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OZET

KANSER KEMOTERAPISINDE KULLANILAN BAZI iLACLARIN
VOLTAMETRIK YONTEMLE ELEKTROANALITIK iNCELENMESI

ONAL, Giinay
Doktora Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Ziihre SENTURK
Ekim 2018, 79 sayfa

Vinka alkaloitleri, 40 yildan fazla bir siiredir kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
calismada, Vinka alkaloitlerinin yari-sentetik tiirevlerinden biri olan Vinorelbin tayini i¢in tek-
kullanimlik kalem-ucu grafit (PG) elektrotunun yeni bir uygulamasi sunulmustur.
Vinorelbin'in elektrokimyasal yiikseltgenmesi ilk olarak bu elektrot kullamlarak sulu
cozeltiler igerisinde doniisiimlii voltametri teknigi ile incelenmistir. Ozel ilgi ise, genis bir pH
araliginda (2.0-12.0) siirfaktansiz ve siirfaktan igeren sulu ¢ozeltilerde PG ve camimsi karbon
(GO) (kiyas amagl) elektrotlarinin yiizeyinde adsorptif styirma voltametrisinin kullanilmasina
gosterilmistir. PG elektrotunun kullamldigi siyirma voltametrisi 6lgtimlerinin duyarlilig,
Vinorelbin igeren elektrolit ¢ozeltilerine pH 2.0-4.0 ve pH 9.0-10.0 ortaminda sirasiyla
anyonik (sodyum dodesilsiilfat, SDS) ve katyonik (tetra-n-biitilamonyum bromiir, TBAB)
stirfaktan eklendiginde 6nemli Olgiide artmustir. Kare-dalga siyirma voltametrisi teknigi
kullanlarak 3x10° M TBAB igeren Britton Robinson tamponu (pH 10.0) igerisinde
Vinorelbin, +0.75 V (vs. Ag/AgCl) gerilim degerinde (0.0 V'da 120 s 6n-deristirme sonrast)
iyi belirlenmis voltametrik bir yamit vermistir. Bu islem, gozlenebilirlik smim1 7.5x10° M
(baz-5.8 ng mL™") olan 2.3x10® — 5.8x10% M derisim araliginda bilesigin tayini icin
kullanilmistir. Onerilen yontem, ilag sekillerine ve Vinorelbin-ekli (spike) insan idrar

orneklerine basariyla uygulanmaistir.

Anahtar kelimeler: Elektrokimyasal ylikseltgenme, Ger¢ek ornekler, Kalem
grafit elektrot, Kare-dalga adsorptif siyirma voltametrisi, Katyonik siirfaktan,

Vinorelbin.






ABSTRACT

ELECTROANALYTIC INVESTIGATION OF SOME DRUGS USED IN
CANCER CHEMOTHERAPY BY VOLTAMMETRIC METHOD

ONAL, Giinay
Ph.D. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Zithre SENTURK
October 2018, 79 pages

Vinca alkaloids have been used in the treatment of human cancers for more than
40 years. In this study, a novel application of single-use pencil graphite (PG) electrode
is introduced for the determination of Vinorelbine, one of the semisynthetic derivatives
of Vinca alkaloids. The electrochemical oxidation of Vinorelbine was first investigated
by cyclic voltammetry using this electrode in aqueous solutions. Special attention was
given to the use of adsorptive stripping voltammetry at a surface of PG electrode and
glassy carbon (GC) one (for comparison purpose) in aqueous solutions over the pH
range of 2.0-12.0 both with and without the addition of surfactants. The sensitivity of
the stripping voltammetric measurements was significantly improved when the anionic
(sodium dodecylsulfate, SDS) and cationic (tetra-n-butylammonium bromide, TBAB)
surfactants were present in the Vinorelbine-containing electrolyte solution at pH 2.0-4.0
and pH 9.0-10.0, respectively, by using PG electrode. Using square-wave stripping
mode, Vinorelbine yielded a well-defined voltammetric response in Britton-Robinson
buffer pH 10.0 containing 3x10° M TBAB at +0.75 V (vs. Ag/AgCl) (after 120 s
accumulation at +0.0 V). The process could be used to determine this compound in the
concentration range of 2.3x10% — 5.8x10° M, with a detection limit of 7.5x10° M
(base-5.8 ng mL!). The proposed method was successfully applied to pharmaceutical

formulations and the spiked human urine samples.

Keywords: Cationic surfactant, Electrochemical oxidation, Pencil graphite

electrode, Real samples, Square-wave adsorptive stripping voltammetry, Vinorelbine.






ON SOz

Bu tez c¢alismasinin hazirlanmasi boyunca her tiirli ilgi ve yardimlarim
esirgemeyen degerli bilgilerini bizlerle paylasan, kullandigr her kelimenin hayatima
kattig1 6nemini asla unutmayacagim ¢agdas bilim insanligiyla ve ¢alisma azmiyle 6rnek
aldigim, destegini her an yanimda hissettigim saygideger danigsman hocam; Sayimn Prof.
Dr. Ziihre SENTURK 'e tesekkiirii bir borg biliyor ve siikranlarimi sunuyorum.

Tez izleme komitesinin saygideger hocalarindan Prof. Dr. Necla CALISKAN
KILIC'a ¢aligmalarim siirecinde gostermis olduklari igtenlikleri, bilimsel diigiinceleriyle
katilimlar1 ve anlayislarindan dolay1 sonsuz tesekkiirler.

Tez calisma siirecinin her asamasinda bilgilerini, tecriibelerini ve degerli
zamanlarim1 esirgemeyerek bana her firsatta yardimci olan her sorun yasadigimda
yanina ¢ekinmeden gidebildigim, giiler yiizlinlii ve samimiyetini benden esirgemeyen ve
gelecekteki mesleki hayatimda da bana verdigi degerli bilgilerden faydalanacagimi
diisiindiiglim caligmamda konu, kaynak ve yontem agisindan bana siirekli yardimda
bulunarak yol gosteren ve gelecekteki hayatinda ¢ok daha basarili olacagina inandigim
tez izleme komitesinin saygideger hocalarindan Prof. Dr. Abdulkadir LEVENT'e
tesekkiir ederim.

Hayatimin her alaninda yer alan ve emegi gecen bazen demoralize oldugum
anlarda "sana giliveniyoruz yeter ki iste sen yaparsin” ciimlesiyle motivasyonuma
olumlu katkida bulunarak hayatima giizellik katan arkadaslarim iyi ki varsiniz sonsuz
tesekkiirler.

Beni bu giinlere sevgi ve saygi kelimelerinin anlamlarini bilecek sekilde
yetistirerek getiren ve benden higbir zaman desteklerini esirgemeyen bu hayattaki en
bliyiik sansim olan aileme sonsuz tesekkiirler.

Ayrica, sosyal yasantilarindan fedakarlik ederek her zaman yanimda yer alan
hayatimm anlamlar1 olan kizzm Cemre ONAL ve sevgili hayat arkadasim Ahmet

ONAL'a tesekkiir ederim.

2018
Giinay ONAL
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biriktirme stiresi 120 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 30
Hz; adim gerilimi, 11 mV; amplitiid, 40 mV. Kesikli ¢izgi, destek elektroliti.

Ek (B): ip / CVINOTEIDIN @IS, wovvieiieeiiieiieeiiieiieeie ettt s

Sekil 4.15. (A) Idrar érneginin BR tamponu (pH 10.0) igerisinde kaydedilen SW-
AdSV egrileri (seyrelme orani 1:200 (h/h): (a) Vinorelbin eklenmemis (kesikli
cizgi), (b) 2x10-7 M Vinorelbin eklenmis, (c—g) 45, 60, 70, 80 ve 90 pL
standart eklemeler sonrasi (CVinorelbin = 2x10-4 M). Elektrot, PG; biriktirme
stiresi 120 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 30 Hz; adim
gerilimi, 11 mV; amplitiid, 40 mV. (B) Standart ekleme yontemiyle analiz
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Bu calismada kullanilmis bazi1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Agiklama

Ag Guimis

AgCl Glimiis kloriir

Pt Platin

Au Altin

Bi Bizmut

Pd Palladyum

Rh Rodyum

Cu Bakir

Ru Rutenyum

Ni Nikel

Cd Kadmiyum

Sn Kalay

In Indiyum
Kulon

h Hacim

g Gram

mg Miligram

ug Mikrogram

ng Nanogram

L Litre

mL Mililitre

uL Mikrolitre

M Molarite

mM Milimolar

uM Mikromolar



AE;
AEsy
C'D
CMC

Amper

Miliamper

Mikroamper

Volt

Milivolt

Akim

Pik akimi1

Anodik pik akimi

Katodik pik akimi

Gerilim

Pik gerilimi

Anodik pik gerilimi

Katodik pik gerilimi

Saniye

Santigrat derece

Egim

Faraday Sabiti (96485, kulon / esdegergram)
Gerilim tarama hiz1

Korelasyon katsayisi

Yiik aktarim katsayisi

Redoks tepkimesinde aktarilan elektron sayisi
Ideal gaz sabiti (8.314 J K™! mol!)
Mutlak sicaklik (298 K)

Hertz

Yiizde

Standart sapma

Asitlik sabiti

Logaritma

Gerilim adimi

Puls amplitiidii

Kapasitif eslesmis temassiz iletkenlik

Kritik misel derisimi



DPP
SWV
SW-AdSV
LS

ASV

CSV
AdSV

EIS

CPE
DME

BSS
Nj-CPE
DMBA

RGO-Au/GCE

AuNPs/GCE

HPLC
CNT
CME
CF
BDD
SPC

Bias

pm

Eacc

tacc

SPE

S/N
DMSO

Diferansiyel puls polarografisi
Kare-dalga voltametrisi

Kare-dalga adsorptif siyirma voltametrisi
Dogrusal tarama

Anodik styirma voltametrisi

Katodik styirma voltametrisi

Adsorptif styirma voltametrisi
Elektrokimyasal empedans spektroskopisi
Karbon pasta elektrot

Damlayan civa elektrot

Bagil standart sapma

Nujol-temelli karbon pasta elektrot
Dimetilbenz[a]antrasen

Indirgen grafit oksit-alttn nanokompozit/camimsi
karbon elektrot

Altin nanopartikiil/camims1 karbon elektrot
Yiiksek performansl sivi kromatografisi
Karbon nanotiip

Kimyasal modifiye elektrot
Karbon-fiber

Bor-katkili elmas

Perde-baskili karbon

Ideal Gaz Sabiti

Dizgisel hata

Dakikada dongii sayisi

Deney sayisi

Biriktirme (akiimiilasyon) gerilimi
Biriktirme (akiimiilasyon) siiresi
Perde-baskili elektrot

Derisim

Sinyal/gtirtiltii

Dimetilsiilfoksit






1 GIRiS

Kanser, gilinlimiizde toplum saghgini ve yasam kalitesini Onemli Olciide
etkileyen diinya genelindeki kamu saglig1 sorunsalinin basinda gelmektedir. Bu nedenle,
kanser tedavisine yonelik ilaglara olan ilginin artmis olmas1 da yadsmamaz. Ote yandan,
olas1 toksik ozellikleri nedeniyle kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin uygulamalar
sirasinda hasta gilivenliginin yanisira bu tedaviyi uygulayan saglik ¢aliganlarinin da bu
grup ilaglarla temas riskinden korunmasi ve gilivenli ¢alisma ortamiin saglanmasi
bliylik 6nem tasimaktadir. Dolayisiyla; kanser tedavisinde kullanilan bilesiklerin degisik
ilag sekillerinden, biyolojik 6rneklerden (idrar, kan, doku, vb.) ve ¢evre orneklerinden
saptanmasi ve tayinlerine yonelik yeni bir yontem gelistirme ¢aligsmalarinin énemi ¢ok
biiyiiktiir.

Farmasotik (ilag) ve klinik 6rneklerdeki analizler analitik kimyanin 6nemli bir
pargasi olup, farklt matris ortaminda bulunan bilesiklerin tekli ya da es zamanli tayinleri
tip ve eczacilik biliminde son derece 6nemli bir rol oynar. Bu tiir analizlere yonelik
kullanilan analitik yontemlerin; giivenilir ve duyarli olmasinin yaninda genis bir analitik
derisim araliginda uygulanabilir olmasi, hizli olmasi, basit olmasi (¢ok deneyimli
personele gereksinim duymamasi) ve donanim agisindan maliyetinin diisiik olmasi da
cok Onemlidir. Elektrokimyasal yontemlerle 6zellikle voltametrik tekniklerle
gerceklestirilen farmasotik ve klinik analizler, eser analizlerin yapilabilir olmasina ek
olarak orneklerin kolaylikla ve kisa siirede hazirlanabilmesi ve analizin hizli olmasi1 gibi
iistiinliikleriyle kaynak¢adaki yerini saglamlastirmistir. Ote yandan; farmakolojik dnemi
olan bilesiklerin yiikseltgenme ve indirgenme mekanizmalarinin ¢aligilmasi son derece
onemlidir. Bu aragtirmalar, ilgili molekiillerin karmasik biyolojik sistemlerle
etkilesmesini anlasilabilir kilar. Elektroanalitik ¢alismalarda yeni bir elektrot tasarlamak
kadar var olan bir elektroda kiiclik modifikasyonlar yaparak ya da herhangi bir
degisiklik yapmadan elektrotun farkli uygulama alanlarinin gosterilmesi de 6nemlidir.

Bitkisel kaynakli antineoplastik ilaglar sinifinda yer alan Vinka alkaloitlerinin bir
kismi 40 yildan fazla bir siiredir kanser tedavisinde kullanilmak iizere pazarlanmasina
karsin, etki mekanizmalar1 ve metabolizmalar1 iizerine ¢ok az sey bilinmektedir. Bu
grup antineoplastiklerin molekiiler yapisinda redoks etkin gruplar1 yer aldigi halde,

yapilarinin ¢ok karmasik olmasi nedeniyle elektrokimyasal 6zelliklerinin incelenmesine



yonelik calismalart yok denecek kadar azdir. Vinka alkaloitlerinin yari-sentetik
tiirevlerinden biri olan Vinorelbin bilesiginin redoks 6zelliklerinin incelenmesi iizerine
kaynakcada eski tarihli tek bir makale olup ilgili aragtirmada bilesigin miktar tayini
yapilmamustir.

Yukaridaki bilgilerin 1s18inda belirlenen tez ¢alismasinda; kanser tedavisinde
kullanim1  giderek yayginlasan Vinorelbin  bilesiginin  redoks  dzelliklerinin
incelenmesine ve tayinine uygun voltametrik bir yontemin gelistirilmesi amaglanmistir.
Calismanin ilk boliimiinde, Vinorelbin molekiiliiniin karbon-temelli elektrotlar i¢inde
yer alan kalem-ucu grafit ve camimsi karbon (kiyas amacli) elektrotlar {izerinde genis
bir pH araligindaki cesitli destek elektroliti ¢ozeltileri igerisinde (siirfaktan varliginda)
elektrokimyasal davramisi ayrintili olarak incelenecektir. Ikinci boliimde ise; ilk
boliimdeki olumlu bulgularin 15181nda Vinorelbin tayinine yonelik etkili bir voltametri
teknigi tanimlanacak, deneysel/aletsel kosullar optimize edilecek ve analitik performans
ozellikleri arastirilacaktir. Son bdliimde ise bilesigin farmasotik (ilag) ve biyolojik
orneklerdeki miktarinin 6nerilen voltametrik yontemle tayin edilebilirligi sinanacaktir.

Vinorelbin  bilesiginin  elektrokimyasal  6zelliklerinin  ayrintili  olarak
incelenmesinin yanisira voltametrik tayininin de gergeklestirildigi yeni ve kapsamli bir
calismanin kaynakcaya ilk defa kazandirilacak olmasi, bu tez calismasinin temel

Ozglinliigiinii olusturacag: agiktir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. Kanser Kemoterapisi ve Antineoplastik ilaclar

Bu tez caligmasinda gelistirilmesi amaglanan elektroanalitik yontem, bitkisel
kaynakl1 antineoplastik ilaglar grubu i¢inde yer alan Vinka alkaloitlerinden Vinorelbin
iizerinde denenecektir. Bu boliimde ilk olarak ilgili ilag grubunun ve Vinorelbin
bilesiginin kimyasi ile farmakolojik etkileri tartisilacak; daha sonra ise Vinorelbin
tayininde kullanilan analitik yontemler hakkinda ayrintili bilgi verilecektir.

Gelismis tilkelerin 6liim istatistiklerinde kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci
siradaki 6liim nedeni olan ve kiiresel bir salgin olarak kabul edilen kanser; neredeyse
hayvanlar alemiyle yasit goriinmektedir. Arkeolojik ve paleopatolojik arastirmalarda,
dinozor fosilleri yanisira binlerce yillik mumyalarda kanser bulgularina rastlanmistir.
Kanser (Yunanca karkinos = yengec) teriminin, yanlis bilinenin aksine Galen (MS 129-
216) tarafindan degil yazili kaynaklara gore ilk kez Hipokrat (MO 460-375) tarafindan
kullanildig diistiniilmektedir (Temel, 2015).

Kanser, viicudun kendi hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi,
farklilasamamasi, fonksiyon kaybina ugramasi, komsu dokuya yayilimi (invazyon) ve
uzak dokulara yayilimi (metastaz) olarak 6zetlenebilir (Sekil 2.1) (Weinberg, 1996;
Shewach ve Kuchta, 2009).

Invazif
In situ kanser
Mutasyona kanser

ugramis hiicre Displazi

Hiperplazi

Sekil 2.1. Kanserin evreleri.



Kanserin tedavi edilmesinde farkli yaklagimlar vardir: (i) cerrahi girisim, (i)
radyasyon tedavisi, (iii) ila¢ kullanilmasi (kemoterapi), (iv) hormon tedavisi, (v)
immiinoterapi, (vi) hedefe yonelik akilli ilag tedavisi, (vii) hipertermi. Gliniimiizde
kanser tedavisinde basarili ve kalict sonuglara, yukarida c¢esitleri sayilan tedavi
yontemlerinin birarada kullanilmas: ile ulasilmaktadir.

