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Jiiri
Prof. Dr. Abdulkadir LEVENT
Dr. Ogr. Uyesi Ertugrul KESKIN
Dr. Ogr. Uyesi Giinay ONAL

Bu tez calismasinda, Progesteron hormonu Bor katkili elmas(BDD) elektrot yiizeyinde
elektrokimyasal 6zellikleri, kuvvetli asidik ortamda (HC1O4 ve H2SO4) incelenmistir. Katodik olarak 6n-
islem gérmiis BDD elektrot ile hizli, duyarli, segici ve basit bir elektroanalitik yontem gelistirilmistir.
Kare dalga siyirma teknigi kullanarak progesteron hormonunun miktar tayinini 0.5 M HCIO, destek
elektrolit ¢ozeltisinde +1.51 V (vs. Ag/AgCl) gerilim degerinde (+0.1 V gerilimde 120 s biriktirme
sonrast) 0.1-7.1 pM derisim araliginda genis bir analitik ¢alisma aralig1 elde edilmistir. Gozlenebilirlik
sinirt 0.012 uM (3.77 pg LY) olup; 3.1 pM (n=11) derisim degeri igin bagil standart sapma degeri (RSD),
%4.87 olarak hesaplanmustir. Gelistirilen voltametrik yontem ilag ve kan serum numunelere basarili bir
sekilde uygulanmstir.

Anahtar Kelimeler: Katodik 6n islem, Bor-katkili elmas elektrot, Kare-dalga voltametrisi, Progesteron,
serum



ABSTRACT

MS THESIS
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In this thesis, electrochemical properties of Progesterone hormone Boron doped diamond (BDD) on
electrode surface were investigated in strongly acidic environment (HCIO4 and H2SO4). A fast, sensitive,
selective and simple electroanalytical method was developed for cathodically pre-treated BDD electrodes.
A good linear analytical curve in the concentration range of 10 uM to 100 uM at a voltage value of +1.51
V (vs. Ag / AgCl) (after 120 s deposition at +0.1 V voltage) in 0.5 M HCIO4 using the square wave
stripping technique for the quantification of progesterone hormone obtained. The observability limit is
0.012 uM(3.77 pg LY); The relative standard deviation value (RSD) for the concentration of 3.1 uM (n =
11) was calculated to be 4.87%. In addition, the developed voltammetric method has been successfully
applied to drug and blood serum.

Keywords: Cathodic pretreatment, Progesterone, Boron-doped diamond electrode, Square-wave
voltammetry, blood serum
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1. GIRIS

Hormonlar; metabolizmanin, biinyedeki bazi aktiviteleri kontrol altinda tutmak
icin ¢esitli amaglarla iirettikleri i¢ salgi maddeleridir. Bir hiicre ya da hiicre grubu ile
diger hiicreler arasindaki kimyasal haberci molekiil olan hormonlar; kanalsiz bez adi
verilen endokrin bezlerde (i¢ salgi bezleri) iiretilerek dogrudan kan dolasimi igerisine
salinirlar. Hormona duyarli ¢esitli hiicrelerde kendilerine 6zgili reseptorleri aktive
ederler ve kan yolu ile ulastiklar1 organ ve dokularda ¢ok diisiik miktarlar ile fonksiyon
diizenleyici bir etki meydana getirirler. Az sayida hormon ise 6zel hiicreler tarafindan
salgilanir (sindirim kanali hormonlar1 gibi). Hormonlar, temel olarak fizyolojik
fonksiyonlarini su sekilde gerceklestirirler:

(i) I¢ ortamin degisen dis kosullara uygun sekilde siirdiiriilmesi (viicut 1s1s,
kan basinci, su ve elektrolit dengesi, asit-baz dengesi, kas-yag dokusu,
kemik yapist gibi)

(i)  Vicut i¢in gerekli olan enerjinin iiretimi, depolanmasi ve kullanimia,

(iii)  Ureme,

(iv)  Biiylime ve gelisme (Yenson 1989; Kayaalp, 2002)

Organizmanin isleyisinde gorev alan hormonlarin hangi doku ve organlardan
nasil, ne kadarinin sentezlendigi ve bunun ne kadarinin kana karistigini saptamak son
derece onemli bir durumdur. Bu baglamda disiplinler arasi galigmalarda hormonlarin
analizi i¢in uygulanan, elektrokimyasal, spektroskopik ve kromotografik yontemler bir
adim One ¢ikmaktadir.

Elektrokimyasal yontemler, elektrik ve kimyasal tepkimeler ile ilgili bir bilim
dal1 olup gerilim, akim, yiik gibi kimyasal parametreleri kullanarak maddenin nitelik ve
nicelik o6zellikleri hakkinda bilgi verir. Analitik kimya igin, elektriksel Olglimler;
cevrenin izlenmesi, sanayinin kalite kontrolii, eczacilik, gida analizi, toprak, su ve
biyomedikal analiz olmak {izere genis bir ¢alisma alanina sahiptir. Bu tiir analizlerde
kullanilan yontemlerin giivenilir ve hassas olmas1 gerekmektedir. Genis analitik derigim
araligina sahip olup hizli, kolay (¢ok uzmanlik gerektirmeyen) olmasi, diisiik maliyetli
olmasi da onemli bir etkendir. Elektrokimyasal yontemlerden voltametrik teknik ile
yapilan ilag analizi, Klinik analizler ve eser diizeyde madde analizinin yapilmasinin
yaninda deney siirecinin kolay ve kisa zamanda hazirlanmasi gibi ustiinliikleri ile
onemli bir avantaja sahiptir. Farmakolojik 6nemi olan bilesiklerin indirgenme ve

yiikseltgenme mekanizmalarinin ¢alisilmasi son derece onemlidir. Bu mekanizmalarin



aydinlatilmasi ile ilgili deneysel calismalar molekiillerin, karmasik biyolojik sistemler
ile etkilesmesinin anlagilabilir olmasina katk1 sunarlar.

Progesteron hormonunun kaynak¢ada yer alan elektrokimyasal ¢aligmalarin
Ozetlendigi gizelge 2.3’te gorildiigi tizere, bu alandaki ¢alismalar sinirli sayidadir. Bu
calismada, elektrokimyasal Ozellikleri incelenecek olan progesteron hormonunun
farmasoétik ve biyolojik sivilardaki miktar tayini, katodik olarak 6n islem goérmiis bor
katkili elmas (BDD) elektrot kullanilarak doéniistimlii voltametri (CV) ve kare dalga
voltametrisi (SWV) ile incelenecektir. BDD elektrot yiizeyinde incelenecek ilag
preparatlarindaki (hazir ilag) ve biyolojik sivilardaki miktar tayini igin elektroanalitik
yontem gelistirilecek ve gelistirilen bu yontemlerin validasyon calismasi yapilarak
istatiksel degerlendirilmesi sunulacaktir.

Bu bilgiler 15181 altinda metabolizmada 6nemli bir 6zelligi olan progesteron
hormonun elektrokimyasal olarak miktar tayinine olanak taniyacak duyarli ve segici bir
voltametrik yontem tez kapsaminda tanimlanacaktir. Tarafimizca gelistirilecek
yontemin duyarli ve segici olarak litaratiirde gelistirilen yontemlere alternatif ve

tamamlayici olacag diisiiniilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu boliimde hormonlar ile ilgili baz1 bilgiler verildikten sonra tez ¢alismamiza
konu olan Progesteron molekiiliiniin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri verilmistir. En son
bolimde de progesteron molekiilii {lizerine yapilmis ve kaynakcada yer alan
spektroskopik, kromatografik ve elektrokimyasal ¢alismalar 6zetlenmistir.

2.1. Hormonlar

Bu boélimde ilk olarak hormonlar hakkinda genel bilgiler ve Progesteron
bilesiginin kimyasi ile farmakolojik etkileri daha sonra da progesteron hormonunun
tayininde kullanilacak yontemler hakkinda kisa bilgiler yer almaktadir.

Starling ve Bayliss 1902 yilinda hormon terimini ilk defa kullanan bilim
insanlaridir. Latince de, hormaein=uyaric1 anlamina gelir.

Hormonlar ile enzimlerin birbirlerine benzeyen 6zellikleri olsa da hormonlar
enzimler gibi kimyasal tepkimeleri baslatamazlar ama tepkimenin hizini etkilerler. Bazi
tepkimeler, hormonlar olmasa da meydana gelebilir. Yalniz viicutta bazi 6zel enzim
cesitlerinin bulunmamasi belirli tepkimelerin ger¢eklesmesini imkansiz hale getirir.
Enzimler protein yapili olduklar1 halde hormonlar aminoasit, steroid polipeptid ve lipid
yapilt olabilmektedir. Hormonlarin, vitaminlere benzeyen ozellikleri bulunmaktadir.
Vitaminler genelde bitkiler tarafindan sentezlenir, daha sonra da olusan bu besinler
sindirim kanalindan gecerek hayvansal organizmaya gegerler. Organizma tarafindan
sentezlenen hormonlar ise dogrudan kan dolasimina katilirlar. Hormonlarin etki ettigi
veya etki edecegi dokulara hedef dokular denir. Bir kisim hormon bu genel kuralin
tersine bolgesel olarak etki yapabilmektedir. Ornek olarak asetilkolin, kolesistokin ve
sekretin hormonlar: bolgesel olarak etki yapabiliyorken diger hormonlar ise genelde
0zel bir bez tarafindan kana aktarilir ve daha sonra da kan vasitasiyla ile etki edecekleri
dokulara ulasabilmektedir. Hormonlar1 inceleyen ve arastiran Dbilim dal
endokrinolojidir. Hormonlarin olusumlari ve kana karismalar1 hiyerarsik kontrol
mekanizmasi ile yukaridan asagiya dogru siralanan bir kontrol sistemine bagl olarak
gerceklesir. Bu kontrol sisteminde beyin tabanini olusturan hipotalamus en {ist
basamakta bulunur. Hipotalamus’a herhangi bir sinirsel uyari, bu bolgeden salgilatict
faktor denen mekanizmay isletici, cok az miktardaki 6zel hormonlarin sentezlenmesine
yol acar. Sentezlenen bu hormonlar, sinir lifleri araciligiyla beynin orta yerinde olan

Sella Tursika olarak isimlendirilen kemik boslugunun igerisine yerlesmis endokrin bez



hipofiz’in 6n lobuna ulagsmis olur. Hipotalamus’tan salgilanmis olan salgilatic1 faktorler
hipofiz 6n lobundan 6zel bir hormonun salinmasii saglar. Hipofiz’den salgilanan
hormonlar da kan vasitasiyla etki edecegi dokuya giderek gorevini yerine getirirler.
Bazi hormonlar da bu hiyerarsik sisteme bagli olmadan gérev yapmaya calisirlar ya da
bu hormonlarin etkileri ve salinimlar1 hiyerarsik sisteme daha az baglidir. Bu tiir
hormonlara Ornek olarak epinefrin, insiilin ve glukagonu verebiliriz(Asi, 1999).

Hormonlar molekiil yapilarina gére asagidaki gibi siniflandirilabilir.
(i) Amin yapisindaki hormonlar: Bu grupta bulunan hormonlar suda iyi
coziinmektedir. Bu hormonlarin temel gorevi yag ve karbonhidrat metabolizmasini
diizenlemektir. Sempatik sinirlerin araciligiyla dolagim sistemi, kalp, karaciger, bobrek,
g6z ve lireme organlar1 gibi hayati islevi olan hormonlar bu grubda yer almaktadir.
Katekolaminler (Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin, Triptofan tiirevleri (Melatonin,
Serotonin) ve Tirozin tiirevleri (Tiroksin, Triiyodotironin) dir.
(ii) Peptid yapisindaki hormonlar: Suda ¢ok iyi ¢6ziinen bu hormonlar, iki ya da daha
fazla aminoasit iceren biliylik molekiillii protein 6zellikli bilesiklerdir. Biiyiik yapil
molekiiller olduklari i¢in hiicre igine direk etki etmezler bu yiizden hedef hiicre zarinin
reseptOriine baglanarak etki gdstermeye c¢alisirlar(bu grupta ¢ok sayida hormon yer
almaktadir (Tiroid stimiile edici hormon, Biiyiime hormonu, Somatostatin, Vazopressin,
Oksitosin, Insiilin, Kalsitonin, Glukagon).
(iii) Steroid yapisindaki hormonlar: Kendilerine has bir ¢ekirdege sahip olan kiigiik
yapili  molekiillerdir. Suda iyi ¢Oziinmeyen bu hormonlar yagda lyi
¢oziinebilmektedirler. Steroid yapili hormonlar kiigiik olduklari i¢in hiicre zarmdan
difuzyon ile gegerek etki mekanizmasinda bulunurlar. Steroid hormonlara, kortizol ve
diger glukokortikoidler, mineralokortikoidler (Aldosteron), cinsel steroidler; androjenler
(Testosteron), estrojenler (Estradiol) ve progesteron gibi hormonlar 6rnek verilebilir. D
vitamini tiirevleri (kalsitriol) gibi steroid o6zelliginde olmayip steroidlerle yakindan
iligkili olan baz1 hormonlarda difuzyon ile gegerek etki mekanizmasinda bulunabilirler.
(iv) Lipid yapisindaki hormonlar: Yagda iyi ¢Oziinebilen bu gruptaki hormonlar;
Prostaglandinler, Lokotrienler, Tromboksan, Prostasiklin hormonlari metabolizmada
bolgesel olarak etki gosteren yag asidi tiirevleridir. Bobreklerde tuz-su dengesi,
trombosit islevi, diiz kaslarin kasilmasi, mukos salgisi, tireme fonksiyonlar1 gibi 6nemli
hormonal etkileri vardir(Yenson, 1989; Gé¢men, 2005).

