T.C.
YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

FENITOIN iLAC ETKEN MADDESININ SENTEZI,
SAFLASTIRILMASI VE MEBCS-SFME-GC-MS ANALITIK
YONTEMIYLE ESER SEVIYELERDE TAYINI

Gizem Nur AYAN

YUKSEK LISANS TEZi
Kimya Anabilim Dali

Organik Kimya Programi

Danigsman

Doc. Dr. Omer Tahir GUNKARA

Es Danigsman

Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE

Temmuz, 2023



T.C.
YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

FENITOIN ILAC ETKEN MADDESININ SENTEZI,
SAFLASTIRILMASI VE MEBCS-SFME-GC-MS ANALITIK
YONTEMIYLE ESER SEVIiYELERDE TAYINIi

Gizem Nur AYAN tarafindan hazirlanan tez calismasi1 26.07.2023 tarihinde asagidaki
jiiri tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dals,

Organik Kimya Programi YUKSEK LiSANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Dog. Dr. Omer Tahir GUNKARA Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE
Y1ldiz Teknik Universitesi Yildiz Teknik Universitesi
Danisman Es-Danisman
Jiiri Uyeleri

Doc. Dr. Omer Tahir GUNKARA, Danigsman
Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Zuhal TURGUT, Uye
Yildiz Teknik Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Elif OZTURK ER, Uye
[sanbul Teknik Universitesi




Danismanim Dog. Dr. Omer Tahir GUNKARA ve es damismanim Prof. Dr. Sezgin
BAKIRDERE sorumlulugunda tarafimca hazirlanan “Fenitoin ila¢ Etken Maddesinin
Sentezi, Saflastirllmast ve MEBCS-SFME-GC-MS Analitik Yontemiyle Eser
Seviyelerde Tayini” baslikli ¢aligmada veri toplama ve veri kullaniminda gerekli yasal
izinleri aldigimi, diger kaynaklardan aldigim bilgileri ana metin ve referanslarda
eksiksiz gosterdigimi, arastirma verilerine ve sonuglarma iliskin ¢arpitma ve/veya
sahtecilik yapmadigimi, ¢calismam siiresince bilimsel arastirma ve etik ilkelerine uygun
davrandigimi beyan ederim. Beyanimin aksinin ispati halinde her tiirlii yasal sonucu

kabul ederim.

Gizem Nur AYAN



Bu calisma, Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Koordinatorliigii’niin
FYL-2022-4855 numarali projesi ile desteklenmistir.



Aileme
ve

tiim sevdiklerime



TESEKKUR

Bu calismada bana yon gdsteren, engin bilgi ve tecriibesiyle lisans ve yliksek lisans
egitimim boyunca gelisimime biiyiik katkilar saglamis olan, 6grencisi olmaktan her

zaman gurur duyacagim degerli danigmanim Dog. Dr. Omer Tahir GUNKARA *ya,

Calisma boyunca farkli bakis agilari kazanmami saglayan, beni yiireklendiren ve bu teze

derin bilgisiyle katkilar sunan degerli es danigmanim Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE’ye,

Laboratuvar calismalari siiresince gosterdikleri sabir, 6zveri ve desteklerinden dolay1
Aras. Gor. Sezin ERARPAT, Kumsal EROGLU, Aras. Gor. Siileyman BODUR’a ve

Gilinkara Arastirma Grubu iiyelerine,

Egitim hayatim boyunca maddi manevi desteklerini her zaman yanimda hissettigim

annem, babam, ailem ve arkadaslarima tesekkiir ederim.

Gizem Nur AYAN



ICINDEKILER

TESEKKUR v
SIMGE LiSTESI vii
KISALTMA LISTESI iX
SEKIL LISTESI Xi
TABLO LISTESI xiii
OZET Xiv
ABSTRACT XVi
1 GIRIS 18
O N 7233 N ' V- T PSPPSR URR PR 19
1.2 HIPOTEZ ...ttt bbbttt 19
2 LITERATUR OZETI 21
2.1 Antiepileptik ilaglar Hakkinda Genel Bilgi ...........cc.ccovveivevsicueiienerercieieseieseenns 21
2.2 Fenitoin (5,5-Difenilnidantoin) ............cccovveiiiiiiiieie e 24
2.3 Fenasemid (N-karbomoil-2-fenilasetamid)............ccoovvvrieieiiienincnccsecee, 28
2.4 Kromatografi.........ccceiiiiiiiccicc e 29
2.5 S1v1 Kromatografl .........ccoiviiiiiiiieiiiec e 30
2.6 Gaz Kromatografi .........cccciveiiiieiie e 31
2.7 Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektroskopisi (GC-MS) .......ccccoeviiiiiiiiiiiicnen, 34
2.8 EKSITAKSIYON .....oiiiiiieicie ettt st et sbeeae e ene s 36
2.9 Kat1 Faz Ekstraksiyonu (KFE) ........ccccooiiiiiiiiiiiieec e 36
2.10 S1v1-S1v1 Ekstraksiyon (SSE) ......cooiiiiiiiiiiie e 37
2.11 MIKrOEKSIraKSIYON ..ottt 37
2.12 ValiUASYON ...t 42
2.13 Gozlenebilme Limiti (GL) ve Tayin Limiti (TL)......ccoooveiiiiiiieiiiiesiciecices 42
2.14 Kesinlik, Dogruluk ve Geri Kazanim ..........ccccooviiiiiiiiiiiiiecce s 43
2.15 Literatilirde Fenitoin ile Yapilan Calismalar ..........ccccoooviiiiiiiiiiiiie e 43
3 DENEYSEL CALISMALAR 46
3.1 Kimyasallar/ ReaKLITIEr ..........ccooviiiiiiee 46
3.2 Kullanilan Cihazlar ve Diger Geregler..........coiiiiiiiiiiiiieieescsese e, 48

Vi


file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561325
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561326
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561327
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561328
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561329
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561330
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561331
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561332
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561333
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561334
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561335
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561336
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561337
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561338
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561339
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561340
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561342
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561343
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561344
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561345
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561346
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561348
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561349
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561350
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561351
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561352
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561353
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561354

3.3 Metal Elek Baglantili Cift Siringa-Sivi Faz Mikroekstraksiyon (MEBCS-SFME)

D a3 117311 TSP PRSP 49

4 SONUC VE ONERILER 51

4.1 Tirevlendirme Rekasiyonlar1 ve Karakterizasyon Calismalart ..........cccceevnenns 51

4.2 Optimizasyon Call§maSL.........ccourviiiiiiiieiieie e 69
4.3 GC-MS ve MEBCS-SFME-GC-MS Sistemlerinin Analitik Performans

(O 113 001 1 o A TP URT TR PRTOURTOPROTN 73

4.4 MEBCS-SFME Yoéntemi Icin Geri Kazanim Calismalart...........cccoevevveveeenneee, 75

5 SONUC 79

KAYNAKCA 80

TEZDEN URETILMIS YAYINLAR 91

vii


file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561355
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561355
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561356
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561357
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561360
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561361
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561361
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561362
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561364
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561365
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135561366

SIMGE LISTESI

pKa

Vv

dk
Rpm

ne

pum
uM
Mg

mL

Nm
Cm

°C
%

Asidik iyonlagma sabiti
Belirsizlik

Biiytik esittir
Biiyiiktiir

Dakika

Dakikada devir sayisi
Ddéteryum

Egim

Gram

Kilogram

Kiigtktiir

Kiitle/Yik
Korelasyon katsayisi
Litre

Metre

Mikrogram
Mikrolitre
Mikrometre
Mikromolar
Miligram

Mililitre

Molar

Nanometre
Santimetre

Saniye

Santigrat derece

Yiizde

viii



KISALTMA LISTESI

AAAS
BSS
DSSME
DNA
DCE
DCM
DA
DIS
FDA
GABA
GC
GK
GL
ITK
KFE
KFME
CHL
MS
MEBCS-SFME
5-HT
SFME
LC-MS/MS
SSE
SS

TL
TDME
uv

Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrometresi
Bagil Standart Sapma

Dagitict Stvi S1vi Mikroekstraksiyon
Deoksiribo Niikleik Asit

Dikloroetan

Diklorometan

Dogruluk Aralig1

Dértlii Izotop Seyretlme

Gida ve Ilag Dairesi

Gama Aminobiitirik Asit

Gaz Kromatografisi

Geri Kazanim

Gozlenebilme Limiti

Ince Tabaka Kromatografisi

Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Kat1 Faz Mikroekstraksiyon

Kloroform

Kiitle Spektroskopisi

Metal Elek Baglantili Cift Siringa-Sivi Faz Ekstraksiyon
Serotonin

Sivi Faz Mikroekstraksiyon

S1v1 Kromatografi- Tandem Kiitle Spektrometri
S1v1 S1vi Ekstraksiyon

Standart Sapma

Tayin Limiti

Tek Damla Mikroekstraksiyon

Ultraviyole



HPLC
YKDME

YOKDME-HPLC-
uv

3-HPPH
3", 4-diHPPH
4'-HPPH

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
Yiizen Kat1 Damla Mikroekstraksiyon

Yiizen Organik Kati Damla Mikroekstraksiyon- Yiiksek
Performansli S1vi Kromatografi- Ultraviyole

5-(3" hidroksifenil)-5-fenilhidantoin
5-(3", 4'-dihidroksifenil)-5-fenilhidantoin
5-(4'-hidroksifenil)-5-fenilhidantoin



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1 Epilepsi hastaliginin insan beynindeki etkisi [13].......cccooiiiiiiiiiiiiiciiiiiecces 22
Sekil 2.2 Saglikli ve epileptik nobet esnasinda beynin sematik gosterimi [20] .....ccoevvveiinnns 23
Sekil 2.3 Fenitoin MOIEKIUITL ... ..coviiiiiieiii e 24
Sekil 2.4 Fenitoinin Na* kanali tizerindeki etkisi [40]......ccvovivvirieeiiiieiie et 26
Sekil 2.5 Onerilen fenitoin mekanizmasi YOIu [S0].....c.ovovrreievireeceeieeeeeeeeeee e eneseeee e, 27
Sekil 2.6 Fenasemid MOIEKUIT. .........ccuvviiiiiiiii e 29

Sekil 2.7 HPLC sistemi i¢in sematik diyagram a) Coziicii tanklari; b) pompa; c)
ornek enjeksiyon kismi; d) kolon; e) dedektor; f) veri isleme; g) atik

2 USSR 31
Sekil 2.8 Gaz kromatografisi [91], [92].....ccviveiiieiiiie et 32
SekKil 2.9 GC-MS CIhazt [103] ..ooiuiiiiiiiie ittt sttt 35
Sekil 2.10 MEBCS-SFME-GC-MS yonteminin sematik gosterimi [141].....ccccoeeviiiiennnnne. 41
Sekil 2.11 Kesinlik ve dogrulugun sematik gosterimi [147] ......cccvevverieeriiiininereeieseenesie s 43
Sekil 3.1 MEBCS-SFME-GC-MS SiStemi [142]......ccooiiiiiiiiiiiie i 49
Sekil 3.2 MEBCS-SFME-GC-MS sisteminde kullanilan metal elek [141] .....ccccooveviiieeinnnns 50
Sekil 4.1 Bilesik 1°¢ ait FTIR SPEKIIUMU ......cooiviiiiiiciiccsee e 51
Sekil 4.2 Bilesik 1 reaksiyon aSamalari.........cccccuveiieiieiiieiieeiee e 52
Sekil 4.3 Bilesik 1°¢ ait FTIR SPEKIIUMU ......cciiviiiiiiiiiiic e 52
Sekil 4.4 Bilesik 1 GC-MS KromatOZramil ........c.ccoiviiiiiiieiiieie et 54
Sekil 4.5 Bilegik 2 Sentez reakSIYONU .....c..ueiiuiiiiiiiiieiii et 55
Sekil 4.6 Bilesik 2 reaksiyon asamalart..........coccuviiiiiiiiiieiiiie e 55
Sekil 4.7 Bilesik 2 GC-MS KromatOZIraml ..........cocueeiiiiiiieiiieiie et 57
Sekil 4.8 Bilesik 3 sentez reakSIyOnU .......coiuiiiiiiiiiiii i 58
Sekil 4.9 Bilesik 3 GC-MS KromatOZIaml ..........ceoueeiieiiiieniiieiie et 59
Sekil 4.10 Bilesik 4 sentez r€aKSTYONU .....coiuviiiiiiiiiiiii et 60
Sekil 4.11 Bilesik 4 reaksiyon asamalar..........cooceeiieiiiiiiiiiic e 60
Sekil 4.12 Bilesik 4’¢ ait FTIR Spektrumu.........c.coooiiiiiiiiiiiiciice e 61
Sekil 4.13 GC-MS kiitiiphanesinde Bilegik 4.........cccooiiiiiiiiiiiiiee e 62
Sekil 4.14 Sentezlenen Bilesik 4 ile GC-MS kiitiiphanesinin karsilastirilmast............c.co.ee.... 63
Sekil 4.15 Bilesik 5 SeNteZ r€aKSTYONU ......veiiiiiiiiiiiieiiieitie sttt 64
Sekil 4.16 Bilesik 5 GC-MS kromatogrami ve MS spektrumu............ccccooveiieniniennenininennn, 66
Sekil 4.17 Bilesik 6 SeNteZ r€aKSTYONU ......veiuiiiiiiiiieiii et 67


file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564444
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564445
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564446
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564447
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564448
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564449
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564450
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564450
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564450
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564451
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564452
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564453
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564454
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564455
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564455
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564456
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564457
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564458
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564459
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564452
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564460
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564461
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564462
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564463
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564464
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564465
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564466
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564467
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564468
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564469
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564470
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564471

Sekil 4.18 Bilesik 6 GC-MS Kromatogrami ..........ccocceeiieiiiiiiiieiinieseeesee e 68

Sekil 4.19 Ekstraksiyon ¢Oziicii tlrii OptimiZaSYONU..........ccuvervreeiiieesiiieeniieessieessnesssieeesseeens 70
Sekil 4.20 Ekstraksiyon ¢oziicli hacmi OptimiZaSyOnU .........ccceererviiierrinreiieniiseeseenne e 71
Sekil 4.21 Karigtirma stresi OptimIZASYONU .......ueeiiuvieiiirreiieeesieeesieessieesssseesssesssssesssssessssneens 72
Sekil 4.22 Numune hacmi Kargtlagtirmast ..........eeeieeieiiiieiie e 73
Sekil 4.23 Fenitoin GC-MS kalibrasyon grafifi..........ccccecvivueiieresiiesieenesieseese e seesie e 73
Sekil 4.24 Fenitoin MEBCS-SFME kalibrasyon grafigi.........c.ccocovriiriiiiinencieneseseseeeees 74

Xii


file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564472
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564473
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564474
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564475
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564476
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564477
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135564478

TABLO LISTESI

Tablo 2.1 Kromatografi tiirlerinin siniflandirilmast [85]......cccocvviiriiiiniiiniinieneee e 29
Tablo 3.1 Deneylerde kullanilan kimyasallar/ reaktifler...........ccocvviveiiieiiiiiiiese e 46
Tablo 3.2 GC-MS CINAZ PIrOGIAML......c.eiviiiiiiiiiieieiieieie ettt 48
Tablo 4.1 Bilesik 1 i¢in beklenen pargalanma tirtinleri ve kiitleleri ...........ccovvevveveiiecinernene, 53
Tablo 4.2 Bilesik 2 igin beklenen pargalanma tirtinleri ve kiitleleri ........ccoocvvvveiiiiniinineiene, 56
Tablo 4.3 Bilesik 3 i¢in beklenen pargalanma tirtinleri ve kiitleleri ..........cccoovvevveveiieeinenene, 58
Tablo 4.4 Bilesik 4 igin beklenen pargalanma tirtinleri ve kiitleleri ........ccoocvvveviininiininniene, 62
Tablo 4.5 Bilesik 5 i¢in beklenen pargalanma tirtinleri ve kiitleleri ...........ccoovvevveveiiecinenenne, 64
Tablo 4.6 Bilesik 6 igin beklenen pargalanma tirtinleri ve kiitleleri ........cc.ccovvevriveieiininennenne. 67
Tablo 4.7 GC-MS ve MEBCS-SFME sistemlerinin karsilastirilmasi ............cccccveveiveinenenne. 74

Tablo 4.8 Analitin gesitli derisimlerde eklenmis 6rnekler i¢in geri kazanim  degerleri......76

Tablo 4.9 MEBCS-SFME yontemi ile literatiirdeki diger yontemlerin sistem  analitik
performanslarinin kargilagtirtlmast ........c.eeieeiiiiiiiiieie e 77

