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OZET
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KANSER TEDAVIiSINDE KULLANILAN TOPOTEKAN'IN
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Damisman: Dog. Dr. Giinay ONAL
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Antineoplastik bir ila¢ olan Topotekan (TPT) i¢in hizli, basit ve hassas bir voltametrik
yontem gelistirilmistir. Bor katkili elmas (BDD) elektrodun, elektrokimyasal aktivasyonu
katodik yonde 0.5 M H;SO4 ortaminda gerceklestirildi. TPT’nin elektrokimyasal 6zelliklerini
incelemek amaciyla BDD elektrodunda dongiisel ve kare-dalga voltametri teknikleri kullanildi.
TPT, kare-dalga voltametri tekniginde Britton Robinson (pH 4.0) tampon ¢ozeltisinde +0.925 V
'luk bir gerilim degeri (vs. Ag/AgCl) i¢in iyi tanimlanmig bir voltametrik yanit verdi. TPT i¢in
gelistirilen voltametrik yontem, BR (pH 4.0) tampon ¢ozelti ortaminda 0.32 pM - 9.05 uM
konsantrasyon araliginda dogrusal bir ¢alisma araligi saglamistir. Tez ¢alismasinda, LOD=0.27
uM ve LOQ= 0.89 uM degerleri belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Antineoplastik, TPT, BDD Elektrot, Voltametri, Ilag.



ABSTRACT
MS THESIS

INVESTIGATION OF ELECTROCHEMICAL PROPERTIES OF
TOPOTEKAN USED IN CANCER TREATMENT WITH BORON-DEPENDED
DIAMOND ELECTRODE

Nergiz ASLAN

BATMAN UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL DEPARTMENT OF
CHEMISTRY

Advisor: Dog. Dr. Giinay ONAL

2025, 77

A rapid, simple and sensitive voltammetric method has been developed for Topotecan
(TPT), an antineoplastic drug. Electrochemical activation of boron doped diamond (BDD) electrode
was performed in the cathodic direction in 0.5 M H.SOs medium. To investigate the electrochemical
properties of TPT, cyclic and square-wave voltammetry techniques were used on the BDD
electrode. TPT gave a well-defined voltammetric response for a potential value of +0.925 V (vs.
Ag/AgCl) in Britton Robinson (pH 4.0) buffer solution in square-wave voltammetry technique.
The voltammetric method developed for TPT provided a linear working range in the concentration
range of 0.32 uM -9.05 uM in BR (pH 4.0) buffer solution medium. In the thesis study, LOD=0.27
uM and LOQ= 0.89 uM values were determined.

Keywords: Antineoplastic, Topotecan, BDD Electrode, Voltammetry, Drug.
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1. GIRIS

Giliniimiizde, ¢evresel etmenler, beslenme aliskanliklari, yas ve genetik yatkinlik gibi
faktorlerin etkisiyle artis gosteren kanser vakalarinin 6nlenmesi, kanser hiicrelerinin dogru
bir bicimde tanimlanmasi, gerekli analizlerin zamaninda gergeklestirilmesi ve bu hiicrelerin
etkisiz hale getirilmesi amactyla multidisipliner akademik caligmalar biiylik bir 6nem
tagimaktadir. Canli organizmalar1 anlamak, aslinda bu organizmalarin dilini ¢6zmek
anlamina gelir. Bu baglamda, canlilarin isleyisine katkida bulunan bilesenlerin tanimlanmasi,
bu bilesenlerin hangi organlar tarafindan, hangi kosullarda ve ne miktarda sentezlenip
salgilandiginit belirlemek agisindan kritik bir 6neme sahiptir. Analitik kimya, bu noktada,
multidisipliner arastirmalarda maddelerin analizi i¢in kromatografik, spektroskopik ve
elektrokimyasal yontemlerin kullanimi ve uygulanmasinda belirleyici bir rol oynamaktadir.

Analitik kimya, maddelerin taninmasi, analizi, bilesenlerinin ve yapilarin
belirlenmesi gibi konularda alternatif yontemler gelistiren bir kimya alt dalidir. Bu disiplin,
kimyasal islemlerin bilimsel amaglarla kullanim1 ve ¢6ziim iiretme yetenegi ile 6ne cikar.
Analitik kimya, temel bilimlerin yani sira yasam bilimleri ve teknolojileri ile iliskili
sorunlarin ¢6ziimiinde kullanilabilecek analitik yaklagimlar i¢in gerekli bilgi ve yontemleri
kapsamaktadir. Ayrica, bu yontemlerin mevcut ve yeni teknolojilerle uygulanmasina dair
stiregleri de icermektedir. Bu nedenle, analitik kimyaya ihtiya¢c duyan uzmanlar, canli ve
cansiz maddelerle ve pozitif bilimlerle ¢calisirken, analiz ettikleri maddeleri en iy1i sekilde
tanimak i¢in analitik yontemleri kullanmaktadirlar.

Bu tez c¢alismasinda, elektrokimyasal tekniklerden voltametrinin kullanilmasiyla
TPT’nin elektroanalitik 6zellikleri incelenmistir.

Elektrokimyasal teknikler 6zellikle voltametrik tekniklerin kullanildig1 endiistride,
ilag ve gidalarin kalite kontroliinde, ilag dozaj formlarmin belirlenmesinde, klinik ve adli tip
analizlerinde ve c¢evresel izlemede ayrica hizli analiz numunelerin kolay ve kisa siirede
hazirlanabilmesi gibi uygulama alanlarinda kaynakcada kendine yer edinmistir. DNA-ilag
etkilesimlerinin incelenmesinde elektrokimyasal yontemler, elektroforez, kromotatografi ve
spektrometri gibi diger diger tekniklere kiyasla belirgin avantajlar sunmaktadir. Bu avantajlar

arasinda yliksek hassasiyet, hizl1 yanit siiresi, diigiik analit konsantrasyonlarini 6l¢ebilme
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imkan1 ve daha diisiik ekipman maliyeti bulunmaktadir. Bu o6zellikler, elektrokimyasal
yontemleri s6z konusu alanda 6n plana ¢ikarmaktadir (Pellitero, vd. 2019).

Kanser, diinya genelinde en fazla 6liimle sonuglanan hastaliklar arasinda 6nemli bir
yer tutmaktadir. Kanser tedavisinde yaygin olarak uygulanan yontemler arasinda radyoterapi,
kemoterapi ve hormon tedavisi bulunmaktadir. Kemoterapi, tiimor hiicrelerinin
oldiiriilmesini veya biiylimesinin kontrol altina alinmasi1 amaciyla sitotoksik veya sitostatik
ilaclarin kullanilmas siirecini igerir.

Bitkisel kaynakli antineoplastik ilaglar arasinda yer alan TPT, glial, yumurtalik, kolon
ve akciger kanserlerinin tedavisinde yaygin bir sekilde tercih edilmektedir (Creemers, vd.
1996; Tolis, vd. 1999). TPT nin etki mekanizmasi, intraniikleer enzim Topoizomeraz I’in
inhibe edilmesine dayanmaktadir. Bu inhibisyon sonucunda, enzime bagli DNA bdliinmesi
tek sarmalli bir yapi ile sonuglanir ve kirilma gerceklesir. TPT, DNA sarmalindaki bir baz
ciftini taklit ederek, DNA bdliinmesi siirecinde hem -1 (yukari akis) hem de +1 (asag1 akis)
baz ciftleri ile baz istifleme etkilesimleri olusturarak araya girer. Bu etkilesimler, hiicre
6liimiine neden olmaktadir (Staker, vd. 2002; Staker, vd. 2005; Hsiang, vd. 1985).

Yapilan kaynak arastirmasina gore, TPT ile ilgili ¢esitli teknik ve yontemler igeren
cok sayida ¢alisma mevcut olmasina ragmen, BDD elektrot ile ilgili herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu tezde, ilk kez bor katkili elmas (BDD) elektrot kullanilarak antikanser
ilact olarak bilinen TPT’nin voltametri teknigi araciligiyla elektrokimyasal ozellikleri
incelenecektir.

Yukaridaki bilgiler 1s181nda bu tez caligmasinda kanser tedavisinde kullanilan bitkisel
kaynakli antineoplastik ilag olan TPT tayini igin hassas ve dogru bir voltametrik yontemin
gelistirilmesi ve uygulanmasi amaglanmistir. Caligmada segilen bilesigin elektrokimyasal
ozellikleri, bor katkili elmas elektrot iizerinde genis bir pH aralifinda cesitli destek
elektrolitlerde voltametrik yontemler ile detayli olarak incelenmistir. Elde edilen bulgular
1s1ginda TPT tayini igin etkili bir voltametrik teknik tanimlanmistir. Daha sonra voltametrik

teknik farmasétik ilag numunesinde test edilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Elektrokimya

Maddelerin  elektrokimyasal 6zelliklerinden faydalanarak indirgenme ve
yiikseltgenme olaylarinda elektronlarin hareketini inceleyen bir bilim dalidir. Sekil 2.1°de
cozelti-elektrot ara yiizeyinde ve tiim analiz ortaminda gergeklesen elektroanalitik yontemler,
gosterilmektedir. Ara yiizey yontemleri dinamik yontem (potansiyostatik) ve statik yontem
(potansiyometri) olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Elektrokimyasal islemler, ¢ozelti-
elektrot ara yiizeyinde gergeklesir. Her iki yontem i¢in, elektrokimyasal hiicrede en az iki
elektrot ve destek elektrolit ¢ozeltisi olmasi1 gerekmektedir. Bu elektrotlardan birine hedef
analitin tepkimeye girdigi "calisma elektrodu™ adi verilir. Diger elektrot ise ¢ozeltinin
ozelliklerinden etkilenmeyen “referans elektrodu™ olarak tanimlanir (Wang, 2006).

Potansiyometri, elektrokimyasal hiicrenin potansiyelinin statik kosullar altinda
Olgiilmesi siirecidir. Bu yontemde, elektrokimyasal hiicreden akim ge¢medigi veya ihmal
edilebilir dizeyde akim oldugu i¢in hiicrenin bilesimi degismez. Bu nedenle potansiyometri
glivenilir bir nicel veri elde etme yontemi olarak degerlendirilmektedir.

Kontrollii potansiyel (potansiyostatik) teknikleri dinamik (akimin sifir olmadigi)
durumlar ve elektrot ile ¢ozelti arasindaki yiik aktarim siireclerinin incelenmesi ile ilgilidir.
Bu yontemde elektrot potansiyeli, bir elektron transfer reaksiyonu olusturmak i¢in kullanilir
ve olusan akim Olctiliir. Potansiyelin gorevi, optik dl¢iimlerde dalga boyunun roliine benzer
bir sekilde degerlendirilebilir. Kontrollii potansiyel, kimyasal tiirleri bir elektron vermeye
veya almaya (sirasiyla oksidasyon / rediiksiyon) zorlayan "elektron basinct”" olarak
tanimlanabilir; bu da oksidasyon ve rediiksiyon siireclerini ifade eder. Bu durumda olusan
akim, elektronlarin elektrot-¢dzelti arayiizii boyunca hareket hizin1 yansitir. Potansiyostatik
teknikler elektroaktif olan (indirgenebilen veya yiikseltgenebilen) her tiirlii maddeyi 6l¢me
kapasitesine sahiptir. Elektroaktif olmayan bilesikler ise dolayli veya tiiretme prosediirleri
araciligiyla tespit edilebilir (Wang, 2006).



Elektrokimyasal yontemlerin genel 6zellikleri arasinda segicilik, hizli sonug verme,
yiiksek duyarlilik, diisiik tayin sinir1 ve ekonomik olma gibi avantajlar bulunmaktadir. Son
yillarda bu yontemler spektroskopik ve kromatografik yontemlere goére hizli gelisim
gostererek uygulama alanlarini genisletmistir. Gliniimiizde bu teknikler, spektroskopik ve
kromatografik yontemlere iyi bir alternatif olmanin Gtesine gecerek daha fazla tercih
edilmeye baslanmistir. Elektrokimyasal teknikler, endiistriyel kalite kontrol, ¢evresel izleme

ve biyomedikal analiz gibi gesitli uygulamalarda kullanilmaktadir (Henden, vd. 2001).

Sekil 2.1°de elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi gosterilmistir.

Elektroanalitik Yontemler

Analiz Ortamimmin
Tamamndaki Yontemler

Dinamik Yéntemler

Ara yiizey Yontemleri

Statik Yontemler Konduktometri Konduktometrik
I Titrasyonlar
Potansiyometri Potansiyometrik
Titrasyonlar

Kontrolii Pontasiyel Sabit Alam

T

Klometrik
Titrasyonlar

Sabit Elektrot Amperometrik Elektrogravimetri
Pontasiyel Titrasyonlar

Kulometresi
l Voltametri l

Sekil 2.1. Elektroanalitik yontemlerin sematik gosterimi

Elektrogravmetri

2.2. Voltametri

Voltametri, ¢alisma elektrodunun polarize oldugu durumlarda ¢esitli ortamlarda
redoks tepkimeleri araciligiyla akim / gerilim iligkisini ve derisim analizlerini gergeklestiren

bir elektroanalitik yontemdir (Sekil 2.2) (Skoog, 1998). Uygulanan gerilim ile elektroaktif
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tiirlerin derisimleri arasinda dogrudan bir iligki bulunan akim egrileri "voltamogram" olarak
adlandirilmaktadir. Voltamogram, c¢alisma elektrotu itizerinde indirgenme, yiikseltgenme

veya her iki siiregle ilgili nicel ve nitel bilgiler sunar.

/ Joltametril Xontemier \

Polarografi Puls Voltametresi Déniisiimlii Voltametri Siyirma Voltametresi

j==3 Normal Puls voltametresi Anodik Slyl{"ma ~f—
Voltametresi

. Diferansiyel Puls Katodik Siyirma f—
Voltametresi Voltametresi

Adsorptif Styirma ~f—
= Kare Dalga Voltametresi Voltametresi

Potansiyometrik e—

Siyirma Voltametresi

Sekil 2.2. Voltametrik yontemler ve siniflandirilmasi (Skoog, 1998)

Voltametrik teknikler, metallerin yan1 sira organik ve inorganik maddelerin diisiik
derigimlerinin tespitine olanak tanimaktadir (Fifield, 2000). Bu yontemler elektroaktif
(elektrot tepkimesine katilan) tiirlere karsi gosterdikleri segicilik (Barek, vd. 2001) ve
kullanim kolayligi gibi avantajlarla 6ne ¢ikmaktadir. Ayn1 zamanda redoks tepkimelerinde
gerceklesen elektron transfer siiregleri ve calismalari hakkinda detayli bilgi sunmaktadir
(Skoog, 1998).

