlerine karsi ¢izilen grafigine voltamogram denir. Gunlimuzde ise;
voltametrik ve polarografik yontemler, eczacilik alaninda ve klinik ¢alismalarda da
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun nedeni; diisiik derisimlerde calisilabilmesi,
numunelerin kolayca hazirlanabilmesi, analiz siiresinin kisalig1, bu tekniklerin iiriin kalite
kontroliinde kullanabilmesi olarak siralanabilir. Tablet, kapsiil, slispansiyon, surup vb.
ila¢ formiilasyonlarinin ¢éziinmeyen kisimlarimin veya iclerindeki katki maddelerinin
genelde elektroaktiviteleri bulunmadig i¢in herhangi bir ayirma islemine gerek olmadan
analizleri yapilabilmektedir. Ayrica voltametrik yontemlerin diger bir avantaji ise
ekonomik olmalari ve az miktar numune ile analizin yapilabilmesidir [75]. Voltametrik
tekniklerde bir ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyele (E) karsi, elektrokimyasal
hicreden gecen akim (i) izlenmektedir. Genellikle uygulanan potansiyel ¢esidi ya da
izlenen akim, zamanin (t) bir fonksiyonudur. Voltametrik teknikler, potansiyometri gibi
pasif tekniklerin aksine, uygulanan potansiyel kuvveti, elektrot yiizeyinde,
elektrokimyasal yiikseltgeme ya da indirgenme ile elektroaktif tiirlerin derisiminde bir
degisime sebep oldugundan, aktif teknikler olarak kabul edilebilir. Voltametri; ¢esitli
ortamlarda meydana gelen yiikseltgenme ve indirgenme islemlerinin incelenmesi,
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yilizeydeki adsorpsiyon islemlerinin arastirilmast ve elektrot ylizeylerinde gergeklesen
elektron aktarim mekanizmalarinin aydinlatilmasi, molekiiler oksijen tayini, farmasotik
acidan O6nemli tdrlerin tayini gibi bir¢ok uygulamada kullanilir [76]. Voltametrik
calismalarda yiizey alani birkac mm?’den daha kiiciik olan (mikroelektrotlar) ¢alisma
elektrotlart kullanilir ve hatta yiizey alani birka¢ mikrometrekare veya daha kuglk olan
elektrotlar da kullanilmaktadir. Anot, yiikseltgenme reaksiyonlarinin gergeklestigi, katot
ise indirgenme reaksiyonlarinin gergeklestigi elektrottur. Katot materyali olarak Hg, C,
Ag, Pt, Au ve pek ¢ok metal kullanilabilir. Anot materyali olarak Pt, C, Au veya ¢esitli
metal oksitler gibi daha sinirli sayida materyal kullanilir. Voltametri ile hassas
miktarlarda metallerin ve tiirlerinin, S?, CN", CI, F- anyonlarmin, 103", NO2~, SCN", S;03"
ve SOy gibi inorganik bilesiklerin; aromatikler, peroksitler, eterler, nitroaromatikler,
aminler, heterosiklik aminler, fenoller, alifatik halojenler, kinonlar, karboksilliasitler,
dienler, asetilen gibi organik bilesiklerin tayini yapilmaktadir [77]. Voltametri, inorganik,
fizikokimya, biyokimyada yukseltgenme, indirgenme ve adsorbsiyon olaylarinin
incelenmesi, hidroliz, ¢o6zlintrlik, kompleks olusumu, kimyasal reaksiyonlarin
stokiyometrik ve kinetik incelemelerinde, elektrot reaksiyonlarinin mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda ve ila¢ etken maddeleriyle ilgili ¢alismalarda da oldukca yaygin ve

etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir [78].

2.4.1. Doniisiimlii Voltametri (CV)

CV, karistirllmayan bir ¢ozeltideki kiiclik bir durgun elektrodun akim yanitinin, Sekil
2.1.'de gosterildigi gibi tiggen dalga sekilli potansiyel ile uyarilmasi ile akimin 6lgiilmesi
esasina dayanmaktadir [79]. Potansiyelin zamanla degisme hizina ise tarama hizi adi

verilmektedir.
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Sekil 2. 1. Dogrusal taramal1 ve dontistimlii voltametride potansiyel taramasinin

zamanla degisimi

Potansiyel taramasinin E1 ve E2 potansiyel degerleri arasinda yapilmasi durumunda
metot, dogrusal taramali voltametri; E2 potansiyeline ulagildiktan sonra, ayni tarama
hiziyla, ilk tarama yoniine gore ters yonde tarama yapilmasi durumunda ise, dontistimlii
voltametri olarak adlandirilir [80]. Ters taramada potansiyel E1'de sonuglanabilecegi gibi,
farkli bir E3 potansiyeline de goturebilir. ileri tarama esnasinda olusan iiriin, ters
taramada tekrar reaktife doniistiiriilebilir. Ileri taramada indirgenme olmussa, ters
taramada yikseltgenme meydana gelir. CV'de akim, potansiyele kars1 grafige gegirilir.
Dontigiimlii voltametri tekniginde, tarama hizi 6nemli parametrelerden biridir ve tarama
hizi-pik akimi degisiminden faydalanilarak adsorpsiyon, difiizyon ve heterojen elektrot
reaksiyonunu takip eden kimyasal reaksiyonlarin 6zellikleri incelenebilir [81]. Ayrica bu
teknikte, tarama yoniiniin degistirilmesi ile reaksiyon mekanizmas1 ve kinetik veriler
hakkinda fikir edinilebilir. CV, susuz c¢ozeltilerdeki elektrokimyasal ¢aligmalarda en
kullanisl yontemlerden biridir [82]. Ozellikle, kararsiz bir ara iiriin veya iiriin iceren
elektrot reaksiyonlarmnin incelenmesinde faydalidir. Elde edilen voltamogramlar
incelenerek reaksiyon mekanizmalari tahmin edilebilir ve kararsiz tiirlerin termodinamik
ve Kinetik Ozellikleri belirlenebilir [83]. Ayrica, kimyasal ve elektrokimyasal
reaksiyonlarin her biri farkli reaksiyon hizlarina ve tersinirliklere sahiptir [84]. Bunlarin
hepsi, voltamogramlara yansir. Potansiyel araligi, tarama hizi, sicaklik, elektrodun cinsi,
cozeltinin bilesimi gibi ¢esitli parametreleri degistirerek bir elektrot reaksiyonunun
doniistimlii voltamogrami alinirsa ve voltamogramlar uygun bir sekilde analiz edilirse,
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elektrot reaksiyonuyla ilgili bilgi edinilebilir [85]. CV tekniginin, nicel amagla kullanimi
az olmakla birlikte, elektrokimyasal reaksiyonlar hakkinda nitel bilgi edinilmesinde en
yaygin olarak kullanilan teknik olmasinin nedeni, redoks olaylarinin termodinamigi,
heterojen elektron-transfer reaksiyonlarinin kinetigi ve takip eden kimyasal reaksiyonlar
ve adsorpsiyon olaylariyla ilgili giivenilir bilgileri hizli bir sekilde saglamasidir.
Elektroanalitik calismalarda genellikle ilk olarak uygulanan deneysel basamaktir.
Ozellikle, elektroaktif tirlerin redoks potansiyellerinin yerinin hizli bir sekilde

belirlenmesini ve ortamin redoks reaksiyonuna etkisinin degerlendirilmesini saglar [86].

2.4.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

Bu teknikte voltametrik hiicreye potansiyel pulslari uygulanarak, olusan akim bu
pulslarin 6mrii siiresince zamanin fonksiyonu olarak olgiiliir [87]. DPV'sinde, Sekil
2.2.'de goriildiigii gibi iki tane akim &lglimi yapilmaktadir. Bunlardan birincisi 11 ve
digeri ise 12°dir. Puls basina akimdaki fark (12 — 11) potansiyelin fonksiyonu olarak
kaydedilir. Elde edilen diferansiyel egri pik seklinde olup yuksekligi derisimle dogru
orantilidir [88]. Tersinir bir reaksiyonda pik potansiyeli yari-reaksiyonun standart elektrot
potansiyeline yaklasik olarak esittir [87]. Yontemin duyarligi 10 mol/L'diir. Bu nedenle

dogrusal taramali voltametriye tercih edilir.

fr

Sekil 2. 2. Diferansiyel puls voltametrisinde puls tipi uyarma sinyalinin dalga sekli

ZAalmail @ ————l-

DPV, en ¢ok kullanilan elektroanalitik yontemlerden biridir. Normal puls voltametriyle
karsilagtirildiginda iki Gstiinligi vardir. Birincisi, her bir analitin analitik pikleri
birbirinden kolayca ayrilabildigi i¢in tek bir voltamogramda pek c¢ok analitin

belirlenebilmesini saglamaktir. ikinci iistiinliigii ise, diferansiyel akimla calisiimasi ve
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béylece voltametrik bir pikin elde edilmesiyle anailitik duyarliligin 5,0.x 108 M’ dan 1,0
x10® M'a kadar gelismesidir [86].

2.4.3. Kare Dalga Voltametrisi (SWV)

SWV, diferansiyel pulstan daha sik tercih edilen elektroanalitik bir yontemdir [89].
Calisma elektroduna uygulanan potansiyel, bir diferansiyel teknik olmasini saglayan
simetrik kare dalgalar seklindedir [90]. Her bir kare dalga déngtisii boyunca, akim iki kez
Olculdr. Sekil 2.3. 'de belirtildigi gibi birinci parametre ileri yondeki pulsun sonunda (t1),
ikinci parametre ise geri yondeki pulsun sonunda (t2) olarak iafede edilir. Bu iki akim
arasindaki fark, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak grafige ge¢irildiginde kare

dalga voltamogrami elde edilir [91].

Ai

EV)
Sekil 2. 3. Kare dalga voltametride puls tipi uyarma sinyalinin dalga sekli

SWV'nin en biiyiik iistiinliigii olduk¢a hizli bir teknik olmasidir [89]. Etkin tarama hizi,
kare dalganin frekansi (f) ve basamak yiiksekligi (AES) degistirilerek belirlenir. Boylece
birka¢ saniye icinde voltamogramlar kaydedilebilmektedir. Bu ortalama 2—3 dakikay1
bulan diferansiyel puls voltamograminin tamamlanmasi ile karsilagtirildiginda, kare
dalga voltametrisinin analiz siresini olduk¢a kisalttiginin bir gostergesidir. SWV
yonteminin ikinci biyiik Ustiinliigi ise, kare dalga yoluyla toplam akima kapasitif
katkilarin minimuma indirilmis olmasidir [92]. Boylece, tarama hiz1 garpici bir sekilde

arttirilabilir, 1 V/s'lik tarama hizina kolaylikla ulasilabilir.
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2.4.4. Siyirma Voltametrisi

Siyirma teknikleri voltametrik analizlerde duyarligi artirmaya yonelik olarak gelistirilen
iki asamal1 tekniklerdir [93]. Ik asamada eser diizeydeki tiirler, uygun bir potansiyel
altinda genellikle karistirilan bir ¢ozeltide, elektrot yiizeyinde on deristirilir [94].
Ardidan potansiyelin anodik veya katodik yonde taranmasi sonucu yiizeyde deristirilen
maddeye iliskin akim-potansiyel egrilerinden gidilerek analiz gergeklestirilir [94]. Sekil
2.4.de Dbelirtildigi gibi Siyirma teknikleri; biriktirme, durulma ve siyirma
basamaklarindan olusur. Elektro biriktirme basamaginda analitin yalnizca kigUk bir kesri
elektrot ylizeyinde birikir. Bu yuzden kantitatif sonuglar, elektrot potansiyelinin kontrol
edilmesinin yani sira elektrot boyutu, biriktirme slresi, hem numunenin hem de
kalibrasyonda kullanilan standart ¢6zeltilerin karistirma hizi1 gibi faktorlere de baglidir
[95].

\ Birktirme Biriktirme Basamag
Potansiyel
¥ |

<+— Siyuma Basamag

Potansiyvel, V

N
7

Zaman, s

Sekil 2. 4. Siyirma voltametrisinde potansiyel-zaman gostergesi

On deristirmenin niteligi ve s1iyirma asamasinda potansiyelin tarama ydniine gore styirma
teknikleri farkli adlar alir. Bunlar; anodik siyirma voltametrisi (ASV), katodik siyirma

voltametrisi (CSV) ve adsorptif styirma voltametrisidir (AdSV) [96].

2.5. Modifikasyon

C, Au, Pt gibi elektrot yilizeylerini kaplayarak; farkli ve istenilen 6zelliklerde, kararli,
secici ve duyarli elektrotlar elde etme yontemine modifikasyon denir. Modifiye
elektrotlarda elektrot yiizeyine, kimyasal maddeler kendiliginden ya da disaridan bir
miudahale etkisiyle tutunur. Tutunma sonucunda kimyasal maddeler elektrot tizerinde bir

tabaka olusturabildikleri gibi ylizeyde Onceden var olan bir tabaka {izerine de
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tutunabilirler. Bu sayede elektrot yiizeyi farkli bir ¢aligsma aralig1 sunabilmesinin yani
sira, se¢imlilik ya da katalizorliik gibi iistiin 6zellikler de kazanabilir. Bu esnada elektrot
ylizeyine tutunan maddelerin, elektrodun iletkenligini kaybettirmemesi oldukca
o6nemlidir. Bu sebeple ya modifiye edici madde iletken olmalidir ya da elektrot iletkenlik
Ozelliklerini kaybetmeyecegi derecede ve bi¢imde kaplanmalidir. Modifiye edici
malzemeler organik ya da inorganik olabilir. Organik madde olarak genelde polimerler,
inorganik madde olarak ise ligandlar, kompleksler ya da metal oksitleri kullanilir.
Modifiye edici malzemeler korozyondan korunma, molekuler elektronik ve
elektroanalitik kimya gibi birgok alanda olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [97,
98]. Yiizeyde meydana gelen bu degisiklik sayesinde, farkli duyarliga sahip cihazlar
gelistirilebilir. Modifiye elektrotlarin analitik uygulamalarda birgok 6nemli avantaji

vardir.

* Modifikasyon isleminde kullanilabilecek kimyasal maddelerde bir sinirlama
yoktur, boylece arastirmacilara gok genis bir segim olanagi sunar.

= Elektrot ylizeyinin cesitli molekiillerle kaplanmasi sonucu elektron aktarim hizi
amaca uygun olarak azaltilabilir ya da artirilabilir.

» Belirli tiirlere kars1 duyarlilig1 yiiksek yiizeyler olusturulabilir.

= Korozyona ve dis etmenlere karsi daha dayanikli yiizeyler elde edilebilir.

* Yiizey modifikasyonu olusumu sayesinde elektron aktarim mekanizmasi

aciklanabilir [98].

Bir modifiye elektrodun giiglii bir elektriksel iletkenlige sahip olmasi gerekliliginin yani

sira asagidaki ozelliklere de sahip olmas1 gerekir:

» Korozyona ve i¢inde bulundugu ¢ozeltiden gelen kimyasal etkilere kars1 direngli
olmalidir.

» Mekanik olarak kararli bir yapiya sahip olmalidir.

= Eger modifikasyonda kullanilacak bilesikler elektrot ylizeyine kovalent baglarla

tutturulacaksa elektrot bu baglanma reaksiyonlari i¢in elverisli olmalidir.

Elektrot malzemesi olarak karbonun pek cok tiirii kullanilabilir. Tek kristalli grafit,
yuksek duzenlilikte pirolitik grafit, toz haline getirilmis grafit, karbon siyahi, camsi

karbon iglerinde en sik kullanilanlaridir [99].
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2.6. Modifiye Elektrotlar

Modifiye elektrotlar, elektrot yiizeyine bir reaktifin ¢esitli etkilerle tutturulmasi ve
modifiye ylizeye reaktifin davranisinin kazandirilmasi ilkesine dayanmaktadir. Modifiye
edilmis elektrotlar, iletken bir substratin modifikasyonu ile hedeflenen Ozellikler
kazandirilan, modifiye edilmemis substrattan farkli 6zellikleri olan elektrotlardir. Elektrot
yiizeylerine ¢esitli tiirlerin kuvvetli ve tersinmez olarak adsorbe olmasiyla elektrotlarin
elektrokimyasal davranislarinin degistigi bilinmektedir [100]. Kimyasal olarak modifiye
edilmis elektrotlarin elektrokatalizlerde kullanilabilmesi, ilginin bu elektrotlara
yogunlasmasina neden olmustur. Elektrot yizeyindeki elektron aktarim hizlarini
degistirebilmek icin elektrot yuzeylerinin tabaka ve filmlerle kaplanmasi1 gerekmektedir.
Ayni zamanda modifikasyon, malzemeleri korozyona veya mekanik etkilere karsi
koruma islemlerinde de kullanilabilir [101]. Bu sayede yeni elektrot ylzeyleri
tasarlanabilmekte, pek c¢ok -elektroanalitik problem ¢oOzilebilmekte, yeni analitik
uygulama ve sensor calismalarmin gelistirilmesi mimkiin olabilmektedir. Elektrot

yuzeylerinin modifiye edilmesiyle elektrotlarin se¢iciligi ve duyarliligi da artmaktadir.

