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Bu tez kapsaminda antineoplastik ilaglar i¢inde yer alan bitkisel kaynakli podofilotoksin kanser

(meme kanseri, prostat kanseri, kolon kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri, lenfomalar, ve genital
tiimorler) ve sigil tedavilerinde kullanilmaktadir. Podofilotoksin’in miktar tayini i¢in tek kullanimlik olan
kalem grafit elektrot (PGE) kullanilarak hassas, duyarli ve basit bir voltametrik yontem gelistirilmistir.
Podofilotoksin’in elektrokimyasal 6zellikleri PG elektrot kullanilarak kare-dalga (SW) ve doniisiimli
voltametri (CV) teknigiyle incelenmistir. SW voltametri teknigi kullanilarak Britton Robinson (BR)
tamponunda (pH 4.0) icerisinde, podofilotoksin’in +1.242 V (vs. Ag/AgCI) gerilim degerinde (0.0 V’da
ve 60 s On-deristirme sonrasi) ¢ok iyi voltametrik bir yanit vermistir. Bu islem, gozlenebilirlik simnir1 2.55

nM (1.06 pg/L) olan 1.24x108 — 29.4x10® M (12.4-299.5 nM) derisim araliginda bilesigin miktar tayini

icin kullanilmistir. Onerilen yéntem, insan idrar 6rneklerinde basaril bir sekilde uygulanmustir.

Kelimeler: Anti kanser, Kalem grafit elektrot, Podofilotoksin, VVoltametri



ABSTRACT
MS THESIS
INVESTIGATION AND QUANTIFICATION OF ELECTROANALYTIC
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Podophyllotoxin , which is included in antineoplastic drugs and investigated in this study, is used

in the treatment of cancer (breast cancer, prostate cancer, colon cancer, small cell lung cancer,

lymphomas, and genital tumors) and warts. A sensitive and simple voltammetric method has been

developed for the quantitation of podophyllotoxin using a disposable pencil graphite electrode (PGE).

Electrochemical properties of podophyllotoxin were investigated by using squarewave (SW) and cyclic
voltammetry(CV) technique using PG electrode. In the Britton Robinson (BR) buffer (pH 4,0) using SW

voltammetry, podophyllotoxin yielded a very good voltammetric response at a +1.242 V (vs. Ag/AgCl)

(after 60 s of accumulation at 0.0V). This process was used to quantify the compound in the concentration
range of 1.24x10% -29.4x10® M (12.4-299.5 nM) with an observability limit of detection 2.55 nM (1.06

Mg/L). The proposed method has been successfully applied to human urine samples.

Keywords: Anti cancer, Pencil graphite electrode, Podophyllotoxin, Voltammetry
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1. GIRIS

Kanser, cagimizda g¢evre, genetik faktorler, yas ve daha birgok faktdrden dolay1
artarak diinya genelinde toplum saghigini etkilemektedir. Artan kanser vakalarinin
Onlenebilmesi igin ilk olarak kanserli hiicrelerin analizleri ger¢eklestirilmelidir. Kanserli
hiicreleri etkisiz hale getirebilmek icin canlinin igleyisinde rol alan bilesenlerin neler
oldugunu, hangi oranlarda hangi kosullarda sentezlendigi ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle,
kanser tedavisinde kullanilacak olan ilaglara ilgi artmaktadir. Dolayisiyla kanser
tedavisinde kullanilan bilesiklerin, numunelerin( kan, idrar, doku, vb.) alinip analiz
yapilabilmesi i¢in ve bazi ilaglarin toksik Ozellik gostermesinden dolayr saglik
personellerinin korunmasi giivenli bir sekilde c¢aligabilmesi i¢in yeni yontemler
gelistirmek ¢cok 6nemlidir. Butun bu etkenler bir araya geldiginde analitik kimya madde
analizleri icin ve elektrokimyasal yontemleri uygulamada ve kullanmada 6n plana
cikarmaktadir.

Analitik kimya, maddeleri genel olarak tanima, yapilarinin ve bilesenlerinin
belirlenmesi, nicel ve nitel olarak analiz yapilabilmesi yoniinden farkli yontemler
izleyen, bilimsel c¢alismalarda kimyasal islemlerin yapilmasini saglayan kimya alt
dalidur.

Analitik kimyanin bir alt dali olan elektrokimya, kimyasal tepkimeler ile elektrik
enerjisi arasindaki iligskiyi esas alarak indirgenme-yiikseltgenme(redoks) olaylarini
inceler. Iletkenlik, akim, potansiyel gibi kavramlardan faydalanarak, hem gerceklesen
kimyasal tepkimenin hem de maddenin karakterizasyonunu inceler.

Elektrokimya alaninda gelistirilmis tekniklere olan ilgi giderek artmaktadir ve
gunimuizde elektrokimyadan pek cok alanda faydalaniimaktadir. Elektrokimyasal
yontemlerin, basinda voltametrik yontemler gelmektedir ve calisma alani genistir.
Voltametrik teknikler pek cok cesit analizde tercih edilmektedir. Ozellikle ¢ok diisiik
derisimlere inebilmesi, hizl1 ve hassas bir sekilde analizin gergeklestirilebilmesi, adli tip
analizleri, klinik analizleri, madde analizlerinin yapilabilmesi, diger tekniklere
yontemlere gore daha az kimyasal kullanilmasi, daha ucuz olmasi ve sonuglarin
glvenirligi gibi dogrudan insan saghigiyla ilgili ilag analizleri icin ¢cok dnemlidir. Bu
avantajlarindan dolay1 elektrokimyasal yontemler genis bir ¢calisma alanina sahiptir.

Podofilotoksin bitkisel kaynakli bir antineoplastik ilag sinifinda yer almaktadir.
Podofilotoksinin en belirgin 6zelligi antiviral ve antineoplastik etkiye sahip olmasidir.
Podofilotoksinin, HPV ve diger sigillerden kaynaklanan dis genital sigillerde, meme

kanseri, prostat kanseri, kolon kanseri, kii¢iik hiicreli akciger kanseri, lenfomalar ve



genital tiimorler dahil bir ¢ok kanser tiirline karsi kemoterapi maddesi olarak
kullanilmaktadir. Antineoplastik ajanlar olarak birgok Podofilotoksin tirevide
kullanilmaktadir.

Podofilotoksin i¢in yapilan kaynakg¢a aragtirmasina goére ¢ok sayida yontem ve
teknik oldugu goriilmistiir fakat elektrokimya calismasiyla ilgili olarak “gok duvarli
karbon nanotlip pasta elektrotunda anti-timor bitkisel bir ila¢g olan podofilotoksinin
adsorptif siyirma voltametrik tayini” ¢alismasi tek bulunmaktadir(Dar ve ark., 2011).

Bu tez ¢alismasinda ilk defa kullanilan ve kaynakcada yerini alan kursun kalem
elektrot ile podofilotoksinin voltametrik tekniklerden yararlanilarak elektrokimyasal
ozellikleri incelenmistir. Tez kapsaminda Oncelikle, kursun kalem elektrot ile
antineoplastik ilac etken maddesi olan Podofilotoksin’in miktar tayini ve
elektrokimyasal ozelliklerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amag i¢in kullanilacak
tampon ¢ozelti, potansiyel tarama hizi, derisim, pH ve diger degiskenler Podofilotoksin
icin belirlenerek aletsel kosullar optimize edilmis ve en uygun kosullarda elde edilen
veriler sonucunda bilesigin 6n goriilen yontem ile miktar tayinini deneme ¢alismalari

yapilmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Elektrokimya

Elektrokimya, kimyasal tepkimler ile elektrik enerjisi arasindaki iliskiyi esas
alarak indirgenme-yiikseltgenme olaylarini inceleyen bir kimya dalidir. Giintimiizde
elektrokimyasal ~ yontemlerin  kullanildigr  sistemler, indirgenme-yiikseltgenme
titrasyonlari, kulometri, potansiyometri, voltametri, piller, kimyasal reaksiyonlarin hiz
ve denge sabitleri, iletken polimer sentezi, eser miktar madde analizlerinin belirlenmesi
gibi bircok alan gosterilebilir.

Elektroanalitik yontemler, analizlerde farkl yiikseltgenme basamaginda bulunan
maddelerin kolayca belirlenmesi, bu yontemlerin uygulanmasini saglayan cihazlarin
spektrofotometrelere ve kromatograflara gore ¢ok daha ucuz olmasi ve genellikle
Kimyasal tiirlerin analitik derisimini belirtmesi gibi Gstunluklere sahiptir.

Elektroanalitik yontemlerde iki farkli yontem vardir; bunlardan ilki
potansiyometrik digeri ise potansiyostatik yontemdir.

Potansiyometri, akimin sifir oldugun da potansiyelin belirlendigi bir tlr
elektrokimyasal analiz yontemdir. Bu yontemde akim ge¢isi olmaz, potansiyel 6l¢iime
dayanilarak ¢ozeltide gergeklesen elektrokimyasal degisim agiklanir. Potansiyostatik
yontemler ise potansiyel kontroludir. Cozelti ve elektrot arasindaki yiik transferi
incelenir. Akim olgiiliir ve 6l¢iilen akimda reaksiyonu agiklar. Ayrica bu yontemle de

6l¢iilen akim, analitinin derisimi hakkinda bilgi verir (Wang, 2006).

2.2. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimyasal yontemlerin kullanildig: sistemler olarak, elektrik akimi ve
potansiyelinden yararlanilarak birgok farkli yapidaki maddenin kantitatif ve kalitatif
Ol¢timiiniin yapildig1 kullanigh bir yontemdir(Bond ve ark., 1989; Yaacob, 2006).
Elektroanalitik yontemler, farkli yiikseltgen basamagindaki tiirlerin kisa silirede sonug
vermesi, yiiksek hassasiyet ve duyarlilikla gerceklestirebilmesi, kromotograflara ve
spektrofotometrelere gore cok daha ucuz olmasi da bu yontemin farkli alanlarda

kullanilmasini saglamaktadir.
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Sekil 2.1. Elektroanalitik yontemlerin sematik gdsterimi

2.2.1. Voltametri

Voltametri, c¢esitli ortamlarda yiikseltgenme, indirgenme, akim-gerilim ve
derisim islemlerinin temel galismalari, ¢alisma elektrodu denilen polarize bir elektrot
kullanilarak incelenmesine dayanan bir elektroanalitik yontemdir. YUkseltgenebilen ya
da indirgenebilen inorganik ve organik maddelerin farkli derigsimlerde ki ¢Ozeltilerinden
uygun sartlarda elde edilen akim egrilerinin Ozelliklerini degerlendiren analiz
teknigidir(Skoog, 1998).
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Sekil 2.2. Ug elektrotlu potansiyostat sistem diyagrami (Bard, 2001).