"Kemoterapi”, 1900'li yillarda Alman tip hekimi Paul Ehrlich tarafindan, sifilis
tedavisiyle ilgili olarak tiliretilen bir sozciiktiir. Gliniimiizde kemoterapinin ana ilkesi,
"sitotoksik ilaglar” olarak da isimlendirilen "antineoplastik ilag¢lar” ile tedavinin de
temel ilkelerini olusturur (Bokesoy ve ark., 2000; Moosa ve ark., 2003; Thurston, 2006;
Kayaalp, 2012). Tedaviden beklenen, hastanin ya da konak¢inin normal hiicrelerine
zarar vermeksizin kanser hiicrelerinin biliylimesini ve ¢ogalmasini durdurmak ya da
olabilirse yok etmektir. Antineoplastik ilaglarin etkinligi ile hiicre dongiisii arasinda
yakin iligki bulunmaktadir. Hiicre dongiisiiniin baslica dort donemi bulunmaktadir
(Sekil 2.2): (i) DNA sentezine hazirlik donemi (Gi), siiresi en uzun olan ve en fazla
degiskenlik gosteren donem oldugundan Go olarak sembolize edilen "istirahat donemi”
de denir; (i) DNA sentezi ya da replikasyon dénemi (S), 4-24 saat siirer; (iii) mitoza
hazirlik donemi (Gz2), mitoz iplik¢iginin olustugu donem olup ortalama 2 saat siirer; (iv)

mitoz (hiicre boliinmesi) donemi (M), 1 saatten kisa siirer.
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Sekil 2.2. Hiicre proliferasyonunun (¢cogalmasinin) evreleri (hiicre dongiisii) (Weinberg.
1996'dan uyarlama).



Antineoplastik ilaglarin etkinligini kisitlayan 6nemli bir durum; ilag etkisinin
hiicre dongiistiniin donemine 6zgii olmamasidir. Bazi ilaglar yalnizca hiicre dongiisiiniin
belirli bir doneminde etki gosterirken (doneme-ozgii ilaglar), digerleri hiicre yasaminin
tiim dénemlerinde etkili olurlar (déneme-ozgii olmayan ilaglar). Ikinci gruptaki ilaglarin
genel 6zelligi, DNA yapisini dogrudan bozmalaridir.

Antineoplastik ilaclar, kanser hiicresine karsi sitotoksik etki gosterirken diger
taraftan hizli bir sekilde ¢ogalan normal hiicreleri de yok edebilir. Bundan dolay1 bugiin
kullanilan ilaglar antikanser olmaktan daha cok antiproliferatif (hiicre c¢ogalmasini
engelleyici) ilaclardir. Antineoplastik ilaglarla tedavi istenmeyen ve hatta yasami tehdit
eder boyuta ulagan yan etkilere de yol agabilir. Bu ilaclar; kani olusturan sekilli
elementlerden birinin ya da tlimiiniin yapimini azaltan kemik iliginin baskilanmasi,
lenfotoksik etki ve immunosupresyon (bagisiklik sisteminin baskilanmasi), bulant1 ve
kusma, oral ve intestinal {ilserasyon, diyare, alopesi (sa¢ dokiilmesi) gibi genel yan
etkilere neden olurlar. Bu ilaglarin mutajenik (hiicre g¢ekirdegindeki DNA {izerinde
kalic1 yap1 degisikligi olusturma), teratojenik (anne karnindaki bebekte bi¢im bozuklugu
ve noksan gelisme olusturma) ve karsinojenik (kanser yapici) etkileri de vardir. Bunun
yanisira, bireysel olarak cok 6zel yan etkiler de olusturabilirler. Bu nedenle ilacla
tedavinin yeterince deneyimli uzmanlar tarafindan yapilmasi gereklidir.

Antineoplastik ilaglarin etkinligini kisitlayan bir diger durum ise, kanser
hiicresinin ilaca direngli olmas1 ya da zamanla diren¢ kazanmasidir. Tedavi sirasinda
diren¢ kazanilmasin1i 6nlemek amaciyla ilaglar ya birarada kullanilir ya da tek ilag
yeterli siire ve dozda verilir.

Antineoplastik ilaclar genel olarak (7) agizdan tablet ya da kapsiil seklinde, (i)
kas i¢ine ya da cilt altina enjeksiyon yolu ile, (ii/) damardan infiizyon seklinde verilirler.
Bir¢ok ilag, sindirim yolu ile emilemedigi i¢cin damardan verilme tercih edilmektedir.
Damar yolu ile verilen ilaglar dolasima hemen katildig1 i¢in etkileri hizli olmaktadir.

Gilinlimiizde kullanima sahip antineoplastik ilaglarin genel etki mekanizmalarina

ya da kaynaklaria gore siiflandirilmasi Cizelge 2.1'de sunulmustur.



Cizelge 2.1. Antineoplastik ilaglarin siniflandirilmasi

L. Alkilleyiciler
A. Azotlu hardallar
1. Mekloretamin (azotlu hardal)
2. Siklofosfamid
3. Klorambusil
4. Melfalan
5. Tfosfamid
B. Alkil siilfonatlar
1. Busulfan
C. Nitrozoiireler
1. Karmustin
2. Lemustin
3. Semustin
4. Streptozosin
D. Etileniminler
1. Tiotepa
E. Triazinler
1. Dakarbazin
I1. Antimetabolitler
A. Folik asit antimetabolitleri
1. Metotreksat
B. Piirin analoglar1
1. Tioguanin
2. Merkaptopurin
3. Fludarabin
4. Pentostatin
5. Kladribin
C. Pirimidin analoglar
1. Sitarabin
2. 5-fluorourasil
D.Sitozin analoglart
1. Desitabin
2. Gemsitabin
III. Sitotoksik antibiyotikler
A. Antrasiklinler
1. Doksorubisin (Adriamisin)
2. Daunorubisin (Daunomisin)
3. Idarubisin
4. Epirubisin
B. Bleomisin
1. Bleomisin sulfat
C. Mitomisin C
D. Daktinomisin (Aktinomisin)
E. Plikamisin (Mitramisin)

IV. Bitkisel kaynakl ilaclar
A. Vinka alkaloidleri
1. Vinkristin
2. Vinblastin
B. Epipodofilotoksinler
1. Etopozid
2. Teniposid
C. Taksanlar
1. Paklitaksel
2. Dosetaksel
D. Kaptotesin tiirevleri
1. Irinotekan
2. Topotekan
V. Enzimler
A. L-Asparaginaz
VI. Stereoid Hormonlar ve Antagonistleri
A. Glukokortikoidler
B. Ostrojen, antidstrojenler
1. Tamoksifen sitrat
2. Estramustin sodyum fosfat
C. Androjenler, antiandrojenler
1. Flutamid
D. Progestinler
E. Liiteinlestirici hormon-salgilayan hormon
antagonistleri
1. Buserelin
2. Leuprolid
F. Oktreotid asetat (Sandostatin)
VII. Monoklonal antikorlar
1. Setuksimab
2. Bevasizumab
3. Ituksimab
VIIL. immiinmodiilatérler
A. Levamisol
B. Interferonlar
1. Interferon alfa-2a
C. Interldkinler: aldeslkin (interlokinler-2)
IX. Diger antineoplastik ilaclar
A. Hidroksiire
B. Mitotan
C. Heksametilmelamin
D. Sisplatin
E. Karboplatin
F. Mitoksantron




Bu tabloda yer alan alkilleyici ilaglar, en fazla kullanilan ila¢ grubunda olup
doneme-6zgii  degildirler. Hiicreleri her dénemde etkileyebilitler.  Onemli
Ozelliklerinden biri; 6n-ilag olmalar1 dolayisiyla in-vitro ortamda etkin olmamalaridir.
Ikinci Diinya Savas1 sirasinda Bari (italya) kentindeki bir bombardimanda siilfiirlii
hardala (hardal gazi) maruz kalan denizcilerin kemik iligi ve lenf nodlarinda atrofi
olusur. Hiicre bdliinmesi lizerindeki bu olumsuz etkinin gézlenmesi, l16semi ve lenfoma
gibi kanserlerin tedavisinde hardal bilesenlerinin kullanilabilecegi diisiincesine ilk adim
olusturur. Yale Universitesi'nden iki farmakolok, Louis Goodman ve Alfred Gilman,
hardal bilesenleri basta olmak iizere c¢esitli kimyasallarin tedavi edici etkilerini
aragtirmaya yogunlagirlar. Bdylece modern kanser kemoterapisinin baslangici da,
19401 yillarin sonunda alkilleyici ilaglar sinifindan mekloretamin ve tiirevlerinin
(azotlu hardal) tedavi amaciyla kullanilmasiyla gergeklesmis olur.

Antimetabolitler, alkilleyici ilaglar gibi sik kullanilan antineoplastik ilaglardir.
Onlardan 6nemli farklarindan biri; doneme-6zgii ilaglar olmalari, maksimum etkilerini
S-fazinda gostermeleri ve ¢ogu kez cogalma fraksiyonu yiiksek tipteki timorlere etkili
olmalaridir.

Sitotoksik antibiyotikler, hiicre dongiisiiyle iliskisiz ilaglar grubundan olup hem
hizli hem yavag boliinen tiimorlere etkilidirler.

Bitkisel kaynakli ilaglar ise, mitozun metafaz (M) donemine 0zgii ilaglardir.
Bitkisel kaynakli ilaglar grubu iginde yer alan ve bu tez arastirmasi i¢in segilen "Vinka

alkaloitleri” sonraki boliimde ayrintili olarak incelenecektir.

2.1.1. Vinka alkaloitleri

Filipinler ve Jamaika'dan toplanan ve aslen Madagaskar'a endemik olan
Zakkumgiller (Apocynaceae) familyasindan Catharanthus roseus (daha oncesi Vinca
rosea, rozet ¢igegi) bitkisinin (Sekil 2.3) yapraklar II. Diinya Savasi sirasinda Filipinli
askerler tarafindan kan sekerini diisiirmek amaciyla kullanilmaktaydi. 195011 yillarda
Kanadali Robert Noble ve Charles Thomas Beer, bitkinin hipoglisemi etkisini
arastirirken bitkiden elde ettikleri oziitiin kandaki beyaz kiire sayisint da diisiirdiigiinii
saptamislardir. Vinka alkaloitlerinin antineoplastik etkisi ilk kez 1958 yilinda ortaya

konmustur (Creasey, 1975). Catharanthus roseus bitkisinin dimerik alkaloidleri olan



Vinblastin (1961) ve Vinkristin (1963) yaninda onlarin yari-sentetik tiirevleri olan
Vindesin (1980), Vinorelbin (1989) ve Vinorelbin'in florlu tiirevi olan Vinflunin (2010)
kanser tedavisinde yerini almistir (Kruczynski ve Hill, 2001; Moudi ve ark., 2013).

Sekil 2.3. Catharanthus roseus (Vinca rosea, rozet ¢icegi).

Bu gruptaki ilaclarin birincil etkileri, mitozun metafaz (M) doneminde
mikrotiibiillerden ibaret olan mitoz igciklerinin olusmasini onlemektir. Mikrotiibiiler
proteinlere ve tiibiilinlere (mitozda ¢ok onemli rolii olan mikrotiipgiikleri olusturan
polipeptit alt birimi) baglanarak etki gostermektedirler (mikrotiibiil inhibitérleri) (Sekil
2.4). Bundan dolay1 mitozun, M donemine 6zgii ilaglardir (déneme-ozgii ilaglar). DNA
sentezini ve yapisini bozmazlar. Bu ilaglara; mitoz zehirleri, metafaz zehirleri ya da

igcik zehirleri gibi isimler de verilir (Jordan, 2002).

Vinka alkaloidi

Mikrotiibil . &
9,

Serbest tiibilin Vinka-bagh
dimerleri tibilin dimerleri

Parakristalin
agregatlar

Sekil 2.4. Vinka alkaloitlerinin etki mekanizmasi.



Kimyasal olarak, Vinka alkaloitlerinin karbon-karbon bagiyla birlesmis iki
cekirdekten olusan biiyiik bir dimerik asimetrik yapist vardir (Sekil 2.5). Dihidroindol
cekirdegi (vindolin), bitkideki en temel alkaloit olmasma karsin indol cekirdegi

(katarantin) en diisiik diizeyde yer alir (Zhou ve Rahmani, 1992).

katarantin——=¢'

20~~__ [ etkinlik icin 6nemli I

/ konfigiirasyon

<«——vindolin

p 15
H3CO0C iy /CH'.s
- / . R=OCOCH,, OH
etkinlik icin HaCO l
onemli R
konfiglirasyon |

R=COCH, CONH
2 2 3 2

R1=CH, CHO
etkinlikten sorumlu

Sekil 2.5. Temel Vinka alkaloit yapisi.

Vinblastin ve Vinkristin molekiillerinin yapisal farkliliklar1 Rl grubu
tizerindeyken; Vinblastin ve Vindesin farklit R2 ve R3 gruplan icermektedir. Diger
Vinka alkaloitlerinin aksine Vinorelbin, katarantin cekirdegi iizerinde yapisal bir
degisiklik gostermektedir (Sekil 2.6).

Vinkristin  molekiiliinde, diger ii¢ molekiilden farkli olarak vindolin
cekirdegindeki Rl konumunda azot atomuna baglanmis olarak metil grubu yerine
asetaldehid grubu yer almistir. Buna karsilik; Vinkristin, Vinblastin ve Vinorelbin
molekiillerinde R2'deki metil esteri ve R3'deki asetil grubuyla Vindesin molekiiliinde
aynit pozisyonlarda sirasiyla amid grubu ve hidroksil grubu yer degistirmistir.
Vinorelbin molekiilii, katarantin ¢ekirdeginde farkli yapiya sahiptir. 5’ pozisyonundaki

karbon atomunun eliminasyonu ile 11-iiyeli halka 10-iiyeli halka haline donlismiistir.
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Vindolin cekirdegi

Katarantin cekirdegi

P oH R1 R2 R3
i No, 20 Vindesin —CH, ~CONH, —OH
Vinkristin —CHO ~CO,CH —QCOCH
e 15 Vinblasti CH C H3 0COCH.
'!| ' NCO5CH3 inblastin —CH, - 02C3 — 5
61

] N
N Vinorelbin —CH3 _(:[)2(:H3 —OCOCH3
I | CO2CH3

Sekil 2.6. Farkli Vinka alkaloitlerinde vindolin ve katarantin ¢ekirdeklerindeki yapisal
farkliliklar.

Vinka alkaloitlerinin bir kismi1 40 yildan fazla bir stiredir pazarlanmasina karsin,
bu bilesiklerin metabolizmasi iizerine ¢ok az sey bilinmektedir. Coziiniirligi ve
dayaniklilig1 artirmak i¢in genellikle siilfat tuzu halinde dogrudan intravendz enjeksiyon
yoluyla almirlar. Oncelikle hepatobiliyer sistem (karaciger, safra kesesi, dalak ve
pankreasi i¢ine alan sistem) tarafindan elimine edilirler. Farkli molekiil yapilarina gore
degiskenlik gosterseler de alinan dozun % 33-80’i diski ile (%401 metabolitleri
halinde), %12-30"u idrar yolu ile ve genellikle degismeden atilir (Levéque ve Jehl,
2007).

2.1.1.1. Vinorelbin

Bu aragtirma icin secilen ve Vinka alkaloitleri i¢inde yer alan Vinorelbin
molekiiliiniin kimyasal yapisi, isimlendirilmesi, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Cizelge
2.2'de verilmistir.

Vinorelbin, Vinblastin'in yar1 sentetik tiirevi olup Anhidrovinblastin (5'-
noranhidrovinblastin) olarak da bilinir. Molekiil, 1980 yilinda Pierre Potier ve arastirma
grubu tarafindan (Fransa) kesfedilmis ve 1989 yilinda Navelbin® IV ticari ismiyle

(Vinorelbin ditartarat), bronsiyal kanserin tedavisi i¢in gelistirilmistir. 1991 yilinda ise
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kiigiik-hiicreli olmayan akciger kanserinin tedavisi i¢in onay almistir (Krikorian ve

Breillout, 1991).

Cizelge 2.2. Vinorelbin bilesiginin molekiiler yapis1 ve genel 6zellikleri

Molekiiler yapisi Genel ozellikleri

Kimyasal formiilii: CisHs4sN4Os
(baz), Cs3HgsN4O> (ditartarat tuzu)

Molar kiitle: 778.932 g/mol (baz),
1079.119 g/moL (ditartarat tuzu)

Goriiniis: Acik sar1 amorf toz
Erime noktasi: 181-183 °C

Coziiniirliik: Ditartarat tuzu, su (~10
mg/mL) ve DMSO (~46 mg/mL)
icerisinde ¢Oziiniir. Kloroform ve
metanolde ise ¢oziiniirliigii diistiktiir.

pKa: pKai: 5.4; pKar: 7.6
Saklama kosullari: 2-8 °C

Yukarida  acgiklandigi  {izere;  Vinblastin'deki  katarantin  halkasinin
modifikasyonu, Vinorelbin'in lipofilitesini ve membran gegcirgenligini diger Vinka
alkaloitlerine kiyasla artirmistir. Degismis toksisite profili ile mikrotiibiil popiilasyonu
ve dinamikleri iizerinde farkli etkiler olusturan yapidaki bu farklilik, Vinorelbin
molekiiliiniin farmakokinetik 6zelliklerini de degistirmistir (Johnson ve ark., 1996).

Yapilan aragtirmalar Vinorelbin'in mitotik hiicrelerde bulunan mikrotiibiiller
tizerinde noral aksonlardakilere kiyasla daha oOzgiin etki gosterdigini ortaya
koymaktadir. Mikrotiibiiller iizerindeki bu se¢iciligi, klinik arastirmalarda Vinorelbin'in
daha diisiik norotoksisite goriilme sikligma (insidans) sahip oldugunun nedenini
aciklamaktadir (Toso ve Lindley, 1995). Tiimor hiicresine karsi rezistans mekanizmasi
bugiin i¢in tam olarak bilinmemekle birlikte bilesigin bu 6zelliginin diger iki Vinka
alkaloidininkine (Vinkristin ve Vinblastin) benzedigi diisiiniilmektedir.

Vinorelbin, giiniimiizde diger kemoterapotik ilaglarla kombine halde 16semi,
lenfoma, ilerlemis testis kanseri ve Kaposi sarkomunda kullanilmaktadir (Cragg ve
Newmann, 2005). Ozellikle ilerlemis meme kanseri ile ilerlemis kiigiik-hiicreli olmayan

akciger kanserinin tedavisinde ¢ok etkindir (Avada, 2002; Kato ve Saijo; 2002; Semple
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ve ark., 2005; Asmis ve ark., 2008; Xu ve ark., 2013). Belirgin miyelotoksik (kemik
iligi hasar1) etkisi vardir.

