T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ADLI TIP ENSTITUSU
FEN BIiLIMLERIi ANABILiM DALI

Damisman: Prof.Dr.Salih CENGIiZ

METILFENIDAT’IN KOTUYE
KULLANIMINDA iDRAR VE TUKRUKTE
BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Emine Sevik Saburlu

Biyokimyager

istanbul-2010



TESEKKUR

Yiiksek lisans tezimin gerceklestirilmesinde ve hazirlanmasi siiresince degerli katki
ve yardimlarindan dolay1 danisman hocam sayin Prof.Dr.Salih CENGIZ’e, ayrica 1.U.Adli
Tip Enstitiisii Miidiirii sayin Prof.Dr. Imdat ELMAS’a, tezimin ~ deney asamasinda
benimle paylastiklar: bilgilerinden dolay1 Aras.Gér.Zeynep TURKMEN ve Aras.Gor.Selda
MERCAN’a, bu ¢alismada bana sagladiklar her tiirlii destek ve moral i¢in ¢ok degerli
arkadaslarrm Fulya OZSOY, Nazli DEMIRTAS ve Esra Damla AHI’ye, bugiinlere
gelmemde biiyiik katkisi olan saygideger abim Osman OKYAY’a, benimle birlikte
gecirmesi gereken vaktinden ¢aldigim biricik kizim Ecrin Zehra’ya, ayrica bana her zaman

destek olup sabir ve sevgilerini hi¢ esirgemeyen esime ve aileme, ¢ok tesekkiir ederim.

Emine SEVIK SABURLU

Bu tez calismasi 2310 proje numarasiyla Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.



ICINDEKILER
Kisaltmalar
Sekil Listesi
Tablo Listesi
I. GIRIS ve AMAC
1.1. GIRIS
1.2. GENEL BILGI
1.2.1. Amfetamin
1.2.2. Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu
1.2.2.1.Epidemiyoloji
1.2.2.2 Klinik Gidis
1.2.2.3. Etiyoloji
1.2.2.4. DEHB'de Tedavi Se¢enekleri
A.DEHB ilac tedavileri Tarihi

1.2.3. Metilfenidat
1.2.3.1. Metilfenidat Dozu
1.2.3.2. Farmakolojik Ozellikleri
2.3.3. Metilfenidatin Etki Mekanizmasi
1.2.3.4. Farmakokinetik 6zellikleri
A. Emilim
B. Dagilim
C. Biyotransformasyon
D. Eliminasyon
1.2.3.5. Yan Etkiler
1.2.3.6. Kotiiye Kullanim Riski
1. 2.4.Tirkiye'de Durum

N e BN

10

10
10
10
11
12
17



1.2.5. Metilfenidat Analizinde Kullanilan Yontemler
1.2.5.1. Ekstraksiyon Yontemleri
A. Kati-FazEkstraksiyon (KFE)
B. Sivi-siv1 ekstraksiyon (SSE)
1.2.5.2. Analitik Yontemler
A. Ince Tabaka Kromatografisi
A.1. Yiiksek performansl Ince Tabaka Kromatografisi

1.2.6. Metod Validasyonu
1.2.6.1. Secicilik (selectivity)
1.2.6.2. Hassasiyet (sensitivity)

1.2.6.3. Dogrusallik/6l¢iim araligi (linearite/workingrange)
1.2.6.4. Saglamlik (robustness/ruggedness)
1.2.6.5. Tamimlama limiti (limit of detection-LoD)
1.2.6.5.1. CCa ve CCp
1.2.6.6. Olgiim Limiti (LOQ)
1.2.6.7. Dogruluk ( Accuracy)
1.2.6.8. Kesinlik (Precision)
1.2.6.9.Gergeklik (trueness)
1.3. AMAC
II. MATERYAL ve METOD
2.1. Kimyasallar
2.2. Arag ve Gerecler

2.3. Standart Cozeltinin Hazirlanmasi

2.4. Yiiksek Performansl Ince Tabaka Kromatografisi Kosullari

2.5. Metod Validasyon Basamaklari
Secicilik (selectivity)
Dogrusallik/6l¢iim aralig: (linearite/workingrange)
Tanimlama limiti (Ilimit of detection-LoD)
Olgiim Limiti (LOQ)
Dogruluk ( Accuracy)

18
19
19
20
20
21
23
26

27

27

27
27
28
29
30
30
30
31
32
33
33
33
34
35
36
36
37
37
37
37



Kesinlik (Precision)
Gerceklik (trueness)
2.6. Ekstraksiyon
LC-MSMS Calisma Kosullar
I1I. BULGULAR
IV. TARTISMA ve SONUC
V. OZET
VI. SUMMARY
VII. KAYNAKLAR

37
38
38
39
40
47
49
50
51



I. GIRIS ve AMAC

1.1. GIRiS

Adli Bilimlerde Kullanim kolaylig1 ve hizli sonu¢ vermesinden dolay1 uygulandigindan beri
immiinassay yontemlerine ilgi bilyiiktiir. Fakat bu analizler miikemmel degildir. Eger sonuglar
GC-MS, LC-MS-MS, gibi ikinci bir analiz yontemiyle teyid edilmezse immiinassay yontemle

alinan yanlis pozitif sonuglar ciddi tibbi ve sosyal kaosa neden olabilirler.

Amfetamin ailesinin bir {iyesi olan Metilfenidat, Novartis firmasi tarafindan iiretilen ritalin
adli ilacin hammaddesidir. Afyon, kokain ve morfin ile birlikte cetvel II kategorisinde yer
alan, giiclii bagimlilik yaratan, yoksunlugu psikoza ve intihara kadar siiriikleyebilen yasal bir
ilagtir. Ulkemizde, uyarici ilaglardan kisa etkili metilfenidat (Ritalin) 10 mg'lik tablet ve uzun
etkili OROS metilfenidat (Concerta) kapsiil seklinde bulunmakta ve kirmizi regete ile
satilmaktadir. Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (DEHB)’nin tedavisinde sik olarak
kullanilan metilfenidat, sempatomimetik ve psikostimiilan etki gosteren bir ilagtir. Ozellikle
katekolaminlerin geri aliminini bloke etmekte ve bu santral etkisini norepinefrin iizerinden
daha cok dopamin araciligiyla yaptig1 benzer etki mekanizmasindan dolay1 sentetik kokain
olarak da adlandirilan Metilfenidat'in siv1 olarak enjekte edildiginde madde bagimlilarinca

cok sevilerek kullanildig: belirtilmektedir (Vastag 2001).



1. 2. GENEL BIiLGi

1.2.1. Amfetamin

Amfetamin (alfa-feniletilamin) narkolepsi ve Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu
dahil cesitli bozukluklarin tedavisinde, kilo kontroliinde, istah azaltici olarak kullanilan
sentetik bir uyaricidir (stimiilan). Ozellikle DEHB tedavisinde ila¢ olarak yaygin
kullamimlar1 sebebiyle rahatlikla elde edilebilir. Bu sebeple yasadisi olarak en sik
kullanilan uyarici maddelerden biridir. Amfetaminler; ruhsal yasantiyr uyaran ilaglar
arasinda yer alir. Amfetaminlerin temel yapisini, feniletilamin cekirdegi olusturur

(Sekil ).

