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OZET

ANTIKANSER ILAC ETKEN MADDE OLAN BUSULFAN SECICI

POTANSIYOMETRIK SENSORUN GELISTIRILMESI

AYDIN ARSLAN, Berna

Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Murat YOLCU
SUBAT 2017, 50 sayfa

Antikanser ilag etken maddelerinden biri olan busulfan (BUS)’a segici yeni tip
PVC membran kati-hal mikrosensoér gelistirildi. BUS-se¢ici  mikrosensoriin
potansiyometrik performanslart durgun ortam 6lgtimleri ile test edildi. Sensor her 10 kat
busulfan konsantrasyonu degisimine karsi yaklasik 54 mV’luk bir egime sahip iken,
cevap zamani kisa (<15 s) ve kullanim 6miirii uzundu (4-6 hafta). Gelistirilen BUS-
segici sensor 102-2,5x10° mol.L™’lik derisim araliginda dogrusal davrams sergiledi.
Hazirlanan sensor busulfana karsi iyi bir segicilik sergiledi. Hazirlanan BUS-segici
potansiyometrik mikrosensor kullanilarak farmasotik ilag numunesinde BUS tayini

basariyla gergeklestirildi.

Anahtar Kelimeler: Antikanser, Busulfan, Farmasoétik, Potansiyometri, Sensor



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SELECTIVE POTENTIOMETRIC SENSOR FOR
ANTICANCER DRUG BUSULFAN

AYDIN ARSLAN, Berna

University of Giresun
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Chemistry, Master Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Murat YOLCU
FEBRUARY 2017, 50 pages

A novel selective PVC membrane solid-state microsensor was developed for
anticancer drug busulfan (BUS). The potentiometric performances of prepared BUS-
selective microsensor were tested under static conditions. The microsensor performed
good behaviour (~54 mV/per decade) in busulfan solutions with a short response time
(<15 s) and long life-time (4-8 weeks). The prepared BUS-selective sensor exhibited a
linear response towards busulfan solutions in a wide concentration range (~107-2,5x10
> mol.L™"). The prepared sensor also exhibited good selectivity towards busulfan. The
prepared BUS-selective potentiometric microsensor was successfully utilized for the

determination of busulfan in pharmaceutical drug sample.

Keywords: Anticancer, Busulfan, Pharmaceutical, Potentiometry, Sensor
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1. GIRIS

Giliniimiiziin en yaygin ve oliimcil hastaliklar1 arasindaki yerini ve Onemini
koruyan kanser hastalig1 ve tedavisi ile ilgili arastirmalar tiim hiziyla devam etmektedir.
Kanser hastaliginin tedavi edilmesi sirasinda genel olarak cerrahi, immiinoterapi,
kemoterapi ve radyoterapi yontemlerine basvurulur. Ilag destekli tedavi olarak bilinen
kemoterapi yontemi giiniimiizde oldukca yaygindir. Dogal ilaglarla hazirlanmis tedavi
yontemi olan fitoterapi ise genellikle bitkilerin tamami1 veya bazi boliimleri kullanilarak
gerceklestirilir. Fitoterapi yontemi kullanilarak bazi kanser tiirlerinin tedavisine yonelik
yapilan basarili bilimsel ¢alismalara da son yillarda rastlamak miimkiindiir. Dolayisiyla
kanser tedavisinde kullanilan ila¢ etken maddelerin Onemi oldukc¢a fazladir. Etki
mekanizmalarina ve kullanildiklari kanser tiirlerine gore gesitlilik gésteren bu ilag etken
maddeler ile ilgili yapilan sentez ve analiz ¢aligmalarini igeren bilimsel arastirmalara

sik¢a rastlanmaktadir [1-3].

Cogu ilag analizleri yliksek maliyetli enstrumanlar aracilifiyla uygulanan
metotlarla gergeklestirilmektedir. Ekonomik, hizli, duyarli, segici ve basit metotlarla
antikanser ila¢ etken maddelerin tayini son derece dnem arz etmektedir. Iyon secici
elektrotlar (ISE)’m gelistirilmesi ve uygulamalari ile ilgili ¢aligmalar son 40 yildir ivme
kazanarak devam etmektedir [4]. Iyon segici elektrotlarin kullanildig1 potansiyometrik
tayinler; diisiikk tayin sinirlari, genis ¢alisma araligi, yiiksek segicilik, dogruluk ve
kesinlik, kisa analiz siiresi, basit tasarim, diisiik maliyet, Olciilen materyale zarar
vermeme, ¢ogu zaman On ayrim gerektirmeme, renkli ve bulanik ¢ozeltilerde dahi
Olcime izin verme gibi avantajlarindan dolayr yukarida bahsedilen pahali tayin
yontemlerine alternatif olarak son yillarda bir c¢ok alandaki tayinlerde siklikla

kullanilmaktadir [5].

Bu tez calismasinda, bir antikanser ilag etken madde olan busulfan (BUS)’in
tetrafenilborat (TFB) ile iyon ¢iftinin sentezlenmesi, sentezlenen iyon ¢iftinin iyonofor
madde olarak kullanimi ile BUS-se¢ici mikrosensor gelistirilmesi, performanslarinin

arastirtlmasi ve analitik uygulamalarda test edilmesi amaglandi.



1.1. Kanser

Insan viicudunda tiim organlar hiicrelerden olusmaktadir. Mikroskopla
gorilebilecek diizeyde kiiciik olan bu yapitaslar (Sekil 1.1) saglikli viicut hiicrelerinde
(kas ve sinir hiicreleri harig) boliinebilme 6zelligine sahiptirler. Hasar gérmiis dokularin
(viicut i¢i ve disindaki) onarilmasi ve 6lmiis olan hiicrelerin yenilenmesi amaciyla bu
yeteneklerini kullanirlar. Ancak bu yetenekleri de sinirlidir. Saglikli hiicrelerin hayatlar
boyunca belli bir boliinebilme sayilar1 vardir. Gerektigi yerde ve ne kadar boliinecegini
bilir. Kanserli hiicreler ise sinirli sayida béliinebilecegi bilincini kaybetmislerdir.
Kontrolsiiz boliinmeye baslayan ve c¢ogalan kanser hiicreleri birikerek tiimorleri
olustururlar. Ttimorler saglikli dokular1 sikistirabilirler, i¢ine sizabilirler ya da tahrip
edebilirler. Kanser hiicreleri olustuklari tiimérden ayrilirsa, kan ya da lenf dolagimi
araciligr ile viicudun diger bolgelerine gidebilirler. Gittikleri yerlerde tiimor kolonileri
olusturur ve bliylimeye devam ederler. Kanserin bu sekilde viicudun diger bdlgelerine

yayilmasi olayina metastaz ad1 verilir [1].

Kanser hastalarinin tedavisinde sahip oldugu kanserin tiiriine gore farkli tedavi
yontemi uygulanir. Bunun nedeni ise Kkanserler olugmaya bagladiklari organ ve
mikroskop altindaki goriiniislerine goére siniflandirilirlar. Dolayisiyla farkli tipteki
kanserler, farkli hizlarda biiyiirler ve farkli yayilma bigimleri gosterirler. Dogal olarak

tedavilere de farkli sekilde cevap verirler [1].

Sekil 1.1 Lenfositlerin (sar1) kanserli hiicrelerle (pembe) Savasi



1.2. Kanser Hastaligina Neden olan Faktorler

Kansere neden olan faktorler heniiz kesin olarak bilinmemekle birlikte kanser
hastalig1 i¢in iki grup risk faktorii oldugu belirtilmektedir. Bu risk grubundan ilki
genellikle yasam sekillerine, yasa, cinsiyete ve aile Oykiilerine bagl olarak

degismektedir. Ikinci risk grubu ise ¢evresel faktorlerdir [6].

Ultraviyole 1sinlari: Daha ¢ok yaz aylarinda kontrolsuz sekilde gilines 1s18ina
maruz kalanlarda, a¢ik alanlarda ¢alisma zorunlulugu olanlarda ve ten rengi agik olan

insanlarda genellikle bu 1sinlar deri kanserine neden olmaktadirlar.

Iyonize Radyasyon: Japonya’ya atilan atom bombasi sonucunda yiiksek
derecede radyasyona maruz kalanlarda, omurgada hareket kisitliligina neden olan
iltihapli bir romatizma hastalig1 olan ankilozanspondilit hastalig1 nedeni ile radyasyon
verilenlerde ve gesitli nedenler dolayisiyla radyasyon verilmis olan hastalarda iyonize

radyasyonun cesitli kanserlere yol agtig1 gdsterilmistir.

Kimyasal kanserojenler: Mesleki nedenlere bagl olusan kanserlerin tiim kanser
tiirlerinin % 4 kadarmi olusturdugu sanilmaktadir. Ornek verilecek olursa boya
sanayiinde calisanlarda mesane kanserleri, plastik sanayiinde ¢alisanlarda karaciger

kanserleri, katranla ugrasanlarda deri kanserleri goriilmektedir.

Hava kirliligi: Hava kirliligine neden olan bir ¢ok faktér vardir. Hava

kirliliginin genelde akciger kanserine neden oldugu goriilmektedir.

