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ONSOZ

Tez kapsaminda, antiviral ilaglardan efavirenz, antikanser ilaglardan 16prolid ve
fulvestrant ile c¢ift sarmal DNA (dsDNA)’nin etkilesimleri elektrokimyasal
yontemlerle incelenmistir. Etkilesimlerin belirlenebilmesi i¢in elektrokimyasal tayin
tekniklerinden diferansiyel puls voltametri (DPV) teknigi ile tek kullanimlik kalem
grafit elektrot (KGE) c¢alisma elektrodu olarak kullanilmistir.  Deneysel
parametrelerdeki farkhilik (incelenen ilag derisimi, DNA derisimi, madde-DNA etkilesme
stiresi) DPV teknigiyle 6l¢tim yapilarak incelenmistir.

Doktora egitimim boyunca ve tez ¢alismalarim sirasinda, ¢alismalarimin bilimsellik
dahilinde yiiriimesi i¢in bana kiymetli bilgi ve engin tecriibelerini zaman kavrami
gozetmeksizin esirgemeden aktarmaya calisan ve bilimsel gelisimimde mevcut tim
olanaklardan faydalanmam i¢in en yliksek gayreti gosteren, ¢agdas bilim insanligiyla
ve calisma azmiyle Ornek aldigim, destegini her an hissettigim degerli hocam
Prof.Dr. Sibel Ozkan’a sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora galismam boyunca gerek bilimsel gerekse entellektiiel birikiminini her
kosulda bana aktaran ve en az bilimsel tecriibesi kadar dostlugu ve samimiyetiyle
destegini buldugum Prof Dr. Bengi USLU'ya sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi
sunarim.

Degerli hocalarim Prof. Dr. Nevin ERK’e, Prof. Dr. Feyyaz ONUR’a ve diger
Anabilim Dalimiz hocalarina 6grenim hayatimdaki katkilarmdan dolay1 tesekkiir
ederim.

Doktora ¢alismalarimin basinda bana Ege Univesitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik
Kimya laboratuvarinda calisma imkani veren Prof. Dr. Mehmet Sengiin OZSOZ’e ve
deneysel ¢aligmalarda hosgorii ve sabirla yardimci olan Anabilim Dali Arastirma
Gorevlilerine siikranlarimi sunarim.

Okul i¢i ve okul dis1 her konuda igtenlikle yardim eden ¢alisma arkadaslarim Aras.
Gor. Burgin BOZAL ve Aras. Gor. Mehmet GUMUSTAS a cok tesekkiir ederim.
Ogrenim hayatimda desteklerini esirgemeyen Aras. Gor. Ozgiir USTUNDAG’a,
Aras. Gor. Murat PALABIYIK’a ve Aras Gor. Gokhan CAGLAYAN’a tesekkiir
ederim

Her zaman yanimda olup benden giivenlerini ve desteklerini esirgemeyen,
ideallerimin gergeklesmesi i¢in bana giic ve enerji veren babama ve anneme, her
sikintimda beni bikmadan dinleyen dostum kardesime, beni benden ¢ok diisiinen
esime ve hayatimmn anlami Kizima ¢ok tesekkiir ederim.



SIMGELER ve KISALTMALAR

AdSDPV Adsorptif Styirma Diferansiyel Puls VVoltametrisi
AA (AC) Alternatif Akim

BDEE Bor ile Dope edilmis Elmas Elektrot
BRT Britton-Robinson Tamponu

DV (CV) Doéniisiimlii Voltametri

DA (DC) Dogru Akim

DNA Deoksiriboniikleikasit

DPP Diferansiyel Puls Polarografisi

DPV Diferansiyel Puls VVoltametrisi
dsDNA Cift sarmal deoksiriboniikleikasit
DTV Dogrusal Taramali Voltametri

EFV Efavirenz

FLV Fulvestrant

KDV Kare Dalga Voltametrisi

KGE Kalem grafit elektrot

LPR Loprolid

ssDNA Tek sarmal deoksiriboniikleikasit
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Sekil 2.9. Perde baskili karbon elektrotun sematik olarak gdsterimi

Sekil 2.10.
Sekil 2.11.

Sekil 2.12.
Sekil 2.13.
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Sekil 2.18.
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Sekil 2.22.

Sekil 2.23.

Sekil 2.24.

Sekil 2.25.

Sekil 2.26.

Sekil 2.27.

Karbon-fiber elektrotun sematik olarak gésterimi

Kalem grafit elektrotun sematik olarak gdsterimi

BDE elektrodun yapisi

Uclii elektrot sisteminin potensiyostata yerlesiminin sematik olarak
gosterimi

Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri

(a) Doniistimlii voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana
karsi grafigi ; (b) Doniistimlii voltametride elde edilen akim-gerilim
egrisi

Yavas potansiyel degisiminde kat1 elektrot voltamogram
Potansiyel tarama tekniginde elde edilen potansiyel — zaman egrisi
Farkli potansiyel tarama hizlarinda elde edilen akim — potansiyel
egrisi

Geri doniisiimlii bir olayin doniistimlii voltamogrami

Geri doniisiimlii bir olayin hizla degisimini gosteren doniigiimlii
voltamogram

Geri doniisiimsiiz bir sistem i¢in ¢esitli hizlarda iist liste kaydedilmis
doniisiimlii voltamogram

Diferansiyel puls polarografisi i¢in uyarma sinyalleri; (a) Analog
cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi i¢in kullanilan uyarma
sinyali; (b) Diferansiyel puls voltametrisinde elde edilen bir
voltamogram

Diferansiyel puls polarografisinde uygulanan potansiyel dalgasinin
sekli

Bir kare-dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu

[(a) daki uyarma sinyali (b)’deki puls taramasi ile (c)’deki
kare-dalga uyarma sinyalini elde edecek sekilde toplaniyor]

Bir kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu.

Akim cevabi Ai, 1 potansiyelindeki akimdan 2 potansiyelindeki
akimu ¢ikarilarak bulunur

Geri doniigiimlii bir reaksiyon i¢in kare dalga voltamograma.
A : ileri dogru akim B : geriye akim C : net akim

Biyosensoriin yapisi ve bilesenleri
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Cevirici tiirtine gore biyosensor cesitleri

Niikleotitin yapis1

Primer yapidaki 5 — 3 yoniinde ssDNA’ nin yapisi

DNA g¢ift sarmal yapis1

Niikleik asitte bulunan organik bazlarin kimyasal yapisi ve
Simiflandirilmasi

Niikleik asitte bulunan sekerlerin kimyasal yapisi

Interkalasyon

Niikleik asit hibridizasyonu

Interkalator bir hibridizasyon indikatérii ile DNA dizi algilanmasi
DNA bazlarindan biriyle etkilesen bir hibridizasyon indikatori ile
DNA dizi algilanmasi

Indikatdrsiiz DNA dizi algilama yontemi

Guanin bazinin yiikseltgenmesi

[lag-DNA etkilesmesine dayal elektrokimyasal DNA
biyosensorlerinin (genosensorlerin) tasariminin sematik

olarak gosterilmesi: A) Calisma elektrodu yiizeyinde etkilesimin
a) DNA tutturulmus elektrot, b) ila¢ tutturulmus elektrot
kullanilmas ile tayin; B) Cozelti fazinda etkilesim. Etkilesim
basamagindan sonra izlenen basamaklar: Elektrodun

yikanmasi ve voltametrik teknikler kullanilarak elektrokimyasal
Olciimlerin yapilmasi ve sinyallerin kiyaslanmasi; etkilesim
Oncesi ve/veya sonrasi ilag ve/veya DNAnin voltametrik
sinyalindeki artma veya azalmanin bulunmasi

Teshis sinir1 hesaplanmasinda kullanilan sinyal/gliriiltii orani
sekli

Tayin alt hesaplanmasinda kullanilan sinyal/giiriiltii oran1 sekli
Kalibrasyon dogrusu (grafigi) ve esitligi

Genel elektrokimyasal analiz cihazinin semasi

Elektrokimyasal analizér deney hiicresi

Efavirenz’in kimyasal yapis1

Loprolid’in kimyasal yapisi

Fulvestrant’in kimyasal yapis1

pH 4,80 asetat tamponu igerisinde dSDNA’nin baz1 derigimlerdeki
guanin ylikseltgenme sinyallerinin AASDPV egrileri

a) 0,20 ug/mL; b) 0,50 pg/mL; ¢) 1,00 ug/mL;

d) 2,00 ug/mL; e) 3,00pg/mL

Sekil 3.2. 0,20; 0,50; 1,00; 2,00; 3,00; 5,00; 10,00 pg/mL
derisimlerdeki dsDNA’ ya ait guanin yiikseltgenme
sinyallerinin ortalama biiytikliikleri

Sekil 3.3. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 2,00 ug/mL
dsDNA’nin farkli karistirma hizlarindaki guanin
yiikseltgenme sinyallerinin AASDPV egrileri a) 30 sn;
b) 60 sn; ¢) 120 sn; d) 240 sn; €) 300 sn

Sekil 3.4. 2,00pg/mL dsDNA’nim 30; 60; 90; 120; 180; 240; 300 saniye
degisen siirelerde karistirilmasina ait guanin ytikseltgenme
sinyallerinin ortalama biiyiikliikleri
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Sekil 3.5.pH 4,80 asetat tamponu i¢erisinde dSDNA’nin bazi derisimlerdeki
guanin yiikseltgenme sinyallerinin AASDPV egrileri a) 0,20 pg/mL;
b) 1,00 pg/mL; ¢) 3,00 pg/mL; d) 5,00 pg/mL; e) 10,00ug/mL 186
Sekil 3.6. 0,20; 0,50; 1,00; 2,00; 3,00; 5,00; 10,00 pg/mL derisimlerdeki
dsDNA’ ya ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama
biiytikliikleri 187
Sekil 3.7.pH 4,80 asetat tamponu icerisinde 5,00 pg/mL dsDNA’nin
farkl1 karistirma hizlarindaki guanin yiikseltgenme sinyallerinin
AdSDPYV egrileri a) 60 sn; b) 120 sn; ¢) 180 sn; d) 300 sn 188
Sekil 3.8. 5,00pg/mL dsDNA ile farkli siirelerde (30; 60; 90; 120; 180; 240 s)
karistirilmasina ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama
biiytikliikleri 188
Sekil 3.9a. 2,00pg/mL efavirenz pH 2,00 — 6,00 aras1t BR tamponlar1
icerisindeki voltamogramlar1. a) pH 2,00; b) pH 3,00; c¢) pH 4,00;
d) pH 5,00; e) pH 6,00 191
Sekil 3.9b. 2,00pg/mL efavirenz’in pH 7,00 — 10,00 aras1t BR tamponlar1
icerisindeki voltamogramlari. a) pH 7,00 b) pH 8,00; ¢) pH 9,00;
d) pH 10,00 192
Sekil 3.10. pH 3,00 BRT icerisinde 30,00pg/mL efavirenz iceren
¢ozeltinin alt1 devirli doniistimlii voltamogrami (a); 2. ve
daha biiyiik devirlerde goriilen ilave akimlar (b) 194
Sekil 3.11. 30,00pug/mL efavirenz’in 3,00BRT icerisinde A) 5 — 75 mVs™ ;
B) 100 — 1000 mVs™ tarama hizlarinda elde edilen
doniisiimlii voltamogramlari. 1) 5;2) 10;3) 25;4) 50;5) 75;
6) 100; 7) 250; 8) 500; 9) 750; 10) 1000 mVs™ 196
Sekil.3.12. 30,00pg/mL efavirenz’in 3,00BRT igerisinde 5 — 1000 mVs™
tarama hizlarinda elde edilen DV’lara ait a) v — ip ve

b) logv — log i grafikleri 198
Sekil 3.13. 2,00 pg/mL efavirenz’e ait Ep — pH (a) , Ip — pH (b) egrileri.
(o) : BRT 199

Sekil 3.14. AASDPV teknigiyle 2,00pg/mL efavirenz’in %20 metanolli
pH 3,00 BRT ¢ozeltisi icerisinde
a) i, (LA) — Ep (Biriktirme Potansiyeli)
b) ip (LA) —t (dk) (Biriktirme Zamani) grafikleri 202
Sekil 3.15. pH 3,00 BRT igerisinde efavirenz’in bazi derisimlerdeki
AdSDPV egrileri (a) destek ; (b) 0,08 pg/mL;
(c) 0,16 ng/mL ; (d) 0,32 pg/mL 204
Sekil 3.16. 0,018 — 2,56 pg/mL derisim araliginda pH 3,00 BRT
icerisinde efavirenz’in (%20 metanollii ortam) AdSDPV
teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafigi 204
Sekil 3.17.Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; sirasiyla
2,00pg/mL dsDNA ile efavirenz etkilesmeden 6nce;
metanol/asetat tamponu karisimu ile etkilestikten sonra;
2,00; 4,00; 8,00; 16,00; 24,00; 32,00 pg/mL derisimlerde
efavirenz ile etkilestikten sonra elde edilen sinyallerin
ortalama biiytikliikleri 210
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Sekil 3.18. Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; 2,00pug/mL
dsDNA ile 24,00pg/mL efavirenz’in farkl siirelerde
(swrastyla 2,00pg/mL dsDNA ile efavirenz etkilesmeden Once;
etanol/asetat tamponu karisimi ile etkilestikten sonra;
30; 60; 120; 180; 240; 300 ug/mL etkilesmesine ait guanin
yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiyiikliikleri

Sekil 3.19. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde A) 2,00 pg/mL efavirenz
ile 2,00 ug/mL dsDNA etkilesmesine ait grafikler; etkilesmeden

once guanin sinyali (- - - - - ); dsDNA ile etkilestikten sonra
efavirenz sinyali ( ) and etkilesmeden 6nce efavirenz sinyali
(~——-- ). B) 2,00 pg/mL dsDNA’nin guanin yiikseltgenme

sinyaline ait grafikleri; a) 2,00 pg/mL dsDNA ile efavirenz
etkilesmeden once; b) metanol/asetat tamponu karisimi ile
etkilestikten sonra; c¢) 2,00 ; d) 8,00 e) 24,00 pug/mL derisimlerde
efavirenz ile etkilestikten sonra elde edilen sinyallerin
ortalama biytikliikleri
Sekil 3.20. 2,00 — 24,00 pg/mL derisim araliginda pH 4,80 asetat tamponu
icerisinde efavirenz’in (%20 metanollii ortam) AdSDPV teknigi
ile elde edilen kalibrasyon grafigi
Sekil 3.21a 4,00pg/mL 16prolid’in pH 2,00 — 6,00 aras1 BR tamponlari
icerisindeki voltamogramlar1. a) pH 2,00 ; b) pH 3,00;
c) pH 4,00; d) pH 5,00; e) pH 6,00
Sekil 3.21b 4,00png/mL 16prolid’in pH 7,00 — 10,00 aras1 BR tamponlar1
icerisindeki voltamogramlari. a) pH 7,00 b) pH 8,00;
¢) pH 9,00; d) pH 10,00
Sekil 3.22. pH 2,00 BRT igerisinde 4,00png/mL 16prolid iceren ¢ézeltinin
alt1 devirli doniisiimlii voltamogrami
Sekil 3.23. 4,00pg/mL 16prolid’in pH 2,00 BRT igerisinde A) 5 — 75 mVs™ ;
B) 100 —1000 mVs™ tarama hizlarinda elde edilen
doniisiimlii voltamogramlari. 1) 5;2) 10;3) 25;4) 50;5) 75;
6) 100; 7) 250; 8) 500; 9) 750; 10) 1000 mVs™
Sekil 3.24. 4,00pg/mL 16prolid’in pH 2,00 BRT igerisinde 5 — 1000 mVs™
tarama hizlarinda elde edilen DV ’lara ait a) v — ip ve
b) logv — log i grafikleri
Sekil 3.25. 4,00ug/mL 16prolid’in Ep — pH (a) , ip — pH (b) egrileri.
(o) : BRT
Sekil 3.26. AASDPV teknigiyle 1,00ug/mL 16prolid’in pH 2,00 BRT
¢ozeltisi icerisinde a) Ip (uA) — Ep (Biriktirme Potansiyeli)
b) ip (LA) —t (dk) (Biriktirme Zamani) grafikleri
Sekil 3.27. pH 2,00 BRT igerisinde 16prolid’in bazi derisimlerdeki AASDPV
egrileri (a) destek ; (b) 0,01 pg/mL; (¢) 0,05 pg/mL ;
(d) 0,10 pg/mL
Sekil 3.28. 0,005 — 0,20 pg/mL derisim araliginda pH 2,00 BRT igerisinde
16prolid’in AASDPV teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafigi

211

213

214

222

223

225

227

229

230

231

235

235



XV

Sekil 3.29.Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; sirasiyla 2,00pug/mL

dsDNA ile 16prolid etkilesmeden Once; saf su/asetat tamponu

karisimu ile etkilestikten sonra; 0,20; 0,40; 1,00; 2,00; 4,00;

6,00; 8,00; 10,00 pg/mL derisimlerde 16prolid ile etkilestikten

sonra elde edilen sinyallerin ortalama biiytikliikleri 241
Sekil 3.30.Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; 2,00pg/mL

dsDNA ile 6pg/mL Ioprolid’in farkl siirelerde (sirasiyla

2,00pg/mL dsDNA ile 16prolid etkilesmeden dnce; saf su/asetat

tamponu karisimi ile etkilestikten sonra; 30; 60; 90; 120;

180; 360sn) etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin

ortalama biiytikliikleri 242
Sekil 3.31. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde (A) KGE yiizeyinde

2,00 pg/mL dsDNA ile 1,00 pg/mL I6prolid etkilesiminine

ait grafikler; etkilesimden dnce guanin sinyali (- - - - - ); dsDNA

ile etkilesiminden sonra 16prolid sinyali( ) ve etkilesimden

once loprolid sinyali (————— ) (B) 2,00 pg/mL dsDNA’nin

guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikleri; a) 2,00pg/mL

dsDNA ile I6prolid etkilesmeden once; b) Su/asetat tamponu

karisimi ile etkilestikten sonra; ¢) 0,40 ug/mL; d) 2,00

e) 6,00 ug/mL derisimlerde 16prolid ile etkilestikten sonra elde

edilen sinyallerin ortalama biiytikliikleri 244
Sekil 3.32. 0,20 — 6,00 pg/mL derisim araliginda pH 4,80 asetat tamponu

icerisinde l6prolid’in AASDPV teknigi ile elde edilen kalibrasyon

grafigi 245
Sekil 3.33. Cozelti fazinda etkilesen guanin yiikseltgenme sinyaline ait

grafikler; sirasiyla 5,00pg/mL dsDNA ile 16prolid etkilesmeden

once; su/asetat tamponu karigimi ile etkilestikten sonra; 0,20; 0,40;

0,60; 0,80; 1,00; 2,00; 4,00; 6,00; 8,00; 10,00ng/mL derisimlerde

16prolid ile etkilestikten sonra elde edilen sinyallerin ortalama

biiytikliikleri 248
Sekil 3.34.pH 4,80 asetat tamponu igerisinde (A) Cozelti ortaminda

5,00 ug/mL ds-DNA ile 1,00 pg/mL Ioprolid etkilesiminine ait

grafikler; etkilesimden 6nce guanin sinyali (- - - - - ); dsDNA ile

etkilesiminden sonra Ioprolid sinyali( ) ve etkilesimden once

16prolid sinyali (- — ——— ) (B) pH 4,80 asetat tamponu igerisinde

2,00 pg/mL dsDNA’nin Guanin yiikseltgenme sinyaline ait

grafikleri; a) 5,00png/mL dsDNA ile 16prolid etkilesmeden 6nce;

b) Su/asetat tamponu karigimi ile etkilestikten sonra; ¢) 0,08 pg/mL;

d) 0,16 ug/mL ¢) 0,32 pg/mL derisimlerde l6prolid ile etkilestikten

sonra elde edilen sinyallerin ortalama biiyiikliikleri 250
Sekil 3.35. 0,20 — 1,00 pg/mL derisim araliginda pH 4,80 asetat tamponu

igerisinde I6prolid’in AASDPV teknigi ile elde edilen

kalibrasyon grafigi 251
Sekil 3.36. 2x10°M fulvestrant’mn pH 2,00 — 6,00 aras1 BR tamponlar1

icerisindeki AASDPV voltamogramlari. 1) pH 2,00 ;

2) pH 4,00; 3) pH 6,00 259
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Sekil 3.37. 2x10™°M fulvestrant’in pH 2,00 — 7,00 aras1 fosfat tamponlari
icerisindeki AASDPV voltamogramlari. 1) pH 2,00 ;2) pH 6,00

Sekil 3.38. 2x10°M fulvestrant’in pH 3,50 — 5,50 aras1 asetat tamponlar1
icerisindeki AdSDPV voltamogramlari. 1) pH 3,50 ;
2) pH 4,50; 3) pH 5,50
Sekil 3.39. 2x10°M fulvestrant’in 0,1M (1) ve 0,5M (2) H,SO, destek
elektroliti icerisindeki voltamogrami
Sekil 3.40. 1x10*M Fulvestrant’m Ep — pH (a) , ip — pH (b) egrileri.
(0) : HaSOy4 ;5 (0) : BRT ; (A) : Asetat ; (0) : Fosfat
Sekil 3.41. 0,1M H,S0; icerisinde 8x10°M fulvestrant iceren ¢ozeltinin
2 devirli doniigiimlii voltamogrami
Sekil 3.42.a. 0,1M H,S0; icerisinde 4x10™°M fulvestrant’in
100 — 1000 mVs™ tarama hizinda elde edilen doniigiimlii
voltamogramlar1. 1) 1000 ; 2) 750 ; 3) 500 ;
4) 250 ; 5) 100 mvVs™
Sekil 3.42.b. 0,1M H,S0; icerisinde 4x10°M fulvestrant’m
5— 100 mVs™ tarama hizinda elde edilen doniisiimlii
voltamogramlar1.1) 75 ; 2) 50 ; 3) 25 ; 4) 10 ; 5) 5 mVs™
Sekil 3.43. 0,1M H,S0; icerisinde 4x10°M fulvestrant’in 5 — 1000 mVs™
tarama hizlarinda elde edilen DV’lara ait a) v — ip ve
b) logv — log i grafikleri
Sekil 3.44. 1x10*M fulvestrant’in 5SmVs * tarama hizinda 0,1 M H,SO,

icerisinde elde edilen Tafel egrisi 273

Sekil 3.45. AdSDPV teknigiyle 2x10°M fulvestrant’in % 30 asetonitrilli
0,1M H,SO, icerisinde a) Ip (uA) — Ep (Biriktirme Potansiyeli)
b) ip (LA) —t (sn) (Biriktirme Zamani) grafikleri

Sekil 3.46. % 30 asetonitrilli 0,1M H,SOy, icerisinde fulvestrant’in
bazi derisimlerdeki AASDPV egrileri (1) destek ; (2) 1x10®° M;
(3) 2x10° M; (4) 4x10° M

Sekil 3.47. 1x10° — 8x10°M derisim araliginda 0,1M H,SO4
icerisinde fulvestrant’in (%30 asetonitrilli ortam) AdSDPV
teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafigi

Sekil 3.48. 0,1 M H,SO4 destek elektroliti igerisinde fulvestrant’in bazi serum
derisimlerdeki AASDPV egrileri (1) : destek ; (2) 1x10° M ;
(3) 2x10®° M ; (4) 4x10° M

Sekil 3.49. 1x10® — 4x10°M serum derigim araliginda fulvestrant’in
0,1 M H,S0O, destek elektroliti igerisinde (%30 asetonitrilli ortam)
AdSDPYV teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafigi

Sekil 3.50. Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; sirasiyla 2,00pg/mL
dsDNA ile fulvestrant etkilesmeden Once; etanol/asetat tamponu
karisimu ile etkilestikten sonra; 5,00; 10,00; 20,00;
40,00pg/mL derisimlerde fulvestrant ile etkilestikten sonra
elde edilen sinyallerin ortalama biytikliikleri

Sekil 3.51.Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; 2,00ug/mL dsDNA
ile 10,00pg/mL fulvestrant’in farkl: siirelerde (sirasiyla
2,00pg/mL dsDNA ile fulvestrant etkilesmeden once;
etanol/asetat tamponu karisimai ile etkilestikten sonra;
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30; 60; 180; 300; 420 sn) etkilesmesine ait guanin
yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiyiikliikleri 291

Sekil 3.52. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde (A) KGE yiizeyinde
2, 00pg/mL ds-DNA ile 10,0 pg/mL fulvestrant etkilesiminine ait
grafikler; etkilesimden 6nce guanin sinyali (- - - - - ); dsDNA ile
etkilesiminden sonra fulvestrant sinyali( ) ve etkilesimden
once fulvestrant sinyali(————— ) (B) 2,00 pug/mL dsDNA’nmn
Guanin yikseltgenme sinyaline ait grafikleri; a) 2,00 ng/mL
dsDNA ile fulvestrant etkilesmeden Once; b) Etanol/asetat
(30/70) tamponu karigimi ile etkilestikten sonra; ¢) 2,00 ug/mL;
d) 10,00 €)20,00 ug/mL derisimlerde fulvestrant ile etkilestikten
sonra elde edilen sinyallerin ortalama biiytikliikleri 293
Sekil 3.53. 1,00 — 20,00 pg/mL derisim araliginda pH 4,80 asetat tamponu
icerisinde fulvestrant’m AdSDPYV teknigi ile elde edilen
kalibrasyon grafigi 294
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CiZELGELER

Cizelge 2.1. Biyosensor gruplari ve kapsadiklar1 analiz alanlari
Cizelge 2.2. Kullanilan Standart Maddeler
Cizelge 2.3. Tayinlerde iizerinde ¢alisilan ilag dozaj formu ve birim doz igerigi
Cizelge 2.4. Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler
Cizelge 3.1. BRT c¢ozeltileri i¢erisinde kaydedilen 2,00png/mL efavirenz’in
degisik pH degerlerinde DPV ile kaydedilen egrilerinden elde
edilen pik akimi ve pik potansiyeli degerleri
Cizelge 3.2. 30,00pg/mL efavirenz’in pH 3,00 BRT ¢ozeltisi icerisinde
5-1000mVs " tarama hizlar1 arasinda elde edilen
potansiyel (Ep) ve akim (ip) degerleri
Cizelge 3.3. 2,00pg/mL efavirenz’in % 20 metanollii pH 3,00 BRT
icerisinde AASDPV yontemi ile potansiyel ve zamana gore
akimdaki degisiklik
Cizelge 3.4. pH 3,00 BRT icerisinde efavirenz i¢in (%20 metanollii ortam)
elde edilen derisim-pik akimu iligkisine ait analiz sonuglar1
Cizelge 3.5. pH 3,00 BRT igerisinde efavirenz icin AASDPV teknikleri
ile elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi
sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri
Cizelge 3.6. Efavirenz iceren (600 mg) Stocrin® tabletlerin pH 3,00 BRT
destek elektroliti igerisinde kalem grafit elektrotla, gelistirilen
AdSDPV yontemleriyle elde edilen analiz bulgular1
Cizelge 3.7. Efavirenz igeren tabletlerden pH 3,00 BRT igerisinde elde edilen
% geri kazanim sonuglar1
Cizelge 3.8. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde efavirenz ile etkilesen guanin
sinyali i¢in (%20 metanollii ortam) elde edilen derisim-pik
akimu iliskisine ait analiz Sonuglar1
Cizelge 3.9. pH 4,80 asetat tamponu icerisinde efavirenz-dsDNA
etkilesimi i¢in guanin iizerinden AASDPV teknikleri ile
elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi
sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri
Cizelge 3.10. Efavirenz iceren (600 mg) Stocrin® tabletlerin pH 4,80
asetat tamponu icerisinde kalem grafit elektrotla,
gelistirilen AASDPV yontemleriyle elde
edilen analiz bulgular1
Cizelge 3.11. Efavirenz iceren tabletlerden pH 4,80 asetat tamponu
icerisinde elde edilen % geri kazanim sonuglar1
Cizelge 3.12. dsDNA tutturulmus ve bos kalem grafit elektrot
ile Stocrin® tabletlerden elde edilen analiz bulgularinin
karsilastirmali sonuglari
Cizelge 3.13. BRT cozeltileri i¢erisinde kaydedilen 4,00pg/mL
16prolid’in degisik pH degerlerinde DPV ile kaydedilen
egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik
potansiyeli degerleri
Cizelge 3.14. 4,00pg/mL 16prolid’in pH 2,00 BRT ¢ozeltisi icerisinde
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5-1000mVs ' tarama hizlari arasinda elde edilen
potansiyel (Ep) ve akim (ip) degerleri
Cizelge 3.15. 1,00pg/mL 16prolid’in pH 2,00 BRT igerisinde AASDPV
teknigiyle potansiyel ve zamana gore akimdaki degisiklik
Cizelge 3.16. pH 2,00 BRT igerisinde 16prolid i¢in elde edilen derisim-pik
akimu iligkisine ait analiz sonuglar1
Cizelge 3.17. pH 2,00 BRT igerisinde 16prolid icin AASDPV teknikleri
ile elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi
sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri
Cizelge 3.18. Loprolid ieren Lucrin® enjeksiyonluk ¢dzeltilerinin
pH 2,00 BRT destek elektroliti igcerisinde kalem grafit
elektrotla, gelistirilen AASDPV yontemleriyle
elde edilen analiz bulgular
Cizelge 3.19. Loprolid iceren tabletlerden pH 2,00 BRT igerisinde elde
edilen % geri kazanim sonuglar1
Cizelge 3.20. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 16prolid i¢in elde edilen
derisim-pik akimu iligkisine ait analiz sonuglar1
Cizelge 3.21. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 16prolid-dsDNA
etkilesimi i¢in guanin iizerinden AdSDPV teknikleri ile
elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi
sonugclar1 ve gerekli validasyon parametreleri
Cizelge 3.22. Loprolid igeren (5 mg/mL) Lucrin® enjeksiyonluk
preparatindan pH 4,80 asetat tamponu igerisinde kalem
grafit elektrotla, gelistirilen AASDPV yontemleriyle
elde edilen analiz bulgular1
Cizelge 3.23. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 16prolid i¢in elde edilen
derisim-pik akimu iligkisine ait analiz sonuglar1
Cizelge 3.24. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 16prolid-dsSDNA
etkilesimi i¢in guanin iizerinden AdSDPV teknikleri ile
elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi
sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri
Cizelge 3.25. Loprolid iceren (5 mg/mL) Lucrin® enjeksiyonluk
preparatlarin pH 4,80 asetat tamponu igerisinde kalem
grafit elektrotla, gelistirilen AASDPV yontemleriyle elde
edilen analiz bulgular1
Cizelge 3.26. Bos kalem grafit elektrotta (KGE), ¢cozelti ortaminda ve
elektrot iizerinde etkilesimde Lucrin® enjeksiyonluk
¢ozeltisinden elde  edilen analiz bulgularinin
karsilastirmali sonuglari
Cizelge 3.27. BRT cozeltileri igerisinde kaydedilen 2x10°M fulvestrant’in
degisik pH degerlerinde AASDPYV ile kaydedilen
egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli degerleri
Cizelge 3.28. Fosfat tampon ¢ozeltileri igerisinde kaydedilen 2x10°M
fulvestrant’in degisik pH degerlerinde AASDPV ile
kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik
potansiyeli degerleri

izelge 3.29. Asetat tamponu cozeltileri icerisinde kaydedilen 2x10°M
Cizelg ponu ¢ ¢ y
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fulvestrant’in degisik pH degerlerinde AdSDPV ile
kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik
potansiyeli degerleri
Cizelge 3.30.Siilfirik asit ¢ozeltileri icerisinde kaydedilen 2x10°M
fulvestrant’in degisik pH degerlerinde AASDPYV ile kaydedilen
egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik potansiyeli degerleri
Cizelge 3.31. pH 2,00 — 12,00 aras1 pH’a kars1 okunan potansiyel degerleri
Cizelge 3.32. 0,1M H,SO; icerisinde 4x10°M fulvestrant’in 5-100mVs*
tarama hizlar1 arasinda elde edilen potansiyel (Ep) ve
akim (ip) degerleri
Cizelge 3.33. 0,1 M Siilfirik asit’te 5 mVs™ tarama hizinda potansiyele
karsilik pik akimi degerleri
Cizelge 3.34. 2x10°M fulvestrant’in % 30 asetonitril igeren 0,1M H,SO,4
cozeltisinde AASDPV teknigiyle potansiyel ve zamana gore
akimdaki degisiklik
Cizelge 3.35. 0,1M H,SO, igerisinde fulvestrant igin (%30 asetonitrilli
ortam) elde edilen derisim-pik akimi iligkisine ait analiz
sonuglari
Cizelge 3.36. 0,1M H,SO, igerisinde fulvestrant igin (%30 asetonitrilli
ortam) AdSDPV teknikleri ile elde edilen kalibrasyon egrisine
ait regresyon analizi sonuglar1 ve gerekli validasyon
parametreleri
Cizelge 3.37. Fulvestrant iceren (250 mg/ 5 mL) Faslodex® enjeksiyonluk
cozeltisinin pH 0,1M H,SO4 destek elektroliti igerisinde
BDEE elektrotla, gelistirilen AASDPV yontemleriyle elde
edilen analiz bulgular1
Cizelge 3.38. Fulvestrant iceren farmasotik preparattan 0,1M H,SO4
icerisinde elde edilen % geri kazanim sonuglar1
Cizelge 3.39. Fulvestrant’in 0,1 M H,SO4 destek elektroliti igerisinde
(%30 asetonitrilli ortam) elde edilen serum derisim — pik
akimu iligkisine ait analiz Sonuclar1
Cizelge 3.40. 0,1 M H,SO, destek elektroliti ADSDPV ile elde edilen
serum kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi sonuglari
ve gerekli validasyon parametreleri
Cizelge 3.41. AASDPV ile 0,1 M H,SO, destek elektroliti igerisinde
insan serumunda elde edilen geri kazanim sonuglar1
Cizelge 3.42. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde fulvestrant i¢in elde
edilen derisim-pik akimi
Cizelge 3.43. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde fulvestrant-dsDNA
etkilesimi i¢in guanin lizerinden AdSDPV teknigi ile
elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi
sonuclar1 ve gerekli validasyon parametreleri
Cizelge 3.44. Fulvestrant igeren (250 mg/5mL) Faslodex® enjeksiyonluk
preparatindan pH 4,80 Asetat tamponu icerisinde kalem
grafit elektrotla, gelistirilen DPV yontemleriyle elde edilen
analiz bulgular1
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Cizelge 3.45. Fulvestrant iceren enjeksiyonluk preparatlardan pH 4,80

asetat tamponu icerisinde elde edilen % geri kazanim
sonuglari

Cizelge 3.46. Bos BDEE ve dsDNA modifiye kalem elektrot iizerinde

etkilesimde Faslodex® enjeksiyonluk ¢ozeltisinden elde
edilen analiz bulgularmin kargilastirmali sonuglari 299
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1. GIRIS

Algilayicilar fiziksel ortam ile endiistriyel amagli elektrik/elektronik cihazlar1
birbirine baglayan bir koprii gorevi goriirler. Bu cihazlar endiistriyel islem siirecinde

kontrol, koruma ve goriintiileme gibi ¢cok genis bir kullanim alanina sahiptirler.

Giliniimiizde {iretilmis yiizlerce tip algilayicidan s6z edilebilir. Mikro elektronik
teknolojisindeki inanilmaz hizli gelismeler bu konuda her giin yeni bir bulus ya da yeni

bir uygulama tipi gelistirilmesine olanak saglamaktadir.

Teknik terminolojide Sensor ve Transducer terimleri birbirlerinin yerine sik sik
kullanilan terimlerdir. Transducer genel olarak enerji dondstiiriicii olarak tanimlanir.
Sensor ise ¢esitli enerji bigimlerini elektriksel enerjiye doniistiiren cihazlardir. Ancak
1969 yilinda ISA (Instrument Society of America) bu iki terimi es anlamli olarak kabul
etmis ve “Olciilen fiziksel 6zellik, miktar ve kosullar1 kullanilabilir elektriksel miktara
dontistiiren bir arag” olarak tanimlamustir (http://www.obitet.gazi.edu.tr). Yogunlasma,
icerik, oksidasyon/rediiksiyon, reaksiyon hizi, pH gibi biiyiikliikleri 6lgen sensorler
kimyasal sensorler olarak adlandirilmaktadir. Bir kimyasal sensor; kimyasal tanima
sistemi (reseptor) ve fizikokimyasal ¢evirici (transistor) olmak iizere genel olarak iki

temel unsurdan meydana gelir.

Kimyasal sensorler yasami ve canli organizmalarin sagligim1 koruma agisindan
gerekli olmustur. Cogu zaman sensorler, ¢ok diislik derisimdeki kimyasal bilesenleri ¢ok
fazla girisim yapan diger bilesenler yaninda tayin edebilme yetenegine sahiptir.
Gelecekte, istedigimiz her seyi tasimabilir, kiiciik ve akilli algilayict cihazlarla izlemek
biiyiik bir olasilikla miimkiin olacaktwr. Kimyasal sensorlerin ¢ok dnemli bir alt smifi
olan elektrokimyasal sensorler de kimyasal tanima sistemi, kimyasal bilesikler ya da
iyonlar ile segici ve tersinir bir sekilde etkileserek onlari tanir ve bu tanima sonucu

olusan kimyasal degisiklikler, fizikokimyasal c¢evirici tarafindan derisime bagiml



elektriksel sinyallere donistiiriilir. (Camman ve ark., 1991; Gronow ve ark., 1992;

Sharma ve Rogers, 1994)

Bir elektrokimyasal sensoriin yapisina enzim, hiicre, doku, antikor, niikleik asit
gibi biyolojik maddelerin katilmasiyla biyosensorler elde edilir (Turner, 1987).
Biyosensorler, biyolojik yanitlari elektriksel sinyallere geviren analitik aletlerdir. Biri
elektrokimyasal digeri biyokimyasal iki g¢evirici sistemden olusurlar. Biyokimyasal
cevirici, analizi yapilacak maddeyle etkileserek onu tanirken, elektrokimyasal kisim bu
etkilesimi okunabilir sayisal bir degere ¢evirir. Biyosensorde en dnemli nokta sistemde
mutlaka bir biyolojik materyal kullaniliyor olmasidir. Bu biyolojik materyaller
kullanilarak, ¢ok secici, hassas, ¢cogu zaman da daha hizl1 6l¢lim yapmak miimkiindiir.
Tiim canllar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri derhal algilaylp yasamlarini
siirdiirebilmek icin degisimlere uymaya calisirlar. iste bu algilama mekanizmasi
biyosensorlerin invitro kullanimi i¢in temel olusturmustur. Genel anlamda biyosensorler,
biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, miihendislik gibi pek ¢ok bilim alanmnin bilgi
birikiminden multidisipliner bir anlayis ¢ergevesinde yararlanilarak ve biyolojik
molekiillerin veya sistemlerin se¢imlilik 6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin
islem yeteneginin  birlestirilmesiyle gelistirilen biyoanalitik cihazlar olarak
tanimlanabilirler. Son yillarda bilim ve teknolojideki hizli gelismeler biyosensor kavram
ve tanimlarinda da Onemli genislemelere yol agmustir. Canli yasamin Onemli
unsurlarindan olan goérme, isitme, koklama, tad alma, dokunma gibi algilama
mekanizmalar1 dogal ve en miikkemmel biyosensorik sistemler olarak diistiniildiikleri i¢in

biyosensor ¢alismalarma giizel 6rnekler olusturmaktadirlar. (http://www.scribd.com).

Deoksiriboniikleik asit’in (DNA), analizi yapilacak maddeyle etkileserek onu
tantyan biyolojik materyal olarak kullanildig1 biyosensorlere DNA biyosensorii denir.
Son yillarda DNA biyosensdrlerine olan ilgi olduk¢a artmistir (Cai ve ark, 1997; Carter
and Bard, 1987; Carter ve ark 1989; Deforce ve ark 1996; Mascini, 2001; Mikkelsen,
1996; Palecek, 1996; Service, 1998; Wang ve ark 1998a; Wang ve ark 1998b). Bu

gelisme ile elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin gelecekte hasta basmda yapilacak


http://www.scribd.com/

doktor gozetimindeki analizlerde ¢ok 6nemli bir rol oynayacagi diisiiniilmektedir (Wang

ve ark 1998c).

Niikleik asitlerin tayin edilmesi molekiiler biyoloji, biyoteknoloji ve diger bir¢ok
bilimsel alanda oldukga biiyiik bir 6neme sahiptir (Kubik ve ark., 2005; Hayashizaki ve
Kanamori, 2004). 1960’li yillarin baginda niikleik asitlerin elektroaktifliklerinin
kesfedilmesi ile birlikte bu molekiillerin tayinine yonelik pek ¢ok elektrokimyasal
inceleme gergeklestirilmistir (Palecek, 2002). Elektrokimyasal ya da optik transistorler
ile birlestirilen niikleik asit tabakalari, kiigiik molekiil agirligindaki molekiiller i¢in yeni
bir ¢esit afinite biyosensorii olustururlar. Bu yondeki aktivite, DNA ile ilgili hedef
molekiiller arasindaki etkilesimin agiklanmasiyla iliskilidir. (Palecek, 1988; Wang ve
ark., 1997a; Erdem ve Ozsoz, 2002; Drummond ve ark., 2003; Rauf ve ark., 2005; Tian
ve ark., 2008). DNA biyosensorleri, DNA hedefli bazi ilaglarin, toksinlerin, mutajenik
cevre kirleticilerinin ve karsinojenlerin DNA’ ya olan etkilerinin aydinlatilmasinda, bu
maddelerin etkilesim mekanizmalarinin belirlenmesinde ya da nokta mutasyonlarin
tayininde kullanilabilir. Ayrica DNA hibridizasyonunda veya DNA hasarlarmin
belirlenmesinde de kullanilir. (Erdem ve ark 2000; Erdem ve ark 1999; Kelley ve Barton
1997; Labuda ve ark 2002; Lukasova ve ark 1982; Mikkelsen 1996; Millan ve
Mikkelsen 1993; Millan ve ark 1994; Millan ve ark 1992; Wang ve ark 1996a; Wang ve
ark 2001; Wang ve ark 1998b; Wang ve ark 1996b; Wang ve ark 1997b; Wang ve ark
1997¢). Hastalik nedeni olan patojenler, bakteriler ve viriisler de DNA baz dizilerinin
bilinmesinden dolay1 kolaylikla tayin edilebilecektir. Modern DNA teshis ve niikleik asit
arastirmalarinda o6zellikle guanin ylikseltgenme sinyalinin izlenmesi temeline dayali
styirma voltametrisi kullanimiyla elektroanalizin bu alanda kullanimi artmistir (Mascini
ve ark., 2006; Liu ve ark., 2007). DNA’daki elektroaktif bazlara ait sinyallerdeki
degisiklikler ya da analizi yapilacak maddeye ait elektrokimyasal sinyaldeki
degisiklikler, analit ile DNA arasindaki etkilesimleri giivenilir bir sekilde ortaya
koymaktadir (Johnston ve ark 1995; Johnston ve Thorp, 1996; Johnston ve ark 1996; Ju
ve ark 1995; Liu ve ark 1996; Marin ve ark 1998; Molinier-Jumel ve ark 1978; Palecek,
1996; Perez ve ark 1999; Takenaka ve ark 1990; Teijeiro ve ark 1995; Tuite ve Norden,
1994; Wang ve ark 1998d; Wang ve ark 1996¢; Wang ve ark 1996d; Xia ve ark 1999).



Basit tasarimli, yiiksek duyarli ve segicilik 6zelligine sahip aletlerin analitiksel
gereksinimleri karsilamasindan bu yana analitik kimyanmn ¢ok Oonemli bir uygulama
alanin1 olusturan biyosensorler, bu bilim dalinda son yillarin en 6nemli gelismelerinden
biri olan minyatiirizasyona da olanak saglamaktadirlar. (Nakamura ve Karube, 2003;

Abad-Valle ve ark., 2005).

DNA testleri i¢gin immunoassay yontemler ve elektroforetik ayirma yontemleri
kullanilmaktadir. Polimeraz zincir tepkimesine (PCR) dayali bu yontemler hasta basinda
gerceklestirilecek hizli ve kesin cevap alinmasi gereken rutin analizler i¢in uygun
olmamaktadir. Bu yontemler 6rnek hazirlanmasi uzun zaman aldigindan ve sonuglarin

alinmasi ge¢ oldugundan ¢ok fazla tercih edilmemektedir.

Bilinen bu yontemlere alternatif yontem olarak giiniimiizde DNA mikrogiplerinin
tasarim giindeme gelmistir. Insan genom projesi de tamamlandigindan saglik sisteminin
cok hizli ve ucuz DNA testlerine olan ilgisi de artmustir. Elektrokimyasal DNA
hibridizasyon biyosensorleri, elektrokimyasal DNA ¢iplerinin bir 6n basamagi olarak

tasarlanmistir (Liu ve ark., 1996; Palecek, 1995)

Biyocip teknolojisi ile binlerce gen analizi paralel olarak, etkin yiizey alani

yaklasik birka¢ cm? olan bir kredi karti boyutlarinda ¢ip iizerinde yapilabilmektedir.

Son yillarda diinyada Cip Uzerinde Laboratuar Teknolojisi (Laboratory on a Chip)
olarak adlandirilan teknik iizerinde O©Onemli calismalar yapilmaktadir. Bu yeni
teknolojinin amact; tek bir ¢ipte tiim genomun izlenmesini ve binlerce gen arasindaki
etkilesmenin ayni zamanda belirlenmesini saglayabilmektir. Bu teknolojinin esas1

biyosensorlere dayanmaktadir ve bu ¢ipler kiigiiltiilmiis DNA biyosensorleridir.

Klinikte kullanim i¢in kii¢iik boyutlarda kullanilacak bu cihazlarin tasarimina ait
ilk caligmalar, Amerika Birlesik Devletlerindeki Clinical Micro Sensors (CMS) adli
Amerikan sirketi S. Mikkelsen’in kullandig1 teknolojinin lisansmni almasi ile baglamistir.
Boylece DNA mikrogiplerinin klinikte kullaniminin ilk adimlar1 atilmig ve hizmete

sunulmustur.



Clinical Micro Sensors ile birlikte yine bir Amerikan sirketi olan Motorola’nin
hazirlamis oldugu Affymetrix ve Thorp ve arkadaslarnin kurdugu Xanthon Inc.
firmalarinda DNA mikrogiplerinin 6n ¢aligsmalar1 bitmis ve bu ¢ipler klinikte kullanima
hazir hale getirilmistir. Tiim bu c¢aligmalar ¢ok yakin bir siire sonra elektrokimyasal

DNA mikrogiplerinin kullanima uygun bir sekilde gegecegini gostermektedir.

DNA ¢ipleri ile “Genomics” kapsamindaki c¢alismalarin hemen hemen hepsini
yapmak miimkiindiir. Ozellikle kriminolojik ¢alismalarda gok hizli olarak DNA testi ile
suclu belirlemesi yapilabilir. Hastalik durumunda ortaya cikabilecek mutasyonlari
izleyip, hastalik tanisini koyup, gen ekspresyon profilinin zamanla nasil degistigine
bakip hastaligin gelismesi/gerilemesi izlenebilir. Yeni ilag adaylarinin olast toksik
etkilerini cok hizli bir sekilde izleyip eliminasyonu c¢ok kolaylikla yapilabilir. Potansiyel

ilaglarin farmakolojik etkileri ¢ip iizerinde bulunabilir.

Glinlimiizde tanima ylizeyi olarak DNA’ nin kullanildig1 biyosensorler, genetik ve
bulasic1 hastaliklarin hizli bir sekilde teshis edilmesine olanak saglamaktadir. Ayrica
DNA ile etkileserek ona hasar veren maddelerin saptanmasini da miimkiin kilmaktadir.
Ozellikle antikanser ve antiviral 0Ozellik tastyan ilag molekiillerinin  DNA ile
etkilesimlerinin hizli ve giivenilir bir sekilde belirlenmesi, ilag gelistirme ¢alismalar1 i¢in
oldukca 6nem tasimaktadir. (Kelley ve ark 1997; Kolakowski ve ark 1996; Liu ve ark
1998; Jelen ve ark 2002; Erdem ve ark 2005a; Krizkova ve ark 2007; Karadeniz ve ark
2003; Zhou ve ark 2005; Palaska ve ark 2007; Oliveria-Brett ve ark 2006).

Calismamizda, madde ve DNA etkilesmesini incelemek amaciyla bir
elektrokimyasal DNA biyosensorii (genosensor) tasarimi gergeklestirildi. Bu amacla
yiizeyine c¢ift sarmal DNA (dsDNA) tutturulmus kalem grafit elektrodu (KGE)
kullanilarak, potansiyel antiviral etkili madde efavirenz (EFV) ve antikanser ilaglar
I6prolid (LPR) ve fulvestrant (FLV)’ in dsDNA ile etkilesmesi elektrokimyasal olarak
incelendi. Elektrokimyasal tayin yontemi olarak diferansiyel puls voltametri teknigi
(DPV) kullanildi. Calisma sirasinda; kullanilan madde ile DNA’nin etkilesme siiresi,
madde ve DNA derisimindeki degisimin yanita etkisi ve tekrarlanabilirlik gibi bazi

deneysel parametreler incelendi.



Kat1 elektrotlarla yapilan voltametrik analizler maddenin farmakolojik aktivitesi
ve biyotransformasyonu hakkinda bilgi vermesinin yaninda; (a) Modifiye elektrot
gelistirilmesiyle o maddeye duyarli analiz sagladig: i¢in, (b) Kat1 elektrotlarla yapilan
calismalar, yiiksek basingli sivi kromatografisi i¢in dedektor gelistirilmesine yardimci
oldugu icin, (c) Bu elektrotlarla gelistirilen yontemlerin daha sonra mikro elektrotlarla
in—vivo tayinlerde kullanilabilecegi igin ayrica Onem tagimaktadwr. Daha Onceki
calismalardan farkli olarak kullandigimiz kalem grafit elektrot (KGE) ile
gerceklestirdigimiz ¢alismanin getirdigi en Onemli yarar; KGE’nin tek kullanimlik

olmasi1 ve daha tekrarlanabilir sonuglar vermesidir.

Madde-DNA etkilesiminin genosensorlerle tayinine dayali ilk bolimiinde,
potansiyel antiviral etkili madde EFV’in dsDNA ile etkilesmesinin elektrokimyasal
tayini gergeklestirilmis olup, bu ¢alisma diinya literatiiriine girmistir (Dogan-Topal ve
ark., 2009). EFV’in DNA ile etkilesim oncesi ve sonrasi, DNA’daki elektroaktif baz
guaninin yiikseltgenme sinyallerindeki degisiminden yola ¢ikarak, elektrot olarak KGE
ve yontem olarak DPV’nin kullanilmasiyla incelendi. EFV ile yiizeye tutturulmus
DNA’nin etkilesme siiresi, EFV ve DNA derisiminindeki degisimin yanita etkisi ve
tekrarlanabilirlik gibi baz1 deneysel parametreler de incelendi. Ayrica EFV’in bos KGE
kullanilarak, DPV yontemi ile elektrokimyasal davraniglarininin: pH, destek elektroliti,
tarama hiz1 ve derisim ile degisiminin incelenmesi ve bu sonuglara gore en iyi kosullarin
saptanabilmesi amaglanmistir. Her iki yontemle de saptanan en iyi kosullarda
voltametrik miktar tayini yapilmasi ve gelistirilecek bu yontemlerin farmasotik dozaj
formlarma uygulanmasi planlanmistir. Her iki yontemle elde edilen sonuglar

karsilastirilmistir.

Madde-DNA etkilesimine dayali diger calismamizda antikanser ilag 16prolid, KGE
kullanilarak iki ayr1 yolla, hem dsDNA immobilize edilmis elektrotta hem de c¢ozelti
ortaminda dsDNA ile etkilesmesi DNA’nin elektroaktif bazlarindan biri olan guanin
yiikseltgenme sinyalindeki degisim {izerinden incelendi. Bu ¢aligma diinya literatiiriine
girmistir (Dogan-Topal ve Ozkan, 2011). LPR ile yiizeye tutturulmus DNA’nin

etkilesme siiresii, LPR ve DNA derisiminindeki degisimin yanita etkisi ve



tekrarlanabilirlik gibi bazi deneysel parametreler iki yontemle de incelendi. Ayrica
LPR’in bos KGE kullanilarak, DPV yontemi ile elektrokimyasal davranislarininin: pH,
destek elektroliti, tarama hizi ve derisim ile degisiminin incelenmesi ve bu sonuglara
gore en iyi kosullarin saptanabilmesi amaglanmistir. Her {i¢ yontemle de saptanan en iyi
kosullarda voltametrik miktar tayini yapilmasi1 ve gelistirilecek bu yontemlerin
farmasotik dozaj formlarina uygulanmast planlanmistir. Her ii¢ yontemle elde edilen

sonuglar karsilastirilmistir.

Madde-DNA etkilesiminin genosensorlerle tayinine dayali tiglincli boliimiinde,
potansiyel antikanser etkili madde fulvestrant’in dsDNA ile etkilesim Oncesi ve sonrast,
DNA’daki elektroaktif baz guanin yiikseltgenme sinyallerindeki degisim, elektrot olarak
KGE ve yontem olarak DPV’nin kullanilmasiyla incelendi. FLV ile yilizeye tutturulmus
DNA’nmn etkilesme siiresi, FLV ve DNA derisimindeki degisimin yanita etkisi ve
tekrarlanabilirlik gibi baz1 deneysel parametreler incelendi. Ayrica FLV’nin bos bor ile
dope edilmis elmas elektrot (BDEE) kullanilarak, DPV yontemi ile elektrokimyasal
davraniglarmmin: pH, destek elektroliti, tarama hizi ve derisim ile deg§isiminin
incelenmesi ve bu sonuglara gore en iyi kosullarin saptanabilmesi amaglanmistir. Her iki
yontemle de saptanan en iyi kosullarda voltametrik miktar tayini yapilmasi ve
gelistirilecek bu yontemlerin farmasotik dozaj formlarma uygulanmasi planlanmistir.

Her iki yontemle elde edilen sonuglar karsilastirilacaktir.

Sonug olarak calismamizda tasarimi yapilan tek kullanimlik elektrokimyasal
genosensor kullanilarak, DNA hedefli maddelerin DNA ile etkilesmesi incelenerek,
gelecekte yeni antikanser ve antiviral ilag hedefleme c¢aligmalarina yeni bir boyut
getirilmesi ve yakin gelecekte piyasaya siiriilecek DNA biyogiplerinin teknolojisini
(Hodgson, 1998) olusturacak olan elektrokimyasal genosensorlerin bir prototipinin

gelistirmesi hedeflenmistir.



2. GEREC ve YONTEM

2.1. Elektrokimya

Elektrokimya; maddenin elektriksel davranisini ve elektrik enerjisi ile kimyasal tepkime
arasindaki iligkiyi inceleyen bilim dalidir. Elektrokimyasal tepkimeler yiikseltgenme ve
indirgenme tepkimeleri olup, elektron gecisi veya elektron aktarimi ile saglanir.
Elektrokimyasal tepkimeler, elektronlarin bir yerden bagka bir yere gegisiyle,
elektrokimyasal hiicre ad1 verilen bir hiicrede gergeklesir. Elektrokimyasal tepkimelerin
gerceklesebilmesi i¢in; analizi yapilacak maddeyi igeren bir ¢ozelti (Elektriksel
iletkenligi saglamak amaciyla tampon ¢ozelti kullanilir), maddenin kimyasal doniistime
ugradig1 genellikle {iclii olan elektrot sistemi, elektrotlar1 birbirine baglayan cevirim

sistemi gereklidir.

2.1.1. Elektrokimyasal Hiicreler ve Tepkimeler

Kimyasal sistemlerdeki elektrokimyasal oOlctimler, elektrot ¢ozelti ara yiizeyinin
elektriksel 6zelliklerini ve elektrot tepkimelerinin temel ilkelerini anlamay1 gerektiren
uygulamalardir. Elektrokimya, kimyasal fazlar arasindaki ara yiizey boyunca olusan yiik
aktarimin etkileyen nedenleri ve bu siireci inceler. Kimyasal fazlardan biri, iyonlarin
hareketi ile yiikiin tasmndig1 (sivi ¢ozeltiler, erimis katilar ya da iyonik olarak iletken
katilardan olusan) elektrolit olarak adlandirilan kisimdir. ikinci faz ise elektronik
hareketle (elektron hareketi) yiikiin tasindigi (metaller, yari iletkenlerden olusan)

elektrot olarak adlandirilan kisimdir.



Elektrot — elektrolit arasinda olusan ara yilizeyin toplam 6zelliklerinin ¢alisildigi
sisteme elektrokimyasal hiicre denir. Bir elektrokimyasal hiicre, analit ile birlikte destek
elektroliti ad1 verilen ve belirte¢ olmayan bir elektrolitin asirisint da igeren bir ¢ozeltiye
daldirilmis ti¢ elektrottan (calisma, karsilagtirma, yardimci) olmustur. Voltametrik

Ol¢timlerde kullanilan elektrokimyasal bir hiicrenin bilesenleri Sekil 2.1.’de verilmistir.

—1 > potensivostat

* vardime elektrot

calizma ]
elekiroty

| | —+— tampon cozelti

l —* roferans elekirot

Analit

Sekil 2.1. Genel elektrokimyasal hiicre semasi. (Yalgin, 2007)

Calisma elektrodu: Uzerinde ilgili tepkimenin olustugu ve zamanla gerilimi

dogrusal olarak degisen elektrottur.

Karsilastirma elektrodu: Calisma elektrodunun geriliminin kiyaslandigi elektrot
olup, analit bilesiminden bagimsiz olarak tekrar edilebilir, kararli ve sabit bir gerilim

saglar.

Yardimer elektrot: Sinyal kaynagindan ¢ikan elektrigin ¢ozelti igerisinden
gecerek calisma elektroduna aktarilmasini saglayan (akim tasiyici elektrot) ve tepkimeye

girmeyen (inert) bir iletken materyalden olusan elektrottur.

Elektrokimyasal Olciimler genellikle bir destek elektroliti iceren c¢ozelti
ortaminda yiiriitiilir. Coziicli se¢iminde; analitin ¢oziiniirliigii ve redoks aktivitesinin
yani sira ¢Oziicliniin  elektrik iletkenligi, elektrokimyasal aktivitesi ve kimyasal

reaktivitesi de onemlidir. Coziicii, analit ile tepkimeye girmemeli ve genis bir gerilim
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araliginda elektrokimyasal inert olmalidir. Su, en ¢ok kullanilan ¢oziicii olup genellikle
iki kez aritilmis olmasi yeterlidir. Organik ¢oziiciilerden ise metanol, asetonitril,
dimetilformamid (DMF) ve dimetil siilfoksit (DMSO) siklikla kullanilir. Bazi

uygulamalar i¢in ¢6ziicli karigimlar: da kullanilabiir.

Gerilimin kontrol edildigi deneylerde destek elektroliti kullanilmasi gereklidir.
Destek elektroliti; ¢ozeltinin direncini azaltir, elektriksel migrasyon (elektriksel go¢)
etkisini ortadan kaldirir ve sabit bir iyonik gii¢ saglar. Inert destek elektroliti olarak
inorganik tuzlar, mineral asitler ya da pH kontrolii gerekli oldugu zaman tampon
sistemleri kullanilabilir. Destek elektroliti olarak kullanilacak kimyasal bilesiklerin
saflig1 yiiksek olmali ve kolaylikla yiikseltgenip indirgenmemelidir. Destek elektroliti
derisimi, diger tim elektroaktif (elektrot tepkimesine katilan) tiirlerin derisiminden

biiyiik olmalidir. Genel olarak 0.1 — 1 M arasindaki ¢ozelti derigimlerinde hazirlanir.

Elektrokimyasal hiicrelerde  karsilastrma  elektrodunun  gerilimi  sabit
oldugundan, hiicredeki degisikligin ¢alisma elektrodundan kaynaklandigi sdylenebilir.
Elektrokimyasal hiicrede karsilastirma elektroduna gore calisma elektrodunun gerilimi
diger bir deyisle ¢alisma elektrodundaki elektronlarin enerjileri kontrol edilir ya da

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

Elektroda negatif gerilimlerin uygulanmasi ile elektronlarin enerjisi artar;
elektrolizdeki tiirlerin degerlilik durumundaki enerji diizeyine ulasildiginda elektronlar,
elektrottan cozeltiye akar ve indirgenme akimi meydana gelir. Benzer bir sekilde
elektroda pozitif gerilim uygulandiginda elektronlarin enerjisi diiser; ¢6zelti ortamindaki
enerji diizeyi uygun olan elektronlar elektroda akar ve yiikseltgenme akimi meydana

gelir. Bu siirecte etkili olan kritik gerilim degeri, tiirlerin standart gerilimi (E°) ile

ilgilidir (Bard ve Faulkner, 1980)
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2.1.2. Elektrokimyasal Tabakalar

Elektrokimyasal 6l¢iim yapilirken elektrot yiizeyi ile analit ¢ozeltisi arasinda heterojen
tabakalar meydana gelmektedir. Bunun nedeni; elektrodun kendisine bitisik olan ¢ozelti
tabakasindaki bir tiire elektron verebilmesi ya da o tabakadan elektron alabilmesidir.
Genel olarak hareketli (karistirilan) sistemlerdeki heterojen tabakalarin bilesimi Sekil

2.2°te goriilmektedir.

&

Durgun Cozeltinin s—

NETHStDiﬁ]Z]I'Dn I‘I----------------I_
Tabakas: 4
3
Laminar Akig €
Bilgesi 4
‘.
f———— e e — — = = = — — .
Tiirhiilent Akis Tahakam‘:
(M1gin Cozelti) M

Sekil 2.2. Elektrot yiizeyindeki tabakalarin sematik olarak gosterilmesi
(Karadeniz, 2004)

Tiirbiilent akis tabakasi: Elektrottan uzak ¢ozelti yigminda gozlenir; sivi hareketinin

diizenli bir akis modeli yoktur.

Laminar akig bolgesi: Yiizeye yaklasildiginda laminer akisa gegis olur; sivi

tabakalar1 elektrot ylizeyine paralel bir yonde birbiri lizerine kayarlar.
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Nernst difilizyon tabakasi: Elektrot ylizeyinden & cm uzakta laminer akiminin hizi,
stvi ile elektrot arasindaki siirtlinmeden dolayi sifira yaklagir ve bunun sonucunda
elektrot ¢evresinde ince, durgun bir ¢ozelti tabakasi olusur. Genellikle bu ¢ozelti

tabakasi, 10 —10"® cm kalinliginda olabilir (Skoog ve ark., 1998).

2.1.3. Elektrokimyasal Cift Tabaka

Elektrokimyasal 6l¢timler yapilirken elektrodun kendisine bitisik ¢ozelti tabakasindaki
bir tiire elektron vermesi ya da ondan elektron almasi nedeniyle heterojen sistemler
olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle, bu tabakanin bilesimi ¢ozeltinin diger
kisimlarmin bilesiminden 6nemli 6lgiide farkli olabilir. Elektroda pozitif bir gerilim
uygulandiktan hemen sonra elektrodun yiizeyinde tepkimeye girecek aktif bir tiir yoksa
hizla sifira diisecek anlik bir akim dalgas1 olusacaktir. Bu akim, her iki elektrodun da
yiizeyinde bir negatif yiik fazlaligi (ya da eksikligi) yaratan bir yiikleme akimidir. Fakat
iyonik hareketliligin bir sonucu olarak elektroda bitisik olan ¢6zelti tabakalarinda derhal
bir zit yiiklenme olusur. Bu etkilesim Sekil 2.3’de gosterilmektedir. Elektrodun
yiizeyinde, uygulanan pozitif gerilimin bir sonucu olarak pozitif yiik fazlalig

olusmustur. Yiikli ¢ozelti tabakasi iki kisimdan olusmaktadir:

1- Yogun i¢ tabaka (do ‘dan d;’ ), bu tabakada elektrot yiizeyinden uzaklasildikca
ortaya ¢ikan gerilim mesafe ile dogru orantili olarak azalir. Bu tabaka, c¢oziicii
molekiillerinden ve bazen 6zel olarak adsorblanmig diger tiirlerden (iyonlar ya da

molekiiller) olusur.

2- Difiize tabaka (d; ‘dan dy’ e), burada elektrot yiizeyinden uzaklasildik¢a ortaya
cikan potansiyel listel olarak azalir. Elektrot yilizeyindeki ve yiizeye bitisik ¢ozeltideki
bu yiik toplulugu bir elektriksel ¢ift tabaka olarak adlandirilir (Bard ve Faulkner, 1980;
Skoog ve ark., 1998; Sahinci, 2005). Sekil 2.3°de elektriksel ¢ift tabakanin gériiniimii

ve elektrot yiizeyinden uzaklastikca gerilim degisimi gosterilmistir.
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elektrot
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Sekil 2.3. Elektrot yiizeyinde olusan elektriksel ¢ift tabaka (Karadeniz, 2004)

2.1.4. Elektrokimyasal Bir Olayda Akimlar

Elektrot sistemine gerilim uygulandiginda kapasitif akim ve faradayik akim olmak tizere

2 cesit akim olusur.

1-Kapasitif akim (ic) : Bir elektrodun bir elektrolit ¢ozeltisine daldirilmasi ve
negatif yiikle yliklenmesiyle ¢ozeltideki pozitif yiiklii iyonlar elektroda dogru gekilir.
Boylece ara yiizeyde bir gerilim farki olusur. Ters isaretli yiiklerin ara yiizeyin iki
tarafinda birikmesi ile bu bolgede bir elektriksel cift tabaka olusur. Olusan bu cift
tabaka,  bir kapasitor gibi davranir. Bu kapasitorii yiikklemek icin ortamda
yiikseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir akim olusur. Bu akim
reaksiyona baglh degildir; sistemden kaynaklanir ki bu akima kapasitif akim denir. Ne
kadar diisiik olursa, o kadar dogru dl¢tim yapilir. Kapasitif akim fon akimin olugmasina

neden olan etkenlerden biridir.
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2-Faradayik akim (if): Elektrot tepkimesinden kaynaklanan (analiz edilecek
maddeden) akimdir. Elektrot-Elektrolit ara yiizeyi boyunca yikiin (6rnegin
elektronlar) aktarimiyla bir yiikseltgenme/indirgenme meydana geldigi ve Faraday
Yasalarma (elektrotlarda degisiklige ugrayan madde miktari, elektrolitin i¢inden gecen

elektrik miktari ile dogru orantilidir) uydugu i¢in faradayik akim adini alir.

2.1.5. Elektrokimyasal Bir Olayda Faradayik Islemler

Cozelti ve elektrot arasindaki ylizeyden akimin iletimi sirasinda, elektrotlardan birinde
yiikseltgenme reaksiyonlar1 olurken digerinde indirgenme reaksiyonu meydana gelir. Bu

reaksiyonlarda;
O+ne <R

O ve R’nin, sirasiyla, redoks ¢iftinin, ylikseltgenmis ve indirgenmis seklini ifade
ettigi tepkime ile gosterilmektedir. Termodinamik kurallarla kontrol edilen sistemlerde,
elektrot potansiyeli, elektroaktif tiiriin elektrot yiizeyindeki derisiminin [Co(0,t) ve
Cr(0,t)], Nernst Denklemine (esitlik 1.1) gére saptanmasinda kullanilabilir.

