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ONSOZ

Bu ¢aligma kapsaminda bazi antineoplastik ilaglarin, analitik yontemlerden biri
olan elektrokimyasal yontemler ile redoks davranislari incelenmis, hanomalzemeler
kullanilarak gelistirilen nanosensdrler ile farmasotik dozaj formlarina ya da biyolojik

stvilara duyarli ve tekraredilebilir uygulamalari yapilmstir.

Bu tez c¢alismasinin planlandigr glinden baslayarak, yiiriitilmesi ve
tamamlanmasi stliresince degerli bilgi ve tecriibeleriyle beni aydinlatan, her konuda
yardimini esirgemeyen, bilimsel calismayr bana sevdirerek hayatima yon veren
kiymetli hocam Prof. Dr. Sibel Aysil OZKAN'a siikranlarimi sunmay1 bir borg

bilirim.

Bu calismanin ilerlemesi ve tamamlanmasi siiresince engin bilgi ve desteklerini
esirgemeyen degerli hocalarim Prof.Dr. Bengi USLU ve Dog. Dr. Burcu DOGAN-
TOPAL ’a tesekkur ederim.

Anabilim dalimizdaki degerli 6gretim iiyelerine ve yardimlarini esirgemeyen
arastirma gorevlileri; Burgin BOZAL-PALABIYIK, Mehmet GUMUSTAS, Seving
TUNCAGIL, Ozgiir USTUNDAG, M. Gékhan CAGLAYAN, Engin ER, Z. Ceren
ERTEKIN-OZKAN’a tesekkiir ederim.

Doktora caligmalarimi maddi olarak destekleyen 12L.3336002 numarali proje
ile Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’ne (BAP)

tesekkiir ederim.

Tez calismalarim stiresince manevi desteklerini esirgemeyen aileme sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim. Hayat1 birlikte paylastigimiz giinden beri herzaman yanimda
oldugunu hissettiren, 6zellikle anlayis1 ve sabri ile ¢aligmalarima destek olan sevgili
esim Gokhan BAKIRHAN'a en i¢ten duygularimla tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag

Kanser terimi ilk kez, Yunan fizik¢i Hippocrates tarafindan kesfedilmistir.
Kanser, viicudun bazi bolgelerindeki hiicrelerin diizensiz veya kontrolsiiz bir sekilde
boliinlip ¢ogalmasiyla olusan bir hastaliktir. Birgok kanser ¢esidi olmasina ragmen,
bunlarin hepsinde hiicreler kontrolsiiz olarak ¢ogalir. Tedavi edilmediginde ciddi

rahatsizliklara hatta 6liime neden olabilir.

Viicudumuzdaki o6len hiicrelerin yenilenmesi veya yaralanan dokularin
onarilmasi i¢in hiicrelerin boliinebilme 6zelliginin olmasi gerekmektedir. Bu 6zellik
kas ve sinir hiicrelerinde bulunmamaktadir. Hiicrelerin bdliinebilme yetenegi, yas ile
ters orantilidir. Ayn1 zamandan boliinme sayisi da simnirhidir yani saglikli bir hiicre
omrii boyunca ne kadar boliinecegini ve ne zaman sonlanacagmi bilir. Buna da
hiicrenin programli 6liimii (apoptosis) denmektedir. Hiicre ¢ekirdeklerinde bulunan
DNA iplikg¢ikleri hiicrenin gereksinimi olan fonksiyonlarin1 yerine getirmesi i¢in
gereklidir. DNA; viriislerden, kimyasallardan, asir1 giines 1sigindan veya baska
birgok nedenden dolayr hasar gorebilir. Saglikli hiicrelerde DNA hasari meydana
geldiginde, hiicre bunu ya onarir ya da oliir. Ancak kanserli hiicrelerde DNA hasari
onarimi zordur ve hiicre kontrolsiiz bir sekilde cogalmaya baglar. Kanserli hiicrelerde
Kontrolsiiz ¢ogalmaya neden olan genlere ‘Onkogen’ denmektedir. Kanserli
hiicrelerin bagka bir dokuya ya da organa kan veya damar yolu ile ya da komsuluk

nedeniyle si¢cramasi ya da bulagsmasina ‘Metastaz’ denir.

Kanser hastaligimin tedavisi i¢in her gecen giin ¢ok sayida arastirma
yapilmakta olup ilag sanayisine yeni ilaglar eklenmektedir. Yapilan doktora tezinde
antikanser ila¢ etken maddelerinden pemetrekset disodyum, sorafenib tosilat ve
erlotinib  hidrokloriir’iin  farmasotik dozaj formlarindan ve/veya biyolojik

numunelerde elektrokimyasal yontemlerle duyarl, giivenilir, hizli ve tekraredilebilir
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tayinlerine yonelik calismalar hedeflenmistir. Yapilan elektrokimyasal ¢alismalarla
etken maddelerin farkli ortamlardaki davranislart incelenerek, bulunduklari ortamda
yiizeyde ger¢eklesen redoks reaksiyonunun difiizyon ve/veya adsorpsiyon kontrollii
olup olmadigr arastirilmistir. Duyarli, tekrarlanabilir ve hizli bir tayin i¢in sensor
gelistirilmesi ve voltametrik metodun bulunmasi hedeflenmistir. Gelistirilecek metot
ve sensor ile ilag etken maddelerinin farmasétik dozaj formlarindan veya biyolojik

numuneden tayinine uygulanmasi amaglanmstir.

Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda secilen antikanser ila¢ etken maddeleri
ile herhangi bir elektrokimyasal calismanin yapilmamis olmasi, gelistridigimiz
yontemler ile yaptigimiz ¢alismalarin hem orjinal olmasi, hem de bu ilag etkenlerin
bulundugu ilaglarin klinik ortamlarda hizli ve giivenilir analizleri i¢in diger
caligmalara 151k tutmasi ve yeni yontem ve sensorlerin gelistirilmesi agisindan

Onemlidir.

1.1.1. Kanser Hastah@imin Nedenleri

Gilintimiizde kanser hastaliginda kesin olarak sebep belirtilememektedir. Bu
hastalik i¢in iki grup risk faktorii vardir. Bunlardan birincisi kisinin yasam
sekillerine, yasa, ailede bulunan hastaliklara, cinsiyete bagli olmaktadir. Ikincisi ise

cevresel etmenlerdir.

Kanserin sebebi heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Kanser hastalig1 icin iki
grup risk faktorii vardir. Birinci gruptaki risk faktorleri yasam sekillerine, yasa,
cinsiyete ve aile Oykiilerine bagli olarak degisir. Bunlar; sigara, alkol kullanimu,
bozuk beslenme aligkanligi, aileden gelen genetik yatkinliktir. Bir baska risk grubu
ise ¢evresel faktorlerdir. Hava kirliligi, kimyasallar (benzin, boya maddeleri, asbest,
katran), asir1 giines 1sinlarina maruz kalma, X 1sinlari, radyasyona maruz kalma, 1si,
mekanik darbeler, agr1 kesiciler, dogum kontrol haplari, yagl yiyecekler, yanmis

yaglar, bazi kiifler, kirmizi1 et agirlikli diyetler, bazi viriisler (Hepatit B ve C), stres.



Ulkemizde cinsiyete gére bulunma sikligi fazla olan kanserler: Erkeklerde; akciger,
prostat, kalin barsak, rektum, mide ve pankreas kanserleri ve kadinlarda; meme,
akciger, kalin barsak, rektum, rahim agzi, yumurtalik, mide ve pankreas

kanserleridir.

1.1.2. Kanser Hastaligimin Tanisinda Kullanmilan Yo6ntemler

Kanser hastaliginda erken tan1 oldukca 6nem arz etmektedir. Bunun i¢in de
herhangi bir belirti olusmadan kanser taramalarinin yapilmasi gerekmektedir. Kanser

tiirlerine gore yapilan taramalar asagida verilmistir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. En yaygin bulunan kanser tiirleri ve taramalari

Meme
Kendi
kendine
muayene
Klinik

muayene

Mamogram

Ultrason
Manyetik
rezonans

goriintiileme
Doku

orneklemesi

Prostat

Akciger Kolorektal
Parmakla Gogiis Grafisi Gaitada Gizli
rektal Kan Testi

muayene
Prostat Balgam Sitolojisi | Sigmoidoskopi
Spesifik
Antijen
(PSA) Testi
Spiral Barium Enema
Bilgisayarlt
Tomografi
Gorlintiilemesi
Kolonoskopi
Parmakla
Rektal
Muayene
Virtual
Kolonoskopi
DNA Gaita
Testi

Rahim Mesane
Pap Test Tam Idrar
Testi
Transvajinal Idrar
Ultrason Sitolojisi
Endometrial ~ Sistoskopi
Ornekleme

1.1.3. Kanser Hastahi@iminTedavisinde Kullanilan Yontemler

Deri
Deri

Muayenesi

Cerrahi: Kanser tedavisinde en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Bu

yontem kanserin tanisini1 ve ne kadar yayildigini 6grenme olanagi verir. Bu yontem

ile baska dokulara yayilmamis kanserli

olmaktadir.

dokunun uzaklastirilmasi

mumkin

Kemoterapi: Bu yontemde ¢ok giiclii ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglar ile

kanserin baska dokulara yayilmasi engellenir, kanserin biiyiimesi yavaslar, kanserin
yol actig1 agr1 ve tikaniklik gibi sikayetler azalir.



Radyoterapi: Radyasyonun kanserli hiicrelere fazla dozda verilmesi ile olur.
Radyasyon kanserli hiicrelerin yakinindaki saglikli hiicreleri de etkileyebilir. Ancak

saglikli hiicre kendini yenileyebilirken, kanserli hiicre yenileyemez.

Hedeflenmis tedavi: Karsinogenez siirecinde normal hiicreler hasar gorerek
kanserli hiicrelere doniisiirler. Hedeflenmis tedavi ile hastaya verilen ilaglar bu siireci

bozarak kanserin biiylimesini ve gelismesine neden olan hiicredeki kism1 hedef alir.

Immiinoterapi: Bu yontem iki ayr1 uygulamadan olusur, birinci uygulamada
hastanin bagisiklik sisteminin uyarilarak daha fazla ¢alismasi ve uyarilmasi saglanir.
Ikinci uygulamada ise bagisiklik sistemindeki 6zel proteinlerin kisiye verilmesi yer

almaktadir.

Hipertermi: Viicut sicakligi normalden daha yiiksek yapilarak kanserli
hiicrelere radyoterapi veya kemoterapi etkisi olusturulur. Yiiksek sicakliklarda
kanserli ve normal hiicreler 6lebilir bundan dolay1 bu islemin ¢ok dikkatli yapilmasi

gerekmektedir.

Kok hiicre nakli: Kemoterapi ya da radyasyon kemik iliginin yok olmasina
neden olabilir. Bu durumda kemik iliginde bulunan ve kirmizi kan hiicreleri, beyaz

kan hiicreleri ve trombositlerin yapiminda rol alan kdk hiicrelerin nakli yapilir.

Fotodinamik tedavi: Bu yontemde fotosensitize ilaglar ile lazer isinlart
birarada kullanilir. Viicutta tedavi edilecek kisma fotosensitize ilaglar damar yoluyla
veya deriden kan dolagimiyla verilir. Verilen ilag zamanla kanserli hiicreler
tarafindan absorplanir. Bir sonraki agsamada lazer 15181 viicutta tedavi edilecek
bolgeye uygulanir. Lazer 1sinlari, fotosensitize ilaglarin, kanserli hiicreleri besleyen

kan damarlarini tahrip etmesini saglar.



Kan transfiizyonu: Kemoterapi, cerrahi yontem sonrasi kansizlik olusabilir
veya sindirim sistemi gibi bazi kanser tiirlerinde, bobrek ve dalagin etkilendigi

durumlarda da bu sikint1 olabilir. Bu durumda hastaya kan transflizyonu gerekebilir.

1.1.4. Kanser Tedavisinde Kullanilan ilaglar

Kanser tedavisinde kullanilan maddelere, antineoplastik ilaglar ve bu
maddeler ile yapilan tedaviye de kanser kemoterapisi denir. Antineoplastik ilaclarla
kanser tedavisinin hedefi, kimyasal maddeler, hormonlar, bitkisel kaynakl: ilaglar ve
antibiyotikler ile saglikli hiicreleri etkilemeksizin kontrolsuz proliferasyon gosteren
hiicrelerin  durdurulmasi1 ve ortadan kaldirilmasidir.  Antineoplastik ilaglarin
secicilikleri, malin (kotii) hiicrelerle saglikli hiicrelerin arasinda biiyiik yapisal
farklarin olmamas1 sebebiyle antimikrobik ilaclarin segiciliklerine gore ¢ok daha

diisiiktiir. Antineoplastik ilaglarin terapotik indeksleri son derece diistiktiir.

Kanser tedavisinde cerrahi girisim, tiimdriin metastaz yapmadigi, erken
evrede son derece yararlidir. Kemoterapi ve radyo terapi ile birlikte bagari sans1 daha
da yiiksektir. Radyoterapinin, baz1 olgularda (agiz boslugu, larenks, serviks ve
prostat kanserlerinde) radikal tedaviye olanak tanidigi ve alinan sonuglarin cerrahi
girisime esdeger oldugu ileri siiriilmiis olsa da, cerrahi yol ve kemoterapi birlikte
uygulandiginda tedavinin basar1 sans1 artacaktir. Kanserde ilag kullanilmasi, ¢ok az
sayidaki neoplazma i¢in radikal bir ¢ozliimdiir. Buna karsilik uygun bir ilag
secimiyle, diger yontemlere yardimci olarak siklikla kullanilmaktadir. Gerek tek
baglarina gerekse kombine kullanildiklarinda tiim neoplastik hiicreler ortadan
kalkmayacaklart i¢in, antineoplastik ilaglar genellikle hastalik belirtileri ortaya
ciktiktan sonra kullanilmaya baglarlar. En biiyiik yarari, kanser hiicrelerinin azaldigi
postoperatif ya da radyoterapi sonrasi gosterirler. Antineoplastik ilaglardan olan
alkilleyici ilaglar (daunorubisin mitramisin sisplatin), siklusun her doneminde etkili
olan ilaglardandir. G1 doneminde etkin olanlar L-Asparajinaz S doneminde etkin

olanlar: Metotreksat- Hidroksikarbamid G2 doneminde etkin olanlar: Bleomisin



Siilfat M doneminde etkin olanlar: Vinca Alkaloidleri, Kolsisin, Podofilotoksin gibi

ilaclardur.

Kanser kemoterapisinde kombine ila¢ uygulamasi sik bagvurulan
yontemlerden birisidir. Kombinasyona gidilmesinin nedenleri, maksimum etki elde
ederken, minimum toksik etki goriilmesidir. Ayrica doz titrasyonu ile viicuda
alinacak ila¢ miktarinin minimum diizeyde tutulmasi da hedeflenmistir.
Kombinasyona alinacak ilaglarin, kotiiciil hiicreye farkli mekanizmalarla etkili

olmalar1 gerekir.

Antineoplastik ilaglarin biiyiikk bir kisminin emniyet araligi dar oldugundan
toksisite kaygilar1 nedeniyle olabildigince kiigiik dozlarda verilmeleri beklenir. Boyle
bir durumda doz kisitlayict toksik etkileri engelleyerek daha yiiksek dozda ilag
kullanilmas igin ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Ornegin, ila¢ tiimoriin yerlesmis
oldugu bolgeye lokal olarak yiiksek konsantrasyonda verilebilir. ilacin antineoplastik
etkinligini azaltmadan toksisitesini azaltan bir antidotla birlikte verilebilir
(metotreksat: folinik asid) ya da hematopoietik biiyiime faktdrleri uygulanarak

myelotoksik etki azaltilabilir.

Antineoplastik ilaglar koryokarsinoma, wilms tlimori, testis tiimdrleri, prostat
kanseri, over kanseri, akut myolojen losemi, akut lenfositer l6semi, hodgkin

hastalig1, burkitt lenfomasi tedavilerinde kullanilir.

Olasi yan etkiler

Antineoplastik ilaglar, kullanimdaki ilaglar arasinda toksisitesi en yiiksek olan
ilaclar grubundadirlar. Ancak kanser hastaliginin 6liimciil bir hastalik olmasi
nedeniyle ilaclarin toksisitesi ikinci planda kalmaktadir. Bu ilaglar kemik iligini
baskilayip sistemik toksisite yaratabilirler. Tedavi bittiginde ise bu baski ortadan

kalkip kemik 1iligi depresyonu olusabilir. Bu depresyonun diizelme ihtimali
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olmayabilir ve ilik nakli yapilmadig: takdirde hastalik 6liim ile sonuglanabilir. Bu

ilaglarin kemik iligine yaptig1 baskilar ilag tiiriine gére degisebilir.

Teratojenik Etki

Antineoplastik ilaglarin c¢ogu giiclii teratojenik ilaglardir. Yeni dogan
bebeklerde deformasyona veya diisiiklere neden olabilirler. Gebelerde kullanilmadan

once, kesinlikle dikkat edilmeli ve bir uzmana danisilmalidir.

Karsinojenik Etki

Antineoplastik ilaglar arasindaki alkilleyici ilaglar ile prokarbazin, giiglii
karsinojeniktirler. Bu ilaglar alindiktan birkag yil sonra sekonder kanserlere neden

olduklar1 gdsterilmistir.

Mutajenik Etki

Ozellikle alkilleyici ilaglar kullamldiginda mutajenik etki goriiliir. Alkilleyici
ilacalrin uygulandig: kliniklerdeki personelde ve hastalarda kromozom bozukluklari
goriilmistiir. Isin tedavisi de kemoterapinin hem mutajenik hem de karsinojenik
etkinligini artirir. Antikanser ilaglarin ¢cogu IV infiizyon yoluyla hastaya verilir. Bu
yontem ile verilen ilag¢ cozeltilerinin doku i¢ine kagmasi olabilir ki bu da agrili
irritasyon ve nekroza neden olabilir. Pemetrekset ve azasitidin bu tip risk tasiyan
ilaglardir.

Antineoplastik ilaglarin genel siniflandirilmalar1 asagidaki Cizelge 1.2°de

verilmistir.



Cizelge 1.2. Antineoplastik ilaglarin genel siniflandirilmasi

» Azotluhardal analoglar - Alkil siilfonatlar - Etilen iminler -

L Nitroziirler - Epoksitler

Antimetabolitler * Folik asit analoglar - Piirin analoglar: - Pirimidin analoglar:

Sitotoksik antibiyotikler » Aktinomisinler - Antrasiklinler

* Vinka alkaloidler - Podofilotoksin tiirevleri - Kolgisin
tiirevleri - Taksanlar

Bitkisel alkaloidler

Platin bilesikleri - Metil hidrazinler - Monoklonal antikorlar -
Diger antineoplastikilaglar Fotodinamik/radyasyon tedavisinde kullanilan
duyarhlastirnicilar - Protein kinaz inhibitorleri

1.2. Tez Calismas1 Kapsaminda Cahlisilan Ilaclar

1.2.1. Pemetrekset Disodyum

Pemetrekset, malignan plevral mezotelyoma (MPM) hastalarinin tedavisinde
platin ile kombine olarak kullanilan kemoterapdtik bir ajandir. Pemetrekset ilerlemis
lokal veya metastatik kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserli hastalarda kemoterapi
sonras1t monoterapi olarak kullanilmaktadir. Pemetrekset pirrolopirimidin ¢ekirdegi
iceren antifolat bir ajandir. Antineoplastik etkisini hiicre ¢ogalmasi igin temel 6nemi
olan folata bagimli metabolik siirecleri bozarak gosterir. Pemetrekset hiicre icine
rediiklenmis folat tasiyict ve membran folat baglayan protein tagima sistemlerinin her
ikisi tarafindan tasinir. Hiicre igine girdiginde folilpoliglutamat sentez enzimi
tarafindan hizla ve etkin bir sekilde poliglutamat formlarina dontistiiriiliir (Sekill.1).
Hiicre i¢inde alikonulan bu poliglutamat formlar1 TS ve GARFT inhibitori etki
gosterirler. Poliglutamata doniistiiriilmiis metabolitlerin hiicre i¢i yar1 6mrii uzar ve
boylece pemetrekset malignan hiicrelerde daha uzun siireli etki gosterir (Rx Media

Pharma 2016).



PIRIMIDIN SENTEZI PURIN SENTEZI

dump CH,FH, e CHOFH,
GARFT
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Sekil 1.1. Pemetrekset etki mekanizmasi: pemetreksetin DNA sentezindeki piirin ve
plirimidin yolaklar1 {izerindeki etkileri. dUMP, Deoksiiiridin monofosfat; TMP, Timidine
monofosfat;, CH:FHz, Metilentetrahidrofolat; CHOFH,4, 10-Formiltetrahidrofolat; FH:,
Dihidrofolat; FH4, Tetrahidrofolat; DHFR, Dihidrofolat Rediiktaz; GARFT, Glisinamit
Riboniileotid Formil Transferaz (Rx Media Pharma 2016).

Pemetrekset intravendz infiizyonla uygulanir. Farmakokinetik 6zellikleri,
solid tiimérii bulunan 426 kanser hastasinda tek ajan olarak 0.2 ile 838 mg/m? aras1
dozlarda, 10 dakikalik inflizyon sonrasi degerlendirilmistir. Pemetreksetin kararlilik
durumundaki dagilim 16.1 L’dir. Pemetreksetin toplam sistemik klirensi 91.8 mL/dk
olup, plazmadan atilim yar1-omrii bobrek fonksiyonu normal olan hastalarda 3.5

saattir (Rx Media Pharma 2016).

1.2.2. Sorafenib Tosilat

Sorafenib, in vitro tiimor hiicresi proliferasyonunu azaltan bir multikinaz
inhibitortidiir. Sorafenibin ¢ok sayida hiicre i¢i (c-CRAF, BRAF ve mutant BRAF)
ve hiicre ylizeyi kinazlarimi (KIT, FLT-3, RET, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, ve
PDGFR-B) inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu kinazlardan bazilarmin tiimdr hiicresi
sinyal iletimi, anjiyogenez ve apoptozda rol aldigi diisiiniilmektedir. Sorafenib
immiinokompromize farelerde, insan hepatoseliiller karsinoma ve renal hiicreli
karsinomada ve ¢esitli baska insan tiimor ksenogreftlerinde tiimdr biiyiimesini inhibe
etmistir. Sorafenib sekiz metabolite (M1-8) sahiptir (Sekil 1.2). Bunlardan bes tanesi
(M2, M3, M4, M6, M7) plazmada, ii¢ tanesi (M3, M4, M6) fegeste, iki tanesi de
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idrarda (M7, M8) bulunmaktadir. Plazmadaki temel metabolit sorafenibin
oksidasyonuyla olusan Piridin N-oksit (M2)’tir (Nielka ve ark., 2009).

Liver cell
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~_ \L
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5. Excretion into bile

Sekil 1.2. Sorafenib'in hiicre i¢indeki rolii ve metabolitleri (Nielka ve ark., 2009)

Sorafenib (Nexavar®, BAY-43-9006) etkisini timor hiicreleri ve timori
besleyen damarlarda hem hiicre proliferasyonunu hem de anjiyojenezi inhibe ederek
gbsteren yeni bir antineoplastik ilactir. Sorafenib hem tiimor hiicreleri hem de damar
yataginda serin/treonin ve reseptdr tirozin kinazlari hedefleyen bir miiltikinaz

inhibitori olarak islev gortir.

Sorafenib antikanser etkisini sitostatik etki yaparak gosterir ve biiylimesinin
inhibisyonu i¢in tiimoriin siirekli olarak bu ilaca maruz kalmas1 gerekir. Preklinik
arastirmalarda, sorafenib ortamda oldugu siirece tiimor biiyiimesinin inhibe oldugu
goriilmis, fakat ilacin ortamdan uzaklastirilmasiyla biiyiime hiz1 bazal diizeye geri

donmiistiir.

Sorafenib oral yoldan kullanilir. Absorpsiyonu goreceli olarak zayiftir ve
plazma doruk konsantrasyonuna doz sonrasi yaklasik 3 saatte ulasir. Tabletlerin

ortalama biyoyararlanimi1 %38-49° dur. Klinik ile iligkili konsantrasyon diizeylerinde
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%99.5’1 plazma proteinlerine baglanir. Ortalama eliminasyon yart omrii 25-48
saattir. Sorafenib karacigerde sitkrom P450 (CYP) izoenzim 3A4 enzimi araciligiyla

oksidatif olarak metabolize edilir (Rx Media Pharma 2016).

1.2.3. Erlotinib Hidrokloriir

Erlotinib epidermal biiylime faktor tip 1 reseptoriiniin (EGFR/HERT1) tirozin
kinaz inhibitoriidiir. Epidermal biiylime reseptdriiniin intraselliiler
fosforilizasyonunu giiglii bir sekilde inhibe eder (Sekil 1.3). Klinik dist 6rneklerde,
bu reseptoriin fosfotirozinin inhibisyonu sonucunda hiicre stazi ve/veya olimi ile

sonlanmaktadir (Rx Media Pharma 2016).

EGFR homodimer EGFR heterodimer

EXTRACELLULAR

Tarceva
J ___— binding sites

INTRACELLULAR

Tumor cell proliferation Tumor cell survival

Sekil 1.3. Erlotinib'in hiicre i¢inde etki mekanizmas1 (Rx Media Pharma 2016)
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Erlotinib insanlarda hepatik sitokrom P450 enzimleri tarafindan, birincil
olarak CYP3A4 ve daha az oOlciide CYP1A2 tarafindan metabolize edilmektedir.
Metabolitleri plazmada erlotinibin <%10’u oraninda mevcut bulunup, erlotinib ile

benzer farmakokinetik 6zellik gosterirler (Rx Media Pharma 2016).

Oral erlotinib iyi emilir ve gecikmis absorpsiyon siiresine bagli olarak
ortalama doruk plazma diizeylerine oral dozdan yaklasik 4 saat sonra ulasilir.
Ortalama maksimum plazma konsantrasyonlari 1,995 ng/mL’ye ulasir (Rx Media
Pharma 2016).

1.3. Tez Maddelerine Ait Literatiir Calismalar:

Pemetrekset disodyum, sorafenib tosilat ve erlotinib hidrokloriir etken
maddelerine ait kromatografik ve spektrofotometrik yontemler ile yapilmig son on
yila ait caligmalar asagida ¢izelgeler halinde gosterilmistir. Bu maddelere ait

elektrokimyasal ¢alisma bulunmamastir.
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Cizelge 1.3. Pemetrekset disodyum etken maddesine ait literatiir ¢aligmalari

Analit Kalibrasyon araligi (M)

LOD/LOQ (M) Matriks REEEUS

Pemetrekset LC-MS/MS 2,34x107-2,3x10° 2,34x107 Serum Jingya ve ark., 2012
Pemetrekset disodyum RP-LC 2,12x107-2,12x10° 5,3x10°8 Ilag dozaj formu Rakesh ve ark., 2012
Pemetrekset LC-UV-ELSD 1.05x1073-1.40x103 9,36x10* - Renaud ve ark., 2011
Pemetrekset MALDI-QqQ-MS/MS 8.7x1079-1.43x1077 4,0x10716 Serum Roland ve ark., 2010
Pemetrekset disodyum RP-LC 1,32x104-1,06x1072 5,35x108 Ilag dozaj formu Thahera ve ark., 2010
Pemetrekset LC-MS 1,15%x108-1,15%x10 5,75%x107° Serum Bobin ve ark., 2009
Pemetrekset disodyum Kiral LC 1,06x10°-5,09%103 3,39x10® Ilag dozaj formu Ramulu ve ark., 2007
Cizelge 1.4. Sorafenib etken maddesine ait literatiir ¢aligmalari.
Analit Metod Kalibrasyon arahg: (M) LOD/LOQ (M) \EUS Referans
Sorafenib HPLC 2,15x107-4,3x107 2,15x107 Sigan plazmasi Lian-hua ve ark., 2016
Sorafenib UPLC-MS/MS 4,30%x107-4,30%x106 - Sigan plazmast Jiazhi ve ark., 2015
Sorafenib tosilat HPLC/UV 1,52x107-1.57x10* 7,22x108 - Hashemi ve ark., 2014
Sorafenib HPLC/UV 6,45%108-6,45x10° - Serum Miki ve ark., 2014
Sorafenib LC-MS 1,08x108-1,08x10® 1,08x108 Sigan plazmasi Jinzhang ve ark., 2014
Sorafenib LC-uv 2,15x107-4,30x10° 1,29x107 Serum Vanesa ve ark., 2014
Sorafenib LC-MS/MS 1,08x107-7,53%x10° 1,08x107 Serum Irina ve ark., 2013
Sorafenib LC-MS/MS 4,3x108-2,15%x10° - Serum Lankheet ve ark., 2013
Sorafenib tosilat RP-LC 7,85%106-1,26x10* 2,09x1077 Ilag dozaj formu Kalaichelvi ve Jayachandran, 2013
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Cizelge 1.4’lin Devam

Sorafenib LC-MS 2,15%x108-2,15%105 1,08x108 Serum Christine ve ark., 2011
Sorafenib RP-LC 3,14x10°-1,88%x10™ 1,61x10® Ila¢ dozaj formu Rao ve ark., 2011
Sorafenib LC-MS/MS 2,15x108-1,08x10° 2,15x108 Serum Stephane ve ark., 2011
Sorafenib 1,08x107-2,15%10 - Serum )

Sorafenib N-oksit HeMS 2,15x10%-5,40x107 - Serum e ve ark., 2010
Sorafenib LC-MS/MS 2,15%1079-8,60%x106 1,08x108 Serum Honeywell ve ark., 2010
Sorafenib LC-Uv 1,08%104-4,30%102 1,08x10 Serum Blanchet ve ark., 2009
Sorafenib LC-MS/MS 1,08x108-4,32x10® 4,30x10710 Serum Lokesh ve ark., 2008
Sorafenib LC-MS/MS 1,57x108-1,57x10° 1,57x108 Serum Ming ve ark., 2007

Cizelge 1.5. Erlotinib etken maddesine ait literatiir galigmalari.

