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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi
OKZALIPLATININ ELEKTROKIMYASAL OZELLIKLERI VE MIKTAR
TAYINI

Mehmet ASLAN

Batman Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Abdulkadir LEVENT
2019, 52 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Ziihre SENTURK
Prof. Dr. Abdulkadir LEVENT
Dr. Ogr. Uyesi Deniz BARIS CEBE

Bu tez calismasinda, sitotoksik oOzellige sahip anti kanser etki gosteren

Okzaliplatin igin basit, hizli ve duyarli bir voltametrik yontem gelistirilmistir. Bor
katkili elmas (BDD) elektrotu katodik yonde 0.5 M H,SO, ortaminda elektrokimyasal
olarak aktive edilmistir. Okzaliplatinin elektrokimyasal o6zellikleri BDD elektrot
yiizeyinde Kkare-dalga ve dontisiimlii voltametri teknikleri kullanilarak incelenmistir.
Kare-dalga voltametri teknigi kullanilarak Britton Robinson (BR) tamponu (pH 5.0)
icerisinde Okzaliplatin, +1.01 V (vs. Ag/AgCl) gerilim degerinde iyi belirlenmis voltametrik
bir yanit vermistir. Gelistirilen voltametrik teknik BR (pH 5.0) ortaminda 1.0-4.5 pM
derisim araliginda dogrusal oldugu ve gozlenebilirlik siir1 0.276 uM (0.109 pg mL™)
olarak saptanmustir. Onerilen yontem Okzaliplatin ila¢ sekillerine basarili bir sekilde
uygulanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Okzaliplatin, BDD Elektrot, Kare Dalga Voltametri, Ilac.
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ELECTROCHEMICAL BEHAVIORS AND DETERMINATION OF
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In this thesis study, a simple, rapid and sensitive voltammetric method for
Oxaliplatin, which has anticancer effect with cytotoxic properties has been developed.
The BDD electrode is electrochemically activated in the cathodic direction at 0.5 M
H.SO,. The electrochemical properties of oxaliplatin have been investigated using
square-wave voltammetry and cyclic voltammetry techniques on the surface of the BDD
electrode. Using square-wave stripping mode, oxaliplatin has yielded a well-defined
voltammetric response in Britton-Robinson buffer BR (pH 5.0) at +1.01 V (vs.
Ag/AgCl). The voltammetric technique developed has been detected to be linear in the
BR (pH 5.0) environment in the 1.0-4.5 uM concentration range and the detection limit
to be 0.27665 pM (0.109 pg mL™). The proposed method has successfully been applied
to pharmaceutical formulations of Oxaliplatin.

Keywords: Oxaliplatin, BDD Electrode, Square Wave Voltammetry, Pharmaceutical.
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1. GIRIS

Cagimizda beslenme, yas, ¢evre ve genetik yatkinliga bagl olarak hizla artan
kanser vakalariin Onlenmesi Ve kanser hiicresinin iyi taninmasi, gerekli analizlerin
zamaninda yapilmasi ve kanser hiicresinin etkisiz hale getirilmesi i¢in multidisiplinler
arast akademik caligmalar gerekmektedir. Aslinda canli organizmasini analayabilmek
gercekte organizmanin dilini ¢6zmek anlamina gelmektedir. Bu nedenle organizmanin
isleyisinde rol oynayan bilesenlerin neler oldugunu, hangi organlardan, ne kosullarda,
ne kadar sentezlenip saliverildiklerini saptamak son derece onem arz etmektedir. Bu
baglamda multidisiplin ¢aligmalarda, 6zellikle analitik kimya anabilim dali maddelerin
analizleri igin, spektroskopik, kromatografik ve elektrokimyasal yontemleri kullanma ve
uygulanmasinda bir adim 6ne ¢ikmaktadir.

Analitik kimya; maddeleri tanima, analiz etme, bilesenlerini ve yapilarinin
saptanmasi, bakimdan alternatif yollar gelistiren kimya alt dali olmasi, kimyasal
islemlerin bilimsel amagcla kullanildig1 ve ¢6ziim iiretmemizi saglayan kimya alt dalidir.
Analitik Kimya, temel bilimler yaninda yasam bilimleri ve teknolojileriyle ilgili
problemlerin ¢ozliimiinde kullanilabilecek analitik yaklasim icin gerekli temel bilgi ve
yontemler ile bunlarin mevcut ve yeni teknolojilerle uygulamalarini igeren bir bilim dali
olmasi nedeniyle tiim canli ve cansiz madde ile vede pozitif bilimlerle ugrasan uzmanlar
analitik kimyaya ihtiya¢ duyarlar ve ugrastiklar1 maddeyi en giizel sekilde tanimak ve
analiz etmek igin analitik yontemleri kullanirlar. Bu tez ¢alismasinda elektrokimyasal
tekniklerden voltametri  kullanilarak ~ Okzaliplatinin  elektroanalitik — 6zellikleri
incelenecektir.

Elektrokimyasal teknikler &zellikle voltametrik tekniklerle gergeklestirilen
farmasotik, klinik ve adli tip analizleri, madde analizlerin yapilabilir olmasinin yaninda
orneklerin rahatlikla ve kisa zaman i¢inde hazirlanabilmesi ve analizin hizli olmas1 gibi
uistiinliikleriyle kaynakcadaki yerini saglamlastirmistir.

Yapilan kaynakg¢a arastirmasina gore, Okzaliplatin hakkinda farkli teknik ve
yontemlerin oldugu ¢ok sayida calisma bulunmasina karsin, iki tane elektrokimya
temelli galisma oldugu goézlemlenmistir. Bu tezde ilk defa denenecek ve kaynakgada
yerini alacak bor katkili elmas (BDD) elektrot kulanilarak anti-kanser ilaci olarak
kullanilan ~Okzaliplatinin  voltametri tekniginden faydalanarak elektrokimyasal
Ozellikleri arastirtlacaktir. Bu baglamda kisaca sunulan bilgilerden yola ¢ikilarak;

onerilen bu tez ¢alismasinda, antineoplastik ilag grubunda bulunan bir alkilleyici ajan



olan "Okzaliplatin” bilesiginin tayini i¢cin BDD elektrot kullanilarak elektroanalitik
etkinliginin arastirilmasi amaglanmigtir.

Tez ¢alismasi ii¢ ana baslik altinda toplanacaktir: (i) Ilk béliimde BDD elektrot
tizerinde cesitli destek elektroliti ¢ozeltileri igerisinde ve genis bir pH araliginda
Okzaliplatin bilesiginin elektrokimyasal davranigi detayli bir sekilde incelenmesi, (ii)
Ikinci béliimde ilgili bilesigin tayinine yonelik etkili bir voltametri yontemi
tanimlanmasi ve deneysel/aletsel kosullar optimize edilmesi, (iii) Son boliimde ise diger
boliimlerde elde edilen veriler 1s1ginda bilesigin farmasotik ilaglarda 6nerilen yontem ile

tayin edilebilirligin denenenmesi ¢aligmalar1 yapilacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu boliimde kisaca kanser hakkinda bilgi verildikten sonra bu tez ¢alismasina
konu olan Okzaliplatin bilesiginin fizksel ve kimyasal ozellikleri verilmistir. Daha

sonraki kisimlarda Okzaliplatin iizerinde yapilan ¢alismalar kisaca 6zetlenmistir.

2.1. Kanser

Kanser, viicut hiicrelerinin istemsiz ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi veya
yayilmasidir. Kanser hiicrelerinin 6zellikleri; Sekil 2.1°de goriildiigii gibi kontrolsiiz
cogalma, farklilasamama ve fonksiyon kaybi, invaziflik, metastaz (diger dokulara yayilim)

olarak tanimlanabilir.

Normal hiicre qogalmam Kanser hiicresi ve ¢ogalmasi

Kanserogenle kargilagmus,
6mri bitmemesine karin
anormallesmig hﬁcrc

ikl “I
st?hlcre - ¥ d'

|-

P 'y
Om'u biten %, 1ycre W
hocre oltmo Kontrolsoz
hiicre ¢ogalmas

Sekil 2.1 Kanser hiicresi ve gogalmasi (Bayca, 2017)

Gelismis tlkelerin 6liim istatistiklerinde kanserden 6liim orani ikinci sirada yer
alan oliim nedenidir. Kanser, cinsiyet olarak kadin-erkek, genetik, irk, ulus ve yas farki
gozetmeksizin biitiin canlilar1 etkileyebilecek o6liimciil bir hastaliktir. Bu hastalik
kontrolsiiz yayilarak viicudun tamamini etkileyebilmektedir. Hiicre fizyolojisinin bozulup
kanseri baglatmasinin nedenini algilayabilmek igin, Oncelikle hiicre i¢i doniistimleri
anlamak gereklidir.

Her hiicre ¢ekirdek (nukleus), hiicre zar1 ve sitoplazmadan olusur. Cekirdek
hiicreyi yoneten birimdir ve genom, kromozom ve kromatin iplikleri adi verilen genetik
maddeyi tasiyan yapidir.

Hiicre dongiisti, Sekil 2.2 de oldugu gibi 4 ana evrede gergeklesir (Weinberg.
1996).



1. S evresi: DNA replikasyonu, kromozom ¢iftlenmesi (¢ekirdek boliinmesi)
gerceklesir. Bu evrede DNA kendisinin benzersiz bir kopyasini yapar ve kardes kromatit
ad1 verilen birbirinin aynis1 iki DNA olusur. Ayrica hiicre boliinmesi sirasinda gerekli
olacak enzim, protein vb. gerekli maddelerin sentezi de bu evrede meydana gelir.

2. G-2 evresi: Onceki evreden eksik kalan RNA ve proteinler varsa bunlarin
sentezi devam eder.

3. M evresi: Mitoz yani profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri ile sitokinez
yani stoplazma boliinmesi olur.

4. G-1 evresi: Bu evrede hiicre boliinmesi durur. Ancak tiim biyokimyasal olaylar
devam eder. Deri hiicresi gibi hiicrelerde G-0 evresindeki hiicre gerektiginde tekrar
bolinme evresine yani G-1’e geri doner. Ancak sinir hiicresi gibi hiicrelerde G-0 evresi
kalicidir ve bu hiicreler asla boliinemezler. Boylece sentrozomlar tekrar aktif hale gecer.

G-1 kontrol evresinde, hiicre biiyiikliigiinlin boliinme i¢in yeterli olup olmadigina,
DNA’da hasar olup olmadigina ve ortamda yeteri kadar besin ile biiylime faktorii olup
olmadigina bakilir. Biiyiime faktorii viicuttaki c¢esitli hiicreler tarafindan salgilanan ve
hiicreleri boliinmeleri i¢in uyaran protein yapili molekiillerdir. Eger bu kosullar uygunsa
G-1 kontrol evresi gecilir. G-2 kontrol evresinde hiicre biiyiikliigiiniin bdliinme i¢in yeterli
olup olmadigina tekrar bakilirken replikasyonda hata olup olmadigi da kontrol edilir.
Bunlarda da sikinti yoksa son kontrol noktasi olan M’ye gecilir. Bu son kisimda ise
kromozomlarin 1§ ipliklerine diizglin baglanip baglanilmadigina bakilir. Eger
baglanmislarsa boliinme devam eder. Bahsedilen kontrol noktalarinda bolinmeyi siklin ve
siklin bagimli kinaz adi1 verilen iki protein yapili molekiil kontrol eder. Kosullar uygunsa
bu iki molekiil baglanir ve boliinme devam eder, uygun degilse bu iki molekiil ayrilir ve

boliinme durur. Boylece hatali bir boliinmenin 6niine geg¢ilmis olur.

