\%
&,

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

<

Lo, o)
Sl iRy S

KANSER TEDAVILERINDE KULLANILAN iBRUTINIB ETKEN
MADDESININ VOLTAMETRIK YONTEMLE TAYINi

Cihat METE
TEMEL ECZACILIK BILIMLERI ANABILIM DALI
(ECZACILIK PROGRAMI)
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Dog. Dr. Pinar TALAY PINAR

VAN-2023



T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KANSER TEDAVILERINDE KULLANILAN IBRUTINIB ETKEN
MADDESININ VOLTAMETRIK YONTEMLE TAYIiNi

Cihat METE
TEMEL ECZACILIK BILIMLERI ANABILIM DALI
(ECZACILIK PROGRAMI)
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Dog. Dr. Pinar TALAY PINAR

VAN-2023



KABUL VE ONAY



ETiK BEYAN

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
MUDURLUGUNE

Yiiksek Lisans tezi olarak hazirlaylp sundugum “Kanser Tedavilerinde Kullanilan
Ibrutinib Etken Maddesinin Voltametrik Yontemle Tayini” baslikli tezim; bilimsel ahlak
ve degerlere uygun olarak tarafimdan yazilmistir. Tezimin fikir/hipotezi tiimiiyle tez
danigmanim ve bana aittir. Tezde yer alan deneysel ¢alisma/arastirma tarafimdan yapilmig
olup, tum ctmleler, yorumlar bana aittir. Bu tezdeki butin bilgiler akademik kurallara ve
etik ilkelere uygun olarak hazirlanip, bu kural ve ilkeler geregi, calismada bana ait

olmayan tiim veri, diisiince ve sonuglara atif yapilmis ve kaynak gosterilmistir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Cihat METE
Tarih:

Imza:



TESEKKUR

Bu calisma Eczacilik Temel Bilimleri Anabilim Dali’nda yiiksek lisans tez galismasi
olarak yiiriitiilmistiir. Bu tezin ilk adimindan son adimina kadar her asamasinda bana
destek veren, sonuglarin degerlendirmesini yapip gerekli noktalarda gerektigi sekilde
yonlendirmelerde bulunan, tez ¢alismam siiresince; tezin olusumu, yazimi ve deneysel
calismalarim sirasinda yardimlarini esirgemeyen, yalnizca akademik gelisim siirecinde
degil her zaman fikirleri, 6nerileri ve destekleri ile yanimda olan yaninda ¢alismaktan
mutluluk duydugum, tecriibelerinden yararlanirken gdstermis oldugu hosgorii ve tez
yazma asamasinda gostermis oldugu sabirdan dolay1 degerli hocam Dog. Dr. Pinar
TALAY PINAR’a ve hayatimin her aninda yanimda olan, yaptigim tiim iglerde beni
cesaretlendiren, desteklerini hichir zaman esirgemeyen ve beni bu giinlere getiren ¢ok

sevgili aileme tesekkiir etmekten mutluluk ve onur duyarim.
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OZET

METE C, Kanser Tedavilerinde Kullanilan ibrutinib Etken Maddesinin Voltametrik Yontemle Tayini,
Van Y.Y.U. Saglk Bilimleri Enstitiisii, Temel Eczacilik Anabilim Dah, Analitik Kimya Bilim Dah,
Yiksek Lisans Tezi, Van, 2023. Bu tez ¢alismasinda, bruton tirozin kinaz (BTK) inhibitorlerinden yeni
nesil akilli bir antikanser ilag olan ibrutinib (IBR)’in, elektrokimyasal 6zellikleri, bor katkili elmas (BDD)
elektrot ile anyonik bir yiizey aktif madde (sodyum dodesil siilfat, SDS) ortaminda voltametrik bir yaklagim
kullanilarak incelenmistir. IBR, doniisiimlii voltametri (CV) teknigi kullanilarak 0.1 mol L H,SO4
¢ozeltisinde yaklasik +1.56 V'ta (Ag/AgCl'ye kars1 (3.0 mol Lt KCI) bir ylkseltgenme piki gostermistir.
IBR’nin tarama hizi ¢alismalariyla geri doniisiimsiiz ve difiizyon kontrollii oldugu tespit edilmistir. IBR’in
potansiyel elektrokimyasal yiilkseltgenme reaksiyonu IBR’nin yapisindaki elektroaktif halkaya (pirazol-
pirimidin halkas1) bagli model yapilariyla iligkisi aragtirilmistir. Farmasotik ve idrar drneklerinde IBR
tayini icin hassas bir teknik olmasi nedeniyle ¢alisma yontemi olarak kare dalga voltametrisi (SWV) tercih
edilmistir. IBR, uygun SWV parametre degerlerinde 0.01-2.00 pg mL*? (5.7x107-2.3x10° mol L%)
konsantrasyon araliginda 0.1 mol L H,SO, iginde 6x10* mol L SDS varliginda iyi dogrusallik
gostermistir. IBR icin LOD (g6zlenebilme sinir1) ve LOQ (tayin sinir1) sinirlar sirasiyla 0.003 pg mL?
(6.9x10° mol L) ve 0.01 pg mL* (2.27x10® mol L) olarak belirlenmistir. Onerilen yontemin giin ici ve
giinler arasi tekrarlanabilirliginin sirastyla 2.15 ve 3.76 bagil standart sapmaya sahip oldugu bulunmustur.
En iyi deney kosullar1 altinda hem farmasotik dozaj formundan hem de insan idrar 6rneklerinden elde edilen
geri kazanim bulgulari, tasarlanan yontemin dogrulugunu ve kesinligini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Antikanser lag, Bor Katkili Elmas Elektrot, Ibrutinib, Siirfaktan, Voltametri



ABSTRACT

METE C, Voltammetric Determination of Ibrutinib Active Substance Used in Cancer Treatments,
Van Y.Y.U. Institute of Health Sciences, Department of Basic Pharmaceutical Sciences, Analytical
Chemistry Science, Master Thesis, Van, 2023. The electrochemical properties of ibrutinib (IBR), a new
generation smart anti-cancer drug, one of the Bruton’s tyrosine kinase (BTK) inhibitors were investigated
by a voltammetric method in the anionic surfactant (sodium dodecyl sulfate, SDS) medium with the boron-
doped diamond electrode (BDDE). IBR showed an oxidation step at about +1.56 V (vs Ag/AgCl (3.0 mol
Lt KCI) by cyclic voltammetry (CV) technique in 0.1 mol L H,SO4 solution. IBR was found to be
irreversible and diffusion-controlled on the surface of the BDDE with studies of scan rate. The possible
electrochemical oxidation reaction of IBR with the electroactive ring (pyrazole-pyrimidine ring) in the
structure of IBR is discussed. Square wave voltammetry (SWV) was preferred as the study method due to
reproducibility for the determination of IBR in pharmaceutical and urine samples. At optimal values of
SWV parameters, IBR showed good linearity in the concentration range of 0.01-2.00 pg mL™* (5.7x10%-
2.3x10 mol L) in 0.1 mol L H,SO, with 6x10* M SDS. The detection (LOD) and quantification (LOQ)
limits for IBR were set at 0.003 ug mL™ (6.9x10° mol L?) and 0.01 pg mL*? (2.27x10® mol L),
respectively. The relative standard deviation of the intra-day and inter-day repeatability of the proposed
method was found 2.15 and 3.76 respectively. The necessary validation parameters have also been studied,
and the recovery results obtained from both pharmaceutical dosage form and human urine samples show
that the developed method is accurate and precise.

Key words: Anticancer drug, BDDE, Ibrutinib, Surfactant, Voltammetry
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1. GIRIS

Bir canli sisteminde hicrelerin anormal bir bigcimde boéliinmesi, ¢ogalmasi ve
birikmesi sonucu olusan komplike hastalik kanser olarak bilinir. Sadece bir organa degil,
bltun organizmaya dagilma potansiyeline sahiptir. Kanserin hem tedavisi hem de tedavi
yaklasimi hakkinda sayisiz kaynak ve soylenti yer almaktadir. Kanserin tedavisinde
kemoterapi, cerrahi islemler, immunoterapi, radyoterapi, hormon terapisi, hedeflenmis
terapiler ve gen terapi gibi biyolojik terapiler tek basina veya birlikte kullanilabilirler.

Insan bedenini etkiledigi bilinen 200’e yakin kanser tiirii bulunmaktadur.

Sitotoksik antineoplastik ajanlar, kemoterapinin temel hedefi olan kanser
hicrelerini  oldirmekte veya ¢ogalmasini  durdurmaktadir. Kanser hicrelerinin

gelisiminin baskilanmasi, kanser hiicrelerini engellemenin en iyi yollarindan biridir.

Biiyiime etmenleri, viicut tarafindan iiretilen molekiillerdir. Bu molekiiller,

hiicrenin alicilarina baglanarak hiicrenin blyumesini veya 6lmesini kontrol eder.

IBR, Mantle hicreli lenfoma (MCL), Kronik ve kicuk lenfositik lenfoma
(KLL/SLL), Waldenstrom makroglobulinemisi (WM) ve Marjinal zon lenfoma (MZL)
icin onaylanan sinifinin ilk kovalent Bruton tirozin kinaz (BTK) inhibitoriidiir ve su anda
diger hematolojik malignite hastalar1 icin arastirma asamasindadir. IBR'in Multipl
Miyelom, B hiicreli Non-Hodgkin lenfoma ve Kronik lenfoblastik I6semili (KLL)

hastalarda klinik olarak anlamli oldugu gdsterilmistir.

Yapilan kaynakg¢a arastirmasina gore IBR ilag etken maddesinin voltametrik
tayinlerine yonelik ¢aligma bulunmadigi goriilmustiir. Tez konusuyla ilgili olan ilag etken
maddesinin son yillarda Mass spektroskopisi, Yiiksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC), Ters faz sivi kromatografi (RP-LC) analitik yontemleriyle yapilan

caligmalarinin oldugu anlasilmistir.

Elektroanalitik yontemler ilag etken maddelerinin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilir. Nedeni ise ucuz olmalari, aletsel olarak basit olmalari, ilgili molekulin hizli
bir sekilde tayini i¢in imkan saglamasi ve kiguk olgekli drneklere uygulanabiliyor

olmasidir. Yapilan voltametrik ¢alismada kullanilan bor katkili elmas (BDD) elektrodun



diger modifiye elektrotlar gibi hazirlama siireci bulunmamaktadir. Ayrica kullanildigimiz

BDD elektrot, kullanilan diger yontemlere gore daha az 6n isleme ihtiyac duyar.

Bu ¢alismada, IBR ilag etken maddesinin ilk kez BDD elektrot kullanilarak detayli
olarak elektrokimyasal 6zelliklerinin incelenmesini amag¢lamaktadir. Ayrica gelistirilen
voltametrik yontem ile sentetik idrar 6rnekleri kullanilarak yontemin uygulanabilirligi

test edilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi, yayilmast ve hiicre bdliinmesi,
programlt hiicre 6liimii gibi énemli hiicresel siirecleri kontrol eden mutasyonlar veya
artmis gen ekspresyonu nedeniyle onkogene doniisebilen, normal genlerde ve timor
baskilayic1 genler olarak bilinen genlerde bir¢ok genetik ve somatik mutasyonun
birikmesiyle sonuclanan pek ¢ok degiskene bagli bir hastaliktir. Diinyanin en yaygin
6lim nedenlerinden biri kanser olarak gorulmektedir. Kanser, her y1l milyonlarca insanin
hayatin1 kaybettigi bir hastaliktir. Bununla birlikte, 2012 yilindan 2030 yilina kadar

kanser vakalarinin %50 oraninda artacagi ongorilmektedir (Siegel ve ark., 2016).

Kanserin tiirline ve asamasina gore farkli tedavi segenekleri vardir. Bunlarin
bazilar1 kemoterapi, cerrahi tedavi, radyoterapi, hormonal terapi ve immunoterapidir.
Bazi durumlarda tedavi daha etkili olmasi i¢in yOntemler kombine olarak

kullanilmaktadir (Haloua ve ark., 2013).

GLOBOCAN, 2018 yil1 verilerine gore, kiresel dlgekte 2018 yilinda 9,6 milyon
kanser oliimii ve 18,1 milyon yeni kanser teshisi oldugu tahmin edilmektedir (Bray ve
ark., 2018; Huang ve ark., 2018). Hedefe yonelik ilaglar, normal hticreler Gizerinde gok az
etkiyle kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagmasinda yer alan belirli hedeflere etki
ederek; segicilik, etkinlik ve giivenlik a¢isindan geleneksel kemoterapétik ilaglardan daha

iyi performans gosterir (Huang ve ark., 2018).

