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FINGOLIMOD VE SITALOPRAM ILAC ETKEN MADDELERININ HPLC iLE
TAYINLERI ONCESI KATI FAZ EKSTRAKSIYON YONTEMLERI iLE
AYRILMASI VE ZENGINLESTIRILMESI
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OZET

Fingolimod, Multipl Skleroz (MS) hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir.
Fingolimod ¢ogu vakada tedaviye sitalopram benzeri antidepresan ilaclar kullanilarak
tedavinin siirekliligi saglanmaktadir. Bu calismada multiple skleroz hastaligi tedavisinde
kullanilan Fingolimod (FIN) ve depresyon tedavisinde kullanilan Sitalopram (SIT) ilag¢
molekiilleri i¢in eser miktarlarinin es zamanli analizleri i¢in yeni metot gelistirilmesi
amaglanmistir. Bu molekiillerin es zamanli analizi, terapotik ve toksik etkilerinin takip
edilmesi 6nemli olmasindan dolayi, manyetik kat1 faz ekstraksiyonu (MKFE) ve fabrik
faz ekstraksiyonuna (FFE) dayanan iki farkli ayirma ve zenginlestirme yoOntemi
gelistirilerek fotodiyot dizi dedektorlii yliksek performansh sivi kromatografik (HPLC-
DAD) sistemi ile analizleri gergeklestirilmisti. MKFE yontemi i¢in Fe;O4@L-Tirozin
iceren yeni manyetik adsorban ilk kez bu calisma icin sentezlenerek karakterize
edilmistir. FFE yontemi icin  poly(caprolactone)-poly(dimethylsiloxane)-
poly(caprolactone) (PCAP-PDMS-PCAP) icerikli fabrik faz adsorbani sentezlenmis ve
karakterize edilmistir. Her iki kat1 faz ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyona etki eden
analitik parametrelerden pH, adsorpsiyon ve desorpsiyon kosullari, zaman etkisi vb.
deneysel degiskenlerin eksraksiyona etkileri incelenerek optimize edilmistir.

FIN ve SIT molekiillerinin HPLC ile analizi, % 50 Asetonitril, % 40 pH 3,0 fosfat
tamponu ve %10 metanolden olusan yiiriitiicii fazin 1,0 mL dk™ akis hiziyla izokratik
eliisyonu yoluyla gergeklestirilmistir. Gelistirilen FFE yontemi i¢in tayin sinirlari
(LOD), FIN igin 7,46 ng mL™" iken SIT molekiilleri i¢in 5,97 ng mL"dir. 250 ng mL"’
hedef molekiil analizinde % RSD degerleri % 4,9' un altindadir. Sentetik idrar
cozeltilerinde geri kazanim degerleri her iki molekiil i¢in de % 93,1-105,0 araligindadir.
MKFE yéntemi igin tayin smirlari (LOD), FIN igin 6,32 ng mL" iken SIT molekiilleri
i¢in 6,85 ng mL" dir. Hedef molekiil derisimi 100 ng mL" oldugunda yapilan analizinde
% RSD degerleri % 5,0'n altindadir. Sentetik idrar ve yapay tiikiirtik ¢ozeltilerinde geri
kazanim degerlerinin her iki molekiil i¢in de %96,6-105,4 aralifinda oldugu tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimler: Fingolimod Tayini, Sitalopram Tayini, Manyetik Kati Faz
Ekstraksiyonu, Fabrik Faz Ekstraksiyonu, Yiiksek performansli sivi kromatografisi



SEPARATION AND ENRICHMENT OF ACTIVE DRUG INGREDIENTS BY
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ABSTRACT

Fingolimod is used in the treatment of Multiple Sclerosis (MS). In most cases,
Fingolimod is used to ensure continuity of treatment using antidepressant drugs such as
citalopram. This study aimed to develop a new method for simultaneous analysis of
trace amounts of the drug molecules Fingolimod (FIN), used in the treatment of
multiple sclerosis, and Citalopram (SIT), used in the treatment of depression. Since
simultaneous analysis of these molecules and monitoring of their therapeutic and toxic
effects are important, two different separation and enrichment methods based on
magnetic solid phase extraction (MSPE) and fabric phase extraction (FFE) were
developed and their analyses were carried out with a high-performance liquid
chromatographic (HPLC-DAD) system with a photodiode array detector. A new
magnetic adsorbent containing Fe;O4@L-Tyrosine for the MSPE method was
synthesized and characterized for the first time in this study. Fabric phase adsorbent
containing  poly(caprolactone)-poly(dimethylsiloxane)-poly(caprolactone)  (PCAP-
PDMS-PCAP) was synthesized and characterized for the FFE method. In both solid
phase extraction methods, the analytical parameters affecting the extraction such as pH,
adsorption and desorption conditions, time effect etc. were optimized by examining the
effects of experimental variables on extraction. HPLC analysis of FIN and SIT
molecules was carried out by isocratic elution of the eluent phase consisting of 50%
Acetonitrile, 40% pH 3.0 phosphate buffer and 10% methanol with a flow rate of 1.0
mL min”". The limits of detection (LOD) for the developed FFE method are 7.46 ng mL’
' for FIN and 5.97 ng mL™" for SIT molecules. In the analysis of 250 ng mL™" target
molecule, % RSD values are below 4.9%. Recovery values in synthetic urine solutions
are in the range of 93.1-105.0% for both molecules. The limits of detection (LOD) for
the MKFE method are 6.32 ng mL™" for FIN and 6.85 ng mL™" for SIT molecules. In the
analysis performed when the target molecule concentration was 100 ng mL™', the RSD
values were below 5.0%. It was determined that the recovery values in synthetic urine
and artificial saliva solutions were between 96.6-105.4% for both molecules.

Keywords: Fingolimod Determination, Citalopram Determination, Magnetic Solid
Phase Extraction, Fabric Phase Extraction
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1. GIRIS VE AMAC

Yeni kesfedilen ilaglarla birlikte, insan niifusunun artist ve insanlarin ortalama
omiirlerindeki uzamaya bagli olarak ilag iiretimi ve tiiketimi artmaktadir. ilaglarin
gelistirilmesi sirasinda ilaglarin etkinligi, farmakokinetigi ve terapdtik etkilesim
caligmalariin yapilmasint gereklidir. Analizlerin giivenilir bir sekilde yapilabilmesi
amactyla yeni analitik teknikler gelistirmek Onemlidir. Ayrica, biyolojik, g¢evresel ve
gida orneklerindeki ilaclarin analizi, olduk¢a énemli hale gelmistir. Ozellikle karmasik
matrikslerde bulunan diisiik derisimlerdeki analitlerin analizleri i¢in hassas analitik
cihazlar yeterli gelmemekte, analitin karmasik matriksi nedeniyle numune
hazirlamalarda 6n ayirma ve bazi durumlarda zenginlestirme islemleri yapilmasi gerekli
olmaktadir. Bu durumda farkli matrikslerden ilag/kalinti analizi yaparken yeni
yaklagimlar gelistirmek amaciyla ayirma ve =zenginlestirme islemleri Onem

kazanmaktadir.

Analiz laboratuvarlarinda ¢evre, gida ve biyolojik 6rnekler gibi karmasik matrikslerdeki
eser miktardaki ilag etken maddelerinin hassas, dogru ve hizli analizlerinin yapilmasi
onemlidir. Son yillarda dogru, giivenilir, basit, kolay, diisiik maliyetli ve ¢evreci 6rnek
hazirlama yOntemlerinin gelistirilmesi amaciyla yapilan ¢alismalar hizla artmaktadir.
Toksik olan organik ¢oziiciilerin yerine ¢evre agisindan daha giivenli yeni nesil toksik
olmayan organik ¢oziiciiler kullanilmaya baslanmistir. Béylece ¢evreye zararli Kimyasal
kullanimi1 en aza indirgeyen ekstraksiyon yontemleri kullanilarak analizler yaygin
kullanilan analitik cihazlarla uyumlu hale getirilmistir. Ornek hazirlama islemleri

kullanilarak analizlerin tayin sinir1, dogrulugu ve tekrarlanabilirligi artirmaktadir.

Bu c¢aligmada temel amag, bir beyin ve omurilik hastaligi olan multiple skleroz
hastaliginin tedavisinde kullanilan Fingolimod ile ona genel olarak eslik eden depresyon
durumunun tedavisi i¢in kullanan Sitalopram’mn es zamanli tayin edilmelerini miimkiin

kilabilecek bir yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) yontemini gelistirmektir.



Yontemin karmagsik matrikslere uygulanabilirligini artirmak amaciyla HPLC tayini
Oncesi yeni kat1 faz ekstraksiyon metotlar1 gelistirilmistir. Gelistirilen ekstraksiyon
yontemin biyolojik 6rneklerin analizleri igin uygun; diisiik tayin sinir1, tekrarlanabilirligi
ve dogrulugu analitik kriterlere uygun, maliyetinin diisik ve g¢evre dostu olmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sinir Hiicreleri Hastaliklari/ Multiple Skleroz

Multiple Skleroz (MS), kronik bir otoimmiin hastalik olarak tanimlanmasinin nedeni
beyin, omurilik ve optik sinirlerden olusan merkezi sinir sistemini etkilemesidir.
Hastalik bagisiklik sistemi ve merkezi sinir sistemin sinir liflerini koruyan miyelin
kiliflarina saldirarak zarar vermesi ile karakterizedir (Mukrimaa ve ark., 2016; Rolak,

2003).

MS hastaliginda bagisiklik sistemi istemsizce sinirlere ve beyne saldirir. Bunun sonucu
olarak bacak ve kol hareketlerinde zayiflama, gérmede bulaniklik, duyu ve denge
sorunlar1 yasanir. MS'te viicudun otoimmiin sistemi miyelin kilifi hedef alir ve ona zarar
verir, bu sebeple beyin ile viicudun geri kalani arasindaki iletisimde zorluklara neden
olur. Sonunda hastalik, sinir lifleri olarak bilinen aksonlarda uzun vadeli hasara veya
bozulmaya yol agabilir. MS, Merkezi Sinir Sistemindeki miyelin ¢evreleyen sinir
liflerinin hasar gbrmesi, sinir hiicreleri arasindaki normal iletisimde bozulmalara neden
oldugundan, demiyelinizan (beyinde, omurilikte ve sinirlerde miyelin hasarina neden
olan durum) bir hastalik olarak kabul edilmistir. Bu hasarin yeri ve ciddiyetine bagh
olarak cesitli semptomlara yol agabilir (Rolak, 2003; Tiitiincii, 2010). Miyelin hasar1 kas
zay1fligi, uyusukluk, koordinasyon ve denge sorunlari, gorme sorunlar1 ve bilissel
bozulma gibi ¢esitli norolojik semptomlara neden olur (Tiitlincii, 2010). Kadinlarda MS
hastaliginin goriilme siklig1 erkeklerden iki kat daha fazladir (Rolak, 2003).

Multiple Skleroz hastaliginda santral sinir sisteminde bulunan beyaz madde adi verilen
sinir liflerinden olusan yapilar zarar gérerek bozulur. Sinir lifleri merkezi sinir sistemi
ve bu sistem ile viicudun diger boliimleri arasindaki iletisimi saglar. Ayni zamanda

merkezi sinir sisteminin kendi i¢erisinde de iletisimden sorumludur (Baydan, 2021).



MS’li hastalarda beyaz maddede hasarli alanlar goriiliir ve bunlar plak veya lezyon
olarak adlandirilir. Bu beyaz madde ve lezyonlar santral sinir sisteminde yer almaktadir.
Hasar olusan alanlarda siniri ¢evreleyen miyelin isimli tabakada kayip gézlenir. MS
hastaliginin tipi ve siddeti sinir sisteminde etkilenen yere ve etkilenme derecesine gore

degisebilir (Alvarez ve ark., 2011).

MS hastaliginin belirtileri degiskenlik gosterirken tedavisi genellikle kisiye 6ze¢

Hastaligin hastalar arasinda veya bireylerin kendi i¢lerinde hastalik seyrinin farkl
olmasi, hastaligin ne zaman bagladigi, beyinde hangi bolgede bulundugu ve bulgularin
hangi yogunlukta etki edecegini farkli kilmaktadir. Genel olarak, MS’li hastalarin
omurilik ile ilgili boliimiinde hasar var ise o bdliimiin sorumlu oldugu fonksiyonlarda
tam ya da kismi kaybi1 gozlenir. Eger beyin sapinda yer alma durumu varsa beynin
kontroliindeki herhangi bir fonksiyonun tam veya yari tam kaybi gozlenir (Alvarez ve

ark., 2011; Baydan, 2021).

Manyetik Rezonans Gorlintilleme (MRG), MS teshisinde en duyarli, net ve 6nemli
goriintiileme yontemidir. MRG, MS hastali§inin tan1 koyma siirecinde etkin oldugu gibi
klinik olarak diger hastaliklardan ayiran taninin yapilmasinda 6nemli rol almaktadir.
Ayrica tedavi silirecinde kontrol goriintiilemesi yapilmaktadir ve tedaviye verilen yanitin
yorumlanmasinda rolii biiyiiktiir. MS tanisinda genellikle T1 agirlikli (T1-w), T2
agirhkli (T2-w), Sivi Zayiflatilmis Inversiyon Kurtarma (FLAIR) ve Proton Dansite
agirhikli (PD-w) MRG sekanslar1 kullanilmaktadir. MS plaklar tipik olarak T1-w
sekansta beyaz cevhere gore benzer veya diisiik sinyalde, T2-w ve FLAIR sekansta ise
yilksek sinyalde izlenmektedir. Son yillarda, derin Ogrenme yOntemlerinin
kullanilmasiyla, MS lezyonlarinin MR  goriintiilerinden  otomatik  olarak
segmentasyonunda dikkate deger sonuglar iiretilmistir. MS lezyon segmentasyonu igin
otomatik yontemler genellikle bireysel MRI taramalarinda gergeklestirilmis olsa da son
zamanlarda MS hastaliginin ilerlemesini 6lgmek ve izlemek icin lezyon aktivitesinin
izlenmesi, 6zellikle yeni lezyonlarin saptanmasi, 6nemli bir biyobelirte¢ haline gelmistir

(Ge, 2006).

MS'in kesin teshisi McDonald kriterleri olarak bilinen kilavuzda bulunmaktadir. Bu
McDonald kriterleri 2001 yilinda uluslararasi bir panelde yayimnlandi ve birkag¢ kez

giincellenmistir. En son revizyonu 2017'de olmak iizere bir dizi kilavuz bulunmaktadir.



Bu kriterler klinik, laboratuvar ve klinik degerlendirmeyi ve MS tanisinin goriintiileme

bulgularinin dogrulugunu ve tutarliligini iyilestirmeyi icermektedir.

McDonald kriterleri klinik ortamlarda yaygin olarak kullanilmaktadir ve ozellikle
hastaligin erken evrelerinde MS tamisinin  dogrulugunu arttirdigt  gosterilmistir

(McDonald ve ark., 2001; Oztiirk ve ark., 2017).

MS'in nedeni tam olarak anlasilmamakla birlikte ¢evresel veya genetik faktorlerin
arastirilmalart sonucunda etkili oldugu 6ngoriilmektedir (Goldenberg, 2012). Su anda
MS'in kesin sonu¢ veren tedavisi yoktur fakat semptomlar1 yonetmek ve hastaligin
ilerlemesini yavaslatmak icin ¢esitli tedaviler mevcuttur. Ozetlemek gerekirse MS,
diinya ¢apinda milyonlarca insani etkilemektedir. Kisilerin yasam konforlar1 iizerinde
onemlidir. Oldukca karmasik ve degisken bir hastaliktir. Hastaligin tan1 ve tedavisini
gelistirmek amaciyla MS'in altinda yatan nedenler ve potansiyel tedavilere yonelik

arastirmalar devam etmektedir (Goldenberg, 2012).

Saglikli néron ~ MS'in etkiledigi n6ron

Miyelin < Hasarli miyelin

Sekil 2.1. MS’ ten Etkilenen Miyelin Yapisi1 (Goldenberg, 2012)

MS hastaliginin belirtileri sunlardir:

e Viicudun farkli noktalarinda karincalanma, uyusma

o Kas sertligi, kaslarda kramp ve agr1

o Bulanik, ¢ift gorme ve az gorme gibi gérme sorunlari

e Boynun 6ne dogru biikiilmesiyle ortaya ¢ikan elektrik carpmasi hissi
o Diisiinme becerisi, 6grenme yontemi ve planlama ile ilgili sorunlar

e Depresyon ve anksiyete

e Konusma ve yutma gii¢liigi


https://www.memorial.com.tr/saglik-rehberi/depresyon-belirtileri
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o Idrar kagirma gibi mesane problemleri

e Yorgunluk ve halsizlik

e Yiriime giicliigii gibi denge ve koordinasyon sorunlari
e Kabizlik

o Cinsel fonksiyon bozukluklar1

o Kisa siireli hafiza sorunlar1 (Baydan, 2021)
2.1.1. MS Epidemiyolojisi

MS hastaliginin genetik ve ¢evresel faktorler dikkate alindigindan kadinlarda daha ¢ok
goriildiigii ve bu oranin kadinlarda erkeklerden 2 kat fazla oldugu 6ngériilmiistiir. Geng
erigkinleri daha fazla etkilemektedir. ileri yasta bu hastaliga yakalananlarin 6liim orani
daha ytiksektir. Diinyada MS hastaliginin goriilme siklig1 ile ilgili yapilan ¢aligmalarda,
hastalik siklikla beyaz iwrklilarda ve Avrupa kokenlilerde nadir olarak ise, tropikal
bolgelerde goriildiigli ortaya ¢ikmistir. Diinyada goriilme sikliginin fazla oldugu tilkeler;
Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika, Yeni Zelanda, Giiney Kanada, Israil ve Giiney
Avustralya olarak belirlenmistir. Bu hastalik Asya kitasinda en seyrek goriilme sikligina
sahiptir (Nielsen ve ark., 2005). MS hastaligt her bir cografi bolgede farkliliklar
gostermektedir. Kutup bolgelerine yaklastikca hastalik daha sik goriilmekte ve bunun
bilim insanlarmi vitamin D eksikligi ile olabilecegi kamisini diislindiirmistiir D
vitaminince zengin beslenen kisilerde hastalik seyrek ve hafif seyretmektedir. Bu
hastalik Amerikan Kizilderilileri’'nde goriilmemekte (Nielsen ve ark., 2005) ve Avrupa
irkindan gelenlerde daha fazla rastlanmaktadir. Bir kistm bilim insan1 MS i¢in hijyen
teorisini One siirmiistii. Bu teoride endiistrilesmis tilkelerde hijyen ve temizlik
sartlarinin otoimmiin hastaliklarda etkili oldugu diistintilmektedir. Hijyen Teorisi bunu
su sekilde tanimlar; kiiglik yasta bagisiklik sisteminin giiclendirilmesi gereklidir. Ciinkii
hastalik etmenlerine, parazitlere, mikroorganizmalara maruz kalmak, bagisiklik

sistemini giiclendirecek etmenlerdir (Mirza, 2002).

2.1.2. MS Tedavisi ve Kullanilan flaclar

MS hastaliginda iki ¢esit ilag kullanilir. Ilki atak donemi kullanilirken iken digeri
koruyucu tedaviler seklinde uygulanmaktadir. Sadece atak gecirme zamanlarinda
kullanilan streoid(kortizon) tedavi yontemidir. Bu tedavi yontemi kisa siiren ataklara

uygulanan yontemlerdir eger ataklar uzun siire devam ediyorsa ve tam diizelme


https://www.memorial.com.tr/saglik-rehberi/kabizlik-nedir-kabizliga-ne-iyi-gelir

saglanmaya calisiliyorsa streoid kullanilirak tedavi gerceklestirilmektedir. Bu tedavide
intravenoz (damar i¢i) seklinde uygulanir ve metilprednizolon (Prednol®) tedavisinin
giinliik dozu 1000 mg seklinde uygulanir. Genel olarak 3-10 giin boyunca hastalara bu
tedavi verilir. Tedavi basarisim1 artirmak, atagin siddetinin en aza indirilmesi i¢in
tedaviyi izleyen haftalarda tekrarlanmas: gerekebilir. Bu tedavide kortizon agizdan
alinir ve en fazla 1 ay kullanilabilir (McDonald ve ark., 2001).

Koruyucu tedavi amacghi kullanilan ilaglar ataklarin tekrarlamasini azaltmayi
hedeflemektedir. Yeni plaklarin olusumunu engellemek ve hastalarin uzun yillar atak
gecirmeden yasamlarini siirdiirmeyi saglamaya ¢alismaktir. Koruyucu tedaviler; birinci
basamak tedaviler, ikinci basamak tedaviler ve {igiincii basamak tedaviler olarak

gruplandirilir.

Hastaligin erken doneminde birinci basamak tedaviler kullanilir ve genellikle en
giivenilir ve yan etkisi diger tedavilere gore en az olan gruptur. Bu amagla asagida

verilen ilaglar yaygin olarak kullanilmaktadir.

1. Interferon B-la (Avonex®): Avonex bir enjeksiyon tedavisi oldugundan ilag

intramiiskiiler olarak (kas i¢ine) uygulanir. Haftada bir kez tek doz uygulanir-

2. Interferon B-la (Rebif®): Rebif, subkutan (cilt alt1) kullanilan bir igne tedavisi
seklidir. Avonex’te kas i¢ine uygulanan enjeksiyon Rebif’te daha yiiksek dozda viicuda
verilir. Giin asir1 enjeksiyon seklinde viicuda alinir ve elektronik bir enjeksiyon aparati

olan RebiSmart ile kullanilmaktadir.

3. Interferon B-1b (Betaferon®): Bu hastalik icin cikarilan ilk interferonlardir.
Subkutan (cilt alt1) enjeksiyon seklinde uygulanir. Bu tedavilerde sedef (psoériasis) ile
noromiyelitis optika (NMO) hastaliklarint tetikleme durumu yan etkileri arasinda

goriilmektedir.