Sekil 2.2. Hiicre proliferasyonunun evreleri (Weinberg. 1996'dan modifiye edilmistir)



Yapilan arastirmalar kanserin 10 belirgin 6zelligini belirlemislerdir.(Douglas, 2011)
1. Kendi biiyiime faktorlerine sahip olma
. Bliylime engelleyici faktorlerden kurtulma
. Bagisiklik sisteminden kagma
. Stirekli boliinme yetenegi

. Kanserlesmeyi destekleyen iltihaplanma

2
3
4
5
6. Bagka doku ve organlara go¢ etme
7. Anjiyogenez

8. Gen yapisinda mutasyonlar

9.

Hiicre 6lim mekanizmasini atlatma

10. Enerji metabolizmasini degistirme, seklinde siralanabilir.
Kanserin 10 Temel Ozelligi

:{'oial.m.a biiyiime

.......

stirdiiriilmesi kagma

bagisiklik
sisteminden
kagma

enerji
metabolizmasini
degistirme

hiicresel
Slumsuzlugin
etkinlestirilmesi

hiicresel
olime
direng

kanserlesmeyi
destekleyen
inflamasyon

genetik
kararsizlik ve
mutasyonlar

yeni damar invazyon ve

Sekil 2.3. Kanserin 10 temel 6zelligi (Douglas, 2011)

Kanser arastirmalariyla birlikte her gecen giin yeni bilgiler kesfedilmektedir.
Bizde bu calismamizda sitotoksik etki gosteren antineoplastik ilag olan Okzaliplatinin
elektrokimyasal 6zelliklerini inceleyerek bilime katkida bulunmay1 amaglamaktayiz.

Kanserin tedavisinde ii¢ yaklasim bulunmaktadir;

(1) Cerrahi girigim,

(2) Radyoterapi,

(3) Ilag kullanilmas: (kimyasal tedavi).

Bazi sartlarda tigii de kullanilir. Bazen ilag ve 151n tedavisi ayni1 anda uygulanabilir

Kemoterapinin ana ilkesi, "sitotoksik ilaglar”" olarak da isimlendirilen

"antineoplastik ila¢lar” ile tedavinin de temel ilkelerini olusturur. Hastanin hiicrelerine



zarar vermeksizin kanser hiicrelerinin biiyiimesini, gelismesini ve ¢ogalmasini durdurmak
ya da olabilirse yok etmektir.

Antineoplastik ilaglarin etkinligini kisitlayan 6nemli bir durum; ilag etkisinin
hiicre dongiisiiniin donemine 6zgii olmamasidir.

Antineoplastik ilaglarin etkinligini kisitlayan bir diger durum, kanser hiicresinin
ilaca direncli olmasi ya da zamanla diren¢ kazanmasidir. Tedavi esnasinda direng
kazanilmasini engellemek i¢in ilaglar birlikte kullanilir ya da bir ilag yeterli siire ve dozda
verilir. Antineoplastik ilaglar genel olarak;

1. Oral yol ile kapsiil veya tablet seklinde

2. Cilt altina ya da kas i¢ine akitma yolu ile

3. Damardan infiizyon seklinde verilirler.

Birgok ila¢ sindirim yolu ile emilemedigi i¢in damardan infiizyon yoluyla
verilmektedir. Infiizyon yolu ile verilen ilaglar dolasim sistemine hemen katildigi icin
etkileri ¢abuk goriilmektedir.

Antineoplastik ilaclar, genel etki mekanizmalarina ya da kaynaklarina gore
asagidaki sekilde siniflandirilirlar:

Kanser  kemoterapisi ~ ve  antineoplastik  ilaglar  Cizelge  2.1°de
gosterilmistir.(Bokesoy ve ark., 2000; Moosa ve ark., 2003; Thurston, 2009; Kayaalp,
2012)



Cizelge 2.1. Kaynaklarina gére Antineoplastik ilaglar

1. Alkilleyiciler
A. Azotlu hardallar

1. Mekloretamin (azotlu hardal)

2. Siklofosfamid

3. Klorambusil

4, Melfalan

5. Ifosfamid

B. Alkil siilfonatlar

1. Busulfan

C. Nitrozotireler

1. Karmustin

2. Lemustin

3. Semustin

4. Streptozosin

D. Etileniminler

1. Tiotepa

E. Triazinler

1. Dakarbazin

1. Antimetabolitler
A\ Folik asit antimetabolitleri
1. Metotreksat

B. Piirin analoglart

1. Tioguanin

2. Merkaptopurin

3. Fludarabin

4. Pentostatin

5. Kladribin

C. Pirimidin analoglari
1. Sitarabin

2. 5-fluorourasil
D.Sitozin analoglari

1. Desitabin

2. Gemsitabin

I11. 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 kaynakh 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

V1. 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)
VI1I. Monoklonal antikorlar
1. Setuksimab

2. Bevasizumab

3. Ituksimab

VIII. immiinmodiilatérler
A. Levamisol

B. interferonlar

1. Interferon alfa-2a

C. Interlokinler: aldeslokin

(interlokinler-2)

IX. Diger antineoplastik ilaclar
A. Hidroksiiire

B. Mitotan

C. Heksametilmelamin

D. Sisplatin

E. Karboplatin

F. Okzaliplatin

2.2. Platin Analoglar:
Metal iyonlarmin tibbi kullanimi yaklasik 5000 y1l dncesine dayanmaktadir.
Metal bilesiklerinden olusmus ¢esitli ilaglar kanser dahi bir¢ok hastalikta



kulanilmislardir (Orvig ve ark., 1999) ve bazilar1 sunlardir; Cisplatin, Okzaliplatin,
Karboplatin, Nedaplatin, Lobaplatin, Heptaplatin, Satraplatinve Pikoplatin.

2.2.1. Okzaliplatin

Okzaliplatin, platin atomuna okzalat grubu ve 1,2-diaminosiklohekzan (DACH)
baglanmasiyla olusan karmasik yapiya sahip ve sitotoksik etki gosteren alkilleyi ajan
gorevinde bulunan bir anti-kanser ilacidir. Cizelge 2.2°te goriildiigii gibi [UPAC adi cis-
[(1R,2R)-siklohekzandiamin-N,N’] [Okzalato (2-)-0,0]-platinum’dur. 1994 yilindan sonra
gelistirilen ¢esitli platin  tiirevlerinin kabul edilmesiyle Eloxatin adiyla anilan ve
Okzaliplatin etken maddesi igeren tgiincii nesil ila¢ olarak sunuldu. Bu tiir ilaglar ilk
olarak metastatik (diger organlara yayilim gostermis) kolorektal kansere kars1 kullanilnaya

baslandi.

Cizelge 2.2. Okzaliplatin bilesiginin molekiiler yapisi ve genel 6zellikleri.

Molekiiler yapisi Genel ozellikleri

Kimyasal formiilii: CgH14N,0O4Pt
Molar kiitle:397.3 g/mol

H, o) Goriiniis: Kat1 toz hali beyaz
i Erime noktasi: 285-300 °C
\H/ Coziiniirlik:  Suda az  cozinir,
/ ™ metanolde daha az etanol ve asetonda
Ho © hemen hemen hi¢ ¢oziinmez
pKa: 7.23

Saklama kosullari: 2-8 °C

Okzaliplatin, cisplatinden amin gruplariin, DACH ile yer degistirmesi ile
cisplatin'den ayrilir. Okzaliplatinin molekiiler agirligit 397.3 g/mol diir. Suda az
¢oziiniirken, metanolde daha az etanol ve asetonda hemen hemen hi¢ ¢6ziinmez.
Cisplatinin aksine, plazmada Okzaliplatin, farmakokinetik profilini karmasiklastiran bir
islem olan oksalat grubunun yer degistirmesi nedeniyle reaktif bilesiklere hizla
enzimatik olmayan transformasyona ugrar. Bilesiklerin ¢ogu farmakolojik olarak aktif
degildir. (Hirschfeld ve ark., 2004)

Okzaliplatin icin uygulanan diger analiz yontemleri

Platin tasiyan ilaglar DNA’ya baglanan ilaglar olarak siniflandirilir ve bu ilaglarin

tiimiiniin terapodtik etkinligi DNA’ya baglanma yetenegine baghdir. Sisplatinin DNA’ya



baglanmasi ile transkripsiyon ve replikasyon mekanizmalarinin engellenmesinin sonucu

kanser hiicresinin yok edildigi goriisii hakimdir. (Crul ve ark., 2002)

Karboplatin ve Okzaliplatin bilesiklerinin sahip oldugu ve kolay ayrilabilen

karboksilat grubu komplekslerin suda fazla ¢6ziindiigii ve dayanikliliklarinin yiiksek

oldugu, klinik kullanima hazir platin komplekslerinin biiyiik bir boliimii karboksilat ligand1

icerdigini ¢calismalarinda gozlemlediler.

Anti kanser ilac1 olan Okzaliplatin alkali ortamda hidroliz edildiginde oksalato

monodendat ara triinii ve dihidrat Okzaliplatin kompleksi olustugu gézlemlendi. Bu

calismada oksaliplatinin pKa’s: yaklagik 7.23 olarak hesaplandi. (Jeremalm ve ark.,
2002; Jeremalm ve ark., 2003)

Okzaliplatinin de icinde oldugu platin analoglar i¢in kaynakc¢ada Onerilen analiz

yontemleri Cizelge 2.3’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Platin analoglarinin analiz yontemleri

Analit Teknik  Dedektor LOD Matris Kaynak
Okzaliplatin HPLC PHBV/PLGA 0.13 pg/L Ilag Somayeh H.,
ve ark., 2019
Okzaliplatin LC MS - Tumor hiicresi Zhao ve ark.,
2018
Okzaliplatin ICP-MS MS - Plazma Lemoine ve
ark., 2018
Okzaliplatin HPTLC - - Serum Sonali ve ark.,
2017
Okzaliplatin LC ESI-MS - Bobrek ve Karciger doku  Kim ve ark.,
Cisplatin 2015
Okzaliplatin HPLC HILIC 0.07 pg /mL Enanatiyomerik bilesim Cirilli ve ark.,
- 2014
Okzaliplatin HPLC  HILIC - flag Osipov ve
Karboplatin ark., 2013
Okzaliplatin LC ICP-MS - plazma, Serum Scancar ve
Cisplatin ark., 2013
Karboplatin
Okzaliplatin LC ESI-MS/MS - plazma Ken ve ark.,
2012

Teknik: LC; sivi kromatografisi, HPLC; Yiiksek performansli sivi kromatografisi. Dedektor: EC;

elektrokimyasal, ESI; Elektrosprey iyonizasyon, MS; kiitle spektrometresi, HILIC; Hidrofilik etkilesim sivi

kromatografisi



Cizelge 2.3.(devam ediyor)
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Analit Teknik Dedektor LOD Matris Kaynak
Okzaliplatin CE ICP-MS 0.023 mg/mL Ilag Qstergaard ve
ark., 2011.
Okzaliplatin HPLC ICP-MS 0.05 ug /L Idrar Hann ve ark.,
2010
Okzaliplatin HPLC MS - Hasta plazmasi Chen ve ark.,
2008
Okzaliplatin HPLC ICP-MS 0.15ug/L Hastane atik suyu Hann ve ark.,
Cisplatin 0.09 pg /mL 2005
Karboplatin 0.10 pg /mL
Okzaliplatin LC ICP-MS/MS - Kan plazmasi Ehrsson ve
ark., 2003
Okzaliplatin RP-HPLC UV - Plazma Ficara ve ark.,
2002

Teknik: LC; Siv1 kromatografisi, CE; Kapiler elektroforez, RP-HPLC; Ters faz yiiksek performansh
stvi kromatografisi, Dedektor: EC, elektrokimyasal; ICP; Indiiktif eslesmis plazma, MS; Kkiitle
spektrometresi

Platin analoglari icin uygulanan elektrokimyasal yontemler

Elektrokimyasal olarak DNA-biyosensor kullanip Sisplatin, Karboplatin ve
Okzaliplatinin DNA'ya baglanmasini ¢alismalardir. Hidroliz ile iretilen elektrofilik
maddenin DNA ile etkilesime girecegi egilimi, SW voltametri teknigi kullanilarak bir elek
baskili elektrot tizerinde hareketsiz hale getirilen metal DNA adiiktiiniin guanin oksidasyon
sinyalinin azalmasinin bir fonksiyonu olarak 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar, karbonatin,
DNA ile kolayca reaksiyona girebilen aktive karbonato kompleksleri olusturmak igin
platin ilaglariyla reaksiyona girdigini agikladilar(Ravera ve ark., 2007).