Voltametrik teknikler; uygulanan ¢alisma elektrotu ve destek elektrolit ¢ozeltisinin
tiiriine bagl olarak gerceklesen indirgenme ve yiikseltgenme siireglerini agiklamaktadir. Bu
tekniklerde genellikle BR, ABS ve PBS destek elektrolit ¢ozeltileri tercih edilmektedir.
Kullanilan bu ¢ozeltiler yiiksek diizeyde saflagtirilmis olmali, kolaylikla oksitlenmemeli ya
da indirgenmemelidir.

Voltametrik sistemlerde calisma elektrotuna uygulanan gerilim anodik veya katodik
yonde ayarlanabilmektedir. Calisma elektrotun yiizeyi ¢ok kiigiik tutularak tam polarizasyon
calisma sartlarinin saglanmasi amaglanmaktadir. Bu sistemlerde genellikle giimiis / glimiis
kloriir ya da doygun kalomel elektrotlar1 referans elektrot olarak kullanilmaktadir.

Elektrokimyasal analiz siirecinde, referans elektrotun gerilimi sabit kalmaktadir. Yardimci
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elektrot olarak kullanilan inert platin, genellikle biiyiik bir yilizeye sahip olup, hiicrede
gecirgenligi saglamak igin kullanilmaktadir. Voltametrik sistemlerde dogrusal taramali
gerilim elde etmek amaciyla sinyal kaynagi jeneratorii devreye alinmaktadir (Sekil 2.3).
Yiiksek direng degerlerine (~10*' Q) sahip sinyaller potansiyostatik kontrol devresine
ulagmakta ve bu durumda akim ihmal edilebilir seviyelere diismektedir. Akim kaynaktan
ciktiktan sonra direkt yardimci elektrota yonlendirilmektedir. Potansiyostatik kontrol
devresinin akimi ayarlamasi sayesinde gerilim jeneratorii ile indikator ve referans
elektrotlarinin potansiyel degerlerinin esitligini saglamaktadir. Bu sekilde, akim potansiyele

doniistiiriilerek potansiyel / zaman grafigi seklinde sunulmaktadir

Simyal Kaynaq
Doduusal
Taramah +
1
Valtaj —W—
Jineratiini é
L=
Rriefierane Yardumc
l Elektrot Elektiot
L Elekmokimyazal  Akim-Yiik Donusturinci
Potansiyastanik + = "
Kontral Devresi

ahigma l\ Kaydedici
Mikroelekirodu +
' '

Sekil 2.3. Ug elektrotlu potansiyostat sistem diyagrami (Reinke & Simon, 2002)

2.2.1. Polarografi

1922 yilinda Cekoslovakyali bilim insan1 J. Heyrovsky tarafindan icat edilen
polarografi, voltametrinin bir alt dali olarak kabul edilmektedir. Bu teknik, elektroanaliz
caligmalarinin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamistir. Polarografi tekniginde damlayan civa
elektrotu c¢alisma elektrotu olarak kullanilmaktadir. Damlayan civa elektrotunun
yenilenebilir yiizeyi ve genis katodik gerilim aralig1 sayesinde, polarografinin cesitli
indirgenebilir analitlerin tespitinde sikca tercih edilmesine olanak tanimaktadir (Wang,
2006). Polarografi, onemli bir eser analiz yontemi olup nitel ve nicel analizlerde de

uygulanmaktadir (Oztekin, 2008).



2.2.2. Doniisiimlii Voltametri

Elektrokimyasal tepkimelerde niteliksel bilgi elde etmek igin en yaygin kullanilan
voltametri teknigi, nicel veri ¢aligsmalarinda kullanimi sinirhi bir uygulama alanina sahiptir;
bu smirlama, duyarliliginin diisiik olmasi (~10° M) ile ilgilidir. Elektroanalitik ¢alismalarda
genellikle ilk uygulanilan voltametri teknigidir. CV, karmasik redoks tepkimelerinin
mekanizmalarimi arastirmak, ara {riin tepkimelerini ve tepkime tiriinlerinin stabilitesini
incelemek amaciyla kullanilmaktadir (Onal, 2018).

CV teknigi karistirma islemi olmayan durgun sistemlerde ve ticlii elektrot sisteminde
uygulanmaktadir. CV tekniginde, ileri potansiyel taramasinda potansiyel baslangigta belirli
bir biiyiikliige kadar artmaktadir, daha sonra ters potansiyel taramasinda potansiyel baslangi¢
biiyiikliigiine dogrusal olarak geri donebildigi gibi farkli bir potansiyel biiylikligiine de
gidebilir. Gerilim taramasi sirasinda potansiyostat cihazi, uygulanan gerilimle olusan akimi
olgmektedir. Elde edilen veriler potansiyel / akim grafigine gegirilmesi ile voltamogram
olusturulmaktadir (Wang, 2006). CV teknigi kullanilarak elde edilen voltamogramlar, tarama
hizinin degisimi, elektrot ile destek elektrolit yiizeyi arasinda meydana gelen olaylarin
anlasilmasi ve yorumlanmasi hakkinda ayrintili bilgi vermektedir. CV ile analit i¢indeki
molekiiller veya iyonlar, elektrot yiizeyine adsorplanabilmektedir. Bu durumda, aralarinda
farkli etkilesimler olusabilir; elektrostatik ¢ekim kuvvetlerinin yani sira, iyon-dipol
etkilesimleri (zayif etkilesim) de meydana gelebilir (Bard ve Faulkner, 2001 ; Gosser, 1994).

CV tekniginde olusan piklerin anodik veya katodik oldugu kolaylikla belirlenebilir.
Elektrot ylizeyinde gerceklesen tepkimenin tersinir veya tersinmez olup olmadigi da
anlagilabilir. Pozitif potansiyel bolgesinde goriilen pik anodik, negatif potansiyel bolgesinde
ise her zaman katodik olarak tanimlanir. Bu durum, tepkimenin dogasi hakkinda énemli

bilgiler sunar ve analitin redoks 6zelliklerini anlamak i¢in kritik bir rol oynar.
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Sekil 2.4. Doniistimlii voltametri teknigi i¢in gerilim-zaman ile gerilim-akim egrileri
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CV tekniginde, tersinir redoks tepkimeleri i¢in (n sayida elektron) ve 25 °C'de, AEp
(Epa — Epc) = 0.0592 /n V formiilii gegerlidir. Bu durumda, bir elektron transferinin yaklagik
60 mV' ye esit oldugu sdylenebilir.

2.2.3. Puls Voltametrik Teknikler

Barker ve Gardner tarafindan gelistirilmis olan bu voltametri teknigi elektroaktif
tiirlerin tespit limitlerini diisiirmeyi hedeflemektedir. Puls teknikleri, faradayik ve faradayik
olmayan akimlar arasindaki oran1 6nemli dl¢giide artirarak yaklagik 10 M derisim diizeyine
kadar giivenilir nicel veriler elde edilmesine olanak tanimaktadir. Bu tekniklerin 6nemli
Olglide gelistirilmis performanslari, modern puls tekniklerinin analitik laboratuvarlarda
klasik polarografinin yerini almasina neden olmustur.

Farkli puls teknikleri, 6rneklenmis bir akim / gerilim adim (kronoamperometri)
uygulamasina dayanmaktadir. Bu tiir gerilim adimlarinin dizisi, yaklasik 50 ms’lik bir siire
ile calisma elektrotuna uygulanmaktadir. Bu tekniklerin ¢aligma prensibi, potansiyel
kademelendirildikten sonra pulsu izleyen sarj (kapasitif) akimlari ile faradayik akimlar
arasindaki azalma hizina dayanir. Sarj akimi hizli bir sekilde azalirken, difiizyon kontrollii
faradayik akim daha yavas bir azalma gosterir. Bu durum, faradayik akimin bozunma hizinin,

sarj akiminin bozunma hizina gore oldukca yavas olmasindan kaynaklanmaktadir (Barker ve



Gardner, 1960; Hamann vd., 2007). Puls omriiniin sona ermesiyle yapilan olgiimlerde,
kapasitif akimlar minimum seviyeye diiserken, faradayik akimlarin degeri hala kritik bir
oneme sahiptir (Harvey, 2000; Bard ve Faulkner 2001; Kellner ve ark. 2004; Bagotsky, 2006;
Zoski , 2006).

Puls voltametri teknikleri; Normal puls voltametrisi (NPV), Diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) ve Kare-Dalga voltametrisi (SWV) scklinde ii¢ ana kategoriye
ayrilmaktadir. Bu smiflandirma, her bir teknigin kendine 6zgii 6zellikleri ve uygulama

alanlarina gore belirgin farkliliklar gostermektedir.
2.2.3.1. Normal Puls Voltametrisi

NP voltametrisi, her bir damla omriiniin sona erdigi noktada belirli bir zaman
diliminde ardisik damlalara uygulanan artan genlikli puls dizilerinden olusmaktadir (Barker
vd., 1960). Pulslar arasinda, elektrotun analit ile tepkimeye girmedigi bir sabit gerilim degeri
uygulanir. Her bir damla ile birlikte pulsun genligi dogrusal bir sekilde artis gosterir. Puls
uygulandiktan yaklasik 40 ms sonra akim degeri olgiilmekte olup, bu olgiimlerde sarj
akimmin etkisi ihmal edilebilir diizeydedir. Ayrica kisa puls siiresi nedeniyle difiizyon
katmani klasik polarografiden daha incedir, bu durum faradaik akimin artisini gosterir. Sonug

olarak olusan voltamogram sigmoidal bir sekil gostermektedir (sekil 2.5) (Wang, 2006).

16 *mr—ﬂ! o
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Sekil 2.5. Normal puls voltametrisi i¢in uyarma sinyali



2.2.3.2. Diferansiyel Puls VVoltametrisi

DP voltametrisi, dogrusal olarak artan bir gerilim rampas1 boyunca sabit genlikteki
pulslarin, diistislerinin sona ermesinden hemen 6nce calisma elektroduna uygulanmasiyla
gergeklestirilir. Bu islem sirasinda akimin puls uygulamasindan 6nce ve puls siiresinin
sonunda (~ 40 ms sonra, sarj akiminin azaldigi1 anda) olmak iizere iki kez olg¢iiliir. Bu iki
6l¢iim arasindaki akim farki, uygulanan gerilim ile iliskilendirilerek voltamogramu ¢izilir. DP
voltamogramlarinda, analitlerin derisimleri akim yiiksekligi ile dogru orantili oldugu

gozlemlenmektedir (sekil 2.6).

ZAMAN

Sekil 2.6. Diferansiyel puls voltametrisi igin uyarma sinyali

DP voltametrisi, diisiik derisim (<10® M) ol¢iimlerine olanak taniyan yiiksek
hassasiyetli bir analiz yontemi olarak one ¢ikmaktadir (Wang, 2000; Skoog, vd. 1998). Bu
teknigin yiiksek duyarliligi adli tip, ¢evre bilimi ve ilag aktif bilesikleri gibi eser analizlerinde

etkili bir sekilde uygulanmasini saglamaktadir.
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2.2.3.3. Kare Dalga Voltametrisi

Biiylik genlikli bir diferansiyel teknik olan SW voltametrisi, taban merdiven
potansiyeli iizerine bindirilmis simetrik bir kare dalga formundaki pulsun ¢alisma
elektroduna uygulanmasi ile elde edilir (Osteryoung, vd. 1985). Akim her puls kare dalgasi
sirasinda ileri pulsun sonunda (ileri akim) ve ters pulsun sonunda (ters akim) olmak {izere iki
kez olgilir. Elde edilen veriler kullanilarak net akim ve potansiyel arasindaki iligkiyi

gosteren bir voltamogram (Sekil 2.7) de verilmistir.

Gertlim, V

izerilimm. W

Sekil 2.7. Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyali (a) ve voltamogram grafigi (b)

SW voltametrisinde net akim ileri akim ve ters akimdan daha fazla oldugu igin
dogruluk ve duyarlilik artis1 gozlemlenmektedir (Uslu ve Ozkan, 2011). SW voltametrisi;
hassas ve oldukca hizl1 bir yontemdir, ayrica diisiik derisimlerde (10® M) ¢alisma imkani
sunmaktadir (Wang, 2006). Bu teknikte, Kalousek, Barker ve Osteryoung tarafindan
tanimlanan farkli puls uygulama yontemleri mevcuttur. Bunlar arasinda Osteryoung'un

gelistirdigi SW voltametrisi en yaygin kullanilan teknik olarak 6ne ¢ikmaktadir.

SW Voltametrisi, DP voltametrisine gére daha hizli bir analiz siiresi sunmakta,

elektroetkin tiirlerinin tiiketimini azaltmakta ve elektrot yiizeyinin tikanmasiyla ilgili
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sorunlart minimize etmektedir. Bu 6zellikler, SW voltametrisinin diger puls tekniklerine gore

daha fazla tercih edilmesine yol agmaktadir (Uslu ve Ozkan, 2011).

2.2.4. Siyirma Voltametrisi

Farmasotik analitlerin eser diizeylerde tespitinde son derece etkili bir yontem olarak
one ¢ikan siyirma voltametrisi, elektroanalitik teknikler arasinda en diisiik tespit (LOD) ve
tayin limitlerine (LOQ) sahip yontemlerden biridir (Ozkan, vd. 2003; Bard ve Faulkner,
2001; Kellner, vd. 2004; Ozkan, 2009). ila¢ kimyas1 analizinde s1yirma voltametrisi, diisiik
LOD ve LOQ degerleri ile yiiksek kesinlik ve dogruluk saglamasiyla dikkat ¢ekmektedir.
Ayrica, diger analitik yontemlerle karsilastirildiginda daha ekonomik ara¢ maliyetleri
sunmasi, bu yontemin yaygin olarak tercih edilmesine katkida bulunmaktadir.