Voltametri, elektroaktif maddelerin uygun kosullarda ve 6l¢iilmek istenen amag
dogrultusunda akim potansiyel egrilerini inceler. Bu yontemle ikili veya iiclii elektrot
sistemi bulunur. Uglii elektrot sistemlerinde ¢alisma elektrotu, referans elektrot, bir de
yardimer elektrot bulunur. Giiniimiizde yapilan analizlerin genelinde tiglii elektrot
sistemi kullanilmaktadir.

Voltametrik teknikler pek ¢ok gesit analizde tercih edilmektedir. Bu teknigin
sikca kullanilmasiin nedeni c¢ok diisiik derisimler de maddelerin tayinine olanak
tanimasidir. Ozellikle ¢ok diisiik derisimlerin gdzlenebilmesi, hassas ve hizli analizler
gergeklestirebilmesi ve sonuglarin glivenirligi ilag analizleri gibi dogrudan insan
sagligiyla ilgili analizler i¢in ¢ok Onemlidir. Tiim bu avantajlar dogrultusunda son
yillarda ilaglardaki etkin maddeler {izerindeki ¢alismalarda voltametrik teknikler 6nemli

yer tutmaktadir.

2.2.1.1. Dogrusal Voltametri
Dogrusal voltametri de potansiyel adim 6lgiimleri gibi sabit bir potansiyel araligi
kullanilir. Dogrusal voltametri ilk bulunan ve uygulanan voltametri ¢esididir. Bununla
birlikte, dogrusal voltametri de voltaj alt limitten bir iist limite taranir. Elde edilen
potansiyelin sonucu olarak akim degerleri, zamana kars1 kaydedilir(Wang, 2006).
Boylece zamana kars1 potansiyel grafikleri (Sekil 2.3) yani voltamogramlar elde edilir.
Dogrusal voltametri, zamanla gelistirilmis alternatif yontemler nedeniyle eskisi

kadar kullanilmamaktadir.
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Sekil 2. 3. Dogrusal voltametride uygulanan potansiyelin zamanin bir fonksiyonu olarak degisim grafigi

2.2.1.2. Polarografi

Calisma elektrotu olarak damlayan civa elektrotun kullanildigr voltametrik
teknige polarografi denir. Damlayan civa elektrotun potansiyelinin referans elektrota
kars1 degistirilip hiicredeki akimin 6l¢iilmesi bu yontemin ¢alisma prensibini olusturur.
Akim elektroaktif maddenin damlayan civa elektrot {izerinde indirgenmesi ( katodik, + )
ya da yiikseltgenmesi ( anodik akim, - ) sonucu meydana gelir. Olusan akima karsilik

potansiyel grafigi (polarogram ) cizilir(Wang, 2006).

Alom{ Amper)
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Sekil 2. 4. Polarografide akim potansiyel grafigi

Polarogramin ilk kisminda artik akim ikinci kisminda sinir (limit) akim yer alir.
(sekil 2.4) Artik akim, kapasitif(sigisal) akim ve faradaik akim bilesenlerinin toplamidir.

Siir akim elektrot yiizeyindeki elektroaktif maddenin derisiminin sifira gittigi andaki



akim olup simir akiminin biiyiikliigii elektroaktif maddenin derisimine ve kiitlenin

elektrot ylizeyine tasinma hizina baghidir (Wang, 2006).

2.2.1.3. Doniisiimlii Voltametri
Dontisimlii voltametrinin ¢alisma ilkesi ¢alisma elektroduna belli bir tarama
hizinda belli bir yon ve tersi yonde potansiyel uygulanmasi prensibine dayanir.
Dontigiimlii voltametri de potansiyel belli bir degere ¢ikarilir ve ardindan ya
bagska bir degere ya da ilk degere dondiiriiliir. Uygulanan potansiyele karsi bir akim
Olgiilir ve akim — potansiyel grafigi elde edilir. Sekil 2.5’te bu voltametrik yontemle

uygulanan potansiyelin zamana kars1 degisim grafigi gosterilmistir.
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Sekil 2. 5. Doniisiimlii voltametride potansiyel zaman degisim grafigi

Indirgenme yiikseltgenme reaksiyonlarnin mekanizmalarinin belirlenmesinde

doniisiimlii voltametriden yararlanilmistir. Bu yontemde duyarlilik 102 — 10" M’dur.

2.2.2. Puls Voltametrisi
Dogrusal taramali voltametri metodunun diisiik hassasiyet ve yavas olmasi
nedeniyle, bu metodun yerine kullanilmasi i¢in gelistirilmistir. Bu yontem ilk olarak
damlayan civa elektrot i¢in gelistirilmis sonrasindan diger elektrotlara uygulanmastir.
Bu yontemde 6nemli olan, akimin uygulanan pulstan sonra dl¢tilmesidir. Diger
bir sekilde ifade edersek, puls yontemleriyle artik akim giderilmektedir. Buda yapilan

analizin duyarligin1 artirir.



2.2.2.1 Normal Puls Voltametrisi

Voltametride duyarlilik artik akimla degistiginden duyarliligi artirabilmek icin
artik akimin giderilmesi ya da en azindan sifira yakin bir degere getirilmesi gereklidir.
Gerilimleri puls seklinde uygulayip artik akiminin giderilmesiyle duyarliligin artmasi
saglanmis olur. Puls seklinde ¢alisma elektroduna gerilim uygulandiginda artik akim
sifira yaklagir. Bu sebepten pulsun sonundaki artik akim, faradaik akimdan
kaynaklanmakta ve duyarlilig1 artirmaktadir(Wang, 2006).

3
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Sekil 2. 6. Normal puls voltametri i¢in uyarma sinyali grafigi (Wang, 2006)

2.2.2.2 Diferansiyel Puls Voltametrisi

Normal puls voltametride giderilmemis artik akim ¢ok az da olsa kapasitif akim
icermektedir. Bu yontem kapasitif akimin giderilmesi amaciyla gelistirilmistir. Bu
yontemde de tiim puls yontemlerinde oldugu gibi belli bir aralikta puls
uygulanmaktadir. Duyarlig1 arttirmak icin pulsun sonunda ve baslangicinda Olcilen
akimlarin farklart alinmig ve bu yontem normal puls yontemine goére daha fazla

duyarliliga sahip oldugundan, duyarlilig1 yiksek oranda artirmaktadir (Wang, 2006).
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Sekil 2. 7. Diferansiyel Puls Voltametride uygulanan potansiyelin zamana kars1 degisim grafigi

2.2.2.3 Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametrisi, yiiksek hiz ve avantaj sunan bir tiir puls voltametrisidir.
Grafiklerin tamam1 1V tarama ile elde edilir ve 0,5 s gerektirir. SWV ydnteminde de
pulstan once ve sonra akimlar Ol¢ilerek arasindaki fark akimlar grafik olarak cizilir. Bu
fark dogrudan derisimle orantilidir. Cok diistik derisimlerde 6l¢limiin hizindan dolayi,
analizlerin kesinliginden, hassasiyetinden dolay1r pek ¢ok analizde kullanilmaktadir

(Skoog ve ark., 2007).
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Sekil 2. 8. Kare dalga voltametrisinde uygulanan potansiyel zaman degisim grafigi
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2.2.3. Siyirma Voltametrisi

Siyirma voltametrisi, metal ve organik numunelerin olgtlmesi igin en énemli ve
hassas elektrokimyasal tekniklerden biridir. Bu yontem yiiksek segicilik ve duyarliga
sahip olmasindan dolay1 da eser miktar tayinlerinde de kullanilir. Siyirma voltametrisi
cihazlarin ucuzlugu, analiz kolayligi, endiistriyel, ¢cevre klinik numunelerinde hatasiz
analiz sonucglart elde etmesi sebebiyle analizlerde 6n plana ¢ikmistir. Siyirma
yontemleri hem anorganik hem de organik tayinlerde kullanilabilmektedir(Skoog ve
ark., 2007).

Elektrot yizeyinde herhangi bir sekilde biriktirilen madde analizi i¢in siyirma
voltametrisi uygulanabilir. Siyirma yontemi iki farkli yontemle uygulanabilir. ilk
olarak, analizi yapilacak madde seyreltik ¢6zeltiden ylkseltgenme veya indirgenme
suretiyle almarak elektrot yuzeyinde elektrokimyasal yolla veya adsorbe edilerek
biriktirilir. Bu basamakta yapilan bir elektrokimyasal 6n deristirme islemidir. Bu sirada
¢ozelti kanstirilir. Analizi yapilacak maddenin ¢o6zeltiden indirgenmesi ya da
yiikseltgenmesi olaymin gerceklesmesiyle, madde sabit potansiyelde kimyasal bir
degisiklige ugramadan dogrudan elektrot yiizeyinde biriktirilir. Ikinci adimda ise
styirma basamaginda elektrot yiizeyine biriktirilmis olan madde voltametrik
yontemlerden biri ile siyrilir. Yonteme siyirma voltametrisi adi verilmesinin nedeni bu
basamaktan ileri gelmektedir. Siyirma voltametrisinde olusan akim olgiilerek madde

miktari tayin edilir(Wang, 2006)

2.2.3.1. Anodik Siyirma Voltametrisi

Anodik styirma voltametrisi, indirgenebilen metal iyonlarmin civa elektrodu
kullanilarak tekrardan yiikseltgenmesi isleminde kullanilir. Anodik siyirma voltametrisi,
metal iyonlarinin uygun bir negatif potansiyelde tutulan c¢alisma elektrodunda
indirgenme yoluyla biriktirildigi teknige uygulanir. Biriktirme potansiyeli, belirlenecek
indirgenmis metal iyonu icin standart bir potansiyelden genellikle 0.3-0.5 V daha
negatiftir. Anotta siyirma, katotta biriktirme gergeklesir(WWang, 2006).

2.2.3.2. Katodik Siyirma Voltametrisi

Potansiyel tarama yonu katodik yani negatif oldugundan adini alir. Anyonik
tirlerin analizinde ve organik molekullerde bu yontem kullanilir. Katotta siyirma, anotta
biriktirme gerceklesir. Klinik ve ilag ile ilgi alanlarindaki bir¢ok sorun igin yaygin

olarak uygulanabilir oldugu bulunmustur.
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2.2.3.3. Adsorptif Siyirma Voltametrisi

Adsorptif siyirma analizi, ¢ok sayida eser elementin siyirma kapsamini biiyiik
oOl¢tide artirir. Bu yontemler, metalin yiizey aktif bir kompleksinin olusumunu, adsorptif
birikimini ve indirgenmesini icerir. Adsorbe edilen kompleksin 6lgiilmesinde sirasiyla
hem voltametrik hem de potansiyometrik siyirma negatif ilerlemeli potansiyel tarama

veya sabit katodik akimla birlikte kullanilabilir.