Okzaliplatin tek duvarli karbonnanotiip modifiye grafit elektrot (SWCNTs-GE) ve
modifiye edilmemis grafit elektrot ile kombinasyon halinde diferansiyel puls voltametrisi
(DPV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) kullanilarak daha ayrintili olarak
incelendi (Yapasan ve ark., 2010).

Cisplatin tiirevlerinin aksine Okzaliplatin tiirevlerinin askorbat ile indirgenme
oranlarinin ve elektrokimyasal indirgenme potansiyelleri arasinda bir korelasyon olmadigi
goriildii. Bunun nedeni, muhtemelen, amin ve karboksilat ligandlarinin, elektron transferini
kolaylagtirmak i¢in indirgeyici ajanlarla bir koprii kurma yeteneginin diisiikk olmasidir.

(Gibson ve ark., 2012)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20JZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22124352
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Platin, Okzaliplatin, cisplatin ve karboplatinin miktar tayinleri i¢in 0.36 M H,SO4
ortaminda damlayan civa elektrot kullanilarak bir elektrokimyasal yontem gelistirildi.
Okzaliplatin bilesiginin -0.9 V civarinda indirgendigi goriilmektedir. Gelistirilen yontem
protein metalotiyonin fragmanlarinda basarili bir sekilde uygulandi. (Kensova ve ark.,
2013).

Cisplatin, karboplatin ve Okzaliplatin gibi platin bazli sitostatik, g¢esitli timor
tiplerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ajanlardir. Bu ilaglarin biiyiik miktari,
hastalarin idrar1 yoluyla, metabolize edilmemis formlarda atik sulara atilir. Bu fenomen su
ortaminda artan miktarda platin iyonu olusturur. Bu kirleticilerin su ekosistemi lizerindeki
etkileri ve su kaynaklart igerikleri yeterince arastirtlmamistir. Cesitli platin tiirlerinin
saptanmasini kolaylastirmak igin, elektrokimyasal saptama ile yeni ve hizli bir akis
enjeksiyon analiz yontemi gelistirdi (Kominkova ve ark., 2014) .

Yaptigimiz kaynak arastirmasina gore; Okzaliplatin’nin elektrokimyasal
Ozelliklerinin incelenmesi iizerinde iki ¢alisma bulunmaktadir. (Yapasan ve ark. 2010)
tarafindan SWCNTs-GE elektrot ile DNA etkilesim g¢alismasi ve (Kensova ve ark.
2013) de H,SO,4 ortaminda damlayan civa elektrot ile bir elektrokimyasal indirgenme
calismasidir. Bu ¢alismalar detayli bir elektroanalitik calismayr kapsamamaktadir.
Aslinda, yapilan kaynakga arastirmasindan goriildigii iizere platin analoglarinin
voltametrik yontemle tayini iizerinde de ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. lgili
bilesiklerin tayinlerinde kullanilan bazi voltametrik teknikler ve analitik performans

ozellikleri Cizelge 2.4'de 6zetlenmistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kominkova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24499878
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Cizelge 2.4. Platin Anaologlari farkli elektrotlar tizerinde voltametrik analizi

Analit Teknik Elektrot LOD Matris Kaynak
Okzaliplatin ~ DPV SWCNTs- - DNA stok Yapasan ve ark., 2010
GE cozeltisi
Okzaliplatin ~ DPV DME 0.06 ng/mL - Kensova ve ark., 2013
Cisplatin 0.03 ng/mL
Karboplatin 0.05 ng/mL
Okzaliplatin ~ DPV DME - Kan, Orecchio ve ark., 201
Perfiizat
Cisplatin SW-CSV DME 6.0x102M flag, serum  Hourch ve ark., 2003
Cisplatin SWV CPE 8.8 uM llag, serum  Liu ve ark.,2013
Cisplatin CcVv GCE - llag Mu-Hyun ve ark.,
2015
Cisplatin AdTSV, GCE - DNAstok  Kauffman ve ark.,
DPV cozeltisi 2016

DPV; diferansiyel puls voltametrisi, SW-CSV; kare dalga katodik siyirma voltametrisi, CV; doniisiimlii
voltametri, AdTSV; Adsorbtif siyirma voltametrisi. CPE; karbon pasta elektrot, DME; damlayan civa
elektrot, GCE; camimsi karbon elektrot, GE; grafit elektrot

2.3. Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik yontemler, Sekil 2.4’te goriildiigii gibi analiz ortaminin tamaminda
ve ara yiizey yontemlerinde gergeklesen yontemler olmak iizere iki ana baghk altinda
aciklanabilir. Analiz ortamimin tamamindaki yontemler ise c¢ozeltinin tamaminda
gerceklesen olaylart incelemek iizerine kurgulanmistir ve ara yiizey olaylarindan
olabildigince uzak durulur. Elektroanalitik yontemlerden ara yiizey yontemleri elektrotun
yiizeyi ile elektrot yiizeyine bitisik konumdaki tabakadaki homojen karigim arasinda
gerceklesen olaylari inceler. Bu yontemler, akimin varligina ya da yokluguna bagli olarak
duragan (statik) ve hareketli (hareketli) olmak iizere ikiye ayrilir. Duragan yontemlerin
hizlarinin ve segiciliklerinin elektroanalitik kimyada farkli bir 6nemi olsa da akimin ¢ok

onem tasidigi dinamik yOntemleri elektroanalitik kimyada daha yaygin bir kullanim

alanina sahiptir
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/ Elektroanalitik Yontemler \

Ara Yiizey Analiz Ortanmin
Yontemleri Tamaminda Gergeklesen
/ \ Yintemler
Statik Dinamik \
Yiintemler Yintemler Kondiiktometri Kondiiktometrik
/ \l Titrasyonlar
Potansiyometri Potansiyometrik
Titrasyon
Sabit Elektrot g;'t":::i“:l — Elektrogravimetri Sabit Akim
Potansiyel Kulometrisi N
Amperometrik Kulometrik ) .
Titrasyonlar Titrasyonlar Elektrogravimetri
Voltametri

Sekil 2.4. Yaygin elektroanalitik yontemlerin sematik gosterimi (Gokee, 2004 ten modifiye edilmistir.)

2.3.1. Voltametri
Voltametri; ¢alisma elektrotunun polarize oldugu kosullarda elektrota uygulanan
gerilimle akim olgiilmesinden yararlanarak, analizi yapilan madde hakkinda veri elde

edinilen elektroanalitik yontemler grubudur. Bu yontemler Sekil 2.5’de gosterilmistir.

— | | N
VR

*Diferansivel Pulse * Anodik Stymrma
Voltametrisi (DPV) Voltametrisi (ASV)
*Kare-Dalga *Katodik Siyirma
Voltametrisi (SWV) Voltametrisi (CSV)
* Adsorptif Siyirma
Voltametrisi
(AdSV)

Sekil 2.5. Voltametrik teknikler ve siniflandirmasi
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Voltametride elektrot gerilimi, faradayik akim ya da her ikisi birden zamanla
degistirilir(Bond ve ark., 1989; Yaacob, 2006). Uygulanan gerilimin bir fonksiyonu olarak
elektroaktif tiirlerin derisimleri ile dogrudan orantili akim egrilerine ‘’voltamogram’’
denir. Voltamogram, c¢alisma elektrotu iizerinde indirgenme, yiikseltgenme ya da her
ikisinin de gergeklestigi tiirler hakkinda nitel ve nicel bilgi verir.

Voltametrik tekniklerin avantajlarindan biri; diisiikk derisimlerde bile metallerin,
organik ve inorganik bilesiklerin saptanmasina olanak saglamasi (Fifield, 2000)
elektroaktif (elektrot tepkimesine katilan) tiirlere karsi segici (Barek ve ark., 2001) ve
ekonomik olmasi gibi avatajlari vardir.

Voltametrik teknikler; ¢alisma elektrotuna bagli olarak ¢esitli ortamlarda olusan
redoks olaylarinin, yilizeydeki adsorpsiyon olaylarinin, elektron aktarim mekanizmasi ve
caligmalarini kapsayan alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir(Skoog ve ark., 1998). Son
yillarda gelistirilen farkli tiir elektrot sekil ve tasarimi elektroun aktivasyon islemleri ve
yeni yontemler kullanilarak olusturulan “’kati elektrot voltametrisi ile’” pikomolar farkli
derisim diizeylerinde ¢alismaya imkan vermesi bu tekniklerin iistiin hale getirmistir(Czae
ve Wang, 2000; Barek ve ark., 2001).

2.3.2. Voltametrik diizenek

Voltametrik Olglimler; calisma elektrotu, karsilastirma elektrotu ve yardimei
elektrotu igeren fiiglii elektrot sistemi iginde yiiritilir. Tim diizenek; g¢esitli hacim
kapasitelerine sahip voltametrik hiicreden, manyetik karistiricitdan ve sisteme sinyal
saglayan gerilim kaynagindan (potansiyostat) ibarettir. Bazi sistemlerde elektrolit
cozeltisindeki oksijeni uzaklagtirmak amagh inert gaz borusu da voltametrik diizenege
(Sekil 2.7) eklenir (Reinke ve Simon, 2002; Colombo ve Van den Berg, 1998).

Hiicrede bulunan calisma elektrotunun gerilimi dogrusal olarak degistirilir.
Polarizasyonun saglanmasi amaciyla ¢aligma elektrotunun yiizeyi olabildigince kiigiik
tutulur. Karsilastirma elektrotu olarak siklikla doygun kalomel elektrot ya da glimiis/glimiis
kloriir elektrodu kullanilir. Ol¢iim boyunca karsilastirma elektrotunun gerilimi sabit kalir.
Ugiincii elektrot olarak hiicredeki gegirgenligi saglamak amaciyla yiizeyi bilyiik tutulan
yardimci elektrot (genellikle inert platin) kullanilir.

Sinyal kaynag1 dogrusal taramali voltaj jeneratoriidiir. Buradan gonderilen sinyal,
direnci ¢ok biiyiik olan (~10*" Q) potansiyostatik kontrol devresine gelir. Boylelikle akim
ihmal edilecek diizeye indirilir. Kaynaktan gelen akim dogrudan yardimci elektrota gider.

Potansiyostatik kontrol devresi akimi ayarlayarak voltaj jenaratorii ile calisma ve
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karsilagtirma elektrotlarinin gerilimlerinin ayni olmasini saglar. Sonucta devreden gecen

akim gerilime dontistiiriilerek zamana kars1 grafige gegirilir (Sekil 2.6).