Styirma voltametrisi iki asamalidir. Ilk asama olan biriktirme asamasinda, ¢alisma
elektrotu iizerinde hedef analitin elektrokimyasal birikimi yapilir. Bu asamaya on-
zenginlestirme, On-deristirme veya akiimiilasyon basamagi da denilmektedir. Bu asama,
cozelti kanstirilarak 6nceden segilen siire ve potansiyel degerinde gergeklestirilir. Ikinci
asama olan Siyirma asamasinda ise; Dbiriktirilen analitin galisma elektrot yiizeyinden
styrilmasi islemine dayanilmaktadir (Abollino, vd. 2019).

Siyirma  voltametrisi, Ui¢ farkli kategoriye ayrilmaktadir: Anodik Siyirma
Voltammetrisi (ASV), Katodik Siyirma Voltammetrisi (CSV) ve Adsorptif Siyirma
Voltametrisi (AdSV).

2.2.4.1. Anodik Siyirma Voltametrisi

Siyirma analizlerinde yaygin kullanilan yontemlerden biridir. ASV, negatif yonde
uygulanan gerilimle analitin elektrot {izerinde birikmesini saglar. Birikim tamamlandiktan
sonra, pozitif yonde uygulanan gerilimle analit elektrottan siyrilmasi esasina dayanir. Bu
teknik, sulu ¢ozeltilerdeki metal iyonlarinin analizinde yiiksek hassasiyet ve tekrarlanabilirlik
sunmaktadir (Wang, 2006).

ASV yontemi kapsaminda, SW voltametrisi ve DP voltametrisi formlari, farmasotik

dozaj formlarindaki ilag ve metal analizlerinde siyirma asamalari i¢in yaygin olarak
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kullanilan tekniklerdir (Bard & Faulkner, 2001; Kellner, vd. 2004; Brainina & Neyman,
1994; Harvey, 2000; Bagotsky, 2006; Zoski, 2006).

2.2.4.2. Katodik Siyirma Voltametrisi

CSV, anodik biriktirme ve katodik siyirma asamalarini igeren bir voltametri teknigi
olarak tanmimlanmaktadir. Bu yontemde anodik biriktirme adiminin ardindan negatif bir
gerilim taramas1 ile siyrilma islemi gerceklestirilir. indirgenme akimlar1 bu asamada
Olciilmekte ve elde edilen indirgenme pik akimu, istenilen kantitatif bilgiyi saglamaktadir. Bu
teknik civa ile ¢oziinmez tuzlar olusturabilen maddelerin analizi i¢in kullanilabilmektedir.
CSV uygulamalarinda en yaygin olarak kullanilan ¢alisma elektrodu Asili civa damlasi
elektrodu olup, ayrica platin, karbon bazli, gimiis ve diger kati1 elektrotlar da

kullanilabilmektedir.

2.2.4.3. Adsorptif Siyirma Voltametrisi

AdSV tekniginde, genellikle birden fazla eser elementin es zamanli olarak analiz
edilmesine olanak tantyarak , styirma dlgiimlerinin kapsamini genigletmektedir (Wang, 1989;
Paneli, 1993; Van den Berg, vd. 1991). Bu teknikte , 6n zenginlestirme agamasi kendiliginden
olusan bir adsorpsiyon siireci ile gerceklesmektedir. Incelenen farmasotik bilesiklerin
oksidasyon ve rediiksiyon ozelliklerine bagli olarak gerilim taramasi pozitif veya negatif
yonde uygulanir (Uslu ve Ozkan, 2011). Bu sayede, indirgenebilen veya yiikseltgenebilen
ilag bilesiklerinin analizi i¢in son derece kullanigh bir yontem sunmaktadir.

AdSV yonteminde ilag bilesiklerinin eser oOlglimlerinde basarili bir sekilde
uygulanabilmesinin temel nedenleri arasinda hizli, hassas ve yiiksek secicilige sahip
olmasimin yam sira genis derisim araliklar1 ve maliyet agisindan uygun enstriimantasyon

ozellikleri yer almaktadir (Kissinger & Heineman, 1996).

2.3. Elektrokimyasal Sistemler

Elektrokimyasal calismalar voltametrik diizenek, voltametrik hiicre, manyetik

karistirict ve potansiyostat cihazindan olusmaktadir. Voltametrik hiicre, genellikle 5-50 mL
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hacmindeki kapakli beher iginde, analit ¢ozeltisine daldirilmis {i¢ elektrot bulundurmaktadir.
Bu tiir caligmalarda, genellikle ti¢lii elektrot sistemi kullanilmaktadir; bu elektrotlar ¢alisma
elektrotu, karsilastirma elektrotu ve yardimci elektrot olarak adlandirilmaktadir. Bazi
sistemlerde, inert gaz borusu elektrolit ¢ozeltisindeki oksijeni uzaklastirmak i¢in diizenege
eklenmektedir (Colombo & Van den Berg, 1998).

Elektrokimyasal ¢alismalarda ¢alisma elektrotuna uygulanan gerilim dogrusal bir
sekilde degistirilmektedir. Calisma elektrodun yiizeyinde polarizasyonun saglanabilmesi i¢in
yiizey alan1 miimkiin oldugunca kiiciik tutulur. Karsilasgtirma elektrodu, dl¢lim siiresince
gerilimi sabit kalan bir elektrottur. Uciincii elektrot olan yardimei elektrot, hiicredeki
gecirgenligi saglamak amaciyla daha biiyiik bir ylizeye sahip olup genellikle inert platin

malzemeden yapilmaktadir. Bu tasarima sahip elektrokimyasal hiicre Sekil 2.8’de verilmistir.

calisma elektrodu
yﬁ)rdlmu elektrot

referans elektrot|

Sekil 2.8. Elektrokimyasal hiicre bilesenleri
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Cahsma (indikator) Elektrodu

Numune ¢ozeltisine iliskin yiikseltgenme ve indirgenme siireglerinin meydana
geldigi yiizey islevini istlenen elektrot olarak tanimlanmaktadir. Uygulanan gerilim

diizeyine bagli olarak, bu elektrot katot veya anot islevini yerine getirmektedir.

Referans (Karsilastirma) Elektrodu

Calisma elektrodunun potansiyelinin karsilastirildigi, numune 06zelliklerinden
bagimsiz olarak tekrarlanabilir ve kararli bir potansiyel saglayan elektrot tiiriidiir. Bu
elektrot, gerilimi sabit tutarak rediiksiyon ve oksidasyon reaksiyonlari sirasinda gerilimi
Olgmektedir.

Referans elektrotun sahip olmasi gereken 6zellikler sunlardir:

v Nernst formiiliine uymali ve tersinir olmalidir.
v Potansiyeli sabit ve kolay hazirlanabilir olmalidir.
v Potansiyeli zamanla degisim gostermemelidir.

v Cok az bir akimdan bile etkilendiginde hizli bir sekilde eski haline geri
doénebilmelidir.
v Sicaklik degisikliklerinden ¢ok etkilenmemelidir. (Alkan, vd. 2004).

Referans elektrotlari arasinda en yaygin kullanilanlar Ag/AgCl elektrodu ve doygun
kalomel elektrotu bulunmaktadir. Ag/AgCl referans elektrodu, giimiis kloriiriin giimiis telin
lizerine kaplanmasiyla elde edilir. Bu elektrot, belirli bir derisimdeki giimiis kloriir
cozeltisine konularak hazirlanir ve ayni ¢ozeltinin i¢inde saklanir (Skoog, vd. 1998). Bu

calismada, Sekil 2.9'da gosterilen referans elektrotundan yararlanilmistir (Skoog, vd. 2006).
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Ag
Ag
AgCl

KCl1

Sekil 2.9. Referans elektrot, giimiis-giimiis Kloriir

Karsit (Yardimel) elektrot

Grafit cubuk veya platin tel gibi inert bir iletken malzemeden olusan ve akimi tagiyan
elektrot ¢esididir. Akim akisi, caligma ve yardimei elektrot arasindaki 6lgtimdiir. Bu elektrot,
calisma elektrodunun durumuna bagli olarak katot ya da anot olarak islev goériir (Arras, vd.
2012). Elektrokimyasal hiicrede yardimci elektrot kullanilmadigi takdirde ¢alisma elektrotu
yiiksek gerilimde polarize olur ve bu durum deney sonuglarina yansir. Ancak yardimci
elektrot sisteme uygulandiginda ¢alisma elektrotunda polarizasyon olusmaz (Wang, 2006).

Tez galigmasinda Sekil 2.10 ‘da verilen platin tel yardimci elektrottan yararlanilmistir.

\

Sekil 2.10. Yardime: elektrot, platin tel
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2.4. Voltametride Kullamlan Calisma Elektrotlar:

Voltametrik teknigin verimliligi, ¢alisma elektrotunun 6zelliklerinden biiyiik 6l¢lide

etkilenir. Calisma elektrodu se¢imi yapilirken, gerilim ¢alisma araligi, elektriksel iletkenligi,

artitk akim, analitin redoks davranisi, uygulanabilirligi, yiizey tekrarlanabilirligi, maliyeti,

mekanik ozellikleri ve toksisitesi gibi cesitli dlciitler dikkate alinmalidir (Ozkan, vd., 2015).

Sekil 2.11°da voltametri yonteminde kullanilan ¢alisma elektrotlar: siniflandirilmastir.

e CIVA KOKENL] =
ELEKTROTLAR

== KATI ELEKTROTLAR oo
—
p—
MODIFIYE
e ELEKTROTLAR

e ) ONEN ELEKTROTL AR s

Sekil 2.11. Calisma elektrotlarinin Siniflandirilmasi

e DAMLAYAN CIVA ELEKTROTU

b ASILI CIVA DAMLA ELEKTRODU

pu—DURGUN CIVA DAMLA ELEKTRODU

CIVA FILM ELEKTRODU
PLATIN

YER CEKIMI ETKILI

MEKANIK
GRAFIT

e CAMSI KARBON

e KARBON PASTA

KARBON EMPREYENE KARBON
ALTIN e PIROLITIK KARBON
BIZMUT -

BOR KATKILI ELMAS
KOMPOZIT ELEKTROT

KIMYASAL MODIFIYE

e POLIMER KAPLAMA

DISK

HALKA DiSK

s Y UZEY ADSORPSIYON

w— KIMYASAL BAGLANMA

Voltametri tekniginin ilk uygulamasi olarak bilinen “polarografi”, civa tabanh

elektrotlarin ilk 6rnegi olan damlama civa elektrotu kullanilarak gergeklestirilmistir. Civa,

piiriizsiiz ve kolayca yenilenebilir bir yiizeye sahip oldugu i¢in ylizey kirliligini azaltmakta

ve tekrarlanabilir yanitlar sunmaktadir. Ayrica, genis bir negatif gerilim araliginda ¢alismaya

imkan tanir. Bunun yan sira, civa tabanh elektrotlar, birgok metal iyonu ile indirgenebilen
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fonksiyonel gruplara sahip organik bilesiklerin tespitinde de kullanilmaktadir (Heyrovsky
2011).

Yiikseltgenme veya indirgenme oOzellikleri olan bilesiklerin sabit veya akiskan
sistemlerde analiz edilmesi igin farkli elektrot malzemelerine ihtiya¢ duyulmasi
kaginilmazdir. Bu gergevede, 1940 yilinda " voltametri " terimi ilk kez damlayan civa disinda
kat1 elektrotlar ve diger civa tabanli elektrotlarla ilgili analizleri tanimlamak igin,
kullanilmaya baslanmistir. Giiniimiizde kat1 elektrotlarin, civa tabanli elektrotlara oranla
daha yaygin tercih edilmesinin nedeni, belirli sinirlamalar dahilinde pozitif veya negatif
gerilim degerlerinde ¢alisma imkani sunmalaridir. Kat1 elektrot yiizeylerinde tekrarlanabilir
yanitin kontrolii bazi zorluklar igerse de, bu elektrotlar mekanik dayaniklilik ve kullanim
kolayligi agisindan civa tabanli elektrotlara ustiinliik saglamaktadir. Ayrica, analitik
uygulamalarin Gtesinde, biyolojik, ¢evresel ve farmakolojik agidan Onemli bilesiklerin
redoks oOzelliklerinin incelenmesine imkan taniyan kati elektrotlar, bu bilesiklerin
farmakolojik etki mekanizmalarini daha iyi anlagilmasina katkida bulunmaktadir (Kalcher
vd., 2009; Svancara vd., 2009).

Karbon temelli elektrotlar, kati elektrot sinifinda yer almakta olup, genis gerilim
araliklari, zengin yiizey kimyalari, ekonomik maliyetleri, diisiik artik akimlari, kimyasal
inertlikleri, gesitli algilama ve tespit uygulamalarina uygunluklari nedeniyle elektroanalitik
caligmalarda yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak, karbon elektrot yiizeylerinde
gozlemlenen elektron transfer hizlart metal elektrot yiizeylerinde gozlemlenen elektron
transfer hizlarina gore genellikle daha yavas gerceklesmektedir. Elektron transfer
reaktivitesi, karbon yiizeyinin spesifik 6zelliklerinden 6nemli 6lgiide etkilenmektedir (Hebert
vd., 2003, 5.3301; Zhang vd., 2004, s.3619). Elektron transfer oranlarimni artirmak amaciyla
cesitli elektrot 6n islem yontemleri Onerilmistir. Ayrica, segilen karbon cinsi de analitik
performans iizerinde etkilidir. Bu sebeple, karbon elektrotlarindaki yapi reaktivite iligkisinin
anlasilmasina yonelik birgok arastirma gergeklestirilmistir. En yaygm kullanilan karbon
elektrot malzemeleri arasinda camimsi karbon, karbon pasta, karbon filmleri, karbon elyaf,
ipek baskili karbon seritleri ve diger karbon kompozitleri bulunmaktadir.

Asagida karbon temelli elektrotlardan bazilarina iligkin bilgiler sunulmaktadir.
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2.4.1. Cammmsi Karbon Elektrot (GCE)

GC elektrot, inert bir atmosfer altinda 6nceden sekillendirilmis polimerik (fenol-
formaldehit) regine govdesinin dikkatli ve kontrollii bir 1sitma programu ile tiretilmektedir.
Bu elektrotlarin genis gerilim araligi, milkemmel elektriksel ve mekanik 6zellikleri, kimyasal
inertligi ve nispeten yiiksek tekrarlanabilirlik basarilar1 sayesinde popiilaritesi 6nemli 6lgiide
artmistir (Adams, 1969). GC elektrot, sert ve kirilgan bir yapiya sahip olan grafit
tabakalarinin ¢apraz bagli, ince ve karmasik seritlerden olusur (Linden & Dieker, 1980).
GC elektrotun yiizeyi, genellikle cilalama islemi ile On isleme tabi tutularak tekrarlanabilir
ve aktif 6zellikte camimsi karbon elektrot elde edilir, bu da analitik incelemelerde verimliligi

artirir (Engstrom, 1984). Elektrot kullanilmadan 6nce deiyonize su ile durulanmaktadir.

