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CISPLATIN - o-FENILENDIAMIN KOMPLEKSININ
OLUSUM KOSULLARININ INCELENMESI VE
OLUSAN KOMPLEKS YARDIMIYLA iDRARDA
SPEKTROFOTOMETRIK  YONTEMLE  MIKTAR
TAYINI

OZET

Cisplatin (CDDP), dozun iyi ayarlanamamasi durumunda ciddi
toksik etkileri olabilen, yaygin kullanimli, antitliméral bir ilag etken
maddesidir. Kisiye gére doz ayarlamas: ve nefrotoksisitesinin 6nlenmesi
acisindan kan ve idrarda izlenmesi Onemlidir. Molekiiler
spektrofotometrik tayin yoniinden ele alindifinda molar s6niim
katsayis1 diigiiktiir. Tayinin duyarlifim arttirmak igin bir tiirevlendirme
reaksiyonuna  gerek duyulmaktadir. Bu c¢alismada cisplatinin
o-fenilendiamin (OPDA) ile verdigi {iriintin optimum olusum kosullari;
¢Oziicli, sicaklik, pH, reaksiyon siiresi, reaktif ve kloriir iyonu
konsantrasyonu aglsmdan incelenmis ve olusturulmus olan bu tayin

yontemi, idrara uyarlanmagtir.

Cisplatin ile OPDA’min verdigi reaksiyon lriiniiniin maksimum
absorpsiyonu; OPDA’nm, idrardaki bilegiklerin ve cisplatinin
‘absorpsiyon verdigi dalga boyu araligindan olduk¢a uzak olan 705 nm de
g6zlenmektedir. Yiiksek kloriir konsantrasyonlarinda reaksiyonun
baskilanmasina ragmen, reaktifin  yliksek konsantrasyonlarda
kullanilmasiyla bu dezavantajin ve idrardan ileri gelen diger girigsimlerin

{istesinden gelinmistir. Mavi — yesil renkli iiriiniin olusumu pH = 6,20
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de, 1,0.10° M Kloriir ¢ozeltisinde, cisplatin konsantrasyonunun 60 kati
konsantrasyonda, 90 °C’de 30 dakikada tamamlanmaktadir. Idrarda ve
1,5.10"" M Kloriir ¢6zeltisinde, aym kosullarda, 600 kat: konsantrasyonda
OPDA kullanilarak reaksiyon gergeklestirilmistir. Bu sekilde kloriir
girisiminin ve idrardan ileri gelen girisimlerin de iistesinden gelinmistir.
Yukarida belirlenen her iki kosulda da ayn1 konsantrasyon i¢in absorbans
degerleri degismediginden olusan {iriiniin molar s6éniim katsayisi
yaklagik olarak 91000 L mol™ cm™ dir.

1,0.10° M Kkloriir ¢bzeltisinde gergeklestirilen reaksiyon sonucu
konsantrasyon ve absorbans arasinda 0,30 — 3,00 pg mL™ aralifinda,
idrarda ise 0,42 - 3,58 pg mL™' araliginda dogrusallik bulunmustur. Bu
durumda bu yontemin idrarda tayin siur 8,40 ug mL™" olmaktadir.
Standart katma yontemiyle 8,40 pgmL”, 16,8 ug mL"' ve 28,0 ug
mL" konsantrasyonlarda cisplatin katilmis olan idrarlarda % 76,19,
- % 76,19 ve % 78,61 i bulunmustur.

Idrarda sisplatin tayini i¢in gelistirilmis olan bu yéntem, 6n isleme
gerek duyulmadan, idrarda basit bir tlirevlendirme reaksiyonu sonucu
elde edilen mavi-yesil rengin goriiniir bolge spektroskopisi yardimiyla
dogrudan tayinine dayanan kolay ve ucuz bir yontemdir. Ayrica yilkksek
kloriir konsantrasyonlarinda bile degismeden kalan cisplatin tayinine

olanak vermektedir.
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INVESTIGATION OF THE FORMATION CONDITIONS
OF CISPLATINUM -  o-PHENYLENEDIAMINE
COMPLEX AND THE DETERMINATION OF
CISPLATIN THROUGH THIS COMPLEX

SUMMARY

Cisplatin (CDDP) is an antitumoral drug with a wide therapeutical
use, that may have serious toxicity when the dose is not regulated
properly. CDDP monitoring in urine has an importance in regulating
dosage and investigating its nephrotoxicity. Its molar extinction
coefficient is quite low when the optical detection is sought. Therefore a
derivatizing reaction is required to provide the sensitivity of its detection.
In this study, the optimum formation conditions of cisplatinum / o-
phenylenediamine complex was determined in terms of the effect of the
solvent, temperature, pH, reaction time, reactant and chloride ion
concentration and the method that is developed in aqueous medium was

applied and modified to urine medium.

The maximum absorption of the reaction product of cisplatin
and OPDA is at 705 nm, which is far beyond the wavelengths of the
absorption of cisplatin itself, o—phenylenediamine and the biomolecules
in urine. Although the reaction was inhibited in high chloride ion
concentrations, this disadvantage and the other interferences from urine
matrix were overcome by using the high concentration of the reactant.
The formation of the blue - green product was completed at 90 °C in 30

minutes in the presence of o-phenylenediamine in the concentration of
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60 times of CDDP concentration in 1,0.10° M chloride ion and 600
times of CDDP concentration in 1,5.10" M chloride ion at pH =
6,20. Its extinction coefficient was found approximately about
91 000 L mol™ cm™ in above conditions. A linear relationship was found
between concentration and absorbance in 0,30 — 3,00 pg mL™
concentration range in about 1,0.10° M chloride ion. The
quantification method developed, was finally applied to urine and the
linearity between concentration and absorbance was found in 0,42 - 3,58
ngmL™” concentration range. The determination limit of cisplatin in
urine with this method was 8,40 pg mL™" and the percentages of
spiked cisplatin detected by this method were 76,19 %, 76,19 %,
78,61 % in 8,40 pg mL", 16,8 pg mL™” and 28,0 pg mL™" CDDP spiked

urines, in order.

This method, developed for the determination of cisplatin in urine,
allows an easy and a very cheap quantification of the blue-green product
obtained by a simple derivatization in wurine, through visible
spectrophotometry without any sample pretreatment. It is also possible to
determine the intact CDDP selectively in' high chloride concentrations by
this method.
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1. GIRIS

Cisplatin (CDDP) tedavisi goren hastalarm kan ve idrarlarinda ilag
diizeyinin izlenmesi, kisiye gére doz ayarlanmasi ve CDDP vyi
nefrotoksisitesinin 6nlenmesi agisindan ¢ok Onemlidir. Bu g¢alismanin
amaci, CDDP yi OPDA ile tiirevlendirerek kolay ve ucuz bir
spektrofotometrik miktar tayini yontemi gelistirmek ve bu yOntemi
idrara uyarlayarak tibbi laboratuvarlarda kolayca uygulanabilecek bir

yontem geligtirmektir.

Gelistirilen bu ydntemle CDDP nin idrarda tlirevlendirmesi sonucu
elde edilen mavi - yesil renkli iiriiniin, 6n islemlere gerek kalmaksizin,
705 nm de verdigi absorbansin dogrudan Ol¢limiiyle, CDDP tayini
miimkiin olmaktadir. Idrardaki bilesenlerin, triiniin 705 nm deki
absorpsiyonuna girisim yapmamasi ve OPDA nin idrarda bulunan kiikdirt
tagiyan ligand molekiilleri ile karsilastirildiginda platin ile daha zayif
kompleks yapici bir ligand olmasi, idrarla atilan serbest CDDP nin segici

olarak tayin edilebilecegi diigiincesini desteklemektedir.

Gelistirilen yontem, atomik absorpsiyon, HPLC ve elektrokimyasal
yontemlerin kullamlamadigi laboratuvarlarda kolayhkla uygulana-

bilecektir .
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1. 1. CDDP Hakkinda Genel Bilgiler

1. 1. 1. CDDP nin kimyasal ozellikleri

Kisaca cisplatiﬁ olarak anilan cis-diklorodiaminplatinat (II)
(CDDP), geometrik yapisi kare diizlem olan anorganik bir platin
kompleksidir. Molekiil agirlig1 300,05 g mol™ olup [1], molekiiler yapisi
Sekil — 1 de verilmistir [2] .

CDDP: CLHN,Pt

Sekil - 1: CDDP nin molekiiler yapisi

CDDP; N, N — dimetilformamid (DMF), N, N - dimetilasetamid
(DMA) ve dimetilsiilfoksit (DMSO) disindaki organik ¢oziiciilerde
pratik¢e ¢oziinmez (Tablo - 1) [3].

CDDP, niikleofilik stibstitlisyon somucu solvatasyona ugrar.
Hidrolize bagh olarak, cisplatinin sudaki ¢6zliniirliili zamanla artar.
Kloriir iyonu asirisinda ¢6zeltideki platinin % 99 u degismeden CDDP

olarak kalir ve ¢dziiniirliigii de zamanla artar.
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Tablo - 1: CDDP nin degisik ¢6zliciilerdeki ¢oziiniirliigii [3]

Coziiniirliik
CDDP CDDP
Céziicii (x102 M) (g/ 100 mL)

DMF 6,67 2,00
DMA 6,00 1,80
DMSO 116,67 35,00
H,0 (24 h) | 0,77 0,23
(72 h) 0,83 0,25
% 0,9 NaCl 0,80 0,15

1. 1. 2. CDDP nin kararhhg:

CDDP nin, kat1 halde oda sicakliginda 151k ve havaya karsi kararl
oldugu bildirilmistir, ancak molekiill 270 °C de bozunur. Metal
ylizeylerle temasi bozulmasina neden olur. Paslanmaz gelikle olan
etkilesimi bilinmemektedir. Cozeltisinde aliiminyum ile gegimsiz olup,
siyah bir ¢okelti vermektedir. Mannitol, dekstroz, benzil alkol ve
parabenlerde kararhdir, 1,5.107 M KCl gozeltisinde CDDP 25 °C de
. 12 saat: (% 99 u CDDP olarak bulunur) kararlﬁu [3]-

Buzdolabinda saklandiinda ¢6kmesinin Onlenebilmesi igin
konsantrasyonu 600 pg mL" den az olmalidir. Kararliign NaHCOs;
varliginda azalmaktadir.
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Platin (II) komplekslerinin reaksiyonlarmin yavas oldugu
bilinmektedir [4]. CDDP nin sulu ¢ozeltisine kloriir ilavesi, bozunma
hizin1 ve daha da 6nemlisi, dengedeki madde konsantrasyonunu etkiler.
Asidik ve kloriir igermeyen ortamda, CDDP nin bozunma hiz1 ve

dengedeki konsantrasyonu, baglangi¢ konsantrasyonuna baghidir.
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Sekil - 2: CDDP nin sulu ¢6zeltisindeki denge reaksiyonlar:
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1. 1. 3. CDDP nin idrardaki kararhhg

Kinoshita ve arkadaglarinin yaptiklar: bir ¢alismada CDDP igeren
idrar, deneyden once —20 °C’de saklanmigtir [5]. Andersson ve
Ehrsson’un yaptiklar1 bir ¢alismada ise CDDP nin idrarda —20 °C’de
saklanmastyla tam olarak kararli kalmadig1, 50 pug mL™' CDDP iceren bir
idrar Orneginde 48 saat sonra % 40 mn kayboldugu gosterilmigtir.
CDDP —60 °C de kati karbondioksitte bozunmadan korunabilir [6].
Riley ve arkadaslari, CDDP nin oda sicakliinda (22 °C) saglikli
goniilliilerin idrarlarinda 6 — 8 saatin lizerinde kararh olmadigimi ve
% 40 — 80 oraninda azaldigini belirtmiglerdir [8]. Ayrica idrarda CDDP
nin bozunma hizi, konsantrasyondan bagimsizdir. Ayni ¢aligmada tayine
baglanmadan 6nce —60 °C de saklanmis olan 6rnekler hemen ¢6ziiliip, 2
dakika sonike edilmis 3 um lik Millipore filtrelerden siiziiliip, hemen
kromatografiye edilmistir.