Sinyal Kaynaii \
Dodrusal
Taramah AAA r/

Voltaj
Jeneratirii

§
l Referans Yardimei

Elektrot Elektrot
L\ Elektrokimyasal Akim-Yiik Doniigtiiriicii
Potansiyos‘tatiN Hiicre A
Kontrol Devresi
Cahsma Kaydedici

Mikroelektrodu f+

Sekil 2.6. Voltametride ii¢ elektrotlu potansiyostatik sistem diyagrami (Reinke ve Simon,

2002)

Bu ¢alismada kullandigimiz ii¢ elektrotlu voltametrik diizenektir.

¢ahisma elektrodu

I 1 yardimc elektrot

referans elektrot|

Sekil 2.7. Voltametrik ol¢iimlerde kullamlan ii¢ elektrotlu elektrokimyasal hiicre (Ozkan ve ark.,

2015 ten modifiye edildi.)

Calisma Elektrotu: Ylzeyinde c¢ozeltideki indirgenme ve yiikseltgenme
tepkimelerinin gerceklestigi ve zamanla gerilimi dogrusal olarak degisen elektrottur.

Karsilastirma Elektrotu: Sabit bir gerilime sahip olan bu elektrot, ¢alisma
elektrounun geriliminin kiyaslandigi elektrottur. Gerilimi analizi yapilacak analitin

derisiminden bagimsiz olup tekrarlanabilen, kararli ve sabit bir degerdedir.
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Yardimcr Elektrot: Elektrokimyasal hiicre iginde akimin aktarilmasi gérevini
yiiriiten, ¢aligma elektrotu ile bir ¢ift olusturan ve genellikle sekil 2.8 de goriildiigii

gibi inert materyalden olusan elektrot tipidir.

-

Sekil 2.8. Platin tel elektrot

Hiicre igindeki elektrotlarin yerlesimi olduk¢a onemlidir. Calisma elektrotu,
karsilagtirma elektrotuna olduk¢a yakin olmak kosuluyla yardimci elektrot ve
karsilastirma elektrotu arasma yerlestirilir. Uglii elektrot sistemi kullanilmasimin
gerekcesi, potansiyostatin ¢aligma elektrotu asir1 gerilim yiiklemesi durumunda sistemi
otomatik olarak verilen dogru gerilime getirmektir. Bu islem, calisma elektrotu ve
karsilagtirma elektrotu arasindaki gerilim siirekli Olgiilerek ve ayarli gerilimle

karsilagtirarak yapilir.

2.3.3. Voltametride kullanilan karsilastirma elektrotlar:

Elektroanalitik uygulamalarin ¢ogunda, elektrotlardan birinin yari-hiicre
geriliminin degerinin bilinmesine, degisken olmamasina, ¢o6zeltinin bilesiminden
bagimsiz olmasina dikkat edilmesi gerekir. Bu ozelliklere sahip elektrotlara
karsilastirma (referans) elektrotlar1 denir. Ideal 6zellikteki bir karsilastirma elektrotu
tersinir ve Nernst esitligine uydugu goriliir. Ayrica zamanla sabit kalan bir gerilime
sahiptir (Hyrovsky ve Zuman, 2011). Kiigiik bir akim altinda bile tekrar onceki
gerilimine doner. Her ne kadar bu kosullar1 tamamen karsilayan bir karsilastirma
elektrotu bulunmamakla birlikte kalomel ve giimiis karsilagtirma elektrotlari bu

Ozelliklere yakin davranislar sergilerler.

2.3.4. Voltametride kullanilan ¢calisma elektrotlar:

Calisma elektrotu yiik aktariminin gergeklestigi ve elektroaktif tiirlerin
indirgenme/ylikseltgenme tepkimelerinin gerceklestigi elektrottur. Calisma elektrotu,
gerilimi kontrol eder ve hiicre direncinden gelen hatalar1 azaltir. Voltametrinin
performans: biiyiik oranda calisma elektrotuna baghdir. Bu elektrotun ideal 6zellikleri

genis bir gerilim araligi, diisiik direng, yeniden olusturulabilir yiizey ve yiiksek sinyal
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diisiik giirtiltii yaniti saglayabilmesidir. (Wang, 2000). Elektrokimyasal yontemlerin
cogunda katodik gerilim alani i¢in civa elektrotlar, anodik islemlerin ger¢eklestirildigi
deneylerde ise kat1 elektrotlar kullanilir. Calisma elektrotunu sinirlayan en 6nemli
faktor, sulu ¢ozeltilerde calisirken pozitif gerilimlerde sudaki oksijenin yiikseltgenmesi,
negatif gerilimlerde ise sudaki hidrojenin indirgenmesidir

Voltametride ¢gogunlukla kullanilan ¢alisma elektrotlar1 asagida Sekil 2.9 deki

gibi siniflandirilir.

Civakokenli Modifiye .
Kat elektrotlar Donen elektrotlar

* Platin + Damlayan civa + Kompozit * Disk

* A;tm * Asili civa + Kimyasal * Halka - disk
* Bizmut o Civafilm modifiye

+ Karbon

« Bor katkili elmas

elektrot

Sekil 2.9. Voltametrik analizlerde kullanilan ¢aligma elektrotlari(Wang, 2000 modifiye edilmistir.)

2.3.4.1. Kat1 elektrot voltametrisi ile ilgili genel bilgi

Civa elektrotlarin pozitif gerilim (anodik) araliklarinda kullaniminin sinirh
olmasi nedeniyle yiikseltgenebilen bilesiklerin elektrokimyasal 06zelliklerinin
incelenmesi i¢in daha genis bir anodik gerilimde calismaya olanak saglayan kati
elektrotlar tercih edilir. Farkli materyallerden yapilan degisik kati calisma elektrotlari
bulunmaktadir. Analizi yapilacak analite de bagl olarak tel, disk bi¢ciminde sabit
elektrotlar kullanilabildigi gibi donen ve titresen kati elektrotlar da tasarlanmistir.
Kat1 elektrotlarin en biiylik sikintist her yeni analiz i¢in homojen bir ylizey
yaratmanin zorunlulugudur. Ayrica deneyler sirasinda elektrot ylizeyinde biriken kati
maddeler ve oksitler elektrotun voltametrik davranigini etkiler. Bu sakincalar1 ortadan
kaldirmak i¢in her analiz Oncesi elektrot yiizeyinin yenilenmesi ve temizlenmesi

gerekir. ’On islem’” denilen bu adim degisik tipteki kat1 elektrotlar igin farklilik
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gosterir. Mekanik parlatma ve doniisiimlii gerilim taramasi uygulamak siklikla
kullanilan teknikler olmakla birlikte kimyasal, elektrokimyasal ve termal ylizey

yontemleri kullanilarak yiizey aktivasyonu da saglanir (Wang, 2000).

2.3.4.2. Bor katkili elmas elektrot

BDD elektrot yiiksek seviyede kararlilik gosteren, genis bir potansiyel
araliginda ve diisiik akimda ¢alismaya olanak saglayan, karbon elektrotlara alternatif
Onerilen yeni bir elektrottur. BDD elektrotlar bozulmaya kars1 direngli ve
dayaniklidir.Benzen tizerindeki yapilan ¢alismalarda BDD elektrotun GC elektrota gore
daha dayanikli oldugu goriilmistiir (Oliveira ve ark., 2007). Ayrica gerekli elektriksel
iletkenligi saglar ve anodik oksidasyon igin atiksu aritimi, su dezenfeksiyonu ve
sterilizasyon igin kullanilmaktadir. BDD yiiksek O, gerilimine sahiptir ve elektroliz
sirasinda fazla miktarda OH radikalleri barindirdiklarindan ¢ok giiglii oksitleyicilerdir
ve organik molekiillerin parcalanmalarina imkan saglarlar. BDD elektrodu, grafit veya
cams1 karbon gibi geleneksel karbon elektrotlardan daha iistiin 6zelliklere sahip bir
elektrottur. Voltametrik ¢alismalarda GC ile BDD elektrot kullanilarak 2,6-
dimetoksifenol ve 1,3,5 trimetil benzen gibi bilesikleri ¢esitli ortamlarda doniisiimli
voltamogramlar1 alinmistir. Deneysel islemler gosteriyor ki BDD elektrot GC
elektrotuna gore daha diigiik akim ve daha genis potansiyel aralikta oldugu gériilmiistiir
(Suryanarayanan ve ark., 2010). Elmas elektrotlarin baglica Ozellikleri genis
potansiyellerde caligma araligina sahip olmasi, diisiik kapasitans ve kararlilik
gostermesidir. Ayrica elmas filmlerin hidrojen/oksijen ¢ikist ile ilgili gerilim araligi
neredeyse 4.0 V kadar imkan tanimaktadir. BDD elektrot, platin elektrot ile
kiyaslandiginda BDD elektrotun gerilim araligi platin elektrota gore 2 V kadar daha
fazladir.(Kapalka ve ark., 2008) Asidik ¢ozeltide elektrokimyasal oksijen ¢ikiginin ilk
basamagimin genellikle suyun ayrismasiyla olusan hidroksil radikalinin oldugu
diistiniilmektedir.

2H,0 — 20H + 2H" + 2¢°

BDD elektrotlar yiiksek sicakliklarda kimyasal buhar biriktirme yontemiyle
meydana getirilmis polikristal elmastan yapilmis bir elektrottur. Bu yontem, bir yiizey
tizerine gaz fazindan meydana gelen araglar igin kullanilan bir yontemdir. EImasin Sekil
2.10’de goriilen tetrahedral orgii kristal yapisinin olusturulmas: i¢in her C atomu

komsusuna sp° hibritlesmesi yaparak kovalent baglanmistir.
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Sekil 2.10.Elmas orgiisii ve grafit orgiist farkliliklar

Cozeltide bulunan BDD elektrotlari, organik ve anorganik bilesiklerin
yiikseltgenmesi i¢in elektrokimyasal ozellik gosteren elektrotlardir. (Sekil 2.11) Bu
elektrotlar bozunmaya karsi dayanikli elektrotlardir. BDD elektrotlar gerekli olan
elektriksel iletkenligi saglarlar. Ayrica bu elektrotlar anodik oksidasyonuna lazim olan
su aritimi, SU dezenfeksiyonu ve sterilizasyon islemleri i¢in de uygundur. Dogada pasif
ozellik gosterip, organik Kirleticiler ile reaksiyon vermez. Kirleticilerin oksidasyonunun
katalizlenmesinde gorev almazlar. BDD elektrotlart hidroksil radikalleri basta olmak
lizere genis bir aralikta oksitleyici tiirler iiretirler. BDD elektrotlarinin avantajlar
siralandiginda sulu elektrolit icerisinde genis bir organik bilesik oksidasyonuna izin
verme potansiyeline sahip olmasi basta gelmektedir. Bu elektrotlar yiiksek elektrot
potansiyel degerlerinde hidroksil radikallerinin iretilmesini saglamakta ve bu
radikallerin ~ kuvvetli  oksitleyici  tlirlerin  anot  gorevinde  kullanilmalarini
saglamaktadir.(Kisacik,2010)

Asidik ¢6zeltide BDD elektrotunun yiiksek anodik kararliligindan dolay: giiglii
yiikseltgenme tirlinleri iiretir. BDD elektrotunun en degerli 6zelliklerinden birisi yiiksek
anodik potansiyellerde hidroksil radikallerini elektriksel olarak tiretmesidir. Elmas
elektrotlarin ana uygulamalar1 elektrosentez, organik Kkirliliklerin elektrokimyasal
aritimi, elektroanaliz ve agir metallerin geri kazanilmasidir (Comninellis ve ark., 2005).

