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OZET

Nanomalzeme Kaph Elektrokimyasal Sensor Yardimiyla Oral Antidiyabetik ilaglarin
Voltametrik Miktar Tayini

Yiiksek lisans tez ¢caligmasinda, linagliptinin (LNG) elektroanalizi i¢in hassas ve segici bir sensor olarak
nano elmas (NE) ve grafen nano plakalar (GNP) kapli camsi karbon elektrot (NE/GNP/CKE)
kullanilmustir.

Dongiisel voltametri (DV) igeren yontem, CKE'ye kiyasla NE/GNP/CKE'nin 2,2 kat daha yiiksek
elektroaktif yiizey alanini ortaya ¢ikarmistir. LNG'nin voltametrik cevab, diferansiyel puls voltammetri
(DPV) kullanilarak NE/GNP kapli elektrot tarafindan 4,66 kat artirilmustir.

0,8 uM — 18,7 uM konsantrasyon araliginda gozlenebilirlik sinir1 (GS) 0,20 uM olarak hesaplanmustir.

Geligmis yontem, %1,01'lik bir bagil standart sapma (BSS) ile farmasétik numune iizerinde pratik
olmasinin yani sira, idrar numunesindeki LNG miktarini tespit etmek i¢in tatmin edici geri kazanim
yiizdesi sonuglari ile (idrarda 100,1 + 1,22; farmas6tik dozaj formunda 101,2 + 2,66) yeterliligini
gostermistir.

Ozetle, NE/GNP/CKE'nin rutin kalite degerlendirmelerinde ve klinik izlemede LNG tespiti igin basit,
pratik ve uygun maliyetli bir sensor olabilecegi dngorillmektedir.

Anahtar Sozciikler: Elektrokimyasal sensor, Grafen nano plakalar, Linagliptin, Nano elmas,
Trajenta®.



SUMMARY

Voltammetric Quantification of Oral Antidiabetic Drugs with The Help of Nanomaterial
Coated Electrochemical Sensor

In the master’s thesis study, nanodiamond (ND) and graphene nanoplatelets (GNP) coated glassy carbon
electrode (ND/GNP/GCE) had been employed as a sensitive and selective sensor for the electroanalysis
of linagliptin (LNG).

The method including cyclic voltammetry (CV) had revealed the 2,2-fold higher electroactive surface
area of ND/GNP/GCE compared to that of GCE. The voltammetric response of LNG had been raised
4,66-fold by the ND/GNP covered electrode in differential pulse voltammetry (DPV).

The limit of detection (LOD) within the concentration ranges of 0,8 pM — 18,7 uM had been calculated
as 0,20 uM. The advanced method had exhibited its sufficiency with satisfactory % recovery results
(100,1 + 1,22 in urine sample and 101,2 & 2,66 in pharmaceutical sample) in order to detect the quantity
of LNG in urine sample beside being practical upon pharmaceutical sample with a relative standard
deviation (RSD) of %1,01.

To sum up, it is predicted that ND/GNP/GCE may be a straightforward, practical and cost-effective
sensor for the detection of LNG in the routine quality evaluations and clinical monitoring.

Keywords: Electrochemical sensor, Graphene nanoplatelets, Linagliptin, Nanodiamond, Trajenta®.
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ONSOZ

Yiiksek lisans tezi kapsaminda, Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan anti-hiperglisemik etken
madde olan linagliptinin (LNG) Trajenta®ve idrar rnekleri igerisinde miktarinin belirlenmesi
amactyla elektro sensdr bazli bir voltametrik ydntemin gelistirilmesi amaglanmistir.
Gelistirilen yontemlerin dipeptidil peptidaz 4 (DPP4) inhibitorlerinin rutin kalite

degerlendirmelerinde ve klinik izlenmesinde uygulanabilirligi 6ngoriillmiistiir.
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1. GIRIS

1.1. Diyabet

Insiilin sekresyonu veya etkisi ya da her ikisiyle ilgili bozukluklarin bir sonucu olarak ortaya
cikan, hiperglisemi ile teshis edilen kronik bir metabolik hastalik olan Diabetes Mellitus (DM),
gozlerde, bobreklerde, sinirlerde, kalpte ve kan damarlarinda islev bozukluklar1 gibi uzun
stireli yaralanmalarla iligkilendirilen ciddi bir saglik sorunu olmaktadir (American Diabetes
Association, 2009).

Pankreas tarafindan iiretilen insiilin kan sekerini diizenleyen bir hormondur. Insiilinin
iiretilememesi ve etkin bir sekilde kullanilamamasi, kontrolsiiz diyabetin ortak etkisi olan kan
sekerinin yiikselmesiyle sonuglamir. Diinya Saglhik Orgiitii'niin (DSO) verilerine gore 2014
yilinda yaklasik 422 milyon yetiskin diyabetli vardir. 1980'deki 108 milyon rakamiyla
karsilastirildiginda diyabetin goriilme sikligindaki artisin onu kiiresel bir salgina doniistiirdiigii
iddia edilebilir. Tiim bunlar ve 2012 yilindaki 1,5 milyon 6liim g6z 6niine alindiginda diyabet

tedavisinin ne kadar 6nemli oldugu acik¢a gostermektedir (Roglic ve DSO, 2016).

Amerikan Diyabet Dernegi'ne (ADD) gore, pankreasin - hiicrelerinin otoimmiin yikiminda
yer alan patojenik siire¢lerin, yetersiz insiilin etkisi ve insiilin sekresyonunun bozulmasi gibi
sonuclara yol actigi bilinmektedir. Genellikle diyabet hastalarinda bir arada bulunan bu iki
karmasgik hormon etkisinin ¢aligma prensibinde hipergliseminin ana nedeninin hangi anomali
oldugu net olarak belirtilmemistir. Bununla birlikte, diyabet vakalarinin biiyiik gogunlugu iki
ana etyopatogenetik tiire ayrilmaktadir; insiilin salgisindaki eksiklikten kaynaklanan tip 1 DM
(T1DM) ve insiilin etkisine direncin yani sira insiilin salgilanmasina kars1 yetersiz telafi edici
yanitin neden oldugu tip 2 DM (T2DM) (ADD, 2009).



Kanlarindaki glikoz miktarinin ayarlanabilmesi i¢in giinliik olarak insiilin uygulanmasina
ihtiyac duyan T1DM'li kisilerde asir1 susama ve idrara c¢ikma, siirekli aglik ve halsizlik,
gormede degisiklik ve kilo kayb1 gibi belirtiler ortaya cikar. Ote yandan, insiiline bagimh
olmayan veya yetiskin baslangi¢li diyabet olarak adlandirilan T2DM'li kisilerde tip 1'dekilere
benzer belirtiler ortaya ¢ikabilir, ancak genellikle belirtiler daha az belirgindir veya yoktur. Bu
nedenle diinya genelinde yaygin olan tip 2 diyabetin tanis1 birka¢ yil konulamamaktadir

(Roglic ve DSO, 2016).

Karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasindaki diizensizliklerle tanimlanan T2DM, hem
cevresel faktorlerin (6rnegin obezite, fiziksel hareketsizlik, sagliksiz beslenme...) hem de
genetik faktorlerin sonucu olabilmektedir. Prediyabet ile baslayan siirecin hiperglisemi ile
takip edildigi bu bireylerde T2DM gelisme riski yiiksek olabilmektedir. Gerstein vd., (2007)
meta-analizlerinde prediyabetlerin %3 ila %11'inin yillik olarak T2DM'ye doniistiigiini
gostermislerdir. Bu nedenle prediyabetli kisilerin tanimlanmasinin ve onlarin yasam tarzlarina
(kilo kayb1 ve egzersiz) miidahale edilmesinin yanmi sira antidiyabetik ve anti-obezite

ilaglarinin da 6nemini vurgulamislardir.

Cizelge 1.1. Tanisal referans degerleri (DeFronzo vd., 2015, s: 3)

Parametreler Normal* Prediyabet T2DM
Hemoglobin Alc <%5,7 § %5,7-6,4 | >%6,5
<%6,0 § %6,0-6,4 §
Aclik plazma glikozu <100 mg/dl dl bagma 100-125mg §  dl bagina >126 mg
<110 mg/dl § dl bagina 110-125 mg §
iki-saatlik plazma OGTT <140 mg/dl dl basia 140-199 mg dl bagina >200 mg

OGTT, oral glikoz tolerans testi; T2DM, tip 2 diyabet. *Normal glikoz metabolizmasi. {ADD. § DSO.

Prediyabet tanisinin igeriklerinin su sekilde siralanabilecegi belirtilmistir; bozulmus glikoz
tolerans1 (IGT), bozulmus aclik glikozu (IFG) seviyeleri veya artmis glikozillenmis
hemoglobin Alc (HbAlc) seviyeleri. ADD ve DSO tarafindan tanimlanan tanisal referans
degerleri Cizelge 1.1'de gosterilmistir.(DeFronzo vd., 2015, s: 3) HbAlc> %6,5 olan kisiler;
viicut kitle indeksi (BMI) m? bagina 30 kg; 60 yas yiiksek riskli grup olarak goriilmekte ve



ADA Konsensiis Konferansi'nda IGT veya IFG diizeylerinin metformin ile tedavisi
Onerilmektedir. (Nathan vd., 2007). DeFronzo vd., (2011) metforminin pioglitazon ile birlikte
diisiik dozda kullanilmasini Onermelerine karsin, Zinman vd., (2010) rosiglitazonun
prediyabetin diyabete doniismesini engellemede ayni etkinlige sahip oldugunu gosterdikleri

bilinmektedir.

Sonug olarak, karmasik bir kronik hastalik olan T2DM asagidakileri igeren gergek bir tedaviyi
gerektirmektedir; siirekli tibbi tedavi, anormal glikoz seviyelerinin sabirla kontrol edilmesi,
cok faktorlii riski azaltan dogru stratejilerle kan sekeri seviyelerinin normallestirilmesi, akut,
uzun vadeli mikrovaskiiler (0rn. ndropati, nefropati ve retinopati) ve makrovaskiiler
komplikasyonlarin (6rn. kalp krizi gibi) gézlemlenmesi. Gergek bir tedavi bulmak igin, bu gok
faktorli hastaligin insiilin direnci, kronik inflamasyon ve B hiicre fonksiyon bozuklugu gibi
patofizyolojik faktorleri karakterize edilmelidir. (Defronzo, 2009) tarafindan 6ne siiriilen
hiperglisemiyle ilgili sekiz farkli patofizyolojik anormallik (ugursuz oktet), T2DM ge¢misinde
iyi bir ornekle gosterilmis ve bozulmus glikoz homeostazisine yol agtigi Sekil 1.1' de

agiklanmustir.

T2DM'ye yol agan birincil deformiteler, pankreas B-hiicrelerinin neden oldugu bozulmus
insiilin sekresyonunun yani sira kas ve karacigerde goriilen insiilin direnci olarak
belirtilmiglerdir. Glukagon benzeri peptid 1(GLP 1)’in, GLP I'e direngli B-hiicrelerinin
fonksiyonundaki devam eden kusurlarin sonuglarinin arkasinda yatan bir faktdrdiir ve artan
glukagon seviyeleri ve artan hepatik duyarlihigin etkisiyle karacigeri asir1 glikoz iiretmeye
tesvik etmistir. Adipositlerdeki insiilin direncine bagl olarak artan lipoliz ve plazma serbest
yag asidi (FFA) diizeyleri, kas ve karacigerin insiilin direncinin yani sira § hiicre yetmezligini

de siddetlendirmistir.
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Sekil 1.1. T2DM'de Hipergliseminin 'Ugursuz Sekizlisi'

RA, reseptor agonisti; DPP4, dipeptidil peptidaz 4 ; IkB, NF-kB'nin inhibitorii; NF-«B, niikleer faktor-
«B; TLR4, Toll benzeri reseptor 4; MAPK, mitojenle aktiflesen protein kinaz; AMPK, AMP ile
aktiflesen protein kinaz; TNF, timér nekroz faktorii; ROS, reaktif oksijen tiirleri; TZD'ler,
tiazolidindionlar. (DeFronzo vd., 2015, s:7)

Hipergliseminin korunmasi, esik degerinin artmasiyla idrarda glikoz dokiilmesinin ve
sodyum/glikoz yardimer tasiyicisi 2'nin (SGLT?2) renal glikoz yeniden emilimindeki artigin
islevini yerine getirmesinin bir sonucu olarak belirtilmistir. Kilo almanin nedenleri arasinda
beyindeki dopamin seviyesinin diigmesi ve serotonin seviyesinin yiikselmesinin yani sira
amilin, leptin, Y'Y peptidi, GLP 1 ve insiilinin istah bastirici etkilerine kars1 direng gdsterilmesi
sayilabilmektedir. Ugursuz Sekizlinin, vaskiiler insiilin direnci ve inflamasyonun da
eklenmesiyle ¢okmekte olan dekoplete doniistiiriilmesi gerektigi 6ne siiriilmistiir. (DeFronzo

vd., 2015)



T2DM'nin diizenli hipodermik inflizyon tedavisi ile HbAlc seviyesinin disiirilmesinde
bagirsak hormonu GLP 1'in yeterli olabilecegi ortaya konmus olsa da (Deacon, 2011) bu
dalgalanan peptidin, in vivo bozulma ve nefritik klirens yoluyla GLP 1 insiilinotropik
etkinliginden sorumlu olan DPP4 tarafindan diizenlenen kan dolasimindan tahliye edilmeye
direngli olmadigim vurgulamustir. Inkretin etkisi olarak da adlandirilan DPP4 inhibisyon
etkisi, GLP 1'deki ani bozulma iizerindeki sinirlayici etkisine, diger bir deyisle GLP 1'in
antihiperglisemik etkinligini arttirici etkisine atfedilmistir. DPP4 inhibitorlerinin artis etkisi,

Sekil 1.2'de onerilen bir etki mekanizmas ile gosterilmistir.
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Sekil 1.2. DPP4 inhibitorleri' 6nerilen etki mekanizmasi (Andersen vd., 2018, s:36)

Gida alimiyla baslayan bu etki mekanizmasi, DPP4 bozulmasinin enteroendokrin hiicreleri
GLP 1, glikoza bagiml insiilinotropik polipeptit (GIP), Polipeptit YY (PYY), stromal
hiicreden tiiretilmis faktor-la (SDF1 o) ve gastrointestinal (GI) kanaldaki diger potansiyel
aracilar (A) gibi hormonlarin salinmasi i¢in uyardigini ileri stirmektedir. Gerek vaskiiler

yatakta gerekse karacigerde (B) ilerlemeyi daha da siirdiiren bozulma, hem lokal vagal



aferentlerin GLP 1 aktivasyonunun bagirsak duvarinda (C) hem de karaciger veya
hepatoportal bolge (D) i¢indeki duyu aferentlerinde bulunan kilcal damarlar tarafindan takip
edilmistir. Bu islemlerin sonucunda beyne iletilen ‘Efferent Sinyalleme’ adi verilen sinyal,
pankreas adaciklar1 yoluyla GLP 1'in indiikledigi insiilin artisina ve glukagon salgisinin
azalmasma (E) ve ardindan mide ejeksiyonunun ertelenmesine (F) aracilik etmektedir

(Andersen vd., 2018).