Analit Kalibrasyon araligi (M)

LOD/LOQ (M) \EWS Referans

Erlotinib HCI LC-MS/MS
Erlotinib HCI
0sS1-413 LC-MS/MS
OS1-420
Erlotinib HCI HPLC
Erlotinib HCI LC-MS/MS
Erlotinib HCI UPLC-MS/MS
Erlotinib HCI CE-UVvV
Erlotinib HCI LC-MS
Erlotinib HCI LC-MS/MS
Erlotinib HCI UPLC

2,54x10%-1,27x10°
2,54x108-7,62x10°
5,08x10-1,27x10°
5,08%102-2,54x107
1,27 x107-2,54x10°5
2,54x108-2,54x10°°
5,08x10-5,08x10
3,81x107-5,08x10°
1,27x108-5,08x10°
5,08x108-2,54x10°
1,27x104-5,08x10™

2,54x108 Serum
2,54%108 Serum
5,08x10°° Serum
5,08x107° Serum
1,27%107 Sigan plazmast
2,54x10%8 Sigan plazmasi
5,08x107° Sigan plazmasi
1,02x1077 Idrar

= Sigan plazmast

- Serum
1,27x10°° Ilag dozaj formu

Ramarao ve ark., 2015

Takuya ve ark., 2015

Yi ve ark., 2015
Hui ve ark., 2015
Wang ve ark., 2015
Rodriguez ve ark., 2014
Chongliang ve ark., 2013
Lankheet ve ark., 2013

Naveen ve ark., 2012
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Cizelge 1.5’in Devam
Erlotinib

Erlotinib HCI
Erlotinib

Spektroflorimetrik method
RP-LC
RP-LC

3,18x107-2,54x106
1,27x105-1,02x10
1,91x104-5,72x104

3,81x10°®

Serum
Ilag dozaj formu

Ilag dozaj formu

Bivash ve ark., 2012
Mohammed ve ark., 2011
Chakravarthy ve Sankar, 2011
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1.4. Elektrokimya

1.4.1. Elektrokimyada Hiicre Tipleri ve Hiicreler

Elektrokimyasal c¢alismalarda kullanilan hiicre tipleri asagida kisaca

Ozetlenmistir (Skoog ve ark., 1998, syf: 565).

Sivi Baglantili (Poroz Cam Diskli) Hiicreler

Iki yar1 hiicrede dogrudan tepkimenin olugmas istenmiyor ise bu tip hiicreler

kullanilir.

Sivi Baglantisiz Hiicreler

Elektrotlar ayni hiicre icerisinde bulunurlar.

Tuz Kopriilii Hiicreler

Iki yar1 hiicredeki elektrotlar1 birbirinden ayirmak i¢in tuz kpriisii kullanilir.

Tuz kopriisii doygun potasyum nitrat ile doludur.

Galvanik Hiicreler

Disaridan herhangi bir potansiyel uygulanmadan hiicre igerisindeki reaksiyon

gerceklesir.
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Elektrolitik Hiicreler

Galvanik hiicrede bakir elektrotu katot, ¢cinko elektrotu anottur. Bu hiicreye,
bir dig kaynaktan yeterli miktarda potansiyel uygulamasi halinde hiicre, elektrolitik

hiicre seklinde calisir.

Tersinir ve Tersinmez Hiicreler

Termodinamik tersinir (reversible) reaksiyon, sarjdan desarja gecerken
elektrot reaksiyonunun tersine doniismesidir. Ortama eklenen bir reaktif ile reaksiyon

tersinmezlige yaklasabilir.

Derisim Hiicreleri

Iki yarim hiicrede de ayn gesit elektrotlar bulunur ancak elektrolit derigimleri

birbirinden farklidir.

1.4.2. Elektrokimyasal Hiicrede Iletim ve Cézelti Yapisi

Bir elektrokimyasal hiicrede iletimin olmas1 i¢in asagida belirtilen {i¢ islem

gereklidir. Bu islemler icin asagida gosterilen Sekil 1.4 6rnek temsil etmektedir.
(Skoog ve ark., 1998, syf: 565).

1) Elektrotlarin bir metal iletken ile dis baglantilarinin olmasi gerekir.
2) Cozeltiler arasinda iyonlarin gegisi igin temas saglanmalidir.

3) Her iki elektrotta da elektron aktarim reaksiyonu ger¢eklesmelidir.
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Elektrokimyasal bir hiicrede elektrot bulundugu ¢ozelti igerisinde kendisine
bitisik ¢ozelti tabakasina elektron verebilir veya alabilir. Bundan dolay1 heterojen sistem
olusturur yani aradaki tabakanin bilesimi ile ¢dzeltinin diger kisimlarinin bilesimleri
farkli olabilir. Elektroda pozitif bir potansiyel uyguladigimizda elektrotun yiizeyinde
stfira diisen anlik bir akim olusacaktir. Bu akim her iki elektrot yiizeyinde negatif yiik
eksikligi ya da fazlalig1 olusturacaktir. Ortamda iyonik hareketlilik oldugundan dolay1
elektrotlara bitisik olan ¢ozelti tabakalarinda hizla zit yiikklenme olusacaktir. Bu etkilesim

Sekil 1.4” de gosterilmistir (Skoog ve ark., 1998, syf: 566).
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Sekil 1.4. Cozelti ile elektrot yiizeyi arasinda olusan elektriksel ¢ift tabaka (Skoog ve ark.,
1998, syf: 566).

1.4.3. Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimyasal yontemler, elektrot yiizeyinde heterojen olarak gerceklesen
veya cozelti ortaminda homojen olarak aktarilan yiik miktarinin madde miktar1 ve

elektron sayist ile ilgilenildigi analitik yontemlerdir.

Elektrokimyasal yontemlerin siniflandirilmasinda Sekil 1.5 en yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu gosterime gore, elektroanalitik yontemler “ara yiizeye iliskin

yontemler” ve “ana ¢dzeltiye iliskin yontemler” olmak iizere ikiye ayrilir (Skoog ve
ark., 1998, syf: 588).
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Sekil 1.5. Elektrokimyasal yontemlerin siniflandirilmasi (Skoog ve ark., 1998, syf: 588).

Tez kapasaminda c¢alisilan yontemlerle ilgili bilgiler kisaca asagida

verilmistir.

1.4.3.1. Voltametri

Elektrokimyasal yontemlerden biri olan voltametri, farkli ortamlarda olusan
redoks reaksiyonlarini, elektrot yiizeylerindeki adsorpsiyon olaylarini ve elektron

aktarim mekanizmalarini inceleyen olduk¢a duyarli ve giivenilirdir. Voltametri,
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indikator elektrodun polarize oldugu sartlarda siirekli olarak degisen bir potansiyelin
kiigiik elektrotlara uygulanmasi ile olusan akimin Glgiimiine dayanan bir tekniktir.
Sekil 1.5°de voltametrik Sl¢iim yapmak i¢in kullanilan bir elektrokimyasal hiicre ve
bilesenleri yer almaktadir. Bu hiicre elektrolit, analit ve elektrolit igerisine daldirilmis
ii¢ elektrottan olusmaktadir. Bu elektrotlardan birincisi, deney siiresince potansiyeli
sabit olan referans elektrotudur. Genelde Ag/AgCl veya doymus kalomel elektrotlar
referans elektrot olarak kullanilmaktadir. Ikincisi, potansiyeli zamanla ve ortama gore
degisebilen ¢alisma elektrodudur. Karbon bazli, modifiye, metal ve civa elektrotlar
ornek olarak verilebilir. Polarizasyonu artirmak icin, bunlarin yiizey alanlar kiigiik
olanlar tercih edilir. Ugiinciisii ise, elektrigin sinyal kaynagindan ¢ozelti ortamindaki
elektrota tasinmasini saglayan karsit elektrottur. Genelde platin tel kullanilmaktadir

(Yildiz ve Geng, 1993, syf: 341).

‘ POTANSIYOSTAT
‘ Analit JJ Yardimai
Elektrot
v
Galigma 4 l i
Elektrotu Referans
. Elektrot

Tampon
Gozeltisi

Sekil 1.6. Ug elektrotlu elektrokimyasal hiicre (Y1ldiz ve Geng, 1993, syf: 341).

1.4.3.1.1. Voltametride Akim

Indirgenme reeaksiyonundan dolayr olusan akima katodik akim,
yiikseltgenme reaksiyonundan dolay1 olusan akima ise anodik akim adi verilir. Belli
bir potansiyelden sonra akimin sabit kaldig1 bir plato bolgesine ulasilir. Bu akima
sinir akimi, 1 ad1 verilir. Elektrot {izerinde heniiz reaksiyon olmadig1 zaman kiiciik de
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olsa bir akim gdzlenir. Bu akima artik (kalint1) akim denir. Sinir akimi ile artik akim
arasindaki yiikseklik dalga yiliksekligidir. Dalga yiiksekligi, elektroaktif maddenin
derisimi ile dogrusal olarak artar. Diflizyon-kontrollii bir smir akimma "diflizyon
akimi"denir ve ig sembolii ile gosterilir. Diflizyon akimi reaktif maddenin derisimi ile
dogru orantilidir ve bu nedenle de analizde en 6nemli veri niteligindedir (Bard ve
ark., 2008, 444). Sekil 1.6' da gortldugi gibi diflizyon akimi, sinir akimi ile artik

(kalint1) akimlar arasindaki farktir.

18
I sinir akirmi
14 L
A A1 x10% N Cd*?
L ve 0.1 N KCI
< chizeltisi
- 10
E B: 0.1 N KCI
= i, difizyon akime cozeltisi
61 E.. = yan dalga
1 pc}:slanmyeli
B i
5 : 2 C: bozunma
B I potansiyeli
0 Cal kalinti akim
Ly | .E“‘l P R T B T

0.2 <06 -10 14 -18 =22
Uygulanan potansiyel, V

Sekil 1.7. Bir elektrokimyasal polarogramda, sinir akimi, artik akim, yari dalga potansiyeli
ve difiizyon akiminin gosterimi (Bard ve ark., 2008, 444).

Sinir akimi, maddenin kiitle aktarim islemiyle elektrot yiizeyine taginma
hizindaki sinirlamadan kaynaklanir. Siir akimlar1 genellikle analitin derisimi ile
dogru orantilidir.

i=k.Ca

Burada, Ca analit derisimi ve k ise bir sabittir.
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Voltametride akim, ¢alisma elektrotu iizerinde maddelerin indirgenmesi (R)
veya ylikseltgenmesi (O) sonucunda olusur.
O+ne — R
O yiikseltgenmis, R indirgenmis hali ifade eder. Bu ¢ergevede Alman bilim
adami1 Walther Nernst’in ortaya koydugu denklem ile elektrot potansiyelinin
saptanmast saglanir. Buna gore elektrot potansiyeli elektroaktif tiirlin elektrot

yiizeyindeki derisimine bagl olarak ortaya ¢ikar. Nernst denkleminin formiilii sudur:

2.3RT , C,
log—
nF Cs

E=E°+

Bu formiilde E° yiikseltgenme/indirgenme tepkimeleri i¢in standart
potansiyeli, R gaz sabitini (8,314 J K* mol?), T sicakhigi (K), n tepkimede transfer
edilen elektron sayisini1 ve F Faraday sabitini (96487 coulomb) ifade eder (Bard ve
ark., 2008, 444). Co ve Cr sirastyla yiikseltgenen ve indirgenen tiirlerin derigsimini

gostermektedir.

1.4.3.1.2. Kiitle Transferi

Kiitle aktarimi adi verilen maddenin elektrot ylizeyine tasinmasi olayr li¢ farklh

sekilde olabilir. Bunlar,

i. Difiizyon:
Cozeltinin iki farkli noktasinda bir maddenin derisim farki nedeniyle, daha derisik

noktadan seyreltik noktaya dogru taginmasidir.

ii.Iyon gocii (migrasyon):
Potansiyel uygulanmis bir elektrot etrafinda olusan elektriksel alan etkisiyle yiikli

parcaciklarin elektrota dogru veya aksi yonde hareket etmesidir.
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iii.Konveksiyon:
Cozeltinin kanistirllmast veya farkli bolgelerindeki yogunluk ve sicaklik farki

sebebiyle maddenin bir bolgeden diger bir bolgeye tasinmasidir.

1.4.3.1.3. Tez Kapsaminda Kullanilan Voltametrik Teknikler

1.4.3.1.3.1. Doniisiimlii Voltametri (DV)

Elektrokimyasal teknikler igerisinde doniisiimlii voltametri en yaygin
kullanilanidir. Bu teknigin temelinde; potansiyel, dogrusal olarak pik noktasina kadar

artirilir ve ayn1 hizda, baslangic noktasina kadar diistiriiliir (Sekil 1.7).

+6 [
tersinir

tersinire benzer

_.-77 tersinirmez

+0.1 0.0 -0.1 -0.2 -0.3
Uygulanan potansiyel, V

Sekil 1.8. Tersinir, yari tersinir ve tersinmez donistimli voltamogramlar (Tural ve ark.,
2003,131)

Doénitistimlii voltametri teknigi elektrokimyasal teknikler icinde en yaygin
kullanilan tekniktir. Bu teknikte tarama hizi caligmalarinda; potansiyel, zamanla
dogrusal olarak degistirilir. Uygulanan potansiyelin zamanla degisim grafigi Sekil

1.8’de verilmistir.
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Sekil 1.9. Dontigiimlii voltametride potansiyel-zaman iligkisi (Tural ve ark., 2003,131).

Eger voltametride, potansiyel taramasi bir E; baslangi¢c potansiyeli ve E»
potansiyeli arasinda yapilirsa metota dogrusal taramali voltametri denir. Eger E»
potansiyeline ulastiktan sonra ayni tarama hiziyla ilk tarama yOniine gore ters yonde
tarama yapilirsa metodun adi déniisiimlii voltametri olur. Ileri taramada indirgenme
olmussa ters taramada yiikseltgenme meydana gelir. Dogrusal taramali voltametri
analitik caligsmalar i¢in uygun bir metotdur. Doniigiimlii voltametri teknigi ile elektrot
mekanizmalar incelenebilir, kinetik ¢aligmalar yapilip, adsorpsiyon mekanizmalari

aydinlatilabilir.

Doéntistimlii  voltametride katodik tarama, negatif potansiyel yoniindeki
taramalara, anodik tarama ise pozitif potansiyel yoniindeki taramalara denilmesi
konusunda bir birlik saglanmistir ancak eksen lizerinde pozitif ve negatif kisimlarin
neresi olmasi konusunda heniliz uzlagsma saglanamamistir. Asagidaki Sekil 1.9’da
potansiyel-akim isaret ve yonlerinin isimlendirilmeleri Amerikan sistemi ve IUPAC'a
gore gosterilmistir (Bard ve Faulkner 2001, Zoski ve ark., 2007, Scholz ve ark.,
2010).
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Sekil 1.10. Voltametrik ¢alismalarda yaygin olarak kullanilan potansiyel-akim isaret ve
yonlerinin Amerikan sistemi (yukaridaki) ve [IUPAC'a (asagidaki) gore isimlendirilmesi.
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1.4.3.1.3.2. Puls Voltametri

Elektrokimyasal c¢alismalarda elde edilen akima, faradayik ve faradayik
olmayan akim bilesenlerinin katkilar1 vardir. Normalde faradayik olmayan (kapasitif)
akimm en aza indirgenmesi caligmalarda istenen durumdur. Ancak bu akimin
tamamen sifirlanmasi yapilan calismalara gore heniiz basarilamamistir. Bundan
dolay1 son yillarda yapilan ¢alismalarda faradayik akimin faradayik olmayan akima
oraninin maksimum olacag1 yontemler gelistirilmektedir. Gelistirilen bu yontemler
arasinda puls voltametrisi bulunmaktadir. Bu yontemde calisma elektroduna belirli
araliklarla potansiyel pulslart uygulanir ve puls uygulamalarimin 6ncesinde ve
sonrasinda akim olgiiliir. Bu yontemde faradayik akimin faradayik olmayan akima
oraninin 6nemli derecede arttig1 kaydedilmistir. Sekil 1.10' da ¢alisma elektroduna
potansiyel uygulandiginda faradayik olmayan ve faradayik iki akimin zamana karsi
degisimi gosterilmistir (Wang 2000, Scolz vd. 2010).

N

Akim

. ....,__“_?_{E?asiffalmn

+ >
I Zaman

Pulsun viiklenme am

Sekil 1.11. Calisma elektroduna potansiyel uygulandiginda kapasitif ve faradayik iki akimin
zamana kars1 degisimi (Tural ve ark., 2003,131).
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Puls voltametrisinin bir¢ok ¢esidi olmasina ragmen burada tez ¢alismasinda
kullanilan iki farkli puls voltametrisinden bahsedilecektir. Bunlar diferansiyel ve

kare dalga puls voltametrileridir.

1.4.3.1.3.2.1. Diferansiyel Puls VVoltametri

Elektrokimyasal ¢alismalarda faradayik olmayan akim ¢ok istenmez, bu akimin
azaltilmasi i¢in kullanilan yontemlerden biri de diferansiyel puls voltametrisidir
(DPV). Calisma elektroduna uygulanan pulsun sekli ve akimin 6l¢iilmesi faradayik

olmayan akimin etkisini azaltmaktadir.

Bu yontemin temelinde ayni puls i¢in iki akim degeri Ol¢iiliir (Sekil 1.11).
Birinci akim Olgimii pulsun hemen 6ncesinde, ikinci ise pulsun bitiminden 6nce
yapilir. Daha sonra bu akim degerleri arasinda fark alinir boylece faradayik olmayan
akim gdz ardi edilmis olur ve toplam akim degeri elde edilir. Elde edilen akim degeri

ile analitin derisimi dogru orantilidir (Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001).

Puls siiresi

50-100
msec

=il — -

4

Potansiyel
Puls genisligi AE,

Basamak yiiksekligi, AE,

Zaman

Sekil 1.12. DPV yonteminde kullanilan dalga formu (Wang 2000, Bard ve Faulkner 2001).
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DPV yonteminde faradayik olmayan akimin bu kadar minimize
edilebilmesinin yonteme kattig1 en 6nemli iistiinliiklerden birisi nanomolar ve mikro
molar seviyedeki birgok analitin analizine olanak saglamasidir. Ayrica bu yontem ile

iki farkl pik potansiyeline sahip tiirlerin es zamanli tayini de miimkiin olmaktadir.

1.4.3.1.3.2.2. Kare Dalga Voltametrisi (KDV)

Barker ve Jenkins 1952 yilinda kare dalga voltametrisini gelistirmiglerdir. Bu
yontem digerlerine gore oldukg¢a hizli ve duyarlidir (Barker ve Jenkins, 1952). Kare
dalga voltametrisinin sabit elektrotlarda potansiyel-zaman dalga sekli Sekil 1.12°de
goriilmektedir. Bu yontemde de DPV yonteminde oldugu gibi her bir puls
dongiisiinde iki defa akim Olgiilmektedir. DPV yonteminden ana farklari ise geri
yonde de puls uygulanmasi sonucu, akimin ileri yonde uygulanan pulsun bitisi ile
geri yonde uygulanan pulsun bitisinde Ol¢iilmesi ve net akim olarak iki akim

arasindaki farkin alinmasidir (O’Dea vd. 1981).

Bir kare dalganin tamamlanma siiresi olan periyod, t ile gosterilir (Sekil
1.12). Birbirini takip eden kare dalgalar arasindaki yiikseklik farkina basamakli adim
yiiksekligi adi1 verilir ve AEs ile gosterilir. Kare dalga genligi (Esw), herbir dalganin
alt ve Ust noktalar1 arasindaki farkin yarisina esittir. Puls genisligi (tp), ©/2’ye esittir.
Genellikle periyod yerine 1/1” a esit olan frekans (f) kullanilir. Frekansin artmasi ve
buna bagl olarak periyodun azalmasi ile kare dalga pik akimi ve hassasiyet artar.
Kare dalga voltametrisinde deneysel parametreler belirli araliklarda segcilir.
Deneylerde frekans genellikle 10 < f < 1000 Hz veya periyod 1 < 1 < 100 ms
araliginda olmalidir. Basamakli adim yiiksekligi ise aktarilan elektron sayisina (n)
bagli olarak AEs=10/n mV esitliginden bulunur. Esw ise genelde 50/n mV’dur (Bard
ve Faulkner 2001, Wang 2000).
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Sekil 1.13. Kare dalga potansiyel zaman dalga formu (Bard ve Faulkner 2001, Wang 2000).

KDV'yi DPV'den ayiran en onemli iki 6zellik KDV'de yontemin tarama
hizinim (v =AEf) ve akimin daha yiiksek olmasidir. Bu yontemin hizli olmasi, rutin
analizlerde zaman tasarrufu saglarken, cevabin yliksek olmasi da duyarlilig
artirmaktadir. Boylece c¢ok diisiik miktarlardaki tiirlerin analizine olanak
saglamaktadir. AE degeri 0'a yaklastiginda, tarama hiz1 géz ardi edilir ve yOntem de

elde edilen veriler DPV yontemindeki verilere ¢ok yaklasir.

Kare dalga voltametrisinde yapilan 6l¢timler olduk¢a hizli elde edilir ve bu
yontemin kesinligini artirmak amaciyla da tekrarlanan 6l¢iimler alinir ve bunlarin
ortalamasi kullanilabilir. Bu metotta tayin stmr1107 ile 10® M arasinda olup hizl ve

duyarl analizler yapmak miimkiindiir.
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1.4.3.1.3.3. Siyirma Teknikleri

Voltametrik  ¢alismalarda  kullanilan siyrma  teknikleri  hassasiyeti
(duyarliligl) artirmak igin gelistirilmiglerdir. Bu teknikler ile sinyal/giiriiltii orani

artirtlir. Bu da beraberinde duyarliligi artirmaktadir.

Bu teknigin temelinde, analit uygun bir potansiyel altinda genellikle
karistirilan ¢ozeltide, elektrot ylizeyinde biriktirilir. Bu islemden sonra ise ¢aligilacak
potansiyel araligina gore tarama yapilir ve akim potansiyel egrileri elde edilir.
Siyirma teknigi; biriktirme, durulma ve siyirma asamalarindan olusmaktadir.
Biriktirme asamasinda analitin sadece ufak bir kesri elektrot yiizeyinde birikir.

Bundan dolay1 analiz sonuglari,

e Elektrot potansiyelinin kontrol edilmesine,
e Biriktirme siiresine,

e Karistirma hizina baglhdir.

Styirma teknikleri arasinda en ¢ok kullanilan diferansiyel puls anodik styirma
voltametrisidir. Bu yontem ile elde edilen sonuclarda pikler daha keskin bulunmustur
ve es zamanl tayinlerde de bu yontem tercih edilmistir. Biriktirme basamagi ve ve
styirma asamasinda ¢alisilacak potansiyel araligi siyirma tekniginin g¢esidini
belirlemektedir. Anodik bolgede tarama yapiliyorsa, anodik siyirma voltametrisi
(ASV), katodik bolgede yapiliyorsa da katodik siyirma voltametrisi (KSV) adini alir.
Biriktirme basamaginda elektron aktarimi gerceklesmiyorsa yonteme adsorptif
styirma voltametri (AdSV) denir. Siyirma islemi anodik bolgede yapilirsa yonteme
adsorptif styirma voltametri (AAdSV) denir. Katodik yonde yapilirsa yontem katodik
adsorptif styirma voltametri (KAdSV) adini alir. Bundan dolayi, adsorptif styirma
teknigi icin, analitin biriktirilmesi i¢in secilen potansiyelin indirgenme veya
yiikseltgenme potansiyelinden daha kiiclik bir potansiyelde biriktirme yapilmalidir
(Bond, A.M. 1980, Zoski vd. 2007, Barek vd. 2008, Scholz vd. 2010).
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Styirma  voltametrisinde uygulanacak teknige karar verildikten sonra,
biriktirme potansiyeli ve siiresi optimize edilir. Biriktirme potansiyeli
optimizasyonunda birka¢ potansiyel denenerek, cevabin maksimum oldugu
potansiyele karar verilir. Biriktirme siiresi optimize edilirken, optimize edilmis
potansiyel degeri sabit tutularak biriktirme stireleri degistirilir. Burada analitin
derisimi olduk¢a Onemlidir. Biriktirme siiresi optimizasyonunda elektrot yiizeyinin
analite ne zaman doyacagi belirlenir. Bu yilizden gelistirmeyi diisiindiigiimiiz
yontemin uygulama alanlar1 ve bu alanlarda ¢alismalarin yapilacagi 6rneklerde analit

derisimleri dikkate alinarak biriktirme siiresi optimize edilmelidir.

1.4.3.1.4. Voltametri Yonteminde Kullanilan Calisma Elektrotlar:

Voltametrik ¢alismalarda, calisma elektrodu olduk¢a Onemlidir. Calisma

elektrodu secerken dikkat edilmesi gereken 6zellikler baslica sunlardir;

o Tekraredilebilir ve yiiksek sinyal/giirtiltii orani,

e Genis ¢aligma potansiyel aralig1 (potansiyel penceresi),
o Elektriksel iletkenlik,

o Tekraredilebilir yiizey,

e Mekanik 6zellik,

e Maliyetinin diisiik olmasi ve kolay bulunabilmesi,

e Toksik ozellik.

Voltametrik metotlar ile kullanilan c¢alisma elektrotlari asagida sematize

edilmistir (Sekil 1.13). Tez kapsaminda ise kat1 elektrotlar kullanilmistir.
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Sekil 1.14. Voltametrik yontemlerde kullanilan ¢alisma elektrotlar1 (Tural ve ark., 2003,

syf:131)

1.4.3.1.4.1. Kat1 Elektrotlar

Kat1 elektrotlar; metal (platin, altin gibi) elektrotlar, karbon bazli elektrotlar
veya modifiye elektrotlardir (Tural ve ark., 2003, syf:131).
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1.4.3.1.4.1.1. Metal Elektrotlar

Glmis, altin, platin, bakir, bizmut, palladyum, rutenyum ve rodyum gibi
metaller de elektrot ¢esidi olarak kullanilmaktadir. Bunlarin tercih edilme sebebi ise
hem diisiik zemin akimi hem de yiiksek iletkenlige sahip olmalaridir. Ayni zamanda
genis potansiyel aralifi (Giimis elektrotlar hari¢) ve gesitli ylizeye sahip olmalari
nedeniyle tercih edilmektedirler. Bu elektrotlarin hem kimyasal hem de
elektrokimyasal modifiye edilmesi ve temizliklerinin kolay olmasi da Onemli
avantajlar1 arasindadir (Solomen, 1987; Wang, 2006; Kissinger ve Heineman, 1996;
Smyth ve Vos, 1992; Adams, 1969; Trasatti, 1980).