2.7. Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal sensorler, etkilesim sirasinda elektrokimyasal tiirlerin harcanmasi ve
yeniden olusmasi esnasinda ortaya c¢ikan elektroaktif sinyalin 6l¢tilmesi temeline
dayanmaktadir. Elektroaktif analitin, calisma elektrodunun yiizeyinde indirgenmesi veya
yukseltgenmesi sonucu olusan iyonlar, referans elektrot ile calisma elektrodu arasinda
potansiyel farkina neden olur ve sinyal olusturur. Redoks reaksiyonu sonucu meydana
gelen bu degisim, analitin tipine ve konsantrasyonuna baglidir [102]. Elektrokimyasal
algilama yontemlerinin biyldk bir kismi potansiyel ve akimda olusan degisimleri
kullanirlar. Elektrokimyasal bir sensoriin sahip olmasi gereken temel ozellikler diger
sensor tiirlerinin ¢oguyla aynidir. Secicilik, duyarlilik, tekrarlanabilirlik, hizli cevap
zamani, disiik tayin smiri, genis Ol¢iim araligi, kararlihk, kullanim Omri,
kigultalebilirlik, hizli geri doniis zamani ve diisiik maliyet bir elektrokimyasal sensorin
olmazsa olmazidir [103-105]. Elektrokimyasal sensorlerde analizin basarisini ¢alisma
elektrodunun materyal secimi belirlemektedir. Elektrokimyasal sensorler nicel ve nitel
amagli olarak birgok farkli disiplinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda
nanomalzemelerin (karbon nanotipler, grafen, peptit nanotupler, nanopartikller,

biyouyumlu polimerler) sensor sistemine dahil edilmesi, uygulama alanlarini
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genisletmistir [106, 107]. Daha duyarli ve segici hale gelen bu sensor sistemleri 0zellikle
hastaliklarin teshis-tan1 ve tedavisi i¢in hizli, pratik, tekrarlanabilir ve dogru analiz
sonuglar1 veren kiiciik, portatif veya tek kullanimlik 6l¢iim sistemlerinin hazirlanmasina
olanak saglamistir. Elektrokimyasal sensorlerin tip, eczacilik, tarim, gida, adli kimya,

cevre analizleri basta olmak iizere farkli uygulama alanlar1 vardir [108].

2.8. Karbon Nanoyapilar

Biitiin canlilarin karbon esasl bir hayata sahip olmasi ve karbonun organik maddelerde
yaygin olarak yer almasi nedeni ile karbon vazgegilmez bir elementtir. Karbon elementi
dogada ¢esitli birlesikler halinde bulunabilir. Bilesiklerdeki ¢esitliligin  6nemli
sebeplerinden biri, karbon atomlarinin diger elementlerle oldugu gibi kendi igerisinde
karbon atomlartyla da birlesebilme yetenegine sahip olmasidir. Sahip olduklar1 bu 6zellik
sayesinde, karbon atomlarinin farkli formlarda bir araya gelmesi ile grafenler, nanotiipler,
fullerenler, nanokoniler(nanocones), nanoteller, nanohuniler (nanohorns), nanokristal
elmaslar ve grafitler gibi ¢esitli karbon bazli nanoyapilar olugsmaktadir. Biitiin canlilarin
karbon esasl1 bir hayata sahip olmasi, dolayisiyla karbonun organik maddelerde yaygin
olarak yer almasi ve vazgegilmez bir element olmasi nedeni ile karbon temelli malzemeler
nanoteknoloji alaninda vazgegilmez malzemeler arasinda yer almaktadir [109, 110]. Bu
sebeple, grafen, fulleren ve karbon nanotiip gibi karbon temelli nanoyapilar,
nanoteknolojinin uygulama asamasinda 6nemli ¢aligmalarin yapildig: alt dallarindan biri
haline gelmistir. Geleneksel malzemelerde bulunmayan kendilerine 6zgii yapilar1 ve
uistiin termal, elektrik, optik, mekanik ve kimyasal 6zelliklerinin yan1 sira genis en/boy
oranlar1 ve olduk¢a yliksek spesifik ylizey alanlarina sahip olmalari neticesinde,
fotovoltaik, alan emisyon transistorleri, sensorler, giines hiicreleri, antibakteriyel
malzemeler, enerji depolama cihazlar, siliperkapasitorler, kompozitler ve
biyomalzemeler gibi son yillarda bilim adamlar1 ve arastirmacilarin biiyiik bir ilgi ile
uzerlerinde durdugu nano yapilar olmuslardir. Boylesine genis bir kullanim alani
olanagina sahip olmalar1 sebebiyle literatiirde grafen, fullerenler ve karbon nanotupler
gibi karbon bazli malzemelerin davranigini arastiran ¢ok sayida deneysel ve teorik
calisma bulunmaktadir [111-115]. Literatiire sunulmus olan bu ¢alismalarin gogu, karbon
bazli nano yapilarin bireysel 6zelliklerine ve kullanim alanlarina odaklanirken, son
yillarda, farkli karbon bazli {initeler ile yapilan hibrit nanomalzemelerinin tasarim ve
analizlerine olan ilgi de artmaktadir. Bu yapilarin bir araya getirilmesi ile yeni ve iistiin
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Ozelliklere sahip hibrit nanoyapilarin elde edilmesinin miimkiin oldugu gosterilmistir.
Karbon nanotiiplerin iki yapisal formu vardir, tek duvarli (SWCNT) ve ¢ok duvarl
karbon nanottipler (MWCNT). MWCNT'ler ilk olarak 1991 yilinda kesfedilmistir [116].
Tek ve ¢ok duvarl olarak adlandirilmis olan bu karbon nanotiip yapilar, 3,5 Angstrom
(3,5 A = 0,35 nm) sabit ara katman ayrimi ile ¢oklu duvarlara sahip tek bir yap: olusturan
coklu es merkezli agik uglu tek duvarli nanotiiplerden olusur. 2 — 100 nm aralig1 ve
onlarca mikrona kadar uzunluklara sahip SWCNT ’lerin ¢ap1 yaklasik 1 nm'dir ve tek bir
grafit levha, her iki ucunda kapakli dikissiz bir silindire sarilir ve santimetreye kadar
uzunluklara sahip olabilir [117, 118]. CNTs simdiye kadar bilinen en sert ve en
mukavemetli insan yapimi1 nano malzemeler olarak kabul edilmektedir. Sunmus oldugu
tUm avantajlarinin yani sira, sahip olduklar1 yiiksek elektrik iletkenlik o6zellikleri
sayesinde, elektrikli cihazlar ve haberlesme ile ilgili alanlarda da ilgi uyandirmiglardir.
Ayrica, ¢ok kiiglik boyutlara sahip olmalar1 nedeniyle bu yapilardan matrislere homojen
bir sekilde gomiilmeleri halinde de yararlanilabilir. CNTs’in polimer matrislerine
kimyasal afinitesini arttirmak igin, grafitik yan duvarlarin ve uglarin kimyasal
modifikasyonu gereklidir [119]. CNTs'in 6zellikleri ve uygulamalari, son on yilda ¢ok
aktif arastirma alanlar1 olmustur. CNTSs yiiksek esneklige, diisiik kiitle yogunluguna ve
biiyiik en boy oranina (tipik olarak >1000) sahiptirler. MWCNT ler elektronlar1 6nemli
bir kesinti olmaksizin uzun uzunluklar boyunca tasiyabilir ve bu durum onlar1 bakirdan
daha iletken yapar. CNTSs'in bir dizi uygulamada ideal takviye maddeleri olarak
kullanilmasini  saglayan asil istlinlik, sahip olduklar1 mekanik ve elektriksel

oOzelliklerinden kombine olarak yararlanilabiliyor olmasidir [120, 121].

() (b)

Sekil 2. 5. (a) Tek katmanli nanotupler, (b) Cok Katmanli Nanotiipler
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2.9. Tannik Asit

Tanenler, tannik asit adiyla da bilinmektedir. Tanenler polifenolik yapilara sahip
bilesikler olup cay, kolza, bakla ve sorgum gibi bitkilerden elde edilir. TA ¢esitli sebze
ve meyvelerde, sarap, bira, kahve, siyah ¢ay ve beyaz ¢ay gibi bazi igeceklerin icerisinde
bulunur. Ayni zamanda yapilarinda ¢ok sayida hidroksil grubu ve fonksiyonel grup
icerdikleri igin protein ve diger makro molekiillerle birlikte c¢apraz baglar
olusturabilmektedir. Suda ¢6zlinebilen bir polifenol bilesigi olan TA, yillardir birgok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir [19, 20]. Cevre, ilag, gida gibi ¢ok genis bir
calisma araligimin olmasindan dolayr da TA analizi olduk¢a 6nem kazanmaktadir. TA
gida katki maddesi, tatlandirici olarak kullanilmasinin [23] yani sira antimikrobiyal,
antikarsiyojenik, antimutajenik potansiyellerinden dolay1 tip ve veterinerlik alanlarinda
katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda TA antioksidan 6zelliginden dolay1
hicreleri oksidasyona karsi koruma gosterir [26, 27]. Meyve, cay ve biranin igerdigi
tannik asit miktarin1 belirlenebilmesi, iiriiniin kalitesini degerlendirmesi agisindan
oldukga Onemlidir [122]. Tipta da ¢ok genis bir kullanim alani bulunan bu madde
damarlar1 ve mukozay1 biiziicii etkilerinden 6tiirli bademcik, farenjit, hemoroit ve bazi
hastaliklarin  tedavisinde kullanilir. Bu bilesik ayrica antioksidan, antitiimor,
antimutajenik ve antiviriis 6zelliklerine ve diger fizyolojik aktivite tiirlerine sahiptir [123-
125]. TA'in o6nemli bir o6zelligi metal iyonlari, polimerler ve proteinlerle gucli
etkilesimidir [126]. TA molekiilii ¢ok sayida aktif fenolik grup igerir ve kovalent ve/veya
kovalent olmayan baglar yoluyla ¢esitli molekiillere yapisabilen poli (tanik asit) (PTA)'a
kolayca doniistiiriiliir. Bu nedenle, PTA, 1yi yapismasi, milkemmel biyouyumlulugu,
biyolojik olarak pargalanabilirligi, antimikrobiyal ve antioksidan etkileri nedeniyle yiizey

modifikasyonunda biiyiik ilgi gormistiir [127, 128].
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BOLUM 3

LITERATUR OZETi

Son yillarda nanoyapilar, sahip olduklar1 dstiin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin
yanisira, nano boyutlarindan dolay1 biiyiik oranda kiitle tagimasi, ylizey alaninin artmasi
ve elektrokatalitik aktivitenin yiiksek olmasi gibi avantajlari da beraberinde
getirmektedir. Biitiin bu sagladigi avantajlarin bir getirisi olarak elektroanalizde siklikla
kullanilmaktadir [129]. Bu nanoyapilar arasinda, gelismis elektrokimyasal
performanslara sahip ¢esitli yeni karbon malzemeleri ortaya ¢ikmis ve nano boyutlarina
ve Ozel yapilarina bagli olarak elektroanalizde giivenilir alternatifler olarak tercih
edilmeye baslanmistir [130]. Elektrokimyasal nanosensorler, diger sensor yapilariyla
kiyaslandiginda, daha genis dogrusal tepki araligi, ,daha yiiksek kararlilik, tekrar
uretilebilirlik gibi stiinliiklere sahip oldugu i¢in farmasotik ve biyomedikal
endustrilerinde genis bir kullanim olanag1 bulmustur [131]. Glnimizde nanoteknolojinin
hizla gelismesiyle birlikte karbon nanotiipler elektrokimyasal sensorlerin hazirlanmasi
asamasinda da biyuk bir ilgi odag: haline gelmistir [132]. Insan idrarinda ve farmasotik
numunelerde morfinin hassas tayini i¢in hidrofilik iyonik bir siv1 ile modifiye edilmis
NiO/CNTs karbon pasta elektrodu (IL/NiO/CNTCPE) iiretilmistir. Yaygin olarak tercih
edilen diger karbon pasta elektrotlariyla karsilastirildiginda, 6nerilmis olan bu platformun
morfin elektrooksidasyonu icin elektrokimyasal tepkisini blylk Ol¢iide iyilestirdigi
saptanmigtir [132]. Biyolojik numunelerde Bisfenol A’nin (BPA) hassas tayini igin
MWCNT ve altin nanoparcacik (AuNP) kompozit ile modifiye edilmis camsi karbon
elektrot igeren yeni bir elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Gelistirilmis olan sensoriin
tekrarlanabilirligi ve kararlilig1 incelenmis ve BPA sensorleri ig¢in benzer sensor yapilari
kullanilarak literatiirde bildirilenlerden daha iistiin oldugu ortaya konmustur [133].
Fes04@SiO2 nanopargaciklart (FesOs@SiO2/MWCNT'ler) ile siislenmis MWCNTSs’e
dayali yeni bir nanokompozit tiirii hazirlanmig ve modifiye edilerek bir karbon pasta
elektrodu (CPE) iiretmek igin kullanilmistir. Manyetit (FesOs) biyouyumlulugu, giiglii
stper paramanyetik 6zelligi, diisiik toksisite ve kolay hazirlanabilir olmas1 gibi avantajlari
sebebiyle yaygin olarak kullanilan manyetik malzemelerden biridir. Urik asidin (UA)
elektrokimyasal davranist FesO4s@SiO2/MWCNTS-CPE iizerinde CV ile arastirilmis ve

Onerilen sensor, biyolojik sivilarda UA’nin belirlenmesi i¢in basariyla uygulanmistir
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[134]. Terbutalinin ilag formiilasyonlarindaki terdpatik kullanimini izlemek amaciyla,
MWCNT'ler ve zirkonyum oksit nanopargaciklarinin (ZrO2NP'ler) bir bilesimi ile
modifiye edilmis bir GCE gelistirilmistir. ZrO,NPS/MWCNTS/GCE sisteminin uzun
stireli kararlilik ve iyi tekrarlanabilirlik faktorlerini yerine getirdigi gozlemlenmistir

[135].

Elektroanalitik yontemler, tercih edildigi her alanda segicilik, dogruluk, Yyuksek
hassasiyet ve tekrarlanabilirlik sunan gugcli ve gok yonli analitik araglar olmalarinin yani
sira nispeten basit, ucuz ve hizli analiz siiresi gibi Ustlinlikler de sunmaktadirlar. Ayrica
elektroanalitik yontemler olduk¢a genis bir konsantrasyon araliginda g¢alisilabilmeleri
nedeniyle de olduk¢a ciddi faydalar saglamaktadirlar. CNPs siuspansiyonunun GCE
uzerine damla damla immobilizasyonu yoluyla hassas ve segici bir elektrokimyasal
sensOr iretilmistir. Bu sensoriin uygulamasi farmasotik dozaj formunda asetaminofen
(ACE) ve tramadol (TRA) ilaglarinin es zamanli tayininde ve insan plazmasinda ACE
tayininde yapilmustir. Ilaclarin elektrokimyasal davranislarini incelemek icin, modifiye
edilmis GCE ve yalin GCE’nin yizeylerinde ACE ve TRA’nin CV ve DPV ¢aligmalari
yapilmustir. Elektrokimyasal aragtirmalarin sonuglar1 CNP’lerin gbzenekli bir tabaka
icindeki diflizyona dayali ince bir tabaka modeli aracilifiyla elektroaktif yiizey alanini
arttirdigl ve pik akimlarinda kayda deger bir artigmeydana getirdigini gostermistir.
Boylece Onerilen platform farmasotik dozaj formlarinda genis bir terdpatik ve
konsantrasyon araliginda ¢alisma olanagi sunarak insan plazmasinda ACE ve TRA

analitlerinin tayininde basariyla uygulanmistir [136].

Voltametri, yeni sistemlerin elektrokimyasal reaksiyonlar: hakkinda nitel bilgi elde etmek
amaciyla kullanilan en yaygin tekniktir. Ayrica voltametrik yapilarin 6zellikle organik
kimya ve farmasdtik bilesikler alaninda olduk¢a kompleks elektrot reaksiyonlar
hakkinda sade ve anlasilabilir bilgi edinebilme noktasinda ¢ok yararli oldugu da literatiir
caligmalariyla kanitlanmistir. Bir poli (Nil mavisi) modifiye camsi karbon elektrotu
(PNBMGCE), Nil mavisi (NB) monomerinin CV kullanilarak elektropolimerizasyonu ile
iretilmis ve parasetamol (ACOP), tramadol (TRA) ve kafeinin ( CAF) belirlenmesi i¢in
kullanilmistir. Elektrokimyasal arastirmalar, GCE yiizeyinde olusgan PNB filminin
elektroaktif yiizey alanmi 1iyilestirdigini ve c¢iplak elektrotla karsilastirildiginda
pikakiminda dikkate deger bir artis ve ACOP, TRA ve CAF asir1 potansiyelinde dnemli
bir azalma gosterdigini gostermistir. Boylece bu calisma ile 6nerilmis olan PNBMGCE
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voltametrik platform, farmasotik dozaj formlarinda ACOP, TRA ve CAFnin
belirlenmesinde hizli ve basarili bir sekilde uygulanmistir [137]. Klorojenik asitin hassas
tayininde titanyumdioksit nanomalzeme temelli bir sensor gelistirilmistir. Metal-organik
cercevelerin titanyumdioksit ile kombinasyonu sonucu olusan UiO-66-NH2/TiO;
nanokompoziti basit bir hidrotermal reaksiyonla hazirlanmistir ve UiO-66-NH> ve
TiO2'nin sinerjik etkisinden dolay1 klorojenik asit oksidasyonu ig¢in miikemmel
elektrokatalitik aktivite sergilemistir. NH2/TiO2 nanokompozitleri asidik tampon
cozeltisinde énemli stabilite gostermis ve elektrokatalitik aktivitelerini en az 90 déngiiye
kadar korumuslar. Bu ¢alisma kapsapinda gelistirlen son derece hassas, se¢ici ve kararl
ardisik olarak klorojenik asit izleme 6zelligine sahip UiO-66-NH2/TiO2 bazli sensoriin,
elektrokimyasal sensorlerde yiiksek diizeyde aktif elektro katalizor yapimi i¢in umut
verici bir aday oldugu tespit edilmistir [130].