Idrar toplanmasi gereken galigmalarda idrarin —60 °C de saklanmasi
gerekir. Calismamizda idrar alinir alinmaz 6n islem gerekmeden tayine

iliskin reaksiyon gerceklestirilmektedir.
1. 1. 4. CDDP nin farmakolojik 6zellikleri

Sulu ¢ozeltide platin elektrodlar aracilif; ile olugturulan elektriksel
alanin E. coli’nin ¢ogalmas: iizerine etkisi incelenirken, elektrottan
¢Ozeltiye gecen platin tiirevlerinin antibakteriyel ve antikanserojen
etkileri tesadiifen farkedilmis ve bu gézlem sayesinde CDDP nin etkili
oldugu bulunmustur [9].
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CDDP nin etki mekanizmasinin tam olarak bilinmemesine ragmen,
DNA sarmalina ¢apraz baglanma sonucu DNA fonksiyonuna girigim
yaptifi ve buna karsilikk RNA {izerindeki etkisinin az oldugu
diistintilmektedir [9, 10].

CDDP nin viicutta dagilim: en fazla bébrekler, rahim, karaciger,
deri, adrenal korteks, yumurtaliklar, dalak, pankreas, akcigerler, kaslar,
testisler ve beyne olmaktadir [11]. Tedavide tek bagsina veya testis,
yumurtalik, rahim boynu, idrar kesesi ve bag/ boyun tiimérlerinde
diger bazt ilaglarla birlikte kullanilmaktadir [9, 10]. Amerikan
Farmakopesi’nde kabul gérmiis kullanim alanlar1 idrar kesesi,
yumurtalik, testis, adrenal korteks, meme, rahim boynu, endometrium,
mide, akciger, prostat kanserleri, néroblastom, bas / boyun tiimorleri,

yumurtalik tlimérleri ve osteosarkomdur [10].

Ayrica CDDP nin karsinojenik etki potansiyeline de sahip oldugu
bildirilmistir [12].

CDDP, mide - barsak kanalindan absorbe olmayip sadece i.v.
uygulanabilmektedir [9]. Plazma proteinlerine % 90 oraninda ve kismen
geri doniislimstiz  olarak baglanmakla beraber dokulara da
baglanmaktadir. Verilisinden sonra 4 ay siire ile bobrek dokusunda
CDDP saptanabilmektedir. Kan - beyin bariyerini kolaylikla gecemez.
CDDP viicutta enzimsiz c¢evrimlerle inaktif metabolitlerine

doniistliriilmektedir.
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Eliminasyonu: Uygulanmasindan sonra ancak 3 saat iginde
diyalizle uzaklastirilabilmektedir [9].

Etki siiresi: Uygulanmasimi takiben DNA inhibisyonu giinlerce
stirer. Kanseri baskilayici etkisinin orta derecede olmasi sebebiyle ve yan
etkilerini azaltmak amaciyla, daha ziyade diger kanser ilaglartyla birlikte
kullanilir [9]. Ornegin “Siklofosfamid — Doksorubisin — CDDP?”,
“Vinblastin — CDDP ~ Bleomisin” bu kombinasyonlara 6rnek olarak

verilebilir.

Yetiskin ve gen¢ dozu: i.v. olarak, 20 mg / m* den 120 mg/ m>
ye kadar degisen bir doz araliginda kullanilabilir [10]. Bir uygulamada
toplam CDDP dozu 120 mg / m? yi gegmemelidir.

Yan Etkileri: En ciddi yan etkisi, doza bagl olarak akut tiibiiler
nekroz yapmasi ve ayrica glomeriiler filtrasyonu bozmasidir [9]. Hastaya
Onceden bol su verilerek dilirez olusturulursa, bu yan etki 6nemli 6l¢tide
Onlenir. Aminoglikozid ilaglar, CDDP nin bdobreklere toksisitesini
arttirabilirler. CDDP, i¢ kulakta hasar olusturabilir. Diger yan etkileri ;
bulant1 ve kusma, l6kopeni, trombositopeni, anemi, idrar artigi, b&brek,
géz ve sinirlere toksisite ve stomatit ve uygunsuz ADH salgilama
sendromudur (kafa kangikligi, yorgunluk, zayiflik) [10].

i.v. verilen ilaglarin absorpsiyon basamag: sdzkonusu olmadigindan
viicutta iki fazli bir davranig gosterirler. Dagilim fazi olan birinci faz a-

faz1, ikinci faz olan eliminasyon fazi da P-faz1 olarak adlandirilmistir.
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CDDP yarilanma omrii a-faz1 i¢in; 25 - 49 dakika olup B-fazi i¢in ;

normalde 58 - 43 saat, aniiri durumunda ise 240 saate kadardir [10, 12].

Kanda bir ligand-degisim reaksiyonu sonucunda proteine bagli sabit
metabolitine doniiglir [10, 12]. Ayrica kanda pek ¢ok niikleofilik
fonksiyonel grupla komplekslesmis ve ultrafiltreden gegebilen platin
tiirleri ve degismemis CDDP olarak da bulunur.

Ilk 24 saatte CDDP nin idrarla atilim1 hizlidir, ama daha sonra uzun
bir periyod boyunca ¢ok yavas atilir [7, 15, 18]. Idrarla atilan platin
komplekslerinin % 75 - % 95 i degismemis CDDP dir [8]. Nitekim bu
calismada da idrara katilan CDDP nin yaklagik % 76 —78 i tayin
edilebilmistir. Infiizyonu takip eden 4. ve 5. saatlerde serbest serum
platini, kandaki toplam platinin % 2 — 3 iinden daha azim teskil
etmektedir [13]. Verilen dozun sadece % 10 — 30 u ilk 2 saatte idrarla
atilmaktadir. Verilmis olan toplam CDDP dozunun % 17 sinin ilk 4 saat
icinde, % 23 {iniin ilk 24 saatte ve % 43 {inlin 5 giinde idrarla atildigy
bildirilmigtir [10, 12].

Hizli enjeksiyon yerine inflizyon ile verildi§i zaman plazma
yarilanma 6mrii kisalmakta, idrarla atilan CDDP miktar1 artmaktadir
[14]. Klinik sonuclar, uygulamadan sonraki iki saat i¢inde biiyiik
miktarlarda degismemis CDDP atildifim gostermektedir. Onceki
caligmalarda idrarda diisiikk oranlarda CDDP ggriilmesi, bir yandan
CDDP nin viicuttaki toplam metabolizmasina, diger yandan idrar
kesesinde veya Ornek toplanmasmdan sonraki beklemeden dolay:
bozulmasina baglanmaktadir. Riley ve arkadaglarinin yaptigi bir

¢aligmada elde edilen nispeten yiiksek CDDP konsantrasyonlarinin, idrar

Tt
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kesesi kanserlerinin tedavisindeki yararliigi konusundaki klinik
bulgularla ilgili olabilecegi belirtilmistir [8]. CDDP nin viicuda verilig
sekli, idrarda bulunan miktarim1 belirlemektedir. Hastalarda i.v.
enjeksiyon ve i.v. inflizyon i¢indeki CDDP uygulamalarinda diiiretik
mannitoliin etkisi aragtirilmig, mannitol ile beraber verildigi ve
verilmedigi durumlarda yarillanma zamam degismemistir. Ancak
mannitol ¢o6zeltisi ile beraber verildiginde, plazmada daha yiiksek
ultrafiltre edilebilen platin seviyeleri elde edilmistir. Uriner klerens ise
diigmiistiir: 100 mg / m* doz i¢in; mannitol olmadan i.v. injeksiyonda
24 saatte % 40, 6 saatlik i.v. inflizyonda % 75 iken, mannitol
varliginda bu degerler i.v. yiikleme dozu igin % 18 e ve inflizyon
sonrasi da % 22 ye diismiistiir [11].

Proteine baglanma siiresi ligand degisimi stiresiyle aynidir [15].
Kandaki platin plazma diizeyleri, uygulamadan sonraki 1-2 saat i¢inde
bilinen y6ntemlerin tayin sinirinin altina diiser. 24 saatte hemen hemen
kandaki tiim plaitin proteinlere baglanir. Uygulamadan bir hafta sonra
bile dokularda azalmakta olan platin tayin edilebilmektedir. Bir dozluk
CDDP birkag defada verilince, bir defada verildigine oranla daha fazla
platin viicutta alikonur. CDDP uygulamasindan sonra platinin hiicrede en
cok biriktigi organeller; ¢ekirdek, mikrozomlar ve sitozoldiir. CDDP nin
biyolojik olarak aktiflesmesi igin baz1 tirlinlerine bozunmas: gerektigi
bildirilmistir. CDDP tagtyic1 ¢bzeltideki kloriir konsantrasyonunun -
artmasiyla, kemirgenlerde CDDP kaynakh 6liimiin ve bobrekteki platin

konsantrasyonunun azalmas: da bu bilgiyi desteklemektedir .
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CDDP nin viicutta birikme 6zelligi vardir. Shierl ve arkadasglarinin
yaptiklar1 bir ¢aligmada tedaviden 8 yil sonra bile idrarda CDDP
bulundugu belirtilmektedir [16].

Perfiize edilmis izole sigan bobreginde (Daley-Yates ve Mc Brien,
1982) ve insanda yapilan g¢aligmalarda (Jacobs ve arkadaglari, 1980)
CDDP ile dozlamadan sonra bdobrekte tlibiiler sekresyon oldugu
gosterilmigtir [17].

Bertolero ve Litterst, ¢alismalarinda CDDP nin idrarla atiliminin

idrar hacminden ziyade idrar pH 1na bagli oldugunu gostermiglerdir [18].

Hastéya bol su verilmesinin platin plazma seviyesine gore {iriner
olarak atilan toplam platin miktarina etkisi yoktur, ancak dozlamadan
sonraki ilk saatlerde platin atilim hizinin artmasim saglamaktadir [15].
Bu ilagla tedavi edilen hayvanlarda bobrek hasari meydana geldigi
durumlarda, bobrekteki CDDP konsantrasyonunun yiiksek oldugu rapor
edilmistir.

Metal toksisitesinin 6nlenmesinde kiikiirt donérlerinin yaygin bir
kullanmimi olup [11, 19] Ozellikle tiyokarbonil ligandlar, platin grubu
ilaglarin nefrotoksik etkilerine kars1 koruyucu etki goésterir [19]. CDDP
nin nefrotoksik etkilerinin tiyol grubu igeren proteinlere “baglanmak
suretiyle azaldig1 bildirilmigstir [20]. Bilindigi gibi idrarda da kiikiirt
donérii iceren ¢ok sayida amino asit ve oligopeptid mevcuttur. Bu
durumda nefrotoksisite agisindan idrarda serbest CDDP nin tayini daha

da 6nem kazanmaktadir.
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1. 2. o-fenilendiamin

(1,2 — benzendiamin; o — diaminobenzen) CcHgN,

Molekiil agirligs 108,14 g mol™ olan o — fenilendiamin, kahverengi
— sar1 kristaller gériintimiindedir [1]. Erime noktast 103 — 104 °C,
kaynama noktasi 256 — 258 °C dir. Suda az ¢dziiniirken, alkol, kloroform

ve eterde iyi ¢Oziiniir . pK, = 5,34 tiir.