Andersen vd., (2018) ayrica lokal duyusal afferentlerin (C) ig¢indeki PYY ile olast
etkilesiminin gastrik bosaltimin ertelenmesine yol agabilecegini gostermektedir. GIP olabilen
hormonlarin, diger potansiyel aracilarin yami sira eser miktardaki GLP 1'in DPP4
bozunmasindan hayatta kalmasi, pankreasin (H) yani sira beyne (G) sinyal gonderilmesine
aracilik etmigtir. Ayrica insiilin ve glukagon sekresyonunun ayarlanmasinin, pankreas
adaciklarindaki SDF-1a, GLP ve diger potansiyel olarak bilinen ve bilinmeyen hormonlarin
tiretiminden kaynaklanan parakrin sinyallemesi ile yerine getirilebilecegi iddia edilmistir (I).
DPP4 inhibitorlerinin insanlar {izerindeki terapotik etkilerinin, 6nerilen yollarin (hem noéral
hem de parakrin sinyalleme) kemirgenler iizerinde dogrulanmasi nedeniyle kanitlanmasi

gerektigine dikkat ¢ekilmek istenmektedir.

Gliptinler olarak da adlandirilan DPP4 inhibitdrleri, Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (AGI)
tarafindan yetigkinlerde T2DM tedavisine yonelik oral diyabet ilaglar olarak
sertifikalandirilmistir. Vildagliptinin AGI tarafindan degil, yalmzca Avrupa lag Ajansi (AIA)
tarafindan sertifikalandirildign bilinse de AGI onayli DPP4 inhibitorleri saksagliptin,
sitagliptin, alogliptin ve linagliptin olarak siniflandirilabilir (Kasina ve Baradhi, 2022).



1.2. Tez Cahsmasinda Kullamilan Etken Madde

T2DM tedavisinde kullanilan oral anti-hiperglisemik ila¢ olarak 2011 yilinda ruhsat alan
Linagliptin (LNG), DPP4'iin > %80 inhibisyonuna sahip 24 saatlik doz araligina sahiptir ve
ayirt edici, gliglii ve doza bagimli bir farmakokinetik profile isaret etmektedir. LNG'nin
monoterapi olarak (giinde bir kez 5 veya 10 mg, oral) veya diger oral antihiperglisemik
ilaclarla birlikte kullanilmasi, viicut agirligi ve hipoglisemi {izerinde n6tr veya minimal etkiler
gostermistir ve bu klinik deneylerde takdire sayan bir tolerans anlamina gelmektedir.(Scott,
2011)

1.3. Linagliptin'in Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

1.3.1. Kimyasal Yap1

Molekiiler Yapn:
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Molekiiler Formiil: C2s Hog NgO-
Molekiil Agirhg: 472,54 g/mol

IUPAC Adr: 8-[(3R)-3-aminopiperidin-1-il]-7-but-2-inil-3-metil-1-[(4-metilkinazolin-2-
il)metil]purin-2,6 -dion

Goriiniim: Hafif higroskopik olabilen sarimsi ila beyaz kati madde.



Saklama Kosullari: 25°C (77°F) sicaklikta saklanmalidir; 15°-30°C'ye (59°-86°F) kadar

sapmaya izin verilir. Giivenli, iyi kapatilmis bir ambalajda saklanmalidir.

Coziiniirliigii: Su, izopropanol ve asetondaki ¢6ziiniirliigii cok zayif (sirasiyla; 0,9 mg/ml, <
1 mg/ml ve 1 mg/ml), metanoldeki ¢oziiniirliigii ise tatmin edicidir (60 mg/ml). Etanolde de

yeterli ¢oziiniirliige sahiptir (10 mg/ml).

Ayrisma Sabitleri: pKa = 1,9 ve pKa= 8,6

Log P (Kow) : 2,85

(FDA, 2011;National Center for Biotechnology Information, 2023)

1.3.2. Farmakolojik Ozellikler

LNG (ATC kodu A10BHOS5 olan) farmakoterap6tik gruba dahildir; sindirim sistemi ve
metabolizma, diyabette kullanilan ilaglar, kan sekeri diigiiriicii ilaglar ve DPP4 inhibitorleri
(WHO Collaborating Centre for Drug Statistics Methodology, 2023). Bir DPP4 inhibitori
olarak LNG'nin, GIP ve GLP 1 hormonlarinin pargalanmasini geciktirerek insiilin salinimini
ve pankreasta bulunan beta hiicrelerinden glukagonun inhibisyonunu tetikledigi bilinmektedir.
(DrugBank Online, 2023)

1.3.2.1. Farmakokinetik Ozellikler

LNG'nin 1-10 mg'lik oral dozlarla (tekli veya ¢oklu) hizli emiliminin ~ 90 dakika (tmax) i¢inde
maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmak) ulasabildigi bilinmektedir. Kararli durum
konsantrasyonlarina (1-10 mg doz araliginda) ulagmak i¢in 6-2 giin gerekirken, 5 mg terapotik
dozda ise bu siirenin 4 giin oldugu ve bunun da kararli durum Cpak 11-12 nmol/L’yi isaret ettigi
elde edilmistir. LNG'nin oral biyoyararlanimi yaklasik %30 olarak hesaplanmistir. Gidayla

birlikte uygulanmasi, bobrek yetmezligi, irk, karaciger yetmezligi, viicut agirligi, yas veya



cinsiyet gibi faktérler LNG iizerinde goriilen herhangi bir farmakokinetik degisiklik

bilinmemektedir.

Kararli durumdaki 5 mg tek doz LNG’nin ana dagilim hacmi (Vs) 1110 L olarak
hesaplanmistir. LNG'nin insan plazmasindaki protein baglanmasinin konsantrasyona bagl
oldugu ortaya ¢ikmistir; 1 nmol/L igin %99 ve 30 nmol/L’den biiyiik in vitro konsantrasyonlar
i¢in %75-89 olarak hesaplanmustir.

Metabolizma, hesaplanmis %90 radyoaktiviteye sahip, geri kazanilmig, degismemis ana
bilesigi gosteren, LNG'nin toplam bertarafi ve eliminasyonu i¢in yardimeir bir faktordiir.
LNG'nin S-3-hidroksipiperidinil tiirevi olarak bilinen birincil metabolit CD1790, 5 mg/giinliik
oral dozlardan sonra kararli durumdaki (AUCss) molar LNG plazma maruziyetinin yaklasik
%13,3"tinti ve 10 mg tekli oral dozlardan (AUC.4) sonra %18,0'in1 olusturmustur. Sirasiyla
CYP3A4 ile katalize edilen keton olusumunu ve aldo-keto rediiktazlarla katalize edilen
CD1790 stereo-segici indirgemeyi igeren in vitro deneyler, LNG'nin birincil metabolitinin

DPP4'e kars1 farmakolojik olarak aktif olmadigini ortaya cikarmistir.

LNG’nin ortadan kaldirilmasi, birincil hizli diislisiin ardindan uzatilmis bir terminal
eliminasyon asamastyla iki fazli olarak agikliga kavusturulmustur. Kararli duruma hizli erigim
i¢in birikim yar1 omrii (tizacc), 5 mg tek doz basina ~ 10 saat olarak belirtilirken, kararlt
durumdaki plazma terminalinin yar1 6mrii (t128) coklu 5 mg oral dozajlarla 100 saatten daha
uzun siire incelenmistir. Aktif olmayan LNG metabolitlerinin yaklagik %85' diskiyla atilirken,
4 giin sonra yalnizca %5'i idrarla atilmigtir. LNG, kararli durumda bobrek klirensin 70
mL/dakika ve toplam viicut klirensinin ~ 1200 mL/dakika oldugu 5 mg oral dozaj, plazma
konsantrasyonu ile baglanmamis ilag fraksiyonu arasindaki korelasyonun bir sonucu
olabilecek doza bagh bir klirens sergilemistir (DrugBank Online, 2023; Graefe-Mody vd.,
2012).



1.3.2.2. Farmakodinamik Ozellikler

[k hayvan galismalarinda LNG'nin (Inmol/L inhibisyon sabiti), tam dozlamayla plazma DPP4
aktivitesinin (>%80) inhibisyonu i¢in yeterli oldugu gosterilmistir. Goniillii saglikli erkekleri
iceren ¢aligmada 2,5 mg ve 5,0 mg tekli oral dozajlardaki LNG'nin plazma DPP4 aktivitesini
sirasiyla %72,7 ve %86,1 oraninda azaltmak igin yeterli oldugu ortaya konulmustur. Plazma
DPP4 aktivitesinin maksimum inhibisyonuna ulagsmak icin gereken siirenin 2,5 mg icin 3 saat
ve 5,0 mg i¢in ~ 1,5 saat oldugu hesaplanmistir. Dozaj karsilagtirmasi (5,0 mg/giin ve 10
mg/giin), kararli durumda > %80 inhibisyon aktivitesinin > 24 saat boyunca 5,0 mg giinliik

dozaj ile elde edilebilecegini gdstermistir.

Karisik, plasebo kontrollii, ¢ift kdr yemek tolerans testini iceren 28 giinliik tedavi faz II
calismasinda, LNG, plazma GLP-1 konsantrasyonunu iki katina ¢ikarmanin yani sira aglik
plazma glikozunu ve 24 saat agirlikli ortalama glikozu diistirmede basarili olmustur. Eksik
glisemik kontrol ve T2DM hastalar1 dahil edilen 24 haftalik faz III ¢alismalari, 5 mg LNG
dozajinin, monoterapinin yani sira ikili kombinasyon (LNG + metformin) ve iglii
kombinasyon (LNG + metformin + siilfoniliire) olarak glikozillenmis HbALc'yi ve aglik
plazma glikozunu nasil azaltabildigini ortaya c¢ikarmistir. Plaseboya goére ayarlanmig
modifikasyonlarin %-0,62 ila %8,1 arasinda degistigi gosterilmistir; HbAlc i¢in %-0,69 ila
%8,0. Plaseboya gore ayarlanmig modifikasyonlar -0,7 mmol/L ila 8,8 mmol/L arasinda

degisirken; aclik plazma glikozu igin -1,3 mmol/L ila 9,1 mmol/L arasinda degismistir.

Japon hastalar1 kapsayan c¢aligma ayrica 5 mg LNG dozajinin, 12 haftalik siire i¢inde HbAlc
icin plaseboya gore ayarlanmig ortalamayr %-0,87'den %8,0'a degistirebildigini ortaya
cikarmistir. Sonug olarak, diger DPP4 inhibitorlerinin etkilerine benzer sekilde LNG,
plaseboya gore ayarlanmis HbALc'yi %0,6-0,9'a diisiiriirken plazma GLP-1 konsantrasyonunu
2 kat artirmay1 basarabilmistir.

Kapsamli QT ¢alismasi, kardiyovaskiiler vakalarin 5000 hastadan daha fazla meta-analizini

igeren sekiz faz III ¢alismasiyla, 100 mg supra terapotik ve 5 mg tek terapotik dozaj araligi
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dahil olmak tizere QT araligimin uzamasi durumunda bile LGN'nin kardiyak fonksiyon
iizerinde goze ¢arpan bir etkisinin olmadigini ortaya koymustur. Sirasiyla 5 mg LNG, 100 mg
LNG, 400 mg moksifloksasin ve plasebo alan 44 beyaz hasta, ¢ift kor olarak LNG ve plasebo
alirken, her donem arasinda 6 hafta arinma olacak sekilde dort donem boyunca agik etiketli

moksifloksasin almistir.

Sonug olarak, LNG'nin kardiyovaskiiler oliim, fel¢, anjina nedeniyle hastaneye yatis ve
miyokard enfarktiisiine bagli hastaneye yatislari temel alan kiyaslamalara gore tehlike oraninin

0,34 degeriyle oldukga diisiik oldugu ortaya ¢ikmistir (Graefe-Mody vd., 2012).

1.3.2.3. Ozel Popiilasyonlar Uzerindeki Etkiler

Bobrek Yetmezligi

LNG'nin renal eliminasyonu kiigiik bir fraksiyonda gerceklestiginden, hastalarda bobrek
fonksiyonundaki diisiisle birlikte LNG'nin farmakokinetiginin énemli dlgiide degismemesi
gerektigini ortaya koyan hipotez, bir faz I ¢alismasiyla dogrulanmistir. T2DM olan veya
olmayan, farkli derecelerde bobrek yetmezligi olan bireylerden olusan ¢alisma, 7 giin boyunca
(normal bobrek fonksiyonu ve hafif veya orta dereceli bobrek yetmezligi grubu) veya tek
dozda (bobrek hastaligi son donem ve ciddi bobrek yetmezligi grubu) 5 mg/giin LNG dozuyla
gerceklestirilmistir. Bobrek yetmezIligi olan hastalarin farmakokinetiginde klinik olarak biiytik
bir degisiklik olmadigini ortaya koyan kamitlar, uygun bir anti hiperglisemik ajan olarak
LNG'nin bdbrek yetmezligi olan hastalarda herhangi bir doz ayarlamasi yapilmaksizin

kullanilabilecegini gostermistir (Graefe-Mody vd., 2012).

Karaciger yetmezligi

LNG'nin diski yoluyla eliminasyonu bdbrek disi yollardan gergeklestiginden, hastalarda
hepatik fonksiyon diisiisiiyle birlikte LNG'nin farmakokinetiginin énemli dlciide degismesi

gerektigini ortaya koyan hipotez, agik etiketli bir faz I ¢alismasiyla ¢iiriitiilmiistiir. T2DM
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olmayan, farkli diizeylerde karaciger yetmezligi olan bireylerden olusan calisma, hafif, orta
veya siddetli karaciger yetmezIliginin yani sira normal karaciger fonksiyonuna sahip gruplarda
5 mg/giin tekli veya ¢oklu dozlarda LNG ile gerceklestirilmistir. Karaciger yetmezligi olan
hastalarin farmakokinetiginde klinik olarak hafif bir azalma oldugunu ortaya koyan kanitlar,
karaciger yetmezligi olan hastalarda LNG'nin herhangi bir doz ayarlamasi yapilmaksizin

kullanilabilecegini gostermistir (Graefe-Mody vd., 2012).

Ilac Etkilesimleri

Gegirgenlik glikoproteini (P-gp) ve sitokrom P450 (CYP) 3A4'e karsi bilinen zayif bir
inhibitor olarak (ATP baglayici kaset tasiyicilar1 veya diger CYP izoenzimlerine kars1 olmasa
da) LNG'nin bugiine kadar maruziyeti azaltan giiclii P-gp veya CYP3A4 indiikleyicileri ile es
zamanli kullanim1 harig klinik olarak eslik eden ilag etkilesimleri ortaya konulmamistir. Giiglii
bir P-gp ve CYP3A4 inhibitériiniin (ritonavir) LNG plazma maruziyetini 3 kat artirdigi

bilinmesine ragmen, giivenlik veya etkinlikle ilgili endiselere iligkin klinik kanit yoktur.