Amfetamin

CHz=CH—CH,

NH,

Sekil 1: Amfetamin (alfa-feniletilamin) yapisi

Kimyasal yapilarina gore, uyarici etkileri birbirinden farkli, degisik amfetaminler vardir; en

cok taninanlar1 soyle siralanabilir:

-Amfetamin (benzedrin)
-Amfetamin (Dexedrine)
-Metamfetamin (Desokxyn)
-Metilfenidat (Ritalin)

-Fenmezatin (Preludin)

Amfetaminler genellikle hizlandirici adiyla bilinen bir uyarici tiiriidiir. Bu tiiriin en ¢ok
bilinen ornekleriyse, gerek keyif gerekse tedavi amaciyla kullanilan, metamfetamin ve
deksamfetamin’dir. Doktorlar tarafindan en sik Onerilen amfetamin tiirevi ise, benzer
davranigsal etkiler yaratan ancak kimyasal yapisi bir bakima farkli olan metilfenidat’tir . Tiim
amfetamin tiirleri dopamin ve noradrenalin, kimi zaman da serotonin ve glutamat diizeylerini
arttirmak suretiyle beyni etkilemektedirler. Bu da bireyi daha dikkatli, cok daha zinde ve

enerjik kilarken, bir yandan da istahin1 tikamakta ve uyku gereksinimini azaltmaktadir.



1920 yilinda ABD’de solunum yollar1 ve benzeri hastalik tedavisinde kullanilan efedrinden
daha etkili bir madde arastirilirken amfetaminler rastlanti sonucu bulunmustur. Onceleri agiz
ve burun yoluyla kullanildiginda sadece solunum yollarin1 genislettigi sanilan bu maddenin
beyin ve merkezi sinir sistemi lizerindeki etkilerinin taninmasi 1930 yilina kadar siiren
calismalar sonucu gerceklesmistir.1940 yilindan sonra degisik hastaliklarin tedavisi igin
oldukca genis uygulama alan1 bulan amfetaminlerin tedavi sinirlar1 bagimlilik yapmalar1 ve
yan etkileri sebebiyle gittikce daraltilmis 1970’11 yillardan sonra da belirli bir-iki hastaliga

indirilmistir.

Diinyada zayiflama amaciyla amfetamin ya da bu maddeyi iceren ilaclar1 kullananlarda
bagimlilik yapmasi yan etkisi olmast ve ruh hastaliklarinin ortaya c¢ikmasi nedeniyle
uygulama alanlarindan kaldirilmistir. Bugiin; amfetaminler ender olarak asagidaki durumlarda

kullanilmaktadir:

* Narkolepsi adi verilen, giin icinde Ozellikle tekdiize islerin yapildigi sirada ortaya
cikan Oniine gecilmez derecede giiclii bir uyuklama durumu olan ve ender goriillen bu
hastaligin tedavisinde;

* Bazi sara(epilepsi) tiirlerinde yardimci ilag olarak;

*Bu ilaclar ruhsal ¢okiintii durumlarin tedavisinde, yalniz ya da diger antidepresan
ilaglarla birlikte

* Hiperaktif adi verilen, asir1 derecede hareketli olan cevreye uyumu giic ve okul

basarisi diisiik olan, beyin zedelenmesi gec¢irmis ¢ocuklarin tedavisinde kullanilmaktadir.

Kullanilan amfetaminlerin kaygi, tedirginlik, intihar egilimleri ve eylemlerini arttirdig:

goriilerek bu tiir uygulamalardan vazgecilmistir.

1.2.2.Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu:

Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu 20. yiizyilin basinda tanimlanmis olan ilk ¢ocuk
psikiyatrisi bozuklugudur (George Stil 1902). DEHB tedavisinde bugiin de ilk secenek olanak
stimiilanlarin tedavideki etkinligine iliskin ilk bilimsel yayinlar 1937'de baslamis (Bradley ve
ark. 1937) ve 1960l yillarda DEHB tedavisinde stimiilanlarin rutin kullanimi diizenleyici

kurumlar tarafindan onaylanmistir (Doyle 2004).



Yaklasik olarak bir asir 6nce klinik tanimlanmasinin yapilmasina ve yarim asirdir basariyla
tedavi edilmesine karsin DEHB'nin tanisal gegerliligi cok uzun yillar tartismalara konu
olmustur (Biederman & Faraone 2005). Oysa DEHB sadece psikiyatride degil tiim tip alanlari
icerisinde tiim yonleriyle en iyi arastirilmis olan hastaliklardandir. Son 40 yildir basta Kuzey
Amerika ve Avrupa olmak iizere tiim diinyada, DEHB'nin epidemiyolojisi, etiyolojisi,

tedavisi ve klinik gidisi konusunda sayisiz bilimsel arastirma yapilmistir.

1.2.2.1.Epidemiyoloji:

Tiim diinyada DEHB siklig1 ile ilgili yapilmis olan en onemli ¢alismalarin incelenmesiyle
gerceklestirilen son derece kapsamli bir arastirmanin sonucunda DEHB'nin tiim diinyada
cocuk ve ergenlerin %5.29'unu etkileyen bir hastalik oldugu bildirilmistir(Polanczyk ve ark.
2007).

Gecmis yillarda ABD ve Kanada'ya oranla diinyanin diger bolgelerinde ve Avrupa'da daha
disik DEHB sikligi bulunmus olmasinin arastirmalarda farkli yontemlerin ve tam
kriterlerinin kullanilmasina bagli oldugu ve tiim diinyada DEHB sikliginin benzer bir dagilim

gosterdigi ortaya konmustur (Faraone ve ark. 2003).

Epidemiolojik ¢alismalarda, okul cagindaki ¢ocuklarin %3-6'sinin DEHB i¢in tani kriterlerini
karsilamasina ragmen, ABD'de psikostimiilan kullaniminin ¢ok daha az oldugu
belirtilmektedir (Hoagwood ve ark. 2000). DEHB tanist konanlarin yaklasik yarisinin ilag
kullandigini gosteren calismalarin yani sira (Warner ve ark. 2004, Bussing ve ark. 2005), ilag
kullanim oranim1 1/8 olarak bildiren toplum 6rneklemli calismalar bulunmaktadir (Jensen ve
ark. 1999a, Sawyer ve ark. 2002). Diger yandan, psikostimiilan kullanan ¢ocuklarin ABD'de
yarisinin (Jensen ve ark. 1999a) ve bir baska calismada %57'sinin (Angold ve ark. 2000)
Avustralya'da %22.9'unun (Sawyer ve ark. 2002) DEHB icin DSM (Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders) kriterlerini tam olarak karsilamadigi bildirilmektedir. Ger¢cekten
dogru cocuklarin DEHB tanisiyla ila¢ kullandigi konusunda kanitlarin yetersiz oldugu

belirtilmektedir (Marcovitch 2004).

Uygulamadaki bu ozellikler tanisal kategorinin gecerliligi ile ilgili tartisma yaratmaktadir.
DEHB icin gecerli ve giivenilir tanisal testin olmamasi, psikostimiilan tedaviden
yararlanacaklarla ilgili bir tamisal DEHB esiginin eksikligi ve degerlendirme siirecindeki

oznellik bu konuda elestirilen baglica konulardir (NIH 2000,Perring 1997).



1.2.2.2.Klinik Gidis:

DEHB olan ¢ocuklarin ¢ok 6nemli bir boliimii ergenlik (%80) ve erigkinlik donemlerinde
(%65) de DEHB tanis1 almaya devam ederler (Barkley 1996, Weiss & Hechtman 1993).
Ayrica ¢ocuklugunda DEHB olanlar olmayanlara oranla ¢ok daha yiiksek oranda antisosyal
kisilik bozuklugu ve alkol-madde kullanim bozukluklar1 gibi psikiyatrik; kapasitenin altinda
okulbasaris1 gdsterme veya okuldan atilma gibi akademik; sik kazaya ugrama, kazalara neden
olma, sik bosanma, erken yasta gebelik, diisiik i basaris1 veya issizlik gibi sosyal risklere

maruz kalmaktadirlar (Barkley 2004).

