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Sunulan tez ¢aligmasinda, Hodgkin lenfoma tedavisinde kullanilan bir antikanser ilag
olan Brentuksimab vedotin’in elektrokimyasal tayini icin Bor-katkili elmas elektrodun
kullanimina dayanan yeni bir elektroanalitik teknik gelistirilmistir. Gelistirilen bu elektroanalitik
teknikte, siilfiirik asit ortaminda elektrokimyasal olarak aktive edilen bor-katkili elmas elektrot
iizerinde, Ozellikle bazik ortamda Brentuksimab vedotin’in dongiilii voltametri teknigi ile
yaklagik +1.35 V civarinda tersinmez bir dalga verdigi goriilmiistiir. Brentuksimab vedotin’in
kantitatif tayini i¢in gelistirilen teknikte, Britton-robinson (pH =8.0) destekleyici elektrolit
ortaminda bor-katkili elmas elektrot {izerinde 9.99 pug/mL ile 49.95 pg/mL derisim araligindaki
dogrusal denklem Ip(uA)=0.026 Cigvq (ng/mL) -0.269, r=0.997 (n=9) olarak belirlenmistir.
Gelistirilen yontemin en diisiik tayin alt simir1 0.98 pg/mL olarak hesaplandi. Ayrica gelistirilen
metod idrar numunelerine standart ekleme-geri kazanma islemi uygulanarak metodun dogruluk
caligmasi yapilmigtir. Yapilan analizler sonucunda idrar 6rneklerinde bulunan Brentuksimab
vedotin icin % 94.25’1ik yiiksek bir geri kazanim sonucu elde edilmistir. Bu da idrarda bulunan
Brentuksimab vedotin’in tayini i¢in gelistirdigimiz elektrokimyasal metodun yiiksek dogrulukla
sonug iiretebildigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Brentuksimab Vedotin, Hodgkin Lenfoma, Bor-Katkili Elmas
Elektrot, Voltametri, Kanser, Idrar
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In the presented thesis study, a new analytical method based on the use of a boron-doped
diamond electrode for the electrochemical determination of Brentuximab vedotin, an anticancer
drug used in the treatment of Hodgkin's lymphoma, was developed. In this developed
electroanalytical technique, it was observed that Brentuximab vedotin produced an irreversible
wave at approximately +1.35 V in a basic medium on a boron-doped diamond electrode that had
been electrochemically activated in a sulfuric acid environment using the cyclic voltammetry
technique. In the technique developed for the quantitative determination of Brentuximab vedotin,
the linear equation in the concentration range of 9.99 ug/mL to 49.95 pg/mL on a boron-doped
diamond electrode in a Britton-Robinson (pH =8.0) supporting electrolyte medium was
determined as Ip(nA)=0.026 C[BV] (ug/mL) -0.269, r=0.997 (n=9). The lowest detection limit
of the developed method was calculated as 0.98 pug/mL. In addition, the accuracy study of the
developed method was carried out by applying a standard addition-recovery process to urine
samples. As a result of the analysis, a high recovery result of 94.25% was obtained for
Brentuximab vedotin found in urine samples. This has shown that the electrochemical method we
developed for the determination of Brentuximab vedotin in urine can produce results with high
accuracy.

Keywords: Brentuximab Vedotin, Hodgkin's Lymphoma, Boron-Doped Diamond
Electrode, Voltammetry, Cancer, Urine
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

A: Amper

M : Molarite

V: Volt

mV :  Milivolt

mVs:  Milivolt saniye
mL : Mililitre

mg : Miligram

ug : Mikrogram
PA : Mikroamper
pl : Mikrolitre
mV s : Saniye bagna milivolt
ip: Pik akimi

Anodik pik akimi
Katodik pik akimi

E: Gerilim

Ep: Pik gerilimi

Epa Anodik pik gerilimi

Epc Katodik pik gerilimi

Agp Pik potansiyelleri arasindaki fark
S: Saniye

m: Egim

' Gerilim tarama hizi

n: Redoks tepkimesinde aktarilan elektron sayisi
Hz: Hertz

Kisaltmalar

APT:  Anodik 6n islem

ASV :  Anodik styirma voltametrisi
AdSV :  Adsorptif styirma voltametrisi
BR: Britton-Robinson

BV :  Brentuksimab vedotin

BDD : Bor katkili elmas

BSS:  Bagil standart sapma

CSV: Katodik styirma voltametrisi

CPT: Katodik 6n islem

CV.: Donitistimlii voltametri

HPLC : Yiiksek performansl sivi kromatografisi
HL : Hodgkin lenfoma

PBS: Fosfat tamponlu tuzlu su

SWV : Kare dalga voltametrisi

TS: Tayin sinir1

TAS: Tayin alt sinirt



1. GIRIS

Kanser, normal hiicre bolinme dongisiiniin gézden kagirilarak anormal
hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesinin oldugu bir hastaliktir. Milyonlarca insani 6ldiiren
diinyadaki en oliimciil hastaliklardan biridir ve dolayisiyla 21. yiizyilin baglica saglik
sorunlarindan biridir (Tekade ve Sun, 2017). Kanserdeki siireg, yeni bir kilcal kan damari
aginin gelismesiyle, yani anjiyogenezle diizensiz hiicresel biiylimeyi igerir ve kanser
dokularindan gelen hipoksi, asidik pH, hipoglisemi, mekanik stres, inflamatuar tepkiler
ve mutasyonlar gibi gesitli sinyallerle tetiklenir. Genetik ve fenotipik diizeylerdeki
karmagiklik nedeniyle kanser, ¢esitli klinik mekanizmalar ve ilag direnci sergiler
(Orgogozo, Morizot ve Martin, 2015).

Saglikli hiicreler, hiicrenin bdliinmesi, farklilasmas1 veya 6lmesi yoniinde emir
veren sinyallere maruz kalir. Kanser hiicreleri bu sinyallerden bu otomatik modeli
gelistirir, bu da 6liimciil olabilen kontrolsiiz biiyiime ve ¢ogalmaya neden olur (Tekade,
vd. 2015). Kanserin gelisimi tiitiin gibi dis faktorlere, kimyasallar, radyasyon, bulasici
organizmalar gibi c¢evresel faktorlere ve hiicre benzeri genetik kusurlar, hormonal
degisiklikler, bagisiklik kosullar1 ve mutasyonlar icindeki elementlere baglidir ve
bunlarin tiimii anormal hiicre davranisina ve asir1 gogalmaya neden olur (Dy, vd. 2017).

Kansere radikal bir tedavi saglayacak mevcut terapotik ilaglarin bulunmamasinin
en biiyiik nedeni, kanserin tekrarlamasidir. Bugiine kadar insanlarda ¢ok sayida kanser
vakasi rapor edilmistir. Baslica tiirleri arasinda bez adenokarsinomu (serviks, meme,
prostat, yumurtalik, kolon, akciger, pankreas), membran skuamoz hiicreli karsinomu
(deri, akcigerler), tirotelyal, adacik ve 16semi yer alir (Tekade, vd. 2015). Kanserin ilk
belirtileri arasinda ates, agri, bulanti, yorgunluk, kusma, ani kilo kaybi, 6ksiirtik, biling
kaybu, ciltte anormallikler, bagirsak aligkanliklarinda degisiklik ve kaygi gibi semptomlar
bulunur; bu belirtiler, kanserin tiirline bagli olarak farklilik gosterebilir. Kanser, kan testi,
kolonoskopi, mamografi, radyografi, cerrahi biyopsi, manyetik rezonans goriintiileme,
tiim viicut bilgisayarli tomografi taramasi ve biyoalgilama ile teshis edilebilir (Van Vu,
vd. 2017).

Kan bilesenlerinin tiimdr mikrogevresine s1zdig1 ve makromolekiillerin hizli bir

sekilde temizlenmesine izin vermeyen timdrlerde, artirilmis gegirgenlik ve tutma etkisi
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(Enhanced Permeation and Retention Effect, EPR) gozlemlenir (Kumar, vd. 2016).
Tiimoriin bir diger dnemli 6zelligi pH'1dir ve olasi nedeni hizli hiicre boliinmesidir,
dolayisiyla enerji taleplerini karsilamak i¢in daha yiiksek metabolizma gerektirir. Timor
hiicreleri aerobik ve anaerobik solunuma maruz kalir ve bu da laktik asit ve karbonik asit
gibi asidik ortam1 olusturan yan iiriinlerin olusumuna yol agar (Tang, vd. 2017).

Kanser kemoterapi, radyoterapi, lazer tedavisi, cerrahi veya immiinoterapi ile
tedavi edilir ve bunlarm her biri baz1 dezavantajlarla iliskilidir. Ozellikle kemoterapotik
maddeler direng¢ gelisimi nedeniyle bir siire icerisinde etkinliklerini kaybederler, ayni
zamanda oldukga toksiktirler ve yan etkilerle iliskilendirilebilirler (Wang, vd. 2017).
Antikanser ilaglarin literatiirde farkli teknikler ile tayinleri bulunmaktadir (Aslan vd.,
2023a; Aslan vd., 2023b; Atay vd. 2023; Onal ve Levent 3023; Aslan ve Levent 2024;
Aslan vd., 2024; Ozer ve Levent 2024).

Yapilan kaynakca arastirmasina gore, Brentuximab vedotin (BV) hakkinda farkli
teknik ve yontemlerin oldugu c¢esitli calismalar bulunmasina karsin, higbir
elektrokimyasal temelli ¢alismaya rastlanilmamaistir.

Bu ¢alismanin amaci, Hodgkin Lenfoma (HL) tedavisinde kullanilan BV’nin
elektrokimyasal davraniglarin1 ve miktar tayinini bor katkili elmas elektrot kullanarak
gerceklestirmektir. Elektrokimyasal davranislar, ilacin elektriksel olarak nasil tepkiler
verdigini ve bu tepkilerin elektriksel ozelliklerini arastirmay1 igerir. Ilacin
elektrokimyasal davraniglariin anlasilmasi, ilacin stabilitesi, etkinlii ve emilimi gibi
farmasotik 6zelliklerini degerlendirmek i¢in dnemlidir. Miktar tayini, ilacin belirli bir
numunedeki konsantrasyonunun veya miktarinin dogru bir sekilde 6l¢iilmesi slirecini
ifade eder. Elektrokimyasal yontemler, ilacin miktarini tayin etmek icin hassas ve segici
bir analitik ara¢ olarak kullanilabilir. Bu ¢alismada, ilacin elektrokimyasal davranislari
ile ilgili parametrelerin belirlenmesi ve bu parametrelerin ilacin miktarinin dogru bir
sekilde tayin edilmesindeki etkisinin incelenmesi hedeflenmektedir. Elde edilen sonuglar,
ilacin elektrokimyasal davraniglarinin ve miktar tayininin anlasilmasina katki saglayarak,
ila¢ endiistrisinde ila¢ formiilasyonlari, biyoyararlanim ¢alismalar1 ve ilag kalite kontrolii

gibi alanlarda kullanilabilecek degerli bilgiler sunacaktir.