Elbette her hastada oldugu gibi ila¢ kullaniminda da hastanin bireysel yanitina gére doz
ayarlamasi yapilmasi gerekmektedir (Graefe-Mody vd., 2012).

1.3.2.4. Kullanihis1

Trajenta® aktif madde olarak LNG'yi (5 mg) igeren oral antidiyabetik bir ilagtir. Oral
antidiyabetik ilaclar, hastanin viicudundaki kan sekeri seviyesini diisiirmek amaciyla yiiksek
kan sekerini tedavi etmek i¢in agiz yoluyla kullanilan ilaglardir. T2DM'li yetiskin hastalarda,
hastaligin oral antidiyabetik ilaglardan biri (metformin veya siilfoniliireler) veya tek basina
diyet ve egzersiz ile yeterli sekilde kontrol altina alinamamasi durumunda kullanilan Trajenta®
diger antidiyabetik ilaglarla birlikte kullanima uygundur: Metformin, siilfoniliire ilaglart
(6rnegin, glimepirid, glipizid), empagliflozin veya insiilin gibi ilaglar. Onerilen doz olan giinde
bir kez 5 mg olan bu ilag, a¢ veya tok karnina, yemekle birlikte veya yemeksiz olarak
almabilmektedir. Hastalarin ilag dozunun aniden kesilmesinin kan sekerinde artisa neden

oldugu bilinmektedir. Hasta saglig1 agisindan en iyi sonuglarin alinabilmesi igin bu ilacin, her
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hastanin yanitina gore doktorlarin regete ettigi sekilde kullanilmasi gerekmektedir (Tiirkiye

flag ve Tibbi Cihaz Kurumu, 2021).

1.3.2.5. Yan Etkiler

Kan lipaz diizeylerinde artis bildirilen en yaygin yan etkidir. Hafif ila orta siddette ortaya
ciktig1 ve gecici oldugu i¢in tedavinin kesilmesine yol agmamaktadir. Yaygin goriilen diger
yan etkiler ise su sekilde siralanabilir; burun veya bogaz iltihabi (nazofarenjit), oksiiriik,
kabizlik (insiilin ile birlikte kullanildiginda) ve kan amilaz diizeyinde artis. Deride
kabarciklanma (biilloz pemfigoid), bu ilacin bildirilen nadir bir yan etkisidir. Trajenta® tek
basina veya diyabet tedavisinde kullanilan diger ilaclarla kombinasyon halinde kullanildiginda
nadiren pankreas iltihab1 (pankreatit) gdzlenmistir. Bulant1 ve kusmanin yani sira sirta dogru
(mide cevresinde) siddetli ve inat¢1 karin agrist da pankreasin iltihaplandigi (pankreatit)

anlamina gelebilmektedir (FDA, 2011; Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, 2021).

1.3.2.6. Kontrendikasyonlar

"Trajenta® linagliptine karsi lirtiker, anjiyoddem veya bronsiyal hiperreaktivite gibi asiri
duyarlilik reaksiyonu dykiisti olan hastalarda kontrendikedir (FDA, 2011).

1.4. LNG Tayini I¢cin Uygulanan Giincel Analiz Yéntemleri

LNG tayini i¢in 2020-2023 yillar1 arasinda uygulanmis giincel analiz yontemleri bu

boliimde aktarilmistir.
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1.4.1. Spektroskopik Yontemler

1.4.1.1. Spektrofotometri

Sahloul ve Salami (2023) LNG'in toplu olarak tanimlanmasi ve dogrulanmasi i¢in UV-
Gorliniir  spektrofotometre ile yogunlasma reaksiyonuna dayali bir analitik yontem
gelistirmiglerdir. Bu yogunlagma reaksiyonu, P-dimetilaminobenzaldehit (PDAB) i¢indeki bir
aldehit grubu ile LNG'deki birincil amin arasindaki etkilesimle 470 nm dalga boyunda sar1
Schiff bazinin olugmasi igin meydana gelmistir. Renkli kompleks, 1 mL %5 k/h reaktif metanol
ve distile su ¢6zeltisinin hazirlanmasini, ¢6zeltiye 2 mL HCl'nin eklenmesini ve su banyosunda
(PDAB ve LNG igin) 70-75 °C'ye kadar 35 dakikalik 1sitma islemi igeren optimum deney
kosullarindan biri olan bir ¢dziicii iginde formiile edilmistir. Job's ve Molar oran yontemine
dayanarak bu calismada LNG ile PDAB arasindaki stokiyometrik oranin 1:1 oldugu ortaya
konulmustur. Hesaplanan GS ve TS degerleri, 5 ila 45 pg/mL konsantrasyon araliginda
sirastyla 1,5815 pug/mL ve 4,7924 pg/mL olarak gosterilmistir. Sonuglar, BSS <%?2 ile
dogrusalligy, belirleme katsayisinin R = 0,9989 oldugunu ve geri kazanim yiizdesinin %99,46
ila %100,8 arasinda oldugunu ortaya ¢gikarmistir. Yardimci maddeler ve farmasétik formlarda
Onemsiz girisimler gosteren yontem, erken donemde bu kadar ileri diizeyde bir ¢aligmanin

olmamasi nedeniyle yiiksek bir kalite sergilemistir.

1.4.1.2.Spektroflorimetri

Abu-hassan vd., (2023) tek ve ortak formiile edilmis tabletlerde LNG'yi belirlemek igin
spektroflorimetre ile izoindol tiirevi bazli uygun maliyetli ve basit bir analitik yontem
gelistirmiglerdir. LNG'nin birincil amin kismi ile o-ftalaldehit arasindaki etkilesim ile floresan
bir iiriiniin olusmasi igin yogunlagma reaksiyonu meydana gelmistir. Uriin, izoindol floroforu
elde etmek igin 2-merkaptoetanol olan %0,01 h/h siilfhidril tiirevi bilesigi igerisinde formiile
edilmistir. Auyanima 337,8 nm ve Aemisyon 434,3 nm varliginda, LNG konsantrasyonuna karsi
floresans yogunlugunu gosteren kalibrasyon grafigi, RSD <%2 ile 50-2000 ng/mL araliginda
miikemmel bir dogrusallik ortaya ¢ikarmistir; belirleme katsayis1 R2=0,9995, TS 75,18 ng/mL
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ve GS 24,8 ng/mL. Farkli dozaj formlarinda LNG tahlilinin basarili oldugunu gosteren
yontem, klinik ¢alisma ve kalite kontrolde umut verici ve pratik bir alternatif ortaya

koymustur.

1.4.2. Kromatografik Yontemler

1.4.2.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Thallapalli ve Manda (2023) fare plazmasinda standartlar (IS) Empagliflozin (EPG) ve
Linagliptin'i (LNG) ortaklasa 6l¢mek i¢in hassas bir s1vi kromatografi-kiitle spektrometri (SK-
KS) yontemini tasarlayip, gelistirip ve dogrulamiglardir. Numune temizligini en ist diizeye
cikarmak icin, hedef analitler ve IS, dondurucu lipid ¢okeltme (DLC) kullanilarak 6ziitlenmis
ve giiclii katyon degisimli kat1 faz ekstraksiyonu (GKD-KFE) yontemi kullanilarak optimize
edilmistir. Ozellikle KFE temizligi ile birlikte DLC, DLC prosediirii sirasinda plazma
numunesindeki yiiksek lipit icerigini, eser miktarda LNG ve EPG ile birlikte plazma
lipitlerinin %84,14"inden fazlasini etkili bir sekilde gidermistir. Lipitlerin giderilmesinde
FLP'nin etkinligini degerlendirmek i¢in SK-atmosferik kimyasal iyonizasyon (AKI) ile
birlikte kiitle spektrometri kullanilmistir. LNG ve EPG'deki kalt1 kirletici maddeler GKD-
KFE Kkartuslar1 tarafindan ortadan kaldirilarak ek saflagtirmaya olanak saglanmigtir.
Numuneler, bir Spherisorb RP/Cyano kolonu kullanilarak kromatografik ayirma
gerceklestirmek amaciyla pozitif iyon modunda 0,8 mL/dakika akis hizinda asetonitril ve 25
mM amonyum asetat tamponundan (pH 8,1) olusan bir gradyan hareketli faz araciligiyla
pompalanmugtir. Elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynagiyla donatilmig Waters {i¢ agsamali
dort kutuplu tandem kiitle spektrometri kullanilarak segilen reaksiyon izleme teknigi
gergeklestirilmistir. Kromatografik ayirmayi tamamlamak i¢in Waters Acquity®nin yiiksek
performanshi sivi kromatografi (YPSK) sistemi kullanilmistir. EPG-d4 i¢in kiitle (m/z)
degisimi M/z 455,19/71,12; LNG-d4 i¢in 477,27/423,94 ve EPG igin 451,15/71,12 etkili bir
sekilde elde edilmistir. Bu aragtirma, EPG i¢in 0,35-15 ng/mL ve LNG igin 25-1050 ng/mL
konsantrasyon araliklarii etkili bir sekilde incelemistir. Sonuglar, LNG'in aksine, EPG'nin
dogrusalliginmm 25,14 ile 985,26 ng/mL ve 0,59 ile 14,86 ng/mL arasinda degistigini
gostermistir. LNG ve EPG i¢in hem giinler iginde hem de giinler arasinda bagil standart sapma
(BSS) degerinin %3,83"in altinda bulunmasi, izin verilen smurlar igerisinde oldugunu

diisindiirmektedir. Saglikli fareler iizerinde yapilan bir farmakokinetik caligmada, bu yeni
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yontem, EPG ve LNG birlikte uygulandiginda umut verici sonuglar ortaya koymustur. Bu
calismaya gore, her iki ilacin birlikte uygulanmasinin farmakokinetik davraniglar1 {izerinde

gozle goriiliir bir etkisi olmadigindan ilag-ilag etkilesimi goriillmemistir.

Yadav vd., (2020) LNG'nin yapisini, bozunma {riinlerini ve ilgili safsizliklar1 karakterize
etmek i¢in yiiksek performansli sivi kromatografi (YPSK) ardisik kiitle spektrometri (KS) ile
cevrimigi kromatografiye dayali bir analitik yontem gelistirmiglerdir. ICH Q1A (R2)
kurallarina dayanan prosediir, zorlu kosullar altinda LNG'yi baskilayarak bozunma tiriinleri
iiretmede yeterli olmustur. Gradyan eliisyon ayrimi i¢in kolon olarak 10 mM amonyum asetat
(pH 5,5) igeren mobil fazla birlikte InertSustain C8 kolonu (4,6 mm x 150 mm, 5 um)
secilmistir; (A) sulu kisim, bir asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) karisimi, (B) organik
kisim, 80:20 oraminda (h/h). Pozitif iyon donanimli MS iizerindeki tarama modu olan
elektrosprey iyonizasyonu (ESI) tirtinleri YPSK'de de kullanilan hareketli fazla 0,3 mL/dakika
akis hizinda bir Acquity CSH C8 kolonu (2,1 mm x 100 mm, 1,7 um; Waters Corporation)
yardimiyla ayirmustir. Gelistirilen sivi kromatografi/kiitle spektrometri (SK/KS) yontemiyle
3 asitte, 3'i alkali hidrolizde ve 6's1 oksidatif streste olmak {izere 12 bozunma iiriinii elde

edilip tanimlanabilmistir.

Alam vd., (2023) birlikte regete edilen tig¢ ilact; metformin HCI, linagliptin ve rivaroksaban
igeren sabit dozlu film kapli tabletlerin tiretimini detaylandiran ¢alismay1 sunmuslardir. Bu
tabletlerin analizi i¢in belirlenen analiz yontemini, sabit bir {i¢lii doz kombinasyonunun olast
gerekliligi 1s1g1nda bir in vitro ilag salim profili takip etmistir. Analiz, fosfat tamponu (pH 6,8):
ACN (70:30) (h/h) kullanilarak 1,00 mL/dakika akis hizinda, izokratik kosullar altinda,
dedektor dalga boyu 248 nm ile gerceklestirilmistir. Yontem validasyonu ICH kurallarina
uygun olarak yapilmistir. Sonuglar metformin HCI, linagliptin ve rivaroksaban igin
dogrusallik araliginin sirastyla 40-1500, 0,2—7,50 ve 0,80-30 pg/mL oldugunu ve miktar
limitlerinin 24,05; 0,264 ve 0,565 pug/mL oldugunu gostermistir. Belirlenen yontemin énemli
diizeyde tekrarlanabilirligi, bunun farmasotik kalite kontrol prosediirlerine uygun olarak rutin
analizler i¢in uygun oldugunu gostermistir. Onerilen yontemin yesilligini degerlendirmek icin
AES skoru, AMVI, AGREE ve NEMI araglar1 kullanilarak ¢evreye duyarli oldugu tespit

edilmistir.
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Gurrala vd., (2022) sabit doz kombinasyonunda ii¢ antidiyabetik ilaci (empagliflozin,
metformin HCI ve linagliptin) eszamanl olarak analiz etmis ve ¢oklu yamit optimizasyonu
(Derringer'in arzu edilirlik fonksiyonu) ile tasarim odakli YPSK yontemiyle yeni bir analitik
kalite ortaya koymustur. Kritik yontem parametrelerini (organik fazin yiizdesi (X1), sulu fazin
pH'1 (X2) ve akis hiz1 (X3)) sistematik olarak optimize etmek igin merkezi kompozit tasarim
kullanilmistir. Kritik analitik 6zellikler arasinda ¢oziiniirliik, kapasite faktorii ve teorik plaka
numarasi yer almistir. Izokratik bir eliisyon modeli ve 222 nm'de UV tespiti igeren Std.
Discovery C18 kolonu, 1 mL/dakika akis hizinda pompalanan, asetonitril:fosfat tamponundan
(pH 5, % 38:62 h/h) olusan hareketli faz ile 30°C'de analitlerin kromatografi yoluyla basarili
bir sekilde ayrilmasi ig¢in kullanilmistir. Tiim ICH Q2(R1) dogrulama gerekliliklerine uyan
dogrusal model, metformin, empagliflozin ve linagliptin i¢in sirasiyla 1,0 ila 200; 0,2 ila 40
ve 0,1 ila 20 pg/mL araliginda 3,04; 3,93 ve 5,99 dakikalik alikonma siireleri sergilemistir. Bu
analitleri igeren farmasdtik dozaj formlarimin 6nerilen YPSK yontemiyle test edilme
kapasitesi, bu yontemin ayrica tasarim alani dahilinde yontem aktarimi ve diizenleme esnekligi
acisindan dogrulugu kamtlanmistir. Onerilen metodoloji ile farkli stres kosullar altinda ilag

stabilite ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir.