BDD elektrotlari kati ince levhalar seklinde ya da silikon, tungsten, niyobyum
ve tantal igcerebilen uygun substratlar iizerine kaplanmis olarak kullanilabilmektedir

(Kisacik, 2010).
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Sekil 2.11. BDD elektrot

Kullanilacak olan BDD elektrotunun yiizeyinin temiz olmasi son derece 6nemlidir
clinkii en ufak bir kirlilik pik akiminda azalma ve pik potansiyelinde kaymalar meydana
getirir. Bundan dolay1 her islemden once elektrot yilizeyi silispansiyon ¢ozeltisinden
alimip daha Onceden temizlenen BDD elekrot yiizeyine damlatilir ve oda sartlarinda
kurumasi i¢in bekletilir. Tam anlamiyla kuruma islemi bittiginde saf su ile yikanip,
kullanima hazir hale getirilir. Ayrica araliklarla madde ile ve Al,O3; (Aliimina) ile
temizlenip parlatilarak veya farkli siirelerde H SO, ve destek ¢ozeltiyle aktive edilir.
BDD elektrodun temizlenmesi ve aktivasyonu literatiirlerde degisik ¢ozeltilerde anodik
(Carlos, 2006; Simon, 2007; Zhao, 2007; Levent, 2012; Levent ve ark., 2014; Sentiirk
ve ark., 2014) ve katodik(Avaca ve ark., 2004; Simon, 2006; Levent, 2017) gerilim
uygulanarak gerceklestirilmektedir.

2.4. VVoltametrik Teknikler

2.4.1. Polarografi

Voltametrinin tarihsel gelisim siireci, 1920’lerin basinda Cekoslavak Kimyaci
Jaroslav Heyrovsky’nin “polarografi” teknigi iizerine yaptig1 ¢aligmalarla baglamistir.

Bu yontem diger yontemlere gore konveksiyonun engellenmis olmasi ve galisma

elektrotun damlayan civa elektrot kullanilmasi bakimindan diger voltametrik tekniklerden
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ayrilir. Polarografik sinir akimlar1 ¢6zelti karistiritlmadigindan sadece difiizyon ile kontrol
edilir (Harvey, 2000). Bu yontem ile anyonlar, nétral molekiiller, anorganik katyonlar ve
cesitli organik bilesikler analiz edilebilir. Birgok madde polarografik dalgaya sebebiyet
verdikleri i¢in bu yontem ile tayin edilebilirler. (Barek ve ark., 2001)

2.4.2. Doniisiimlii voltametri

Dontistimlii voltametri (CV) tekniginde, gerilim ilk olarak bir degere kadar artar,
daha sonra baslangi¢c degerine yine dogrusal olarak geri doner (Sekil 2.12). Voltametrik
teknige; gerilim taramasi E; ve E; gerilimler arasinda olursa ‘’dogrusal voltametri’’, E;
gerilimini takip edip ayni tarama hizinda ve ters yonde tarama yapildiginda olusan
voltametrik teknige ise <’doniisiimlii voltametri’’ denir. Ters taramada baslangi¢ gerilimine
(E1) tekrar doniilebilecegi gibi farkli bir gerilime de (Es) gidilebilir. Siirekli degisen
gerilim degerlerine karst belirli bir aralikta akimdaki degisim grafige gegirilerek
“dontistimlii voltamogram” elde edilir (Sekil 2.13). CV teknigi ile karistirilmayan durgun
sistemde ve ¢l elektrot sistemlerinde ¢alisilir. CV’de hiz diflizyon tarafindan belirlenir.
Analit elektron aligverisi voltamogram fizerinde izlenebilmektedir. Baslangigta gerilim
taramasinin yonii, analiz 6rneginin bilesimine bagl olarak pozitif veya negatif olmaktadir.

Dontisiimlii voltamogramlarda secilen gerilim araligiyla beraber, secilen tarama
hiz1 taramanin ka¢ kez yapildiginin bile etkisi bulunmaktadir. Tarama hiz yiikseltilebilir.

Ancak yiiksek tarama hizlarinda IR diisiisii ve ¢ift tabaka yiiklenmesi gibi olumsuzluklar

yasanir.
A&
ileri Tarama
—_
E,
r
i I
= ’
= Fi £
3 | ’ 7
2 ’ )
Geri Tarama, , ¥
E4 «— i
. ”
E ¥ i
3 L. Déngii

Zaman

Sekil 2.12. Déniisiimlii voltametride elektrota uygulanan gerilimin zamana kars1 grafigl
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Duyarhiligm 10° M ile smirl oldugu bu yéntem, miktar tayinine dayali bir
yontem  degildir ancak  ozellikle organik ve  metalorganik  sistemlerde
yiikseltgenme/indirgenme islemlerin hiz ve mekanizma ¢alismalari i¢in 6nemli bilgi saglar.
Tarama hizinin pik akimi degisimi incelenerek adsorbsiyon, difiizyon ve heterojen elektrot
tepkimelerinin ozellikleri, ters taramada ise elektrot tepkime mekanizmasi ve kinetik

bulgulara ulasilabilir.

Katodik

Geri Tarama

Ak
o

Gerilim

Anodik

Sekil 2.13. Déniisiimlii voltametride akim-gerilim egriSI.

Sekil 2.13’de goriildiigii gibi, donilisiimli  voltamogramin parametrelerine
bakildiginda; katodik pik akimi (lpk), katodik pik gerilimi (Ep) ve anodik pik akimi (lpa),
anodik pik gerilimi (Eya) olarak ifade edilmektedir.

CV ile elektrot mekanizmasi incelendiginde; CV ile ulagilan voltamogramlarin
tarama hiz1 ile degisimi, ¢ozelti elektrot yiizeyinde gergeklesen olaylar hakkinda 6nemli
bilgiler verir. Elektrokimyasal olaymn Oncesinde ve sonrasinda kimyasal bir olayin olup
olmadigini, sonrasinda elektron aktarim tepkimesinin gerceklesip gergeklesmediginin
yanitim1 farkli tarama hizlarindaki voltamogramlardan c¢ikarabiliriz. Elektron aktarim
basamaginin dncesinde ve sonrasinda kimyasal bir olayin gergeklesmesi voltamogramlarin
sekillerinin belirlenmesinde rol oynar. Doniistimlii voltametride ¢6zelti icindeki molekiiller
veya iyonlar elektrot yiizeyinde adsorbe olabilmektedir ve aralarinda ¢esitli etkilesimler
meydana gelebilmektedir. Bu etkilesim elektrostatik ¢ekim kuvvetleri olabildigi gibi zayif
etkilesime sahip iyon-dipol etkilesimi de olabilmektedir(Bard ve Faulkner, 2001; Gosser
1994).
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2.4.4. Puls voltametrik teknikler

Puls voltametrik tekniklerle voltametrik 6lgiimlerin tayin sinirlarinin daha diisiik
derisimlere ¢ekilmesi amaglanmistir. Bu tekniklerle faradayik olan ve faradayik olmayan
akimlar arasindaki oran arttirllmis ve duyarlilik 108 M diizeyine indirilmistir. Bu
tekniklerde calisma elektrotuna yaklasik 50 ms zaman araliklariyla bir dizi gerilim adimi
uygulanir. Her aralikli gerilim uygulamasindan sonra kapasitif akim hizli bir sekilde
azalarak yok sayilabilecek bir diizeye gelir; bu arada faradayik akimda azalma ise ¢ok
kiiciiktiir. Boylece tayin smir1 daha diisiik Olctimler gergeklestirilir. Puls voltametrik
teknikler; “normal puls”, “diferansiyel puls” ve “kare-dalga” voltametrik teknikler olmak
lizere lic ana baslik altinda toplanabilir. Bu tekniklerden Diferansiyel puls (DP) ve SW

voltametrik teknikler glinlimiizde kendilerine genis bir uygulama alani bulmustur.

2.4.4.1. Diferansiyel puls voltametrisi

DP voltametrisi; organik ve inorganik tiirlerin eser analizlerinde yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte; ¢alisma elektrotuna sabit biiylikliikteki pulslar
periyodik darbeler dogrusal gerilim basamaklarmin {izerine yerlestirilerek uygulanir Puls
uygulamadan hemen 6nceki bir zamanda 0Slgiilen bir akim ile puls uygulamasinin bitimine
yakin belli bir zamandaki akimlar 6l¢iiliir ve bu akimlar arasindaki fark (Al = i(ty) - i(t2))
dogrusal bir sekilde artig gosteren gerilimin bir fonksiyonu olacak sekilde kaydedilir.
Uygulanan gerilime karsi elde edilen akim farki grafige gecirildiginde olusan pik
diferansiyel egri seklinde meydana gelip (Sekil 2.14), analit derisiminin yiikseklikle dogru
orantili oldugu goriliir. Elde edilen voltamogramdaki pik gerilimi (E,), tiirlerin
tanimlanmasinda kullanilabilir; bu pik gerilimi, yar1 dalga gerilimine yakin bir degerdir.
Faradayik olmayan yiikleme akiminin diisiik, faradayik akimin ise yiiksek degerde olmasi
yani sinyal/giiriiltii oraninin artmasi sonucu duyarlilik artmistir. DP voltametri teknigi, 10®
M’dan daha diisiik derisimlerdeki 6lgiimlere olanak taniyan duyarl bir yontemdir (Wang,
2000; Skoog ve ark., 1998).
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Sekil 2.14. Dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi uyarma sinyali.

Zaman, s

Akim, pA

1 i 1 i 1 i 1 i 1 i
0.2 a0 =0.2 -0.4 -0.6

Gerilim, V
Sekil 2.15. DPV Voltogranu

2.4.4.2. Kare dalga voltametrisi

SW voltametrisi, basamakl1 bir gerilim taramasi sirasinda ¢alisma elektrotuna kare
dalga seklinde darbenin uygulandigi diferansiyel bir tekniktir. Elde edilen sinyalde her
basamagm darbe periyodu ve boylart aym olup 5 ms’dir. Olgiim sirasinda akim, darbe
uygulanmasindan hemen 6nce ve hemen sonra olmak {izere iki kere Olgiiliir ve iki 6l¢lim

arasindaki akim farki uygulanan gerilime karsi grafige gegirilir.
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Sekil 2.16. Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyali(@) ve elde edilen bir

voltamogram(b).(Skoog ve ark., 1998)

Sekil. 2.17°de kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumunda elde edilen

akim farki (Ai), birinci gerilimdeki akim degerinden ikinci gerilimdeki akim degerinin

c¢ikarilmast ile bulunur. (Wang, 2000; Skoog ve ark., 1998).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Voltametrik ¢calismalarda kullanilan malzeme, arag ve gerecler

Bu tez calismasinda kullanilan malzeme ve arag gerecler asagida siralanmustir.

a) Elektrokimyasal analiz cihazi

b) Elektrotlar

c) Deney hiicresi

d) Karigtirma sistemi

e) pH metre

f) Duyarl terazi

g) Otomatik makro ve mikro

pipetler
h) Santrifiij
i) Cesitli Olciilerde

malzemeler (pyrex®)

cam

(AUTOLAB, PGSTAT128N) (sekil 3.1)

(Noval.l1 yazilimi ile birlikte)

Calisma elektrotu: BDD elektrot

Karsilastirma elektrotu: Ag/AgCl (3 M

NaCl) (MF 1063, BAS)

Yardimer elektrot: Platin tel(MF 1032,

BAS)

10 mL 3 bolmeli kapakli standart cam
Hiicre (MR1208)

Manyetik karistiricitARE heating magnetic

stirrer)

Magnet (Spinbar VMR micro)

Termo scientific Orion 3 star pH metre

Precisa 320XB 220A

(cesitli dlgiilerde)

Sogutmali Hettich ROTINA 380R
Farkli hacimlerde tampon c¢ozelti siseleri,
balonjoje, pipet, meziir, deney tiipleri,

beher, erlen ve cam tiipler.
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Sekil 3.1. AUTOLAB, PGSTAT128N cihazi

3.1.2. Kulamilan kimyasal maddeler

Deneylerde harcanan kimyasal maddeler asagida siralanmistir.

