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Bu tez galismasinda, ribosiklib adli kanser karsit1 bilesiginin kolay, ¢abuk, hassas bir voltametrik
yontemle elektrokimyasal 6zellikleri arastirilmistir. Calisma elektrotu olan bor katkili elmas elektrot 0.5
M H,SO; ortaminda anodik yonde aktive edilerek kullanilmigtir. Bu ¢alisma elektrotu tzerinde ribosiklib
0.5 M H2SO4 ortaminda doniisiimlii voltammetri teknigi ile ylikseltgenme yoniinde yaklasik +0.859 V’ta
tersinmez ve +0.105 V/40.393 V civarlarinda tersinir dalgalar vermistir. Kare dalga voltametri teknigi
kullanilarak 0.5 M HySOs4 ortaminda 1.58-11.06 uM derisim araliginda +0.85 V’ta analitik sinyal ile
derigim arasinda iyi bir iligki elde edilmistir. Bu tez ¢aligmasinda gelistirilen elektroanalitik yontemin
farmasotik ilag¢ ve idrar numunelerinde uygulanabilirligi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bor Katkil: Elmas Elektrot, Kanser, Ribosiklib, Voltammetri
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ABSTRACT

MS THESIS
INVESTIGATION OF THE ELECTROCHEMICAL PROPERTIES OF
RIBOCYCLINE, A PROTEIN KINASE INHIBITOR USED IN CANCER
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Advisor: Prof. Dr. Abdulkadir LEVENT
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In this thesis, the electrochemical properties of the anti-cancer compound Ribociclib were

investigated by a simple, fast and sensitive voltammetric method. The working electrode, boron doped
diamond electrode, was activated in anodic direction in 0.5 M H,SO, medium. On this working electrode,
Ribocyciclib gave irreversible waves at about +0.859 V in the oxidation direction and reversible waves
around +0.105 V/+0.393 V in the oxidation direction by alternating voltammetry technique in 0.5 M
H>SO4 medium. A good correlation between the analytical signal and concentration was obtained at +0.85
V in the concentration range of 1.58-11.06 uM in 0.5 M HSOs medium using the square wave
voltammetry technique. The applicability of the electroanalytical method developed in this thesis was

demonstrated in pharmaceutical drug and urine samples.
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1. GIRIS

Analitik kimya, kimyanin temel bilimleri arasinda yer alan bir alt disiplindir. Bu
alan, temel stratejik bilgileri ve teknikleri kullanarak yeni teknolojiler gelistiren ve bu
teknolojilerin ¢esitli uygulama alanlarini arastiran aktif bir bilim dalidir. Analitik kimya,
inceledigi maddeyi detayli bir sekilde anlamakla beraber, bu maddenin analizini
gerceklestirmek amaciyla gesitli analitik teknikleri kullanir. Bu analitik yontemler
arasinda one ¢ikan elektrokimyasal teknikler, biyolojik ve kimyasal 6rneklerin detayli
karakterizasyonunu saglayarak, cesitli alanlarda uygulama alani bulmaktadir. Bu
yontemler, molekiiler diizeydeki degisimleri izleme, hastaliklarin teshisi, ilag etkilesim
mekanizmalarinin anlasilmasi ve maddelerin 6zel analizleri gibi konularda degerli
bilgiler saglamaktadir. Bu teknikler; standardizasyon, numune analizi, kisa siireli
analizler ve tarama hizi gibi 6zellikleriyle kaynakea iginde saglam bir konuma sahiptir.

Sunulan bu tez calismasinda, kanser tedavisinde kullanilan ribosiklib etken
maddesinin elektrokimyasal Ozellikleri, elektrokimyasal bir teknik olan voltametri
teknigi kullanilarak gerceklestirilecektir. Mevcut literatiir arastirmasinda, ribosiklib’e
yonelik cesitli metotlarla yapilmis c¢alismalar bulunmasina karsm, elektrokimyasal
ozelliklerini degerlendiren herhangi bir caligmaya rastlanmamastir.

Bu tez kapsaminda, meme kanseri tedavisinde kullanilan ribosiklib'in
elektrokimyasal 6zellikleri ve miktar tayini icin ¢alisma elektrotu olarak ilk defa bor
katkil1 elmas elektrot (BDDE) kullanilacaktir.

BDD elektrotu Uzerinde, ribosiklib'in elektrokimyasal davranisinin detayli analizi,
farkli destek elektrolit ¢ozeltilerinde pH araligini kapsayan genis bir yelpazede
gerceklestirilecektir. Bu analiz, ribosiklib'in elektrokimyasal 6zelliklerini anlamak,
potansiyel reaksiyon mekanizmalarini belirlemek ve ¢esitli ¢ozeltiler ve pH kosullarinda
nasil tepkiler verdigini anlamak i¢in tasarlanmistir. Elde edilecek veriler, bu bilesigin
elektrokimyasal ozelliklerinin detayli bir haritasin1 ¢ikararak, biyokimyasal ve

farmasotik uygulamalarda potansiyel kullanimini degerlendirmeye olanak taniyacaktr.

1.1.  Elektrokimya

Elektroaktif maddelerin elektrokimyasal 6zelliklerinden faydalanilarak nitel ve
nicel ¢oziimlemelerin gergeklestirildigi tekniklerdir. Bu yontemler, ¢esitli redoks

durumlarindaki tiirlerin kolayca tanimlanabilmesi, kromatografik ve spektrofotometrik
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yontemlere kiyasla daha ekonomik olmasi gibi avantajlar tasir. Genellikle, bu yontemler
kimyasal bilesiklerin yogunluklarindan daha ¢ok faaliyetleri hakkinda bilgi saglarlar
(Henden ve ark., 2001).

Elektroanalitik yontemler, ara yuzeyde ve ¢ozeltinin tamaminda gerceklesen iki
temel kategoriye ayrilmaktadir (Sekil 1.1). Bu kategoriler arasinda, elektrot yiizeyinde
ve ara ylizeyde bulunan bilesik ince bir ¢dzelti katmani arasinda gergeklesen ve ara
yiizeyde gerceklesen durumu igeren yontemler ile yiizeyde gergeklesen yontemler

bulunmaktadir (Asildag, 2006).

Elektroanalitik Yontemler

. i . Analiz Ortamiminin
Ara yiizey Yontemleri Tamammdaki ¥ ntemler

- Dinamik Yoéntemler .
Statik Yontemler Konduktometri Konduktometrik

I Titrasyonlar

Potansiyometri Potansiyometrik
Titrasyonlar

Sabit Alam

Kontrolii Pontasiyel

.I I . I Klometrik .
Sabit Elektrot Amperometrik  Elektrogravimetri Tit(::l:y:;inlar Elektrogravmetri
Pontasiyel Titrasyonlar
Kulometresi

Voltametri

Sekil 1. 1. Siklikla kullanilan elektroanalitik metotlarm tablo halinde gésterimi (Aslan, 2019)
degistirilmistir.

Ara yiizey yOontemleri, elektrokimyasal akimin kullanilma ve kullanilmamasi
durumlarinda dinamik ve statik metotlar olarak ayrilmaktadir. Statik metotlar, hiz ve

secicilik acisindan Onemlidir. Dinamik arayliz metotlari, bir hiicrenin potansiyelini



diizenleme konusunda tuttugu, mikro litre ve nano litre seviyesindeki numune miktarlari
ile calisabilen, genis bir duyarlilik araligina sahip yontemlerdir (Yildiz ve ark., 1997;
Skoog ve ark., 1998; Wang, 1996).

Elektroanalitik yontemler, diger analitik metotlarla kiyaslandiginda ¢esitli
avantajlara sahiptir ve bunlar asagida belirtilmistir:
1. Elektroanalitik metotlarla genel olarak bir madde veya iyonun yalnizca bir
redoks 0zelligi belirlenebilir.
2. Elektroanalitik metotlarda kullanilan aletler genellikle basit ve ekonomiktir.
3. Elektroanalitik metotlar kimyasal ¢esitlerin konsantrasyonundan ziyade
faaliyetleriyle ilgili bilgi verir (Skoog ve ark. 1998)

1.2.  Polarografi

Polarografi, elektroanalitik bir tekniktir ve akim-gerilim egrilerine
dayanmaktadir. Bu teknikte, damlayan civa elektrotu indikator elektrot olarak kullanilir.
Polarografi teknigi, 1922 yilinda Heyrovsky tarafindan gelistirilmis ve bu basari, 1959
yilinda Nobel Kimya Odiilii'ne layik goriilmiistiir (Kissinger ve ark. 2018).

Analitik kimyaya katkilarina gore, polarografi tarihinde su donemleri yasamistir:
1950'den 1970'e kadar olan donemde en sik kullanilan bes analitik teknikten biri
olmustur. Bu yontem, diger voltametrik tekniklerden farkli olarak konveksiyonun
engellenmis olmast ve damlayan civa elektrotunun kullanilmasi ile 6ne ¢ikar.
Polarografi, diinya ¢apinda organik analizlerde sikca tercih edilen bir teknik olmustur.
Ancak, damlayan civa elektrodunun potansiyel zararl etkilerinden dolayi, farkl ¢aligma
elektrotlarina yonelme s6z konusudur. Bu sayede teknik, zaman iginde gelistirilmis ve

cesitli modifikasyonlarla kullanim alanini1 genisletmistir.

1.3. Doniisiimli Voltametri

Doniistimlii voltametri (CV) teknigi, gerilimin baglangicta belli degere dogru

artt1g1, ardindan baslangic degerine dogrusal olarak geri dondiigii bir tekniktir (Sekil 1.2).