4. Glatiramer asetat (Copaxone®): 20 ve 40 mg’lik ticari tiirii vardir. Uygulamada
hergiin 20 mg’lik tiirii, haftada {i¢ kere olmak {lizere de 40 mg’lik tiirii yapilmaktadir.
Cilt altma enjeksiyon seklinde uygulanmaktadir. iki tiirde de etki aymidir. ilacin
uygulanmasinda yardimci olan bir CSYNC oto enjektdr/ Copaxone adinda bir aparati

mevcuttur ve eczanelerde satisi bulunmaktadir.



5. Teriflunomid (Aubagio®): Bu tedavide ilag her giin ayn1 saatte alinmasi gereken ve
aynt zamanda enjeksiyon tedavisi olmayan bir tedavi seklidir. 14 mg’lik tabletler
halinde iiretilmislerdir. Etken madde olan Teriflunomid leflunomid etken maddesinden
1985 yilinda tiiretilmistir. Leflunomid romatoid ile psoriatik artritte de kullanilan bu
ilacin iltihab1 azaltict etkisi bulunmaktadir. 2011 yilinda ilk klinik ¢aligmasi yapilmistir.
Bu c¢alismada 1088 hastaya uygulama yapilmistir. Plasebo (bos ilag) veya
teriflunomidin 7 ve 14 mg’lik iki dozu verilmistir. Her iki uygulama seklinde de
hastalarin atak sayilarinda azalma ile atak sirasindaki hastaligin siddetinin azaldig1 ve
hastalik seyirlerinin daha diizene girdigi ve MR’larinda yeni plak olusumunun azaldig1

gorilmiistiir.

Teriflunomid Amerikan Ilag Dairesi’nden (FDA) Eyliil 2012°de gegerliligi kabul
edilmistir. Ayn1 yil icinde ABD’de Aubagio® piyasa adiyla 7 ve 14 mg’lik tiirler

halinde giinde bir kez alinarak kullanimi1 uygun gériilmiistiir. Ilacin Tiirkiye’de temin

tarihi 2015 tir.

6. Dimetil fumarat: 2006 yilinda MS tedavisinde denemelere baslanan bu ilag, ilk
olarak 1234 hasta kiside, 240 mg’lik doz, iki grupta incelenmistir. Grubun birinde
giinde 2 digerinde ise 3 kez olacak sekilde verilmistir. Her iki deneme yapilan grupta da

ilacin tyilestirici etkisi oldugu goriilmiistiir.

Tedavi sirasinda goriilen yan etkiler sunlardir; ishal, karin agrisi, bulanti, ciltte kizarma

ve karaciger enzimlerinde gegici bozulma seklindedir. (Goldenberg, 2012).

Dimetil fumaratin 120 ve 240 mg’lik kapsiillerler halindedir ve glinde 2 defa agizdan

almnir. Ilagin baslangi¢ dozu olarak giinde 240 mg olarak &nerilmistir.

Birinci basamak tedavilerde olduk¢a giivenli olan enjeksiyon tedavileri olarak
sayilabilir. Birinci basamak ilaglar uzun yillardir yiiz binlerce insan tarafindan
kullanilan piyasada mevcut olan ilaglardir. Bu ilaglarda bazi belirtiler ortaya

cikabilmektedir. Bu belirtiler;

» Enjeksiyon yerine bagli olarak goriilen kizariklik, sislik, yanma gibi

reaksiyonlar.



> Interferon alan hastalarda grip benzeri bir reaksiyonun ilacin yapildig1 giin
veya ertesi giine kadar uzamasi.
» Seyrek goriilen bir diger belirti ise, karaciger enzimlerinde ylikselme

seklinde ortaya cikabilmektedir (Oztiirk ve ark., 2017).

Birinci basamak tedavilerle hastaligi kontrol altina alinamayan veya birinci basamak
tedavilerin yan etkilerinden dolay1 tedaviye yanit alamayan hastalarda ikinci basamak
tedaviler verilmektedir. ikinci basamak tedavide Natalizumab, Okrelizumab ve

Fingolimod kullanilmaktadir.

1. Natalizumab (Tysabri®): Yilda 12 kere (aylik olarak) intravendz (damar i¢i) olarak
kullanilir. Birinci basamakta yer alan ilaglara yanit vermeyen hastalarda kullanilir fakat
Progresif multifokal 16koensefalopati (PML) adinda bir hastaliga sebep olma olasilig1
vardir. (Goldenberg, 2012). 2006 yilinda ilk klinik ¢alisma yaymlanmistir. Natalizumab
SGK tarafindan belirli kosullarda 6denmektedir. Bu kosullar;

» Birinci basamak tedaviye ragmen atak gegiren

» Beyin MR’1inda aktif plaklara sahip olan hastalara 6deme yapilmaktadir.

» Bazi durumlarda ilk ilag olarak verilebilmektedir. Boyle durumlarda Saglik
Bakanligindan alinan 6zel izin ile temin edilebilmektedir.

[lacin dozu 300 mg’dir ve 4 haftada bir kere damardan uygulanmaktadir.

2. Okrelizumab (Ocrevus®) Okrelizumab bir anti-CD20 monoklonal antikor tiirtidiir.
MS’in sebeplerinde yer alan B lenfositlerini yok eden antikordur. CD20 molekiilii B
lenfositlerinin yilizeyinde bulunur ve ilag bu kisma baglanarak hiicrelerin kandaki
sayisinin uzun bir siire azalmasini saglayarak bagisiklik sistemini baskilar. Bu sekilde

hasar1 ortaya cikaran faktorler kandan temizlenerek merkezi sinir sistemi korunmus

olur. (Goldenberg, 2012).

2.1.3. Fingolimod

MS hastaliginda kullanilan Fingolimod 2010 yilinda Amerika’da, AB ve Tiirkiye’de
piyasaya siirlilmiistiir. Fingolimod’un molekiil yapis1 Sekil 2.2.°de verilmistir.
Fingolimod, lenfositlerin (otoimmiin sistemi hiicreleri) kana karigmasini engelleyerek

beyinde olabilecek hasarlari engellemek amaciyla kullanilir (Aktas ve ark., 2010). MS


http://www.norolojiklinigi.info/progresif_multifokal_lokoensefalopati_PML.html

tedavisinde fingolimod kullanan hastalar {izerinden giiniimiize kadar ¢ok sayida ¢alisma
yapilmigtir. Calismada 1272 hastada yeni bir tedavi denemesi yapilmistir. Yapilan bu
deneme sonucunda giinliik 0,5 mg’lik doz verilmistir. Hastalarin klinik muayenelerinde
ve radyolojik bulgularinda diizelme oldugu gériilmiistiir. Iki yillik bir takiple
gerceklestirilen bu calismada ilag alan hastalarin atak sikliklarinda % 60’a varan azalma
goriilmistiir. Ayni zamanda hasta kisilerin beyinlerinde goriilen beyaz maddelerde
(plak) azalma oldugu, noérolojik olarak kotiilesmede gerileme oldugu goriilmiistiir.
Diisiik doz ilag alan hastalarda yan etki daha azdir ve bu ylizden piyasaya diisiik dozu
striilmistiir. Kas icine uygulanan interferonlarla yapilan karsilastirmada fingolimod

daha etkindir (Azari ve ark., 2016).

Fingolimod’un yan etkileri olarak,

Go6zde makiilada 6dem
Enfeksiyon
Kalp atim hizinda azalma

Karaciger enzimlerinde yiikselme

vV V V V V

Yiiksek tansiyon
goriilmektedir.

MS hastaligi i¢in fingolimod kullanimina baslamadan 6nce eger hastanin sugicegi asisi
yoksa yapilmasi gereklidir (Loebermann ve ark., 2012). Retinada 6dem ortaya
cikabilmekte ve bu ylizden ilag kullanimi Oncesi ve sonrasi gdz muayeneleri takip
edilmelidir. Hastalar fingolimodun ilk dozunu 6 saatlik gbézlem ile hastane ortaminda
almalidir. Birinci basamak hastalikta birinci basamak tedavilerden olmasina ragmen
Saglik Bakanligindan alinan o6zel izni ile temin edilebilmektedir (Kappos ve ark.,
2014).
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Sekil 2.2. Fingolimod Molekiil Yapisi

2.1.3.1. Fingolimod Farmakokinetik Etkilesimler

Fingolimod CYP4F2 ile metabolize olmaktadir. Metabolizmaya katkida bulunan diger
enzimler giiglii indiikksiyon durumunda CYP3A tiiriindedir. Fingolimoda giiclii
inhibitorlerin tasiyict proteinlerin dispozisyonuna etkisi beklenmemektedir. Fingolimod
ve ketokonazol ile eszamanli olarak uygulandiginda CYP4F2 inhibisyonu meydana
gelmektedir Bu inhibisyonda fingolimod ve fingolimod fosfat maruziyetinde bir artig
oldugu kanisina varilmigtir ve bu artisin egri altinda kalan alanda (EAA) 1,7 katlik bir
artis oldugu belirlenmistir. Makrolidler grubu CYP3A4’li inhibe eder ve birlikte
kullanilmasma dikkat edilmesi gerekmektedir. Makrolidler grubu; telitromisin,
klaritsomisin ve proteaz inhibitorleri azol anti-fungalleri gibi yapilardir. Karbamazepin
ve fingolimodun eszamanli uygulamasinda giinliik 600 mg karbamazepini iki kere ve 2
mg’lik tek doz fingolimod alinmasi durumunda kendisinin ve metabolitinin EAA
degerini yaklasik % 40 azalttigi goriilmektedir. Bir diger giicli CYP3A4 enzim
indiikleyiciler fenobarbital rifampisin, fenitoin, efavirenz ve St. John’s wort (sar1
kantaron) gibi yapilar ile indiiklendiginde fingolimod ve metabolitinin EAA degerini
azaltabilecek etkisi vardir. Fingolimod sar1 kantaron ile eszamanli uygulama
yapilmamas1 onerilmektedir. Fingolimodun diger maddeler iizerindeki farmakokinetik
etkilerine bakilacak olunursa CYP450 enzimleri ile etkilesime girmez. Fingolimod,
siklosporin ile eszamanli olarak uygulanabilmektedir. Fingolimod etinilostradiol ve
levonorgestrel ile eszamanli olarak uygulanmasi olasidir. Bu tiir ilag grubu oral
kontraseptifler olarak bilinir ve maruziyetinde degisiklik goriilmemektedir. Etkilesim
caligmas1 yapilmayan oral kontraseptiflerden olan Progestajenler ile etkilesim calismasi
yapilmamis olmasina karsin ve fingolimod maruziyeti lizerinde bir etki gdstermeleri

beklenmemektedir. (Fatma Gok, 2020).
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2.1.3.2. Fingolimodun Multipl Skleroz Uzerine Terapétik Etkisinin Mekanizmasi

Fingolimodun S1P1 ana mekanizmalarimin MS hastali§ina yararl etkisi bulunmaktadir.
Lenfositler iizerin yer alan S1P1 modiilasyonu, T-hiicrelerinin lenf dokularindan
ayrilmalarin1 6nler ve oto-agresif (enfeksiyon veya bagisiklik durumunda aktiflesen)
lenfositlerin merkezi sinir sistemine girmelerini engeller. Kan dolagimi ve lenfatik
sisteme uygulanmasi hedeflenen antijenik uyarilmay: takiben hassas T-hiicrelerinde
farklilasma meydana gelir. Lenf diiglimlerinden gé¢ eden merkezi sinir sistemindeki T-
hiicrelerinin biiyiik ¢ogunlugu ve MBT hiicrelerinden olusur. Esasen S1P1 lenfositler
tizerinde tanimlanir ve fingolimodun MS hastaligindaki terapotik etkinliginde dnemli
rol oynamaktadir. Lenfositlerden CCR7 reseptorii icerenler kan ile lenf sistemi arasinda
dolasim1 kontrol etmektedir. Bellek T, T-17 ve B- hiicreleri CCR7 igeren hiicrelerdir.
Fingolimod fosfat S1P1’ in en gii¢lii antagonist yapisidir ve hiicreyi S1P1’in lenf
diigiimiinde kalmasimi saglar. Bu durum, fingolimod tedavisinde CCR7-negatif EBT
hiicrelerinin dolasimda kalmasini saglar. Ayn1 zamanda CCR7- pozitif lenfositlere etki
ederek oto-indiikleyici MBT hiicrelerinin lenf diigiimiinde kalmalarin1 saglamis olur.
Boylelikle hiicrelerin merkezi sinir sistemine gocii azalir (Brinkmann ve ark., 2010;

Webb ve ark., 2004).

Literatiir ve deneysel verilere bakildiginda, fingolimod yalnizca T-hiicre retansiyonuna
etki etmemistir. Bunun yaninda santral sinir sistemi hiicrelerinde dogrudan koruyucu
etki gostermistir. Fingolimod lipofilik 6zellik gdstermektedir. Bu sayede kan beyin
bariyerini gegerek santral sinir sistemine girer ve miyelin i¢inde birikir (Balatoni ve

ark., 2007).

In vitro calismalarda; fingolimod astrositler, noronlar, oligodendrositler iizerinde

etkilidir. Bu yapilar merkezi sinir sisteminde MS i¢in 6nemli parcalaridir.

In vivo ¢alismalarda; fingolimod beyin ve modulla spinaliste demiyelinizasyonu azaltir
ve hastaligin siddetinin azalmasina yardime1 olur (Balatoni ve ark., 2007).
2.1.3.3. Fingolimodun Diger Ilaclar ile Etkilesimi

Fingolimod, neoplastik (antikanser) ve immiinosupresif (bagisiklik sistemi aktivitesini
engelleyen veya Onleyen) ilaglarla birlikte kullanildiginda bagisiklik aditif (ayn1 yonde

etki eden kimyasallarin toplami) sekilde baskilanabilir. Bu ilaglarla birlikte kullanimi
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durumunda dikkat edilmesi gerekmektedir. MS tedavisi sirasinda kullanilabilecek olan
antidepresan, kortikosteroidler, antiepileptikler, parkinsonizm ve A tipi influenza vb.
gibi grupta yer alan ilaglardan bazilari ile etkilesme orani yiiksek degildir. Enfeksiyon
riski baglaminda kortikostreoidler ile birlikte kullanimda risk gelismezken, zayiflatilmis
canli as1 uygulamalar1 yapilmasi Onerilmemektedir. Kardiyak etki gosteren ilag
gruplarinin bir kismi1 Fingolimod ile ortak oOzellik gosterebilmektedir. Bu sebepten
dolay1 birlikte kullanilmalar1 durumunda farmakodinamik etkilesimler olma ihtimali

vardir (Gajofatto ve ark., 2015).

Anti-hipertansif ilaglarin fingolimod ile birlikte kullanim1 durumunda kalp atim hizinda
yapilan arastirmalarda; atenolol ve diltiazem ilaclar ile degerlendirme yapilmistir. Bu
iki ilag birlikte kullanildiginda elektrokardiyografik bulgularda ve genel kan basincinda
onemli bir klinik degisiklik gézlemlenmemistir (Gajofatto ve ark., 2015). Fingolimodun
hizl1 kalp atigina yol agabilen sempatik sinir sisteminin (beta adrenerjik blokerler), kan
damarlarinin kasilmasina veya daralmasina neden olan kalsiyum iyonlarini bloke ederek
kalbin is yiikiinii azaltan kalsiyum kanal blokerleri, digoksin, antikolinesteraz
inhibitorleri ve pilokarpin gibi bradikardiye (kalp atis hizinin normalden yavas olmasi
durumu) yol agan ilaglarla birlikte kullanilmast 6nerilmemektedir (Altunrende ve ark.,

2017).

2.2. Depresyon Tedavisi ve Kullanilan Tlaclar

Depresyon tedavisinde recetelenmis olan antidepresanlar etkilidir ve ayni zamanda
psikoterapinin ayr1 uygulanmasi veya her ikisinin birlikte uygulanmasinin etkili oldugu
bilinmektedir. En sik basvurulan tedavi yontemi olan antidepresan recete edilmesinin
sebepleri arasinda tiim diinyada depresyonun yayginlagmasi ve giin gegtik¢e artan hasta
sayisina karsi yeterli diizeyde psikoterapi yapabilecek teknik elemanin bulunmamasi,
sosyo-ekonomik sebepler ve zaman-mekan sorunlaridir. Son 20 yilda bati iilkelerinde
antidepresan kullaniminda 6zellikle de segici serotonin gerialim inhibitdrleri (SSRI) ve

yeni nesil antidepresan kullaniminda artis goriilmektedir (Onur ve ark., 2007).

Major depresyonda temel tedavi yaklagimi, antidepresan ilaglarin regete edilmesidir.
Depresyonun asil nedeninin, beyindeki nérotransmitter sistemlerdeki isleyisin
bozulmasiyla ilgili oldugu tahmin edilmektedir. Major depresyonun tedavisinde

noradrenalin, dopamin ve serotonin gibi bilesiklerle tedavi edilmektedir. Bu
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norotransmitterler sinaptik bosluktaki konsantrasyonunda artis saglanabilmekte ve
ndrotransmitter geri-alim inhibisyonu, otoreseptdrlerin bloke edilmesi veya MAO

enziminin inhibisyonu ile saglanabilmektedir (Stahl, 1998).

Depresyonun yasam boyu siirebilen iyilesme ve tekrarlamalarla kendini gdsteren bir
hastaliktir. Tedavi edilmeyen olgular % 15 oraninda oldugu diisiiniilmektedir. Yinelenen
ataklar sosyal, is, aile yasaminda 6nemli sorunlara yol agmaktadir (Orsel, 2004). Dogru
tan1 konulmasi Depresif bozukluklarin tedavisinde ilk adimdir ve ardindan tedavi

amaglarinin belirlenmesi gerekir. Tedavide izlenilen temel ilkeler:

Tedavide amag ve siireg

Tedaviye uygun antidepresan se¢imi

Olabilecek tibbi sorunlarin ve tedavinin belirlenmesi

Intihar riskinin belirlenmesi

Tedaviye uyum ve uyumu siirdiirme durumlarinin degerlendirilmesi

Tedavi gidisatinin degerlendirilmesi

N o g s~ w D Pe

Antidepresan ilaglarin hastaya gore belirlenerek ilaglarin doz ve kullanim
stiresinin belirlenmesi

8. Yan etkiler konusunda hastaya bilgi verilmesi

9. Tedaviye alinan yanitin siirdiiriilmesi

10. Psikoterapi almip alinmamasi durumunun degerlendirilmesi (Orsel, 2004)

olarak belirlenmistir.

2.3. Antidepresan flaclar

Antidepresan ilaglar, bircok duygu durum bozuklugu, zihinsel bozukluk ve madde
kullanimiyla olusan ruhsal bozukluklarinin tedavisinde etkilidir ve 1iyi tolere
edilebilirler. Uyku bozuklugu, anksiyete ve yeme bozukluklari, agrilara bagl gelisen
psikolojik sendromlar, aritmi ve bagisiklik disfonksiyon tedavilerinde de kullanimi iyi
bir secenektir(Hamon ve ark., 2006). Dopamin, norepinefrin veya serotoninin Klinikte
kullanilan antidepresan ilaglar grubunda oldugu ve beyindeki etkilerini dogrudan veya

dolayli olarak artirarak islev gosterirler (Orsel, 2004).
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2.3.1. Sitalopram

Segici serotonin gerialim inhibitoriidiir (SSRI1)(Keller, 2000). Sitalopramin IUPAC ad1
,1-[3-(Dimetilamino)propil]-1-(4-fluorofenil)-1,3-dihidro-2-benzofuran-5-karbonitrildir.
Molekiil formiilii CoH21FN2o seklindedir (Sekil 2.3.) ve molekiil agirhigi 324,40’tir
(Gtirpinar ve ark., 2007). Serotonin 6zgiilliigii en yiiksek olan r ve en se¢ici molekiildiir.
(Glirpinar ve ark., 2007). Sitalopram, norepinefrin ve dopamin geri alimi iizerinde
minimum etkiye sahiptir. Diger noéroreseptorler iizerinde 6nemli bir aktiviteye sahip
degildir (Uzbay, 2004).

Sitalopram depresyon tedavisinde kullanilmak iizere 1998 yilinda FDA tarafindan
onaylanmistir (Giirpinar ve ark., 2007). Depresyon ve anksiyete tedavisinde 12 yasin
listiindeki yetiskinlerde Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan uygun goriilmiistiir.
Bunun yaninda panik bozukluk, sosyal aktivite bozukluk ile obsesif kompulsif
bozukluk tedavisinde kullanilmaktadir. Bunun yaninda kadinlarda Premenstriiel

sendrom belirtilerini aza indirir (Keller, 2000).

Sitalopram, yapisinda florofenil ve dimetil-3-aminopropil gruplarinin baglandig: kiral
bir merkeze sahiptir. S(+)-SIT ve R(-)-SIT olmak iizere iki enantiyomere sahiptir ve

hem rasemik hemde saf enantiyomere sahip tek SSRI’dir (Macek ve ark., 2001).

Sitalopram ilk olarak 1972'de sentezlenerek 1989 yilinda Danimarka ilag sirketi
Lundbeck tarafindan pazarlanmustir. Gida ve Ilag Idaresi (FDA), 1998 yilinda major

depresif bozuklugun tedavisi igin kabul edilerek pazarlanmistir (Macek ve ark., 2001).
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Sekil 2.3. Sitalopram Molekiil Yapisi

2.3.1.1. Sitalopramin Farmakokinetigi

Sitalopramin desmetilsitaloprama sitokrom P450 sistemi izozimlerinden % 38 oraninda
CYP2C19, % 31 oraninda CYP3A4 ve % 31 oraninda CYP2D6 tarafindan
biyotransformasyonu gerceklestirilir. Sitalopramin birden fazla CYP enzimi tarafindan
metabolize edilmektedir. Biyotransformasyon inhibisyonununda bir enzimin
inhibisyonunun diger bir enzim tarafindan dengelenebilme olasiligindan daha diisiik
oldugunu gostermektedir. Bu da sitalopram diger ilag ve ilag tiirevleriyle birlikte
alindiginda, farmakokinetik olarak ilag etkilesimleri olusturma olasiliginin diisiik

oldugunu gostermektedir (Uckun, 2011).
Sitalopram;

( 5-HT ) serotoninin SSS’de selektif olarak inhibe eder.
5-HT1a, 5-HT2a

Dopamin D; ve D,

a1-, op- ve 3- adrenerjik

Histamin H;

Gama aminobutirik asid (GABA)

Muskarinik

Kolinerjik

NS N N N N N S NN

Benzodiazepin
reseptorleri lizerinde etkisi azdir.
Genel antidepresanlarin yan etkileri;

1) agiz kurulugu
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2) gormede bulaniklik

3) korku,heyecan, gerginlik veya anestezi amaci ile sedasyon
4) kardiyotoksik etkiler

5) ortostatik hipotansiyon

olarak siralabilir.