Maddenin Adi Uretici Firma Ad1
Ploxal-S Kogak
Okzaliplatin Sigma
Aliiminyum oksit Merck
Sodyum Hidroksit Merck
Borik Asit Merck
Fosforik Asit Merck
Glasiyel Asetik Asit ( %99-100) Merck
Di sodyum monohidrojen fosfat Merck
Sodyum klortir Sigma
Nitrik asit(%65) Sigma

Tim calismalarda Milli-Q sistemi (Millipore) 1ile saflastirilmis su

kullanilmastir.
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3.1.3. Cozeltilerin hazirlanmasi

3.1.3.1. Stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
Bu tez calismasinda etken madde olarak ¢Okzaliplatin® bilesigi uygun
kosullarda alinarak metanolde ¢oziinmesiyle 1.25x10° M stok cozeltisi hazirland.

Isiktan etkilenmesin diye aliiminyum folyo ile sarilarak +4 'C buzdolabinda saklandi.

3.1.3.2. Tampon c¢ozeltilerin 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, 4.0, 7.4, 9.0) ve asetat tamponu
(0.10 M, pH 4.8) ¢ozeltileri kullanilmistir. BR tamponu i¢in 0.04 M H3BO3( 2.472 g),
0.04 M H3PO4 (2.69 mL) ve 0.04 M CH3COOH (2.29 mL) karisimini igeren ¢ozeltiye
5.0 M NaOH c¢ozeltisi ilaveleri yapilarak istenen pH degerine ayarlanmistir. Fosfat
tamponu i¢in 1 litrede 5.6784 g 900 mL 0.10 M Na;HPO,4. 7H,0 ¢ozeltisine 5.0 M
NaOH ya da 5.0 M HCI ¢ozeltisi eklenerek istenen pH degerine ayarlanmistir. Asetat
tampon i¢in ise, 0.1 M CH3COOH ¢ozeltisine 5.0 M NaOH eklenerek istenen pH
degerine ayarlanmistir. Yukarida belirtilen tampon ¢ozeltiler Milli-Q su (Millipore)
kullanilarak hazirlandiktan sonra uygun kosullarda hazirlanip pyrex® cam siselerde

hazirlanilmis ve buzdolabinda saklanmustir.

3.1.4. Elektrokimyasal 6l¢iimler

Elektrokimyasal ol¢timlerde ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve yardimci
elektrot kullanilarak gerceklestirilen bir {iglii elektrot teknigi kullamilmistir. Bu
caligmada elektrodu olarak BDD elektrot, referans elektrot olarak giimiis/giimiis kloriir
(Ag/AgClI), karsit elektrotta ise platin elektrodu kullanilmistir.

Elektrokimyasal 6l¢timlerin yapildigit AUTOLAB, PGSTAT128N cihazi (Sekil
3.1)(Noval.ll yazilimi ile birlikte) ve Ozel iretilmis bolmeli, kapakli 10 mL’lik
elektrokimyasal deney hiicresi (MR 1208) igeren bir cihazdir. Kapaginda ii¢ girisi
bulunan bu hiicrenin girislerine elektrotlar birakildi. Deney hiicreleri kullanilmadan
once 3.0 M HNO3 icgerisinde bir siire birakildiktan sonra su ve kullanilan destek

elektrolit ¢ozeltisiyle yikanmustir.
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3.2.Yontem

Elektrokimyasal analizlere baslamadan 6nce BDD elektrotu mekanik olarak
Al,O3 ¢ozeltisiyle temizlendikten sonra -2.4 V/1200 sn 0.5 M H,;SO, ortaminda
elektrokimyasal olarak aktive edildi. Her bir analiz 6l¢timii arasinda ise BDD elektrotu
0.5 M H3SO4 ortaminda -2.4 V gerilimde 30 sn bekletme ile aktivasyon islemi
gerceklestirildi. Daha sonra elektrokimyasal 6l¢timler (CV ve SWV) uygun destek
elektrolit ¢ozeltilerinde yapildi.

3.2.1. Voltametrik yontemin gercek orneklerde uygulamasi

3.2.1.1. Enjektabl cozeltiler

Yontemin ticari ila¢ sekline uygulamasinda eczanelerden temin edilen Ploxal-S
yogunlastirilmis ¢ozelti (100 mg/20 mL Okzaliplatin) kullanilmistir. Iki flakon igerigi
karistirildiktan sonra optimum kosullar i¢in segilen destek elektroliti igeren voltametrik
hiicreye bu karisimdan pL diizeyinde eklemeler yapilmistir. Ornek ¢ozeltisi dogrudan
analiz edilmis ve miktar tayini islemi kalibrasyon yontemi ile gerceklestirildi. Her

analiz 6l¢limii ii¢ kez tekrarlandi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Okzaliplatin’in Elektrokimyasal Davranisinin incelenmesi

Kat1 elektrotlardan BDD elektrot kullanilarak Okzaliplatin bilesiginin pik
morfolojisi ve gerilimi {izerindeki elektrokimyasal olaylart anlamak, yorumlamak igin
baslangi¢ deneyleriyle, farkli pH ve destek elektrolit ¢ozeltilerde CV ve SWV teknikleri

kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.1.1. Doniisiimlii voltametri

Aragtirmanin baglangicinda BDD elektrot kullanilarak 1.25x10* M Okzaliplatin
BR tamponu (pH 5.0) igerisinde (0.0 V) - (+1.5 V) - (0.0 V) gerilim tarama araliginda ve
100 mVs™ gerilim tarama hizinda CV’leri kaydedilmistir. Bu teknik ile tarama hizinin
degistirilmesi suretiyle pik yiiksekliklerinin tarama hizi ile farkli sekilde degismesinden
dolay1 adsorpsiyon, difiizyon ve elektron aktarim reaksiyonuna eslik eden kimyasal
reaksiyon olaylarmin varhigi belirlenebilir. Sekil 4.1'de BR tamponu (pH 5.0) igerisinde
Okzaliplatin bilesiginin ayn1 kosullarda iki dongiilii voltamogrami goriilmektedir. Yaklagik

+1.225 V’ta ¢ok yayvan bir yiikseltgenme piki verdigi goriilmektedir.

&0

50

o
=

Akim, pA

[]
(=]

a 0.5 1
Gerilim, V

Sekil 4.1. 1.25x10™ M Okzaliplatin’in BR (pH 5.0) tamponu i¢inde iki déngiilii voltamogrami. Elektrot,
BDD; gerilim tarama hizi, 100 mVs™. Kesikli ¢izgi, destek elektroliti.
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4.1.1.1. Gerilim tarama hizinin etkisi

Gerilim tarama hizinin Okzaliplatin bilesiginin elektrokimyasal yiikseltgenmesi
iizerine etkisini incelemek amaciyla 1.25x10* M Okzaliplatin ¢ézeltisinin BR tamponu
(pH 5.0) igerisinde (0.0 V)-(+1.6 V)-(0.0 V) gerilim tarama araliginda, 25-400 mVs™
arasindaki gerilim tarama hizlarinda CV’leri Sekil 4.2°de kaydedilmistir.

140
120

100

40

a — IEI.EI 1
Gerilim, V

Sekil 4.2. 1.25x10™* M Okzaliplatinin BR (pH 5.0) tamponu i¢inde (1) 25, (2) 50, (3) 100, (4) 200, (5)

300, (6) 400 mVs™ gerilim tarama hizlariyla elde edilen déniisiimlii voltamogramlari

Cizelge 4.3. Okzaliplatin voltamogramlarindaki pik akimi ve pik gerilimi iizerinde gerilim tarama hizinin
etkisi. Okzaliplatin derisimi, 1.25x10™* M; Teknik, CV; destek elektroliti, BR tamponu (pH 5.0);
elektrot, BDD.

V(mVs™) v logEp (MV) Logv Loglp(na)
25 5.000 3.078 1.398 0.054
50 7.070 3.084 1.699 0.028
100 10.00 3.088 2.000 0.048
200 14.14 3.093 2.301 0.200
300 17.32 3.098 2.477 0.175
400 20.00 3.101 2.602 0.073

Cizelge 4.1'deki verilerden faydalanarak Vv - Ip, V - ip ve logv - logi, grafikleri
Sekil 4.3'de goriilmektedir.
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Sekil 4.3\ - ip, V - ip ve logv - logi, grafikleri
25-400 mV st araligindaki gerilim tarama hizi ile pik akimi iliskisinde elde

edilen dogrusallik denklemleri ise asagidaki gibidir:

ip (WA) =2.237 W (mV s —11.623 r=0.9837

i) (LA) = 0.0012v (MV's ) + 1.1064 T =0.9947
logi, = 0.1247 logv — 0.139 r = 0.9647

BDD elektrot ftizerinde gergeklesen siirecin karakterizasyonu anlamak igin
yiikseltgenme piki farkli tarama hizlarinda alinarak Sekil 4.3°de gosterilmistir. Difiizyon
kontrollii bir elektrot reaksiyonunda ip/\/v iliskisi dogrusal ¢ikarken iy/v grafiginin istel bir
sekilde artig gostermesi beklenir. Adsorpsiyon kontrollii bir pik s6z konusu oldugunda ip/v
grafigi dogrusal ¢ikar ve log/p-logv grafiginin egimi idealde 1 olarak bulunur (Laviron ve
ark., 1980). Eger diflizyon katkili bir adsorpsiyon s6z konusu ise egim degeri 0.5-1
araliginda olurken tamamen difiizyon kontrollii ise egim 0.5 olur. Bu bilgilere ve elde
edilen sonuglara gére; ip/v iliskisindeki dogrusallik, ip/\Vv iliskisindeki kismen iistel

degisim ve loglp-logv iliskisindeki egimin 0.5 den oldukga kiiciik olmas1 BDD elektrot
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yiizeyinde gergeklesen elektrokimyasal siirecin difiizyon kontrollii olabilecegini
gostermektedir.

Diger taraftan, Sekil 4.2 ve Cizelge 4.1°de goriildiigii iizere; 25-400 mV s*
araliginda pik gerilimleri hafifce daha pozitif bolgeye kaymistir. Bu olgu, tersinmez ya
da yar tersinir elektrokimyasal tepkimesi icin karakteristiktir (Bard ve Faulkner, 2000).

Ep/logv iliskisi calisilan gerilim tarama hizi araliginda elde edilen verilerden
asagidaki gibi ifade edilebilir:

Ep(V) = 0.0527 logy (mV s +1.1227 (r = 0.9952)

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

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

Esitlikte yer alan o, yiik aktarim katsayist 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 iliskisindeki egim degeri 0.0527'dir. Yukaridaki esitlik
kullanilarak an degeri 1.12 olarak hesaplanir. Tam tersinmez elektrot olayinda pek gok

sistem i¢in, o = 0.5 olarak kabul edilebilir. Boylece, n = 2.24 (= 2) degeri elde edilir.