2.4.2. Kalem-Ucu Grafit Elektrot (PGE)

GC elektrotun son yillarda anodik voltametri ¢aligmalarinda rutin analitik tayinlerden
ziyade arastirma amacli kullanilmasinin nedenleri, elektrot yilizeyinin pasiflesmesi ve
yontemin duyarliliginin azalmasidir.

Kat1 elektrotlarin kullanildigi anodik voltametri ¢calismalarda karsilasilan en biiyiik
problem, analiz sirasinda bazi molekiillerin yiikseltgenme iiriinlerinin elektrot yiizeyinde
birikmesi sonucu meydana gelen elektrot pasiflesmesidir. Bu durum, ydntemin
hassasiyetinin diismesine ve tekrarlanabilirlik kayiplarinin ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir. 1990'l1 yillarin sonlarindan itibaren 6zellikle toksik bilesiklerin hassas ve basit
analizlerinde PG elektrotlar, GC ve CP elektrotlara kiyasla tek kullanimlik olmalari (elektrot
yanitin yiiksek tekrarlanabilirligi) ve maliyetlerinin diisik olmasi1 nedeniyle alternatif bir
¢oziim sunmaktadir. PG elektrotlarin, yiiksek elektrokimyasal reaktiflik, diisiik teknoloji
gereksinimi, mekanik dayaniklilik, kolaylikla hazirlanabilirlik ve diisiik maliyet gibi
ozellikleri bulunmaktadir (Wang & Kawde, 2001; Kariuki, 2012; David, vd. 2017).

PG elektrot, camims1 karbon elektrotlar kadar sert olmamakla birlikte, karbon pasta
elektrotlar kadar kirilgan degildir. Elektrot temizleme islemlerine tek kullanimlik olmalari

nedeniyle gerek yoktur; bu da elektrotun yanit tekrarlanabilirligini artirir. Ileri teknojili SPC
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elektrotlarla ekonomik ve tek kullanimlik olma agisindan benzerlik gostermektedir. PG
elektrotlar, az malzeme ihtiyaci ve kullamim sonrasinda kolaylikla biriktirilebilmeleri
nedeniyle ¢evre dostu bir elektrot tiirii olarak 6ne ¢ikmaktadir (Bond, vd. 1997; Demetriades,
vd. 2004). Elektrotun verimliligini artirmak igin kimyasal, elektrokimyasal, 1s1 veya lazer

1isinlar gibi ek aktivasyon adimlart uygulanmaktadir (McCreery, 2021).

2.4.3. Karbon Pasta Elektrot (CPE)

Su ile karigmayan ve yalitkan 6zellikteki ¢esitli organik baglayicilar (macun sivilart)
ile karigtirllmig grafit tozu iceren elektrotlar hem kolay yenilenebilirlikleri hem de modifiye
edilmis bir yiizey sunmalar1 agisindan dikkat cekmektedir. Ayrica, bu elektrotlar, ¢cok diisiik
arka akim ve ekonomik maliyet gibi avantajlariyla da 6n plana ¢ikmaktadir (Wang vd. 2000,
s.3218; Marken, vd. 1997, s.19). Farkli yapistirici sivilar mevcut olmasina ragmen, diisiik
ucuculuk, saflik ve ekonomik faktorler, se¢imleri birkag siviyla sinirlamaktadir. Bu sivilar
arasinda parafin yagi, nujol (mineral yag), silikon gres ve bromonaftalin yer almaktadir;
bunlar arasinda nujol en yiiksek performansi gosteren sivi olarak degerlendirilmektedir.
Macun bilesiminin, elektrotun reaktivitesini onemli Olciide etkiledigi ve yapistirict sivi
icerigindeki artisin elektron aktarim oranlarimi artirarak arka akim katkilarini azalttigini

gostermektedir (Marken vd. 1997, s.19).

2.4.4. Bor Katkili Elmas Elektrot

BDD elektrodunun yapisinda: tungsten, silikon, niyobyum ile kaplanmis kalin bir
tabaka bulunmaktadir (sekil 2.12.).
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Sekil 2.12. BDD elektrot goriintimii

Elektrokimyasal ¢aligmalarda kullanilmaya uygun, modern ve yiiksek performansl
olarak goriilebilecek bir elektrottur. BDD elektrotlar, Alan Emisyon Transistorleri,
Schottky diyotlar1 ve ozellikle elektrokimyasal sensorlere organik ve inorganik
bilesiklerin elektro-sentezine uygulanan elektrot gibi yiiksek frekans ve yiiksek gii¢
uygulamalar1 i¢in umut vadeden bir malzemedir (Kraft, 2007; Chaplin, vd., 2013). iletken
elmas, diger karbon malzemeleri ve metallerle karsilastirildiginda ¢ok diisiik arka plan
akim yogunlugu ve sulu ¢ozeltide genis gerilim araligi dahil olmak iizere birgok iistiin
ozellige sahiptir. BDD elektrotun avantaji, platin (~ 2,0 V) , camsi karbon (~ 2,5 V) ve
grafit (~ 2,0 V) gibi geleneksel elektrotlarin ¢alisma gerilim araligi disinda kalan belirli
gerilimlerde redoks reaksiyonlarinin saptanmasina izin vermesidir (Chaplhn, vd., 2010;

Kapalka, vd. 2008; Canizares, vd. 2004).

Grafit ve elmas, karbonun allotroplaridir. Grafit metalik ve opak goriiniimdeyken,
elmaslar parlak ve seffaftir. Dogada bilinen en sert madde elmas iken, grafit olduk¢a
yumusaktir. Elmas ve grafitin bu kadar farkli olmasinin nedeni, onlarin molekiiler kristal

yapilaridir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Elmas ve grafit orgii farkliliklar1 (Kapalka, vd. 2008)

Elmas optik o6zellik olarak: kimyasal tepkimelere ilgisiz, yogunluk, sertlik, 1s1
iletkenligi ve elektriksel ozelliklerinden dolay1 yiiksek performans, duyarli elektrotlar
arasinda yer alacagi goriilmektedir. BDD elektrot, gerilim araligi, saglamlik, dayaniklilik,
diistik giiriiltii sinyali gibi bir¢gok olumlu 6zelligi bir arada bulundurmaktadir. Genis
gerilim araligi, diisiik akimla ¢aligsmasi, asidik ve bazik ortamlarda ¢alismasi, korozyon
ve ylizey kirlenmelerine karsi dayanikliligi gibi 6zellikler tercih edilmesine olanak
saglamustir (Tyszczuk, vd., 2019; Sochr, vd., 2014). Enzimatik olmayan glikoliz tizerinde
yapilan ¢alismada BDD elektrodunun yiiksek secicilige ve uzun siireli kararliliga sahip
oldugu gozlemlenmistir (Gong, vd., 2019). Benzen iizerinde yapilan galigmalarda BDD
elektrotu camimsi karbon elektrotuna gore daha ¢ok dayanikli oldugu gézlemlenmistir
(Oliveira, vd., 2007). Adsoptif Siyirma voltametrisi yonteminde, BDD c¢alisma
elektrodunun kullanigh ve duyarl bir 6l¢timii sayesinde dogrusal bir yanit elde edilmistir
(Yardim, vd., 2018). Elmas elektrotlarin diger karbon elektrotlara gore bir¢ok {istiin
ozelligi bulunmaktadir. Bu 6zellikler arasinda yanit kesinligi, saglamlik, yanit zamana,
belirtme sinir1, optik 6zellikler, yanit kararlilig1 ve sertligi yer alir. BDD elektrotlari, ilag
analizleri, organik sentez ve su aritimi gibi bir¢cok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu o6zellikleri, onlar1 ¢esitli analitik ve uygulamali ¢alismalar icin ideal bir se¢cim haline
getirir (Aslan vd., 2025; Yildiz ve Levent 2024; Kili¢ vd., 2024; Altunkaynak vd., 2023;
Onal, 2023; Ucar ve Levent 2021; Aslan ve Levent 2020; Levent, 2012; Yardim, vd.,
2010; Yardim ve Sentiirk 2014; Levent, vd., 2014 a-b; Svorc, vd., 2018; Lourencao, vd.,
2020; Cinkov, vd., 2016).
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Tez g¢alismasmin bu bolimiinde, kanserin genel o6zellikleri ve TPT ilacinin
kimyasal ve fiziksel ozellikleri sunulmustur. TPT’nin tayini i¢in daha Once
gerceklestirilmis elektrokimyasal calismalar ve ilaca yonelik gerceklestirilmis diger

analitik yontemler hakkinda bilgi verilmistir.

3.1. Kanser

Kanser hastaligi 2018 yilinda diinya genelinde yaklasik 9,6 milyon O6liimle
sonuglanan ikinci en yaygin 6liim sebebi olarak kabul edilmektedir. Bu hastaligin kokeni,
neredeyse hayvanlar alemiyle yasit bir ge¢mise dayanmaktadir. Arkeolojik ve
Paleopatolojik caligmalarda, binlerce yillik mumyalar ve dinazor fosillerinde kanser
bulgularina rastlanilmistir. Yazili kaynaklar incelendiginde ‘kanser’ kelimesinin Hipokrat
(MO 460-375) tarafindan ilk defa kullanildi§1 ve bu kelimenin Yunanca "karkinos"
(yengeg) kelimesinden tiiredigi diisiiniilmektedir. Daha sonra, Latince yengeg
anlamindaki cancer sozciigii kullanilmaya baglanmigtir (Temel, 2015).

Kanser hastaligi viicut hiicrelerin kontrolsiiz ve istemsiz g¢ogalmasi, islevini
yitirmesi, farklilasamamasi, komsu dokulara invazyon yapmasi ve uzak dokulara
metastaz etmesi olarak tanimlanmaktadir (Shewach & Kuchta, 2009) (Sekil 3.1). Baska
bir tanimla, kanser, ¢evresel veya hiicresel kimyasal, fiziksel ya da biyolojik etkiler
sonucu normal hiicrenin DNA'sinda meydana gelen degisikliklerle ilgili kalitimsal bir

hastaliktir (Yakicier ve Akarsu, 2007).
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Sekil 3.1. Kanser hiicresi ve ¢cogalmasi (Bayca, 2017)

Yapilan bilimsel ¢alismalar dogrultusunda kanserin genel ozellikleri su sekilde
siralanabilir (Douglas, 2011):

» Siirekli boliinme yetenegi

» Gen yapisinda mutasyonlar

» Biiyiime engelleyici etkilerden kurtulma

» Anjiyogenez (mevcut olan kiigiik damarlardan yeni kan damarlarin olugmasi)
= Kanserlesmeyi destekleyen iltihaplanma

» Bagisiklik sisteminden kagma

» Kendi biiylime faktorlerine sahip olma

* Enerji metobolizmasini degistirme

* Hiicre 6liimii saglanan mekanizmay1 atlama.
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Kanserin 10 Temel Ozelligi

cogalma biiyiime
sinyalinin baskilayicilarindan
stirdiriilmesi kagma

bagisikhk
sisteminden
kagma

hiicresel
Slimsiizligin
etkinlestirilmesi

kanserlesmeyi
destekleyen

mutasyonlar inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 3.2. Kanser hastaliginin 10 temel 6zelligi (Douglas, 2011)

Kanser tedavisinde kullanilan yontemler; radyasyon, cerrahi miidahale,
kemoterapi (ilag kullanilmasi), immiinoterapi, hipertermi ve hedefe yonelik akilli ilag
tedavisi olarak bilinmektedir. Giiniimiizde, bu tedavi yontemlerinin bir arada kullanilmas1
daha olumlu sonuglara ulagiimay: saglamaktadir (Onal, 2018).

Kemoterapi, 1990’11 yillarda Alman Hekim Paul Ehrlich tarafindan sifilis tedavisi
ile ilgili olarak gelistirilmistir. Kemoterapi uygulamalarin temel ilkesini "sitotoksik
ilaclar’ ya da diger adiyla "antineoplastik ilaglar” olusturur (Bokesoy, vd. 2000; Thurston,
2006; Kayaalp, 2012). Antineoplastik ilaglarin etkinligi, hiicre dongiisii ile dogrudan
iliskilidir. Hiicre dongiisii 4 ana evreden olusmaktadir (Sekil 3.3) (Weinberg, 1996). Bu
evreler G-1, S, G-2 ve M (mitoz) olarak adlandirilmaktadir.

DNA sentezine hazirlik evresi (G-1)

S evresine hazirlik i¢in gerekli olan enzimlerin, histonlarin ve niikleotitlerin
sentezinin gergeklestigi evredir. Bu evre, diger evrelere gore daha uzun bir siireyi
kapsamaktadir. Bu evreye istirahat evresi de (G-0) de denilmektedir. Sinir ve ¢izgili kas
hiicreleri, mitoz ile olustuktan sonra G-0 evresinde 6miir boyu kalirken, mide-bagirsak
epitel hiicreleri, kemik iligi hiicreleri ve testislerdeki germ hiicreleri gibi hizla bdliinen

tiimor hiicreleri, G-0 evresine girmeksizin dogrudan boliinme gerceklestirmektedir.
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DNA replikasyonu veya sentezi evresi (S)

Hiicre boliinmesi sirasinda gerekli olan proteinler ve enzimler gibi maddelerin sentezi bu
evrede gerceklesir. S evresi 4-24 saat siirer.

Mitoza Hazirlik evresi (G-2)

Ortalama 2 saat siiren ve mitoz iplik¢iginin olustugu evredir.

Mitoz evresi (M)

Yaklasik 1 saat siiren evredir.

Sekil 3.3. Hiicre dongisii evreleri (Weinberg, 1996)

Antineoplastik ilaglar, hiicre dongiisiiniin belirli evrelerine 6zgii olmadiginda
ilacin etkililigini azaltabilir. Déneme 6zgii olmayan ilaglar dogrudan DNA’nin yapisini
bozabilmektedir. Ayrica, Antineoplastik ilaglarin etkililigini azaltan bir baska faktor
kanser hiicresinin ilaglara kars1 direng gelistirmesi veya zamanla direng kazanmasidir. Bu
diren¢ kazanimini 6nlemek igin ilaglarin birlikte kullanilmasi veya ilacin yeterli dozaj ve

stirede verilmesi ¢ok onemlidir.

