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KISALTMALAR ve SIMGELER

IFHA International Federation of Horseracing Authorities (Uluslararast At

Yarislar1 Federasyonu)

IABRW International Agreement on Breeding, Racing and Wagering (Uluslararasi

Islah, Yaris ve Bahis Sozlesmesi)

ILAC International Laboratory Accreditation Cooperation (Uluslararasi

Laboratuvar Akreditasyon Isbirligi)

HEPS 2-(1-hidroksietil) promazin sulfoksit

4 MAA 4 metil amino antipirin

NSAID Non-steroidal Antiinflamatuvar ilaclar
ESI Elektrospray Iyonizasyon

MS Kiitle spektrometresi

GC-MS Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi

LC-MS/MS  Sivi kromatografi ardisik kiitle spektrometresi
LC-TOF/MS Sivi kromatografisi-ugus zamanli kiitle spektrometresi
LC-ESI/MS  Sivi kromatografisi/elektrospray iyonizasyonlu-kiitle spektrometresi

GC-HRMS  Gaz kromatografisi-yiiksek rezoliisyonlu kiitle spektrometresi

TMAH Trimetilfenil amonyum hidroksit ¢ozeltisi
BSTFA N,O-Bis(trimethylsilil) trifloroasetamit
TMCS Trimetilklorosilan

MSTFA N-Metil-N-(trimetilsilil) trifloroasetamit

HMDS Hekzametildisilazan
Vi



TFA

PTV

El

PCI
NCI
FI
SRM
AORC

DMRM

SIM
ISL
PFPA
cVv
amu

ppt

CC,
CCp

SD

Trifloroasetik asit

Programmable Temparature Vaporization (Programlanabilir Sicaklik

Buharlagmasi)

Elektron etki iyonizasyonu

Pozitif kimyasal iyonizasyon

Negatif kimyasal iyonizasyon

Alan iyonlagtirma

Selected Reaction Monitoring (Secilmis Reaksiyon Goriintiileme)
Association of Official Racing Chemists (Yaris Kimyagerleri Birligi)

Dynamic Multiple Reaction Monitoring (Dinamik Coklu Reaksiyon

izleme)

Selective lon Monitoring (Secilmis Iyon Gériintiileme)
International Screening Limit (Uluslararas1 Tarama Limiti)
Pentafloropropiyonik anhidrit

Cofficient of variation (Varyasyon katsayist)

Atomik kiitle birimi

parts per trillion (trilyon basina kisim)

Karar (Kesinlik) limiti
Tespit yetenegi

Standard deviation (Standart sapma)

Vil
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Yaris atlarimin idrar érneklerinde baz ilag etkin maddelerinin eszamanh analizleri
icin s1tv1i kromatografisi-kiitle spektrometresi ve/veya gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi ile metot gelistirilmesi ve analitik metot validasyonu

Ogrencinin Adi: Eylem Funda GOKTAS

Damismani: Dr. Ogr. Uyesi Aysen KURT CUCU

Anabilim Dali: Analitik Kimya Anabilim Dali

1. OZET

Amag: Bu calismada uluslararasi tarama limiti belirlenmis olan teropatik ozellikteki
yasakli maddelerin eszamanli olarak, farkli hidroliz, ekstraksiyon teknikleri ve LC-
MS/MS velveya GC-MS cihazlarnt ile gelistirilen ve Avrupa Komisyonu’nun
2002/657/EC direktifi ve AORC kriterlerine gore valide edilen metotlar kullanilarak

tespiti amaglanmustir.

Gerec¢ ve Yontem: Calisilan maddelerin kimyasal yapilar1 ve pKa degerleri birbirinden
cok farklidir. Karboksilik asit yapisinda olan NSAID 6zellikte maddeler bazik hidroliz,
kati faz ekstraksiyonu ve metil tiirevlendirmesi uygulanarak GC-MS’de analiz edilmistir.
Asidik ve bazik 6zellikte olan maddeler ise C18 ve C8 6zellikte farkli kartuslar ve eliisyon
cozeltileri kullanilip, farkli kolon ve dereceli eliisyonlarla LC-MS/MS’de analiz

edilmislerdir.

Bulgular: Ilag etkin maddelerin eszamanli analizlerinde epimer olan deksametazon ve
betametazon uygulanan dereceli eliisyonla tutunma zamanlarina gore birbirinden
ayrilarak tespit edilebilmistir. Sonuglar incelendiginde furosemid enzimatik hidrolizde
parcalandigindan, ipratropium ve N-butilskopolamonyum’un ise pKa degerleri yiiksek
olmasi nedeniyle farkli bir ekstraksiyon gerektirdiginden Kriterlere uygun olarak tespit
edilememistir. Bunlar diginda kalan 24 madde limit seviyesinde en uygun yontemle tespit

edilmistir.

Sonuclar: Bu calismayla yeni, genis calisma araligima uygun ve yeniliklere kolayca
adapte edilebilen, tekrarlanabilirligi yiiksek, kararli ve segici lic metot gelistirilmis ve

valide edilmistir.

Anahtar Sézciikler: Ila¢ etkin madde, Doping kontrol, Ekstraksiyon, Kromatografi,

Validasyon



Method development and analytical method validation by liquid chromatography-
mass spectrometry and/or gas chromatography-mass spectrometry for
simultaneous analysis of some drug-active materials in equine urine samples
Student Name: Eylem Funda GOKTAS

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Aysen KURT CUCU

Department: Analytical Chemistry

2. SUMMARY

Objective: In this study, it was aimed to simultaneously detection of the prohibited
therapeutic substances with the international screening limit by using different hydrolysis,
extraction techniques and LC-MS/MS and/or GC-MS devices and validated according to
European Commission’s 2002/657/EC directive and AORC criteria.

Material and Methods: The studied substances chemical structure and pKa values are
very different in each other. NSAIDs with the carboxylic acid structure were analyzed by
applying basic hydrolysis, solid phase extraction and methyl derivatization with GC-MS.
The acidic and basic materials were analyzed by using cartridges with C18 or/and C8
properties or different elution solutions and analyzed by LC-MS/MS with different
columns and gradients.

Results: During the method development studies for the simultaneous analysis of drug
active substances, the epimers dexamethasone and betamethasone could be determined
by separating them according to their retention times. When the results were examined,
furosemide was degraded in enzymatic hydrolysis, ipratropium and N-
butylscopolammonium couldn’t be determined in accordance with the validation criteria
because of the high pKa values required different extraction. Out of these substances, 24
drugs were determined at the limit level by using optimal methods.

Conclusion: With this study; new, suitable for a wide working range, easily adaptable to
innovations, high repeatability, stable and selective three methods have been developed
and validated.

Keywords: Drug active substances, Doping control, Extraction, Chromatography,
Validation



3. GIRIS ve AMAC

Doping yariglarda organizmanin giiciinii kural dis1 bir sekilde etkileyerek maniipile
etmek amaciyla kullanilan ilag veya yontemlerin genel adidir. Bu amagla hem insanlar
hem de hayvanlar iizerinde bu yasakli maddeler kullanilabilmektedir. Doping etkisi
gosteren farkli farmakolojik 6zellikte bir ¢ok yasakli madde s6z konusu oldugundan
doping analizi oldukca genis kapsamli ve zor bir ¢alisma alanina sahiptir. Uluslararast At
Yariglart Federasyonu (IFHA) yariglarda yer alacak atlarin saglikli olmalarini ve kendi
kalitsal giicleri ile yarigmalari gerektigini bildirmektedir

(https://www.ifhaonline.org/resources/DetectionTimes.pdf, Erisim tarihi: 31 Temmuz

2019). Ozellikle hayvanlarda kullanilan doping maddeleri hem performansi arttirict hem
de azaltict etkileri olan maddeler olabileceginden yasakli madde sayis1 insan dopingine
gore oldukca fazladir. Doping etkisi olan yasakli madde sayisinin oldukca fazla olmasi
birgok ilag etkin maddenin analizinin bir arada, yiiksek seg¢icilik, tekrarlanabilirlik ve

kararlilikla yapilmasinin gerekliligini arttirmaktadir.

At yarigciliginda; kural ve mevzuatlarin birlestigi, arastirma ve onaylarin verildigi
uluslararasi bir mekanizma bulunmamaktadir (Wong ve Wan, 2014). Bu organizasyon
gorevini kismen yapan IFHA at yaris¢iligi icin rehber dokiimanlar yayinlar

(https://www.ifhaonline.org/, Erisim tarihi: 31 Temmuz 2019). Bu dokiimanlarin amaci

atin dogustan gelen 6zelliklerinin aksine, bir ata avantaj saglayabilecek veya at yarisinda
dezavantajli olmasina neden olacak maddelerin kullanimini kontrol ederek at yarisi
biitlinliigiinii ve atin refahin1 korumaktir. Ulusal kurumlar kendi kurallarina ve istisna
durumlara sahip olmalarina ragmen ¢ogu yaris kurumlari IFHA prensiplerini kabul eder
ve ulusal mevzuatlarini buna adapte eder. Ulusal kurumlarin IFHA dokiimanlarina uyum
saglayip saglamamas1 kendi sorumluluklarindadir ve bir zorunluluk degildir. Ulkemizde
yaris atlarinda doping analizi Tarim ve Orman Bakanligi’na bagli olan Etlik Veteriner
Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii ve Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii tarafindan
yapilmaktadir. Tiirkiye’de IFHA kurallar1 kabul edilmistir ve yasakli maddeler ile ilgili
mevzuatlarin ~ ¢ogunlugu bu  dokiiman  rehber almarak  olusturulmustur

(http://www.ykKk.gov.tr/Ekler/2016 Agreement_Yasaklillaclar.pdf,  Erisim tarihi: 31

Temmuz 2019). Bunun disinda Tiirkiye [IFHA nin gruplar1 arasinda Asya grubunda yer
3



aldigindan Asya Yarig Federasyonu’nun belirlemis oldugu kurallar da uygulanmaktadir

(http://www.asianracing.org/asian-screening-limits-asls-for-controlling-equine-

therapeutics, Erisim tarihi: 31 Temmuz 2019).

Ulkemizde ve diinyadaki doping laboratuvarlarinin biiyiik cogunlugunda kabul
edilen IFHA kurallar1 geregi at yarislarindaki atlarda doping kontrolii yapilirken
laboratuvarlarin uymasi1 gereken kurallar belirlenmistir. IFHA rehber dokiimani olan
‘Uluslararasi Islah, Yaris ve Bahis S6zlesmesi’ (IABRW) yeni bilimsel veriler 1s181nda,
tyelerin  de  kabulleri ve  onaylart ile  siirekli  giincellenmektedir

(https://www.ifhaonline.org/resources/ifAgreement.pdf. Erisim tarihi: 31 Temmuz

2019). Rehber dokiimandaki maddelerden endojen olarak bulunanlar, yem ve ¢evresel
bulasanlar i¢in esik deger; teropatik 6zellikte olan maddeler i¢in ise uluslararasi tarama
limitleri belirlenmistir. Diger maddeler ise yaris oncesinde, sonrasinda ve herhangi bir

anda saptanmamalidir.

Ter6patik maddeler ruhsatli olarak satilan tedavi edici olarak kullanilan ilag etkin
maddeleri ifade etmektedir ve yaris sonrasi alinan 6rnekte kalan miktar belirlenen tarama
limiti degerinin tespit edilebilir degerinden disiikse pozitif kabul edilmeyebilir. Bu
degerler nitel degerlerdir ve bu degerin altinda negatif istiinde ise pozitif kabul
edilebilecegi belirtilmistir. Bu kabuller IFHA tarafindan Oneri olarak verilmistir ve
uygulayip uygulamamak iilkelerin kendi otoritelerine birakilmistir. Fakat tarama limiti
olan terdpatik 6zellikteki bu ilag etkin maddelerin 2 ya da daha fazlasinin bir arada limit
degerinin altinda dahi kullanilmasi durumunda limit degeri ortadan kalkar ve Ornek
pozitif olarak degerlendirilir. IFHA tarafindan ‘Uluslararas1 Tarama Limitleri ile Kontrol
Edilen Yasal Terapdtik Maddeler Igin Tespit Siireleri’ yayinlanarak séz konusu ilag
etkinlerin atilim ve kullanim siireleri belirtilip ata uygulama siiresi igin Oneriler
sunulmustur. Bu maddeler belirtilen sekilde kullanildig1 silirece tedavi amach
kullanilabilmektedir (https://www.ifhaonline.org/resources/DetectionTimes.pdf, Erisim
tarthi: 6 Agustos 2019).

IFHA kurallarinda belirtildigi lizere doping analiz laboratuvarlarinin Uluslararasi
Laboratuvar Akreditasyon Isbirligi (ILAC) G7 dékiimaninda belirtilen gerekliliklere gore

valide metotlar kullanilarak analiz yapmasi ve akredite olmasi gerekmektedir
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(International Laboratory Accreditation Cooperation, Accreditation Requirements and
Operating Criteria  for Horseracing Laboratories, ILAC-G7:02/2016)

(https://www.ifhaonline.org/resources/ifAgreement.pdf. Erisim tarihi: 31 Temmuz

2019). Bu nedenle belirlenen limit degerlerinde analiz yapmak ve yapilan ¢alismalari bu

yonde valide etmek doping laboratuvarlar i¢in oldukga biiyiik bir 6nem tasimaktadir.

Bu ¢alismada amag uluslararasi tarama limiti olan terépatik maddelerin (Tablo 1)
idrar 6rneklerinden ekstraksiyonu ve eszamanli tayinleri i¢in yeni metotlar gelistirmek ve
gelistirilen metotlar1 valide etmektir. Bu maddelerin tek bir tanesi idrar O6rneginde
bulunabilecegi gibi iki, li¢ ya da daha fazlasininda bir arada uygulanmis olmas1 durumu
s06z konusu olabilmektedir. Dolayisiyla minimum sayida analizle ¢ok sayida maddenin
kantitatif olarak dogru, giivenilir ve tekrarlanabilir tayini miimkiin hale gelebilecektir.
Teze konu olan bu maddeler i¢in toplu ya da birka¢ grup halinde analizlerine iliskin

caligmalarin yeterli olmadig1 yapilan literatiir taramalarinda ortaya ¢ikmustir.

Tablo 1. Teropatik 6zellikte olan maddeler ve uluslararasi tarama limitleri

(https://www.ifhaonline.org/default.asp?section=IABRW&area=1&slimits=, Erisim
tarihi:6 Agustos 2019)

Teropatik Madde Uluslararasi Tarama Limiti
(Atin idrarinda ng/mL)

Furosemid 50
Fluniksin 100
Meloksikam 10
Dipiron (4-metilamino antipirin ile kontrol edilir) 1000
Triamsinolon Asetonid 0,5
Ipratropium 0,25
Betametazon 0,2
Lidokain (3'-hidroksi lidokain ile kontrol edilir) 10
Mepivakain(3'-hidroksi mepivakain ile kontrol edilir) 10
Dembreksin 100
Ketoprofen 100
N-butilskopolamonyum 25
Diklofenak 50
Karprofen 100
Vedaprofen 50
Meklofenamik Asit 250
Naproksen 250
Bromheksin (Ambroksol ile kontrol edilir) 200
Fenilbutazon 100



https://www.ifhaonline.org/default.asp?section=IABRW&area=1&slimits

Asepromazin (HEPS ile kontrol edilir) 10

Eltenak 50
Detomidin (3'-hidroksi detomidin ile kontrol edilir) 2
Butorfanol 1
Romifidin 1
Salbutamol 0,5
Dantrolen* (5-hidroksi dantrolen ile kontrol edilir) 1
Deksametason 0,2
Omeprazol* 0,5
Metokarbamol** 100

*Hidroliz edilmemis idrarda

** Asya Yaris Federasyonu tarama limiti

Bu tez ¢alismasinda ilgili literatiir bilgilerinin 1s181inda birbirinden farkli kimyasal ve
farmakolojik 6zelliklere ve tarama limiti degerlerine sahip olan ve genis bir pH aralifinda
caligmay1 gerektiren ilag etkin maddelerin basitlestirilmis 6rnek hazirlama islemleri; en
az ekstraksiyonla en uygun cihaz belirlenerek maksimum verim elde edilecek sekilde
yiiksek tekrarlanabilirlik ve segicilikte kantitatif olarak tespit edilebilmesi i¢in li¢ yontem
gelistirilmis, karsilastirilmis ve gelistirilen yontemler Avrupa Komisyonu 2002/657/EC

dokiimanina ve AORC kriterlerine uygun olarak valide edilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

Calismaya konu olan terdpatik etkili uluslararasi tarama limiti olan maddeler
birbirlerinden farkli 6zellik gosteren ilag¢ gruplarinda yer almaktadirlar ve pKa degerleri
oldukca farklidir. Bu maddeler, pKa degerleri ve kimyasal yapilar1 Tablo 2’de

gosterilmistir.

Tablo 2. Ilag etkin maddeler ve 6zellikleri

Ila¢ Etkin Madde

Teropatik Madde Ozelligi pKa Kapah Formiil Acik Formiil
COH ? o.
N.
Furosemid Ditiretik 3,9 C12H1:CIN2OsS /©/ \/@
HaNO;S
Cl
H CHy
. NN CFy
Fluniksin NSAID 58 C1H11F3N20; 7 \C/
- Ho’C\\O
Meloksikam NSAID 40  CuHiNsOsS, — T
CHSN:J-I __ o
Oﬂ\N/N—CH
4-Metilamino antipirin NSAID 9,3 C12H15Ns0 |
Triamsinolon Asetonid Kortikosteroid 12,8 Co4H31FOs

. . Bronkodilatér/Mus ﬂ%
Ipratropium Korinik Antagonist 15,1 C20H30BrNO3 \gm

Kortikosteroid 12,4

Betametazon C22H20FOs
oAy
C2H5
3*-hidroksilidokain Lokal Anestezik ~ 7,4~ CeHeNeO: QNHCOCHZN(CH
Vi 25
OH GCH,
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3'-hidroksimepivakain

Dembreksin

Ketoprofen

N-butilskopolamonyum

Diklofenak

Karprofen

Vedaprofen

Meklofenamik Asit

Naproksen

Ambroksal

Fenilbutazon

2-(1-hidroksietil)
promazin sulfoksit
(HEPS)

Lokal anestezik

Mukolitik

NSAID

Parasempathetik

NSAID

NSAID

NSAID

NSAID

NSAID

Mukolitik

NSAID

Sedatif

7,6

59

151

4.1

4,4

4,7

3,8

41

4,5

Ci1sH22N202

Ci13H17Br2NO;

C16H1403

C21HgoBI'NO4

C14H11CI,NO,

C15H12CINO;

C19H2202

C14H1:CIbNO;

C14H1403

Ci13H1gBraN2O

C19H20N202

CisH24N20,S
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Cl
Eltenak NSAID 41  CpHsCILNO:S @;/Q\//
N o
I h
OH / \
3'-hidroksidetomidin Sedatif 7,1 Ci2HisN,O N»
H

CHs;
Butorfenol Opioid 8,6 Co1H2sNO; | on
CH,
Romifidin Tranquiliser g7 copoBrEN, .
/Sakinlestirici HoN
Br
HO, = H
N
Salbutamol Bronkodilator 10,3 C13H21NO3 \K
HO
HO
B
o
5-hidroksidantrolen Kas gevsetici 7,5 C14H10N4Os OuN N, OH

Deksametason Kortikosteroid 12,1 CaoH29FOs
H o NE CH,
Proton pompasi ANl |
Omeprazol bibne M7 CobsNsOss [T s A,
~o OH 7
Metokarbamol Kas gevsetici 13,1 C11H15NOs @o\)\/o\mwz
o}

4.1. Mla¢ Etkin Maddelerle lgili Genel Bilgiler

Tarama limiti olan maddelerin énemli bir kismim1 Non-steroidal anti-inflamatuvar
ilaglar (NSAID) olusturmaktadir. NSAID’ler genellikle zayif organik asit maddeleridir
ve agr1, ates ve inflamasyon etkilerini azaltirlar. Yaygin olarak yumusak doku, kas-iskelet
sistemi ve abdominal inflamasyon, agri, insan ve veteriner cerrahisinde antibiyotik
tedavisine yardimci (destekleyici) olarak kullanilirlar (Jedziniak ve ark., 2012). Bunlar
plazma proteinlerine (>%95) yogun olarak baglanir. Karacigerden ilk gecis etkileri

diistiktiir. Cogu karacigerde oksidasyon ve konjugasyon ile metabolize olur ve idrarla
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atilirlar. NSAID'ler akut doz asimi1 veya uzun siireli tedaviden sonra bazi yan etkilere
(gastrointestinal iilserasyon, renal etkiler, cilt reaksiyonlar1, merkezi sinir sistemi etkileri
vs.) neden olabilir (Smolinske ve ark.,1990). Buna ek olarak, NSAID'lerin kullaniminin
atlarin performansinmi etkilemesi ve yanlis kullaniminin doguracagi olumsuz etkiler

nedeniyle uluslararasi tarama limiti belirlenerek kullanimi kisitlanmaistir.

Heterojen molekiil yapilarindan dolayt NSAID’ler kimyasal yapilarina gore
karboksilik asit (Salisilik asit ve esterleri, asetik asit, propiyonik asitler, fenamik asitler),
enolik asitler (pirolozonlar, oksikamlar), asidik olmayan bilesikler ve koksibler olmak

tizere siiflandirilmaktadir (Saraf, 2008).
Asagida caligilan ilag etkin maddeler hakkinda kisa bilgiler yer almaktadir.

Fenilbutazon: Enolik asit tiirevi olan fenilbutazon pirazolon sinifinda NSAID
ozellikte bir ila¢ etkin maddedir. Idrarda metabolize olmamus halde, oksidasyon ve
glukronik asitle konjugasyon sonucu oksifenilbutazon, hidroksifenilbutazon ve
hidroksioksifenilbutazon metabolitleri halinde bulunur (Aarbakke, 1978). Atlarda
kullanilan en etkili NSAID’lerden biridir. Analiz sirasinda oksidasyonla yikimlanma

goriildiigiinden analizinde askorbik asit kullanimi1 yaygindir (Jedziniak ve ark., 2010).

Fluniksin: Bir nikotinik asit tiirevi olan fluniksin kas iskelet bozukluklarinda ve
atlarda kolik ile iligkili visseral agrinin hafifletilmesinde kullanilan bilinen en giiglii
siklooksijenaz inhibitorii ve dolayisiyla en giiglii antiinflamatuvar ajandir (Sams ve ark.,
1999). Fluniksin COX-1 ve COX-2'nin her ikisini de inhibe edebilmektedir (Brideau ve
ark., 2001). Fluniksin (meglumin) zayif asit karakterde oldugundan yiiksek oranda
(vaklasik %99) plazma proteinlerine baglanir ve 2-4 saat sonrasinda degismeden ve
hidroksilli metaboliti halinde atilir (Soma ve ark., 1988). Fluniksin’in polar asidik grubu
tirevlendirilerek gaz kromatografisinde daha iyi bir kromatografik davranis sagladigi

goriilmiistiir (Johansson ve Anlér, 1988).

Ketoprofen: Propiyonik asit tiirevi olan ketoprofen plazma proteinlerine yaklagik
%99 oraninda baglanarak tagimir ve karacigerde glukronik asitle birlesme tepkimesine
ugraylp idrarla atilir. Yaklasik %350‘si degismeden atilirken kalan kismi ya
hidroksillendikten sonra ya da direkt glukronid formuna doéntiserek atilir (Rengber ve ark.,

10



2009). Ketoprofen ¢esitli lezyon kaynakli topallamayi maskeleyebilen analjezik etkisi
dolayisiyla atlarda kullanilmaktadir (Benoit ve ark., 1992).

Naproksen: Propiyonik asit tirevidir. Yapisal olarak ketoprofen ve ibuprofen’e
benzemektedir. Naproksen oral yolla alindiktan sonra kismen 6-O-desmetil metabolitine
doniisiir ve sonra her iki bilesik glukronik asit ya da siilfat konjugatlar1 seklinde ya da
degismeden idrarla atilir (Kiang ve ark., 1989). Onerilen dozlarda kullamldiginda,
naproksen atlarda etkili bir NSAID’dir fakat birkac giin tedavi uygulanarak kullanimi
dogrudur (Plumb, 1999).

Meklofenamik asit: Antranilik asit tiirevidir. %99‘un iizerinde plazma proteinine
baglanir. Atlarda oksidasyonla daha sonra inaktif bir karboksil metabolitine doniisebilen

aktif bir hidroksimetil metabolitine doniisiir ve etkisini yavas gosterir (Ruiz ve ark.,

1998).

Karprofen: Propiyonik asit tiirevi bir ila¢ etkin maddedir. Analjezik 6zelligi etkin
antiinflammatuvar 6zelligi zayiftir (Bertone ve Horspool, 2004). Asimetrik karbon atomu
icerir ve iki izomeri R (+) ve S (-) bulunmaktadir. Sindirim sisteminden hizli bir sekilde
emilir ve biyoyararlanimi1 %90’1n tizerindedir (McKellar ve ark., 1994). Diisiik oranda
hidroksi metabolitlerine doniisiir, serbest halde atilir ve major metaboliti karprofen

glukronil  esterdir  (https://www.ema.europa.eu/en/documents/mrl-report/carprofen-

summary-report-1-committee-veterinary-medicinal-products_en.pdf, Erisim tarihi: 01

Agustos 2019). Bircok NSAID ozellikteki ilacin aksine karprofenin yarilanma omrii
uzundur (14-31 saat) (Lees ve ark., 1994, McKellar ve ark., 1991).

Vedaprofen: Propiyonik asit tiirevi bir NSAID’dir. Farkli farmakokinetik 6zelliklere
sahip R (-) ve S (+) enantiyomerleri mevcuttur. COX1 enzimini inhibe eder (Bertone ve
Horspool, 2004). En bol metaboliti hem plazma hem idrarda hidroksilli olan
metabolitidir; ancak metabolitler vedaprofenden 2,5 - 20 kat daha az aktiftirler ve
ortalama olarak verilen dozun %95'i, uygulamadan sonraki ilk 10 saat i¢erisinde elimine

edilir  (https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-discussion/quadrisol-epar-

scientific-discussion_en.pdf), Erisim tarihi:1 Agustos 2019).
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Eltenak: Atlarda kullanimi giivenli ve etkili olan asetik asit tiirevi bir NSAID’dir
(Priigner ve ark., 1991). Diger NSAID’lara benzer ozellikler gosterir. Eltenak ile ilgili
detayl: bilgiler literatiirde ¢ok azdir.

Diklofenak: Fenil asetik asit tiirevi bir NSAID’dir. Diklofenak baslica serum
albumini olmak iizere (%99,4), serum proteinlerine % 99,7 oraninda baglanir. Verilen
dozun yaklasik %60 esas molekiiliin glukuronid konjugati seklinde ve ¢ogu glukuronid
konjugatlarina doniisen metabolitleri halinde idrarla atilir. Metabolitleri diklofenaktan
¢ok daha az derecede aktiftirler. %1'inden daha azi degismemis ilag seklinde atilir
(https://www.ilacprospektusu.com/ilac/127/voltaren-sr-75-mg-20-tablet, Erisim tarihi:1
Agustos 2019).

Meloksikam: Meloksikam enolik asit tiirevi, genellikle eklem tedavilerinde
kullanilan NSAID o&zellikte bir sikleojenaz-2 (COX-2) inhibitoriidiir. Viicutta emilimi
yiiksektir nerdeyse %99,5°1 plazma proteinlerine baglanir, idrar ve digkilardan atilan dort
biyolojik olarak aktif olmayan ana metabolitlere metabolize olur (Tirck ve ark., 1996).
Idrarda  %10°dan  daha az1  degismeden  meloksikam  olarak  kalr

(https://www.ema.europa.eu/en/documents/mrl-report/meloxicam-summary-report-2-

committee-veterinary-medicinal-products_en.pdf, Erigim tarihi:1 Agustos 2019).

Metilamino antipirin: Metamizol agr1 kesici ve ates diigiiriici 6zellikte pirazolon
tiirevi bir NSAID ilag etkin maddesidir. Bu 6zelligi biiyiik oranda hizla aktif metaboliti
olan 4-MAA’e biyotransformasyonundan kaynaklanmaktadir (Yoshioka ve ark., 1981).
Oral uygulamadan sonra yaklasik %100 emilerek biotransformasyona ugrar.
Gastrointestinal sistemde hizla ve hemen hemen tamamen emilerek enzimatik olarak
hidrolize ihtiya¢ olmadan 1-2 saatte 4-MAA‘e doniisiir ve plazmada ve idrarda metamizol

olarak tespit edilemez (Nikolova ve ark., 2012).

Furosemid: Furosemid antranilik asit tiirevi olan kuvvetli bir idrar soktiiriicidiir,
%90 lizerinde plazma proteine (daha ¢ok albumin) baglanir, karacigerde metabolize olur,
yarilanma omrii 0,5-2 saattir ve atilim yolu idrardir

(https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2016/018667s0361bl.pdf, Erisim

Tarihi:1 Agustos 2019). Furosemid kan1 bobreklere yonlendirerek atin hava yollarindaki

asirt  kanamayi sinirlar  (https://www.peta.org/issues/animals-in-entertainment/horse-
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atlar viicutlarindaki suyun yiizde 2’sini kaybeder, bu da onlara yaklasik 9 kilo agirlik
avantaji saglamaktadir. Furosemid idrar tirettiginden bir atin viicut sistemine girmis diger
ilaglarin varhigm (6zellikle yasadisi ilag etkin maddeleri) maskeleyebilmektedir
(Dirikolu ve ark., 2003).

Triamsinolon  asetonid:  Anti-inflamatuvar  tedavisinde  kullanilan  bir
glukokortikosteroittir. Yiiksek oranda plazma proteinine baglanirken baglanmamis olan
kismi daha aktiftir. Karacigerde aktif olmayan glukronid ve siilfat metabolitlerine
doniigiir. Idrar analizlerinde, ana bilesik (enjekte edilen dozun %20'si), 6B-
hidroksitriamsinolon (%25) ve tanimlanmamuis, ancak bir glukuronid veya siilfat gibi
gorinmeyen  iclincii  bir  bilesik  (<%5)  halinde  tespit  edilmistir

(https://www.healthcouncil.nl/binaries/healthcouncil/documents/advisory-

reports/2013/04/05/triamcinolone-triamcinolone-acetonide-evaluation-of-the-effects-on-

reproduction-recommendation-for-classification/advisory-report-triamcinolone-

triamcinolone-acetonide-evaluation-of-the-effects-on-reproduction-recommendation-

for-classification.pdf, Erisim tarihi: 9 Ekim 2019).

Betametazon ve deksametazon: Astim, dermatit gibi alerjik ve deri hastaliklari,
eklem agrilar1 i¢in kullanilan kortikosteroid 6zellikte ilag etkinlerdir. 16-metil grubunun
deksametazon icin alfa, betametazonda beta ya bagli olmasi disinda yapisal bir
farkliliklar1 yoktur ve birbirlerinin epimeridirler. Farmakolojik etkileride birbirine

paraleldir (https://www.ema.europa.eu/en/documents/mrl-report/betamethasone-

summary-report-committee-veterinary-medicinal-products _en.pdf, Erisim tarihi: 1

Agustos 2019). Plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanirlar. Idrarla degismeden ve

metabolitleriyle beraber atilirlar.

Ipratropium: Kuaterner amin yapisinda bulunan antikolinerjik bir ajandir. Plazma
proteinine minimal diizeyde baglanir ve uygulanan dozun biiyiik bir kismi degismeden
atilir  (https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda docs/label/2006/021527s0051bl.pdf,
Erigim tarihi:1 Agustos 2019).
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Lidokain: Lidokain bir amid lokal anesteziktir ve N-dealkilizasyonla bir ¢ok
metabolitine monoetilglisineksilidin, 3 hidroksi lidokain, 2,6-dimetil anilin, 4-hidroksi

lidokain ve konjugatlari) doniisiirken %10 u degismeden atilir (Harkins ve ark., 1998).

Mepivakain: Rasemik tersiyer amid yapisinda bir lokal anesteziktir. Proteine
lidokainden daha fazla baglanir. %60 civar1 idrarla 3-hidroksi mepivakain konjugati
olarak atilirken, az bir kism1 degismeden atilir

(https://www.ema.europa.eu/en/documents/mrl-report/mepivacaine-summary-report-

committee-veterinary-medicinal-products_en.pdf, Erisim tarihi:1 Agustos 2019).

Dembreksin: Dembreksin solunum mukusunun viskozitesini azaltan anti-tusif etkili
mukolitik bir ajandir. Hayvanlarda oral kullanimda hizlica ve hemen hemen tamamen
adsorbe edilir. Plazmada hizlica, idrarda ise glukronid ve siilfat tuzlart konjugelerine

metabolize  olarak  elimine  olur  (https://www.ema.europa.eu/documents/mrl-

report/dembrexine-summary-report-committee-veterinary-medicinal-products en.pdf,

Erigim tarihi: 1 Agustos 2019).

Ambroksol: Bromheksin’in N-desmetilasyon ve hidroksilasyon sonucu hizlica
olusan farmakolojik aktif metaboliti olan mukolitik 6zellikte bir ilag etkin maddedir. Bu

nedenle idrarda tarama yapilirken ambroksol kullanilmaktadir (Uboh ve ark., 1991).

N-butilskopolamonyum: N-butilskopolamonyum kuaterner amonyum yapisinda,
atlarda spazmodik kolik ve diger karin agrisi bigimlerinin tedavisinde yaygin olarak

kullanilan bir ilagtir (Bertone, 2002). >%5’i idrarla degismeden atilir.

2-(1-hidroksietil)promazin  sulfoksit (HEPS):  Sedatif ozellikte olan

Asepromazin’in konjuge olmayan major metabolitidir.

Detomidin: Sedatif ve analjezik etkili ve atlarda yaygin olarak kullanilan bir ilag
etkin maddedir. Detomidin karboksilik asit ve hidroksidetomidin glukronide doniisiirek

metabolize olur ve idrarla atilir.

Butorfanol: Opioid analjezik o6zelliktedir. Uygulama sonrasinda tamamen
absorplanir ve plazma proteinlerine baglanir. Karacigerde hidroksibutorfanol ve
norbutorfanol ile metabolize edilir ve bu metabolitler ¢cogunlukla ana ilacin % 5'i ile

birlikte idrarla atilir.
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Romifidin: Kas gevsetici ve sakinlestirici olarak kullanilir. Karaciger (sitokrom
P450 enzimleri) tarafindan 4-hidroksiromifidin igine ve ayrica idrarla atilan glukuronid

konjugat1 igine metabolize edilir (Hsu, 2008).

Salbutamol: Kisa etkili f-adrenarjik reseptor agonisti ilagtir. Salbutamol’lin bir
kismi degismeden ve siilfat konjuge metaboliti halinde idrar yoluyla atilir (Morgan ve
ark., 1986).

Dantrolen: Kas gevsetici olarak kullanilmaktadir. Hizlica 5-hidroksi dantrolen’a

metabolize olur (DiMaio Knych ve ark., 2011).

Omeprazol: Asit pompasi inhibitoriidiir. Gastrit {ilser vb. hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Sulfon ve hidroksiomeprazol’e metabolize olur (Cederberg ve ark.,
1989).

Metokarbamol: Kas gevsetici olarak kullanilmaktadir. Metokarbamol metabolitleri

cogunlukla idrarda ve diisiik ana iyon oraniyla metabolize olur (Hsu, 2008).

NSAID ozellikte olan ilag etkin maddeleri yapilarinda bulunan karboksilik asit
gruplar1 nedeniyle serbest halde tespit etmek giictiir (Nagamatsu ve ark., 2012). Ayrica —
COOH grubu nedeniyle ESI-MS bulunan sivi kromatografi cihazlarinda pozitif
iyonizasyonla sonu¢ vermemekte, negatif iyonizasyonla ise diigiik miktarlarda goriilebilir
oldugundan bu maddelerin analizinde tiirevlendirme islemi uygulanip GC-MS’de analiz
yapmanin se¢iciligi ve verimliligi arttirdigi tespit edilmistir (Kretschmer ve ark., 2011, El
Haj ve ark., 1999). Bu nedenle yapilan bir¢ok c¢alismada farkli tiirevlendiriciler ve
teknikler uygulanmistir. Gonzalez ve arkadaslar1 tarafindan 1996 yilinda at idrar ve
plazmasinda gaz kromatografisiyle 17 NSAID’1n tespiti ¢alisiimistir. Biyolojik matriksin
pH’s1 asidik yapilmis (2-3) daha sonra dietil eterle sivi-sivi ekstraksiyon uygulanmistir.
Sonrasinda iyi bir kromatografik ayrilma i¢in potasyum karbonat varliginda metil
iyodiirle tiirevlendirme yapilarak GC-MS‘e enjekte edilmistir. Sadece karboksilik asit ve
enolik asit gruplar1 olan bilesikler i¢in (diklofenak, fluniksin, naproksen ve fenilbutazon)
60°C’de inkiibasyona ihtiya¢ duyulmadan, fenolik ve hidroksiamid gruplar1 igerenler
(oksifenilbutazon, salisilik asit ve ibuproksam) ise 60°C’de 90 dk inkiibe edilerek

tiirevlendirilmistir (Gonzalez ve ark., 1996).
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2001 yilinda Maurer ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada ekstaktif metilleme
yontemi uygulandiktan sonra GC-MS ile asidik ilaglarin ve zehirlerin tarama analizi
yapilmustir. Ekstraktif metilleme i¢in alinan idrar 6rnegine tetraheksilamonyum (THA)
hidrojen stilfat igeren fosfat tampon (pH 12) ilave edildikten sonra toluen icerisinde metil
iyodiirde ilave edilip 50°C de 30 dk bekletilip metilleme islemi uygulanmistir.
Tiirevlendirme islemi 6zellikle duyarlt asidik bilesiklerin tespiti i¢in gerekli bir iglemdir.
Bazi NSAID’lerin geri kazanimi hidroliz ile azaldigindan tlirevlendirme isleminin
oncelikli olarak yapilmasi avantaj saglamistir ve glukronidler bu asamada ayrilmistir

(Maurer ve ark., 2001).