Voltametrik teknik, voltaj taramasi E1 ve E2 voltajlar1 arasinda gerceklesiyorsa "dogrusal

voltametri" olarak adlandirilir; E2 voltajin1 ayni tarama hizinda ancak ters yonde takip

eden voltmetrik yonteme "doniisiimlii voltametri" denir. Ters tarama sirasinda baslangi¢

3



voltajina (E1) donebilir veya farkli bir voltaja (E3) gegebilirsiniz. Belirli bir gerilim aralig1
icinde stirekli degigen gerilim degerlerine kars1 akimdaki degisimi gdsteren bir grafik olan
"doniistimlii voltamogram" elde edilir (Sekil 1.5). CV yoOntemi, karistirilmamis (sabit)
sistemlerde ve Uglu elektrot sistemlerinde ¢alisir. Hiz difiizyonu CV'de belirleyici bir
faktordiir ve analit elektron aligverigini voltamogram iizerinde izlemeye olanak tanir. Basta
gerilim taramasinin yonlendirilme sekli, analiz 6rneginin bilesimine bagli olarak olumlu
veya olumsuz olabilir.

Doniisiim voltamograminda belirlenen gerilim araligina ek olarak, tercih edilen
tarama hizt da taramanin ne kadar tekrarlandigini etkileyen bir faktordiir. Tarama hizi
artirilabilir, fakat blyuk tarama hizlar1 durumunda IR diismesi ve iki katman

yuklenmesinden kaynakli olumsuzluklarla karsilagsma olasiligi bulunmaktadir.
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Sekil 1.2. Doniistimlii voltametride elektrota verilen gerilim zaman grafigi

Hassasligm 10° M ile smirli olan metot, oran tayinine dayal1 bir metot olmasa da
esasen organik ve metal-organik sistemlerde oksidasyon/indirgeme islemleri hiz ve
mekanizmasi tizerine sunulan bilgiler 6nemlidir. Tarama hizinin pik akimindaki degisim
arastirilarak adsorpsiyon, difiizyon ve heterojen elektrot etkilesimlerinin 6zelligi fark
edilebilir; ters taramada ise elektrot reaksiyon diizenegi ve devinimsel bilgiler elde

edilebilir.



CV'li elektrot sistemine bakildiginda; CV’de elde edilen voltamogramlarin
taramadaki farklilig1 ve ¢ozeltinin elektrot listiinde meydana getirdigi etkilerle ilgili mithim
bilgilendirme saglar. Elektrokimyasal tepkimenin baslamasinda ve siire¢ i¢inde kimyasal
olarak bir durumun meydana gelip gelmedigini, elektron transfer reaksiyonun olusup

olusmadigmi ¢esitli reaksiyon hizlarindaki voltamogramlardan bulabiliriz.

Katodik

Geri Tarama

Aliim
=]

Gerilim

Anodik

Sekil 1.3. Dongiisel voltametride akim -gerilim egrisi.

Sekil 1.3'teki grafikte, doniisiimlii voltamogramin verilerinde oldugu gibi; katodik
pik akimi (lp), katodik pik gerilimi (Epk), anodik pik akimi (lpa) ve anodik pik gerilimi
(Epa) seklinde kullanilacaktir.

Elektron transferi basamagindan 6ncesinde ve sonrasinda kimyasal reaksiyonun
olusmasinin, voltamogramlarin sekillerini belirlemede ©Onemli bir rolii vardir.
Doniistimlii  voltametride karisim i¢i molekiiller veya iyonlar, elektrot {istiinde
tutunabilir ve bu siiregte farkli reaksiyonlar olabilir. Etkilesimler, elektrostatik ¢ekim
kuvvetlerinden ciliz etkilesimlere kadar ¢esitli olabilir (Bard ve Faulkner, 2001; Gosser

1994).

1.4. Puls Voltametrik Teknikler

Puls voltmetrik teknikleri, voltmetrik 06lcimun konsantrasyon smirlarini

azaltacak seviyelere diisiirmeyi hedeflemektedir. Bu yontemlerle faradayik olmayan ve
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Faradayik akmmlar arasindaki iliskiyi fazlalastirmis ve 10® M hasaslik civarma
diismiistiir. Bu yontemlerde, elektrota 50 ms’ye yakin zamanlamalarla (st tste gerilim
uygulanir. Araliklarla gerilim verilmesinin sonucunda, kapasitif akim ¢abucak diiserek
ihmal edilebilecek bir durum olusur; bu sirada faradayik akimdaki diisme kiigiiciiktiir.
Bu sayede kiiciik tayin smirlar1 elde edilebilir.

Puls voltametrik teknikler {i¢ baslikta olusabilir: "normal puls", "kare dalga" ve
"diferansiyel puls" voltametrik teknikleri. Yontemlerden SW (kare dalga) ve

diferansiyel puls (DP), voltmetrik yontemler i¢inde ¢ok genis kullanim alanina sahiptir.

1.4.1. Normal Puls VVoltametrisi

Normal puls teknigi (NPT), DME ile kullanilmak tizere 1958 yilinda Barker
tarafindan gelistirilmistir. NP tekniginde, kati elektrotlarin uygulanmasinda yeterli siire
birakilmasi 6nemlidir. Baslangi¢ kosullarini elektrot ylizeyinde eski haline getirmek i¢in
bir 6nceki ve bir sonraki darbe arasinda yaklasik 0,1-5 saniye ayarlanir.

Genellikle elektrot sabit bir baslangi¢ potansiyelinde, Ei, analitin reaksiyona
girmedigi darbeler meydana gelir. Her bir darbenin siiresi, yani darbe genisligi, t (Yat-t'
burada t' araliktir), darbeler arasindaki siire genellikle 20 ile 50 ms arasinda degisir ve

her bir ardigik darbe arasindaki darbe yiiksekligi, AE, 2-20 mV arasinda degisebilir.
1.4.2. Diferansiyel Puls VVoltametrisi
DP voltametrisi, organik olmayan ve organik olan ¢esitlerin ¢ozlimlemelerinde

sikca uygulanan bir yontemdir. Bu teknikte, ¢alisma elektrotuna degismez irilikteki

devirli darbeler halinde lineer gerilim basamaklar1 uygulanir.

—3 E—Fuls Geniglidi

(il Ad'm'—\L Mumune Periyodu

GR
Puls
Ampiltud

P

—lle— Mumune Periyodu
<— Puls Periyodu

=7
Ik Cikag
Gerilimi

Sekil 1.4. Diferansiyel puls voltmetrisi elektrolik cihazlarda uyarma sinyali grafigi.

Gerilim, v
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Puls uygulamasidan 6nce 6lgiilen bir akimla puls uygulamasinin sonunda belirli bir
stiredeki akimlarin farki (Ai= i(t1)- i(t2)), gerilimin dogrusal bir fonksiyonu olarak
kabul edilir.
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Gerilim, V

Sekil 1.5. Diferansiyel Puls Voltogrami

Uygulanan gerilime tepki olarak olusturulan akim farki grafigi, pik diferansiyel egri
bi¢iminde olusur (Sekil 1.4). Analit derisiminin algaklikla ters orantili oldugu gozlenir.
Pik gerilimi (Ep), olusturulan voltamogramda tiir tanimlarmin yapilmasi i¢in
uygulanabilir; bu deger, yar1 dalga geriliminin yakininda bir degerdir. Faradayik
olmayan yiikleme akiminin az, faradayik akiminsa fazla oldugu durumda, yani
uyart/giiriiltii oraninin arttig1 durumlarda hassasiyet artar. DP voltametri yontemi, 10-8
M'dan daha az olan derisimlerde 6lgiim yapma olanagi saglayan hassas bir tekniktir
(Wang, 2000; Skoog ve ark.1998).

1.4.3. Kare Dalga Voltametrisi

SW kare dalga voltmetrisi, kademeli voltaj calisma taramasinda elektrota kare bir sw
formu iletir. Ayni1 zamanda uygulanan diferansiyel bir yontemdir. Darbelerin tiim basamaklari,
ayni darbe periyodu ve siiresine sahip olmakla birilikte, bu siire 5 ms'dir. Olgme aninda, akim
darbe uygulanmadan biraz evvel ve biraz sonra iki kez 6l¢iim yapilir. Ardindan, bu iki 6lcimiin

akim farki, uygulanan gerilime kars: ¢izilir.
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Sekil 1.6. Olusturulan bir voltamogram(b ) ve kare dalga voltametrisinde uyarma sinyali(a).(Skoog ve ark. 1998)

Sekil 1.6'da kare dalga voltametrisinin uyarici sinyal olusmasinda bulunan akim farki
(Ai), ilk gerilimdeki akim degerinin Obiir gerilimdeki akim degerinden ¢ikarilmasiyla

hesaplanilir (Wang, 2000; Skoog ve ark. 1998).

1.5.  Siyirma Voltametrisi

Siyirma analizi, eser degerdeki metallerin 6lciilmesi i¢in onemli diizeyde hassas
bir elektrokimyasal tekniktir. Bu asir1 hassasiyet, etkin bir 6n konsantrasyon basamagi
ve ileri dizey olcim prosedurleri ile Uretilen uygun bir sinyal arka plan oranina
atfedilir. Metaller, elektrotta 6nceden 100-1000 kat yogunlastirildigindan, aktarim
smirlart ¢ozelti fazli voltametrik Olgtimlere karsin iki veya ii¢ biyiliklige dek
diisiiriilebilir. Bu sebeple, biraz daha degersiz enstriimantasyon uygulanarak 10*° Ma
kadar olan yogunluk seviyelerinde dort veya alti metal es zamanl olarak cesitli
matrislerde hesaplanabilir. Bu sekil diisiikk aktarma limitlerini olusturma kabiliyeti, fazla
miktarda kontaminasyonun en diisiik seviyeye getirilebilme derecesiyle orantilidir.
Temel olarak, siyrma analizi asamali olarak uygulan iki adimdan olusan
tekniklerdendir. Ik asama olan toplama, metal iyonlarmin civa elektroduna elektrolitik
olarak tutunmasini kapsar, tutunma da metalleri yogunlastirmak i¢in kullanilir. Bunu
takiben, siyrma evresi veya Ol¢lim evresi, biriktirme evresinde toplanan metallerin
coziilmesini igerir. Toplamanin niteligi ve Ol¢lim adimi seklinde siyirma analizi

bicimleri mevcuttur. (Bond ve ark. 1997).