Antineoplastik ilaglar; Agi1z yoluyla tablet veya kapsiil seklinde, cilt altina ya da
kas i¢ine enjeksiyon yoluyla, damardan(intravendz) inflizyon bi¢iminde uygulanirlar.
Birgok antineoplastik ilag sindirim sistemi araciligiyla emilemedigi i¢in damardan
infiizyon yontemi tercih edilmektedir. Bu yontemle ilaglar dogrudan dolasima katildiklari
igin etkileri hizl1 bir sekilde ortaya ¢ikar. Antineoplastik ilaglar; kanama, bulanti, kusma,
istahsizlik, ates, agiz yaralari, kabizlik, yorgunluk, ishal, ciltte morluklar, sa¢ dokiilmesi,
bagisiklik sisteminin baskilanmasi, kemik iliginin baskilanmasi gibi yan etkilere yol

acabilmektedir.
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3.2. Kamptotesin

Monroe E. Wall tarafindan 1957 yilinda Camptotheca acuminata Decaisne
bitkisinden elde edilen kamptotesin, gii¢lii bir antikanser ajan olarak bilinen, suda
¢oziinmeyen ve bitkisel kaynakli bir alkaloid olarak tanimlanmaktadir (Oberlies & Kroll,
2004). Kamptotesin, DNA Topoizomeraz I enzimi iizerinde antikanser etkisinden dolayi
Topoizomeraz I inhibitorii olarak tanimlanmaktadir. Bu ilag, 6zellikle hiicre dongiisiiniin
S evresinde etkili olmaktadir. (Koster, vd. 2007). Arastirmalar, kamptotesinin DNA /
Topo-I (Topoizomeraz enzimi) ti¢lii kompleksine baglandigi gostermektedir (Hertzberg,
vd. 1989; Eng, vd. 1988)

Sekil 3.4.Topoizomeraz-I inhibitorleri

Kamptotesin, su ile disiik ¢oziinirligii ve toksisitesi nedeniyle klinik
denemelerini tamamlayamamistir (Thomas, vd. 2004; Garcia-Carbonero & Supko, 2002).
1985 yilinda, kamptotesinin DNA topoizomeraz enzimi iizerindeki inhibitér etki
mekanizmast dogrultusunda suda ¢6ziinebilen kamptotesin tiirevlerinin iretimine
baslanmistir. Bu tiirevler, spesifik topoizomeraz enzimi ile etkilesim gdstermektedir
(Hsiang, vd. 1989). TPT ve irinotekan, bu tiirevler arasinda yer almaktadir. Amerika
Birlesik Devletlerinde 1996 yilinda TPT ve irinotekan klinik kullanim i¢in onaylanan

kemoterapi ilaglari olarak kabul edilmistir.

3.2.1. Topotekan

Bitkisel kaynakli ilaglar arasinda yer alan kamptotesinin bir tiirevi olan TPT,
sitotoksik etkisi ile antineoplastik ilaglar kategorisinde siniflandirilmaktadir. Bu ilag agik

sar1 bir toz formunda bulunmaktadir. TPT hidrokloriir tuzunun molekiiler kiitlesi 421.45
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g / mol olarak belirlenmistir. TPT, bir 6n ilag olarak degil, dogrudan etki gosteren bir
kamptotesin tiirevidir (Kingsbury, vd. 1991). ilag, damardan veya agiz yoluyla
uygulanabilmektedir (Riemsma, vd. 2010). TPT nin kimyasal yapis1 ve genel 6zellikleri

Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. TPT nin kimyasal yapis1 ve genel 6zellikleri

Kimyasal Yapisi Genel ozellikleri

Kimyasal Formiilii: C23H23N305

Molekiill — agirhigi:  421.45  g/mol
topotekanhidroklorid

Erime noktasi: 213-218°C

pKa: 8-9.75

Kamptotesinin yar1 sentetik bir tiirevi olan TPT, antitiimor etkisiyle topoizomeraz
I (Topo I) enzimini inhibe eder. Bu siiregte, TPT, Topo I enzimi ile DNA arasinda tiglii
bir kompleks olusturur; bu durum DNA ¢ift sarmalinin kirilmasina yol agar. Sonug olarak,
bu siire¢ geri doniisiimsiiz hale gelir ve hiicrenin 6liimi gergeklesir ( Kollmannsberger ,
vd. 1999; Josse, vd. 2014).
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Sekil 3.5. TPT nin etki mekanizmasi [ Topoizomeraz enzimi (N-terminal, ¢ekirdek, baglayict ve
C-terminal alanlari sirasiyla; turuncu, sar1, mavi ve kirmizi renk), DNA, camgo6begi ve TPT
macenta renk]

TPT, FDA tarafindan onaylanan ilk topoizomeraz I inhibitoriidiir (Venditto ve
Simanek, 2010). Bu durumda antineoplastik ila¢ olarak topoizomeraz enzimini
engelleyerek mitozu baskilar. TPT, meme, yumurtalik, kiigiik hiicreli akciger ve vajinal
aciklik gibi  yetigkin  malign tiimorlerinde kullanilan  antineoplastik  ilagtir
(Kollmannsberger, vd. 1999). Ayrica, TPT ¢esitli kanser tedavilerinde birinci ya da ikinci
basamak olarak uygulanan genis spektrumlu bir kemoterapi ilacidir (Rosen, vd. 2017;
Pignata, vd. 2019; Wang, vd. 2019). Tedavi siirecinde TPT’nin birinci ya da ikinci
basamak olarak diger antineoplastik ilaglarla kombinasyon halinde kullanilmasi
onerilmektedir. Bazi kombinasyon tedavileri tlimor metastazin1 = Onleyebilir
(Ramasubbaiah, vd. 2011; Nogami, vd. 2011; Qaddoumi , vd. 2012).

TPT, antineoplastik ilacinin uygulanmasinda karsilasilan yan etkiler arasinda
halsizlik, ishal, kusma, sa¢ dokiilmesi, sindirim sistemi, lenf ve kan sistemindeki bazi
hastaliklar bulunmaktadir. Bu yan etkilerin azaltilmasi i¢in kemoteropétik ilaglarin
dikkatli takibi biiyiik 6nem tasir; ¢iinkii yiiksek dozajlar hastaya ciddi zararlar verebilir.
Ayrica, bu ilaglarin en 6nemli doz-kisitlayici1 yan etkisi, kemik iligi baskilanmasidir

(Karimi-Maleh, vd. 2020; Karimi-Maleh, vd. 2016; Alavi-Tabari, vd. 2018).

29



Cizelge 3.2. TPT ilacina uygulanan diger analitik yontemler

ilac Teknik Dedektor LOD Matris Referans
TPT HPLC Floresan 0.015 ng/mL | Insan Plazmas1 | Rosing, vd. (1995)
TPT HPLC Floresan 0.06 ng/mL | Insan tam kam | Loos, vd. (2002)
ve yikanmamig
eritrositler
TPT RP-HPLC Floresan 0.075 ng/mL | Plazma Bai, vd. (2003)
TPT HPLC Floresan 0.006 ng/mL | Fare plazmasi | Chen & Balthasar.,
(2005)
TPT HPLC/HPTLC FP-1520 24 mg/L ilag Gravel, vd. (2005)
Fluoresans
TPT LC-MS 2487 Waters ¢ift 1.5 ng/mL Sigan disa | Arellano,vd. (2010)
doniik
bagirsak kesesi
TPT UHPLC-MS/MS 0.15ng/mL | Insan plazmas1 | Han, vd. (2013)
TPT LC-MS/MS 0.3 ng/mL kopek Ye, vd. (2013)
plazmasi
TPT HPLC Diode-Array 0.075 ng/mL | Ilag Sanogo, vd. (2021)
(DAD)

(TPT: Topotekan; HPLC: Yiiksek performansli sivi kromatografi; HPTLC: Yiiksek performansl
ince tabaka sivi kromatografi; RP: Ters fazli; LC: Sivi kromatografi; MS: Kiitle
spektrometri; UHPLC: Ultra performansli sivi kromatografi)

TPT ile ilgili kaynak arastirmalarina gére daha 6nce bu ilag lizerinde uygulanmis

elektrokimya temelli ¢alismalarin 6zeti asagida verilmistir:

2011 yilinda Cheng ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada; asetilen siyahi
(AB) film sensor nanopartikiilleri ile GC elektrodu modifiye ederek bu elektrot yiizeyinde
TPT’nin elektroanalitik davraniglarini incelemislerdir. DPV yontemi ile Fosfat tamponu
pH 7.0 ortaminda LOD degerini 0.00317 uM olarak hesaplamislardir.

2014 yilinda Saxena ve arkadaslar1 galismalarinda TPT tayininde SWV yontemini
ve ¢aligma elektrotu olarak TiOz/grafen/kitosan (TiO2/GRP/CHIT) ile modifiye edilmis
GC elektrot ile BR pH 5.6 tampon ortaminda LOD degerini 0.29 uM olarak elde
etmislerdir.

2015 yilinda Congur ve arkadaslar1 ¢alismalarinda TPT tayininde DPV yontemini
ve ¢alisma elektrodu olarak Modifiye kalem grafit elektrot (SWCNT / PGE) kullanarak
pH 7.4 fosfat tamponu ortaminda LOD degerini 0.88 uM olarak hesaplamislardir.

2017 yilinda yayinlanan, Beitollahi ve arkadaslarinin caligmasinda DPV teknigi
ve ds-DNA-Grafen Pasta Elektrot (GFE) ¢alisma eclektrotunda TPT nin LOD degerini
0.37 uM olarak hesaplamiglardir.
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Alavi-Tabari ve arkadaslarinin 2018 yilinda DPV yontemi ve Modifiye Karbon
Pasta Elektrot (CPE/1-BPr/CuO-NPs) ile yaptiklar1 ¢alismada PBS tamponu pH 7.0
ortaminda LOD degerini 0.3 uM olarak bulmuslardir.

2018 yilinda Ibrahim ve arkadaslarinin g¢alismalarinda SWV yontemini ve
Modifiye Camsi Karbon Pasta Elektrot (nano-AB-AuNPs/GCPE) ile PBS tamponu pH
6.0 ortaminda TPT’nin LOD degerini 0.0000164 uM olarak hesaplamislardir.

Muhammedian ve arkadaslarinin 2018 yilindaki ¢aligmalarinda SWV yontemini
ve Modifiye karbon pasta elektrot (NrG/MOICI/CPE) ¢alisma elektrodu ile PBS tamponu
pH 5.5 ortaminda TPT nin LOD degerini 0.27 uM olarak elde etmislerdir.

Mahmoudi-Moghaddam ve arkadaslari 2019 yilinda, DPV yontemi ve Modifiye
karbon pasta elektrot ile yaptiklar1 ¢alismada PBS tamponu pH 7.0 ‘de TPT’nin LOD
degerini 0.1 uM olarak bulmuslardir.

2020 yilinda yayinlanan ve Er ve Erk tarafindan yapilan ¢alismada; TPT’nin
tayininde DPV teknigi ve c¢alisma elektrodu olarak Serigrafi baskili elektrot
(AUNRDs/MI-GR/SPE) ile PBS tamponu pH 7.0 ortaminda TPT’nin LOD degerini 0.022
uM olarak hesaplamiglardir.

Mehmandoust ve arkadaslarinin 2021 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, DPV teknigi
ile Modifiye GCE (2D-Mo0S2/TiO2 /GCE) ¢alisma elektrodu ile BR pH 6.0 ortaminda
TPT nin LOD degerini 0.0098 pM olarak hesaplamislardir.

2022 yilinda yayinlanan, Mehmandoust ve arkadaslarinin ¢alismalarinda,
Modifiye camsi karbon elektrot (Fe3Os-CuCo0,Ss) ile DPV teknigini kullanarak BR pH
5.0 ortaminda TPT nin LOD degerini 0.00694 uM olarak hesaplamislardir.

Yukarida ozetlenen elektrotemelli ¢alismalarin analitik performans ozellikleri

Cizelge 3.3 ‘te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Elektrokimya temelli incelemelerin analitik performans o6zellikleri

Ilac | Yontem | Elektrot Calisma LOD Referans
ortami
TPT | DPV Modifiye GCE / (AB film sensér) | PBS, pH7 0.00317 Cheng, vd. (2011)
uM

TPT | SWV Modifiye GCE / BR, pH 5.6 0.29 uM Saxena,vd. (2014)
(TiO2/GRP/CHIT/GCE)

TPT | DPV Modifiye PGE / (SWCNT/PGE) PBS,pH 7.4 0.88 uM Congur, vd. (2015)

TPT | DPV ds-DNA - (GFE) PBS, pH7 037 uM Beitollahi, vd. (2017)

TPT | DPV Modifiye CPE / PBS, pH 7 0.3 uM Alavi-Tabari, vd. (2018)
(CPE/1-BPr/CuO-NPs)

TPT | SWV Modifiye GCPE / PBS, pH 6.0 0.0000164 Ibrahim, vd. (2018)
(nano-AB-AuNPs/GCPE) uM

TPT | SWV Modifiye CPE / (NrG/MOICI PBS, pH 5.5 0.27 uM Muhammedian, vd. (2018)
/CPE)

TPT | DPV Modifiye CPE PBS, pH7 0.1 uM Mahmoudi-Moghaddam,

vd. (2019)

TPT | DPV SPE / AUNRDs/MI-GR/SPE) PBS, pH 7 0.022 uM Er ve Erk. (2020)

TPT | DPV Modifiye GCE / (2D-MoS2/TiO; BR, pH 6 0.0098 uM | Mehmandoust, vd. (2021)
/GCE)

TPT | DPV Modifiye GCE / (Fes04-CuCo,Ss) | BR, pH 5.0 0.00694 Mehmandoust, vd. (2022)

uM
TPT | SWV BDD Elektrot BR, pH 4.0 0.27 uM Yaptigimiz ¢alisma

(TPT: Topotekan, DPV: Diferansiyel Puls Voltametri, SWV: Kare Dalga Voltametri, CPE:
Karbon Pasta Elektrot, SPE: Serigrafi Baskili Elektrot, PGE: Kalem Grafit Elektrot, GCP: Camsi
Karbon Pasta, GCE: Camsi1 Karbon Elektrot, BDD: Bor Katkili Elmas, GFE: Grafen pasta
elektrot; BR: Britton-Robinson tamponu, PBS: fosfat tamponu, AB:Asetilen siyahi, GRP:Grafen,
CHIT: Kitosan, SWCNT: Tek duvarli karbon nanotiip, 1-BPr: 1-biitilpiridinyum hekzaflorofosfat,
CuO-NPs: CuO nanopartikiilleri, AuNPs: Altin nanopartikiilleri, NrG/MOICI: 2D nitrojen katkili
indirgenmis grafen nano levha ve 1-metil-3-oktilimidazolyum kloriir, AUNRDs: Mono-dispers
altin nanorodlar, MI-GR: metal interkalasyon islemi ile hazirlanan grafen, 2D-MoS: iki boyutlu
molibden disiilfiir, TiOz: titantum oksit, FesO,: Ferroferrik oksit, CuCo,S4: bakirkobalt disiilfiir,
ds-DNA: Cift sarmalli DNA)

Literatiir arastirmalar1 neticesinde TPT ile ilgili BDD elektrotla yapilan herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu tez calismasinda gelistirilen yontem araciligiyla TPT
ilacinin elektrokimyasal davranislarinin incelenmesi hedeflenmektedir. Boylece,
TPT’nin farmakolojik 6zellikleri ve etki mekanizmalar1 hakkinda yeni verilerin elde
edilmesiyle bilim alanina katkida bulunulmasi amaglanmaktadir. Bu c¢alisma,
elektrokimyasal tekniklerin ilag arastirmalarindaki potansiyelini vurgulamak agisindan

onem tasimaktadir. Elde edilecek sonuglarin hem akademik literatiire katki saglamasi
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hem de klinik uygulamalarda TPT’nin daha etkin kullanilmasina olanak tanimasi

beklenmektedir.
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4.1. Materyaller

4. MATERYAL VE YONTEM

Deneylerde kullanilan cihazlar ve malzemeler Cizelge 4.1°de listelenmistir.