1.4.3. Elektroanalitik Yontemler

1.4.3.1.Voltametri

Haredy vd., (2022) dozaj formundaki LNG'yi, biyolojik sivilar1 ve fare digkisini kare dalga
anodik adsorptif styirma voltametri (KDAASV) ile belirlemek i¢in grafen oksit (GO) bazl
camsi karbon elektrot (CKE) gelistirmislerdir. Basit ve uygun maliyetli yontem, teknigin ne
kadar dogru, kesin ve segici oldugunu kanitlayarak 9,45 ila 103,96 ng/mL arasinda iyi bir
dogrusal araligin yani sira 4,0 ng/mL tespit limiti gostermistir. GO ile degistirilmis CKE
elektrotunun (GO-CKE) yiizey morfolojisi, Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Fourier
donisiimii kizilotesi (FTIR) ve X-151m1 toz kirinimi (XRD) ile karakterize edilmistir. Optimize
edilmis deneysel parametreler, pH 6,5'te 40 mM fosfat tamponu (FT), 4,0 uL 1,0 pg /mL GO
cozeltisi iceren GO-CKE ve 480 s birikim siiresiyle +0,60 V birikim potansiyeli (Eacc) olarak
rapor edilmistir Dongiisel voltametri (DV), GO-CKE iizerinde LNG'nin oksidasyon

mekanizmasini ortaya ¢ikarmis olup, bu mekanizma, +1,06 VV'deki oksidasyon zirvesi ve 1,12
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(~1) transfer edilen elektron ile difiizyon kontrolinii kanitlarken, KDAASV regresyon
verilerini su sekilde hesaplamistir: Korelasyon katsayisi r = 0,9981, GS 4,0 ng/mL ve TS 14,0
ng/mL. Yontemin tablet dozajina, insan plazmasina ve idrarina, fare digkisina uygulanmas,
BSS <%2, %88, %79-99, %80 arasinda yiiksek yiizde geri kazanim degerleri ile

sonuclandirilmistir.

Baezzat ve Shojaei (2021) LNG elektro analizde kullanilmak {izere CKE'ye dayali hassas bir
elektro sensér {iiretmek amaciyla zeolitik imidazolat ¢erg¢evesini (ZIF-67) ve GO'yu
sentezlemislerdir. Uretim siirecinde sensér  su sekilde katman katman modifiye edilmistir;
CKE (E-rGO) yiizeyinde GO'nun elektrokimyasal indirgenmesi, E-rGO (Poli (B-CD))
tizerinde B-siklodekstrinin elektro kaplanmasi ve son olarak E-rGO-Poly (B-CD) yiizeye
Fe304@ZIF-67 (manyetik ZIF-67) dokiilmesi. CKE/E-rGO/Poly (B-CD)/manyetik ZIF-
67'nin morfolojisi, enerji dagilimhi X-1s1m1 spektroskopisi (XPS) ve Alan emisyon taramali
elektron mikroskobu (AE-SEM) ile arastirilirken, sentezlenen materyaller Fourier doniistimlii
kizilotesi  spektroskopi (FTIR) ile karakterize edilmistir. Elektrokimyasal verimlilik
karsilagtirmasi; CKE, CKE/E-rGO, CKE/E-rGO/Poly (B-CD) ve CKE/E-rGO/Poly(B-CD)
/manyetik ZIF-67 i¢in 50 mV/s tarama hizinda DV ile incelenmis Ve tiretilen sensorle yiiksek
bir elektro katalitik aktivite (4 kat daha yiiksek) gozlenmistir. Sensoriin 50 uM LNG'nin
elektrokimyasal tayininde uygulanmaya yonelik optimize edilmis deneysel parametreler,
diferansiyel puls voltametri (DPV) ile arastirilmis ve pH 7,0 Briton-Robinson tamponu (BRT),
100 mV/s tarama hiz1, 0,0-1,2 V potansiyel araligi olarak rapor edilmistir. Aktarilan 2
elektronla adsorpsiyon kontrollii oksidasyon; 0,01 uM GS ve 29,12 pA/uM hassasiyetle 0,03—
200 uM dogrusal araliginda DPV yonteminin yami sira 0,006 uM GS ve 0,074 pA/uM
hassasiyetle 0,02-300 uM dogrusal araliginda Amperometri yontemiyle de kanmitlanmigtir.
Yontemin idrar ve insan plazma oOrneklerinin yani sira iyonik ve organik bilesiklere
uygulanmasi, %96,00 ila %104,20 arasindaki yiizde geri kazanim degerleriyle sensoriin klinik

deneylerde bir paradigma olarak pratikligini ortaya koymustur.

Ates vd., (2021) yigin ve plazma numunesindeki LNG'nin DPV ve DV ile belirlenmesi
amaciyla 6 uL. 1 mg/mL L-cys@MoS2 dagilimi igeren L-sistein (L-cys) dekore edilmis MoS;
ile modifiye CKE (L-cys@MoS,/CKE) iiretmislerdir. L-cys@MoS2'nin sentezi, 2H fazini 1T
fazina doniistiiren Li-interkalasyon yontemiyle 1T-Mo0S; nano tabakalarinin sentezini

icermektedir. L-cys@MoS,/CKE yiizey morfolojisi FTIR, x-151m1 fotoelektron spektroskopisi
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(XPS), x-151mm1 kirinim spektroskopisi (XRD) ve gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile
karakterize edilmistir. Elektrokimyasal karakterizasyon karsilastirmasi 0,1 mM Ks[Fe(CN)g]
cozeltisi ile 0,5-1,3 V potansiyel araliginda DV ile incelenmis ve L-cys@MoS,/CKE'nin
CKE’e gore 4,9 kat, 1T-MoS,/ CKE'e gore 1,4 kat daha yiiksek elektro aktif yiizey alanina
sahip oldugu sonucuna varilmistir. Sensorin 0,1 mM LNG'in elektrokimyasal tayini
uygulanmasina yonelik optimize edilmis deneysel parametreler DPV ile arastirilmis ve DV ile
ayni potansiyel araliginda, pH 7,0 BRT olarak rapor edilmistir. 1T-MoS,'nin CKE'ye kiyasla
2,2 kat daha yiiksek voltametrik tepki ortaya ¢ikardigi sonucuna varilirken, L-cys@MoS;’de
bu tepki 3,2 kat daha fazla olarak hesaplanmigtir. Aktarilan elektron sayisi 2,94 (~3) olarak
hesaplanmig diflizyon kontrollii oksidasyon DPV yonteminde 0,19 p M GS, 0,64 TS ve
r=0,9907 ile 1,0-75,0 uM ve 75,0-153,4 uM olmak tizere iki dogrusal ¢aligma araliginda
kanitlanmigtir. Yontemin insan plazma numunelerinin yani sira yaygin miidahalelere ve diger
baz1 antidiyabetik ilaglara uygulanmasi, sensoriin pratikligi, eklenmis plazmada ortalama
%100,2'lik iyilesme ile klinik deneylerde umut verici bir paradigma olarak basit ve uygun

maliyetli bir yol olarak sonuclandirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda Trajenta® ve idrar numunelerinde LNG tayini igin elektro sensor
tasarlanarak elektrokimyasal ydntem gelistirilmesi amaglanmustir. Uretilen sensériin rutin
kalite degerlendirmeleri ve klinik izlemede LNG tespiti i¢in hassas, pratik ve diisiik maliyetli

olabilecegi ortaya konulmustur.
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Tez Kapsaminda Kullamlan Yéntemler

2.1.1. Elektroanalitik Kimya

Elektroanalitik kimya, elektrokimyasal olarak aktif analitlerin bir elektrokimyasal hiicre
araciligiyla kalitatif ve kantitatif analizine dayanan analitik kimya dalidir. Elektroanaliz
temelli yontemlerin disiik tespit limitleri ve elektrokimyasal davraniglar1 agiga cikaran
karakterizasyon sunma potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir. Bu elektrokimyasal
ozellikler 'arayiizeysel yiik transferinin stokiyometrisi ve hizi, kiitle transferinin hizi,
adsorpsiyon veya kemisorpsiyonun kapsami ve kimyasal reaksiyonlar igin oranlar ve denge

sabitleri' olarak siralanabilmektedir (Skoog vd., 2007).

2.1.1.1.Voltametri

Analit hakkinda bilgi elde etmek amaciyla polarize edilebilir bir calisma (gosterge)
elektrodunu destekleyen, potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin Sl¢iimiinii igeren bir grup
elektroanalitik yontem, Voltametri olarak siniflandirilmaktadir. Cesitli ortamlarda
oksidasyon-indirgeme, elektrot yiizeyindeki (kimyasal olarak degistirilmis) elektron
transferini ortaya ¢ikaran mekanizmalar ve yiizey adsorpsiyonunu igeren temel ¢aligmalar,
voltametriyi biyolojik, fiziksel ve inorganik kimyacilar igin pratik bir yéntem haline getirmistir
(Skoog vd., 2007). Tiim organik ve inorganik maddelerin elektro aktivitesini arastiran yontem,
elektrokimyasal hiicreler icerisinde; iki elektrotlu sistemde referans elektrota gore, iig
elektrotlu sistemde ise bir yardimcr (karsit) elektrota gore calisma elektrotuna degisken
potansiyellerin uygulandig1 elektrot reaksiyonu sonucu akimin Ol¢iilmesine dayanan bir
calisma prensibini ortaya ¢ikarmistir. ‘Zamanin ve akimun bir fonksiyonu olarak ¢alisma
elektroduna uygulanan spesifik bir voltaj profili’ 'voltamogramlar' olarak adlandirilan

potansiyel-akim egrilerini dalga bi¢iminde sunmustur (Wenzel, 2020).
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2.1.1.1.1. Hidrodinamik Voltametri

Hidrodinamik voltametri (HV), tipik bir hiicrede cesitli yollarla gergeklestirilebilen bir
voltametri tlriidiir. Bu yoOntemlerden biri, analit ¢ézeltisinin bir miknatish karistirict
araciligryla sabit bir ¢alisma elektroduyla dogrudan temas halinde tutularak karistirilmasini
icermektedir. Ikinci yontemin yaklasimi ise analit ¢ozeltisi icindeki ¢alisma elektrodunu sabit
bir hizla karistirarak donme hareketini saglamaktir. Ugiincii yontemin yaklasimi ise analit
¢ozeltisinin ¢aligma elektrodu i¢inden bir tiip araciligiyla akisinin saglanmasidir. Son ve en
yaygin olarak kullanilan ydntem, indirgenebilir veya oksitlenebilir analitlerin bir akig
enjeksiyon manifold veya bir sivi kromatografi kolonu yardimiyla tespitini icermektedir.
Elektroanaliz sirasinda reaktan ile elektrot yiizeyi arasindaki etkilesim;elektrik alaninin bir
sonucu olarak gog, karistirmanin bir sonucu olarak konveksiyon, elektrot yiizeyindeki ve analit
¢ozeltisindeki sivi filmin konsantrasyon farkinin bir sonucu olarak difiizyon olmak tizere iig

farkli mekanizma ile gerceklestirilmektedir (Bard ve Faulkner, 2001; Skoog vd., 2007).

2.1.1.1.2. Diferansiyel Puls Voltametri

Diferansiyel Puls Voltametri (DPV), dogrusal artan uyarma voltajinin bir fonksiyonu olarak
darbe bagma akim farkin1 (Ai) kaydetmek igin iki akimin tepkisinin doniigiimlii olarak
6l¢iilmesi yoluyla elde edilen bir voltametri tiiriidiir. Elde edilen diferansiyel egri (Sekil 2.1.),
analit konsantrasyonuyla dogrudan orantili bir tepe yliksekliginin yani sira yar reaksiyon
standart potansiyeline neredeyse esit bir tepe potansiyeli gostermistir. DPV, nanoamper
cinsinden mevcut 6lgek dikkate alindiginda, klasik voltametriden 2 ila 3 kat daha diisiik olan,
tespit limitlerinin 107" ile 10® M arasinda degistigi oldukc¢a hassas voltamogramlar saglamistir.
Giiniimiizde 10° M (nanomolar) seviyesinde kantitatif tespitler yapabilme ozelligi, DPV'yi

Ozellikle agir metal iyonlarimin eser miktar analizlerinde en yaygin kullanilan voltametrik

yontemlerden biri haline getirmistir (Bard ve Faulkner, 2001; Skoog vd., 2007).
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Al =11-12

I/A

E/V

Sekil 2.1. E: potansiyel ve I: darbe basina akim olan tipik bir DPV voltamogrami (Liu vd., 2022)

2.1.1.1.3. Kare Dalga Voltametri

Kare dalga voltametri (KDV), bir elektrokimyasal hiicredeki ¢alisma elektroduna genellikle
1-100 Hz araliginda kare potansiyel dalga bicimi gerceklestiren darbe voltametrisinin bir
varyasyonu olarak elde edilen voltametri tiiriidiir. Elde edilen diferansiyel egri, her biri
ayarlanabilir genlik ve siireye sahip kisa bir dinlenme periyodunun takip ettigi bir dizi hizh
potansiyel adim seklinde bir darbenin st tiste bindigini gostermistir. KDV'nin voltamogrami
ileri darbe (i1) olarak katodik bir akimi ve ters darbe (i) olarak bir anodik akimi (farki 10
ms'den daha az 6l¢lim siiresiyle potansiyele kars1 Ai olarak ¢izilen) ortaya ¢ikarmistir (Sekil
2.2.). KDV, yiiksek hassasiyet, 10" ile 10 ® M arasinda rapor edilen diisiik tespit limiti ve hizl
Olciim gibi ozellikleriyle 6zellikle biyolojik molekiiller ve ¢evresel kirleticiler gibi karmagik
sistemlerin eser miktar analizi i¢in en yaygin kullanilan voltametrik yontemlerden biri haline

gelmistir (Bard ve Faulkner, 2001; Skoog vd., 2007).
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Sekil 2.2. KDV'nin tipik bir voltamogrami, E: potansiyel ve I: darbe bagina akim (Liu vd., 2022)

2.1.1.1.4. Doniisiimlii Voltametri

Doniistimlii voltametri (DV), karistirilmamig bir analit ¢ozeltisi i¢indeki tiggen potansiyel
dalga formu tarafindan kii¢iik bir sabit elektrotun uyarilmasinin bir sonucu olarak elektrotun
akim tepkisinin kaydedilmesiyle elde edilen bir voltametri tiirlidiir. DV voltamogrami (Sekil
2.3.), dalga formu diferansiyel egrisinde bir gecis potansiyeli olarak ileri ve geri taramalari
temel alan potansiyel-akim iligkisinden (zamanin bir fonksiyonu) kaynaklanir. Tersine
cevrilebilir bir redoksta voltamogram, ileri taramada katodik bir tepe akimi (i) ve ters
taramada zit igaretlerle hemen hemen ayni mutlak degere sahip bir anodik tepe akimi (ipa)
ortaya ¢ikarmugtir. Tersinir bir redoksun voltamogrami (25 °C'de), mutlak degerdeki fark: tepe
potansiyelleri arasindaki farka (AEp) esit olan ileri darbe olarak bir katodik tepe potansiyelini
(Epc) ve ters darbe olarak bir anodik tepe potansiyelini (Epa) gostermistir. Denklem 1.1, AEpile
redoks yar1 reaksiyonunda aktarilan elektron sayisi (n) arasindaki iligkiyi temsil etmektedir

(Skoog vd., 2007; Wang, 2006).
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ipc

[/A

Epa

E/V

Sekil 2.3. DV'nin tipik bir voltamogrami, E: potansiyel ve I: darbe bagina akim (Liu vd., 2022)

0,0592
n

AEp=|Epc- Epa| =

(1.1)

Tersinir olmayan bir redoksta, artan tarama hiziyla bas edilmeye ¢alisilan kiiciik elektron
transferinden dolayr AE, degerinin beklenenden yiiksek ¢iktigi bilinmektedir. DV

voltamogramlarinin farkli tarama hizlarinda 6l¢limlerle alinmasinin nedeni budur.