Hormonlarin bir kismi (peptidler ve katekolaminler) suda, bir kismi ise

(steroidler ve tirozin tiirevleri) yagda ¢oziniirler. Bu fizikokimyasal 6zellik;



reseptorlerin niteligi, etki mekanizmasi ve farmakokinetik davranislari bakimindan var
olan 6nemli farkliliklar1 da yansitabilmektedir. Bir hormon; digerinin biyosentezini,
metabolizmasini, tasinmasini, saliverilmesini ve reseptoriiniin 6zelligini etkileyerek
onun etkinligini azaltabilir ya da artirabilmektedir. Ornegin; tiroid hormonlar1 kortizol
ve testosteronun, karaciger hiicrelerindeki inaktivasyonlarini artirmaktadir. Hormonlarin
en onemli kullanilis yeri, endokrin bezin hipofonksiyonuna bagh klinik durumlarin
diizeltilmesidir(yerine koyma). Bazi hormonlar (glukokortikoidler gibi) endokrin bezin
0zel fizyolojik ya da farmakolojik etkilerinden yararlanmak icin ¢esitli hastaliklara kars1
kullanilir. Ilag olarak kullanilan hormonlar gibi, yapica onlara benzeyen ancak viicutta
dogal olarak bulunmayan bilesiklere ‘’hormonomimetik ilaglar’> denir. Hormon
etkilesimleri, sadece viicutta salgilanan hormonlar arasinda degil; ilag¢ olarak verilen
hormonlar ya da hormonomimetik ilaglarla dogal olarak salgilanan hormonlar arasinda
da meydana gelir. Bu nedenle gerek dogal gerek yapay hormonlarin yeni ve es zamanli
tayinlerine olanak taniyan dogru ve hizli yoOntemlerin gelistirilmesi son derece

onemlidir(Yenson, 1989; Gogmen, 2005).

2.1.1. Steroid Hormonlanr

Hormonlar iiremeyi, biliylimeyi ve gelismeyi kontrol eden, enerji iiretimi ve
depolanmasini saglayan diizenleyici bilesiklerdir. Kolesterolden meydana gelen steroid
hormonlar1 yagda ¢oziinen bilesiklerdir. Steroid hormonlarina erkek ve disi gonadlar ile
adrenal bezlerin hormonlari tarafindan tretilen cinsellik hormonlari 6rnek olarak
verilebilir. Cinsel steroid hormonlar iireme fonksiyonlarini diizenlenmesinin yaninda
iskelet sistemi, sinir sistemi ve kalp damar sistemleri lizerinde de onemli etkileri
bulunmaktadir. Adrenal bezler, bébreklerin iistiinde bulunur, dis korteks tabakasindan
ve bir i¢ medulla tabakasindan olusur. Adrenal steroid hormonlar1 dis korteks
tabakasinda olusur. Gonadlar erkek testisleri ve kadin yumurtaliklaridir. Bu hormonlar
asagidaki gibi siniflandirilabilir(Asi, 1999).

2.1.1.1. Adrenal hormonlari
Aldosteron: Bu mineral kortikoid, bobrekler {izerine sodyum ve su emilimini artirir.
Aldosteron, kan hacmi ve kan basincimi1 artirarak kan basincinin diizenlenmesine

yardimci olur.



Kortizol: Bu glukokortikoid karacigerdeki karbonhidrat dis1 kaynaklardan glikoz
iretimini uyararak metabolizmay1 diizenler. Kortizol ayn1 zamanda viicudun stresle bas

etmesine de yardime1 olur. Adrenal bezler az miktarda testosteron ve Gstrojen de liretir.

2.1.1.2. Cinsel Hormonlar

Testosteron: Erkek cinsel hormonudur, testislerde iretilir. Erkek {ireme
organlarinin Ozelliklerinin gelismesinden sorumludurlar. Az miktarda kadinlarin
yumurtaliklarinda da bulunur.

Ostrojen: Kadm cinsel hormonudur, yumurtaliklarda iiretilir. Kadin cinsiyet
ozellikleri ve iskelet gelisimini belirler.

Progesteron: Progesteron yumurtaliklarda iiretilir ve hamilelik sirasinda uterin
astarm iretimi ve bakimi i¢in son derece 6nemlidir. Bu hormon ayrica adet dongiilerini

diizenler.(http://www.yenibiyoloji.com)

2.1.1.2.1. Progesteron Hormonu

Bu tez caligmasi i¢in secilen steroid hormonlarindan olan Progesteron molekiiliiniin
kimyasal yapisi, adlandirilmast ve fiziksel Ozellikleri asagida ki cizelge 2.1°de
gosterilmistir.

Cizelge 2.1 Progesteron hormonunun genel 6zellikleri ve molekiiler yapist

Molekiiler yapisi Genel ozellikleri

Kimyasal formiilii: C21H300>

Goriintiisii: Kristal pudra

Erime noktasi: 128-132 °C

Kaynama noktasi: 447.2 °C

Coziiniirliik: 19 derecede 100 mililitre
suda 0.1 gramdan daha az ¢oziiniir.

Saklama kosullari: 2-8 °C

Progesteron hormonu da diger steroidler gibi kolesteroliin bir tiirevi olan
pregnenolon molekiiliinden sentezlenir. Progesteron, progestan adli hormon grubuna ait
olup insanlar da bu grubun basta gelen en 6nemli {iyeleridirler. Progesteron hormonu
birbirine bagli 4 halkali hidrokarbondan olusur. Progesteron da metil, keton ve
oksijenlenmis fonksiyonel gruplar bulunur. Polar fonksiyonel gruplari igermedigi i¢in

suda iyi ¢oziinmezler yagda iyi ¢oOziiniirler. Progesteron hormonu beyinde, gebelik


http://www.yenibiyoloji.com/

sirasinda plasentada, adrenal ve eseysel bezlerde iiretilir. Rahim agz1 kanserlerinde ve
rahimde, hormonal tedavide kullanilarak %9-40 oraninda basar1i saglanmistir.
Progesteron hormonunun kolesterolden eldesi mekanizmasi sekil 2.1’de verilmistir.
(Ingilizce wikipedia nin 20 temmuz 2006 tarihli progesteron maddesi

http://en.wikipedia.org/w/index.php? Title=progesterone ve oldid=64713854).

CHs
CHs C=0
CHs "
HO Kolesterol HO Pregnenolon
.
Cc=0
o Progesteron

Sekil 2.1. Progesteron hormonunun sentezi (Ast., 1999).

Progesteron (4-Prognone -3,20 dione) hormonu doymus olmayan bir keton dur.
Insan ve hayvan saghiginda hayati bir éneme sahip olan bir steroid hormonudur.
Progesteronun dengesizligi durumunda iireme ve kisirlik gibi sorunlara neden
olmaktadir (Christian ve ark., 2007).

Gebelik siirecinde ve adet dongiilerinde progesteron diizeyi 6nemli bir
parametredir. Hamilelikte emzirmeyi engeller (siitin olusmasma engel olur) ve
dogumdan sonra progesteron seviyesi diiserek siitiin olusmasi saglanir (Ehrentreich ve
ark., 2003). Siitte veya serumda (plazma) progesteron tayini ve hamilelik teshisi gibi
degisik uygulama alanlarinda ¢ok Onemlidir(McCleod ve ark., 1991). Eczacilik
endiistrisi i¢in progesteron, hormon replasman tedavisinde kullanilan bir¢ok ilag¢ icin
temel bir molekiildiir(Sitruk-Ware, 2002).

Progesteron hormonun dengesizligi gozde katarakt ve yiiksek tansiyona neden
olabilir. Ayrica bazi ¢alismalarda da ciddi norolojik hastaliklara ve hatta kansere bile
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sebep olabilecegi ifade edilmistir (Petrovic, 2003; Yadav ve ark., 2013; Amoli-Diva ve
Pourghazi, 2015; Arvand ve Hemmati, 2017a).

Progesteron icin uygulanan diger analiz yontemleri

Progesteron ve progestin (sentetik) hormonlari tizerinde yapilan ¢alismada; nehir
suyu ve belediyenin atik sularinda g¢esitli matrisler géz 6niine bulundurularak bu iki
hormonun analizi igin yontem gelistirilmistir(Fent 2018). Steroidler, daha diisik ve
daha yiiksek plazma, steroid derisimlerine dayali olarak metanolde protein
cokeltilmesiyle ve steroid ekstraksiyonundan sonra organik fazin konsantre edilmesiyle
diistik steroid seviyelerinde iki basit numune hazirlama yontemi kullanilarak tespit
edildi (Szaboa ve ark., 2018). Tablet destekli degistirilebilir ¢6zelti bazli mikro
ekstraksiyon, ilk kez HPLC-UV yontemiyle birlestirilerek nehir 6rneklerinde
testosteron,  progesteron, Ostradiol ve  hidrokortizon  hormonlarin  analizi
gerceklestirildi(Shishov ve ark., 2017). Progesteron hormonununda aralarinda oldugu
bazi steroid hormonlarin miktar tayinleri i¢in dogru ve hassas bir LC-MS/MS teknigi
onerildi (Song ve ark., 2019). Insan ve farelerden alman serum drneklerinde progesteron
hormonunun i¢inde bulundugu 18 steroid hormonu dogru ve hassas tespit etmek icin
rutin laboratuvar uygulamalarinda androjen sentezi ve metabolizma yollarinin profili
¢ikarildi (Handelsman ve ark., 2019).

Yukarida progesteron hormonunda yer aldigi bazi hormonlarin farmasotik,
biyolojik sivi ve ¢evresel ortamlarda analizi i¢in spektroskopik ve kromatografik
yontemlerin temel alindigi analiz yontemleri Onerilmistir. Bu ydntemler yiiksek
duyarlilik ve dogruluga sahipken; ancak deneyin hazirlik agamalari, numune toplama ve
sonu¢ alma arasinda olusan ciddi zaman farki, analitik sonuglar1 6nemli o6l¢iide
etkileyebilecek pahali ara¢ gereglerin yetersizliginden dolayr secicilik konusunda
istenilen diizeyde degildirler(Monerris ve ark., 2012; Lima ve Spinelli, 2013). Cizelge
2.2'de progesteron hormonu i¢in Onerilen spektroskopik ve kromatografik yontemler
Ozetlenmistir.

Nitekim klinik laboratuar ortamlarinda progesteronun tayini igin ucuz,
kullaniligh, hizli ve segici bir sekilde sonuglanmasi i¢in daha giivenilir ve hassas

elektrokimyasal yontemler gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir.



Cizelge 2.2 Progesteron hormonunun analiz teknikleri

Analit Teknik Dedektor  LOD(ug/L) Matris Kaynak
Progesteron HPLC - 0.08 Ilag Kadioglu ve
ark., 2010
Progesteron GC MS 0.21 Kan ve Serum Hansen ve ark.,
2011
Progesteron HPLC FF-SPE 0.40 Su Zhang ve ark.,
2011
Progesteron UHPLC  MS-MS 0.40 Siit Zheng ve ark.,
2018
Progesteron HPLC MS-MS 0.01 fgme suyu Zhang ve ark.,
2019
Progesteron HPLC - 0.003 Nanokomposit Mirzajani ve
Testesteron 0.003 ark., 2019
Kolesterol 0.004
j-Sitosterol 0.005
Kampesterol 0.003

Teknik: HPLC; Yiiksek performansh sivi kromatografi, UHPLC; Ultra Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografi, LC; siv1 kromatografi, Dedektor: ICP; Indiiktif eslesmis plazma, MS; kiitle spektrometresi
FF- SPE screen-printed electrode

Progesteron icin uygulanan elektroanalitik yontemler.