1.4.3.1.4.1.2. Karbon Elektrotlar

Karbon elektrotlar, genis bir katodik-anodik potansiyel araligina, diisiik
zemin akimi ve zengin yiizey yapisina ve diisiik elektriksel dirence sahiptirler (Tural
ve ark., 2003, syf: 131; Tural ve ark., 2003, syf: 132). Metal elektrotlara gore
maliyetleri daha diisiik ve uygulama alanlar1 daha genistir. Ancak elektron aktarimi
metal elektrotlardan daha disiiktir (Wang, 2006; Kissinger ve Heineman, 1996;
Smyth ve Vos, 1992; Brett ve Brett, 1993; Adams, 1969; Koryta ve ark., 1993;
Meyyapan, 2005; Bagotsky, 2006).

Camsi1 Karbon Elektrot

Camsi1 karbon (Sekil 1.14) 1962 yilinda Yamada ve Sato tarafindan
kesfedilmistir. Fenol formaldehit re¢inesinde inert bir gaz varliginda isitilarak elde
edilmistir. Diger karbon ¢esitlerine gore daha farkli fiziksel Gzellikler tasir. Yani
yiizeylerinde bulunan gbzenekler daha kiiciiktlir bu nedenle daha ¢ok tercih edilirler.
Camsi karbon, 1800°C’de bazi polimerlerin 1s1l bozundurulmasi ile sert bir yapida

elde edilir. Yapisal o6zelliginden dolayr elektrokimyasal c¢alismalarda Ol¢iim

34



oncesinde yiizeyi parlatilir (Tural ve ark., 2003, syf: 131). Yapimlar ve ylizey
temizligi kolaydir. Calisma Oncesi camsi karbon elektrodun aktivasyonunu saglamak
ve tekrar edilebilir sonuglar elde edebilmek i¢in ¢esitli 6n islemler uygulanir. Bunlar
standart iglemler olmayip c¢alisilacak maddenin yapisina ve c¢ozelti ortamina bagl
olarak degismektedir (Shearer ve ark., 1972; Tjaden ve ark., 1976; Ozkan ve ark.,
1998; Senturk ve ark., 1998; Yilmaz ve ark., 1998). Bu islemler;

e parlatma (Rusling, 1984; Thornton ve ark., 1985; Hu ve ark., 1985),

e kimyasal ve elektrokimyasal islemler (Taylor ve Humpffa, 1973;
Wang ve Hutchins, 1985),

e radyofrekans (Evans ve Kuwana, 1977),

e disiik basing altinda sicaklik uygulamasi (Stutts ve ark., 1983;
Wightman ve ark., 1984)

e vakum-sicaklik uygulamasi (Fagan ve ark., 1985),

e lazer 1511 ile uyarilma (Hershenhart ve ark., 1984)

e ve elektrot yiizeylerinin metal oksit filmler ile kaplanmasi (Cox ve
ark., 1988) olarak siniflandirilabilir.

Sekil 1.15. Camsi karbon elektrot.

Bor ile Katkilanmis Elmas Elektrot

Elmas bor ile katkilandirilarak iletkenlik kazandirilir. Bor ile katkilanmis

elmas elektrot (BDD) (Sekil 1.15), grafit veya camsi karbon gibi geleneksel karbon
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elektrotlarindan daha {istiin dzelliklere sahip bir elektrottur. Ozellikle genis ¢alisma
potansiyeline sahip olmasi en 6nemli ozelligidir. 2V’ a kadar g¢alisma imkani
vermektedir. Diigiik kapasitans, kararlilik ve bozulmaya karsi direngli olmasi da

uistlinliikleri arasindadir (Ozkan, 2012, syf:73).

Sekil 1.16. Bor ile katkilanmig elmas elektrot.

Metal elektrotlar ile kiyaslandiginda 6zellikle platinden 2V kadar daha fazla
calisma potansiyeline sahiptir. BDD elektrodunun genel uygulama alanlar1 arasinda
elektroanaliz, agir metal analizi ve geri kazanimi ve organik kirliliklerin aritimi yer

almaktadir.

Pirolitik Grafit Elektrot ve Grafit Elektrot

Pirolitik grafit elektrot (Sekil 1.16), karbonun yine farkli sekillerinden biridir.
Bu elektrotlar camsi karbon eldesinde oldugu gibi cok yiiksek sicakliklarda
hidrokarbon igeren maddelerin 1s1l bozundurulmalri ile elde edilirler. Grafit elektrot

camst karbon, elmas veya bir karbon pasta elektrot kadar sik kullanilmamaktadir

(Ozkan, 2012, syf:57).
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— Pirolitik grafit

Sekil 1.17. Pirolitik grafit elektrot.

Karbon pasta elektrot

Karbon pasta elektrot, grafit ve parafin belirli oranlarda karistririlip elektrot
govdesine yerlestirilerek hazirlanir (Sekil 1.17). Elektriksel baglanti elektrot
govdesinde bulunan bakir tel ile yapilir. Bu elektrotlarin diisiik zemin akimina sahip
olmalar1, diger karbon elektrotlar gibi genis potansiyel araliinda calismaya izin

vermeleri ve kolay bir sekilde hazirlanabilmeleri tstiinliikleri arasindadir (Ozkan,

2012, syf:65).
Karbon pasta

Spatiil
Karbon pasta elektrot

Sekil 1.18. Karbon pasta elektrot.
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Pasta yapiminda kullanilan  grafitin = kiil igerigi elektrokimyasal
uygulanabilirligini sinirlamaktadir. Bundan dolay1 grafitin sentezlenmesi yerine
yapay formunun alinmasi tercih edilir. Grafitin gézenekli ve yumusak yapiya sahip

olmas1 adsorpsiyon kapasitesinin artmasina neden olmaktadir (Ozkan, 2012, syf:65).

Perde baskih elektrot

Kullanimi1 en kolay karbon bazli elektrotlardan biridir. Elektrokimyada kolay,
ucuz, uzun siire kullanilabilen ve giivenilir sensor gelistirilmesi 6nem arz etmektedir

(Sljukic ve ark., 2006).

Kargit \

elektrot N\
Calisma \

elektrodu

K.E. -
baglantisi _~

Referans
elektrot

”

\

Sekil 1.19. Perde baskili elektrot (https://www.emaze.com/@ AFRILFQC/KOL%C4%
BON% 27%C4%B0ON%C3%96NEM%C4%B0-VE)

CE.
baglantisi

R.E.
baglantis

Sekil 1.18” den de goriildiigii tizere perde baski teknigi kullanilarak seramik
veya PVC iizerine bir film elektrot tutturulur. Bu film {izerinde karsit, ¢calisma ve
referans elektrotlar bulunur. Yaklasik 50 uL ¢ozelti hacmi yeterli olmaktadir. Perde
baskili elektrotlarin temizlik problemi olmamaktadir. Bu da bu elektrotlarin
biyosensor c¢alismalarinda rahatlikla kullanilabilmesine neden olmaktadir.

gostermektedir.
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1.4.3.1.4.1.3. Modifiye Elektrotlar

Elektrokimyasal ¢alismalarda kullanilan elektrotlar ile calisma potansiyellerine
ya da duyarliliklarina bagli olarak problemler yasanabilmektedir. Modifiye
elektrolarin ¢ikis nedenleri arasinda en biiyiik yeri bu neden tutmaktadir. Kullanilan
elektrotlarin kimyasal ya da elektrokimyasal ozellikleri degistirilerek veya elektrot
ylizeyine film, polimer, nanotiip, nanopartikiil gibi malzemeler baglanarak veya
biriktirilerek calisma potansiyelleri ve duyarliliklart artirilmaktadir. Asagidaki Sekil
1.19’ da gorildiigii lizere camst karbon ylizeyinde grafen ve polimer olusturularak
irik asitin tayini daha duyarli bir sekilde yapilabilmistir. Bu elektrotlarin
gelistirilmesinde elektrot yiizeyinde biriktirme saglayan maddeler kullanilabilir veya
nanopartikiil, polimer gibi malzemelerle de elektron aktarma niteligi degistirilebilir
(Tural ve ark., 2003, syf: 131). Elektrot yiizeyinin modifikasyonu tamamlandiktan
sonra genelde elektrodun aktivasyonunu saglamak amaciyla elektrot saf suda yikanir
bdylece baglanmamis gruplar ylizeyden ayrilir. Sonrasinda destek ¢ozelti ortaminda
genelde dontisimlii voltametri teknigi ile ¢oklu dongii alimir ve bu islem

tamamlanmis olur (Ozkan, 2012, syf:75).

( ? .. Polimer-antibadi
‘( membran

Elektrot
Sekil 1.20. Modifiye elektrot (http://www.putechcomposites.com/Haber Biyosensorlerin -
Hazirlanmasinda-Poliuretan-Membranlar.html)

1.4.3.1.5. Voltametride Kullanilan Referans Elektrotlar:

Elektrokimyasal caligmalarda Ozellikle voltametrik yontemlerde referans

elektrot olarak ikinci siniftan metal-metal iyonu elektrotlar1 kullanilmaktadir.
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Referans elektrotlar1 kiiciik akim siddetlerinde polarlanmazlar. Akim siddetleri
arttiginda ideal durumlarindan sapma gosterirler. Calismalarda en ¢ok kullanilan
referans elektrotlar doygun kalomel elektrot ve Ag/AgCI elektrodudur (Sekil 1.20)
(Ozkan, 2012, syf: 33). Bu clektrotlardan anodik akim gectiginde metaller
yiikseltgenir ve ortamdaki asir1 kloriir iyonlariyla ¢okerler ve elektrot yiizeyindeki
derisimleri aynmi kalarak potansiyelleri akima bagli kalmaz. Katodik bir akim
gectiginde ise, metal iyonlart indirgenir ve elektrot ylizeyinde olusan kloriirlii
cokelekler ayrisarak tekrar metal iyonlart olusur ve potansiyel yine akimdan
etkilenmeyerek degismez. Calismada sulu ortam yerine asetonitril kullanilacaksa

genelde Ag/Ag* (Ag/AgNO:s) elektrodu kullanilir.

~ N

Sekil 1.21. Referans elektrot 6rnekleri

1.4.3.1.6. Voltametride Kullanilan Yardimc: (Karsit) Elektrot

Elektrokimyasal caligmalarda iki elektrotlu  sistem kullanildiginda,
polarlanmayan ¢alisma elektrodu iizerinden akim gectiginde polarize olur. Sistemde
cozelti direnci yliksek ise bu direnci yenmek i¢in gerekli olan potansiyel (IR) 6nemli
olabilir. Bu sebeplerden dolay1 ¢alisma elektrodunun polarizasyon potansiyelinde
okuma hatal1 olabilir ve analit pikleri kaybolabilir. Bu durumda ii¢ elektrotlu sistem
onerilir yani ortama yardimci elektrot eklenir. Boyle oldugunda ise, g¢alisma
elektrodu ve yardimci elektrot iizerinden akim gegirilir. Calisma elektrodunun
potansiyeli referans elektroduna karsi sifir akim ile elde edilir. Akim yardimci

elektrot iizerinden gectiginden dolayr soy metal olmalar1 gerekmektedir. Platin,
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grafit, tungsten yardimci elektrot olarak kulanilmaktadir (Sekil 1.21) (Ozkan, 2012,
syf: 35). Burada dikkat edilmesi gereken nokta ise, yardimci elektrotlarin yiizey

alanlariin ¢aligsma elektrodununkinden 50 kat kadar fazla olmalidir.

Sekil 1.22. Karsit elektrot

1.4.3.2. Elektrokimyasal impedans Yéntemi

Bir devredeki toplam dirence impedans denir. Impedans spektroskopisi
elektrokimyasal sistemleri arastirmak icin etkili bir tekniktir. Elektrokimyasal
impedans spektroskopisi elektrokimyasal tekniklerden farkli olarak, hem hacim
aragtirmalarinda hem de dakikalardan mikrosaniyelere uzanan zaman sabitleriyle
baglantili ara yiizey islemlerinde kullamlabilmektedir. Impedans temelde yiiksek
frekanslar uygulandiginda kapasitans ve indiiktif degisikliklerden etkilenen direncin

Olclimiine dayanmaktadir (Bard ve Faulkner, 2001).

Elektriksel direng, bir devre elemaninin elektriksel akima kars1 gosterdigi
direnctir. Impedans ile diren¢ arasindaki benzerlik; impedans da diren¢ gibi
elektriksel akima karst bir devrenin direng gostermesi ile Olgiilen bir degerdir.
Direncten farki ise; 1ideal direncin sahip oldugu basit ozellikler ile
simirlandirilamamasidir.  Esdeger devre elemanina bagli olarak {gli  elektrot
sisteminde, en az ii¢ tane degere ihtiya¢ vardir. Bunlar; referans elektrot ile ¢alisma

elektrodu arasinda kalan elektrolit ¢6zeltinin direnci (Rs), ¢ift tabaka kapasitansi Ca,
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faradaik impedans olarak adlandirilan yiik transfer impedans: (Zf) olarak

siralanabilir.

Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi tekniginde metal yiizeyine
uygulanan alternatif akim frekansina bagli olarak iki farkli direng degeri elde edilir.

Bunlardan biri reel direng (Z”), digeri sanal direnctir (Z”) (Esitlik 1).

oC,R?
ZH - _ dl’ *p (1)

Z'=R +—F——
1+ (oCyR,) 1+\eCy R,

Bu direnglerin birbirlerine gore degisimini gosteren Nyquist egrilerinden
istenilen polarizasyon direnci degerleri belirlenmeye calisilir (Sekil 1.22). Bunun
icin, metal/cozelti ara yiizeyinde kuramsal olarak beklenen olasi direng¢ ve kapasitif
elemanlara gore uygun bir esdeger devre olusturup, uyarlama (fitting) programlar ile

tiim elemanlar i¢in degerler tahmin edilerek yiizeydeki gelisim izlenebilir.

Elektrokimyasal sistemlerde metal/¢cozelti ara ylizeyinde yiik birikimi ile
birlikte akim gegisi de gerceklesir. Bu nedenle esdeger devrelerde kapasitor yerine
gececek ama kosullara gore direng etkisi de gosterebilecek bir kavram olarak yiizeyin
faz sabiti (constant phase element, Qq) tanimlanmistir. Bu yeni kavramin kapasite ile

diren¢ arasindaki olas1 degerleri 2 esitligi ile tantmlanmastir.

_ (i)™
Q=" (@)

Burada n, -1< n <1 araligindadir ve alacagi degerlere gore faz sabitinin
anlam1 degismektedir. n = -1, indiiktif etki, n = 0 direng etkisi, n = 2 Warburg ve n

= 1 ise ideal kapasitor etkisi hakim olmaktadir.
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EIS’ nin en basit devresi Randles devresidir. Cozelti direnci, bir ¢ift tabaka

kapasitorii ve bir yiik transfer veya polarizasyon kapasitoriine (Rp ya da Rct) sahiptir.

Asagidaki sekilde a ile gosterilen basit bir Randles devresidir. Z”, o agisal

frekansindaki (o = 2nf) sanal direng olup, bu sanal direncin olustugu kapasitoriin

kapasitesi C dir.

g.&,.A

o

C:

d
C= i
wl"

Baz1 6rnek Nyquist diyagramlari ve olasi esdeger devreler:
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Sekil 1.23. Nyquist diyagramlari ve olasi esdeger devreler

3)

(4)
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log (Z/ohm)

Sekil 1.23’de Reel direng-frekans ve faz agisi-frekans degisimlerini gdsteren

Bode cizimlerini de gormekteyiz:
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Sekil 1.24. Bode ve faz agisi-frekans diyagramlari.

Elektrokimyasal impedans yonteminin kullanim alanlar1 asagida siralanmistir;

* Korozyon ¢aligmalari,

* Metal kaplama caligmalari,

* Yar iletken elektrotlarin 6zelliklerinin incelenmesi,
* Bataryalarda,

* Biyolojik sistemler,

* Biyosensor,

« {letken polimer &zelliklerinin incelenmesi,

« Ince organik film dzelliklerinin tespiti,

* Yar iletken polimerlerin 6zelliklerinin incelenmesi.

1.5. Nanosensor

Nanopartikiil, boyutu dispers edilmesiyle degisen ve 10-100 nm boyutunda
olan, dogal ya da sentetik yapidaki, sekilsiz veya yari1 kristal yapilardir. Yari iletken
malzemelerden yapilan nanopartikiiller ‘quantum dot’ olarak adlandirilir ve boyutlar:
10 nm civarindadir (Fahlman, 2007). Nanopartikiiller biyomedikal, optik ve

elektronik alandaki genis uygulama alan: nedeniyle ve yigin malzemeler ile atomik
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ya da molekiiler yapilar arasinda bir koprii olduklarindan dolay:r ¢ok biiyiik ilgi
uyandirmaktadir. Nanopartikiiller hacime gore ¢ok yiiksek bir yiizey alanina sahiptir.
Bu diflizyon icin olduk¢a Onemli bir 6zelliktir. Yiizey alani /hacim oraninin fazla
olmasi nanopartikiillerin erime sicakhigini diistirmektedir (Buffat ve ark., 1976).
Boylesine kiiciik yapilar (yi§in malzemeler ile kiyaslandiginda Bohr yarigapindan
daha kiiciik veya yakin) kuvantum kapama etkisi nedeniyle yigin katilardan farkl
davranis gosterirler (Alivisatos, 1996; Murphy ve Coffer, 2002). Kuvantum nokta
nanopartikiiller yliksek emisyon kuvantum verimleri, boyutlar1 ile ayarlanabilir
emisyon profilleri ve dar spektral bantlar1 ile 6nemli opticlektronik o6zelliklere
sahiptirler (Murphy ve Coffer, 2002; Weller, 1993). Bu 6zellikleri nedeniyle bilim ve

teknolojide yeni uygulamalara yon vermektedirler.

1.5.1. Nanopartikiillerin Ozellikleri

Kararhlik: Nanopartikiiller ¢ok kararli malzemelerdir. Inert yapiya
sahiptirler ve fotokimyasal etkilere kars1 dayaniklidirlar. Kolloidal yapida olanlar
daha dayaniklidirlar. Cevresel sartlara kars1 kararliliklar1 ligandlar ile olusturduklari

yapilarla saglanabilir.

Emisyon spektrumu: Emisyon dalga boylari partikiil boyutlarina baglidir.

Uyarilma spektrumu: Nanopartikiiller emisyon piklerinden daha diisiik
dalga boylarinda uyarilma ozelliklerine sahip olduklarindan uyarilma spektrumlari
cok genistir. Cok parlak floresans yayabilirler. Uyarilma ve emisyon dalga boylar
arasindaki fark yliksek oldugundan 1sinlar ayirt edilir ve sagilmadan dolay: giirtiltii

azalir.

Floresans omrii: Nanopartikiiller, organik boyalar (1-5 ns) ve hiicresel oto

floresanslara (2-3 ns) gore uzun floresans dmriine sahiptirler (10 ns).

45



Yiizey kimyasi: yiizey kimyasi ¢alismalar1 oldukca genistir ¢linkli farkl
kaplama malzemeleri ile birlikte kullanilabilirler. Bazi biyolojik molekiillere
baglanabilirler (Knight ve ark., 2004). Yar iletken kuvantum nokta nanopartikiiller
degerlik ve iletken elektron bandlart arasindaki band araligina bagli olarak
karakterize edilebilir. Materyalin tiirline ve biiyiikliigiine bagh olarak kuvantum
nokta nonopartikiiller gonderilen 15131 farkl dalga boylarinda yayarlar. Ornegin 4-5
nm biyiikliigiindeki CdSe UV isiginda tutuldugunda yiiksek floresans ozellik
gosterir (José ve ark., 2006).

1.5.1.1. Karbon Nanotiipler

Karbon nanotiipler (KNT) 1991 yilinda Sumia lijima tarafindan kesfedilen
uzun, ince karbon silindirlerdir. Karbon nanotiipler boyut, sekil ve olaganiistii
fiziksel ozelliklerinden dolay1 essiz makromolekiillerdir. Nanometre tanimsal olarak
milimetrenin milyonda birine esit uzunluktur. Daha somut bir ifadeyle sa¢ telimizin
kalimliginin on binde birine esittir. (http://www.resimoloji.com/2010/08/karbon-

nanotupleri-carbon-nanotubes/)

Nanotiipler ¢esitlerine bagli olarak degisen, oldukca genis aralikta elektronik,
termal ve yapisal Ozelliklere sahiptirler. Tek bir grafen seridinin silindirik hale

getirilmesiyle tek duvarli karbon nanotiip (TDKNT) olusur (Sekil 1.24).

Grafen tabaka Tek duvarh karbon nanotiip

Sekil 1.25. Tek duvarh karbon nanotiip olugumu.
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Bunlarin pek c¢ogunun i¢ ice gecmis sekline ¢ok duvarli karbon nanotiip
(CDKNT) denir ve bir agacin govdesindeki yas halkalar1 gibi gériinmektedir (Sekil
1.25) (Erdem ve ark., 2008).

Sekil 1.26. Cok duvarli karbon nanotiip

Nanotiiplerin uzunlugu birka¢ yiliz nanometreden birka¢ mikrometreye kadar
ve ¢aplart TDKNT igin 0.2-2 nm arasinda, CDKNT i¢in 2-100 nm arasinda olabilir.
Nanotiipler biiyilik yiizey alanlar1 ve iyi mekanik, elektriksel, kimyasal ve iletkenlik
ozellikleri ile tanimlanirlar. Bilinen materyallere gore daha genis esneklik katsayisina
ve elmastan daha iyi termal iletkenlige sahiptir, ¢elikten daha dayanmiklidir. Karbon
nanotiipler metalik ve yari-iletken elektron aktarim 6zellikleri sergileyebilir, elektrigi
bakirdan daha 1yi iletirler. Bosluklu yapilari sayesinde misafir molekiilleri

depolayabilirler. Kimyasal olarak inerttirler ve grafen levhalardan daha reaktiftirler.

1.5.1.1.1. Karbon Naneotiiplerin Kullanim Alanlar

Depolamada: Lityum atomlarinin karbon nanotiiplerde depolanabilmesinin
kesfedilmesinden sonra, karbon nanotiiplerin pil yapiminda kullanilmasi
diistinilmistiir. Pillerin karbon anotlara karbon nanotiip eklenmesinden sonra yiik
depolama kapasitesinde artis gozlenmistir. Bundan dolay1 lityum pillerinin yerini
alabilirler. Hidrojen depolamada da kullanilmaktadirlar. Zayif Van der waals

etkilesmesi ile depolama olur ve depolanan hidrojen geri alinip tekrar yiiklenebilir.
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Kovalent baglar ile olusmus hidrojenin geri alinabilmesi igin yiiksek sicakliklar
gerekmektedir (Atkinson ve ark., 2001). Yapilan teorik ¢alismalara gore karbon bazli
malzemelerden fullerenin hidrojen depolamada kullanilabilecegi One siiriilmiistiir
(Erkog¢ ve Tiirker, 2003). Karbon nanotiiplerle de hidrojen depolamanin miimkiin
oldugu ispatlanmistir (Meregalli ve Parrinello, 2001). Yapilan ¢alismalarda
kullanilan karbon nanotiiplerin hidrojen depolama kapasiteleri; nanotiiplerin cinsine,
kapali-acik olmasina, tiip caplarina, uzunluklarina bagli olarak degismektedir
(Darkrim ve ark., 2002; Chen ve ark., 1999; Yang, 2000). Tek duvarli karbon
nanotiiplerde hidrojen depolamanin agirlikca %1 oldugu bulunmustur (Atkinson ve
ark., 2001). Bor nitriir kullanilarak da hidrojen depolanabilmistir (Oku ve Kuno,
2003)

Cevre Temizlemesinde: Nano malzemeler yiizey alanlarinin fazla olmasi,
saglam olmas1 gibi Ozelliklerinden dolayr cevre temizleme filtrelerinde tercih

edilmiglerdir.

Sensorlerde: Karbon nanotiipler ¢evredeki degisime ¢ok kuvvetli bir
elektronik tepki verdigi igin, bir¢ok sirket nanotiiplerden sensor {iretmeye
caligmaktadir. Karbon nanotiipler bazi gazlarla temasa gectiklerinde iletkenlikleri
degismektedir. Eger nanotiip belli bir antijenle birlesecek yapida yapilirsa, mekanik
rezonansindaki degisime gore nanotiiplin bu antijeni tutup tutmadigi anlasilabilir.
Karbon nanotiipten yapilmis ve CO gazina ¢ok hassas bir sensor ile soba
zehirlenmeleri azaltilabilir ya da fabrikalardaki tehlikeli maddelerinin sizintilar

aninda tespit edilebilir.

Yap1 malzemesi olarak: Karbon nanotiipler kullanilarak daha yiiksek
¢oziiniirliikte goriintiiler elde edilmektedir. Malzeme yapiminda karsilagilan zorluklar

ise sOyle siralanabilir:

1-Nanotiiplerin yiizeyine atom baglanamadig i¢in kompozit malzeme yapimi zordur.

2-Nanotiipler ¢ok giizel bir bicimde dizilememektedir.
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3-Nanotiipler giinlimiizde ¢ok pahalidir.

Nanotiiplerin kullanildig1 diger alanlar: tekstil, askeriye, kopriilerin celik
halatlar1 (bir parmak kalinligindaki karbon nanotiipiin, simdiki kalin ¢elik halatlarin

yerini alacagi diisiiniilmektedir), spor malzemeleri (tenis raketi)

Elektronikte: Bilim adamlar1 karbon nanotiipten islemci yapmak igin
ugragsmaktadirlar. Transistor, ekran, siliperiletkenler, miknatis da uygulamalarin

icindedir.

Tipta: Dis ylizeyinin fonksiyonlastirilmasi sonucu, nanotiiplerin tibbi
uygulamalarda kullanilmasi diisiiniilmektedir. Nanotiiplerle ila¢ tasimasi yapilmak
istenmektedir. En biyiik sorun ise nanotiiplerin insan sagligi ig¢in uygun olup

olmadiginin bilinmemesidir (Sekil 1.26).

Sekil 1.27. Karbon nanotip uygulamalarina o6rnekler (https://www.slideshare.net/
mehmetkemalyozgat/nanotp)

Uzayda: Bilim adamlar1 uzay ¢alismalarinin maliyetlerini diistirmek
istemektedirler. Roket yakitinin ylizde 90" ilk birkag yiiz kilometrede harcamaktadir.

Bu yakit problemine ¢oziim olarak ise uzay asansorii yapilmasi diisiiniilmektedir.
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Nanotiipler uzaydan sarkitilip diinyanin dénmesine kars1 direnebilen bir malzeme
oldugu icin nanotiipten yapilan bir asansorle uzaya ¢ikilabilecegi diisiiniilmektedir.

(http://www.nanoturkiye.net/)

Nanotiiplerin gelecekte diisiiniilen kullanim alanlari

*Mikro-elektronik / yari iletken «iletken kompozitler
*Kontrollii ilag iletimi *Yapay adaleler
*Siiperkapasitorler *Piller

*Alan etkili tranzistorler *Tekli elektron tranzistorleri
*Nano lithografi *Nano elektronik

*Doplama *Nano teraziler ve denge
*Nano cimbizlar *Data saklama

*Magnetik nanotiipler *Nano disliler

*Nanotiip hareketlendiriciler *Molekiiler kuvantum telleri
*Hidrojen depolama *Soy radyoaktif gaz depolama
+Giines enerjisi depolama *Atik geri doniisiim
*Elektromagnetik kalkan *Diyaliz filtreleri

*Termal koruma *Nanotiip takviyeli kompozitler
*Polimerler igin takviye elemani *Havacilik

*Carpma korumali malzemeler « Siirtiinmesiz tekerlekler

*Savas malzeme ve cihazlari i¢in takviye elemani

*Alan yayici diiz kare monitdrler

1.5.1.2. Grafen

Grafen tek atom kalinliginda yalnizca karbon-karbon baglarindan olusan, bal
petegi yapisinda sikica paketlenmis diizlemsel bir yapidir (Sekil 1.27). Diinyada
bilinen en saglam malzemedir. Grafen adi grafitten gelmektedir. Grafit cok katmanli

grafen yapisidir. Grafen karbon nantiipler, grafitin ve fullerenin temel yap1 tasim
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olusturmaktadir. Grafen ayn1 zamanda sonsuz biiyiikliikteki bir aromatik organik

kimyasal olarak ta diisiiniilebilir.