Antidepresan etki 2-4 hafta iginde baslar ve dogrusal bir farmakokinetige sahiptir. Gida
alimi ile emilimi arasinda herhangi bir iliski olduguna yoktur. Biyoyararlanim % 80’dir
ve karacigerde metabolize olur. Plazma proteinlerine baglanma oran1 % 80’dir. Otuz alt1
saatlik eliminasyon yar1 Omrii vardir. Aktif metabolitleri; desmetilsitalopram,
didesmetilsitalopram, sitalopram—N-metil, inaktif olan metaboliti deamin propionik
aside doniisiir. Alinan giinliik doz seviyesinin yaklasik % 12’si dogrudan diskilama ve
idrar yolu ile atilir. Yetersiz hepatik fonksiyonlar1 olan hastalarda eliminasyon oldukca
yavastir (Hariri ve ark., 2016).

Sitolapram’in farmakokinetik O6zelliklerine baktigimizda emilimi neredeyse tamdir.
Tmaks ortalama 3,8 saat ile besin alimindan bagimsizdir. Yaklagik %80 Oral
biyoyararlanima sahiptir. Goriiniir dagilim hacmi (Vd)p kg basina yaklasik 12,3 L’dir.
Plazma proteinine baglanma orani sitalopram ve ana metabolitleri i¢in % 80’in
altindadir. Sitalopram’in  biyotransformasyonu;  aktif  desmetilsitalopram,
didesmetilsitalopram, sitalopram-N-oksit ve aktif olmayan bir deamine propiyonik asit
tiirevine metabolize olarak gerceklesir. Sitalopramin ana bilesikten daha zayif olan aktif
metabolitleri de SSRI’dir. Plazmada degigsmeden kalan sitalopram en ¢ok bulunan
tiirdeki bilesiktir.

1)Yarilanma 6mrii (T1/2) yaklasik 1% glindiir

2) Sistemik sitalopram plazma klirensi (Kls) yaklasik 0,33 L/dk

3) Oral plazma klirensi (Kloral) yaklasik 0,41 L/dakikadir.

Sitalopramin %85 lik 6dnemli bir bolimi karacigerden atilir. %15 lik kalan kisim ise
bobreklerden atilir. %12°lik degismemis sitalopram idrarla atilir. Karaciger (rezidiiel)
klirensi dakikada yaklasik 0,35 L, bobrek klirensi dakikada yaklasik 0,068 L dir.
Farmakokinetigi dogrusaldir. 1-2 hafta i¢inde kararli durum plazma seviyelerine varir.
40 mg’lik giinliik doz kullanilarak 50 nmol/L’lik (100-500 nmol/L) ortalama derisimlere
ulastig1 rapor edilmistir. Sitalopram plazma seviyeleri ile terapotik yanit veya yan

etkiler arasinda net bir iliski yoktur (Uckun , 2011).
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2.3.1.2. Sitalopramin Diger ilaclar ile Etkilesimi

Sitalopram-metoprololiin  farmakokinetik/farmakodinamik etkilesim c¢alismasinda;
metoprolol derisimlerinde iki kat artis gdézlemlenmistir. Buna ragmen saglikh
gontllilerden aliman kan basinci ve kalp hizi {izerinde olan etkisinde anlamli bir artis

gozlenmemistir.

Sitalopram ve metoprolol es anli uygulamasi 6nem arz etmektedir ve dikkat gerektirir.

Doz ayarlamasida yine 6nemli bir durumdur (Hariri ve ark., 2016).

Sitalopram ve demetilsitalopramin diger SSRI’larla karsilastirildiginda; CYP2CO,
CYP2E1 ve CYP3A4’lin ihmal edilebilir 6l¢lide inhibitorleri ve sadece CYP1A2,
CYP2C19 ve CYP2D6’nin zayif inhibitorleri ihmal edilebilir ve zay1f inhibitorleridir.

Levomepromazin, digoksin ve karbamazepin, klozapin ve teofilin, varfarin, imipramin
ve mefenitoin, spartein, imipramin, amitriptilin, risperidon, varfarin, karbamazepin (ve
metaboliti karbamazepin epoksit) metabolitleri ile birlikte verildiginde herhangi bir
degisim olmamistir. Klinik olarak bakilacak olursa da onemli olmayan g¢ok kiigiik

degisiklikler goriilmiistiir.

Sitalopramin levomepromazin veya digoksin ile kullaniminda, sitalopramin P-

glikoproteini herhengi bir yonde etkiledigini gosteren bir bulgu goriilmemistir.

Desipramin, imipramine ait farmakokinetik bir ¢aligmada, sitalopram ve imipramin
seviyelerinde herhangi bir etki olmazken, desipramin (imipraminin primer metaboliti)
seviyelerinde artma oldugu gozlemlenmistir. Bu sebepten Desipramin dozunun

azaltilmasi gerekebilir.

Metoprolol ile Essitalopram (sitalopramin aktif enantiyomeri), CYP2D6 enziminin bir

inhibitoriidiir. Birlikte aliminda dozaj ayarlamas1 yapilmasi gerekmektedir.

Metoprolol ile birlikte uygulama sonucunda metoprololiin plazma seviyelerinde iki kat
artisa neden olsa da metoprololiin kan basinci ve kalp ritmi tizerindeki etkisi istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmamistir (Ugkun, 2011).

2.4. Ayirma ve Zenginlestirme Yontemleri

Son yillarda gelisen teknolojik aletlerin artmasina karsilik biyolojik 6rnek, ¢evre ve gida

ornekleri gibi tiirden matrikslerde yer alan tiirlerin hassas ve dogru tayini i¢in 6rnek
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hazirlama yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Cilinkii analizi yapilmak istenen analit
oldukc¢a diisiik miktarlarda bulunmakta ve 6rnek ortaminin bozucu etkileri bu durumu
zorlastirmaktadir. Ornek hazirlama yontemleri genellikle ayirma ve zenginlestirme
saglayan ekstraksiyon yontemleridir. Ornek hazirlama yontemlerinin ¢ogu zaman
alicidir ve fazla dozlarda kimyasal madde kullanimina ihtiyag duyulan asamalara
sahiptir. Son yillarda bir¢ok farkli ekstarksiyon yontemi gelismeye baslamistir. Bunlarin
onemli 6zellikleri uygulanan islemler kolaylikla saglanabilir, kimyasal tiiketimini en aza
indirmeyi hedefler, zamandan tasarruf saglamayi1 amaglar, ¢evre ve insan sagliina
zararl zehirli atiklar i¢in giivenli ortam saglayarak en aza indirir ve otomasyona imkan

saglar (Kole ve ark., 2011; Mohamed, 2015; Vaghela ve ark., 2016).

Ekstraksiyon (Oziitleme) yontemleri, ayirma ve zenginlestirme yontemlerinden en gok
kullanilanidir. Tlgili analit bilesiklerinin bir fazdan baska bir faza tasinmasi islemi
ekstraksiyon olarak tanimlanir. Ekstraksiyon islemleri oldukca basit ve hizli olmalidir.
Bunun sebebi analiz siiresini kisaltmaktir. Klasik tekniklerde bu islemler uzun zaman
gerektirmekte ve ekstrakte edilen maddeler kayiplara neden olmakta ve bozunmaya
ugramaktadir. Yeni nesil ekstraksiyon yontemlerinde ise ekstra saflagtirmaya gereksinim
duyulmamali ve artik ¢oziicii icermemelidir. Cesitli kaynaklarda, bircok ekstraksiyon
yontemi mevcuttur. Calismamizda, kati fazin tekrar tekrar kullanilabilmesi,
desorpsiyonda diisiik organik ¢oziicii gereksinimi, tekrarlanabilirligin iyi olmasi gibi
avantajlar1 nedeniyle ayirma zenginlestirme yontemlerinden kati faz ekstraksiyon

yontemleri uygulanmustir.

2.5. Kat1 Faz Ekstraksiyon Yontemi

Kat1 faz ekstraksiyonu (KFE), seciciligi yliksek numune hazirlama i¢in en popiiler

tekniklerden biridir. KFE kullanim amaglari arasinda;

e Matriksi Saflagtirma

e Eser miktardaki hedef analiti zenginlestirme
e Tuzdan arindirma,

e Tiirevlendirme

e Sinif fraksiyonlama

gibi islemler bulunmaktadir.
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Adsorban olarak kullanilacak madde sentezinin artmasi ve ticari olarak sunulmasi
nedeniyle KFE yonteminin gelisimi ile kullanim alanlar1 geniglemekte ve popiilerligini
devam ettirmektedir. KFE’nin temel prensibinde hedef analiti i¢eren s1ivi numune ortami
ile kat1 bir sorbent (kat1 faz adsorban) arasindaki ayrilmanin saglanmasini igermektedir

(Buszewski ve ark., 2012).

Genel prosediir; analiti iceren bir ¢ézeltiden se¢imli olarak genellikle analiti kat1 faza
yiiklemek, analit disindaki tiirleri uzaklastirmak ve daha sonra hedeflenen analit yada
analitleri kat1 fazdan bir baska ¢6ziicii ortamina siyirarak toplamaktir. Analize uygun bir

KFE ekstraksiyon adsorbaninin belirlenmesi ve se¢imi 6nemlidir (Bisgin ve ark., 2018).

Ekstraksiyon emici maddesinin se¢iminde kati emici madde ve sivi analit arasindaki
etkilesim mekanizmalar1 arasindaki etkilesim dikkate alinmalidir. Bu se¢im igin
¢Oziinen ve adsorbanin suyu sevip sevmeme durumu (hidrofobik-hidrofiliklik), kutupsal
olup olmama ve iyonojenik Ozelliklerinin bilgisine ihtiya¢ duyulmaktadir. KFE'deki
analitlerin tutunmasinda ve siyirmasinda Van der Waals kuvvetlerine, dipol-dipol
kuvvetlerine, hidrojen bagina, polar olmayan etkilesimlere, katyon-anyon
etkilesimlerine (iyonik etkilesimler) dayanmaktadir (Andrade-Eiroa ve ark., 2016;
Asgharinezhad ve ark., 2015). KFE metodunda tutunmanin gergeklesmesinde ortamin
pH degerlerine bagl olarak analit ile sorbent arasinda etkili bir baglanma olmasi
nedeniyle pH Onemli parametrelerden biridir. Sorbentlerin yiizey ozellikleri ve
analitlerin molekiiler yapisi, numune matrisinin pH'lma gore degisebilmektedir. Bu
nedenlerle analit pKa degerlerininde 1yi bilinmesi ve dogru degerlendirmesi ile tutunma
islemi sirasinda ortamin uygun pH’ya ayarlanmasi 6nemli olmaktadir (Andrade-Eiroa

ve ark., 2016).

Kati faz ekstraksiyonu genellikle kolon ve c¢alkalama teknigi olarak iki sekilde
uygulanmaktadir. Kolon tekniginde kati faz sorbenti kolona doldurulur. Analiti iceren
¢Ozelti bu kolondan gecirilerek ayrilacak tiirlerin sorbente tutunmasi saglanir. Sorbent
yikandiktan sonra uygun bir eliisyon ¢ozeltisi ile tutunan tiirler geri alimir. Calkalama
tekniginde ise analizi yapilacak olan 6rnek ¢ozelti lizerine sorbent katilarak belirli siire
calkalama, vorteksleme ya da ultrasonik ¢alkalama vb ile analit ile sorbentin temasi
saglanir. Analitin sorbente tutunmasi saglandiktan sonra siizme, dekantasyon ya da

sorbent magnetik ise miknatis ile ¢cozelti ortamindan kati faz ayrilmasi saglanir. Ayrilan
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kat1 faz {lizerindeki analit/analitlerin uygun ¢oziicii ile eliisyonu yapilir ve bu sayede

istenilen analit tiirli tayin edilir (Andrade-Eiroa ve ark., 2016; Hennion, 1999).

Kat1 faz ekstraksiyon metodunun geleneksel sivi sivi ekstraksiyon yontemine gore

avantajlari su sekilde siralanabilir.

= KFE metodu diger yontemlere gore ¢cabuk sonug verir.

= Ornek hazirlanmast i¢in uzun siireye ihtiyag yoktur.

» Yontem oldukga pratiktir ve biitiin laboratuvarlarda kolaylikla uygulanabilir.

» Kimyasal madde ve ¢oziicii kullanimi azdir, bu maliyeti diisiiriir ve daha
¢evrecidir.

* Geri kazanim oran1 genellikle daha yiiksektir (Bisgin ve ark., 2018).

=  Ornek ortami, adsorban madde ve ¢oziiciiler arasinda olusabilecek bulas riski az
oldugundan daha hassas Olciimler alinabilir (Hemmati ve ark., 2018; Liljegren,
2005; Vasconcelos ve ark., 2017).

» (Cozicii ve ornekler az miktarlarda kullanilir bu yiizden zehirli kimyasallar ile
temasin azalmasina bagl olarak ¢evreyi kirletme riskini de diisiiriir.

» Fazla sayida Ornek es zamanli analiz edilebilir ve analitik cihazlar ile
otomasyonu saglanabilir (Hemmati ve ark.,2018; Liljegren, 2005; Vasconcelos

ve ark., 2017).

2.5.1. Manyetik Kat1 Faz Ekstraksiyon Yontemi (MKFE)

Kati faz ekstraksiyon yontemlerinden biri olan ve manyetik 6zellik tasiyan adsorban
kullanilarak gerceklestirilen bir yontemidir. MKFE’de analitin de i¢inde bulundugu
¢ozelti ortamina sorbent olarak manyetik partikiillerin eklenmektedir. Eklenen manyetik
partikiiller magnetit (Fe;O4) ad1 verilen bir tiir ve onun tiirevlerinden olusur. Sol-jel
teknigine benzer teknikler kullanilir ve yiizeyleri silika, aliimina oksitler vb. ile kaplanir.
Yontem uygulanirken hedef analit/analitler manyetik adsorban {izerine adsorbe edilme
ilkesine dayanmaktadir (Sarikaya ve ark., 2021). Ardindan digardan bir manyetik alan
olusturularak (miknatis gibi) sulu c¢ozeltiden ayrilir. Manyetik adsorban {izerinde
tutunan analitler uygun eliisyon ¢oziiciileri kullanilarak ayni sekilde desorbe edilir
(Sekil 2.4.) Birden fazla matriks ¢ozeltilerinin bulundugu durumlarda MKFE yontemin
tercih edilmesinin nedeni hedef analit ile uyumlu olan bir faz yiizeyine sahip

olusundandir. Geleneksel KFE tekniklerine gére manyetik partikiil iizerine adsorbsiyon

21



daha kolaydir (Yuvali ve ark., 2020). Manyetik partikiillerin kullanilmas1 KFE’deki
ekstraksiyon prosediiriinde yer alan birtakim asamalarin sayisim1 aza indirger ve
analitlerin izolasyonu kolaylastirarak zamandan tasarruf saglar. MKFE’ de kullanilan
harici manyetik alan manyetik faz maddesi ylizeyine adsorbe edilen (baglanan)
analitlerin ayrilmasini oldukga pratiklestiri. MKFE olduk¢a ¢evreci bir yontemdir ve
yesil kimya ilkeleri kapsaminda organik ¢oziicli kullanim1 en aza indirgenir. Bu sebeple
tehlikeli ve zehirli atiklarin olusumu 6nlenmis olur (Hu ve ark., 2018; Li ve ark., 2014;

Wierucka ve ark. ,2014).
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Sekil 2.4. Manyetik Kati Faz Ekstraksiyon Yonteminin Sematik Gosterimi (Caylak,
2019)

2.5.2. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yontemi

Modern analitik cihazlarin o6zellikleri siirekli gelismesine ragmen karmasik martikse
sahip analitlerin dogrudan tayinleri i¢in kullaniminda halen uygun olmayabilmektedir.
Hedef analit molekiillerinin karmasik bir matrikste bulunmasi ve diisiik derisimler
nedeniyle 6n numune hazirlama islemlerine gereksinim duyulmaktadir. Bunun igin
analizden Once ayirma ve zenginlestirme islemleri icin 6n numune hazirlama basamagi
gerekmektedir. Ornek hazirlama tekniklerinden birisi de kat1 faz ekstraksiyon teknigi
olarak uygulanan fabrik faz ekstraksiyon (FFE) teknigi son yillarda kullanilmaya
baslanmistir (R. Kumar ve ark., 2014; Zilfidou ve ark., 2018).
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2014’te Kabir ve Furton, yeni bir numune hazirlama teknigi gelistirdiler. Bu teknik yesil
kimyaya uygun cevreci bir yeni nesil numune hazirlama teknigidir. Bu yeni kat1 faz
ekstraksiyon teknigi Fabrik Faz Ekstraksiyon olarak literatiire girmistir.

FFE tekniginde sentetik ya da dogal bir kumas yiizeyin iizeri ultra inca bir kaplama ile
kaplanir. Bu teknik genelde Sol-Gel kaplama teknigidir. Esgit bir kaplama saglanmasi
onemlidir ¢iinkii, substrat ve polimer arasindaki kimyasal bag nedeniyle FFE zarinin
yiiksek termal, solvent ve kimyasal stabilitesini saglar (R. Kumar ve ark., 2014). FFE’de
oncelikle analitin bulundugu numune kati faz ile temas ettirilerek analitin adsorban
tizerinde tutumasi saglanir (hedef maddenin adsorpsiyonu). Ardindan kat1 faz tamamen
organik solvente daldirilir ve hedef analit organik solvente geri ekstrakte edilir (hedefin
desorpsiyonu). FFE; cok cesitli sorbent kullanimina izin veren tek mikro ekstraksiyon
teknigidir. Kullanilan fabrik fazlar %100 pamuk seliiloz (hidrofilik) veya cam elyaf
(ndtr) veya polyester (hidrofobik) olabilir (R. Kumar ve ark., 2014; Zilfidou ve ark.,
2018).

FFE, kat1 faz ekstraksiyonu veya mikroekstraksiyon tekniginde bir¢ok farkli 6zellige
sahip yeni nesil bir numune hazirlama teknigi olarak ortaya cikmistir. FFE diinya
genelinde popiilerligini artirmaktadir. Yontemin bircok analit i¢in kullanilabilecegi

ongoriilmektedir. FFE nin baz1 avantajlari,

- Performans istiinliigii ve yeniden kullanilabilirligi,

- Yesil ve ¢evreci analitik ilkelerin uyumlulugu,

- Genis pH calisma aralii,

- Basit islem uygulamasi, maliyeti diisiik cihaz kullanim1 ve hizli adsorpsiyon
yetenekleri

- Fabrik faz1 numuneye dogrudan eklenebilmesi ve geri alinabilmesi nedeniyle
uygulama kolayligina sahip olmasi

- Daha az numune isleme adim1 sayesinde olast hata kaynaklarini ve numune
hazirlama maliyetini azaltilmasi,

- Adsorban olarak yiizlerce yeni kaplama ile kullamilabilir ve uygulama
alaninin gelistirilebilir olmasi,

- Adsorban ve fabrik madde matriksi arasindaki kimyasal bag nedenile fabrik
fazin yliksek kimyasal stabilitesinin saglamas1 (Kabir ve ark., 2021; R.
Kumar ve ark., 2014)
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olarak siralanabilmektedir.

Numune hazirlama adimlarinin sayisinin diisiik olmasi analit kayb1 ve mevcut deneysel
hata risklerini en aza indirgeyeceginden, FFE islem basamaginin az olmasi nedeniyle
avantajl bir tekniktir. FFE, genis bir temas yiizey alanina sahiptir ve hedef analitleri
hizla adsorbe edebilir. Kullanilan organik ¢dziiciiniin diisiik viskoziteye sahip olmasi ile
hedef analitin 2-10 dakika i¢inde fabrik fazdan alinmast miimkiin olmakta ve daha az

organik ¢oziicii ile ekstraksiyon tamamlanabilmektedir (Kumar ve ark., 2014).

FFE farmasotik, cevresel, gida, biyolojik ve toksikolojik 6rnekler dahil olmak iizere cok
¢esitli numune matrislerinde uygulamalar bulmustur. Tiim bu uygulamalarda FFE, sol-
jel kaplama teknolojisinin yiiksek gozenekli fabrik fazin substratina olan uyumu,
cevresel numunelerin hedef molekiillere yiiksek oranda tutunmasi gibi 6zellikleri
sayesinde ¢ok iyi bir numune hazirlama teknigi oldugu diisiiniilebilir.

FFE ortammin yiiksek kimyasal kararliligi, yiiksek asidik ve bazik pH’larda
calisilabilme imkani saglamaktadir. Sol-jel sorbentin gbzenekli yapisi ve fabrik fazin
gecirgenligi, ekstraksiyon siiresini en aza indirgeyerek FFE'yi sik¢a kullanilan numune
hazirlama tekniklerinden biri haline getirmistir. FFE yonteminin uygulama basamaklari

Sekil 2.5’te gosterilmistir.

FFEE pargalan

Organik
dziiciide
yikama(5 dk)

g =

Enstriimantal
saialts Organik
céziiciide eliisyon

Sekil 2.5. Fabrik Faz Ektraksiyon Yontemi Asamalar1 (Jain ve ark.,2023).
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Yeni FFE yontemi iistiin ekstraksiyon verimi, daha yiiksek 6n konsantrasyon faktorti,
hassasiyet ve basitligi saglamaktadir (Kabir ve ark., 2017). FFE’nin pek ¢ok avantaja
sahip olmasi arastirmaciya bir¢ok uygulama i¢in uygun yontemi segme konusunda daha

fazla se¢im yapma imkani saglamaktadir.

