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OZET

Antikanser Etkili Aktif Maddelerin Analizi i¢cin Elektrokimyasal Ve Kromatografik
Yontemlerin Gelistirilmesi

Doktora tez ¢aligmasi kapsaminda, farmasétik ve biyolojik 6rneklerdeki Ribosiklib (RIBO) ve Alpelisib
(ALP) etken maddelerinin tespitine yonelik ti¢ farkli analitik yontem gelistirilmistir: elektrokimyasal
sensorler, spektrofotometrik analiz ve yiiksek performansli sivi kromatografi (YPSK). Gelistirilen
yontemler, etken maddelerin dogru ve hassas bir sekilde belirlenmesine olanak tanimis ve analitik
performans acisindan yiiksek basari gostermistir. Elektrokimyasal analizlerde, ALP ve RIBO’nun
elektrokimyasal davraniglarini incelemek amaciyla doniistimlii voltametri (DV), diferansiyel puls
voltametri (DPV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) tekniklerinden yararlanilmistir. Bu
yontemler, hem elektrot yiizeyindeki olaylarin anlagilmasimi saglamis hem de analitlerin diisiik
konsantrasyonlarda tespitini miimkiin kilmistir. Bu tez kapsaminda, RIBO ve ALP igin elektrokimyasal
yontemlerin  ilk  kez kullanildigi elektrokimyasal sensorler —gelistirilmistir.  ALP  i¢in
MWCNTs@Fe:04@CuAl.20./GCE ve PEDOT:PSS/CPE celektrotlari, RIBO igin ise CuCoFe-
MOF/CoFe.04/BPAC/CPE ve MWCNTs/GCE elektrotlar1 kullanilmistir. Elektrotlarin performansini
artirmak amaciyla kullanilan nanokompozitler, elektrot yiizey alanini biiyiitmis, elektron transfer hizim
yiikseltmis ve elektrokatalitik aktiviteyi artirarak daha diisiik tespit limitlerine ulagilmasini saglamistir.
Gelistirilen sensorler, farmasdtik 6rneklerde yiiksek dogruluk, secicilik ve hizli yanit siireleri ile basarilt
sonuglar vermistir. Spektrofotometrik analizde, RIBO ve ALP’nin karakteristik absorbans spektrumlari
kullanilarak, UV-Gor. yontemiyle her iki etken maddenin dogru ve ekonomik bigimde tespiti
gerceklestirilmigtir. YPSK yontemiyle, her iki ilacin farmasotik formlardaki igerikleri optimize edilmis
kolon ve hareketli faz kosullariyla hassas sekilde belirlenmistir. YPSK yontemi, 6zellikle kompleks
ornek matrislerinde yiiksek c¢ozlinilirlik ve ayrim kabiliyeti sunarak, RIBO ve ALP’nin diger
bilesenlerden net sekilde ayrilmasini saglamistir. Sonug olarak, bu tez kapsaminda gelistirilen
elektrokimyasal, spektrofotometrik ve kromatografik yontemler, antikanser ila¢larin analizi igin yiiksek
dogruluk, hassasiyet, diisiik tespit limitleri ve uygulama kolayligi ile yenilik¢i ve giivenilir yaklasimlar
sunmustur.

Anahtar Sozciikler: Alpelisib, Elektrokimyasal sensérler, Ribosiklib, UV-Gor. spektrofotometri,
Yiiksek Performansli Stvi Kromatografi



SUMMARY

Development of Electrochemical and Chromatographic Methods for the Analysis of
Active Compounds with Anticancer Effect

Within the scope of this PhD thesis, three different analytical methods were developed for the detection
of the active pharmaceutical ingredients Ribociclib (RIBO) and Alpelisib (ALP) in pharmaceutical and
biological samples: electrochemical sensors, spectrophotometric analysis, and high-performance liquid
chromatography (HPLC). The developed methods enabled the accurate and precise determination of the
analytes and demonstrated high analytical performance. In electrochemical analyses, techniques such
as cyclic voltammetry (CV), differential pulse voltammetry (DPV), and electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) were employed to investigate the electrochemical behavior of ALP and RIBO. These
methods facilitated a better understanding of the processes occurring at the electrode surface and
allowed the detection of analytes at low concentrations. In this study, electrochemical sensors utilizing
electrochemical techniques for the first time determination of RIBO and ALP were successfully
developed. For ALP detection, MWCNTs@Fe304@CuAl:04/GCE and PEDOT: PSS/CPE electrodes
were employed, while CuCoFe-MOF/CoFe.0./BPAC/CPE and MWCNTs/GCE electrodes were used
for RIBO detection. The nanocomposites incorporated into the electrode design enhanced the surface
area, increased the electron transfer rate, and improved electrocatalytic activity, leading to significantly
lower detection limits. The developed sensors achieved high accuracy, selectivity, and rapid response
times in pharmaceutical samples. In spectrophotometric analysis, the characteristic absorbance spectra
of RIBO and ALP were utilized, enabling the accurate and cost-effective determination of both
compounds using a UV-Vis spectrophotometric method. Using the HPLC method, the content of both
drugs in pharmaceutical formulations was precisely determined under optimized column and mobile
phase conditions. HPLC offered high resolution and excellent separation capability, allowing the clear
distinction of RIBO and ALP from other matrix components in complex pharmaceutical samples. In
conclusion, the electrochemical, spectrophotometric, and chromatographic methods developed in this
thesis provide innovative and reliable approaches for the analysis of anticancer drugs, offering high
accuracy, precision, low detection limits, and practical applicability.

Keywords: Alpelisib, Electrochemical Sensors, High-Performance Liquid Chromatography,
Ribociclib, UV-Vis Spectrophotometry
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ONSOZ

Gilinlimiizde ilaglarin dogru ve hassas bir sekilde belirlenmesi, farmasotik analizler ve
klinik tan1 agisindan biiylik 6nem tagimaktadir. Bu doktora tez ¢aligmasinda, cesitli yapay ve
dogal kaynakli malzemeler kullanilarak 6zgiin elektrokimyasal sensor sistemleri gelistirilmis;
antikanser etkili ilaglarin segici tayini amaglanmistir. Ayrica bu ilaglarin belirlenmesine
yonelik olarak YPSK ve spektrofotometrik analizler de gergeklestirilmistir. Gelistirilen
sensorlerin farmasotik ve biyolojik 6rneklerde uygulanabilirligi gosterilmis, yontemlerin
dogrulugu kapsamli analizlerle ortaya konmustur. Bu ¢calismanin, siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu
ilag analiz yontemlerinin gelistirilmesine katki sunacagi degerlendirilmektedir.

Doktora egitimim siiresince yol gostericiligi, sabr1 ve destegiyle {izerimde biiyiik emegi
olan, akademik bakis acimi sekillendiren, bana ilham veren, her zaman yapici yaklagimiyla
yanimda olan ¢ok kiymetli danigmanim Sayin Prof. Dr. Nevin ERK’a en i¢ten tesekkiirlerimi
sunarim. Sadece akademik anlamda degil, hayatimin her aninda bana destek olarak ailemden
uzak oldugumu hi¢ hissettirmemis, her tiirlii zorlukta yanimda durmus ve her konuda bana
yardime1 olmustur. Bu uzun ve zorlu siirecte gosterdigi anlayis, sabir ve 6zveri sayesinde, bu
tezi tamamlayabilme giiclinli kendimde bulabildim. Kendisine minnettarim.

Zor zamanlarimi kolaylastiran, birlikte calismaktan biiylik mutluluk duydugum, bilgi ve
dostluklarini paylasan ekip arkadaslarim Marwah NASER, Cigdem Aybiike OZATA, Elif Naz
OVEN, ve Asena Ayse GENC’e tesekkiir ederim.

Doktora egitimime baslama ve bu siireci tamamlama firsatin1 bana sunarak, yalnizca
maddi destek saglamakla kalmayip bilimsel gelisimimi de ¢esitli egitim, etkinlik ve arastirma
imkanlartyla giiclendiren Yurtdisi Tiirkler ve Akraba Topluluklar Baskanligi’na (YTB) en igten
tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica doktora tez projem kapsaminda sagladigi maddi katki ile aragtirmamin hayata
gecmesine olanak taniyan Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
Koordinatorliigii'ne tesekkiir ederim.

Son olarak, bu siirecin her aninda yanimda olan, sabirlari, sevgileri ve dualariyla beni
her zaman destekleyen, varliklariyla giic buldugum sevgili aileme; 6zellikle bana her zaman
inanan ve kosulsuz sevgilerini hissettiren annem ve babama, kardeslerime sonsuz tesekkiir
ederim.

Bu siirecte her zaman yanimda olan, verdikleri manevi destekle giic bulmami saglayan
sevgili kardeslerim Mariem ve Nour El Houda’ya en i¢ten tesekkiirlerimi sunarim. Varliklari,
anlayislart ve moral destegi, karsilastigim zorluklari asmamda ve akademik hedeflerime

ulasmamda 6nemli bir rol oynamustir.
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1. GIRiS

1.1. Giris ve Amag

Kanser, diinya genelinde en yaygin 6liim nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir.
Tedavi yontemlerindeki ve yeni gelismelere ve ortaya ¢ikan yeni etken maddelere ragmen,
kanserin tedavisi halen biiyiik bir tibbi zorluk teskil etmektedir. Ozellikle, hedefe y&nelik
tedavi ajanlari, kanser tedavisinde 6nemli bir yer tutmakta olup daha efektif bir tedavi ve tolere
edilmesi daha kolay olan yan ettki profili sunmaktadir (Debela vd., 2021). Bu hedefe yonelik
tedavi ajanlarindan Alpelisib (ALP) ve Ribosiklib (RIBO), kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve
¢ogalmasini engelleyerek kanser tedavisinde devrim yaratmaktadir. Her iki ilag¢ da, belirli
hedeflere yonelerek kanser hiicrelerinin biiylime yollarin1 engellemeyi amaglamakta olup,

meme kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde klinik olarak kullanilmaktadir.

ALP, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) yolunun inhibisyonu ile hiicre bdliinmesini
engellerken (Xi vd., 2015), RIBO, siklin bagimli kinaz 4 ve 6 (CDK4/6) inhibitorii olarak
hiicre dongiisiiniin G1 fazinda durmasina sebep olur (Bortolozzi vd., 2018). Bu ilaglar, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini  engelleyerek, kanser tedavisinde Onemli bir alternatif
olugturmaktadir. Ancak, bu ilaclarin etkinligi ve hastalar iizerindeki etkilerinin
degerlendirilmesi, dogru bir sekilde olcililmesi gereken biyolojik parametrelerle yakindan

iligkilidir.

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin etkinliginin degerlendirilmesinin en 6nemli
asamalarindan biri, ilaglarin biyolojik orneklerdeki ve farmasotik formiilasyonlardaki
derisimlerinin dogru ve hassas bir sekilde olgiilmesidir (Siddiqui vd., 2017). ilaglarin
farmasotik formiilasyonlarindaki etkinligi ve biyolojik orneklerdeki derigimleri, tedavi
siireclerinin izlenmesi icin kritik bilgilerdir. Bu nedenle, ALP ve RIBO gibi ilaglarin analiz
edilmesinde kullanilan analitik teknikler, tedavi siirecinin dogru bir sekilde izlenmesi

agisindan hayati bir rol oynamaktadir.

Bu calismada, ALP ve RIBO'in biyolojik &rneklerde ve farmasétik preparatlarda
tespitini saglamak i¢in elektrokimyasal, spektrofotometrik yontemler ve YPSK teknikleri

kullanilmaktadir.

Elektrokimyasal sensorler, ilaglarin tespitinde hassas, hizli ve diisiik maliyetli bir
analiz sunar. Elektrokimyasal yontem, elektrot ylizeyinde gergeklesen redoks reaksiyonlar

temel alarak analitlerin konsantrasyonlarimi belirler. Bu yontem, 6zellikle diisiik



derisimlerdeki ilaglarin tespiti i¢in son derece etkilidir ve biyolojik 6rneklerdeki karmasik
matrixlerden bile dogru sonuglar elde edilmesini saglar. ALP ve RIBO gibi ilaglarin
elektrokimyasal tespiti, bu ilaclarin biyolojik sivilardaki varligini hizli bir sekilde belirlemek
icin ideal bir yaklasim sunmaktadir. Elektrokimyasal sensorler, genellikle voltametrik ya da
amperometrik tekniklerle ¢alisir ve elektrot yiizey modifikasyonlari ile daha yiiksek duyarlilik
ve secicilik saglanabilir. Bu calisma kapsaminda, literatiirde ilk kez, modifiye elektrotlar
kullanilarak ALP ve RIBO'in elektrokimyasal tespiti gergeklestirilmis ve bu ilaglarin
farmasoétik ve biyolojik drneklerdeki izlenebilirligi saglanmistir. Boylece, bu ilaglarin daha
once literatiirdeki mevcut yontemlerle yapilmayan bir sekilde secici ve hassas bir sekilde tayini

miimkiin hale getirilmistir.

Spektrofotometri, analitlerin 1g1kla etkilesimi sonucu elde edilen emilim veya yayilan
151k miktarini 6lgerek bilesenlerin konsantrasyonlarini belirler. Bu yontem, genellikle ilaglarin
belirli dalga boylarindaki emilim degerlerinden faydalanarak analiz yapar. ALP ve RIBO gibi
ilaglarin spektrofotometrik analizi, 6zellikle hizli ve pratik sonuglar elde edilmesini saglar. Bu
yontem, Ozellikle farmasotik preparatlarda aktif bilesenlerin belirlenmesi i¢in kullanilir.
Spektrofotometrik tespit, genellikle diisiik maliyetli ve ¢cevre dostu bir yontem olarak tercih
edilmektedir. Ayrica, bu yontem ile ilaglarin yiiksek dogrulukla ve giivenilir sekilde analiz
edilmesi miimkiindiir. Bu ¢alismada, ALP ve RIBO'in spektrofotometrik yéntemle analizi,
ilaglarin farmasotik preparatlardaki derisimlerinin dogru bir sekilde tespit edilmesinde 6nemli

bir rol oynamaktadir.

YPSK, ozellikle karmasik orneklerde yiiksek ¢oziiniirliikle analitlerin ayrilmasini,
tespit edilmesini ve kantitatif olarak belirlenmesini saglayan giiclii bir tekniktir. Bu yontem,
farmasoétik analizlerde yaygin olarak kullanilmakta olup, ilaglarin dogru ve hassas bir sekilde
tespit edilmesini saglar. ALP ve RIBO'in tespiti icin YPSK, &zellikle ilaglarin farmasotik
orneklerdeki diisiik derisimlerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Bu teknik, &zellikle
farmasétik iiriinlerin kalite kontrolil ve dogrulama siireclerinde yaygin olarak kullanilir. ALP
ve RIBO'in YPSK ile yapilan analizleri, ilaglarin derisimlerini izlemek igin giivenilir bir

yaklagim sunmaktadir.
1.2. Kanserin Gelisimi ve Tedavisi

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve yayilimi ile tanimlanan bir grup hastaliktir
(Nobili vd., 2009). Kanser hiicrelerinin yayilimi, yani metastaz kontrol altina alinmazsa,
hastalik 6liimle sonuglanabilir. Tiitlin, kimyasallar, radyasyon ve patojen organizmalar gibi dis

etkenler ile rastgele mutasyonlar, kalitsal mutasyonlar, hormonlar ve immiinolojik durumlar



gibi bazi i¢ faktorler kansere neden olur. Beslenme faktorleri, bazi patojenler, azalmis fiziksel
aktivite, obezite ve toksik metaller gibi birgok degiskenin kanser riskini artirdig: bilinmektedir.
Bu degiskenler, insan viicudunda karsinogenezi baslatmak veya hizlandirmak icin etkilesime
girebilir ve sonug olarak, kanser en yaygin 6liim nedeni olarak goriilmektedir (Reagan, 2019).
Yasam tarzlarimiz, aliskanliklarimiz ve daha uzun yasam beklentimiz nedeniyle kanserin

gorililme siklig1 son yillarda giderek artmaktadir (Irigaray vd., 2007).

Toplam kanser insidans oranlar1 hala artarken, tedavi secenekleri ve hayatta kalma
oranlar1 da artmaktadir (Torre vd., 2016). Kanser tedavisini belirleyen bir¢cok faktor
bulunmaktadir; bunlar arasinda kanserin evresi, timoriin boyutu ve son olarak tiimdriin sadece
bir tiimér mii yoksa metastatik bir kanser mi oldugu yer almaktadir. Onceki kavramlara bagh
olarak, kanser tedavisi asagidaki yontemlerden biri veya birkagi olabilir: cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi, hedefe yonelik tedavi, hormon terapisi ve immiinoterapi (Debela vd., 2021).
Cizelge 1.1, Ulusal Saglik Enstitiileri tarafindan yapilan ve Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI)
tarafindan yiiriitilen mevcut klinik kanser tedavilerinin ana kategorilerini 6zetlemektedir

(Santosh vd., 2018).



Cizelge 1.1. Kanser tedavilerinin ana kategorilerine iliskin siniflandirmalar

Tedavi

ozelliklerini kullanarak g¢ok spesifik

tedaviler gelistirilmesi.

Tedavi Tiirii Aciklama Aciklama

Cerrahi Manuel olarak timoriin ¢ikarilmasi | Sadece bilinen ve erisilebilir yerlerdeki
veya dondurma, isitma, lazer veya | iyi sinirlanmig timorler igin gegerlidir.
fotodinamik terapi ile tiimdriin yok
edilmesi.

Radyoterapi Kanser hiicrelerine saldirmak igin | Saglikli hiicrelere zarar veren genis yan
yliksek dozda radyasyonun harici veya | etkiler.
dahili uygulanmasi.

Kemoterapi Farmasotik ajanlar kullanarak kanser | Saglikli hiicrelere zarar veren genis yan
hiicrelerine kimyasal olarak | etkiler.
saldirilmast.

Hedefe Yonelik | Kanserlerin benzersiz hiicresel | Genis olast hedefler nedeniyle zorlu

ilag gelistirme siireci; tedaviye direng

gelisimi; saglikli hiicrelerin  yanlis

hedeflenmesinden kaynaklanan yan

monoklonal antikorlar, sitokinler,
benimsetici T hiicre transferi veya
diger biyolojik yontemler kullanarak
hiicrelerine

kanser saldirmaya

yardimct1 olma.

etkiler.
Hormon Hastanin hormonlarin1  degistirerek | Sadece hormonlarla giiclii bir sekilde
Terapisi kansere faydali olan hormonlar | iliskili kanserler i¢in gegerlidir;
azaltmak hormon dengesizligiyle ilgili yan

etkiler.
Immiinoterapi Hastanin kendi bagisiklik sistemini, | Diger tedaviler kadar yaygin kullanim;

bagisiklik sistemi ile ilgili yan etkiler.

Kanser kemoterapisi, kanserin tedavisinde en 6énemli yontemlerden biridir. Cerrahi ve

radyoterapi lokalize kanser hiicrelerinin eliminasyonunu saglarken, kemoterapi hem lokalize

hem de metastatik kanser hiicrelerinin eliminasyonuna neden olur (Saini vd., 2020).

Kemoterapi, bir hastalig1 tedavi etmek i¢in kimyasallarin veya ilaglarin kullanilmasi anlamina

gelir. Kanser durumunda ise, ilaglarin kanser hiicrelerini 61diirmek ve miimkiinse segici olarak

6ldiirmek amaciyla kullanilmasi anlamina gelir (Alam vd., 2018). Kemoterapi, esas olarak

kanser hiicrelerinin biiylimesini ve boliinmesini engelleyerek c¢alisir. Kanser hiicreleri

genellikle normal hiicrelere kiyasla ¢ok daha hizli bir sekilde boliiniir ve biiytirler ve fizyolojik

olarak ¢ok yiiksek endojen stres tasirlar. Bu nedenle, ilaglar bu hiicreleri ¢evresindeki diger

hiicrelere kiyasla daha hizli ve etkili bir sekilde yok edebilir.




Kemoterapotik ilaglarin veya ilag kombinasyonlarinin se¢imi, genellikle kanserin
tiirline ve evresine bagl olarak yapilir. Bu ilaglarin temel amaci, kanserli hiicreleri notralize
etmek ve tlimoriin bilyiimesiyle olusan stresi hafifletmektir. Tedavinin dozu ve siiresi, dikkate
alinmas1 gereken iki dnemli noktadir. flaglarin ¢ok yiiksek dozlarda verilmesinin, birgok yan

etkiye ve saglikli hiicrelere zarar vermeye neden oldugu gézlemlenmistir (Anand vd., 2022).
1.3. Tez Kapsaminda Kullanilan Antikanser Etken Maddelerle Tlgili Bilgiler
1.3.1. ALP: Kimyasal Yapisi, Etki Mekanizmasi ve Uygulama Alanlar

ALP (BYL719), piirin tiirevi bir yapiya sahip, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) pl110a
izoformunu hedefleyen giiclii bir kiigiik molekiil inhibitoriidiir (Meng vd., 2021). Kimyasal
adi, (25)-N1-(4-Metil-5-(2-(1,1,1-trifluoro-2-metilpropan-2-yl)piridin-4yl)-1,3-tiazol-2
yl)pirolidin-1,2-dikarboksamid olan ALP’in molekiiler formiilii CioH2F3;NsO.S olup,
molekiiler agirligi 441.47 g/mol’diir (Sekil 1.1.; CAS # 1217486-61-7). ALP, beyaz renkte bir
tozdur ve pH’a bagh olarak suda oldukca diisiik ¢ozilintirliikk gosterir. Biopharmaceutics
Classification System (BCS) siniflandirmasinda, ALP Class II bilesik olarak tanimlanir (Royer
vd., 2023).

Sekil 1.1. ALP'in kimyasal yapisi

ALP, PI3K pl110a izoformunun adenozin trifosfat baglanma bolgesine baglanarak bu
enzimi secici bir sekilde inhibe eder. PI3K enzimi, hiicre biiylimesi, hayatta kalma ve
metabolizma gibi kritik hiicresel siireclerde rol oynayan fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat
(PIP3) iiretiminden sorumludur (Shafiq vd., 2024). PIP3 diizeylerinin artis1, 6zellikle PIK3CA
mutasyonlar1 veya PTEN kaybi nedeniyle, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimesine ve

hayatta kalmasina yol acar. ALP, bu diizensizlikleri hedefleyerek PIP3 iiretimini engeller ve



hiicresel sinyal yolaklarini diizenler. Bu mekanizma, 6zellikle PIK3CA mutasyonlar1 tasiyan

meme kanseri hiicrelerinde yiiksek etkinlik gostermektedir (Juric vd., 2018).