2,3RT log C,
nF C-. (1.1)

E-E"~
E® = Redoks tepkimesi i¢in standart potansiyel
R = Gaz sabiti (8,314 JK'mol™)
T = Sicaklik (°K)

n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayisi

F = Faraday sabiti (96487 coulombs)
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Elektrot ara yiizeyinde meydana gelen redoks tepkimesi sirasinda akim,
elektronlarm dogrudan aktarimi yoluyla iletilir. Bir elektrottaki kimyasal madde
miktarinin gegen akimla dogru orantili oldugunu ifade eden bu tip islemlere, faradayik

islemler, bu sekilde olusan akimlara da faradayik akimlar ad1 verilir.

Analizlenecek madde ve iiriinlerin derigimleri yalnizca elektrot yiizeyinden
uzakligin bir fonksiyonu olarak ve Nernst tabakasi i¢inde degisir. (Bard ve Faulkner,

1980; Wang, 2000; Merig, 2001).

2.1.6. Elektrokimyasal Bir Olayda Kiitle Aktarim Yollar

Kiitle aktarimi, ¢ozelti icinde bulunan bir maddenin bir yerden baska bir yere hareketi
olarak tanimlanir. Bu hareket, iki bolge arasinda elektriksel ya da kimyasal gerilim farki
varsa hizlanir. Bir elektrot, yalnizca elektrot ylizeyindeki ¢cok ince bir ¢ozelti tabakasinda
etkili olabildiginden faradayik akim, ana c¢ozeltiden elektrot yiizeyine dogru tepkimeye

giren tiirlerin devaml kiitle aktarimini gerektirir.

Elektroaktif maddeler elektrokimyasal bir olayda ii¢ sekilde tagnabilir:
a) Bir elektrik alan etkisi altinda Go¢/ Migrasyon,
b) Karistirma veya titresim sebebiyle Konveksiyon,
¢) Derisim farkindan kaynaklanan Difiizyon.

Migrasyon, yiiklii taneciklerin elektriksel alanin etkisi ile zit yiiklii kutba dogru
cekilmesinden kaynaklanan bir hareket tiiriidiir. Burada anyonlar anoda, katyonlar
katoda dogru hareket ederler. Migrasyona yol acan kuvvetler sadece elektrostatik
giiclerdir. Elektroaktif tiir yiiklii oldugu siirece zit yiiklii elektrot tarafindan ¢ekilecektir.
Ancak derisime bagli olmadigi i¢in, ilgilenilen tiiriin bu yolla aktarimini tiimiiyle

sifirlayamazsak da en aza indirmek i¢in ortama asir1 miktarda aktif olmayan destek
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elektrolit ilavesi yapilir. Bu ¢0zeltideki iyonlar iyonik gocii Onemli Olgiide
iistleneceginden analitin ¢ok az bir kesimi migrasyonla taginir hale gelecektir. Boylece
cozeltideki yiikler herhangi bir iyon tarafindan tasinabilir; analitin zit yiikli elektroda
gb¢ etme hizi uygulanan potansiyelden bagimsiz hale gelir. Iyonik gd¢ ortama destek

elektroliti ilavesiyle engellenebilir.

Konveksiyon sicaklik ve yogunluk farkindan olusur. Konveksiyonun akim
yogunlugu tizerinde biiyiik etkisi vardir. Bunu 6nlemek i¢in ¢ozelti ya karistirilir ya da

elektrot hizla dondurilir.

Asil istenen, ana cozeltideki elektroaktif maddenin elektrot yiizeyine sadece
difiizyonla taginmasidir. Diflizyon kontrollii elektrokimyasal olaylarda madde
derisiminin fazla oldugu bdlgeden derisimi az olan bdlgeye dogru diflizlenir. Boylece
elektrolit ¢ozeltisi ile elektrot ylizeyi arasindaki derisim farkindan bir diflizyon akisi

dogar.
Bu aki;
J =—D (dc/dx)
Formiilii ile verilir. Bu iliski Fick’in 1. yasasidir.

Burada J, diflizyon akis1 (mol mfzsfl); de/dx derisim gradienti (mol m™) ve D
difiizyon katsayist (m s *)’dir. Fick’in 1. yasasinda kararll hal difiizyonu gdz Sniine
almmistir. (Bocris ve Reddy, 1970). Yani difiizlenen partikiillerin derisimi ve aki
zamanla degismemektedir. Bu yasa elektrot olaylarina uygulandiginda, elektroda bitisik
diflizyon tabakasi denilen bir bélgede elektroaktif maddenin elektrota ulasmasimi agiklar.
Bu taktirde elektroda diflizlenen maddenin esdeger gram sayisi diflizyon akisina esit

olur. Yani;
| /nF=J=-D (dc/dx)
Eger bu kavramlar degisiyorsa bu halde;

(8¢ /8t)=D (8° C / &)
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denklemi elde edilir. Bu denklem Fick’in 2. Yasasi adimni alir. Yani derisim hem
zamana, hem uzakliga baghdir. Boylece kismi diferansiyel denklemle gosterilen

yukaridaki Fick’in 2. yasasinin formiilii elde edilir.

2.1.7. Elektrot Tepkime Hizim1 ve Akimimi Etkileyen islemler ve Polarizasyon

Elektrokimyasal hiicrelerde akim ya da elektrot tepkime hizi genelde asagidaki

islemlerin hizlar1 tarafindan yonlendirilir:

1- Kiitle aktarrmi (Ornegin bir A molekiil veya A” iyonunun ana ¢ozeltiden elektrot

ylizeyine aktarimi)
2- Elektrot yiizeyinde olusan elektron aktarimi
3- Elektron aktarimmin dncesi ve sonrasi olusan kimyasal tepkime
4- Diger ylizey tepkimeleri (adsorpsiyon, desorpsiyon, kristalizasyon)

Birgok Onemli elektroanalitik yontem, hiicredeki akimm degisiminin bir

fonksiyonu olarak 6l¢giilen akim-gerilim egrilerine dayanir.
Ehiicre = Exatot — Eanot — IR

Yukaridaki esitlik, sabit elektrot geriliminde, hiicre gerilimi ile akim arasinda
dogrusal bir iliskinin gecgerli oldugunu gostermektedir. Uygulamada dogrusalliktan
uzaklasilan durumlara sik rastlanir. Bu kosullarda hiicre polarize olmustur denir ve
polarizasyon derecesi asir1 gerilim (n) ile verilir. Asir1 gerilimden etkilenen bir

elektrolitik hiicre i¢in gerilim asagidaki esitlikle verilir:
Eh: Ek—Ea— |R—I]

Bir yar1 hiicrede polarizasyonun gerceklesebilecegi elektrot, elektroda hemen

bitisik ¢ozelti tabakasi ve ana ¢dzelti olmak iizere iic bolge bulunmaktadir;
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Elektrokimyasal yar1 hiicrede bulunan elektroaktif tiiriin elektrot yiizeyine
hareketi; kiitle aktarimi, kimyasal tepkime, fiziksel hal degisimi ve elektron aktarimi ara
basamaklarindan gecerek gergeklesir. Bu ara basamaklardan biri toplam tepkimenin
hizin1 ve boylece akimm biiyiikliigiinii smirlayabilir. Kiitle aktarimi elektroaktif tiiriin
ana ¢Ozeltiden yiizey tabakasina hareketini igerir. Bu basamak toplam tepkimenin ve
devaminda akmmin hizin1 smirladigindan derisim polarizasyonunun varligindan
sorumludur. Bazi yar1 hiicre tepkimelerinde elektroaktif tiirlin yiikseltgenme ve
indirgenme formlarinin bulundugu bir ara kimyasal tepkime de yer alir. Bu ara basamak
daha sonra elektron aktarim isleminde etkin bir rol oynar. Boyle bir ara basamak
tepkimesinde {riinlerin olusum ya da bozunma hizi akimi sinrlarsa tepkime
polarizasyonunun varligindan so6z edilebilir. Bazi durumlarda ise adsorpsiyon,
desorpsiyon ya da kristallenme gibi fiziksel islemlerin hizi akimi smirlar. Bu durumda
adsorpsiyon, desorpsiyon, kristallenme polarizasyonu olusur. Sonugta yiik aktarim
polarizasyonu ile karsilasilir ki bu durumda yiizey tabakada elektrottan yiikseltgenmis
tiirlere ya da indirgenmis tiirlerden elektroda dogru olan elektron aktarimi hizinin yavas

olmasi1 nedeniyle akimin siirlanmasi sz konusudur.

Voltametrik yontemlerde tam derisim polarizasyonunun oldugu kosullar altinda

calisilmak istenir. Genel olarak derisim polarizasyonu kosullarini saglamak igin;
-Analit derigimleri diistik tutulur.
-Elektrolit derisimleri yiiksek tutulur.
-Elektrodun yiizey alani kiigiik tutulur (mikro elektrotlarla ¢calismak idealdir)

Elektrotlarin birinde ya da ikisinde birden yiikseltgenme ya da indirgenme
tepkime hiz1 teorik olarak gerekli olan akim olusturabilecek kadar hizli degilse yiik
aktarim polarizasyonu olusur. Yiik aktarim polarizasyonu ile ortaya ¢ikan asir1 gerilim

asagidaki 6zelliklere sahiptir:
-Asir gerilim akim yogunlugu ile artar.
-Asir gerilim genellikle sicaklik arttik¢a azalir.

-Elektrodun kimyasal bilesimine gore degisir.



19

Asirt gerilimler Hy ve O, gibi gaz lirlinlerin olustugu elektrot islemleri i¢in ¢ok

onemlidir. (Bard ve Faulkner, 1980; Skoog ve ark., 1998; Merig, 2001)

2.1.8. Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik metotlarin ¢ok cesitli smiflandirma yollar1 vardwr. En yaygm kabul
gormiis olan smiflandirma metodu Sekil 2.4’de sema halinde verilmistir. Semadan
goriildiigi gibi elektroanalitik metotlar genelde net akimin sifir oldugu denge
durumundaki statik metotlar ve denge durumundan uzakta net akimmn goézlendigi
dinamik metotlar olmak tizere ikiye ayrilir. Dinamik metotlar cogunlukla ya potansiyel
kontrollii veya akim kontrolliidiir. Potansiyel veya akimin kontrol edildigi tekniklerde bu
parametreler biiyiikk genlikli veya kiiciik genlikli olarak uygulanir. Biiyiik genlikli

teknikler digerlerine gore daha yaygin olarak kullanilir.
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Elektroanalitik Teknikler

Statik Teknikler (1=0) Dinamik Teknikler (i=0)
Potansivometri

Secict Elektrotlar
Potansivometrik Titrasyonlar

Potansiyel Kontrolli Akim Kontrolli  Yiik Kontrollia
Teknikler Teknikler Teknikler
Kronopotansiyometri
Kronoamperometri Potansiyel Kulometrik Titrasyonlar
Kronokulometri Kontrolli
Kulometr

Voltametri

Hidrodinanuk Voltametn: Puls Voltametrisi Sabit Elektrot Voltametrisi
a) Cozeltimin Kanstinldiz Dogrusal Taramali (LSV)
Voltametri Déniistimlii Volt. (CV)
b) Dénen Disk Elektrot
Voltametrisi

Sekil 2.4. Elektroanalitik yontemlerin siniflandirma semas1 (Gokmese, 2004)

Elektroanalitik yontemler, hiicrenin elektrokimyasal 6zelliklerinin izlenmesine
dayanan yontemlerdir. Elektroanalitik yontemler bilimsel ¢aligmalarda olduk¢a yaygin
olarak kullanilmaktadwr. Endiistriyel materyallere, farmasotik maddelere, biyolojik
orneklere ( ya da sivilara ) uygulanabilmektedir.

Elektroanalitik teknikler ile ¢cok diisiik tayin sinirina ulasabilir (yaklasik 10 10 M)

ve mekanizma tayinine olanak veren yontemlerdir. Cogu kez, bir elementin 6zel bir
yiikseltgenme basamagi i¢in spesifiktir. Kullanilan cihazlar nispeten ucuzdur. Kimyasal
tiirlerin derisiminden ¢ok, aktiviteleri hakkinda bilgi verir. Ayrica ara ylizeydeki yiik

aktariminin stokiyometrisi ve hizi, kiitle aktarim hizi, adsorpsiyon ve kemisorpsiyon
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derecesi, kimyasal tepkimelerin hiz1 ve denge sabitleri gibi konularda da bilgi verir. Bu

ozelliklerinden dolay1, elektrokimyasal yontemler diger yontemlerden daha avantajlidir.

Elektroanalitik yOontemler; ara yiizeyde ya da c¢ozelti ortammnin tamaminda
gerceklesen degisimlerin incelendigi yontemler olarak da ikiye ayrilir. Ara ylizey
yontemlerinde; kimyasal ve fiziksel doniisiimler, elektrot yiizeyi ile ¢ok ince ¢ozelti
tabakalar1 arasinda gerceklesir. Ara yiizeyde gergeklesen yontemlerden olan
potansiyometri ve voltametri; duyarlilik, secicilik ve uygulanabilirlik gibi 6zellikleriyle
yaygm bir kullanim alani bulmuslardir (Yildiz ve ark., 1997; Skoog ve ark., 1998;
Wang, 2000).

Voltametri ve polarografi, elektroanalitik yontemlerin en yaygmn kullanilan

turleridir.

2.1.8.1.Voltametri

Calismamizda uygulanan yontem olan voltametri; inorganik, fiziko ve biyokimyacilar
tarafindan g¢esitli ortamlarda olusan yiikseltgenebilen ve/veya indirgenebilen
(elektroaktif, elektrot tepkimesine giren) organik ve inorganik maddelerin ¢esitli
ortamdaki ¢dzeltilerinden uygun kosullarda elde edilen akim siddeti-gerilim egrilerinin
(voltamogram) karakteristiklerini inceleyen ve degerlendiren analiz teknigidir. (Bockris
J.O.M. ve ark.1970; Yildiz ve Geng, 1993). Ayrica voltametri, yiizeydeki adsorpsiyon
islemlerinin arastirilmasi ve kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot yiizeylerinde
gerceklesen elektron aktarim mekanizmalarmin aydmnlatilmasi gibi analitik olmayan

amaglar icin de yaygm bir sekilde kullanilmaktadir.

Voltametri 1922 yilinda Cekoslovak kimyac1 Jaroslav Heyrovsky tarafindan
bulunan polarografiden gelistirilmistir. Voltametrinin hala 6nemli bir dali olan
polarografi, diger voltametri tiplerinden ¢aligma mikroelektrodu olarak damlayan civa

elektrodu kullanilmast bakimindan farklilik gdsterir (Bond, A.M., 1980). Heyrovsky
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polarografi kesfinden ve gelistirilmesinden dolay1 1959 yilinda Nobel Kimya Odiiliinii

kazanmigtir

Voltametride kullanilan mikro elektrot, i¢ ¢ap1 0,03-0,05 mm olan cam bir kapiller
borudan akarak biiyliyen ve belli bir biiyiiklige geldigi zaman koparak diisen bir civa
damlasi ise, yontem ‘polarografi’ ve elde edilen akim-gerilim egrisi ise ‘polarogram’

olarak adlandirilir.

Polarografik yontem damlayan civanin kolayca yiikseltgenmesi nedeniyle daha ¢ok
indirgenme olaylarinin, voltametri ise kati1 elektrotlar yardimi ile ylikseltgenme
olaylarinin incelenmesinde kullanilmaktadir. Karbon elektrotlarla yapilan voltametri ise
hem ylikseltgenme, hem de indirgenme bdlgesinde genis bir calisma araligina imkan

tanimaktadir.(~ —1.8V - +1.8V (sulu ortamda)). (Tuncel ve ark., 1984)

Voltametrik ¢aligmalarda kullanilan elektrotlar kisaca; platin, altin, rutenyum gibi
inert metaller (Biryol ve ark.,1989) pirolitik grafit ve camsi karbon (Panzer, 1972;
Shearer ve ark., 1972; Tjaden ve ark., 1976; Ozkan ve ark.,1998; Sentiirk ve ark.,1998),
¢inko oksit, iridyum oksit gibi yari iletken elektrotlardir. Tel, levha, disk bigiminde olan

kat1 elektrotlarin sabit, doner veya titresen tipleri vardir. (Biryol ve ark., 1989)

1960’11 yillarin ortalarinda klasik voltametrik tekniklerle yapilan pek c¢ok
degisiklik, yontemin duyarliligmi ve se¢iciligini biiyiik 6l¢iide arttirmis ve 6zellikle tip,
eczacilik, biyokimya ve ¢evre c¢alismalarinda yonteme genis ve giderek artan bir
uygulama alani saglanmustir. (Patriarche, 1979; Brezina ve ark., 1958; Greef ve
ark.,1990; Sentiirk ve ark., 1996 ; Ozkan ve ark., 1997; Yilmaz ve ark.,1998; Ozkan ve
Uslu, 2002; Uslu ve ark., 2006; Tian ve ark., 2008; Dogan-Topal ve ark., 2009).
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2.1.8.2. Polarografi

Polarografi, ilk bulunan ve kullanilan voltametri tipidir ve elektrot olarak damlayan civa
elektrodu kullanilmaktadir. Destek elektrolite ait polarogramin incelenmesi ile ortamda
analizlenecek madde yokken bile hiicrede artik akim adi verilen kii¢iik bir akimin

olustugunu gosterir. (Skoog ve ark., 1996; Yildiz ve Geng, 1993)

Smir akimlari, akimm biylikliigli analizlenecek maddenin elektrot yiizeyine
tasinma hizi ile smirh oldugu zaman gozlenir. Diflizyonla kiitle aktarimi oldugu i¢in
polarografik smir akimlarina genellikle diflizyon akimlart denir ve iqy ile gosterilir. Bu,
diflizyon akim ile artik akimlar arasindaki farktir. Diflizyon akimi analizlenecek madde

derisimi ile dogru orantilidir.

Artik akimlarm olusma sebeplerinden biri olarak safsizliklarin indirgenmesi ve bu
safsizliklarin i¢cinde az miktarda ¢6ziinmiis oksijen, damitik sudan gelen agir metal

iyonlar1 ve destek elektrolit olarak kullanilan tuzdaki safsizliklar sayilabilir.

Polarografik yontemlerde dogruluk ve duyarlik, faradayik olmayan artik akimin
biiyiikliigline baghdir ve dogru bir sonug elde etmek i¢in artik akimin etkisini giderme

yoluna gidilir.

Polarografide pH nin etkisi: (1)

Bazi1 organik ve inorganik madde reaksiyonlar1 asagidaki gibi ifade edilir:

R+ nH + ne —= RH_

R, analitin yiikseltgenmis sekli ve RH, de indirgenmis seklini gostermektedir. Bu
tip bilesiklerin yari-dalga potansiyelleri denklemden de anlasilacagi gibi dnemli Olgiide
pH’ ya baghdir; pH’nin degisimi, reaksiyon sonucunda olusan iiriiniiniin degismesine
bile sebep olabilir. Bu nedenle analit ¢ozelti ¢ok iyi sekilde tamponlanmalidir. Eger bu

islem yapilmazsa, elektrot yiizeyindeki ¢ozeltinin pH' s1  biiyilk oranda
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degisebilmektedir. Bu degisimler, reaksiyonun indirgenme potansiyelini etkiler ve iyi bir
gorliniimii olmayan yayvan egrilerinin elde edilmesine neden olur. Ayrica, 6zellikle
organik maddelerle yapilan polarografide tekrarlanabilir yari-dalga potansiyelleri ve

diflizyon akimlar1 elde etmek i¢in iyi bir tamponlama yapmak genellikle ¢cok dnemlidir.

Polarografide akim, ¢aligma elektrodu iizerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucunda olusur. Indirgenmeden dolay1 olusan akima katodik akim,
yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik akim denir. Belli bir potansiyelden
sonra akimin sabit kaldig1 bir plato bdlgesine ulasilir. Bu akima sinir akimi adi verilir.
Elektrot iizerinde heniiz reaksiyon olmadigi zaman kiigiik de olsa bir akim gdzlenir. Bu
akima artik akim denir. Sinir akimi ile artik akim arasindaki yiikseklik dalga
yiiksekligidir. Dalga yiiksekligi, elektroaktif maddenin derisimi ile dogrusal olarak artar.
Bu 6zellik nedeniyle polarografi kantitatif analizlerde kullanilabilmektedir. Akimin,
smir akimi degerinin yarisina esit oldugu potansiyel yari1 dalga potansiyeli olarak
tanimlanr. Yar1 dalga potansiyeli Eipp ile gosterilmektedir. Eq, degeri genellikle
elektroaktif maddenin derisiminine bagli degildir ve standart yar1 hiicre potansiyeli ile
yakindan iliskilidir. Yar1 dalga potansiyelinin her madde igin karekteristik olmasi

Ozelliginden dolay1 polarografi kalitatif analizlerde de kullanilabilmektedir.
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20— ,

Potansiyel, V, DKE’ye kars1

Sekil 2.5. 1M HCl icerisinde 5x10™*M Cd*%nin indirgenmesine (B) ve 1M

HCI ¢6zeltisine ait polarogram

Fick kanunlar1 olarak ifade edilen diferansiyel denklemlerin genisleyen kiiresel

elektrot i¢in ¢oziilmesi ile ortalama akim i¢in asagidaki Ilkovig esitligi elde edilir.
(ig)en = 607 NCDY2m253¢18
Bu esitlikteki terimlerin agiklamalar1 asagidaki gibidir:
1: damla omrii sonundaki akim, A;
n: aktarilan elektron sayisi, eq/mol,;
C: ana ¢ozeltideki depolarizer derigimi, mol/cm?;
D: difiizyon katsayisi, cm’/s;
m: civanin akis hizi, g/s;

t : damla 6mri, s.
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Bir polarografik deneyde civa siitunun yiiksekligi (h) sabit tutulursa civanin akis
hizt (m) ve damla 6mrii (t) de sabit kalir. Deney sabit sicaklikta yapilirsa difiizyon

katsayis1 da sabit olacagindan Ilkovig esitligi asagidaki gibi yazilabilir.
ig=kC

Bu esitlikte C, ana ¢6zelti derisimi oldugu i¢in polarografi, kantitatif analizlerde
kullanilabilmektedir. Yukarida verilen esitlik, koordinat sisteminin sifir noktasindan

gecen bir dogru denklemidir.

Polarografide diflizyon kontrollii sinir akimindan baska kinetik ve adsorpsiyon
kontrollii akimlara da rastlanir. Kinetik akim, elektroaktif maddenin bir kimyasal
reaksiyon sonucu olusmasi ile gozlenir. Elektroaktif maddenin derisimi kimyasal
reaksiyonunun hizi ile kontrol edildigi i¢in bu akima kinetik akim ad1 verilir. Bazen de
akim, elektrot yiizeyine elektroaktif maddenin, iriiniin veya ortamda bulunan diger

maddelerin adsorpsiyonu ile kontrol edilir. Bu akima da adsorpsiyon akimi adi verilir.

2.1.8.3. Voltametrik Cihazlar

Voltametrik analizde kullanilacak cihazlar, elektrokimyasal hiicre, analit ve destek
elektrolit ad1 verilen elektrolitin asirisini igeren bir ¢ozeltiye daldirilmis ii¢ elektrottan

yapilmistir.
Tanim olarak;

1) Calisma elektrodu; tasarimi yapilacak bir biyosensdr bu {i¢lii sistemlerde
kullanilabilmektedir. Bu elektrot, yiizeyinde analitin yiikseltgendigi veya indirgendigi

elektrottur.

2) Referans elektrot; Referans elektrot, potansiyeli deney siiresince sabit kalan bir

elektrottur. Ag / AgCl veya doygun kalomel elektrot (DKE) kullanilabilir.
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3)Yardimcr elektrot; Pt bir tel veya bir civa havuzu seklinde olan ve elektrigin
¢ozelti icinden ¢alisma elektrotuna aktarilmasini saglayan karsit elektrottur. Bu elektrot,
calisma elektrotu ile bir ¢ift olusturan fakat 6l¢giilen potansiyelin biiyiikliigiiniin tayininde

rol oynamayan bir elektrottur.

Mikroelektrotlardaki hizli ilerlemeler ve Ozellikle elektroanalitik cihazlara
kullanima hazir amplifikatorlerin yerlestirilmesi ile bu alandaki arastirmalarda 6nemli
degisiklikler meydana geldi. Bu tiir aletler iki akimdan olusurlar, hiicreye gerilim
uygulayan bir polarize akim ve hiicre akiminin izlenmesi ile 6l¢iilen akim. Modern
voltametrik analizlerin karakteristigi, hiicre direncinden kaynaklanan hatalar1 en aza
indirgeyen ¢alisma elektrodunun potansiyostatik kontroliidiir. Potansiyostatik kontrollii
ii¢ elektrot sistemi ile hiicre direncinin biiylik boliimii ortadan kaldirilmistir. Burada
karsilagtrma elektrodu calisma elektroduna miimkiin oldukg¢a yakindir. Yardimci
elektrot ise akim yolunun tamamlanmasi i¢in ¢ozeltiye yerlestirilmis akim tasiyici
elektrottur. Boylece akim yardime1 elektrot ve ¢alisma elektrot arasinda ¢ozelti boyunca
akar. Calisma elektrodundaki biitiin noktalarda akim yolunun esit olmasi i¢in bu
elektrotlarin  simetrik olarak hiicreye yerlestirilmesi Onemlidir. Karsilastirma
elektrodunun calisma elektroduna ¢ok yakin olmasi nedeniyle karsilastirma
elektrodundan higbir akim ge¢mez; bu da hiicre direncinin dolayisiyla ohmik gerilimin
(IR) en aza inmesini saglar. Yalniz tiim ¢alismalara karsin hiicre direnci tam olarak yok
edilmediginden Olgiilen gerilimlerde IR’nin de katkist1 bulunmaktadir. Bilgisayar
kontrollii aletler tiim analiz cihazlarinda oldugu gibi voltametrik cihazlarda da
vazgegilmez bir unsur olmustur. Bilgisayar kontrollii cihazlar ile analizlerde kesinlik,

hiz, kolaylik artmistir (Skoog ve ark., 1998; Wang, 2000)
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2.1.8.4. Voltametrik Elektrokimyasal Analizde Kullanilan Elektrotlar

2.1.8.4.1. Referans Elektrotlar

Elektrokimyasal analizler sirasinda potansiyeli dis ortamdan etkilenmeyen ve analiz
stiresince sabit kalan elektrotlardir. Referans elektrotlar ¢alisilan maddelere karsi

duyarsizdirlar.
Ideal bir referans elektrotta aranan dzellikler asagidaki gibidir;
-Kolay hazirlanabilmeli
-Tersinirdir ve Nernst esitligine uyar
-Potansiyeli zamanla sabit kalir
-Cok kiicilik akimlara maruz birakildiklarinda eski orijinal potansiyellerine
geri donerler
Referans elektrotlar, sicaklik degisimlerine kars1 ufak degisimler gosterir.

(Skoog ve ark., 1996; Yildiz ve Geng, 1993; Evans A. 1991; Pietrzyk ve Frank, 1979;
Tomschik, M., ve ark., 1999)
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Referans Elektrot Cesitleri

Standart hidrojen elektrot (SHE)

Elektrokimyada ilk olarak standart hidrojen elektrotlar kullanilmistir. Hazirlanmasi

gii¢c oldugundan pratik ¢aligmalarda diger referans elektrotlar oncelikle tercih edilir.

Kalomel referans elektrot

Doygun kalomel elektrotun hazirlanmasi oldukca kolay oldugundan ¢aligsmalarda
pratiklik sagladig1 icin yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Ancak kullanimi tiim sistemler

icin elverisli degildir. En biiylik sakincasi biiyiik sicaklik katsayilarmna sahip olmalaridir.

Doygun kalomel elektrotun elektrot potansiyeli 25 °C’ de standart hidrojen
elektrotuna gore +0,244 V ¢ dur.

Olusan elektrot tepkimesi su sekildedir;

Hg.Clo (s) +26¢ —* 2Hg+2CI

Giimiis — giimiis kloriir referans elektrot

Glimiis — giimiis kloriir referans elektrotlar1 da doygun kalomel elektrotlar gibi
oldukc¢a yaygim kullanilirlar. Giimiis — glimiis kloriir elektrotu doygun kalomel elektrota
gore daha yiliksek sicakliklarda kullanilabilirler. Ayrica giimiis iyonlar1 civa (I)

iyonlarina gore daha az sayida analitle reaksiyona girerler.

Bir glimiis — giimiis kloriir referans elektrot glimiis bir telin, elektrolitik yoldan
AgCl ile kaplanarak CI" iyonu igeren bir ¢ozeltiye daldirilmasiyla elde edilir. Doygun
KClI ¢ozeltisi kullanildig1 zaman 25 °C’ de standart hidrojen elektrota gore potansiyeli
+0,222 V’ dur.

Olusan tepkime su sekildedir;

AgCl+e 7> Ag+CI
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Civa — civa (1) siilfat referans elektrot

Doygun kalomel elektrota benzer. Elektrot potansiyeli siilfat iyonlarmin aktifligi ile

bulunur.

2.1.8.4.2. Cahisma Elektrotlan

Zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisen, ylizeyinde analitin yiikseltgendigi veya

indirgendigi mikroelektrotlardir.

Voltametrik tekniklerin performans:t calisma (indikator) elektrotuna baglhidir.
Calisma elektrotunun yiizeyinin kimyasal yapis1 ve fiziksel 6zellikleri performansi
etkilemektedir. Elektroanalitik yontemler gelismeye devam ederken c¢alisma
elektrotlarini gelistirme ¢abalar1 da halen devam etmektedir. Elektroanalitik yontemlerin
verimini arttirabilmek ic¢in ¢alisma elektrotlar1 sekil ve kimyasal yapilar1 bakimidan

gelistirilmeye caligilmaktadir.

Yapimminda platin veya altin gibi iletken bir metal, pirolitik grafit ya da camsi
karbon; kalay oksit ya da indiyum oksit gibi yar1 iletken veya bir civa filmi ile kaplanmis
bir metal kullanilabilir. Calisma elektrotlar1 biyosensor tasarimina uygun bir sekilde
gelistirilebilir.

Calisma elektrodu tekrarlanabilir yanitlar kadar sinyal/ giiriiltii karakteristigi de
saglar. Calisma elektrodunun se¢imi temel olarak iki faktor tizerine kurulur:

-Hedef analitin redoks davranislari.

-Olgiim igin gerekli gerilim araligmin iistiindeki artik akim

Calisma elektrodu segerken dikkate alinacak diger faktdrler; gerilim penceresi,

elektrik iletkenligi, yilizey tekrarlanabilirligi, mekanik o6zellikler, fiyat, bulunabilirlik ve
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toksiklik sayilabilir. Bu tiir elektrotlarm kullanildigr gerilim araligmin saptanmasi ¢ok
onemlidir. Ozellikle de bu gerilim arahgi, sulu ¢ozeltilerde yalnizca elektrot
malzemesine degil, ayn1 zamanda bu elektrotlarin daldirildig1 ¢ézeltinin bilesiminine
bagli olarak da degisir. Pozitif gerilim sinirlar1 genellikle molekiiler oksijen verecek

sekilde, suyun yiikseltgenmesi sonunda olusan hidrojenden kaynaklanir.

Elektroanaliz i¢in genis bir materyal araligi c¢alisma elektrodu olarak kullanim
olanagi bulmaktadir. Civa, karbon ve soy metaller (6zellikle platin ve altin) en ¢ok

kullanilanlardir (Wang, 2000)

Voltametride siklikla kullanilan ¢alisma elektrotlar1 asagidaki  sekilde

smiflandirilabilir:
-Civa elektrotlar
-Kat1 elektrotlar
-Kimyasal modifiye elektrotlar

-Mikroelektrotlar

B 1M Hz504

Pt
1 MaOH

[ 1 M HzS04

Hg
1 M KCI
L 1M NaCOH
1M HCIOs
C
0.1 M KCI
| | ] | |
+2 # i - -2
E (V), Kalomel elektroda kargi

Sekil 2.6. Cesitli caligsma elektrotlarina ait calisma potansiyeli araliklar1 (Yalgin,
2007)
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Caligsma elektrotlari ¢esitleri;

1.Civa Elektrot

Civa elektrotlar elektrokimyasal analizde olduk¢a yaygin kullaniimaktadir. Biiylik
negatif potansiyel araliklarinda calisilmasma imkan saglar. Bunun yaninda civa kolayca
yiikseltgenebilir. Bu 6zelliginden dolayr anot olarak kullanilabildigi potansiyel araligi
olduke¢a distiktiir. En biiyiik stiinliiklerinden bir tanesi her seferinde yeni bir metal
ylizeyi olusturulmasidir. Bunun yaninda civa toksik bir metal oldugu icin kullanimi
zahmetlidir. Civa elektrotunun; disk elektrot, asili civa damla elektrot, damlayan civa

elektrot, durgun civa damla elektrot gibi ¢esitleri vardir.

Onceki yillarda damlayan civa elektrot bazi iistiinliikleri nedeniyle voltametrik
calismalarda sik¢a kullanilmaktaydi. Bu istiinliikleri ise; her yeni damla ile yeni ve
temiz bir metal yiizeyi olusturuldugundan elde edilen akim O6nceki damlalardaki
elektroliz olaylarinin etkisinde kalmaz, bu nedenle de tekrar edilebilir sonuclar elde
edilir. Elektrot yiizeyi pratik¢e her zaman ayni kalir. Yine, civanin kimyasal agidan inert
olusu ve civanin hidrojen indirgenmesine kars1 gosterdigi yiiksek asir1 gerilimden dolay1
bagil olarak biiylik negatif gerilimlerde kullanilabilir ve bu elektrotla bir¢ok indirgenme
tepkimesi incelenebilir (Birgok metal iyonu civa elektrot iizerinde tersinir olarak
indirgenir. Civa, protondan hidrojen gazi olusmasina karsi biiylik bir asir1 gerilim
olusturur. Bu nedenle, bircok madde asit ortamda dahi protondan 6nce indirgenebilir.).
Elektrodun pasiflesmesi veya zehirlenmesi gibi olaylar meydana gelmez. Baska bir

deyisle reaksiyonlar tekrarlanabilir tiirdendir.

Biitiin bu istiin Ozelliklerine karsin bu elektrotun bazi smirlamalar1 da vardir.
Metalik civanin diisiik pozitif gerilimde bile kolayca ylikseltgenebilmesi, (~+0.4V) ve
kalomel olusturmasi civa elektrodun kullanilmasini smirlayan en énemli 6zelliklerden
birisidir. Ayrica kullanilan civanin temizlenmesinin olduk¢a zahmetli olmasi, damlama

sliresinin ayarlanmasinin zorlugu, civanin damlatilmasinda kullanilan kilcallarin kolayca
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tikanabilmesi, ctva buharlarinin toksik olmasi ve bu nedenle teknigin dogrudan dokuya
uygulanamamasi bu elektrotun kullanilmasindaki baslica sorunlardir. Ayrica kullanilan
civanin ¢ok saf olmasi istenir; ancak, bunun her zaman bulunmasi oldukca giictiir.
Damlayan civanin baska bir mahsuru, klasik yontemin duyarliligini yaklagik 10° M’a
sinirlayan faradaik olmayan artik akim veya ylikleme akimi olugsmasidir. Damlayan civa

elektrodun diger dezavantaji da akim maksimumlari vermesidir.

Damlayan civa elektrotu yukarida belirtilen sorunlari ortadan kaldwrmak igin
1940’11 y1llarin sonunda Skobets ve arkadaslari tarafindan baslatilan ve giinlimiize kadar
stiren kati1 elektrot calismalar1 bu yonteme genis bir uygulama alani saglamistir. (Adams

ve ark. 1958; Skoog ve ark.1996)

Damlayan Civa Elektrodu:

Bu elektrotla ¢ok uzun bir damlama siiresi elde etmek zordur. Ancak damlama

stiresi 18 dakika olan elektrotlar gelistirilmistir. (Bond,1980)

Asilt Civa Damla Elektrotu (ACDE)

Genelde bu elektrotun yapisinda mikrosiringa yer alir. Bu sirmga yardimiyla damla
bliytikligli kontrol edilebilmektedir. Bazi ticari firmalarin daha farkli elektrotlar1
bulunmaktadir (Solak ve ark.,1988; Kir ve ark.,1990; Altnéz ve Temizer, 1990a ;
Altindz ve ark.,1990b; Altinoz ve ark.,1992) ACDE, hem basit, hem ekonomik, hem de
istenilen tekrar edilebilirlige sahiptir. Bu elektrotla elde edilen egriler de kat1 ve duran
elektrotlarla elde edilen egrilere benzemektedir. Burada Hg damlalari, bir cam ¢ubuga
kaynatilmis Pt telin ucuna asilabilir. Bu Hg elektrodun rutin analizlerde kullanimi

mikrosiringaliya oranla daha zordur.
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Film Elektrotlar(Civa ince film elektrot) (CIFE)

Yiizey/hacim oranin biiyiik olmasi avantaj saglar, duyarlilig1 artirir. Eger hacim
biiyiik olursa, Hg ylizeyine difiizlenme zaman alir ve ayirmagiicli diiser. Elektrotun
geometrik yapisi da duyarlilikta rol oynayan dnemli bir faktdrdiir. CIFE’un yiizey

alaninin hacmine oraninin ¢ok biiylik olmasi listiinliik saglamaktadir.

Hg filmin i¢inden disariya dogru difiizlenme son derece hizlidir. Bu da civa film

elektrotun asili civa elektrota tstiinligiidiir.

Film elektrodun bazi tiplerinde tekrar edilebilirligin az olmasi bu elektrotun
dezavantajidir. Film elektrotlarinin metaller arasi bilesik olusturma dzellikleri vardir. Ik
calismalarda Ag, Pt, Ni tel elektrotlar kullanilmistir, bu elektrotlarda yiizey oksit filmi

olusmakta ve tekrar edilebilirlik az olmaktadir.

Hg filmleri iki asamada hazirlanir (Christian, 1969). Ik olarak Hg -0,2V’da
(kalomel elektrota kars1) elektrot materyali lizerine kaplanir. Daha sonra potansiyel daha
negatif yapilarak tayin edilecek diger metaller bu film iizerine kaplanir (Matson ve
ark.1965). Bazen de tayini yapilacak ¢ozeltiye Hg katilir ve elektroliz sirasinda hem Hg

hem de madde elektrot yilizeyine kaplanir.

2.Kat1 Elektrotlar

Kat1 elektrotlar, degisik voltametrik tekniklerde calisma elektrotu olarak yillardir
kullanilmaktadir. Elektroanalitik ¢aligmalarda kati elektrotlar genellikle cam

elektrotlardan gelistirilir.

Kati elektrotlar 50 yil 6nce elektroanalitik kimyada kullanilmaya baslanmis ve
bir¢ok degisik kat1 materyal ¢alisma elektrodu olarak kullanilmistir. En sik kullanilanlar:
karbon yapili olanlar, Pt, Au’dwr. Bazi1 6zel c¢alismalarda; Ag, Ni, Cu, Bi da
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kullanilmaktadir. Bunlar degisik sekillerde hazirlanmis olabilir: tubular (boru

biciminde), ring (halka bi¢ciminde), makro ya da mikro sekilde...

Kat1 elektrotlar, elektrokimyasal yonden inert bir potansiyel araligina sahiptir.
Yiiksek sicaklik ve basinca dayaniklidir. Elektriksel iletkenlikleri iyidir. Uygulamasi
kolay, gelistirilebilir, nispeten ucuz ve az toksiktir. Bunlar da kat1 elektrotlara kullanim
avantaji kazandirmaktadir. Kiigiik yapilar1 ve toksisitelerinin az olmasi nedeniyle viicut

ici uygulamalarda da kullanilabilmektedir ve zarar minimum diizeyde olmaktadir.

Kati elektrot ylizeyinin deneye hazirlanmasinin tekrar edilebilirlik agisindan 6nemi
biiytiktiir. Deney siiresince elektrot ylizeyine adsorblanmis veya birikmis safsizliklardan
dolay1 kat1 elektrotlar son derece diizensiz davranig gosterirler. Kat1 elektrotlarda, civa
elektrotta oldugu gibi elektrot ylizeyinin yenilenmesi s6z konusu olmadigindan tekrar
edilebilir sonuglarin alinabilmesi i¢in kati elektrotlarin yiizeyinin her 6l¢iimden 6nce
temizlenmesi gerekir. On islem adi verilen bu islemler her metal i¢in kendine 6zgii

olmaktadir. (Wang ve Hutchins, 1985a; Fagan D.T. ve ark. 1985; Ozkan S. ve ark. 1994)

Voltametride degisik tipte kat1 elektrotlar kullanilmaktadir. Ornegin soy metal
elektrotlar, ¢esitli karbon elektrotlar, modifiye elektrotlar gibi.

a)Metal Elektrotlar

Cesitli soy metaller bu elektrotlarin yapiminda secilebilir. En yaygmn kullanima
altin ve platin sahiptir. Baz1 6zel uygulamalarda bakir, nikel, gimiis de kullanilabilir.
Ayrica ¢inko, indiyum, iridyum, rutenyum oksit gibi metal oksitlerinden de
yararlanilmaktadir. Metal elektrotlar, istenilen bir elektron aktarim kinetigi ve genis bir
anodik gerilim aralifinda c¢aliyma saglarlar. Diigiikk hidrojen asir1 gerilimine sahip
olmalari, bu elektrotlarin katodik gerilim araliginda ¢alismalarini sinirlamistir. Ancak
calisma ortaminmn pH degerine baglh olarak —0.2 V ve —0.5 V aralifindaki daha az

negatif gerilimlerde kullanilabilir. Yiizey tabaka sorunlarmin kii¢iik olmasi nedeniyle
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susuz ortam ¢alismalarinda bu elektrotlarmm kullanimi idealdir. Metal elektrotlar
elektrokimyasal ya da kimyasal islemlere sokularak modifiye edilebilir. Tiyol
gruplarinin 6zellikle altin ve platine ilgisi ve yiiksek akim yanit1 nedeniyle son yillarda

biyosensor teknolojisinde kullanimin1 artirmistir (Wang, 2000).

b) Karbon Elektrotlar

Karbon temelli kat1 elektrotlar; genis bir gerilim araliginda ¢alismaya olanak
tanimasi, zengin ylizey kimyasmin olmasi, ucuzlugu, kimyasal inertligi, diisiik artik
akim vermesi, yiiksek duyarliligi nedeniyle elektrokimyasal analizlerde sik olarak
kullanilir. Elektron aktarim hizlar1 metal elektrotlardan daha yavastir. Karbon, yiiksek
ylizey aktivitesi olmasi1 nedeniyle organik bilesikler tarafindan kolayca kirletilebilir.
Grafit tozundaki aromatik halkalarmn aktif oksijen gruplar1 igermesine bagli olarak ¢esitli
fonksiyonel gruplar (hidrojen, hidroksil, karboksil gruplar1 ve hatta kinonlar) karbon
yiizeyinde baglar olusturabilmektedir. Bu fonksiyonel gruplarin varligi nedeniyle karbon
yiizeyine bir¢ok degisik madde tutturulabilir (Wang, 2000; Kadayifcilar, 2003). Kat1
elektrotlarin kullanildig1 voltametri, 6zellikle indirgenme olaylarma oranla az incelenmis
olan ytikseltgenme tepkimelerindeki rolii ile biyoloji alaninda ve dolayisiyla fizyolojik
onemi olan pek c¢ok bilesigin farmakolojik etki mekanizmalarinin agiklanmasinda da
basariyla kullanilmaktadir. Bu amacgla gelistirilen ultramikroelektrotlar canli
organizmada invivo c¢aligmalarin yapilmasina olanak saglamaktadir. (Lane R.F ve ark.
1976; Tungel N. ve ark. 1984). Bu yontemdeki en onemli gelismelerden biri de,
biyosensorlerle biyolojik ortamda reaksiyona giren ve olusan iiriinlerin analizlerinin
yapilabilmesidir. Bunlara 6rnek olarak; glikoz elektrotu, iire elektrotu v.b. verilebilir.
Son yillarda 6zellikle ilag-DNA etkilesmelerinin incelenebilmesi ve yeni elektrot
tasarimlarinim yapilabilmesi i¢in elektrokimyasal DNA biyosensorleri iizerindeki

calismalar hizla artmaktadir. (Erdem ve Ozs6z 2002; Palecek ve Jelen, 2002; La-Scalea
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ve ark., 2002; Kerman ve ark., 2001; Ibrahim ve ark., 2002; Ozkan ve ark. 2004; Rauf ve
ark 2005)

Karbon elektrotlar ikiye ayrilir (Uslu ve Ozkan, 2007).

1. Homojen olanlar; camsi karbon, grafit, elmas, fullerens, karbon-fiber, perde

baskili karbon (Panzer, 1972)
2. Heterojen olanlar; karbon pasta ve modifiye karbon pasta elektrotlar,

Elmas elektrik akimini iletmez. Bor ile dope edilmis elmas elektrodun zemin
akiminin diistik olmasi gibi istiinliikleri vardir ve ilag analizlerinde son yillarda
kullanilmaya baslanmistir. Grafit, yumusak ve gbzenekli bir materyal oldugu i¢in
yliksek adsorbsiyon kapasitesi vardir. Camsi karbon ise mekanik olarak 1yi bir
iletkenlige sahiptir. Camsi karbon elektrokimyasal dedektor olarak en ¢ok kullanilan
dedektor tipidir. Fullurens, camsi karbon veya grafit sp? tipinde hibritlesmis
karbonlardir. Biitiin bu grup karbon materyalleri elektrot hazirlanmasinda siklikla

kullanilmaktadir.

Performanslarinda dort kriter 6nemlidir:
-Genis potansiyel arali§ina sahip olmalari,
-Elektron transfer mekanizmalari,
-Stabilite ve gelistirilebilirlikleri,

-Adsorbsiyon (Analitik islemlerde adsorbsiyon nadiren istenen bir durumdur;
ancak, genellikle istenmez. Elektrot yilizeyine adsorbsiyon istenen bir durum oldugunda
elektrotun modifikasyonu i¢in kullanilir. Ancak bazen istenmeyen adsorbsiyon elektrot

yiizeyinin kirlenmesine neden olmaktadir.)
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c)Karbon Pastast Elektrotu

Karbon pastasi elektrotu; %70 grafit ve % 30 baglayict maddeden (bu oran sabit
degildir, arastiricilara bagli olarak degisebilir) homojen olarak elde edilen karigimin, 2 —
4 mm. c¢apinda camdan ya da teflondan yapilmis borulara sikistirilmasiyla hazirlanir.
Elektriksel iletkenlik, bir ucundan iletken bir telin borunun 2/3’ iine kadar uzatilmasiyla

saglanir.

iletken tel

Teflon veya cam boru —

Karbon pastasi

Karbon pastasi elekirodu

Sekil 2.7. Karbon pastasi elektrotunun sematik olarak gosterimi.
(Yalgin, 2007)

Karbon pastasinin hazirlanmasinda baglayic1 madde olarak mineral yag, parafin
yagi, silikon yagi, bromonaftalen kullanilabilir. Baglayic1 madde ve grafit karigiminin
elektrot etkinligi iizerine etkisi vardir. Ornegin baglayici olarak kullanilan maddenin

karisimdaki orani arttik¢a, elektrotun elektron transfer hizi azalmaktadir.

Karbon pastas1 elektrotu; hazirlanan karigima, calismaya uygun maddelerin
eklenmesiyle modifiye edilebilir. Ayrica hazirlanmasmin pratik ve ucuz olmasi, yiizey

yenilenmesinin kolay olmasi gibi nedenlerden dolay1 ¢aligmalarda siklikla tercih edilir.
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d)Camsi Karbon Elektrot

Mikrometre boyutlu grafit tozu partikiillerinin, sert ve yapistirict madde ile inert
malzemeden yapilmis elektrot govdesi igerisine sikigtirilmasiyla elde edilir.
Calismalarda genellikle tekrarlanabilir ylizeyler saglanir. Kimyasal tepkimelere girmez.
Genis bir potansiyel araliginda ¢alisilmasina olanak saglar. Karbon pastasi elektrotlarina
gore daha diizgiin ve piirlizsiiz elektrot yiizeyleri elde edilir. Fiziksel dayanikliligi daha

fazladir.

Cams1 karbon elektrotlar, karbon yapili elektrotlar arasinda en yaygin olarak
kullanilanlardir. Camsi1 karbon diger karbon yapilarindan farkh fiziksel 6zellikler tasir.
Yiizeyinde daha ufak goézenekler bulunur ve bu 0Ozelliginden dolayr diger karbon

tiirlerine gore daha ¢ok kullanilir.

Yapilan pek ¢ok ¢aligmada camsi karbon elektrottaki elektron transferinin metal
elektrottakinden daha yavas oldugu bulunmustur. Cams1 karbon elektrodun yapisi ve
ozellikleri ile elektroanalitik kimyadaki kullanim1 Van der Linden ve Dieker tarafindan

hazirlanan bir derlemede agiklanmistir (Van Der Linden ve Dieker, 1986).

Camsi karbon elektrot materyali ilk defa Yamada ve Sato tarafindan 1962 yilinda
gelistirilmistir. Bu arastirmacilar, camsi karbon elektrodu inert bir gaz igerisinde fenol
formaldehit reginesini ¢ok dikkatli bir sekilde 1sitma (300-1200°C) sonucunda elde
etmiglerdir. Ayrica camsi karbon elektrot; poliakrilonitrilin 1000-3000 °C sicaklik

araliginda basing altinda karbonizasyona ugratilmasi ile de elde edilebilir.

Cams1 karbon yapisinin, rastgele yerlesmis ve karigik aromatik serit
molekiillerinden olustugu saptanmistir. Diger kati elektrotlarda oldugu gibi camsi
karbon elektrotla da aktivasyonu saglamak ve tekrar edilebilir sonuglar1 elde edebilmek
icin ¢esitli 6n islemler gelistirilmistir. Bu islemler parlatma (Rusling, 1984; Thornton ve
ark.1985; Hu ve ark., 1985) kimyasal ve elektrokimyasal (Taylor ve Humpffay, 1973;
Wang ve Hutchins, 1985), radyo frekans (Evans ve Kuwana, 1977), diisiik basing altinda
sicaklik uygulamasi (Stutts ve ark., 1983; Wightman ve ark., 1984) vakum-sicaklik
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uygulamasi (Fagan ve ark., 1985), laser 1sin1 ile uyarilma (Hershenhart ve ark., 1984) ve
metal oksit filmlerinin elektrot yiizeyinde kaplanmasi (Cox ve ark., 1988) olarak
smiflandirilabilir. Standart bir aktivasyon iglemi heniiz saptanamamistir. Ciinki
aktivasyon iglemi kullanilan ¢ozeltiye ve incelenecek maddeye bagli olarak
degismektedir (Shearer ve ark., 1972; Tjaden ve ark., 1976; Ozkan ve ark., 1998;
Sentiirk ve ark., 1998 ; Yilmaz ve ark., 1998; Ozkan ve ark., 2000).

Elektron transferi agisindan aktivasyon isleminin amaci (Hu ve ark., 1985), yiizey
kirliliklerinin uzaklastirilmasi, yiizeydeki fonksiyonel gruplarin olusturulmasi ve yiizey
alaninin biiyiitiilmesi, serbest keskin uglar olusturulmasi ve mikro partikiil olusumunu
saglamaktir. Yiizeydeki fonksiyonel gruplar yilikseltgenme derecesine gore degisir, az
oksitlenirse hidroksil, kuvvetli oksitlenirse karboksil veya kinolik yapilar olusabilir.

Sekil 2.8.de cams1 karbonun yapisi goriilmektedir (Pravda, 1998).

Sekil 2.8. Camsi karbon elektrodun amorf yapisi
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e) Perde Baskilt Karbon Elektrotlar

Perde baskili elektrotlar tek kullanimlik elektrokimyasal sensorlerin iiretimi i¢in
hizl1 bir metottur. Perde baskili elektrotlarin kullanim kolayligi, taginabilirligi ve ucuz
iiretim teknikleri nedeniyle tercih edilir. En 6nemlisi ucuzdur ve yiiksek derece kesinlik
elde edilir. Gelisen DNA mikrogip teknolojisine uygunlugu agisindan oldukea etkin olan
perde baskili karbon elektrotlar elektrokimyasal analizlerde son yillarda oldukga tercih

edilmektedirler. (Lucarelli ve ark., 2002; Marazza ve ark., 1999)

Perde baski teknolojisi; ¢esitli miirekkeplerin, poliester esnek film, seramik ya da
plastik materyaller {izerine baskisindan olusur. Karbon ve platin mirekkep
formiilasyonlari, ¢aligma elektrodunun baskisinda, giimiise dayali formiilasyon ise
karsilagtirma elektrodunun baskisinda siklikla kullanilmaktadir. Karbon miirekkepleri,
ucuz olmalar1 ve dl¢iimlerin diisiik fon akimimda ve genis gerilim araliginda yapilmasini
saglamalar1 nedeniyle perde baskili karbon elektrot hazirlamada siklikla

kullanilmaktadir.

Tek kullanimlik perde baskili elektrotlar kirlilikten kagmmma, enzimin yapisinin
bozulmas1 ve elektrotun kirlenmesinden dolay1 kaybolan yanit problemlerini giderme
gibi baz1 avantajlara sahiptir. Perde baskili elektrotlarmm en 6nemli avantaji sadece bir
kez kullanimdan dolayr devam eden yiizey problemleri ve yiizey kirlenmesini
azaltmasidir. Bu elektrot deneyimsiz kisilerin analitik ¢alismalarinda da ekonomik fayda

saglar. Bununla birlikte kii¢iik tasabilir aragla laboratuvar disinda da kullanilabilir

Uygulamada 6nemli bir kullanim alanina sahip olmalarina karsmn, karmasik
yiizeylerde meydana gelen elektrot tepkimelerinin mekanizmasi hakkinda yeterli bilgi

vermemektedir. (Hart, 1997; Prudenziati, 1994; Merig, 2001).
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referans elekirot — (: ..' :)'_ vardimer elektrot
Imm. karhon 4+

yiizey T polivinil Kaplama
tabakasi

potensiyostata bailanti
noktasi

Sekil 2.9. Perde baskili karbon elektrotun sematik olarak gdsterimi
(Yalgin, 2007)

f) Karbon-fiber Elektrot

Ultramikro elektrotlara artan ilgi, elektrokimyasal analizlerde karbon fiberlerin
genig bir alanda kullanilmasma yol a¢misti. Bu tiir materyaller, polimer tekstil
prolizlerinin yiiksek sicaklifa dayanikli bilesiklere katalitik kimyasal gaz biriktirilmesi
yoluyla baglanmasiyla iiretilmektedir. Bircok analitik uygulamada g¢aplar1 5-20 pm
fiberler kullanilmakta ve bunlar istenilen radyal diflizyona olanak saglamaktadir.
Karbon-fiber elektrodun en 6nemli istiinliigi, kiigiik Olgiitleri nedeniyle cesitli mikro

cevresel (beyin gibi) dlglimlere olanak saglamalaridir (Wang, 2000).
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Altm Uc

Plastik

Balar Tel

Giimiis Pasta

Karbon Fiber
Epoksi Resin/ Silan Polimer

T Karbonuc/ Nafyon polimer

KF: Cap1 7 - 30 mikrometre arasinda

Sekil 2.10. Karbon-fiber elektrotun sematik olarak gosterimi

g) Kalem Grafit Elektrot

Tiim kat1 elektrotlarla ¢calisilirken en bilinen sorun; analiz sirasinda bazi bilesiklerin
yiikseltgenme {iriinlerinin elektrot lizerinde ince bir film olarak birikmesi sonucu analitik
yanitin  biiylikliigiinlin azalmasi, elektrot temizleme islemleri uygulansa bile
tekraredilebilirlik  kayiplarinin =~ olugmasidir. Bu nedenle elektrot temizligi,
elektrokimyasal tekniklerin analizlerde genis capta kullanilmasini kisitlayict en 6nemli
sorundur. 1990’11 yillarin sonunda baslayarak el-yapimi kalem grafit (kalem ucu)
elektrotlar (KGE) camsi karbon ve karbon pasta elektrotlara tek kullanimlik
ozelliklerinin yanisira ¢ok diisiik maliyetlerinden dolayi alternatif olmuslardir (Bond ve
ark., 1997; Wang ve ark., 2000; Wang ve Kawde, 2001). Elektrot olarak farkl sertlik ve
capta her yerde bulunabilen ticari mekanik kursun kalem ug¢larmndan yararlanilir. Kalem

uclari, dogal grafitin kil ve balmumu karigimi igerisine dispersiyonu ve ardindan 1s1l
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islem uygulanmasi ile tretilir. Kil yerine seliiloz gibi organik temelli materyal kullanilip
oksijensiz atmosferde yakildigi zaman seliiloz karbon sekline doniisiir. Olusan yap1 son
derece elastiktir. KG elektrotlar, ne karbon pasta ve pirolitik karbon kadar kirilgan, ne de
camsi karbon kadar serttir. Tek kullanimlik ve hazirlanmasinin zahmetsiz ve ucuz
olmasindan dolay1 son yillarda kalem grafit elektrotuna olan ilgi daha fazla artmaktadir
(Erdem ve ark., 2005b, Karadeniz ve ark., 2003; Masawat ve ark., 2002; Gao ve ark.,
2005; Wang ve ark., 2001). Ayrica bu elektrot ile alinan sonuglar daha tekrarlanabilirdir.
Analizi yapilacak maddelerin, uygun elektrokimyasal teknikler kullanilarak daha diisiik
tayin smirlarina ulasilabilir. Kalem ucunun sertlik ve siyahlig1 ticari olarak grafit ve kil

oranlarinin ve sicakligmin degistirilmesi ile modifiye edilmektedir.

— iletken baijlanti teli

Kalem ucu —Y

Sekil 2.11. Kalem grafit elektrotun sematik olarak gdsterimi

h) Fullerene Elektrotlar:

Fullerenes (C60, C70) karbon allotroplar1 ailesindendir. Cams1 karbon ve grafit
gibi sp® hibrit karbon yapisina dayanir. Fullerenlerin yapisi bosluklu, kiire, elips ya da
tiip seklindedir. sp® karbonlarinimn, birlesen hexagonal yapilara karsi koymasima ragmen,

fullerenler grafite benzemez ve grafit gibi diizlemsel yapilar olugturmazlar.
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Karbon nanotiipleri silindirik fullerenlerdir ve iyi elektrik iletkenligi, mekanik
dayanikliligr ve genis kullanim potansiyel araligi nedeniyle olduk¢a kullanish bir
elektrotdur. Bu karbon tiipler cogunlukla sadece birka¢ nanometre genisligindedir. Boru
seklinde yapilar1 birkag nm c¢apinda ve birka¢ “wm” uzunlugundadir. Bu essiz
molekiiler yap1 essiz makroskopik 6zellikleri, yliksek gerilme kuvvetini, yiiksek elektrik
iletkenligini, 1s1ya kars1 yiiksek direnci de beraberinde getirir. Karbon nanotiiplerin daha

genis yiizeyde daha kiiciik boyut, yiiksek secicilik, hizl1 yanit gibi avantajlar1 vardir

t)Elmas Elektrotlar:

Elmas materyalleri karbon materyallerinin yeni bir smifin1 temsil eder ve
elektrokimyasal uygulamalar i¢in gelecegin umut verici materyalidir. Elmas (yogunlugu
3,5) renksiz, saydam ve bilinen en sert maddedir, iletken degildir, kimyasal ve dis
etkenlere karsi dayaniklidir. Elmas bor karbiir hari¢ diger higbir cisim tarafindan
cizilemez. Elmasm saf karbondan meydana geldigini 1814 yilinda Davy bulmustur.
Elmas karbonun diger ¢esitlerinin ¢ok yiiksek basing ve sicaklik altinda kalmasi sonucu

meydana gelir.

Elmas; sertlik, en yiiksek atomik yogunluk, kimyasal reaksiyonlara girmeme, optik
ozellikler, 1s1 iletkenligi, elektriksel karakteristik gibi pek c¢ok Ozelliginden dolay1
yiiksek performansli materyaller arasinda 6zel bir yere sahiptir. Bor ile dope edilmis
elmas (BDE); genis elektrokimyasal potansiyel araligi, diisiik giiriiltii sinyali, elektro
analitik uygulamalarda mekanik saglamlik gibi &zelliklere sahiptir. (Uslu ve Ozkan,
2007a; Uslu ve Ozkan, 2007b)

Elmas elektrotlar, kimyasal stabiliteleri nedeniyle elektroanalitik kimyada ilag
analizlerinde oldukga sik kullanilmaktadir. 2008 yilinda Uslu, B., ve ark., Bor ile dope
edilmis elmas ve camsi karbon elektrot kullanarak pefloxacin’in elektrokimyasal

davranigin1 incelemigler ve gelistirdikleri yontemi farmasotik preparatlara ve insan
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serumuna uygulamislardir. Elmas elektrotlarin performans: yiiksektir, kimyasal agidan
inerttir. Yiksek atomik dansiteleri vardir. Optik Ozellikleri, 6z iletkenlikleri ve

elektriksel karakterleri kullanimlarinda avantaj saglar. (Uslu ve ark., 2008)

Inertligi ve stabil oluslar1 nedeniyle giiglii asidik ortamda dahi kullamlabilirler. Bu
yoniiyle klasik karbon elektrotlar ve diger metal elektrotlardan daha iistiindiir. Genis
elektrokimyasal potansiyel araligina sahip olmalari nedeniyle kimyasal caligmalarda

oldukga kullanishidir. Diger elektrotlardan iistiin yonleri su sekilde siralanabilir:
-Daha diisiik derisimli maddeler dahi analiz edilebilir.
-Daha kisa siirede daha kesin sonuglar verir.
-Sonug stabildir.

Amorf elmas elektrotlar, nispeten daha ucuzdur ve kristal elmas elektrotlara gore

bu yoniiyle daha avantajhidir.

Elmas elektrotlar diizlemsel dinamik araligin siiresi, belirme smiri, yanit zamani,
yanit kesinligi, yanit kararliligi gibi diger elektrotlardan daha ¢ok avantaja sahiptir.

(Siangproh W ve ark, 2003; http://www.chm.bris.ac.uk; Zhang J ve Oyama M 2004).

Elektro katalitik aktivitesi ve oldukea diisiik seciciligi elmasin dezavantajlaridir

Sekil 2.12. BDE elektrodun yapist (Martinez-Huitle ve ark., 2008)


http://www.chm.bris.ac.uk/
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3.Modifiye Elektrotlar

Modifiye elektrotlari; elektrot yiizeyinde molekiil ve iyonlarmn toplanmalarini
saglayacak bir tabakanin yer almasiyla olusurlar (Ozkan ve ark., 1993). Elektrodun

modifikasyonunun anlami;

o Hizlandirilmis elektron transfer tepkimelerini

. Elektrot yiizeyinin adsorbsiyon nedeniyle zehirlenmesinin Onlenmis
olmasi

o Biyokataliz

. Secimli gecirgenligin saglamasi gibi konular1 kapsar.

Modifiye elektrotlar1 soyle smiflandirabiliriz.
a) Kimyasal Modifiye Elektrotlar : 1) Oksit Kapli Elektrotlar
2) Polimer Kapli Elektrotlar
b) Biyolojik Modifiye Elektrotlar : 1) Enzim Elektrotlar
a) Dogal izole enzim elektrotlar
b) Yapay enzim elektrotlar
2) Doku Elektrotlar
a) Hayvan Dokusu Elektrotlar
b) Bitki Dokusu

3) Bakteri Elektrotlar (mikroorganizmalar)

a) Kimyasal Modifiye Elektrotlar

1) Oksit Kapl Elektrotlar: 1lk yapilan caligmalarda oksit kapli metalik

elektrotlar anot olarak kullanilmis ve bdylece oksijen ve klor c¢ikist
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tepkimelerinin katalizlendigi bulunmustur. Bu tip elektrotlarda elektrot
olarak segilecek olan metalin iizerine kimyasal veya elektrokimyasal yolla
oksit kaplama yapilmaktadir. Secilecek metal kullanilacak elektrokimyasal
olayin niteligine gore degisir. Ornegin NaBr ve HBr ¢ozeltilerinin
hidrolizinde Titan, talyum, Nb (nibidyum) gibi metaller iizerine
Rutenyumdioksit ~ ve  titandioksit = kaplanmaktadir. Metallerin
elektrokimyasal olarak saflastirilmasinda Titan-palladyum alagimi elektrot
olarak kullanilmakta, tizerine RuO; + 1rO;, RuO; + TiO,, Ir + IrO, gibi
katalizorler kaplanmaktadir. Giiniimiizde bu elektrotlarn kristallerinin
belirli yiizeyleri iistte kalacak bicimde yonlendirilerek ‘ydnlendirilmis

elektrot’ denen sekilleri de kullanilmaya baslanmistir.

2) Polimer Kapl Elektrotlar: Elektrot yilizeyine bir polimerle kaplayarak
modifiye etmek voltametrik bir dl¢limiin se¢imliligini ve duyarliligmi ve
tekraredilebilirligini arttrma amacma yoneliktir. Elektrot iyonik bir
polimerle kaplandiginda redox oOzelligi gosteren maddeler polimer
filmindeki iyonik bolgelerle elektrostatik etkilesme sonucunda film
iizerinde yogunlasirlar. Bu acgidan bu teknikle siyirma voltametrisi arasinda
benzerlik vardir. Yogunlasma sonucu tayin smir1 diiserek duyarhlik artar.
Eger bu tabakada incelenen madde yogunlasiyorsa bu ayni zamanda
secimliligin de artmasi demektir. Yogunlagsma islemi metal iyonlar1 i¢in
film icerisinde bir komplekslestirici madde yerlestirip metalle
komplekslestirmek yoluyla da yapilabilir.

Polimer elektrotlarin en 6nemli tistiinliikleri bu filmler igcerisinde enzim ve

mediatorlerin sabitlestirilmesi ve kararliliklarmin arttirilmasidir.

b) Biyolojik Modifiye Elektrotlar

Bu tip elektrotlarla biyolojik ortam tepkimelerinin reaktant ve iirlinleri dlgiilerek
biyolojik Onemi olan bilesiklerin uygun secicilik ve duyarlilikta tayini

yapilablmektedir. Cogu zaman amperometrik ve potansiyometrik sistemler
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elektrokimyasal biyosensorlerle birlikte kullanilir. Bu elektrotlardan ileriki konularda

ayrintili bahsedilecektir.