2.6. Kromatografik Yontemler

Kromatografi kalitatif ve kantitatif analize olanak saglayan bir ayirma yontemidir.
Maddeleri saflagtirmak, tanimak ve analizini yapmak i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir.

1903 yilinda Michael Tswett tarafindan kesfedilen kromatografide adsorbe edici
(genellikle seliiloz, nisasta vb.) bir madde ile dolu cam kolondan bitki pigmenti igeren
cozeltiyt gecirmistir. Bu sayede klorofil ve ksantofil gibi bitki pigmentlerinin

ayrilmasini gerceklestirmistir.

Kromatografide sabit (durgun) ve hareketli fazlar bulunmaktadir. Bir ¢ozelti icinde yer
alan fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin farkliligindan yararlanilarak ¢6zeltinin hareketli
faz araciligi ile sabit bir faz iizerinden gegirilerek, fazlardaki farkli dagilma

katsayilarindan yararlanilarak ayrim gerceklestirilir (Ersin, 2020; Unsal, 2006).

Gliniimiizde kromatografik cihazlar organik analizde en yaygin kullanilan kalitatif ve

kantitatif analiz yontemlerinden biridir.

2.6.1. Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

Kromatografik  yontemler ayrilma  mekanizmalara gore  gelistirilmis  ve
siniflandirilmistir. Analizi yapilacak olan madde bir hareketli faz tarafindan sabit faz
tizerinden belirli bir hizda hareket ettirilir. Sabit faz ile etkilesen tiirler belirli alikonma
stirelerine bagli olarak birbirlerinden ayrilir. Kromatografik yontemler, uygulama sekli,

hareketli fazin ya da sabit fazin tiirline gore farkli adlar alir.

Uygulama bi¢imine gore, diizlemsel kromatografi (kagit kromatografisi ve ince tabaka
kromatografisi) ve kolon kromatografisi (Gaz Kromatografisi (GC), Yiiksek
Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ve siiperkritik akigkanli sivi kromatografisi)
olarak ikiye ayrilir. (Arac ve ark., 2022; Bengii ,2021).
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Ayrilma mekanizmasina gore kromatografik yontemler; ayrilma mekanizmalarina gore
adsorpsiyon kromatografisi (Yildirim, 2020), partisyon kromatografisi (Konak ve ark.,
2014), iyon degistirme kromatografisi (Yildirim, 2020) ve jel filtrasyon (Molekiiler
Eleme) kromatografisi (Konak ve ark., 2014) olarak ayrilir.

Kromatografik metotlar; kullanilan hareketli fazin tiiriine gore ise sivi kromatografisi
(stvi-kat1 kromatografisi ve sivi-sivi kromatografisi), gaz kromatografisi ve siiperkritik

akigkanli s1vi kromatografisi olarak tanimlanir.

2.6.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi bir sivi iginde ¢oziinmiis bilesenler, kolon
icinde bulunan hareketsiz (sabit) faz ile farkl etkilesimlere girerek kolon i¢inde farkli
hizlarla hareket ederler. Farkli hizlarla hareket etme yeteneginden dolayr kolonu farkli

siirelerde terk ederek ayrilma saglanir. (Eser, 2018; Unsal, 2006)

HPLC, organik, inorganik, biyolojik ve cevresel drneklerde bulunabilecek bircok tiirii
tayin etmek i¢in kullanilan kromatografik bir yontemdir. Son yillarda ve giiniimiizde
kullanim alan1 ve kullanim siklig1 artmaktadir (D.A.Skoog ve ark;2013). HPLC ilaglar
(Antibiyotikler, sedatifler, streoitler, analjezikler), biyokimyasallar (Amino asitler,
proteinler, karbonhidratlar, lipidler), gida maddeleri (Suni tatlandiricilar, antioksidanlar,
aflatoksinler, katki maddeleri), endiistriyel kimyasallar (Cok halkali aromatikler, yiizey
aktif maddeleri, iticiler, boyalar), pestisitler, herbisitler, fenoller, PCB’ler gibi kirletici
ajanlar), klinik tip (safra asitleri, ila¢ metabolitleri, iire Oziitleri, Ostrojenler) ve
uyusturucular (Uyusturucu ilaclar, zehirler, kan alkolii, narkotikler) vb analizlerde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Bengii, 2021).

Analitik ayirma saglamak ve kalitatif ve kantitatif analiz amaciyla en yaygin kullanilan
cihaz HPLC’dir. HPLC duyarlilig1 yiiksek, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilen,
ucucu olmayan ancak sicaklikla hemen bozunabilen bilesiklerin kolaylikla ayrilmas: ve
tayini i¢in uygundur. Sanayinin hemen her alaninda kullanilabilmektedir. Yasamda
siirekli kullanilan amino asitler, proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar, ilaglar ve
pestisitler gibi tiirlerin analizinde de oldukga iyi sonuclar vermektedir (Eser, 2018;

Karaogul, 2018) .
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2.6.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Boliimleri

HPLC analitik ayirmada en yaygin kullanilan cihazdir. HPLC cihazi degazor, pompa,
oto ornekleyici, kolon (kolon firin1) ve dedektor olmak tizere (Sekil 2.6) temelde bes

kisimdan olugmaktadir (Yildirim, 2020).
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Sekil 2.6.Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi Sematik Gosterimi (Yildirim, 2020)

Hareketli Faz: Hareketli faz analiti tasima goérevi yapar. Hareketli faz ¢ozeltileri genel
olarak su, sulu tampon ¢ozelti, su veya tampon ¢ozeltilerin metanol ve/veya asetonitril
ile olusturulmus ¢ozeltiler ya da organik ¢oziiciilerden olusur. Ayrimin kolay ve dogru
olabilmesini ortamin pH degeri ile mobil faz bilesimi etkiler. Hareketli faz secilirken
uygulanacak olan ayirma tipine dikkat edilmelidir. Ayni zamanda hareketli faz
seciminde, kullanilan teknik, numune tipi, kolon se¢imi Onemlidir ve dedektoriin
ozelliklerine, sabit faz tiirline ve yapilacak olan analizin biyolojik materyale uygunluk
ozelliklerine baglidir. Sabit faza hareketli faz araciligi ile gelen numune etkilesime girer
ve bir miktar alikonulur. Bu nedenle sulu tamponlar, hidrokarbon tiirleri gibi farkli
polaritelerde c¢oziiciilerin kullanildigr faz sabit fazdir (Hakan & Yaylim, 2020).
Dedeksiyon sisteminde girisim gergeklesmemesi i¢in kullamilacak tiim ¢oziiciiler
oldukga saf olmalidir. Eser miktardaki safsizliklar dahi kolonu etkiler ve dedeksiyon

sisteminde girisime neden olabilirler (Eser, 2018).

Hareketli fazin, saf olmasi, dedektére uyumlu olmasi, 6rnegi ¢dzmesi, viskozitesinin
diisiik olmasi, kimyasal inertlik saglamasi ve diisiik maliyetli olmas1 istenir ( Yaylim ve
ark., 2020)._Hareketli fazin uygulanmasina gore genellikle izokratik ve gradiyent olarak

adlandirih (Goktas, 2019).

27



Izokratik eliisyonda; mobil faz analiz siiresince sabit bilesime sahiptir. Bilesenlerin
tamami kolonda es zamanli siiriiklenirken, farkli hizlarda go¢ ederek kolonu terkederler

(Goktas, 2019).

Gradiyenet eliisyonda; iki veya daha fazla ¢oziicii sistemi kullanilir. Bu ¢dziiciilerin
polarliklar1 birbirinden farklidir ve ¢6ziicii bilesimi analiz siiresince siirekli ya da

asamali olarak degistirilir (Goktas, 2019).

Degazor: Hareketli fazdaki hava kabarciklarinin ve ¢ozlinmiis havanin giderilmesini
saglar, mobil faz siselerinden sisteme hareketli fazin taginmasi durumunda kullanilir.

Mobil faz sayisina ve pompa tiplerine gore uygun degazorler mevcuttur.

Pompa: HPLC sistemi igerisinde mobil fazin istenilen akis hizinda yiiksek basingla
hareket etme prensibini saglayan kisimdir. Hareketli fazin analiz siiresince enjektor,
kolon ve dedektor lizerinden sabit akisini saglar. Hareketli faz degazorden igerisindeki
gazlar ayrilarak HPLC sistemi boyunca sabit akis hizinda hareket eder. Analitik
pompalar, genellikle akis hizt 0,1 — 5,0 mL arasinda calisir. Pompa sistemlerinin,
izokratik (Tek Kanall1), binary gradient (Cift Kanalli Mikserli) ve queternary gradient
(Dort Kanalli Mikserli-Miksersiz) vb gibi farkli tiirleri mevcuttur (Arag ve ark., 2022).
[zokratik sistemlerde; bilesimi sabit olan hareketli faz ve tek pompa kullanilarak yapilan
ayrimlar1 ifade eder. Gradient sistemlerde, mobil faz bilesimi ve istenilirse akis hizi
analiz siiresinde degiskenlik gosterir. Bu analizin kalitesini arttirirken analiz siiresini

azaltir.

Ornekleyici: Omekleyicinin gorevi analit/analitleri kolon ve dedektore gondermektir.
Ornekler, HPLC’ye enjeksiyon iinitesinden ya manuel olarak ya da oto-drnekleyici ile
enjekte edilir. Enjeksiyon {nitesinde bir enjeksiyon valfi ile Ornek haznesi
bulunmaktadir. Manuel enjeksiyonda oOrnek enjeksiyon Oncesinde hareketli faz
sartlarinda c¢oziiler ve bir siringa yardimiyla valften enjekte edilir. Bu enjeksiyon islemi
yiiksek basing altinda gercgeklestirilmeye uygun olarak dizeyn edilmistir. Numune
yiiksek basingli ortamdaki hareketli faza karisir ve kolona hareketli faz i¢inde ¢oziinmiis
olarak kolona ulasir. Numune hacmi genellikle 5 -1000 uL civarinda olur ve kolona
dogrudan enjekte edilir. Enjeksiyon esnasinda yapilan YBSK’da kesinligi diigiiren en
onemli faktorlerden birisidir. Otomatik enjektorler bu hatay en aza indirir (Santhosh ve

ark., 2014; Unsal, 2006).
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Kolon-Kolon Firini: Sabit faz kolonuna hareketli fazda bulunan analit/analitleri tagiyan
maddelerin, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore birbirinden ayriminin saglandigi
boliimdiir. Kolonlar genellikle celikten yapilir. Ayrica, poliariletereterketon (PEEK) ve
cam gibi maddelerden iiretilen kolonlarda bulunmaktadir. Kolonlarin i¢i silika veya
polimer gibi yiizey alani1 biiyiik sabit faz dolgu maddesi ile doldurulur. Bu polimer veya
silikalar genellikle fonksiyonel grup eklenerek dolgu maddesi olarak kullanilir. Son
yillarda silika bazli kolonlar yerine daha iyi ve daha hizli ayirma yapabilen mikro ve
nano gozenekli polimer bazli kolonlar tiretilmeye ve kullanilmaya baglanmistir. Polimer
kolonlar daha uzun 6émiirliidiir ve rejenere edilebilirler. 4,5-5,0 mm i¢ ¢apli kolonlar en

sik kullanilanlardir ve bunlarin uzunluklar1 2-30 cm araliginda olabilir. (Unsal, 2006).

Kolon firininin amaci, kolonu saklamak ve sicakligini sabit tutmaktir. Bazi ayirmalar
sicakliktan ¢ok fazla etkilendiginden sicaklik kolon firin1 sayesinde sabit tutularak
analizin giivenirliligi artirilir. Kolon firinlarinin genellikle blok 1siticili, fanl ve peltier
olarak adlandirilan ii¢ tiirii vardir (Unsal, 2006). Peltier tiirii kolon firininda sabit
sicakligr saglamak daha kolay oldugundan ¢ok tercih edilen kolon firimidir (Bengii,
2021);

Dedektor: Dedektorler, kolondan alikonma siirelerine gore ¢ikan analite bagli olarak
alan cevap dogrultusunda sinyallerini kromatogram iizerinde pik olarak ifade eden
cthazlardir. Dedektorler kolondan sonra yer alir. HPLC’de kullanilabilecek
dedektorlerin, Olgebilecegi konsantrasyon araligi genis olmali, duyarliligi yiiksek
olmali, giirtiltii seviyesi diisiik olmal1 (S/N oranini iyilestirmek amacli) ve rezoliisyonun
1yl olmas istenir. Rezolusyonun iyi olmasi i¢in dedektdr cevabi sicaklik ve basingtaki

degismelerden duyarsiz olmalidir. (Santhosh ve ark.,2014; Unsal, 2006).
S1vi kromatografisinde yaygin kullanilan dedektorler;

Iletkenlik Dedektorii (Unsal, 2006)

Elektrokimyasal Dedektor (Banu Bayram, 2011)

Refraktif Indeks (Kirilma Indisi) Dedektdr(Karaogul, 2018)
Floresans Dedektor (Kaynar, 2007)

Fotodiyot Dizisi Dedektor (PDA) (Emair, 2016)

Kiitle Spektrofotometre Dedektor (MS) (Eser, 2018)

UV Dedektor (Unsal, 2006)
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olarak sayilabilir. Bunlar icinde en sik kullanilam1 UV dedektor ve fotodiyot dizisi

dedektordiir.

2.6.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Tiirleri

HPLC ayrilma mekanizmalarina bagli olarak normal faz kromatografisi, ters faz
kromatografisi, iyon degistirme kromatografisi, boyut diglama (eleme) kromatografisi

ve kiral ayirma kromatografisi olarak adlandirilmaktadir.

Normal faz kromatografisinde silikajel-polimer ve iizerine baglanmis —CN, -NO, veya
NH; dolgu maddeleri gibi polar sabit bir faz ile nanpolar ya da polaritesi diisiik Etileter,
Kloroform, Hekzan vb. c¢oziiciler ve karisimlar1 hareketli fazin olusturdugu
kromatografidir(Chaudhari ve ark., 2020). Polaritesi diisiik olan analit ilk olarak
kolondan cikar. Bunun sebebi benzer benzeri ¢ozer ilkesinden yararlanarak polaritesi
diisiik olan analit hareketli fazda iyi ¢oziinerek kolonu en oOnce terkeder. Apolar
yapidaki analitin polar olan sabit faz ile az etkilesmesi sebebiyle kolonda kisa bir siire

tutunur.

Ters faz kromatografisinde, silikajel-polimer ve iizerine baglanmis onsekiz karbonlu diiz
zincirli C18, oktil veya fenil gruplari, metil, etil ve —NH, gruplu dolgu maddeleri gibi
apolar sabit faz ve metanol, ssetonitril, tetrahidrofuran gibi gii¢lii organik coziiciilerin
zaylf ¢Oziicli olan sulu veya tamponlanmis, pH ayar1 yapilmis karigimlar: gibi polar

mobil fazin olusturdugu kromatografi sistemidir (Chaudhari ve ark., 2020).

Polaritesi yliksek olan analit kolonu ilk olarak terkeder. Yine benzer benzeri ¢ozer
ilkesinden yola ¢ikilarak polaritesi yiiksek analit hareketli faz i¢inde olduk¢a iyi
¢oziiniir ve kolonu ilk olarak terkeder. Polar yapidaki analit apolar yapidaki sabit faz ile

az etkileserek kolonda kisa siire tutunur ve yine kolonu ilk terkeden grup olur.

Hareketli fazin polaritesi azaltilarak alikonma siiresi kisaltilir. Tam tersi durumda ise

hareketli fazin polaritesi artirilarak alikonma stiresi artirilir.

Iyon degistirme kromatografisi, iyon yapidaki bilesikleri ayrmada kullanilan bir
tekniktir. Analitin katyon yapida oldugu durumunda g¢ogunlukla kolonlarin dolgu
maddeleri negatif yiiklii fonksiyonel grup kullanilarak olusturulur. Analitin Anyon
yapida oldugu durumda ise kolonlarin dolgu maddeleri pozitif yiiklii fonksiyonel gruplu

kullanilarak olusturulur. Ayni zamanda molekiiliin kolonda tutunma giicii bir iyonun
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molekiil agirhigr arttikca artar. Bunun yaninda suda ¢Oziinebilen organik maddeleri

analiz etmede de kullanimi oldukga fazladir (Eser, 2018).

Boyut diglama (eleme) kromatografisinde molekiil agirliklar1 oldukg¢a farkli olan
analitleri bir arada analiz edilebilmesi amaciyla kullanilan bir tekniktir. Genelde
kolonlardan mobil fazin gegisi kimyasal ve fiziksel etkilesimlerle olmasina ragmen bu
teknikte tamamen fiziksel etkilesim mevcuttur. Molekiil agirlig1 fazla olan analit kolon
dolgu maddesindeki porlara sigmaz ve kolondan ilk olarak c¢ikar. Genel kullanim
alanlar1 biiyiik molekiil yapili polimerler, sekerler ve protein gibi tiir analizlerinde

kullanilir.

Eleme teknigi mobil fazin ¢oziicli tiirline gore; organik ¢oziiciiniin kullanildig: jel
gecirgenlik kromatografisi (GPC) ve sulu c¢ozeltilerin kullanildigi jel filtrasyon
kromatografisi (GFC) olarak ikiye ayrilir (Konak ve ark., 2014).

Kiral ayirma kromatografisi, sabit faz ile etkilesime giren fiziksel 6zellikleri ayni olan
izomerlerin, izomer ¢ifti olan diastereomere doniistiiriilmesiyle gerceklestirilir. Bunun

icin Ozel kiral kolonlar kullanilan bir yontemdir (Topal ve ark., 2016).

2.7. Fingolimod ve Sitalopram Molekiillerinin Analizleri icin Daha Onceden

Yapilmis Olan Calismalar

Fingolimod ve sitalopramin farkli orneklerden ekstraksiyon ve analizlerine iliskin

literatiir calismalarindan bazilar1 asagidaki gibi 6zetlenmistir.

Azari ve ark.,(2015) Fingolimodun biyolojik sivilarda spektrofotometrik tayini i¢in
sodyum dodesil siilfat (SDS) kapli nanomiknatislar kullanarak karisik hemi-misel kati
faz ekstraksiyonu oOnermislerdir. Calismalarinda sodyum dodesil siilfat (SDS) kaph
nano Fe;O4 bazli karisik hemimisel kat1 faz destek maddesi kullanmislardir. Bu yontemi
su, idrar ve plazma o6rneklerinde Fingolimod'un (FIN) ayrilmasi ve belirlenmesi icin
aragtirmiglardir. Bu yeni sorbentlerin yiiksek yiizey alam1 ve sodyum dodesil siilfat
(SDS) ile ylizey modifikasyonundan sonraki miikemmel adsorpsiyon kapasitesi
nedeniyle 1y1 bir ekstraksiyon geri kazanimlar iretilebilecegini 6ngérmiislerdir. pH,
yiizey aktif madde ve adsorban miktarlari, iyonik gii¢, ekstraksiyon siiresi ve

desorpsiyon kosullar1 gibi ana faktorler incelemis ve optimize etmislerdir. Yontemin
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dogrulugu, eklenen numuneler lizerindeki geri kazanim Sl¢iimleriyle degerlendirilmistir
ve su, idrar ve plazma icin sirasiyla %96, %95 ve %88'lik iyi geri kazanimlar
gozlemlemislerdir. Su, idrar ve plazma 6rnekleri i¢in sirasiyla 0,998, 0,997 ve 0,995
tayin katsayilariyla incelenen 2-26, 2-17 ve 2—13 mgL™' konsantrasyon araliklarinda

uygun dogrusal davranislar elde etmislerdir (Azari ve ark., 2016).

Fracasso ve ark.,(2022) yaptiklar1 ¢alismada, insan plazmasinda Fingolimod ve aktif
metaboliti Fingolimod-P'yi 6lgmek i¢in HPLC-MS/MS gelistirerek dogrulamislardir.
Yontemde i¢ standartlar Fingolimod-D4 ve Fingolimod-P-D4'ln kullanilmistir ve
plazma proteininin asetonitril kullanilarak c¢oktiiriilmesine dayanmaktadir. Coktiirme
yapildiktan sonra tandem kiitle spektrometrisi ile kromatografik ayirma
gerceklestirmislerdir. Yontem, “EMA biyoanalitik yontem dogrulama yonergelerinde”
belirlenen kriterlere uygun olarak dogrulanmisti. Bu c¢alismada agiklanan analitik
yontem, klinik yanitlardaki bireyler arasi degiskenligin, ilag biyoyararlanimindaki
bireyler aras1 farkliliklarla agiklanip aciklanamayacagini degerlendirmek icin yararli

olabilmektedir(Fracasso ve ark., 2022).