2006 yilinda Popot ve arkadaslar1 tarafindan at digkisinda hizlandirilmis ¢oziicti
ekstraksiyonu kullanilarak nonsteroidal anti-inflammatuvar ilaglarin tespiti yapilmistir. 2
yasindan kiiciik olan atlardan idrar almak oldukca gii¢ oldugu i¢in diski tizerinden ¢alisma
yapilmistir. Hizlandirilmis ¢6ziicii sistemi olarak Dionex ASE 200 sistemi kullanilmaistir.
Alinan o6rnekler Fontainebleau kumu ile karistirilip sirastyla yag uzaklastirma ve kati faz
ekstraksiyonu yapilmistir. Sonrasinda TMAH/Metanol tiirevlendirmesi yapilarak GC-
MS’e enjekte edilmistir. LOD degerleri naproksen, selekoksib, karprofen, diklofenak ve
fluniksin <10 ng/mL, ketoprofen ve vedaprofen 10 ng/mL, fenilbutazon ve meklofenamik

asit ise 20 ng/mL olarak tespit edilmistir (Popot ve ark., 2006).

Metilleme ile tiirevlendirme disinda sililleme teknigide uygulanmaktadir. 1999
yilinda El Haj ve arkadaslar1 yaygin olarak kullanilan NSAID’lerin (Salisilik asit,
asetilsalisilik asit, ibuprofen, mefenamik asit, tiaprofenik asit, diklofenak, naproksen,
diflunisal, indometasin, ketoprofen) farmasotik dozaj formlarinda ve yarig atlarinin
idrarinda sililleme ile tiirevlendirilerek GC-MS’le analiz etmislerdir. idrarda GC-MS
analizlerinde NSAID’ler metil esterleri halinde, karboksillestirilmis, susuzlastirilmig
veya asetillestirilmis halde bulunabilirler. Tiirevlendirme islemi BSTFA (%1 TMCS) ile
60°C°de 20 dk bekletilerek yapilmistir. Idrardan ilaglarin ayrilabilmesi igin asidik ve
bazik sartlar 1s1ida bekletme gibi islemler uygulanmigtir. Sonrasinda ise etil asetat/hekzan
karisimu ile s1vi-sivi ekstraksiyon uygulanmistir. Karboksilik asit grubu igeren NSAID’ler
BSTFA (+%1 TMCS) ile mono-trimetilsilil tiirevlerine doniismiislerdir. -COOH ve -OH

grubu igerenler ise ditrimetilsilil tiirevlerine doniismiislerdir (EI Haj ve ark., 1999).
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2008 yilinda Sebok ve arkadaslar atik sularda ibuprofen, naproksen, ketoprofen ve
diklofenak’in trimetilsilil tiirevlerinin gaz kromatografisiyle tespit ve tayin edilmesi i¢in
4 farkh silillleme c¢oziiciisii kullanilarak analitik ve mali yonden en uygun olarak
kullanilabilecek  tiirevlendirici ~ belirleme  ¢alismasi  yapmuslardir.  Kati-faz
ekstraksiyonundan sonra 3 farkli tiirevlendiricic (HMDS+TFA, BSTFA, MSTFA)
sicakliklart ve bekleme siireleri degistirilerek calisilmis ve sonuglar degerlendirilmistir.
Yapilan sicaklik ve bekleme siiresi ¢alismasinda en uygun sicakligin 70°C’de 90 dk
beklemesiyle elde edildigi goriilmiistiir. Tiirevlendirici olarak MSTFA ve BSTFA’nin
ayni etkiyi gosterdigi HMDS+TMS’nin ise benzer etkinlikte olmasina ragmen fiyat
olarak daha uygun oldugu goriilmiistiir (Sebdk ve ark., 2008).

Sililleme i¢in kullanilan ¢ozeltiler kolonun ayirma gliciinii zayiflatmakta ve kolona
zarar verebilmektedir. 2012 yilinda Nagamatsu ve arkadaslari tarafindan TMS
(trimetilsilil) tiirevlendirmesi yapilmistir. Bunun i¢in 6nce BSTFA+%1 TMCS
tirevlendiricisi kullanilmigtir ancak ¢ozeltinin asidik kuvvetinin fazla olmasi nedeniyle
(pH 2) kolon zarar gérmiistiir. Bu nedenle tiirevlendirmenin daha diisiik sicakliklarda
(60°C) saglanabildigi ve pH’s1 yaklasik 4 civari olan MSTFA tiirevlendirici olarak
kullanilmistir. MSTFA ’nin yiiksek vizkozitesi nedeniyle piklerde boliinme olusmasinin
engellenmesi iginde tiirevlendirme sonrasinda n-heptan enjekte edilerek kolonun zarar

gormesi kismen engellenmigtir (Nagamatsu ve ark., 2012).

1997 yilinda Hirai ve arkadaslari tarafindan insan idrarinda 12 NSAID’1n analizi i¢in
yapilan calismada asidik, bazik ve enzimatik hidrolizin karsilastirilmasi yapilmistir.
Calisilan maddelerden diklofenak’in asidik hidrolizde indometasin’in bazik hidrolizde
kayboldugu, enzimatik hidrolizde ise geri kazanimda diisiis oldugu goriilmiistiir (Hirai ve
ark., 1997).

2012 yilinda Hu ve arkadaslari domuz kasinda 30 NSAID kalintisinin UHPLC-MS
kullanilarak eszamanli analizi i¢in yaptiklar1 ¢alismada hareketli faz olarak formik asit
kullanildiginda ESI+ modunda NSAID’lerin iyonizasyonunu arttirdigi ve ESI- modda ise
amonyum asetatin pH’y1 degistirerek iyonizasyonu arttirdig1 goriilmistiir. Baz1 negatif
iyon modunda ¢aligilan NSAID’larda ise karboksilik asit gruplarinin deprotone olarak

pozitif iyon modda tespit edilebilir hale geldigi goriilmiistiir (Hu ve ark., 2012).
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Numune yogunlugu c¢ok fazla olan doping, adli tip, gida kontrol ve toksikoloji
laboratuvarlari igin ¢ok sayida ve farkli 6zellikte ilag etkin maddenin es zamanli olarak
yiiksek secicilik ve diigiik tespit limitleriyle taranabilmesi onemlidir. Bu ihtiyaglar
dogrultusunda gelisen teknolojiyle bu sekilde toplu taramalar yapmak miimkiin hale
gelmistir. 2011 yilinda Moulard ve arkadaslari tarafindan yiiksek rezoliisyonlu ve yiiksek
kiitle hassasiyetli orbitrap kiitle spektrometresiyle at idrarinda 235’ten fazla ana kiitle
taranmustir. Segilen 20 etkin analitin validasyonu yapilmistir ve maddelerin LOD
degerleri 0,05-20 ng/mL araligindadir. Bu cihazla ayni zamanda tam tarama yapildigi i¢in

geriye doniik olarak analiz yapmakta miimkiindiir (Moulard ve ark., 2011).

Yasakli maddelerin tespiti ucu agik bir alan oldugundan tespit edilecek maddeleri
kisitlamak oldukg¢a giictiir. Doping kontrol laboratuvarlarinda fazla sayida ilag etkin
maddenin es zamanli olarak diisiik seviyelerde ve hassas olarak taranmasi analiz yiikiinii
hafifletmesi ve genis bir skalada ¢alisma olanagi saglamasi icin bu Ozellikte tarama
yapabilmek 6nemlidir. Bu mantikla 2006 yilinda Ho ve arkadaslari tarafindan at idrarinda
anabolik steroidler, kortikosteroidler ve asidik ilaglarin taranmasi igin iki tane yiiksek
verimlilikte LC-MS/MS metodu bildirilmistir (Ho ve ark., 2006). Proteaz ve pB-
glukronidaz ilave edilip 65°C de 3,5 saat inkube edilerek yapilan enzimatik hidroliz
sonrasinda kat1 faz ekstraksiyon karisik-mod CB8-kati katyon degisim kartusuyla
gerceklestirilmistir. At idrarinda iki fraksiyonla calisilarak asidik/nétral o6zellikte
maddeler ayr1 bazik 6zellikte maddeler ayri eliie edilip analiz edilmistir. Bu ¢alismayla
kimyasal ve farmakolojik olarak birbirinden farkli olan maddelerin tek seferde analizleri
yapilabilmistir. Hidroliz basamaginda proteazin kullanilmasi kat1 faz ekstraksiyonunda
tikanmanin 6nlenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir ve proteaz kullanilarak bunun 6niine
gecildigi ¢caligmalarda goriilmistiir (Yu ve ark., 2008, Wong ve ark., 2011). Kartusla kati
faz ekstraksiyonu yapilirken ilk fraksiyon (Diklorometan/Etanol) ile asidik/nétral
ozellikte maddeler ikinci fraksiyon ile (Etilasetat/Diklorometan/izopropilalkol+%?2
amonyak) bazik 6zellikte maddeler eliie edilmistir. Sonrasinda bir kismu tiirevlendirilerek
GC-MS’e bir kismida LC-MS’e enjekte edilerek 200’iin iizerinde ilag¢ etkin maddenin
taramasi yapilabilmistir. Kesinlik degerleri %20-40 araligindadir ve rutin kullanilan bir

tarama i¢in yeterli diizeydedir.

18



2005 yilinda Leung ve arkadaslar tarafindan at idrarinda kortikosteroidler ve bazik
ilaglarin LC-MS/MS ile taranmasi igin yaptiklari ¢alismada alinan 3 mL 6rnek {izerine 1
mL potasyum fosfat tamponu (0,1 M-pH 6) ilave edildikten sonra pH’1 6’ya ayarlanmustir.
Proteaz ve B-glukronidaz ilavesinden sonra 65°C’de 3,5 saat bekletilerek enzimatik
hidroliz gergeklestirilmistir. Sonrasinda tekrar potasyum fosfat tamponu ilavesiyle
seyreltilen 6rnek sirasiyla metanol, su ve pH 6 fosfat tamponu ile sartlandirilan Bond Elut
SPE kartusundan gecirilmistir. Kartus fosfat tamponu ve asetik asitle yikandiktan sonra
diklorometan/etilasetat (4/1) karisimu ile ilk fraksiyonu Kortikosteroidlerin tespiti igin
eliie edilmistir. Sonra ugurulup ¢oziilerek LC-MS/MS’te analiz edilmistir. Ayn1 kartus
metanolle yikanip kurutulduktan sonra %?2 amonyak iceren
etilasetat/diklorometan/izopropil alkol (5:4:1) karisgimiyla eliie edilerek bazik ilag
etkinlerin tespiti i¢in ugurulup viale alinarak LC-MS/MS’e enjekte edilmistir. Hareketli
fazda A:10 mM amonyum asetat (pH 6,8) ve B: Metanol kullanilmistir. Analiz sonucunda
19 kortikosteroid ve 48 bazik ilag etkinin analizi rutin analizde uygulanabilir kesinlikle
tespit edilebilmistir. Kortikosteroidler 20-250 ng/mL araliginda %2-11 kesinlikle, bazik
ilaglar ise 20-800 ng/mL araliginda %5-17 kesinlikle tespit edilmistir (Leung ve ark.,
2005).

Deksametazon ve betametazon ilag etkin maddeleri birbirlerinin epimeridirler ve
aralarinda ki fark C-16 grubuna birbirinin ayna goriintiisii olacak sekilde baglanmig
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle bu maddelerin analizini birarada yapmak
ayirdetmek ac¢isindan giigtiir. Yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda bu maddeler analiz edilirken
ayri ayri katki yapilarak analiz edilmistir (Ho ve ark., 2006, Mazzarino ve Botré 2006,
Mazzarino ve ark., 2010, Wong ve ark., 2011). Ya da yapilan analizler sadece bu iki
maddenin birbirinden ayrilmasi iizerine daha hassas kromatografik yontemler (Luo ve
ark., 2005) veya epimer maddelerin ayrilmasinda kiral kolon kullanilarak analiz edilmistir
(Karatt ve ark., 2018). 2001 yilinda Tang ve arkadaslar1 tarafindan 23 kortikostreoid
Ozellikte maddenin tespiti i¢in yapilan ¢alismada ise dereceli eliisyonda ve hareketli faz
oranlarinda yapilan degisiklikle deksametazon ve betametazon tutunma zamanlari
birbirinden ayrilarak analiz edilebilmistir ancak baska maddelerin tespiti giiglesmistir

(Tang ve ark., 2001).
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Insan idrarinda da doping etkili maddelerin tespiti benzer sekilde yapilmaktadur.
Atlarda ki uygulamadan farkli olarak doping etkili maddeler ve tarama limiti degerleri
WADA tarafindan belirlenen listede mevcuttur ve liste yenilendikce eklenen maddeler
tarama metotlarina dahil edildiginden uygulanan metotlarin yeniliklere agik olmasi
onemlidir. 2007 yilinda Kolmonen ve arkadaslari tarafindan insan idrarinda doping etkili
maddeler i¢in LC-TOF/MS kullanilarak genel bir tarama metodu gelistirilmistir. Taranan
124 madde arasinda [-bloklayicilar, narkotikler, B2-andronerjik agonistler, anti-
Ostrojenik aktiviteliler, diiiretikler ve kannabinoid 6zellikte olan maddeler bulunmaktadir
(Kolmonen ve ark., 2007). Yine yariglarda antidoping analizi i¢in 2018 yilinda
Abushareeda ve arkadaslari tarafindan yiiksek rezoliisyonlu sivi kromatografisiyle
kapsamli bir tarama metodu gelistirilmis ve valide edilmistir. Bu ¢alismada idrar 6rnegi
B-glukronidaz ilave edilip 50°C’de 1,5 saat bekletilerek hidroliz edilmistir. Hidroliz
sonrasinda pH 9-10’a ayarlanip etil asetatla sivi-s1vi ekstraksiyona tabi tutulmustur. Son
basamakta vialde 6rnek 200 uL hareketli faz ile ¢oziildiikten sonra 20 pL idrar 6rnegi
direkt olarak viale eklenmis ve sonrasinda cihaza enjekte edilmistir. Bu uygulamayla
biitlin siilfat tiirevleri, tam haliyle steroidler ve ilag etkinler tespit edilebilmistir. 304 analit
minimum gereken performans seviyesinin yarisinda tespit edilebilmistir (1-100 ng/mL)

(Abushareeda ve ark., 2018).

[-agonist 6zellikte olan maddeler uzun siireli ve yiiksek dozda kullanim durumunda
anabolik olarak protein sentezi ve liposiz yan etkilerini olusturdugundan doping
kontroliinde kullanimi kisitli ya da yasak maddeler katagorisinde yer almaktadir. 2011
yilinda Garcia ve arkadaslar1 tarafindan LC-ESI/MS ile 9 B-agonist 6zellikte olan ilag
etkin maddenin analizi igin gelistirilen metotta karisik modda CSDAU kat1 faz
ekstraksiyon kartus kullanilarak pg/mL seviyesinde tespit saglanabilmistir. Calismanin
hidroliz basamaginda hem proteaz hem de B-glukronidaz kullanilarak enzimatik hidroliz
yapilmustir. Ekstraksiyon otomatik SPE robotuyla gerceklestirilmistir. Metodun
validasyonu uygulanirken AORC kriterleride gbz 6niinde bulundurularak en az 3 iyon
tizerinden tanimlama yapilip RRT degerlerinin %+2 araliginda olmasina dikkat
edilmigstir. At idrar1 i¢in limiti olan maddelerden biri olan Salbutamol 20 pg/mL
diizeyinde tespit edilebilir olarak bulunmustur. Kesinlik degerleri <%15 ve matriks etkisi

%?20,4 olarak tespit edilmistir (Garcia ve ark., 2011).
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2011 yilinda Wong ve arkadaslari tarafindan at idrarinda anti-diabetik, sikleojenaz-2
inhibitorii, sedatif, kortikosteroid, anabolik steroid ksantinler gibi farkli siniflarda 140 ilag
etkin maddenin analizi yapilmistir. Enzimatik hidroliz esnasinda tiyazidler, pirazollar,
pemolin, omeprazol gibi baz1 maddelerin biiyiik oranda ¢6ziindiigii tespit edildiginden
yapilan ¢alismada idrar 6rnegi bir kismi hidroliz edilip bir kismida hidroliz edilmeden
ayni kartus ve ekstraksiyon teknigi kullanilarak ekstakte edildikten sonra birlestirilip
analiz edilmistir. Ekstraksiyon i¢in genis bir aralikta ¢alisma 6zelliginde olan polimer
yapida Abs elut-Nexus kartus kullanilmistir. Hesaplanan Y%relatif standart sapma
degerleriyle metodun kesinligi ve pozitif Orneklerle yapilan ¢aligmalarlada

uygulanabilirligi ortaya konmustur (Wong ve ark., 2011).

2013 yilinda Kioussi ve arkadaslari tarafindan yapilan LC-TOF/MS, GC-HRMS ve
GC-MS cihazlar1 kullanilarak 350 analitin taramast genel tarama metoduyla
gerceklestirilmistir. Analitlerin farkli fizikokimyasal o6zellikte, polarite araliginda,
molekiil biiyiikliigiinde, ¢ozlintirliikte ve farmasotik yapida olusu farkli cihazlarla
calismay1 gerektirmistir. Ornek alindiktan sonra pH 4,8-5,5 araliginda ayarlanip
glukronidaz/arilsiilfataz enzimi ilave edilip 50°C’de 3 saat bekletilerek enzimatik
hidrolize tabii tutulduktan sonra pH 9,0-10,0 ayarlanip etilasetatla sivi-sivi ekstraksiyon
uygulandiktan sonra organik faz farkli fraksiyonlara ayrilip bir kismi metiliyodiir ile
tirevlendirilerek GC-MS’e verilirken bir kismida LC-TOF/MS’e enjekte edilmistir.
Idrardan 2,5 mL daha almip SPE uygulanmis ve elde edilen rnek MSTFA/NHal/1-PrSH
(N-metil-N-trimetilsililtrifluoroasetamit/amonyum iyodiir/1-Propanethiol) (1000:2:3,
h/a/a) ile tiirevlendirilerek GC-HRMS’e enjekte edilmistir. Genis bir aralikta yapilan bu
calismayla 60 analitin validasyonu yapilmistir. LC-TOF/MS ile genis pH araliginda olan
analitler tespit edilebilirken, GC-MS ile daha ¢ok NSAID o6zellikte olan maddeler GC-
HRMS ile ise ¢ogunlukla anabolik steroid 6zellikteki maddeler tespit edilmistir (Kioussi
ve ark., 2013).
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4.2. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi

Kromatografi bir karistmda bulunan maddelerin biri sabit digeri hareketli faz olmak
tizere iki fazl bir sistemde fiziksel ve kimyasal 6zelliklerindeki farklardan yararlanilarak
ayrilmasi ve saflagtirilmasi yontemidir. Bu yontemde ayirma yiizeyi genis, kat1 bir destek
tizerinde hareketsiz duran bir faz ile hareketli faz arasinda, ayrilmasi istenen bilesiklerin
gb¢ etme hizlarinin farkli olmasindan yararlanilarak yapilir. Ayrilmasi istenen karisim,
destek katis1 ve iizerindeki sabit fazla doldurulmus cam veya metal bir kolondan
gecirilerek ayirma islemi gergeklestirilir. Bir karisimda gaz halinde bulunan veya kolayca
buharlastirilabilen, yiiksek sicakliklara dayanikli, molekiil agirligi 500 amu’dan kiigiik
olan ve daha ¢ok apolar 6zellikteki bilesenlerin birbirinden ayrilmasi amaciyla gaz
kromatografisi (GC) yontemi kullanilir. Kiitle spektrometrisi, yiiksek duyarliligi ve
tarama ¢abuklugu ile gaz kromatografi ile ayrilmis halde elde edilen diisiik
konsantrasyondaki maddelerin yapist hakkinda bilgi edinmek igin en uygun
yontemlerden biridir. Bir karisimdaki organik bilesikler gaz kromatografisi ile ayrildiktan
sonra taninmalar1 miimkiin olabilmektedir. iki teknigin birlestirilmesi, dogal ve sentetik
organik karisimdaki bilesiklerin yap1 analizi i¢in son derece uygun bir yontem
olusturmaktadir. Gaz kromatografisi ile birka¢ saniyede ayrilan kiitle spektrumlari alinip
tanimlanabilmektedir
(https://acikders.ankara.edu.tr/pluginfile.php/51394/mod_resource/content/0/MASS%20
spektroskopisi%20-%20Pratik.pdf, Erisim tarihi: 6 Agustos 2019). Kiitle

spektrometresinde ornek sirastyla buharlagtirilir, iyonlastirilir ve olusan iyonlar kiitle/ytik
(m/e veya m/z) degerlerine gore ayrilarak kaydedilir. Kaydedilen kiitle/ytik oranlar1 6rnek
icerisindeki maddeler i¢in ayirt edici Ozelliktir ve c¢oklu karisimlardaki maddeleri

nanogram diizeylerinde bu degerlerle ayirdetmek miimkiindiir.

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi otomatik-numune enjeksiyon kismu,
enjeksiyon blogu, firin (kolon), iyonlastirma sistemi, kiitle spektrometresi ve kaydedici

kisimlarindan olusmaktadir.

Tas1yict gaz olarak genellikle, helyum, argon, hidrojen, karbondioksit, azot gibi inert

ozellikte gazlar kullanilir. Hangisinin kullanilacagi analiz edilecek orneklere, cihazin
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dedektoriine ve gazin safligina bagli olarak degisebilmektedir. Genellikle helyum gazi

kullanilmaktadir.

Numune enjeksiyon kismi Ornegin kati, sivi veya gaz olusuna gore degisiklik
gostermektedir. Her faza gére farkli sistemler mevcuttur. Enjeksiyon asamasinda 6nemli
olan 6rnegi bir defada buhar fazindan kolona aktarabilmektir aksi durumda yavas veya

fazla miktarda enjeksiyon ile genis pikler ve ayirma giiclinde azalma goriilebilir.

Enjeksiyon bloguda kolon tiplerine ve analiz edilecek maddelerin 6zelliklerine gore
degisiklikler gosterebilmektedir. En yaygin olarak kullanilan enjeksiyon bloklar1 split,
splitless ve PTV (Programable Temparature Vaporization)’dir. Isitilip buharlasan 6rnek
split enjeksiyonda sadece kii¢iikk bir orani analiz amaci ile kolona gecer ve derisik
orneklere uygulanir. Splitless enjeksiyonda ise 6rnegin %95’den fazlasi kolona geger ve
seyreltik orneklerde, Ozellikle safsizlik analizlerinde uygulanir. PTV ise zaman ve is

kaybina engel olmak i¢in temiz 6rneklere uygulanan bir enjeksiyon yontemidir.
Kolonlar dolgulu ve kapiler kolonlar olmak tizere ikiye ayrilmistir.

Dolgulu kolonlar: Cam, paslanmaz gelik, bakir veya aliminyumdan yapilmis, 2-4
mm i¢ ¢ap ve 2-6 m uzunlugunda, partikiil ¢aplar1 37-44 um ile 250-354 pm arasinda
degisen partikiillii bir kat1 destekle doldurulmusg kolonlardir.
Yaygin olarak kullanilan partikiil destegi diatomlu topraktir. Bu pargaciklar ¢ok
gozeneklidir ve hareketli faz ile sabit faz arasinda yogun temas saglarlar ve aktif bolgeler
olarak islev goren silanol gruplari (-SiOH) icerirler.
(https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Analytical _Chemistry/Book%3A_Analytical
Chemistry 2.0_(Harvey)/12_Chromatographic_and_Electrophoretic_Methods/12.4%3

A_Gas_Chromatography, Erisim tarihi: 28 Ekim 2019). Uzun 6miirliidiirler, daha yiiksek

sicakliklarda kullanilabilirler ancak etkinlikleri kapiler kolonlara gore daha diisiiktiir.

Kapiler kolonlar: Kapiler tiipten (0,3-0,5 mm i¢ ¢ap) yapilmis ve i¢i 1 uL kadar
kalinlikta siv1 ile kaplanmig, uzun (10-100 m veya daha fazla) kolonlardir. Bu nedenle
teorik  plaka  sayillarnn  ¢ok  yiksek  oldugundan  verimleri  yiiksektir
(http://beserqil.cbu.edu.tr/26_ BOLUM_ 9.pdf, Erisim tarihi: 28 Ekim 2019). Kapiler

kolonlar ii¢ ana tiptedir.
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- I¢ yiizeyi 6zel bir siv1 ile kaplanmis olan kolonlar (WCOT), tipik olarak 0,25 pm

kalinliginda ince bir sabit faz tabakasi, kilcalin i¢ duvarinda kaplanir.

-Gozenekli bir tabaka agik boru bigiminde olan kolonda (PLOT), gozenekli bir kati

destek (altimina, silika jel ve molekiiler elekler) kilcalin i¢ duvarina tutturulur.

- Sabit faz1 veya dolgu maddesi 6zel bir sivi ile kaplanmis olan kolonlar (SCOT),
dolgu maddesi olan gbzenekli kati maddenin yiizeyi ve gozenekleri 6zel bir siviyla
kaplanir. Hareketli faz bu sekilde yilizeyi kaplanmis olan gbzenekli kati parcaciklar
arasindan kolayca gegebilir (https://www.foodelphi.com/tag/gaz-kromatografi-cihazinin-
Kisimlari/, Erisim tarihi: 28 Ekim 2019).

Ayrilmanin saglanmasi kaynama noktasi farkli olan maddeler i¢in kolona énemli
derecede bagli olmasada benzer kaynama noktasina sahip maddelerin ayrilmasinda kolon
dolgusu icerigindeki madde ile analitin etkilesiminin farkli olmasi 6nemlidir. Bu nedenle
kolon dolgu materyalleri analizi yapilacak maddelere gore farkli polarite ve yapilarda
olan kolon tipleri segilerek analiz edilebilir. Sabit bir faz se¢ilirken ¢6ziinenlerle kimyasal
olarak reaksiyona girmemesine, disiik ucuculukta ve sicakliga baglh olarak
bozunmamasina, numunenin bilesenlerine uygun bir polaritede olmasina dikkat edilir.
Dolgu materyallerinin yapis1 polisiloksana baglanan farkli gruplar ya da polietilen glikol
yapilarindan olusur. Yaygin olarak kullanilan sabit fazlar; skualen (apolar-diisiik
kaynama noktali alifatik hidrokarbonlar), polidimetil siloksan (diisiikk polar-alkaloitler,
amino asit tiirevleri, ilaglar, bocek ilaglari, fenoller, steroidler), fenilmetil polisiloksan
(%50 fenil, %50 metil-ortapolarite-alkaloitler, ilaglar, bocek ilaglari, poliromatik
hidrokarbonlar, poliklorlu bifeniller), siyanopropilfenilmetil polisiloksan (%50
siyanopropil, %50 fenilmetil-polar-nitritler, pestisitler, steroidler), polietilen glikol
(polar-aldehitler, esterler, eterler, fenoller)’diir. Kolonlar isimlendirilirken markasi ve
bagli molekiil icerigi belirtilerek isimlendirilir. Ornegin; DB5SMS-DB:Agilent J&W
markasi, 5SMS: %5 difenil %95 dimetilpolisiloksan igerigini, BP624-BP:SGE markasi,
624:%6 siyanopropifenil %94 dimetilpolisiloksan icerigini, DB-Wax: DB: J&W markasi,

Wax: polietilenglikol i¢erigini tanimlamistir.
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Kolon, sicakligin kontrol edilebilir oldugu bir firin igerisinde yer alir. Kaynama
noktalarina bagh olarak sicaklik degerlerinde degisiklikler yapilip analitlerin kolondaki

farkli tutunma zamanlarinda ayrilmasi saglanir.

Kolondan ¢ikan analit iyonizasyon bolmesine gelir. Ugucu bilesikler i¢in Elektron
Impakt Iyonizasyon (EI), Pozitif Kimyasal Iyonizasyon (PCI), Negatif Kimyasal
Iyonizasyon (NCI) ve Alan Iyonlastirma (FI) kaynaklarindan rnege gore uygun olani
kullanilarak iyonlagma saglanabilmektedir (Skoog ve West, 1981). Elektron impakt
iyonlasma mol kiitlesi 10% daltondan kiiciik ve termal bozunmaya ugramayan drneklere
uygulanan ve gaz kromatografide en yaygin kullanilan iyonlasma ydntemidir. Iyonlasma
odasina giren gaz halindeki maddenin basinci 10° — 10° mmHg olacak sekilde
ayarlandiktan sonra kizgin tungsten veya renyum filamentten olusan ve 90°lik bir ac1 ile
gelen, 70 eV’luk enerjiye sahip € lar tarafindan bombardimana ugratilir. Bombardiman
sonucu gaz halindeki molekiillerden 1 &’un ayrilmasi ile molekiiler iyon meydana gelir
(https://acikders.ankara.edu.tr/pluginfile.php/51394/mod_resource/content/0/MASS%20
spektroskopisi%20-%20Pratik.pdf, Erisim tarihi: 6 Agustos 2019).

M+e —» M™*+2e

M analit molekiil M™ ise molekiiler iyondur. Elektron bombardimani ile olusan
pozitif iyonlar, hizlandiricilar1 gecerek son hizlarina ulasirlar. Boylece pozitif yiikli

iyonlar biiyiik bir hizla m/e” degerlerine gore spektrometrenin analizor kismina ulagirlar

(Sekil 1).

£ Elekiron sliti p e \ .
77 1 / Birincihz. shi fkinci hizl 5]1'1:{\\
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h ) _’_@ _ 69691’ :: ——— Kiitle analizorime
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Sekil 1. Elektron impakt kaynaginin yapisi (Silverstein ve Webster, 1998)
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Kiigiik kiitleli ve yliksek kinetik enerjiye sahip olan iyonlar ¢arptiklar:t molekiillerin
Oteleme enerjilerinde bir artis saglarlar ve molekiiller yiiksek titresim ve donme
seviyelerine uyarilip Yogun par¢alanmaya neden olurlar. Olusan parcalanma iyonlar1 her

madde i¢in karakteristiktir ve kiitle spektrumunu olusturur (Sekil 2).

Molekdiler Iyon Olugumu
ABCD + ¢ — ABCD™ + 2e
Parcalanma ARCD - A + BOD"

AT + BOD" = BC" + D

S . +H + A’

— D + AB “_[--.s'\ql-]‘
— D=

——

AR v — o

. .. I "
Pargalanmadan sonra yeniden dilzenlenme ABCD™ — ADB(  — til.)‘ : '?;I{J.
Pargalanmadan sonra garpisma ABCD™ + ABCD — (ABCD) = BCD" + ABCDA

Sekil 2. Elektron impakt kaynagindaki bazi reaksiyonlar ile par¢calanma iyonlarinin
olusumu (Skoog ve West, 1981).

Iyon kaynagindan cikarak parcalanan maddeler kiitle analizériine gegerler. Kiitle
analizorleride Olgiilen oOzellige ve maddeye gore farkli kiitle/yiikk araliginda ve

rezoliisyonda degiskenlik gostermektedir.

Gaz kromatografi cihazlarinda yaygin olarak kullanilan kiitle analizérleri kuadrupol
kiitle spektrometreleri ve iyon tuzakli analizorlerdir. Tek MS kuadrupol kiitle
analizorlerinde 6rnek kromatografi kolonundan ¢iktiktan sonra, kiitle spektrometrenin
girisinde bulunan bir transfer hattindan geger ve bir elektron-sok iyon kaynagiyla (El)
iyonlastirilir, parcaciklara ayrilir. Ayrilan iyonlar bilgisayar sisteminde kromatograma
doniistirler (Sekil 3) (Skoog ve West, 1981).

kuadrupol analizor X-181Nn|
mercekler

O

GC

dedektér
iyonizasyon kaynagi

Sekil 3. Tek MS kuadrupol kiitle analizorii (http://besergil.cbu.edu.tr/kutle_1.pdf,
Erisim tarihi: 6 Agustos 2019)
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Kromatogramda goriilen pikler kiitiiphane taramasi olan bir cihazda tarandiginda
mevcut spektrum ile karsilastirma yapilarak maddenin ne oldugunu tespit etmek miimkiin
hale gelir. Maddelerin ne oldugu belirlendikten sonra ayni sekilde 6rneklerin miktar1 da

kantitatif olarak tespit edilebilir.

4.3. Sivi Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi

Yiiksek performansh sivi kromatografisinin kiitle spektrometresi ile kombinasyonu
duyarliligi, ¢ok diisiik tespit limitlerinde analize imkan saglamasi, kolonun ve hareketli
fazin degistirilebilmesi, ¢ok fazla ve farkli maddeye uygulanabilir olmasi gibi avantajlari
sayesinde en yaygin kullanilan enstriimental cihazlardandir. Tipik bir s1vi kromatografisi
cihazi hareketli faz ¢ozeltilerinin bulundugu cam veya celikten hazneler, pompalar,

enjektor, kolon ve dedektor kisimlarindan olugmaktadir.

Hareketli faz olarak kullanilan ¢oziiciiler analiz edilecek olan maddelere gore farkli
polaritelerde ve degisken pKa degerlerine uyumlu olarak hazirlanabilmektedir. Tipik bir
stvi kromatografi cihazi i¢in 4 farkli hareketli faz haznesi ve bu hareketli fazlarin degisken
oranlarda verilmesini saglayan pompalar bulunmaktadir. Hareketli faza uzanan ucunda
hareketli faz igerisinden gelebilecek gazdan kaynakli kiigiik kabarciklari, partikiilleri ve
tozlar1 engelleyen filtre baglh kanallardan, pompa sistemine dogru akis saglanir. Tek bir
¢oziicii ile yapilan ayirmalar izokratik daha fazla ¢oziicii ile degisken oranlarda yapilan
eliisyon ise gradiyent eliisyon olarak adlandirilir. Ozellikle coklu maddelerin analizinde

gradiyent eliisyon kullanilarak kisa siirede etkin ayrilma saglanabilmektedir.

HPLC sistemlerinde kullanilan pompalar 1) 400 atm’ye kadar basing iiretimi, 2) puls
igermeyen basing ¢ikisi, 3) 0,1-10 mL/dk akis hizi, 4) %0,5 ve lizeri tekrarlanabilirlikle
akis kontrolil, 5) paslanmaz celik ya da teflondan sizdirmaz ve dayanikli pargalara sahip
olmalidir. Her biri farkli 6zelliklere sahip pompalar olmakla birlikte en yaygin olarak
pistonlu pompalar kullanilir. Pistonlu pompalar motor kontrolii olan pistonla ileri geri

hareket yaparak ¢oziiciiniin iceriye giris ve ¢ikisini saglar. Bu pompalarin avantajlari i¢
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hacimlerinin kiigiik, ¢ikis basinglarinin yiiksek olmasi ve kolon geri basinct ve ¢oziicii

viskozitesinden bagimsiz akis hizlar1 olmasidir.

Ornekler autosampler béliimiine yerlestirilerek verilen isimle cihaza kaydedilir.
Otomatik enjeksiyon sistemiyle yaklasik 1-50 pL araliginda enjeksiyon yapilarak akis
sistemiyle kolona gonderilir. Stvi kromatografisinde diizgiin i¢ ¢apli, paslanmaz celikten
yapilmis yaklasik 600 psi basinca kadar dayanikli olan ve igerisindeki dolgu materyalinin

¢esidine ve boyutlaria gore farkliliklar gosteren analitik kolonlar kullanilir.

Silika jel yiizeyi

Sekil 4. HPLC kolon dolgu materyali i¢ yapis1

Kolon dolgu maddesinin temelinde silika bulunmaktadir (Sekil 4). Kolonun ters-
faz ya da normal faz olma 6zelligine baglh olarak silikaya bagli gruplar degismektedir.
Normal fazli kolonlarda dolgu materyalleri polar 6zellikteyken hareketli fazda apolar
organik coziicliler kullanilmaktadir. Normal fazda kolon dolgu materyali olarak silika
yiizeyine —Siyano, -amino, -diol gruplar1 baglanarak kolona polar 6zellik kazandirilirken
hareketli fazda hekzan, oktanol gibi apolar ¢oziiciiler kullanilir. Ters fazda ise silikaya -
C8 (n-oktil), -C18 (n-oktadesil), siyanopropil, aminopropil gibi alkil zincirli apolar
gruplar baglanmistir. Hareketli faz olarak su, metanol, asetonitril, izopropanol,
tetrahidrofuran gibi polar 6zellikte ¢oziiciiler kullanilir. Normal fazli kolonlarla daha ¢ok
yapisal izomerler, organik/su fazinda ¢dziinmeyen, yagda ¢oziinen maddelerin analizi
yapilabilirken, ters faz kolonlariyla ¢ok farkli 6zelliklere sahip maddelerin analizinin

yapilmast miimkiin oldugundan genellikle ters faz kolonlar1 kullanilir. Kullanilan kolon
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dolgu materyallerinin boyutlar1 kiigiildilkge ayrilma kolaylagirken, zamandan ve
kullanilan ¢oziiciiden tasarruf saglanmaktadir. Bu alanda teknoloji kolon dolgu
maddelerinin yapilari iizerine yapilan ¢alismalarla ilerlemektedir. Kolonlar i¢ ¢aplar 1-
46 mm ve tanecik boyutlar1 1,5-5 pum boyutlarina kadar kiigiiltiilerek
doldurulabilmektedir. Kolonlar bir firin bdlmesinin igerisine yerlestirilmistir ve
ayrilmanin saglanabilmesindeki sicaklik etkisi goz Oniinde bulundurularak kontrol

edilebilmektedirler.