4. Mikroelektrotlar

Elektrot ¢apt 25 pm’den daha biiyiikk olmayan elektrotlar i¢cin kullanilmaktadir.
Minyatiirizasyona analitik kimyada artan bir ilgi vardir. Bu elektrotlarm uygulamadaki
ustiinliigii; mikroskobik alanlarin incelenmesinde, bolgesel derisim profillerinin
Ol¢iilmesinde, elektroforez kapilerinin i¢indeki mikroakim sistemlerinin belirlenmesinde

ve ¢ok kii¢iik hacimli 6rneklerin analizinde kullanilmalar1 sayilabilir (Wang, 2000).

2.1.8.4.3. Yardimci Elektrot

Karsit elektrot olarak da adlandirilir. Platin tel ya da civa havuzu yardimci elektrot
olarak kullanilabilir. Sinyal kaynagindan alman elektrigin ¢6zelti icinden gec¢ip calisma

elektrotuna aktarilmasini saglar.

—  Potensiyostat |——

Cahsma elektrodu {

—E |

Referans elektrot Yardinci elektrot

Sekil 2.13. Uglii elektrot sisteminin potensiyostata yerlesiminin sematik olarak

gosterimi (Yalgin, 2007)
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2.1.8.5. Voltametride Kullanilan Elektrotlara Yapilan On Islemler

Elektro yiikseltgenme olaylary, elektro indirgenme olaylarma oranla daha az
incelenmistir. Bunun nedeni polarografide damlayan civanin daima yenilenerek temiz
bir yiizey saglamasi ve bu nedenle de tekrar edilebilir sonuclar elde edilebilmesidir.
Ancak bu elektrot pozitif potansiyellerde yiikseltgendigi icin elektro yiikseltgenme
olaylarinin incelenmesi i¢in uygun degildir. Kati1 elektrotlar da elektro yiikseltgenmede
kullanilabilmelerine karsin yiizey, adsorplanabilen maddelerle kaplandigindan veya
elektrotlarin  kendileri yiikseltgendiklerinden ve oksitle kaplandiklarindan tekrar
edilebilirligin saglanmas1 i¢in her deneyden Once ayni yilizey halinin olusturulmasi
gerekmektedir. Bu isleme 6n islem denilmektedir. On islem hem elektrotun cinsine, hem
deney ¢d6zeltisinin bilesimine baghdir. Kimyasal (Adams ve ark., 1958; Eggretsen ve
Weiss, 1956; Fagan ve ark. 1985; Hershenhard ve ark. 1984; Kabasakalian ve Mc
Glotten, 1958), elektrokimyasal (Ferret ve Philips, 1985; Dermis ve Biryol, 1990; Ozkan
S.A. ve ark. 1994) ve hem kimyasal hem de elektrokimyasal (Kolthoff ve Tanaka, 1954;
Biryol ve ark. 1989; Ozkan ve ark. 1994) ya da mekanik (Y1lmaz ve ark 2001; Ozkan ve
Uslu 2002; Uslu ve Ozkan 2002; Demircigil ve ark. 2003; Dogan ve ark. 2004; Uslu ve
Ozkan 2004; Dogan ve ark 2005a; Dogan ve ark 2005b; Uslu ve ark. 2006; Uslu ve ark.,
2008; Altun ve ark., 2009) 6n islemler olabilir.

2.1.8.6. Voltametride Kullanilan Uyarma Sinyalleri

Elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir potansiyelde sinyaller uygulanir. Bu uyarma
sinyalleri, karakteristik akim cevaplarini olusturur. Voltametride en ¢ok kullanilan dort
uyarma sinyalinin sekli, sekil 2.14.” de verilmistir. Bunlar; dogrusal taramall,

diferansiyel puls, kare dalga ve tiggen dalgadir. (Skoog ve ark, 1998)



o1

Voltametrinin

isim Dalga Sekli tipi
(a) Dogrusal POLAROGRAFI
taramali E . . .
HIDRODINAMIK
VOLTAMETRI
Zaman —p
(b) Diferansiyel DIFERANSIYEL PULS
puls E POLAROGRAFISI
Zaman —p
(c) Rare KARE DALGA _
g E VOLTAMETRISI
Zaman —p
(d) Uggen E DONUSUMLD
VOLTAMETRI
Zaman —p

Sekil 2.14. Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri
(Karadeniz, 2004)
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2.1.8.6.1. Dogrusal Taramah Voltametri

Dogrusal taramali voltamogramlar, genelde ‘voltametrik dalga’ adi verilen sigmoidal
sekilli (S seklinde) egrilerdir. Sekil 2.16. Dik bir artigtan sonra gelen sabit akima
diftizyon kontrollii akim ya da smir akim (is) ad1 verilir. Clinkii bu akim, analizlenecek
maddenin kiitle aktarim islemiyle elektrot ylizeyine tasinma hiziyla sinirhdir. S

akimlar1 analizlenecek maddenin derisimi ile dogru orantili olup
is=k Ca

esitligi ile verilir. Burada, Ca analit derisimi, k ise bir sabittir. Nicel dogrusal
taramali voltametri bu iliskiye dayanir. Difiizyon tabakasini asir1 basitlestiren
varsayimlara dayanarak tiiretilmis bu esitlik; hareketli ve durgun tabakalar arasindaki
araylizeyin, konveksiyonla taginmanin son buldugu, diflizyonla tasinmanin basladigi

keskin bir kenar oldugu varsayimi temeline dayandirilmistir.

Yari-dalga gerilimi, akimin smir akiminin yarisina esit oldugu gerilime denir ve
Ei ile gosterilir. Yari-dalga gerilimi, yari-tepkimenin standart gerilimi ile yakindan

ilgili olmakla birlikte ona esit degildir.

2.1.8.6.2. Doniisiimlii Voltametri

Normal polarografide potansiyel tarama hiz1 damla émriine gére ok yavastir. Ornegin 5
mV/s tarama hizinda damla siiresi 1 s ise bir damla 6émrii esnasinda potansiyeldeki
degisme 5 mV kadardir. Tarama hizi bir damla omrii i¢in 100-200 mV/s civarinda
tutulursa ve belli bir potansiyelden sonra ilk taramanin tersi yonde tarama yapilirsa bu

voltametrik metot doniisiimlii voltametri (DV) adin1 alir.

[Ik olarak Nicholson ve Shain (1964) tarafindan gelistirilen doniisiimlii (siklik)

voltametri elektrokimyasal olaylarin incelenmesinde kullanilan 6nemli yontemlerden
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birisidir (Nicholson ve Shain, 1964). Bu teknikle, gerilimin bir fonksiyonu olarak akim
Olciilir.  Siirekli degisen potansiyel degerlerine karsi belirli bir aralikta akimdaki
degisim grafige gecirilerek DoOnilisimlii Voltamogram elde edilir. Yontemde,
karigtirilmayan bir ¢ozeltideki elektrodun akim cevabu, liggen sekilli dalga potansiyeli ile
uyarilir. Bu uygulamada, potansiyel iki deger arasinda devreder. Once bir maksimuma
dogru dogrusal olarak artar ve sonra ayni egimle orijinal degerine dogrusal olarak azalir.
Bu islem, akim zamanm bir fonksiyonu olarak kaydedilirken defalarca tekrarlanabilir.
Bir tam devir 100 ve/veya daha fazla saniye siirebilir ve/veya 1 saniyeden daha az
sirede de tamamlanabilir. Ileri ve geri yondeki gerilim hizlar1 ayni tutulabildigi gibi

farkli tarama hizlar1 da kullanilabilir.

I

(a) (b)

Sekil 2.15. (a) Doniistimlii voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana

kars1 grafigi ; (b) Doniistimlii voltametride elde edilen akim-gerilim egrisi.

Dogru akimdaki gibi kapasitif akimin en kiigiik oldugu bdlgede ¢alisilir. Duyarlilik
10®° M ile sirhidir. Doniisiimlii voltametri, miktar tayinine dayal bir yontem degildir
ama analizlenecek maddenin hangi potansiyelde nasil davrandigi hakkinda bilgi verir.
Elde edilen bilgiler dogrultusunda o maddenin hangi potansiyelde optimum cevabi

verebilecegini gosterir.
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Dontigiimlii voltamogramlarm sekli ve yapisinda secilen potansiyel araligmnin
yanisira, se¢ilen tarama hizinin, ka¢ defa tarama yapildiginin da etkisi vardir. Tarama
hiz1 pratikte 10 mV/s’den birkag yiiz V/s ye kadar degistirilebilir. Cok yiiksek tarama
hizlarinda (birkag bin V/s) ¢ift tabaka yiiklenmesi ve IR problemleri ortaya ¢ikar. Ancak

mikroelektrot kullanildig1 zaman bu tiir problemler minumuma indirilir.

DV'de tarama hiz1 degistirilerek pik yiiksekliklerinin tarama hizi ile degigsmesinden
adsorpsiyon, difiizyon ve elektron aktarim reaksiyonuna eslik eden kimyasal reaksiyon
olaylarmin varlig1 ve tabiat1 belirlenebilir. Ayrica ileri ve geri tarama piklerinden
elektrot reaksiyon mekanizmas: hakkinda fikir edinilebildigi gibi kinetik veriler de
bulunabilir. Bu 6zelliklerinden dolay1 doniisiimlii voltametri ilk defa ¢alisilan bir sistem

icin tercih edilen bir teknik olmustur.

Voltametrinin Kurami:

Bu yontemde genel prensip; elektrokimyasal hiicrede bulunan, polarize olabilen bir
calisma elektrotu ile karsilastirma elektrotu arasinda degeri zamanla degistirilen gerilim
uyarma sinyali uygulanarak ii¢ elektrotlu hiicrelerde calisma elektrotu ile yardimei
elektrot, iki elektrotlu hiicrelerde ise calisma elektrotu ile karsilastirma elektrotu
arasindaki akimin Ol¢iilmesine dayanir. (Yildiz ve Geng, 1993; Bond, 1980). Dengedeki
bir elektrokimyasal hiicreye disaridan denge geriliminden farkli bir gerilim uygulanirsa,
sistem yeniden dengeye ulasmaya calisir. Bu sirada bir elektrot tepkimesi olur yani akim
gecer. Voltametride, uygulanan ve degeri zamanla degistirilen gerilime kars1 hiicreden
gecen akim Olgiiliir. Uygulanan gerilimin, Olglilen akim degerlerine karsi ¢izilen

grafigine ise voltamogram denir.

Analizi yapilacak c¢o6zelti icindeki elektroaktif maddelerin yiikseltgenebilme,
indirgenebilme Ozelliklerine gore elektroliz tepkimesi, ¢aligma elektrotuna ait gerilim
araliginin belirli bir noktasinda olur. Bu yilizden voltamogram, ¢ozeltideki elektroaktif

maddelerin nitel ve nicel 6zelliklerini yansitir.
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Voltametride en ¢ok kullanilan gerilim uyarma sinyallerinden biri, elektrokimyasal
hiicreye uygulanan gerilimin zamanin bir fonksiyonu olarak dogrusal olarak arttig1 Sekil
2.16° da gosterilen bir dogrusal tarama olup, hiicrede olusan akim uygulanan gerilimin
bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Bu yonteme dogrusal taramali voltametri (Yildiz ve
Geng, 1993) denir.

Potansiyel degisme hiznin 100 mVs “’den daha biiyik oldugu yontem, hizli
tarama yontemi olarak adlandirilir. Bu yontemle, yiik gecisi reaksiyonunda ylizeyde
olusan adsorblanmig ara iiriin belirlenir. Biitiin bunlara ilaveten literatiirlerde yavas ve

hizli tarama yontemleri i¢in degisik hiz araliklarma rastlanmaktadir. (Ross 1977)

Potansiyel tarama teknigindeki potansiyel-zaman iligkisi Sekil 2.17°deki gibidir.
Burada potansiyel E; ve E, smirlari arasinda belirli, bir tarama hiziyla (mVs™)

degistirilir.

AKIM

i ARTIK AKIM

»
»

POTANSIYEL

Sekil 2.16. Yavas potansiyel degisiminde kat1 elektrot voltamogram
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POTANSIYEL

A

Ez__

E 1|

Eg__ e

v

ZAMAN

Sekil 2.17. Potansiyel tarama tekniginde elde edilen potansiyel — zaman egrisi

En yaygin olarak kullanilan yontemler doniisiimlii voltametri ve dogrusal taramali
voltametridir. Her iki yontem de baslangicta aynidir. Yalniz doniisiimlii voltametride E;
potansiyeline erigilince E; potansiyeline geri doniiliir ya potansiyel bir siire burada
tutulur sonra E; potansiyeline geri doniiliir veya E3 potansiyeline dogru devam edilir.
Dontigiimlii voltametride genellikle gidis ve doniis hizi aynidir. Dogrusal taramali
voltametride ise sadece belli bir hizda E; potansiyelinden E; potansiyeline ulasilir. Hem
donilistimlii voltametride, hem de dogrusal taramali voltametride akim, uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Genel olarak bu deneylerde kullanilan hiz
birkag mVs “’den birkag yiiz bin mVsﬁl’ye kadar degisir (Sekil 2.18). Birkag yiiz bin
mVs? hizlart ¢ok biyiik oldugu icin deneysel gigliiklere sahiptir. Cift tabaka
yiikklenmesi ve IR diislisii etkileri ¢ok biiylik olur. Yakin zamanlarda, hizli tarama
yapildiginda iyi sonuglar alabilmek i¢in mikroelektrotlarin kullanilmasi gerektigi
bulunmustur. Boylece yiik akimi ve direng kiiciiltiilmiis olur. Voltamogramlarm kaydi

icin bugiin XY kaydedicisi veya osiloskoplar yerine bilgisayar kullanilmaktadir.
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Dontistimlii voltametri bir sistemi ilk kez incelemek amaciyla kullaniliyorsa dnce

kalitatif, sonra yar1 kalitatif ve en son kantitatif deneyler yapilabilir.

Gerilimin dogrusal taramada oldugu gibi sabit bir hizla bir degere kadar
cikarilmasindan sonra tekrar aymi hizla ilk degere dondiiriilmesi ile doniigiimli
voltamogramlar elde edilir. Bu sistemlere Sekil 2.17°deki potansiyelin ikizkenar iicgen
seklindeki gerilimi uygulanirsa doniisiimlii voltamogramlar elde edilir (Sekil 2.19 ve
2.20). ileri yondeki gerilim taramasi sirasinda bir yiikseltgenme olmussa, gerilim
taramasi tersine ¢evrildiginde yiikseltgenme sirasinda olusan iiriiniin elektrotta yeniden
indirgenmesi ile bu yonde de bir pik gozlenebilir. Geri doniigiimlii bir elektrokimyasal
tepkimede anodik pik gerilimi (Ep.) ile katodik pik gerilimi (Ep) arasinda en fazla 59/n
mV’luk bir gerilim farki olmali ve ayn1 zamanda anodik pik akimi (Ip) katodik pik
akimu (Ipk) birbirine esit olmalidir. Elektrot tepkimesinin geri doniisiimliiliigii azaldik¢a
anodik ve katodik pikler birbirinden daha farkli gerilimlerde ve daha yayvan olarak
gozlenir. Tam geri doniisiimsiiz bir elektrot tepkimesinde ise {iriiniin ¢ok hizli bir sekilde

tiiketilmesinden dolay1 geri pik tamamen kaybolur.

Kalitatif analiz i¢in, degisik hizlarda egriler ¢izdirilir. Degisik potansiyel araliklari
secilir. Genel olarak pik veya dalga gézlenir ve bunlarin hizla nasil degistigi incelenir.
Bu egriler indirgenme ve yiikseltgenme pik akimi ve potansiyelleri gibi elektrokimyasal
parametrelerin yaninda reaksiyon hizi, aktarilan elektron sayilari, derisim gibi
parametrelerin bulunmasmda da kullanilir. Ilk ve son egrilerin arasindaki degisimin
incelenmesinden pik akimlarinin hiza baglilig1 6l¢iiliir. Buradan adsorbsiyon, difiizyon,
eslesmis kimyasal reaksiyonlar hakkinda fikir edinilebilir. Ara vermeksizin {ist liste
cizdirilen doniistimlii voltametride ilk ve son voltamogramlar arasindaki fark mekanizma
hakkinda bilgi verir. Mekanizma tayininde ayrica doner halka disk elektrot ve sabit
potansiyel kulonometrisi ve gesitli spektroskobik yontemlerden de yaralanilmaktadir.

Kinetik amagcla yapilan ¢aligmalarda ise ilk taramadaki egriler kullanilir.

Dontigiimlii voltametride anodik ve katodik tarama hizlar1 genel olarak ayni segilir.

Hizli kimyasal reaksiyonlar i¢in ise, degisik hizlarda ¢aligiimalidir.
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Geri Doniisiimlii Sistemler :

O+ ne

gibi bir geri doniigiimlii olay i¢in ¢ok yavas bir tarama

uygulandigi zaman, potansiyel degisme hizi1 arttirildikca egri degisip pik seklini alir.

-1 4

Artan siliplirme
hizlari

~

| Karar]ll hal |
101 0 0.1 20,2 03 E-ES/V

Sekil 2.18. Farkli potansiyel tarama hizlarinda elde edilen akim — potansiyel egrisi.

O maddesinin derisim profili potansiyelin fonksiyonu olarak incelenirse, egrinin
neden sigmoidal veya pik seklinde goriildigli anlasilabilir. Kararli hal sartlarinda
elektrottan belirli uzakliktaki derisimler dogal konveksiyonla sabit tutulmaktadir.
Elektroda bitisik tabakada ise (Nernst Diflizyon Tabakas1) derisim gradienti dogrusaldir.
Nernst denkleminde potansiyelin negatif olabilmesi i¢in O maddesinin yiizey

derisiminin az olmasi gerekir.

E= Eo+ﬂ+ln£
nF arR

Burada ao ve aR, O ve R maddelerinin ylizey derisimlerini gostermektedir.
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Bu durumda derigim gradienti arttikga akim artacaktir. Ciinkii diflizyon hiz1 artar.
Sonunda yiizey derisimi sifira yaklasir ve derisim profili artik degismez. Bu noktada
akim limit degerine ulasmistir. Tarama hiz1 arttik¢a diflizyon tabakasi denge durumuna
ulagsmak icin yeterli zaman bulamaz ve ¢ozeltiye kadar ulasamaz. Derisim profili de
artik dogrusal degildir. Potansiyel degeri O maddesinin indirgenebilecegi degere ulastigi
zaman O’nun yiizey derisimi ¢Ozelti derisiminden Nernst denkleminin gerektirdigi
degere diiser (Sekil 2.18). Sonucta bununla orantili olan bir akim devreden geger. Bu
gradient bir defa kurulunca sabit kalmaz, diflizyon nedeniyle diiser. Bu arada elektrot
potansiyeli de degisir. Bu ylizden O maddesinin yiizey derisimi diiser (b ve ¢ egrileri)
Sonugta bu deger sifira iner (e egrisi). Bu egrilere gore herhangi bir potansiyelde
yiizeydeki derisim gradienti kararli halden daha biiylik oldugu zaman akim da biiyiik
olur. Yiizey derisimi sifira erisince derisim gradienti artik azalmaya baslar. Bunun
sonucunda da egri pik seklini alir. Bu yontemde hiz arttikga akim da artmaktadir. (Greef

ve ark. 1990)

Potansiyel ters dondiigli zaman yavas tarama hizlarinda (kararli hale benzer
degerlerde) akim ayni1 yolu izleyerek geri doner. Daha hizli taramalarda ise gidis doniis
egrileri aym1 degildir. Ciinkii tarama geri ¢evrildigi zaman elektrot yiizeyinde ve
yakininda R maddesinin énemli derisimi vardir ve R maddesi ayn1 zamanda olugmaya
da devam eder (denge potansiyeline ulasilincaya kadar). E denge potansiyelinden sonra
ters akim gegmeye baslar. Elektrot potansiyeli degistikce R maddesinin yiizey derisimi
de sifira erisir ve oksidasyon dalindaki gibi bir pik olusur. Boyle bir doniisiimlii

voltamogram Sekil 2.18’de goriilmektedir.
Bu egride 6lciilebilen toplam dort parametre vardir:
-Katodik pik potansiyeli (Epk)
-Anodik pik potansiyeli (Epa)
-Katodik pik akimi (Ipk)

-Anodik pik akimi (Ipa)
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Sekil 2.19. Geri doniigiimlii bir olayin doniistimlii voltamogrami

Bu tip egrilerde olaydaki yiik degisikligi katodik olaydakine gore daha kiigiiktiir.
Cinkii R maddesinin ¢ogu elektrottan diflizlenmistir. Bu yiizden yeniden
yiikseltgenemez (Greef ve ark. 1990). Geri doniisiimlii bir doniisiimlii voltamogramin

seklini veren matematiksel denklemi ifade etmek icin;

(O + nee —= R)olayiileilgili Fick’in ikinci yasasini veren denklem uygun

smir kosullar1 i¢in ¢6ziiliir ve
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Ip, =—-0,4463 nF{;—F

1/2
T } Co”.D¥.v? (2.1)  denklemi elde edilir.
25°C i¢in denklem diizenlenirse;
Ipc =- (269 x10°) . n*¥ . Co”.D”%.v" denklemi elde edilir.

n : Reaksiyonda alinip verilen elektron sayisi
D: Difiizyon katsayisi
Co” : O maddesinin ¢ozelti i¢indeki derigimi

Vv : Potansiyel degisme hizi’dir.

Bu denkleme Randles — Sevcik denklemi de denir. Bu denklemden de

anlasilabilecegi gibi pik akimi hizin karekdkiiyle dogru orantilidir.

Dontigiimlii voltamogramin hizla degisimi Sekil 2.20°de goriilmektedir. Ip — Ve
ifadesinin dogrusal olusu olayn difiizyon kontrollii oldugunu gésterir. Ciinkii Randles —

Sevcik denklemi olayin difiizyon kontrollii oldugu hal i¢in ¢ikarilmistir.

Geri doniisiimlii bir voltamogram ancak hem O hem de R maddeleri kararliysa
gecerlidir ve elektron transferi hizli ise s6z konusudur. Bu durumda biitiin hizlarda ve
potansiyellerde elektron transferi yiizeyde denge halindedir. Yani yiizey derisimi Nernst

denklemine uymaktadir.
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Sekil 2.20. Geri doniisiimlii bir olayin hizla degisimini gosteren dontistimlii

voltamogram.

Bir sistemin geri doniisiimlii olup olmadigs;
1. AEp=Ep*-Ep®=59/nmV
2.[Ep—Epr]1=59/nmVv
3.[1p*1p°] =1
4. lpcv”

Ep’nin tarama hizi ile degismemesinden

Ep’nin tizerindeki degerlerde, 1 / VI  nin zamanla orantili olmasindan anlagilir.
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Geri Doniisiimsiiz Sistemler:

Geri doniisimli sistemlerde elektron transfer hizi biitiin potansiyellerde kiitle
tasinma hizindan 6nemli Olglide biiyiiktir. Bu ylizden de Nernst denklemi elektrot
yiizeyinde daima gecerlidir. Eger elektron transfer hizi yavassa bu durumda yilizeydeki
denge saglanamaz ve voltamogram degisir. Bu halde diisiik tarama hizlarinda elektron
transfer hiz1 kiitle transfer hizindan fazladir. Voltamogram geri doniisiimliidiir. Tarama
hiz1 arttig1 zaman kiitle tasima hiz1 artar ve elektron transfer hiziyla karsilastirilabilir
biiyiikliige gelir. Bunun en giizel gozlenen etkisi pikler arasindaki ayriligm biiylimesidir.
Bu tip verileri incelemek i¢in yararli bir yol, akimi diflizyon hizindaki degisimin
karekokiine gore uyarlamaktir. Yani akim yerine I / v | birim hizdaki akim —
potansiyel egrisi ¢izmektir. Sekil 2.21° de geri doniisiimsiiz bir sistem i¢in ¢esitli
hizlarda tstiiste alinmis voltamogramlar goriilmektedir. Burada anodik ve katodik pik
potansiyelleri arasindaki farkin geri doniisiimlii sistemlerden fazla oldugu ve pik

yiiksekliklerinin geri doniisiimlii sistemlerden daha az oldugu goriilmektedir.
Geri doniisiimsiiz sistemler i¢in kullanilan bagmtz :

Ip=-(2.99x10%.n (acny)™.Co.D*.v"* (22)

n: Reaksiyonda alinip verilen elektron sayisi

Ne: Hiz tayin edici basamaga kadar almip verilen elektron sayisi
o: Transfer katsayisi

D: Diflizyon katsayisi

Co: O maddesinin ¢6zelti i¢indeki derigimi

Vv : Potansiyel degigsme hizidir
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-1/ VY2

Sekil 2.21. Geri doniisiimsiiz bir sistem i¢in ¢esitli hizlarda {ist iiste kaydedilmis

doniisiimlii voltamogram

Geri doniisiimsiiz bir reaksiyon i¢in belirleyici sartlar da sunlardir:

[EEN

. Ters pik yoktur.

Y2 ile orantilidir.

N

.dpav

w

. Ep¢, -30/ acny mV kadar kayar (hizdaki her 10 kat artis igin).

N

. | Ep—Epp | =48/ o mV’dur.

Diisiik tarama hizlarinda geri doniisiimlii olan sistem, tarama hizi arttiginda geri
doniisiimsiiz hale gelir. Bu arada sistem yar1 geri doniistimlii bir halden ge¢mistir. Bu
gecis elektron transfer hizi kiitle transfer hizina goére yavasladiginda, yani elektrot
yiizeyinde Nernst denklemi gecersiz hale geldiginde olur. Biitiin bu tarama cesitleri

sonunda elde edilen bu egrilere voltamogram denilmektedir. Voltamogramlar analizi
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yapilacak ¢ozelti igindeki elektroaktif maddelerin (elektrot tepkimesine giren madde)
stirekli degisen potansiyelde gosterdikleri davraniglarin kaydedilmis seklidir. Potansiyel
taramasi, referans elektroda karsi calisma elektrodunun potansiyelinin degistirilmesi ile
gerceklestirilecek akim — potansiyel egrileri, yani voltamogramlar elde edilir. Her madde
icin karakteristik olan bu egriler elektroaktif maddelerin nitel ve nicel ozelliklerini

yansitir.

Eger doniisiimli voltamogramin sekli teoride beklenenden farkli ¢ikiyorsa bu bir
yiizey olaymnm varhigini gosterir. Ornegin faz olusmasi veya uzaklagmasi reaksiyona
giren maddenin veya iirliniin adsorbsiyonu gibi. Degisik adsorbsiyon izotermleri vardir
(Greef ve ark. 1990). Henry, Virial, Langmuir, Frumkin ve Temkin gibi. Ornek olarak
Langmuir izotermine uyan bir reaksiyona giren maddenin adsorbsiyonu durumunda;

¢ nfir°
‘I o | = 1%
4RT (2.3)

I'° : O maddesinin potansiyel taramas1 baslamadan dnceki yiizey fazlasi
V : potansiyel tarama hizi

n :transfer edilen elektron sayisi

F : Faraday sabiti

R :gaz sabiti

T : mutlak sicaklik

denklemi ile verilen bir pik akimi gozlenir. Goriildiigii gibi adsorbsiyon kontrollii
pik akimi tarama hiziyla dogru orantilidir. Log Ip® — Log v egrisinin egiminin Y2 ¢ikmasi

olaymm difiizyon kontrollii, 1 ¢ikmasi ise adsorbsiyon kontrolli oldugunu gosterir.
(Denklem 2.1 ;2.2 ; 2.3)
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Kararh Hal Kinetiginin Incelenmesi:

Kararli halde kinetik verilerin incelenmesi i¢in Tafel denkleminden yararlanilir. (Greef

ve ark. 1990) Tafel denklemi katodik bir reaksiyon i¢in;

Log |l |=Log I, L
23RT (2.4)
Anodik bir reaksiyon i¢in ise;
Log|l,|=Log I, c2anFn
2.3RT (2.5)

Seklinde verilir. Burada,

| : Akim yogunlugu
lo: Yiik degisimi akim yogunlugu. Bu deger dengedeki bir sistemin, yani dig
cevreden akim gegmezken ileri ve geri reaksiyonlarin hizinin 6lgiistidiir.
oa: Anodik transfer katsayisi
o: Katodik transfer katsayisi
n : Alinip verilen elektron sayisi
n : Asiri gerilim [E - E° =n]
F : Faraday sabiti
R : Gaz sabiti

T : Mutlak sicaklik

o transfer katsayisi tek basamakli basit reaksiyonlarda 3 sembolii ile gdsterilir ve bu

katsayr elektrot — elektrolit ara ylizeyinde yiik transferi reaksiyonunun bir
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karakteristigini verir. Bu kavram ylizeyin denge potansiyelinden ayrilmasiyla olusan
elektriksel enerjinin ne kadarmnin elektrokimyasal reaksiyonun hizini etkiledigini

gosterir. Basit ve tek elektronlu reaksiyonlarda bu deger 0.5 dolaymdadir (Bocris ve
Reddy,1970).

Elektrot mekanizmasinin DV ile incelenmesi

Elektron transferine eslik eden kimyasal reaksiyonlarm varliginin tespitinde DV c¢ok
onemli bir metottur. Genellikle ilk mekanizma arastirmalar1 DV ile yapilir. DV ile
mekanizma c¢aligmalarinda miimkiin oldugu kadar genis potansiyel tarama hizi

araliklarinda cahisilir.

CE mekanizmas

Bir elektrot reaksiyonunda elektron aktarim basamagindan once elektroaktif
maddenin olusmasina yol agan bir kimyasal reaksiyonun bulunmasi CE mekanizmasi

olarak adlandirilir.

Boyle bir mekanizmada C basamaginin hizi ¢cok yavas ve E basamag: tersinir ise
DV de pik gézlenmez. Bunun yerine kararli haldeki gibi DC polarogramma benzer bir
voltamogram gozlenir. Burada gozlenen sinr akimindan, kimyasal reaksiyonun hiz

sabitleri agagidaki esitlik yardimiyla hesaplanir.
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I, = -nFC, D" K (ket,)

Bu esitlikte K, kimyasal basamagin denge sabitidir. Kimyasal reaksiyonun hizinin
cok yiiksek olmast durumunda DV voltamogrami, normal diflizyon kontrollii durum ile

aynidir.

Bir elektrot reaksiyonu CE mekanizmasina goére yiiriiyorsa asagidaki kriterler

gegerli olur.

1/2

1. Tarama hiz1 arttikga ka/ v-“azalrr.

2. 1,1, oram v ile artar ve bu oran > 1 dir.

EC mekanizmas:

EC mekanizmasinda elektron aktarim basamagini (E) bir kimyasal basamak (C)

takip eder.

O + NE mumm R

ke
R _k: Y
Bu tiir bir mekanizmada E basamagmnin tamamen tersinmez olmasit durumunda
kimyasal basamagin voltamogramda hi¢ bir etkisi bulunmayacagi i¢in kinetik verileri
incelenemez. E basamaginin tersinir oldugu durumlarda C basamaginin hiz sabiti biiyiik
ise anodik pik yine gozlenemez. Fakat hiz sabiti kiigiik ise anodik pik gozlenir. EC

mekanizmasinim tersinirlik kriterleri asagidaki gibidir.
1. | Ipa/ka | <1 dir. Ancak v arttik¢a 1’e yaklasir.

2. ka/vll2 orani V arttik¢a ¢cok az da olsa azalir.
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3. E,%, tersinir durumdakinden daha pozitiftir.

4. Artan v ile Epk negatif bolgeye kayar ve saf kinetik bdlge i¢cin v’deki 10 kat artig
(reaksiyon birinci dereceden ise) 30/n mV kaymaya neden olur. Reaksiyon ikinci

dereceden ise kayma 19/n mV dur.

ECyatalitik mekanizmasi

Katalitik mekanizma EC mekanizmasinin 6zel bir halidir. Bu mekanizmada reaktif

indirgendikten (veya yiikseltgendikten) sonra bir kimyasal reaksiyonla tekrar olusur.
O+ne—R (E)
R+X “s»0+Y (0

2 orani artan tek mekanizmadir.

Bu mekanizma tarama hizinin azalmasiyla ka/v
1. | ka/vl/2 | orani v arttik¢a azalir.
2. ka, diigiik tarama hizlarinda sinir degere ulasabilir.

3. ka degeri Randles-Sevcik esitliginden beklenenden daha biiyiiktiir.

4. | 12 /1| <1°dir,

ECE mekanizmasi

Bu mekanizmada ilk indirgenmeyi takiben, olusan R maddesi bir kimyasal

reaksiyonla yine indirgenebilen O" maddesine doniisiir.
O+nme—R (E)

R X, O (C)
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O+ ne"— R’ (E)

Bir elektrot reaksiyonunun ECE mekanizmasi olabilmesi i¢in asagidaki kriterleri

tagimasi gerekir.

JE /22
1.7 degeri tarama hiz1 ile degisir. Ancak yiiksek ve diigiik tarama hizlarinda
7t/ 11_1':‘ E
limit degere ulasir ve (disiik v) > (yiiksek v) dir.
I® k

2. P "% orani, artan tarama hiz1 ile artar ve yiiksek tarama hizlarinda 1’e
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2.1.8.6.3. Puls Polarografisi

Diferansiyel Puls Polarografisi

Bu teknikle, yari-dalga potansiyelleri 0,04-0,05 V kadar farkli olan maddeler igin
bile pik maksimumlar1 elde edilebilmektedir. Diferansiyel puls polarografisi, ¢ok duyarl

bir yontemdir ve tayin sinir1 107-10® M arasindadur.

10 mV' luk veya 50 mV' luk bir puls civa damlasina uygulanir. Uygulanan pulsun
belli bir zaman Oncesi ve sonrasinda, puls basma elde edilen akimdaki fark (Al),

dogrusal olarak artan potansiyelin fonksiyonu olarak kaydedilir.

Gozlenen diferansiyel egri pik seklinde olup, yiiksekligi konsantrasyonla dogru

orantilidir.
Fy
| —50 Mz +—
w R X
= 50 m
m -
ek =] ——
<L <]
= S
D 1 "_.'I
o 2 : Damlama:
Zaman -
ZAMAN -E )
(a) {b)

Sekil 2.22. Diferansiyel puls polarografisi i¢in uyarma sinyalleri; (a) Analog cihazlarda
diferansiyel puls voltametrisi i¢cin kullanilan uyarma sinyali; (b) Diferansiyel

puls voltametrisinde elde edilen bir voltamogram. (Karadeniz, 2004)

Faradayik akimin yiiksek, faradayik olmayan yiikleme akiminin ise diisiik degerde
olmas1 duyarhligin artmasiyla agiklanabilir. Ornegin potansiyel aniden 50 mV
arttirildiginda, elektrodu gevreleyen yiizey tabakasinda, eger elektroaktif bir tiir varsa,

analit konsantrasyonunu yeni potansiyel tarafindan istenen seviyeye diisiirecek bir akim
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artig1 gozlenir. Ancak bu potansiyel i¢in gerekli olan denge konsantrasyonuna erisilince,
akim diflizyonu karsilayacak bir seviyeye diiser ki buna diflizyon kontrollii akim denir.
Puls polarografisinde akim 6l¢iimii, bu akim artig1 tamamen sona ermeden 6nce yapilir.
Toplam akim, difiizyon akimindan biylktiir. Damla degistiginde, ¢ozelti yeniden

analizlenecek madde yoniinden homojen hale gelmektedir.

Gerilim pulsu ilk uygulandigi zaman damla {izerinde yiik artis1 nedeniyle faradayik
olmayan akimda da bir dalgalanma olur. Bu akim zamanla azalir ve yiizey alaninin ¢ok
az degistigi damla Omriiniin sonuna dogru sifira yaklasir. Dolayisiyla akimi bu anda
Olemek suretiyle faradayik olmayan artik akim biiyiik oranda azaltilir ve sinyal / giiriiltii

orani artar. Bunun sonucunda duyarlilik da artar.

Puls akiminin 6lgiildiigii referans diizey, puls uygulamasindan 6nceki akimdir.
Pulsun baslangicindan akimin 6l¢iilmesine kadar gecen siire (6rnegin 50 msn) icerisinde
yiik akimi ¢ok kiiciik bir degere diiser. Kalan faradaik akim kisa bir zaman periyoduna
entegre edilerek Olciiliir ve fark dogru akim potansiyeline karsi grafige alinir. Puls
uygulama siiresi (= 50 ms) hizli dc polarografisi veya voltametrideki slireye esdeger
oldugundan puls yontemleri analitik amagclarla kullanildiginda elektrot kinetigine
kuvvetle bagli olmasi beklenmez. Sonug olarak puls polarografisi elektrokimyasal olarak
geri doniisiimsiiz olan sistemler i¢in de yiiksek bir duyarliliga sahiptir (Bond, 1980 ;
Greef ve ark. 1990). Diferansiyel puls polarografisinde potansiyel-zaman profili Sekil

2.23’da gosterilmistir.
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e

4\

— Puls Genligi

(E)

16-7 ms
9‘ <
DAMLAMA ZAMANI
AKIM() 56-7 | o
ms
v

?6-7 r§ DaMila dististi

» t(Zaman)

Sekil 2.23. Diferansiyel puls polarografisinde uygulanan potansiyel dalgasmin sekli

Normal dc polarografisi i¢in yazilmis olan Heyrovsky — llkovich denkleminin

diferansiyeli alinip bundan limit difiizyon akimi degeri ¢ikarilirsa;

2 2
a="Faccar) |2 P
RT zt, (1+P)

denklemi elde edilir.
Burada;
A; : diferansiyel puls akimi

AE : puls genligidir.



74

Bu denklem kiiciik genlikler i¢in gegerlidir. Denklem AE’nin biitiin degerleri igin
gegerli olacak sekilde ¢oziiliirse:

2
A =NFAC |2 i
zt, o+Pw0o°+P,+P, o

denklemine ulasilir. Burada;

nF|E+E
PA =exp ﬁ{%—ErI/Z}

exp nF
RT

Q

I
1
N

E2+El}

E;—-E; . AE puls genligi

E, : Puls uygulandiktan sonraki i, akimmin 6l¢iildiigli potansiyel

E; : Puls uygulanmadan 6nceki i; akiminin 6lgiildiigli potansiyel

1ndirgenme icin A g < 0°dir. Aj maksimum oldugunda P = 1’dir.

(Ai),, =nFAC |2 o1
rt, o+l

Eger - Ag /2 < RT /nF ise bu denklem kiigiik genlik seklini alir ve

(2.6)
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(A1) e =

2 2
P oac cap) - -2
4RT V7t our

Eger -Ae /2> RT /nFise (6 -1)/ (c +1) =1 olur ve (A))max Cottrell

esitligindeki degerini alir.

-Ag degeri biiyiidiikge (Aj)max biiyiir. Fakat puls genligi biiyiidiikge elde edilen pik

yayvanlasir, bu da ayirim giiciinii azaltir.

Denklem 2.6’dan anlasildig1r gibi (Aj)max, derisimle dogru orantilidir. Bu geri
dontistimlii olmayan haller i¢in de gecerlidir. Ancak katalitik reaksiyonlarda ve benzeri
karmagik reaksiyonlarda bu dogrusal iliski bozulur. Yar1 geri doniisiimlii veya tamamen
geri doniistimsiiz hallerde birim derisim basina diisen (Ai)max degeri geri doniistimlii

halden daha kiiciiktiir.

Normal puls ve diferansiyel puls polarografisi teorileri damlayan civa elektrot igin
gelistirilmis olmakla birlikte puls deneylerinde zaman eseli puls stiresi ile tayin

edildiginden duragan elektrotlara da bu teori uygulanmaktadir. (Bond,1980)
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Kare Dalga Polarografisi ve Voltametrisi:

Son derece hizli ve duyarl olma iistiinliigii olan bir puls polarografi teknigidir. Bir

kare-dalga voltametresinde uyarma sinyalinin olusumu Sekil 2.24’de goriilmektedir.

POTANSIYEL

(a)

POTANSIYEL

(b)

POTANSIYEL

' 1
T SNEiz ik
i 2

© ZAMAN

Sekil 2.24. Bir kare-dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu [(a) daki uyarma

sinyali (b)’deki puls taramasi ile (c)’deki kare-dalga uyarma sinyalini elde
edecek sekilde toplaniyor].
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Voltamogramin tamami 10 ms’den daha kisa bir siirede elde edilir. Damlayan civa
elektrodu ile tarama, bir damla dmriiniin son birka¢ saniyesi icinde, ylikleme akimi
hemen hemen sabitken gergeklestirilir. Kare dalga voltametrisi asili civa damla

elektrodu ve kromatografik dedektorler ile kullanilmaktadir.

potansiyel

A

<+ > Ai=i1-i2

Zaman

Sekil 2.25. Bir kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu. Akim cevabi Ai,

1 potansiyelindeki akimdan 2 potansiyelindeki akimi ¢ikarilarak bulunur.

Sekil 2.25’de kare dalga voltametrisi yonteminde elde edilen basamakli sinyal
goriilmektedir. Basamakli sinyalde her basamagin boyu ve puls periyodu esit olup, bu

yaklasik 5 ms civarindadir.

Basamakli sinyalin potansiyel basamagi (AEs) genellikle 10/n mV, pulsun
biiytikliigii (2 Esw) ise genelde 50/n mV dur. Sistemin bu sartlar altinda c¢aligtirilmas: 20
Hz’lik puls frekansina karsilik gelir ve bu durumda 1V’luk bir tarama 0,5 sn’de yapilir.
Yontemde akim pulsun pozitif (1) ve negatif (2) kismmin sonuna dogru iki kez

Olclilmekte ve bunlarin farki alinmaktadir. Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda bir
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pulsun boyutu, ileri tarama srrasinda olusan {irlinlin geri tarama sirasinda
yiikseltgenmesini saglamaya yetecek kadar biiyiiktiir. ileri puls bir katodik akimini (iy)
geri puls da bir anodik akimini (i2) olusturur. Genellikle voltamogramlarda bu akimlarin
farki (A1) grafige gecirilmektedir. Bununla ilgili voltamogram Sekil 2.26’da
goriilmektedir. Bu fark derisimle dogru orantilidir. Elde edilen pik potansiyeli de dc’deki
yar1 dalga potansiyeline karsilik gelir. Olgiim son derece hizli yapildigindan, analizin
kesinligini arttirmak i¢in birkac¢ voltametrik taramanin sinyal ortalamasi alinmalidir. Bu
yontemde tayin smirlar1 107 — 10® M arasindadur. (Hart, 1990 ; Yildiz ve Geng, 1993 ;
Skoog ve ark., 2000 ; Smyth ve Vos, 1992)

15

Akim, pA

5 | | | | |
20 10 0 -100 -200 -300 -400  -500

n(E-E1p), mV

Sekil 2.26. Geri doniisiimlii bir reaksiyon i¢in kare dalga voltamogramu.

A :ileri dogru akim B : geriye akim C : net akim



79

Bu yontemde 6lgiilen diflizyon smnir akimi

i nFAD"’c

d 1/2
11

(tI -t )
esitligi ile verilir.

Burada;
t' : Akim dl¢timiiniin yapildig1 zaman

tp : Pulsun uygulanmaya basladig1 zaman’dir.

Kare dalga yontemleri temel olarak ti¢ sekilde uygulanir. Bunlar Barker, Osteryoung
ve Kalousek yontemleridir. Barker kare dalga voltametrisi / polarografisi kare dalganin
en basit seklidir. Bu formda dalga bir rampa yada merdiven seklinde olup simetrik bir
kare dalga ile siniizoidal alternatif akim voltametrisinin uygulanmasiyla olusmustur.
Kalousek kare dalga voltametrisi / polarografisi (Heyrovsky tarafindan
isimlendirilmistir) kare dalganin sadece ters yar1 devirlerindeki akimin 6lgiilmesiyle elde
edilen daha kii¢iik frekansli (5 Hz) yontemleri i¢in uygulanmaktadir. En ¢ok kullanilan
kare dalga yontemi ise Osteryoung’tir. Bu yontem digerlerinden, uygulanan puls
periyodunun (), yart puls yiiksekliginin (Esy) Ve uygulanan her puls sonunda
potansiyelin artmasi ile farklilik gosterir (Christie ve ark., 1977 ; Turner ve ark., 1977,
Yilmaz ve ark. 2001; Uslu ve Ozkan, 2002 ; Demircigil ve ark., 2002; Ozkan ve Uslu,
2002; Uslu ve Ozkan, 2004; Dogan ve ark. 2005a; Uslu ve ark. 2006).
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Puls Polarografisinin Uygulamalar:

Glinlimiizde yliksek duyarliligi, kolaylig1 ve segiciliginden dolayi, puls yontemleri
kantitatif uygulamalarda, genellikle pik yiiksekliklerinin analizlenecek madde
konsantrasyonuna kars1 grafige gecirildigi kalibrasyon egrileri ¢izilmesi ¢aligmalarinda

kullanilir.

2.1.8.7. Voltametrinin Yeri ve Onemi

Yeni elektrot sekil ve tasarimi1 (modifiye elektrotlar) (Wang ve ark. 1985; Biryol ve ark.
1996; Biryol ve ark. 1998; Ozkan ve ark.1993), yeni yiizey temizleme teknikleri (Ozkan
ve ark. 1994) elektro analiz yontemleri (puls dalga formlari, adsorptif teknikler, styirma)
(Yilmaz ve ark. 2001;Uslu ve ark. 2001; Ozkan ve Uslu, 2002; Uslu ve ark. 2002; Uslu,
2002; Ozkan ve ark. 2003a; Ozkan ve ark. 2003b; Dogan ve ark.2004; Uslu ve Ozkan,
2004; Dogan ve ark. 2005a; Dogan ve ark. 2005b; Uslu ve ark. 2005a; Uslu ve ark.
2005b; Dogan ve ark. 2006; Uslu ve ark. 2006; Ostatna ve ark 2006; Palaska ve ar.,
2007; Krizkova ve ark., 2007; Altun ve ark. 2009; Martinez-Huitle ve ark., 2008;
Dogan-Topal ve ark. 2009; Dogan-Topal ve Ozkan, 2011) sayesinde farmasotik
preparatlarda ve viicut sivilarindaki aktif bilesenler, safsizliklar, ara Triinler ve
metabolitler oldukg¢a genis tayin sinirlariyla (~ 10 *M), secicilikte ve hizli bir bigimde

dogrudan analiz edilebilmektedir.

Bu nedenle ila¢ analizlerinde kromatografik ve fotometrik yontemlere alternatif
yontem olarak nitelendiren modern voltametri bu yontemlerle yarigmali olmaktan ¢ok
onlar1 tamamlayict niteliktedir. Ayrica yOntemin yliksek performanslt sivi
kromatografisiyle birlestirilmesiyle, kompleks karigimlarin analizinde de basariyla

uygulanmasi saglanmistir. (Ozkan ve ark. 1998)

Voltametrik ve polarografik yontemlerin, eczacilik alaninda ve klinik ¢aligmalarda

siklikla kullanilmasmin nedeni diisiik derisimlerde farmasotik analizlerin yapilabilmesi,
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numunelerin kolayca ve c¢ok kisa bir siirede hazirlanabilmesi, analiz siiresinin kisa
olmasi, ortamda bulunan katki maddelerinin veya safsizliklarin analiz sonucunu
etkilememesi, bu tekniklerin riin kalite kontrolinde kullanabilmesine olanak
saglamaktadir. Tablet, kapsiil, siispansiyon, surup v.b. ila¢ formiilasyonlarinin
¢oziinmeyen kisimlarinin veya katki maddelerinin genelde elektro aktiviteleri
bulunmadigi i¢in herhangi bir aymrma islemine gerek olmadan analizleri
yapilabilmektedir. Ayrica bu yontemlerin diger bir iistiinliigii de pahali ve az miktardaki
ilaclarin  analizinde de c¢ok az miktarda numuneye ihtiyag gosterdigi ic¢in

kullanilabilmesidir. (Brezina ve Zuman, 1958; Zuman ve Brezina,1962).

Bu yontemlerle saf etken maddenin yaninda ¢ok kompleks bir karisim olsa bile
(¢6ztinmeyen ilag¢ katki maddeleri, serum ya da plazmada bulunan endojen maddeler,
v.b.) aktif maddelerin analizi duyarlilikla ve herhangi bir girisim olmaksizin
yapilabilmektedir. Pek ¢ok ila¢c etken maddesi ve viicutta bulunan fizyolojik aktif
maddeler, polarografik veya voltametrik yontemlere cevap vermektedir. Bu yontemlerin
diger analitik yontemlere tistlinliigii ise az miktarda maddenin analiz i¢in yeterli olmasi
sebebiyle ucuz olmasi, kolay uygulanabilirligi, analitlerin 6n saflastirma islemlerine
fazla ihtiya¢ olmamasi, fazla ¢6ziicli gerektirmemesi ve hassas bir yontem olmasidir.

(Zuman ve Brezina, 1962; Kissinger ve Heineman, 1996)
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2.1.8.8. Siyirma Voltametrisi

Alternatif akim voltametrisi, diferansiyel puls voltametrisi ve kare dalga voltametrisi
gibi modern teknikler, arasinda sityirma voltametrisinin énemli bir yeri vardir. Cilinkii
styirma voltametrisinde duyarlilik, faradaik akimin diger modern polarografik tekniklere
oranla ¢ok biiyiikk olmasi, yiik akimmin o tekniklerdeki kadar olmasi nedeniyle ¢ok

artmistir. Bu durum, tayin smirin1 ¢ok diisiirmiistiir (Bond, 1980; Strobel,1973).

Ornegin, Eisner ve Mark, Agl ile cekirdeklendirilerek yagdirilan yagmur ve kar
suyunda 10" M diizeyinden daha duyarl olarak siyirma voltametrisi ile Ag miktarini
tayin edebilmisler (Eisner ve Mark, 1970). Genel olarak siyrma voltametrisinde tayin

sinir1 10 ve 10° M arasindadur.

Niikleik asitlerin tayin edilmesi molekiiler biyoloji, biyoteknoloji ve diger birgok
bilimsel alanda biiyiik 6neme sahiptir. Modern elektroanalitik tekniklerin bu alanda
onemi biiyiiktiir. Modern DNA teshis ve niikleik asit arastirmalarinda 6zellikle guaninin
yiikseltgenme sinyalinin izlenmesi temeline dayali siyirma voltametrisi kullanimiyla
elektroanalizin bu alanda kullanimi artmustir. (Wang, 2002; Mascini ve ark., 2006; Liu
ve ark., 2007)

Siyrma yontemi basitce sOyle tamimlanabilir; Bir 6n deristirme basamaginda
elektrot tizerinde biriktirilen maddenin sonra herhangi bir polarografik teknikle

styrilmasi, yani ¢Ozeltiye geri verilerek dl¢iilmesidir.
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2.1.8.8.1. Siyirma Voltametrisinin Cesitleri

4 tip styirma voltametrisi vardir:
1- Anodik styirma
2- Katodik siyirma
3- Adsorptif siyirma

4- Potansiyometrik

Anodik Siyirma Voltametrisi:

Bir 6n biriktirme basamaginin voltametri ile birlestirilmesidir. Bu 6n islem
basamaginda, ¢ozeltideki bir metal iyonu, potansiyel kontrollii elektroliz ile polarografik
yar1 dalga potansiyelinden daha negatif bir potansiyelde 6zellikle plato bolgesinde bir
kat1 elektrot lizerinde (Hg elektrot iizerinde) amalgam verecek sekilde elektrolizlenir

(Wang , 1988).
M™ + Hg + ne” < M(Hg)

Styirma asamasinda potansiyel anodik yonde dogrusal veya diger metodlarla hizla

taranir ve iyonun yiikseltgenerek ¢ozeltiye geri diflizyonu gergeklesir.
M (Hg) — Mn" + ne” + Hg

Elde edilen voltamogramdaki siyirma piki, biriktirilen metalin ylikseltgenmesine
iliskin oldugundan pik akimi metalin elektrottaki ve dolayisiyla ¢ozeltideki derisimine

iliskin bilgi verir. Pik potansiyeli yardimiyla nitel analiz gerceklestirilebilir.

Anodik siyirma voltametrisinde duyarlilik iizerine etkili paramatreler;
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- metalin amalgamdaki konsantrasyonu,
- elektrodun sekli ve geometrisi,

- elektroliz basamagnin siiresi ve verimidir.

Katodik Siyirma Voltametrisi:

Katodik siyrma voltametrisi analizi yapilacak maddenin elektrot iizerinde
yiikseltgenerek ¢oziinmeyen bir film olusturdugu 6n konsantrasyon basamag: ile,

sonradan bu maddenin negatif bélgede indirgenerek 6l¢iimiine dayali bir yontemdir.
An- + Hg <> HgA + ne-
Kisaca anodik siyirma voltametrisinin ayna goriintiisii de denir.
An- : Tek degerli (Cl-) veya iki degerli bir anyon,
HgA : Civa tuzlarimi gostermektedir(HgCl).

Cesitli organik ve inorganik maddeler, tiyoller, halojeniirler, Hg ile ¢6ziinmeyen
tuzlar olustururlar ve bunlar katodik siyirma voltametrisiyle olgiiliirler (Booth, 1970).
Hg damlas1 {izerinde yapilacak siymrmada katodik dalga Hg’nin indirgenmesinin

gozlenmeyecegi bir potansiyelde yapilmali ve buna uygun bir siyrma yontemi
sec¢ilmelidir.(Bond, 1980)

Potansiyometrik Siyirma Voltametrisi:

Bu teknik biriktirme adimi yoniiyle anodik siyirma voltametrisi ile aynidir ancak

styirma asamasinda elektrot yiizeyinde toplanan metalik tiiriin ortamda bulunan Hg®*
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iyonlar1 gibi bir ylikseltgenle kimyasal olarak yiikseltgenmesi sonucu elektrot
potansiyelindeki degisimler zamana karsi kaydedilir. Yontem kronopotansiyometrik

styirma olarak da adlandirilir.

M ( Hg) + n/, Hg* — M™ +n/, H

Potansiyometrik siyirmada konsantrasyon basamagindan sonra sabit potansiyel
uygulamasina son verilir ve toplanmis metaller yiikseltgen bir madde ile yiikseltgenir.
Bu madde ¢ozeltide bulunmaktadir veya uygun degerde bir sabit akim uygulanarak da

bu islem yapilir (Wang, 1988; Jagner ve Graneli, 1976; Jagner, 1982).

Bu yiikseltgenme sirasinda ¢alisma elektrodunun potansiyeli degisir bu potansiyel
zamana kars1 kayit edilir. Bu egri siyirma platosudur. Redoks titrasyon egrilerinde
oldugu gibi iki esdegerlik noktasi arasindaki siire bu zaman araliginda yiikseltgenmis

olan maddenin konsantrasyonunun 6l¢iistidiir.

n+
t51y1rma a [M ]tbiriktirme

Wang, J., ve ark., (1996¢) fenotiyazin grubu ilaglardan; prometazin, fenotiyazin,
klorpromazin, tiyoridazin ve proklorperazin ile dsDNA etkilesimlerini karbon pastasi
elektrot kullanarak potansiyometrik siyirma analizi ve diferansiyel puls voltametrisi

teknikleri ile incelemislerdir. (Wang ve ark., 1996¢)

Adsorptif Siyirma Voltametrisi:

Adsorpsiyon styirma yontemleri, anodik ve katodik siyirma yontemlerine oldukca

benzemektedir. Burada, en yaygin kullanilan;
— mikroelektrot

—asili civa damla elektrotu
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— karbon bazli elektrotlar (cams1 karbon, karbon pasta, bor ile dope edilmis

elmas, kalem grafit, vb)

analitin karistilan bir ¢ozeltisine birkag siire ile daldirilir. Sonra, elektrot yiizeyinde
analitin birikmesi elektrolitik olarak degil, fiziksel adsorbsiyonla meydana gelir.
Yeterince analit biriktirildikten sonra (bunu deneysel optimizasyonla belirliyoruz),
birikmis madde dogrusal taramali veya degisik puls voltametrik yontemlerle tayin edilir.
Kantitatif analiz, numunelerle ayn1 sekilde islemelere tabi tutulan standart ¢ozeltilerle

yapilan kalibrasyona dayanur.

Anodik styirmada kolaylikla indirgenip amalgam olusturan metallerin tayinleri s6z
konusudur (Pb, Cd, Zn, Cu, Bi, Tl, In, Sb, Sn, Ni, Mn, Ga, gibi). Al, Fe, Co, MO, V, Cr,
Ti, La, gibi metaller ise adsorptif siyirma volametrisi ile tayin edilirler. Siyrma

basamagi herhangi bir polarografik teknikle olabilir.

Metaller disinda organik molekiillere de uygulanabilmektedir. Bu amacgla Hg
elektrotlar yaninda modifiye elektrotlar da kullanilmaktadir.Ornek: (Wax impregneted
graphite electrode WIGE) mumla impegrene edilmis elektrotla fenotiyazin grubu
ilaglar adsorptif siyirma ile tayin edilmistir (Jarbawi ve ark.,1982; Jarbawi ve ark,1986).
Bu tayinde organik madde oOnce elektrot iizerine adsorplanmig ve mum igerisine

ekstrakte olmustur.

Degisik yontemlerle elektrot ylizeyinde toplanan maddeler, dogrusal taramali
voltametri, normal puls polarografisi (pp), diferansiyel puls polarografisi(dpp), kare
dalga, alternatif akim(ac) polarografisi ve kronopotansiyometri gibi yOntemler
kullanilarak, elektrot yiizeyinden siyrilarak tayin edilebilmektedir. Siyirma
voltametrisinde karbon elektrotlar kullanilirken, siyrma yontemi olarak, dogrusal
taramali voltametri yerine, pp, dpp, ac, kare dalga kullanildigi zaman daha biiyiik
duyarhilik saglanabilmektedir (Greef ve ark.1990; Osteryoung ve Christie, 1974). Puls

tekniginin hassasiyeti, dogrusal taramali voltametriden daha iyidir.

Diferansiyel puls anodik voltametrik yontemi ile 107° M tayin limitine
ulagilabilmektedir (Schiavon ve ark.,1991).
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Klinik ve farmasotik dnemi olan bircok organik molekiil, 6zellikle civa yiizeyi,
civa lizerindeki yiikiin sifir oldugu yaklasik -0,4 V’a (DKE’ye kars1) ayarlanirsa, sulu
¢ozeltilerden civa yiizeyine kuvvetle adsorplanirlar. Iyi bir karistirma ile, adsorpsiyon
hizlanir ve analiz i¢in yeterli miktar analit biriktirmek icin, 10"M cozeltilerde sadece 1-5
dakika, 10°M c¢ozeltilerde 10-20 dakika gerekir. Bu sire maddeye gore de
degismektedir.

Adsorptif siyirma voltametrisi, c¢ok diisiik derisimlerdeki c¢esitli inorganik
katyonlarin tayininde kullanilmaktadir. Bu uygulamalarda, katyonlar genellikle
dimetilglioksim, katesol ve bipridin gibi yiizey-aktif komplekslestiricilerle kompleksleri

haline doniistiiriiliir. Yontemin gozlenebilme sinir1 10 ve10™ M araligindadir.

Palecek 1988 yilinda, niikleik asitlerin elektrokimyasal olarak tayininde adsorptif

styirma voltametri tekniginin kullanilmasi ile duyarliligin iki kat arttigini belirmistir.

(Palecek, E., 1988)

2.1.8.8.2. Siyirma Voltametrisinin Basamaklar

Elektrot Biriktirme Basamag

Normal olarak, elektrot biriktirme basamagi sirasinda analitin yalnizca ufak bir

kesri elektrot yiizeyinde birikir. Bu ylizden kantitatif sonuglar;
-elektrot potansiyelinin kontrol edilmesi
-elektrot boyutu
-biriktirme stiresi

-hem numunenin hem de kalibrasyonda kullanilan standart ¢6zeltilerin karistirma

hiz1 gibi faktorlere baghdir.
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Styirma yOntemindeki mikroelektrotlar civa, altin, platin, giimiis ve c¢esitli
formlardaki karbon gibi degisik maddelerden yapilir. En ¢ok kullanilan elektrot, asili
civa ve damla elektrotudur. Bu elektrot bir platin ile temasta olan asili civa damlasindan
olusur. Bu elektrotlar asili damla boyutunun tam hassas bir sekilde kontroliinii saglamak
icin ¢ogunlukla mikrometreli bir mikro siringadan ibarettir. Boylece siringa ile kontrol

edilen akitma sistemlerinde, civanin yer degistirmesi ile damla kapillerin ucunda olusur.

Anodik styirma ile bir metal iyonunu tayin etmek i¢in, 6nce taze bir asili damla
olusturulur, karigtirmaya baslanir ve ilgili iyonun yar1 dalga potansiyelinden 10-20mV
daha negatif bir potansiyel uygulanir. 107 M ¢ozeltiler i¢in bir dakika veya daha az
siireden, 10° M ¢ozeltiler igin 30 dakika veya daha fazla siireye kadar degismek iizere,
dikkatlice Olciilen bir siire i¢in elektrotta biriktirme yapilir. Elektroliz siiresi, analizin

tamamlanmasi i¢in se¢ilecek yontemin duyarliligi ile belirlenir.

Analizin Voltametrik Olarak Tamamlanmasi

Asili civa damla elektrodunda toplanan analit, birka¢ voltametrik yontemden
herhangi biri ile tayin edilebilir. Ornegin, dogrusal anodik tarama isleminde, birikme
tamamlandiktan sonra 30 saniye daha karistirmaya devam edilir. Daha sonra potansiyel,
sabit ve dogrusal bir sekilde baslangi¢c katodik degerinden itibaren azaltilir ve olusan

anodik akim uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak kaydedilir.

Voltametrik islemlerin ¢cogunda siyirma basamagi vardir. Bunlar i¢cinde en cok
kullanilan1 anodik diferansiyel puls teknigidir. Bu yontemle olusan dar ve sivri pikler,
karigimlarm analizinde bliyiik kolaylik saglar. Keskin pik elde etmek icin kullanilacak
bir bagka yontem ise civa film elektrodu kullanmaktir. Burada camsi karbon gibi inert
bir elektrot {izerine ince bir civa filmi elektrolitik olarak kaplanir. Normal olarak civa
analitle birlikte biriktirilir. Burada filmden ¢Ozelti ara yiizeyine olan mesafesi civa

damlasindakinden daha kisa oldugu icin, analitin film tabakasindan ¢ozeltiye gecisi daha
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hizl1 olur; bunun sonucu daha biiyiik duyarliliga ve karisimdaki bilesenlerinin her birinin
daha iyi tayinine yol agan, daha dar ve daha biiyiik voltametrik pikler elde edilir. Diger
taraftan asili civa damla elektrodu, ozellikle yiiksek analit derisimlerinde ¢ok daha
tekrarlanabilir sonuglar vermektedir. Bu yiizden pek ¢ok uygulamada asili civa damla

elektrodu kulanilir.

Styrrma tekniginin birgok sekli gelistirilmistir. Ornegin ¢ok sayida katyon, bir
platin katot iizerine elektro kimyasal biriktirme ile tayin edilebilmektedir. Daha sonra
biriken miktar1 uzaklastirmak icin gerekli elektrik miktar1 kulometrik olarak dlgiiliir. Bu
yontem eser element analizleri i¢in son derece kullanighdir. Ayrica, halojeniirlerin tayini
icin de, katodik siyirma yontemleri gelistirilmistir. Burada halojeniir iyonlar1 civa

iizerine civa tuzlar1 halinde biriktirilir, daha sonra katodik bir akimla siyirma yapilir.

2.1.8.8.3. Yontemin Teorisi

Genel olarak siyrma voltametrisi ile anodik siyirma voltametrisinin teorisi aynidir.
Siyirma voltametrisinde bir dogru akim (d.c.) potansiyel ramp1 s6z konusudur. Hem
donlistimlii  voltametride hem de dogru akim polarografisinde bu ramp {i¢gen
seklindedir. BOylece potansiyel sinyali uygulandiginda potansiyel degisme bolgesi
negatif ise Once katodik yonde indirgenme, potansiyel degisme bolgesi ters ¢evrildiginde

anodik yonde yiikseltgenme piki veya pikleri gézlenir.

Olay eger tersinir ise pik, anodik ve katodik dalda hemen hemen ayni

potansiyellerde goriiliir ve pik ylikseklikleri esittir.
A+ne- < B

Tersinir olaymnin olabilmesi i¢in, yani piklerin ayni bdlgede goriilebilmesi igin,

olusan B maddesinin ¢oziiniip, ¢ozeltiye gegmesi gerekir.

A +ne- < B(Hg)
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Boyle bir tersinir olayda olusan indirgenme iiriinii Hg ile amalgam olusturuyorsa ve
bu olay ¢ok kiigiik hacimli bir asili civa elektrodunda olusuyorsa sonugta gidis yoniinden
daha biiyilk pikli bir doniis yonii elde edilir. Ciinkii amalgamdaki metal tekrar
yiikseltgenerek ¢ozeltiye gegmistir. Boylece amalgam olusturmasini kapsayan bir olayda

geri doniis ve analitik olarak istenen faradaik akim artig1 saglanmistir.

Hg elektrotla yapilan anodik styirma voltametrisinde hesaplanmasi gereken énemli
parametrelerden biri  kontrollii potansiyel elektroliz basamagindaki amalgam
konsantrasyonudur. Kontrollii potansiyelde elektroliz, anodik siyirma voltametrisinde,
polarografik yar1 dalga potansiyelinden 300-400 mV daha negatif potansiyelinde yapilir.
Bu sirada ¢ozelti karigtirilir veya elektrot dondiiriiliir. Bu potansiyelin tam degerinin
bulunmasi i¢in deney sartlarnin optimize edilmesi gereklidir. Elektrotun donme hizi

veya ¢ozeltinin karistirilma hizi (W) elektroliz verimini etkileyen faktorlerdir.

2.1.8.8.4. Siyirma Voltametrisinde Kullanilan Elektrotlar

Bu teknikte kullanilan hiicre ve elektrotlar dogru akim polarografisindeki gibidir. Ug
elektrotlu bir sistem kullanilir. Bdylece calisma, referans ve yardimer elektrotlar
arasindaki IR dislisii minimuma indirilir. Calisma elektrotu bu teknikte dogru akim

polarografisinden farkli olabilir.

Asili Civa Damla Elektrodu siyirma voltametrisinde en sik kullanilan elektrotlardan
biridir. (Solak ve ark.,1988; Kir ve ark.,1990; Altinoz ve Temizer, 1990a ; Altindz ve
ark.,1990b; Altinoz ve ark.,1992) Glinlimiizde Hg film elektrotlara destek olarak,
karbon elektrotlar kullanilmaktadir. Cilinkii karbon elektrotlar inert, dayanikli ve elektrik

iletkenligi ytliksek elektrotlardir.

Bu amacgla kullanilan karbon elektrotlar arasinda karbon pasta elektrot
(Florence,1970), balmumu ile impegrene edilmis (grafit) karbon elektrot
(Christian, 1969; Adams,1958; Convigton ve ark.,1965), camsi karbon elektrot (Matson
ve ark,1965; Florence, 1980; Adeloju ve ark.,1991; Dogan ve Ozkan, 2005), kalem
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grafit elektrot (Dogan-Topal ve ark, 2009) ve karbon fiber elektrot (Cushman,1981)
sayilabilir. Degisik bir elektrot olarak grafit sprey elektrot da anodik siyirma
voltametrisinde kullanilmistir (Kauffmann ve ark.,1982). Gelistirilen farkli bir elektrot
da asil1 bakir amalgam damla elektrottur ve bu elektrot yardimiyla Bilewicz ve Kublik

iyodun eser miktarlarmi tayin edebilmislerdir (Blewicz ve ark.1983).