Adsorptif siyirma voltametrisinde siyirma kapsamini biiyiik ol¢iide artirir. Bu
nispeten yeni strateji, metalin ylizey aktif bir kompleksinin olusumunu, adsorptif
birikimini ve indirgenmesini igerir (Sekil 2.9). Adsorbe edilen kompleksi 6lgmek icin
sirasiyla negatif ilerlemeli potansiyel tarama veya sabit katodik akimla birlikte hem
voltametrik hem de potansiyometrik siyirma semalar1 kullanilabilir. Bu yontemde
adsorbe edilmis kompleks igindeki metalin indirgenmesini igerir. (ligandin
indirgenmesinden yararlanmak da mimkunddir).

Anodik yonde yapilan taramaya; anodik adsorptif siyirma voltametrisi, katodik

yOnde yapilan taramaya; katodik adsorptif siyirma voltametrisi denir.

©
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Sekil 2.9. Uygun bir selat ajan1 (L) varliginda bir metal iyonun (M™) adsorptif siyirma Slgiimlerinde
biriktirme ve styirma adimlari.

2.3. Elektrokimyasal Sistemler

Elektrokimyasal sistemler, elektrokimya kullanilarak yapilacak olan analizler
icin uygun kosullarin saglandig: sistemlerdir. Elektrokimyasal islemler, elektrokimyasal
hiicre ad1 verilen sistemde gergeklestirilir. Bir elektrokimyasal hiicre elektrolit, 6lgim

devresi, elektrotlar olmak tizere ii¢ boliimden olusur. Burada elektrolit ¢ozeltisine
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daldirilmis bulunan ii¢lii veya ikili elektrot sistemi vardir. Uclii elektrot sistemlerinde
bir calisma elektrodu, bir referans elektrot, bir de yardimci elektrot bulunur. ikili
elektrot sisteminde sadece calisma elektrodu ve referans elektrot bulunur, yardimci

elektrot bulunmaz.

calisma elektrodu

I 1 yardimao elektrot

L

referans elektrot

Sekil 2.10. Ug elektrotlu elektrokimyasal hiicre

Voltametrik hiicreler, voltametrik kap ve elektrotlar1 biinyesinde barindiran
sistemlerdir. Voltametrik analizlerin yapilabilmesi i¢in elektrot sistemini igine alabilen
bir voltametrik kaba ihtiya¢ vardir. Voltametrik c¢alismalar kuvars, teflon veya cam
kaplarda yapilir. Voltametrik kabin yapildigi malzeme biriktirme (adsorpsiyon) ve
kirlenmenin olabildigince az oldugu materyallerden secilmelidir.

Elektrotlar, elektriksel iletkenlige sahip olan ve indirgenme-yukseltgenme
tepkimelerinde kullanilan malzemelerdir. Amaglarina gore referans (karsilastirma),

yardimci(karsit) ve ¢alisma elektrotu olarak tige ayrilir.

2.3.1. Voltametride Kullamlan Referans Elektrotlar

Hiicre geriliminin sabit ve ¢6zelti derisiminden bagimsiz oldugu elektrotlardir.
Bu ozelliklere sahip elektrotlara referans (karsilastirma) elektrotlar1 denir. ideal
Ozellikteki bir karsilastirma elektrodunun tersinir ve Nernst esitligine uydugu goriiliir.
Kiiciik bir akim altinda bile tekrar onceki gerilimine doner. Her ne kadar bu kosullar
tamamen karsilayan bir referans elektrodu bulunmamakla birlikte kalomel ve glimiis

referans elektrotlart bu 6zelliklere yakin davranislar sergilerler.
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Sekil 2.11. Ag/AgCI elektrodun semasi(referans elektrod)

2.3.2. Yardimar Elektrotu
Karsit(yardimei) elektrot elektrokimyasal hiicrede akimin iletilmesini saglar ve
referans elektroda akim ge¢mesini onler. Ug elektrotlu hiicre sistemlerinde cogunlukla

platinden yapilmus tel karsit elektrot olarak kullanilir.

Sekil 2.12. Platin tel elektrot
2.3.3. Voltametride Kullanilan Calisma Elektrotlar:

Calisma elektrotu analiz siiresinde indirgenme-ytkseltgenme tepkimelerinin
gergeklestigi, yiik aktarimin gerceklestigi ve gerilimi zamanla dogrusal olarak degisen
elektrottur.

Calisma elektrotlarnin ¢esitliliginin fazla olmasi ve modifikasyon islemlerine
uygun olmasindan kaynakli ve uygulanabilirlik agisindan bir¢ok madde ile calisila
bilindiginden ¢ok genis bir kullanim alani sunmaktadir. Voltametride genellikle

kullanilan ¢alisma elektrotlar1 Sekil 2.13” deki gibi siniflandirilir.
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Sekil 2. 13. Voltametrik analizlerde kullanilan ¢alisma elektrotlar

2.3.3.1. Kat1 Elektrotlar

Kat1 elektrotlar platin, altin ve karbon elektrotlar olarak alt bolimlere
ayirabiliriz.

Metal elektrotlarin iletkenligi ¢ok iyi olmasina ragmen diger kati elektrotlara
gore maliyetleri yiksek oldugundan pek tercih edilmezler.

Platin elektrotlar iyi bir iletkenlige sahip oldugundan dolayr voltametrik
analizlerde olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Bu elektrotun cabuk oksitlenebilmesi
analizlerde uzun sire kullanilmamasina neden oldugundan dezavantaj olarak karsimiza
cikmaktadir. Altin elektrotu yiiksek iletkenlige sahip bir maddedir ve platin elektrota
gore daha az oksitlenmektedir. Deneylerde tekrar edilebilir sonuclar elde
edilebildiginden dolay1 altin elektrot platin elektrota gore voltametrik analizlerde daha
fazla tercih edilmektedir.

Kat1 elektrotlarin kullanilmasinda énemli bir faktor, elektrotun ylizey durumuna
bagl olmasidir. Kat1 elektrotlarin en biiyiikk dezavantaji her yeni analizde elektrotun

temiz, homojen bir yiizey olusturma zorunlulugudur. Buna gore, bu gibi elektrotlarin
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kullanimi, tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in hassas bir sekilde temizlenmesi ve

parlatilmas1 gerektirir.

2.3.3.1.1. Karbon Elektrotlar

Karbon elektrotlar; tek kullanimlik, ucuz elde edilebilir, hizlica tretilebilir
giivenli ve gesitlidir. Karbon kokenli elektrotlar taginabilir sistemlere de uygulanabilir.
Karbon kendi dogasindaki iletkenlikten dolayi, ¢ok ¢esitli sistemlerde kolay modifiye
edilebildiginden elektrot subsrati olarak kullanimina izine ve spesifik analizlerde ¢ok iyi
tekrar edilebilirligi yiiksek sonuglar elde edilir. Giiniimiizde karbon kdkenli elektotlar
ile ilgili birgok ¢alisma yapilmaktadir.

Elektrokimyasal c¢alismalarda giiniimiizde kullanilan c¢esitli karbon elektrot
tirleri bulunmaktadir. Bunlar; kursun kalem elektrot, camsi karbon, karbon pasta

elektrot, boron doped diamond elektrotdur(Toghill ve ark., 2011)

2.3.3.1.2. Kursun Kalem Elektrot

Kat1 elektrotlarla calisirken analiz sirasinda bazi maddelerin yiikseltgenme
tirlinlerinin elektrot iizerinde ince bir tabaka seklinde birikmesinden dolay1 analizde
duyarliligin azalmasi, elektrot temizlendikten sonra da tekrar edilebilirliklerde duyarl
sonuclar vermemesi dezavantaj olusturmaktadir. Bundan oOtlri elektrot temizligi,
voltametrik analizlerde kullanimi kisitlamaktadir. 1990’11 yillarin sonunda baslayarak
kursun kalem elektrotlar (PGE), camsi karbon ve karbon pasta elektrotlara tek
kullanimlik olmak iizere alternatif olusturmuslardir. Elektrot olarak kursun kalem
uglarindan yararlanilir. Kalem wuglari, dogal grafitin kil ve balmumu karigimi
icerisine dispersiyonu (dagilmasi) ve ardindan 1s1l islem uygulanmasi ile dretilir. Kil
yerine seltiloz gibi organik temelli materyal kullanilip oksijensiz atmosferde yakildig:
zaman seltloz karbon sekline doniisiir. Olusan yapt son derece elastiktir. PG
elektrotlar, ne cams1 karbon kadar sert nede pirolitik karbon ve karbon pasta kadar
kirilgandir. PG elektrotlarin {istiinliikkleri tek kullanimlik olmalart ve elektrot
temizleme islemlerine gerek duyulmamasidir. Dolayisiyla yeni bir elektrot yiizeyi
yaratmak c¢ok daha basit ve hizli olup tekrar edilebilirlik yuksektir. Kalem ucunun
sertlik ve siyahlig: ticari olarak grafit ve kil oranlarinin ve sicakliginin degistirilmesi
ile modifiye edilmektedir. Daha fazla grafit icermesi durumunda daha yumusak ve
daha kalin uclar elde edilir. Kursun kalemin sertligi 19 farkli derece olarak 9H (en

sert)’den 8B (en yumusak)’ye kadar degisir. PGE kullanilarak yapilacak analizlerde
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sertligi uygun olan kalem se¢cmek oldukga onemlidir(Wang ve ark 2000, Wang ve
Kawde, 2001, Odewunmi N.A. ve ark., 2019).

Karbon esasli elektrotlar voltametrik sensér amaciyla kullanilmaktadir. PGE ise
yeni yayginlagmaya baslayan bir karbon elektrot tiiriidiir. Anodik, katotik ve adsorptif
styirma voltametrisi yontemlerinde PG elektrod kullanilabilmektedir. Var olan karbon
esaslt elektrotlara gore PG elektrodun; ylksek elektrokimyasal reaktif gostermesi,
ticari olarak kolay bulunmasi, mekanik olarak sertligi, kolay modifiye edilebilirligi, tek
kullanimlik, ucuz, yiizey yenileme, parlatma gibi zaman alic1 islemler gerektirmemesi
gibi Ustiinliikleri vardir. Bu 6zelliklerinden dolay1 elektrokimyasal ve elektro analitik
caligmalarin farkli uygulamalarinda yaygin bir sekilde kullanilmistir(Levent ve ark.,
2009, Ozcan ve ark., 2018, Torrinha ve ark., 2018, Vishnu ve ark., 2019).

Sekil 2.13’de kursun kalem elektrot sematize edilmistir

L ]

E:}"h- iletken tel

=::> kalem ucu

Sekil 2. 14. Kursun kalem elektrot

2.3.3.2. Civa Kokenli Elektrotlar

Civa kokenli elektrotlar voltametrik ¢aligmalarda oldukga sik tercih edilen bir
elektrotdur. Bunun en temel nedeni, katodik ¢aligma araliginin ¢ok genis olmasi ve bu
elektrodun yiiksek potansiyellere ¢ikabilmesidir.