~
b__b__b__b_P__H

e e e W W

Sekil 1.28. Grafen yapisi (https://en.wikipedia.org/wiki/Graphene)

1.5.1.2.1. Grafenin Kullanim Alanlar1

Kumaslar ve piller: Grafen oksit malzemesinin ¢ok giiclii, esnek ve sert yapiya
sahip olmas1 nedeniyle kumaslarda kullanilmistir. Pillerde sarj depolanmasinda da

kullanilmiglardir.

Hesaplama: Transistér yapiminda grafen kullanildiginda silikon transistorlere gére

daha fazla verim alindig1 gortilmustiir.

Cihazlar: Televizyon ve bilgisayarlar elektriksel algilama  yOntemini
kullanmaktadirlar. Elektrigi ileten ITO (Indium-tin—kalay-oksit ) gibi seffaf bir

maddeyle kaplanirlar. Grafenin zamanla ITO nun yerini almasi beklenmektedir.

Diger uygulama alanlari olarak da sunlar siralanabilir; Grafen fotodedektorler, grafen

mikrogipler, grafen giines hiicreleri, grafen transistorler, grafen oledler (organik 1s1k
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yayan diotlar), grafen yariiletken diyotlar (led: light-emitting diode), grafen

ultrakapasitorler, grafen antibakteriyeller, grafen biyoaygitlar.

1.5.1.3. Polimerler

Tekrarlanan birimlerden (monomerlerden) olusan biiyikk molekiillerin
biraraya gelmesiyle polimerik maddeler olusur. Monomerlerden polimerik
maddelerin elde edilmesini saglayan reaksiyonlara da polimerlesme reaksiyonlari
denir. Gegen yiizyilin basindan beri hayatimiza girmeye baslayan yapay polimerler,
cesitli amaglar icin yaygin bi¢imde kullanilmaktadir. “Polimerler yalitkan
malzemelerdir” fikri 70’11 yillarda son bulmaya basladi; zira daha once sentezlenmis
olan fakat iletkenlik 6zelliklerinden bahsedilmeyen bazi polimerlerin, sartlara bagl
olarak, elektrik akimin iletebildigi gézlenmistir (Murray, 1984). Sonrasinda, iletken
polimerlere artan ilgiyle beraber, hakkinda yapilan ¢aligma sayisi artmis, saglanan
gelisme neticesinde “organik metaller” adi altinda calisma sahasi dogmustur.
Analitik kimyacilar tarafindan, polimerlerin daha ¢ok iletkenlik ozellikleri dikkat
cekilmistir. Ancak iletken polimerlerden Once modifiye elektrotlar {izerinde

caligmalar baglamistir.

/]
/] 0 _— cOzeltiye
- D P arin —=»
s
2 (7
o SN~ R iren difiizyonla
,//, gl elektroda
4

Sekil 1.29. Polimer filmiyle modifiye edilmis bir elektrottaki yiik alisverisi (Murray, 1984)

Modifiye film elektrotlarindan biri olan polimer filmi elektrotlarinin

ayirtedici 6zelligi, polimer filmlerinin elektrokimyasal reaktif merkezler igeriyor
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olmasidir. Elektrokimyasal aktif merkezler, elektrot ile substrat arasindaki elektron
transfer reaksiyonlarim yiiriittirler (Sekil 1.28). Elektrot yiizeyi belirli bir kalinliktaki
polimer filmi ile kaplanmis bu tip bir elektrot, elektrokimyasal bir sisteme sahiptir
(Sekil 1.29). Bu tiir elektrotlarda birinci sira iletken olarak genelde bir metal, ikinci
sira iletken genelde bir ¢ozelti ve bu ikisinin arasinda elektrokimyasal olarak aktif bir
polimer tabakasi bulunmaktadir. Bu polimer tabakasi genelde elektronik ve iyonik
iletkenlik Ozelliklerinin her ikisine de sahiptir. Cozeltideki tiirlere elektronlarin
transferi iki arayiliz (metal-polimer ve polimer-¢ozelti arayiizleri) dahilinde ve filmin
icinde oldugu diistiniilen bir reaksiyon vasitasi ile gergeklesir. Bu konuyla ilgili
olarak Murray ve ark., (1984) bir redoks polimer filmi elektrodunu, birden fazla tek
tabaka (mono-layer) igeren molekiiler bir kaplamaya sahip herhangi bir iletken
olarak tarif etmistir. Her bir tabakanin da elektroaktif merkez gibi davranacagini
belirtmistir. Bu agidan bakildiginda, tek bir tabaka polimerik madde ile kapli olan
elektrotlarda polimer ayr1 bir faz halinde bulunmadigindan polimer film elektrotlar:
kategorisine girmezler. Tek tabaka filmleri, kuvvetlice adsorplanmis bir molekiiliin

olusturdugu tabaka gibidir.

birinci sinif wﬁ%i ikinci sinif
letken |— iletken

Sekil 1.30. Metal-polimer ve polimer-¢ézelti ara yiizlerinin sematik gosterimi (Murray,
1984).

Polimer elektrotlarindaki polimer filmlerin kalinli§n pm hatta nm
seviyesindedir. Bu elektrotlar iki gruba ayrilirlar: Redoks Polimerleri, Iletken

Polimerler.
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1.5.1.3.1. Redoks Polimerleri

Indirgenebilir veya yiikseltgenebilir redoks merkezleri bulunan polimerlerdir.
Kismen yiikseltgenmis merkezleri bulunanlar1 yiiksek elektronik iletkenlige
sahiptirler. Redoks merkezleri polimer zincirine ya kovalent bagla ya da elektrostatik
olarak bagli olabilirler (Murray, 1984).

1.5.1.3.2. iletken Polimerler

Polikonjuge, poliaromatik ve poliheterosiklik molekiillerden olusan ve
doping edilmis hallerinde yiiksek elektriksel iletkenlige sahip olan polimerlerdir.
Yiik tagtniminin farkli olmasryla redoks polimerlerinden ayrilirlar. iletken polimerler
denince akla gelen ilk hususlardan biri kuskusuz doping olayidir. Sentezlenen
polimer, doping yardimiyla daha biiylik bir iletkenlige ulasir. Bu iletkenlik,
metallerin gosterdigi iletkenlige yakindir. Konjuge polimerlerdeki (polipirol gibi)
doping islevi, polimerin kismen yiikseltgenmesiyle (nadiren indirgenmesiyle)
meydana gelen bir yiik degisimi reaksiyonudur. Doping mekanizmasi bakimindan da

iletken polimer filmleri, redoks polimerlerine kiyasla farklilik gostermektedirler.

1.5.1.3.2.1. iletken Polimerlerde Yiik Tasmim

Iletken polimer film elektrotlarindaki yiik tasima mekanizmasini agiklamak
i¢in birbirinden farkl iki tip model gelistirilmistir. Bunlardan birinci tip yaklasimda,
polimer ziniciri lizerindeki yilikler ve c¢iftlenmemis elektronlar, biiylik oranda
monomer birimleri iizerinde delokalize halde bulundugundan delokalize band
modelinin elektronik iletkenligi saglamada asil islevci oldugunu kabul etmislerdir.
Ikinci yaklagim ise polimer zinciri {izerindeki yiiklerin lokalize halde bulundugu bir

kimyasal modeli tercih etmektedirler.
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Genelde yiik tasiyicillar: Notral noktaciklar halindeki solitonlar,
kimyacilarin radikal katyonlar diye belirttigi ayn1 zincirdeki bir notral ve bir yiikli
soliton (yani polaron) ve yiikseltgendikten sonra ¢iftlenmis iki yiiklii nokta halindeki
bir dikatyon formu (bipolaron) olmak iizere ii¢ tanedir. Polipiroldeki yiik tasinmasina
dair temel yiiklii tiirlerin bipolaron oldugu tartismasini bazi ESR sonuglari
desteklemektedir. Diger bazi sonuglar da iletkenlik ve spin (polaron) konsantrasyonu
arasinda iyi bir iliski oldugunu gostermistir ve daha yiiksek doping derecesinde
goriilen iletkenlikteki azalma bipolaron yapisiyla iligkilendirilmistir. Keza, hem
polianilin hem de polipirol i¢in alinan elektrokimyasal ESR verileri, lokalize redoks

bolge modeliyle yorumlanmistir.

Anodik  aktif ~ aromatik ~ monomerlerden  pirol ve tiyofenin
polimerlestirilmesinde, monomer katyonu radikale yiikseltgenmektedir. Meydana
gelen rezonans yapi, radikalin kararliligini artirir. Monomer radikalleri, dimeri
olusturur; olusan dimerin yiikseltgenme potansiyeli monomerinkine gore daha diisiik
oldugundan dimer biiyiir, siirekli katilmalarla pasiflesme olmadan polimerlesme
meydana gelir (Sekil 1.30). Bu polimerler elektrot iizerine birikir. Diger
polimerlesme tiirlerinden farkli olarak polimerin molekiil kiitlesi elektrot {izerinde

birikme ile belirlenmez.

i/ @\3 —e . 1/ @\ monomerin ylkseltgenmesi
b ;
la\ o [ ° _ dikal katyonu
(@ [ — 3) sl sayonun
0

[ X =\/' X radikal
\;(' + N = ciftlenmesi
_/ A
H
X X
Py — Ly v
H

X=NH, S, 0

Sekil 1.31. Pirol, tiyofen ve furan bilesiklerinin polimerlesme mekanizmalarinin baslangig
safhasi ve meydana gelen dimerlesme olay1 (Celikkan, 2007).
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Uygulanan voltajin etkisi: Belirli sartlar altinda aymi ¢6zeltiye uygulanan
elektrokimyasal —parametreler (potansiyel biyiikligi ve uygulama sekli)
degistirilerek, elektroaktif iletken polimer filmlerinin ozellikleri degistirilebilir.
Ozellikle sulu ¢ozeltilerde potansiyostatik olarak hazirlanan polipirol filmlerinin
iletkenligi, polimerlestirme esnasinda uygulanan potansiyelle degisir. Yiiksek
iletkenlige sahip filmler elde etmek igin optimum bir potansiyel uygulanmasi soz
konusudur. Polipirol filmlerin sentezinde uygulanan yiiksek bir potansiyel, filmin
asir1 yiikseltgenmesine sebep olacagindan film olustuktan sonra gergeklesecek olan
doping hadisesini olumsuz etkileyecektir (Sekil 1.31) (Arrigan ve Lowens, 1998;
Yuan ve ark., 1999; Li ve Qian, 2000).

PPy + X'y === PPy"X + ¢ ylkseltgenme

PPy + 2X 'y =—= PF’y2+[){'}2 + € asin yilkseltgenme

Sekil 1.32. Polipirol filminin yiikseltgenmesi ve sonrasinda asir1 yiikseltgenmesi.

Polimer film elektrotlarin hazirlanmast:

- Elektrot monomer ¢ozeltisine daldirilir ve yiizeye tutunan monomer foto-
yikseltgeme veya c¢apraz baglama yapan bir reaktif yardimiyla
polimerlestirilir.

- Monomer ¢ozeltisi dongiisel voltametrik teknikle elektropolimerlesme ile
elektrot ylizeyine kaplanir.

- Elektrot ylizeyine kaplanan polimer film hidrofobik kosullarda uzun siire

kararhdir.
Polimer filmler i¢inde en fazla ilgiyi, secimli fonksiyonel gruplara sahip

iletken polimerlerden politiyofen, poliprol, polianilin ve bunlarin tiirevleri

gormektedir. Polimer filmler, fotovoltaik piller, enerji doniisiimii ve depolama,
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elektrokromik sistemler, korozyon Onleme, goriintiilleme teknolojisi ve kimyasal ve

biyokimyasal sensor yapiminda genis ¢apta kullanilmaktadir.

1.6. Validasyon

Validasyon, bir metodun veya cihazin sistem  performansinin  belirlenen
kosullara uygun oldugunu gostermektir. Bunun i¢in de test veya ol¢limler alinir ki

bunlarin da yazili kayitlar ile kanitlanmasi gerekir.

Validasyon  calismalarmin  genel  isimlendirilmesinde  Uluslararasi
Standardizasyon Komitesi, ISO/IEC 17025 yontem gegerliligi (ISO/IEC 17025,
1999), Uluslararas1 Metroloji Sozliigii (VIM) yontem gecerliligi (VIM, 1993) ve lyi
Laboratuvar Uygulamalari (GLP) standart ¢alisma yontemi (SOP) (Huber, 1993)

ifadelerini kullanir.

Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi (ICH), insanlarda kullanilan ilaglarin
kayidindaki teknik ihtiyaclar1 karsilamak i¢in, analitik islemlerin gecerliligi tizerine
ortak bir dokiiman gelistirmistir (ICH, 1994; 1995; 1996). Validasyon i¢in

gelistirilen rehberler asagida verilmistir:

US EPA (1995): Amerika Cevre Koruma Biirosu tarafindan hazirlanan
konservasyon kaynaklar1 ve geri kazanim rolii i¢in bir rehberdir.

US FDA (2000): Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi’nin validasyon
icin hazirladig: rehberdir.

USP: Amerikan Farmakopesi tarafindan hazirlanan bilesik degerlendirilmesi {izerine
validasyon rehberidir.

Biyolojik sivilar: Herhangi bir rehber yoktur (Ertas ve Tezel, 2004).

Ila¢ endiistrisi: Literatiirdeki yontemleri kullanir (Gazdag ve Mihalyfi, 1991;

Gonzalo-Lumbreras ve 1zquierdo-Hornillos, 2003).
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HPLC: Green (1996), Wegscheider (1996), Renger ve ark., 1995, El-Saharty, 2003,

Huber ve George, 1993’de bu yontem i¢in validasyonu gelistirmislerdir.

Elektroanalitik yontemler i¢in validasyon asagidaki durumlarda gereklidir:

. Yeni bir elektoranalitik teknik gelistirildiginde,

. Yeni gelistirilen bu tekniklerin rutin kullanimina gecilmeden 6nce,

. Teknigin validasyonu yapildiktan sonra kullanilan sartlardan biri veya birkag1
degistirildiginde,

. Kullanilan yontem veya bu yontemin parametreleri degistirildiginde ve bu

degisiklikler elektroanalitik teknigin ilk bastaki kapsami disinda kaldiginda,
. Kullanilan teknik bagka bir laboratuvar tarafindan kullanildiginda,
. Olgiimler farkl kisiler tarafindan alindiginda (Ozkan, 2012, syf:295-296).

1.6.1. Validasyon Neden Yapilir?

Kimyasal analizlerde analiz metodunun uygulama performansi degisik
faktorlere baglhidir. Metodun performansinin belirlenen analiz ihtiyacina uygun
oldugunu belirlemek ve gostermek icin metot validasyonu yapilir. Validasyon
herhangi bir analitik islemin giivenilirligini ortaya koymak i¢in de kullanilir ve bir
laboratuvarin  analitik  verilerinin  giivenilir oldugunu anlayabilmek i¢in o

laboratuvarda kullanilan yontemlerin validasyonu sarttir (Ozkan, 2012, syf:294).

e Laboratuvar kosullari

e Cihaz

e Kullanilan kimyasal madde
e Standart

e Operatdr deneyimi

e Matriks
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Yontem gecerliligine baslamadan ©nce kullanilacak cihazin bagariminin
standartla test edilmesi ve uygunlugunun saptanmasi gerekir. ICH ve USP ye gore,
analizlere gore yontem gecerliligi i¢in tamimlanmasi1 gereken gecerlilik gostergeleri

Cizelge 1.6 (ICH, 1994; 1995;1996) ve Cizelge 1.7°de (USP, 1995) verilmistir.

Cizelge 1.6. ICH'e gore validasyon igin gerekli parametreler

Validasyon gostergeleri Teshis Saflik analizi Deneme

Miktar tayini | Sinir testleri '

Dogruluk | - + - +
Kesinlik
Tekrarlanabilirlik - + - +
Tekraryapilabilirlik - + = +
Ozgiinliik + + ¥ +
Teshis sinir1 - - + -
Tayin simir1 - . + -
Dogrusallik - - - +
Aralhik - £ Z +

Cizelge 1.7. USP'ye gore validasyon i¢in gerekli parametreler

Validasyon gostergeleri  Teshis Saflik analizi Deneme

Miktar tayini | Sinir testleri

Dogruluk + + * *
Kesinlik + + = +
Ozgiinliik + + + *
Teshis sinir1 - - + *
Tayin siniri - + - *
Dogrusallik + + = *
Arahk + + * *
Saglamhk + + + +

*Deneyin 6zelligine gore gerekebilir.

1.6.2. Validasyon Parametreleri

Metot Validasyon parametreleri metodun uygulama amacina ve kapsamina

bagli olarak belirlenmelidir.
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1.6.2.1. Ozgiinliik

Ozgiinliik bir ydntemin aranan analiti yardimc1 veya endojen maddeler gibi
ortamda bulunmasi beklenen biitiin bilesenlerin varliginda tayin edebilme yetenegi
olarak tanimlanir. Bu parametre farmasdotik aktif bilesiklerin kararliligi ve kantitatif
tayini i¢in kullanilan yontemlerin en kritik parametresidir ve genellikle ilk

validasyon parametresi olarak dikkate alinir (Ozkan, 2012, syf:301).

Ozgiinliik isleminde analit icermeyen bir numune ile belirli miktarda analit
iceren bir numunede, analitin numunede bulunan diger maddelerle etkilesip
etkilesmediginin kontrolii yapilir ve etkilesme olmadigindan emin olunmaya calisilir.
Bununla beraber bu islem ayni zamanda stres degredasyon c¢aligmalariyla stabilite
Ol¢timiinde de kullanilir ve 1s1, asitler, alkaliler, oksidasyon ve UV 15181 gibi dis
etkilerin analitte bir bozunmaya yol acip agmadig1 anlasilmaya calisilir. Bozunmanin
%10’un altinda olmasi beklenir (Willets ve Wood, 2000, syf:264; Ozkan, 2012,
syf:302).

1.6.2.2. Dogruluk (Accuracy)

Iki bileseni vardir. Gergeklik: Gergek degere yakinhiginin dlgiisiidiir.
Tekrarlanabilirlik: Olgiim sonuglarinin birbirine yakinhigmin &lgiisiidiir. Gergeklik
testinde referans madde (CRM) kullanilarak analiz yapilir. Sistematik hata
hesaplanir. t-testi ile diizeltme uygulanip uygulanamayacagina karar verilir.
Gergeklik Olclimii: 6l¢iim sonucu ortalamasi ile ger¢ek deger (Referans deger)

arasindaki fark hesaplanir. Aradaki fark 6l¢limiin sistematik hatasidir.
%Hata= ((Cs-Crer) / Crer)*100

Cs =Ol¢iim sonucu ortalamasi

Crer=Gergek deger
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Dogruluk geri kazanim ¢alismalar1 ile belirlenir ve geri kazanim sonuglari
%100’e ne kadar yakinsa yontemin o kadar dogru oldugu diisiiniiliir. Dogrulugun
tespit edilebilmesi icin asagida belirtilen dort yontemden biri veya birkagt kullanilir

(Ozkan, 2012, syf:315-319):

Referans standart ile karsilastirma: Bir elektroanalitik yontemi en ideal sekilde
dogrulayabilmek icin ¢alisilan bilesigin bilesimiyle ayni1 bilesime sahip bir referans
malzemesi analiz edilir. Eger analit daha 6nce c¢alisildiysa, dis kaynaklardan tespit
edilmis bir standart elde edilebilir. Ancak yeni sentezlenen maddelerde standart her
zaman mevcut olmayabilir. Boyle durumlarda ilgili maddenin miimkiin olan en saf
halinin nitelikleri referans olarak alinabilir. Dogrulugun belirlenmesi i¢in bu yontem
kullanilacaksa, onerilen yontemle ii¢ farkli derisim seviyesinde (tayin alt sinirinda
veya yakin konsantrasyonda algak seviye, ¢alisma araligimin ortasinda yer alan bir
konsantrasyonda orta seviye ve c¢aligma araligimin {ist sinirinda veya yakin
konsantrasyonda yiiksek seviye) en az dokuz Ol¢tim alinir. Elde edilen sonuglar

yiizde geri kazanim sonuclarina doniistiiriilerek dogruluk degeri elde edilir.

Kor matriks ortaminda bilesigin geri kazamimi: Bu yontemde analizi yapilacak
madde bos matrikse degisik derisimlerde eklenir ve olasi etkilesimler ve aktif
olmayan igeriklerle aktif bilesigin arasindaki potansiyel etkiler incelenir. Bu
yontemde dogrusal olarak artan oranlarda (%50, 75, 100, 125 ve 150) madde ilavesi
yapilir ve her seviyede en az 3 Ol¢lim alinir. Sonuglar ylizde geri kazanim olarak

ifade edilir ve yiizde bagil standart sapma ve yiizde bagil hata ile beraber verilir.

Standart bilesigin eklenmesi: Bu yontem bir bos matriks olmadigi durumlarda
kullanilir. Analizi yapilacak maddenin bilinen ve degisik miktarlar1 matriks
icerisinde yer alan ve miktar1 bilinmeyen veya daha once tayin edilmis ayni
maddenin {izerine ilave edilir. Asil numunedeki etken madde derisimi deney
verilerinden matematiksel olarak hesaplanir. Genellikle %25, 50, 100 oraninda
madde ilavesi yapilir ve maddenin ilave edildigi ve edilmedigi biitiin numuneler en
az 3 defa analiz edilir. Sonuglar yilizde geri kazanim olarak ifade edilir ve yiizde bagil

standart sapma ve yiizde bagil hata ile beraber verilir.
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e Baska bir referans yontemi kullanarak sonuglarin kiyaslanmasi: Bu yontemde
onerilen yontem ile 3 farkli derisimde, licer Slgiim alinir ve bu degerler yiizde geri
kazanim degerlerine ¢evrildikten sonra sonuglarin tiimii bir araya getirilerek referans
kabul edilen bagka bir yontemle elde edilen sonuglar ile istatistiksel olarak
karsilagtirilir. Bunun i¢in Student t ve F testleri kullanilir. t testi ile iki yontemle elde
edilen sonuglarin ortalamalar1 arasindaki farklar, F testi ile de standart sapmalar
arasindaki farklar mukayese edilir. Hesapla bulunan t ve F degerleri cizelgelerde
verilen teorik t ve F degerleri ile kiyaslanir. Hesapla bulunan degerler ¢izelgede yer
alan degerlerden kiiclik ise gelistirilen yontemin en az referans olarak kabul edilen
yontem kadar hassas oldugu diistliniiliir. Sonuglar yiizde geri kazanim olarak ifade

edilir ve ylizde bagil standart sapma ve yiizde bagil hata ile beraber verilir.

1.6.2.3. Kesinlik

Kesinlik, herhangi bir degerin tekrarlanabilmesi veya test sonuglarinin
birbirine yakinliginin bir derecesidir (ICH, 1995; Rodriguez, 1993). Kesinlik i¢in
kabul edilen kriter analizin ¢esidine baglhidir. Ilacta, kalite kontrol analizi igin bagil
standart sapma % 1 den daha iyi olan kesinlik kolaylikla basarilabilirken, biyolojik
ornek i¢in % 15° den fazla ve diger konsantrasyon seviyelerinde % 10 bagil standart
sapma ile kesinlik saglanabilir. Cevresel ve besin Orneklerinde kesinlik, daha ¢ok
ornek matriksine dayanir. Ayrica kesinlik, analit konsantrasyonuna, analiz teknigine
bagli olup bagil standart sapma % 2 ve %20 den fazlaya kadar cesitlilik gosterebilir
(Renger ve ark., 1995; Lang ve Bolton, 1991).

1.6.2.4. Tekrarlanabilirlik (Repeatibility)

Tekrarlanabilirlik, ayni kisi tarafindan aymi sartlarda kisa zaman zarfinda bir
ornegin belli bir yontem kullanilarak yapilan bir dizi islemin, kesinligi olarak

tanimlanir (Ertas, 1997; Gardner ve ark., 1993). Tekrarlanabilirlik bir laboratuvarda
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bir analizci ve bir cihaz kullanilarak kisa bir zaman diliminde saglanir. Ug farkli

matrikste en azindan 5 veya 6 tayin, 2 veya 3 farkli konsantrasyonda yapilmalidir.

1.6.2.5.Tekraryapilabilirlik (Reproducibility)

ICH tarafindan tanimlanan tekraryapilabilirlik laboratuvarlar arasindaki
kesinlik degerini temsil eder. Uygulanan yontemin farkli labarotuvarlarda da ayni
sonuclart vermesi gerekir. Bir analitik yontemin tekraryapilabilirligi; farkli
analizcilerin farkli labarotuvarlarda homojen karisimlardan elde edilen o6rnek
analizlerine ve yontemin O6zgilinliik gostergeleri icinde olan, fakat yine de farklilik
gosterebilen ¢evresel ve operasyonel durumlarin kullanilmasina baghdir (US EPA,
1995). Tekraryapilabilirlik, farkli labarotuvarlar kullanildigindan énemlidir. Ornegin;
odanin sicakligi ve nemindeki farkliliklar, farkli 6zelliklere sahip ara¢ ve gerecler,
farkl tecriibeye sahip analizciler, materyal ve kullanilan malzemenin durumundaki

cesitlilikler gibi (US FDA, 2000).

1.6.2.6. Secicilik

Yontemin se¢imliligi; analit ve diger tiirler bulunan ayni ortamda, analiti

digerlerinden ayrica 6l¢ebilme yetenegidir (Green, 1996).

1.6.2.7. Duyarhhk

Analiz isleminde en kiiclik derisimleri 6l¢ebilme yetenegidir. Ayn1 zamanda

kalibrasyon egrisinin egimidir.
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1.6.2.8. Dogrusallik ve Aralik (Range)

Dogrusallik, analitin farkli derisimlerinin belirli bir sirayla test edilmesinden
elde edilir. Eger elektroanalitik cevabin derisime gore kalibrasyonunun grafiksel
gosterimi dogrusal bir ¢izgi olusturmaya yakinsa ve korelasyon katsayist r = 0,999

ve iizerinde ise o zaman dogrusalliktan sdz edilebilir (Ozkan, 2012, syf:307).

Aralik; bir yontemin dogrulugu, dogrusalligi ve kesinligi kullanilarak
kararlagtirllmis en diisiik en yiiksek derisim degerlerdir. Sinirlar, normalde bir
analitik yontemden elde edilen test sonuglar1 olarak ayni iiniteler i¢inde agiklanir

(Green, 1996; Ertas, 1997)

1.6.2.9. Teshis Simir1 (TS)

Ornekte olgiilebilen fakat kesin olarak miktar1 belirlenemeyen en diisiik
miktardir. ilk yontemde TS degeri bilinen miktarda analit iceren farmasotik aktif
bilesenlerin elektroanaliziyle ve bilesenin giivenilir olarak teshis edilebildigi en
diisiik seviyenin saptanmasiyla belirlenir. Ikinci yontem genellikle kromatografik ve
spektrometrik yontemlerde sinyal-giiriilti oraminin 6l¢iimdeki goreceli sapma
iizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in kullanilir. 3:1 ve 2:1 oranlar1 kabul edilebilir
oranlar olarak degerlendirilir. Uciincii yontemde ise TS degeri su denklemle
hesaplanir: Crs: 3 s/m. Bu denklemde s standart sapmayi, m ise ilgili kalibrasyon
cizgisinin egimini ifade eder. Bu denklem ayni zamanda egri fonksiyonuna bagl

olarak TS ve duyarlilik arasindaki iliskiyi de gdsterir (Ozkan, 2012, syf:309-310).

1.6.2.10. Tayin Alt Smir1 (TAS)

Analitik bir yontemle analitin, uygun dogruluk ve kesinlikle tayin

edilebilecek en diisiik konsantrasyonudur. TS degerinin belirlenmesinde kullanilan
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yontemler kiiclik farkliliklarla TAS degerinin belirlenmesinde de kullanilir. Gorsel
degerlendirme yonteminde tipki TS degerinin belirlenmesinde oldugu gibi, bilinen
miktarda analit iceren farmasotik aktif bilesenlerin elektroanalizi ve bilesenin
miktarinin giivenilir ve kesin olarak tayin edilebildigi en diisiik seviyenin
saptanmasiyla TAS degeri belirlenmis olur. Sinyal-giiriilti oram1  yOntemi
kullanildiginda genellikle 10:1 orani kullanilir. Cevabin standart sapmasi ve egim
hesaplamas1 yonteminde ise formiil Ctas: 10 s/m olarak ifade edilir (Ozkan, 2012,
syf:313).