Xiii


file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566933
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566934
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566935
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566936
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566936
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566936
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566936
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566937
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566938
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566938
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566939
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566940
file:///C:/Users/gizem.ayan/Downloads/GİZEM_NUR_AYAN_SON_SB%20(4).docx%23_Toc135566940

OZET

Fenitoin Ila¢c Etken Maddesinin Sentezi, Saflastirilmasi ve
MEBCS-SFME-GC-MS Analitik Yontemiyle Eser Seviyelerde
Tayini

Gizem Nur AYAN

Kimya Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Omer Tahir GUNKARA

Es-Danigsman: Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE

Ilag etken maddelerinin eser diizeyde yiiksek dogruluk ve duyarlhlikla belirlenmesi
biiylik 6nem tasimaktadir. Bu tez calismasinda, epilepsi tedavisinde kullanilan bir ilag
etken madde olan fenitoinin eser miktarda tayini igin yeni bir analitik strateji
gelistirilmistir. Fenitoinin onderistirilmesi i¢in metal elek baglantili ¢ift siringa-sivi faz
mikroekstraksiyon (MEBCS-SFME) yontemi kullanilmistir. Fenitoinin eser seviyelerde
ayrimi ve tespiti igin gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) kullanilmustir.
Optimizasyon ¢alismalari, analit i¢in yiliksek ekstraksiyon verimi elde etmek ig¢in
ekstraksiyon solventinin tiiriinii, ekstraksiyon solventinin hacmini, karigtirma siiresini
ve numune hacmi parametrelerini igermektedir. Gelistirilen MEBCS-SFME-GC-MS
yonteminin analitik performansi, goézlenebilme limiti (GL), tayin limiti (TL), lineer
aralik, yiizde bagil standart sapma (%BSS) ac¢isindan incelenmistir. MEBCS-SFME-
GC-MS sisteminde fenitoin i¢in GL ve TL degerleri sirasiyla 0,045 ve 0,151 mg/kg
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olarak hesaplanmustir. Gelistirilen yontem, 0,10 ve 10,96 mg/kg arasinda 0,9995 (R?)
korelasyon katsayisi ile iyi bir dogrusallik gostermistir. Gelistirilen yontem, GC-MS
sisteminin analitik performansi ile karsilastirildiginda, analitin tespit giiciinde yaklasik
188 kat 1iyilesme saglamistir. Ayrica yontemin bazi gercek numunelere
uygulanabilirligini test etmek amaciyla iki farkli yerden alinan evsel atiksu ve yapay
idrar lizerinde geri kazanim c¢alismalar1 yapilmistir. Evsel atik su ve yapay idrar
ornekleri icin ylizde geri kazanim degerleri sirasiyla %96-110 ve %92-107 arasindadir.
%100'e yakin geri kazanim sonuglari, onerilen yontemin evsel atiksu ve yapay idrar

numunelerine yiiksek dogruluk ve duyarlilikla uygulanabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Fenitoin, gaz kromatografisi-kiitle spektroskopisi, metal elek

baglantili ¢ift siringa-sivi faz mikroekstraksiyon, evsel atik su, yapay idrar
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ABSTRACT

Synthesis, Purification, and Determination of Trace
Levels of Phenytoin Drug Substance Using MSCDS-LPME-
GC-MS Analytical Method
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Master of Science Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Omer Tahir GUNKARA

Co-supervisor: Prof. Dr. Sezgin BAKIRDERE

Determination of drug active ingredients at trace levels with high accuracy and
sensitivity has great importance. In this thesis, a new analytical strategy was
developed for the trace determination of phenytoin which is an active drug
substance used in the treatment of epilepsy. Metal sieve coupled double syringe-
liquid phase microextraction (MSCDS-LPME) method was used for the
preconcentration of phenytoin. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
was used for the separation and detection of phenytoin at trace levels.
Optimization studies included type of extraction solvent, volume of extraction
solvent, mixing time and initial sample volume parameters to obtain high
extraction efficiency for the analyte. Analytical performance of the developed
MSCDS-LPME-GC-MS method was examined in terms of limit of detection (LOD),
limit of quantitation (LOQ), linear range, percent relative standard deviation
(%RSD). LOD and LOQ values for phenytoin in MSCDS-LPME-GC-MS system were
calculated as 0.045 and 0.151 mg/kg, respectively. The developed method showed

XVi



good linearity with a correlation coefficient of 0.9995 (R2) between 0.10 and 10.96
mg/kg. When compared to the analytical performance of the GC-MS system, the
developed method provided an approximately 188-fold improvement in the
detection power of the analyte. In addition, to test the applicability of the method
to some real samples, recovery studies were carried out on domestic wastewater
and artificial urine obtained from two different places. Percent recovery values for
domestic wastewater and artificial urine samples were between 96-110% and 92-
107%, respectively. Percent recovery results close to 100% showed that the
proposed method was applicable to domestic wastewater and artificial urine

samples with high accuracy and sensitivity.

Keywords: Phenytoin, gas chromatography-mass spectroscopy, metal sieve linked

double syringe-liquid phase microextraction, domestic wastewater, artificial urine
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1

GIRIS

Birgok nobet bozuklugunun énlenmesi, kontrol edilmesi ve epilepsi hastaliginin tedavisi
amaciyla fenitoinin kullanimi olduk¢a yaygindir [1]. Uygun olmayan doz miktarinda
alindiginda nobet veya toksisite gibi ciddi sonuglara yol acabilecek en sik kullanilan
kritik ilaglardandir. Bu sebeple fenitoin konsantrasyonlarin izlenmesi ve hassas tayini

hastalar i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir [2], [3].

Literatiirde kan ve tiikiirik gibi c¢esitli matriksler iizerinde fenitoin tayini farkli
yontemlerle yapilmistir [4]. Bunlar arasinda gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi
(GC-MS) en yaygin yontemlerden biridir. Ancak tek basina GC, MS olmaksizin
fenitoinin serbest fraksiyonunu ve diisiik biyolojik fenitoin konsantrasyonlarini 6l¢gmek
icin gereken duyarliliga ulagamamaktadir [4]. Klinik deneyler i¢in yetkililer tarafindan
onaylanmis bir yontem gereklidir [5]. GC-MS, fenitoin ve metabolitlerini ayr1 ayri
analiz etmek i¢in etkili ve spesifik bir yontemdir [6]. Hosli ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada GC-MS analizi i¢in numuneyi temizlemek ve GC-MS sistemine
enjeksiyondan once proteinler ve lipitler gibi biyolojik matriksi ortadan kaldirmak igin
kat1 faz ekstraksiyonu (KFE) gibi bir ekstraksiyon yontemine ihtiyag duyulmustur [4].
Diger ¢aligmada ise kullanimi1 yaygin olan diger bir antiepileptik ilag i¢in es zamanli
tirevlendirme ve dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyonu (DSSME) takiben GC-MS/MS
analizine dayali bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemlerde, numune hazirlama
genellikle ya sivi-sivi ekstraksiyon (SSE) ya KFE ile yapilmistir [7]- [9]. SSE ve KFE
biiyiik miktarda toksik ¢oziicii gerektirdikleri ve zahmetli olduklari i¢in bu ekstraksiyon

yontemlerinin mikroekstraksiyon yontemleri degistirilmesi hedeflenmistir.

Bu tez kapsaminda evsel atik su ve yapay idrar 6rneklerinde bulunan eser seviyelerdeki
fenitoinin ekstraksiyonu i¢in metal elek baglantili ¢ift siringa-sivi faz mikroekstraksiyon
(MEBCS-SFME) yontemi kullanilmigtir. Ekstraksiyon sonrasi GC-MS sisteminde

fenitoinin kromatografik ayrimi ve tayini gerceklestirilmistir.
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1.1 Tezin Amaci

Bu tezdeki temel amag, eser seviyelerde bulunan fenitoin analitini GC-MS sisteminde
duyarl, dogru ve tekrarlanabilirligi yiiksek bir sekilde tayini amaciyla yeni bir analitik

yontem gelistirmektir.

Eser seviyelerde bulunan analitlerin tayini icin GC-MS sistemi yeterli duyarliliga sahip
degildir. Analiz Oncesi zenginlestirilme (Onderistirme) yapilmas: bu analitlerin bu
sistemde tayin edilebilir hale gelmesi a¢isindan onemlidir. Zenginlestirme yo6ntemi
olarak kullanilan dagitici sivi-sivi mikroekstraksiyon (DSSME) yonteminde dagitici
¢ozlici kullanilmaktadir. Ancak bu tez kapsaminda MEBCS-SFME yontemi
kullanilmistir ve bu yontem sayesinde daha g¢evreci bir yaklasim benimsenerek dagitici
¢oziicii ihtiyaci ortadan kaldirilmistir. Ik olarak MEBCS-SFME-GC-MS sistemi icin
optimum kosullar belirlenmistir. Optimum sartlar altinda gelistirilen yontemin sistem
analitik performans c¢alismalar1 yapilmistir. Gelistirilen analitik yOntemin gergek
orneklere uygulanabilirligi ve yontemin dogrulugu geri kazanim c¢alismalar1 ile
kanitlanmistir. Geri kazanim calismalar1 matriks eslestirme kalibrasyon teknigi ile

gerceklestirilmistir.

Bu tez kapsaminda fenitoin ve fenasemid ilag etken maddelerinin GC-MS sistemine

uygun tiirevlendirme reaksiyonlarinin gergeklestirilmesi de diger bir amagtir.
1.2 Hipotez

Ilag etken maddelerinin insan saghg iizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1 eser
miktarlarda tayin edilebilmesi olduk¢a onemlidir. Bu baglamda epilepsi hastaliginin
tedavisinde kullanilan fenasemid ve fenitoin molekiilleri {izerinde ¢alisilmistir. Boylece
bu kimyasal maddelerin insan viicudundaki etkilerinin arastirilmasi: ve toplum sagligina

etkilerini arastiran bilim insanlari i¢in yol gosterici analitik yontemler gelistirilmistir.

Tezin oOncelikli amaci bu iki ilag etken maddesinin GC-MS sistemine uygun

tiirevlendirme reaksiyonlariin gelistirilerek GC-MS sisteminde tayinidir.

GC-MS sistemi eser miktardaki analitlerin tayini igin yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
zenginlestirme islemlerine ihtiyag duyulmaktadir. DSSME yontemi kolay ve hizli

olmasi agisindan tercih edilen bir yontem olmasina karsin dagitici ¢oziicli gerektirmesi
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bu yontemin ¢evreye olan zararl etkisini arttirmaktadir. Bu nedenle bu tez kapsaminda
bir dagitict ¢oziiciiye olan ihtiyaci ortadan kaldiran MEBCS-SFME sisteminin
gelistirilmesi hedeflenmistir. Gelistirilen sistem fenitoinin eser seviyelerde evsel atik su
ve yapay idrar 6rneklerinden zenginlestirilmesi amaciyla kullanilmistir. Zenginlestirilen

orneklerin analizi GC-MS sisteminde gergeklestirilmistir.
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2

LITERATUR OZETI

2.1  Antiepileptik ilaclar Hakkinda Genel Bilgi

lag, tiiketildigine organizmanin fizyolojisinde veya psikolojisinde degisiklige neden
olan kimyasal maddedir. Bir hastalig1 tedavi etmek, onlemek, teshis etmek ya da sagligi
gelistirmek igin kullanilmaktadir. laclar tipik olarak gida ve besin destegi saglayan
maddelerden ayirt edilirler. Ilaclarin tiiketimi, inhalasyon, enjeksiyon, yutma, cilt

tizerinden emilim, fitil veya dil altinda eritme yoluyla olabilmektedir [10].

flacin verilis yolu, sekli, hastanimn viicut agirligi, cinsiyeti, yasi, genetik 6zellikleri gibi
etmenler ilacin etki edisinde 6nemli rol oynar. Geleneksel olarak ilaglar, daha onceleri
sifal1 bitkilerden ekstraksiyon yoluyla elde edilmekte olup, daha yakin zamanda organik
sentez yoluyla da elde edilmeye baslanmistir [11].

flag kesfi ve gelistirmesi koklii bir gecmise sahiptir. Eski zamanlarda ilaglar sadece
fiziksel tedaviler igin kullanilmamis, ayni zamanda dini ve ruhsal sifa ile de
iliskilendirilmistir. ilaglarin kesfi ve gelistirmesi 1800'erin sonlarinda bilimsel
tekniklerin gelismesiyle baslamis olup o zamandan beri, ila¢ iriinlerinin dogal
kaynaklardan, nispeten kiigiik parti miktarlarinda ekstraksiyonunun aksine, biiylik
Olcekli Ttretim tesislerinde giderek daha fazla ilag kesfedilip test edilmis ve
sentezlenmistir. Birinci Diinya Savasi'ndan sonra, modern ila¢ endiistrisi ortaya ¢ikmig
ve bilimsel ilkeleri takip eden ila¢ endiistrisi saglam bir sekilde kurulmustur. 1900'Li
yillarin basinda kimyasal yontemler kullanilarak sentetik ilaglar ortaya ¢ikmis ve ilag
endiistrisi gelismistir. Bir¢ok ila¢ arastirilip iiretilmistir, ancak ¢ogunlukla hastaliklar
tamamen iyilestirmek yerine tedavi amagh kullanilmistir. 1930'larin basindan itibaren
ilag kesfi, dogal iirlinleri taramaya ve hastaliklar1 tedavi etmek i¢in aktif bilesenleri izole
etmeye odaklanmigtir. Aktif bilesenler normalde dogal {irlinlerin sentetik versiyonudur.
1970'lerin sonlarinda, rekombinant DNA {iriinlerinin gelistirilmesi, hiicresel ve
molekiiler biyoloji bilgisi genisletilmis ve biyoteknoloji endiistrisi i¢in biiyiik adimlar
atilmistir. ilag endiistrisi, gen terapisindeki ilerlemeler ve hastaliklarin nedenlerinin

mekanizmalarinin anlasilmasi ve Insan Genomu Projesi'nin arastirma sonuglarryla
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birlikte, ¢ok sayida firsat agmis ve Ozellikle hastaliklarin oldugu bolgeleri hedefleyen

ilaglarin gelistirilmesini ve kullanilmasini miimkiin kilmistir [11].

Epilepsi hastaligi kortikal noronlarin anormal ve asir1 desarjindan kaynaklanan ani,
tekrarlayan, provoke edilmemis epileptik nobetlerle iliskili bir durumdur. Uluslararasi
Epilepsi ile Miicadele Dernegi Epidemiyoloji Komitesi'nin tavsiyelerine gore,
metabolik, toksik, yapisal, enfeksiydz ve inflamatuar nedenlerle gegici olarak ortaya
cikan ve akut merkezi sinir sistemi hasar1 ile yakindan iliskili nobetler, akut
semptomatik nobetler veya kosullara bagli olarak nobetler gergeklesebilmektedir [12].

Epilepsi hastaliginin insan beynindeki etkisi sematik olarak Sekil 2.1°de gdsterilmistir.

Normal aktivite Nobet durumundaki aktivite

7 N 7 N\
(
\ \a
f

-
/ (\)

\

Sekil 2.1 Epilepsi hastaliginin insan beynindeki etkisi [13]

Klinik ve epidemiyolojik olarak epilepsi hastalar1 24 saatten fazla stireli araliklarla iki
veya daha fazla provoke edilmemis refleks ndbeti olan, takip eden on yil iginde
%60’dan fazla ndbet gecirme ihtimali olan provoke edilmemis refleks ndbeti olan veya
belirlenmis bir epilepsi sendromu baglaminda bir veya daha fazla ndbeti olan hastalar

olarak tanimlanmaktadirlar [14], [15].