2.2. Kemoterapi

Kemoterapi, hizli c¢ogalan kanser hiicrelerini hedeflemesine ragmen,
gastrointestinal sistem hticreleri, sa¢ folikllleri ve kemik iligi gibi normal hiicreleri de
etkilemektedir. (Perez-Herrero ve Fernandez-Medarde, 2015). Tumor hiicrelerinin
molekiiler yapisin1 degistirerek etkisini gosteren yeni hedefe yonelik tedaviler
gelistirilmistir. Bunun nedeni, normal hiicrelerin de tedaviden zarar gérmesi, geleneksel
kemoterapoétik ilaglara toksisite duyulmasi ve zamanla gelisen c¢oklu ilag direnci gibi

sorunlardir. Hedefe yonelik tedavi, belirli biyolojik transdiiksiyon yolaklarini veya kanser



proteinlerini bloke etmeyi amaglar. Sonug¢ olarak, son yillarda kanser tedavisinin
etkinligini artirmak ve yan etkilerini minimize etmek icin bu alandaki arastirmalar daha
spesifik hedeflere yonelmistir. Tirozin kinaz inhibitorleri (TKI), hormonal tedavi,
bortezomib, talidomid ve monoklonal antikorlar gibi bazi ilaglar hedefe yonelik tedavileri
olusturmaktadir. TKI, hastalarin yasam siiresini uzatarak kanser tedavisinde 6nemli bir

rol oynamaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

2.2.1. Tirozin kinaz inhibitorleri

Simdiye kadar 32 reseptdr olmayan tirozin kinaz (NRTK) ve en az 58 reseptor
tirozin kinaz (RTK) kesfedilmistir (Robinson ve ark., 2000). RTK'lar ve NRTK'ler, bir
fosforil grubunun bir niikleosit trifosfat donoriinden protein substratlari tizerindeki tirozin
kalintilarinin  hidroksil grubuna transferini katalize ederek ve ardindan sinyal
aktivasyonunu tetikleyerek islev gorir (Zameénikova, 2014). Tirozin Kkinazlar
mutasyonlar, translokasyonlar veya amplifikasyonlar sonucunda anormal sekilde aktive
olabilir ve bu da tiimér gelisimi, biiylimesi, invazyonu ve metastazina yol agabilir. EkK
olarak, tirozin kinazlar, kanser yolaklarinin aktivasyonu i¢in kritik diigiimler olarak da
islev gorebilir. Bu nedenle, tirozin kinazlar, ila¢ kesfi i¢in ana hedefler olarak ortaya

cikmustir (Drake ve ark., 2014; Jiao ve ark., 2018).

TKI amaci, hedef kinazin katalitik fosforilasyon islevini yerine getirmesini
onlemektir (Zhang ve ark., 2009). ABD Gida ve Ilac Idaresi (FDA) 2001 yilinda kronik
miyeloid l6semi tedavisi i¢in imatinib'i onayladigindan beri, EGFR, ALK, ROS1, HER2,
NTRK, VEGFR, RET, MET, MEK, FGFR, PDGFR ve KIT dahil olmak {izere ¢ok sayida
gucli ve iyi tolere edilen TKI hedefleri ortaya ¢ikmistir ve kanser tedavisinde 6nemli
ilerlemelere katkida bulunmustur. Tek hedefi olan TKI'lerin yan1 sira, VEGFR 1ile iliskili
cok hedefli TKI'ler gibi baz1 TKI'ler daha genis bir hedef araligin1 engellemektedir. Bazi
cok hedefli TKI'larin baslangicta oldukca secici olacak sekilde tasarlandiklari, ancak
diger beklenmedik hedefleri de kapsadiklari ortaya ¢ikmistir (Krug ve Hilgeroth, 2008;
Broekman ve ark., 2011).



Tablo 1. Tirozin Kinaz Inhibitérlerinin onay tarihleri, endikasyonlar1 ve hedefleri.

Tirozin kinaz FDA onay Endikasyonlari Hedefler
inhibitorleri tarihi
Afatinib (Gilotrif) 2013 Metastatik kiglk hucreli | EGFR, HER2,
oanlmay akciger kanseri HER4
Dasatinib (Sprycel) 2006 Kronik miyeloid I6semi, |BCR-ABL, SRC
Akut lenfoblastik 16semi
Bosutinib (Bosulif) 2012 Kronik miyeloid I6semi  |BCR-ABL, SRC
Erlotinib (Tarceva) 2004 Metastatik ki¢uk hicreli EGFR
olmayan akciger kanseri,
Krizotinib (Xalkori) 2011 Akut lenfoblastik 16semi, ALK, RON
Ibrutinib (Imbruvica) 2015 Waldenstrom’s BTK
Makroglobulinemi
Aksitinib (Inlyta) 2012 [lerlemis bobrek hiicreli VEGFR
karsinom
Cabozantinib (Cometriq) 2012 Tiroid kanseri RET,
VEGFR-1
Gefitinib (Iressa) 2003 Metastatik kiigiik hicreli EGFR
olmayan akciger kanseri
Imatinib (Gleevec) 2001 Kronik miyeloid l6semi, | BCR-ABL
Gastrointestinal ~ stromal
timor

TRKB: Tropomiyozin Reseptor Kinaz B; EGFR: Epidermal Buytume Faktdr Reseptori; FLT: FMS Benzeri
Tirozin Kinaz; ALK: Anaplastik Lenfoma Kinaz, HER: insan Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii;
VEGFR: Vaskiler Endotelyal Blyume Faktér Reseptorl; RET: Transfeksiyon Sirasinda Yeniden
Diizenleyici; RON: Reseptor D’orijin Nantais.

Bruton tirozin kinaz (BTK) birgok 6nemli sinyal yolunu dizenler ve B-kdkenli
hiicrelerin ve miyeloid hiicrelerin ¢ogalmasi, hayatta kalmasi ve farklilasmasinda kilit bir
rol oynar. BTK, hematolojik malignitelerin tedavisi icin umut verici bir hedeftir. Birinci
nesil BTK inhibitori olan IBR, ¢esitli B hiicreli maligniteleri tedavi etmek igin
onaylanmistir. IBR’nin ¢esitli lenfoma ve 16semilere karsi etkileyici klinik giicii ve
etkinligine ragmen, hedef dis1 toksisite ve birincil / edinilmis ilag direnci gibi bazi klinik
dezavantajlar1 vardir. Ikinci ve iiciincii nesil BTK inhibitérleri, BTK-PROTAC'lar ve
kombine tedavilerinin tiimii, bu sorunlara potansiyel ¢éziimler olarak arastirilmigtir (Ran

ve ark., 2022).
Ibrutinib

IBR, Mantle hiicreli lenfoma (MCL), Kronik ve kiigiik lenfositik lenfoma
(KLL/SLL), Waldenstrém makroglobulinemisi (WM) ve Marjinal zon lenfoma (MZL)



icin onaylanan sinifinin ilk kovalent BTK inhibitoriidiir ve su anda diger hematolojik
malignite hastalar1 i¢in arastirma asamasindadir. Basarisi, B-hicreli kanserler igin
kemoterapisiz tedavi fikrini dogurdugu i¢in tarihi bir 6neme sahiptir. Bununla birlikte,
tedaviyle ilgili IBR’nin yan etkileri kanser tedavisindeki uygulamasini sinirlamaktadir.
IBR tedavisinin yaygmn Yyan etkileri arasinda ishal, kanama, atriyal fibrilasyon,
enfeksiyon, dokiintu vb. yer almistir. Zaman iginde ¢ogu yan etki insidansi azalma egilimi
gostermistir, ancak ciddi advers olaylar ilacin kesilmesine yol agmis olabilir. Baz1 6nemli
yan etkiler klinik calismalarda hastalarin 6nemli bir kisminda (%9-23) tedavinin
kesilmesine neden olmustur. IBR'nin yan etkileri kismen hedef disi etkilerinden
kaynaklanabilir. BTK'ya ek olarak IBR, EGFR ailesi kinazlar1 (EGFR, ERBB2 ve
ERBB4), SRC ailesi kinazlar1 (BLK, HCK ve FGR), TEC ailesi kinazlar1 (TEC, ITK,
TXK ve BMX), JAK3 ve benzerleri dahil olmak tzere BTK ile benzer bir aktif bolgeyi
paylasan diger birgok BTK dis1 kinazi da baglar (Ran ve ark., 2022).

Kimyasal yapisi

IBR’in kimyasal yapisi, farmakodinamik o6zllikleri Sekil 1’de ve Tablo 2’de

o)

sunulmustur.

Sekil 1. IBR’nin kimyasal yapisi.



Tablo 2. IBR’in farmakodinamik ozellikleri.

IUPAC Adx 1-{(3R)-3-[4-Amino-3-(4-fenoksifenil)-1H-pirazolo[3,4-d] pirimidin-
1-il] piperidin-1-il} prop-2-en-1-on

Kapal Formiil C25H24N60O2

Molekiil Agirhig 440.507 g-mol*

ATC Kodu LO1ELO1

pKa 3.74

Erime Noktasi 149-158 °C

Farmakokinetik ozellikleri

IBR oral yoldan uygulanir. Plazma proteinlerine, in vitro kosullarda yiiksek
oranda (% 97.3) ve irreveribl olarak baglanir. Dagilim hacmi 683 L, kararli durumlardaki
sanal Vd’si yaklasik 10000 L, klirensi yaklasik 2000 L/saat ve yar1 omrii 4-6 saattir
(Wang ve ark., 2015).

IBR igeren ticari tirtin “Imbruvica (140 mg kapsiil)” 2016 yilinda Saglik Bakanligi

ruhsati alarak ilerleyen yillarda geri 6deme kapsamina alinmistir.

2.3. Elektrokimya

[k pil 219 yil énce icat edilmistir. Bu, pratik elektrokimyanm dogusu olarak
kabul edilir. 97 y1l 6nce, 2. Diinya Savasi civarinda, damlayan civa elektrot kullanilarak
voltametri yontemi olan polarografi, elektroanalizin baslangi¢ noktasi olan Cek kimyaci
Jaroslav Heyrovsky tarafindan icat edilmistir (bunun i¢in kimya dalinda 1959 Nobel
Odiilii'nii almistir). Ayrica klasik analiz yéntemlerinden enstriimantal analiz yontemlerine
gecis de olmugstur. Son yiizyil, elektroanalitik kimyanin yiikselisi ve olgunlagsmasiyla ayni

tarihe denk gelmistir.

Elektrokimya, elektriksel ve kimyasal etkilerin birbiri ile iliskisini inceleyen bilim
dalidir (Bard ve Faulkner, 2001). Baska bir deyisle elektrokimya, bir sistemin ¢esitli
fazlar1 arasindaki yiikseltgenme ve indirgenme siireglerinin arastirilmasidir (Kelter ve
ark., 2000). Elektrik enerjisi, yukseltgenme ve indirgenme tepkimelerinin meydana
gelmesiyle kimyasal doniistimleri gergeklestirir ve ayni1 dongiide tekrarlanan kimyasal

dontisiimlerde elektrik enerjisi iiretir. Bu reaksiyonlarin gerceklestigi anlarda sistemde



elektron gegcisleri ve transferleri olusur (Skoog ve ark., 1998).

Elektrokimya, elektron transferlerini igeren reaksiyonlari incelemek igin etkili bir
yontemdir. Elektrokimya, kimyasal degisiklikleri elektron akisina baglar. Inorganik
kimyada, ortaya c¢ikan kimyasal degisim genellikle bir metal kompleksinin
yukseltgenmesi veya indirgenmesidir. Kimyasal indirgeme ile elektrokimyasal indirgeme
arasindaki farki daha iyi anlamak i¢in Fc* olarak kisaltilan ferrosen [Fe(Cp)2]" (Cp =
siklopentadienil)'in Fc olarak kisaltilan ferrosen [Fe(Cp)2]'e indirgenmesine iliskin

asagidaki ornegi ele alalim:

« Kimyasal bir indirgeyici ajan aracihgiyla: Fc¢* + [Co(Cp*)2]= Fc + [Co(Cp*)2]*

« Bir elektrot Uizerinde: Fc* + e = Fc

[Co(Cp*)2]nin Fc+ (Cp* = pentametilsiklopentadienil)'yi azaltmasina ne sebep
olur? Fc™nin en diisiik isgal edilmemis molekiiler orbitali (LUMO), [Co(Cp*)2]'nin en
yiiksek isgal edilmis molekiiler orbitalindeki (HOMO) elektrondan daha diisiik bir
enerjidedir, bu da bir elektronun [Co(Cp*)2]'den Fc*'ye nasil hareket ettiginin en basit
aciklamasidir. Enerji seviyelerindeki fark, reaksiyonu yonlendiren seydir ve ¢ozeltideki
iki molekiil arasinda bir elektron transferi termodinamik olarak avantajlidir (Sekil 2A).
Fc* bir elektrottan heterojen elektron transferi ile elektrokimyasal olarak azalir, ancak bu
prosediiriin arkasindaki itici gii¢ nedir? Elektrot, elektrigi ileten, genellikle camsi karbon,
platin, altin veya civadan yapilmig bir malzemedir. Harici bir gii¢ kaynagi (6rnegin bir
potansiyostat) kullanilarak elektrottaki elektronlarin enerjisini degistirmek i¢in elektroda
gerilim uygulanabilir. Elektrottaki elektronlarin enerjisi Fc™'nin LUMO'sundan daha
yiiksek oldugunda elektrottan bir elektron Fc*'ye tasiir (Sekil 2B). Elektrot ile Fc*'nin
LUMO'su arasindaki enerji farki bir kez daha bu elektrokimyasal reaksiyon igin

katalizordir (Elgrishi ve ark., 2018).

Kimyasal indirgemenin itici giiciinii degistirmek i¢in indirgeyici olarak kullanilan
molekiiliin kimligi degistirilmelidir (Connelly ve ark., 1996). Bir reaksiyonun itici
guclnin dlzenlenebilmesindeki basitlik, termodinamik ve Kkinetik parametrelerin
degerlendirilebilmesindeki kolaylik, elektrokimyanin giicliniin merkezinde yer alir

(Elgrishi ve ark., 2018).