Cizelge 4.1. Deneylerde kullanilan cihazlar ve malzemeler

Analizor cihazi

Elektrokimyasal analiz cihazi AUTLAB PGSTAT 128N
(Nova 2.1.7 yazilimiyla birlikte) kullanilmistir (Sekil 4.1).

pH metre

Termo Scientific Orion 3 star

Calisma Elektrotu:

BDD Elektrot:1000 ppm bor doping seviyesi, 0.075 Q cm
elektrik diren¢ ve i¢ capt 3 mm o6zelliklerinde inert bir poli
eterketon (PEEK) govde icinde satin alindi (Windsor Scientific
Ltd., Birlesik Krallik).

Referans elektrotu:

Ag/AgCl (3M KCI; MF 1063, BAS)

Karsilastirma elektrotu:

Platin tel (MF: 1032, BAS)

Deney hiicreleri:

3 bolmeli, kapakli 10 mL’lik voltametrik hiicre (BASi-MR-
1208)

Manyetik karistirict

ARE heating magnetic stirrer

Vorteks

(IKA MS 3 basic)

Cam malzemeler ve digerleri

Farkli hacim 6lgiilerinde Cam (pyrex®) siseler, cam tiipler,
deney tiipleri, mikro ve makro (farkli hacimlerde) pipetler,

beherler.

Sekil 4.1. AUTOLAB, PGSTAT 128N cihazi ve hiicre standi
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4.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerin tiimiinde Milli-Q sistemi ile saflastirilmis su kullanilmistir. Deneylerde

kullanilan kimyasallar Cizelge 4.2’de listelenmistir.

Cizelge 4.2. Deneylerde kullanilan kimyasallar

Kimyasalin ad1 Uretici firma ad
Topotekan hidroklorid hidrat (T2705) Sigma
HYCAMTIN® (4 mg / 4 mL Topotekan hidroklorid Sandoz Ilag San. ve Tic.A.S.
Sodyum hidroksit, NaOH Sigma

Nitrik asit (% 65, a/a), HNO3 Sigma
Hidroklorik asit (% 37, a/a), HCI Merck

Fosforik asit (% 85 a/a), H3PO4 Merck

Asetik asit (% 99-100 a/a), CH3COOH Merck

Borik asit, H3BO3 Merck

Disodyum hidrojen fosfat, Na2HPO4.7H20 Merck
Aliiminyum oksit, Al203 Merck

Metanol, CH;OH Sigma

Siilfiirik asit, H)SO4 Merck

4.3. Kullanilan Cozeltileri Hazirlama

4.3.1. Stok Cozeltisi Hazirlama

1.09 x 102 M TPT ’nin stok ¢ozeltisi metanol i¢inde hazirlanmistir. Hazirlanan stok
¢ozelti kullanilarak, Ol¢iimii yapilacak ¢esitli  derisimdeki standart c¢ozeltilerin
hazirlanmasinda stok ¢ozeltilerden yararlanilmistir. Hazirlanan gozeltiler, 1s1 ve 1siktan

korumak amaciyla +4 °C'de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

4.3.2. Destek Cozeltileri Hazirlama

Deneylerde kullanilacak uygun tampon ¢ozeltiyi belirlemek amaciyla asetat, fosfat
ve Britton-Robinson tamponlari hazirlanmistir. Asetat tamponunun hazirlanmasinda: 0.1
M asetik asit; Fosfat tamponunun hazirlanmasinda: 0.1 M disodyum hidrojen fosfat
(Na:HPO4-7H:20); ayrica Britton-Robinson tamponunun hazirlanmasinda: 0.04 M borik
asit (HsBOs), 0.04 M fosforik asit (HsPO4) ve 0.04 M asetik asit (CH;:COOH) kimyasallar1
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kullanilmigtir. Cozeltiler 1000 mL'lik balon jojede saf su ile hazirlanmigtir. 5.0 M NaOH
veya 5.0 M HCI ‘den ilaveler yapilarak istenilen pH degerine ayarlanmistir.

pH olgiimii i¢in Termo Bilimsel Orion 3 Yildizli pH metre kullanilmistir.
Hazirlanan tampon c¢ozeltileri, Pyrex® cam siselerde ve +4 ©°C'de buzdolabinda

saklanmistir.

4.3.3. TPT Flakon Cozeltisi Hazirlama

Geligstirilen yontemin ilag ticari formuna uygulanmasinda, eczaneden temin edilen
HYCAMTIN® flakonu (4 mg / 4 mL Topotekan hidroklorid) kullanilmustir. Istenilen
miktardaki TPT, secilen destek elektrolit ¢ozeltisi olan Britton-Robinson (pH 4.0) igine
mikrolitre seviyesinde eklenerek hazirlanmistir. Numune ¢ozeltisinin analizi dogrudan

gerceklestirilmis ve kalibrasyon yontemi ile miktar tayini yapilmastir.

4.3.4. idrar Orneklerini Hazirlama

Idrar 6rnekleri, deneylerden hemen once saglikli ve goniillii bireylerden temin
edilmistir. Idrar numunesi (10 mL), deney tiipiine aktarilmis ve vorteks karistirict
kullanilarak 3000 rpm hizda 5 dakika boyunca karistirilmigtir. TPT etken maddesinin
analizi, idrar numunelerinde standart ekleme yontemi ile gerceklestirilmistir. Baslangigta,
saf idrar 6rnegi (100 pL) destek elektrolit ¢ozeltisi (10 mL) ile seyreltilerek optimum
kosullarda voltamogramlar elde edilmistir. Ardindan, standart TPT etken maddesi idrar
numunesine eklenerek deneyler yapilmistir. Cozeltinin geri kazanim hesaplamalari, anodik

pik akimlariin ol¢lilmesiyle gerceklestirilmistir.

36



4.4 \/oltametrik Yontem

Bu tez ¢alismasinda, elektrokimyasal {i¢lii elektrot sisteminde ¢alisma elektrodu
(BDD), referans elektrot (Ag/AgCl) ve yardimer elektrot platin (Pt) tel kullanilmistir.
Elektrokimyasal analizlerin gerceklestirildigi sistem, AUTLAB PGSTAT 128N cihazi ile
saglanmis olup, bu cihaz 10 mL kapasiteli bir elektrokimyasal hiicre igermektedir; hiicre,
kapak tizerinde li¢ ayr1 bolmeye sahiptir. Potansiyostat, bilgisayara yiiklenen Nova 2.1.7
yazilimi aracilifiyla calistirildigindan, veri toplama ve degerlendirme siiregleri oldukca
kolay hale gelmistir. Tiim ¢aligsmalar laboratuvar ortaminda gergeklestirilmis olup, her bir
analiz elde edilen sonuglarin dogrulugunu ve giivenilirligini artirmak amaciyla ti¢ kez
tekrarlanmistir.

Elektrokimyasal analiz ¢aligmasinda asagidaki adimlar izlenmistir:

v Deneylere baslamadan 6nce, BDD elektrodunun siirekli kullanilmasi nedeniyle,
her giin temizlenmesine 6zen gosterilmistir. Elektrot, yumusak bir temizleme pedi iizerine
allimina bulamaci (0.3 pm, Buehler) eklenerek mekanik dairesel hareketlerle temizlenmis
ve ardindan saf su ile durulanmistir.

v Calisma elektrotu hazirlik asamalarinin ardindan ¢ elektrotlu elektrokimyasal
deney hiicresine yerlestirilmistir.

v Ilag tayin calismalari igin iki farkli 10 mL deney hiicresi kullanilmistir. Bu
hiicrelerden birinde analit ¢ozeltisi bulunurken, digerinde yalnmizca 0.5 M HaSOa
bulunmakta olup, bu hiicrede BDD elektrotu elektrokimyasal 6n isleme tabi tutulmustur.
Mekanik olarak temizlenmis BDD elektrotu, diger elektrokimyasal deneylere baglamadan
once giinde bir kez -1,8 V’de 300 saniye siireyle 0,5 M H2SO04 ¢6zeltisinde katodik yonde
aktivasyon islemi gergeklestirilmistir.

v Tiim 6l¢timler, -1,8 V'de 60 saniye boyunca 0.5 M H>SOs iginde aktive edilmistir.
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v TPT bilesiginin elektroanalitik ozelliklerinin incelenmesi ve miktar tayini
amaciyla BDD elektrot {izerinde CV ve SWV yontemleri uygulanmigtir. Voltametrik
Olgtimler, CV ve SWV teknikleri araciligiyla 0.0 V ile +1.4 V arasindaki potansiyel
araliginda gerceklestirilmistir.

v Destek ¢ozeltisinin pH degerleri, gerilim tarama hiz1 ve madde biriktirme gibi
degiskenlerin elektrot yiizeyine etkileri incelenmistir. CV ve SWV c¢alismalari, aktive
edilmis BDD elektrodu kullanilarak cesitli destek cozeltilerinde yapilmistir. Bu
baglamda, 6n isleme tabi tutulan BDD elektrodu ile TPT’ nin pH degeri, biriktirme
parametreleri, elektrot tepkisi, destek elektrolit tirdi, gerilim tarama hizi ve SW
voltametri parametreleri detayli bir sekilde incelenmistir.

v Bu agsamalar tamamlandiktan sonra, Kare Dalga VVoltametrisi (SWV) yonteminin
nitelikleri belirlenmistir.

v Gelistirilen yontem, ticari ila¢ formlarina ve idrar 6rneklerine uygulanmistir.

v Son olarak, voltametrik teknigin analitik performansi ve gercek oOrneklere

uygulanmasi belirlenen optimum kosullar altinda gerceklestirilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. TPT’nin Elektrokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi

Karbon esashi bir elektrot olan BDD c¢alisma elektrodu kullanilarak TPT
bilesiginin pik morfolojisi ve gerilimi iizerindeki elektrokimyasal tepkiyi anlamak
amactyla oncelikle farkli pH degerlerine sahip sulu ¢ozeltilerde CV ve SWYV teknikleri
uyguland.

5.1.1. Doniisiimlii Voltametri

Calismanin baglangicinda, BDD elektrodu ile 2.18 x 10~ M TPT’nin BR pH 4.0
tamponunda (daha sonra gosterilecegi tizere analitik amag i¢in en uygun ortam) (0.0
V)- (+1.4 V)- (0.0 V) gerilim tarama aralig: ve 100 mVs™ gerilim tarama hiz1 icin ii¢
dongiilii voltamogramlar kaydedildi (Sekil 5.1). ilgili voltamogramlar incelendiginde;
+0.925 V gerilim ve 7.66 pA akim degerinde anodik bir sinyal verdigi dongii sayisi
arttitkga anodik pik sinyalinin siddetinin azaldigi ve piklerin genisleme egiliminde
oldugu gozlendi. Molekiiliin yiikseltgenmesi sonrasinda katodik bolgede gerilim
taramasia devam edildiginde, incelenen gerilim araliginda herhangi bir indirgenme
adimina rastlanmamaktadir. Bu gozlem, TPT molekiiliniin BR pH 4.0’te BDD
elektrotu tizerindeki yiikseltgenmesinin tamamen tersinmez oldugunun ve molekiiliin
yiikseltgenme ftrtinlerinin  elektrot yiizeyine gii¢lii bir sekilde adsorbe

edildiginin 6nemli bir gostergesidir.
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Sekil 5.1. 2.18x10* M TPT’nin BR (pH 4.0) tamponunda ii¢ déngiilii voltamograma.
Gerilim tarama hiz1 100 mVs™. Kesikli ¢izgi, destek elektrolit

5.1.2. Gerilim Tarama Hizinin Etkisi

TPT molekiiliiniin elektrokimyasal yiikseltgenmesi iizerinde gerilim tarama
hizinin etkisini arastirmak amaciyla, 2.18 x 10~* M TPT ¢6zeltisinin BR tamponu pH 4.0
igerisinde tek dongiili voltamogramlari, 0.0 V baslangic gerilimi ve 25-500
mVs? arasindaki gerilim tarama hizlariyla (0.0 V) -(+1.4 V) -(0.0 V) gerilim tarama
araliginda kaydedildi (Sekil. 5.2). Sekil. 5.2'den gortldiigi gibi, hiz arttikga anodik
sinyalin belirginligi artmakta ve sinyal pozitif bolgeye dogru kaymaktadir.