Civa kokenli elektrotlarin damlayan, civa film ve asili elektrot gibi birbirinden
farkli 6zellige sahip olan c¢esitleri vardir. Analizi yapilacak maddenin 6zelligine, deney

sartlarina, tekniklere gore bu elektrotlar arasindan segim yapilir.
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2.3.3.3. Modifiye Elektrotlar

Modifiye elektrotlarla analiz uygulamalari, yoOntemleri ve ¢esitleri
degismektedir. Var olan bazi elektrotlarla analiz yapilirken baz1 durumlarda dezavantajl
olmasindan kaynakli bu elektrotlarin  Gzelliklerinde iyilestirilme gereksinimi
duyulmustur. Ve boylece modifikasyon islemi elektrotlarda 6nem kazanmustir.

Kimyasal ve kompozit modifikasyon olmak Uzere iki yontemle modifiye
elektrotlar elde edilebilir. Kimyasal modifikasyonda var olan elektrot yiizeyine
tyilestirme iglemi yapilir. Bunun igin yiizeye tutunabilecek bir madde segilir. Elektrot
ylzeyine tutturulan maddeden kaynakli elektrotun yilizey alani genisler, daha duyarli
sonuglar elde edilir ve daha kii¢iik derisimler de analiz yapmaya olanak saglar.

Kompozit elektrotlarda ise modifiye edilecek olan madde elektroda katilarak
karistirtlir ve elektrot 6yle hazirlanir. Bu sekilde modifiye islemi elektrodun icinde

yapilmistir (Kachoosangi, 2013)
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu bolimde kanser ve sigiller hakkinda kisa bilgiler verildikten sonra tez
calismasinin  konusu olan Podofilotoksinin  kimyasal ve fizikler 6zelliklerine
deginilmistir. Sonra ki asamalarda ise Podofilotoksin ve tiirevleri {izerinde yapilan
caligsmalara kisaca deginilmistir.
3.1.Kanser

Kanser, canlida bulunan hiicrelerin kontrolsiiz olarak siirekli ¢cogalmasi sonucu
hiicrelere, organlara yayilan bir hastaliktir. Kanser hicrelerinin genel 6zellikleri; Sekil
3.1°de goriildiigl gibi farklilasamama, kontrolsiiz ¢cogalma ve fonksiyon kaybi, diger
hiicrelere yayilim olarak 6zetlenebilir (Weinberg, 1996, Shewach ve Kuchta,2009).

Etkenler ile
hicrenin anormal
gogalmast

Normal

hicre
Tiimariin kan Tumérun kan
dolagimi dolasim sistemi ile
sisteminden diger organlara
beslenmesi hicum etmesi

Sekil 3. 1. Kanser hiicresi ve cogalmasi

Kanser hastaligindan 6liim, istatistiklere goére kalp ve damar hastaliklarindan
sonra ikinci siradaki 6lim nedenidir. Kanserin iyilestirilmesinde U¢ farkli yontem
vardir: bunlar cerrahi girigsim, radyoterapi(isin tedavisi), ila¢ kullanilmasi (kemoterapi).
Bazi durumlarda ii¢ yontemde uygulanabilir. Bazen isin tedavisi ve ila¢g ayni anda

uygulanabilir (konkomitan tedavi).
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Kemoterapinin ana ilkesi, "sitotoksik ilaglar” olarak da isimlendirilen
"antineoplastik ilaglar” ile tedavinin de temel ilkelerini olusturur. Hastanin normal
hlcrelerine zarar vermeden kanser hicrelerinin ¢ogalmasini ve biiyiimesini durdurmak
ya da olabilirse yok etmektir(Moosa ve ark., 2003; Thurston, 2006).

Antineoplastik ilaglarin etkinligi ile hiicre dongiisii arasinda yakin iligki
bulunmaktadir. Bundan dolay: ilaglarin aktivitesini azaltan durum,; ila¢ aktivitesinin
hiicre dongusiunin dénemine has olmamasidir. Ilaglarin bazilar1 sadece hiicre
dongusunin belirli bir asamasinda etki gosterirken (doneme-0zgl ilaclar), digerleri
hiicre yasammin tiim asamalarinda etkili olurlar (doneme-6zgii olmayan ilaclar). ikinci
gruptaki ilaclarin genel 6zelligi, DNA yapisin1 dogrudan bozmalaridir.

Antineoplastik ilaclar, kanserli hiicreleri éldurirken bir yandan da hizli sekilde
cogalan normal hicreleri de 6ldurebilir. Bunlardan 6tiirii bugiin kullanilmakta olan anti-
kanser ilaglar1 aslinda antiproliferatif ilaglardir. Antineoplastik ilaglarla yapilan tedavi
yagsami tehdit eden boyuta ulasan yan etkilere neden olabilir. Bu ilaglar kani olusturan
sekilli elementlerden birinin ya da timiiniin yapimim azaltan kemik iliginin
baskilanmasi, lenfotoksik etki ve bagisiklik sisteminin baskilanmasi, bulant1 ve kusma
(emezis), oral ve intestinal Ulserasyon, diyare, sa¢ dokilmesi gibi genel yan etkilere
neden olurlar. Bu ilaglarin mutajenik (hiicre ¢ekirdegindeki DNA {iizerinde kalic1 yap1
degisikligi olusturma), teratojenik (anne karnindaki bebekte bigim bozuklugu ve noksan
gelisme olusturma) ve kanser yapici etkileri de vardir. Bunun yani sira, bireysel olarak
¢ok Ozel yan etkiler de olusturabilirler. Bu nedenle tedavinin yeterince deneyimli
uzmanlar tarafindan yapilmasi gereklidir.

Antineoplastik ilaglarin etkinligini kisitlayan bir diger durum, kanser hiicresinin
ilaca direngli olmasi ya da zamanla diren¢ kazanmasidir. Tedavi sirasinda direng
kazanilmasin1 6nlemek amaciyla ilaglar karistirilarak kullanilir ya da tek ilag yeterli doz
ve surede verilir.

Antineoplastik ilaglar genel olarak (i) agizdan tablet ya da kapsiil seklinde, (ii)
kas icine ya da cilt altina enjeksiyon yolu ile, (iii) damardan infiizyon seklinde verilirler.
Birgok ila¢ sindirim yolu ile emilemedigi icin damardan verilme tercih edilmektedir.
Damar yolu ile verilen ilaglar dolasima hemen katildig1 i¢in etkileri hizli olmaktadir.

Antineoplastik ilaglar, genel etki mekanizmalarina ya da kaynaklarma gore
asagidaki sekilde siiflandirabiliriz(Kayaalp,2012).

I.Antimetabolitler ( Folik asit antimetabolitleri ,Piirin analoglar1 , Pirimidin

analoglari, Sitozin analoglart)
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I1.Sitotoksik antibiyotikler (Antrasiklinler, Bleomisin, Mitomisin, Daktinomisin
,Plikamisin)

IIl. Bitkisel kaynakli ilaglar (Podofilotoksin®“ Etopozide, Teniposide”, Vinka
alkaloidleri “Vinkristin, Vinblastin, Taksanlar * Paklitaksel, Dosetaksel”, Kaptotesin
tiirevleri ”” Irinotekan, Topotekan”)

IV. Enzimler (L-Asparaginaz)

V. Monoklonal antikorlar ( Setuksimab, Bevasizumab, Ituksimab )

VI. Alkileyiciler (Azotlu hardallar “Mekloretamin (azotlu hardal), Siklofosfamid,
Klorambusil, Melfalan, Ifosfamid”, Alkil siilfonatlar “Busulfan”, Nitrozoireler Karmustin,
Lemustin, Semustin, Streptozosin”, Etileniminler, Triazinler)

VIIl. Stereoid Hormonlar ve Antagonistleri (Glukokortikoidler, Ostrojen,
antiostrojenler, Androjenler, antiandrojenler, Progestinler, Liiteinlestirici hormon-salgilayan
hormon antagonistleri, Oktreotid asetat )

VII. Immiinmodiilatérler ( Levamisol, Interferonlar, interlokinler)

IX. Diger antineoplastik ila¢lar ( Hidroksiire, Mitotan, Heksametilmelamin,

Sisplatin, Karboplatin, Okzaliplatin)

3.2. Podofilotoksin

Podofilotoksin, karmasik bir yapiya sahip ve Podophyllum tirlerinin alkaloid
olmayan bir Oziitiidir. Ciltte, bazi insan papillom viriisii (HPV), diger sigillerden
kaynaklanan dis genital sigillerin tedavisinde kullanilir. Ayrica temizleyici, anti viral ve
anti tumor ajanlar gibi ¢esitli tibbi uygulamalara da sahiptir. Cizelge 3.1. ‘de gorildigi
gibi IUPAC adi : (5R,5aR, 8aR,9R)-9- hidroksi-5-(3,4,5-trimetoksifenil)-5,8,8a, 9-
tetrahidro-furo [3°,4’ :6,7] nafto [2, 3-d] [1,3] dioksol-6 (5aH)-on “dur.

Sekil 3. 2. Podofillum alkaloid 6zt
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Cizelge 3. 1. Podofilotoksin bilesiginin molekiiler yapist ve genel 6zellikleri

Molekiiler yapisi Genel dzellikleri

OH Kimyasal formuli: C22H220s
Molar kitle:414.41 g/mol
Goriiniis: Kat1 toz hali beyaz

> Erime noktasi:183.3-184 °C
Cozunurluk: Etil eter iginde

¢Oziunmez, su ve asetonda gok az

¢cozlnlr, benzen, etanol ve
kloroformda cok iyi ¢6zindar.
Saklama kosullari: 2-8 °C

T T

Podofilotoksin, bitkisel kaynakli antineoplastik ila¢ grubunda yer alir. Molekiil
agirhg 414.41 g/mol dir. Benzen, etanol ve kloroformda ¢ok iyi ¢Ozindrken, su ve

asetonda az ve etil eter icinde hi¢ ¢6ziinmez.

3.2.1. Podofilotoksin’in Etki Mekanizmasi

Antineoplastik ve antiviral 6zellikler, podofilotoksinin en belirgin ve seckin
farmakolojik etkileridir. Ayrica podofilotoksin bir Topo II (DNA topoizomeraz II
enzimi; hiicrelerdeki DNA’nin topolojik durumunu kontrol etmekten sorumlu her yerde
bulunan bir enzimdir) ve tubulin inhibitoriddr.

Podofilotoksin, tubuline tersine baglanir, var olan dinamik dengeyi bozup ve
mitozda hiicre dongiistiniin durmasini saglayarak mitotik ig iplikcilerini, mikrotubul
olusumunu durdurur. Tubulin, hiicre iskeletinin temel bilesenleri, mitoz gibi birgok
hiicre fonksiyonunda dogrudan rol oynarlar. Podofilotoksin analoglarinin etki
mekanizmasi, sonunda hiicre 6liimiine yol agan bir dizi biyokimyasal dontistimiin ilk
basamagi olarak tek ve ¢ift sarmalli DNA kirilmalarini indiikleyen bir niikleik asit-ilac-

enzim olusumuna dayanir.