1.2.2.3.Etiyoloji:

DEHB etiyolojisinde en 6nemli faktor kaliimdir ve bugiine kadar yapilmis ailesel yiikliilik,
ikiz ve evlat edinme calismalar1 DEHB etiyolojisinde kalittmin en 6nemli etken oldugunu
actkca ortaya koymaktadir. Birbirinden bagimsiz 20 ikiz c¢alismasinin  sonuglar
degerlendirildiginde kalittmin DEHB etiyolojisindeki roliiniin % 76 oldugu ortaya konmustur
(Faraone ve ark. 2005).

Son 20 yilda cok biiyiik ilerleme gosteren beyin goriintiileme c¢alismalarinda ¢ok cesitli
anatomik ve fonksiyonel bulgular elde edilmis ve DEHB ile en fazla iliskili beyin bolgelerinin
prefrontal korteks, kaudat cekirdekler ve anterior singulat girus oldugu gosterilmistir (Bush ve

ark. 2005).

1.2.2.4.DEHB'de Tedavi Secenekleri:

DEHB tedavisi tipta en fazla arastirilmis olan konulardan birisidir. Yapilan arastirmalar
DEHB tedavisinde en etkin yontemin kombine tedavi oldugunu ortaya koymaktadir. Kombine
tedavi olgunun klinik durumuna gore gerekli goriillen tedavi yontemlerinin birarada
uygulanmasidir. DEHB genetik ve biyolojik temelleri ¢ok belirgin olan bir hastalik
oldugundan ila¢ tedavisi kombine tedavi uygulamalar1 icerisinde hemen her zaman yer
almaktadir. Esasen DEHB'de tedavi secenekleri tek baslarina ele alindiginda ilag tedavisinin
en etkin yontem oldugu goriilmektedir. Son 50 yilda DEHB tedavisi konusunda yapilmis olan
sayisiz arastirmanin sonucunda kesinlesmis olan bu bilgiler MTA c¢alismasiyla tekrar

dogrulanmustir.

DEHB'de tedavi seceneklerinin degerlendirildigi en 6nemli arastirma olan MTA calismasinda

sadece ila¢ tedavisi alan olgularla kombine tedavi alan grup (ila¢ tedavisi + yogun davranisgi



tedavi) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamis; ancak davranisci

tedavilerin 6neminin goz ardi edilmemesi 6nemle belirtilmistir (Internet Ref. No:1).

A.DEHB ila¢ tedavileri Tarihi
Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugunun tedavisinde kullanilan temel ila¢ grubu
stimulanlardir. Bir stimiilan grubu olan amfetaminler DEHB tedavisinde ilk secenek olarak

kullanilmaktadir. Fakat iilkemizde bulunmamaktadir.

Amfetamin ilk kez 1887 yilinda Edeleano tarafindan sentez edilmistir (Edeleanu L. 1887).
Amfetamin siilfat (250 mg) iceren benzedrine inhaler, Smith Kline ile birlikte bir Fransiz ila¢
sirketi tarafindan 1932 yilinda bir burun ve brong dekonjestani olarak tamtilmistir. Bu inhaler
beklenmedik bir bicimde ¢ok popiiler olmus ve sik sik suistimale ugramistir. Amfetamin
Narcolepsy icin bir tedavi olarak tablet seklinde ilk kez 1935 yilinda iiretilip pazarlanmigtir
(Rasmussen N. 2006).

1937 yilinda, Charles Bradley gazetesinden" benzedrin alan ¢ocuklarin davranist " adli yaziy1
yayinlamis, simdilerde DEHB temel belirtileri olarak kabul edilen belirtilerin, uyaric ilag ile
tyilestirilebilecegi goriisiine yer vermistir (Bradley 1937). Giiniimiizde psikostimiilanlar
(Merkez sinir sistemi iizerinde dogrudan dogruya uyarici etki gosteren ilaglar )18 yasindan
kiiciiklerde en yaygin kullanilan psikotroplardir (Jensen ve ark. 1999b). Giderek daha fazla
cocuk (0zellikle kizlar), ergen ve eriskine DEHB tanis1 kondugu, psikostimiilan uygulandigi
ve cocuklarin daha uzun siireli tedavi edildigi bildirilmektedir (Goldman ve ark. 1998,
Santosh ve Taylor 2000). Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) 1987-1996 arasinda
psikostimiilan kullaniminin %0,6’dan %?2,4’e ¢iktig1 (Olfson ve ark. 2002), Kanada'da ise
1993-1997 arasinda okul ¢agi ¢ocuklarin metilfenidat kullaniminin ii¢ kat arttig1 bildirilmistir
(Minde 1998). Avrupa iilkelerinde psikostimiilanlarla ilgili yogun sinirlama ve denetimler
olmasina karsin (Huther 2002) kullanim oranlart ABD disindaki gelismis iilkelerde de artma
egilimindedir (Marwick 2003). Ornegin, Hollanda'da 1995-2000 arasinda psikostimiilan

kullanimi 5 kat artarak binde 7.4'e ¢cikmustir (Schirm ve ark. 2001).



Ulkemizde stimiilanlar arasinda cok arastirilmis olani ve ilk tedavi secenegi olarak tercih
edileni metilfenidattir. Metilfenidat iilkemizde Ritalin® 10mg ve Concerta® 18, 27, 36, 54mg

formlarinda bulunmaktadir.

1.2.3.Metilfenidat:

Metilfenidat ( Ritalin ve Concerta isimleri altinda satilmaktadir) bir santral sinir sistemi
uyaricisidir ve bir amfetamin izomeri olan dekstroamfetamin yapisindadir . 1954'de
dextroamphetamine'nin piperidin tiirevi olarak sentezlenmistir (Sekil 2). 1970'li yillarda
popiiler basin bir "efsane" olarak Ritalin'in etkilerini konu almis ve ¢ocuklar {izerinden "zihin
kontrolii" icin bir ara¢ oldugunu iddia etmistir. Isvec'te metilfenidatin kotiiye kullanimindaki
asirt artis ise 1971 yilinda ABD'de metilfenidatin shudelle II de kabul edilmesine neden
olmustur (Diller, 1996). DEHB tedavisinde metilfenidat kullaniminin yararlar1 daha sonra

yavas yavas yeniden kabul edilmeye baglanmustir.

1991 ve 1995 yillart arasinda Smmif II Kontrolli Madde icin nadir goriilen bir sekilde
metilfenidatin ABD iiretimi % 500 artis ile 10.410 kilogramdir. ABD'de iiretim hizi
biiylimeyi siirdiirmiis ve 2001 yilinda 17.618 kilogram oldugu bildirilmistir (Diller, 1996) .

1.2.3.1. Metilfenidat Dozu

Metilfenidat giinde 3 kez 5 mg baslanip etki ve yan etkiye gore iki haftada bir doz artirilarak
en uygun etkin doz bulunarak tedaviye devam edilir. Giinliik maksimum metilfenidat dozu 60
mg/giin olarak belirtilmesine karsin uygulama kilavuzlar1 70 kilogramin iistiindeki genclerde

100 mg/giine kadar ¢ikilabilecegini belirtmektedirler.