Hem tersinir hem de tersinmez elektrot reaksiyonlarindaki durumlar, DV voltamogramindaki
karakteristik piklerin nedeni olan ¢alisma elektrot ylizeyini kaplayan difiizyon katmaninda
meydana gelen siireci ortaya ¢ikarmustir. Difiizyon katmanindaki elektro aktif malzeme,
yiikseltgenme veya indirgeme potansiyeline ulasildiginda uygulanan potansiyel tarafindan
hizli bir sekilde analit ¢6zeltisinden gegmeye itilir ve bu durum akimin artmasina neden olur.
Bu siirecte analit ¢ozeltisinden elektrot yiizeyine kiitle transferi baslamis olup, akim piklerinin
nedeni olarak elektrot-¢ozelti arayiizii arasindaki konsantrasyon gradyaninin zamanla siirekli
degismesine neden olur. Elektron aktarim hizi kiitle aktarim hizindan ¢ok daha biiyiik
oldugunda ileri akim tepe noktasi darbeye ulasip, daha sonra diismeye baslar ve ayni sekil ters

akim i¢in de goriiliir. Tepe akimu ile elektro aktif analitin konsantrasyonu ve difiizyon katsayisi

24



arasindaki dogru orantilihig1 gosteren niceliksel bilgi, 25 °C'de Randles-Sevcik denklemi (1.2)

ile elde edilmistir.

Ip = 2,686 x 10° n¥2 AcDY2v12  (1.2)

ip; tepe akimi (A), n: aktarilan elektron sayisi, A: elektrotun yiizey alan1 (cm?) c: elektro aktif

analitin konsantrasyonu (M), D: difiizyon katsayis1 (cm?/s) ve v: tarama hiz1 (V/s)

Adsorpsiyon/difiizyon mekanizmalari, birlesik kimyasal reaksiyonlar ve elektrot yiizey
modifikasyonu hakkindaki bilgilerin yani sira elektron transfer reaksiyonlarinin termodinamik
ve kinetigini giin 15181na ¢ikarma yetenegi, DV'yi bir elektroanaliz yonteminde ilk adim deneyi
olarak en yaygm kullanilan voltametrik yontem haline getirmistir (Skoog vd., 2007; Wang,
2006).

2.1.2. Voltametrik Hiicre Bilesenleri

[Ik dénem voltametrik ¢alismalarin iki elektrotlu sistemi kapsadigi bilinmesine ragmen
gilinimiizdeki voltametrik analizler ii¢ elektrotlu sistem kullanilarak yapilmaktadir. Bu tipik
voltametrik sistem, bir voltametrik hiicre i¢indeki siv1 elektrolit ¢ozeltisi i¢indeki bir ¢alisma
elektrotu, bir referans elektrotu ve bir karsit elektrottan olusmaktadir. Yontemin
uygulanmasina bagli olarak sicaklik kontrolii ve karigtirma sistemi de olabilmektedir.
Gliniimiizde milimetre boyutlarindaki elektrotlarin yerini mikro elektrot olarak adlandirilan
mikrometre veya daha kiiciik boyutlardaki elektrotlar almistir. Son voltametrik analizler, ii¢
elektrotun 'sert bir polimer veya seramik malzeme' ile birlestirilmesiyle 'tek kullanimlik,

r

tasinabiliv, hizli ve kiiciik hacimli analizler ' saglayan serigrafi baskili elektrotlar

icermektedir (Bard ve Faulkner, 2001; Skoog vd., 2013).
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2.1.2.1. Calisma Elektrotlari

Calisma elektrodu, voltametrik hiicrenin, kendinden karsit elektroda dogru akim akigini
Olgmek icin zamana bagli bir uyarim yoluyla referans elektrodun potansiyeline gore
potansiyelini degistiren bilesenidir. Asil metal, yar iletken veya metal kapl film civa bazlh
farklr sekil ve formlarda olabilen ¢aligma elektrotu ii¢ alt gruba ayrilmistir; civa elektrotlari,

kat1 elektrotlar ve modifiye elektrotlar (Harvey, 2019; Skoog vd., 2013).

2.1.2.1.1. Kat1 Elektrotlar

Analit tarafindan metal yiizey adsorpsiyonu dezavantajina ragmen genis pozitif ve negatif
potansiyel araligina sahip olma avantaji kati elektrotlar1 Pt, Au, Ag veya C'den olusan en
yaygin kullanilan voltametrik elektrotlardan biri haline getirmistir. Son voltametrik
calismalarda mikro elektrot tiretmek i¢in ayna kaplamali temperli camin i¢inde 5 ila 100 mm
arasinda degisen kiiciik capli metal teller veya fiberler kati elektrot malzemelerinden
olusturulmustur. Civa elektrotlarda goriilen dezavantajlardan dolayi; voltametride kati1 bir
elektrodun civa elektrodunun yerini alabilecek yeterlilikte oldugu goriilmiistiir (Adams, 1969;
Navratil ve Barek, 2009).

2.1.2.1.2. Modifiye Elektrotlar

Kat1 bir elektrodun c¢esitli iletken malzemelerle kimyasal olarak modifiye edilerek modifiye
elektrotlarin {iretilmesi son yillarda popiiler hale gelen aktif bir alandir. Modifikasyon
islemleri, istenen islevsellige ulagsmak igin adsorbe edici maddelerin geri dondiriilemez
sekilde uygulanmasina, elemanlarin kovalent baglanmasiyla yiizeyin kaplanmasina ve elektrot
ylizeyinin bir polimer veya diger malzeme bazli film tabakasiyla modifiye edilmesine
dayanmaktadir. Modifiye elektrotlarin birgok potansiyel uygulamasi vardir; yakit hiicreleri ve
piller i¢in gerekli olan oksijenin suya indirgenmesi, elektrokromik cihazlarda oksidasyon ve
indirgeme sonucu renk degisimi, diyot ve transistor gibi elektronik cihazlarin yan sira hassas

analitik sensdrlerin tiretilmesi gibi (Edwards vd., 2007; Murray vd., 1981).
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2.1.2.2. Referans Elektrotlar

Referans elektrot, ideal durumda uygulanan akimda bilinen ve sabit bir potansiyeli koruyan,
sicaklia ve analit c¢ozeltisine karsi duyarsiz olan, saglam ve montaji kolay olan
elektrokimyasal hiicrenin bir bilesenidir. Hg/Hg>Cl, bazli doymus kalomel elektrotlar (SCE
olarak kisaltilir) ve Ag/AgCl elektrotlar, voltametrik analizlerde en yaygin kullanilan referans
elektrotlardir (Inzelt vd., 2013).

2.1.2.3. Karsit (Yardimai) Elektrotlar

Karsit (yardimci) elektrot, esas olarak platin veya grafit gibi iletken bir malzemeden olusan,
calisma elektrotundan tiim sisteme elektronlarin akigina izin vererek devreyi tamamlamak
amaciyla hiicrenin igine yerlestirilen elektrokimyasal hiicrenin bilesenlerinden biridir. ilk
voltametrik ¢aligmalarda, karsit elektrotsuz iki elektrotlu sistem yiiksek elektriksel direngli
soliisyonlarda gerceklestirilen hatali 6lgtimlerin bir sonucu olarak bozuk voltamogramlar
olusturmanin yani sira, referans elektrottan gecen akimda yiiksek potansiyellerde goriilen bir
polarizasyon sorununu ortaya ¢ikarmistir. Giiniimiiziin ii¢ elektrotlu sisteminde istenmeyen
tirtinlerin birikmesini 6nleyen gerekli sabit potansiyel, '‘akim akisimin karsit elektrot ile

dengelenmesiyle' karsilanmaktadir (Bard ve Faulkner, 2001; Skoog vd., 2013).

2.1.2.4. Destekleyici Elektrolit

Destekleyici elektrolit, voltametrik hiicre bilesenlerinin i¢ine daldirildigs, tuz ilave edilmis bir
analitten olusan ¢ozeltidir. Hiicredeki destekleyici elektrolitin temel fonksiyonlari; gog
etkisinin azaltilmasi, direncin bozulmasi ve ¢alisma elektroduna tepki vermemesi olarak
siralanabilmektedir. Voltametrik analizlerde destekleyici elektrolit olarak organik ¢ozeltilerin
yani sira gesitli tuzlar (NaCl, KCI ve tetraalkilamonyum tuzlar1 gibi), tampon ¢ozeltiler (asetat

ve fosfat gibi) kullanilmaktadir (Bard ve Faulkner, 2001; Skoog vd., 2013).
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2.1.2.5. Voltametrik Hiicre

Voltametrik hiicrelerin kap olarak iiretilmesi i¢in cam, plastik veya kuvars gibi kimyasal
olarak inert ve iletken olmayan malzemeler kullanilmaktadir. Elektrolit ve {i¢ elektrottan
olusan elektrot sistemi, ¢esitli hacimlerde O-ring veya benzeri bir kapakla hiicre igerisinde

taginmaktadir(Skoog vd., 2007).

2.2. Deneylerde Kullanilan Arac ve Gerecler

2.2.1. Kimyasallar

Tezde kullanilan tiim kimyasallar Cizelge 2.1'de belirtilmistir. Nano elmas (NE) Prof. Dr.
Mustafa Soylak tarafindan temin edilirken, Grafen nano plakalar (GNP) Nanografi Nano
Teknoloji’den satin alinmigtir. Ayrica tez ¢alismalarinin yiriitiilmesi amaciyla 6rnek olarak

bir goniilliiniin idrar1 toplanmaistir.
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Cizelge 2.1. Tez calismasinda kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Formiil Marka
Linagliptin C2 H2sNsO2 Boehringer Ingelheim
Nano elmas C Soylak Arastirma Grubu
Grafen nano plakalar C Nanografi Nano Teknoloji
Sodyum fosfat dibazik NaHPO 4 Sigma-Aldrich
Potasyum dihidrojen fosfat KH2PO 4 Merck
Sodyum hidroksit NaOH Merck

Etanol CoHeO Carlo Erba
Metanol CH4O Merck
Potasyum ferrisiyaniir Ks[Fe(CN)s] Sigma-Aldrich
D-Glikoz CeH1206 Sigma-Aldrich
L-Sistein CsH7/NO,S Sigma-Aldrich
Ure CH4N-O Sigma-Aldrich
Dopamin CsH11NO; Alfa-Aesar
Sodyum siilfat NazS04 Merck

Kafein CsH10N402 Sigma-Aldrich
Asetik Asit CH3COOH Merck

Borik Asit H3BO3 Merck
Fosforik Asit H3PO4 Merck
Sodyum Asetat CH3;COONa Merck
Potasyum Asetat CH3;COOK Merck
Hidroklorik asit HCI Merck
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2.2.2. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar

Tez calismasinda kullanilan cihaz ve diger ekipmanlar Cizelge 2.2'de belirtilmistir.

Cizelge 2.2. Tez calismasinda kullanilan cihaz ve diger ekipmanlar

Cihaz Marka modeli

Hassas terazi Radwag AS 220 R.2

pH olger METTLER TOLEDO S220-K
SevenCompact™

Ultrasonik banyo Bandelin sonoreksi

Isitmali manyetik karigtirict Heidolp MR Hei-Standart

Ultra saf su cihazi Millipore, Milli-Q

Otomatik mikropipet Thermo Fisher Bilimsel Finnpipette

Santrifij Thermo Electron Corp. MicroCL 17R

Vorteks Velp Scientifica

PTFE siringa filtresi (0,45 um) Agilent Teknolojileri

2.2.3. Tez Calismasinda Kullamlan Elektrokimyasal Sistem

Kullanilan elektrokimyasal sistem ve bilesenleri Cizelge 2.3'te gosterilmistir.



Cizelge 2.3. Tez calismasinda kullanilan elektrokimyasal sistem ve bilesenleri

Bilesen Marka modeli
Potansiyostat Galvanostat sistemi Metrohm Autolab PGSTAT 204N
Dijital 1siticili manyetik karistirict Daihan MSH-20d
Calisma elektrodu (CKE*, 3 mm ¢ap) BASI® MF 2012
Referans elektrodu (Ag/AgCl) BASI® MF 2052

Kargit elektrot (Pt, 7,5 cm) BASI® MW 1032
Parlatma cilalama seti BASI® MF 2060

Cam hiicre BASI® MR 1208

*CKE: Cams1 karbon elektrot

2.3. Tez Calismasinda Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup, deneylerde ultra saf su temin

edilmistir.

2.3.1. LNG Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

Boehringer Ingelheim tarafindan temin edilen 4,73 mg LNG standardinin 10 mL'lik balon joje
igindeki ultra saf su igerisinde ¢6ziilmesiyle 1,0 mM LNG stok ¢ozeltisi (4,73 mg/mL)
hazirlanmigtir. Tam bir ¢oziinme elde etmek igin igerikler vorteks igerisinde 25 dakika
karistirilmis ve LNG'nin stok ¢ozeltisi olarak +4 °C'de buzdolabinda saklanmigtir. Stok
¢Ozeltinin kullanilmadan 6nce 25 °C'ye ulagsmasi saglanmis ve elektroanaliz sirasinda belirli

konsantrasyonlarda LNG elde etmek icin elektrolit ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.
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2.3.2. Elektrolit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tez ¢alismasinda elektrolit ¢ézeltisi olarak 0,05 M konsantrasyonlu fosfat tamponu (FT)
kullanilmistir. 4,48 g Na,HP04 ve 1,70 g KH,PO, hassas terazide 6l¢iilmiis ve bir miktar ultra
saf su igeren 500 mL'lik balon jojeye aktarilmistir, Bilesenler manyetik karigtirict {izerinde
karistirma miknatisi ile karistirildiktan sonra karistirici ¢ikarilarak ¢6zelti ultra saf su ile 500
mL’ye kadar seyreltilmistir. FT'nin istenen pH degerlerine ayarlanmasi i¢in 0,1 M NaOH
kullanilmigtir. 0,05 M FT ¢ozeltisi elektrolit olarak buzdolabinda +4 °C'de saklanmis ve

kullanilmadan &nce 25 °C'ye ulagmasi saglanmustir.