1.1. Kanser Hakkinda Temel Bilgiler

Kanser, organizmanin herhangi bir bolgesinde anormal hiicrelerin kontrolsiiz
proliferasyonu ile karakterize edilen bir hastaliktir. Bu anormal hiicrelere "kanser
hiicreleri", "malign hiicreler" veya "tlimor hiicreleri" denir ve normal hiicrelerin aksine,
cevresindeki saglikli dokulara invazyon yetenegi gosterirler. Kanserler genellikle, orijin
aldig1 dokuya veya organ sistemine gore isimlendirilir; 6rnegin, meme kanseri, akciger
kanseri ve kolorektal kanser bu gruba dahildir. Normal fizyolojik kosullarda, hasar
gérmiis veya islevini yitirmis hiicreler programli hiicre 6liimii (apoptoz) mekanizmasi ile
elimine edilir. Ancak, kanser hiicreleri bu mekanizmadan kagarak yasamaya devam eder
ve kontrolsiiz sekilde boliinmeye baslar. Bu durum, belirli bir bolgede tiimor kiitlesi
(neoplazm) olusumuna yol agar. Ayrica, kanser hiicreleri bu primer tiimorden ayrilabilir,
kan veya lenfatik sistemler araciligiyla viicudun diger bolgelerine tasinarak burada
sekonder tiimorler olusturabilir. Bu siirece "metastatik yayilma" veya kisaca "metastaz"
ad1 verilir. Ornegin, meme kanseri hiicrelerinin kemik dokusuna metastaz yapmasi
durumunda, hastaya "kemige metastatik meme kanseri" tanisi konulur (Anonymous,
2020).

Normal hiicrelerin anormal sekilde c¢ogalmasma yol acan her tirli etken
potansiyel olarak kansere sebep olabilir. Kanserin bazi etiyolojik nedenleri heniiz tam
olarak bilinmemekle birlikte, ¢evresel faktorler (6rnegin, kimyasal maruziyet, radyasyon)
ve yasam tarzi aligkanliklar1 (sigara kullanimi, sagliksiz beslenme) 6nemli risk faktorleri
olarak tanimlanmaktadir. Ayrica, genetik yatkinlik da kanser gelisiminde kritik bir rol
oynayabilir. Kanser vakalarmin ¢ogunda, cevresel, yasam tarzi ve genetik faktorlerin
karmasik bir etkilesimi sdz konusudur; bu nedenle, bircok hasta bu ¢esitli faktorlerin
kombinasyonu sonucunda kanser gelistirmektedir. Kanserin risk faktorleri Kalitim,
Iyonlastirici radyasyon, Kimyasal maddeler, Ostrojenler, Viriisler, Stres, Yas ve
Beslenme faktorleri; Et, enerji dengesi, yag, protein, alkol, nitratlar olarak siralanabilir
(Anonymous, 2020).

Bazi kanser tiirleri kalitim ile iligkilidir; meme, yumurtalik ve kolorektal kanser
gibi. Karsinojenlere uzun ve yogun maruz kalma, kanser riskini artirsa da genetik
yatkinlig1 olan bireylerde kanser her zaman gelismeyebilir. Ayrica, bagisiklik sistemi
potansiyel kanser hiicrelerini yok ederek hastaligin O6nlenmesinde rol oynayabilir.

Iyonlastiric1 radyasyon; uranyum, radon, ultraviyole 1sinlar1 ve alfa, beta, gama ile X



1isinlart gibi radyasyon kaynaklari, DNA zincirlerinde hasar olusturarak mutasyonlara
neden olabilir. Bu mutasyonlar, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasini tetikleyerek kanser
riskini artirabilir. Kimyasal maddeler; kanserojenler, genetik materyalde mutasyonlara
neden olabilen kimyasal maddelerdir. Benzen, asbest, nikel, kadmiyum, vinil kloriir,
benzidin, N-nitrozaminler ve sigara dumani bu maddelere 6rnek olarak verilebilir.
Ozellikle sigara dumani, 66'dan fazla kanserojen madde icerigiyle kansere yol acabilecek
genetik degisikliklere zemin hazirlar. Ostrojenler; Ostrojenler, menopoz sonrasi
semptomlarin azaltilmasi ve osteoporozun Onlenmesi amaciyla kullanilmaktadir, ancak
meme ve endometriyal kanser riskini artirict etkiler gosterebilir. Viriisler; bazi viriisler,
malign hastaliklarin olusumunda etkili olabilir. Ornegin, Hepatit B viriisii karaciger
kanseri ile iliskilendirilirken, insan papilloma viriisii ve Epstein-Barr viriisii onkojenik
ozellikler tasiyabilir. Stres; stres, timiis bezi ve bagisiklik sistemi tizerinde baskilayici
etkiler yaratabilir ve hipotalamus-hipofiz-adrenal korteks yoluyla hormonal degisimlere
yol agabilir. Bu siireg, kaygmin malign timor gelisimini tetiklemesine katkida
bulunabilir. Yas; Kolorektal kanser riski yasla birlikte yiikselir ve 65 yas istii bireylerde,
40-64 yas grubuna kiyasla 6 kat daha yaygindir. Bu durum, yaslanmayla birlikte biriken
genetik mutasyonlarin etkisini gostermektedir. Beslenme faktorleri — Et; kirmizi ve beyaz
et tilkketimi kolon kanseri riskini artirabilir. Bunun yaninda, yiliksek miktarda balik sosu
tilketimi mide kanseri gelisimi i¢in bir risk faktorii olusturabilir. Enerji dengesi; viicut
agirhigi, viicut kitle indeksi ve relatif viicut agirligi, meme, endometrium, safra kesesi ve
bobrek kanserleriyle olumlu bir iliskiye sahiptir. Ayrica, fiziksel hareketsizlik, yiiksek
enerji alimi ve biiyiik viicut kiitlesi, hem erkeklerde hem de kadinlarda kolon kanseri
riskini artirabilir. Yag; yiiksek doymus yag tiiketimi, prostat kanseri riskinin artmasiyla
iligkilendirilmistir. Protein; yiiksek et tiiketimi, kolon kanseri ve ileri evre prostat kanseri
riskinin artistyla iliskilendirilmistir. Alkol; alkol, agiz, yutak ve yemek borusu
kanserlerinin gelisiminde 6nemli bir rol oynar ve tiitiinle birlikte sinerjik etkiler
gosterebilir. Ayrica, bira tiikketimi kolorektal kanser riskini artirabilir. Nitratlar; nitratlar,
sebzeler ve igme suyunda bulunurken, sodyum ve potasyum nitratlar gidalarin tuzlanmasi
ve kiirlenmesinde kullanilir. Nitrozaminler ise tiitiin ve tiitiin dumaninda yer alir. Hem
nitratlar hem de nitrozaminler, gii¢lii kanserojen maddelerdir (Anonymous, 2020).
Kanser belirtileri, tliriine ve metastaz yaptig1 organlara baglh olarak degisir.
Ornegin, meme kanseri memede bir yumru veya meme basi akintisi seklinde ortaya

cikabilirken, metastatik meme kanseri agri, asir1 yorgunluk veya nobetler gibi
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semptomlarla kendini gosterebilir. Bazi hastalar, kanser ilerlemeden 6nce herhangi bir
belirti gdstermez. Kanser belirtisi olabilecek yedi semptom sunlardir: bagirsak veya
mesane aligkanliklarindaki degisiklik, iyilesmeyen bogaz agrisi, olagandisi kanama veya
akinti, kalinlasma veya yumru, kronik hazimsizlik veya yutma zorlugu, ben veya sigil
degisiklikleri, inatc1 oksiiriik veya ses kisikligi (Anonymous, 2020).

Kanserler, basladigi dokuya gore ¢esitli tiirlere ayrilir. Karsinom; cilt ve i¢
organlar1 kaplayan dokularda baglar, 6rnekler arasinda akciger, kolon, pankreas ve
yumurtalik kanserleri bulunur. Sarkom; kemik, kas, yag ve diger bag dokularinda baslar
ve osteosarkom, liposarkom gibi tiirleri igerir. Losemi; kemik iligi gibi kan olusturan
dokularda baslar ve anormal kan hiicrelerinin iiretimine yol acar. Lenfoma ve Miyelom,
bagisiklik hiicrelerinde baslayan kanserlerdir. Merkezi sinir sistemi kanserleri, beyin ve
omurilikte gelisen tiimorleri kapsar (Anonymous, 2020).

Kanser tedavisi, hastanin kanser tiirii ve evresine gore degisiklik gosterir. Bazi
hastalar yalnizca bir tedavi yontemi alirken, ¢ogu kisi birden fazla tedavi
kombinasyonuna basvurur. Tedavi tiirleri arasinda cerrahi miidahale, radyasyon terapisi,
kemoterapi, immiinoterapi, hedefli terapi, hormon terapisi, kok hiicre nakli ve kesin tip
yer alir. Cerrahi, kanseri viicuttan ¢ikarma islemi iken, radyasyon terapisi kanser
hiicrelerini 6ldiirmeyi amaclar. Kemoterapi, ilaglarla kanser hiicrelerini hedef alir,
immiinoterapi ise bagisiklik sistemini kanserle savagmasi i¢in aktive eder. Hedefli terapi,
kanser hiicrelerinin biiyiime ve yayilmasina yol acan degisiklikleri hedef alirken, hormon
terapisi hormonla beslenen kanserlerin biiyiimesini durdurur. Kok hiicre nakli, yiiksek
doz tedavi sonrasi kan hiicrelerini geri kazandirir, kesin tip ise genetik analizler
yardimiyla kigiye 6zel tedavi segiminde bulunur (Anonymous, 2020).

Kanser tedavisinde kullanilan bazi ilag gruplar1 Tablo 1.1°de gosterilmistir.



Tablo 1.1. Baz1 Antikanser ilag gruplart

1. Alkilleyiciler IV. Bitkisel kaynakl ilaclar
A.Azotlu hardallar A.Vinka alkaloidleri
1.Mekloretamin (azotlu hardal) 1.Vinkristin
2.Siklofosfamid 2.Vinblastin
3.Klorambusil B.Epipodofilotoksinler
4.Melfalan 1.Etopozid

5 Ifosfamid 2.Teniposid

B.Alkil siilfonatlar C.Taksanlar

1.Busulfan 1.Paklitaksel
C.Nitrozotireler 2.Dosetaksel
1.Karmustin D.Kaptotesin tiirevleri
2.Lemustin 1 Irinotekan

3.Semustin 2.Topotekan
4.Streptozosin V. Enzimler

D.Etileniminler

A.L-Asparaginaz

1.Tiotepa V1. Stereoid Hormonlar ve Antagonistleri
E.Triazinler A.Glukokortikoidler
1.Dakarbazin B.Ostrojen, antidstrojenler

1. Antimetabolitler

1.Tamoksifen sitrat

A.Folik asit antimetabolitleri

2.Estramustin sodyum fosfat

1.Metotreksat

C.Androjenler, antiandrojenler

B.Piirin analoglari

1.Flutamid

1.Tioguanin D.Progestinler

2.Merkaptopurin E.Liiteinlestirici hormon-salgilayan hormon antagonistleri
3.Fludarabin 1.Buserelin

4 Pentostatin 2.Leuprolid

5.Kladribin F.Oktreotid asetat (Sandostatin)

C.Pirimidin analoglari VII. Monoklonal antikorlar

1.Sitarabin 1.Setuksimab

2.5-fluorourasil

2.Bevasizumab

D.Sitozin analoglart

3.Brentuximab Vedotin

1.Desitabin VI11. immiinmodiilatérler
2.Gemsitabin A.Levamisol
111. Sitotoksik antibiyotikler B.interferonlar

A.Antrasiklinler

1.Interferon alfa-2a

1.Doksorubisin (Adriamisin)

C.Interlokinler: aldeslokin (interlokinler-2)

2.Daunorubisin (Daunomisin)

IX. Diger antineoplastik ilaglar

3 Idarubisin A Hidroksiiire
4.Epirubisin B.Mitotan
B.Bleomisin C.Heksametilmelamin
1.Bleomisin sulfat D.Sisplatin
C.Mitomisin C E.Karboplatin
D.Daktinomisin (Aktinomisin)

E.Plikamisin (Mitramisin)




1.1.1. Brentuksimab vedotin hakkinda bilgi

HL, hastanin lenf diigimlerinde ¢ok ¢ekirdekli Reed-Sternberg hiicrelerinin (RS
hiicreleri) bulundugu, lenfosit adi verilen spesifik bir beyaz kan hiicresi tiiriinden
kaynaklandig1 bir lenfoma tlirtidiir. Bu rahatsizlik, adinmi ilk kez 1832'de tanimlayan
Ingiliz doktor Thomas Hodgkin'den almistir. Belirtiler arasinda ates, gece terlemesi ve
kilo kayb1 sayilabilir. Cogunlukla agrisiz genislemis lenf diigiimleri boyunda, koltuk
altinda veya kasikta ortaya ¢ikar. Etkilenen kisiler kendilerini yorgun hissedebilir veya
kasmabilirler (Kiippers, 2009).