1.5.1. Anodik Siyirma Voltametrisi

Anodik siyirma voltametrisi (ASV), siyirma ¢dziimlemesinin yaygin uygulanan
bicimidir. Elektrot kullanilarak hacmi azaltilmis civa elektrodu olusturmak i¢in metaller
yogunlastirilir. Yogunlastirma, kontrol edilen zaman diliminde ve potansiyel olarak
katodik toplamayla ger¢eklestirilir (Zoski, 2006).

Toplanma siiresinin ardindan zorlanmis konveksiyon durur ve potansiyel, anodik
bir sekilde, lineer olarak veya daha hassas bir potansiyel-zaman salinim seklinde
taranarak sarj geri plan akimina karsi ayrisir (diferansiyel puls rampalar1 veya
cogunlukla kare dalga). Tarayisimizi anodik yaptigimizda, tekrar yukseltgenen metaller,
elektrottan ayrilir (metallerin normal olarak sahip oldugu bir islev olarak hareket eder)

ve yikseltgenme akimi (styirma) olusur.

Biriktirme adimi

M™ + pe” M
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Siyirma adim
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Sekil 1.7. Olusan voltamogramla (asagida) beraber zamandalga- potansiyel sekli
(yukarida): Anodik s1yirma voltametrisi (Wang, 2006)

ASV calismalarindaki tekrarlarda sonu¢ olarak potansiyelde (kullanilan civa
elektrotlar1 + 0,1 V) kiigiik bir “elektrokimyasal temizleme” dongiisiine iliskin 1yi bir
tekrarlanabilirlik gozlemlenebilir. Anodik siyirma voltametrisinde c¢aligilan zaman

dizisi- potansiyel, olusturulan SV voltammogramiyla Sekil 1.7°de gosterilmektedir.



Voltametrik zirve yeri, potansiyel tarama esnasinda civa elektrodundaki metalin
bu siireye bagli yogunluk gradyanmi gosterir. Bu zirve potansiyelleri, Ornekteki
metallerin tanimlanmasina yardimei1 olur (Wang, 2006). Pik potansiyelleri, voltametrik
deneyler sirasinda belirli bir metalin elektrot yiizeyindeki olaylarin baglangicin1 gdsterir

ve bu nedenle analit tiiriinii belirlemekte kullanilir.

1.5.2. Adsorptif Siyirma Voltametrisi

AdSV, siyirma degerlerini kapsayan bir dizi eser elemente yonelik 6nemli bir
sekilde genisleten goreceli olarak modern bir stratejidir. Bu yontem, metalin yiizey aktif
kompleksinin olusumu, adsorpsiyon birikimi ve indirgenmesini igerir. ilgili stratejiyi

aciklamak igin Sekil 1.8'e bakabilirsiniz (Keskin, 2009).

S
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Sekil 1.8. AdSV (bir metal iyonunun(M™) uygun bir selat ajan1 (L) varliginda adsorpsiyonlu siyirma
Olcumlerinde siyirma ve biriktirme adimlari) (Wang, 2006)

Kisa adsorpsiyon zamanlar1 (1-5 dk), son derece efektif olan araylizey birikimini
elde eder. Ayrica, redilksiyon asamasi, biriktirilen bilesigin tamamimin eksiltildigi igin

oldukca kazanghdir.

Eser metallerin beraberinde adsorpsiyonlu siyirma voltametrisi, yiizey etkin
Ozelliklere sahip organik komplekslerin (Vitaminler veya pestisitler, kalp veya
antikanser ilaglari, niikleik asitler) Olglimiinii fazlasiyla elverisli bir yontem olarak

gostermistir (Moraes, 2019).
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1.5.3. Katodik Siyirma Voltametrisi

(KSV), Anodik Siyrrma Voltametrisinin (ASV) yansimasidir. Bu yodntem,
analitin anodik ¢okeltilmesini icerir ve sonrasinda olumsuz bir potansiyel tarama

sirasinda siyirma islemi gergeklestirilir:
A™ +Hg(biriktirme) <> HgA +ne” (styirma)

Meydana gelen rediksiyon zirve akimi, istenilen kantatif bilgiyi edinir. Katodik styirma
voltametrisinden, civa ile ¢oziinmeyen tuzlar meydana getirebilecek farkli organik ile
organik olmayan kompleksleri 6l¢gme amaciyla faydalanilir. Bu bilesikler arasinda farkl
tiyoller, penisilinler, halojeniir iyonlari, siyaniir ve siilfiir vardir. Boylelikle énemli

seviyede duyarl 6l¢timler gergeklestirilebilir (Wildgoose, 2006).

1.6. Elektrokimyasal Sistemler

Voltametri teknigi, elektro-aktif organik ve organik olmayan maddeleri incelemeye
alma amaciyla kullanilan bir elektroanalitik yontemdir. Voltametride, polarize olan
calisgma elektrodunun elektrokimyasal hiicreye uygulanan akim ve potansiyel bu
uygulanan potansiyelin fonksiyonu seklinde degerlendirilir. (Choudhary ve ark. 2017).
Voltmetrik teknikler, calisma yontemi olarak basit, dogruluk, duyarlilik seklinde bir¢ok
avantaja sahiptir.

Voltametrik tekniklerin bu avantajlar1 nedeniyle, redoks tepkimelerinin
calismalarinda ve farkli ¢aligma elektrotlarindan yararlanilmasiyla organik ve organik
olmayan maddelerin incelenmesinde siklikla kullanilmaktadir.

Voltametrik degerlendirmeler, g¢alisma elektrodunun tamamen polarize oldugu
sartlarda yapilabilir. Bu nedenle voltametrik degerlendirmelerde, yiizey alani ti¢ dort
mm? yi agsmayan mini elektrotlar tercih edilir. Voltmetrik hiicre mini elektrot bulunan
hiicreye ¢esitli potansiyellerde uyarict sinyali verilir. Sekil 1.9'da gosterildigi tizere, bu
metodu temel alan karakteristik akim cevabini verir (Skoog ve ark. 1996).

Voltmetride, faradaik akim ve elektrot gerilimi siire i¢inde degisime ugrar (Yaacob,
2006). Uygulanmis olan gerilimin bir islevi olarak olusturulan akim egrilerine

"voltamogram" adi verilir. Voltamogram egrisi, elektriksel agidan aktif cesitlerin
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yogunluguyla baglantili sekilde olusturulan rediiksiyon, yilikseltgenme ya da her ikisine

iliskin niteliksel ve niceliksel bilgi verir.

Gerilim, V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 1. 9. Voltamogram, akim potansiyel egrileri

Voltmetrik yontem, ylizey adsorpsiyonu, elektron aktarim sistemleri, elektrik
akimina ve redoks eylemlerine bagimli bir sekilde ¢esitli yerlerde olusan durumlar gibi
birgok ¢aligma alaninda yaygin olarak tercih edilmektedir (Skoog ve ark. 1998).

Elektrotlarin gesitli bigimleri, son tasarlanan ve Uretimi yapilan tasarimlarla
cesitli pikomolar yogunluk diizeylerinde c¢alismasma misaade edilerek, voltametrik
yontemleri degerli kilmigtir. Boyutlandirma ¢aligsmalari, aktif elektrot ile yeni teknikle
"kat1 elektrot 6l¢limii" olusturularak bu tekniklerin kullanim alanimi genisletmistir (Czae
ve Wang, 1999; Barek ve ark. 2001).

Elektrokimyasal olarak elektroaktif bir analitin laboratuvarda incelenmesi,
cogunlukla elektron iletkeni (elektrot) ve bir iyonik iletken (elektrolit) bulunduran
elektrolitik hlicre {izerinden gerceklestirilir (Sekil 1.10). Hiicrenin potansiyeli,
elektrolitin ve elektrotun arayiiziinde hesaplanir. Iyonlar sulu cézeltilerinde, elektrolit
olarak islev gorerek hiicre i¢inde elektron veya iyon akisini saglarlar. Hiicrelerde olusan
kimyasal tepkimeler, kimyasal glcun elektrik gucline dondurtulmesine katki verir
(Choudhary ve ark. 2017).
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Karsit Elektrot
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Elektrolit ortami

Sekil 1. 10. Hazirlanan deney diizenegi ila¢ etken maddesinin elektrokimyasal aktarimini gostermektedir.

1.7. Voltametride Kullanilan Cahsma Elektrotlar

Cozeltilerde ¢ozelti direnci az oldugunda, RE iceren ¢ift elektrotlu hicre ile WE
elektrotun potansiyelini 6lcme amaciyla tercih edilmektedir. Fakat daha fazla ¢ozelti
direnci olan ve asir1 az iletkenligi olan elektrokimyasal deneylerde, RE, WE ve CE zit
elektrot igeren ti¢ elektrotlu hiicre diizenegi kullanilmaktadir (Sekil 1.10). Bu
elektrotlar, elektro-aktif bilesenlerin incelenmesinde kullanildigindan, kolay ve portatif
olmalar1 nedeniyle bu teknigin verimli bir bicimde uygulanmasini saglar. Bu yontemde,
WE ve CE arasindaki gerilim seviyesi siire¢ igerisinde degisirken, WE ve CE arasindaki
akim hesaplanmaktadir (Sekil 1.11). Voltametrik ¢alismalarda platin, civa, altin, grafit,
bizmut, modifiye elektrotlar, lif karbon camimsi karbon ve pirolitik karbon ¢alisma
elektrodu seklinde kullanilmaktadir. Voltmetrik tekniklerde, calisma elektrotlarinda
polarlanmanin olusmasi i¢in yiizey alanlar1 az olan elektrotlarmn olmasi gerekir. Buna,
mikro elektrot ad1 verilir. Elektrokimyasal reaksiyona 6rnek verilen elektroaktif tirlerin
kiclk bir azinhigi, mikro elektrotlarin uygulanmasi sonucu reaksiyona girer. Boylece
analiz numunesinin bilesimi ¢ogunlukla sabit kalir. Bu sayede ayn1 numuneden cok kez

voltamogram olusturulabilir.
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Sekil 1. 11. Voltametrik yontemlerde kullanilan potansiyostatik sistemin (¢ elektrotlu semasi (Reinke ve
Simon, 2002’den modifiye edilmistir).