2.1.8.8.5. Siyirma Voltametrisinin Uygulama Alanlan

Ila¢ analizleri: Pek ¢ok ilag analizi genelde adsorptif siyirma voltametrisi

kullanilarak yapilmaistir.

2004 yilinda Dogan ve ark., Anodik Adsorptif Siyrma Voltametri teknigi ile
Hipertansiyonda kullanilan Kandesartan Sileksetil’t camsi1 karbon elektrotta analiz
etmislerdir. (Dogan ve ark., 2004)

2005 yilinda Carapuga ve ark. Trimetoprimi adsorptif siyrma voltametrisiyle asili
civa elektrotta analiz etmislerdir. Tayin edilebilen en kiigiik konsantrasyon olarak 1x107
M’ a kadar inmisler. (Carapuga ve ark., 2005)

2005 yilnda Dogan, B., ve Ozkan,S.A., adsorptif siyirma voltametrisiyle camsi
karbon elektrotta hipertansiyon hastaliginda kullanilan Karvediloliin elektrokimyasal
davranislarii incelemisler ve gelistikleri yontemi farmasotik dozaj formlarma ve insan

serumuna uygulamislardir. insan serumunda yakalama sinirmi 5,99x10*M bulmuslardur.

Klinik uygulamalar: Klinik uygulamalarda insan kaninda, idrarinda, doku ve
organlarda, kan plazmasinda cesitli analizler yapilmistir. Ornegin 10™"°M seviyesinde

bilirubin tayini Wang ve Luo tarafindan 1985 yilinda yapilmistir. (Wang ve Luo, 1985b)

2005 yilinda Kuo-Tang Liao ve Hsuan-Jung Huang 1.6 femtomolar seviyesinde,
tavsandaki immunglobulin G miktarin1 tayin etmisler ve kare dalga siyirma

voltametrisini kullanmiglardir. (Liao ve Huang, 2005)
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Cevre analizleri: Cevre analizlerinde numune olarak genellikle deniz suyu ve
dogal sular kullanilmigtir. Deniz suyunda Fe, Cu, Bi, Pb, Cd ve Zn nun eser
miktarlariin dogrudan ve ayni zamanda tayinleri yapilmistir. Dogal sulardan da Cu, Pb,
Cd ve Zn tayini yapilabilmistir (Brihaye ve ark 1983; Blutstein ve ark 1976).
Kullanilmis motor yaglarindan mikro molar diizeyinde ve sentetik Pb numunelerinden

ppb diizeyinde Pb tayin edilmistir (Kapanica 1991).

Diger analizler : Siyirma voltametrisi ile yapilan diger analizler ise genellikle
kompleks tayinleridir. Bu yontemlerle, Al, U, Co, Cd ve Zn’nun g¢esitli komplekslerden
tayinin (Stryjewska ve ark.1991; Diaz-Cruz ve ark. 1991) ve anyonik yiizey aktif
maddeler yardimiyla kompleks olusturarak T1, Pb, Cd, Cu ve In tayini yapilabilmistir
(Opydo 1992).

Ayrica bu yontemle ¢esitli ilag formlarindan Selenyum (Se) (Stoica ve ark. 2002)

analizi yapilmustir.

Mikro elektrotlarla hizli taramali siyrrma voltametrisi (Namura ve ark., 1991)
yontemleri de kullanilmistir. Bir ¢alismada da 6zel bir tip ceketli elektrot kullanilarak Co

ve Ni adsorptif siyirma voltametrisi ile tayin edilmistir (Breeff ve ark., 1991).

Modifiye elektrotlarin gelismesine paralel olarak, siyirma voltametrisi klinik, ¢evre,

ilag ve eser madde analizlerinde siklikla kullanilmaya baslanmstir.

Bu yontemden ayn1 zamanda organik molekiillerin tayininde de yararlanilmaktadir.
Bu yontemde tayin ve yakalama smirinin c¢ok diisiik olmasi, yontemin en biiyiik

istiinliigiinii olusturmaktadir.
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2.2. Biyosensor

Biyosensorler, biyolojik materyaller igeren ve/veya bunlarin ¢esitli ortamlarda kalitatif
ve/veya kantitatif tayin ve izlenmesinde kullanilan cihazlardir. Biyosensorlerde en
onemli nokta sistemde mutlaka bir biyolojik materyal kullaniliyor olmasidir. Bu
biyolojik materyaller kullanilarak, ¢ok secici, cok hassas, cogu zaman da ¢ok daha hizlh

Olciim yapmak miimkiindiir.

Biyosensorler, birbiri igine gegmis taniyici boliim ve tantyan ile taninan arasinda iKi
etkilesmeyi elektrik sinyaline ¢eviren bir c¢evirici sistemden olusan biyoanalitik
aletlerdir. Birinci kisim hedef analit ile se¢imli olarak etkilesime giren biyokimyasal
kisimdir. Ikinci kisim ise bu etkilesimi algilayan elektriksel kisimdir. Tantyic1 kisimda
immobilize edilmis ligandlar bulunmaktadir (Coulet, 1991;
http://www.biyomedtek.com; Pividori ve ark., 2000; Turner, 1987). Biyosensorlerde
amag 6rnek i¢inde bulunan bir kimyasalin derisimi ile dogru orantili bir elektronik sinyal
elde etmektir. Kisaca biyosensorler analizlenecek maddenin bilinmez degisimleri

hakkinda siirekli bilgi saglar.

a® ® — Akim
s @& ©® ... Fiziksel Frekans
oo Olciilebilir ls1k
¢ o — Kiitle
Analit Biyoaktif Tabaka

lgt_gvirici Sistem
(Olgiim Cihazi)

Sekil 2.27. Biyosensoriin yapisi ve bilesenleri (Karadeniz, 2004)
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2.2.1. ideal Bir Biyosensoriin Sahip Olmasi Gereken Ozellikleri

Ideal bir biyosensor asagida ad1 gecen zelliklere sahip olmalidir (Hall, 1990; Ségiit ve
Kayali, 2005).

Secimlilik: Ideal bir biyosensdr dncelikle secimli olmalidir. Calisma ortaminda
analit ile girisim yapabilecek ¢esitli bilesenler olabilir. Se¢imli olan biyosensor, analiti
varlig1 tespit edilmis olan bu bilesenlerden farkli olarak Olcebilir. Secimlilik yeterli

degilse, bunu saglamak i¢in ek islemler gerekir.

Kullamim 6émrii: Ideal bir biyosensér, uzun kullanim dmriine sahip olmalidir.
Biyosensoriin  kullanim Omriinii kisitlayan en onemli faktdr biyolojik ¢eviricinin

aktivitesindeki azalmadir.

Kalibrasyon: Kullanim Omiirleri boyunca biyosensorler, siklikla kalibre
edilmelidir. Ideal bir biyosensoriin kalibrasyona hi¢ gereksinim duymamasi gerekse de,
bu pratikte gergeklesememektedir. Bunun icin biyosensor tasarimi i¢in kullanilan
cihazin kalibrasyon gereksiniminin miimkiin olabilecek en az miktarda olmasi

istenmektedir.

Tekrarlanabilirlik: Ideal bir biyosensor igin, ayni kosullar altinda, ardarda
yapilan 6lgtimlerde, elektrodun yaklasik olarak ayni sonug¢lar1 okumasi istenir. Bu durum
pratikte miimkiin degildir. Bu noktada tekrarlanabilirlik, ayni kisi tarafindan, ayni
kosullarda, sabit bir 6rnek ile belli bir yontem kullanilarak yapilan bir dizi islemin,
kesinligi olarak tanimlanir. Biyolojik 6rnek i¢in %15’ten fazla bagil standart sapma ile
kesinlik saglanabilir. Tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir ¢iinkii

tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa, biyosensoriin de o denli iyi oldugundan s6z

edilebilir.

Stabilite: Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina bagh
olup, pH, 1s1, nem, oksijen derigimi gibi faktorlere karsi elektrodun kararliligini ifade

etmektedir. Ideal bir biyosensor kararli olmalidir.
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Duyarhhik: Duyarlilik, biyosensoriin konsantrasyonda meydana gelen kiiciik
degisimleri kaydetme kapasitesidir. Biyosensdre immobilize edilmis biyolojik

materyalin duyarliliginm yiiksek olmas1 gerekir.

Tayin smri: Analitin, analitik bir islemle tayin edilebilecek en diisiik
konsantrasyonu tayin smirini belirler. Tayin smirinin  diisik olmasi kullanilan
malzemenin de az olmasini saglar. Tayin sinir1, elektrot yiizeyinin biiyiikliigii, biyolojik
materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, elektrot yiizeyine tutturulan madde miktari

gibi faktorlerden etkilenir.

Olciim aralg: Olgiim araligi akim—konsantrasyon egrilerinin lineer oldugu

derisim araligidir. Ideal bir biyosensorde bu araligin genis olmast istenir.

Cevap zamani: Cevap zamaninin kisa olmasi ¢calismada zamandan tasarruf saglar.
Bu bakimdan ideal bir biyosensoriin hizli cevap zamanina sahip olmasi istenir. Elde
edilen akim—zaman egrileri cevap zamani hakkinda bilgi verir. Basamaklarin sekli

yayvan ve genisse cevap zamani yavas, tersi soz konusu ise cevap zamani hizlidir.

Geriye donme zamam: Geriye donme zamani, Ornegin amperometrik
calismalarda, ilk 6rnekten ne kadar siire sonra ikinci 6rnegin Slgiilebilecegini belirler.

Ideal bir biyosensor hizli geriye ddnme zamani 6zelligi gostermelidir.

Basitlik ve ucuzluk: Ideal bir biyosensoriin tasarimi basit, maliyeti ucuz ve

kullanimi1 kolay olmalidir.

Kiigiiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Biyosensér yapisinda bulunan
materyallerin kiictiltiilebilmesi, biyosensdr tasarimi agisindan olduk¢a Onemlidir.
Biyosensoriin sterilizasyonu ise ikinci bir 6nemli noktadir, ancak biyolojik materyalin

fiziksel dayanikliligi, sterilizasyonu kisitlayan bir etmen olarak karsimiza ¢ikar.
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2.2.2. Cevirici Tiiriine Gore Biyosensor Cesitleri

Biyosensoriin taniyic1 tabakasina takilmig bulunan ligand (taniyan) ile tayini
gerceklesecek olan analit (taninan) arasinda, sensor ylizeyinde bir etkilesme olusur. Bu
etkilesim, biyosensorlerde cogu kez ¢ok segicidir. Etkilesmenin sonucunda olusan
degisiklik ortaya ¢ikan bir kimyasal madde veya baslangigta ortamda bulunan ve
etkilesme ile kaybolan bir kimyasal madde olabilir. Bu durum bazi degisikliklere sebep

olur ve cevirici kisim bu degisiklikleri algilar ve elektrik sinyaline ¢evirir.

Biyosensor Cesitleri

-Elektrokimyasallar
Potansiyometrik
Amperometrik

Doku kesitleri Voltametrik
immunajanlar Kondiiktometrik
@ Nuklelk"asmer ~\\ Transistorler Elektronik

Reseptor molekilleri} }-Optik Sinyal
Mikroorganizmalar Fotometri
Organeller Florimetri
Enzimler Luminesans

-Kiitle Degisimi

Piezoelektrik
-Is1 Degigimi

Termistorler

) - Veri toplama ve
Biyokomponent Cevirici Kisim Degerlendirme

Sekil 2.28. Cevirici tiirline gore biyosensor cesitleri
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Elektrokimyasal Biyosensorler

Etkilesim sonucu ortaya ¢ikan degisim elektrokimyasal bir degisim ise (elektriksel
potansiyel veya akim degisimi gibi), ¢evirici boliimiin bu elektrokimyasal degisimleri
algiladig1 biyosensorlere elektrokimyasal biyosensorler adi verilir. Bu baslik altinda en
yaygin olarak potansiyometrik, amperometrik, voltametrik ve alan etkili biyosensorlere

rastlanmaktadir.

Optik Biyosensorler

Biyosensoriin ¢evirici boliimiiniin optik degisimleri algiladig1 ve elektrik sinyaline
cevirdigi aygitlara optik biyosensorler denir. Optik biyosensorler iletici sistem olarak
optik lifler iizerine uygun bir yontemle uygun bir biyomolekiil immobilize edilerek
hazirlanan olgtim aygitlaridir. Etkilesim sonucu meydana gelen kimyasal ya da
fizikokimyasal bir degisimin 6l¢iimiinii esas alirlar. Sinyal 151k yansimasi, sag¢ilimi ya da

yayimi sonucu meydana gelir (http://www.biyomedtek.com;

http://www.kontrolkalemi.com)

Kiitle Hassas Biyosensorler

Kiitle hassas biyosensorlerde ¢evirici olarak piezoelektrik kristaller kullanilir.
Rezonans frekanstaki degisime dayanarak santimetrekarede nanogram seviyesinde kiitle

degisimi Ol¢iiliir. Bu sebeple antikor—antijen etkilesimlerinde sik¢a kullanilir. Kiitle


http://www.biyomedtek.com/
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hassas biyosensdrlere Kuartz Kristal Mikrobalans (Quartz Crystal Microbalance, QCM)

ornek gosterilebilir. (http://www.baskent.edu.tr).

Isil (Termal Sensorler)

Sicakligin degisimi tiizerine kurulmus olan sensorlerdir. Genellikle reaksiyon

sicaklig1 ve adsorpsiyon sicakligi 6l¢iim temeli tizerine kurulmustur.

2.2.3. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, 6zel biyolojik tanima unsuru ile elektrokimyasal
tekniklerin analitiksel giiciinii birlestirir. Amag; analitin derisimine bagli olarak biyolojik

bir islemle bir elektrik sinyali elde etmektir.

2.2.3.1. Elektrokimyasal Biyosensorlerin Cevirici Ol¢iim Tiiriine Gore

Smiflandirilmasi

Elektrokimyasal biosensorler, g¢evirici (transistor) Olgiim tiirline gore iic ana baslik

altinda toplanabilir:
- Amperometrik
- Potansiyometrik

- Kondiiktometrik



99

Amperometrik elektrokimyasal biyosensérler

Karsilagtirma elektroduna gore sabit gerilimde islev goriirler. Bu biyosensorlerde
Olgiilen sinyal, biyosensor yiizeyinde indirgenen ya da yiikseltgenen tiir tarafindan
calisma elektrodunda meydana gelen akimdir. Bir elektrokimyasal tiiriin,
elektrokimyasal indirgenmesi/ yiikseltgenmesi ile meydana gelen akimin 6lglilmesine
dayanir. Genelde ¢aligma elektrodu tizerinde sabit gerilim degeri varken ¢alisilir. Amper

degeri en az 10 — 10® amper olmalidur.

Amperometrik Olclimler uygulanan tek bir gerilim degerinde hiicredeki akim
artiginin kaydedilmesi ile yapilir. Elde edilen elektrik sinyalinin biiyiikliigli elektroaktif
tiirtin derisimi ile dogru orantilidir. Amperometrik biyosensorler olduk¢a duyarl, hizli

ve ucuzluk tstiinliikklerine sahiptirler.

Potansiyometrik elektrokimyasal biyosensorler

Potansiyometrik Olglimler ya calisma ve karsilagtirma elektrot arasindaki gerilim
farkinin ya da iki karsilagtirma elektrotu arasina gegirgen bir membranin yerlestirilmesi
ile meydana gelen gerilim farkinin 6l¢iilmesine dayanir. Bu sistemlerde 6nemli bir akim
yoktur. Potansiyometride sensor ara yiizeyinde bdlgesel bir denge kurulur; ara yiizeydeki
elektrot ya da membran gerilimi Ol¢iiliir. Gerilim farkindan 6rnek bilesimi hakkinda

bilgi elde edilir.

Kondiiktometrik elektrokimyasal biyosensorler

Ana ¢ozeltideki ya da ince film tlizerindeki elektrik iletkenliginin degisimi lizerine
kurulmustur. Bu iletkenlikte analitin bulunma miktar1 etkilidir. Kondiiktometrik
yontemler temel olarak segici degillerdir; ancak yiizey modifikasyonu ve aletsel
gelismeler segiciligi artirmig ve sensOr tasarimina bu yontemin girmesini saglamigtir

(Thevenot ve ark., 1999; Stradiotto ve ark., 2003).
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2.2.4. Analizlenecek Madde-Biyoaktif Bilesen iliskisine Gore Biyosensorlerin

Simiflandirilmasi

Biyosensorler farkli bir bakis agisiyla Analizlenecek madde-biyoaktif bilesen iliskisine
gore asagidaki sekilde de siniflandirilabilirler;

1. Biyoaffinite Esash Biyosensorler

Afinite biyosensorleri, belirli biyomolekiillerin (antikor, reseptor, poliniikleotitler)
0zel hedef analitlere se¢ici baglanmasinda kullanilir. Bu sensorler, baglanma siirecinin
sonucu olarak olusan elektrokimyasal sinyallerin Ol¢iilmesine dayanir. Biyokimyasal
baglama tepkimelerinin afinitesi ve yiiksek spesifikligi olduk¢a duyarli ve segiCi
aletlerin yapilmasma yol agmaktadir. Afinite biyosensorleri ii¢ ana baslik altinda

toplanabilir.
- Immiinosensérler
- Reseptor temelli biyosensorler

- Niikleik asit temelli biyosensorler

Immunosensérler (antikor temelli sensorler):

Antikor/antijen(AbAg) kompleksinin olusumunu i¢eren immiinojikal tepkimeler

temeli iizerine dayandirilmistir.
Ab + Ag <> AbAg

Antikor, yabanct molekiilleri baglamas1 i¢in (antijen vb.) organizma tarafindan
iiretilen proteinlerdir. Immunosensorler baglanma olaymm ya da yer degistirme olaymnimn

sonucunda antikor ya da antijen derisimindeki dogrudan degisikligin kaydedilmesi
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iizerine kurulmustur. Bu sensorlerin biiyiik bir ¢ogunlulugunun tepkimesi tersinmez

oldugundan yeniden kullanilamaz ve pahalidir.

Reseptor temelli biyosensorler:

Yeni Onerilen duyarl bir yol, biyolojik tanima elemani olarak kemoreseptorlerin
kullanilmasidir. Reseptorler protein molekiilleridir, hedef analiti 6zel olarak baglayan
hiicresel membrana yerlestirilmislerdir. Membran reseptor hedef analit arasindaki secici
baglanma olay1 sonucunda membrandaki iletkenligin degisimi Olciilerek tayin yapilir.
Membran reseptor ve hedef analit arasindaki basit ve segici bir baglanma olay1 binlerce

iyonu igine alan gevirici membranin iletkeligindeki artmanin sonucundadir.

Niikleik asit temelli biyosensorler:

Niikleik asitler tanima tabakasi olarak elektrokimyasal bir ¢evirici ile birlestirilerek
afinite biyosensorlerin 6nemli ve yeni bir tiiriinii olustururlar. RNA ve DNA temelli
biyosensorlerdir. DNA biyosensorler ile hedef analitin belirlenmesinde iki yaklagim
gelistirilmistir. Birincisi DNA’nin ¢ift sarmal arasina analitin girmesi, ikincisi DNA
yapisinin en elektroaktif tiirii olan guaninin dogrudan 6l¢iilmesi seklindedir. Geleneksel
yontemlerle karsilastirildiginda daha hizli ve ucuzdurlar. Bu analizlerle genetik bilgilere

151k tutulmaktadir (Thevenot ve ark., 1999; Wang, 2000; Stradiotto ve ark., 2003)

1. Biyokatalitik Esash Biyosensérler

Tanmma tabakasi (reseptdr) olarak enzim, doku, bakteri ve hiicrelerin kullanildig:
biyosensorlerdir. Enzim temelli elektrotlar ile doku ve bakteri elektrotlar olarak iki

baslikta incelenir.



102

Enzim temelli elektrotlar

Biyosensor teknolojisinin tarihsel ge¢misine bakildiginda bu alandaki ilk
calismalarin enzim sensoOrleriyle basladigi goriilmektedir. 1962 de Clark ve Lyons
ve 1967 de Updike ve Hick tarafindan rapor edilen glukoz tayinine yonelik
glukoz oksidaz enzim elektrodlar1 bu konudaki ilk ornekleri olusturmaktadir.
Enzimler canli sistemlerde kimyasal tepkimeleri katalizleyen proteinlerdir. Bu tiir
katalizorler yalnizca etkili degil ayn1 zamanda oldukc¢a segicidirler. Boylece enzimler
bircok duyarli uygulama alaninda tanima ylizeyi olarak kullanilirlar. Enzim elektrotlar,
uygun bir elektrotla enzim tabakasinin birlestirilmesi temeli iizerine dayandirilmislardir.
Enzimler, substratlara (enzimle tepkimeye giren madde) oldukea yiiksek secicilikte yanit

verirler.

Immobilize enzim tabakasi bir tepkimeyi katalizlemek icin secilir ve bu tabaka

analizlenecek tiirii tiretir ya da tiiketir.
S+C « P+(C
S: Substrat, C: Koreaktif, P ve C’ : Olusan iirlinler

Uygun elektrodun secimi, temel olarak enzimatik sistemin isleyisi {izerine
dayandirilir. Enzim elektrotlar en genel anlamiyla yapilig tarzi bir diyaliz membran ve

elektrot arasina enzim ¢6zeltisinin immobilizasyonudur.

Enzim temelli elektrotlarin siniflandirilmast;

a. Glikoz biyosensorler: Kanda glikoz miktarinin belirlenmesi, diabetin tani ve
tedavisinde onemli rol oynar. Glikoz i¢in elektrokimyasal biyosensorler bu dogrultuda
anahtar bir rol oynar. Amperometrik glikoz sensorlerde elektrot genel olarak platin
calisgma elektrodu {izerine yar1 gegirgen bir membran ve poliiiretan arasma glikoz

oksidaz enziminin (Gox) tutturulmasi esasina dayandirilmistir.



103

b. Etanol biyosensorler: Etanol miktarinin giivenle belirlenmesi birgok
uygulamada ¢ok Onemlidir. Etanolun enzimatik tepkimesi alkol dehidrojenaz (ADH)
varliginda, nikotin amid diniikleotit (NAD") kofaktorii ile gergeklestirilir. Sensdr
tepkimesi; C,H,OH + NAD* « C,H,O + NADH," olarak verilir.

c. Ure biyosensorler: Ure, iireaz enziminin kataliz tepkimesi temeli iizerine

dayandirilarak tayin edilebilir. Sensor tepkimesi asagidaki sekildedir.
NH,CONH, + 2H,0 + H" < 2NH,;" +HCO3’

Ure elektrot, iireaz enziminin amonyum iyon segici elektrot iizerine

immobilizasyonu {izerine yapilmistir.

Doku ve bakteri elektrotlar:

Izole edilen enzimlerin smirlandirilmis kararhigi, bazi enzimlerin saf halde
bulunamamalari, bazi1 enzimlerin pahali olusu hiicresel materyallerin (bitki dokulari,
bakteriyel hiicreler vb.) kullanilmasina yol agmistir. Bu biyokatalitik elektrotlarin
fonksiyonu geleneksel enzim elektrotlar ile benzer tarz gosterir. Doku ya da hiicrede
bulunan enzim belirlenecek tiirii harcar ya da iiretir. Ornegin muz dokulari, polifenol
oksidaz enzimince zengindir; karbon pasta matrise karistirilarak elektrot ylizeyine

immobilize edilir.

2.2.5. Biyosensorlerin Uygulama Alanlan

Biyosensorler tip, gida, eczacilik, g¢evre kirliligi, savunma ve bir¢ok endiistriyel
aktivitede ozellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespit ve enerji saklanmasinda

cok Onemli rol oynarlar. Bugiline kadar 180 “ den fazla farkli madde i¢in biyosensor
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hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadar1 ticari olarak iiretilmektedir. Biyosensorler

icin miimkiin uygulama alanlar1 sunlardir:

-Klinik diyagnostik, biyomedikal sektor
-Proses kontrolii:

-- Biyoreaktor kontrol ve analitik

-- Gida tiretim ve analizi
- Tarla tarimi, bag bahge tarimi ve veterinerlik
- Bakteriyal ve viral diyagnostik
- Tlag analizi
- Endiistriyel atik su kontrolii
- Cevre koruma ve kirlilik kontrolii
- Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri
- Askeri uygulamalar

Biyosensorler; gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler ilaglar gibi
organik maddeler, bazi organik bilesikler yaninda enzimler, virlisler ve
mikroorganizmalarin  tayininde kullanilirlar. Bunlarin disinda toksisite ve mutajenite

testlerinde de basar1 ile uygulanmaktadirlar.

Biyosensor gruplar1 ve kapsadiklar1 analiz alanlar1 asagidaki Cizelgede

gosterilmektedir .
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Cizelge 2.1. Biyosensor gruplar1 ve kapsadiklari analiz alanlari

BIYOSENSOR GRUBU KAPSADIGI ANALIZ ALANI

Enzim Sensorleri Kigiik molekiilli organik ve anorganik
maddeler (metaboliler, ilaglar, gida
maddeleri,  vitaminler,  antibiyotikler,
pesdisitler vb. )

Mikrobiyal Sensorler Enzim sensorlerin kapsadigir alanlar +

Toksisite, Mutajenite

DNA - Sensorleri Viriisler, patojen mikroorganizmalar

Immuno Sensérler Viriisler, patojen mikroorganizmalar +

Ksenobiyotikler

Hi¢ kuskusuz biyomedikal sektor biyosensdrler i¢in en iyi pazardir. Bu alanda
uygulama olanagi bulan ilk biyosensorler enzim sensdrleridir. Ticari olarak tiretilen ilk
biyosensor ise seker hastaligi teshisi icin kan ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan
glukoz oksidaz elektrodudur. Bunu renal fonksiyon testleri igin gelistirilen iire ve
kreatinin elektrodlari ile kas giiciinii 6lgmeye yonelik laktat elektrodu izlemistir. Insan
viicuduna implante edilebilen biyosensorler de gelistirilmis olup bunlar biyolojik sivilar
viicut digina alinmadan ve tiiketilmeden analiz imkani verirler ki, 6zellikle ameliyat
sirasinda bu bilgilerin kesintisiz saglanmasi ¢ok Oonemlidir. Biyosensorlerin, ilaglarin
viicuttaki diizeylerinin ayarlanmasi1 ve kontroliinde kullanilmasi yakin bir gelecekte

gerceklestirilebilecektir. Yapay pankreas ¢alismalar1 buna giizel bir 6rnektir.

Son yillarda analizatorlere enzim elektrodlari monte edilmis ve yogun bakim
iinitelerinde kullanilmaya baslanmistir. Elektrolitlerin bilesimi, kan gazlar1 ve anahtar
metabolitler diyagnostik agidan ¢ok degerli bilgiler verir. Biyosensorlerin gelecekte
onemli uygulamalarindan biri superoksit ve nitrik oksit gibi kisa dmiirlii ve hormonlar
ve norotransmitterler gibi diisiik konsantrasyonlu maddelerin in vivo tayinidir. Ayrica

biyoproseslerin niikleik asit diizeyinde izlenmesi, ilaglarin reseptorlere etkisi ve 6zellikle
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transmitter — reseptor etkilesimi de biyosensorlerin - gelecekteki Onemli  tibbi

uygulamalar1 olacaktir.

Biyoteknoloji ve gida endiistrisinde basta glukoz olmak iizere bir¢ok
monosakkarid, amino asitler, organik asitler (laktik asit) Ure ve alkol tayinlerinde
enzim sensorleri kullanilmaktadir. Ayrica gidalardaki yabanci maddeler (pestisidler,
toksinler ve yabanci hormonlar vb.) yaninda aroma ve tazelik gibi kompleks
parametreler i¢in de biyosensorler hazirlanabilir. Giiniimiizde gida zehirlenmelerinin
gittikce artmast toksik ve mikrobiyal Kirleticilerin daha hizli tayinini zorunlu

kilmaktadir. Biyosensorler yardimi ile bu tayin iki sekilde basarilidir.

[.Antigen — antikor reaksiyonu veya DNA hibridizasyonu vasitast ile

mikroorganizmalarin dogrudan tayini (immuno sensorler + DNA sensorleri).

II.Mikrobiyal kontaminasyonun gidanin metabolik degisimi iizerinden indirekt

tayini ( Enzim sensorleri )

Ilaglarin kotii amagla kullanmmmi ve uyusturucu ile miicadelede biyosensorler
kullanilabilecektir. Uyusturucu arayan kdpeklerin yerini biyosensdrler alabilir. Béylece

ozellikle giimriiklerde, karakollarda zaman kazanilacaktir.

Toprak, hava ve su Kkirliliginin kontroliinde mikrobiyal sensorler ve enzim
sensoOrleri kullanilmaktadir. Savas durumunda kimyasal ve bakteriyolojik silahlara
kars1 korunma olasilig1 ¢ok zordur. Ciinkii bunlarin algilanmasi kolay degildir. Ancak
biyosensorler sayesinde bu algilama miimkiin olabilmektedir. Bircok kimyasal savas
maddesinde organofosfor bilesikleri bulunur ve bunlar da kolinesteraz enzim
sensorleri ile belirlenir. Bakteriyolojik silahlardaki wviriis, bakteri ve toksik ajanlar
diger bazi biosensorler ile saptanabilmektedir. Biyosensor piyasasi giinden giine
gelismektedir. 2000 yilinda 1.4 milyar dolarlik bir piyasaya ulasacagi bunun % 45’
1tp, %22 ’si gida, % 17 'si gevre koruma ve biyoteknoloji, kalan % 16 "smin ise

diger sektorlere yonelik olacagi beklenmektedir. (Telefoncu, 1999)
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2.2.6. Biyosensor Tasarnminda Kullanilan Molekiiller ve Yapilar

Niikleik asitler ve DNA

Niikleik asitler genetik bilgilerin kodlandig1 makro molekiillerdir. Genetik bilginin
nesilden nesile aktarilmasmi saglarlar. Iki tip niikleik asit vardir. Bunlar DNA

(deoksiribontikleik asit) ve RNA (riboniikleik asit) olarak isimlendirilirler.

Genler, DNA‘daki bazi kimyasal dizilimler olan niikleotidlerden meydana gelmistir.
Cogunluk kromozomlarin igerisinde bulunurlar Bir niikleotidin yapisinda seker grubu,
plirin veya pirimidin bazi ve fosfat grubu vardir. Belirli tiir ve sayidaki niikleotidlerin
belirli bir dizilis sirasina gore 3’5’ fosfodiester baglar1 ile birbirlerine baglanarak
poliniikleotid zinciri olusturmalar1 sonucu niikleik asitlerin primer yapist olusur. Bu
baglanma seker molekiiliiniin 3’ konumundaki karbonunun, kendinden sonra gelen
niikleotidin seker molekiiliiniin 5° konumundaki karbonuna baglanmasi ile gerceklesir.
Niikleik asit yapisindaki sekere gore deoksiriboniikleik asit (DNA) ya da riboniikleik asit
(RNA) admi alr.

NUKLEOTID YAPISI

NH2 Baz
Fosfat C\r >
@ N/\N
O= P O—CH2

H w 1 Seker

Sekil 2.29. Niikleotitin yapis1

Niikleik asitlerin organik bilesikleri Piirin (Adenin, Guanin) ve Pirimidin (Urasil,
Timin, Sitozin) bazlaridir. Urasil pirimidin bazlarina dahil olup yalnizca RNA’da
bulunur. Sekonder yap1; uygun pirimidin ve piirin bazlar1 hidrojen baglar1 ile birbirine

baglanarak eslesirler. Seker grubu ise niikleik asitlerin ana omurgalarini olusturdugu i¢in
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plirin ve pirimidin bazlar1 kadar onemli molekiillerdir. Poliniikleotidler omurgada

bulunan fosfat gruplarindan dolay1 asidik karakterlidir.

Guahnin

~0—P—0—CH

O=JT—0—EH2 o
g
D " -
o:rl-'- ocH Sitozin
—0—CH,
v | o
3 o KT

Sekil 2.30. Primer yapidaki 5 — 3 ydniinde ssDNA’ nin yapisi

Chargaff tarafindan ortaya konan DNA molekiillerine ait X—1smlar1 difraksiyon verileri,
DNA molekiiliinde adenin (A) ve timin (T) miktarlar1 ile guanin (G) ve sitozin (C)
miktarlarinin esit oldugunu gostermektedir. Buna dayanarak yapilan ¢alismalarda 1950
yillarinda Watson, Crick ve Wilkins DNA yapisinin ¢ift zincirli heliks seklinde bir yap1
oldugunu ortaya koymustur. Sekil 2.31 DNA c¢ift sarmalin1 gostermektedir. Bu zincirler
boyunca plirin ve pirimidin bazlar1 bulunmaktadir ve bu bazlar karsilikli hidrojen baglari
ile bir arada tutulmaktadir. Bazlar1 arasinda yer alan hidrojen baglar1 tarafindan ¢ift
sarmal DNA molekiiliiniin iki zinciri birarada tutulmaktadir. Cift zincirli sarmalda bazlar
sarmal i¢ kisimda fosfat ve seker omurgasi ise dis kisimda yer aldig1 i¢in sarmalin i¢
kismi hidrofobik, dis kismi ise hidrofilik 6zelliktedir. Pilirin ve pirimidin bazlar1 ¢ift
sarmal boyunca karsilikli olarak birbirleriyle spesifik olarak baglanirlar. Buna gore

yapida; Adenin ( A) ile Timin (T), Guanin (G) ile de Sitozin (C) baz ¢iftlerini olusturur.



109

Bu sayede, bir zincirdeki baz dizisi verildiginde ikinci zincirdeki baz dizisi de
bulunabilmektedir. A-T baz giftinde iki, G—C giftinde ii¢ hidrojen bagi bulunmaktadir.
Bazlar arasinda bulunan bu hidrojen baglar1 zayif olduklarindan DNA 1sitildiginda,
heliks yapis1 bozularak ikiye ayrilir. Denatiirasyon adi verilen DNA heliks yapisinin
bozulmas1 260 nm dalga boyunda absorpsiyon Olgiilerek gézlemlenebilmektedir. G ve C
arasinda ii¢ hidrojen bagi (G=C) bulundugundan yiiksek derisimde G ve C igeren DNA
iki hidrojen bag: tasiyan A ve T (A=T) bulunduran DNA yapisina gore daha yiiksek
sicaklikta denatiire olmaktadir. Uygun sartlar altinda c¢ift zincirli DNA tekrar olusabilir,
bu islem renatiirasyon olarak isimlendirilir. (Devran, 1998; Sinden, 1994; Onat ve
Emerk, 1997).

Molekiil icerisindeki niikleotid baglarm1 pargalayan niikleaz enzimlerine

endoniikleaz, iki uctan parcalayalanlara ise ekzoniikleaz adi verilmektedir.

Sekil 2.31. DNA c¢ift sarmal yapis1
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Cift sarmal seklindeki molekiiliin bir zinciri 5 — 3’ yoniine dogru, digeri ise 3° —
5’ yoniine dogrudur. Heliks i¢inde, iki zincirin arasindaki ti¢ boyutlu sistemdeki iligki,
biiyiik oluk (major) ve kiiciik oluk (mindr) olusturmak seklindedir. Cift sarmalin dis

yiizeyinde zincirler bulunmaktadir.

Bu zincirlerden her biri kovalent baghligi saglayan fosfodiester kopriilerinin
bulundugu fosfat ve pentoz gruplarindan olusmustur. DNA ¢ift sarmalin her iki zinciri,

plirin ve pirimidin bazlarmin arasindaki hidrojen baglari ile bir arada tutulmaktadir.

Watson ve Crick tarafindan 1953 yilinda 6nerilen ilk DNA yapisi, saga dogru
yonelmis, her doniiste 10 niikleotidi bulunan ve kiigiik oluga miikemmel yerlesen baglh
su ile stabilize olabilen yapiya sahiptir. DNA dehidrate edildigi zaman, yapisal
degisiklige ugrayarak A-DNA adin1 almaktadir. A-DNA da saga dogru yoneliktir ve her
doniisiinde 11 niikleotid bulunmaktadwr. Cift sarmalin ¢api, pentoz gruplarinin
yapilanmasiyla genislemektedir. Bu durumun bir sonucu olarak DNA’nin boyu

kisalmaktadir (Brett ve ark, 1997).
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Sekil 2.32. Niikleik asitte bulunan organik bazlarin kimyasal yapis1 ve

smiflandirilmasi.
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Sekil 2.33. Niikleik asitte bulunan sekerlerin kimyasal yapisi.

Peptik niikleik asitler (PNA)

DNA’nm omurgasini olusturan negatif yiiklii deoksiriboz—fosfat omurgasinin, amit
baglar1 ile bagh peptide benzer, ndtral bir yapiyla degistirilmesi sonucu PNA’lar elde
edilir. PNA, bir DNA analogudur. Negatif yiiklii iki DNA yapis1 hibridizasyona dayali
calismalarda elektrostatik olarak birbirini iter. PNA notral yiikli oldugu i¢in bu
dezavantaji ortadan kaldirir. Ayrica PNA’lar sicaklifa ve enzimlere dayaniklidir.

Yiksek 1silarda denatiire olmazlar.
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DNA ile Tlgili Baza Terimlerin Tanimlamalar

Asagida DNA baz dizilerinin yazilim1 ve bazi terimler ile ilgili temel bilgiler

hakkinda kisa bilgiler verilmistir (Devran, 1998; Sinden, 1994).

Oligoniikleotid: Birden c¢ok niikleotidin yanyana gelmesiyle olusan yapiya

oligoniikleotid denir.

Diniikleotid: iki niikleotidin yanyana gelmesiyle olusan yapiya denir.

Triniikleotid: Ug niikleotidin yanyana gelmesiyle olusan yapiya denir.

Tekrarlayan oligoniikleotidler: Polimer igerisinde, tekrarlanan tek bir niikleotid, iki
niikleotid veya {i¢ niikleotid, tekrarlayan oligoniikleotidleri ifade eder. Tekrarlayan

mononiikleotide poly (A), diniikleotide poly (AT), triniikleotide poly (GAT) 6rnek

verilebilir.

Cift sarmal tekrarlayan polimerler: Tekrarlayan baz giftlerinden olusan ve 5°—3’
polaritesine sahip polimerlerdir. Nokta ile ayrilarak ifade edilirler. Ornegin
mononiikleotid gdsterilisine, poly(A).poly(T) (veya poly(dA).poly(dT) seklinde
gosterilebilir), diniikleotide poly(AT).poly(AT), triniikleotide poly(CAT).poly(ATG)

ornek verilebilir.

Baz cifti: Baz ¢ifti, birbirinin karsilig1 olan iki baz anlamina gelir. Bazlarin arasina nokta

konularak ifade edilir. Ornegin, A.T veya G.C baz ¢iftleri gibi.
Prob: Sahip oldugu baz dizilimi bilinen oligoniikleotid.
Hedef dizi (Target): Prob dizisinin karsiligin1 igeren oligoniikleotid.

Yanhs eslesen dizi (Mismatch): Bir baz1 veya birden fazla bazi hedef diziye karsilik

gelmedigi icin, hedef diziyle tam olarak eslesemeyen oligoniikleotid.

Rasgele dizi (Non-complementary): Tim bazlar1 hedef diziye karsilik gelmeyen

oligoniikleotid.
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Mutasyon: Niikleik asitlerdeki baz dizilerinde tabii yollarla ya da kimyasal veya
radyoaktif herhangi bir mutajen ajan vasitasiyla meydana gelen degisimlere mutasyon
ad1 verilir. Farkli insan genomlarinda yaklasik her 200 niikleotidte bir niikleotid farklidir
buna polimorfizm denir. DNA replikasyonu, fiziksel veya kimyasal etmenler ile
DNA’da kalic1 hasarlar ortaya ¢ikmaktadir.

DNA’daki bir ya da birka¢ baz ile ortaya ¢ikan mutasyona nokta mutasyonu ad1 verilir.
Tek bir bazda olusan nokta mutasyonu en yaygin goriilen tiiriidiir. Bu durum herhangi

bir bazin kendi tamamlayicis1 olan baz disindaki bir baz ile birlesmesi ile meydana gelir.

Gen: Kalitimin temel, fiziksel ve islevsel birimidir. Ortalama 1500 niikleotidten
olusmus canlinin kalitsal 6zelliklerinden herhangi birini tasir. Her gen, protein veya
RNA molekiilii gibi 6zel bir islev tagiyan kromozomlarin belli bir noktasindaki niikleotid

dizilerinden olusur.

Interkalasyon: Diizlemsel bir halka sistemine sahip olan bazi maddelerin DNA baz
ciftleri arasma yerleserek, giliclii bir sekilde baglanmasi olayidir (Bertino, 1992;
Dokmeci, 1992). Maddenin yapisina bagli olarak, bu etkilesim tersinir ya da tersinmez
sekilde gerceklesmektedir (Wang ve ark., 1996c). Interkalasyon, DNA'da zincir
kirilmasina yol agarak ve DNA senteziyle DNA' ya bagimli RNA sentezini bozmaktadir.
Bu maddeler Topoizomeraz (II) enzimini inhibe ederler. interkale olabilen bazi ilaglarin

etki mekanizmalari, bu sekilde agiklanmaktadir.

Sekil 2.34.  interkalasyon
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Niikleik asit (DNA) Hibridizasyonu
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Sekil 2.35. Niikleik Asit Hibridizasyonu

Niikleik asit hibridizasyonu, karsilifi olan baz c¢iftlerinin, 6zel hibridizasyon

kosullarina bagli olarak kararl bir dubleks molekiil olusturmasi islemidir (Bej, 1996).
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2.2.7. DNA Biyosensorleri

Bir biyosensor, birbiri icine ge¢cmis biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal 6zellikteki
iki gevirici sistemden olusmaktadir. Biyokimyasal kisim, analizi yapilacak madde ile
etkilesime girerek onu tanir. Biyosensor, biyokimyasal kismimi olusturan biyolojik
materyel DNA oldugunda, DNA biyosensorii adin1 alir (McGown ve ark., 1995;
Mikkelsen, 1996; Palecek 1996; Steel ve ark, 1998; Wang ve ark 1998d). DNA
biyosensorleri, dizisi bilinen hibridizasyon olaylarmin izlenmesinde (Mikkelsen, 1996;
Wang ve ark, 1997a) veya bu yiizey ile etkilesime giren maddelerin tayininde

kullanilabilir (Brett ve ark, 1998; Wang ve ark, 1997c).

Alisagelmis bir tasarima gore; tek sarmal prob (baz dizisi belli oligontikleotid)
dizisi tanima tabakasina (elektrot, kristal, ¢ip) immobilize edilir, tanima tabakasinda baz

cifti etkilesimi ile ylizeyde hedef DNA dizisi olusturulur. (Drummond ve ark., 2003).

Genelde hedef DNA tanima yiizeyine tutturulur, hibritlesme sonucu olusan elektrik
sinyalinden yararlanilarak analiz yapilir. DNA hibridizasyon biosensorler genelde tek
sarmal bir oligontikleotid probunun ¢evirici yiizeye immobilizasyonu temeline dayanir.
Burada amag, hibritlesme ile hedef dizisinin belirlenmesidir (Tomschik ve ark., 1999;

Molinier-Jumel ve ark., 1978).

DNA ve diger molekiillerin arasindaki etkilesim; in-vivo DNA’ni transkripsiyonu
ve replikasyonu, genlerin ve tlirlerin mutasyonu, bazi DNA’ya hedeflenmis ilaglarin
mekanizmalari, bazi1 hastaliklarin tayini, bazi sentetik kimyasal niikleazlarin hareket
mekanizmalar: ile ilgili yasam bilimlerinde ¢cok 6nemli bir ana konudur. Molekiiler
biyoloji ve biyoteknolojideki son yillarda goriilen gelismeler, DNA’ya dayali
elektrokimyasal biyosensorler icin {imit verici ve heyecan verici olanaklarin bir
basamagini olusturmaktadir. DNA’ ya dayali elektrokimyasal biyosensorler alanindaki
gelismeler oldukca dikkat ¢ekicidir (Brett ve ark., 1996; Palecek, 1995; Pividori ve ark,
2000; Richardson ve ark., 1981). Antikor ve enzimlerden farkli olan niikleik asit tanima

tabakasi, cok kararli olan, kolaylikla olusturulabilen ve tekrar kullanim icin
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yenilenebilen bir tabakadir. (Brett ve ark., 1997; Steinbach ve Hurtubise, 2000; Ozsoz ve
ark., 2002; Wang ve ark., 2005)

DNA molekiiliiniin dort niikleobazi1 arasinda yiiksek elektron yogunlugu ve diisiik
yiikseltgenme gerilimi nedeniyle guaninin iizerinden arastirmalarin gercgeklestirilmesi
tercih edilen bir durumdur. (Stenken ve Jovanovic, 1997) Bir¢ok elektrokimyasal DNA
biyosensorde g¢evirici (transistdr) olarak geleneksel altin ve karbon elektrotlar
kullanilmaktadir (Lucarelli ve ark., 2004). Cevirici olarak perde baskili elektrotlarin
kullanimmin, yerinde (on-site) DNA analizlerini kolaylastirdigi 6ne siiriilmiistiir (Zen ve
Kumar, 2003). Son zamanlarda tek kullanimhik kalem grafit elektrotlarn geleneksel
karbon elektrotlarla kiyaslandiginda 1lgi ¢ekici performansi rapor edilmistir; ayrica
kalem grafit elektrotlarla olusturulan biyosensorlerin mikro fabrikasyon perde baskili
elektrotlara bir alternatif oldugu belirtilmistir. (Wang ve Kawde, 2001;
Kara ve ark., 2007)

1981 yilinda Brabec dogal ve sentetik niikleik asitlerin karbon elektrotlarla
elektrokimyasal yiikseltgenmelerini saptamistir. Diferansiyel puls voltametri teknigi ile
karbon elektrotlarda ¢ift sarmal DNA yapisindaki adenin-timin ve guanin-sitozin baz

ciftlerinin iy1 ayrimh yiikseltgenme pikleri verdigini belirtmistir. (Brabec, 1981)

1988 yilinda Palecek, niikleik asitlerin katodik siyirma voltametrisi ile nanomolar
derisimde tayin edilebilecegini belirmistir. Niikleik asitlerin tayininde akiimiilasyon ve
immobilizasyon basamagini i¢ine alan adsorptif siyirma voltametri teknigi ile duyarligin
arttigini civa elektrotla gostermis, bunun da DNA’nin yapisi ile etkilesim ¢alismalarinda

modern bir yaklagim oldugunu belirtmistir. (Palecek E., 1988)

Wang ve ark., (1999), dogrudan ve giivenilir bir sekilde DNA’nin elektrokimyasal
olarak tayin edilmesinin, DNA hasar ve etkilesimlerinde, niikleik asitlerin elektroforetik
ayrimlarinda, modern DNA hibridizasyon ¢iplerinin gelistirilmesinde oldukc¢a onemli
oldugunu ileri siirmiislerdir. Alette zemin diizeltmesinin yapilarak, adsorptif siyirma
voltametri tekniginin DNA ve RNA’nmn olduk¢a eser miktarda tayinlerine olanak
tanidigini, geleneksel kat1 elektrot voltametrisinin olumsuzluklarini yok ettigini

gostermislerdir.
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Oliveria-Brett ve ark., (2004), DNA’nin tim monofosfat niikleotidlerinin genis bir
pH araliginda camsi karbon elektrotta diferansiyel puls voltametri teknigi ile voltametrik
yiikseltgenmesini arastirmiglardir. Deneysel degiskenlerden olan elektrot capi, destek
elektroliti bilesimi ve pH; en iyi pik akimi ve pik gerilim ayrimimin goriildiigii kosullara
ayarlanmigtir. Gelistirdikleri yontemin fizyolojik pH’da DNA’nin dort bazinin eszamanl
ve iyi bir ayrim sagladigini ve gozlenebilme smirmin nanomolar diizeyinde oldugunu

belirtmislerdir.

Timoér olusumu, kanserojenik kimyasallar ve onlarin metabolitleri tarafindan
meydana gelen DNA katim {iriinleri (addiikt) ile dogrudan iligkilidir. Bundan dolay1
DNA etkilesim temellerinin arastirilmasi bazi DNA hasarlarmin mekanizmalarinin
anlasilmas1 ve koruyucu 6nlemlerin gelistirilmesinde olduk¢a 6nemli olup (Baird ve
ark., 2005; Poirier ve ark., 2000; Madden, 2003; Wogan ve ark., 2004), ayrica bu
etkilesim cevre, kilinik ve gida orneklerindeki tiim yasayan organizmalar i¢in tehlikeli
olan bilesiklerin saptanmasinda ve miktarinin belirlenmesinde kullanilabilir (Mascini,
2001; Ohe ve ark., 2004; Jakubowski ve ark., 2005; Hyung ve ark., 2005; Zhang ve ark,
2007).

2.2.7.1. DNA veya Prob Dizilerinin Elektrot Yiizeyine Immobilize Edilme

Yontemleri

DNA biyosensorlerinde analizi yapilacak maddenin en etkin bir sekilde taninmasi i¢in,
tanimay1 gerceklestirecek biyolojik materyal DNA’ nin elektrot yiizeyine saglam bir
sekilde tutturulmasi gerekmektedir. Eger yiizeye probun en kolay ve saglam sekilde
tutturulmasi saglanirsa, bu probun daha sonra hedefi ile hibritlesmesi daha kolay olacak
ve olusan hibritin cesitli fiziksel ya da kimyasal etkenlerden etkilenip ylizeyden kopmasi
gibi olumsuz etkiler de ortadan kalkacaktir. Tiim diinyada arastirmacilar bu teknik

iizerinde deneyler yapmakta ve en diisiik maliyetle ve en uygun 6zel baglanmay:
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saglayacak teknigi bulmaya calismaktadirlar. DNA ¢iplerinde uygulanabilirligi

arastirilan bu temel asama ¢ok biiylik onem tagimaktadir.

Tutturma islemi DNA biyosensorleri ile yapilan analizlerin temel asamalarini

olusturmaktadir.

DNA elektrot yilizeyine ii¢ teknikle tutturulur. Bunlar;
- Elektrostatik baglanma
- Kovalent baglanma (altin elektrot ve karbon elektrot i¢in)

-Tiyol (-SH) grubu ile isaretli oligoniikleotitin altin elektrot yiizeyine afinitesinden

dolay1 baglanmasi’ dir.

Elektrostatik baglanmada; elektrot yiizeyine pozitif gerilim uygulanmasi, negatif
yiklii fosfat omurgasma sahip olan DNA’nmn yiizeye elektriksel ¢ekim kuvvetleri

sayesinde tutunmasini saglar.

Kovalent baglanmada, altin elektrotlar (tek kullanimlik perde baskili altin
elektrodlar da olmak {izere) altin nanopartikiiller i¢in ilk olarak 3-merkaptopropiyonik
asit ya da I-sistein ile —-SH gruplarinin elektrod yiizeyine tutunmasi saglanir. Burada —-SH
gruplarinin altin metaline olan gili¢lii afinitesinenden yararlanir. Daha sonra N-
hidroksisiiksinimit (NHS) ve etil karbodiimit (EDC) gibi kovalent ajanlar kullanilarak —
NH; grubu ile isaretli probun yiizeyde giiclii sekilde tutunmasia olanak saglayan zemin
olusturulur. Bu yontem, oOzellikle de altin elektrot icin 6zel olan yiizey kaplama
yontemidir. Eger elektrot olarak altin degil de c¢esitli karbon (grafit) elektrodlar
kullanilirsa bu durumda 3-merkaptopropiyonik asit gibi bir ajana gereksinim
duyulmamaktadir. Sadece kovalent ajanlarla yapilan kaplamada —NH, grubu ile isaretli
prob ylizeye dogrudan giiglii sekilde baglanmaktadir (Coulet, 1991; Erdem ve Ozsoz,
2001a, Giilmez, 2005)
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2.2.7.2. Elektrokimyasal DNA Biyosensorleri ile DNA Dizi Algilanmasi

Cesitli yontemlerle biyolojik drneklerden 6zgiin DNA dizisi saptanmasi biyomedikal
alanda ¢ok onemlidir. Hastalik tanisinda insan, viriis ve bakteri baz diziliminin tayini ile

pek ¢ok kalitsal hastaliklara neden olan mutasyonlar artik saptanabilmektedir.

Hibridizasyon tayinlerinde kullanilan g¢esitli immiinokimyasal ve voltametrik
metodlar karsilastirildiginda birkag¢ 6rnegin ¢alisildigr durumda voltametrik yontemlerin
daha hizli yanit verdigi gozlenir, ancak biiylik miktarda bir seri benzer Ornek
analizlenecekse, iyi bir otomasyona sahip EIA gibi immiinokimyasal tekniklerin

kullanilmas1 daha uygun olmaktadir (Palecek, 1996).

Diziye 6zgiin DNA biyosensorleri, bir ¢gevirim sistemi ile beraber DNA probundan
olusmustur. DNA biyosensorlerinin esasi, DNA bazlarmin hibridizasyonuna dayanir
(Wang ve ark, 1998a).

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri, aranan hedefin baz dizisinin karsilig1 olan
20-40 baz gibi kisa bir baz dizimine sahip olan sentetik tek sarmalli DNA (ssDNA)
oligomerin (veya “PROB* olarak isimlendirilir), elektrot yiizeyine baglanmasina
dayanmaktadir. Hedefi iceren bir 6rnek ¢dzeltisine sensoriin uygulanmasi, ile elektrot
yiizeyinde hibrit olusur. Elektrokimyasal 6lciimlerde elektrot yiizeyinde olusan hibrit iki
yontemle tayin edilir; bunlardan ilki bir elektroaktif indikator araciligiyla (6rnegin bir
redoks-aktif katyonik metal kompleksi) yapilan tayindir. Bu yontemde yiizeyinde hibrit
olusan elektrot, indikatorii igeren ¢Ozeltiye daldirilir ve indikatoriin hibrite baglanma
diizeyi belirlenir (Erdem ve ark, 2000; Erdem ve ark, 1999; Gooding, 2002; Millan ve
Mikkelsen, 1993; Wang ve ark, 1996c).

Diger yontem ise DNA bazlarindan en elektroaktif olan Guanin bazmin 1.0 V’ da
verdigi ylikseltgenme sinyalinin farklilanmasindan yola ¢ikilarak yapilan tayindir (Wang

ve ark, 1998a).
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Indikatére Dayall DNA Dizi Algilama Yontemleri:

Indikatére dayali DNA dizi algilanmasi, ya DNA’ya interkale olabilen (metal
kompleksleri, antibiyotikler) (Barton ve ark, 1986; Cai ve ark, 1997; Carter ve Bard,
1987; Carter ve ark, 1989; Johnston ve Thorp, 1996; Kolakowski ve ark, 1996; Millan
ve Mikkelsen, 1993) veya DNA dizisindeki bazlarla 6zgiin olarak etkilesen (MB,
Ru(bpy)s>*, vb.) elektroaktif maddeler (indikatdr) ile tayin edilebilmektedir (Erdem ve
ark, 1999; Takenaka ve ark, 1990). Elektrokimyasal geviriciler, hibridizasyon olayimni
analitik sinyale c¢evirmede etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Carter ve Bard, 1987;
Carter ve ark, 1989; Collins ve ark, 1998; Coulet, 1991; Devran, 1998).

Elektrot yiizeyinde olusan hibrit ile etkilesen indikatdriin neden oldugu artan veya
azalan elektrokimyasal yanit hibridizasyonun tayinine yonelik bir sinyal olarak kullanilir

(Mikkelsen, 1996; Millan ve ark, 1994; Wang ve ark, 1996a).

Elektroaktif bir maddenin indikator olarak kullanilabilmesi i¢in sSSDNA ve dsDNA
ile etkilesimi sonucu alinan yanitlar arasinda anlamli bir fark olmasi1 gerekmektedir.
Ru(ll) (Barton ve ark, 1986; Johnston ve Thorp,1996), Co(lll) (Cai ve ark, 1997; Carter
ve Bard, 1987; Carter ve ark, 1989; Takenaka ve ark, 1990), Os(Il), Os(IV) (Lukasova
ve ark, 1982; Takenaka ve ark, 1990)¢ iin 1,10-fenantrolin ve 2,2 -piridin kelatlar1

hibridizasyon indikatorii olarak siklikla kullanilan maddelerdir.
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Interkalatér Madde ile DNA Dizi Algilama Yontemi:

Interkalasyon; bir maddenin DNA c¢ift sarmali arasma girip birikmesidir. Bu
durumda; Sekil 2.36” da gozlendigi gibi; ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ile etkilesimden
sonra alinan madde sinyali maddenin birikmesinden dolay1 tek sarmal DNA (ssSDNA) ile
etkilesimden sonra alinan madde sinyaline gore oldukga yiiksektir (Barton ve ark, 1986;
Cai ve ark, 1997; Carter ve Bard, 1987; Carter ve ark, 1989; Johnston ve Thorp,1996).

Tek sarmal DNA (prob) Cift sarmal DNA (hibrit)
(I L | I I | L |
G A cC A T G G C G A CA T G c
c T G T A cC G
l L1 1 1 ] I
interkalatér bir hibridizasyon
indikatdri ile etKilesim

I 1 1 1 I
L L I I I
G A cC A T.G G o i.i.z.:.;.i.z
| 1 1 1 1 |

Elektrokimyasal
Yanit

Wt 11

|
Potansiyel {V) Potansivel (V)

Sekil 2.36. interkalatér bir hibridizasyon indikatorii ile DNA dizi algilanmasi
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DNA Bazlarinin En Az Biriyle Etkilesen Bir Indikator ile:

Hibridizasyon indikatorii olarak kullanilan madde DNA’nin bazlarindan biriyle
(6zellikle Guanin) etkilesiyor olabilir. Bu durumda; Sekil 2.37 ‘da gdzlendigi gibi; tek
sarmal DNA (ssDNA) ’da bazlar acikta oldugundan dolayr aliman madde sinyali,
hibridizasyondan sonra olusan ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ’da bazlar kapali oldugundan
dolay1 alinan madde sinyaline oranla oldukga yiiksektir (Millan ve Mikkelsen, 1993).

Tek sarmal DNA (prob) Gift sarmal DNA (hibrit)
o o I I I | T |
G A C AT G G c G A CAT G C
C T 66T A C ¢
l L 1 1 1 | |
DNA bazlanyla
etkilegen bir hibridizasyon
indikatord ile etkilesme
I T 1T 1 I
1 1.1 1T 1T 1T 1 G ACAT GG C
G A C AT G G Cc C T 6 T A C 6
| L1 1 1 | |

Yanit

1 T 1
S . B Potansiyel {V)
Potansiyel (V)

l Elektrokimyasal

Sekil 2.37. DNA bazlarindan biriyle etkilesen bir hibridizasyon indikatorii ile
DNA dizi algilanmasi.
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Indikatérsiiz DNA Dizi Algilama Yontemleri:

Elektrot yiizeyine tutturulan tek sarmal prob diziye (ssDNA) ait Guaninlerin
verdigi elektrokimyasal yanit ile, probun komplementeriyle birlesmesinden sonra olusan
cift sarmal DNA’ ya ait guaninlerden alinan elektrokimyasal yanit arasinda Sekil 2.38’
de gozlendigi gibi Onemli bir farklilanma vardwr. Bu farklilanma hibridizasyonun
tayinine yonelik bir sinyal olarak kullanilir (Erdem ve ark, 2004; Wang ve ark, 1998a;
Wang ve ark,1998c).

Tek sarmal DNA (prob) Gift sarmal DNA (hibrit)

11 T 1
GA CAT G G C

L o =

B
CAT G C
G TA C G
[ I I

Elektrokimyasal
Yanit
1
—r 1 1
T 1 100 105 1.10 1.15
1.00 1.05 1.10 1.15 Potansiyel {V)

Potansiyel (V)

Sekil 2.38. indikatdrsiiz DNA dizi algilama ydntemi
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2.2.7.3. la¢-DNA Etkilesmesinin Elektrokimyasal DNA Biyosensorleri fle

Algilanmasi

DNA — ila¢ Etkilesmesine Dayali DNA Biyosensorleri

Yeni sentezlenen bircok maddenin, ilacin, DNA hedefli ilacin tasarmmi
gerceklestirilirken, bu maddelerin DNA ile etkilesimlerinin hizli ve etkin bir sekilde
aydimnlatilmasi; bu calismalarin amaci dogrultusunda daha hizli bir sekilde ilerlemesini
saglayacaktir. Ayrica gevresel atiklarin, kimyasal maddelerin DNA ile etkilesimlerinin
saptanmasi, bu maddelerin insan iistiindeki olumsuz etkileri ile miicadele edebilmek

acgisimdan onemlidir.
Analizi yapilacak maddelerin DNA ile etkilesimleri ii¢ yolla olur. Bunlar;

--Maddenin, niikleik asitin negatif yiiklii seker — fosfat omurgasma elektrostatik

olarak baglanmasi ile
--DNA ¢ift sarmal yapisindaki biiyiik ve kiigiik oluklara baglanma ile
--DNA’ nin baz ciftleri arasina interkalasyon yapmasi

seklinde siniflandirilabilir.

DNA biyosensorleri kullanilarak DNA — ilag etkilesimleri basarili bir sekilde
algilanabilmektedir. Bu algilama DNA’ ya ait elektroaktif bazlar olan guanin/adenin
sinyali ilizerinden ya da analizi yapilacak ilacin elektrokimyasal sinyali iizerinden
saglanabilir. Bu sinyallerdeki degisimlere géore DNA — ila¢ etkilesimleri hakkinda
yorumlar yapilabilir (Erdem ve Ozsoz, 2002).

DNA — ila¢ etkilesimine dair literatiirde pek ¢ok yayin vardir. Bunlardan bir
tanesinde; L. Wang ve arkadaslarmin antikanser bitkisel bir ila¢ olan emodin ile
diferansiyel puls voltametri teknigi ve dondsiimli voltametri teknigi kullanarak

yaptiklar1 ¢aligmada, emodinin DNA ¢ift sarmal yapisinin i¢ine interkale olarak, DNA
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ile etkilestigi sonucunu bulmuslardir (Wang ve ark 2006). Bir diger calismada; H.
Nawaz ve arkadaglarinin, kinolin tiirevi antibakteriyel etkiye sahip ciprofloxacin ile
yaptiklari ¢aligmaya gore; ciprofloxacinin DNA’ ya elektrostatik olarak ve interkalasyon

yaparak baglandigini géstermislerdir (Nawaz ve ark 2006).

Ozellikle bazi antikanser ilaglarin DNA ile etkilesmelerinin degisik metodlarla
(Firedman ve Borown, 1978; Levision ve ark, 1998; McGown ve ark, 1995; Miiler ve
Crothers, 1975) incelenmesinin yanisira, Ozellikle son yillarda elektrokimyasal
yontemlere dayali tayinler kullanilmasi elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin 6nemini
arttirmaktadir. Kullanilan yontem basit ve diisiik maliyetli olup, hizli ve se¢imli bir
sekilde, DNA ile etkilesme tiirii incelenen ve ilag olarak hedeflenen maddenin az

miktarlarinda calismay1 miimkiin kilmaktadir.

o 0
HN)B ?N + HN)E N +
1 5 -2€-2H 1 5 [ -2€¢-2H
2 4| ) 2 | 8 O <)
3 sN +Hy0 T 3 4 !IN,/’
HaH N H HaM N H

Guanine 8 - oxoguanine

u]
HN)B /.;‘
1 5 \,
2 4 § °
.9
x\g Nf

HMN H

Sekil 2.39. Guanin bazinin yiikseltgenmesi

Plambeck ve Lown (1984), kemoterapide antibiyotik olarak kullanilan
Doksorubisin’in dsDNA ile etkilesiminin asili civa damla elektrot ylizeyinde Adsorptif
Transfer Styrrma Alternatif Akim Voltametri teknigi ile incelemislerdir. Doksorubisin’in
DNA ile etkilesim sonunda interkalasyon sebebiyle ilacin sinyalinde azalma
gbzlenmistir.

Wang ve ark., (1998d), kemoterapide antibiyotik olarak kullanilan Daunomisin’in
dsDNA ile etkilegsiminin perde baskili karbon, karbon pastasi ve donen disk elektrot

yiizeyinde kronopotansiyometrik, styirma analizi ve doniisiimlii voltametri teknikleri ile
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incelemiglerdir. Daunomisin’in DNA ile etkilesim sonunda interkalasyon sebebiyle

ilacin sinyalinde azalma gozlenmistir.

Marin ve ark., (1998); Ozkan ve ark., (2004) kemoterapide antibiyotik olarak
kullanilan Mitomisin C’in dsDNA ile etkilesiminin perde baskili karbon ve asili civa
damla elektrot yiizeyinde Kare dalga ve doniisimli voltametri teknikleri ile
incelemiglerdir. Mitomisin C’in DNA ile etkilesim sonunda asit ile aktive edilmis ilacin
sinyalinde azalma gozlenmistir. DNA’nin guanin yiikseltgenme sinyalinde de azalma

gorilmiistiir.

Brett ve ark., (1998); Erdem ve Ozsoz (2001b). kemoterapide antibiyotik olarak
kullanilan Mitoksantron’un dsDNA ile etkilesiminin camsi karbon ve karbon pastasi
elektrodu yiizeyinde diferansiyel puls voltametrisi, doniisiimlii voltametri ve kare dalga
voltametrisi teknikleri ile incelemislerdir. Mitoksantron’un DNA ile etkilesim sonunda
doniisiimsiiz ve pH’a bagh bir ila¢ elektrooksidasyonu s6z konusudur. DNA’nm guanin

ve adenin bazina ait spesifik bir etkilesme gézlenmemistir.

Wang ve ark., (1996c) fenotiyazin grubu ilaglardan; prometazin, fenotiyazin,
klorpromazin, tiyoridazin ve proklorperazin ile dsDNA etkilesimlerini karbon pastasi
elektrot kullanarak potansiyometrik siymrma analizi ve diferansiyel puls voltametrisi
teknikleri ile incelemislerdir. Ilagclarm DNA ile etkilesim sonunda interkalasyon
sebebiyle sinyallerinde arttma gézlenmistir. DNA’nin guanin yiikseltgenme sinyalinde

de azalma goriilmiistiir.

Brett ve ark., (1996) platin grubu bilesiklerden karboplatin ile dsDNA
etkilesmesini camsi karbon elektrot kullanarak diferansiyel puls voltametri teknigi ile
incelemislerdir. Karboplatin’in DNA c¢apraz baglanmasi nedeniyle adenin sinyalinde

artis gézlenmistir.