HL’nin iki ana tiirii klasik HL ve nodiiler lenfosit agirlikli HL’dir. HL vakalarinin
yaklagik yarist Epstein-Barr viriisiine baghdir ve bunlar genellikle Klasik formdur. HL,
lenf sistemi adi verilen bagisiklik sisteminin bir pargasi olan lenf bezlerinde baslayan bir
kanser hastaligidir. Diger risk faktorleri arasinda bu durumun aile 6ykiisii ve HIV/AIDS
olmas1 yer alir. HL, viicutta lenfosit adi1 verilen beyaz kan hiicrelerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Tani1, kanserin varliginin dogrulanmasi ve lenf nodu biyopsilerinde RS
hiicrelerinin tanimlanmasiyla gergeklestirilir. Viriis pozitif vakalar, Epstein-Barr viriisii
ile iliskili lenfoproliferatif hastaliklarin bir formu olarak siiflandirilir (Kiippers, 2009).

Brentuksimab vedotin (BV, Ces76Ho930N169002030S40), genellikle HL ve sistemik
anaplastik biiylik hiicreli lenfoma gibi baz1 tiirlerde kanser tedavisinde kullanilan bir
ilagtir (Sekil 1.1). Bu ilag, lenfoma hiicrelerini hedef alarak 6ldiiren bir tiir hedefe yonelik
tedavi olan bir immiinoterapi tiiriidiir. BV, CD30 ad1 verilen bir proteine baglanarak
kanser hiicrelerini hedef alir ve igerdikleri zehirli bir maddeyi salar, boylece kanser

hiicrelerinin 6liimiine yol acar (Heiser, vd. 2024).
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Sekil 1.1. Brentuksimab vedotin’in yapist
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Brentuksimab vedotin iizerine yapilan son caligmalar, ilacin yeni kombinasyon
tedavilerinde ve farkli CD30 eksprese eden malignitelerdeki roliinli incelemektedir.
Ornegin, BV'nin immiin kontrol noktalar1 inhibitdrleri veya diger hedefe yonelik ajanlarla
birlikte kullanilmasi, tedavi etkinligini daha da artirabilecek potansiyel stratejiler arasinda
goriilmektedir.

Literatiir caligmalari, BV'nin klinik etkinligini ve glivenligini desteklemekte olup,
bu ajana dair aragtirmalarin gelecekte daha da genislemesi beklenmektedir.

Bhatt (2014), B hiicreli non-HL ve alt tiirlerinin tedavisi i¢in yenilik¢i terapotik
yaklagimlar tasarlamak, bu yaklasimlarin etkinligini degerlendirmek ve mevcut
tedavilerin smirlamalarini  agmayr hedefleyen klinik oncesi bulgular sunmay1
hedeflemistir. Calisma, 6zellikle agresif ve nadir bir non-HL alt tiirii olan primer effiizyon
lenfoma ile yiiksek kemorezistans gosteren manto hiicreli lenfoma {izerinde
yogunlagmistir. Calismada, primer effiizyon lenfoma hiicrelerinin ¢ogunun CD30 antijeni
eksprese ettigi ve bu antijenin immiinoterapi i¢in bir hedef olabilecegi belirlenmistir. BV
(anti-CD30 monoklonal antikoru), primer effiizyon lenfoma hiicrelerinde hiicre
cogalmasini azaltmis, apoptozu indiiklemis ve fare modellerinde tlimor regresyonunu
saglamistir. Sonug¢ olarak, bu c¢alisma, non-HL'nin tedavisinde yeni terapdtik
yaklagimlarm klinik dncesi etkinligini ortaya koymus ve klinik uygulamalar i¢in 6nemli
veriler sunmustur.

Hasanali (2015), tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, lenfoid malignitelerin
tedavisinde CD30 ekspresyonu arttirilarak bu hedef tizerinden etkili bir terapinin
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada, BV’nin (CD30’a kars1 hedeflenmis bir
immiinoterap6tik ajan) kullanim alanini artirmaya yonelik yeni stratejilerin tasarlanmasi
hedeflenmistir. Calismada, CD30 ekspresyonunun indiikklenmesini saglayan molekiiler
mekanizmalar ve farmakolojik ajanlar incelenmis, ayrica Epstein-Barr virtisii pozitif
lenfoid malignitelerde CD30’un terapétik bir hedef olarak kullanimini degerlendiren
oncii bulgular sunulmustur. Sonug olarak, bu ¢alisma, CD30 ekspresyonunu artirmanin
molekiiler mekanizmalarini tanimlamis ve bu hedefin indiiklenmesi yoluyla BV’nin
tedavi etkinligini artirma potansiyeli oldugunu gostermistir. Bu bulgular, 6zellikle
Epstein-Barr viriisii pozitif lenfoid malignitelerde yeni ve etkili bir tedavi yaklagiminin
gelistirilmesine 6nemli bir temel saglamaktadir.

Kanada saglik sistemi perspektifinden relaps ve refrakter HL tedavisinde

kullanilan BV ilacinin maliyet-etkinligini degerlendiren bir ¢alisma Babashov (2012)



tarafindan gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, tedavinin yasam boyu maliyetleri ve
faydalarimi simiile etmek i¢in bir Markov karar analitik modeli gelistirilmistir. Model, faz
I klinik ¢alismalardan elde edilen veriler ve Kanada (Ontario)’daki kanser kayitlari ile
idari veritabanlarinin baglantili oldugu cd-link verileri kullanilarak yapilandirilmistir.
Caligma, tedavinin kisi basina 0,352 Kaliteye Ayarlanmis Yasam Y1l1 kazanci sagladigini
ve kisi bagina 108.500 dolar ek maliyete yol agtigini ortaya koymustur. Bu bulgular,
kazanilan Kaliteye Ayarlanmis Yasam Y1l bagina 308.532 dolar olan bir artimli maliyet-
etkinlik oranina isaret etmektedir. Calisma, artimli maliyet-etkinlik orani’nin tehlike
orani, ilag doz basina maliyet ve fayda degerleri gibi parametrelere duyarli oldugunu
gostermistir. Sonug olarak, analiz, BV tedavisinin mevcut Kaliteye Ayarlanmis Yasam
Yili bagina 100.000 dolar esik degerini asarak "zayif kabul kaniti" diizeyinde maliyet-
etkin oldugunu ortaya koymaktadir. Ancak, ilacin birim doz maliyetinde 6nemli bir
indirim yapilmasi1 durumunda artimli maliyet-etkinlik orani’nin diiserek tedaviyi maliyet-

etkin hale getirebilecegi vurgulanmaktadir.



2. ELEKTROKIMYA

2.1. Kat1 Elektrotlarin Varhginda Voltametri

223 yil dnce, pratik elektrokimyanin baslangicini gosteren ilk pil gelistirildi. Cek
bilim adam1 Jaroslav Heyrovsky, 101 yil énce, Ikinci Diinya Savasi sirasinda, civa asili
elektrotlu bir tiir voltametri olan polarografiyi tasarladi (bunun sonucunda 1959'da kimya
alaninda Nobel Odiilii'ne layik gériildii). Bu ayn1 zamanda analizde klasik yaklasimlardan
aragsal yaklagimlara gecisi de isaret ediyordu. Elektroanalitik kimyanin 6nemi artt1 ve 20.
yizyilda olgunluga ulasti. Son elli yil boyunca mikroelektronik ve bilgisayar
teknolojisinin gelismesiyle birlikte cesitli metodolojiler yaratilmig, araglar tasarlanip
tiretilmis ve siki bir teorik ve matematiksel gergeve gelistirilmistir (Lubert ve Kalcher,
2010; Bard ve Zoski, 2000).

Elektroanalitik teknikler kimyanin yani sira elektrik arasindaki etkilesime,
ozellikle akim, potansiyel veya yiik dahil olmak iizere elektriksel degiskenlerin, 6zellikle
bunlarin kimyasal 6zelliklerle baglantisinin dl¢lilmesine odaklanir. Artan hassasiyet;
minimum tespit limitleri; hem organik hem de inorganik olan analit bilesiklerin yani sira
genis yelpazede analiz edilen numuneler; bazi durumlarda 6nemsiz bir matris etkisi;
numunenin yani sira solvent tiikketiminde azalma; bunlar1 diger tekniklerle birlestirme
yetenegi (tekniklerin melezlestirilmesi); cihazlarin diisiik fiyatinin yani sira basit yapist;
ve ayrica bunlar1 otomatik ¢evrimi¢i ve tasinabilir varyasyon analizlerinde kullanma
yetenegi bu tekniklerin ayirt edici 6zellikleridir (Brainina, 2001; Farghaly, Abdel Hameed
ve Abu-Nawwas, 2014).

Cesitli elektroanalitik yaklasimlar Sekil 2.1'de gosterilmektedir (Bard ve
Faulkner, 2000; Wang, 2000). Gozlemlenen ¢esitli sinyaller (potansiyel, akim, direng ve
empedans) cesitli uygulamalar1 miimkiin kilar.

Elektrokimyasal sensorler, bir sensor (elektrot) herhangi bir 6l¢iim cihazinin kalbi
oldugundan, elektroanalitik kimyanin, 6zellikle voltametri dahil potansiyometrinin ve
amperometrinin olusturulmasinda 6nemli bir rol oynamistir (Brett ve Oliveira-Brett,

2011).
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Elektroanalitik Yontemler

Analiz Ortaminin Tamamindaki Yontemler

ﬁ Statik Yontemler i=0
[
ﬁ Kontrolli Akim i
m Degisken Potansiyel
|
(—\ Voltametri m
Karistirilan Cozelti \m&)zem
m

Kontrollii Potansiyel Kulometrisi

Sekil 2.1. Elektroanalitik yontemlerin yapis1 (Wang, 2000)

Dengeyi olusturan iki yar1 reaksiyonu igeren elektrokimyasal hiicrelerin
potansiyellerini izleyerek oksidasyon/indirgenme dengesini kolaylikla analiz edebiliriz.
Sonug olarak, c¢esitli elektrokimyasal hiicre ozelliklerini degerlendirmemiz gerekir.
Elektrokimyasal hiicre, bir elektrolit ¢ozeltisine batirilmis, elektrot olarak bilinen iki
iletkenden olusur.

Bizim i¢in 6nemli olan ¢ogu hiicrede, iki elektrodun etrafindaki ¢ozeltiler farklidir
ve reaktanlar arasinda dogrudan bir reaksiyonu onlemek i¢in ayri tutulmalidir. Sekil
2.2'de gosterilene benzer bir tuz kopriisii, ¢ozeltiler arasinda karismayi 6nlemek i¢in en
sik kullanilan yontemdir. Daha sonra elektrik, potasyum iyonlarinin bir yonde ve kloriir
iyonlarinin ters yonde taginmasiyla bir elektrolit ¢ozeltisinden digerine aktarilir. Bununla
birlikte bakir metali ve giimiis iyonlar1 arasindaki dogrudan baglant1 engellenir (Skoog,
vd. 2013).