A

Homojen —_—

Elektron Transferi —|— +

Kimyasal bir indirgeyici ajan  Fct Fc .

kullanarak Co Cp CO(CD );
Heterojen .
Elektron Transferi 4
Bir elektrot kullanarak
—_— —_—
Fe* Fe
Elektrot Elektrot Elektrot

Sekil 2. Fc™nin (A) homojen ve (B) heterojen formlarda Fc'ye indirgenmesi.
Potansiyostat elektrottaki elektronlarin enerjisini diizenler; elektron transferi avantajli
olana kadar enerjileri artirilabilir.

Elektrik-madde etkilesimi, elektrokimyasal hiicreler denilen bir sistem diizenegi
icerisinde gerceklestirilir. Bir elektrokimyasal tepkimenin olusmasi i¢in analit, elektrot
sistemi ve transistor gerekir. Analizi yapilacak maddeyi (analit) igeren bu ¢dzelti, analitin
burada kimyasal doniisiime ugradigi elektrot sisteminin (genellikle ti¢li elektrot sistemi)
icerisinde gerceklesir. Elektrotlar1 birbirine baglayan bir transistor (doniistiiriicii sistemi)
sayesinde diizenek kurulur. Cozeltideki elektriksel iletkenligi saglamak amaciyla

genellikle tampon ¢6zelti kullanilir (Yardim, 2009).

2.3.1. Elektrokimyasal hiicre

Elektrokimyaya konu olan reaksiyonlar elektrokimyasal hicrelerde
gerceklesmektedir. Bir elektrokimyasal hiicre, temel olarak, her biri uygun bir elektrolit

cozeltisine daldirilmis elektrot ad1 verilen iki iletkenden meydana gelmektedir.

Elektrokimyasal hicreler galvanik ve elektrolitiktir (Sekil 3). Galvanik hicrede
kendiliginden meydana gelen bir kimyasal tepkime sonucunda elektrik enerjisi iiretilir.
Elektrolitik hiicre, kimyasal tepkimenin gerceklesmesi i¢in disaridan enerji alir. Analitik
kimyada da bu iki ¢esit elektrokimyasal hiicre kullanilmaktadir. Elektrokimyasal
hiicrelerin ¢ogu, deney kosullar1 degistirilerek elektrolitik ya da galvanik olarak
kullanilabilmektedir.
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Sekil 3. Galvanik ve elektrolitik hucre sistemleri (Kaya, 2014).

Elektrokimyasal hiicreler iki veya Uc elektrotlu olarak ayrilmaktadir. iki elektrotlu
hiicrelerde bir karsilastirma elektrodu ve bir ¢alisma elektrodu bulunur Tuz kopriisii
diizenegi iki elektrokimyasal yar1 hiicrenin birbiriyle karigmasini 6nlemesine ragmen,
Iyonlarin hiicreler aras1 gegmesine olanak saglamaktadir (Levich ve ark., 1962). Modern
sistemlerde, elektrokimyasal hiicrede calisma elektroduna ek olarak referans elektrot,
yardimet (karsit) elektrot ve ¢oziinmiis O2'yi temizlemek igin N2 gazi ile inertleme(porg)
islemi bulunur (Sekil 5).

Faradayik ve kapasitif akimlar

Bilesiklerin  konsantrasyonunu belirlemenin en iyi yolu, elektrotlarda
yukseltgendiklerinde veya indirgendiklerinde urettikleri faradayik akimlari 6l¢gmektir.
Faradayik akimlar olusturmak i¢in molekiiller veya iyonlar elektrot yiizeyine ulagmalidir.
Bu, yalmizca elektrot yilizeyine dogru kiitle aktarimi ile gergeklestirilebilir. Onlar
tastyabilen sadece li¢ olasi mekanizma vardir. Bunlar; (a) Konsantrasyon gradyaninda
difizyon, (b) elektriksel go¢ ve (c) konveksiyon. Madde elektrot yiizeyinde
yiikseltgendiginde veya indirgendiginde, elektrot/elektrolit arayiiziinde her zaman bir

konsantrasyon gradyani gelisecektir.
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Cozelti

A —> B+e

J Elektrot yviizeyinden uzakhl

difiizyon tabalasy

Sekil 4. Bilesik A, bilesik B'yi olusturmak igin yiikseltgendiginde bir elektrot ylizeyinde
gelisen diflizyon tabakasi. dnemst, Nernst diflizyon tabakasi kalinligi. Araylzde
konsantrasyon profilinin iki dogrusal kisminin kesistigi noktaya olan mesafedir (Scholz,
2015).

referans calisma
elektrot _ clektrodu
. yardimci

iwelektorot
1 =

Sekil 5. Elektrokimyasal hiicre ve bilesenleri (Ozkan ve ark., 2015).

Elektrokimyasal Olcimler genellikle bir destek elektrolit iceren bir cozelti
ortaminda yapilir. Coziicli segerken analitin bu ortamda ¢6ziiniirliigiiniin iyi olmasinin
onemi blydktir. Cozlcl, analitle tepkime vermemeli ve elektrot ile tepkimeye
girmemelidir. Destek elektrolit olarak bilinen alkali metal tuzlari, analit ¢dzeltisine fazla

miktarda ilave edilerek elektrot ile tepkimeye girmezler (Corbacioglu, 2013).
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Elektrolit Etkisi
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Sekil 6. inorganik elektrokimyanin bazi tipik ¢dziiciileri icin olas1 kararlilik pencereleri
("cOzicl penceresi™) (Zoski, 2006).

Kararli bir gerilime sahip iyi tanimlanmis bir referans elektrot ¢alisilan ¢ozeltinin
bilesiminden bagimsiz ve gerilim degeri bilinen elektrotlardir. Referans elektrot ¢alisma
elektrotunun gerilimi 6lcer ve olusan tepkime ile higbir ilgisi yoktur. ikinci siniftan metal-
metal iyonu elektrotlar1 voltametride referans elektrot olarak kullanilir. Standart hidrojen
elektrot (SHE), doygun kalomel elektrot (DKE) ve giimiis-gimiis kloriir (Ag/AgCl)

elektrot siklikla kullanilan elektrotlar arasindadir.

iki elektrotlu sistemlerde polarize olmayan elektrotun tizerinden yiiksek akim
gectigi i¢in polarlanabilir. Cozelti direnci yiiksek oldugunda, bu direnci asmak icin
gerekli olan gerilim de 6nemli Olgude artar. Bundan dolayi ¢alisma elektrotunun
polarizasyon gerilimi hatali okunabilir. Bunun i¢in sisteme cunci bir elektrot ilavesi ile
bu sorun cozulebilir. Sistemden gegen akim, galisma elektrotu ve yardimci (karsit)
elektrot ikilisinden geger, calisma elektrotunun gerilimi referans elektrota karsi sifir akim
altinda gozlenir. Yardimci elektrot, elektrokimyasal hiicrede akimi tasiyan ve olusan
tepkime ile ilgisi olmayan elektrottur. Yardimci elektrotlardan akim gegtigi i¢in soy metal
yapisinda olmalidir. Dolayistyla 6zellikle grafit, platin ve tungsten tel ¢ubuklar tercih
edilme sebebidir. Ayrica, mikro hacimlerle ¢alisildigindan yardimer elektrotta olusacak
tirtinlerin ¢alisma elektrotunda girisim yapmayacagi elektrot tiirii secilmelidir (Tural ve

ark., 2003).
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Karsit Elektrot CV egrisi

Referans elektrot

...... Potansiyostat

Sekil 7. Voltametri devre sistemi (Navashree ve Parthasarathy, 2022).

Elektrokimyasal olaymm meydana geldigi olciim bdlgesini olusturan Galigma
elektrotudur. Maddelerin indirgenmesinden dolay1 ¢alisma elektrodu iizerinde olusan
akima katodik akim derken yiikseltgenmesinden dolay1 olusan akima ise anodik akim

denir.

Calisma elektrotlar1 genel olarak civa kokenli elektrotlar, kati elektrotlar, donen

elektrotlar ve modifiye elektrotlar olarak siniflandirilir.
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Sekil 8. Voltametrik ¢alisma elektrotlarin siniflandirilmasi (Dindar, 2019).

Civa kokenli elektrotlar

Voltametrenin ilk uygulamasi, civa bazli elektrotlarin ilk 6rnegi olan damlayan
civa elektrodu (DCE) kullanilarak yapilmigtir ve bu yontem 6zellikle "polarografi" olarak
adlandirilmistir. Civa piiriizsiiz ve kolayca yenilenebilir bir yiizeye sahip oldugundan,
yiizey kirliligi azalir ve bu nedenle yontemin tekrarlanabilirligi artar. Ayrica, civa bazlh
elektrotlar genis bir negatif gerilim araligina izin verdiginden, bir¢ok metal iyonunun ve
tekrarlanabilir islevsel gruplarla organik bilesiklerin belirlenmesinde kullanilirlar. Civa
elektrotlarin bu avantajlarina ragmen bazi kisitlamalar1 vardir. Bu elektrotun kullanimu,
metalik civanin diisiik pozitif gerilimde bile kolayca yikseltgenebilmesi nedeniyle

simurlidir (Baycan, 2006).
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Kati elektrotlar

19401 yillarin sonunda baglayan ve hala devam eden kati metal elektrot
calismalar1 voltametriye genis bir uygulama alani sagladi (Adams ve ark., 1958; Skoog
ve Leary, 1996).

Kat1 elektrot ylizeyindeki tekrarlanabilir yaniti kontrol etme zorluguna ragmen
kat1 elektrotlar, mekanik gii¢ ve kullanim kolaylig1 agisindan civa bazl elektrotlara gore
daha avantajlidir. Kat1 elektrotlar, analitik kullanimlarmma ek olarak farmakolojik,
biyolojik ve c¢evre acisindan Onemli bilesiklerin redoks ozelliklerini arastirmaya ve
dolayistyla ¢ok karmasik yapilarini in vivo yikseltgenme yollarinda yenilemeye olanak
tanir (Kalcher ve ark., 2009).

Tel, plaka ve disk bigimindeki kat1 elektrotlar sabit, donen veya titresen tiirler de
mevcuttur. Bu elektrotlar arasinda metal elektrotlar (Pt, Au, Bi, Cu, Ni, Sn, in) belirli
elektroanalitik uygulamalar i¢in kullanilir. Farkli karbon formlarina (karbon bazli)
dayanan elektrot malzemeleri, bir¢cok zorlu deney i¢in genis bir gerilim penceresi, diisiik
maliyetli, zengin yiizey kimyasi, diisiik arka plan akimi, kimyasal inertlik ve uygunluga
sahip oldugu i¢in elektroanalitik kimyada yaygin bir uygulama ortaya ¢ikarmistir. Karbon
bazli elektrotlar bazi tekniklerde (elektrokimyasal dedektorlii HPLC) algilama
uygulamalari i¢in de uygundur. Bunlar arasinda grafit, camsi karbon (GC), karbon pasta
(CP), karbon nanotiip (CNT), karbon fiber (CF), BDD, ekran baskili karbon (SPC), grafen
(Gr), fulleren, kalem grafit (PG) elektrotlar. 1990'larda, ekran baski teknolojisi tek
kullanimlik elektrokimyasal sensor uygulamalari igin yeni bir ufuk acti. Kati elektrotlarda
cok onemli bir gelisme 1970'lerin ortalarinda baglayan kimyasal olarak degistirilmis
elektrotlarin uygulanmasidir. Uygulamalar1 gesitli biyolojik olarak etkin bilesiklerin
belirlenmesi i¢in hassasiyet ve segicilik agisindan miikkemmel performans sunar (Uslu ve

Ozkan, 2007).

IBR ilag etkin maddesinin analizinde c¢alisma elektrodu olarak BDD elektrot

kullanildig igin bu elektrot ayrica agiklanacaktir.
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Sekil 9. Kat1 ¢alisma elektrotlarindan bazi 6rnekleri

Bor katkili elmas elektrot

20. ylizyilin sonunda, BDD, ¢evre dostu bir karbonlu elektrot malzemesi olarak
biyik ilgi gérmustiir. (Luong ve ark., 2009). BDD'nin ¢ok az pasiflik sorunu oldugu
gosterilmistir (elmas karbon atomlarinin sp3 hibridize edilmis olmasi). Ayrica, birgok
analit igin, yukseltgenme firiinleri tarafindan adsorbe edilen reaksiyon, uygun bir
elektrokimyasal on islem (katodik veya anodik) kullanilarak elektrot yiizeyinden kolayca
uzaklastirilir. Bu prosediirler, belirli voltametrik sinyalleri gelistirir ve analitlerinde
tekrarlanabilir yanit saglar. Ayrica BDD, sulu ¢ozeltilerde (+3,5 V'a kadar) genis
kullanilabilir gerilim pencereye sahip olmak, tim metal ve karbon elektrot malzemeleri
arasinda, diisiik rezidiiel akim, ¢6ziinmiis oksijene diisiik hassasiyet gibi herhangi bir
kimyasal degisiklige gerek olmadan baska bir prestijli elektrokimyasal 6zellige ve son

derece asindirici ortamlarda yiiksek korozyon direncine sahiptir.