1.7.1. Bor Katkihh Elmas Elektrot

BDD elektrot, asir1 derecede istikrarli olan biyuk bir potansiyel aralikta ve az
akimda calisabilen, karbon elektrotlara goreceli olarak yeni bir elektrot taridar.
Bozulmaya karsi, bu elektrotlar dayanikli ve direnglidir. Benzen lzerinde uygulanan
yontemlerde, GC elektrodunun bor katkili elmas elektrotuna oranla daha az direncli
oldugu gézlemlenmistir (Oliveira ve ark. 2007).

BDD elektrot ayriyeten ihtiya¢c duyulan elektriksel iletkenligi temin eder ve
atiksu rafinaji, su sterilizasyonu ve dezenfeksiyon gibi alanlarda anodik oksidasyon
amaciyla kullanilir. BDD elektrodu, fazla O. gerilimine sahip oldugu i¢in elektroliz
aninda yiksek miktarda OH" radikalleri tiretir ve organik molekiillerin pargalanmasina
olanak tanir.

BDD elektrot, geleneksel karbon elektrotlarma (grafit veya camsi karbon)
kiyasla daha iyi niteliklere sahip olan elektrot turtudir. Voltmetrik islemlerde BDD
elektrot ve GC kullanilarak 1,3,5 trimetil benzen ve 2,6-dimetoksifenol tarzi bilesiklerin
farkli yerlerde CV’leri elde edilmistir. Deneyler, BDD elektrodunun GC elektrotuna
oranla daha az akima ve daha fazla potansiyel araliga sahip oldugunu gostermektedir
(Suryanarayanan ve ark. 2010).

Elmas elektrotlarm ana nitelikleri yiksek potansiyel araliginda galisabilme,

diisik kapasitans ve kararlilik gosterme yetenegidir. Ayriyeten elmas filmler,
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hidrojen/oksijen ¢ikisiyla alakali gerilim araligini yaklasik 4.0 V'ta ulasan genisletme
imkani sunar. BDD elektrot, platin elektrotla karsilastirildiginda gerilim araliginin platin
elektrota gore yaklasik 2 V fazla oldugu gorilmistiir (Kapalka ve ark. 2008). Asit
agirhikli bir ¢ozeltinin elektrokimyasal oksijen ¢ikisinin birinci asamasinin ¢ogunlukla
suyun ayrigmasi ile meydana gelen hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir.
2H20 — 20H" + 2H" + 2¢°

BDD celektrotlari, kimyasal istim toplama teknigi ile yiiksek sicakliklarda
olusturulmus polikristal elmaslardan olusturulmus bir elektrot tirudir. Bu teknik, bir
ylzey Uzerinde gaz halinden elmasin olusturulmas: amaciyla uygulanan bir tekniktir.
Sekil 1.12'de gozlenen tetrahedral 6rgii kristal yapisi, elmasm her bir karbon atomunun
komsularina sp® hibritlesmesi yaparak kovalent baglarla birbirine baglandig1 bir yapiy1

temsil eder.
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Sekil 1.12. Grafit 6rglisii ve elmas 6rgisi farkliliklar:

BDD elektrotlar1 ¢6zeltide, organik olmayan ve organik bilesiklerin oksidasyonu
icin elektrokimyasal nitelik saglayan dayanikli elektrotlardir (Sekil 1.13). Bozunmaya
kars1 direngli olan bu elektrotlar gerekli olan elektriksel iletkenligi saglarlar. Ayrica su
aritimi, su dezenfeksiyonu ve sterilizasyon gibi iglemler i¢in anodik oksidasyona uygun
hale getirilmislerdir. Dogada pasif ozellik gosterip organik Kirleticilerle reaksiyon
vermezler ve Kirleticilerin oksidasyonunu katalizlemezler. BDD elektrotlari, hidroksil
radikalleri dahil biylk bir skalada oksitleyici gesitler Uretebilirler.

Bor katkili elmas elektrodunun kolayliklar1 arasinda biiylik organik bilesigin
sulu elektrolit icinde oksidasyonunu onaylama potansiyeli énemli bir yer tutar. BDD

elektrotlari, hidroksil radikallerinin elektrot potansiyel degerlerinin olusturulmasini
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saglar, bu radikallerin guiclu oksitleyici gesitlerin anot vazifesinde kullanilmasina olanak
tanir (Kisacik, 2010).

Asit agirlikli ¢Ozeltide, BDD elektrodunun yuksek anodik kararliligi nedeniyle
guclu oksidasyon iiriinleri tiretebildigi bilinmektedir. BDD elektrodunun en 6nemli
niteliklerinden biri, blylk anodik potansiyellerde hidroksil radikallerini elektriksel
bicimde iiretebilmesidir. Elmas elektrotlarmm temel uygulama alanlari arasinda
elektrosentez, organik Kirliliklerin elektrokimyasal temizligi, elektroanaliz ve agir
metallerin tekrardan kazanimi bulunmaktadir (Comninellis ve ark. 2005).

BDD elektrotlar, tungsten, silikon, tantal ve niyobyum iceren veya sert seyreltik
levhalar halinde gecerli substratlar Ustiine kaplanmis sekilde kullanilabilmektedir
(Kisacik, 2010).

BDD elektrodunun islem gorecek yiizeyinin temiz olmasi biiyilk bir 6neme
sahiptir; ¢unkd kaglk bir kir, pik akiminda azalmaya ve pik potansiyelinde kaymalara
yol acabilir. Bu nedenle, her kullanomdan once elektrot yiizeyi siispansiyon
cozeltisinden aliir, hemen Oncesinden temizlenmis BDD elektrot yiiziine damlatilir ve
oda kosullarinda kurumasi amaciyla birakilir. Tamamen kurumasi tamamlandiginda, saf
suyla yikanip isleme hazir olmus olur. Ayrica, belirli siirelerle madde ve Al.Os
(Altimina) ile temizlenip parlatilarak ya da cesitli zamanlarda H>SO4 ve yardimci ¢ozelti
ile aktif hale getirilir. BDD elektrodun temizlenmesi ve aktif hale getirilmesi literattirde
farkli ¢ozeltilerde anodik gerilim verilerek gergeklestirilebilir. Anodik (Zhao, 2007;
Sentiirk ve ark., 2014; Levent, 2012; Carlos, 2006; Simon, 2007; Kili¢ ve ark. 2024;
Pmar ve ark. 2023; Ali, H. S. ve ark. 2023) ve katodik (Levent, 2017; Avaca ve ark.
2004; Coldibeli ve ark. 2024; Ali, H. S. ve ark. 2023; Mete, C. Ve ark. 2023 Mariano ve
ark. 2024)
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Sekil 1.13. BDD elektrot

2. KAYNAK ARASTIRMASI

CDK4/6 inhibitorleri (engelleyicileri), kadinlik hormonuyla dogrudan
etkilesime gegmeyen ancak meme kanserinde hiicre dongiisiine bagh olarak anti-
kanser etkisi yapan ilaglardir. Bu inhibitérler, hormon pozitif meme kanserinin tedavi
edilmesine yenilik¢i bir yaklasim sunmus ve hiicre donglst UGzerinden anti-kanser
etkinlik saglamistir. Son yarim yiizyilda, meme kanseri, metastatik (4. evre) hormon
pozitif tedavisinde Onemli bir ilerleme kaydedilmistir. Bu basari, CDK4/6
inhibitdrleri olarak bilinen siklin bagimli kinaz inhibitorlerinin kesfi ve gelistirilmesi
ile elde edilmistir. Alisilmis hormonal tedaviyle CDKA4/6 inhibitdrlerinin
birlestirilmesi, tedavi basarisini neredeyse tiim hastalarda ilk tercih olarak kemoterapi
ihtiyacini ortadan kaldirmustir. Bu gelisme, yiiksek seviye hormon reseptorl pozitif
meme kanserli hastalarda kemoterapinin komple kullanilmadigi sdylenememekle
birlikte, dinya genelinde kullanilabilirligini 6nemli 6l¢lide azaltmistir. Birinci teshis
esnasinda yaygin hastaligi bulunan ve visseral krize yatkin olan hastalarda, hizli bir
cevap bulmak amaciyla kemoterapi birinci tercih olabilir; fakat bu hasta

toplulugunun ¢ok az goriildiigii akilda tutulmalidir.
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2.1. Protein Kinaz inhibitorler

Protein kinazlar, oteki proteinlere kimyasal agidan fosfat gruplar1 katilarak
(fosforilasyon yaparak) proteinleri farklilastiran bir tiir enzimdir. Bu islem genellikle
amaclanan proteinde (substrat) islevsel bir farklilasmaya neden olur. Bu degisiklikler,
enzim faaliyetinde degisiklik, hiicre icinde yer degistirme veya diger proteinlerle
etkilesim seklinde ortaya ¢ikabilir. Tiim proteinlerin yaklasik %30'u, kinazlar tarafindan
etkilenebilir. Kinazlar, 6zellikle hiicreler arasinda uyar1 aktariminda ayarlayici bir gorev
aldig1 bilinmektedir. CDK4/6 inhibitérleri, mitoz (hicre bdlinme) doéngusini
engelleyerek ¢alisgan modern anti-kanser ajanlardir. Bu grupta, yakin etki sistemine
sahip olan dinya geneli onaylanmis ii¢ ilag bulunmaktadir: palbociclib (Reampla),

ribociclib (Valamor) ve abemaciclib.

Palbosiklib (Reampla): Reampla (palbociclib), 6zellikle hormon reseptér pozitif
(HR+), insan epidermal gelisme etkeni reseptor 2 negatif (HER2-) tipi ileri seviye ya da
metastatik meme kanseri bulunan kadin hastalarda kullanilan bir ilactir. Palbociclib,
CDK4 ve CDKG6 adli proteinleri hedefleyerek kanser hicrelerinin artmasini ve
gelismesini kontrol altinda tutmaya destek olur. Meme kanserinin belli basli gesitlerinde
hormon reseptorlerine bagli olan hiicrelerde etki gdsterebilir. Reampla, endokrin tedavi
ile beraber ya da daha sonra kullanilarak kanserin biylmesini durdurmaya ya da
kontrolde tutmaya destek saglayabilir. Bu tir tedaviler, 6zellikle hormon reseptér

pozitif meme kanseri tedavisinde énemli bir rol oynar.