Beslenme faktorleri: Genellikle yedigimiz besinlere dikkat etmememizin
sonucu olarak kanserojen madde iceren besinlere maruz kalmaktayiz. Bu da sindirim
sistemi kanserlerini ortaya g¢ikarmaktadir. Bu nedenle kanserojen madde iceren
besinlerden uzak durmali ve diisiik yag ve yiiksek lif iceren beslenme programlarini

takip etmeliyiz.

Alkol: Uzun siireli alkol kullanimi1 genel olarak agiz, yutak, girtlak ve yemek
borusu kanserleri riskini arttirmaktadir. Alkol kullanirken ayn1 zamanda sigara i¢enlerde

ise kansere yakalanma riski kat kat daha artmaktadir.
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Sigara: Akciger kanserinin nedenlerinin basinda sigara gelmektedir. Sigara
icenlerde akciger kanserinin yiiksek oranda goriildiigii kesinlesmistir. Sigara ayrica

larenks, agiz boslugu, yutak, mesane ve pankreas kanserleri riskini de arttirmaktadir.

Viriisler: Cesitli bulasici hastaliklara yol agan viriislerin insan viicudunda kanser
olusumuyla iliskili oldugu bilinmektedir. Ornek olarak Hepatit-B viriisiiniin karaciger

kanseri ile iligkili oldugu bilinmektedir.

Genetik faktorler: Bazi kanser tiirleri genetik faktorlere bagli olarak gegis
gosterse bile Kanser tek basma genetik bir hastalik degildir. Bazen ailede kanser
hastalig1r goriilmemesine ragmen kisilerde kanser hastaligina rastlanmaktadir. Sonug

olarak kanser bir¢ok sebebe bagli olarak gelisen bir hastaliktir.

1.3. En Sik Goriilen Kanser Tipleri

Akciger Kanseri
Mide Kanseri
Prostat Kanseri
Meme Kanseri

Kalin Bagirsak Kanseri

vV V.V V V VY

Rahimagzi Kanseri [1]

1.4. Kanser Tedavi Yontemleri

Halk arasinda tedavisi olmayan amansiz bir hastalik olarak goriilmesinden
dolay1 tanida gecikmelere neden olan kanser hastalig1 aslinda tedavisi miimkiin olan bir
hastaliktir. Fakat insanlar kanserin garesiz bir hastalik oldugunu diisiinerek bilimsel
olmayan farkli yontemlere yonelmektedirler. Bu da tedavinin gecikmesine yol
acmaktadir. Kanser tedavisinde basar1 saglamak kanserin cinsini bilmek, yaygmligi ve
tedavinin diizenli sekilde yapilmasiyla saglanir. Diizenli olmayan bir tedavi en iyi
kanser tiirlerinde bile basarisizlikla sonuglanir. Kanser tedavisi genelde onkolog,
radyoterapist, cerrah ve patologdan olusan bir ekip isidir. Kanser tedavisinde kullanilan

baslica yontemler cerrahi, kemoterapi radyoterapi, ve immiinoterapidir [6].
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1.4.1. Cerrahi

Uzun zamandan beri kullanilan bir yontemdir. Kanser hastaliginda ilk tedavi
olarak hastalarin (%75-80) biiyiik bir kisminda cerrahi yontem kullanilmaktadir. Cerrahi
yontem, kanserde degisik amaglarla kullanilmaktadir. Bunlar; 6nleyici cerrahi, tanisal
cerrahi, kiiratif cerrahi ve palyatif cerrahidir. Tanisal cerrahide kanserli dokudan 6rnek
alinir. Burada kanserin cinsine ve yayginlik derecesine gore hastaligin bulundugu

bolgeden kanserli dokunun tiimii alinir ya da sadece biyopsi alinir [6].

Onleyici cerrahi: Kendisi kanser olmadig halde mutlaka kansere déniisecegi
bilinen dokularin ¢ikarilmasi islemidir. Ornegin kalin barsaktaki poliplerin kansere

dontigsme riski ¢ok yiiksek oldugundan mutlaka ¢ikarilmalidir.

Kiiratif cerrahi: Kanserli dokunun yayilma olasiliginin engellenmesi i¢in
yayllma olasiligi olan komsu bdlgelerin ¢ikarilmasi islemidir. Kanser tedavisinde
istenen de aslinda budur. Fakat ¢ogu kanser tiiriinde, kanserli dokular ameliyatla
tamamen c¢ikarildigi halde gosterilemeyen mikroskopik yayilimlar s6z konusudur. Bu

nedenle ilag tedavisi ve radyoterapi de gogu zaman cerrahiye ek olarak gereklidir.

Palyatif cerrahi; Kanserin ilerleyen asamasinda hastaligin acil sorun yaratan

bazi durumlarini diizeltmek, 6nlemek, yasami uzatmak amaci ile yapilir.

1.4.2. Radyoterapi (Isin Tedavisi)

Kanser tedavisinde X-ignlari, elektronlar gamma 1sinlari, gibi iyonize isinlarin
kullanilmasidir. Bu 1ginlar kanserli hiicrede hasara yol agarak etki etmektedirler. Ancak
bazi kanser tiirleri radyoterapiye cevap verirken bazilar1 da direngli olabilmektedir.
Gilinliimiizde radyoterapide kullanilan ¢ok gelismis cihazlar vardir. Lineer akselerator

(Sekil 1.2), betatron gibi makinalarla yiiksek enerjili 1sinlar elde edilebilmektedir [6].



Sekil 1.2 Lineer akselerator

1.4.3. Kemoterapi (ila¢ Tedavisi)

Kemoterapi, kanser hiicrelerinin biiylimesini engellemek, yok etmek veya
biiylimesini kontrol altina almak igin antikanser ilaglar kullanilarak yapilan bir tedavi
yontemidir. Kemoterapi tek basma veya cerrahi ve 1smn tedavisi ile birlikte
uygulanabilir. Kemoterapi uygulamalarindaki amaglar; hastaligi tedavi etmek, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini Onleyip yayilmasini yavaslatarak hastaligin kontrol altina

alinmasini saglamaktir [6, 7].

Kemoterapide kullanilan antineoplastik ilaglar kanser hiicrelerinin ¢ogalmalarini
durdurmakta ve yok etmektedir. Fakat bu ilaglar viicuttaki saglam hiicrelere de etki
etmekte ve ciddi yan etkilere yol acabilmektedirler. Bu nedenle ancak bu konuda egitim

gbrmiis uzman kisiler ve uzman hastanelerce kullanilmalidirlar [6, 7].

1.4.4. Diger Tedavi Yontemleri

Immiinoterapi: Viicudun bagisiklik sistemini giiglendirmek ve bdylece kansere
yakalanma olasiligin1 en aza indirmek i¢in gelistirilen bir yontemdir. Bu amaglarla
BCG agis1 gibi bagisiklik sistemini uyaran, biyolojik molekiiller kullanilmaktadir. Fakat

klinik uygulamalar bu konuda daha ¢ok caligma yapilmasinin gerektigini gostermistir

[6].



Hormon tedavisi: Hormona bagimli olarak gelisen bazi tiimérlerde hormon
kullanilarak tedavi edilmek amaglanmistir. Ornegin meme ve prostat kanseri gibi

kanserlerde bazi 6zel hormonlar tedavi amaci ile kullanilmaktadir [6].

Lazer tedavisi: Ameliyatlarda yararli olabilecegi diisiiniilerek tipta daha yaygin
olarak  kullanilmaya baslamistir. Ancak kanserde heniiz yaygin olarak

kullanilmamaktadir. Bazi durumlarda girtlak kanserlerinde ve beyin tiimdrlerinde,

kullanilmaktadir [6].

Fitoterapi: En eski tedavi yontemlerinden olan ve bitkisel bir tedavi yontemi
olarak kullanilan fitoterapi; giiniimiizde bilimsel bulgulara dayanilarak bitkisel tirtinlerin
insan saghiginin korunmasi ve hastaliklarin tedavisindeki yerini arastiran ve olasi

risklerini degerlendirebilen bir alan konumundadir [2].

1.5. Kanser Tedavisinde Kullanilan ila¢ Etken Maddeler

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar antikanser (Sitotoksik) ilaclar olarak

tanimlanmaktadir. Antikanser tiirii ilaglar 6 ana baslik altinda toplanabilir:

1. DNA-Etkilesimli Ajanlar: Alkilleyici ajanlar, ¢apraz baglayic1 ajanlar,
tabakalararasi ajanlar, topoisomeraz inhibitorleri ve DNA ayiric1 ajanlardir.