Voltametride, numunenin (6rnegin elektrot reaksiyonundan sorumlu iyon veya
molekiil) oksidasyonunu ve/veya indirgenmesini tetiklemek i¢in polarize edilebilir
calisma elektroduna bir 6n ayar saglanir. Bu redoks reaksiyonunun bir sonucu olarak
iretilen akimin biiyiikliigii, analitin konsantrasyonunun bir 6l¢iimii olarak kullanilabilir.
Cagdas sistemlerde, calisma elektrotuna ek olarak, elektrokimyasal hiicre referans
elektrodu, yardimecr (karsit) elektrot ve ¢oziinen Oz2'yi ortadan kaldirmak igin bir N2
temizleme hattindan olusur. Ug elektrot hiicresi (Sekil 2.3) kontrollii potansiyel

aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Hiicrenin ¢alisma, referans ve yardimci elektrotlart analit ¢ozeltisine daldirilir.
Hiicre tipik olarak hacmi 5 ila 50 mililitre arasinda degisen kapali bir kaptir, dolayisiyla
ti¢ elektrotun tliimiinii igerir. Bunun aksine, ¢alisma elektrodu ilgili reaksiyonun
gerceklesmesine neden olan elektrottur. Referans elektrodu, calisma elektrotlarinin
potansiyeliyle ¢elisen sabit ve istikrarli bir potansiyel (numunenin bilesiminden bagimsiz
olarak) sunar. Potansiyele yonelik yeterli tamponlar, bir redoks ¢iftinin her iki bileseninin
(6rnegin Ag/AgCl veya Hg2Cl2) tutarli bir igerigi ile gergeklestirilir. Akim tasiyan
yardimci elektrot olarak platin tel veya grafit cubuk dahil olmak iizere aktif olmayan
iletken bir madde kullanilir. Hiicre kapagindaki bes agiklik, 3 elektrodu ve
deoksijenasyon gazini serbest birakmak igin kullanilan boruyu muhafaza ediyor. Ug
elektrotlu hiicre, yerlesik gaz kontrolii, manyetik karistirict ve uygun kapagi iceren

komple sistemler piyasadan satin alinabilir (Bard ve Zoski, 2000).

Elektrot Elektrot

Tuz ¢ozeltisi Tuz ¢ozeltisi

Anot oksidasyoni reaksiyonu Katot indirgeme reaksiyonu

Sekil 2.2. Tipik bir iki elektrotlu elektrokimyasal hiicre (Bard ve Zoski, 2000)
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Sekil 2.3. Voltametrik gézlemler icin bir hiicrenin bu sematik diyagraminda, ¢alisma elektrotu,
referans elektrotu ve kars1 elektrot, hiicre kapagindaki agikliklar araciligiyla yerlestirilir (Bard
ve Zoski, 2000)

VC-2 igin Teflon Kapak

Calisma elektrodu olarak kullanilan malzemeler voltametrik teknigin etkinligini
onemli Olclide etkiler. Hedef numune matrisinin redoks davranisi, degerlendirme igin
gerekli potansiyel alandaki arka plan akimi, potansiyel ¢alisma mesafesi, elektriksel
iletkenlik, yiizey iretilebilirligi, mekanik o6zellikler, fiyat, uygulanabilirlik ve ayrica
elektrot maddesinin toksik etkisini kapsayan hususlarin hepsi calisma elektrodunu
secerken dikkate almmalidir (Ozkan, Kauffmann ve Zuman, 2015).

Voltametrinin ilk kullanimi damlayan civa elektrodu ile yapildi; Civa bazl
elektrodun ilk ornegine ve islemine "polarografi" adi verildi. Civanin piiriizsiiz ve
yenilenmis bir ylizeye sahip olmasi nedeniyle yiizey kirliligi en aza indirilerek yontemin
tekrarlanabilirligi artirilir. Ayrica civa bazli elektrotlar genis bir negatif potansiyel
araligina sahip oldugundan, indirgenebilir fonksiyonel gruplar iceren ¢ok sayida metal
iyonu ve organik maddeyi 6l¢gmek i¢in kullanilir (Heyrovsky, 2011; Zuman, 2011).

Bununla birlikte, oksidasyon veya oksidasyon/indirgenme o6zelliklerine sahip
bilesikleri analiz etmek i¢in c¢esitli elektrot maddeleri gerekli olacaktir. Sonug¢ olarak,
"voltametri" kelimesi ilk kez 1940 yilinda "kati elektrotlar" ve DME disindaki ¢esitli civa
bazli elektrotlar lizerinde yapilan arastirmalar: karakterize etmek i¢in kullanildi.

Kat1 elektrot ylizeylerinde tekrarlanabilirlik yanitlariin diizenlenmesinde
zorluklar olmasina ragmen, kati elektrotlar, civa bazli elektrotlara gore mekanik

dayaniklilik ve kullanim kolaylig1 saglar. Analitik uygulamalarina ek olarak kati
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elektrotlar, arastirmacilarin farmakolojik, biyolojik ve ¢cevresel agidan 6nemli maddelerin
redoks ozelliklerini kesfetmelerine olanak taniyarak bunlarin son derece karmasik in vivo
oksidasyon mekanizmalarin1 aydinlatir (Uslu ve Ozkan, 2007a; Kalcher, vd. 20009;
Svancara, vd. 2009; Cavalheiro, vd. 2012).

Sekil 2.4. Voltametride tipik olarak kullanilan kati ¢alisma elektrotlarini

gostermektedir.

Sekil 2.4. Halen kullanimda olan bazi kat1 elektrot 6rnekleri (Uslu ve Ozkan, 2007a)
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Sabit, donen Ve titresimli kati elektrot tiirleri vardir. Bu elektrotlar tel, plaka veya
disk seklini alabilir. Metal elektrotlar (Pt, Au, Bi, Pd, Rh, Cu, Ru, Ni, Cd, Sn, In) 6zel
elektroanalitik amaglar i¢in kullanilir. Karbon bazli elektrot maddeleri, genis potansiyel
aralig, diisiik fiyati, zengin yiizey kimyasi, diisiik arka plan akimi, kimyasal inertligi ve
cesitli zor arastirmalara uygulanabilirligi nedeniyle elektroanalitik kimyada yaygin
kullanim alan1 kazanmistir. Karbondan yapilmis elektrotlar, ¢esitli farkli yaklasimlardaki
(elektrokimyasal dedektorler araciligiyla HPLC ve CA) uygulamalarin tespit edilmesi
i¢in de iyi bir sekilde kullanilabilir. Bunlar grafit, karbon fiber (CF), karbon macunu (CP),
karbon nanotiip (CNT), bor-katkili elmas (BDD), camsi1 karbon (GC), fulleren, serigrafi
baskili karbon (SPC), kalem grafit (PG), grafen (Gr) elektrotlarini kapsar.

1990'larda gelistirilen serigrafi baski teknolojisi (SPE), tek kullanimlik
elektrokimyasal sensorleri iceren yeni bir alan acti. 1970'lerin ortalarinda baslayan
kimyasal modifiye elektrotlarin (CME) piyasaya siiriilmesi, kat1 elektrotlarda 6nemli bir
ilerlemeydi. Kullamimlari, biyolojik olarak aktif ¢esitli kritik kimyasallarin
belirlenmesinde hassasiyet ve segicilik agisindan biiyiik verimlilik saglar (Diaz-Ballote,
Alpuche-Aviles ve Wipf, 2007; Uslu ve Ozkan, 2007a; Ozkan, Kauffmann ve Zuman,
2015; Bard ve Zoski, 2000).

Fenol gruplar1 igeren maddelerin elektrokimyasal oksidasyonu sirasinda,
geleneksel ¢iplak karbon esasli elektrotlarin (grafit GC, CP) ylizeyinde BV'nin varligiyla
birlikte, polimerik bir film olusumuna baghh olarak akimda belirgin bir azalma
gozlemlenebilecegi ve bu filmin ayni zamanda ilgili elektrot tabakasinin kademeli
pasivasyonunu da artirabilecegi belirtilmelidir (Ghanema, vd. 2007; Hoyer ve Jensen,
2007). Yukarida agiklandigi gibi CME, analitin neden oldugu elektrot yiizeyi kirlenmesi
sorununun iistesinden gelmek i¢in potansiyel bir tekniktir (Chao ve Ma, 2014; Deng, vd.
2015; Moyo, Florence ve Okonkwo, 2015; Zhang, vd. 2018). Bununla birlikte, yiizey
degisikliginin, uzun hazirlik siiresi, yantlarin kisa vadeli sabitligi, diisik
tekrarlanabilirlik, yliksek masraf ve yiiksek egitimli 1sgiicii gereksinimi gibi
dezavantajlar1 olabilir. Benzersiz ve ileriye doniik ciplak elektrot malzemelerinin
kullanilmasi, voltametrik teknigin hassasiyetini artirmak i¢in ek bir tekniktir.

Son 20 y1lda yapilan bir¢ok kapsamli inceleme, nispeten yeni bir karbon tiirii olan
BDD'nin, analitik kimya ve cevresel arastirmalar gibi cesitli alanlarda ¢evre dostu bir
elektrot malzemesi olarak anlamli bir ilgi ¢ekmeyi amagladigini géstermistir. Ayrica

malzeme bilimi, biyoloji ve diger bolgelerde de kullanim alan1 bulabilir (Yang, Foord ve
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Jiang, 2016; Cobb, Ayres ve Macpherson, 2018; Baluchova, vd. 2019; Muzyka, vd. 2019;
Trellu, vd. 2019) .

BDD elektrodu, gesitli metallerin (platin, altm) yani sira geleneksel sp? karbonu
(cams1 karbon, pirolitik grafit, karbon macunu ve digerleri) iceren herhangi bir elektrot
maddesi arasinda en genis potansiyel araligina sahiptir. Diger ayirt edici 6zellikler, diisiik
ve tutarli voltametrik arka plan akimi, genellikle diisiik ¢6ziinmiis oksijen duyarlilig1 ve
cogu kirleticinin diisiik adsorpsiyonu dahil (elmas olusumundaki sp® hibritlenmis karbon
atomlar1 nedeniyle) sinyal tekrarlanabilirligini korumak i¢in giiglii kimyasal ve fiziksel
saglamliktir. Cok sayida analit i¢in yiizey terapilerinin yani sira elmastaki bor katki
miktar1 dahil (miitkemmel elektriksel iletkenlik ve morfoloji i¢in), elektron taginmasinin
kinetigini etkileyen elmas dis1 sp? karbonunun (sp? safsizliklar1) miktar1 olan ii¢ kritik
degiskenin hepsinin BDD elektrodunun analitik basarisi (oksijen veya hidrojenle
sonlanan yiizey islevleri) lizerinde anlaml bir etkiye sahip oldugunun dikkate alinmasi
onemlidir. Ikincisi muhtemelen elektrot yiizey oOzelliklerini degistirebilecek tiim
yonlerden en karmasik olanidir. Islenmemis (hazirlandigi gibi) BDD'in (endiistriyel
olarak mevcut veya laboratuvarda iiretilmis) bir ylizeyi 6ncelikle hidrofobiktir (hidrojenle
sonlanmistir).

Oksijen tliretim reaksiyonu boyunca giiclii pozitif potansiyeller saglayarak (anodik
on aritma, APT), BDD hidrofilik (oksijen durdurulmus) yapilabilir ve hem polarizasyon
potansiyeline hem de siireye bagl olarak biiylik 6l¢iide negatif bir yiizey yiikiine sahip
olabilir. Bununla birlikte, BDD yiizeyinin yiiksek iletkenligi sayesinde hidrofobik
karakteri, hidrojen tiretim reaksiyonunda (katodik 6n islem, CPT) optimal potansiyel
degerleri secilerek bir kez daha olusturulabilir. Her elektroanalitik uygulama, BDD
yiizeyini degistirmeden hassasiyeti artirmak, segiciligi artirmak ve kirlenme etkisini
azaltmak i¢in elektrokimyasal 6n islemden yararlanabilir (Lourencao, vd. 2020; Ugar ve
Levent 2021; Clematis ve Panizza, 2021; Ali, Barzani ve Yardim, 2022; Barzani, vd.
2022; Kondo, 2022; Yence, vd. 2022; Coldibeli, vd. 2023;Altunkaynak vd., 2023; Kili¢
ved., 2024;Y1ldiz ve Levent 2024).