Yukarida bahsedilen elektrot malzemelerinden farkli olarak elmas, tam C-sp3
hibridizasyonu ve tetrahedral baglanma sayesinde, kimyasal kararlilik, asir1 sertlik, termal

iletkenlik, diisiik stirtlinme katsayilar1 ve yiiksek yiik tasiyici hareketliligi gibi bir¢cok
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benzersiz 6zellik sunar. Bununla birlikte, dogal elmas ¢ok genis bant aralikli (T = 300
K'da 5,47 eV'lik bir bant aralig1), son derece yiiksek dogal elektrik direnci (1016 Q cm)
ile bir yari iletken oldugu icin elektrot malzemesi olarak kullanilamaz. Yiik tasiyicilarin
elmasa eklenmesi onu iletken hale getirebilir. Bor, karbondan bir elektron eksiktir ve
kiiclik bir atom yaricapina sahiptir ve bu nedenle, elmasa bir p-tipi yari iletken 6zelligi
saglayan bir yiik alic1 olarak elmasa kolayca dahil edilir. Bor tarafindan getirilen alici
seviyesi, degerlik bandinin tepesinden 0.37 eV olarak, olduk¢a derindir. Boylece bor
kullanimi, iletkenligi ve elektron transfer reaktivitesini arttirmis olur (Luong ve ark.,
2009). 2005 yilinda Ekimov ve ark. yiliksek basingta sentezlenen BDD’de siiper iletkenlik
kesfettiklerini belirttiler. (Yaklasik 100.000 atmosfer) ve sicaklik (2500-2800 K). Bor
katkili elmas (BDD), yar1 metalik veya “metal benzeri” olarak tanimlanabilir

(Macpherson, 2015).

BDD elektrotlarinin elektrokimyasal tepkisini etkileyebilecek tim faktorler
arasinda, muhtemelen en karmasik olani, BDD yiizeyinin fiziksel, kimyasal ve elektronik
ozellikleri lizerindeki etkisinden dolay1 yiizey sonlandirmasinin (H, O) etkisidir (Sekil

10).

BDD'nin Hidrojen sonlanmasi “-C'-1 BDD'nin Oksijen sonlanmas “C" 0"~

hatyonik dn ilem [CFT) Arrorak or ajless (AFT

Negatil elekiron ilgisi

P Poxitil elektron ilgisi
Pogitif viirey viki

Negatil yiizey vilkil
Sekil 10. Yiizey sonlanmasi hakkinda bazi 6nemli aciklamalar

Sonug olarak, BDD elektrot yuzeyinin H, O sonlandirmasi hem dis kiire hem de
i¢ kiire redoks islemleri i¢in elektrokimyasal aktiviteyi ve ayrica uygun elektrokimyasal
on islemle degistirilebilen yiizey 1slanabilirligini (hidrofilik ve hidrofobik yiizey) etkiler
(Sartori  ve ark, 2017). BDD’nin yiizey islemlerinin elektrokimyasal ve
fotoelektrokimyasal 6zellikleri lizerindeki etkisini ilk dikkat ¢ekenler arasindaydilar (Rao

ve ark., 1999; Yagi ve ark., 1999). Simdiye kadar elektrot yilizeyinin yeniden
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etkinlestirilmesi, voltametrik sinyallerin iyilestirilmesi ve analitlerin tekrarlanabilir

tepkileri i¢in katodik ve anodik 6n islemler uygulanmaktadir.

Bu farkli yiizey 6n islemler genellikle redoks tiirlerinde farkli elektrokimyasal
tepkiler iiretir, bu nedenle hedef maddeleri segici olarak saptamak i¢in kullanilabilirler

(Kasahara ve ark., 2017).

Genel olarak, katodik 6n islem (CPT) hidrojen sonlandirmasini arttirir; bununla
birlikte, negatif elektron afinitesi ve yiksek iletkenlik ile orijinal BDD yuzeyinin
(hidrofobik ylizey) fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirmez. Anodik On islemden
(APT) sonra, BDD yiizeyi pozitif elektron afinitesi ve diisiik iletkenlik ile hidrofilik hale
gelir ve nispeten negatif yiizey yukiine sahiptir (Oliveira ve Oliveira-Brett, 2010).

2.4. Elektrokimyasal Yoéntemler

Bir asir 6nce, yukseltgenme-indirgenme siiregleri ve diger yiik transferi olaylari
ilk olarak elektroanalitik kimyada kullanilmistir. Analitik kimyanin temel alt
disiplinlerinden biridir. 1920'lerde Cek bilim adami Jaroslav Heyrovsky, uygulanan
gerilimin bir fonksiyonu olarak akimimn o6lgiilmesiyle orneklerin analiz edildigi bir
elektrokimya tirii olan voltametriyi kesfetti. Voltametrik yontemler, elektrokimyasal
reaksiyonlar1 incelemek (Annapoorna ve ark., 2000), elektrokimyasal olarak Uretilen
serbest radikalleri incelemek (Vergara ve ark., 2001), enzimatik kataliz (Li ve ark., 2004),
koordinasyon kimyas1 (Gupta ve ark., 2006), giines enerjisi doniistimii (Angulo ve ark.,
2009), cevresel izleme (Macchi, 1965), endistriyel kalite kontrolli (Lencastre ve ark.,
2006) ve biyolojik ve klinik dnemi olan bilesiklerin eser konsantrasyonlarini belirlemek
igin bir arag¢ olarak son elli yilda popiilerlik kazanmistir (Shahrokhian ve Ghalkhani,
2006).

Elektroanalitik teknikler, yliksek derecede dogruluk, kesinlik, hassasiyet ve
secicilik ile temel 6neme sahip ¢ok sayida sorunun iistesinden gelmek i¢in siklikla dikkate
deger bir sekilde yeniden {iretilebilir bir sekilde basit¢ce uygulanabilir. Bu teknikte,
elektrot yiizeyinin kendisi bir analitin miktarinin belirlenmesi i¢in giiglii bir aragtir.
Gerilimi kontrol ederek elektrot, elektronlarin degisken bir serbest enerji kaynagi olarak

kullanilabilir. Buna ek olarak, elektrot-cozelti arayiiziinii gegen elektronlar, akim
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Olculerek buyuk bir hassasiyetle belirlenebilir (Murray ve ark., 1987).

Elektroanalitik teknikler, elektriksel niceliklerin (elektrik akimi, uygulanan
gerilim ve yiik) degerlendirilmesi i¢in elektrik, kimya ve biyoelektrokimyasal siiregler
arasindaki iliskiyi ve bunlarin analitik bir sistemdeki kimyasal parametrelerle iliskisini
dikkate alir. Elektroanalitik teknikler potansiyometrik, voltametri ve kulometrik élgtimler
olarak siniflandirilir. Elektriksel 6l¢iimlerin analitik amaglarla kullanimi, ¢cevresel izleme,
endiistriyel, kalite kontrol ve biyomedikal analiz dahil olmak {izere ¢esitli uygulamalar
bulmustur. Bir elektroanalitik analiz, yiiksek hassasiyet, secicilik, tekrar Uretilebilirlik ve
daha diisiik bir algilama limiti sunar. Bu teknikler, ¢esitli biyolojik ylkseltgenme ve
indirgenme reaksiyonlarini analiz etmek ve bir sistemdeki biyomolekiillerin dogasini ve

konsantrasyonunu belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Majeed ve ark., 2022).

Bir diger elektroanalitik yontem olan voltametri, bu tez calismasi kapsaminda

ibrutinib ilag¢ etkin maddesinin analizinde kullanildig1 i¢in detayli olarak ac¢iklanacaktir.

2.5. Voltametri

Cesitli ilgi alanlarina sahip bilesiklerin taranmasina yonelik voltametrik
yontemler, elektrot turleri ve analitik stratejiler temelinde gbzden gecirilmektedir.
Geleneksel voltametrik yontemin kapsami, 6zellikle nanokompozit iceren ¢ok sayida
modifiye elektrotun gelistirilmesi nedeniyle son yillarda 6énemli 6l¢iide genisletilmistir.
Voltametrik yontemler, duyarlilik, minimum tespit edilebilirlik, herhangi bir 6n islem
gerektirmeden biyolojik 6rneklere uygulanabilirlik ve zaman tasarrufu agisindan mevcut
diger yontemlere gore belirgin avantajlara sahiptir. Bilesiklerin voltametri ile es zamanli
tayini, imal edilen sensor lizerinde ayni anda birden fazla analitin kolayca tespit

edilebilmesi nedeniyle ekonomik ve daha az zaman alic1 olma avantajlarin1 sunmaktadir.

1920'lerin basinda Cekoslavak kimyact Jaroslav Heyrovsky, voltametrinin 6zel
bir tiirii olan polarografiyi gelistirerek voltametriyi buldu (Karabilgin, 2012). VVoltametri,
cesitli ortamlarda yiizeylerdeki adsorpsiyonu inceleyen duyarli ve gilivenilir bir
yontemdir. Bu yontemin diger yontemlere gore Ustlin yani, az miktardaki elementlerin,
organik ve inorganik bilesiklerin bulunmasi ve ¢alisilmasina olanak saglamasidir. Bir¢ok

tiire kars1 seciciliginin olmasi voltametriyi 6nemli kilmaktadir (Barek ve ark., 2001).
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Voltametrinin bazi avantajlari bulunmaktadir;

. Tiirlesme ve kinetik parametreleri belirleyebilme.
J Kimyasal ve/veya elektrokimyasal reaksiyonlarin mekanizmalarini

aydinlatabilme yetenegi.

. Genis bir sicaklik araliginda ¢aligabilme imkani

. Birden fazla analite ile genis bir derisim araliginda ¢aligma imkani
. Es zamanli algilama imkani.

. Yuksek hassasiyet

° Diistik alt tayin sinirinda ¢aligabilme

° Hizl1 analiz siireleri (birkag saniye)

J Yuksek segicilik

Tipik bir voltamogram Sekil 11°da gosterilmistir.

Adom
C
J’
B
0 0.2 04 -06 0.8 .10 .12 EM

Sekil 11. VVoltamogram grafigi

Sekil 11'daki voltamograma bakildiginda, baslangigta (A noktasinda) akimin
neredeyse hi¢ olmadigi goriilmektedir ya da gok diisiiktiir. Safsizlik ve elektrot yiizeyinin
yiiklenmesindan dolay1 A ve B noktalari arasinda gecen akim oldukca yavasga yiikselir.
Buna zemin akimi denir. B noktasina gelindiginde yiikseltgenmis tiirlerin indirgenme
gerilim degeri gerilim degerine yaklasir. Gerilim artikga elektronlar, elektrottan
yiikseltgenmis tiire dogru dogrusal bir artis ile go¢ etmeye baslar. Indirgenme hiz1 arttik¢a
hiicre akiminda artis baslayacaktir. Bu artis siirekli ve diizenli degildir. Sekil 11'da
goriildiigii gibi C noktasinda olusan bir pik ile tamamlanir (Yilmazgiig, 2008).
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2.5.1 Voltametrik yontemler

Voltametrik yontemler, bir elektrolitik hticrenin geriliminin negatif veya pozitif
degerlere dogru degistirildigi ve akimin o6l¢iildiigi bir elektroanalitik teknikler
toplulugudur. Deneyin ¢iktisi, hiicreye uygulanan gerilime kars1 akimdir. Tipik hiicreler
referans ve karsit elektrotlar ile bir ¢alisma elektrodundan olusur. Referans elektrot sabit
bir gerilime sahip olacak sekilde tasarlanmigtir ve hiicreye uygulanan gerilimdeki bir
degisimin ¢aligma elektrodunun yiikseltgeyici veya indirgeyici giiciinii degistirmesi i¢in
bir potansiyostatik devre kullanilir. Uygulanan gerilim dogrusal olarak degistirilir ve
akim siirekli olarak olg¢iiliirse, yontem dogrusal tarama voltametrisi olarak adlandirilir.
Hiicreye artan yiiksekliklerde bir dizi puls uygulanir ve her pulsun sonunda akim

olgiiliirse, teknige normal puls voltametrisi denir (Bard ve Faulkner, 1980).

ismi Dalga Sekli Voltametri Tipi

Polarografi

Dogrusal Taramals Hidrodinamik Voltametn

Gufim

- . ifarensivel Puls Pola afisi
Difarensivel Puls Difarensiyel Puls Polarografisi

Gedin——

Kare Dalga Kare-Dalga Voltametrisi

(7T

0

l“'cgcn Déniisiimlii Voltametn

wiln

Sekil 12. VVoltametride siklikla kullanilan dort uyarma sinyali (Skoog ve ark., 1998).
Dogrusal taramah voltametri

Taramal1 voltametri yonteminde tarama, akimin akmadig1 akim/gerilim grafiginin
sol tarafindan baglar. Gerilim saga (daha indirgeyici degerlere) dogru siipiiriildiik¢e, bir
akim akmaya baslar ve sonunda bir tepe noktasina ulasir. Bu davranisi rasyonellestirmek
icin gerilimin elektrot yiizeyinde kurulan denge iizerindeki etkisini dikkate almamiz

gerekir. Burada elektron transfer hizi, gerilim tarama hizina kiyasla hizlidir. Bu nedenle
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elektrot yiizeyinde, termodinamik tarafindan hesaplanan Nernst denklemi kurulur.