2. Antimetabolitler: Pirimidinler, purinler ve diger antimetabolitlerdir

3. Antitubulin Ajanlar: Takzanlar, vinca alkaloidleri ve diger antitubulin
ajanlar

4. Hormonlar

5. Molekiiler Hedef Ajanlar

6. Antibodiler

Sekil 1.3-1.9°da sirasiyla antimetabolitler, DNA-etkilesimli ajanlar, antitubulin

ajanlar ve kimyasal yapilar1 gosterilmistir [8-9].
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Sekil 1.3 Antimetabolitler ve kimyasal yapilari
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Sekil 1.4 DNA-etkilesimli ¢apraz baglayici ajanlar ve kimyasal yapilari
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Sekil 1.6 DNA-etkilesimli tabakalararasi ajanlar ve kimyasal yapilari
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Sekil 1.7 DNA-etkilesimli topoisomeraz inhibitorleri ve kimyasal yapilar

DNA cleaving agent

bleomycin

Sekil 1.8 DNA-etkilesimli DNA ayirict ajan ve kimyasal yapisi
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Sekil 1.9 Antitubulin ajanlar ve kimyasal yapilari

1.5.1. Busulfan

Busulfan; DNA etkilesimli ajan sinifindan alkil ajan grubu igerisinde yer alan bir
neoplastik ilagtir (Sekil 1.10). Kronik miyelojen 16semide kullanilan antikanser ilag
etken maddedir. Kan hiicrelerinin kemik iliginde olgunlastiktan sonra kana geg¢mesi
beklenir. Kronik miyelojen l6semide ise yeterli diizeyde olgunlagamamis hiicreler
kemik iliginde ve kanda sayica artarlar. Normalde beyaz kan hiicrelerinin sayist 5-10
bin/mm? arasinda iken bu hastalikla birlikte 50 binden - 200 bine ulagan 18kosit artist
gorilebilir [10, 11].

0 0

\\S// 0

NN NN
J%

Sekil 1.10 Busulfan kimyasal yapisi
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1.5.2. Cisplatin (Sisplatin)

Nefrotoksik etkisi en fazla olan sisplatin kanser tedavisinde en sik kullanilan
antineoplastik (timor Onleyici) ilaglardandir (Sekil 1.11). Sisplatin, DNA etkilesimli
ajan smifindan alkil ajan grubu icerisinde yer alir. Kemoterapide kanseri tedavi etmek
icin kullanilan bir ilagtir. Akciger kanseri, mesane kanseri, over kanseri, germ hiicreli

kanserlerin tedavisinde kullanilir [10, 11].

Sekil 1.11 Sisplatinin kimyasal yapisi

1.5.3. Bleomisin

Bleomisin intrakavital (Akciger zari, karin zari igine), damar igi, kas i¢i veya
derialt1 olarak kullanimi yaygin olan antikanser ila¢ tiiridiir (Sekil 1.12). Bleomycin;
DNA etkilesimli ajan sinifindan DNA ayirici ajan grubu igerisinde yer alir. Siddetli ates
ve deri reaksiyonlarinin (deride siyaha calan renk degisimi) yani sira deride yanma ve
iltihaplanma, tirnak yuvasinda sisme ve kalinlasma yan etkileri arasinda goriilmektedir.

daha ¢ok testis kanserinde kullanilan antineoplastik bir ilagtir [10, 11].

Hwﬁ Jo s d

HCI
OH
OH
WH
oH T
HZN’J\)

Sekil 1.12 Bleomisinin kimyasal yapisi
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1.5.4. Paklitaksel (Taksol)

Paklitaksel antitubulin ajan sinifi igerisinde yer alan bir antitiimdr ilactir (Sekil
1.13). Paklitaksel’in meme kanserine karsi antitiimor etkisinin belirlenmesi i¢in ¢esitli
tedavi sekilleri denenmistir. ilk olarak 1991 yilinda tek basina paklitaksel
kullanilmastyla metastatik meme kanserinde % 56 oraninda bir cevap elde edilmistir.
Paklitaksel alan hastalarda yapilan ¢aligmalarda genel olarak cevap oranlari ilk basamak
metastatik tedavide % 32-62, ikinci veya daha sonraki basamaklarda ise % 21-48 olarak
bulunmustur. Paklitaksel’in optimum dozu ve tedavinin uygulamis sekli halen

tartismalidir [10, 11].

@/\;)J\O\\.- :Ii|6 o

= OH O

R G
o) O

Sekil 1.13 Paklitakselin kimyasal yapis1

1.5.5. Dosetaksel (Taksotere)

Dosetaksel; antitubulin ajan sinifi igerisinde yer alan bir antitiimor ilagtir. Kanser
tedavisinde kullanilan dosetaksel (Sekil 1.14) ile yapilan ¢aligmalarda % 50-68 oraninda
meme kanserinde basari saglanmistir. Onceden kemoterapi almis hastalarda cevap
oranlarina bakildiginda % 29-37 olurken, daha 6nceden kemoterapiye karsi direngli
olan hastalarda bu oranin yiiksek oldugu saptanmistir. Meme kanserindeki
Dosetaksel’in optimum dozu heniiz saptanamamugtir. Dosetaksel, paklitaksel’e gore
hiicre i¢ine daha hizli alinir ve hiicre i¢inde uzun siire kalma 6zelligine sahiptir. Ayrica

paklitaksel’e gore 2-4 kat daha kuvvetli oldugu goriilmistiir [10, 11].
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Sekil 1.14 Dosetakselin kimyasal yapisi

1.5.6. Oksaliplatin (Eloksatin):

Oksaliplatin; DNA etkilesimli ajan sinifindan alkil ajan grubu igerisinde yer alan
bir neoplastik ilactir (Sekil 1.15). Kisa siireli veya uzatilmis 120 saate kadar siirekli
infizyon seklinde damar yoluyla uygulanabilmektedir. Yan etkileri arasinda Sinir hasari
(ellerde ve ayaklarda bazen dudaklarda hissizlik ve karincalanma) goriilebilir fakat ilag
kesildikten sonra diizelme ger¢eklesmektedir. Genelde kolon kanseri tedavisinde
kullanilmaktadir [10, 11].

o A
N/
Pt
N

i A
“N O
H, O

Sekil 1.15 Oksaliplatinin kimyasal yapisi
1.5.7. Karboplatin (Paraplatin):
Karboplatin; DNA etkilesimli ajan sinifindan alkil ajan grubu igerisinde yer alan

bir neoplastik ilactir (Sekil 1.16). Damar yoluyla uygulanmaktadir. Yan etkileri

arasinda, kemik iligi baskilanmasi1 ve ozellikle kanama riskini artiran trombositopeni
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vardir. Bunlarin yani sira, kusma, bobrek hasari (nefrotoksisite), bulanti, duyma

duyusunda azalma (ototoksisite) de goriilmektedir [10, 11].

O

H~N
3N /O
/Pt\
HaN o)

O
Sekil 1.16 Karboplatinin kimyasal yapist

1.5.8. Lomustin (CCNU):

Lomustin (CCNU) ; DNA etkilesimli ajan sinifindan alkil ajan grubu igerisinde
yer alan bir neoplastik ilagtir (Sekil 1.17) Oral yolla kullanimi1 uygundur. Yan etkileri
arasinda; iltihap riskini artiran kemik iligi baskilanmasi, kanama ve kansizlik vardir.

Daha ¢ok beyin tiimérii tedavisinde kullanilir [10, 11].

NT
H |
N

YN\/\CI
0

Sekil 1.17 Lomustinin kimyasal yapisi

1.5.9. Doksorubisin (Adriamisin):

Doksorubisin DNA etkilesimli ajan smifindan tabakalar arasi ajanlar grubu
icerisinde yer alan antineoplastik ilactir (Sekil 1.18). Damar yoluyla uygulanmaktadir.
Doksorubisin, mide yumusak doku sarkomasi, miiltipl miyelom, bazi1 akciger 16semi
hastaligini, ayrica mesane, gogiis, over, tiroit ve diger kanseleri tedavi etmek igin

kullanilir [9, 11].
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Sekil 1.18 Doksorubisin’in kimyasal yapisi

1.5.10. Ifosfamide (Haloksan):

Ifosfamide; DNA etkilesimli ajan sinifindan alkil ajan grubu igerisinde yer alan
bir neoplastik ilagtir (Sekil 1.19). Damar yolu ile uygulanmaktadir. Kisa siireli
uygulamalari disinda uzun siireli uygulamalarda 120 saate kadar cikilabilmektedir.

Metastatik meme kanseri tedavisinde kullanilir [10, 11].

Cl Cl
O, ,NH ® O, [NH S
Clho~vP 70 Clho~Pvo

Sekil 1.19 Ifosfamide’in kimyasal yapisi

1.6. Ila¢ Etken Madde Analizleri

Ilag analizleri; genellikle biyolojik, farmosetik ve c¢evresel (hava, yiizey ve
attksu) numunelerde bulunabilecek etken maddelerin tayin edilmeleri esasina
dayanmaktadir. Antikanser ilaglarin analizleri i¢in kromatografik, spektroskopik ve
elektrokimyasal teknikler kullanilmaktadir. Bu analizler sivi kromatografi (LC), gaz
kromatografi (GC), akis enjeksiyon analizi (FIA), kapiler elektrokromatografi (CE),
yiiksek basing sivi kromatografi (HPLC) ve siiperkritik akiskan kromatografisi (SFC)
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gibi kromatografik metotlar ile floresans ve ultraviyole spektroskopi (UV), kiitle
spektroskopisi  (MS), elektrokimyasal —metotlar  (amperometri,  voltametri,
potansiyometri) yardimiyla gergeklestirilmektedir [8]. Asagida antikanser ilag analizleri

lizerine yapilan bazi literatiir 6rnekleri verilmistir.