Toksisite: Ciddi toksik doz asimi nedeniyle birka¢ ornegin bildirilmis olmasina ragmen
yetigkinler i¢in tahmini minimum Oldiiriicii oral doz 2 gr, 1.V. doz 40 mg olarak belirtilmistir

(Levine et al.,1986)
1.2.3.2. Farmakolojik Ozellikleri:

Metilfenidat ( Ritalin ve Concerta isimleri altinda satilmaktadir) bir santral sinir sistemi
uyaricisidir ve bir amfetamin izomeri olan dekstroamfetamin yapisindadir. 1954'de

dextroamphetamine'nin piperidin  tiirevi olarak sentezlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Metilfenidat dekstroamfetaminin piperidin tiirevidir.

Metilfenidat iceren tiim iiriinler d ve I-threo enantiomerlerinden olusmakla birlikte sadece d-

threo enantiomeri aktiftir (Kimko ve ark, 1999). Fakat Focalin (saf dextro-metilfenidat- ilacin

hizli etkin formu) viicut tarafindan hizla absorbe edilir ve heterojen bilesige gore daha kisa bir

zamanda pik degerine ulasir (Sekil 3 ).
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Sekil 3. Ritalin d ve 1 threo enantiomerlerinin gosterimi (Kimko ve ark, 1999).



1.2.3.3. Metilfenidatin Etki Mekanizmasi :

Ritalin bir merkezi sinir sistemi uyaricist olup belirgin etkisi motor aktivite yerine mental
aktivite iizerinedir. Insandaki etki mekanizmas1 tamamen anlasilmamistir, fakat Metilfenidatin
frontal lob fonksiyonlarinda etkili oldugu bilinen dopamin ve noradrenalin diizeylerini
artirarak etkili oldugu diisiiniilmektedir. Metilfenidat sinaptik bolgeye dopamin ve
noradrenalin salinimini artirarak ve presinaptik bolgeden dopamin ve noradrenalin geri
alimin1 engelleyerek bu iki ndrotransmitterin sinaptik araliktaki diizeyini artirmaktadir (Sekil

4).

4 metilfenidat

. oo
Nioron Transferi
Vezikiil icindeld depo

dopamin
transferi

O p dopamin

:anc o o 0%0/4; transferi

jopamin reseptirleri

Alica Noron

Sekil 4. Sinaptik bolgeye dopamin ve noradrenalin salinimimi ve presinaptik bolgeden

dopamin ve noradrenalin geri aliminin engellenmesi (Internet Ref. No: 2,3 )
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1.2.3.4.Farmakokinetik ozellikleri

A. Emilim

Oral yoldan alindiktan sonra etkin madde (metilfenidat hidrokloriir) hizla ve hemen
hemen tamamen emilir. Yogun ilk gecis metabolizmasi nedeniyle sistemik
biyoyayarlanimi dozun ancak % 30’ u (% 11-51) kadardir. Besinlerle alinmas1 emilimini
hizlandirir fakat emilen miktar1 etkilemez. 0.30 mg/kg alinmasindan ortalama 1-2 saat
sonra yaklasik 40 nmol/L (11 ng/mL) olan doruk derisimlere erisilir. Ancak doruk
derisimler hastalar arasinda belirgin derecede farkliliklar gosterir. Derisim-zaman egrisi

altinda kalan alan (AUC) ve doruk plazma derisimleri (Cmax) doz ile orantilidir.

B. Dagilim:
Kanda metilfenidat ve metabolitleri plazma (% 57) ve eritrositler (%43) arasinda dagilir.
Metilfenidat ve metabolitleri plazma proteinlerine diisiikk oranda (% 10 - 33) baglanirlar.

Sanal dagilim hacmi yaklasik 13,1 L/kg’dir.

C. Biyotransformasyon:

Metilfenidatin biyotransformasyonu hizli ve genis kapsamlidir. Ana metabolit olan, ester
grubu uzaklastirllmis, a-fenil-2-piperidin asetik asit (ritalinik asit) metaboliti
metilfenidatin ~ alinmasindan  yaklastk 2 saat sonra plazmada, degismemis
maddeninkinden 30 — 50 defa daha yiiksek olan doruk derisimlere ulasir. o-fenil-2-
piperidin asetik asidin yarilanma Omrii metilfenidatin yarilanma Omriiniin yaklasik iki
katidir ve ortalama sistemik klirensi 0.17 L/saat/kg’dir. Hidroksillenmis metabolitler
(yani, hidroksimetilfenidat ve hidroksiritalinik asit) ancak kiiciik miktarlarda tespit

edilirler.Terapotik etkinliginin esas olarak ana maddeye bagli oldugu sanilmaktadir.

D .Eliminasyon:

Metilfenidat plazmadan ortalama 2 saatlik bir yar1 dmiir ile elimine edilir. Sanal

ortalama sistemik klirensi 10 L/saat/kg’dir. Oral alinmasindan sonra 48-96 saat i¢inde
dozun %78-97’si idrar, % 1-3’i diski ile, metabolitleri seklinde atilir. Degisiklige

ugramamis metilfenidat ancak kiiclik miktarlarda (< % 1) idrarda goriilir. Dozun
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cogunlugu(%60-86) idrarla, a-fenil-2-piperidin asetik asit (ritalinik asit) seklinde atilir
(Sekil 5).

Hastalardaki ozellikleri
Metilfenidatin hiperaktif cocuklarda ve normal eriskinlerde farmakokinetik davranislar
arasinda goriiniir fark yoktur. Eliminasyon bilgileri, bobrek fonksiyon bozuklugu olmasi
halinde bobrek fonksiyonlar1 normal olan hastalardakine gore de§ismemis metilfenidatin
bobreklerden atilmasinin ¢ok az miktarda azalacagini gdstermektedir. Bununla birlikte

a-fenil-2-piperidin asetik asit metabolitinin bobreklerden atilmasi azalabilir.

< %91'i degisime

/ ugramadan atilir
0]

cocHs i
’ Ha) COH
_—
karboksiasteraz
NH )
'\J NH
(+/-) Metilfenidat

Ritalinik asit

steroselektiv olusum

/ X
HO
a Q e
COCH; COCH, COCH,CH;
NH NH NH
0

p-hidrolzimetilfenidat

sterosslaktiv olugum

™\ /

Ester baglarinin kopmasiyla
olugurlar

Laktam Etilfenidat
steroselaktiv olugum

Sekil S5.Metilfenidat metabolitleri (pharmachotherapy © 2003 pharmachotherapy

publication)

1.2.3.5. Yan Etkiler

Psikostimiilanlardan kaynaklanan santral uyarilma sempatik sinir sistemi aktivasyonu ve
stereotipik hareket olusumuna yol acabilir (Santosh ve Taylor 2000). Istahsizlik, bilyiime
geriligi, uykusuzluk, merkezi sinir sistemi hasari, kardiyovaskiiler hasar, hipertansiyon,
kompulsif hareketler ve halusinasyonlar gibi yan etkiler ortaya ¢ikabilir (NIH 2000).
Genellikle tedavinin baslangicinda ortaya ¢ikan bu yan etkiler kisa bir siire beklenerek, doz

diisiiriilerek veya ila¢ verilis zamani diizenlenerek ortadan kalkabilir.
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Tablo 1'de 4 pilot calismada elde edilen metilfenidat ve plasebo verilen DEHB'li olgulardaki
yan etki goriilme sikliklar1 verilmistir. Tablo 1'de goriilebilecegi gibi metilfenidat ve plasebo

alan olgularda olduk¢a benzer oranda yan etkiler goriilmektedir.