Intravendz uygulama sonrasi karaciger, dalak, bobrekler, akcigerler, timiis, kalp
ve kas dokusunda yiiksek derisimlerde bulunur. Yag, kemik iligi ve beyin dokusuna
dagilimi en az diizeydedir. Trombosit ve lenfositlerin yanisira aj-asit glukoprotein ve
albumine de baglanir. Serumda proteinlere total baglanma oranmi %79-91 arasinda
degisir. Karacigerde CYP3A4 enzimi ile biyotransformasyona ugrar. Vinorelbin
periferik kompartimanlardan yavas bir sekilde ayrildigi i¢in ortalama terminal yar1 6mrii
27.7-43.6 saattir. Kimyasal yapisinin karmasikligi nedeniyle, simdiye kadar
Vinorelbin'in metabolizmas1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bugiin i¢in bilinen iki
etkili metaboliti vardir. Ilki farmakolojik ve toksikolojik olarak ana bilesige benzer
etkinlik gosteren 4-O-deasetilvinorelbin’dir. Bu metaboliti baglangigta yalnizca idrarda
saptanmis (Jehl ve ark., 1991), daha sonra plazmadan da tayin edilmistir (Puozzo ve
ark., 2007). Ikinci metaboliti, inaktif ve non-toksik Vinorelbin 6'oksit olup kanda ve
idrarda saptanmamistir (Jehl ve ark., 1991). Vinorelbin ve metabolitleri safra (%34-58)
ve bobrek yoluyla (%16-21) atilir. ilacin idrarda bulunan miktarinm % 95'i degismemis
olarak atilir. Renal yolla olan atilimin 2/3" ilk 24 saatte ger¢eklesir. Vinorelbin tedavi
edici doz diizeylerinde verildiginde farmakokinetigi doza bagimli degildir. Diger Vinka
alkaloitlerinden farkli bir yapisal modifikasyon gosterdiginden intravendz yol ile
kullanilabildigi gibi agiz yoluyla da toz igeren kapsiil ya da sivi dolu jelatin kapsiil seklinde
uygulanir. Kapsiil formunun biyoyararlanimi % 43 ve jelatin kapsiil formununki % 27'dir. En
yiiksek plazma derisimlerine 1-2 saat iginde ulasilir. Oral yoldan verilen Vinorelbin'in

farmakokinetigi intravendz formiilasyonunkine benzer (Gregory ve Smith, 2000).

2.1.1.1.1. Vinorelbin icin uygulanan analiz yontemleri
Genelde antineoplastik ilaglarin 6zelde Vinka alkaloitlerinin degisik ortamlardan
tayinine olanak saglayan yiiksek duyarliliga sahip, secici ve giivenilir analitik yontemlere
gereksinim duyulmasinin nedeni asagidaki sekilde 6zetlenebilir (Rauf ve ark., 2005; Kosjek
ve Heat, 2011; Nussbaumer ve ark., 2011; Negreira ve ark., 2013):
(1) Farmasotik formiilasyonlarda analiz:
& flacin {iretim asamasindaki kalite kontrolii: Temel ilacin, safsizhklarimn ve

bozunma {iriinlerinin es zamanh tayinine olanak saglayan bir yontem kullanilmalidir. Tiim
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ilaglar icin gerekli olan kalite kontrol islemi, farmasdtik diizenlemelerle uyumlu olmalidir.
Sivi kromatografisi (LC) ve kapiler elektroforez (CE) bu basamakta siklikla kullanilan
yontemlerdir. Dedeksiyon sistemi olarak da kiitle spektrometrisi (MS) tercih edilmektedir.
LC-UV, rutin olarak kullanimda olsa da yontemin duyarliligi bozunma ya da safsizlik
caligmalarinda yeterli olmayabilir.

& Tedavi oOncesi hazirlanan formiilasyonun kalite kontrolii: Hastaya ticari
formiilasyon verilmeden 6nce sodyum kloriir (NaCl, % 0.9) ya da glukoz (% 5) icerisinde
coziilerek seyreltilir. Seyreltik c¢ozeltilerin  dayanmkliligi genellikle smirhdir (ya da
bilinmemektedir) ve deneyimli personel tarafindan uygulamadan hemen 6nce hazirlanmalidir.
flag diizenlemeleri son asamadaki bu kontrolii gerektirmese bile, dogru ilag derisimini
olusturmak ve Oliimle sonuglanabilecek hata riskini diisiirmek i¢in analiz uygulanabilir.
Analitik yaklasimlardan biri UV-diyot 1511 dedeksiyonu (DAD) olan akisa-enjeksiyon analizi
(FTIA), bir digeri ise Fourier doniistimlii kizil6tesi (FT-IR) spektroskopisi uygulamasidir.

# Formiilasyon calismalari: Antineoplastik ila¢ etken maddesinden hazirlanan
farkli formiilasyonlarm, i¢inde yer aldigi malzeme (cam ya da plastik) ile uyumu, etken
maddenin adsorpsiyonu ya da bozunmasmi Onlemek agisindan ¢ok oOnemlidir. Bu
calismalarda en ¢ok kullanilan yontem LC-UV teknigidir.

(i7) Biyolojik 6rneklerde analiz:

# Bu grup bilesiklerin neden oldugu pekcok yan etki nedeniyle, farmakokinetik
oOzellikleri hakkindaki bilgiyi edinebilmek i¢in temel metabolitleriyle birlikte tayinleri birincil
derece Onemlidir. Boylece; tedaviyi pekistirmek, 6mrii uzatmak ve hastaligin ilerlemesini
onlemek i¢in hem dozlar1 hem de maruziyet siireleri optimize edilebilir. Bu amagla, biyolojik
orneklerden (plazma, idrar, digki, doku homojenati, tlimor hiicreleri) analizde en yaygin
olarak kullanilan yontemlerin baginda MS dedektorlii gaz (GC) ve LC teknikleri gelmektedir.

# Kemoterapotik ajanlarin biyolojik etkinligi DNA ile baglanmalarma baghdir;
bu yolla DNA kopyalanmasini ve hiicre boliinmesini bloke ederek kanserli hiicrenin 6limiinii
saglarlar. Dolayisiyla DNA ile birlesme, bu ilaglarin etki mekanizmalariin ve toksisitelerinin
anlasilmasinda kullanilabilir. Ayrica, antineoplastik ilag-DNA etkilesimi incelenmesinin genis
spektrumlu etkinlige sahip, yan etkileri diisiik ve direnci azaltilmisg yeni kemoterapétiklerin
tasarim ve sentezi agisindan da 6nemi biiyiiktiir. Bu amagla kullanilan tekniklerin baginda
DNA-ayakizi, niikleer manyetik rezonans (NMR), MS, FT-IR, Raman spektroskopisi,
molekiiler modelleme teknikleri, yiizey plazma rezonans (SPR) ve CE gelmektedir.
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(iii) Cevresel orneklerde analiz:

# Yiizey ve hava kontaminasyonu: Farkl ilaclar ve tekniklerle hazirlanan ¢ok
genis araliktaki kemoterapi formiilasyonu 6zellikle hastane birimlerinde iiretilmektedir. Bu
ortamlardaki kirliligin saptanmasi icin seciciligi ve duyarliligi yiiksek yontemlere (LC-
MS/MS) gereksinim vardir.

# Atiksular: Hastalarin bu grup ilaglarla tedavisi sonrasi ¢ok dnemli miktarda
sitotoksik bilesen metabolize olmadan idrar yoluyla elimine edilerek atiksulara ulagsmaktadir.
Cok kiiciik derisimlerinde bile insan ve ¢evre sagligi tizerindeki olasi toksisiteleri nedeniyle
antineoplastik ilaclarn ve metabolitlerinin hastane akintilarinda ve atiksu Orneklerinde
analizine gereksinim vardir. Bu amagla kullanilan yontemlerin baginda MS dedektorlii
indiiktif olarak eglestirilmis plazma (ICP), CE-UV, floresans dedektorlii LC, LC-MS/MS
gelmektedir.

Vinorelbin icin uygulanan ayirma yontemleri

Cizelge 2.3'de iizerinde calisilmasi planlanan Vinorelbin bilesiginin LC ve CE
analizlerine iliskin baz1 6rnekler verilmistir.

Vinorelbin icin uygulanan elektroanalitik yontemler

Vinorelbin bilesiginin de icinde yer aldigi antineoplastik ilaglarin tayininde
kullanilan ve bir kism1 yukarida verilen yontemlerden LC; yiiksek duyarlilik, segicilik
ve dogruluga sahip olmasina karsin deneyimli personele, uzun ve zahmetli 6n-ayirma
islemlerine, organik ¢oziiclilere ya da yiiksek maliyetli cihazlara (6zellikle dedeksiyon
biriminde) gereksinim duymaktadir. Ote yandan elektroanalitik yontemlerden biri olan
voltametrinin basit, hizl1 diisitk maliyetli, matris etkisine diisiik duyarlilikta ve yerinde
analize uygun olmasi nedeniyle; 6zelde Vinorelbin, genelde ise Vinka alkaloitlerinin
tayinine yakin bir gelecekte alternatif bir aday olacagi acgiktir (Farghaly ve ark., 2014;
Lima ve ark., 2018).

Elektron aktarimi ve oksidatif stresin antineoplastiklerin tedavi edici ve aym
zamanda olumsuz etkileri (toksik) iizerinde biiyiik rol oynadigi bilinmektedir. ilgili
bilesiklerin pek ¢ogunun molekiiler yapisinda redoks etkin gruplarimin bulunmasi
nedeniyle; elektroanalitik arastirmalara ek olarak, elektrokimyasal ¢aligsmalardan
edinilen bulgular, bu grup ilaglarin her iki etki mekanizmasi hakkinda 6nemli bilgiler

sunacaktir (Kovacic, 2007).



Cizelge 2.3. Vinorelbin bilesiginin ve diger antineoplastiklerin ayirma ydntemleriyle analizi

Analit Teknik Dedektor LOD/LOQ/LLOQ Matris Kaynak

Vinorelbin LC FL 1.5 pg/L (LOD) Plazma ve idrar Van Tellingen ve ark., 1992

Vinorelbin LC FL 8 pmol (LOD) Tlimor hiicresi Debal ve ark., 1992

Vinorelbin LC Kulometrik - Tavsan plazmasi Mouchard-Delmas ve ark.,

1995

Vinorelbin LC EC - Plazma (farmakokinetik Sabot ve ark., 1998
calisma)

Vinorelbin LC ESI-MS 0.25 ng/mL (LOD) Serum (farmakokinetik Ragot ve ark., 2001

Vinorelbin N-oksit 0.50 ng/mL (LOD) calisma)

Deasetilvinorelbin 0.75 ng/mL (LOD)

Vinorelbin LC MS/MS 250 pg/mL (LOQ) Kan, plazma, idrar, feges Van Heugen ve ark., 2001,

4-0O-deacetylvinorelbine 250 pg/mL (LOQ) (farmakokinetik ¢aligma)

20'-hydroxyvinorelbine

Vinorelbine 6'-oxide

Vinorelbin CE DAD 0.43 pg/mL (LOD) Ilag (ampul) Barthe ve ark., 2002

11 Vinka alkaloidi

Vinorelbin LC ESI-MS/MS - Kan, plazma, idrar, feges, safra De Graeve ve ark., 2008

17 Metaboliti (farmakokinetik ¢alisma)

Vinorelbin LC ESI-MS/MS - Insan ve fare plazmasi Damen ve ark., 2009

4-O-deacetylvinorelbine

(farmakokinetik ¢alisma)

Sl



Cizelge 2.3. (Devam ediyor)

Analit Teknik  Dedektor LOD/LOQ/LLOQ Matris Kaynak
Vinorelbin LC ESI-MS/MS 0.1 ng/mL (LLOQ) Metastatik meme kanserli Qian ve ark., 2011.
hasta plazmasi
(farmakokinetik ¢aligma)
Vinorelbin ditartarat CE C‘D - - Lopez ve ark., 2012
Katarantin siilfat
Vinorelbin CE ECL 1x10""' M (LOD) Timorli hasta idrar Zhou ve ark., 2013
Vinorelbin LC ESI-MS/MS 2 ng/mL (LOD) Hasta plazmasi Gao ve ark., 2014
Vinblastin 2 ng/mL (LOD) (farmakokinetik ¢aligma)
Paklitaksel 8 ng/mL (LOD)
Dosetaksel 2 ng/mL (LOD)
Vinorelbin UHPLC ESI-MS/MS 50 ng/mL (LLOQ) Akciger kanserli hasta Gong ve ark., 2017
Etopozid plazmasi
Gemsitabin (farmakokinetik ¢aligma)
Metabolitleri
Vinorelbin LC MS/MS 0.05 ng/mL (LLOQ)  Akciger kanserli hasta kani Corona ve ark., 2018
4-O-deacetylvinorelbine 0.05 ng/mL (LLOQ) (farmakokinetik ¢alisma)

Teknik: LC, siv1 kromatografisi; CE, kapiler elektroforez; UHPLC, ultra performansli sivi kromatografisi. Dedektor: FL, floresans;
EC, elektrokimyasal; ESI, elektrosprey iyonizasyon; MS, kiitle spektrometrik; DAD, diyot 1511 dedeksiyonu; C*D, kapasitif eslesmis

temassiz iletkenlik.

91
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Bunun yanisira; son yillarda antineoplastik ilaglar ve DNA arasindaki iliskinin
elektrokimyasal incelenmesine biiyiik ilgi vardir. Ilagc-DNA etkilesiminde elde edilen
elektrokimyasal sinyaller, etki mekanizmas1 hakkinda onemli bilgi sundugu gibi; bu
etkilesim (DNA biyosensorler), ilgili ilaglarin ya da DNA-hedefli yeni gelistirilecek
ilaglarin tayininde kullanilabilecektir (Rauf ve ark., 2005).

Yukarida sozii edilen klasik yaklasimlarin diginda, elektrokimyasal teknikler,
ilag tedavisi goren kanserli hastalarda ilacin hiicre diizeyindeki ger¢cek-zamanli etkilerini
izlemek amaciyla da kullanilmaktadirlar (Yong ve Qi-Long, 2001; Wooley ve ark.,
2002; Chen ve ark., 2005).

Bilgimize gore; Vinorelbin'in elektrokimyasal incelenmesi iizerinde eski
kaynakli tek bir calisma bulunmaktadir. Brett ve ark. (1993) tarafindan yapilan bu
arastirmada, Vinorelbin molekiiliiniin elektrokimyasal yiikseltgenmesi genis bir pH
araliginda (1.2-12.8) camimst karbon (GC) elektrot {lizerinde doniisiimlii voltametri
(CV) ve diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknikleri ile incelenmistir. Arastirma
sonucunda molekiiliin anodik yiikseltgenme mekanizmasinin ¢ok karmasik ve pH
bagimli oldugu ortaya konmustur.

Kaynakca arastirmasindan goriildiigi lizere diger Vinka alkaloitlerinin de
voltametrik ydntemle tayini iizerinde ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. ilgili
bilesiklerin tayinlerinde kullanilan bazi elektrokimyasal sensor/biyosensorlerin analitik
performans o&zellikleri Cizelge 2.4'de Ozetlenmistir. Diger taraftan elektrokimyasal
sensorler, bu grup bilesiklerin kapiler elektroforez (CE) (Jin ve Jiang, 2002; Zhou ve
ark., 2013) ve yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) (Naaranlahti ve ark.,

1989) ile gerceklestirilen tayinlerinde dedeksiyon sisteminde de yer almiglardir.

2.2. Kat1 Elektrot Voltametrisi ile Tlgili Genel Bilgi

Bu tez calismasinda Vinorelbin tayini i¢in elektroanalitik yontemlerden biri olan
voltametri teknigi kullanilacaktir. Bu bdliimde ilk olarak ilgili kat1 elektrot voltametrisinin
ve kullanilacak elektrotlarin (camimsi karbon ve kalem-ucu grafit) 6zellikleri tartisilacak;
daha sonra ise Vinorelbin tayininde kullanilacak voltametrik teknikler hakkinda kisa bilgi

verilecektir.



Cizelge 2.4. Vinka alkaloidlerinin farkli elektrotlar (elektrokimyasal sensor ve biyosensdr) lizerinde voltametrik analizi

Analit Teknik Elektrot LOD Matris Kaynak

Vinblastin DPV CPE 4 uM - Russling ve ark., 1984
Vindolin 1.5 uM

Katarantin 20 uM

Vinblastin DPP DME - Plazma, idrar Temizer, 1986
VinKkristin

Vinblastin DPV GCE - Mekanizma galigmast Brett ve ark., 1994
Vinkristin

Vinkamin SW-AdSV Nj-CPE 6x10°M flag, serum Beltagi, 2008
Vinblastin CV, DPV Pt - Mekanizma ¢alismasi Haque ve Saba, 2009
Vinkristin DPV RGO-Au/GCE 2.6x10° M - Zhang ve ark., 2016
Vinblastin CV, EIS AuNPs/GCE 0.084 nM Serum, bitki 6ziiti Haghshenas ve ark. 2017

Teknik: DPV, diferansiyel puls voltametrisi; DPP, diferansiyel puls polarografisi; SW-AdSV, kare-dalga adsorptif siyirma voltametrisi;
CV, dontisiimli voltametri; EIS, electrochemical empedans spektroskopisi. Elektrot: CPE, karbon pasta elektrot: DME, damlayan civa
elektrot; GCE, camims1 karbon elektrot; Nj-CPE, Nujol-temelli karbon pasta elektrot; RGO-Au/GCE, (indirgen grafit oksit-altin
nanokompozit/camimsi karbon elektrot; AuNPs/GCE, altin nanopartikiil/camims1 karbon elektrot.

81



19

Icinde bulundugumuz 2018 yili, Alessandro Volta tarafindan "elektrik pili”nin
kesfinin 219. yildoniimiine denk gelmektedir. Voltanin bu kesfi, kimyanin elektriksel
temellerinin  baglangici  olarak kabul edilmektedir. Geride biraktigimiz yiizyil,
elektroanalitik kimyanin yiikselisi ve olgunlagsmasi donemine denk gelmistir. Son onlu
yillarda ise, 6rnek minyatiirizasyonunun, mikroelektronik ve bilgisayar teknolojilerinin
gelismesine bagli olarak; ¢ok sayida farkli teknik gelistirilmis, cihaz ve aksesuarlari
tasarlanmus, titiz bir teorik ve matematiksel ¢erceve olusturulmustur (Lubert ve Kalcher,
2010).

Elektroanalitik yontemler, elektrik ve kimya arasindaki iliskiyi, yani akim, gerilim
ya da yik gibi elektriksel biiyiikliiklerin Ol¢iimleri ve kimyasal degiskenlerle olan
iligkilerini inceleyen bir grup nicel analitik yontemin genel adidir. Giiniimiizde kullanilan
elektroanalitik yontemler Sekil 2.7'de gosterilmistir (Bard ve Faulkner, 2000; Wang, 2006).
Sekilden de goriilecegi tizere, elektroanalitik yontemler, analizi yapilacak maddenin (analit)
iki temel Ozelligine dayali olup baslica iki grup altinda toplanirlar. Bunlardan ilki, bir
elektrik alanindaki yiiklii parcaciklarin hareketine dayali yontemler olup analiz ortaminin
tamaminda gergeklesirler. Ikinci grup yontemler ise; ara-yiiz yontemleri olup bir elektrot ile
cevresindeki ara ylizeyde yer alan iyon, atom ya da molekiiller arasindaki elektron aktarimi
incelenir. Olgiilen sinyallerdeki gesitlilik (gerilim, akim, direng, empedans), bu yontemlere
uygulamada genis bir pencere agmaktadir.