Nanoyapili modifiye elektrotlar son zamanlarda hem farmasotik preparatlarin hem de
gida Orneklerinin arastirilmasi, gelistirilmesi ve analizinde kapsamli uygulama alanlari
bulmustur. Modifiye elektrotlarin galisma alanlar1 incelendiginde, sahip olduklari {istiin
Ozellikleri nedeniyle yeni bir elektrot materyallerinin arastirilmasi ve elektrokimyasal
sensorlerin gelistirilmesine olan yonelimi arttirma noktasinda 6nemli katkilar sagladigi
gorilmektedir [138]. Kimyasal olarak modifikasyona tabi tutulmus olan bu elektrotlar,
elektroanalitik uygulamala alanlarinda ¢aligilan alanin ihtiyaglarini karsilamaya yonelik
olarak istenilen spesifiklikte yiizey oOzellikleri elde etmek amaciyla farkli reaktifler
kullanilarak modifiye edilmis iletken veya yar1 iletken malzemelerden olugsmaktadirlar
[139]. Bu ve benzeri elektroanalitik amaglar icin, elektrot ylzeylerinin hedeflenen
amaglar dogrultusunda bilingli olarak degistirilmesi, tayin noktasindaki hassasiyeti,
seciciligi ve stabiliteyi gelistirmeyi amaglamaktadir [140]. Asetaminofen (ACP) ve
tramadoliin (TRA) es zamanl tespiti i¢in katodik olarak 6n isleme tabi tutulmus bor
katkili elmas elektrot (BDDE) kullanilarak ¢oklu puls amperometrik algilama (FIA-
MPA) ile bir analitik prosediir gelistirilmistir. Onerilen yéntem, farmasotik numunelerde
ve sentetik biyolojik sivilarda ACP ve TRA'min ayni anda belirlenmesi i¢in iy1 bir
alternatif sunmustur. Elde edilen dogruluk ve saptama limiti verileri yiiksek performansli
stvi kromatografisi (HPLC) sonuclariyla da karsilagtirilarak dogrulanmis ve sunulan
yontemin ¢ok diisiik miktarlarda tayine olanak saglamasi ve HPLC gibi 6n islem

prosedurl gerektirmemesi sebebiyle ¢cok daha Ustin bir yontem oldugu belirlenmistir
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[141]. Quercetin (Q) ve Triptofan'in (Trp) es zamanl tayini i¢in tek tip ii¢ boyutlu (3D)
Fe304@NiO manyetik nanopargaciklar (MNP'ler) modifiye karbon pasta elektroduna
(Fe304@NiO/CPE) dayali bir elektrokimyasal algilama elektrodu gelistirilmistir.
Elektrokimyasal ¢alismalar i¢in Onerilen bu sensoriin, yiiksek etkili yiizey alani, ¢ok
sayida reaktif bolge ve Q ve Trp'in oksidasyonuna karsi miikkemmel elektrokimyasal
katalitik aktivite dahil olmak iizere baz1 6nemli avantajlar sergiledigini ortaya koymustur
[142]. Trp’in elektrokatalitik oksidasyonunun, MWCNT/CoSal ile modifiye edilmis
elektrotun yilizeyinde incelendigi bir ¢alismada, modifiye edilmis bir karbon pasta
elektrotu, MWCNT ve kobalt salofen (CoSal) birlestirilerek hazirlanmigtir. Modifiye
elektrot kullanilarak yapilan bu voltametrik ¢alismada aminoasit, sistein ve Trp icin iyi
¢oziilmiis li¢ anodik tepe noktast gosterdigi ve elektrotun karisimlarda bu bilesiklerin
eszamanli elektrokimyasal tespitleri i¢in uygulanabilirliginin oldugu gosterilmistir [143].
GCE ylzeyinin, bir zwitter iyonik yuzey aktif madde olan 3-(1-tetradesil-3-imidazolyum)
propan sllfonat (ImS3-14) iginde stabilize edilmis rodyum nanopargaciklarla
kaplanmasiyla fenolik bilesiklerin biyolojik sivilarda analizi igin yeni bir sensor
gelistirilmistir. Modifiye edicinin, elektrot yiizeyindeki elektriksel iletkenligi artirarak
elektron transfer direncini diistirdiigii bildirilmistir. Ciplak GCE’a kiyasla 6nerilen sensor
kullanildiginda elektroanalitik tepkideki artis1 belirlemenin ¢ok daha basarili oldugu, bir
seltilozik matriste p-kumarik asit tayininde beklenen performansi gosterdigi belirtilmistir
[144].

Gunumuzde farmasotik preparatlarin kalite kontroliindeki gerekliliklerin karsilanmasi ve
farmakolojik preparatlardaki ila¢ etken maddelerinin konsantrasyonlarindaki g¢esitli
kimyasallar1 tayin edebilmek igin ylksek segicilige sahip yeni analitik metotlarin
gelistirilmesi noktasinda énemli derecede bir beklenti vardir. Bu beklenti sebebiyle de
farmasotik numunelerin  hizli, basit, ucuz ve gilvenilir bir sekilde analizinde,
elektrokimyasal tekniklerin kullanim1 son yillarda gittikce O6nem kazanmaktadir.
Voltametrik sensorler 0Ozellikle glgli bir elektroanalitik araci temsil etmektedir.
Voltametri, ayrica farmasotik orneklerin analizinde siklikla tercih edilen oldukga etkili
bir elektroanalitik tekniktir. Son yillarda klinikte hastaliklarinin teshis, tedavi ve
Oonlenmesinde siklikla tercih edilen farmasotik olarak aktif bilesiklerin, hassas analizi
yontemlerinde oldukga 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir [129], [137], [145]. Farmasotik,

tibbi ve biyomedikal analiz uygulamlari, uygulamali analitik kimyanin en 6nemli ¢alisma
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alanlar1 arasindadir. Tiim bu avantajlarin yani sira giiniimiizde elektroanalitik yontemlerin
cesitliligi ve On islem gerektirmemesi, elektrokimyanin farmakoloji ve eczacilik AR-
GEsinin kesiften (retime kadar uzanan gesitli asamalarinda uygulanmasina olanak
saglamaktadir [146, 147]. Ayrica farmakolojik agidan kompleks yapiya sahip
molekdllerin elektroorganik sentezinde, fonksiyonel gruplarin oksidasyonu ve
indirgenmesine  katki  saglamalar1  sebebiyle elektroanalitik  yontemler ilag
arastirmalarinin baslangi¢ fazlarinda da kullanilabilmektedirler. Ustelik elektroanalitik
teknikler kullanilarak, farmakolojik a¢idan ilaglarin viicut sivilari iginde hassas
tayinlerinin  yapilabilmesinin yan1  sira  birbirleriyle olan etkilesimleri de
incelenebilmektedir [148]. Literatlrler tibbi ve farmakolojik acidan incelendignde
sizofreni ve benzeri gibi, ruhsal hastaliklara sahip hastalarin plazmalarinda ve Urin
orneklerinde klozapin miktar tayini icin; geleneksel tedavi yontemlerine direncli ¢oklu
ilag tedavisi goren sizofreni hastalarinin plazmasindaki antipsikotik ilaglar olan
levomepromazin ve klozapin ve bunlarin ana metabolitlerinin es zamanli olarak
belirlenebilmesi igin kat1 faz ekstraksiyonu yoluyla giivenilir bir biyolojik numune 6n
isleme prosediirii uygulanmasinin ardindan, HPLC ydntemi ile es zamanli tespiti
saglanarak, yontemin ekstraksiyon verimi, kesinligi ve dogrulugu gibi parametreler
%92’den yiiksek RSD degerlerinin saptanmasiyla dogrulanmistir, boylece yontemin,
levomepromazin ve klozapin ile ¢oklu ilag tedavisi goren hastalarin terapétik ilag takibi
(TDM) igin uygun oldugu belirlenmistir [149]. Plazmada klozapin ve ana metaboliti
norklozapinin belirlenmesi igin, her iki analitin kat1 faz ekstraksiyonu ve TFAA ile daha
fazla tlirevlendirilmesiyle elde edilen numune 6rnekleri kati faz ekstrasyonu yoluyla 6n
islem prosediiriinden gectikten sonra hassas ve spesifik bir GC/MS yontemi gelistirilmis,
optimize edilmis ve dogrulanmistir. Bununla birlikte gelistirilen yontemin, klinik veya
adli amaclar igin beklenen konsantrasyon araligini kapsadigi saptanmistir [150].
Terbutalin siilfat (TBS) ve guaifenesinin (GF) eszamanli tayini igin grafen nano-tabaka-
¢ok duvarli karbon nanotiip-polianilin kompoziti (GNS-MWCNT-PANI) ile modifiye
edilmis bir karbon pasta elektrodunda hassas bir elektrokimyasal yontem gelistirilmistir.
TBS ve GF'nin elektrokimyasal davranigi, dongiisel voltametri, adsorptif siyirma
diferansiyel puls voltametrisi ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi yoluyla
calisilmigtir. Nanokompozit bazli bu sensor, TBS ve GF'nin oksidasyonuna kars1 oldukca
iyi bir elektrokimyasal aktivite gdstermistir. Onerilen sensér, ok basit bir ydntemle ve

son derece diisiik bir maliyetle, yiiksek hassasiyet, secicilik ve kararlilikla tiretilmistir ve
23



bu nedenle kalite kontrol laboratuvarlarinda TBS/GF'yi algilamak i¢in umut verici bir
ara¢ olarak sunulmustur. Insan plazmasinda klozapin ve ana metaboliti olan
desmetilklozapinin belirlenmesi i¢in hizli ve hassas, yiiksek performansh bir kapiler
elektroforetik yontem gelistirilmistir. Kat1 faz ekstraksiyonu ve ardindan konsantrasyon
yoluyla dogru bir numune o6n tedavisi, ilagla tedavi goren sizofreni hastalarinin

plazmasindaki klozapin miktarinin giivenilir bir sekilde belirlenmesini saglamistir [151].

Klozapin, trazodon, doksepin, paroksetin, fluvoksamin, imipramin, amitriptilin,
fluoksetin, sertralin ve klomipramin olmak Uzere 10 tane ila¢ etken maddesinin insan
idrar1 ve plazmasindan analizi i¢in hizli ve hassas bir yontem Onerilmistir. Belirtilen
ama¢ dogrultusunda, otomatik bir tiip i¢i kat1 fazli mikro ekstraksiyon-sivi kromatografi-
kutle spektrometrisi ( SPME/LC-MS) yontemi gelistirilmistir. Siyanoetil fonksiyonel
gruplara sahip bir hibrit organik-inorganik silika monolit hazirlanmis ve tiip i¢ci SPME
icin bir sorbent olarak kullanilmigtir. Numune ekstraksiyonu noktasinda LC ayirma ve
MS tespitinin tek bir sisteme entegrasyonunun yapilmis olmasi sayesinde filtrasyondan
sonra seyreltilmis idrar veya plazmanin dogrudan enjeksiyonuna olanak saglanmistir. Bu
calismada numune alma, ekstraksiyon ve ayirma islemlerinin otomasyonu bir program
kontroliinde ger¢eklestirilmistir. Gelistirilen bu otomatiklestirilmis yontem, antidepresan
tedavisi goren yasl hasta gruplarindan alinan idrar ve plazma orneklerini analiz etmek
icin kullanilmustir [152]. Filtre kagidi iizerindeki kurumus kan lekelerinde klozapin ve
metabolitlerinin belirlenebilmesi icin, paketlenmis sorbent prosediirii ile mikro
ekstraksiyon ile birlestirilmis kromatografik bir yontem kullanilarak yeni bir analitik
yaklasim gelistirilmistir. Klozapin ve metabolitleri, fosfat tamponu ile kurutulmus kan
lekelerinden ekstrakte edilikten sonra, iyi ekstraksiyon verimleri elde edilerek numune
temizligi i¢in paketlenmis sorbent prosediirii ile bir mikro ekstraksiyona tabi tutulmustur.
Bu nedenle, 6nerilen yontem, terapdtik ila¢ izleme amaciyla psikiyatri hastalarindan
alinan DBS'lerde klozapin ve metabolitlerinin analizi ig¢in uygulanmistir [153]. Sertralin,
fluoksetin, sitalopram, paroksetin, venlafaksin, klozapin, olanzapin, ketiapin, risperidon
ve bunlarin aktif ve aktif olmayan metabolitlerinin insan serum 6rneklerinde es zamanh
tespiti i¢in sivi kromatografisi-tandem kutle spektrometrisi yontemi gelistirilmistir.
Tespit, coklu reaksiyon izleme ile Gcli ve dort kutuplu tandem kitle spektrometresi
tizerinde gergeklestirilmistir. Serumda gozlemlenen tekil ilaglarin farkli konsantrasyon

araliklar1 nedeniyle analitler diisiik, orta ve yiiksek seviyeli li¢ gruba ayrilmistir. Yontem,
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ayrigtirict  bilesiklerin ihmal edilebilir bir matris etkisine sahip olmast nedeniyle
elektrosprey iyonizasyonunu (ESI) kullanilmistir. Gelistirilmis olan bu yontem heniiz
yayinlanmamis yeni bir ilag grubu ve rutin kullanima uygun metabolitlerinin kisa siirede
belirlenmesine olanak saglamistir [154]. Insanin 6liim sonrast beyin dokusunda
klozapinde dahil olmak tizere 17 antipsikotik ilacin es zamanli tespiti i¢in nicel bir LC-
MS/MS yontemi gelistirilmistir. Numunelerin hazirlanmasi asamasinda endojen protein
ve fosfolipid etkilesimlerinin giderilmesi i¢in Hibrit Kat1 Faz Ekstraksiyon-Cokeltme
teknolojisi kullanilmuistir. Analitlerin miktar tayini, bir elektrosprey iyonizasyon arayiizi
kullanilarak dinamik ¢oklu reaksiyon izleme (dMRM) modunda c¢alistirilarak
gerceklestirilmistir. Yontem, insanin 6lim sonrasi beyin dokularinda antipsikotik
ilaglarin kesin olarak tanimlanmasina ve dogru bir sekilde Ol¢lilmesi amaciyla
gelistirilmistir. Bu nedenle, bu ydntemin adli sorusturmalarda kullanilabilir oldugu
saptanmistir [155]. Insan serumu veya tiikiiriik numunelerinde yedi psikotrop ilacin
(risperidon, sitalopram, klozapin, ketiapin, levomepromazin, perazin ve aripiprazol) es
zamanl1 tespiti i¢in HPLC-DAD ve HPLC-MS yontemi gelistirilmis ve dogrulanmaistir.
Kromatografik analizler, bir mobil faz ile bir XSELECT CSH Fenil-Heksil kolonu
tizerinde gerceklestirilmistir. Uygulanan kromatografik sistemde incelenen tiim ilaglarin
tam olarak ayrilmasi, iy1 pik simetrisi ve es zamanli olarak yiiksek sistem verimliligi elde
edilmistir. Yontemin, 6zellikle kombine tedavi durumlarinda farmakoterapinin kontrolii
i¢in psikiyatrik vakalarda insan plazmasinda veya tiikiiriigiinde arastirilan ilaglarin analizi
icin uygun oldugu belirtilmistir. Hastalardan alinan ilaglarin ve metabolitlerinin serum ve
tikiirik numunelerindeki varligimin dogrulanmast i¢cin HPLC-MS uygulanmistir.
Onerilen yontem, arastirilan ilaglarin gergek serum ve tiikiiriik drneklerinde miktar tayini
icin basariyla uygulanmistir. Psikotropik ilaglarin belirlenmesi i¢in serum veya plazma
yerine tiikliriiglin kullanilmasinin, toplanmasi daha basit, invaziv olmayan ve agrisiz
olmasi1 nedeniyle psikiyatrik hastalarda terapdtik ilag izlemesi igin ¢ekici bir alternatif
oldugu bu c¢alismayla gozlemlenmistir [156]. Ug antipsikotik ilag olan klozapin,
klorpromazin ve tiyoridazinin farmasoétik atik su ve insan plazmasi dahil olmak iizere baz1
katkili 6rneklerde etkili, kolay, hizli ve temiz tespiti i¢in HPLC-ultraviyole algilama
yontemi ile birlikte ikili dagilimli s1vi-s1vi mikroekstraksiyon yontemi uygulanmistir. Ug
psikotrop ila¢ olan klozapin, klorpromazin ve tioridazinin TDLLME'si (tandem
dispersive liquid—liquid microextraction), iki ardisik dagitict sivi-sivi mikro Gziitleme

yoluyla kolaylikla gerceklestirilmistir. Onerilen yonteminin gegerliligi, psikotrop ilaglarin
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mikroekstraksiyonunda ve bazi eklenmis orneklere uygulanabilirligi rapor edilmistir
[157].