Dogrusal tarama voltametrisinde, gerilim adim Slglimlerine ¢ok benzer sekilde
sabit bir gerilim araligi kullanilir. Ancak dogrusal taramali voltametride gerilim asagida
gosterildigi gibi bir alt smirdan bir list sinira dogru taranir. Dogrusal tarama

voltamograminin 6zellikleri bir dizi faktore baghdir:

J Elektron aktarim reaksiyonunun hizi

o Elektroaktif tirlerin kimyasal reaktivitesi

. Gerilim tarama hizi

A Gerilim ‘k.f\kllll
Va '
Zaman : / Genlim
- 3 T

V4

Sekil 13. Taramali voltametride uygulanan gerilim ve elde edilen voltamogram (Elgrishi
ve ark., 2018).

Diferansiyel puls voltametrisi

Diferansiyonel puls teknikleri, bir elektroaktif tiirlin icerdigi eser miktarini
belirlemek i¢in siklikla kullanilir. Bu yontemde, dogrusal bir tarama sirasinda periyodik

bir darbeyi kullanarak uyarma sinyali olusturur (Sekil 14).

DPV'nin istliin hassasiyetinin ardindaki sebep, arka plan akimi (arayuz
kapasitansi nedeniyle), uygulanan gerilimdeki kiigiik degisikliklerden minimum diizeyde
etkilenir. Bu nedenle, nispeten kiicuk gerilim artislardan onceki ve sonraki akimlari
ornekleyerek ve ikisini ¢ikararak, arka plan akiminin etkisi en aza indirilerek faradayik
akima (kimyasal reaksiyonda elektron transferinden kaynaklanan akim) kars1 daha fazla
hassasiyet saglanir. Akim, pulstan hemen 6nce ve pulsun sonuna dogru iki kere 6l¢iilerek
bunlarin farki sinyal olarak kaydedilmektedir. Bu yontemin 6nemli avantajlari, yari-dalga
gerilimleri arasinda yaklasik 0.005 V fark olan maddeler igin bile 06zgiin pik

maksimumunun elde edilmesidir. Tayin sinir1 10”7 M-108 M arasindadir. DPV'nin yiiksek
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tayin duyarliliginin nedeni, en yiiksek faradayik akimin ve en diisiik kapasitif akimin

oldugu anda 6l¢lim yapmasidir (Saglikoglu, 2011).

Vo Baslangis Gerilimi
A Puls Cienliga
A Cerilim Artra
P Puls Cienaslng:
P Puls Periyvoda
- [ Baslangie Ornekleme Siresi
;ﬂ £y s Ormekleme Siresi
S Fs
g
%‘
=) oo PPN P
- : ﬂl_l_l
'
i 1
' [P I [ (RN .
- H
A . i :
(B -~ -
VO b
Ly £y

Laman

Sekil 14. Onerilen DPV tekniginin semas1 (Bhuwan ve Ratnesh, 2022).

Kare dalga voltametrisi

Barker ve Jenkins, 1952 yilinda kare dalga voltametrisi olarak bilinen son derece
hizli ve duyarli bir voltametri yontemi gelistirdi. Hem teorik hem de cihaz gelistirme
acisindan bu yaklasimi Onemli Olgiide gelistirmislerdir. Voltamogramin tamami 10
ms’den daha kisa bir siirede yapilir. Damlayan civa elektrodu ile tarama, damla 6mrinin
son birkag saniyesi i¢inde, yiikleme akimi hemen hemen sabitken yapilir. Kare dalga
voltametrisi asil1 civa damla elektrodu, kati elektrotlar veya kromatografik detektorler ile
kullanilabilmektedir. Osteryoung, 1985 yilinda basit elektrotlarda teorik ve pratik kare
dalga voltametrisi gelistirdi. Kare dalga voltametrisinin sabit elektrotlarda gerilim-zaman

dalga sekli simetrik kare dalgalardan olusur.
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Zamann

E (V)

Sekil 15. Kare dalga uyari sinyali ve voltamogrami (Oztekin, 2008).

Sekil 15°te kare dalga voltametrisinde elde edilen basamakli sinyal goriilmektedir.
Uyarma sinyali, darbenin basamak sinyali {izerine bindirilmesi ile elde edilir. Basamakl
sinyalde her basamagin boy ve puls periyodu esit olup bu yaklasik 5 ms civarindadir
(Gover, 2011). Kare dalga voltametrisinde 6l¢timler son derece hizli oldugu igin, birden
fazla voltametrik taramanin sinyallerinin ortalamas1 alinarak analizin kesinligini
artirabilirsiniz. Bu metodun tayin siirlar1 107 ile 10® M arasinda oldugu igin bu teknik

en duyarli ve hizli elektroanalitik teknikler arasindadir.
Doniisiimlii voltametri

Donusiimli voltametri (CV) adi verilen giiglii ve popliler elektrokimyasal teknik,
molekiiler tiirlerin nasil indirgendigini ve yiikseltgendigini incelemek i¢in siklikla
kullanilir. Kataliz gibi elektron transferini iceren kimyasal reaksiyonlarin incelenmesine
CV biyiik 6l¢iide yardimei olur. Inorganik kimyacilar elektrokimyay1 benimsedikge Sekil
16 gibi sekillere literatiirdeki yayinlarda sikca rastlanmaktadir.
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Sekil 16. GC elektrotun N altinda voltamogramlar1 (mavi); hava altinda yalin elektrot
(kirmizi); [CoCp(dppe) (CH3CN)] (PFs)2(dppe=difenilfosfinoetan) N. altinda (yesil);
[CoCp-(dppe) (CH3CN)] (PFe)2 hava altinda (turuncu). Voltamogramlar 0.25 M [NBu4]
[PFe] CH3CN ¢ozeltisi iginde, 100 mV/s tarama hizinda kullanilarak alinmistir (Mabbott,
1983).

Genellikle doniisiimlii voltamogram olarak bilinen voltamogramlar, Sekil 16'daki
gibidir. Uygulanan gerilim (V), x ekseninde sisteme uygulanan bir parametre olarak
gosterilir ve sonug y ekseninde gecen akimi (I) olarak gosterilir. Bazen gecerli eksenin
etiketi yerine grafige bir dlgek ¢ubugu eklenir. CV verilerini raporlamak icin siklikla
kullanilan iki goriis vardir (Sekil 17), ancak verileri elde etmek ve ¢izmek i¢in kullanilan

isaret goriisiinii agiklayan bir ifade bulmak nadirdir.

US Kurah IUPAC Kurah
. e ™\
Indirgenme Yiikseltgenme
g % : g /
2| — kv R
=« Yiiksel “« Ind
iikseltgenme ndirgenme
V2 N
Yiksek (V)  Disiik Diisik (V)  Yiiksek
Gerilim Gerilim Gerilim Gerilim

Sekil 17. CV verilerini raporlamak i¢in siklikla kullanilan iki gortis.

Bununla birlikte, gerilim eksenler, Sekil 17'de acgiklandigi gibi goriisler hakkinda
ipucu vermektedir. Her CV, verileri kaydetmek i¢in gerilimin tarandig1 yonii gosteren bir
ok igerir. Ilk segmentin baslangig ve siipiirme y&nii okla gdsterilmis ve deneyin kosullart
altyazida belirtilmistir. Sekil 18’nin altyazi kisminda 6nemli bir parametrenin "100 mV/s"

oldugu belirtilmektedir. Bu deger tarama hiz1 (v) olarak adlandirilir. Deney sirasinda
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gerilimin saniyede 100 mV/s hizinda dogrusal olarak degistigini gosterir (Elgrishi ve ark.,
2018).

Sekil 18’deki H panelinde eslesen voltamogram ile iliskiyi gorsellestirmek icin
gerilim eksenini x ekseni olarak kullanarak, Sekil 18'in | paneli zaman ve uygulanan
gerilim arasindaki iliskiyi gosterir. Bu resimde gerilim, ileri tarama sirasinda baslangic
gerilimi El'den anahtarlama gerilimi E2'ye negatif olarak stpurilmektedir. Bunu
tamimlamak i¢in katodik iz terimi kullanilir. Gerilim daha sonra tarama yonu tersine
cevrilerek anodik iz olarak bilinen E1'e pozitif olarak geri dondurulir (Mabbott, 1983;

Kissinger ve Heineman, 1983).

A B1q C14
1A [ B
E=E1 \ E=E‘UI
0 04 04
0 d  Yigm 0 d  Yigm 0
|
H bit. 4 G
2 :
g 8
z N
-«
bag.— A
| L I 1 | 1
03 02 .0 03 E

100 -01 02 iLi E 0 d v
GERILIM (V ve Fe+/Fe) ' GERILIM 2 Yigm

Sekil 18. (A-G): Voltamogram sirasinda gesitli noktalarda elektrottan uzakligin bir
fonksiyonu olarak Fc* (mavi) ve Fc (yesil) i¢in konsantrasyon profilleri (mM) (d, elektrot
ylizeyinden y1gin ¢ozeltiye kadar, 6rnegin 0.5 mm) (H): 1 mM Fc* ¢dzeltisinin 100 mV
s! tarama hizinda Fc'ye tersinir indirgenmesinin voltamogramu. (I): Genel bir doniisiimlii
voltametri deneyi ig¢in zamanin bir fonksiyonu olarak uygulanan gerilim, baslangig,

anahtarlama ve bitig gerilimleri ile temsil edilir (sirasiyla A, D ve G) (Compton ve Banks,
2011).

Ferrosenyum (Fc™) ve ferrosen (Fc) arasindaki denge, Nernst denklemi ile
tanimlanir. Nernst denklemi, dengedeki sistemde bir elektrokimyasal hicrenin gerilimi
(E), bir tirin standart gerilimi (Eo), yiikseltgenmis ve indirgenmis analitlerin bagil
aktivitesi ile iligkilidir. Nerst denklemi asagida verilmistir. Denklemde F, Faraday

sabitidir, R evrensel gaz sabiti, n elektron sayist ve T sicakliktir.
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Nernst denkleminin tek elektronlu Fc™'nin Fc'ye indirgenmesiyle, aktiviteler kendi
konsantrasyonlar1, deneysel olarak daha erisilebilir olan standart gerilimi E°, resmi
gerilimi E® ile degistirilir ve n 1'e esit olarak ayarlanir:

[Fc™]

B0 4 L T po | 5302650
- F R ' F 0510 g

Deneysel olarak belirlenen E1» degeri, kullanilan deneysel kosullara 6zgii olan
resmi gerilimi tahmin etmek i¢in siklikla kullanilir (Sekil 18, H panelinde F ve C noktalar:

arasindaki ortalama gerilim).

Nernst denklemi, bir sistemin c¢ozeltideki tlrlerin konsantrasyonundaki bir
degisiklige veya elektrot gerilimindeki bir degisiklige nasil tepki verecegini tahmin etmek

icin gili¢lii bir yol saglar.

Ornek vermek gerekirse, bizim drnegimiz Nerst esitligi ile eger E = E°' = E1/2'lik
bir gerilim ile Fc* ¢ozeltisi [Fc*] = [Fc] olana kadar Fc'ye indirgenir ve denge saglanur.
Alternatif olarak, CV deneyi sirasinda gerilim tarandiginda, elektrot yakinindaki
cozeltide bulunan tiirlerin konsantrasyonu Nernst denklemine uygun olarak zaman iginde
degisir. Bir Fc* ¢ozeltisi negatif gerilim ile tarandiginda, Fc* elektrotta lokal olarak Fc'ye
indirgenir, bu da elektrot ylizeyinde Fc* miktarmin tiikkenmesine ve buna bagli olarak bir
akim Ol¢ililmesiyle sonuglanir. Takip eden dongiisel voltamogram ve voltamogramdaki
cesitli konumlarda Fc* (mavi) ve Fc (yesil) i¢in konsantrasyon mesafe profilleri Sekil
18'te gosterilmektedir. Daha da 6nemlisi, uygulanan gerilim ve tirlerin elektrot ylzeyi ile
y1gin ¢ozelti arasinda nasil hareket ettigi, elektrot yiizeyinden uzakliga gore Fc* ile Fc

konsantrasyonlarina baglidir.

Gerilim A noktasindan D noktasina negatif (katodik) olarak tarandikc¢a [Fc™],
Fc'ye dontstiiriildiigiinden elektrot yakininda siirekli olarak azalir (Sekil 18). Katodik pik
akiminin (ipc) gozlemlendigi C noktasinda, akim, yigin ¢6zeltiden Fc*’nin difiizyon
yoluyla aktarimiyla belirlenir. Tarama boyunca, elektrot yiizeyinde indirgenmis Fc iceren

bir ¢dzelti hacmi olan difiizyon katmani genislemeye devam eder. Sonug olarak, Fc™'nin
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elektroda toplu gegisi yavaslar. Bdylece, daha negatif gerilimlere tarandiginda Fc* 'nin
yigin ¢ozeltiden elektrot ylizeyine diflizyon hizi yavaglar, bu da tarama devam ettikce
akimda bir azalmaya neden olur. (C — D). Anahtarlama gerilimine (D) ulasildiginda
tarama yonu tersine cevrilir ve gerilim pozitif (anodik) yonde taranir. Elektrot
ylzeyindeki Fc* konsantrasyonu azalirken, Nernst denklemi saglanarak elektrot
yuzeyindeki Fc konsantrasyonu artti. Elektrot yiizeyinde bulunan Fc, uygulanan gerilim
daha pozitif hale geldikce Fc*'ye yiikseltgenir. B ve E noktalarinda elektrot yiizeyindeki
Fc* ve Fc konsantrasyonlar1 Nernst denklemine gore esittir, E = E12. Bu, gdzlemlenen iki
tepe (C ve F) arasindaki yar1 gerilime karsilik gelir ve yukarida belirtildigi gibi, tersinir
bir elektron transferi icin E®'u tahmin etmek icin basit bir yol saglar. Analitin elektroda

dogru diflizyonu ve elektrottan ¢ozeltiye diflizyonu iki piki birbirinden ayirir.