Kolondan ayrilan analitler kiitle spektrometresi bolimiine gecer. Kiitle
spektrometresinde ilk olarak analitin gaz haline gecirilerek iyonlasmasi saglanir.
Iyonlastirma kaynaklar1 6rnegin dnce buharlastirilip sonra iyonlastirilmasina (Elektron
Impakt (El), Kimyasal Iyonlastirma (CI), Alan Iyonlastirma (FI)) ya da kat1 veya sivi
ornegin gaz haline getirilerek iyonlastirilmasina gore (Alan desorpsiyonu (FD),
Elektrosprey iyonlagtirma (ESI), Matriks yardimli iyonlastirma (MALDI), plazma
desorpsiyonu (PD), Hizli atom bombardiman: (FAB), Ikincil iyon kiitle spektrometri
(SIMS), Termosprey iyonlastirma (TS)) olarak gesitlenmistir (Skoog, 1998).

basing = 1 atm kismi vakum
Ie tp ¢apt = 100 um ornek giris nozulu
(dusuk voltaj)
N2
MH*
® 0 \ o
@ +
S (i D —— 0 @a 0000 M
T T Nygaz —— ©@ 999 o
~
/ f MH,*
metal kisma yuksek -
voltaj (~4 kV) yukla damlalar

Sekil 5. Elektrospray iyonizasyon (http://besergil.cbu.edu.tr/kutle 1.pdf, Erisim tarihi: 6
Agustos 2019)

Polar ve ugucu olmayan analitler i¢in elektrosprey iyonizasyon teknigi yaygin olarak
kullanilan yumusak parcalama Ozelligine sahip ve atmosfer basinciyla c¢alisilan bir
tekniktir (Sekil 5). Ornek igne benzeri bir kapiler ile pompalanir ve bu sirada etrafindaki
elektroda gore birkag kilovolt potansiyel uygulanir. Olusan kiiciik ve elektrik yiikli
damlaciklarin ¢oziiciileri kapiler igerisinde uzaklastirilarak damlaciklar kii¢lilmiis olur,
yik yogunluklar1 artar ve gaz fazina gegerler (Skoog, 1998). Bu asamada maddenin

yapisina bagli olarak MH+ veya MH- iyonlari olusmustur. ESI, 6zellikle buharlastirilmasi
29



ve iyonlastirilmast giic olan proteinler gibi biiyiik biyolojik molekiiller i¢in faydali bir

iyonizasyon teknigidir.

Iyon haline gelmis olan analitler analizor kismina hareket ederler. Kiitle analizorleri,
iyonlar kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayirip toplar. Iyonlarin hareketleri manyetik
ve/veya elektriksel alan ile gergeklesmektedir. Hareket eden yiiklii par¢acik momentuma
(kiitle.h1z) ve kinetik enerjisine gore diger parcaciklardan ayrilmaktadir (Dass, 2007).
Teknolojik c¢alismalar iyonizasyondan analizor bdliimiine gelen analit miktarinin
arttirillabilmesi ve analizor kisminda olusan iyonlarin ayrigmasi iizerine yenilenerek
devam etmektedir. Triple kuadrupol (Q3), ugus zamanh (TOF), orbitrap gibi kiitle
spektrometresi  analizorleri  yliksek segicilik, tekrarlanabilirlik ve hassasiyetle

calistiklarindan son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kuadrupol 4 paralel silindirik ¢ubuktan olusmaktadir. ki ¢ubuk negatif iki cubuk
pozitif degisebilir dogru akim kaynagimna baglidir. Kiitle spektrumu olusturmak igin
cubuklar arasindaki bosluga 5-10 V’luk akim uygulanarak iyonlar hizlandirilir ve
uygulanan dogru ve alternatif akimla beraber belli bir m/z oran1 disinda kalan biitiin
iyonlar bosluklara ¢arpip notralleserek uzaklasirken digerleri ilerlemeye devam ederler
(Skoog, 1998). Bu asamada yumusak par¢alanmayla ana iyonlar ve {irlin iyonlar olusur.
Kuadrupol sisteminde iyon kaynaginda iyonlasan analitlerin Q1 boliimiinde sadece ana
iyonlart Q2 bolimiine gonderilir. Q2 bdlimiinde ise ana iyonlar pargalanarak iiriin
tyonlar1 olusur ve Q3’e gonderilir. Q3’te sadece ana iyona 6zgii olan karakteristik iyonlar

ayrilarak dedektore gonderilir (Sekil 6).

ESl'dan gelen Q1 Q2 Q3

iyonlarin spektrumu  Sadece 210 ana 210 anaiyonu Ar  Kalitatif ve kantitatif
iyonunun gegisini  ya da He gaziile olarak 210 ana
saglar carpistirilarak iyonunun sadece 158

parcalanir ve iriin  ve 191 karakteristik
- iyonlar olusur iyonlarini gériintiiler
198 ;
oy 20 H a1
70 210 260 2% 100210 180 170 190 210 e 190

Sekil 6. Triple kuadrupol MS/MS cihazinin semast
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Bu teknikle maddeler sadece ana iyonlar1 degil pargalanma iyonlarina gore tespit
edilebildigi icin segicilik ve hassasiyet oldukc¢a yiiksek oldugundan c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda tespit yapabilmek miimkiindiir. Bu 6zelligi sayesinde ana iyonu ayni

olan maddelerde tespit edilebilir.

Kiitle spektrometreleriyle hem tam tarama (SCAN) hem de se¢ilmis iyonlarin
taranmasi (SIM) yapilabilir. Tam tarama genel bir taramadir ve belirlenen m/z araliinda
analiz boyunca tarama yapilir bu nedenle genelde nitel analizlerde kullanilir. SIM modu
taramada ise taranacak kiitleler ve zaman aralig1 belirlenerek kisitlama yapilir ve daha
secici analiz saglanir. LC-MS/MS cihazlarinda bu tarama SRM (Selected Reaction
Monitoring) ya da DMRM (Dynamic Multiple Reaction Monitoring) olarak adlandirilan
yontemlerle yapilir. Bu modlarda belirli zaman araliginda ana iyon ve pargalanma
iyonlar1, pozitif/negatif olarak pargalanmasi, uygulanan voltaj degeri ve parcalama
enerjisi degerleri (optimizasyon verileri) tanimlanmast durumunda ¢ok daha secici

analizler yapmak miimkiindiir.

4.4. Validasyon

Validasyon bir metodun, 6l¢iim prosediiriiniin, bir cihazin veya sistemin belirlenen
amaglara uygunlugunun ve performansinin belirlenmesi i¢in objektif olarak yapilan test
ve Olgme islemlerinin yazili delillerle kanitlanmasidir. Metot validasyonunun amaci
sec¢ilen metodun istenen amaca uygun nitelikte (performansta, kalitede) sonu¢ verdigini
test etmek ve metodun rutin kullanimi sirasinda istenen performansi saglamasinin
kosullarini belirleyip kontrol altinda tutmaktir. Bir laboratuvarda kullanilacak her tiirlii
metot, rutin analiz i¢in kullanilmadan 6nce laboratuvar kosullarinda analiz yapan kisiler
tarafindan valide edilmesi gerekmektedir. Belli bir kalite sistemine uygun calisan

laboratuvarlarin kullandiklar1 metotlar: valide etmeleri gerekmektedir.

Doping laboratuvarlarinda analiz sonucunda ortaya ¢ikabilecek bir yanlis pozitif ya
da yanlis negatif sonug itirazlara, yarg: slirecine ve magduriyete sebep olabilmektedir.
Bu nedenle analizlerin giivenilirligi, tekrarlanabilirligi ve performansi ¢ok biiyiik 6nem
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tasimaktadir. Dolayisiyla metotlarin valide olmasi hem analistler hem de sonucun

etkileyecegi kisiler agisindan bir gerekliliktir.

Doping laboratuvarlart i¢in olusturulmus temel bir kilavuz olmamakla beraber
Avrupa Komisyonunun 2002/657/EC komisyon kararinin 96/23/EC konsey direktifi ve
ILAC G7 tarafindan yaymlanan AORC’nin gereklilikleri olarak belirlenmis olan MS
kriterleri g6z Onlinde bulundurularak validasyon calismalar1 yapilmaktadir. Her iKi
kilavuz o6rnek alinarak yapilacak validasyon cercevesinde uygulanacak gereklilikler

asagida siralanmustir.

Kiitle spektrometrik tayin i¢in performans kriterleri ve gereklilikler (http://www.aorc-

online.org/documents/aorc-ms-criteria-modified-23-aug-16, Erisim tarihi:6 Agustos
2019)

-  GC-MS prosediirleri i¢in, kromatografik ayirma kapiler kolonlar, LC-MS
prosediirler i¢in LC kolonlar1 kullanilarak yapilmalidir.

- Inceleme altindaki analit i¢in minimum kabul edilebilir alikonma zaman1 kolonun
bos hacmine karsilik gelen alikonma zamaninin iki katidir.

- Analitin alikonma zamani kalibrasyon standardininkiyle ortiismelidir.

- Kiitle fragmanlar se¢ilmis-iyon (SIM) kullanilarak analiz yapildiginda, veriyi
yorumlamak i¢in minimum dort tanimlama noktast gereklidir. LC-MS/MS’te ise
en az 2 tanimlama noktas1 gerekir.

- Analitik enstriimana ekstraktlarin enjekte edilme sirasi: bos reaktif, uygun-olan
kontrol 6rnegi, tayin edilecek 6rnek/ 6rnekler, tekrar uygun-olan kontrol 6rnegi
ve son olarak uygun-olmayan kontrol 6rnegi seklinde olmalidir.

- AORC’nin kriterlerine goére uygun bir i¢ standart kullanildiginda, test 6rnegindeki
analitin Relatif alikonma zamani (RRT), referans numunedeki degerden gaz
kromatografisinde %=1, sivi kromatografisinde %+2’den daha fazla
degismemelidir.

- AORC kriterlerine gore iyon oranlar1t MS i¢in %+10-30, MS/MS i¢in ise %+20-
40 (ilk iyon %100 kabul edildiginde) araliginda olmalidir ve herbir analit igin S/N

orani 3:1 oraninin tizerinde olmalidir.

32


http://www.aorc-online.org/documents/aorc-ms-criteria-modified-23-aug-16
http://www.aorc-online.org/documents/aorc-ms-criteria-modified-23-aug-16

Metot validasyon parametreleri kantitatif bir analiz i¢in sirasiyla segicilik, dogruluk-
geri kazanim, tekrarlanabilirlik, laboratuvar i¢i tekrar iiretilebilirlik, CC, (Karar sinir1),

CCp (Tespit yetenegi), saglamlik ve stabilite agisindan degerlendirilmelidir.

4.4.1 Metodu gecerli kilma parametreleri

4.4.1.1 Spesifiklik/secicilik

Spesifiklik, bir metodun Olgiilen analit ile diger maddeler arasinda ayirt etme
yetenegi demektir. Analitik metotlar icin, analit ve yakindan ilgili maddeler (izomerler,
metabolitler, degradasyon {iiriinleri, kendi dogasindan gelen maddeler, matris bilesenleri
gibi) arasinda ayirim yapma giicli 6nemlidir. Girisimi kontrol etmek i¢in iki yaklagim

vardir;

Bunun i¢in potansiyel girisim yapabilecek maddeler secilmeli ve ilgili bos 6rnekler
olas1 girisimin varligimi saptamak i¢in ve girisimin etkisini tahmin etmek i¢in analiz

edilmelidir:

- oOrnekte olabilecek ilgili madde ile kimyasal olarak ilintili bilesikler
(metabolitler, tiirevler vs.) veya diger maddeler segilip kontrol edilir
- biitiinii temsil eden uygun sayida (n > 20) bos 6rnek analiz edilir ve hedef
analitin alinacag ilgili alandaki herhangi bir girisim (sinyaller, tepeler, iyon
izleri) kontrol edilir;
Boylece yontemin s6z konusu analitin tespit edilip edilemedigi ve baska kimyasal
olarak benzer yapida olan maddelerin varliginda analitin tespit edilebilirliginin kontrolii

yapilmis olacaktir.
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4.4.1.2 Dogruluk-geri kazanim

Dogruluk elde edilen deney sonuglarinin gergcek degere yakinligmin ifadesidir.
Dogruluk sadece sertifikali referans materyal (CRM) araciligiyla belirlenebilmektedir.
Standart referans materyal yoksa geri kazanim degeri hesaplanarak belirlenir. Geri
kazanim, analitik prosediir sirasinda geri kazamilan bir maddenin gergek
konsantrasyonunun yiizdesi anlamina gelir. Limitli maddeler i¢in s6z konusu limit
degerinin 0,5xISL, ISL, 1,5xISLve 2XISL oraninda bos oldugu bilinen idrar 6rnegine
katki yapilarak 3 giin 6 paralel olarak yapilan ¢alisma sonucunda giin i¢i ve giinler arasi
geri kazanim degerleri her seviye i¢in hazirlanan matriks standart kalibrasyon egrisine

gore asagidaki esitlikle hesaplanmalidir.
% Geri kazanim = 100 x Olgiilen Deger/ Gergek Deger

Geri kazanim degerleri sadece £ %10’ luk hedef deger i¢inde oldugunda kabul
edilebilir.

4.4.1.3 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, ayni laboratuvarda ayni analist tarafindan ayni test cihazinda ayni
test lirliniinde ayni test yontemi ile bagimsiz test sonuglarinin elde edildigi duyarhilik
anlamina gelir. Tekrarlanabilirlik ¢alismasi limitli maddeler i¢in s6z konusu limit
degerinin 0,5xISL, ISL, 1,5xISL, 2xISL oraninda bos oldugu bilinen idrar 6rnegine katki
yapilarak 3 giin 6 paralel olarak yapilan ¢alisma sonucunda gerceklestirilir. Katki yapilan
orneklerin ortalama konsantrasyonlari, standart sapmalar1 ve sapma katsayilar1 (%) her

seviye i¢in hesaplanmalidir.
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4.4.1.4 Laboratuvar ici tekrar iiretilebilirlik

Laboratuvar igi tekrar iretilebilirlik, en az 2 farkli kosulda (farkli analist, farkl
cevresel kosullar, farkli ekipman, farkli sicaklik kosullari, farkli reaktif gruplar1 veya
¢oziciiler vb.) gergeklestirilmelidir. Limitli maddeler i¢in s6z konusu limit degerinin
0,5xISL, ISL ve ISLx1,5 oraninda bos oldugu bilinen idrar 6rnegine katki yapilarak 6
paralel ¢alisma yapilmalidir. 2 farkli sartta elde edilen sonuglarin standart sapmasi (SDwir)

ve varyasyon katsayisi (CV) hesaplanarak elde edilir.

2002/657/EC direktifine gore nicel yontemlerin kesinligi bir referans veya katki
yapilmis materyalin tekrarlanmis analizi i¢in sapma katsayis1 (CV) dretilebilirlik
kosullar1 altinda, degisimin i¢ laboratuvar katsayis1 Horwitz denklemince hesaplanan
diizeyi agmamalidir. 1000 pg/kg’1n altinda limitli olan maddeler i¢in tiretkenlik CV’si(%)
<16, 100 pg/kg’n altinda ise CV (%) < 23 olmas1 gerekir (Tablo 3).

Tablo 3. Element-kiitle bolimleri araliginda niceliksel yontemler igin tekrar
tiretilebilirlik verilerinin CV degerleri

Kiitle boliimii CV (%)
1 ng/kg *
10 ng/kg *
100 pg/kg 23
1000 pg/kg 16

* 100 pg / kg'dan daha diisiik kiitle boliimleri i¢in Horwitz Denkleminin uygulanmasi kabul edilemez
yiiksek degerler verir. Bu nedenle, 100 pg / kg'in altindaki konsantrasyonlarin CV'leri miimkiin oldugu
kadar diisiik olacaktir.

4.4.1.5 Kesinlik

Kesinlik, onceden belirlenen kosullar altinda elde edilen bagimsiz test sonuglari
arasindaki yakinlig1 ifade etmektedir. Kesinlik ol¢iitii genellikle belirsizlik (imprecision)
olarak ifade edilir ve test sonuglarinin standart sapmasi olarak hesaplanir. Laboratuvarda
tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda gergeklestirilen bir numunenin tekrarli analizi
durumunda, ortalamanin laboratuvar i¢i varyasyon katsayis1 (CV) asagidaki degerleri

asmamalidir (Tablo 4).
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Tablo 4. Element kiitle fraksiyonu araligindaki kantitatif metotlar i¢cin CV’ler

Kiitle fraksiyonu CV (%)
> 10 pg’ dan 100 pg’ a kadar 20
> 100 pg’ dan 1000 pg’ a kadar 15
> 1000 pg 10

3 giin 3 seviye (0,5xISL, ISL,1,5xISL ve 2xISL) 6 paralel olacak sekilde yapilan
calisma sonuglarindan giin i¢i ve giinler arasi kesinlik degerleri %CV olarak asagidaki

formiile gére hesaplanir.

%CV= Standart Sapma/Ortalama Deger x100

4.4.1.6 Karar (Kesinlik) limiti (CCy)

Bir 6rnegin uygun olmadigina o hata olasiligiyla ulasilabilecek limit ve {iizeri
demektir olarak tanimlanmistir. Limit degeri belirlenen maddeler i¢in CC,, izin verilen
limitte analitlerle katkilanmis her matriks basina en az 20 bos materyal analiz ederek
olusturulabilir. Limit degerine karsilik gelen konsantrasyon ile laboratuvar igi tekrar

tiretilebilirliginin standart sapmasinin 1,64 katinin toplami Karar limitine esittir (o = % 5).
CCu=CisL + 1,64*SD
CisL: Uluslararasi tarama limiti degeri

SD: Limit degerinde katki yapilarak analiz edilmis 6rneklerin konsantrasyonlarimin

standart sapmast

4.4.1.7 Tespit yetenegi (CCp)

Bir 6rnekte B hata olasiligiyla saptanabilen, tanimlanabilen ve/veya miktarsal olarak
belirlenebilen en kiigiik miktardaki madde igerigi olarak tanimlanmistir. Limit degeri
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belirlenen maddeler i¢cin CCp degeri metodun izin verilen limit konsantrasyonunu 1- 3

istatistiksel dogrulukla saptayabildigi konsantrasyondur.

Limitli maddeler icin CCp karar limitinde analitle/ analitlerle katkilanmis her matriks
basina en az 20 bos materyal analiz ederek olusturulabilir ve asagidaki formiile gore

hesaplanir (f = % 5).
CCp= CC,+1,64*SD
CCy. Metodun karar limiti

SD: Limit degerinde katki yapilarak analiz edilmis Orneklerin konsantrasyonlarinin

standart sapmast

4.4.1.8 Kalibrasyon egrisi

Miktar tayini i¢in kalibrasyon egrileri olusturulurken
- egrinin olusturulmasinda en az bes diizey (sifir dahil) kullanilmalidur,
- egrinin ¢aligma araligi tarif edilmelidir,
- egrinin matematik formiilii ve verinin egriye uyumunun iyiligi tarif
edilmelidir.
- egrinin parametreleri i¢in kabul edilebilirlik aralig: tarif edilmelidir
Bu direktifin yerine getirilmesi i¢in sifir dahil 0,5xISL, ISL, 1,5xISL ve 2xISL olmak
lizere 5 seviyede 6 paralel calisma yapilir. Her bir madde icin ¢izilen grafiklerde

korrealasyon katsayisi degeri hesaplanir.

4.4.1.9 Saglamhik (minér degisiklikler)

Bu gibi ¢aligmalar laboratuvarlar tarafindan mindr mantikli varyasyonlarin etkisinin

ve bunlarin sonuglarinin gdzlenmesi icin uygulanir. On arastirma ¢alismalari, Sl¢iim
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sonuglarini etkileyebilen, drnegin 6n muamele, temizleme ve analiz faktorleri segilerek

yapilmalidir. Bu gibi faktorler laboratuvarda olabilen birgok faktoriin yani sira analizi

yapani, reaktifi ve dmriinii, solventleri, standartlar1 ve 6rnek ekstraktlarini, 1sitma oranini,

sicakligl, pH degerlerini icine alabilir. Bu faktorler laboratuvarlar arasinda karsilasilan

sapmalarla ortiisen bir biiyiikliik sirasinda modifiye edilmelidir (Commission Decision,
2002/657/EC).

Sonuglar etkileyebilecek olasi faktorler tanimlanir,

Her faktor minér diizeyde degistirilir,

Youden yaklasimi (AOAC-I Peer Verified Methods, Policies and Procedures,
1993, Youden ve Steiner, 1975) kullanilarak bir kuvvetlilik testi yapilir.
(Youden yaklasimi gerekli zamani ve g¢abayr minimumda tutar. Youden
yaklagimi bir fraksiyonel faktoriyel tasarimdir. Farkli faktorler arasinda
etkilesim tespit edilemez).

Bir faktoriin Olgiim sonuglart Onemli dlgiide etkileyen bir faktor
bulundugunda, bu faktoriin kabul edilebilirlik limitleri konusunda karar
vermeye yonelik ilave deneyler yapilir,

Sonuglar1 6nemli derecede etkileyen faktorler metot protokoliinde acik olarak

tanimlanmalidir.

Temel diisiince bir defada bir alternatif iizerinde calismak degil fakat bir defada

birka¢ varyasyonu devreye sokmaktir. Ornek olarak nominal degerler hafifce

degistirildiginde sonuglar1 etkileyebilen yedi farkli faktoriin nominal degerler A, B, C, D,

E, F ve G ise bunlarin alternatif degerleri kiigiik a, b, ¢, d, e, f ve g olarak tanimlanir. Bu

2" veya 128 farkl olas1 kombinasyonun etkisinin irdelendigi anlamina gelmektedir.

Biiytik ve kii¢lik harfler arasinda bir denge olan bu kombinasyonlarin sekizinin bir

alt setini segmek miimkiindiir (Tablo 5). Se¢ilmis faktorlerin (A-G) bir kombinasyonunu

kullanacak olan sekiz tayin yapilmalidir.

Tablo 5. Youden plani

Faktor 1 2 3 4 5 6 7 8
Ala A A A A a a a a
B/b B B b b B B b b
Clc C c C c C Cc C c
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D/d D D d d d d D D
Ele E e E e e E e E
F/f F f f F F f f F
Glg G g g G g G G g

Olusturulan tablo ve belirlenen faktorler kullanildiginda her etkinin tespiti i¢in 3

paralel caligma yapilip sonuglar asagidaki degerlerin hesaplanmasiyla yorumlanir.
Saglamlik degerlerinin yorumlanmasi i¢in hesaplanmasi gereken parametreler;

D: Y:-Y.

Y+: +faktoriin uygulandigi degerler

Y-:- faktoriin uygulandigi degerler

C: Analitin konsantrasyonu

Etki: if D>1,4*SDwir

SDwir: Laboratuvar i¢i tekrar iiretilebilirligin standart sapmasi

Hesaplanan etki degeri degeriyle degisen parametrelerin analiz {izerine etkili olup
olmadig1 dolayistyla metodun s6z konusu analite uygulanan minér degisiklige karsi

saglam olup olmadigi tespit edilmis olur (Reeuwijk ve Houba, 1998).

4.4.1.10 Stabilite

Saklama veya analiz sirasinda gozlenen drnekteki analitin veya matriks bileseninin
kararliliginin yetersiz olmasi analiz sonuglarinin ¢iktilarinda 6nemli sapmalara neden
olabilir. Valide edilmis bir metodun uygulanabilirliginin kontroliiniin tespiti standart
tizerinden yapiliyorsa s6z konusu standardin hangi sicaklikta ve ne kadar siireyle stabil
kaldiginin bilinmesi énemlidir. Ayni sekilde analitin 6rnek icerisinde ne kadar siireyle

tespit edilebilir halde oldugu, hangi sicaklikta ve ne kadar siireyle tutulmasi durumunda
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degredasyonun olusup olugsmayacaginin belirlenmesi analizin kalitesi ve uygulanabilmesi

acisindan gereklidir. Analitin ¢6zelti igerisindeki stabilitesini belirlemek i¢in;

Analitin/analitlerin taze stok ¢ozeltileri hazirlanir, limit degeri belirlenmis
analitler i¢in limit seviyesine takabiil edecek sekilde seyreltme yapilarak
+4°C, -20°C, +20°C giin 15181nda +20°C karanlikta saklanmak ve {i¢ paralel
caligmak iizere ¢oOzelti katki yapilarak hazirlanir ve belirtildigi sekilde
etiketlenip saklanir.

Uygulanan metotla 6nce taze hazirlanmis ¢ozeltinin analit igerigi belirlenir.
Saklama siiresi bir, iki, li¢ ve dort hafta gerekirse daha uzun, 6rnegin
tanmimlama ve/veya miktar tayini sirasinda ilk degradasyon olgulari
gozlenebilinceye kadar se¢ilmelidir. Maksimum saklama zamani ve optimum
saklama kosullar1 kaydedilir.

Her kosuldaki analitin/ analitlerin konsantrasyonunun hesaplanmasi analiz
aninda taze hazirlanmig analit ¢ozeltisini kullanarak %100 olarak
yapilmalidir.

Kalan analit (%) = C i x 100/ C taze

C i =zaman noktasindaki konsantrasyon

C taze = taze ¢Ozeltinin konsantrasyonu

Matriks igindeki analitin/ analitlerin stabilitesinin belirlenmesi i¢in;

Mimkiin oldugunca, hedef olan oOrnekleri igeren referans Ornekler
kullanilmalidir. Miimkiin degilse, analitle katkilanmig matriks kullanilmalidir.
Eger hedef olan materyal miimkiin degilse, biraz bos materyal alinir ve
homojenize edilir. Tazeyken 1., 2., 3., 4., ve miimkiinse 20. haftada ti¢ paralel
olarak analiz edilebilecek sekilde drnek katkilanir. Oncelikle taze karisim 3
paralel olacak sekilde analiz edilir. Sonrasinda 6rnekler +4° C, -20°C +20°C
1sikta ve karanlikta olacak sekilde muhafaza edilir ve belirlenmis zamanlarda

analiz edilerek stabilitesi kontrol edilir (Comission Decision, 2002/657/EC).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Calismada kullanilan cihazlar ve malzemeler Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Kullanilan cihazlar ve malzemeler

CIiHAZ ADI

MARKASI MODELI

pH ayarlama cihazi

Kat1 faz ekstraksiyon cihazi
pH metre

Saf su sistemi

Sogutmal1 santrifiij
Vorteks karistiric
Analitik terazi
Buzdolabi

Derin dondurucu
Ultrasonik su banyosu
Azot altinda ugurma sistemi
Etiv

Kuru blok 1sitma sistemi
Otomatik pipetler
Mikropipetler

SPE Kartuslari

Pipet uglan
Plastik tiipler
Vialler
LC-MS/MS

S1v1 kromatografi kolonu

GC-MS

Mettler Toledo, USA

Gilson Aspec 274, USA

Sartorius, Almanya

Elga-Veolia Water Solutions&Technologies,
UK

Thermo Scientific Heraeus 5500i, Almanya
Allsheng MTV-100, Cin

Sartorius, Almanya

Sanyo Medicool (MPR-414F), Japonya
Sanyo Biomedical (MDF-U537D), Japonya
WiseClean, Kore

Biotage Turbo Vab LV, Isvicre

Megaterm 1200-P, Romanya

Techne DB-3D, UK

Eppendorf Multipette Xstream, Almanya
(10, 20, 200, 1000, 5000, 10000 uL)
Eppendorf, Almanya

UCT Xtract C18 (500 mg/3mL)

CLEAN SCREEN® DAUS503 C8(500
mg/3mL) UCT, USA

Isolab, Almanya

Sarstedt, Almanya

Alwsci Tech., Cin

Agilent 1200 serisi elektrospray iyonizasyon
(ESI) kaynag1 baglantil1 6460 triple-

quadrupole kiitle spektrometresi, Agilent
J&W, USA.

Sunfire C18 2.1x150 mm ve 3.5 pm partikiil
capli, Waters, USA

Xbridge BEH C18, 2.1x150 mm ve 3.5 pm
partikiil ¢apli, Waters, USA

Agilent 7890A GC - Agilent El iyonizasyon,
Agilent 5975C kiitle spektrometresi ve 7683
Agilent autosampler. Mass Hunter Software,
Agilent J&W, USA.
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Gaz kromatografi kolonu Bagli fazli kapiler DB-5MS (25m x 0.20mm
i.d, 0.33 pm film kalinlig1 olan kolon,
Agilent J&W, USA.

5.2. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 7°de gdsterilmistir.

Tablo 7. Kullanilan kimyasallar ve iiretici firmalar1

Kimyasalin ad: Uretici Firma

Metanol J.T. Baker, Polonya
Asetonitril Merck, Almanya
Diklorometan Fisher Scientific, UK
Kloroform J.T. Baker, Polonya
Formik asit Merck, Almanya

Etil asetat J.T. Baker, Polonya
Asetik asit Sigma Aldrich, Almanya
Amonyum hidroksit soliisyonu (%25-30) Sigma Aldrich, Almanya
n-Hegzan VWR, Fransa

Sodyum Hidroksit (%32) Fisher Scientific UK

TMAH (~0,5 M (CH3)sN(OH)CsHs metanol Sigma Aldrich, Almanya
icerisinde, GC tlirevlendirmesi i¢in)

Hidroklorik asit (1M %3) J.T. Baker, Polonya
MSTFA CovaChem, USA
BSTFA+%1TMCS Sigma Aldrich, Almanya
PFPA Sigma Aldrich, Almanya
Amonyumbikarbonat Honeywell, USA
Potasyum dihidrojen fosfat Merck, Almanya
Amonyum siilfat>99 Sigma Aldrich, Almanya
Beta-glukronidaz (Helix Pomatia Type HP 2) Sigma Aldrich, Almanya
Proteaz (Type 1>units/mg kati) Sigma Aldrich, Almanya

Kullanilmis olan kimyasallarin tamamu analitik safliktadir. Sulu ¢6zeltiler deiyonize

su kullanilarak hazirlanmistir.

5.3. Kullanilan Sertifikah Standartlar ve i¢ Standartlar

Calismada kullanilan sertifikali standartlar ve i¢ standartlar Tablo 8’de gosterilmistir.
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Tablo 8. Sertifikali standartlar ve i¢ standartlarin 6zellikleri

Sertifikali Standart CAS no Marka Sail 1k Coziicii
Furosemid 54-31-9 CHIRON AS  9%99,5 Metanol
Fluniksin 38677-85-9  Sigma Aldrich %98 Metanol
Meloksikam 71125-38-7 CHIRON AS 9699 DMSO
4-Metilaminoantipirin 519-98-2 Cayman Che. %98 Metanol
Triamsinolon Asetonid 76-25-5 CHIRON AS %99 Metanol
Ipratropium 22254-24-6 TRC %97 Etil asetat
Betametazon 378-44-9 CHIRON AS  %99,5 Metanol
3'-hidroksilidokain 34604-55-2 TRC %98 Metanol
3'-hidroksimepivakain 37055-90-6 TRC %98 Metanol
Dembreksin 52702-51-9 CHIRON AS  %99,5 Metanol
Ketoprofen 22071-15-4 CHIRON AS  %99,1 Metanol
N-butilskopolamonyum 149-64-4 TRC %98 Metanol
Diklofenak 15307-86-5 CHIRON AS  %98,9 Metanol
Karprofen 53716-49-7  Sigma Aldrich  %99,7 Metanol
Vedaprofen 71109-09-6  Sigma Aldrich %99 Metanol
Meklofenamik Asit 6385-02-0 CHIRON AS  %99,9 Metanol
Naproksen 22204-53-1 CHIRON AS  %99,5 Metanol
Ambroksal 23828-92-4  CHIRON AS  9%99,5 Metanol
Fenilbutazon 50-33-9 CHIRON AS  9%98,2 Metanol
2-(1-

hidroksietil)promazin 73644-42-5 TRC %98 Metanol
stlfoksit (HEPS)

Eltenak 72895-88-6 TRC %98 Metanol
3'-hidroksidetomidin 1794759-72-0 TRC %98 Metanol
Butorfanol 58786-99-5 CHIRON AS %99,76 Metanol
Romifidin 65896-16-4 CHIRON AS  %97,9 Metanol
Salbutamol 51022-70-9 CHIRON AS  %95,9 Metanol
5-hidroksidantrolen 52130-25-3 TRC %98 DMSO/Metanol
Deksametason 50-02-2 CHIRON AS %99 Metanol
Omeprazol 73590-58-6 CHIRON AS  %99,5 Metanol
Metokarbamol 532-03-6 TCI %98 Metanol
Furosemid-d5(furfuril-d5) 1189482-35-6 CHIRON AS %99 Metanol
Meloksikam-d3 942047-63-4 TRC %98 Metanol
4-Metilamino-d3- 1246820-06-3  TRC %98 Metanol
antipirin

3-OH Lidokain-d5 1286482-71-0 TRC %98 Metanol
3-OH Mepivakain-d5 1346597-79-2 TRC %97 Metanol
Ketoprofen-d3 159490-55-8 TRC %98 Metanol
Skopolamin d3

A N/A CHIRON AS %98 Metanol
Diklofenak-d4 153466-65-0 CHIRON AS %99 Metanol
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Karprofen-d3
Vedaprofen-d3
Naproksen-d3
Fenilbutazon-d9
Hidroksietil promazin
stilfoksit-d4-maleat
(HEPS-d4)
Eltenak-*C,d3

3-OH-Detomidin-1°N,-

d2-HClI
Romifidin-HCI-d4
OH-Dantrolen-d4
Deksametazon-

4 ,6alfa,21,21-d4
Omeprazol-d3
Methokarbamol-d3
N-Fenil Antranilik asit
Salbutamol d9

Fluniksin d3

1173019-42-5
1185054-34-5
958293-77-1
1189479-75-1

N/A

72895-88-6
1346603-61-9

1329834-57-2
1217225-15-4

N/A

934292-92-2
1346600-86-9
91-40-7
1173021-73-2

TRC
TRC
CHIRON AS
TRC

Frontier Bio.

TRC
TRC

TRC
TRC

CHIRON AS

CHIRON AS

CHIRON AS

Sigma Aldrich
TRC

1015856-60-6 Sigma Aldrich

%98
%98
%99
%96

%99

%98
%98

%95
%98

%98

%99,5

%98
%97
%98

%98

Metanol
Metanol
Metanol
Metanol

Metanol

Metanol
Metanol

Metanol
DMSO/Metanol

Metanol

Metanol
Metanol
Metanol
Metanol

Metanol

Temin edilen

sertifikali

standartlardan mevcut miktarlarina bagl

olarak

sertifikalarinda belirtilen ya da belirtilmemis olanlar uygun c¢oziiclisti ile ¢oziilerek

1000,100 veya 10 pg/mL’lik stok standartlar hazirlanmistir.

5.4. Yontem

Ila¢ etkin maddelerin tespiti i¢in gelistirilen yontemler sema halinde gdsterilmistir
(Sekil 7). idrar 6rnegi NSAID 6zellikte maddelerin GC-MS ile tespiti igin ayrildiktan

sonra enzimatik hidroliz i¢in ayrica 6rnek alinmistir. Enzimatik hidroliz tamamlandiktan

sonra asidik ve bazik ekstraksiyon i¢in boliiniip 2 farkli LC-MS/MS yontemiyle analiz

edilmistir.
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IDRAR Bazik
[ } = Hidroliz
Enzimatik ik
Hidroliz GC-MS
A 4 A
Asidik Bazik

Ekstraksiyon Ekstraksiyon
LC-MS/MS LC-MS/MS

Sekil 7. Yontemin sematik gosterimi

5.4.1 Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS) kullanilarak analiz edilen

maddeler ve analiz metodu

5.4.1.1 Cahsma karisiminin hazirlanmasi

Bu yontemle analiz edilen maddelerin stok c¢ozeltilerinden Ornek iizerine katki

yapildiginda uluslararasi tarama limiti degerine tekabiil edecek sekilde alinarak ‘GC-MS

calisma standardi karigimi1” hazirlanmigtir (Tablo 9).

Tablo 9. GC-MS calisma standard: karigimi

Sertifikah Stok Stok Toplam 5 ml numuneye 50 pL
standart standart standarttan karisim eklendiginde kons.
kons. alinacak kons. (ng/mL)
(ng/mL) miktar (ng/mL)
(uL)

Fluniksin 1000 0,05 10 100
Ketoprofen 1000 0,05 10 100
Diklofenak 1000 0,025 5 50
Karprofen 1000 0,05 10 100
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Vedaprofen 1000 0,025 5 50

Meklofenamik Asit 1000 0,125 25 250
Naproksen 1000 0,125 25 250
Fenilbutazon 1000 0,05 10 100
Eltenak 1000 0,025 5 50

Calisma standart karigimi i¢in stok standartlardan tabloda belirtildigi kadar alinip 10
mL’lik amber cam bir siseye konulup 5,0 mL olacak sekilde metanol eklenerek
etiketlenmistir. Bu karisimdan 50 pL almip toplam 5,0 mL 6rnege ilave edildiginde

ornekteki konsantrasyonu limit degerine tekabiil eder.