ALP, 2019 yilinda ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan, hormon reseptorii (HR)
pozitif, insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) negatif ve PIK3CA mutasyonu
tasiyan ileri evre veya metastatik meme kanseri tedavisi icin onaylanmistir (Fritsch vd., 2014).
Bunun yani sira, preklinik ¢aligmalar, PIK3CA mutasyonuna sahip diger kanser tiirleri,
ornegin yumurtalik, akciger ve prostat kanserlerinde de ALP’in etkili oldugunu gostermistir.
Klinik aragtirmalar, ALP’in ileri diizey kati1 timdrlerde aktivitesini ve glivenligini dogrulamus,
bu molekiiliin kanser tedavisinde genis bir kullanim potansiyeline sahip oldugunu ortaya

koymustur (Juric vd., 2018).
1.3.2. RIBO: Kimyasal Yapisi, Etki Mekanizmasi ve Uygulama Alanlar

RIiBO (LEEO11, Sekil 1.2), CDK4/6 inhibitorleri sinifina ait bir antineoplastik ajan
olup, 2017 yilinda FDA tarafindan ER pozitif / HER2 negatif ilerlemis veya metastatik meme
kanseri tedavisinde kullanim i¢in onaylanmistir. Kimyasal formiilii C»3H30NgO, molekiiler
agirlign 434,5 g/mol olup, farmasétik formu genellikle tartrat tuzu seklindedir. Sulu asitlerde
¢oOziinebilen, hafif higroskopik ve saridan kahverengiye degisen kristal bir toz formundadir.
RIBO, sikline bagimli kinazlar (CDK4 ve CDK®6) iizerinde segici inhibitor etkisi gostererek,
hiicre dongiistiniin G1 fazinda durmasini saglar ve tiimér hiicre proliferasyonunu engeller.
CDK4/6 inhibisyonu, hiicre dongiistiniin diizenlenmesinde kritik rol oynayan retinoblastoma
proteininin (pRb) fosforilasyonunu azaltarak gerceklesir. Bu mekanizma, kanser hiicrelerinin
kontrolsiiz biiyiimesini 6nlemede etkili olup, 6zellikle ER pozitif meme kanseri hiicre

hatlarinda daha belirgin bir etki gostermektedir (Qureshi vd., 2024).
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Sekil 1.2. RIBO 'in kimyasal yapist

Klinik 6ncesi c¢aligmalarda, RIBO'in tek basina veya letrozol ve fulvestrant gibi

antidstrojen ajanlarla kombinasyon halinde kullanildiginda, tiimor biiyiimesini anlamli sekilde



inhibe ettigi ve kalic1 tiimor regresyonuna yol agtig1 gézlemlenmistir. Ayrica, kombinasyon
tedavileri ile tiimdr biiyiimesinde gecikme saglanmis ve tedavi sonrasi yeni tiimdr olusumunun
ontine gecilmistir. RIBO’in etkinligi icin intakt pRb'nin gerekli oldugu belirlenmis olup, hiicre
dongiisti diizenleyicilerinde meydana gelen degisikliklerin endokrin diren¢ ve kotii prognoz
ile iliskilendirildigi ER pozitif meme kanserlerinde CDK4/6 inhibisyonunun 6énemli bir tedavi

stratejisi oldugu gosterilmistir (Baghermanesh vd., 2024).

Farmakokinetik 6zellikleri incelendiginde, RIBO’in oral yolla alindiktan sonra 1-4 saat
icinde maksimum plazma konsantrasyonuna ulastig1 ve yaklasik 8 giin i¢inde kararli duruma
eristigi belirlenmistir. Doza bagl olarak maruziyette hafif artis gézlemlenirken, uzun siireli
kullanimda birikme gosterdigi tespit edilmigtir. RIBO, biiyiik ol¢iide CYP3A4 enzimi
tarafindan hepatik olarak metabolize edilmekte olup, bu durum ilacin farmakokinetik profili
iizerinde onemli bir etkiye sahiptir. CDK4/6 inhibitorleri, tiimor hiicrelerini proliferatif
fenotipten boliinemeyen hiicrelere doniistiirerek yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine
katki saglamaktadir. RIBO, hormonal tedavilerle kombinasyon halinde kullanildiginda, hiicre
¢ogalmasini azaltarak ve hiicre dongiisiinii durdurarak, meme kanseri tedavisinde 6nemli bir

alternatif olarak one ¢ikmaktadir (Schlam vd., 2024).
1.4. Literatiirde Tez Maddelerine Yonelik Yapilmis Calismalar
1.4.1. ALP Antikanser Etken Maddesine Ait Literatiir Calismalari

Literatiirde, ALP’in analizi YPSK ve LC-MS/MS yontemleriyle kisitli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bununla birlikte, ALP’in elektrokimyasal ve spektrofotometrik kantitatif
analizi lizerine herhangi bir arastirma mevcut degildir. ALP belirlenmesi i¢in kullanilan

analitik yontemlerin drnekleri Cizelge 1.2.'de gosterilmistir.

Cizelge 1.2. ALP i¢in gesitli yontemler ile yapilan ¢alismalar

Yontem Dogrusal Teshis Tayin Uygulama Kaynak
Arahk Sinir1
YPSK-FLD 1-1000 ng/mL 0,3 ng/MI sigan plazmasi (Seo vd., 2021)
LC-MS/MS 145-5800 145 ng/ml Tavsanlar (Majumder &
ng/ml plazmast Gubbiyappa,
2023)




1.4.2. RIBO Antikanser Etken Maddesine Ait Literatiir Cahsmalar1

RIBO’in farkli matrislerde, tek basina veya diger ilaglarla kombinasyon halinde,
kantitatif analizine yonelik birkag LC-MS/MS ve YPSK yontemi bildirilmistir. Bununla
birlikte, RIBO’in spektrofotometri veya elektrokimyasal sensor kullanilarak kantitatif analizi
tizerine herhangi bir ¢alisma yaymlanmamistir. RIBO belirlenmesi i¢in kullanilan analitik

yontemlerin 6rnekleri Cizelge 1.3.'de gosterilmistir.

Cizelge 1.3. RIBO ig¢in gesitli yontemler ile yapilan ¢aligmalar

Teshis Tayin
Yontem Dogrusal Arahk Uygulama Kaynak
Smnir1
(Shelke &
YPSK-UV 10-1000 ng/ml 10 ng/ml Insan Plazmasi Rishipathak,
2023)
1,008— (Alshogran vd.,
LC-MS/MS 1,088 ng/mL sican plazmasi
1027,624 ng/mL 2023)
insan karaciger
LC-MS/MS 1-3000 ng/mL 0,98 ng/mL ) (Attwa vd., 2023)
mikrozomlar1

Bu tez calismasinda; elektrokimyasal, spektrofotometrik ve YPSK yontemleri
kullanilarak ALP ve RIBO etken maddelerinin farmasotik ve biyolojik érneklerde duyarl ve
giivenilir bigimde tayin edilmesi amaglanmistir. Gelistirilen yontemlerin, yiiksek
uygulanabilirlik, dogruluk ve kesinlik ile bu ilaglarin segici ve hassas belirlenmesine etkili bir
¢Oziim sundugu; ayrica hizli analiz siiresi, diisiik maliyet ve verimli analitik sinyal {iretimi

agisindan basarili sonuglar verdigi kanitlanmastir.



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Tez Kapsaminda Kullanilan Yontemler
2.1.1. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya, kimyasal ve elektriksel etkiler arasindaki iliskileri inceleyen bir kimya
dalidir. Elektrokimyasal hiicreler araciligiyla kimyasal enerjinin elektrik enerjisine
doniistliriilmesini igerir. Elektrokimya, organik kimyada giiclii bir ara¢ olup, elektron transfer
davranisinin analiz edilmesine ve organik reaksiyonlarin degerli iiriinler iiretmek iizere
yonlendirilmesine olanak tanir. Elektrokimya prensipleri, sanayi elektroliz stiregleri,
elektrokaplama, piller, yakit hiicreleri, korozyon koruma, kimyasal sentez ve kimyasal analiz
gibi cesitli alanlarda genis uygulama bulur (Yammine vd., 2024). Elektrokimya, 6zellikle yiik
transfer reaksiyonlarini ve ara ylizey reaktivitesini anlama konusunda teori, modelleme ve
deneysel calismalarda ilerlemelerle karakterize edilir. Elektrokimya, kimyasal ve elektriksel
etkiler arasindaki iligkileri anlamada ve g¢esitli bilimsel ve teknolojik uygulamalarda

kullanmada kritik bir rol oynar (Warburton vd., 2022).

Elektrokimyasal yontemler, malzemelerin elektrokimyasal 6zelliklerinden yararlanarak
nitel ve nicel analizlerini yapmaya ve ¢ok diisiik tespit limitlerine ulagsmaya olanak tanir.
Elektrokimyasal yontemler; kimyasal reaksiyonlarin hiz ve denge sabitleri, kiitle transfer hizi,
yiik transfer hiz1 ve sistemi karakterize eden elektrot-¢ozeltisi ara yiizeylerindeki stokiyometri
gibi sistemler hakkinda birgok bilgi saglayabilir. Diger analitik yontemlerle
karsilastirildiginda, elektrokimyasal yontemlerin, farkli oksidasyon asamalara sahip
maddelerin kolayca eszamanli olarak analiz edilmesi, kullanilan cihaz ve yazilimlarin nispeten
daha ucuz olmasi ve birgok elektrokimyasal yontemin ayni cihazda uygulanabilmesi gibi
cesitli avantajlar1 vardir. Analitlerin nitel ve nicel belirlenmesinin yan1 sira elektrot reaksiyon
mekanizmalar1 da incelenebilir ve ¢ozeltideki maddelerin stabilite ve fizikokimyasal sabitleri

belirlenebilir (Jadon vd., 2016).

Elektrokimyasal sensorlerde, elektrot bir doniistiiriicli eleman olarak kullanilmaktadir.
Sensor, elektrot lizerinde immobilize edilen veya kimyasal olarak modifiye edilen reseptor ile
hedef analitler arasindaki tanima olayindan kaynaklanan akim ve/veya gerilim olgiimiine
dayanmaktadir (Thévenot vd., 2001). Elektrokimyasal doniistiiriicliler baslica doniistimlii

voltametri (DV), amperometri, dogrusal tarama voltametri (LSV), diferansiyel puls voltametri



(DPV), kare dalga voltametri (SWV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) gibi
tekniklerle ¢alistirilmaktadr.

2.1.1.1. Doniisiimlii Voltametri (DV)

DYV, calisma elektroduna (CE) degisen bir potansiyelin uygulandigi ve bunun sonucunda
olusan akim tepkisinin zaman fonksiyonu olarak izlendigi bir potansiyostatik tekniktir. DV,
pozitif bir potansiyel taramasi (anodik) uygulanmasiyla baslatilan ve ardindan negatif bir
potansiyel taramasi (katodik) ile devam eden tersinir bir tekniktir, bu sayede dongiisel bir
voltammogram olusturulur. DV ayrica karmasik elektrot reaksiyonlar1 hakkinda bilgi edinmek
i¢in de kullamilabilir. Ornegin, DV tarama hiz1 ¢aligmalari, bir siirecin diflizyon kontrollii mii
yoksa adsorpsiyon kontrollii mii oldugu, standart heterojen hiz sabitleri ve elektroaktif yilizey
alam gibi elektrokimyasal reaksiyonlarin kinetigi hakkinda daha fazla bilgi saglayabilir
(Navashree & Parthasarathy, 2023).

2.1.1.2. Diferansiyel Puls voltametri (DPV)

DPV, kronoamperometri ve lineer taramali voltammetrenin 6zelliklerini birlestiren,
yiiksek secicilik ve hassasiyet gosteren bir elektrokimyasal tekniktir. Bu yontemde, sabit
genlikteki (20—50 mV) kiigiik gerilim darbeleri, lineer bir potansiyel taramasi tizerine saniyede
3-5 kez bindirilir. Akim 6l¢iimii, her darbeden hemen once ve darbenin sonunda yapilir;
ardindan, bu iki deger arasindaki fark, potansiyele karsi ¢izdirilerek voltammogram elde edilir.
Bu o6lglim yaklagimi, DPV’nin kronoamperometrinin en &nemli avantaji olan yiikleme
akimmin bastirilmas1  6zelligini, lineer taramali voltammetrenin yiiksek ¢oziiniirliik
kabiliyetiyle birlestirmesini saglar. Yontem, lineer voltametre ile elde edilen voltammogramin
yerel tiirevini alarak daha net pikler olusmasina olanak tanir. Eger iki oksitlenebilir bilesik
yeterince farkli potansiyellerde (en az 50-100 mV farkla) oksitleniyorsa, bu yontem ile
aralarindaki ortiigme ortadan kaldirilabilir. Bdylece, her bilesigin oksidasyonu genis pikler
veya platolar yerine, keskin ve ayirt edilebilir voltametrik sinyallerle ifade edilir; bu da daha

yiiksek ¢Oziiniirliik saglar (Pletcher vd., 2001).
2.1.1.3. Elektrokimyasal impedans Spektroskopi (EIS)

EIS, bir sistemin denge durumunu kii¢iik genlikli siniizoidal bir uyar1 asir1 potansiyeli
uygulayarak bozan ve faz bilgisi igeren akim yanitini dlgen bir empedimetrik tespit teknigidir.
Bu teknik, biyolojik tabakanin hem diren¢ hem de kapasitif 6zelliklerinin analizi igin

kullanilabilir. EIS yoluyla tanima olaylarinda tespit elemam olarak c¢esitli biyomolekiiller
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kullanilmistir ve bu yontem farkli basar1 dereceleriyle sonuglanmistir. Bu biyomolekiiller
arasinda enzimler, antikorlar, niikleik asitler, hiicreler ve mikroorganizmalar yer almakta olup,
yeni biyosensdrler gelistirmek amaciyla metal yiizeylere immobilize edilmektedir. EIS, olgun
bir teknik oldugu i¢in ¢alismalarda dogrulama amaciyla da kullanilmaktadir. Hiicre iginde bir
reaksiyon gerceklestiginde, redoks tiirlerinin kiitle taginimi denge kosullarinin korunmasi
nedeniyle difiizyon, go¢ ve konveksiyon yoluyla ¢6zelti fazinda gerceklesir (Vivier & Orazem,

2022).

2.1.1.4. Elektrokimyasal Sistemler

Elektrokimyasal sistemler, bir veya daha fazla elektrolit i¢erisinde yer alan ve konumsal
olarak birbirinden ayrilmis iki veya daha fazla elektrottan olusan hiicreler ve diizeneklerden
olusur. Bu tiir bir sistemdeki elektrotlar, elektronlarin akisiyla birlikte yiikseltgenme veya
indirgeme reaksiyonlarina katilir ve iyonlarin ortamda hareket etmesiyle sistem genelinde bir
yiik transfer dengesi saglanir. Voltametrik yontemler, bir ¢alisma elektrotu, bir referans elektrot
ve bir karsi elektrot iceren iki veya ii¢ elektrotlu bir elektrokimyasal hiicre kullanilarak
gerceklestirilir (Porada vd., 2020). Genellikle calisma elektrotu karbon malzemeden yapilir,
ancak platin veya altin gibi metaller de kullanilabilir. Referans elektrot, tipik olarak
Ag/AgCl'den olusur ve caligma elektrotuna uygulanan voltajin izlenmesi ve kontrol edilmesi
icin kararli bir potansiyel saglar. Karsi elektrot, elektrolit ¢ozeltisiyle asir1 reaktiviteden
kacinmak i¢in iletken bir maddeden yapilmistir. Karsi elektrotlar i¢in yaygin olarak kullanilan
malzemeler platin veya giimiis telden olusur. Karst elektrotun birincil amaci, ¢alisma
elektrotuna elektrik akimi saglamaktir ve calisma elektrodundan daha biiylik olmalidir.
Elektrokimyasal hiicre Sekil 2.1.'de gdsterilmistir. Kars1 elektrot ile calisma elektrotu arasinda
tutarlt bir elektrik akimi akisini saglamak i¢in, kars1 elektrot genellikle ¢oziiciiniin veya kiitle
elektrolitinin yiikseltgenme veya indirgenmesi islemine tabi tutulur. Kars1 elektrot ile referans
elektrot arasinda kiiciik bir akim akigi bulunur ve bu, referans elektrotun potansiyelinin

degismeden kalmasini saglar (Privett vd., 2010).
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Kars elektrotu

Sekil 2.1. Elektrokimyasal sistem

2.1.2. Spektrofotometrik Yontemler

Spektrofotometri, 6zellikle kiiciik 6l¢ekli sanayiler tarafindan tercih edilmektedir ¢iinkii
ekipmanin maliyeti diisiik ve bakim sorunlari minimaldir. Analiz yontemi, renksiz bilesiklerin
spektrumun yakin ultraviyole (UV) bolgesinde (200-380 nm) monokromatik 15181
absorplamasini dlgmeye dayanmaktadir. Beer-Lambert Kanunu (A = ¢ b C), absorbans
spektroskopinin temelini olusturur ve bir ¢dzeltinin absorbansinin dogrudan analiz edilen
maddenin konsantrasyonu ile orantili oldugunu belirtir. Tek bir dalga boyu i¢in, A absorbans,
¢ bilesigin ya da molekiiliin ¢ozeltideki molar absorptivitesidir (M ¢cm™), b kiivetin ya da
numune tutucunun yol uzunlugudur (genellikle 1 cm), ve C ¢6zeltinin konsantrasyonudur (M).
UV bolgesini kapsayan bir spektrofotometrinin temel ¢alisma prensibi, belirli bir dalga boyu
araligindaki 15181n ¢oziicii ile dolu bir hiicreden gegerek fotoelektrik hiicreye diismesi ve bu
hiicredeki 1ginim enerjisinin elektrik enerjisine doniistiiriilmesi ile 6l¢tilmesidir. UV-goriiniir
spektroskopi, bir bilesigin ¢ozeltide veya kati halde absorbans spektrumlarini elde etmek igin
kullanilir. Spektroskopik olarak gdzlemlenen, 1s1k enerjisi veya elektromanyetik radyasyonun
absorpsiyonudur; bu enerji, bilesigin ya da malzemenin elektronlarini temel halden birinci
tekil uyarilmis hale ¢ikarir. Elektromanyetik spektrumun UV-goriiniir enerji bolgesi, 1,5 — 6,2
eV araligim kapsar ve bu, 800 - 200 nm dalga boyu araligina karsilik gelir. (Verma & Mishra,
2018).

2.1.3. YPSK Yontemi

YPSK, kiiciik hacimli s1ivi numunenin, ¢ap1 3-5 um olan ve sabit faz olarak adlandirilan
partikiillerle doldurulmus bir kolona enjekte edilmesiyle gerceklestirilen bir ayirma teknigidir

(Sekil 2.2). Numunenin bilesenleri, bir pompa araciligiyla yiiksek basing altinda kolona
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gonderilen hareketli faz ile tasinarak kolon boyunca ilerler. Bilesenlerin birbirinden ayrilmasi,
kolon dolgu malzemesi ile bilesen molekiilleri arasindaki ¢esitli kimyasal ve/veya fiziksel
etkilesimler sonucunda gerceklesir. Kolondan ¢ikan ayrilmis bilesenler, bir akis hiicreli
dedektdr tarafindan algilanarak miktarlar1 belirlenir. Dedektorden elde edilen sinyal, "sivi

kromatogrami" olarak adlandirilir (Reuhs, 2017).
2.1.3.1. YPSK Sistemindeki Temel Bilesenler

Pompa: Pompanin temel gorevi, hareketli faz olarak adlandirilan siviy1 belirli bir akisg
hizinda (mL/dakika cinsinden) sivi kromatografi sistemine iletmektir. YPSK’de tipik akis
hizlar1 1-2 mL/dakika araliginda olup, kullanilan pompalar genellikle 6000-9000 psi (400-600

bar) basing iiretebilir.

Enjektor: Enjektor, sivi numunenin hareketli faz akisina dahil edilmesini saglar.
Genellikle 5-20 mikrolitre (uL) hacmindeki numuneler enjekte edilir. Enjektdr, sivi sistemin
yiiksek basincina dayanacak sekilde tasarlanmalidir. Manuel enjeksiyonun pratik olmadigi
durumlarda veya ¢ok sayida numunenin analiz edilmesi gerektiginde, otomatik numune alici

(auto sampler) kullanilir (Foster vd., 2000).

Kolon: kolon, sabit faz kullanarak numune bilesenlerinin fiziksel ve kimyasal
etkilesimler araciligryla ayrilmasini saglar. Kolon icindeki kiigiik partikiiller, normal akis
hizlarinda yiiksek arka basing olusturur ve pompanin hareketli faz1 kolondan gegirebilmesi

icin yliksek basing uygulamasi gerekir.

Dedektor: Dedektor, kolondan eliie olan bireysel molekiilleri algilar ve miktarlarini
Olcerek analistin numune bilesenlerini nicel olarak analiz etmesini saglar. Dedektor ¢ikisi,
kaydedici veya bilgisayara iletilerek sivi kromatogram elde edilir. UV-Gor. dedektorti,
YPSK’de en yaygin kullanilan dedektordiir. Belirli bilesiklere veya bilesik siniflarina 6zgii
yanit verir. Cogu organik bilesik, dedektdriin dalga boyu araliginda belirli dalga boylarinda
15181 absorbe eder. Isik absorplayan fonksiyonel gruplara sahip olmayan bilesikler, kolon
sonrast tirevlendirme ile uygun absorpsiyon oOzellikleri kazandirilarak tespit edilebilir

(Sobolewska & Biesaga, 2023).
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Sekil 2.2. YPSK sistemi

2.1.3.2. YPSK Kolonundaki Hareketli ve Sabit Fazlar1

YPSK’de, ayrim iglemi sabit faz ve hareketli faz arasindaki etkilesimlere dayanir. Sabit
faz, genellikle silika bazli destek materyalleri lizerine baglanmis kimyasal gruplardan (6rnegin
C18, C8, fenil) olusur ve analitlerin kolonda tutulmasini saglar. Analitlerin sabit fazla olan
etkilesim giicli, alikonma siiresini ve ayrim verimliligini dogrudan etkiler. Uygulanan
kromatografi tiiriine bagli olarak sabit fazin kutupsalligi degisir; ters faz kromatografide
apolar, normal fazda ise polar sabit fazlar tercih edilir. Hareketli faz, sabit faz ile analit
arasindaki etkilesim dengesini diizenleyerek ayrimin gerceklesmesini saglar. Bu fazin
bilesimi, pH’1, iyonik giicii ve icerdigi organik ¢oziiciiler, analitlerin iyonlagsma durumunu ve
adsorpsiyon davranmigini belirgin bicimde etkiler. Ters faz kromatografide genellikle suya
metanol veya asetonitril gibi organik ¢oziiciiler ilave edilerek hareketli faz hazirlanir. Ayrica,
pH ayar1 ve tampon kullanimi, 6zellikle iyonlasabilen bilesiklerin ayirimi agisindan kritik

oneme sahiptir (Sharma vd., 2022).
2.2. Tez Kapsaminda Kullanilan Nanomalzemeler

Elektrot  ylizeylerinin  nanomalzemeler, polimer filmler, nanopartikiiller,
nanokompozitler ve kendi kendine birikimli monolayerlerle modifikasyonu, elektrokimyasal
sensorlerin performansini artirmak i¢in yaygin bir yaklagimdir. Nanomalzeme ile modifiye

edilmis elektrotlar, bu elektrotlarin ara yiizeyinde gergeklesen elektron transfer kinetigindeki
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iyilesme, elektrokimyasal olarak aktif yiizey alanindaki artis, nanomalzemelerin
kolaylastirdig1 elektrokatalitik etkiler ve ylizey geometrisindeki degisiklikler gibi nedenlerle
performans sunabilir (Igbal vd., 2024).

Karbon nanomalzemeler, yiiksek yilizey-hacim orani, yiiksek elektriksel iletkenlik,
kimyasal stabilite, biyouyumluluk ve saglam mekanik dayaniklilik gibi bircok alanda
benzersiz avantajlar sunmaktadir. Cok katmanli karbon nanotiipler (MWNT'ler), farkl1 ¢aplara
sahip coklu i¢ ice gegmis grafen tabakalarindan olusur ve caplar1 100 nm'ye kadar cikabilir.
Bu nanotiiplerin uzunluklart ise birkag nanometreden birkag mikrometreye kadar
degisebilmektedir. Genis ylizey alanlarma sahip, kimyasal olarak degistirilebilir yiizey
Ozellikleri, benzersiz fiziksel Ozellikleri ve ayarlanabilir uzunluklariyla MWNT!ler,
biyomedikal uygulamalar i¢in giiglii adaylar olarak one ¢ikmaktadir (Chen & Chatterjee,
2013).

Ayrica, gecis metal oksit nanoparcaciklart (NP'ler), elektrokimyasal sensodrlerin
gelistirilmesinde elektrot modifikasyonu amaciyla kullanilabilir. En yaygin kullanilan gecis
metallerinden bazilart demir, bakir, kobalt, nikel, manganez, titanyum, giimiig, vanadyum,

zirkonyum, ¢inko ve tungstendir (Tonelli vd., 2019).