Tablo 1: Metilfenidat ve Plasebo yan etki oranlar:

Yan etki Metilfenidat Plasebo
Karin agrisi %11.3 9%7.0
Bas agris1 %13.0 %38.4
Istahsizlik %14 9%6.4
Bulant1 %3.5 %3.2
Uykusuzluk 9%7.8 9%7.2
Sinirlilik %13.4 %17.4

(Biederman ve ark. 2002, MTA Cooperative group 2002, Connor 2006)

Psikostimiilanlarin ¢ocuklardaki kisa ve uzun siireli yan etkileri konusunda arastirmalar
yetersizdir. Gelismekte olan organizma {lizerindeki uzun siireli etkileri bilinmediginden
ozellikle uzun vadede ciddi yan etkilerle ilgili endiseler yaygindir (Perring 1997, Jensen ve
ark. 1999b, NIH 2000). Cocuklarda ila¢ etkilesimleri bilinmeden ve giivenlik bilgileri
yetersizken ¢oklu tedavi (polifarmasi) uygulanmasi da bu alanda kaygi uyandiran diger bir

noktadir (Kaplan 1999).

1.2.3.6. Kotiiye Kullamim Riski

ABD'de okullarda siddet iceren davranis sorunlarinin artigi ile psikostimiilan kullanimindaki
artisgin  paralel gittigi One siiriilmektedir (Wiseman 1999). Kotiiye kullanilabilen
psikostimiilanlarin (NIH 2000, Oltman ve Pivirotto 2003) madde kotiiye kullanimi gibi
davranis sorunlar1 icin yiiksek risk tasiyan DEHB olgularinin tedavisinde kullanilmasi

tartisilmaktadar.

Psikostiimiilanlarin tekrarlayan kullanimlar1 motivasyon, o&diillendirme davraniglart ve
lokomotor cevaplar agisindan beynin duyarliliginin artmasina ve bagimlilik gelismesine
neden olur. Yani, beyin bu davraniglar1 (motivasyon, ddiillendirme) ya da lokomotor etkinligi

arttiracagini - 0grendigi maddenin kullanimimi arar, tesvik eder, yoksunluk belirtileri
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gostermeye baslar. Ornegin, hayvan deneylerinde denekler kendi kendilerine kullanimi

arttirirlar.

Psikostiimiilanlar arasinda capraz duyarlilagsma bulundugu i¢in amfetaminlerle kokain ve
eroin arasinda ¢apraz tolerans ve duyarlilik gelisme riski vardir ve bu durum bagimliliga yol
acabilir. Farkli da olsa her psikostiimiilan maddenin tekrarlayan kullanimi1 diger tiim
psikostiimiilan maddeler i¢in kompiilsiif madde arama davranisi, ddiillendirme etkileri gibi
davranis duyarlilagmalar ile ¢ekilme belirtileri, tolerans gelisimi ve dolayisiyla ilag
bagimlilig: riskini arttirir . Psikostiimiilan madde ve ilaglarin damar ya da kas yoluyla

alinmalari ve gece saatlerinde kullanilmalar1 durumunda bagimlilik olusturma riskleri artar.

Bugiin ABD'de dort milyon ¢ocuk Metilfenidat kullanmaktadir. Ciinkii ilacla tedavi ¢ok hizli
cevap lireten, ebeveynlerin ve dgretmenlerin isini kolaylastiran bir yoldur. 1990'dan bu yana
ilacin iiretimi % 700 artmustir. Okullarda ve kreslerde yaygin olarak kullamlmaktadir. Ilacin
kokainle ayni tesiri yaptiZi ABD'de yayinlanan raporlarda belirtilmektedir (Simon ve
Schuster, 1999). Metilfenidatin beyin iizerindeki etkisi kokain ile benzerdir Ila¢ agizdan
yutulmasi sonrasinda hizla beyne ulasir ve beynin katekolaminerjik sistemlerinde toplanir.
Beyinde dopamin salinimina neden olur ve basta dopamin olmak {izere tiim katekolaminlerin

(adrenalin, serotonin) geri alimmmuni engelleyerek etkilerini uzatir

Bagimlilik davranist gelismesi, psikoz, asermenin ortaya ¢ikmasinda dopaminin yeri

biiyliktiir. 1995 yilinda Metilfenidatin etkilerinin kokaine benzer sekilde dopamin
transportirlar: (otoreseptorler) araciligiyla gerceklestigi, aralarindaki farkin kokainin saniyeler
icinde etkilemesine karsin metilfenidatin alindiktan bir saat kadar sonra etki etmeye baslamasi
oldugu belirtilmektedir. Kokain otoreseptorlerin %50'sini bloke ederken, metilfenidatin %

70'inde blokaja yol ac¢tig1 saptanmistir (Vastag 2001).

DAT (Dopamin transporter)'n % 50 sinin blokaji icin 0.075 mg/kg intravendz
MPH(metilfenidat) gerekirken, 0.13 mg/kg intravendz kokain yine aym isi gorebilmektedir
(Sekil 6).

Fakat intravenoz 0.1 mg/ kg MPH, DAT 'm % 60'mm bloke ederek (‘high') ad1 verilen giiclii
bir etki yaratmaktadir (Volkow et al. 2002).
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Sekil 6 : Metilfenidat ve kokainin DAT iizerine etkileri (Volkow et al. 2002).

Psikostimiilanlarla kokainin etki mekanizmalar1 ag¢isindan benzerligi, DEHB olgularinin

madde kotiiye kullamim riskinin fazlaligi ile birlesince tartismalar yogunlagmaktadir. Bu
alandan psikostimiilan tedavinin cocuklart daha giiclii ve tehlikeli ilaglara gotiiren bir
basamak oldugu seklindeki goriislerin karsisinda, psikostimiilanla tedavi edilen ¢ocuklarin
sonraki yasamlarinda kokain ve alkol kullanmalar1 olasiliginin daha az oldugunu belirten
goriisler de yer almaktadir (Oltman ve Pivirotto 2003). Her iki goriisii de destekleyen cesitli
izleme calismalar1 bulunmakla birlikte bu konuda heniiz fikir birligine varilamamistir ve
arastirmalar siirmektedir (Lambert ve Hartsough 1998, Biederman ve ark. 1999, Barkley ve

ark. 2003, Wilens ve ark. 2003, NIMH 1999, NIH 2000).

Psikostimiilanlarin yayginlasmasinin, dagitim Kkontroliiniin zorlagmasi nedeniyle toplumu
riske attig1 ileri siiriilmektedir (NIH 2000, Santosh ve Taylor 2000, Goldman ve ark. 1998).
Metilfenidat kimyasal olarak sentezlenmesi gii¢ bir madde oldugundan dolay1 baslica kotiiye
kullamim yolu recete yazimindan kaynaklanan dagilim olarak belirtilmektedir (Klein-

Schwartz ve McGrath 2003).

Psikostimiilanlarin okulda da kullanilan ilaglar olmasi bu dagilimi kolaylastirmaktadir
(Oltman ve Pivirotto 2003); bir arastirmada DEHB'lilerin %79'unun okulda da ila¢ kullandig:
saptanmustir (Safer ve Krager 1988).