Insanlarin yaklasik %10' unun yasamlar1 boyunca bir epilepsi nobetine maruz kaldiklar
bilinmektedir [16]. Epilepsi, norolojik bozukluklar i¢in kiiresel hastalik yiikiine en ¢ok
katkida bulunan fgiincii hastaliktir ve diinya g¢apinda yaklasik 65 milyon insan
etkilemektedir [17], [18]. Epilepsi yatkinliginin en yiiksek oldugu iki déonem, yasamin

ilk y1l1 ve 60 yasindan sonrasidir. Epilepsi ¢cocuk ve ergenlerde en sik goriilen ndrolojik
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hastalik olup, eriskinlerde serebrovaskiiler hastaliktan sonra en sik goriilen ikinci
norolojik hastaliktir [19]. Saglikli ve epileptik ndbet esnasinda beynin durumunun

sematik olarak gdsterimi Sekil 2.2°de verilmistir.

genellestirilmis epilepsi

Sekil 2.2 Saglikli ve epileptik ndbet esnasinda beynin sematik gosterimi [20]

Epilepsi tanisi alan bir kiside antiepileptik ilag tedavisine baslanmasina karar verilirken
nobet tipinin, belirtilen epilepside ndbetlerin beklenen dogal seyrinin ve tekrarlama
riskinin belirlenmesi esastir [21]. Epilepsi i¢in birinci basamak tedavi anti-ndbet
ilaglaridir ve bunlarin yirmiden fazlasi Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) ve Avrupa llag
Ajansi tarafindan onaylanmistir. Ancak, bir¢ok antikonviilzanin mevcudiyetine ragmen,
hastalarin yaklagik ticte biri ndbet kontroliinii saglayamaz. Epilepsi cerrahisi, sadece az
sayida hasta ameliyat i¢in uygun olsa da, bu hastalar1 ndbetsiz kilmak i¢in en yiliksek
sansa sahiptir. Ilaca direncli epilepsili hastalarin cogu ameliyat i¢in uygun degildir ve
epilepsi ameliyatinin nébetleri kontrol edemedigi kisiler i¢in, nérostimiilasyon cihazlari,
diyet tedavileri veya yeni antikonviilzanlarin klinik denemeleri alternatif segceneklerdir

[22].

Genel olarak, bir kisi nobetsiz oldugunda ve yasa bagli bir epilepsi sendromu i¢in
gecerli yastan daha biiyiik oldugunda veya alternatif olarak, kisi ge¢misteki 5 yil
boyunca herhangi bir anti-nobet ilact almadan 10 yildan fazla bir siire boyunca nobet
gecirmediginde epilepsinin iyilesmis oldugu kabul edilir. Epilepsi, nébetlerin dogrudan

etkileri (6rnegin epilepside status epileptikus, ani beklenmedik o6liim, bogulma,
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diismeler, yaniklar, motorlu tasit kazalar1) veya dolayl etkileri (6rnegin aspirasyon

pnémonisi, intihar ve yan etkiler) nedeniyle 6liimciil olabilir [23].

Iyi bir antikonviilzandan beklenen 6zellikler oral biyoyararlanimmin iyi olmasi, yan
etkisinin olmamasi, ilag etkilesimlerinin olmamasi, basit lineer kinetige sahip olmasi,
proteinlere az baglanmasi veya hi¢ baglanmamasi, giinde bir veya en fazla iki kere

kullanilabilmesi, ilac1 metabolize eden sistemleri etkilememesi ve ucuz olmasidir [19].
2.2  Fenitoin (5,5-Difenilhidantoin)

Fenitoin, yaklasik seksen yildir klinik degerlendirme altinda olan bir nébet onleyici
ilagtir. Kismi nobetlerin iyilestirmesi amaciyla kullanimi mevcuttur [24]. Fenitoin, mide
ortaminda ¢oken zayif bir asit olup ¢okeltinin boyutu, yavas ve degisken olan bagirsak
absorpsiyonunun hizim1 ve derecesini belirler [25]. Terapotik dozlarda, fenitoin
genellikle oral alimdan sonra tamamen emilir ve 1,5-3,0 saat i¢inde en yiiksek serum
konsantrasyonlarina ulagir. Uzun salimli preparatlar, 4,0 ila 12 saatte pik seviyeleri
tiretmek igin absorpsiyon oranini azaltir [26]. Fenitoin maddesinin yarar1 fenobarbitale
ait sedasyondan uzaklasmaya c¢alisilirken, ndbet kontrolii amaciyla kullaniminin
miimkiin oldugunun fark edilmesiyle aciga cikarilmistir [27]. Bununla birlikte iilserin
cesitli versiyonlarinin tedavisini Kontrol etmek amaciyla da kullanilabilecegi
belirlenmistir [28]. Fenitoin ilag¢ etken maddesinin multipl sklerozun tedavisinde bir

norokoruyucu rolii oynayabilecegi arastirma konusu olmustur [29].

Fenitoinin genel adi 5,5-difenilhidantoin’dir. Kimyasal adi1 5,5-difenil-2,4-
imidazolin’dir. Molekiiler formiilii C15H12N202 ve mol kiitlesi 252,26 g/mol olup pKa
degeri yaklasik olarak 8,1-9,2 arasinda hesaplanmistir. Erime noktas1 295-298 °C’dir.
Alkol ile kristallendirildiginde igne seklinde beyaz kristaller meydana gelmektedir [30].

Fenitoin molekiiliiniin yapist Sekil 2.3’de gosterilmistir.

R
H/NYN\H
@)

Sekil 2.3 Fenitoin molekiilii
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Fenitoin bir hidantoin tiirevidir ve suda az ¢oziiniir (32 mg/L) [31]. Ayrica fenitoin,
alkali hidroksitler, alkol, aseton ve asetik asit i¢inde de ¢oziiniir. Fenitoin igiktan
etkilenmekte ve ¢ozeltileri 151k ile sararabilmektedir [32]. Fenitoine ait bir koku veya tat
bulunmamaktadir [33]. Viicuttaki metabolizasyonunun hidroksilasyon seklinde
karacigerde gergeklestigi bilinmektedir. Bu ilacin dozlarindaki minimal degisiklikler
plazma konsantrasyonunda biiyiik oranda artig ve toksik etki gosterebilmektedir [34].
Aromatik bir antikonviilsan olan fenitoinin hiicresel etkileri ise iyon kanallari, genel
membran stabilizasyonu ve aktif nakil {izerindeki etkilerdir. Birgok hastaligin
tedavisinde Onerilmistir ancak fenitoinin diger ilaglarla etkilesimi ve yan etkilerinin
coklugu sebebiyle kullanimi siirli kalmistir [35]. Fenitoinin en etkili oldugu durumu,
noronal refrakter periyodu uzatmak i¢in Na* kanalina inaktif haldeyken baglanmasidir
[36]. Buna ek olarak, fenitoin maddesinin beyindeki hiicre zar1 fonksiyonlarinin
stabilizasyonunu sagladigi, beyinde serotonin (5-HT) ile GABA seviyesinin artimini
saglayarak epilepsinin tedavisine katkida bulundugu bilinmektedir. Boylelikle
istenmeyen iyon akislariin yayilmi engellenmekte ve epileptik durumlar
onlenebilmektedir [36].

Norofarmakolojik olarak fenitoin maddesinin nasil bir etkiye sahip oldugu uzun
yillardir incelenmektedir [36]. Fenitoinin sodyum kanallarinin agilimini engelleyerek
etki ettigi bilinmektedir [37]. Sodyum kanallarin1 deaktive ederek bu durumu stabil
kilmakta ve aktif olunmayan periyodun uzamasina katkida bulunmaktadir [36], [38]-
[39]. Fenitoinin bu etkisi ile birlikte insanda bulunan farkli sistemler biyoelektriksel
aktiviteler bakimindan diizenlenmektedir. Fenitoinin olagan devam eden biyoelektrigin
tiretim ve iletimi aksatmadan, ilgili hiicrelerdeki olagan dis1 elektrik aktivitesinin
inhibisyonunu sagladigi ya da tamamen soniimledigi bilinmektedir. Elektrofizyoloji
temelinde bu durum, sodyum, potasyum ve kalsiyum iyonlarinin membranlararasi gegis
hareketi ve hiicrenin i¢ diizenlenmesiyle agiklanmaktadir [36], [40]. Fenitoinin Na*
kanali tizerindeki etkisi sematik olarak Sekil 2.4’de gosterilmistir. A durumu Na* kanali
aktivasyon kapisinin kapali oldugu dinlenme durumudur. B durumunda, bir
potansiyelinin geldigi ve depolarizasyon olusturarak aktivasyon kapisinin agilmasina
neden olup Na* iyonlarinin hiicre i¢ine aktigi durumdur. C ise, depolarizasyon devam
ettiginde, bir inaktivasyon kapisinin (B) devreye girdigi durumdur. Fenitoin, B’nin

yeniden agilmasini onleyerek Na* kanalinin inaktivasyon durumunu uzatmaktadir [40].
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Sekil 2.4 Fenitoinin Na* kanali tizerindeki etkisi [40]

Buna ek olarak fenitoinin endokrin bezi hiicrelerindeki hormon salgilanmasini
diizenledigi, karacigerdeki ilag-enzim sistem matabolizmasini uyardigi ve yogun
miktardaki lipoprotein konsantrasyonun artmasina katkida bulunmasi sebebiyle dokuda
graniilasyon ile kilcal olusma hizin1 yiikselttigi bilinmektedir [36], [41]. Fenitoin,
asetilkolin, serotonin, norepinefrin, dopamin, GABA ve endorfinleri i¢eren bir dizi
norotransmitteri diizenlemektedir [42], [43]. Fenitoinin agizdan alinmasinin akabinde
iyi emildigi bilinmektedir [44]. Emilimi agirlikli olarak onikiparmak bagirsaginda
gerceklesmektedir. Fenitoinin bagirsakta ¢oziinme hizi, emilim oramyla iliskilidir.
[lacn dagilimi viicutta yaygindir (dagihm hacmi 0,8 L/kg). Fenitoin kan-beyin
bariyerini kolayca ge¢mekte ve plazma albiiminine genis Olgiide (yaklagik %90)
baglanmaktadir [45]. Fenitoin plasentaya kolayca gecebilmektedir [46]. Calismalarda
benzer plazma fenitoin konsantrasyonlar1 anne ve gobek kordonunda 6lgiilmiistiir [47].
Buna ek olarak epilepsi hastaligina sahip annelerin siitiinde diisiikk seviyelerde
bulunmaktadir [46]. Fenitoin, sitokrom P450 enzimi tarafindan 5-(p-hidroksifenil)-5-
fenilhidantoine (4'-HPPH) metabolize edilir. Bir katekol olusturmak iizere metabolize

edilmesi miimkiindiir ve bu, kinon ve semikinon tiirlerine oksitlenebilir [47], [48].
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Fenitoin dogrusal olmayan eliminasyon farmakokinetigi gostermektdir. Bu dogrusal
olmamanin bir sonucu olarak, eliminasyon yart 6mrii plazma konsantrasyonu ile de
farklilik gostermektedir. Fenitoinin eliminasyonundaki dogrusal olmamanin nedeni,
metaboliti indiikleyen enzimlerin doygunlugudur [49]. Sekil 2.5'de gosterildigi itizere,
birincil metabolitler 5-(3' hidroksifenil)-5-fenilhidantoin (3'-HPPH), 4'-HPPH, 5-(3', 4'-
dihidroksifenil)-5 fenilhidantoin (3', 4'-diHPPH)’dir. Ayrica, higbir zaman izole

edilememis olan arenoksit, olduk¢a reaktif ve son derece kararsiz bir varsayimsal
W “H
(0]

metabolittir [49].
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Sekil 2.5 Onerilen fenitoin mekanizmasi yolu [50]

Fenitoin alimindan sonra siklikla goriilen yan etkiler mevcuttur. Bunlar arasinda
uyusukluk, yorgunluk, bedensel hareketlerin kontroliiniin kaybi ve denge veya
koordinasyon kaybu, sinirlilik sayilabilmektedir [51]- [54]. Huzursuzluk ve istemsiz goz
hareketleri dahil olmak tizere ¢esitli istemsiz islevleri de yan etkileri arasindadir [55],
[57]. Tipik olarak, reaksiyonlar zayif koordinasyon, sa¢ biiylimesinde artig, mide
agrilari, istahsizlik, mide bulantis1 ve dis eti biiylimesini icermektedir [58], [59].
Potansiyel olarak daha ciddi yan etkiler arasinda karaciger problemleri, kemik iligi

baskilanmasi ve toksik epidermal nekroliz bulunmaktadir [60]- [63].
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Bunun yani sira psikiyatrik rahatsizliklar ya da davranis bozukluklar1 kullanim sonrasi
ortaya ¢ikabilecek durumlardandir. B12 vitamini ya da folik asit eksikligi halinde bu
bozukluklarin goriilme ihtimali artmaktadir. Gegmis yillarda vitaminsizlik kaynakli
ender rastlanan bir zehirlenme vakasi bildirilmistir [64]. Ancak fenitoin disinda
antiepileptik ilag kullanan hastalarda psikolojik ve davranigsal yan etkilerin daha sik
goriildigii de bilinmektedir [65].

Fenitoinin terapotik araligi dardir ve bir¢ok hasta igin 80 uM'den fazla toplam serum
konsantrasyonu klinik olarak ilgili toksisite ile baglantiidir [66]. Fenitoinin
metabolizasyonu karacigerdeki enzimlerle gergeklestirilmekte olup, ardindan bobrekler
ile viicuttan atihmi saglanmaktadir. Bununla birlikte, toksik fenitoin birikimi kendini
bobrek yetmezligi olan kisilerde gostermektedir [67]. Hemodiyaliz, %90 albiimine bagl
oldugu i¢in fenitoini ortadan kaldirmamaktadir [68]. Fenitoin zehirlenmesi hayati risk
teskil etmese dahi koma, yiirime, konusma gibi temel hayati fonksiyonlarda kayba
neden olabilmektedir [69]. Fenitoine bagli zehirlenmelerin temel sebeplerinden bazilar
uygun doz kullanmama, ilacin diger bir ilagla etkilesime girmesi ya da hastada meydana
gelen fizyolojik degisikliklerdir [70], [71]. Zehirlenme durumunda oncelikli olarak
ortaya ¢ikan temel emareler mide bulantisi, sinir sistemine ait bozukluklar, depresyon
ve komadir [72]. Fenitoinin toksisite seviyesi ortalama bir diizeydedir [73]. Tek basina
fenitoin zehirlenmesinin hasta 6liimiiyle sonuglanma olasiliginin ¢ok diisiik oldugu
bilinmektedir. Laboratuvar hayvanlarda yapilan deneyler neticesinde fenitoinin kansere

sebep olduguna dair herhangi bir kanit bulunamamustir [74]- [76].

2.3 Fenasemid (N-karbomoil-2-fenilasetamid)

Fenasemid, N-karbamoil-2-fenilasetamid, CoH10N20> kimyasal formiiliine sahip, 178,19
g/mol agirhiginda, epilepsi tedavisinde belirli ndbetleri kontrol etmek igin kullanilan bir
ilag etken maddesidir [77]. Fenasemid, noronal sodyum kanallarina veya voltaja duyarl
kalsiyum kanallarina baglanmakta ve onlari bloke etmektedir [78]. Fenasemid, 1948°de
Spielman ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenmis, Everett ve Swinyard tarafindan
antikonviilzan aktivite i¢in incelenmis ve ilk olarak 1949’da klinik olarak rapor

edilmistir [79]. Fenasemid molekiil yapisi Sekil 2.6’da gosterilmistir.
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Sekil 2.6 Fenasemid molekiili
2.4 Kromatografi

Kromatografi yonteminin ilk olarak 20. ylizyilin basinda Rus botanik¢i Mikhail Tswett
tarafindan kullanildig: bilinmektedir. Klorofil ve ksantofili de igeren ¢esitli pigment
orneklerinin bulundugu c¢ozeltinin ayrimi Tswett tarafindan kromatografi denilen
yontem sayesinde gergeklestirilmistir. Bu deney neticesinde ayrimi gozlenen her madde
icin ayr1 renkte bir faz olugsmus ve bunun sonucunda kullanilan yonteme renkli fotograf

manasina gelen “kromatografi” denilmistir [80].

Kromatografi, bir yiizey lizerine uygulanan karisim halindeki molekiillerin, duragan
fazin (sabit faz) hareketli bir faz yardimiyla hareket ederken birbirinden ayrilmasi
esasina dayanmaktadir. Karigim iginde karisgtk halde bulunan maddeler, sabit ve
hareketli fazla olan etkilesimleri sonucunda daha ilgili olduklar1 faza dogru degisik
hizlarda harekete gegmektedirler [81]- [84]. Kromatografi tiirlerinin siniflandirilmasi

Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1 Kromatografi tiirlerinin siniflandirilmasi [85]

Kromatografi Tiirleri

Adsorpsiyon Kromatografisi

Dagilma (Partisyon) Kromatografisi

Iyon Kromatografisi
Ayirma mekanizmasina gore

Jel Gegirgenlik ve Jel Stizme Kromatografisi

Afinite Kromatografisi

Kiral Kromatografi
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Tablo 2.1 Kromatografi tiirlerinin siniflandirilmasi [85] (devami)

Diizlem Kromatografisi

Uygulanan Teknige Gore
Kolon Kromatografisi

Analitik Kromatografi

Kullanim Amacina Gore
Preparatif Uygulamalar

S1vi Kromatografi
Hareketli Faza Gore

Gaz Kromatografi

2.5 Sivi Kromatografi

Sivi kromatografi ilk olarak bitki pigmentlerinin ayrilmasi i¢in uygulanmis olup
duragan faz olarak kalsiyum karbonat adsorbani, hareketli faz olarak ise petrol eteri ve
etanol kullanilmistir [86]. Giiniimiizde sivi kromatografinin genis bir kullanim alani
bulunmaktadir. Bu alanlardan bazilar1 gida, farmasoétik ve klinik alanlardir. Sivi
kromatografinin en yaygin kulanimi yiiksek performansli sivi  kromatografisi
(HPLC)’dir [87].