Ayrica, elektrokimyasal sensorlerde en yaygin kullanilan malzemelerden biri, yliksek
elektriksel iletkenlik, yeterli mekanik dayanim ve iyi islenebilirlik gibi cazip 6zelliklere sahip
olan iletken polimerlerdir. Ozellikle, PEDOT:PSS olarak bilinen poli(3,4-
etilendioksitiyofen): polistiren siilfonat, elektrokimyasal sensorlerin tasarim ve iiretimi i¢in en
ilgi ¢ekici iletken polimerlerden biridir. PEDOT : PSS’in miikemmel iletkenlik, kimyasal
kararlilik, uygun oksidasyon potansiyeli ve bant aralig1 gibi benzersiz 6zellikleri biiyiik ilgi

toplamistir (Krzyczmonik vd., 2014).
2.3. Analitik Yontem Validasyonu

Validasyon, bir cihazin, yontemin veya {rliniin tanimlanmis parametreler ve
gerekliliklere uygunlugunu belirlemek amaciyla elde edilen sonuglarin degerlendirilmesine
yonelik islemler biitiinii olarak tanimlanabilir. ila¢ iiretimi ve kalite kontrol siireclerinde
uygulanan analitik yontemlerin validasyonu, gergeklestirilen islemlerin dogrulugu ve
giivenilirligi agisindan kritik bir 6neme sahiptir. Analitik yontem validasyonu, analiz sirasinda
degerlendirilen parametreler araciligiyla gelistirilir ve kullanilan yontemlerin dogruluk,
duyarlilik ve uygulanabilirligini kanitlamay1 amaglar. Analitik validasyon, ilag etkin

maddelerinin her asamada dogruluk, kesinlik, dayaniklilik ve safligin1 garanti altina almak i¢in
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yapilan testlerle iiriin kalitesinin degerlendirilmesini saglar. Rutin analizlerde, analizi
gerceklestiren kisinin deneyimi, kullanilan cihazlar, malzemeler ve zamanlama gibi bircok

faktor analiz sonuclari izerinde dogrudan etkilidir (Kakad vd., 2020).

Analitik yontem validasyonunda degerlendirilen en 6nemli parametreler arasinda
dogruluk, kesinlik, teshis siniri, tayin alt sinir1 ve dogrusalik yer almaktadir. Bu parametreler,

yontemin giivenilirligini ve uygulanabilirligini kanitlamak a¢isindan kritik 6neme sahiptir.
2.3.1. Dogruluk

Bir analitik prosediiriin dogrulugu (gercekligi), numunedeki analitin hesaplanan degeri
ile gercek degeri arasindaki yakinligi ifade eder. Dogrulugun belirlenmesi igin c¢esitli
yontemler Onerilmistir. Dogruluk, hesaplanan konsantrasyonun bir referans standartla
karsilastirilmasi, baska bir iyi dogrulanmis analitik yontemin sonucuyla karsilagtirilmasi, bos
bir numune matrisine eklenen analitin geri kazanim degerinin belirlenmesi veya standart
ekleme yontemiyle belirlenebilir. Dogruluk, aym zamanda analitik ydntemin kesinlik,
dogrusalik ve ozgiilligii kanitlanmissa da ¢ikarilabilir. Dogruluk genellikle yiizdelik geri
kazanim olarak rapor edilir. Yiizdelik geri kazanim, numunede bilinen bir miktarda analit
eklenerek yapilan analizle hesaplanir. Bagka bir sekilde, dogruluk, ortalama deger ile kabul
edilen gergek deger arasindaki farkin, giliven araliklar1 ile birlikte hesaplanmasiyla

belirlenebilir (Gupta & Pathak, 2024).

2.3.2. Kesinlik

Analitik yontemlerde kesinlik, ayn1 homojen numuneden yapilan bir dizi 6l¢iim
arasindaki veri sagilimimin Olglilmesi anlamina gelir. Kesinlik ¢alismasi, nihai yontemde
kullanilacak numune ve standart hazirlik prosediirleri kullanilarak gergeklestirilmelidir.
Kesinlik genellikle tekrar edilebilirlik, ara kesinlik ve yeniden iiretilebilirlik gibi terimlerle
tanimlanir. Tekrar edilebilirlik, kisa bir silire i¢inde ayni ¢alisma kosullar1 altinda
gergeklestirilen bir kesinlik ¢alismasina atifta bulunabilir. Ara kesinlik, farkli giinlerde, farkl
analistler tarafindan veya farkli ekipmanlar araciligiyla gerceklestirilen laboratuvar igi
varyasyonu ifade eder. Yeniden {iretilebilirlik, laboratuvarlar arasi kesinlik ¢alismalarini ifade

eder ve metodolojinin standardizasyonuna uygulanir (Badzoka vd., 2025).
2.3.3. Teshis Simir1 (TS)

Teshis smir1, belirlenebilir ancak tam olarak oOlclilemeyen analitin en diisiik

konsantrasyonunu ifade eder. Bir analitik yontem igin teshis simirinin belirlenmesi igin gesitli
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yontemler mevcuttur. Gorsel degerlendirme yontemi, en diisiik analit konsantrasyonunun test
edildigi ve giivenilir bir sekilde tespit edilebilecegi minimum seviyenin (konsantrasyonun)
belirlendigi bir yaklasimdir. Teshis sinir1 (TS), yanitin standart sapmasi (o) ile kalibrasyon
egrisinin egimi (S) kullanilarak TS = 3,36 / S formiiliiyle hesaplanir. Egim (S), analitin
kalibrasyon egrisinden elde edilirken; standart sapma (o) ise bos numunelerin standart
sapmasindan, regresyon dogrusu iizerindeki artiklarin standart sapmasindan veya y-kesme
noktasinin standart sapmasindan tahmin edilebilir. Bos numune yanit1 i¢in, analitik arka plan
yanitinin biiyiikliigii bir dizi bos numune alimi yoluyla 6l¢iiliir ve bunlarin standart sapmasi
degerlendirilir. Regresyon c¢izgisinin standart sapmasi veya y-kesmelerin standart sapmasi
i¢in, bir kalibrasyon egrisi olusturulur ve bir regresyon ¢izgisinin artik standart sapmasi veya
regresyon cizgilerinin y-kesmesinin standart sapmasi, yanitin standart sapmasi olarak

kullanilabilir (Krull & Swartz, 1999).

2.3.4. Tayin Alt Simir1 (TAS)

Tayin alt smir1 (TAS), analitin bir numunedeki en diisiik miktarinin dogru ve kesin
olarak o6l¢iilebildigi minimum konsantrasyonu ifade eder. Teshis sinirina benzer sekilde TAS
da gorsel degerlendirme, sinyal-giiriiltii oran1 (genellikle 10:1) ve kalibrasyon egrisine dayali
matematiksel yontemlerle belirlenebilir. Kalibrasyon egrisine dayali hesaplamada kullanilan
formiil TAS = 100/S’dir; burada S, kalibrasyon egrisinin egimi, ¢ ise yanitin standart
sapmasidir. ¢ degeri; bos numune yanitlarinin, regresyon ¢izgisinin artiklarinin veya y-

kesimlerinin standart sapmasindan elde edilebilir (Krull & Swartz, 1999).

2.3.5. Dogrusalhik

Bir analitik prosediiriin dogrusaligi, numunedeki analit konsantrasyonuna/miktarina
orantil1 olarak test sonuglari/yanit elde etme yetenegidir. Analitik yontemin dogrusaligi, en
kiiciik kareler yontemi ile regresyon dogrusu katsayisinin belirlenmesi yoluyla istatistiksel

olarak gergeklestirilir (Lim vd., 2024).
2.4. Tez Calismasinda Kullanilan Ara¢ ve Geregler
2.4.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tez ¢aligmasinda kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik saflikta olup herhangi bir
on saflagtirma islemi uygulanmadan kullanmilmistir. Glukoz (%99,5), L-arjinin (%98,0), L-
metiyonin, sodyum hidroksit, hekzasiyanoferrat (Fe (CN)s]*"*", %99,5), hidroklorik asit,
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sodyum asetat, askorbik asit, iirik asit (%99,0), asetik asit, potasyum kloriir, sodyum fosfat,
sodyum siilfat, PEDOT:PSS, Sigma Aldrich Co.'dan (https://www.sigmaaldrich.com,
Almanya) satin alinmstir. Ayrica, Nikel (II) nitrat hekzahidrat (Ni(NO3),-6H»0), Lantan nitrat
hekzahidrat (La(NO3);-6H,0) ve sitrik asit (CcHsO7-H>0) Sigma Aldrich Co.'dan (Almanya)
temin edilmistir. MWCNTs (Uriin No: 677248-5 G), aliiminyum nitrat nonahidrat
(AI(NO3)3 9H,0), bakir (II) nitrat trihidrat (Cu(NOs3)2.3H20), sitrik asit, demir (II) kloriir
tetrahidrat (FeCl,4H,0), demir kloriir hekzahidrat (FeCl; 6H,0), amonyak ¢ozeltisi, nitrik asit
ve siilfiirik asit Merck Company'den (Darmstadt, Almanya) elde edilmistir. Grafit tozu,
sodyum nitrat (%99) NaNQOs, hidrojen peroksit (H>0,), siilfiirik asit (%95,5-96,5) (H2SO4) ve
potasyum permanganat (KMnQ,) Merck'ten (Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. RIBO ve
ALP selleckchem.com'dan satin alinmistir. Insan plazma 6rnekleri de Sera-Flex Inc.'den temin
edilmistir. Metanol, asetonitril ve analitik saflik derecesine sahip triflorasetik asit, Merck
(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Hareketli faz ¢ozeltilerinin hazirlanmast
ve numune seyreltmeleri i¢in gerekli ultra saf su, Millipore Milli-Q sistemi (Milford, MA,
ABD) kullanilarak saglanmistir. YPSK analizlerinden 6nce, tiim hareketli faz ¢ozeltileri 0,22
um gozenek capina sahip membran filtreler kullanilarak, vakum pompasi yardimiyla
dikkatlice siiziilmiistiir. Ayrica, hava kabarciklar1 ya da olas1 diger diizensizliklerin giderilmesi

amaciyla siiziilen hareketli faz ¢ozeltileri sonikasyona tabi tutulmustur.
2.4.2. Kullamlan Ekipmanlar

Elektrokimyasal deneyler, Hollanda menseli Metrohm-Autolab PGSTAT128N model
potansiyostat/galvanostat sistemi kullanilarak, 10 mL hacmindeki bir elektrokimyasal hiicrede

GCE elektrodu ile gergeklestirilmistir.

Spektrofotometrik 6lgiimler, Shimadzu UV Probe 2.7 sistem yazilimi ile entegre ¢alisan
¢ift 151nli Shimadzu UV 1800 UV-Gor. spektrofotometre kullanilarak gergeklestirilmistir.
Numunelerin absorbans degerleri, 1 ¢cm yol uzunluguna sahip kuvars kiivetler icerisinde

Olclilmiistiir.

Kromatografik analizler, Agilent 1100 Technologies model YPSK sistemi kullanilarak
yiriitiilmistiir. Bu sistem; otomatik membranli ¢dziicli gaz giderici initesi i¢eren dortlii
pompa, otomatik drnekleyici, kolon firii ve dedektdr olarak diyot dizi dedektorii (DAD) ile
donatilmigtir. Sistemin c¢aligtirilmas1 ve verilerin kaydi, merkezi Palo Alto, Kaliforniya,
ABD’de bulunan Agilent firmasimna ait Chemstation Plus yazilimi aracilifiyla
gerceklestirilmistir. Hedef bilesiklerin optimum ayrimi ve analizi i¢in, Supelco (ABD) iiretimi,

4.6 x 150 mm boyutlarinda ve 3 pm partikiil biiyiikliigiinde Inertsil C8-3 kolon kullanilmistir.
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Deney siiresince pH Ol¢iimleri, yiliksek kaliteli cam elektrot iceren Mettler Toledo marka pH

metre ile gerceklestirilmistir.

[lgili Fourier doniisiimlii kizilotesi spektrofotometri (FT-IR) spektrumlari, Perkin-Elmer
Spectrum 400 FT-IR spektrometre (Waltham, MA, ABD) kullanilarak yapilmistir. Her bir
ornegin faz yapilari, X-1sin1 kirtnimi (XRD) analiz sistemi (Rigaku, Cu Ka radyasyonu; A =
1,5418 A) kullanilarak tespit edilmistir. X-1s1n1 fotoelektron spektroskopi (XPS), Thermo
Scientific K-Alpha fotoelektron spektrometre ile dl¢iilmiistiir. Yiizey alanlarinin analizi igin
Brunauer-Emmet-Teller (BET) yontemi kullanilmistir. Orneklerin yapisal gérsellestirilmesi ve
Enerji Dagilimhi X-151m1 spektroskopi (EDX), Gegirimli Elektron Mikroskobu ile
gergeklestirilmistir. Sentezlenen malzemelerin morfoloji ve yapisi, FEI Quanta 650 model alan
emisyonlu taramali elektron mikroskobu (SEM) ile elde edilen goriintiiler iizerinden yapilan

SEM analiziyle incelenmistir.
2.4.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
2.4.3.1. Destek Elektrolitlerin Hazirlanmasi

Britton-Robinson tamponunun hazirlanmasi i¢in, 2,5 g borik asit, 2,8 ml fosforik asit,
3,7 g potasyum kloriir ve 2,4 ml asetik asit ¢ozeltileri kullanilarak toplamda 1000 ml destek
elektrolit elde edilmistir. Fosfat Tampon Salin (FT) hazirlanirken, 4,48 g Na:HPO4 ve 1,70 g
KH2POs hassas terazide tartilarak bir miktar ultra saf su igeren 500 mL'lik balon jojeye
aktarilmigtir. Bilegenler, manyetik karistirici izerinde bir karistirma miknatisi ile karistirilarak
¢Oziinmiustiir. pH seviyelerini ayarlamak i¢in 2,0 M NaOH ve 2,0 M HCI ¢ozeltileri

kullanilmaistir.
2.4.3.2. Etken Maddelerin Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

RIBO standart ¢ozeltisi, metanol su (1:1) karisiminda hazirlanmistir, ALP stok ¢ozeltisi
ise asetonitril su (1:1) oraninda hazirlanmistir. Daha sonra, stok c¢ozeltiler istenen

konsantrasyonlar1 hazirlamak amaciyla uygun ¢oziiciiler ile seyreltilmistir.
2.4.3.3. Ticari Plazma, Tablet, ve Idrar Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Plazma 6rnegi hazirlamak i¢in, 1 mL insan plazmasi 1 mL asetonitril ile karistirildi.
Elde edilen karigim, homojen bir karisim saglamak amaciyla 5 dakika boyunca siddetli bir
sekilde vortekslendi ve ardindan 8000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi. Bu santrifiij islemi,
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biiylik molekiillerin ve proteinlerin uzaklastirilmasini saglayarak analiz i¢in daha temiz bir

ornek elde edilmesini sagladi.

Bes adet farmasdétik tablet dikkatlice tartilarak ince bir sekilde 6giitiildii. Elde edilen toz,
tablet iceriginin tamamen ¢dzlinmesini saglamak amaciyla metanol i¢inde ¢oziindiiriildii ve
ultrasonik banyoda 30 dakika karistirildi. Elde edilen ¢ozeltinin ardindan 0,45-um PTFE
enjektor filtresi ile filtre edildi. Ideal kosullar altinda destekleyici elektrolite ilacin farkli

miktarlar1 eklenerek gerekli ilag konsantrasyonu elde edildi ve analiz edildi.

Idrar 6rnekleri, saglikli bir goniilliiden toplands. Partikiilleri veya safsizliklar1 gidermek
amaciyla idrar 6rnekleri 0,45-um PTFE enjektor filtresi kullanilarak filtre edildi. Hazirlanan
idrar Ornekleri, Onerilen DPV yontemi ile analiz edildi ve analiz edilen ilacin farkl

konsantrasyonlariyla idrar 6rnekleri zenginlestirildi.
2.4.4. Tez Calismasinda Kullanilan Modifiye Elektrot Hazirlanmasi
2.4.4.1. MWCNTs/GCE Elektrotun Hazirlanmasi

Modifiye elektrotun hazirlanmasinda, GCE, 0,3 mm aliimina siispansiyonu ile
kaplanmis parlatma pedi kullanilarak dikkatli bir sekilde parlatilmis ve bdylece yiiksek
diizeyde yiizey diizglinliigli ve temizlik elde edilmistir. Ardindan, elektrot yiizeyinde
kalabilecek partikill ve kirlerin tamamen uzaklastirilmasi amaciyla, parlatilan yiizey esit
hacimlerde karistirilmig deiyonize su ve etanol (1:1, h/h) ¢ozeltisinde yikanmistir. Bunu
takiben, 3 dakika siireyle ultrasonik banyo uygulanarak yiizeydeki kalintilarin tamamen
giderilmesi ve elektrotun kontaminasyondan arindirilmasi saglanmistir. Temizleme isleminin
ardindan, MWCNTs deiyonize su igerisinde (1,0 mg/mL) ultrasonik dagitimi ile homojen bir
dispersiyon hazirlanmistir. Bu dispersiyondan 5,0 pL’lik bir hacim dikkatlice GCE yiizeyine
damlatilarak, nanomalzemenin ylizeye diizgiin ve kontrolli bigimde uygulanmasi
saglanmistir. Sonrasinda, kurutmayr saglamak amaciyla elektrot 15 dakika siireyle IR

(kizil6tesi) radyasyona maruz birakilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Gelistirilen sensorlerin hazirlik basamaklariin sematik olarak gdsterimi

2.4.4.2. MWCNTs@Fe304@CuAl:04/GCE Elektrotun Hazirlanmasi

Elektrokimyasal platformun olusturulmasinda, GCE elektrot énce 0,3 mm aliimina
siispansiyonu ile cilalanmig, ardindan deiyonize su ve etanol (1:1) karistminda ultrasonik
banyo ile temizlenerek yiizeydeki kir ve kalintilardan arindirilmistir. Temizleme sonrasi, 1,0
mg MWCNTs@Fe;O4@CuAl204 nanokompoziti 1,0 mL deiyonize suda ultrasonik olarak
disperse edilmis ve bu siispansiyondan 6 pL. GCE yiizeyine damlatilmistir. Modifiye edilen
elektrot oda sicakliginda 15 dakika kurutularak stabil ve homojen bir yiizey elde edilmistir
(Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Gelistirilen sensorlerin hazirlik basamaklariin sematik olarak gosterimi

2.4.4.3. PEDOT:PSS/CPE Elektrotun Hazirlanmasi

PEDOT:PSS ile modifiye edilmis CPE elektrodunun hazirlanmasinda ilk adim, 0,9 g
grafit tozunun 0,1 g PEDOT:PSS ile mekanik olarak karistirilmasini igermistir. Bu islem,
porselen havan ve tokmak kullanilarak gerceklestirilmistir. Daha sonra, karisim dietil eter
icinde ¢oziilmiis ve baglayict olarak kullanilan parafin yag: ile karistirilmig, homojen bir
doygunluga sahip bir karbon pasta elde edilene kadar devam edilmistir. Elde edilen karbon
pasta, CPE elektroduna yerlestirilmis ve fazla olan karbon pastanin ¢ikarilmasi saglanarak taze
bir yiizey elde edilmistir. Buna karsilik, referans sensor olarak iglev goren modifiye edilmemis
bir CPE, aynm1 yontem kullanilarak, ancak PEDOT:PSS ilave edilmeden iiretilmistir. Bu
stirecte, her iki elektrodun iiretiminde tutarlilik saglanmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Gelistirilen sensorlerin hazirlik basamaklarmin sematik olarak gdsterimi

2.4.4.4. CuCoFe-MOF/CoFe204/BPAC/CPE Elektrotun Hazirlanmasi

Ciplak CPE, grafit tozu ve parafin yagi havan ve havan eli kullanilarak karistirilarak
hazirlandi. Homojenlestirilmis macun, CPE'ye dolduruldu ve elektrot yiizeyi filtre kagidinda
diizlestirildi. CuCoFe-MOF/CoFe,04/BPAC/CPE ¢alisma elektrodunu hazirlamak i¢in, 0,10 g
CuCoFe-MOF/CoFe,04/BPAC kompoziti ile 0,90 g grafit tozu karistirilarak iyice homojen
hale getirildi. Karisim daha sonra dietil eterde ¢oziilerek parafin yag ile elle karistirildi, bu
yag baglayici olarak kullanildi, ve homojen bir sekilde doygun karbon pastasi elde edilene
kadar karigtirildi. Bu pasta, CPE'ye dolduruldu ve fazla macun tiipten digar1 atilarak taze bir

ylizey elde edildi (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Gelistirilen sensorlerin hazirlik basamaklariin sematik olarak gosterimi

2.5. Kompozitlerin Sentezi
2.5.1. MWCNTs@Fe304@CuAl204 Sentezi

Fonksiyonellestirme amaciyla 0,75 g MWCNT, 60 mL H2SO4:HNOs (3:1) karigimai ile
oda sicakliginda 30 dakika siireyle ultrasonik islem uygulanarak karistirilmis, ardindan 70
°C’de 10 saat boyunca manyetik karistirict ile reaksiyona alinmistir. Elde edilen iiriin, notr
pH'a ulasincaya dek deiyonize su ile yikanmig, 4100 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve son

olarak 80 °C’de 24 saat boyunca kurutularak hazir hale getirilmistir (Ahmed vd., 2023).

1,67 g FeCls-6H20 ve 0,912 g FeCl2-4H20, 200 mL deiyonize suda ultrasonik banyoda
¢cOziindirilmiistiir. Karistma 0,6 g karboksile edilmis MWCNT eklenmis ve 30 dakika
boyunca karistirtlmistir. Karistirma, argon atmosferinde 10 dakika siireyle yapilmis ve
ardindan 35 mL amonyak ¢ozeltisi yavas¢a eklenmistir. Siireg, 20 dakika boyunca argon gazi
altinda devam ettirilmistir. Siyah {iriin, 60-70 °C’de manyetik 1siticida 24 saat karigtirilmis,
ardindan safsizliklarin ve fazla amonyagin uzaklastirilmasi i¢in deiyonize su ile yikanmis ve
miknatisla ayrilmugtir. Uriin, santrifiij edilip etil alkol ile yikandiktan sonra 85 °C’de bir gece
boyunca kurutularak hazir hale getirilmistir (Ulusoy vd., 2019).

CuAlL:0O4 nanopargaciklari, AI(NOs)s;-9H20 (0,75 g), Cu(NOs)2-3H20 (0,25 g) ve sitrik
asit (3,0 g) kullanilarak sol-jel yontemiyle sentezlenmistir. Metal tuzlari ve sitrik asit,
deiyonize suda manyetik karistirici ile karistirilarak ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozeltinin pH’1

amonyak ile 4’e ayarland1 ve 80 °C’de 30 dakika karistirildiktan sonra koyu mavi jel elde
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edilmistir. Jel, 90 °C’de kurutulup siyahlasana kadar 1sitilip ve daha sonra 800 °C’de 3 saat
stireyle kalsine edilmistir. Sonrasinda, 0,7 g MWCNTs@Fe:Os ve 0,3 g CuAl2Os bir behere
aktarilarak ve 50 mL deiyonize su ile etil alkol (1:1) karisimi eklenerek ultrasonik islem
uygulanmistir. Karigim, 30 °C’de manyetik karistiricida 24 saat karistirilmis ve santrifiij
sonrast 80 °C’de 24 saat kurutulmustur. Boylece, MWCNTs@Fe;:Os@CuAl:O4

nanokompoziti elde edilmistir (Behnamian vd., 2022).
2.5.2. CuCoFe-MOF/CoFe:04/BPAC Sentezi

Muz kabugu aktif karbonunun (BPAC) sentezi, 6nceki ¢alismalara dayali olarak bazi
degisikliklerle gerceklestirilmistir (Ahmadi & Ganjidoust, 2021). Ilk olarak, muz kabuklar1
musluk ve saf su ile temizlenmis, ardindan 0,5x0,5 cm boyutlarinda kesilerek 85 °C’de 24 saat
stireyle kurutulmustur. Kurutulan muz kabuklan 6giitiiliip, 200 um gdzenek agikligina sahip
bir elek ile elenmistir. Elde edilen toz, firminda 550 °C’de 1,5 saat sireyle karbonize
edilmistir. Karbonize edilen 6rnek, sogutulduktan sonra %45 potasyum hidroksit ¢ozeltisi ile
1:5 oraninda karistirilmis ve manyetik karistirici ile 20 saat boyunca karistirilmigtir. Karigim,
oda sicakliginda 24 saat bekletildikten sonra 100 °C’de 72 saat kurutulmustur. Kurutulan
ornek, firinda 750 °C’de 1,5 saat aktive edilmistir. Son olarak, 6rnek hidroklorik asit ve saf su
ile yikanarak nétr pH’a ulasana kadar temizlenmis ve 100 °C’de 15 saat kurutulmustur. Elde

edilen BPAC, son urtndr.