Elektroanalitik yontemlerin gelismesinde ¢ok onemli islevi olan ve bir 6lgme
sisteminin en temel boliimiinii olusturan "kimyasal sensér”, kimyasal bir bilgiyi (genelde
analitin derisimi) analitiksel olarak yararlanilacak bir elektrik sinyaline gevirir.
Elektrokimyasal sensorlerde, ¢evirici unsur olarak kullanilan elektrot yiizeyinde ortamdaki
elektroetkin (yiikseltgenebilen ya da indirgenebilen) tiiriin degisikliginden yararlanilarak
Ol¢timler aliir (Brett ve Brett, 2011).

Elektroanalitik yontemlerin merkezinde yer alan voltametri, 1922 yilinda Cek
kimyac1 Jaroslav Heyrovsky tarafindan polarografi tekniginin (damlayan civa elektrot
tizerindeki voltametri) kesfiyle gelismeye baslamistir. Heyrovsky, bu kesfiyle 1959 yilinda
Nobel Kimya 6diiliinti almustir.

Voltametri yOnteminde, polarize olabilen ¢aligma elektrotuna degeri bilinen bir
gerilim uygulanarak analitin (elektroetkin yani elektrot tepkimesine katilan iyon ya da

molekiil) ytlikseltgenme ve/ya da indirgenmesi saglanir. Bu redoks islemi, biiyiikliigii analit
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derisiminin bir 6l¢iisii olan akim ile sonuglanir. Sekil 2.8'de modern voltametrik cihazlardaki
potansiyostatik sistem diyagrami gosterilmistir. Uc elektrotlu voltametrik sistemde, cam,
teflon ya da polietilenden iiretilen elektrokimyasal hiicre icerisinde ¢alisma elektrotunun
yanisira karsilastirma (referans) elektrotu ve yardimci elektrot da yer alir. Ayrica oksijenin

¢ozelti ortamindan uzaklastirilmasi i¢in azot gaz1 girisi bulunmaktadir (Sekil 2.9).

Elektroanalitik Y ontemler

AFs YDy Anahs ortamitin
ventemben omarusdain yoomber
Thatik Dk Kenduktometn Kenduktometnk
yéndembe yéotemler afazyoals
=0y [ ) (o= 1R} (Eacam)
Fotanirrometn
E)
Fotasnryematith
ftrasyeals
(hacm)
EKalomatnk
ttrasyoals
(Q=1x)
Potanuayel
koztolls Sabut ks
\ Ehknoganumem

(itle)
Sabut slaktrot Vieltamatn Amperomatmk Elkvopametm
potagayel i aryoalu:
kulometna
[1=£{E)] (hacum) (katle)
Q= [ )

Sekil 2.7. Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi.
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Sekil 2.8. Voltametride {i¢ elektrotlu potansiyostatik sistem diyagrami.

calisma elektrodu
v?rdlmcl elektrot

Sekil 2.9. Elektrokimyasal hiicre ve bilesenleri (Ozkan ve ark., 2015 'ten uyarlama).

Voltametrik yontemin performansini biiylik olglide ¢alisma elektrotu olarak
kullanilan malzeme etkilemektedir. Calisma elektrotunun se¢iminde; analitin redoks
davranigi, Ol¢lim i¢in gerekli olan gerilim bolgesindeki artik akim, gerilim caligma
araligi, elektrot malzemesinin elektriksel iletkenligi, yiizey tekrarlanabilirligi, mekanik
ozellikleri, maliyeti, uygulanabilirligi ve toksisitesi gibi Olglitlere dikkat edilmesi
gereklidir (Ozkan ve ark., 2015). Voltametride yaygin olarak kullanilan g¢alisma
elektrotlar1 Sekil 2.10'da verilmistir.

Voltametrinin ilk uygulamasi, civa-temelli elektrotlarin da ilk 6rnegi olan

damlayan civa elektrot (DME) kullanarak gerceklestirilmis ve yontem de 6zel olarak
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"polarografi” olarak isimlendirilmistir. Civa; piiriizsiiz ve kolaylikla yenilenebilir
yiizeye sahip oldugundan yiizey kirliligi azalmis olup tekrarlanabilir yanit vermektedir.
Bunun yanisira genis bir negatif gerilim aralifinda calismaya olanak sagladigindan civa-
temelli elektrotlar pek¢ok metal iyonunun ve indirgenebilen fonksiyonel gruplari olan

organik bilesiklerin tayininde kullanilmaktadir (Heyrovsky, 2011; Zuman, 2011).

Yer celdmi etkili
Damlayan crva
B elektrom |
Mekanik
| | Asih civa damla
Civa kokenli LI
gkt |_|Durgun civa damla
elelktrotu
- Grafit
 Crva film elektrotu
= Cammsi karbon
= Platin |
— Karbon pasta
o - Karbon |-
-r—i = -{ Kat elekirotlar )— — Emprevene karbon
%E‘ . Altn ]
5= | Pirolitic karbon
E @ L Bizmut |
= . Lif karbon
= Kompozit = Polimer kaplama
Modifiye |
| elektroflar [ =
. . Yilzey
—‘Kﬂn}fasal padife }_-' adsorpsiyonu
i Kimyasal
- — Disk | -1 pap
— Didnen elektrotlar =

— Halka-disk |

Sekil 2.10.Voltametride kullanilan ¢alisma elektrotlari.

Ancak; ylikseltgenme ya da ylikseltgenme/indirgenme 6zelligine sahip molekiillerin
hem sabit hem de akiskan sistemlerde analizini gergeklestirebilmek icin farkli elektrot
malzemesine gereksinim olacagi agiktir. Bu nedenle "voltametri" terimi ilk kez 1940
yilinda "kat1 elektrotlar" ile damlayan civa disinda civa-temelli diger elektrotlarin yer
aldig1 analizleri tanimlamak iizere kullanilmaya baglamistir. Kat1 elektrotlarin giiniimiizde

civa-temelli elektrotlara kiyasla daha yaygin kullanilmalarmin nedeni, sinirli olmak kosulu
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ile hem pozitif hem de negatif gerilim degerlerinde calismaya olanak saglamalaridir. Kati
elektrot yiizeyinde tekrarlanabilir yanitin kontrol edilme giicliigiine karsin, bu elektrotlarin
civa-temelli elektrotlara mekanik olarak dayaniklilik ve kullanilma kolayligi agisindan
tistinliikleri bulunmaktadir. Analitik kullanimlar1 disinda kati elektrotlar, farmakolojik,
biyolojik ve cevresel 6nemi olan bilesiklerin redoks ozelliklerinin incelenmesine ve
dolayistyla farmakolojik etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina da olanak saglamaktadirlar
(Uslu ve Ozkan, 2007a; Kalcher ve ark., 2009; Svancara ve ark., 2009; Cavalheiro ve
ark., 2012). Calisma elektrotu olarak kullanilan kati elektrotlar Sekil 2.10'da
Ozetlenmistir.

Tel, levha, disk bi¢iminde olan kat1 elektrotlarin sabit, doner ya da titresen tipleri
bulunmaktadir. Bu grup elektrotlar arasinda metal elektrotlar (Pt, Au, Bi, Pd, Rh, Cu,
Ru, Ni, Cd, Sn, In) 6zgiin elektroanalitik uygulamalar i¢in kullanilmaktadirlar. Farkli
karbon formlarma (karbon-temelli) dayanan elektrot malzemeleri ise genis bir gerilim
penceresine, diisiik maliyete, zengin ylizey kimyasina, diisiik artik akima, kimyasal
inertlige, pek cok zor analiz i¢in uygunluga sahip olmalar1 nedeniyle elektroanalitik
kimyada yaygin bir uygulama alam1 bulmuslardir. Karbon-temelli elektrotlar bazi
tekniklerdeki (elektrokimyasal dedektorlii HPLC ve CE) dedeksiyon uygulamalar i¢in
de uygundurlar. Bunlarin arasinda grafit, camimsi karbon (GC), karbon pasta (CP),
karbon nanotlip (CNT), karbon-fiber (CF), bor-katkili elmas (BDD), perde-baskili
karbon (SPC), grafen (Gr), fulleren, kalem-ucu grafit (PG) elektrotlar1 sayabiliriz.
19901 yillarda perde-baski teknolojisi, tek kullanimlik elektrokimyasal sensor (SPE)
uygulamalarinda yeni bir ufuk agmistir. Destek bir malzeme (poliester esnek film,
seramik ya da plastik) iletken bir miirekkeple (karbon, Au, Pt, Bi, Gr, CNT) kaplanir.
Kati elektrotlar igerisinde ¢ok onemli bir gelisme de 1970'lerin ortasinda baglayan
kimyasal modifiye elektrot (CME) uygulamalaridir. Modifiye edici olarak, iletken
polimerler, killer, zeolitler, inorganik kristaller, enzim tabakalari, organik metaller ve
kompozitler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemdeki en 6nemli gelismelerden
biri de biyosensoér denilen ve enzim, doku, bakteri elektrotlar1 kapsayan biyolojik
modifiye elektrotlarla biyolojik ortam tepkimelerinin reaktant ve iiriinleri Olctilerek
biyolojik Onemi olan bilesiklerin tayinlerinin yapilabilmesidir. Bunlarin yanisira,
pikoamper alti akim diizeylerinde oOl¢iimleri gergeklestiren elektrot tasarimi,

mikroelektrot ya da ultramikroelektrotlarla o6zellikle canli organizmada in-vivo
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caligmalar yapilmasma olanak saglamaktadir (Bard ve Zoski, 2000; Diaz-Ballote ve

ark., 2007; Uslu ve Ozkan, 2007a, b, Ozkan ve ark., 2015).

2.2.1. Camimsi karbon elektrot

Ik kez 1962 yilinda gelistirilen camimsi karbon (GC); pekgok polimerik (fenol-
formaldehid ya dapoliakrilonitril) recinenin inert atmosfer altinda g¢ok dikkatli ve
programli olarak 1sitilmasiyla elde edilir. Cam benzeri bir goriinilisii olmas1 nedeniyle
"camimsi karbon" olarak isimlendirilmektedir. Iyi mekanik ve elektriksel ozellikleri,
genis gerilim penceresi, kullanilan c¢oziiciilere karst kimyasal inertligi, goreli
tekraredilebilirlik performansi nedeniyle uzun yillar en popiiler karbon malzemelerinden
biri olmustur (Wang, 2006). Yapisinda sp’-bagli karbon atomlar1 yer almaktadir
(Friedrich ve ark., 2004). Karbonun diger grafit formlarindan farkli olarak, sert ve kolay
kirilgan bir yapist olup ¢apraz baglanmis grafit-benzeri tabakanin ince ve arapsagi
formunda seritlerini igerir (Van der Linden ve Dieker, 1986). Sekil 2.11'de GC

malzemesinin yapist ile ticari GC elektrot goriilmektedir.

Sekil 2.11. Camims1 karbon malzemesinin yapisi (A) ve ticari camimsi karbon elektrot (B).

Aragtirma grubumuz tarafindan iglem gérmemis ve modifiye GC elektrotunun
kullanildig1 arastirmalara &rnek olarak; metronidazol tayini (Ozkan ve ark., 1998),
nifedipin tayini (Sentiirk ve ark., 1998), zuklopentiksol tayini (Sentiirk ve ark., 2000),
pimozit tayini (Ozkan ve ark., 2002), amisiilpirit tayini (Ozkan ve ark., 2004),
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valasiklovir tayini (Uslu ve ark., 2006), testosteron tayini (Levent ve ark., 2014a),

parasetamol, aspirin ve kafeinin es-zamanli tayini (Yigit ve ark., 2016a) verilebilir.

2.2.2. Kalem-ucu grafit elektrot

Son yillarda GC elektrot lizerindeki anodik voltametri, rutin analitik tayinlerden
daha c¢ok arastirma amacgh kullanilmaktadir. Bunun nedeni; elektrot yilizeyinin
pasiflesmesinin sonucu olarak yontemin duyarliligin azalmasidir.

Kat1 elektrotlar kullanilarak gergeklestirilen anodik voltametride karsilasilan en
onemli sorun; analiz sirasinda bazi molekiillerin yiikseltgenme {iriinlerinin elektrot
lizerinde ince bir film olarak birikmesi sonucu (elektrot pasiflesmesi); yontem
duyarliligmin azalmasi, elektrot temizleme islemleri uygulansa bile tekrarlanabilirlik
kayiplarinin olusmasidir. 1990'lh yillarin sonundan baslayarak el-yapimi kalem-ucu
grafit (PG) elektrotlar, 6zellikle toksik 6zellikli bilesiklerin basit ve duyarl tayinlerinde
GC ve CP elektrotlara tek kullanimlik 6zelliklerinin yanisira ¢ok diisiik maliyetlerinden
dolay1 alternatif olmuslardir. PG elektrot, yiiksek elektrokimyasal reaktiflige, mekanik
saglamhiga, diisik maliyete, disik teknolojiye ve kolaylikla hazirlanabilme
Ozelliklerine sahiptir (Wang ve ark., 2000; Wang ve Kawde, 2001; Kariuki, 2012;
David ve ark., 2017).

Elektrot olarak farkli sertlik ve capta ticari mekanik kursun kalem uglari
kullanilir (Sekil 2.12). Kalem uglari, dogal grafitin kil ve balmumu karigimi igerisine
dispersiyonu (dagilmasi) ve ardindan 1s1l islem uygulanmasi ile iiretilir. Kalem ucunun
sertlik ve siyahlig ticari olarak grafit ve kil oranlarinin ve sicakliginin degistirilmesi ile
modifiye edilmektedir. Daha fazla grafit icermesi durumunda daha yumusak ve daha
kalin uglar elde edilir. Kalem ucunun sertligi 19 farkli derece olarak 9H'den (en sert)
8B'ye (en yumusak) kadar degisir. PG elektrot kullanilarak gerceklestirilen analizlerde
dogru kalem sertliginin se¢imi de 6nemlidir (Tavares ve Barbeira, 2008; Keskin, 2009).

PG elektrot, ne GC elektrot kadar sert, ne de CP elektrot kadar kirilgandir. Tek
kullanimlik olmalar1 nedeniyle elektrot temizleme islemlerine gerek yoktur. Bu nedenle
elektrot yanitinin tekrarlanabilirligi yiiksektir. Tek kullannmlik ve ekonomik oluslar
acisindan ileri teknolojili SPC elektrotlara benzerler. Diislik teknolojiye sahip PG

elektrotlar; az malzemeye gereksinim duymalar1 ve kullanimdan sonra atilmak {izere
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kolay biriktirilmeleri nedeniyle ¢evre duyarlig1 agisindan ¢ok cazip elektrotlardir (Bond

ve ark., 1997; Demetriades ve ark., 2004).
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b

Sekil 2.12. Ticari kursun kalem (A) ve kalem-ucu grafit elektrotunun sematik gosterimi (B).
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Arastirma grubumuz tarafindan PG elektrotunun kullanildigi arastirmalara 6rnek
olarak; nikotin tayini (Levent ve ark., 2009), 7,12-dimetilbenz[a]antrasen (DMBA)
tayini (Yardim ve ark., 2010), benzo[a]piren tayini (Keskin ve ark, 2010), tiyotlire tayini
(Levent ve ark., 2011), indol-3-asetik asit tayini (Yardim ve Sentiirk., 2011), kapsaisin
ve dihidrokapsaisin tayini (Yardim ve Sentiirk, 2013) verilebilir.

2.2.3. Elektrot yiizeyinin siirfaktanlarla modifikasyonu

Sunulan tez c¢alismasi, Vinorelbin molekiiliinin PG elektrot iizerindeki
elektrokimyasal davranigini siirfaktan varliginda incelemeyi amagladigindan bu
boliimde elektrot yiizeyinin siirfaktanlarla modifikasyonu hakkinda kisa bir bilgi
verilecektir.

Analitik caligmalarda birincil hedeflerden biri duyarli bir yontem gelistirmektir.
Elektrot modifikasyonu, elektroanalizde bu amaca hizmet veren 6nemli bir alandir.
Elektrotun modifikasyon isleminde siirfaktan (ylizey aktif madde) kullanmanin

yararlari, son onlu yillarda oldukga iyi anlagilmistir (Vittal ve ark., 2006).
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Stirfaktanlar yapisal olarak; hidrokarbon zinciri (6-22 karbonlu) ya da poli-eter
iceren hidrofobik kuyruk ile pozitif, negatif, yiiksiiz (non-iyonik) ya da zwitter-iyonik
Ozellikli polar bas gruptan olusan amfifilik iyon ya da molekiillerdir (Sekil 2.13).

Bir bilesigin yiizey aktif olmasi i¢in hava ve su, yag ve su ya da elektrot ve
cozelti gibi farkli fazlar arasindaki arayiizeyde adsorbe olmasi gerekmektedir. Suda ya
da sulu bir cozeltide coziindiikleri zaman, ylizey gerilimini (¢ogunlukla azaltma
yoniinde) etkileyen siirfaktanlar, iki 6nemli ozellikleri (arayiizeyde adsorpsiyon ve

supramolekiiler yapilara agregasyon) nedeniyle bu alanda yaygin kullanilisa sahiptirler.

hidrofobik kuyruk polar bag grup
(yag-sever) {su-sever)
Y, e
H3CWWD/ NOG Na'  anyonik siirfaktan

| sodyum dodesilsiifat, SDS |
5 Br

WN'M katyonik sirfaktan

‘ tetra-n-bitilamonyum bromiir, TBAB | g

o)

/\/\/\/\/\J\NMN' o . . I
zwitter-iyonik slrfaktan
o

= 7\

lauramidopropil betain
O

.-‘{O“%"Jt'G'dli““-"".."“-«""“‘-u’ﬁ“'v-"‘x/'"‘-u.
0o, A
¢ \{0’%"‘};DH non-iyonik siirfaktan
HO OH Wx+y+z=20

Tween 20

Sekil 2.13. Siirfaktan genel yapis1 ve bazi d6rnekler.

Bu bilesikler, elektrot yiizeyinin 6zelliklerini degistirerek modifiye edebilir.
Elektrot modifikasyonunda iki sekilde kullanilabilirler:
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(i) Yizey modifikasyonu (in-situ modifikasyon): Ana ¢ozeltiden yiizey ya da
araylizeye tasmarak elektrot ylizeyinde adsorbe olurlar. Bu adsorpsiyon olayi,
stirfaktanlarin hidrofobisitesini, yiizey yiikiinii ve diger temel 6zelliklerini degistirerek
pekcok araylizey islemini kontrol eder (Sekil 2.14).