5.4.1.2 i¢ standardin hazirlanmasi

Bu metotta i¢ standart olarak N-Fenilantranilik asit kullanilmistir. N-Fenilantranilik
asidin 1000 pg/mL’lik stok c¢ozeltisinden 100 pL alinarak metanolle 10 mL’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan 10 pg/mL’lik ¢ozeltiden 50 pL alinarak 5 mL’lik 6rnege

eklendiginde 6rnekteki i¢ standart konsantrasyonu 100 ng/mL’ye tekabiil edecektir.

5.4.1.3 Bazik hidroliz

Alman 5,0 mL’lik 6rnege 5.4.1.2°ye gore hazirlanan i¢ standarttan 50 pL ilave
edildikten sonra %32’lik NaOH’ten 50 pL ilave edilip 1 dk karistirilmig ve 1 saat hidroliz
i¢in bekletilmistir.

5.4.1.4 Ekstraksiyon

Hidroliz tamamlandiktan sonra Ornege pH’st 6’ya ayarlanmig 1 M fosfat
tamponundan (136,06 g KH2POj4 hassas terazide tartilip balon jojeye koyulup deiyonize
su ile ¢oziiliir ve 1 L’ye tamamlanir) 4,0 mL ilave edilmistir. Ornegin pH’s1 %12,5 luk
HCl ¢bzeltisi kullanilarak pH metre ile 6 (£0,02)’ya ayarlanmistir. Ornek tekrar
karistirildiktan sonra 3600 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Ornek kat1 faz ekstraksiyon
robotunun 6rnek boliimiine yerlestirilmistir. Kartus (UCT Xtract C18) 2 mL metanol ve
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2,0 mL deiyonize su ile sartlandirdiktan sonra 10 mL hacimde 6rnegin tamami kartustan
gecirilmistir. Yikama basamaginda 3,0 mL deiyonize su gegirilmistir ve 2 dakika kurutma
yapilmistir. Sonra 6,0 mL hekzan gegirilip ve 2 dakika kurutma yapilmistir. Analitler
2x3,0 mL Kloroform gegirilerek eliisyon yapilmistir. Eliisyon ¢ozeltisi 45°C’de azot
altinda ugurulduktan sonra 2x150 pL diklormetan ilave edilip 30 saniye karistirilip viale
almmustir ve etiivde 55°C (+2)’de kurutulmustur. Daha sonra 50 uL 20:80 TMAH:MeOH
ilave edilip 3 dk karistirilmistir ve GC-MS cihazina enjekte edilmistir. Cihazin ¢alisma

kosullar1 Tablo 10’da gosterilmistir.

Tablo 10. GC galisma kosullari

Gaz kromatografi Agilent 7890 A GC

Oto Ornekleyici (ALS) Agilent 7683 Oto 6rnekleyici (150 6rnek)

Kapiler Kolon DB-5MS (25m, 0,20mm, 0,33um film kalinlig)
(Agilent 128-5522)

Boliinmeli/boliinmesiz Boliinmesiz 300°C

enjeksiyon blogu sicakligi

Enjeksiyon Hacmi 1,0 uL

Inlet basinci, Inlet Akis 27,977 psi (sabit basing), 1,4 mL/dk

Kolon sicaklik programi 100°C (0,5 dk), 20 °C/dk artis ile 185°C (0 dk),

4°C/dk artig ile 230°C (0 dk), 20°C/dk art1s ile
300°C (5 dk), post temp: 325°C (5 dk)

Tablo 11’de MSD-SIM (secilmis iyon taranmasi) mod ¢alisma kosullar

gosterilmistir.

Tablo 11. MSD-SIM mod ¢alisma kosullari

Acquisition mode SIM

Coziicii gecikme siiresi 45 dk

Electron Multiplier offset Delta EMV 358, Applied EMV 1476, Gain

Factor 5

Transfer line 280°C

MS quadrapole 150°C

MS source 230°C

SIM parametreleri 8 grup

SIM gruplart, segilen iyonlar ve gruplarda aranan ilag etkin maddeler ise Tablo

12°de gosterilmistir.
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Tablo 12. SIM gruplari, segilen iyonlar ve gruplarda aranan ilag etkin maddeler

Sira Baslama Cycle/s ) ] Dwell (%) ve
Segilen iyonlar Ilac etkin maddeler
No  zamam (dKk) (taramal/s) rezoliisyon
1 10,94 2,3630 195,227,167,139 N-Fenilantranilik asit 100, yiiksek
185,244,170,141 Naproksen Metil
2 12,09 1,2090 o ) 100, yiiksek
295,263,310,251 Fluniksin Metil
3 14,01 2,3643 270,305, 290, 242 Diklofenak di Metil 100, yiiksek
4 14,14 2,3592 209,268,105,191 Ketoprofen Metil 100, yiiksek
14,27 2,3635 248,311,233,276 Eltenak-H,O di Metil 100, yiiksek
242,309,277,214 Meklofenamik Metil
6 16,89 1,2080 ) ) 100, yiiksek
183,322,266,77 Fenilbutazon Metil
7 18,15 3,0972 237,296,155,165 Vedaprofen Metil 100, yiiksek
8 19,51 2,3619 242,301,207,227 Karprofen di Metil 100, yiiksek

5.4.2 Siv1 kromatografisi — Kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) kullanilarak analiz

edilen maddeler ve analiz metotlar:

5.4.2.1 Calisma karistminin hazirlanmasi

Bu yontemle analiz edilen maddelerin stok ¢dzeltilerinden Ornek iizerine katki
yapildiginda uluslararasi tarama limiti degerine tekabiil edecek sekilde alinarak ‘LC-

MS/MS caligsma standardi karigimi” hazirlanmistir (Tablo 13).

Tablo 13. LC-MS/MS ¢alisma standardi karisimi

14 mi
Toplam  numuneye
Stok standart Stok karisim 140 pL
. standarttan .
Sertifikah standart kons. (ug/mL) o o kons.  eklendiginde
miktar (uL) (ng/mL) Kons.
(ng/mL)
Furosemid 1000 0,025 5 50
Fluniksin 1000 0,05 10 100
Meloksikam 1000 0,005 1 10
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4-metilaminoantipirin
Triamsinolone Asetonid
Ipratropium
Betametazon

3" hidroksilidokain

3" hidroksimepivakain
Dembreksin
Ketoprofen
N-Butilskopolamonyum
Diklofenak

Karprofen
Meklofenamik Asit
Ambroksol

HEPS

3" hidroksidetomidin
Eltenak

Butorfanol

Romifidin

Salbutamol
5-hidroksidantrolen
Deksametazon
Omeprazol
Metokarbamol

1000
10
10
10
100
100
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
100
100
1000
100
10
10
10
10
1
1000

0,05
0,025
0,0125
0,01
0,05
0,05
0,05
0,05
0,0125
0,025
0,05
0,125
0,1
0,05
0,01
0,025
0,005
0,05
0,025
0,05
0,01
0,25
0,05

10
0,05

0,025

0,02
1
1
10
10
2,5
5
10
25
20
1
0,2
5
0,1
0,1
0,05
0,1
0,02
0,05
10

100
0,5
0,25
0,2
10
10
100
100
25
50
100
250
200
10
2
50
1
1
0,5
1
0,2
0,5
100

Calisma standart karisimi i¢in stok standartlardan tabloda belirtildigi kadar alinip 10
mL’lik amber cam bir siseye konulmustur ve 5,0 mL olacak sekilde metanol eklenerek

etiketlenmistir. Bu karisimdan 140 pL alinip toplam 14 mL Grnege ilave edildiginde

ornekteki konsantrasyonu limit degerine tekabiil eder.

5.4.2.2 I¢ standart karisitminin hazirlanmasi

Bu yontemle analiz edilen maddelerin stok cozeltilerinden ornek iizerine katki

yapildiginda uluslararasi tarama limiti degerine tekabiil edecek sekilde alinarak ‘LC-

MS/MS i¢ standart karisimi1’ hazirlanmustir (Tablo 14).
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Tablo 14. LC-MS/MS ig¢ standart karigimi

14 mL

| Stksarcart S0 Tool e
I¢ standart (g /mL) aln_nacak kons.  eklendiginde

miktar (ng/mL) kons.

(nL) (ng/mL)

Skopolamin-d3 hidrobromid trihidrat 1000 0,025 5 50
Furosemid-d5 (furfuril-d5) 1000 0,05 10 100
rac Albuterol-d9 1000 0,0125 2,5 25
Diklofenak-d4 (fenil-d4) 1000 0,025 5 50
HEPS-d4 10 0,125 0,25 2,5
5-hidroksi Dantrolen-d4 500 0,1 10 100
4-Methilamino-d3 Antipirin 1000 0,05 10 100
3-Hidroksi Mepivakain-d3 1000 0,025 5 50
3-Hidroksi Lidokain-d5 1000 0,0125 2,5 25
rac Ketoprofen-d3 1000 0,025 5 50
rac Karprofen-d3 1000 0,025 5 50
Romifidin-d4 HCI 1000 0,025 5 50
Meloksikam-d3 500 0,05 5 50
3-Hidroksi Detomidin-15N2,d2 HCI 1000 0,0125 2,5 25
5-Hidroksi Omeprazol-d3 1000 0,025 5 50
Eltenak-13C,d3 1000 0,0125 2,5 25
Omeprazol-d3 (benzimidazol-4,6,7-d3) 1000 0,05 10 100
Metokarbamol-d3 (metoksi-d3) 1000 0,05 10 100
Deksametazon-4,6alfa,21,21-d4 1000 0,0125 2,5 25
Fluniksin-d3 100 0,125 2,5 25

I¢ standart karisimu igin stok standartlardan tabloda belirtildigi kadar almip 10 mL’lik
amber cam bir siseye konulmus 5,0 mL olacak sekilde metanol eklenerek etiketlenmistir.
Bu karigimdan 140 pL alinip toplam 14 mL 6rnege ilave edildiginde tablodaki numune

konsantrasyon degerine tekabiil eder.

5.4.2.3 Hidroliz

Idrar 6rneginden 14,0 mL alinip pH ayarlama cihaz1 ile uyumlu olan &rnek tiiplerine
konulmustur. Uzerine spatiille kat1 1,0 g amonyum siilfat ilave edilmistir. Daha sonra 140
uL i¢ standart karisimindan ilave edilmistir. Daha sonra enzimatik hidroliz i¢in 150 pL

B-glukronidaz ve 200 pL proteaz enzimleri ilave edilmistir. Ornek karistirilmis ve
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otomatik pH ayarlama cihazina koyulmustur. Uzerine 2,8 mL 1 M pH’s1 6 olan fosfat

tampon ilave edilip pH 6’ya ayarlanmis ve etiivde 1,5 saat inkiibe edilmistir.

5.4.2.4 Ekstraksiyon

Hidrolizi tamamlanan 6rnekten 8,0 mL asidik, 7,0 mL bazik hidroliz i¢in ayrilarak

15,0 mL’lik plastik tiiplere alinmistir.

Asidik ekstraksiyon: Hidroliz edilmis 8,0 mL ornek tizerine 2,0 mL saf su, 2,5 mL 1
M pH’s1 8 olan fosfat tampon koyulup pH 8’e ayarlanip 4400 rpm 20 dk santrifiij
edilmistir. Ornek kat1 faz ekstraksiyon cihazinin 6rnek boliimiine yerlestilmistir. Kartus
(UCT Xtract C18) 3,0 mL metanol ve 3,0 mL deiyonize su ile sartlandirildiktan sonra
Ornegin tamami kartustan gegirilmistir. Yikama basamaginda 6,0 mL deiyonize su
gecirilmistir ve 2 dakika kurutma yapilmistir. Sonra 8 mL hekzan gegirilmis ve 2 dakika
kurutma yapilmistir. Analitler 3,0 mL 99:1 Diklorometan/Etanol karisimindan gegirilerek
elisyon yapilmistir. Eliisyon ¢ozeltisi 45°C’de azot altinda ugurulduktan sonra 2x150 uLL
metanol ilave edilip 30 saniye karistirilip viale alinip etiivde 55°C (£2)’de kurutulmustur.
Viale hareketli faz ¢oziiciisiinden 50 pL konularak ¢6ziiliip karistirilmisg ve LC-MS/MS
cthazina ‘Asidik Metot Cihaz Sartlar1’ kullanilarak enjekte edilmistir.

Bazik ekstraksiyon: Hidroliz edilmis 7,0 mL 6rnek tizerine 1,5 mL saf su, 2,0 mL 1
M pH 6 Fosfat tampon ilave edilip 4400 rpm 20 dk santrifiij edilmistir. Ornek kat1 faz
ekstraksiyon cihazinin 6rnek boliimiine yerlestirilmistir. Kartus (CSDAU-mix-mode) 3,0
mL metanol, 3,0 mL deiyonize su ve 2,0 mL 1M pH 6 fosfat tampon ile sartlandirildiktan
sonra Ornegin tamami kartustan gegirilmistir. Yikama basamagmda 3,0 mL 1 M asetik
asit gecirilmis ve 5 dakika kurutma yapilmistir. Sonra 5,5 mL metanol gegirilmis ve 5
dakika kurutma yapilmistir. Analitler 10,0 mL 97:3 Etil asetat/%32 amonyak karigimi
gecirilerek eliisyon yapilmistir. Eliisyon ¢ozeltisi 45°C’de azot altinda ugurulduktan
sonra 2x150 pL metanol ilave edilip 30 saniye karistirtlip viale alinmis ve etiivde 55°C
(£2)’de kurutulmustur. Viale hareketli faz ¢oziiciisinden 50 puL konularak ¢oziiliip
karistirllip ve LC-MS/MS cihazina ‘Bazik Metot Cihaz Sartlar’ kullanilarak enjekte
edilmistir.
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5.4.2.5 LC-MS/MS cihaz sartlari

Calismada kullanilan LC-MS/MS cihaz verileri Tablo 15’de gosterilmistir.

Tablo 15. LC-MS/MS optimizasyon verileri

Sertifikal standart adi Molekil Polarite Ana Kapille_r Par¢alanma ! Carp-l-sl-na Par¢alanma z Carp-l-sl-na
Agirhg yon Voltaj iyonu Enerjisi iyonu Enerjisi
Furosemid 330 Negatif 329 88 284,9 5 204,9 15
Fluniksin 296 Pozitif 297,2 130 279 21 264 33
Meloksikam 351 Pozitif 352,2 100 141 15 115 16
4-metilamino antipirin 217 Pozitif 218,1 100 97,1 6 56,1 8
Triamsinalon asetonid 434 Pozitif 435,4 100 415,2 2 397,1 10
Ipratrapium 331 Pozitif 332,1 120 166,2 26 124 32
Betametazon 392 Pozitif 3934 100 373 2 355 6
3-OH Lidokain 250 Pozitif 251 90 86 15 58 25
3-OH Mepivakain 262 Pozitif 263,2 90 98,2 19 70,1 45
Dembreksin 379 Pozitif 380 100 262,7 25 81 25
Ketoprofen 254 Pozitif 255,2 110 209,1 5 105 19
N-butilskopolamonyum 361 Pozitif 360,2 150 194 16 103 50
Diklofenak 296 Pozitif 296,2 90 250 5 215 13
Karprofen 273 Negatif 274,1 90 228 9 193 31
Vedaprofen 282 Pozitif 283 240 250,9 25 57 25
Meklofenamik asit 296 Pozitif 296,1 90 278 13 243 21
Naproksen 230 Pozitif 231,2 920 133 17 105 31
Ambroksol 378 Negatif 377 100 261,9 14 183 18
Fenilbutazon 308 Pozitif 309,1 130 188 13 160 17
HEPS 344 Pozitif 345,2 90 314 21 300 19
Eltenak 302 Pozitif 302 90 284 1 256 5
Butorfanol 327 Pozitif 328,4 140 310,2 20 157,2 46
Detomidin-OH 203 Pozitif 203,1 110 185,1 20 81,1 20
Romifidin 258 Pozitif 258,2 100 178,1 35 160.1 38
Salbutamol 239 Pozitif 240,3 90 222 2 1479 12
5-OH Dantrolen 330 Negatif 329,1 110 230 10 202 15
Deksametazon 392 Pozitif 3934 90 3732 2 355.2 5
Omeprazol 345 Pozitif 346,3 90 198 5 151.1 15
Metokarbamol 241 Pozitif 242,1 80 163,1 6 118 4
Furosemid-d5(furfuril-d5) 335 Negatif 334 90 289,9 11 206,1 31
Meloksikam-d3 354 Pozitif 355,1 120 141 39 115 9
4-Metiamino-d3-antipirin 220 Pozitif 221,2 80 187 7 159 9
3-OH Lidokain-d5 255 Pozitif 256,2 100 91,2 17 63,2 41
3-OH Mepivakain-d5 265 Pozitif 266,2 90 101,1 17 73,1 37
Ketoprofen-d3 257 Pozitif 258,1 110 212 7 105 17
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Skopolamin d3 441 Pozitif 307,2 90 159,1 11 141 27

Diklofenak-d4 300 Pozitif 300,1 100 219 11 218,1 41
Karprofen-d3 276 Negatif 275 80 231 13 228 41
Vedaprofen-d3 285 Pozitif 286,2 120 158,2 15

Naproksen-d3 233 Pozitif 234,1 100 188,1 9 1731 27
Fenilbutazon-d9 317 Pozitif 318,3 140 256,3 17 212,3 21
HEPS-d4 464 Pozitif 349,3 90 318 19 304 21
Eltenak-C,d3 306 Pozitif 306 100 259 7 224 17
3-OH-Detomidin-*°N,-d2-

Hel 242 Pozitif 207,1 90 189,1 9 83,1 41
Romifidin-HCI-d4 298 Pozitif 262 120 182 33 164 41
OH-Dantrolen-d4 334 Negatif 335 60 219 13 164 41
Deksametazon-

J— 396 Pozitif 397,2 100 377,3 1 359,2 5
Omeprazole-d3 348 Pozitif 349,1 90 198,1 5 136 45
Methocarbamol-d3 244 Pozitif 245,1 80 166,1 7 118 3
N-Fenil Antranilik asit 213 Negatif 212 170 168 6 165,8 22
Salbutamol d9 248 Pozitif 2493 100 231,1 3 167 6

Asidik Metot Cihaz Sartlari: Tablo 16 ve Tablo 17°de asidik metot dereceli eliisyon
ve cihaz sartlar1 gosterilmistir.
Hareketli Faz A: Deiyonize su + %0,1 Formik Asit
Hareketli Faz B: Asetonitril + %0,1 Formik Asit
Enjeksiyon hacmi: 10,0 uL
Kolon firin sicakhgi: 35°C
Kullanilan kolon: SunFire C18 (2,1 mm, 150 mm, 3,5 um 80A)

Tablo 16. Asidik metot dereceli eliisyonu

Zaman A B Akas Basin¢
1 0,00 dk 80,0 20,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
2 5,00 dk 80,0 20,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
3 20,00 dk 50,0 50,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
4 25,00 dk 0,0 100,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
5 27,00 dk 0,0 100,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
6 27,01 dk 80,0 20,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
7 31,00 dk 80,0 20,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
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Tablo 17. Asidik metot cihaz sartlar

Kaynak Parametreleri

Parametre Deger Deger
(+) ()
Gaz Sicakligi (°C) 325 325
Gaz akis (L/dk) 10 10
Nebulizer (psi) 50 50
Sheath Gaz Isitici 350 350
Sheath Gaz Akis 12 12
Kapiler (V) 4500 3500
VCharging 1500 1500

Bazik Metot Cihaz Sartlari: Tablo 18 ve Tablo 19’da bazik metot dereceli eliisyon
ve cihaz sartlar1 gosterilmistir.
Hareketli Faz A: Deiyonize su + %5-5 mM Amonyumbikarbonat-pH 9
Hareketli Faz B: Metanol
Enjeksiyon hacmi: 10,0 uL
Kolon firin sicakhgi: 55°C
Kullanilan kolon: XBridge® C18 (2,1 mm, 150 mm, 3,5 um 80 A)

Tablo 18. Bazik metot dereceli eliisyonu

Time A B Akig Basing
1 500dk 95,0 5,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
2 12,00dk 65,0 35,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
3 18,00dk 10,0 90,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
4 22,00dk 5,0 95,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
5 22,10dk 95,0 5,0 0,300 mL/dk 600,00 bar
6 26,00dk 95,0 5,0 0,300 mL/dk 600,00 bar

Tablo 19. Bazik metot cihaz sartlar

Kaynak Parametreleri

Parametre Deger (+)  Deger (-)
Gaz Sicakligi (°C) 325 325
Gaz Akis (L/dk) 10 10
Nebulizer (psi) 50 50
Sheath Gaz Isitici 350 350
Sheath Gaz Akis 12 12
Kapiler (V) 4500 3500
VCharging 1500 1500
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Yukarida anlatilan ekstraksiyon yontemleri ve cihaz sartlar1 kullanilarak olusturulan

metotlarla Avrupa Komisyonunun 2002/657/EC direktifine ve AORC’nin MS

kriterlerine gore validasyon calismasi yapilmistir. Validasyon c¢alismasi sonucunda

hangi ila¢ etkin maddelerinin hangi metotla valide edildigi veya edilemedigi Tablo

20’de 6zet halinde belirtilmistir.

Tablo 20. Analiz metotlarina gore valide edilen ilag etkin maddeler

Ila¢ Etkin Madde

Asidik Bazik NSAID Aciklama

Furosemid

Fluniksin

Meloksikam

4-
Metilaminoantipirin
Triamsinolon
Asetonid

Ipratropium

Betametazon
Lidokain OH
Mepivakain OH
Dembreksin

Ketoprofen

N-
butilskopolamonyum

Diklofenak

Karprofen

Vedaprofen
Meklofenamik Asit
Naproksen
Ambroksal
Fenilbutazon
HEPS

Eltenak

A -

< 2L 2 2 =2

12 2

2

< <L 1

<L 2 =2 2 2

12

2
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Hidroliz sirasinda yikimlandigi igin
tespit edilememistir.

Her ii¢ metottada tespit edilebilir
ancak asidik ve NSAID metotta
valide edilmistir.

Asidik metotta valide edilmistir.

Asidik metotta valide edilmistir.

Asidik metotta valide edilmistir.

Asidik metotta tespit edilebilir ancak
validasyonun gegerliligi i¢in gerekli
kriterler saglanamamustir.

Asidik metotta valide edilmistir.
Asidik metotta valide edilmistir.
Asidik metotta valide edilmistir.
Asidik metotta valide edilmistir.

Her {i¢ metottada tespit edilebilir
ancak asidik ve NSAID metotta
valide edilmistir.

Asidik metotta tespit edilebilir ancak
validasyonun gegerliligi i¢in gerekli
kriterler saglanamadi.

Asidik ve NSAID metotta valide
edilmistir.

Asidik ve NSAID metotta valide
edilmistir.

Nsaid metotta valide edilmistir.
Nsaid metotta valide edilmistir.
Nsaid metotta valide edilmistir.
Bazik metotta valide edilmistir.
Nsaid metotta valide edilmistir.
Bazik metotta valide edilmistir.
Asidik ve NSAID metotta valide
edilmistir.



3'-hidroksidetomidin
Butorfanol
Romifidin
Salbutamol
Dantrolen OH
Deksametason
Omeprazol

Metokarbamol

< <2

2 2 2 2

Bazik metotta valide edilmistir.
Bazik metotta valide edilmistir.
Asidik metotta valide edilmistir.
Bazik metotta valide edilmistir.
Hidrolizsiz metotla tespit
edileceginden analiz edilmedi.
Asidik metotta valide edilmistir.
Hidrolizsiz metotla tespit
edileceginden analiz edilmemistir.
Asidik metotta valide edilmistir.
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6. BULGULAR

Standartlarin es zamanl olarak ka¢ tanesinin bir arada tayininin yapilabileceginin

tespiti i¢in analizi yapilacak ila¢ etkin maddelerin karigimini i¢eren 5,0 mL’lik bir ‘Stok

Karisim Cozeltisi’ hazirlanmustir (Tablo 21).

Tablo 21. Stok karisim ¢ozeltisi

Stok standart Stok standarttan Toplam

Sertifikali standart adx konsantrasyonu alinacak miktar karisim kons.
(ng/mL) (mL) (ng/mL)

Furosemid 1000 0,025 5
Fluniksin 100 0,5 10
Meloksikam 100 0,05 1
4-metilaminoantipirin 100 0,5 10
Triamsinilon asetonid 10 0,025 0,05
Ipratropium 10 0,0125 0,025
Betametazon 10 0,01 0,02
3'-hidroksilidokain 100 0,05 1
3'-hidroksimepivakain 100 0,05 1
Dembreksin 1000 0,05 10
Ketoprofen 1000 0,05 10
N-butilskopolamonyum 100 0,125 2,5
Diklofenak 1000 0,025 5
Karprofen 1000 0,05 10
Vedaprofen 1000 0,025 5
Meklofenamik Asit 1000 0,125 25
Naproksen 1000 0,125 25
Ambroksal 1000 0,1 20
Fenilbutazon 1000 0,05 10
HEPS 100 0,05 1
3"-hidroksidetomidin 100 0,01 0,2
Eltenak 1000 0,025 5
Butorfanol 10 0,05 0,1
Romifidin 10 0,05 0,1
Salbutamol 10 0,025 0,05
5-hidroksidantrolen 10 0,05 0,1
Deksametazon 10 0,01 0,02
Omeprazol 1 0,25 0,05
Metokarbamol 1000 0,05 10
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Aym sekilde i¢ standartlar iginde bir ‘I¢ Standart Karisimi Cozeltisi® hazirlanmistir
(Tablo 22).

Tablo 22. I¢ standart karisim ¢ozeltisi

' ic Toplam i¢
. I¢ standart  standarttan standart
I¢ Standart konsantrasyonu alinacak karisim
(ng/mL) miktar  konsantrasyonu
(mL) (ng/mL)
Furosemid-D5 (furfuril-D5) 1000 0,05 5
Fluniksin D3 100 0,5 5
Meloksikam-D3 1000 0,05 5
4-Metilamino-D3 antipirin 1000 0,05 5
3'-hidroksilidokain-D5 1000 0,05 5
3'-hidroksimepivakain-D3 1000 0,05 5
Ketoprofen-D3 1000 0,05 5
Diklofenak-D4(fenil-D4) 1000 0,05 5
Karprofen-D3 1000 0,05 5
Vedaprofen-D3 1000 0,05 5
Naproksen-D3 (o metil-D3) 1000 0,05 5
Fenilbutazon-D9 1000 0,05 5
2-(1-hidroksietil)promazin
sulfoksit D4 (HE)gs-D4) 10 0.5 0.5
Eltenak-13C-D3 1000 0,05 5
I3:|-(£1||dr0k5|detom|d|n-15N2-D2- 1000 0.05 5
Romifidin-D4 HCI 1000 0,05 5
5-hidroksidantrolen-D4 500 0,1 5
Deksametason-4,6 alfa 21.21-D4 1000 0,05 5
Omeprazol-D3 (benzimidazol
4’6’7'?[)3) ( 1000 0,05 5
Metokarbamol-D3 (metoksi D3) 1000 0,05 5
N-Fenil Antranilik asit 1000 0,05 5
Salbutamol D9 1000 0,05 5
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6.1.Gaz kromatografisi-Kiitle Spektrometresiyle Metot Gelistirme Calismalari

6.1.1 Tiirevlendirme yonteminin belirlenmesi

Karboksilik asit grubu iceren NSAID 06zellikte maddelerin  analizlerinin
tirevlendirme yonteminden yararlanilarak tespit edilebilecegi bilgisiyle (El Haj ve ark.,
1999; Kretschmer ve ark., 2011; Nagamatsu ve ark., 2012) ve diger 6zelliklere sahip ilag
etkin maddelerinde bu yontemle tespit edilip edilmeyecegini gérebilmek amaciyla farkli
tiirevlendiriciler denenerek optimum tiirevlendirme yontemi belirlenmeye calisilmistir.
Bunun i¢in ‘Stok Karisim Cozeltisi’ ve ‘I¢ Standart Karisim® ¢ozeltilerinden 50°ser uL
alarak oOnce tiirevlendirilmemis haliyle 100°C’den 300°C ye 8°C’lik artis sicaklik
dereceli eliisyonu kullanilarak 0,8 mL/dk akis hizinda cihaza enjeksiyon yapilmis ve GC-
MS’teki kiitiiphane taramasi sonucunda sadece fenilbutazon yikimlanmis pargasi
azobenzen elde edilmis, diger ila¢ etkin maddelerden higbiri gézlenmemistir. NSAID
ozellikte maddeleri serbest sekilde GC- MS cihaziyla analiz etmek gii¢ oldugundan, 2012
yilinda Orata tarafindan karboksilik asit gruplar1 igeren maddelerin tiirevlendirilmesi igin
Onerilen ve literatiir ¢alismalarinda NSAID o6zellikte ilag etkin maddelerin
tirevlendirilmesinde kullanilan PFPA, TMAH, BSTFA+%ITMCS ve MSTFA

tirevlendiricileri ile denemeler yapilmustir.

Agil tiirevlendirmesi: PFPA ile tirevlendirme yapmak i¢in 50 pL stok karigim
cozeltisi + 50 pL i¢ standart karisim ¢ozeltisi kuru blokta ugurulmus ve tizerine 50 pL
PFPA ilave edilip cihaza enjekte edilmistir. Olasi reaksiyonda karboksilik asitli gruba
metil grubu baglanmasi1 beklenmistir (Orata, 2012).

C2FsOCOCOC,Fs + H-Y-R — C2Fs0C-Y-R + C2FsOC-OH
PFPA tiirevlendirmesi Y = O, NH, NR’, R, R" = Alk, Ar.
Bu tiirevlendirmeyle herhangi bir ilag etkin maddenin tiirevlenmesi saglanamamastir.

Silil tiirevlendirmesi: MSTFA ile tiirevlendirme yaparken 50 pL stok karigim
¢ozeltisi+50 pL i¢ standart karisim ¢ozeltisi kuru blokta ugurulmus ve iizerine 50 pL

MSTFA ilave edilip literatiirlerde genellikle uygulandigi gibi 80°C’de 30 dk kuru blokta
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bekletilip cihaza enjekte edilmistir (Hines ve ark., 2004). Beklenen sililleme reaksiyonu

asagida gosterilmistir (Orata, 2012).

0
O—TMS |
+ H—Y—R —— TMS—Y—R + F3C—C—riJ—TMS

H

F:C—C=N—TMS

N-metil-N-(trimetilsilil)trifloroasetamid TMS =Si(CH3)3, Y = O, S, NH, NR", COOQ, R,
R = Alk, Ar.

MSTFA ile yapilan tiirevlendirme sonucunda Naproksen, Fluniksin, Meklofenamik
asit, Fenilbutazon, 2-(1-hidroksietil)promazin, Dembreksin, trimetilsilil tiirevi seklinde

pik vermistir.

BSTFA + % 1 TMCS ile tiirevlendirme yaparken 50 pL stok karisim ¢ozeltisi kuru
blokta ugurulmus ve iizerine 50 pnL BSTFA + % 1 TMCS ilave edilip literatiirlerde
genellikle uygulandigi gibi 60°C’de 30 dk kuru blokta bekletilip ve cihaza enjekte
edilmistir (Migowska ve ark., 2012, Sams ve ark., 1999). Elde edilen kromatogramda
Naproksen, Fluniksin, Meklofenamik asit, Fenilbutazon, Dembreksin, Diklofenak,

Vedaprofen ve Karprofen trimetilsilil tiirevi seklinde pik vermistir.

Metil tireviendirmesi: TMAH (0,5 M Trimetilamonyum hidroksit metanol
icerisinde) ile tiirevlendirme yaparken 50 pL stok karigim ¢ozeltisi + 50 uL i¢ standart
karisim ¢Ozeltisi kuru blokta ugurulmus ve tizerine 50 pL TMAH ilave edilip
literatiirlerde genellikle uygulandig: gibi direkt olarak cihaza enjekte edilmistir (Popot ve
ark., 2006, Wasfi ve ark., 1998). TMAH ile pirolitik alkilleme tiirevlendirme reaksiyonu

asagida gosterilmistir.

‘) <
R-OH + (CH,).N* OH- 2>-S R-0~*N(CH,), + H.O

? =
R-O~ *N(CH,). M R-O-CH; + N(CHa,);
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Oda sicakliginda asidik bilesikler kuaterner amonyum grubuyla tuz olustururlar.
Sonrasinda cihaza enjeksiyon yapildiginda inlette 250-350°C’lik sicaklikta metilleme
reaksiyonu gergeklesmektedir (Hulshoff ve Forch, 1981).

TMAH ile yapilan metil tiirevlendirmesi sonucunda Naproksen, Fluniksin,
Meklofenamik asit, Fenilbutazon, Ketoprofen, Diklofenak, Eltenak, Vedaprofen ve
Karprofen metil ya da dimetil tiirevleri halinde N-fenilantranilik asit ise metil

baglanmadan pik vermistir.

Yapilan tiirevlendirmeler sonucunda i¢ standart karigim c¢ozeltisinde yer alan
standartlardan doteryum bagli olan i¢ standartlarin tlirevlenmedigi goriilmiistiir.
Tiirevlendirme denemeleri sonucunda MSTFA, BSTFA + %1 TMCS ve TMAH ile
yapilan tiirevlendirme sonucunda NSAID o6zellikte ilag etkin maddelerin birgogunun
analiz edilebilmesi i¢in uygun oldugu gorilmiistiir. Fakat MSTFA ve BSTFA + %l
TMCS daha ¢ok maddenin tiirevlenmesini saglayabilen tiirevlendirme ¢dozeltileri
oldugundan ve idrarla analiz yapildiginda ortamda bu tiirevlendiricilerin
tirevlendirebildigi ve endojen olarak bulunabilecek maddeler mevcut olacagindan
girisim etkisi fazla olacaktir. Bu durum analiz edilmek istenen ilag etkin maddelerin tespit
edilmesini engelleyebilecek bir durum olusturabilir. Bu nedenle tiirevlendirme ¢ozeltisi
olarak daha spesifik oldugu goriilen TMAH ile tiirevlendirme yapilmasi daha uygun
bulunmustur. Ayrica i¢ standart olarak da TMAH ile yapilan tiirevlendirme sonucunda
goriilen, doping etkili madde 6zelligi tasimayan, NSAID 6zellikte maddelere benzer
yapida ve kiitlede olan N-Fenil antranilik asitte i¢ standart olarak tercih edilmistir. Sekil

8’de N-Fenilantranilik asidin tiirevlendirilmis ve tiirevsiz kromatogrami gosterilmistir.

TIC: efenilantraniic asit tiewli D\data.ms

TIC: Nfenilantianik azitl,Ddata.ms (7]
140000

120000
100000

80000
N-Fenilaniranilik asit

60000

40000

20000 ﬁ
D N TR Y
b £lo alo 100 120 18 1600 18 Py 2 2

Sekil 8. N-Fenilantranilik asidin tiirevlendirilmis ve tiirevsiz kromatogrami
61




6.1.2 Tiirevlendirici karisim ¢alismasi

TMAH direkt olarak ve metanolle farkli oranlarda karistirilarak kuru blokta
ucurulmus olan stok karisim ¢dzeltisi iizerine ilave edilip cihaza enjekte edilerek uygun
TMAH-Metanol karisim miktarinin bulunmasi i¢in ¢alismalar yapilmistir. Bunun igin
TMAH-Metanol karisim orani sirasiyla 20:80, 50:50 ve direk TMAH (0,5 M
Trimetilamonyum hidroksit metanol igerisinde) olacak sekilde enjeksiyon yapilarak
analiz sonuglar1 incelenmistir. Sonuglar ilag etkin maddelerin ayrilma sonuglarina gore

asagidaki Tablo 23’de degerlendirildigi gibi elde edilmistir.

Tablo 23. Tiirevlendirici-Metanol karisim miktar1 karsilastirilmasi

ilag: Etkin Madde Adx TMAH TMAH/MeOH TMAH/MeOH
20/80 50/50

N-Fenil antranilik asit N N N

Naproksen \ \

Fluniksin \

Diklofenak \

Ketoprofen \

Eltenak v

Meklofenamik asit \

Fenilbutazon \

Vedaprofen \

Dembreksin \

Karprofen \

Sonuglara gore en uygun tiirevlendirici karistmin TMAH-MeOH 20:80 oldugunda
elde edildigi goriilmiistiir. Ozellikle Fenilbutazon’un metanol miktar1 arttiginda daha
diizgiin pik verdigi, Diklofenak ve Eltenak’ta ise TMAH miktar arttiginda daha diizgiin

pik verdigi gozlemlenmistir.

6.1.3 Sicaklik dereceli eliisyon ¢alismasi

50 pL stok karisim ¢ozeltisi ve 50 pL 10 ppm N-Fenil antranilik asit kuru blokta

ucurulup TMAH/MeOH (20:80) ile ¢oziiliip metot caligmasi yapilmistir. Popot ve
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arkadaslarinin 2006 yilinda, Wasfi ve arkadaslarinin 1998 yilinda ve Yilmaz ve
arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklar1 c¢alismalar gelistirilerek uygulanan metot
calismasina DB 5SMS (25 m, 0,2 mm, 0,33um’lik) kolonla tam tarama modunda 0,8
mL/dk’lik akis hiz1 kullanilarak tablodaki sicaklik degisimiyle, inlet sicaklig1 300°C, iyon
kaynag1 sicakligr 280-230 °C olarak ayarlanmistir. Coziicii gecikme siiresi 7 dk olarak
uygulanmustir (Tablo 24).

Tablo 24. GC-MS deneme metodu sicaklik dereceli eliisyonu 1

Artig (°C/dk) Sicaklik (°C) Bekleme (dk) Toplam Siire

(dk)
100 05 05
Melot 8 305 8 34,125

Ayrilmanin 200-285°C araliginda oldugu goriildiigiinden bu araliktaki artis degeri
azaltilip kalan zamanlarda daha yiiksek bir artisla ¢alisilmistir (Tablo 25).