BPAC/CoFe204 nanomalzemeleri, 5,0 mmol FeCls-6H20, 4,6 mmol CoCl.:6H20 ve
0,45 g BPAC’1n %80 (h/h) etanol igeren 60 mL’lik bir ¢ozeltiye dagilmasiyla hazirlanmustir.
Karisim 30 dakika karistirllmig ve homojen bir ¢ozelti elde edilmistir. Elde edilen ¢ozelti,
otoklavda 160 °C’de 20 saat siireyle 1sitilmistir. Sogutulan numune, etanol ve saf su ile
yikandiktan sonra, 85 °C’de 24 saat kurutulmus ve 800 °C’de 2 saat firinda kalsine edilerek

BPAC/CoFe>0O4 nanomalzemeleri elde edilmistir.

BPAC/CoFe204/CuCoFe-MOF  nanokompoziti, literatiirdeki  yonteme  bazi
degisikliklerle sentezlenmistir (Liu vd., 2021). Ilk olarak, 0,2 g BPAC/CoFe204, %50 (h/h)
etanol igeren 50 mL’lik bir ¢ozeltiye dagilmis ve karigtirtlmistir. 1,0 M HCI ¢6zeltisinden 0.5
mL eklenmis ve 10 dakika karigtirllmistir. Ardindan, 5,0 mmol CuCl.-2H-O eklenmis ve
karigtirilmigtir. 0.5 g trimezik asit eklenerek karisim 10 dakika daha karistirilmistir. Bu
karisim, Teflon kapta otoklavda 160 °C’de 12 saat siireyle 1sitilmistir. Sogutulan humune, saf
su ve etanol ile yikandiktan sonra, 90 °C’de 10 saat kurutulmustur. Bu islemle son

nanokompozit elde edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. ALP Etken MaddesineAit Bulgular

3.1.1. MWCNTs@Fe304@CuAl204/GCE Kullanilarak ALP Etken Maddesinin
Tayini

3.1.1.1. MWCNTs@Fe304@CuAl2O4 Karakterizasyonu

X-151m1 kirinimi (XRD), kristal yapiya sahip malzemelerin yapisal analizinde 6nemli bir
yontemdir. Sekil 3.1'de yer alan XRD deseni, asitlerle fonksiyonlandirilmis MWCNT'ler XRD
desenini gostermektedir. Desende, 26,28°'de belirgin bir kirinim pikinin yani sira, 42,70°;
54,61° ve 77,80°'de daha zayif kirtnim piki gézlemlenmektedir. Bu pikler sirasiyla (1 0 0); (1
01);(004)ve(110) kristal diizlemlerine karsilik gelmektedir ve MWCNT'lerde grafit
benzeri bir yapinin varhigin1 goéstermektedir. Fonksiyonlandirma isleminin, MWCNT'lerin
tiibiiler yapisinda gozle goriiliir bir degisiklige neden olmadig: dikkat ¢ekicidir (Ahmed vd.,
2023; Behnamian vd., 2022). Sekil 3.1.B, fonksiyonlandirilmis MWCNTs@FesOa
nanokompozitinin XRD desenini gostermektedir. Demir oksitlerin yaygin dort tipi olan
manyetit (FesOs), maghemit (y-Fe:0s), hematit (a-Fe:0s) ve goetit (FeO(OH))'in XRD
desenleri dikkate alindiginda, fonksiyonlandirilmis MWCNTs@Fe:O4 nanokompozitinin
deseni, sirasiyla FesOJ'e atfedilen (22 0); (3 1 1) ve (5 1 1) kristal diizlemleriyle iliskili olarak
20 =30,06°; 35,44° ve 57,87°'de alt1 belirgin kirmnim piki gdstermektedir. Ayrica, a-Fe20s'e ait
(400); (42 2)ve (44 0) diizlemleriyle iligkili olan 20 = 43,61°; 54,08° ve 63,40°'de de pikler
gozlemlenmektedir. 20 = 26,12°'deki bir pik ise fonksiyonlandirilmig MWCNT'lerin varligim
isaret etmektedir MWCNTs@Fe:O4'in XRD desenleri, literatiirdeki onceki caligmalarla
tutarlilik  gostermektedir (Loh vd., 2008; Zhuang vd., 2015). Sekil 1.3.C,
MWCNTs@Fe:04@CuAl:O4 nanokompozitinin XRD desenini sunmaktadir. XRD analizi,
CuAlL:O4 fazinin, 6zellikle aliiminat spinel faz1 (JCPDS 33-0448) olarak bilinen tek fazli bir
yapiya sahip oldugunu ortaya koymaktadir. 26 degerlerinde gozlemlenen baslica kirinim
pikleri; 31,31° (2 2 0); 37,12° (3 1 1); 44,08° (4 0 0); 55,40° (4 2 2); 59,74° (51 1); 65,45° (4
4 0); 74,77° (6 2 0) ve 77,80° (5 3 3) olup, bunlar Fd3m uzay grubuna sahip kiibik spinel
yapisina karsilik gelmektedir. Giliglii ve net bir sekilde tamimlanmis kirmim pikin varhigi,
alliminat spinel yapisindaki uzun menzilli diizenin yiiksek seviyede oldugunu gdstermektedir.
Ayrica, XRD desenlerinde  MWCNT ve FesOs fazlartyla iliskili ek pikler de
gozlemlenmektedir (Tangcharoen vd., 2018).
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Sekil 3.1. MWCNT'lerin (A), MWCNTs@Fe3;041in (B) ve MWCNTs@Fe304@CuAl,O4'iin (C)
nanomalzemelerinin XRD desenleri

Sekil 3.2, MWCNT (a), MWCNT@Fes;O4 (b) ve MWCNTs@Fe;04@CuAlO4 (c)
nanomalzemelerinin IR spektrumlarini géstermektedir. Sekil 3.2.a'da, fonksiyonlandirilmis
MWCNT'lere karsilik gelen karakteristik pikler gézlemlenmistir. Bu pikler; 1067 cm ™! (C-O);
1608 cm™! (C =C); 1730 cm™! (C = 0); 2988 cm™! ve 2902 ecm™! (C-H); 3661 cm™! ve 1394
cm Vdir (Castillo-Hernandez vd., 2018). Ayrica, 1250 cm ""de C-N gerilmesi ve 880 cm !'de
C-H biikiilmesi pikleri gozlemlenmistir. ilgi cekici bir sekilde, yukarida belirtilen tiim bu
pikler, Sekil 3.2.b ve 3.2.c'de de mevcut olup, her iki nanokompozitte de fonksiyonlandirilmig
MWCNT'lerin varligini gostermektedir. Ayrica, MWCNTs@Fe3;04 ve
MWCNTs@Fe;04@CuAl,O4 nanokompozitlerinde, 712; 595 ve 436 cm™""deki pikler metal
oksitlere (Fe-O, Cu-O ve Al-O) atfedilebilmektedir (Lv vd., 2009).
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Sekil 3.2. MWCNT'lerin (a), MWCNTs@Fes;Os'in (b) ve MWCNTs@Fe;04@CuAlO4'in ()
nanomalzemelerinin FT-IR spektrumlari

SEM ve SEM-EDX analizleri, sentezlenen nanokompozitlerin morfolojilerini
incelemek igin gerceklestirilmistir. MWCNT'ler, MWCNTs@Fe;04 ve
MWCNTs@Fe;04@CuAl,O4in SEM  goruntiileri Sekil 3.3.a—'de sunulmustur. SEM
gozlemleri, lic nanokompozit arasinda belirgin farkliliklar ortaya koymaktadir (Ahmed vd.,
2023). Ayrica, Sekil 3.3.d—f yeni sentezlenen nanomalzemelerin SEM-EDX analizlerini

gostermekte olup, bu malzemelerin yiizey morfolojileri hakkinda bilgi saglamaktadir.

Sekil 3.3. MWCNT'lerin (a & d), MWCNTs@Fe3;04'in (b & €) ve MWCNTs@Fe3;04@CuAlxO4'iin (¢
& f) nanomalzemelerinin SEM goriintiileri ve SEM-EDX analizleri

28



MWCNTs@Fe30s ve MWCNTs@Fe;04@CuAlO4'tin element bilesimleri sirasiyla
Sekil 3.4.A ve 3.4.B'de gosterilmektedir. Elementlerin varligi literatiirle uyumludur ve 6nceki

bulgularla ortiismektedir.

Element Weight % Atomic % Net Int. |
o CK 43.99 66.21 870.06
360 OK 19.42 21.04 510.13 |
o Fek 36.59 11.85 1448.5 |
i M ' . A)
0090 13 26 19 52 65 78 21 104 17 130
il T Element Weight % Atomic % Net Int.
o32x) ' CK 10.43 19.39 109.06
sl OK 36.67 51.15 1746.14
s AIK 21.73 17.98 1814.1
aaid FeK 11.05 4.42 511.38
i CuK 20.12 7.07 556.75

T

52 104 117 130

Sekil 3.4. MWCNTs@Fe;04'lin (A) ve MWCNTs@Fe304@CuAl,O4'lin (B) elementel dagilimi

3.1.1.2. Sensoriin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Bu ¢alismada, 5,0 mM [Fe(CN)s]* /4 igeren 0,1 M KCl ¢ozeltisi kullanilarak DV ve EIS
deneyleri gerceklestirilmistir (Sekil 3.5). Ilk olarak, modifiye edilmemis GCE iizerinde tipik
anodik ve katodik pikler gozlemlenmis ve AEp 234 mV olarak belirlenmistir. Daha sonra,
MWCNTs modifiye edilmis GCE ile yapilan elektrokimyasal karakterizasyonlarda, ¢iplak
GCE'ye kiyasla daha belirgin anodik ve katodik sinyaller elde edilmistir. Bu artan
elektrokimyasal aktivite, MWCNT'lerin yiiksek redoks aktivitesi, iletkenligi ve geri
doniistimlii  yapisina baglanabili. MWCNTs@FesO4@CuAl:04 ile modifiye edilmis
elektrotlarin [Fe(CN)s]*/*~ varliginda yapilan voltamogramlarinda, bu elektrotun ¢iplak GCE
ve MWCNTs/GCE'ye kiyasla en yiiksek elektrokimyasal aktiviteyi sergiledigi
gozlemlenmistir. AEp ciplak GCE igin 244 mV, MWCNTs/GCE i¢in 202 mV ve
MWCNTs@Fe;04@CuAl:04/GCE i¢in 173 mV olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, GCE
ylizeyine MWCNTs@Fe:0:@CuAl.04 eklenmesiyle elde edilen elektrokimyasal

performansin artisin1 dogrulamaktadir.
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EIS analizi, Rct'nin ¢iplak GCE'de 5,8 kQ, MWCNTs/GCE'de 3,7 kQ ve
MWCNTs@Fe;:0s@CuAlO4/GCE'de 2,3 kQ oldugunu gostermektedir. Bu bulgular,
MWCNTs@Fe;04@CuAl:Osnin GCE yiizeyine dahil edilmesinin elektriksel iletkenligi

tyilestirdigini ve redoks siirecindeki Rct degerini azalttigini ortaya koymaktadir.

40 4

~ /pA

06 04 02 00 02 04 06 0.8 1.0 1.2 - 0 1 2 3 5 6 7 8

:
E/V Z'kQ

Sekil 3.5. (A); KCI (0,1 M) ve [Fe(CN)s]*/* ¢ozeltisi (5,0 mM) igerisinde ¢iplak GCE (a),
MWCNTs/GCE (b) ve MWCNTs@Fe:0:@CuAl204/GCE (¢) DV (50,0 mV/s) ve (B); EIS grafikleri
Son olarak, ¢iplak GCE, MWCNTs/GCE ve MWCNTs@Fe;O4@CuAl:04/GCE'nin
elektrokimyasal aktif yiizey alanlari, Randles-Sevcik denklemi (1) kullanilarak ve tarama
hizinin karekdkii ile pik akimi arasindaki egim analizi ile belirlenmistir (Sekil 3.6). Elde edilen
sonuglara gore, c¢iplak GCE i¢in 0,99 cm?, MWCNTs/GCE igin 1,028 cm? ve

MWCNTs@Fe;O+@CuAl:04/GCE i¢in 1,2 cm? yiizey alan1 bulunmustur.

3 1 1
I =(2.69x10°)n2AD2 v2(, D

A, elektrot yiizey alanini (cm?); D, difiizyon katsayisini (cm?/s); n, elektron sayisini (n = 1); v,
potansiyel tarama hizini (V/s); Co ise derisimi (mol/cm?) gdstermektedir.

Bu bulgular, MWCNTs@FesO4@CuAl2O4nin daha fazla reaksiyon bolgesi saglayarak
elektron transferini hizlandirdigini ve elektrot performansini 6nemli oOlgiide artirdigini

gostermektedir.
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Sekil 3.6. 5,0 mM [Fe(CN)s]* /4 ve 0,1 M KCI igeren ¢ozelti igerisinde farkli tarama hizlarinda
kaydedilen DV  egrileri:  (A); g¢iplak  GCE, (B); MWCNTs/GCE ve (C);
MWCNTS@FC304@CUA1204/ GCE

3.1.1.3. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

Farkli konsantrasyonlardaki MWCNTs@Fe;O4@CuAl:04 kompoziti (0,2-2,0 M)
kullanilarak GCE modifikasyonu yapilmig ve ALP'nin elektro-oksidasyon akiminda bir artis
gozlemlenmistir (Sekil 3.7.A). Ancak, kompozit konsantrasyonu 1,0 M'nin {izerine ¢iktiginda,
onemli bir degisiklik gézlenmemistir. Bu nedenle, ALP tayini i¢in 1,0 M, en uygun kompozit
konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Ayrica, GCE yiizeyine 3,0-9,0 uL arasinda degisen
miktarlarda MWCNTs@Fe;0s@CuAl:Os kompoziti damlatilarak modifiye edilmistir ve
elektrokimyasal Olgtimler 0,1 M Britton—Robinson (B-R) tampon c¢ozeltisi (pH = 3,0)
icerisinde gerceklestirilmistir. Sekil 3.7.B’de gosterildigi lizere, kompozit miktarindaki artis 6
uL'ye kadar oksidasyon pik akiminda 6nemli bir yiikselmeye yol agmis, bu da yiizey alan1 ve
katalitik bolge sayisindaki artigi isaret etmistir. Ancak kompozit miktar1 daha da artirlldiginda,
ALP pik akiminda belirgin bir azalma gozlemlenmistir. Bu optimize edilmis parametreler
altinda gelistirilen elektrot, ALP tayini i¢in yliksek duyarlilik ve secicilik sergileyerek pratik

uygulamalarda kullanilabilirligini gostermektedir.
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Sekil 3.7. MWCNTs@Fe;04@CuAl:Os kompozit konsantrasyonun (A) ve miktarinin (B), 0,1 mM
ALP'nin pik akimlar {izerindeki etkisi

Destekleyici elektrolit ve pH secimi, elektrokimyasal olgiimlerin dogrulugu ve
giivenilirligi agisindan kritik bir rol oynamaktadir. FT (pH = 3,0) , B-R (pH = 3,0), KCI (pH =
5,0), HCI (pH = 1,0), NaOH (pH = 10,0) ve AC (pH = 5,0) gibi ¢esitli tampon ¢dzeltilerinin
etkileri incelenmistir. Sekil 3.8, farkli destekleyici elektrolitlerle ALP'min oksidasyon akimi1 ve
potansiyel piki arasindaki iliskiyi gostermektedir. Elde edilen sonuglar, 0,1 mM ALP varliginin
hem akim hem de potansiyel piki tizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Ozellikle, incelenen tamponlar arasinda en yiiksek akim pikini B-R tamponu (pH = 3,0) elde
etmis olup, bu durum, ALP'nin 6nerilen elektrottaki elektro-analitik ¢aligmalar i¢in en uygun

elektrolit olarak B-R tamponunun se¢ilmesini saglamistir.

8
e AC
= B-R n
o] —mna
PBS
< KCl |
= | —aom
—

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Sekil 3.8. Destek elektrolitinin, 0,1 mM ALP'nin pik akimlar1 tizerindeki etkisi
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Ayrica, pH etkisini incelemek amactyla, MWCNTs@Fe;O4@CuAl:0+/GCE yiizeyinde
0,1 mM ALP’nin elektrokimyasal tepkimesi 2-9 pH araliginda arastirildi (Sekil 3.9).
Oksidasyon siirecinde daha negatif bir pik potansiyeli (Ep) kaydedilirken, ALP'nin en yiiksek
akimi pH 3,0'da gozlemlendi ve bu durum, ALP tayini i¢in tiim sonraki elektrokimyasal
deneyler icin ideal pH olarak belirlendi. Sekil 3.9.B'de, oksidasyon pik potansiyeli ile
¢ozeltinin pH’1 arasinda yaklasik 65 mV egimle dogrusal bir iliski oldugu goriilmektedir; bu,
teorik degerle (59 mV/pH) benzerlik gostermektedir. Dolayistyla, oksidasyon mekanizmasinin

proton ve elektron oraninin esit oldugu sonucuna varildi.

5 1.2
pH2
— Al | Ep=-0.0657pH+1.14 B
1 N R?*=0.997
1.0 o .\\
34 )
i E 0.9 4 N
= = B
2 0.8 4 [_N§
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0.7 \'
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|
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Sekil 3.9. MWCNTs@FesO+@CuAl:0+/GCE kullanarak B-R (0,1 M) ve 0,1 mM ALP igeren ¢ozeltide
farkli pH seviyelerinde elde edilen DPV egrileri (A), ve pik potansiyeli (Ep) ile pH degeri arasindaki
iliski (B)

ALP molekiillerinin elektrokimyasal davranigini degerlendirmek ve transfer edilen
elektron sayisin1 belirlemek amaciyla, MWCNTs@Fe;Os@CuAl:O4 ile modifiye edilmis GCE
ylizeyinde DV analizleri gerceklestirilmistir. ALP’ye ait voltamogramlar, 10-300 mV/s
araliginda uygulanan farkli tarama hizlarinda kaydedilmis ve karakteristik voltametrik yanitlar
gozlemlenmistir (Sekil 3.10.A). Ozellikle, pik akiminin tarama hizinin artmasiyla birlikte
belirgin sekilde yiikseldigi, ayrica pik akimi ile tarama hizinin karekokii arasinda giiclii bir
dogrusal iligki (R? = 0,996) bulundugu tespit edilmistir (Sekil 3.10.B). Bu iligki asagidaki
regresyon denklemiyle tanimlanmustir: log (IpA) = 0,138 v2(mV s7') + 0,095; R = 0,996. Bu
bulgu, elektrokimyasal siirecin difiizyon kontrollii bir mekanizmaya uygun oldugunu
gostermektedir. Ayrica, log(IpA) ile log(v) arasindaki grafikten elde edilen regresyon
denklemi: log (IpA) = 0,486 log(v) — 0,80; R? = 0,997 olup (Sekil 3.10.C), bu denklemdeki
egim degeri (~0,486), teorik olarak difiizyon kontrollii sistemler i¢in beklenen 0,5 degerine
oldukga yakin bulunmustur. Elde edilen veriler, ALP’nin MWCNTs@Fe:04@CuAl.0+/GCE
elektrot yiizeyinde diflizyon kontrollii bir elektrokimyasal siire¢ sergiledigini agik¢a ortaya
koymaktadir.
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Sekil 3.10. MWCNTs@Fe:04@CuAl204/GCE elektrotu iizerinde, B-R tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH
3,0) icerisinde 0,1 mM ALP varliginda farkli tarama hizlarinda elde edilen (A) DV egrileri, (B) Ipa ile
v'2, (C) log Ipa ile log v ve (D) Epa ile In v grafikleri

ALP’nin MWCNTs@Fes04@CuAl204/GCE ylizeyindeki elektrokimyasal oksidasyon
stirecine katilan elektron sayisi, Laviron denkleminden (2) yararlanilarak ve anodik pik
potansiyeli (Epa) ile tarama hizinin dogal logaritmasi (In v) arasindaki iligkinin egimi analiz

edilerek hesaplanmigtir (Sekil 3.10.D).

b=+ (XD (ST (BT, @

anF anF anF

Burada, E° formal redoks potansiyelini, o yiik transfer katsayisini, n elektron sayisini, k°

standart heterojen hiz sabitini ve v ise tarama hizini ifade etmektedir.

Elde edilen bulgular, ALP’nin elektro-oksidasyon siirecinde iki elektronun transfer
edildigini ortaya koymustur. Ayrica, pH tarama ¢aligmalart ile birlikte degerlendirildiginde, bu
sonuglar ALP’nin elektrokimyasal oksidasyon mekanizmasinin iki elektron ve iki protonun
transferini  igerdigine isaret etmektedir. ALP’nin MWCNTs@Fe:04@CuAl20+/GCE
yiizeyinde gerceklesen oOnerilen oksidasyon mekanizmasi Sekil 3.11°de sunulmaktadir

(Moghaddam vd., 2021).
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Sekil 3.11. MWCNTs@Fe;0:@CuAl20+/GCE yiizeyinde, ALP'in olas1 elektro-oksidasyon
mekanizmasi

3.1.1.4. Modifiye Edilmis Sensoriin Analitik Performansinin Degerlendirilmesi

MWCNTs@Fe:04@CuAl:O+/GCE igin farkli ALP konsantrasyonlarinda DP
voltamogramlari elde edildi ve bulgular Sekil 3.12'de sunuldu. ALP oksidasyon akimi, 0,5-
13,6 puM arahiginda konsantrasyona bagli olarak dogrusal bir artis gosterdi ve
MWCNTs@Fe:04@CuAl:04/GCE yiizeyinde su denklemle ifade edildi: Ipa = 0,072 Carp +
0,002 (R?=0,998). TS ve TAS su formiiller kullanilarak belirlendi: TS = 3 s/m ve TAS = 10
s/m. TS ve TAS degerleri sirasiyla 0,036 uM ve 0,12 uM olarak belirlendi. Bu sonuglar,

gelistirilen sensoriin hassasiyeti hakkinda degerli bilgiler sunmaktadir.

104 A W] 1=0.072C,, +0.002 -
R*=0998 .-~
0.8 A
]
< 0.6 o .,/"
(=~ ] /l"’ B
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0.2 -
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Sekil 3.12. MWCNTs@Fe;0+@CuAl204/GCE yiizeyinde B-R tamponunda (0,1 M, pH 3,0) 0,5-13,6
pM ALP'in DPV egrileri (A) ve Ipa ile ALP konsantrasyonu arasindaki iliskiyi gosteren grafik (B)
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Gelistirilen MWCNTs@Fe;04@CuAl:O+/GCE  elektrodunun tekrarlanabilirligini
degerlendirmek amaciyla, aym1 kosullarda gergeklestirilen 11 ardisik voltametrik dongii
sonucunda elde edilen pik akim degerleri iizerinden %BSS degeri hesaplanmistir (Sekil
3.13.A). Elde edilen %BSS degeri 2,33 olarak bulunmus olup, bu sonug gelistirilen elektrotun

yliksek diizeyde tekrarlanabilir bir sinyal iiretme yetenegine sahip oldugunu gostermektedir.