Analitler, kullanilan duragan fazin tipine gore ayrilmaktadir. Silika gibi polar 6zellige
sahip bir sabit faz segildiginde, analitler dipol-dipol ve hidrojen bag: etkilesimleri ile
birbirinden ayrilmaktadir. Hareketli faz, hekzan, diklorometan (DCM) ve kloroform
(CHL) gibi polar olmayan ¢oziiciilerden segilmektedir. Bu kromatografik moda normal
faz sivi kromatografisi olarak denilmektedir. Diger bir mod ise ters fazli sivi
kromatografisidir ve apolar sabit fazlar ile polar hareketli fazdan olugsmaktadir. Apolar
sabit faz ve analitler arasindaki etkilesim esas olarak spesifik olmayan hidrofobik

etkilesimlerdir [87]. HPLC sisteminin sematik gosterimi Sekil 2.7’ de gosterilmistir.
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Sekil 2.7 HPLC sistemi i¢in sematik diyagram a) Coziicii tanklari; b) pompa; c) 6rnek
enjeksiyon kismi; d) kolon; e) dedektor; f) veri isleme; g) atik [87]

HPLC sistemlerinde analitler, sabit faz ile girdigi etkilesime bagli olarak kolonda
ayrigsmaktadir. Daha fazla etkilesim analitin geg eliie olmasina sebep olurken, daha az
etkilesim hizli bir eliisyonla sonuglanmaktadir. Organik ¢dziiciiler ve tampon ¢ozeltiler
gibi farkli eliientler hareketli faz olarak kullanilmaktadir [87]. MS, floresan, UV gibi
bir¢ok dedektor HPLC sistemlerine entegre edilebilmektedir [88].

2.6 Gaz Kromatografi

Gaz kromatografisi (GC) mobil gaz fazi ile sivi veya kati duragan faz arasindaki
dagilim sayesinde buharlasan numune bilesenlerinin ayrilmasi esasina dayanmaktadir.
1952'de ugucu yag asitlerinin gaz-sivi partisyon kromatografisi kullanilarak ayrilmasi
tizerine ¢alismalar1 bulunan Martin ve James tarafindan tarafindan icat edilmistir [89].
GC’nin temelinde analizi yapilmak istenen Ornegin gaz fazina doniistiirilmesiyle
birlikte firin igerisindeki kolona iletilmesi bulunmaktadir. Bu asamada hareketli faz
olarak ornekle etkilesime girmeyecek inert bir gaz kullanilmaktadir. Hareketli faz
sayesinde ornek icinde bulunan farkli kaynama noktasina sahip bilesenlerin ayrimi ve
tayini yapilabilmektedir [90]. Gaz kromatografisi sistemi sematik olarak Sekil 2.8’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.8 Gaz kromatografisi [91], [92]

Gaz sivi kromatografisi ve gaz kati kromatografisi olmak tizere iki tiiri mevcut olup
gaz-kat1 kromatografinin yaygin kullanimi bulunmamaktadir. GC esas olarak ucucu ve
yar1 ugucu bilesiklerin ayrilmasi, tanimlanmasi ve nicel tayini i¢in kullanilmaktadir.
Hem organik hem de inorganik maddelerin tayinleri gergeklestirilebilmektedir. Numune
bilesenleri, gaz ile tasinmakta ve uygun bir dedektor tarafindan bir sinyale
doniistirilmektedir. Analitler, numune ile ayni kosullar altinda analiz edilen saf
standartlartyla eslestirildikten sonra alikonma siireleri agisindan tanimlanabilmektedir.
GC sistemi, tastyici gaz, akis denetleyicisi, enjeksiyon boliimii, kolon, firin, dedektor ve

veri islemci pargalarindan olusmaktadir [93].
2.6.1 Ayirma islemi

Ayirma iglemi sirasinda analiz edilmek istenen numuneden enjeksiyon sistemi ile az
miktarda alinmakta ve daha sonra kendisiyle etkilesime gegmeyecek inert bir gaz ile
birlikte ayrimin gergeklesecegi kolon igerisine iletilmektedir. Inert gaz akisi islem siiresi
boyunca kesintisiz bir sekilde devam ettirilmektedir. Ayirma isleminde kolon uzunlugu
ve yarigapl gibi etmenler olduk¢a Onemlidir. Gilinlimiizde kullanimi olan kolonlar
genellikle 1,50-150 m uzunluklar1 arasindadir. Kolonda 6rnek igerisindeki bilesenlerin
ayrimi saglanirken, islem sonucunda cihaz tarafindan bu bilesenlerin kolonda gecirdigi
siireye karsilik gelen ve sinyal siddetiyle ifade edilen grafikler ¢izilmektedir. Islem
sirasinda alman verilerin islenmesi sonucu {iretilen pik seklindeki sinyallere

kromatogram denilmektedir [94]- [96].
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2.6.2 Tasiyic1 Gaz

Analiz yapilacak numune, sisteme enjekte edilerek kolona ulastirilmaktadir. Kolon
igerisinde ise tasiyict gaz ile birlikte kolonda ilerlemesi gergeklestirilmektedir.
Kullanilan hareketli fazin en 6nemli 6zelligi kolon igerisindeki sabit faz ve numunede
bulunan maddelerle bir etkilesimde bulunmayacak inert bir gaz olmasidir. Bu 6zellikleri
barindiran gazlardan bazilart He, Ar, N2, H> ve COy’dir. Tastyici gaz se¢iminde
kullanilan dedektdriin tiirii belirleyici olmaktadir [94], [97]- [98].

2.6.3 Kolon

Gaz kromatografisinde iki tip kolon kullanilmakta olup bunlar dolgulu ve kapiler
kolondur. Cihazdaki firin kisminin sicaklig: siirekli olarak kontrol edilmekte ve kolon
da bu bolimde bulunmaktadir. Cogunlukla cam, teflon, bakir, paslanmaz c¢elik veya
aliminyum gibi  malzemeler kolon yapiminda kullanilmaktadir. Kolonlarin
doldurulmasi i¢in hareketsiz bir sivi faz ile birlikte inert bir kati malzemeden

faydalanilmaktadir [94], [97].
2.6.4 Gaz Kromatografisinde Kullanilan Dedektorler

Cihaza gonderilen numunenin duyarli ve seri bir sekilde algilanabilmesi i¢in kullanilan
pargaya dedektor denilmektedir. Maddenin dedektorden gegerek bir sinyal olusturmasi
en fazla bir saniye siirmektedir. Bu sebepten dolay1r dedektoriin algilama giicliniin
yiiksek olmasi en ¢ok istenen Ozelliklerdendir. Alev iyonizasyon dedektorii, elektron
yakalama dedektorii, termal iletkenlik detektorii, atomik emisyon dedektori,

fotoiyonizasyon dedektorii ve kiitle spektrometresi giincel olarak siklikla kullanilan
dedektorlerdendir [96], [98], [99].

2.6.4.1 Alev iyonlasma Dedektorii

Karbon igeren organik bilesiklerin alev ile yakilarak iyonize edilmesi temeline
dayanmaktadir. Alevde bulunan iyon, miktariyla dogru orantili bir akim

olusturmaktadir. Olusan akimdaki degisim 6l¢iilmektedir [100].
2.6.4.2 Elektron Yakalama Dedektorii

Elektron yakalama dedektorii ile enerjisi diisiik olan beta 1sinlariin tirettigi elektronlar
kolondan ¢ikan numuneyle carpistirlmaktadir. Boylelikle tasiyici gazin iyonlasmasi

saglanmis olup bunun sonucunda da sabit bir akim degeri elde edilmektedir. Elektronlar
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dedektore bir madde ulastig1 anda yakalanarak sistemin akiminin diismesine sebebiyet
verirler. Akimdaki azalisin sonucunda sistemde sinyal meydana gelmekte ve boylelikle

analit karsisinda bir yanit olusturulabilmektedir [100].
2.6.4.3 Termal iletkenlik Dedektorii

Bu dedektoriin calisma ilkesi mobil fazin 1sil iletkenliginin, numune varliginda
degisiminin Ol¢limiine dayanmaktadir. Numune konsantrasyonunun artmasi ya da
azalmasi iletkenlikteki degisimi dogrudan etkilemektedir. Kaynaga verilen elektrik sabit
olup 1s1 da sabit tutulmaktadir. Dedektoriin algiladigi analitin gaz formunda olmasi
durumunda 1s1l iletkenlik degigsmektedir. Kullanimi yaygin oldugu halde dedektor
hassasiyeti istenilen seviyede degildir [100].

2.6.4.4 Kiitle Spektrometresi (MS)

Kiitle Spektrometresi (MS), GC ile beraber oldukca genis bir kullanim1 olan bir yontem
olup bu dedektor ile analizi yapilacak numunelerin ayrimi yapilmaktadir. Ayni zamanda
m/z oranlarinin belirlerenek bilesenlerin  tanimlanabilmesi islevini goérmektedir.
Kolonun ¢ikiginda bulunan maddeler dogrudan MS’ye iletilmekte ve degisik tekniklerin
kullanilmast sonucu molekiil farkli bolgelerinden parcalanmaktadir. Bu tekniklerden
siklikla kullanilan elektron bombardimani yapilmasi ve bunun sonucunda elektron
kaybiyla birlikte molekiiler iyonlagmanin gerg¢eklesmesidir. Meydana gelen iyonlarin
kiitle analizOriine ulagmasi saglanarak bu asamada m/z oranma gore ayrisma
gerceklesmektedir. Kuadrapol kiitle analizorleri kiitlelerin - ayrimini1  saglarken,
ayrilanlarin 6l¢iilmesi elektron ¢ogaltict dedektorler ile miimkiin kilinmaktadir. Ayrimi

gerceklestirilen analitlerin tayini dedektorler ile saglanmaktadir [94], [98], [101].
2.7 Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektroskopisi (GC-MS)

GC sistemi karmasik matrikslerde mevcut olan numuneleri saptamak i¢in spektroskopi
ya da elektrokimya yontemleriyle birlikte kullanilmaktadir. Nicel ve nitel analizlerin
yapilabilmesi i¢in siklikla kullanilan yontemlerden birisi de kolon ile baglantisi bulunan
dedektorlerdir [94], [101]. Bu sistemde kullanilan firinin sicakligi 450°C’lere kadar
cikabilir. Ayirma igleminin meydana geldigi kapiler kolonlar mevcuttur. Analizi
yapilacak maddelerin molekiiler olarak 1siya dayanikli ve uguculugunun yiiksek olmasi
GC’de tayin edilebilmesi i¢in 6nemli olan hususlardir [95], [102]. GC kisminda ayrimi
gerceklestirilen analitler MS’de pargalarina ayrilarak iyonlastirilmasi saglanmaktadir.
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Boylelikle m/z oranlarina bagli olarak ayrim saglanmaktadir. Dedektoriin dlctiigli deger
pargalanan molekiillerin m/z oranlaridir. Cihazda tanimli olan kiitiiphaneyle yapilan
karsilastirmayla birlikte nitel olarak analiz yapilabilmektedir [98]. Ornek bir GC-MS

sistemi Sekil 2.9’da gosterilmistir.

Sekil 2.9 GC-MS cihazi [103]

GC-MS’nin en onemli yararlarindan biri sivi kromatografisi ve diger dedektdrleri
barmdiran GC sistemlerinin aksine ugucu ve yar1 ucuculuga sahip maddelerin tayinine
olanak vermesidir. Analiz siiresinin diisiik olmasi, sabit fazin karmasik olmamasi,
karisik bir matristeki maddeleri kolaylikla ayirt edebilmesi, duyarliligin ytiksekligi,
element bilesimini tayin edebilmesi ve bu sayede molekiiler yapiya dair somut veriler

elde edebilmeyi saglamast GC-MS’nin yararlarindan bazilaridir [104].

Tandem kiitle spektrometresi bilesiklerin analizi i¢in iki kiitle spektrometresinin
birlesimidir. Ilk MS, iyon pargalarmi m/z oranlarina gore ayirmaktadir, ardindan bu
bilesigin parcalanmasiyla olusan ana iyon iki MS arasinda mevcut olan bir ¢arpisma
boliimiine gonderilmektedir. Ana iyon, yine m/z oranlarina dayali olarak ikinci MS'de
ayrilan daha kiigiik iyonlara tamamen parcalanir. Boylelikle edinilen kiitle spektrumuna
ait veriler yalnizca ana iyonu yansitir [105]. Spektrumda olmasi arzu edilmeyen
iyonlarin yok edilmesi ve bilesiklere ait yapilarin net olarak verilebilmesi sayesinde
GC-MS/MS daha giivenilir spektrumlar sunar. MS/MS oldukga hassas 6l¢liim yapan bir
dedektor ¢esididir [106].
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Numunenin nicel ve nitel olarak tayini i¢in kromatografik ayrima ihtiya¢ duyulmayan
bir yontem olup bu da bu sistemi ¢evre, adli tip, gida ve birgok alandaki kompleks

matriksleri i¢eren ornekler igin faydali bir yontem olarak ortaya ¢ikarmaktadir [106].
2.8 Ekstraksiyon

Ekstraksiyon, analitleri ¢esitli karmasik matrikslerden ayirmak ve daha diisiik tayin
limitlerine ulagsmak amaciyla analitleri Onderistirmek i¢in kullanilan bir yontemdir
[107]. Ekstraksiyon yonteminin temel ilkesi, analitin, kati, s1vi, sliperkritik akigkan veya
gaz olabilen ayr1 bir karismaz faz (ekstraksiyon ¢oziiclisi) kullanilarak oOrnek
matriksinden alinmasi veya ayrilmasidir. Bir analitin 6rnek matriksinden ekstraksiyon
¢oziiciisiine kiitle transferi, hem analitin hem de ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin 6zelliklerine
ve Ornek matriksinin belirli 6zelliklerine baghdir. Bu 6zelliklerden bazilar ¢oziiniirliik,
yogunluk, buhar basinci, pH ve hidrofobisitedir [108]. Geleneksel yontemler olan sivi
siv1 ekstraksiyon (SSE) ve kat1 faz ekstraksiyon (KFE), g¢evre ve insanlar igin toksik
olan organik ¢oziiciilerin yiikksek miktarda kullanimini gerektirir. Yesil analitik kimya
daha onemli hale geldikge, organik ¢dziiciilerin kullaniminin azaltilmasi ve analitik
islemlerin minyatiirlestirilmesi 6nem kazanmaktadir [109]. Bundan dolay1, ¢oziiciisiiz
ekstraksiyon yontemleri gelistirmek i¢in g¢esitli mikroekstraksiyon yontemleri literatiire
sunulmustur [110]. Analitin yiiksek oranda geri kazanilabilmesi, organik c¢oziicii
kullanimimin diisiik seviyelerde olmasi, maliyetin yiiksek olmamasi ve kullanilan
yontemin kisa silirede uygulanbilmesi ekstraksiyon yontemini segme asamasinda goz

Oniine alinan faktorlerdendir [111], [112].