Idrar drnekleri kullanilarak antipsikotik ila¢ zehirlenmelerinin izlenmesi igin kahve
halkas1 etkisine dayali yiizey destekli Raman spektroskopisi (CRE-SERS) yontemi
gelistirilmis ve basariyla kullanilmigtir. Kahve halkasi etkisi, SERS tabanli yontemin
pratik uygulamalar igin pek ¢ok firsat sunmustur. idrar 6rneklerine eklenen klozapin,
toksisite esiklerinin iizerindeki konsantrasyonlarda kantitatif olarak tespit edilmistir.
CRE-SERS yontemi, klozapin ve metabolitlerinin gercek zehirlenme idrar 6rneklerinden
nihai olarak ayirt edilmesini saglamistir [158]. Insan plazmasinda alt1 antipsikotik
(olanzapin (OLA), risperidon (RIS), paliperidon (PAL), ketiapin (QUE), klozapin (CLP)
bunlarin iki metaboliti olan aripiprazol (ARI) ve dehidro-aripiprazolin (DARI) ve
kafeinin (CAF) es zamanli tayini fosfolipid-¢ikartma-mikro eltisyon-kati faz ekstraksiyon
yontemi kullanilarak LC-MS/MS ile gergeklestirilmistir. CAF, yarigsmali inhibisyon
nedeniyle ilag metabolizmasi iizerinde etkisi olabileceginden yonteme dahil edilmistir.
Bahsedilen bilesikler ve bunlarin izotop etiketli dahili standartlari, karsilastirma i¢in hem
etkili fosfolipidleri ortadan kaldiran ii¢ asamali mikroeliisyon-kati-faz ekstraksiyonu (u-
SPE) hem de protein ¢okeltmesi (PPT) ile 200 uL insan plazma Orneklerinden ekstre
edilmistir. Onerilen bu yéntem Klinik laboratuvarda ve rutin TDM igin basariyla
uygulanmistir [159]. Klozapin basta olmak iizere dokuz antipsikotik ilacin hassas analizi
icin mikro karbon kalem-kursun elektrot (¢alisma elektrotu olarak standart olmayan, 0,2
mm ¢apli Pentel AinStein kalem grafiti) kullanarak elektrokimyasal dedektorle
birlestirilmis yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi kullanilmistir. Calisilan
sete dahil edilen hem tipik hem de atipik antipsikotiklerin, kursun kalem grafit
elektrotunda dongiisel voltametride 1yi tanimlanmis anodik dalgalarla kendini gosteren
elektrokimyasal aktivite sergiledigi kanitlanmistir. Boylece bu c¢alismada, bir kilcal
calisma elektrodu olarak standart olmayan, 0,2 mm capl kursun kalem kullanan sivi
kromatografisi icin elektrokimyasal algilama kurulumunun, fizyolojik konsantrasyon
seviyelerinde segilen dokuz antipsikotik ilacin ayni anda ayrilmasma izin verdigini
gosterilmistir [160]. Insan plazmasinda 13 antispsikotik ilacin (imipramin, desipramin,
fluoksetin, norfluoksetin, paroksetin, maprotilin, sertralin, sitalopram, klomipramin,
trazodon, doksepin, klozapin ve amitriptilin) hassas tespiti icin desteklenen sivi

ekstraksiyonu (SLE) ile ultra yuksek performansli sivi kromatografisi-tandem kiitle
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spektrometrisi (UPLC-MS/MS) yontemi gelistirilmistir. Tayin sinirlar1 (LOD'ler), 0,0003
— 0,003 ng/mL araligindadir ve kalite kontrol numuneleri icin % 82,5 — 110,4 arasinda
degisen makul matris etkisi (ME) degerleri elde edilmistir. Dogrulama parametreleri,
mevcut metodolojinin kan numunelerindeki antidepresanlarin belirlenmesi igin gilivenilir
oldugunu ve sunulan bu yontemin biyomedikal alanlarda ve adli vakalarda

antidepresanlarin izlenmesinde genis bir uygulamaya sahip oldugunu ortaya koymustur

[161].

Insan plazmasinda klozapin ve ana metaboliti olan desmetilklozapinin belirlenmesi
yiiksek performansli bir kapiler elektroforetik yontem gelistirilmistir. Iki analitin
ayrilmasi, pH 2,5'te b-siklodekstrin igeren bir arka plan elektroliti ile doldurulmus,
islenmemis bir kaynasmis silika kapiller icinde gergeklestirilmistir. Yontemin sunmus
oldugu %88 ekstraksiyon verimi ile ilagla tedavi goren sizofreni hastalarinin
plazmasindaki klozapin miktarmin gilivenilir bir sekilde belirlendigi tespit edilmistir.
Antipsikotik bir ila¢ olan, olanzapin igeren farmasotik formiilasyonlarin kalite kontrolii
icin dort analitik yontem gelistirilmistir: (HPLC), kapiler bolge elektroforezi (CZE), tiirev
spektrometrisi ve lineer voltametri. Belirlenmis olan bu yontemlerin tamami, analizden
once tabletlerden olanzapinin bir ekstraksiyon proseduruni gerektirir. Herhangi bir
tahlilde belirgin bir etkilesim bulunmadigindan, tim ydntemlerin seciciliginin yeterli
oldugu, kesinlik ve dogruluk agisindan benzer sonuglar verdigi ve olanzapinin
nicelendirilmesi i¢in uygun yontemler oldugu rapor edilmistir [151]. Haloperidolin (Hp)
voltametrik yontemlerle belirlenmesi igcin Fe3Os nanopargaciklart ile dekore edilmis
MWCNTs hazirlanmistir. Modifiye edilmis olan bu sensor, az miktarda Hp'in
belirlenmesi icin segici bir elektrokimyasal sensoér olarak kullanilmistir. Hp igin saptama
limitleri, DPV ve SWV yontemleri igin sirastyla 7,02 x 10~ * ve 1,33 x 10”* pmol L™ *
olarak  hesaplanmistir.  Sonuclar, MWOCNTs ve FesOs nanopargaciklarin
kombinasyonunun, Hp belirleme duyarliliginda carpici bir artisa neden oldugunu
gostermistir. Bu sensoriin, farmasotik numunelerde ve biyolojik sivilarda Hp'ii belirlemek
icin basartyla uygulanabilir oldugu belirlenmistir [162]. GCE Uzerinde klozapinin
adsorptif ve elektrokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi amaciyla, GCE on islem
proseddiriine tabi tutularak DPV teknigi ile farmasoétik preparatlarda ve idrar 6rneklerinde
klozapinin belirlenmesi igin uygulanmustir. ilacin segici olarak belirlenmesi igin 6n-

konsantrasyon ortami degisim yaklasimi kullanilmustir. Onerilen voltametrik yéntemin
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geri kazanim seviyeleri, idrar ve plazma numuneleri igin sirasiyla %96 (RSD, %1,8) ve
%90 (RSD, %2,8) olarak hesaplanmustir [163]. TiO2 nanopargaciklar1 (TiO2NP-MCPE)
ile kimyasal olarak modifiye edilmis yeni bir karbon macun elektrodu, ¢ok diisiik
miktarda klozapinin segici ve hassas elektrokimyasal tayini i¢in hazirlanmis ve
kullanilmistir. Modifiye edilmis elektrodun elektrokimyasal davranisi ve klozapinin
oksidasyon = mekanizmasi, CV  teknigi  kullanilarak  aragtirnllmistir.  TiO;
nanoparcaciklarinin varligi, elektrodun mevcut yilizey alanimi arttirdigi ve pik
akimlarinida artirarak hassasiyeti iyilestirdigi gézlemlenmistir. Sonug olarak, 6nerilen bu
yontem, tatmin edici sonuglarla klozapin tabletlerinde klozapinin belirlenmesi igin
kullanilmistir [164]. Klozapinin elektrokimyasal tayini i¢in, ¢ok duvarli karbon
nanotipler ve WO3 nanopartikiller hidridin a - terpineol (MWWT) bilesimi ile modifiye
edilmis camsi karbon (GC) elektroduna dayali basit ve hassas bir sensor gelistirilmistir.
Klozapinin elektro-oksidasyonu, modifiye edilmis GC elektrotlari iizerinde CV ve SWV
yOntemleri ile aragtirilmistir. Optimum kosullar altinda sensoriin, klozapin i¢in 0,1-2 uM
ve 2-150 uM araliginda 30 nM algilama smurtyla iki dogrusal SWV yanit1 sagladigi
goriilmiistiir. Onerilen sensoriin, serum ve idrar 6rneklerinde klozapini belirlemek icin
basariyla kullanilabilecegi belirtilmistir [165]. Incelenmis olan literatiir ¢alismalarinda da
belirtildigi gibi hedef ilaglarin diisiik konsantrasyona sahip olmasi ve karmasik
matrislerde bulunmasi nedeniyle, genellikle enstriimantal analizden 6nce d6rneklerin 6n
islemden gecirilmesi gerekmektedir. Antipsikotik ilaglarin belirlenmesi i¢in sivi-sivi
ekstraksiyonu (LLE) ve SPE gibi bazi ayirma/6n konsantrasyon prosediirleri
uygulanmaktadir. Bununla birlikte, mevcut yontemler olduk¢a zaman alicidirlar ve
normalde insan saglig1 igin potansiyel olarak tehlikeli olan biiyiik miktarlarda organik
coziiciiler gerektirme, belirli adsorpsiyon malzemesi ile yiiklenen belirli bir cihazin yani
sira nispeten pahali olabilen yiiksek basin¢li bir dagitim sistemine de ihtiyag
duyabilmektedirler. Belirtilen bu dezavantajlar g6z Onlinde bulundurularak, bu
calismanin farmakolojik numunelerin elektroaktif bilesenlerinin yukarida belirtilmis olan
tayin yontemlerine gore daha basit, hizli, diisiik maliyetli insan sagligina ve gevreye dost,
ucuz ekipman gerektiren yiiksek hassasiyetli voltametrik yontemler ile saptanmasiyla

literatiire bir alternatif kazandiricagina inanilmaktadir.
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BOLUM 4
MATERYAL METOT

4.1. Materyal

Tez calismas: siresince kullanilan kimyasal maddeler herhangi bir saflastirma islemi
yapilmadan ilgili firmalardan alindigi halleriyle kullaniimigtir. Tablo 4.1. siralanan
kimyasal maddelerin yani sira pH metrenin kalibre edilmesi icin pH 4,0; 7,0 ve 10,0 olan

ticari tampon cozeltiler (marka) de kullaniimustir.

Tablo 4. 1. Kullanilan kimyasallarin listesi

Adi Formula Marka
Potasyum Ferrisiyanur KsFe[CN]e Acros Organics
Ferrosen (C2Hs)2Fe Aldrich
Tetrabutilamonyum Ci6H3sBF4N Aldrich

tetrafloroborat

Asetonitril C2Hs Aldrich
Asetik Asit CHsCOOH Merck

Borik Asit HsBOs Merck
Fosforik Asit HsPOa4 Merck
Potasyum Klorur KCI Aklar Kimya
Nitrik Asit HNOs Merck
Sodyum Asetat NaAc Merck
Potasyum Dihidrojen Fosfat KH2PO4 Merck
Disodyum monohidrojen HNa>O4P.12H>0 Sigma Aldrich

fosfat dodekahidrat
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Amonyum Klorur
Amonyak
Laktoz

Tartarik asit
Urik asit
Askorbik asit
Dopamin

Glisin

Sitrik asit
Sukroz

Ure

Haliperidol
Risperidon
Hidroklorik asit

Sodyum hidroksit
Klozapin
Tannik Asit

Ticari kan serumu

NHA4CI

NH3

C12H22011

C4Hs0s

CsH4N4O3

CsHsgOs

CgH11NO2

C:HsNO:

CsHsO~

C12H2011

CHaN-20O

C21H23CIFNO>

C23H27FN4O2

HCI

NaOH
C18H19CIN4

C76H52046

Sigma Aldrich
Merck

Enka

Reidel

Merck

Merck
Dopadren
Kimetsan
Sigma
Himedia
Sigma

Sigma

Sigma aldrich
Merck

Sigma Aldrich
TCI Europe N.V
Merck

Seronorm Human, high
(serum control for clinical
chemistry), SER0O203005

Elektrokimyasal islemler icin Gamry Interface 1000B Potentiostat/Galvanostat/ZRA

cihaz1 ve Bionalytical System (BAS) C3 hiicre sistemi kullanilmustir. Ug elektrotlu

Bioanalytical System (BAS) hiicre sistemi icin karsit elektrot olarak platin tel (Pt),

referans elektrot olarak sulu ortam c¢alismalarinda Ag/AgCl/KCl(doy) referans elektrot,
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susuz ortam ¢alismalarinda ise Ag/AgNO3 referans elektrot ve ¢alisma elektrodu olarak
modifiye edilmis camsi karbon elektrot kullanilmistir. pH 6l¢iimlerinde Thermo scientific
Orion 4 Star markal1 cihaz kullanilmistir. Ayrica Taramal1 Elektron Mikroskop (SEM) ve
EDX analizleri igin Zeiss Evo LS 10 goruntuleme cihazi kullanilmistir. Deneysel
calismalar boyunca kullanilan her cihazin kalibrasyonlari siklikla ve diizenli araliklarla

yapilmistir.
4.2. Metot
4.2.1. Destek Elektrolitlerin ve Standartlarin Hazirlanmasi

ImM Klozapin ¢ozeltisi: 3,95 mg Clp'nin 0,1 M HNO3 ¢ozeltisi icerisinde sonike

edilerek ¢oziilmesiyle stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

1 mM HCF(I11) ¢ozeltisi: 0,0825g KzFe[CN]s'Un BR tamponu cozeltisi ile 50 mL'ye

tamamlanmasiyla hazirlanmustir.

1 mM Ferrosen cozeltisi: 0,0093 g (CzHs).Fe' nin 0,1 M'lik tetrabutilamonyum
tetrafloroborat (TBATFB) cozeltisi ile 50 mL'ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir.

1 mM Rutenyum hegzaamin (I11) klorur ¢ozeltisi: 28,543 mg Ru(NH)sH20' nun 100

mM KCI ¢ozeltisi ilel L'ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir.

1mM’hik 50mL HCF(III) — HCF(II) c¢ozeltisi: 0,0165g HCF(I1I) ve 0,0211g HCF(II)
bilesiklerinin, 0,1M KCI ¢ozeltisi ile 50mL'ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir.

100 mM PBS: 2,051 g CH3COONa, 3,4023 g KH2PO4, 8,9095 g HNa204P.12H20 ve
3,723 g KCl'in 500 mL'ye saf su ile tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Istenilen pH
degerlerine 0,1 M'lik NaOH ve HCI ¢6zeltilerinin ilaveleri yapilarak ayarlanmistir.

100 mM BR tamponu: 0,572 mL saf HAc, 0,61g H3BOs3, 0,67mL %85'lik H3PO4, 0,369

KCI'lin 250 mL’ye ultra saf su ile tamamlanmasiyla hazirlanmistir.

100 mM TBATFB cozeltisi: 32,928 g CieH3BFsN’ in CH3CN ile 1 L'ye

tamamlanmasiyla hazirlanmistir.
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4.2.2. Modifiye Edicilerin Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Modifiye edici stispansiyonlar hazirlanmadan dnce ticari olarak edinilmis MWCNTSs 5
saat boyunca derisik HNO3 ve HCIO4 (7;3, V;V) cozelti karisiminda sonike edilerek
fonksiyonlandirilmistir ' . Ardindan ultra saf su ile notrallesene kadar dekantasyon
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra filtrelenerek oda sicakhiginda kurutulmaya

birakilmis ve kullanima hazir hale getirilmistir.

MWCNTSs Suspansiyonu: 1 mg MWCNTs’iin 5 mL kloroform igerisinde 60 dk sonike

edilmesiyle hazirlanmistir.

TA Suspansiyonu: 1 mg TA’in 5 mL kloroform icerisinde 60 dk sonike edilmesiyle

hazirlanmastir.

TA/MWCNTSs Suspansiyonu: 1 mg MWCNTs 5 mL kloroform iceriisnde 5 dk sireyle
sonike edilmesinin ardindan c¢ozeltiye 10 mg TA eklenerek ¢dzeltinin 60 dk daha sonike

edilmesiyle hazirlanmastir.

4.3.3. Ger¢ek numunelerin hazirlanmasi

Klozapin tabletler: 4 adet klozapin tabletin 25 mL saf su icerisinde sonike edilmesiyle

hazirlanmustir.

Urin: Sogutulmus iirin érnegi 2500 rpm’de 15 dk satrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1
olusan sipernatant filtre edilmis ve 2 mL’si alinarak pH 8,0 PBS ile 15 mL'ye

tamamlanmuistir.

Kan serumu: Insan kan serumu ticari olarak temin edilmistir (Seronorm Human, high
(serum control for clinical chemistry), SERO203005-10x5mL). Baska bir isleme tabi

tutulmadan 2 mL ticari kan serumu alinarak ve 10 mL’ye pH 8,0 PBS ile tamamlanmustir.

4.3.4. Calisma Elektrodunun Temizlenmesi

GCE, calisma elektrodu olarak kullanilmistir. Elektrotlarin yuzeyi ultra saf su ile
yikanarak temizleme standinda 2 farkli bélme olarak bulunan kadife kumas yiizeylere
0,30 um ve 0,05 um boyutlarinda alimina bulamaglar1 ayr1 ayr1 damlatilmistir. Daha
sonra GCE’abu kumas yiizeylerdeki aliimina bulamaglarinda sirasiyla ve esit sayilarda
hem saat yoninde hem de tersi yonde dairesel hareketler uygulanarak temizlikleri

yapilmis ve elektrot yuzeyleri parlak hale getirilmistir. Ardindan yiizeyi temizlenen
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elektrotlar 3 dakika saf suda sonikasyon islemine tabi tutularak ylzeyde kalan alimina
kalintilarindan tamamen arindirilmistir. Ancak elektrot ylizeyinde kalabilecek olas1 diger
safsizliklara kars1 bunlarin armndirilmas: igin temizleme solisyonunda 3 dakika daha
sonike edilerek olasi safsizliklar uzaklagtirtlmistir. Boylece ard arda uygulanan 2 asamali
sonikasyon isleminden sonra elektrot ylizeyi tiim safsizliklardan temizlenmis, parlatilmis
ve elektroanalitik ¢alismalarda kullanim i¢in hazir hale getirilmistir. Bu islemlere ek
olarak calisma elektrodunun yiizey temizliginin kontrol edilebilmesi amaciyla
temizlenmis GCE yuzeyleri dncelikle 1,0 mM ferrosen ¢ozeltisinde Ag/AgNO3 referans
elektroda karsi (Sekil 4.1.) daha sonra ise 1,0 Mm HCF(Ill) c¢o6zeltisinde
Ag/AgCI/KCI(doy) referans elektroda karsi (Sekil 4.2.) CV teknigi ile karakterize
edilmistir. Redoks reaksiyonlarina ait piklerin potansiyel farklar1 degerlendirilerek Tablo

4.2." ve Tablo 4.3.'de verilmistir.