Hormonlarin biyolojik sivi ve dokulardan tayini, bir¢gok ayirma ve iz analizi
teknigini gerektirir. Yaklasik olarak 30 yildir hormonlarin biyolojik ortamlardan
tayinlerinde kullanilan en temel yontem basta radyoimmunoassay olmak {lizere immuno-
assay teknikleridir. Bu teknikler dogruluk ve duyarlilik bakimindan basarili olmalarina
karsin analiz siireci; maliyeti yiiksek, zahmetli ve uzun bir c¢alisma siireci
gerektirmektedir. Hormonlarin analizlerinde zamanla bu tekniklerin yerine daha ¢ok
aletsel temelli kiitle spektrometrisi (MS) teknolojisi kullanilmaktadir. Bu cihaz
teknolojisi ile daha ¢ok sayida hasta numunesi ayni anda dogru ve yiiksek duyarlilik ile
analiz edilebilir. Giliniimiiz teknolojisinin gelismesi ile birlikte MS teknigi gaz
kromotografi (GC) ve sivi kromotagrafisi (LC) ile kombine olarak basarili bir sekilde
kullanilabilmektedir. Yalniz LC ve GC yontemleri yiiksek duyarlilik, dogruluk
gostermelerine karsilik ¢ok pahali cihazlar, uzman personel, organik c¢oziici ve
karmasik islemler gerektirmektedir (Taran ve ark., 1997; D1 ve ark., 1998; Isola ve ark.,
2000; Kim ve ark., 2008; Eshratkhah ve ark., 2010; Stanczyk ve Clarke, 2010).

Progesteron molekiiliiniin de i¢inde bulundugu progestin ilaglarin tayininde
kullanilan kromatografik yontemlerin seciciligi, yiiksek duyarliligi ve dogruluga sahip

olmasma karsilik deneyimli uzman personele, uzun, zahmetli ve pahali analiz
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islemlerine ihtiya¢ vardir. Bunun yaninda elektroanalitik yontemlerden olan voltametri
ucuz, basit (uzman personele gerek olmayan), hizli ve ¢ok kiigiik derisimlerdeki hassas
duyarlilig1 progesteron tayinine alternatif bir yontem olacaktir.

Yapilan literatiir taramasinda gorildiigii {izere Progesteron hormonunun
elektrokimyasal yontemlerle tayini {izerine yapilan c¢alismalar sinirlidir. Progesteron
bilesiginin tayininde kullanilmis olan bazi elektrokimyasal teknik ve elektrotun analitik

performans 6zellikleri ¢izelge 2.3'de 6zetlenmektedir.

Cizelge 2.3. Progesteron hormonunun farkl elektrotlar tizerindeki voltametrik analizi

Redoks Tiirii Teknik Elektrot LOD(nM)  Matris Kaynak
Indirgenme ASV DME 0.2 fla¢ (0.005 M Wang ve ark., 1985
NaOH)
Indirgenme LSP DME 20 flag (pH:9) Hu ve ark., 1991
Indirgenme SWv GCE 500 Susuz ortam Arevalo ve ark., 2008
Indirgenme SW- BIFE 180 flag (pH:12) Lima ve ark., 2013
AdSV
Yiikseltgenme CcVv GCE/AuUNPs/ 114 Sit(0.1 M Shamsipur ve ark.,
MnSB NaOH) 2017
Yiikseltgenme DPV GQDs- 0.31 Serum (pH:6)  Arvand ve Hemmati
PSSA/GO/GC
E 2017a
Yiikseltgenme DP-AdSV Fe304@GQD 2.18 Serum, ilag Arvand ve Hemmati
{\f/I-WCNTs/GC (PHT) 2017b
Indirgenme SWv EO-IMZ/GCE 68 flag (pH:13) Gevaerda ve ark.,
2018
Indirgenme AdCSV BIFE - Rahim kas1 Zidaric ve ark., 2018
(pH:12)
Indirgenme DPV SnFE 120 flag (0.2 M Das ve
NaOH) Sangaranarayanan
2018
Yiikseltgenme SWV- BDD 12 Serumilag (0.5 Bu tez ¢aligmasi
AdSV M HCIO4)

DPV; diferansiyel puls voltametrisi, SW-CSV; kare dalga katodik siyirma voltametrisi, CV; doniistimlii
voltametri, AACSV; Adsorptif katodik siyirma voltametrisi. CPE; karbon pasta elektrot, DME; damlayan
civa elektrot, GCE; camims1 karbon elektrot, BIFE; Bizmut film elektrot, AUNPS; Altin nano partikiil,
HDA,; hidrodinamik amperometri, LSP: Liner siyirma polarografi, ASV; Adsorptif siyirma voltametri;
GQDs; grafen kuantum dot, PSSA; poli siilfosalisilik asid, GO; Grafen oksit, IMZ; Iimidazol, Fe304@;
Demir oksit, MWCNTs; Cok sarmalli nanotiip, Sn-FE; Kalay Film Elektrot, MnSB; Mangan (l11) Schiff
baz film.
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2.2. Kat1 Elektrot Voltametrisi ile Tlgili Genel Bilgi

Bu tez c¢alisgmasinda progesteron hormonunun elektrokimyasal 6zellikleri
incelenecek ve miktar tayini icin elektroanalitik yontemlerden biri olan voltametri
teknigi kullanilacaktir. Ik boliimde kati elektrot voltametrisi ile ilgili genel bilgiler
verilip, progesteron tayininde kullanilan elektrotlar ve voltametri hakkinda kisaca bilgi
verilecektir.

Elektrokimya, elektrik enerjisi ile maddenin etkilesimini ve bu etkilesim
sonucunda olusan fiziksel ve kimyasal degisiklikleri arastirir; yani kisaca kimyasal
enerjinin elektrik enerjisine doniisimiinii inceleyen bilim dalidir. Temel olarak
elektrokimyasal tepkimeler indirgenme ve yiikseltgenme tepkimeleridir. Bu tepkimeler
elektron gegisi veya elektron aktarimi ile saglanir. Elektrokimyasal tepkimeler yine
elektrokimyasal hiicre adi verilen bir sistem i¢inde gerceklesir. Elektrokimyasal bir
tepkimede analit bulunduran bir ¢ozelti ve analitin kimyasal degisimin gerceklestigi
elektrot sistemi, ikili ya da tglii elektrot diizenegi (genelde ti¢lii diizenek tercih edilir)
ile galisilir. Elektrotlar1 birbirine baglayan bir gevirim sistemi ve iletkenligi saglamak
icin de bir destek ¢ozeltisine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Elektrokimyasal teknik ve calismalar, piller, kimyasal tepkimelerin hiz ve denge
sabitlerinin hesaplanmasi yaninda eser miktardaki maddenin analizi gibi bircok alanda
kullanilmaktadir. Elektroanalitik yontemde, tepkime elektrot ve ¢ozelti ara yiizeyinde
olusur. Ara ylizeyde fiziksel ve kimyasal degisimler, ¢Ozelti tabakasi ve calisma
elektrodu’nun yiizeyleri arasinda gerceklesir. Ara yiizeyde olusan tekniklerden
voltametri ve potansiyometri; duyarli olma, uygulanabilirlik, segicilik gibi 6zellikleri ile
¢ok fazla uygulama ortami bulmustur (Yildiz ve ark., 1997; Skoog ve ark., 1998; Wang
2000).

Elektrokimya, maddeler arasindaki ara yilizeyde olusan yiik aktarimini etkileyen
sebepleri arastirir. Kimyasal olaylardan biri elektron hareketi ile yiikiin tasindigi elektrot
kistmdir. ikinci kisim ise iyon hareketi ile yiikiin tasindig1 elektrolit kisimdir. Elektrolit
ve elektrot arasinda olusan ara yilizey toplam Ozelliklerinin calisildigr diizenege
elektrokimyasal hiicre adi verilir. Uglii elektrot diizenegi calisma, karsilastirma ve
yardime1 elektrotdan olusur. Ikili elektrot diizeneginde ise c¢alisma elektrodu ve
karsilastirma elektrodu bulunur yardimci elektrot ise bulunmaz. Giiniimiizde kullanilan

elektroanalitik yontemler sekil 2.2°de gibi 6zetlenebilir (Bard ve Faulkner, 2000).
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ELEKTROANALITIK
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Sekil 2.2. Elektroanalitik yontemlerin siniflandirtlmasi

Elektrokimyasal olaylar ve siiregler, kati, sivi, gaz gibi ¢esitli ortamlar da
maddenin niceliksel ve niteliksel analizinde son derece kullanilighdir. Elektrokimyasal
yontemlerin bu yiiksek duyarliliginin sebebi bunlarin son derece duyarli yasalara
(Faraday yasalar1 gibi) dayanmasidir(Wang, 2006).

Elektrokimyasal analiz yontemleri icin belli aletler gerekir. Bunlar sistemde
akim, gerilim vb. uyarilar olusturur. Sistem, bunlari elektiriksel sinyaller seklinde
elektronik ortamda kaydeder ve sonuglarin bu sekilde kaydedilmesi, analizin otomatik
hale gelmesini saglar. Bundan dolayr bu yontemler, son derece hizli ve duyarlidir.
Elektrokimyasal yontemler yiiksek duyarlilik, segicilik, yliksek Ol¢lim hizi ve daha
birgok avantaja sahiptir. Birgok durumda 1 mililitre gibi son derece kiigiik hacimdeki
cozeltiler analiz i¢in yeterlidir. Kullanilan ara¢ gereclerin ucuz ve basit olmasi,

derisimden c¢ok ilgili tiiriin aktiflikleri hakkinda bilgi vermesi ve genelde bir iyonun ya
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da bir maddenin yiikseltgenme/indirgeme basamaginin saptanmasina olanak vermesi
elektrokimyasal yontemlerin son derece avantajli ve onemli teknikler olarak sayilmasina
yol ac¢mustir. Elektroanalitik yontemlerde en ¢ok voltametri ve polarografi
kullanilmaktadir.

Elektroanalitik yontemlerin merkezinde yer alan voltametri; ¢esitli ortamlarda
meydana gelen indirgenip-yiiksetgenen inorganik ve organik bilesiklerin ¢ozeltilerinden
uygun sartlarda elde edilmis olan akim siddeti gerilim egrisinin yani voltamogram
Ozelliklerini analiz eden yontemdir. Ayrica modifiye elektrotlarin yiizeylerinde olusan
elektron aktarim sistemlerini ve yiizey adsorpsiyon olgularini da inceler. VVoltametri
yonteminde en ¢ok iglii elektrot mekanizmasi kullanilir. Derisimi ¢ok kiiciik olan
cozeltilerde bile bu teknikle hassas, duyarli ve hizli sonuglar alinabilir.