2.9 Kati Faz Ekstraksiyonu (KFE)

Farmasotik, biyolojik, cevresel ve gida ornekleri analizi yapilabilecek karmasik yapiya
sahip ornek matriksine sahiptir [113]. Temel prensip olarak KFE’de organik ya da
silikadan olusan polimerik tutucu maddeler kolona doldurulmakta ve analit doldurulan
faz tizerinden gecirilmektedir. Bu islem sonrasinda sivi numune igerisinde bulunan arzu
edilmeyen cesitli maddelerden analitin ayrimimin saglanmasi ve son asamada da kati
fazda bulunan analitin ayrismasi temeline dayanmaktadir [94], [114]. Adsorban ile
numune arasinda hidrofobisite, polarite veya iyonik niteliklerden kaynakli etkilesimler
mevcut olmasindan &tiirii adsorban tercihi olduk¢a Onemlidir [115], [116]. Yiiksek

zenginlestirme faktoriine sahip olmasi, reaktif kullaniminin diisiik olmasiyla birlikte
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adsorbanin yinelenerek Kkullanilabilmesi KFE ydnteminin avantajlarindan bazilaridir
[117], [118]. SSE yontemine kiyasla ¢evresel su orneklerinde kullanilan 6n aritma
islemi i¢in KFE oldukg¢a popiiler bir yontemdir. Organik ¢6ziicii kullaniminin ve
maliyetinin diisiik olmasi, yontem siiresinin uzun olmayist ve buna ragmen geri

kazaniminin yiiksekligi bu popiileritenin temel sebeplerindendir [119].
2.10 Sivi-Sivi Ekstraksiyon (SSE)

SSE, sulu orneklerde analit ekstraksiyonu amaciyla oldukca sik kullanimi olan bir
teknik olup temel olarak numunelerin ¢o6ziiniirliklerinin degisik ¢oziiciilerdeki
farkliligina dayanmaktadir [112], [120]. Cogunlukla su fazinin yogunlugu ya da agirligi
baskin durumdadir. Kullanim1 zor olmayan bu yontem ile birlikte organik ve inorganik
maddelerin ekstraksiyonu yapilabilmektedir. Yontem dezavantajlarindan bazilar
organik ¢oziicii gereksiniminin fazla olusu, zenginlestirme faktoriiniin yiiksek olmayisi
ve fazlarin ayriminin zor olusudur. Bunun yani sira bu teknigin kan, atik su ve idrar

numunelerine uygulanigi kolay olmamaktadir [117], [121], [122].

Yesil kimya yontemlerinin kullanimi gevreye zararli kimyasal kullaniminda azalmaya
gidilebilmesi amaciyla giiniimiizde olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu amagla toksisitesi
diisiik ¢oziictilerin kullanildigi yontem arayiglart baslamis ve bu 6zellige sahip

mikroekstraksiyon tekniklerinin gelistirilmesi saglanmistir [123], [124].
2.11 Mikroekstraksiyon

Mikroekstraksiyon yontemine olan yonelim Arthur ve Pawliszyn adli aragtirmacilarin
1990 yilindaki kat1 faz mikroekstraksiyonu calismasiyla baslamig olup bdylelikle bu
konuda yapilan c¢alismalarda artis gorilmiistiir. Diger geleneksel ekstraksiyon
islemlerinde ¢ogunlukla tehlike arz eden toksik organik coziiciiler kullanildigindan
dolay1 ¢evreye zararli etkileri olmaktadir. Mikroekstraksiyon tekniklerinin g¢evreye
duyarli olmasinin sebebi ise organik c¢oziiciilere minimum seviyelerde ihtiyag

duyulmasidir [121].
Geleneksel ekstraksiyon tekniklerinin dezavantajlarindan birkag¢i sunlardir:
* Yesil kimya ilkeleri tarafindan 6nerilmeyen zehirli solventlerin kullaniminin fazlaligi,

* Meydana gelen fazlarin ayrilmasinin zor olusu,
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* Zenginlestirme faktorlerinin yiiksek olmayist,
* Yontemin uygulanisinin uzun zaman almast,
« Kat1 faz i¢in gézenek tikanmasi [123], [125]

Bu tiir dezavantajlardan dolay1 yeni mikroekstraksiyon yontemlerinin gelistirilmesinin

onii agilmistir.
2.11.1 Kati Faz Mikroekstraksiyonu (KFME)

Uguculuk 6zelligi gosteren maddelerin nitel ve nicel olarak tayin edilebilmesi igin
KFME yontemi kullanilmaktadir [126]. 1990 yilinda Arthur ve Pawliszyn’in KFME’yi
kesfetmesinin ardindan teknigin kullanimi yaygimlasmaya baslamistir.  Organik
¢oziiciilere olan ihtiya¢ gelistirilmis bu yontem sayesinde minimum seviyelere inmistir
[127]. Numune bir kati iizerine adsorbe edilirken arzu edilmeyen maddeler ¢evreden
uzaklagtirllmaktadir. Kat1 lizerine adsorbe edilen numune uygun bir solvent tarafinda

eliie edilmektedir [128].

2.11.2 Sivi Faz Mikroekstraksiyon (SFME)
SSE teknigiyle karsilastirildiginda ekstraksiyon solventinin pL seviyesinde kullanimi
SFME’nin en 6nemli avantajlarindandir. Analitin zenginlestirilmesi sayesinde ¢oziicii
kullanim1 azaltilmig, ayni zamanda da ekstra bir basamak olan buharlagtirmaya gerek
kalmamistir. Bu yontemde sulu ¢ozeltideki analitler su ile karisma 6zelligi olmayan bir
organik solvente aktarilmaktadir [121].
SFME tekniklerinden bazilar1 sunlardir:

e Tek Damla Mikroekstraksiyon

e Yiizen Kat1 Organik Damla Mikroekstraksiyon

e Dagitict Stvi-Sivi Mikroekstraksiyon

e Metal Elek Baglantili Cift Siringa-S1vi Faz Mikroekstraksiyon

Bu yontemlerin literatiir uygulamalar1 da olduk¢a yaygindir [117], [121], [122], [127].

2.11.2.1 Tek Damla Mikroekstraksiyonu (TDME)

Tek damla mikroekstraksiyon (TDME) yontemini 1996 senesinde Jeannot ile Cantwell
tarafindan bulunmus olup bir siringanin u¢ kisminda asili olan organik damlanin pasif

difiizyonla birlikte sulu ortamdaki ¢6ziinmiis veya gaz formundaki numunenin ekstrakte
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edilmesi, sonrasinda da bu islemin sonlanmasiyla birlikte organik damlanin yeniden
enjektore almmasidir [129]. Sivi ile gaz formundaki numuneleri ayirmak ve
zenginlestirmek amaciyla siklikla kullanilan avantajli bir tekniktir. Uygulamasinin
kolay olusu, yiiksek maliyete sahip olmamasi, ekstraksiyon isleminin g¢abuklugu,
analitik ekipmanlara kolaylikla adapte edilebilmesi yontemin avantajlarindandir [130].
Her ekstraksiyon igin olusan damla boyutlarinin farkliligi sebebiyle bu analiz
yonteminin tekrarlanabilirligi diistiktir [123], [131], [132].

2.11.2.2 Yiizen Kati Damla Mikroekstraksiyonu (YKDME)

Yiizen kati damla mikroekstraksiyonu (YKDME) yontemi ilk olarak 2006 senesinde
Khalili ve arastirma grubu gelistirmis olup bu teknik ile TDME yo6nteminin olumsuz
yonlerinin giderilmesi amag edinilmistir. Yer ¢ekimi ile birlikte enjektoriin ucundaki
damlanin kolayca kopusu ve bu mini damlanin enjektore transferinin kolay olmamasi
yontemin bazi eksikliklerindendir [133]- [135]. Gelistirilmis olan teknik sayesinde
erime noktas1 oda sicakligi civarinda ve yliksek yogunluga sahip olmayan maddeden
olduk¢a az miktarda 6rnek alinmasiyla birlikte numunenin mevcut oldugu c¢ozelti
icerisine eklenmesi ve numunelerin toplanmasi1 miimkiin kilmmustir. islem, ekstraksiyon
¢oziiciistiniin buzlu bir ortam igerisinde sogutularak katilastirilmasi ile sivinin {ist
kismindan alimiyla devam etmektedir. Alinan kati damlanin eritilmesi sonrasinda

analizi yapilabilmektedir [127], [133]- [136].
2.11.2.3 Dagitic1 Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon (DSSME)

DSSME teknigi ile ilgili yapilan ilk ¢alisma Rezaee ve grubunun katkilariyla literatiire
sunulmustur [137]. Temeli SSE’ye dayanan bu yontemi digerlerinden ayiran yon, suda
bulunan analitin igine ekstraksiyon solventinin dagitic1 bir solvent ile enjeksiyonunun
saglanmasidir. Ekstraksiyonda verimin artabilmesi amaciyla ekstraksiyon solventi
yalniz olarak degil, dagilimi kolaylagtiracak bir bagka solventle birlikte verilerek
ekstraksiyon solventinin yiizey alannin artmasi saglanmistir. Yalnizca ekstraksiyon
solventinin kullanildig1 tekniklerde ekstraksiyon c¢oziisiiniin sadece temas ylizeyinde
mevcut olan numuneyle etkilesime gecebildigi ve bu sebeple yiiksek verime
ulagilamadigir gorilmektedir. Bu yontemde kullanilacak ¢oziiciilerden beklenen
nitelikler sunlardir: ekstraksiyonda kullanilacak ¢6ziicii dagitici faz ile karisabilmeli

fakat su ile karismamali; dagitma amagli kullanilacak olan ¢oziiciiniin ise su ile birlikte
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diger ¢oziicii ile de karigabilmesi beklenmektedir. Ekstraksiyonda siklikla kullanilan
solventler CHL, DCM, karbon tetrakloriir olarak tercih edilirken, dagitma amagh
kullanilan solventler etanol, metanol, asetonitril gibi kimyasallardir [138]. Su igerisinde
bulunan analitin igerisine kullanilacak olan iki solvent ilave edildiginde iki ayr1 faz
olusumu goriilmektedir. Ekstraksiyonun ardindan santrifiij edildiginde ise fazlar
arasindaki ayrim Kesin bir bicimde gozlenebilmektedir. Meydana gelen faz kullanilmis
olan ekstraksiyon solventinin 6zkiitlesine bagli olarak santrifiij tiiptinde altta ya da iistte
konumlanabilmektedir. Kullanilmis olan ekstraksiyon solventinin 6zkiitlesinin sudan
biiyiik olmas1 durumunda asagi, kii¢iik olmast durumunda ise yukar1 fazda toplanmasi
s6z konusudur. Meydana gelen faz bir pipet ile ¢ekilebilmektedir. Bu islem igin siringa
da kullanilabilmektedir. Bu asamadan sonra alevli atomik absorbsiyon spektroskopisi
(AAAS) ile calisilacagt durumda faz ugurulup ardindan asit yardimiyla ¢déziinmesi
saglanmaktadir. DSSME yonteminde genellikle ¢alisilacak olan fazin alttaki faz olmasi
durumu arzu edilmektedir. Bu tercihin sebebi ise uguculugu yiiksek organik solventlerin
iistte bulunmast durumunda kolaylikla buharlasip derisimlerinin degisebilecek olmasi

ve yontem tekrarlanabilirligin diistikligidir [139], [140].

2.11.2.4 Metal Elek Baglantih Cift Siringa- Sivi Faz Mikroekstraksiyon (MEBCS-
SFME)

MEBCS-SFME sisteminde iki adet siringa, aralarinda metal elekli filtre ile birbirine
baglanarak siringalarin es zamanl olarak biri igeri dogru yonlenirken digerinin disari
dogru hareket edecegi sekilde tasarlanmistir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak suda
¢ozinmeyen DCM, CHL, 1, 2-dikloroetan (DCE) gibi organik ¢oziiciiler
kullanilabilmektedir [141].

Iki sirnga arasina yerlestirilen metal elek, ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin sulu ¢ozelti
icindeki dagilimini arttirmak i¢in tasarlanmistir. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin dagilima,
siringalardaki hava bosluklarinin neden oldugu basingla daha da arttirilmaktadir.
Gelistirilen yontem sayesinde dagitict ¢oziicliye gerek kalmadan, kiiciik hacimde
ekstraksiyon ¢oziiclisii kullanilarak ekstraksiyon islemi yapilabilmektedir [141]. Sekil
2.10°’da MEBCS-SFME-GC-MS yo6ntemin sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.10 MEBCS-SFME-GC-MS yonteminin sematik gosterimi [141]

Gosterisli ve arkadaglar1 piridafentiyon pestisitinin eser miktarlarda tayini icin MEBCS-
SFME yontemini kullanmislardir. Bu ¢alismada dogru, uygulanabilir ve kesin sonuglar
elde edilmesi i¢in GC-MS’ten yararlanilmistir. Deneylerde ¢oziicii olarak diklorometan
kullanilmis olup GL ve TL degerleri sirasiyla 0,8 ve 2,7 ug/L olarak hesaplanmistir.
Geleneksel GC-MS sisteminin analitik performansi ile karsilastirildiginda, gelistirilen

bu yontem sayesinde tayin giiclinde yaklasik 273 Kat iyilesme saglanmustir [141].

2022 yilinda yapilan bir ¢caligmada zeytin yapragi ekstrakti numunesinde bakir tayini
icin basit, duyarli ve diisiik maliyetli bir yontem olan MEBCS-SFME yontemini
kullanilmis ve AAAS ile tayin edilmistir. Yontem AAAS ile karsilastirildiginda tayin
giiciinde 20 katlik bir artis elde edilmistir. Bu yontem sayesinde dagitic1 ¢oziiciiye olan
ihtiyag ortadan kaldirilmistir. GL, TL ve %BSS degerleri sirasiyla 1,5, 5,1 pg/L ve %
8,4 olarak hesaplanmistir [142].

Gosterigli ve arkadaslar1 elek baglantili basingli ¢ift siringa sivi faz mikroekstraksiyon
ve yarikli kuvars tiip-AAAS ile degerli metal atiklarinda paladyum tayini yapmislardir.
Uygulamasi basit ve verimli sonuglar elde edilebilen bu yontem sayesinde ekstraksiyon
¢ozliciislinlin ylizey alanini arttirmak icin kullanilan dagitict ¢oziiciiye olan ihtiyacin
ortadan kalkmigstir. Siringa pistonlarinin  hareketiyle olusturulan yiiksek basing,
ekstraksiyon c¢oziiciisiiniin numune c¢ozeltisi igerisinde etkili bir sekilde dagilmasini
saglamaktadir. Optimum kosullar altinda GL ve TL swrasiyla 6,0 ve 20 pg/L
bulunmustur. Geleneksel AAAS’ye kiyasla tayin giiciinde 25 kat artis saglanmigtir
[143].
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2022 yilinda yayinlanan diger bir ¢aligmada ise farkli su matrislerinde Cr (VI)'nin
HPLC-UV ve dijital goriintii tabanli kolorimetrik tayin yontemiyle, metal elege baglh
¢ift siringa sistemi yardimiyla kompleks halinde Cr (VI) tayini tizerinde ¢alismistir.
MEBCS sistemi krom kompleksinin (Cr-difenilkarbazit) olusumu i¢in kullanilmistir
[144].

Bu calismalara gore MEBCS-SFME yontemi kolay, hizli, az ¢o6ziicii kullanimi
gerektiren ve etkili bir mikroekstraksiyon yontemi olmasi agisindan bu tez kapsaminda
fenitoinin evsel atik su ve yapay idrar Orneklerinden zenginlestirilmesi amaciyla

kullanilmistir.
2.12 Validasyon

Bir analitik yontemin amaci, giivenilir, dogru ve duyarli sonuglara ulasabilmektir.
Dogruluk, bir yontem ile ulasilmis Sonuglarin ne kadar giivenilir ve tutarli oldugunun
bir dlctisiidiir. Laboratuvarlarda kullanilan analitik teknik ve yontemlerin dogrulugunun
ispat edilmesi gereklidir. Rutin testlerin uygulanacagi yeni veya eski analitik
yontemlerin gecerliliginin dogrulanmas1 veya yeniden degerlendirilmesi oldukca
onemlidir. Ayrica, onaylanmis bir ya da birden ¢ok prosediir degisikligi gegirmis
yontemin gegerli olup olmadigi yeniden test edilmesi gerekmektedir. Yontem
validasyonunda kullanilmakta olan parametreler; gézlenebilme limiti (GL), tayin limiti
(TL), calisma araligi, kesinlik, yiizde bagil standart sapma (%BSS), dogruluk,

saglamlik, geri kazanim, tutarlilik, ve dogrusalliktir [145].
2.13 Gozlenebilme Limiti (GL) ve Tayin Limiti (TL)

Gozlenebilme limiti (GL), bir cihazin bir analiti tespit edilebildigi en diisiik miktardir.
Bu limit degerinde bir cevap alinsa dahi hata oraninin yiiksek olmasi sebebiyle tam bir
deger olarak nitelendirilmek i¢in oldukca diisiiktiir. Kor denemeler sonucunda 6énemli
verilere ulasildig1 zamanlarda bu veriler GL’yi hesaplamak icin de kullanilabilmektedir.
TL, bir cihazin bir analiti tam ve dogru bir sekilde Sl¢ebildigi tespit edilebilen en diisiik
konsantrasyondur. GL ve TL degerlerinin matematiksel ifadesi Denklem 2.1 ve
Denklem 2.2°de gosterildigi gibidir [145].
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GL = 3xSS/m (2.1)
TL = 10xSS/m (2.2)

Bu denklemlerde SS en diisiik konsantrasyonun veya kor denemenin en az alti, en fazla
on tekrarli dlglimiiniin yapilmasiyla hesaplanan standart sapmayi, m ise kalibrasyon

dogrusunun egimini ifade etmektedir [146].
2.14 Kesinlik, Dogruluk ve Geri Kazanim

Kesinlik, tekrarli olan 6l¢iimlerin birbirine olan yakinlhigini géstermekteyken dogruluk
ise Ol¢iim sonuglarinin gergek degere olan yakinligini ifade etmektedir [147]. Kesinlik,
standart sapmanin ortalama degerine orani olan tekrarli 6l¢imlerin %BSS ile temsil
edilmektedir. Iyi bir hassasiyet igin %BSS degerinin 10’un altinda olmas1 istenmektedir

[147].