Tablo 4. 2. Yalin GCE yiizeyin 1,0 mM HCF(III) ¢Ozeltisinde +0,6/0,0 V potansiyel

araliginda 100 mV/s tarama hizinda CV teknigi ile alinan voltamogram verileri

AKkim (nA) Potansiyel Sinyal Y Ukseklik
(mV)
Pik 1 15,37 333,6 2 15,37
Pik 2 -16,63 261,5 2 -16,63

Tablo 4. 3. Yalin GCE yiizeyin 1,0 mM ferrosen cozeltisinde -0,2/+0,4 V potansiyel

araliginda 100 mV/s tarama hizinda CV teknigi ile alinan voltamogram verileri

Akim (pA) Potansiyel (mV) Sinyal Yukseklik
Pik 1 24,84 121,4 2 24,84
Pik 2 -16,41 49,39 2 -16,41

Tablo 4.2. ve Tablo 4.3.'de verilen voltamogramlara ait pik potansiyelleri farki (AEp)
ferrosen ve HCF(I11) go6zeltileri igin sirasiyla 72,01mV ve 72,1 mV olarak hesaplanmustir.
Tersinir bir elektrot reaksiyonu igin pik potansiyelleri farkinin 59/n (Tersinirlik kriterleri
AEp= Epa— Epk = 59/n mV) olmas1 gerektigi bilinmektedir [166, 167]. Her iki redoks
probununda belirtilen tersinirlik sabiti kriterinin kapsaminda olusu temizlenmis yalin
GCE ylzeyin elektrokimyasal olarak aktif oldugunu ve hem referans hem de galisma

elektrotlarinin dogru ve hassas bir sekilde ¢alistigin1 gostermektedir. Boylece ¢alisma
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elektrodu olarak kullanilmasi planlanan GCE'un, elektrokimyasal 6l¢timler igin basariyla

uygalanabilir oldugu soylenebilir.
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Sekil 4. 1. Yalin GCE yiizeyin 1,0 mM ferrosen ¢Ozeltisinde -0,2/+0,4 V potansiyel
araliginda Ag/AgNO:s referans elektroda karsi 100 mV/s tarama hizinda CV teknigi ile

alian voltamogrami
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Sekil 4. 2. Yalin GCE yiizeyin 1,0 mM HCEF(II) ¢Ozeltisinde +0,6/0,0 V potansiyel
araliginda Ag/AgCI/KCI(doy) referans elektroda karsi 100 mV/s tarama hizinda CV

teknigi ile alinan voltamogrami

4.3.5. Elektrot yuzeylerinin Modifikasyonu

Yalin GCE yiizeyine; 50 pl. MWCNTs siispansiyonun immobilize edilmesiyle
MWCNTSs/GCE yilzey, 5,0 uL TA siispansiyonu immobilize edilmesiyle TA/GCE yuzey
ve 50 puL TA/MWCNTs nanompozit slspansiyonunun immobilize edilmesiyle
TA/MWCNTS/GCE yilzey elde edilmis ve bu islem sematize edilerek Sekil 4.3.'de

gosterilmistir.
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Sekil 4. 3. Yalin GCE, MWCNTs/GCE, TA/MWCNTs/GCE yiizeylerin hazirlanmasi

4.3.6. Yalin ve Modifiye GCE Yiizeylerin Karakterize Edilmesi

Hem yalin GCE, hem de TA/GCE, MWCNTs/GCE ve TA/IMWCNTSs/GCE modifiye
yuzeylerin, ferrosen, HCF(I11), rutenyum hegzaamin (I11) klortr ve HCF(I1) — HCF(I1I)
redoks problarinda CV teknigi ile karakterizasyonlari i¢in Sirasiyla;
v' 1,0 mM ferrosen ¢ozeltinde, -0,2 / +0,4 V potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama
hizinda, Ag/AgNO3 referans elektroda,
v' 1,0 mM HCF(Ill) ¢ozeltisinde, +0,6 / 0,0 V potansiyel arahginda, 100 mV/s
tarama hizinda, Ag/AgCl referans elektroda,
v 1 mM Rutenyum hegzaamin (Ill) kloriir ¢ozeltisinde -0,5/0,2 V potansiyel
aralifinda 100 mV/s tarama hizinda Ag/AgCl referans elektroda,
v' 5mM HCF(lI)-(11) ¢ozeltisinde, -0.3 / 0.8 V potansiyel araliginda 100mV/s
tarama hizinda Ag/AgCl referans elektroda kars1 voltamogramlar: kaydedilmistir.
TA, MWCNTs ve TA/IMWCNTS yapilarimin GCE ylizeyine tutunma bicimine dair fikirler
sunabilmek ve modifikasyondan sonra yiizeylerde protonlanabilecek aktif bir grup veya gruplarm
olup olmadigina dair bilgi edinmek icin yalin GCE, TA/GCE, MWCNTs/GCE ve
TA/MWCNTSs/GCE yuzeylerinin her birinin voltamogramlar: pH’1 2,0; 3,0; 5,0; 7,0; 9,0;
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ve 11,0'e ayarlanmis BR tampon ¢ozeltileri hazirlanmig 1,0 mM HCF(I1I) problarinda
ayr1 ayr1 kaydedilmistir (+0,6/0,0 V potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama hizinda
veAg/AgCI/KCI(doy) referans elektroduna kars).

TA, MWCNTs ve TA/MWCNTSs yapilarimin GCE yiizeyindeki elektron transfer
biciminin  belirlenebilmesi i¢in yalin GCE, TA/GCE, MWCNTs/GCE ve
TA/MWCNTSs/GCE yuzeylerinin her birinin voltamogramlart 100 mM TBA-TFB iceren
CH3CN’de hazirlanan 1,0 mM ferrosen probunda, -0,2/0,4 V potansiyel araliginda, 25;
50; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700; mV/s tarama hizlarinda Ag/AgNO3 referans
elektroduna kars1 kaydedilmistir.

TA/GCE, MWCNTsS/GCE ve TA/MWCNTS/GCE modifiye yuzeylerin morfolojik
ozelliklerini belirleyebilmek i¢in GCE plakalar optimum kosullarda modifiye edilmis ve
200 nm'de SEM goriintiileri alinmig, TA/MWCNTS/GCE yiizeyde ise ayrica EDX analizi

yapilarak yilizeydeki nanokompozitin baglica elementleri belirlenmistir.

4.3.7. TA/IMWCNT Nanokompozitinin Optimizasyonu

TA ve MWCNTs, sirastyla 0,5:0,5 mg; 1,0:0,5 mg; 0,5:0,1 mg; 1,0:0,1 mg ve 0,1:1,0 mg
oranlarinda karistirilarak Clp icin olusturduklar elektrokimysal cevaplari karsilastirmali
olarak incelenmistir. Bununla birlikte GCE yuzeyine TA/MWCNTs kombinasyon
stispansiyonu 1,0, 3,0, 5,0 ve 7,5 pL miktarlarinda immobilize edilerek modifiye edilmis
ve Clp icin elektrokimyasal duyarliligt CV teknigi ile incelenmistir. GCE ylzeyine
modifiye edilen TA/MWCNTs kombinasyon siispansiyonun karisma orani 1,0:0,1 mg ve
damlatilan siispansiyon miktari 5,0 pL oldugunda Clp igin iyi tanimlanmis daha yiiksek

akimda voltametrik bir pik olusumu gosterdigi tespit edilmistir.

4.3.8. TA/IMWCNT/GCE Elektrokimyasal Sensoriine Yonelik Elektrokimyasal

Uygulamalar

pH etkisinin incelenmesi: TA/IMWCNTS/GCE yiizeyin 0,2/0,9 V/s potansiyel araliginda
50mV/s tarama hizinda ve sirasiyla pH’1 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 ve 9,0 olan 0,1 M
PBS ¢ozeltilerinde CV teknigi ile voltamogramlar1 alinmustir.

Tarama hizi etkisinin incelenmesi: TA/MWCNTSs/GCE yizeyin 0,1 M pH 8,0 PBS’de
25; 50; 75; 100; 125; 150; 175; 200; 225; 250; 275 mV/s tarama hizlarinda CV teknigi ile

voltamogramlar1 alinmustir.
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4.3.9. TAIMWCNTSs/GCE Elektrokimyasal Sensorinin Yeniden iiretilebilirligi,

Kararhhihg: ve Tekrarlanabilirligi

Clp’nin hassas tayini i¢in gelistirilmis olan voltametrik platformun (TA/MWCNTSs/GCE)
performansinin degerlendirilebilmesi icin optimum kosullarda yeniden Uretilebilirlik,

kararlilik ve tekrarlanabilirlik gibi performans kriterleri incelenmistir.

Yeniden Uretilebilirlik: Aynmi1 kosullarda 4 farkli GCE kullamlarak 4 yeni
TA/MWCNTS/GCE hazirlanmis ve 10,0 uM Clp iceren pH 8,0 PBS'de 50 mV tarama

hizinda CV teknigi ile voltamogramlar1 kaydedilmistir.

Kararhhk: TA/MWCNTSs/GCE sirasiyla pH 8,0 PBS'de 0 saat, 1, 2, 3, 4, 5 gun, 1 hafta,
2 hafta, 3 hafta ve 4 hafta siireyle bekletilmis ardindan oda sicakliginda kurutulmus ve 50
mYV tarama hizinda voltamogramlar1 kaydedilmistir. Ayrica kullanim dmrii hakkinda fikir
edinilebilmesi amaciyla gelistirilen sensorlin 20 kez ard arda doniisiimlii voltamogramlari

alinmistir.

Tekrarlanabilirlik:  Bir tane GCE ayn1 prosedirle 4 kez hazirlanarak
TA/MWCNTSs/GCE elde edilmis ve 10,0 uM Clp iceren pH 8,0 PBS'de 50 mV tarama

hizinda doniisiimlii voltamogramlar1 alinmistir.

Girisim etkisi: Onerilen sensorin (TA/MWCNTS/GCE) klozopinin segiciligindeki
etkisini incelenmek igin pH 8,0 PBS'de 100 kat daha yiiksek derisime sahip laktoz,
tartarik asit, drik asit, askorbik asit, dopamin, glisin, sitrik asit, sukroz, tire, haloperidol,
risperidon tarlerini bir arada iceren ve icermeyen 50,0 uM’lik Clp ¢ozeltileri hazirlanmis
ve voltamogramlar1 kaydedilmistir. Daha sonra her bir bilesenin Clp'in voltametrik
sinyalleri iizerinde olusturabilecegi potansiyel etkisini tek tek incelenmek igin 100 kat
daha yiiksek derisime sahip laktoz, tartarik asit, urik asit, askorbik asit, dopamin, glisin,
sitrik asit, sakaroz, haloperidol, risperidon, trenin 50,0 uM'lik Clp ile ayr1 ayri ¢ozeltileri

hazirlanmis ve voltamogramlari kaydedilmistir.

4.3.10. TA/IMWCNTSs/GCE Elektrokimyasal Sensori ile Gergek Numunelerde
Hedef Analit Clp'in Tayini

Gelistirilen sensoriin ger¢ek numunelerde Clp tayininde gosterebilecegi hassasiyeti tespit
etmek amaciyla 4 adet klozapin tablet 25 mL saf su iginde sonikasyon islemine tabi
tutularak ¢o6ziilmiis ve tablet soliisyonu elde edilmistir. Ticari olarak satin alinan kan

serumu ve Urin orneklerine standart ekleme yontemi kullanilarak 1,0, 2,0, 4,0 ve 6,0
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nM'lik konsantrasyonlarda Clp ilaveleri yapilmis ve pH 8,0 PBS ortaminda SWYV teknigi

ile kare dalga voltamogramlar1 alinmistir.
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BOLUM 5
SONUC TARTISMA

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda ilk bélimde ticari MWCNTS'in fonksiyonlandirilmasi,
ardindan TA, MWCNTs ve TA/MWCNTs nanokompozit siispansiyonlarmin elde
edilmesi ve elde edilen bu siispansiyonlarin yalin GCE yuzeylerine immobilize edilerek
modifiye yiizeylerin (TA/GCE, MWCNTs/GCE, TA/MWCNTSs/GCE) olusturulmasi ve
karakterize edilmesi saglanmustir. Ikinci boliim ise gelistirilen elektrokimyasal sensor
platformunun  Clp'in  kantitatif tayininde kullanimina yonelik  gegerliliginin
saptanabilmesi, ger¢cek numunelere uygulanabilirligini, kararliligini ve bu amaglar

dogrultusunda elde edilmis olan elektrokimaysal sonuglari kapsamaktadir.

51. MWCNTS/GCE ve TA/MWCNTs GCE Yiizeylerin Taramah Elektron

Mikroskobu ile incelenmesi

Hedef analit Clp'in yiksek hassasiyetle tayininin gerceklestirilebilmesinde kullanilan
modifiye ylzeylerin morfolojisinin aydinlatilmas: onemli fikirler sunmaktadir. Bu
nedenle kloroform icine dispers edilen MWCNTs ve TA/MWCNTs modifiye edicilerin
GCE elektrot yuzeyleri tUzerine immobilize edildikten sonra SEM teknigi ile 200 nm
boyuttaki yuzey goruntuleri kaydedilmis ve Sekil 5.1."de sunulmustur. Sekil 5.1.(a)'da
verilen MWCNTs/GCE vyiizeye ait SEM goriintiisii incelendiginde aglemerasyon
olmadan MWCNT’lerin GCE yiizeyinde homojen olarak dagildigi gézlenmektedir. Sekil
5.1.(b)'de sunulan TA/IMWCNTS/GCE ylzeye ait SEM goriintist TA'in parcalanmaya
dayanikli, cok kollu polifenol yapisina sahip ve flavonoid oligomer polimerleri sayesinde
fonksiyonlandirilmis MWCNTS'lerin - yapisina  homojen dagilarak grift bir yapi
sergiledigini goéstermistir. Ayrica modifiye TA/MWCNTSs/GCE yiizeyinin elementel
bilesimi SEM-EDX teknigiile incelenmistir (Sekil 5.1.(c)) ve beklenildigi gibi, EDX
sonuglart kompozitin yapisindaki ana elementler olan C, O ve N'un ylizeyde oldugunu

gostermistir.
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Sekil 5.1. (a) MWCNTSs/GCE, (b) TA/IMWCNTS/GCE ylzeylere ait SEM goriintileri,
(c) TA/IMWCNTSs/GCE ylzeylere ait SEM-EDX goruntileri

5.2. Yalin GCE, TA/GCE, MWCNTSs/GCE ve TA/MWCNTSs/GCE Yiizeylerin CV

ile Karakterizasyonu

Redoks problar varliginda gergeklestirilen ylizey testlerinde CV teknigi, yiizey ile
elektrolit arasinda elektron transferi olup olmadigini ortaya koyan etkili bir yontemdir.
Bu nedenle yalin GCE, TA/GCE, MWCNTSs/GCE ve TA/IMWCNTS/GCE yuzeylerinin
elektrokimyasal davraniglar1 CV teknigi kullanilarak sirastyla HCF(III), ferrosen,
HCF(Il) — HCF(IIl) ve rutenyum hegzaamin (Il1l) klorir problarinda ayri ayri
incelenmistir. Modifiye GCE ylizeylerin elektrokimyasal davraniglar1 yalin GCE ylizeyin
elektrokimyasal davranisi ile karsilastirilmistir. Sekil 5.2.'de yalin/GCE, MWCNTS/GCE;
TA/GCE; TA/IMWCNTSs/GCE yuzeylerin 0,0/0,6 V potansiyel araliginda, 100 mV/s
tarama hizinda HCF(111) probundaki voltamogramlar: verilmistir. HCF(I11) probundaki
voltamogramlar incelendiginde MWCNTs/GCE’un pik akiminin
TA/MWCNTSs/GCE'dan daha biiyiik oldugu gériilmektedir. Bu durum MWCNTS'in sahip
oldugu genis ylizey alan1 ve elektrot yilizeyinde katalitik aktiviteyi artirmalarina olanak
saglayan fonksiyonel gruplarin varliginin iletkenligi arttirmasiyla agiklanabilir [168-

170]. TA/IMWCNTs/GCE'un TA/GCE ve MWCNTs/GCE modifiye yuzeyleriyle
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kiyaslandiginda en iyi voltametrik pik akimi yanitin1 géstermesi MWCNTSs'in sahip
oldugu yiiksek elektriksel iletkenligi ve yapisindaki fonksiyonel gruplarin, ¢ok kollu
polifenolik yapidaki TA'in yapisindaki fonksiyonel gruplar ile birlesimi sayesinde elde
edilen nanokompozitin yuzeyin algilama kabiliyetini gelistirmesi ve elektrot yizey
alanini ve iletkenligini arttirarak, elektron aktarim hizini iyilestirmesinden kaynaklandig:

distintilmektedir [171].
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E (V) vs. Ag/Ag(Cl