MWCNTs@Fe;04@CuAl:0+/GCE elektrodunun yeniden iiretilebilirligini
degerlendirmek amaciyla, ayni kosullar altinda dokuz ayr1 elektrot hazirlanarak her biri i¢in
DPV ol¢giimleri gerceklestirilmistir (Sekil 3.13.B). Elde edilen pik akim degerlerine ait %BSS
2,86 olarak hesaplanmigtir. Bu diisiik BSS, gelistirilen elektrotun yiiksek diizeyde yeniden

iiretilebilir bir sinyal elde etme yetenegine sahip oldugunu gostermektedir.

T T
0.95 1.00 0.80 0.85

T
0.80 0.85

0.90 IJ..SO
E/NV E/V

Sekil 3.13. B-R tamponunda (pH 3,0) MWCNTs@Fe;0+@CuAl204/GCE iizerinde 1,0 pM ALP'nin
tekrarlanabilirligi (A) ve tekrar tiretilebilirligi (B)

Gelistirilen modifiye sensoriin yiiksek diizeyde tekrarlanabilirlik ve yeniden
iiretilebilirlige sahip olmasimin yani sira, hedef analite kars1 secicilik gostermesi de kritik bir
ozelliktir. Bu baglamda, sensoriin segiciligini degerlendirmek amaciyla, gergek 6rneklerde
yaygin olarak bulunan cesitli girisim yapabilecek bilesikler elektrokimyasal hiicreye ilave
edilmistir (Sekil 3.14). Incelenen potansiyel girisimciler arasinda askorbik asit, iirik asit, D-
glukoz, L-arginin, L-metiyonin, potasyum kloriir, sodyum siilfat, sodyum nitrat, dopamin ve
parasetamol yer almaktadir. Bu maddelerden biiyilik ¢ogunlugu ALP’ye kiyasla 1000 kat daha
yiiksek konsantrasyonlarda, askorbik asit, parasetamol, dopamin, fulvestrant ve palbosiklib ise
100 kat daha yiiksek diizeylerde test edilmistir. Oksidasyon pik akimindaki degisim oranlarmin
%35’in altinda kalmasi, bu maddelerin ALP’ye ait voltametrik yanit iizerinde belirgin bir
girigim olusturmadigimi gostermektedir. Bu bulgular, gelistirilen
MWCNTs@Fe:04@CuAl20+/GCE elektrotun ALP tayininde yiiksek secicilik sundugunu
ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.14. B-R tamponunda (pH 3,0) MWCNTs@Fe;0s@CuAl204/GCE iizerindeki 1,0 uM ALP'nin

seciciligi

3.1.1.5. Tablet Formuna, Idrar, ve Ticari Plazma Numunelerine Uygulanmasi

MWCNTs@Fe;0s@CuALO+/GCE elektrotunun ALP’nin  eklenmis Orneklerdeki

kantitatif tayin performansini ve giivenilirligini degerlendirmek amaciyla, standart ekleme

yontemi kullanilarak insan plazmasi, idrar ve tablet drneklerinde analiz gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1, elde edilen kalibrasyon verilerini sunmaktadir. Elde edilen bulgular, geri kazanim

oranlarinin %98,57 ile %102,63 arasinda degistigini ve BSS degerlerinin %3’lin altinda

oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, gelistirilen sensoriin hem dogruluk hem de hassasiyet

acisindan tatmin edici bir performans sergiledigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.1. MWCNTs@Fes04@CuAl:04/GCE yiizeyinde, tablet, idrar ve ticari plazma numuneleri

icin geri kazanim deneylerinin sonuglari

Numune Derisim (1M)  Bulunan derisim  BSS (%) Geri Kazanim (%)
(M) (n=3)
2,0 1,99 2,82 99,82
Ticari Plazma 4,0 4,12 2,24 98,57
8,0 8,18 2,27 102,25
idrar 6,0 6,13 0,17 102,17
8,0 8,09 0,22 101,09
10,0 10,26 1,49 102,63
Tablet 6,0 6,05 0,99 100,89
8,0 7,95 0,49 99,42
10,0 9,98 1,73 99,7
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3.1.2. PEDOT:PSS/CPE Kullanilarak ALP Etken Maddesinin Tayini
3.1.2.1. Sensoriin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

PEDOT ile modifiye edilmis CPE’nin elektrokimyasal o&zellikleri, 5,0 mM
[Fe(CN)s]>*/* ve 0,1 M KCI igeren destek elektrolit ortaminda DV yontemiyle kapsaml
sekilde incelenmistir. Sekil 3.15(A)’da sunulan voltamogramlar, PEDOT modifikasyonunun
ardindan anot ve katot pik akimlarinda belirgin bir artis meydana geldigini ortaya koymaktadir.
Ayrica, [Fe(CN)s]*/*~ redoks ¢ift sistemi i¢in ¢iplak CPE’de elde edilen AEp degeri 0,31 V
iken, PEDOT ile modifiye edilmis CPE’de bu degerin 0,17 V’ye diistiigii gozlemlenmistir. Bu
azalma, elektrot yiizeyinde elektron transfer kinetiginin iyilestigini ve elektrokatalitik
etkinligin arttigin1 gostermektedir. Yiizeydeki yiik transfer Ozelliklerini ve sensorlerin
iletkenlik performansini daha ayrntili olarak degerlendirmek amaciyla EIS analizleri
gerceklestirilmistir. Sekil 3.15(B)’de gosterilen Nyquist diyagramlari, g¢iplak CPE ve
PEDOT/CPE sistemleri i¢in elde edilen yar1 daire caplar temelinde, CPE > PEDOT/CPE
siralamasini ortaya koymustur. Elde edilen Rct degerleri sirasiyla 6,5 kQ ve 3,2 kQ olarak
belirlenmistir. Bu azalma, modifiye ylizeyde yiik tasiyicilarinin iletiminde 6nemli bir artig

oldugunu, dolayisiyla iletkenligin gelistigini ve yiik transferinin daha verimli hale geldigini

gostermektedir.
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Sekil 3.15. KCl (0,1 M) ve [Fe(CN)s]*/* ¢ozeltisi (5,0 mM) igerisinde c¢iplak CPE, ve
PEDOT:PSS/CPE elektrotlarinin (A); DV (50,0 mV/s) ve (B); EIS grafikleri

Ayrica, elektrot yiizeyinin efektif aktif alani, Randles-Sevcik denklemi kullanilarak
hesaplanmistir. Bu hesaplama, 5,0 mM [Fe(CN)s]*/* igeren 0,1 M KCI ¢ozeltisinde
gerceklestirilen dongiisel voltametri 6lgiimlerine dayanarak yapilmistir. Ipa ile v'’? arasindaki

dogrusal iligkiye ait grafigin egiminden yararlanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda, giplak
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CPE’nin aktif yiizey alan1 0,079 cm?, PEDOT ile modifiye edilmis CPE’nin ise 0,154 cm?
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.16). Elde edilen bu degerler, PEDOT modifikasyonunun yiizey
alanini1 yaklasik iki kat artirdigin1 ve bu durumun ALP’nin elektrokimyasal oksidasyonuna

yonelik yilizeyde daha fazla aktif bolge sagladigini agik¢a ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.16. 5,0 mM [Fe(CN)s*/* igeren 0,1 M KCIl ¢ozeltisinde, ciplak CPE (A,B) ve
PEDOT:PSS/CPE (C,D) elektrotlarinda farkli tarama hizlarinda kaydedilen DV egrileri

3.1.2.2. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

Farkli tampon ¢6zeltileri, AC, KCI, FT, NaOH, HCI ve B-R dahil olmak iizere kapsaml
bir analiz gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, ALP varliginin hem akim hem de
potansiyel piki iizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Sekil 3.17).
Degerlendirilen cesitli tamponlar arasinda, B-R ¢ozeltisi belirgin akim piki ile en yiiksek

etkinligi gostermistir.
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Sekil 3.17. Destekleyici elektrolitinin, 0,01 mM ALP'nin yiikseltgenme pik akimlari iizerindeki etkisi

ALP’nin elektrokimyasal oksidasyon davranigi, pH 2,0-8,0 araliginda PEDOT/CPE

elektrotu lizerinde sistematik olarak incelenmistir (Sekil 3.18). Oksidasyon pik potansiyelinin

pH artisiyla birlikte negatif yonde kaydigi goézlemlenmis ve bu kayma, pH’a karsi gizilen

grafikte 64,0 mV/pH egimi ile ifade edilmistir. Elde edilen egim degeri, elektron ve proton

transferlerinin redoks mekanizmasina esit oranda katildigini gosteren teorik egime oldukca

yakin olup (Sekil 3.18.B), ALP’nin elektrokimyasal oksidasyonunun proton-destekli bir siire¢

oldugunu desteklemektedir. Ote yandan, pik akim degerleri pH 2,0’dan 3,0’a kadar artis

gostermis; bu degerin {izerinde ise belirgin bir azalma egilimi sergilemistir. Bu durum, pH 3,0

kosulunun ALP oksidasyonu agisindan optimal ortami sagladigini ve sonraki analizlerde bu

pH degerinin tercih edilmesi gerektigini agik bir bicimde ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.18. PEDOT:PSS/CPE kullanarak B-R (0,1 M) ve 0,1 mM ALP igeren ¢ozeltide farkli pH
seviyelerinde elde edilen DPV egrileri (A), ve pik potansiyeli (Ep) ile pH degeri arasindaki iliski (B)
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Sekil 3.19(A), farkli biriktirme potansiyellerinin ALP’nin oksidasyon pik akimi
iizerindeki etkilerini ayrintili olarak gostermektedir. Biriktirme potansiyel islemi sirasinda
uygulanan potansiyel 0,1-0,7 V araliginda arttikca, pik akiminda anlamli bir yiikselme
gbzlemlenmis; ancak bu degerin Gtesindeki 0,7-1,1 V araliginda ise akimda kademeli bir
azalma meydana gelmistir. Bu bulgular dogrultusunda, 0,7 V biriktirme potansiyeli en uygun
deger olarak belirlenmistir. Ote yandan, biriktirme siiresinin etkisini degerlendirmek amaciyla
10 ila 275 saniye arasinda degisen siireler incelenmistir. Sekil 3.19(B)'de gorildiigii iizere,
biriktirme siiresi arttik¢a pik akimi da belirli bir siireye kadar artis géstermis; yaklagik 125
saniyeden sonra ise diisiis egilimi sergilemistir. Bu nedenle, biriktirme siiresi agisindan

optimum kosulun 125 saniye oldugu sonucuna varilmstir.
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Sekil 3.19. PEDOT:PSS/CPE yiizeyinde 0,01 mM ALP'nin pik akimi iizerindeki (A) biriktirme
potansiyelinin, ve (B) biriktirme siiresinin etkisi

ALP'nin elektrokimyasal mekanizmasina dair derinlemesine bilgi saglamak amaciyla
tarama hizi ¢aligmasi yapilmigtir. Bu arastirma kapsaminda, 0,01 mM ALP igeren ¢ozeltinin
PEDOT/CPE yiizeyinde, 25 ile 275 mV/s arasindaki tarama hizlarinda DV ile incelenmistir.
Tarama hizinin (v), B-R elektroliti (0,1 M) ve pH 3,0 ortaminda ALP'nin oksidasyon akimlar1
iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Sekil 3.20(A) gosterdigi gibi, ALP ile iligkili Ipa, tarama
hiz1 ile orantili olarak belirgin bir sekilde artmaktadir. Sekil 3.20(B) de, oksidasyon akimlar
ile tarama hizlar1 arasinda gii¢lii bir dogrusal iligki bulundugunu gostermektedir, bu da
ALPnin elektrokimyasal siirecinin adsorpsiyon kontrollii bir mekanizmayla gergeklestigini
isaret etmektedir. Ayrica, tarama hizinin logaritmasi ile pik akiminin logaritmasinin grafiksel
iligkilendirilmesiyle elde edilen dogrusal denklem (log (I) = 0,740 log v — 1,766; R* = 0,998),
adsorpsiyonla kontrol edilen bir reaksiyon siirecine dair 6nemli bir gosterge sunmaktadir
(Sekil 3.20(C)). Laviron'un denklemi kullanilarak yapilan hesaplamalar, ALP'nin oksidasyon

stirecinde tam olarak 2 elektron transferi gergeklestigini ortaya koymustur. Ayrica, pH tarama
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calismalar ile birlikte degerlendirildiginde, bu sonuglar ALP’nin elektrokimyasal oksidasyon

mekanizmasinin iki elektron ve iki protonun transferini i¢erdigine isaret etmektedir. ALP’nin

PEDOT/CPE yiizeyinde gerceklesen oOnerilen oksidasyon mekanizmasi Sekil 3.21°de
sunulmaktadir (Moghaddam vd., 2021).
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Sekil 3.20. Farkli tarama hizlarinda, B-R tamponunda (0,1 M, pH 3,0) 0,01 mM ALP'nin doniigiimlii

voltametri egrileri (A), Ipa ile v!?
(D) PEDOT:PSS/CPE yiizeyinde
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Sekil 3.21. PEDOT:PSS/CPE yiizeyinde, ALP'in olas1 elektro-oksidasyon mekanizmasi
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3.1.2.3. Modifiye Edilmis Sensoriin Analitik Performansinin Degerlendirilmesi

PEDOT/CPE iizerindeki ALP i¢in kalibrasyon grafigi, optimum deneysel kosullar
altinda DPV teknigi kullanilarak pH 3'te olusturulmustur (Sekil 3.22). 0,01-5,0 uM araliginda
ALP konsantrasyonunu belirlemek i¢in bagarili bir sekilde lineer bir kalibrasyon egrisi elde
edilmigtir. Elde edilen lineer denklem su sekilde ifade edilebilir: Ipa =0,179C + 0,056; R? ise
0,998 olarak bulunmustur. TS 4,8 nM ve TAS ise 16 nM olarak belirlenmistir. PEDOT/CPE
tabanli sensor, dikkate deger bir lineer aralik ve 6nemli dl¢iide azaltilmig bir TS sergileyerek,

ALP'nin dogru ve hassas bir sekilde 6l¢iilmesi potansiyelini vurgulamaktadir.
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Sekil 3.22. PEDOT:PSS/CPE yiizeyinde B-R tamponunda (0,1 M, pH 3,0) 0,01-5,0 uM ALP'nin DPV
egrileri (A) ve Ipa ile ALP konsantrasyonu arasindaki iligkiyi gosteren grafik (B)

PEDOT/CPE sisteminin tekrarlanabilirligini degerlendirmek amaciyla, 1 pM ALP
igeren bir ¢ozelti lizerinde art arda sekiz DPV 6l¢iimii gergeklestirilmistir (Sekil 3.23.A). Elde
edilen oksidasyon akimlarinin BSS degeri %2,04 olarak hesaplanmistir. Bu bulgu, gelistirilen
elektrotun yiksek diizeyde tekrarlanabilirlik sergiledigini gostermektedir. Ayrica,
PEDOT/CPE'in yeniden iiretilebilirligi ve uzun vadeli stabilitesi, giin i¢i ve gilinler arasi
analizlerle incelenmistir. Giin i¢i analizlerde, ayni giin i¢inde ayni yontemle hazirlanan yedi
bagimsiz elektrot kullanilmis ve elde edilen BSS degeri %2,13 olarak bulunmustur (Sekil
3.23.B). Bu sonuglar, PEDOT/CPE’nin giivenilir ve yeniden iiretilebilir bir sensor platformu

oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.23. B-R tamponunda (pH 3,0) PEDOT:PSS/CPE iizerinde 1,0 uM ALP'nin tekrarlanabilirligi
(A) ve tekrar iiretilebilirligi (B)

PEDOT/CPE sisteminin ALP tespitindeki seciciligini degerlendirmek amaciyla, yaygin

girisim yapan maddelerin varliginda kapsamli bir analiz gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda, 1

uM ALP igeren standart bir ¢ozeltiye, 1000 kat fazla konsantrasyonda gesitli girisim yapan

bilesikler eklenmistir. Incelenen maddeler arasinda iirik asit (UA), potasyum kloriir (KCI),
askorbik asit (AA), D-glukoz (D-G), dopamin (DOP), sodyum siilfat (Na.SO.), L-arginin (L-
ARG), L-metiyonin (L-MET), potasyum nitrat (KNOs) ve parasetamol (PARA) yer

almaktadir. Sekil 3.24’te sunulan bulgular, bu bilesiklerin ALP’nin oksidasyon pik akimi

iizerinde anlamli bir girisime neden olmadigim1 goéstermektedir. Elde edilen sonuglar,

gelistirilen elektrokimyasal platformun, yaygin girisim yapan tiirlerin varliginda dahi ALP'yi

secici ve giivenilir bir sekilde tespit edebildigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.24. B-R tamponunda (pH 3,0) PEDOT:PSS/CPE {izerindeki 1,0 uM ALP'nin se¢iciligi
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3.1.2.4. Tablet Formuna, Idrar ve Ticari Plazma Numunelerine Uygulanmasi

PEDOT/CPEmin ger¢ek oOrneklerde ALP tespiti i¢in pratik uygulanabilirligini ve
giivenilirligini degerlendirmek amaciyla, gelistirilen elektrot insan plazmasi, insan idrar1 ve
tablet formiilasyonlarinin analizi i¢in uygulanmistir. Bu analizler, standart ekleme yontemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Cizelge 3.2’de sunulan veriler, iyilesme oranlarinin %96,69
ile %101,31 arasinda degistigini agik¢a ortaya koymaktadir. Gozlemlenen bu yiiksek iyilesme
oranlari, PEDOT/CPEmin elektrokimyasal sensdr olarak etkinligini ve duyarliligim
destekleyen Oonemli bulgular sunmaktadir. Elde edilen sonuglar, bu sensoriin biyolojik ve
farmasotik 6rneklerde ALP konsantrasyonlarini dogru ve giivenilir bir sekilde tayin edebilme
kapasitesini agikc¢a kanitlamaktadir. PEDOT/CPE’nin gercek ornek analizlerinde basarili bir
sekilde uygulanabilmesi, klinik ve farmasdtik uygulamalarda potansiyel kullanimim

giiclendirmekte ve sensoriin pratik uygulanabilirligini 6nemli dlglide artirmaktadir.

Cizelge 3.2. PEDOT:PSS/CPE yiizeyinde, tablet, idrar ve ticari plazma numuneleri i¢in geri kazanim
deneylerinin sonuglart

Numune Derisim (uM)  Bulunan derisim  BSS (%) Geri Kazanim (%)
(M) (n=3)

2,0 1,97 2,05 98,77

Ticari Plazma 3,0 2,91 1,53 96,99
4,0 3,97 1,30 99,33

Idrar 2,0 2,03 1,22 101,3
3,0 3,00 0,78 100,1

4,0 3,87 0,54 96,69

Tablet 2,0 1,99 1,02 99,79
3,0 3,00 0,66 100,0

4,0 3,94 0,73 98,29

3.1.3. Dogrudan UV-Gor. Spektrofotometrik Yontem Kullamilarak ALP Etken

Maddesinin Tayini

3.1.3.1. Gelistirilen Yontemin Optimizasyonu

UV-spektrofotometri prensibi, c¢esitli analizlerin gergeklestirilmesi icin en basit

yontemlerden biridir. Standart ALP ¢ozeltisi, 200-400 nm araliginda taranmistir. 313,6 nm'de
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bir absorbans spektrumu tespit edilmistir ve bu dalga boyu, sonraki analizler i¢in analitik dalga

boyu olarak se¢ilmistir. Kaydedilen spektrum, Sekil 3.25.'de gosterilmektedir.

04 —— ALP (10 pg/mL)

Absorbans

T T L]
200 250 300 350 400

Dalga boyu (nm)
Sekil 3.25. ALP standart ¢ozeltisinin UV spektrumu (Amax = 313,6 nm)

3.1.3.2. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

Dogrusallik 6rnekleri, standart stok ¢dzeltisinin gesitli seyreltilmeleriyle hazirlanmistir.
Gelistirilen yontemlerle farkli konsantrasyonlarda 6lgiilen ALP yanitlari, dogrusal regresyon
denklemleri olusturmak i¢in analiz edilmistir. Cizelge 3.3., her bir siire¢ i¢in temel istatistiksel
parametreleri  Ozetlemektedir. Sonuglar, kaydedilen yanitlar ile ilag konsantrasyonlari
arasindaki miikemmel korelasyonu, yiksek korelasyon katsayilari ile gostermektedir. Ayrica,
Sekil 3.26'de gorsel olarak temsil edilen dogrusal kalibrasyon egrileri, yontemin belirtilen
konsantrasyon araliginda tutarli ve orantili yanitlar iretebilme yetenegini agik¢a
gostermektedir. TS ve TAS i¢in hesaplanan degerler, sirasiyla 0,078 pg/mL ve 0,261 pg/mL
olarak bulunmustur. Bu sonuglar, yontemin yiliksek duyarliligini vurgulayarak, ALP'yi diisiik

konsantrasyonlarda giivenilir bir sekilde tespit etme yetenegini ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.3. Dogrudan UV spektrofotometri ile ALP i¢in dogrusallik verileri

Dogrusallik Arahg (ng/ml) 10-40
Kalibrasyon Denklemi y =0,0221 x -0,001

Korelasyon Katsayisi (R?) 0,9997

TS (pg/ml) 0,078

TAS (pg/ml) 0,261

46



16 1.0
1l s A=0.0221C, ,-0.0013
7
i * R>=10.9997 w’
w
£ 1.0 @ 0.7
% -g 0.6 P o»
S 0.8 roh
2 s ) &
<os 2 0.5 L7
a
i 0.4- 57
[ ¢
02 034 o 4 B
&3 0.2 x
200 250 300 350 400 10 15 20 25 30 35 40

Dalga boyu (nm) Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.26. Dogrudan UV spektrofotometrik yontem igin ALP spektrumu (10-40 pg/ml)

Onerilen yéntem, dogrulugu 25,0 ve 37,5 ug/mL'lik standart ekleme yontemi ile nicel
olarak belirlemistir. Farkli tekrar 6l¢iimleri, ylizde geri kazanimin kabul edilen araliklar i¢inde
oldugunu gostermistir (Cizelge 3.4.). Elde edilen tiim % BSS degerlerinin ICH onayl1 sinirlar
icinde oldugu dikkat ¢ekicidir, bu da gelistirilen analitik metodolojinin saglam dogrulugunu

vurgulamaktadir.