1. 3. CDDP tayinine iliskin yapilmis ¢alismalar

Platin  komplekslerinin  gesitli  tiimorlerin  tedavisindeki
yararliliklarmin kesfi, bu komplekslerin farmasétik formiilasyonda ve
biyolojik sivilardaki analizlerine artan bir ilginin dogmasina neden
olmustur.

Riley ve arkadaglarinin klinik ¢aligmalarinda CDDP (1 mg / min)
yavas i.v. infiizyon ile 50 mg / m* dozda verilip, idrar érnekleri 30
dakika sonra almmistir [8]. Idrarda degismeden kalan CDDP
konsantrasyonunun 16,3 - 96,3 pg mL’ arasinda degistigi

gozlemlenmisgtir .

Platin (II) degisik materyallerden - olusan elektrotlarda
yiikseltgenebilmekte ve indirgenebilmektedir [18]. Ancak bu
reaksiyonlar, platine koordine olan ligandlarin 6zelliklerine de bagh
olup, elektrot yiizeyinde birikme sorunu vardir. Analitik agidan uygun
olmayan elektrot reaksiyonlarindan &tiirii, voltametrik yontemler platin
tayini i¢in pek tercih edilmemektedir [3]. Adsorptif siyirma voltametrisi
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(ADSV)’nin uygulanmasinda da adsorpsiyon ile elektrot yiizeyinde

birikme sorunu vardir [3].

Shearan ve Smyth ise anorganik platin i¢in etilendiaminle
kompleks olusturulmasi sonrasi ADSV uygulamasim incelemigler ve
idrardaki endojen maddelerin miktarina bagli olarak, Pt (II) nin
dogrudan tayininin uygulanabilirliginin kisitli oldugunu bulmusglardir
[21]. Aym ¢alismada Diferansiyel Puls Polarografisi ve GFAAS nin
diisiik verim g@sterdigi belirtilmektedir.

Bahsedilen bu yontemlerin CDDP igin segici olmamalarmin

yamisira, matriks etkisi gibi dezavantajlar1 da vardir.

1995 yilinda Shierl ve arkadaslan tarafindan yapilan, idrarda
voltametrik yontemle platin tayininde 2 pg tayin limitine ulagilmig
olmasma ragmen, bu yontem de idrardaki serbest CDDP degil toplam
platin tayinine yoneliktir [16].

Alevsiz Atomik Absorpsiyon Spektrometrisi (AAAS), ozellikle
biyolojik 6rneklerdeki toplam platin tayinleri i¢in en g¢ok kullanilan
yontemdir [3]. Girisim olmadigi durumda, AAAS ile sulu &rneklerde
platin 1 ngmL™’ ye kadar tayin edebilmektedir. Bununla beraber ugucu
olmayan bir element olan platinin atomize olmasi igin gerekli olan
yiikksek firin sicakliklari, tayinde yanligliklara neden olabilmektedir.
Aynica biyolojik Orneklerdeki bilesenler, platinin atomlagmasinda

fiziksel girisim yapmaktadir. AAAS de 6n islem s6zkonusudur.
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X-151mm Emisyon Spektrometresi de biyolojik sivilarda platin tayini
icin kullamlmistir [3]. Fakat, 6rnek hazirlama isleminin zahmetli
olmasindan dolay: klinik incelemelerde pek kullanimi1 olmamistir.

HPLC, CDDP tayininde son zamanlarda en ¢ok tercih edilen
yontemdir. Idrarda HPLC ile pek ¢ok tayin y6ntemi bildirilmistir [8, 22,
23]. Bu yo6ntemlerin kiminde matriks girisimleri vardir, kiminde ise

islemin karmagik olmasi sézkonusudur.

1982 yilinda Riley ve arkadaglar1 ¢ozlicli i¢inde olusturulan anyon
degistirici HPLC teknigini kullanarak bir tayin yontemi gelistirmiglerdir
[8]. Bu tayin y6nteminde heksadesiltrimetilamonyum bromiir (HTAB)
kolon dolgu maddesine absorplandiriimig ve CDDP tayini yapilmigtir.
Bu ¢alismada mobil faz olarak 1,0.10 * M HTAB (10 M, pH = 8 sitrat
tamponunda) kullanilmig, ancak anyonik karakterde olmalarindan dolay:
pek c¢ok idrar bileseninin kolonda fazlaca tutulmasi problem
olusturmustur. Bu problemin {istesinden gelebilmek i¢in ¢ift kolon
sistemi  kullanilmigtir. Bu ise pahali ve karmagik, ayrica
tekrarlanabilirligi diigiik bir yontemdir .

Baldew ve arkadaglari, idrarda HPLC sistemi ig¢inde radyoaktif
etiketleme yoluyla CDDP ve tiirevlerini ayr1 ayn tayin edip, 10 ng mL!
tayin sinirmna ulégmlslardu [24]. Ancak CDDP ile tedavi edilen
hastalarda bu yoéntemle CDDP izlenmesi her tibbi laboratuvarda
miimkiin olamamaktadir ve maliyeti yiiksektir .

1983 yilinda in - vitro ve in - vivo olarak yapilmig olan bir bagka
¢alismada CDDP ile plazma ve idrardaki bazi metabolitler iyon ¢ifti
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teknigi  kullamilarak HPLC ile aynlmigtir, ancak dimetiyonin -
kompleksi disinda metabolitlerin tanis1 yapilamamigtir [17]. Bu tayinde
Oon islem gerekmektedir ve yOntem, her tibbi laboratuvarda

uygulanamayacak bir yontemdir.

CDDP nin idrar ve plazmada tayini i¢in 1985 yilinda yayinlanmis
bir bagka yontem; 85 / 15 su / metanol (v / v) de hazirlanmis, 10 mM
NaCl ¢ozeltisinden olusan hareketli faz kullanilarak HPLC ile ayrilmasi
sonrasinda dogrudan UV detektorle saptanmasina dayanmaktadir [25].
Bu yontemde de 6n islem so6zkonusudur ve bu 6n islem prosediirii
zorlagtirmaktadir.

Bannister ve arkadaglari, CDDP yi sodyum dietilditiyokarbamat
(Na — DDTC) ile tiirevlendirip, organik bir ¢oziicii ile ekstraksiyondan
sonra HPLC yi takiben UV detektorle tayin etmislerdir [22]. 254 nm de
25 ng mL™ tayin siurina ulasiimigtir. idrara CDDP katildiktan sonra, 36
saat islem gérmedeﬁ bekletilmis CDDP igeren idrar ile bekletilmeden
islem g6rmiis idrarda elde edilen degerler ayni1 bulunmustur. Bu veri
Na - DDTC nin yapisindaki kiikiirt atomunun platin igin kuvvetli bir
don6r atom oldugu g6z Oniine alinirsa, platini idrardaki diger
bilesenlerden kopardifimi veya bu kiikiirt atomunun idrardaki diger
platin tiirevlerine de baglanabildigini gOstermektedir. Ayrica Na —
DDTC nin plazmada glutatyona bagli CDDP yi dahi ‘kopardig1 rapor
edilmigtir. Dolayisiyla bu da se¢iciligi olmayan bir ydntem olup, organik
cozeltiye ekstraksiyon sirasinda idrar ve organik fazin emiilsiyon

olusturmas: da yontemin dezavantajidir.
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Sodyum hidrojen siilfit ile birlikte aktifleyici olarak K,Cr,O; nin
kullanildigy ¢aligmalarda yontem, kiikiirt donér atomu nedeniyle yine
serbest CDDP tayini i¢in segici degildir [26, 27]. S6zii edilen yontemler,
kullanimi uygun olmayan, pahali yontemlerdir. Ayrica gerek Na —
DDTC, gerek sodyum hidrojen siilfitle tiirevlendirilmis CDDP nin
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda, biyolojik sivilardaki bazi
makromolekiiller de absorbans vermektedir . CDDP nin N, N - bis -
(-3 - merkapto - 2 - quinoksalinil) -1, 3 - propandiamin ile reaksiyonu
kullanilarak tiirev spektroskopisi ile tayini yapilmigtir [28]. Ancak {iriin
olusumu i¢in 24 saat isitma kosulu vardir. OPDA [29], bis-
(salisilaldehid) [30] UV-VIS alanda ilacin tayin edilebildigi bilesikler
vermektedirler ve by bilesikler yardimiyla HPLC ile CDDP tayini
yapilabilmektedir.

Bu ¢aligmanin birinci agamasinda Golla ve Ayres’in g¢alismasi temel
almmigtir [31]. Ikinci asama olan yontemin idrara uyarlanmasi ise
Inagaki ve arkadaslarimin yaptiklar1 ¢aligma 1s18inda gergeklestirilmigtir
[28]. Yontemimizin bu ¢aligmaya olan iistiinl{igii, 1sitma siiresinin g¢ok
daha az olmasi, pratik olmasi ve idrardaki serbest CDDP nin dogrudan
tayinine olanak vermesidir. Inagaki ve arkadaslarimn yaptiklar: bis-
(dimetilamin)  tiyo-benzofenon ile tiirevlendirmeye dayanan
calismalarinda 24 saat 1sitmadan sonra tiirev spektrofotometrisi ile tayin
yaptlmaktadir [28]. Kullanilan ligantta platin tarafindan tercih edilen
kiikiirt dondr atomunun bulunmasi, idrardaki serbest CDDP nin yamsira
diger platin tiirevlerini de baglamakta oldugunu ve bu nedenle segiciligin
saglanamadigim1 géstermektedir. Yukarida bahsedilen farmakolojik ve
farmakokinetik c¢aligmalarin da ortaya ¢ikardign gibi toksisite
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aragtirmasinda ve ila¢ dozunun ayarlanmasinda idrarla atilan serbest
CDDP miktar1 6nem kazanmaktadir.

1. 4. Idrarin bilesimi ve CDDP nin idrardaki bazn
bilesenlerle etkilesimi

Idrarm pH 1 4,8 — 7,5 arasindadir [32, 33]. Idrardan bir giinde
atilan kloriir miktart yaklagik 6,3 g dir. Bir giinde atilan ortalama idrar
hacmi yaklagik 1200 mL olarak belirtilmektedir [33]. Atilan gilinliik
kloriir miktar1 bir giinliik idrar hacmine boéliindiigiinde, kloriir
konsantrasyonu yaklagik 1,5.10" M olarak goziikmektedir. Bu miktar
diyetle degismektedir [33].

idrarda bulunan diger bilesenler; NH,", Ca**, K*, Na*, CI', HPO,,
H,PO,” ve SO iyonlari, aminoasitler, kreatinin, iire ve rik asittir [33,
34, 35]. Idrarda temel aminoasitlerin tiimii ve etanolamin bulunur [36].
Idrardaki kiikiirdiin biiyiik boliimii stilfat ve geri kalan1 da organik kiikiirt
biciminde bulunmaktadir. Idrarla atilan kreatinin miktar1 erkekte 1,0 -
2,0 g / giin, kadinlarda ise 0,8 - 1,8 g/ giin’diir [33]. Ayrica idrarla bir
glinde atilan toplam aminoasit mlktan yaklagik 0,8 g dir [35].