Son yillarda tarimsal, g¢evresel, klinik, farmasotik ve gida degerlendirmeleri
uzmanlik alaninda 6nemli olan bazi biyolojik olarak aktif bilesikleri belirlemek i¢in
cesitli farkli polarizasyon yollariyla 6n isleme tabi tutulan BDD elektrotlarinin
uygulanmasiyla ilgilenen birka¢ makale yayinlandi. (Yardim, vd. 2011; Yardim, Giilcan
ve Sentiirk, 2013a; Levent, Yardim ve Sentiirk, 2014; Alpar, vd. 2017; Alpar, Yardim ve
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Sentiirk, 2018; Hoshyar, vd. 2021; Barzani ve Yardim, 2023; Altunkaynak vd., 2023;
Kili¢ ved., 2024; Yildiz ve Levent 2024).

2.1.1. Voltametrik teknikler

Elektrokimyasal c¢alismalarda kullanilan voltametrik tekniklerin genel bir
siniflandirmasi Sekil 2.5°te gosterilmistir.

Bu boliimde bu calismada kullanilan voltametrik yontemlere kisaca deginecegiz
(Fogg ve Wang, 1999; Bard ve Zoski, 2000; Ozkan, Uslu ve Aboul-Enein, 2003; Ozkan,
2009; Uslu ve Ozkan, 2011; Ozkan, Kauffmann ve Zuman, 2015). "Voltametri" kelimesi,
uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak bir elektrokimyasal hiicredeki akimi tespit
ederek numune hakkinda bilgi elde ettigimiz bir elektroanalitik teknik kategorisine
karsilik gelir (Sekil 2.6). Bu bilgiyi elde etmek i¢in nispeten kiigiik bir gostergenin veya
calisma elektrodunun polarizasyonunu tesvik eden bir ortam yaratilir. Amperometri, sabit
bir potansiyelde bir analitin konsantrasyonuyla orantili bir akimin izlenmesinde
kullanilan yonteme verilen addir. Voltametride ve amperometride c¢alisma elektrotlar
birka¢ milimetre kareden biraz daha fazla ylizey alanlar1 igerir ve bazi uygulamalarda,
birka¢ mikrometre kareden fazla olmayan veya daha az yiizey alanina sahiptirler. Bu
polarizasyonu iyilestirmek i¢in yapilir. Voltametri, gesitli ortamlarda oksidasyon ve
indirgeme prosediirleri ve yiizeydeki adsorpsiyon mekanizmalari, 6zellikle kimyasal
olarak degistirilmis elektrot yiizeylerindeki elektron tasima yollar1 hakkinda temel
arastirmalar yapmak i¢in inorganik, fiziksel ve biyolojik kimyacilar tarafindan yaygin

olarak kullanilmaktadir (Skoog, vd. 2013).
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Sekil 2.5. Tipik olarak kullanilan voltametrik yontemlerin kapsamli bir siniflandirmasi (Skoog,
vd. 2013)

Cok sayida voltametrik yontemin analitik faydalari, hem inorganik hem de
organik tiirleri kapsayan genis ve faydali bir dogrusal konsantrasyon araligi {izerinden
yiiksek hassasiyet, ¢cok cesitli faydali ¢oziiciiler ve elektrolitler, genis bir sicaklik
araliginda ¢aligma imkani, hizli analiz stireleri (saniyeler i¢inde), birden fazla drnegin es
zamanli tahmini, kinetik ve mekanik degiskenleri tanimlama yetenegi, iyi gelistirilmis bir
hipotez gibi avantajlari igermekte olup bu nedenle hakli bir degerlendirme sunmaktadir.

Voltametrik tekniklerin kullanimi, gesitli elektrokimyasal olaylar1 kontrol eden
prensiplerin anlagilmasinin temelini olusturur. Bu teknikler, asagida belirtilenler de dahil
olmak tizere, cesitli teknolojik disiplinlerde son derece 6nemli bir rol oynamaktadir:

- Korozyon direnci i¢in malzeme arastirmasi (Korozyon, birbirini takip eden
elektrokimyasal islemlerden kaynaklanir)

- Kimya endiistrisi igin yeni elektrot siireci gelistirme (Ornegin, elektrokimyasal
reaksiyonlar milyonlarca ton aliiminyum, klor ve soda tiretiminden sorumludur)

- Biiyiik miktarlarda enerji depolayabilen yeni tip pillerin gelistirilmesi (Protti, 2001).

Eser metallerin (veya daha spesifik olarak indirgenebilen veya oksitlenebilen
bilesiklerin) g/l veya altindaki konsantrasyonlarda kantitatif olarak incelenmesi,
voltametrinin en 6nemli uygulamalarindan biridir. Bu, ¢6zeltideki organik bilesikler de
dahil olmak iizere agir metallerin izlerinin voltametrik tespitiyle ilgili niteliksel ve

niceliksel 6zellikleri kapsamaktadir.
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Sekil 2.6. Calisma elektrodu, referans elektrodu ve karsit elektrot, ti¢ elektrotlu hiicreyi
olusturan elektrotlardir (Skoog, vd. 2013)

2.1.1.1. Dongiisel voltametri

Cogunlukla CV olarak bilinen dongiisel voltametri, 6zellikle organik kimya
alaninda en sik kullanilan voltametrik yontemler arasindadir. Cogu durumda bu,
elektroanalitik arastirmanin baslangicinda gelir. Karmasik redoks reaksiyonlarinin
mekanigini, ara {irlin reaksiyonlarini ve reaksiyon iiriinlerinin stabilitesini incelemek igin
kullanilir. Diisiik hassasiyeti (~10°M) nedeniyle, miktar belirleme arastirmalarinin siirl
sayida uygulama alan1 bulunmaktadir (Ozkan, 2011).

Bu yontemde, secilen calisma elektroduna saglanan potansiyel, Onceden
belirlenmis tarama hizlarinda bir degere (pozitif veya negatif tarafta) degistirildikten
sonra tersine cevrilir. Geri donen potansiyel, baslangic veya farkli potansiyele gore
degistirilebilir. Bu yontemde akim, potansiyelin bir fonksiyonu olarak olciiliir. Bu
kosullar altinda elde edilen akim-potansiyel egrisine "dongiisel voltamogram" ad1 verilir.
Ayn1 mekanizma birkag kez tekrarlandiginda “tekrarlayan dongiisel voltamogram”
tiretilir. (Bard ve Zoski, 2000).

Dongiisel bir voltamogrami analiz ederken, anodik ve katodik tepe noktalarinin
tepe potansiyelleri (Epa, Epc) ve akimlari (ipa, Ipc) en dnemli 6zelliklerdir. Yalnizca 25°C'de
n elektron araciligiyla tersinir bir redoks reaksiyonu i¢in, Agp (Epc — Epa) 0,0592/n V veya
elektron bagina 60 mV civarinda olmalidir. Sekil 2.7'de goriildiigii gibi, elektrot tepkisinin
tersinirligi azalir, bu da anodik ve katodik tepe noktalariin farkli potansiyellerde ve daha
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genis araliklarla kaydedilmesine neden olur. Bu pik, geri doniisii olmayan bir elektrot

reaksiyonunda kaybolur ¢iinkii iiriin ¢ok kisa siirede yok edilir (Skoog, vd. 2013).
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Sekil 2.7. Geri doniisiimlii (a), yar1 geri doniisiimlii (b) ve geri doniistimsiiz (c) elektrokimyasal
reaksiyon tiirleri CV yontemi kullanilarak tespit edilmistir (Skoog, vd. 2013)

2.1.1.2. Kare dalga voltametrisi

Yillar boyunca voltametrik teknigin hizin1 ve hassasiyetini gelistirmek icin ¢esitli
darbe yaklagimlar1 denenmistir. Bu yontemler, iiretilen akima kars1 potansiyel asamalarin
orneklenmesine dayanir. Calisma elektroduna onceden belirlenmis araliklarla birkag
ardisik potansiyel asamasi uygulanir. Bu darbe yontemlerinden biri kare dalga
voltametrisi (SWV) olarak biliniyor ve hem yiiksek hizlara hem de hassasiyete sahip. Bu
faydalara ek olarak, indirgeme ¢ok yavas olmadig: i¢in ¢6zelti ortamindan oksijenin
uzaklastirilmasina gerek yoktur (Fogg ve Wang, 1999).

SWV yonteminde birkag farkl tiirde darbe kullanilir (Osteryoung, Kalousek ve
Barker). (Sekil 2.8), en popiiler SWV yontemi olan Osteryoung SW voltametrisi igin
potansiyel bir dalga bi¢imini ve tipik bir SW voltamogramini gostermektedir. Bu
yontemle 107'-10® M hassasiyette analizler yapilabilmektedir.

SWYV yaklasimi FIA, LC ve CE gibi akis sistemlerinin tespit sisteminde yiiksek
hiz1 nedeniyle kullanilmaktadir (Bard ve Zoski, 2000; Ozkan, Uslu ve Aboul-Enein,
2003).
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Sekil 2.8. SWV i¢in potansiyel dalga bi¢imi (A) ve ilgili akim yanit1 (B) (Skoog, vd. 2013)

2.1.1.3. Siyirma voltametrisi

Siyirma yaklagimlari, yaygin olarak kullanilan tiim elektroanalitik yontemler
arasinda en kiiciik tespit limitlerine (<10° M) sahiptir. Optimum hassasiyet ve secicilik,
¢ok az numune hazirligiyla elde edilir.

Bu en popiiler ii¢ varyant, anodik siyirma voltametrisi (ASV), katodik siyirma
voltametrisi (CSV) ve ayrica adsorptif styirma voltametrisidir (AdSV). Hepsinin yaygin
olarak iki agamas1 vardir. Baglangicta numune ¢ozeltisinde bulunan analit tiirleri ¢calisma
elektrotlarinin lizerinde veya i¢inde yogunlastirilir. Biriktirme olarak da bilinen bu 6nemli
on konsantrasyon asamasi, sonugta elde edilebilecek olaganiistii diizeyde hassasiyete yol
acar. Bu asama, Onceden belirlenmis bir zamanda, belirli bir elektrot potansiyelinde
gerceklestirilir. Elektrot yiizeylerine analitin sabit akigini1 garanti etmek i¢in ¢6zeltinin
karistirilmasini veya elektrodun hareket ettirilmesini igerir.