Cizelge 3.4. Spektrofotometrik yontemle ALP'nin belirlenmesi i¢in elde edilen geri kazanim

Numune Fhlenen ALP Bulunan ALP (ng/mL) Ortalama Gerl BSS %
(pg/mL) Kazanim %
1 25,0 24,71
2 25,0 24,89
3 25,0 24,75 99,2 0,33
4 25,0 24,84
1 37,50 37,47
2 37,50 37,52 100,2 0,45
3 37,50 37,52
4 37,50 37,84

Alt1 standart ALP ¢ozeltisi, spektrofotometrik yontem kullanilarak giin i¢i ve giinler
arasi kesinlik degerlendirmesi i¢in analiz edilmistir. Giin i¢i kapsaminda, ICH sinirlar1 olan
+2% i¢inde hesaplanan % BSS, %1,06 olarak bulunmus ve bu da Onerilen yontemlerin
kesinligini 6nemli Ol¢iide gilivence altina almustir. Giinler arasi kesinlik performansi ve
spektrofotometrik yontemde alt1 tekrar 6l¢tiimiiniin yaniti i¢in % BSS, kabul edilebilir araliklar

iginde (0,96 %) kalmistir. Bu sonuglar, yontemlerin yiiksek kesinlikte oldugunu ve analitik
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giivenilirliklerini gosterdigi gibi, analitik uygulamalar i¢in giiclii bir temel olusturdugunu

ortaya koymaktadir.
3.1.4. YPSK Yontemi Kullanilarak ALP Etken Maddesinin Tayini
3.1.4.1. Gelistirilen Kromatografik Yontemin Optimizasyonu

ALP'nin hem standart formu (A) hem de tablet formu (B) igin uygun bir ters faz-YPSK
yontemi gelistirmek ve tesis etmek amaciyla bir dizi titiz 6n ¢aligmaya basvurulmustur. Bu
kapsamda c¢esitli kromatografik kosullar sistematik bir sekilde degerlendirilmis ve optimize
edilmis parametreler agagida sunulmustur. Nihai analiz, hareketli faz olarak %0,1 triflorasetik
asit, asetonitril ve metanoliin 50:25:25 (h/h/h) oranlarinda karigiminin sabit 1 mL/dk akis
hiziyla kullanilmasiyla gerceklestirilmistir. Analitik igslemde dedektér dalga boyu 310 nm
olarak belirlenmis ve kromatografik sisteme 10 pL enjeksiyon hacmi uygulanarak 10 dakikalik
bir calisma stiresi elde edilmistir. Sonug olarak gelistirilen yontem, iyi tanimlanmis ve ayrilmis
keskin pikler sayesinde yiliksek ¢oziiniirlik ve netlik saglayarak etkinligini kanitlamistir.
Optimum kosullarda elde edilen kromatogram Sekil 3.27.’de sunulmus olup, yontemin hem
ALP standardi hem de farmasotik formiilasyonlarin analizine uygunlugunu ve dogrulugunu

gorsel olarak ortaya koymaktadir.
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Sekil 3.27. ALP standart formunun (A) ve tablet formlarinin (B) kromatogramlari
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3.1.4.2. Gelistirilen Kromatografik Yontemin Validasyonu

Uluslararas1 Uyumlagtirma Konferansi (ICH) kilavuzlarina uygun olarak, gelistirilen
yontemler; saglamlik, dogruluk, kesinlik, dogrusallik, duyarlilik ve stabilite parametreleri

acisindan valide edilmistir.

Yontemin kromatografik parametrelerdeki kiiciik ancak kasith degisikliklere karsi
dayanikliligini  gosteren saglamlik degerlendirmesi titizlikle gerceklestirilmistir. Bu
kapsamda; hareketli faz bilesimi, akis hizi, kolon sicakligi ve dedeksiyon dalga boyu gibi
parametrelerde yapilan kiiciik degisikliklerin analitik performans lizerindeki etkileri sistematik
olarak incelenmistir. Alikonma siiresi dikkatle degerlendirilmis ve O6nceden tanimlanmig
kriterlere uygunluk gosterdigi belirlenmistir. Bu dogrultuda, yontem tiim test edilen kosullarda
degiskenlige karst dayanikliligini kanitlamis ve bu sonuglar Cizelge 3.5.’de sunulan verilerle

desteklenmistir.

Cizelge 3.5. ALP yonteminin saglamlik degerlendirmesi

Parametre Alikkonma Siiresi (dk)
Standart Numune
Dedeksiyon dalga boyu 308.,0 5,283 5,274
(nm)

310,0 5,286 5,292

312,0 5,282 5,301

Kolon sicakhig (°C) 15,0 5,309 5,305

20,0 5,286 5,292

25,0 5,282 5,287

Akis (mL/dk) 0,9 5,862 5,857

1,0 5,286 5,292

1,1 4,838 4,839

Hareketli faz 40/30/30 3,449 3,446
kompozisyonu

(TFA/ACN/MeOH, h/h/h) 20725125 5,286 5,292
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YPSK yonteminin dogrulugu, bilinen derisimlerde ALP standart ¢ozeltilerinin tablet
cozeltisine ilavesi ile gerceklestirilen yiizde geri kazanim caligmasi ile belirlendi. Yontemi
kullanilarak yapilan ¢oklu tekrar Olgiimleri sonucunda elde edilen yilizde geri kazanim
degerlerinin izin verilen sinirlar igerisinde oldugu goriilmistiir (Cizelge 3.6). Ayrica, tim
yontemler i¢in elde edilen BSS (%) degerleri ICH tarafindan belirlenen sinirlarin oldukga
altinda olup, gelistirilen analiz yontemlerinin dogrulugunun saglamligin1 acik¢a ortaya
koymaktadir. Bu sonuglar, yontemin farkli derisim araliklarinda dogru ve giivenilir kantitatif

sonuglar elde etme kabiliyetini dogrulamaktadir.

Cizelge 3.6. YPSK yontemiyle ALP tayini i¢in elde edilen geri kazanim

Numune Eklenen ALP, Geri Kazanilan ALP Ortalama Geri BSS %
mg/mL mg/mL % Kazanim
1 0,2 0,199983 99,9
2 0,2 0,20034 99,9 99,9 0,05
3 0,2 1,99827 99,8
1 0,4 0,406281 101,5
2 0,4 0,403893 100,9 101,1 0,32
3 0,4 0,40212 101,0
1 0,6 0,599941 100,0
2 0,6 0,599763 99,9 99,9 0,10
3 0,6 0,598956 99,8

Bu ¢aligmada, YPSK yontemi kullanilarak alt1 ALP standart ¢ozeltisi analiz edilmistir
ve giin i¢inde ile glinler arasi kesinlik degerlendirilmistir. Giin i¢i analizinde, ICH limitleri
olan £%?2 i¢inde hesaplanan %BSS degeri %0,09 bulunmus, bu da Onerilen yontemlerin
hassasiyetini 6nemli dl¢lide giivence altina almistir. Alti giinliik bir aranin ardindan yapilan
ara kesinlik analizinde, ALP standardi ile farmasotik hazirlik arasinda belirgin farklar
gozlemlenmistir. ALP standardi, alti giin boyunca yalnizca %0,3'liik minimal bir degisim
gostermistir, bu da belirtilen depolama kosullar altinda yiiksek derecede kararliligi isaret
etmektedir. Buna karsin, farmasotik preparatdaki ALP %9.6'lik daha biyilik bir degisim
gostermistir, bu da cevresel faktorlere karsi daha diisilk bir hassasiyet gosterdigini
belirtmektedir. Bu bulgular, ila¢ g¢ozeltisindeki degisimlerin ek yardimci maddeler veya
etkilesimlerden etkilenebilecegi icin, formiilasyona 6zgli stabilitenin dikkate alinmasmin
Oonemini vurgulamaktadir. ALP standardindaki minimal degisim, kararliliginin saglam
oldugunu teyit ederken, ila¢ ¢ozeltisindeki gozlemlenen degisiklik, ara kesinlik kosullari

altinda stabilitesini etkileyen faktdrlerin daha ileri incelemelerini gerektirmektedir.
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Dogrusallik o6rnekleri, bir standart stok ¢ozeltisinin ¢esitli seyreltmeleri ile
hazirlanmistir. Gelistirilen yontemler kullanilarak farkli konsantrasyonlardaki ALP'nin 6l¢iilen
yanitlari, dogrusal regresyon denklemleri olusturmak icin analiz edilmistir (Sekil 3.28).
Cizelge 3.7, her islem icin temel istatistiksel parametreleri 6zetlemektedir. Sonuglar, yiiksek
korelasyon katsayilartyla belirtilen aralikta kaydedilen yanitlar ile ilag konsantrasyonlari
arasinda miikemmel bir korelasyon oldugunu gdstermektedir. Yontemlerin duyarliligi, TS ve
TAS degerlendirilmesiyle basariyla belirlenmistir. Hesaplanan TS degeri 0,23 pg/mL olarak
bulunmustur. Bu sonuglar, yontemlerin yiliksek duyarliligini vurgulamakta ve ALP'yi diisiik
konsantrasyonlarda giivenilir bir sekilde tespit etme yeteneklerini ortaya koymaktadir. Bu
duyarlilik seviyesi, ozellikle diisiik analit konsantrasyonlar1 i¢eren orneklerle galisirken

yontemlerin farmasotik ve kimyasal analizlerdeki etkinligi i¢in hayati dneme sahiptir.

Cizelge 3.7. ALP icin YPSK yontemiyle dogrusallik verileri

Dogrusallik Arahig: (ng/ml)

100-600

Kalibrasyon Denklemi

y=11,73 x +5,122

Korelasyon Katsayisi (R?) 0,9996
TS (ug/ml) 0,23
TAS (pg/ml) 0,78
8000
7000 + y=11.73x + 5.122 =
2 e
R"*=0.9996 .
6000 - o
P rd
= 5000+ e
= H
[~ 7z
= 4000 - v
~ A
3000 - Pad
| ¢
2000 - e
P s
10004 ®
100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.28. YPSK yontemi ile 100-600 pg/mL konsantrasyon araliinda elde edilen ALP kalibrasyon

egrisi
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Standart ve farmasotik hazirlamanin 24 saat boyunca yapilan stabilite profillerinin
dikkatlice incelenmesinin ardindan, 2-8°C ve oda sicakligi gibi depolama kosullarinda
ALP'nin bu kosullar altinda stabil oldugu belirlenmistir. Bu denemeler sirasinda kaydedilen en
yiiksek BSS % degeri 0,2% olarak bulunmustur. Bu minimal degiskenlik, ALP'nin standart ve
farmas6tik hazirlama igin belirli kosullar altinda 24 saat boyunca yiiksek bir stabilite
gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, analitik yontemlerin saglamligin1 ve ALP'nin
cesitli formiilasyonlar ve depolama kosullar1 altinda kisa siireli stabilitesini koruma yetenegini

dogrulamaktadir.

3.2. RIBO Etken MaddesineAit Bulgular

3.2.1. MWCNTs/GCE Kullamlarak RIBO Etken Maddesinin Tayini
3.2.1.1. Sensoriin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

[Fe(CN)s]*/*~ (5,0 mM) redoks probu kullanilarak elektrotlarin kapsamli
karakterizasyonu i¢in DV ve EIS yontemleri uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil
3.29.A’da sunulmaktadir. Goriildiigii iizere, MWCNTs ile modifiye edilmis GCE (egri b),
modifiye edilmemis (¢iplak) elektrota (egri a) kiyasla belirgin derecede daha yiiksek pik
akimlar sergilemistir. Bu artis, MWCNTs/GCE’nin daha genis spesifik yiizey alani ve artan
elektrokatalitik aktivitesine atfedilebilir; bu sayede elektron transfer siirecleri
kolaylagtirilmakta ve hizlandirilmaktadir. Ayrica, AEp dikkatle degerlendirilmis; modifiye
edilmemis GCE i¢in 315 mV olarak belirlenen bu deger, MWCNT lerin yiizeye entegrasyonu
ile 151 mV’ye diismiistiir. AEp’deki bu anlamli azalma, MWCNT'lerin elektrot ylizeyine
kazandirdigr gelismis elektrokimyasal performansi acikga ortaya koymaktadir. DV analizine
ek olarak, EIS teknigi modifiye edilmemis ve modifiye edilmis elektrotlarin Rct degeri
karsilastirmak i¢in kullanilmistir. Sekil 3.29.B’de goriildiigii tizere, ¢iplak GCE’nin Rct degeri
4959,3 Q olarak tespit edilmistir ve bu durum smirli elektrokimyasal 6zellikleri
yansitmaktadir. Buna karsilik, MWCNTs ile modifiye edilmis GCEnin Rct degeri 2468,9 Q
olarak gozlemlenmis olup, bu durum MWCNT lerin varlig1 sayesinde elektrot yiizeyindeki

iletkenligin arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 3.29. KCI (0,1 M) ve [Fe(CN)s]*/* ¢ozeltisi (5,0 mM) ortaminda modifiye edilmemis GCE (a)
ve MWCNTs/GCE (b) elektrotlariin (A) DV (50 mV/s) ve (B) EIS diyagramlari

Elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerinin daha kapsamli sekilde degerlendirilmesi
amaciyla, ¢iplak GCE ve MWCNTs/GCE elektrotlarinin elektrokimyasal aktif yiizey alanlari
Randles—Sevcik denklemi kullanilarak hesaplanmistir. Bu amagla, MWCNTs/GCE elektrodu
icin 10ila 300 mV s arasinda degisen tarama hizlarinda kaydedilen redoks pik akimlar1 analiz
edilmistir. Tarama hizindaki artisa paralel olarak redoks pik akiminda gozlemlenen belirgin
yiikselis, elektrot yiizeyinde hizli elektron transferini destekleyen etkin bir kiitle tasima
stirecine igaret etmektedir. Bu dogrusal iligkinin egiminden yararlanilarak MWCNTs/GCE
elektrodunun elektrokimyasal aktif yiizey alanin degeri yaklasik 0,138 cm? olarak
hesaplanmistir (Sekil 3.30). Bu deger, 0,092 cm? olarak belirlenen ¢iplak GCE’nin aktif ylizey
alanindan yaklasik 1,5 kat daha biyiiktir (Sekil 3.31). Elde edilen sonuglar, MWCNTs
modifikasyonunun elektrot yiizey alanini genisleterek elektron transfer kinetigini Snemli
olcgiide iyilestirdigini ve elektrokimyasal performansi gii¢lendirdigini agik bi¢cimde ortaya
koymaktadir. Genisleyen yiizey alani, analit ile elektrot ylizeyi arasinda daha etkili bir elektron

iletim yolu olusturarak duyarhiligin artirllmasina katki saglamaktadir.
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Sekil 3.30. 5,0 mM [Fe(CN)s]*/* igeren 0,1 M KCl ortaminda, MWCNTs/GCE iizerinde farkli tarama
hizlarinda elde edilen (A) DV egrileri ve (B) I;. ile v!/? arasindaki iligki grafigi
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Sekil 3.31. 5,0 mM [Fe(CN)s]*/* igeren 0,1 M KCl ortaminda, modifiye edilmemis GCE iizerinde
farkli tarama hizlarinda elde edilen (A) DV egrileri ve (B) I, ile v'/2 arasindaki iligki grafigi

3.2.1.2. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

Optimizasyon siireci kapsaminda ¢esitli parametreler degerlendirilmistir: (A) uygun
destek elektrolit secimi, (B) MWCNT kompozit konsantrasyonunun belirlenmesi ve (C)
MWCNT kompozit miktarinin incelenmesi (Sekil 3.32). Sonug olarak, en uygun deneysel
kosullar su sekilde belirlenmistir: (A) destek elektrolit olarak BR tamponu, (B) ideal kompozit
konsantrasyonu 1,0 M ve (C) optimum kompozit miktar1 5,0 pl. Buna ek olarak, adsorpsiyon
i¢in Onerilen optimal biriktirme potansiyeli 0,7 V olarak tespit edilmis olup, optimal biriktirme

stiresi 100 saniye olarak belirlenmistir (Sekil 3.33).
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Sekil 3.32. Destek elektrolitinin (A), MWCNTs kompozitinin konsantrasyonunun (B) ve miktarinin (C)
0,01 mM RIBO'nun oksidasyon pik akimlari tizerindeki etkisi
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Sekil 3.33. MWCNTs/GCE yiizeyinde 0,01 mM RIBO'in pik akimi iizerindeki (A) biriktirme
potansiyelinin, ve (B) biriktirme siiresinin etkisi

Farkli pH degerlerinin (2,0-8,0 araliginda) pik akimi {izerindeki etkisi sistematik olarak
incelenmistir. Sekil 3.34.A ve 3.34.B’de gosterildigi tizere, pH 2,0’nin iizerindeki degerlerde
sinyal akiminda belirgin bir azalma gdzlemlenmistir. Bu dogrultuda, pH 2,0 deneyler i¢in
optimum kosul olarak belirlenmistir. Oksidasyon pik potansiyelinin pH’a kars1 grafige

dokiilmesiyle (Sekil 3.34.C), yaklasik 46 mV egimli dogrusal bir iligki elde edilmistir. Nernst
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denklemi baglaminda degerlendirildiginde, bu sonu¢ oksidasyon siirecine birer esit sayida

elektron ve protonun katildigini gostermektedir.
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Sekil 3.34. 0,1 mM RIBOnun MWCNTs/GCE {izerindeki DPV voltammogramlar1 farkli pH
seviyelerinde (A), Ip ile pH arasindaki iligki (B), ve Ep ile pH arasindaki egri (C)

Modifiye edilmis elektrot {izerindeki elektrokimyasal siireci daha iyi anlamak amaciyla,
farkli tarama hizlarinda (v) MWCNTs/GCE {izerinde DV egrileri elde edilmistir. Sekil
3.35.A’da goriildiigii tizere, RIBO’ nun Ipa, artan tarama hiziyla birlikte yiikselme gostermistir.
Ayrica, tarama hizindaki artisla birlikte RIBO'nun anodik pik potansiyelinde pozitif yonde bir
kayma gézlenmis olup, bu durum RIBO’nun MWCNTs/GCE yiizeyindeki elektron transfer
stirecinin geri donisiimsiiz karakterde oldugunu gostermektedir. Sekil 3.35.B, anodik pik
akimlan ile tarama hizlar1 arasinda miikemmel bir dogrusal iliski ortaya koymakta olup, bu
bulgu RIBO’nun elektrokimyasal davranisinin adsorpsiyon kontrollii bir mekanizmaya
dayandigin1 gostermektedir. Ek olarak, pik akiminin logaritmasinin tarama hizinin
logaritmasina karsi ¢izilen grafigi (Sekil 3.35.C) dogrusal bir denklem ile tanimlanmuistir. Elde
edilen egim degeri (0,9) 1'e olduk¢a yakin olup, bu da adsorpsiyon kontrollii siireci
desteklemektedir. RIBO'nun elektrot yiizeyindeki elektro-oksidasyon siirecine katilan elektron

sayisi, Epa ile tarama hizinin dogal logaritmasi (In v) arasindaki dogrusal iliskinin egimi (Sekil
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3.35.D) kullanilarak ve geri doniistimsiiz, adsorpsiyon kontrollii bir mekanizma i¢in Laviron
denklemi uygulanarak hesaplanmistir. Elde edilen bulgular, RIBO’nun elektro-oksidasyon
mekanizmasinin iki elektron transferini icerdigini gostermektedir. Tarama hiz1 ve pH {izerine
gerceklestirilen  calismalarin  bulgulart  birlikte  degerlendirildiginde, = RIBO’nun
MWCNTs/GCE yiizeyindeki elektrokimyasal oksidasyon siirecinin iki elektron ve iki proton
transferini icerdigi sonucuna ulasilmistir. RIBO’nun olas1 elektro-oksidasyon mekanizmasi

Sekil 3.36’da sunulmaktadir (James vd., 2020).
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Sekil 3.35. MWCNTs/GCE iizerinde 0,01 mM RIBO ile 0,1 M BR (pH 2,0) ortaminda 10'dan 275
mV/s'ye kadar tarama hizlarinda elde edilen DV egrileri (A), RIBO'nun pik akimi ile tarama hizinin
karekokii (v'?) arasindaki iliski (B), log v ile log I'nin degisimi (C), ve In v ile pik potansiyelinin

degisimi (D)
N NH N ;
NH N o X s 7 ‘
| AN X - | W ¢ 2H
N & N FH / N—CH, (\N+ 7 & P
HC
HN\) H3C HN\) 3

MWCNTs/GCE

Sekil 3.36. MWCNTs/GCE iizerindeki RIBO'nun elektrookidasyonu i¢in 6nerilen mekanizma
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3.2.1.3. Modifiye Edilmis Sensoriin Analitik Performansinin Degerlendirilmesi

Optimize kosullar altinda DPV kullanilarak farkli RIBO konsantrasyonlarinin tespiti
gerceklestirilmistir. Sekil 3.37.'de gosterildigi iizere, elektrokimyasal sensor MWCNTs/GCE
kompoziti i¢in 0,01 puM ile 5 pM arasinda akim degerleri ile olumlu bir dogrusal iliski
sergilemistir. Elde edilen dogrusal regresyon denklemi Ipa = 5,397 Crisot+ 0,206 olup, R?
degeri 0,999'dur. TS ve TAS sirasiyla 0,69 nM ve 2,31 nM olarak hesaplanmustir.
MWCNTSs/GCE sensorti, etkileyici bir dogrusal araliga ve belirgin sekilde diisiik bir teshis
sinirina sahip olup, RIBO'mun hassas ve giivenilir bir sekilde nicel belirlenmesi igin

potansiyelini vurgulamaktadir.
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Sekil 3.37. MWCNTs/GCE yiizeyinde 0,1 M BR tamponunda artan RIBO konsantrasyonlarina karsilik
gelen DPV tepkileri (A) ve RIBO konsantrasyonlarina bagli olarak pik akimlarimin degisimi (B)

Gelistirilen sensoriin performansini daha iyi degerlendirebilmek igin, aymi elektrot
kullanilarak RIBO’nun on iki tekrarli Sl¢limii yapilmig ve sensoriin tekrarlanabilirligi
incelenmigstir (Sekil 3.38). Bu ol¢iimler boyunca elde edilen pik akimlari biiyiik Slgiide
tutarlilik  gostermis ve %1,69'luk bir BSS degeriyle sensoriin yiiksek diizeyde
tekrarlanabilirlige sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu durum, sensdriin giivenilir ve tekrar
edilebilir sonuglar sunma yetenegini dogrulamaktadir. Sensoriin iiretilebilirligi ise yedi yeni
elektrot hazirlanarak degerlendirilmis ve bu elektrotlarin pik akimlari karsilagtirilmistir (Sekil
3.39). Elde edilen %3,1’lik BSS degeri, sensoriin fretilebilirliginin basarili oldugunu

gostermekte ve iiretilen sensorlerin giivenilir sonuglar verebilecegini desteklemektedir.
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Sekil 3.38. 1,0 uM RIBO (BR tamponu, pH 2,0) iginde MWCNTs/GCE'nin tekrarlanabilirligine ait
DPV'ler
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Sekil 3.39. 1,0 uM RIBO (BR tamponu, pH 2,0) icindeki MWCNTs/GCE'nin yeniden iiretilebilirligine
ait DPV'ler

Gergek ornekleri degerlendirmeden 6nce, farmasétik ve biyolojik drneklerde yaygin
olarak bulunan bir¢ok potansiyel girisim maddesinin 1 pM RIBO’nun oksidasyon sinyalleri
izerindeki etkisini belirlemek amaciyla ¢esitli testler gerceklestirilmistir. Carpici bir sekilde,
paracetamol (PARA), dopamin (DOP), L-arjinin, askorbik asit (AA), D-glukoz (D-G), iirik
asit (UA), L-metiyonin, potasyum kloriir (KCl), sodyum nitrat (KNO3) ve sodyum siilfatin
(Na;SO4) 1000 kat fazlaliginin bile RIBO'nun Ipa sinyaline anlamli bir etkisi olmadigi
gbzlemlenmistir (Sekil 3.40). Ayrica, bu girisim maddeleri i¢in elde edilen %BSS degerlerinin
2'nin altinda olmasi, MWCNTs/GCE sensoriiniin RIBO’ya karsi olaganiistii segiciligini
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vurgulamaktadir. Bu bulgu, sensoriin yiiksek segiciligini ortaya koymakta olup, karmasik

biyolojik ve farmasoétik drneklerin analizinde kullanilabilirligini desteklemektedir.