Abemasiklib: Abemaciclib (LY2835219), klinik ¢alismalarda (HR+) metastatik meme
kanseri tedavi stresince sadece bir ajan seklinde etkin olan bir ilagtir. CDK6 ve CDK4
icin titiz, kompetitif- ATP ve yeniden kullanilabilir bir kinaz inhibitoridir (Torres-
Guzman ve ark., 2017). Bu o&zellikleri, hiicre dongusini kontrol eden proteinlere
spesifik olarak etki ederek kanser hiicrelerinin biiylimesini engellemeye yardime1 olur.
Abemaciclib, CDK4/6 inhibitorleri smnifina aittir ve meme kanseri tedavisinde
kullanilan 6nemli bir ilagtir. Abemaciclibin klinik agidan FDA tarafindan kabul edilmis
diger CDK4/6 inhibitorleriyle kiyaslandiginda daha fazla tek-ajan aktivitesi bulundugu
tespit edilmistir (O’Brien ve ark. 2018). Bu, 6zellikle onceden tedavi edilmis (HR™),
HER2- negatif meme kanseri icin abemaciclibin tek ajan olacak sekilde onaylanmasini

saglamistir, 6teki inhibitdrler ise endokrin ajanlari ile onay almistir (Liu ve ark. 2020).
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Ayrica, abemaciclibin yiiksek derecede kan-beyin engelini gecebilme potansiyeli
nedeniyle, meme kanseri olanlarin ortalama %30'unda gelisen beyin yayilmalarini
tedavi etmek icin engelleyici oldugu diistiniilmektedir (Dyhl-Polk, Mohamud, Tan, Nur
Husna ve Wong, 2018).

Ribosiklib: Ribociclib (Sekil 11), LEEO11 sifresiyle bilinen ER pozitif / HER2 negatif
meme kanseri tedavisi i¢cin Mart 2017'de FDA tarafindan onaylanmistir. Ayrica
ribociclibin manto hiicreli lenfoma, liposarkom, melanom, akciger kanseri ve pankreas
kanseri tedavisi i¢in devam eden faz ¢alismalarda degerlendirilmektedir. Ribociclib ve
3-fosfoinositid bagimli protein kinaz 1 (PDK1) inhibitori GSK2334470'in
kombinasyonu, meme kanseri hiicre sinirlarinda kuvvetli bir sekilde proliferasyonu
baskiladigi goriilmistiir. Ayrica, akciger karsinomu hiicre smirlart ve primer timor
numunelerinde ribociclibin CDK4/6'ya kars1 daha selektif oldugu bulunmustur, 6zellikle

palbociclibe kiyasla.
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Cizelge 2.1. Ribosiklib’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Molekiiler yapisi Genel 6zellikleri

Molar kutle:434.548 g/mol
Kaynama noktasi: 730.8 °C
Cozinurluk: DMSO

_ N NG 0 pKa: 4.21
| \|( p: Gériiniis: Beyaz kristal lipofilik toz
N N
(\ N N— Saklama kosullari: 2-8 °C

HN\) Kimyasal formilii: C23HzoNg O

2.2 Ribosiklib Uzerinde Yapilan Bilimsel Cahsmalar

Ribosiklib ile ilgili yapilan en iyi literatiir ¢aliymasinda genelde kromatografik
ve spektrometrik caligmalarin oldugu goriilmiistiir. Hicbir elektrokimyasal calismaya
rastlanilmamas: bu c¢alismay1 elektrokimyasal olarak 6zgun hale getirmektedir.

ribosiklib ile ilgili baz1 kromatografik ve spektrometrik galismalar ¢izelge 2.2’deki gibi

listelenmistir:
Cizelge 2.2. Ribosiklibe ait analiz yontemleri

Analit Teknik Dedektéor LOD(ng/mL) Matris Kaynak
Ribosiklib LC-MS MS 0.98 Ilag Turkovi¢ ve ark., 2022
Ribosiklib LC-MS MS 6.9 Plazma Kala ve ark., 2017
Ribosiklib NMR MS - Ilag Sahu ve ark., 2021
Ribosiklib HPLC uv 10 Plazma Shelke ve ark., 2023
Ribosiklib LC-MS MS 5 Plazma Alshogran ve ark., 2023
Ribosiklib LC ESI - karaciger Liu ve ark., 2020
Ribosiklib LC-MS MS 10 Plazma Braal ve ark., 2021
Ribosiklib LC-MS MS - Serum Habler ve ark., 2023
Ribosiklib LC-MS MS - Plazma Burke ve ark., 2023

Teknik: LC; sivi kromatografisi, HPLC; Yiiksek performansli sivi kromatografisi NMR; Nukleer Magnetik

Rezonans. Dedektor: UV; MS; kitle spektrometresi ultra viyole ESI; Elektrosprey iyonizasyon,
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Insan plazmasinda ribociclib’in - HPLC-UV ile miktar tayini icin
ultraviyole/goriiniir 151k dedeksiyonu (HPLC-UV) kullanan hassas ve dogru bir yiiksek
performansli sivi kromatografi yontemi gelistirilmis ve dogrulanmistir (Shelke ve ark.
2023).

Ribociclib, LC-MS/MS yontemleri kullanilarak fare plazmasinda ve Ringer
cozeltisinde etkili bir sekilde dlgiilmiistiir. Plazma i¢in kat1 faz ekstraksiyonu ve C18
kolonlar1 kullanilirken, Ringer numunelerinde ekstraksiyon yapilmadan C8-A kolonlar1
kullanilmistir (Kala, A. ve ark. 2017).

RBS iizerinde hidrolitik, oksidatif, fotolitik ve termolitik kosullar altinda ICH
tarafindan 6nerilen kapsamli bir stres ¢alismasi gergeklestirilmistir (Sahu, A. K. ve ark.
2021).

Ribociclib-D6 kullanarak ve basit bir asetonitril protein ¢cokeltme prosedirlyle
gergeklestirilen yontem, miikemmel dogrusallik sergilemis ve ihmal edilebilir matriks
etkisiyle tam ekstraksiyon geri kazanimi elde etmistir. ribociclib ¢esitli kosullar altinda
stabilite davramis gostermistir. Bu basit, hassas, dogru ve kesin yontem, siganlarda
ribociclib miktarmin  belirlenmesinde basariyla uygulanmig, siispansiyon ve
nanopartikiil formiilasyonlarim1 igeren bir farmakokinetik c¢alismada kullanilmstir.
(Alshogran, O. Y. ve ark. 2023).

HR+, HER2- meme kanseri tedavisinde kullanimlarinin pazarlama sonrasi
gozetim asamasinda palbociclib, ribociclib, abemaciclib, anastrozol, letrozol ve
fulvestrantin insan plazmasindaki miktarmi belirlemek i¢in yeni bir LC-ESI-MS/MS
yontemi gelistirilmistir. Yontemde bir Kinetex bifenil kolon kullanilmis ve basit bir
protein ¢okeltme isleminin ardindan numune hazirlama i¢in ¢oziicli buharlastirma iglemi
gerceklestirilmistir. Kromatografik analiz, aromataz inhibitorlerinin yakin eliie olan
piklerini etkili bir sekilde ¢ozmiistiir. (Turkovi¢, L. ve ark. 2022).

Bu c¢alismada, spesifik bir CDK4/6 inhibitérii olan ribociclib'in metabolik
profilleri sigan ve insan karaciger mikrozomlar1 kullanilarak arastirilmistir. Pozitif iyon
modunda sivi kromatografi elektrosprey iyonizasyon yiiksek ¢Oziliniirlikli kiitle
spektrometresi metabolitlerin yapisal tanimlanmasini kolaylagtirmistir. Toplam 10
metabolit tespit edilmis ve dogru kiitleler, MS2 spektrumlar1 ve alikonma siireleri ile
karakterize edilmistir. Insana &zgii hicbir metabolit bulunmamstir. Metabolik yollar
oksijenasyon, demetilasyon ve dealkilasyonu iceriyordu. Ozellikle, GSH ile
giiclendirilmis insan karaciger mikrozomlarinda iki glutatyon (GSH) eklentisi tespit

edilmistir. Bu eklentilerin olusumunun, elektronca zengin 1,4-benzendiaminin 1,4-
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diiminoquinone ara Uriiniine oksidasyonu yoluyla gergeklestigi ve bunun da kararl
metabolitler olusturmak tizere GSH ile reaksiyona girdigi varsayilmistir. Bu c¢alisma,
ribociclib'in  vitro metabolik profillerine iliskin degerli bilgiler sunarak ilacin
etkinliginin ve toksisitesinin anlasilmasina yardimci olmaktadir (Liu, N. ve ark. 2020).

Ileri evre meme kanseri hastalarmdan alman kurutulmus kan lekesi (DBS) ve
potasyum EDTA plazma o6rneklerinde ribociclib'in dogru bir sekilde belirlenmesi i¢in
guvenilir bir tandem kdtle spektrometrisi- sivi kromatografisi (MS/MS-LC) yontemi
gelistirilmistir. DBS numuneleri plazma ile es zamanli olarak toplanmis ve ekstraksiyon
icin 6 mm'lik bir disk delinmistir. Dahili standart olarak ribociclib-d6 ile sivi-sivi
ekstraksiyonu kullanilmigtir. FDA yonergelerine gore dogrulanan ydntem yiiksek
secicilik, hassasiyet, kesinlik gostermistir. Hematokrit varyasyonu dogrulama
parametreleri {lizerinde bir etki gdstermemistir. Regresyon analizi ve Bland-Altman
grafikleri DBS ve plazma konsantrasyonlar1 arasinda giiglii bir korelasyon oldugunu
dogrulamistir. Sonug¢ olarak, validasyon standartlarini karsilayan gelistirilen test, ileri
evre meme kanseri hastalarinda ribociclib egilimini incelemek icin basariyla
uygulanmustir (Braal, C. L. ve ark. 2021).