1. 4. 1. CDDP nin viicutta baglandig: bilinen

aminoasitler ve diger organik molekiiller

CDDP biyolojik molekiillerle kelatlagma egilimi tagimaktadir [11].
Basit aminoasitler, bir veya iki donér merkez kullanarak CDDP ye
koordine olabilmektedirler. X - 1gmm ile kristal yap1 tayinleri platin ile

S HUFRELES
L A
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[N, O] kelatlagmalarimin miimkiin oldugunu goéstermektedir. Pt — N
baginin yiikksek bir kararlilifi vardir. CDDP nin kloriir ligandlar:
hareketli olup, Pt - N bag: ise niikleofilik stibstitiisyonlara karsi daha
kararhidir . Platinin koordine olabildigi {i¢ tip kiikiirt dondrii; disiilfitler,
tiyoeterler ve tiyollerdir. Metiyonin, platine alti {iyeli kelat halkasi
olusturarak baglamir [37]. Metiyonin ligandinin platine baglanabilecek ii¢
fonksiyonel grubu mevcuttur: tiyoeter, amin ve karboksilik asit gruplari.
Platin (II) — metiyonin kompleksleri i¢in rapor edilmig olan iki tip
kelatlasma, (a) S,0 iizerinden ve (b) S, N iizerinden kelatlagmadir.
Sadece kiikiirt iizerinden baglanabilen metiyonin kompleksleri ve
tiirevleri de sentez edilmigtir [37]. CDDP metiyoninle gesitli {iriinler
olustururken amonyak ¢ikig1 olmaktadir [38, 41].

S — metil — L — sistein, metiyoninden zincirde bir metilen grubunun
eksik olmasi ile ayrilir ve tiim platin kompleksleri ile koordinasyona
uygundur [11, 20]. Sisteinde bulunan tiyol kiikiirdli, bir tiyoeter
kiikiirdiine goére platin (II) iyonlarinin baglanmasi igin daha elverislidir.
Sistein igeren peptidler, platine tiyol gruplarindan baglanmaktadirlar.

Kiikiirt, aminoasit zincirindeki N ve O dondrleriyle yarigabilecek
tek don6r degildir [11]. Platin (II), oksijenden daha ¢ok azota yatkin
oldugundan azot igeren yan zincirler kararli  kompleks
olugturabilmektedir. Histidin iki imidazol azotu tagir. Amin azotu ile
imidazol azotu genellikle platin i¢in Onemli dondrlerdir. Glisin ise
platine azottan ziyade oksijen dondrii ile baglanmakta, ancak bu yap:1
stabil olmayip saatlerce bekletildikten, 1sitildiktan veya pH arttirildiktan
sonra daha kararli bir yap: olusturan [N, O] kelatlagmasi meydana
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gelmektedir. Asparajin ve glutaminin amin azotlan da platine

baglanmaktadirlar.

Kreatinin de 6nemli bir biyoliganttir [Sekil - 3]. Ana tautomerik
formlarinda pek ¢ok donér grubu vardir [39]. Buna karsin bugiine degin
CDDP kreatinin etkilesmesine iliskin gerek in - vivo gerek in - vitro
caligma yapilmamistir. Ancak, PtCL> iyonunun kreatinin ile yaptigi
komplekslere iligkin bir ¢alismada bu bilegiklerin olusumunun reaksiyon

kosullarina ¢ok fazla bagli oldugu bildirilmistir .

Sekil - 3: Kreatininin molekiiler yapisi

2. GEREC VE YONTEM
2. 1. Kimyasal maddeler

CDDP ve USP standardi Bristol Myers Squibb firmasindan bagis
olarak, o-fenilendiamin (OPDA), etanol, KCIl, NaOH ve HCI ve asetik
asit Merck firmasindan, HPLC grade DMF, asetonitril ve metanol Lab-

Scan firmasindan saglanmigtir.
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2. 2. Gerecler

Tartimlar i¢in Shimadzu AEG 220 Libror terazi, pH Ol¢limleri igin
Metrohm 654 pH — metre ve Sensorex 120C pH elektrodu pH-metrenin
kalibrasyonu i¢in pH = 4,00 ve pH = 7,00 Metrohm AG CH 9100
tampon ¢ozeltileri kullanildi. Kiigiik hacimleri 6l¢mek i¢in Gilson p20,
p200 ve Eppendorf (1000 pL) pipetler kullanildi. Reaksiyon Elektromag
termostathh su banyosunda gergeklestirildi. Olusan {irliniin ¢6zeltisi
6lctimden once Hettich Universal 30 RF santrifiij cihazinda santrifiij
edildi. Spektrofotometrik O&lgtimler ig¢in Shimadzu 2100S model
spektrofotometre ve 1 cm gecis yollu kuarz kiivetler, ayrica distile su
icin de (GFL - 2004) distile su cihazi kullanildi.Volumetrik kaplar,
tartim yoluyla standardize edildi.

2. 3. Stok cozeltiler

CDDP stok cozeltisi (1): 15,0 mg CDDP, 1,0.10* M HCl
¢ozeltisinde ¢ozillerek 100,00 mL ye tamamlandi. Her ¢alisma ncesinde

taze olarak hazirland: .

CDDP stok cozeltisi (2): 30,0 mg CDDP, 1,0.10* M HCl
¢Ozeltisinde goziilerek 100,00 mL ye tamamlandi. Her ¢alisma 6ncesinde
taze olarak hazirland: . '

CDDP stok cozeltisi (3): 20,0 mg CDDP, 1,0.10’4 M HCI
¢Ozeltisinde ¢oziilerek 100,00 mL ye tamamlandi. Her ¢alismadan 6nce

taze olarak hazirland:.
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CDDP stok Céozeltisi (4): 15,0 mg CDDP, 1,5.100 M KCl
¢ozeltisinde ¢oziilerek 100,00 mL ye tamamlandi. 4° C de en fazla 15
giin saklandi.

CDDP stok Cézeltisi (5): 30,0 mg CDDP, 1,5.10" M KCl
¢Ozeltisinde ¢oziiliip 100,00 mL ye tamamlandi. 4° C de en fazla 15 giin
sakland.

CDDP / idrar stok c¢ozeltisi (1): 15,0 mg CDDP, saglikli
goniilliilerden a¢ karnina sabah alinan 2. idrarda ¢oziilerek 100,00 mL ye
tamamlandi. Her galisma i¢in taze olarak hazirlandi.

CDDP / idrar stok cozeltisi (2): 30,0 mg CDDP, saglikli
goniilliillerden sabah a¢ karnina alinan 2. idrarda ¢oziiliip 100,00 mL ye
tamamlandi. Her ¢aligma igin taze olarak hazirlandi

CDDP / idrar stok cozeltisi (3): 30,0 mg CDDP, saghklh
goniilliilerden sabah a¢ karnina alinan 2. idrarda ¢6ziilerek 100,00 mL ye
tamamlanda.

CDDP / idrar stok c¢ozeltisi (4): 60,0 mg CDDP, saglikli
goniillilerden sabah a¢ karnina almman 2. idrarda ¢oziilerek

100,00 mL ye tamamlandh.

CDDP / idrar stok c¢ozeltisi (5): 28,0 mg CDDP, saghkli
goéniillillerden sabah a¢ karmna alinan 2. idrarda ¢odziilerek

100,00 mL ye tamamland:.
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Belirte¢ stok cozeltisi (1): 14,0 mg OPDA, DMF te ¢oziilerek
10,00 mL ye tamamlandi. Her ¢calismadan 6nce taze hazirlandi.

Belirteg stok ¢ozeltisi (2):° 64,9 mg OPDA, DMF te ¢oziilerek
10,00 mL ye tamamlandi. Her ¢aligmadan 6nce taze hazirlandi.

Belirte¢ stok cozeltisi (3): 386,0 mg OPDA, DMF te ¢oziilerek
50,00 mL ye tamamlandi. Her ¢alismadan Once taze hazirlandi.

2. 4. On denemeler

1,0.10° M HCI gbzeltisinde CDDP nin OPDA ile verdigi iiriiniin
olusum kosullar1 incelenirken Golla ve arkadaglarinin ¢alismas: temel
alindi [31] ve bu caligmadaki gibi OPDA konsantrasyonu, CDDP

konsantrasyonunun 260 kat1 olarak alindi.

Bu amagla CDDP stok ¢ozeltisi (1), 1 : 10 (v / v) oraninda suyla
seyreltildi. Bu ¢ozeltiden alinan 1,00 mL, belirte¢ stok ¢dzeltisi (1) den
alinan 1,00 mL ile kangtirilarak kahverengi balon jojede 90 °C de 30
dakika 1sitildiktan sonra 7/3 DMF /su (v/v) ¢ozeltisi ile 10,00 mL ye
tamamlandi. Aym kosullarda hazirlanmis referans ¢6zeltisine karsi
absorpsiyor} spektrumu alindi ve maksimum absorpsiyonunpn 705 nm de

oldugu gozlendi.

Coziicli oranin1 belirlemek iizere yapilan denemeler sonucu,
CDDP — OPDA reaksiyon tiriinliniin, en iyi 1 /1 DMF / su (v / V)
¢Ozeltisinde olustugu saptandi. Bu nedenle yukaridaki denemede izlenen
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deney kosulu sabit tutuldu. Uriiniin olusumu sirasinda bu orammn
degistirilmesinin, 6rnegin; DMF oraninin veya su oraninin attirilmasinin

absorbans degerini diistirdiigii gézlendi [Sekil - 4].

Olusan firlintin kararlhi oldugu QGZﬁcﬁ sisteminin saptanmasi
icin 1/ 1 DMF /su (v/v) ¢bziici sisteminde olusturulan ve su
banyosunda kuruluga kadar bekletilen iirtinler; su, asetonitril, metanol,
etanol ve DMF de ¢oziilip 10,00 mL ye tamamlandiktan sonra
absorbanslar1 Gl¢iildii. En yiiksek absorbans, DMF ¢oziiciisii ile elde
edildi [Sekil - 5].

Bagka bir denemede iiriiniin 10,00 mlL ye tamamlanmasinda
3/7 DMF/su (v/v),1/1 DMF/su (v/v), 7/3 DMF/su
(v/v)ve saf DMF kullamildiginda en yliksek absorbans degerleri
DMF ve 7/3 DMF /su (v/v) ile elde edildi. DMF oranmi1 daha az
oldugu ic¢in ve aradaki absorbans farki ¢ok kiigiikk oldugundan 7/3
DMF /su (v/vVv) karisim ¢dziiclisii, tamamlama ¢ozeltisi olarak segildi
[Sekil - 6].

600 — 900 nm dalgaboyu araliginda girisim yapabilecek herhangi
bir absorbans gézlenmediginden, bundan sonraki absorbans degerleri

distile suya kars1 6l¢tildii.
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3. BULGULAR

3. 1. CDDP icin sulu c¢ozeltide spektrofotometrik tayin yontemi

gelistirilmesi
3. 1. 1. Reaksiyon sicaklig1 ve reaksiyon siiresinin incelenmesi

10 mL lik renkli balon jojelere; 1 : 10 (v / v) oraninda su ile
seyreltilmis olan CDDP stok ¢6zeltisi (1) den 1,00 er mL, belirte¢ stok
cozeltisi (1) den de 1,00 er mL konulup karigtirildiktan sonra 20 °C de
15, 30, 45, 60 ve 75 dakika bekletildi. Her karisimin tek tek 7/ 3
DMF / su (v/ V) ¢ozeltisiyle 10,00 mL ye tamamlanmasindan sonra
absorbanslar okundu. Aym islem 40 °C, 60 °C, 80 °C ve 90 °C lerde
yukénda belirtilen stirelerde tekrarlandi. Her sicaklik i¢in iiger deneme
yapildi.