Moret ve arkadaslar1 2014 yilinda; antikanser ilag tiirii olan Carnitin’in (CRT)
molekiiler baskilanmis polimerlerinin hazirlanmast ve potansiyometrik sensor
davraniglarinin incelenmesi ile ilgili bir ¢alisma yapmuslardir (Sekil 1.20-1.21). Carnitin
hedef molekiiliiniin metakrilik asit (MAA) ve diger ¢apraz baglayicilarla uygun sekilde
komplekslestirilmesi daha sonra da polimerlestirilip hedef molekiiliin polimerden

uzaklastirilmast islemi yapilmistir [12].

MAA MAATRM 9

Yt

“/ 4.?

vy X é i
H

Sekil 1.20 MIP’lerin 6tesinde negatiften pozitif yapmak

Carnitin baskilanan polimer potansiyometrik sensér govdesine yerlestirilerek
secici sensor gelistirilmis, gelistirilen sensoriin potansiyometrik uygulamasi yapilmistir.
Sekil 1.21°de degisik oranlardaki membran bilesimlerine gore hazirlanan sensorlere ait
potansiyometrik kalibrasyon grafikleri gosterilmektedir. Grafikler incelendiginde MIP
iceren sensorlere ait sinyalin daha yiiksek ve daha dogrusal oldugu goriilmektedir.
Ayrica gelistirilen sensorler ile CRT nin bazi numunelerde analizleri gergeklestirilmistir

[12].
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Sekil 1.21 CRT-secici sensore ait potansiyometrik kalibrasyon grafikleri

Florea ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklar bir caligmada ise yine bir antikanser
ilag tliri olan Gemcitabine (GMT)’nin molekiil olarak altin elektrot yiizeyinde
elektropolimerizasyon ile baskilanmis polimerler (Sekil 1.22) hazirlanmis, MIP ve NIP
ile hazirlanan filmin GMT ye kars1 voltametrik davranislart (Sekil 1.23-1.24)

incelenmistir. Sekil 1.27 incelendiginde MIP ile hazirlanan sensore ait sinyalin oldukca

yiiksek oldugu goriilmektedir [13].

Extraction

Rebinding

Sekil 1.22 GMT ’nin eletropolimerizasyon ile baskilanmasi
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Sekil 1.24 GMT analizi i¢in voltametrik kalibrasyon grafigi

Ishkuh ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; bir antikanser ilag¢
tiirii olan paklitaksel’in nanopartikiiler olarak hazirlanmasi ve kontrollii ilag saliniminin
gergeklestirilmesi tizerinedir. Sekil 1.25°de paklitaksel’in polimerizasyon mekanizmasi
goziikmektedir. Baskilama isleminden sonra MIP ve NIP ile doldurulmus kolonlarda
HPLC (yiiksek basing sivi kromotografisi) yontemi ile paklitaksel analizi yapilmistir
(Sekil 1.26). Ust kisimda gosterilen ve MIP ile hazirlanan kolon igin elde edilen grafikte

absorbansin daha yiiksek oldugu goriilmektedir [14].
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Sekil 1.25 Paklitaksel’in molekiiler baskilanmasinin sematik gésterimi
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Sekil 1.26 MIP (A’da) ve NIP (B’de) kolonlarinda paklitaksel kromatogramlari
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Kotinkaduwe ve arkadaslarinin 1999 yilinda yaptiklar ¢alismada; bir antikanser
ilag tiiri olan busulfan (Myleran®) tabletinin methansulfonik asit igerigi iyon
kromatografi metodu ile tayin edilmistir. Sekil 1.27°de Busulfan igeren tabletin tipik
iyon kromatogrami goriilmektedir. [15].

Cl

B4.60

84,00

MSA

53.60 +

63,00

82.60—

I I T I I I

0.00 1.00 2.00 3.00 4,00 B.00 6.00
Retention time in minutes

Sekil 1.27 Busulfan igeren tabletin tipik iyon kromatogrami

Peris ve arkadaslarimin 1999 yilinda yaptiklart ¢alismada; ©6n kolon
derivatizasyonlu yiiksek basing sivi kromatografisi (HPLC) ve fluresans deteksiyonu ile
kanser tedavisi goren hastanin kan plazmasinda busulfan tayini gergeklestirilmistir.
Sekil 1.28’de bu calismada elde edilen insan plazmasinda busulfan tayinine ait

kromatogram goriilmektedir [16].
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Sekil 1.28 Insan plazmasinda busulfan tayinine ait kromatogram
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Jenke ve arkadaglarinin 2004 yilinda yaptiklar caligmada; sivi kromatografi ile
farkli dozlarda kanser ilaci alan hastalarin kan plazmasinda ve sulu ¢ozeltilerde busulfan
tayini gergeklestirilmistir. Sekil 1.29’da bu c¢aligmada elde edilen busulfan tayinine ait
kromatogram (A: blank plazma, B: 50 ng/mL busulfan eklenmis plazma, c¢: 500 ng/mL
busulfan igeren sulu ¢ozelti, D: oral yolla busulfan tableti alan hastanin 1 saat sonraki

plazma 6rnegi) goriilmektedir [17].
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Sekil 1.29 Farkli numunelerde busulfan tayinine ait kromatogram

1.7. Potansiyometri

Potansiyometri; akimin ¢ok az gectigi yada hi¢ gegmedigi sistemlerde, indikator
elektrodun referans elektrota karsi gostermis oldugu, derigsim degisimine bagli olarak
degisen potansiyelin oOlglildiigii tayin yontemine denir. Kullanilan cihaza ise
“potansiyometre” adi verilir. Sekil 1.30°da bir potansiyometrenin ¢alisma prensibi
sematik olarak gosterilmistir. Degisken direncin ayarlanmasi ile standart voltajin bilinen

kism1 bilinmeyen voltaja kars1 isaretlenir. ki voltaj esit oldugu an, galvanometreden
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herhangi bir akim ge¢mez. Bdylelikle bilinmeyen voltaj, degisken direncin

pozisyonundan okunabilir [4].

Standart voltaj
| kaymad
|
Degigken direng |
Konum
dedigtinci (siirgii)
[ Cralwanometrs
| S
Bilirrneyen voltaj kayrnad

Sekil 1.30 Potansiyometrenin ¢alisma prensibinin sematik olarak gosterimi

Potansiyometrik sistemde; bir analit ¢ozeltisi(test hiicresi), bunun ile baglantili
olan degisken potansiyel(indikator elektrot) ve sabit potansiyel ( referans elektrot) ile
kararli bir potansiyometre bulunmaktadir. Bunlara “potansiyometrik  hiicre
elemanlari” da denir. Sekil 1.31°de bilgisayar kontrollii bir potansiyometrik dlgiim
sistemi goriilmektedir. Analit ¢ozeltisine daldirilan indikator elektrotta, mevcut iyon
veya iyonlarin konsantrasyonuna bagli olan bir potansiyel degisimi meydana gelir.

Dolayisiyla potansiyel degisimi Slgiilerek iyonlarin konsantrasyonlari tayin edilebilir

[5].

[
Referans
Elektrot
indikator |

= Elektrot

ey
N

Sekil 1.31 Bilgisayar kontrollii potansiyometrik 6l¢iim sistemi
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1.7.1. Potansiyometrik Tayin Ilkesi

Modern bir iyon segici elektrotta, iyon-secici membran i¢ standart ve test
coOzeltisindeki iyonlar1 birbirinden ayirir. Elektronlar, basit iyonlar veya test edilen
iyonun yiiklii ya da notral kompleksleri, membranin i¢ kisimlarina dogru i¢ standart
¢ozeltinin kompozisyonuyla orantili olarak taginirlar. Boylece olusan elektrostatik
motor kuvveti (EMK), standart referans elektrot yar1 hiicresiyle membran elektrot yari

hiicresi birlestirilerek olgiiliir [18, 19].
Konsantrasyon ile elektrot potansiyeli arasindaki iliski asagidaki gibidir.
aA+bB+..+ne = cC+dD+..

tersinir yar1 reaksiyonu ele alindiginda, bir elektrodun potansiyel farki (E), Nernst

(Nernstian) Esitligiyle verilmistir [18].

RT_ [C]°[D]?..

E=E"—Fn [A]*[B]" ...

E: Indikator elektrot potansiyeli

E°: Standart elektrot potansiyeli

R: Gaz sabiti, 8,314 J.mol*.K?

T: Sicaklik, kelvin ( 0 °C igin 273,15 K)

F: Faraday sabiti = 96486 J.volt™

[A], [B], [C] ve [D]: Elektrotta hissedilen iyon aktiviteleri

a, b, cve d : Yar1 reaksiyonda yer alan her bir tiiriin mol sayis1

n: Alinip-verilen elektron sayis1 veya membrandaki aktif 1iyon ytikiidiir.

a; Iyon aktivitesi olmak {izere, esitlik tek bir iyon i¢in yazilirsa, asagidaki gibi

olur.
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Iyon aktivitesi a;’den a,’ye degisirse potansiyel degisimi asagidaki formiil gibi

olur.

Esitlige gore; iyon aktivitesinin artmasi sonucu ¢ozeltide elektrodun cevabi

logaritmik olarak gozlenir.

o 2,303.RT a,
E=E"——F—log—
nF a,

Eger dl¢timler 25 °C’de alinirsa, sabit olan degerler yerine yazildiginda Nernst

Esitligi asagidaki gibi olur.