Tablo 25. GC-MS deneme metodu sicaklik dereceli eliisyonu 2

Artig (°C/dk)  Sicaklik (°C) Bekleme (dk) Toplam Siire (dk)

100 05 0.5

15 185 0 6,167

Metot 5 285 0 26.167
15 300 5 32,167

Yapilan bu sicaklik dereceli eliisyonuyla Naproksen ve Fluniksin piklerinin ayrildig:
fakat Diklofenak ve Ketoprofen piklerinin birbirine girisim yaptigr goriildiigiinden

onlarin ayrilmasi i¢in ¢alismaya devam edilmistir (Tablo 26).

Tablo 26. GC-MS deneme metodu sicaklik dereceli eliisyonu 3

Artig (°C/dk)  Sicaklik (°C) Bekleme (dk) Toplam Siire

(dk)
100 05 05
15 185 0 6.17
6 230 0 13.66
Metot 1 235 0 18,66
8 285 0 2491
20 300 5 30 66
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Tablo 26’daki sicaklik dereceli eliisyon uygulandiginda Diklofenak ve Ketoprofen’in
de ayrilabildigi ayrica Karprofen’in de son kisimdaki hizli artisgla 6n kisma dogru
cekilerek daha diizgiin bir pik elde edildigi goriilmiistiir. Bu ¢alismadan yola ¢ikilarak
birkag sicaklik denemesi daha yapildiktan sonra asagidaki Tablo 27’deki sicaklik dereceli
eliisyonu uygulanarak 11 ilag etkin madde birbirinden ayrilmis ve daha kisa bir metot

elde edilmistir.

Tablo 27. GC-MS deneme metodu sicaklik dereceli eliisyonu 4

Artig (°C/dk)  Sicaklik (°C) Bekleme (dk) Toplam Siire (dk)

100 05 05

20 185 0 475

Melot 4 230 0 16
20 300 5 245

Bu sicaklik dereceli eliisyonu uygulanarak yapilan enjeksiyon sonrasi elde edilen

Tam Taramali calisma sonucu asagidaki gibidir (Sekil 9).

x103 |+ TIC Scan std

o
.

Naproksen

n
Meklofenamik asit

N-Fenil antranilik asit
Vedaprofen

e

B Karprofen

Fluniksin
Diklofenak
Ketoprofen
Fenilbutazon
o
e Dembreksin

Eltenak

i b5tz ¥
A:MA 8390
14.356 Ay 16814
12,629 4844 i
L, e J’L ! ry th

75 8 85 9 985 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175 18 185 13 195 20 205 21 215 22 225 23 235 24
Counts vs. Acquisition Time (min)

23.357

Sekil 9. Sicaklik dereceli eliisyon c¢alismasi sonucu GC-MS Scan mod c¢alisma
kromatogrami

Kromatogramda ila¢ etkin maddelerin absorbanslarinin birbirinden farkli olmasi

tirevlendirmeden kaynaklanmaktadir. Cilinkii bazi maddeler hem metil, hem dimetil
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seklinde tiirevlenmekte ve her biri farkli oranlarda bulunmaktadir. Kromatogramda
isaretlenmis olanlar en yiiksek absorbans gosterdigi ve mevcut kiitliphanenin

tanimlayabildigi tiirevlenmis halleridir.

6.1.4 Sabit faz ¢calismasi

Uygun kolon belirlenmesi i¢in analizi yapilan maddelerin tespit edilmesi i¢in uygun
ozellige sahip ve daha 6nceki caligmalarda da kullanilan 30 m, 0,25 mm, 0,25 pm’lik
kolonla ¢alisma yapilmistir (Popot ve ark., 2006). 25 m, 0,2 mm, 0,33 um’lik kolonda
sicaklik dereceli eliisyon calismasi yapilirken kullanilan ilk sicaklik dereceli eliisyon
30m’lik kolona uygulandiginda piklerin absorbans degerlerinin 25m’lik kolona gore bazi
piklerde daha fazla alana sahip oldugu goriilmiis ancak diklofenak, ketoprofen ve eltenak
piklerinin i¢ i¢e girdigi gézlenmistir. Daha sonra sicaklik dereceli eliisyonu degistirilerek
bu maddelerin ayrilmasina c¢alisilmis fakat tam bir ayrilma saglanamadigi gibi piklerin
sekillerinin de analiz siiresinin uzamasiyla bozuldugu goriilmiistiir. Bu nedenle daha ¢ok
madde yeterli ayrilmayla tespit edilebildigi icin 25 m’lik kolon kullanilmaya karar
verilmistir. Ayni sicaklik dereceli eliisyonu kullanilarak yapilan ¢alisma sonucunda elde
edilen ilag etkin maddelerin absorbans degerleri karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar

Tablo 28’de goriilmektedir.

Tablo 28. Kolon deneme ¢alismasi sonuglari

Ila¢ Etkin Madde Ad1 25m kolon 30m kolon
Pik alam Pik alam
N-Fenil antranilik asit 58 428 90 7715572
Naproksen Metil 79 365 44 9525 333
Fluniksin Metil 27 023 42 3067 223
Naproksen dimetil 414 441 ND
Diklofenak —H20 dimetil 1105 436 ND
Ketoprofen Metil 2672728 3966 448
Eltenak-H>0 dimetil 823 752 ND
Ketoprofen dimetil 498 101 398 411
Eltenak dimetil 158 607 390 757
Meklofenamik dimetil 722 970 ND
Meklofenamik metil 6 451 597 878 386
Fenilbutazon dimetil 1712 063 2389721
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Vedaprofen Metil 3331159 4107303

OH-Vedaprofen dimetil 193753 39975

Fenilbutazon Metil 360826 1513250
Dembreksin 1178956 1165782
Karprofen dimetil 3621900 7351855

6.1.5 Akis hiz1 calismasi

0,8 mL/dk akis hiz1 uygulanarak yapilan metot belirleme ¢alismasina akis 0,7-1,5
araliginda degistirilerek optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. 0,7 mL/dk akig hizi
uygulandiginda piklerde bozulma gozlendiginden bu akis hizinin altinda deneme
yaptlmamistir. 0,1 mL/dk artis uygulanarak yapilan ¢alismalarda 1,5 mL/dk akis hizina
kadar absorbans degerlerinin artt1g1, piklerde ayrilmanin daha diizgiin hale geldigi ve pik
sekillerinde diizelmeler oldugu goriilmiistiir. 1,5 mL/dk’lik akis hizindan sonra belirgin
sekilde bozulmalar meydana geldigi ve absorbans degerleri arasinda biiyiik farklarin
olusmadigi gozlenmistir. Akis hiz1 0,8 mL/dk ve 1,4 mL/dk oldugundaki absorbans
degerleri karsilastirilmasi1 Tablo 29°da verilmistir. Tablodaki pik alani degerlerine
bakildiginda akis hiz1 1,4 mL/dk oldugundaki akisin 0,8 mL/dk oldugundaki degerlerden
3-5 kat daha fazla oldugu goriilmektedir. Elde edilen veriler sonucunda optimum akis

hizinin 1,4 mL/dk oldugu gorilmiistiir.

Tablo 29. Akis hiz1 ¢calismasi sonuglari

Ila¢ Etkin Madde Ad1 Akis 0,8 mL/dk Akis 1,4 mL/dk
Pik alam Pik alam
N-Fenil antranilik asit 4511019 1574 999
Naproksen Metil 712 697 2546 324
Fluniksin Metil 109 670 461 634
Naproksen dimetil 12 952 38 452
Diklofenak-H20 dimetil 70908 281 263
Ketoprofen Metil 118 805 462 641
Eltenak-H>0 dimetil 20 307 100 406
Ketoprofen dimetil 19 507 53551
Eltenak dimetil 20 088 55970
Meklofenamik dimetil 59 898 131521
Meklofenamik metil 389 167 1207918
Fenilbutazon dimetil 48 368 176 042
Vedaprofen Metil 212 893 629 300
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Dembreksin 40 309 99 775
Fenilbutazon Metil 41 315 39991
Karprofen dimetil 354 296 957 668

Akis hiz1 0,8 mL/dk ve 1,4 mL/dk oldugundaki kromatogramlar ise Sekil 10 ve 11°de

gosterilmistir.

x105 Cpd 11: n-phenyl antralinic asit: + ECC Scan std akis 0.8.0

2
antralinic asit

x103 Cpd 13: Naproxen methyl derivative: + ECC Scan std akis 0.8.0

134457
Cpd 13: Naproxefimethyl derivative

x105  Cpd 14: Flunixin methyl derivative: + ECC Scan std akis 0.8.0
0.5 13069
Cpd 14: Flunixirf nbethy] derivative

x104 Cpd 15: Naproxen di-methyl derivative: + ECC Scan std akis 0.8.0
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|
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Sekil 10. 0,8 mL/dk akis hizlar1 kromatogrami
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%108 Cpd 14: n-phenyl antralinic asit + ECC Scan std akis 1-4.0
14
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2 1
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x105 Cpd 22: Ketoprofen methyl derivative: + ECC Scan std akis 1-4.D
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Sekil 11. 1,4 mL/dk akis hizlar1 kromatogrami
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6.1.6 Inlet sicaklik calismasi

Tiirevlendirme inlet boliimiinde oldugundan inlet sicaklik degeri 260-330°C arasinda
degistirilerek optimum deger belirlenmeye ¢alisilmistir. 280°C’nin altinda pik
sekillerinden tiirevlendirmenin diizgiin sekilde ger¢eklesmedigi goriilmiistiir. 280°C’nin
tizerinde 330°C’ye kadar piklerin daha diizglin, ayrilmasinin uygun ve absorbansin
sicaklikla arttigi gorilmistir. 330°C’de pik sekilleri ciddi sekilde bozulmaya
basladigindan (6zellikle Fenilbutazon) bu sicakligin altindaki sicakliklara bakildiginda
300°C’nin optimum deger olduguna kanaat getirilmistir (Sekil 12).

Wbundance TIC: std inlet300.Ddata ms
TIC: std inlet 280.0%data ms 7]
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Sekil 12. Fenilbutazon pik seklinde bozulma

6.1.7 Coziicii gecikme zamam calismasi

Tiirevlendirilmis standart karisim ¢o6zeltisi ile gecikme zamani belirlenmeden
enjeksiyon yapilmis ve yiiksek absorbans olusturan ¢oziicli kaynakli piklerin 4,5 dk’ya
kadar geldigi tespit edilmistir.

Tiirevlendirici karisim, sicaklik dereceli eliisyonu, inlet sicakligi, hareketli faz akis
hizi, kolon ve ¢oziicii gecikme zamani belirlendikten sonra sadece GC-MS’te optimize
edilen yontemle stok standart karisim ¢ozeltisi (Tablo 21) ve i¢ standarttan (N-
Fenilantranilik asit 10 pg/mL) 50 uL alinip kuru blokta ugurulup TMAH/MeOH (20:80)
ile tiirevlendirilip enjeksiyon yapilmistir. Tam Tarama modu (SCAN) calisma kosullari
ve sonucunda elde edilen kromatogram Tablo 30 ve Sekil 13’de goriilmektedir.
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Tablo 30. MSD-SCAN mod ¢alisma kosullari

Acquisition mode
Coziicl gecikme stiresi
Electron Multiplier offset

Scan (50-600 amu)

4,5 dk

Delta EMV 100, Applied EMV 1159,
Gain Factor 0,7

i o
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o
MS quadrapole 150°C
o
MS source 230°C
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Sekil 13. SCAN mod stok standart karisim ve i¢ standart GC-MS kromatogrami

6.1.8 SIM (Selective Ion Monitoring) metot ¢calismasi

GC-MS cihazi iki farkli modda calismakta olup, bunlardan biri SCAN digeri SIM

modudur. SCAN diger bir ifadeyle tam tarama modunda belli bir kiitle araliginda (6rnegin

50-500 amu) kiitle dedektorii siirekli tarama yapmaktadir. SIM (Selective lon Monitoring

Mode) yani seci¢i iyon modunda ise, belli kiitlelerde tarama yapmaktadir. Bu sebeple,

SIM modu SCAN’a gore daha duyarlidir. SIM mod caligilirken diisiik absorbans veren 2.

tiirevler ¢alismaya dahil edilmemistir.
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SIM mod ¢alisma sonucu kromatogrami Sekil 14’te goriilmektedir.

500000 0
450000
400000
350000
300000
250000 )
200000 @
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Sekil 14. SIM mod ¢alisma kromatogrami (1) N-Fenilantranilik asit, (2) Naproksen Metil,
(3) Fluniksin Metil, (4) Diklofenak—H>O dimetil, (5) Ketoprofen Metil, (6) Eltenak-H.O
dimetil, (7) Meklofenamik dimetil, (8) Fenilbutazon Metil, (9) Vedaprofen Metil, (10)
Dembreksin, (11) Karprofen di Metil.

Stok standart karisim ¢dzeltisiyle cihazda metot ¢alismasi tamamlandiktan sonra at
idrarinda 10 adet NSAID ozellikte ki ilag etkin maddenin tespit edilebilmesi igin

yapilacak hidroliz ve kat1 faz ekstraksiyon basamaklarinin belirlenmesi i¢in ¢alisilmistir.

Etkin bir ayrilmanin saglanabilmesi ve idrar orneginden ila¢ etkin maddelerin
maksimum seviyede elde edilebilmesi i¢cin maddelerin molekiil yapilari, polariteleri ve
pKa degerleri 6nemlidir. Tlag etkin maddelerin molekiil yapisi, farmakolojik 6zelligi ve
pKa degerlerine bakildiginda (Tablo 2) GC-MS’le TMAH tiirevlenmesi sonucunda elde
edilen ilag etkin maddelerin pKa degerlerinin 4-5 civarinda oldugu goriilmektedir. Bu
nedenle bu maddeleri iyonize ya da non-iyonize olarak elde edebilmek igin pH degeri 3

veya altinda ya da 6 veya lizerinde tutulmasi 6nemlidir.

Hidroliz ve ekstraksiyon metotlar1 uygulanmadan Once yapilan literatiir
caligmalarinda enzimatik hidroliz veya ¢ogunlukla bazik hidroliz uygulandigi
goriilmiistiir (Caturla ve Cusido, 1992, Hirai ve ark., 1997). Bu nedenle hidrolizde bu iki
yontem denenmistir. Ekstraksiyon yonteminde ise 2006 yilinda Popot ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢aligmada uygulanan kat1 faz ekstraksiyon metodu modifiye edilmistir

(Popot ve ark., 2006).
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6.1.9 Bazik hidroliz ve enzimatik hidroliz ¢alismasi

Bu ¢alismada 5,0 mL at idrarina 50 pL stok standart karisim ¢ozeltisi ve 50 uL N-
Fenilantranilik asit (10 pg/mL ara stoktan) ilave edilmistir. Katki yapilan 6rnek {izerine
100 uL %32’lik NaOH ¢6zeltisinden ilave edilip 1 dk vortexle karistirilmis ve 30 dk oda
1isisinda bekletilmistir. Daha sonra 6rnek {izerine 0,5 M pH’s1 6 olan fosfat tampon ilave
edilip % 12,5 luk HCI ¢ozeltisi kullanilarak pH 6’ya ayarlanmis ve 20 dk 3600 rpm’de
santrifiij edilmistir. Literatiirlerde bazik hidrolize alternatif olarak enzimatik hidrolizle
caligmalar yapildigi bilgisi ve bu ¢alismanin devaminda diger ilag etkin maddelerin
analizi i¢in enzimatik hidroliz uygulanacagindan bu yontem de denenmistir. Bunun igin
5,0 mL idrar tizerine 50 pL stok karigim ¢ozeltisi ve 50 uL i¢ standart (N-Fenilantranilik
asit) ilave edildikten sonra 50 pL beta glukronidaz ve 50 pL proteaz enzimi ilave
edilmistir (Jedziniak ve ark., 2016, Garcia ve ark., 2011). Uzerine 3,0 mL 1 M pH s1 6
olan fosfat tampon ilave edildikten sonra HCI ile pH’s1 6’ya ayarlanip 60°C etiivde 1,5
saat inkiibe edilmis ve 20 dk 3600 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra bazik hidrolizde
uygulanan ekstraksiyonun aynist uygulanarak tiirevlendirilip GC-MS cihazina enjekte
edilmistir. Enzimatik hidroliz ¢alismasi1 sonucunda elde edilen analiz sonucu bazik

hidrolizde elde edilen kromatogramla karsilagtirilmasi Sekil 15°dedir.
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Sekil 15. Bazik hidroliz ve enzimatik hidroliz karsilastirilmasi

Sekil 15°de mavi renkli kromatogram enzimatik hidroliz siyah renkli olan ise bazik
hidrolizli calismanin GC-MS SIM mod ¢alisma kromatogramlar1 goriilmektedir. Sekilde

de agik¢a goriildiigii gibi enzimatik hidrolizle yapilan calisma da bazik hidrolize gore bazi
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ilag etkin maddelerinin hig tespit edilemedigi (eltenak) ya da ¢ok diisiik konsantrasyonda
tespit edilebildigi goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismalar bazik hidrolizle yapilmaya devam

edilmistir.

6.1.10 Bazik hidroliz siiresi ¢calismasi

NaOH ilave edildikten sonra bekleme siiresinin belirlenmesi i¢in ¢aligma yapilmastir.
Bunun i¢in toplamda 5,0 mL olacak sekilde i¢ standart’tan 50 pL ve stok karisim
cozeltisinden 50 pL ilave edilmis olan idrar 6rnegine 100 uL %32’lik NaOH ilave
edildikten sonra sirasiyla 15 dk, 30 dk ve 60 dk bekletilmistir. Bekleme stireleri
tamamlandiktan sonra geri kalan ¢alisma hidroliz metotlar1 ¢aligilirken uygulandigi gibi
yapilarak nihayetinde GC-MS cihazina enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglarin

kromatogramlariin karsilastirilmasi Sekil 16’da gorildigi gibidir.

4h e TIC: NADH 15dk.Didatams
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Sekil 16. 15, 30 ve 60 dk hidroliz siirelerinde elde edilen kromatogramlar (GC-MS SIM
mod)

NaOH ilave edilip sirasiyla 15 dk, 30 dk ve 60 dk beklendikten sonraki

kromatogramlarin pik alanlar1 Tablo 31°de goriilmektedir.

Tablo 31. NaOH’in 15, 30 ve 60 dk bekleme siirelerinin pik alanlar1

Ila¢ Etkin Madde Ad1 15 dk 30 dk 60 dk
Pik alam Pik alam Pik alam
N-Fenil antranilik asit 308 544 304 048 335 167
Naproksen Metil 521503 511 007 791 352
Fluniksin Metil 99 333 100 096 139 430
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Diklofenak —H20 dimetil 39 402 38 352 49 866

Ketoprofen Metil 113 685 114 563 221 509
Eltenak-H20 dimetil 10 850 10118 14 522
Meklofenamik metil 285979 255 077 318 241
Fenilbutazon dimetil 89 130 77 829 92 081
Vedaprofen Metil 168 985 142 670 174 869
Karprofen dimetil 236 675 202 614 275 893

Kromatogramda da belirgin sekilde goriildiigli gibi en uygun bekleme siiresi 60
dk’dir. Calismalara NaOH ilavesinden sonra 60 dk bekletilerek devam edilmistir.

6.1.11 Sodyum hidroksit ilave miktar ¢alismasi

Bazik hidroliz i¢in ilave edilen NaOH’in uygun miktarinin belirlenmesi i¢in de bir
calisma yapilmistir. Bunun i¢in toplamda 5,0 mL olan i¢ standart’tan 50 pL ve stok
karisim ¢ozeltisinden 50 pL ilave edilmis olan idrar 6rnegine sirasiyla 50, 100 ve 200 pL.
%32’lik NaOH ilave edilip karistirilmisitr. Optimum bekleme siiresi olarak tespit edilen
60 dk bekletilmis ve sonraki ¢aligmalar ayni sekilde uygulanip GC-MS cihazina enjekte

edilmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 17°de verilmistir.
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Sekil 17. NaOH’in 50, 100 ve 200 pL ilavesi ile olusan hidroliz reaksiyonu kromatogrami
(GC-MS SIM mod)

NaOH’in 50, 100 ve 200 pL ilave edilerek yapilan hidroliz reaksiyonu

kromatogramlarin pik alanlar1 Tablo 32°de goriilmektedir.
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Tablo 32. NaOH’in 50, 100 ve 200 pL ilave edilerek yapilan hidrolizlerinin pik alanlart

Tla¢ Etkin Madde Adi 50 uL Pik 100 pL Pik 200 pL Pik
alam alam alam
N-Fenil antranilik asit 289 795 317 544 277 439
Naproksen Metil 1 046 554 898 290 786 974
Fluniksin Metil 131 270 125 295 91 882
Diklofenak —H20 dimetil 45 705 50 817 47 270
Ketoprofen Metil 320 725 236 837 186 701
Eltenak-H20 dimetil 12912 17 047 14 556
Meklofenamik metil 200 137 297 568 371576
Fenilbutazon dimetil 102 039 98 568 99 768
Vedaprofen Metil 101 284 155 296 203 306
Karprofen dimetil 281 966 265 354 275 893

Elde edilen sonuglar arasinda belirgin sekilde fark olmadigi fakat alan degerleri
belirlendiginde 50 pL NaOH ilavesinin yeterli oldugu gortilmiistiir. Bundan sonraki
calismalara da %32 lik NaOH’ten 50 pL ilave edilerek bazik hidroliz yapilmistir.

6.1.12 pH belirleme ¢calismasi

Hidroliz asamasindan sonra ilag etkin maddelerin iyonize olabilmeleri igin optimize
pH degeri belirleme ¢aligmalar1 yapilmistir. Bunun i¢in optimum sartlar belirlenip yapilan
hidroliz asamasindan sonra 6rneklere 0,5 M’lik pH’s1 6 olan fosfat tampon ¢ozeltisinden
4,0 mL ilave edildikten sonra pH degerleri sirasiyla 5, 6, 7 ve 8’e ayarlanip ekstraksiyon
ayni sekilde uygulanip GC-MS cihazina enjekte edilmistir. Elde edilen kromatogramlar
ve sonuglarin pik alani karsilastirilmasi asagidaki Sekil 18 ve Tablo 33’de gorildigi
gibidir.
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Sekil 18. pH 5, 6, 7 ve 8’¢ ayarlanan 6rneklerin kromatogrami (GC-MS SIM mod)

Tablo 33. pH degerleri sirasiyla 5, 6, 7 ve 8’¢ ayarlanarak yapilan ¢alismanin pik alanlari

Ila¢ Etkin Madde Ad pH 5 pH 6 pH 7 pH 8
Pik alam Pik alani Pik alam Pik alam
N-Fenil antranilik asit 321939 394 081 291 940 231 548
Naproksen Metil 1057 825 999 743 775 400 699 653
Fluniksin Metil 140 903 166 759 89 641 64 808
Diklofenak—H,0 dimetil 51 402 60 735 49 080 44 477
Ketoprofen Metil 310689 280 752 182 416 170 168
Eltenak-H,O dimetil 18 820 18 104 10 259 8778
Meklofenamik metil 217 722 365 713 363 425 375 229
Fenilbutazon dimetil 89 946 105 073 103 992 91 697
Vedaprofen Metil 107 819 171 741 176 254 200 477
Karprofen dimetil 296 041 368 179 176 742 137 466

Sonuglar incelendiginde pik alanlarmin pH degeri arttik¢a genel olarak distiigii,
Meklofenamik Asit ve Vedaprofen’de ise arttigi, pH 5’te degerlerin en diisiik seviyede
oldugu goriilmiistiir. Genel olarak bakildiginda ise pH 6 degerinin ideal oldugu tespit

edilmis ve ekstraksiyondan dnce pH degerinin 6’ya ayarlanmasina karar verilmistir.

6.1.13 Fosfat tampon konsantrasyonu belirleme ¢alismasi

Fosfat tamponun pH’sinin belirlenmesinden sonra iyonizasyon i¢inde etkili olan
tampon konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in ¢alisma yapilmistir. Bunun igin fosfat

tampon konsantrasyonu 0,5 M, 1 M ve 2 M olacak sekilde hazirlanip pH degeri 6’ya
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ayarlanip santrifiij edilip ekstraksiyon asamasina gecilerek analiz edilmistir. Yapilan

calismanin sonuglar1 asagidaki Tablo 34’de goriilmektedir.

Tablo 34. Fosfat tampon konsantrasyonu 0,5 M, 1 M ve 2 M’a ayarlanarak yapilan
caligmanin pik alanlari

Tla¢ Etkin Madde Adi 05M 1M 2 M
Pik alam Pik alam Pik alam
N-Fenil antranilik asit 283 458 296 094 306 710
Naproksen Metil 522 363 571 244 559 818
Fluniksin Metil 78 053 93 299 98 805
Diklofenak —H20 dimetil 44 267 41179 44 800
Ketoprofen Metil 80610 103 534 100 770
Eltenak-H20 dimetil 12 025 15 066 15 163
Meklofenamik metil 278 943 277 769 286 765
Fenilbutazon dimetil 84 861 91 699 103 024
Vedaprofen Metil 163 377 156 115 164 452
Karprofen dimetil 188 513 221 647 237 617

1 M ve 2 M’ birbirine oldukca yakin sonuglar verdigi dolayisiyla malzemeden

tasarruf saglanmasi i¢in 1 M’lik fosfat tampon kullanilmas1 uygun goriilmiistiir.

6.1.14 Eliisyon coziiciisii calismasi

En uygun eliisyon c¢oziiciisiiniin belirlenmesi i¢in apolar o6zelligi yiiksek olan
kloroform (1,04 D) ve dietilter (1,15 D) ¢oziiciileri denenmistir. Bunun i¢in belirlenen
optimum sartlar kullanilarak 2 ayr1 ornek hazirlanmis ve ekstraksiyonda eliisyon
basamaginda 6rneklerden biri kloroform digeri ise dietileterle eliisyon yapilmistir. Elde
edilen kromatogramlar ve sonuglarin pik alani karsilastirilmasi Sekil 19 ve Tablo 35°de

gorildigi gibidir.
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Sekil 19. Eliisyon ¢6ziiciisii deneme ¢aligsmasi kromatogrami (GC-MS SIM mod)

Tablo 35. Eliisyon ¢oziiciisii deneme galismasi pik alanlari

Ila¢ Etkin Madde Adi Dietileter eliisyonu Kloroform eliisyonu
Pik alam Pik alam
N-Fenil antranilik asit 386 842 402 537
Naproksen Metil 898 650 1 065 359
Fluniksin Metil 177 419 181 219
Diklofenak-H.O dimetil 60 558 64 478
Ketoprofen Metil 267 119 313 286
Eltenak-H20 dimetil 17 483 17 266
Meklofenamik metil 372 314 400 553
Fenilbutazon dimetil 104 668 103 356
Vedaprofen Metil 185 475 209 072
Karprofen dimetil 382 318 351 665

Sonuglara bakildiginda kloroformla yapilan denemenin dietiletere gore daha etkin bir
eliisyon sagladigr goriilmektedir. Bu nedenle eliisyon ¢oziiciisii olarak kloroform

kullanilmaya devam edilmistir.

2006 yilinda Popot ve arkadaslari tarafindan yapilan calismadaki ekstraksiyon
metodu modifiye edilerek uygulanan ekstraksiyon kismi 5.4.1.4 boliimiinde anlatildigi
sekilde uygulanmistir. Analiz sonucunda Naproksen, Fluniksin, Diklofenak, Ketoprofen,
Eltenak, Meklofenamik asit, Fenilbutazon, Vedaprofen ve Karprofen belirlenmis olan
limit seviyelerinde tespit edilebilmistir. Dembreksin ise tespit edilememistir.
Dembreksin’in bu yontemle ekstrakte edilememesi diger ilag etkin maddelerden farkli
olarak Mukolitik o6zellikte bir madde olmasindan kaynaklandigi diisiiniilebilir.

Dembreksin tespiti i¢in LC-MS/MS cihazi ile yapilan calismalarda tespit edilebildigi i¢in
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GC-MS’le yapilan ¢alismada goriilebilmesi icin ekstra ¢aligmaya gidilmemistir. 5,0 mL
idrarda limit seviyesine tekabiil eden 50 pL stok karigim ¢ozeltisi ilave edilmis 6rnege
uygulanan hidroliz ve ekstraksiyon sonucu elde edilen analizin SIM mod ¢alisma sonucu

Sekil 20’de goriilmektedir.
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Sekil 20. Katki yapilmig idrar Ornegi birarada SIM mod kromatogrami (1) N-
Fenilantranilik asit, (2) Naproksen Metil, (3) Fluniksin Metil, (4) Diklofenak-H>O
dimetil, (5) Ketoprofen Metil, (6) Eltenak-H.O dimetil, (7) Meklofenamik dimetil, (8)
Fenilbutazon Metil, (9) Vedaprofen Metil, (10) Karprofen dimetil

Optimize edilmis metotla yapilan ¢calisma sonucunda kromatogramda goriildigii gibi
9 ilag etkin madde ve i¢ standardin belirlenmis limit seviyesinde tespit edilebildigi

goriilmiistiir. Bu metot uygulanarak validasyon ¢alismasi yapilmistir.

6.2. GC-MS Metot Validasyonu

6.2.1 Spesifiklik-secicilik

Metodun segciciliginin ve spesifikliginin kontrolii iki yaklagim kullanilarak
yapilmistir. Bunlardan ilki igin Ornek igerisine NSAID o6zellikte baska maddeler
(Niflumik asit, Tolfenamik asit, Antipirin, Etodolak, Flufenamik asit, lbuprofen,
Ketorolak, Mefenamik asit, Nabumeton, Nimesulid, Bufeksamak) analiz edilen
maddelerle birlikte ilave edilmistir. Yapilan analiz sonucunda diger maddelerin herhangi

bir girisim etkisi yapmadig1 tespit edilmistir. Ikinci olarak 20 farkli ata ait blank drnek
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analiz edilmis ve analizi yapilan maddelerin alikonma zamaninda tespitine engel

olabilecek herhangi bir eslesme goriilmemistir.
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Sekil 21. Blank 6rnek ile katkilanmis 6rnek karsilastirilmasi

6.2.2 Dogrusallik

Lineer 6l¢tim araligini belirlemek i¢in blank ve dort farkli konsantrasyonda (0,5xISL,

ISL, 1,5xISL, 2xISL) 6 sar 6rnege katki yapilarak enjeksiyon yapilmistir. Sonuglar katki

yapilan o6rneklerden elde edilen linearite kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 22, 23, 24, 25,

26).
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Sekil 22. Naproksen ve fluniksin linearitesi
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Sekil 23. Diklofenak ve Ketoprofen linearitesi
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Sekil 24. Eltenak ve Meklofenamik asit linearitesi
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Sekil 25. Fenilbutazon ve Vedaprofen linearitesi
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Sekil 26. Karprofen linearitesi

maddeler i¢in 0,9954 ve iizeri oldugu goriilmiistiir.

6.2.3 Dogruluk ve geri kazamim

Dogruluk elde edilen deney sonuglarimin gercek degere yakinliginin ifadesidir.
Dogruluk referans materyal
belirlenmigtir. Limit degerinin 0,5xISL, ISL ve 1,5xISL, 2XISL oraninda bos oldugu

bilinen idrar 6rnegine katki yapilarak 3 giin 6 paralel olarak yapilan ¢aligma sonucunda

olmadig1
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Dogrusallik egrileri incelendiginde koreleasyon katsayilarinin c¢alisilan biitiin

hesaplanarak



giin i¢i ve giinler arasi geri kazanim degerleri asagidaki esitlikle hesaplanmistir (Tablo

41).
% Geri kazanim = 100 x Olgiilen Deger/ Gergek Deger

Validasyon sonucunda hesaplanan geri kazanim degerleri + %10’luk hedef deger

icerisindedir.

6.2.4 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik limit degerinin 0,5xISL, ISL, 1,5xISL ve 2xISL oraninda bos
oldugu bilinen idrar 6rnegine ayni kisi tarafindan ayni sartlarda katki yapilarak 3 giin 6
paralel olarak yapilan g¢aligma sonucunda elde edilmistir. katki yapilan orneklerin
ortalama konsantrasyonlari, standart sapmalar1 ve sapma katsayilar1 (%) her seviye i¢in

hesaplanmustir (Tablo 41).

6.2.5 Laboratuvar i¢i tekrar iiretilebilirlik

Laboratuvar i¢i tekrar iiretilebilirlik, farkli analist ve farkli sicaklik kosullarinda limit
degerinin 0,5xISL, ISL, 1,5XISL ve 2XISL oraninda bos oldugu bilinen idrar 6rnegine
katki ile 6 paralel ¢alisma yapilarak standart sapmasi (SDwir) ve varyasyon katsayisi
(CV) hesaplanarak elde edilmistir. Hesaplanan CV degerleri 1,75-12,25 araligindadir ve
2002/657/EC direktifine gore belirlenmis olan kriterleri saglamaktadir (Tablo 3).

6.2.6 Kaesinlik

3 giin 3 seviye (0,5xISL, ISL, 1,5xISL ve 2xISL) 6 paralel olacak sekilde yapilan

calisma sonuglarindan giin i¢i ve gilinler arast kesinlik degerleri %CV olarak
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hesaplandiginda 1,81-19,24 araliginda ve kriterlere uygun oldugu goriilmistiir (Tablo
41).

6.2.7 Karar limiti (CCq) Ve tespit yetenegi (CCp)

ISL seviyesinde farkli giinlerde farkli bos 6rneklere katki yapilmis 24 ayr1 ¢alisma
gerceklestirilerek CC, ve CCp degerleri asagidaki formiile gore hesaplanarak Tablo 41°de
belirtilmistir.

CCOF Cort + 1,64*SD
CCy= CCu+1,64*SD

Hesaplanan bu degerler i¢in degeri CCq nin altinda tespit edilen drneklerde sonug

negatif lizerinde tespit edilen 6rnekler iginse sonug pozitiftir.

6.2.8 Saglamhik (minor degisiklikler)

Bu ¢alisma, numune hazirliginda ve analiz siirecinde olusturulacak bazi kiigiik
degisikliklerin sonuglarin iizerine etkisini gozlemlemek icin yapilmistir. Numune
hazirlama asamasinda 6l¢iim sonuglarini etkileyebilecek faktorler olarak hidroliz siiresi,
ilave edilen NaOH miktar1, numunenin pH si1, santrifuj siiresi, Kloroform miktari (eliisyon
icin), viale aktarirken kullanilan c¢ozeltinin cinsi, tlirevlendirme sicakliginin etkisi
incelenmistir. Her degistirilen etken i¢in 3’er adet numune hazirlanmis ve 27 yani 128 etki
farkli olast kombinasyonun etkisi degerlendirilmistir. Youden yaklagimini kullanarak
ptiriizliik testi yapilmistir. Her bir degisken etken icin ayr1 ayri etkiler hesaplanmis ve

Tablo 36’da gdsterilmistir.

Tablo 36. Saglamlik testi etki faktorleri

FAKTOR + -
A-Hidroliz siiresi 60 dk 15 dk
B- ilave edilen NaOH miktar 50 100
C-pH 6 8
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D-Santrifiij siiresi 15 dk 5dk

E-Kloroform ile eliisyon miktari 6 mL 3mL
F-Viale alirken kullanilan ¢o6zelti Diklorometan Metanol
G-Tiirevlendirme Sicakhg 300 200

Asagidaki Tablo 37’ye gore tek tek ve kombine degisiklikler yapilarak sonuglardaki

degisimler izlenmistir.

Tablo 37. Youden saglamlik testi plani

Numune Parametreler
No

A B C D E F G
1-3 + + + + + + +
4-6 + + = + = = -
7-9 + - + - + - -
10-12 + - - - . + +
13-15 - + + - - + -
16-18 - + . . + . +
19-21 - - + + - - +
22-24 - - - + + + -

Degisimler asagidaki formiillere gore her bir analit i¢in hesaplanmustir.

D S(Y+) - (YY)

Y+ : (+) isaretli etkenlerin ortalama sonuglari

Y- . (-) isaretli etkenlerin ortalama sonuglari

C : Analitin belirlenen miktari

SDuwir : Laboratuvar i¢i 6rnek tiretebilirlik ¢alismasinda elde edilen standart
sapma

Onemlilik : D>1.4*SDwir oldugu durumda degisimin anlamli oldugu varsayilmistir.

Tablo 38. Saglamlik etki tablosu
NAP FLU DIC KET ELT MEC PBZ VPF CRF

A-Hidroliz siiresi

B- ilave edilen NaOH miktan -

C-pH - - + - + + +
D-Santrifiij siiresi

E-Kloroform ile eliit miktar:

F-Viale alirken kullanilan ¢ozelti

G-Tiirevlendirme Sicakhgi - - + - + + + + +
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Etkiler Tablo 38’de belirtildigi sekildedir. Youden testi, parametrelerin herhangi bir
analit iizerinde Onemli bir etkisi olmadigini ortaya koymustur. Diklofenak, Eltenak,
Meklofenamik asit, Fenilbutazon ve Vedaprofen'e eklenen NaOH, pH ve tiirevlendirme
sicakligr sonuglar1 etkilemistir. Karprofen'de, sadece tiirevlendirme sicakligindaki
degisiklikler sonuglari etkilemistir. pH 8 (Y-) 5 analitin pik alanlarini arttirirken,
tirevlendirme sicakligi (Y-) faktoriinlin degismesi 6 analitinkini diistirmiistiir. Ancak,
mevcut yontemin optimizasyon ve dogrulama sonuglar;; yoOntemin, segilen

parametrelerde hafif degisimler i¢in yeterli ve saglam oldugunu gostermistir.