Sarikaya ve ark., (2021); idrar ve atik su Orneklerinde Fluoksetin ve Sitalopram
antidepresanlarinin, fotodiyot dizi dedektorii ile birlikte sivi kromatografisi ile hassas
belirlenmesi icin ekstraksiyon yontemi gelistirmislerdir. Bu calismada, antidepresan
ilaglar olan Fluoksetin (FLU) ve Sitalopram'in (CIT) idrar ve atik sularda eser miktarda
belirlenmesi i¢in yeni bir analit ayirma ve zenginlestirme yontemini manyetik kat1 faz
ekstraksiyonundan (MKFE) sonra HPLC-DAD analizini kullanmislardir. Onerilen
yontemde, FLU ve CIT, tamponun (pH 10.0) varliginda yeni sentezlenen manyetik
sorbent (Fe;O04@PPy-GO) iizerinde tutularak ve daha sonra kromatografik tespitlerden
once daha diisiik hacimli bir asetonitril i¢erisine desorbe etmislerdir. HPLC analizinden
once tiim numuneler 0,45 um PTFE filtreden filtrelendi. Optimum calisma kosullari
altinda tespit limitini, dogrusallifi, zenginlestirme faktoriinii ve diger analitik deger
rakamlarin1 belirlemek i¢in etkilesim stiresi, desorpsiyon solventi ve hacmi ve pH gibi
deneysel parametreler incelemis ve optimize etmislerdir. Gelistirdikleri bu yontemde,
izokratik eliisyon ile 227 nm’de fluoksetin ve 238 nm’de sitaloprama karsilik gelen
maksimum dalga boylarinda diyot dizisi detektorii ile analizi gergeklestirmislerdir.
Optimum kosullar altinda FIN ve CIT igin tespit limiti sirasiyla 1,58 ve 1,43 ng mL™" idi
ve l¢iim limiti sirasiyla 4,82 ve 4,71 ng mL™' olarak belirlemislerdir. 100 ng mL™' hedef
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molekiil i¢ceren model ¢ozeltilerinin ti¢lii analizleri i¢cin bagil standart sapmalarin
(%RSD) % 5,0'dan az oldugunu bulmuslardir. Yontemi idrar (hem simiile edilmis hem
de gercek saglikli insan) ve atik su Orneklerine basariyla uygulamis ve geri kazanim

deneylerinde niceliksel sonuglar elde etmislerdir(Sarikaya ve ark., 2021).

Kumar ve Sharma., (2021) fingolimod tablet analizlerinin rutin kalite kontrol
caligmalar1 i¢in bir yontem gelistirilmislerdir. Yontemde farmasotik dozaj formunda
fingolimod varlig1 tespiti ve tayini i¢in yeni bir RP-HPLC yontemi Onermislerdir.
Kromatografik yontemle gergeklestirilen tayinde; fosfat tamponu (1,0 mL dk™) ve
asetonitril (40:60 v/v) cozeltilerinden olusan izokratik bir hareketli faz kullanilmistir.
Sabit faz olarak 30 °C ayarlanmis ODS kolonu (4,6 x 250 mm, 5 um partikiil boyutu)
kullanilmistir. Tayinler 260 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Sistem uygunlugu,
dogrusallik, hassasiyet, dogruluk, 6zgiilliik, tespit limiti, kantifikasyon limiti, numune
ve standart stok ¢ozeltilerinin kararliligi ve saglamlik gibi dogrulama parametrelerini
incelemislerdir. Fingolimod i¢in tutulma siiresi 2,9 dakika olarak tespit edilmis ve
tabletlerin analizi i¢in bagil standart sapmanin % 2'den az oldugunu bulmuslardir.
Yontem hizli, dogru, kesin ve hassastir. Yontemin LOD degeri 0,04 pgmL’' | geri
kazanim degerleri %98-%102 araliginda yer almaktadir (Kumar ve ark., 2021).

Asgharinezhad ve ark.,(2015) yayimladiklar ¢alismada polipirol/manyetik nanopartikiil
kompozitleri dispersif-m-kat1 faz ekstraksiyonu (D-m-SPE) icin kimyasal oksidatif
polimerizasyon prosesi yardimiyla sentezlemislerdir. Yapmis olduklari bu calismada
idrar ve plazma Orneklerinin HPLC-UV ile tespitini gerceklestirmiglerdir. Bunu
yapmadan 6nce her iki madde i¢in 6n deristirme islemi uygulamis ve numune pH'",
sorbent miktari, sorpsiyon siiresi, eluent ve hacmi, tuz igerigi ve ellisyon siiresi dahil
olmak tizere ¢esitli parametrelerin ekstraksiyon verimliligi {izerindeki etkisi arastirilmis
ve optimize edilmistir. Optimum kosullar; pH:9.0, sorbent miktar1 10 mg, sorpsiyon
siiresi 7 dk olarak belirlediler. Kalibrasyon egrileri 1-800 mgL™" araliginda dogrusal
oldugunu ve sirastyla LOD degerleri CIT icin 0,2—1,0 mgL™" ve STR i¢in 0,3-0,7 mgL™
araliginda oldugunu belirlemislerdir. Yilizde ekstraksiyon geri kazanimlar1 CIT igin
93,4-99, ve STR igin 94,0-98,4 idi. Bagil standart sapmalar (n = 5) sirasiyla CIT i¢in
4.8-8.4 ve STR i¢in 4.3-9.2 araligindaydi. Yontemi insan idrar ve plazma 6rneklerinde
CIT ve STR'nin ekstraksiyonu ve belirlenmesiyle basariyla uyguladilar(Asgharinezhad
ve ark., 2015).
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Lahijani ve ark., (2017) insan plazma Orneklerinde sitalopram hidrobromiir ve
nortriptilin hidrokloriiriin belirlenmesi i¢in yontem gelistirmislerdir. Yontemde HPLC-
DAD ile birlestirilmis ultrason destekli iyonik sivi bazli dispersif sivi-sivi

mikroekstraksiyonu (UA-IL-DLLME) uygulanmistir. Yontem etkili ve ¢evre dostudur.

Optimize edilmis kosullar altinda dogrusallik 0,022,000 pg L araliginda elde edildi.
Tespit limitleri sitalopram icin 10 pg L' ve nortriptilin i¢in 6 pg L' idi. On
konsantrasyon faktorleri sitalopram icin 920 ve nortriptilin i¢in 800 idi. HPLC ile
birlestirilmis UA-IL-DLLME'min mevcut yontemi, insan plazmasinin gergek
orneklerinde sitalopram ve nortriptilin ilaglarinin belirlenmesinde basariyla kullanildi.
Yontemde sitalopram i¢in bulunan tayin sinirt degeri (LOD) 10 pgmL™" olarak tespit
edildi. Yontemin korelasyon katsayisi 0.9980 ve 50 pgL™ lik ¢ozeltinin %BSS degeri
%3.2 olarak hesaplanmistir (Lahijani ve ark., 2017). Calismamizda sitalopram yaninda
fingolimod tayini yapilarak literatire ilk kez kazandirilmistir. Bunun yaninda
calismamizda sitalopram icin tayin sinir1 6,85 ng mL™" derisimlerinde tespit edilmistir.
Yontemde sitalopram ig¢in tayin katsayisi 0,9941 olarak hesaplanmistir. YOntemin

%BSS degeri 5,32 (20 ug mL™") olarak hesaplanmustir.

Fahimirad ve ark.,(2016), yapmis olduklar1 bu calismada Doksepin, Sitalopram ve
Fluvoksaminin tandem dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyonu HPLC UV kullanarak
gerceklestirmislerdir. Calismanin ilk adiminda, sulu bir numune ¢6zeltisinde (8,0 mL)
bulunan analitleri organik bir ¢oziiciiye ekstrakte etmis ve daha sonra bu analitleri daha
basit sulu bir kabul edici faza (50 L) geri ekstrakte etmislerdir. Genel ekstraksiyon
stiresi 7 dakikadir ve en iyi ekstraksiyon verimliligini elde etmek i¢in organik
¢Oziiclinilin tiirii ve hacmi, iyonik kuvvetin etkisi gibi yontemi etkileyen degiskenlerin
optimizasyonunu gergeklestirmislerdir. Yontem 10-5000 ngmL™ araligimda iyi bir
dogrusallik gosterdi. Tespit limitleri 3-10 ng mL" araligindaydi. Giin ici kesinlik
degerleri sitalopram, doksepin ve fluvoksamin i¢in sirasiyla % 9,2, % 4,5 ve % 4.8
olarak bulundu geri kazanimlar % 58,5, % 52,9 ve % 39,3 olarak
bulunmustur.(Fahimirad ve ark., 2016).

Beiranvand ve ark., (2017), Sitalopramin 6n konsantrasyonu i¢in bulutlanma noktasi
manyetik kati faz ekstraksiyonun spektroflorometrik tayinini kullanmislardir.
Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu i¢in iyonik olmayan yiizey aktif madde Triton X-100

kullanmis ve sorbent olarak nikel ¢inko ferrit manyetik nanokompozit kullanmislardir.
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Bu manyetik malzeme yiizey aktif madde acisindan zengin fazin adsorpsiyonunu
saglamigtir. Uygulanan yoOntem, iyonik olmayan bir yiizey aktif madde ortaminin
misellerinde CPE ile hedef analitlerin baslangigta ekstraksiyonunu ve ardindan misel
fazim1 geri kazanmak i¢in nikel ¢inko ferrit manyetik nanokompozitinin kullanilmasini
icermektedir. Optimum ekstraksiyon kosullar1 pH: 9, adsorban dozaji: 60 mg, Triton X-
100 konsantrasyonu: 50 mg ve t = 50 °C de dogrusal dinamik aralik 3,00—800,00 ng
mL"' ve RSD sirastyla % 1.62 ve % 2,93 idi. Yontem i¢in 0,42 ng mL™' sitalopram tespit
limiti elde etmislerdir. Elde edilen sonuglar, yontemin ger¢ek orneklerde sitalopram

analizi i¢in basariyla uygulandigini géstermistir.( Beiranvand ve ark ., 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cozeltiler ve Cihazlar

Deneysel calismalarda kullanilan kimyasallar, hazirlanan ¢o6zeltiler, laboratuvar
malzemeleri, analitik cihazlar ve oOzellikleri ile deneysel g¢aligmalar bu boliimde

verilmigtir.

3.1.1. Hazirlanan Cozeltiler

Deneysel c¢alismalarda kullanilan reaktiflerin tiimii analitik safliktadir. Calismalar
esnasinda kullanilacak olan ¢ozeltiler igin MP Minipure Dest Up cihazindan elde edilen

deiyonize su ile hazirlanmistir.

pH 2,0-10,0 Britton Robinson (BR) Tampon Cozeltisi

Derigimi 0,05 mol L' olacak sekilde HOBOD, HOPOT ve CHIJCOOH asitleri
kullanilarak olusturulmustur. pH 2,0-11,0 arasinda asitlik sabitlerine gore uygun
araliklarda istenen tampon ¢ozeltiler hazirlanmistir ve Metler Toledo markali pH metre
ile kontrolii yapilmistir. 0,1 M NaOH c¢ozeltisinden az az eklenerek istenilen pH’lara

ayarlanmistir. Ardindan 1s1iktan ve 1sidan korunarak uygun kosullarda saklanmaistir.

Fingolimod Stok Cézeltisi, 1000 mg L™

Analitik safliktaki Fingolimod HCl’den (C9H33NO,.HCI) 55,9 mg tartilarak balon
jojeye aktarilmistir. Bir miktar metanol ile ¢6ziiliip son hacim metanol ile 50,00 mL’ye

tamamlanarak amber renkli sisede buzdolabinda +4 °C’de saklanmuistir.



Sitalopram Stok Cozeltisi, 1000 mgL'1

Analitik safliktaki Sitalopram HBr’den(C,oH,;FN,O.HBr) 62,3 mg tartilarak balon
jojeye aktarilmistir. Bir miktar metanol ile c¢oziilip 50,00 mL’ye metanol ile
tamamlanarak amber renkli sisede buzdolabinda +4°C’de saklanmustir.

Fingolimod ve Sitalopram Stok Cozeltisi, 50 mgL™"

Analitik saflikta hazirlanmis olan 1000 mgL "’lik ana stok ¢ozeltilerden yararlanilarak
sirastyla 5,0 mL fingolimod ve sitalopram ¢d6zeltileri mikropipet ile balon jojeye
alinmistir ve belirli miktar metanol ile ¢oziiliip son hacim son hacim metanol ile 100,0
mL’ye tamamlanmistir. Karisim ¢ozeltisi amber renkli sisede buzdolabinda +4°C’de

saklanmistir.

ACN/MeOH (% 50:50) Cozeltisi: 50 mL ACN (Merck) ve 50 mL MeOH (Sigma

Aldrich) meziir yardimiyla alinarak karistirilip cam siseye aktarilmistir.
Kalibrasyon grafigi icin hazirlanan ¢ozeltiler

1000 pg mL™"lik ana stok fingolimod ve sitalopram cozeltilerinden 100 pg mL™"lik
karisim ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu karigim ¢ozeltisinden sirasiyla 2, 5, 10,
20, 40, 60 pg mL™" derisimde kalibrasyon standarlar1 hazirlanmustir.

3.1.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Cihazi icin Kullanilan Reaktifler

HPLC ile ayirmalarda hareketli faz olarak HPLC safliktaki ¢oziiciiler kullanilmistir.
Sulu tamponlar ise, analitik safliktaki kimyasallarin deiyonize suda ¢oziilmesi ile

hazirlanmustir.

Fosfat Tamponu: 2,72 g KH,PO4 (Merck) katisindan tartilip bir miktar deiyonize su ile

¢oziildiikten sonra pH 3’e ayarlanarak hacmi 1000 mL’ye tamamlanmuistir.
Asetonitril cozeltisi (ACN): % 99 saflikta ACN (Merck) ¢ozeltisi kullanilmistir.

Metil alkol: > 99,9 saflikta metil alkol (MeOH) (Sigma Aldrich) ¢ozeltisi kullanilmistir.

3.1.3. Manyetik ve Fabrik Faz Sentezinde Kullanilan Reaktifler

Manyetik ve fabrik faz sentezinde analitik safliktaki kimyasallar kullanilmistir. pH
ayarlamalarinda % 28-30 safliktaki derisik amonyum hidroksit (Merck) kullanilmistir.
Silanlama ajan1 olarak % 99,9 safliktaki (Sigma-Aldrich) tetraetil ortosilikat (TEOS)
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cozeltisi ve % 99,9 safliktaki (Sigma-Aldrich) aminopropiltriasetilsilan (APTES)

¢ozeltisi kullanilmastr.
Deneysel caligmalarda kullanilan ¢ozeltiler asagidaki sekilde hazirlanmistir.

1,0 M HCI cozeltisi: Derisik % 37 lik HCI (Merck) ¢ozeltisinden 3,2 mL alinarak
icerisinde bir miktar deiyonize su bulunana balon joje igerisine aktarilarak son hacmi

deiyonize su ile 100’mL ye tamamlanmugtir.

1,0 M NaOH cozeltisi: %98 saflikta sodyum hidroksit (Merck) katisindan 4,08 g

tartilip balon jojeye alinmistir. Hacmi deiyonize su ile 100 mL’ ye tamamlanmustir.

% 50 (v:v) MeOH cézeltisi: Bir meziir yardimiyla 50 mL metanol (Sigma Aldrich) ile

50 mL deiyonize su karistirilarak hazirlanmistir.

L-Tirozin ¢bzeltisi: Molar kiitlesi 181,19 g mol™ olan L-tyrosinden 0,2 g tartilarak %

50’1ik metil alkolde ¢oziilerek ¢ozeltinin son hacmi 50,0 mL’ye tamamlanmuistir.

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Kromatografik ayirmalar ve tayinler Shimadzu (Prominence) HPLC (Kyoto, Japan) ile
yapilmistir. HPLC cihazi LC 20 AD kuaterner pompa, DGU-20A vakum gaz giderici
CTO-10 AS VP kolon firm1 ve SPD-M20 A PDA dedektér’den olugmaktadir. Tim
ayirmalar fenil hekzil kolonda (Luna Spm 100 A%LC Kolon, 250 x 4,6 mm)
gerceklestirilmistir. Kromatogramlarin degerlendirmesi LC Solution 2.0 yazilimi ile
yapilmigtir. Kati faz ekstraksiyonu icin kullanilan kati faz destek maddelerinin
hazirlanmasinda ve bu maddelerin karakterizasyonu i¢in kullanilan cihazlar asagida

verilmistir.

Cozeltilerin pH’in1 ol¢lilmesinde JP Mettler Toledo pH metre kullanilmigtir.
Ekstraksiyon sirasinda ¢ozeltileri karigtirmak icin vortex (Jeiotech, Korea) cihazi
kullanilmistir. Cozeltileri ¢ozmek ve degaze etmek i¢in SK521 OHP model ultrasonik su
banyosu kullanilmistir. Ekstraksiyon islemlerinde karsitirma islemi Fisherbrand marka
rotator ile yapilmistir. Cozelti hazirlanirken karistirma ve 1sitma islemleri icin M Tops
Model manyetik karistiricilt 1sitict kullanilmistir. Tartimlar 0,1 mg duyarlikli AXIS
marka analitik terazi kullanilmistir.

Karakterizasyon islemlerinde Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama

Merkezinde bulunan Perkin Elmer 400 model Fourier D®éniisiimlii-Infrared
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Spektrometresi, LEO 440 model taramali elektron mikroskobu ve Bruker AXS D8 X-

1s1n1 kirmimi cihazi kullanilmastir.

3.2. MKFE i¢in Manyetik Fe3O,@L-Tirozin Parcaciklarinin Sentezi

Manyetik kat1 fazin sentezi i¢in 8,74 g FeSO4.7H,0 ve 24,2 g Fe (NO3)3.9H,0 karisimi1
tizerine 100,0 mL deiyonize su eklenmistir. Demir tuzlarinin ¢éziinmesini artirmak igin
10,0 mL 1,0 mol L™ HCI eklenerek 80 °C de 600 rpm hizda magnetik karistirict ile
karigirken tlizerine 100 mL % 50 metil alkol ¢Ozeltisi yavas yavas ilave edilmistir.
Sentez tepkimesi azot gazi ile olusturulan inert bir ortamda gergeklestirilmistir.
Karigmakta olan ¢ozeltiye 60 mL derisik NHj3 ekleyip 2 saat karistirilarak magnetit
olugmasi saglanmistir. Olusan siyah renkli ¢ozelti icerisindeki Fe;O4 taneleri uygulanan
dis manyetik alan yardimiyla toplanmistir. Bu magnetit kisim belli oranlarda
MeOH/H,0 karigimi ile yikamp 60 °C deki etiivde 6 saat siireyle kurutulmaya
birakilmigtir. Kuruyan malzemenin 3,0 g’1 %50’ lik metanol ¢ozeltisinde yikanirak ve
ortama 2,0 mL kadar derisik NH3, 3,0 mL TEOS ve 2,0 mL APTES eklenerek manyetik
nanopartikiil yiizeyleri kaplanmistir. Silanlama isleminin ardindan yine inert azot
atmosferi ortaminda 500,0 rpm de karismakta olan taneciklerin iizerine 45-50 °C iken,
0,2 g L-Tyrosin’in 50,0 mL %50 metil alkoldeki ¢ozeltisi eklenerek 4 saat boyunca
karismaya birakilmistir. Ardindan 6 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra

MeOH/H,O0 karisimai ile birkag¢ defa yikanarak kurutulmustur.

3.3. Fabrik Faz Destek Maddesinin Sentezi ve Hazirlanmasi

Kat1 faz destek maddesi olarak kullanilan fabrik fazlar, Amerika Florida Uluslararasi
Universitesi’ndeki paydaslarindan olan Prof. Dr. Abuzar Kabir tarafindan iiretilmistir.
Deneysel ¢aligmalarimizda farkl fabrik fazlarla denemeler yapilarak en iyi sinyaller sol-

gel PCAP-PDMS-PCAP fabrik fazi ile elde edilmistir.

Fabrik faz, dis kir, partikiiller ve ylizeydeki kimyasal kalintilarin1 gidermek ve yiizey
hidroksil gruplarim aktive etmek i¢in emici madde ile kaplanmadan once 6n isleme tabi
tutulmustur. 100 cm?’lik yapisi seliilozdan olusturulmus fabrik faz parcasi ilk olarak 15
dakika boyunca ultrasonik su banyosu ortaminda bekletilmistir. Ardindan olas1 kirlerden
arindirilmak igin birka¢ kez daha deiyonize su ile yikanmistir. Daha sonra 1,0 M NaOH
ortaminda silanol gruplarini aktivitesi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in yine fabrik faz 1

saat ultrasonik su banyosunda merserizasyon iglemine tabi tutulmustur. Bunun ardindan,
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yine deiyonize su birka¢ kez yikandiktan sonra bu kez 0,1 M HCI ortaminda 1 saat
ultrasonik su banyosunda bekletilmistir. Kaplama ¢ozeltileri ile etkilestirilmeden once

uygun bir sicaklikta 1 gece boyunca soygaz akiminda bekletilmistir.

Fabrik fazin ylizey kaplamasi i¢in, 5,0 g polikaprolakton-polidimetilsiloksan-
polikaprolakton polimeri, 5,0 mL sol-gel metiltrimetoksisilan (MTMS), organik ¢oziicii
icinde 10,0 mL metilen kloriir: aseton (50/50 v:v) ve katalizor olarak 2,0 mL
trifloroasetik asit eklenmistir. Karissm 3 dakika vortekslendikten sonra 5 dakika
santrifiijlenmis ve daha sonra 2 dakika ultrasonik ortamda bekletilmistir. Santrifiij
sonrast fabrik faz alinarak yine inert ortamda kurutulmustur. Elde edilen fabrik faz 1,0

cm?’lik esit pargalar halinde kesilerek deneysel ¢aligsmalarda kullanilmigtr.

3.4. Onerilen Manyetik Kat1 Faz ve Fabrik Faz Ekstraksiyon Yontemleri

50 mL’lik falkon tiipe Oncelikle sentetik idrar/sentetik tiikiiriik ¢Ozeltisine bilinen
derisimde fingolimod ve sitalopram cozeltileri eklenmistir. Ardindan pH tamponlart ile
kat1 faz destek maddeleri onun iizerine eklenmistir. Uzeri deiyonize su ile 50,0 mL ye
tamamlanmistir. Analit ile kat1 fazlarin arasindaki temas: en etkili sekilde
gerceklestirmek icin bir karistirici ile adsorbsiyonu gergeklestirilmistir. Hedef analite
baglanmay1 gerceklestirdikten sonra uygun bir ayirma islemi ile sivi kisim ayrilmstir.
Kati faz destek maddeleri lizerinden tekrar analiti styirma islemi yapabilmek i¢in uygun
bir ¢oziicii ile desorpsiyon islemi gergeklestirilmistir. Coziicii faz viallere alinarak analit

tayinleri HPLC ile yapilmistir.