(i) Siirfaktanlar, karbon pasta gibi malzemelerle karistirilarak elektrotun

yapisinda dogrudan yer alabilirler.
2) Vinorelbin

1) stirfaktan
SDS (anyonik) i U
TBAB (katyonik) V '

modifikasyon stiresi, t=1 dak.

karistirma hizi, 750 rpm

Sekil 2.14. In-situ siirfaktan modifiye elektrotun hazirlanmasi.

Elektrot  yiizeyinin  siirfaktanlarla =~ modifikasyonunun,  elektroanaliz
uygulamalarindaki yararlar1 sdyle 6zetlenebilir:

(7) Coziintirligi distik olan bilesikleri misel yapilar igerisinde ¢ozebilirler.

(ii) Elektrot-¢ozelti  Ozelliklerini  tersine ¢evirerek elektroetkin  tiiriin
elektrokimyasal davranisini etkileyebilirler.

(iii) Elektrot yiizeyinin kirliligini 6nleyebilirler.

(iv) Organik bilesiklerin elektrokimyasal analizinde karbon-temelli elektrotlarla
birlikte kullanildiklarinda tayinin hem duyarliliginit hem de segiciligini artirabilirler.

Arastirma grubumuz ¢ok sayida hidrofilik ya da hidrofobik 6zellikli ilag, gida,
biyolojik, bitkisel, ¢evresel etkili bilesigin analizini siirfaktan igeren ¢ozeltilerde farkli
karbon-temelli elektrotlar kullanarak voltametrik yontemle gerceklestirmistir (Levent ve

ark., 2009; Yardim, 2011; Yardim ve Sentiirk, 2011; Yardim ve ark., 2011; Levent ve



ark., 2014a,b; Talay Pinar ve Sentiirk, 2017; Yigit ve ark. 2016b; Abdullah ve ark.,
2018; Donmez ve ark., 2018; Talay Pinar ve ark., 2018a).
2.2.4. Voltametrik teknikler

Yaygin olarak kullanilan voltametrik tekniklerin genel bir siniflandirmasi Sekil

2.15'de goriilmektedir.

)
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Kare-dalga Voltametrisi Katodik Siyirma
(SWv) Voltametrisi (C5V)
e —" \'\-—J
Adsorptif Siyirma
Voltametrisi (AdSV)
S

Sekil 2.15. Yaygin olarak kullanilan voltametrik tekniklerin genel bir siniflandirmas.

Bu boliimde, sunulan tez c¢alismasinda kullamilacak olan voltametrik teknikler
hakkinda kisa bilgi verilecektir (Fogg ve Wang, 1999; Bard ve Zoski, 2000; Barek ve ark.,
2001; Wang, 2006; Ozkan ve ark., 2003; Ozkan, 2009; Uslu ve Ozkan, 2011; Ozkan ve ark.,
2015).

2.2.4.1. Doniisiimlii voltametri

Dontigiimlii voltametri (dongiilii voltametri, CV), 6zellikle organik kimya alaninda

en yaygin kullanilan voltametrik tekniklerden biridir. Bir elektroanalitik c¢alismanin
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siklikla ilk basamagidir. Karmasik redoks tepkimelerinin mekanizmalarini incelemek, ara-
irlin tepkimelerini ve tepkime iiriinlerinin dayanikliligini arasgtirmak i¢in kullanilir.
Duyarlilig1 diisiik (~10° M) oldugu i¢in miktar tayini ¢alismalarinda kullanim alanlari
stnirhdir.

Bu teknikte, secilen c¢alisma elektrotuna uygulanan gerilim bir degere kadar
(pozitif ya da negatif yonde) belli tarama hizlarinda degistirildikten sonra geri dondiiriiliir
(Sekil 2.16 A). Geri doniiste baslangic gerilimine (£1) ya da farkli bir gerilime (E3)
gidilebilir. Bu islem sirasinda gerilimin fonksiyonu olarak akim kaydedilir. Bu kosullarda
elde edilen akim-gerilim egrisine "doniisiimlii (dongiilii) voltamogram' denir. Ayni islem

ardisik ¢cok kez tekrarlanirsa "¢ok dongiilii voltamogram” elde edilir (Sekil 2.16 B).

ileri tarama
A\ Y/ A

maks = — 9 = = — = — — = — = = = -

Geri tarama
%

03 06 09
E/V (vs. Ag/AgCl)

Sekil 2.16. Doniistimlii voltametri tekniginde gerilim-zaman ve gerilim-akim egrileri.

CV tekniginde 6nemli degiskenler; anodik ve katodik piklerin akimlart (ipa, ipc)

ve gerilimleri (Epa, Epc) olup n sayida elektronlu tersinir bir redoks tepkimesi igin (25
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°C): AEp (Epa— Epc) = 0.0592/n V degerine yani 1 elektron aktarimi i¢in yaklagik 60 mV
degerine esittir.

Elektrot tepkimesinin tersinirligi azaldikga (Sekil 2.17), anodik ve katodik pikler
birbirinden daha farkli gerilimlerde ve daha yayvan olarak gozlenir. "Tam tersinmez”
bir elektrot tepkimesinde ise {iriiniin ¢ok hizli bir sekilde tiikketilmesinden 6tiirii geri pik

tamamen kaybolur.

ifuA

E/V (vs.lAg/AgCI) | I E/V (vs. Ag/AgCI)

Sekil 2.17. Doniisiimlii voltametri tekniginde gdzlenen tersinir (a), yari-tersinir (b) ve
tersinmez (c) elektrokimyasal tepkime c¢esitleri.

2.2.4.2. Kare-dalga voltametrisi

Voltametrik yontemin hizin1 ve duyarliligini arttirmak i¢in, yillar boyunca
bir¢ok puls teknikleri denenmistir. Bu teknikler, gerilim adimlarina karsi olusan akimin
orneklenmesi temeline dayanir. Birbirini izleyen bu gerilim adimlari, istenilen
araliklarla ¢alisma elektrotuna uygulanir. Bu puls tekniklerinden biri olan kare-dalga
voltametrisi (SWV) yiiksek hiza ve duyarliliga sahiptir. Bu istiinliiklerinin yanisira
indirgenmenin ¢ok yavag olmadigi durumlarda ¢ozelti ortamindan oksijenin
uzaklagtirilmasina gerek yoktur.

SWV tekniginde, farklt puls uygulama sekilleri (Barker, Kalousek ve
Osteryoung) vardir. En ¢ok kullanilan SWV teknigi olan Osteryoung SW voltametrisine
iligkin bir gerilim dalga sekli ve tipik bir SW voltamogrami Sekil 2.18'de gosterilmistir.
Bu teknik kullanilarak 107-10"® M tayin duyarliliginda analizler yapilabilmektedir.

Yiiksek hiza sahip olmasi nedeniyle, SWV teknigi, FIA, LC ve CE gibi akis

sistemlerinin dedeksiyon sisteminde kullanilmaktadir.
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Sekil 2.18. Kare-dalga voltametrisinde kullanilan uyarma sinyali (A) ve tipik bir
voltamogram (B).

2.2.4.3. Siyirma voltametrisi

Siyirma teknikleri, kullanilan elektroanalitik teknikler igerisinde en disiik
gozlenebilirlik sinirina (LOD) sahip (<10° M) tekniklerdir. Ornek hazirlamasi
zahmetsiz olup duyarlilik ve segicilikleri ¢ok iyidir.

En ¢ok kullanilan siyirma teknikleri; anodik siyirma voltametrisi (ASV), katodik
styirma voltametrisi (CSV) ve adsorptif siyirma voltametrisi (AdSV) teknikleridir. Her
ticiinde de ayn1 olan iki basamak vardir. Ilk olarak 6rnek ¢dzeltisindeki analit ¢alisma
elektrotu tizerinde deristirilir. Bu basamaga "on-zenginlestirme', "én-derigtirme”,
"biriktirme" ya da "akiimiilasyon" basamagi denir. Bu basamak, dnceden belirlenen siire
ve gerilim degerinde ¢dzelti kanstirilarak gerceklestirilir. Ikinci basamakta, elektrot
yiizeyinde biriktirilmis analit belirli bir gerilim tarama hiz1 kullanarak yiizeyden siyrilir.
Bu basamakta herhangi bir dalga formu (DP, SW, LS) kullanilabilir. Bunlar i¢inde en
siklikla kullanilanlari, DP ya da SW formlaridir. Ancak SW dalga formunun, daha hizli
ve duyarli olmasi gibi DP teknigine iistiinliigii oldugu i¢in daha fazla tercih edilir. Bu iki
basamak arasinda bir de "bekleme" basamagi yer alir. Bu basamak, bir sonraki
basamagin hareketsiz bir ¢ozeltide ger¢eklesmesini saglar.

Sekil 2.19, siyirma voltametrisinde elektrot yiizeyinde etkili olan iki temel

basamagi ve tipik bir siyirma voltamogramini sunmaktadir.
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Sekil 2.19. Siyirma voltametrisi tekniginin sematik gosterimi (A) ve tipik bir styirma
voltamogrami (B).

AdSV teknigi, ilk olarak Lam ve ark. (1983) tarafindan kullanilmistir. Bu
teknikte biriktirme basamaginda elektroliz adimi olmaksizin analit elektrot yiizeyinde
adsorplanir. Bu sliregte elektrot, artan bir adsorpsiyonun geriliminde tutulur ve
biriktirme yeterli diizeye ulastiginda anodik ya da katodik yonde gerilim taramasi
uygulanir.

Arastirma grubumuz genis bir araliktaki organik bilesiklerin ¢ok diisiik derigim
diizeylerinde tayinini bu teknikle gerceklestirmistir (Yardim ve ark., 2010; Keskin ve
ark., 2010; Yardim ve ark., 2011; Yardim ve ark., 2012; Yardim ve Sentiirk, 2013;
Yardim ve ark., 2013a,b; Yardim ve Sentiirk, 2014; Levent ve ark., 2014a,b; Levent ve
ark., 2015; Yigit ve ark. 2016a,b; Alpar ve ark., 2018; Abdullah ve ark., 2018; Dénmez
ve ark., 2018; Talay Pinar ve ark., 2018b; Yigit ve ark., 2018).






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasallar

Kimyasalin adi Uretici firmanmn adi
Vinorelbin ditartarat, C4sHs4N4Og.2C4HOs Sigma
Sodyum hidroksit, NaOH Sigma
Nitrik asit (% 65, a/a), HNO3 Sigma
Hidroklorik asit (% 37, a/a), HCI Merck
Fosforik asit (% 85 a/a), H3POs Merck
Asetik asit (% 99-100 a/a), CH;COOH Merck
Borik asit, H3;BO; Merck
Disodyum hidrojen fosfat, Na;HPO4.7H,O Merck
Sodyum kloriir, NaCl Sigma
Dimetil siilfoksit (DMSO), C:HsOS Merck
Aliiminyum oksit, ALO;3 Merck
Sodyum dodesilsiilfat (SDS), Ci2H25NaO4S Sigma

Tetra-n-biitilamonyum bromiir (TBAB), Ci¢H36BrN Merck

Tiim ¢alismalarda Milli-Q sistemi (Millipore) ile saflastirilmis su kullanilmigtir.

3.1.2. Cozeltilerin hazirlanmasi

3.1.2.1. Vinorelbin ¢o6zeltisinin hazirlanmasi

Bu ¢alismadaki etken madde olarak secilen Vinorelbin bilesiginin ditartarat tuzu
suya kiyasla dimetilsiilfoksid (DMSO) igerisinde daha fazla ¢6ziindiigii i¢in (bakiniz,
Cizelge 2.2), stok c¢ozeltilerinin (1x10° M) hazirlanmasinda bu ¢oziiciiden

yararlanilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler, kullanilmadig: siire i¢inde 151k almayacak sekilde
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+4 "C'de saklanmustir. Uygun destek elektroliti icerisinde &lgiimii yapilacak cesitli

derisimdeki standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda stok ¢ozeltilerden yararlanilmistir.

3.1.2.2. Destek elektroliti cozeltilerinin hazirlanmasi

Deneylerde destek elektroliti ¢ozeltisi olarak Britton-Robinson tamponu (BR,
0.04 M, pH 2.0-10.0), fosfat tamponu (0.1 M, pH 3.0, 7.4) ve asetat tamponu (0.1 M,
pH 4.8) c¢ozeltileri kullanilmistir. BR tamponu i¢in 0.04 M H3;BOs3, 0.04 M H3PO4 ve
0.04 M CH3COOH karisimini igeren ¢ozeltiye 5 M NaOH c¢ozeltisi eklenerek istenen
pH degerine ayarlanmistir. Fosfat tamponu i¢in 0.1 M Na;HPO4. 7H>O ¢dzeltisine 5 M
NaOH ya da 5 M HCI ¢ozeltisi eklenerek istenen pH degerine ayarlanmistir. Asetat
tampon i¢in ise, 0.1 M CH3COOH ¢ozeltisine 5 M NaOH eklenerek istenen pH
degerine ayarlanmistir. Tampon ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra Pyrex® cam siselerde

ve buzdolabinda saklanmustir.

3.1.2.3. Siirfaktan ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Stirfaktan iceren ortamdaki elektrokimyasal caligmalar i¢in anyonik siirfaktan
olarak SDS, katyonik siirfaktan olarak TBAB kullanilmistir. Siirfaktanlarin degisik
derisimlerdeki stok c¢ozeltileri su igerisinde hazirlanmistir. Uygun destek elektroliti
icerisinde c¢esitli derisimdeki siirfaktan c¢ozeltilerinin hazirlanmasinda 0.1 M stok

¢oOzeltilerden yararlanilmstir.

3.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Elektrokimyasal analiz cihazi Autolab  PGSTAT 128N (EcoChemie, The
Netherlands)
(Nova 1.1 yazilmu ile) + BAS C3 kati elektrot hiicre
stand1 tinitesi (Bioanalytical System, BAS, USA)
Elektrokimyasal deney hiicresi Tek bolmeli 10 mL'lik voltametrik hiicre (MR 1208,
BAS)
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Elektrotlar
Calisma elektrotu eKalem-ucu grafit (PG) elektrot (etkin elektrot alant:
15.9 mm?)
eCamimsi karbon (GC) elektrot (@: 3mm, cap), MF
2012 (BAS)
Karsilagtirma elektrotu Ag/AgCl (3 M NaCl, MF 2052, BAS)
Yardimci elektrot Platin tel (MF 1032 BAS)
Duyar terazi Termo scientific Orion 3 star pHmeter
pH metre WTW, Inolab pH 720
Vorteks IKA MS3 B
Karistirma sistemi Manyetik karistirict (ARE heating magnetic stirrer)
Magnet (Spinbar VMR micro)
Santrifiij Cooled Hettich ROTINA 380R
Ultrasonik banyo Clifton

Cesitli boy balonjoje (Pyrex®), pipet (Pyrex®), beher, meziir, deney tiipii, santrifiij tiipii, porselen

havan

3.2.1. Voltametrik sistem

Elektroanalitik ¢alismalarda EcoChemie firmasinin Autolab PGSTAT 128N
elektrokimyasal analiz cihazi, Bioanalytical System Inc. (BAS) firmasinin ii¢ elektrotlu
hiicre {nitesi ile birlikte kullanilmistir. Voltametrik sistemin bilgisayar teknolojisi ile
desteklenmesinden dolay1 cihazin kontrolii, verilerin toplanmasi ve degerlendirilmesi
kolaylikla yapilmaktadir. Bu sistem Sekil 3.1'de verilmistir.

Deneysel calismamizda kullandigimiz voltametrik hiicreyi olusturan bilesenler
Sekil 3.2'de goriilmektedir.

Deney hiicresi, elektrokimyasal analiz cihazi i¢in 6zel olarak iiretilmis olup
Pyrex® camdan yapilmis tek bolmeli ve kapakli bir diizenektir (Sekil 2.9 ve 3.1B).
Kapaginda dort giris bulunan hiicreye elektrotlar bu kapak yardimiyla yerlestirilir.

Dordiincii girise ise gerektiginde (katodik bolge c¢alismalarinda) azot gazi yollamak
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amactyla teflon bir boru daldirilir. Bunun yardimiyla hiicre i¢i ¢ozeltide ¢oziinmiis

bulunan oksijenin uzaklastirilmasi saglanmais olur.

Sekil 3.1. Autolab PGSTAT 128N elektrokimyasal analizor (A) ve BAS C3 kat1 elektrot
hiicre standi tinitesi (B).

VOLTAMETRIK
HUCRE

—

Deney hilcresi Destek elektroliti Elektrotlar

Calisma elektrotu

Referans elektrot

Yardimc elektrot

Sekil 3. 2. Voltametrik hiicre bilesenleri.

Deneylerde, ¢alisma elektrotu olarak PG elektrot ile kiyas amaghi GC elektrot
kullanilmastir.

PG elektrot i¢in gerekli olan mekanik kursun kalem uglari (Model, Tombo 0.5
/2B Japan) kirtasiyelerden saglanmistir. Elektrot tasariminda Wang ve ark. (2000)nin

onerdigi yol kullanilmistir. Elektriksel iletkenligi saglamak i¢in kalem gdvdesinin ug
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kisminin metalik boliimii ile dig metalik tutacagi bakir tel ile tutturulmustur (Sekil 2.12).
Kalem uglarmin uzunlugu 60 mm ve ¢ap1 0.5 mm olup, 15 mm boyutu disarida kalacak
sekilde isaretlenip Rotring kaleme hassas bir sekilde yerlestirilmistir. Elektrokimyasal
hiicredeki 10 ml'lik analiz ¢ozeltisine bu uglarin 12 mm’lik kismi daldirilmistir. Her bir
deney Oncesi yeni bir kalem ucu kullanilmistir.

PG elektrotunun On-islemi i¢in se¢ilen destek elektroliti igerisinde (¢ozeltiyi
karistirmadan) her deney dncesi elektrot yiizeyine 60 s siireyle +1.4 V degerinde gerilim
uygulanmistir. CV ¢alismalarinda ise on-islem, ayni siirede +1.8 V gerilim degerinde
gerceklestirilmistir.

Bulgularin kiyaslanmas1 amaciyla kullanilan GC elektrot (Sekil 2.11) yiizeyine
tekrarlanabilir elektrot yiizeyi olusturabilmek i¢in her voltamogram kaydindan Once
mekanik On-islem uygulanmistir. Bu amacgla suyla bulamag¢ haline getirilen AlO3
(aliimina, @: 0.01 um, c¢ap), BAS firmasi tarafindan 6zel iiretilen parlatma kiti (MF
1040) iizerine dokiilmiis ve elektrot yiizeyi bu bulamag lizerinde dairesel hareketler
yapilarak birka¢ dakika parlatilmistir (Bott, 1997). Aliimina kullanim1 sonras1 elektrot
yilizeyinden bu maddenin uzaklastirilmasit amaciyla su ile ultrasonik temizleme islemi

uygulanmigtir.