, 00592 a,
E=E"— log —
n a,

Boylece her Logaritmik birim bagina 25 °C’de teorik degisimi n yiiklii iyonlar
icin 59,2/n mV’dur. Genel olarak bu degisim anyonlar i¢in negatif ve katyonlar igin ise
pozitiftir. Dolayisiyla bu deger £1 yiiklii i¢in 59,2 mV, £2 yiikli i¢in 29,6 mV ve +3
yuklii i¢in de 19,8 mV olur [19].

1.7.2. Referans Elektrotlar

Potansiyeli degismeden kalabilen elektrotlara referans elektrotlar denir. Diger
bi adiyla standart elektrot da denmektedir. Referans elektrotlarin potansiyeli ¢alisma
yapilan ¢ozeltiye bagl degildir. Cozelti incelendiginde iginde bulunan analitin veya
diger iyonlarin konsantrasyonundan etkilenmez. Fakat sicaklik degismelerinde referans
elektrotlarin potansiyelleri bir miktar degisir. En yaygin kullanilan referans elektrotlar,

kalomel elektrot ve Ag/AgCl elektrotlardir.
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1.7.2.1. Kalomel Elektrot

Referans olarak ¢ok kullanilan kalomel (Hg,Cly) elektrotta gergeklesen

reaksiyonu asagidaki gibidir;
Hg.Clyg + 26 = 2Hg+2CI°
Yukaridaki reaksiyonda potansiyel, klor iyonunun derisimine baglidir.

0,0592

E=E" log[C1™]?

Yukaridaki tepkimeye gore elektrotta olusan kloriir; ortamda bulunan Hg(l)
iyonu ile tepkimeye girmekte ve kloriiriin derisiminin sabit kalmasini saglamaktadir. Bu
durumdan yola ¢ikarak Nernst Esitligine baktigimizda potansiyelinin (E = 0,2444 V)
sabit kalmasi saglanmis olur. Potasyum kloriir ( KCI) ile doymus kalomel elektroda,
“doymus elektrot yada doygun kalomel elektrot (DKE) ” denir.

1.7.2.2. Giimiis-GiimiisKloriir (Ag/AgCIl) Elektrot

Giimis/giimiis kloriir (Ag/AgCI) elektrot, genellikle bir giimiis veya platin tel

yiizeyine giimis kloriir kaplanmasiyla hazirlanir. Elektrot reaksiyonu su sekildedir;

AgCl te = Ag T Ccr

Elektrot potansiyeli goriildiigii gibi kloriir derisimine baghdir. Elektrotta
indirgenme veya ylikseltgenme tepkimeleri sonucu olusabilecek potansiyel degisimine
kars1, ortamda bulunan potasyum kloriir tampon gorevi yapar. Bu elektrodun potansiyeli

25 °C’de 0,1990 V’dur.
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1.7.3. Iyon-Secici Elektrotlar

Birgok iyon yaninda sadece tek bir iyona cevap sergileyen elektrotlara “iyon-
secici elektrotlar (ISE)” denir. Iyon-segici elektrotlar, serbest iyonun aktifligine
duyarlidir. Iyonik siddet sabit tutulursa konsantrasyon aktiflikle dogru orantili
oldugundan ISE ile konsantrasyonlar 6l¢iilmiis olur. Higbir elektrot sadece tek bir iyon

¢esidine cevap vermez, fakat bir iyona kars1 bilinen bir segicilik gosterir [4].

1.7.3.1. iyon-Segici Elektrotlarin Simflandirilmasi

. Metalik (kati-hal) iyon-secici membran elektrotlar (1., II. ve III. Sinif)
. Kaplama tel elektrotlar

. Cam iyon-segici elektrotlar

. Gaz ve enzim elektrotlar

. Iyon-segici alan etki transistorleri (ISFET)

. Kompozit elektrotlar

. Swvi-hal iyon-segici elektrotlar

0 9 OO L B WN P

. Stvi-membran iyon-segici elektrotlar (polimer-membran elektrotlar)

1.7.3.2. Sii-Membran Iyon-Secici Elektrotlar

Sivi  esasli iyon-segici elektrotlarin ¢alisma prensibi kati-hal ve cam
elektrotlarinki ile aymdir. Iyona bagli bir membran potansiyelinin olusabilmesi igin,
membranin her iki ylizeyinde bir iyon degisim dengesi mevcut olmalidir ve potansiyelin
Olciilebilmesi i¢cin membrandan ¢ok kiigiik bir elektrik akiminin herhangi bir sekilde
gecebilmesi gerekir. Cam elektrotta bu akim, cam igerisindeki hareketli H" iyonlari ile
olur. Stvi membranlarda ise, membran i¢inde hareketli anyon veya katyonlar vasitasiyla
akim tasmir [4, 19]. Sivi-membran elektrotlarda, membran hidrofobik bir iyon
degistirici emdirilmis sividir. Iyon degistiricilerin genel 6zelligi zit isaretle yiiklii
bolgelerinden ve organik notral boliimlerinden kiiclik iyonlar1 baglama yetenegine sahip
olmalaridir. Membran yiizeyinde iyon-degisim islemi daha hizhidir. Elektrodun
seciciligi Ozellikle bu iyon degisim islemi sirasinda olusan kompleksin kararliligina

baglidir.
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Genellikle membran igerisinde iyon degisimini saglayan aktif maddeler; organik
Iyon-degistiriciler, selat halkali yapilar ve iyonofor ozellikteki maddelerdir[5]. Bu

maddeler yiiklerine gore ii¢ grupta toplanirlar;

Pozitif yiiklii iyon-degistiriciler: Anyon duyarli maddelerdir. Ornegin; CI,
NO3, COg'2 gibi anyonlar ig¢in tetraalkilamonyum tuzlar1 iyon-degistirici olarak
kullanilir. Yine ClO4, NOj3 gibi anyonlar ig¢in Sekil 1.32°de yapisi gosterilen o-

fenantrolin tuzlar1 iyon-degistirici olarak kullanilir.

_ — 2t
R
N |
N R Alkl
o 3

Sekil 1.32 o-fenantrolin’in yapisi

Negatif yiiklii iyon-degistiriciler: Katyon duyarli maddelerdir. Ornegin; K* icin
Sekil 1.33’de yapis1 gosterilen potasyum tetrakis (p-klorofenil) borat (KTpCIPB) tuzu

Iyon-degistirici olarak kullanilir.

4

Sekil 1.33 Potasyum tetrakis (p-klorofenil) borat’in yapisi

Nétral tasiyic iyon-degistiriciler: Katyon duyarli maddelerdir. Ornegin; K* ve
NH4" i¢in makrosiklik yapidaki valinomisin ve nonaktin, Na* ve K* i¢cin polisiklik
eterler (tag eterler), Ca®* ve Li* icin sentetik bazi iyonoforlar iyon-degistirici olarak
kullanilir.  Sekil 1.34’de lityum iyonu i¢in kullanilan bazi iyonofor maddeler

goriilmektedir.
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Sekil 1.34 Bazi lityum iyonoforlarin yapisi
1.7.4. Iyon-Segici Elektrotlarin Performansina Etki Eden Faktorler

1.7.4.1. Cevap Zamam

Uluslararas1 Kuramsal ve Uygulamali Kimya Birligi’ne (IUPAC) gore iyon-
secici elektrotlarda cevap zamanmi membranin duyarli kismiyla cozeltideki iyonun
dengeye gelmesi icin gegen zamanin %951 olarak kabul edilir (denge potansiyelinin de
%95’ine tgs karsilik gelir). Ayrica deneysel kosullar veya gereksinimleri temeline bagl
olarak belirlenen AE/At oranina karsilik gelen zaman degeri olarak da kabul edilebilir.
Girisim yapan iyonlar, bir Nernst potansiyel farki olusmasi igin taginmasi gereken
iyonlarin aktif elektrot yiizeyine ulagmalarin1 geciktirir ve cevap zamanini etkiler. Sekil

1.35’de IUPAC’a gore cevap zamaninin belirlenmesi ait grafik asagida gosterilmistir
[19].

(g

AN Denge g M
& %03 &
= | F - I —
7 e
& a
[}

_

t(aﬁ/m) Time
Sekil 1.35 IUPAC’a gore cevap zamani
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1.7.4.2. Tayin Limiti

Iyon-secici elektrotlarin tayin tayin limiti, membran ara fazinda &lgiilebilir bir
potansiyel farki meydana getiren en diisiik iyon aktivitesi (veya konsantrasyonu) olarak
tamimlanir. Tayin limiti JUPAC’a [19] gore ise ¢ogunlukla, katyonlara ve anyonlara
kars1 duyarli elektrotlarda, elektrodun dogrusal degisim gosterdigi araligin
ekstrapolasyonu ve cevap sergiledigi en diisiik aktivite (veya konsantrasyon) bolgesinin
ekstrapole edilmesi sonucu kesisen noktaya karsilik gelen madde miktar1 olarak kabul
edilmistir. Bu limit minimum ve maksimum limitler olarak da ifade edilebilir. Sekil

1.36’da IUPAC’a gore tayin limiti grafiksel olarak asagida gosterilmistir.