4.1.1.2. Destek elektroliti ve pH etkisi
Voltametrik bir c¢alismada analit bilesiginin elektrot yiizeyinde gergeklesen
elektrokimyasal davranisinin yorumlanmasinda kullanilacak destek elektroliti bilesiminin
ve pH degerinin secimi olduk¢a 6nemlidir. BR tamponu, ¢ok genis bir caligma araligina
sahip olmasi nedeniyle elektrokimyasal caligmalarda ¢ok tercih edilen bir karma tampon
sistemidir. Bunun yanisira; fosfat ve asetat tamponlar1 da dogru ¢aligma araliklar segilme
kosuluyla siklikla kullanilan destek elektroliti ve tampon ortamlaridir.
Yukaridaki bilgilerden yola ¢ikarak; arastirmanin bu béliimiinde pH 2.0-10.0
araliginda BR tamponu Sekil 4.4 ile fosfat (pH 3.0, 4.0, 7.4, 9.0) ve asetat (pH 4.8)
tamponlar1 Sekil 4.5 igerisinde SWV teknigi kullanilarak 1.25x10* M Okzaliplatinin BDD

elektrot iizerinde voltamogramlar kaydedilmistir.
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Sekil 4.4. 1.25x10™* M Okzaliplatinin BR tamponu iginde (pH 2.0-10.0) BDD elektrot kullanarak elde edilen

SWV egrileri SWV degiskenleri: frekans, 30 Hz; adim gerilimi, 10 mV; amplitiid, 90 mV.

1401 BR:5.0
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Sekil 4.5. 1.25x10™ Okzaliplatinin BR (pH 5.0), fosfat (pH 3.0, 4.0, 7.4 ve 9.0) ve asetat (pH 4.8) tamponlar
icinde BDD elektrot kullanarak elde egriler SWV degiskenleri: frekans, 30 Hz; adim gerilimi, 10
mV; amplitiid, 90 mV.
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Cizelge 4.2. Okzaliplatin voltamogramlarindaki pik gerilimi (Ep) ve pik akimu (ip) iizerinde pH etkisi.
Okzaliplatin derisimi, 1.25x10™ M; destek elektroliti, BR tamponu; elektrot, BDD; yontem, SWV

1300

1200

1100

1000

Gerilim, V
\o
[
L]

g00

500

400

pH(BR)  Ep(mV) Ip(pA)
2 1211 6.43
3 1113 9.297
4 1012 9.26
5 935 13.88
6 856 9.796
7 826 6.05
8 725 1.59
9 644 1.56
10 528 0.78
- 16
- 14
- 12
—k
—Ipp - 10 5
" E
5 <
-4
2
0
2 4 8 10 12

pH

Sekil 4.6. Okzaliplatin pik gerilimi (Ep) ve pik akimu (ip) iizerine pH etkisi. Okzaliplatin, 1.25X10™*

M; BR(pH 2-10); SW degiskenleri: frekans, 30 Hz; adim gerilimi, 10 mV;
amplitiid, 90 mV.

Bulgulardan da goriilecegi iizere, pH degeri arttikga pik gerilimi daha negatif

degerlere kaymaktadir. Bu gozlem, Okzaliplatinin yiikseltgenme olaymda proton aktariminin

da yer aldigmn kanitidir. Ep/pH iliskisi incelendiginde; ¢alisilan genis pH arahiginda farkli

egim degerlerine sahip iki dogrusal bolge elde edilmistir:

pH2.0-6.0
pH 7.0 - 10.0

E, (mV) =-88.8 pH + 1380.6
E, (mV)=-97.5 pH + 1509.5

r=0.998
r=0.997
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Okzaliplatine ait Egy/pH iliskisi incelendiginde bir egimli bolge oldugu
goriilmektedir. Bu egimli bolgenin (-88.8 mV/pH) Okzaliplatine ait pKa:7.23 (Jeremalm ve
ark., 2002; Jeremalm ve ark., 2003) degeri ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

4.1.2. Kare dalga voltametri

Yukarida elde edilen bulgularin 1siginda, ¢alismanin bu béliimiinde Okzaliplatin
bilesiginin elektrokimyasal yiikseltgenmesi, farkli pH degerlerine sahip ¢ozeltilerinde BDD
elektrot ile boliim 3.2 ayrmtil belirtildigi gibi aktivasyon islemi uygulanarak SW voltametri

teknigi yardimiyla voltogramlari incelenmistir.

4.1.2.1. Kare dalga degiskenlerinin etkisi

Aragtirmanin devaminda, en duyarli ve simetrik voltamogramlarin elde edilmesi
icin optimum cihaz degiskenlerinin belirlenmesi amaciyla SW parametreleri (kare dalga
frekansi, f = 5-50 Hz; adim gerilimi, AEs = 1-17 mV; kare dalga amplitiidii, AEg, = 10-
150 mV) etkisi arastirilmistir. Elektrokimyasal olgiimler 1.25x10° M Okzaliplatin
igeren optimum BR (pH 5.0) destek ¢ozeltisinde gergeklestirilmistir. Her degisken igin
diger iki degiskenin degerlerinin sabit tutuldugu kosullarda voltamogramlar
kaydedilmistir (Sekil 4.7). SWV teknigi amplitiid, frekans ve adim gerilimi ile
iligkilidir. f = 30 Hz ve AE; = 9 mV degerlerine kadar artig, etkin gerilim tarama
hizindaki artisa bagli olarak pik akimi degerlerinde artis1 saglamistir. Ancak bu
degerlerden sonra akim sinyal siddeti diistigi gibi f = 30 Hz ve AEs = 15 mV
degerlerinde pik genislemesi ve zemin ¢izgisi bozulmasi gézlenmistir. Analitik sinyal
ayni zamanda puls amplitiidii degeriyle de (frekans kadar olmasa da) iliskilidir. Pik
yiikseklikleri, AEgy, = 90 mV degerine kadar artmis, sonrasinda azalmistir. Sonug
olarak; analitik incelemenin devaminda f = 30 Hz, AEs = 10 mV ve AEg, = 90 mV
degerlerinin optimum olarak kullanilmasina karar verilmistir.

Okzaliplatin bilesiginin farkli adim potansiyelinde optimum BR tampon (pH 5.0)
icinde SW voltamogramlar1 ve {i¢ tekrar deneyi ile elde edilen dagilim grafigi Sekil

4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. BDD elektrot yiizeyinde 1.25x10° M Okzaliplatin’in BR tamponu (pH 5.0) ¢ozeltisi i¢cindeki

farkli adim potansiyelindeki SW voltamogramlar1 ve dagilim grafigi.

Okzaliplatin bilesigine ait yiikseltgenme pikleri, 1-17 mV gerilim araliginda
caligildi. Gerilimindeki artisin incelendigi 1-10 mV gerilim araliginda pik sekli ve pik
siddeti bakimindan en iyi sonu¢ 10 mV’daki gerilim adiminda, akim siddeti 9.41 pA
diizeyinde bulundu.

Calismanin devaminda, Okzaliplatin bilesiginin farkli amplitiidlerde optimum
BR tampon (pH 5.0) i¢cinde SW voltamogramlar1 ve ii¢ tekrar deneyi ile elde edilen
dagilim grafigi Sekil 4.8’de verilmistir.

f: 30 Hz
10k AEsﬁ‘lOmV
ﬁ' 70 mVv-
é 7.5k
X
< SO mVv
5k
30 mV
10 mV 0 20 40 60 80 1001201401
Z3r Amlitid, mV
R\
. 1 1 L 1 J
0 0.5 1.5

Gerilim, V

Sekil 4.8. BDD elektrot yiizeyinde 1.25x10™ M Okzaliplatinin BR tamponu (pH 5.0) ¢ézeltisi igindeki

farkli amplitiid deki kare dalga voltamogramlar1 ve dagilim grafigi.
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Okzaliplatin bilesigine ait yiikseltgenme piki, 10-150 mV gerilim araliginda
calisildi. Amplitiid degeri artikga pik akim siddetinde bir artis gozlendi. Ancak artisin
incelendigi 10-90 mV araliginda oldugu, pik sekli ve pik siddeti bakimindan en iyi
sonu¢ 90 mV’de, akim 11.50 pA diizeyinde bulundu.

Yapilan caligmada, Okzaliplatin bilesiginin farkli frekanslarda optimum BR
tampon (pH 5.0) iginde SW voltamogramlar1 ve ti¢ tekrar deneyi ile elde edilen dagilim

grafigi Sekil 4.9°da verilmistir.

AEsw-90mv
14 E AES “10mv
12 F
10 F
dst
- = 20 Hz
<6}
4_ 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
2 _ ot Frekans, Hz
SHz
01....|....|....|.I
) 0.5 1.5

1
Gerilim, V
Sekil 4.9. BDD elektrot yiizeyinde 1.25x10° M Okzaliplatinin BR tamponu (pH 5) ¢ozeltisi i¢indeki

farkli frekanslardaki kare dalga voltamogramlart ve dagilim grafigi.

Okzaliplatin bilesigine ait yiikseltgenme piki, 5-50 Hz araliginda ¢aligildi.
Artisin incelendigi 5-30 Hz araliginda pik sekli ve pik siddeti bakimindan en iyi sonug
30 Hz’de, akim siddeti 15.10 pA diizeyinde bulundu.

4.1.3.Gelistirilen yontemin analitik performans 6zelliklerinin incelenmesi

Sunulan tez calismasinda BDD elektrot {iizerinde gelistirilen voltametrik
yontemin analitik performans 6zellikleri (caligma araligi, duyarlilik, tekrarlanabilirlik),
optimum BR pH 5.0 degerine sahip destek ¢o6zelti igerisinde incelenmis olup
Oksaliplatin bilesiginin tayinine yonelik en iyi voltametrik ve analitik kosullar Cizelge

4.3'de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Oksaliplatin tayini i¢in voltametrik yontem ile elde edilen en iyi deneysel ve aletsel

degiskenler
Yontem SwWv
Elektrot BDD
Destek elektroliti BR tampon (pH 5.0)
Kare-dalga degiskenleri
f 30 Hz
AE; 10 mV
AEgy 90 mV

Oksaliplatin 1.25x10" M standart ¢ozeltilerinden elektrokimyasal hiicreye belirli
hacimlerde eklenmis ve yukarida verilen kosullarda voltamogramlar1 (li¢ kez
tekrarlanarak) kaydedilmistir. Her eklemeden sonra yaklasik +1.01 V civarindaki
yiikseltgenme piki degerlendirilmistir. ilgili voltamogramlar ve derisim pik akimi
iligkisi Sekil 4.10'de verilmistir.

Sekil 4.10 B'de sunulan analitik egri 1.0-4.5 uM derisim araliginda
[io(LA)=1.5398 C(uM) —0.4306 (r =0.999, n=6)] dogrusal bir yanit sunmaktadir.
Esitlikteki i, yilikseltgenme pik siddeti, C Okzaliplatin derisimi ve r korelasyon
katsayisidir.

7
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Akim, pA
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Gerilim, V

Sekil 4.10. (A) Okzaliplatin'in farkli derisimlerinin [(1) 1.0, (2) 1.5, (3) 2.0, (4) 2.5, (5) 3.0, (6) 3.5,
(7)4.0, (8) 4.5 uM] BR tamponu (pH 5.0) icerisinde kaydedilen SW degiskenleri: frekans,
30 Hz; adim gerilimi, 10 mV; amplitiid, 90 mV. Kesikli ¢izgi, destek elektroliti. Ek (B):

i,/C Okzaliplatin kalibrasyon egrisi.
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Analitik egriler yardimiyla elde edilen gozlenebilirlik sinir1 (LOD) ve en diisiik
tayin smir1 (LOQ) degerleri; LOD= 3s/m; LOQ= 10s/m esitligine gore hesaplanmuistir.
Esitliklerde yer alan s, dogrusallik araligindaki en diisiik derisime karsilik gelen pik
akimmin (3 deger ortalamasi olarak) standart sapmasini, m ise ilgili kalibrasyon
esitliginin egim degerini ifade etmektedir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.276 uM
(0.109 pg mL™) ve 0.920 uM (0.365 pg mL™) olarak saptanmustir.