1.6.2.11. Metot Saglamhgi (Robustness, Ruggedness)

Saglamlik, yontemin bir veya birden daha fazla parametresi degistirildiginde
tekrar validasyona ihtiyaci olup olmadigima karar verilmesini saglar. ICH
dokiimanlari; bir yontemin saglamlik gelisimini dikkate almay1 tavsiye eder (ICH-
Q2A, 1994; ICH-Q2A, 1995; ICH-Q2B, 1996). Farkli oda sicakligi ve farkli
labarotuvarlardaki nem, farkli tecriibeye sahip analizciler, farkli firmalarin aletleri,
farkl1 kaynaklardan belirtecler saglamliga etki eden faktorler arasindadir (Ertas,
1997)

1.6.2.12. Tutarhhk

Tutarlilik, kullanilan yontemin gergek pratik kosullar altinda tekrar
edilebilirliginin saptanmasidir ve tekraredilebilirlik ve tekraryapilabilirlik gibi
degerlerle de yakindan alakalidir. Bu kosullar arasinda ¢alismanin ayn1 laboratuvarda
farkli analizciler tarafindan, ayni laboratuvarda farkli cihazlar tarafindan, farkli
laboratuvarda ayni analizciler tarafindan gergeklestirilmesi, reaktif ve coziictileri
markalarinin degistirilmesi veya ayni marka ve modelde aygit bilesenlerinin
yenilerinin eskilerinin yerine kullanilmasi gibi degisiklikler sayilabilir. Ozellikle

yontemin farkli bir laboratuvarda denendigi durumlarda bu parametre 6nemlidir ve
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elde edilen sonugclar bagil standart sapma degeri ile ifade edilir (Ozkan, 2012, syf:
325).

1.6.2.13. Stabilite

Bir analitik yontem kullanilan numune ve reajanlarin eskimesini de hesaba
katmak zorundadir ve stabilite bu maddelerin zamanla miktarlarinin azalip
azalmadiginin veya bozunma meydana gelip gelmediginin belirlenmesini saglar. Bir
validasyon yontemi olarak stabilite bozunma iiriinlerinin tayininde ve test tarihlerinin
yenilenmesinde son derece Onemlidir. Stabilite yalnizca zaman ile belirlenmez;
caligma sicakligi araligi da son derece 6nemli bir parametredir (Ozkan, 2012,

syf:326).

Dondurma-¢ézme stabilitesi: Bu yolla yapilan stabilite ¢alismalarinda ti¢ dondurma
ve ¢ozme dongiisii kullanilir. Diisiik ve yiiksek derisimlerde en az {i¢ ¢ozelti istenen
sicaklikta 24 saat siireyle dondurulur, sonra oda sicakliginda kendiliginden ¢6ziilmesi
beklenir. Tamamen ¢oziildiikten sonra numuneler ayni sartlarda 12-24 saat siireyle
yeniden dondurulur ve sonra oda sicakliginda ¢oziindiiriiliir. Ayn1 islem {igiincii kez
gerceklestirildikten sonra tayin islemi yapilir (Ozkan, 2012, syf: 331; Selinger, 1996,
syf:272).

Kisa siireli stabilite: Bu yontemde disiik, orta ve yiiksek derisimlerdeki numuneler
oda sicakliginda ¢oziiliir ve bu sicaklikta 4-24 saat araliginda tutulur ve sonrasinda
analiz edilir ve sonuclar taze hazirlanmis stok ¢ozelti ile karsilastirilarak stabilite

tayin edilmis olur (Ozkan, 2012, syf:330; Swartz ve Krull, 2012, syf:148).

Uzun siireli stabilite: Bu yontem bir farmasdotik aktif bilesenin uzun siire sonra
kullanildiginda bozulma siirecine girip girmedigini ve ¢alisma matriksinde kararl
olup olmadigini test etmek icin kullanilir. Yontem validasyonu siireci ile baglar ve 3
aya kadar analitin kararliligin1 6lgmeye calisir. Bu ¢ercevede diisiik, orta ve yiiksek

derisimlerdeki numuneler ayn1 kosullar altinda uzun siire saklanir ve sonra tayinleri
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yapilir. Elde edilen sonuglar taze hazirlanmis stok ¢6zelti veya ilk toplandigr andaki
sonuglar ile karsilastirilarak stabilite tayin edilmis olur (Ozkan, 2012, 330; Swartz ve
Krull, 2012, syf:148).

Zorlanmis bozunma (stres sartlari) ¢alismalari: Bu yontem numuneye uygulanan
bazi sartlarin numune iizerindeki etkilerini incelemeyi amaglar. Bu sartlardan
birincisi sicakliktir ve her 10°C’lik sicaklik artisinin etkileri dlciiliir. Ikincisi nemdir
ve %75 ten fazla veya ona esit bir nemlilik oranindan analitin etkilenip etkilenmedigi
anlasiimaya ¢alisilir. Ugiincii bir sart hidrolizdir; analit 8 saat siireyle ayr1 ayr1 0,1 N
HCI ve 0,1 N NaOH g¢ozeltilerinde bekletilir ve bozunma {iriinlerinin ortaya ¢ikip
cikmadigr incelenir. Dordiinciisii %3-30 oraninda H20: kullanilarak oksidasyon
Olgtimii yapilir. Son olarak analit UV, floresan ve/veya beyaz 1513a maruz birakilarak
fotolize ugraylp ugramadigi saptanir (Ozkan, 2012, 329; Aubrey ve ark., 2009,
syf:140).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu boéliimde elektrokimyasal deneylerde kullanilan:

Cihazlar, elektrotlar, gerecler,

Kullanilan ilag¢ etken maddeleri, ilaglar ve kimyasal maddeler,

Etken madde, destek, tablet, serum ve geri kazanim ¢dzeltilerinin
hazirlanmasi,

Karbon nanotiip, grafen siispansiyonlarinin, altin ve polimer
¢Ozeltilerinin hazirlanmasi,

Modifiye elektrotlarin hazirlanmasi,

Deneylerin yapilisinda kullanilan teknikler,

Kalibrasyon egrilerinin hazirlanmasi,

fla¢ ve serumda ilag etken madde analizleri,

Validasyon parametrelerinin incelenmesine yer verilmistir.

2.1. Cihaz ve Elektrotlar

Cihazlar

AUTOLAB 302 (Eco Chemie, Hollanda) ve AUTOLAB PGSTAT100N
(Eco Chemie, Hollanda) elektrokimyasal analizér

Ug elektrotlu voltametrik deney hiicresi

pH metre: Model 526 (WTW, Austria) ve kombine elektrot (cam
elektrot-referans elektrot)

Santrifiij

Ultrasonik banyo

Hassas terazi: Labor Alliance ve Shimadzu Libror AEG -220

Manyetik karistirict — 1siticili: Tkamag RH (Jange and Kungel IKA-Labor
Technic)
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e Taramali elektron mikroskobu: Zeiss Evo® 40

Elektrotlar

e Calisma elektrodu: Camsi karbon elektrot (BAS, MF-2012), modifiye
elektrotlar

e Karsit elektrot: Platin tel elektrot (BASiI MF 1032)

e Referans elektrodu: Ag/AgCl (3 M NaCl) (BASi MF 2052)

Gerecler

e Farkli hacimlerde balonjoje (10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL, 1 L)
e Beherler,

e Hacmi belirli deney tiipleri,

e Mikro pipetler,

e Elektrot yiizeyi parlatma iglemi igin kullanilan BAS marka pedler.

2.2. Deneylerde Kullamlan Etken Maddeler, fla¢ ve Kimyasal Maddeler

Etken maddeler

Deneylerde kullanilan etken maddeler ve temin edilen firmalar Cizelge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan ilag etken maddeleri ve dozaj formlari.

Dozaj formun
Etken madde Firma Miistahzar Uygulama icerdigi etken
madde miktari

Pemetrekset

disodyum Kogak Pemtrex Enjektabl 500 mg/20 mL
Sorafenib tosilat Bayer - Serum -
Erlotinib Roche Tarceva Tablet 25 mg/tablet
hidrokloriir
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Kimyasal maddeler
Deneylerde ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kromatografik ve/veya
analitik safliktaki kimyasal maddeler ve temin edilen firmalar Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2.2. Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal madde Firma
Stlfiirik asit Merck
Sodyum hidroksit Fluka
Metanol Merck
Dimetil formamit Sigma-Aldrich
Asetonitril Sigma-Aldrich
Borik asit Pancreac
Fosforik asit Sigma-Aldrich
Glasiyel asetik asit Sigma-Aldrich
Sodyum dodesil siilfat Sigma-Aldrich
Sodyum dihidrojen fosfat Riedel-de Haen
Aliiminyum oksit Sigma-Aldrich
Karbon nanotiip DropSens
Au nanopartikiil (10 nm; %0,01) Nanocs
Pirol Aldrich
Kitosan Sigma-Aldrich
B-siklodekstrin Sigma-Aldrich

2.3. Voltametrik Analizlerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Etken madde stok ¢ozeltileri

Pemetrekset disodyum suda ¢oziinmektedir. 10 mL hacimde ve 1,00x10° M
derisimde pemetrekset disodyum stok c¢oOzeltisi hazirlamak ic¢in standart madde

tartilarak balon jojede 10 mL'ye distile su ile tamamlanmustir.

Sorafenib tosilat metanolde ¢6zlinmektedir. Sorafenib tosilat stok c¢ozeltisi

icin 10 mL hacimde ve 1,00x10° M derisimde standart madde tartilarak 10 mL'ye
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metanol ile tamamlanmustir. Elektrokimyasal 6lgiim i¢in kullanilan ¢6zeltilerde %50

metanol orani sabit tutulmustur.

Erlotinib hidrokloriir metanolde ¢oziinmektedir. Erlotinib hidrokloriir stok
¢ozeltisi icin 10 mL hacimde ve 1,00x10° M derisimde standart madde tartilarak 10
mL'ye metanol ile tamamlanmistir. Elektrokimyasal o6l¢iim ic¢in kullanilan

cozeltilerde %20 metanol orani sabit tutulmustur.

Stok  ¢oOzeltiden yola c¢ikarak hazirlanan ¢alisma  ¢ozeltilerinin

seyreltilmesinde tampon ¢ozeltiler kullanilmistir.

Destek cozeltileri

Elektrokimyasal ¢alismalarda kullanilan destek ¢ozeltileri segerken analit ile
herhangi bir ¢okme gibi problem yaratmayacak ve ¢alisabilecek farkli pH ortamlarini

olusturabilecek c¢ozeltiler tercih edilmistir.

0,1 M H2SO4 ve 0,5 M H»SOq4 ¢ozeltileri asidik ortamlarda ¢alismak igin ve
elektrot ylizeylerinin aktivasyonunda kullanilmistir. Asidik ve bazik tampon
cozeltileri (Asetat, Borat, Fosfat ve Britton-Robinson) de farkli pH ortamlarinda
analitlerin davraniglarin1 arastirmak i¢in kullanilmistir. Bu tampon c¢ozeltilerin

hazirlanist asagida kisaca anlatilmistir.
Asetat tamponunun hazirlanigi: Asetat tamponu hazirlamak igin glasiyel

asetik asit distile su ile seyreltilerek 1 M stok ¢6zelti hazirlanmis ve 5 M NaOH ile

pH 3,7 — 5,7 araliginda ti¢ farkli pH degerine ayarlanmistir.

Fosfat tamponunun hazirlanisi: Fosfat tamponu hazirlamak i¢in 0,1 M H3PO4

ve NaH2P04.2H:0 c¢ozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanmigtir. Hs3PO4 stogundan 5 M NaOH
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ile pH 2,0 ve 3,0; NaH2PO4.2H20 stogundan 5 M NaOH ile pH 6,0 — 8,0 araliginda

¢oOzeltiler hazirlanmastir.

Enjektabl ve Tablet ¢ozeltileri

Pemetrekset disodyum igeren enjektabl ¢ozeltisi hazirlanisi: 500 mg/20 mL
pemetrekset disodyum igeren Pemtrex® enjektabl dozaj formundan belirli hacimde
alinarak 50 mL 1x10° M pemetrekset disodyum’a esdeger miktarda balon jojede
distile su ile tamamlama yapilarak enjektabl ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Ultrasonik
banyoda 15 dk karistirildiktan sonra analiz ¢dzeltileri icin istenilen derisimlerde

tampon ¢ozeltiler ile seyreltme yapilarak hazirlanmistir.

Erlotinib hidrokloriir iceren tablet ¢ozeltisi hazirlanisi: 10 adet Tarceva®

tablet hassas olarak tartilmis (1,0603 g) ve bir havanda toz haline getirilmistir. Bu
tozdan 1x10° M erlotinib hidrokloriir’e esdeger miktarda tam tartilmis ve balon
jojede metanol ile ¢6ziiliip balon jojede 10 mL’ye tamamlanip ve ultrasonik banyoda

15 dakika karistirilmastir.

Tablet c¢ozeltilerinin hazirlanisindan sonra, calisma c¢ozeltilerine gecis
yapmadan oOnce, tablet c¢ozeltileri 15 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir. Bu
islemden sonra 10 dk, 5000 devir/dakika hizla santrifiij yapilmis ve istteki berrak
cozeltiden alinarak, farkli derisimde c¢alisma ¢ozeltileri tampon kullanilarak
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢o6zeltilerin = standart ¢ozeltilerle ayni1  kosullarda

voltamogramlar: alinmistir.
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Serum c¢ozeltisi

Serum oOrnekleri ilag kullanmayan saglikli kisiden alinmistir. Calisma
zamanina kadar, serum ornekleri -20 °C' de dolapta saklanmistir. Uygun hacimdeki
serum Ornegine, metanolde ¢oziilmiis sorafenib tosilat ¢ozeltisinden ilave edilerek
sorafenib tosilat'in derisiminin 1x10° M olmas1 saglanmustir. Bu karisima asetonitril
eklenerek (3:2, asetonitril: karisim) ortamdaki proteinlerin denature olmasi ve
¢cokmesi saglanmistir. Serum karigimindaki proteinlerin hizli bir sekilde ¢okmesi i¢in
10 dk, 5000 devir/dakika hizla santrifiij yapilmistir. Ustteki berrak ¢dzeltiden alinip,
istenen derisimde ¢alisma c¢ozeltisi, tampon ¢ozeltiler ile seyreltme yapilarak

hazirlanmstir.

Geri kazanim c¢ozeltileri

Tablet ve enjektabl igerisinde bulunan elektroaktif madde disindaki katki
maddelerinin etken madde cevabi iizerinde girisim yapip yapmadigini arastirmak

amaciyla geri kazanim ¢alismalar1 yapilmistir.

Bu ¢aligmada tablet ve enjektabl stogunun bilinen miktar1 belirli miktarda o
farmasotik sekil i¢inde bulunan saf etken madde karisimi tampon ¢ozeltisi ile
seyreltilip, metanol (%20) ve asetonitrilde (%350) coziinenlerde organik ¢oziicii
oranlar1 sabit tutulacak sekilde, tabletlerin hazirlanmasindaki islemler burada da
uygulanmis ve voltamogramlar1 kaydedilmistir. Bu sonuclardan tabletlerde bulunan
standart etken madde miktar1 ¢ikartilarak, tartilan saf madde miktarinin yiizde ne

kadarinin geri kazanilabildigi hesaplanmistir.
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2.4. FElektrot Modifikasyonunda Kullamlan Nanopartikill ve Monomer

Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Karbon nanotiip siispansiyonlarimin hazirlanisi

0,5 mg karboksilik asit fonksiyonlu ¢ok duvarli karbon nanotiip (MWCNTs-
COOH) 0,5 mL dimetil formamit ¢ozeltisinde siispansiyonu hazirlanmistir. Bu
slispansiyon 2 saat siireyle ultrasonik su banyosunda tutulmustur. Cok duvarl karbon
nanotlip (MWCNT) ile tek duvarli karbon nanotiip (SWCNT) siispansiyonlarinin

hazirlaniginda da ayni basamaklar izlenmistir.

Pirol cozeltisi

Pirol monomeri 0,01 M sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisinde 0,01 M- 0,08 M

derisimleri arasinda hazirlanmistir.

Kitosan/Karbon nanaotiip siispansiyonu

%0,05, %0,1, %0,25, %0,50 kitosan ve 1 mg/mL MWCNT-COOH igeren 0,1
M pH 5,0 asetat tamponu ultrasonik su banyosunda 2 saat karistirilarak

hazirlanmstir.
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2.5. Deneylerin Yapihsinda Kullanilan Teknikler

2.5.1. Doniisiimlii VVoltametri

Calisma c¢ozeltileri 10 mL olacak sekilde hazirlandiktan sonra
elektrokimyasal ii¢ elektrotlu hiicreye alinmistir. Bu teknikte baslangic ve bitis
potansiyelleri ayn1 olacak sekilde parametreler girilmistir. pH taramalar i¢in sabit
tarama hiz1 (100), hiz taramas1 ¢aligmalarinda da giderek azalan tarama hizlart (500-

5) kullanilmustir.

2.5.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi

Calisma c¢ozeltileri 10 mL olacak sekilde hazirlandiktan sonra

elektrokimyasal {i¢ elektrotlu hiicreye alinmistir.

Pemetrekset disodyum ve sorafenib tosilat calismasinda kullanilan DPV
yonteminde, puls potansiyeli, 8 mV; modiilasyon genligi, 50 mV; modiilasyon
zamani, 50 ms; aralik zamani, 500 ms; pik genisligi, 10 mV; tarama hizi, 20 mV/s

parametreleri girilerek voltamogramlar elde edilmistir.

2.5.3. Kare Dalga Voltametrisi

Erlotinib hidrokloriir etken maddesinin ¢alismasinda kullanilan KDV
yonteminde, puls genligi, 50 mV; puls potansiyeli, 8 mV; frekans, 80 Hz

parametreleri girilerek voltamogramlar elde edilmistir.
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2.5.4. Adsorptif Siyirma Voltametrisi

Pemetrekset disodyum ¢alismasinda kullanilan adsorptif diferansiyel puls
voltametrisinde kullanilan parametreler sunlardir: puls potansiyeli, 8 mV;
modiilasyon genligi, 50 mV; modiilasyon zamani, 50 ms; aralik zamani, 500 ms; pik
genisligi, 10 mV; biriktirme potansiyeli, 100 mV; biriktirme siiresi, 180 s olarak

kullanilmastir.

Sorafenib tosilat ¢alismasinda kullanilan adsorptif diferansiyel puls
voltametrisinde kullanilan parametreler sunlardir: puls potansiyeli, 8 mV;
modiilasyon genligi, 50 mV; modiilasyon zamani, 50 ms; aralik zamani, 500 ms; puls
genisligi, 10 mV; biriktirme potansiyeli, 400 mV; biriktirme siiresi, 180 s olarak

kullanilmistir.

Erlotinib hidrokloriir calismasinda yukarida kare dalga voltametrisi kisminda
verilmis optimum degerlerin yaninda biriktirme potansiyeli, 400 mV; biriktirme

stiresi, 75 s olarak kullanilmistir.

Pik akimi ve sekli dikkate alinarak parametreler optimize edilmistir.

2.6. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

KDV, DPV, KDAdSV ve DPAdSV tekniklerinde, farkli derisimlerde
hazirlanan etken madde c¢ozeltilerinin  voltamogramlart  alinmistir.  Bu
voltamogramlardan okunan pik akimlari derisime gore grafige gecirilmistir.
Kalibrasyon grafiklerinden egim, korelasyon katsayisi, egimin ve kesisimin standart

hatalar1 bulunmustur. Dogrusal ¢calisma araligi da belirlenmistir.
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2.7. Farmasotik dozaj sekillerinde ve serumda ila¢ etken madde analizleri

Pemetrekset disodyum ve erlotinib hidrokloriir calismalarinda, destek
elektrolit ortamina farmasotik dozaj sekillerinin ¢ozeltilerinden, sorafenib tosilat
calismasinda da serum numunesinden belirli miktarda ilave edilerck KDV, DPV,
KDAdSV ve DPAASV voltamogramlar1 alinmistir. Okunan pik akimlarina gore

kalibrasyon egrileri kullanilarak etken madde miktarlar1 hesaplanmistir.

2.8. Validasyon Parametrelerinin incelenmesi
2.8.1. Dogrusal Calisma Arahg

Etken madde ¢ozeltilerinden farkli derisimler hazirlanarak elde edilen
voltamogramlarda okunan derisime karsi pik akimi kalibrasyon grafiklerini
olusturmustur. Bu grafiklerin regresyon katsayisinin (R?) 0,98 ve daha biiyiik oldugu

derisim aralig1 dogrusal aralik olarak belirlenmistir.

2.8.2. Teshis Simir1 (TS) ve Tayin Alt Simir1 (TAS)

TS ve TAS degerleri kalibrasyon verilerinden yola ¢ikarak hesaplanmistir.

Asagida verilen formiiller kullanilmigtir.

3><sb)

rs - Ta = 10%5:)

m m

Burada sp, en diisiik konsantrasyondaki etken madde voltamogramlarindan
elde edilen akim degerlerinin standart sapmasini, m ise kalibrasyon dogrusunun
egimini gostermektedir.
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2.8.3. Dogruluk

Geri kazanim ¢alismalar1 yontemin dogrulugunun bir 6l¢iisiidiir. Kullanilan
yontemin dogru olup olmadigini ilaglar i¢in tablet ve enjektabl dozaj formu tizerinde
verilen degerin, voltamogramlardan deneysel olarak elde edilen deger ile

oranlanmasi ile bulunur.

2.8.4. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, iki parametre altinda incelenmistir. Bunlar giin i¢i ve
giinler arasi tekrarlanabilirliktir. Giin i¢i 6l¢liimlerde; ayn1 ¢ozelti ayni giin igerisinde
en az 5 Olciim alinmustir. Giinler arasi 6l¢iimlerde ise ayni sekilde hazirlanmis farkli
cozeltiler farkli giinlerde kullanilarak en az 5 6l¢lim alinmistir. Voltamogramlarda

pik akimi ve pik potansiyellerinin tekrarlanabilirligine bakilmistir.

2.8.5. Duyarhk

Kalibrasyon grafiklerinden elde edilen egimler gelistirilen yontemin

duyarhligimi gostermektedir.
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3. BULGULAR
3.1. Pemetrekset Disodyum Etken Maddesine Ait Bulgular

Pemetrekset disodyum etken maddesinin molekiil yapist Sekil 3.1°de verilmistir.

O  CO.H
N/\L
H

0

HN
NS [
Ny

H

COzH

.Naz

Sekil 3.1. Pemetrekset disodyumun kimyasal yapisi.

3.1.1 Pemetrekset Disodyum Etken Maddesi Cevabimin Farkh Elektrotlarda

Karsilastirilmasi

Pemetrekset disodyum’un farkli elektrotlar ile voltametrik cevabi
incelenmistir. Sekil 3.2°de 5x10° M pemetrekset disodyum’un 0,1 M fosfat
tamponunda (pH 6,0) DPV yontemiyle alinmis voltamogramlart verilmistir.
Modifiye edilmemis camsi karbon elektrot (CKE), ¢ok duvarli karbon nanotiip ile
modifiye edilmis camsi karbon elektrot (CDKNT/CKE), karboksilik asit fonksiyonlu
cok duvarli karbon nanotiip ile modifiye edilmis camsi karbon elektrot (CDKNT-
COOH/CKE), karboksilik asit fonksiyonlu tek duvarli karbon nanotiip ile modifiye
edilmis camsi karbon elektrot (TDKNT-COOH/CKE), tek duvarli karbon nanotiip ile
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modifiye edilmis camsi karbon elektrot (TDKNT/CKE), asir1 yiikseltgenmis
polipirol/karboksilik asit fonksiyonlu c¢ok duvarli karbon nanotiip ile modifiye
edilmis camsi karbon elektrot (AyPPr/CDKNT-COOH/CKE) gibi farkli elektrot
yiizeyleri olusturmustur. Bu elektrotlar ile pemetrekset disodyum varliginda alinan

cevaplarda, AyPPr/CDKNT-COOH/CKE ile en duyarli sonug elde edilmistir.

7.8u
6.8u
5.8u
4.8u

2.8u
1.8u
0.8u

-0.2y OEENERNNRRIRII RN
0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7

Sekil 3.2. CKE (---), CDKNT/CKE (o), TDKNT-COOH/CKE (=), CDKNT-COOH/CKE
(#), AyPPr/CDKNT-COOH/CKE (==) elektrotlariyla 5x10° M pemetrekset disodyum’un 0,1
M fosfat tamponunda (pH 6,0) alinan DP voltamogramlar1

CKE ve AyPPr/CDKNT-COOH/CKE ile 5,0x10° M pemetrekset
disodyum’un 0,1 M fosfat tamponunda (pH 2,0) alinan doniisiimlii voltamogramlari
Sekil 3.3’de verilmistir. Bu ortamda da AyPPr/CDKNT-COOH/CKE ile daha

duyarl cevap alinmistir.
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I/A

50.67uj

40.67u

30.67u;

20.67u

0.67uj

-9.33u-

-19.33u ‘ ‘ \ 7 \ ; \ \ \ ‘ \ ‘
0.45 0.55 0.65 0.75 0.85 0.95 1.05

E/V

Sekil 3.3. 0,1 M fosfat tamponunda (pH 2,0) (---) CKE, 5x10° M pemetrekset
disodyum varliginda CKE (==) ve AyPPr/CDKNT-COOH/CKE (—) 0,1 M fosfat
tamponunda (pH 2,0) alinan déniisiimlii voltamogramlar1. Tarama hiz1:100 mVs™.

3.1.2. Pemetrekset Disodyum Etken Maddesinin Cevabmma Pirol Monomerinin
Etkisi

Pirol monomeri derisiminin etkisi

5x10° M pemetrekset disodyum varhiginda 0,1 M fosfat tamponunda (pH
2,0) CDKNT-COOH/CKE ile alinan cevabin diger elektrotlar ile karsilastirildiginda
daha duyarli oldugu sonucuna varildiktan sonra bu elektrodun daha da
giiclendirilmesi diistiniilmiistiir. CDKNT-COOH siispansiyonun elektrot yiizeyine
damlatma miktar1 optimizasyonu ¢alisilmistir. 2,5 pL ile 12,5 pL arasinda damlatma
miktarlar1 ¢alisilmis ve pemetrekset etken maddesi i¢in en duyarli sonucu 5 pL

vermistir. Bu nedenle bundan sonraki modifikasyon islemlerinde 5 pL CDKNT-
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COOH  siispansiyonu  damlatilarak  devam  edilmistir.  Optimum  nanotiip
modifikasyonu iizerine AyPPr polimerlestirilerek calisma elektrodunun duyarlilig:
daha da artinlmigtir. Pr'in derisiminin cevaba etkisi arastirilmistir. 0,01-0,08 M
derisimleri arasinda ¢alisma yapilmis ve 0,02 M Pr kullanimi en duyarli sonucu

vermistir.

Pirol monomerinin elektrokimyasal polimerlesmesinde dongii sayisinin etkisi

Elektrokimyasal polimerlesme siirecinde yiizeyde olusturulan filmin kalinlig
onemlidir. Bu kalinlik dongii sayist ile kontrol edilebilmektedir. CDKNT-
COOH/CKE yiizeyine 0,02 M Pr'iin polimerlesmesindeki dongii sayist 1-5 arasinda
calisilmistir. Dongii sayisi 1, pemetrekset disodyum cevabini en ¢ok artirmistir. Sekil
3.4'de Pr'iin polimerlesmesi goriilmektedir. 0,02 M Pr'in, CDKNT-COOH/CKE
yiizeyinde 1 dongii ile polimerlestirilmesi 0.001M SDS varliginda 20 mVs™ tarama
hizinda gerceklestirilmistir. SDS Pr’iin sulu ortamdaki c¢oziiniirliiglinii artirmasi

nedeniyle kullanilmistir.