En uygun sicaklik 90 °C ve bu sicakliktaki en uygun reaksiyon
siiresi de 30 dakika olarak saptandi. Sonuglar Sekil — 7 de verilmisgtir.
20 °C ve 40 °C lerde elde edilen degerler ihmal edilebilecek diizeyde

oldugundan grafikte verilmemisgtir.
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Absorbans

100

t(dakika)

Sekil - 7: Isitma siiresi ve sicakliginin iirtin olugumuna etkisi

3.1.2. Reaksiyon pH inin incelenmesi

pH denetlenmesi igin gerekli asit ve baz hacimlerinin bulunmas:

icin agsagidaki 6n deneme gergeklestirilmisgtir:

CDDP stok ¢ozeltisi (3), 1 : 10 (v/v) oraninda suyla seyreltildi. Bu
¢ozeltiden alinan her bir 750 pL lik hacim tizerine 1,00 er mL OPDA
cozeltisi ilave edilerek karnigtinldi. Kansimlarin pH lan degisik
konsantrasyonlardaki HCI ve NaOH ¢dzeltileri kullamlarak pH : 3,00;
4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 8,00 ve 9,00 a ayarlandi. Daha sonra 1,0. 10° M
HCl ¢ozeltisi ile 2,00 mL ye tamamlanan kanslmlann pH larinin
degismedigi gozlendi.

Her karisimin pH mun istenen degere getirilmest i¢in yukaridaki 6n

deneme ile bulunmus ve kaydedilmis olan asit ve baz hacimleri yine
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yukandaki sekilde hazirlanmig olan 1,75 mL lik karisimlara sirasiyla
ilave edildi. Bu sekilde pH lan istenen degerlere getirilmis olan
kansimlarm her biri, 1,0.10° M HCl gbzeltisiyle 2,00 mL ye
tamamlandiktan sonra 90 °C de 30 -~ dakika 1sitildi. Sogutulan
karisimlar, 7/3 DMF /su (v / v) gbzeltisi ile ayr1 ayr1 10,00 mL ye
tamamlandi. Elde edilen iiriinlerin 705 nm deki absorbanslar distile suya
karsi okundu. En yiiksek absorbans degeri pH = 6,00 — 6,50 arasinda
bulundu. Daha dar pH aralifinda ¢alisildiginda optimum pH 1n yaklagik
6,20 oldugu saptandi. Bu pH karisimin kendi pH 1 oldugundan, bundan
sonraki ¢caligmalarda pH ayarlamas: yapilmadi. pH 1n f{irlin olusumuna
etkisine iliskin absorbans degerleri Tablo — 2, Tablo — 3 de, grafigi
Sekil — 8 de verilmistir.

Tablo - 2:Cesitli pH larda olusturulan {irlinlerin absorbans degerleri

pH 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00

A 0,069 | 0,190 | 0,358 | 0,460 | 0,402 | 0,334 | 0,113

Tablo - 3: pH : 6,00 — 7,00 arasinda olusturulan tirlinlerin absorbans

degerleri

pH 6,00 6,20 6,50 7,00

A 0,450 0,484 0,441 0,402
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Sekil - 8: Uriin olusumu tizerine pH 1n etkisi
3. 1. 3. Belirte¢ konsantrasyonunun incelenmesi

CDDP stok ¢ozeltisi (1), 1 : 10 (v / v) oraninda suyla seyreltildi.
Bu c¢ozeltiden alman 1,00 er mL lik hacimler {izerine, CDDP
konsantrasyonunun 10 — 100 kat1 arasinda degisen konsantrasyonlarda
uygun sekilde hazirlanmig OPDA ¢ozeltilerinden ilave edildi. Yukarida
belirtilen deney prosediirli uygulandiktan sonra karigimlarin 705 nm
deki absorbans degerleri 6lgiildii ve bulunan degerlerin OPDA / CDDP
mol oranina kars1 grafigi ¢izildi [Sekil - 9]. Grafikte goriildiigii gibi;
1,0.10° M HCl iceren ortamda belirteg¢ konsantrasyonu CDDP
k-onsantrasyonunun 60. kati oldugu durumcia, tirliniin  absorbansi
maksimuma ulagmaktadir. Daha fazla belirte¢ ilavesinde absorbansta
artig goriilmemektedir.
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Sekil - 9: Belirte¢ konsantrasyonunun iiriin olusumu iizerine
etkisi

3. 1. 4. Kloriir iyonu konsantrasyonunun iiriin olusumuna

etkisi

Yukarida bulunan deney kosullari (sicaklik, siire, pH, belirteg
konsantrasyonu) sabit tutuldu. 15,0 mg CDDP, 1,5 M KCI ¢6zeltisinde
coziilerek aym ¢o6zelti ile 100,00 mL ye tamamlandi. Buna paralel
olarak aym islem sirasiyla 1,5.107 M; 1,5.10% M; 1,5.10° M; 1,5.10* M
ve 1,5.10° M KCl ¢ozeltilerinde de gerceklestirildi. Elde edilen 6
CDDP ¢ozeltisinden sirayla alinan 1,00 er mL lik hacimlerin her biri,
hazirlanmalarinda kullamlan KCl ¢bzeltileriyle 10,00 ar mL ye
tamamlandi. Bu g6zeltilerden alman 1,00 er mL, 1,00 er mL belirteg
stok ¢ozeltisi (1) ile kangtinldiktan sonra pH lar1 0,10 M HNO; ile
yaklagik 6,20 ye ayarlanip reaksiyona sokuldu. Son olarak 7 /3
DMF /su (v/v) kangimi ile 10,00 ar mL’ye tamamland: ve bdylece
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son Kkloriir konsantrasyonlar:1 1,5.107 M - 1,5.10° M arasinda
degistirilmis oldu [Sekil - 10].

Absorbans

Sekil - 10: CDDP — OPDA fiiriiniiniin absorbans degerinin pCl

degerlerine kars1 degisimi

Calisilan her kloriir konsantrasyonu i¢in olusan iiriiniin molar
sOniim katsayisi hesaplandi. En yiiksek kloriir konsantrasyonunda molar
soniim katsayis1 2,58.10° L mol™ cm™, en diisiik kloriir konsantrasyo-

nunda 1,12.10° L mol™” cm™ olarak bulundu [Tablo - 4].

Mt 2§ O BIERETTA
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Tablo - 4: Degisik kloriir konsantrasyonlarinda CDDP — OPDA
tirliniintin 705 nm deki absorbans degerleri ve buna karsilik

gelen molar séniim katsayilar1 ( CDDP konsantrasyonu :

1,50 pg mL™)
CI' konsantrasyonu Absorbans ¢ (L mol” ecm™)
1,5 0,129 2,58.10°
1,5.107 0,276 5,52.10°
1,5.10° 0,343 6,86.10"
1,5.107 | 0,439 8,78.10"
1,5.10° 0,554 1,11.10°
1,5.10° 0,558 1,12.10°

Yukarida saptanan optimum reaksiyon kosullarinda olusan
mavi - yesil renkli iiriin bir hafta +4 °C de saklandiginda, absorpsiyon
spektrumunda herhangi bir degisiklik gézlenmemistir.

3. 1. 5. 1,0.10° M kloriir konsantrasyonunda hazirlanan

olcii egrisi

CDDRP stok ¢ozeltisi (2), 1 : 10 (v/v) oraninda su ile seyreltildi. Bu
¢Ozeltiden alinan 100 pL, 300 pL, 500 pL, 700 pL, 900 pL’lik 5 degisik
hacim 10,00 mL lik balon jojelere konuldu ve bu g¢ozeltiler tek Wtek
1,0.10° M HCI ¢ozeltisi ile 1,00 mL ye seyreltildi. Daha sonra belirteg

stok ¢ozeltisi (1) den 1,00 er mL alimp bu ¢ozeltilere ilave edildi ve
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onceki kosullar sabit tutularak reaksiyon gergeklestirildi. Reaksiyon
sonunda 10,00 mL ye tamamlanan g¢ézeltilerin absorbanslari, 8l¢iildii

[Sekil - 11]. Her konsantrasyon igin 5 deneme gergeklestirildi.

Olgti egrisinden de goriildiizii gibi, CDDP nin 1,0.10° M HCI
ortaminda bu metod ile tayin edilebildii en diisiik konsantrasyon
0,300 pg mL"dir.

3. 1. 6. Olgii egrisinden elde edilen sonuclarin istatistiksel

olarak degerlendirmesi

Tablo - 5: CDDP nin 0,30-3,00 pg mL” araliginda degisen
konsantrasyonlarda, OPDA ile verdigi iiriiniin 1,0.10° M
HCI ¢ozeltisinde olusturulmasiyla ¢izilen 6l¢ii egrilerine ait

absorbans ve standart sapma degerleri

Crg m") (A1 [A: |As (A |As | A | S |/ Ax100

0,30 0,106 | 0,104 0,102 | 0,105 | 0,108 | 0,104 | 0,002 2,40

0,90 0,319 {0,316 ({0,310 | 0,320 | 0,340 | 0,321 | 0,011 3,43

1,50 0,519 | 0,512 0,502 | 0,527 | 0,534 | 0,519 | 0,005 1,02

2,10 0,721 (0,704 | 0,672 | 0,721 | 0,735 | 0,710 | 0,022 3,10

2,70 0,910 | 0,906 | 0,897 | 0,915 | 0,943 | 0,914 | 0,016 1,75

3,00 1,030 {1,010 1,000 | 1,030 | 1,020 | 1,020 | 0,013 1,27
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Tablo - 6: Tablo - 5 teki 6l¢li egrilerinin regresyon analizi

Ay Ay Az A4 As A
a 0,334 0,335 0,330 0,340 0,342 0,338
b 0,006 0,006 0,002 0,008 0,014 0,009
r 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999
A =10,338x+ 0,006 r=0,999

1,2
2 0,9 1
a8
5 0,6 -
2
< 0,3 1

0,0 O e e B

0,00 1,00 2,00 3.00 4,00

Konsantrasyon (ug mL™)

Sekil - 11: 1,0.1(‘)'5 M HCI ¢bzeltisinde olusturulan CDDP — OPDA

{irlinii yardimiyla ¢izilen 6l¢ii egrisi
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3. 2. idrarda CDDP tayini

3. 2. 1. Idrardaki bilesenlerin OPDA ile reaksiyonunun

incelenmesi

Bu boliimde, Inagaki ve arkadaslarinin ¢alismasi temel almmstir
[28]. Idrardaki herhangi bir bilesenin bu reaksiyon i¢in uygulanan
islemler sirasinda OPDA ile reaksiyon vererek, tayin islemine girisim

yapip yapmadi31 asagidaki sekilde aragtirildi.
Bu amagla iki ¢6zelti hazirlandi:

Referans 1: l,OOA mL idrar, 1,00 mL DMF ile 90 °C de 30 dakika
1sitildi. Bu kangim, tizerine 1,40 mg OPDA igeren 5,00 mL 7 /3
DMF / su (v/v) ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 7/3 DMF/su (v/v)

cozeltisi ile 10,00 mL ye tamamlandi.