Erdem ve ark., (2000); Xia ve ark., (1999) epirubisin ile dsDNA etkilesmesini
karbon pastasi ve camsi karbon elektrot kullanarak doniistimlii ve diferansiyel puls
voltametri teknikleri ile incelemislerdir. Epirubisin’in DNA etkilesiminde interkalasyon

sebebiyle ilacin sinyalinde azalma goriilmistiir.
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Ilag-DNA etkilesimini elektrokimyasal biyosensorle tayin ederken izlenen yol su
sekildedir; Etkilesim Oncesi ve sonrast mevcut ila¢ sinyalindeki ve/veya DNA’daki
elektroaktif bazlar, guanin ve adenin sinyalindeki degisim Olgiiliir ve bu degisime gore

etkilesim hakkinda yorum yapilir (Erdem ve Ozsoz, 2002).

A FElektrot yiizeyinde etkilesim

a. DNA modifiye edilmis elektrot

i
w ] |
ELEKTROKIMYASAL SINYALLER

h. i|a|; modifiye edilmis elektrot Etkilegim dncesi Etkilegim sonrasi
~ | s00na .
I | I g [ s00na
g £ g
= =
\iog [ —> \o [ :
= <1

B Cizelti iginde etkilegim POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V)

1 |

Sekil 2.40. Ilag-DNA etkilesmesine dayal elektrokimyasal DNA biyosensdrlerinin

(genosensorlerin) tasariminin sematik olarak gosterilmesi: A) Caligma
elektrodu ylizeyinde etkilesimin @) DNA tutturulmus elektrot, b) ilag
tutturulmus elektrot kullanilmasi ile tayin. B) Cozelti fazinda etkilesim.
Etkilesim basamagindan sonra izlenen basamaklar: elektrodun yikanmasi ve
voltametrik teknikler kullanilarak elektrokimyasal 6l¢limlerin yapilmasi ve
sinyallerin kiyaslanmasi; etkilesim 6ncesi ve/veya sonrasi ilag ve/veya

DNA’nin voltametrik sinyalindeki artma veya azalmanin bulunmasi.
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2.3. Analitik Yontem Validasyonu (Yontem Gegerlik Testleri)

Analitik yontemler, ila¢ analizlerinde, biyolojik numune analizlerinde, biyoesdegerlik,
biyoyararlanim ¢alismalarinda, farmakokinetik bilgilerin  degerlendirilmesi ve
yorumlanmasinda, ilag etken maddelerinin nitel ve nicel analizlerinde, ilag etken

maddelerinin metabolitlerinin tayininde kullanilan yontemlerdir.

Bu islemlerin yapilabilmesi i¢in 1yi karakterize edilmis, giivenilir sonuglarin elde
edilebilecegi tamamen gegerli analitik yontemlerin kullanilmasi veya gelistirilmesi
gereklidir. Her yeni gelistirilen yontemin validasyon sonuglar1 birbirinden bagimsizdir
(Riley ve Rosanske 1993; Swartz ve Krull 1997; ICH 1994; Ahuya ve Scypinski 2001;
Lunte ve Radzik 1996).

Yontem validasyonu analitik islemlerin istenilen kullanim i¢in uygunlugunu
gosteren parametrelerdir. Uygulanacak analitik islemler i¢in hangi tip validasyon
karakteristiklerinin kullanilacag1 belirlenmelidir. Gelistirilen bir yOntemin veya
parametrelerinde ufak degisiklikler yapilmis bir yontemin gecerli olabilmesi i¢in
mutlaka gerekli validasyon testlerinin ve ilgili hesaplarin yapilmis olmasi gereklidir
(Riley ve Rosanske 1993; Swartz ve Krull 1997; ICH 1994; Ermer and Miller, 2005;
Ahuya ve Scypinski 2001; Lunte ve Radzik 1996; Adamovics 1997; Braggio ve ark
1996; Shabir 2003; Papadoyannis ve Samanidou 2004; Mc Dowell 1999).

Amerikan Farmakopesine (USP 24) gore validasyon, analizi yapilacak madde i¢in
gelistirilen analiz yonteminin segilen aralikta uygunlugunu, dogrulugunu, duyarligini,

tekrar edilebilirligini, saglamligini belirtmektedir.
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2.3.1. Validasyonun Genel islemleri

1. Cihazin kontrolii ve validasyonu, (tiim donanim ve yazilimlar i¢in gegerlidir)
2. Gelistirilen yontemin gecerliligini kanitlamak i¢in veya gelistirilmis olan bir
yontemdeki parametrelerde yapilan degisikliklerden sonra yapilan validasyon,

3. Cihaz ve ilgili yontem secildikten sonra ve validasyonlar1 yapildiktan sonra

ayirma

yontemleri i¢in gerceklestirilen Sistem Uygunluk Testleri (SUT). Bu testler FDA
ve USP tarafindan Onerilen ve sivi kromatografisi ve diger ayirma tekniklerinde yontem

gelistirmenin bir pargasini olusturan testlerdir.

Bir analitik yontemin validasyonu; laboratuar calismalar1 ile belirlenen ve istenen
analitik uygulamalar1 i¢in gerekli yontem performans karakteristiklerinin bulunmasidir.
Performans karakteristikleri analitik parametreler cinsinden ifade edilir. Bu parametreler

hem in-vivo hem de in-vitro ¢alismalarda kullanilan yontemler igin gegerlidir.

Biyoanalitik yontemler; kan serum, plazma veya idrar gibi biyolojik sivilarda etkin
maddelerin veya metabolitlerinin; gaz kromatografi (GK), sivi kromatografisi (SK) veya
bunlarin SK-KS, GK-KS, SK-KS-KS, GK-KS-KS gibi kiitle spektrometrisi (KS) ile
kombinasyonlari, Elektrokimyasal ve Radyokimyasal yontemler gibi yontemlerle miktar

tayinlerini igerir.
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2.3.2. Tipik Validasyon Karakteristikleri

2.3.2.1. Dogruluk (Accuracy; Geri Kazanim(Recovery))
2.3.2.2. Kesinlik (Precision)

2.3.2.3. Segicilik (Selectivity, specificity)

2.3.2.4. Teshis Siir1 (LOD)

2.3.2.5. Tayin Sinir1 (LOQ) veya tayin alt sinir1 (LLOQ)
2.3.2.6. Dogrusallik

2.3.2.7. Duyarhlik

2.3.2.8. Calisma Aralig1

2.3.2.9. Saglamlik

2.3.2.10. Tutarhilik

2.3.2.11. Stabilite

2.3.2.1. Dogruluk (Geri Kazanim)

Analiz sonucgu elde edilen degerin ger¢ek degere yakinligmin oOlgiisiidiir. Sonuglar

ortalama % geri kazanim olarak verilir. Ortama ilave edilen analitin (analizi yapilacak

madde) analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildigini gosterir. Bu ayni

zamanda biyolojik sivilardan tiiketmenin etkinligini de gosterir. Kullanilan cihazlardan

yapilan Olclimlere dayali olarak hesaplanir. Biyolojik sivilarda ¢alisilirken geri

kazanimin % 100 olmas1 gerekmez.



132

Geri kazanim caligmalar1 en az 3 degisik derisim i¢in yapilir; algak (tayin alt
smirinda veya yakin konsantrasyonunda), orta (¢alisma konsantrasyon araligmin
ortasinda yer alan bir konsantrasyonda) ve yiiksek (¢alisma konsantrasyon araliginin iist
smirlarinda veya yakininda yer alan bir konsantrasyonda) derisim degerleri segilerek
kullanilir. Segilen her bir konsantrasyon i¢in minimum 5 tayin yapilmalidir. Bu
tayinlerden minimum 3 tanesi ortalama degerin % 15 inden daha fazla sapma
gostermemelidir. Tayin alt sinirindaki konsantrasyon i¢in bu sapma % 20 vyi

gecmemelidir.
Geri kazanim caligsmalar1 i¢in 3 yol izlenebilir. Bunlar:
Referans standart ile karsilastirmak:

Gelistirilen analiz yontemi ile 3 farkl derisimde, 3’er 6l¢ctim alinir ve bu degerler %
geri kazanim degerlerine cevrildikten sonra tiimii bir araya getirilir. Sonuglar referans
kabul edilen veya basili olan baska bir yontem sonuglari ile istatistiksel olarak
karsilagtirilir. Bu karsilastirma islemi i¢in student-t ve Fisher (F) testleri kullanilir.
Student-t testi ile iki yontemin ortalamalar1 arasindaki, F testi ile de standart sapmalar1
arasindaki farklilik karsilastirilir. Hesapla bulunan t ve F degerleri ¢izelgelerde verilen
teorik t ve F degerleri ile kiyaslanir. Hesapla bulunan degerlerin ¢izelgede yer alan
degerlerden kiigiik olusu gelistirilen yontemin en az referans olarak kabul edilen yontem
kadar hassas oldugunu gosterir. Sonuglarin ortalamalari, % bagil standart sapma (%BSS)

ve/veya % bagil hata (BH) (% Bias) ile beraber verilir.

%BSS = SX:S x100

%BH :GZ—_DXxloo
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GD: Gergek Deger

SS: Standart Sapma

X

: Ortalama Deger

Kor matris ortamina analizi yapilan maddeyi ilave etmek:

Farmasotik dozaj formlar1 gibi matris etkisi olan numunelerle calisildigi zaman
kullanilan bir yontemdir. Analizi yapilacak madde bos matrise degisik derisimlerde
eklenir. Bu matris ila¢ dozaj formlar1 i¢in (etken maddesiz) yardimci maddelerden,

pestisit kalmtilar igin pestisit ile muamele edilmemis ekinlerden olusur.

Genellikle % 50, 75, 100, 125 ve 150 oraninda madde ilavesi yapilir ve her seviyede
en az 3’er Ol¢iim yapilir. Sonuclar % geri kazanim olarak ifade edilir ve % bagil standart

sapma ve/veya % bagil hata (% BH) ile beraber verilir.

Standart ekleme yontemi ile saf madde ilavesi:

Analizi yapilacak maddenin bilinen ve degisik miktarlar1 matris i¢erisinde yer alan
ve miktar1 bilinmeyen veya daha once tayin edilmis ayn1 maddenin iizerine ilave edilir.
Asil numunedeki etken madde derisimi deney verilerinden matematiksel olarak
hesaplanir. Genellikle % 25, 50, 100 oraninda madde ilave etmek iyi bir yaklagimdir.
Madde ilave edilmis ve ilave edilmemis biitiin numuneler en az 3’er defa analiz edilir.
Sonuglar ilave edilen ve Ol¢iilen madde miktarlar: verilerek ifade edilir. Bu teknik, katki
maddelerinin ve yardimci maddelerin bilinmedigi durumlarda kullanilir. Sonuglarin

ortalamalari, % bagil standart sapma ve/veya % bagil hata (% Bias) ile beraber verilir.
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2.2.2.2. Kesinlik

Gelistirilen yontemin ¢aligilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin 6l¢iistidiir. Bagka bir
ifade ile bir numuneye ayni yontem birden c¢ok sayida uygulandiginda analit icin
bulunan sonuglarin birbirine yakinliginin bir 6l¢iisiidiir. % BSS (Bagil Standart Sapma)
veya % VK (Varyasyon Katsayis1) olarak ifade edilir. Olgiim yapilan her bir derisim
icin minimum 5-6 tayin yapilmalidir. Bunlardan en az 3 tanesi % BSS olarak teorik
degerin % 15’inden daha fazla sapma gostermemelidir. Tayin alt smirindaki

konsantrasyon i¢in (TAS) bu sapma % BSS olarak % 20 yi gegmemelidir.

Kesinlik ii¢ kisimda diistiniilmelidir. Tekrarlanabilirlik (repeatability), orta kesinlik

(intermediate precision) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility).

Tekrarlanabilirlik:

Kisa zaman araligi igerisinde ayni islem kosullar1 altindaki kesinligi ifade eder.
Analizi yapilacak maddenin ¢alisma ortamindaki ¢ozeltisi hazirlanir ve bu ¢ozeltilerden
en az 10 6lgtim yapilir (30—40 6lgtim tercih edilmelidir). Bu tekrar edilebilirlik giin i¢i
veya calisma srasindaki kesinlik olarak da adlandirilir. Sonugta, kesinlik elde edilen

degerlerin %BSS’1 verilerek ifade edilir ve %BSS < 1.0 olmalidir.

Orta-Kesinlik:

Orta kesinlik laboratuar i¢i deneysel fakliliklar1 belirten bir kesinlik derecesidir.
Farkli giinlerde, farkli analizciler veya farkli cihazlar kullanilarak saptanabilen
degerlerdir. Calismalar arasi, deneyler arasi veya giinler arasi kesinlik olarak tanimlanan
bu deger ¢alismanin tam anlamda kesinligini belirtir. Bu kesinligi saglayan ¢alisma diger
kesinlik parametrelerini de saglamis olur. Analizi yapilacak maddenin c¢alisma
ortamindaki ¢ozeltisi ayr1 ayr1 hazirlanir ve bu ¢ozeltilerin her birinden en az 3’er 6l¢lim,
farkli gilinlerde ve/veya farkli analizciler tarafindan ve/veya farkli cihazlarla yapilir.

Sonugta, orta kesinlik elde edilen degerlerin %BSS’1 verilerek ifade edilir ve %BSS <
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2,0 olmalidir. Biyolojik numunelerle calisirken %BSS degerleri 10-15’¢ kadar
¢ikabilmektedir.

Tekrar Elde Edilebilirlik:

Tekrar elde edilebilirlik o6zellikle ortak calisma yapan farkli laboratuarlarin
uygulamalar1 sonucu elde edilen ve deneysel fakliliklar1 belirten bir kesinlik derecesidir.
Ozellikle ydntem tek bi¢imliligi (standardizasyonu) calismalarinda kullanilan bir
kesinlik degeridir. Gelistirilecek yontem farkli laboratuarlarda da ayni anda
kullanilacaksa bu kesinligin hesaplanmasi ve degerinin raporda belirtilmesi gerekir.
Analizi yapilacak maddenin ¢alisma ortamindaki ¢ozeltisi ayr1 ayr1 laboratuarlarda,
farkli zamanlarda ve farkli analizciler tarafindan (En az bir kag giin ara ile yapilmalidir)
hazirlanir ve bu ¢ozeltilerin her birinden en az 3’er 6lglim yapilir. Sonucta, tekrar elde
edilebilirlik, 6lglilen degerlerin %BSS’1 verilerek ifade edilir ve %BSS < 2,0 olmalidir.
Biyolojik numunelerle calisirken %BSS degerleri 10-15’e kadar ¢ikabilmektedir.

2.3.2.3. Segicilik

Analizi yapilacak maddenin numunede bulunan girisim yapma ihtimali bulunan diger
yardimc1 veya etken maddeler yaninda miktarinin tam ve dogru olarak tayin
edilebilecegini gosteren bir parametredir. Bu kompleks numune karigimlarinin
analizinde girisim derecesinin de bir Olgiisiidiir. Etken madde yaninda safsizliklarin,
parcalanma {iriinlerinin, benzer kimyasal maddelerin veya plasebo bilesenlerin
bulundugu numune ile bulunmadiklar1 numunede yapilan miktar tayini analizlerde etkin
maddenin bulunan konsantrasyonlar1 arasindaki fark olarak ifade edilir. Ozellikle
stabilite tayini calismalarinda yapilmasi kesinlikle zorunlu olan bir parametredir.
Secicilik yeterli diizeyde degilse, yontemin dogrulugu, kesinligi ve dogrusallig

hakkinda bir siiphe uyanir.
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Secicilik, miktar tayini sirasinda gerekli validasyon islemleri yapilirken, teshis
testleri ve safsizliklarin tayini sirasinda yapilmalidir. Kiitle spektrometri ile birlestirilmis

yontemlerin kullanilmasi durumunda girigimin olmadigi kabul edilir.

Secicilik 2 yolla saptanir:

1- Tayini yapilan bilesik ile girisim yapma olasiligi bulunan maddelerin girisim
yapma oranina veya ayirma yontemlerinde, “Ayirim giicii” (Rs) degerlerine bakilir. Bu

deger ayirma yontemleri i¢cin Rs > 2,0 olmalidir.

2- Aymrma yontemlerinde duyarli bir dedektdr segilebilir. Incelenecek bilesige
cevap verme yetenegine sahip olan dedektorler Elektrokimyasal veya Radyoaktivite
Dedektorleridir. Bu dedektorler belli maddelere duyarlidir ve baska maddelerin girisim

yapma ihtimalini yok ederler.

1. basamaktaki islem i¢in:

A- Biitiin bilinen veya girisim yapmasindan siiphe edilen maddeler ayni anda
gelistirilen yontemle analiz edilir ve cevaptaki degisim incelenir. Ayirma yontemlerinde
bilinen veya girisim yapmasindan siiphe edilen maddeler ayn1 anda kolona etken madde

ile birlikte enjekte edilir ve ayirim giicii degerlerine bakilir (R > 2,0 olmalidir).

B- Ila¢ dozaj sekillerinin yardimc1 maddeleri, analizi yapilan madde ile birlikte
gelistirilen yontemle analizlenir ve cevap incelenir. Ayirma yontemlerinde kolona

enjekte edilir ve R degerlerine bakilir (R > 2,0 olmalidir).

C- Maddenin %10-30’unu bozacak kadar siire, 0,1 N HCI (asit); 0,1 N NaOH
(baz); 50 °C sicaklik; UV 15181 veya %3 liikk H,O, ¢ozeltisi ile etkilestirilir ve elde edilen
¢ozelti gelistirilen yontemle analiz edilir, ayirma yontemlerinde ise kolona enjekte edilir.

Sonugta elde edilen kromatogramdaki piklerin R degerleri R > 2,0 olmalidir.

D- Gelistirilen yontemin sartlarinda ufak degisiklikler olusturulur (pH, tampon,
iyon siddeti, sicaklik gibi). Bu degisiklikler sonucu cevapta bir farklilik olup olmadigi,
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ayirma yontemlerinde herhangi bir ilave pik olup olmadigi ve bunun madde pikini

etkileyip etkilemedigi saptanir.

E- Ayirma yontemlerinde kiitle spektrometrisi dedektorleri gibi duyarli ve hassas
tekniklerle veya DAD (Foto diyot dizisi) dedektorii ile degisik dalga boyunda deney

anida taramalar yaparak herhangi ilave bir pik olup olmadigin1 kontrol edilir.

2.3.2.4. Teshis Sinir1, Gozlenebilirlik Simir1 (TS)

Analizi yapilan Ornegin belirdigi fakat nicel sinirlar igerisine girmedigi en alt
konsantrasyondur. Dogrudan, yapilan deneylerden veya hesapla bulunabilir. Dogrudan
yapilan deneylerden, gozlenerek yapilan hesaplamalarda genel olarak Sinyal/Giiriilti

(signal/noise) orani 3 olarak alinir.
Hesaplama yolu ile Teshis Sinir1 saptanmasinda;
TS=3.3xSS/m

esitligi kullanilir. Bu esitlikte SS= Kor ¢ozeltilerinde (en az 5 adet) ydntem
uygulandiginda elde edilen sonuglarmin veya ilgili kalibrasyon dogrusunun kesisim

degerinin standart sapmasi, m= ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeridir
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SINYAL =30

GURULTU = 10

Sekil 2.41. Teshis smirm1 hesaplanmasinda kullanilan sinyal/giiriiltii oran1 sekli

2.3.2.5. Tayin Alt Simir1 (TAS)

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarmin
tayin edilebilecegi, dogrusallik smirlar1 icerisine girmeyen veya kalibrasyon egrisinin en
alt derisimini olusturan konsantrasyon diizeyidir. Dogrudan yapilan deneylerden veya

hesapla bulunabilir.

Dogrudan yapilan deneylerden gozlenerek TAS tespiti i¢in genel olarak

Sinyal/Giiriiltii oran1 10 olarak alinir.
Hesaplama yolu ile Tayin Alt Sinir1 saptanmasinda;
TAS=10xSS/m

esitligi kullanilir. SS= Kor ¢ozeltilerinde (en az 5 adet) yOntem uygulandiginda elde
edilen sonuclarin veya y eksenindeki kesisim degerinin standart sapmasi, m= ilgili

kalibrasyon dogrusunun egim degeridir.

SS ve m degerleri TS esitliginde kullanilan degerlerle aynidir.
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SINYAL = 100

l

IL

GURULTU = 10

Sekil 2.42. Tayin alt hesaplanmasinda kullanilan sinyal/gliriiltii oran1 sekli

Biyolojik sivilarla ¢alisilirken TAS’n1 belirlemek i¢in asagidaki sartlarin yerine

gelmesi gerekir:

Analitin TAS’daki derisimi i¢in cihazdan dlgiilen cevap kor i¢in Olgiilen cevabin

en az 5 kat1 olmalidir.

Analit i¢in gozlenen pikin veya alinan cevabin tanimlanabilir ve diger girisim
yapma ihtimali bulunan maddelerden ayr1 olmas1 gerekir ayrica % 20 kesinlik ve % 80—

120 dogrulukta tekrar edilebilir olmalidir.

2.3.2.6. Dogrusallhik

Derisime karsi cevabin dogru orantili olarak artmasi ve ¢izilen grafikte noktalarin diiz
bir ¢izgi lizerinde yer almasidwr. Egim (m), kesisim(n) ve korelasyon katsayisi (1)
dogrusallig1 veren parametrelerdir. Bunlar analit derisiminin Olclilen degerlere karsi

regresyon analizleri ile matematiksel olarak hesaplanir. Dogrusallik, korelasyon
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katsayist = 0,999 ve iizerinde ise ve cevap degerleri ¢izilen dogrunun iizerinde yer

aliyorsa saglanmis demektir.

Dogrusalligi belirleyebilmek icin stok ¢ozeltiden en az 5 degisik derigimin
hazirlanmasi ve analiz edilmesi gerekir. Bu derisimin alt smir1 hedef seviyenin %50
sinden diisiik ve iist sinir da %150 sinden yiiksek olacak aralikta secilmelidir. Bu 5
degerle yapilan dogrusalligin saptanmasi isleminin en az 3 defa tekrarlanmasi gerekir.
Dogrusalligin tam validasyonu i¢in ayrica e§im ve kesisim degerlerinin %BSS lar1 veya

standart hatalar1 da hesaplanmali ve raporda verilmelidir.

2.3.2.6.1. Kalibrasyon Dogrusu (Grafigi)

Analitin bilinen derisimleri ile cihazlarda Ol¢iilen degerler arasindaki iliskidir. Bir
kalibrasyon egrisi hazirlanirken segilen derigimler daha Once yapilan c¢aligsmalarla
belirlenir. Dogrusal veya dogrusal olmayan sonuglar elde edilebilir. Tayin alt sinir1 ve
Tayin tist sinir1 derisimleri de dahil olmak {izere ¢alisma araliginda en az 5 derisim i¢in
(kor hari¢) cihazdan 6lgiilen degerlere gore hazirlanir. Dogrusal olmayan egriler i¢in

daha fazla standart derisimin se¢ilmesi uygun olur.

7.0 (

6.0 |-
5.0 - y=2.101x + 0.02; I =0.997
40
30 |
20

1.0 |

DEDEKTOR CEVABI

00 &= . L L L !
0.0 0.50 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

DERISIM

Sekil 2.43. Kalibrasyon dogrusu (grafigi) ve esitligi
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Biyolojik sivilarla calisilirken kalibrasyon egrisi olustururken asagidaki kriterlerin

yerine gelmesi gerekir:

Tayin alt sinir1 derigsiminden elde edilen cevaplar arasindaki sapma %20 den fazla

olmamalidir

Tayin alt smir1 derisiminin disinda segilen standart derisimlerden elde edilen

cevaplardaki sapmalar % 15 den fazla olmamalidir.

2.3.2.7. Duyarhhk

Duyarlilik, dogrusalligin gegerli oldugu araliktaki dogru denkleminin egimidir. Pek ¢ok
kitapta ayn1 zamanda tayin alt sinir1 olarak tanimlanmistir. Tayin alt smir1 ne kadar

kiiciikse yontem o derece duyarhdir.

2.3.2.8. Calisma Arahg

Yeterli dogruluk ve duyarlikta dogrusalliga sahip yontemin gegerli oldugu alt ve iist
smirlar arasinda yer alan derisim araligidir. Derisim araligi genellikle se¢ilen yontemin
tipine gore degisir. Bu aralik yontemin dogrusalligi bulunduktan sonra belirlenir. Ana
maddenin analizinde standartlarin derisimleri genellikle hedeflenen seviyede veya ona
yakm Ol¢iiliir. Bu derigimin alt sinir1 hedef seviyenin %50 sinden diisiik ve %150 sinden
yiiksek olacak aralikta se¢ilmelidir. Hedef miktarin %50, 75, 100, 125 ve 150’si olacak

sekilde aralik diizenlenebilir.
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2.3.2.9. Saglamhk

Yontemin, analiz parametrelerindeki ufak degisimlerden etkilenmeden kalabilme
kapasitesidir. Bu parametreler organik ¢oziicli yiizdesi, pH, iyonik gii¢, sicaklik gibi
etkenlerdir. Kararlilik yontemin normal kullanimindaki giivenirliginin bir 6l¢iisiidiir ve

yontem gelistirilirken degerlendirilmesi gereken bir parametredir.

Ornegin pH 3 de £ 0,1 kadar bir degisim gdsteren bir madde pH 4,5 da degismeden

ayni sonucu veriyorsa pH 4,5 ortam olarak sec¢ilmelidir.

2.3.2.10. Tutarhhk

Yontemin gercek kullanim kosullar1 altinda tekrar edilebilirliginin saptanmasidir. Bunun
icin calismanin: ayni laboratuarda farkli analizciler tarafindan; ayni laboratuarda farkl
cihazlar tarafindan; farkli laboratuarda gerceklestirilmesi; reaktif ve c¢oziciilerin
markalarinin degistirilmesi; farkli giinlerde ve sicakliklarda yapilmasi gibi normal test
sartlarmin degistirilmesi; ayirma yontemlerinde ayni marka ve modele sahip yeni bir

kolon kullanarak tekrarlanmasi gereklidir.

Orta kesinlikle de benzesmektedir. % BSS ile ifade edilir. Uluslararast Uyum
Konferans1 (ICH= International Conference on Harmonization) bunu yapilmasi kesin

olarak zorunlu islemler grubuna dahil etmemistir.
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2.3.2.11. Stabilite

Zorunlu bir validasyon parametresi olmamakla beraber yapilmasi tavsiye edilir. Tekrar
edilebilir ve glivenilir sonuglar elde edebilmek i¢cin numunelerin, standart maddelerin ve
kullanilan ¢oziiciilerin uygun bir siire (6rnegin 1 giin, 1 hafta, 1 ay veya ne kadar siireye

ihtiya¢ duyuluyorsa o kadar siire ) stabilitesini korumas1 gereklidir.

Etken maddenin stabilitesi oda sicakliginda ve en az 6 saat olarak
degerlendirilmelidir. Saklama siiresinin tamamlanmasindan sonra stabilite taze

hazirlanmis stok ¢ozelti ile karsilastirma yaparak tayin edilir.

Biyolojik numunelerde ilacin stabilitesi, onun saklama sartlari, kimyasal yapisi,
matris ve saklama kabmin bir fonksiyonudur. Stabilite olarak; numune toplama ve
isleme sirasinda, uzun siireli (belirlenen saklama sicakliginda), kisa siireli saklamalarda
(oda sicakliginda) ve dondurma - ¢6zme isleminden sonra gelistirilen analitik yontem

uygulanarak tayin edilir.

Tim stabilite ¢calismalarinda analitin, i¢inde analit ve girisim olmayan biyolojik
siv1 igerisinde taze hazirlanmis stok c¢ozeltilerinden hareketle hazirlanan numune setleri

kullanilir.

Dondurma ¢ézme stabilitesi:

Bu yolla yapilan stabilite ¢aligmalarinda 3 dondurma ve ¢ézme siklusu kullanilir.
Diistik ve yiiksek derisimlerde en az 3 c¢ozelti istenen sicaklikta 24 saat siireyle
dondurulur, sonra oda sicakliginda kendiliginden ¢6ziilmesi beklenir. Tamamen
coziildiikten sonra numuneler ayni sartlarda 12-24 saat siireyle yeniden dondurulur.
Donma-¢dzme islemi 2 kez daha tekrarlanir ve 3. siklustan sonra tayin islemi yapilir.
Eger analit istenen saklama sartlarinda dayanikli degilse; stabilite i¢in numunenin 3

donma-¢dzme islemi i¢in — 70 °C kullanilur.
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Kisa stireli stabilite

Diistik ve yiiksek derisimlerdeki numuneler oda sicakliginda ¢oziilir ve bu
sicaklikta 4-24 saat araliginda tutulur (bu siire numunenin oda sicakligina gelmesi
stiresine bagli olarak degisir). Bu siirenin tamamlanmasindan sonra stabilite taze

hazirlanmis stok ¢ozelti ile karsilastirma yaparak tayin edilir.

Uzun stireli stabilite

Bu stabilite, numunenin ilk toplandig: tarihten baglayarak son numune analizine
kadar gecen siireyi kapsar. Bu islemde diisiik ve yiiksek derisimde en az ii¢ ¢ozeltinin
ayn1 kosullar altinda saklanmasindan sonra tayinleri yapilir. Numunelerin hacmi ii¢ ayri
islemde kullanima yetecek kadar olmalidir. Stabilite hesabinda ilk toplandigi andaki

derisim ile son derisim arasinda kiyaslama yapilarak tayin edilir.

2.3.3. Yontem Validasyonu ile ilgili Calismalarin Sunumu

Bir analitik yontemin validasyonu; laboratuar ¢alismalar1 ile dogrulanmas1 ve sonuglarin
deney validasyon raporlar1 olarak sunulmasi ile tamamlanir. Miiracaat sirasinda

hazirlanacak raporlar asagidaki bilgileri kapsamalidir:
Ozet bilgi,
Kullanilan yontem ile ilgili bilgiler,

Rutin numune analizlerine yontemin uygulanmasiyla elde edilen biyoanalitik

raporlar,

Diger bilgiler
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2.4. Analiz Yontemleri

2.4.1. Efavirenz i¢in

2.4.1.1. Kromatografik Yontemler

Veldkamp Al ve ark (1999) insan serumundan efavirenz’in miktar tayini i¢in basit ve
hizli bir yiiksek performanslh sivi kromatografisi (YPSK) metodu gelistirmislerdir. Ters
faz kromatografisiyle 246nm’de UV detektorle Olgiim yapmislardir. 250 mikrolitre
plazma kullanarak 10 — 10,000 ng/mL derisim araliginda ydntemlerini valide
etmislerdir. Biitlin kontrol deneylerinde giin i¢i ve giinlerarasi tekraredilebilirlikler % 4,3
den kiiclik bulunmustur. Tayin alt limiti 10 ng/mL, serumdan geri kazanim ise % 106,4

olarak bulunmustur.

Villani P ve ark (1999), insan serumundan efavirenz’in UV detektor kullanarak ters
faz yiiksek performanshi sivi kromatografisiyle miktar tayinini ve validasyonunu
gergeklestirmislerdir. Dietil eter ile sivi-sivi ekstraksiyonu i¢in 100 mikrolitre plasma
ornegi kullanmislardir. Hareketli faz olarak asetonitril ve su karisimi, akis hizi olarak 1,2
mL/ dk kullanmislardir. 247 nm de UV detektor kullanilmistir. Efavirenz’in ve internal
standardin alikonma zamanlar1 sirasiyla 5,3 ve 4,5°dir. Teshis smir1 100 ng/mL olarak

belirlenmistir.

Saras-Nacenta M. ve ark (2001), efavirenz’in insan serumundan miktar tayini i¢in
basit bir YPSK metodu gelistirmisler ve valide etmislerdir. Kat1 faz ekstraksiyonu ile
plazmadan efavirenz’i ve i¢ standardi ayirmiglardir. Ters faz Cg kolonu kullanilarak UV
detektorle 250nm’de analizi gergeklestirmislerdir. Izokratik hareketli faz olarak fosfat
tamponu (pH 5,75) - asetonitril kullanarak ilac1 ve i¢ standardi analiz etmislerdir. Tiim
kalite kontrol numuneleri i¢in giin i¢i ve giinler arasi tekraredilebilirlik % 8,6‘dan az
bulunmustur. Tayin alt smir1 0,1 pg/mL, serumdan geri kazanim % 83’den biiyiik

bulunmustur.
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Langmann P. ve ark (2001), efavirenz’in serumdan miktar tayini i¢in yeni bir
yiksek performansli sivi kromatografisi yontemi Onermislerdir. 200 mikrolitre
plazmadan dietileter kullanarak sivi-sivi ekstraksiyonuyla basariyla kantitatif geri
kazanim yapilabilmistir. Hareketli faz olarak 67mM potasyum dihidrojen fosfat-
asetonitril kullanilmistir. Fenomeneks Cig kolonu ile korunarak XTerraRP 18 kolonu
kullanilmis ve 246 nm’de UV detektorle ¢alisilmistir. Derisim arahigini 25-15,000
ng/mL olarak bulmuslardir. Giin i¢i ve giinler arasi tekraredilebilirlik caligmalari

%10’dan kiiciik bulunmustur.

Fan B ve ark (2002) serumda lamivudin, stavudin ve efavirenz kombinasyonunun
miktar tayinini ve validasyonunu LC/MS/MS metoduyla gerceklestirmiglerdir.
Elektrosprey tandem detektor kullanmiglardir. Bu ilaglar ve internel standart aprobarbital
icin kat1 faz ekstraksiyon yontemini kullanmislardir. Gradient hareketli faz sistemi
kullanmiglar, hareketli faz olarak asetonitril ve 20mM amonyum asetat tamponu
karisimmin pH’1in1 glasiyel asetik asit kullanarak pH 4,5’a ayarlamiglardir. Kolon olarak
hekzilsilan kolon kullanmiglardir. Lamivudin i¢in 1,1 — 540 ng/mL; stavudin i¢in 12,5 —
6228 ng/mL ve efavirenz i¢in 1,0 - 519 ng/ mL konsantrasyon araliklarinda dogrusallik

saptanmistir. Geri kazanim degerleri % 90’min {istiindedir.

Matthews CZ ve ark. (2002), YPSK yontemi kullanarak efavirenz’i kantitatif olarak
insan serumundan ve kalitatif tayinini efavirenz’i fotokimyasal tlirevlendirerek
fluoresans detektorle gerceklestirmislerdir. Kantitatif tayin i¢in ters faz kromatografisi
kullanilirken steorokimyasal degerlendirmeler i¢in kiral durgun faz igeren kolon
kullanilmistir. Kantitatif 6l¢cimler 50 -1000 ng/mL derisim araliginda valide edilmistir.
Tiim standart piklerde geri kazanim % 89°dan daha iyi ¢ikmustir. Olgiim araliginda
dogruluk % 95 ile 104 araliginda iken, giin i¢i kesinlik %5 C.V.’den iyidir.

Ramachandran G. ve ark. (2006), efavirenz’in insan serumundan kantitatif tayini
icin basit ve hizli bir yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirmislerdir.
Analizlerini, terz faz C-18 kolonu (150mm) kullanarak UV detektor ile
gerceklestirmisler ve 0,0625-10,0 pg/mL derisim araliginda dogrusallik saptanmuslardir.

Serumda geri kazanim degerini %101 bulmuslardir.
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Dogan-Topal ve ark. (2007) efavirenz, abakavir ve valgansiklovir’in insan
serumundan kantitatif tayini icin basit ve hizli bir yliksek performansli sivi
kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Ayrimlarmi terz faz Sum Waters Spherisorb
kolon (250 x 4,6 mm ID) kullanarak diod array detektor ile gergeklestirmislerdir.
Hareketli faz olarak asetonitril: metanol: KH,PO,4 (pH 5.00) (40:20:40 h/h/h) karigimini
1,0 mL/dk akis hizinda kullanmiglardir. Serumda, abakavir ve efavirenz igin 50-30,000
ng/mL konsantrasyon araliginda, valgansiklovir igin ise 10-30,000 ng/mL derisim
araliginda dogrusallik saptamiglardir. Tayin alt limitlerini abakavir, efavirenz ve

valgansiklovir i¢in sirasiyla 3,80 ng/mL, 2,61 ng/mL ve 130 ng/mL olarak bulmuslardir.

Seshachalam ve ark. (2008) efavirenz’in S- ve R- enantiomerlerini yiiksek basingli
stvi  kromatografisiyle analiz  etmislerdir. Durgun faz olarak tris- (3,5-
dimetilfenilkarbamat) iceren Chiralcel OD (250mm x 4,6mm, 10mikrom) kolonu
kullanmiglardir. Hareketli faz olarak %0,1 (h/h) formik asit iceren n-hekzan:
isopropilalkol (80:20 h/h) kullanilmistir. 1,0 mL/dk akis hiz1 ve 254 nm de UV detektor
ile Olctim yapilmistir. R- enantiomeri i¢in 0,1 - 6,0 ug/mL konsantrasyon aralifinda
dogrusallik saptanmistir. Teshis smir1 0,03 pg/mL ve tayin alt smir1 0,1 pg/mL (n:3)
olarak bulunmustur. R- enantiomerinin tekraredilebilirlik ¢calismalar1 sonucunda alt1 tane
tekrarlanan Ol¢glim sonucunda pik cevabinin BSS’s1 % 1,34 bulunmustur. Sonuglar
gostermistir ki gelistirilen metod basit, kesin, saglam ve saf efavirenz’in miktar tayini

icin uygulanabilir.

Huang ve ark (2008) insan sa¢indan efavirenz, lopinavir ve ritonavir’in miktar
tayinini ve validasyonunu LC/MS/MS yontemiyle gergeklestirmislerdir. Sag numuneleri
AIDS tedavisi goren hastalardan alinip 37°C’de 14 saatten fazla metanolde tutulup, zayif
alkali sartlarinda metil tert-butil eter: etil asetat (1:1) karisiminda ekstraksiyon
yapilmistir. Elektrosprey tandem detektor kullanmiglardir. Kantitatif 6l¢iimler ritonavir
icin 0,01- 4,0 ng/mg derisim araliginda; lopinavir ve efavirenz i¢in 0,05 - 20 ng/mg
derisim araliginda valide edilmistir. Giin i¢i ve giinler arast kesinlik ¢alismalar1 %15

civarindadir, dogruluk caligmalar1 ise %89-110 araliginda degismektedir.
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Lakshmi Sailaja ve ark (2007), efavirenz’in insan serumundan miktar tayini i¢in
basit ve hizli bir yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirmisler ve
valide etmislerdir. Yontemlerinde Cig analitik kolonunu ve hareketli faz olarak
asetonitril: KH,PO, (pH 3,50) (50:50) karistmimi kullanmiglardir. Maddeleri UV
detektorle 247 nm’de goriintiilemislerdir. Alikonma zamanlar1 efavirenz i¢in 6,45 dk ve
i¢ standart nelfinavir igin ise 2,042 dk’dir. Serumda 0,1- 10 pg mL™ derisim arahginda
dogrusallik saptamiglardir. Gelistirilen yontem basit, kesin, dogru ve efavirenz’in

biyoyararlanim ve farmakokinetik ¢alismalari i¢in uygulanabilir.

2.4.1.2. Voltametrik Yontemler

Dogan-Topal ve ark. (2009) efavirenz ile ¢ift sarmal balik spermi DNA’smnin
etkilesimini kalem grafit elektrot kullanarak diferansiyel puls voltametrisiyle tayin
etmiglerdir. Etkilesme c¢ift sarmal DNA daki guanin sinyalinin azalisi iizerinden
incelenmistir. Efavirenz’in 2,0-24,0 ng/mL konsantrasyon araligindaki ilavesiyle guanin
sinyalindeki dogrusal azalis {izerinden miktar tayini yapilmis ve farmasétik preparatlara
uygulanmistir. Ayrica efavirenz’in tek bagina bos kalem grafit elektrot ile miktar tayini
yapilmis; 0,018 -2,56 pg/mL derisim araliginda dogrusallik bulunmustur. Gerekli tiim

validasyon parametreleri hesaplanmustir.
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2.4.2. Loprolid i¢in

2.4.2.1. Kromatografik Yontemler

Ueno ve Matsuo (1991) loprolid ve metaboliti i¢in serum ve idrardan miktar tayini i¢in
yikksek performanshi sivi kromatografisi yontemi gelistirmislerdir. Loprolid ve
metaboliti icin Teshis smir1 0,05 ng/mL olarak bulunmustur. Serum ve idrardan geri

kazanim c¢alismalar1 % 88’in iistiinde bulunmustur.

Sanz-Nebot ve ark (2000) 16prolid, peptidik hormonunu, elde etmek i¢in kat1 faz
peptid sentezi kullanmiglardir. Loprolid’in ayrimi ve karakterizasyonu i¢in Elektrosprey
iyonizasyonu kullanarak kiitle spektrometresiyle sivi kromatografisini birlestirmislerdir.

Siv1 kromatografisi ayrim sartlar1 optimize edilmistir.

Singh ve ark (2000) 16prolid’in miktar tayini i¢in 220 nm’de UV detektor ve C18
Microsorb-MVTM  kolon (4,6 mmx15 cm) kullanarak yiiksek performasli sivi
kromatografisiyle izokratik yontem gelistirilmistir. Hareketli faz orani, 0,03M, %77
dibazik amonyum fosfat tamponu: %23 asetonitril’dir. Akis hiz1 2,0 mL/dk’dir. Biitiin
derisim ¢aligmalar1 i¢in kesinlik sonuglar1 % 2 (C.V)’den kiigiiktiir. Loprolid i¢in tayin
limiti ve kuyruklanma faktorii sirasiyla 100 ng/mL ve 1,16-1,26 bulunmustur.

Sanz-Nebot ve ark (2002) ¢ok peptid igeren 16prolid’in ayrimi ve karakterizasyonu
icin ters faz sivi kromatografisi- kiitle spektrometrisi ve kapiller elektroforez
yontemlerini gelistirmislerdir. Karisim 6ncelikle LC-MS ile analiz edildi ve kapiller

elektroforez ile ayrim gergeklestirilmistir.

Gioia ve ark (2005) tarafindan 16prolid’in hassas miktar tayini i¢in florojenik 6n
kolon tiirevlendirmesiyle sivi kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Histidin, arjinin,
serin, triptofan, glutamik asit, tirosin, metiyonin, izoldsin, 16sin ve fenilalanin’i ters faz

ODS kolon kullanarak ve gradient eliisyon yontemiyle trietilamonyum fosfat tamponu-
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metanol karigimi kullanarak ayirmiglardir. Tiim prosediir i¢in giinler aras1 dogruluk %
80,5 — 109,5 araliginda bulunmustur, tekraredilebilirlik %BSS’s1 % 5,8’den diisiik
bulunmustur. Giin i¢i dogruluk % 81,5 -107,2 araliginda tekraredilebilirlik ise %BSS’s1

%4,6 bulunmustur. Teshis smir1 30-800 femtomol bulunmustur.

Jamshidi ve ark (2006) 16prolid asetat i¢in yeni, kararli bir HPTLC yontemi
gelistirmiglerdir. Durgun faz olarak Silika jel 60F;s4; hareketli faz olarak, etil asetat-
metanol-%25 amonyak (60:30:10) kullanilmistir. Loprolid asidik, bazik ve oksidatif
bozulmalara maruz birakilmistir. Bozunma {iriinlerinin pikleri 16prolid’in pikinden farkli
yerlerdedir. Dansitometrik degerler 280nm’de uygulanmistir. Loprolid i¢in 107-422 ng
derisim araliginda dogrusallik saptamiglardir. Tayin alt ve teshis smir1 swrasiyla 25 ve
107 ng bulunmustur. Giinler aras1 geri kazanim ve bagil standart sapma sirasiyla %

97,06-102,0 ve %1,34-2,90 bulunmustur.

Sofianos ve ark (2008) 16prolid’in miktar tayini i¢in kiitle spektrometrisi yontemi
gelistirmiglerdir. Fare plazmasindan pikomolar derisimde Iloprolid tayin edilmistir.
Teshis smir1 0,1ng/mL olarak bulunmustur. Farmakokinetik parametreler optimize
edilmistir.

Zhan ve ark (2009), l6prolid i¢cin serumdan miktar tayini i¢in yiiksek
performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirmisler ve valide etmislerdir. Serum
numunelerinde proteinleri metanol ile ayirip, Oasis® HLB kartus kati faz
ekstraksiyonuyla muamele edildikten sonra 16prolid ve alarelini (i¢ standart), arayiizeyde
pozitif elektrosprey iyonizasyonlu {i¢lii dort uglu kiitle spektrometrisiyle, C1g kolonda
analiz etmislerdir. Hareketli faz icerigi; asetonitril: su: propiyonik asit (20: 80: 0,05)’dir.
Loprolid i¢in 0,018-45,2 ng mL™ derisim araliginda dogrusallik saptamislardir. Giin i¢i
ve giinler arasi kesinlik (% BSS) %11,5’den diisiik ve dogruluk (bagil hata) + 2,8
civarmnda bulunmustur. Teshis alt limiti, 0,018 ng mL " dir. Valide edilmis LC-MS/MS
metodu, derialt1 1 mg I6prolid verilen saglikli Cinli erkek goniilliilerde farmakokinetik

calismalar i¢in uygulanmistir.
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2.4.2.2. Voltametrik Yontemler

Dogan-Topal ve ark (2010) 16prolid ile ¢ift sarmal DNA’nin etkilesimini kalem grafit
elektrot kullanarak tayin etmislerdir. Etkilesme mekanizmasi hem kalem elektrodu
tizerinde hem de ¢6zelti ortaminda diferansiyel puls voltametrisiyle incelenmistir. DNA
immobilize edilmis kalem elektrotta ve ¢ozelti ortaminda guanin sinyalindeki dogrusal
azalis lizerinden miktar tayini caligmalar1 yapilmistir ve tayin alt limitleri sirasiyla 0,06
ppm ve 0,04 ppm bulunmustur. Ayrica efavirenz’in tek basina bos kalem grafit elektrot
ile elektrokimyasal davranisi agiklanmis ve miktar tayini yapilmistir. Tayin alt limiti
0,0014 ppm bulunmustur. Gerekli tiim validasyon parametreleri hesaplanmistir ve

yontem farmasotik preparatlara uygulanmistir.

2.4.3. Fulvestrant i¢in

2.4.3.1. Kromatografik Yontemler

Balaram ve ark (2010), tavsan serumundan fulvestrant’in sivi-sivi ekstraksiyonuyla hizli
ve duyarl tayini i¢in YPSK yoOntemi gelistirmisler ve valide etmislerdir. Elektrosprey
tandem dedektorii kullanmiglardir. Analizlerini ters faz Sunfire C18 kolonu kullanarak
300uL/dk akis hizinda gergeklestirmislerdir. Noretisteron’u internal standart olarak
kullanmislardir. Yontem 0,092-16,937 ng/mL derisim araliginda valide edilmistir. Tayin
alt smir1 0,023 ng/mL’dir. Giin i¢i ve giinler arasi tekraredilebilirlik ve dogruluk

%10’dan diisiiktiir. Fulvestrant ve noretisteron i¢in geri kazanim sirastyla %85 ve 90°dur.
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2.5. Kullanilan Arac ve Geregler

2.5.1. Deneylerde Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

a)

b)
c)

d)

9)
h)

)
k)

Elektrokimyasal analizor: BAS 100 W ve
AUTOLAB 30 (Eco Chemie, Hollanda)
Deney hiicresi: Tek bolmeli voltametrik hiicre
Elektrotlar
a.  Calisma elektrodu : Bor ile Dope edilmis Elmas elektrot
(Windsor Scientific, England)
ve Kalem grafit elektrot
b.  Yardimci elektrot : Platin tel elektrot (BAS MF 1032)
c.  Karsilastirma elektrodu : Ag/AgCl (3M KCI) (BAS MF 2052)

Manyetik karistirict — 1siticili @ Ikamag RH (Jange and Kungel IKA-Labor
Technic)

Hassas terazi : Labor Alliance ve Shimadzu Libror AEG —220

UV-Vis spektrometresi: Shimadzu UV 1601

pH metre : Model 538 (WTW, Austria)

Kombine elektrot (cam elektrot-referans elektrot )

FT-IR spektrometresi: Jasco-420

Santrifiij

Ultrasonik banyo

Cesitli boylarda pyrex® balonjoje, kapakli, hacmi belirli deney tiipleri, cam

havan, beherler, cesitli Olciilerde otomatik ve mikro pipetler, 6n islem icin

kullanilan BAS marka kahverengi yumusak yiizeyli parlatma pedleri
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2.5.1.1. BAS 100 W ve AUTOLAB 30 Elektrokimyasal Analizor

Cihazlarda; potansiyostat ve fonksiyon jeneratorii genel olarak polarograflarda oldugu
gibi esas kisimlardir. Bilgisayar teknolojisi ile desteklenerek verim ve kullanim kolayligi
arttirilmistir.  Microsoft Windows® ile uyumlu sistem yazilimi sayesinde cihazin
kontrolii, veri toplanmasi ve bu verilerin degerlendirilmesi kolaylikla yapilmaktadir

(Sekil 2.44). Bu cihazlar, asagidaki tekniklerin kullanilmasina olanak saglamaktadir.

a) Doniisiimlii Voltametri

b) Dogrusal Taramali Voltametri

c) Kronoamperometri

d) Kronokulometri

e)  Normal Puls Voltametri ve Polarografisi

f)  Diferansiyel Puls VVoltametri ve Polarografisi

g) TAST Polarografisi

h)  Barker Kare Dalga Voltametri ve Polarografisi

i)  Osteryoung Kare Dalga Voltametri ve Polarografisi
J)  Alternatif akim (ac) Voltametri ve Polarografisi

k) Faz Selektif ac VVoltametri ve Polarografisi

I) 2. Harmoni ac Voltametri ve Polarografisi

m) Uggen Dalga ac Voltametri ve Polarografisi

n) Diferansiyel Uggen Dalga ac Voltametri ve Polarografisi
0) ac Direnci

p) Doner Disk Elektrotla DTV

gq) Hidrodinamik Modiilasyon Voltametrisi



v)
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Barker Kare Dalga Styirma Voltametrisi
Diferansiyel Puls Siyirma Voltametrisi
Dogrusal Taramali Styirma Voltametrisi

Osteryoung Kare Dalga Siyirma Voltametrisi

Elektrokapiler Egri Olgiimleri
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Sekil 2.44. Genel elektrokimyasal analiz cihazinin semasi
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2.5.1.2. Kullanilan Elektrotlarin Hazirlanisi

2.5.1.2.1. Bor ile Dope Edilmis Elmas Elektrot (BDEE)

Bu elektrodun ¢ap1 6 mm, yiizey alani ise 28,27 mm?dir. Yardimei elektrot olarak platin
tel elektrot (MW-1032) ve karsilastirma elektrodu olarak da Ag/AgCl (MF 2052 BAS)
elektrot kullanilmistir.

Tekrar edilebilir elektrot yiizeyi olusturabilmek amaciyla bor ile dope edilmis
elmas caligma elektroduna basit bir 6n islem uygulanmistir. Bu elektrot icin ozel
yapilmis yumusak yiizeyli bir parlatma malzemesi iizerine az miktarda aliiminyum oksit
(ALO3) tozu konup, distile suyla islatilarak elektrot yiizeyi dairesel hareketlerle
parlatilmistir. En 1yi tekrar edilebilirligi saglamak i¢in tiim bu 6n islem degisik sayilarda
tekrar edilerek en uygun parlatma sayis1 saptanmistir. On islem yapildiktan sonra
parlatilan elektrot distile suyla yikandiktan sonra temiz bir kurutma kagidi ile kurulanip
deney hiicresine alinmistir. Platin tel yardimcr elektrot ile Ag/AgCl referans elektrot ise
her deney sonrasinda, deney hiicresinden ¢ikarilarak distile suyla yikanip, kurutma

kagidi ile kurutularak deney hiicresine yerlestirilmistir.

2.5.1.2.2. Kalem Grafit Elektrot (KGE) Hazirlanisi

Kalem grafit elektrot yapiminda kirtasiyelerden saglanabilen Rotring T 0.5 mekanik
kursun kalem modeli kullanildi. Kalem grafit elektrot Wang ve arkadaglar1 tarafindan
Onerilen yol izlenerek hazirlandi. Bu amacla kalem govdesinin u¢ kisminin metalik
boliimii ile dis metalik tutacaginin elektriksel iletkenligini saglamak icin bakir tel ile
tutturuldu. Kalem uclarinin (Tombo 0.5, Japon) uzunlugu 60 mm ve ¢ap1 0.5 mm olup,
15mm boyutu digsarida kalacak sekilde isaretlenip Rotring kaleme hassas bir sekilde
yerlestirilir. Elektrokimyasal hiicredeki 5 mL’lik analiz ¢6zeltisine bu uglarn 12 mm’lik

kismi1 daldirildi. (Karadeniz ve ark, 2003; Wang ve ark., 2001).
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2.5.1.3. Deney Hiicresi

Kalem elektrot ile yapilan tiim deneylerde el yapimi olarak tasarlanmis, Sekil 2.45°de
goriilen deney hiicresi kullanilmigtir. BDEE elektrot ile yapilan deneylerde ise BAS
100W Elektrokimyasal Analizoriine ait 6zel deney hiicresi kullanildi. Bu sistem 2000
mVs™ hiza kadar olan gerilim tarama hizlarini yapabilmektedir. Cihaz; Gateway 2000
markali Pentium 166 islemcili, Windows XP isletim sistemiyle ¢alisan bir bilgisayarla

uyumlu kullanilmaktadir.

POTENSIYOSTAT
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Sekil 2.45. Elektrokimyasal analizor deney hiicresi

2.5.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Yapilan deneylerde kullanilan kimyasal maddelerden ileri gelebilecek safsizliklarin
deney sonuglarmma yansimamasi i¢in kromatografik ve / veya analitik saflikta kimyasal

maddeler kullanilmistir. (Cizelge 2.2., Cizelge 2.3, Cizelge 2.4).
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Cizelge 2.2. Kullanilan standart maddeler

Standart Madde Adi Uretici Firma Adi
Efavirenz Merck Sharp & Dohme
Loprolid Abbott

Fulvestrant Astra Zeneca

Cizelge 2.3. Tayinlerde iizerinde ¢aligilan ilag dozaj formu ve birim doz igerigi

Madde Miistahzar Farmasotik Birim Doz
Adi Ad Sekli Icerigi
Efavirenz Stocrin® Film Tablet 600 mg
Loprolid Lucrin® Flakon 1mg/0,2mL
Enjeksiyonluk
Fulvestrant Faslodex™ ' 250mg/mL
Cozelti

Cizelge 2.4. Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddenin Ad1 Uretici Firma Adi
Siilfiirik Asit Merck
Hidroklorik Asit(%37) Merck
Sodyum Hidroksit Merck

Asetonitril

Merck
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Etanol Merck

Borik Asit Merck

Sodyum klortir Sigma

Fosforik Asit Merck

Glasiyel Asetik Asit ( %99-

100) Merck
Sodyum dihidrojen fosfat Merck
Alliminyum Oksit Merck

Fish sperm dsDNA Serva
Potasyum dihidrojen fosfat Riedel-de Haen

Di potasyum mono hidrojen _
Riedel-de Haen
fosfat

Tim calismalarda Mili Q distile su (18 Mega — ohm’ luk) kullanildi. Deneysel
calismalar oda sicakliginda (25,0 + 0,5) °C’ de gerceklestirildi.



160
2.5.2.1. Deneylerde Kullanilan Etken Maddeler Hakkinda Genel Bilgi

2.5.2.1.1. Efavirenz Hakkinda Bilgi

Tanimi

Efavirenz, HIV enfeksiyonun tedavisinde oral yoldan kullanilan non-niikleozit reverse
transkriptaz inhibitoric (NNRTI) bir ilactir. Yirmi dort haftaya kadar devam eden
kontrollii ¢galismalarda viral yiikte sagladigr azalma ve CD4 hiicre sayisindaki artigin
standart tedavi ile karsilastirilabilir diizeyde oldugu saptanmistir. Efavirenz’in 6nemli
avantajlari, glinde tek doz halinde kullanilmasi, serebrospinal siviya penetre olabilmesi

ve besinlerle iligkili olmaksizin almabilmesidir.
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Sekil 2.46. Efavirenz’in kimyasal yapisi

Etki Mekanizmasu:

Efavirenz, HIV reverse transkriptaz enzimini inhibe eder. Niikleozit reverse transkriptaz
inhibitorleri (NRTI)’den farkli olarak, efavirenz, sablon veya niikleozit trifosfatazlar ile
yarigmaya girmez. Ayrica, aktive olmak i¢in fosforilasyona da gereksinim duymaz.
Efavirenz, reverse transkriptaz tizerinde NRTI ilaglarin baglandiklar1 yerden kesinlikle
farkli, fakat onlarin baglandig1 noktaya yakin bir yere dogrudan baglanir. Bu baglanma
enzimin aktif bolgesinin bozulmasina boylece RNA- ve DNA-polimeraz aktivitelerinin

bloke olmasma neden olur.
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In-vitro NNRTT ilaglara kars1 capraz rezistans gosterilmistir. Daha Once efavirenz’e
direngli oldugu gosterilen HIV-1 tiirleri, in vitro fenotipik olarak nevirapin ve
delavirdin’e de direnglidir. Bununla birlikte tiiremis ZDV-direngli HIV-1 izolatlarinin

efavirenz’e in vitro duyarliklarini koruduklar1 goriilmiistiir.

Farmakokinetik Ozellikleri:

Efavirenz oral yoldan verilir. HIV ile enfekte goniilliilere giinde 200, 400 ve 600mg
dozda verilmesinin ardindan plazmada doruk konsantrasyonlara 3-3,5 saat sonra ulasir.
Bu goniillillerde kararli plazma konsantrasyonlarina 6-10 giinde ulasir. In vitro
calismalar efavirenz’in sitokrom P450 (CYP) 3A4 ve CYP2B6 enzimleri ile metabolize
oldugunu gostermistir. Efavirenz, birlikte alindig1 ilaca bagli olarak CYP 450 enzimlerin
indiikler (CYP3A4) veya inhibe eder (CYP2CP, CYP2C19). On giin siireyle, tekrarlanan
dozlar halinde glinde 200-400 mg verildiginde, viicutta biriken miktar1 ongoriilenden
daha diisiik bulunmus (%22-42’den az) ve terminal yar1-omrii 40-55 saat (tek doz yari-
omrii 52-76 saat) olarak belirlenmistir. Radyoaktivite ile isaretli efavirenz ile yapilan bir
calismada efavirenz ve/veya metabolitlerinin yaklasik %14-34’linlin idrar ve %]16-
61’inin de fegesle atildig1 saptanmistir. Metabolize olmamig kismi efavirenz’in fegesle
atilan en bliyiik bolimiidiir. Buna karsmn idrarda degismemis halde bulunan ilag orani

%1’den daha azdir.

Kimyasal yapisi: (S)-6-Kloro-4-(siklopropiletinil)-1,4-dihidro-4-(triflorometil)-2H-3,1-

benzoksazin-2-on

Fiziksel ozellikleri: Efavirenz beyazdan acgik pembeye degisen renkte kristalize bir

tozdur. Pratik olarak suda ¢6ziinmez.

Saklama Kosullari: Efavirenz 15-30°C oda sicakhfinda ve hava gegirmeyen sikica

kapali kaplarda saklanmalidir.
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2.5.2.1.2. Loprolid Asetat Hakkinda Bilgi

Tanima:

Loprolid viicutta dogal olarak yapilan gonadatropin saliverici hormon (GnRH) i
sentetik bir analogudur. Loprolid ilerlemis prostat veya meme kanserinin tedavisinde
hormon antagonisti olarak veya endometriyoz tedavisinde hormon terapisi igin
parenteral yoldan kullanilir. Gonadatropin saliverici hormonda bulunan iki aminoasidin
slibstitlisyonu, prostat ve meme kanserlerinin hormonal kontrolunu saglayan kalict bir
aktivite saglar. Loprolid’in depo formiilasyonu uterin fibroid tiimorler, endometriyozis

ve ilerlemis prostat kanserinin tedavisinde endikedir.

Sekil 2.47. Loprolid’in kimyasal yapisi

Etki Mekanizmasu:

Loprolid hastada medikal kastrasyon olusturur ve hormona bagimli testosteron ve
estrojen tiimorlerini tiiketir. Kisa siireli veya intermitant tedavi seklinde uygulandiginda
16prolid, gonadatropin saliverici hormonla ayni etkiyi paylaswr, fakat uzun sireli
tedavisinde hipofiz bezinde gonadatropin saliverilmesini baskilamasma bagl olarak
overler ve testislerde streidojenezi azaltir. Normalde gonadatropin saliverici hormon

pulsatil bir sekilde saliverilir, fakat loprolid’in stirekli aktivitesi resptorlerin down
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regiilasyonuna neden olur ve sonugcta folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve luteinleyici
hormon (LH) yapimi azalir. Bu aktivitesi erkekte testislerdeki testosteron yapimini
durdurmasina neden olur. Ayni etki kadinda overlerdeki Ostrojen yapiminin durmasini
saglar. Endometriyozisi olan hastalarda bu reversibl hipoestrojenik durum
endometriyozis agrisini semptomatik olarak iyilestirir ve endometriyotik lezyonlarin
sayisinin azalmasini saglar. Loprolid baslangigta FSH ve LH’da bir firlamaya neden olur
ve bu firlama prostat veya meme kanserinde bir alevlenme reaksiyonuna neden olabilir.
Ancak sonunda alevlenme reaksiyonu azalir. Total kastrasyon 1-2 hafta igerisinde ortaya

cikar.

Farmakokinetik:

Loprolid subkiitan (SC) veya intramiiskiiler (IM) yoldan verilir. SC yoldan verildiginde
hizl1 ve tam olarak absorbe olur ve biyoyararlanimi % 94 kadardir. IM enjeksiyonundan
sonra doruk diizeylerine 4 saatte ulasir. IM depo enjeksiyon preparati iizerinde yapilan
calismalar %20-25 kadarmnin 1 hafta boyunca absorbe oldugunu gostermistir. Absorbe
olduktan sonra karaciger, bobrek ve hipofiz dokusunda goreceli olarak daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Insanda proteinlere in vitro baglanma oram % 43-49
oranindadir. Dogal olarak gonadatropin saliverici hormon gibi 16prolid de 6n hipofiz ve
hipotalamusta metabolize edilebilir. Loprolid’in plazma eliminasyon yar1 6mrii yaklasik

3 saattir.

Kimyasal Yapa:

5-Okso-L-prolil-L-histidil-L-triptofil-L-seril-L-tirozil-D-16sil-L-16sil-L-arginil-N-etil-L-

prolinamid asetat
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2.5.2.1.3. Fulvestrant Hakkinda Bilgi

Tanima:

Fulvestrant parenteral yoldan kullanilan bir 7-alfa-alkilsiilfinil estradiol analogudur.
Fulvestrant bilinen estrojen agonisti etkileri olmayan saf bir estrojen-reseptor
antagonistidir. Estrojen reseptoriiniin yikilimmi saglayarak etki gosteren yeni bir
antiestrojen grubunun ilk liyesidir. Meme kanseri hiicrelerinin in vitro ve in vivo giiclii
bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Klinik arastirmalarda, 6nceden hormon tedavisi
gormiis postmenopozal kadinlarda etkili bulunmustur. Fulvestrant halen ilerlemis meme

kanserinin birinci sira tedavisi i¢im tamoksifen ile karsilastirmali olarak

arastirilmaktadir.
OH
e
\‘\ "’//
HO (CHy)SO(CH,)sCF,CF,
Sekil 2.48. Fulvestrant’in kimyasal yapis1
Etki Mekanizmasi:

Fulvestrant estrojen reseptdr down regiilatorii (ERD) olarak islev goren kompetitif bir
estrojen reseptdr (ER) antagonistidir. Fulvestrant in vivo uterotropik denemelerde
agonist etki gostermez. Postmenopozal kadinlarda fulvestrant tedavisine yanit olarak
plazma FSH ve LH konsantrasyonlarinda bir degisiklik olmamas: ilacin periferde
steroidal etkiler yapmadigin1 gosterir. Fulvestrant estrojen reseptoriine estradiol ile
karsilastirilabilir diizeyde bir afinite ile baglanir. Estrojen reseptdor down regiilasyonu,
bir antiestrojen estrojen reseptdrii lizerinde antagonist etki gosterdiginde ortaya ¢ikar ve

bunun sonucunda estrojen reseptdriiniin islevlerinde dimerizasyonda zayiflama,
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turnoverde artis ve ¢ekirdek lokalizasyonunun bozulmasi seklinde ¢oklu degisiklikler
meydana gelir. Fulvestrant estrojen reseptoriiniin yikilimini1 da tetikler ve bdylece

hiicresel estrojen reseptorii diizeyinin 6nemli 6lgiide azalmasma neden olur.

Farmakokinetik:

Fulvestrant parenteral yoldan uygulanir. Intravendz veya intramiiskiiler enjeksiyonu
takiben, hepatik kan akimina yakin yiiksek bir hizla (nominal olarak dakikada 10,5
mlL/kg) plazmadan uzaklasir. Ancak uzun etkili fulvestrant IM enjeksiyon, plazmadaki

fulvestrant diizeylerini dar sinirlar arasinda devam ettirir.

Fulvestrant viicutta hizla ve genis kapsamli olarak dagilir; kararli diizeylerdeki
sanal dagilim hacminin yliksek (yaklasik 3-5 L/kg) olmasi, bu bilesigin biiylik 6l¢iide
damar-dis1 kompartmanda dagildigi izleminin vermektedir. Klinik kullanim sirasinda
elde edilmesi beklenen konsantrasyonlardan ¢ok daha yiiksek diizeylerdeki fulvestrantin
plazma proteinlerine baglanma orani yiiksektir (%99). VLDL, LDL ve HDL lipoprotein
fraksiyonlari, fulvestrantin baglandig1 baslica proteinler olarak goziikmektedir. Cinsiyet
hormonu baglayan globiiline baglanma s6z konusu olsa bile incelenmemistir. Proteinlere
kompetitif olarak baglanmayla ilgili ilag-ilag etkilesimi ¢aligmalari, bu tip etkilesimlerin
hemen her zaman albiimin ve alfa-1-asit glikoproteine baglanan ilaglar arasinda

goriilmekte olmasi nedeniyle yapilmamustir.

Viicuttaki fulvestrant, karaciger-safra yoluyla hizla uzaklastirilir; burada bir biitiin
olarak hiz belirleyen faktdr, bilesigin kullanilma yoludur. Metabolitler viicuttan, diski

yoluyla uzaklastirilir.

Kimyasal yapisi:
Talfa-[9-[(4,4,5,5,5-Pentafloropentil)siilfinil]nonil]estra-1,3,5(10)-trien-3,17beta-diol
Fiziksel ozellikleri:

Fulvestrant ¢ozeltisi berrak, renksiz veya sariya kayan renkte, viskoz bir sividir.
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2.5.2.2. Voltametrik Analizlerde Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.5.2.2.1. Destek Elektrolitleri

Elektrokimyasal olaylarda elektroaktif olan maddenin elektrot yiizeyine tasmnma
basamaklariin ayni anda olmamasi olayr basitlestirmektedir. Bu tasima sistemleri
arasinda engellenmesi en kolay olan1 go¢ (migrasyon) olayidir. Bunun i¢in ¢alisilan
ortama kolayca iyonlasan bir tuz, elektrokimyasal 6zellikleri incelenen maddeninkinden
cok daha yiliksek derisimlerde ilave edilir. Bu tuza ya da bu tuzu igeren ¢ozeltiye “destek
elektroliti” ad1 verilir. Destek elektrolitinin derisimi incelenen maddenin derisiminden
100 kat daha fazla olmalidir. Miktar tayini ¢alismalarinda ve kinetik incelemelerde
analizi yapilacak maddeleri kolayca ¢ozebilen, uygun pH araligi saglayan ve oldukga

diisiik akim veren ¢ozeltiler destek elektroliti olarak secilmistir.