0.23m;|

0.18m;

0.13m;

I/A

0.08m;

0.03m;

-0.02m—= : ‘ ‘ : ‘ ‘ ‘
-0.2 0.0 0.3 0.5 0.8
E/NV

Sekil 3.4. 0,02 M Prlin 0,001 M SDS varliginda 20 mVs? tarama hizinda
polimerlesmesi
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Asin yiikseltgeme potansiyelinin etkisi

Pirol derisim ve dongii sayisinin etkisi arastirildiktan sonra elektrot
ylizeyindeki PPr'iin yilikseltgenme potansiyeli lizerinde durulmustur. PPr 1,1-1,3 V
gibi farkli potansiyellerde asir1 yiikseltgenerek voltametrik olgtimler yapildi. 1,2V
optimum potansiyel olarak belirlenmistir. Asir1 yiikseltgenme prosesinde AyPPr'iin
yapisinda fazla yogunluga sahip C=0O ve COO" gibi karbonil gruplar1 olusmaktadir.
Bu da destek elektrolit varlifinda etken maddenin elektrot ylizeyinde iyon degisimi

prosesinden dolay1 birikmesine, toplanmasina neden olmaktadir.

3.1.3. Pemetrekset Disodyum Etken Maddesinin Elektrokimyasal Davranisinin

Voltametrik Yoéntemler ile incelenmesi

Pemetrekset disodyum etken maddesinin redoks davranisi doniisiimli
voltametri, diferansiyel puls voltametrisi, kare dalga voltametrisi ydntemleri

kullanilarak arastirilmistir. Asagidaki boliimlerde ayrintili bir sekilde anlatilmistir.

3.1.3.1. Pemetrekset Disodyum Etken Maddesinin Déniisiimlii Voltametri
Yontemiyle Elektrokimyasal Davramisimin incelenmesi

Pemetrekset disodyum’un farkli ortamlardaki davranislart DV (Sekil 3.5)
yontemiyle incelenmistir.
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300.0y -
| =——pH:2,0(0,1 MFT) ——pH: 3,0 (0,1 MFT)
250.0p - pH: 3,7 (1 M AT) —— pH: 4,7 (1 M AT)
] pH: 6,0 (0,1 MFT) —— pH: 7,0 (0,1 MFT)
200.0u{ —— PH:8,0 (0,1 MFT)
150.04
< ]
= 100.0u -
50.0} - A N —
1 N —
004
<4 /
-50.0p . ' : . :
0.3 0.0 0.3 0.6 0.9 1.2

E/NV

Sekil 3.5. 5x10° M pemetrekset disodyum etken maddesinin farkli pH degerlerine sahip 0,1
M fosfat (FT) ve 1 M asetat (AT) ortamindaki doniistimlii voltamogramlari

Pemetrekset disodyum pik potansiyeli ile pH degisimi iliskisi asagidaki
bagint1 ile verilmektedir.

Ep (MV)=710,9 — 46,4 pH  (r=0,997)

Burada egimin -46.4 olarak bulunmasi yiikseltgenme reaksiyonunda esit
proton ve elektron oldugunu gostermektedir (Ghico ve Brett, 2009; Maio ve ark.,
2006)

AyPPr/CDKNT-COOH/CKE kullanilarak DV yontemiyle elde edilen 5.00x107> M
pemetrekset disodyum anodik pik potansiyelinin ve akiminin pH degisimine karsi
grafigi Sekil 3.6’da gosterilmistir.
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Sekil 3.6. 5.00x107> M pemetrekset disodyum’un pik akimi ve potansiyeline 0,1 M fosfat

pH 2,0; 3,0; 6,0; 7,0; 8,0 ve asetat tamponlarmin (1.0 M) pH 3,7; 4,7; 5,7 etkileri
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3.1.3.2. Pemetrekset Disodyum Etken Maddesinin Diferansiyel Puls Voltametri
Yontemiyle Elektrokimyasal Davranisimin incelenmesi

Pemetrekset disodyum’un farkli ortamlardaki davranislart DPV (Sekil 3.7 ve
Sekil 3.8) yontemiyle incelenmis ve Sekil 3.8’de Ep-pH ve Ip-pH egrileri gizilerek,
redoks reaksiyonundaki elektron, proton sayilar1 tahmin edilmistir.

——pH:2,0 (0,1 MFT) ——pH:3,0 (0,1 MFT)
80.0y - pH: 3,7 (1 MAT) ——pH: 4,7 (1 MAT)
pH: 6,0 (0,1 MFT) ——pH: 7,0 (0,1 MFT)
1—— pH: 8,0 (0,1 MFT)
60.0u
< 40.0p -

20.0p -
0.0 e = —

E/N

Sekil 3.7. 5x10° M pemetrekset disodyum etken maddesinin farkli pH degerlerine sahip 0,1
M fosfat (FT) ve 1 M asetat (AT) ortamindaki DP voltamogramlari

Pemetrekset disodyum pik potansiyeli ile pH degisimi iliskisi
asagidaki baginti ile verilmektedir.

E, (MV)= 777,0- 47,8 pH (r=0,999)

Burada egimin -47,8 olarak bulunmasi yiikseltgenme reaksiyonunda esit
proton ve elektron oldugunu gostermektedir (Ghico ve Brett, 2009; Maio ve ark.,
2006)
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Sekil 3.8. 5x107° M pemetrekset disodyum etken maddesinin DPV yontemiyle elde edilen
anodik pik potansiyelinin ve akiminin pH degisimine kars1 grafigi

87



3.1.3.3. Pemetrekset Disodyum Etken Maddesinin Kare Dalga Voltametri
Yontemiyle Elektrokimyasal Davranisimin incelenmesi

Pemetrekset disodyum’un farkli ortamlardaki davranislar1 KDV (Sekil 3.9)
yontemiyle incelenmis ve sonuglar grafige aktarilmistir (Sekil 3.10).

——pH:2,0 (0,1 MFT) ——pH:3,0 (0,1 MFT)
pH: 3,7 (1 MAT) ——pH: 4,7 (1 MAT)
150.04 - pH: 6,0 (0,1 MFT) ——pH: 7,0 (0,1 MFT)

——pH: 8,0 (0,1 MFT)

50.0p \/\__\_

I/A

V\
0.0 _\_/k__
T T T T T T T T 1
0.30 0.45 0.60 0.75 0.90
E/NV

Sekil 3.9. 5x10°M pemetrekset disodyum etken maddesinin farkli pH degerlerine sahip 0,1
M fosfat (FT) ve 1 M asetat (AT) ortamindaki KD voltamogramlari

Pemetrekset disodyum pik potansiyeli ile pH degisimi iliskisi asagidaki
bagint1 ile verilmektedir.

Ep (MV)=805,9-51,2pH  (r=0,999)

Burada egimin -51,2 olarak bulunmasi yiikseltgenme reaksiyonunda esit

proton ve elektron oldugunu goéstermektedir (Ghico ve Brett, 2009; Maio ve ark.,
2006).
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Sekil 3.10. 5x107° M pemetrekset disodyum etken maddesinin KDV y6ntemiyle elde edilen

anodik pik potansiyelinin ve akiminin pH degisimine kars1 grafigi
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3.1.4. Pemetrekset Disodyum Etken Maddesinin Doniisiimlii Voltametri
Yontemiyle Hiz Taramasi Cahsmasimin incelenmesi

0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0) pemetrekset disodyum'un pik
potansiyelinin ve akimin tarama hizindan nasil etkilendigi doniisiimlii voltametri
yontemi kullanilarak arastirilmistir (Sekil 3.11). Ayrica bu g¢aligmalar ile etken
maddenin elektrot yiizeyinde diflizyon veya adsorpsiyon kontrollii olup olmadig:
aydinlatilmistir. Artan tarama hizi ile 5x10° M pemetrekset disodyum ¢ozeltisinin
pik potansiyelinin de artig1 gézlenmistir. Pik akiminin tarama hiz ile iligkisi dogrusal

olarak bulunmustur.

Pik akimi ile tarama hizimin (5-500 mVs?) logaritmik degerleri arasindaki
iligki incelendiginde dogrusal bir davranis gdsterdigi ve elde edilen dogrunun egimi
de 1,0'e yakin bulunmustur. Bu da pemetrekset disodyum'un elektrot yiizeyindeki
reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii olarak gerceklestigini gdstermistir (Hammam,
2002).

1.0m - ¥
| ——500mV.s
| ——250mv.s”
800.0p - 100 mV.s”
{— 75mvs’
1 50 mV.s”
600.0p 4 — 25 mv.s”
< 10mv.s’
1— 5mvs’
400.0 -
1 —
200.0y R
0.0
T T T T T
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2

E/V

Sekil 3.11. 5-500 mVs?! araliginda artan tarama hizlan ile alman 5x10° M pemetrekset
disodyum’e ait doniisiimlii voltamogramlar

I (nA) = 1,038 v*2- 3,376 (r=0,989) 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0).
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log (Ip) = 0,910 log » — 1,141(r= 0,994) 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0).

Elektron transfer katsayisi ve elektron sayisi ‘an’ pik potansiyeli (Ep) ve
yar1 dalga potansiyeli (Ep) arasindaki fark ile hesaplanmistir (Bard ve Feulkner,
1980).

AEp = Ep-Eprz = (47.7/ an) mV (tersinmez reaksiyonlar, 25 °C)

Transfer katsayisi (o) ve elektron sayisi (n) hesaplanarak 1,08 olarak bulunmustur. o
0,50 olarak kabul edildiginde, n 2,17 olarak hesaplanmistir. 2,17 elektron sayis1 da
2'ye oldukca yakin oldugu i¢in rekasiyondaki elektron sayist1 2 olarak kabul

edilmisgtir.

3.1.5. Pemetrekset Disodyum Etken Maddesi Cevabmna Adsorptif Siyirma
Diferansiyel Puls Voltametrisi Yontem Optimizasyonunun Etkisi

Biriktirme potansiyeli ve siiresinin etkisi

Pemetrekset disodyum'un elektrot yiizeyindeki reaksiyonu adsorpsiyon
kontrollii oldugundan dolay1 analizlerde adsorptif siyirma diferansiyel puls
voltametrisi yontemi kullanilmistir. Biriktirme potansiyeli ve sliresinin optimize

edilmesi gerekmistir.

1x10° M pemetrekset disodyum cozeltisinde anodik pik akimma biriktirme
potansiyelinin ve siiresinin etkisi incelenmistir. Sekil 3.12'de goriildiigii {izere
maksimum anodik pik akimi 100 mV 180 s' de elde edilmistir. Daha sonraki

deneylere bu parametreler ile devam edilmistir.
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Sekil 3.12. 1.00x107°® M pemetrekset disodyum varlhiginda 0,1 M fosfat tamponunda (pH
7,0) AyPPr/CDKNT-COOH/CKE ile optimize edilen Eacc (tace: 60 S) () Ve tace (Eacc: 100
mV).

Sekil 3.13'de gosterildigi gibi biriktirme potansiyeli ve siiresinin optimizasyonu ile
modifiye elektrodun modifiye edilmemis CK elektroda ve optimize olmamig DPV

yontemiyle alinan 6lgiime gore cevabi yaklasik 30,47 kat artirilmastir.

3.0p 4
{=—— AyPPr/GDKNT-COOH/CKE
2.5y |— CKE

’ Destek elektrolit
2.0p
< 1.5u
1.0 1
500.0n -
0.0 1

T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
E/N

Sekil 3.13. 1x10° M pemetrekset disodyum'un 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0) CKE'nin
DP ve AyPPr/CDKNT-COOH/CKE 'nin AdSDP voltamogramlari
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3.1.6. Pemetrekset Disodyum Etken Maddesinin Adsorptif Siyirma Diferansiyel
Puls Voltametrisi Yontemi ile Analizi

Optimum  parametreler  belirlendikten sonra pemetrekset disodyum
maddesinin anodik pik akimmin degisen derisimiyle dogru orantili oldugu

saptanmustir (Sekil 3.14).

TS ve TAS degerleri kalibrasyon verilerinden yola ¢ikarak hesaplanmistir.

Asagida verilen formiiller kullanilmistir.

rs - 875) TAS =
m m

Burada sp, en diisiik konsantrasyondaki etken madde voltamogramlarindan
elde edilen akim degerlerinin standart sapmasini, m ise kalibrasyon dogrusunun

egimini gostermektedir (Ozkan, 2012; Karadas ve ark., 2012).

0,1 M fosfat tamponunda (pH 7.0) kalibrasyon dogrusal aralig1 1.00x108 M -
1.00x107" M (r= 0.9995) olarak bulunmustur. TS, 3,28x10° M ve TAS, 9,94x10° M

olarak hesaplanmigtir.
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300.0n

Destek elektrolit
1x10° M
240.0n 2x10° M
4x10° M
-8
180.0n{— 6*10 M
8x10° M
< 1x107 M
= 120.0nA
60.0n -
0.0
T T T T T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

E/NV

Sekil 3.14. Destek elektrolit, 1.00x10% M, 2.00x10% M, 4.00x10% M, 8.00x10°% M ve
1.00x107" M artan derisimlerdeki pemetrekset disodyum etken maddesinin 0,1 M fosfat
tamponunda AdSDP voltamogramlari

Cizelge 3.1'de kalibrasyon dogrusuyla ilgili validasyon parametreleri de

verilmistir. Glin i¢i, glinler aras1 tekraredilebilirlik degerleri de ¢izelgede verilmistir.
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Cizelge 3.1. Pemetekset disodyum etken maddesinin 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0) elde
edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi sonuglari ve validasyon parametreleri

Parametreler AyPPr/CDKNT-
COOH/CKE
Olgiilen potansiyel (V) 0.390
Dogrusal aralik (M) 1.00x10% - 1.00x1077
Egim (LA M?) 2.789x10°
Kesigim (pA) -8.310x10*
Korelasyon katsayisi 0.9996
Egimin standart hatasi 3.753x104
Kesisimin standart hatasi 2.278%10%3
TS (M) 3.28x10°
TAS (M) 9.94x107°
Giin i¢i pik akimi (RSD %)? 1.66
Giin i¢i pik potansiyeli (RSD %)? 0.92
Giinler arasi1 pik akimi (RSD %)?2 1.75
Giinler arasi1 pik potansiyeli (RSD %)? 111

25 degerden hesaplanmistir.

3.1.7. Pemetrekset Disodyum Etken Maddesinin Adsorptif Siyirma Diferansiyel
Puls Voltametrisi Yontemiyle Tablet ve Geri Kazanmim Calismalar:

Pemetrekset disodyum etken maddesi i¢in gelistirilen yontemin dogrulugunu
ve kesinligini kontrol etmek icin tablet ve geri kazanim c¢alismalar1 yapilmstir.
Ayrica tablet i¢erisinde bulunan katki maddelerinin girisim etkisi yapip yapmadigi da
bu ¢alismalar ile arastirilmistir. Geri kazanim ¢alismalarinda bilinen miktarda etken

madde c¢ozelti ortamina eklenmistir. Sonuglar dogrultusunda, tabletteki katki
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maddelerinin sonuglar1 etkilemedigi goriilmiistiir. Bu da gelistirilen yontemin kesin

ve dogru oldugunu ortaya koymustur (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0) pemetrekset disodyum igeren PEMTREX®
enjeksiyon ¢ozeltisinden elde edilen analiz bulgularinin sonuglari

AyPPr/CDKNT-COOH/CKE

Etiket miktar1 (mg) 500.00
Bulunan miktar # (mg) 502.55
BSS % 0.367
BH % -0.505
Eklenen (mg) 500.00
Bulunan @ (mg) 505.61
Geri kazanim % 101.13
Geri kazanimin % BSS 0.753
BH% -0.50

25 degerden hesaplanmugtir.

3.1.8. Girisim Maddelerinin Pemetrekset Disodyum Etken Maddesi Cevabina
Etkisi

Bazi iyon ve biyolojik molekiillerin etkisini pemetrekset disodyum ile birlikte
inceledik. K*, Ca?*, Na*, SO+* , CI, NO3, dopamin, askorbik asit ve iirik asit'in
farkli derisimlerde calismalar1 yapilmis ve asagidaki ¢izelgede tolerans limitleri
pemetrekset disodyum'un derisimi ile orantili olarak verilmistir. Pemetrekset
disodyum derisimi 1x10° M olarak sabit tutulmus ve iyon ve molekiillerin

derisimleri degistirilerek AdASDPV yontemiyle 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0)
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voltamogramlar alinmigtir. Tolerans limitinin yaklasik bagil hata olarak  +10%
olmasi tayinlerde kabul edilebilmektedir (Lin ve ark., 2008). Cizelge 3.3'de
goriildiigii gibi K*, Ca?*, Na*, SOs* , CI, NOjs iyonlarinin derisimleri 6nemli

derecede artsa bile pemetrekset disodyum cevabini etkilememistir.

Cizelge 3.3. Girisim maddelerinin 1x10° M pemetrekset disodyum cevabi iizerindeki
tolerans miktarlari

Tolerans seviye orani +% Bagil Hata
(Girisim maddesi:PMX)
K* 1000:1 2.54
Na* 100:1 5.08
Ca?* 1000:1 5.93
CI- 1000:1 4.24
SO4* 100:1 10.01
NOs 1000:1 2.54
Dopamin 11 10.0
Askorbik asit 10:1 6.78
Urik asit 10:1 5.08

3.1.9. Elektrot Kararhhginin Arastirilmasi

AyPPr/CDKNT-COOH/CK elektrodunun kararliligi, 4x10®° M pemetrekset
disodyum'un 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0) 1 hafta boyunca ¢ozeltiler taze
hazirlanip, 6l¢iimler alinarak arastirilmistir. Deney sonrasinda elektrot buzdolabinda
4 °C'de muhafaza edilmistir. 1 hafta boyunca 7 ayr1 6l¢iim alinarak bunlarin bagil
standart sapmas1 % 2,1 olarak bulunmustur. Bu da elektrodun pemetrekset disodyum

analizinde kararli oldugunu gostermistir.
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3.2. Sorafenib Tosilat Etken Maddesine Ait Bulgular

Sorafenib tosilat etken maddesinin molekiil yapis1 Sekil 3.15’de verilmistir.

S ot
wc—@—%—ou

Sekil 3.15. Sorafenib tosilat etken maddesinin kimyasal yapisi

3.2.1. Sorafenib Tosilat Etken Maddesi Cevabmn Farkh Elektrotlarda
Karsilastirilmasi

Sorafenib tosilat analizi i¢in Oncelikle dogal bir polimer olan kitosan ile
duyarl bir elektrot hazirlandi. Dogal bir polimer olan kitosan tercih edilmistir.
Kitosan, karbon nanotiipiin 0,1 M asetat (pH 5.0) tamponunda c¢oziinlirliglini
artirmaktadir. Oncelikle farkli yiizdelerde kitosan igeren CDKNT-COOH (1mg mL™?)
siispansiyonlar1 hazirlanmistir.  %0,05-0,5 arasinda kitosan miktarlart DPV
yontemiyle 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7.0) ¢alisiimistir. %0,1 Kitosan (g mL™) en
yiiksek akim degerini vermistir (Sekil 3.16a). Kitosan miktar1 optimizasyonundan
sonra karistmin damlatma miktari tizerinde calisilmistir. 1,25-15 pL arasinda degisen
farkli hacimlerdeki %0,1 KitosantCDKNT-COOH siispansiyonu CKE yiizeyine
damlatilmistir. 5x10° M Sorafenib tosilatin DPV yéntemiyle 0,1 M fosfat
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I/ HA

tamponunda (pH 7.0) alinan voltamogramlar1 sonucunda siispansiyonun damlatma

miktar1 2,5 uL olarak bulunmustur (Sekil 3.16b ve Sekil 3.17).

1,4 4,0
. 3,5 4 * b
1,2 a
3,0 1
1,0 1 25
L]
2,0 1
0,8 - ° ° R
1,5 .
0,6
. 1,0 1
[ ]
0,4 : : : ‘ ‘ 0,5 : : :
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 05 06 0 2 4 6 8 10 12 14 16
%Kitosan (g mL) %0,1 Kitosan+CDKNT-COOH

damlatma miktari (uL)

Sekil 3.16. a) %Kitosan (gmL?) miktarinin  optimizasyonu b) %0,1 (gmL™?)
KitosantCDKNT-COOH (Img mL™?) siispansiyonunun damlatma miktar1 (uL)
optimizasyonu ile elde edilen elektrotlarla 5x10° M sorafenib tosilat’in 0,1 M fosfat
tamponunda (pH 7.0) alinan DP voltamogramlar1

0.388x10° 1
0.338x10°1
0.288x10°1
0.238x10°1
0.188x10°1
0.138x10° A
0.088x10°1 1/~ \
0.038x10° / e V2N
Ao T
0384 0484 0584 0684 0784 0884 0984 1084 1.184 1.284
E/V

ifA

Sekil 3.17. a; 2.5, b; 1.25, ¢; 5.0, d; 10, e; 15 pL KitosantCDKNT-COOH
siispansiyonunun CKE yiizeyine damlatilmas: ile olusturulan elektrotlarda 5x10° M
sorafenib tosilat'in 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0, %50 metanol) DP voltamogramlari
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Daha sonraki deneylerde kullanilacak olan Kitosan+tCDKNT-COOH/CKE ilk
once distile su ile yikanmustir. Elektrodun aktivasyonu igin birbirini tekrar eden

Ol¢iimler doniisiimlii voltametri yontemi ile - 0,25 V ve 1,7 V arasinda alinmistir.

3.2.2. Sorafenib Tosilat Etken Maddesinin Elektrokimyasal Davranisinin

Voltametrik Yoéntemler ile incelenmesi

Sorafenib tosilat etken maddesinin redoks davranist doniisiimli  voltametri,
diferansiyel puls voltametrisi, kare dalga voltametrisi yontemleri kullanilarak

arastirllmistir. Asagidaki boliimlerde ayrintili bir sekilde anlatilmistir.

3.2.2.1. Sorafenib Tosilat Etken Maddesinin Déniisiimlii VVoltametri Y 6ntemiyle
Elektrokimyasal Davranisimin incelenmesi

Destek elektroliti ve pH degeri, sorafenib tosilat'n anodik cevabi tizerinde
etkili olmaktadir. 0,1M fosfat (2,0; 3,0; 6,0; 7,0; 8,0) ve 1,0 M asetat (3,7; 4,7; 5,7)
tamponlarinda DV ve DPV yontemleriyle bu etki arastirilmistir. 1ki yontem ile elde

edilen pik akimlarina bagli veriler paralel sonuglar gostermistir.
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20.0p

{ ——pH: 2,0 (0,1 MFT)
15.0p 4 —— pH: 3,0 (0,1 MFT)
| ——pH: 8,0 (0,1 MFT)
——pH: 7,0 (0,1 MFT)

1000y oW 8001 MFT)
5.0y
<\( ]
0.0 -
-5.0u
-10.0y
-15.04 : : T . . T
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 15
ENV
8.0y
——pH: 3,7 (1 MAT)
——pH: 4,7 (1 MAT)
6.0y {——pH: 5,7 (1 M AT)
4.0
< 2.0y
0.0

-2.0u

-4.0p

Sekil 3.18. 5x10° M sorafenib tosilat etken maddesinin farkli pH degerlerine sahip 0,1 M
fosfat (FT) ve 1 M asetat (AT) ortamindaki doniisiimlii voltamogramlari

DV yontemiyle farkli pH ortamlarinda voltamogramlar alinmistir (Sekil

3.18). Sorafenib tosilat'in tersinmez pik potansiyelinin degisen pH ile iligkisi;
Ep= 1124,0-33,5 pH; r=0.989 (pH 2,0-8,0; DV)

bagintist ile elde edilmistir.
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Egimin 30 mV/pH' ya yakin olmasi, yiikseltgenme reaksiyonunun esit proton
ve elektron ile gergeklestigini gostermektedir. Sekil 3.19°a baktigimizda 5x10° M
sorafenib tosilatm (pH 7,0 + 50 % metanol) KitosantCDKNT-COOH/CKE ile
alinan doniistimli voltamograminda ana pik (1,0 V) olusumundan sonra tersinir pik
olusmus ve ana pik kaybolmustur. Tersinir pik olusumu perde baskili elektrot

kullandigimizda daha rahat gozlemlenmistir (Sekil 3.19b).

4.0x10°

0.3x10% 3.0x10°

0.27x10* o]

0.22¢10% -

0.17x10% < 1ox0
< 012104 P

= 0.07x10%

0.02x10* -1.0x10° 4

0.0310% J A&y 202000
0010 02 00 02 04 06 08 10

{015 010 035 060 085 110 135 1.60

ENV

Sekil 3.19. 5x10° M sorafenib tosilat'in 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0 + 50 % metanol)
a) KitosantCDKNT-COOH/CKE ve b) Perde baskili elektrot ile alinan doniisiimlii

voltamogramlari

DV yontemiyle pH tarama ile elde edilen sonuglarina gore sorafenib tosilat'in pik

akimi en yiiksek pH 2,0 fosfat tamponunda ¢ikmistir (Sekil 3.20).

3,5

2,5 4

2,0 A

I/uA

1,5 A

1,0 4

0,5

Ep/mV

1200

1000 A

800 -

600 -

400 -

200

Sekil 3.20. 5x10° M sorafenib tosilat'm anodik pik potansiyelinin ve akimmin pH
degisimine kars1 grafigi (0,1 M fosfat pH 2,0; 3,0; 6,0; 7,0; 8,0 ve 1 M asetat tamponu pH

3,7,4,7,57)
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3.2.2.2. Sorafenib Tosilat Etken Maddesinin Diferansiyel Puls Voltametri
Yontemiyle Elektrokimyasal Davramsimin incelenmesi

Sorafenib tosilat'in pik akimi ve potansiyeline ortamin etkisi DPV yontemiyle de
arastirtlmistir (Sekil 3.21) ve sonuglar  grafige gecirilmistir (Sekil 3.22). Pik
potansiyeli ile pH degisimi arasinda DV ile elde edilen bagintiya benzer bir baginti

bu yontem ile de elde edilmistir.

5.0y
— pH:2,0 (0,1 M FT)
4o0ud—— pH:3,0 (0,1 M FT)
pH:6,0 (0,1 M FT)
—— pH:7,0 (0,1 M FT)
( )

3.0p pH:8,0 (0,1 MFT
< 2.0u
1.0p
0.0 1
T T T T T
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2
E/N
3.0p 1~
— pH: 3,7 (1 MAT)
—— pH: 4,7 (1 M AT)
pH: 5,7 (1 M AT)
2.0y
<
1.0 j
0.0
T T T T T 1
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5
E/V

Sekil 3.21. 5x10° M sorafenib tosilat etken maddesinin etken maddesinin farkli pH
degerlerine sahip 0,1 M fosfat (FT) ve 1 M asetat (AT) ortamindaki DP voltamogramlar1
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I/UA

Ep= 1081,0-35,5 pH; r=0.997 (pH 2,0-8,0, DPV)

Egimin 30 mV/pH' ya yakin olmasi, yiikseltgenme reaksiyonunun esit proton

ve elektron ile gergeklestigini gostermektedir.

40 1050
35 1 . 1000 4 *
L]

3,0 1 950 - °

] > 900 1 °
2,5 E ce
2,0 1 S es0

° L
L]
1,5 5 R 800 - .
o

1,0 o?® 750 A .
05 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 700

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pH

Sekil 3.22. 5x107> M sorafenib tosilat etken maddesinin DPV yontemiyle elde edilen anodik
pik potansiyelinin ve akiminin pH degisimine kars1 grafigi

3.2.2.3. Sorafenib Tosilat Etken Maddesinin Kare Dalga Voltametri Yéntemiyle

Elektrokimyasal Davramsimn incelenmesi

KDV yontemiyle alinan sonuglar oldukca giliriiltiili ve sorafenib tosilat
cevabr DPV yontemine gore oldukga diisiik bulunmustur. Bu nedenle bu yontem ile

devam edilememistir.
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3.2.3. Sorafenib Tosilat Etken Maddesinin Déniisiimlii \VVoltametri Yontemiyle
Hiz Taramasi Calismasinin Incelenmesi

0,1 M fosfat tamponunda (pH 7.0) sorafenib tosilat ' pik potansiyelinin ve
akimin tarama hizindan nasil etkilendigi doniistimlii voltametri yontemi kullanilarak
arastirtlmistir (Sekil 3.23). Ayrica bu caligmalar ile etken maddenin elektrot
yiizeyinde difiizyon veya adsorpsiyon kontrollii olup olmadig1 aydinlatilmistir. Artan
tarama hiz1 ile 5x10° M sorafenib tosilat ¢dzeltisinin pik potansiyelinin de artig:

gozlenmistir. Pik akiminin tarama hizi ile iliskisi dogrusal olarak bulunmustur.