Referans 2: 1,00 mL idrar, 1,40 mg OPDA igeren 1,00 mL
DMF ile kangtirildi. 90 °C’de 30 dakika 1sitildi ve 7/3 DMF /su
(v/v) ¢bziiciisiiyle 10,00 mL ye tamamland.

Her iki ¢ozelti 3000 rpm de 5 dakika santrifiijlendi. referans 2
¢Ozeltisinin referans 1 ¢ozeltisine kars: 'spektrumu alindi. 400 — 900 nm
arasinda, OPDA ile idrardaki herhangi bir bilesenin reaksiyon verdigini

gosteren higbir pike rastlanmad.
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3.2.2. On denemeler

Bolim 3.1. de gelistirilmis olan yOntem, Oncelikle idrarda
uygulanip olugan lrlinin absorbansi, aym sartlarda idrarda ha-
zirlanmis bos ¢ozeltiye kars: 6lgiildii. Islem su sekilde gerceklestirildi:
CDDP / idrar stok ¢o6zeltisi (1), su ile 1 : 5 (v / v) oramnda
seyreltildikten sonra, buradan alinan 1,00 mL ¢ozelti 1,00 mL OPDA
¢ozeltisi ile kangtinldi. Karigimin 90 °C de 30  dakika 1sitilip,
sogutulmasindan sonra 7 /3 DMF (v/v) ¢ozeltisiyle 10,00 mL ye
tamamlanmas: sonucu 3,00 pg mL™” CDDP konsantrasyonuna karsilik
0,262 gibi bir absorbans degeri elde edildi. Bu deger beklenenin ¢ok
alinda olup, yo6ntemin idrarda modifiye edilmesi gerektigini
gOstermektedir. Absorbansin  diigik  olmasinn, pH
denetlenememesinden ve idrardaki yaklasik 1,5.107 M kloriir
konsantrasyonundan kaynaklanmis olabilecegi distiniilerek agagidaki

denemeler gerceklestirildi.

3.2.3. 1,0.10"° M Kloriir konsantrasyonunda ve idrarda

reaksiyon oncesi ve sonrasinda gizlenen pH degerleri

Sulu ortamdaki tayinde 6lciilen pH lar

e 1,0.10*M HCI ¢ozeltisinde hazirlanmig CDDP stok ¢ézeltisi (1) in
pH1=3,85 (CDDP konsantrasyonu: 150 pg mL™)

e Reaksiyondan 6nce 1,00 mL 1:5 (v/v) oraninda su ile seyreltilmis
CDDP stok ¢ozeltisi (1) (30 pg mL™") ve 1,00 mL belirteg stok
¢ozeltisi (1) karisiminin pH 1=6,20 - 6,30
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e Bu karigimm 90 °C’de 30 dakika 1sitilmasindan sonra pH = 6,40

e Isitilmig karmigimin 7/3 DMF /su (v/v) gozeltisiile 10,00 mL ye
tamamlanmasindan sonra pH = 6,70 — 6,80 olarak saptanmugtir.

Idrar ortamimda uygulamada élgiilen pH lar
e IdrarpH1 =733
e CDDP / idrar stok ¢bzeltisi (1) (150 pgmL™) pH=1732
e 1:5 (v/vV)oraninda suyla seyreltilmis CDDP / idrar stok ¢ézeltisi
(1) den (30 pg mL™) 1,00 mL almip, 1,00 mL OPDA ¢ozeltisiyle
karigtirildigi zaman pH=9,19

e Bu kanigimin 90 °C’de 30 dakika 1sitilmasindan sonra pH = 9,22

e Isitilmig karigimmn 7 /3 DMF / su (v / v) ¢ozeltisi ile 10,00 mL ye
tamamlanmasindan sonra pH = 9,60 — 9,65

Bu ¢alisma sonuglari, idrarda alinan diisiik absorbansin biiylik

oranda pH tan kaynaklandigim1 gostermektedir.
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3.2.4. Idrarda CDDP tayininde pH 1n denetlenmesi

Idrarda taze olarak hazirlanan CDDP /idrar stok ¢6zeltisi (1),
1:5 (v/v)oraninda su ile seyreltildi. Buradan alinan 1,00 mL lik
hacim, 1,00 mL belirteg stok g¢ozeltisi (1) ile kangtinlip pH
ayarlamasi yapilmadan 90 °C de 30 dakika isitildiktan sonra 7 / 3
DMF / su (v / v) ¢bzeltisiyle tamamlandi. Bu ¢6zeltinin absorbansi,
kendi referans c¢ozeltisine karsi 6lgﬁldﬁgﬁnde 0,261 olarak bulundu
( CDDP son konsantrasyonu: 3 pug mL™ ). Ikinci denemede aym
konsantrasyonda CDDP igeren 2,00 mL lik karigtmmn pH 1 0,10 M
HNO; ile 6,17 - 6,20 ye getirildi. Kanigim belirtilen kosullarda 1sitilip,
100 mL sinde 8 uL. 0,45 N HNOs iceren 7/3 DMF /su (v/v)
tamamlama ¢ozeltisi ile tamamlandiktan sonra referans ¢ézeltisine karsi
Olgiilen absorbansin yaklasik 0,454 e ¢iktig1 gozlendi. Goriildigi gibi
Olciilmiis olan bu absorbans degeri, pH ayarlanmadan 6l¢lilmiis olan

absorbans degerinin yaklasik iki katidir.

Ikinci bir denemede CDDP /idrar stok ¢ozeltisi (1), su yerine
idrar kullantlarak 1 : 5 (v/v) oranmnda seyreltildi. Bu gozeltiden alinan
1,00 mL, 1,00 mL belirteg stok (1) ¢ozeltisiyle karigtirnlldiktan sonra
yukaridaki  prosediir aynen wuygulandi. Sonu¢ olarak pH
denetlenmediginde &lgiilen absorbans yaklagik 0,007 iken, pH ayarlanip
100 mL. sinde 8 pL 0,45 N HNO; iceren tamamlama ¢bzeltisi
kullanildiginda absorbans 0,324 olarak bulunmustur (CDDP son
konsantrasyonu: 3,00 ug mL™). Burada bulunan absorbans degerinin

diisiik olmasinin matriks girigimine bagli olabilecegi diistintildii.
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CDDP stok ¢ozeltisi (4), 1 : 5 (v / v) oraninda seyreltildi ve
yukaridaki kosullar saglanip, reaksiyon idrar yerine 1,5.10" M KCl
coOzeltisi  kullanilarak gergeklestirildi. pH denetimi yapilmadiginda
(HNOjs kullanilmadan) absorbans degeri yaklasik 0,454 iken, HNO; ile
pH denetimi yapildiginda yaklagik 0,610 olarak &l¢iilmiistiir (CDDP son
konsantrasyonu: 3,00 pug mL™). Bu denemede de pH 1n denetlenmesi

absorbansi 6nemli dl¢ilide arttirmigtir.

3. 2. 5. Farkh Kkloriir konsantrasyonlarinda ve idrarda

olusturulan iiriine iliskin absorbans degerleri

1,0. 10° M HCI cozeltisinde yiiriitiilen referans reaksiyon

CDDP stok ¢ézeltisi (2) suile 1 : 10 (v/ v) oraninda seyreltildi. Bu
¢ozeltinin 1,00 mL si, 1,00 mL belirteg stok ¢ozeltisi (1) ile karigtirildi.
pH ayarlanmasina gerek olmadigindan, asit kullanilmadi. 90 °C de 30
dakika bekletilen kanigim, 7/3 DMF /su (v/v) ¢ozeltisi ile
10,00 mL ye tamamlandi ve absorbans distile suya kars1 0,905 olarak
olgtildi.

1,5107 M KCl cozeltisinde ve idrarda yiiriitiilen

reaksiyonlar

Deneme 1: CDDP stok ¢ozeltisi (2), 1,5.107 M KCl ¢bzeltisi
ile 1:10 (v/v) oraninda seyreltildikten sonra bu ¢dzeltiden alinan
1,00 mL, belirte¢ stok ¢ozeltisi (1) in 1,00 mL si ile kanstinldi. 0,1 M
HNO; ile pH 6,17 - 6,20 ye ayarlandiktan sonra yukaridaki islem
tekrarlandi. Absorbansi distile suya karsi 0,495 olarak 6l¢iildii.
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Aymni yontem, saglikli goniillillerden alinan taze idrarda ¢oziilmiis
CDDP ile olgii egrisi ¢izilmesinde kullanildi. Ancak lineer bir dogru ve
tekrarlanabilir sonuglar elde edilemediginden, bundan sonra pH

ayarlamalar asetik asit ile yapildi.

Deneme 2: Deneme 1 deki gibi caligildi. Ancak bu kez pH,
1:1 (v/v) oraninda seyreltilmis asetik asit (% 100, d=1,05gmL")
ile 6,17 - 6,20 ye ayarlandi. Absorbans degerlerinin 0,578 — 0,625

e

arasinda degistigi ve tekrarlanabilir olmadig1 gézlendi.

Deneme 3: Deneme 2 deki islemler uygulandi. Ancak tamamla-
mada kullanilan ¢oziicli sistemi yerine 100,00 mL sinde 20,0 pL
1:1 (v/v) oraninda seyreltilmis asetik asit (% 100, d=1,05g
mL™" ) iceren 7/3 DMF /su (v / V) gozeltisi kullanildi. Absorbans
degerlerinin 0,614 civarinda ve tekrarlanabilir oldugu gozlendi.

Deneme 4: Deneme 3 teki islemler, OPDA konsantrasyonu CDDP
konsantrasyonunun 600 katina ¢ikarilarak tekrarlandi. Absorbanslarin
0,905 civarinda ve tekrarlanabilir oldugu gozlendi. Bu kosulda
1,0.10° M HCI ¢bzeltisinde elde edilen maksimum absorbans degerine

ulagilmastir.

Deneme 5: Deneme 4 teki islem idrarda uygulandi. Absorbans
Olgiilmeden 6nce 3000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi. Absorbans degeri,

referans ¢ozeltisine kars1 0,636 olarak 6lgiildil.
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3. 2. 6. CDDP nin kreatinine baglanmasi

60 kilo olan bir insanin idrarla giinde yaklagik 1500 mg kreatinin
atmaktadir [35]. Bir yetiskin tarafindan giinde atilan ortalama idrar
hacmi 1200 mL dir [33, 35]. Buna gore idrarla bir giinde ~1500 mg /
~1200 mL =1,25 mg mL™" kreatinin atilmaktadir. Yaklasik 1,25 mg mL™
konsantrasyonda kreatininin CDDP ye in - vitro olarak baglanmasim
incelemek iizere li¢ paralel deneme gergeklestirildi (Asagidaki iig

denemede de CDDP son konsantrasyonu : 3,00 ug mL™"! dir.).

L  1,510" M KCl cozeltisinde: CDDP stok ¢bzeltisi (5),
1,5.10" M KClI gbzeltisi ile 1 : 10 (v / v) oraninda seyreltildi.
Bu ¢ozeltiden alman 1,00 mL, 1,00 mL belirteg stok ¢6zeltisi
(2) ile kanstinlds ve pH 1 6,17 — 6,20 ye ayarlandi. Su
banyosunda 90 °C de 30 dakika 1sitildiktan sonra 100 mL
sinde, 1 : 1 (v/v) oraninda seyreltilmis 20,0 L asetik asit
(% 100, d = 1,05 gmL™) iceren 7/3 DMF /su (v/v)
¢ozeltisi ile 10,00 mL ye tamamlandi. Distile suya karg:

absorbansi 6l¢iildii.