3.2.2. Podofilotoksin’in Sentetik Turevleri
Sekil 3.3 de goruldigi gibi Podofilotoksin (1) podofillum tdrlerinin bir

bilesenidir. Ticari olarak meme kanseri, prostat kanseri, kolon kanseri, kiiciik hiicreli



22

akciger kanseri lenfomalar, ve genital tiimorler dahil bir ¢ok farkli kanser tlriine karsi
kemoterapi maddesi olarak kullanilir. Antineoplastik ajanlar olarak Etopozid (6) ve
Tenepozid (7) gibi ¢ok sayida podofilotoksin tiirevi kullanilir.

Biyolojik ve farmakolojik aktiviteye sahip analoglar1 igeren Podofilotoksin son
yillarda olumlu bir ilgi gérmektedir. Giiniimiizde Podofilotoksinin tiirevleri farkli anti
kanser ilaclar i¢in sentezlenebilir ve galisilabilir. Bilim insanlar1 anti kanser tedavisinde
etkin yeni tlirevlerin kesfedilmesi ile diinyayr tehdit eden kansere karsi yeni nesillere

saglikl bir gelecek sunmak icin 1sik tutacagini belirtmektedirler(Zhank ve ark, 2018).
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Sekil 3. 3. Sentetik podofilotoksin tiirevlerin bazilari(Zhank ve ark, 2018)

Podofilotoksin icin uygulanan diger analiz yontemleri

Podofilotoksinin de iginde bulundugu kaynak arastirmalarinda onerilen analiz

yontemleri gizelge 3.2’de yer almistir.
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Cizelge 3. 2. Podofilotoksin ve tlrevlerinin analiz yontemleri

Analit Yoéntem | Dedektér | LOD Matris Kaynak

Etopozid HPLC uv - Plazma Liliemark ve ark., 1995
Podofilotoksin | HPLC uv - Bitki 6zutli |[Konuklugil, 1996
Podofilotoksin | HPLC ECD-100 | - Plazma Kitamura ve ark., 1997
TOP-53 HPLC ECD-100 | - Plazma Kitamura ve ark., 1997
Etopozid HPLC uv - serum Manouilov ve ark., 1998
Podofilotoksin | HPLC uv 2.40 ng/mL lag Lin ve ark., 2008
Podofilotoksin | HPLC uv - Bitki 6zUtl [Sultan ve ark., 2010
Podofilotoksin | HPTLC | TLC 457 ng spot® jilag Kamal ve ark., 2017
Etopozid HPTLC | TLC 64.57 ng spot?* jilag Kamal ve ark., 2017

Podofilotoksin icin uygulanan elektrokimyasal yontem

Yapilan kaynak arastirmasina gore podofilotoksin ile ilgili sadece bir
elektrokimyasal ¢alisma var. Bu ¢alismada, ¢ok hassas bir elektroanalitik yontem olan
adsorpsiyon siyirma voltametrisi, ¢ok duvarli karbon nanotiip ile modifiye edilmis
karbon pasta elektrot yiizeyinde bir tur anti-timor bitkisel ila¢ olan podofilotoksini
belirlemek i¢in kullanildi.

E1/Ep ile yikseltgenme piki, 10-120 mVs? tarama hizlar {izerinde yaklasik
1.16 V/ 1.18 V gerilim araliginda; c¢esitli pH degerlerinin asetat tamponunda
podofilotoksinin CV ve SWV tekniklerinde podofilotoksinin yilkseltgenmesinde H*/e”
esit oraninda rol oynamistir. Podofilotoksin’in ilgili elektrot iizerinde yiikseltgenme piki
geri doniisiimsiiz oldugu gorilmiistiir. Calismalarinda; destek elektrolit, pH degeri,
biriktirme siiresi, iyonik kuvvet gibi deneysel kosullar ve tarama hizi, podofilotoksin
tayini i¢in optimize edilmistir. En iyi sonuglar, 60 s birikim i¢in 0.04 M KCI (1:49, v/v)
iceren 0.02 M asetat/ setik asit tamponunda pH=6"da elde edilmistir. Yiikseltgenme pik
akimi, podofilotoksin derisimiyle 199-1796 pg mL™? araliginda dogrusal olarak degismis
ve 4.5 pg mL? tayin alt sinir1 ile Podophyllum hexandrum rizom bitki numunesinde

podofilotoksin tayinini basarili bir sekilde gerceklestirilmistir (Dar ve ark., 2011).
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4, MATERYAL VE YONTEM
4.1. Materyal

4.1.1. Voltametrik ¢calismalarda kullanilan ara¢ gere¢ ve malzemeler

Asagida bu ¢alismada kullanilan arag gere¢ ve malzemeler siralanmistir.

a) Elektrokimyasal analiz cihazi  (AUTLAB, PGSTAT128N) (sekil 4.1)
(Nova 1,11 yazilimi kullanilmistir)

b) Elektrot Calisma elektrotu: PGE
Karsilastirma elektrotu: Ag/AgCl (3 M
NaCl) ( MF 1063, BAS)
Yardimci elektrot: Platin tel(MF 1032,

BAS)

c) Deney hiicreleri 3 boélmeli 10 mL kapakli standart cam hticre
(MR1208)

d) Karistirma sitemi Manyetik karistirict (ARE heating magnetic
stirrer)

e) pH metre Termo scientific Orion 3 star pH metre

f) Duyarl terazi Precisa 320XB 220A

g) Otomatik makro ve mikro

(cesitli dlgiilerde) pipetler

h) Santrifuj Sogutmal1 Hettich ROTINA 380R

1) Cesitli 6lgiilerde cam (pyrex®) Birbirinden farkli  hacimlerde tampon
cozelti siseleri, mezlr, pipet, balonjoje,

deney tipleri, erlen, beher ve cam tipler.

Ca auToLABR o  ®
006888880080
- -

Sekil 4. 1. AUTOLAB, PGSTAT128N cihazi
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4.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler asagida verilmistir.

Maddenin ad1 Uretici Firma
Podofilotoksin Sigma
Allminyum oksit, AlO3 Merck
Sodyumhidroksit, NaOH Merck
Borik Asit, HsBO3 Merck
Fosforik asit (%85, a/a), HsPO4 Merck
Dimetil Sulfoksit(DMSO), C2HeOS Merck
Nitrik asit (%65. a/a), HNOs Merck
Hidroklorik asit (%37, a/a), HCI Merck
Asetikasit (%99-100 a/a), CH3COOH Merck
Disodyum hidrojen fosfat, Na,HPO4.7H.O Merck
Sodyum klorur, NaCl Merck

Tiim ¢alismalarda Milli-Q sistemi (Millipore) ile saflastirilmis su kullanilmastir.

4.1.3. Cozeltilerin hazirlanmasi

4.1.3.1. Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi
Bu tez ¢alismasinda etken madde olarak Podofilotoksin bilesiginin (10mL) stok
cozeltisinin (2.41x10%) hazirlanmasinda Dimetilsiilfoksid kullanilmistir. Hazirlanan

cozeltiler, 151k almayacak sekilde +4 ‘C buzdolabinda saklandi.

4.1.3.2. Destek elektroliti (tampon) c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Deneylerde destek elektroliti ¢ozeltisi olarak; asetat tamponu (0.1 M, pH 4.8),
fosfat tamponu (0.1 M, pH 3.0, 4.0, 7.4, 9.0) ve Britton-Robinson tamponu (BR, 0.04M,
pH 2.0-12.0) ¢ozeltileri kullanilmistir. Asetat tampon icin; 0.1 M CH3COOH cozeltisine
5 M NaOH eklenerek istenen pH degerine ayarlanmistir. Fosfat tamponu i¢in 0.1 M
Na2HPO4.7H20 ¢ozeltisine 5 M NaOH ya da 5 M HCI cozeltisi eklenerek istenen pH
degerine ayarlanmigtir. BR tamponu icin ise, 0.04 M H3BOs, 0.04 M H3PO4 ve 0.04 M
CH3COOH karigimini igeren ¢ozeltiye 5 M NaOH ¢ozeltisi eklenerek istenen pH
degerine ayarlanmistir.

Tampon ¢oOzeltiler uygun kosullarda ayarlandiktan sonra Pyrex® cam siselerde

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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4.1.4. Elektrokimyasal dlctimler

Elektroanalitik ¢aligsmalarda tiglii elektrot tekniginden faydalanip, referans
elektrot, yardimci elektrot ve ¢alisma elektrodu kullanilmistir. Bu galismada ¢alisma
elektrodu olarak kursun kalem, karsit elektrot olarak platin tel, ve referans olarak ta
giimiis/giimiis kloriir (Ag/AgCI) elektrot kullanilmistir.

Kursun kalem elektrot icin gerekli olan kursun kalem uglar1 (Model, Tombo
0.5/2B Japan) kirtasiyeden temin edilmistir. Kalem govdesinin u¢ kisminin metalik
boliimii ile dig metalik tutacagr iletken tel ile tutturulmus(Sekil 2.15) ve bu sekilde
elektriksel iletkenlik saglanmistir. Rotring kalem uglar1 0.5 mm ¢apta ve 6 cm uzunlukta
olup 1.5 cm boyutu disarda kalacak sekilde belirleyip hassas bir sekilde kaleme
yerlestirilir. Her yeni deney 6ncesi yeni bir kalem ucu kullanilir.

PG elektrodu aktif hale getirebilmek icin, segilen destek elektrolitde kalem ucu
1.5 cm ¢ozelti igerisinde olacak sekilde ve ¢ozelti karistirilmadan her dlglimden 6nce
elektrot ylzeyine 60 s slreyle +1.6 V degerinde gerilim uygulanmis ve her yeni
kullanilan kalem ugta ayni aktivasyon islemi tekrarlanmistir.

Elektroanalitik caligmalarda Ol¢limlerin yapildigt Autolab PGSTAT 128N
elektrokimyasal analiz cihazi (Sekil 4.1) ve 6zel yazilimiyla (Noval.11), 6zel olarak
tiretilmis bolmeli, kapakli 10 mL’lik deney hiicreleri (MR 1208) igeren cihazdir.
Kapaginda ti¢ girisi bulunan hiicreye elektrotlar yerlestirilir. Deneyde kullanilacak olan
hicre kullanilmadan 6nce 3.0 M HNOs igerisinde bir stire bekletildikten sonra saf su ve

kullanilan destek elektrolit ¢ozeltisiyle yikanmigtir.