Deneylerde destek elektroliti olarak 0,1 M H,SO4 ve 0,5 M H,SO,; yaninda
degisik yapida asidik ve bazik tampon ¢Ozeltileri (fosfat, asetat ve Britton-Robinson

tamponlar1) kullanilmistir.

2.5.2.2.2. Tampon Cozeltiler ve Hazirlanislan

Deneylerde siilfiirik asit ¢ozeltileri ve tampon ¢ozelti olarak, asetat, fosfat ve Britton—

Robinson tamponlar1 kullanilmistir.

Asetat tamponu i¢in 1 M asetik asit ¢ozeltisi hazirlanmis ve 5 M NaOH ile
istenen pH degerlerine ayarlanmistir. Bu tamponla pH 3,50 — 5,50 araliginda
calisilmustir.
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0,50 M asetat tampon ¢ozeltisin hazirlanist (pH 4,8): Kullanilan 0,50 M asetat
tampon ¢ozeltisi litresinde 0,2722 g (0,002 mol) sodyum asetat trihidrat ve 0,1154 mL
asetik asit icermektedir. Cozeltinin pH'sinin 4,8 degerine ayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve /
veya 0,1 N HCI ilavesiyle, pH metre ile 6lgiilerek gerceklestirilir. Hazirlaniginda Mili Q
distile su kullanildi. Hazirlandiktan sonra plastik siselerde, buzdolabinda saklandi.
Iyonik kuvveti saglamak icin litresine derisimi 0,02 M olacak sekilde 1,168 g NaCl
eklendi. (Bu tampon 6zellikle dsSDNA ¢alismalari i¢in kullanilmastir.)

Fosfat tamponu i¢in 0,2 M H3PO4, NaH,P0,.2H,0 ve Na;HPO, ve NazPO4
cozeltileri hazirlanmis ve istenen pH’a uygun konjuge baz ¢ozeltileri ile ayarlanmigtir.

Bu tamponla pH 2,00-8,05 araligindaki belli pH degerlerinde ¢aligilmustir.

Britton — Robinson tamponu i¢in; 2,47gram H3BOs, 2,7ml derisik H3PO,4 ve
2,3ml glasiyel CH3COOH igeren 1000 mL ¢ozelti bidistile su kullanilarak hazirlanmig
ve 5,0 M NaOH c¢dzeltisi ile istenen pH degerine ayarlanmistir. Bu tamponla pH 2,20 —
12,01 araliginda ¢alisilmustir.

2.5.2.2.3. Oligoniikleotit Cozeltilerinin Hazirlanisi

Tim oligoniikleotit stok cozeltileri Mili Q distile su ile 1000 pg/mL derisiminde

hazirlandi ve sifir derecenin altinda saklandi.

2.5.2.3. Standart Maddelerin Saflik Verileri

Firmalar tarafindan yollanan analiz sertifikalari sayesinde, firmalardan temin edilen

standartlarin ¢caligmalarimiz yiiriitebilecek 6zellikleri tagidigi goriilmiistiir.
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2.5.3. Deneylerde Kullanilan Yontemler

2.5.3.1. Guanin Sinyali icin Optimum Sartlarin Belirlenmesi

Kullanilan elektrotlarin aktivasyonu, elektrot yiizeyine dsDNA immobilize edilmesi
(tutturulmasi), DNA materyalinin madde ile elektrot yiizeyinde ve/veya ¢ozelti fazinda
etkilesmesinde, mevcut literatiirlerde (Erdem ve Ozsoz, 2001a; Erdem ve Ozsoz, 2001b;

Ozsoz ve ark., 2002) rapor edilen yol asagidaki basamaklarda izlenmistir.

2.5.3.1.1. KGE Yiizeyine immobilize Edilen Farkh Derisimlerdeki dsDNA’ya Ait

Guanin Yiikseltgenme Sinyalinin Tayini

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0,50 M Asetat tamponu (pH 4,8)

icinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karigmayan ortamda aktive edildi.

KGE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yiizeyi aktive edilmis KGE, asetat
tamponu (pH 4,80) i¢inde hazirlanmis olan 0,20 — 10,00 pg/mL arahiginda degisen
derisimlerde dsDNA ¢ozeltisine daldirildi. +0,50 V potansiyel 120 saniye slireyle
karigan ortamda uygulanarak dsDNA elektrot yiizeyine tutturuldu. Yikama islemi asetat
tamponu (pH 4,80) ile gergeklestirildi.

Olgiim: +0,5 V ile +1,40 V arasmda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls
genliginde tarama yapilarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortaminda 6lgiim gergeklestirildi.
+1,00 V civarinda gozlenen guanin bazma ait yiikseltgenme sinyalindeki degisim

incelendi.
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2.5.3.1.2. KGE Yiizeyine Farkh Zamanlarda Immobilize Edilen dsDNA’ya Ait

Guanin Yiikseltgenme Sinyalinin Tayini

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH 4,8)

icinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karigsmayan ortamda aktive edildi.

KGE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yiizeyi aktive edilmis KGE, asetat
tamponu (pH 4,80) i¢inde hazirlanmis olan 2,00 pg/mL derisimde dsDNA ¢ozeltisine
daldirildi. +0,50 V potansiyelde 30-300sn araliginda degisen siirelerde karigan ortamda
uygulanarak dsDNA elektrot yiizeyine tutturuldu. Yikama islemi asetat tamponu (pH
4,8) ile gerceklestirildi.

Olciim: +0,5 V ile +1,40 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls
genliginde tarama yapilarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortaminda 6l¢iim gergeklestirildi.
+1,00 V civarinda gozlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalindeki degisim

incelendi.

2.5.3.1.3. Cozelti Ortamindaki Farkh Derisimlerdeki dsDNA’ya Ait Guanin

Yiikseltgenme Sinyalinin Tayini

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0,50 M asetat tampon ¢ozeltisi

icinde (pH 4,80) +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karismayan ortamda aktive
edildi.

Olgiim: Asetat tamponu igerisinde hazirlanan 0,20 — 10,00 pg/mL degisen
derisimlerdeki dsDNA, 120 saniye dis ortamda karistirildiktan sonra asetat tamponu ile
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+0,50 V ile + 1,40 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde tarama

yapilarak 6l¢tim alind1.

2.5.3.1.4. Cozelti Ortamindaki Farkh Zamanlarda dsDNA’ya Ait Guanin

Yiikseltgenme Sinyalinin Tayini

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0,50 M asetat tampon ¢ozeltisi

icinde (pH 4,80) +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karismayan ortamda aktive
edildi.

Olciim: Asetat tamponu igerisinde hazirlanan 5,00 pg/mL dsDNA dis ortamda 30-
240 sn degisen zamanlarda karistirildiktan sonra asetat tamponu ile +0,50 V ile + 1,40 V
arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde tarama yapilarak 6lgiim

alindi.

2.5.3.2. Efavirenz’in Bos Kalem Grafit Elektrotta Yiikseltgenme Mekanizmasinin
ve dsDNA Modifiye Edilmis Elektrotta Guanin Sinyali Uzerinden ilac-DNA

Etkilesiminin incelenmesi

2.5.3.2.1. Standart Maddelerin Stok Cozeltisi

Bos kalem grafit elektrot ile yapilan deneylerde kullanilan efavirenz 5 mg hassas sekilde
tartilarak, 5 ml metanol igerisinde 1000 pg/mL derisimde stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Hazirlanan degisik derisimlerde ve degisik destek elektrolitleri icerisindeki efavirenz

cozeltilerinde %20 metanol orani siirekli sabit tutulmustur.
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2.5.3.2.2. Voltametrik Yontemin Tabletlere Uygulanmasi

6 adet Stocrin® film tablet hassas olarak tartilmis ve bir havanda ince toz haline
getirilmistir. Bu tozdan 1mg/mL’e esdeger miktarda tam tartilmig ve SmL’lik plastik
tiipte metanol ile tamamlanmistir. Ultrasonik banyoda 45 dakika karigtirilmistir.
Sonunda elde edilen berrak c¢ozeltiden uygun miktarda alinmis ve secilmis destek
elektrolitleri (bos elektrot icin pH 3,00 BRT; dsDNA modifiye edilmis elektrot i¢in pH
4,80 asetat tamponu) ile tiipte gerekli hacime tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin

standart ¢ozeltilerle ayni kosullarda voltamogramlar1 alinmistir.

2.5.3.2.3. Efavirenz icin Yapilan Geri Kazamm Cahsmalan

Tablet icerisindeki katki maddelerinin girisim yapip yapmadigini anlamak amaciyla
tabletlerden geri kazanim c¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla belirli miktarda toz edilmis
tablet (efavirenz miktar1 onceden tayin edilen) ve belirli miktarda saf madde karigimi
belli bir hacimde metanol i¢ginde ¢oziildiikten sonra tabletlere uygulanan islemler aynen
bu ¢ozeltilere de uygulanmus, iistteki berrak ¢cozeltiden kalibrasyon grafigi icerisinde yer
alan bir derisime karsilik gelen hacimde ¢6zelti alinmis ve destek elektroliti ile
seyreltilip voltamogramlar1 kaydedilmistir. Buradan da voltametrik deney sonucunda bu

tartilan saf madde miktarinin ne kadarinin tayin edilebildigi hesaplanmistir.
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2.5.3.2.4. Efavirenz ile dsDNA Etkilesmesinin Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi

ile Elektrokimyasal Olarak incelenmesi

1000 pg/mL efavirenz stok ¢dzeltisi metanol ile hazirlandi. 0,50 M asetat tamponu (pH

4,8) caligma ortamu olarak kullanildi.

2.5.3.2.4.1. KGE Yiizeyine immobilize Edilen dsDNA ile Farkh Derisimde
Efavirenz Etkilesmesinin Guanin Yiikseltgenme Sinyalindeki Degisim

Uzerinden Incelenmesi

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH
4,80) i¢cinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karismayan ortamda aktive edildi.

KGE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yiizeyi aktive edilmis KGE, asetat
tamponu (pH 4,80) i¢inde hazirlanmis olan 2,00 pg/mL derisimde dsDNA ¢ozeltisine
daldirildi. +0,50 V potansiyel 240 saniye siireyle karisan ortamda uygulanarak dsDNA
elektrot ylizeyine tutturuldu. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gergeklestirildi.

Efavirenz’ in dsDNA ile etkilesimi: dsDNA immobilize edilmis KGE, potansiyel
uygulanmaksizin asetat tamponu (pH 4,80) icerisinde 2,00 — 32,00 pug/mL araliginda
degisen derisimlerde hazirlanan efavirenz ile 120 saniye silireyle karisan ortamda

etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gergeklestirildi.

Ol¢iim: +0,5 V ile +1,40 V arasmda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls
genliginde tarama yapilarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortaminda 6lgiim gergeklestirildi.
+1,00 V civarinda gozlenen guanin bazma ait yilikseltgenme sinyalindeki degisim

incelendi.
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2.5.3.2.4.2. Elektroda Tutturulmus dsDNA’nin Efavirenz ile Zamana Gore

Etkilesmesinin Incelenmesi

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH 4,8)

icinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karismayan ortamda aktive edildi.

KGE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yiizeyi aktive edilmis KGE, asetat
tamponu (pH 4,80) i¢inde hazirlanmis olan 2,00 pg/mL derisimde dsDNA ¢ozeltisine
daldirildi. +0,50 V potansiyel 240 saniye siireyle karisan ortamda uygulanarak dsDNA
elektrot yiizeyine tutturuldu. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gergeklestirildi.

Efavirenz’ in dsDNA ile etkilesimi: dsSDNA immobilize edilmis KGE, potansiyel
uygulanmaksizin asetat tamponu (pH 4,8) igerisinde 24,00 ng/mL derisimde hazirlanan
efavirenz ile 30 — 300 saniye arasinda degisen siirelerde, karisan ortamda etkilestirildi.

Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,8) ile gerceklestirildi.

Olciim: +0,50 V ile +1,40 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls
genliginde tarama yapilarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortaminda 6l¢iim gergeklestirildi.
+1,00 V civarinda gozlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalindeki degisim

incelendi.
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2.5.3.3. Loprolid’in Bos Kalem Grafit Elektrotta Yiikseltgenme Mekanizmasinin ve
dsDNA Modifiye Edilmis Elektrotta ve Cozelti Ortaminda Guanin Sinyali

Uzerinden Ilac-DNA Etkilesiminin Incelenmesi

2.5.3.3.1.Standart Maddenin Stok Cozeltisi

Bos kalem grafit elektrot ile yapilan deneylerde kullanilan I6prolid S5Smg hassas sekilde
tartilarak, 10ml saf su i¢erisinde 500pug/mL derisimde stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.

2.5.3.3.2. Voltametrik Yonteminlerin Enjeksiyon Cozeltisine Uygulanmasi

Lucrin® hazir farmasétik preparatindan 1mg/mL’e esdeger miktarda 6lgiilii alip 5mL’lik
plastik tiipte saf su ile tamamlanmistir. Ultrasonik banyoda 10 dakika karistirilmistir.
Sonunda elde edilen berrak cozeltiden uygun miktarda alimmis ve secilmis destek
elektroliti (bos elektrot i¢cin pH 2,00 BRT; dsDNA modifiye edilmis elektrot i¢in pH
4,80 Asetat tamponu) ile tlipte gerekli hacime tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin

standart ¢ozeltilerle ayni kosullarda voltamogramlar1 alinmastir.

2.5.3.3.3. Loprolid i¢in Yapilan Geri Kazanim Cahsmalan

Enjeksiyonluk ¢ozelti igerisindeki katki maddelerinin girisim yapip yapmadigini
anlamak amaciyla enjeksiyonluk preparatlardan geri kazanim ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu
amacla belirli miktarda enjeksiyonluk c¢ozeltisi ve belirli miktarda saf madde karisimi
belli bir hacimde distile su i¢inde ¢oziildiikten sonra enjeksiyonluk ¢ozeltilere uygulanan

islemler aynen bu c¢ozeltilere de uygulanmus, istteki berrak ¢ozeltiden kalibrasyon
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grafigi igerisinde yer alan bir derisime karsilik gelen hacimde ¢ozelti alinmis ve destek
elektroliti ile seyreltilip voltamogramlar1 kaydedilmistir. Buradan da voltametrik deney
sonucunda bu tartilan saf madde miktarinin ne kadarmin tayin edilebildigi

hesaplanmistir.

2.5.3.3.4. Loprolid ile dsDNA Etkilesmesinin Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi

ile Elektrokimyasal Olarak Incelenmesi

1000 ug/mL 16prolid stok ¢6zeltisi saf su ile hazirlandi. 0,50 M asetat tamponu (pH 4,8)

calisma ortami olarak kullanildi.

2.53.3.41. KGE Yiizeyine immobilize Edilen dsDNA ile Farkh Derisimlerde
Loprolid Etkilesmesinin Guanin Yiikseltgenme Sinyalindeki Degisim

Uzerinden Incelenmesi

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH
4,80) i¢inde +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karismayan ortamda aktive edildi.

KGE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yiizeyi aktive edilmis KGE, asetat
tamponu (pH 4,80) i¢inde hazirlanmis olan 2,00 pg/mL derisimde dsDNA ¢ozeltisine
daldirildi. +0,50 V potansiyel 240 saniye siireyle karisan ortamda uygulanarak dsDNA
elektrot yiizeyine tutturuldu. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gergeklestirildi.

Loprolid’in dsDNA ile etkilesimi: dSDNA immobilize edilmis KGE, potansiyel
uygulanmaksizimn asetat tamponu (pH 4,80) igerisinde 0,2-10,0 pg/mL araliginda degisen
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derisimlerde hazirlanan I6prolid ile 60 saniye siireyle karisan ortamda etkilestirildi.

Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,8) ile ger¢eklestirildi.

Olgiim: +0,5 V ile +1,40 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls
genliginde tarama yapilarak, asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda 6l¢iim gergeklestirildi.
+1,00 V civarinda gozlenen guanin bazina ait yilikseltgenme sinyalindeki degisim

incelendi.

2.5.3.3.4.2. Elektroda Tutturulmus dsDNA’nin Loprolid ile Zamana Gore

Etkilesmesinin Incelenmesi

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH 4,8)

icinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karismayan ortamda aktive edildi.

KGE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yiizeyi aktive edilmis KGE, asetat
tamponu (pH 4,80) i¢inde hazirlanmis olan 2,00 pg/mL derisimde dsDNA ¢ozeltisine
daldirildi. +0,50 V potansiyel 240 saniye siireyle karisan ortamda uygulanarak dsDNA
elektrot ylizeyine tutturuldu. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gergeklestirildi.

Loprolid’ in dsDNA ile etkilesimi: dSDNA immobilize edilmis KGE, potansiyel
uygulanmaksizin asetat tamponu (pH 4,80) igerisinde 6,00 ug/mL derisimde hazirlanan
I6prolid ile 30-360 saniye arasinda degisen siirelerde, karisan ortamda etkilestirildi.

Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gergeklestirildi.

Olgiim: +0,5 V ile +1,40 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls
genliginde tarama yapilarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortaminda 6l¢iim gergeklestirildi.
+1,00 V civarinda gozlenen guanin bazma ait yilikseltgenme sinyalindeki degisim

incelendi.
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2.5.3.3.4.3. Loprolid ile dsDNA’ nin Cozelti Ortaminda Etkilesmesinin Guanin

Yiikseltgenme Sinyali Uzerinden Incelenmesi

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH
4,80) i¢inde +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karigmayan ortamda aktive edildi.

Loprolid ile dsDNA’ nmin ¢ozelti fazinda etkilesimi: Asetat tamponu (pH 4,80)
ile hazirlanan 5,00 pg/mL dsDNA ¢ozeltisi igerisine degisen derisimlerde 16prolid ilave
edildi ve 120 saniye dig ortamda karistirilarak etkilestirildi.

Olgiim: +0,5 V ile +1,40 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls
genliginde tarama yapilarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortaminda karigimin 6lgtimii
gerceklestirildi. +1,00 V civarinda gozlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalindeki

degisim incelendi.

2.5.3.4. Fulvestrant’in Bor ile Dope Edilmis Elmas Elektrotta Yiikseltgenme
Mekanizmasinin ve dsDNA Modifiye Edilmis Kalem Elektrotta Guanin

Sinyali Uzerinden Ilac-DNA Etkilesiminin Incelenmesi

2.5.3.4.1. Standart Maddelerin Stok Cozeltisi

Bor ile dope edilmis elmas elektrot ile yapilan deneylerde kullanilan fulvestrant hassas
sekilde tartilarak, asetonitril icerisinde 1x10°M derisimde stok ¢ozeltileri hazirlanmustir.
Hazirlanan degisik derisimlerde ve degisik destek elektrolitleri icerisindeki fulvestrant

¢ozeltilerinde %30 asetonitril orani siirekli sabit tutulmustur.
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2.5.3.4.2. Voltametrik Yontemin Enjeksiyonluk Preparatlara Uygulanmasi

Faslodex® 250mg/5mL farmasotik prepatindan 1x10>M (bor ile dope edilmis elmas
elektrot icin) ve 0,5mg/mL (kalem grafit elektrot icin)’e esdeger miktarda olgiiliip
almmis ve 10mL’lik plastik tlipte asetonitril (BDEE elektrot igin) veya etanol (KGE
icin) ile tamamlanmistir. Ultrasonik banyoda 15 dakika karistirilmistir. Sonunda elde
edilen berrak ¢Ozeltiden uygun miktarda almmus ve se¢ilmis destek elektroliti (bos
BDEE elektrot i¢in 0,1 M H,SO4; dsDNA modifiye edilmis KG elektrot i¢in pH 4,80
asetat tamponu) ile tiipte gerekli hacime tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerin standart

cozeltilerle ayn1 kosullarda voltamogramlar1 alinmistir.

2.5.3.4.3. Fulvestrant icin Yapilan Geri Kazanmim Calismalar:

Enjeksiyonluk preparat igerisindeki katki maddelerinin girisim yapip yapmadigini
anlamak amaciyla enjeksiyonluk preparattan geri kazanim c¢aligmalar1 yapilmistir. Bu
amagla belirli miktarda enjeksiyonluk preparat (fulvestrant miktar1 6nceden tayin edilen)
ve belirli miktarda saf madde karisimi belli bir hacimde asetonitril veya etanol iginde
¢oOziildiikten sonra enjeksiyonluk preparata uygulanan islemler aynen bu ¢ozeltilere de
uygulanmus, tistteki berrak ¢cozeltiden kalibrasyon grafigi igerisinde yer alan bir derisime
karsilik gelen hacimde c¢ozelti alinmis ve destek elektroliti ile seyreltilip
voltamogramlar1 kaydedilmistir. Buradan da voltametrik deney sonucunda bu dlgiilen

saf madde miktarinin ne kadarinin tayin edilebildigi hesaplanmastir.
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2.5.3.4.4. Fulvestrant Serum Stok Cozeltisi

Bunun i¢in, 10 ml’lik agz1 kapakli santrifiij tiipiine 3,2 ml insan serumu konulur. Insan
serumu tizerine, 1x10? M’lik standart maddenin stok ¢dzeltisinden toplam hacimde 107
M olacak sekilde fulvestrant ilave edilir. Uzerine 4,8 ml asetonitril ilave edilerek serum
proteinleri ¢oktiiriiliir. Cozeltinin iyice karigmasi ve fulvestrant ile serum numunesinin
tyice etkilesmesini saglamak i¢in 30 dk siireyle ultrasonik banyoda karistirilir. Daha
sonra 5000 rpm’de 20 dk siireyle santrifiij edilir, boylece serum proteinlerinin ¢okmesi
saglanir. Ustteki berrak ¢dzeltiden (10° M’lik serum stogundan) gerekli miktarlarda
(1ml ) alinarak hacim 10 m1’ye destek elektroliti ile tamamlanir (10™ M’lik serum stogu
elde edilir) ve deney hiicresine alinir. DPV egrileri standart fulvestrant egrileri gibi
kaydedilir. Caligmalarin sonunda elde edilen kalibrasyon egrilerinden yararlanarak insan
serumundan (herhangi bir ila¢ kullanmayan ve onaylar1 alinmis saglikli kisilerden alinan

serumdan) fulvestrant’1 geri kazanmak i¢in yiizde geri kazanim ¢aligmalar1 yapilmistir.

2.5.3.4.5. Fulvestrant ile dsDNA Etkilesmesinin Diferansiyel Puls Voltametri

Teknigi ile Elektrokimyasal Olarak Incelenmesi

1000 pg/mL fulvestrant stok ¢ozeltisi etanol ile hazirlandi. 0,50 M asetat tamponu (pH
4,80) calisma ortami olarak kullanildi. Hazirlanan degisik derisimlerde ve degisik destek
elektrolitleri igerisindeki fulvestrant cozeltilerinde %30 etanol orani siirekli sabit

tutulmustur.
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2.5.3.4.5.1. KGE Yiizeyine Immobilize Edilen dsDNA ile Farkh Derisimlerde
Fulvestrant Etkilesmesinin Guanin Yiikseltgenme Sinyalindeki Degisim

Uzerinden Incelenmesi

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH
4,80) i¢cinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karigmayan ortamda aktive edildi.

KGE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yiizeyi aktive edilmis KGE, asetat
tamponu (pH 4,80) i¢inde hazirlanmis olan 2,00 pg/mL derisimde dsDNA ¢ozeltisine
daldirildi. +0,50 V potansiyel 240 saniye siireyle karisan ortamda uygulanarak dsDNA
elektrot ylizeyine tutturuldu. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gergeklestirildi.

Fulvestrant’in dsDNA ile etkilesimi: dsDNA immobilize edilmis KGE,
potansiyel uygulanmaksizin asetat tamponu (pH 4,80) icerisinde 5,00-40,00 pg/mL
degisen derisimlerde hazirlanan fulvestrant ile 120 saniye siireyle karisan ortamda

etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gergeklestirildi.

Olciim: +0,5 V ile +1,40 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls
genliginde tarama yapilarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortaminda 6l¢iim gergeklestirildi.
+1,00 V civarinda gozlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalindeki deg§isim

incelendi.
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2.5.3.4.5.1. Elektroda Tutturulmus dsDNA’nin Fulvestrant ile Zamana Gore

Etkilesmesinin Incelenmesi

KGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0,50 M asetat tamponu (pH
4,80) i¢cinde +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karigmayan ortamda aktive edildi.

KGE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Yiizeyi aktive edilmis KGE, asetat
tamponu (pH 4,80) i¢inde hazirlanmis olan 2,00 pg/mL derisimde dsDNA ¢ozeltisine
daldirildi. +0,50 V potansiyel 240 saniye siireyle karisan ortamda uygulanarak dsDNA
elektrot ylizeyine tutturuldu. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gergeklestirildi.

Fulvestrant’in dsDNA ile etkilesimi: dsDNA immobilize edilmis KGE,
potansiyel uygulanmaksizin asetat tamponu (pH 4,80) igerisinde 10,00 ug/mL derisimde
hazirlanan fulvestrant ile 30-420 saniye arasinda degisen siirelerde, karisan ortamda

etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,80) ile gergeklestirildi.

Olciim: +0,5 V ile +1,40 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls
genliginde tarama yapilarak, asetat tamponu (pH 4,80) ortaminda 6l¢iim gergeklestirildi.
+1,00 V civarinda gozlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalindeki degisim

incelendi.
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3. BULGULAR

3.1. dsDNA’nmin Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi ile Elektrotta ve Cozelti
Ortaminda Yiikseltgenme Sinyallerine Ait Bulgular

3.1.1.KGE Yiizeyine immobilize Edilen Farkh Derisimlerdeki dsDNA’nin Guanin

Yiikseltgenme Sinyalindeki Degisim Uzerinden incelenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.5.3.1.1. de anlatilan yol izlenerek yapilan ¢alismada, tek kullanimlik kalem
grafit elektrotta, 0,20-10,00 pug/mL derisim araligindaki dsDNA’nin, diferansiyel puls
voltametri  teknigi ile guanin sinyali {izerinden elektrokimyasal tayini
gerceklestirilmistir. Her bir derisim i¢in ardisik tiger Olgtim almmustir. Elde edilen
diferansiyel puls voltamogramlar1 sekil 3.1.°de ve dagilim grafigi sekil 3.2 de

gosterilmistir. Olgiimlerin standart hatalar1 dagilim grafigi {izerinde goriilmektedir.
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dsDNA derigimi (ug/mL)

Sekil 3.2. 0,20; 0,50; 1,00; 2,00; 3,00; 5,00; 10,00 pg/mL derisimlerdeki dSDNA’ ya ait
guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiyiikliikleri.

T
0 2
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0,20 — 10,00 pg/mL derisim araliginda optimum c¢aligma derisimi sinyalin yliksek
oldugu, 2,00 ug/mL olarak belirlenmistir.

2,00 pg/mL derisimdeki dsSDNA’ nin ortalamasi 1,02 pA ve bagil standart sapmasi
(BSS) % 3,81 (n=3) olan anlaml1 bir sinyal elde edilmistir.

3.1.2. KGE Yiizeyine Farkh Zamanlarda immobilize Edilen dsDNA’nin Guanin

Yiikseltgenme Sinyalindeki Degisim Uzerinden Incelenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.5.3.1.2. de anlatilan yol izlenerek yapilan ¢alismada, tek kullanimlik kalem
elektrotta, 2,00 pg/mL derisimdeki dsSDNA’nin, diferansiyel puls voltametri teknigi ile
350 rpm’de karistirma siiresi 30—-300 sn arasinda arttirilmistir. Her bir karistirma siiresi
icin ardisik iicer Slglim almmustir. Elde edilen diferansiyel puls voltamogramlar: sekil
3.3.’de ve dagilim grafigi sekil 3.4’de gosterilmistir. Olgiimlerin standart hatalar:

dagilim grafigi iizerinde gériillmektedir.

0.12x10° 1

0.10x10° |

0.07x10° 1

0.05x10° -

Akim, A

0.02x10° -

'0.00X105 I ] \‘ I ] I ] I ] I ] I ]
083% 0885 093% 098 1035 1085 1135 1185

Potansiyel, mV

Sekil 3.3. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 2,00 pg/mL dsDNA’nm farkli karigtirma
hizlarindaki guanin yiikseltgenme sinyallerinin AASDPV egrileri a) 30 sn;
b) 60 sn; ¢) 120 sn; d) 240 sn; e) 300 sn
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Sekil 3.4. 2,00pug/mL dsDNA’nin 30; 60; 90; 120; 180; 240; 300 saniye degisen
stirelerde karistirilmasina ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama
biiytikliikleri.

30-300 saniye degisen zaman araliginda optimum calisma siiresi 240 sn olarak
belirlenmistir.

2,00 pg/mL derisimde dsDNA’nin 240sn karistrma siiresinde elde edilen
akimlarmnin ortalamas1 1,20 pA ve bagil standart sapmasi1 (BSS) % 1,91 (n=3) olan

anlamli bir sinyal elde edilmistir.

3.1.3. Cozelti Ortaminda Farkh Derisimlerdeki dsDNA’ ya ait Guanin

Yiikseltgenme Sinyaline Ait Bulgular

Boliim 2.5.3.1.3. de anlatilan yol izlenerek yapilan ¢aligmada, tek kullanimhik kalem grafit
elektrot (KGE) ile ¢ozelti ortamindaki, 0,20-10,00 pg/mL derisim arah@gindaki dsDNA’ nn,

diferansiyel puls voltametri teknigi ile elektrokimyasal tayini gergeklestirilmistir. Her bir
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derisim i¢in ardigik ticer Olgiim alnmustir. Elde edilen diferansiyel puls voltamogramlari
sekil 3.5.’de ve dagilim grafigi sekil 3.6’ da gosterilmistir. Olgiimlerin standart hatalar

dagilim grafigi iizerinde goriilmektedir.

0.10x10° 4

0.07x10° |

0.05x10°

Akim, A

0.02x10°

0.00105 ——
0830 0880

] \ \ \ \
0930 0980 1030 1080 1130 1180

Potansiyel, mV

Sekil 3.5. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde dsDNA’nin bazi derisimlerdeki
guanin yiikseltgenme sinyallerinin AASDPV egrileri a) 0,20 pg/mL;
b) 1,00 pg/mL; ¢) 3,00 pg/mL; d) 5,00 pg/mL; ¢) 10,00ug/mL
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Sekil 3.6. 0,20; 0,50; 1,00; 2,00; 3,00; 5,00; 10,00 pg/mL derisimlerdeki dSDNA’ ya ait
guanin ylikseltgenme sinyallerinin ortalama biiyiiklikleri.

0,20 — 10,00 pg/mL derisim araliginda optimum caligma derisimi olarak 5,00
pg/mkL olarak belirlenmistir.

5,00 pg/mL derisimdeki dsDNA’dan ortalamasi 1,01 pA ve bagil standart
sapmast (BSS) %]1,14 (n=3) olan anlaml bir sinyal elde edilmistir.

3.1.4. Cozelti Ortaminda Farkh Zamanlarda dsDNA’ya Ait Guanin Yiikseltgenme

Sinyalindeki Degisim Uzerinden Incelenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.5.3.1.4. de anlatilan yol izlenerek yapilan caligmada, tek kullanimlik kalem
elektrotta, 5,00ng/mL derisimdeki dsDNA’nin, diferansiyel puls voltametri teknigi ile
350rpm’de karistirma siiresi 30-240sn arasinda arttirtlmistir. Her bir karigtirma siiresi

icin ardisik iicer 6lglim alinmistir. Elde edilen diferansiyel puls voltamogramlar1 sekil
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3.7°de ve dagilm grafigi sekil 3.8’ de gosterilmistir. Olgiimlerin standart hatalari

dagilim grafigi iizerinde goriillmektedir.

0.00x0° -

0.07x0° -

0.04x10°
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Sekil 3.7. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 5,00 pg/mL dsDNA’nin farkh karigtirma
hizlarindaki guanin ylikseltgenme sinyallerinin AASDPV egrileri a) 60 sn;
b) 120 sn; ¢) 180 sn; d) 300 sn
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Sekil 3.8. 5,00ug/mL dsDNA ile farkl siirelerde (30; 60; 90; 120; 180; 240 s)
karistirilmasina ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiytiklikleri
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30 — 300 saniye zaman araliginda optimum bekletme siiresi 120sn olarak
belirlenmistir.

5,00 pg/mL derisimdeki dsDNA’nin 120sn karigtirma siiresinde ortalamasi 1,02
LA ve bagil standart sapmasi (BSS) %1,75 (n=3) olan anlamli bir sinyal elde edilmistir.

3.2. Efavirenz Uzerindeki incelemeler

Calisma maddesi olarak segilen efavirenz iizerinde doniisimlii voltametri (DV),
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknikleri kullanilarak degisik ortamlarda ve pH

degerlerinde kapsamli calismalar yapilmistir.

AUTOLAB 30 elektrokimyasal analizorii, kalem grafit ¢calisma elektrodu, platin
tel yardimci elektrot ve Ag/AgCl referans elektrot (MF 2052) deneylerin tamaminda

kullanilmstir.

Diferansiyel puls voltametrisi tekniginde en uygun ortami secgebilmek i¢in pH
2,00-12,00 arasindaki Britton-Robinson (BR) tamponuyla elektrokimyasal davranisi
yiikseltgenme yoniinde incelenmistir. Deneylerde analitik amaglar i¢in en uygun ortamin

pH 3,00 BRT oldugu saptanmustir.

Yukaridaki pH ve ortamda, saf maddenin davramisi degisen hizlarda
incelendikten sonra ticari tabletler tizerindeki uygulamaya ge¢ilmis ve bu amagla Merck
Sharp & Dohme ilag firmasindan temin edilen ve her biri 600 mg efavirenz igeren
Stocrin® adli ilagtan Ornekler almip tabletlerden miktar tayini ve % geri kazanim

deneyleri yapilmistir.
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3.2.1. Efavirenz Uzerindeki Voltametrik Calismalar

Efavirenz’in voltametrik incelemesi, kalem grafit elektrot ile diferansiyel puls

voltametrisi (DPV) ve doniigiimlii voltametri (DV) teknikleri kullanilarak yapilmistir.

3.2.1.1. Efavirenz’in BR Tampon Céozeltileri I¢erisinde Yapilan Diferansiyel Puls

Voltametri Cahsmalar

Efavirenz’in BR tamponlar1 igerisindeki elektrokimyasal davraniglarimi incelemek i¢in
pH 2,00; 3,03; 4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 8,03; 9,00; 10,00; 11,00; 12,00 BR tampon
cozeltileri kullanilmistir. pH incelemelerinde 2,00pg/mL derisimde, %20 metanollii
ortamda c¢aligilmistir. Bu ortamlarda pH taramasi yapilarak analitik degerlendirmeler
icin uygun kosullarin saptanmasi ve destek elektrolitinin cinsinin ve pH’min reaksiyon

iizerinde etkisinin arastirilmasi1 amag¢lanmaistir.

2,00pg/mL derigimi ile pH 2,00-12,00 BR tamponlarindaki voltamogramlar1
Sekil 3.9a ve 3.9b’de goriilmektedir.

pH 2,00°de pik 1444 mV’da goézlenirken pH arttikga bu pikin daha az pozitif
potansiyellere kaydigi saptanmustir. pH 2,00-12,00 arasindaki potansiyeller degerleri
Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.9a. 2,00png/mL efavirenz’in pH 2,00 — 6,00 aras1 BR tamponlar1 igerisindeki
voltamogramlar1. a) pH 2,00; b) pH 3,00; ¢) pH 4,00; d) pH 5,00;
e) pH 6,00.
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Sekil 3.9b. 2,00pg/mL efavirenz’in pH 7,00 — 10,00 aras1 BR tamponlar1 igerisindeki
voltamogramlar1. a) pH 7,00 b) pH 8,00; ¢) pH 9,00; d) pH 10,00.
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Cizelge 3.1. BRT c¢ozeltileri i¢erisinde kaydedilen 2,00png/mL efavirenz’in degisik pH
degerlerinde DPV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik
potansiyeli degerleri.

pH Pik Potansiyeli Pik Akimi1

(mV) (nA)
1,93 1444 264
3,00 1389 2,29
4,00 1365 1,48
5,00 1270 0,86
6,00 1166 1,64
7,00 1119 1,00
8,00 1079 0,55
9,00 992 0,86
10,00 936 0,39
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3.2.1.2. Efavirenz’in BR Tampon Cézeltileri i¢erisinde Yapilan Déniisiimlii

Voltametri Cahismalan

pH 3,00 BRT igerisinde 30,00ug/mL efavirenz iceren ¢dzeltinin alt1 devirli
voltamogrami kalem grafit elektrot ile 100mVs * hizla ¢izdirilmistir (Sekil 3.10). ilk
devirde anodik yonde efavirenz’in 1400mV civarinda (Ox;) yiikseltgenme pikinin ve
katodik yonde 630mV civarinda kiigiik bir indirgenme pikinin olustugu gézlenmistir. 2.
devirde, 700mV (Ox;)’da ve 1040mV (Ox3)’da iki kiigiik anodik pik belirmistir. Bu yeni

pikler efavirenzin birinci devirde yiikseltgenmesinden sonra gozlenmistir.
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0.24 0.01 0.26 0.51 0.76 1.01 1.26
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Sekil 3.10. pH 3,00 BRT igerisinde 30,00pg/mL efavirenz igeren ¢dzeltinin alt1 devirli

doniisiimlii voltamogramu (a); 2. ve daha biiylik devirlerde goriilen ilave
akimlar (b)
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Akim degerinin en yiiksek okundugu 3,00 BRT ¢ozeltisi i¢inde 30,00pg/mL
efavirenz’in degisik tarama hizlarindaki egrileri 5-1000mVs* araliginda kaydedilmistir.
Bu deneylerden elde edilen sonuglara bakildigi zaman 5-100mVs* araligimda hizin
karekokii ile akimm dogrusal olarak arttigi ve potansiyelin 5-100mVs ™' arahiginda
146mV kaydigi saptanmistir. Bu deneylerden elde edilen veriler Cizelge 3.2°de

gosterilmistir. Bu deneylere ait voltamogram da Sekil 3.11a ve b’de verilmistir.

Cizelge 3.2. 30,00pug/mL efavirenz’in pH 3,00 BRT ¢ozeltisi icerisinde 5-1000mVs
tarama hizlar1 arasinda elde edilen potansiyel (Ep) ve akim (ip) degerleri.

Tarama hizi 1 ] ]

(Vs ) v ip (LA) Ep (mV) logv logip
5 2,236 34,3 1423 0,699 1,54

10 3,162 28,3 1409 1 1,45
25 5 27,4 1377 1,398 1,44
50 7,071 21,1 1389 1,699 1,32
75 8,660 13,5 1357 1,875 1,13
100 10 9,94 1389 2 1,00
250 15,811 7,66 1348 2,398 0,88
500 22,360 5,03 1340 2,699 0,70
750 217,386 2,06 1292 2,875 0,31
1000 31,623 1,15 1277 3 0,06
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Sekil 3.11. 30,00pug/mL efavirenz’in 3,00BRT igerisinde A) 5 — 75 mVs™ ; B) 100 —
1000 mVs™ tarama hizlarinda elde edilen déniisiimlii voltamogramlart. 1) 5 ;
2) 10 ; 3) 25 ; 4) 50 ; 5) 75; 6) 100; 7) 250; 8) 500; 9) 750; 10) 1000 mVs™

Egrilerde geri doniis pikinin olmamasi ve hizla birlikte pik potansiyelinin kaymasi

reaksiyonun geri doniisimsiiz oldugunu gostermektedir.
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v e

Hizin akim ile dogrusal olarak degistigi 5 — 100mVs™ tarama hizlarinda gerekli

hesaplamalar yapildig1 zaman dogru denklemi;

ip (nA) = 0,125 v (mVs™) + 1,06 r=0,994 (n=6)

olarak bulunmustur.

Elde edilen bu dogrusallik da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu
gostermektedir (Sekil 3.12.a). Ayn1 hiz araligindaki logv — log 1 grafigi (Sekil 3.12.b) ve
denklemi incelenince bulunan egim degerinin 0,81 olmasi reaksiyonun adsorpsiyon
kontrollii oldugunu géstermektedir (Laviron ve ark., 1980; Greef ve ark., 1990).

Elde edilen dogru denklemi;

log ip (uA) = 0,81 log v (mVs™) —0,49 r=0,997 (n=6)
(Saf diflizyon kontrollii oldugu zaman ve ¢ozeltinin bu madde i¢in ideal oldugu

durumlarda egim 0,5 , saf adsorbsiyon kontrollii oldugu zaman ve kullanilan elektrodun

o olay i¢in ideal oldugu durumlarda 1 olur) (Laviron, 1980)
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Sekil.3.12. 30,00pg/mL efavirenz’in 3,00BRT igerisinde 5 — 1000 mVs™ tarama
hizlarinda elde edilen DV’lara ait a) v — ip ve b) logv — log i grafikleri
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pH’1n potansiyel ve pik akimina etkisini daha rahat gorebilmek i¢in biitiin pH’lar1
ve ortamlar1 bir arada gosteren (Pik potansiyeli - pH) Ep-pH, (Pik akimi - pH) Ip-pH
egrileri Sekil 3.13a, 3.13b’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.13. 2,00 ug/mL efavirenz’e ait Ep — pH (a) , Ip — pH (b) egrileri.
(o) : BRT
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Diferansiyel puls voltametri teknigiyle biitiin pH ¢ozeltilerinde, dogrusallik elde
edildigi goriilmiistiir. Sekil 3.13’den de anlasilacag: gibi pH 10,00’ a kadar dogrusallik
elde edilmistir (Cizelge 3.1).

Bu Cizelge degerlerine gore;

Ep(mV) = 1584 — 65.25pH (r:0.996) (n=9) “dir.

3.2.1.3. Gelistirilen Voltametrik Yontemlerle Yapilan Analiz Calismalar

Adsorpsiyon kontrollii olan ve daha hassas bir teknik olan adsorptif siyirma voltametrik
yontemlerinin uygulanmasina imkan taniyan efavirenz ile ilgili voltametrik bir
calismaya literatiirlerde rastlanmadi. Adsorptif siyrma voltametrisi ile miktar tayini

calismalar1 gerceklestirilmistir.

Elektrot yiizeyinde etken maddenin birikmesi elektrolitik olarak degil, fiziksel
adsorbsiyonla meydana gelmistir. Yeterince etken madde biriktirdikten sonra, birikmis

madde AdSDPYV teknigi kullanilarak analiz edilmistir.

Oncelikle elektrokimyasal 6n biriktirme basamaginda pik akiminin en iyi oldugu,
potansiyeli ve zamani se¢mek icin sartlar optimize edilmistir (Cizelge 3.3) (Sekil 3.14a
ve 3.14b). Pik akimmin en iyi oldugu potansiyeli secerken 2,00pug/mL derisimdeki
AdSDPV igin 60sn biriktirme siiresi uygulanmistir. En uygun potansiyeli 700mV olarak

belirledikten sonra, bu potansiyelde en uygun zamani 300sn olarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.3. 2,00png/mL efavirenz’in % 20 metanollii pH 3,00 BRT i¢erisinde AASDPV
yontemi ile potansiyel ve zamana gore akimdaki degisiklik

Potansiyel (mV) | Akmm(pA) | Zaman (sn) Akim(pA)

0 4,32 30 2,86
200 5,25 60 5,72
400 5,10 120 6,34
500 4,90 180 8,12
600 5,56 240 11,00
700 6,55 300 12,00
800 5,97 360 9,17
900 513 420 8,49
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Sekil 3.14. AASDPV teknigiyle 2,00png/mL efavirenz’in %20 metanollii pH 3,00 BRT
¢ozeltisi igerisinde a) ip (LA) — Ep (Biriktirme Potansiyeli) b) i, (nA) —t
(dk) (Biriktirme Zamani) grafikleri.
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Sekil 3.14°den de anlasilabilecegi gibi bu sonuglarla elektrokimyasal 6n biriktirme
basamagindaki sartlar1 optimize edilmis oldu. Buna gére 700mV’da 300sn bekletilerek
akimin en biiyiik oldugu sartlar saglanmis oldu. Sartlar optimize edildikten sonra
elektrot iizerinde birikmis olan madde AdSDPV teknigi kullanilarak tayin edilmistir.
Efavirenz’in voltametrik analizi i¢in gelistirilen AASDPV yontemi, en yiiksek akimin ve
en keskin pik seklinin elde edildigi pH 3,00 BRT igerisine uygulanmistir. pH 3,00 BRT
¢ozeltisi i¢inde 0,018 — 2,56 pg/mL derisim araliginda elde edilen AASDPV egrilerinden

bazi sec¢ilmis derisimler Sekil 3.15°de verilmistir.

Efavirenz’in derisiminin pik akimi iizerine etkisi i¢in optimum kosullar % 20
metanollii ortamda pH 3,00 BRT iceren c¢ozeltisinde diferansiyel puls siyirma
voltametrisi kulanilarak elde edilmistir. Cizelge 3.4’de efavirenz derisimleri (C) ve
AdSDPYV i¢in +1,34V’da karsilik gelen pik akimi degerleri (ip) verilmistir. Bu degerlere
gore 0,018 — 2,56 pug/mL derisim araliginda derisim-pik akimi arasinda r = 0,999
korelasyon katsayist ile AASDPV i¢in ip(nA) = 2,89 C(M) + 0,601 esitliklerine uyan
dogrusal iligki bulunmaktadir (Sekil 3.16). Bu sonuglara dayanarak, kalem grafit elektrot
ile AASDPV teknikleri kullanilarak efavirenz’in ticari preparatindan miktar tayininin

yapilabilecegine karar verilmistir.
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Sekil 3.15. pH 3,00 BRT igerisinde efavirenz’in bazi derisimlerdeki AASDPV egrileri
(a) destek ; (b) 0,08 pg/mL; (¢) 0,16 ug/mL ; (d) 0,32 pg/mL

10

Akim, pA

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0
Derisim, ug/mL

Sekil 3.16. 0,018 — 2,56 pg/mL derisim araliginda pH 3,00 BRT igerisinde efavirenz’in
(%20 metanollii ortam) AdSDPYV teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.4. pH 3,00 BRT icerisinde efavirenz i¢in (%20 metanollii ortam) elde edilen
derisim-pik akimu iliskisine ait analiz sonuglar1

Derigim (png/mL) Akim (pA)
0,0179 0,399
0,0238 0,481
0,0400 0,693
0,0800 0,982
0,1600 1,270
0,3200 1,660
0,6400 2,530
1,2800 4,200
2,5600 8,010

Cizelge 3.4’deki AASDPV teknigi ile elde edilen verileri kullanarak lineer regresyon

Cizelge 3.5’de gosterilmistir.
Cizelge 3.5°de verilen yakalama (Y AS) ve tayin alt (TAS) smuirlari;
YAS =3s/m; TAS =10 s/m
formiillerinden bulunmustur (Riley ve Rosanske, 1996; Swartz ve Krull, 1997)

Bu formiillerde s, en diisiik derisimin bir iist derisiminde 3 adet tekrarlanan sonucun

standart sapmasi, m ise ilgili kalibrasyon egrisine ait egim degeridir.
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Cizelge 3.5. pH 3,00 BRT igerisinde efavirenz i¢in AASDPV teknikleri ile elde edilen
kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi sonuglar1 ve gerekli validasyon
parametreleri.

AdSDPV
Ol¢iim Yapilan Potansiyel (V) 1,34
Potansiyelin giin i¢i tekrarlanabilirligi (%BSS) 0,35
Potansiyelin giinler aras1 tekrarlanabilirligi (%BSS) 0,60
Dogrusallik araligr (pg/mL) 0,018 — 2,56

Egim (nA.M™) 2,89

Kesigim (nA) 0,601

Korelasyon Katsayisi 0,999

Egimin standart hatasi 0,0701

Kesigimin standart hatasi 0,069

Yakalama Simnirt (pg/mL)* 0,0042

Tayin alt Smir1 (pg/mL)* 0,0138
Akimin giin i¢i tekrarlanabilirligi (%BSS) 1,32
Akimin giinler arasi tekrarlanabilirligi (%BSS) 1,58

(*) Yakalama ve tayin alt smir1 hesabi i¢in gerekli standart sapma sonuglar1 0,018
pg/mL derisiminin 3 degerinden elde edilmistir.

Yapilan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukga iyi sonuglar elde edilebilmesi,
efavirenz igeren piyasa preparatlarindan miktar tayini c¢alismalar1 yapilabilecegini

gostermistir.
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3.2.1.4. Efavirenz i¢in Gelistirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamalan

Efavirenz tayini icin gelistirilen voltametrik teknik piyasa preparatlarina ¢aliymalarina

uygulanmigtir.

3.2.1.4.1. Gelistirilen Yontemlerin Farmasotik Dozaj Sekillerine Uygulanmasi ve

Geri Kazanim Cahismalan

Efavirenz igeren tabletlerden miktar tayini yapabilmek i¢cin numuneler 2.5.3.2.2
boliimiinde anlatildig1 sekilde hazirlanmis ve egriler saf efavirenz gibi kaydedilmistir.
Bu egrilerden okunan pik akimi degerleri ilgili kalibrasyon esitliginde yerine konularak
tabletlerin icerdigi etken madde miktarlar1t hesaplanmistir. Gelistirilen yOntemlerle

yapilan analiz ¢alismasi sonuclar1 Cizelge 3.6’ da gosterilmistir.
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Cizelge 3.6. Efavirenz iceren (600 mg) Stocrin® tabletlerin pH 3,00 BRT destek
elektroliti icerisinde kalem grafit elektrotla, gelistirilen AASDPV
yontemleriyle elde edilen analiz bulgular1

AdSDPV
Numune No Tablette Bulunan Madde Miktar1 (600 mg)

1 615,40

2 595,96

3 599,20

4 592,72

5 605,68

XKort 600,82
SS 10,07
%BSS 1,68
%Bias -0,41

Tablet icerisinde yer alan katki maddelerinin tayin yontemlerimizi etkileyip
etkilemedigini anlamak i¢in geri kazanim calismalar1 yapilmistir. Bolim 2.5.3.2.3°de
anlatildig1 gibi bilinen miktarda hazirlanan saf etken madde igeren tablet numunelerinin
iizerine, yine bilinen miktarda etken madde ilave edilmis ve gerekli hesaplamalar
sonucunda % geri kazanimlar bulunmustur. % Geri kazanim sonuglar1 Cizelge 3.7.’de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. Efavirenz igeren tabletlerden pH 3,00 BRT igerisinde elde edilen % geri
kazanim sonuglari.

Yo6ntem [lave Edilen Madde | Bulunan Madde % Geri
Miktar1 (mg) Miktar1 (mg) Kazanim
5,00 4,93 98,54
5,00 4,86 97,19
5,00 4,78 95,57
5,00 4,87 97,46
AdSDPV 5,00 4,83 96,65
Xort : 97,07
SS:1,09
% BSS : 1,12
%Bias: 2,93
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3.2.2. Efavirenz ile dsDNA Etkilesiminin Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi ile

Elektrokimyasal Olarak Incelenmesine Ait Bulgular

3.2.2.1.KGE Yiizeyine immobilize Edilen dsDNA ile Farkh Derisimde Efavirenz
Etkilesmesinin Guanin Yiikseltgenme Sinyalindeki Degisim Uzerinden

Incelenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.5.3.2.4.1. de anlatilan yol izlenerek, KGE yiizeyine immobilize edilen dsDNA’
nin 2,00 — 32,00 ug/mL derisim araliginda degisen efavirenz ile etkilesiminden elde edilen
guanin ylikseltgenme sinyallerinin ortalama biiyiikliiklerini gosteren grafik Sekil 3.17’deki
gibidir.

11

Wl f
k]

0.9 1

038 - {
0.7 §

P

0.5

Akim, pA

(IJ é lIO ZI.IS 2IO 2I5 3IO 35
Efavirenz Derisimi (ug/mL)

Sekil 3.17. Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; sirasiyla 2,00png/mL dsDNA ile
efavirenz etkilesmeden Once; metanol/asetat tamponu karisimi ile
etkilestikten sonra; 2,00; 4,00; 8,00; 16,00; 24,00; 32,00 pg/mL derisimlerde
efavirenz ile etkilestikten sonra elde edilen sinyallerin ortalama biiytikliikleri.
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Sekil 3.17°de elde edilen verilere gore, efavirenz’in derisimi arttirildik¢a guanin
yiikseltgenme sinyalinde diisiis oldugu gozlenmistir. Ancak bu diisiis 24,00 pg/mL
efavirenz’den sonra sabitlenmistir. Grafige gore uygun efavirenz derisimi 24,00 pg/mL’
dir.

3.2.2.2. Elektroda Tutturulmus dsDNA’nin Efavirenz ile Zamana Gore

Etkilesmesinin Incelenmesine ait Bulgular

Bolim 2.5.3.2.4.2. de anlatilan yol izlenerek, bolim 3.3.2.1°den elde edilen veriler
dogrultusunda 24,00 pg/mL efavirenz’in 2,00 pg/mL dsDNA ile etkilesiminde siirenin etkisini
inceleyebilmek i¢in etkilesim siiresi 30-300 saniye arasinda degistirilmis ve elde edilen
sonuglardan Sekil 3.18’deki grafik ¢izdirilmistir.

1,2

1,0 1

0,8 §
06 - {

Akim (pA)

0,4 - 3 { g

0,2 4 T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

Zaman (sn)

Sekil 3.18.  Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; 2,00ug/mL dsDNA ile
24,00pg/mL efavirenz’in farkli siirelerde (sirasiyla 2,00pg/mL dsDNA ile
efavirenz etkilesmeden Once; etanol/asetat tamponu karisimu ile etkilestikten
sonra; 30; 60; 120; 180; 240; 300 pg/mL etkilesmesine ait guanin
yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiyiikliikleri.
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Guanin yiikseltgenme sinyalinde etkilesim siiresi arttirildikca bir  diisiis
gbzlenmistir. Bu diisiisiin 3. dakikadan sonra sabitlenmesi nedeniyle optimum etkilesim

zamani 3 dakika olarak belirlenmistir.

3.2.2.3. Optimize Edilen dsDNA-Efavirenz Etkilesiminin Voltametrik Yontemlerle

Yapilan Analiz Calhismalan

Efavirenz-dsDNA etkilesiminin voltametrik bir ¢alismasina literatiirlerde rastlanmadi.
Efavirenz ve guanin pik akimlar1 etkilesimden Once ve sonra diferansiyel puls

voltametrisi (DPV) teknigiyle ol¢tilmiistiir ( Sekil 3.19b).

Oncelikle dsDNA’daki guanin pik akimmi en c¢ok diisiiren efavirenz derisimi
secilmistir, 24,00pg/mL, sonra bu derisimde guanin sinyalini en ¢ok diisiiren karigtirma

stiresi, 180sn, secilerek sartlar optimize edilmistir.

Sekil 3.18’den de anlasilabilecegi gibi bu sonuglarla sartlar optimize edilmis oldu.
Buna gore 180sn bekletilerek akimin en kii¢iik oldugu sartlar saglanmis oldu. Sartlar
optimize edildikten sonra elektrot lizerinde birikmis olan madde AdSDPV teknigi
kullanilarak tayin edilmistir. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 2,00 — 24,00 pg/mL
derisim araliginda elde edilen AdSDPV egrilerinden bazi secilmis derisimler Sekil
3.19b’de verilmistir.

Efavirenz’in derisiminin guanin pik akimi ilizerine etkisi i¢in optimum kosullar %
20 metanollii ortamda pH 4,80 asetat tamponu iceren ¢dzeltisinde diferansiyel puls
styirma voltametrisi kulanilarak elde edilmistir. Cizelge 3.8’de efavirenz derisimleri (C)
ve AdSDPV i¢in +1,02V’da karsilik gelen pik akimi degerleri (ip) verilmistir. Bu
degerlere gore 2,00 — 24,00 pg/mL derisim araliginda derisim-pik akimi arasinda r = -
0,999 korelasyon katsayis1 ile AdSDPV i¢in ip(nA) = -0,0138 C(M) + 0,704
esitliklerine uyan dogrusal iligki bulunmaktadir (AdSDPYV i¢in Sekil 3.20). Bu sonuglara
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dayanarak, kalem grafit elektrot ile AASDPV teknikleri kullanilarak efavirenz’in ticari

preparatindan miktar tayininin yapilabilecegine karar verilmistir.

0.1x10°{
0.1x10°
0.1x10°%

0.0x10°+

Akim, A

0.0x10°

-0x10°
0.5

06 07 08 09 10 11 12 13

0.09x10°

0.07x10°

0.04x10°+

Akim, A

0.02x10°

0.01x10°% ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0.51 0.61 0.71 0.81

Potansiyel, V

Sekil 3.19. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde A) 2,00 ug/mL efavirenz ile 2,00 pg/mL
dsDNA etkilesmesine ait grafikler; etkilesmeden once guanine sinyali (- - - -
- ); dsDNA ile etkilestikten sonra efavirenz sinyali ( ) and etkilesmeden
once efavirenz sinyali (- — — — — ). B) 2,00 ug/mL dsDNA’nin guanin
ylikseltgenme sinyaline ait grafikleri; a) 2,00 pg/mL dsDNA ile efavirenz
etkilesmeden Once; b) metanol/asetat tamponu karigimi ile etkilestikten
sonra; ¢) 2,00 ; d) 8,00 e) 24,00 pg/mL derisimlerde efavirenz ile
etkilestikten sonra elde edilen sinyallerin ortalama biiytikliikleri.
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Sekil 3.20. 2,00 — 24,00 pg/mL derisim araliginda pH 4,80 asetat tamponu igerisinde
efavirenz’in (%20 metanollii ortam) AdSDPV teknigi ile elde edilen
kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.8. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde efavirenz ile etkilesen guanin sinyali i¢in
(%20 metanollii ortam) elde edilen derisim-pik akimui iligkisine ait analiz

sonuglari
Derisim (pg/mL) Akim (nA)
Tek basina guanin sinyali 0 0,930
‘metanol + asetat tamponu’ ile 0 0,804

etkilestikten sonra

efavirenz ile etkilestikten sonra 2 0,681
4 0,642
8 0,597
16 0,481

24 0,374
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Cizelge 3.8’deki AdSDPV teknigi ile elde edilen verileri kullanarak lineer
regresyon analizi ve kalibrasyon egrisi i¢in gerekli validasyon parametreleri hesaplanmis

ve sonuglar Cizelge 3.9’da gosterilmistir.

Cizelge 3.9. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde efavirenz-dsDNA etkilesimi i¢in guanin
iizerinden AASDPV teknikleri ile elde edilen kalibrasyon egrisine ait
regresyon analizi sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri.

AdSDPV
Olgiim Yapilan Potansiyel 1,02
V)
Potansiyelin giin i¢i
tekrarlanabyﬂirliggi (%BSS) 0.29
Potansiyelin giinler aras1
tekrarla:abilijigi (%BSS) 0,40
Dogrusallik araligi 2,00 — 24,00
(ng/mL)
Egim (LA.M™) -0,0138
Kesisim (pA) 0,704
Korelasyon Katsayisi —0,999
Egimin standart hatasi 0,00029
Kesisimin standart hatasi 0,0040
Yakalama Sinir1 (ug/mL)* 0,599
Tayin alt Smir1 (ng/mL)* 1,995
Akimin giin i¢i 0,96
tekrarlanabilirligi (%BSS)
Akimin giinler aras1 2,22
tekrarlanabilirligi (%BSS)

(*) Yakalama ve tayin alt sinir1 hesabi i¢in gerekli standart sapma sonuglar1 2,00 pg/mL
derisiminin 3 degerinden elde edilmistir.
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Yapilan tekrar edilebilirlik deneylerinden oldukga iyi sonuglar elde edilebilmesi,
efavirenz iceren piyasa preparatlarindan miktar tayini g¢alismalar1 yapilabilecegini

gostermistir.

3.2.2.4. Efavirenz-dsDNA Etkilesimi icin Gelistirilen Voltametrik Tekniklerin

Uygulamalan

Efavirenz-dsDNA etkilesiminin tayini i¢in gelistirilen voltametrik teknik piyasa

preparatlarina uygulanmistir.

3.2.2.4.1. Gelistirilen Yontemlerin Farmasotik Dozaj Sekillerine Uygulanmasi ve

Geri Kazamim Calismalan

Efavirenz igeren tabletlerden miktar tayini yapabilmek i¢in numuneler 2.5.3.2.2.
bolimiinde anlatildig1r sekilde hazirlanmistir. Etkilesim sonrasi elde edilen guanin
egrilerinden okunan pik akimi degerleri ilgili kalibrasyon esitliginde yerine konularak
tabletlerin icerdigi etken madde miktarlar1 hesaplanmistir. Gelistirilen yontemlerle

yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.10° da gosterilmistir.
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Cizelge 3.10. Efavirenz iceren (600 mg) Stocrin® tabletlerin pH 4,80 asetat tamponu
icerisinde kalem grafit elektrotla, gelistirilen AASDPV yontemleriyle elde
edilen analiz bulgular

AdSDPV
Numune No Tablette Bulunan Madde Miktar1 (600 mg)

1 603,26

2 590,58

3 585,15

4 605,07

5 596,02

XKort 596,02
SS 8,40
%BSS 1,41
%Bias 0,66

Tablet icerisinde yer alan katki maddelerinin tayin yontemlerimizi etkileyip
etkilemedigini anlamak i¢in geri kazanim g¢alismalar1 yapilmistir. Boliim 2.5.3.2.3°de
anlatildig1 gibi bilinen miktarda hazirlanan saf etken madde igeren tablet numunelerinin
iizerine, yine bilinen miktarda etken madde ilave edilmis ve gerekli hesaplamalar
sonucunda % geri kazanimlar bulunmustur. % Geri kazanim sonuglar1 Cizelge 3.11°de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.11. Efavirenz igeren tabletlerden pH 4,80 asetat tamponu igerisinde elde
edilen % geri kazanim sonuglari.

Y éntem [lave Edilen Madde | Bulunan Madde % Geri
Miktar1 (mg) Miktar1 (mg) Kazanim
12,00 12,03 100,24
12,00 12,28 102,36
12,00 12,61 105,07
12,00 12,17 101,45
AdSDPV 12,00 11,92 99,34
Xort : 101,69
SS:2,21
% BSS : 2,18

%Bias: -1,69
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3.2.3. iki Yontemin Analiz Calismalarinin Karsilastirilmasi

Bos kalem elektrot ve dsDNA tutturulmus elektrotta Stocrin tabletlerden elde edilen

analiz bulgular1 karsilastirildigi zaman, hesaplanan t ve F degerleri tablo degeriyle

karsilastirildiginda yontemler arasindaki farkin 6nemsiz oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.12. dsDNA tutturulmus ve bos kalem grafit elektrot ile Stocrin® tabletlerden
elde edilen analiz bulgularinin karsilastirmali sonuglar1

Bos kalem elektrot dsDNA tutturulmus kalem
elektrot
Tablette bulunan madde 600,00 600,00
miktar1 (mg)
Bulunan madde miktar1 600,82 596,02
(mg)
%BSS 1,68 1,41

Hesaplanan t degeri 0,32 Tooori = 2.31
eorik — &-

Hesaplanan F degeri 0,90 Freoric = 2.60
eork — &-

(p: 0,005)
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3.3. Loprolid Uzerindeki Incelemeler

Calisma maddesi olarak secilen 16prolid {izerinde doniisiimli voltametri (DV),
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknikleri kullanilarak degisik ortamlarda ve pH
degerlerinde kapsamli caligmalar yapilmistir. Deneylerin tamammda AUTOLAB 30
elektrokimyasal analizorii, kalem grafit calisma elektrodu, platin tel yardimci elektrot ve

Ag/AgCl referans elektrot (MF 2052) kullanilmistir.

Diferansiyel puls voltametrisi tekniginde en uygun ortami secebilmek i¢in pH
2,00-12,00 arasindaki Britton-Robinson (BR) tamponuyla elektrokimyasal davranigi
yiikseltgenme yoniinde incelenmistir. Deneylerde analitik amaglar i¢in en uygun ortamin

pH 2,00 BRT oldugu saptanmustir.

Yukaridaki pH ve ortamda, saf maddenin davranis1 degisen hizlarda
incelendikten sonra ticari tabletler {izerindeki uygulamaya ge¢ilmis ve bu amagla Abbott
ilag firmasindan temin edilen ve her biri 1mg/0,2mL 16prolid i¢eren Lucrin® adl ilagtan
ornekler almip enjeksiyonluk cozeltiden miktar tayini ve % geri kazanim deneyleri

yapilmaistir.

3.3.1. Loprolid Uzerindeki Voltametrik Calismalar

Loprolid’in  voltametrik incelemesi, kalem grafit elektrot ile diferansiyel puls

voltametrisi (DPV) ve doniistimlii voltametri (DV) teknikleri kullanilarak yapilmistir.
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3.3.1.1. Loprolid’in BR Tampon Cozeltileri I¢erisinde Yapilan Déniisiimlii

Voltametri Calismalar

Loprolid’in BR tamponlar1 igerisindeki elektrokimyasal davraniglarini incelemek icin
pH 2,00; 3,03; 4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 8,03; 9,00; 10,00; 11,00; 12,00 BR tampon
cozeltileri kullanilmistir. pH incelemelerinde 4,00pg/mL derisimde distile sulu ortamda
calisilmistir. Bu ortamlarda pH taramasi yapilarak analitik degerlendirmeler i¢in uygun
kosullarin saptanmasi ve destek elektrolitinin cinsinin ve pH’min reaksiyon {izerinde

etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

4,00ug/mL derisimi ile pH 2,00-12,00 BR tamponlarindaki voltamogramlari
Sekil 3.21a ve 3.21b’ de goriilmektedir.

pH 2,00°de pik 918 mV’da gozlenirken pH arttik¢a bu pikin daha az pozitif
potansiyellere kaydigi saptanmistir. pH 2,00-12,00 arasindaki potansiyeller degerleri
Cizelge 3.13°de verilmistir.
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Sekil 3.21a 4,00ug/mL 16prolid pH 2,00 — 6,00 aras1t BR tamponlar1 igerisindeki
voltamogramlari. a) pH 2,00 ; b) pH 3,00; c) pH 4,00; d) pH 5,00;
e) pH 6,00.
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Sekil 3.21b 4,00pug/mL 16prolid’in pH 7,00 — 10,00 aras1 BR tamponlari i¢erisindeki
voltamogramlari. a) pH 7,00 b) pH 8,00; c¢) pH 9,00; d) pH 10,00.
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Cizelge 3.13. BRT c¢ozeltileri icerisinde kaydedilen 4,00pg/mL 16prolid’in degisik pH
degerlerinde DPV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi ve pik
potansiyeli degerleri.

pH Pik Potansiyeli Pik Akimi1
(mV) (HA)
2,00 913 2,613
3,00 854 1,674
4,00 789 1,05
5,00 745 1,15
6,00 684 1,45
7,00 642 1,33
8,00 574 1,506
9,00 520 1,297
10,00 467 okunamadi
11,00 451 okunamadi
12,00 424 okunamadi
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pH 2,00 BRT igerisinde 4,00pg/mL 16prolid igeren c¢ozeltinin alt1 devirli
voltamogrami kalem grafit elektrot ile 100mVs ™ hizla ¢izdirilmistir (Sekil 3.22). ik
devirde anodik yonde 16prolid’in 918mV civarinda (Ox;) yiikseltgenme pikinin olustugu
ve katodik yonde indirgenme piki 350mV civarinda gozlenmistir. 2. devirde, 400 mV
(Oxz)’da ve 822 mV (Oxsz)’da iki kiigiik anodik pik belirmistir. Bu yeni pikler 16prolid’in

birinci devirde yiikseltgenmesinden sonra gozlenmistir.