Metilfenidat’in yasadis1 kullanimi genellike tabletlerin ezilip burundan cekilmesi ve hizli bir
sekilde kan dolasgimina gecmesiyle gerceklesir. Bazi kullanicilar tabletleri suda c¢ozerek

karisimi enjekte etmektedir. Metilfenidat’in bu kadar hizli sisteme girmesinin sonucu olarak,
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kullanicilarda kokain ve amfetamin alinmis hissi uyandirmaktadir. Bu nedenle Metilfenidat
kullantm1 bagimliliga neden olabilir. Eger Metilfenidat, diisiik dozlarda 6ngoriilen bigcimde
oral alinirsa, bir yasadist etki tiretmemektedir. Fakat DEHB tanisindaki artigla gencler i¢in
diger stmf arkadaslarindan recetesiz Metilfenidat eldesi kolaylasmistir. Bu gencler arasinda

Metilfenidat’in kotiiye kullaniminda bir artisa yol acabilmektedir

Recete yazilan ¢ocuklarin, agizdan veya ezdikten sonra burundan ¢cekme / suda eritip enjekte
etme yoluyla psikostimiilan kullanan arkadaslarina ilaclarmm satabilecekleri ileri
siirilmektedir (Klein-Schwartz ve McGrath 2003). Psikostimiilan kotiiye kullanimi veya
baskalarina dagiliminin artti§i konusunda kanit olmadigi belirtilmekle birlikte (Santosh ve
Taylor 2000, Goldman ve ark. 1998); 13549 7-12.simif Ogrencisinden olusan toplum
ornekleminde yapilan bir arastirmada; psikostimiilan kullanan (%5.3) 6grencilerin %14.7'si
ilaglarin1 zaman zaman arkadaslarina verdigini, %7.3'ii ilaglairim sattigini, %4.3't caldirdigini
ve %3.01 ilaclarim vermeye zorlandigimi bildirmistir. Psikostimiilan recgetesi olanlarin
sayisinin artistyla tibbi nedenli olmayan psikostimiilan kullanimu artigi iligkili bulunmustur
(Poulin 2001). Bagka arastirmalarda B tedavi amaciyla ila¢ kullananlarin %16's1
arkadaglarinin ilac1 satin almayi istedigini bildirirken, lise 6grencileri arasinda en az bir kez,
recete olmadan psikostimiilan denemesi %13 oralninda saptanmistr (Klein-Schwartz ve

McGrath 2003).

[lac1 yazan hekimlerin; cocugun ailesi, akranlari veya okulda ila¢ dagitanlar tarafindan

kotiiye kullanim acisindan dikkatli olmasi ve uygun kullanimi takip etmesi onerilmektedir
(Santosh ve Taylor 2000, NIH 2000, Klein-Schwartz ve McGrath 2003)Recete edilen ilaglarin
cogu gibi, saglik calisanlar tarafindan asirtya kagmadan kullanildiginda zarara neden olmasi
olas1 degildir. Ancak daha onceden de sik sik belirtildigi tizere bu regeteli ilacin yasadisi
kullanmminin suistimali daha tehlikeli uyusturucular1 kullanmak i¢in bir ara gegis

olabilmektedir. Bu nedenle Metilfenidat kullanimini 6nermek makul ve izlenebilir olmalidir.

Ayrica Psikostiimiilan kullanimi, cinsel istegi arttirmasi1 nedeniyle kontrolsiiz cinsel iliskiyi
tesvik ederek, dolayl yoldan cinsel yolla bulasan hastaliklarin (HPV, AIDS gibi) yayilmasina
neden olabilir. Ayrica psikostiimiilanlarin erken yasta kullanimimin beynin cesitli
boliimlerinde hiicre gelisimini engelledigi ve ileriki yaslarda beyinde hiicre kaybina ve uzun
stireli hafiza bozukluklarina yol acabildigi gosterilmistir. Bu maddelere beynin erken yasta

maruz kalmasi durumunda, yillar sonra ortaya c¢ikabilecek birtakim sorunlarin temeli



16

atilabilmektedir. Bunlarin sonucunda beynin oOdiillendirme sisteminde eriskinlikte de siiren
bozulmalar, depresif belirtilerde omiir boyu siirebilecek artiglar (kendini 1yi hissedememe,
hicbir seyden keyif alamama gibi) goriilebilmektedir. Biitiin bunlar yeni ilaclarin ve baska
tedavilerin daha fazla kullammmini gerektirecek psikiyatrik sorunlarla Omiir boyunca

bogusmak gerekecegi anlamina gelmektedir.

ABD amfetaminlerin yarattig1 olumsuz etkilerin hi¢ de yabancist degil. Son on yil i¢inde
uyusturucu bagimliliginin giderek bir salgina doniistiigii ve amfetaminlerin iilkenin bir
numarali uyusturucusu kokaini bile golgede biraktig1 belirtiliyor. 1992-2002 yillar1 arasinda
amfetamin bagimliligina bagh olarak tedaviye gereksinim duyanlarin sayisinda c¢arpict bir
artis meydana geldigine tanik olunuyor. Amfetaminler diinyada en ¢ok kullanilan uyaricilar
arasinda Hint kenevirinden (cannabis- esrar) sonra ikinci sirada yer aliyor. BM tarafindan

yapilan istatistiklere gore, her yil yaklasik 26 milyon kisi bu tiir uyaricilar1 kullaniyor.

25000 -
20000 |
B
i 15000
Kotas:
10000 @ Ritalin
5000 B AMFETAMIN
(]
™D O WD D = D O O = ol
D o 3 O ) ) O O O
L I T - - T T T B = T = =1
- - - -— -— — — — o~ o~ o~
YIL

Sekil 7. A.B.D. de Ritalin ve Amphetamine igin Uretim Kotalar1 (1992-2002) D.E.A( Internet
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1.2.4.TURKIYE'DE DURUM

Ulkemizde DEHB ile ilgili bilimsel calismalar ve basindaki tartismalar son dénemde giderek
artmaktadir. Topluma ila¢ tanitimi ve ila¢ tedavisinin yayginlastirilmasi agisindan

etkili yontemler arasinda yer alan toplumsal tarama uygulamasi, DEHB konusunda iilkemizde
Milli Egitim Bakanligi onciiliigiinde yakin zamanda giindeme geldiginde, cocuklara hastalik

tanisiyla etiketlenmesi ve ilag tiiketimini arttirma riski nedeniyle yogun sekilde tartisilmistir .

Sadece cocuk psikiyatrisi, noroloji ve eriskin psikiyatrisi uzmanlari tarafindan, en fazla bir
aylik dozda (4 kutu) yazilabilen bu psikostimiilanin dagitimi Saglik Bakanligi tarafindan
yakindan denetlenmektedir (Internet Ref. No:5). Metilfenidat Tiirkiye'de 1985 yilindan beri
"kontrole tabi uyusturucu madde ve miistahzarlarin receteleri” (kirmizi regete) kapsamindadir
(SB 1985). 1998 tarihinde ruhsat alinarak ithal edilene kadar (internet Ref. No:6),
Metilfenidat’in  dagittmi  Saghik Bakanligi tarafindan sadece Ankara'da bir hastane
eczanesinde gerceklestirilmistir. 1998'de 2 kg olan Metilfenidat ithalatinin 2002'de 23 kg'a
cikarak hizli bir artis gosterdigi dikkati ¢ekmektedir (Internet Ref. No:7). Metilfenidat'in
2002'de 72 bin kutu satildigi; satislarin %37'sinin Istanbul ve Trakya'da, %21'inin [zmir ve
cevresinde, %20'sinin Ankara ve ¢evresinde oldugu bildirilmektedir . 2002 yilinda iilkemizde
tahminen 10 bine yakin ¢ocugun Metilfenidat kullandig1 belirtilmektedir. DEHB tanisindaki
artigla gencler icin diger simif arkadaslarindan regetesiz Metilfenidat eldesi kolaylasmistir. Bu

gengler arasinda Metilfenidat’in kotiiye kullaniminda bir artisa yol acabilmektedir.