Bu g¢alisma, CDK4/6 inhibitorlerinin (abemaciclib, aktif metabolitleri
(abemaciclib M20 ve M2), palbociclib ve ribociclib) insan serumunda es zamanl olarak
Olciilmesi i¢cin yar1 otomatik tandem kiitle spektrometresi bir sivi kromatografi
(MS/MS-LC) yontemi olusturmayr amaglamistir. Ribociclib'in  ayristirilmasi, bu
kapsamli yontemin gelistirilmesini kolaylastirmis ve ilgili konsantrasyon araliklarinda
es zamanl kantifikasyona izin vermistir. Izotop seyreltme LC-MS/MS ile yar1 otomatik
numune hazirlama yontemi kullanilmis ve FDA yonergelerine gore dogrulanmistir.
Matriks faktorleri ve proses verimliligi, analitler arasinda 6nemli bir matriks etkisi
olmadigin1 gdstermistir. Ger¢ek numuneler basariyla analiz edilerek bu yar1 otomatik
LC-MS/MS yonteminin uygulanabilirligi gosterilmistir. Kapsamli yaklasim, FDA
onayli tiim CDK4/6 inhibitorlerini ve bunlarin insan serumundaki farmakolojik olarak
aktif metabolitlerini kapsamakta ve kisisellestirilmis tedaviyi, hasta giivenligini ve
tedavi basarisini artirmak i¢in potansiyel rutin analiz i¢in degerli bir ara¢ saglamaktadir
(Habler, K, ve ark. 2023).

CDKA4/6 inhibitorleri olan palbociclib, ribociclib ve abemaciclib ile
abemaciclib'in ana aktif metaboliti M2'nin insan plazmasinda es zamanli kantitasyonu
icin bir sivi kromatografi (LC-MS/MS) ile entegre tandem kitle spektrometrisi testi

gelistirilmistir. Bu test, hormon insan epidermal buyiume faktorl reseptor, reseptori
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pozitif 2-negatif meme kanseri metastatik olan hastalarda, CDK4/6 inhibitorlerinin
standart bakim ajanlar1 olarak kullanilmasma bagl terapotik ilag izleme ve klinik

farmakokinetik ¢caligmalar1 desteklemeyi amaglamaktadir. (Burke, S. M. ve ark. 2023).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu arastrmada yararlanilan malzeme ve cihazlarin 6zellikleri Sekil 3.1 ve

Cizelge 3.1’ de 6zetlenmistir.

Cizelge 3. 2. Caligmada kullanilan malzemeler

a) Cesitli 6l¢iilerde cam Farkli hacimlerde tampon ¢ozelti siseleri,
malzemeler (pyrex®) balonjoje, pipet, meziir, deney tipleri,

beher, erlen ve cam tipler.

b) Santrifij Sogutmali Hettich ROTINA 380R

c) Elektrotlar Calisma elektrotu: BDD elektrot
Karsilastirma elektrotu: Ag/AgCl (3 M
NaCl) (MF 1063, BAS)
Yardmmci elektrot: Platin tel (MF 1032,

BAS

d) Otomatik makro ve mikro (Cesitli dlgtilerde)

pipetler

e) Deney hiicresi 10 mL 3 bdlmeli kapakli standart cam

Hicre (MR1208)

f) Karistirma sistemi Manyetik karistirict (ARE heating magnetic
stirrer)
Magnet (Spinbar VMR micro)

g) Duyarli terazi Precisa 320XB 220A

h) Elektrokimyasal analiz cihazi  (AUTOLAB, PGSTAT128N) (sekil 3.1)
(Nova2.1.6 yazilimi ile)

i) pH metre Termo scientific Orion 3 star pH metre
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Sekil 1.3 Deneysel ¢alismalarda kullanilan malzemeler

3.2.  Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Bu arastirma icin satin aliman kimyasallar ve reaktif malzemelerin firma adi ve

ozellikleri Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3. 3. Deneylerde harcanan kimyasal maddeler

Maddenin Adi Uretici Firma Ad
Dimetil stlfoksit Merck

Di sodyum monohidrojen fosfat Merck

Sodyum Hidroksit Merck

Asetik Asit Merc

Sllfirik asit Sigma

Ribosiklib Farmanova
Hidroklorik asit sigma

Borik Asit Merck

Sodyum klordr Sigma

3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Bu tez calismasinda kullanilmis olan 4.15x102 M RBS stok ¢ozeltisi dimetil
stlfoksit (DMSO) icerisinde hazir hale getirilmistir. Cozeltiler kullanilmadiklar1 vakit
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buzdolabinda muhafaza edilmistir. RBS ¢alismasindaki ¢ozeltiler stok ¢ozeltiden yeterli

miktar1 yardimci elektrolit ¢ozeltisiyle seyreltildikten sonra kullanilmiglardir.

3.3.2. Destek elektroliti ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Deneyler sirasinda kullanilan yardimei elektrolit ¢ozeltisi, 0.04 M, pH 4.8 asetat
(ABS), 0.04 M, pH 2.0, 3.0 ve 7.4 fosfat (PBS) ve 0.04 M, pH 2.0 ile pH 12.0 araliginda
Britton-Robinson (BR), tampon c¢Ozeltilerini icermektedir. ABS tamponu, 0.04 M
CH3COOH ¢ozeltisinden, PBS tamponu, 0.04 M Na2HPO4.7H-0, BR tamponu ise, 0.04
M HsPOs ve 0.04 M CHsCOOH, 0.04 M H3BOs, ¢Ozeltilerinden elde edilmistir.
Cozeltilerin timu istenilen pH seviyesine getirilmek Gzere 5 M HCI ya da 5 M NaOH
ilavesiyle diizeltilmistir. Buzdolabinda muhafaza edilen tampon c¢o6zeltileri

hazirlandiktan itibaren Pyrex® cam siseler i¢cinde saklanmuistir.

3.3.3. Girisim

Biyolojik sivilarda bulunabilecek ve RBS ile etkilesim yapacak maddelerin
etkisini arastirmak i¢in 102 M olacak sekilde hazirlanan epinefrin, dopamin, irik asit,
askorbik asit, triptofan, norepinefrin, Cu?*, Ca?*, Fe*, ve Mg?" stok cozeltileri
kullanilmistir.  Bu maddelerin etkilerini incelemek amaciyla, RBS iceren bir
elektrokimyasal hiicreye, optimize edilmis miktarlarda 10 kat derisik olacak sekilde

eklenip olgtimler alinmustir.

3.4. Elektrokimyasal Olctimler

Calisma elektrodu, Ornek elektrodu ve destek elektrodu olmak iizere ii¢
elektrotlu bir formll kullanilarak elektrokimyasal degerlendirmeler gergeklestirildi.
Calismada destek elektrot olarak platin (Pt), calisma elektrotu olarak (BDDE)
elektrotlar, Ornek elektrot olarak da giimiis/glimiis kloriir (Ag/AgCl) kullanild1.
PGSTAT128N AUTOLAB Elektrokimyasal cihaz olarak kullanilmistir (Sekil 3.1). Bu
cihaz, yazilim1 Nova 2.1.6 ve 10 ml'lik 6zel olarak Uretilen elektrokimyasal deney
hicresinden (MR 1208) yapilan farkli bir bdliim ve kaptan meydana gelmistir.

Once BDDE 0.5M H,SO: yardime: elektrolit ¢ozeltinin icerisinde 60 saniye

boyunca -2.0 V gerilim uygulanarak aktive edilmistir. Elektrokimyasal
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degerlendirmelerde aktif hale getirilen BDD elektrot kullanilmig, CV ve SWV ile
yapilmustir.

3.4.1. Voltametrik yontem

Elektrokimyasal her gin analizlere baslamadan ©6nce BDD elektrot 1/1
oraninda etil alkol ¢ozeltisinde ultrasonik banyoda 15 dakika bekletildi. Daha sonra
yuzeyi saf etil alkol ¢cozeltisi ve suyla temizlendi. BDD elektrot elektrokimyasal olarak
anodik (+2.0 V) veya katodik (-2.0 V) olarak 300 sn 0.5 M H,SOj4 ¢ozeltisinde
bekletilmistir. Her bir voltametrik 6l¢iim arasinda BDD elektrot yiizeyi sirasiyla etil
alkol ve saf suyla temizlendikten sonra anodik veya katodik olarak 60 saniye boyunca
0.5 M H,SO4 ortaminda elektrokimyasal isleme tabi tutuldu. Daha sonra CV ve SWV
teknigi kullanmilarak RBS’nin elektrokimyasal 6zellikleri farkli destek elektrolit ve

genis bir pH araliginda incelenmistir.

3.5. Gergcek Numunelerin Analize Hazirlanmasi

Bu yontemi ilaglarm ticari formlarma uygulamak igin eczanelerden alinan
VALAMOR™ 200 mg tabletler kullanilmistr. VALAMOR™ tablet havanda toz hale
getirildi, tablet 6rnegi hassas bicimde Olctlip DMSQO’ da ¢6ziildii ve yardimci elektrolit
icinde bulunduran hiicreye en iyi kosullar i¢inde pL diizeyinde bir¢ok ekleme yapildi.
Ornek ¢ozeltinin direkt analiziyle, Slciim grafigi ile miktar tayini amaciyla testler
yapildi. Yapilmis olan her analiz testi bes defa tekrarlanarak uygulandi.