Sekil 5.2. 1,0 mM HCF(111) ¢6zeltisinde 0,0/0,6 V potansiyel araliginda 100 mV/s tarama

hizinda Ag/AgCl/KCl(doy) referans elektroduna karst yalin/GCE, TA/GCE,

MWCNTs/GCE, TA/MWCNT/GCE ylizey voltamogramlari
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Sekil 5. 3. 1,0 mM ferrosen ¢ozeltisinde -0,2/0,4 V potansiyel araliginda 100 mV/s tarama

hizinda Ag/AgNOs referans elektroduna kars1 yalin/GCE, TA/GCE, MWCNTs/GCE,

TA/MWCNTs/GCE yiizey voltamogramlari

Sekil 5.3. 'de yalin/GCE, TA/GCE, MWCNTSs/GCE, TA/MWCNTs/GCE yiizeylerin -
0,2/0,4V potansiyel araliginda 100 mV/s tarama hizinda ferrosen probundaki
voltamogramlar1  verilmistir.  Yiizeylerin ferrosen probundaki voltamogramlar
incelendiginde, yalin GCE, TA/GCE ve MWCNTs/GCE yiizeylerin olusturdugu anodik
pik akim degerlerinin birbirine yakin oldugu TA/MWCNTs yuzeyin ise en iyi
elektrokatalitik aktiviteyi gostererek en yiiksek pik akimi segiledigi goriilmektedir. Bu
durum TA'in yapisinda ¢ok sayida hidroksil grubu ve fonksiyonel grup icermesi sebebiyle
elektrokimyasal molekiillerle capraz baglar olusturabilmesiyle ve ¢ok sayida aktif fenolik
grup icermesi nedeniyle de kovalent ve/veya kovalent olmayan baglar yoluyla gesitli
elektrot yiizeylerine tutunabilen ¢oklu TA yapisina doniiserek yiizeyin modifikasyonunu
basarili bir sekilde degistirmesiyle iliskilendirilmektedir. Coklu fonksiyonel yapidaki

TA'in elektrot yiizeyinde olusturdugu iyi tutunma sayesinde yiizeyde miikemmel bir
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biyouyumluluk gdstermesi, biyolojik olarak yiizeyde meydana gelebilecek parcalanmay1
Onleyerek yiizeyin modifiye formunu korumasi sayesinde ferrosenin prob olarak
kullanildigt TA/MWCNTSs/GCEylizeyde elektron aktarimina izin verdigi, yani modifiye
edici tiir olarak kullanilan kompozit yapilarin elektrot yiizeyini elektroinaktif hale
getirmedigi gozlenmistir. Bu nedenle ferrosen probuna ait reaksiyonlarda elde edilen
voltametrik yanitlarin yalin GCE ve modifiye GCE yiizeylerde elektron aktarimi
engelleyen bir blokaj olusturmadan elektron transferine izin verdigi sonucu elde

edilmistir.
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E (V) vs. Ag/AgCl
Sekil 5. 4. 5,0 mM HCF(111)-HCF(I1) ¢ozeltisinde -0,3/0,8 V potansiyel araliginda 100
mV/s tarama hizinda Ag/AgCl/KCl(doy) referans elektroduna kars1 yalin/GCE, TA/GCE,
MWCNTs/GCE, TA/IMWCNTS/GCE yiizey voltamogramlari

Sekil 5.4". de yalin/GCE, TA/GCE, MWCNTs/GCE, TA/IMWCNTSs/GCE yuzeylerin -
0,3/0,8 V potansiyel araliinda 100 mV/s tarama hizinda alinan HCF(III)-HCF(II)
probuna ait yuzey voltamogrami verilmistir. Yalin GCE ve modifiye GCE elektrot

yiizeylerde indirgenme ve ylikseltgenmeye ait pikler goriilmiistiir. Bunun nedeni ¢ozelti
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icerisinde bulunan Fe?* iyonlar1 6nce Fe3* iyonlarma yiikseltgenirken, sonrasinda tam
tersi olay gerceklesmekte ve Fe®* iyonlar1 Fe?* iyonlarma indirgenmektedir. Ayrica
HCF(II1)-HCF(II) probuna kars1 elde edilen voltametrik yanitlar incelendiginde yalin
GCE ve MWCNTSs/GCE yiizeyin birbirine benzer pik akimi yanitlan sergiledigi ve pik
potansiyellerinde kaymalar oldugu, ancak en iyi voltammetrik yanitt TA/MWCNTs/GCE
ylizeyin sergiledigi goriilmiistiir. G6zlemlenen bu sonu¢ TA nin hidrolizle pargalanmaya
kars1 dayanikli karbon — karbon bagli flavonoid {iinitelerindeki oligomer polimerlerinin,
fonksiyonlandirilmis karbon nanotiiplerle kombine halinde bulunduklar1 yiizeylerde
muikemmel bir yuzey uyumu gostermesine atfedilebilir. Bu sayede TA/MWCNTSs
nanokompoziti GCE yiizeydeki elektron transferini HCF(111)-HCF(I1) probunda daha

fazla katalizlemistir.

Sekil 5.5.'de yalin/GCE, TA/GCE, MWCNTs/GCE, TA/MWCNTSs/GCE yiizeylerin -
0,5/0,2 V potansiyel araliginda 100 mV/s tarama hizinda alinan rutenyum hegzaamin (I1I)
probuna ait yiizey voltamogrami verilmistir. Rutenyum hegzaamin (III) probuna ait
voltamogramlar incelendiginde indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlari i¢in hem yalin
GCE hem de TA/GCE, MWCNTs/GCE, TA/MWCNTs/GCE yiizeylerin rutenyuma kars1
duyarli oldugu goriilmektedir. Yalin GCE, MWCNTs/GCE ve TA/GCE yiizeyleri
rutenyum hegzaamin (III) probuna kars1 hemen hemen ayni1 duyarlilikta bir voltametrik
yanit olustururken, TA/MWCNTSs/GCE yiizeyi olduk¢a iyi tanimlanmis bir pik akim
sergilemistir. Rutenyum hegzaamin (III) probuna karst TA/MWCNTSs/GCE yiizeyin
gostermis oldugu bu yiiksek duyarlilik, TA'in nin elektokimyasal bir sensoriin arayiizii
olma noktasinda uyumlu bir polimer maddesi olmasi sebebiyle karbon temelli
nanoyapilar ile entegrasyona girdiginde, TA/MWCNTs nanokompozit yapilarinda
bulunan fenolik yapilarla esterlesmis hidroksil gruplarinin istiflenme seklinde
olusturdiklar1 giiglii -t etkilesimleri sayesinde modifiye edilmesi istenen eleketrot
ylzeyinin algilama kabiliyetini ve hassasiyetini ciddi Olglide arttirabilmesininden

kaynaklandig1 diistiniilmiistiir.
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Sekil 5. 5. 1,0 mM rutenyum hegzaamin (111) ¢ozeltisinde -0,5/0,2 V potansiyel araliginda
50 mV/s tarama hizinda Ag/AgCl/KCI(doy) referans elektroduna karsi yalin/GCE,
TA/GCE, MWCNTs/GCE, TA/MWCNTSs/GCE ylizey voltamogramlari

5.3. Yalin GCE, MWCNTs/GCE, TA/GCE ve TA/MWCNTSs/GCE Yiizeylerde pH

Calismasi

Yalin GCE, TA/GCE, MWCNTs/GCE ve TA/IMWCNTS/GCE ylzeylerde +0,6-0,0 V
potansiyel araliginda 100m V/s tarama hizinda CV teknigi kullanilarak 2,0 - 11,0 pH
degerleri araliginda 1,0 Mm HCF(III) redoks probunun Ag/AgCl/KCl(doy) referans
elektroduna kars1 alinan voltametrik yanitlar1 incelenmis ve Sekil 5.6.'da verilmistir. Sekil
5.6. incelendiginde yalin GCE yiizeyinde pH 2,0 ve 3,0'de aliman doniisiimli
voltamogramlarinda pik akimi gozlemlenmemistir. Ancak yalin GCE yiizeyde pH
artistyla birlikte pik akimlarinda da artislar goriilmiis ve yalin GCE ylizeyin pH'a kars1
duyarhilik gosterdigi sonucuna varilmistir. Ayrica yalin GCE yiizeyde pH artisiyla birlikte
pik akimlarinda artiglar gézlenmesinin yan1 sira pH 7,0'den sonra ise pik potansiyellerinde

kaymalar oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5. 6. Yalin GCE yiizeyin pH 2,0-11,0 degerlerinde +0,6-0,0 V potansiyel araliginda
100 mV/s tarama hizinda Ag/AgCl/KCl(doy) referans elektroduna karsi 1,0 mM HCF(III)

probuna ait CV voltamogramlari

Sekil 5.7. incelendiginde MWCNTSs/GCE yiizeyin pH'a karst duyarli oldugu ancak pH
7,0, 9,0, 11,0 gibi bazik pH degerlerinde yiizeyde pik akimi gdzlemlenmezken, asidik pH
degerlerinde ozellikle pH 2,0'da iyi bir pik akimi elde edilmistir. pH artisiyla pik
akimlarinda olusan bu azalmanin nedeni, ortamin baziklesmesi sonucu artan negatif
yukli OH"  iyonlarinin, negatif yiikli HCF(III) iyonlarmi itmesi sonucu elektron
transferini azalttifi ve bunun sonucu olarakta MWCNTs/GGCE yiizeyinde olusan

voltametrik pik akimlarinin azalmasiyla iliskilendirilebilir.
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Sekil 5. 7. MWCNTs/GCE yizeyin pH 2,0-11,0 degerlerinde +0,6-0,0 V potansiyel
araliginda 100m V/s tarama hizinda Ag/AgCl/KCl(doy) referans elektroduna kars1 1,0
mM HCEF(III) probuna ait CV voltamogramlari

Sekil 5.8. incelendiginde TA/GCE yuzeyin pH 3,0, 5,0, 7,0 ve 9,0 degerlerinde pik
potansiyellerinde kii¢iik kaymalar gézlemlenmesiyle birlikte birbirine benzer pik akimi
yanitlar1 verdigi, en iyi voltametrik pik akiminin ise pH 2,0'de olustugu gozlenmistir.
Ancak pH 11,0 gibi bazik pH degerlerinde bloklanarak pik akimi olusturmadigi
gorilmektedir. Bu durumun nedeni hem TA'in negatif yiikke sahip bir molekiil olmasi
nedeniyle yuksek pH'lar da ortamda artan OH" iyonlarini itmesi hem de yapisinda bulunan
gallik asit ve polifenolik asit gibi yapilarin yiizeydeki elektron transferini olumsuz olarak

etkileyerek voltametrik bir yanitin olusumunu engellemesiyle agiklanabilir [172, 173].
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Sekil 5. 8. TA/GCE yuzeyin pH 2,0-11,0 degerlerinde +0,6-0,0 V potansiyel araliginda
100m V/s tarama hizinda Ag/AgC1l/KCl(doy) referans elektroduna kars1 1,0 mM HCF(III)

probuna ait CV voltamogramlari

Sekil 5.9. verilen voltamogramlar incelendiginde TA/MWCNTSs/GCE yiizeyin pH 3,0,
5,0, 7,0 degerlerinde sergilemis olduklari birbirine yakin olan pik akimlari ve pik
potansiyeli yanitlar1 sebebiyle, belirtilen pH degerlerinde modifiye GCE ylizeye karsi
benzer duyarlilik gosterdigi gézlenmistir. pH 2,0'de pik potansiyelinde kayma meydana
gelmesiyle birlikte iyi tanimlanmis bir pik akimi elde edilmistir. Fakat pH 11,0'de yuzeyin
bloklanarak pik akimi yanit1 olusturmadigi saptanmistir. Bu durumun nedeni ise TA'in
yapisinin merkezindeki karbonhidrat (genellikle D- glukoz) ve fenolik gruplara bagli OH
grubunun bulunmasiyla, pH 11,0 gibi bazik pH degerlerinde ortamda artan OH-
iyonlarinin birbirini iterek modifiye ylizeyin elektrokatalitik aktivitesini olumsuz olarak

etkilemesiyle iligkilendirilebilir.

50



30 -

20{ pH11,0 <4— pH 2,0

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

E (V) vs. Ag/Ag(Cl

Sekil 5. 9. TA/IMWCNTS/GCE yizeyin pH 2,0-11,0 degerlerinde +0,6-0,0 V potansiyel
araliginda 100m V/s tarama hizinda Ag/AgCl/KCl(doy) referans elektroduna kars1 1,0
mM HCEF(III) probuna ait CV voltamogramlari

Sekil 5.6. - 5.9.'da verilen voltamogramlar incelendiginde yalin GCE yiizeyin ve modifiye
MWCNTs/GCE, TA/GCE, TA/MWCNTs/GCE) ylizeylerin voltametrik yanitlarinin
farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. Yalin GCE yiizeyi bazik pH araliklarinda iy1 pik
akimi yanitlar1 verirken, modifiye GCE yiizeyler ise daha ¢ok asidik pH araliklarinda iyi
tanimlanmis yiiksek pik akimi yanitlarini vermisti. MWCNTs/GCE, TA/GCE ve
TA/MWCNTSs/GCE yiizeylerde diisiik pH'lar da ortamdaki yogun H3O" iyonu varliginda
alinan voltamogramlarda pik akim1 gozlenirken, ortam pH'nin yiikselmesi sonucu OH
iyonu artik¢a pik akimlarinda da azalma goriilmektedir. Ortamda bulunan asitlik derecesi
arttiginda TA'in yapisinda bulunan negatif yiiklii polifenolik asitlerin ilgili fonksiyonel
gruplart HCF(III) redoks probundaki fonksiyonel gruplar ile etkisime girerek pik akimi
olusturmaktadir. Fakat yiiksek pH degerlerinde belirtilen etkilesim OH™ iyonlarinin
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varlig1 sebebiyle gerceklesememekte ve dolasiyla da pik akimlar1 gézlenmemektedir.
Sonug olarak modifiye GCE ylizeylerde diisiik pH degerlerinde HCF(III) redoks probuna
ait reaksiyonlarin yalin GCE yiizeyle karsilastirildiginda daha tersinir oldugu

goriilmiistiir.

5.4. Yalin GCE, TA/GCE, MWCNTs/GCE ve TA/MWCNTSs/GCE Yiizeylerde

Tarama Hiz1 Calismasi

Yalin GCE, TA/GCE, MWCNTs/GCE ve TA/MWCNTs/GCE yuzeylerinde Clp'in
tersinirlik ve elektron tarfanfer bicimi gibi parametrelerinin elektrokimyasal
davraniglarini incelemek amaciyla 1,0 mM ferrosen probunda CV teknigi kullanilarak -
0,2/0,4 V potansiyel araliginda Ag/AgNOz referans elektroduna karsi yalin GCE,
TA/GCE ve MWCNTs/GCE ve TA/IMWCNTS/GCE yuzeylerin 25; 50; 100; 200; 300;
400; 500; 600 ve 700 mV/s tarama hizlarinda voltamogramlar1 alinmis ve Sekil 5.10.(a),
5.11.(a), 5.12.(a), 5.13(a) 'da verilmistir. Yalin GCE ve modifiye GCE ylzeylere ait 25 -
700 mV/s arasinda alinan doniisiimlii voltamogramlar incelendiginde, tarama hizlariin
artmasiyla pik potansiyellerinde neredeyse degisim gozlemlenmezken, pik akiminlarinda
dogrusal bir artig g6zlemlenmistir. Ayrica ters taramada da tarama hizinin artmasiyla ayni
sekilde dogrusal olarak artmakta olan pik akimlar1 gozlemlenmistir. Elektrot yiizeyinde
gerceklesen reaksiyon mekanizmasinin daha anlagilabilir olmasi amaciyla, tarama hizi ve
tarama hizinin karekokiine karsilik pik akimlar grafiksel olarak ifade edildiginde tarama
hizinin karekokdi ile pik akimlar arasinda dogrusal bir iliski elde edilmistir ve elde edilen
grafik Sekil 5.10.(b), 5.11.(b), 5.12.(b), 5.13.(b) 'de verilmistir. Hem yalin GCE hemde
modifiye TA/MWCNTS/GCE elektrot yuzeyinde absorpsiyon kontroliinden soz
edebilmek icin grafiginin dogrusal ve egiminin 0,5 degerinden daha biiyiik bir degerde
olmas1 gerekir. Ancak 0,5'den daha kiigiik bir egim degeri olmast durumunda reaksiyon
difiizyon kontrollii olarak gergeklestigi bilinmektedir. Tarama hizinin karekokiine karsi
pik akimlar1 grafiginde R? degerleri hesaplanmis ve yalin GCE yiizey icin R? = 0,9997,
MWCNTSs yiizey icin R? = 0,9977, TA/GCE yiizey icin R? = 0,9989, TA/MWCNTSs/GCE
yiizey icin R? = 0,9997 olarak bulunmustur. Elde edilen R? degerlerinin 1,0'e oldukca
yakin bir deger olmasi1 ve egim degerlerinin 0,5 degerinden biiyiik olmasi nedeniyle yalin
GCE, MWCNTs/GCE, TA/GCE ve TA/MWCNTS/GCE yizeylerinde gergeklesen

elektrokimyasal reaksiyonun adsorpsiyon kontrolli bir reaksiyon oldugu belirlenmistir.
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Sekil 5. 10.(a) Yalin GCE yiizeyin 1,0 mM ferrosen ¢ozeltisinde 25; 50; 100; 200; 300;
400; 500; 600; 700 mV/s tarama hizlarinda Ag/AgNO3 referans elektroduna karst CV

teknigi kullanilarak alinan voltamogramlar, (b) Tarama hizinin karekokiine karsilik gelen

pik akumlar1 grafigi
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Sekil 5. 11.(a) MWCNTSs/GCE yizeyin 1,0 mM ferrosen ¢ozeltisinde 25; 50; 100; 200;
300; 400; 500; 600; 700 mV/s tarama hizlarinda Ag/AgNO3 referans elektroduna karsi
CV teknigi kullanilarak alinan voltamogramlari, (b) Tarama hizinin karekokiine karsilik

gelen pik akumlart grafigi
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Sekil 5. 12.(a) TA/GCE yiizeyin 1,0 mM ferrosen ¢ozeltisinde 25; 50; 100; 200; 300;
400; 500; 600; 700 mV/s tarama hizlarinda Ag/AgNOs referans elektroduna kars1 CV
teknigi kullanilarak alinan voltamogramlari, (b) Tarama hizinin karekokiine karsilik

gelen pik akumlar1 grafigi

A)
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Sekil 5. 13.(a) TA/IMWCNTSs/GCE yizeyin 1,0 mM ferrosen ¢6zeltisinde 25; 50; 100;
200; 300; 400; 500; 600; 700 mV/s tarama hizlarinda Ag/AgNOs referans elektroduna
karst CV teknigi kullanilarak alinan voltamogramlari, (b) Tarama hizinin karekdkiine

karsilik gelen pik akumlari grafigi
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5.5. Yalin GCE ve TA/MWCNTS/GCE Yuzeyin Elektrokimaysal Performasinin

Incelenmesi

Yalin GCE ve modifiye TA/MWCNTs/GCE yiizeylerinin aktif yilizey alanlarini
karsilagtirabilmek amaciyla 0,1 M KCl'de hazirlanmis olan 1,0 mM HCF(III) ¢Ozeltisi
kullanilmigtir. Randles-Sevcik denklemini kullanarak elektrotlarin aktif yiizey alanim
belirlemek i¢in CV teknigi ile -0,2/0,4 V potansiyel araliginda yalin GCE ve
TA/MWCNTSs/GCE ylzeylerin 25; 50; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700 mV/s tarama

hizlarinda alinan voltamogramlar1 kaydedilmistir.