4.2. Voltametrik Yontem

Podofilotoksin bilesiginin elektrokimyasal davranisini gdzlemlemek icin PG
elektrod uzerinde CV ve SWV yontemleri uygulanmistir. Podofilotoksinin PG elektrot
uzerinde; destek elektrolitin yapisinin, pH degerinin, gerilim tarama hizinin, biriktirme
ve kare-dalga Uzerinde etkili olan degiskenlerinin etkileri arastirilmistir. Gelistirilen
teknik ile CV ve SWV performans 06zellikleri belirlenerek idrar &rneklerine
uygulanmaistir.

Podofilotoksinin voltametrik tayini i¢in takip edilecek yol asagidaki gibi
siralanabilir: Ug elektrotlu sistem icinde belirli bir derisimde Podofilotoksin igeren
destek elektrolit ¢ozeltisini iceren deney hiicresi cihazdaki ilgili bolmeye yerlestirilir

ardindan ¢ozelti 750 rpm hizda karistirilirken ¢alisma elektrotu yiizeyinde 6n biriktirme
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stresinde (en iyi stre 60 s) ve secilen biriktirme gerilimi (en iyi gerilim 0.0 V)
uygulanir. Sonra karistirma iglemine son verilir ve 10 s bekleme siiresiyle ¢ozelti
dinlenmeye birakilir. Daha sonra ise SWV teknigi kullanilarak pozitif yonde belli bir
gerilim tarama araliginda (0.0 ile +1.6V) akim voltamogramlar1 alinir. Tim deneylerde

Olcimler 3 defa alinmis olup ¢aligilan laboratuvarin sicakligi (25 £ 5 °C)’dir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Podofilotoksin’in Elektrokimyasal Davranmisinin Incelenmesi

Karbon temelli bir elektrot olan PG elektrotlarin kullanarak Podofilotoksin
bilesiginin pik degerleri ve gerilimi lizerinde elektrokimyasal davranisini anlamak igin
baslangi¢ deneyleriyle, farkli pH degerlerinde, destek elektrolit ¢ozeltisi i¢erisinde CV
ve SWV teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

5.1.1. Doniisiimlii voltametri

Arastirmanin ilk asamasinda PG elektrot kullanilarak 1.2x10° M Podofilotoksin
BR tamponu (pH 4.0) icerisinde (0.0V)—(+1.5V)-(0.0 V) gerilim araliginda ve 100 mVs®
! gerilim tarama hizinda CV egrileri kaydedilmistir. Bu yontem ile tarama hizinin
degistirilmesiyle pik yiiksekliklerinin tarama hizi ile farkl sekilde degismesinden Otiirii
difiizyon, adsorpsiyon ve elektron aktarim tepkimesiyle birlikte yiiriiyen kimyasal
tepkime olaylariin varligini belirlemede yardimci olur. Sekil 5.1’de BR tamponu (pH
4.0) icinde podofilotoksin bilesiginin aym kosullar altinda iki dongiilii CV egrisine yer
verilmistir. Yaklasik olarak +1.242 V’da yiikseltgenme piki verildigi goriilmektedir.

Igili yiikseltgenme pikinin tersinmez oldugu goriilmektedir.

=
=
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Sekil 5.1. 1.2x10"° M Podofilotoksin’in BR (pH 4.0) tamponu igimde iki donguilii akim egrileri. Elektrot,
PG; gerilim tarama hiz1, 100 mVs. Kesikli ¢izgi ile gosterilen destek elektroliti.
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5.1.1.1. Gerilimin tarama hizina etkisi

Podofilotoksin bilesiginin gerilim tarama hizina olan etkisini incelemek
amactyla 1.2x10° M Podofilotoksin’in BR tamponu (pH 4.0) icerisinde 25-800 mVs™*
araligindaki gerilim tarama hizlarinda CV’leri sekil 5.2 de kaydedilmistir. Tarama hizi
artttkca  podofilotoksin’e  ait  yiikseltgenme pikini daha pozitife kaydig
gozlenmistir(¢izelgeS.1).

100

— S00mV/s
—— 700 mV/s
go — 600mV/s
— 500 mV/s
— 400 mV/s
i &0 200 mV/s
200 mV/s
g — 100 mV/s
_% 40 — S0mVis
' — 25mVis
20+
{] —

0 0.5 1.0 1.5
Gerilim (Ag/AgCl), V

Sekil 5. 2. 1.2x10°° M Podofilotoksin’in BR (pH 4.0) tamponu iginde gerilim tarama hizlariyla elde edilen
doniistimlii akim egrileri.

Cizelge 5.1. Podofilotoksin’in akim egrilerindeki pik gerilimi ve pik akimi tizerinde gerilim tarama
hizinin etkisi. Podofilotoksinin derisimi 1.2x10°°M; Y6ntem, CV; destek elektroliti, BR tamponu
(pH 4.0); elektrot PG.

V(mVs?) | W Logv | ip(WA) | logEp (mV) | Logip(pa) | Ep(V)
25 5.000 1.398 |6.122 |3.110 0.7868 1.188
50 7.071 1.699 |6.446 |3.105 0.8092 1.216
100 10.00 2.000 |7.587 |3.089 0.8800 1.223
200 14.14 2.301 |8.824 |3.074 0.9456 1.235
300 17.32 2.477 | 12.707 | 3.067 1.1040 1.245
400 20.00 2.602 | 16.581 | 3.052 1.2196 1.25

500 22.36 2.699 |22.874 |3.048 1.3593 1.255
600 24.49 2.778 | 28.308 | 3.036 1.4519 1.265
700 26.45 2.845 | 28.632 | 3.040 1.4568 1.275
800 28.28 2.903 |33.235 |3.020 1.5215 1.269
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Cizelge 5.1’ de olan verilerden yararlanilarak faydalanarak \V - ip, v - ip ve logv -

logip grafikler Sekil 5.3'de goriilmektedir.
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Sekil 5.3. W - ip, v - ip ve logv - logi, grafikleri

25-800 mVs! araliktaki pik akimi ile gerilim tarama hizi arasindaki iliskisinde
elde edilen dogru denklemleri ise asagidaki gibidir:

ip(LA) = 1.2027 Vv (mV s?) - 3.9357 r=0.9106

ip(LA) = 0.0369 v (mV st) +3.5807 r=0.9759

logip = 0.5207 logv — 0.0806 r=0.8784

Yiikseltgenme piki farkli tarama hizlarinda alinarak Sekil 5.3°te gdsterilmis olup
PG elektrot tizerinde gergeklesen siirecin kKarakteristik 6zelligini anlamamizi
saglamistir. Kontrollii bir difiizyon elektrot reaksiyonunda ip/Alv iliskisi dogrusal olurken
Ip/v grafiginde ise iistel bir artig gostermesi 6ngorilur. Adsorpsiyon kontrollu bir pik ele
alindiginda ise ip/v grafigi dogrusal ¢ikmasi beklenir ayrica logip/logv grafiginin egimi
de idealde 1 olarak bulunur. Diflizyon kontrollii bir adsorpsiyon var ise egim 0.5-1

araliginda olmasi beklenirken tamamiyla difiizyon kontrollii olursa egim 0.5 olur
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(Laviron ve ark., 1980). Elde edilen sonuglar1 bu bilgilerle kiyaslandiginda; ip/v
iliskisinde dogrusal oldugu goriiliirken ipAlv iliskisi kismen iistel artig gdstermis ve
logip/log v iliskisinde egim yaklagik olarak 0.5-1 arasinda oldugundan PG elektrot
yiizeyinde gerceklesen elektrokimyasal surecte tamamiyla adsorpsiyon diflizyon
kontrollii olabilecegini gdstermektedir.

Gortldiigii gibi Sekil 5.3 ve Cizelge 5.1°den elde edilen bilgilerden yola ¢ikarak;
25-800 mV s araliginda pik gerilimleri pozitife dogru kaymustir. Bu ise yar1 tersinir ya
da tersinmez elektrokimyasal tepkimesi icin karakteristik Ozellik gosterir(Bard ve
Faulkner, 2000).

Ep/logv arasindaki iligki calisilan gerilim tarama hizi araliginda elde edilen
verilerden asagida yazildig: gibi gosterilebilir (Laviron, 1979).

Ep(V) =0.0515 logv (mV s?) +1.12 (r=0.982)

Ep ile v arasindaki iliski, tersinmez bir elektrot islemi icin asagidaki sekilde
tanimlanir(Lavirion, 1979):

Ep= E%+(2.303RT / anF) log(RTK® / anF) + (2,303RT / anF) log v

Esitlikte yer alan R (8.314 J K mol 1), T (298 K) ve F (96480 C mol™) bilenen
sabitlerdir. o, yiik aktarim katsayisi ve n, redoks tepkimelerinde aktarilan elektron
sayisidir. Ep-log v esitligindeki egim 0.0515°dir. Yukaridaki esitlik kullanildiginda on
degeri 1.148 olarak hesaplanmistir. BOylece n = 2.296 (= 2) degeri elde edilir. Pek ¢ok
sistem icin tam tersinmez elektrot olayinda o=0,5 olarak kabul edilir. Elde edilen
sonuca gore Podofilotoksin molekullinin yukseltgenmesi isleminde molekiil basina 3
elektrot aktarildigini gostermektedir. Tim bu sonuglar géz Oniine alindiginda
Podofilotoksin tizerinde PG elektrot kullanilarak BR tamponunda gergeklestirilen SWV
teknigiyle basarili bir sonug elde edilmistir. Elde edilen sonug, ¢ok duvarli bir karbon
nanotiip ile modifiye edilmis karbon pasta elektrot ylizeyinde bir tir anti-tumér bitkisel
ilagc olan Podofilotoksinin adsorbe edici siyirma voltametrik tayini ile bulgular
uyumludur(Dar ve ark., 2011).

5.1.1.2. Destek elektroliti ve pH etkisi

Voltametrik bir ¢alismada analit bilesiginin kullanilan elektrot iizerinde
gerceklesen elektrokimyasal davraniglarint dogru bir sekilde yorumlayabilmek igin
kullanilacak olan destek elektroliti bilesiminin ve pH degerinin dogru se¢ilmesi 6nem
arz etmektedir. BR tamponu ¢ok genis bir ¢alisma araligi imkani1 sagladigindan dolay1

bu ¢alismalarda tercih edilen bir karma tampon sistemidir. Bunun diginda asetat ve



33

fosfat tamponlar1 da dogru c¢alisma araliklar1 sec¢ilme kosuluyla siklikla kullanilan
destek elektroliti ve tampon ortamlaridir.

Yukarida verilen bilgilerin onciiliigiinde; tezin bu béluminde Sekil 5.4’te asetat
tamponu (pH 4.8), fosfat tamponu (pH 3.0, 4.0, 7.4 ve 9.0 ) ile 0.5 M H2SOg igerisinde
ve BR (pH 2.0-12.0) tamponlar1 (Sekil 5.5) icerisinde SWV teknigi kullanilarak
2.41x10° M Podofilotoksin PG elektrot izerinde akim egrileri kaydedilmistir.