A A
g i
§ i §
E E)JT: Detection limit
-log;* -loga i;

Sekil 1.36 IUPAC’a gore tayin limiti

fyon-segici elektrotlarda ¢ogunlukla tayin limiti 10© mol.L™ civarindadir. Bazi
elektrotlarda ise 10® mol.L™ e kadar diisebilmektedir. Bazen tayin limitleri, ortamda
bulunan molekiiller ve iyonlar ile ters yonde etkilenebilir (derisik sulu ¢ozeltilerde su
molekiilleri iyonlarin hidrofobik membrana girisini Onler ve tayin limiti ters yonde

etkilenir).
1.7.4.3. Secicilik

Nicolsky tarafindan secicilik ilk kez asagidaki esitlikle gdsterilmistir. Pek c¢ok
iyon-secici elektrot(ISE) ¢cogunlukla asagidaki esitlige uygun davranir [19].
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,  0,0592
E=E"+

pot nx/ny
log a, +X k) a,

ax = Olgiilecek iyonun aktivitesi
ay = Girisim yapan iyonun aktivitesi
Ny, Ny = Esitlikteki tiirlerin yiikii

ot _ . g
k. = Segicilik katsay1s

Denklem, bir elektrodun olgiilecek iyonu X’e ve biitiin girisim yapan iyonlara
cevabin gosterir. Elektrodun farkli iyonik tiirlere kars1 (Y) duyarlilig: secicilik katsayisi

ile belirlenir.

pot

vy ) arttikca elektrot dlgiilecek olan iyona karsi duyarliligint

Segicilik katsayis (k
kaybeder ve log ax-potansiyel grafigi yatay olarak ilerler. Ortamda girisim yapacak olan
elektrot yoksa Nernst esitliginde degisim gozlenir. Segicilik katsayist;

1. Ay ¢ozelti metodu,

2. Ana iyonun girisim yapan iyon ¢ozeltisine ilavesi metodu,

3. Girisim yapan iyonun ana iyon ¢ozeltisine ilavesi metodu ile hesaplanabilir.

Secicilik katsayisinin  hesaplanmasinda yukaridaki metotlardan herhangi birisi
kullanilabilir [18].

1.7.5. iyon-Segici Elektrotlarin Uygulamalari

Iyon-secici elektrotlar genellikle dort farklr analitik uygulamada yaygin olarak
kullanilir. Bunlar;

1. Dogrudan ol¢timlerde,

2. Potansiyometrik titrasyonlarin doniim noktalarinin tayininde,

3. Denge sabiti ve buna bagl fiziksel sabitlerin hesaplanmasinda,

4. Hareketli ortamlarda dedektorler olarak kullanilirlar.
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1.7.5.1. Dogrudan Olciimler

Iyon-secici elektrotlar analit konsantrasyonlarin1 dogrudan ve secimli olarak
6lgmek igin yaygin olarak kullanilmaktadir [18, 19]. Dogrudan 6l¢iim yontemlerinden
en sik kullanilani, Ol¢limii yapilan bir iyonun konsantrasyonuna karst Olgiilen

potansiyelin grafige gecirilmesiyle alinan kalibrasyon egrisini igerir.

Kalibrasyon egrisi yontemi olduk¢a dogru sonug verir. Fakat yorucudur, fazlaca
Olcim  gerektirir. Kalibrasyon almak ic¢in kullanilan standart ¢ozeltilerin
konsantrasyonlarinin, test ¢ozeltilerinde Ol¢limii yapilan iyonun konsantrasyonuna
yakin olmasi dogrulugu daha da artirabilir. Sekil 1.37’de basit bir kalibrasyon grafigi

goriilmektedir.

Bu yontemle iyon-segici elektrot ile dogrudan 6lgiilen analit potansiyeline (Ey)

karsilik gelen bilinmeyen konsantrasyon (Cy) kalibrasyon grafigi ile tayin edilebilir.

E

F— = === ==

FPotansiyel (W)

1
1
[
[
[
by

Slogich

Sekil 1.37 Basit bir kalibrasyon grafigi

Dogrudan 6l¢iim yontemlerinden bir digeri de standart ekleme metodudur. Bu
metot, bilinen hacimdeki bir analit ¢Ozeltisine standart ¢ozeltinin bilinen hacimde

ilavesinden dnce ve sonra elektrot sisteminin potansiyelinin tayinine dayanir.

Standart ekleme yoOnteminin kalibrasyon yontemine goOre avantaji; matriks
etkisinden kaynaklanabilecek girisimlerin en aza indirgenmis olmasidir. Numune
ihtivast kalibrasyonda birbirinden farkli iken, standart eklemede ayni ortam sartlart

saglanir.
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1.7.5.2. Potansiyometrik Titrasyonlarin Doniim Noktalarimin Tayini

Potansiyometrik titrasyonlarda genel olarak, titrant hacminin fonksiyonuna
uygun bir iyon-segici elektrot ile potansiyel degisiminin Olgiilmesi islemi
gerceklestirilir. Kimyasal indikatorlerin kullanildig titrasyonlardan elde edilen sonuglar
daha verimli olmaktadir. Bu titrasyonlar o6zellikle renkli veya bulanik ¢ozeltilere de

uygulanabilirler. Bu yolla;

1. Notrallesme titrasyonlari
2. Potansiyometrik ¢oktiirme titrasyonlari
3. Kompleks olusum titrasyonlari

4. Redoks titrasyonlarinin déniim noktalari tayin edilebilmektedir [18, 19].

1.8. Calismanin Amaci

Antikanser ilag etken maddelerin analizlerinde kromatografi, spektroskopi ve
elektrokimyasal metotlar kullanilmaktadir. Literatiirde siklikla kromatografik analiz
caligmalarina rastlamak miimkiindiir. Busulfan etken maddesini i¢eren biyolojik ve
farmosetik numuneler i¢in yiiksek basing ince tabaka kromatografisi (HPTLC), yakin
infrared spektroskopisi (NIRS), sivi kromatografi-ultra viyole spektroskopisi (LC-UV),
(LC-CD), sivi kromatografi- Floresans (LC-Floresans), sivi kromatografi-kiitle
spektrometrisi (LC-MS) teknikleri kullanilarak yapilan analiz ¢alismalarina rastlamak
miimkiindiir [8]. Ancak potansiyometrik sensorler yardimiyla yapilan herhangi bir

calismaya rastlanamamistir.

Kati-hal PVC-membran sensorler klasik elektrotlardan farklilik gostermektedir.
Sensorler, membran kokteylinin bir kati kontak yiizeyine yapistiriimasiyla
hazirlanmaktadir. Bilinen yollarla hazirlanan PVC-membran elektrotlarla ayni
performansi sergileyen bu yeni tip elektrotlar, biitiiniiyle kati-hal olduklarindan, i
referans elektrot ve i¢ referans ¢ozelti bulundurmamakta, bu sayede istenilen kiiciikliikte
ve tipte hazirlanmaya izin vermektedir. Bu sekilde ¢ok daha basit ve ekonomik iyon-

secici elektrotlar hazirlamak miimkiin olmaktadir [5].
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Bu tez caligmasinda bir antikanser ilag etken madde olan busulfan (BUS)’1n
tetrafenilborat (TFB) ile iyon ¢iftinin sentezlenmesi, sentezlenen iyon g¢iftinin sensor
hazirlanmasinda iyonofor madde olarak kullanimi ile BUS-segici PVC-membran
mikrosensorlerin hazirlanmasi, potansiyometrik performanslarinin (dogrusal calisma
araligi, secicilik, cevap zamani, pH ¢alisma araligi, tayin limiti, sicaklik-performans
iligkisi, titrasyonlarda indikator elektrot davraniglart v.b.) arastirilmasi, performanslari
uygun potansiyometrik mikrosensorler kullanilarak kanser tedavisinde kullanilan ticari

ilag numunesinin ig¢erigindeki busulfan miktarinin tayin edilmesi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Busulfan (BUS), tetrahidrofuran (THF), yiiksek molekiil agirlikli polivinilkloriir
(PVC), o-nitrofeniloktileter (NPOE), Dioktilsebetat (DOS), sodyumtetrafenilborat
(NaTFB) ve grafit, SigmaAldrich (Bucks, Switzerland) firmasindan, epoksi reginesi
(Ultrapur SU 2227 Victor (Italy) firmasindan, sertlestirici (Desmodur RFE ) Bayer AG
(Germany) firmasindan, ¢alismada kullanilan diger biitiin tuzlar (alkali, toprak alkali ve
gecis metal tuzlart v.b) ve ¢oziicliler Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan

saglandi.
2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Potansiyel o6lciimleri, Giresun Universitesi FEN-BAP-A-36 nolu proje ile
tasarlanan ve bilgisayar programi ile desteklenmis ¢ok kanalli potansiyometre cihaziyla
gerceklestirildi. Potansiyel ol¢timlerinde referans elektrot olarak, Ag/AgCl elektrot
(Basi-MF-2079-RE-5B) kullanildi. Tartim islemlerinde, Shimadzu (model AUX220)
marka analitik terazi kullanildi. Cozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan deiyonize su
Sartorius Stedim (Arium*611UV) marka ultra deiyonize su cihazi kullanilarak temin
edildi. Cozeltilerin pH ayarlanmasinda HANNA pH 211 marka pH metre kullanild.