Anodik ve katodik pik gerilimleri arasindaki farki 6lgen pik-pik ayrimi (Ep) 25
°C'de (2,22 RT/F) 57 mV'dir ve indirgeme isleminin kimyasal ve elektrokimyasal olarak
tersinir oldugu varsayildiginda pik noktasinin ileri taramasindaki yart maksimum genislik
59 mV'dir. Kimyasal tersinirlik, analitin indirgeme sonrasinda kararli olup olmadigi ve
daha sonra yeniden yukseltgenebilirligini belirtmek icin kullanilir. Indirgeme iizerine
homojen kimyasal islemlerde reaksiyona giren analitler (ligand kayb1 veya bozunma gibi)
kimyasal olarak geri doniistimlii degildir. Elektrokimyasal tersinirlik, elektrot ve analit
arasindaki elektron transfer kinetigini ifade eder. Elektron transferine karsi diisiik bir
engel oldugunda (elektrokimyasal tersinirlik), uygulanan gerilimdeki herhangi bir
degisiklik iizerine Nernstian dengesi hemen kurulur. Elektron transfer reaksiyonlari
yavasken ve indirgenme (ylikseltgenme) reaksiyonlarin1 gézlemlemek igin daha negatif
(pozitif) gerilimlere ihtiya¢c duyulurken, elektron transferi igin yuksek bir bariyer
(elektrokimyasal tersinmezlik) oldugunda daha biiylik AEp sonuglari ortaya cikar.
"Nernstian" terimi, Nernst denklemine uyan hizli elektron transferleri ile elektrokimyasal

olarak tersinir siirecleri tanimlamak i¢in siklikla kullanilir.

Deneyin tarama hizi, uygulanan gerilimin ne kadar hizli tarandigin1 kontrol eder.
Daha yiiksek tarama hizlari, difiizyon tabakasinin boyutunu daha da diisiiriir; sonuc
olarak, daha yiiksek akimlar gozlemlenir (Bard ve Faulkner, 2001; Savéant, 2006).
Randles-Sevcik denklemi, serbestce yayilan redoks tiirlerini igeren elektrokimyasal

olarak tersinir elektron transfer siiregleri i¢in gegerlidir. Bu esitlik, tepe akimi1 ip'nin (A)
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tarama hizinm v (V s) karekokii ile dogrusal olarak nasil arttigini agiklar; asagida verilen
Randles-Sevcik denkleminde n, redoks olayinda aktarilan elektronlarin sayisidir, A (cm?)
elektrot yiizeyidir alan (genellikle geometrik yiizey alani olarak ele alimir), Do (cm? s)
yikseltgenmis analitin difiizyon katsayisidir ve C° (mol cm™®) analitin yigmm

konsantrasyonudur.

. _ 0 HFVDO 1/2
ip = 0.44nFAC (—RT )

Randles-Sevcik denklemi, bir analitin ¢ozelti i¢inde serbestge diflizyon yapip
yapmadigina dair gostergeler verebilir. Analitler bazen elektrot yiizeyine adsorbe
olabildiginden, reaktivitesini analiz etmeden Once bir analitin ¢6zelti iginde homojen
kalip kalmadigin1 degerlendirmek esastir. Analitin serbest¢e yayildigini dogrulamanin

yani sira, diflizyon katsayilarini hesaplamak i¢in Randles-Sevcik denklemi kullanilabilir.

2.5.2. Voltametrik analizlerde ylzey aktif maddelerin uygulanmasi

Yiizey aktif maddeler, genellikle elektriksel ¢ift katmanin Ozelliklerindeki
degisikliklerle ilgili olarak kendilerini polarogramlarda gosterebilirler. Polarografi ve
voltametri gelisiminin dogusunda bile, polarografik maksimumun bastirilmasi i¢in notr
organik yiizey aktif maddeler kullanilmigtir. Alt1 ila sekiz karbon atomuna sahip alifatik
alkollerin, civa elektrotlarindaki voltamogramlarda kapasitif pikler olarak ortaya
cikmalart nedeniyle, diferansiyel kapasitans depresyonu olarak adlandirilan belirleme

yontemlerinin gelistirilmesi i¢in kullanilmalarini olanakli kilmistir (Budnikov, 1975).

Yiizey aktif madde adsorpsiyonunun etkileri sadece polarografik maksimumlarin
bastirilmasinda degil, ayn1 zamanda voltamogramlardaki ¢cok elektronlu dalganin birden
fazla adima bolinmesine ve voltamogramlardaki dalga veya pik gerilimlerinin daha
yiiksek degerlere kaymasmma neden olan siirecin elektrokimyasal adimlarinin
engellenmesinde de gdriilmiistiir. Bu adsorpsiyon etkilerinin analitik uygulamalari, sinirl
bir fayda saglar. Ozellikle, sulu test numunelerinde kalan yiizey aktif maddeleri
belirlemede kullanilir. Halihazirda mevcut olan yiizey aktif maddeler ve 6zellikleri, bu
bilesik grubunun voltametredeki analitik sinyalleri kontrol etmek ve belirli bir analit i¢in
amperometrik yanitin hassasiyetini ve seciciligini artirmak i¢in kullanilmasin1 miimkiin

kilar.
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Sulu ¢ozeltilerde ¢esitli bigimlerde amfifilik organik molekiillerin meydana
gelebilecegi bilinmektedir; bu gercek, ¢ok uzun zaman 6nce kimyacilarin dikkatini gekti.
Bu formlar, negatif (-SO3", -SO4-, -COQ") veya pozitif yikli gruplar (-N(CHzs)s*) veya
polar oksietilen zincir (—-OC2Ha)n iceren yiizey aktif maddeler ve 8 ila 18 karbon atomuna
sahip uzun bir polar olmayan hidrokarbon radikal ile iligkilidir. Suda ylizey aktif
molekiiller 6ncelikle yiizeyi doldurarak monomolekiiler bir katman olusturur ve yiizey
aktif molekiillerin agregatlar1 (miseller), kritik bir miselle konsantrasyonuna (CMC)
ulastiktan sonra kendiliginden olusur. Bu nedenle, yiizey aktif maddeler kendi kendini

diizenleme sistemi olarak siniflandirilabilir. (Rebinder, 1961; Friberg ve Lindman, 1992).

Tum ylzey aktif maddeler {i¢ sinifa ayrilir: anyonik, katyonik ve noniyonik yiizey

aktif maddeler.

Anyonik ylzey aktif maddeler, Sodyum dodesil sulfat (SDS) ve Sodyum dodesil

benzemiilfonat.

Katyonik ylzey aktif maddeler, N-dodesilpiridinyum bromit, Setilpiridinyum
bromit (CPB) ve Setiltrimetilamonyum bromit (CTAB).

Non-iyonik ylzey aktif maddeler, Brij 35, Triton X100 ve Tweet 20.

Yiizey aktif maddelerin fizikokimyasal 6zellikleri ve siirecleri daha once ayrintil

olarak dikkate alinmistir (Shtykov, 2002; Shtykov ve ark., 2005).

Yizey aktif maddeler spektroskopik teknikler (Abbasi ve ark., 2009), titrimetri,
kromatografinin ¢esitli versiyonlar1 (Hadjmohammadi ve ark., 2004), ekstraksiyon,
kilcallik ve jel-elektroforezi gibi organik ve inorganik maddelerin ayrilmasi ve
belirlenmesi i¢in diger yontemlerde aktif olarak kullanilmaktadir. Bazi sorunlar Shtykov
tarafindan ayrintili olarak gosterilmistir (Shtykov, 2000). Son yillarda, elektroanalitik
tekniklerde yiizey aktif maddeler kullanilmigtir (Adamson, 1990; Franklin ve Mathew,
1989).

Biyolojik olarak aktif bilesiklere voltametrik ortamda yilizey aktif madde
uygulanmaktadir. Sulu misel soliisyonlar1 ve mikroemiilsiyonlar, 6zellikle yiizey aktif

madde bazli kendi kendini diizenleyen sistemler, ¢esitli bilesiklerin elektroanalizinde
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organik solventler yerine aktif olarak kullanilmistir (Mackay ve Texter, 1992; Weinberg
ve Tilak, 1982).

Elektrokimyasal reaksiyonlarda misel soliisyonlariin kullanilmasi ile iki etkinin
ortaya ¢iktig1 iyi bilinmektedir (Love ve ark., 1984). Birinci etki, yuzey aktif maddeler
bir elektrot reaksiyonunun mekanizmasini etkilemek icin radikal iyonlar1 ve ara iirlinleri
dengeleyebilir. Ikinci olarak, yiizey aktif molekiillerin varligi, ilgili proseslerin dalga
veya pik gerilimlerinin degisimleriyle kamitlandigi gibi elektriksel ¢ift tabakanin
(Rusling, 1997) yapisim1 ve yiik transfer hiz sabitini degistirir. Baz1 durumlarda bu
degisiklikler analitik Ozellikleri gelistirir, Ozellikle elektrokimyasal reaksiyonun

tersinirligini ve hassasiyetini artirir (Vittal ve Gomathi, 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneyde Kullanilan Kimyasallar

IBR, Selleck Chemicals firmasindan temin edilmistir (IBR, Katalog No, S2680;
Uriin adi, PCI-32765). IBR stok ¢ozeltisi (1.0 mg ml?, 2.3x10° mol L) metanolde
(saflik> %99.9) hazirland1 ve sonra destek elektrolitinde seyreltildi. Kullanilmadigi
zaman daha sonra kullanilmak tizere 2-6 °C’de buzdolabinda saklandi. Tez kapsaminda
kullanilan kimyasallarin fosforik asit (85 %), asetik asit (100 %), borik asit, HNOs (>90.0
%), H2SO04 (95-97 %), sodyum hidrosit, askorbik asit, dopamin ve Urik asit analitik saflig1
yuksek olup Sigma-Aldrich ve Merck markali iriinlerin satig yetkilisi firmalardan
saglandi. Tim ¢ozeltiler, 18,2 MQ cm'den az olmayan bir direngle Milli-Q Plus sistemi
(Millipore) tarafindan saglanan deiyonize su ile hazirlanmistir. IBR’in elektrokimyasal
davranmis1 0.1 mol L Britton-Robinson (BR) tamponunda farkli pH (2-8) degerlerinde,
0.1 mol L™ asetat tamponunda (pH 4.8), 0.1 mol L™ fosfat tamponunda (pH 2.5) ve cesitli
inorganik asitlerde (0.1 mol L™ H2S0Q4) incelendi. Elektrokimyasal deney calismalari bir
Autolab (Hollanda; Metrohm Autolab B.V.) cihazinda gergeklestirilmistir. PGSTAT 101,
NOVA 2.1 elektrokimyasal yazilim tarafindan kontrol edilmektedir. Olgiimler (g
elektrotlu voltametrik hicrede (10 mL hacminde), ticari olarak temin edilebilen bir BDD
(bor katkisi seviyesi 1000 ppm, disk ¢ap1 3 mm, Windsor Scientific Ltd., Birlesik Krallik)
calisma elektrodu olarak, yardimci elektrot olarak platin tel (BAS, MW-1032, ABD) ve
referans elektrot olarak bir Ag/AgCl (3.0 mol L NaCl, BAS, MF-2012, ABD)

kullanilmistir.

IBR'nin (Imbruvica, sirket adi, 140.0 mg IBR iceren her biri basili sert jelatin
kapsiilde yazili, Johnson and Johnson Ltd, Turkiye) ticari kapsil 6rnekleri yerel bir
hastaneden temin edilmistir. Bes kapsiil dogru bir sekilde ag¢ild1 ve daha sonra dikkatlice
bosaltilip tartildi. Toplanan icerikten 50 mg IBR'ye esdeger olan yeterli bir miktar
dikkatlice tartilmis ve ardindan 100 mL'lik hacimsel bir voltametrik kaba aktarilmis ve
hacim metanol ile tamamlanmigtir. Daha sonra 30 dakika boyunca sonikasyona tabi
tutulmustur. Optimize edilmis kosullar altinda uygun destek c¢ozeltisi ile seyreltme

yapilarak SWV teknigi ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Tbrutinib Bilesiginin BDD Elektrot Yiizeyinde Elektrokimyasal

Davranisi

IBR'min voltametrik o6l¢imiinden 06nce, Olglimlerin tekrarlanabilirligini ve
kesinligini degerlendirmek icin BDD elektroduna ii¢ 6n islem prosediirii uygulandi. Tlk
olarak, elektrot anodik olarak &n isleme tabi tutuldu (+2.0 V; 120 s). ikincisi, katodik
olarak 6n isleme tabi tutuldu (-2.0 V; 120 s). Son olarak, anodik olarak 6n-islemden sonra
katodik 6n-islem uygulanarak uygun prosediir degerlendirildi. Sekil 19'de goriildiigii gibi,
BDD elektrodu katodik ve anodik olarak on isleme tabi tutuldugunda IBR'nin
yukseltgenme pik akiminda 6nemli bir degisiklik yoktur. Ayrica, anodik 6n islem ayni
zamanda 6l¢iimiin diisiik tekrarlanabilirligi ile sonuglanmistir. Ancak, {igiincii prosediirde
daha iyi tekrarlanabilir sonuclar elde edildi. Bu nedenle, deneysel calismaya baslamadan
once, voltametrik dlglimler i¢in giinliik olarak anodik 6n islem ve ardindan katodik 6n
islem uygulanmistir. Voltametrik yanitlarin stabilitesini saglamak i¢in her deneyden dnce
elektrota basit bir cilalama da uygulandi. Bu nedenle, son 6n islem asagidaki voltametrik

deneylerde kullanilmak iizere se¢ilmistir.