6.2.9 Stabilite

Stok standardin stabilitesi: Calisilan ilag maddelerini igceren ¢alisma ¢ozeltisi
hazirlanip 0. Giin degerleri olarak alinmak {izere analiz edilmis ve geri kalan calisma
¢ozeltisinden +4°C, -20°C, +20°C karanlikta ve 1sikta muhafaza edilmek lizere esit
miktarda boliinerek ayrilmistir. Farkli sicakliklarda saklanan ¢ozeltiler sirasiyla 1., 2., 3.,
4. hafta analiz edilmek iizere stabilite ¢alismasi planlanmustir. Stabilite ¢alismasinda
sonuclanan 4 haftalik ¢alisma sonucunda calisilan ilag etkin maddelerin ¢alisma

¢ozeltisinde 4°C ve -20°C’de stabil oldugu goriilmiistiir.

Matriks stabilitesi: Calisilan ilag etkin maddeler ve i¢ standarttan ISL seviyesine
tekabiil edecek sekilde bos oldugu bilinen 6rnek icerisine katki yapilarak karistirilmig ve
0. Giin degerleri olarak alinmak {izere analiz edilmistir. Geri kalan katli yapilmis 6rnekler
+4°C, -20°C, +20°C karanlikta ve 1s1kta muhafaza edilmek tlizere esit miktarda boliinerek
muhafaza edilmek iizere ayrilmistir. Farkli sicakliklarda saklanan ¢ozeltiler sirasiyla 1.,
2., 3., 4. hafta ve 3. ayda analiz edilmek iizere stabilite ¢alismasi planlandi. Stabilite
calismasinda sonuglanan 4 haftalik ¢alisma sonucunda ¢alisilan ilag etkin maddelerin

matriks icerisinde +4°C ve -20°C’de stabil oldugu goriilmiistiir.

6.2.10 AORC kriterleri

Iyon oranlari: Yapilan analizde elde edilen spektrumda iyon oranlar1 Tablo 39’a gore

degerlendirilmistir.
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Tablo 39. AORC iyon orami kabul kriterleri (The Association of Official Racing
Chemists (2015) AORC Guidelines for the Minimum Criteria for Identification by
Chromatography and Mass Spectrometry. http://www.aorc-online.org/documents/aorc-
ms-criteria-modified-23-aug-16/)

R.A. of matched
ion in reference

Full-scan
single-stage MS:

Full-scan MS/MS
& related techniques:

Acceptable R.A. in test

Acceptable R.A. in test

spectrum spectrum (10% absolute | spectrum (20% absolute
or 30% relative) or 40% relative)

100% (Base Peak) 70-100% 60-100%
90% 63-100% 54-100%
80% 56-100% 48-100%
70% 49-91% 42-98%
60% 42-78% 36-84%
50% 35-65% 30-70%
40% 28-52% 20-60%
30% 20-40% 10-50%
20% 10-30% 0-40%

10% 0-20% 0-30%

5% 0-15% 0-25%

1% 0-11% 0-21%

Tablo 40. GC-MS ile analiz edilen ilag etkinlerin iyon oranlari

Analiz Edilen Madde Anafyon P1 iyonOram % P2 iyonOram % P3  iyonOram %
Naproksen 185 244 26,6 99 141 21,6 1015 170 15,4 104,7
Fluniksin 295 263 96,4 985 251 40,7 99,7 310 29,7 97,4
Diklofenak 270 305 98,7 100 290 71,7 100,7 242 76 102,3
Ketoprofen 209 105 113,9 102,9 268 28,7 100,2 191 28,9 97,3
Eltenak 248 311 47,6 102,1 233 35,8 106,6 - - -
Meklofenamik asit 242 309 23,6 96,2 277 9 96,4 B - -
Fenilbutazon 183 322 25,2 91,8 118 26,2 80,8 B - -
Vedaprofen 237 155 127,8 106,4 296 45,2 91,7 B - -
Karprofen 242 301 49,1 91,2 207 67,5 113,5 B - -
N-Fenil antranilik asit (IS) 195 227 45,8 99 167 45,5 98,1 139 12,7 114,9

Tablo 39 gore yapilan degerlendirmede iyon orani degerlerinin belirlenen kritere

uygun oldugu Tablo 40’da goriilmektedir.

Relatif Alikonma Zamani (RRT): Uygun bir i¢ standart kullanilarak hesaplanir; RRT

‘Numunedeki

analitin RRT

ile Referanstaki

Analitin RRT’si

%

+1’den fazla

sapmamalidir’ kuralina gore degerlendirme yapilir ve sonuglar buna gore yorumlanir

(Tablo 41).
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Matriks etkisi: Matriks etkisinin hesaplanmasi i¢in ekstrakte edilen blank numuneye
ucurma igleminden sonra 50 pL mix standart eklenip analiz edilir. Yine ayni
konsantrasyondaki standart karisimi cihaza enjekte edilerek elde edilen alanlar asagidaki
formiile gore hesap edilir.

%ME=(ekstraksiyon sonras1 katkilanan numunenin alani)/(karisim standardinin alani)

Matriks etkisi + %15 tizerinde olan maddelerde matriksin analiz {izerinde etkisi
oldugu kabul edilmektedir (Marta ve ark., 2018, Yilmaz ve ark.,, 2009) Yapilan
hesaplamaya goére fluniksin, ketoprofen ve karprofen maddeleri iizerinde iyon
zenginlestirme diklofenak iizerinde ise kiiclik bir oranda iyon baskilama yoniinde

matriksin etkisinin oldugu tespit edilmistir (Sekil 27, Tablo 41).

%2100
%80
%60
%40 ® ° ®
e
%0
i ... PO ® .o
-0040
960
980 2

-00100

NAP FLU DIK KET ELT MEK FBZ VDP KRP
Matriks Etkisi

Sekil 27. GC-MS ile analiz edilen ilag etkin maddelere matriks etkisi
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Tablo 41. GC-MS ile analiz edilen ilag etkin maddelerin validasyon sonuglari

Giin i¢i (n=6)

Giinler aras1 (n=6)

Uluslararasi Katkih Kor o A ) . ) Lab. i¢i CCa CCp Matriks
Tarama Limitli Kons. Var (1‘12) Olgiilen Kons. .. Geri Olgiilen Kons. .. Geri tekrariiretilebilirlik (ng/mL) (ng/mL) RRT  Etkisi
Maddeler (ng/mL) . (ORT4SD) CV (%) Kazamim (ORT+SD) CV(%) Kazanim (%) CV (@=%5) (P=%5) (%)
(ng/mL) (%) (ng/mL) (%)
125,00 127,87 + 7,26 5,68 102,30 125,37 + 10,37 8,27 100,29 6,89
246,82 + 10,66
Naproksen 250,00 0.98 432 98,73 250,27 + 1047 4,18 100,11 441 26724 28448 111 94190
375,00 363,45 + 1568 431 96,92 37092 + 1592 4,29 98,91 6,16
500,00 46635 + 27,37 587 93,27 48271 + 2417 501 96,54
50,00 4933 + 123 2,49 98,66 49,08 =+ 178 3,63 98,16 3,35
99,10 + 2,39
Eluniksin 100,00 0999 2,41 99,10 101,05 + 359 3,55 101,05 3,04 105,56 1112 112 13686
150,00 148,22 + 4,08 2,76 98,81 149,49 + 312 2,09 99,66 4,03
200,00 19543 + 4,86 2,48 97,71 19921 + 627 3,15 99,60
25,00 2500 + 041 1,63 100,23 25,08 + 1,16 461 100,31 2,53
50,71 + 1,08
Diklofenak 50,00 0999 2,14 101,42 50,59 + 2,09 4,12 101,18 1,81 5301 56,02 128 8371
75,00 7785 = 142 1,82 100,41 7565 £ 1,37 1,81 100,86 1,75
100,00 99,28 + 147 1,48 9928 9951 =+ 188 1,89 99,51
50,00 48,08 + 447 9,30 96,17 4932 + 531 10,77 98,64 8,81
97,58 + 8,07
Ketoprofen 100,00 0,997 8,27 9758 9900 & 359 3,62 99,00 9.15 112,41 124,83 1,29 134,26
150,00 14024 + 9,60 6,85 9349 14661 =+ 9,36 6,38 97,74 9,03
200,00 178,07 + 14,92 8,38 89,03 18891 + 1441 7,63 94,46
25,00 22,718 = 3,22 14,13 91,13 2597 =+ 5,00 19,24 103,90 12,85
50,61 + 5,20
Eltenak 50,00 0,997 10,27 101,22 50,66 <+ 4,44 8,76 101,31 8,14 56.75 6350 130 9378
75,00 7305 + 715 9,79 97,40 7584 + 648 8,54 101,11 8,47
100,00 9412 + 6,12 6,50 94,12 9410 + 532 5,65 94,10
12586 + 9,85
Meklofenamik asit ~ +220° 0,999 783 10069 12644 + 1073 849 10115 7.3 26499 27999 156 89,58
250,00 251,19 = 9,69 3,86 100,47 251,65 + 9,97 3,96 100,66 4,32
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375,00 379,67 + 1806 476 101,25 377,79 + 17,62 4,66 100,74 4,89
500,00 492,81 + 1920 390 98,56 50050 + 22,80 456 100,10
50,00 4589 + 2,98 6,50 91,78 4943 + 417 8,43 98,86 8,76
Fenilbutazon 100,00 0,994 Say o 388 T, 212 52 3,90 9,12 4,32 106,69 11338 1,57 87,08
150,00 154,04 + 6,27 4,07 102,69 156,19 + 8,59 5,50 104,13 4,03
200,00 188,59 + 11,94 33 9429 190,05 + 9,69 5,10 95,03
25,00 2522 + 120 476 100,89 24,96 + 173 6,95 99,82 7,30
Vedaprofen 50,00 0.999 50,02 + 122 2,44 100,03 50,56 + 2,23 4,40 101,12 2,27 5323 56.46 168 11231
75,00 7598 + 2724 2,95 101,31 76,58 + 3,09 4,04 102,11 2,95
100,00 99,74 + 219 2,20 99,74 101,32 + 385 3,80 101,32
50,00 5121 + 340 6,64 102,41 4853 + 4,35 8,95 97,05 5,83
Karprofen 100,00 0999 98,07 + 284 2,90 98,07 100,30 + 3,59 3,58 100,08 5,77 10833 11666 181 138,69
150,00 14566 + 823 5,65 97,10 15121 =+ 8,02 5,30 100,80 7,71
200,00 188,46 * 10,63 564 9423 197,33 + 1122 568 98,66
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6.3. Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektrometresiyle Metot Gelistirme Calismalari

Ter6patik 6zellikte ve limit degeri olan ilag etkin maddelerinin 6zellikleri molekiil
yapilart ve pH degerleri birbirlerinden olduk¢a farkli oldugu igin genis bir ¢alisma
araligina ihtiya¢ vardir. Bu ila¢ etkin maddelerin bir arada analizlerinin yapildig:
calismalar incelendiginde ve pKa degerlerine bakildiginda hem asidik hem de bazik
calisma Yyapilmasi gerekecegi diistiniilmiistir. 2011 yilinda Moulard ve arkadaslari
tarafindan yapilan yiiksek rezoliisyon ve kiitle taramasi 6zelligine sahip Orbitrap kiitle
spektrometresi ile atlarda doping kontrolii ¢alismasinda limitli grubuna giren bir¢ok
maddenin analizinin asidik ¢alisma kosullarinda yapilabildigi goriilmiistiir ve bu ¢alisma
modifiye edilmeye ¢alisilmistir. Bu amagla, ilag etkin maddelerin karisimini igeren 5
mL’lik bir stok karisim ¢ozeltisi (Tablo 13) ve ig¢ standart karisim ¢6zeltisinden (Tablo
14) 50’ser uL alinip, kuruluga kadar ugurulmus ve 50 uLL Deiyonize su/Asetonitril (80:20)
karisimi ile ¢oziiliip MRM modunda enjeksiyon yapilmistir. Elde edilen kromatogram
Sekil 28’de goriilmektedir.
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36
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32
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+-ESI TIC MRM CF=0.000 DF=0.000 (** -> =) LIMITstd

28
26
24
22

2
1.8
16
14
12

B NERERIEEAD

1 2 L 5 3 7 8 S ®© n T B 14 15 1 17 B 18 2 N 2 2B % H 2B I B B BN
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 28. Moulard ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alisma sartlari kullanilarak elde
edilen kromatogram

MRM modu ¢alisma sonucunda elde edilen tutunma zamanlar1 belirlenerek daha

hassas sonug¢ elde edebilmek amacityla DMRM moduna ge¢ilmistir. DMRM modunda
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yapilan enjeksiyon sonucunda ila¢ etkin maddelerden Fenilbutazon, Vedaprofen
disindaki maddelerin standartlarinin tespit edilebildigi gériilmiistiir. Bu maddelerin tespit
edilememesinin nedeni olarak daha 6nce belirtildigi gibi NSAID 6zellikte maddelerin ESI
modunda ve tiirevlendirilmeden tespit edilememeleri oldugu diistiniilmiistiir. Maddelerin

pik goriintiileri Sekil 29°da goriilmektedir.
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g x1$ é Ratio=239(154.1% ¢ x102|Ralio=54(1006%)| x102] Rafio=14.0 (96.7 %) ¢ X102] Ratio = 31.4 (105.1 %
e AL T g
2 1 2 084 2 08 2 081
3 < 06 < 051 < 061
[T} = 21 it 21 w 21
= 0 @ 0+ & 0 g 0
A 0"51' 1T_W‘5_ 05 1 15 1 15 05 1 15
cquisiion Time (. Acquisition Time (.. Acquisition Time (mi_ Acquisition Time (mi
Salbutamol Romifidin fpratrapium HEPS
RT=1.09min RT=1.09min RT=1.36min RT=1.51min
2:10.3-:3222_0_,2403&147_9 562> 1601 , 2582 178 3:32_2->2w_240 1332.2->166.2 34523140 3452-> 3000,
e X0 Ralo=3177 (13384 x102] Ratio-403ag1%)| & X10°y Relo=980(1020% & xI0 | Rafio=649(1002%
T 1251 & g 4] g, ]Rato=62§ 979%]
2 S o8] 3 08 5
4 3 08 a3 Y 3 08
< 075 2 ] < 06 < 061
 os <06 o P
-(% 7 2 041 Z 044 2z 044
o 0251 5 g o 027 o 021
€ 0 o C 0 i 0-
05 1 15 2 05 1 15 2 115 2
Acquisition Timme (.. Acquisition Time (mi.. Acquisition Time (mi. AcqmsmonTlme{
Dembreksin Ambroksol Skopolamine N-butil Butorfanol
RT=1.74min RT=2.10min RT=2.21min RT=2.32min
3_730 2627 3780810 3:79.0 ->2263.8_‘3?9‘0 >1160 | 5505 1940 3602 > 103.0 3_28‘4 =3102 32841571
§ x102] Raio=314(1015% ¢ X107 Ratio=171(1032% & x02] Rafio =669 (1002%| 9 X102 |Ralio=62 (1548 %)
3 14 3 11 g ks Ratio = 1 1050°
c = 2 11 c
E 084 B 08+ 5 0.8 B 14
< 06 < 06 < 05 <
2 04 z 04+ ¢ 04 2 051
4 v} 4 = ) T
g 0 T 02 E 02 s
1 0 i 0 e 0 x 0
- T 1T T
1 15 2 25 15 2 25 3 5 3 25 3
Acquisition Time (mi Acquisition Time (mi..| € Acquisition Time (mi.. Aoqwsmon Time (rnl..




Omeprazol
RT=3.41min

3461 1510 ,346.1-=198.0

; X102 | Ratio = 2805 (64776

6 Ratio=4{ 5 (14325
Ratio = 58 (144.4 %
4_

2

Relative Abundanc...

0

J 35 4

Acquisition Time (mi...

Deksametazon
RT=15.05min
3934-> 3732 3034-> 3552

x102] Ratio =432 (99.2 %)

W 4
08
061
04
02-

0

Relative Abundanc..

145 15 155
Acquisition Time (mi

Ketoprofen
RT=19.14min

25521050 , 2552 > 209.1
x102 | Ratio =58.7 (96.2 %)
‘]_
08+
06+
04+

0.2
0

Relative Abundanc..

- T T 1T T
185 19 195
Acquisition Time (mi..

Eltenak
RT=22.89min

302.0->186.0 ,302.0 > 220.0
X102 Ratio=38.8 (112.7 %
14
0.81
061
0.4

0.2+
04

Relative Abundanc..

11 T
225 23 235
Acquisition Time (mi...

Metokarbamol Furosamid 5-Hidroksi Dantrolen
RT=5.52min RT=14.74min RT=14.88min
329.0--2849 ,3290--2048 | 3291->2300 ,329.1->2020
24211180 2421 > 163 1 ¢ x102] Rato=770(1067% ¢ %1027 Ratio - o
¢ X102] Ratio =264 (99.8 %) g Aom O ¢ X0, Rallo =103 (46.8%)
% ) 11 T 14
o] 14 = 038 C
C o A J 08_
2 087 < 06 g
< 061 o v 997
o 2 044 5 ]
2 04 5 g 04
& : = 021 VR
o 024 & 0- 7] :
ha 0- i 0
T 11 1|
M5 15199 145 15 155
Acqu|5|[|gn T|me{ Acqmsmon Tlme(ml Acquisilion Time {ml .
Betametazon Triamsinolon Asetonid Fluniksin
RT=15.05min RT=16.19min RT=18.77min
3934 ->373.0 ,3934 = 3550 43544152 4354-=39771 | 2972-»279.0 ,297.2->264.0
J X x102] Ratio =544 (1114% g x102] Raio=73.1(1023% & x102] Ratio=305 (981 %)
& o &
T 14 o 14 o 14
5 ] 5 (8 5 ]
2 08 2 08 2 08
g 061 $ 061 § 06
% 04+ % 04+ % 04+
3 027 o 021 o 021
4 o r 9 0
- 1 1 1] -1 11 T ]
16 165 17 18 185 19 195
Acqmsﬂmn T|me( ; Acquisifion Time (mi.. Acquisition Time (mi..
Meloksikam Naproksen Karprofen
RT=19.95min RT=20.88min RT=22.76min
3522->1150 ,3522->1410 | 296.1->278.0,296.1->243.0 2741->2280,2741->193.0
g x102 | Ratio=205(967%)| d x10| Ratio=98.8(98.1%) g x102] Ratio =756 (905 %)
T 1 ST T 14
5 S % 0 8_
2 089 2 084 2 0
< (6 < 06 E 081
2 04 2 04 z 04-
2021 T 024 T 021
T 0 ¢ 0 T 0
T 1T 1 1T | T 1T 1T T -T T 1T T |
195 20 205 24 245 25 22 225 23 235
Acquisition Time (mi. Acquisition Time (mi... Acquisition Time (mi..
Diklofenak Meklofenamik Asit Fenilbutazon
RT=23.38min RT=24.47min RT=25.69min
2_96.2 >215.0 ,296.2->2500 206.1->2780 296.1->2430 | 309.1->160.0 ,309.1->1880 ,
g x102 | Ratio=375(1003%| ¢ x105 | Not Foun ¢ x1037 Ratio = 26.9 (2539 %
H c c 1 i =
o 14 o 15 g 3 l‘Ramr:)—
3 08 o 3 2
<067 < <
2 04 2 05- 2 .
2 029 0 £ 0
r 0 T 0 4y
23 235 4 24 245 25 25 255
Acquisition Time (mi... Acquisition Time (mi... Acquisition Time (mi.

93




Vedaprofen
RT=28.68min
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Sekil 29. Standart karisim analiz sonucu LC-MS/MS pik goriintiileri ve iyon oranlari

S6z konusu maddelerin ekstraksiyon sonucunda bir arada tespit edilip
edilemeyeceginin belirlenebilmesi i¢in 2011 yilinda Moulard ve arkadaslari tarafindan
yapilan c¢aligsmadaki ekstraksiyon kullanilarak deneme yapilmistir. Calisma sonucuna
gore Ipratrapium, Salbutamol, 3 OH Detomidin, HEPS, 5-OH Dantrolen, Omeprazol,
Naproksen, Vedaprofen ve Fenilbutazon ilag etkin maddelerinin limit seviyesinde tespit
edilemedigi goriilmiistiir. Cihazin hareketli fazinda bazi degisiklikler yapilarak tespit
edilemeyen maddelerin tespit edilip edilmeyecegi ya da tespit edilen piklerin daha

simetrik olarak elde edilmesi igin ¢alismalar yapilmistir.

6.3.1 Hareketli faz calismasi

Oncelikle hareketli faz bilesiminde degisiklikler yapilarak tespit edilemeyen
maddelerin analiz edilebilmesi i¢in ¢alismalar yapilmistir. Bunun i¢in 4 farkli hareketli
fazda [1) Metanol+%0,1 Asetik asit-Deiyonize Su+%0,1 Asetik asit, 2) Metanol+%0,1
Formik asit-Deiyonize Su+%0,1 Formik asit, 3) Asetonitril+%0,1 Asetik asit-Deiyonize
Su+%0,1 Asetik asit, 4) Asetonitril+%0,1 Formik asit- Deiyonize Su+%0,1 Formik asit]
bos ornek limit seviyeye tekabiil edecek sekilde katki yapilip onceki ¢aligmada yapilan
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ekstraksiyon uygulanarak deneme yapilmistir. Elde

goriilmektedir.

Tablo 42. Hareketli faz ¢aligmasi

edilen sonuglar Tablo 42’de

MeOH+9%0,1AA- MeOH+%0,1FA- ACN+%0,1AA- ACN+9%0,1FA-
Su+9%60,1AA Su+9%0,1FA Su+%0,1AA Su+9%60,1FA

Furosemid - - - 1898
Fluniksin 3859971 137 536 4676 786 5511877
Meloksikam 111 617 9295 225217 414 672
4-MAA 532 357 103 505 440 965 370036
Triamsinolon Asetonid 679 - 3406 9229
ipratropium - - - 6275
Betametazon = - - 1080
3-OH Lidokain 17871 10 324 - 191 455
3-OH Mepivakain 661 983 133291 1410013 503 955
Dembreksin 2990 480 45 467 441 855 505 144
Ketoprofen 54 439 12 062 163 007 271771
N-butilskopolamonyum 172 988 5387 122 824 410 668
Diklofenak 8451 4952 85583 66 876
Karprofen 678 221 2591 4079
Vedaprofen 35350 258 745 24 837 -
Meklofenamik asit 19 067 7 696 151 570 589 391
Naproksen - - - -
Ambroksol 2977 926 36381 1331 505 809
Fenilbutazon 17728 - 5950 -
HEPS 364 301 3651 165 914 69 491
3-OH detomidin 19 482 - - 7630
Eltenak 3567 - 11 348 21887
Butarfanol 147732 2188 62 601 172 076
Romifidin 4772 414 2891 2616
Salbutamol - - - -
Deksametazon - - - 929
Metokarbamol 316 821 4610 602 026 763 180
Omeprazol 117 186 1338 79924 -

5-OH Dantrolen

Yapilan hareketli faz calismasina gore 3-OH detomidin, HEPS, Omeprazol,

Fenilbutazon gibi asidik ekstraksiyonla tespit edilemeyen ilag etkin maddelerin Metanol-
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Su kullanilan hareketli fazda tespit edilebildigi goriilmiistiir. Bu nedenle bu maddelerin

farkli bir yontemle tespit edilmesi gerekmektedir.

Sonuglara gore Asetonitril+% 0,1 Formik asit / Su+%0,1 Formik asit hareketli fazlart
kullanilarak yapilan ¢alisma sonuglarinda pik sekilleri daha diizgiin ve daha fazla sayida
ilag etkin maddenin tespit edilebildigi gorilmiistir. Daha sonra bu hareketli faz
kullanilarak dereceli eliisyonda deneme ¢aligmalariyla daha etkin bir ayrilma ve analiz
siresini  kisaltma ¢alismalar1 yapilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda dereceli
eliisyonda yapilan degisikliklerle analiz siiresi 20 dk’ya kadar diistiriilerek daha kisa
stirede ¢alisilan ilag etkinlerin belirlenen seviyelerde tespit edilebilecegi goriilmiistiir
ancak deksametazon ve betametazonun ayrilmasi saglanamadigindan bu degisiklige

gitmeye gerek olmadig1 diigiiniilmiistiir.

Asidik ekstraksiyonla yeterli diizeyde tespit edilemeyen maddeler ve calisma
araliginin genisletilmesi i¢in 2011 yilinda Garcia ve arkadaslari tarafindan bazik sartlarda
ekstraksiyon caligmasi kullanilarak yapilan denemede Salbutamol, 3 OH Detomidin,
Butarfanol, HEPS, Romifidin ve Ambroksol ilag etkin maddelerinin pik alanlar1 daha iyi
olarak tespit edildiginden bu maddeler i¢inde bazik sartlarin ekstraksiyon ydntemi

kullanilarak analiz edilmesinin uygun oldugu goriilmistiir (Sekil 30).
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Ambroksol

Butarfanol

Sekil 30. Bazik ekstraksiyon metodu sonuglari

Hem asidik hem bazik ekstraksiyon yapilarak vialde birlestirme yoluna gidilmis ve

asidik metotta kullanilan LC-MS/MS yontemiyle analiz edilmistir ancak hareketli faz ya

da kolon gibi etkenler dolayisiyla asidik metotta tespit edilemeyen maddeler bu yollada

tespit edilememistir. Bu nedenle bazik metotla yapilan ekstraksiyon sonrasinda farkli bir

kolon ve metanol-su karisimli hareketli faz kullanilarak 2011 yilinda Garcia ve

arkadaglar tarafindan galigilan metot modifiye edilmistir.
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Boylece alman idrar 6rnegi enzimatik hidrolizden sonra asidik ve bazik metotta
calisilmak tizere ikiye ayrilip farkli yontemlerle analiz edilmistir. Kullanilan metotlar i¢in

hidroliz, ekstraksiyon ve cihaz basamaklarinda optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir.

6.3.2 Enzimatik hidroliz cahismalari

Hidroliz edilmis idrar orneginde ilag etkin maddelerin serbest hale ge¢mesini
saglamak i¢in uygulanan bir yontemdir. Bu asamada glukronid ya da siilfat bagli olan ilag
etkinleri beta glukronidaz ilavesi ve sicakta inkiibe edilerek serbest hale gegirilmeye
calisilir. Elimizde ilag etkin maddelerin standartlar1 mevcut oldugundan bu asamada
gerceklesecek degismeleri tespit etmek olanakli degildir. Bu basamakta yapilan
uygulamalarin optimizasyonu i¢in pargalanmasi gii¢ olan Morfin-3-glukronid &rnek
icerisine katkilanarak hidroliz basamagi optimize edilmistir. Bunun yaninda idrardaki
tuzlarin ¢oktiiriilmesi i¢in katt amonyum siilfat ve proteinlerin pargalanmasi iginde
proteaz enzimi kullanilmistir. Asagida siralanan ¢alismalar uygulanmstir.

- Amonyumsiilfatsiz, 1 g amonyum siilfat, 2 g amonyum stilfat
B-Glukronidazsiz, 50 puL, 100uL, 150uL ve 200uL ilave edilerek
Proteazsiz, 50 pL, 100uL, 150uL ve 200uL ilave edilerek
- 55°C’de 60, 90 ve 120 dk bekletilerek

Elde edilen sonuglara gére 1 g amonyum siilfat, 200 pL proteaz, 150uL -
glukronidaz ekleyip 2,8 mL 1 M pH’s1 6 olan fosfat tampon 6 ilave edilip karisimin pH
st 6’ya (NaOH/HCI ilavesiyle) ayarlanip 55°C’de 90 dk inkiibe edildiginde hidrolizin
yeterli oldugu tespit edilmistir.

6.3.3 Hidroliz sonrasi idrar calismasi

Hidroliz basamagi tamamlandiktan sonra idrar asidik ve bazik ekstraksiyonlarin

yapilmasi i¢in bolinmiistiir. Boliiniirken alinacak miktarlarin belirlenmesi i¢in sirasiyla
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asidik metot i¢in 5, 6, 7, 8 ve 9 mL bazik metot i¢in 4, 5, 6, 7 ve 8 mL alinarak ekstrakte
edilmistir. Alinan miktara gore ilag etkin maddeler i¢in 6rnek miktarina gore pik alanlari

belirtilmistir (Tablo 43,44).

Tablo 43. Asidik metot i¢in ayrilacak 6rnek miktari tespiti

50mL 6,0 mL 7,0 mL 8,0 mL 9,0 mL

Salbutamol 1 366 2100 1954 4 385 4248
Furosemid 741 3702 911 3734 17 107
Deksametazon 2 143 2 685 2 538 3644 3610
Betametazon 2 620 2 905 4223 4 317 4 445
Triamsinolon Asetonid 6 302 5904 7 452 7014 6 544
Meloksikam 267 255 366 456 196 382 381771 256 920
Fluniksin 530216 3151139 447218 3884549 4560068
Karprofen 16 036 17 782 11 208 15 896 11414
Ambroksol 652 214 586 417 559 524 788 226 883 061
Ketoprofen 716452 1099749 581627 1221523 1275985
Diklofenak 48 203 82 377 34 199 74777 59 121
Meklofenamik Asit 153 763 95 152 180 225 130 664 54 611
Romifidin 1911 2 140 2102 3072 2 563
Dembreksin 157 118 548 621 294 994 871 457 951 238
4-Metilamino Antipirin 210050 467 277 446419 885700 911098
Ipratropium 1950 4 652 3241 5533 6 275
N-butilskopolamonyum 188 027 264 632 232467 223176 240990
Butorfanol 125 699 151134 135113 185 770 182 340
Metokarbamol 1121873 1710233 1445923 2106771 2211418
Mepivakain-OH 211 874 530 232 372119 859 717 818 646
Lidokain-OH 237 931 327 512 360 780 474 422 470 447
3 OH Detomidin 4 486 7223 4419 11012 10 461
HEPS 11621 13197 12 806 15393 22 805
Eltenak 10 158 20910 6 498 18 434 15532

Tablo 44. Bazik metot igin ayrilacak drnek miktar1 tespiti

40mL 5,0 mL 6,0 mL 7,0 mL 8,0 mL

Salbutamol 18 923 62 320 71572 86791 59386
Meloksikam 27782 101 245 286 149 159806 125850
Fluniksin 13801685 22950768 25134128 26 443 648 22776 510
Ambroksol 3781479 7305337 8782665 8864472 6658012
Meklofenamik Asit 25789 41 483 36 388 39501 36 713
Romifidin 8 054 19551 16 637 20132 15 806

Dembreksin 123 624 241182 286 658 291 427 223 225
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3 OH Detomidin 12 3561 220 821 247 617 253 158 197 999
4-Metilamino Antipirin 2406923 4970492 5697205 6528981 3935780
Butarfanol 294 248 751776 892086 1266384 1124461

Metokarbamol 3174 7 424 8729 6113 6 297

Mepivacaine-OH 4616060 9756080 10974552 12054929 9687895
Lidokain-OH 2738311 6112573 7245419 8168064 6531141
HEPS 73772 217 397 244 106 317 851 318 191

Elde edilen sonuglara gore asidik metot i¢in hidroliz sonrasinda 8,0 mL bazik metot
i¢in ise 7,0 mL alindiginda ilag etkin maddelerin tespit edilebilir oldugu goriilmiistiir.
Ornek miktar1 arttirildiginda analitlerin responselarmin artmasi beklenir ancak pik
sekillerinin bozulmasi, yayilmasi ve tutunmanin artmasi gibi durumlar olustugundan

secilen miktarlar yeterli gériilmiistir.

6.3.4 Ekstraksiyon oncesi pH ayarlama

Hidroliz basamagindan sonra pH degeri degistirilerek etkisi arastirilmistir. Asidik

metot i¢in pH 6, 7 ve 8, bazik metot iginse 5, 6 ve 7’ye ayarlanarak ilag etkin maddelerin

alan degerleri karsilastirilmistir (Tablo 45,46).

Tablo 45. Asidik metot pH ¢alismasi

pH 6 pH 7 pH 8
Salbutamol 7571 6 087 5248
Furosemid 8 597 301 698
Deksametazon 820 789 2 206
Betametazon 1095 1045 2 464
Triamsinolon Asetonid 4 660 7 881 5626
Meloksikam 225 028 324 434 392 489
Fluniksin 5441 609 4980 273 4196 612
Karprofen 7413 11980 8 653
Ambroksol 1432971 1119011 1316 300
Ketoprofen 566 831 306 925 829 427
Diklofenak 80 701 141 251 105 372
Meklofenamik Asit 51813 336 895 93 378
Romifidin 1036 1636 3369
Dembreksin 515 318 553 746 662 445
4-Metilamino Antipirin 1017 831 1775738 1037 302
Ipratropium 1834 1721 2798
N-butilskopolamonyum 216 449 76 140 415 677
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Butorfanol 126 495 129 160 108 845
Metokarbamol 602 871 492 519 1 326 648
Mepivakain-OH 124 982 182 080 903 119
Lidokain-OH 87 821 218 229 755 735
3 OH Detomidin 2115 910 8 483
HEPS 12 967 7 258 40 157
Eltenak 17 226 21991 20 978
Tablo 46. Bazik metot pH galismasi
pHS pH 7
Salbutamol 74 077 81774 95 726
Meloksikam 88 818 302 328 72 624
Fluniksin 24 696 773 27 268 910 25 408 501
Ambroksol 7594 723 11 021 480 12 179 895
Meklofenamik Asit 65 308 44 447 26 508
Romifidin 14 751 18 425 20 099
Dembreksin 281 010 408 131 442 935
3 OH Detomidin 230 356 246 429 236 735
4-Metilamino Antipirin 7119 087 5452 135 6 498 015
Butarfanol 639 728 1169118 1 497 930
Metokarbamol 7582 11 655
Mepivacaine-OH 10 752 870 12 035 183 12 700 041
Lidokain-OH 7388759 8140877 8721251
HEPS 268254 367872 491180

Tablo 45°deki sonuglar incelendiginde asidik metot i¢in uygulanmasi gereken pH
degerinin 8 oldugu agik bir sekilde goriilmektedir. pH 7°de 4-MAA ve Meklofenamik asit
cok daha iyi tespit edilebilmistir ancak diger ilag etkin maddeler 6zellikle limit degeri

diisiik olan deksametazon ve betametazon pH 8’de tespit edildiginden ekstraksiyondan

once pH fosfat tampon ve NaOH ilavesiyle 8’e ayarlanmistir.

Bazik metotla yapilan ¢alisma degerlendirildiginde (Tablo 46) pH 7’de daha yiiksek
alan degerleri elde edildigi ancak degerler arasinda ¢ok onemli farklar olmadigindan

hidroliz sonrasinda tekrar bir pH ayarlama basamagina ihtiya¢ duyulmamasi i¢in pH 6°da

calisilmaya devam edilmistir.
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6.3.5 Asidik metot optimizasyon ¢alismalar:

Asidik metodun ekstraksiyon ve cihaz analiz basamaklarinda bazi degisiklikler

yapilarak etkileri incelenmistir.

Ekstraksiyon  basamaginda  eliisyon ¢ozeltisinde  kullamilan  99:1
diklorometan/etanol oran1 50:50 olacak sekilde degistirilmis ancak alinan
eliisyon kirli oldugundan ve cihazda olasi ¢ikarabilecegi sikintilardan dolay1
bu oran degistirilmemistir.

Elisyon ¢ozeltisi 3,0 mL yerine 6,0 mL ilave edilip geri kazanimin
arttirilabilecegi diisiiniilerek analiz edilmistir. Ancak anlamli bir etkisi
goriilmediginden 3,0 mL ile eliisyon alinmaya devam edilmistir.

Cihaz analiz basamaginda 0,3 mL/dk ile 0,4 mL/dk akis uygulandigr zaman
olusabilecek farkliliklar denenmis ve 0,3 mL/dk’lik akisin maddelerin ¢ogu
icin daha etkin bir ayrilma sagladig1 gézlenmistir.

Kolon sicakligindaki degisikligin etkisinin tespiti i¢in kolon sicakligir 30°C,
35°C ve 40°C’ye ayarlanarak ayni 6rnek analiz edilmistir. Sonuglar arasinda
belirgin farkliliklar gozlenmezken 35°C’de ve 40°C’de birbirine oldukca
yakin degerler elde edilmis bu nedenle kolon sicakliginda herhangi bir

degisiklik yapilmamuistir.

6.3.6 Bazik metot optimizasyon calismalari

2011 yilinda Garcia ve arkadaslar tarafindan ¢alisilmis olan ekstraksiyon ve cihaz

metodunda degisiklikler yapilarak asidik metotla tespit edilemeyen maddelerin tespiti

saglanmis ve yeni bir metot gelistirilmistir.

Hareketli fazda metanol-su+%0,1 formik asit yerine, 2006 yilinda Popot ve
arkadaslar tarafindan uygulanan Metanol-pH 9, 5 mM amonyum bikarbonat
tamponu ve kolon kullanilmistir. Tespit edilmesi gereken maddeler icin
dereceli eliisyonda degisiklikler yapilarak ¢alisilmis ve en uygun dereceli
ellisyon belirlenmistir (Tablo 18, 19).
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- Ekstraksiyon basamaginda yikama agsamasinda 3,0 mL 1 M asetik asit ve 5,5
mL metanol yerine 6,0 mL Asetik asit ve 8,0 mL metanol gegirilerek yikama
etkisi belirlenmeye c¢alisilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde degerlerin
birbirine oldukca yakin oldugu goriildiigiinden yikama ¢6ziicii miktarlarinin
arttirllmasina ihtiya¢ duyulmamustir.