Elde edilen sonuglardan goriildiigii tizere BDD elektrota herhangi bir kimyasal
modifikasyon siirece tutulmadan (basit bir elektrokimyasal oOn-islem disinda)
Oksaliplatinin diisiikk derisimlerde saptanabilmesine imkan vermektedir. Bu c¢alismada
BDD elektrot yiizeyine uygulanan elektrokimyasal aktivasyon islemi (Avaca ve ark.,
2004; Simon, 2006; Carlos, 2006; Zhao, 2007; Sentiirk ve ark., 2014) arastirmacilarinin
da ifade ettigi gibi elektrot yiizeyini oldukg¢a aktif kilarak hedef analitin redoks olayinda
elektrotun elektrokatalitik etkinligini artirmaktadir. Bu elektrokimyasal aktivasyon
siireci diger elektrot modifikasyon islemlerinden daha basit ve daha az toksik ve
kimyasal madde gerektirdigi i¢in cevre dostu bir elektrokimysal 6n islem olarak
tanimlanabilir. Bu tez calismasinda sunulan BDD elektrot yiizeyinde elde edilen
sonuglar bu goriisii destekler diizeydedir. Bilgimize gore sadece (Yapasan ve ark. 2010)
grafit elektrotu tek duvarli karbonnanotiip ile modifiye ettikten sonra Oksaliplatin i¢in
bir ylikseltgenme sinyali aldiklar1 goriiliirken sunulan tez ¢aligmasinda basit, ucuz ve
duyarl voltametrik yontemle daha duyarli sonuglar alindig1 goriilmektedir.

Oksaliplatin bilesigi icin BDD elektrot yiizeyinde BR (pH 5.0) ortaminda
gelistirilen voltametrik yontemin tekrar edilebilirlik diizeyini belirlemek igin 3.0x10° M
derisimdeki ¢ozeltiler, optimum deney kosullarinda hazirlanarak ve bu ¢6zeltilerde ayni
giin icerisinde 9 kez SW voltamogramlar1 kaydedilmistir. Bu voltamogramlarin
yiikseltgenme pik akim ve gerilim degerleri okunarak bulunan sonuglar giin i¢i kesinlik
olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclara gore yiikseltgenme pik akimi ve

gerilimi i¢in BSS degerleri sirasiyla % 1.45 ve % 0.43 olarak saptanmustir.

4.2. Gercek Ornek Analizleri
Gelistirilen yontemin gercek Orneklerdeki performans 6zelliklerini dogrulamak

icin, uygulanabilirligi ticari ilag sekillerine uygulanmaigstir.
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4.2.1. Enjektabl ¢ozeltiler

Yontemin ticari ila¢ sekline uygulamasinda eczanelerden temin edilen Ploxal-S
konsantre ¢ozelti (100 mg/20 ml okzaliplatin) kullanilmistir Béliim 3.2.1.1'de anlatilan
yolla hazirlanmis flakon ¢ozeltilerinin voltamogramlar1 standart maddeler icin
hazirlanan kosullarda alinmistir. Flakon analizine iliskin voltamogramlar ile standart
Okzaliplatine iliskin voltamogramlar karsilagtirildiginda egrilerin uyumlu oldugu
gbzlenmistir. Voltamogramlar iizerinde okunan yiikseltgenme pik akimi degerleri ilgili
kalibrasyon egrilerinde yerine konularak flakonlarin igerdigi Okzaliplatin miktarlari
hesaplanmis ve bu degerler gercek degerle karsilastirilmistir. Gelistirilen yontemin
dogruluk ve kesinligini kontrol etmek amaciyla geri kazanim caligsmalar1 yapilmistir.
Bunun icin, aynmi enjektabl c¢ozeltisi lizerine standart Okzaliplatin ¢6zeltisinden
dogrusallik sinirlarin1 asmamak kosulu ile ardisik eklemeler yapilmis ve her eklemeden
sonra voltamogramlar yeniden kaydedilmistir. Pik akimlarmin 6l¢iimii hem orijinal
enjektabl ¢ozeltisinde hem de ardisik eklemelerden sonra yapilmigtir. Daha sonra
enjektabl c¢ozelti Ornegine katilan saf maddenin ne kadarmin tayin edilebildigi
hesaplanmaya calisilmistir. Gelistirilen voltametrik yontemle yapilan analiz sonuglar

Cizelge 4.4'de verilmistir.

Cizelge 4. 5. Oksaliplatin iceren flakonlarda voltametrik yontem analiz bulgulari

Ornek Bulunan(mg)®" Geri Kazamm®(%) + %BSS
1 94 94 +3.28

2 105 105 +4.11

3 106 106 +3.96

4 92 92 +4.33

5 107 107 £3.31

“Bir flakon (20 mL), 100 mg oksaliplatin igerir.
bSonuc;lar, ii¢ analizin ortalamasidir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Cizelge 2.3’de 0zetlendigi gibi platin analoglarin voltametrik tayinlerine yonelik
kaynakcada kayith ¢ok smirli sayida calismaya rastlanmistir. Yapilan kaynakca
aragtirmasina gore Okzaliplatin ile ilgili ise sadece 2 adet elektrokimyasal temelli
makaleye rastlanilmistir. (Yapasan ve ark., 2010) Okzaliplatinin SWCNTs-GE elektrot
ile DNA etkilesimini ¢alisirken, (Kensova ve ark. 2012) da toksik etkisi olan damlayan
civa elektrot ile Okzaliplatinin elektrokimyasal 6zelliklerini ve miktar tayinini
calismislardir.

Bu tez galismasinda BDD elektrota uygulanan elektrokimyasal 6n islem siireci
ile Okzaliplatinin yiikseltgenmesi {izerinde mitkemmel elektrokatalitik etki gostermistir.
Bu ¢aligmanin birinci bolimiinde Okzaliplatinin BDD elektrot yiizeyinde yiikseltgenme
davraniglari, SW ve CV teknikleri kullanilarak incelenmistir. Ortamin pH’nin, destek
elektroliti cinsinin ve ilgili madde derisiminin yiikseltgenme olay1 iizerine etkileri
duyarli bir sekilde arastirilmistir. Bunun i¢in fosfat tamponu (pH 3.0, 4.0, 7.4 ve 9.0),
asetat tamponu (pH 4.8), BR tamponu (pH 2.0-10.0) kullanilmistir. Yapilan ¢alismalar
sonucu en uygun ortamin keskin, tekrar edilebilir ve oldukca duyarli pikin elde edildigi
pH 5.0 BR tamponu oldugu bulunmustur(sekil 4.5). CV teknigi ile pH 5.0 BR
tamponunda 25-400 mVs * tarama hizlarinda kinetik incelemeler yapilmustir (sekil 4.2
ve sekil 4.3). Bu incelemelerde V/i,, V/i, ve logv/logi, verileri incelenmistir.
Okzaliplatinin BDD elektrot ylizeyinde +1.225 V civarinda tersinmez bir yiikseltgenme
dalgasi1 verdigi (sekil 4.1) ve bu dalganin 25-400 mV/s™ tarama hizi araliginda pozitife
kaydig1 ve yiikseltgenme pikinin difiizyon kontrollii oldugu anlasilmistir. Ep ile v
arasindaki iliski [E (V) = 0.0527 logy (mV s™) + 1.1227 (r = 0.9952)] den BDD elektrot
yiizeyinde gergeklesen elektrokimyasal siirecte yaklasik 2 elektronun katki sundugu ve
pH ile Ep (pH:2-10) arasindaki iliskiden [E, (mV) =-80.367 pH + 1354.4] bu elektronlara
esit sayida proton katki sundugu sonucuna varilmistir. BDD elektrot yiizeyinde Okzaliplatin

icin agagidaki gibi bir elektrokimyasal mekanizma Onerebiliriz;
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Sekil 5.1.0kzaliplatinin yiikseltgenme mekanizmasi

Okzaliplatin bilesiginde azot atomunun ortalanmamis elektron c¢iftleri Pt ile
koordinasyonda oldugundan en bazik elektronlar karbonil oksijenine aittir.
Elektrokimyasal siirecin gerceklestigi ortam asidik (pH 5.0) oldugu i¢in karbonil
oksijenlerinin ortaklanmamis elektron ciftlerini protona aktararak oksijenlerin birer
basamak yiikseltgenmesi beklenir. Devam eden siiregte karbon oksijen arasindaki =
elektronlart oksijen atomu tarafindan ¢ekilerek karbonil karbonunun kismi pozitif
yiiklenmesini saglamaktadir. Aslinda olusan bu yap1 beklenildigi gibi pozitif yiiklenen
karbon, iki oksijen arasinda oldugu i¢in yap1 mezomerik olarak kararli bir
karbokatyondur. Bu da pH 5.0 ortaminda BDD elektrot yiizeyinde Okzaliplatin i¢in
Onerilen  elektrokimyasal —mekanizma silirecinin  bu  sekilde  olabilecegini
giiclendirmektedir.

Calismanin ikinci boliimiinde ise BDD elektrot kullanilarak Okzaliplatin igin
gelistirilen voltametrik teknik, sekil 4.11°de gosterildigi gibi BR (pH 5.0) ortaminda
1.0-45 pM derisim araliginda miikemmel bir dogrusallik [iy(nA)=1.5398 C(uM)
—0.4306 (r=0.999, n=6)] saptanmistir. LOD degerleri bakimindan Okzaliplatinin toksik
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Ozellikli damlayan civa elektot’tan (Kensova ve ark., 2012) biiyiik LOD degeri (0.276
uM (0.109 pgmL™) elde edildigi goriilmiistir. Kalibrasyon egrilerine ait validasyon
hesaplamalar1 yapilip, giin i¢i kesinlik degerleri yiikseltgenme pik akimi ve gerilimi
kapsaminda BSS degerleri sirasiyla % 1.45 ve % 0.43 olarak hesaplanmustir. Ilag
icindeki katki maddelerinin ¢alismamizi etkilemedigini, gelistirilen yontemlerin
Okzaliplatin igin segici ve dogrulugunu kanitlamak igin geri kazanim ¢alismalari
yapilmistir. Gelistirilen voltametrik teknik Okzaliplatin’in ilag formlarina basit, hizli ve
basarili bir sekilde uygulanmustir. Elde edilen sonuglar geri kazanim olarak % 92 ile %
107 araliginda bulunmus ve kabul edilebilir degerler arasinda oldugu goriilmektedir.
Sonug olarak, Okzaliplatin’in elektroanalitik tayini i¢in hizli, kolay, dogru, kesin,
duyarli, segici ve herhangi bir ayirma islemine gerek duyulmayan voltametrik teknik
gelistirilmis  ve bunlarin  Okzaliplatin igeren ila¢ formlarina uygulanabilirligi
gosterilmistir. Okzaliplatin i¢in ilk kez gelistirilen BDD elektrotun kullanildigr bu
voltametrik yontem, gerek bu bilesik gerekse de platin analoglarinin kapsadig bilesik
ya da benzer yapil diger bilesiklerin biyolojik 6rneklerden tayininde siklikla kullanilan
ancak c¢ok zaman alici ve 6zel deneyim isteyen 6n ayirma islemlerine gerek duyan

kromatografik ve spektroskopik yontemlere alternatif olabilecegi kanaatindeyiz.
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