II.  Kreatinin iceren 1,5.10" M KCI ¢ozeltisinde: 125,0 mg
kreatinin 1,5.10" M KCl ¢ozeltisinde ¢dziilip 10,00 mL ye
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden alinan 1,00 mL, CDDP stok
cozeltisi (5) ten alinan 1,00 mL lik hacim tizerine ilave edilir
edilmez karigim, 1,5.10T M KClI cozeltisi ile 10,00 mL ye
seyreltildi ve iyice karigtirild: ( kreatinin: 1,25 mg mL™). Bu
¢ozeltinin 1,00 mL si, belirteg stok ¢ézeltisi (2) nin 1,00 mL
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si ile belirtilen optimum kosullarda reaksiyona sokuldu ve
100 mL sinde 20,0 pL , 1:1 (v/v) oraminda
seyreltilmis asetik asit (% 100, d = 1,05) iceren 7 /3
DMF /su (v/v) gozeltisi ile 10,00 mL ye tamamland:.
Aym kosullarda hazirlanmig olan referans ¢ozeltiye karsi

absorbansi 6l¢lildii.

II. Idrarda: CDDP / idrar stok gozeltisi (2), 1 : 10 (v / V)
oraninda aym idrarla seyreltildi. Belirteg stok ¢6zeltisi (2)
ile belirtilen kosullarda reaksiyona sokulduktan sonra
10,00 mL ye tamamlandi ve 3000 rpm de 5 dakika
santrifiijlendi. Aym kosullarda hazirlanmis olan referans

cOzeltiye kargt absorbansi dl¢iildii.

L., IL. ve III. islemler sonucu olusan iiriin ¢6zeltilerinin absorbans

degerleri Tablo - 8 de verilmistir.

Tablo - 8: Kreatinin varliginda CDDP - OPDA iiriiniine iligkin

absorbans degerleri

Reaksiyon ortami A
1,5.10" M KClI ¢bzeltisinde 0,855
Kreatinin igeren 1,5.10" M KClI 0,734
¢Ozeltisinde _
Idrarda CDDP 0,631
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3. 2. 7. Standart katma yontemi ile idrarda CDDP

miktar tayini

CDDP / idrar stok ¢ozeltisi (3) ve CDDP / idrar stok ¢ozeltisi (4)
ten alman 700 pL lik hacimler alinip hazirlanmalarinda kullanilan
idralrlarla 25,00 mL ye tamamlandi. CDDP / idrar stok ¢6zeltisi (5) ten
alman 1 mL lik hacim, aym1 idrarla 10,00 mL ye seyreltildi. Bu ii¢
¢ozeltideki CDDP Kkonsantrasyonlan sirasiyla 8,40 pg mL™, 16,8 ug
mL" ve 28,0 ug mL™ dir. Bu ¢bzeltiler hazirlandiktan hemen sonra
kullamild:.

Standart CDDP ¢ozeltileri

20,0 mg CDDP 1,5.10'1 M KCI ¢ozeltisinde ¢6ziiliip 25,00 mL ye
tamamlandi. Bu ¢ozeltiden alinan 0, 160, 260, 370, 470, 580, 680 ve
790 pL lik hacimlerin herbiri aym KCl ¢ozeltisiyle 10,00 mL ye
tamamland.

Standart katma yontemi ile 6l¢ii egrilerinin ¢izilmesi

8,40 ug mL™ CDDP igeren idrar ¢ézeltisinden alan 20,0 mL ve
belirteg stok ¢ozeltisi (3) ten alinan 40,0 mL bir beherde karistirildi. Bu
karigima 150 uL. 1 : 1 oraninda suyla seyreltilmis asetik asit (% 100,
d=1,05g mL') ilave edilerek pH1 6,17 — 6,20 ye getirildikten
sonra iyice karigtirtldi. Bu kangimdan 1,50 mL lik hacimler almarak
10,00 mL lik renkli balon jojelere aktarildi ve {izerlerine hazirlanmig
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olan standart ¢6zeltilerden sirasiyla 500 er uL ilave edildi. Bir seri icin 8
ornek hazirlandi. 90 °C de 30 dakika 1sitilan karisimlar, 100,00 mL
sinde 1:1 oraninda suyla seyreltilmis olan 20,0 pL asetik asit
(% 100, d=1,05gmL") iceren 7/3 DMF/su (v/ V) gizeltisi
ile 10,00 ar mL’ye tamamlandi. 705 nm deki absorbanslari, referans
¢Ozeltisine kars: Olgiildli. Bu islemler 3 seri igin ayni idrarla tekrarland:
ve absorbans degerleri, standart CDDP konsantrasyonlarina kars: grafige
gegirildi. Orneklerdeki CDDP son konsantrasyonlarina karsilik gelen
0,42 — 3,58 pg mL™' konsantrasyon araliginda, standart katma
egrisinin dogrusal oldugu bulundu (Sekil - 12).

16,8 ugmL”' CDDP igeren idrardan alinan 10,0 mL lik hacim,
10,0 mL 1,5.10' M KClI cozeltisi ile seyreltildi. Daha sonra bu 20,0
mL lik kangim; belirteg stok ¢ozeltisi (3) in 40,0 mL si ile karigtirild.
8,40 ug mL' CDDP iceren idrarda uygulanan prosediir aynen
tekrarlandt (Sekil - 13).

28,0 pgmL? konsantrasyonda CDDP iceren idrardan alman
6,0 mL, 14,0 mL 1,5.107 M KCl ¢ozeltisi ile seyreltildi. Elde edilen
20,0 mL lik kansim, belirteg stok g¢ozeltisi (3) iin 40,0 mL si ile
kangtirldi. Bu denemede de 8,40 pg mL? CDDP igeren idrarda
uygulanan prosediir aynen tekrarland1 (Sekil - 14).

Bu denemelerde elde edilen sonuglar ve istatistiksel
degerlendirmeleri B6liim 3. 2. 8. de verilmistir. Sekil 15, 16 ve 17 de
1,0.10° M, 1,5.10™ M Kloriir ¢ozeltilerinde ve idrarda olusturulmus olan
CDDP — OPDA iriinitiniin absorbans spektrumlari, Sekil - 18 de ise
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CDDP — OPDA iriiniintin absorbans spektrumlari, Sekil 18 de ise
idrarda olugturulan {iriintin, OPDA ¢&zeltisinin ve bos idrarin absorbans

spektrumlar verilmistir.

3. 2. 8. Olgii egrilerinden elde edilen sonuclarm

istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Tablo - 9: 8,40 ng mL" konsantrasyonda CDDP igeren idrarda tayin

icin, standart katma y6ntemi uygulanarak ¢izilen 6l¢ii

egrilerine ait absorbanslar ve standart sapma degerleri

C(ug mL™) A, A, Az A S | S/ Ax100
0,00 0,091 0,113 0,104 | 0,103 | 0,011 10,7
0,64 0,265 0,297 | 0,288 | 0,280 | 0,017 6,07
1,04 0,358 | 0,419 | 0,397 | 0,388 | 0,031 7,99
1,48 0477 | 0552 | 0559 | 0529 | 0,045 8,51
1,88 0,582 | 0,684 | 0,680 | 0,636 | 0,060 | 9,43
2,32 0,711 0,810 | 0,826 | 0,782 | 0,062 | 7,93
2,72 0,824 | 0,938 0,942 | 0,901 | 0,067 | 7,44
3,16 0,915 1,060 1,070 | 1,020 | 0,087 8,53




Tablo - 10: Tablo - 9 daki 6lgii egrilerinin regresyon analizi
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Ay A, A3 A
a 0,265 0,303 0,311 0,294
b 0,090 0,108 0,094 0,093
r 0,999 0,999 0,999 0,999
A =0,294x + 0,093 R =0,999

Absorbans

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
- Konsantrasyon

Sekil - 12: 8,40 ug mL™' CDDP igeren idrarda tayin igin, standart

katma y6ntemiyle ¢izilen 6l¢ti egrisi
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Tablo - 11: 16,8 pg mL™ konsantrasyonda CDDP igeren idrarda tayin
igin, standart katma yontemiyle ¢izilen 6l¢ii egrilerine ait

absorbanslar ve standart sapma degerleri

CugmL?) | A, A; Az A S S/ Ax100
0,00 0,005 | 0,094 | 0,097 | 0,095 | 0,002 2,32
0,64 0,248 | 0,258 | 0,265 | 0,257 | 0,009 3,30
1,04 0,349 | 0344 | 0,374 | 0,356 | 0,016 4,49
1,48 0,462 | 0444 | 0,496 | 0,467 | 0,026 5,57
1,88 0,576 | 0,548 | 0,603 | 0,576 | 0,028 4,86
2,32 0,701 | 0,664 | 0,730 | 0,698 | 0,033 4,73
2,72 0,799 | 0,777 | 0,859 | 0,812 | 0,042 5,17
3,16 0,915 | 0,902 | 0,991 0,936 | 0,048 5,12

Tablo - 12: Tablo - 11 deki 6l¢li egrilerinin regresyon analizi

A4 A, A; A
a 0263 0253 0283 0,266
b 0,084 0,085 0,084 0,084
T 0,999 0,008 0,099 0,095
A= 0,266x + 0,084 r=0,099

::,, ‘iﬂ"%@{ﬂf@ﬂ‘!ﬂ Mxﬁ&’&)m
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QO =

o

Absorbans
o

w O W N

1 1 1 ]
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0,00 1,00 2,00 3,00 4,00

Konsantrasyon (ug mL™)

Sekil - 13: 16,8 ug mL™”' CDDP igeren idrarda tayin i¢in, standart

katma y6ntemiyle ¢izilen 6l¢ii egrisi
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Tablo - 13: 28,0 ug mL™' konsantrasyonda CDDP igeren idrarda tayin
icin, standart katma y6ntemiyle ¢izilen 6l¢ii egrilerine ait

absorbanslar ve standart sapma degerleri

CugmL")| A A, A; | A S | S/ Ax100
0,00 0,114 | 0,114 0,106 | 0,111 | 0,005 4,14
0,64 0,300 | 0,300 0,288 | 0,296 | 0,007 2,33
1,04 0,401 0,418 0,391 | 0,403 | 0,014 3,47
1,48 0,523 | 0,552 0,521 | 0,532 | 0,019 3,57
1,88 0,646 | 0,677 0,644 | 0,655 | 0,019 2,90
2,32 0,791 | 0,817 0,776 | 0,795 | 0,021 2,64
2,72 0,014 | 0,938 0,004 | 0,919 | 0,001 0,19
3,16 1,06 1,07 1,04 1,06 | 0,016 1,51

Tablo - 14: Tablo - 13 deki 6l¢ii egrilerinin regresyon analizi

A, A; A; A
a 0,299 | 0,305 0,296 0,300
b 0,100 0,107 0,094 0,099
r 0,008 0,999 0,999 0,099

A= 0,300x + 0,099 r=0,999
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Absorbans

RSO AN UUNS NS SN RN U EUNUS N S |

0,00

I T

1,00 2,00

Y SN AU S SN S |
[ 1

3,00 4,00

Konsantrasyon (ug mL™)