Poloragrafi yontemini ilk olarak Cek kimyaci Jaroslav Heyrovsky 1922 yilinda
bulmustur. Heyrovsky ilk olarak voltametrinin 6zel bir tipi olan polarografiyi bulmus ve
bu bulusu ile 1959 yilinda Nobel Odiilii‘nii almustir. Polarografinin voltametri
yonteminden farki calisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodunun (DCE)
kullanilmasidir. Yani kisaca deneyde kullanilan calisma elektrodu civa elektrot
(damlayan civa elektrot, asili damlayan civa elektrot, duragan civa damla elektrot ve
civa ince film elektrot) ise yonteme polarografi, kullanilan elektrot kati elektrot
(membran, metalik, karbon elektrot ) ise bu yontem voltametridir. Sudan gelen agir
metaller, aritilmis suda azda olsa ¢ozlinmiis olan oksijen ve destek ¢ozeltiden gelen
safsizliklar polarografinin duyarli ve hassas sonu¢ vermesini engelleyecektir ki buna
neden olan faktorlerin ortadan kaldirilmasi gerekmektedir. Polarografi ile maddenin
hem nitel hem de nicel analizini yapmak miimkiindiir. Her madde igin belli kosullar
altinda belli bir yar1 dalga gerilimi vardir. Yar1 dalga geriliminin elektroaktif maddeler
icin karakteristik olmalari nedeniyle nitel analizde kullanilabilir. Nicel analizde de
difiizyon akiminin derisimle orantili olmas1 6zelliginden yararlanilir. (Yildiz ve Geng.,
1993; Skoog ve ark., 1998; Wang, 2006)

Voltametri teknigi ile farmasotik ilaglarin ve biyolojik sivilarin analizi daha da
saglikli ve giivenilir bir sekilde Olctlilebilmektedir. Ayrica voltametri elektrokimya
disinda anorganik kimya, analitik kimya, fizikokimya, biyokimya gibi kimya
alanlarinda da basarili sonuglar verir. Tip, eczacilik ve ekosistem gibi alanlarda da
onemini artirmaktadir(Skoog ve ark., 1998; Wang, 2000). Voltametride kullanilan
potansiyostatik sistem semasi sekil 2.3°de, voltametrik hiicre ve bilesenleri de sekil

2.4°de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Voltametrik sistemin ii¢ elektrotlu potansiyostatik semasi (Reinke ve Simon, 2002)
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Sekil 2.4. Voltametrik hiicre ve elektrotlart (Ozkan ve ark., 2015)

Referans elektrotlar, elektrokimyasal ¢alisma sirasinda gerilimi dis ortamlardan
etkilenmeyen ve analiz siirecinde gerilimi sabit olan elekrotlardir. Referans elektrotlar
analiz edilecek maddelere kars: ilgisizdir. Iyi bir referans elektrot tersinirdir, gerilimi
sabit ve kolay hazirlanabilmelidir. Referans elektrotlar sicakta az da olsa bazi
degisimler gosterir. En ¢ok kullanilan referans elektrotlar: kalomel referans elektrodu ve
AgCl referans elektrotlaridir.

Ag/AgCI referans elektrodu glimiis tel glimiis kloriir ile kaplanir ve bu elektrot
belirli bir derisimdeki AgCI ¢ozeltisine daldirilarak elde edilir ve bu ¢ozeltide muhafaza

edilir. Sekil 2.5’te Ag/AQCI referans elektrodu verilmistir.
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Sekil 2.5 Ag/AgCI Referans elektrodu ve tepkimesi. (Skoog ve ark., 1998)

Yardimci elektrot, Karsit elektrot olarak da bilinir. Platin tel ve tungsten gibi soy
metallerden yapilir. Sinyal kaynagindan alinan elektrigin ¢ozeltiden ¢alisma elektroduna
aktarilmasini saglar. Yardimci elektrot kullanilmazsa yiiksek gerilim uygulanmasi
durumunda ¢aligma elektrodu polarlanir ve deney sonucuna etki eder ama yardimeci
elektrot kullanildiginda ¢alisma elektrodunda herhangi bir polarlanma olmaz. (Wang,
2006). Sekil 2.6’da platin elektrot verilmistir.

>

= -

Sekil 2.6 Platin tel elektrot
2.2.1.Voltametride Kullanilan Calisma Elektrotlar:

Voltametrik tepkimelerde kullanilan ¢alisma elektrotlarmin yiizeyinde redoks
tepkimeler1 yani indirgenme yiikseltgenme tepkimeleri olusur. Bu tepkimeler ¢alisma
elektroduyla ara yiizey arasinda meydana gelir. Bunun igin elektrot secimi son derece
onemlidir. Calisma elektrodunun yanitinin yliksek olmasi yaninda bu yanitin tekrar
edilebilir olmas1 ve elektrot yilizeyinin aktif olmasi elektrot se¢iminde 6nemli
parametrelerdir. Aktif olmasi daha duyarli ve dogru 6lgiim yapilmasini saglar. Ayrica
analitin redoks davraniginin karakteri, artik akimin Olgiim igin gerekli olan gerilim

araliginin  disinda olmasi, istenilen gerilim penceresinin biyiikligii, elektriksel
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iletkenlik, mekanik 6zellikleri, maliyet ve toksisite gibi faktorler de ¢alisma elektrodu
secimini etkileyen diger degiskenleridir.

Calisma elektrotlarinda ki ¢esitlilik ve modifikasyon, islemlerine tabi tutulmalari
cok daha genis kullanom alanlar1 olusturmaktadir. Elektrotlarin  indirgenme-
yiikseltgenmede ki 6nemi her gecen giin artmaktadir. Bunun icin elektrotlar daha da
gelistirilmeye calisilmaktadir. Elektrot gesitliliginin artmasi analizin daha hassas ve
dogru sonuglanmasini sagladigi gibi cok daha kisa siirede sonu¢ vermesine katki saglar.
Calisma elektrodu olarak kullanilan kati elektrotlar sekil 2.7°de 6zetlenmistir (Wang,
2006)

Yer peldmi ethdli
Damlayan crva
elektrotu
Melcanik
| | Asih civa damla
Crva kokenki gekipt
et | |Durgun civa damla
eleltrotu Grafi
t
i C1va film elektrotu -I
-I Carmms: karbon
— Platin
—I Earbon pasta
= = Karbon e
%‘" g + Kat elektrotlar |— —‘Empreyene karbon
%E L Altm
5= - Pioitk karbon
= = - Bizmut
= ~  Lif karbon
= Kompozit -I Polimer kaplama
Modifive
elektrotlar -
. . Yizey
—‘KJIII)’ESS] modifiye )_-I adsorpsivonu
- Disk H Kmyasal

{ Diinen elektrotlar }—

- Hallka-disk

Sekil 2.7. Voltametride kullanilan ¢aligma elektrotlari

Civa elektrotlar, voltametride olduk¢a sik kullanilir. Civanin, elektrotda
kullanilabilecek negatif gerilim smirmnin yiiksek olmasi, kolay bir sekilde olusan civa
damlas1 ile yeni bir metalik ylizey olusturmasi ve bir¢ok metalin civa yiizeyinde
amalgam olusturmasi ile tersinir olarak indirgenmesi gibi nedenler ile siklikla

kullanilmaktadir. Ancak civa elektrotlarin ¢ok kolay bir sekilde yiikseltgenmesinden
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dolayr anot olarak Kkullanilmasi ve civanin zehirli olmasi gibi nedenler civa
elektrodunun kullanimini sinirlar(Skoog ve ark., 1998; Wang, 2000).

Kati  Elektrotlar, Anodik gerilim araliginda civa elektrotlarinin = sinirh
kullamimindan kaynakli, yiikseltgenebilen bilesiklerin elektrokimyasal incelenmesinde
genis bir anodik gerilimle ¢alisma imkani veren Kati elektrotlar kullanilir. Calisma
elektrodu olarak birgok degisik malzemeden faydalanilir. En ¢ok kullanilan da dénen
disk, platin, altin ve karbon elektrotlaridir. Baz1 durumlarda giimiis, nikel ve bakir da
calisma elektrotu olarak kullanilabilir. Bu kati metal elektrotlar yiiksek
iletkenliklerinden dolay1 oldukga tercih edilmektedir. Fakat maliyetinin yiiksek olmasi,
nedeniyle kullanimlar1 sinirlidir.

Karbon elektrotlar maliyetinin ucuz ve modifiye islemlerine uygun olmasi gibi
avantajlart ile kullanigh bir elektrot tiiriidiir. Karbon elektrotlarda en ¢ok tercih edilen
cams1 karbon (GC) elektrottur. Elektrot modifikasyonu yapilmamigsa analiz isleminden
sonra kolaylikla temizlenir ve tekrarlanabilirlik 6zelligi artar (Wang, 2006).

Modifiye Elektrotlar, Elektrotlarda modifiye islemi elektrotlarin kullanim
alanlariin daha genis olmasina ve daha duyarli dlgiimler yapilmasina yol agmustir.
Modifiye elektrot, elektrot yiizeyine kimyasal bir maddenin tutturulmasi islemidir.
Modifiye olmus elektrotlarin, analitik calismalarda 6nemli bir yeri bulunur. Bu
elektrotlar elektrokimyasal caligmalardaki segiciligi, duyarliligi ve kararlihig
arttirmaktadir. Ilaclarin kontrollii salimiminda, elektrosentezde, yakit hiicrelerinde, ve
korozyondan korunma gibi alanlarda modifiye elektrotlar yaygmn bir kullanima
sahiptir(Wang, 2006).

Mikro Elektrotlar, Elektrot ¢ap1 25 pm’den daha kiigiik olan elektrotlara mikro
elektrot denir. Analitik kimyada minyatiir yapili bu elektrotlara olan ilgi artmaktadir.
Cok kiiciik hacimli 6rneklerin analizinde ve mikroskobik alanlarin incelenmesinde etkili

bir ¢alisma elektrodudur(Wang, 2006).

2.2.1.1. Bor Katkil Elmas Elektrot

Bu elektrotlar, hem giiniimiizde hem de gelecekteki elektrokimyasal ¢aligmalar
i¢in umut vaat etmektedir. EImas elementi, saydam, renksiz, sarimsi, kirmizi ve bazen
de siyah gibi renklerde olup dogadaki en sert maddedir. Elmas sertliginden kaynakli
sadece bor karbiir ile ¢izilebilmektedir. Sir Humphry Davy 1814 yilinda elmasin saf
karbondan olustugunu bulmustur. Elmas, karbon allotroplarinin ¢ok yiiksek sicaklik ve

yiiksek basing altinda kalmasi sonucu olusur.
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Elmas optik ozelligi, kimyasal tepkimelere karsi olan ilgisizligi atomik
yogunlugu, sertligi, yiiksek 1s1 iletkenligine sahip olmasi ve elektriksel 6zellikleri ile
performansi yiiksek elektrotlar iginde ¢ok 6nemli bir konumda bulunmaktadir. BDD;
diisiik giiriiltii sinyali, genis elektrokimyasal gerilim araligi yaninda elektrokimyasal
uygulamalarda ki saglamlik, dayaniklilik gibi 6zellikleri ile 6ne ¢ikar(Uslu ve Ozkan,
2007a; Uslu ve Ozkan, 2007b). Ozellikle elektriksel iletkenligi artirmak amaciyla elmas
yiizeyine borun dope edilmesi ile ince film seklinde olusturulan tasarim (bor ile dope
edilmis elmas, boron-doped diamond, BDD) son yillarin elektrosentez, elektroanaliz,
elektrokimyasal enerji teknolojisi ve biyoteknoloji ¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir (Peleskov, 2002; Alfaro ve ark., 2006; Kraft, 2007). BDD
elektrotlar 20.yiizyilin sonunda kesfedilen milkemmel modern bir elektrotdur. Genis
gerilim araligi, diisiik akimla ¢alisilabilmesi, bazik ve asidik ortamda g¢alisilabilmesi,
korozyon ve yiizey kirlenmelerine karsi dayanikli olmasi gibi ozellikler BDD yi
voltametrik analiz i¢in tercih edilen bir elektrot haline getirmistir(Tyszczuk ve ark.,
2014; Sochr ve ark., 2014; Tyszczuk ve ark., 2016). BDD elektrotlar, baglangicta borun
elmas elektrot yiizeyine tutturulmasi ile labaratuarda olusturulurken giiniimiizde ise
polikristalin bor katkili sekli ticari olarak bulunmaktadir. Bu elektrotlar sulu ve susuz
ortamlarda genis bir gerilim araliginda (yiiksek oksijen ve hidrojen asir1 gerilimleri
nedeniyle) ve wu¢ elektrokimyasal sartlarda (kuvvetli asidik ortamlarda)
kullanilabilirlikleri, dinamik c¢alisma aralig1 yanit siiresi, gozlenebilirlik sinir1, kesinlik,
saglamlik gibi Ozellikleri bakimindan diger metal ve klasik karbon elektrotlara karsi
stiinliik saglamaktadir (Gandini ve ark., 1999; Rao ve Fujishima 2000; Codognoto ve
ark., 2002; Lawrence ve ark., 2006; Altun ve ark., 2009; Trouillon ve O’Hare
2010;Santos ve ark., 2010; Yardim ve ark., 2010; Yardim ve Erez, 2011; Levent ve ark.,
2014). Kaynakgada elektroanaliz ¢aligmalari incelendiginde modifiye olmamis, 6n
islem gormiis, metal modifiye, polimer modifiye, nanokristalen gibi bir dizi BDD
elektrot sistemlerinin kullanildigi 250°nin iizerinde makale bulunmaktadir (Toghill ve
Compton, 2010).