Randles-Sevcik denklemi (Ipa =2.69x10°n32ACoDY?v'?) (at 25°C) tersinir islemlerde
etkili yuzey alanmi belirlemek i¢in kullanilir [174]. HCF(IIl) probu i¢in kullanilan
elektron transfer sayisi (n = 1), difiizyon katsayis1 (D = 7.6 x 107 cm?s 1) ve HCF(III)
(C° = 1x 103molL-!) konsantrasyonu gibi tiim parametreler sabittir. Bu nedenle anodik
pik akimmna karsi (Ipa) tarama hizimin karekokiiniin (v'?) cizilen grafiginin egimi
modifiye edilmis elektrodun etkili yiizey alaniyla orantilidir [175]. Sekil 5.14.(a), (b)
yalin GCE ve TA/MWCNTSs/GCE yiizeylerin farkli tarama hizlarindaki 1,0 mM HCF(I11)
probunda alinan doniisiimlii voltamogramlarini gostermektedir. Ipa vs v*2 egimlerinden
(Sekil 5.14.(c), (d)) hesaplanan aktif yiizey alan1 yalin GCE ve TA/IMWCNTS/GCE igin
sirasiyla 0,124 cm? ve 0,3405 cm? olarak hesaplanmistir. Iki egimin karsilastirilmasi
TA/MWCNTSs kombinsayonu ile modifiye edilen GCE'un, yalin GCE'tan 2,74 kat daha
biiyiik oldugunu gostermistir. Bu, buyilk spesifik yiizey alanina sahip MWCNTSs'in
muhtemel etkisiyle birlikte bes polifenol kollu bir yapiya sahip TA’In
fonksiyonlandirilmis MWCNTs ile kombinasyonun miikemmel etkilesimine atfedilebilir

[176 - 177].

58



60 6
40 54
<
— 20 4
< 2
= o ® 31
— _Q_
-20 4 2
40 1 y = 0.124x - 0.623
. 22,9992 v
-60 . . . T . r . > ’ A Y g d
-0.2 0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 4 8 1?\] 16 20 24 28
E (V) vs. Ag/AgCl v (mV/s)
B D
90 4
8_
60 -
g 6
~N30 g_ 1
< =
5 0- ® 4-
— _Q.
.30
- y = 0.340x - 0.585
60 R =0.9997
o 5 10 15 20 25 30
02 01 00 01 02 03 04 ‘/l) (mV/s)

E (V) vs. Ag/AgClI
Sekil 5. 14. 0,1 M KCl'de hazirlanmis 1,0 mM HCF(I11) probunun 25; 50; 100; 200; 300;
400; 500; 600; 700 tarama hizlarinda CV teknigi ile alinan voltamogramlar1 yalin
GCE;(A), TA/IMWCNTs/GCE; (B), C) A voltamogramlarina ait anodik pik akimi
degerlerinin tarama hizlarmin karekokiine karsi grafigi, D) B voltamogramlarina ait

anodik pik akimi degerlerinin tarama hizlarinin karekdkiine kars1 grafigi

56. Clp'in Yalin GCE ve Modifiye GCE Yiizeylerdeki Elektrokimaysal

Davramslarimin incelenmesi

Clp'in kantitatif tayininde kullanilan yalin GCE ve modifiye GCE yiizeylerinin
duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla yalin GCE, TA/GCE, MWCNTs/GCE ve
TA/MWCNTS/GCE yuzeylerde pH 8,0 0,1 M PBS'de 100,0 uM Clp'in 0,0/0,7 potansiyel
araliginda 100 mV/s tarama hizinda CV teknigi kullanilarak doniisiimlii voltamogramlari

alinmistir.
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Sekil 5.15.(a) TA/IMWCNTS/GCE'un pH 8,0 0,1 M PBS'de Clp yoklugunda elde edilen
dontlistimlii  voltamogramini  gostermektedir. Clp yoklugunda TA/MWCNTs/GCE
yiizeyinde herhangi bir pik akimi gézlemlenmemistir. Sekil 5.15.(b)'de yalin GCE,
MWCNTSs/GCE, TA/GCE, TA/MWCNTSs/GCE yuzeylerinin pH 8,0 0,1 M PBS'de 100,0
puM  Clp varliginda, Clp'in saptanmasina karsilik gostermis olduklart doniistimli
voltamogramlar verilmistir. Sekil 5.15.(b)'de yalin GCE vylzeyde 0,41 V,
MWCNTs/GCE'de 0,39 V ve TA/GCE'de 0,46 V'ta Clp'e ait kiiciik anodik pik akimlar
ve zayif katodik pik akimlar1 gézlemlenmistir. Ayrica TA/MWCNTSs/GCE yiizeyde 0,42
V'ta Clp'e ait oldukga gelismis ve iyi tanimlanmis anodik bir pik akimi ve zayif bir katodik
pik akimi olustugu gozlemlenmistir. Bu nedenle, indirgenme siirecinin kismen tersine
cevrilebilir oldugu soylenebilir [178]. TA/MWCNTs kombinasyonu ile hazirlanan
elektrodun iyi voltametrik davranis gdstermesi, onceki bir¢cok calismanin sonuclarinda
belirtildigi gibi MWCNTSs'in yiiksek 6zgiil ylizey alani, elektronik ozellikler, giiglii
adsorpsiyon yetenegi ve fonksiyonel gruplara sahip olmasiyla sergiledigi miikemmel
ozelliklere baglanabilir [170, 179-182]. Ayrica bes kollu polifenol yapisina sahip TA'in
MWCNTSs'le dekore edilmesi, adsorptif bolgeleri arttirarak oksidasyon akiminda 6nemli
bir artisa neden olmustur [183]. Bu kombinasyonla elde edilen TA/MWCNTs/GCE
elektrodun diger modifiye GCE elektrotlar ile karsilastirildiginda yaklagik 3 katlik bir

artig gostermesi aktif ylizey alanindaki biyuklikten de kaynaklanmaktadir.

A)
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Sekil 5. 15. (a) TA/IMWCNTS/GCE'un Clp yoklugunda pH 8,0 0,1 M PBS 100 mV/s
tarama hizinda CV teknigi ile alinan voltamogrami, (b)Yalin GCE, MWCNTs/GCE,
TA/GCE, TA/IMWCNTS/GCE'un 100,0 uM Clp varhiginda pH 8,0 0,1 M PBS 50 mV/s

tarama hizinda CV teknigi ile alinan voltamogramlari

5.7. pH'm Clp'in Pik Akim ve Pik Potansiyeline Etkisinin Incelenmesi

Clp'in hassas tayinine yonelik gelistirilen TA/MWCNTS/GCE yizeyde 3,0 — 9,0
araliinda degisen pH'larin voltametrik pik akimlar1 ve pik potansiyelleri lizerinde
olusturdugu etkinin incelenebilmesi amaciyla TA/MWCNTs/GCE ylizeyin 50,0 uM Clp
iceren 0,1 M PBS ¢ozeltilerinde CV teknigi kullanilarak voltamogramlart alinmistir. Sekil
5.16. TA/IMWCNTSs/GCE ylzeyin 0,2/0,9 V/s potansiyel araliginda 50 mV/s tarama
hizinda ve sirastyla pH'1 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 olan ve 50,0 uM Clp iceren
0,1 M PBS ¢ozeltilerinde alinan doniisiimlii voltamogramlarini gostermektedir. pH artisi
ile birlikte Clp'e ait iyi tanimlanmis anodik pik akimlari ve zayif katodik pik akimlarinin
pH'in artmasiyla daha negatife dogrusal bir sekilde kaydigi gozlenmektedir. Clp'in
sergilemis oldugu pik akimlarinda, deprotonasyon sebebiyle pH 8,0'a kadar bir artis ve
ardindan azalma goriilmiistiir. Bu, Clp oksidasyonunun pik potansiyelinin ve seklinin
¢ozeltinin pH'ina bagli oldugu gostermektedir. Genel olarak, ¢6zeltinin pH'1 pKa'dan ¢ok
daha diisiik oldugunda, giiglii protonasyon nedeniyle oksidasyon zorlasabilir ve analitik
sinyal daha diisiik olur. Cozeltinin pH'inin pKa'yr agsmasi ise, Clp'in ¢oziiniirliigiiniin
azalmasina ve ¢okelme meydana getirerek pik akimlarinin diismesine neden olabilir [184,
185]. Bu nedenle TA/MWCNTs/GCE yiizeyde daha yiiksek pH degerlerinde
calisiimamis ve en iyi analitik sinyalin elde edildigi pH 8,0 optimum olarak kabul
edilmistir. Sekil 5.17. ¢ozelti pH'a kars1 Cl'pin anodik pik potansiyelleri (Epa) ve pik
akimlarmin iligkisini gostermektedir. Anodik pikler i¢in dogrusal denklem Epa(V) = -
0.055pH + 0.817 (R? = 0.973) olarak hesaplanmis ve -55.2 mV/pH'lik bir egim elde
edilmistir. Hesaplanan egimin teorik degere (59 mV) yaklasik olarak esit olmasi, 6nerilen
elektrodun Clp oksidasyonunda elektron ve proton oraninin le—/1H+ oldugunu
gostermektedir. Elde edilen bu sonug, Sekil 5.18'de gosterildigi gibi Clp'in

elektrokimyasal reaksiyon mekanizmasina uygun oldugunu gostermistir [175], [186].
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Sekil 5.16. Clp'in pH 3,0; 4,0; 50; 6,0; 7,0; 80; 90 0,1 M PBS c¢ozeltisinde
TA/MWCNTs/GCE yiizeyde alinan doniistimlii voltamogramlari
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Sekil 5. 17. TA/IMWCNTs/GCE ile 0,1 M PBS cozeltisinin pH'na karsi Clp'in
yukseltgenme pik potansiyellerinin grafigi
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Sekil 5. 18. TA/MWCNTSs/GCE yiizeyinde Clp'in reaksiyon mekanizmasi

5.8. Tarama Hizimin Clp'in Pik akim ve Pik Potansiyeline Etkisinin incelenmesi

Tarama hiz1 etkisi, elektrot ylizeyindeki reaksiyon mekanizmasinin ve ilgili sensor
sirecinin anlasilmasinda 6nemli bir rol oynar [187]. Bu nedenle TA/MWCNTSs/GCE
yiizeyin50,0 uM Clp igeren pH 8,0 PBS'de farkli tarama hizlarindaki (25 ~ 250 mVs™?)
dontigiimlii voltamogramlar1 kaydedilerek Sekil 5.19.(a)’da verilmistir. Tarama hizinin
(v) artmasiyla birlikte anodik (Ipa) ve katodik (Ipc) pik akimlarinin dogrusal olarak arttig
kanitlanmustir (Sekil 5.19.(b)). Clp, TA/IMWCNTSs/GCE yiizeyde daha keskin ve yliksek
akimli oksidasyon piklerine sahip iken indirgenme siireci kismen geri doniisiimlii oldugu
[188] i¢in tarama hizinin karekokiine karsi anodik pik akimlart degerlendirilmistir.
Boylece, Sekil 5.19.(c)’de R? = 0.9898 regresyon katsayisina sahip Ipa (uA) = 2.007\v
—6.817 denklemi elde edilmistirVv — Ipa arasindaki dogrusal korelasyonun 1.0 olan teorik
degere yakin olmamasi elektrot yiizeyinde Clp oksidasyonunun adsorpsiyon kontrolli bir
islem ile olabilecegini gostermistir [175]. Bununla birlikte, artan tarama hizi degerleriyle
bir logv—loglpac grafigi olusturulmus ve Ipa (uA) = 0,721 logv — 0,332 denklemine sahip
dogrusal bir grafik elde edilmistir (Sekil 5.19.(d)). Bu denkleme karsilik gelen 0,721 egim
degerinin teorik deger olan 0,5’ten biiyliik olmasi, elektrokimyasal reaksiyonun
adsorpsiyon  kontrollii  bir islemle gerceklestigini  kanitlamistir  [187].
TA/MWCNTSs/GCE elektrot yiizeyinde gergeklesen reaksiyonun absorpsiyon kontrolli
olarak gergeklesebilmesi i¢in logaritmalarinin grafiginin dogrusal ve egiminin 0,5'den
daha biiytik bir degerde olmasi1 gerekir. Ancak 0,5'den daha kiigiik bir egim degeri olmasi
durumunda reaksiyon difiizyon kontrollii olarak gergeklesir [189-191].
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Sekil 5. 19. (a) 0,1 M pH 8,0 PBS'de TA/MWCNTSs/GCE kullanilarak 25 — 250 mV/s
tarama hizinda CV ile alinan voltamogramlar, (b) Tarama hizi, (C) tarama hiz1 karekokii
ile Clp'in pik akimi degisimini gosteren grafikler, (d) tarama hizlilarinin logaritmasina

kars1, pik akimlari logaritmasi grafigi

5.9. TA/IMWCNTSs/GCE Yuzeyinde Clp'in Kantitatif Tayini ve Kalibrasyon Esitligi

Biiyiik kapasitif akimdan kaginmak, ¢6ziiniirliik ve hassasiyeti daha iyi hale getirmek icin
TA/MWCNTS/GCE yiizeyde Clp'in kantitatif tayini SWV teknigi ile gergeklestrilmistir.
Bu amacla Clp'in 50 ~ 375 nM konsantrasyon araliginda elde edilen kare dalga
voltamogramlar1  ve  kalibrasyon  egrileri ~ Sekil 5.20.(a)'da  sunulmustur.
TA/MWCNTSs/GCE yiizeyde, Clp konsantrasyonuna karst pik akimlarinin grafigi 0.05
UM ile 0,375 pM araliginda Ipa(pA) = 6.061C(nM) + 0.191 denklemi ve 0,9958
korelasyon katsayist ile bir dogrusallik gostermistir (Sekil 5.20.b)). Hesaplamalardan
0,55 nM'lik LOD ve 1,67 nM'lik LOQ, 3.3(Sb/m) and 10(Sb/m) (S: bos standart sapma,
M: egim) esitlikleri kullanilarak elde edilmistir. Elde edilen sonuglar, 6nerilen platformun
Clp’in tayini ve nicellendirilmesi icin literatirde benzer tekniklerle rapor edilen

platformlara kiyasla ¢cok daha yiiksek bir hassasiyetle cevap verdigini gostermistir

(Tablo 5.1.) Bunun nedeni , tannik asit tizerindeki —OH gruplarinin fonksiyonel karbon
nanotiipler ile etkilesimi sayesinde TA/MWCNTs/GCE yiizeyinde iy1 bir elektrokatalitik
etki yaratmasina atfedilebilir [192]. Bu sayede

Clp'in ¢ok diisiik tespit limiti 1i¢in Onerilen elektrokimyasal sensoriin

(TA/IMWCNTS/GCE) umut vaat ettigi 6nerilmektedir.
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0,2 I 0.4 I 0.6 I 0.8
E (V) vs. Ag/AgCl

B)

25
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Ipa (pA) = 6.061C (nM) + 0.191
R? =0.9958

50 100 150 200 250 300 350 400
Konsantrasyon, nM

Sekil 5. 20.(a) 0,1 M pH 8,0 PBS TA/MWCNTS/GCE elektrodu kullanilarak Clp'in 0,0
nM; 50 nM; 75 nM; 100 nM; 25 nM, 150 nM; 175 nM 200 nM; 225 nM; 250 nM; 275
nM; 300 nM; 325 nM 350 nM; 375 nM artan konsantrasyonlarina iliskin alinan kare dalga
voltamogramlari, (b) Clp'in artan konsantrasyonlarina karsi pik akimlar1 grafigi
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Tablo 5. 1. Clp tespiti i¢in Onerilen sensoriin analitik performansinin literatiirden gesitli

calisma elektrotlari ile karsilastirilmast

Elektrot Metot Lineer Saptama Referans
Konfiglrasyonu Arahk/pM Limiti/pM

RuTiO,-CPE? SWv 0,9-40 0,43 [193]
GPE® DPV 0,0095 1,5 2,86 [194]
WO3-TRP-GCE® SWv 2,0 —150 0,03 [175]
EPGCE! DPV 01-1,0 8,0 [185]
RuTiO2/MWCNTs- SWV 0,01-0,07 0,057 [195]
CPE®

TiO2NP/CuO/CPE"  DPV 1'091 x 10°-1,0 x 0015 [196]
MWCNT/CPE" CcVv 1603 x 10%-35 x 950 [197]
TA/MWCNTS/GCE SWV 0,05-0,375 55x10* Bu calisma

4 Rutenyum katkili TiO2 nanoparcaciklartyla modifiye karbon macun elektrot
b Grafit kalem elektrot

€ W03 nanopargcaciklari ve o—t erpineol hibrit modifiye camsi karbon elektrot
d Elektrokimyasal olarak 6n islemden geg¢irilmis cams1 karbon elektrot

® Ru katkili TiO2 nanopartikiiller ve cok duvarli karbon nanotiiplerle hibrit modifiye
karbon macun elektrot

f Titanyum nanopartikiiller ve bakir oksitle modifiye karbon macun elektrot

h Cok duvarli nanotiiplerle modifiye karbon macun elektrotu
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5.10. TA/IMWCNTS/GCE Elektrokimyasal Sensoriin Yeniden Uretilebilirligi,

Kararhhhgi ve Tekrarlanabilirligi

Hazirlanan TA/MWCNTSs/GCE yilzeyin pratik kullanimin1 ve elektrokimyasal olarak
incelemesini  degerlendirmek i¢in  yeniden iretilebilirligi, kararlililigr  ve

tekrarlanabilirligi test edilmistir.