Sekil 2.11°de kesinlik ve dogruluk sematik olarak gosterilmistir. A durumu diisiik
dogruluk diisiik kesinligi, B durumu diisiik dogruluk yiiksek kesinligi, C durumu yiiksek
dogruluk diisiik kesinligi ve D durumunda ise en ideal durum olan yiiksek dogruluk ve

yiiksek kesinligi gostermektedir [147].

Sekil 2.11 Kesinlik ve dogrulugun sematik gosterimi [147]
2.15 Literatiirde Fenitoin ile Yapilan Calismalar

Ilag etken maddelerinin insan saglig1 iizerinde olumsuz etkileri mevcuttur. Bu sebepten
dolay1 tayin edilebilmeleri énem arz etmektedir. Epilepsi hastaliginin tedavisinde
kullanilan fenitoin adli ila¢ etken maddesinin tayini literatiire siklikla konu olmustur.
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Fenitoin, yetersiz veya asirt dozun nobet veya toksisite gibi ciddi sonuglara yol
acabilecegi en sik kullanilan kritik doz ilaglarindan biridir. Bu nedenle, hastalarda

fenitoin konsantrasyonlarinin izlenmesi ve kesin olarak 6l¢iilmesi ¢ok onemlidir [148].

Pourbasheer ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitilen ¢alismada HPLC ile su ve idrar
numunelerinde fenitoinin  zenginlestirilmesi ve tayini icin DSSME yoOntemi
gelistirilmistir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii, dagitic1 ¢oziicii, tuz etkisi, ekstraksiyon siiresi,
santrifiij siiresi, santrifiij hizi ve numune hacmi gibi ¢esitli deneysel degiskenler
incelenmistir. Su ve idrar numuneleri i¢cin GL ve TL degerleri sirasiyla 0,94 ve 2,84

pug/mL ve 1,63 ve 4,94 ug/mL olarak hesaplanmistir [149].

Asadi ve arkadaglar1 YOKDME ve HPLC kullanilarak insan plazma ve idrar
numunelerinde lamotrijin, fenobarbital ve fenitoinin es zamanli ekstraksiyonu ve
miktarinin belirlenmesi konulu ¢aligmay1 yiirlitmiis ve fenitoin i¢in GL degerini 0,3

ug/L, dogrusal kalibrasyon araligini ise 1,0-200 pg/L olarak hesaplamislardir [150].

Hosli ve arkadaslari insan kaninda ve tiikiiriigiinde fenitoin tayini i¢in LC-MS/MS
sisteminde analitik yontem gelistirmisler ve bu yontemi GC-MS sistemindeki analitik
yontemle Kkarsilastirmislardir. Calismadan elde edilen sonuglara gore LC-MS/MS
yontemi, GC-MS yontemine kiyasla daha yiliksek bir performans gostermistir. LC-
MS/MS yonteminde yiiksek duyarliliga sahip olunup, daha kiigiik bir numune hacmine
thtiya¢ duyulmustur (25 pL). Bunun yaninda daha az kimyasal gerektirmis ve
temizleme, numune hazirlama ve analiz siiresi olarak daha az zaman alic1 olmustur. Bu
yontem daha iyi bir GL (<1 ng/mL)/TL (10 ng/mL) ile sonu¢lanmigtir. Kalibrasyon
egrisi ¢izildiginde LC-MS/MS yo6nteminin 10-2000 ng/mL araliginda dogrusallik
gostermis  ve test edilen tim matriksler (kan, tikirik ve diyalizat)
icin R?>0,995 korelasyon katsayisi elde edilmistir. Farmakokinetik/farmakodinamik
caligmalarda ve rutin analizlerde oldugu gibi daha biiylik numune sayilar1 i¢in LC-

MS/MS yontemi, GC-MS yontemine gore dnemli avantajlar sunmaktadir. [148].

2023 yilinda literatiire sunulan diger bir c¢alismada hastalardan alinan plazma
orneklerinde terapdtik ilag izlemesi igin tek referaslh HPLC yontemi gelistirilip
dogrulanmistir. Analitik parametreler dogrusallik, kesinlik, GL, TL bakimindan
degerlendirilmistir. Gelistirilen yontem iyi bir dogrusallik gostermistir. 254 nm’de

fenitoin i¢in TL degeri 1,56 pg/mL bulunmustur [151].
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Prentice ve arkadaslarinin 2022 yilinda yaptigi bir ¢alismada fenitoinin karmasik
farmakokinetik Ozelliklere sahip giiclii bir ndbet onleyici ilag oldugu ve bunun, onu,
Ozellikle beyne ilag dagitimini iyilestirmeyi amacglayan formiilasyonlar ag¢isindan,
preklinik in vivo arastirmalarda kullanmak ig¢in ilging bir model ilag haline getirdigi
vurgulanmistir. Ayrica, viicuttaki davramiginin daha iyi degerlendirilmesini saglamak
icin es zamanli olarak incelenebilen 4’- HPPH adli ana metabolite sahip olmasinin
onemli avantajlarindan bahsedilmistir. Bu ¢alismada, bu tiir preklinik caligmalarda
kullanilabilen sican plazmasinda ve beyninde fenitoin ve 4’- HPPH miktarinin
belirlenmesi i¢in duyarli bir LC-MS/MS yo6nteminin gelistirilmesini ve dogrulanmasini
aciklanmistir. Uretilen kalibrasyon egrileri, her iki analit icin 7,81 ila 250 ng/mL
(plazma) ve 23,4 ila 750 ng/g (beyin dokusu) araligimi kapsamaktadir. Yontem,
ozgiilliik, duyarlilik, dogruluk ve kesinlik agisindan dogrulanmig ve her iki doku tipinde
de bu araligin tlizerinde kabul edilebilir £%15 smirlar1 i¢inde oldugu bulunmustur

[152].
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3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kimyasallar/ Reaktifler

Bu c¢alismada kullanilmis olan reaktiflerin tiimii analitik safliktadir. Fenitoin maddesi
Istanbul’daki bir ila¢ firmasindan temin edilmistir. Fenitoin ana stok ¢ozeltisi (926,8
mg/kg) metanol igerisinde hazirlanmistir. Farkli derisimlerdeki standart ¢ozeltileri ise
Milli-Q® Referans ultra saf su aritma sisteminden elde edilen deiyonize su ile
seyreltilmesiyle hazirlanmastir. Deneysel asamalarda kullanilan tim

kimyasallar/reaktifler Tablo 3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1 Deneylerde kullanilan kimyasallar/ reaktifler

Kimyasal Adi ~afig Marka
Yiizdesi

Aseton >%99,8 Merck, Almanya
1,2-Dikloroetan >%99,8 Merck, Almanya
Kloroform >%99 Merck, Almanya
Asetonitril >%99.,9 Merck, Almanya
Diklorometan >%99.,9 Merck, Almanya
Etanol %96 Merck, Almanya
Metanol >%99.,9 Merck, Almanya
Sodyum Hidroksit >%97,0 Merck, Almanya
Siilfirik Asit %98 Merck, Almanya
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Tablo 3.1 Deneylerde kullanilan kimyasallar/ reaktifler (devamai)

Benzil %98 Merck, Almanya
Ure >% 99,5 Merck, Almanya
Fenilasetil Kloriir %98 Merck, Almanya
Etil Asetat >%99,8 Merck, Almanya
Hekzan >%99,9 Merck, Almanya
Benzoil Kloriir %99 Merck, Almanya
Asetik Anhidrit >%99,8 Merck, Almanya
Sodyum Kloriir %99 Merck, Almanya
Kalsiyum Kloriir >%97 Merck, Almanya
Potasyum Kloriir %99 Merck, Almanya
Sodyum Siilfat >%99 Merck, Almanya
Potasyum Dihidrojen
Fosfat %99,9 Merck, Almanya
Amonyum Kloriir >%99,5 Merck, Almanya
Potasyum Hidroksit %99,9 Merck, Almanya
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3.2 Kullamilan Cihazlar ve Diger Geregler

Analitlerin tayininde kullanilan GC-MS’e ait donanimsal bilgiler Tablo 3.2’de

gosterilmistir.
Tablo 3.2 GC-MS cihaz programi
Parametre Deger
Kolon HP-5MS kapiler kolon (30 m x 250 um
i.d. X 0.25 pm film kalinlig)
Tasiyic1 Gaz Helyum 1.2 mL/dk
Enjeksiyon Modu Boliciisiiz/ 1.0 pL
Sicaklik Program Baslangig¢ sicakligi 120 °C’dir. 20 °C/dk
hiz ile 300 °C’ye sicaklik yiikseltilip 1,0
dk boyunca bu sicaklikta bekletilir.
MS Source Sicakhig 230°C
MS Quad Sicakhgi 150 °C
Inlet Sicakhg 290 °C

Sentezler asamalarinda bilesiklerin elde edilmesi ve kolondan ayirma islemleri sirasinda
¢oziiclilerin geri kazanilmasinda, Heidolph marka Laborota 4000 (Schwabach,
Almanya) model doéner buharlastirict kullanilmistir. Fenitoin ve fenasemid sentez
asamalarinda Heidolph 1siticili karistiricr (Schwabach, Almanya) ve Radley Starfish
coklu reaktdr (Essex, Ingiltere); tiirevlendirme asamalarinda Bandelin Sonorex Super
Ultrasonik Banyo (Berlin, Almanya) cihazlart kullanilmistir. Sentezlenen ve
saflastirilan  bilesiklerin FTIR spektrumlar1 Yildiz Teknik Universitesi Kimya

Boliimii’'nde bulunan Perkin Elmer (Massachusetts, Amerika Birlesik Devletleri) cihazi
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ile 6l¢timii alinmistir. Kullanilan diger geregler ise Sartorius Analytic A 120 S (lllinois,
Amerika Birlesik Devletleri) marka hassas terazi, Hettich Zentrifugen (Béach/ SZ,
Isvigre) marka santrifiij cihaz1 ve Beybi (istanbul, Tiirkiye) markali 10CC enjektdrdiir.
3.3 Metal Elek Baglantili Cift Siringa-Sivi Faz Mikroekstraksiyon
(MEBCS-SFME) Yontemi

Sistem tasariminda iki adet siringa, aralarinda metal elek olacak sekilde ve siringalar es
zamanl1 olarak biri igeri digeri digsar1 hareket edecek sekilde birbirine tutturulmustur.

MEBCS-SFME sisteminin sematik gosterimi Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Ekstraksiyon ¢dziiclisi

‘ Metal Elek Baglantil Gift $iringa- Sivi Faz Mikroekstraksiyon Sistemi

t ‘ Santrifij Faz Aynmi

Analiz G c- M S

. 1. Ayrilan Faz
Ornek Gozelti

Sekil 3.1 MEBCS-SFME-GC-MS sistemi [142]

Iki siringa arasina yerlestirilen metal elek, ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ¢ozelti i¢indeki
dagilimint arttirmak igin kullanilmaktadir. Manuel olarak gergeklestirilen siringa
pistonlarinin ileri-geri hareketiyle olusan basing yardimiyla karigtirma yapilmustir.
MEBCS-SFME-GC-MS sisteminde kullanilan metal elek Sekil 3.2°de gosterilmistir.
Kullanilan metal elek 5,0 cm ¢apinda, 2,5 cm genisliginde paslanmaz ¢elikten yapilmis

olup 1,4 cm capinda metal elek ve yiizlerce delikten olusan bir aparattir.
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Sekil 3.2 MEBCS-SFME-GC-MS sisteminde kullanilan metal elek [141]

Bu yontemde 10,0 mL standart/numune ¢ozeltisi 10 mL'lik siringa igerisine
aktarilmigtir. Ekstraksiyon ¢o6ziiciisii (200 uL kloroform) bir mikropipet ile ¢ekilmis ve
10 mL hacimli siringadaki standart/numune ¢ozeltisine eklenmistir. Siringalar 5,0 kez
ileri-geri hareket ettirilerek ekstraksiyon ¢oziiclisiiniin numune igerisine dagilimi
saglanmigtir. Bu durum sonucunda bulanik bir ¢6zelti elde edilmis olup olusan bulanik
¢ozelti temiz bir tiipe aktarilmig ve hizli ve temiz bir faz ayrimi saglamak igin 2,0
dakika siireyle 6000 rpm’de santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij tiipiinin alt
kisminda olusan kloroform fazi mikropipet yardimiyla alinarak temiz bir viale

aktarilmis ve tayin i¢in GC-MS sistemine gonderilmistir.
3.3.1 Ornek Hazirlama

Geri kazanim caligmasinda hazir yapay idrar 6rnegi “Cerilliant Surine™ Negative
Synthetic Urine digger” kullanilmistir. Diger bir yapay idrar Ornegi arastirma
laboratuvarimizda hazirlanmistir. 0,1482 g NaCl, 0,0834 g KClI, 0,0575 g CaCl,, 0,1122
g Na2S0q4, 0,0727 g KH2POg4, 0,0508 g NH4Cl ve 1,2552 g iire bir balon jojeye tartilmis,
daha sonra 250 mL’ye saf su ile tamamlanmustir [153]. Her iki yapay idrar 6rneginden

ayr1 ayr1 tiiplere 4,0 mL alinarak 40 mL’ye saf su ile seyreltilmistir.

Geri kazanim calismalarinda kullanilan evsel atik suyu numuneleri Yildiz Teknik
Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii’'nden temin edilmis ve 4,0 °C'de saklanmistir.
Atik su numuneleri analiz 6ncesinde siyah banthi siizgec kagidi ve bir seliiloz asetat

(RC) 0,45 um siringa filtresi kullanilarak siiziilmistiir.
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A

SONUC VE ONERILER

4.1 Tiirevlendirme Rekasiyonlar1 ve Karakterizasyon Calismalari

Bu boliimde fenasemid ve fenitoin ilag etken maddelerinin GC-MS sisteminde tayini
icin yeni bir tlirevlendirme reaksiyonunun gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar yapilmig
ve karakterizasyon islemleri gerceklestirilmistir. Laboratuvar ortaminda sentezlenen alti
ayr1 bilesige ait baz1 FTIR ve MS spektrumlari ile GC-MS kromatogramlari kullanilarak

karakterizasyon ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir.

4.1.1 N-(karbamoil)-2-fenilasetamid-N (Fenasemid) (Bilesik 1) Sentezi ve
Karakterizasyonu

Yuvarlak dipli bir balona 1,0 mmol (0,164 gram) fenilasetil kloriir alindiktan sonra
tizerine 10 mL kuru asetonitril ¢6ziicli olarak eklenmistir. Daha sonra 1,5 mmol (0,0966
gram) lire reaksiyon ortamina ilave edilmistir. Reaksiyonun 4 saat boyunca 50°C’de
refluks olmasi saglanmuis, 3:1 etil asetat/ hekzan sisteminde bakilan ITK kontrolii ile
reaksiyon  sonlandirilmigtir.  Doner  buharlastiricitda  reaksiyon — ¢Oziiciisii
uzaklastirildiktan sonra beyaz renkli kat1 elde edilmistir. Bilesik 1’in sentez reaksiyonu

Sekil 4.1°de verilmistir.

H
Cl HoN NH, N NH
kuru MeCN, refluks 2
T . Y
@) (@) 2s (0] (0]

Sekil 4.1 Bilesik 1°e ait FTIR spektrumu
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Bilesik 1’in sentezlendigi yuvarlak dipli balon, reaksiyonu sonucu bakilan ITK &rnegi

ve reaksiyon sonucu elde edilen beyaz kat1 Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.2 Bilesik 1 reaksiyon agamalari

Bilesik 1°e ait FTIR spektrumu Sekil 4.3’de verilmistir.

T
PERSRERRINEIIRNERERRE

...........