Elmas elektrotlar’in diger karbon elektrotlara goére, yanit zamani, saglamlik,
belirtme sinir, yanit kesinligi, sertlik, optik ozellikleri ve yanit kararliligi gibi
tstiinliikleri bulunmaktadir (Siangproh ve ark, 2003; Zhang ve Oyama 2004). BDD
elektrodun, ¢ok pahali olmasi, elektro Kkatalitik aktivitesi ve oldukga diisiik segiciligi
elmasin dezavantajlar1 arasindadir. Son yillarda BDD elektrotlari, ilag analizlerinde

(Yardim ve ark., 2010; Uslu ve ark., 2008; Oliveira ve ark., 2018; Svorc ve ark., 2018;
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Sentilirk ve Yardim 2014; Levent 2012; Levent ve ark., 2014), ¢evre analizinde (Gong
ve ark., 2018; Wang ve ark., 2018), su aritiminda (Buftia ve ark., 2018; Huitle ve ark.,
2018) ve organik sentez (Kirste ve ark., 2012; Riehl ve ark., 2017) c¢alismalarinda
siklikla kullanilmaktadir.

Asagida Sekil 2.8’de elmasin kristal orgii yapis1 ve grafitin sekli verilmistir.
Elmas1 olusturan karbon atomlar: arasinda sp® hibritlesmesi bulunur. Grafit ise sp?
hibritlesmesi yapar.
sp’
108.28°

“\\“\

C

Grafit

Sekil 2.8. Elmas ve grafit 6rgiisii
BDD elektrotlarinin iizeri ince bir kati tabaka bigiminde veya tungsten, silikon,

niyobyum igeren uygun substrat {izerine kaplanilmis olarak kullanilabilir. (Kisacik,
2010). Asagida sekil 2.9’da BDD elektrodu verilmistir.

Sekil 2.9. Bor Katkili Elmas Elektrot
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Elektrokimyasal calismalarda, diger kati elektrotlarda oldugu gibi BDD
elektrodun temizligi son derece 6nemlidir. BDD elektrodunun yiizey kirliligi deney
sonucuna etki eder, pikin sinyali siddetinin azalmasina ya da artisina sebep olur,
olusmasi gereken yerde bekledigimiz pikte kayma olabilir. Bunun i¢in elektrot mutlaka
iyi bir sekilde temizlenmelidir. BDD elektrot, bir miktar aliimina (Al203) tozu, ped
tizerine birakilir ve bu toz iizerine su ilave edilir elektrot olusan bu bulamaca dairesel
hareketler yapilarak temizlenir. Yiizey kirliliginden arindirilan elektrot ¢alisma
kosullarina bagli olarak belirli gerilimlerde farkli g¢ozeltilerde aktive siirecine tabi
tutulabilmektedir. BDD elektrot’un temizleme yontemi ve aktive edilmesi literatiirde
farkli ¢ozeltilerde anodik yonde (Carlos ve ark., 2006; Simon ve ark., 2007; Zhao ve
ark., 2007; Levent, 2012; Levent ve ark., 2014; Sentiirk ve ark., 2014) ve katodik yonde
(Avaca ve ark., 2004; Simon ve ark., 2007; Levent, 2017) gerilimler uygulanarak
gerceklestirilmistir.

2.2.2. Voltametrik Teknikler

Bu boliimde, tez ¢alismasinda kullanilacak olan voltametrik teknik hakkinda
kisaca bilgiler verilecektir. Yaygin olarak kullanilan voltametrik tekniklerin genel
semasi sekil 2.10°da verilmistir(Fogg ve Wang, 1999; Bard ve Zoski, 2000; Barek ve
ark., 2001; Wang, 2006; Uslu ve Ozkan, 2011; Ozkan ve ark., 2015)

VOLTAMETRIK

TEKNIKLER
Dogrusal Taramah Voltametri Puls teknikler Déndgimid Voltametn Siyirma Voltametrisi
LSV) {Cv) (sv)

—— Diferansiyel Pulse Voltametrisi Anodik Siyirma
(DPV) oltametrisi (ASY)

—— Kare - dalga Voltametrisi Katodik Siyirma
(SWW) Voltametrisi (CSWY)

—— Adsorpfif Siyirma
oltametrisi (AdSY)

Sekil 2.10. Yaygin olarak kullanilan voltametrik teknikler



21

2.2.2.1. Dogrusal Taramal Voltametri

Bu voltametrik teknikte elektrokimyasal sisteme uygulanan gerilimin dogrusal
bigimde artirilmasi sonucu voltamogramlar elde edilir. Caligma sistemi ve uygulamasi
bakimindan basit ve anlasilir bir voltametri tiiriidiir. Sisteme uygulanan gerilim sonucu
olusan akim degerleri zamana kars1 kaydedilir. Doniisiimlii voltametriye(CV) benzeyen
bir voltametrik teknik olup CV ile istenilen sonu¢ alinmadigi zaman dogrusal taramali
voltametri teknigi kullanilir (Skoog ve ark., 1998). Dogrusal voltametri sekil 2.11°da

verilmistir.

Zaman —p

Sekil 2.11. Dogrusal voltametri de uygulanan gerilimin zamanin bir fonksiyonu olarak degisim grafigi

2.2.2.2. Doniisiimlii Voltametri

Dogrusal voltametrideki gibi gerilim taramasi ileri yonde belirli bir gerilime
ulastiktan sonra dogrusal olarak azalacak bi¢imde ters ¢evrilirse bu yonteme CV denilir.
Doniistimli voltametride gerilim degistirelerek akim 6l¢iiliir, gerilim taramasi genelde
ilk taramanin sonunda sona ermesine ragmen daha ¢ok sayida taramaya devam edilir.
Sekil 2.12°de gosterilmistir.

04 ¢

1 dongi

0.2
0
02

04

Gerilim,

0.e

08

-1 1 1
0 20 40
Zaman, s

Sekil 2.12. Dontisiimlii voltametride uygulanan gerilimin zamanin bir fonksiyonu olarak degisim grafigi
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Calisma elektroduna uygulanan gerilim sifirin altinda ise elektrotda indirgenme
tepkimesi gergeklesir ve ¢alisma elektrodu katot olur. Gerilim pozitif olarak uygulanirsa
calisma elektrodu anot olur. ilk kez Nicholson ve Shain (1964) tarafindan gelistirilen
CV en ¢ok kullanilan elektrokimyasal tekniklerden biridir ve ¢esitli elektrokimyasal
sistemleri incelemede kullanilan 6nemli bir tekniktir. CV miktar tayininde uygun bir
yontem degildir ciinkii duyarliligi 10° M ile smirhdir. Yalmz organik ve inorganik
bilesiklerin redoks tepkimelerinin mekanizmasi ve hizlar1 hakkinda 6nemli bilgi saglar.
Elde edilen veriler sayesinde maddenin hangi gerilimde maksimum cevap
verebilecegini gosterir. CV’de uygulanan gerilimin yani sira segilecek olan tarama hizi
ve ka¢ adet tarama yapilacaginin da etkisi Onemlidir. Uygulanan tarama hizlar
degistirilerek pik yiiksekliklerinin difuzyon, adsorbsiyon ve elektron aktarim
tepkimesine eslik eden tepkimelerin yapisi belirlenebilir. Ileri ve geri tarama piklerinde
elektrot tepkime sistemi ile ilgili bilgileri verip bunun yaninda Kinetik verilerde
bulunabilir. CV’de olusan pikin anodik mi yoksa katodik mi oldugu rahatlikla anlagilir.
Elektrotda gergeklesen tepkimenin tersinir, tersinmez olduguda anlagilabilir. Pozitif
bolgede ¢ikan pik anodik, negatif bolgede ¢ikan pik her zaman katodik olur(Wang,
2000). CV’de tersinir akim gerilim grafigi sekil 2.13‘de gosterilmistir.

B —» E.

Katodik

ileri tarama

Akim
=

Geri tarama

Anodik

Gerilim

Sekil 2.13. Tersinir bir redoks isleminde CV ile elde edilen akim gerilim grafigi.
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i/ pA

E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)
Sekil 2.14. Doniisiimlii voltametri tekniginde goézlenen tersinir (a), yari tersinir (b) ve tersinmez (c)

elektrokimyasal tepkime gesitleri

2.2.2.3. Puls Voltametrik Teknikler

Jenkin ile Barker tarafindan gelistirilen puls voltametrik teknikler, voltametrik
analiz tespit limitlerini daha diisiik derisimlere diisiirmeyi amaglamiglardir.

Faradayik ve faradayik olmayan akimlar arasindaki oran arttirilarak 108 M
diizeyine kadar nicel analizi saglanmistir. Bu teknikte ¢alisma elektroduna her biri
yaklagik olarak 50 ms gibi bir siireye sahip gerilim akimlar uygulanir. Puls voltametrik
teknikler normal puls, difarensiyel puls ve kare dalga teknikler diye ii¢ ana gruba
ayrilir(Wang, 2000).

2.2.2.3.1. Diferansiyel Puls VVoltametrisi

Elektrokimyasal c¢alismalarda diferansiyel puls voltametri (DPV) son derece
yararli bir tekniktir(sekil 2.15). Bu teknik ile ¢aligma elektroduna periyodik olarak puls
uygulanir. Dogrusal akim basamak iizerine yerlestirilerek uygulanir. Pulsta uygulanan
en basta ve en sondaki akimin degerleri arasindaki fark ol¢timii yapilir. Bu yontemle
uygulanan gerilime karsi akim grafigi cizilir. Voltagramda olusan piklerin sayisi,
piklerin akim ve yiikseklikleri gibi degerleri analiz edilerek maddenin elektrokimyasal
incelemesi yapilabilir. DPV nicel ve nitel analizlerde kullanish bir tekniktir(\Wang,
2006).
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Mod(ilasyon {puls)
yiiksekligi
adim
gerilimi
bitig
gerilimi
=
=
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gerilimi = dlglim zamani 1
ZAMAN

Sekil 2.15. Diferansiyel puls voltametride uygulanan gerilimin zamanin bir fonksiyonu diyagrami

Akim, pA
(-]
1

1 1 I 1 L 1
0.2 0.0 =0.2 0.4 0.6

Gerilim,

Sekil 2.16 Diferansiyel Puls Voltagrami

2.2.2.3.2. Normal Puls

Normal puls voltametri teknigi ile bir ilk gerilim seg¢ilir ve ardisik olarak pulslar
uygulanmaktadir. Verilen pulslara kargt akim degerleri belirlenir. Uygulanan pulslar
sonucunda arka arkaya dalgalar olusur ve daha sonra sabitlenir. Artik akim artmaz.
Normal pulsta kat: elektrotlar kullanildiginda polarografide avantajli olabilir. Ozellikle
disiik bir baslangig gerilimi muhafaza edilerek elektrodun yiizey kirlenme

problemlerini gidermek miimkiin olur (adsorbsiyona bagli kirlenme) (Wang, 2006).

2.2.2.3.3. Kare Dalga Voltametri

SWYV en gelismis elektrokimyasal yontemlerden biridir (Osteryoung ve Bard,
1986; Mirceski ve ark., 2013)

SWV genis aralikli bir diferansiyel teknikdir. Bir taban tizerine bindirilmis

simetrik bir kare dalgadan olusan formdur. Merdiven gerilimi ¢alisma elektroduna
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uygulanir. Cok hizli ve hassas bir teknik olup 10® molar gibi diisiik derisimlerde
calisma olanagi vardir. Voltagramin tiimii 10 ms gibi bir zamanda elde edilir. Diger
pulslarda oldugu gibi pulstan 6nce ve sonra akim degerleri iki kere Olgiilerek farklari
alinir. SWV, cok yonlii bir teknik olup analitik ve elektrokinetik Olglimler kolaylikla
yapilabilir, diisiik derisimlerde ve kisa siirede sonug¢ verdigi igin tercih edilen bir

tekniktir(Wang, 2006). Sekil 2.17°de SWV gosterilmistir.

—

F AE AESWI' LT _

Gerilim

Akim

- Y

H *dalga :

geni;lig’i
" dal iyodu -

al6a perivocd A Gerilim

=

Zaman

Sekil 2.17. Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyali

2.2.2.4. Siyirma Teknikleri

Siyirma analizi son derece hassas bir elektrokimyasal tekniktir. Eser miktarda
maddenin elektrot yiizeyinde toplanmasi islemidir. Nispeten ucuz ara¢ gereg
kullanilarak derisimi 10° M kadar olan seviyelerde c¢alisma yapilabilmektedir.
Cozeltiye uygulanacak akimin yonii onemlidir. Eger siyirma islemi katotta olursa

katodik siyirma, anotta olursa anodik siyirma taranmalidir(Wang, 2006).