3.4.1. Fabrik Faz Ektraksiyon (FFE) Yontemi

Gelistirilen yontemde pH, desorpsiyon ¢oziiciisii se¢cimi ve miktari, adsorpsiyon siiresi,
vorteksleme siiresi gibi parametreler optimize edilerek optimum kosullar altinda FFE

metoduna dayanan ayirma ve zenginlestirme islemleri gergeklestirilmistir.

Fabrik fazlar kullanilmadan once sirasiyla deiyonize su/ACN-MeOH ¢o6zeltisi/deiyonize
su ile yikama islemi yapilmistir. Daha sonra 50 mL’lik falkon tiiplere 20,0’ser mL
deiyonize su, 50 pg mL™" derisimlerinde fingolimod ve sitalopram karigimi igeren ana
stok ¢ozeltiden 1,0 mL, 1,0’er mL pH:10 Br tamponu, 1,0 cm?’lik sol-gel PCAP-PDMS-
PCAP fabrik fazlar eklenmistir ve hacmi deiyonize su ile 50,0 mL‘ye tamamlanmustir.

Falkon tiiplerin kapaklar iyice kapatilip rotatdr cihazina yerlestirilmis ve 50 rpm’de 60
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dakika calkalanmaya birakilmistir. Calkalanma tamamlandiktan sonra tiipler alinmis ve
fabrik fazi sivi fazdan ayirarak iizerlerine 500,0 pL etanol ¢ozeltisi ilave edilip 60 s
vortekslenmistir. Boylelikle fabrik faza tutunan analit bilesenleri c¢oziicii olarak
belirlenen etanol’e gecisi saglanmistir. Bu desorpsiyon ¢oziicii sivi faz ornekleri
enjektorlere almarak 0,45 pm’lik politetrafloroetilen (PTFE) membran filtreden
stiziilerek, viallere aktarilmis ve HPLC ile tayinler gerceklestirilmistir (Sekil 3.1)

) i
) -

Etil Alkol

ACN/MeOH H

ROTATOR
)

Sekil 3.1. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yonteminin Deneysel Asamalari

3.4.2. Manyetik Kati Faz Ekstraksiyon (MKFE) Yontemi

Gelistirilen yontemde pH, desorpsiyon ¢oziiciisii se¢imi ve miktari, adsorpsiyon siiresi,
vorteksleme siiresi gibi yontemin analitik parametreleri optimize edilerek optimum
kosullar altinda MKFE metoduna dayanan ayirma ve zenginlestirme islemleri

gerceklestirilmistir.

Yontemin optimum parametreleri belirlemek amaciyla model ¢ozeltilerle deneyler
gerceklestirilmistir. Bu amagla 50,0 mL’lik falkon tiiplere 50,0 mg manyetik kat1 faz
eklenmistir. Kat1 faz ACN-MeOH c¢ozeltisi ile yikanmistir. Kat1 faz {izerine 20,0 mL
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deiyonize su; 1,0 mL pH 8,0 Br tampon ¢dzeltisi, 50,0 mg L' derisimindeki fingolimod
ve sitalopram karisim iceren ana stok ¢ozeltiden 1,0 mL ilave edilerek son hacim
deiyonize su ile 50,0 mL’ye tamamlanmistir. Falkon tiiplerin kapaklar iyice kapatilip
rotator cihazina yerlestirilmis ve 50 rpm’ de 30 dakika calkalanmaya birakilmistir.
Calkalanma tamamlandiktan sonra tiipler alinmistir ve manyetik faz bir dis magnet
yardimiyla ayrilmistir. Ardindan 500,0 pL metanol ¢ozeltisi ilave edilerek 40 s
vortekslenmistir. Boylelikle manyetik faza tutunmus olan analit bilesenlerinin
desorpsiyon ¢oziiciisii metanol’e gecisi saglanmistir. Bu sivi desorpsiyon ¢oziiciisii
enjektorlere alinarak 0.45 pm’lik PTFE membran filtreden siiziildiikten sonra viallere
aktarilmigti. Metanol ¢ozeltisindeki fingolimod ve sitalopram derisimleri HPLC ile

analiz edilmistir. Yontemin basamaklar sekil 3.2.’de verilmistir.

Sekil 3. 2. Manyetik Kat1 Faz Ekstraksiyon Yonteminin Deneysel Asamalari

3.5. Sentetik Idrar ve Sentetik Tiikiiriik Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ilag analizleri i¢in kullanilan molekiil tayinlerinin izlendigi érnek gruplar1 genel olarak
biyolojik drneklerdir. Biyolojik 6rnek ortamina benzemesi amaciyla yapay tiikiirik ve

yapay idrar ¢ozeltileri hazirlanmigtir ve uygulama asamasinda kullanilmigtir.

Sentetik Idrar Cozeltisi: 6,25 g iire, 0,27 g CaCl, .2H,0, 0,25 g NH;3Cl, 0,4 g KCl, 0,35
g Na,SO0q, 0,35 g KH,POy4, 0,73 g NaCl bir miktar deiyonize su ile ¢oziilerek hacmi

balon joje’de 250,0 mL ye tamamlanmistir. Ardindan pH’1 0.1 M HCI ¢ozeltisiyle pH

6,0’a ayarlanarak amber renkli sisede +4 °C’ de saklanmustur.

Sentetik Tiikiiriik Cozeltisi: 4,2 g sodyum hidrojen karbonat (NaHCO3), 0,5 g sodyum
kloriir (NaCl), 0,2 g Potasyum Karbonat (K,CO3) ve 30 mg sodyum Nitrit (NaNO,) bir
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miktar deiyonize suda ¢Oziilmiistiir. Daha sonra hacmi 1,0 L ye tamamlanmistir(Sri ve

ark., 2015).

Gergek ornek uygulamasi amaciyla yapilan ¢alismalarda, deney prosediiriindeki 20,0
mL deiyonize su yerine sentetik idrar ve yapay tiikiiriik ¢ozeltileri konulmustur (Paula

ve ark., 2018).

3.6. Yontemlerin Optimizasyon Basamaklari

KFE temelli ayirma ve zenginlestirme yonteminde amag¢ Once analitlerin kati1 faza
tutunmasini saglayip ardindan analitlerin tamaminin tekrar farkli bir ¢oziiciiye gegisini
saglamaktir. Bu sayede yiiksek zenginlestirme saglanmaktadir. Optimize kosullarin
saglanmas1 igin literatiir taramasi sonucu parametreler belirlenmis ve 6n denemeler
yapilmistir. Hizli ve kolay bir ayrilma gerceklestirmek, diisiik miktarda organik ¢oziicii
kullanim1 saglamak, daha yiiksek zenginlestirme faktorii elde edebilmek i¢in her bir

parametre optimize edilmistir.

3.6.1. Calisma Ortamimin pH Etkisi

Numune ortammin pH"', kullanilan kati faz destek maddesinin yiizey ylikiinii
etkilediginden dolay1 analitler ile diger tiirler arasindaki reaksiyonlar1 da etkiler. Ayrica
caligmanin sonraki agamalarindaki ekstraksiyon geri kazanimina etkisi vardir. Ortamin
pH'1 asidik bolgeye degistik¢e ortamdaki pozitif yliklii iyonlarin miktari artarken ¢ozelti
ortamindaki hidrofilik molekiillerin aktivitesini azalir. Bu amagla hedef molekiiliin pKa
degerleri, analitin kati faza yapismasini ve farkli tiirler arasindaki reaksiyonlari
etkileyebilmektedir. Fingolimod ve Sitalopram'in pKa degerlerinin sirasiyla 7,80
(Tamakuwala ve ark., 2016) ve 9,78 (Izadyar ve ark., 2016) oldugu bilinmektedir. Bu
degerlerin ¢alisilan pH'ta hedef molekiillerin protonsuz formda oldugu ve yapilarinin
manyetik ve fabrik faz malzemelerin yiizeyine baglanmaya daha uygun oldugu

sOylenebilmektedir.

Bu amagcla yonteme pH’nin etkisi model ¢ozeltilerin pH’st 2,0 ile 11,0 arasinda
ayarlanarak incelenmistir. Optimum yontem sartlarinda pH uygun tampon c¢ozeltilerle

calisilan pH’a ayarlanarak incelenmistir.
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3.6.2. Adsorbsiyon Siiresinin Etkisi

Analitin numune ortamindan kati faza yeterince tutulmasini saglamak amaci ile
optimize edilen kosullardan biridir. Kat1 fazdaki sorbent ile hedef molekiiller arasindaki
temas stiresi etkilesimin artmasi i¢in Onemlidir. Ayni zamanda analitlerin yliksek
ekstraksiyon verimliligi elde etmesinde de 6nemlidir. Temas siiresi ¢alkalayici, vorteks,
dondiiriicti vb. gibi ¢esitli aparatlar kullanilarak belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu ¢aligmada
hedef molekiillerin manyetik/fabrik sorbent yiizeyine transferini kolaylastirmak igin
rotator cihazi kullanilmistir. Bu amagla yonteme adsorbsiyon etkisi model ¢ozeltilerin 0
ile 120 dk arasinda degisen siirelerinde calisilarak optimum adsorbsiyon siiresi

belirlenmistir.

3.6.3. Desorpsiyon Coziiciisii Secimi

Adsorbsiyon isleminin ardindan kati1 fazdan analitin ayrilmasini saglamak i¢in ¢oziicii
secimi optimizasyonu yapilmistir. Belirlenecek olan ¢oziiciiniin analit bilesenlerini
tamamen ¢ozebilecek ve HPLC cihazina da zarar vermeden analit bilesenlerini tayin
edebilecek olmasi gerekmektedir. Bu amagla calismada ¢oziicii se¢cimi igin HPLC
sisteminin yliriitlicii fazina uygun ve kati faza tutunmus olan bilesenleri kantitatif olarak

¢ozebilecek ¢oziiciiler ile optimum ¢oziicii belirlenmeye ¢alisilmigtr.

3.6.4. Desorpsiyon Coziiciisii Hacminin Etkisi

Kati faza tutunan analit tiirlerini ¢6zebilecek en 1yi ¢6ziicli hacminin optimizasyonu igin
yapilmaktadir. Coziicii miktar1 zenginlestirme faktoriinii dogrudan etkilemektedir.
Yiiksek zenginlestirme katsayisi elde edebilmek icin diisiik ¢oziicli hacimlerine ihtiyag
vardir. Bu amagla HPLC sistemine uygun olacak sekilde ¢0ziicii optimizasyonu

yapilmistir.

3.6.5. Desorpsiyon Siiresinin Etkisi

Kati1 faza tutunmus olan analit/analitlerin adsorban ylizeyinden verimli bir sekilde
ayrilabilmesi i¢in desorpsiyon siiresi dnemli bir parametredir. Kat1 faza tutunmus olan
analiti en verimli sekilde tekrar c¢ozelti kismina gecirilmesi gerekmektedir. Bu
sebeplerden dolay1 desorpsiyon siiresi basit bir vorteks islemi ile hizlandirilmistir.
Analitin adsorban yiizeyinden geri kazanimi i¢in temas siiresi artirilarak maksimum geri

kazanim saglanacag diisiiniilen pik in se¢imi tizerine ¢alisilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve BULGULAR

Tez calismasinda, diisiik derisimlerdeki fingolimod ve sitalopram karisiminin eszamanl
HPLC ile tayinleri icin fabrik ve manyetik destek maddelerinin kati faz olarak
kullanildig1 ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir. Bu amacla 6ncelikle fabrik faz ve
manyetik faz sentezlenerek kati faz olarak kullanilabilmesi i¢in gerekli sartlar
belirlenmistir. Hizli ve kolay bir ayirma islemi saglamak, diisiik miktarda organik
¢oOziicii kullanimi ile g¢evre dostu bir yontem gelistirilmesi amaglanmistir. Metodun
dogru, tekrarlanabilir, diisiik tayin limitli ve yiiksek deristirme faktoriine sahip olmasi
ana hedefimiz olmustur. Caligsmalarda elde edilen sonuglar ve bulgular bu béliimde

verilmigtir.

4.1. Fingolimod ve Sitalopram Molekiilleri icin Dogrudan Tayin Kosullar

On deristirme (zenginlestirme) deneyleri yapilmadan 6énce fingolimod ve sitalopram
molekiileri i¢in HPLC ile dogrudan tayin kosullar1 belirlenmistir. Bu amagla sabit faz
olarak farkli kolonlarla 6n denemeler yapilmistir ve en iyi pik ayrimi fenil hekzil kolonu
ile elde edilmistir. Farkli pH’larda tampon ¢ozeltileri ile metanol, etanol, izopropil alkol
ve asetonitril gibi yliriitlicii fazlarin karigimlarimin ayrilmaya etkileri izokratik ve
gradient eliisyon metotlarini kullanilarak incelenmistir. Yapilan ¢alismalarda en uygun

HPLC calisma kosullar1 Tablo 4.1.”de verilmistir.



Tablo 4.1. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi Dogrudan Tayin Kosullar

Parametre Deger
Yiiriitiicii faz programi Izokratik
Yiiriitiicii faz % 10 MeOH,
% 40 pH 3 PBS tampon ¢ozeltisi,
% 50 ACN
Yiiriitiicii Faz Akis Hiza 1,0 mL dk™
Yiiriitme siiresi 15 dk
Kolon Luna 5 pm Fenil Hekzil 100 A”
(LC Kolon 250%4,6 mm)
Kolon Sicakhig: 40 °C
Enjeksiyon Hacmi 10 uL
Sistem Basinci (yaklasik) 120 bar

HPLC ile dogrudan yapilan analizlerde alikonma siiresi, Ol¢im dalga boylar1 ve
kalibrasyon parametreleri Tablo 4.2’de verilmistir. YOntemin analiz siiresi yaklasik 7 dk
tamamlanmaktadir. Kalibrasyon dogrusunun lineer dinamik araligi analiz i¢in genistir.

Kalibrasyon dogrusunun korelasyon katsayis1 1’e olduk¢a yakindir.

Tablo 4.2. Yiiksek Performansli Stvi Kromatografi Dogrudan Tayin Kosullari

Parametre Fingolimod Sitalopram
Alikonma Siiresi, dk 5,4 32
Maksimum Sogurum 238 213

N’lar;, nm
Kalibrasyon Arahg: 2,0-60,0 pg mL"' 2,0-60,0 pg mL"
% BSS (20 pg mL™) 4,2 53
R’ 0,9981 0,9939

4.2. Fingolimod ve Sitalopram Molekiillerine Ait Kromatogramlar

Uc farkli derisimdeki (2,0; 5,0 ve 10,0 pg mL'l) standart ¢ozeltiler hazirlanarak 6n
ayirma yapilmadan Tablo 4.1 de verilen sartlarda HPLC-DAD ile ayirmalar

gerceklestirilmistir. Elde edilen kromatogramlar sekil 4.1 de verilmistir. Sitolapram i¢in
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alikonma zamani 3,2 dk fingolimod i¢in alikonma zamani 5,4 dk’ dir. Analiz 7 dakikada

tamamlanmistir. Iki etkin madde kromatogramda goriildiigii gibi ayrilmustir.

uy

100000
750001
50000
25000 ;‘j\FlN NH2
J\F ‘I:I“
o) S — -
00 25 50 75 100 D5 mn

Sekil 4.1. Fingolimod ve Sitalopram molekiillerine ait ideal kosullarda elde edilen

kromatogram

4.3. Fingolimod ve Sitalopram Molekiil Piklerine ait DAD Dedektorden Elde
Edilen UV-VIS Spektrumu

Kromatogramdaki piklerin fingolimod ve sitaloprama ait oldugunu dogrulamak i¢in
kromatogramdaki piklerin DAD dedektdriinden elde edilen spektrumlart sirasiyla Sekil
4.2 ve Sekil 4.3’ te verilmistir. Ilgili spektrumlarmn fingolimod ve sitalopram

bilesiklerine ait oldugu orijinal spektrumlarla dogrulanmigstr.
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Sekil 4.2. Fingolimod molekiil pikinin Diyot Dizi Dedektorden elde edilen UV-VIS

spektrumu
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Sekil 4.3. Sitalopram molekiil pikinin Diyot Dizi Dedektorden elde edilen UV-VIS

spektrumu

4.4. Fingolimod ve Sitalopram Molekiillerine ait Kalibrasyon Dogrularimin

Cizilmesi

Kalibrasyon dogrular1 2,0 ug mL™, 5,0 ng mL, 10,0 ng mL, 20,0 ng mL™, 40,0 ug
mL" ve 60,0 pg mL" derisimde standartlar hazirlanarak HPLC’de kalibrasyon
dogrusunu c¢izmek i¢in kullanilmistir. Bu standart ¢ozeltiler HPLC’ye 3 kez enjekte

edilmistir. Elde edilen verilerle kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Her iki molekiil



icin olusturulan kalibrasyon grafikleri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 te verilmistir. Elde edilen
kalibrasyon dogrusunun denklemi fingolimod i¢in Y=0,63[Xy,]+3005 sitalopram igin
Y=3,94[X;]+4205 dir. Tayin katsayisi (R?) degerleri ise fingolimod ic¢in 0,9992

sitalopram i¢in 0,9939 olarak belirlenmistir.

30000771 y = 0.63*X + 3005 r?=0.9992
=
E 20000
=
<
<
e 10000
=
0] 1 T T '
0 20 40 60 80

FIN Derisimi, pg mL™

Sekil 4.4. Fingolimod molekiilil i¢in zenginlestirme oncesi kalibrasyon grafigi

300000 v = 3.94*X + 4205 r?=0.9939

=

n 200000

=
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¢ 100000 -
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Sekil 4.5. Sitalopram molekiilii icin zenginlestirme dncesi kalibrasyon grafigi
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4.5. Yontemde Kullamilan Manyetik Kati1 Faz Ekstraksiyonunun Karakterizasyonu

Bu calismada sentezlenmis olan Fe;O4@L-Tirozin kati faz destek maddesinin

karakterizasyonu XRD, FTIR ve SEM cihazlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

4.5.1. X-Istm1 Kirinim (XRD) Analizi

Fe;04 ve Fes04@L-Tirozin sentez iirlinleri i¢in XRD (X 111 Kirmimi) spektrumlart
almmustir. Sekil 4.6’ da goriildiigli gibi Fe;O4 i¢in elde edilen kirmmim tepe noktalari
30,53°; 36,07°; 43,87°; 54,27°; 57,58° ve 63,26 (2theta) ‘tir. Bu XRD kirinim tepe
noktalar1, Fe;O4 partikiilleri i¢in karakteristiktir. Modifiye edilmis Fe;O4 i¢in elde edilen
kirinim tepe noktalar1 ise 18,24°; 21,26°; 48,68° ve 53,75° (2theta)’dir. Bu pikler

baslangi¢ triiniinden farkli olarak modifiye edilmis Fe;Os icgin spesifik karakteristik

piklerdir.
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Sekil 4.6. Sentezlenen Manyetik Malzemenin XRD Grafigi
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4.5.2. Taramal Elektron Mikroskopu (SEM) Analizleri

Manyetik temelli kat1 faz destek maddeleri, kiyaslamali olarak foksiyonel grup kaplama
basamagi oncesi ve sonrast (30000 kez) biiyiitmelerde taramali elektron mikroskobu ile
Sekil 4.7°de verilen goriintiiler elde edilmistir. Elde edilen goriintiiler ana ¢ekirdek
Fe;04 taneciklerine ve bu taneciklerin L-Tirozin ile modifiye edilmis haline aittir.
Yapilar ylizey ozellikleri olarak degerlendirildiginde (30 k) biiyiitmede Fe;O4 igin
yapmn kiiresel formda oldugu goriilmektedir. Fe;Os @L-Tirozin yapisinin yilizey
ozellikleri degerlendirildiginde ise kiiresel formdaki magnetit yapilarin L-Tirozin
tabakasi ile yiizeyini genislettigi ve homojen bir dagilim gergeklestirilerek yiizey
alaninda dogrusal bir artis oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.7. Sentezlenen Manyetik Malzemenin SEM Goriintiileri

4.5.3. Fourier Doniisiimlii-Infrared Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

Sentezlenen manyetik kati faz 6rneginden elde edilen spektrumlar 4000-450 cm™ dalga
boyu araliginda taranmustir. Sekil 4.8°de goriildigii gibi 3445,7 cm™ dalga boyunda
genis bir spektrum olarak goriilen bandin -OH (hidroksil) (H bag1) gerilme band1 oldugu
ve Fe;O4@L-Tirozin yapisinda rastlanabildigi literatiirde bulunmaktadir (Xie ve ark.,
2020). Fe;04@ L-Tirozin’in IR spektrumunda 1789,3 ve 16453 cm’ dalga boyunda
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gozlenen pikler ise sirastyla C-O ve C=0O gerilme titresimlerine aittir. 512 cm’ dalga
boyunda gbriilen pik Fe-O karakteristik pikine ait olabilmektedir 13473 ve 615,6 cm™
dalga boyunda goriilen spektrumlarin Fe;O4 kaynakli oldugu bilinmektedir (Lu ve
ark.,2010). 1110,8 ve 898,2 cm™' dalga boylarinda goriilen spektrumlar ise C-O ve C-
OH egilme titresimlerine aittir. Elde edilen pikler literatiir ¢aligmalartyla uyumludur

(Xuan ve ark., 2007)
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Sekil 4.8. Sentezlenen Manyetik Malzemenin FTIR Goriintiileri

4.6. Yontemde Kullanilan Sol-gel PCAP-PDMS-PCAP Kaph Fabrik Faz

Ektraksiyon Membraninin Karakterizasyonu

Bu calismada sentezlenmis olan PCAP-PDMS-PCAP kati faz destek maddesinin
karakterizasyonlar1 FT-IR ve SEM cihazlar kullanilarak yapilmistir.

4.6.1. Fourier Doniisiimii-Infrared Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

Fabrik fazlarin fonksiyonel 6zelliklerini ve sol-jel PCAP-PDMS-PCAP polimerinin
fabrik faza basarili bir sekilde kaplandigini anlayabilmek i¢in Fourier Doniistimlii-

Infrared Spektroskopisi (FT-IR) gerceklestirilmistir ve Sekil 4.9° da verilmistir.
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Metil trimetoksisilana ait FT-IR spektrumlarinda karakteristik Si-CHs; grubunu temsil
eden C-H tek baglar1 1265 cm™ ve 787 cm™ de yer almaktadir. 1188 cm™''deki keskin
spektrum, metoksi grubunun —CHj titresimine aittir.(Zhang ve ark., 2017).