Sekil 4.3 Bilesik 1’¢ ait FTIR spektrumu

FTIR(ATR): v= 3383 ve 3319 (N-H gerilimleri), 3241 (alkenik C-H gerilimi), 2834
(alifatik C-H gerilimi), 1637 (C=0 gerilim), 1173 (C-N salinimi), 970 (aromatik halka

diizlem i¢i C-H egilimi) cm™

FTIR spektrumunda 3383 ve 3319 cm™’de gériilen N-H gerilme pikleri ve 1637 cm’
> deki karbonil grubu pikinden yola ¢ikarak Bilesik 1 sentezi basar1 ile gerceklesmistir.
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Fenasemid molekiilii icin beklenen temel parcalanma iirlinlerinin m/z kiitleleri sunlardir;
91, 43, 44; 77, 43, 44, 15; 135, 44. Bu pargalanma f{iriinleri ve karsilik gelen m/z
kiitleleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1 Bilesik 1 i¢in beklenen parcalanma iiriinleri ve Kiitleleri

Beklenen Parcalanma Uriinii Beklenen m/z Kiitlesi
©/ ’ 91,05
NH 43,01

il
0

NH; 44,01

o=

[j 77,04
W 43,02
(@)
NH, 135,07
oY
.'\]Hz 16,02
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Sekil 4.4 Bilesik 1 GC-MS kromatogrami

Sekil 4.4°de elde edilen kromatogram ve MS spektrumuna gore fenasemid i¢in beklenen
m/z degerleri tespit edilememistir. Bu durum sentezlenen bilesigin GC-MS sistemine

uygun bir analit olmadig1 sonucuna varilmistir.

4.1.2 N-((2-fenilasetil) karbamoil) benzamid) (Bilesik 2) Sentezi ve

Karakterizasyonu

Bir Schlenk tiipiine 0,25 mmol (44,54 mg) fenasemid katis1 tartilmistir. Sonrasinda 1,0
mmol (40 mg) NaOH 2,0 mL saf suda ¢oziilerek tiipe aktarilmis ve katinin ¢éziinmesi
saglanmistir. Uzerine 1,0 mmol (140,57 mg) benzoil kloriir eklenmistir. Eklendikten
hemen sonra beyaz kati ¢okeltinin olugsmaya basladig1 goriilmiis olup reaksiyon karigimi
3,0 saat boyunca ultrasonik banyo icerisinde tutulmustur. Etil asetat ile ekstrakte edilen
organik faz Na>SOs ile kurutulmus, ¢oziiciisii doner buharlastirict ile uzaklastirilmistir.
1:1 (v/v) etil asetat/hekzan ¢oziicii sisteminde gerceklestirilen ITK kontrolii sonucu

reaksiyon sonlandirilmistir. Gergeklesen reaksiyon Sekil 4.5’ de gosterilmistir.
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N NH, NaOH, ultrasonik
Al N cl > hif

Sekil 4.5 Bilesik 2 sentez reaksiyonu

Reaksiyonun gergeklestigi Schlenk tiipii, reaksiyon bitiminde bakilan ITK 6rnegi ve

ekstraksiyonun gergeklestigi ayirma hunisi Sekil 4.6°da gosterilmistir.

Sekil 4.6 Bilesik 2 reaksiyon asamalari

Bilesik 2’nin GC-MS analizi esnasinda beklenen parg¢alanma iiriinleri ve bunlara

karsilik gelen m/z kiitleleri Tablo 4.2°de gdsterilmistir.
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Tablo 4.2 Bilesik 2 i¢in beklenen pargalanma iiriinleri ve kiitleleri

Beklenen Par¢alanma Uriinii Beklenen m/z Kiitlesi
91,05
NH 43,01

o=,

I. 119,05
0
H 120,04
N
o)
H 149,05
..(r'u
I
O O
K@ 105,03
i
0

Fenasemid molekiiliintin benzoil kloriir reaktifi ile tiirevlendirilmesiyle edilen yeni
bilesigin temel par¢alanma iiriinlerinin m/z kiitleleri sunlardir; 91, 43, 105; 119, 43,120;
91, 43, 120. Bilesik 2’ye ait GC-MS kromatogrami ve MS spektrumu Sekil 4.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.7 Bilesik 2 GC-MS kromatogrami

Sekil 4.7°de goriildiigii lizere sentezlenen tiirevin GC-MS analiz sonucunda beklenen
m/z oranlarina sahip par¢alanma liriinleri elde edilememistir. Bu nedenle benzoil kloriir

ile GC-MS sistemine uygun bir fenasemid tiirevi elde edilememistir.
4.1.3 N-(asetilkarbamoil)-2-fenilasetamid (Bilesik 3) Sentezi ve Karakterizasyonu

Bir Schlenk tiipiine 0,25 mmol (44,54 mg) fenasemid katis1 tartildiktan sonra 1,0 mmol
(40 mg) NaOH 2,0 mL saf suda ¢oziilerek reaksiyon ortamina eklenmis ve katinin
¢coziinmesi saglanmistir. Daha sonra iizerine 1,0 mmol (102,09 mg) asetik anhidrit
eklenmis olup 4,0 saat boyunca ultrasonik banyo igerisinde reaksiyon devam
ettirilmistir. Etil asetat ile ekstraksiyon yapilarak organik faz alindiktan sonra Na2SOs
ile kurutulmustur. Reaksiyonun ¢oziiclisii uzaklastirilmistir. Reaksiyon esnasinda
herhngi bir kati olusumu g6zlenmemistir. Bilesik 3 sentez reaksiyonu Sekil 4.8’de

gosterilmistir.
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0 0 O O NaOH, ultrasonik m \H/N\[(
©\)J\N)J\NH2 * )J\O)K > 0] 0] 0]

H 3s

Sekil 4.8 Bilesik 3 sentez reaksiyonu

Tablo 4.3 Bilesik 3 i¢in beklenen pargalanma iiriinleri ve Kiitleleri

Beklenen Parcalanma Uriinii Beklenen m/z Kiitlesi
©- 77,04
\H/H . 85,02
i
H 58,03
N
n
©/ ) 91,05
,gNH. 43,01
H 86,02

Tablo 4.3’de de gosterildigi lizere fenasemid molekiiliiniin asetik anhidrit reaktifi ile
tirevlendirilmesiyle edilen yeni bilesigin temel pargalanma trtinlerinin beklenen m/z
kiitleleri sunlardir; 77, 85, 58; 91, 43, 86. Bu bilesige ait GC-MS kromatogrami ise
Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9 Bilesik 3 GC-MS kromatogrami

GC-MS analiz sonucunda fenasemid asetik anhidrit tiirevine ait beklenen parcalanma
tirlinleri gozlemlenmemistir. Bu nedenle elde edilen tiirevin GC-MS sistemine uygun
olmadig1 ve bu sebeple fenasemidin GC-MS sisteminde tayinine iliskin asetik anhidrit

ile tlirevlendirme isleminin yapilamayacagi sonucuna varilmstir.

Hem benzoil kloriir hem de asetik anhidrit ile tiirevlendirme sonucunda GC-MS
sisteminde beklenen pargalanma {iriinlerinin elde edilememesi nedeniyle fenasemid

molekiiliiniin GC-MS sisteminde tayini gerceklestirilememistir.

4.1.4 5, 5-difenilimidazolidin-2, 4-dion (Fenitoin) (Bilesik 4) Sentezi ve
Karakterizasyonu

Yuvarlak dipli bir balona 0,6 g benzil ve 0,36 g iire alindiktan sonra iizerine 6,0 mL

%95’1ik etanol ilave edilerek katilarin bir miktar ¢6zlinmesi saglanmistir. Daha sonra

14,8 M KOH ¢ozeltisinden yaklagik 2,0 mL reaksiyon ortamina eklenmistir. Reaksiyon

karisiminin 3,0 saat boyunca 100°C’de karigtirilarak refluks olmasi saglanmistir. Oda

sicakligima gelen karisimda meydana gelen cokeltiler siiziilerek uzaklastirilmistir.

Stizlintii bir buz banyosunun igine yerlestirilerek sogumasi saglanmistir. 6,0 M HCI
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cozeltisi ile pH degeri 2 olacak sekilde ayarlanmistir. Macunumsu kivamda bir {iriin
meydana gelmistir. Bu {iriin siizge¢ kagidindan siiziiliip saf su ile yikanmistir. Bu
sayede inorganik tuzlar ortamdan uzaklastirilmistir. Elde edilen krem rengi kati
kurutulduktan sonra etanolden kristallendirilmistir. Bilesik 4’e ait sentez reaksiyonu

Sekil 4.10°da gosterilmistir.

©)

H
N
i) EtOH, KOH, Refluks, 3s O —0
> N
H

HaN" NH; ii) 0°C, H,SO, I

Sekil 4.10 Bilesik 4 sentez reaksiyonu

Reaksiyon esnasinda pH ayarlama, reaksiyon sonucu bakilan ITK &rnegi ve elde edilen

krem rengi kat1 Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Sekil 4.11 Bilesik 4 reaksiyon asamalari
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Bilesik 4’¢ ait FTIR Spektrumu Sekil 4.12°de verilmistir.

ol

Sekil 4.12 Bilesik 4’¢ ait FTIR spektrumu

FTIR (ATR): v= 3193 (N-H gerilimi), 1766 (C=0 gerilimi) 1173 (C-N salmimz), 1030
(C-N gerilimi), 695 ve 638 (aromatik halka diizlem i¢i C-H egilimi) cm™

FTIR spektrumunda 3193 cm™’de goriilen sekonder amin piki ve 1766 cm™’de goriilen
karbonil grubu pikine dayanarak Bilesik 4 sentezinin basarili oldugu sonucuna
varilmigtir.  Bilesik 4’Gin MS kiitiiphanesindeki kiitle spektrumu Sekil 4.13’de

verilmistir.
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Sekil 4.13 GC-MS kiitiiphanesinde Bilesik

Tablo 4.4 Bilesik 4 i¢in beklenen pargalanma iiriinleri ve kiitleleri

Beklenen Parcalanma Uriinii

Beklenen m/z Kiitlesi

S 181,09

NH
O§/NH 4301
=0 27,99
Ox H 71,00
" \=0
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Tablo 4.4 Bilesik 4 i¢in beklenen pargalanma iiriinleri ve kiitleleri (devami)

@A:N-H

104,05

O

71,00

Tablo 4.4°de gosterildigi tizere Bilesik 5’in temel pargalanma iirlinlerinin m/z kiitleleri

sunlardir; 181, 28, 43; 104, 77, 71.
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Sekil 4.14 Sentezlenen Bilesik 4 ile GC-MS kiitiiphanesinin Karsilastirilmasi

Sekil 4.14°de gosterilmis olan spektrumlarda {ist spektrum sentezlenen maddeye, alt

spektrum ise kiitiiphanede bulunan fenitoine aittir. Sekilde goriildiigl iizere sentezden

elde edilen spektrumun MS kiitiiphanesinde bulunan fenitoin MS spektrumu ile

uyumludur. Bu durumun fenitoin sentezinin basarili sekilde gerceklestirildigini

gostermektedir.
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Ure-d4 ile Bilesik 4-d2’nin sentezi, mekanizma kosullarindan dolayr miimkiin

olmadigindan denemesi yapilmamistir.

4.1.5 3-benzoil-5,5 -difenilimidazolidin-2,4-dion (Bilesik 5) Sentezi ve

Karakterizasyonu

Bir Schlenk tiipiine 0,5 mmol (126,13 mg) fenitoin tartilip, tizerine 2,0 mmol (80 mg)
NaOH 5,0 mL deiyonize suda ¢oziilerek reaksiyon ortamina ilave edilmis ve katinin
¢Oziinmesi saglanmigtir. Daha sonra reaksiyon ortamina ortama 2,0 mmol benzoil kloriir
(0,282 mg) eklenmistir. Bu eklemeden sonra beyaz kat1 ¢okeltiler gériinmeye baslamis
ve 3 saat reaksiyonun devam etmesi saglanmistir. Daha sonra etil asetat ile ekstraksiyon
yapilmig, organik faz NaSOs ile kurutulmus, ¢oziiciisii doner buharlastirict ile
uzaklastirildiktan sonra beyaz kati elde edilmistir. Bilesik 5 sentez reaksiyonu Sekil

4.15°de gosterilmistir.

O O

H i
N . @)J\Cl NaOH, ultrasonik .
/N’&O 3s

H

Sekil 4.15 Bilesik 5 sentez reaksiyonu

Tablo 4.5’de goriildiigii gibi Bilesik-5’in temel pargalanma iriinlerinin m/z oranlari

sunlardir; 166, 43, 147; 105, 70, 181.

Tablo 4.5 Bilesik 5 i¢in beklenen pargalanma iiriinleri ve kiitleleri

Beklenen Parcalanma Uriinii Beklenen m/z Kiitlesi

166,08

0 43,01
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Tablo 4.5 Bilesik 5 igin beklenen pargalanma tiriinleri ve kiitleleri (devami)

147,03
N
<\ 0
(0]
H. .. 181,09
o=
4? 69,99
N.
Q
(@)
105,03
BA\N
(@)
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Sekil 4.16 Bilesik 5 GC-MS kromatogrami ve MS spektrumu

Sekil 4.16°da gosterilmis olan MS spektrumunda beklenen m/z kiitleleri gériilememistir.
Bu nedenle fenitoinin benzoil kloriir ile tiirevlendirme reaksiyonu GC-MS sisteminde

tayini gerceklestirilememistir.

4.1.6 3-asetil-5,5-difenilimidazolidin-2,4-dion (Bilesik 6) Sentezi ve
Karakterizasyonu

Bir Schlenk tiipii igerisine 0,5 mmol (126,13 mg) fenitoin katisi alindiktan sonra {izerine
2,0 mmol (80 mg) NaOH 5,0 mL deiyonize suda ¢oziilerek reaksiyon ortamina ilave
edilmis ve katinin ¢6ziinmesi saglanmistir. Daha sonra reaksiyon ortamina 2,0 mmol
asetik anhidrit (0,204 mg) eklenmistir. Bu eklemeden sonra beyaz kati1 g¢okeltiler
goriinmeye baslanmis olup reaksiyonun 3,0 saat devam etmesi saglanmistir. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra etil asetat ile ekstraksiyon yapilmis, elde edilen organik faz
NaxSO; ile kurutumus, ¢oziiclisii doner buharlastirict ile uzaklastirilmis ve beyaz kati

elde edilmistir. Bilesik 6’ya ait sentez reaksiyonu Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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H 3s

Sekil 4.17 Bilesik 6 sentez reaksiyonu

Tablo 4.6’da Bilesik 6 i¢in beklenen pargalanma iirlinleri ve bunlara karsilik gelen m/z

kiitleleri verilmistir.

Tablo 4.6 Bilesik 6 i¢in beklenen pargalanma iiriinleri ve kiitleleri

Beklenen Parcalanma Uriinii Beklenen m/z Kiitlesi
Q. 77,04
117,03
OY 100,03
-N
=0
N
H
166,08

67



Tablo 4.6 Bilesik 6 igin beklenen pargalanma tiriinleri ve kiitleleri (devami)

/=0 43,01
N

H

85,02

0
oun

Tablo 4.6’da gosterildigi gibi fenitoinin asetik anhidrit ile tiirevlendirilmesiyle elde

edilen bilesiginin temel pargalanma tiriinlerinin m/z kiitleleri sunlardir; 77, 117, 100; 85,
166, 43.
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Sekil 4.18 Bilesik 6 GC-MS kromatogrami
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Sekil 4.18’de Bilesik 6’ya ait GC-MS kromatogrami ve MS spektrumu verilmistir.
Tiirevden beklenen m/z oranlart elde edilememistir. Bu nedenle fenitoinin asetik
anhidrit ile tiirevlendirilmesi sonucu GC-MS’de tayini gergeklestirilememistir.

Fenasemid ve fenitoin molekiillerinin GC-MS sisteminde tayini i¢in yeni bir
tiirevlendirme reaksiyonu gelistirilmesi hedeflenmis ancak uygulanan yontemler sonucu
elde edilen tiirevlerin GC-MS sistemine uygun olmadigi sonucuna varilmistir. Bu
nedenle GC-MS sisteminde tiirevlendirmeden tayini yapilabilen fenitoin ila¢ etken

maddesine yonelik analitik yontem gelistirilmistir.

4.2 Fenitoinin MEBCS-SFME Yéntemi ile Onderistirilmesine

Yonelik Optimizasyon Calismalari

MEBCS-SFME yonteminin  6nemli parametrelerinin  optimizasyon caligmalari
gerceklestirilmistir. Bu parametreler; ekstraksiyon ¢oziicii tiirli ve hacmi, karistirma
sliresi ve numune hacmidir. Bir parametrenin optimizasyonu gergeklestirilirken
optimize edilecek parametrenin degeri degistirilip diger parametreler sabit tutulmustur.