2.2.2.4.1. Anodik Siyirma Voltametrisi

Siyirma analizlerinin en fazla kullanilan sekli anodik siyirma voltametrisidir.
Anodik siyirmada negatif yonli gerilim uygulanir ve analiz edilen maddenin elektrot
tizerinde toplanmasi saglanir. Calisma elektrodu iizerinde toplanan maddede, pozitif
yonlii gerilim uygulanarak elektrot iizerinden tekrar ayrilir. Anodik siyirma
voltametrisinin birgok avantaji vardir. Sulu ortamda bulunan metal iyonlarinin analizi

icin ¢ok duyarli ve tekrar edilebilirliligi yiiksek bir tekniktir(Wang, 2006).
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2.2.2.4.2. Katodik Siyirma Voltametrisi

Katodik siyirma voltametrisi, genis bir yelpazede kullanilan bir 6l¢limdiir,
katodik yonde gerilim uygulanir. Calisma elektrodu iizerinde depolanan numune negatif
yonlii gerilim uygulanarak tekrar yiizeyden siyrilir. Suda ¢ok az ¢6ziinen tuzlarda
kullanighdir(Wang, 2006).

2.2.2.4.3. Adsorptif Siyirma Teknikleri

Styirma voltametrisinde, ¢alisma elektrodu tlizerinde biriken madde i¢in segilen
gerilime gore de degisik isimler alir. Eger birikmede segilen gerilimde elektron transferi
gerceklesmiyorsa bu biriktirmeye adsorptif siyirma voltametrisi denir. Adsorptif styirma
tekniginde, biriktirme siiresi boyunca adsorbe olan maddede herhangi kimyasal bir
degisim olmamaktadir. Adsorptif biriktirmeden sonra uygulanan siyirma basamagi
yiikseltgenme/indirgenme  yoniinde yapilirsa bu yonteme katodik —adsorptif
(styirma/katodik) siyirma voltametrisi denir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar
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Deneyde kullanilan kimyasal maddeler asagida verilmistir.

Kimyasal maddenin adi
Progesteron

Perklorik Asit

Sodyum Hidroksit

Nitrik Asit (% 65)
Hidroklorik Asit (% 37)
Fosforik Asit (% 85)
Asetik Asit (% 99-100)
Stlfiirik Asit

Borik Asit

Disodyum Hidrojen Fosfat
Dimetil Siilfoksit

Allimiinyum Oksit

Uretici Firmanm Ad1
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck

Biitiin deneylerde Milli-Q sistemi ile saflastirilmis su kullanildi.

3.1.2. Voltametrede kullanilan malzemeler ve cihazlar

Bu calismada kullanilan cihaz ve malzemeler asagida sunulmustur.

Elektrokimyasal Analiz Cihazi

Elektrotlar

Deney hiicresi

Karigtirma sistemi

(Autolab, PGSTAT 128N Nova 1.11 yazilimi ile
birlikte) Sekil 3.1°de gdsterilmistir.

Calisma elektrodu: BDD

Yardimei elektrot: Platin tel (MF 1032, BASI)
Karsilastirma elektrodu: Ag/AgCl (3 M NaCl)
(MF 1063, BAS)

Tek bolmeli 10 mL’lik voltametrik cam hiicre
(MR 1208, BAS) Sekil 3.1°de gosterilmistir.
Manyetik karigtirict  (ARE heating magnetic
stirrer) Magnet (Spinbar VMR micro)



pH metre
Duyar terazi

Pipet

Santrifiij

Cesitli Olgiilerde cam malzemeler
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WTW, Inolab pH 720

Precisa 320XB 220A

Otomatik c¢esitli Olgiilerdeki makro ve mikro
pipetler

Sogutmali Hettich ROTINA 380R

Pipet (pyrex®), Balon joje (pyrex®), beher, deney

tipu.

Sekil 3.1. BASI C3 kat1 elektrot hiicresi (A) ve Autolab, PGSTAT 128N cihazi (B)

3.1.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.3.1. Progesteron Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan progesteron etken maddesi 1x102 M’lik stok

¢cozeltisi DMSO’da hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden yararlanilarak, calisma cozeltileri

uygun destek elektrolit ¢ozeltileri ile hazirlandi. Isik ve sicakliktan etkilenmemesi igin

de +4 °C buzdolabinda saklandi.

3.1.3.2.Destek ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
Deneylerde destek elektrolit ¢ozeltisi olarak 0.5 M H2SOs, 0.5 M HCIOg,
Britton-Robinson tamponu (BR, 0.04 M), Asetat tamponu (0.1 M) ve fosfat tamponu
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(0.1 M) ¢ozeltileri kullanildi. BR tamponu igin 0.04 M Borik asit (H3BOz), 0.04 M
asetikasit (CH3COOH) ve 0.04 M fosforik asit (HsPO4) 1000 mL’lik balon joje de 800
mL saf su ile karistirilarak ¢ozeltinin pH’si 5 M NaOH/HCI ¢ozeltisi ile istenen pH
degerine ayarlandiktan sonra saf su ile tamamlandi. Asetat tamponu i¢in 0.1 M
CH3COOH 1000 mL ¢ozeltisine 5 M NaOH/HCI ilave edilerek istenen pH degerine
ayarlandi. Fosfat tamponu i¢in ise 0.1 M NaxHPQO4.7H20 karisimma 5 M HCI/NaOH
ilave edilerek pH istenilen degere ayarlandi. 0.5 M H2SO4 ve 0.5 M HCIO4 ¢6zeltileri
saf suda hazirlandi. Hazirlanan bu destek ¢ozeltileri pyrex® cam siselerde ve +4 derece

buzdolabinda saklanmuistir.

3.1.4. Voltametrik sistem

Elektroanalitik caligmalarin yapildigi EcoChemie firmasinin irettigi Autolab,
PGSTAT 128N analiz cihaz1 (Nova 1.11 yazilimi iginde), Bioanalytical System Inc
(BASI) firmasi tarafindan 6zel tiretilmis olan, 10 mL’lik bir deney hiicresi (MR 1208)
iceren cihazdir. Autolab, PGSTAT 128N analiz cihaz1 ve BASI firmasi tarafindan 6zel
tretilmis tglii hiicre sistemi (li¢ elektrot sistemi i¢in dizayn edilmis) manuel ile
baglant1 saglanmistir. Voltametrik sonuclar bilgisayar destekli bir yazilim ile cihazin
kontroli NOVA yazilimi ile kolay bir sekilde saglanmistir. Deney hiicreleri

kullanilmadig1 zaman kral suyu ¢ozeltisinde muhafaza edilmektedirler.

3.2. Yontem

Elektrokimyasal analize baslamadan 6nce ¢alisma elektrodu hergiin asagidaki

sekilde analize hazir duruma getirildi.

% Hergiin deneylere baglamadan 6nce BDD elektrot yumusak yiizeyli bir
ped iizerinde Al203 bulamag ylizeyinde dairesel hareketler ile parlatildi. Elektrot
yiizeyindeki bulamag saf su ile yikandi.

% Deneylere basalamadan 6nce BDD elektrot katodik yonde (-3.0 /300
sn) 0.5 M H>SO4 ortaminda aktivasyon islemine tabi tutuldu.

% Elektrokimyasal 6l¢iimler -3.0 V/30 sn 0.5 M H2SO4 ortaminda aktive
edildikten sonra gergeklestirildi.

% Progesteron molekiiliiniin elektroanalitk 6zelliklerinin incelenmesi ve

miktar tayini i¢in yontem gelistirilmesi ¢alismasinda BDD elektrodu yiizeyinde CV
ve SWV yontemleri uygulandi.



30

% Buamaca ulagmak i¢in farkli pH/destek ¢ozeltisi, gerilim tarama hizi ve
madde biriktirilmesi gibi parametrelerin elektrot yanit1 {izerine etkisi arastirildi.

¢  En sonunda gelistirilen bu kare dalga adsorptif siyirma voltametrisi
(SW-AdSV) tekniginin performans ozellikleri saptandi1 ve gelistirilen bu teknik ile
progesteron tayini, biyolojik sivi (kan) ve ticari ila¢ formlarina uygulandi.

% Biitlin deney O6l¢iimleri laboratuvar sartlarinda ve 3’er kez tekrarlanarak

gergeklestirildi.

3.2.1. Voltametrik yontemin gercek orneklerde uygulamasi

3.2.1.1. Enjektabl cozeltiler

Gelistirilen SW-AdSV teknigi ticari ilag sekline uygulamasinda eczaneden
alman Progestan® 100 mg (Kog¢ak Farma) yumusak kapsiilleri kullanildi. Progesteron
ilact olarak kullanilan Progestan’dan 2800 mg alinarak DMSO igerisinde ¢oziindiikten
sonra, 0.5 M HCIO4 ¢ozeltisi bulunan voltametrik hiicreye, bu hazirlanmis olan
karisimdan pL diizeyinde ilaveler yapildi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler dogrudan analiz i¢in
boliim 3.2°deki voltametrik yontem uygulandi. Miktar tayini islemi kalibrasyon yontemi

ile gerceklestirildi.

3.3.1.2. Kan Numuneleri

Kan numunesi (serum), Batman Kadin Dogum ve Cocuk Hastaliklar
Hastanesinin biyokimya labaratuvarindan ila¢ kullanmayan saglikli ve goniillii gebe bir
kadindan deneyden hemen 6nce alindi. 1 mL serum numunesi 9 mL 0.5 M HCIO4
iceren destek elektrolit ¢ozeltisine ilave edildikten sonra bdélim 3.2 kismindaki
voltametrik yontem uygulandi. Progesteron tayini, elektrokimyasal hiicreye standart

standart katma yontemi kullanarak gergeklestirildi. Her deney ti¢ kez tekrar edildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Progesteron Hormonu’nun Elektroanalitik Davramsinin incelenmesi

Karbon temelli kati1 elektrotlardan olan BDD elektrodu iizerinde toplanan
progesteron hormonunun, redoks mekanizmasini, Ppikin yapisini, gerilimi ve
elektrokimyasal stire¢leri yorumlamak, anlam verebilmek i¢in, baslangi¢c deneyleriyle,
degisik pH ortamlarinda, destek ¢ozeltilerinde SWV-AdASV ve CV tekniklerini

kullanarak progesteron molekiiliiniin elektrokimyasal 6zellikleri incelenmistir.

4.1.1. Doniisiimlii voltametri
BDD elektrot yiizeyinde gerceklesen elektrokimyasal siirecin anlasilir olmasi
icin 2x10* M progesteronun 0.5 M HCIO4 ¢ozeltisi i¢inde (0.0 V)-(+2.0 )V gerilim
taramasi, 0.0 V baslangic gerilimi ve 100 mVs? gerilim tarama hizi ile CV’leri
kaydedildi. Sekil 4.1'de 0.5 M HCIO4 ¢ozeltisi icerisinde 2x10* M Progesteron ayni
sartlarda iki dongiilii voltamogrami gosterilmistir. Analit ve destek c¢ozeltisine ait
voltamogramlar karsilastirildiginda yaklagik olarak +1.5 V’ta progesteron bir
yiikseltgenme piki gostermistir.
100
80

70

iﬁﬂ
£ 50
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<40

30
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0 0.5 1.0 1.5 2.0
Gerilim, (vs. Ag/Cl)

Sekil 4.1. 2x10* M Progesteron’un BDD elekirot yiizeyinde 0.5 M HCIO, destek elektrolit iginde iki

dongiilii voltamogrami. Gerilim tarama hizi, 100 mVs™. Kesikli cizgi, destek elektroliti.
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4.1.1.1. Gerilim tarama hizinin etkisi

Gerilim tarama hizinin, progesteron’nun yiikseltgenme tepkimesi tizerine
etkisini arastirmak suretiyle 2x10“ M progesteron’un 0.5 M HCIO4 ¢ozeltisi i¢inde (0.0
V)-(+2 V)-(0.0 V) gerilim tarama penceresinde, 25-900 mVs! tarama hizinda
dontigimlii voltamogramlar1 kaydedilmistir. Sekil 4.2°de goriildiigi gibi tarama hizin
artig1 progesteron molekiiliine ait yiikseltgenme pikinin pozitife kaydigi1 ve daha duyarl
sinyallerin elde edildigi goriilmektedir.

Sekil 4.2°deki voltamogramlar sayesinde pik akimi (ip), gerilim tarama hiz1 (V)

ile pik gerilimi arasindaki bagint1 ¢izelge 4.1°de verilmistir.