1082 cm™ deki gerilme titresimi PCAP-PDMS-PCAP polimerinin Si-O baglarna ait
oldugu tanimlanmistir. Karbonil grubunun(C=0) gerilme titresimi, polikaprolakton alt
zincirindeki ester yapisina karsilik gelen 1728 cm'de goriilmektedir. (Yang ve ark.,
2018). 2867 cm™ ve 2947 cm'deki belirgin pikler, polimerin sirasiyla asimetrik ve

simetrik CH, gerilmesine aittir.(Gordin ve ark., 2009).

Kaplanmamis seliiloz kumasin FT-IR spektrumlarinin karakteristik pikleri sirastyla
2913 ecm™ ve 2848 cm'de CH;'nin asimetrik ve simetrik gerilmesine aittir. 1427 cm’
I'deki keskin spektrum CH, makaslamasini, 1315 cm’ CH, titresimini, 1204 cm’! C-O
gerilmesine karsilik gelebilmektedir, 1160 cm™'deki spektrum asimetrik C-O-C
gerilmesini ve 1063 cm™'deki spektrum C-O gerilmesini temsil etmektedir.(Gordin ve

ark., 2009).

Metiltrimetoksilan ve sol-jel PCAP-PDMS-PCAP a ait spektrumlar goriilmektedir.
PCAP-PDMS-PCAP ve sol-jel PCAP-PDMS-PCAP kaplanmis yapida da yine ayni
anda ¢ok sayida spektrumlar mevcuttur. Bu durum sol-jel kaplamada etkili olan MTMS
ile sol-jel aktif polimeri olan PCAP-PDMS-PCAP’1n fabrik faz yiizeyinde basarili bir
sekilde kaplandigini gostermistir.
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Sekil 4.9. Sentezlenen PCAP-PDMS-PCAP Malzemesinin FTIR Goriintiileri

4.6.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Kaplamasiz %100 selilloz pamuklu kumas ve sol-jel PCAP-PDMS-PCAP kapli fabrik
faz membranin taramali elektron spektroskopisi goriintiileri Sekil 4.10°da verilmistir.
Kaplanmamis kumas substratinin SEM goriintiisli, aralarinda net bosluklar bulunan
seliiloz kumasin bireysel mikrofibrillerini gostermektedir. Sekil 4.10 (b)'de sunulan sol-
jel PCAP-PDMS-PCAP sorbent kaplamanin mikrofibriller {izerine esit sekilde dagildig:
gorilmistir. Kumag substratinin acik gozenekleri, Sekil 4.10. (c, d)'de daha yiiksek
bliylitmelerde goriildiigii gibi sol jel sorbent kaplamadan sonra daralmakta, ancak sol-jel
PCAP-PDMS-PCAP kapli fabrik faz membranlar1 herhangi bir miidahale gerektirmeden
hala gecirgen oldugu belirlenmistir. Sol-jel PCAP-PDMS-PCAP sorbent kapli fabrik faz
membranindaki, hedef analitlerin ekstraksiyonu sirasinda sulu numunelerin fabrik faz
membranindan siirekli olarak niifuz etmesine izin vererek daha hizli bir ekstraksiyon

dengesi ve kapsamli bir sonug sagladig: diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.10. Sentezlenen PCAP-PDMS-PCAP Malzemesinin SEM Goériintiileri

4.7. Fingolimod ve Sitalopram Analizi i¢in Gelistirilen Manyetik Kat1 Faz

Ekstraksiyon Yonteminin Optimizasyonu

Sentezlenen manyetik kat1 faz adsorsiyon kullanilanirak fingolimod ve sitalopram’in 6n
ayirma ve zenginlestirilmesi i¢in yapilan kati faz ekstraksiyonuna Ornek ¢ozeltisinin
pH’s1, adsorpsiyon siiresi, desorpsiyon ¢oziicii se¢imi, desorpsiyon ¢oziicli hacmi,

desorpsiyon siiresi gibi analitik parametrelerin etkisi incelenmistir.

4.7.1. Ornek Cozeltisinin pH’simin Ekstraksiyona Etkisi

Omek ¢ozeltisinin pH'st 2,0-11,0 araligindaki Britton Robinson tamponlar1 ile
ayarlanarak gelistirilen manyetik kati faz ekstraksiyon yontemi optimum sartlarda
uygulanmistir. Sekil 4.11'de goriildiigii gibi en iyi pik alam pH 8,0 tamponuyla
ayarlanmig ¢ozeltide elde edilmistir. Bu nedenle sonraki ¢alismalara ortam pH's1 pH 8

tampon ¢ozeltisi kullanilarak devam edilmistir.
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Sekil 4.11. Manyetik Kat1 Faz Ekstraksiyon Yontemine pH Etkisi

4.7.2. Adsorbsiyon Siiresinin Ekstraksiyona Etkisi

Bu calismada hedef molekiillerin manyetik sorbent ylizeyine transferini kolaylastirmak
icin rotator kullanilmistir. Rotatdr siiresinin ilag molekiillerinin adsorpsiyonuna etkisi 0-
120 dk araliginda incelenmistir. Sekil 4.12.’de goriildiigii gibi 30 dk karistirmanin en

uygun siire oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Manyetik Kat1 Faz Ekstraksiyon Yontemine Adsorbsiyon Siiresinin Etkisi

4.7.3. Desorpsiyon Coziiciisii Secimi

flag molekiillerinin desorpsiyonu igin, desorpsiyon kosullarmin optimizasyonu amaciyla
asetonitril, asetonitril:metanol (1:1) karisimi, aseton, metanol, 2-propanol, n-hekzan,
pH 8 tamponu ve suyun desorpsiyona etkisi etkisi incelenmistir. Sekil 4.13’te gortildiigii
gibi her iki molekiil i¢in de en yiiksek pik alanlart metanol ile yapilan eliisyonda elde
edilmistir. Bu nedenle en uygun ¢6ziiciiniin metanol olduguna karar verilmis ve bundan

sonraki ¢aligmalarda ¢oziicii olarak metanol kullanilmistir.
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Sekil 4.13. Manyetik Kat1 Faz Ekstraksiyon Yontemine Desorpsiyon Coziiciisii EtKisi

4.7.4. Desorpsiyon Coziiciisii Hacminin Ekstraksiyona Etkisi

Metonoliin hacminin ekstraksiyon verimine etkisini belirlemek amaciyla 250,0-1500,0
pL araliginda farkli hacimlerin etkisi incelenmistir. Sonuglar Sekil 4.14° de verilmistir.
Sekilde goriildiigii gibi en yiiksek pik alan1 500,0 uL metanol ile elde edilmistir. Bundan

sonraki caligmarda eluent olarak 500,0 uL metanol kullanilmistir.
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Sekil 4.14. Manyetik Kati1 Faz Ekstraksiyon yontemine desorpsiyon ¢6ziiciisii hacminin

etkisi

4.7.5. Desorpsiyon Siiresinin Ekstraksiyona Etkisi

Calismanin Onceki adimlarinda desorpsiyon ¢o6ziiciisliniin tipi ve hacmi belirlendikten
sonra vorteks islemin siiresinin 0-90 s araligindaki etkisi incelenmistir. Sekil 4.15° de
goriildiigii gibi 40 s vorteksin desorpsiyon islemi i¢in yeterli oldugu goriilmiistiir.

Bundan sonraki ¢aligmalarda vorteks siiresi 40 s olarak uygulanmustir.
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Sekil 4.15. Manyetik Kat1 Faz Ekstraksiyon yontemine desorpsiyon siiresinin etkisi

4.7.6. Manyetik Kati Faz Ektraksiyon Yonteminin Analitik Performans Olgiitleri

Fingolimod ve sitalopram ekstraksiyonu icin gelistirilen manyetik kati faz ekstraksiyon
yonteminin dogrusallik, tekrarlanabilirlik, geri kazanim, gézlenebilme sinir1 (GS), tayin
smirt (TS), zenginlestirme ve On konsantrasyon faktorii gibi analitik performans
Olgiitleri  gelistirilen yOntemin optimum kosullardaki yapilan deneyleri ile
hesaplanmistir. Dogrusallik ¢aligmasi icin her iki ilag molekiiliinii de iceren bir seri
model ¢o6zelti hazirlanmis ve gelistirilen manyetik kati faz ekstraksiyon yontemi
uygulanarak kalibrasyon dogrular1 ¢izilmistir. Fingolimod i¢in lineer dinamik araligin;
25,0-1000,0 ng mL'l, sitalopram i¢in lineer dinamik araligin 20,0-1000,0 ng mL!
araliginda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. Manyetik Kat1 Faz Ekstraksiyon Sonrasi Cizilen Kalibrasyon Grafigi

GS ve TS degerleri ICH yonergeleri dikkate alinarak hesaplanmistir. MKFE sonrasinda
100 ng mL" konsantrasyon i¢in % RSD'ler hesaplanmistir. Zenginlestirme faktori,

ekstraksiyon oncesi ve sonrast numune hacminin oranindan dogrudan bulunmustur.

Iyilestirme faktorii, her iki ekstraksiyon ydntemi i¢in Oncesi ve sonrasi kalibrasyon
grafiklerinin egimi kullanilarak hesaplanmistir. Tiim parametreler {li¢ tekrarli deneylerle

degerlendirilmistir. Elde edilen sonuclarin 6zeti Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Manyetik Kat1 Faz Ekstraksiyon Yéntemi Analitik Performans Olgiitleri

Parametre MKFE ile Zenginlestirme Oncesi MKEFE ile Zenginlestirme Sonrasi
FIN CIT FIN CIT
Dogrusal aralik 1,00-50,00 1,00-50,00 25,00- 1000,00 20,00-1000,00
pg mL! pg mL! ng mL’! ng mL’!
Gozlenebilme sinirt® 0,41 g mL™ 0,36 ug mL"! 6,32 ng mL™" 6,85 ng mL’’
Tayin smurt® 0,95 ng mL™! 0,96 ug mL"! 18,38 ngmL’ 18,65 ng mL!
BSS (%) 42020 pgmL")  532Q20pgmLT)  3,82(100ngmLT) 4,84 (100 ng mL™)
Kalibrasyon Duyarlilig 0,63 3,94 59,12 442,30
Tayin Katsayisi (R%) 0,9992 0,9939 0,9914 0,9941
Zenginlegtirme Faktori® - - 100 100
fyilestirme Faktori® - - 94 112

> JCH Guidelines kaynaginda ifade edildigi sekilde hesaplanmistir.

¢ Zenginlestirme faktorii;zenginlestirme oncesi baslangi¢ sulu faz hacminin (50 mL) ,zenginlestirme
sonrasi elde edilen final hacime (0,5 mL) orani alinarak hesaplanmustir.

¢ Zenginlestirme dncesi ve sonrasi kalibrasyon grafiklerinin egimleri oranlanarak hesaplanmustir.

4.7.7. Gelistirilen Manyetik Kati Faz Ekstraksiyon Yonteminin Uygulamasi

Yeni gelistirilen ve optimize edilen MKFE/HPLC-DAD yo6ntemi, sentetik tiikiiriik ve
idrar numunelerindeki FIN ve CIT molekiillerinin miktarlarin1 analiz etmek igin
uygulanmistir. Bu amagla 6nerilen yontem boliim 3.4.2° de bahsedildigi gibi hazirlanan
orneklere 5 tekrarli olarak okutulmustur. Sonuglar Tablo 4.3 ve 4.4’de goriilmektedir.
Yeni gelistirilen bu yontemle eklenen iki farkli konsantrasyona sahip numuneler analiz
edilerek geri kazanim degerleri % 96,6 ile % 105,4 arasinda ve bagil standart sapmalar
ise % 4,5 ile % 5,5 arasinda degigmektedir. Bu verilere gore gelistirilen yontemin

dogrulugu ve tekrarlanabilirliginin yeterli oldugu sdylenebilir.
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Tablo 4.4. Manyetik Kati Faz Ekstraksiyon Yonteminin Sentetik Idrar ve Yapay
Tiikiiriik Ornekleri Uzerine Uygulanmas1

Eklenen Bl:lglumnili % BSS % Geri Kazanim

) n
Ornekler ng mL FIN CIT FIN CIT FIN CIT
Sentetik 0.0 <GS <GS - - - -

idrar 250.0 261,2413.8 256,3+11,8 53 4.6 104,5 102,5
Cozeltisi 500.0 509,3426.5 496,5422.4 52 4,5 101,9 993
Sentetik 0.0 <GS <GS - - - -
Tiikiiriik 250.0 263,5+13,1 241,5+13,2 5,0 5,5 105,4 96,6
Cozeltisi 500.0 512,4426.,5 486,5424.5 52 5,0 102,5 97,3

* 3 tekrarh 6l¢iimiin ortalamasi + standart sapmasi, GS: Gézlenebilme Sinirt

4.8. Fingolimod ve Sitalopram’m On Ayrilmasi ve Zenginlestirilmesi I¢in

Gelistirilen Fabrik Faz Ekstraksiyon Yonteminin Optimizasyonu

Fingolimod ve sitalopram’in HPLC ile analizleri oncesi fabrik faz ekstraksiyonu ile
ayrilmas1 ve zenginlestirilmesi amaciyla gelistirilen yontemin optimizasyonu; ornek
¢oOzeltisinin pH’s1, adsorpsiyon siiresi, desorpsiyon ¢oziiclisii se¢imi, desorpsiyon

¢oziiclisli hacmi ve desorpsiyon siiresi incelenerek gerceklestirilmistir.

4.8.1. Ornek Cozeltisinin pH’simin Fabrik Faz Ekstraksiyonuna Etkisi

Ekstraksiyonlarda pH adsorpsiyona etki eden en 6nemli faktorlerden birisidir. Fabrik faz
ekstraksiyon yontemine pH’nin etkisi pH's1t 2,0-11,0 araligindaki Britton Robinson
tamponlari ile ayarlanmis bilinen derisimlerde fingolimod ve sitalopram iceren model
cozeltiler kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.17'de gorildigi gibi en iyi pik alam
sinyalleri pH 10,0 tamponuyla elde edilmistir Bu nedenle sonraki fabrik faz
ekstraksiyon caligmalarinda ortamin pH'si, pH 10,0 tampon ¢ozeltisi ile ayarlanarak

gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.17. Fabrik Faz Ekstraksiyon Y o6ntemine pH EtKkisi

4.8.2. Adsorbsiyon Siiresinin Fabrik Faz Ekstraksiyonuna Etkisi

Bu calismada hedef molekiillerin fabrik faz yiizeyine transferini kolaylastirmak icin
rotatdr kullanilmistir. Rotatdr siiresinin ilag molekiillerinin adsorpsiyonuna etkisi Sekil
4.18’de goriildiigii gibi 0-120 dk araliginda incelenmistir. Bu optimizasyon sonucunda
kantitatif ekstraksiyonda hedef molekiilleri icin 40 dk adsorpsiyon siiresinin yeterli

oldugu goriilmiistii. Bundan sonraki c¢aligmalarda ratator siiresi 40 dk olarak

kullanilmistir.
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Sekil 4.18. Fabrik Faz Ekstraksiyon Y 6ntemine AdsorbsiyonSiiresinin Etkisi

4.8.3. Desorpsiyon Coziiciisii Secimi

Ilag molekiillerinin, desorpsiyon kosullarinin optimizasyonu amaciyla asetonitril,
asetonitril:metanol (1:1) karisimi, % 50 metanol, % 50 etanol, etanol, n-heksan, aseton,
izopropil alkol, pH 10,0 tamponu ve metanol’lin etkisi incelenmistir. Sekil 4.19°da
goriildiigli gibi her iki molekiil i¢in de en yiiksek pik alanlari etanol ile elde edilmistir.
Bundan sonraki ¢alismalarda ve gelistirilen fabrik faz ekstraksiyon yonteminde eliient

olarak etanol kullanilmistir.
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Sekil 4.19. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yontemine Desorpsiyon Coziiciisii Se¢iminin
Etkisi

4.8.4. Desorpsiyon Coziiciisit Hacminin Fabrik Faz Ekstraksiyonuna Etkisi

Geri kazanmanin en yiiksek oldugu eluent hacminin belirlenmesi amaciyla 200,0-
1500,0 pL araliginda etanol kullanilarak eluent hacminin etkisi incelenmistir. Sekil
4.20°de goriildiigii gibi en yiiksek pik alani 400,0 pL etanol ile elde edilmistir.
Gelistirilen fabrik faz ekstraksiyon yonteminde eliient olarak 400,0 pL etanol
kullanilmasina karar verilmis ve bundan sonraki ¢alismalarda 400,0 pL etanol eliient

olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.20. Fabrik Faz Ekstraksiyon Y 6ntemine Desorpsiyon Cozgen Hacminin Etkisi

4.8.5. Desorpsiyon Siiresinin Fabrik Faz Ekstraksiyonuna Etkisi

Calismanin Onceki adimlarinda desorpsiyon ¢oziiciisliniin tipi ve hacmi belirlendikten
sonra vorteks isleminin siiresi de 0-90 s araligindaki etkisi incelenmistir. Bu
optimizasyon sonucunda 60 s vorteksin desorpsiyon iglemi i¢in yeterli oldugu sekil
4.21° de gorildigi gibi maksimum pik alani ile en iyi desorpsiyonun saglandig

gorilmiistiir.
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Sekil 4.21. FFE yontemine desorpsiyon siiresinin etkisi

4.8.6. Fabrik Faz Ektraksiyon Yénteminin Analitik Performans Olciitleri

Fingolimod ve sitalopram ila¢ molekiillerinin HPLC ile tayinleri dncesi ayrilmasi ve
zenginlestirilmesi i¢in gelistirilen fabrik faz ekstraksiyon yonteminin bazi analitik

performans parametreleri belirlenmistir.

Dogrusallik, tekrarlanabilirlik, geri kazanim, gézlenebilme sinir1 (GS), tayin sinir1 (TS),

zenginlestirme ve 6n konsantrasyon faktorii gibi analitik parametreler hesaplanmastir.

Dogrusallik caligmast i¢in her iki ila¢ molekiiliinii de igeren bir seri model ¢ozelti
hazirlanmis ve gelistirilen fabrik faz ekstrasyonu optimum kosullarda uygulanmustir.
Sekil 4.22."de goriildiigii gibi fingolimod igin lineer dinamik aralik 25,0-1000,0 ng mL"'

ve sitalopram igin lineer dinamik aralik 20,0-1000,0 ng mL"" araligidadir.
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Sekil 4.22. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yontemi Sonras1 Kalibrasyon Grafigi

GS ve TS degerleri ICH yonergeleri dikkate alinarak hesaplanmistir. FFE sonrasinda
100 ng mL™" konsantrasyon igin % RSD'ler hesaplanmustir. Zenginlestirme faktorii, FFE
oncesi ve sonrast numune hacminin oranindan dogrudan bulunmustur. lyilestirme
faktori, her iki ekstraksiyon yontemi i¢in Oncesi ve sonrasi kalibrasyon grafiklerinin
egimi dikkate alinarak hesaplanmigtir. Tiim parametreler 5 tekrarli deneylerle

degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarin 6zeti Tablo 4.4'de gdsterilmistir.
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Tablo 4.5. Fabrik Faz Ekstraksiyon Y&nteminin Analitik Performans Olgiitleri

Parametre FFE ile Zenginlestirme Oncesi FFE ile Zenginlestirme Sonrasi
FIN CIT FIN CIT
Dogrusal aralik 1,00-50,00 1,00-50,00 25,00-1000,00 20,00-1000,00
pg mL™! pg mL™! ng mL’! ng mL™!
Gozlenebilme siirt® (GS) 0,41 pgmL 0,36 pg mL! 7,46 ng mL’! 5,97 ngmL"
Tayin st 0,95 ng mL 0,96 pg mL 2438 ng mL’ 19,78 ng mL"!
gsss) (%) 4,20 (20 pg mL") 53220 ugmL") 4,90 (100 ngmL™") 4,40 (100 ng mL™)
Kalibrasyon Duyarliligi 0,63 3,94 64,26 425,52
Belirleme Katsayisi (Rz) 0,9992 0,9939 0,9990 0,9964
Zenginlestirme Faktori® - - 125 125
fyilestirme Faktori® - F 102 108

“® ICH Guidelines kaynaginda ifade edildigi sekilde hesaplanmustir.

¢ Zenginlestirme faktorii;zenginlestirme oncesi baslangi¢ sulu faz hacminin (50 mL) ,zenginlestirme
sonrasi elde edilen final hacime (0,5 mL) orani alinarak hesaplanmustir.