Idrar numuneleri deneylerden hemen 6nce gonillii ve hasta olmayan erkek
bireyden temin edilmistir. idrar numuneleri 10 mL iki deney tiipe yerlestirildi. Bu deney
tiplerinin birisine ribosiklib ilave edilmis digerine ise ilave edilmemistir. Bu idrar
numuneleri 5000 rpm 10 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijlemeden sonra olusan
uistteki berrak kisimdan ahnan 25 pL idrar 6rnegi destek elektrolit ¢ozeltisi ile 10 mL'ye
seyreltildi. Bolim 3.4.1°deki voltametrik prosedlr uygulanarak, idrar numunelerinin
voltamogramlar1 kaydedildi. Geri kazanim galigmalari, ¢oklu standart ekleme yontemi

kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Ribosiklib’in BDD Elektrot Uzerindeki Elektrokimyasal Davramsin

Incelenmesi

BDD kullanilarak RBS aktif maddenin pik morfolojisi ve gerilimi tUzerindeki
elektrokimyasal degisimlerin tespit edilmesi, degerlendirilmesi amaciyla CV ve SWV

teknikleri kullanilarak elektrokimyasal davranislar detayli bir sekilde incelenmistir.

4.1.1. Doniisiimlii voltametri

Bu arastrmada BDD 0.5 M H,SO; icerisindeki 16.6x10* M RBS’nin CV’leri
100 mVs™? tarama hizinda (0.0 V)- (+1.4 V)- (0.0 V) gerilim degerleri arasinda 6lgtimler
alinmistir. CV teknigi kullanilarak anodik pik akimi ve gerilim tarama hizinin
degistirilmesiyle olusan piklerdeki degisim ve adsorpsiyon, elektron iletimi ve diflizyon
gibi kimyasal reaksiyonlarm varligi tespit edilmeye calisildi.

0.5 M H2SO4 tamponu iginde RBS’ye ait ii¢ dongiilii voltamogrami verilmistir
(Sekil 4.1). Voltamogram incelendigi zaman +0.859 V’ta anodik ve +0.105 V katodik
sinyal verdigi gdzlenmektedir. Indirgenen sinyal tekrar +0.393 V’a yilkseltgenip anodik
sinyal vermistir. Ayrica déngl sayisina bagli olarak anodik pik sinyal giiciinde azalis ve

pikde bir yayvanlik gozlemlenmektedir.
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Sekil 4. 1. RBS’ye ait (¢ dénguli voltamogram 0.5 M H,SO4 tamponu iginde ¢izilmistir.

4.1.2. Gerilim tarama hizimin etkisi

Elektrokimyasal olarak RBS'nin 6zelliklerini arastirmak amaciyla, farkli tarama
hizlarinda (50-500 mVs-1) 0.5 M H.SO4 tamponu igerisinde 16.6x10* M RBS ¢ozeltisi
kullanilarak (0.0 V)- (+1.4 V)- (0.0 V) potansiyel araliginda CV'leri alinmustir. Cizelge
4.1 ve Sekil 4.2 ayrintili olarak incelendiginde oksidasyon pik geriliminin tarama hizi

arttikga daha pozitif degerlere yaklastigi goriilmektedir.
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Sekil 4. 2. Farkli gerilim tarama hizlarinda (50-500 mVs?) ve 0.5 M H,SO, tamponu iginde 16.6x10* M
RBS’de elde edilen CV voltamogramlari

Cizelge 4.1 Dongiisel voltametri teknigi ile farkli gerilim tarama hizlarinda elde edilen oksidasyon pik

akimi ve pik gerilim degerleri

v(mVs?t) | Ip(pA) | W (mVs?t) | Ep(V) Logv(mVs?) | Loglp(uA)
50 12.8 7.071 0.83 1.699 1.119

100 21.2 10 0.859 2 1.33

200 32.938 | 14.142 0.874 2.301 1.52

300 53.3 17.321 0.908 2.477 1.73

400 72.7 20 0.94 2.602 1.86

500 91.3 22.36 0.95 2.699 1.96
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Sekil 4. 3. (logv/logl,), tarama hizi/akim (\V/I,) ve (v/ 1) grafikleri farkh tarama hizlarmda elde

edilmistir.

Elektrokimyasal ¢alismalar sirasinda, calisma elektrodundaki siiregte Ip/\/V ve
lp/v egrilerinin dogrusal olmasi, siirecin diflizyonun etkisi altinda oldugunu gosterir.
loglp-logv dogrusunun egiminin 1 olmasi ve lp/v egrisinin dogrusal olmasi durumu,
stirecin adsorpsiyon kontrollii oldugunu gosterir. Egimi 0.5 ile 1 arasinda olan Logly-
logv egrisiyle surecin adsorpsiyon varliginin difiizyon katkili oldugunu gosterir. Tam
difuzyon incelemesi igin ise (loglp-logv egrisinin egimi=0.5) surecin dengeli bir
difuzyonla gergeklestigi varsayilir (Laviron ve Degrand, 1980).

Cizelge 4.1'deki verilere gére, loglp-logv arasmdaki baglantmm ve Ip/\v
arasindaki dogrusal degisim egiminin 0.8 civarinda bulunmasi, BDDE (izerindeki etkisi
difuzyon kontrolli adsorbsiyon ile gergeklestigini yorumlandirmaktadir.

Ote yandan ve Sekil 4.2°de gosterildigi gibi, 50-500 mV s* araligindaki pik
gerilimlerinin  pozitife dogru kaymasi, tersinir bir elektrokimyasal tepkimenin

karakteristik 6zelliklerini yansitmaktadir. (Faulkner ve ark., 2000).
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4.1.3. Destek Elektroliti ve pH Etkisi

Voltmetrik bir ¢alismada, analitin ¢alisma elektrodu tzerindeki elektrokimyasal
davranisi tespit etmek i¢in destek elektrolitin ve pH'in dogru bir sekilde belirlenmesi
son derece onemlidir. pH’in, ve destek elektrolit ¢ozeltisinin pik akimi pik gerilimi
usttindeki etkilerini belirlemek amaciyla SWV teknigiyle dlgimler yapilmigtir. RBS'nin
en iyi pH degerini belirlemek i¢in, ABS ¢06zeltisi (pH 4.8) PBS ¢ozeltileri (pH 7.4, 3.0
ve 2.0), ve 0.5M H2SO0s ¢o6zeltisi i¢inde dlglimler alinmistir (Sekil 4.4). BR tamponu
icinde (pH 3.0-10.0) olusturulan SW voltametri egrileri Sekil 4.5'te gosterilmistir.

15 4 0.5 M H,SO,
PBS (pH 2.0)
10 — PBS (pH 3.0)
<
==
- ABS (pH 4.8)
‘. PBS (pH 7.4)
0 4

0,0 0,2 0,4 ' 0:6 . 0:8 | 1,0 1,2 1,4
E,V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 4. 4. 8.3x10* RBS nin 0.5 M H,SOs4, ABS (pH 4.8) ve PBS (pH 2.0, 3.0 ve 7.4) ¢ozeltileri icinde
BDDE kullanarak elde edilmis egriler. SWV degiskenleri: amplitid,60 mV; frekans, 90 Hz, adim gerilimi
,9mV.
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< ¥ \ \
3 K ‘\ —BR (pH 6.0)
_ / \ BR (pH 7.0)
6 BR (pH 9.0) BR (pH 8.0)

BR (pH 10)

00 02 04 06 08 10 12 1,4
E, V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 4. 5. 8.3x10* M RBS’1n 0.5M H,SO, ortamimda ve BR (pH 3.0-10.0) tamponu BDDE kullanilarak
elde edilmis, SW egrileri. SWV degiskenleri: amplitiid, 60 mV frekans, 90 Hz; adim gerilimi, 9 Mv

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6 ‘daki bulgulara gore, pik geriliminin daha negatif degerlere
kaymas1 pH degerinin artmasiyla gézlemlenmistir. GOzlemimizde, RBS'nin oksidasyonu
proton transferinin gergeklestigini gosteren bir kanit olarak degerlendirilebilir. Ep/pH iligkisini
inceledigimizde, genis bir pH skalasinda egim degerleri farkli olan iki lineer alan olustugu

gozlemlenmistir.
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Cizelge 4. 2. RBS voltammogramlarinda pH'in pik voltaji (E,) ve pik akimi (Ip) tzerindeki etkisi.
Elektrot, BDDE; RBS konsantrasyonu, 8.3x10* M; yontem, SWV; destek elektroliti, BR tamponu

pH (BR) Ep (mV) Ip (LA)
3 805 13.8
4 775 11.6
5 709 10.7
6 608 8.09
7 629 7.22
8 604 6.13
9 589 5.816
10 543 5.054
T T I I I
800 .
L 14
750 - Ep =-43.63 pH + 949.8
L 12
700
>
£ -1o<
uQJ- 650 - S
600 -8
550 - 6
500 :
2 4 6 8 10

Sekil 4. 6. RBS’nin pik akimi (Ip) ve pik gerilimi (Ep) Uzerindeki pH etkisinin grafikleri

Sekil 4.6 ile Ep/pH iliskisi degerlendirildiginde, farkli egimli iki bdlim
gozlemlenmektedir. Egimli iki bolimun tahmini olarak (pH 3.0 civarinda) birlestigi
nokta, RBS'nin pKa degerine karsilik gelebilir. Asidik ortamdaki pKa degerleri 3.2 ve
3.8 oldugu verilmistir (Turkovi¢, L. ve ark. 2023).
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4.1.4. Biriktirme/Siyirma Kosullarinin Etkisi

RBS igin Adsorbtif siyirma parametreleri olan biriktirme potansiyeli (Eacc) (0.1

V — 0.6 V) ve siresi (30 s- 180 s) (tacc) kosullarinin etkisi incelenip voltamogramlar
kaydedilmistir.

16 0.3,V 30,s
— 60, s
w] A 04,V “l g
— 90,s
12
12 0.2,V — ﬁ
ol 0 (\— 120, s
< 05,V < A 150,s
g a3 8-
= 06,V = ; A4 180,
6 J
0.1,V —
4 4
24 24
0 F—t _— y o F———
T T T T T T T 1 T T T T T T T 1
00 02 04 086 08 10 12 14 00 02z 04 06 08 10 12 14

E, V (vs. Ag/AgCI E, V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.7. 0.5 M HSO4 ortaminda SW voltogramlari (A) 0.1 V- 0.6 V araliginda biriktirme potansiyeli
(B) 30 s- 180 s araliginda biriktirme siiresi

Sekil 4.7 detayli incelendiginde30 s boyunca 0.3 V gerilim incelendiginde BDDE
yuzeyinde RBS biriktirilecektir.