* anodically pretreated
: * cathodically pretreated

- *anod\callyfcathod\cally
pretreated

4.0

3.0

I/ pA

2.0

1.0

0.0

E/V

Sekil 19. 10 pg mL™* IBR'nin 0.1 mol L™ H,S04 icinde ii¢ farkli elektrokimyasal 6n
isleme tabi tutulmus BDD elektrodu ile kaydedilen SW voltamogramlari.
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4.1.1. Doniisiimlii voltametri calismalari

[lk olarak, destek elektroliti ve pH etkisi 0.1 mol L™ H,SO4, pH 2.0 ile 7.0 arasinda
BR tamponu; pH 2.5 fosfat tamponu ve pH 4.8 asetat tamponu ¢ozeltileri kullanilarak,
IBR'nin BDD elektrot izerinde CV teknigi ile elde edilen pik gerilimi ve akimi etkisi
incelenmistir. Sekil 20A’da IBR’nin elektrokimyasal yukseltgenme pik akimi ve gerilimi
BR tamponu pH 2-4 araliginda daha belirgin iken pH 5-7 araliginda ise oldukga diisiik
pik akimi elde edilmistir. Sekil 20B'de ise, farkli pH ve elektrolit ¢ozeltileri
incelendiginde 6zellikle kuvvetli asidik ortamda yani 0.1 mol L™ H,SO4 ¢6zeltisinde daha
belirgin ve pik siddeti bakiminda diger elektrolit ¢ozeltilerine gére daha iyi performans
gostermistir. Elde edilen yiikseltgenme pik gerilim ve akim degeri yaklasik +1.54 V; 3.2
pA olarak elde edilmistir.

30.0 = 0.1molL" T Hy50,
45.0 400 |{— pH25PBS
30.0 250 | = pH4.8 ABS
35.0] *° ]
. | 1
= 10.0] 200
= 0.0 i
~ )
— 10 12 14 16 18 = 15.07
10.0]
5.0 B
10 11 12 13 14 15 16 17 18 10 114 12 13 14 15 16 17 18
E/V E/V

Sekil 20. A) 30 pg mL™ IBR'nin BR tamponu pH 2-7 araliginda BDD elektrodu ile
alinana doniisiimlii voltamogramlart ve B) 30 pg mL? IBRmin farkli elektrolit
cozeltilerinde (0.1 mol L™ H2SO4, 0.1 mol L™ fosfat tamponu, pH 2.5; 0.1 mol L asetat
tamponu, pH 4.8) BDD elektrodu ile alinan doniisiimlii voltamogramlari. Gerilim tarama
hiz1: 100 mV s,

Sekil 21°deki ti¢ taramali doniistimlii voltamogramda goriildigii gibi, 30.0 pg mL”
L IBR molekiilii 0.1 mol L™ HSO4 ¢ozeltisi icinde 0.8 - 1.8 V gerilim araliginda, BDD
elektrotunun yuzeyinde oldukca ylksek pozitif gerilim degerlerinde yaklasik olarak

+1.54 VV’da tek basamakta yayvan bir pik olarak yukseltgenmektedir.
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Sekil 21. 30 ug mL™? IBR’nin 0.1 mol L™ H,SO;4 icinde BDD elektrot ile alinan iig
taramali déniisiimlii voltamogrami. Gerilim tarama hiz1 100 mV s, kesikli ¢izgi destek
elektroliti gosterir.

CV teknigi ile elektrot reaksiyon mekanizmasi hakkinda bilgi edinmek ve akim
tirindn belirlenmesi yaygin olarak kullanilmaktadir. Sekil 22°de goriildiigii gibi farkl
tarama hizlarinda (25—800 mV s%; n: 7) 30 ug mL? (1.7x10* mol L) IBR'nin 0.1 mol
L H,SOq igindeki elektrokimyasal yiikseltgenmesi iizerine voltamogramlar kaydedilmis
ve akim degisimi incelenmistir. Tarama hiz1 arttikca, yikseltgenme pik gerilimlerinde
daha pozitif gerilim degerlerine dogru hafif bir kayma gézlenmistir. Bu gerilim kaymasi
elektrot yuzeyinde kiitle transferinin difiizyon kontrollii oldugunu géstermektedir. Bu
sonug, asagidaki denklemle de agiklanan IBR'nin yukseltgenme piki igin log ip ve log v
arasinda dogrusal bir iliski oldugunu dogrulamaktadir. Bu denklemlerin oldugu ilgili

grafikler Sekil 22'te gosterilmistir. Ilgili denklemler ise asagida verilmistir.

ip (LA) = 0.467 v (mV s) + 0.0162, (r = 0.995)

log ip (nA) =0.502 log v (mV st) — 0.3345, (r =0.996)

Pik akiminin logaritmasi ile gerilim tarama hizinin logaritmasi arasindaki
denklemin egimi, teorik olarak bilinen degere (0.5’¢) ¢ok yakindir (Bard ve Faulkner,

2001). Yukaridaki denklemler 1s1ginda, IBR’nin elektrokimyasal ylkseltgenmesi
diftizyon yoluyla kontrol edilmekte oldugunu gostermektedir.
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Sekil 22. 30 ug mL* (1.7x10* mol L) IBR’nin 0.1 mol L™ H2SO4 iginde 25-800 mV s
! tarama hiz1 araliginda elde edilen (A) ip -v*2 ve (B) log ip -log v dogrusallik grafikleri.

Elde edilen CV verilerine gore, elektrokimyasal tersinmez bir reaksiyonda
elektron transferi sayisi asagidaki denklem kullanilarak hesaplanabilir (Bard ve Faulkner,
2001).

Ep 47.7

Ep — =5 =

P 2 an

Burada E; ve Ep sirasiyla yikseltgenme pik gerilimi (mV) ve yar1 pik gerilimi
(mV); a ve n sirastyla transfer katsayisi (tersinmez sistemler igin 0.5) ve elektron sayisidir
(Bard ve Faulkner, 2001). D6niisiimlii voltamogrami 100 mV s 'deki ilk taramasinda
elektron transfer sayisi (n) hesaplanmistir. Dolayisiyla IBR’nin elektrokimyasal

yukseltgenme tepkimesinde yer alan elektron sayist 2.27 (~2) olarak bulunmustur.

4.1.2. Kare dalga voltametri ¢alismalar:

Genis bir pH araligina sahip destek elektrolit c¢ozeltileri icerisinde IBR'nin
elektrokimyasal tepkisi incelenmistir. Sekil 23A°da 10 ug mL™* IBR’nin BR tamponu pH
2.0 - 8.0 araliginda 1.0 - 1.8 V gerilim araliginda SW voltamogramlari gosterilmistir. Bu
verilerde, pH 8.0'in tizerindeki hicbir pH degerinde yukseltgenme piki elde edilmemistir.
Sekil 23A’daki veriler 1s1nda, IBR’nin yikseltgenme pik akimi ve gerilimi artan pH ile
degismesi, IBR’nin elektrokimyasal yukseltgenmesinin pH’ye bagimli oldugunu
gostermektedir. Sekil 23B°de 10 ug mL™* IBR nin elektrokimyasal davranisi farkli destek
elektrolitleri (0.1 mol Lt H2SO4, pH 2.5 fosfat tamponu, pH 4.8 asetat tamponu) iginde
verilmistir. En yiiksek anodik pik akim1 0.1 mol L™t H,SO4 ¢ozeltisinde elde edilmis, ileri

elektroanalitik ¢alismalara bu ortam ile devam edilmistir.
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Sekil 23. 10 pg mL™? IBR’nin A) BR tamponu pH 2.0-8.0 ve B) farkl1 destek elektrolitleri
(0.1 mol L HzSO4, pH 2.5 fosfat tamponu, pH 4.8 asetat tamponu) iginde alinana SW

voltamogramlart. SW degiskenleri: frekans, 50 Hz; adim gerilimi, 8 mV; amplitiid, 30
mV.

Artan pH degerlerine bagli olarak IBR’nin yukseltgeme pikinin daha disiik
gerilim degerlerine kayma durumu, IBR’nin yiikseltgenmesinin pH bagimli oldugunu
acikca gostermektedir. Asagidaki denklemde pH 3-8 araliginda tek egimli bir bolge
oldugunu ve pH 2-3 ve pH 3-8 dogrularinin ¢akistigi noktanin IBR molekiiliiniin pKa
degerine yaklasik denk geldigi gézlenmistir.

Ep(V) = —0.0419pH + 1.6689 (r = 0.9964; pH 3 — 8)

IBR'nin pH 3.0-8.0 araligindaki yiikseltgenme piki i¢in elde edilen dogrusallik
denkleminde 41.9 mV/pH'lik negatif bir egim elde edilmistir. Bu egim degerinin teorik
deger olan 59 mV/pH'ye yakin oldugu g6z 6ntine alindiginda (Bard ve Faulkner, 2001),
IBR'nin sulu bir ¢ozeltideki yikseltgenme reaksiyon mekanizmast igin esit sayida proton

ve elektrona sahip oldugunu gostermistir.

Ayrica, elde edilen ¢izgilerin kesisimi kabaca bilesigin pKa degeriyle iliskilidir.
Bir ilacin ayrisma sabiti, pKa’si, potansiyel iyonlasma durumlarini belirlemek igin
kullanilabilir. Bu 6zellik ilag gelistirmede dikkate deger Oneme sahiptir. Farmasotiklerin
cogu organik zayif asitler ve/veya bazlar oldugundan, pKa degeri genis bir pH araliginda
molekiiliin iyonik formu hakkinda bilgi saglar. IBR molekultnun pKa degeri 3,74 olarak
bildirilmistir (Shi ve ark., 2021). 0.1 mol L? H,SOs icinde, IBR'nin protonlanmis
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(katyonik) formunun baskin oldugu, alkali ve zayif asidik ¢ozeltilerde yiiksiiz forma

dontistiigli tahmin edilmektedir.

IBR’nin CV ve SWV incelemeleri kuvvetli asidik bir ortamda gergeklestirilmistir.
Bu yontemlerle iiretilen grafiklerin egimleri, BDD elektrot icin elektrokimyasal
yukseltgenme sirecinin iki elektronlu, iki protonlu bir mekanizmada gergeklestigini
gostermistir. IBR’nin elektrokimyasal yiikseltgenme reaksiyonu IBR’nin yapisindaki
elektroaktif halkaya (pirazol-pirimidin halkasi) bagli model yapilariyla iliskisi
aragtirtlmisttr.  Tim bu sonuglarla Dbirlikte, olas1 Yyikseltgenme ve IBR'nin

tautomerizasyon mekanizmasi Sekil 24 'te gosterilmistir.

H. _N N 0] N\ ﬂ\ HO._ N N
TN o T N T N
N / HN = 4 - N / 7

+ -
NH2 2H, - 2e NH2 NH2

Sekil 24. IBR'nin elektro yukseltgenme ve tautomerizasyon icin onerilen reaksiyon
mekanizmasi.
Kare dalga degiskenlerinin etkisi

Bir sonraki ¢alismada, kare dalga puls parametreleri (step gerilimi, AEs=4-20 mV;
frekans, 15-150 Hz; amplitid AEsw=10-70 mV) deneysel diizenegin en uygun degerini

bulmak i¢in optimize edilmistir. Calisma prensibi olarak bir parametre degistirilirken
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diger iki parametre sabit tutularak degiskenler incelenmistir. Ykseltgenme pikinin en
yuksek hassasiyetle belirlenmesi icin gereken parametre degerleri AEs, 12 mV; f, 125 Hz;
AEsw, 30 mV olarak belirlenmistir. Bundan sonraki SWV teknigi ile yapilan analizlerde

bu parametreler kullanilmistir.

4.1.3. Surfaktan etkisi

Son olarak anyonik surfaktan (SDS, Sodyum dodesil silfat), katyonik sirfaktan
(CTAB, Setiltrimetilamonyum bromir) ve non-iyonik siirfaktan olan Tween 20’in etkisi
IBR’in ylkseltgenme piki tizerindeki etkisi degerlendirildi. Elektrot ylizeyi - surfaktan-
analit arasindaki elektrostatik etkilesim voltametrik yontemin hassasiyetini artirdigi
bilinmektedir. IBR'nin giiclii asidik bir ortamda katyonik formda olmasi anyonik
slirfaktan (SDS) ile elektrostatik bir etkilesime sahip oldugunu gostermektedir. IBR’nin
ayn1 ortamda katyonik ve non-iyonik surfaktanlarla etkilesime girmedigi; aksine bu
strfaktanlarm IBR'nin pik akim degerini énemli Ol¢iide diistirdiigii ve morfolojisini

bozdugu deneysel veriler ile goriilmiistiir.