2.2. Metot
2.2.1. Busulfan (BUS) - Tetrafenilborat (TFB) Iyon Cifti Sentezi

102 M HCI ve BUS igeren ve siirekli olarak karistirilan ¢dzeltinin 20 ml’sinin
iizerine 102 M sodyum tetrafenilborat ¢ozeltisinin 20 ml’si yavas yavas ilave edildi.
Olusan beyaz renkteki c¢okelek (BUS-TFB) siiziildii ve birka¢ kez deiyonize suyla

yikandiktan sonra oda kosullarinda karanlikta kurumaya birakildi, kurutulduktan sonra

dogrudan elektrot tiretiminde kullanildi [20].
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2.2.2. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kullanilan standart stok c¢ozeltileri deiyonize su ile analitik safliktaki

maddelerden 0,01 M olacak sekilde hazirlandi ve istenilen derisimlere seyreltildi.

2.2.3. Mikrosensoriin Hazirlanmasi

Genel olarak sensorlerin hazirlanmasi; alt yapiyr olusturan kati kontak
karisimmin ve PVC membran kokteylerinin hazirlanmasini ve kati kontak yilizeyine

membran kokteylinin kaplanmasi asamalarini igermektedir [5].

Kati kontak karigimimin  hazirlanmasi; agirhik olarak %50 grafit, %25
Sertlestirici(Ultrapur SU 2227) ve %25 epoksi(Desmadur RFE) re¢inesi THF ¢oziiciisii
icerisinde 15-20 dakika karistirildi ve uygun viskozite saglandiginda bir bakir tel
yardimiyla (yaklasik 0,4-0,5 mm ¢ap ve 5-10 cm uzunlukta) karisim igerisine 5-10 kere
daldirilarak tizeri kaplandi.Kaplanan elektrot 50-60 °C’de bir gece beklemesi igin
birakildi. Sekil 2.1°de sensdrlerin hazirlanis sathalarindaki goriintiileri verilmistir.
Sekilde (a):Ug¢ kismi kaplanmaya hazirlamis bakir kablo, (b): Bakir yiizeyin tamamen
grafit-epoksi kokteyliyle kaplandigi kati-kontak, (c): Kati kontak yiizeyinin PVC-

membran kokteyli ile kaplandig1 sensoriin son hali goriilmektedir.

.(*)I (b)I (c)l

Potansiyometreye

B iletken metal
Cu tel

B Kat-kontak

EE lyon-seqici
PV C-membran

B Valitkan giwde

Sekil 2.1. Gelistirilen sensorlerin hazirlanis safhalarindaki gortintiileri
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PVC membran kokteyllerinin hazirlanmasi; Agirlikca % 4-8 Iyonofor (BUS-
TFB), % 62-66 o-nitrofeniloktileter (NPOE) veya Dioktilsebetat (DOS), % 30
polivinilklorir (PVC) igeren karisimin tetrahidrofuran (THF) c¢oziiciisiinde

¢Oziilmesiyle membran kokteyli hazirlandi.

2.2.4. Calisma Yontemi

BUS-secici sensorlerin segicilikleri, cevap zamanlari, dogrusal degisim araliklari
(potansiyometrik davraniglar1), kullanim Omiirleri, tayin limitleri ve pH c¢alisma

araliklari) arastirildi.

Sensor 102 M BUS ¢ozeltisinde 6-12 saat doyurulduktan sonra lciim alindi.
Sensorler kullanimda olduklari zaman dilimi igerisinde deiyonize su veya kuru olarak
icinde saklandi. Tekrar kullanildiklarinda sartlandirma islemi tekrarlandi. Alinan
Ol¢imler mikrosensor ve referans elektrodun sabit bir hizda karistirilan hiicrede 10
mL’lik ¢6zeltiye daldirilmasiyla gergeklestirildi. Her O6l¢iimden once sensorler ve
referans elektrot deiyonize su ile yikandi. Ol¢iimler genellikle 102-107 mol.L™ derisim

araligindaki ¢ozeltiler kullanilarak yapildi.

Ger¢ek numune analizlerinde DNA-etkilesimli alkilleyici ajanlar (Bolim 1.5.)
sinifina giren busulfan ila¢ etken maddesini iceren ve ticari adi Myleran® (2 mg) olan
ilag eczaneden satin alinmistir. 0,1875 g tablet 100 mL pH:7,05 fosfat tamponunda
coziilerek 0,45 mikronluk filtrelerden siiziildii ve sonrasinda siiziintiiniin potansiyeli
olgiildii. Standart ekleme yontemi [19] kullanilarak ilag numunesinin igerdigi busulfan
tayini gercgeklestirildi. Elde edilen sonu¢ ve ambalaj degeri icin istatistiksel

hesaplamalar yapildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Busulfan (BUS)- Se¢ici PVC-Membran Sensorler

Bolim 2.2.3.’de bahsedilen metotla BUS-secici PVC-membran sensorler
hazirlandi. Dort farkli membran bilesiminde ve ozdes gruplar halinde sensorler
hazirland1 (Tablo3.1 ) ve potansiyometrik performanslar: arastirildi. En iyi performansi
sergileyen sensor grubu segildi. Derisimi 102-10"7 M arasinda degisen standart busulfan

cozeltileri kullanilarak BUS-segici sensorlerin potansiyometrik davranisi arastirildi.
Tablo 3.1 incelendiginde BUS-III tipi sensoriin daha iyi davranmig sergiledigi

goriilmektedir. Alinan Ol¢timler BUS-IIl tipi sensoriin performansinin daha iyi

oldugunu gostermis ve sonraki ¢alismalarda BUS-III tipi sensorler kullanilmistir.

Tablo 3.1 BUS-segici sensorler icin membran bilesimleri ve bazi performanslar

Membran Bilesimi (% Kiitlece) Potansiyometrik Davranis

. Dogrusal I

Sensér | BUSTFB | PVC | NPOE | DOS mv(gfgls)lml Degisim Ta{r:qnob;_TItI
Eim Aralig1 (mol/L)

BUS-I 4 30 66 - 35,0+2,3 10210 7,08x10°°
BUS-II 8 30 64 20,544,1 102-10" 6,31 x10°
BUS-III 4 30 - 66 53,3+3,4 102-2,5x10° 1,78 x10°
BUS-IV 8 30 - 64 46,5+3,2 102-5x10° 4,46 x10°

Gelistirilen BUS-secici sensoriin  sergiledigi potansiyometrik performans
ozellikleri ve gercek numune analiz uygulamalar sirasiyla asagida (Bolim 3.2.-3.9)

Ozetlenmistir.
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3.2. Potansiyometrik Davranis

Sekil 3.1’de 102107 M derisim arah@mndaki standart busulfan (BUS)
¢ozeltilerine sirasiyla daldirilan BUS-segici sensoriin potansiyometrik davranisi ve buna

ait kalibrasyon grafigi goriilmektedir.

400 ] 330 -
—a— BUS-III
1 280 -
350 -
] >
£ 230
~
] w
300 -
1 1897 1x102 M
> i
€ ] 130 +—r——r—T—T—T—T—7
:250_ 8 -7-6-54-3-2-10
Log [BUS]
1x10° M
200 ] \\_
\j 1x10* M
11x10° M 5
150 - 1x10° M
100 } } } } } i
0 50 100 150 200 250 300
t/s

Sekil 3.1 BUS-secici sensore ait potansiyel-zaman grafigi

Grafikden sensoriin genis bir derisim arahginda (~10°-10% M) dogrusal
davrandigy, ¢ok diisiik BUS derisimlerine (~10"® M) cevap sergiledigi ve ¢ok kisa cevap
zamanma (10-15 sn) sahip oldugu goriilmektedir. Sensériin tayin sinir1 1,78 x10° M ve
her logaritmik artista derisim birimi i¢in ortalama potansiyel degisimi 53,3+3,4 mV

olarak hesaplanmustir.
3.3. Kalibrasyon Calismasi

Sekil 3.2°de 1x102-1x10° M derisim araligindaki BUS ara cozeltilerine

sirasiyla daldirilan BUS-segici sensoriin potansiyometrik davranisi ve Sekil 3.3’de bu
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sensore ait kalibrasyon grafigi goriilmektedir. Kalibrasyon grafiginden gelistirilen BUS-
secici sensoriin ¢ok sayida ara c¢ozeltiye karsida olduk¢a dogrusal davrandigi

sOylenebilir.

400 - —— BUS-IIl Ara Cozelti

350 A

1x10%2 M
5x10° M

h

300 -
] 2,5x10° M

1x10° M
2,5x10* M
1x10* M

5x10™ M

1 -5
200 5x10° M

T -5
150 - 1x10° M

2,5x10° M

100 _ tt L —— — —
100 150 200 250 300

t/s

Sekil 3.2 BUS-segici sensore ait potansiyel-zaman grafigi (ara ¢ozeltiler i¢in)

330 5 @ BUS-III
[ )
y = 53,318x + 401,67 o
280 R?= 0,9902
.
>
i
E 230 -
o e
e
el
180 - .
o
10°M
130 T T T T T 1
-5 -4,5 -4 -3,5 -3 -2,5 -2
Log [BUS]

Sekil 3.3 BUS-secici sensore ait kalibrasyon grafigi
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3.4. Tekrarlanabilirlik Calismasi

102 ve 10 M derisimlerindeki standart BUS ¢ozeltilerine sirasiyla daldirilmis

ve 10 kez tekrarlanan potensiyometrik 6l¢timler alinmistir (Sekil 3.4).