Memleketimizde son zamanlarda ila¢ kontrolii sorunu, bu konu ile dogrudan iligkisi olsun
olmasin, herkesin zihnini kurcalayan bir 6nem kazanmistir. Bu alanda giivenilir metodlarin
uygulanarak yanilmaya meydan  vermeyecek analiz sonuclarina ulasilmasi zorunlu

olmaktadir.
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1.2.5. METILFENIDAT ANALIZiNDE KULLANILAN YONTEMLER

Yakin zamanda metilfenidat suistimalinin diinya capinda artmasi, yeterli goriintiileme ve
dogrulama metodlarinin gelistirilmesini gerektirmektedir. Metilfenidatin kotii kullaniminin
tilkemizde de yayginlasmasindan dolay: yiiksek hacim idrar taramasi ve kotiiye kullanimin

izlenebilirligi yoniinde biiyiik talep olugsmaktadir.

Toksikoloji laboratuarinda tarama ve dogrulama testleri i¢in kullanilan idrar  Jkan,
sag,tiikkriik,ter sivist gibi bazi biyolojik ornekler farkli diizeylerde spesifiklik,duyarlilik, ve
dogruluk saglamaktadirlar. Ornek ve metobolitlerinin seruma goére idrarda daha uzun
dedeksiyon siiresine sahip olmasi ve Ornek alma kolayligindan dolayr idrarda madde

taramasinda en ¢ok kullanilan yontemdir.

Kullanim kolayligi ve hizli sonu¢ vermesinden dolayr immiinassay metodlara ilgi artmustir.
Fakat bu analizler miikemmel degildir. Eger sonuclar LC-MS-MS,GC-MS-MS gibi ikinci bir
analiz yontemiyle konfirme edilmezse immiinassay yontemle alinan yanlis pozitif sonuglar

ciddi tibbi ve sosyal kaosa neden olabilmektedirler.

Bir kiitle spektrometresi ile ikinci bir kiitle spektrometresi birbirine baglanarak birlikte
kullanilabilir (MSMS). Bu yontemde birinci kiitle spektrometresinde kimyasal iyonlastirma
yoluyla belli, bir maddenin molekiil iyonu bol miktarda iretilir ve ikinci kiitle
spektrometresinde bu molekiil iyonunun parcalanma iiriinleri daha duyarli bir bi¢cimde
saptanir. Ayrica, iki kiitle spektrometresini ardarda baglamakla birinci spektrometreyi belli bir
(m/e) degerine ayarlayarak ornekte bulunan maddeleri birbirinden hizli bir sekilde ayirmak ve
ikinci spektrometre ile de ayrilan bu iyonu veya parcalanma iiriinlerini izlemek miimkiin olur.
Boylece, GCMS veya LCMS yontemlerinde kullanilan kromatografi aletlerinde oldugu gibi,
ornekteki birlesenlerin kromatografi kolonundan ¢ikisini belli bir siire beklemek gerekmez
(Yildiz A. ve arkadaslar1 , 1997).

Teorik olarak Metilfenidatin varliginin test edilmesi miimkiin, fakat pratikte testin yapilmasi
yaygin degildir. Belirli bir sebep olmadigi siirece, mesela otopsi vakasi gibi, spesifik
metilfenidat testleri normalde yapilmaz. Tayin icin genelde ince tabaka kromatogrofisi, gaz
kromatografisi (elektron yakalama dedektorii) veya sivi kromatogrofisi (ultraviyole veya

fotodiyot 151n dedektorii) teknikleri bildirilmistir (Internet Ref. No:8) .
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Dugal ve ark.(1978) yaptig1 calismada idrar numunelerinde Gaz kromatografisi kullaniminda
metilfenidat i¢in tanimlama limiti LOD 30 pg/L , Vu-Duc T. ve Vernay A.,(1992) birlikte
yuriittiigii calismada gaz kromatografisi kullantminda ritalinik asit i¢in tanimlama limiti LOD

50 pg/L olarak ifade edilmistir.

Milberg R. M. ve ark.(1994) gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi ile yiiriittiigii calismada
metilfenidat ve ritalinik asit icin yaklagik tanimlama limit degerleri 2 pg/L ve 60 ug/L. olarak
bildirilmektedir.

Tek basamakli bir ekstraksiyon teknigi ve ince tabaka kromatografisiyle c¢ok cesitli ilac
kotiiye kullaniminin tespiti miimkiindiir. Bu teknikler 6nemli ekonomik faydalar1 ve klinige

yardimlarindan dolay1 idrar analizlerinde siklikla kullanilmaktadirlar.

Madde analizi i¢in yapilan analizler tarama testleri ve dogrulayici testler olmak iizere iki
asamalidir. Tarama testleri ekonomik ve etkin olmalidir. Bu testlerde kullanilan yontemin
duyarlig1 yiiksektir ve bu testlerle maddenin varligi arastirilir. Bulunan sonug, dogrulayici
testler sonuclanincaya degin sadece olasilik olarak diisiiniiliir. Yontemler “duyarlilik" ve “en
diisiik saptanabilecek miktarla" kisithdir. Dogrulayict testlerde ise, hatali olumlu sonuglar
olmamali ve aranmasi hedeflenen madde icin yeterince duyarli ve tarama testlerinden daha

secici olmalidir (Soylemezoglu T., Cecen SS., 2003).

Maddelere 6zel toksikolojik analiz yontemleri sayica fazla degildir. Bu nedenle toksikolojik
analiz icin belli iyon, atom grubu ve molekiillerin ayn1 sekilde cevap verdikleri secici analiz
yontemleri oldukca sik kullanilir. Bu yontemler kullanilarak analiz yapildiginda 6rnekteki bir
bilesenin tayinine spesifik reaksiyonlar ile erisilemiyorsa, ornek icinde bulunan diger
bilesenlerin tayini istenenden ayrilmasi gerekir. Bu isleme ekstraksiyon adi verilir.
Ekstraksiyon, kromatografik analiz siirecinin biiyiik 6nem tasityan bir parcasidir. Siirecin bu
bolimiinde yapilacak hata sonucu dogrudan etkileyecektir. Bu nedenle bir Ornegin
kalitatifveya kantitatif analizi icin icerdigi maddelerin kimyasal ve fiziksel ozelliklerine gore

0zel ekstraksiyon ve analiz metotlarina tabi tutulmasi gerekir (Ellenhorn MJ et al., 1997).
1.2.5.1. Ekstraksiyon Yontemleri:

Kati-Faz Ekstraksiyon (KFE) :Kati faz ekstraksiyon teknigi biyolojik materyalden
maddelerin izolasyonlari i¢in kullanilan bir ekstraksiyon metodudur. Ornek hazirlamada hizli,
secici ve etkili bir metot olmasi ve saflastirma, coziicii degistirme (6rneklerin sivi fazdan
organik faza gecmesi), tiirevleme,siniflandirarak fraksiyon gibi pek cok isleme imkan

vermesinden dolay1 tercih edilmektedir. KFE Yontemi temel olarak numune hazirlanmasi,
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kolon kosullanmasi, kolonun dengelenmesi,numune uygulanmasi, karistmin ayristirilmasi ve

analitin ayrilmasi basamaklarindan olusmaktadir (United Chemical Technologies Inc,1999).

Maddelerin KFE yontemi ile ekstraksiyon isleminde kolonun sartlandirilarak ekstraksiyonu
yapilacak maddenin afinitesi kadar, ortamin pH ve pKa’si, maddenin ortamdan c¢ekilebilmesi
icin son derece onemlidir (Rozman KK, Klaassen CD., 2001). KFE ekstraksiyonda sivi
kromatografisi kolonlarina benzer sekilde sabit bir faz kullanilmaktadir. Sabit faz cam veya
plastik bir kolon i¢inde, iki filtrenin arasinda bulunur. Ayrica ¢ozeltinin kontrollii akisini
saglayan bir musluk da bulunur. KFE kartuslar1 1-10 ml arasinda olabilirler ve tek

kullanimliktirlar ( Ronald E., 2002).