50| BR: 4.0 .
5 PBS: 9.0
a3 PBS:4.0 — 1 E
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E y ABS:4.8
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Sekil 5.4. 2.41x10°% M Podofilotoksin BR (pH 4.0), fosfat (pH 3.0, 4.0, 7.4 ve 9.0 ), asetat (pH 4.8)
tamponlar: ve 0.5 M H,SO; i¢inde PG elektrot kullanilarak elde edilen SWV egrileri. SWV
degiskenleri; frekans 40 Hz, adim gerilimi 10 mV, amplitiid 40 mV.
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Sekil 5.5. 2.41x10% M Podofilotoksin BR tamponu iginde (pH 2.0- 12.0) PG elektrot kullanilarak elde
edilen SWV egrileri. SWV degiskenleri: frekans 40 Hz, adim gerilimi 10 mV, amplitiid 40 mV.
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Cizelge 5.2. Podofilotoksin akim egrilerindeki pik gerilimi (Ep) ve pik akim (Ip) tizerinde pH etkisi.
Podofilotoksin derisimi, 2.41x10° M; destek elektroliti, BR tamponu; elektrot, PG teknik, SWV

pH(Br) Ep(mV) Ip(pa)
2 1289 4.398

3 1275 28.096
4 1229 52.824
5 1188 12.000
6 1168 26.801
7 1128 16.700
8 1118 34.030
9 1088 16.516
10 1098 31.701
11 1048 33.285
12 997 41.741

BR tamponu i¢inde PG elektrot iizerinde elde edilen akim egrileri Sekil 5.5°de
goriildiigii gibi Podofilotoksin bilesiginin yiikseltgenme mekanizmasi pH’ya bagimli
olup elektron aktarim islemini kapsamaktadir. En belirgin yiikseltgenme basamagi pH
4.0’da net olarak goriilmektedir. pH degeri arttikga pik gerilimi ise daha negatif
degerlere kaymaktadir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak sunu agik¢a diyebiliriz ki
Podofilotoksin  yiikseltgenme siirecinde proton aktariminin da yer aldiginin
gostergesidir.

Podofilotoksinin elektrokimyasal siirecte elektrot yiizeyinde gerg¢eklesen Ep-pH
iligkisini inceledigimizde ¢alisilan pH araliklarindaki egim degeri(-27.373mV-pH)
sonucuna ulagilmistir. Bu sonuglar neticesinde proton katkisinin elektron sayisinin
yarisina esit oldugu goriilmektedir.

pH 2-12 Ep(mV)=-27.373pH +1339.4r=0.9860

5.1.3. Biriktirme/siyirma kosullarinin etkisi

Tezin bu boliimiinde, Podofilotoksinin bilesiginin PG elektrot kullanilarak
adsorptif ozellikleri incelenmistir. 1.2x10® M derisimdeki Podofilotoksin icin BR
tamponu (pH 4.0) icinde biriktirme suresi (tacc) ve gerilimi (Eacc) kosullarinin etkileri
Sekil 5.6°da verilmistir.

Eacc degeri 0.0 V’da sabit tutularak biriktirme stresinin sinyal izerine olan etkisi

30-150 s araliginda incelenmistir. Sinyal 60 s degerine kadar artmis, sonrasinda ise
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diisiis gostermistir. Elektrot yiizeyinin analit molekiilii ile doygun hale geldigini bu
sonuglar neticesinde soyleyebiliriz. Ote yandan siyirma pik akimi-Eacc iliskisi 0.0 V ile
0.7 V araliginda ve tacc =60 s kosulunda analiz edildiginde; pik gerilimi ile pik akimi1
ters orantili oldugu goriilmiistiir. Yani pik gerilimi arttikca pik akiminin azaldigi

gozlenmistir. Bu inceleme sonucunda tacc= 60 S Ve Eacc =0.0 V olarak kullanilmaya karar

verilmigtir.
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Sekil 5. 6. 1.2x10° M Podofilotoksinin BR tamponu (pH 4.0) iginde elde edilen SW egrileri iizerinde
biriktirme gerilimi (A) ve biriktirme siiresinin etkisi(B). Elektrot, PG; SW degiskenleri;
amplitiid, 40 mV, frekans, 40 Hz, Adim gerilimi 10 mV.

5.1.2. Kare-dalga degiskenlerinin etkisi

Aragtirmanin devaminda, duyarli, en iyi akim egrileri elde edilmesi ve cihaz igin
en iyi olan kare dalga degiskenleri belirlemek amaciyla (kare-dalga frekansi, f = 5-130
Hz, kare-dalga amplitidi, AEsw =10-140mV, adim gerilimi, AEs = 2-18 mV) etkileri
arastirilmistir.

Yapilan deneylerdeki elektrokimyasal olciimler 1.2x10° M Podofilotoksin
iceren BR tamponu (pH 4.0) ¢o6zeltisinde yapilmistir. Her parametre i¢in diger iki
parametre degerleri sabit tutulup akim egrileri (voltamogramlar1) kaydedilmistir. SWV
teknigi frekans, amplitiidii ve adim gerilimiyle iliskilidir.

Podofilotoksin igeren bilesik farkli adim potansiyelleri BR tamponunda (pH
4.0) icinde SW akim egrileri ve tiger kez yapilan tekrar deneyleri ile elde edilen dagilim
grafigi Sekil 5.7’ de verilmistir.

Adim potansiyeli optimum degerini belirlemek i¢in f = 40 Hz ve amplitudu,

AEsw = 40 mV olarak sabit tutulmustur. SW akim egrilerinde adim potansiyeli, AEs = 2-
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4 mV degerlerinde pikte yarilma gozlemlenmistir ve adim potansiyeli, AEs =2-11 mV
araliginda ise pik akimi degerlerinde artis1 saglamistir. AEs = 12-18 mV degerlerinde ise
pik akimi sinyali distigi gézlenmistir. Podofilotoksin bilesigine ait en iyi
yiikseltgenme piki 11 mV’daki gerilim adiminda, akim siddeti 19.8 pA dizeyinde

gorulmistiir.
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Sekil 5.7. PG elektrot yiizeyinde 1.2x10% M Podofilotoksinin BR tamponu (pH 4.0) ¢ozelti igerisindeki
farkli adim potansiyelindeki SW akim egrileri.
Podofilotoksin bilesiginin farkli amplitiid degerlerinde optimum BR tampon (
pH 4.0) i¢inde kare dalga akim egrileri ve liger kez yapilan tekrar deneyi ile elde edilen
dagilim grafigi sekil 5.8 © de verilmistir.
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Sekil 5.8. PG elektrot yiizeyinde 1.2x10® M Podofilotoksinin BR tamponu (pH 4.0) ¢ozelti igindeki farkh

amplitid deki kare dalga akim egrileri

Podofilotoksin bilesigine ait yiikseltgenme piki 10-140 mV gerilim araliginda
calistlmigtir. Amplitiid degerinin optimum degerini belirlemek igin ise f = 40 Hz ve
adim gerilimi, AEs =11 mV olarak sabit tutulmustur. Amplitiid degeri artik¢a pik akim
siddetinde bir artig gozlendi. Pikin sekli ve pikin siddeti bakimindan 10-60 mV
araliginda artisin goriildiigi, en iyi sonu¢ 60 mV’de, akim 31.28 PA dlzeyinde
gorilmistir.

Yapilan ¢alismada Podofilotoksin bilesiginin iiger kez yapilan tekrar
deneyleriyle ve farkli frekans degerlerinde optimum BR tampon (pH 4.0) icinde kare

dalga akim egrileri ile elde edilen dagilim grafigi sekil 5.9 ¢ de verilmistir.
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Sekil 5. 9. PG elektot ylizeyinde 1.2x10% M Podofilotoksinin BR tamponu (pH 4.0) ¢ozelti igindeki farkh
frekanslardaki kare dalga akim egrileri.

Podofilotoksin bilesigine ait yiikseltgenme piki, 5-130 Hz araliginda yapildi
calismalar. Frekans degerinin optimum degerini belirlemek icin ise amplitidi 60 mV ve
adim gerilimi 11 mV olarak sabit tutulmustur. Frekans degeri artikga pik akim
siddetinde bir artis gozlendi. Pikin sekli ve pikin siddeti bakimindan 5-60 Hz araliginda
artigin goriildiigi, en iyi sonug ise 60 mV’da, akim 38.98 YA diizeyinde goriilmiistiir.

5.1.4. Kalibrasyon c¢ahsmas1 (Gelistirilen yontemin analitik performans
Ozelliklerinin incelenmesi)

Calismada bulunan sonuglarin degerlendirilmesi sonucunda, PG elektrot
tizerinde gelistirilen voltametrik yontemin performans 6zellikleri (duyarlilik, ¢alisma
aralig1 tekrarlana bilirlik), destek ¢ozelti olarak BR tamponunda optimum pH’da (pH
4.0) incelenmis olup Podofilotoksin bilesiginin tayinine yonelik optimum cihaz

parametreleri ve optimum voltametrik yontem parametreleri Cizelge 5.3’te verilmistir.
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Cizelge 5. 3. Podofilotoksin tayini i¢in voltametrik yontem ile elde edilen en iyi deneysel ve aletsel
parametreler

Yontem SWvV
Elektrot PG
Destek elektoliti BR tampon (pH 4.0)
Adsorptif siyirma degiskenleri
Eacc ov
tacc 60 s
Kare-dalga degiskenleri
f 60 Hz
Amlitid (AEsw) 60 mV
Adim potansiyeli (AEs) 11 mV

Podofilotoksinin 2.41x10° M standart cozeltisinden elektrokimyasal hiicreye
belirli hacimlerde eklenmis ve yukarida verilen kosullarda akim egrileri (¢ kez
tekrarlanarak) kaydedilmistir. Her ekleme yapildiktan sonra egriler lizerine +1.242 V
degerindeki yukseltgenme piki degerlendirilmistir. Ilgili akim egrileri ve pik akimi-
derisim iligkisi Sekil 5.10°da gosterilmistir.

Sekil 5.10 B’de sunulan grafik, 1.24x10® — 29.4x10% M (12.4-299.5 nM)
derisim araliginda [ip (LA)=0.0549 C(nM)+0.4381 (r=0.9960), n=11 )] dogrusal bir
yanit sunmaktadir. Esitlikteki C Podofilotoksin derisimi, ip adsortif styirma pik akimi ve
r korelasyon katsayisidir.

Analitik egriler yardimiyla elde edilen verilerden yola ¢ikarak en diisiik tayin
simirt (LOQ) ve gozlenebilirlik simnirt (LOD) degerleri; LOQ =10 s/m; LOD 3 s/m
esitligindeki gibi hesaplanmistir. Esitlikte yer alan m ilgili kalibrasyon esitliginin egimi,
s ise dogrusallik araligindaki en diisiik derisime karsilik gelen pik akiminin (3 degerin
ortalamasi olarak) standart sapmasidir. Esitlikte degerler yerine yazildiktan sonra
LOQ=8.50 nM ve LOD=2.55 nM degerleri bulunmustur.