Sekil - 14: 28,0 ug mL ™’ CDDP igeren idrarda tayin i¢in, standart

Tablo - 15: 8,40, 16,8 ve 28,0 ug mL"' konsantrasyonlarda CDDP

katma yOntemiyle ¢izilen 6l¢li egrisi

katilmig idrarda bu y6ntem ile bulunan CDDP

konsantrasyonlari ortalamalari

*Seyreltme faktorii
Idrara katilan
Idrara Idrara katilmig | Bulunan son Idrarda bulunmus cisplatin
katilmig | CDDPninson | CDDP olan CDDP konsantrasyonuna
CDDP konsantrasyonu | konsantrasyonu | konsantrasyonu gore OPDA nin
(ugmL™) | (ugmL™) ortalama degeri | ortalama degeri baglayabildigi
(ug mL™") (ug mL™) CDDP yiizdesinin
X ortalamasi

8,40 0,42 0,32 0,32 x20* =6,32 76,19

16,8 0,42 0,32 0,32 x 40* = 12,64 76,19

28,0 0,42 0,33 0,33 x 66,7* =22,01 78,61
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4, SPEKTRUMLAR
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Sekil - 15: 1,0.10” M kloriir konsantrasyonunda olusturulmus
CDDP - OPDA iiriiniiniin absorpsiyon spektrumu
(CDDP konsantrasyonu=2,10 pg mL™"
OPDA konsantrasyonu=CDDP konsantrasyonunun 600 kat1)



o (=)
~ ~
S S
(o] o
(=) O
o o
(=] 4 9
S 1o
o {o
o e
~ B
58 13
TS ]
9 1

° °
N N
s 18
e :. . A R N . L T i o

-8 450 500 Y600 700 800 900 8

Sekil - 16: 1,5.10™ M kloriir konsantrasyonunda olusturulmus
CDDP - OPDA iiriiniiniin absorpsiyon spektrumu
(CDDP konsantrasyonu=2,10 pg mL*
OPDA konsantrasyonu=CDDP konsantrasyonunun 600 kat1)
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Sekil - 17: Idrarda olusturulmus CDDP - OPDA f{iriiniiniin
absorpsiyon spektrumu
(CDDP konsantrasyonu=2,10 pg mL™"
OPDA konsantrasyonu=CDDP konsantrasyonunun 600 kat1)
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5. SONUC VE TARTISMA

CDDP nin sulu ¢ozeltisinde molekiildeki kloriir iyonlar1 su ile yer
degistirir [40].' Ancak yaklasik 1,5.10" M kloriir ¢ozeltisinde ligand
degisimi gok yavastir ve molekiil daha stabildir. Bu ¢6zeltide ve 25 °C de
12 saat sonra CDDP nin % 99 unun tayin edilebildigi goériilmiigtiir [3,
41]. Diger yandan, idrarla toplam CDDP atiliminin idrar hacminden
ziyade idrar pH 1 ile baglantili oldugu bildirilmigtir [18]. Baska bir
calismada da CDDP, saglikli goniilliilerden alinan idrarda ¢oziiliip 22 °C
de inkiibe edildiginde 6 — 8 saatten fazla kararli kalmadifi rapor
edilmigtir [8]. Bu siireden sonra zamana kargt degisimi incelenmis ve

o\

CDDP bozulma oraninin % 40 — 80 arasinda degistigi g6zlenmisgtir .

CDDP 1,5.10"" M Kloriir ¢bzeltisinde daha stabil olmasina ragmen,
idrar ¢ok karmasik bir matrikstir ve giinden giine, saatten saate degisen
pek cok molekiil ve iyon igerir. Ayrica CDDP nin stabilitesi idrarda iyi
degildir. Platin kompleksleri sistein ve metiyonin gibi azot ve kiikiirt
donér ligantlartyla [42] ve serum albumin [15] ve fumaraz enzimi [43]
gibi tiyol iceren biyomolekiillerle hizli reaksiyon vermektedir. CDDP
idrarda bu tiir ligandlara hizla baglanabilmektedir.

Idrarda CDDP tayin ornekleri ¢ok az sayldafilr. Bunun yanisira,
HPL.,C ile yapilan tek bir ¢alisma disinda, bu caligmalarda idrara -
baslangigta katilan CDDP nin yapilan ¢esitli tayinler sonunda bulunan
miktarlar1 katilanin % 90 — 100 i gibi oldukga farkli degerlerdir ve
CDDP tiirevlendirme reaksiyonlarinin tiimiinde kiikiirt donér ligandlar
kullanilmastir. Na — DDTC , N, N — bis — (3 — merkapto — kinoksalinil) —
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1,2 — propandiamin, potasyum dikromat varliginda sodyum hidrojen
stilfit gibi reaktifler CDDP ile reaksiyona girmekte ve idrarda cisplatine
baglanacak ligandlar1 da koparmaktadirlar. Na — DDTC nin ilavesinden
once idrarda bekletilen CDDP &meklerinin de , CDDP ilavesinden sonra
bekletilmeden Na — DDTC katilan 6rneklerin de aymi standard egrileri
verdikleri gosterilmigtir [22]. Bu ylizden 6nceki ¢aligmalardaki tayinlerin
sonucunda bulunan CDDP miktarlarinin, idrara bastan katilan CDDP
miktarlari ile hemen hemen ayn1 olmasi, muhtemelen reaktiflerin idrarda
bulunan ¢esitli . CDDP tiirevleriyle reaksiyonlarindan dolayidir. Diger
tarafta, kiikiirt donorleri igeren ligandlarin sadece azot dondrleri olan
ligandlardan daha hizl reaksiyona girdikleri diigiiniilmektedir. CDDP ve
OPDA arasindaki reaksiyon ¢ok hizli degildir, ancak muhtemelen
secicidir. Bu calismada, idrarda bulunan ve CDDP ye baglanmis diger
ligandlar1 sbkmeden, degismemis serbest CDDP tayininin yapilmasimnin
miimkiin olabildigi diistiniilmektedir. B6lim 3. 2. 5. te deneme 4 ve
deneme 5 teki sonuglardan da gorildiigii gibi 3,00 pg mL” CDDP
konsantrasyonunda; 1,5.107 M KCl ortammdaki CDDP tayininde
absorbans 0,905 olarak bulunmusken, CDDP katilmis idrarda absorbans
0,636 olarak tespit edilmigtir. Bu sonuglarin da bu savi destekledigi

sOylenebilir.
Dogrusallik

Olgti egrilerinin dogrusalliklari, 8,40 pg mL™, 16,8 pg mL™" ve
28,0 ng mL™” olmak tizere ii¢ degisik konsantrasyonda CDDP igeren iig
farkl: idrarda iki seri hazirlanarak incelendi. Her konsantrasyon i¢in iiger

deneme gergeklestirildi. Olgii egrileri 0,42 — 3,58 pg mL’
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konsantrasyon araliinda dogrusal bulundu. Iigili istatistiksel veriler

Boliim 3. 2. 8. de verilmistir.
Secicilik

CDDP atilimi idrar pH ma ve muhtemelen de idrar igerigine
baghidir. Bu parametreler diyete bagh olarak degiskenlik gosterirler. Bu
tip matriks etkileri idrarin 1,5.10" M KCI ¢ozeltisiyle seyreltilmesi ve
standart katma metodunun uygulanmasiyla minimuma indirilmistir.
Dahasi {irliniin 705 nm deki maksimum absorbans verdigi alan, CDDP,
OPDA ve idrardaki diger biyomolekiillerin absorbans verdikleri alanin
olduk¢a uzagindadir. Bu durum, ilacin idrarda herhangi bir girisim

olmaksizin tayin edilmesine olanak tanimaktadir.
Dogruluk ve Duyarhk

CDDP‘nin iki farkli konsantrasyondaki verimleri Tablo—15 te
goriilmektedir. 8,40 pg mL”, 168 pg mL' ve 28,0 pg mL’
konsantrasyonlarda CDDP katilmig olan idrarlarda bu yéntem ile bu
katilan konsantrasyonlarin sirastyla ; % 76,19; % 76,19 ve % 78,61 i
tayin edilmigtir.

Sonug¢
Sonug olarak bu galigmada , bir nitrojen dondr atomu olan OPDA

reaktifi ile segici bir tayin yoOntemi gelistirilmistir. En 6nemlisi;

gelistirilmis olan metod; tekrarlanabilir, ucuz ve hastalarin idrarlarinda
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rutin CDDP izlenmesi igin yeterince hassas, uygulanmasi kolay bir

yOntemdir.
Tiim bu bilgilere gore 6nerilen tayin recetesi sudur:

20,0 mg CDDP 1,5.10" M KCl ¢bzeltisinde ¢oziiliip 25,00 mL ye
tamamlanir. Bu ¢6zeltiden alman 0, 160, 260, 370, 470, 580, 680 ve
790 pL lik hacimlerin herbiri ayn1 KCl ¢ozeltisiyle 10,00 mL ye
tamamlanarak standart ¢ozeltiler hazirlanir.

CDDP ile tedavi goren hastadan, inflizyon veya enjeksiyondan 30
dakika sonra alinan idrarm 1,00 mL si 7,72 mg mL™* konsantrasyonda
OPDA / DMF ¢ozeltisinden alinan 1,00 mL ile renkli balon jojede
kangtirildiktan sonra bu karisimin pH 1 1 : 2 oraninda suyla seyreltilmis
glasiyel asetik asit (d=1,05 gmL™) ile 6,17 - 6,20 olarak ayarlanir ve
su banyosunda 90 °C de 30 dakika 1sitilir. Glasiyel asetik asit (d = 1,05
g mL") suile 1 : 100 oraninda seyreltilir. Seyreltilmis asetik asit
¢ozeltisi ile 70 / 26 / 4 oraninda DMF / su / asetik asit ¢ozeltisi (v/ v/ V)
hazirlanir. 1 — 2 dakika sogumaya birakilan 6rnek bu karigim ile 10 mL
ye tamamlanir. Aym sartlarda hazirlanan referans ¢ozeltisine karsi 705
nm deki absorbans degeri olgiiliir. Olglilen bu degere gbre orant
kurularak hastadan alnan idrar, absorbans degeri yaklagik 0,100
olacak §ekifde 1,5.10° M KCl ¢ozeltisiyle seyreltilir. 'Seyreltilmig
idrardan alman 20,0 mL, 7,72 mg mL" konsantrasyonda OPDA / DMF
¢ozeltisinden alinan 40,0 mL ile bir beherde karistirilir. Bu karigimin pH
1, 1 : 1 oraninda suyla seyreltilmis glasiyel asetik asit (d=1,05g mL’
'Y ile 6,17 — 6,20 ye ayarlanir. Bu karisimdan alman 1,50 mL lik
hacimler 10,00 mL lik renkli balon jojelere aktarilir ve iizerlerine
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yukarida belirtilen standart ¢zeltilerden sirasiyla 500 er uL ilave edilir.
Bir seri igin 8 6rnek hazirlanir. Su banyosunda 90 °C de 30 dakika
isitilan  karigimlar yukarida belirtilen sekilde hazirlanmis olan 70 / 26 /
4 DMF / su / asetik asit ¢ozeltisi (v/v/v) ile 10,00 ar mL ye
tamamlandiktan sonra 705 nm deki absorbanslari, referans ¢ozeltisine
kars1 olgiiliir. Bu iglemler 3 seri i¢in aym idrarla tekrarlanip ortalamalan
almir ve absorbans degerleri, standart CDDP konsantrasyonlarina karsi
grafife gecirilir. Dogrunun denkleminden seyreltilmis idrardaki CDDP
konsantrasyonu hesaplanir ve seyreltme faktérii ile carpilarak idrarda
bulunan CDDP konsantrasyonuna gegilir.
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