3.3. Voltametrik Yontem

Vinorelbin bilesiginin elektrokimyasal davraniginin incelenmesine yonelik on
caligmalarda PG elektrotu iizerinde CV teknigi uygulanmistir. Calismanin ikinci
boliimiinde ilgili bilesigin adsorptif voltametrik o6zellikleri PG ve GC (pH
caligsmalarinda) elektrotlar tizerinde ¢alisilmistir. Bu amagla; destek elektroliti yapisinin
ve pH degerinin, siirfaktanlarin (anyonik ve katyonik), gerilim tarama hizinin,
biriktirme ve kare-dalga degiskenlerinin elektrot yaniti iizerine etkileri aragtirilmistir.
Son olarak ise gelistirilen voltametrik teknigin (kare-dalga adsorptif siyirma
voltametrisi, SW-AdSV) performans oOzellikleri saptanmis (calisma aralifi,
gozlenebilirlik smiri, kesinlik) ve ardindan teknik, ticari ila¢ sekillerine ve idrar
orneklerine uygulanmistir.

Vinorelbin'in siyirma voltametrik tayini i¢in izlenen yol asagidaki sekilde

ozetlenebilir: Uc-elektrotlu sistem, siirfaktansiz ya da siirfaktan varliginda belirli
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derisimde Vinorelbin iceren destek elektroliti ¢ozeltisine yerlestirilir. Daha sonra ¢ozelti
750 rpm hizda karistirilirken secilen bir biriktirme gerilimi (en uygun, 0.0 V) calisma
elektrotunun ylizeyine secilen bir On-zenginlestirme siliresince (en uygun, 120 s)
uygulanir. Bu siirenin sonunda, karistirma durdurulur ve 10 s bekleme siiresince ¢ozelti
sakinlesmeye birakilir. Ardindan SW dalga formunu kullanarak pozitif yonde belli bir
gerilim tarama araliginda (0.0 V ile +1.4 V) voltamogramlar kaydedilir. Tiim 6l¢iimler 3

kez tekrarlanmak kosulu ile laboratuvar sicakliginda (25 & 5 °C) alinir.

3.3.1. Voltametrik yontemin gercek orneklerde uygulamasi

3.3.1.1. Enjektabl cozeltiler

Yontemin ticari ila¢ sekline uygulamasinda eczanelerden temin edilen
Navelbine® enjektabl soliisyonu (50 mg 5 mL™! Vinorelbin) kullanilmistir. Her flakon
50 mg Vinorelbin’e esdeger 69.25 mg Vinorelbin ditartarat icermektedir. Iki flakon
icerigi karistirildiktan sonra optimum kosullar i¢cin segilen destek elektroliti igeren
voltametrik hiicreye bu karisimdan pL diizeyinde eklemeler yapilmistir. Ornek ¢ozeltisi
dogrudan analiz edilmis ve miktar tayini islemi kalibrasyon yontemi ile

gerceklestirilmistir. Her deney li¢ kez tekrar edilmistir.

3.3.1.2. idrar érnekleri

Idrar 6rnegi, sigara icmeyen ve ilag kullanmayan saglikli bir goniilliiden ag
karnina ve deneylerden hemen Once toplanmistir. Bilinmeyen endojen kimyasallari
uzaklastirmak icin rnek, 5000 rpm hizda 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustteki berrak
kistmdan alinan 50 pL, 10 mL BR tamponu (pH 10.0) ¢ozeltisi igeren voltametrik
hiicreye aktarilmistir (seyrelme derecesi 1:200, h/h). Hiicre i¢indeki bu ¢ozeltiye model
idrar Ornegi olusturmak iizere 10 pL Vinorelbin standart ¢dzeltisinden (2x10™ M)
eklenmistir. Vinorelbin tayini, elektrokimyasal hiicreye standart ¢ozeltiden 45, 60, 70,
80 ve 90 uL eklemek suretiyle standart katma yontemi kullanarak gerceklestirilmistir.
Ayni islem Vinorelbin katilmayan idrar 6rnegiyle de (kor) yapilmistir. Her deney {i¢ kez

tekrar edilmistir.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Vinorelbin'in Elektrokimyasal Davramsinin incelenmesi

Karbon-temelli elektrotlardan PG ve GC (kiyas amagli) elektrotlarinin
kullanilmasi1 durumunda Vinorelbin bilesiginin pik morfolojisi ve gerilimi {izerindeki
elektrokimyasal yanitin1 anlamak ic¢in baslangic deneyleri, farkli pH degerlerine sahip
sulu ya da stirfaktan igeren sulu ¢ozeltilerde CV ve SW-AdSV teknikleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. (Not: Boliim 3.1.2'de anlatildigi gibi ditartarat tuzu halinde
kullanilan Vinorelbin'in DMSO igerisindeki ¢oziiniirliigli su icerisindekinden daha iyi
oldugu i¢in molekiiliin stok ¢dzeltileri bu ¢oziicii kullanilarak hazirlanmistir. Ancak CV
ve AdSV egrilerinin kaydedilmesinde DMSO derisimi ~% 1 (h/h) ve daha altinda

tutuldugundan kullanilan ¢ozeltiler, "sulu ¢ozelti” olarak ifade edilmistir).

4.1.1. Doniisiimlii voltametri

Arastirmanin baslangicinda PG elektrot kullanilarak 2.3x10° M Vinorelbin'in
BR tamponu (pH 3.0, 7.0, 10.0) icerisinde (0.0 V) - (+1.4 V) - (0.0 V) gerilim tarama
araliginda ve 100 mVs' gerilim tarama hizinda doniisiimlii voltamogramlari
kaydedilmistir. Ilgili voltamogramlar Sekil 4.1'de verilmistir. Voltamogramlardan da
goriilecegi lizere; molekiil, ¢ozelti ortaminin pH degerine bagh olarak ii¢ (pH 3.0), dort
(pH 7.0) ve iki (pH 10.0) basamakta yiikseltgenmektedir. Asidik ve notral bolgelerde,
piklerin birbirinden iyi ayrilmadigi ve belirginliklerinin diisiikk oldugu gozlenmektedir.
Ancak bazik bolgede iki basamaktan ilkinin keskinligi 6nemli 6l¢lide artmis olup her iki
basamak birbirinden belirgin bicimde ayrilmistir. Molekiiliin yiikseltgenmesinden sonra
gerilim taramasina katodik bolgede devam edildiginde ¢alisilan gerilim araliginda higbir
indirgenme basamagina rastlanmamaktadir. Bu gozlem, Vinorelbin molekiiliiniin PG
elektrotu iizerindeki yiikseltgenmesinin tim pH degerlerinde tam olarak tersinmez

oldugunun gostergesidir.
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Sekil 4.1. 2.3x10° M Vinorelbin'in BR tamponu iginde déniisiimlii voltamogramlari.
(A) pH 3.0, (B) pH 7.0, (C) pH 10.0, (D) ii¢ farkli pH ortamindaki
voltamogramlarin birarada gosterimi. Elektrot, PG; gerilim tarama hizi, 100
mVs!. Kesikli ¢izgi, destek elektroliti.

Sekil 4.2'de ise BR tamponu (pH 10.0) igerisinde (daha sonra gosterilecegi iizere

analitik amag i¢in en uygun ortam) Vinorelbin bilesiginin ayni1 kosullarda iki dongiilii

voltamogrami gériilmektedir. Ilk doéngiide, Ia basamagmimn pik gerilimi ve akimi

sirastyla +0.73 V ve 11.18 pA iken Ila basamaga iliskin bu degerler +1.0 V ve 10.68

LA olarak saptanmistir. Buna karsilik ikinci dongiide Ia ylikseltgenme pikine ait

sinyalin biiyiik Olgiide azaldigi ve Ila basamaginin kayboldugu gozlenmistir. Bu

olusum, molekiiliin yiikseltgenme iirlinlerinin elektrot yiizeyine kuvvetle adsorbe

oldugunun o6nemli bir gostergesidir. Bu nedenle elektrot etkinligi biiylik olciide
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azalmistir. Benzer gozlem, Vinorelbin'in GC elektrot iizerindeki elektrokimyasal
yiikseltgenmesi i¢in Brett ve ark (1993) tarafindan yapilan ¢alismada da (bilesige iliskin
tek voltametrik bulgu) bildirilmistir. Ancak PG elektrotunun tek-kullanimlik olmasi
nedeniyle caligmanin analitik boliimiinde tekrarlanabilir voltametrik yanit elde etmek

acisindan bir sorunla karsilasilmayacag agiktir.

120 F

80

| 1
0 +0.5 +1.0 +1.5
GERILIM, V

Sekil 4.2. 2.3x10° M Vinorelbin'in BR (pH 10.0) tamponu icinde iki déngiilii
voltamogrami. Elektrot, PG; gerilim tarama hizi, 100 mVs™'. Kesikli ¢izgi,
destek elektroliti.

4.1.1.1. Gerilim tarama hizinin etkisi

Gerilim tarama hizinin Vinorelbin molekiiliiniin elektrokimyasal yiikseltgenmesi
{izerine etkisini incelemek amaciyla 4.6x10° M Vinorelbin ¢dzeltisinin BR tamponu
(pH 10.0) igerisinde (0.0 V)-(+1.4 V)-(0.0 V) gerilim tarama araliginda 0.0 V baslangi¢
gerilimi ile 50-700 mVs' arasindaki gerilim tarama hizlarinda doniisiimlii
voltamogramlar1 kaydedilmistir. Sekil. 4.3ten goriildigi tlizere hiz arttikga ilk
yiikseltgenme basamaginin (Ia) belirginliginin daha artmis olmasi nedeniyle ¢alismanin

devaminda analitik sinyal olarak bu basamak se¢ilmistir.
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llgili voltamogramlar Sekil 4.3'de ve bu voltamogramlar yardimiyla saptanan
gerilim tarama hiz1 (v) ile pik akimi (ip) ve pik gerilimi (E,) arasindaki iliskisi Cizelge

4.1'de sunulmustur.

i ¥ | | I
2004 j|ﬁ

150

+1.5

+0.5 oo LD
GERILIM, V

Sekil 4.3. 4.6x10° M Vinorelbinin BR (pH 10.0) tamponu iginde (1) 50, (2) 100, (3)
200, (4) 300, (5) 400, (6) 500, (7) 600, (8) 700 mVs™' gerilim tarama
hizlariyla elde edilen doniisiimlii voltamogramlari. Elektrot, PG.

Cizelge 4.1. Vinorelbin voltamogramlarindaki pik akimi ve pik gerilimi iizerinde
gerilim tarama hizinin etkisi. Vinorelbin derisimi, 4.6x10” M; yontem, CV;
destek elektroliti, BR tamponu (pH 10); elektrot, PG

v(mvs') Wy log v ip (LA) logip E, (V)
50 7.07 1.70 2.44 0.39 0.72
100 10.00 2.00 8.26 0.92 0.73
200 14.14 2.30 19.01 1.28 0.74
300 17.32 2.48 30.16 1.48 0.74
400 20.00 2.60 42.34 1.63 0.76
500 22.36 2.70 54.28 1.74 0.78
600 24.50 2.78 70.21 1.85 0.79

700 26.46 2.85 83.24 1.92 0.81




45

Cizelge 4.1'deki bulgularin yardimyla cizilen Vv - ip, v - ip ve logv - logi,

grafikleri Sekil 4.4'de goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Vinorelbin'e ait gerilim tarama hizi-pik akimu iliskisi. Vinorelbin derigimi,

4.6x107° M; yéntem, CV; destek elektroliti, BR tamponu (pH 10.0); elektrot,
PG.

50-700 mVs™! araligindaki gerilim tarama hiz1 ile pik akimu iliskisinde elde
edilen dogrusallik denklemleri ise asagidaki gibidir:
ip (WA) =4.11 Vv (mVs™) — 34.22 r=0.977

ip (WA)=0.12 v (mVs )~ 5.28 r=0.998
logip, = 1.30 logv — 1.74 r=0.996

Bu sonuglara gore; ip/v iliskisindeki dogrusallik bulgusu, Vinorelbin
molekiiliiniin yiikseltgenme olaymin ¢alisilan kosulda adsorpsiyon-kontrollii oldugunu

ifade eder. Buna karsilik, ip/Alv iliskisindeki dogrusallik ise, 50-700 mVs™ araliginda ¢ok
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iyi olmayip, ilgili grafikten de goriildiigii gibi diisiik (50 ve 100 mVs™) ve yiiksek (600
ve 700 mVs™') hizlarda sapma gdzlenmektedir. Bu olgu, difiizyon mekanizmasmin da
Vinorelbin'in elektrokimyasal tepkimesinde yer aldigini ancak orta hizdaki degerlerde
etkili oldugunu gostermektedir. Ote yandan; sulu ortamda PG elektrot iizerinde
Vinorelbin ylikseltgenmesini daha 1iyi anlayabilmek icin logiy/logv iligkisi de
incelenmistir. Ilgili esitlikteki egim degerinin 1.0’den biiyiik olmas: yiikseltgenme
olaymnin adsorpsiyon-kontrollii yiiriidiigliniin kanitidir. Egim degerlerinin sirasiyla 0.5
ve 1 olmast ortamda bulunan c¢ozelti ve yiizey tiirlerinin ideal tepkimelerine
baglanmaktadir (Laviron ve ark., 1980).

Yukarida elde edilen tiim bulgularin 1s18inda, Vinorelbin molekiiliiniin
elektrokimyasal ylikseltgenmesinin temel olarak adsorpsiyonla kontrol edildigi; buna
karsilik 200-500 mVs™! gerilim tarama hizi araliginda difiizyonun da katkis1 oldugu
sOylenebilir.

Diger taraftan, voltamogramlardan ve ¢izelgeden de goriildigi iizere; 50-700

mVs'!

araliginda pik gerilimleri hafifce daha pozitif bolgeye kaymistir. Bu olgu,
tersinmez ya da yari-tersinir elektrokimyasal tepkimesi i¢in karakteristiktir (Bard ve
Faulkner, 2000).

Ey/log v iliskisi ¢alisilan gerilim tarama hizi araliginda asagidaki gibi ifade
edilebilir:

E, (V)=10.072 log v (mVs™!) + 0.80 (r = 0.982)

Tersinmez bir elektrot islemi icin, £, ile v arasindaki iliski asagidaki sekilde
tanimlanir (Laviron, 1979):

E,=E"+ (2.303RT / onF) log (RTK®/ anF) + (2.303RT / anF) log v

Esitlikte yer alan o, yiik aktarim katsayisi ve n, redoks tepkimesinde aktarilan
elektron sayisidir. R (8.314 J K'' mol™!), T (298 K) ve F (96480 C mol!) ise bilinen
sabitlerdir. E}, - log v iligkisindeki egim degeri 0.072'dir. Yukaridaki esitlik kullanilarak
an degeri 0.81 olarak hesaplanir. Tam-tersinmez elektrot olayinda pekcok sistem i¢in, o
= 0.5 olarak kabul edilebilir. Boylece, n = 1.64 (= 2) degeri elde edilir. Bu deger, PG
elektrot yiizeyinde tersinmez olarak yliriiyen Vinorelbin molekiiliiniin yiikseltgenmesi
isleminde, molekiil basina 2 elektron aktarildigini gostermektedir. Elde edilen sonug,

Vinca minor bitkisinin indol alkaloidlerinden olan Vinkamin iizerinde modifiye karbon
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pasta elektrot kullanilarak BR tamponu igerisinde gergeklestirilen SW-AdSV
bulgusuyla uyumludur (Beltagi, 2008).

4.1.2. Siyirma voltametrisi

Yukarida elde edilen bulgularin 1s18inda, calismanin bu boliimiinde Vinorelbin
molekiiliinlin elektrokimyasal yiikseltgenmesi, farkli pH degerlerine sahip siirfaktansiz ya
da siirfaktan iceren sulu c¢ozeltilerde PG ve GC elektrotlar kullanilarak AdSV teknigi

yardimiyla incelenmistir.

4.1.2.1. Destek elektroliti ve pH etkisi

Voltametrik bir c¢alismada analit bilesiginin elektrokimyasal davranisinin
aciklanmasinda kullanilacak destek elektroliti bilesiminin ve pH degerinin se¢imi biiyiik
Onem tagimaktadir. BR tamponu, ¢ok genis bir ¢aligma araligia sahip olmasi nedeniyle bu
yontemde ¢ok tercih edilen bir karma tampon sistemidir. Bunun yanisira; fosfat ve asetat
tamponlar1 da dogru c¢alisma araliklart segilme kosuluyla siklikla kullamlan ¢6zelti
ortamlaridir.

Siyirma dalga-formlar1 arasinda SW dalga-formunun DP formuna kiyasla yiiksek
hiz, yiiksek duyarlilik (dolayisiyla diisiik madde tiiketimi) ve azalmis elektrot kirliligi gibi
uistiinliikleri vardir.

Yukaridaki bilgilerden yola ¢ikarak; arastirmanin bu boliimiinde pH 2.0-12.0
araliginda BR tamponu (Sekil 4.5 ve 4.6) ile fosfat (pH 3.0 ve 7.4) ve asetat (pH 4.8)
tamponlar1 (Sekil 4.7) igerisinde SW-AdSV teknigi kullanilarak (biriktirme gerilimi, 0.0 V
ve siiresi 60 s) 2.3x10° M Vinorelbin'in PG ve GC elektrotlar {izerinde voltamogramlari
kaydedilmistir.

BR tamponu i¢inde her iki elektrot iizerinde elde edilen voltamogramlardan
goriildiigii lizere Vinorelbin molekiiliiniin anodik yiikseltgenme mekanizmasi, pH bagimli
olup karmasik pek cok elektron aktarim islemini kapsamaktadir. Ozellikle pH 3.0-7.0
araliginda omuz seklinde ¢ok sayida yiikseltgenme basamagi belirmis olup bu basamaklarin
degerlendirilmesi ¢cok zordur. Asetat ve fosfat tamponlart i¢inde tekrarlanan deneylerde elde

edilen bulgular ayn1 pH degerlerine karsilik gelen BR tamponu bulgulariyla uyum igindedir.
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Sekil 4.5. 2.3x10° M Vinorelbinin BR tamponu icinde (pH 2.0-7.0) PG ve GC
elektrotlarini kullanarak elde edilen SW-AdSV egrileri. Biriktirme siiresi 60 s,
biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 5

mV; amplitiid, 20 mV.
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ekil 4.6. 2.3x10° M Vinorelbin'in BR tamponu i¢inde (pH 8.0-12.0) PG ve GC
1Y Y

elektrotlarini kullanarak elde edilen SW-AdSV egrileri. Biriktirme siiresi 60
s, biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim

gerilimi, 5 mV; amplitiid, 20 mV.
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Sekil 4.7. 2.3x10° M Vinorelbin'in fosfat (pH 3.0, 7.4) ve asetat (pH 4.8) tamponlari
icinde PG ve GC elektrotlarim1 kullanarak elde edilen SW-AdSV egrileri.
Biriktirme siiresi 60 s, biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans,
25 Hz; adim gerilimi, 5 mV; amplitiid, 20 mV.