40



250

200 -

150

100 -

50 1

Sekil 5.2. 2.18 x 10* M TPT'nin BR pH 4.0 tamponunda farkl1 gerilim tarama
hizlariyla (25, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500 mVs?) elde edilen déniisiimlii
voltamogramlar1

Sekil 5.2°de verilen voltamogramlar incelendiginde, tarama hizinin artmasiyla
birlikte anodik pik gerilim degerinin daha pozitif yone kaydigi gorilmektedir. Sekil
5.2'deki veriler kullanilarak gizilen tarama hiz1 (v) ile pik akimu (Ip) grafigi [Vv- 1p];
tarama hiziin karekokii ile pik akimi grafigi [\/v- Ip]; tarama hiz1 ile pik akiminin
logaritmik doniistimiiyle elde edilen grafik [logv- loglp] ve tarama hizinin

logaritmasi ile pik gerilimi arasindaki grafigi [logv - Ep] Sekil 5.3'de goriilmektedir.
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Sekil 5. 3.2.18 x 10* M TPT’nin BR pH 4.0 tamponu i¢inde farkli tarama hizlarinda (25-500
mVs) elde edilen tarama hiz1 / pik akim grafikleri [(\V/Ip), (v/1p), (logv/loglp)]

Elektrokimyasal ¢aligmalarda; ¢calisma elektrotu lizerinde gerceklesen siireclerin
karakterizasyonu igin belirli iliskilerin incelenmesi onemlidir. Difiizyon kontrollii
siireglerde (Ip/NV arasindaki iligki dogrusal ve Ip/v arasindaki iliski iistel), adsorpsiyon
kontrolii bir pik olusumu s6z konusu oldugu durumlarda (Ip/v egrisi dogrusal iken,
loglp-logv egrisinin egimi 1 olarak kabul edilir), difiizyon katkil1 bir adsorpsiyon (loglp-
logv egrisinin egiminin 0.5-1 araliginda olmasi) ve tamamen difiizyon kontrollii
stireclerde ise loglp-logv egrisinin egimi 0.5’e esit olarak kabul edilir (Laviron, vd.
1980). Bu bulgulara dayanarak, Ip/\v arasindaki dogrusal iliski ve loglp-logv egrisinin
egiminin 0.833 (0.5 civarinda) olmasi, BDD elektrot yiizeyinde gergeklesen siirecin
TPT molekiiliinlin ylikseltgenme siirecinin c¢alisilan kosullarda difiizyon kontrolii

adsorpsiyon bir davranis olabilecegini diistindiirmektedir.
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5.1.3. Destek Elektrolit ve pH Etkisi

Voltametrik ¢alismalarda kullanilacak destekleyici elektrolitlerin se¢imi ve bu
elektrolitlerin  pH  degeri, analit bilesiginin elektrokimyasal dzelliklerinin
degerlendirilmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Destek elektrolit ¢ozeltisinin ve pH
degerinin pik akimi ile pik gerilimi iizerindeki etkileri SWV teknigi kullanilarak

arastirildi.

Bir bilesigin pH degerini belirlenmesinde en ¢ok tercih edilen destekleyici
elektrolit ¢ozeltisi, genellikle genis bir ¢aligma araligi sunduklari i¢in BR tampon
¢ozeltileridir. BR tamponu, elektrokimyasal siireclerde siklikla kullanilan karigik bir
tampon sistemidir. Uygun ¢alisma araliklari belirlendiginde destekleyici elektrolit olarak

asetat ve fosfat tampon ¢ozeltileri de siklikla tercih edilmektedir.

TPT maddesinin optimum pH'm1 belirlemek amaciyla, Sekil 5.4’te BR (pH 2.0-
11.0) tampon ortamlarinda elde edilen SW voltamogramlari (a) ve BR (pH 4.0), ABS (pH
4.8) ve PBS (pH 2.0, 3.0 ve 7.4) tampon ortamlarinda elde edilen SW voltamogramlari

(b) verilmistir.

(a) BR pH 4.0 (b) BR 4.0
8
7 BR pH 5.0 7 ABS 4.8
PBS 3.0
¢ BR pH 6.0 8 PBS 7.4—
<5 BR pH 7.0 <5
= BRpH3.0| =
e BR pH 8.0 -,
BRpH 9.0 BR pH 2.0
3 3
2 BR pH 10.0 2 PBS 2.0
1 BR pH 11.0 1
0 0 ,/_.'&k _é .
0,0 0,2 04 08 0.8 1,0 1,2 14 00 0.2 0.4 0.6 0.8 10 12 14
E,V E,V

Sekil 5.4. 2.09x10° M TPT’nin (a) BR (pH 2.0-11.0) tamponu iginde (b) PBS (pH 2.0, 3.0,
7.4), ABS (pH 4.8) ve BR (4.0) elde edilen SW voltamogramlar1. Biriktirme siiresi 60 s,
biriktirme gerilimi, 0.1 V. Kesikli ¢izgi: destek elektrolit, SWV parametreleri: frekans, 40 Hz;
adim gerilimi, 3 mV; amplitiid, 40 mV
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Sekil 5.4 detayli olarak degerlendirildiginde, en hassas, simetrik ve diizgiin
voltamogramlarin BR pH 4.0 ¢ozeltisinde elde edildigi goriilmektedir. Bu nedenle, bu
calismada optimum ortam olarak BR pH 4.0 tampon ¢6zeltisi belirlenmistir. Bu bulgular,
TPT’ nin elektrokimyasal davranisin1 anlamada ve uygulamalarda dogru pH kosullarini

secmede kritik dneme sahiptir.

2.09x10° M TPT’nin BR pH 4.0 tamponu icinde elde edilen SW
voltamogramlarinin pik gerilimi- pH ve pik akimi- pH degerleri Sekil 5.5’te sunulmustur.
Ep ve pH degerlerinin egimi teorik olarak 59.0 mV/pH oldugunda alinan verilen
elektronun proton sayisina esit oldugunu gosterir (Cetinkaya vd. 2022). Sekil 5.5
incelendiginde, egimin 49.0 mV/pH ¢ikmasi TPT’nin BDD elektrot yiizeyindeki
yiikseltgenme siirecinde tepkime mekanizmasina eslik eden elektron kadar proton
transferinin 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir. Ayrica pH degerinin artmasiyla

birlikte pik geriliminin daha negatif degerlere kaydigi gozlendi.

8
114 - Ep = -0.049pH +1.12
r=0.97
-7
1,0 -
S" 6
o
< 09-
o] 5
< <
;5 =
; 0,8— -4
w
07 - r3
L2
0,6
T T T T T 1
2 4 6 8 10 12

pH

Sekil 5.5. 2.09x10° M TPT nin BR (pH 4.0) tamponu iginde elde edilen SW
voltamogramlarimin pik gerilimi- pH ve pik akimi- pH degerleri. SWV parametreleri: frekans,
40 Hz; adim gerilimi, 3 mV; amplitiid, 40 mV
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5.2. Kare Dalga Voltametri Sonuclar:

Tez ¢alismasinin bu asamasinda, yukarida elde edilen veriler dogrultusunda, TPT
maddesinin analitik uygulamalarmma uygun bir elektroanalitik yontem gelistirmek
amactyla SW voltametri teknigi kullanilmistir. SW voltametrisi, TPT gibi analitlerin,
tespiti ve miktar tayini i¢in yiiksek hassasiyet ve secicilik saglayan etkili bir yontemdir.
Calismanin dnceki asamalarinda elde edilen optimum pH ve destek elektrolit kosullar
dikkate alinarak, analitin elektrokimyasal 6zellikleri daha iyi anlasilip degerlendirilmistir.
Gelistirilen yontem, TPT bilesiginin ¢esitli ortamlarindaki davranisini incelemek ve

analitik uygulamalarda kullanilabilirligini artirmak i¢in 6nemli bir adim teskil etmektedir.

5.2.1. Biriktirme ve Styirma Parametrelerinin Etkisinin incelenmesi

TPT bilesiginin BDD elektrot iizerindeki adsorptif ozellikleri incelendi. 2.09
x10° M TPT igin, BR (pH 4.0) tamponunda biriktirme siiresinin (tacc) Ve biriktirme
geriliminin (Eacc) etkileri arastirildi (Sekil 5.6).

Biriktirme siiresinin analitik sinyal tizerindeki etkisi, biriktirme gerilimi 0.1 V' da
sabit tutularak O s ile 150 s arasinda arastirildi. Pik sinyal degeri 60 s' ye kadar artt1 ve bu
degerden sonra ise diizenli bir azalma gozlendi. Bu durum, elektrot yiizeyinin analit
bilesigi ile doygun hale geldigini gosterir.

Ote yandan, styirma pik akimi / Eacc iliskisi tacc = 60 s biriktirme siiresinde (0. V)-
(+ 0.6 V) araliginda incelendiginde; pik akiminda 0.1 V ' a kadar bir artis ve daha sonra
pik gerilimindeki artisla birlikte pik akiminda diizenli bir azalma gozlendi.

Bu analizlerin sonucunda, biriktirme siiresi (tacc) = 60 S ve biriktirme gerilimi
(Eacc) = 0.1 V segcildi. Segilen parametreler, TPT' nin elektrokimyasal davranigini en iyi

sekilde yansitmakta ve analitik uygulamalar i¢in uygun kosullar1 saglamaktadir.
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Sekil 5.6. 2.09 x10™ M TPT’nin BR (pH 4.0) tamponu i¢inde elde edilen SWV
voltamogramlari iizerinde (a) Biriktirme siiresi ve (b) Biriktirme gerilimi etkisi. SWV
parametreleri: frekans, 40 Hz; adim gerilimi, 3 mV; amplitiid, 40 mV

5.2.2. Kare Dalga Degiskenlerinin Etkisinin Incelenmesi

Tez arastirmasinin bu agamasinda, SW degiskenleri arasinda en yiiksek duyarlilik
ve simetriye sahip voltamogramlar1 elde etmek i¢in en uygun cihaz parametreleri
belirlenmistir: kare-dalga frekansi (f = 10-70 Hz ), adim gerilimi (AEs = 1-7 mV) ve kare-
dalga amplitudu (AEsw = 10-70 mV). Elektrokimyasal deneyler, 2.09x10°> M TPT iceren
optimum BR (pH 4.0) tamponunda gerceklestirildi. Her degisken i¢in diger iki degiskenin

degerlerinin sabit tutuldugu kosullarda voltamogramlar elde edildi (Sekil 5.7 a-b-c).

SWYV tekniginde tarama hizi, adim gerilimi ve frekans arasinda bir iliski vardir.
Gerilim tarama hizi f = 40 Hz ve AEs = 3 mV degerlerine kadar arttik¢a pik akim
degerlerinde artis gozlendi. Ancak bu degerlerden sonra, akim siddetinde azalma
meydana gelmis ve f =70 Hz ile AEs = 7 mV degerlerinde, piklerde azalma gozlenmistir.
Ayrica, analitik sinyalin amplitud ile iligkili oldugu bilinmektedir. Pik sinyalleri, AEsw =

40 mV degerine kadar artisg gostermis ve bu degerden sonra azalma egilimine girmistir.

SWV teknigi i¢in belirlenen optimum parametreler; f = 40 Hz, AEs = 3 mV ve
AEsw =40 mV olarak belirlendi ve analitik ¢alismalar bu kosullar altinda gergeklestirildi.
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Sekil 5.7.2.09 x10™ M TPT’nin BR (pH 4.0) tamponu iginde elde edilen SWV
voltamogramlar1 {izerinde SW parametrelerinin etkisi (a, adim gerilimi; b, puls amplitiid; c,
frekans). Biriktirme stiresi 60 s, biriktirme gerilimi, 0.1 V

TPT’nin elektrokimyasal analizi i¢in gelistirilen voltametrik yontemin belirlenen
optimum parametreleri sunlardir: Yontem, SWV; Elektrot, BDD; Tampon ¢6zelti, BR
(pH 4.0). Adsorptif Styirma Degiskenleri, (Biriktirme gerilimi, Eacc= 0.1 V; Biriktirme
sliresi, tacc= 60 S). Kare-Dalga Degiskenleri: (f= 40 Hz; Adim gerilimi, AEs= 3 mV; puls
amplitud, AEsw= 40 mV).

5.3. Gelistirilen Yontemin Analitik Performans Ozelliklerinin incelenmesi

Tez calismasi kapsaminda, BDD elektrot iizerinde gelistirilen voltametrik
teknigin BR (pH 4.0) destek elektrolit ¢ozeltisinde analitik performans ozellikleri

(¢alisma araligi, duyarlilik, tekrarlanabilirlik) incelenmistir.
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Belirlenen optimum kosullar altinda BR (pH 4.0) destek elektrolit ¢ozeltisini
iceren elektrokimyasal hiicreye belirli hacimlerde TPT standart ¢ozeltisi eklenerek SW

voltamogram ol¢timleri (liger kez tekrarli) kaydedildi.

Her eklemeden sonra egriler iizerinde +0.925 V degerindeki SW voltametri
yanitlar1 degerlendirildi. Ilgili voltamogramlar ve derisim-pik akimi iliskisi Sekil
5.8'de verilmistir.

Sekil 5.8’de gosterilen analitik egri, 0.32 uM — 9.05 uM derisim araliginda
[I(nA) = 0.278 C (uM) + 0.009 (r = 0.999, n= 11] dogrusal bir yanit saglar. Esitlikteki
Ip, adsorptif siyirma piki; C, Topotekan derisimi; ve r, korelasyon katsayisidir.

Analitik egriler kullanilarak elde edilen gozlenebilirlik smnirt (LOD) 3 s/m
denkleminden ve en disik tayin sinirt (LOQ) degeri ise 10 s/m kullanilarak
hesaplanmistir. Esitlikte yer alan s, dogrusallik araligindaki en diisiik derisime karsilik
gelen pik akiminin (3 deger ortalamasi olarak) standart sapmasini, m ilgili kalibrasyon
esitliginin egim degerini temsil eder. Elde edilen verilerden, LOQ = 0.89 uM ve LOD =
0.27 uM olarak hesaplandi.