Pik akimi ile tarama hizi (5-500 mVs?) arasindaki iliski incelendiginde
dogrusal bir davranig gostermistir. Bu da sorafenib tosilat'in elektrot yiizeyindeki

reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii olarak gerceklestigini gdstermistir (Hammam,
2002).

53.71u
43.71u
33.71u
23.71u

§ 13.71u
3.71u
-6.29u
-16.29u

©29% % 0o 03 05 08 10 13 15

E/V

Sekil 3.23. 5-500 mVs! araliginda artan tarama hizlari ile aliman 5x10° M sorafenib
tosilat'a ait doniisiimlii voltamogramlar.

lp (LA) =0.021 v +0.811 (r=0.993) 0,1 M fosfat tamponu (pH 7.0)
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Adsorpsiyon kontrollii bir rekasiyon ¢iktigr i¢in adsorptif siyirma voltametri
uygulanmis ve sorafenib tosilat'n pik akiminin arttigi goézlenmistir. Sorafenib
tosilat'in anodik potansiyeli (Ep), tarama hizi arttikca daha pozitif potansiyellere
dogru kaymistir. Asagida tarama hizi ile pik potansiyeli arasindaki baginti

verilmistir.

Ep (V) =0.049 logo + 0.750 (r = 0.993) 0,1 M fosfat tamponu (pH 7.0)

Bu bagint1 kullanilarak sorafenib tosilat'in anodik reaksiyonunda gerceklesen
elektron sayisi1 2,4 olarak bulunmustur. Bu say1 da 2'ye oldukca yakin oldugundan

reaksiyondaki elektron sayisi 2 olarak kabul edilmistir.

3.2.4. Sorafenib Tosilat Etken Maddesi Cevabma Adsorptif Siyirma

Diferansiyel Puls Voltametrisi Yonteminin Optimizasyonunun EtkKisi

Biriktirme potansiyeli ve siiresinin etkisi

Sorafenib tosilat'in elektrot yiizeyindeki reaksiyonu adsorpsiyon kontrollii
oldugundan dolay1 analizlerde adsorptif siyirma diferansiyel puls voltametrisi
yontemi kullanilmistir. Biriktirme potansiyeli ve siiresinin optimize edilmesi

gerekmistir.

5x10°% M sorafenib tosilat c¢ozeltisinde anodik pik akimina biriktirme
potansiyelinin ve siiresinin etkisi incelenmistir. Sekil 3.24'de goriildiigi {izere
maksimum anodik pik akimi 400 mV 180 s' de elde edilmistir. Daha sonraki

deneylere bu parametreler ile devam edilmistir.
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Akim, pA
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Sekil 3.24. 5.00x10® M sorafenib tosilat varligimda 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0)
Kitosan/CDKNT-COOH/CKE ile optimize edilen Eacc (tacc: 180 S) (a) Ve tace (Eace: 400 mV)

Sekil

3.25'de

gosterildigi

gibi

biriktirme potansiyeli

ve slresinin

optimizasyonu ile modifiye elektrodun modifiye edilmemis CK elektroda gore

cevabi yaklasik 22 kat artirilmistir.

500.0n
400.0n Destek elektrolit
| ——CKE
—— Modifiye CKE
300.0n
<
= 200.0n -
100.0n |
00 ya /\
T T T T ' ' I
0.0 0.3 0.6 0.9 12
EN

Sekil 3.25. 5x10°® M sorafenib tosilat'in 0.1M fosfat tamponunda (pH:7,0; %50 metanol)
CKE ve Kitosan/CDKNT-COOH/CKE ile alinan AdSDP voltamogramlar
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3.2.5. Sorafenib Tosilat Etken Maddesinin Adsorptif Styirma Diferansiyel Puls
Voltametrisi Yontemi ile Analizi

Optimum parametreler belirlendikten sonra sorafenib tosilat maddesinin

anodik pik akiminin degisen derisimiyle dogru orantili oldugu saptanmistir (Sekil

3.26).

TS ve TAS degerleri kalibrasyon verilerinden yola ¢ikarak hesaplanmistir.

Asagida verilen formiiller kullanilmistir.

~—

10xs,)

TS:(3><sb) TAS =
m

Burada sp, en diisiik derisimdeki etken madde voltamogramlarindan elde
edilen akim degerlerinin standart sapmasini, m ise kalibrasyon dogrusunun egimini

gostermektedir (Ozkan, 2012; Karadas ve ark., 2012).

0,1 M fosfat tamponunda (pH 7.0) iki farkli kalibrasyon dogrusal aralig
bulunmugtur. Kalibrasyon hem standart madde ile hem de serum ortaminda
yapilmustir. Kalibrasyonun 1. dogrusal aralign 1.00x10° M - 8.00x108 M ve 2.
dogrusal araligt 1x107 — 8x10" M olarak bulunmustur. iki farkli ortamdaki
dogrulara ait pik akimi derisim iligkileri asagida verilmistir. Cizelge 3.4'de

kalibrasyon egrileriyle ilgili validasyon parametreleri verilmistir.
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Ip (nA) =517 C (mM) - 0.006 (r=0.994) (0,1 M fosfat tamponu; pH 7,0; 1. dogru)

Ip (A) =277 C (mM) + 0.018 (r=0.997) (0,1 M fosfat tamponu; pH 7,0; 2. dogru)

Ip (A) =126 C (mM) - 0.002 (r=0.992) (Serum 6rneginde; 1.dogru)

Ip (LA) =62 C (mM) + 0.007 (r=0.997) (Serum 6rneginde; 2. dogru)
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Sekil 3.26. a) Standart

madde ve b) Serum 6rnegindeki artan derisimlerdeki sorafenib tosilat

etken maddesinin 0,1 M fosfat tamponunda AdSDP voltamogramlari
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Cizelge 3.4. Sorafenib tosilat etken maddesinin AASDPV yontemi kullanilarak 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0) Kitosan/CDKNT-COOH/CKE ile
elde edilen kalibrasyon dogrusuna ait regresyon analizi sonuglari ve validasyon parametreleri

Kitosan/CDKNT-COOH/CKE

Parametreler AdSDPV

Standart Serum
Dogrusal aralik (M) 1x108-8x108 1107 - 1x10 1x108-8x108 1107 - 8x107
Egim (WA.M™?) 517000 276748 126187 62450
Kesisim (HA) 0,0062 0,0179 0,0016 0,007
Korelasyon katsayisi 0,994 0,997 0,992 0,997
Egimin standart hatasi (x103) 34,2 11,6 9,40 2,90
Kesisimin standart hatasi (x103) 1,68 7,06 0,462 1,43
TS (M) 4,4x10710 9,6x1071°
TAS (M) 1,5x10°° 3,2x10°°
Olgiilen potansiyel Ep (mV) 817 817 770 754
Giin i¢i pik potansiyeli (Ep) (BSS %)* 0,5 0,4
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Cizelge 3.4’iin devam

Giinlerarasi pik potansiyeli (Ep) (BSS %)* 0,6 0,5
Giin i¢i pik akimu (Ip) (BSS %)* 1,25 2,55
Giinler arasi pik akimu (Ip) (BSS %)* 21 26

* 5 degerden hesaplanmustir.
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3.2.6. Sorafenib Tosilat Etken Maddesinin Adsorptif Siyirma Diferansiyel Puls
Voltametrisi Yéntemiyle insan Serum Cahsmalar:

Gelistirilen yontemin uygulanabilirligi insan serumunda yapilmistir. Serum

ornegindeki analiz Cizelge 3.5°de verilmistir.

serumundaki

sorafenib

tosilat

maddesinin  geri

Sonuglara bakildiginda insan

kazanimi

oldukca yiiksek

bulunmustur. Bu da yontemimizin dogrulugunu ve kesinligini géstermektedir.

Cizelge 3.5. AdSDPV yontemi kullanilarak 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0)
Kitosan/CDKNT-COOH/CKE ile sorafenib tosilat etken maddesi igeren insan serumundan
elde edilen geri kazanim sonuglari

Analit Matriks Eklenen Bulunan Geri BSS (%) | Bagil hata
(M) (M) kazanim % (%)
SOR Serum 0,400 0,390 97,45 0,03 -0,03

3.2.7. Girisim Maddelerinin Sorafenib Tosilat Etken Maddesi Cevabina Etkisi

Gelistirilen yontem ve sensor ile olast girisim yapabilecek tiirlerin sorafenib
tosilatin cevabini nasil etkileyebilecegi de arastirilmistir. 1 x10® M sorafenib tosilat
ile farkli oranlarda Na*, K*, Ca?', Mg?, CI~, SO, iirik asit ve dopamin
kullanilmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda, iyon ve irik asitin sorafenib
cevabini 100 kat derisim fazlaliginda bile etkilemedigi gézlemlenmistir. Dopamin ise
sorafenib tosilat ile derisim orami 1:1 ve 1:10 oldugunda etkilemeyip, 1:100

oldugunda etkilemistir.
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3.2.8. Modifiye Cams1 Karbon Elektrodun Elektrokimyasal Impedans
Spektroskopisi ile Karakterizasyonu

CKE ve Kitosan/CDKNT-COOH/CKE ylizey morfolojileri EIS ol¢iimleriyle
karakterize edilmistir. Deneyler, 5 mM potasyum ferrosiyaniir/5 mM potasyum
ferrisiyaniir redoks ¢iftinin 0,1 M KCI (1:1) ¢ozeltisinde hazirlanarak, 100 kHz ile
0,1 Hz frekans araliginda yapilmistir. Elektrolit ¢ozeltinin direnci Rs, c¢ift tabaka
kapasitansi Cai, electron transfer resistansi Ret ve Warburg impedanst Zw ile
gosterilmistir. Zw, elektrolit ortamindaki analitin, elektrot ile ¢dzelti arasindaki ara
yizeye difiizlenmesini gostermektedir. Sekil 3.24’¢  baktigimizda Nyquist
diyagraminda CKE ve Kitosan/CDKNT-COOH/CKE birbirinden farkli davranislar
gostermiglerdir  (Sekil 3.27). CKE i¢in yiikk transfer direnci 105 kQ,
Kitosan/CDKNT-COOH/CKE igin ise bu deger azalarak 56 kQ olarak bulunmustur.
Asagidaki sekilde randles esdeger devreyi gostermektedir. Yiik transfer direncinin
diismesi,  elektrot-¢cozelti  arayilizeyinde  elektron transferinin  diistiigiini
gostermektedir. Gelistirilen modifikasyon ile daha yiiksek iletkenlik saglanmis ve
elektron transferi kolaylasmistir. Ayni zamanda daha fazla yiizey alami elde

edilmistir.

55.0k -

50.0 k | a

45.0K |

40.0Kk |

35.0k |-

& 300k

M oso0kf . .
200kf . . %
150k -, O o —&{ W

100k| _° Ree

500K o*
0.00 Pry . . , , ‘
0.00 100k 200k 300k 400k 500k

Z' (Q)

Sekil 3.27. EIS yontemi kullanilarak a) CKE ve b) Kitosan/CDKNT-COOH/CKE ile elde
edilen Nyquist diyagramlari
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3.2.9. Modifiye Cams1 Karbon Elektrodun Taramah Elektron Mikroskopu ile
Karakterizasyonu

CKE, Kitosan/CKE, CDKNT-COOH/CKE, Kitosan/CDKNT-COOH/CKE
yiizey morfolojileri taramali eelktron mikroskopu ile 1 pum bar Jlgeginde
incelenmistir. Sekil 3.28’de verilen goriintiilere bakildiginda elektrot yiizeylerinin
birbirinden farkli oldugu goziikkmektedir. CDKNT-COOH’ {in elektrot ylizeyini
yogun bir sekilde kaplamis ve kitosan da nanotiip ile igice girerek bir komposit

olusturmustur.

Sekil 3.28. a) CKE; b) Kitosan/CKE; ¢) CDKNT-COOH/CKE; d) Kitosan/CDKNT-
COOH/CKE ile alman taramal1 elektron mikroskopu goriintiileri.
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3.2.10. Elektrot Kararhihigimin Arastirilmasi

Kitosan/CDKNT-COOH/CK elektrodunun kararliligi, 4x107 M sorafenib
tosilatin 0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0) 10 giin boyunca ¢ozeltiler taze
hazirlanip, Ol¢iimler alinarak arastirilmistir. Deney sonrasinda elektrot oda
kosullarinda muhafaza edilmistir. 10 giin boyunca 7 ayr1 6l¢iim alinarak bunlarin
bagil standart sapmasi % 2,2 olarak bulunmustur. Bu da elektrodun sorafenib tosilat

analizinde kararli oldugunu gostermistir.
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3.3. Erlotinib Hidrokloriir Etken Maddesine Ait Bulgular

Erlotinib Hidrokloriir etken maddesine ait bulgular asagida verilmistir.

0 N
HC™ "0 = H

Sekil 3.29. Erlotinib Hidrokloriir etken maddesinin kimyasal yapisi

3.3.1. Erlotinib Hidrokloriir Etken Maddesi Cevabinin Farkli Elektrotlarda

Karsilastirnlmasi

2 mL 0,01 M B-siklodekstrin distile su igerisinde hazirlanarak CKE yiizeyine
farkli hacimlerde damlatilmistir. 5-25 pL damlatma miktarlar1 arasindaki [3-
siklodekstrinin CKE yiizeyinde olusturdugu filmlerin cevaplar1 1x10° M ERT'in 0,1
M fosfat tamponunda DPV ve KDV yontemleri kullanilarak aragtirilmistir (Sekil
3.30).
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Sekil 3.30. B-siklodekstrinin CKE yiizeyine 5-25 uL hacimlerde damlatma miktarlari ile bu
elektrotlar kullanilarak 0,1M fosfat tamponunda 1x10° M ERT'in a) DPV b) KDV
yontemleriyle elde edilen akim degerleri

Her iki voltametrik yontemle de 10 pL hacimlerde damlatma miktari
optimum bulunmustur. Bundan sonra modifikasyon isleminde bu hacim baz

alinmistir.

3.3.2. Erlotinib Hidrokloriir Etken Maddesinin Elektrokimyasal

Davramsinin Voltametrik Yontemler ile incelenmesi

Erlotinib hidrokloriir etken maddesinin redoks davramisi DV, DPV, SWV
yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Asagidaki boliimlerde ayrintili bir sekilde

anlatilmistir.
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3.3.2.1. Erlotinib Hidrokloriir Etken Maddesinin Doniisiimlii Voltametri

Yontemiyle Elektrokimyasal Davramisinin Incelenmesi

Destek elektroliti ve pH degeri, erlotinib hidrokloriir'iin anodik cevabi1
tizerinde etkili olmaktadir. 0,1 M fosfat (2,0; 3,0; 6,0; 7,0; 8,0) ve 1,0 M asetat (3,7,
4,7; 5,7) tamponlarinda DV yontemiyle bu etki arastirtlmistir (Sekil 3.31 ve 3.32).

15.0p

——pH:2,0 (0,1 MFT)
——pH:3,0(0,1 MFT)
——pH: 6,0 (0,1 MFT)
10,0y —PH:7.0 (0.1 MFT)

——pH: 8,0 (0,1 MFT)

0.0 1

E/NV

Sekil 3.31. 5x10°5 M erlotinib hidrokloriir etken maddesinin farkli pH degerlerine sahip 0,1 M fosfat
(FT) ortamindaki déniigiimlii voltamogramlari; Tarama hizi, 100 mV s

|——pH:3,5(1 MAT)
18O 45 (1 MAT)
— pH:5,5(1 MAT) |
12.00
= 6.0u 1
0.0
—6.0p T T T T 1
05 0.0 0.5 1.0 15 2.0

E/N

Sekil 3.32. 5x10° M erlotinib hidrokloriir etken maddesinin farkli pH degerlerine sahip 1 M asetat
(AT) ortamindaki déniisiimlii voltamogramlari; Tarama hizi, 100 mV s
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Sekil 3.33. 5x10° M erlotinib hidrokloriir’iin anodik pik potansiyelinin ve akiminin pH
degisimine karsi grafigi (0,1 M fosfat pH 2,0; 3,0; 6,0; 7,0; 8,0 ve 1 M asetat tamponu pH
3,5;4,5;5,5)

DV yontemiyle farkli pH ortamlarinda voltamogramlar alinmistir. Elde edilen
sonuglara gore pH 3,0 fosfat tamponunda anodik pik akimi maksimum bulunmustur
(Sekil 3.33). Erlotinib hidrokloriir'iin tersinmez pik potansiyelinin degisen pH ile
iliskisi;

Ep= 1340-63,4 pH; r=0.989 (pH 2,0-8,0; DV)
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bagintisi ile elde edilmistir.

Egimin 59 mV/pH' ya yakin olmasi, yiikseltgenme reaksiyonunun esit proton

ve elektron ile gergeklestigini gostermektedir.

3.3.2.2. Erlotinib Hidrokloriir Etken Maddesinin Diferansiyel Puls

Voltametri Yontemiyle Elektrokimyasal Davramisinin Incelenmesi

Destek elektroliti ve pH degeri, erlotinib hidrokloriir'iin anodik cevabi tizerinde
etkili olmaktadir. 0,1 M fosfat (2,0; 3,0; 6,0; 7,0; 8,0) ve 1,0 M asetat (3,7; 4,7; 5,7)
tamponlarinda DPV yontemiyle bu etki arastirilmistir (Sekil 3.34 ve 3.35).

pH: 2,0

4.0pq —pH:3,0
pH: 6,0

——pH: 7,0

3.0ud{ — pH: 8,0

< 2.0p-

1.0p [/ \

0.0 4

02 00 02 04 06 08 10 12 14 16
E/N

Sekil 3.34. 5x10° M erlotinib hidrokloriir etken maddesinin farkli pH degerlerine sahip 0,1
M fosfat (FT) ortamindaki DP voltamogramlari
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Sekil 3.35. 5x10° M erlotinib hidrokloriir etken maddesinin farkli pH degerlerine sahip 1 M
asetat (AT) ortamindaki DP voltamogramlari
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Sekil 3.36. 5x10°° M erlotinib hidrokloriir etken maddesinin DPV yontemiyle elde edilen
anodik pik potansiyelinin ve akiminin pH degisimine kars1 grafigi
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DPV yontemiyle farkli pH ortamlarinda voltamogramlar alinmistir. Elde
edilen sonuglara gore pH 3,0 fosfat tamponunda anodik pik akimi maksimum
bulunmustur (Sekil 3.36). Erlotinib hidrokloriir'iin tersinmez pik potansiyelinin

degisen pH ile iliskisi;

Ep= 1311-66,9 pH; r=0.997 (pH 2,0-8,0; DPV)

bagintisi ile elde edilmistir.

Egimin 59 mV/pH' ya yakin olmasi, yiikseltgenme reaksiyonunun esit proton

ve elektron ile gergeklestigini gdstermektedir.

3.3.2.3. Erlotinib Hidrokloriir Etken Maddesinin Kare Dalga Voltametri

Yontemiyle Elektrokimyasal Davramisinin Incelenmesi

Destek elektroliti ve pH degeri, erlotinib hidrokloriir'iin anodik cevabi
tizerinde etkili olmaktadir. 0,1M fosfat (2,0; 3,0; 6,0; 7,0; 8,0) ve 1,0 M asetat (3,7,
4,7; 5,7) tamponlarinda KDV yontemiyle bu etki aragtirilmistir (Sekil 3.37 ve 3.38).
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Sekil 3.37. 5x10° M erlotinib hidrokloriir etken maddesinin farkli pH degerlerine sahip 0,1
M fosfat (FT) ortamindaki KD voltamogramlari
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Sekil 3.38. 5x10° M erlotinib hidrokloriir etken maddesinin farkli pH degerlerine sahip 1 M
asetat (AT) ortamindaki KD voltamogramlari
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Sekil 3.39. 5x107° M erlotinib hidrokloriir etken maddesinin KDV yontemiyle elde edilen
anodik pik potansiyelinin ve akiminin pH degisimine kars1 grafigi

KDV yontemiyle farkli pH ortamlarinda voltamogramlar alinmistir. Elde

edilen sonuglara gore pH 3,0 fosfat tamponunda anodik pik akimi maksimum
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bulunmustur (Sekil 3.39). Erlotinib hidrokloriir'iin tersinmez pik potansiyelinin

degisen pH ile iliskisi;
Ep= 1371-65,7 pH; r=0.992 (pH 2,0-8,0; DPV)

bagintisi ile elde edilmistir.

Egimin 59 mV/pH' ya yakin olmasi, yiikseltgenme reaksiyonunun esit proton

ve elektron ile gergeklestigini gdstermektedir.

3.3.3. Erlotinib Hidrokloriir Etken Maddesinin Doniisiimlii Voltametri

Yontemiyle Hiz Taramasi Calismasinin Incelenmesi

0,1 M fosfat tamponunda (pH 3,0) erlotinib hidrokloriir 'iin pik potansiyelinin
ve akimin tarama hizindan nasil etkilendigi dontisimli voltametri ydntemi
kullanilarak arastirilmistir (Sekil 3.40). Ayrica bu calismalar ile etken maddenin
elektrot ylizeyinde difiizyon veya adsorpsiyon kontrollii olup olmadig
aydinlatilmigtir. Artan tarama hiz1 ile 510 M erlotinib hidrokloriir ¢dzeltisinin pik
potansiyelinin de arttigi gozlenmistir. Pik akiminin tarama hiz1 ile iliskisi dogrusal

olarak bulunmustur.

0.100x10°2

0.075x1073

0.050x10°3

ilA

0.025x10°3

0 | =—0ms

_0.025)(10-3 ///-

0.219 0.031 0.281 0.531 0.781 1.031 1.281 1.531
E/V

Sekil 3.40. 5-500 mVs?! araliginda artan tarama hizlar ile alinan 5x10° M erlotinib
hidrokloriir’e ait doniistimlii voltamogramlar.
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Pik akimi ile tarama hizi (5-500 mVs?) arasindaki iliski incelendiginde
dogrusal bir davramis gostermistir. Bu da erlotinib hidrokloriir'in  elektrot

yiizeyindeki reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii olarak gerceklestigini gostermistir
(Hammam, 2002).

Ip (LA) = 18,840 — 29,62 (r =0.988) 0,1 M fosfat tamponu (pH 3.0)

Logaritmik pik akimi ile tarama hizi (5-500 mVs?t) arasindaki iliski
incelendiginde yine dogrusal bir davranig goériilmiis ve e§imin 1’e yakin olmasi da
elektrot yiizeyinde adsorpsiyon kontrollii bir reaksiyonun gerceklestigini

gostermistir.

loglp (LA) = 0,744logo — 0,6031 (r=0.997) 0,1 M fosfat tamponu (pH 3.0)

Adsorpsiyon kontrollii bir reaksiyon ¢iktigi igin adsorptif voltametri
uygulanmis ve erlotinib hidrokloriir'iin pik akiminin arttig1 gézlenmistir. Erlotinib
hidrokloriir'iin anodik potansiyeli (Ep), tarama hiz1 arttikgca daha pozitif
potansiyellere dogru kaymistir. Asagida tarama hizi ile pik potansiyeli arasindaki

bagint1 Laviron bagintisina gére verilmistir.

Ep = E°" + (2.303RT/anF) log (RTk%onF) + (2.303RT/ anF) log v (Zhang ve
Wang, 2000)

Ep (V) =0.049 logo + 0.750 (r = 0.993) 0,1 M fosfat tamponu (pH 3.0)
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Bu bagintt kullanilarak erlotinib hidrokloriir'tin anodik reaksiyonunda
gerceklesen elektron sayist 2,41 olarak bulunmustur. Bu sayr da 2'ye yakin

oldugundan reaksiyondaki elektron sayisi1 2 olarak kabul edilmistir.
Ep — Eprz = 48/an (Greef ve ark., 1990)

Yukaridaki baginti kullanilarak tekrar elektron sayisi hesaplanmis ve 2,18

olarak bulunmustur boylece Laviron bagintisi ile elde edilen sonug ile uyumludur.

3.3.4. Erlotinib Hidrokloriir Etken Maddesi Cevabina Kare Dalga Voltametrisi

Yontem Optimizasyonunun Etkisi

KDV yontemi ile daha duyarli cevaplar elde edildigi i¢in bu yontem ile
calismalara devam edilmistir. 0,1 M fosfat tamponunda (pH 3,0) erlotinib hidrokloriir
in pik potansiyelinin ve akiminin KDV yontemi parametrelerinden nasil etkilendigi
aragtirtlmistir. Frekans, genlik ve basamak potansiyeli parametrelerinin optimizasyon

sonuclar1 asagida Sekil 3.41°de verilmistir.
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Sekil 3.41. KDV ydontemiyle elde edilen frekans, genlik, basamak potansiyeli optimizasyon
sonuglart.
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KDV yonteminin optimizasyonunda frekans 80 Hz, genlik 50 mV, basamak
potansiyeli 8 mV olarak elde edilmistir. Daha sonraki deneylerde bu parametreler

kullanilmustir.

3.3.5. Erlotinib Hidrokloriir Etken Maddesinin Adsorptif Siyirma Kare

Dalga Voltametrisi Yontemi ile Analizi

Biriktirme potansiyeli ve siiresinin etkisi

Hiz taramasi calismasina gore erlotinib hidrokloriir’iin elektrot yiizeyindeki
reaksiyonu adsorpsiyon ile ger¢ceklesmektedir. Bundan dolayr adsorptif siyirma
voltametrisi ~ yonteminin  kullanilmas1 ~ gerekmektedir. Bu  yontemde
optimizasyonu yapilan KDV nin potansiyel ve zaman parametrelerinin de 5x10®
M ERT pik potansiyeli ve akimi iizerine etkisi 0,1 M fosfat tamponunda (pH
3,0) incelenmistir (Sekil 3.42).
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Sekil 3.42. 5.00x10°® M erlotinib hidrokloriir varhiginda 0,1 M fosfat tamponunda (pH
7,0) B-siklodekstrin/CKE ile optimize edilen Eacc (tacc: 75 S) (2) Ve tace (Eacc: 100 mV)

Optimizasyon sonuglarina gore 400 mV ve 75 s pik akiminin maksimum

oldugu degerlerdir.

Yontem optimizasyonu yapildiktan sonra kalibrasyon c¢aligmalarina
gecilmistir. 13108 M - 8x10® M derisim araliginda ERT’in 0,1M fosfat tamponunda

(pH 3,0) artan derisimleri ile anodik cevaplar1 alinmistir.
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Gelistirilen yontem ve sensor araciligiyla modifiye edilmemis elektrot ile
modifiye edilmis elektrot karsilastirilmistir (Sekil 3.43). B-siklodekstrin/CKE ve
CKE ile elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, B-siklodekstrin ERT cevabim
yaklasik 3,2 kat artirmis, pik seklini iyilestirerek elektrokatalitik etki (8 mV daha
negatif potansiyele kayma) ile elektrot yiizeyindeki reaksiyonu kolaylastirmistir.

50.0p
| Destek elektrolit
—— CKE
40.0py 4 —— Modifiye CKE
30.0p
<
=  20.0u+

10.0p : :
0.0+ /\
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8
E/NV

Sekil 3.43. 0,1 M fosfat tamponunda erlotinib hidrokloriir yoklugunda CKE; 8x10° M
erlotinib hidrokloriir varliginda CKE ve B-siklodekstrin/CKE ile elde edilen AdSKD
voltamogramlari.

Optimum parametreler belirlendikten sonra erlotinib hidrokloriir maddesinin
anodik pik akimimnin degisen derisimiyle dogru orantili oldugu saptanmistir (Sekil

3.44).

TS ve TAS degerleri kalibrasyon verilerinden yola ¢ikarak hesaplanmistir.

Asagida verilen formiiller kullanilmistir.

TS=(3XSb) TAS:(lobe)
m m
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Burada sp, en diisiik konsantrasyondaki etken madde voltamogramlarindan
elde edilen akim degerlerinin standart sapmasini, m ise kalibrasyon dogrusunun

egimini gostermektedir (Ozkan, 2012; Karadas ve ark., 2012).

0,1 M fosfat tamponunda (pH 3,0) dogrusal bir kalibrasyon araligi
bulunmustur. Kalibrasyonun dogrusal araligi 1x108 M - 8x10® M olarak
bulunmustur. Kalibrasyon dogrusundan elde edilen pik akimi-derisim iligkisi asagida
verilmistir. Cizelge 3.4'de kalibrasyon egrileriyle ilgili validasyon parametreleri

verilmigtir.