1.0 ug ML IBR’nin 0.1 mol L H,S04 iginde 5x10° ve 1x10° mol L araliginda
farkli konsantrasyonlarda SDS eklenmesi ile stirfaktan etkisi incelenmistir. Sekil 25 'te
SDS varliginda ve yoklugunda IBR'nin voltametrik davranisi karsilastirilmaktadir.
Ortama SDS eklendiginde yiikseltgenme pik gerilimi daha negatif gerilim degerlerine
dogru hafif bir kayma gostermistir. 6x10 mol L™ SDS eklendiginde maksimum pik akim
degeri elde edilmistir. Bu nedenle 6x10* mol L™ SDS derisimi, analitik ¢aligmalar igin

secilmistir.
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Sekil 25. 1.0 ug mL? IBR’nin 0.1 mol L H2SO4 iginde 5x10° ve 1x10° mol L™
araliginda farkli derisimlerde SDS eklenmesi ile elde edilen kare dalga voltamogramlari.
Kesikli ¢izgi: SDS icermeyen voltamogram. I¢ kisim: ip ve Csps egrisi. SWV
degiskenleri: AEs, 12 mV; f, 125 Hz; AEsw, 30 mV.

4.2. ibrutinib’in SDS ortaminda BDD Elektrot Uzerinde Tayini

Bu tez ¢alismasi igin segilen akilli hedefe yonelik bir antikanser ilaci olan IBRnin
SDS igeren ¢ozeltiler icerisinde ve BDD elektrotu tizerinde redoks 6zelliklerinin ayrintili
olarak incelenmesinden sonra; tezin bu boliimiinde gelistirilen yontemin gergek 0rneklere

analitik olarak uygulanabilirligi aragtirilmistir.

4.2.1. Gelistirilen yontemin analitik performans 6zellikleri

Kare dalga voltametri teknigi, voltametrik teknikler arasinda en hassas olanidir.
Uygulanan teknigin optimizasyon deneylerinden sonra, hassasiyet, dogruluk, duyarlilik
ve secicilik parametreleri IBR’nin validasyonu i¢in degerlendirilmistir. Elde edilen en iyi
kosullarda (yukarida verilmistir), 0.01-1.50 ug mL™? (2.27x10® — 3.40x10° mol L)
derisim araliginda yer alan IBR ¢ozeltilerinin SW voltamogramlar1 Sekil 26’te

sunulmustur. Ilgili kalibrasyon egrisi ise Sekil 26 i¢inde gdsterilmistir.
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Sekil 26. IBR’nin 0.1 mol L™ H,SO4 iginde 6x10* mol L SDS varliginda (1-10) 0.010,
0.025, 0.050, 0.075, 0.100, 0.250, 0.500, 0.750, 1.000, 1.500 ng mL* derisimlerinde elde
edilen SW voltamogramlar1. I¢ kistm: IBR'nin nicel 6l¢iimii i¢in ilgili kalibrasyon grafigi
gosterilmektedir. SWV parametreleri: AEs, 12 mV; f, 125 Hz; AEsw, 30 mV.

Caligma araligina iligkin analitik degiskenler Tablo 3'de 6zetlenmistir.

Tablo 3. IBR’nin 0.1 mol L* HzSOs igcinde 6x10* mol L* SDS varliginda BDD
elektrodunda SWV teknigi kullanilarak elde edilen analitik parametreler.

Analitik parametreler IBR

Y Uikseltgenme gerilimi +1.54V

0.01-2.00 pg mL:

Calisma aralig1 (n=10) (5.7x108— 2.3x10mol L)

Dogrusallik denklemi ip (uA) =5.612 C (ug mL™?) +0.382
Korelasyon katsayisi 0.997

LOQ 0.0102 pg mL™?(2.27x10® mol L)
LOD 0.00304 pg mL™* (6.90x10° mol L)
Gun ici tekrarlanabilirlik 2.15 (pik akimi)

(RSD%, n=5)

Glinler aras1 tekrarlanabilirlik 3.76 (pik akimi)
(RSD%, n=5)
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LOD (Gdzlenebilme sinir1); IBR nin tespitinin yapildig: fakat kantitatif sinirlar
icerisine girmeyen en diisiik IBR derigimidir. LOQ (Tayin alt sinir1); IBR’nin kabul
edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarmin tayin edilebilecegi dogrusallik
smirlar1 igerisine girmeyen veya dogrusalligin en alt derisimini olusturan diizeyi olup

asagidaki sekilde hesaplanmistir (Uhrovcik, 2014).

3s
LOD = —

m

10s
LOQ =+

LOD ve LOQ ilgili kalibrasyon egrisindeki en diisiikk konsantrasyonda bes
6l¢limiiniin standart sapmasina bagl olarak hesaplanmistir. Bu denklemlerde ‘s’ standart

sapma ve ‘m’ kalibrasyon egrisinin egimidir.

IBR’nin BDD elektrot ile elektrokimyasal tayini igin gerceklestirdigimiz bu tez
calismast ¢ok yakin tarihte yayinlanan diger voltametrik calismalar ile analitik

performans agisindan karsilagtiritlmasi Tablo 4'de gosterilmistir.

Tablo 4. IBR icin BDD elektrodu ve 6nceki analitik performanslarinin karsilastirilmasi.

Elektrot LOD mol L? Kaynak

GCE 2.70x10°0 (Gurbuz ve ark., 2022)
GCE- GO-NH-B(OH)2@AgNPs 1.36x10® (Amudi ve ark., 2023)
BDDE 6.90x10° Bu ¢alisma

4.2.2. Voltametrik yontemin secicilik calismalar:

Gergek drnekleri analiz etmeden 6nce, gelistirilen SWV tekniginin segiciligi, bazi
inorganik iyonlar (Na*, K*, Mg*2, Ca*?, Mn*2, Cu*?, Fe*3, AlI*3, Ti**, NOs", SO42, CI"),
baz1 seker bilesikleri (laktoz, fruktoz, glikoz), farmasdétik formiilasyonlarda ki bazi
bilesikler (misir nisastasi, magnezyum stearat ve mikrokristal seliiloz) ve biyolojik
stvilarda bulunan dopamine (DP), askorbik asit (AA) ve iirik asit (UA) bilesiklerinin
varliginda degerlendirildi. Baz1 inorganik iyonlarin 6zelliklede glikoz, fruktoz, sukroz ve

laktoz gibi kiiciik biyomolekiillerin yani sira iirik asit, askorbik asit ve dopamin gibi
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onemli biyokimyasallarin (tipik idrara karisan bilesikler) ¢alismamiz iizerinde kayda
deger bir etkisi olmadigr Sekil 27°da gosterilmistir. Kuvvetli asidik ortamda (strfaktan
varliginda) ve BDD elektrodunda IBR’nin oldukga pozitif gerilimde elektrokimyasal
olarak yiikseltgendigi daha 6ncede belirtilmistir. Dolayisiyla 6zellikle Urik asit, askorbik
asit ve dopamin’in bu ortamda elde edilen pik gerilimlerinin IBR’nin pik gerilimi ile

cakismadigi gortilmektedir.

4.0 IBR
35
3.0

«25

— 2.0

UA

1.5

1.0 DP
05 AA

0.0 = =
06 038 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8

Sekil 27. 0.5 pg mL* IBR ve 1.0 ug mL? drrik asit (UA), dopamin (DP) ve askorbik
asit’in (AA) 0.1 mol L™ H2SO4 icinde 6x10~* mol L™ SDS varhiginda elde edilen SW
voltamogramlari. SWV parametreleri: AEs, 12 mV; f, 125 Hz; AEsw, 30 mV.

Secicilik analizden sonra, 6nerilen yontemin mevcut uygulanabilirligi, farmasotik
kapsiil formlarinda ve saglikli insan idrar model 6rneklerinde arastirildi. Kapsiil numune
cozeltileri, herhangi bir ekstraksiyon veya filtrasyon olmaksizin, nihai ¢ézeltinin ¢alisma
dogrusal araliginda hedef derisime seyreltilmesinden sonra kolayca hazirlandi. Tablo 3'de
verilen kalibrasyon denklemleri kullanilarak kapsiil formlarinda IBR miktari
hesaplanmistir. Ortalama IBR igerigi kapsiil basina 138.00 mg (RSD %3.75) olarak
hesaplanmistir. Beyan edilen 140 mg igerigi (geri kazanim, % 98.57) ile iyi bir uyum
igindedir. Son adimda, 6nerilen yontem igin, herhangi bir karmasik islem veya ayirma
gerektirmeden insan model idrar numunelerinde IBR'nin tayini igin de incelenmistir.
Bunun icin, destek elektrolit ile basit bir seyreltme (1:100 v/v) islemi ile model idrar
orneklerinin analizi, standart katma yontemi ile degerlendirilmistir. 0.025 pug mL*

derisiminde eklenen IBR iceren model idrar 6rneginin 0.025-0.25 pg mL? derisim
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araliginda elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 28’de gosterilmistir. Voltamogramdan da
goriildiigii gibi +1.54 V dolayinda gbzlenen pik akimi, her IBR standart eklenmesi ile
orantili bir artig gostermistir. Bunun sonunda elde edilen dogrusal kalibrasyon grafigi

asagida verilmistir.

ip(pA) = 8.051C(pg mL™1) + 0.3557 (r = 0.997)

2:5%
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Sekil 28. 6x10* mol L™ SDS varliginda 0.1 mol L H2SO4 ¢ozeltisinde 0.05 pg mL™
IBR ve IBR'nin (0.025, 0.050, 0.075, 0.10, 0.25 pg mLY) standart olarak eklenmesinden
sonra elde edilen SW voltamogramlari. SWV parametreleri: AEs, 12 mV; f, 125 Hz; AEsw,
30 mV.

Tablo 5'te gosterildigi gibi sonuglar, tatmin edici geri kazanim ve RSD degerleri
ile insan model idrar Orneklerinin analizi ig¢in olusturulan metodolojinin

uygulanabilirligini gostermistir.

Tablo 5. Model idrar 6rneginden elde edilen geri kazanim sonuglari.

Ortam 0.1 mol L™ H2SO4- 6x10* mol L™ SDS
Eklenen (ng mL™?) 0.050

Bulunan (ng mL™?) 0.049

Deney sayisi 3.0

Ortalama geri kazanim (%) 98.0
Geri kazanimin %RSD'si 2.98
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5. TARTISMA VE SONUC

Tirozin kinaz inhibitorleri (TKi'ler) bir tiir hedefe yonelik tedavide kullanilan
inhibitdr gesitlerinden biridir. TKI'ler agizdan alinan ilaglardir. Hedefe yonelik bir terapi,
normal hiicrelere daha az zarar verirken belirli kanser hiicrelerini tanimlar ve bunlara
saldirir. Bruton tirozin kinaz (BTK), birgok B hucre malignitesinde I6semik hiicrelerin
¢ogalmasi ve hayatta kalmasi i¢in kritik olan onkojenik sinyallesmede ¢ok dnemli bir rol
oynayan reseptor olmayan bir kinazdir. Imbruvica markasi altinda satilan ibrutinib,
Bruton tirozin kinaz (BTK) proteinini geri doniisiimsiiz olarak baglayarak B hiicresi

cogalmasini ve hayatta kalmasini engelleyen kiigiik molekiillii bir ilagtir.

Bu tez kapsaminda IBR ilag etken maddesinin ilk kez BDD elektrot kullanilarak
detayli olarak elektrokimyasal Ozelliklerinin incelenmesi ve ilk kez elektrokimyasal
mekanizmasi hakkinda bilgi vermeyi amaglamistir. Ayrica gelistirilen voltametrik
yontem ile hem model idrar 6rnegi hem de farmasotik ilaglar kullanilarak yontemin

uygulanabilirligi test edilmistir.

Bu ¢alismada, hem anodik hem de katodik 6n islem gormiis BDD elektrot ile
SWV ve CV teknikleri kullanilarak gelistirilen elektroanalitik yontem, Ibrutinib etken
maddesinin kuvvetli asidik ortam olan 0.1 mol L H,SO4 ortaminda anyonik strfaktan
olan SDS varliginda ¢ok iyi bir hassasiyet ve secicilikle tayin edilebilecegini gostermistir.
Elde edilen sonuglar, pahali ekipmanlara ihtiya¢ duymayan bu yontemin ne kadar hassas
ve ucuz oldugunu gostermektedir. Yontemin basit olmasi ve numune hazirlama ve analiz
icin cok az zaman gerektirmesi, ticari farmasotikler ve biyolojik materyallerde IBR'nin
belirlenmesi i¢in bir alternatif olarak uygunlugunu gostermektedir. Bu yontem cevre
dostudur, rutin kalite kontrol analizlerinde kolaylikla kullanilabilir. Son olarak 2021
yilinda en ¢ok satan 20 ilag arasinda yer alan BTK inhibitorii Imbruvica'nin (ibrutinib)
devam eden basarisi ile dikkat ¢ekecegini diisiiniiyoruz (Urquhart, 2022). Bu durum,
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Bu da 6niimiizdeki yillarda molekiil {izerinde daha

derinlemesine analizler yapilacagi anlamina geliyor.
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