5.10.1 Yeniden Uretilebilirlik ve Tekrarlanabilirlik

Yeniden tretilebilirlik parametresinin saglanabilirligi i¢in 4 farkli yalin GCE ylizey
TA/MWCNTs nanokompozit ile modifiye edilmis ve elde edilen TA/IMWCNTSs/GCE
yuzeylerin10.0 uM Clp iceren pH 8,0 PBS'de 50 mV tarama hizinda CV teknigi
kullanilarak alinan voltamogramlari alinmistir. Ayni prosediirle birbirinden bagimsiz
olarak dretilen bu elektrotlar icin 2,7'lik bir RSD (bagil standart sapma) degeri
hesaplanmistir. Bu sonug, Clp’e duyarh TA/MWCNTs/GCE sensoriin hazirlanma
stirecinde ve elektrokimyasal tayinlerde iyi bir yeniden iretilebilirlige sahip oldugunu
dogrulamistir. Bununla birlikte tekrarlanabilirlik igin ise bir elektrot ayn1 deneysel
prosedirle 4 kez hazirlanarak 10,0 uM Clp igeren pH 8,0 PBS'de 50 mV tarama hizinda
CV teknigi ile voltamogramlar kaydedilmistir. Her defasinda ayni prosediirle hazirlanan
bu elektrodun elektrokimyasal cevaplari ile 1.8’lik bir RSD degeri hesaplanmistir. Elde
edilen bu sonuglar, Clp'e duyarli TA/MWCNTSs/GCE sensoriin iyi bir tekrarlanabilirlige

sahip oldugunu gostermistir.

5.11. Kararhhk

Gelistirilmis olan sensoriin kararliliginin izlenebilmesi igcin TA/MWCNTS/GCE yuzeyin,
10,0 uM Clp iceren pH 8,0 0,1 M PBS’deoptimum kosullarda hazirlandigi an CV teknigi
ile voltamogrami alinmistir. Ardindan TA/MWCNTs/GCE elektrot ylizeyi temizlenerek
her defasinda yeniden hazirlanip, pH 8,0 0,1 M PBS ortaminda sirasiyla 1 giin, 2 giin, 3
gun, 4 giin, 5 giin, 1 hafta, 2 hafta, 3 hafta ve 4 hafta boyunca inkiibe edildikten sonra oda
sicakliginda kurutulmus ve CV teknigi ile voltamogramlar kaydedilmistir. Sekil 5.21.'de
sunulan voltamogramlar incelendiginde belirtilen zaman araliklar1 boyunca Clp'e kars1
olusan pik akimlar1 biiyiikliiklerinde cok kiiciik degisiklikler goriilmiistiir. Inkibe
edilmeden 6nceki voltamogramalariyla karsilastirildiginda, Clp'in pik akimlarinda sadece
%S3,81'lik hafif bir diisiis gézlemlenmistir. 4 haftanin sonunda Clp'in pik akimlarinda

meydana gelen bu hafif diistis, elektrot yiizeyinde olusan kombinasyonun uzun siireli
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olarak kararliligin1 koruyabildigini gostermistir. TA/MWCNTS/GCE yiizeyin 4 haftalik
inkiibasyonu sonucunda 6zellikle 4. haftadaki pik akim degerleri Clp'e kars1 olusturulan
TA/MWCNTSs/GCE'un hassasiyetinde ciddi bir degisiklik olmamasi gelistirilen sensoriin
yiiksek kararlilikla g¢alistigimi ve 4. hafta sonunda bile kullanilabilir oldugunu
gostermistir. Ayrica gelistirilen TA/MWCNTS/GCE sensor, 20 kez ard arda kullanimdan
sonra pik akimlarinda net bir diisiis géstermemesi kullanim 6mriiniin uzun oldugunu ve

1yi bir stabiliteye sahip oldugunu gostermektedir.

30~

20

0,0 0,2 0,4 0,6
E (V) vs. Ag/AgCl
Sekil 5. 21. 0 saat, 1, 2, 3, 4, 5 glin, 1 hafta, 2 hafta, 3 hafta ve 4 hafta stre pH 8,0 olan
PBS ortaminda bekletilen TA/MWCNTSs/GCE yiizeylerin, CV teknigi ile alinan ylizey

voltamogramlari

5.12. Girisim Etkisinin Incelenmesi

Segicilik, hedef analitin gercek numune analizlerinde uygulanabilirliginin

degerlendirmesinde onemli bir faktordir. Bu nedenle gelistirilmis olan

TA/MWCNTS/GCE sensoriin, Clp analiz sonuglarini gesitli girisim tiirleri varliginda

nasil etkilendigi incelenmistir. Bu amagla klinik ve gercek numunelerde siklikla Clp ile

birlikte bulunan bazi genel biyolojik bilesiklerin (laktoz, tartarik asit, iirik asit, askorbik
70



asit, dopamin, glisin, sitrik asit, sukroz, tre, haloperidol, risperidon) Clp'den 100 kat daha
ylksek derisime sahip olan ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin 100 kat daha
yiiksek derisime sahip olmasinin nedeni, genellikle viicut ¢cevremizin dogal bilesiklerinin
analit konsantrasyonuna kiyasla yiiksek konsantrasyonlaricermesiyle agiklanir [195].
Optimum kosullar altinda girisim etkisi yaratabilecek her bir bilesenin Clp'in voltametrik
sinyalleri tizerindeki etkisi tek tek incelenmistir. Sekil 5.22.(a) incelendiginde girisim
tdrlerinin, Clp’involtometrik yanitlar1 izerinde énemli bir etkiye neden olmadig1 agikca
goriilmistiir. Bununla birlikte dnerilen sensoriin pH 8,0 PBS’de 100 kat daha yliksek
derisime sahip laktoz, tartarik asit, trik asit, askorbik asit, dopamin, glisin, sitrik asit,
sukroz, ure, haloperidol, risperidon tirlerini bir arada igeren ve igermeyen 50.0 uM’lik
Clp ¢ozeltilerine ait voltamogramlar karsilastirilmistir. (Sekil 5.22.(b)). Elde edilen
sonuglar, Clp'in pik potansiyelinin ¢ok hafif bir kayma gosterdigini ancak pik akiminda
neredeyse hi¢ bir degisiklik olmadigin1 gostermistir. Bu, gelistirilen sensoriin algilama
hassasiyetinde Clp reaksiyonlarmin ortamdaki herhangi bir tlrden etkilenmedigini
gostermistir. Bu nedenle gelistirilen TA/MWCNTS/GCE sensorun, iyi bir dogruluga
sahip oldugu, Clp tespitinde oldukca yiiksek secicilik gdsterdigi ve pratikte kullaniminin
basartyla uygulanabilir oldugu soylenebilir.
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Sekil 5. 22. a) pH 8,0 0,1 M PBS ortamimda TA/MWCNTs/GCE yiizeyde bazi girigsimci
metabolit tiirleri varliginda Clp'in voltammetrik yanitina iligkin voltamogramlar, b) pH
8,0 0,1 M PBS ortaminda girisimci tiirlerin varliginda ve yoklugunda 50,0 uM Clp'in

voltammetrik yanitina iliskin voltamogramlar
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5.13. Gelistirilen Elektrokimyasal Sensor ile Clp'in Gergek Numunelerde

Saptanmasi

Ggelistirilmis TA/MWCNTSs/GCE sensoriin ve onerilen elektrokimyasal yontemin pratik
kullanimda giivenirligininin yan1 sira gegerliliginin de dogrulanabilmesi amaciyla ticari
insan kan serumu, drin ve ilag tabletleri gibi gergcek drneklerde Clp'in saptanmasi SWV
teknigi ile test edilmistir. Ancak kan serumu ve Urin 6rnekleri hedef analiti igermedigi
icin Clp'e ait herhangi bir voltametrik pik akimi gézlemlenmemistir. Bu nedenle kan
serumu ve idrar Orneklerine standart ekleme yontemi kullanilarak 1,0 ~ 6,0 nM
konsantrasyonlarinda Clp ilaveleri yapilmig ve kare dalga voltamogramlari
kaydedilmigtir. Geri kazanim degerleri, belirlenen konsantrasyonlar ile eklenen
konsantrasyonlarin karsilastirilmasi ile hesaplanmistir. RSD ve geri kazanim sonuglari
bes tekrara dayali olarak elde edilmis ve Tablo 5.2.'de sunulmustur. Tablo 5.2.'de sunulan
sonuglar TA/MWCNTs/GCE’un bu 6rneklerde Clp tayini i¢in iyi bir dogrulukla tatmin
edici sonuglar verdigini gostermistir. Gelistirilen elektrokimyasal sensor i¢in % 91,46 ve
%104,21 arasinda olduke¢a i1yi geri kazanim ytizdeleri ve %0,46 ve %2,62 arasinda ki
%RSD degerleri, ger¢ek numunelerin karmagik matrislere sahip olmalarina ragmen Clp
saptanmasi (zerine hicbir turin girisim etkisi yapmadigini gosterir. Bu , gelistirilen
sensor ve oOnerilen elektrokimyasal yontemin Clp'insaptanmasinda iyi bir hassasiyete ve
dogruluga sahip oldugunu gosterir ve klinik uygulamalar i¢in basariyla uygulanabilir

oldugunu diisiindiiriir.

Tablo 5.2. Tablet, kan serumu ve urin orneklerinde Clp tayini icin TA/MWCNTSs/GCE
elektrodu ile SWV teknigi kullanilarak alinan voltamogramlarindan hesaplanan derisim,

% geri kazanim ve % RSD sonuglari
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. RSD Err
Ornek Eklenen Saptanan Pik akimi Geri kazamm (%) Or
miktar (nM) miktar (nM) (nA) (%) (%)
Tablet 1 1,02 11,40 101,79 0,84  +1,70
2 2,05 12,65 102,57 1,89  +2,57
4 3,96 13,82 99,05 2,18  -0,94
6 5,86 15,51 97,68 274 231
8 8,10 16,32 101,35 1,96  +1,35
Kan 0 = 10,21 - - -
serumu
1 0,92 14,53 92,97 227 -7,02
2 2,08 16,53 104,21 1,32 +4.21
4 4,00 18,63 100,13 0,80  +0,13
6 5,97 20,42 99,65 046  -0,34
Urin 0 - 11,47 - - -
serumu
1 0,91 12,75 91,46 262  -853
2 2,06 14,61 103,11 1,97 311
4 4,08 17,35 102,15 1,08 2,15
6 5,93 19,41 98,91 065 -1,08
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BOLUM 6

SONUC ve ONERILER

Elektrokimyasal yontemler, ilag etken maddelerin dogru ve hassas analizi, farmasotik
caligmalarda Dbiyoyararlanimin degerlendirilmesi ve etken maddelerin in vivo
davraniglarinin incelenip anlagilabilmesi agisindan son derece 6nem arzetmektedir.
Ayrica gelistirilen bu yontemlerin varlig1 sayesinde, kan serumu, iirin gibi bazi biyolojik
orneklerde ve farmasotik formiilasyonlardaki ilag etken maddelerinin miktarlarinin
belirlenebilmesiyle etken maddelerin toksisitesinin yan1 sira  farmakolojik
formiilasyonlarda gostermis olduklari kararliliklar1 da degerlendirilebilir. Bu baglamda,
gerceklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda antipsikotik etkili bir ilag etken maddesi olan
klozapinin elektrokimyasal yontemle kesin, duyarli ve pratik olarak tayin edilmesine

yonelik etkin bir elektrokimyasal sensor gelistirilmistir.

Bu kapsamda yapilan ¢alismanin ilk boliminde, MWCNTs, TA ve TA/MWCNTSs
stispansiyonlari kullanilarak modifiye ylizeyler elde edilmistir. Modifiye MWCNTs/GCE
ve TA/MWCNTSs/GCE yiizeylerin SEM goriintiileri incelenmistir ve MWCNTs/GCE
yuzeyinde aglemerasyon olmadan MWCNTSs'in GCE yilizeyinde homojen olarak
dagildigi, TA/MWCNTs/GCE yiizeyinde TA'in pargalanmaya dayanikli, ¢cok kollu
polifenol  yapisina sahip ve flavonoid oligomer polimerleri sayesinde
fonksiyonlandirilmis MWCNTs'in yapisina TA’in homojen dagilarak grift bir yapi
sergiledigi gozlenmistir. Ayrica modifiye TA/MWCNTs/GCE yiizeyinin elementel
bilesimine ait EDX sonuglar1 kompozitin yapisindaki ana elementler olan C, O ve N'un
yilizeyde oldugunu gostermistir
v' Modifiye yiizeylerin karakterizasyonu noktasinda yalin GCE, TA/GCE,
MWCNTs/GCE ve TA/MWCNTS/GCE yiizeylerin CV teknigi ile ferrosen,
HCF(11), rutenyum hegzaamin(lll) ve HCF(II)-HCF(III) problarina ait
voltamogramlar1  karsilastirlldiginda TA/MWCNTs/GCE  yiizeyin en 1iyi

voltametrik davranisi sergileyen yiizey oldugu saptanmistir.

v’ Gelistirilen elektrokimyasal platformun performansi optimum kosullarda

degerlendirildiginde, pH ve tarama hiz1 parametrelerinin Clp'in pik akimi ve pik
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potansiyeline iliskin voltametrik yanitlardan gelismis voltametrik davranisin pH
8,0'de oldugu tespit edilmis ve optimum pH degeri olarak devam eden
calismalarda kullanilmistir. TA/MWCNTS/GCE ylizeyinde meydana gelen
reaksiyonun mekanizmasi tarama hizi c¢alisilmasiyla aydinlatilmis ve bu

reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugu saptanmuistir.

v" Clp'in 50 ~ 375 nM derisimlerinde alinan voltamogramlar1 ile dogrusal bir
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Gelistirilen elektrokimyasal sensor i¢in LOD ve
LOQ degerleri hesaplanmis ve LOD 0,55 nM , LOQ 1,67 nM olarak bulunmustur.

v' TA/IMWCNTSs/GCE yizeyin tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda, %RSD degeri 1,8,
yeniden uretilebilirlik ¢alismasinda ise %RSD degeri 2,7 olarak hesaplanmustir.
Kararlilik ¢alismalarinda TA/MWCNTs/GCE yiizey farkli siirelerle PBS
ortaminda inkiibe edilmis ancak voltametrik davranislarinda ciddi bir diisiis
goriilmemis ve modifiye ylizeyin uzun siireler boyunca kararliligin1 korudugu

gozlenmistir.

v" Onerilen elektrokimyasal yontemin segiciliginin degerlendirilebilmesi amaciyla
gerceklestirilen girisim etkisi caligmalarinda, olasi girisim tiirlerinin Clp tayininde

herhangi bir ciddi etki yaratmadigi gorilmiistiir.

v' Yontemin pratikte  kullanimmin  giivenirligini  dogrulamak  amaciyla,
TA/MWCNTSs/GCE ylizeyin duyarlilig1 insan kan serumu, idrar ve tabletler gibi
gercek numunelerde incelenmis ve 6nerilen elektrokimyasal sensor icin % 91,46
— % 104,21 araliginda oldukga iyi sayilabilecek geri kazanim degerleri ve % 0,46
— % 2,74 araliginda RSD degerleri elde edilmistir. Elde edilen sonuclar
dogrultusunda  gelistirilen TA/MWCNTs/GCE sensor, ger¢cek numune
orneklerinde klozapinin yiiksek hassasiyet ve dogrulukla tayin edilmesinde

basartyla uygulabilir oldugunu gostermistir.

Yukarida siralanan deneysel sonucglara dayanarak hizli, pratik ve ekonomik olmasi
sayesinde TA/MWCNTSs/GCE sensoriin klinik dozaj formlarinda, insan kan serumu ve
idrar orneklerinde Clp'i tespit etme ve nicellendirmede oldukga karli ve 6nemli oldugu

onerilir.
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