Kuvvetli asidik ¢ozeltilerde (pH=2.0) ve pH>7.0 kosullarinda basamaklar

birbirinden ayrilmis ve belirginlikleri artmistir. Brett ve ark. (1993) tarafindan GC elektrot

tizerinde gergeklestirilen caligmada da benzer bulgular gozlenmistir.

Pik siddeti agisindan GC elektrotu ile PG elektrotu bulgulan karsilastirildiginda, pH

2.0 ortamn disinda GC iizerinde elde edilen tiim ylikseltgenme basamaklarinin siddeti

onemli olglide diismiistir.
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BR (pH 2.0-12.0) icerisinde PG elektrot kullanilarak elde edilen SW-AdSV
egrilerinde saptanan en temel yiikseltgenme basamagma iligkin pik akimi (i) ve pik

gerilimi (E,) degerleri Cizelge 4.2'de ve i, - pH ve E, - pH grafikleri Sekil 4.8'de verilmistir.

Cizelge 4.2. Vinorelbin voltamogramlarindaki pik gerilimi (Ep) ve pik akimi (ip)
tizerinde pH etkisi. Vinorelbin derisimi, 2.3%x10-5 M; destek elektroliti, BR
tamponu; elektrot, PG; yontem, SW-AdSV

pH Ep (V) ip(nA)
2 +0.98 4.97
3 +0.94 7.14
4 +0.91 9.78
5 +0.89 6.91
6 +0.85 2.35
7 +0.80 9.94
8 +0.78 17.79
9 +0.76 15.99
10 +0.74 24.47
11 +0.72 25.82
12 +0.68 35.62
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Sekil 4.7. Vinorelbin pik gerilimi (Ep) ve pik akimi (i) tlizerine pH etkisi. Vinorelbin,
2.3x10° M; destek elektroliti, BR tamponu; elektrot, PG; yontem, SW-
AdSV (biriktirme siiresi 60 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V); SW degiskenleri:
frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 5 mV; amplitiid, 20 mV.
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Bulgulardan da goriilecegi iizere, pH degeri arttik¢a pik gerilimi daha diisiik pozitif
degerlere kaymaktadir. Bu gozlem, Vinorelbin'in yiikseltgenme olayinda proton aktariminin
da yer aldigimin kanitidir. E;, - pH iliskisi incelendiginde; calisilan genis pH araliginda farkh
egim degerlerine sahip iki dogrusal bolge elde edilmistir:

pH2.0-6.0 E, (mV)=-31.2 pH+ 1037 r=0.992

pH 7.0 -11.0 E, (mV)=-19.0 pH + 930 =0.999

E, - pH iliskisi bulgulart da Vinkamin bulgulariyla uyumludur (Beltagi, 2008).

pH 2.0 - 6.0 arahgmndaki iliskiye ait korelasyon katsayist (#) degerinin ¢ok iyi
olmamasimim nedeni, ilgili araliktaki pik yarilmalart nedeniyle temel yiikseltgenme pik
siddetinin olas1 okuma hatasindan kaynaklidir.

ip - pH bulgular, alkali ¢ozeltilerde pik siddetinin en yiiksek degere ulastigini
gostermektedir. Ayrica birbirinden ayrilmig keskin piklerin eldesi, ¢ok kuvvetli asidik
cozeltilerin de (pH 2.0) gerektiginde Vinorelbin'in analitik ¢aligmasi agisindan uygun
olabilecegini gostermektedir.

Molekiil yapilarmin ve dolayisiyla yiikseltgenme mekanizmalarinin ¢ok karmagik
olmast nedeniyle; bugiline dek Vinka alkaoloitlerinin farkli kati elektrotlar (CP, GC, Pt)
kullanilarak organik c¢oziiciller ya da sulu c¢ozeltiler icerisinde voltametrik yontemle
arastirilmasi iizerine kaynakgada ¢ok smirh sayida makaleye rastlanmistir. Ilgili makalelerin
hemen hepsi eski tarihlidir (Rusling ve ark., 1984; Kamau ve ark., 1985; Brett ve ark., 1993;
Brett ve ark., 1994; Tabakovic ve Gunic, 1997). Sunulan bu tez calismasinin amaci,
Vinorelbin bilesiginin elektrokimyasal davraniginin nedenlerini ayrmtili olarak agiklamak
olmamakla birlikte kaynak¢ada yer alan makalelerin agiklamalart ve bu ¢alismadan elde
edilen bulgularin dogrultusunda bir yorum yapilabilir.

Vinorelbin ve yapisal benzeri diger Vinka alkaloitleri, "Genel Bilgiler” boliimiinde
aciklandig gibi vindolin ve katarantin yapilarmin eslesmesiyle olusmustur. Tabakovic ve
Gunic (1997) tarafindan yapilan bir arastirmada, vindolin varliginda katarantin molekiiliiniin
GC elektrot {izerinde organik c¢oziiciiler (asetonitrilttetraetilamonyum perklorat) igerisinde
anodik ytikseltgenmesi caligilmigtir. Her iki molekiiliin protonlanmig formunun doniistimlii
voltamogramlar1 ayr1 ayr1 alindidinda; iki basamakta yiikseltgendikleri gdzlenmistir. Ilk
basamagmn tersiyer amin grubunun, ikinci basamagin ise indolin halkasmnin yiikseltgenmesine

karsilik geldigi bildirilmistir. Protonlarini kaybettiklerinde ise molekiiller tek basamakta (daha
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az pozitif gerilimde katarantin, daha ytiksek pozitif gerilimde vindolin) yiikseltgenmektedir.
Rusling ve ark. (1984), CP elektrot kullanarak sulu ¢ozeltilerde bu iki molekiil {izerinde
yaptiklar1 bir arastirmada benzer sonuglar bulmus ve molekiillerin protonlarmi
kaybettiklerinde daha kolay yiikseltgendiklerini sdylemislerdir. Vinerelbinin pH>7.0
degerlerinde protonlarini kaybettigi diisiiniiliirse (daha sonra ayrintili olarak agiklanacaktir),
bu tez ¢alismasinda sunulan doniisiimlii voltamogram bulgulart her iki makaledeki bulgularla
uyum igindedir.

Yapisal benzerligi olan indolin-alkaloidlerine iliskin yukarida sunulan makalelerdeki
bilgilerin 15181nda, Vinorelbin molekiiliiniin yiikseltgenmesinin, proton kaybiyla birlikte
yiiriiyen ¢ok-basamakli elektron aktarimim igerdigi ve sonrasinda olusan kimyasal tepkime
irtinlerinin (dimerler ya da polimerler) elektrot yiizeyinde kuvvetle adsorplanarak etkin

olmayan bir film olusturdugu sdylenebilir.

4.1.2.2. Siirfaktan yiikiiniin etkisi

Vinorelbin molekiiliiniin sulu ¢ozeltilerdeki elektrokimyasal yiikseltgenmesinin
incelenmesinden sonra bu boliimde anyonik (negatif yiikli) siirfaktan SDS ve katyonik
(pozitif yiiklii) siirfaktan TBAB'in elektrokimyasal yanit {izerindeki etkisi arastirilmistir. Bu
amagla; 5.0x10° M siirfaktan iceren BR tamponu (pH 2.0-12.0) ¢ozeltilerinde SW-AdSV
teknigi kullanilarak (biriktirme gerilimi, 0.0 V ve siiresi 60 s) Vinorelbin'in (2.3x10° M) PG
elektrotu tizerinde voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 4.9 ve 4.10).

Siirfaktansiz ve siirfaktan igceren ¢ozeltilerdeki voltamogramlar incelendiginde, asidik
cozeltilerde (pH 2.0-6.0) Vinorelbin'in pik morfolojisi ve siddeti ilizerinde SDS'nin
etkinliginin ¢ok fazla oldugu gozlenmektedir. Siirfaktansiz ortamda birbirinden ayrilmayan ve
omuz seklinde beliren pikler birbirinden ayrilmis ve ilk yiikseltgenme basamaginin (Ia) pik
siddeti artmustir. Pik gerilimleri ise daha az pozitif gerilim degerlerine kaymistir. En ytiksek
pik akimina, ¢ok kuvvetli asidik ¢ozeltide (pH 2.0) ulasilmustir. Nétral ve bazik ¢ozeltilerde
ise pik siddeti azalmaya baslayarak siirfaktansiz ortamdaki degerlerin altina diismiis ve pik
morfolojisi bozulmustur.

Buna karsiik; TBAB varhigindaki asidik c¢ozeltilerde (pH<5.0), pik siddeti
stirfaktansiz ¢ozeltilere kiyasla ¢ok azalmis, daha biiyiik pH degerlerinde pik siddetinde artis
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baglamis, pH 9.0 ve 10.0'da siirfaktansiz ortamdaki pik siddetini ge¢mis, pH>11.0

degerlerinde yeniden azalmistir. Pik gerilimlerinde 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir.
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Sekil 4.8. 2.3x10° M Vinorelbin'in siirfaktansiz ya da siirfaktan (SDS, TBAB) igeren BR
tamponu i¢inde (pH 2.0-7.0) elde edilen SW-AdSV egrileri. Siirfaktan derigimi,
5.0x10° M; elektrot, PG; biriktirme siiresi 60 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW
degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 5 mV; amplitiid, 20 mV.
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Sekil 4.9. 2.3x10° M Vinorelbin'in siirfaktansiz ya da siirfaktan (SDS, TBAB) iceren
BR tamponu i¢inde (pH 8.0-12.0) elde edilen SW-AdSV egrileri. Siirfaktan
derisimi, 5.0x10° M; elektrot, PG; biriktirme siiresi 60 s; biriktirme
gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 25 Hz; adim gerilimi, 5 mV;

amplitiid, 20 mV.
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Vinorelbin molekiilii lizerinde bir hidroksil grubu ve dort azot iceren bolge yer
aldig1 i¢in molekiiliin bes pKa. degeri olmalidir. Ancak simdiye kadar 6zelde Vinorelbin
molekiiliiniin genelde Vinka alkaloitlerinin sulu c¢ozeltilerdeki protonlanmis ve
protonlanmamis yapisi ¢ok derinligine aydinlatilamamistir. Bunun nedeni, azot
bolgelerine Ozgiin  pKa degerlerinin  saptanma  giigliigli olabilir. Kaynakca
aragtirmamizda genellikle iki pKa degeri saptanmistir. Bu degerler pKai = 5.4 ve pKax =
7.6 olup molekiildeki tersiyer azotlara karsilik geldigi bildirilmektedir. Bu durumda
Vinorelbin molekiiliiniin; ¢ok kuvvetli asidik ¢ozeltilerde (pH < 2.0) dikatyonik, zayif
asidik ve notral ¢ozeltilerde katyonik ve pH > 8.0 degerine sahip ¢ozeltilerde ise ndtral
yapida olmasi beklenir.

Elektroanalitik kimyada siirfaktan uygulamalar1 ¢ok siklikla kullanilmasina
karsin, elektrot yiizeyinde siirfaktan adsorpsiyonunun yapisi ¢ogu kez dogru bicimde
aydinlatilamamaktadir. Iyonik siirfaktanlarin sulu ¢dzeltilerden hidrofobik yiizeylere
(bizim c¢alisgmamizda elektrot yiizeyi) adsorpsiyonunda kabul edilen varsayima gore;
kritik misel derisiminin (CMC) altinda olmak kosuluyla oldukga yiiksek siirfaktan
derisimleri ¢ozeltiye eklendigi zaman elektrot yiizeyinde hemimiseller (ylizey miselleri)
olusur. Bu ylizey miselleri, negatif ya da pozitif yiiklii hidrofilik film sulu ¢ozelti fazina
dogru dizilmek iizere elektrot yiizeyine yerlesirler (Sekil 4.11).

a9, e
G\ KL PO (O
S\ire S

m PG elektrot |

Sekil 4.10. Hidrofobik ylizeyde hemimisel olusumu.

Dolayisiyla bizim ¢alismamizda SDS (CMC = 8.2x10” M) (Nakamura ve ark.,
1998) iceren kuvvetli asidik ¢ozeltilerde, dikatyonik Vinorelbin molekiilii ile elektrot
yiizeyindeki SDS misellerinin negatif yiiklii bas grubu arasindaki -elektrostatik
etkilesimden dolayr Vinorelbin molekiiliiniin elektrot yanit1 yani pik siddeti ¢ok
yiiksektir. Kuvvetli asidik ¢ozeltilerden bazik ¢ozeltilere dogru gecildikge Vinorelbin
molekiiliiniin pozitif yiikii giderek azalmis; dolayisiyla pik siddeti diismiistiir. Ote
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yandan, pozitif yiiklii siirfaktan, TBAB'in (CMC =2.5x10"! M) (Saxena ve ark., 2018)
asidik ¢ozeltilere eklenmesi durumunda ise elektrostatik giicler ters yoOnde
calisacagindan siirfaktansiz ¢ozeltilere kiyasla Vinorelbin molekiiliiniin pik siddetinde
azalma gozlenmistir.

Buna karsilik Vinorelbin molekiiliiniin yiikiinii kaybedip noétral karakter
kazandig1r kosulda (pH, 9.0 ve 10.0) pik siddetinin artmis olmast "koadsorpsiyon=
yiizey solubilizasyonu” olarak isimlendirilen farkli bir mekanizma ile aciklanabilir
(Cherkaoui ve ark., 1998; Adak ve ark., 2005). Bu mekanizma genellikle katyonik
siirfaktan  varhiginda gergeklesmektedir. Onerilen senaryoya gore; non-iyonize
molekiiller yiizeyde adsorplanmis katyonik siirfaktan miselleriyle (6rn. hemimiseller)
etkilesime girerek onlarin yiizeyinde basitce adsorbe olurlar. Bu durumda (bizim
ornegimizde oldugu gibi) elektron aktarimi kolaylasmis ve pik siddeti artmis olacaktir.
Siirfaktanin  asirisinda (CMC  istiindeki  degerlerde), koadsorplanmis molekiiller
yizeyden ayrilarak c¢ozeltideki serbest miseller iginde ¢oziinecektir (miseler
solubilizasyon). Adak ve ark. (2005), substrat (6rn., elektrot) yiikiiniin ve yapisinin
koadsorpsiyon olgusunda oOnemli rol oynamadigini, gerekli olanin siirfaktan
adsorpsiyonuyla yilizeyin yeteri kadar hidrofobik yapilmasi oldugunu ileri siirmektedir.

Stirfaktansiz  ve siirfaktan iceren tiim pH degerlerindeki ¢ozeltiler
incelendiginde, en yiiksek pik akimlarina SDS varliginda BR (pH 2.0), TBAB
varliginda BR (pH 10.0) ve siirfaktansiz BR (pH 12.0) ¢ozeltilerinde ulasilmistir. Daha
sonra verilecek olan siirfaktan derisiminin elektrot yaniti {izerindeki etkisi de dikkate
alinarak arastirmanin devaminda TBAB igeren destek elektroliti igerisinde ¢alisilmasina

karar verilmistir.

4.1.2.3. Biriktirme/styirma kosullarinin etkisi

Arastirmanin bu boéliimiinde, Vinorelbin molekiiliiniin PG elektrot iizerindeki
adsorptif karakteristikleri analiz edilmistir. 5.5x10°® M derisimindeki Vinorelbin i¢in
5.0x103 M TBAB igeren BR tamponu (pH 10) i¢inde biriktirme (akiimiilasyon) siiresi
(tacc) ve gerilimi (Eacc) kosullarinin etkisi Sekil 4.12'de verilmistir.

Analitik sinyal tizerinde tacc etkisi, Eacc degeri 0.0 V'da sabit tutularak 30-210 s

araliginda incelenmistir. Sinyal 120 s degerine kadar artmis, daha sonra bir miktar diisiis
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gosterdikten sonra sabit kalmistir. Bu olgu, elektrot yilizeyinin analit molekiilii ile
doygun hale geldiginin gostergesidir. Diger taraftan, siyirma pik akimi/Eacc iligkisi, facc
= 120 s kosulunda 0.0 V ile +0.6 V araliginda analiz edildiginde; pik gerilimi arttik¢a
pik akiminin azaldig1 gézlenmistir. Bdylece, analitik incelemenin devaminda face = 120 s

ve Eacc = 0.0 V kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.11. 5.5x10° M Vinorelbin'in 5.0x10> M TBAB iceren BR tamponu (pH 10)
icinde elde edilen SW-AdSV egrileri iizerinde biriktirme siiresi (A) ve
biriktirme gerilimi (B) etkisi. Elektrot, PG; SW degiskenleri: frekans, 25
Hz; adim gerilimi, 5 mV; amplitiid, 20 mV.

4.1.2.4. Kare-dalga degiskenlerinin etkisi

Arastirmanin devaminda, en iyi cihaz degiskenlerinin belirlenmesi amaciyla
styirma yanit1 iizerinde SW degiskenlerinin (kare-dalga frekansi, f = 5-45 Hz; adim
gerilimi, AEs= 1-13 mV; kare-dalga amplitiidii, AEsw = 10-70 mV) etkisi aragtirilmistir.
Deneyler 5.5x10° M Vinorelbin igeren 5.0x10° M TBAB + BR tamponu (pH 10.0)
cozeltisinde gercgeklestirilmistir. Her degisken i¢in diger iki degiskenin degerlerinin
sabit tutuldugu kosullarda voltamogramlar kaydedilmistir (Sekil 4.13).

SWYV tekniginin hizi, frekans ve adim gerilimi ile iligkilidir. /= 30 Hz ve AEs=

11 mV degerlerine kadar artis, etkin gerilim tarama hizindaki artisa bagli olarak pik
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akimi degerlerinde artis1 saglamistir. Ancak bu degerlerden sonra akim degerleri
diistiigii gibi /= 30 Hz ve AEs = 13 mV degerlerinde pik genislemesi ve zemin ¢izgisi
bozulmas1 gézlenmistir. Analitik sinyal ayn1 zamanda puls amplitiidii degeriyle de
(frekans kadar olmasa da) iliskilidir. Pik yiikseklikleri, AEsw = 40 mV degerine kadar
artmis, sonrasinda azalmistir. Sonug olarak; analitik incelemenin devaminda /= 30 Hz,

AEs=11 mV ve AEsw =40 mV degerlerinin kullanilmasina karar verilmistir.