0.361x10°4
0.261x10°
0.161x10°

0.061x10°

Akim, A

-0.039x10°{
-0.139¢10°

-0.239x10°

-0.339¢10° r I I T \ T \
0.016 0.266 0.516 0.766 1.016 1.266 1516

Potansiyel, mV

Sekil 3.22. pH 2,00 BRT igerisinde 4,00png/mL 16prolid iceren ¢ozeltinin alt1 devirli
doniisiimlii voltamogrami

Akim degerinin en yiiksek okundugu pH 2,00 BRT ¢ozeltisi icinde 4,00png/mL
16prolid’in degisik tarama hizlarindaki egrileri 5-1000 mVs * araliginda kaydedilmistir.
Bu deneylerden elde edilen sonuglara bakildigi zaman 5-100 mVs ' araliginda hiz ile
akimm dogrusal olarak arttig1 ve potansiyelin 5-100 mVs ™ araliginda 110mV kaydig1
saptanmistir. Bu deneylerden elde edilen veriler Cizelge 3.14’de gosterilmistir. Bu

deneylere ait voltamogram da Sekil 3.23a ve 3.23b’de verilmistir.
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Cizelge 3.14. 4,00pg/mL 16prolid’in pH 2,00 BRT ¢ozeltisi igerisinde 5-1000mVs ™
tarama hizlar1 arasinda elde edilen potansiyel (Ep) ve akim (ip) degerleri.

Tarama hizi 1 ] ]

(mvs ) v Ip (LA) Ep (mV) logv logip
5 2,236 18,9 975 0,699 1,28
10 3,162 13,8 982 1 1,14
25 5 9,65 952 1,398 0,99
50 7,071 4,63 943 1,699 0,67
75 8,660 2,15 927 1,875 0,33
100 10 1,58 919 2 0,20
250 15,811 1,17 910 2,398 0,07
500 22,360 0,658 896 2,699 -0,18
750 27,386 0,358 877 2,875 -0,45
1000 31,623 0,218 865 3 -0,66
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Sekil 3.23. 4,00png/mL 16prolid’in pH 2,00 BRT igerisinde A) 5 — 75 mvVs?t ; B) 100 —
1000 mVs™ tarama hizlarinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlar1. 1) 5 ;
2) 10 ; 3) 25 ; 4) 50 ; 5) 75; 6) 100; 7) 250; 8) 500; 9) 750; 10) 1000 mVs™
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Egrilerde geri doniis pikinin olmamasi ve hizla birlikte pik potansiyelinin kaymasi

reaksiyonun geri doniisiimsiiz oldugunu gdstermektedir.

Hizin akim ile dogrusal olarak degistigi 5-1000 mVs™ tarama hizlarinda gerekli

hesaplamalar yapildig1 zaman dogru denklemi;
ip (wA) = 0,019 v (mVs™) + 0,180 r=0,999 (n:10)
olarak bulunmustur.

Elde edilen bu dogrusallik da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu
gostermektedir (Sekil 3.24a). Ayn1 hiz araligindaki logv — log i grafigi (Sekil 3.24b) ve
denklemi incelenince bulunan egim degerinin 0,85 olmasi reaksiyonun adsorpsiyon
kontrollii oldugunu géstermektedir (Laviron ve ark., 1980; Greef ve ark., 1990).

Elde edilen dogru denklemi;

log ip (uA) = 0,85 log v (mVs™) — 1,33 r=0,997 (n:10)
(Saf diflizyon kontrollii oldugu zaman ve ¢dzeltinin bu madde icin ideal oldugu

durumlarda egim 0,50, saf adsorbsiyon kontrollii oldugu zaman ve kullanilan elektrodun

o olay i¢in ideal oldugu durumlarda 1 olur) (Laviron, 1980)
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Sekil.3.24. 4,00pg/mL 16prolid’in pH 2,00 BRT igerisinde 5 — 1000 mVs™ tarama
hizlarinda elde edilen DV’lara ait a) v — ip ve b) logv — log i grafikleri
pH’1n potansiyel ve pik akimina etkisini daha rahat gorebilmek i¢in biitiin pH’lar1
ve ortamlar1 bir arada gdsteren (Pik potansiyeli - pH) Ep-pH, (Pik akimi - pH) Ip-pH
egrileri Sekil 3.25a, 3.25b’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.25. 4,00ug/mL 16prolid’in Ep — pH (a) , ip — pH (b) egrileri.

(o) : BRT

Diferansiyel puls voltametri teknigiyle biitiin pH ¢ozeltilerinde, dogrusallik elde

edildigi goriilmiistiir. Sekil 3.25’den de anlasilacag: gibi pH 10,00° a kadar dogrusallik
elde edilmistir.(Cizelge 3.13)
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Bu ¢izelge degerlerine gore;

Ep(mV) = 1019,5 — 55,32pH (r:0.996) (n=9) “dir.

3.3.1.2. Gelistirilen Voltametrik Yontemlerle Yapilan Analiz Calismalan

Adsorpsiyon kontrollii olan ve daha hassas bir teknik olan adsorptif siyirma voltametrik
yontemlerinin uygulanmasina imkén tantyan 16prolid ile ilgili voltametrik bir ¢alismaya
literatiirlerde rastlanmadi. Adsorptif siyirma voltametrisi ile miktar tayini ¢alismalari

gerceklestirilmistir.

Elektrot yiizeyinde etken maddenin birikmesi elektrolitik olarak degil, fiziksel
adsorbsiyonla meydana gelmistir. Yeterince etken madde biriktirdikten sonra, birikmis
madde AdSDPYV teknigi kullanilarak analiz edilmistir.

Oncelikle elektrokimyasal 6n biriktirme basamaginda pik akiminin en iyi oldugu,
potansiyeli ve zamani segmek i¢in sartlar optimize edilmistir (Cizelge 3.15) (Sekil 3.26a
ve 3.26b). Pik akimmnin en iyi oldugu potansiyeli secerken 1,00png/mL derisimdeki
AdSDPV igin 120sn biriktirme siiresi uygulanmistir. En uygun potansiyeli 700mV

olarak belirledikten sonra, bu potansiyelde en uygun zaman 180 sn olarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.15. 1,00ug/mL I6prolid’in pH 2,00 BRT igerisinde AASDPV
teknigiyle potansiyel ve zamana gore akimdaki degisiklik

Potansiyel (mV) Akim(pA) Zaman (sn) Akim(pA)

0 2,11 0 1,87

200 2,20 30 2,50

400 2,28 60 2,61

600 2,31 90 2,70

700 2,32 120 2,90

800 1,72 180 3,01

1000 1,00 240 3,07

300 2,79
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Sekil 3.26. AASDPV teknigiyle 1,00ng/mL 16prolid’in pH 2,00 BRT
¢ozeltisi igerisinde a) Ip (uA) — Ep (Biriktirme Potansiyeli) b) i, (uA) —t
(dk) (Biriktirme Zamani) grafikleri.

Sekil 3.26’dan da anlagilabilecegi gibi bu sonuglarla elektrokimyasal 6n biriktirme
basamagindaki sartlar1 optimize edilmis oldu. Buna gore 700mV’da 180sn bekletilerek

akimin en biiylik oldugu sartlar saglanmis oldu. Sartlar optimize edildikten sonra
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elektrot lizerinde birikmis olan madde AdSDPV teknigi kullanilarak tayin edildi.
Loprolid’in voltametrik analizi i¢in gelistirilen AASDPV yontemi, en yiiksek akimin ve
en keskin pik seklinin elde edildigi pH 2,00 BRT igerisine uygulanmistir. pH 2,00 BRT
¢ozeltisi icinde 0,005 — 0,200 pg/mL derisim araliginda elde edilen AdSDPV

egrilerinden bazi secilmis derisimler Sekil 3.27°de verilmistir.

Loprolid’in derisiminin pik akimi {lizerine etkisi i¢in optimum kosullar pH 2,00
BRT igeren c¢ozeltisinde diferansiyel puls siyirma voltametrisi kulanilarak elde
edilmistir. Cizelge 3.28’de loprolid derisimleri (C) ve AdSDPV i¢in 0,87 V’a karsilik
gelen pik akimi degerleri (ip) verilmistir. Bu degerlere gore 0,005 — 0,200 pg/mL derisim
araliginda derisim-pik akimi arasinda r = 0,997 korelasyon katsayisi ile AASDPV i¢in
ib(nA) = 9,95 C(M) + 0,16 esitliklerine uyan dogrusal iligki bulunmaktadir (AdSDPV
icin Sekil 3.28). Bu sonuclara dayanarak, kalem grafit elektrot ile AASDPV teknikleri
kullanilarak 16prolid’in ticari preparatindan miktar tayininin yapilabilecegine karar

verilmistir.



235

0.16x10° 1
0.13x10° 1
0.11x10°
0.08x10° 1

0.06x10° 1

Akim, A

0.03x10°

b

5
0.01x10" - 3

-0.02x10° I T T T T T
0.688 0.738 0.788 0.838 0.888 0.938 0.988

Potansiyel, mV

Sekil 3.27. pH 2,00 BRT igerisinde 16prolid’in bazi derisimlerdeki AASDPV egrileri
(a) destek ; (b) 0,01 ug/mL; (¢) 0,05 pg/mL ; (d) 0,10 pg/mL
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Sekil 3.28. 0,005 — 0,20 pg/mL derisim araliginda pH 2,00 BRT igerisinde 16prolid’in
AdSDPYV teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.16. pH 2,00 BRT igerisinde 16prolid i¢in elde edilen derisim-pik akimi
iliskisine ait analiz sonuglar1

Derigim (pg/mL) Akim (pA)
0,005 0,123
0,01 0,202
0,02 0,421
0,05 0,745
0,1 1,19
0,2 2,11

Cizelge 3.16’daki AASDPV teknigi ile elde edilen verileri kullanarak lineer regresyon

Cizelge 3.17°de gosterilmistir.
Cizelge 3.17°de verilen yakalama (Y AS) ve tayin alt (TAS) sinirlart;
YAS =3 s/m; TAS =10 s/m
formiillerinden bulunmustur (Riley ve Rosanske, 1996; Swartz ve Krull, 1997)

Bu formiillerde s, en diisiik derisimin bir iist derisiminde 3 adet tekrarlanan sonucun

standart sapmasi, m ise ilgili kalibrasyon egrisine ait egim degeridir.



237

Cizelge 3.17. pH 2,00 BRT igerisinde 16prolid icin AASDPV teknikleri ile elde edilen
kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi sonuglar1 ve gerekli validasyon
parametreleri.

AdSDPV
Ol¢iim Yapilan Potansiyel (V) 0,86
Potansiyelin giin i¢i tekrarlanabilirligi (%BSS) 0,20
Potansiyelin giinler aras1 tekrarlanabilirligi (%BSS) 0,25
Dogrusallik araligi (ug/mL) 0,005-0,2
Egim (WA.M™) 9,95
Kesisim (LA) 0,160
Korelasyon Katsayisi 0,997
Egimin standart hatasi 4.71x10™
Kesisimin standart hatasi 4.43x107
Yakalama Sinir1 (ug/mL)* 1.36x10°
Tayin alt Smir1 (pg/mL)* 4.53x107
Akimin giin i¢i tekrarlanabilirligi (%BSS) 1,55
Akimin giinler arasi tekrarlanabilirligi (%BSS) 2,03

(*) Yakalama ve tayin alt sinir1 hesabi i¢in gerekli standart sapma sonuglar1 0,01 pug/mL
derisiminin 3 degerinden elde edilmistir.

Yapilan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukga iyi sonuclar elde edilebilmesi,
I6prolid igeren piyasa preparatlarindan miktar tayini g¢alismalar1 yapilabilecegini

gostermistir.
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3.3.1.3. Loprolid icin Gelistirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamalar

Loprolid tayini i¢in gelistirilen voltametrik teknik piyasa preparatlarma ¢aligmalarma

uygulanmigtir.

3.3.1.3.1. Gelistirilen Yontemlerin Farmasotik Dozaj Sekillerine Uygulanmasi ve

Geri Kazanim Cahismalan

Loprolid igeren enjeksiyonluk ¢dzeltiden miktar tayini yapabilmek i¢in numuneler
2.5.3.3.2 boliimiinde anlatildig1 sekilde hazirlanmis ve egriler saf Ioprolid gibi
kaydedilmistir. Bu egrilerden okunan pik akimi degerleri ilgili kalibrasyon esitliginde
yerine konularak tabletlerin icerdigi etken madde miktarlar1 hesaplanmistir. Gelistirilen

yontemlerle yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.18” de gosterilmistir.
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Cizelge 3.18. Loprolid igeren Lucrin® enjeksiyonluk ¢ozeltilerinin pH 2,00 BRT destek
elektroliti icerisinde kalem grafit elektrotla, gelistirilen AASDPV
yontemleriyle elde edilen analiz bulgular

AdSDPV
Numune No Enjeksiyonluk Cozeltide Bulunan Madde
Miktar1 (5 mg/mL)

1 5,12

2 4,87

3 4,97

4 4,97

5 4,92
Xort 4,97
SS 0,09
%BSS 1,89
%Bias 0,6

Enjeksiyonluk ¢ozelti igerisinde yer alan katki maddelerinin tayin yontemlerimizi
etkileyip etkilemedigini anlamak i¢in geri kazanim c¢aligmalar1 yapilmistir. Bolim
2.5.3.3.3°’de anlatildig1 gibi bilinen miktarda hazirlanan saf etken madde igeren
enjeksiyonluk numunelerinin iizerine, yine bilinen miktarda etken madde ilave edilmis
ve gerekli hesaplamalar sonucunda % geri kazanimlar bulunmustur. % Geri kazanim

sonuclar1 Cizelge 3.19.’de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.19. Loprolid iceren tabletlerden pH 2,00 BRT igerisinde elde edilen % geri
kazanim sonuglari.

Y éntem [lave Edilen Madde | Bulunan Madde % Geri
Miktar1 (mg) Miktar1 (mg) Kazanim
2,00 1,96 97,97
2,00 2,05 102,49
2,00 1,96 98,22
2,00 2,05 102,49
AdSDPV 2,00 1,96 98,22
Xort 1 99,88
SS:2,39
% BSS : 2,39
%Bias: 0,12
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3.3.2. Loprolid ile dsDNA’nin Elektrot Yiizeyinde Etkilesiminin Diferansiyel Puls

Voltametri Teknigi ile Elektrokimyasal Olarak Incelenmesine Ait Bulgular

3.3.2.1. dsDNA immobilize Edilen KGE Yiizeyinde Farkh Derisimlerde Léprolid
Etkilesiminin Guanin Yiikseltgenme Sinyalindeki Degisim Uzerinden

Incelenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.5.3.3.4.1. de anlatilan yol izlenerek, KGE ylizeyine immobilize edilen dsDNA’
nmn 0,20-10,00 ug/mL derisim araliginda degisen I6prolid ile etkilesiminden elde edilen
guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiyiikliiklerini gosteren grafik Sekil 3.29” deki
gibidir.
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Sekil 3.29. Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; sirasiyla 2,00png/mL dsDNA ile
16prolid etkilesmeden Once; saf su/asetat tamponu karigimi ile etkilestikten
sonra; 0,20; 0,40; 1,00; 2,00; 4,00; 6,00; 8,00; 10,00 pg/mL derisimlerde
16prolid ile etkilestikten sonra elde edilen sinyallerin ortalama biiytikliikleri.
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Sekil 3.29° da elde edilen verilere gore, 16prolid’in derigimi arttirildik¢a guanin
yiikseltgenme sinyalinde diisiis oldugu goézlenmistir. Ancak bu diisis 6,00 pg/mL
16prolid” den sonra sabitlenmistir. Grafige gore uygun I6prolid derisimi 6,00 ug/mL’ dir.

3.3.2.2. Loprolid Etkilesim Siiresindeki Degisimin Guanin Yiikseltgenme Sinyali

Uzerine Etkisinin Incelenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.5.3.2.4.2. de anlatilan yol izlenerek, 3.3.2.1.” den elde edilen veriler dogrultusunda
6,00 pg/mL l6prolid’in 2,00 pg/mL dsDNA ile etkilesiminde siirenin etkisini inceleyebilmek
icin etkilesim siiresi 30-360 sn arasinda arttirilmis ve sonuglardan Sekil 31°deki grafik

cizdirilmistir.
1,2
a
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Sekil 3.30. Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; 2,00pg/mL dsDNA ile 6pg/mL
16prolid’in farkli siirelerde (swrasiyla 2,00pg/mL  dsDNA ile Il6prolid
etkilesmeden Once; saf su/asetat tamponu karigimu ile etkilestikten sonra; 30;
60; 90; 120; 180; 360sn) etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin
ortalama biiyiikliikleri.
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Guanin yiikseltgenme sinyalinde etkilesim siiresi arttirildikga bir  diisiis
gbzlenmistir. Bu diisiisiin 90 saniyeden sonra sabitlenmesi nedeniyle optimum etkilesim

zamani 90 sn olarak saptanmigtir.

3.3.2.3. Optimize Edilen dsDNA-Loprolid Cahsmasinin Voltametrik Yontemlerle

Yapilan Analiz Calhismalan

Loprolid-dsDNA  etkilesiminin voltametrik bir ¢aligmasina literatiirlerde rastlanmadi.
Loprolid ve guanin pik akimlar1 etkilesimden oOnce ve sonra Diferansiyel Puls
Voltametrisi (DPV) teknigiyle dlciilmiistiir ( Sekil 3.31a). Oncelikle dsDNA’daki guanin
pik akimimi en ¢ok diisiiren I6prolid derisimi se¢ilmistir, 6,00ug/mL, sonra bu derisimde
guanin sinyalini en ¢ok diisliren karistirma siiresi, 90sn, secilerek sartlar optimize
edilmistir.

Sekil 3.30’den de anlasilabilecegi gibi bu sonuglarla sartlar optimize edilmis oldu.
Buna gore 90sn bekletilerek akimin en kiigiik oldugu sartlar saglanmig oldu. Sartlar
optimize edildikten sonra elektrot iizerinde birikmis olan maddeler AASDPV teknigi
kullanilarak tayin edildi. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 0,20 — 6,00 pg/mL derisim
araliginda elde edilen AASDPV egrilerinden bazi secilmis derisimler Sekil 3.31b’de

verilmistir.

Loprolid’in derisiminin guanin pik akimi {izerine etkisi i¢in optimum kosullar pH
4,80 asetat tamponu iceren c¢ozeltisinde diferansiyel puls siyrma voltametrisi
kulanilarak elde edilmistir. Cizelge.3.20’de 16prolid derigimleri (C) ve AdSDPV igin
+1.02V’da karsilik gelen guanin pik akimi degerleri (ip) verilmistir. Bu degerlere gore
0,20 — 6,00 pg/mL derisim araliginda derisim-pik akimi arasinda r = -0,987 korelasyon
katsayisi ile AASDPV i¢in ip(nA) = —-0,0825 C(M) + 0,7355 esitliklerine uyan dogrusal
iliski bulunmaktadir (AdSDPV i¢in Sekil 3.32). Bu sonuglara dayanarak, kalem grafit
elektrot ile AJSDPV teknikleri kullanilarak 16prolid’in ticari preparatindan miktar

tayininin yapilabilecegine karar verilmistir.
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Sekil 3.31. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde (A) KGE yiizeyinde 2,00 pg/mL ds-DNA

ile 1,00 pg/mL I6prolid etkilesiminine ait grafikler; etkilesimden 6nce guanin
sinyali (- - - - - ); dsDNA ile etkilesiminden sonra 16prolid sinyali( ) ve
etkilesimden once 16prolid sinyali(— — — —— ) (B) 2,00 ug/mL dsDNA’nimn
guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikleri; a) 2,00ug/mL dsDNA ile
I6prolid etkilesmeden Once; b) Su/asetat tamponu karigimi ile etkilestikten
sonra; ¢) 0,40 pg/mL; d) 2,00 e) 6,00 pg/mL derisimlerde 16prolid ile
etkilestikten sonra elde edilen sinyallerin ortalama biiytikliikleri.
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Sekil 3.32. 0,20 — 6,00 pg/mL derisim araliginda pH 4,80 asetat tamponu igerisinde
I6prolid’in AASDPV teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.20. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 16prolid i¢in elde edilen derisim-pik
akim iligkisine ait analiz sonuclar1

Derisim (pg/mL) Akim (nA)
Tek basina guanin sinyali 0 1,06
‘su + asetat tamponu’ ile 0 0,939

etkilestikten sonra

I6prolid ile etkilestikten 0,20 0,752
sonra 0,40 0,723
1,00 0,634
2,00 0,520
4,00 0,400
6,00 0,260
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Cizelge 3.20°deki AdSDPV teknigi ile elde edilen verileri kullanarak lineer
regresyon analizi ve kalibrasyon egrisi i¢in gerekli validasyon parametreleri hesaplanmis

ve sonuglar Cizelge 3.21°de gosterilmistir.

Cizelge 3.21. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 16prolid-dsDNA etkilesimi i¢in guanin
iizerinden AASDPV teknikleri ile elde edilen kalibrasyon egrisine ait
regresyon analizi sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri.

AdSDPV
Olgiim Yapilan Potansiyel 1,02
Dogrusallik araligi 0,20 -6,00
(ug/mL)
Egim (nA.M™) -0,083
Kesisim (LA) 0,736
Korelasyon Katsayisi 0,987
Egimin standart hatasi 0,0068
Kesigimin standart hatasi 0,021
Yakalama Sinir1 (M)* 0,06
Tayin alt Smir1 (M)* 0,19
Akimin giin i¢i 1,75
tekrarlanabilirligi (%BSS)
Akimin glinler arasi 3,24
tekrarlanabilirligi (%BSS)

(*) Yakalama ve tayin alt sinir1 hesabi i¢in gerekli standart sapma sonuglar1 0,20 pg/mL
derisiminin 3 degerinden elde edilmistir.

Yapilan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukca iyi sonuglar elde edilebilmesi,
I6prolid igeren piyasa preparatlarindan miktar tayini ¢aligmalar1 yapilabilecegini

gostermistir.
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3.3.2.4. Loprolid Icin Gelistirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamalar

Loprolid-dsDNA etkilesiminin tayini igin gelistirilen voltametrik teknik piyasa

preparatlarina uygulanmistir.

3.3.2.4.1. Gelistirilen Yontemlerin Farmasotik Dozaj Sekillerine Uygulanmasi

Loprolid igeren enjeksiyonluk preparatlarda miktar tayini yapabilmek i¢in numuneler,
2.5.3.3.2 boliimiinde anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. Etkilesim sonrasi elde edilen
guanin egrilerinden okunan pik akimi degerleri ilgili kalibrasyon esitliginde yerine
konularak enjeksiyonluk ¢ozeltilerin icerdigi etken madde miktarlar1 hesaplanmistir.

Gelistirilen yontemlerle yapilan analiz sonuclar1 Cizelge 3.22° de gosterilmistir.

Cizelge 3.22. Loprolid iceren (5 mg/mL) Lucrin® enjeksiyonluk preparatindan pH 4,80
asetat tamponu icerisinde kalem grafit elektrotla, gelistirilen AASDPV
yontemleriyle elde edilen analiz bulgulari

Enjeksiyon Cozeltisinde Bulunan Madde
Miktar1 (5 mg/mL)
Numune No AdSDPV

1 5,20

2 5,17

3 5,00

4 4,81

5 4,99
Kot 5,04
SS 0,16
%BSS 3,15
%Bias -0,8
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3.3.3. Loprolid ile dsDNA’ nin Cozelti Ortaminda Etkilesiminin Guanin

Yiikseltgenme Sinyali Uzerinden Incelenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.5.3.3.4.3.de anlatilan yol izlenerek, ¢ozelti fazinda 5,00 pg/mL dsDNA ile
0,20-10,00 pg/mL derisimleri arasinda degisen I6prolid’in etkilesiminden elde edilen

guanin ylikseltgenme sinyallerinin ortalama biiyiikliiklerini gosteren grafik Sekil 3.33’
deki gibidir.

1,4

1,0

0,8 - Q

Akim, pA

0,6 -

0,4 0

0,2 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

LPR Derisimi, ug/mL

Sekil 3.33. Cozelti fazinda etkilesen guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler;
sirastyla 5,00pg/mL dsDNA ile I6prolid etkilesmeden Once; su/asetat
tamponu karisimi ile etkilestikten sonra; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,00; 2,00;
4,00; 6,00; 8,00; 10,00ug/mL derisimlerde loprolid ile etkilestikten sonra
elde edilen sinyallerin ortalama biiyiikliikleri.

Sekil 3.33’e gore l6prolid’in derigimi arttirildik¢a guanin yiikseltgenme sinyalinde

diistis gézlenmistir. Bu diisiis 16prolid’in 6,00 pg/mL derisiminden sonra sabitlenmistir.
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3.3.3.1. Cozelti Ortaminda dsDNA-Loprolid Calismasinin Voltametrik Yontemlerle

Yapilan Analiz Cahsmalan

Cozelti ortaminda 16prolid-dsDNA etkilesimine ait herhangi bir voltametrik ¢aligmaya
literatiirlerde rastlanilmamistir. Loprolid ve guanin pik akimlar1 etkilesimden Once ve
sonra Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV) teknigiyle Olgiilmiistir (Sekil 3.34a).
Oncelikle dsDNA’daki guanin pik akimini en ¢ok diisiiren 16prolid derisimi belirlendi.
Sekil 3.33’den de anlasilabilecegi gibi bu sonuglarla sartlar belirlenmis oldu. Buna gore
dis ortamda 120sn karistirarak elektrot tizerinde birikmis olan madde-dsDNA, AdSDPV
teknigi kullanilarak guanin sinyali iizerinden tayin edilmistir. pH 4,80 asetat tamponu
¢ozeltisi iginde 0,20 — 1,00 pg/mL derisim araliginda elde edilen AASDPV egrilerinden

bazi se¢ilmis derisimler Sekil 3.34b’de verilmistir.

Cozelti ortaminda I6prolid’in derisiminin guanin pik akimi iizerine etkisi i¢in
optimum kosullar pH 4,80 asetat tamponu igeren ¢ozeltisinde diferansiyel puls siyirma
voltametrisi kulanilarak elde edilmistir. Cizelge 3.23’de loprolid derisimleri (C) ve
AdSDPV i¢in +1,01V’°da karsilik gelen guanin pik akimi degerleri (ip) verilmistir. Bu
degerlere gore 0,20 — 1,00 pg/mL derisim araliginda derisim-pik akimi arasinda r = -
0,995 korelasyon katsayisi ile AdSDPV ig¢in ip(nA) = -0,5175 C(M) + 0,9951
esitliklerine uyan dogrusal iligski bulunmaktadir (AdSDPYV i¢in Sekil 3.35). Bu sonuglara
dayanarak, kalem grafit elektrot ile AASDPV teknikleri kullanilarak 16prolid’in ticari

preparatindan miktar tayininin yapilabilecegine karar verilmistir.
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Sekil 3.34. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde (A) Cozelti ortaminda 5,00 pg/mL
ds-DNA ile 1,00 pg/mL 16prolid etkilesiminine ait grafikler; etkilesimden
once guanin sinyali (- - - - - ); dsDNA ile etkilesiminden sonra 16prolid
sinyali( ) and etkilesimden 6nce 16prolid sinyali(— — — — — ) (B) pH 4,80
asetat tamponu igerisinde 2,00 pg/mL dsDNA’nin Guanin yiikseltgenme
sinyaline ait grafikleri; a) 5,00png/mL dsDNA ile 16prolid etkilesmeden dnce;
b) Su/asetat tamponu karigimi ile etkilestikten sonra; ¢) 0,08 pg/mL;

d) 0,16 ug/mL ¢) 0,32 pg/mL derisimlerde l6prolid ile etkilestikten sonra elde
edilen sinyallerin ortalama biiyiikliikleri.

I
0.731
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Sekil 3.35. 0,20 — 1,00 pg/mL derisim araliginda pH 4,80 asetat tamponu icerisinde
I6prolid’in AASDPV teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.23. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 16prolid i¢in elde edilen derisim-pik
akimu iligkisine ait analiz sonuglar1

Derigim (pg/mL) Akim (pA)
Tek basmna guanin 0 (guanin) 1,12
sinyali
‘saf su + asetat 0 (asetat ile) 0,987
tamponu’ ile

etkilestikten sonra

I6prolid ile 0,20 0,891

etkilestikten sonra 0,40 0,801

0,60 0,678

0,80 0,558

1,00 0,495

Cizelge 3.23°deki AdSDPV teknigi ile elde edilen verileri kullanarak lineer
regresyon analizi ve kalibrasyon egrisi i¢in gerekli validasyon parametreleri hesaplanmis

ve sonuclar Cizelge 3.24°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.24. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde 16prolid-dsDNA etkilesimi i¢in guanin
tizerinden AdSDPV teknikleri ile elde edilen kalibrasyon egrisine ait
regresyon analizi sonuclar1 ve gerekli validasyon parametreleri.

AdSDPV
Olciim Yapilan Potansiyel 1,01
Dogrusallik araligi
0,20 -1,00
(ug/mL)
Egim (LA.M™) -0,518
Kesisim (LA) 0,995
Korelasyon Katsayisi 0,995
Egimin standart hatasi 0,0295
Kesisimin standart hatasi 0,0196
Yakalama Sinir1 (M)* 0,04
Tayin alt Sinir1 (M)* 0,14
Akimin giin i¢i
) 'g 1,84
tekrarlanabilirligi (%BSS)
Akimin gilinler arasi
2,52
tekrarlanabilirligi (%BSS)

(*) Yakalama ve tayin alt siir1 hesab1 i¢in gerekli standart sapma sonuglar1 0,40 pg/mL
derisiminin 3 degerinden elde edilmistir.

Yapilan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukca iyi sonuclar elde edilebilmesi,
16prolid iceren piyasa preparatlarndan ¢ozelti ortamimda miktar tayini caligmalari

yapilabilecegini gostermistir.
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3.3.3.2. Loprolid icin Gelistirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamalar

Cozelti ortaminda l6prolid-dsSDNA etkilesiminin tayini i¢in gelistirilen voltametrik

teknik piyasa preparatlarina uygulanmistir.

3.3.3.2.1. Gelistirilen Yontemlerin Farmasotik Dozaj Sekillerine Uygulanmasi

Loprolid igeren enjeksiyonluk preparattan miktar tayini yapabilmek i¢in numuneler
2.5.3.3.2 boliimiinde anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. Etkilesim sonrasi elde edilen
guanin egrilerinden okunan pik akimi degerleri ilgili kalibrasyon esitliginde yerine
konularak enjeksiyon c¢ozeltilerinin icerdigi etken madde miktarlar1 hesaplanmistir.

Gelistirilen yontemlerle yapilan analiz sonuclar1 Cizelge 3.25° de gosterilmistir.
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Cizelge 3.25. Loprolid igeren (5 mg/mL) Lucrin® enjeksiyonluk preparatlarin pH 4,80
asetat tamponu icerisinde kalem grafit elektrotla, gelistirilen AASDPV
yontemleriyle elde edilen analiz bulgular1

Enjeksiyon Cozeltisinde Bulunan Madde
Miktar1 (5 mg/mL)
Numune No AdSDPV

1 4,95

2 4,83

3 4,98

4 5,16

5 4,99
Xort 4,98
SS 0,12
%BSS 2,34
%Bias 04
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3.3.4. U¢ Yontemin Analiz Cahsmalarimin Karsilastiriimasi

Bos kalem elektrotta, c¢ozelti ortaminda ve dsDNA tutturulmus elektrotta Lucrin
enjeksiyonluk ¢ozeltisinden elde edilen analiz bulgular1 karsilagtirildigi zaman, bulunan
t ve F degerleri tablo degeriyle karsilastirildiginda yontemler arasindaki farkin 6nemsiz

oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.26. Bos kalem grafit elektrotta (KGE), ¢6zelti ortaminda ve elektrot
tizerinde etkilesimde Lucrin® enjeksiyonluk ¢ozeltisinden elde edilen
analiz bulgularinin karsilastirmali sonuglar1

Bos KGE Elektrot ilizerinde Cozelti ortaminda
etkilesimde etkilesimde

Tablette bulunan 5,00 5,00 5,00
madde miktar1 (mg)

Bulunan madde 4,97 5,04 4,98

miktar1 (mg)

%BSS 1,89 3,15 2,34

Hesaplanan t degeri teorik = 2,31 0.46 0,91

Hesaplanan F degeri Freoric = 2,60 0.33 0,69

(p: 0,005)
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3.4. Fulvestrant Uzerindeki incelemeler

Calisma maddesi olarak segilen fulvestrant iizerinde doniisiimli voltametri (DV),
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknikleri kullanilarak degisik ortamlarda ve pH
degerlerinde kapsamli ¢aligsmalar yapilmistir. BAS 100 W elektrokimyasal analizorii, bor
ile dope edilmis elmas (BDEE) calisma elektrodu, platin tel yardimei elektrot ve

Ag/AgCl referans elektrot deneylerin tamaminda kullanilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda  fulvestrant’in  farkli  pH’lardaki elektrokimyasal
davranislarini incelemek igin destek elektroliti olarak 0,1 M H,SO,4, pH 2,00 — 12,00
arasindaki Britton — Robinson (BRT) tamponlari, pH 2,00 — 7,00 arasindaki fosfat
tamponlar1 ve pH 3,50 — 5,50 arasindaki asetat tamponlar1 kullanilmistir. Deneylerde

analitik amaglar i¢in en uygun ortamin 0,1M siilfiirik asit oldugu saptanmistir.

Yukaridaki pH ve ortamda, saf maddenin davranisi degisen hizlarda incelendikten
sonra ticari preparatlar iizerindeki uygulamaya gecilmis ve bu amagla Astra Zeneca ilag
firmasindan temin edilen ve 250 mg/5mL fulvestrant iceren Faslodex® adli ilagtan
ornekler almip enjeksiyonluk cozeltiden miktar tayini ve % geri kazanim deneyleri

yapilmaistir.

Calismanin daha sonraki asamasinda ise insan kan serumu 6rnekleri temin edilmis
ve bu drneklere gelistirilen miktar tayin yontemi uygulanmistir. In vivo — in vitro ya da
Ex-vivo olarak adlandirilan bu yontemle ilgili detayli a¢iklamalar ve hazirlanisa bolim

2.5.3.4.4°de yer verilmisti.

3.4.1. Fulvestrant Uzerindeki Voltametrik Cahsmalar

Fulvestrant’in voltametrik incelemesi, bor ile dope edilmis elmas (BDEE) elektrot ile
donisimlii voltametri (DV) ve adsorptif siyirma diferansiyel puls voltametrisi
(AdDPSV) teknigi kullanilarak yapilmistir.
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3.4.1.1. Fulvestrant’in Adsorptif Siyirma Diferansiyel Puls Voltametri Caliymalar:

Adsorptif Siyirma Diferansiyel Puls Voltametri (AdSDPV) teknigi kullanilarak
fulvestrant’in bor ile dope edilmis elmas elektrot ile 0,1 M H,SO,4, pH 2,00 — 9,00
Britton — Robinson (BRT) tamponlari, pH 2,00 — 7,00 arasindaki fosfat tamponlar1 ve
pH 3,50 — 5,50 arasindaki asetat tamponlar1 igerisinde pH, hiz taramasi1 ve mekanizma

calismalarina yonelik incelemeler yapilmistir.

3.4.1.1.1. Fulvestrant’in BR Tampon Céozeltileri icerisinde Yapilan Adsorptif

Siyirma Diferansiyel Puls Voltametri Calismalar

Fulvestrant’in BR tamponlar1 igerisindeki elektrokimyasal davranislarmi incelemek igin
pH 2,00; 3,03; 4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 8,03; 9,00 BR tamponlar1 ¢6zeltileri kullanilmistir.
pH incelemelerinde 2x10°M derisimde, %30 asetonitril iceren ortamda calisilmistir. Bu
ortamlarda pH taramasi yapilarak analitik degerlendirmeler i¢in uygun kosullarin
saptanmas1 ve destek elektrolitinin cinsinin ve pH’mim reaksiyon {izerinde etkisinin

arastirilmasi amaclanmistir.

pH taramasi oncelikle diferansiyel puls voltametrisiyle yapilmis ve belirlenen orta
degerde bir pH’da (pH 4,00 BRT) pH taramasi i¢in siyirma voltametrisi sartlar1 optimize
edilmistir. pH taramasinda AASDPV yontemi kullanilarak 1050V’da 90 sn karistirilarak
calisilmistir. (Cizelge 3.34) (Sekil 3.45a ve 3.46b).

2x10°M derisim ile pH 2,00-9,00 BR tamponlarindaki voltamogramlart Sekil
3.36’de goriilmektedir. pH 2,00’de pik 906 mV’da gbzlenirken pH arttikg¢a bu pikin daha
az pozitif potansiyellere kaydigi saptanmistir. pH 2,00-9,00 arasindaki potansiyel
degerleri Cizelge 3.27 ‘de verilmistir.
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Sekil 3.36. 2x10°M fulvestrant’m pH 2,00 — 6,00 aras1 BR tamponlari i¢erisindeki
AdSDPV voltamogramlari. 1) pH 2,00 ; 2) pH 4,00; 3) pH 6,00.
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Cizelge 3.27. BRT ¢ozeltileri igerisinde kaydedilen 2x10°M fulvestrant’in degisik pH
degerlerinde AASDPYV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi1 ve
pik potansiyeli degerleri.

pH Pik Potansiyeli Pik Akimi1

(mV) (nA)
2,00 906 0,365
3,00 856 0,290
4,00 840 0,229
5,00 823 0,150
6,00 802 0,060
7,00 777 0,071
8,00 718 0,062
9,00 693 0,007

3.4.1.1.2. Fulvestrant’in Fosfat Tampon Céozeltileri icerisinde Yapilan AdSDPV
Cahsmalan

Fulvestrant’in fosfat tamponlar1 igerisindeki elektrokimyasal davraniglarini incelemek
icin pH 2,00; 3,00; 6,00; 7,00 fosfat tamponlar1 c¢ozeltileri kullanilmistir. pH
incelemelerinde 2x10°M derisimde, %30 asetonitril iceren ortamda calisilmustir. Bu
ortamlarda pH taramasi yapilarak analitik degerlendirmeler i¢in uygun kosullarin
saptanmast ve destek elektroliti cinsinin ve pH’mnm reaksiyon iizerinde etkisinin

arastirilmasi amaclanmistir.

2x10°M derisim ile pH 2,00-7,00 fosfat tamponlarindaki voltamogramlar1 Sekil
3.37’ de goriilmektedir. pH 2,00’de pik 902 mV’da gozlenirken pH arttikga bu pikin
daha az pozitif potansiyellere kaydigi saptanmistir. pH 2,00-7,00 arasindaki

potansiyeller degerleri Cizelge 3.28°de verilmistir.
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Sekil 3.37. 2x10™°M fulvestrant’m pH 2,00 — 7,00 aras1 fosfat tamponlari icerisindeki
AdSDPV voltamogramlari. 1) pH 2,00 ;2) pH 6,00.

Cizelge 3.28. Fosfat tampon ¢ozeltileri icerisinde kaydedilen 2x10°M fulvestrant’in
degisik pH degerlerinde AASDPYV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen
pik akimi1 ve pik potansiyeli degerleri.

pH Pik Potansiyeli Pik Akimi1
(mV) (nA)
2,00 902 0,370
3,00 859 0,270
6,00 785 0,085
7,00 745 0,045
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3.4.1.1.3. Fulvestrant’in Asetat Tampon Cozeltileri Icerisinde Yapilan AdSDPV

Cahsmalan

Fulvestrant’in asetat tamponlar1 icerisindeki elektrokimyasal davraniglarii incelemek
icin pH 3,50; 4,50; 5,50 asetat tamponlar1 ¢ozeltileri kullanilmistir. pH incelemelerinde
2x10°M derisimde, %30 asetonitrilli ortamda ¢aligilmustir. Bu ortamlarda pH taramasi
yapilarak analitik degerlendirmeler i¢in uygun kosullarin saptanmasi ve destek
elektrolitinin cinsinin ve pH’min reaksiyon iizerinde etkisinin arastirilmasi

amaclanmastir.

2x10°M derisim ile pH 3,50-5,50 asetat tamponlarindaki voltamogramlari Sekil
3.38’ da goriilmektedir. pH 3,50°de pik 846 mV’da gozlenirken pH arttik¢a bu pik daha
az pozitif potansiyellere kaydigi saptanmistir. pH 3,50-5,50 arasindaki potansiyeller
degerleri Cizelge 3.29°da verilmistir.
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Sekil 3.38. 2x10°M fulvestrant’m pH 3,50 — 5,50 aras1 asetat tamponlar1 icerisindeki
AdSDPYV voltamogramlari. 1) pH 3,50 ; 2) pH 4,50; 3) pH 5,50.
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Cizelge 3.29. Asetat tamponu ¢ézeltileri igerisinde kaydedilen 2x10°M fulvestrant’m
degisik pH degerlerinde AASDPYV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen
pik akimi ve pik potansiyeli degerleri.

pH Pik Potansiyeli Pik Akimi1
(mV) (nA)
3,50 846 0,14
4,50 800 0,14
5,50 731 0,10
3.4.1.1.4. Fulvestrant’in Siilfirik Asit Céozeltileri Icerisinde Yapilan AdSDPV
Cahsmalan

Fulvestrant’in H,SO, destek elektroliti icerisindeki elektrokimyasal davranislarini
incelemek i¢in 0,1M H,SO, destek elektroliti kullanilmistir. pH incelemelerinde 2x107°
M derisimde, %30 asetonitril igeren ortamda calisilmistir. Bu ortamlarda pH taramasi
yapilarak analitik degerlendirmeler i¢in uygun kosullarin saptanmasi ve destek elektroliti
cinsinin ve pH’inin reaksiyon iizerinde etkisinin arastirilmasi amag¢lanmastir.

2x10°M derisim ile 0,1M ve 0,5M H,SO, destek elektrolitindeki voltamogramlar1
Sekil 3.39’ da goriilmektedir. 0,1M ve 0,5M H,SO, destek elektrolitindeki potansiyel
degerleri Cizelge 3.30°da verilmistir.
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Sekil 3.39. 2x10°M fulvestrant’m 0,1M (1) ve 0,5M (2) H,SO, destek elektroliti
icerisindeki voltamograma.

Cizelge 3.30.Siilfirik asit ¢cozeltileri icerisinde kaydedilen 2x10°M fulvestrant’in degisik
pH degerlerinde AASDPYV ile kaydedilen egrilerinden elde edilen pik akimi
ve pik potansiyeli degerleri.

pH | Pik Potansiyeli (mV) | Pik Akimi (pnA)
0,30 976 0,57
1,00 931 0,62

pH’m potansiyel ve pik akimina etkisini daha rahat gérebilmek i¢in biitiin pH’lar1
ve ortamlar1 bir arada gosteren (Pik potansiyeli - pH) Ep-pH, (Pik akimi - pH) Ip-pH
egrileri Sekil 3.40a, 3.41b’de gosterilmistir.
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Sekil 3.40. 1x10°M Fulvestrant’in Ep — pH (a) , ip — pH (b) egrileri. (0) : HoSOy ;
(0) : BRT ; (A) : Asetat ; (O) : Fosfat

Adsorptif siyirma diferansiyel puls voltametri teknigiyle biitiin pH ¢ozeltilerinde,
dogrusallik elde edildigi goriilmiistiir. Sekil 3.40°dan de anlasilacag: gibi pH 10,00° a
kadar dogrusallik elde edilmistir.(Cizelge 3.31)
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Cizelge 3.31. pH 2,00 — 12,00 aras1 pH’a kars1 okunan potansiyel degerleri

pH 1.Pik Potansiyeli (mV)
1,00 931
2,00 902
3,00 859
3,50 846
4,00 840
4,50 800
5,00 823
6,00 785
7,00 745
8,00 718
9,00 693

Bu Cizelge degerlerine gore;

Ep = 954,83 — 29,45 pH (r:0,991) (n=11)
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3.4.1.2. Fulvestrant’in Siilfirik Asit Destek Elektroliti icerisinde Yapilan

Doniisiimlii Voltametri Cahismalarn

0,1M H.,SO, icerisinde 8x10°M fulvestrant iceren ¢dzeltinin dort devirli voltamogrami
BDE elektrot ile 100mVs ™ hizla ¢izdirilmistir (Sekil 3.41). ilk devirde anodik yonde
fulvestrant’m 956mV civarinda bir dalga verdigi, katodik yonde bir pik vermedigi
gozlenmistir. 2. devirde, fulvestrant’a ait dalga daha az pozitif potansiyele kaymis ve

911mV’da pike doniismiistiir.

o -
P <+
14 -
5 2
o -2 -
g | _
<
e -
4 -
I I I T
+2.0 +1.5 +1.0 +0.5 o -0.5

Potansiyel, mV

Sekil 3.41. 0,1M H,SO; igerisinde 8x10°M fulvestrant iceren ¢ozeltinin 2 devirli
doniisiimlii voltamogrami

Akim degerinin en yiiksek okundugu 0,IM H,SO4; igerisinde 4x10°M
fulvestrant’in ~ degisik tarama hizlarmdaki egrileri  5-1000mVs' araliginda
kaydedilmistir. Bu deneylerden elde edilen sonuglara bakildigi zaman 5-1000mVs*
araliginda hiz ile akimin dogrusal olarak arttig1 ve potansiyelin 5-1000mVs * arahginda
230mV kaydigr saptanmigtir. Bu deneylerden elde edilen veriler Cizelge 3.32°de

gosterilmistir. Bu deneylere ait voltamogram da Sekil 3.42a ve 3.42b’de verilmistir.



268

Cizelge 3.32. 0,1M H3SO, igerisinde 4x10™M fulvestrant’in 5-100mVs * tarama hizlar1

arasinda elde edilen potansiyel (Ep) ve akim (ip) degerleri.

Tarama hizi v ip (WA) Ep (mV) logv logi,
(mvs™)

5 2,236 4,49 1381 0,699 0,65

10 3,162 3,20 1357 1 0,51
25 5 2,40 1368 1,398 0,38
50 7,071 1,70 1293 1,699 0,23
75 8,660 0,88 1238 1,875 -0,06
100 10 0,81 1213 2 -0,09
250 15,811 0,50 1220 2,398 -0,31
500 22,360 0,30 1207 2,699 -0,52
750 27,386 0,18 1181 2,875 -0,74
1000 31,623 0,11 1151 3 -0,97
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Sekil 3.42.a. 0,1M H,S0; i¢erisinde 4x10°M fulvestrant’m 100 — 1000 mVs™ tarama
hizinda elde edilen doniistimlii voltamogramlari. 1) 1000 ; 2) 750 ; 3) 500 ;
4) 250 ; 5) 100 mVs™
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Sekil 3.42.b. 0,1M H,S0y igerisinde 4x10°M fulvestrant’m 5 — 100 mVs™ tarama
hizinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlar1. 1) 75 ;2) 50 ; 3) 25 ;
4)10;5) 5 mVs™
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Egrilerde geri doniis pikinin olmamasi ve hizla birlikte pik potansiyelinin kaymasi
reaksiyonun geri donilisiimsiiz oldugunu gostermektedir.
Hizin akim ile dogrusal olarak degistigi 5 — 1000 mVs™ tarama hizlarinda gerekli

hesaplamalar yapildig1 zaman dogru denklemi;
ip (uA) = 0,0041 v (mVs™) + 0,3162 r=0,991 (n:10)
olarak bulunmustur.

Elde edilen bu dogrusallik da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii olabilecegini
gostermektedir (Sekil 3.43a). Ayni hiz arahgidaki logv — log i grafigi (Sekil 3.43b) ve
denklemi incelenince bulunan egim degerinin 0,69 olmasi reaksiyonun adsorpsiyon
kontrollii olabilecegini gostermektedir (Laviron ve ark., 1980; Greef ve ark., 1990).

Elde edilen dogru denklemi;

log ip (RA) = 0,69 log v (mVs™) 1,45 r=0,997 (n=10)
(Saf diflizyon kontrollii oldugu zaman ve ¢dzeltinin bu madde icin ideal oldugu

durumlarda egim 0,5, saf adsorbsiyon kontrollii oldugu zaman ve kullanilan elektrodun o

olay i¢in ideal oldugu durumlarda 1 olur) (Laviron E., 1980)
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Sekil 3.43. 0,1M H,S0; icerisinde 4x10°M fulvestrant’in 5 — 1000 mVs™ tarama
hizlarinda elde edilen DV’lara ait a) v — ip ve b) logv — log i grafikleri
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3.4.1.2.1. Fulvestrant icin Elde Edilen Mekanizma Verilerinin Degerlendirilmesi

Fulvestrant i¢in ¢aligilan biitlin ortamlardan elde edilen egrilerin geri doniislerinde pik
goriilmemesi ve pik potansiyellerinin hiz ile beraber degismesi olayin segilen ortamlarda geri

doniistimsiiz oldugunu gostermektedir.

Segilen ortamda (0,1 M H,SOj), degisik tarama hizlarmda DV egrileri kaydedilmis ve
bunlarla ilgili gerekli degerlendirmeler yapilmis ve Sekil 3.42 ve Cizelge 3.32°de verilmistir.

0,1 M H,SO;4 igerisinde yapilan degisik tarama hizlarinda elde edilen degerlendirmeler
sonucunda reaksiyonun diflizyon kontrollii oldugu diisiiniilmektedir. Mekanizma
degerlendirmelerine 1s1k tutmasi agisindan fulvestrant ¢ozeltisinin BDEE ile kararli hal
kinetigini incelemek igin 5 mVs® tarama hizinda elde edilen voltamogramlarmdan
yararlanilarak Tafel grafigi ¢izilmistir (Yildiz ve Geng, 1993; Kissinger ve Heineman, 1996).
Tafel grafigi i¢in kullanilan veriler 0,1 M H,SO, destek elektrolitinde Cizelge 3.33’de ve bu
verilere karsilik gelen Tafel egrisi de Sekil 3.44°de verilmistir. Dogrusal bolgenin egiminden

o hesaplanmustr.
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Sekil 3.44. 1x10™*M fulvestrant’m 5mVs * tarama hizinda 0,1 M H,SO4 i¢erisinde elde
edilen Tafel egrisi
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Cizelge 3.33. 0,1 M Silfirik asit’te 5 mVs™ tarama hizinda potansiyele karsilik pik akimi

degerleri
Potansiyel(V) Log is(1LA)
0,80 -6,48
0,81 -6,40
0,82 -6,29
0,83 -6,29
0,84 -6,22
0,85 -6,14
0,86 -6,06
0,87 -6,01
0,88 -5,99
0,89 -5,98
0,90 -5,93

0,1 M Siilfirik asit’te Tafel degerleri hesaplanirken pikin goriildigii 800-900 mV arasindaki
sec¢ilmis potansiyeller akima karg1 grafige gecirildiginde;

i(LA)=5,54Ep -10,87  r=0,985, (n=11)

Buradan 0,=0,33; 1p=1,35X% 107! Alcm? olarak bulunmustur.
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3.4.2. Gelistirilen Voltametrik Yontemlerle Yapilan Analiz Cahsmalarn

Adsorpsiyon kontrollii olan ve daha hassas bir teknik olan adsorptif siyirma voltametrik
yontemlerinin uygulanmasina imkan taniyan fulvestrant ile ilgili voltametrik bir
caligmaya literatiirlerde rastlanmadi. Adsorptif siyirma voltametrik yontemle miktar

tayini ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir.

Elektrot ylizeyinde etken maddenin birikmesi elektrokimyasal olarak degil, fiziksel
adsorbsiyonla meydana gelmistir. Yeterince etken madde biriktirildikten sonra, birikmis

madde DPV teknigi kullanilarak analiz edildi.

Oncelikle elektrokimyasal 6n biriktirme basamagmda pik akimmin en iyi oldugu,
potansiyeli ve zamani se¢cmek i¢in sartlar optimize edildi (Cizelge 3.34) (Sekil 3.45a ve
3.46b). Pik akiminin en iyi oldugu potansiyeli secerken 2x10°M derisimlerde AdSDPV
icin 30sn biriktirme siiresi uygulanmistir. En uygun potansiyeli 1100mV olarak
belirledikten sonra, bu potansiyelde en uygun zaman olarak 150sn belirlenmistir.
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Cizelge 3.34. 2x10°M fulvestrant’in % 30 asetonitril igeren 0,1M H,SO, ¢ozeltisinde
AdSDPV teknigiyle potansiyel ve zamana gore akimdaki degisiklik

Potansiyel (mV) Akim(pA) Zaman (sn) Akim(pA)

0 0,42 15 0,41
200 0,30 30 0,42
400 0,27 60 0,59
600 0,30 90 0,70
800 0,36 120 0,83
900 0,40 150 0,89
1000 0,50 180 0,89
1100 0,55 240 0,90
1200 0,44
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Sekil 3.45. AASDPV teknigiyle 2x10™°M fulvestrant’in % 30 asetonitrilli 0,1M H,SO,
igerisinde a) Ip (uA) — Ep (Biriktirme Potansiyeli) b) iy (uA) —t (sn)
(Biriktirme Zamani) grafikleri.
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Sekil 3.45’den de anlasilabilecegi gibi bu sonuglarla elektrokimyasal 6n biriktirme
basamagindaki sartlar1 optimize edilmis oldu. Buna gére 1100mV’da 150sn bekletilerek
akimin en biiyiik oldugu sartlar saglanmis oldu. Sartlar optimize edildikten sonra
elektrot iizerinde birikmis olan madde AdSDPV teknigi kullanilarak tayin edildi.
Fulvestrant’in voltametrik analizi i¢in gelistirilen AASDPV yOntemi, en yiiksek akimin
ve en keskin pik seklinin elde edildigi 0,1M H,SO, igerisine uygulanmistir. 0,1M H2SO4
destek elektroliti igerisinde 1x10° — 8x10°M derisim araliginda elde edilen AdSDPV

egrilerinden bazi se¢ilmis derisimler Sekil 3.46°de verilmistir.

Fulvestrant derisiminin pik akimi {izerine etkisi i¢in optimum kosullar % 30
asetonitrilli ortamda 0,1M H,SOs igeren ¢ozeltisinde diferansiyel puls siyirma
voltametrisi kulanilarak elde edilmistir. Cizelge 3.35’de fulvestrant derisimleri (C) ve
AdSDPYV i¢in +1,00V°da karsilik gelen pik akimi degerleri (ip) verilmistir. Bu degerlere
gore 1x10° — 8x10°M derisim araliginda derisim-pik akimi arasida r=0,999 korelasyon
katsayist ile AASDPV ig¢in ip(nA) = 35200C(M) -0,0902 esitliklerine uyan dogrusal
iliski bulunmaktadir (AdSDPV igin Sekil 3.47). Bu sonuglara dayanarak, BDEE elektrot
ile AASDPV teknikleri kullanilarak fulvestrant’in ticari preparatindan miktar tayininin

yapilabilecegine karar verilmistir.
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Sekil 3.46. % 30 asetonitrilli 0,1M H,SO;, igerisinde fulvestrant’in bazi derisimlerdeki
AdSDPV egrileri (1) destek ; (2) 1x10®° M; (3) 2x10° M; (4) 4x10° M
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Sekil 3.47. 1x10° — 8x10°M derisim araliginda 0,1M H3SO, igerisinde fulvestrant’in
(%30 asetonitrilli ortam) AdSDPV teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.35. 0,1M H,SO; igerisinde fulvestrant igin (%30 asetonitrilli ortam) elde
edilen derisim-pik akimui iliskisine ait analiz sonuglar1

Derigsim (M) Akim (pA)
1x10® 0,0072
2x10°® 0,014
4x10° 0,037
6x10° 0,0998
8x10° 0,172
1x10® 0,222
2x10” 0,603
4x107 1,298
6x107 2,06
8x10” 2,72

Cizelge 3.35’deki AASDPV teknigi ile elde edilen verileri kullanarak lineer regresyon
analizi ve kalibrasyon egrisi i¢in gerekli validasyon parametreleri hesaplanmis ve
sonuglar Cizelge 3.36’de gosterilmistir. Cizelge 3.36’da verilen yakalama (YAS) ve
tayin alt (TAS) smirlari,
YAS =3s/m; TAS =10 s/m
formiillerinden bulunmustur (Riley ve Rosanske, 1996 ; Swartz, Krull, 1997)

Bu formiillerde s, en diisiik derisimin bir {ist derisiminde 3 adet tekrarlanan

sonucun standart sapmasi, m ise ilgili kalibrasyon egrisine ait egim degeridir.
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Cizelge 3.36. 0,1M H,SO, igerisinde fulvestrant igin (%30 asetonitrilli ortam) AASDPV
teknikleri ile elde edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi
sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri.

AdSDPV
Ol¢iim Yapilan Potansiyel 1,00
Potansiyelin giin i¢i
tekrarlanabilirligi (%BSS) 0,60
Potansiyelin giinler aras1
tekraﬂazabﬂirigi (%BSS) o
Dogrusallik araligi (M) 1x10° — 8x10™
Egim (nA.M™T) 3,562x10"
Kesisim (nA) -9,02x10™
Korelasyon Katsayis1 0,999
Egimin standart hatas1 4,17X102
Kesigimin standart hatasi 1,46x10
Yakalama Sinir1 (M)* 2,36x10”"
Tayin alt Smir1 (M)* 7,88x10”"
Akimin giin i¢i 0.55
tekrarlanabilirligi (%BSS)
Akimin giinler aras1 1.50
tekrarlanabilirligi (%BSS)

(*) Yakalama ve tayin alt sinir1 hesabi igin gerekli standart sapma sonuglari 6x10° M
derisiminin 3 degerinden elde edilmistir.

Yapilan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukca iyi sonuglar elde edilebilmesi,
fulvestrant iceren piyasa preparatlarindan miktar tayini ¢aligmalar1 yapilabilecegini

gostermistir.
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3.4.3. Fulvestrant icin Gelistirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamalar

Fulvestrant tayini i¢in gelistirilen AdSDPV voltametrik teknigi ile hem piyasa

preparatlarina hem de insan serumundan % geri kazanim ¢aligmalarina uygulanmstir

3.4.3.1. Gelistirilen Yontemlerin Farmasotik Dozaj Sekillerine Uygulanmasi ve

Geri Kazanim Cahsmalar

Fulvestrant igeren enjeksiyonluk ¢6zeltiden miktar tayini yapabilmek i¢in numuneler
2.5.3.4.2 bolimiinde anlatildig1 sekilde hazirlanmis ve egriler saf fulvestrant gibi
kaydedilmistir. Bu egrilerden okunan pik akimi degerleri ilgili kalibrasyon esitliginde
yerine konularak enjeksiyonluk ¢ozeltinin icerdigi etken madde miktar1 hesaplanmistir.

Gelistirilen yontemlerle yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.37° de gosterilmistir.
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Cizelge 3.37. Fulvestrant iceren (250 mg/ 5 mL) Faslodex® enjeksiyonluk ¢ozeltisinin
pH 0,1M H,SO, destek elektroliti icerisinde BDEE elektrotla, gelistirilen
AdSDPV yontemleriyle elde edilen analiz bulgular

Enjeksiyonluk Cozeltide Bulunan Madde
Miktar1 (250 mg/ 5 mL)
Numune No AdSDPV

1 250,22

2 248,17

3 250,09

4 250,30

5 252,85

Xort 250,33
SS 1,67
%BSS 0,67
%Bias -0,13

Enjeksiyonluk ¢ozeltinin igerisinde yer alan katki maddelerinin tayin
yontemlerimizi etkileyip etkilemedigini anlamak i¢in geri kazanim ¢alismalar1
yapilmistir. Boliim 2.5.3.4.3.’de anlatildig1 gibi bilinen miktarda hazirlanan saf etken
madde igeren enjeksiyonluk preparat, yine bilinen miktarda etken madde ilave edilmis
ve gerekli hesaplamalar sonucunda % geri kazanim degerleri bulunmustur. % Geri

kazanim sonuglar1 Cizelge 3.38.’de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.38. Fulvestrant iceren farmasotik preparattan 0,1M H,SO; igerisinde elde
edilen % geri kazanim sonuglari.

Y éntem [lave Edilen Madde | Bulunan Madde % Geri
Miktar1 (mg) Miktar1 (mg) Kazanim
20,00 20,15 100,77
20,00 20,40 102,00
20,00 20,39 101,95
20,00 19,62 98,07
AdSDPV 20,00 20,32 101,61
Xort : 100,88
SS:1,65
% BSS : 1,63
%Bias: -0,88
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3.4.3.2. Gelistirilen Yontemlerin insan Serumuna Uygulanmasi ve Serumda %

Geri Kazanim Cahsmalan

Fulvestrant i¢in gelistirilen miktar tayini yOntemleri, fulvestrant’n serum
numunelerinden tayin edilebilirliginin arastirilmasi amaciyla insan serum numunelerine
boliim 2.3.2.2.” de anlatildig1 sekilde uygulanmistir. Bu ¢alisma ile ilgili voltamogramlar

Sekil 3.48” de goriilmektedir. Elde edilen sonuglar da Cizelge 3.39°da verilmistir.

0,1 M H,SO, ¢ozeltisi icerisinde 1x10°— 4x10° M derisim araliginda insan
serumunda elde edilen AASDPV egrilerinden bazi secilmis derisimler Sekil 3.48° de,

verilmistir.

Fulvestrant’n serum derisiminin pik akimai {izerine etkisi i¢in optimum kosullar %
30 asetonitrilli ortamda 0,1M H,SO, tamponu igeren elektrolit ¢ozeltisinde diferansiyel
puls styrma voltametrisi kulanilarak elde edilmistir. Cizelge 3.39’da fulvestrant’in
serum derisimleri ve AdSDPV i¢in +0,98V’da karsilik gelen pik akimi degerleri
verilmistir. Bu degerlere gore 1x10°= 4x10° M derisim araliginda derisim-pik akimi
arasinda r=0.998 korelasyon katsayisi ile AASDPV i¢in i(pA) = 5,77x10* C(M) — 0,112
esitlikligine uyan dogrusal iliski bulunmaktadir (Sekil 3.49).

Bu sonuglara dayanarak, BDEE elektrot ile AASDPV kullanilarak fulvestrant’in

serumdan miktar tayininin yapilabilecegine karar verilmistir.
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Sekil 3.48. 0,1 M H,SO, destek elektroliti igerisinde fulvestrant’in bazi serum
derisimlerdeki AdSDPV egrileri (1) : destek ; (2) 1x10° M ; (3) 2x10° M ;
(4) 4x10° M

T T T T
0 le-5 2e-5 3e-5 4e-5 5e-5

Derigim, M

Sekil 3.49. 1x10® — 4x10°M serum derigim araliginda fulvestrant’in 0,1 M H,SO4
destek elektroliti i¢erisinde (%30 asetonitrilli ortam) AdSDPYV teknigi ile
elde edilen kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.39. Fulvestrant’in 0,1 M H,SO, destek elektroliti i¢erisinde (%30 asetonitrilli
ortam) elde edilen serum derisim — pik akimu iligkisine ait analiz

sonuglari
Derigsim (M) Pik Akimi1 (nA)
1x10°® 0,012
2x10° 0,041
4x10° 0,135
6x10° 0,202
8x10°® 0,280
1x10” 0,437
2x107 1,028
4x10° 2,227

Cizelge 3.39’daki AASDPV teknigi ile elde edilen verileri kullanarak lineer regresyon
analizi ve kalibrasyon egrisi i¢in gerekli validasyon parametreleri hesaplanmis ve
sonuglar Cizelge 3.40 ve Cizelge 3.41° de gosterilmistir.
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Cizelge 3.40. 0,1 M H,SO, destek elektroliti ADSDPV ile elde edilen serum kalibrasyon
egrisine ait regresyon analizi sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri

AdSDPV
Olgiim Yapilan Potansiyel (V) 0,98
Potansiyelin giin igi
tekrarlanabilirligi (%BSS) 0%
Potansiyelin giinler aras1
tekrarla;bﬂirigi (%BSS) 128
Dogrusallik araligi (M) 1x10°° — 4x10™°
Egim (nA.M™) 5,77x10"
Kesisim (LA) -0,112
Korelasyon Katsayisi 0,998
Egimin standart hatasi 1,4OXlO3
Kesisimin standart hatasi 2,33x10”
Yakalama Sinir1 (M)* 2,33x10”"
Tayin alt Smir1 (M)* 7,76x10”
Akimin giin i¢i tekraredilebilirligi 0,67
(%BSS)
Akimin glinler arasi 0,71
tekraredilebilirligi (%BSS)

(*) Yakalama ve tayin alt smir1 hesabi i¢in gerekli standart sapma sonuglari 4x107 M
derisiminin 3 degerinden elde edilmistir.

Elde edilen sonuglar pik potansiyeli i¢in tekrar edilebilirligin ¢ok iyi oldugunu

kanitlamaktadir.



Cizelge 3.41. AdSDPV ile 0,1 M H,SO; destek elektroliti igerisinde insan serumunda
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elde edilen geri kazanim sonuglar1

Seruma Ilave | Bulunan
. . Ortalama % _
Yontem | Edilen Madde | Madde Miktar1 . % BSS | %Bias
Geri Kazanim
Miktar1 (M) (M)
AdSDPV | 4,00x10°M 4,01 x10°M 100,34 0,85 -0,34
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3.4.2. Fulvestrant ile dsDNA Etkilesiminin Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi ile

Elektrokimyasal Olarak Incelenmesine Ait Bulgular

3.4.2.1. dsDNA immobilize Edilen KGE Yiizeyinde Farkl Derisimlerde Fulvestrant
Etkilesiminin Guanin Yiikseltgenme Sinyalindeki Degisim Uzerinden

Incelenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.5.3.4.5.1. de anlatilan yol izlenerek, KGE yiizeyine immobilize edilen dsDNA’nin
5,00-40,00 pg/mL derisim arahginda degisen fulvestrant ile etkilesiminden elde edilen guanin
yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiyiikliiklerini gésteren grafik Sekil 3.50° deki gibidir.