Islemin ikinci adimi boyunca, elektrot iizerindeki dnceden konsantre edilmis
numuneyi tespit etmek veya elektrottan ¢ikarmak i¢in bir potansiyel taramasi kullanilir.
Boyle bir siyirma asamasi igin ¢esitli potansiyel dalga bigimleri secilebilir (yani
diferansiyel darbe, dogrusal tarama, kare dalga veya merdiven). Sarj akimina yonelik
ayrim nedeniyle en sik goriilenler kare dalganin yani sira diferansiyel darbedir. Bununla
birlikte kare dalga, diferansiyel darbeye kiyasla daha hizli tarama hizi ve daha yiiksek
hassasiyet gibi ek faydalar saglar (Kalvoda, 1994; Zuhri ve Voelter, 1998; Fogg ve Wang,
1999; Ozkan, Uslu ve Aboul-Enein, 2003; Ozkan, 2009; Skoog, vd. 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda deneylerde kullanilan kimyasallara ve tiretici firmalara ait

bilgiler Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3. 1. Kimyasallar ve iiretici firmalar

Kimyasallarin ad1 Uretici ad1
Brentuksimab vedotin Seattle Genetics, Inc.
Asetik asit (100%, w/v) Merck
Hidroklorik asit (37%, w/v) Merck
Fosforik asit (85%, w/v) Merck
Borik asit Merck
Sodyum hidroksit Merck
Stilfiirik asit Merck
Perklorik asit Merck
Nitrik asit Merck
Na2HPO4.7H20 Merck

3.1.1.1. Destekleyici elektrolitin hazirlanmasi

Britton-Robinson (BR) tamponu (0,04 M, pH 2,0-12,0), fosfat tamponu (0,1 M,
pH 2,5, 7,4 ve 12) ve ayrica asetat tamponu (0,1 M, pH 4,7), destekleyici elektrolitler
olarak kullanildi. Milli-Q (Millipore) aritma cihazi kullanilarak hazirlanan ¢ozeltiler,
buzdolabinda Pyrex® cam siselerde muhafaza edildi.

BR tamponu i¢in 0,04 M H3BO3, 0,04 M H3POa4 ve ayrica 0,04 M CH3COOH'dan
olusan bir ¢ozelti, 5 M NaOH ¢ozeltisi eklenerek uygun pH degerine ayarlandi.

Asetat tamponunu hazirlamak i¢in 0,1 M CH3COOH igeren ¢ozeltiye 5 M NaOH
ilave edildi ve daha sonra pH gerekli degere ayarland.

0,1 M Na2HP04.7H20 ¢ozeltisine 5 M NaOH veya 5 M HC1 ¢ozeltisi eklendikten
sonra fosfat tamponunun pH'1 gereken seviyeye ayarlandi.
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3.2. Cihaz

Bu tez calismasinda, Autolab PGSTAT 128 (Metrohm, Nova 2.1.7 yazilim)
potansiyostat cihazi ile voltametrik deneyler gerceklestirilmistir. Voltametrik sistem
bilgisayar teknolojisi ile desteklendiginden cihazin kontrolii, veri toplama ve
degerlendirme islemleri kolaylikla gergeklestirilebilmektedir. Uglii hiicre sistemi BASi
kullanilmistir. Calisma elektrodu BDD (3 mm disk ¢apina ve 1000 ppm'lik bor katkilama
konsantrasyonuna sahip), yardimci (Pt tel, BASi) ve referans (Ag/AgCl, BASI) elektrotlar
kullanilmistir. Thermo Scientific Orion 3-star pH metre destekleyici elektrolit
¢ozeltilerinin pH ayarlamasi i¢in kullanilmistir. Ayrica, deneylerde farkli amaglar igin
Precisa XB 220A hassas terazi, isolab ultrasonik banyo, IKA MS 3 basic vorteks,
otomatik mikro pipetler (Pyrex®) Eppendorf ve thermo scintific Heraeus Labofuge 200
santrifiij cihazlar1 kullanilmistir. (Sekil 3.1), Elektrokimyasal analiz cihazi ile {i¢

elektrotlu hiicre iinitesini gostermektedir.
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Sekil 3.1. Elektrokimyasal analiz cihazi (A) ve iig elektrotlu hiicre {initesi (B)

3.3. Brentuksimab Vedotin i¢in Standart Cozeltilerin ve Aparatlarin

Hazirlanmasi

3.3.1. Brentuksimab vedotin soliisyonlarimin hazirlanmasi
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Standart BV, Seattle Genetics, Inc.'ten (ABD) temin edildi ve herhangi bir ek
saflagtirmaya tabi tutulmadan kullanildi. Millipore Milli-Q sisteminden (Millipore,
Ozdireng > 18,2 MQ cm) elde edilen ultra saf su ile Britton-Robinson tamponu (BR, 0,04
M, pH 2-12), asetat tamponu (ABS, 0,1 M, pH 4,7), fosfat tamponu (PBS, 0,1 M, pH 2,5,
7,4 ve 12,0) ve ayrica, H2SO4 (0,5 M), HCIOs (0,1 M), HNOz (0,1 M) ¢ozeltileri

hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler buzdolabinda +4 °C'de muhafaza edildi.

3.3.2. Voltametrik yontem

Deneye baslamadan once BDD elektrodu, % 50°1lik (v/v) etil alkol ¢ozeltisi
icerisinde 10 dakika ultrasonik banyoda tutuldu. Daha sonra 0.5 M siilfiirik asit
cozeltisinde sirastyla anodik (+1.8 V/180 saniye) ve katodik (-1.8 V/180 saniye) yonde
elektrokimyasal olarak aktive edildikten sonra se¢ilen destekleyici elektrolit ortaminda
dontisimlii ve kare-dalga voltametri teknikleri ile voltamogramlar kaydedildi. Her bir
yeni analiz i¢in Ol¢iimler arasinda BDD elektrodu 0.5 M siilfiirik asit ¢ozelitisinde
sirastyla anodik (+1.8 V/60 saniye) ve katodik (-1.8 V/60 saniye) yonde elektrokimyasal
olarak aktive edildikten sonra secilen destekleyici elektrolit ortaminda deneyler yapildi.
Bu deney protokolii BV’nin BDD elektrot ylizeyinde tekrarlanabilir sinyal olusturmasini
sagladi. BV’nin elektrokimyasal 0Ozelliklerini belirlemek ve miktar tayini icin
elektroanalitik bir yontem gelistirmek igin optimizasyon deneyleri gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in ilk 6nce asagidaki deney protokolleri sirasiyla takip edildi.

1. Optimum destekleyici elektrolit ve pH belirlenir.

2. Belirlenen optimum destekleyici elektrolit ve pH ortaminda BV nin doniistimlii
voltametri deneyleri yapilir. Bu deneylerde ilk 6nce BDD elektrot iizerinde BV nin ¢oklu
dongiilii voltamogramlar1 kaydedilir. Daha sonra farkli gerilim tarama hizlarinda
dontisiimlii voltametri teknigi kullanilarak voltamogramlar kaydedilir.

3. Belirlenen optimum destekleyici elektrolit ve pH ortaminda BV’nin BDD
elektrot ylizeyindeki biriktirme parametre olglimleri yapilir. Bunun icin biriktirme
gerilimi (0 V ile 0.6 V aralig1) ve biriktirme siiresi (0 ile 180 saniye araligi) icin
voltamogramlar kaydedilir.

4. 1. ve 3. Deney protokollerinde saptanan kosullarda kare-dalga parametreleri
belirlenir. Bunu i¢in adim gerilimi (V), amplitiit (V) ve frekans (Hz) parametreleri igin

voltamogramlar kaydedilir.
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5. Belirlenen tiim optimum parametre sartlarinda BV’nin BDD elektrot {izerinde
analitik caligma aralig1 i¢in voltamogramlar kaydedilir.
6. Elektroanalitik teknigin analitik uygulamasi i¢in idrar numunelerinde deneyler

yapilir.

3.3.3. idrar numunelerinin analize hazirlanmasi

Saglikli ve gonilli bir kisiden voltametrik analiz deneylerinden once idrar
numunesi alindi. idrar numunelerine herhangi bir 6n islem yapilmadan dogrudan
kullanild1. Voltametrik analiz i¢in 10 mL’lik iki deney tiipii temin edildi. Bu deney
tiiplerinden birisi referans olarak se¢ildi. Deney tiiplerinin birine bilinen miktarda BV
ilave edilerek toplam hacim 5 mL olacak sekilde idrar numunesi ile tamamlandi. Diger
idrar deney tiipiine herhangi bir ilave yapilmadi. Boliim 3.3.2°deki deney protokolii takip
edilerek voltamogramlar kaydedildi. Standart ekleme teknigi kullanilarak idrar
numunelerindeki BV’nin analizi ve %’de geri kazanim hesaplamalar1 yapildi. Her bir

analiz ii¢ kez tekrarlanarak analizler gergeklestirildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Bor Katkili Elmas Elektrot Uzerinde Brentuksimab Vedotin’in

Elektrokimyasal Ozelliklerinin Arastiriimasi

BV'nin BDD elektrodu iizerindeki elektrokimyasal tepkisini arastirmak igin

dongiisel ve kare-dalga voltametri teknikleri kullanildi.

4.1.1. Dongiisel voltametri sonuclari

Belirtilen yontemle 6n isleme tabi tutulan BDD elektrodu tizerindeki BV'nin
elektrokimyasal davranisini anlamak i¢in 4.5 mg/mL BV'nin birbirini takip eden ii¢
dongiisel voltamogrami, pH 8.0'de 0,04 M BR tampon ¢6zeltisi i¢inde kaydedildi. BV
icermeyen CV’de karsilastirma amaciyla grafiklerde sunuldu. Sekil 4.1a'da gosterildigi
gibi, ilk dongii sirasinda BV, yaklasik +1.36 V gerilimde tersinmez bir dalga verdi. EkK
olarak, ters taramada bir azalma zirvesinin olmamasi, BV'nin BDD elektrodu tizerindeki
elektrot reaksiyonlarmin tamamen geri dondiiriilemez olduguna dair kanit sagladi.
Ardisik voltamogramlar kaydedilirken, anodik pik sinyal siddeti azaldi; bu siire¢ elektrot
yiizeyinin devre dis1 birakilmasi (muhtemelen kirlenme) veya BV'nin ve/veya ilgili
oksidasyon triinlerinin yalnizca BDD elektrot yiizeylerinde adsorpsiyonu nedeniyle
olabilecegini gosterdi.

Tarama hizinin BDD elektrodunda 4.5 mg/mL BV oksidasyonu tizerindeki etkisi,
pH 8.0'de 0.04 M BR tampon c¢ozeltisi i¢cinde dongiilii voltamogramlar kullanilarak
arastirildi (Sekil 4.1b). Tarama hiz1 arttik¢a, oksidasyon tepe potansiyelinde daha biiyiik
pozitif potansiyel degerlerine dogru kiigiik bir degisiklik oldu. Oksidasyon tepe akimu ile
tarama hiz1 arasinda asagidaki denklemler elde edildi. Bu denklemler 25 mV/s ile 500
mV/s (n=7) araligindaki gerilim tarama hizlarindaki verilerden yararlanarak olusturuldu.
Ip (nA)=0.042v +19.620, r=0.901
Ip (RA)=1.207\v +12.582, r=0.997
loglp=0.773logv +0.854
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Anodik akim ile tarama hiz1 arasindaki dogrusal iligki ve anodik akimin logaritmik degeri
ile gerilim tarama hizinin logaritmik degeri arasindaki egimin 0.5 ile 1 aralifinda olmasi

BV’nin BDD ce¢lektrot yiizeyinde difiizyon katkili adsorpsiyon ozellikte davrandigini

gostermektedir.
20 50
a 1b
15 40/ — 25 mV/s
= 50 mV/s
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E! w [z
10 - e I nn -— m S
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~ ||~ Destek /20| L=500mvis
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Sekil 4.1. 4.5 mg/mL BV igin 100 mV s! 'deki dongiisel voltamogramlarn ilk ii¢ dongiisii (1-3)
(a) ve 4.5 mg/mL BV ig¢in gesitli tarama hizlarinda (25-500 mV/s) gerceklestirilen dongiilii
voltamogramlar (b).

4.1.2. Voltametrik teknik belirleme

BV’nin miktar tayini i¢in gelistirilen elektroanalitik teknik igin diferansiyel-puls
voltametri ve kare-dalga voltametri tekniklerinde BDD elektrodu kullanildi. BV’ nin BDD
elektrot iizerinde kare-dalga voltametri teknigi kullanilarak yapilan deneylerde anodik
sinyal siddetinin daha yiiksek oldugu gbzlenmistir. Bu yiizden tez ¢alismasinin bundan

sonraki agsamalarinda kare-dalga voltametri tekniginin kullanilmasina karar verildi.