E/mV

220

320 1

300 A

280 A

260

240

1x102 M BUS

N [N

N

N

\

1x10° M BUS
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
t/s

220

Sekil 3.4 BUS-secici sensore ait tekrarlanabilirlik grafigi

Gelistirilen BUS-segici sensore ait tekrarlanabilirlik 6l¢iimii i¢in potansiyel

degerleri, ortalama ve standart sapmalari ile birlikte Tablo 3.2’de verilmistir. Sekil 3.4

ve Tablo 3.2 incelendiginde sensoriin oldukga tekrarlanabilir sonuglar verdigi

sOylenebilir.

Tablo 3.2 BUS-segcici sensoriin tekrarlanabilirligine ait ortalama potansiyel degerleri

Derisim Olciimler (mV)

(moiL) 1 [ 2 [ 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 | 9 | 10 | X=*S
102 299,7 | 298,6 | 301,3 | 302,5 | 304,0 | 304,2 | 304,2 | 303,3 | 304,6 | 303,1 | 302,6+2,1
10° 233,5| 232,3 | 239,2 | 239,5 | 2351 | 237,9 | 236,4 | 237,3 | 234,7 | 232,5 | 235,8+2,6

*n=10 i¢in ortalama deger olup standart sapmasi ile birlikte verilmistir.
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3.5. Kararhhk Cahismasi

BUS-segici mikrosensoriin kararliligin1 belirlemek amaciyla; yaklagik 25 saat
boyunca 10% M BUS ¢Ozeltisine daldirilan sensor icin siirekli ol¢gtim alinmistir. Sekil
3.5’de elde edilen potansiyel zaman grafigi goriilmektedir. Grafik analizi sonucu kayma
miktarinin yaklagik olarak + 7 mV oldugu hesaplanmistir. Gelistirilen sensoriin uzun

stireli 6l¢lim sirasinda kararli oldugu sdylenebilir.

340
320 4
:E R
280 4
260 -

T 1
0 20000 40000 60000 80000 100000

t/s
Sekil 3.5 BUS-secici sensore ait kararlilik grafigi

3.6. Sicaklik-Performans Calismasi

Gelistirilen mikrosensoriin optimum caligabilecegi sicaklik araliginin tespit
edilmesi amaciyla; 10% M standart BUS ¢ozeltisinin 5 °C’den 50 °C’ye kadar belirli
araliklarla sicakligr degistirildi ve her sicaklik degisimi i¢in potansiyel 6l¢iimii alindi.
BUS-segici sensoriin Sicaklik degisimine kars1 davranigi grafiksel olarak Sekil 3.6°da

gorilmektedir.
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570 A
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420 -

320 A
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T T

40 45

T 1

50 55

Sekil 3.6 BUS-secici sensoriin sicakliga kars1 davranist

Sekil 3.6°daki grafik incelendiginde; gelistirilen BUS segici sensoriin yaklagik

olarak 15-40 °C sicaklik araliginda performasinda fazla bir degisim (=9 mV) olmaksizin

calistig1 goriilmektedir. Ayrica 40 °C’nin lizerinde yapilan Sl¢limlerden sonra sensoriin

deforme oldugu tespit edilmistir [21]. Yaklasik 20 °C’nin altinda ve 55 °C’nin {izerinde,

sensor performansinin sicaklik degisiminden oldukga fazla etkilendigi goriilmektedir.

Gelistirilen PVC-membran BUS-segici sensoriin belirlenen bazi potansiyometrik

performans ozellikleri Tablo 3.3’de toplu olarak verilmistir.

Tablo 3.3 BUS-segici sensoriin bazi performans 6zellikleri

Dogrusal Degisim | mV Degisimi Tayin pH Sicaklik
Cevap o Kullanim
Araligy, (her 10 kat igin) Limiti, Calisma Calisma
1 Zamani, S . |omrd, hafta
mol.L’ * mol.L" Araligi | Araligy, °C
10™"-2,5x10° 53,3+3,4 10-15 1,78 x10° 4-6 7,05 15-40

(* n=3 i¢in Ortalama Standart Sapmasi ile birlikte verilmistir.)
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3.7. Secicilik Calismasi

Gelistirilen BUS-secici sensorlerin BUS yaninda girisimi muhtemel olabilecek
diger tiirlere karsi seciciligi tespit edilmistir. Na, K*, NH,", Ca®*, Ni*?, Co™, Cu*
iyonlariin 102 M coOzeltileri hazirlanarak 6l¢tim alinmistir (Tablo 3.4). Sensoriin birgok
tiir yaninda genelde busulfana kars: segici davrandigr sdylenebilir. Ancak Pb*™, Cr ve
Fe** gibi iyonik tiirlerle temas eden sensoriin dengeye gelme zamaninin oldukga uzadig

ve bu tiirlerden olumsuz etkilendigi tespit edilmistir.

Tablo 3.4 BUS-segici sensor i¢in hesaplanan segicilik katsayilar

M™ Lugk;'l:';& aB+
BUS 0

cu?t -0,28
NH," -0,62
Na* -0,83

K* -1,15
Co* -1,15
Ca® -1,64
NiZ* -1,77

3.8. Titrasyon Uygulamalari

10 mL 10° M standart BUS gozeltisinin 10° M NaTFB ¢ozeltisi ile
titrasyonunda, sensoriin indikator elektrot olarak sergilemis oldugu potansiyometrik

davranig1 Sekil 3.7°de, doniim noktas1 degerleri de Tablo 3.5’de goriilmektedir.
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mL NaTFB

Sekil 3.7 BUS-segici sensoriin indikator elektrot olarak davranis (titrasyon egrisi)

Tablo 3.5 BUS ile NaTFB titrasyonu i¢in belirlenen doniim noktasi degerleri

Doniim noktas1 mL BUS miktar g/L % Bagil hata
Deneysel 10,5+0.,5 2,59+ 0,12
5,28
Teorik* 10,00 2,46

(* n=3 i¢in ortalama standart sapmasi ile verilmistir.)

3.9. Farmasdétik Numunede Busulfan Analizi
Ticari adi Myleran® olan ve kanser tedavisinde kullanilan ilacin igerdigi
busulfan miktari, BUS-se¢ici sensor ile belirlenmeye calisildi. Bu amagla Bolim

2.2.4.°de anlatilan yontemle busulfan miktar1 hesapland: (Tablo 3.6).

Tablo 3.6 BUS-Secici Sensér ile Ticari Ilag¢ Numunesinde BUS tayini

Tablet basina BUS miktarlari, mg
Numune % Bagil Hata % BSS
Potansiyometrik Metot * | Kutu icerigi

Myleran® 1,943+ 0,232 2,00 -2,85 11,94

* Hesaplanan ortalama deger n = 3 i¢in ortalama standart sapmasi ile birlikte verilmistir.
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Elde edilen sonuglara istatistiksel t-testi uygulandi ve “Yok Hipotezi” kabul

edildi [18]. tz(y—;(d).\/ﬁ /S, esitliginden hesaplanan t degeri (0,425) %95 giiven
araliginda (P=0,05) serbestlik derecesi, (n-1) =2 igin tablodan bulunan kritik t degeri
(2,92) ile kiyaslandi. tiritik>tdeneysel 0ldugundan “ Potansiyometrik metot ve ticari kutu
iceriginde belirtilen busulfan miktarlar: birbirinden onemli derecede farkl degildir

sonucuna varildi.

Gelistirilen BUS-secici  potansiyometrik sensor busulfana karst  segici
davranmaktadir. 10%-2,5x10° M konsantrasyon araliginda sensor dogrusal bir davranis
sergilerken, her 10 katlik konsantrasyon degisimi i¢in elde edilen potansiyel farki
yaklagik 54 mV civarindadir. Gelistirilen sensor diisiik busulfan konsantrasyonlarina
(~10™ M) duyarhilik sergilerken, tayin smir1 1,78x10° M ve cevap zamani ise 15 s’den
daha kisadir. Sensor genis sicaklik araliginda (~15-40 °C) performans sergilemektedir.
Sensdrler 4 haftadan daha uzun siire potansiyometrik davranisinda bozulma olmaksizin

kullanilmustir.
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4. SONUC VE ONERILER

Calisma kapsaminda, iyon ¢ifti yontemi ile sentezlenen bilesik iyonofor olarak
kullanild1. Sentezlenen bu iyonofor ile busulfan segici yapi olusturuldu. BUS-segici
PVC membran potansiyometrik mikrosensorler hazirlandi. BUS-segici PVC membran
sensOr potansiyometrik titrasyonlarda indikator elektrot olarak basari ile kullanildi.
Gelistirilen BUS-segici sensor ile farmasétik numunede bulunan busulfanin ekonomik,

hizli, dogru, segici ve tekrarlanabilir tayini basari ile gergeklestirildi.
Gelistirilen sensor icin diisilk 6lii hacme sahip akis hiicreleri hazirlamaya

uygundur. Dolayisiyla kromatografi gibi hareketli ortamlarda dedektor olarak rahatlikla

uygulanma imkanina sahiptir.
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