180 900 murs
800 mV/s
— 700 mV//s
— 600 mV/is
— 500 mV//s
120 400 mVis
] — 300 mV/s
E 200 m\V/s
=
=T

=

&n

[=]
I

90+ —100 mVis

—50 mV{is
— 25 mV/is

[=1]
[=]
I

0 0.5 1.0 1.5 2.0
Gerilim, (vs. Ag/CI)

Sekil 4.2. 2x10* M Progesteron’un BDD elektrot yiizeyinde 0.5 M HCIO, destek elektrolit icinde (1) 25,
(2) 50, (3) 100, (4) 200, (5) 300, (6) 400 (7) 500 (8) 600 (9) 700 (10) 800 (11) 900 mVs*
gerilim tarama hizlarinda elde edilen doniisiimlii voltamogramlari.

Cizelge 4.1. Progesteron’un voltamogramlarindaki pik gerilimi ve pik akimi iizerindeki gerilim tarama

hiz1 etkisi. Progesteron derisimi 2x10* M; destek elektroliti, 0.5 M HCIO4; Teknik, CV.

v (mVs?) v log v ip (WA) logip Ep, (MV)
25 5 1.39 10,21 0,716838 1514
50 7.07 1.69 11,26 0,91698 1520
100 10 2 12,11 1,004751 1553
200 14.14 2.30 14,34 1,185825 1563
300 17.32 2.48 15,15 1,234264 1578
400 20 2.60 16,23 1,366049 1598
500 22.36 2.69 17,12 1,40002 1613
600 24.49 2.78 18,56 1,455758 1628
700 26.46 2.84 19,15 1,507181 1636
800 28.28 2.90 20,32 1,548021 1647

900 30 2.95 21,71 1,587823 1695
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Cizelge 4.1'de belirlenen degerlerden faydalanarak WV - ip, v - ip ve logv - logip

grafikleri Sekil 4.3'de verilmistir.
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Sekil 4.3.Progesteron’un gerilim tarama hiz1 ve pik akim iliskisi (\V - ip, v - ip ve logv — logi, ) grafikleri

Sekil 4.3°de goriildiigii gibi 25-900 mV s* arasindaki gerilim tarama hizi ile pik

akim iligkisinden elde ettigimiz dogrusallik bagintilar1 asagida verilmistir:

ip(uA) = 1.3025\v (mV s1) -2.547 r =0.991
ip(LA) =0.0367 v (mV s +6.4741 r =0.995
logip = 0.5431 logv —0.0503 r =0.992

Kontrollii bir difiizyon elektrot tepkimesinde ipAlv iliskisi dogrusal olurken ip/v
grafiginde ise iistel bir artis beklenmektedir. ideal sartlarda; adsorpsiyon kontrollii bir
pik de ip/v grafigi dogrusal, ayrica logip/logv grafiginin egimi de 1 olarak bulunur.
Difiizyon kontrollii bir adsorpsiyon s6z konusu oldugunda egim 0.5-1 araliginda olmasi
beklenirken tamamiyla difiizyon kontrollii olursa egim 0.5 olur (Laviron ve ark., 1980).
BDD elektrot yiizeyinde elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; ip/v iliskisinde
dogrusal oldugu goriiliirken ip/v iliskisi kismen iistel artis gdstermis ve logip/log v
iligkisinde egimin yaklasik olarak 0.5431 olmas1 BDD elektrot ylizeyinde gergeklesen
elektrokimyasal siirecin diflizyon kontrollii adsorpsiyon olabilme ihtimali yiiksektir.
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4.1.2. Siyirma voltametrisi
Dontisiimlii voltametriden elde ettigimiz veriler ile ¢alismamizin bu bdoliimiinde
Progesteron hormonunun yiikseltgenmesi, farkli pH’lara sahip destek ¢ozeltilerinde BDD

elektrodu kullanilarak SW-AdSV yontemiyle incelenmistir.

4.1.2.1. Destek elektroliti ve pH etkisi

Deney calismamizda progesteron hormonunun elektrokimyasal 6zellikleri farkli
destek elektrolit(H.SO4, HCIOs ABS, BR, PBS) c¢ozeltiler igerisinde gergeklestirildi.

Yukarida verilen bilgilerden faydalanarak arastirmanin bu béliimiinde 5x10° M
Progesteron; 0.04 M BR( pH 2-10), 0.1 M Fosfat (pH 3, 7.4, 9.0), 0.1 M asetat (pH 4.8)
tamponlar1, 0.5 M H2SO4 ve 0.5 M HCIO4 ¢ozeltilerinde SW-AASV teknigi ile olgiimler
yapildi. Kuvvetli asidik ortam haricinde progesteron BDD elektrot yiizeyinde yiikseltgenme
ozelligi gostermedi. Sekil 4.4’de Progesteron’un 0.5 M H>SOs ve 0.5 M HCIO4
cozeltilerinde SW-AdSV teknigi ile voltamogramlari kaydedildi.

45

0.5 M HCIO4
40 ’ ~
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Sekil 4.4. 2x10° M Progesteron’un BDD elektrot yiizeyinde 0.5 M H.SO4 ve 0.5 M HCIO, destek elektrolitler
i¢inde elde edilen SWV-AdSV egrileri, Biriktirme gerilimi/siiresi: 0.4 V/120 s, SWV degiskenleri:
frekans, 45 Hz; adim gerilimi, 9 mV; amplitiid, 90 mV.
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4.1.2.2. Biriktirme/styirma kosullarinin etkisi

Calismanin bu kisminda, progesteronun BDD elektrot yiizeyindeki adsorptif
ozellikleri analiz edilmistir. 5x10° M derisimindeki progesteronun 0.5 M HCIOq4
tamponundaki biriktirme siiresi (tacc) Ve biriktirme gerilimi (Eacc) kosullar1 etkisi Sekil
4.5'de verilmistir.

Analitik puls tizerinde tacc etkisi, Eacc degeri 0.0 V'da sabit tutulup 0-210 s
araliginda incelendi. Puls 120 saniyeye kadar artmis, sonra da bu puls biraz diiserek
sabit bir degere ulasmistir. Bu durum, elektrot ylizeyinde Yyeterince progesteron
molekiiliiniin bulundugu kantidir. Siyirma pik akimi/Eacc iliskisi, tacc = 120 s kosulunda
0.0 V ile +0.7 V araliginda analiz edildikten sonra; tacc = 120 S ve Eacc = 0.4 V’un en

uygun oldugu sonucuna varilmistir.

40 120 12 0.4
150
s A 210 180 B
30 % 24
60
izs_ 2 s 0.3
= oF g’
= 0 =
<asp 0.2
10F 8-
0.7
sk
0 0
L L L L | L L L |
0 0.5 1.5 2.0 0 0.5 1.5 2.0

1.0 10
Gerilim, (vs. Ag/Cl) Gerilim, (vs. Ag/Cl)

Sekil 4.5. 5x105 M Progesteron’'un BDD elektrot yiizeyinde 0.5 M HCIO,4 destek elektrolit i¢inde elde
edilen SW-AdSV egrileri tizerinde biriktirme siiresi (A) ve biriktirme gerilimi (B) etkisi. SW
degiskenleri: frekans, 45 Hz; adim gerilimi, 9 mV; amplitiid, 90 mV.

4.1.2.3. Kare dalga degiskenlerinin etkisi

Biriktirme/siyirma degiskenlerin optimum kosullari belirlendikten sonra analitik
sinyalin en iyi belirginlestigi SW degiskenlerin (adim gerilimi, amplitiid ve frekans)
optimum kosullart c¢alisilmigtir. Her SW parametresi ic¢in diger iki parametre
degerlerinin sabit tutuldugu kosullarda voltamogramlar kaydedilmistir.

Deneyler 5x10° M progesteron 0.5 M HCIO4 destek ¢ozeltisinde; adim gerilimi
(0.001-0.01 V; sekil 4.6), amplitude(0.1-0.09 V; sekil 4.7) ve frekans (10-70 Hz; sekil
4.8) araliklarinda calisilmistir. Elde edilen Vvoltamogramlar degerlendirildigi zaman; pik
sekli ve siddeti agisindan en iyi SW degiskenleri olarak; frekans= 45 Hz, adim gerilimi =
0.009 V ve amplitiid = 0.09 V degerleri secilmistir.
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Sekil 4.6. 5x10° M Progesteron’un BDD elektrot yiizeyinde 0.5 M HCIO, destek elektrolit i¢inde farkls

gerilimi adiminda SW-AdSV egrileri ve dagilim grafigi.

60

50

40

Akim [/ pA

20

10

0 05

1.0
Gerilim, (vs. Ag/Cl)
Sekil 4.7. 5x10° M Progesteron’un BDD elektrot yiizeyinde 0.5 M HCIO, destek elektrolit i¢inde elde

edilen SW-AdSV egrileri tizerinde amplitiid etkilerindeki dagilim grafigi.
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Sekil 4.8. 5x10° M Progesteron’un BDD elektrot yiizeyinde 0.5 M HCIO,4 destek elektrolit i¢inde elde
edilen SW-AdSV egrisi lizerindeki Frekans etkisi.

4.1.3. Gelistirilen yontemin analitik performans 6zelliklerinin incelenmesi

Yukarida verilen bilgiler degerlendirildiginde, analitik kullanim bakimindan
cozelti ortaminda yiiksek akim yanit1 ve pik yapisi (bir tane pikin belirgin olugmasi)
elde edildi. Gergek numunelerden gelebilecek olan girisim etkisini ortadan kaldirmak
veya etkiyi diisiirmek icin sartlara bagli olarak bu ¢ozelti (HCIO4) ortaminda
progesteron tayini i¢in analitik ortam secilebilir. Bu ¢alismada BDD elektrodu ile
gelistirilen voltametrik yontemin, duyarlilik, ¢alisma araligi, tekrarlanabilirlik, gibi
analitik performans o6zellikleri, optimum 0.5 M HCIO4 ortaminda destek ¢ozeltinin
icinde arastirildi ve progesteron molekiiliiniin tayinine iliskin en iyi voltametrik yontem

ve analitik sartlar Cizelge 4.2'de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Progesteron tayini i¢in voltametrik teknik ile elde edilen en iyi deneysel

kosullar

Yontem SW-AdSV

Elektrot BDD

Destek elektroliti 0.5 M HCIO4

Adsorptif styirma degiskenleri
Eacc ov
tace 120s
Kare-dalga degiskenleri

f 45 Hz
AEs 9mv
AEsw 90 mv

Progesteron genis bir derisim arahiginda (1x107 M-7.1x10° M), her bir deney
ayn1 ¢Ozelti i¢inde {iger tekrar yapilarak SW-AdSV voltamogramlar kaydedildi. Elde
edilen voltamogramlar ve derisim (C)-pik akimi (ip) iliskisi Sekil 4.9'da verilmistir.
Analitik performans sonuglar ilgili kalibrasyon grafiklerinden hesaplanarak Cizelge

4.3'de sunulmustur.

9.0
Ip(nAa=1.2133 C{uM)-0.393 n=8 r=0.991
10 -
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»
g
6.0
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0 0.5 1.0 1.5 2.0
Gerilim, (vs. Ag/Cl)

Sekil 4.9. 0.5 M HCIO, destek elektrolit iginde farkli derisimlerdeki (0;Destek elektrolit, 1;0.1 uM, 2;1.1
uM, 3;2.1 puM, 4;3.1 uM, 5;4.1 uM, 6;5.1 uM, 7;6.1 uM, 8;7.1 uM) Progesteron’un BDD
elektrot ylizeyinde elde edilen SW-AdSV egrileri. Eaac=0 V, tacc:120, SW degiskenleri: f = 45 Hz,
AEs: 9 mV, AESW: 90 mV
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Cizelge 4.3. Progesteron’un BDD elektrot yiizeyinde SW-AdSV teknigi ile elde edilen
kalibrasyon grafiklerinin analitik performans verileri.

Gerilim, V +1.51
Calisma Arahgi, pM 0.1-7.6
Kesisim -0.393
Egim 1.2133
Tekrarlanabilirlik (pik akimi) 5.04

(BSS,%) n: 3

Korelasyon katsayisi (r) 0.991
LOD, uM 0.012 (3.77 ug LY
LOQ, ptM 0.04

Progesteron igin gelistirilen BDD elektrodun tekrar edilebilirlik diizeyini belirlemek
icin 4.1x10® M derisimde ¢ozeltiler, en uygun deneysel kosullarda ayni giin icerisinde SW-
AdSV egrileri kaydedilmistir. Pik akim degerleri voltamogramlar iizerinden okunmus ve
degerleri giin-igi olarak degerlendirilmistir.