- Eliisyon c¢ozeltisi olarak diklorometan/izopropilalkol/amonyum ¢ozeltisi
(78:20:2) (UCT, 2012) ile eliisyon yapilarak etkisi degerlendirilmistir. Elde
edilen sonuglar birbirine yakin olarak bulundugu igin eliisyon c¢ozeltisi

degistirilmemistir.

6.4. Deksametazon ve Betametazon Epimerlerinin Ayrilmasi

Deksametazon ve betametazon birbirinin epimeri olan ayni 6zelliklere sahip ilag
etkinlerdir. Bu 6zellikteki maddelerin birbirinden ayrilabilmesi i¢in yapilan literatiir
calismalarinda tutunma zamanindan, iyon oranlarindan ve farkli o6zellikte kolonlar
kullanilarak ayrilma saglanmistir. Yapilan c¢alismada dereceli eliisyonun etkisiyle
maddeler birbirinden ayrilmistir ve bir arada bulundugunda ¢ift pik vermektedirler. Hangi
pikin hangi ilag etkin maddeye ait oldugunun tespiti i¢in deksametazon ve betametazon

standard1 once tek tek sonra birarada drnege katkilanarak analiz edilmistir (Sekil 31).
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Sekil 31. Deksametazon ve betametazon ayrilmasi a) betametazon katkili 6rnek, b)
deksametazon katkil1 6rnek, ¢) deksametazon ve betametazon katkili 6rnek kromatogrami

Optimizasyon calismalari tamamlandiktan sonra bos bir idrar ornegine ISL’ne
tekabiil edecek katki yapildiktan sonra nihai yontemle analiz edilmistir. Elde edilen

sonuglar her iki metot i¢in asagidaki sekillerde elde edilmistir (Sekil 32, 33, 34).
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Sekil 33. Idrar 6rnegine ISL’e esdeger katki yapilip asidik metotla LC-MS/MS’de analiz
edildiginde elde edilen pikler ve iyon oranlari
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Sekil 34. idrar 6rnegine ISL’e esdeger katki yapilip bazik metotla LC-MS/MS’de analiz
edildiginde elde edilen pikler ve iyon oranlari

5-OH Dantrolen ve Omeprazol hidroliz edilmemis idrar i¢in limitli olan maddeler
oldugundan bu maddelerin tespitinde idrarin hidrolize tabii olmamasi gerekmektedir
clinkii daha onceki calismalarda bu maddelerin enzimatik hidrolizle ¢6zlindiigii tespit
edilmistir (Wong ve ark., 2011). Bu nedenle bu maddeler igin ¢alisma yapilirken hidroliz
edilmemis idrar kullanilmas1 gerekmektedir. Hidroliz edilmis idrarda bu maddeler tespit
edilememistir ancak ayni metotlarla enzimatik hidroliz islemi uygulanmadan yapilan
calismayla tespit edilebilmislerdir. Ancak validasyonda hidroliz islemi uygulandigindan

bu maddeler validasyonun disinda tutulmustur.

Furosemid standardi cihazda asidik metot sartlarinda tespit edilebilir olmasina
ragmen hidroliz basamaginda yikimlanmaya ugradigi i¢in tespit edilememistir.
Hidrolizde yikimlandigini tespit etmek amaciyla hidrolizin uygulanmadigi sivi-sivi
ekstraksiyon metoduyla analiz edilmis ve asidik metot sartlarinda cihaza enjekte

edildiginde tespit edilebilmistir.

Ipratrapium ve N-butilskopolamonyum asidik metotta diisiikte olsa sinyal verdigi
icin analiz edilebilmektedir ancak validasyonda gerekli kriterleri saglayamadigi i¢in
valide edilememistir. Ipratrapium ve N-butilskopolamonyum kuaterner amonyum grubu
iceren bir yapiya sahiptir, pKa degerleri 12’nin iizerindedir ve asidik metotta kullanilan
kolonda fazla tutunamamaktadir. Dolayisiyla bu maddelerin analizi i¢in baska bir

yonteme ihtiyac oldugu aciktir.
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Naproksen Fenilbutazon ve Vedaprofen sadece GC-MS’te tiirevlendirilerek tespit
edilebilmektedirler. Meklofenamik asit asidik metottada tespit edilebilir olmasina ragmen

validasyon kriterleri saglanamamustir.

Fluniksin ve Ketoprofen uygulanan her lic metottada tespit edilebilmektedir. Ancak
validasyonlar1 Karprofen, Diklofenak ve Eltenak’ta oldugu gibi asidik ve NSAID metotla
yapilmustir.

6.5. LC-MS/MS Metotlar1 Validasyon Calismasi

Fluniksin Meloksikam, 4-MAA, Triamsinolon, Betametazon, OH-Lidokain, OH-
Mepivakain, Dembreksin, Ketoprofen, Diklofenak, Karprofen, Deksametazon
Metokarbamol ve Eltenak’in validasyonu asidik metot; Ambroksol, HEPS, OH-
Detomidin, Salbutamol ve Romifidin’in validasyonu ise bazik metot kullanilarak

yapilmustir.

6.5.1 Spesifiklik-secicilik

Metodun segiciliginin ve spesifikliginin kontrolii i¢in Ornek igerisine farkli
ozelliklerde ilag etkin maddeler (niflumik asit, tolfenamik asit, antiprin, etodolak,
flufenamik asit, ibuprofen, ketorolak, mefenamik asit, nabumeton, nimesulid,
bufeksamak, prednisolon, alprazolam, fenobarbital, budesonit, kafein, klorsilazin,
cimbuterol, dermorfin, diazepam, edraponyum, fenspirid, kortisol, metandriliol, morfin,
ketorolak) eklenerek birlikte analiz edilmistir. Yapilan analiz sonucunda diger maddelerin
herhangi bir girisim etkisi yapmadig tespit edilmistir. Ikinci olarak 20 farkli ata ait blank
ornek analiz edilmis ve analizi yapilan maddelerin alikonma zamaninda tespitine engel

olabilecek herhangi bir eslesme goriilmemistir (Sekil 35).
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Sekil 35. Asidik ve bazik metot kullanilarak blank 6rnek ile katki yapilmis 6rnegin
karsilastirilmasi

6.5.2 Dogrusallik

Lineer 6l¢tim araligini belirlemek i¢in blank ve dort farkli konsantrasyonda (0,5xISL,
ISL, 1,5xISL, 2xISL) 6’sar 6rnege katki yapilarak enjeksiyon yapilmistir. Sonuglar katki

yapilan 6rneklerden elde edilen linearite kullanilarak hesaplanmustir (Sekil 36).
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Sekil 36. LC-MS/MS ile analiz edilen ilag etkin maddelerinin linearite egrileri

Dogrusallik egrileri incelendiginde koreleasyon katsayilarinin c¢alisilan biitiin

maddeler i¢in 0,9959 ve iizerinde oldugu goriilmiistir (Sekil 36).

6.5.3 Dogruluk ve geri kazanim

Geri kazanim limit degerinin 0,5xISL, ISL,1,5XISL ve 2xISL oraninda bos oldugu
bilinen idrar 6rnegine katki yapilarak 3 giin 6 paralel olarak yapilan ¢aligma sonucunda

hesaplanan geri kazanim degerleri + %10’ luk hedef deger i¢erisinde oldugu gorilmiistiir

(Tablo 53).

6.5.4 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik limit degerinin 0,5xISL, ISL, 1,5xISL ve 2xISL oraninda bos
oldugu bilinen idrar 6rnegine ayni kisi tarafindan aym sartlarda katki yapilarak 3 giin 6
paralel olarak yapilan c¢alisma sonucunda elde edilmistir. Katki yapilan o6rneklerin
ortalama konsantrasyonlari, standart sapmalar1 ve sapma katsayilar1 (%) her seviye i¢in

hesaplanmistir (Tablo 53).
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6.5.5 Laboratuvar i¢i tekrar iiretilebilirlik

Laboratuvar i¢i tekrariiretilebilirlik, farkli analist ve farkli sicaklik kosullarinda limit
degerinin 0,5XISL, ISL ve 1,5XISL oraninda bos oldugu bilinen idrar 6rnegine katki
yapilarak 6 paralel calisma yapilarak standart sapmasi (SDwiLr) ve varyasyon katsayisi
(CV) hesaplanarak elde edilmistir. Elde edilen degerler 2002/657/EC direktifine goére

belirlenmis olan kriterleri saglamaktadir (Tablo 3).

6.5.6 Kaesinlik

3 giin 3 seviye (0,5xISL, ISL,1,5xISL ve 2xISL) 6 paralel olacak sekilde yapilan
calisgma sonuglarindan giin i¢i ve giinler arasi kesinlik degerleri %CV olarak
hesaplandiginda kriterlere uygun oldugu gériilmiistiir (Tablo 4). Ozellikle i¢ standard:
kendisinin doteryumlu hali olan maddeler i¢in %CV degerlerinin ve standart sapmalarin

oldukea diisiik oldugu belirgin sekilde goriilmektedir (Tablo 53).

6.5.7 Karar limiti (CCq) Ve tespit yetenegi (CCp)

ISL seviyesinde farkli giinlerde farkli bos orneklere katki yapilarak 24 ayri ¢alisma
gerceklestirilmis, CC, ve CCpdegerleri asagidaki formiile gore hesaplanarak Tablo 49°da
belirtilmistir.

CCa: Cort + 1,64*SD
CCp= CCat1,64*SD

Hesaplanan bu degerler i¢in degeri CC,’nin altinda tespit edilen drneklerde sonug

negatif lizerinde tespit edilen 6rnekler i¢inse sonug pozitiftir.
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6.5.8 Saglamhik (minor degisiklikler)

Numune hazirlama asamasinda 6l¢iim sonuglarini etkileyebilecek faktorler asidik ve
bazik metot i¢in asagidaki tablolarda belirlenmistir. Her degistirilen etken igin 3’er adet
numune hazirlanmis ve 27 yani 128 etki farkli olast kombinasyonun etkisi
degerlendirilmistir. Her bir degisken etken i¢in ayr1 ayr etkiler hesaplanmistir (Tablo 47,
48).

Tablo 47. Asidik metot saglamlik testi etki faktorleri

Asidik Metot Faktor + -

A- Beta glukuronidaz miktari 150 uL 50 uL

B- Enzimatik hidroliz sicakhigi 55°C 70°C

C- Enzimatik hidroliz siiresi 90 dk 30 dk

D- Ekstraksiyon numune pH’s1 8 6

E- Ekstaksiyon yikama miktar: Su 6,0 mL+Hekzan 8,0 mL  Su 3,0 mL+Hekzan 4,0 mL
F- Eliisyon cozeltisi miktar: 3,0 mL 6,0 mL

G- Cihaz kolon sicakhgi 35°C 40°C

Tablo 48. Bazik metot saglamlik testi etki faktorleri

Bazik Metot Faktor + -

A-Beta glukuronidaz miktari 150 uLL 50 uL

B- Enzimatik hidroliz sicakhg1 55°C 70°C

C- Enzimatik hidroliz siiresi 90 dk 30 dk

D- Ekstraksiyon pH s1 6 8

E- Eliisyon ¢ozeltisi miktari 10,0 mL 5,0 mL

F- Eliisyon soliisyonu farki Etil asetat/amonyum Diklorometan/IPA/Amonyum
97:3 50:17,8:2,2

G- Cihaz enjeksiyon miktar: S5uL 10 uL

Tablo 49. Asidik metot saglamlik etki tablosu

FLU MEL 4-MAATRI BET LIDOHMEPOH DEM KET DIK KAR DEK MKB ELT ROM

A- B-glu miktar1 - - - + + - - - R - - + - - +
B- Enz. Hid. Sic. + + + +
C- Enz. Hid. Siire. + + + + +
D- pH + o+ + + +
E- Eks. Y1ik. mik. + + + +
F- Eliis. ¢6z. hacmi + + +
G- Kolon sic. + + + i
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Tablo 49’a bakildiginda asidik metotla yapilan saglamlik c¢aligmasi sonucunda
benzer yapiya ve etkiye sahip olan betametazon, deksametazon ve triamsinolonun
saglamlik testinden ayni sekilde etkilendigi gorilmiistiir. Romifidin ve Dembreksin’in
pH 6’ya ayarlanip analiz edildiginde olumsuz etkilendigi ve bu ilag etkin i¢in pH’nin
saglamlig1 etkiledigi agiktir. Ayrica Romifidin’de hidroliz sicakligindaki artis sonuglarda
kararsizlik olusturmustur. Lidokain OH enzimatik hidroliz siiresinin artisindan olumsuz
etkilenmistir. Ayrica pH 6’da yapilan calismada analiz sonuglarini negatif olarak

etkilemistir. Genel olarak sonuglar metodun saglamligini ortaya koymaktadir.

Tablo 50. Bazik metot saglamlik etki tablosu

AMB HEPS DET-OH BUT SAL

A-Beta glukuronidaz miktari - - + + +
B- Enzimatik hidroliz sicaklig1 - - - + +
C- Enzimatik hidroliz siiresi - - ar + +
D- Ekstraksiyon pH s1 - - " + +
E- Eliisyon ¢ozeltisi miktar1 - - - + +
F- Eliisyon soliisyonu fark1 - - + + +
G- Cihaz enjeksiyon miktari - - + + +

Bazik metodun etkileri incelendiginde sadece Ambroksol’un degisen sartlardan
etkilenmedigi goriilmiistiir. OH Detomidin’i f-Glukronidaz miktarinin azalmasi olumsuz
etki oldugu goriilirken, hidroliz siiresi, farkli eliisyon ¢ozeltisi ve enjeksiyon miktari
etkili goziikmesine ragmen konsantrasyonda onemli degisiklere neden olmamuistir.
Salbutamol, romifidin ve butarfanol’i etkileyen en onemli faktor ise pH’dir. Bu ilag
etkinleri i¢in pH degerinin artmasi olumlu etki olusturmustur. Sonug¢larin tamami

incelendiginde ufak etkenler disinda metodun saglam oldugu goriilmiistiir (Tablo 50).

6.5.9 Stabilite

LC-MS/MS kullanilarak analiz edilen ilag etkinlerin standartlarindan bazilar
bitmistir. Bu nedenle metodun stabilite ¢aligmasi biten ilag etkinlerin standartlar1 yeniden

temin edildiginde yapilabilecektir.
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Ancak s6z konusu ilag etkin maddelerden bazilar1 at kaninda asidik metodun cihaz
sartlar1 kullanilarak analiz edilmistir ve dolayisiyla stabilitesi i¢in tahmini bilgiler
verebilecektir. Yapilan bu 6nceki ¢alismada kanda limit seviyesi olan Meloksikam,
fluniksin, karprofen, asepromazin, lidokain, dembreksin, mepivakain, n-
butilskopolamonyum ve butarfanol i¢in ¢alisma ¢ozeltisinde ve matrikste 2002/657/EC
direktifinde belirtildigi sekilde planlanarak +4°C, -20°C, +20°C isikta ve karanlikta
olmak tizere stabilite ¢calismasi yapilmistir. Yapilan ¢alismaya gore ilag etkin maddeler
calisma ¢Ozeltisinde -20°C’de stabildir. Ancak +20°C 1sikta ve karanlikta sapmalar
meydana gelmistir. Matriks igerisinde ise yine +20°C’de kisa siirede bozunmalar

olmustur. Orneklerin kisa siirede ve hizlica analiz edilmesi gerektigi goriilmiistiir.

6.5.10 AORC kriterleri

Iyon oranlari: Yapilan analizde elde edilen sonuglarda iyon oranlar1 Tablo 39°a gore

degerlendirilir. Elde edilen sonuglar Tablo 51°de goriilmektedir.

Tablo 51. Asidik ve bazik metot ile analiz edilen ilag etkin maddelerin iyon oranlart

Analiz Edilen Madde Ana iyon PL iyonOram % P2
Lidokain OH 251 86 5 108,3 58
Mepivakain OH 263,2 98 14 85,4 70,1
4-Metilaminoantipirin 218,1 56,1 31,3 99,2 97,1
Romifidin 258,2 160,1 72,3 100,2 178,1
HEPS 345,2 314 63,1 101 256
Dembreksin 378 262,7 30,1 99,5 81
Ambroksol 379 263,8 16,7 99,2 116
Butorfanol 328,4 310,2 12 104,6 157,1
Metokarbamol 242,1 118 26,9 100,4 163,1
Betametazon 393,4 373 38,8 115,6 355
Deksametazon 393,4 373,2 43,4 116,8 335,2
Triamsinolon asetonid 435,4 415,2 69,6 959 397,1
Fluniksin 297,2 279 30,4 97,5 264
Ketoprofen 255,2 105 63,6 99,8 209,1
Meloksikam 352,2 115 30,6 99,8 141
Karprofen 274,1 228 88,3 115,6 193
Eltenak 302 186 37 94,5 220
Diklofenak 296,2 215 40,1 93,4 250
Salbutamol 240,3 147,9 48,8 116,9 222
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Detomidin OH 203,1 81,1 25,74 104,1 185,1

Tablo 39’a gore yapilan degerlendirmede iyon orani degerlerinin belirlenen kritere

uygun oldugu goriilmektedir.

Relatif alikonma zaman: (RRT): Uygun bir i¢ standart kullanilarak RRT
‘Numunedeki analitin RRT ile Referanstaki Analitin (Spk) RRT’si £2% den fazla

sapmamalidir’ kuralina gore degerlendirme yapilir ve sonuglar bu aralikta olmalidir
(Tablo 53).

Matriks etkisi: Matriks etkisinin hesaplanmasi icin ekstrakte edilen blank numuneye
ucurma isleminden sonra 50 uL mix standart eklenip analiz edilir ve es miktarda enjekte

edilen standart karisimda enjekte edilip %9ME formiiliine gore hesaplama yapilmistir

(Tablo 52).

Tablo 52. Asidik ve bazik metotla analiz edilen ila¢ etkin maddelerin i¢ standart
dogrulamali matriks etkisi sonuglari

IS dogrulamal matriks etkisi (%0)

Fluniksin 109,00
Meloksikam 90,57
4-MAA 99,31
Triamsinolon 65,66
Betametazon 94,55
OH Lidokain 102,66
OH Mepivakain 100,77
Dembreksin 124,51
Ketoprofen 92,17
Diklofenak 112,77
Karprofen 87,00
Ambroksol 20,41
HEPS 93,63
OH Detomidin 102,81
Butarfanol 134,19
Romifidin 83,91
Salbutamol 105,47
Deksametazon 87,19
Metokarbamol 88,40

Eltenak 98,91
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Yapilan hesaplamaya gore Dembreksin ve Butorfanol maddeleri iizerinde iyon
zenginlestirme Triamsinolon, Ambroksol {izerinde ise 6nemli derecede iyon baskilama

yoniinde matriksin etkisinin oldugu tespit edilmistir (Sekil 37).

%100
%80
%60
0,

%40 (]
%20 o]
d ® >5 4 O P
0, —
%0 5 ° 5
-%20
%40 L 3
-%60 —
-%80 ——— &
-%100

Sekil 37. LC-MS/MS ile analiz edilen ilag etkin maddeleri i¢in matriks etkisi
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Tablo 53. LC-MS/MS ile yapilan analizlerin metot validasyon sonuglari

Giin ici (n=6)

Giinler arasi (n=6)

Lab. ici.

Analit I 1S ons Ilig: Ol. Kons. Kesinlik ~ Ce"! Ole.Kons Kesinlik Oeri Tekrar (ng/(r:naL) (ng/(r:nBL)
‘E'Itg;‘da” n‘;‘;ﬂfl'_ ngmL  (R?) ((()%7;?))) CV (%) Irf]a(zo"‘/(g‘ (ORT#SD) (ng/mL)  CV (%) Irf]a(zoa/s‘ (o}.f)rév @=%5) (p=%1)  RRT

50,00 4936 + 023 0,46 98,71 4970 + 2,21 445 99,41 2,58

Fluniksin Fluniksin d3 25 10000 o999 10143 + 196 1,93 10143 101,11 + 341 3,38 101,11 7,08 109,61 119,22 1,00
150,00 15014 = 1,72 1,15 100,09 151,40 + 292 1,93 100,93 9,30
200,00 19860 =+ 227 1,14 99,30 197,31 + 351 1,78 98,66
5,00 504 + 003 0,60 100,83 506 + 0,17 3,29 101,23 11,32

Meloksikam (';’ée'o"“kam 50 10,00 0,999 985 + 034 345 98,46 962 + 050 524 96,18 15,73 12,50 15,01 100
15,00 1483 + 0724 1,60 98,89 14,48 + 091 6,28 96,52 9,49
20,00 2015 = 032 1,58 100,74 20,26 + 0,54 2,68 101,29
50,00 5109 = 047 0,92 102,07 51,39 + 247 4,80 102,77 11,14

4-MAA i‘rmg}%‘q" 100 10000 gggs 9525 + 167 175 9525 9612 + 325 338 96,12 9,62 11235 124,70 100
150,00 149,07 = 6,17 4,14 97,69 14511 =+ 761 5,25 96,74 4,20
200,00 20030 = 241 1,20 100,15 21146 + 12,26 5,80 105,73
0,25 023 + 003 13,09 91,88 12,26 + 0,04 0,31 101,50 23,11

Triamsinolon Ej’miﬁdi”' 50 050 0998 050 + 008 1549 99,27 048 + 007 13,50 96,46 34,26 0,75 0,99 144
0,75 084 =+ 010 11,56 112,53 075 + 0,114 19,01 100,13 19,27
1,00 105 = 0,09 8,20 104,55 1,10 + 010 8,72 110,00
0,10 009 =+ 001 15,90 93,74 0,10 =+ 001 10,11 95,52 26,03

Betametazon nD_ZﬁsamEtazo 25 020 0,996 022 + 001 5,23 108,96 021 + 003 12,82 106,57 8,37 0,25 0,30 099
0,30 032 + 004 12,28 107,01 031 =+ 003 11,02 102,55 17,67
0,40 037 + 006 16,10 93,50 037 = 004 11,07 93,26
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5,00 486 = 019 3,86 97,19 487 + 0,19 3,99 97,41 8,53
OH Lidokain ~ >:OH 25 10,00 0,998 1045 + 020 1,95 104,46 1037 + 049 4,69 103,69 8,37 11,24 12,47
Lidokain-d5 1,00
15,00 1535 = 055 3,56 102,35 1553 + 0,82 5,25 103,52 11,67
20,00 1964 = 071 3,62 98,18 1907 + 156 8,20 95,33
ol 5,00 494 = 017 3,47 98,81 498 + 0,19 3,90 99,53 3,34
(,\DA';'pivakain Mepivakain- 50 1000 999 1027 =+ 038 3,67 102,70 1017 + 037 3,66 101,73 5,36 10,76 11,53 100
d3 15,00 1538 + 040 2,63 102,57 1524 + 045 2,94 101,58 5,77 '
20,00 2016+ 058 2,86 100,81 19,86 + 103 5,17 99,31
50,00 4853 + 225 4,64 97,05 4657 + 7,96 17,09 93,15 12,62
Dembreksin  Romifidin- so 000 e (PO %jcl) 1486 9501 10664 + 1268 1180 9645 1381 1003 14186 -
150,00 15222+ ¢ 726 10148 14880 + 9,30 6,25 99,20 8,27
200,00 20884 = 761 10442 20400 + 1586 777 102,00
50,00 5121 = 0,62 1,20 102,42 50,79 + 229 452 101,58 11,30
Ketoprofen :f;mp“’fe” 50 10000 997 9464 =+ 199 2,10 94,64 92,77 + 11,62 12,53 92,77 19,68 127,20 154,40 1,00
150,00 14842 + 2,08 1,40 98,95 146,70 + 9,90 6,75 97,80 741
200,00 21163 = 6,71 3,17 105,82 21210 + 10,03 4,73 106,05
25,00 2398 =+ 089 3,73 95,91 2511 + 186 7,42 100,45 6,68
Diklofenak Ejk'Ofe”ak 50 5000 pg99 5193 =+ 328 6,32 10386 5059 <+ 328 6,49 101,18 5,88 55,20 60,41 100
75,00 76,73 + 000 3,50 102,31 7583 = 282 3,72 101,11 3,86
100,00 101,03 = 312 3,09 101,03 9950 + 415 417 99,50
50,00 4909 + 273 5,56 98,19 4926 + 3,36 6,82 98,53 9,53
Karprofen Karprofen d3 50 1:222 0,098 i:zzz i ?04; 8.19 102,66 10514+ 683 6:50 105,14 10,69 114,68 129,36 1,00
: ' 8 6,75 101,52 154,08 + 823 5,34 102,72 11,51
200,00 10560 = > 7,88 9780 19256 + 12,35 6,42 96,28
Ambroksol 30H o5 10000 (g95 11007 = 34’1 12,89 11007 10225 + 16,73 16,36 102,25 16,38 239,22 278,44 117
Hdokein s 200,00 20740 = O 494 10374 21692 + 2717 1253 10846 539
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13,0

30048 T = 4,26 101,99 30561 + 2814 9,21 101,87 6,70
e 38155+ 33’2 13,96 9539 38411 + 5021 13,07 96,03
5,00 492 + 035 7,07 98,43 493 + 027 5,58 98,52 3,42
HEPS HEPS-d4 25 1000 0999 1013 = 058 5,70 101,34 1011 + 044 4,39 101,10 4,28 10,71 11,42 1,00
15,00 1531 + 033 2,16 99,97 1519 =+ 051 3,35 101,26 3,59
20,00 1998 + 066 3,30 99,91 2043 + 067 3,28 102,14
30H 1,00 097 + 005 5,03 96,89 093 =+ 007 8,05 92,79 11,04
OH Detomidin ~ Detomidin- 25 200 0,999 200 =+ 006 3,14 100,00 196 + 007 3,67 98,11 5,16 2,13 2,26 100
d5 3,00 300 + 008 2,64 99,95 301 + 008 2,63 100,39 2,69 '
4,00 407 = 0,04 0,93 101,66 403 + 0,07 173 100,68
0,50 056 =+ 005 8,77 112,08 049 + 0,09 18,18 97,28 14,09
Butarfanol e ings 25 100 0geg 107 £ 009 853 10672 098 + 013 1373 978 1013 139 178 ”
150 151 + 010 6,77 100,63 146 <+ 0,15 10,40 97,11 7,35
2,00 200 + 007 3,33 100,12 19 + 019 9,62 97,35
0,50 050 + 008 15,26 100,31 052 =+ 007 12,87 104,86 17,01
Romifidin Romifidinds 50 00 oggg 106 * 006 600 10618 100 =+ 007 728 10047 1498 124 148 099
150 1% =+ 010 6,13 103,71 151 + 014 9,04 100,84 10,83 ’
216 216 = 017 793 10811 220 013 606 109,78
0,25 025 =+ 0,02 7,05 99,21 025 =+ 002 9,44 100,93 7,17
Salbutamol gg'b““"mo' 25 050 0,999 051 =+ 001 2,89 102,50 049 + 005 11,25 97,41 4,50 0,58 0,67 108
0,75 079 + 004 4,68 105,93 0,78 + 005 6,07 103,83 417
1,00 103 + 0,06 5,90 102,93 101+ 007 7,03 100,87
0,10 010 =+ 001 6,68 102,21 011 <+ 001 9,57 105,13 9,11
Deksametazon an‘fam‘*tazo 25 020 0,999 021 + 003 1439 105,40 021 + 002 8,74 104,73 11,95 0,23 0,26 100
0,30 030 =+ 002 7,60 101,41 030 =+ 002 547 100,71 6,85
0,40 042 + 005 12,05 104,41 041 + 0,03 7,69 101,69
5000 g9 5091 = 035 0,68 101,82 51,20 + 2,02 3,95 102,39 7,44 112,10 124,20 Lol
Metokarbamol 100 100,00 9841 + 198 701 9841 9842 + 347 353 98,42 7,78 '
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Metokarbam

ol d3 150,00 15124 + 171 1,13 100,82 14729 + 452 3,07 98,20 3,44
200,00 20345 + 2,89
1,42 101,72 203,82 + 544 2,67 101,01
25,00 2527 + 0,99 3,92 101,08 2527 + 0,99 3,92 101,08
13C- 50,00 4650 + 7,22
Eftenak Eétenak 13C r 0.998 15,53 92,99 50,30 + 5,06 10,06 100,61 11,17 57,23 64.45 1,00
75,00 7507 + 160 2,14 100,09 7507 + 1,60 2,14 100,09
100,00 9862 =+ 087 0,88 98,62 98,62 + 087 0,88 98,62
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7. TARTISMA ve SONUC

Bu caligmaya konu olan doping etkisi gosteren ilag etkin maddelerin ¢ok fazla sayida
olmasi, bunlara siirekli yeni maddelerin eklenmesi ve ayrica bu maddelerin eser
diizeylerde tespit edilmesi gerekliligi, hassasiyeti ve dogrulugu yiiksek se¢ici metotlarla
calisilmasi gerekliligini dogurmustur. Bu nedenle bu alanda yapilan ¢alismalar genellikle
fazla sayida ilag etkin maddenin es zamanli olarak kisa siirede tespiti lizerinedir. Ancak
tarama limiti belirlenmis ila¢ etkin maddelerin bazilarinin limit degerleri ppt
diizeylerindedir ve maddeler ¢ok farkli ozellikler gostermektedir. Bu nedenle bu
maddelerin es zamanli olarak tek ekstraksiyon, kolon ve/veya cihazla tespitini tek bir
tarama ile yapmak oldukg¢a giictiir. Bu ¢alismada uluslararasi tarama limiti belirlenmis
olan ilag etkin maddelerin en dogru, segici ve tekrarlanabilir olarak tespiti i¢in farkli
hidroliz, ekstraksiyon, kolon, hareketli faz ve cihazlar kullanilarak limit seviyesinde

analizleri yapilarak valide edilmistir.

Tilim bu ihtiyag¢ ve zorluklara iliskin yeni ¢éziimler liretmek amaciyla, bu ¢alismada
gaz kromatografisi-kiitle spektrometresinde gelistirilen metotla tiirevlendirme inlet
kisminda gergeklestigi i¢in diger tiirevlendiricilerin kullanildigi literatiir ¢alismalarindaki
sicakta bekletme basamagini uygulamaya gerek olmadigindan zaman alict bu
uygulamaya gerek kalmamistir (El Haj ve ark., 1999; Maurer ve ark., 2001; Sebdk ve
ark., 2008). Ayrica sililleme yonteminin kullanildigi ¢alismalarda tiirevlendiriciler kolona
zarar verdiginden metanolle seyreltilerek kullanilan tiirevlendirme ydntemiyle bu

caligmada kolonun zarar gérmesi de 6nlenmistir (Nagamatsu ve ark., 2002).

Hirai ve arkadaglari tarafindan 1997 yilinda NSAID 6zelliginde maddelerle yapilan
calismaya benzer sekilde asidik ve enzimatik hidrolizin etkisi ¢alisilmis ve ayni sekilde
enzimatik hidrolizde geri kazanimin oldukca diistii§ii ve bazi maddelerinde tespit

edilemedigi gézlenmistir.

Yapilan optimizasyon calismalariyla metot ideal hale getirilip daha dnce bir arada
calisiimamis olan NSAID ozelliginde naproksen, fluniksin, diklofenak, ketoprofen,

eltenak, meklofenamik asit, fenilbutazon, vedaprofen ve karprofen’nin eszamanli olarak

127



analizi ig¢in bir yontem gelistirilmistir. Analiz sirasinda oksidasyonla bozunabilme
ozelliginde olan fenilbutazon (Jedziniak ve ark., 2010) uygulanan yontemle herhangi bir
ilave kimyasala gerek duyulmadan tespit edilebilmistir. Ayrica sivi kromatografisiyle
iyonizasyon ve/veya karboksilik asit igermesi gibi nedenlerle tespit edilemeyen
naproksen, fenilbutazon ve vedaprofenin secici olarak analizi gergeklestirilmistir. Elde
edilen validasyon verileri incelendiginde GC-MS kullanilarak uygulanan bu yontemde
CV degerleri ve CCa degerleri s1vi kromatografisiyle elde edilen validasyon verilerine

gore ¢cok daha az sapmayla tespit edilebilmistir.

Ayrica bu caligmada analiz edilen ilag¢ etkin maddeleri farkli farmakojik, kimyasal
yapi, polarite ve pKa ozelliklerine sahip oldugundan tespitleri genis bir ¢alisma araligi
gerektirmektedir. Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde ¢ok sayida ilag etkin maddenin es
zamanl analizi i¢in farkli gruplara farkli ekstraksiyon teknikleri ve farkli cihazlarla analiz
yapilarak ¢alisildigi goriilmiistiir (Ho ve ark., 2006; Kioussi ve ark., 2013; Leung ve ark.,
2005). Ayrica ilag etkinler igin belirlenmis olan limit degerleride birbirinden ¢ok farklidir.
Tam tarama analizlerinde 200 ve {izeri maddenin analizi yapildig1 i¢in belirlenen
maddelerden bazilar1 limit degerinden daha yiliksek konsantrasyonda tespit
edilebilmektedir (Moulard ve ark., 2011). Bu nedenle bu maddeleri segici olarak tespit
edebilmek i¢in gaz kromatografisi ile tiirevlendirme uygulanarak analiz edilmeyen
analitler sivi kromatografisi kullanilarak analiz edilmistir. LC-MS/MS cihaziyla
asidik/nétral ve bazik 6zellikte ekstraksiyonlar yapilarak farkli kolon ve hareketli fazlar
kullanilarak analizler yapilip iki yontem gelistirilmistir. Bu amagla Moulard ve
arkadaglar tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢alisma modifiye edilerek asidik yontem,
Garcia ve arkadaslari tarafindan 2011 yilinda beta agonist grubu ilag etkinlerle ilgili
yapilan ¢alisma modifiye edilerekte bazik yontem gelistirilip farkli farkli analiz edildikten

sonra valide edilmistir.

Asidik yontemde uygulanan ¢aligmayla fluniksin, ketoprofen, diklofenak, karprofen
ve eltenak gibi NSAID o&zellikte olan ilag etkinlerin analizleri de yapilarak valide
edilmistir ve karsilastirilmistir. Ancak bu yontemde elde edilen validasyon degerleri
incelendiginde bu maddelerin GC-MS ile gelistirilen yontemde daha i1yi kesinlikle sonug
verdigi goriilmiistiir. Ayrica meloksikam, 4-MAA, triamsinolon, OH-lidokain, OH-

mepivakain, dembreksin, romifidin, metokarbamol, deksametazon ve betametazon olmak
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tizere 14 ilag etkin maddenin analizi ve validasyonu asidik ekstraksiyonun uygulandigi

yontemle eszamanli olarak tespiti ve validasyonu da gerceklestirilmistir.

Asidik metotla; daha 6nceki ¢aligsmalarda ayri ayri analiz edilerek (Ho ve ark., 2006;
Mazzorino ve Botre, 2006; Mazzarino ve ark., 2010; Wong ve ark., 2011), kiral kolon
kullanilarak (Karatt ve ark., 2018) daha segici bir yontemle ya da dereceli eliisyonda
degisiklik yapilarak (Tang ve ark., 2001) ayrilabilen deksametazon ve betametazon

epimerlerinin es zamanl olarak tespiti ve validasyonu da gergeklestirilmistir.

Asidik metotla kuaterner amonyum Gzelliginde olan ipratrapium ve N-
butilskopolamonyum’un tespiti yapilabilmektedir ancak bu maddeler yapilan validasyon
calismasinda  gegerlilik  kriterlerine uymayan sonuclar verdiginden valide

edilememislerdir.

Bazik metot yontemiyle Ambroksol, HEPS, OH-Detomidin, Butorfanol ve
Salbutamol ilag etkin maddelerinin uluslararasi tarama limitinde tespiti ve validasyonu

saglanmistir.

Gelistirilen metotlar i¢in matriks etkileri de incelenmistir. Sonuglara bakildiginda
matriks etkilerinin baz1 maddeler igin etkili oldugu ve matriks etkilerinin uygun ig

standart kullanilarak diisiik seviyeye getirilebildigi tespit edilmistir.

Sonug olarak c¢alismayla IFHA tarafindan uluslararasi tarama limiti belirlenmis olan
29 ilag etkin maddenin 24 tanesinin tespiti ve validasyonu 2002/657/EC direktifleri ve
AORC kriterlerine uygun olarak gergeklestirilmistir. Gelistirilen ti¢ metotta yeniliklere
uygun, tekrarlanabilirligi yliksek ve kolay uygulanabilir metotlardir ve bu metotlar

dogrulama metodu olarak kullanilabilecek ve yeniliklere agik 6zelliktedirler.
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Abstract: Stability of some international screening limited therapeutic substances for doping control in
equine blood has been investigated with a validated method by using LC-MS/MS after chemical hydrolysis with
orthophosphoric acid. Whole blood samples were extracted with a WAX cartridge on auto-SPE. Stability test of the
drug substances performed at the same time in working solution and matrix at +4°C, -20°C, +20°C in dark and +20°C
in light conditions for 1, 2, 3 and 4 weeks. For short-time stability, the effects of 6 h storage at +55°C was also
investigated. Repeated data were statistically analyzed with ANOVA. All substances in working solution were stable
at -20°C and +4°C. In the blood matrix, higher temperatures (+20°C) in light and dark caused degradation of substances
at the end of four weeks and short-term study (P< 0.05). In conclusion, these international screening limited substances
in blood matrix could be unstable related to temperature and storage time, although in working solution they could be
mostly stable in various temperatures for four weeks.

Keywords: Doping control, equine blood, LC-MS/MS, stability.