1,2

1,1 A

1,0

0,9 1o

0,8 A

Akim, pA

0,7 Q

0,6 §
0,5 A §

0,4

0 10 20 30 40 50
Fulvestrant Derigimi, pg/mL

Sekil 3.50. Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; sirasiyla 2,00png/mL dsDNA ile
fulvestrant etkilesmeden once; etanol/asetat tamponu karigimu ile etkilestikten
sonra; 5,00; 10,00; 20,00; 40,00ug/mL derisimlerde fulvestrant ile
etkilestikten sonra elde edilen sinyallerin ortalama biiytikliikleri.
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Sekil 3.50° de elde edilen verilere gore, FLV’ nin derisimi arttirildik¢a guanin
yiikseltgenme sinyalinde diisiis oldugu gozlenmistir. Ancak bu diisiis 10,00 pg/mL FLV’
den sonra sabitlendi. Grafige gore uygun FLV derisimi 10,00 pg/mL’ dir.

3.4.2.2. Fulvestrant Etkilesim Siiresindeki Degisimin Guanin Yiikseltgenme Sinyali

Uzerine Etkisinin Incelenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.5.3.4.5.2. de anlatilan yol izlenerek, 3.4.2.1.” den elde edilen veriler dogrultusunda
10,00 pg/mL Fulvestrant’in 2,00 pg/mL dsDNA ile etkilesiminde siirenin etkisini
inceleyebilmek i¢in etkilesim siiresi 30420 sn arasinda arttirilmig ve sonuglardan Sekil

3.51°deki grafik ¢izdirilmistir.

1.2

1,0

0,8 A §

Akim, pA

0,4 - ° §

0,2 A

0 100 200 300 400 500

FLV Etkilesme siiresi

Sekil 3.30. Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikler; 2,00pg/mL dsDNA ile
10,00pg/mL fulvestrant’in farkl siirelerde (sirasiyla 2,00png/mL dsDNA ile
fulvestrant etkilesmeden Once; etanol/asetat tamponu karisimu ile etkilestikten
sonra; 30; 60; 180; 300; 420 sn) etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme
sinyallerinin ortalama biiytikliikleri.
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Guanin yiikseltgenme sinyalinde etkilesim siiresi arttirildikca bir  disiis
gozlenmistir. Bu diislisiin 180 saniyeden sonra sabitlenmesi nedeniyle optimum

etkilesim zamani olarak 180 sn saptanmuigstir.

3.4.2.3. Optimize Edilen dsDNA-Fulvestrant Calismasinin Voltametrik

Yontemlerle Yapilan Analiz Cahsmalan

Fulvestrant-dsDNA etkilesiminin voltametrik bir ¢alismasima literatiirlerde rastlanmadi.
Fulvestrant ve guanin pik akimlar1 etkilesimden once ve sonra Diferansiyel Puls
Voltametrisi (DPV) teknigiyle dl¢iilmiistiir (Sekil 3.52a). Oncelikle dsSDNA’daki guanin
pik akimini en ¢ok diisiiren fulvestrant derisimi 10,00ug/mL ve bu derisimde guanin
sinyalini en ¢ok diisiiren karistirma siiresi de 180sn olarak secilmis ve sartlar optimize
edilmistir.

Sekil 3.51°den de anlasilabilecegi gibi bu sonuclarla sartlar optimize edilmis oldu.
Buna gore 180sn bekletilerek akimin en kii¢iik oldugu sartlar saglanmis oldu. Sartlar
optimize edildikten sonra elektrot iizerinde birikmis olan maddeler AASDPV teknigi
Kullanilarak tayin edildi. pH 4,80 asetat tamponu ¢ozeltisi i¢inde 1,00 — 20,00 pg/mL
derisim araliginda elde edilen AdSDPV egrilerinden bazi secilmis derigimler Sekil
3.52b’de verilmistir.

Fulvestrant’in derisiminin guanin pik akimi iizerine etkisi i¢in optimum kosullar
pH 4,80 asetat tamponu iceren c¢ozeltisinde diferansiyel puls siyirma voltametrisi
kulanilarak elde edilmistir. Cizelge 3.42°de fulvestrant derisimleri (C) ve AASDPV i¢in
+1,03V’da karsilik gelen guanin pik akimi degerleri (ip) verilmistir. Bu degerlere gore
1,00 — 20,00 pg/mL derigsim araliginda derisim-pik akimi arasinda r = -0,987 korelasyon
katsayisi ile AASDPV igin ip(nA) = -0,0252 C(ng/mL) + 0,7811 esitliklerine uyan
dogrusal iligki bulunmaktadir (AdSDPV i¢in Sekil 3.53). Bu sonuglara dayanarak, kalem
grafit elektrot ile AdSDPV teknikleri kullanilarak fulvestrant’in ticari preparatindan

miktar tayininin yapilabilecegine karar verilmistir.
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Sekil 3.52.pH 4,80 asetat tamponu igerisinde igerisinde (A) KGE yiizeyinde 2, 00pug/mL
ds-DNA ile 10,0 pg/mL fulvestrant etkilesiminine ait grafikler; etkilesimden
once guanin sinyali (- - - - - ); dsDNA ile etkilesiminden sonra fulvestrant
sinyali( ) ve etkilesimden 6nce fulvestrant sinyali(— — ——— )

(B) 2,00 pg/mL dsDNA’nin Guanin yiikseltgenme sinyaline ait grafikleri;
a) 2,00 pg/mL dsDNA ile fulvestrant etkilesmeden 6nce; b) Etanol/asetat
(30/70) tamponu karigimu ile etkilestikten sonra; c¢) 2,00 ug/mL; d) 10,00 €)
20,00 pg/mL derisimlerde fulvestrant ile etkilestikten sonra elde edilen
sinyallerin ortalama biiytikliikleri.
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Sekil 3.53. 1,00 — 20,00 pg/mL derisim araliginda pH 4,80 asetat tamponu igerisinde
fulvestrant’in AASDPV teknigi ile elde edilen kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.42. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde fulvestrant i¢in elde edilen derisim-pik
akimu iligkisine ait analiz sonuglari

Derisim (pg/mL) Akim (nA)
Tek basina guanin sinyali 0 1,050
‘etanol + asetat tamponu’ 0 0,905

ile etkilestikten sonra

fulvestrant ile etkilestikten 1,00 0,794
sonra 2,00 0,704
5,00 0,665
10,00 0,490
20,00 0,300
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Cizelge 3.42°deki DPV teknigi ile elde edilen veriler kullanarak lineer regresyon
analizi ve kalibrasyon egrisi i¢in gerekli validasyon parametreleri hesaplanmig ve

sonuglar Cizelge 3.43’de gosterilmistir.

Cizelge 3.43. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde fulvestrant-dsDNA etkilesimi igin
guanin iizerinden AASDPV teknigi ile elde edilen kalibrasyon egrisine ait
regresyon analizi sonuglar1 ve gerekli validasyon parametreleri.

AdSDPV
Olgiim Yapilan Potansiyel 1,03
V)
Dogrusallik araligi 1,00 — 20,00
(ug/mL)
Egim (nA.M™T) -0,0252
Kesisim (nA) 0,7811
Korelasyon Katsayisi —0,987
Egimin standart hatas1 2.84x10°°
Kesigimin standart hatasi 2.45x10
Yakalama Sinir1 (ug/mL)* 0,41
Tayin alt Sinir1 (pg/mL)* 1,39
Akimin giin i¢i 0,81
tekrarlanabilirligi (%BSS)
Akimin giinler aras1 1,85
tekrarlanabilirligi (%BSS)

(*) Yakalama ve tayin alt sinir1 hesabi i¢in gerekli standart sapma sonuglar1 1,00 pg/mL
derisiminin 3 degerinden elde edilmistir.

Yapilan tekrar edilebilirlik deneylerinde oldukga iyi sonuclar elde edilebilmesi,
fulvestrant iceren piyasa preparatlarindan miktar tayini c¢aligmalar1 yapilabilecegini

gostermistir.
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3.4.2.4. Fulvestrant icin Gelistirilen Voltametrik Tekniklerin Uygulamalar

Fulvestrant-dsDNA etkilesiminin tayini i¢in gelistirilen voltametrik teknik piyasa

preparatlarina uygulanmistir.

3.4.2.4.1. Gelistirilen Yontemlerin Farmasotik Dozaj Sekillerine Uygulanmasi

Fulvestrant iceren enjeksiyonluk preparatlarda miktar tayini yapabilmek i¢in numuneler,
2.5.3.4.2 bolimiinde anlatildigir sekilde hazirlanmistir. Etkilesim sonrasi elde edilen
guanin egrilerinden okunan pik akimi degerleri ilgili kalibrasyon esitliginde yerine
konularak enjeksiyonluk ¢ozeltilerin igerdigi etken madde miktarlar1 hesaplanmistir.

Gelistirilen yontemlerle yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.44° de gosterilmistir.
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Cizelge 3.44. Fulvestrant iceren (250 mg/5mL) Faslodex® enjeksiyonluk preparatindan
pH 4,80 Asetat tamponu igerisinde kalem grafit elektrotla, gelistirilen DPV
yontemleriyle elde edilen analiz bulgular1

Enjeksiyon Cozeltisinde Bulunan Madde
Miktar1 (250 mg/5SmL)
Numune No AdSDPV

1 268,95

2 251,09

3 239,19

4 254,07

5 249,11

Xort 252,48
SS 10,77
%BSS 4,27
%Bias -0,99

Enjeksiyonluk preparat igerisinde yer alan katki maddelerinin tayin yontemlerimizi
etkileyip etkilemedigini anlamak i¢in geri kazanim calismalar1 yapilmistir. Bolim
2.5.3.4.3°’de anlatildig1 gibi bilinen miktarda hazirlanan saf etken madde igeren
enjeksiyonluk numunelerin iizerine, yine bilinen miktarda etken madde ilave edilmis ve
gerekli hesaplamalar sonucunda % geri kazanimlar bulunmustur. % Geri kazanim

sonuglar1 Cizelge 3.45’de gdsterilmistir.
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Cizelge 3.45. Fulvestrant iceren enjeksiyonluk preparatlardan pH 4,80 asetat tamponu
icerisinde elde edilen % geri kazanim sonuglari.

Yo6ntem [lave Edilen Madde | Bulunan Madde % Geri
Miktar1 (mg) Miktar1 (mg) Kazanim
10,00 9,55 95,47
10,00 8,50 84,94
10,00 9,63 96,25
10,00 9,84 98,43
DPV 10,00 9,78 97,84
Xort : 94,58
SS:5,52
% BSS : 5,84
%Bias: 5,41
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3.3.3.5. iki Yontemin Analiz Calismalarimin Karsilastiriimas:

Bos BDE clektrotta ve dsDNA tutturulmus KG elektrotta Faslodex enjeksiyonluk
preparatindan elde edilen analiz bulgular1 karsilastirildigt zaman, bulunan t ve F
degerleri tablo degeriyle karsilastirildiginda yontemler arasindaki farkin 6nemsiz oldugu

gorilmektedir.

Cizelge 3.46. Bos BDEE ve dsDNA modifiye kalem elektrot lizerinde etkilesimde
Faslodex® enjeksiyonluk ¢ozeltisinden elde edilen analiz bulgularmnmn
karsilastirmali sonuglar1

Bos BDEE dsDNA modifiye
KG elektrot
Enjeksiyonluk
preparatta bulunan
madde miktar1 (mg) 250,00 250,00
Bulunan madde 250,33 252,48
miktar1 (mg)
%BSS 0,67 4,26
Hesaplanan t degeri teorik = 2,31 0.67
eOrKk — &y
Hesaplanan F degeri Freoric = 2,60 0.003

(p: 0,005)
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4. TARTISMA

Antiviral ilaglardan efavirenz, antikanser ilaglardan 16prolid ve fulvestrant ile tez
kapsaminda yiiriitiilen arastirmalarda voltametrik teknikler kullanilarak, bu ilaglarin
miktar tayininde kullanilabilecek yeni ve duyarli yontemler gelistirilmistir. Ayrica,
molekiillerin yiikseltgenmesine ve ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ile etkilesmesine ait
mekanizmaya 151k tutmasi diisiincesiyle doniistimlii voltametri (DV) ve Adsorptif
Siyirma Diferansiyel Puls Voltametrisi (AdSDPV) teknikleri kullanilmistir. Literatiir
arastirmasi sirasinda ti¢ ilacin da detayli elektrokimyasal davranislarina ait herhangi bir

calismaya rastlanilmamistir.

Efavirenz’in elektrokimyasal tepkimeleri kalem grafit elektrot kullanilarak
incelenmistir. Kalem grafit elektrotla degisik pH degerlerinde yapilan ¢alismalar,
efavirenz’in yiiksek potansiyellerde ve biitin pH degerlerinde tersinmez olarak
yiikseltgendigini gostermektedir. Efavirenz’e ait pik AASDPV teknigiyle kalem grafit
elektrot kullanilarak kaydedilmistir. Pik akimlar1 ve potansiyelleri %20 metanol i¢eren

pH 1,93 — 10,00 araliginda BR tamponunda tayin edilmistir.

DPV egrilerinin pik akimi — pH egrileri incelendigi zaman en yiiksek pik akimi
degerine pH 3,00 BR tampon c¢ozeltisi ile (% 20 metanollii ortam) ulasildig:
goriilmektedir.

Olaymm oOzelligini anlayabilmek i¢in secilmis ortamda yapilan hiz taramasi

deneylerini degerlendirilmis ve iy- v

, Ip- v ve log ip-log v iliskileri incelenmistir. DV
teknigi ile, efavirenz’in pH 3,00 BR tamponunda (% 20 metanol orani) 5 - 1000 mVs*

hiz tarama araliginda, degisik tarama araliklarda, incelemeler yapilmistir.

Pozitif potansiyelde elde edilen pik adsorpsiyon kontrollii bulunmustur. pH 3,00
BRT’de 30,00pg/mL derisimdeki, 5-100 mVs* arahginda yapilan hiz taramasi

sonucunda; pik akimi (i) ve v arasinda dogrusal bir iligki saptandi.

ip (WA) =0,125v (mVs™) + 1,06 (r: 0,994 ; n: 6)
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Elde edilen bu dogrusallik da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu
gostermektedir. Ayn1 hiz araligindaki log v — log i grafigi ve denklemi incelenince (Sekil
3.12) bulunan egim degerinin 0,81 olup adsorpsiyon kontrollii teorik deger olan 1,00’e
yakin bulunmasi reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu gostermektedir (Laviron

ve ark., 1980 ; Greef ve ark., 1990).
Elde edilen dogru denklemi;
Log iy (uA) = 0,81 log v (mVs™) — 0,49 (r: 0,997 ; n: 6)

5-100 mVs" arahginda yapilan hiz taramasinda pik akim ve potansiyelinin
degerlendirilmesi sonucunda hiz artmasiyla pik potansiyeli 80mV pozitife kaymasi
katodik yonde bir pik ya da dalga olmamasi ile birlikte olaymn tersinmez oldugunu

gostermektedir.

pH taramasi sirasinda yiikseltgenme pik potansiyeli pH arttik¢a daha diisiik pozitif
potansiyele kaymis ve pH 2,00—10,00 degerleri arasinda dogrusallik elde edilmistir.

Ep(mV) = 1584 — 65,25pH r=0.99  (pH:2,0 ve 10,0 arasi)

pH 10,00°dan sonra eclde edilen egrilerde herhangi bir dalga veya pik elde
edilememistir. Bizim c¢aligmalarimizda cevap elde ettigimiz bu son pH degeri

literatiirdeki 10,20 olan pKa [http://www.cal-tox.org] degerine yakindir.

pH taramasmm pik akimi iizerine etkisi de incelenmistir, i, - pH grafiginden de
anlasildig1 gibi maksimum pik akimi asit ortamda o6zellikle de pH 3,00 BRT’de
goriilmiistlir (Sekil 3.13). Elde edilen verilerden bu pikin adsorptif karakterde oldugu
bulunmustur. Bu yilizden analitik 6l¢timler i¢in duyarliligi daha fazla olan adsorptif
styirma teknigi kullanarak diizgiin, keskin ve en iyi pik sekli elde edilen pH 3,00 BRT

ile deneylere devam edilmistir.

Efavirenz’in hem asidik hem bazik ortamda elektroaktif oldugu gorilmektedir.

Yiikseltgenme mekanizmasi hakkinda literatiir bulunamamustir.

Yapilan 3 devirli egrilerde elektrot cevabi ilk egride yliksek ¢ikmakta, daha sonraki

devirlerde azalmaktadwr. Tahminen 1. devirde yiizeyde tutulmus olan maddeler ve
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diftizyonla elektrot yiizeyine gelen molekiiller reaksiyona girmektedir. Ancak 2. devirde
yeni bir adsorpsiyon dengesinin kurulmasi i¢in yeterli zaman olmadigindan elektrot

yiizeyine diflizyonla ulasan molekiiller genelde reaksiyona girmektedir.

Efavirenz’in tayini i¢in duyarli ve segici voltametrik yontem gelistirmek amaciyla
yapilan ¢aligmalarda daha keskin ve iyi belirlenmis piklerin elde edilmesinden dolay1
AdSDPV teknigi secilmistir. Analitik acidan en iyi efavirenz pikleri ve tekrar
edilebilirlik sonuclar1 elde edildigi icin pH 3,00 BR tamponu (%20 metanollii) caliyma
ortami olarak secilmistir. AASDPV i¢in diger kullanilan sartlar (siyirma voltametrisi
icin; biriktirme potansiyeli 700 mV, biriktirme siiresi 300s olarak optimize edilmistir),
bulgular kisminda detayl olarak verilmistir. Bu kosullarda yapilan voltametrik analiz
calismalar1 kalem grafit elektrodun efavirenz’in siyirma voltametrik yOntemlerle
analizine uygun elektrot oldugunu gostermistir. pH 3,00 BRT (%20 metanol) igerisinde
efavirenz icin 0,018 — 2,56 pg/mL derisim araliginda dogrusallik bulunmustur (Cizelge
3.4 ve Cizelge 3.5). Yakalama sinir1 0,0042 pg/mL bulunmustur.

Voltametrik incelemenin saf maddeler lizerinde yapilmasindan sonra gelistirilen
teknikler efavirenz’in piyasa preparati olan Stocrin® film kapli tabletlere uygulanmustur.
Tabletler toz haline getirilip daha onceki bolimlerde anlatildigi gibi c¢ozeltileri
hazirlandiktan sonra herhangi bir ayirma veya siizme islemine gerek kalmadan
voltamogramlar1 alinmistir. Toz edilmis ilag numunesinden bilinen miktarda efavirenz
iceren numunelerin iizerine, bilinen miktarda saf madde ilave edilerek geri kazanim
calismalar1 i¢in numuneler hazirlanmistir. Bu numunelerden alinan voltamogramlardan
ve elde edilen % geri kazanim degerlerinin yiiksek olmasindan ila¢ katki maddelerinin

yontemlerimizi etkilemedigi sonucuna varilmaistir.

Efavirenz’in kalem elektrotta elektrokimyasal davranisi aydinlatildiktan sonra
dsDNA tutturulmus kalem elektrot ile etkilesim mekanizmalarmin aydinlatilmasma
calisilmistir. Balik spermi ¢ift sarmal DNA ile efavirenz’in etkilesimi, 0,02 M NaCl
iceren asetat tamponu (pH 4,8) kullanilarak kalem elektrot yiizeyinde adsorptif siyirma

diferansiyel puls voltametri teknigi ile incelenmistir.
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Madde ve DNA arasindaki etkilesim, DNA bazlarindan guanin yiikseltgenme
sinyalindeki farklilanma iizerinden incelenmistir. DNA c¢aligmalar1 igin Oncelikle
tekraredilebilir guanin sinyali elde edilen ¢ift sarmal DNA derisimi belirlenmistir. Sekil
3.2’ye gore optimum g¢aligilan dsDNA derisimi 2,00 pg/mL ve Sekil 3.4’e gore optimum
karigtirma siiresi 240 sn’dir. Guanin akiminin giin i¢i ve giinler arasi tekraredilebilirligi
strastyla % 0,98 ve % 1,58’dir. Guanin ve efavirenz pik akimlar etkilesimden 6nce ve
sonra Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV) teknigiyle Olglilmiistiir. (Sekil 3.19a)
Etkilesimden sonra guanin sinyalinde dogrusal bir azalma goriilmistiir (Sekil 3.19b).

Efavirenz sinyalinde de etkilesim sonras1 azalma saptanmistir, fakat dogrusal degildir.

16,00 pg/mL derisimdeki efavirenz’in 2,00 pg/mL derisimdeki dsDNA ile
etkilesimine dair diferansiyel puls dl¢limlerinde, guanin yiikseltgenme sinyaline ait giin

ici ve giinler arasi bagil standart sapmasi sirasiyla % 0,96 ve % 2,22’dir (n=3).

Optimum analitik ¢alisma performansinin bulunabilmesi i¢in ¢ift sarmal DNA
derisimi, biriktirme siiresi ve DNA iizerindeki efavirenz derisiminin ve etkilesim

stiresinin etkileri gibi deneysel parametreler incelenmistir.

DNA optimizasyonu i¢in 0,20-10,00 pg/mL derisim araliginda ¢alisildi. Optimum
biriktirme stiresini bulmak i¢in 2,00 pg/mL DNA ile 30-300 sn araliginda caligild1 ve
biriktirme zamani 240sn olarak belirlenmistir. Yontemin tablet dozaj formlarina da
uygulanabilmesi i¢in DNA’yla etkilesen efavirenz derisimi ve etkilesim zamani optimize
edilmistir. Efavirenz 0,00-32,00 pg/mL derisim araliginda 120s etkilestirildi, guanin
sinyalini en ¢ok diistiren derigim 24,00 pg/mL’da olarak bulunmustur. Bu derisimde 0—
300 sn arahiginda etkilesim siiresi optimize edildi ve biriktirme zamani 180sn olarak

belirlenmistir.

Guanin yiikseltgenme pik akimi efavirenz ile etkilesmesinden sonra dogrusal
olarak azaldi. pH 4,80 asetat tamponu (%20 metanol) icerisinde guanin sinyalindeki
azalma efavirenz artan derisiminin (2,00-24,00 pg/mL araliginda) fonksiyonudur.

(Cizelge 3.9). Yakalama sinir1 0,599 pg/mL bulunmustur.
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Voltametrik incelemenin saf maddeler iizerinde yapilmasindan sonra gelistirilen
teknikler efavirenz’in piyasa preparati olan Stocrin® film kapli tabletlere uygulanmustr.
% geri kazanim c¢aligmalar1 i¢in numuneler hazirlanmistir. Bu numunelerden alinan
voltamogramlardan ve elde edilen % geri kazanim degerlerinin yiiksek olmasindan ilag
katkir maddelerinin yontemlerimizi etkilemedigi sonucuna varilmistir. dsSDNA modifiye
edilen KGE ve bos KGE ile yapilan tablet ¢aligmalarindan t ve F testi hesaplanmis,

aralarindaki fark anlamsiz bulunmustur.

Efavirenz i¢in gelistirilen her iki yontemin de dogrulugu, duyarlilig,
uygulanabilirligi ve segiciligini gosterebilmek i¢in yontemlere gerekli tiim validasyon
calismalar1 uygulanmis ve elde edilen sonuclarla yontemlerin tekrar edilebilirligi,
duyarhiligi, dogrulugu, se¢iciligi ve uygulanabilirligi gosterilmistir (Cizelge 3.5; 3.6; 3.7;
3.9; 3.10; 3.11).

Tez kapsaminda iizerine ¢alisilan ikinci maddemiz kanser ilaci 16prolid’dir.
Loprolid’in elektrokimyasal tepkimeleri kalem grafit elektrot kullanilarak incelenmistir.
Kalem grafit elektrotla degisik pH degerlerinde yapilan c¢alismalar, 16prolid’in yiiksek
potansiyel degerlerinde biitliin pH degerlerinde tersinmez olarak yiikseltgendigini
gostermektedir. Loprolid’e ait pik AASDPV teknigiyle kalem grafit elektrot kullanilarak
kaydedilmistir. Pik akimlar1 ve potansiyelleri pH 2,00-12,00 araliginda BR tamponunda

tayin edilmistir.

DPV egrilerinin pik akimi — pH egrileri incelendigi zaman en yiiksek pik akimi

degerine pH 2,00 BR tampon ¢6zeltisi ile ulasildigi goriilmektedir.

Olaym 0zelligini anlayabilmek i¢in secilmis ortamda yapilan hiz taramasi
deneylerini degerlendirmek icin iy- v2, iy~ v ve log iy-log v iliskileri incelenmistir. DV
teknigi ile, 16prolid’in pH 2,00 BR tamponunda; 5-1000 mVs? hiz tarama araliginda,
degisik tarama araliklarda, incelemeler yapilmistir. Pozitif potansiyeldeki pik
adsorpsiyon kontrollii bulunmustur. pH 2,00 BR tamponunda, 4,00pg/mL derisimdeki,
5-1000 mVs™ araliginda yapilan hiz taramasi sonucunda; pik akimi ve v arasinda

dogrusal bir iliski saptandi.
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ip (A) =0,019v (mVs™) +0,18 (r: 0,999 ; n: 10)

Elde edilen bu dogrusallik da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu
gostermektedir. Ayni hiz araligindaki log v — log i grafigi (Sekil 3.24b) ve denklemi
incelenince bulunan egim degerinin 0,85 olup adsorpsiyon kontrollii teorik deger olan
1,00’e yakin bulunmasi reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu gostermektedir

(Laviron ve ark., 1980 ; Greef ve ark., 1990).
Elde edilen dogru denklemi;
Log iy (1A) = 0,85 log v (mVs™) — 1,33 (r: 0,997 ; n: 10)

5-1000 mVs™ araliginda yapilan hiz taramasmda pik akimi ve potansiyelinin
degerlendirilmesi sonucunda hiz artmasiyla pik potansiyeli 110mV pozitife kaymasi
katodik yonde bir pik yada dalga olmamas: ile birlikte olayin tersinmez oldugunu

gostermektedir.

pH taramasi sirasinda yiikseltgenme pik potansiyeli pH arttikca daha diisiik pozitif

potansiyele kaymistir, dogrusallik elde edilmistir.
Ep(mV) = 1019,5 — 55,32pH r=0.999  (pH:2,00 ve 10,00 arasi)

pH arttikca pH 10,00’den sonra pik potansiyeli daha yavas kaymaya baslamistir. Bu
nokta literatiirdeki 9,60 olan pKa [http://www.sanofi-aventis.ca/products/en/eligard.pdf]
degerine yakindir.

pH taramasinin pik akimi tlizerine etkisi de incelenmistir, i, - pH grafiginden de
anlasildigr gibi maksimum pik akimi asit ortamda ozellikle de pH 2,00 BRT’de
goriilmiistiir. Elde edilen verilerden bu pikin adsorptif karakterde oldugu bulunmustur.
Bu ylizden analitik 6l¢iimler icin duyarliligi daha fazla olan adsorptif siyrma teknigi
kullanarak diizgiin, keskin ve en iyi pik sekli elde edilen pH 2,00 BRT ile deneylere

devam edilmistir.

Loprolid’in elektrokimyasal mekanizmasma bakildig1 zaman, hem asidik hem
bazik ortamda elektroaktif olup yapisindaki indol ve fenol gruplarindan yiikseltgendigi
diisiiniilmektedir (Altun ve ark., 2009; Demircigil ve ark., 2002). Loprolid, indol

halkasindaki azot atomundan (Y1lmaz ve ark., 2001; Sagar ve ark., 1992; Humphries ve
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Dryhurst 1987; Ozkan ve Uslu, 2002) ve fenol halkasindaki hidroksil grubundan
yiikseltgenmektedir (Demircigil ve ark., 2002). Model ilag¢ olarak karsilastirilan anisol
ve 4-metoksi fenol’iin ikisi birden kinon yapisina donmektedir (Grimshow, 2000;
Demircigil ve ark., 2002). Yapilan caligmalarla kiyaslandigi zaman, 16prolid biitiin
destek elektroliti ¢ozeltileri igerisinde 2 elektronlu bir oksidasyon ve hizli kimyasal

reaksiyonlarla benzokinona doniismektedir.

Yapilan 3 devirli egrilerde elektrot cevabi ilk egride yiiksek cikmakta, daha
sonraki devirlerde azalmaktadir. Tahminen 1. devirde yiizeyde tutulmus olan maddeler
ve diflizyonla elektrot yilizeyine gelen molekiiller reaksiyona girmektedir. Ancak 2.
devirde yeni bir adsorpsiyon dengesinin kurulmasi i¢in yeterli zaman olmadigindan

elektrot ylizeyine difiizyonla ulagan molekiiller genelde reaksiyona girmektedir.

Loprolid’in tayini i¢in duyarli ve seg¢ici voltametrik yontem gelistirmek amaciyla
yapilan ¢aligmalarda daha keskin ve iyi belirlenmis piklerin elde edilmesinden dolay1
AdSDPV teknigi se¢ilmistir. Analitik agidan en iyi l6prolid pikleri ve tekrar edilebilirlik
sonuglar1 elde edildigi i¢in pH 2,00 BR tamponu calisma ortami olarak seg¢ilmistir.
AdSDPV i¢in diger kullanilan sartlar (styrma voltametrisi i¢in; biriktirme potansiyeli
700 mV, biriktirme siiresi 180s olarak optimize edilmistir), bulgular kisminda
verilmistir. Bu kosullarda yapilan voltametrik analiz ¢caligmalar1 kalem grafit elektrodun
I6prolid’in siyirma  voltametrik yOntemlerle analizine uygun elektrot oldugunu
gostermistir. pH 2,00 BRT igerisinde 16prolid i¢in 0,005-0,20 pg/mL derisim araligida
dogrusallik bulunmustur (Cizelge 3.16). Yakalama smimrt 1,36x10° pg/mL olarak

bulunmustur.

Voltametrik incelemenin saf maddeler iizerinde yapilmasindan sonra gelistirilen
teknikler 1oprolid’in piyasa preparati olan Lucrin® enjeksiyonluk cdzeltilerine
uygulanmustir. Enjeksiyonluk ¢6zelti numunesinden belirli miktarda l6prolid igeren
numunelerin {izerine, bilinen miktarda saf madde ilave edilerek geri kazanim ¢alismalar1
icin numuneler hazirlanmistir. Bu numunelerden alinan voltamogramlardan ve elde
edilen % geri kazanim degerlerinin yiiksek olmasindan ilag katki maddelerinin

yontemlerimizi etkilemedigi sonucuna varilmigtir.
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Loprolid’in  kalem elektrotta elektrokimyasal davranist aydimnlatildiktan sonra
dsDNA tutturulmus kalem elektrot ile etkilesim mekanizmalarmm aydmlatilmasina

calisilmistir.

Loprolid’in iki ayr1 yontemle etkilesim mekanizmasi incelenmistir. Bunlardan ilki;
dsDNA tutturulmus kalem elektrotla 16prolid incelenmesi, ikincisi; ¢ozelti ortaminda
dsDNA ile 16prolid’in incelenmesidir. Balik spermi ¢ift sarmal DNA ile 16prolid’in
etkilesimi, 0,02 M NaCl igeren asetat tamponu (pH 4,80) kullanilarak iki yontemle de,

adsorptif styirma diferansiyel puls voltametri teknigi ile incelenmistir.

Her iki yontemle de madde ve dSDNA arasindaki etkilesim, dSDNA bazlarmdan
guanin yiikseltgenme sinyalindeki farklilanma {izerinden incelenmistir. Her iki yontemle
de oncelikle tekraredilebilir guanin sinyali elde edilen dSDNA derisimi belirlenmistir.
Daha once agiklandigi gibi elektrotta etkilesimde calisilan optimum dsDNA derisimi
2,00 pg/mL’dir. Elektrotta etkilesim i¢in guanin akiminin giin i¢i ve giinler arasi
tekraredilebilirligi swrasiyla %1,01 ve %1,06°dir. Cozelti ortaminda bulunan optimum
dsDNA derisimi 5,00 pg/mL’dir. Cozelti ortaminda etkilesim i¢in guanin akiminin giin
ici ve glinler arasi tekraredilebilirligi sirasiyla %1,39 ve %2,39°dwr. Her iki yontem i¢in
de guanin ve loprolid pik akimlar1 etkilesimden O6nce ve sonra diferansiyel puls
voltametrik (DPV) teknikle 6lgtilmiistiir. (Sekil 3.31a ve Sekil 3.34a)

Her iki teknik i¢in de optimum analitik ¢alisma performansinin bulunabilmesi igin
cift sarmal DNA derisimi, biriktirme siiresi ve dsDNA iizerindeki 16prolid derisiminin

ve etkilesim siiresinin etkileri gibi deneysel parametreler incelenmistir.

Elektrotta etkilesimde guanin sinyali i¢in sartlar optimize edilmistir. Aktive edilen
kalem elektrot 2,00 ug/mL dsDNA ile 0,5V’da 240 sn karistirilarak tutturulmustur.
Yontemin farmasotik dozaj formlarma da uygulanabilmesi i¢in dSDNA’yla etkilesen
16prolid derisimi ve etkilesim zamani optimize edilmistir. Loprolid 0,00-6,00 pg/mL
derisim araliginda 60sn etkilestirilmis, guanin sinyalini en ¢ok diisiiren derisim 6,00
pug/mL’de olarak bulunmustur (Sekil 3.29). 2,0 pg/mL dsSDNA tutturulmus elektrotta
6,00 pg/mL’de derisimde loprolid’in, 0-360 sn araliginda etkilesim siiresi optimize
edildi ve 90sn olarak belirlenmistir (Sekil 3.30).
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Cozelti ortaminda etkilesim i¢in de Oncelikle guanin sinyali i¢in sartlar optimize
edilmigstir. Aktive edilen kalem grafit elektrot yiizeyine, 0,20—10,00 pg/mL araliginda
degisen derisimde dsDNA c¢ozeltisi, 0V’da 120sn karistirilarak dis ortamda tutturuldu.
Optimum derisim 5,00 pg/mL belirlendi (Sekil 3.5). 5,0 Oug/mL dsDNA kullanilarak
karigtirma siiresi 30—240 sn araliginda degistirilerek optimum karigtirma siiresi 120 sn
olarak bulunmustur (Sekil 3.6). Yontemin farmasotik dozaj formlarina da
uygulanabilmesi i¢cin dsDNA’yla etkilesen 16prolid derisimi optimize edilmistir. Dis
ortamda hazirlanmig olan 5,00 pg/mL dsDNA ¢d6zeltisine |6prolid 0,20-10,00 pg/mL
degisen derisim araliginda eklenmis ve OV 120 sn karistirilarak elektroda tutturulmustur
(Sekil 3.33). 16prolid’in derisimi arttirildikga guanin ylikseltgenme sinyalinde diisiis
gozlenmistir. Bu diisiis 16prolid’in 6,00 pg/mL derisiminden sonra sabitlendi.

Her iki yontemle de l6prolid ile etkilesimden sonra guanin yiikseltgenme pik
akiminda dogrusal bir azalma goriilmiistiir. pH 4,80 asetat tamponu igerisinde guanin
sinyalindeki azalma; elektrotta etkilesimde 16prolid’in 0,20-6,00 pg/mL ve ¢ozelti
ortaminda 16prolid’in 0,20-1,00 pg/mL derisim araliklarinda gozlenmistir. (Cizelge 3.20
ve Cizelge 3.23). Yakalama smir1 elektrotta ve ¢dzelti ortaminda sirasiyla 0,06 pg/mL

ve 0,04 pg/mL olarak bulunmustur.

Elektrotta etkilesimde; 4,00 pg/mL derisimdeki 16prolid’in 2,00 pg/mL
derisimdeki elektroda tutturulmus dsDNA ile etkilesimine ait diferansiyel puls
Olciimlerinde, guanin yiikseltgenme sinyaline ait giin i¢i ve giinler arasi bagil standart

sapmasi sirastyla % 1,75 ve % 3,23°dir (n=3).

Cozelti ortaminda etkilesimde; 0,80 ug/mL derisimdeki 16prolid’in 5,00 pg/mL
derigimdeki dsDNA ile etkilesimine dair diferansiyel puls Olglimlerinde, guanin
yiikseltgenme sinyaline ait giin i¢i ve giinler aras1 bagil standart sapmasi sirasiyla % 1,84

ve % 2,52°dir (n=3).

Madde-DNA etkilesiminin saf maddeler iizerinde yapilmasindan sonra gelistirilen
her iki teknik de loprolid’in piyasa preparati olan Lucrin® enjeksiyonluk ¢ozeltisine
uygulanmistir. Bu numunelerden alinan voltamogramlardan ilag katki maddelerinin

yontemlerimizi etkilemedigi sonucuna varilmistir. Bog KGE, dsDNA ile modifiye edilen
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KGE ve ¢ozelti ortaminda 16prolid-dsDNA etkilesim i¢in yapilan enjeksiyonluk ¢ozelti
caligmalarindan t ve F testi degerleri hesaplanmis, teorik ¢izelge degerleriyle
karsilastirilmistir. Uc teknik arasinda enjeksiyonluk preparata uygulanmasi yoniinden

aradaki fark anlamsiz bulunmustur.

Loprolid i¢in gelistirilen her 1ii¢ yOntemin de dogrulugu, duyarlilig,
uygulanabilirligi, seciciligini gosterebilmek i¢cin yontemlerin tiim validasyon ¢aligmalar1
yapilmig ve elde edilen sonuglarla yontemlerin tekrar edilebilirligi, duyarlilig,
dogrulugu, seciciligi ve uygulanabilirligi gosterilmistir (Cizelge 3.17 ;3.18 ;3.19 ;3.21
;3.22 ;3.24 ve 3.25).

Tez kapsaminda calisilan {iciincii maddemiz kanser ilac1 fulvestrant’tir. Ilag
analizlerinde kromatografik ve optik yontemlere alternatif yontem olarak nitelendirilen
voltametrik teknikler kullanilarak, fulvestrant’in miktar tayininde kullanilabilecek yeni
ve duyarli yontemler gelistirilmis, molekiiliin ylikseltgenmesine ait mekanizmaya 1s1k
tutmas1 diisiincesiyle bor ile dope edilmis elmas (BDEE) elektrotla doniistimli

voltametri (DV) ve AASDPV teknikleri kullanilmistir.

Fulvestrant elektrokimyasal tepkimeleri mekanik on iglemle temizlenmis BDEE
elektrot kullanilarak incelenmistir. Sonuglarin tekrar edilebilirligi bu 6n islemin yeterli
olacagi fikrini vermektedir (Cizelge 3.16). BDEE elektrotla degisik pH degerlerinde ve
farkli destek elektrolitleri i¢erisinde yapilan ¢aligsmalar, fulvestrant’in yiiksek potansiyel
degerlerinde biitiin ortamlarda ve pH degerlerinde tersinmez olarak yiikseltgendigini
gostermektedir. pH c¢alismalarma baslamadan 6nce siyirma voltametrisi parametreleri
orta bir pH’da optimize edilmistir. Biriktirme siiresi ve potansiyeli optimize edilmis,
sirastyla +1,05V ve 90 sn olarak bulunmustur. Fulvestrant’a ait yiikseltgenme piki
+1,05V’da 90 sn karistirilarak AdSDPV  teknigiyle elmas elektrot kullanilarak
kaydedilmistir. Pik akimlar1 ve potansiyelleri %30 asetonitril i¢eren destek elektrolitleri
ile tayin edilmistir. Boylece degisik elektrokimyasal tekniklerle (donisimli ve
diferansiyel puls voltametrisi) ¢esitli destek elektrolit ve tamponlariyla bircok kez 6l¢iim
alinmistir. Fulvestrant’im BDEE elektrot kullanarak pH 1,00-12,00 arahiginda
yiikseltgendigi goriilmiistiir.
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Fulvestrant i¢cin DV ve AdSDPV teknikleri ile 0,1M H,SO4, pH 2,00-12,00
Britton-Robinson, pH 2,00-7,00 fosfat ve pH 3,50-5,50 asetat tampon ¢ozeltileri ile
calismalar yapilmistir. Biitiin calismalarda % 30 asetonitrilli ortam sabit tutularak
deneyler gergeklestirilmistir. AASDPV egrilerinin pik akimi—pH egrileri incelendigi
zaman, biitlin teknikler i¢in en yiiksek akim degerine 0,1M H,SO, destek elektroliti (%
30 asetonitrilli ortam) ile ulasildig1 goriilmektedir.

Olaymn 6zelligini anlayabilmek i¢in se¢ilmis olan ortamda yapilan hiz taramasi
deneylerini degerlendirmek igin ip- v, ip;- v ve log ip-log v iliskileri incelenmistir. DV
teknigi ile, fulvestrant’in 0,1M H,SO,4 (% 30 asetonitril ortam) destek elektrolitinde; 5 -

1000 mVs™ hiz tarama araliginda, degisik tarama araliklarda, incelemeler yapilmistir.

Fulvestrant’in hiz taramasina ait sonuglara gore piki adsorpsiyon kontrollii
bulunmustur. 0,1M H,SO,’de 4x10°M derisimde, 5-1000 mVs™ araliginda yapilan hiz

taramasi sonucunda; pik akimmin (ip2) ve v arasinda dogrusal bir iliski saptand.
ip (WA) = 0,0041v (mVs™) +0,3162 (r: 0,992 ; n: 10)

Elde edilen bu dogrusallik da bize reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu
gostermektedir. Ayni hiz araligindaki log v — log i1 grafigi ve denklemi incelenince (Sekil
3.43) bulunan egim degerinin 0,69 olup adsorpsiyon kontrollii teorik deger olan 1,00’e
yakin bulunmasi reaksiyonun adsorpsiyon kontrollii oldugunu gostermektedir (Laviron,

ve ark., 1980; Greef ve ark., 1990).
Elde edilen dogru denklemi;
Log i, (nA) = 0,69log v (mVs™?)— 1,45 (r: 0,998; n: 10)

5-1000 mVs ™' araliginda yapilan hiz taramasinda pik akimi ve potansiyelinin
degerlendirilmesi sonucunda hiz artmasiyla pik potansiyeli 230 mV pozitife kaymasi
katodik yonde bir pik yada dalga olmamasi ile birlikte olaym tersinmez oldugunu

gostermektedir.

pH taramasi sirasinda yiikseltgenme pik potansiyeli pH arttik¢a daha diisiik pozitif
potansiyele kaymistir, bir dogrusallik elde edilmistir.
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Ep(mV) = 954,83 — 29,45pH r=0.991 (pH:1.0 ve 9.0 arasi)

pH arttikca pH 9,00°dan sonra fulvestrant’in piki kaybolmustur. pH taramasinin
pik akimi iizerine etkisi de BDEE elektrotla incelendi, i, - pH grafiginden de anlasildig:
gibi maksimum pik akimi asit ortamda 6zellikle de 0,1M H,SO4’de goriilmiistiir. Elde
edilen verilerden bu pikin adsorptif karakterde oldugu bulunmustur. Bu yiizden analitik
Olctimler icin de adsorptif styirma teknigi kullanarak diizgiin, keskin ve en iyi pik sekli

elde edilen 0,1M H,SOy ile deneylere devam edilmistir.

Fulvestrant’in yapisinda yer alan aromatik halka iizerindeki hidroksil grubundan
yilikseltgendigi diistiniilmektedir. Yiikseltgenme sonrasinda molekiildeki hidroksil
grubunun kinon yapisina dondiigii diistiniilmektedir. Fulvestrant biitlin destek elektroliti
cozeltileri icerisinde 2 elektronlu bir oksidasyon ve hizli kimyasal reaksiyonlarla

benzokinona doniisiir. (Grimshow, 2000; Demircigil ve ark., 2002)

DV yontemine ait BR, asetat ve fosfat tamponlariyla elde edilen pik potansiyeli -
pH egrilerine bakildig1 zaman (Sekil 3.40) Ep-pH denkleminin egimi ~ -29,45 mV’dur.
59 mV'dan (Nernst denklemindeki e§imden) daha diisiik olarak bulunmasi olayda proton

iyonlarmin etkili oldugunu gostermektedir.

Yapilan 3 devirli egrilerde elektrot cevabi ilk egride dalga halinde goziikmektedir,
daha sonraki devirlerde ise dalga pik seklini almustir. (Sekil 3.41 )

Fulvestrant’m BDEE elektrot ile kararhi hal kinetigini incelemek cin 5mVs'
tarama hizinda 0,1M H,SO, destek elektrolitleri icerisinde ¢izilen voltamogramlari
yardimu ile Tafel diyagrami ¢izilmis dogrusal bolgenin egimi hesaplanmistir (Sekil 3.44
ve Cizelge 3.33). Tafel egrisi cizilirken gergek denge potansiyelinden sapma yerine
kararli hal potansiyelinden baslayarak 6l¢iilen potansiyel degerleri alinmistir. Maddenin
reaksiyona girmeye basladigi potansiyel noktasindan baslanmugstir. Tafel diyagraminin
egiminden oan degeri hesaplanmis ve 0,33 olarak bulunmustur. Bulunan Iy degerinin ¢ok
kiigiik olusu ise (Ip = 1,35x10 " A/lcm?) bize bu reaksiyonlarin yavas yiridigiini (yiik
aktarim hizinin yavas oldugunu) gostermektedir (Y1ildiz ve Geng, 1993).
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Fulvestrant’in tayini i¢in duyarli ve segici voltametrik yontem gelistirmek
amaciyla yapilan ¢aligmalarda DV’ye gore daha keskin ve iyi belirlenmis piklerin elde
edilmesinden dolayr AdSDPV teknigi secilmistir. Analitik acidan en iyi fulvestrant
pikleri ve tekrar edilebilirlik sonuglar1 elde edildigi igin 0,1 M H,SO,4 destek elektroliti
(%30 asetonitrilli) ¢alisma ortami olarak secilmistir. AASDPV i¢in diger kullanilan
sartlar (siyirma voltametrisi i¢in; biriktirme potansiyeli 1100 mV, biriktirme siiresi 150s
olarak optimize edilmistir), bulgular kisminda verilmistir. Bu kosullarda yapilan
voltametrik analiz ¢aligmalar1 BDEE elektrodun fulvestrant’in siyirma voltametrik
yontemlerle analizine uygun elektrot oldugunu gostermistir. 0,1 M H,SO, destek
elektroliti (%30 asetonitril) icerisinde fulvestrant i¢in her iki yontemle de 1x107°-8x10™°
M derisim araliginda dogrusallik bulunmustur (Cizelge 3.34). Yakalama smir1 olarak

DPV i¢in 2.36x10”" M bulunmustur.

Voltametrik incelemenin saf maddeler iizerinde yapilmasindan sonra gelistirilen
teknikler fulvestrant’in piyasa preparati olan Faslodex® enjeksiyonluk cozeltilerine
uygulanmustir. ilag numunesinden bilinen miktarda fulvestrant iceren numunelerin
iizerine, bilinen miktarda saf madde ilave edilerek geri kazanim caligmalar1 igin
numuneler hazirlanmistir. Bu numunelerden alinan voltamogramlardan ve elde edilen %
geri kazanim degerlerinin yiiksek olmasindan ilag katki maddelerinin yontemlerimizi

etkilemedigi sonucuna varilmistir.

Gelistirilen tekniklerin insan serumundan fulvestrant’in tayinine uygulanabilirligi
de arastirilmistir. Yapilan geri kazanim ¢alismalar ile elde edilen sonuglardan serum
icerisinde yer alan ve girisim yapmas1 muhtemel maddelerin (endojen maddeler) analiz
pikimizi ve yontemimizi etkilemedigi goriisiine hem voltamogramlara hem de elde

edilen geri kazanim sonuclarina bakilarak varilmistr.

Gelistirilen tekniklerin dogrulugu, duyarliligi, uygulanabilirligi, seciciligini
gosterebilmek igin yontemlerin gerekli tiim validasyon calismalart yapilmis ve elde
edilen sonuglarla yontemlerin tekrar edilebilirligi, duyarliligi, dogrulugu, segiciligi ve

uygulanabilirligi gosterilmistir (Cizelge 3.36; 3.37; 3.38; 3.40; 3.41).
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Fulvestrant’in bor ile dope edilmis elmas elektrotta elektrokimyasal davranisi
aydinlatildiktan sonra DNA tutturulmus kalem elektrot ile etkilesim mekanizmalarinin
aydinlatilmasina ¢alisilmigtir. Balik spermi ¢ift sarmal DNA ile fulvestrant’in etkilesimi,
0,02 M NaCl igeren asetat tamponu (pH 4,8) kullanilarak kalem elektrot yiizeyinde

adsorptif siyirma diferansiyel puls voltametri teknigi ile incelenmistir.

Madde ve dsSDNA arasindaki etkilesim, dSDNA bazlarindan guanin yiikseltgenme
sinyalindeki farklilanma {izerinden incelenmistir. dSDNA c¢alismalar1 igin Oncelikle
tekraredilebilir guanin sinyali elde edilen ¢ift sarmal DNA derigsimi belirlenmistir. Sekil
3.2’e gore optimum c¢aligilan dsDNA derisimi 2,00 pg/mL ve Sekil 3.4’e gore optimum
karigtirma siiresi 240 sn’dir. Guanin akimimnin giin i¢i ve giinler arasi tekraredilebilirligi
sirasiyla % 1,40 ve % 1,44’diir. Guanin ve fulvestrant pik akimlar1 etkilesimden 6nce ve
sonra Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV) teknigiyle Ol¢iilmiistiir. (Sekil 3.52a)

Etkilesimden sonra guanin sinyalinde dogrusal bir azalma goriilmiistiir (Sekil 3.52b).

10,00 pg/mL derisimdeki 16prolid’in 2,00 pg/mL derisimdeki dSDNA ile
etkilesimine dair diferansiyel puls dl¢iimlerinde, guanin yiikseltgenme sinyaline ait giin

ici ve giinler aras1 bagil standart sapmasi sirasiyla % 0,81 ve % 1,85°dir (n=3).

Optimum analitik ¢alisma performansinin bulunabilmesi i¢in ¢ift sarmal DNA
derisimi, biriktirme siiresi ve dSDNA {iizerindeki fulvestrant derisiminin ve etkilesim

stiresinin etkileri gibi deneysel parametreler incelenmistir.

dsDNA optimizasyonu i¢in 1,00-20,00 pg/mL derisim araliginda c¢aligildi.
Optimum biriktirme siiresini bulmak i¢in 2,00 ug/mL dsDNA ile 30-300 sn araliginda
calisildi ve 240 sn olarak belirlenmistir. Yontemin enjeksiyonluk preparatlara da
uygulanabilmesi i¢in dSDNA’yla etkilesen fulvestrant derisimi ve etkilesim zamani
optimize edilmistir. Fulvestrant 0,00-40,00 pg/mL derigsim araliginda 120 s etkilestirildi,
guanin sinyalini en ¢ok disiiren derisim 10,00 pg/mlL’da olarak bulunmustur. Bu
derisimde 0420 sn araliginda etkilesim siiresi optimize edildi ve 180 sn olarak

belirlenmistir.



314

Guanin yiikseltgenme pik akimi fulvestrant ile etkilesmesinden sonra dogrusal
olarak azaldi. pH 4,80 asetat tamponu (%30 etanol) icerisinde guanin sinyalindeki
azalma fulvestrant artan derisiminin (1,00-20,00 pg/mL araliginda) fonksiyonudur.
(Cizelge 3.43). Yakalama smir1 0,41 pg/mL bulunmustur.

Voltametrik incelemenin saf maddeler iizerinde yapilmasindan sonra gelistirilen
teknikler fulvestrant’m piyasa preparatt olan Faslodex” film kapl tabletlere
uygulanmistir. % geri kazanim c¢alismalar1 i¢in numuneler hazirlanmistir. Bu
numunelerden alinan voltamogramlardan ve elde edilen % geri kazanim degerlerinin
yiikksek olmasindan ilag katki maddelerinin yontemlerimizi etkilemedigi sonucuna
varilmistir. dsDNA modifiye edilen KGE ve bos BDEE ile yapilan enjeksiyonluk

preparat calismalaridan t ve F testi hesaplanmuis, aradaki fark anlamsiz bulunmustur.

Fulvestrant-dsDNA  i¢in  gelistirilen  yontemin  dogrulugu, duyarlilig,
uygulanabilirligi, seciciligini gosterebilmek i¢in yontemlerin tiim validasyon ¢alismalari
yapilmig ve elde edilen sonuglarla yontemlerin tekrar edilebilirligi, duyarliligi,

dogrulugu, seciciligi ve uygulanabilirligi gosterilmistir (Cizelge 3.43; 3.44; 3.45).
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5. SONUC ve ONERILER

Molekiiler tan1 ve farmakogenetik calisma alanlarinda biyosensor tasariminda
kullanilan niikleik asit tanima katmanlari, yeni ve ilgi ¢ekicidir. DNA katmanlarina
dayali biyosensorlerin tasarimi ile ortaya g¢ikan elektrokimyasal DNA biyosensdrleri
(genosensorler) ile gelecekte hasta basinda veya doktor gdzetimindeki daha hizli, daha
giivenilir ve daha ucuz DNA analizlere olanak saglayan biyociplere ait 6nemli adimlar

atilmis olacaktir.

Adsorptif styirma voltametrisi; ucuzlugu, basitligi, hizi, duyarliligi, ayn1 anda
coklu ve mikrohacim analit tayinine olanak tanimasi ve gerektiginde taginabilir dlgiilere
de sahip olmasi agisindan modern DNA tanisi ve niikleik asit arastirmalarinda gelecegi

cok parlak olan bir yontemdir.

Farmasotik ve biyolojik 6nemi olan pek ¢ok bilesigin {izerinde yapilan
elektrokimyasal c¢alismalar; onlarin in vitro yilikseltgenme mekanizmalar1 ile
farmakolojik davranislar1 ya da diger bir deyisle yapi-etki iliskileri arasinda pek cok
benzerlik oldugunu ortaya koymaktadir. (La-Scalea ve ark., 2001; Monzon ve Yudi,
2001) Elektrokimyasal DNA biyosensoriiniin kullanildigi bu arastirmadan elde edilen
bilgiler, ayn1 zamanda yeni sentezlenen bu bilesiklerin tip ve eczacilikta kullanilabilirligi
icin en uygun yapinin ve fonksiyonel gruplarin 6nceden belirlenmesine ve in vivo
davraniglarinin anlagilmasma olanak saglayacaktir. (Rauf ve ark., 2005; Swain ve

Gierasch, 2006)

Tez ¢alismasmin ilk boliimiinde antiviral ilag Efavirenz ile ¢alisilmistir. Kalem
grafit elektrot lizerinde farkli pH ortamlarinda efavirenz’in elektrokimyasal davranisi
DV ve DPV metodu kullanilarak aydmlatilmistir. Analitik ¢aligmalar i¢in en uygun
ortamin % 20 metanol igeren pH 3,00 BRT oldugu saptanmistir. Kalem grafit elektrot
kullanilarak efavirenz’in adsorpsiyon kontrollii ¢ikan piki i¢in AASDPV teknigi ile
elektrokimyasal on biriktirme basamagmin sartlar1 optimize edilmis ve gelistirilen
voltametrik tayin yontemleri ile 0,018 — 2,56 pg/mL derisim araliginda dogrusallik (r:

0,999) saptanmistir. Efavirenz’in DNA ile etkilesmesi sonucunda, guanin yiikseltgenme
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sinyallerindeki degisim incelenmis ve gelistirilen yOntem, efavirenz ile DNA’nin
etkilesme mekanizmasinin tayini i¢in kullanilmigtir. Guaninin yiikseltgenme sinyaline
dayali yanitta bir azalma goriilmiistiir: bu degisim, DNA’nin elektroaktif bazi, guanine
ait yiikseltgenebilen gruplarin kismen hasar gormesi seklinde yorumlanabilir. Her iki
yontemle de kalibrasyon egrilerine ait ve gerekli diger validasyon hesaplamalar1 yapilip

ilgili ¢izelgelerde verilmistir.

Tez ¢alismasimin ikinci boliimiinde antikanser ilag 16prolid ile ¢alisilmustir. Kalem
grafit elektrot lizerinde farkli pH ortamlarinda l6prolid’in elektrokimyasal davranisi
DPV metodu kullanilarak aydinlatilmistir. Analitik ¢aligmalar i¢in en uygun ortamin pH
2,00 BRT oldugu saptanmistir. Kalem grafit elektrot kullanilarak 16prolid’in adsorpsiyon
kontrollii ¢ikan piki igin AASDPV teknigi ile elektrokimyasal biriktirme basamagmnin
sartlar1 optimize edilmis ve gelistirilen voltametrik tayin yontemleri ile 0,005 — 0,200
ug/mL derigim araliginda dogrusallik (r:0,997) saptanmustir. Loprolid-dsDNA etkilesimi
icin iki teknik kullanilmis; hem dsDNA immobilize edilen KGE yiizeyinde; hem de
cOzelti ortaminda etkilesimleri incelenmistir. Her iki teknikle de etkilesim guanin
yiikseltgenme sinyallerindeki degisim iizerinden incelenmis ve gelistirilen yontem,
I6prolid ile DNA’nin etkilesme mekanizmasimin tayini i¢in kullanilmistir. Guaninin
yiikseltgenme sinyaline dayali yanitta bir azalma goriilmiistiir: bu degisim, DNA’nin
elektroaktif bazi, guanine ait yiikseltgenebilen gruplarin kismen hasar gormesi seklinde
yorumlanabilir. Her iki yontemle de kalibrasyon egrilerine ait ve gerekli diger

validasyon hesaplamalar1 yapilip, parametreler ilgili ¢izelgelerde verilmistir.

Tez calismasmin iigiincii boliimiinde antikanser ila¢ fulvestrant ile calisilmustir.
Bor ile dope edilmis elektrot {lizerinde farkli pH ortamlarinda fulvestrant’mn
elektrokimyasal davranisi AdSDPV metodu kullanilarak aydmlatilmistir. Analitik
calismalar i¢in en uygun ortamin % 30 asetonitril iceren 0,1 M H>SO4 oldugu
saptanmistir. BDEE elektrot kullanilarak fulvestrant’in adsorpsiyon kontrollii ¢ikan piki
icin AdASDPV teknigi ile elektrokimyasal 6n biriktirme basamaginin sartlari optimize
edilmis ve gelistirilen voltametrik tayin yontemleri ile 1x10°-8x10° M derisim

araliginda dogrusallik (r: 0,999) saptanmustir. Fulvestrant’in dSDNA ile etkilesmesi
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sonucunda, guanin yiikseltgenme sinyallerindeki degisim incelenmis ve gelistirilen
yontem, Fulvestrant ile dSDNA’nin etkilesme mekanizmasinin tayini i¢in kullanilmistir.
Guaninin yiikseltgenme sinyaline dayali yanitta bir azalma goriilmiistiir: bu degisim,
dsDNA’nin elektroaktif bazi, guanine ait yilikseltgenebilen gruplarin kismen hasar
gormesi seklinde yorumlanabilir. Her iki yontemle de kalibrasyon egrilerine ait ve
gerekli diger validasyon hesaplamalar1 yapilip, gerekli parametreler ilgili cizelgelerde

verilmistir.

dsDNA ile etkilesen ¢esitli maddelerin voltametrik davraniglarinin tayini,
kemoterapide kullanilan dSDNA’ya 6zgiil olarak baglanan molekiillerin dizayn edilmesi
ve dsDNA’ya baglh hasta basit teshislerde kullanilan biyoteknolojik araglarin

gelistirilmesinde biiyiik bir 6nem tagimaktadir.

Calismanm amaci olan dSDNA ile etkilesen yeni sentezlenen bilesiklerin dSDNA
ile etkilesim tiirlerinin, gelistirilen bu yoOntemle tayini ilag-dSDNA etkilesim
mekanizmalarimim ¢6ziilmesinde tek kullanimlik elektrot sistemi ile kombine
elektrokimyasal metodlarin gelistirilmesidir. Bu amagcla kalem grafit elektrodu (KGE)
kullanilarak diferansiyel puls voltametri teknigine dayali daha hizli, daha ucuz ve yeni

bir yontem gelistirilmistir.

Gelistirilen bu yontemler, etken maddelerin farmasdtik dozaj formlarina basit, hizh
ve herhangi bir aymrim yapilmadan dogrudan uygulanabilmistir. Tablet ya da
enjeksiyonluk dozaj form katki maddelerinin ¢alismamizi etkilemedigini kanitlamak i¢in

geri kazanim g¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Calistigimiz her ti¢ maddenin de tayini igin hizli, kolay, dogru, duyarl, kesin,
secici ve herhangi bir aymrma islemine gerek duyulmayan voltametrik teknikler
gelistirilmis ve bunlarin  etken madde iceren farmasotik dozaj formlarma
uygulanabilirligi istatistiksel olarak gosterilmistir. Gelistirilen her yontemin gerekli tiim
validasyon (yontem gecerliligi) calismalar1 yapilmistir ve elde edilen sonuglar bu

yontemlerin, bu {i¢ ilacin analizinde rahatlikla kullanilabilecegini gostermistir.
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Sonu¢ olarak, gelecekte DNA’ya hedefli ila¢ olarak sentezlenen maddelerin
kullanilabilirliginin arastirilmasina ydnelik yeni bir yontem gelistirilmistir. ilag-DNA
kompleksinin fonksiyonlarinin incelenmesi ve bu fonksiyonel 6zelliklerin belirlenmesi,
ila¢ molekiillerinde hedeflerine gore yapmamiz gereken tasarimlar i¢cin 6nemlidir. DNA-
ilag etkilesmelerinin tiiri ve DNA bazlarindaki yap1 degisimleri, gelistirilen
elektrokimyasal  genosensorler ile aydmlatildiginda, belki ilacin  biyolojik
fonksiyonlarmi iceren kurallar agiklanabilir. Bu kurallar sayesinde, kullanimda olan
ilacin aktivitesini arttirmak veya istenen aktiviteyi gosterecek gerekli yapilara sahip yeni
bir sinif bilesikler tasarlamak miimkiin olacaktir. DNA analizlerine dayali tasarlanan
elektrokimyasal genosensorlerin, yeni sentezlenecek olan antibiyotik, antiviral,
antikanser ila¢ ve antisense oligoniikleotitlerine dayali ila¢ hedefleme c¢alismalarina
katkida bulunmak ve/veya bir ilag hammaddesinin daha duyarli bir sekilde tayinini
yapmak amaciyla, gelecekte piyasaya siirlilecek DNA biyogiplerinin teknolojisini

olusturacagi timit edilmektedir.
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OZET

Baz1 Antiviral ve Antineoplastik flac Etken Maddelerinin DNA ile Etkilesimi ve
Elektrokimyasal Analizleri

Bu ¢aligmada efavirenz, 16prolid ve fulvestrant ilaglarinin ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ile
olan etkilesimleri elektrokimyasal yOntemlerle incelenmistir.  Etkilesimlerin
belirlenebilmesi i¢in elektrokimyasal tayin tekniklerinden diferansiyel puls voltametri
(DPV) teknigi ile tek kullanimlik kalem elektrot (KGE) g¢alisma elektrodu olarak
kullanilmigtir. Deneysel parametrelerdeki farklilik (incelenen ilag derisimi, DNA derigimi,

madde-DNA etkilesme siiresi) DPV teknigiyle 6l¢iim yapilarak incelenmistir.

Efavirenz’in dsDNA ile etkilesiminde, dsDNA’nmn elektroaktif bazi olan guanin
yiikseltgenme sinyalinde azalma goézlendi. Ayrica efavirenz’in yiikseltgenme davranisi
KGE f{izerinde ve alkol — su karisimli ortamda (20: 80 metanol: H,O, pH araligi 2,00 —
10,00) Doniigiimlii voltametri (DV) ve DPV teknikleri ile calisilmistir.

Loprolid’in dsDNA ile etkilesiminde, hem elektrotta hem de ¢ozelti ortamimda dsDNA’
nin elektroaktif bazi olan guanin yiikseltgenme sinyalinde azalma gozlendi. Ayrica
16prolid’in yiikseltgenme davranisi KGE ile pH 2,00 — 12,00 araliginda DV ve DPV
teknikleri ile ¢caligilmustir.

Fulvestrant’m dsDNA ile etkilesiminde, dSDNA’ nin elektroaktif bazi olan guanin
yiikseltgenme sinyalinde azalma goézlendi. Ayrica fulvestrant’in yiikseltgenme davranisi
Bor ile dope edilmis elmas elektrot (BDEE) {izerinde ve alkol — su karisimli ortamda

(30: 70 Asetonitril: H,O, pH aralig1 1,00 — 12,00) DV ve DPV teknikleri ile ¢alisilmustir.

Efavirenz, 16prolid ve fulvestrant’m dsDNA ile etkilesmeleri sonrasinda yanitta gézlenen
azalmalar, bu ilaglarm dsDNA’nin ¢ift sarmal yapisini bozabilecegi seklinde yorumlanabilir.
Calisilan ilaclarin ve dsDNA ile etkilesimlerinin miktar tayini icin AdSDPV teknigiyle

calisilmistir. Gelistirilen biitiin yontemler maddelerin farmasétik dozaj formlarma ile

uygulanmigtir.

Anahtar kelimeler: dsDNA, etkilesim, guanin, kalem grafit elektrot, miktar tayini,

voltametri.
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SUMMARY

Interaction Between DNA and Some Antiviral, Antineoplastic Drugs and Their
Electrochemical Analyses
In this study, the interaction of efavirenz, leuprolide and fulvestrant with double

stranded DNA (dsDNA) structure was examined with electrochemical methods. For
investigation of these interactions, differential pulse voltammetry (DPV) technique was
utilized. This is an electrochemical designation technique in which a disposable pencil
graphite electrode (PGE) was used as a working electrode. The difference in the
experimental parameters (the concentration of studied drug, the concentration of dSDNA, and
the interaction time of compound with DNA) was studied by measuring with DPV technique.

The interaction of efavirenz with dSDNA showed a decrease in the oxidation signal of
guanine. Also, the electrochemical oxidation of efavirenz was studied in hydroalcoholic
media (20:80 methanol: H,O, pH range 2,00 — 10,00) using cyclic voltammetry (CV)
and DPV at PGE.

The interaction of leuprolide with dSDNA showed a decrease in the oxidation signal of
guanine both on the electrode and also in solution media. Also, the electrochemical
oxidation of leuprolide was studied between pH 2,00 — 12,00 range using CV and DPV
at a PGE.

The interaction of fulvestrant with dsDNA also showed a decrease in the oxidation
signal of guanine. Also, the electrochemical oxidation of fulvestrant was studied in
hydroalcoholic media (30:70 methanol: H,O, pH range 1,00 — 12,00) using CV and DPV
at a boron-doped diamond electrode (BDEE).

The decrease in guanin signals that is observed after interaction of efavirenz,
leuprolide and fulvestrant with dsDNA could be explained by a possible damage of these
drugs to the double helix form of dsDNA. Determination of the drugs and their
interaction with dsDNA were performed by AdSDPV. All these developed methods
were applied for the analysis of these drugs in pharmaceutical dosage forms.

Keywords: determination, dsDNA, interaction, guanine, pencil graphite electrode,

voltammetry.
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