2.3.3. idrar Numunesi Hazirlama

Idrar numunesindeki LNG icerigi enjeksiyon soliisyonu (0,10 mL 0,20 mg/mL) ve 10 mL 0,05
M FT ile (pH 5,0) hazirlanmistir. Bir goniillii tarafindan temin edilen idrar numunesi,
toplandiktan hemen sonra bir gece boyunca buzdolabinda (4 °C'de) saklanmistir. 2000
devir/dakikada (10 dakika) santrifiij i¢in 10 mL numune alinmistir. Bes kez FT (pH 5,0) ile
seyreltmeden Once, santrifiijlenen numune, ger¢ek numune hazirlama i¢in de kullanilan PTFE
ile stiziilmiistir. Cozelti analiz edilecek voltametrik hiicreye aktarilmis ve idrar numunesinde

standart ekleme yontemiyle LNG tayini yapilmustir.

2.3.4. Farmasotik Dozaj Formunun Hazirlanmasi

Trajenta® igindeki LNG igerigi (her tablette 5 mg LNG, AA8364A) analiz edilmistir. Tam
olarak tartilan tabletler (tablet basina 181,02 mg) havanla toz haline getirilmistir. Tablet
tozunun 10 mL'lik balon joje igerisinde metanol (MeOH, 7 mL) ile ¢oziilmesi ve 25 dakika
sonikasyon islemi sonucunda 1,0 mM LNG tablet ¢ozeltisi (4,73 mg/mL) hazirlanmustir.
MeOH ile 10 mL'ye tamamlanan ¢6zelti, PTFE siringa filtresiyle Stziilmiistiir. Siiziintii
buzdolabinda +4 °C'de tablet ¢ozeltisi olarak saklanmistir. Tablet ¢6zeltisinin kullanimdan
once 25 °C'ye ulagmasi saglanmis ve elektroanaliz sirasinda belirli konsantrasyonlara FT (pH

5,0) ile seyreltilmistir (%10 MeOH h/h orani korunmustur).
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2.3.5. Tez Calismasinda Kullanilan Diger Cozeltilerin Hazirlanmasi

Uretilen sensériin elektrokimyasal karakterizasyonu 0,04 mM konsantrasyonda Ks[Fe(CN)g]
cozeltisi kullanilarak yapilmistir. Ks[Fe(CN)e]'nin hazirlanma siireci 5,0 mM ferrosiyaniir
[Fe(CN)e]*, 5,0 mM ferrisiyaniir [Fe(CN)g]* ve 0,1 M KCl ¢ozeltilerinin ayr1 ayr1 hazir hale
getirilmesini igermistir. [Fe(CN)s]*¢ozeltisi 26,4 mg maddenin 25 mL ultra saf suda
¢oziilmesiyle hazirlanmistir. [Fe(CN)e]* ¢ozeltisi ise 41,2 mg maddenin 25 mL ultra saf suda
¢oziilmesiyle hazirlanmigtir.  KCl ¢ozeltisi 186 mg maddenin 25 mL ultra saf suda
¢coziilmesiyle hazirlanmistir. Ayri ayri hazirlanan ¢ ¢ozelti Ks[Fe(CN)e] c¢ozeltisini
olusturmak amaciyla 100 mL'lik hacimsel bir balon joje iginde karistirilmig, +4 °C'de

buzdolabinda saklanmis ve kullanilmadan 6nce 25 °C'ye ulasmasina olanak saglanmistir.

Girisim maddelerinin LNG voltametrik yanit1 {izerindeki etkisini degerlendirmek icin D-
glikoz, L-sistein, tire, dopamin, Na>SOs ve kafeinden olusan girisim tiirleri 1,0 mM
konsantrasyonda kullanilmigtir. Hassas bir sekilde hesaplanan ve 6lgiilen gerekli madde
miktarlari, ultra saf su ile ¢oziilerek 10 mL'lik volumetrik flasklar iginde hazirlanmustir.

Girigim ¢aligmasinda kullanilan kimyasallarin miktarlar1 Cizelge 2.4'te belirtilmistir.

Cizelge 2.4. Girisim ¢aligmasinda kullanilan kimyasallarin miktarlar

Girisim Kimyasal Madde Miktarlari
(mg)

D-Glikoz 1,97

L-Sistein 1,21

Ure 0,60

Dopamin 1,90

Sodyum Siilfat 1,42

Kafein 1,94
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2.4. Tez Cahismasinda Kullanilan Voltametrik Yontemler

2.4.1. Doniisiimlii Voltametri

DV c¢alismasi Britton-Robinson (BRT), asetat ve fosfat tamponlarinda (FT) 1,0 mM LNG i¢in
incelenmistir. Yiiksek pH deneylerinde karsilasilan alkali hatasinin yani sira BR ve asetat
tamponundaki bilesenlerin zararli etkileri géz oniine alindiginda, LNG'nin elektrokimyasal
davranisini 6l¢mek i¢in iretilen sensor ile 0,05 M (pH 7,0) konsantrasyonlu FT tamponunun
kullanilmasina karar verilmistir. Modifiye edicilerin LNG'nin pik akimi iizerindeki
etkinliginin miktari, yiizey kaplama etkisini anlamak i¢in DV ¢alismasi yapilarak
incelenmistir. Optimum pH kosulu ve LNG'nin elektrokimyasal reaksiyonu sirasinda transfer

edilen elektron sayisi da DV calismasiyla ortaya ¢ikarilmistir.

2.4.2. Diferansiyel Puls Voltametri

LNG'nin analitik uygulamalari, segicilik, tekrarlanabilirlik, yeniden iretilebilirlik, stabilite,

girisim ve geri kazanim (%) calismalar1 DPV ydntemiyle gergeklestirilmistir.

2.5. Tez Calismasinda Kullanilan Sensoriin Hazirlanmasi

2.5.1. Kullammdan Once CKE'ye Yapilan On islemler

Parlatma-cilalama plakasi iizerinde CKE yiizeyi 0,05 um aliimina bulamaci ile cilalanarak
modifikasyona hazirlanmistir. Yikama sonrasinda hem ultra saf su ile giderilemeyen aliimina
atiklarinin hem de diger yabanct maddelerin uzaklastirilmas: amaciyla 5 dakika siiren
sonikasyon isleminde etanol ve ultra saf su kullanilmistir. Ultrasonik banyodan ¢ikarilan CKE,

ortam sicakliginda kurutulduktan sonra ¢alisma elektrodu olarak kullanilmugtir.
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2.5.2. NE/GNP Modifiye CKE'nin Hazirlanmasi

NE/GNP ile modifiye edilmis CKE'nin (NE/GNP/CKE) hazirlanmasindan 6nce, karsilastirma
icin NE/CKE ve GNP/CKE iiretilmistir. 0,5 mg NE'nin 1,0 mL ultra saf su (0,5 mg/mL)
igerisinde dispersiyonu ile hazirlanan NE siispansiyonu, homojen bir dagilim elde etmek
amactyla 1 dakika siireyle vorteks isleminden gegirilmistir. Onceden parlatilmis ve
temizlenmis CKE ylizeyine, 6,0 pl NE siispansiyonu bir mikropipet ile damlatilmis ve
NE/CKE kullanilmadan 6nce ortam sicakliginda kurutulmustur. Benzer sekilde, 1,0 mg
GNPnin 1,0 mL ultra saf su (1,0 mg/mL) igerisinde dagitilmasiyla hazirlanan GNP
slispansiyonu, homojen bir dagilim elde etmek amaciyla 1 dakika siireyle vorteks isleminden
gecirilmigtir. Daha 6nce cilalanmis ve temizlenmis CKE yiizeyine, GNP/CKE kullanilmadan
once 6,0 uL. GNP siispansiyonu bir mikropipet ile damlatilmis ve ortam sicakliginda
kurutulmugtur. NE/GNP/CKE, ilk olarak CKE'in 6,0 uL 0,5 mg/mL NE siispansiyonu ile
modifiye edilmesini ve ortam sicakliginda kurutulmasini, ardindan NE/CKE'nin 6,0 puL 1,0
mg/mL GNP siispansiyonuyla kaplanmasini ve kurutulmasimi igeren iki islemle iiretilmis ve

ortam sicakliginda kurutulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. NE/GNP/CKE'nin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Elektrotlarin elektroaktif yiizey alan1 0,04 mM Ks[Fe(CN)s] ¢ozeltisinin -0,5 V ila 1,6 V
potansiyel araliginda 10, 25, 50, 100, 150, 200, 300 ve 400 mV/s tarama hizlarinda DV
analizleri ile Randles-Sevcik denklemi uygulanarak hesaplanmistir. CKE, NE, GNP ve
NE/GNP elektroaktif yiizey alanlar1 sirasiyla 6,64; 6,93; 13,5 ve 14,8 mm? olarak
hesaplanmistir. Dolayisiyla, hesaplamalar ve elde edilen voltamogramlar (Sekil 3.1)
sonucunda NE/GNP'nin CKE'ye kiyasla 2,2 kat daha yiiksek elektroaktif yiizey alanina sahip
oldugu ortaya konmustur.

— CKE
— NE/GNP

20 =

10 +

—20

-6 04 02 00 02 04 06 08 1,0 1,2
E (V)

Sekil 3.1. 50 mV/s tarama hizinda 0,04 mM K3[Fe(CN)g] ¢ozeltisinde CKE ve NE/GNP'nin dongtisel
voltamogrami
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3.1.1. Elektroaktif Yiizey Alanlarinin Hesaplanmasi

Bu tez caligmasi kapsamimda CKE, NE, GNP ve NE/GNP'nin elektroaktif yiizey alanlari
Randles-Sevcik denklemi ile hesaplanmistir (Skoog vd., 2007).

Ip = 2,686 x 10° n¥2 AcDYA/Y2  (3.1)

ip : pik akim1 (A), n: aktarilan elektron sayisi, A: elektrodun yiizey alan1 (cm?), c: elektroaktif

analitin konsantrasyonu (M), D: difiizyon katsayis1 (cm?%/s) ve v: tarama hiz1 (V/s).

Fe(CN)s*/ Fe(CN)s* redoks sisteminde D= 6,3 x 10° cm?s ve n=1 ile Randles-Sevcik
denklemi uygulanmustir. Elektrotlarin regresyon denklemlerini elde etmek i¢in oksidasyon pik
akimlarinin  (lpa) tarama hizinin karekokiine (vV2) karsi grafigi ¢izilmistir. 0,04 mM
Ks[Fe(CN)g] ¢ozeltisindeki CKE'nin regresyon denklemi asagida (3.2) gosterilmistir.

loa (LA) = 1,6584 v¥2(mV/s)¥? + 1,8306 (R?=0,9928)  (3.2)

Randles-Sevcik denklemine uygulandiginda CKEnin 0,04 mM Ks[Fe(CN)s] ¢ozeltisindeki
elektroaktif yiizey alan1 (A) 6,64 mm?olarak hesaplanmustir.

NE'nin 0,04 mM Ks[Fe(CN)s] ¢ozeltisindeki regresyon denklemi asagida (3.3) gosterilmistir.
lpa (MA) = 1,7307 V¥2 (mV/s)¥2 + 1,1753 (R?=0,9926)  (3.3)

Elde edilen egim Randles-Sevcik denklemine uygulandiginda, NE'nin 0,04 mM Ks[Fe(CN)e]
cozeltisindeki elektroaktif yiizey alan1 (A) 6,93 mm? olarak hesaplanmistir.

GNP’in Ks[Fe(CN)g] ¢ozeltisindeki regresyon denklemi asagida (3.4) gosterilmistir.
lpa (A) = 3,3736 v ¥2(mV/s) 2+ 8,3297 (R?=0,9567)  (3.4)

Randles-Sevcik denklemine uygulandiginda 0,04 mM Ks[Fe(CN)s] ¢ozeltisindeki GNP’in

elektroaktif yiizey alan1 (A) 13,5 mm?olarak hesaplanmustir.
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Ks[Fe(CN)g] ¢ozeltisindeki NE/GNP'nin regresyon denklemi asagida (3.5) gosterilmistir.

loa (MA) = 3,707 v Y2(mV/s) Y2 + 4,0527 (R?=0,9811)  (3.5)

Randles-Sevcik  denklemine uygulandiginda 0,04 mM Kjs[Fe(CN)e] ¢ozeltisindeki
NE/GNP'nin elektroaktif yiizey alani (A) 14,8 mm? olarak hesaplanmustir.

3.2. LNG i¢in Analitik Yontemlerin Gelistirilmesi

Tez c¢alisgmast kapsaminda NE/GNP/CKE'nin  elektrokimyasal  karakterizasyonu
tamamlandiktan sonra LNG tayinine yonelik elektroanalitik yontem gelistirilmistir. Bu amag
dogrultusunda gelistirilen yontemin validasyon ¢alismalar1 sonrasinda idrarda ve Trajenta®

farmasotik dozaj formunda LNG tayini yapilmistir.

3.2.1. NE/GNP/CKE'de LNG'nin Elektrokimyasal Davramsi

Gelistirilen sens6r ile LNG'nin elektrokimyasal davranisi incelenmeden once, sabit bir
voltamogram elde etmek i¢in 0,0 V ve 1,6 V arasinda 5 kez tarama yapilarak elektrotlar
voltametrik analizlere hazir hale getirilmistir. Daha sonra, LNG'nin elektrokimyasal
davranisini 6lgmek amaciyla 1,0 mM LNG i¢in NE/GNP/CKE'de 0,05 M FT (pH 7,0) ile DV
caligsmasi arastirtlmistir (Sekil 3.2). NE/GNP/CKE iizerinde 3,35 pA- 1064 mV'da belirgin bir
yiikseltgenme piki gozlenmistir. DV ¢aligmasi CKE, NE/CKE ve GNP/CKE'de 0,05 M FT ile
(pH 7,0) 1,0 mM LNG i¢in aragtirilmis ve sonuglar Cizelge 3.1'de karsilastirilmigtir. NE ve
GNP kaph elektrot ylizeyleri LNG'nin voltametrik tepkisinde 1,06 kat ve 1,30 kat artig
saglarken, NE/GNP kapl elektrot bu oran1 CKE'ye kiyasla 4,66 kata ¢ikarmistir. Sonuglar
dikkate alinarak tez ¢alismalarina NE/GNP/CKE elektrot sistemi ile devam edilmesine karar

verilmistir.
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Sekil 3.2. 1,0 mM LNG'nin 0,05 M FT igerisinde (pH 7,0) farkli elektrotlarla voltamogrami

Cizelge 3.1. 1,0 mM LNG'nin farkl elektrotlar tizerindeki analitik tepkisinin kiyaslanmasi (N = 3)

Elektrot Epa(mV) lpa (A)
CKE 1045 0,719
NE 1047 0,762
GNP 1044 0,936
NE/GNP 1064 3,35
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3.2.2. Yiizey Kaplama Etkisi

2.6.2.'de belirtildigi gibi, sirasiyla 6,0 uL. 0,5 mg/mL NE siispansiyonu ve 1,0 mg/mL GNP
stispansiyonu CKE yiizeyine kaplanmistir. Sensér nanokompozitlerinin LNG pik akimi
iizerindeki etkinligi, CKE ylizeyinin degisen nanokompozit konsantrasyonlar1 (0,1 mg/mL-
1,5 mg/mL) ile kaplanmasiyla gergeklestirilmistir. Sonuglar Sekil 3.3 ve Sekil 3.4'te
gosterilmistir. 0,5 mg/mL NE ve 1,0 mg/mL GNP ile kaplanan elektrodun en yiiksek pik
akimina sahip oldugu goriilmiis ve dolayisiyla ileriki caligmalarda CKE yiizeyi lizerine 6 pL

0,5 mg/mL NE ve 1,0 mg/mL GNP dispersiyonlari kaplanarak kullanilmistir.