Optimizasyon c¢aligsmalarinda ti¢ tekrarli olarak deneyler gerceklestirilmistir.
4.2.1 Ekstraksiyon Coziicii Tiiriit Optimizasyonu

Uygun bir ekstraksiyon ¢oziicti tiriiniin segilmesi SFE yontemlerindeki en 6nemli
optimizasyon adimidir. Cilinkii prosediiriin genel verimliligi ¢oziiciiniin analite olan
afinitesine baglidir [141]. Bir ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sahip olmasi gereken
Ozelliklerden biri analiti igeren sulu numune ile karigmamasi ve net ve belirgin bir faz
ayrimi elde edilebilmesi igin yogunlugunun sudan 6nemli 6l¢iide farkli olmasidir [141].
Bu gerekliliklere ek olarak, sivi faz mikroekstraksiyon yontemleri, diisiik hacimli
organik ¢oOziciilerin kolayca toplanmasint saglamak i¢in dar numune kaplari
gerektirmektedir [141]. Bu c¢alismada fazlarin ayrilmasi i¢in konik tabanli santrifiij
tiipleri kullanildigindan, yalnizca 1,0 g/mL'den biiyiikk yogunluklara sahip ¢oziiciilerin
ekstraksiyon verimliligi test edilmistir. Bu c¢oziiciler DCM, DCE ve CHL’dir.
Kloroform igin elde edilen ortalama pik alan degeri, Sekil 4.19'da gosterildigi gibi
diklorometan ve DCE i¢in elde edilen degerlerden sirasiyla 1,3 ve 1,1 kat daha fazla
elde edilmistir. Bu nedenle, optimum ekstraksiyon ¢doziiclisii olarak kloroform

secilmistir.
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Sekil 4.19 Ekstraksiyon ¢oziicii tiirii optimizasyonu

4.2.2 Ekstraksiyon Coziicii Hacmi Optimizasyonu

Geleneksel SSE ve SFME yontemleri arasindaki en biiylik fark ekstraksiyon
¢oziiciistinlin hacmidir [141]. Ekstraksiyon i¢in kullanilan organik ¢oziiciiler, bu yontem
ile birlikte yesil kimya ilkelerine uygun olarak diisiik hacimlerde kullanilmaktadir [141].
Ekstraksiyon ¢oziiciilerinin diisiik hacimli olmasi sayesinde SFME yontemleriyle
yiiksek zenginlestirme faktorleri elde edilebilmektedir [141]. Bununla birlikte, yeterli
miktarda analit organik faz igerisine toplanmayacagindan ve ekstraksiyon sonrasi elde
edilen ekstraktda yiiksek ¢oziicii kaybi riski olacagindan sonsuz kii¢iikk hacimler
kullanilamaz [141]. Bu nedenle ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak segilen kloroformun
hacmi analitin verimli bir sekilde ekstraksiyonu ve yiiksek bir zenginlestirme faktorii
saglamak agisindan optimize edilmistir. Test edilen kloroform hacimleri 200, 300, 400
uL olup, elde edilen pik alan degerleri grafiksel olarak Sekil 4.20°de verilmistir. 200 pL
icin kaydedilen pik alan degeri, 300 uL ve 400 pL pik alan degerlerinin sirasiyla 1,3 ve
1,8 kat yiiksek oldugu hesaplanmustir. Bu nedenle 200 uL optimum ekstraksiyon ¢oziicii
hacmi olarak segilmistir. Artan hacimlerde gozlenen pik alanindaki azalma ise organik

fazda bulunan analitin artan organik faz hacimleri ile seyrelmesinden kaynaklanmistir.
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Sekil 4.20 Ekstraksiyon ¢oziicti hacmi optimizasyonu
4.2.3 Karistirma Siiresi Optimizasyonu

Geleneksel SSE yoOnteminde, analitlerin sulu c¢ozeltilerden organik ekstraksiyon
¢Oziiciilerine kiitle transferini artirmak i¢in uzun karigtirma siireleri kullanilmaktadir
[141]. Gelistirilen yeni mikroekstraksiyon yontemlerinde dagitict ¢oziiciilerin
kullanilmasi, uzun karistirma siirelerinin bu dezavantajinin {istesinden gelmektedir
[141]. Bu calismada ise dagitici ¢oziiciiler yerine karistirma islemini ¢oziiciisiiz bir
sekilde yapabilecek ¢ift siringa ve bir metal elek kullanilmigtir. Bu siringalar arasindaki
metal elek icerisine niifuz eden ¢ozelti ekstraksiyon ¢oziiciisiinii verimli bir sekilde
dagitmaktadir. Ancak sulu ¢6zeltinin siringalar arasinda karistirilma stiresi de dnemli bir

parametredir.

Farkli karigtirma siirelerinin ekstraksiyon verimliligi tizerindeki etkisi, karigtirma
yapilmamis duruma ek olarak 5, 10, 15 kez karigtirma islemi test edilerek incelenmis ve
karigtirma yapilmamis ¢ozeltilerin sonuglari ile karsilagtirilmistir. Karigtirma sirasinda 1
kez karistirma olarak ifade edilen islem birbirine elek ile bagl iki siringanin sagdan sola

veya soldan saga ileri geri hareketi yapmasidir.
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Sekil 4.21 Karigtirma Siiresi optimizasyonu

5 kez karistirma igin elde edilen pik alan degerleri, karistirllmayan ¢ozelti igin elde
edilen degerlerin yaklasik 28 kati olarak bulunmustur. Sekil 4.21'de gosterildigi gibi,
pik alan degeri, 5 kez karistirma ile 10 ve 15 kez karistirma arasinda kayda deger bir
fark bulunmamaktadir. Bu sebeple, ekstraksiyon siiresinin uzun olmamasi ve

uygulanabilirlik agisindan 5 kez karistirma optimum olarak segilmistir.
4.2.4 Numune Hacmi Optimizasyonu

Numune hacmi eser seviyelerde bulunan analitlerin sulu ¢ozletilerden ekstraksiyonunda
oldukga kritik bir parametredir [154]. Baslangi¢ numune hacminin etkisini test etmek
amaciyla 8,0, 9,0 ve 10 mL’lik c¢ozeltilere gelistirilen MEBCS-SFME yontemi
uygulanmistir. Sekil 4.22°de goriildiigii tizere 10 mL’lik numune hacminden elde edilen
pik alanlart ortalamasi diger hacimlere gore yiiksektir. Bu nedenle optimum numune
hacmi degeri 10 mL olarak belirlenmistir. MEBCS-SFME yo6nteminde kullanilan
siringalarin maksimum hacim kapasitesinin 10 mL olmasi sebebiyle daha yiliksek hacim

degerleri denenmemistir.
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Sekil 4.22 Numune hacmi Kkarsilastirmasi

4.3 GC-MS ve MEBCS-SFME-GC-MS Sistemlerinin Analitik

Performans Cahsmalar:

Optimum kromatografik sartlar altinda fenitoinin GC-MS sistemindeki GL, TL ve
dogrusal aralig1 test edilmistir. Bu amagla 4,8-690,3 mg/kg araliginda fenition standard
¢ozeltileri methanol igerisinde hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin analizi sonucu dogrusal
aralik 24 mg/kg ile 235,3 mg/kg arasinda elde edilmistir. GL ve TL degerleri sirasiyla
8,5 ve 28,3 mg/kg olarak bulunmustur. Elde edilen kalibrasyon dogrusu Sekil 4.23’de

verilmistir.
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Sekil 4.23 Fenitoin GC-MS kalibrasyon grafigi
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Fenitoinin  MEBCS-SFME-GC-MS sistemindeki analitik performans degerlerini
belirlemek amaciyla 0,05 mg/kg ile 20 mg/kg arasinda fenitoin standard ¢ozeltileri
optimum MEBCS-SFME kosullar1 altinda ekstraksiyonlar1 yapilmis ve GC-MS
sistemine gonderilmistir. GC-MS analizi sonucunda dogrusal aralik 0,10-10,96 mg/kg
araliginda tespit edilmistir. GL ve TL degerleri sirasiyla 0,045 mg/kg ve 0,151 mg/kg
olarak bulunmustur. Geleneksel GC-MS yontemiyle karsilastirildiginda yeni gelistirilen
MEBCS-SFME-GC-MS yontemi fenitoinin GC-MS sistemindeki tayin edilebilme
giicinde yaklasik 188 katlik bir artis saglamistir. MEBCS-SFME-GC-MS  yontemiyle
elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.24°de verilmistir.
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Sekil 4.24 Fenitoin MEBCS-SFME kalibrasyon grafigi

Tablo 4.7°de GC-MS ve gelistirilen MEBCS-SFME-GC-MS yontemlerine ait sistem

analitik performans parametreleri 6zetlenmistir.

Tablo 4.7 GC-MS ve MEBCS-SFME sistemlerinin Karsilastirilmasi

Validasyon GC-MS MEBCS-SFME
parametreleri

GL, mg/kg 8,5 0,045
TL, mg/kg 28,3 0,151
Dogrusal arahk, 24-235,3 mg/kg 0,10-10,96

mg/kg mg/kg
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Tablo 4.7 GC-MS ve MEBCS-SFME sistemlerinin karsilastirilmasi (devami)

Dogru denklemi,  y=5542,7x+164048  y=1042296,85x+64114,17

y=mx+n

Korelasyon 0,9990 0,9995
Kkatsayisi, R?

Tayin giiciinde - 187,7
iyilestirme

katsayisi

44 MEBCS-SFME Yontemi I¢in Geri Kazanim Cahsmalar

Gelistirilen yontemin gercek numunelere uygulanabilirligini ve dogrulugunu test etmek
amaciyla evsel atik su ve yapay idrar numunelerinde geri kazanim ¢alismalari
yapilmistir. Bu numunelerin tayin edilecek konsantrasyonda analiti igerip igermedigini
belirlemek i¢in numunelerin kor ¢ozeltileri hazirlanip MEBCS-SFME-GC-MS sistemi
ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, analiz edilen iki farkli evsel atik su ve
yapay idrar numunelerinde fenitoin tespit edilememistir. Bundan dolay1 E1 ve E2 ile
kodlanan evsel atik su orneklerine, ayrica Y1 ve Y2 olarak kodlanan yapay idrar
orneklerine son konsantrasyonu 0,25-5,0 mg/kg araliginda olacak sekilde bes farkli
konsantrasyonda standart ¢ozelti numunelere eklenmistir. Optimum kosullar altinda,
gelistirilen MEBCS-SFME yontemi uygulanmig ve GC-MS sisteminde analizleri
sonrast her bir numune i¢in kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. 0,25 mg/kg ve 5,0 mg/kg
eklenmis numuneler i¢in yiizde geri kazanim sonuglar1 varyasyon katsayilariyla birlikte
Tablo 4.8’de gosterilmistir. Elde edilen geri kazanim sonuglart %100’ yakin olup
gelistirilen analitik yontemin secili matrikslere uygulanabilir oldugunu kanitlamistir.
Yapay idrar 6rneklerinden Y1’in pH degeri 5,35 ve Y2’ nin ise 6,9 olmasina karsilik,
uygulanan matriks eslestirme kalibrasyon stratejisinin pH degerinden etkilenmedigi

belirlenmistir.
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Tablo 4.8 Analitin gesitli derisimlerde eklenmis drnekler igin geri kazanim degerleri

% Geri Kazanim +

Ornek Eklenen Konsantrasyon
Varyasyon Katsayisi
0.26 108,6 £ 0,2
0.50 95,6 + 3,4
Evsel Atik Su
1.02 98,3 +4,7
(E1)
2.51 98,7+4,0
5.01 100,4 + 3,7
0.25 110,3+5,4
0.49 101,4+4.4
Evsel Atik Su 0.99 96,4+ 1,4
(E2) 2.55 102,0 + 3,5
5.12 99,6 +2,7
0.26 105,0+£7,0
0.49 102,1+4,8
Yapay idrar
(Yl) 1.06 9117 + 1,7
2.33 99,3+0/4
5.09 100,0+2,9
Yapay idrar 0.26 99,7 2,7
(¥2) 0.50 99,2+6,7
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Tablo 4.8 Analitin gesitli derisimlerde eklenmis Ornekler i¢in geri kazanim degerleri

(devami)
1.03 96,6 +4,7
Yapay Idrar (Y2) 2.65 106,6 +£2,2
5.45 99,0 2,3

Literattirde fenitoin tayininde kullanilan diger yontemler ile yeni gelistirilen MEBCS-

SFME yonteminin ¢esitli parametreler ile karsilastirilmasi Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.9 MEBCS-SFME yontemi ile literatiirdeki diger yontemlerin sistem analitik

performanslarinin Karsilastirilmasi

Yontem GL TL Dogrusal %BSS R?
Arahk
GC-MS 8,5mg/kg  28,3mg/kg  24-235,3 11,3 0,9990
mg/kg
MEBCS- 0,045 mg/kg 0,151 0,10-10,96 9,4 0,9995
SFME-GC- mg/kg mg/kg
MS
GS-MS 15 ng/mL 50 ng/mL 50-1200 - 0,998
[148] ng/mL
LC-MS/MS  <1,0ng/mL 10 ng/mL 10-2000 - 0,996
[148] ng/mL
YOKDME- 0,3 png/L 1,0-200 4.6 0,999
HPLC-UV ng/L
[150]
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Tablo 4.9’da verilen fenitoinin eser seviyelerde tayini i¢in kullanilan GC-MS [148], LC-
MS/MS [148] ve yiizen organik kati damla mikroekstraksiyon-yiiksek performansli sivi
kromatografisi ultraviyole dedektor (YOKDME-HPLC-UV) [150] yontemleri literatiire
sunulmustur. Gelistirilen MEBCS-SFME-GC-MS yontemi diger yontemlerle yarisan
GL ve TL degerlerine sahiptir. Bunun yani sira, gelistirilen mikroekstraksiyon yontemi,
daha diisiik GL ve TL degerleri elde etmek igin GC-MS/MS ve LC-MS/MS sistemleri
gibi duyarliligi daha yiiksek cihazlarla birlestirilebilir. Ayrica gelistirilen sistem az
miktarda ¢oziicli kullanim1 gerektirmesi nedeniyle ¢evre dostu bir yontem olmaktadir.
Kullanilan siringa ve elek igeren system basit, ucuz ve ekstraksiyon verimliligi oldukca
yiiksek bir yontemdir. Bu nedenle gelistirilen MEBCS-SFME yontemi diger ilag etken
maddelerin de ekstraksiyonu amaciyla kullanilabilecek bir yontem olabilecegi

ongoriilmektedir.
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5

SONUC

Bu tez kapsaminda evsel atik su ve yapay idrar numunelerinde eser seviyelerde bulunan
fenitoinin tayini i¢cin MEBCS-SFME-GC-MS yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen
yontemin ekstraksiyon etkinligini ve analitin sinyal/giiriiltii oranini artirmak ig¢in
ekstraksiyon ¢oziicii tiirii/hacmi, karistirma siiresi ve numune hacmi gibi tiim degisken
parametreler sistematik olarak optimize edilmistir. Optimum deneysel kosullar altinda,
yontemin analitik performans: degerlendirilmistir. Fenitoin i¢cin GL ve TL degerleri
sirastyla 0,045 ve 0,151 mg/kg olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontem fenitoinin
GC-MS sistemindeki tayin giiclinde yaklasik 188 kat iyilesme saglamistir. Gelistirilen
yontemin uygulanabilirligi ve dogrulugu iki farkli evsel atik su 6rnegi ve yapay idrar
numuneleri tizerinde geri kazanim ¢aligsmalar1 yapilarak kanitlanmistir. %GK sonuglari
evsel atitk su numuneleri i¢in %96-110 ve yapay idrar numuneleri i¢cin %92-107
araliginda hesaplanmistir. Elde edilen geri kazanim sonuglarinin %100'e yakin olmasi,
gelistirilen yoOntemin bu matrikslere yiiksek dogrulukta uygulanabilir oldugunu
gostermistir. Gelistirilen yontem az miktarda organik ¢oziicii kullanimiyla cevreye
duyarli, az sayida islem basamaklar1 ile uygulamasi kolay ve sundugu yiiksek
zenginlestirme katsayisi ile olduk¢a avantaj saglamaktadir. Literatiirde, fenitoin tayini
icin  MEBCS-SFME-GC-MS  sisteminin  kullanildigi  herhangi  bir ¢alisma

bildirilmemistir.
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