Yapilan c¢aligmalar sonucunda goriildiigii lizere PG elektroda herhangi bir
modifikasyon islemi uygulanmadan Podofilotoksin igin ¢ok diisiikk derisimler de bile
oldukca iyi sonuglar elde edilmistir. Elektrotun elektrokimyasal 6n islemi, modifikasyon
islemi gibi zaman alic1 olmamasi ¢alismalarda daha hizli, basit ve maliyetin diisiik olup
hicbir toksik kimyasala gerek duyulmadan calisildigindan otiirii ¢evre dostudur. Bu
tezde yapilan calismada PG elektrot kullanilarak elde edilen sonuglar bu goriisii

desteklemektedir. Yapilan literatlr taramalarina goére PG elektrot kullanilarak
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Podofilotoksinin voltametrik teknikle miktar tayini Gizerine bugiline kadar bir ¢aligma tek
bulunmaktadir(Dar ve ark., 2011). ilk defa tarafimizdan gelistirilen yontemin duyarlilik,
hassaslik ve analitik performanst agisindan Cizelge 3.2’de sunulan ayirma
yontemlerinin bazilari ile kiyaslanabilecek seviyededir.

PG elektrot ylizeyinde BR tamponunda (pH 4.0) ortaminda podofilotoksin
bilesigi i¢in gelistirilen voltametrik yontemin tekrar edilebilirlik diizeyini saptamak i¢in
122.5 nM derisimindeki c¢ozeltiler ayn1 giin iginde 9 kez SW-AdSV egrileri
kaydedilmistir. Bu akim egrilerinin gerilim degerleri ve pik akim degerleri okunarak
elde edilen bulgular giin i¢i kesinlik olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclara
gore yiikseltgenme pik gerilimi ve pik akimi i¢in BSS degerleri % 2.92 ve % 4.5 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 5.10. (A) Podofilotoksinin farkli derisimlerinin [ (1) 12.4, (2) 24.5, (3) 49, (4) 75.5, (5) 95, (6)

122.5, (7) 147, (8) 196, (9) 220.5 (10) 245, (11) 299.5 nM ] BR tamponu (pH 4.0) icerisinde
kaydedilen SW egrileri, Elektrot, PG; biriktirme stresi 60 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW

degiskenleri: frekans 60 Hz, adim gerilimi 11 mV, amplitiid; 60 mV. kesikli ¢izgi destek
elektroliti. (B) Podofilotoksinin kalibrasyon egrisi.

5.1.5. Gergek 6rnek analizleri
Gelistirilen bu yontemin gercek Ornekler {izerindeki performans ozelliklerini

dogrulamak igin, idrar (biyolojik sivi) 6rneklerinde denenmistir.
5.1.5.1. idrar érnekleri

Podofilotoksin miktar tayini igin tek kullanimlik PG elektrot {izerinde gelistirilen

voltametrik yontemin ¢ok yiiksek duyarliga ve tekrar deneylerinde iyi sonuglar elde
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edilmesi nedeniyle idrar Ornegi gibi karmasik ortamlarda da kullanilabilirligi
arastirilmistir.

Calismanin bu boliimiinde boliim 4.1.3.1°de anlatildigi gibi hazirlanmis ve
podofilotoksin katilmamis idrar 6rneklerinde akim egrileri, destek elektrolit ¢ozeltisi
(BR tampon pH 4.0) igerisinde almmistir. Podofilotoksin pik egrisinin gorildigi
sinyalde idrarda bulunan biyomolekillere (lirik asit, dopamin, askorbik asit) iliskin
yiikseltgenme basamagi gortilmemistir. SW-AdSV teknigi ile idrar 6rneklerinde tirik
asit piki BR tamponu (BR 4.0) icerisinde yaklasik +0.52 V dolaylarinda goriilmiistiir.

Podofilotoksin katilmis idrar 6rnegi, herhangi bir 6n islem yapilmadan ve ayirma
yontemi kullanmadan direk idrar (zerinde secgilen destek elektrolit ile seyreltilerek
analiz edilmigstir. Elde edilen akim egrileri Sekil 5.9°da goriilmektedir. Yaklagik olarak
+1.242 V civarinda gozlenen pik, her eklenen standart podofilotoksin ¢ozeltisi sonunda
pik diizgiin olarak artig gostermistir. Cizelge 5.4’te goriildiigii gibi idrara eklenmis
podofilotoksin derisimi arasindaki dogru oranti Onerilen voltametrik yontemin idrar
orneklerinde de basarili ve ortalama % 101.38 geri kazanim ile dogru bir sekilde

podofilotoksin’in tayin edilebilecegini géstermektedir.
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Sekil 5. 11. (A) Idrar 6rneginin BR tamponu (pH 4.0) icerisinde kaydedilen akim egrileri, Podofilotoksin
eklenmemis (kesikli ¢izgi), Podofilotoksin eklenmis, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 nM standart
eklemeler sonrasi(Cpodofitotoksin= 2.41x103 M). Elektrot, PG; biriktirme stiresi 60 s; biriktirme
gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans 60 Hz, adim gerilimi 11 mV, amplitid; 60 mV. (B)
Standart ekleme yontemiyle analiz sonucu.



Cizelge 5. 4. Podofilotoksin iceren voltametrik analiz bulgular:

Eklenen Bulunan(nM)? | Geri Kazamim?(%)+%BSS
15 13.80 92+3.97
25 26.50 106+4.35
35 36.75 105+4.17
45 42.75 95+4.05
55 59.40 108+3.65
65 60.45 93+3.95
75 80.25 107+4.32
85 89.25 105+3.85

aSonuglar, ti¢ analizin ortalamasidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez kapsaminda PG elektroda uygulanan 6n islem siireci ile Podofilotoksinin
yukseltgenmesi Uzerinde ¢ok iyi bir elektroanalitik etki gostermistir. Bu ¢alismanin ilk
asamasinda Podofilotoksinin PG elektrot ile yiikseltgenme davranisi CV ve SWV
yontemlerinden faydalanilarak incelenmistir. Destek elektrolit se¢imi, tampon ortamu,
pH’nin ve Podofilotoksin derisiminin yiikseltgenme olay1 tizerindeki etkileri hassas bir
sekilde incelenmistir. En uygun ortami belirlemek i¢in asetat tamponu (pH 4.8), fosfat
tamponu (pH 3.0, 4.0, 7.4 ve 9.0 ) ile 0.5 M H2S0Os igerisinde ve BR tamponlar1 (pH
2.0-12.0) kullanilmigtir. Tekrar edilebilirligin, hassas, duyarli ve keskin pikin yapilan
deneysel ¢alismalar sonucunda pH 4.0 'da BR tamponunda elde edildigi goriilmiistiir
(Sekil 5.5). Podofilotoksinin pik potansiyelinin, pH’daki artisla negatife dogru kaydigi
gorilmistir.

CV yontemiyle (pH 4.0) BR tamponunda 25-800 mVs™ tarama hizinda kinetik
incelemesi yapilmistir(Sekil 5.2 ve Sekil 5.3). Bu bulgularda \W/ip, V/ip ve logv/logip
verileri incelenmigtir. Gergeklesen elektrokimyasal siirecte PG elektrot yiizeyinde
+1.242 V’da tersinmez bir yiikseltgenme piki gozlenmis(Sekil 5.1) ve 25-800 mVs*
tarama hiz araliginda yiikseltgenme piki pozitife dogru kaymasi; ip/v iliskisinde
dogrusal oldugu goriiliirken ip/v iliskisi kismen iistel artis gdstermis ve logip/log v
iliskisinde egim yaklasik olarak 0.5-1 arasinda oldugundan PG elektrot yiizeyinde
gerceklesen elektrokimyasal siliregte tamamiyla adsorpsiyon diflizyon kontrolli
olabilecegini gdstermektedir. ilgili bilesige ait olan yiikseltgenme dalgasinda, 25-800
mVs? tarama hiz araliginda; Ep-logv arasinda olan iliski [Ep(V)=0.0381 logv(mVs?)
+1.1562] den elektrokimyasal siiregte PG clektrot yiizeyinde gergeklesen
yiikseltgenmede 2 elektronun katki sagladigr ve Ep-pH (pH 2-12) arasindaki iliskiden
ise [Ep(mV)=-27.373pH +1339.4] proton katkisinin elektron sayisinin yarisina esit
oldugu sonucuna ulasilmigtir. Dar ve ark., 2011 deki ¢alismalarinda podofilotoksin i¢in
Onerilen elektrokimyasal yikseltgenme siirecinde 2H*/2e esit oraninda rol oynarken PG
elektrot yiizeyinde gerceklesen elektrokimyasal siiregte H*/2e” katki sundugu
gorulmustiir.

Calismanin ikinci asamasinda ise PG elektrot kullanilarak Podofilotoksin igin
gelistirilen SW-AdSV teknigi, Sekil 5.10 B’de goriildiigi gibi BR tamponunda pH
4.0da 12.4- 299.5 nM derisimler araliginda ¢ok iyi dogrusal bir yanit [ip (LA)=0.0549
C(nM)+0.4381] vermektedir. PG elektrot yiizeyinde gelistirilen voltametrik teknik 2.55
nM (1.06 pg/L) gozlenebilme diizeyi ile olduk¢a duyarli oldugu ifade edilebilir. Bu tez
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calismasinda, Podofilotoksin icin gelistirilen voltametrik yontem idrar numunelerinde
basaril bir sekilde uygulanmis ve PG elektrotun ilgili bilesik i¢in oldukca secici oldugu
sOylenebilir.

(Dar ve ark., 2011) tarafindan podofilotoksin’nin miktar tayini i¢in Onerilen
elektro analitik yontemde kullanilan modifikasyon isleminde kullanilan malzemelerden
dolay1 bu tez ¢aligsmasinda ilk defa kullanilan PG elektrotun, herhangi bir modifikasyon
islemine gerek duyulmadan ekonomik, hizli ve c¢evre dostu 6zelligi nedeniyle
kaynak¢ada podofilotoksin ve tiirevleri i¢in uygulanabilirligi 6nemli bir avantaj olarak
goriilebilir. Ayrica PG elektrot kullanilarak Podofilotoksin i¢in ilk defa denenmis olan
bu voltametrik yontem, bu bilesik ya da yapisal olarak kimyasal benzerlik gdsteren
tiirevlerinin biyolojik Ornek tayininde ¢ogunlukla kullanilan fakat zaman alici,
ekonomik olmamasi, ¢esitli kimyasallarin kullanilmasi ve 6zel beceri isteyen 6n ayirma
islemlerinin uygulandig1 spektroskopik ve kromatografik yontemlere de alternatif

olabilecegini diisiinmekteyiz.
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