L] L]
0.72 0.74 0.76 0.78 0.80 0.82 0.84 0.86

Sekil 3.40. 1,0 uM RIBO (BR tamponu, pH 2,0) varliginda MWCNTs/GCE'nin segiciligine ait DPV'ler

3.2.1.4. Tablet Formuna, Idrar ve Ticari Plazma Numunelerine Uygulanmasi

Yeni bir sensoriin gercek drneklerde analitleri etkin bir sekilde izleyebilme yetenegi,
yeni analitik araglarin tamitiminda son derece 6nemlidir. Bu dogrultuda, gelistirilen sensoriin
RIBO tespitindeki uygulanabilirligi ve uygunlugu, insan plazmasi, idrar ve tabletlerin standart
ekleme yontemiyle analiz edilmesiyle incelenmistir. Dogrulugun 6énemli bir gdstergesi olan
yiizde geri kazanim degerleri hesaplanmis ve Cizelge 3.8.'de sunulmustur. Idrar 6rneklerinde
geri kazanim oranlan %99,72 ile %102,9 arasinda degisirken, plazma Orneklerinde geri
kazanim oranlar1 %97,8 ile %103,11 arasinda gézlemlenmistir. Ayrica, tablet analizlerinde de
benzer sonuglar elde edilmistir (%97,07-98,32), bu da sensoriin RIBO tayininde farkli gergek
yasam uygulamalarinda dikkate deger gilivenilirligini ve dogrulugunu gdstermektedir. Ayrica,
BSS degerleri 9%0,9-2,5 araliginda tespit edilmistir. Gelistirilen sensoriin sergiledigi etkileyici
performans, farmasotik bilimlerde potansiyel Onemini pekistirmekte ve farmasotik

aragtirmalar ile klinik analizlerde pratik kullanimina zemin hazirlamaktadir.
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Cizelge 3.8. MWCNTs/GCE yiizeyinde, RIBO tablet, idrar ve ticari plazma numuneleri icin geri
kazanim deneylerinin sonuglari

Numune Derisim Bulunan derisim Geri Kazanim BSS (%)
(LM) (LM) (%) (n=3)

0,06 0,062 103,11 1,3
Ticari plazma 0,09 0,088 97,80 15
0,10 0,102 102,24 2,2
Idrar 0,060 0,060 100,36 1,9
0,09 0,090 99,72 2,1
0,10 0,103 102,90 1,4
Tablet 0,06 0,059 97,55 2,5
0,09 0,089 98,32 1,4
0,10 0,097 97,07 0,9

3.2.2. CuCoFe-MOF/CoFe204/BPAC/CPE Kullanilarak ALP Etken Maddesinin
Tayini

3.2.2.1. CuCoFe-MOF/CoFe204/BPAC Karakterizasyonu

FT-IR spektroskopi, sentezlenen malzemelerde adsorpsiyon kapasitesini etkileyebilecek
temel fonksiyonel gruplarin tanimlanmasi ve baglanma &zelliklerinin incelenmesi amaciyla
kullanilmistir.  Sekil 3.41.a’da, sirasiyla BPAC, CoFe:04/BPAC ve CuCoFe-
MOF/CoFe>0+/BPAC nanokompozitlerine ait spektrumlar sunulmaktadir. 2973 cm™'de
gbzlemlenen bant, C-H gerilme titresimlerine, 1635 cm'deki bant ise C=0O gerilme
titresimlerine karsilik gelmektedir. Ayrica, 1380 cm™ civarindaki pik, aromatik halkalarda C-
C gerilme titresimlerini yansitmaktadir. 1066 cm"'deki emilim, eterler, alkoller, asitler,
esterler veya fenoller gibi bilesiklerdeki C—O gerilme titresimlerini gostermektedir. Benzin
halkasindaki C—H baglarmin titresimlerinden kaynaklanan 797 cm™ ve 566 cm"'deki zirveler,

sirasiyla deformasyon titresimlerine isaret etmektedir.

XRD analiziyle yapilan faz saflig1 ve kristal yap1 degerlendirmeleri, hazirlanan BPAC,
CoFe:04 ve CuCoFe-MOF/CoFe:04/BPAC nanoparcaciklarinin  kristal — yapilarinin
dogrulanmasina olanak tanimistir (Sekil 3.41.b). CoFe:04’e ait kirinim zirveleri, 20 agilarinda
33,26°; 35,70°; 40,96°; 54,22°; 57,87° ve 62,54° olarak gdzlemlenmis olup, bu degerler
CoFe:04+’1in ylizey merkezli kiibik yapisina isaret etmektedir. Cu igerigine ait zirveler ise

CuCoFe-MOF yapisinda 49,57° ve 73,07° 20 araliklarinda belirginlesmistir.
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Sekil 3.41. (a) BPAC, CoFe:04/BPAC ve CuCoFe-MOF/CoFe.04/BPAC nanokompozitinin FT-IR
spektrumlari. (b) BPAC, CoFe:0s/BPAC ve CuCoFe-MOF/CoFe.0s/BPAC nanokompozitinin XRD
grafigi

BPAC, CoFe:04/BPAC ve CuCoFe-MOF/CoFe:04/BPAC'in yiizey morfolojisi,
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir (Sekil 3.42). Tarama
oncesinde, her bir adsorbanin iletkenligini saglamak amaciyla ince bir altin tabakasi ile
kaplama islemi yapilmustir. Sekil 3.42.a’da, BPAC'in morfolojisi gosterilmekte olup, sonuglar,
puriizlii yiizeye sahip gdzenekli bir malzeme yapisina isaret etmektedir. Morfolojik yapinin,
yaprak benzeri ve yuvarlak gozeneklerle heterojen bir yap1 sergileyerek, karbon
gozeneklerinden ugucu organik molekiiller ve suyun aktivasyon iglemiyle uzaklastirildigini
dogruladig1 gézlemlenmistir. Sekil 3.42.b ve Sekil 3.42.c'deki SEM sonuglari, CoFe20s ve
CuCoFe-MOF ile yapilan kompozitlesme sonrasinda BPAC yapisinin degistigini ve
modifikasyon sonrasi nanokompozitlerin, ¢iplak BPAC’e kiyasla daha kiiciik boyutlarda
olustugunu BPAC, CoFe:0+/BPAC ve CuCoFe-

MOF/CoFe>04/BPAC'in elementel kompozisyonlarini dogrulamak amaciyla SEM-EDX

ortaya koymaktadir. Ayrica,

analizi gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.42. BPAC (a, d), CoFe:04/BPAC (b, ¢) ve CuCoFe-MOF/CoFe.04/BPAC nanokompozitinin (c,
f) SEM goriintiileri ve EDX spektrumlari

3.2.2.2. Sensorlerin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Daha sonra, elektrotlar, destek elektrolit olarak 0,1 M KCl igeren 5 mM [Fe(CN)s]* /4
cozeltisi kullanilarak DV ve EIS ile karakterize edilmistir. Sekil 3.43.A'da goriildiigii lizere,
ciplak elektrot, destek ortaminda azaltilmig bir redoks pik akim tepkisi sergilemistir. Buna
karsin, CuCoFe-MOF/CoFe.O4/BPAC/CPE, artirilmis bir redoks pik akimi gostererek iistiin
iletkenlik ve daha diisiik diren¢ sagladigini ortaya koymustur. DV o&lglimleri, CuCoFe-
MOF/CoFe.0+/BPAC/BPAC kompozitinin dikkate deger elektrokatalitik davranigini
gostermektedir. DV egrileri i¢in pik potansiyeli farki (AEp = Epa — Epc), modifiye CPE i¢in
yaklasik 0,18 V iken, ¢iplak CPE i¢in bu deger yaklasik 0,41 V olarak bulunmustur. Bu
bulgular, CuCoFe-MOF/CoFe.0+/BPAC/CPEnin, modifiye edilmemis CPE'ye kiyasla
elektron transfer kinetiklerini artirdigin1 gostermektedir. Sekil 3.43.B, EIS analizlerinden elde
edilen Nyquist grafigini sunmaktadir. Nyquist diyagrami, difiizyon ve elektron transfer
stireclerindeki farkliliklar1 yansitan dogrusal ve yarim dairesel segmentler icermektedir. Yarim
daire bolgesinin c¢api, yiiksek frekans bolgesindeki Rct temsil etmektedir. CuCoFe-
MOF/CoFe04/BPAC/CPE igin Rct, 2290 Q olarak belirlenmistir ve bu, ¢iplak CPE i¢in
Olgiilen 8170 Q degerinden daha diisiiktiir. CuCoFe-MOF/CoFe.04/BPAC/CPE'deki Rct
degerindeki bu azalma, daha verimli bir yiik transfer hizini, dolayisiyla elektrot kinetiklerini
hizlandiran ve elektrot arayiiziinde iletkenligi artiran durumu 6nermektedir; bu durum da DV

bulgularini desteklemektedir.
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Sekil 3.43. Farkli CPE elektrotlarinda elektrolit olarak 0,1 M KCl igerisinde 5 mM [Fe(CN)s]* /4
¢ozeltisi icin elde edilen (A) DV egrileri ve (B) EIS spektrumlari.

Ayrica, ¢iplak ve modifiye edilmis CPE'nin aktif ylizey alanlari, 0,1 M KCI ve 1 mM
[Fe(CN)s]*/* ¢ozeltisinde kaydedilen DV incelenmesiyle degerlendirildi ve tarama hiz1 (v)
10 ile 300 mV/s arasinda degistirildi (Sekil 3.44). Pik akimlari, tarama hizinin karekokii ile
orantili olarak artmig ve bu durum, bu elektrotlar tizerindeki redoks siirecinin diflizyonla
kontrol edildigini 6nermektedir. Randles—Sevcik denklemi kullanilarak, Ip ile v'/? grafiginin
egimleri ve [Fe(CN)s]*>/* igin difiizyon katsayisi (D) degeri (7,6 x 107 cm? s7') kullanilarak,
elektroaktif yilizey alanlar1 ¢iplak CPE igin 0,06 cm? ve CuCoFe-MOF/CoFe20./BPAC/CPE
icin 0,13 cm? olarak hesaplanmistir. Bu bulgular, CuCoFe-MOF/CoFe.04/BPAC ile modifiye
edilmis elektrotun elektroaktif ylizey alaninin ¢iplak CPE'ye kiyasla yaklasik iki kat daha fazla

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.44. 5,0 mM [Fe(CN)s]*7* igeren 0,1 M KCI varhginda farkli tarama hizlarinda kaydedilen DV
egrileri: bos CPE (A) ve CuCoFe-MOF/CoFe,O4+/BPAC/CPE (B)
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3.2.2.3. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

RIBO'nin Ipa yanit1 tizerindeki elektrolitlerin etkisini degerlendirmek amaciyla, farkl
destek ortamlar1 olarak fosfat tamponlu salin (FT), asetat tamponu (AC), sodyum hidroksit
(NaOH), Britton-Robinson (BR) tamponu ve hidroklorik asit (HCI, 0,1M) incelenmistir. Sekil
3.45, RIBO i¢in en yiiksek ve gelistirilmis Ipa yanmitinin FT ¢ozeltisinde gozlemlendigini

gostermektedir. Bu nedenle, tiim elektrokimyasal oOlglimler 0,1 M FT c¢dozeltisinde

gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.45. Destek elektrolitinin 0,1 mM RIBO'nun oksidasyon pik akimlari izerindeki etkisi

Ayrica, FT g¢ozeltilerindeki degisen pH degerlerinin RIBO'nin oksidasyon pik akimi ve
potansiyeli {izerindeki etkisi, CuCoFe-MOF/CoFe20+/BPAC/CPE kullanilarak 1,0'dan 8,0'a
kadar olan pH araliginda incelenmistir. Sekil 3.46, farkli pH seviyelerinde RIBO'nin DPV
voltamogramlarini gostermekte olup, RIBO igin pik akiminin pH 1,0'da en yiiksek oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, optimum performans igin tiim elektrokimyasal élgtimler 0,1
M FT pH 1,0'de gerceklestirilmistir. Pik potansiyeli Epa'nin gézlemlenen kaymasinin, artan
pH ile daha negatif bir yonde degismesi, siirecte protonlarin rol aldigin1 énermektedir. Bu
kayma, su denklemi tanimlayan lineer bir iliski izlemekte olup: Epa (V) = (-0,048 £ 0,001) pH
+ (0,826 + 0,006) ve yiiksek bir korelasyon katsayisi (0,996) sergilemektedir (Sekil 3.46.B).
Gozlemlenen 0,048 V/pH egimi, RIBO'nin oksidasyonunda yer alan proton ve elektron
sayisinin yaklasik olarak esit oldugunu gostermektedir. Bu degerin teorik 0,059 V/pH
degerinden sapmast, transfer siirecinde neredeyse esit sayida elektron ve protonun yer aldigini

Onermektedir.
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Sekil 3.46. (A) 0,1 mM RIBO igeren 0,1 M FT ortaminda farkli pH degerlerinde (1,0'den 8,0'e kadar)
elde edilen CuCoFe-MOF/CoFe.O4/BPAC/CPE {izerindeki DPV'ler ve (B) pik akimlarinin pH'ye baglh
degisimi

RIBO'nin elektrokimyasal davranisinin tarama hizi tizerindeki etkisi, 0,1 M FT pH 1,0
ve 0,1 mM RIBO igeren bir ¢ozeltide DV kullanilarak incelenmistir. Sekil 3.47.A'da
gosterildigi gibi, tarama hizi 10 mV/s'den 200 mV/s'ye yiikseldiginde, oksidasyon pik
potansiyelinde hafif bir pozitif kayma goézlemlenmistir. Epa'daki bu kiigiik pozitif kayma,
RIBO'nin elektrot siireglerinin geri dondiiriilemez dogasi ile iligkilendirilmektedir. Anodik pik
akimi (Ipa) ile tarama hizlariin karekokii (v'%) arasindaki grafik, lineer bir iligki gostermekte
olup, RIBO'nin elektrot yiizeyindeki elektrooksidasyonunun difiizyon tarafindan kontrol
edildigini ortaya koymaktadir (Sekil 3.47.B). Lineer regresyon analizi ile elde edilen denklem
su sekildedir: Ipa (nA) = (0,312 £ 0,005) v + (0,707 + 0,057), R? degeri 0,998'dir. Ayrica,
anodik pik akiminin logaritmasi ile tarama hizinin logaritmas1 arasindaki grafigin egimi (Sekil
3.47.C), difiizyon kontrollii siiregler icin teorik deger olan 0,5'den biraz daha az olan 0,385
olarak bulunmustur. Bu durum, difiizyon kontrollii bir mekanizmay1 isaret etmektedir. Bu iligki
su denklemle tanimlanmaktadir: log Ipa (nA) = (0,385 + 0,003) log v (mV s') — (0,177 £
0,007); R* = 0,999. Anodik pik potansiyeli ile tarama hizinin dogal logaritmasi arasindaki
lineer iliskinin egimine (Sekil 3.47.D) ve Laviron teorisine dayanarak, transfer edilen elektron
sayisinin (n) yaklasik 2 oldugu bulunmustur. Sonug olarak, protonlarin transfer sayisinin
elektron sayist ile esit oldugu g¢ikariminda bulunulmustur. Bu nedenle, RIBO'in elektrot

reaksiyonu sirasinda iki proton ve iki elektron transfer ettigi varsayilabilir.
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Sekil 3.47. 0,1 mM RIBO igeren FT ¢ozeltisinde, CuCoFe-MOF/CoFe.04/BPAC/CPE iizerinde 10-200
mV/s araliginda farkli tarama hizlarinda kaydedilen DV egrileri (A), Ipa ile v (B), log Ipa ile log v (C)
ve Epa ile In v (D) arasindaki grafikler

3.2.2.4. Modifiye Edilmis Sensoriin Analitik Performansinin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada, 6nerilen CuCoFe-MOF/CoFe>O4/BPAC/CPE sensorii kullanilarak RIBO
konsantrasyonunu kantitatif olarak degerlendirmek i¢in DPV yontemi uygulanmistir. Sekil
3.48.A, CuCoFe-MOF/CoFe,04/BPAC/CPE sensorii ile farkli RIBO konsantrasyonlarindaki
DPV yanitlarin1 gostermektedir. Kalibrasyon egrisi (Sekil 3.48.B), RIBO konsantrasyonu ile
pik akimi (Ipa) arasinda 0,2-9,7 uM araliginda lineer bir iliski oldugunu ortaya koymaktadir.
Bu iligki, su lineer regresyon denklemi ile tanimlanmistir: I = 0,276 C + 0,171 (R? = 0,996).
RIBO igin TS ve TAS sirasiyla 0,025 uM ve 0,08 uM olarak hesaplanmistir. Dolayisiyla,
CuCoFe-MOF/CoFe;04/BPAC kompoziti, genis bir algilama aralig1 ve diisiik TS ile RIBO

belirleme konusunda umut verici bir sensér malzemesi olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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Sekil 3.48. (A) 0,1 M FT (pH 1,0) ¢ozeltisinde, CuCoFe-MOF/CoFe.O+/BPAC/CPE ile 0,2-9,7 uM
RIBO konsantrasyon araliginda elde edilen DPV egrileri ve (B) pik akimi ile RIBO konsantrasyonu
arasindaki kalibrasyon grafigi

Ayrica, gelistirilen CuCoFe-MOF/CoFe;O4/BPAC/CPEnin tekrar edilebilirligi, aym
modifiye elektrot kullanilarak FT ¢ozeltisinde (0,1 M, pH 1,0) 1 uM RIBO igin 14 6l¢iim
gerceklestirilerek degerlendirildi (Sekil 3.49.A). Flde edilen BSS degeri %0,8 olarak
hesaplandi, bu da modifiye sensoriin olaganiistii tekrar edilebilirligini gostermektedir.
Gelistirilen metodun yeniden iiretilebilirligini degerlendirmek amaciyla, FT ¢ozeltisinde (0,1
M, pH 1,0) 0,1 uM RIBO'nin elektrokatalitik oksidasyonu, bagimsiz olarak iiretilen on adet
CuCoFe-MOF/CoFe,O4/BPAC/CPE elektrodu kullanilarak incelendi (Sekil 3.49.B). Elde
edilen bulgular, pik akiminin BSS degeri %1,2 oldugu dikkate alindiginda belirgin bir yeniden
iiretilebilirlik gostermektedir. Bu sonuglar, 6nerilen sensoriin sensorler aras1 degiskenligi etkili

bir sekilde minimize ettigini gostermektedir.

0.7 0.8 0.9 1.0

E/V

Sekil 3.49. CuCoFe-MOF/CoFe,O4/BPAC/CPE'nin tekrarlanabilirlik (A) ve yeniden iiretilebilirlik (B)
grafikleri
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Onerilen elektrokinetik platformun segiciligi, FT tamponunda pH 1,0'da RIBO
cozeltisine %100 oraninda fazlasiyla miidahale eden tiirlerin eklenmesiyle degerlendirildi
(Cizelge 3.9). Elde edilen sonugclar, potasyum kloriir, L-arginin, L-metiyonin, sodyum siilfat,
potasyum nitrat, D-glukoz, dopamin, {irik asit ve askorbik asidin RIBO tayininde herhangi bir
miidahalede bulunmadigini gostermistir. Bu tiirler, en yiiksek konsantrasyonlarinda bile RIBO
sinyal hassasiyetine gore akimda kabul edilebilir bir hata pay1 olan +£%4'i koruyarak onemli
bir miidahale gostermemistir. Ayrica, elde edilen BSS degerleri %2'nin altinda olup, gelistirilen

sensoriin olaganiistii segiciligini ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.9. Cesitli girisimcilerin CuCoFe-MOF/CoFe,04/BPAC/CPE {izerindeki 1,0 pM RIBO'nin
oksidasyon akimi tizerindeki etkisi

Girisimciler RIBO: Oksidasyon Akim %BSS
Girisimciler Degisimi (%)

Potasyum kloriir 1:100 2,21 1,34
L-Arginin 1:100 +1,07 0,24
L-Metiyonin 1:100 +1,02 0,73
Sodyum siilfat 1:100 -1,30 0,71
Potasyum nitrat 1:100 -0,33 0,16
D-Glukoz 1:100 -1,43 1,38
Dopamin 1:100 -0,27 0,63
Urik asit 1:100 -3,42 1,54
Askorbik asit 1:100 +2,32 0,34

3.2.2.5. Tablet Formuna ve idrar Numunelerine Uygulanmasi

RIBO’in  gergek Orneklerdeki miktarin1  belirleme yonteminin  etkinligini
degerlendirmek igin tablet ve idrar ornekleri incelendi. Miktar belirleme islemi, standart
ekleme yontemi kullanilarak ii¢ farkli konsantrasyonda gerceklestirildi ve sonuglar Cizelge
3.10.'te 6zetlendi. Tablo 1°de sunulan verilere gore, geri kazanim oranlar1 %98,6 ile %101,8
arasinda degisirken, BSS %0,45 ile %1,96 arasinda bulundu. Bu bulgular, sensoriin hem
farmasotik hem de biyolojik 6rneklerde RIBO’in miktarimi yiiksek hassasiyetle belirleme

yetenegini dogrulamaktadir.
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Cizelge 3.10. Gergek numunelerde RIBO analizi

Bulunan derisim

Numune Derisim (uM) (M) BSS (%) Geri Kazanim (%)
Idrar 1 1,02 0,47 101,7
2 2,04 1,25 101,8
3 2,95 1,36 98,6
Tablet 1 1,01 1,96 100,6
2 2,03 0,45 101,5
3 3,01 1,66 100,3

3.2.3. Dogrudan UV-Gér. Spektrofotometrik Yontemi Kullanilarak RiIBO Etken

Maddesinin Tayini

3.2.3.1. Gelistirilen Yontemin Optimizasyonu

UV-spektrofotometri prensibi, cesitli analizlerin gerceklestirilmesi i¢in en basit

yontemlerden biridir. Standart RIBO ¢6zeltisi, 200-400 nm araliginda taranmistir. 271,4 nm'de

bir absorbans spektrumu tespit edilmistir ve bu dalga boyu, sonraki analizler i¢in analitik dalga

boyu olarak sec¢ilmistir. Kaydedilen spektrum, Sekil 3.50.'de gosterilmektedir.