Ip (MA) =5.59x108 C (M) + 0.372 (r=0.999) (0,1 M fosfat tamponu; pH 3,0)
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Sekil 3.44. a) Erlotinib hidrokloriir’iin artan derigsimiyle 0,1 M fosfat tamponunda elde edilen
AdSKD voltamogramlari ve b) kalibrasyon egrileri
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Cizelge 3.6. Erlotinib hidrokloriir etken maddesinin 0,1 M fosfat tamponunda (pH 3,0) elde
edilen kalibrasyon egrisine ait regresyon analizi sonuglar1 ve validasyon parametreleri

Parametreler

B-siklodekstrin/CKE

Olgiilen potansiyel (V) 1,158
Dogrusal aralik (M) 1,00x10® - 8,00x10°6
Egim (nA M?) 5,59x10°
Kesisim (pA) 0,372
Korelasyon katsayisi 0.9993
Egimin standart hatasi 6,24x10*
Kesigimin standart hatasi 0,184
TS (M) 1,07x10°°
TAS (M) 3,58x107°
Giin igi pik akimi (RSD %)” 1,97
Giin i¢i pik potansiyeli (RSD %)” 0,078
Giinler aras1 pik akimi (RSD %)" 2,72
Giinler aras1 pik potansiyeli (RSD %)" 0,095

*5 degerden hesaplanmustir.

3.3.6. Erlotinib Hidrokloriir Etken Maddesinin Adsorptif Siyirma Kare Dalga

Voltametrisi Yontemiyle Tablet ve Geri Kazamim Calismalari

Erlotinib hidrokloriir etken maddesi i¢in gelistirilen yontemin dogrulugunu ve
kesinligini kontrol etmek i¢in tablet ve geri kazanim c¢aligmalar1 yapilmigtir. Ayrica
tablet icerisinde bulunan katki maddelerinin girisim etkisi yapip yapmadigi da bu
caligmalar ile arastirilmistir. Geri kazanim g¢alismalarinda bilinen miktarda etken
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madde ¢oOzelti ortamina eklenmistir. Sonucglar dogrultusunda, tabletteki katki
maddelerinin sonuglari etkilemedigi goriilmiistiir. Bu da gelistirilen yontemin kesin

ve dogru oldugunu ortaya koymustur (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. 0,1 M fosfat tamponunda (pH 3,0) erlotinib hidrokloriir igeren Tarceva® tablet
cozeltisinden elde edilen analiz bulgularinin sonuglar

B-siklodekstrin/CKE

Etiket miktar1 (mg) 25,00
Bulunan miktar * (mg) 25,04
BSS % 0.664
BH % -0,160
Eklenen (mg) 25,00
Bulunan @ (mg) 25,10
Geri kazanim % 100,38
Geri kazanimin % BSS 0,904
BH% -0,40

"5 degerden hesaplannustir.

3.3.7. Girisim Maddelerinin Erlotinib Hidrokloriir Etken Maddesi Cevabina
Etkisi

Baz1 iyon ve biyolojik molekiillerin etkisini erlotinib hidrokloriir ile birlikte
inceledik. Na*, CI-, dopamin, askorbik asit, glikoz ve iirik asit'in farkli derisimlerde
caligmalar1 yapilmis ve asagidaki ¢izelgede tolerans limitleri erlotinib hidrokloriir'iin
derisimi ile orantil1 olarak verilmistir. Erlotinib hidrokloriir derisimi 4x10 M olarak

sabit tutulmus, iyon ve molekiillerin derigimleri degistirilerek AASKDV ydntemiyle
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0,1 M fosfat tamponunda (pH 3,0) voltamogramlar alinmistir. Tolerans limitinin
yaklasik bagil hata olarak +10% olmasi tayinlerde kabul edilebilmektedir (Lin ve
ark., 2008). Cizelge 3.3'de goriildiigii gibi Na*, CI iyonlar1 ile dopamin, askorbik
asit, glikoz molekiilleri ¢ok fazla oranlarda bile erlotinib hidrokloriir’iin cevabini ¢ok
etkilemedigi goriilmiistiir. Urik asit derisiminin 10 kattan daha fazla olmas:

durumunda etken madde cevabi ile girisim yaptig1 tespit edilmistir.

Cizelge 3.8. Girisim maddelerinin 4x10° M erlotinib hidrokloriir cevabr iizerindeki tolerans
miktarlari

Tolerans limiti +% Bagil Hatta
(Girisim maddesi:ERT)
Na* 1000:1 5.28
CI- 1000:1 4.04
Dopamin 1000:1 0,63
Askorbik asit 1000:1 6,96
Glikoz 100:1 3,16
Urik asit 10:1 4,75

3.3.8. Modifiye Cams1 Karbon Elektrodun Taramal Elektron Mikroskopu ile

Karakterizasyonu

CKE ve p-siklodekstrin/CKE yiizey morfolojileri taramali elektron
mikroskopu ile 1 pm bar 6lgeginde incelenmistir. Sekil 3.45°de verilen goriintiilere
bakildiginda elektrot yiizeylerinin birbirinden farkli oldugu goziikkmektedir. [-
siklodekstrin nanopartikiillerinin elektrot ylizeyini yogun bir sekilde kaplamis oldugu

goriilmiistiir.
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Sekil 3.45. a) CKE; b) B-siklodekstrin/CKE ile alinan taramali elektron mikroskopu
goriintiileri.

3.3.9. Elektrot Kararhhiginin Arastirilmasi

B-siklodekstrin/CK  elektrodunun  kararliigi, 4x10® M  erlotinib
hidrokloriir’iin 0,1 M fosfat tamponunda (pH 3,0) 1 hafta boyunca ¢ozeltiler taze
hazirlanip, Olglimler alinarak arastirilmistir. Deney sonrasinda elektrot oda
sicakliginda muhafaza edilmistir. 1 hafta boyunca 7 ayr1 6l¢lim alinarak bunlarin
bagil standart sapmast % 2,2 olarak bulunmustur. Bu da elektrodun erlotinib

hidrokloriir analizinde kararli oldugunu gostermistir.
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4. TARTISMA

Tez c¢alismas1 kapsaminda kanser hastaliinin tedavisinde kullanilan
pemetrekset disodyum, sorafenib tosilat ve erlotinib hidrokloriir ilag etken
maddelerinin elektrokimyasal davraniglart aydinlatilmaya calisilmistir. Duyarls,
kolay, hizli ve giivenilir analizleri i¢in yeni sensorler ve voltametrik yontemler

gelistirilmeye calisilmistir.

Pemetrekset disodyum etken maddesinin voltametrik ¢alismalari i¢in duyarl
bir sensor gelistirilmeye ¢alisilmistir. Bunun i¢in de pemetrekset disodyumun anodik
pik akimi ve potansiyeli ilizerinde hazirlanan nanotiip siispansiyonlarin etkisi
incelenmistir. CDKNT-COOH, CDKNT ve TDKNT-COOH ile kiyaslandiginda daha
yiiksek akim degerlerini vermistir. CDKNT-COOH siispansiyonunun damlatma
hacmi optimizasyonu ¢alismasi yapilmistir. Bu siispansiyonun optimizasyonundan
sonra pirol monomeri elektrokimyasal olarak elektrot yiizeyinde polimerlestirilmis
ve asirt yiikseltgenerek elektrot yiizeyinde gozenekli bir yapi olusturmustur. Asiri
yiikseltgenmis PPr/CDKNT-COOH/CKE sensorii ile pemetrekset disodyumun DV,
DPV, KDV yontemleriyle davraniglar: incelenmistir. Yiikseltgenme reaksiyonundaki
proton ve elektron sayilarini bulmak icin farkli pH degerlerine sahip 0,1 M fosfat
(pH: 2,0; 3,0; 6,0; 7,0; 8,0) ve 1 M asetat (pH: 3,5; 4,5; 5,5) tamponlarinda
calistlmistir. Sonuglarin tekrarlanabilirligi ve duyarliligi agisindan 0,1 M fosfat

tamponu (pH 7,0) ile ¢alisilmaya karar verilmistir.

Ep-pH egrilerine gore pH 2,0-8,0 arasinda dogrusallik elde edilmistir. Egim ise
-46,4 olarak bulunmustur. Bu da esit sayida proton elektron ile yiikseltgenme

reaksiyonunun gerceklestigini gdstermistir.
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Pemetrekset disodyumun anodik cevabi iizerine degisen tarama hizinin etkisi
0,1 M fosfat tamponunda (pH 7,0) arastirilmistir. DV yontemi kullanilarak 5-500 mv
s? tarama hizi araliginda anaodik pik akimlari ve potansiyelleri incelenmistir.
Tarama hizinin ve anodik pik akiminin logaritmik degerleri arasindaki iligki
bulunmus, egimin 1'e yakin oldugu saptanmistir. Elektrot yiizeyindeki yiikseltgenme

reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii oldugu gézlemlenmistir.

Pemetrekset disodyum'un asir1 yiikseltgenmis PPr/CDKNT-COOH/CKE ile
tayini i¢cin DPVve KDV yontemleri denenmistir. DPV yontemi daha yiiksek anodik
cevaplar vermistir. Hiz taramasi sonucu elektrot ylizeyindeki yiikseltgenme
reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii ¢ikmasi nedeniyle AdSDPV yontemi
kullanilmistir. Bu yontemin optimizasyonu biriktirme potansiyeli (100 mV) ve stiresi

(180 s) ile yapilmustir.

Pemetrekset disodyum, AASDPV yontemi ile analiz edilmistir. Bu yontem ile
kalibrasyon aralig1 1.00x10®8 M - 1.00x107 M (r= 0.9995) olarak bulunmustur. TS,
3,28x10° M ve TAS, 9,94x10° M olarak hesaplanmastir.

Pemetrekset disodyum ile yapilan analizin literatiirde (Cizelge 1.3) yapilmis
caligmalardan genelde daha duyarli oldugu saptanmistir. Roland ve arkadaglar
(2010) MALDI-QqQ-MS/MS kullanarak daha duyarli analiz yapmislar ancak
kullanilan cihazin ekonomik degeri ve deney oOncesi kati1 faz ekstraksiyonu gibi 6n
islemlere gerek duyulmasi, bizim ¢aligmay1 daha kolay, kullanilabilir ve ekonomik

kilmistir.

Pemetrekset disodyum iceren PEMTREX® enjeksiyonluk preparat,
gelistirdigimiz yontemin dogru ve kesin oldugunu test etmek amach kullanilmistir.

Enjeksiyon ¢ozeltisi i¢inde yardimer maddelerin pemetrekset disodyum pik akimini
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ve potansiyelini etkileyip etkilemedigi geri kazanim caligmalari ile arastirilmistir.

Gelistirilen yontemin validasyon parametreleri de incelenmistir.

Pemetrekset disodyum tayini i¢in gelistirilen nanosensoriin kararliligi

arastirtlmistir. +4 C’de bir hafta boyunca kullanilabilir oldugu saptanmustir.

Girisim ¢aligsmasiyla, pemetrekset disodyum etken maddesinin insan
viicudunda bulunan baz1 molekiil ve iyonlarla nasil etkilenecegi, gelistirilen yontem

ve sensoril etkileyip etkilemeyecegi de arastirilmaistir.

Sorafenib tosilat etken maddesinin voltametrik ¢alismalart i¢in duyarli bir
sensOr gelistirilmeye c¢alisilmistir.  Sorafenib tosilatin  metanol igerisindeki
¢cOziiniirligli %10-20-30-40-50-60 olmak iizere alti farkli oranda ¢alisilmistir.
Sorafenib tosilat anodik cevabinin tekrarlanabilir ve pik akiminin maksimum oldugu
oran %50 olarak belirlenmistir. Sorafenib tosilat anodik pik akimi ve potansiyeli
tizerinde hazirlanan kitosan ve nanotiip silispansiyonlarin etkisi incelenmistir.
Siispansiyonun kitosan igerigi degistirilerek elektrot modifikasyonlar1 yapilmistir ve
9%0,1 kitosan miktar1 en duyarli anodik sorafenib cevabini vermistir. %0,1 kitosan
iceren CDKNT-COOH siispansiyonu 1 M asetat tamponunda hazirlanmistir. %0, 1
Kitosan/CDKNT-COOH  siispansiyonunun elektrot yilizeyine damlatma hacmi
optimizasyonu ¢alismasi yapilmistir. 2,5 pL damlatma hacmi optimum bulunmustur.
Sorafenib tosilatin DV, DPV, KDV vyontemleriyle davranislar1 incelenmistir.
Yiikseltgenme reaksiyonundaki proton ve elektron sayilarini bulmak i¢in farkli pH
degerlerine sahip 0,1 M fosfat (pH: 2,0; 3,0; 6,0; 7,0; 8,0) ve 1 M asetat (pH: 3,5;
4,5; 5,5) tamponlarinda calisilmistir. Sonuglarin tekrarlanabilirligi ve duyarliligi

acisindan 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,0) ile calisilmaya karar verilmistir.
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Ep-pH egrilerine gore pH 2,0-8,0 arasinda dogrusallik elde edilmistir. Egim ise
-33,5 olarak bulunmustur. Bu da esit sayida proton elektron ile yiikseltgenme

reaksiyonunun gerceklestigini gostermistir.

Sorafenib tosilat'n anodik cevabi iizerine degisen tarama hizinin etkisi 0,1 M
fosfat tamponunda (pH 7,0) arastirilmistir. DV yontemi kullanilarak 5-500 mV s*
tarama hizi araliginda anaodik pik akimlar1 ve potansiyelleri incelenmistir. Tarama
hiz1 ve anodik pik akimi arasindaki iliskide , egimin 1'e yakin oldugu saptanmustir.
Elektrot yiizeyindeki yiikseltgenme reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii oldugu

gbzlemlenmistir.

Sorafenib tosilat'in %0,1 Kitosan/CDKNT-COOH/CKE ile tayini i¢in DPVve
KDV yontemleri denenmistir. DPV yontemi daha yiiksek anodik cevaplar vermistir.
KDYV yonteminde baseline oldukga giiriiltiilii gelmistir. Bu da sorafenib tosilat'in pik
akimmin okunmasinda problem yaratmistir. Hiz taramasi sonucu elektrot
ylizeyindeki yiikseltgenme reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii ¢tkmasi nedeniyle
AdSDPV yontemi kullanilmigtir. Bu yontemin optimizasyonu biriktirme potansiyeli

(400 mV) ve siiresi (180 s) ile yapilmistir.

Sorafenib tosilat, AASDPV yontemi ile analiz edilmistir. Kalibrasyonun 1.
dogrusal aralig1 1.00x108 M - 8.00x10® M ve 2. dogrusal aralig1 1x10~" — 8x10~" M
olarak bulunmustur. TS, 4,4x1072° M ve TAS, 1,5x10° M olarak hesaplanmustir.
Serumda yapilan kalibrasyon egrilerinden elde edilen 1. dogrusal arahk 1x1078 -
8x1078, 2. dogrusal aralik ise 1x107" - 8x10~" olarak elde edilmistir. TS, 9,6x1072° M
ve TAS, 3,2x10° M olarak hesaplanmustir.

Sorafenib tosilat ile yapilan analizin literatiirde (Cizelge 1.4) yapilmis
caligmalardan genelde daha duyarli oldugu saptanmustir. Lokesh ve arkadaslari
(2008) LC-MS/MS kullanarak daha duyarli analiz yapmislar ancak kullanilan cihazin
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ekonomik degeri ve deney Oncesi kati1 faz ekstraksiyonu gibi 6n iglemlere gerek

duyulmasi, bizim ¢alismay1 daha kolay, kullanilabilir ve ekonomik kilmistir.

Sorafenib tosilat i¢eren insan serumu, gelistirdigimiz yontemin dogru ve
kesin oldugunu test etmek amacli kullanilmistir. Serum igerisinde bulunan biyolojik
molekiil ve iyonlarin sorafenib tosilat anodik pik akimi iizerine etkisi geri kazanim
calismalariyla arastirilmistir. Gelistirilen yontemin validasyon parametreleri de

incelenmistir.

Sorafenib  tosilat tayini icin  gelistirilen nanosensdrlerin  ylizey
karakterizasyonlar1 EIS ve taramali elektron mikroskobu ile yapilmistir. EIS
yontemiyle modifiye elektrodun yiik transfer direnci daha diisitk bulunmustur. Bu da
modifiye elektrodun iletkenliginin ve ylizey alaninin arttigini géstermistir. Taramali
elektron mikroskobu ile alinan goriintiilerde elektrot yiizeylerinin farkli oldugu ve

CKE yiizeyinde modifikasyonun oldugu gézlenmistir.

Sorafenib tosilat tayini i¢in gelistirilen nanosensoriin kararliligt arastirilmastir.

Oda kosullarinda on giin boyunca kullanilabilir oldugu saptanmustir.

Girisim ¢alismasiyla, Sorafenib tosilat etken maddesinin insan viicudunda
bulunan bazi molekiil ve iyonlarla nasil etkilenecegi, gelistirilen yontem ve sensorii

etkileyip etkilemeyecegi de arastirilmigstir.

Erlotinib hidrokloriir etken maddesinin voltametrik ¢aligmalar1 i¢in duyarh
bir nanosensor gelistirilmeye ¢alisilmistir. Bunun igin de erlotinib hidrokloriir anodik
pik akimi ve potansiyeli iizerinde hazirlanan B-siklodekstrin ¢ozeltisinin etkisi
incelenmistir. Modifiye edilmemis CKE ile kiyaslandiginda daha yiiksek akim
degerlerini vermistir. B-siklodekstrin ¢ozeltisinin damlatma hacmi optimizasyonu
caligmasi yapilmistir. Damlatma miktart optimizasyonundan sonra B-siklodekstrin
/CKE sensorii ile erlotinib hidrokloriir’iin DV, DPV, KDV yontemleriyle davraniglar

incelenmistir. Yikseltgenme reaksiyonundaki proton ve elektron sayilarini bulmak
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icin farkli pH degerlerine sahip 0,1 M fosfat (pH: 2,0; 3,0; 6,0; 7,0; 8,0) ve 1 M
asetat (pH: 3,5; 4,5; 5,5) tamponlarinda calisilmistir. Sonuglarin tekrarlanabilirligi
ve duyarliligi acisindan 0,1 M fosfat tamponu (pH 3,0) ile c¢alisilmaya karar

verilmistir.

Ep-pH egrilerine gore pH 2,0-8,0 arasinda dogrusallik elde edilmistir. Egim ise
yaklasik -63,4 olarak bulunmustur. Bu da esit sayida proton elektron ile

yiikseltgenme reaksiyonunun gerceklestigini gdstermistir.

Erlotinib hidrokloriir anodik cevabi iizerine degisen tarama hizinin etkisi 0,1
M fosfat tamponunda (pH 3,0) arastirilmistir. DV yontemi kullanilarak 5-500 mV st
tarama hizi aralifinda anaodik pik akimlar1 ve potansiyelleri incelenmistir. Tarama
hizinin ve anodik pik akiminin logaritmik degerleri arasindaki iliski bulunmus,
egimin 1'e yakin oldugu saptanmigtir. Elektrot yilizeyindeki yiikseltgenme

reaksiyonunun adsorpsiyon kontrollii oldugu gézlemlenmistir.

Erlotinib hidrokloriir’iin B-siklodekstrin/CKE ile tayini i¢in DPVve KDV
yontemleri denenmistir. KDV yontemi daha yiiksek anodik cevaplar vermistir. Hiz
taramas1 sonucu elektrot ylizeyindeki yiikseltgenme reaksiyonunun adsorpsiyon
kontrollii ¢ikmast nedeniyle AdSKDV yontemi kullanilmigtir. Bu yontemin
optimizasyonu biriktirme potansiyeli (400 mV) ve siiresi (75 s) ile yapilmustir.

Erlotinib hidrokloriir, ADSKDV yontemi ile analiz edilmistir. Bu yontem ile
kalibrasyon araligi 1.00x10% M - 8.00x10° M (r= 0.9993) olarak bulunmustur. TS,
1,07x10° M ve TAS, 3,58x10° M olarak hesaplanmustir.
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Erlotinib hidrokloriir ile yapilan analizin literatiirde (Cizelge 1.5) yapilmis

caligmalardan daha duyarli oldugu saptanmaistir.

Erlotinib hidrokloriir iceren TARCEVA® tablet, gelistirdigimiz ydntemin
dogru ve kesin oldugunu test etmek amagh kullanilmistir. Tablet ¢ozeltisi iginde
yardimcr maddelerin erlotinib hidrokloriir pik akimini ve potansiyelini etkileyip
etkilemedigi geri kazanim g¢aligmalar1 ile arastirilmistir. Gelistirilen yOntemin

validasyon parametreleri de incelenmistir.

Erlotinib  hidrokloriir ~tayini igin  gelistirilen nanosensoriin  ylizey
karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu ile yapilmistir. Taramali elektron
mikroskobu ile alinan goriintiilerde elektrot yiizeylerinin farkli oldugu ve CKE

yiizeyinde modifikasyonun oldugu gozlenmistir.

Erlotinib hidrokloriir tayini icin gelistirilen nanosensoriin kararliligi

arastirilmistir. Oda kosullarinda bir hafta boyunca kullanilabilir oldugu saptanmustir.

Girigim ¢alismasiyla, erlotinib hidrokloriir etken maddesinin insan viicudunda
bulunan bazi molekiil ve iyonlarla nasil etkilenecegi, gelistirilen yontem ve sensorii

etkileyip etkilemeyecegi de arastirilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda pemetrekset disodyum, sorafenib tosilat ve erlotinib
hidrokloriir ila¢ etken maddelerinin elektrokimyasal davranislari ilk kez incelenmis
ve elektrokimyasal yiikseltgenme mekanizmalarindaki elektron ve proton sayilart
hakkinda Oneriler verilmistir. Ayrica s6z konusu ila¢ etken maddeleri igin
voltametrik tayin yontemleri gelistirilmis ve analitik uygulamalar1 yapilmistir. Bu
calismalar kapsaminda elde edilen veriler, uluslararasi dergilerde (SCI) iki adet
yayma doniistiirlmiistiir. Bir tanesi ise gonderim asamsindadir. Tez c¢aligmasinin

o6nemli sonuglar1 ve konu ile ilgili baz1 6neriler su sekilde siralanabilir:

Pemetrekset disodyum'un asir1 yiikseltgenmis PPr/CDKNT-COOH/CKE
yiizeyinde elektrokimyasal aktiflige sahip oldugu, tersinmez ve 2e¢/2H" ile

adsorpsiyon kontrollii bir mekanizma ile yilikseltgendigi saptanmistir.

Her madde i¢in elektrokimyasal analiz yontemleri gelistirilmistir. Bu
yontemlerin parametreleri optimize edilerek en duyarli sonuglara ulasilmistir.

Gelistirilen yontemin validasyonu yapilmustir.

Her madde icin gelistirilen yontem ve sensorler ile analitik uygulamalar

yapilmistir.

Yapilan caligmalar 15181nda;

Gelistirilen 1ilaglarin kalite kontroliinde, klinik uygulamalarda dogrudan
voltametrik yontemlerin kullanilabilecegi, numune igeriginde eser miktarda bulunan

maddelerin analizinde siyirma yontemlerinin kullanilabilecegi gosterilmistir.
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Tez kapsaminda c¢alisilan antineoplastik ilag etken maddelerinin insan
biinyesindeki hastaligin tedavisinde elektroaktif olarak elektron alig/verisine katildig
belirlenirse, bu ilaglarin viicuttaki etki mekanizmalarinin aydinlatilmasinda, olas1 yan
etkilerinin belirlenip engellenmesinde ve tedavi etkinliginin arttirilmasinda
elektrokimyasal redoks ozelligi ve mekanizmalarinin 6nemli yer alacagi aciktir.
Bundan dolay1 kanser hastaliginin tedavisinde kullanilan ve tez kapsaminda ¢aligilan
ilag etken maddelerinin mekanizmalarinin aydinlatilmasinin  olduk¢a Onemli

olabilecegi diistiniilmektedir.

Kullanilan elektrokimyasal yoOntemlerin, yeni ila¢c sentezinde ve tedavi
yontemlerine yonelik calismalarda, kullanilan diger yontemlere alternatif bir yontem

olarak kullanilmasi diistiniilebilir.

Gelistirilen voltametrik yontemler ile analizleri yapilabilecek pemetrekset
disodyum, sorafenib tosilat ve erlotinib hidrokloriir i¢in klinik ortamda yerinde

analize imkan verebilecegi diistiniilmektedir.

Gelistirilen elektrokimyasal yontemlerle gergeklestirilen analizler oldukca
maliyetsiz, tekli ve ¢oklu analize imkan vermesi ve ¢ok az kimyasal maddenin
harcanmas literatiirde kullanilan kromatografik yontemlere istiinliikk saglamistir ve

bu nedenle bir alternatif yontem olarak kullanilabilir.

Elektrokimyasal yontemler ile ¢cok diisiik miktarlarda tayinler miimkiindiir. Bu
yontemlerin {stiinliikleri diistiniildiiglinde eger kromatografik yontemler ile
birlestirilirse yani LC-EC kombine yontemi kullanilirsa hem diisiik miktarda tayinler
yapilabilir hem de potansiyelleri ¢akisan maddelerin kromatografik olarak ayrilmasi

saglanabilir.
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OZET

Antineoplastik Ila¢ Etken Maddelerinin Modifiye Kati Elektrotlar ile

Elektroanalitik Incelenmesi ve Nanosensor Tasarimi

Kanser hastaligi tedavisinde kullanilan pemetrekset disodyum, sorafenib tosilat ve
erlotinib hidrokloriir etken maddeleri ile elektrokimyasal c¢alismalar yapilmistir. Bu
maddelerin redoks Ozellikleri farkli tampon c¢ozeltilerinde DV, DPV, KDV ve siyirma
teknikleri ile incelenmistir. Caligilan {i¢ madde ile de DV yontemi kullanilarak elektrot
yilizeyindeki reaksiyonun difiizyon ya da adsorpsiyon kontrollii gerceklestigi ve bu
reaksiyondaki transfer olan elektron sayilart aydinlatilmistir. Kullanilan nano malzemeler,
etken maddelerin tekrarlanabilir, duyarh ve hizli bir sekilde analiz edilmesini saglamstir.

Etken maddeler igin  gelistirilen sensorlerin  yiizey karakterizasyonlari
elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobu ile yapilmistir.

Her madde analizi i¢in en duyarli voltametrik yontem gelistirilmistir. Bu yontemdeki
parametreler optimize edilerek analit cevaplart artirilmustir. Gelistirilen yontem 1s18inda
etken maddenin derisimi ile pik akimi arasindaki iliski kullanilarak kalibrasyon egrileri elde
edilmigtir. Kalibrasyon verilerinden TS, TAS ve diger validasyon parametreleri
aydmlatilmstir.

Her etken madde analizinde gelistirilen yontemin dogrulugu ve Kesinligi ig¢in
farmasotik dozaj sekillerine veya serum orneklerine uygulama yapilmis ve geri kazanim
calismalariyla kontrol edilmistir.

Anahtar sozciikler: Antineoplastik, erlotinib, pemetrekset, sorafenib, voltametri.
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SUMMARY

Electroanalytical Investigation of Antineoplastic Drug Molecules with Modified

Solid Electrodes and Design of Nanosensors

Electrochemical studies are performed for pemetrexed disodium, sorafenib tosilate
and erlotinib hydrochloride compounds, which are used for the pretreatment of the cancer
disease. Redox behaviors of these compounds are investigated in different buffer solutions
with CV, DPV, SWV and stripping methods. Diffusion or adsorption controlled process on
the electrode surface and number of transferred electron are investigated by CV method with
three compounds. Repeatabile, sensitive and fast analysis are made with used nanomaterials.

The surface characterization of sensors is performed with electrochemical
impedance spectroscopy and scanning electron microscopy.

The most sensitive voltammetric methods are developed for the three compounds.
The responses are increased with optimized parameters of methods. Calibration curves are
obtained by relation of concentration and peak current of compounds. LOD, LOQ and other
validation parameters are found from calibration data's.

The recovery studies and applications of developed methods are performed on
pharmaceutical dosage forms and serum samples to test the accuracy and precision.

Keywords: Antineoplastic, erlotinib, pemetrexet, sorafenib, voltammetry.
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