32¢F

L 1 L 1 1 1 Il 1 Il 1 1 1 il
0.4 +0.6 +0.8 410  +12 +0.4 106 0.8 +10 +12 +04  +06 +0.8 +1.0
GERILIM, V GERILIM, V GERILIM, V

Sekil 4.12. 5.5x10°° M Vinorelbin'in 5.0x10° M TBAB iceren BR tamponu (pH 10)
icinde elde edilen SW-AdSV egrileri iizerinde SW degiskenlerinin (A,
frekans; B, adim gerilimi; C, amplitiid) etkisi. Elektrot, PG; biriktirme
stiresi, 120 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V.

4.1.2.5. Siirfaktan derisiminin etkisi

Aletsel degiskenlerin optimize edilmesinin ardindan son olarak Vinorelbin'in
analitik caligmasi i¢in en iyi deneysel kosulu saglamak amaciyla TBAB derisiminin
etkisi arastirilmistir. Vinorelbin derisimi 5.5%10°° M degerinde sabit tutularak 1x10™* M
- 1x10"2 M derisim araligindaki TBAB, BR tamponu (pH 10) ¢&zeltisine eklenerek SW-
AdSV egrileri kaydedilmistir. Sekil 4.14'den goriildiigli gibi, Vinorelbin yiikseltgenme
piki 3x10° M TBAB derisimine kadar artmis, 4x10> M degerinden sonra azalmaya
baslamistir. Sonug olarak, analitik incelemenin geri kalan boliimiinde tiim deneyler
TBAB derisimini 3x10° M degerinde sabit tutarak gergeklestirilmisti. TBAB'n bu
derisimi ¢ozeltide bulundugu zaman Vinorelbin sinyalleri, siirfaktan igermeyen ¢ozeltilere

kiyasla yaklasik % 50 oraninda artmistir.
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Sekil 4.13. (A) 5.5%10° M Vinorelbin'in farkli TBAB derisimlerini (0, 0.1, 0.25, 0.50,
1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 mM) i¢eren BR tamponu (pH
10) i¢inde elde edilen SW-AdSV egrileri. Elektrot, PG; biriktirme siiresi
120 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 30 Hz; adim
gerilimi, 11 mV; amplitiid, 40 mV. Kesikli ¢izgi, 3 mM TBAB. Ek (B): i, /
CrBAB €grisi.

4.2. Vinorelbin'in Kalem-ucu Grafit Elektrot Uzerinde Tayini

Vinorelbin bilesiginin PG elektrot kullanarak siirfaktan igeren c¢ozeltiler
icerisinde elektrokimyasal davraniglarinin ayrintili olarak incelenmesinden sonra tez
calismasinin bu bdliimiinde ilgili bilesigin ila¢ analizlerinde ve biyolojik Orneklerde

(idrar 6rnegi) analitik uygulanabilirlik kosullar1 aragtirilmistir.

4.2.1. Gelistirilen yontemin analitik performans ozelliklerinin incelenmesi

Yukarida sunulan bulgularin degerlendirilmesi sonucunda, analitik kullanim
acisindan ti¢ farkli ¢cozelti ortaminda daha yiiksek akim yanit1 ve pik morfolojisi (tek ve
iyl ayrilmis pik sekli) elde edilmistir. Bunlardan ilki, anyonik siirfaktan igeren cok
kuvvetli asidik ¢ozeltiler (pH 2.0), ikincisi, katyonik siirfaktan igeren orta kuvvette
bazik ¢ozeltiler (pH 9.0 ve pH 10.0), igiinciisii ise silirfaktan igermeyen ¢ok kuvvetli

bazik ¢ozeltiler (pH 12.0)'dir. Gergek orneklerden gelecek girisim etkisini azaltmak ya
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da tamamen yok etmek i¢in kosullara bagli olarak her ii¢ ortam da Vinorelbin tayininde
analitik ortam olarak seg¢ilebilir.

Sunulan tez calismasinda PG elektrot iizerinde gelistirilen voltametrik yontemin
analitik performans Ozellikleri (¢alisma araligi, duyarlilik, tekrarlanabilirlik), katyonik
stirfaktan iceren pH 10.0 degerine sahip ¢ozeltiler igerisinde incelenmis olup Vinorelbin
bilesiginin tayinine yonelik en iyi voltametrik ve analitik kosullar Cizelge 4.3'de

verilmistir.

Cizelge 4.3. Vinorelbin tayini i¢in voltametrik yontem ile elde edilen en iyi deneysel ve
aletsel degiskenler

Yontem SW-AdSV
Elektrot PG
Destek elektroliti BR tampon (pH 10.0) + 3x10> M TBAB
Adsorptif siyirma degiskenleri
Eacc ov
tacc 120 s
Kare-dalga degiskenleri
f 30 Hz
AE;s 11 mV
AEsw 40 mV

Vinorelbin standart ¢ozeltilerinden elektrokimyasal hiicreye belirli hacimlerde
eklenmis ve yukarida verilen kosullarda voltamogramlar (ii¢ kez tekrarlanarak)
kaydedilmistir. Her eklemeden sonra egriler iizerinde +0.75 V degerindeki SWV yanit
degerlendirilmistir. Ilgili voltamogramlar ve derisim-pik akimu iliskisi Sekil 4.15'de
verilmigtir.

Sekil 4.15 B'de sunulan analitik egri, 2.3x10® — 5.8x10° M (baz olarak, 17.9-
4518 ng mL!) derisim araliginda [i, (uA) = 0.0097 C (nM) — 0.4013 (r = 0.997, n = 7)]
dogrusal bir yanit sunmaktadir. Esitlikteki i, adsorptif siyirma piki, C Vinorelbin
derigsimi ve r» korelasyon katsayisidir.

Analitik egriler yardimiyla elde edilen gozlenebilirlik sinir1 (LOD) ve en diisiik
tayin siir1 (LOQ) degerleri; LOD = 3 s/m; LOQ = 10 s/m esitligine gore hesaplanmistir.
Esitliklerde yer alan s, dogrusallik araligindaki en diisiik derisime karsilik gelen pik
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akiminin (3 deger ortalamasi olarak) standart sapmasini, m ise ilgili kalibrasyon
esitliginin egim degerini ifade etmektedir. LOD and LOQ degerleri sirastyla 7.5%10° M
(baz-5.8 ng mL) ve 2.5x108 M (baz-19.47 ng mL™) olarak saptanmistr.
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Sekil 4.14. (A) Vinorelbin'in farkli derisimlerinin [(1) 0.023, (2) 1.15, (3) 2.07, (4) 2.99,
(5) 3.91, (6) 4.83, (7) 5.75, (8) 6.67 uM] 3x10> M TBAB igeren BR
tamponu (pH 10.0) igerisinde kaydedilen SW-AdSV egrileri. Elektrot, PG;
biriktirme stiresi 120 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans,
30 Hz; adim gerilimi, 11 mV; amplitiid, 40 mV. Kesikli ¢izgi, destek
elektroliti. Ek (B): ip / Cvinorelbin €grisi.

Bulunan degerlerden de goriildiigii iizere PG elektrota higbir kimyasal
modifikasyon islemi uygulanmadan (basit bir elektrokimyasal On-islem disinda)
Vinorelbin'in oldukg¢a diisiik derisimlerinin saptanabilmesine olanak saglamistir.
Elektrotun elektrokimyasal on-iglemi, diger ylizey modifikasyon stratejilerine kiyasla
cok hizli, basit ve diisiik maliyetli olup higbir toksik kimyasala gerek duymamasi
nedeniyle ¢evre-dostudur. Bazi arastiricilar, GC elektrota kiyasla PG elektrot iizerinde
elde edilen artmis pik siddetinin, yapisindaki kil malzemesinden kaynakli oldugu
goriisiindedirler (Kariuki, 2012). Bu malzeme, PG elektrota gozenekli bir yap1 ve 6zel
bir ylizey alani saglarken pek¢ok analitin redoks olayinda elektrotun elektrokatalitik
etkinligini artirmaktadir. Bu calismada sunulan GC ve PG iizerindeki Vinorelbin

bulgular1 da bu goriisii desteklemektedir. Bilgimize gore Vinorelbin'in voltametrik
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yontemle miktar tayini lizerine kaynakcada bugiine dek yapilan higbir calisma yer
almamaktadir. ik kez tarafimizdan gelistirilen voltametrik ydntemin duyarlilik
acisindan analitik performansi, Cizelge 2.3'de verilen ve MS ya da MS/MS dedektor
sistemi kullanilan ayirma yontemlerinin bir kismai ile kiyaslanabilir diizeydedir.
Vinorelbin i¢in gelistirilen voltametrik yOntemin tekrarlanabilirlik diizeyini
saptamak icin 3.5x1077 M derisimdeki ¢ozeltiler, en iyi deney kosullarinda hazirlanmis
ve bu ¢ozeltilerin ayn1 giin icerisinde 9 kez siyirma voltamogramlar1 kaydedilmistir. Bu
voltamogramlar iizerinde ylikseltgenme pik akimi ve gerilimleri degerleri okunmus ve
bulunan degerler giin-i¢i kesinlik olarak degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gore
yiikseltgenme pik akimi ve gerilimi i¢in BSS degerleri sirasiyla % 1.23 ve % 0.32

olarak saptanmistir.

4.2.2. Gergek ornek analizleri

Gelistirilen yontemin ger¢ek orneklerdeki performans 6zelliklerini dogrulamak
icin, uygulanabilirligi ticari ila¢ sekillerinde ve biyolojik sivi (idrar) orneklerinde

denenmistir.

4.2.2.1. Enjektabl ¢ozeltiler

Yontemin ticari ilag sekline uygulamasinda eczanelerden temin edilen
Navelbine® enjektabl soliisyonu (50 mg 5 mL™ Vinorelbin) kullanilmistir. Boliim
3.3.1.1'de anlatilan yolla hazirlanmis flakon cozeltilerinin voltamogramlar1 standart
maddeler i¢in hazirlanan kosullarda alinmistir. Flakon analizine iligskin voltamogramlar
ile standart Vinorelbin'e iliskin voltamogramlar karsilastirildiginda egrilerin uyumlu
oldugu gozlenmistir. Voltamogramlar iizerinde okunan ylikseltgenme pik akim
degerleri ilgili kalibrasyon egrilerinde yerine konularak flakonlarin i¢erdigi Vinorelbin
miktarlar1 hesaplanmis ve bu degerler gercek degerle karsilastirilmistir. Gelistirilen
yontemin dogruluk ve kesinligini kontrol etmek amaciyla geri kazanim caligsmalari
yaptlmistir. Bunun i¢in, aym1 enjektabl ¢dOzeltisi {izerine standart Vinorelbin
cozeltisinden dogrusallik sinirlarin1 agsmamak kosulu ile ardisik eklemeler yapilmis ve

her eklemeden sonra voltamogramlar yeniden kaydedilmistir. Pik akimlarinin dl¢iimii
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hem orijinal enjektabl ¢ozeltisinde hem de ardisik eklemelerden sonra yapilmistir. Daha
sonra enjektabl ¢ozelti drnegine katilan saf maddenin ne kadarmin tayin edilebildigi
hesaplanmustir.

Voltametrik yontemle yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 4.4'de verilmistir.

Cizelge 4.4. Vinorelbin (ditartarat tuzu seklinde) igeren flakonlarda voltametrik yontem
analiz bulgular

Ornek Bulunan(mg)*P Geri Kazanim®(%) + %BSS
1 64.40 93 +£3.09

2 66.48 96 +3.01

3 71.33 103 £2.97

4 74.10 107 £3.16

5 67.17 97 £3.04

Bir flakon (5 mL), 50 mg Vinorelbin'e esdeger 69.25 mg Vinorelbin ditartarat igerir.
bSonuglar, {i¢ analizin ortalamasidir.

4.2.2.2. idrar 6rnekleri

Vinorelbin tayini i¢in tek-kullanimlik PG elektrot {iizerinde gelistirilen
voltametrik yontemin yiiksek duyarliliga ve tekrarlanabilirlige sahip olmasi nedeniyle,
idrar 6rnegi gibi karmasik matris ortamlarinda (su, tuz ve biyomolekiiller icerir) da
kullanilma kosullar arastirilmistir.

Deneylerin baslangicinda, Boliim 3.3.1.2'de anlatilan yol izlenerek hazirlanmis
ve Vinorelbin katilmamig idrar orneklerinde (kér 6rnek) voltamogramlar, siirfaktansiz
ve siirfaktan (TBAB) igeren iki farkli destek elektroliti ¢ozeltisi (BR tampon, pH 10.0)
igcerisinde almmustir. Siirfaktansiz ¢ozeltilerde Vinorelbin sinyalinin goézlendigi gerilim
araliginda idrarda bulunan biyomolekiillere (lirik asit, askorbik asit, dopamin) iliskin
hicbir yiikseltgenme basamagi gozlenmemistir. Levent (2017) tarafindan asebutolol
bilesiginin tayini i¢in PG elektrot lizerinde SW-AdSV teknigi ile idrar Orneginde
gergeklestirilen bir arastirmada iirik asit piki BR tamponu (pH 10.0) igerisinde yaklasik
+0.30 V dolayinda belirmistir. Askorbik asit ve dopamin ise PG elektrot ilizerinde
genellikle iirik asite kiyasla daha diigiik pozitif gerilim degerlerinde ortaya ¢ikmaktadir
(Ozcan ve Sahin, 2010; Levent ve Onal, 2018). Buna karsilik, ayn1 deneyler TBAB
iceren c¢ozeltiler igerisinde tekrarlandigi zaman +0.6 ile +0.8 V aralifinda siddeti ¢ok

kiiciik olmakla birlikte bir pik ortaya ¢ikmistir. Bu pikin, olasilikla ¢aligilan pH
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degerinde anyonik formda bulunan ve dolayisiyla katyonik siirfaktanla etkilesime giren
farkli bir idrar bilesenine iliskin olabilecegi diisiiniilmektedir. Idrar analizinde standart
katma yontemi kullanilacagindan siddeti kii¢iik olan bu pikin sonuglar1 etkilemeyecegi
aciktir. Ancak siirfaktan igermeyen bazik cozeltilerde de Vinorelbin pik akiminin
yiiksek ve morfolojisinin diizgiin oldugu bulgusundan yola ¢ikarak idrar ¢alismalar1 bir
risk almamak i¢in BR tamponu (pH 10.0) icinde gerceklestirilmistir.

Vinorelbin katilmis idrar 6rnegi, higbir karmasik on-islem ve ayirma yontemi
kullanmadan yalnizca santrifiij sonrasi secilen destek elektroliti ile seyreltilerek analiz
edilmistir. Elde edilen siyirma voltamogramlar1 Sekil 4.16'da goriilmektedir. Yaklagik
+0.70 V dolayinda gozlenen pik, her Vinorelbin standart eklenmesi sonunda diizgiin
olarak artmistir. Cizelge 4.5'de gosterildigi gibi, bulunan degerle idrara eklenmis
Vinorelbin derisimi arasindaki uygunluk (yeterli geri kazanim degeriyle birlikte)
Onerilen yontemin Vinorelbin'in idrar Orneklerinden de dogru olarak tayin

edilebilecegini gostermistir.
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Sekil 4.15. (A) Idrar 6rneginin BR tamponu (pH 10.0) igerisinde kaydedilen SW-AdSV
egrileri (seyrelme orani 1:200 (h/h): (a) Vinorelbin eklenmemis (kesikli
cizgi), (b) 2x107 M Vinorelbin eklenmis, (c—g) 45, 60, 70, 80 ve 90 pL
standart eklemeler sonrast (Cvinoreloin = 2%10* M). Elektrot, PG; biriktirme
stiresi 120 s; biriktirme gerilimi, 0.0 V. SW degiskenleri: frekans, 30 Hz;
adim gerilimi, 11 mV; amplitiid, 40 mV. (B) Standart ekleme yontemiyle
analiz sonucu.
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Cizelge 4. 5. Vinorelbin eklenmis idrar 6rneginde voltametrik analiz bulgulari

Eklenen (uM)  Bulunan? Geri kazamim BSS Bias
(uM) (Y0) (Y0) (%)
0.2 0.218 109.0 4.58 -9.0

aStandart ekleme yoOntemiyle hesaplanan deger, aym1 ornegin farkli ii¢c bagimsiz
analizinin ortalamasidir.



5. SONUC

"Genel Bilgiler” boliimiinde acgiklandigi {izere, Vinka alkaloitlerinin voltametrik
tayinine yonelik kaynakg¢ada kayitl ¢ok sinirli sayida ¢aligmaya rastlanmistir. Bilgimize
gore Vinorelbin ile ilgili ise kaynakcada yalnizca elektrokimyasal temelli tek bir makale
yer almaktadir. Tlgili calismada bilesigin miktar tayini yapilmamus, elektrot
mekanizmasi aydinlatilmaya caligilmistir.

Bu tez kapsaminda sunulan arastirmada, sulu ya da stirfaktan (anyonik/katyonik)
iceren sulu c¢ozeltilerde karbon-temelli malzemeler (GC ve PG elektrotlar) iizerinde
Vinorelbin molekiiliiniin nasil  yiikseltgendigi ayrintili olarak  gosterilmistir.
Aragtirmadan elde edinilen gozlemin iki acidan Onemi vardir. (i) Giinlimiizde
Vinorelbin ve benzeri bilesiklerin redoks mekanizmasiin 6zellikle serbest radikaller ve
ara Uriinler olusturmasi agisindan ¢ok karmasik oldugu ve pek ¢ok anlasgiimamis
noktanin bulundugu goz 6niine alinirsa, siirfaktan ortaminda siirdiiriilen bu arastirmanin
devamindan edinilecek bilginin Vinka alkaloitlerinin yiikseltgenme c¢aligmalarina
onemli dlciide 151k tutacagr aciktir. (if) Ote yandan, Vinorelbin igin ilk kez gelistirilen
voltametrik yontem, 6zelde bu bilesik genelde benzer yapili diger bilesiklerin biyolojik
orneklerden tayininde siklikla kullanilan ancak ¢ok zaman alici ve 6zel deneyim isteyen
On-ayirma islemlerine gerek duyan kromatografik yontemlere alternatif olusturacaktir.

Tek-kullanimlik, ekonomik ve cevre-dostu PG elektrotunun kullanilmasi ile
gelistirilen bu yontemin, yalnizca Vinorelbin degil diger Vinka alkaloitlerinin 6zellikle
hastane cevresindeki atiklarinin yerinde Slgiimleri i¢in de ilk adimi olusturabilecegi
diisiiniilmektedir. Siirfaktan varliginda ulasilan LOD degeri (5.8 ng mL™!") gelecekteki

arastirmalar i¢cin ¢ok umut verici géziikmektedir.
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