4.1.5. Kare-Dalga Degiskenlerinin Etkisi

Kare-dalga parametreleriyle daha simetrik ve duyarli voltamogramlari
olusturmak amaciyla en iyi cihaz degiskenlerinin tespit edilmesi i¢cin SW
degiskenlerinin; amplitiid, AEsw = 10- 100 mV;frekansi, f = 10-100 Hz ;adim gerilimi,
AEs = 1-10 mV, etkisi incelenmistir. Elektokimyasal 6lciimler 8.3x10* M RBS 0.5 M
H>SO4 c¢ozeltisinde almmigtir. Alinan Olgtimler iki degiskenin sabit oldugu diger
degiskenin degistirilmesiyle alinmigtir. Tiim sonuglar degerlendirildigi zaman optimum

SW parametreleri s6yle belirlenmistir; AEsw =40 mV, AEs =4 mV ve f = 25 Hz.
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Cizelge 4. 3. RBS etken maddesi i¢in kullanilan voltmetrik yontemin ¢zimlenmesi sonucu gelistirilen
optimum parametreler

Elektrot BDDE
Destek Elektroliti 0.5 M H2S04
Yontem SWV

Kare Dalga Degiskenleri

AEs 4 mV

AEsw 40 mV

f 25 Hz

4.1.6. Analitik Cahsma Kosullar

Bu arastirmada, gelistirilen voltametrik yontemin BDD elektrot yizeyindeki

analitik verim degeri, calisma araligi, hassasiyet ve siiregenligi agisindan en uygun

kosullarda degerlendirilmistir. BDD elektrot kullanarak RBS maddesinden optimize

edilen sartlar altinda ilavelerle SW voltamogramlar1 kaydedilmistir. (Sekil 4.8) de RBS

nin basarili bir sekilde her ilavesi yapildiktan sonra BDD elektrodu Ustiinde yaklasik

olarak +0.85 V analitik sinyalin dogru bir bigimde artmis oldugu goriilmiistiir. 1.58 uM-

11.06 UM araliginda olan analitik sinyalin dogrusal bir sekilde degistigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.8. RBS’nin (1) 1.58 UM, (2) 3.16 UM (3);4.74 UM (4)6.32 UM (5) 7.9 UM (6) 9.48 UM (7)11.06
uM farkli derigsimlerinin 0.5 M H,SO4 ¢ozeltisi icerisinde kaydedilen SW voltamogramlari ve kalibrasyon
grafigi. Biritirme potansiyeli 0.3V, biriktirme suresi 30s; SW degiskenleri, adim gerilimi, 4 mV,;
amplitid, 40 mV: frekans, 25 Hz; Kesikli ¢izgi: Destek elektrolit

LOQ (10 s/m) ve LOD (3 s/m) degerleri, sirasiyla 0.888 uM ve 0.266 uM olarak
bulunmustur. Bulunan degerlerden anlasilacagi gibi BDD elektrot Gstiinde voltametrik
olarak gelistirilen teknigin basarili bir analitik dogrusalligi ve hassasligi iginde
bulundurmustur.

Tez ¢alismamizda yapilmis olan voltametrik teknigin yeniden denene bilirligini
belirlemek icin, BDD elektrot Uzerinde 0.5 M H>SO4 ortaminda 9.48 uM RBS ¢ozeltisi,
en iyi deney sartlarinda hazir edilerek ve aymi giinde bu cozeltilerin 9 kez SW
voltamogramlar1 elde edilerek kayit altina almmistir. Giin i¢i kesinlik acisindan,
voltamogramlarin gerilim degerleri ve oksidasyon pik akimi toplanarak elde edilen
sonuclar detayli bir sekilde incelenmistir. incelemeler sonucunda % BSS degerleri

gerilim ile oksidasyon pik akimi igin sirasiyla %0.88 ve % 3.25 olarak bulunmustur.
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4.1.7. Gergek Numune Analizleri

RBS igin tasarlanan teknigin dogrulugunu ve gegerliligini kontrol etme amactyla
ticari ilag formlar: ve idrar 6rnekleriyle test edilmistir.

Ticari ilag formuna teknigin uygulamasinda Farmanova firmasi tarafindan
uretilen VALAMOR™ 200 mg tablet kullamlmistir. B6lum 3.5'te anlatildig: (izere
DMSO igerisinde Tablet 6rnekleri ¢ozerek 4.74 pM-12.64 uM derisim araliginda tayin
edilen sartlarla ¢ozeltilerin SW voltamogramlari kaydedilmistir.

Voltamogram analizleriyle ilgili olarak, tablet ait voltamogramlar ile standart
RBS'ye ait voltamogramlar karsilastirildiginda, egrilerin uyumlu oldugu gézlenmistir.
Okunan yiikseltgenme pik akimi degerleri voltamogramlar iizerinde belirlenmis ve ilgili
kalibrasyon egrilerine yerlestirilerek, tabletlerdeki RBS miktarlar1 hesaplanmustir.

Ayrica BDD elektrot {izerinde gelistirilen voltametrik yOntemin, idrar
numunelerindeki uygulanabilirligi test edilmistir. Sekil 4.9 idrar numunelerine ait SW
voltammogramlar1 sunulmustur. RBS’ nin idrar numunelerinde elde edilen sonuglar
Cizelge 3.'te verilmistir. Bu sonuglara g6re idrar numunelerinde RBS’nin basarili bir

sekilde analiz edilebilecegini géstermektedir.

Cizelge 4.4.BDD elektrot kullanilarak RBS’nin idrar numunelerinde analizi i¢in elde edilen voltammetrik

sonuglar1

[lave edilen (UM) Bulunan (uM)? Recovery (%) = %RSD

2.16 2.27 105.22 + 3.84

Standart katma yontemi kullanilarak yapilan hesaplama (n=3)

38



1,6
1,54 IuA) = 0.132 C(uM) + 0.285

1,24
g-o’s_ /‘/..
— -2 2 4 6 8 10

C,uMm
0,4
0,0 t—eet T e N W 0.......0 . |
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
E,V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 4.9. idrar 6rneginin 0.5 M H,SO; ¢ozeltisi icerisinde kaydedilen SW voltammogramlar; kesikli
¢cizgi seyreltilmis idrar 6rnegi, (1) 2.16 uM RBS varliginda, (2): 1.58 pM, (3): 3.16 uM, (4): 4.74 pM, (5):
6.32 UM, (6): 7.9 uM, (7) 9.48 uM RBS ilavelerinden sonra. SW degiskenleri; adim gerilimi, 4 mV;
amplittd, 40 mV: frekans, 25 Hz.

4.1.8. Girisim

Gelistirilen yontemin segiciligini degerlendirmek i¢in ideal deneysel kosullar
altinda biyolojik ve gercek Orneklerde siklikla bulunan cesitli girisimci bilesiklerin
etkisi incelenmistir. 8.3x10* M RBS ile epinefrin, dopamin, (rik asit, askorbik asit,
triptofan, norepinefrin, Cu?*, Ca?*, Fe3* ve Mg?* gibi analitler iizerinde girisim ¢aligmas1
gerceklestirilmistir. PGE i¢in 8.3x10* M RBS sabit tutulmus ve dlgiimler girisim yapan
analitlerin 10 kati konsantrasyonda almmistir. Elde edilen voltamogramlar
degerlendirildiginde RBS'nin anodik pik sinyal siddetinde ve geriliminde dnemli bir
degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. Ancak epinefrin, norepinefrin ve iirik asitte kismen
girisim verdigi goriilmistiir. RBSnin tespiti i¢in gelistirilen bu voltammetrik yontemde
kullanilan PG elektrotla, ilgili analitlerin voltammetrik analizlerinde belirtilen bazi

maddeler i¢in es zamanl olarak analiz edilebileceginisdyleyebiliriz.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez c¢alismasmin ilk boliminde SWV ve CV teknikleri kullanilarak
Ribosiklib’in BDD elektrot yiizeyinde gostermis oldugu redoks davraniglari
incelenmistir.

Elektrokimyasal 6lglimler BR tamponu (pH 2.0-12.0); PBS (pH 2.0 3.0 ve
7.4);0.5M H,SO4 c¢ozeltileri ve ABS (pH 4.8) iginde denenmistir. Bu denemeler
sonucunda 0.5M H>SO4 ¢ozelti ortaminda en hassas pik degeri ve uygun ¢alisma ortami
tespit edilmistir. BDD elektrot ile 16.6x10* M RBS’nin 0.5 M H,SO: icinde (100 mVs’
1) tarama hizinda- (0.0 V)- (+1.4) (0.0 V) gerilim degerleri arasinda, CV’leri
kaydedilmistir. RBS’nin elektrokimyasal yonlerinin arastirilmasi i¢in -(0.0 V) -(+1.4 V)
(0.0 V) potansiyel aralikta 0.5 M H.SOs tamponu icerisinde 16.6x10* M RBS
cozeltisinin, hizlarinin farkli oldugu taramalarda (50-500 mVs?)incelenmistir. Cizelge
4.1 ve Sekil 4.2 ayrmtili bi¢cimde incelenince tarama hizi artikca oksidasyon pik
geriliminin daha pozitif sonuglara yaklastigi goriilmistiir. Sekil 4.2ve Cizelge 4.1°de
gosterildigi iizere; 50-500 mV s araliginda pik gerilimleri pozitif boliime dogru kayma
gostermistir. Bu olgu da tersinir bir elektrokimyasal tepkimenin karakteristik 6zelligidir.
RBS’nin analitiksel performans 6zellikleri arastirilmis gézlenebilirlik sinirinin 0.266
uM oldugu belirlenmistir. RBS ger¢ek numune analizlerine uygulandiginda elde edilen
sinyaller idrarda bulunma olasiligi olan maddelerin sinyallerini etkilemedigi goriildii.
Ayrica belirlenen voltametrik yontem RBS’nin ilag tabletlerine basarili bir sekilde

uygulanmaistir.
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