14 4 = NE (0,1 mg/mL)/GNP
——— NE (0,5 mg/mL)/GNP
127 NE (1,0 mg/mL)/GNP
10 - NE (1,5 mg/mL)/GNP
p_— 8 .y
<
=.
S 6 -
[o—
4=
2
0+
-2 T T T T T
0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

E (V)

Sekil 3.3. 1,0 mM LNG'nin pH 7,0, 0,05 M FT igerisinde 0,1 mg/mL-1,5 mg/mL arasinda degisen NE
konsantrasyonlari ve 1,0 mg/mL GNP konsantrasyonu ile modifiye edilmis CKE yiizeyinde
voltamogrami
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NE/GNP (0,5 mg/mL)
1291 ——NE/GNP (1,0 mg/mL)
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< 81
=
- 6.
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2 -
0=
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Sekil 3.4. 1,0 mM LNG'nin pH 7,0, 0,05 M FT igerisinde 0,1 mg/mL-1,5 mg/mL arasinda degisen GNP
konsantrasyonlar1 ve 0,5 mg/mL NE konsantrasyonu ile modifiye edilmis CKE yiizeyinde
voltamogrami

3.3.3. LNG i¢in Voltametrik Yontem Optimizasyonu

Ileriki calismalarda kullanilacak sensériin belirlenmesinin ardindan elektrolit FT'nin optimum

pH'1 ve gelistirilen yontem igin optimum tarama hizi belirlenmistir.

3.3.3.1. Elektrolit Cozeltisinin pH Etkisi

Analitin voltametrik yanit1 (Sekil 3.5'te gosterilmistir) destekleyici elektrolitin pH degerinden
onemli dlgilide etkilenmistir, bu nedenle 1,0 mM LNG'nin pik akimlarinin 2,0 ila 8,0 arasinda

degisen pH degerlerine sahip 0,05 M FT iginde arastirtimasi ¢ok 6nemli olmustur (2.4.1'de
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belirtildigi gibi, yiikksek pH deneylerinde karsilagilan alkali hatast ve BR ile asetat
tamponundaki bilesenlerin asit igeriklerinden kaynaklanan asindirict ve tahris edici zararl
etkileri goz oOniine alinarak, bu galigmada stok ¢ozeltisi olarak FT kullanilmasina karar
verilmistir). Sekil 3.6'da goriildiigii gibi LNG'nin pik akimi pH 5,0'a kadar artis egilimi
gosterirken, pH 6,0'dan 8,0'a kadar pik akiminin diisme egilimi gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Bu

nedenle en yiiksek pik akimini veren optimum pH degeri 5,0 olarak secilmistir.

Pik potansiyeli (Eps) ile pH degerleri arasindaki dogrusallik (Sekil 3.6) ve LNG yiikseltgenme
pik potansiyellerinin daha diisiikk degerlere kaymasi, Pourbaix Diyagramia (Verink, 2000)
gore bu elektrolit sisteminde transfer edilen elektronlar ve hidrojenler arasindaki oranin 2:1

oldugunu gostermistir. Ayrintili hesaplamalar ve agiklamalar bir sonraki boliimde verilmistir.

I(nA)

0,6 0,8 1,0 1,2 1.4

EM)

Sekil 3.5. LNG’nin pH degerleri 2,0-8,0 arasinda degisen 0,05 M FT igerisinde NE/GNP/CKE ile DV
voltamogramlari
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Sekil 3.6. (a) LNG'nin anodik pik akimi ile pH degerlerinin grafigi. (b) Epa ve pH degerlerinin grafigi
(Pourbaix Diyagrami)

3.3.3.1.1. LNG'nin Yiikseltgenme Mekanizmasinin Anlasilmasi

Degerlendirilen  sistemdeki potansiyel kimyasal ve elektrokimyasal dengelerin
incelenmesinden elde edilen {i¢ farkli dogrusal iligski bi¢imi Pourbaix Diyagramlari olarak
bilinmektedir (Verink, 2000). Tez ¢alismasinda elde edilen Pourbaix Diyagrami, H" ve e
oranini (3.6) veren bir egimle hem redoks hem de asit-baz reaksiyonunu isaret eden azalan bir
diiz cizgi ortaya ¢ikarmistir.
Egim = - 0,0592 ~— x —r S2YIS! (3.6)
pH e-—sayisi

Pourbaix Diyagramindan (Sekil 3.6.) elde edilen 0,05 M FT ¢ozeltisindeki degisen pH ile
NE/GNP/CKE'in regresyon denklemi asagida (3.7) gosterilmistir.

Epa (V) =-0,0311 pH + 1,198 (R?=0,9986) (3.7)
Elde edilen egim (-0,0311 V/pH) denklem 3.6'ya uygulandiginda elektronlar ve hidrojenler

arasindaki oran 2:1 olarak bulunmustur. LNG i¢in Onerilen yiikseltgenme mekanizmasi,

alifatik halkaya bagli nitrojenden elektron ve protonlarin aktarildig: Sekil 3.7'de verilmistir.
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Sekil 3.7. LNG yiikseltgenmesi i¢in onerilen mekanizma

3.3.3.2. Tarama Hiz1 EtKisi

NE/GNP/CKE yiizeyinde meydana gelen reaksiyonun elektrokimyasal olarak incelenmesi
amaciyla pH 5,0 0,05 M FT igerisinde 1,0 mM LNG'nin 10, 25, 50, 100, 150, 200 ve 300 mV/s
tarama hizlariyla 0,0 V ila 1,6 V potansiyel araliginda DV'leri arastirilmistir. Hesaplamalarda
her tarama hizinda dort Olcliimiin ortalama degerleri kullanilmistir. Elde edilen
voltamogramlarda belirtildigi gibi (Sekil 3.8), pik akimi (Ips) tarama hizina dogru dogrusal
olarak artan bir egilim ortaya ¢ikarmistir; bu da modifiye elektrotlarin yiizeyinden dogrudan
elektron transferine isaret etmektedir. lpa'nin tarama hizinin karekokiine (\/V) kars1 dogrusal
grafigi (Sekil 3.9), regresyon denkleminin egimi 0,5'ten az olan log v ve log Iya arasindaki
dogrusal iligki ile de dogrulanan, NE/GNP/CKE yiizeyindeki difiizyon kontrollii mekanizmay1
kanitlamistir (Sekil 3.10 ve denklem 3.8'de gosterildigi gibi).
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Sekil 3.8. pH 5,0, 0,05 M FT igerisinde 1,0 mM LNG'nin 10, 25, 50, 100, 150, 200 ve 300 mV/s tarama

hizlarinda DV voltamogramlari
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y =12,365x + 0,4546
R? = 10,9996

L, (nA)

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
v (V/s)Y?

Sekil 3.9. pH 5,0, 0,05 M FT icerisinde 1,0 MM LNG'nin l,2’ya kars1 \v grafigi (N=4)

—5,2 4 y = 0,4336 logv - 4,9207
R? = 0,9995

log Ipa (A)

-2,0 -1,5 -1,0 —0,5 0,0
log v (V/s)

Sekil 3.10. pH 5,0, 0,05 M FT igerisinde 1,0 MM LNG log lp.'ya karsi log v grafigi (N=4)

46



l0g Ipa (MA) = 0,4336 log v (mV/s) - 4,9207 (R?=0,9995)  (3.8)

LNG'nin anodik pik potansiyeli (Epa), v'deki artisa dogru pozitif bir kayma gostererek,
NE/GNP/CKE yiizeyinde LNG'nin tersinir olmayan yiikseltgenme mekanizmasini ortaya
koymustur (Sekil 3.11'de gosterildigi gibi).

Laviron teorisinin Ep’ya karst In v grafiginden elde edilen regresyon denklemine
uygulanmasi, LNG'nin elektro-oksidasyonu boyunca 1,99 (~2) elektronun (n) transfer edildigi

sonucunu ortaya ¢ikarmistir (Laviron, 1974).

1,10 -

Lo v =0,0258 Inv + 0,9368

R? = 0,999
1,06 -

1,04 -

Epa (V)

1,02 -

1,00 -

0’98 L L n L L L n L}

Sekil 3.11. pH 5,0, 0,05 M FT igerisinde 1,0 MM LNG Ep.'ya karsi In v grafigi (N=4)
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3.3.3.3. DPV Yontemi Analitik Uygulamalar:

pH ve tarama hizinin optimizasyonundan sonra, NE/GNP/CKE'de artan LNG
konsantrasyonlar1 (Cine) ile pH 5,0 0,05 M FT ¢ozeltisinde DPV ile LNG ig¢in dogrusal
calisma aralig1 belirlenmistir (ilgili voltamogramlar Sekil 3.12'de gosterilmistir). Optimize
edilmis DPV parametreleri alti kez tekrarlanarak ve ortalama deger alinarak

gerceklestirilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Optimize edilmis DPV parametreleri (N=6)

Parametreler Optimize edilmis degerler
Puls genisligi 0,05V

Puls siiresi 0,01 sn

Aralik siiresi 0,1sn

Basamak potansiyeli 0,005V

Tarama hizi 0,05 V/sn
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Sekil 3.12. pH 5,0, 0,05 M FT icerisinde NE/GNP/CKE yiizeyinde LNG'nin artan konsantrasyonlarla
(0,8 uM ila 18,7 uM arasinda degisen) DPV voltamogramlari

Sekil 3.13'te gosterildigi gibi, 0,8 uM — 18,7 uM konsantrasyon araliginda Ipa'ya karsi
Cuing'nin dogrusal kalibrasyon egrisi, regresyon denklemi 3.9'u gostermistir.

loa (A) = 0,3097 Cine (M) +1,0597 (R? = 0,9977) (3.9)

Gozlenebilirlik sinir1 (GS) ve tayin siniri (TS), 3.10 ve 3.11 denklemleri kullanilarak
hesaplanmistir (Ates vd., 2021).

GS=3x— (310)  TS=10x— (3.11)
m m
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y =0,3097x +1,0597
R%=0,9977

I, (HA)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Cixg (UM)

Sekil 3.13. LNG'nin lgs'sinin LNG konsantrasyonlarina (Cunc) karst grafigi

3.10 ve 3.11 denklemlerinde m= kalibrasyon egrisinin egimi, ¢ = en diisiik Cinc'ye ait lpanin
standart sapmasi. Cizelge 3.3'te belirtildigi gibi, dogrusal ¢alisma araliginda (N=10) GS 0,20
uM, TS ise 0,66 uM olarak hesaplanmgtir.

Cizelge 3.3. LNG'nin NE/GNP/CKE ile elde edilen DPV analitik parametreleri

Parametre Deger
Olgiilen potansiyel, V 0,936
Dogrusal ¢alisma araligi, uM 0,80 -18,7
Egim, pA/puM 0,3097
Kesisim, nA 1,0597
Korelasyon katsayisi 0,9977
GS, uM 0,20
TS, uM 0,66
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3.3.3.4. Secicilik Calismalar:

LNG tespitine yonelik NE/GNP/CKE sensor segiciligi, pH 5,0 0,05 M FT ¢ozeltisinde 1,0 uM
LNG'nin D-glikoz, L-sistein, iire, dopamin, Na>SO, ve Kkafein gibi 100 kat fazla
konsantrasyonda girisim yapan maddelerin varliginda analiz edilmesi yoluyla arastirilmigtir.
Elde edilen voltamogramlar Sekil 3.14'te, her bir girigim i¢in Iy Olglimleri ise Sekil 3.15'te
gosterilmistir. Cizelge 3.4'te belirtildigi gibi maksimum pik akimi degisimi %4,71 olarak
hesaplanmis ve elektrotun performansi lizerindeki etkinin ihmal edilebilir diizeyde olduguna
karar verilmistir. Bu nedenle iiretilen elektrodun LNG'nin tespiti i¢in yeterli segicilige sahip

oldugu sonucuna ulagilmistir.

—— LNG
30 4 —— D-Glikoz
L-Sistein
254 +—— Ure
Dopamin
‘ Sodyum Siilfat

—— Kafein

I(nA)

_S | | | | | | | | | |
0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
E (V)

Sekil 3.14. 100 uM girisim yapan maddelerin varliginda NE/GNP/CKE ile 1,0 uM LNG'nin DPV
voltamogramlari
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L, (nA)

LNG

L-Sistein

Dopamin Sodyum Siilfat Kafein

Sekil 3.15. 100 pM girisim yapan maddelerin varliginda NE/GNP/CKE ile 1,0 uM LNG"in g,
degerlerini gosteren siitun grafigi

Cizelge 3.4. Girisim yapan maddelerin NE/GNP/CKE ile LNG voltametrik sinyal tizerine etkisi (N=3)

Girisim Maddesi Cairisim (nM) lpa (nA) BSS (%)
D-Glikoz 100 1,4248 1,80
L-Sistein 100 1,4656 4,71
Ure 100 1,4650 4,67
Dopamin 100 1,3533 3,31
Sodyum siilfat 100 1,3824 1,23
Kafein 100 1,4310 2,25

LNG lpa’s11,3996 pA'drr.
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%BSS'nin (bagil standart sapma) formiilasyonu asagidaki gibi verilmistir.

%BSS =

standart sapma (o)

ortalama

3.3.3.5. Tekrarlanabilirlik Calismalar:

x 100 (3.12)

NE/GNP/CKE'in tekrarlanabilirligi, pH 5,0 0,05 M FT varliginda 1,0 uM LNG'nin DPV'leri

ile ayn elektrotta on kez kayit yapilarak degerlendirilmistir, Ki bu da olgiimler arasinda

elektrot tizerinde higbir islem yapilmadigi anlamina gelir ve %0,36 BSS hesaplanmistir (ilgili

voltamogramlar Sekil 3.16'da gosterilmistir).

I(nA)

Tekrarlanabilirlik 1
Tekrarlanabilirlik 2
Tekrarlanabilirlik 3
Tekrarlanabilirlik 4
Tekrarlanabilirlik 5
Tekrarlanabilirlik 6
Tekrarlanabilirlik 7
Tekrarlanabilirlik 8
Tekrarlanabilirlik 9
Tekrarlanabilirlik 10

0,6 0,8

1,0 12 1,4
E (V)

Sekil 3.16. Tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 i¢in pH 5,0 0,05 M FT igerisinde 1,0 uM LNG'nin DPV

voltamogramlari
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3.3.3.6. Yeniden Uretilebilirlik Calismalar

NE/GNP/CKE yeniden iretilebilirliginin degerlendirilmesi i¢in pH 5,0 0,05 M FT varliginda
1,0 uM LNG'nin DPV'leri bes farkli elektrot kaydiyla (her elektrot i¢in N=3) uygulanmis ve
%4,43 BSS hesaplanmistir (ilgili voltamogramlar Sekil 3.17'de gosterilmistir).