4 Zenginlestirme 6ncesi ve sonrasi kalibrasyon grafiklerinin egimleri oranlanarak hesaplanmistur.

4.8.7. Gelistirilen Fabrik Faz Ekstraksiyon Yonteminin Uygulamasi

Yeni gelistirilen ve optimize edilen FFE/HPLC-DAD yontemi, sentetik tiikiiriik ve idrar
numunelerindeki FIN ve CIT molekiillerinin miktarlarin1  analiz etmek igin
uygulanmistir. Bu amagla 6nerilen yontem boliim 3.4.1° de bahsedildigi gibi hazirlanan
orneklere 5 tekrarli olarak okutulmustur. Sonuglar Tablo 4.5 ve 4.6’da goriilmektedir.
Yeni gelistirilen bu yontemle eklenen iki farkli konsantrasyona sahip numuneler analiz
edilerek geri kazanim degerleri % 93,1 ile % 105,0 arasinda ve bagil standart sapmalar
ise % 4,0 ile % 6,2 arasinda degismektedir. Bu verilere gore gelistirilen yontemin

dogrulugu ve tekrarlanabilirliginin yeterli oldugu sdylenebilir.
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Tablo 4.6. Fabrik Faz Ekstraksiyon Yonteminin Sentetik Idrar ve Sentetik Tiikiiriik
Uzerine Uygulanmasi

a
BUIunarl % BSS % Geri Kazanim
Eklenen ng mL
ng mL™ FIN CIT FIN CIT FIN CIT
Sentetik 0.0 <GS <GS ) ) ) -
idrarcozeltisi 250,0 253,5+10,6 262,4+10,4 4,2 4.0 101,4 105,0
cozeISl  500,0  516,7424,8  492,5+22,3 4,8 4,5 103,3 98,5
Sentetik 0.0 <GS <GS - - - -
Tiikiriik 250,0 238.4+13,1 237,8+14,2 5,5 6,0 95,4 95,1
cozeltisi 500,0 415,5+28,9 512,4+27.8 6,2 5,4 93,1 102,5

* 3 tekrarl 6lglimiin ortalamasi + standart sapmasi, GS: G6zlenebilme Siniri

Tablo 4.7. Farkli ekstraksiyon yontemleri igin uygulanan t ve F testinin Fingolimod
sonuglarindan hesaplanan verileri

Parametre MKFE FFE
N 5 5
Ortalama 261,2 253,5
Standart 13,8 10,6 tricin >
Sapma tdeneysel
t deneysel X1 — X2
L T = ‘3 5
G, [N1EN2
bir \|N1xN2
t kritik Serbestlik derecesi =8 icin ,% 95 Giiven diizeyinde t i =
2,31
2
S17 _
S_2 - 0; 59
Fdeneysel 2
o . o _ Fraitic >
Firitik % 95 Giiven seviyesinde Fyi =2,93 F
deneysel

71



4.9. Manyetik Kati1 Faz ve Fabrik Faz Ekstraksiyon Yontemlerinin t ve F Testiyle

Degerlendirilmesi

Gelistirilen yontemlerden elde edilen sonuglar ayn1 model ¢ozelti ile 5 tekrarli yapilan
Olctimlerin sonuglar1 t ve F testiyle fingolimod ve sitalopramin ayr1 ayr1 250,0 ng mL"

"lik standart eklemeli analiz sonuglari karsilastirilmustur.

Tablo 4.8. Farkli ekstraksiyon yontemleri i¢in uygulanan t ve F testinin sitalopram
sonuglarindan hesaplanan verileri

Parametre MKFE FFE
N 5 5
Ortalama 256,3 262,4
Standart 11,8 10,4 teritik >
sapma tdeneysel
t deneysel Xq1— X2
———=—=0,31
G, [N1iN2
bir \|N1xN2
t kritik Serbestlik derecesi =8 icin ,% 95 Giiven diizeyinde
t itk = 2,31
2
S1° _
S_2 - 0; 78
Fdeneysel 2
0 i vesi - Fsiik >
Frritik % 95 Giiven seviyesinde Fyiq =2,93 F
deneysel

Yapilan hesaplamalarla manyetik kat1 faz ekstraksiyon yontemi ile fabrik faz
ekstraksiyon yontemi karsilastirilmak i¢in degerlendirilmistir. Bu degerlendirme igin iki
farkl test yontemi ile 250,0 ng mL™ konsantrasyonda iki farkli ilag molekiilii ile elde

edilen sonuglarin karsilastirilmasi i¢in gerceklestirilmistir. Bu iki farkli ilag
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molekiiliiniin ortalamalar acisindan farklt olup olmadigin1 aragtirmak amaci ile
uygulanan t testi sonuclarina bakildiginda, % 95 giiven diizeyinde 8 serbestlik derecesi
ile kritik deger deneysel degerden biliyiiktiir. Aralarinda anlamli bir fark olmadig1 ve bu

farkin belirsiz hatalardan kaynaklanabilecegi belirlenmistir.

Uygulanan bir diger test yontemi ise F testidir. 250,0 ng mL™" ‘lik konsantrasyonda iki
farkli ilag molekiiliiniin varyanslarinin kiyaslanmasi ile gergeklestirilmistir. F testi
sonuclarina bakildiginda % 95 giiven diizeyinde kritik degerlerin deneysel degerlerden
biiyiik oldugu, standart sapmalar agisindan aralarinda anlamli bir fark olmadigi ve bu

farkinda belirsiz hatalardan kaynaklanabilecegi belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Fingolimod ve sitalopramin birini ya da ikisini birden farkli 6rneklerden ve
matrikslerden ekstraksiyonu ve analizlerine iligkin literatiir calismalarinin bazi analitik

verileri verilerek gelistirilen yontemle karsilagtirilmistir (Tablo 5.1).

Azari ve ark.,(2015) yaptiklart bu calismada spektrofotometrik tayin yontemi
gelistirirlerken fingolimod yaninda sitalopram molekiilii de es zamanl tayin
edilebilmistir. Azari ve ark bu c¢aligmada SDS kapl karisik-hemi misel kati faz
ektraksiyon yontemini kullanmiglardir. Tezde gelistirilen kati faz ekstraksiyon
yontemlerinde hem manyetik kati faz hem de fabrik faz kati faz sorbenti olarak
kullanilmistir. Azari ve ark, su, idrar ve plazma Ornekleri i¢in sirasiyla kalibrasyon
dogrular1 2-26, 2—17 ve 2-13 mg L' konsantrasyon araliklarinda lineerdir. Kalibrasyon
dogrularinin korelasyon katsayilar1 matriksler i¢in sirasiyla 0,998, 0,997 ve 0,995
seklindedir. Bizim ¢alismamizda zenginlestirme sonrasi ¢izilen kalibrasyon dogrulari
fingolimod igin fingolimod i¢in 25,0-1000,0 ng mL™ ve sitalopram igin 20,0-1000,0 ng
mL" araliginda dogrusaldir. Kalibrasyon dogrularnm koralasyon katsayisi ise

fingolimod i¢in 0,9914, sitalopram i¢in 0,9941 dir.

Fracasso ve ark.,(2022) yaptiklari ¢alismada, insan plazmasinda fingolimod ve aktif
metaboliti  fingolimod-P'yi  6lgmek i¢in HPLC-MS/MS  yontemi  gelistirerek
dogrulamislardir. Calismamizda ekstraksiyon yontemi gelistirilerek iki farkli kati faz
ekstraksiyon teknigi ile ¢alistlmistir ve tayin sinir1 belirlemesinde HPLC-MS/MS ile
yapilmis olan bu calisma ile kiyaslanacak oldugunda klasik bir kromatografik ayirma

yontemiyle ng mL" degerlerinde analiz gerceklestirilebilmistir.

Sarikaya ve ark., (2021); idrar ve atik su Orneklerinde fluoksetin ve sitalopram
antidepresanlarinin, fotodiyot dizi dedektorii ile birlikte sivi kromatografisi ile hassas

belirlenmesi i¢in ekstraksiyon yontemi gelistirmislerdir. Yapilan bu calismada iki farkl



molekiil tek bir ekstraksiyon teknigi ile c¢alisilmisken bizim c¢alismamizda yine
kromatografik yontemle iki farkli ekstraksiyon teknigi olan manyetik kati faz
ekstraksiyon teknigi ve fabrik faz ekstraksiyon teknigi kullanarak sentetik idrar ve

sentetik tiikiiriik lizerinde ¢alismasi gergeklestirilmistir.

Kumar ve Sharma., (2021) fingolimod tablet analizlerinin rutin kalite kontrol
caligmalar1 i¢in bir yontem gelistirmislerdir. Yontemde farmasétik dozaj formunda
fingolimod varlig1 tespiti ve tayini i¢in yeni bir RP-HPLC yontemi Onermislerdir.
Yontemin gozlenebilme smirt 0,04 pg mL™", geri kazamm degerleri %98-%102
araliginda yer almaktadir. Bu calismada gozlenebilme ve tayin siurlari pg mL™
diizeylerinde iken bizim ¢alismamizda bu deger ng mL™ diizeylerine inerek yaklasik 6-7

katlik bir farkla daha diisiik derisimleri tayin edebilme imkani saglamistir.

Asgharinezhad ve ark., (2015) yaymmladiklart ¢aligmada polipirol/manyetik
nanopartikiil kompozitleri dispersif-m-kat1 faz ekstraksiyonu (D-m-SPE) i¢in kimyasal
oksidatif polimerizasyon prosesi yardimiyla sentezlemislerdir. Yapmis olduklar1 bu
calismada idrar ve plazma orneklerinin HPLC-UV ile tespitini gerceklestirmislerdir.
Kalibrasyon egrileri 1-800 mg L araliginda dogrusal oldugunu ve sirasiyla GS
degerleri CIT i¢in 0,2-1,0 mg L™ ve STR igin 0,3-0,7 mgL™ araliginda oldugunu
belirlemislerdir. Yiizde ekstraksiyon geri kazanimlar1 CIT icin %93,4-99, ve STR i¢in
%94,0-98,4 idi. Bagil standart sapmalar (n = 5) CIT i¢in %4,8-8,4 ve STR i¢in 4,3-9,2
araligindaydi. Yontem insan idrar ve plazma Orneklerinde CIT ve STR'nin
ekstraksiyonu ve belirlenmesiyle basariyla uygulamistir (Asgharinezhad ve ark., 2015).
Bizim caligmamizda iki farkli ekstraksiyon teknigi kullanilarak her iki teknik icin
benzer parametreler calisilmistir. Kalibrasyon araligmin 2,0-60,0 pg mL™" arasinda
dogrusal oldugu belirlenmistir. Gozlenebilme smirlari ekstraksiyon sonrasinda ng mL™
diizeylerinde hesaplanmistir. Yontem sentetik tiikiiriik ve idrar 6rnekleri iizerine geri
kazanim ve tekrarlanabilirlik acisindan degerlendirilmistir. Bu dogrultuda elde edilen
geri kazanim degerleri MKFE yonteminde SIT icin %96,6-102,5 ve FIN ic¢in 101,5-
105,4 arasinda oldugunu 5 tekrarli 6l¢iim sonucunda %BSS degerleri SIT i¢in %4,5-
5,5, FIN icin 5,0-5,3 arasinda oldugu belirlenmistir. FFE yonteminde SIT icin %95,1-
105,0 ve FIN i¢in %93,1-103,3 arasinda oldugunu 5 tekrarli 6l¢iim sonucunda %BSS
degerleri SIT i¢in %4,0-6,2 arasinda, FIN i¢in 4,2-5,5 arasinda oldugu belirlenmistir.
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Lahijani ve ark., (2017), insan plazma Orneklerinde sitalopram hidrobromiir ve
nortriptilin hidrolkoriiriin belirlenmesi i¢in yontem gelistirmislerdir. Yontemde HPLC-
DAD ile birlestirilmis ultrason destekli iyonik sivi bazli dispersif sivi-sivi

mikroekstraksiyonu (UA-IL-DLLME) uygulanmuistir.

Yontemde sitalopram icin bulunan tayin sinir1 degeri 10 pg mL™ olarak tespit edildi.
Yéntemin korelasyon katsayisi 0,9980 ve 50 pg L lik ¢ozeltinin %BSS degeri %3.2
olarak hesaplanmistir (Vaghar-Lahijani ve ark., 2017). Calismamizda sitalopram
yaninda fingolimod tayini yapilarak literatiire ilk kez kazandirilmistir. Bunun yaninda
¢alismamizda sitalopram igin tayin st 6,85 ng mL™" derisimlerinde tespit edilmistir.
Yontemde sitalopram ig¢in tayin katsayisi 0,9941 olarak hesaplanmistir. YOntemin
%BSS degeri %5,32 (20 pg mL™") olarak hesaplanmistir. Calismamizda sivi sivi
ekstraksiyon yontemine gore daha diigsiik hacimde ¢oziicii kullanimi1 ve daha diisiik
derigimleri tayin edebilme yeteneginden dolayi kat1 faz ekstraksiyon tekniklerinden olan

manyetik kat1 faz ve fabrik faz ekstraksiyon teknikleri kullanilmistir.

Fahimirad ve ark.,(2016), yapmis olduklar1 bu calismada doksepin, sitalopram ve
fluvoksaminin tandem dagitict sivi-sivi mikroekstraksiyonu HPLC-UV  kullanarak
gergeklestirmislerdir. Yéntemin sitalopram igin 10 -5000 ng mL™ araliginda iyi bir
dogrusallik gosterdigi belirtilmistir. Tespit limitleri 3-10 ng mL™ araliginda oldugu
rapor edilmistir (Fahimirad ve ark., 2016). Calismamizdaki kati faz ekstraksiyon
yonteminde lineer dinamik aralik benzerdir. Tezdeki yontemde daha diisiik ¢oziicii

kullanim1 avantajina sahiptir.

Beiranvand ve ark., (2017), Sitalopramin 6n konsantrasyonu i¢in bulutlanma noktasi
manyetik kati faz ekstraksiyonun spektroflorometrik tayinini kullanmiglardir.(
Beiranvand ve ark ., 2017). Calismamizda kat1 faz ekstraksiyon yontemi kullanilmigtir
bu yilizden daha diisiik ¢6ziicii kullanimi avantajina sahiptir. Tez ¢alismamizda, iki farkl
ekstraksiyon yontemi kullanilirken eszamanli olarak fingolimod ve sitalopram

molekiillerinin tayini gerceklestirilmistir.

Gelistirilen yontemlerden biri olan MKFE yontemi i¢in Fe;O4@L-Tirozin igeren yeni
bir manyetik adsorban ilk kez bu g¢alisma icin sentezlenerek karakterize edilmistir.
Karakterizasyon sonuglarina bakilacak olunursa FT-IR, XRD ve SEM analizlerine gore

sentez degerlendirilmesi yapilmigtir. FT-IR sayesinde bagli gruplar hakkinda bilgi
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sahibi olunmustur. SEM ile ylizey morfolojisi degerlendirilmis ve XRD ile kirinim tepe
noktalar1 arasindaki iliski incelenmistir. Diger yontem olan FFE yontemi i¢in de
poly(caprolactone)-poly(dimethylsiloxane)-poly(caprolactone) (PCAP-PDMS-PCAP)
icerikli fabrik faz adsorbami sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Her iki kat1 faz
ekstraksiyon yonteminde pH, adsorpsiyon ve desorpsiyon kosullari, zaman etkisi vb.
deneysel degiskenleri adim adim incelenmistir ve optimize edilmistir. FIN ve CIT
molekiillerinin HPLC analizi, %50 Asetonitril, %40 pH 3,0 fosfat tamponu ve %10
metanolden olusan yiiriitiicii fazin 1,0 mL dk™ akis hiziyla izokratik eliisyonu yoluyla

gercgeklestirilmistir.

Gelistirilen MKFE yéntemi i¢in gozlenebilme smirlari , FIN igin 6.32 ng mL™ iken CIT
molekiilleri i¢in 6,85 ng mL™ ‘dir. 100 ng mL™" hedef molekiil analizinde % RSD
degerleri %5,5' in altindadir. Sentetik idrar ve yapay tiikiiriik ¢ozeltilerinde geri kazanim

degerleri her iki molekiil i¢in de %96,6-105,4 araligindadir.

FFE yontemi i¢in gdzlenebilme simirlar1 , FIN icin 7,46 ng mL™" iken CIT molekiilleri
icin 5,97 ng mL"'dir. 100 ng mL™" hedef molekiil analizinde % RSD degerleri % 6.2 nin
altindadir. Sentetik idrar ¢ozeltilerinde geri kazanim degerleri her iki molekiil i¢in de

%93,1-105,0 araligindadir.

Gelistirilen bu yontemlerin her ikisinde de analiz edilmesi hedeflenen maddeler i¢in en
ideal tayin kosullar1 belirlenmistir. Yeni gelistirilen yontemlerin dogrulugu ve
tekrarlanabilirligi i¢in sentetik idrar, sentetik tiikiiriik ¢ozeltileri ile standart ekleme
yaparak geri kazanim calismalar1 ile test edilmistir. Elde edilen sonuglar kantitatif
oldugu, yontemin hem geri kazanim degerlerine bakildigindan dogrulugu hakkinda hem
de bagil standart sapma degerlerine bakildiginda tekrarlanabilirligi hakkinda kabul
edilebilir smirlar icerisinde oldugu anlasiimistir. Zenginlestirme Oncesi ve sonrasi
belirlenen tayin siniri, gozlenebilme siniri, dogrusal aralik, kalibrasyon duyarliligi,
zenginlestirme ve iyilestirme faktorleri hesaplanmistir. Bu hesaplamalar sonucunda
dogrusal aralik, tayin st ve gozlenebilme simir1 degerleri pg mL™ seviyesinde iken
ekstraksiyon ve zenginlestirme adimindan sonra ng mL™' seviyelerine diisiiriilerek daha
diisiik derisimler tayin edilebilmistir. Sonug olarak ekstraksyion yontemleri kullanilarak
cok diisiik derisimlerdeki analitlerin tayinleri DAD dedektorliic HPLC cihazi ile tayin
edebilebilmistir.
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Tablo 5.1. Literatiirde Yer Alan Bazi Calismalarla Karsilastirma

Hedef Ektraksiyon Yontemi Analiz Yontemi R’ Tayin Ornek Kaynak
Molekiil Regresyon Sinir1
Katsayisi
Fingolimod - HPLC-MS/MS 0,9954 0,10 ng mL™ Insan kani (Fracasso ve ark.,
2022)
Fingolimod Hemi-misel SPE Spektrofotometre 0,9970 1,13 mg mL* Idrar (Azari ve ark.,
1,28 mg mL* Su 2016)
0,97 mg mL™ Kan
Fingolimod - RPHPLC 0,9999 0,04 pgmL* - ( Kumar ve ark.,
2021)
Sitalopram D-u-SPE HPLC-UV 0,9944 0,6 pgmL™* Insan kani (Asgharinezhad ve
ark., 2015)
Sitalopram UA-IL-DLLME HPLC-PDA 0,9980 6 gLt Insan kam (Vaghar ve ark.,
2017)
Sitalopram Tandem-DLLME HPLC-UV 0,9950 3ngmL™? Insan kam (Fahimirad ve ark.,
Ilag atiksuyu 2016)
Sitalopram Bulut Noktasi Liiminesans 0,9996
MSPE Spektrometre 0,42 ng mL™ Tablet ve kan (Beiranvand ve
ark., 2017)
Sitalopram MSPE HPLC-DAD 0,9873 (Sarikaya ve ark.,
1.43ngmL* Idrar ve atik su 2021)
Bu caligma
Fingolimod MKFE HPLC-DAD 0,9914 6,32 ng mL* Sentetik Tiikiiriik ve
FFE 0,9990 7,46 ng mL* Idrar
Bu ¢alisma
6,85 ng mL™ Sentetik Tiikiiriik ve
Sitalopram MKFE HPLC-DAD 0,9941 5,97 ng mL* Idrar
FFE 0,9964
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6. SONUC VE DEGERLENDIRME

Bu tez calismasi, fingolimod ve sitalopram ilag etken maddelerinin es zamanl tayini
amaciyla baslatilmis olup, amacina uygun sekilde giivenilir analiz yontemi
belirlenmistir. Bunun i¢in HPLC-DAD teknigi ile kromatografik tayin i¢in ilk olarak
kolon sicakligi, numune hacmi, uygulama faz bilesenleri, basing, akis hizi gibi
parametreler optimize edilerek kosullar belirlenerek yontem gelistirilmistir. Daha sonra
yontemin matris bilesenlerinden daha kolay ayrilmasini saglamak, daha diisiik
hacimlerini tayin edebilmek ve zamandan tasarruf saglayarak maliyetide diisiirmek
amactyla ayirma ve zenginlestirme yontemleri uygulanmistir. Bu amagcla iki farkli kati
faz ekstraksiyon teknigi kullanilmigtir. Bunlar manyetik kat1 faz ekstraksiyon yontemi
ve fabrik faz ekstraksiyon teknikleridir. Ardindan yontemin optimizasyon kosullarinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bunun i¢in, ortam pH’1, desorpsiyon solventinin hacmi ve
secimi, adsorpsiyon i¢in etkilesim siiresi ve bilesenin kat1 fazdaki maddeden salinmasi

icin gegen siire gibi parametreler optimize edilerek belirlenmistir.

Calismada kullanilan kati faz ekstraksiyon tekniklerinin kolay uygulanabilir olmasi,
diisiik maliyetli olmasi, organik ¢oziicii kullaniminin en aza indirgenmesi, yiiksek

dogruluk ve kesinlikte metodlarin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Yontemin optimizasyon parametreleri belirlenip gelistirildikten sonra, geri kazanim
caligmalar1 i¢in sentetik idrar ve yapay tikiiriik ¢ozeltileri lizerinden geri kazanim

calismalar1 yapilmistir ve verilerinin oldukga iyi oldugu tespit edilmistir.

Sonugta kromatografik temelli, ayirma ve zenginlestirme yapilarak es zamanh tayin
edilmesi hedeflenen fingolimod ve sitalopram i¢in manyetik kat1 faz destek maddesinin

sentezlenmesinin ardindan her iki ekstraksiyon teknigi ile basarili sonuglar elde



edilmistir. Yontem sentetik idrar ve tiikiiriik 6rnekleri ile matris ortami olusturularak
orneklerin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi icin geri kazanim caligmalarinda standart
ekleme analizi ile 250,0 ve 500,0 ng mL™" lik 6rnek ortaminda gergeklestirilmistir. ;Geri
kazanim degerleri yontemin dogrulugunun iyi oldugunu gostemektedir. Yontemin
tekrarlanabilirligi makul diizeydedir. Her iki ekstraksiyon yonteminde kullanilan kati
faz destek maddeleri yeni sentezlenmis olup, bu iki yontemin birbiri ile uyumlu olup
olmadigimi kontrol etmek amaciyla t ve F testleri uygulanmistir. Her iki teknigin

birbirleriyle uyumlu oldugu test sonuglari ile agiklanmustir.

Sonug olarak gelistirilen yontemler sulu ortam, tlikriik ve idrar gibi ¢esitli matrikslerde
bulunan fingolimod ve sitalopram ila¢ etken maddelerinin es zamanli tayinleri igin

giivenle kullanilabilecegi goriilmektedir.
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