Uluslararasi tarama limiti olan bazi ilaglarin at kaninda LC-MS/MS ile tayini ve
stabilitesi

Ozet: Doping kontrolii amaciyla uluslararas: tarama limiti kapsaminda olan bazi terap6tik maddelerin at
kaninda valide bir metotla LC-MS/MS cihazi kullanilarak stabilitesi arastirilmigtir. Tam kan 6rneklerinde ortofosforik
asitle kimyasal hidroliz sonrasinda bir WAX kartus kullanilarak otomatik kat1 faz ekstaksiyonuyla ekstrakte edilmistir.
Etken maddelerinin stabilite testi, ¢caligma ¢dzeltisinde ve matriks igerisinde +4°C, -20°C, +20°C karanlikta ve +20°C
giin 15181inda 1, 2, 3 ve 4 hafta i¢in eszamanli olarak caligilmistir. Kisa zamanli stabilite ¢alismasi +55°C’de 6 saat
saklamanin etkisini kapsayacak sekilde arastirilmistir. Yapilan tekrarli analizler ANOVA ile istatistiksel olarak
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degerlendirilmistir. Calisma ¢ozeltisindeki tiim maddeler -20°C ve 4°C'de stabildi. Isikta ve karanlikta yiiksek sicaklik,
dort hafta sonunda ve kisa siireli ¢caligmada kan matriksindeki maddelerin bozunmasima neden olmustur (P< 0.05).
Sonug olarak, bu uluslararasi tarama limitli maddeler sicaklik ve zamana bagli olarak kan matriksinde stabil
olmayabilirken, calisma ¢ozeltisinde farkli sicakliklarda dort hafta boyunca ¢ogunlukla stabildir.

Anahtar sozciikler: At kani, doping kontrol, LC-MS/MS, stabilite.

Introduction

Most of the doping laboratories that control
the samples collected from racing horses are
conducting the analysis of prohibited substances
according to the International Agreement on
Breeding, Racing and Wagering (IABRW)
guidance document, which is determined and
updated by International Federation of
Horseracing Authorities (IFHA) (7). There is no
limit level for prohibited substances, however,
some endogenous substances in horse metabolism,
feed or environmental contaminants have a
threshold and therapeutic  substances with
international screening limits should be analyzed
at their specified value as a requirement. The
limits for substances are regulated based on
therapeutic effects on equines health and prevent
their misuse (26). Most of the samples taken from
equines are urine and/or blood. When determining
the limit values and substances, the type of the
sample and drug metabolism are considered. The
studied  therapeutic  substances and the
international screening limits in blood are shown
in Table 1.

Post-race samples are separated into two
parts as called A and B (7). Sample A is
transported as quickly as possible for doping
control. Sample B stored under suitable conditions
is analyzed if sample A is detected as positive.
According to the current legislation, blood
samples are not frozen and stored in the
refrigerator (+4°C) unless separated to serum or
plasma (7, 26). The time elapsed between the
analysis of sample A and B; the storage conditions
of sample B, the description of the effect of
temperature changes during transport and
consequently knowing the stability of the positive
detected substance are critical for the proper
interpretation results of the analysis (20). If sample
A is identified as positive, sample B should be
identifiable in the same manner. In biological
fluids sample during storage and transportation,
drug concentration could be decreased or
increased related to temperature, pH, thermal or
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chemical degradation, hydrolysis, enzymatic
metabolism, compound interference,
microbiological or matrix effects (9, 11). Due to
these effects, confirmatory analysis with sample
B, reported as positive before, could be
determined as negative. Especially for limited
substances, the storage conditions and time are
crucial for the quantitative drug presence in the
sample to avoid false positive/negative results (9,
11, 24, 25). So, the stability knowledge of the
substances in the sample gives vital information
about reporting time.

In previous studies, short or long-term
stability were conducted in urine (6, 22, 23, 24, 25),
whole blood (1, 2, 5, 8, 12), plasma or serum (1, 2,
19) for doping control (10, 18, 19, 24, 25), trace
element analysis (21) and toxicological researches
(4, 5, 6). Nevertheless, there are few studies were
focused on the threshold or limited doping agents
except some anabolic steroids (10, 18), diuretics
(24) and caffeine (25) in urine matrix. Beside of
previous studies, we aimed to analyze the
international screening limited Flunixin,
Meloxicam, Dembrexine,
NButylscopolammonium, Carprofen, Butorphanol,
Lidocaine, Mepivacaine, Acepromazine, 7
deuterated internal standards (IS) with the validated
method by LCMS/MS and evaluate firstly their
stability in diluted working standard and equine
blood matrix at different temperatures and
conditions in four week period. In addition to that,
short-term stability of 6 h storage at +55°C was
investigated as a simulation of hot-day storage
effects.

Material and Methods

Chemicals and standard solutions: Flunixin,
Flunixin d3 and Carprofen obtained from Sigma
Aldrich  (Schnelldorf, Germany); Meloxicam,
Dembrexine, Butorphanol tartrate, Scopolamine d3
Hydrobromide trihydrate and Cortisol-9,11,12,12
d4 purchased from Chiron (Chiron AS, Trondheim
Norway); Meloxicam d3, Carprofen-d3, 3-OH
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Lidokain-d5, 3-OH Mepivacaine-d3,
Acepromazine, N-Butylscopolammonium provided
from TRC (Toronto Research Chemicals, North
York ON, Canada); Mepivacaine obtained from
EDQM (Strashourg, France); Lidocaine was
purchased from LGC (Molsheim France). All
standards purity was > 98 %. Water was purified
with an Elga-purelab flex water purification system
(Elga-Veolia Water Solutions&Technologies, UK).
n-Hexane was obtained from VWR Chemicals
(VWR International Fontenay Sous Bois, France),
Ethyl acetate and Methanol were obtained from J.T.
Baker (Gliwice, Poland). Potassium dihydrogen
phosphate and orthophosphoric acid, acetonitrile
(ACN) and formic acid (FA) were purchased from
Merck (Darmstadt, Germany). Acetic acid was
obtained from Sigma Aldrich (Schnelldorf,
Germany). All chemicals were of HPLC grade
purity. The solid-phase extraction (SPE) cartridge
Oasis Wax (3 cc Vac Cartridge, 60 mg Sorbent per
Cartridge, 60 pm Particle Size, 100/pk) were
obtained from Waters, USA. For sample
preparation auto-pipette (Eppendorf Multipette
Xstream), vortex mixer (Allsheng MTV-100),
laboratory centrifuge (Thermo Scientific Heraeus
Cryofuge 5500i), nitrogen evaporator (Biotage
Turbo Vab LV), SPE system auto-SPE (Gilson
Aspec 274) were used. For storage, Sanyo
Medicool (MPR414F) refrigerator and Sanyo
Biomedical (MDF-U537D) freezer were used.
Blood samples taken from race horses which were

determined as negative in the doping control
laboratory were used. Permission of the ethics
committee was received for this study (Local
Ethical Committee for Experimental Animals of
Pendik Veterinary Control Institute 03/2019).

Preparation of solutions and instrument
conditions: Primary stock standard solutions were
prepared in methanol at a concentration of 1 mg mL"
! (Carprofen, Dembrexine, Flunixin,
Acepromazine, Lidocaine, Mepivacaine, N-
Butylscopolammonium, Butorphanol, Meloxicam
d3 (IS), 3 Hydroxy Lidocaine d5 (IS), 3 Hydroxy
Mepivacaine d3 (IS), Carprofen d3 (IS) and
Scopolamine d3 Hydrobromide trihydrate (1S)),
100 pg mL* (Flunixin d3 and Cortisol d4) except 1
mg mL* Meloxicam in DMSO. The working
standard mix solution was prepared by dilution of
suitable aliquots of primary stock standard solutions
and used to spike the blood samples. Cortisol d4
was used as an internal standard for Dembrexine,
Acepromazine and Butorphanol. The working
solution mix (10 mL) was contained 0.1 pg mL*
Flunixin, 0.1 pg mL*? Meloxicam, 0.1 pg mL?
Carprofen, 0.002 ug mL?* Acepromazine, 0.002 pg
mL! Lidocaine, 0.5 ug mL* Dembrexine, 0.005 ug
mL?  Mepivacaine, 0.01 pg mL?! N-
Butylscopolammonium, ~ 0.002  pug  mL?
Butorphanol. Internal standard mix solution (10
mL) was contained 5 pg mL? concentration of
deuterated IS.

Table 1. International screening limits (ISL) of nine drugs recommended by IFHA’s Advisory Council on Equine

Prohibited Substances and Practices, March 2016 (7).

Substance

ISL (ng/mL in plasma)

Flunixin (FLU)

Meloxicam (MEL)

Dembrexine (DEM)
N-Butylscopolammonium (SCO)
Carprofen (CAR)

Butorphanol (BUT)

Lidocaine (LID)

Mepivacaine (MEP)
Acepromazine (ACE)

1

1

5
0.05
100
0.01
0.05
0.05
0.02
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Table 2. Optimisation data of drug substances and internal standards in MRM mode.

Compound Name Precursor ion  Fragmentor Production Collision energy Polarity
) 141 15 -
Meloxicam 352.2 100 115 16 Positive
Flunixin 279 21 -
297.2 130 264 33 Positive
228 9 -
Carprofen 274.1 90 193 31 Positive
Acepromazine 327.3 150 254.1 20 Positive
222.1 40
86.1 20
Lidocaine 86.1 11 i
235.3 100 58.1 33 Positive
) 262.7 25 N
Dembrexin 378 100 81 25 Positive
Mepivacaine 98.1 16 N
247.3 110 7041 48 Positive
N- 194 16
Butylscopolammonium 360.2 150 103 50 Positive
Bromide
Butorphanol 310.2 20 .
328.4 140 1571 16 Positive
) 121 21 -
Cortisol D4 367.2 120 97 a1 Positive
o 282.1 21 -
Flunixin D3 300.1 140 264.1 35 Positive
Scopolamine D3 159.1 11 i
Hyrobromid trihydrate 307.2 90 141 27 Positive
101.1 17
3-OH Mepivacaine-D3 266.2 110 731 37 Positive
91.2 17
3-OH Lidocaine-D5 256.2 100 63.2 41 Positive
231 13
Carprofen-d3 275 80 298 41 Negative
Meloxicam-d3 141 39 .
355.1 120 115 9 Positive

LC-MS/MS analyses were performed on an
Agilent series 1200 liquid chromatography (Santa
Clara, CA, USA) coupled to 6460 triple-
quadrupole mass spectrometer, equipped with an
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electrospray ionization (ESI) source. The study was
modified by Moulard et al. (14) LC MS/MS
method. For separation, Sunfire C18 column
(Waters, USA) with dimension 2.1x150 mm and



particle size 3.5 um was used. The gradient was
applied with H,0-0.1 % FA (phase A) and ACN-
0.1 % FA (phase B). The initial conditions of the
gradient kept until 5 min was 80 % A and 20 % B.
The phase A was decreased to 50 % at 20 min, and
at 25 min to 0 %. Such conditions were maintained
until 27 min and the system was reequilibrated with
initial compositions of the mobile phase. The total
run-time of the method was 31 min. The flow rate
was 0.3 mL min, the injection volume was 20 uL,
and the column temperature was 35°C. The ESI
interface conditions with multiple reaction
monitoring (MRM) modes were; the gas
temperature 325°C, gas flow 10 L min? (Np),
sheath gas temperature 350°C, sheath gas flow 12
L min’, capillary voltage 3.5 kV in negative mode
and 4.5 kV in positive mode, nebulizer gas 50 psi
and max. pressure limit was 600 bar. Diagnostic
ions of drug substances were detected in MRM
mode as listed in Table

2.

Sample preparation: The study was modified
by Popot et al. (16) extraction method. 3 mL whole
blood samples plasma into 15 mL polypropylene
tube after centrifuge at 4400 rpm for 15 min 30 pL
of IS mix, 100 uL orthophosphoric acid and 1.5 mL
deionized water was added, mixed in the vortex for
10 min for hydrolysis. Then, 2.5 mL phosphate
buffer (0.5 M, pH 6.5) was added and pH adjusted
to 6 with 5 % HCI. The sample was mixed again
and centrifuged (3500 rpm, 15 min). The tubes
were placed into auto-SPE and preconditioned (2
mL deionized water, 2 mL methanol). The sample
was loaded on the cartridge, washed with 3 mL
deionized water/methanol (95/5) and dried for 2
min under vacuum then eluted from the cartridge
with 3 mL ethyl acetate/methanol-2 % acetic acid
(50/50) and evaporated to dryness (N2, 45°C). The
dry residue dissolved with 2x100 pL methanol,
transferred into a glass vial and dried again. 50 uL
mobile phase solution (80/20 H,0-0.1 % FA/ACN-
0.1 % FA) added and mixed for 3 min before
injected to LC MS-MS.

Stability studies: Stability design have been
demonstrated  according to  2002/657/EC
Commission Decision (3, 15). For this purpose; 60
mL drug-free blood sample was collected and
spiked with mix standard solution and IS mix
solution on ISL levels and shaken for 10 min. After
that 3 mL of blood sample was taken and analyzed
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as fresh solution data for matrix stability. For each
storage period, 15 mL of blood sample divided into
glass bottles and stored at +4+2°C (in the
refrigerator), 20+2°C (deep freeze), +20+2°C in
light and +2042°C in dark at climate room and
temperature controlled with a data logger. The
same application was designed for the working
solution mix stability with the separation of 750 uL
of standard mix solutions to different storage
conditions and fresh solution analyzed as initial
data for stability test. The aliquots were tested with
three replicates after 1, 2, 3 and 4 weeks’ storage
(estimated reporting time). Short-term stability was
evaluated as the influence of 6 h storage at
+5542°C for simulating the transfer effects on hot
days. 6 mL of drug-free whole blood spiked with
60 uL mix standard solution. 3 mL was kept in an
incubator at +55+2°C for 6 h and the other 3 mL
kept at +4°C. Then both of them were analyzed
together (n=3).

The stability test was designed according to
2002/657/EC, but there is no criterion for the
assessment of stability in the guideline. Therefore,
for the estimation of the instability of drugs while
for the evaluation of degradation over a time period
the £15% precision acceptance criterion was used
(20). In many other stability studies, the results
were interpreted according to this criterion (9, 12,
13, 17, 23). The results outside the specified criteria
are shown on the lines of the graphics. Analysis of
Variances (ANOVA) was used for statistical
evaluation of the effect of temperature, light-
darkness and time of the storage by comparing the
initial concentration and measured concentration at
varying temperature using SPSS software package
(SPSS version 21 for Windows).

Results

Results of the method for quantitation of some
ISL drugs were shown in Figure 1 at the limit level
spiked for each drug. The method was used in our
laboratories routine analyses and validated
according to 2002/657/EC (3). The validation
summary for studied substances were shown in
Table 3. In the results of validation data, CV %
values were calculated as 1.5-7.2 % for precision
and 1.619.7 % for with-in laboratory
reproducibility (Table 2).



For estimation of the results, responses of
substances were shown depend on temperature and
time in Figure 2 and 3. Initial and end of four weeks
concentrations were statistically compared in Table
4. Over four weeks, all substances in working

deviated out of the criterion of +15% (Figure 2, P<
0.05).

In blood matrix, while all substances were
stable at +4°C for four weeks (Figure 3, P> 0.05),
N-Butylscopolammonium  was  significantly
degraded at 4th week (Table 4, P< 0.05). There were
significant differences in all substances at +20°C in
both light and dark conditions when comparing
initial data with 4th week data (Table 4, P< 0.05).
In addition, N Butylscopolammonium,

)

solution were stable in conditions of +4°C and -
20°C (P> 0.05). But N-Butylscopolammonium in
the light condition of +20°C after 3™ week and
Dembrexin in both of light and dark conditions of
+20°C after 2" week

Acepromazine and Carprofen were significantly
unstable at -20°C during four weeks (Figure 3, P<
0.05).

When blood samples were stored at +55°C
during six hours for short-term stability,
substances (except Flunixin and Carprofen) were
degraded at an amount of up to 50 %. Though,
Flunixin and Carprofen were increased at high
temperature (Figure 4).

2o
(e et e
e i G
s L |

Figure 1. Chromatograms of spiked equine blood samples at ISL levels and internal standards.
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Table 3. Results of method validation.

Interday (n=6)

Intraday (n=18)

Substances :;':::d Conc. measured Pre'cisiiu? Conc. measured Pre'cisiurli !‘E:l:::l'::l]haslh (n(;f(ri:lL] {ngfiIFL)

(ng/mL) (meantSD)(ng/mL) CV (%)" (meantSD)(ng/mL) CV (%) CV (%)® (@=1%) (f=5%)
MEP 0.05 00494 =+ 0.0015 31235 00496 = 00013 25585 3.0827 0.0522 0.0544
LID 0.05 00487 = 0.0010 19965 00494 = 00012 24186 24747 0.0520 0.0540
DEM 5.00 50397 =+ 0.0799 1.5863 50243 =+ 0.0841 1.6733 1.6330 5.1385 52769
SCO 0.05 00492 =+ 0.0008 1.6536 00492 =+ 00019 39028 47741 0.0537 0.0575
BUT 0.01 00108 = 0.0006 54450 00103 = 00007 71511 78057 0.0113 0.0126
ACE 0.02 00195 =+ 00014 72780 00205 = 00033 162990 19.7906 0.0250 0.0300
FLU 1.00 1.0272  + 0.0375  3.6550 09970 = 0.0404 40536 3.6661 1.0596 1.1192
MEL 1.00 09429 =+ 0.0550 58288 09992 = 00778 7.7836 55974 1.1140 1.2279
CAR 10000 101.6593 + 60112 59131 1002595 = 73812 73621 78057 113.9520 127.9039

a

For >10-100 ng/mL CV (%) shall be not exceed 20. For mass fractions lower than 100 ng/mL the application

of the Horwitz Equation gives unacceptable high values. Therefore. the CVs for concentrations lower than 100 ng/mL
shall be as low as possible.

b

For 100 ng/mL CV(%) shall be not exceed 23. For mass fractions lower than 100 ng/mL the application of

the Horwitz Equation gives unacceptable high values. Therefore. the CVs for concentrations lower than 100 ng/mL
shall be as low as possible.
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Figure 2. Stability results of working solution mix of nine ISL substances and their internal standards.
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Figure 4. Short-term stability of ISL substances.

Discussion and Conclusion

The stability knowledge of standards used as
references and working solutions at different
storage conditions is requisite to check the analysis
method and to compare the spiked sample with real
sample. For this reason, the stability of both
working solution and internal standards used in this
study was examined and compared unlike previous
studies. Results of this study found out that
substances in working solution were stable and
matrix effects were clearly occurred related to
storage temperature and time. But, at 4" week N-
Butylscopolammonium in working solution was
degraded at +20°C in light. Van der Merwe et al.
(22) similarly reported that substances can be
affected by light.

In blood matrix stability study, reproduction
of microorganisms has occurred in the samples kept
in +20°C light and dark after 2" week. The stability
of the substances significantly degraded in +20°C
conditions in a short time like other studies on urine
and blood (19, 22, 24). It could be a result of thermal
or microbiological degradation (11). Considering
the short-term stability study, the samples have a
negative effect if the samples are above +20°C,
hence the results may be misleading.

There were deviations from the criterion value
(¥15%) at -20°C for Acepromazine, Carprofen and
NButylscopolammonium. Acepromazine showed a
negligible increase in concentration overtime
during the storage at -20°C (Figure 3). This effect

could be reinvestigated. The materials used as
internal standard are showed similar effects. These
results demonstrated that blood samples should not
be frozen as indicated on legislation (7). The
previous study for 10-week stability in the blood, a
decrease of Carprofen (30% at -20°C) and
Meloxicam (70% at +20°C) occurred similar to our
study, and it was stated that the time between the
analyses of A and B samples was 4 weeks as a
proposal (19). However, the instability of N-
Butylscopolammonium after the 3 week, some
antipsychotic drugs after 1 week (17) and diuretics
after 4" week (24) showed that the analysis time
between sample A and B should be kept as short as
possible because the substances were differently
affected at storage conditions.

Short-term stability demonstrated the high
temperature decreased all ISL substances except
Flunixin and Carprofen (24). Schenk et al. (19)
suggested that the temperature may increase some
substances with protein participation. So, the
increase of Flunixin and Carprofen might be related
to thermo-hydrolysis of proteins in blood matrix.

The best of our knowledge, this is the first
report about the stability of ISL substances based on
limit value in whole equine blood related to
different temperatures, time and light conditions. It
was presented the effects of temperature and time
on substances in matrix by the comparison of
working solution and matrix stabilities. In
accordance with results, samples might be stored
and transported at +4°C in dark condition and
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immediately  analyzed to avoid  false
negative/positive results. Future studies about the
stability of doping agents may be increased for
correct interpretation.

Acknowledgements

This study was supported by funds from the
Republic of Turkey Ministry of Agriculture and
Forestry, Istanbul Pendik Veterinary Control
Institute.

Conflict of Interest

The authors declared that there is no conflict
of interest.

References

1. Atanasov VN, Stoykova S, Runiov A, et al (2012):
Stability of diazepam in blood samples at different
storage conditions and in the presence of alcohol.
Forensic Sci Int, 215, 159-163.

2. Clauwaert KM, Van Bocxlaer JF, De Leenheer
AP (2001): Stability study of the designer drugs
"MDA, MDMA and MDEA" in water, serum, whole

blood, and urine under various storage
temperatures. Forensic Sci Int, 124, 36-42.

3. Commission Decision (2002): Concerning the
performance of analytical methods and the
interpretation of results. European Comission,
2002/657/EC.

4. Dugan S, Bogema S, Schwartz RW, et al (1994):
Stability of drugs of abuse in urine samples stored at
-20°C. J Anal Toxicol, 18, 391-396.

5. Giorgi SN, Meeker JE (1995): A 5-year stability
study of common illicit drugs in blood. J Anal
Toxicol, 19, 392-8.

6. Hippenstiel MJ, Gerson B (1994): Optimization of
storage conditions for cocaine and benzoylecgonine
in urine: a review. J Anal Toxicol, 18, 104-109.

7. International Federation of Horseracing
Authorities (2019): International agreement on
breeding, racing and wagering and appendixes
(February 2019).
https://www.ifhaonline.org/resources/ifAgreement.
pdf (14 February 2019).

8. Jane Ellis M, Livesey JH, Evans MJ (2003):
Hormone stability in human whole blood. Clinical
Biochem, 36, 109— 112.

9. Jiménez C, Ventura R, Segura J, et al (2004):
Protocols for stability and homogeneity studies of
drugs for its application to doping control. Anal
Chim Acta, 515, 323331.

149

10.

11.

12.

13.

14.

1158

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Jiménez C, de la Torre R, Segura J, et al (2006):
Stability studies of testosterone and epitestosterone
glucuronides in urine. Rapid Commun Mass
Spectrom, 20, 858-864.

Jiménez C, de la Torre R, Ventura M, et al
(2006): Stability studies of amphetamine and
ephedrine derivatives in urine. J Chromatogr B
Analyt Technol Biomed Life Sci, 843, 84-93.

Kita K, Ishii T, Hotta K, et al (2018): A dried
blood spot assay with UPLC-MS/MS for the
simultaneous  determination of E6005, a
phosphodiesterase 4 inhibitor, and its metabolite in
human blood. J Pharm Biomed Anal, 157, 208-216.
Moody DE, Monti KM, Spanbauer AC (1999):
Longterm stability of abused drugs and antiabuse
chemotherapeutical agents stored at -20°C. J Anal
Toxicol, 6, 535-40.

Moulard Y, Bailly-Chouriberry L, Boyer S, et al
(2011): Use of benchtop exactive high resolution
and high mass accuracy orbitrap mass
spectrometer for screening in horse doping control.
Anal Chim Acta, 700, 126-136.

Peris-Vicente J, Esteve-Romero J, Carda-Broch
S (2015): Validation of analytical methods based on
chromatographic techniques: An overview. 1757-
1808. In: LA Jared, A Berthod, VP Estévez, AM
Stalcup (Ed), Analytical Separation Science. Wiley-
VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Germany.
Popot MA, Garcia P, Hubert C, et al. (2014):
HPLC/ESIMS(n)  method  for  non-amino
bisphosphonates: application to the detection of
tiludronate in equine plasma. J Chromatogr B
Analyt Technol Biomed Life Sci, 958, 108116.
Saar E, Gerostamoulos D, Drummer OH, et al
(2012): Assessment of the stability of 30
antipsychotic drugs in stored blood specimens.
Forensic Sci Int, 215, 152-158.

Saudan C, Entenza JM, Baume N, et al (2006):
Shortterm  stability —of  testosterone and
epitestosterone conjugates in urine samples:
quantification by liquid chromatographylinear ion
trap mass spectrometry. J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci, 844, 168-174.

Schenk I, Machnik M, Guddat S, et al (2008):
Stability of a representative selection of drugs in
horse blood. 225-235. In: E Houghton, FI Keskin,
JF Wade, N Yazcioglu (Ed), Proceeding of the 17
International Conference of Racing Analysts and
Veterinarians, Antalya, Turkey.

Shah VP, Midha KK , Dighe S, et al (1992):
Analytical methods validation: Bioavailability,
bioequivalence, and pharmacokinetic studies. J
Pharm Sci, 81, 309-312.

Tevis DS, Jarrett JM, Jones DR, et al. (2018):
Assessing the stability of Cd, Mn, Pb, Se, and total
Hg in whole human blood by ICP-DRC-MS as a
function of temperature and time. Clin Chim Acta,
485, 1-6.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atanasov%20VN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atanasov%20VN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stoykova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stoykova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stoykova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stoykova%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Runiov%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Runiov%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Runiov%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21549532
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21549532
https://www.ifhaonline.org/resources/ifAgreement.pdf
https://www.ifhaonline.org/resources/ifAgreement.pdf
https://www.ifhaonline.org/resources/ifAgreement.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jane%20Ellis%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12633759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jane%20Ellis%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12633759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Livesey%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12633759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Livesey%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12633759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evans%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12633759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evans%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12633759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evans%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12633759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evans%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12633759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kita%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29803912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kita%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29803912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ishii%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29803912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ishii%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29803912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hotta%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29803912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hotta%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29803912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hotta%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29803912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hotta%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29803912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29803912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29803912
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moody%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moody%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monti%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monti%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spanbauer%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spanbauer%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spanbauer%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spanbauer%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10517563
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saar%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saar%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerostamoulos%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerostamoulos%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drummer%20OH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drummer%20OH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drummer%20OH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Drummer%20OH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21441006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16891159
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16891159
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16891159
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16891159
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Shah%2C+Vinod+P
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Shah%2C+Vinod+P
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Midha%2C+Kamal+K
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Midha%2C+Kamal+K
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Dighe%2C+Shrikant
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Dighe%2C+Shrikant
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tevis%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29894782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tevis%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29894782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jarrett%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29894782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jarrett%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29894782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29894782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29894782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29894782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29894782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29894782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29894782
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29894782

22.

23.

24,

25.

26.

Van der Merwe PJ, Pieterse JW (1994): Stability
of zeranol, nandrolone and trenbolone in bovine
urine. Analyst, 119, 2651-2653.

Van der Merwe PJ, Grobbelaar E (2003):
Stability of  19norandrosterone and  19-
noretiocholanolone glucuronide in urine under
various storage conditions. SA Sports Medicine,
15, 14-17.

Van Eenoo P, Lootens L, Spaerkeer A, et al
(2007): Results of stability studies with doping
agents in urine. J Anal Toxicol, 31, 543-548.
Ventura R, Jiménez C, Closas N, et al (2003):
Stability studies of selected doping agents in urine:
caffeine. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed
Life Sci, 795, 167177.

Wong JK, Wan TS (2014): Doping control
analyses in horseracing: a clinician's guide. Vet J,
200, 8-16.

150


https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2075322002_PJ_van_der_Merwe?_sg=7GTxoCPohZ4Bpaqmx_2_uZNH-IBLcPASOTVJg6Kj6rQsyllnO8R5CToN8OEQUzcRDxKRs6E.wgrYADF-pH9z5q3o9w1jAuDs3STJP2fVl0s3xGgCzv1Aklj_AqRopX_snwfXtkyvrC6LbPEbXjE84WM-vdgWmA
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2075322002_PJ_van_der_Merwe?_sg=7GTxoCPohZ4Bpaqmx_2_uZNH-IBLcPASOTVJg6Kj6rQsyllnO8R5CToN8OEQUzcRDxKRs6E.wgrYADF-pH9z5q3o9w1jAuDs3STJP2fVl0s3xGgCzv1Aklj_AqRopX_snwfXtkyvrC6LbPEbXjE84WM-vdgWmA
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2075322002_PJ_van_der_Merwe?_sg=7GTxoCPohZ4Bpaqmx_2_uZNH-IBLcPASOTVJg6Kj6rQsyllnO8R5CToN8OEQUzcRDxKRs6E.wgrYADF-pH9z5q3o9w1jAuDs3STJP2fVl0s3xGgCzv1Aklj_AqRopX_snwfXtkyvrC6LbPEbXjE84WM-vdgWmA
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2075322002_PJ_van_der_Merwe?_sg=7GTxoCPohZ4Bpaqmx_2_uZNH-IBLcPASOTVJg6Kj6rQsyllnO8R5CToN8OEQUzcRDxKRs6E.wgrYADF-pH9z5q3o9w1jAuDs3STJP2fVl0s3xGgCzv1Aklj_AqRopX_snwfXtkyvrC6LbPEbXjE84WM-vdgWmA
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2075322002_PJ_van_der_Merwe?_sg=7GTxoCPohZ4Bpaqmx_2_uZNH-IBLcPASOTVJg6Kj6rQsyllnO8R5CToN8OEQUzcRDxKRs6E.wgrYADF-pH9z5q3o9w1jAuDs3STJP2fVl0s3xGgCzv1Aklj_AqRopX_snwfXtkyvrC6LbPEbXjE84WM-vdgWmA
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2075322002_PJ_van_der_Merwe?_sg=7GTxoCPohZ4Bpaqmx_2_uZNH-IBLcPASOTVJg6Kj6rQsyllnO8R5CToN8OEQUzcRDxKRs6E.wgrYADF-pH9z5q3o9w1jAuDs3STJP2fVl0s3xGgCzv1Aklj_AqRopX_snwfXtkyvrC6LbPEbXjE84WM-vdgWmA
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/12115023_E_Grobbelaar?_sg=7GTxoCPohZ4Bpaqmx_2_uZNH-IBLcPASOTVJg6Kj6rQsyllnO8R5CToN8OEQUzcRDxKRs6E.wgrYADF-pH9z5q3o9w1jAuDs3STJP2fVl0s3xGgCzv1Aklj_AqRopX_snwfXtkyvrC6LbPEbXjE84WM-vdgWmA
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/12115023_E_Grobbelaar?_sg=7GTxoCPohZ4Bpaqmx_2_uZNH-IBLcPASOTVJg6Kj6rQsyllnO8R5CToN8OEQUzcRDxKRs6E.wgrYADF-pH9z5q3o9w1jAuDs3STJP2fVl0s3xGgCzv1Aklj_AqRopX_snwfXtkyvrC6LbPEbXjE84WM-vdgWmA
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/12115023_E_Grobbelaar?_sg=7GTxoCPohZ4Bpaqmx_2_uZNH-IBLcPASOTVJg6Kj6rQsyllnO8R5CToN8OEQUzcRDxKRs6E.wgrYADF-pH9z5q3o9w1jAuDs3STJP2fVl0s3xGgCzv1Aklj_AqRopX_snwfXtkyvrC6LbPEbXjE84WM-vdgWmA
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24485918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24485918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wan%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24485918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wan%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24485918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wan%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24485918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24485918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24485918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24485918

9.2. Ek 2 Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhgl, Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii
izni

TEs
GIDA, TARIM VE HAYVANCILIK BAKANLIGI
Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii . EXP

M

08.12,2016 - 37920
GKGM

Say1 :87799839-550- 37 G2 O 1047499

Konu :Doktora Tez Projesi

VETERINER KONTROL ENSTITUSU MUDURLUGUNE
Pendik-ISTANBUL

flgi  :02.12.2016 tarihli ve 4598 sayili yazisi.

Enstitliniz Doping Laboratuvarinda goérevli Yiiksek Kimyager Eylem Funda
GOKTAS'n tez galigmast i¢in talep edilen 3 konu incelenmis olup; "Yaris Atlarinin Idrar
Orneklerinde Bazi Ilag Etkin Maddelerinin Eszamanli Analizleri igin Stvi Kromatografi-Kiitle
Spektometresi ve/veya Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi ile Metot Gelistirilmesi ve
Analitik Metot Validasyonu" isimli tezin c¢alisilmasi Genel Miidiirliigiimiizee uygun
gOriilmiigtir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

; ‘,Hamn
-~ Genel Miidiir V.

; AT
Wk
LR FEt

Eskisehir Yolu 9. Km. Lodumlu/ANKARA { Bilgi igin: Halil BASARAN
Telefon No: (+90 312) 287 33 60 IFaks No: (+90 312) 258 75 21 i ; ! Calisma Grup Sor.
E-Posta: halil.basaran@tarim.gov.tr internet Adresi: www.tarim.gov.fr ) + o +'Felefon No: (+90312) 258 75 28
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9.3. Ek 3 Etik Kurul izni

MARMARA UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU

PROJE ONAY FORMU

baslik vb.) veya protokol

PROTOKOL KODU 111.2016.mar GALISMA: BILIMSEL
; T Yaris Atlarinin  idrar Orneklerinde Bazi ilag  Etkin
B —— Maddelerinin Eszamanli Analizleri igin Sivi Kromatografisi-
= ~~PROJEADI - Kiitle Spektrometresi ve/veya Gaz Kromatografisi-Kiitle
- Spektrometresi ile Metot Gelistirilmesi ve Analitik Metot
BASVURU Validasyonu
BILGILERI SORUMLU ARASTIRMACI SORUH
UNVANI/ ADI Yrd. Dog. Dr. Filiz OZDEMIR =
ARASTIRMA MERKEZI {
s MERK DEHAMER B
DESTEKLEYICi
TARIH:  14.11.2016
Yukarida basvuru bilgileri verilen arastirma bagvuru dosyast ve ilgili belgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklagim
KARAR BILGILERI ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve gercekiestirilmesinde sakinca bulunmadig igin kurulumuzca

onaylanmasina oy birligi ile karar verilmistir. Onay sonrasinda yapilacak her turlii proje degisiklikleri (katiimailar,
inin Etik Kurula bildirilerek proje onayinin yenilenmesi gerekmektedir.

| ETiK KURUL BILGILERI

CALISMIA ESASI

Deney hayvanlari ile yapilacak olan bilimsel arastirma, test, saglik hizmetieri uygulamalar ve egitim-ogretim gibi
temel etkinliklerde kullanilan yontem ve materyaller ile ilgili etik standartlari gozetmek, etik ilkeler dogrultusunda
goris bildirmek, arastirma 6nerilerini incelemek ve sertifikasi olmayanlarin deney hayvani kullanmalarini
engellemektir,

UYELER ) g i
Onaylanan |
o Uzmanhk o T Sotine Toplantiya . |
Unvani/ Adi/ Soyadi 2 : Kurumu/ Ek Uyeligi Proje ile D Y imza
Dal ¥ Je o o Katihm ¢
peie IR L Iliskisi
e 1.0 Eczacilik Fakiiltesi ve 3
Prof.Dr. Goksel SENER Var
: - Yok Hayir
Prof.Dr. Levent -Eczacilik Fa : . e ; : i
KABASAK/ VoK A5 AE ver | Hayir
o P SRR S T g Var :
Prof.Dr. Aysen YARAT | “Biyokimya Hayvan Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evet  Hayir
Py m T
Prof.Dr. Serap Er:lbsrtsgljr;ji M.U. Tip Fakiiltesi ve Hayvan Var
i . ” % 2
SIRVANCI ABD Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evet Hayit
Prof.Dr. Rezzan . M.U. Tip Fakiiltesi ve Hayvan  jyar
GULHAN Farmakslojl Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evet  Hayir |
» Tip Tarihive M.U. Tip Fakiltesi ve Hayvan  [yar
Pog.Dr. Giirkan SERT Etik Deneyleri Etik Kurul Uyes: vok Evet | iavie
Vet. Dr. Dilek Veteriner M.U. Tip Fakiiltesi ve Hayvan Var
OZBEYL Hekim Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evet  Hayr
Sivil Toplum Kurulusu Uyesi ve
Bio. Arif GUMUS Biyoloji Kurumla iligkisi olmayan TC Var
vatandasi Uye Yok Evet  Hayir
Cihansah Serbest Kurumia iliskisi clmayan TC :Var
MURATOGLU | Damismaniik vatandast dve Yok Evet  Hayir
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10. OZGECMIS

Adi Eylem Funda Soyadi Goktas
Dogum Yeri |Ankara Dogum Tarihi 14.03.1986
Uyrugu T.C. Tel 02163901280
E-mail eylemfundagoktas@gmail.com

Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l

Doktora Marmara Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii 2019
Yiiksek Lisans Ankara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii 2011

Lisans Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi 2008

Lise Kalaba Anadolu Lisesi 2004

Is Deneyimi

Gorevi Kurum Siire (Yil-Y1l)
Kimyager Elaz1g Veteriner Kontrol Enstitiisii 2011-2012
Kimyager Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii 2012-Halen
Okudugunu
Yabanc Dilleri Konusma* Yazma*
Anlama*
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Ingilizce Iyi Iyi Iyi
Yabanci Dil Sinav Notu #
YDS UDS |IELTS |TOEFL |TOEFL |TOEFL |FCE |CAE |CPE
IBT PBT CBT
73,75
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 75,92 75,95 65,59

(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

*Cok 1y1, 1y1, orta, zayif olarak degerlendiriniz.
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