Gozlenebilirlik sinirt (LOD) ve en diisiik tayin sinir1 (LOQ) degerleri; LOD = 3 s/m;
LOQ = 10 s/m esitliklerine gore hesaplanmistir. Bu esitliklerde yer alan s, dogrusallik
araligindaki en diisiik derisime karsilik gelen pik akiminin (3 deger ortalamasi olarak) standart
sapmasini, M ise kalibrasyon denklemindeki egimi ifade etmektedir.

Cizelge 2.3 incelendiginde, progesteron tayini igin Onerilen elektrokimyasal
caligmalarin ¢ogunlugunda modifiye elektrot kullanmilmistir. Bu tez c¢alismasinda BDD
elektrot iizerinde gelistirilen voltametrik yontemin duyarlilik bakimindan analitik
performansi, daha 6nce kaynakgada kayith olan diger elektroanalitik yontemlerinkine gore
daha iyi yada biiyiik 6l¢iide denklik gostermektedir.

4.2. Gercek Ornek Analizleri
Gelistirilen yontemin gergek orneklerdeki performans o6zelliklerini dogrulamak

icin, uygulanabilirligi ticari ilag sekillerinde ve kan serum érneklerinde denenmistir.

4.2.1. Enjektabl ¢ozeltiler

Yontemin ticari ilag sekline uygulamasinda eczanelerden alinan Progestan®100
mg 28 adet yumusak kapsiil kullanilmistir. Boliim 3.2.1.1'de belirtildigi gibi deneyler
gerceklestirilmistir. Tablet analizine iliskin voltamogramlar ile standart Progesterona ait

voltamogramlar karsilastirilip ¢akistirildiginda egrilerin uyumlu ve bu kosullarda miktar
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tayinin  gergeklestirilebilecegini  gostermistir.  Elde edilen  voltamogramlardan
yararlanarak progesterona ait ylikseltgenme pik akim degerleri ilgili kalibrasyon
(Ip(uA)= 1.2133 C(nA)- 0.393) bagmtisinda yerine konularak tabletlerin icerdigi
progesteron miktarlar1 hesaplanarak gercek degerler ile kiyaslanmistir. ilave olarak
gelistirilen voltametrik yontemin dogrulugu icin, geri kazanim caligmasi yapilmistir.
Elde edilen sonuglardan(cizelge 4.4) gelistirilen voltametrik yontemin farmasoétik ilag

sekillerine basaril1 bir sekilde uygulanabilecegini gostermistir.

Cizelge 4. 4. Progesteron iceren yumusak tabletlerde SW-AdSV analiz bulgulari

Ornek Bulunan(mg)®P Geri Kazamim®(%) = %BSS
1 92 92+4.21
2 107 107 £4.75
3 108 108 +4.01
4 91 91 +5.03
5 106 106 +5.22

aBir tablet, 100 mg progesteron igerir.
bSonuclar, {i¢ analizin ortalamasidur.

4.2.2. Biyolojik s1vi numuneleri

Progesteron molekiiliiniin biyolojik sivilardaki tayini igin BDD elektrodu
tizerinde gelistirilen voltametrik yontemin tekrar edilebilirligi ve duyarliligr iyi olmasi
nedeniyle kan 6rnegi gibi karmasik madde ortamlarinda (tuz, su ve bazi biyomolekiiller
bulunur) da bu yontemin uygulanabilirlik kosullar1 arastirilmistir. Progesteron katilmis
biyolojik sivi numuneleri, hi¢cbir karmasik On-islem ve ayirma islemi kullanmadan
secilen destek elektroliti ile seyreltilerek analiz edilmistir.

Bolim 3.3.1.2 ve 3.3.1.3’de anlatilan yol izlenerek hazirlanan biyolojik sivi
numunelerin (kér 6rnek) voltamogramlarinda progesteron sinyalinin gozlendigi gerilim
araliginda biyolojik sivilarda bulunan biyomolekiillere (iirik asit, askorbik asit,

dopamin, mineraller gibi) girisim yapabilecekleri bir sinyal vermediler.
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Sekil. 4.10 0.5 M HCIO4 ortaminda progesteron’un BDD elektrot ile kadin kan numunesinde
standart katma(0;Destek elektrolit, 1;0 uM, 2;1.75 uM, 3;2.75 uM, 4;3.35 uM,
5;4.75 uM, 6;5.75 pM) ile elde edilen SW-AdSV egrileri.

Kan numunelerine ait voltamogramlar sekil 4.11°de gosterilmistir. Styirma
voltamogramlardan goriilecegi gibi kan numunelerinde progesteronun BDD elektrot ile
0.5 M HCIO4 ortaminda miktar tayini segici bir sekilde gergeklestirilebilmektedir.
Yakalsik +1.51 V dolayinda gozlenen yiikseltgenme piki standart progesteron ¢ozeltisi
eklenmesi ile diizgiin olarak arttig1 gézlenmistir. Serum numuneleri styirma oncesi 1/10
oraninda destek ¢ozeltisi ile seyreltilmistir. Insanlardaki progesteron diizeyi bu kisilerin
fizyolojik durumlarma gore degisebilmektedir. Hamileligin son iigte birlik kisminda
progesteron diizeyi (48-300 pg/L) araligindadir. Calismamizda yaklagik 30 haftalik
hamile olan bir kadindaki serum numunesinde standart katma yonteminin uygulandigi
caligmada, 59.7 ng/L progesteron bulunmustur. Cizelge 4.5'de gosterildigi gibi, bulunan
degerle serum numunesine eklenmis progesteron derisimi arasindaki uygunluk (yeterli
geri kazanim degeriyle birlikte) dnerilen yontemin progesteron’un kan drneklerinden de

ortalama % 96.2 geri kazanim ile dogru olarak tayin edilebilecegini gostermistir.
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Cizelge 4.5. Progesteron’nun serum numunesinde standart katma ile elde edilen SW-

AdSV analiz bulgular1
Ilave edilen (uM)> Bulunan(uM)+%BSS Geri Kazanim (%)+%BSS
0 0.019 0+5.18
1.75 1.548 87.35+5.48
2.75 2.843 102.69 = 4.67
3.75 3.488 92.51+5.21
4.75 4.598 96.40 + 5.09
5.75 5.888 102.07 £4.32

8Sonuglar, standart katma ilavesi ile birbirinden bagimsiz elde edilen ti¢ degerin
ortalamasidir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

"Kaynak Arastirmasi” bolimiinde gizelge 2.3°te 6zetlenen, progesteron tayinine
yonelik kaynakcada kayitli ¢alismalar indirgenme ve yiikseltgenme yoOniinde ve biiyiik
Olgiide farkli ajanlarla tasarlanmis modifiye elektrotlarin  kullanilmasi ile
gerceklestirilmistir. Bu tez kapsaminda sunulan ¢aligmada ise BDD elektrodun 0.5 M
H2SO4 ortaminda katodik olarak aktivasyonu sonucunda 0.5 M HCIO4 ortaminda BDD
elektrot yiizeyinde yeni ve alternatif bir elektroanalitik yontem gelistirilmistir. BDD
elektrodun H2SOs4 ve HCIOs disindaki destek elektrolit ¢6zeltilerinde elektroaktif
olmadig1 gdzlemlenmistir. Onerilen yontem, higbir organik ¢dziicii kullanmadan, uzun
zaman alan ayirma islemlerine ya da maliyeti yiiksek cihazlara gereksinim duymadan
basit bir seyreltme iglemi sonrasi kan serum ve ilag sekline basarili bir sekilde
uygulanmustir.

BDD elektrot ile yapilan bu caligmada ilgili elektroda uygulanan katodik on
islem ile kuvvetli asidik ortamda progesteron’un yiikseltgenmesi iizerinde son derece iyi
bir elektrokatalitik etki gdstermistir. ilk olarak Progesteron’'un BDD elektrodu
yiizeyinde yiikseltgenme ozellikleri, SWV, CV, SW-AdSV teknikleri ile incelendi.
Ortammn pH’1, destek ¢ozeltisinin Ozellikleri ve kullanilan madde derigimlerinin
yiikseltgenme durumu tizerine etkileri ¢ok duyarli bir bi¢imde incelenmistir. BDD
elektrodun katodik olarak on islem goérmesi sonucunda progesteron sadece kuvvetli
asidik ortmada elektrokatalik ozellik gostermistir. Sekil 4.4’te goriildiigii  gibi
progesteron BDD elektrot iizerinde 0.5 M HCIO4 ortaminda daha duyarli sonuglar
vermistir. Progesteronun BDD elektrot iizerinde Kkuvvetli asidik ortamda (0.5 M
HCIO4), elektrokimyasal siireci su sekilde olabilir; ilk yiikseltgenecek bag alken bagidir;
bu alken bag1 dnce diole, sonra da karboksilik aside veya ketona yiikseltgenir(birincil
alkol ise karbosilik aside, ikincil alkol ise ketona yiikseltgenir). Kuvvetli asidik ortamda

elektrokimyasal siire¢ asagidaki gibi gosterilebilir.
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Sekil 5.1 Progesteron’un yiikseltgenme mekanizmast

Kaynakcada yer alan ve ¢izelge 2.3'de 6zetlenen elektrokimyasal ¢aligmalarda;
indirgenme temelli siiregte, DME (LOD:0.2 nM) (Wang ve ark., 1985) ve (LOD:20
nM) (Hu ve ark., 1991), GCE (LOD:500 nM) (Arevala ve ark., 2008), BIFE (LOD:180
nM) (Lima ve ark., 2013) ve (Zidaric ve ark., 2018), GO-IMZ/GCE (LOD:68 nM)
(Gevaerda ve ark., 2018) SnFE (LOD:120 nM) (Das ve Sangaranarayanan 2018)
elektrotlar iizerinde biyolojik sivi ve ilaglarda progesteron tayini gerceklestirilmistir.
Yiikseltgenme temelli siiregte ise GCE/AuNPs/MnSB (LOD:11.4 nM) (Shamsipur ve
ark., 2017), GQDs-PSSA/GO/GCE (LOD:0.31 nM) (Arvand ve Hemmati 2017a) ve
Fe304@GQD/f-MWCNTS/GCE (LOD:2.18 nM) (Arvand ve Hemmati 2017b)
elektrotlar1 iizerinde biyolojik siv1 ve ilaglarda progesteron tayini gergeklestirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda ilk defa ¢alisma elektrodu olarak kullanilan BDD elektrot,
herhangi bir kimyasal islem uygulanmadan (sadece katodik yonde elektrokimyasal bir
On-iglem uygulandi) Progesteron’un ¢ok diisiik derisimlerinin saptanabilmesine imkan
saglamistir. BDD elektroda uygulanan aktivasyon uygulamasi (Avaca ve ark., 2004,
Simon, 2007; Carlos, 2006; Zhao, 2007; Sentiirk ve ark., 2014) bilim insanlarinin da
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ifade ettikleri gibi elektrot yiizeyini aktiflestirerek hedef analitin redoks olayinda
elektrodun elektrokatalitik etkinligini artirmaktadir. Bu elektrokimyasal aktivasyon
uygulamasi ¢ok hizli, maliyeti ucuz, basit ve toksik kimyasal madde gerekmedigi i¢in
cevreye zararli olmayan, elektrokimyasal bir 6n islemdir. BDD elektrodun yiizeyinde
toplanan progesteron bulgular1 ve elde edilen sonuglar goriisiimiizii desteklemektedir.
Progesteronun kan serumunda ve farmasotik ilag sekillerinde tayini igin onerilen
elektrokimyasal ¢alismalar; yukarida ve ¢izelge 2.3°de 6zetlenen bilgilere baktigimizda
BDD celektrot ile elde edilen duyarlilik sonuglari(LOD:12 nM) denk ya da daha iyi
oldugu goriilmektedir. Ayrica tarafimizca ilk kez gelistirilen bu voltametrik yontemin
analitik performansi, ¢izelge 2.2°de Ozetlenen spektroskopik ve kromatografik
yontemler ile kiyaslanabilir seviyededir.

Bu arastirmada Onerilen voltametrik yontem, analitik uygulamasi disinda
farmakolojik agidan da degerlidir. Deney sonuglarindan edinilen bilgi, biyolojik
sistemlerdeki metabolik degisim mekanizmasinin aydmnlatilmasinda gelecekteki

calismalara 1s1k tutabilir.
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