2,0
(a)
| (HA)= 0.278C 7pn(HM) + 0.009
2,01 r=0.999
sl o) g
1,54
El
3101 2
— 0,51
0,5- 0,0 . . . o 1
0 2 4 6 8 10
Crrprp HM
0,0 et e - -

0,0 0,2 0,4 0, 1,0 1,2 1,4
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Sekil 5.8. (a) TPT nin farkli derisimlerinin [0.32 uM- 9.05 uM] BR pH 4.0 tamponu igerisinde
kaydedilen SWV voltamogramlari. Biriktirme siiresi 60 s, biriktirme gerilimi, 0.1 V. SWV
parametreleri: frekans, 40 Hz; adim gerilimi, 3 mV; puls amplitud, 40 mV. Ek (b): Ip/Cpt’nin
kalibrasyon egrisi
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Tez galismasi sirasinda gelistirilen voltametrik yontemin tekrarlanabilirligini test
etmek amaciyla, belirlenen optimum kosullar altinda hazirlanmis 2.09x10° M TPT
¢ozeltisinin (ayn1 giin igerisinde) dokuz kez siyirma voltamogramlart alindi. Giin igi
kesinlik olarak, bu voltamogramlarin yiikseltgenme pik akimi ve gerilimi degerleri
okunarak degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore, yiikseltgenme pik akimi ve

gerilimi i¢in BSS degerleri sirasiyla % 3.12 ve % 1.68 olarak hesaplanmistir.

5.4. Gercek Ornek Analizleri

TPT igin gelistirilen yontemin gercek oOrneklerde performans ozelliklerinin
dogrulanmasi1 amaciyla, ticari ilag formlarinda ve biyolojik sivi (idrar) 6rneklerinde

uygulanabilirligi test edilmistir.

5.4.1. Flakon Cozeltilerinin Analizi

Geligstirilen analitik yontemin ticari ila¢g formuna uygulanmasi i¢in eczaneden
temin edilen HYCAMTIN® flakon soliisyonu (4 mL flakon 4 mg Topotekan’a esdeger
4.49 mg Topotekanhidrokloriir) kullanildi. Boliim 4.3.3’te anlatilan yontemle hazirlanan
flakon ¢ozeltilerinin voltamogramlari, standart maddeler i¢in belirlenen optimum sartlar
altinda alindi. Flakon analizi voltamogramlar: ile standart TPT’ye ait voltamogramlar
karsilastirildiginda, egrilerin birbirleriyle uyumlu oldugu goriildii. Voltamogramlardan
elde edilen anodik pik akim degerleri, ilgili kalibrasyon egrilerinde yerlestirilerek
flakonlarin igerdigi TPT miktarlar1 hesaplanmis ve bu degerler ger¢ek degerlerle
karsilastirilmistir.

Gelistirilen yontemin dogruluk ve kesinlik 6zelliklerini degerlendirmek igin geri
kazanim ¢alismalar1 yapilmastir.

Bu asamada, standart TPT ¢o6zeltisinden dogrusallik sinirlari asilmadan, ayni
flakon ¢ozeltisine ardigik eklemeler yapildi ve her eklemeden sonra voltamogramlar
yeniden kaydedildi. Pik akimlari hem orijinal flakon ¢ozeltisinde hem de ardisik

eklemelerden sonra 6l¢tilmiistiir.
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Sonug olarak, flakon ¢ozeltisine ilave edilen saf madde miktar1 belirlenmis ve
ilgili hesaplamalar tamamlanmistir. Gelistirilen voltametrik yontemle elde edilen flakon
analiz sonuglar1 Cizelge 5.1°’de sunulmustur. Elde edilen verilerin ortalamasi dikkate
alindiginda, firmanin HY CAMTIN® flakon ¢dzeltisinde beyan ettigi 4 mg TPT miktaria
oldukga yakin bir deger olan 4.06 mg TPT tespit edilmis; bu da %101.4 geri kazanim
(%BSS £4.09) ile uyumlu bulunmustur.

Cizelge 5. 1. TPT iceren flakonlarda gelistirilen yontemle elde edilen analiz bulgulari

Ornek Bulunan(mg)?2° Geri Kazamim®(%) + %BSS
1 3.84 96 + 3.95

2 4.28 107 + 4.54

3 4.20 105+ 3.78

4 3.72 93 +4.12

5 4.24 106 + 4.05

Bir flakon (4 mL), 4 mg Topotekan’a esdeger 4.49 mg Topotekanhidrokloriir igerir.
bSonuglar, ii¢ analizin ortalamasidir.

5.4.2. idrar Orneklerinin Analizi

TPT ila¢ miktarini belirlemek amaciyla gelistirilen voltametrik yontemin analitik
calisma araligi, tekrarlanabilirligi ve yliksek duyarliligt goéz Oniine alinarak idrar
orneklerinde (biyomolekiiller, tuz ve su iceren karmasik matris ortam1) uygulanabilirligi
incelenmistir.

Baslangicta Bolim 4.3.4'te aciklanan yonteme uygun olarak, TPT maddesi
eklenmeden hazirlanan idrar 6rneklerinin voltamogramlart BR pH 4.0 destek elektroliti
icinde kaydedilmistir. Ardindan, TPT iceren idrar 6rnegi, hi¢bir karmasik 6n islem veya
ayirma yontemleri kullanilmadan sadece santrifiij sonrasi segilen destek elektroliti ile
seyreltilerek analiz edilmistir. Segilen optimum kosullar altinda BDD elektrodunda
yapilan analizlerde, TPT ilaci i¢in analitik sinyalin gozlendigi gerilim araliginda idrar
icerisinde bulunabilecek maddelerle (6rnegin askorbik asit, iirik asit, dopamin vb.)
etkilesebilecek bir yiikseltgenme adiminin gergeklesmedigi gdzlendi. Idrar 6rneklerine
ait farkli TPT derisimleri icin BR pH 4.0 tampon ortaminda elde edilen SW
voltamogramlari ve kalibrasyon egrisi (Ip/Ctpr) Sekil 5.9' da sunulmustur. BDD elektrot
yiizeyinde yaklasik +0.925 V' da olusan pikin idrar 6rneklerine eklenen standart TPT
miktariyla orantili olarak arttigi gozlemlenmistir [I(nA) = 0.206 C (uM) + 0.025 (r =
0.987]. Elde edilen sonuglar ¢izelge 5.2°de verilmistir.
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Bu sonuglara gore TPT nin idrar numunelerinde ortalama olarak % 102 (+4.01

BSS %) geri kazanim ile basaril bir sekilde analiz edilebilecegi gosterilmistir.

2,0
(a)

I (pA)= 0.2060[Tpn(uM) + 0.025
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Sekil 5.9. (a) 0 uM- 9 uM derisim araliginda TPT ¢ozeltilerinin BR pH 4.0 tamponu igerisinde

idrar numunelerine ait SWV voltamogramlari. Kesikli ¢izgi: TPT eklenmemis destek elektroliti.

SWV parametreleri: frekans, 40 Hz; adim gerilimi, 3 mV; amplitiid, 40 mV. (b) TPT nin idrarin
farkl1 derisimlerinde (O uM- 9 uM derisim aralig1) elde edilen kalibrasyon grafigi (Ip/C+er)

Cizelge 5. 2. Idrar 6rnekleri iizerinde gerceklestirilen geri kazanim calismalar

Eklenen? Bulunan (uM) Geri Kazamm® (%) = % BSS
0 0.12 +4.15

0.5 0.65 105 + 4.06

15 1.56 97 +4.26

3 3.33 107 +3.89

6 6.6 108 +3.78

9 8.49 93+4.13

son ¢ozeltideki derigim.
bsonuglar, bes analizin ortalamasidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Literatiirde, TPT maddesinin analizi i¢in ¢esitli ¢aligma ortamlarinda Onerilen
farkli analitik teknikler bulunmaktadir. Literatiir arastirmamiza gore, TPT maddesinin
analizlerinde uygulanan kromatografik calismalar Cizelge 3.2' de ve farkli ¢alisma
elektrotlart kullanilarak yapilan elektrokimyasal c¢aligmalar ise Cizelge 3.3' te

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.3 te Ozetlenen elektrokimyasal c¢alismalarda genellikle kullanilan
elektrotlar arasinda modifiye elektrotlar yer almaktadir; Karbon Pasta Elektrot:
Muhammedian, vd. (2018); Mahmoudi-Moghaddam, vd. (2019); Modifiye Kalem Grafit
Elektrot: Congur, vd. (2015); Modifiye Cams1 Karbon Elektrot: Cheng, vd. (2011);
Ibrahim, vd. (2018); Mehmandoust, vd. (2021); Mehmandoust, vd. (2022); Serigrafi
Baskil1 Elektrot: Er ve Erk. (2020) yer almaktadir.

Cizelge 3.3 ‘te sunulan, TPT maddesinin farkli ¢alisma elektrotlari ile yapilan
elektrokimyasal galigmalarinda farkli LOD degerleri goriilmektedir. Bilim insanlari
tarafindan yapilan ¢alismalarda elde edilen LOD degerlerinden bazilar1 [Cheng, vd.
(2011); Ibrahim, vd. (2018); Mahmoudi-Moghaddam vd. (2019) Er ve Erk. (2020);
Mehmandoust, vd. (2021); Mehmandoust, vd. (2022)] ¢alismamizda elde ettigimiz LOD
( 0.27 uM) degerinden daha duyarli olsada, ilgili caligmalarda genellikle modifiye
calisma elektrotlar1 kullanilmistir. Analitik c¢alimalarda ¢alisma elektrodunun
modifikasyonu zaman ve maliyet acisindan genellikle tercih edilmemektedir. Buna
karsin, ¢alismamizda kullandigimiz yalin BDD ¢alisma elektrodu ile 0.27 uM LOD

degerinin elde edilmesi, duyarlilik agisindan olumlu sonuglar sunmaktadir.

Yukarida sunulan c¢aligmalar TPT'min elektrokimyasal o6zelliklerini farkl
elektrotlar iizerinden incelenmistir. Ancak, TPT nin BDD ¢alisma elektrodu ile ilgili
elektrokimyasal tabanli bir ¢aligmaya literatiirlerde rastlanmamistir. Bu nedenle, bu tezin

literatiire katk1 saglamasi agisindan {imit verici oldugu diisiiniilmektedir.

TPT’nin tez ¢calismasi agsagidaki adimlar izlenerek gergeklestirilmistir:
TPT’nin (2.18x10* M) elektrokimyasal &zellikleri CV teknigi ile BDD elektrot
tizerinde BR pH 4.0 tampon ortaminda incelenmistir. BDD elektrot yiizeyinde yaklagik
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+0.925 V gerilim ve 7.66 pA akim degerlerinde yayvan bir tersinmez yiikseltgenme piki
olusturdugu gézlemlenmistir (Sekil 5.1).

Farkl1 tarama hizlarinda (25- 500 mVs) CV voltamogramlari, BR pH 4.0 tampon
ortaminda 2.18x10* M TPT’nin optimize edilmis cihaz parametreleriyle kaydedilmistir
(Sekil 5.2). 25-500 mVs™ tarama hiz1 araliginda olusan pik geriliminin pozitif degerlere
dogru kaydig1 gézlemlenmistir.

2.09x10"°> M TPT nin analizinde SW voltametri teknigi kullanilarak, uygun destek
elektrolit tiirti ve ¢alisma ortaminin pH’1 arastirilmistir. Bu amagla, BR (pH 2.0-11.0),
ABS (pH 4.8) ve PBS (pH 2.0, 3.0, 7.4) tampon ¢ozeltileri kullanilmistir (Sekil 5.4).

2.09 x 105 M TPT’nin farkli tampon ortamlarinda ve farkli pH' larda BDD
elektrodunda elde edilen SW voltamogramlarinin pik gerilimi ve pik akim degerleri
incelendiginde (Sekil 5.4 ve 5.5) akim degeri en yiiksek olan simetrik voltamogramin BR
pH 4.0 tampon ortaminda elde edildigi gozlemlenmistir. Bu bulgu, BR pH 4.0 ortaminin
TPT' nin elektrokimyasal analizi i¢in uygun kosul oldugunu gostermektedir.

2.09 x 10° M TPT’nin biriktirme siiresi (tacc) Ve biriktirme gerilimi (Eacc)
degiskenlerinin etkisi optimum BR pH 4.0 tampon ¢ozeltisi igerisinde incelenmistir
(Sekil 5.6). Analitik galismanin sonucunda, biriktirme siiresi olarak tacc = 60 S ve
biriktirme gerilimi olarak Eacc = 0.1 V degerleri segilerek ¢alismalar yiirtitiilmiistiir.

2.09 x 10° M TPT’nin BR pH 4.0 tampon ¢ozeltisi ile en uygun analitik SW
voltametri cihazi parametrelerini belirlemek amaciyla adim gerilimi, puls amplitiidii ve
frekans parametreleri {izerinde calismalar yapilmistir. Elde edilen Olgiimlere gore
optimum cihaz parametreleri AEs=3 mV, AEsw= 40 mV ve f = 40 Hz olarak belirlenmis
ve bu parametrelerle ¢aligmalar yapilarak voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 5.7).

Analitik performans 6zelliklerinin incelenmesi asamasinda, TPT nin 0.32 uM —
9.05 uM arasinda dogrusal ¢alisma aralig1 sagladigi gézlemlenmistir (Sekil 5.8). Ayrica,
gozlemlenebilirlik sinirt LOD= 0.27 uM ve en diisiik belirlenebilirlik sinirt LOQ= 0.89
uM olarak hesaplanmistir. Tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda, giinler arasi ve giin igi
sonuglarina gore yiikseltgenme pik akimi ve pik gerilimi i¢in BSS degerleri sirasiyla %
3.12 ve % 1.68 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar, gelistirilen yontemin duyarliliginin
anlamli oldugunu gostermektedir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde, BDD elektrot ile gelistirilen voltametrik
yontemin TPT analizinde iyi bir analitik dogrusallik ve duyarhilik sagladigimn

gostermistir.
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Gelistirilen yontem ile flakon ¢ozeltileri ve idrar orneklerinde geri kazanim
caligmalart yontemin dogrulugunu degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir. Elde
edilen veriler degerlendirildiginde sirasiyla; %101.4 geri kazanim (%BSS +4.09) ve %
102 (+4.01 BSS %) hesaplanmustir.

Bu tezde gelistirilen SW voltametri yontemi, duyarliligi, hizli islem kabiliyeti ve
eser miktardaki numunelerle ¢alisma yetenegi gibi avantajlar1 sayesinde spektroskopik ve

kromatografik yontemlere alternatif olarak degerlendirilebilir.
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