10,0 = _
Yeniden Uretilebilirlik 1
Yeniden Uretilebilirlik 2
Yeniden Uretilebilirlik 3
7,5+ Yeniden Uretilebilirlik 4
Yeniden Uretilebilirlik 5
2 5,0 -
=
p—
o
2,5
0.0 \{ /\
E) ,\‘ —
| ] L | | ] L | L |
0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
E (V)

Sekil 3.17. Yeniden tretilebilirlik ¢alismalar1 i¢in pH 5,0 0,05 M FT igerisinde 1,0 uM LNG'nin DPV
voltamogramlari

3.3.3.7. Stabilite Calismalar:

NE/GNP/CKE ve LNG 1,0 uM LNG'nin pH 5,0 0,05 M FT varliginda stabilitesi DPV ile 60
giin boyunca arastirilmis (her giin i¢in N=3) ve %3,25 BSS hesaplanmustir (ilgili voltamogram
Sekil 3.18'de goriilmektedir).
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Sekil 3.18. 60 giinliik stabilite testleri kapsaminda pH 5,0 0,05 M FT igerisinde 1,0 uM LNG'nin DPV
voltamogramlari

3.4. Idrar Numunesinde LNG Tayini

NE/GNP/CKE'nin karmagsik dokuya sahip idrar numunesindeki LNG analizine yonelik
calismasi, 1,0 pM ila 12,8 uM LNG konsantrasyon araliginda DPV’de standart ekleme
yontemiyle degerlendirilmistir. 1,5, 3,0 ve 8,0 uM konsantrasyonlarindaki LNG'nin geri
kazanim degerleri Cizelge 3.5'te gdsterilmistir. Geri Kazanim %100,1, standart sapma (o) 1,22
olarak hesaplanmistir. Sensoriin idrar numuneleri iizerinde uygulanabilirligini gosteren tatmin
edici sonuglar, eszamanl hedef degerlendirmesi i¢in klinik paradigmalarda uygun bir model

olabilecegini gostermistir.
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Cizelge 3.5. NE/GNP/CKE sensorii ile idrar numunesinde LNG tayini (N=2)

Eklenen (uM) Elde Edilen (uM) % Geri Kazanim c
1,50 1,46 97,15 0,34
3,00 2,96 98,77 2,52
8,00 8,34 104,31 0,80

o : standart sapma

3.5. Farmasotik Dozaj Formunda LNG Tayini

Trajenta®da LNG analizi i¢in NE/GNP/CKE'nin verimliligi (tablet bagina 5 mg LNG,
AA8364A), 1,0 uM ila 12,8 uM LNG konsantrasyon araliginda DPV’de standart ekleme
yontemiyle degerlendirilmistir. 2,0, 5,0 ve 8,0 uM konsantrasyonlarindaki LNG'nin geri
kazanim degerleri Cizelge 3.6'da gosterilmistir. Geri Kazanim %101,2, standart sapma (o)
2,66 olarak hesaplanmustir. 1,00 uM konsantrasyonlarda saf LNG ve Trajenta® formunun pik
akimlarinin karsilagtirilmast (Cizelge 3.7'de gosterilmistir), %1,01 BSS ile sensoriin

farmasotik numuneler lizerinde uygulanabilirligini temsil etmistir.

Cizelge 3.6. Trajenta®da LNG Tayini (tablet basina 5 mg LNG) (N=3)

Eklenen (uM) Elde Edilen (uM) % Geri Kazamim c
2,00 2,00 100,20 2,07
5,00 4,97 99,40 2,19
8,00 8,31 103,88 3,71

o : standart sapma
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Cizelge 3.7. Saf LNG ve Trajenta® Formunun Karsilastirmasi

C (HM) Ipa, ortalama (HA) BSS (%) (N:3)
Saf LNG 1,00 1,4526
Trajenta® 1,00 1,4378 1,01
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4. TARTISMA

Yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda, "Trajenta® 5 mg tablet" olarak bilinen farmasétik
formiilasyonda, T2DM tedavisinde kullanilan oral anti-hiperglisemik etken madde olarak
LNG'nin miktar tayinine yonelik voltametrik tekniklerin gelistirilmesi amaglanmistir.
Calismalara baslamadan 6nce, karbon bazli nanokompozitlerin sensor tiretiminde kullanilmasi
ile aktif madde analizleri i¢in diisik maliyetli ve ¢evre dostu yeni hassas yontemler

gelistirilebilecegi ongorilmistir.

Boehringer Ingelheim tarafindan saglanan LNG aktif maddesi, standart ¢ozelti hazirlamak
amaciyla ultra saf su igerisinde ¢oziilmistiir. Calismanin baslangicinda, farkli karbon bazli
nanokompozitler, Britton-Robinson (BR), asetat ve fosfat tamponlari ile hem DPV hem de DV
yontemleri aracihigiyla 1,0 mM LNG analizi i¢in CKE ile karsilastirilmistir. Yiksek pH
deneylerinde karsilasilan alkali hatasi, BR ve asetat tamponundaki bilesenlerin tehlike diizeyi
dikkate alinarak analizde fosfat tamponunun (FT) kullanilmasina karar verilmistir. Tiim DPV
ve DV caligmalarinda sabit bir voltamogram elde etmek igin elektrotlar uygun potansiyel
araliklarinda 5 kez taranip kosullandirma yapilarak voltametri degerlendirmelerine hazir hale
getirilmigtir. NE ve GNP, sensoér nanokompozitleri olarak secilmis ve modifikasyon
malzemelerinin LNG'nin pik akimi tizerindeki etkinliginin miktarini ortaya ¢ikarmak amaciyla
karsilastirilmistir. DV ile yapilan elektrokimyasal davranig ve yiizey kaplama etkisi
caligmalar1 (0,0-1,6 V potansiyel araliginda pH 7,0 0,05 M PBS tamponunda 1,0 mM LNG
i¢in) sonunda, bu tez ¢alismasinin elektro sensorii olarak NE/GNP/CKE'nin iiretimi i¢in CKE
yiizeyinde 6 ul 0,5 mg/ mL NE ve 1,0 mg/mL GNP dispersiyonlarinin kullanilmasi gerektigi

sonucuna vartmistir (Cizelge 3.1).

Uretilen sensér NE/GNP/CKE'nin elektroaktif yiizey alam1 Randles-Sevcik denklemi ile 0,04
mM K;[Fe(CN)s] ¢ozeltisinde 14,8 mm? olarak hesaplanmistir. CKE, NE ve GNP elektroaktif
yiizey alanlar1 sirastyla 6,64; 6,93 ve 13,5 mm? olarak hesaplanmustir. Sekil 3.1'de goriildiigii
gibi NE/GNP/CKE'nin elektroaktif yiizey alaninin CKE'den 2,2 kat daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir. Grafen-elmas nanomalzemelerinin, sp® ve sp? hibridizasyon karbon aglarmin bir
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arada bulunmasindan kaynaklanan NE/GNP'nin benzersiz elektronik o6zelligi ile sinirsiz
uygulama ve kullanishilig1 belgeledigi bilinmesine ragmen (Vejpravova, 2021), yalnizca NE

ve GNP igeren bir elektrot sistemine literatiirde heniiz rastlanmamustir.

Voltametrik yontem parametreleri, DV galigmalarinda 0,05 M FT igindeki 1,0 mM LNG i¢in
optimize edilmistir. LNG'nin elektroanalitik tepkisi DV yonteminde NE/GNP/CKE ile pH 2,0-
8,0 araliginda incelenmis ve en yiiksek pik akimi pH 5,0'da elde edilmistir (Sekil 3.5). Elde
edilen Pourbaix Diyagrami (Sekil 3.6), LNG i¢in onerilen yiikseltgenme mekanizmasi
sirasinda alifatik halkaya bagli nitrojenden iki elektronun bir hidrojene transferini gdstermistir
(Sekil 3.7). NE/GNP/CKE yiizeyindeki difiizyon kontrollii tersinir olmayan yiikseltgenme
mekanizmasi, 10-300 mV/s tarama hizi araliginda gergeklestirilen DV yonteminde LNG'nin
tarama hizi ¢aligmalan ile ortaya c¢ikarilmistir (Sekil 3.8). Epa ve In v grafiginin regresyon
denklemi, 1,99 (~2) elektronun LNG'nin elektro-oksidasyonu sirasinda aktarildigi sonucunu

ispatlamustir.

LNG'nin pH 5,0 0,05 M FT igerisindeki voltametrik yaniti i¢in optimum kosullar elde
edildikten sonra LNG'nin dogrusal ¢alisma araligi 0,8 uM — 18,7 uM olarak belirlenirken
(Sekil 3.11), NE/GNP/CKE ile optimize edilen DPV parametreleri Cizelge 3.2'de
gosterilmistir. Dogrusal ¢alisma araliginda (N=10) 0,20 pM GS ve 0,66 uM TS degerlerini
ortaya koyan ¢aligmanin analitik performansi Cizelge 4.1'de yeni gelistirilen elektrokimyasal
sensorlerle karsilagtirilmistir. Basit ve ucuz olmasinin yani sira, modifiye elektrot sisteminden

onerilen yontem LNG'ye kars1 olumlu bir duyarlilik géstermistir.
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Cizelge 4.1. LNG tayini i¢in 6nceden rapor edilen analitik yontemlerin karsilastirmasi

Yontem Malzeme Dogrusal GS (uM) Referans
Cahisma
Arahig (uM)
DPV CKE/E-rGO/Poli 0,03- 200 0,01 (Baezzat ve Shojaei,
(B-CD)/manyetik 2021)
ZIF-67
DPV L-cyc@MosS ; 1,0 -153,4 0,19 (Ates vd., 2021)
DPV KGE 25- 200 6,7 (Topkaya vd., 2021)
KDV CKE 0,4-48 0,11 (Gahlan vd., 2021)
KDV KGE 0,5-11,0 0,21 (Naggar vd., 2020)
KDV Co0304NPs/MWC 39,8 - 1530,0 11,3 (Rizk vd., 2020)
NTs
Spektrofotometri - 5,3-63,5 1,33 (Amin, 2019)
TF- YPSK - 0,36 — 3,6 0,12 (Salapaka vd., 2019)

DPV NE/GNP/CKE 0,8 -18,7 0,20 Tez ¢aligmasi

KDV: Kare dalga voltametrisi, KGE: Kalem grafit elektrot, MWCNTS: Cok duvarl karbon nanotiipler, TF-YPSK:

Ters fazl yiiksek performansli stvi kromatografi

NE/GNP/CKE'nin  LNG'ye
tekrarlanabilirlik, yeniden iiretilebilirlik ve stabilite ¢aligmalari tamamlanmistir. LNG'ye
kiyasla 100 kat daha fazla D-glikoz,

uygulanabilirliginin  aragtiritlmast  amaciyla  segicilik,
L-sistein, tre, dopamin, Na,SOs ve kafein
konsantrasyonlarinda LNG'ye yonelik sensor seciciligi tespit edilmistir. %4,71 olarak
hesaplanan Ip.'daki degisiklik, NE/GNP/CKE’nin, girisim yapan maddelerin varhiginda
LNG'yi segici olarak 6lgebildigini gostermistir. Ayni elektrotta 10 kez kayit alinarak sensoriin
LNG'ye yonelik tekrarlanabilirligi tespit edilmis ve BSS 9%0,36 olarak hesaplanmigtir.
Sensoriin LNG'ye yonelik yeniden tretilebilirligi bes farkli elektrotun kaydiyla tespit edilmis
(her elektrot i¢cin N=3) ve BSS %4,43 olarak hesaplanmistir. 60 giinliik dlglimlerle LNG'ye
kars1 sensor stabilitesi tespit edilmis (her giin igin N=3) ve BSS %3,25 olarak hesaplanmustir.
LNG'nin elektrokimyasal tespiti i¢in NE/GNP/CKE'nin

Sonuglar, seciciligini,

tekrarlanabilirligini, yeniden tretilebilirligini ve stabilitesini gOstermistir. Geri kazanim
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caligmalar1 kapsaminda LNG, idrar numunesi igerisinde NE/GNP/CKE ile analiz edilmis ve
geri kazanim yiizdesi 100,1+ 1,22 olarak hesaplanirken, farmasétik dozaj formundaki LNG'nin
sensor ile analizinde ise 101,2 + 2,66 olarak hesaplanmistir. Saf LNG ve Trajenta® pik
akimlarinin karsilastirilmasinda %1,01 BSSmin yaninda 101,2 + 2,66 % geri kazanim
hesaplanmistir. Sonu¢ olarak sensériin hem farmasotik dozaj formunda hem de idrar
numunelerinde uygulanabilirligi, gelistirilen yontemin klinik ¢alismalarda es zamanli hedef

degerlendirmesi i¢in pratik ve uygun maliyetli bir tasarim olabilecegini ortaya koymustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Yiiksek lisans tezi kapsaminda, 2011 yilinda T2DM tedavisi i¢in ruhsatlandirilan oral anti-
hiperglisemik bir ilag olan LNG'nin farmasétik ve idrar orneklerinde miktar tayini icin
elektrokimyasal bir yontemin gelistirilmesinde kullanilacak bir elektro-sensor gelistirilmesi
amaclanmistir. Bu hedefler dogrultusunda, gelistirilen sensoriin pratik ve diisiik maliyetli

olmasi amaclanmaistir.

Linagliptinin (LNG) elektrokimyasal davranigini arastirmak icin NE/GNP modifiye CKE
tiretilmistir. Difiizyon kontrollii siireci ortaya koyan iki elektron ve bir proton, NE/GNP/CKE
ylizeyinde LNG'nin ylikseltgenme reaksiyonunu giin 1sigma c¢ikarmistir. CKE'nin farkli
konsantrasyonlarda nanopartikiiller igeren NE/GNP ile modifikasyonu, LNG'nin voltametrik
tepkisini CKE'ye kiyasla 4,66 katina ¢ikarmanin yani sira sensor hassasiyetinde kayda deger
bir artis yaratmustir. Uretilen sensér, 0,8 pM-18,7 uM konsantrasyon araliginda 0,20 uM
gozlenebilirlik siniria ulagarak gercek numune ve idrarda uygun analitik performansin yani

sira girisim yapan maddelerle iyi bir secicilik gibi avantajlar sunmustur.

Sonug olarak, yeni nesil antidiyabetik ila¢ etken maddesi olan LNG'nin Trajenta® ve idrarda
tayini i¢in tiretilen NE/GNP/CKE, yiiksek lisans tezi kapsaminda dipeptidil peptidaz 4 (DPP4)
inhibitorlerinin (Kasina & Baradhi, 2022) rutin kalite degerlendirmelerinde ve klinik

izlemelerinde kullanilabilecek bir elektro sensér olarak ongorilmiistiir.
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