4.1.1.1. Anodik sinyal iizerinde BDD elektrot aktivasyonu etkisi

Tez c¢alismasmin  bu bolimiinde BV’nin BDD elektrot yiizeyinde
tekrarlanabilirligi yiiksek ve duyarli analitik sinyaller elde etmek i¢in 0.04 M BR
(pH=8.0) destekleyici elektrolit ortaminda 0.5 M siilfiirik asit ortaminda elektrokimyasal
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olarak aktive edildi. Aktivasyon siirecinde Boliim 3.3.2 deney protokol asamalari takip
edildi. Sekil 4.2°de goriildigii gibi BDD elektrodun 0.5 M siilfiirik asit ortaminda
elektrokimyasal olarak aktive edildiginde BV’nin anodik sinyal siddetinin daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Farkli aktivasyon gerilim ve siirelerinde yapilan denemelerde
anodik aktivasyondan hemen sonra katodik aktivasyon siireci uygulandiginda BV nin
anaodik sinyal siddeti daha yiiksek gozlenmistir. Tez calismasinin bundan sonraki
asamalarinda BDD elektrodu i¢in anodik aktivasyon (+1.8 V) siirecinden sonra katodik
aktivasyon (-1.8 V) 6n islemi yapildiktan sonra voltametrik deneyler gergeklestirilmistir.
On denemelerde calismalar, anodik oksidasyonun (dzellikle daha yiiksek
konsantrasyonlarda), 6n islem olmaksizin BDD elektrot yilizeyinin hafif pasiflesmesine
neden oldugunu, dolayisiyla dl¢limlerin tekrarlanabilirligini ve hassasiyetini etkiledigini
gosterdi. BDD elektrodunu bu sorundan korumak i¢in BR'de (pH 7,0) 9.99 pg/mL BV
i¢in {i¢ 6n aritma yaklasiminim etkisi SWV teknigi ile incelenmistir. Ilk olarak, anodik 6n
islem BDD elektrodunun (Anodik 6n islem (APT), 0,5 M H2SO4'te 180 saniye boyunca
+1,8 V) davranigini incelemek igin voltametrik testler yapildi. Katodik olarak hazirlanan
bir BDD elektrotunun verimliligi (Katodik 6n islem (CPT), 0,5 M H2SO4 ¢6zeltisinde
180 saniye boyunca -1,8 V) islemin ikinci adiminda analiz edildi. Sonunda BDD
elektroduna sirasiyla anodik ve katodik 6n aritma yontemleri uygulandi ve voltametrik
Olglim sonuglart rapor edildi (Sekil 4.2). Son 6n aritma islemi BDD elektroduna
yerlestirildi; BV degerlendirmesi daha hassas ve tekrarlanabilir sonuglar verdi. Diger
prosediirlerle karsilastirildiginda bu prosediir, BV'nin elektrot yiizeyindeki elektron
transfer hizin1 artirabilir. Bu nedenle bu metodoloji en etkili 6n aritma yaklasimi olarak

secilmis ve her test giiniiniin baslangicinda kullanilan BDD elektroduna uygulanmstir.
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Sekil 4.2. 9.99 ng/mL BV'nin BDD elektrot yiizeyinde yalin ve 0.5 M siilfiirik asit ortaminda
cesitli elektrokimyasal 6n islemlerden sonra pH 8.0'de 0,04 M BR destekleyici elektrolit
cozeltisi i¢inde kaydedilen kare-dalga voltamogramlari. Biriktirme gerilimi/siiresi: 0.3 V/60
saniye. Kare-dalga voltametri parametreleri: Adim gerilimi:0.005 V, Amplitiit:0.04 V, ve
Frekans: 40 Hz.

4.1.1.2. BDD elektrot iizerinde destekleyici elektrolit ve pH'in etKisi

pH'n anodik tepe noktalarinin potansiyelleri ve BV akimlar tizerindeki etkisi,
farkli destekleyici elektrolitler kullanilarak ve degisken pH degerleri araciligiyla kare-
dalga voltametri teknigi ile arastirildi. Sekil 4.3a’da, 0.04 M BR destekleyici ortaminda
pH 4 ile 12 araliginda BDD elektrot yiizeyinde 36.36 pg/mL BV’nin 0 ile 1.8 V gerilim
araligindaki kare-dalga voltamogramlari verilmistir. Bu g¢alisma kosullarinda BDD
elektrot yiizeyinde pH arttikca BV’nin anodik pik potansiyel degerlerinin daha negatif
degerlere kaydigi tespit edilmistir. Sekil 4.3°’den goriilecegi lizere pH<4.0’dan kiiclik
oldugunda BV’nin BDD elektrot yiizeyinde elektroaktif olmadigi anlasilmaktadir. Ayrica
BDD elektrot yiizeyinde pH 8.0 degerine kadar arttirildiginda BV’nin anodik sinyal
siddetinin de arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.3b). Bu pH degerinden sonra BDD elektrot
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yizeyinde BV’nin anodik sinyal siddetinin azaldigi tespit edilmistir. Tim bu
degerlendirmeler ¢ercevesinde, BDD elektrot ylizeyinde BV’nin elektrokimyasal
Ozelliklerinin aragtirilmasi ve miktar tayini caligmalar1 i¢in optimum destekleyici
elektrolit BR ve pH degerinin 8.0 olmasina karar verilmistir. Sekil 4.3b’ye gore, pH
arttikca potansiyel calisma degerlerinde tek bir tepe gozlemlenirken (alan tepe
potansiyelinin dnemli 6l¢iide degismedigi), BV'nin tepe potansiyelleri pH aralig1 4.0-12.0
olan tepe noktalarina dogru hareket etmektedir, bu durum BDD elektrot ylizeyinde
BV'nin reaksiyonuna protonlarin dahil edildigini gésterir. Bu degisim 4.0 ile 12.0 pH
araliginda dogrusal davraniglara sahip olduklar1 anlasiimaktadir (Sekil 4.3b) ve anodik
pik gerilimi ile pH arasindaki dogrusal degisim denklem ile ifade edilebilir: Ep (MV)= -
52.13 pH + 1802.15 r=0.976.

Bu formiiliin egimine gére BV'nin BDD elektrodunda oksidasyonu pH'a baglidir.
52.13 mV/pH egimleri 59.14 V teorik degerine yakin oldugundan (Bard, 2001), bulgular

elektrot reaksiyonuna esit sayida elektron ve protonun dahil edildigini gostermektedir.
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Sekil 4.3. BR tamponundaki (pH 4,0-12,0) (a) 36.36 pg/mL BV'nin kare-dalga voltamogramlari

ve ayn1 zamanda bu BDD elektrodu iizerinde pH’nin anodik pik gerilimi ve anodik pik akimu ile
olan degisim egrileri (b).

4.1.1.3. Anodik sinyal iizerinde biriktirme ve kare-dalga parametrelerinin etkisi

BV'in BDD elektrodu iizerindeki 6nemli adsorptif 6zellikleri dikkate alinarak,
birka¢ adsorptif adsorpsiyon mekanizmasi arastirildi. 36.36 pg/mL’lik BV ¢ozeltisi BR
(pH 8.0) destekleyici elektrolit ortaminda galisilarak, biriktirme potansiyeli (0 V ile 0.6
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aralig) ve biriktirme (0 saniye ile 180 saniye araligi) siirelerinin etkisi ¢alisildi. BDD
elektrot tizerinde 60 saniye biriktirme siiresinde 0 V ile 0.6 V gerilim degerleri arasinda
kare-dalga voltamogramlari kaydedildi (Sekil 4.4a). Sekilden goriilecegi tizere biriktirme
gerilimi +0.3 V degerine kadar arttirildiginda BV’nin anodik pik sinyal siddetinde artma
olurken anodik pik gerilim degerinde analitiksel olarak belirgin bir degisiklik olmadi.
Bununla beraber anodik pik sinyal siddetinin 0.3 V gerilim degeri lizerindeki biriktirme
gerilimlerinde analitiksel olarak belirgin bir degisim gézlenmemistir. Bu nedenle, tez
calismasinin bundan sonraki boliimlerinde biriktirme gerilimi olarak +0.3 V se¢ilmistir.
BV +0.3 V sabit gerilimde tutularak 0 saniye ile 180 saniye degerleri arasinda degisen
sartlarda BDD elektrot iizerinde biriktirilerek kare-dalga voltamogramlari kaydedildi
(Sekil 4.4b). Tgili sekilde goriilecegi iizere biriktirme siiresi calismasinin bulgularina gore
anodik pik akimlar1 birikimden 60 saniye sonra maksimum degerine ulagti. Bundan
sonraki biriktirme siirelerinde anodik pik akimlarinda analitiksel olarak belirgin bir
degisme olmadigi tespit edilmistir. Tez g¢aligmasinin bundan sonraki boélimlerinde

biriktirme gerilimi +0.3 V ve biriktirme siiresi 60 saniye olarak se¢ilmistir.

Sekil 4.4. BV’nin BDD elektrot iizerinde (a) biriktirme potansiyeli ve (b) biriktirme siiresi igin
kaydedilen kare-dalga voltamogramlari.

Tez g¢alismasinin bu asamalarinda BV’nin miktar tayini icin BDD elektrot {izerinde

gelistirilen elekroanalitik teknikte kare-dalga voltametri parametreleri detayli olarak

caligildi. Bunun i¢in adim gerilimi (0.00 V-0.011 V), amplitiit (0.01 VV-0.08 V) ve frekans

(10 Hz — 80 Hz) calisildi. Deneyler yapilirken optiumum deneysel kosullarinda galisilan

parametre degeri degistirilerek diger iki parametrenin degerleri sabit tutulmustur. Bu

deneylerde BDD elektrot yiizeyinde daha hassas ve diizgiin voltamogramlarin elde
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edilmesi hedeflenmistir. ilk énce adim gerilimi i¢in 0.001 V ile 0.011 V gerilim
araliklarinda deneyler yapildi. Adim gerilimi degerleri kare-dalga voltametride, miimkiin
olan en 1yi hassasiyetin yan1 sira miimkiin olan en yiiksek anodik tepe akim degerini elde
etmek i¢in 20 Hz frekans ve +0.03 V amplitiit degerlerinde voltamogramlar kaydedildi
(Sekil 4.5a). Adim gerilimi degeri +0.005 V degerine kadar dogrusal olarak artarken
bundan sonra analitiksel olarak degismedigi tespit edilmistir. 0.01 V ile 0.08 V amplitiit
degerleri arasinda BDD elektrot {izerinde BV’nin anodik pik sinyal siddeti ve sekli
+0.005 V adim gerilimi ve 20 Hz frekans degerinde Kkare-dalga voltamogramlari
kaydedildi (Sekil 4.5b). Sekilden goriilecegi iizere +0.04 V amplitiit gerilim degerine
kadar BDD elektrot iizerinde optimum deneysel kosullarda BV’nin anodik pik sinyal
siddeti artmaktadir. Bu degerden sonra amplitiit gerilim degeri +0.08 V gerilime kadar
artirilarak voltamogramlar kaydedildi. Elde edilen bulgulara gére BV’nin anodik pik
sinyal siddetinde analitiksel olarak belirgin bir degisiklik gézlenmemistir. BDD elektrot
tizerinde BV’nin anodik sinyalindeki degisim i¢in en son kare-dalga parametresi olarak
20 Hz ile 80 Hz frekans araliklarinda adim gerilimi +0.005 V ve amplitiit gerilimi +0.04
V degerinde sabit tutularak voltamogramlar kaydedildi (Sekil 4.5c). Frekans
parametreleri i¢in kaydedilen voltamogramlardan da goriilecegi tizere 40 Hz degerine
kadar BV’nin anodik pik sinyal siddetinin arttig1 goriilmektedir. Bu frekans degerlerinden
sonra BV’nin anodik pik sinyal siddetinde analitiksel olarak belirgin bir degisiklik

gdzlenmemistir.
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Sekil 4.5. BV’nin BDD elektrot iizerinde (a) Adim gerilimi, (b) Amplitiit ve (c) Frekans igin
kaydedilen kare-dalga voltamogramlari.