0.30 - = RIBO (10 pg/mL)
0.25 -
0.20 -

0.15 4

Absorbans

0.10 4

0.05

0.00

T L] L] 1 T L] 1 T T
200 220 240 260 230 300 320 340 360 380 400

Dalga boyu (nm)

Sekil 3.50. RIBO standart ¢ozeltisinin UV spektrumu (Amax = 271,4 nm)
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3.2.3.2. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

Dogrusallik 6rnekleri, standart stok ¢6zeltisinin ¢esitli seyreltilmeleriyle hazirlanmistir.
Gelistirilen yontemlerle farkli konsantrasyonlarda dl¢iilen RIBO yanitlari, dogrusal regresyon
denklemleri olusturmak icin analiz edilmistir. Cizelge 3.11, her bir siire¢ i¢in temel istatistiksel
parametreleri Ozetlemektedir. Sonuglar, kaydedilen yanitlar ile ila¢ konsantrasyonlart
arasindaki miikemmel korelasyonu, yliksek korelasyon katsayilari ile gostermektedir. Ayrica,
Sekil 3.51.'de gorsel olarak temsil edilen dogrusal kalibrasyon egrileri, yontemin belirtilen
konsantrasyon araliginda tutarli ve orantili yanitlar {retebilme yetenegini agikca
gostermektedir. Hesaplanan TS ve TAS degerleri 0,08 ve 0,271 pg/mL olarak bulunmustur. Bu
sonuglar, yontemin yiliksek duyarliligimi vurgulayarak, RIBO'yu diisiik konsantrasyonlarda

giivenilir bir sekilde tespit etme yetenegini ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.11. Dogrudan UV-Gor. spektrofotometri ile RIBO igin dogrusallik verileri

Dogrusallik Arahg (ng/ml) 10-30
Kalibrasyon Denklemi y=0,0213 x +0,001

Korelasyon Katsayisi (R?) 0,999

TS (pg/ml) 0,08

TAS (pg/ml) 0,271

0.7

-+

0.8 =

A'=0.0213 Cyy, +0.001 M
R*=0.999 i/'

0.6 -

0.6 =

=
n
1

hY

®
1
\

0.4 -

Absorbans
Absorbans

0.3 4
0.2 =

0.2 -

0.0 -
T T T T T T T
200 250 300 350 400 10 15 20 25
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Sekil 3.51. Dogrudan UV-Gor. spektrofotometrik yontem igin RIBO spektrumu (10-30 pg/ml)

Onerilen ydéntem, dogrulugu 12,5 ve 22,5 ug/mL'lik standart ekleme yontemi ile nicel
olarak belirlemistir. Farkli tekrar 6lgiimleri, ylizde geri kazanimin kabul edilen araliklar i¢inde
oldugunu gostermistir (Cizelge 3.12). Elde edilen tiim % BSS degerlerinin ICH onayli sinirlar
icinde oldugu dikkat ¢ekicidir, bu da gelistirilen analitik metodolojinin saglam dogrulugunu

vurgulamaktadir.
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Cizelge 3.12. Spektrofotometrik yontemle RIBO'nin belirlenmesi i¢in elde edilen geri kazanim

Numune Fhlenen RIBO Bulunan RIBO (pg/mL) Ortalama Geri BSS %
(ng/mkL) Kazanim %
1 12,5 12,7
2 12,5 12,8
3 12,5 12,7 102,0 0,21
1 22,5 2,26
2 22,5 2,25 100,5 0,36
3 22,5 2,26

Alt1 standart RIBO ¢ozeltisi, spektrofotometrik yontem kullanilarak giin ici ve giinler
arasi kesinlik degerlendirmesi i¢in analiz edilmistir. Giin i¢i kapsaminda, ICH sinirlari olan
+2% iginde hesaplanan % BSS, %0,86 olarak bulunmus ve bu da Onerilen yontemlerin
kesinligini 6nemli Ol¢iide gilivence altina almistir. Giinler arasi kesinlik performansi ve
spektrofotometrik yontemde alt1 tekrar 6l¢timiiniin yaniti i¢in % BSS, kabul edilebilir araliklar
icinde (1,02 %) kalmistir. Bu sonuglar, yontemlerin yiiksek kesinlikte oldugunu ve analitik
giivenilirliklerini gosterdigi gibi, analitik uygulamalar i¢in giiclii bir temel olusturdugunu

ortaya koymaktadir.
3.2.4. YPSK Yontemi Kullanilarak RIBO Etken Maddesinin Tayini
3.2.4.1. Gelistirilen Kromatografik Yontemin Optimizasyonu

RIBO’nun hem saf standardi (A) hem de tablet formiilasyonu (B) i¢in YPSK yonteminin
gelistirilmesi ve validasyonu amaciyla kapsamli bir ¢aligma yiiriitiilmiistiir. Bu kapsamda
cesitli kromatografik kosullar sistematik bir sekilde degerlendirilmis ve optimize edilmis
parametreler asagida sunulmustur. Hareketli faz bilesimi olarak %0,1 asetik asit igeren su
(50:50, h/h) ile asetonitril karisimi (50:50, h/h), sabit 1 mL/dk akis hiziyla kullanilmasiyla
gergeklestirilmistir. Analitik islemde dedektor dalga boyu 260 nm olarak belirlenmis ve
kromatografik sisteme 10 pL enjeksiyon hacmi uygulanarak bir ¢alisma elde edilmistir. Bu
kosullar altinda elde edilen kromatogramlarda, hem RIBO standardi hem de tablet 6rnekleri
icin keskin ve ayrigik pikler gozlenmis; yiiksek pik ¢oziiniirliigii ve tekrarlanabilirlik elde
edilmisgtir. Optimum akis kosullarinda {iretilen ornek kromatogram Sekil 3.52.°de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.52. RIBO standart formunun kromatogrami

3.2.4.2. Gelistirilen Kromatografik Yontemin Validasyonu

Uluslararas1 Uyumlagtirma Konferansi (ICH) kilavuzlarina uygun olarak, gelistirilen
yontemler; saglamlik, dogruluk, kesinlik, dogrusallik, duyarlilik ve stabilite parametreleri

agisindan valide edilmistir.

Metodun saglamligi; dedektor dalga boyu, kolon sicakligi, akis hizi, ve hareketli faz
kompozisyonu gibi kritik parametrelerde yapilan kiiciik, kontrollii degisikliklere ragmen
analitik sonuglarin tutarliligini korudugunu gostermistir. Akis hizi 1,0 mL/dk’den £0,1 mL/dk
sapmalarla 0,9 ve 1,1 mL/dk olarak test edildiginde, yontem performansinda yalnizca sinirl
diizeyde degisim gozlemlenmistir. Benzer sekilde, kolon sicakligi 25 °C’den +5 °C
degistirilerek 15 °C ve 25 °C’de galisildiginda pik bant genisligi minimal artig géstermistir.
Dalga boyu £2 nm sapmalarla test edildiginde sinyal siddeti ve pik sekli kriterleri korunmustur.
Bu dogrultuda, yontem tiim test edilen kosullarda degiskenlige karsi dayanikliligini Cizelge

3.13.’de sunulan ampirik verilerle desteklenmistir.
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Cizelge 3.13. RIBO yonteminin saglamlik degerlendirmesi

Parametre Alikonma Siiresi (dk)
Standart Numune

Dedeksiyon dalga boyu 258 1,579 1,573

(nm) 260 1,580 1,579

262 1,576 1,586

Kolon sicakhigi (°C) 15 1,356 1,589

25 1,580 1,579

30 1,486 1,592

Akis Hiz1 (mL/dk) 1.4 1,756 1,698

1.5 1,580 1,579

1.6 1,254 1,125

Hareketli faz 60/40 1,123 1,068

kompozisyonu (asetik 50/50 1,580 1579
asit/asetonitril, h/h)

Dogruluk degerlendirmesi, YPSK yonteminin gergek degerle bulunan sonug arasindaki
yakimhigint %geri kazanim analizleriyle test etmek amaciyla yuritilmistiir. Diistik, orta ve
yiiksek seviyelerde bilinen derisimlerde hazirlanan RIBO standardi ¢ozeltileri tablet matrisi
icerisine eklenmis; her bir seviyede {i¢ paralel 6rnek hazirlanarak, bu 6rnekler ticer kez YPSK
sistemine enjekte edilmis ve ortalama geri kazanim yiizdeleri hesaplanmistir. Elde edilen geri
kazanim tlim seviyelerde ortalama geri kazanim degerleri %100,2 (0,74 % BSS), %100,3 (0,62
% BSS) ve %99,6 (0,3 % BSS) olarak bulunmustur (Cizelge 3.14). Bu geri kazanim degerleri,
ICH Q2(R1) kilavuzunun onerisi dogrultusunda ve kabul kriteri olan %98-102 araliginda
kalmis, bagil standart sapma degerleri de < %2 simirinin oldukga altinda bulunmustur. Bu
sonuglar, yontemin farkli derisim araliklarinda dogru ve giivenilir kantitatif sonuglar elde etme
kabiliyetini agik¢a ortaya koymaktadir. Sonug olarak, Elde edilen veriler, yontemin diisiik ve
yiiksek derisim diizeylerinde yiiksek dogruluk sergiledigini ve analitin ger¢ek miktarina

oldukea yakin sonuglar verdigini ortaya koymustur.

74



Cizelge 3.14. YPSK yontemiyle RIBO tayini i¢in elde edilen geri kazanim

Nomne Eklenen RIBO, Geri Kazanilan RIBO Orz‘el:ima 5SS %%
mg/ml mg/mL % Kazanim

1 0,01 0,01004 100,4
2 0,01 0,00994 99,4 100,2 0,74
3 0,01 0,01006 100,8
1 0,2 0,19922 99,6
2 0,2 0,20160 100,8 100,3 0,62
3 0,2 0,20104 100,5
1 0,4 0,39835 99,6
2 0,4 0,39948 99,9 99,6 0,3
3 0,4 0,39713 99,3

Bu ¢alismada, YPSK yontemi kullanilarak alti RIBO standart ¢6zeltisi analiz edilmistir
ve bir giin iginde ile gilinler aras1 kesinlik degerlendirilmistir. Giin i¢i analizinde, ICH limitleri
olan £%?2 i¢inde hesaplanan %BSS degeri %0,13 bulunmus, bu da Onerilen yontemlerin
hassasiyetini 6nemli dl¢lide giivence altina almistir. Alti giinliik bir aranin ardindan yapilan
ara ke analizinde, RIBO standardi ile farmasdtik hazirlik arasinda belirgin farklar
gdzlemlenmistir. RIBO standardi, alt1 giin boyunca yalnizca %0,08'liik minimal bir degisim
gOstermistir, bu da belirtilen depolama kosullar altinda yiiksek derecede kararliligi isaret
etmektedir. Sonug olarak, hem kisa vadeli hem de uzun vadeli dlgliimlerde elde edilen diisiik
varyasyon degerleri, gelistirilen yontemin yliksek diizeyde tekrarlanabilir ve giivenilir

oldugunu ortaya koymaktadir.

Dogrusallik o6rnekleri, bir standart stok ¢ozeltisinin ¢esitli seyreltmeleri ile
hazirlanmistir.  Gelistirilen yontemler kullanilarak farkli konsantrasyonlardaki RIBO™min
Olciilen yanitlari, dogrusal regresyon denklemleri olusturmak i¢in analiz edilmistir. Cizelge
3.15., her islem i¢in temel istatistiksel parametreleri 6zetlemektedir. Yntemin duyarliligi, TS
ve TAS degerlendirilmesiyle basariyla belirlenmistir. Hesaplanan TS degeri 0,012 pg/mL
olarak bulunmustur. Bu sonuglar, yontemlerin yiiksek duyarliligini vurgulamakta ve RIBO'yi
diisiik konsantrasyonlarda giivenilir bir sekilde tespit etme yeteneklerini ortaya koymaktadir.
Bu duyarlilik seviyesi, 6zellikle diisiikk analit konsantrasyonlari igeren orneklerle galigirken

yontemlerin farmasotik ve kimyasal analizlerdeki etkinligi i¢in hayati dneme sahiptir.
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Cizelge 3.15. RIBO i¢in YPSK yontemiyle dogrusallik verileri

Dogrusallik Aralhigi (ng/ml) 10-400
Kalibrasyon Denklemi y =7,279 x — 39,66
Korelasyon Katsayisi (R?) 0,9995
TS (ng/ml) 0,012
TAS (ng/ml) 0,04
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4. TARTISMA

Bu calismada, ALP ve RIBO adli iki 6nemli antikanser ajamin elektroanalitik,
spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerle hassas ve secici bir sekilde tayini basartyla
gerceklestirilmistir. Tezin Oneri asamasinda belirlenen hedeflere tam anlamiyla ulasilmis ve
her iki bilesik i¢in gelistirilen yontemler, gercek orneklerde (ilag, plazma, idrar) basariyla
uygulanmustir. Yontemlerin performans parametrelerinin kiyaslandigi Cizelge 4.1. ve Cizelge
4.2, her bir yontemin TS, dogrusal aralik, uygulama matriksi ve geri kazanim oranlar1 gibi

onemli 6zelliklerini sunmaktadir.

ALP elektrokimyasal tayinine yonelik literatiirde ilk kez gerceklestirilen 6zgiin sensor
calismalar1 kapsaminda, iki farkli elektrot modifikasyonu ile yiiksek duyarliliga sahip analiz
yontemleri gelistirilmistir. Bunlardan ilki, GCE ylizeyinin MWCNTs, demir oksit (FesOa4) ve
bakir-aliiminyum spinel (CuAl20s) ile modifiye edilmesiyle elde edilen sensordiir. Bu yapi,
ALP’in elektrokimyasal davranigini belirlemede yiiksek verim gostermistir. DPV teknigi ile
yapilan 6l¢iimlerde, 0,036 pM gibi diisiik bir TS elde edilmis; dogrusal yanit aralig1 ise 0,5—
13,6 uM olarak belirlenmistir. Ayrica ticari tablet formiilasyonlarinin yani sira insan plazmasi
ve idrar1 gibi biyolojik 6rnek matrislerinde de basariyla uygulanmis ve %98,57-102,6

araliginda yiiksek geri kazanim oranlar1 saglanmistir.

Ikinci olarak, PEDOT:PSS ile modifiye edilen CPE tabanli sensor gelistirilmis; bu yapi
ile daha da diisiik bir TS olan 0,0048 uM seviyelerine ulagilmis ve dogrusal ¢alisma araligi
0,01-5,0 uM arasinda belirlenmistir. Bu elektrot da aynmi sekilde farkli matrislerde test
edilerek, 6zellikle ultra-diisiik diizeylerde ALP tayininde yiiksek secicilik ve tekrarlanabilirlik

gostermistir.

Spektrofotometrik analizlerde ise ALP, maksimum absorbans dalga boyasinda belirgin
sinyaller vermis, 1040 uM dogrusal aralikta yiiksek korelasyon katsayisi elde edilmistir.
Yontemin TS 0,078 uM olarak hesaplanmis ve tabletlerdeki uygulamalarda %99,2—-100,2
arasinda degisen yiiksek geri kazanim oranlar ile yontemin gegerliligi desteklenmistir. Bu
yontem, diisiik maliyetli ve hizli olusuyla rutin analizler i¢in uygun bir alternatif olarak

degerlendirilmistir.

YPSK yontemiyle gerceklestirilen c¢aligmalarda, ALP’in 100—600 pM araliginda
dogrusal yanit verdigi belirlenmis ve 14 uM TS ile &zellikle yiiksek konsantrasyonlu

orneklerde hassas 6l¢iim olanagi saglanmistir. Yontem, ICH validasyon kriterlerine uygun
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olarak degerlendirilmis; kisa analiz siiresi, yiiksek tekrarlanabilirlik ve formiilasyondaki
yardimec1 maddelerden etkilenmeme avantajlariyla 6ne ¢ikmistir. Tablet formiilasyonlarinda
%99,9—-101,1 oraninda yiiksek geri kazanim elde edilmistir. Bu sonuglar, gelistirilen tiim
yontemlerin ALP analizi icin hem o0zglin hem de giivenilir alternatifler sundugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.1. ALP icin gelistirilen yontemlerin karsilastirmali degerlendirmesi

Elektrokimyasal
Elektrokimyasal
Parametre Yontem UV-Gor. YPSK
Yontem
(MWCNTs@Fe304 Spektrofotometri Yontemi
(PEDOT:PSS/CPE)
@CuAl,O/GCE)
TS (uM) 0,036 0,0048 0,078 14
Dogrusal
0,5-13,6 0,01-5,0 10-40 100-600
Aralik (uM)
Uygulama | Ticari plazma, idrar | Ticari plazma, idrar
Tablet Tablet
Matriksi ve tablet ve tablet
Geri
Kazamm 98,57-102,6 96,69-101,3 99,2-100,2 99,9-101,1
(%)
-Yiiksek
- Diigiik TS ve - Ultra disiik TS (nM dogruluk ve
- Hizl ve diisiik
genis aralik. diizeyinde). kesinlik.
Yontem maliyetli.
N - Biyolojik - Biyolojik 6rneklere - Yaygimn ve
Ozellikleri - Basit 6rnek
orneklere dogrudan dogrudan kabul
hazirlama.
uygulanabilirlik. uygulanabilirlik. gorilmis
yontem.

Benzer sekilde, RIBO i¢in de elektrokimyasal tayin yontemi ilk kez bu tez kapsaminda
gelistirilmisti MWCNTs ile modifiye edilmis GCE elektrot, RIBO’in voltametrik analizi i¢in
basarili bir sensor platformu sunmustur. DV ve DPV teknikleriyle yapilan analizlerde,
RIBO’in karakteristik oksidasyon pikleri belirgin bir sekilde gézlemlenmis; lineer aralik 0,01—
5,0 uM, TS ise 0,00069 uM olarak hesaplanmistir. Elektrot, hem farmasotik iiriinlerde hem de

biyolojik drneklerde yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlik géstermistir.

Ayrica CuCoFe-MOF/CoFe,04/BPAC/CPE ile modifiye edilmis CPE kullanilarak
gelistirilen farkli bir elektrot yapisi, lineer aralik 0,2-9,7 uM arasinda gergeklesmistir ve 0,025
uM gibi oldukea diisiik bir teshis sinirryla RIBO’un ultra-duyarli tayinine olanak saglamustir.

Gelistirilen bu yontemler, hem farmasdtik preparatlarda hem de biyolojik 6rneklerde (idrar)
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basarili bir sekilde uygulanmis ve yiiksek geri kazanim yiizdeleri elde edilmistir (% 98,6-
101,8).

RIBO’in spektrofotometrik tayininde, maksimum absorbans degerinde elde edilen
kalibrasyon egrisi dogrusal olup, korelasyon katsayist olduk¢a yiiksek bulunmustur (R? >
0,999). TS diisiik seviyelerde (0,08 pg/mL) hesaplanmis, bu da yéntemin yiiksek duyarliligini
ortaya koymustur. Tablet o6rneklerinde yapilan analizler sonucunda, geri kazanim oranlari

%100,5 ile %102,0 arasinda degismis ve yontem validasyon kriterlerini basariyla karsilamistir.

YPSK yontemiyle yapilan analizlerde ise, yliksek ¢oziiniirliik, kisa siirede ayrilma ve
stabilite testlerinde basar1 saglanmistir. YPSK ile belirlenen teshis sinir1, 0,012 pg/mL olarak
hesaplanmis ve yontem, tablet igerisindeki yardimci maddeler varken bile dogru ve kesin
sonuglar vermistir. Tablet formiilasyonlarinda %99,6-101,3 oraninda yiiksek geri kazanim

elde edilmistir.

Cizelge 4.2. RIBO igin gelistirilen yéntemlerin karsilastirmali degerlendirmesi

Parametre Elektrokimyasal Elektrokimyasal UV-Gor. YPSK Yontemi
Yontem Yontem (CuCoFe- | Spektrofotometri
(MWCNTs/GCE) | MOF/CoFe204/BP
AC/CPE)
TS (uM) 0,00069 0,025 0,08 0,012
Dogrusal 0,01-5,0 0,2-9,7 10-30 10-400
Aralik (uM)
Uygulama | Ticari plazma, idrar Idrar ve tablet Tablet Tablet
Matriksi ve tablet
Geri 97,07-103,1 98,6-101,8 100,5-102,0 99,6-100,3
Kazanim
(%)
-Diisiik TS ve genis -Stabil ve tekrar - Hizli ve diisiik -Diisiik teshis
aralik. kullanilabilir maliyetli. sinir1 ve genis
-Biyolojik elektrot. - Basit 6rnek aralik.
Yéntem orneklere dogrudan -Genis aralik. hazirlama. -Yiiksek
Onellikler uygulanabilirlik. -Biyolojik dogruluk ve
orneklere dogrudan kesinlik.
uygulanabilirlik. - Yaygm ve
kabul goriilmiis
yontem.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tez calismasinda, ALP ve RIBO konsantrasyonlarini hassas bir sekilde
belirlemek amaciyla elektrokimyasal yontemle ilk kez ilk hassas bir sekilde tespit edilmesidir.
Elektrokimyasal analizlerde, 6zellikle DPV ve DV teknikleri, etken maddelerin tespiti ve
karakterizasyonu i¢in etkili bir sekilde kullanilmistir. DPV, yiiksek duyarlilik ve diisiik tespit
limitleri sunarak RIBO ve ALP'nin izlenmesinde hassasiyet saglarken, DV ise elektrot
yiizeylerinin redoks davraniglarini ve etken maddelerin elektrokimyasal 6zelliklerini anlamada
onemli bilgiler sunmustur. Bu iki yontem, elektrokimyasal sensorlerin performansini
degerlendirmek i¢in kritik rol oynamis ve her iki etken maddesinin farmasdétik drneklerde ve

biyolojik numunelerde dogru bir sekilde tespit edilmesini saglamistir.

Elektrot modifikasyonu, ALP ve RIBO tespiti icin elektrokatalitik aktiviteyi ve
hassasiyeti artirmak amaciyla farkli nanokompozitlerin GCE ve CPE immobilize edilmesiyle
gerceklestirilmistir. Ayrica, sentezlenen kompozitlerin yapisal ve morfolojik 6zelliklerini
dogrulamak i¢in FT-IR, XRD, SEM-EDX ve BET analizleri gibi c¢esitli teknikler

kullanilmustir.

RIBO ve ALP'nin tespiti icin farkll modifiye elektrotlar
(MWCNTs@Fe:04@CuAl204/CPE, PEDOT:PSS/CPE, CuCoFe-MOF/CoFe.04/BPAC/CPE,
MWCNTs/GCE) kullanilarak gelistirilmis ve her iki etken madde i¢in diisiik tespit limitleri ile
yliksek duyarlilik elde edilmistir. Bu sensorler, farmasdtik 6rneklerde yiiksek hassasiyetle
calisirken, hizli yanit siireleri ve diisiik interferans ozellikleri ile dikkat cekmistir. Ayrica,
farmasétik formlarda ve biyolojik numunelerde elde edilen iyi geri kazanim degerleri,

sensorlerin bu numunelere basarili bir sekilde uygulanabildigini gostermistir.

UV-Gor. spektrofotometrik analiz yontemi, ALP ve RIBO i¢in karakteristik absorbans
spektrumlarin1 kullanarak her iki etken maddenin dogru bir sekilde tespit edilmesini
saglamistir. Bu yontem, ozellikle diisiik miktarlarda bile yiiksek dogrulukla sonug elde
edilmesini miimkiin kilmaktadir. UV-Gor. spektrofotometri, pratikte hizli, ekonomik ve kolay
uygulanabilir bir alternatif sunmaktadir. Ozellikle, etken maddelerin morfolojik veya kimyasal
yapilarindaki belirgin absorbans pikleri lizerinden tespit yapilarak, RIBO ve ALP'nin
farmasotik formiilasyonlarda hizli bir sekilde analiz edilmesi saglanmistir. Bu analizlerin
avantajlar1 arasinda diisiik maliyet, basit islem adimlar1 ve kisa islem siiresi yer almaktadir, bu

da farmasotik numunelerde rutin kalite kontrol analizleri i¢in ideal bir yontem olusturur.

80



YPSK ise, Ozellikle karmasik farmasotik orneklerde RIBO ve ALP'in tespitinde
yliksek ¢oziiniirlitk ve dogruluk saglamaktadir. YPSK analizi, optimize edilmis kolon kosullar1
ve uygun hareketli fazlar kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu yontemle, RIBO ve ALP’nin
konsantrasyonlari, farmasotik numunelerde hassas bir sekilde belirlenmistir. YPSK’nin
sagladig1 yiiksek c¢ozinirliik, etken maddelerin diger bilesenlerden etkili bir sekilde

ayrilmasina olanak tanimistir, bu da dogru ve giivenilir sonuglarin elde edilmesini saglamistir.

Sonu¢ olarak, bu calismada gelistirilen elektrokimyasal sensorler, UV-Gor.
spektrofotometrik ve YPSK yontemleri ile birlikte, biolojik ve farmasoétik 6rneklerde RIBO
ve ALP’nin tespiti i¢in etkili ve giivenilir analiz yontemleri sunmaktadir. Gelistirilen sensorler
ve analiz yontemleri, diigiik tespit limitleri, yiiksek dogruluk, maliyet etkinlik ve pratik

uygulanabilirlik gibi iistiin performans 6zellikleriyle 6ne ¢ikmustir.

Bu ¢alismada gelistirilen elektrokimyasal sensdrler ve analiz yontemlerinin, farmasotik
endiistri ve klinik uygulamalar i¢in 6nemli potansiyel sundugu gézlemlenmistir. Bu tiir
sensorlerin daha genis bir yelpazede uygulanabilmesi igin, farkli etken maddeler ve biyolojik
ornekler iizerinde ek calismalar yapilmasi Onerilmektedir. Ozellikle, elektrokimyasal
sensorlerin  ¢esitli  farmasdtik  formiilasyonlarda ve farkli  biyolojik  matrikslere
uyarlanabilirliginin arastirilmasi, bu sensorlerin daha da yaygin kullanimmi miimkiin
kilacaktir. ileriye doniik olarak, sensorlerin farkli farmasotik smiflarda ve kombinasyon

tedavilerinde etkinliginin aragtirilmasi, daha fazla klinik uygulama firsat1 sunabilir.
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