Biriktirme ve kare-dalga parametre verileri degerlendirildiginde biriktirme gerilimi igin
+0.003 V, biriktirme siiresi i¢in 60 saniye, adim gerilimi i¢in +0.005 V, amplitiit i¢in

+0.04 V ve frekans i¢in 40 Hz degerleri se¢ilmistir.
4.1.1.4. Analitik performans

BDD celektrot iizerinde kimyasal parametreler ve deneysel degiskenler optimize
edildikten sonra analitik verimlilik, BV’nin anodik pik akimlart BV’nin
konsantrasyonlarinin fonksiyonu olarak degerlendirilerek incelenmistir. Optimum
deneysel kosullarda standart BV’den her ilaveden sonra BDD elektrot iizerinde 0.04 M
BR (pH 8.0) destekleyici ortamda kare-dalga voltamogramlar: kaydedildi (Sekil.4.6).
BDD elektrot iizerinde +1.44 V gerilimdeki anodik pik akiminin BV’nin derigimi ile

dogrusal olarak arttig1 goriilmektedir. 9.99 pg/mL ile 49.95 ug/mL BV derisimi
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araliklarinda anodik pik akimi arasinda asagidaki dogrusal denklem elde edilmistir:
Ip(LA)=0.026 Cisv] (ng/mL) -0.269, r=0.997 (n=9). Bu verilerden tayin sinir1 (TS:10s/m)
ve en disiik tayin alt smir1 (TAS:3s/m) hesaplandi. Bu esitliklerde s kalibrasyon
egrisindeki en diisiik derisimde okunan en az anodik pik sinyal siddeti degerinin standart
sapmast ve m Kkalibrasyon egrisindeki egim degeridir. TS= 3.26 pg/mL ve TAS: 0.98
pug/mL olarak bulundu.
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Sekil 4.6. BDD elektrot iizerinde BR (pH:8.0) destekleyici elektrolit ortaminda farkli BV
derisimlerinde [1: 9.99, 2: 11.99, 3: 19.98, 4: 24.97, 5: 29.97, 6: 34.96, 7: 39.97, 8: 44.95 ve 9:
49.96 ug/mlL] kaydedilen kare-dalga voltamogramlari

Sunulan teknigin kesinligini BDD elektrot {izerinde degerlendirmek i¢in, 9.99
pg/mL BV i¢in giin i¢i tekrarlanabilirligin (giinde 10 6l¢lim) yani sira gilinler arasi
tekrarlanabilirlik (arka arkaya ii¢ glin boyunca gergeklestirilen 3 6lgiim) en uygun deney
kosullar1 altinda incelenmistir. Giin i¢i tekrarlanabilirlik % bagil standart sapma (%BSS)
degeri 3.24 ve giinler arasi tekrarlanabilirlik degeri ise 4.28 olarak hesaplandi. Elde edilen
giin i¢i ve gilinler arasi diisiik (<5%) % BSS degerleri, BDD elektrodunun, gercek
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numunelerde bulunan BV'nin tekrarlanabilir tayini i¢in uygun bir elektrokimyasal sensor

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

4.1.1.5. Onerilen elektroanalitik yontemin uygulanabilirligi

BV’nin analizi i¢in BDD elektrot iizerinde gelistirilen elektroanalitik teknik,
metodolojinin uygulanabilirligi izerinde pratik bir kontrol gérevi géren standart ekleme
teknigi kullanilarak idrar numuneleri iizerinde test edilmistir. Idrar numunelerinin
voltametrik 6lgtimleri Bolim 3.3.2°deki deney protokolii takip edilerek gergeklestirildi.
Ik 6nce 100 pL saf idrar numunesinin 5 mL BR (pH=8.0) destekleyici elektrolit
ortaminda optimum deneysel sartlarda kare-dalga voltamogrami kullanilarak kaydedildi
(Sekil 4.7). Kaydedilen voltamogram egrilerinden de agikga goriilecegi tlizere idrar
numunelerinde bulunan bilesenlerin bu ¢alisma kosullarinda BDD elektrot iizerinde
BV’nin anodik sinyali ile girisim yapabilecek elektroaktiflige sahip olmadigi
gbzlenmistir. Bu tez caligmasinin kosullarinda saf idrar numunesinde +0.47 V
geriliminde bir anodik sinyal gézlenmistir. Bu anodik sinyalin BV’nin anodik sinyalini
etkilemedigi tespit edilmistir. Analitik ¢alismanin devaminda idrar numunlerine bilinen
miktarda standart BV ¢ozeltisinden ilaveler yapildiginda +1.45 V gerilimindeki anodik
sinyalin dogrusal olarak arttigi tespit edilmistir (Sekil 4.7). Kaydedilen
voltamogramlardan elde edilen verilere gore; ilave edilen BV derigimi ile anodik sinyal
arasindaki dogrusal denklem Ip(nA)=0.023Cgv; (png/mL) +0.093, r=0.995 (n=7)
seklindedir. Standart ekleme teknigi uygulanan idrar numunelerinde 4.04 ug/mL
derigimindeki BV’nin %’de geri kazanim degeri 94.25 olarak elde edilmistir. Elde edilen
yiiksek geri kazanim sonuglari, idrar numunelerindeki BV nin analizinde BDD elektrot
ile gelistirilen elektroanalitik teknigin basarili  bir sekilde uygulanabilecegini

gostermektedir.

35



0,75

Ip(uA)=0.023C[BV] (ug/mL) +0.093
r=0.995

0,60 -

< 0,45-

—
—
=~ 0,30;
0,15 Z4 0 48 12 16 20 24 28 32
Cisvy/ H9/mL
0,00

0,4 0,6

0,8 1/0 1,2
Sekil 4.7. BDD elektrot iizerinde BV nin idrar numunelerinde analizi igin standart ekleme
teknigi kullanilarak kaydedilen kare-dalga voltamogramlari. O: Saf idrar numunesi, 1: 4.03

pg/mL (ilave edilen miktar), ilaveden sonra final ¢dzeltide bulunan BV diizeyi; 2: 9.99 pg/mL,
3:11.99 ug/mlL, 4: 14.98, 5: 19,99, 6: 24.97 ve 7: 29.97
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Sunulan bu tez ¢alismasinda ilk defa BDD elektrot tizerinde Hodgkin Lenfoma
tedavisinde kullanilan BV’nin elektrokimyasal 6zellikleri ve Kkantitatif tayini igin bir
elektro analitik teknik gelistirildi. BV’ nin elektrokimyasal 6zellikleri BR destekleyici
elektrolit ortaminda BDD elektrot iizerinde doniisiimlii voltametri ve kare-dalga
voltametri teknikleri kullanilarak detayli olarak arastirilmistir. BDD elektrodun siilfiirik
asit ortaminda elektrokimyasal olarak aktive edildiginde BV nin oldukga elektro aktif etki
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.2). Elektrokimyasal aktivasyon siirecinde BDD
elektrodun ilk 6nce anodik ve daha sonra katodik olarak aktive edildiginde BV nin anodik
sinyallerinde oldukga iyilestirme sagladigi gézlendi. Bu sonucun BDD elektrot iizerinde
gerceklestirilen aragtirmalar ile uyumlu oldugu goriilmektedir (Ugar ve Levent, 2021;
Altunkaynak, vd. 2023; Yildiz ve Levent, 2024). Doniisiimlii voltametri tekniginde
yaklagik BR (pH:8.0) destekleyici ortaminda yaklasik +1.36 V gerilimde tersinmez bir
dalga verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.1a). Ayrica bu ¢alisma kosullarinda BDD elektrot
tizerinde BV nin diflizyon katkili adsorpsiyon 6zellik gosterdigi elde edilen bulgular ile
gosterildi (Sekil 4.1b). Ayn1 zamanda kare-dalga voltametri verilerinden anodik gerilim
ile pH arasindaki degisimden 52.13 mV/pH egim degerinin nerst esitligindeki teorik
tegere yakin cikmasi, BDD elektrot lizerinde gerceklesen elektrokimyasal siirecte
elektron sayisinin proton sayisina esit oldugu anlasilmistir.

Tez c¢aligmasinin ikinci boliimiinde BV’nin miktar tayini igin gelistirilmesi
hedeflenen elektroanalitik yontemin optimizasyon ve validasyon deneyleri
gerceklestirilmigtir. Optimum destekleyici elektrolit ve pH ¢alismasi deneylerinde en
diizgiin ve hassas voltamogramlar BR (pH 8.0) destekleyici elektrolit ortaminda elde
edildi (Sekil 4.3). BDD elektrot iizerinde gergeklestirilen donlisimlii voltametri
verilerinden BV’nin elektrot yiizeyinde adsorptive o6zelligi oldugu anlasilmistir. Bu
yiizden BV’nin BDD elektrot yiizeyinde biriktirme gerilimi ve siiresi deneyleri yapildi.
Bu deneylerden +0.3 V biriktirme geriliminde ve 60 saniye biriktirme siiresinde BV’nin
elektrot yiizeyinde daha hassas ve tekrarlanabilir 6zellikte elektroaktif oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.4). Bu elektroanalitik yontemde kullanilan voltametrik teknigin
parametre optimizasyonunda analitin elektrot yiizeyinde daha hassas ve daha diizgiin bir
voltamogram elde edilmesini saglamaktadir. Bu amagcla kare-dalga voltametri parametre

optimizasyon deneylerinde +0.005 V adim gerilimde, 0.04 V amplitiit gerilimde ve 40 Hz
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frekans degerlerinde BV antikanser ilact BDD elektrot yiizeyinde daha duyarli ve
tekrarlanabilir voltamogramlar olusturmustur (Sekil 4.5). Tez ¢alismasinin analitik
yontem gelistirme bolimiinde ise BV antikanser ilact 9.99 ug/mL ile 49.95 pg/mL
derisim araliginda optimum ¢alisma kosullarinda Ip(nA)=0.026 Cisv] (ug/mL) -0.269,
r=0.997 (n=9) dogrusal denklemi ile ¢ok iyi bir analitik ¢alisma araligina sahip oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.6). Bu verilerden gelistirilen elektroanalitik teknigin 0.98 pg/mL
TAS degerine sahip oldugu tespit edilmistir. Gelistirilen yontemin giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirlikleri ise sirasiyla % 3.24 ve % 4.28 olarak belirlenmistir. Gelistirilen
elektroanalitik yontem optimum kosullar altinda idrar numunesine uygulanarak,
incelenen BV anti kanser ilacinin idrar numunelerindeki analizleri test edilmistir. Idrar
numunesine standart ekleme-geri kazanma yontemi uygulanarak gelistirilen yontemin
dogruluk calismasi yapilmustir. Idrarda bulunan BV gelistirilen ydntemin uygulanmasi
sonucunda % 94.25’lik yiiksek bir geri kazanim ile elde edilmistir (Sekil 4.7).

Sonug olarak, yapilan bu tez ¢alismasi ile basit, kolay, ekonomik ve ¢evre dostu
bir deney protokolii gelistirilerek, siilfiirik asit ortaminda elektrokimyasal olarak aktive
edilen BDD elektrodunda BV anti kanser ilacinin elektrot yiizeyindeki tayinine dayanan

yeni bir analitik yontem basarili bir sekilde gelistirilmistir.
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