Swi-swi ekstraksiyon(SSE)  :idrar, kan gibi viicut sivilarinda bulunan maddelerin bu
stvilarla karigmayan ve aranan maddenin ¢oziildiigi sivilar ile ekstrakte edilmesi islemidir.
Biyolojik materyaldeki maddeler degisik pH derecelerinde SS ekstraksiyon islemine tabi
tutularak icerdikleri asidik, notral ve bazik maddeler birbirinden ayrilir (Flanagan JR et al.,
1995). Zayif asit ve zayif baz karakterde olan maddelerin pKa degeri o maddenin % 50’sinin
1yonize % 50’sinin ise non-iyonize oldugu ortam pH derecesidir. Buna gore zayif asitler pKa
degerinin 1 tam say1 altindaki pH ortaminda % 90 non-iyonize, zayif bazlar ise ortam pKa
degerinin 1 tam say1 lizerindeki pH ortaminda % 90 non-iyonize halde bulunurlar (Rozman

KK., Klaassen CD., 2001).

Basit ekstraksiyon metotlar1 ile toksikolojik ©oneme sahip morfin, paratiyon, kafein,
barbitiiratlar ve benzodiazepinler arastirma materyallerinden kolayca ayrilabilirler.
Ekstraksiyon viicut atik veya artiklarindan yapiliyorsa, glukuronik ve siilfiirik asit gibi
birlesme iirlinlerinden aranan maddenin ayrilmasi gerekir. Bu durum o6zellikle idrarin
toksikoloji yoniinden arastirilmasinda 6nem tasir; ayirma islemi glukuronidaz ve arilsiilfataz
gibi enzimler kullanilarak  gerceklestirilir. SSE ekstraksiyon isleminden, bugiin
laboratuarlarda zehirlerin ayrilmasi yaninda, istenmeyen maddelerin (yag gibi) ortamdan
uzaklastirilarak daha temiz bir ekstrakt elde edilmesi icin de sik¢a yararlamilmaktadir

(Soylemezoglu T., Cecen SS., 2003).
1.2.5.2.Analitik Yontemler:

a. Kromatografik Yontemler

b. Spektroskopik Yontemler

c. Immunoassay teknikler

d. Diger yontemler olarak siniflandirilabilir.
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Onceleri yaygin olarak uygulanan spektroskopik yontemler duyarlilifin ve segiciligin azlig
nedeniyle terkedilmisken, uzun yillardir uygulanmakta olan uygun kromatografik yontemler
yaninda, immunoassay yontemleri de, teknik kosullarin gelismesi nedeniyle giiniimiizde de
uygulama siklig1 giderek artmakta olan yontemlerdir . Kabaca kromatografi, karisim i¢indeki
bilesenleri fiziksel olarak ayirma veya ayristirma islemine verilen genel addir. Ayirma islemi
karistmdaki maddelerin biri hareketli (mobil) digeri hareketsiz (stasyoner) iki fazda
stiriiklenerek gecisleri sirasinda birbirlerinden ayrilmalart esasina dayanir. Karigimdaki her
maddenin hareket hizi dagilma katsayisi ile belirlenir. Hareketli fazda daha c¢ok dagilima
ugrayan maddeler daha hizli hareket ederken; sabit fazda dagilimi fazla olan maddeler daha

yavas hareket ederler.

Kantitatif analiz: Kromatografi pik altindaki alan mevcut madde miktarina baghdir. Pik
alanlar1 genellikle elektronik integrator veya bilgisayar ve bir yazilim ile hesaplanir.
Kalitatif analiz: Maddenin bilinen alikonma zamanlari ile karsilastirma yapilir. Numune
icindeki bilinmeyen maddenin alikonma zamaniyla (Rt) standart alikonma zamani
kiyaslanarak teshis yapilir (Moffat AD et al, 1986).

Preparatif Ayirma: Numune saflastirmada yada kii¢iik miktarlarda saf madde elde etmek
icin kullanilir.

Kromatografik yontemler icinde uygulama kolaylig1 ve yontemin bilinirligi a¢isindan en sik

kullanilan tipleri ince tabaka kromatografisi ve gaz kromatografisidir.

A. Ince Tabaka Kromatografisi:
Ince Tabaka Kromatografisinin kapsamu:

1. Bir ince tabaka plakasinin, bir cam levha yiizeyinin adsorblayici tabaka ile kaplanarak
hazirlanmasi. Ticari olarak satinalinabilecek ince tabaka plakalarini (cam, plastik ya da

altiminyum folyo destekli) kullanabilirsiniz.
2. Uygun coziiciide ¢oziilmiis, ayrilacak maddelerin kiiciik miktarlarda plakaya uygulanmasi.
3. Kromatogramin gelistirilmesi (yiirlimenin gerceklestirilmesi).

4. Ayrilan maddelerin UV lambasi yardimi ile ya da boyar maddeler ile boyanarak gozlenir

hale getirilmesi.
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Ince tabaka kromatografisinde adsorblayict madde olarak en sik silika jel (SiO,- x H,O)

ve aliminyum oksit kullanilir. Silika jel kullanildiginda, organik ¢oziicii ya da su icerisindeki
adsorblayict madde bulamaci cam (yaklasik 4x10 cm ebadinda) yiizeyine diizgiin ve ince bir
tabaka (0.1-5 mm kalinlikta) olusturacak sekilde kaplanir. Coziicii ugurularak plaka kurutulur.

Ticari adsorblayict maddeler, ¢ogunlukla cam ylizeye daha iyi yapismasi i¢in baglayici
(genelde CaSOy) icerir. Plakanin kenarina yakin bir noktaya karisim c¢ozeltisi uygulanir. ince

tabaka kromatografisinin basarisi i¢in uygulanan ornegin miktar1 (¢cap1 ve sekli) onemlidir.
Uygulanan ¢ozelti nokta seklinde ve yeterince kiigiik olmalidir. Cozelti asir1 konsantre ya da

nokta cok genis olursa, Ornekteki bilesikler iyi sekilde ayrilmayabilir. Uygulanan ornek
kuruduktan sonra kromatogram, yiiriitme kabma yerlestirilir . Iyi bir kromatografik
cOziimleme icin ayirma kabinin ici, ¢oziicii buhar ile dolana kadar beklenmelidir . Kolon
kromatografisinde oldugu gibi, ¢oziicliniin tasiyicilik giicii ne kadar fazlaysa adsorblanan

maddeler plaka iizerinde o kadar daha hizli hareket edeceklerdir (Ersoy L., 1989).

Coziici 7 cm kadar ilerledikten sonra, plaka yiiriitme kabindan alinir. Coziiciiniin ulastii

seviye kursun kalemle hafifce isaretlenir ve ¢oziiciiniin buharlagsmasi saglanir. Renksiz
maddelerin ayrilmasi gerceklestirildiyse bazi metotlarla goriiniir hale getirilirler. Bazi ticari

plakalardaki adsorblayici maddeler, florasan indikator boyalar icermektedir. Plaka UV

lambasinin altina yerlestirildiginde, spotlar belirgin hale gelirler.

Kromatogram, her bir spot i¢in Rf degeri adindaki say1 cinsinden kaydedilir Rf degeri belirli
kosullar altinda belirli bilesikler i¢in karakteristik bir degerdir. Asagidaki gibi hesaplanir:

Bilesigin uygulama noktasindan itibaren aldig1 yol dmadde
Rf = Coziicliniin orijinden itibaren aldig1 yol dcozelti

Lekelerin yerlerinin tatbik noktasina uzakliginin, tiim analiz mesafenin uzunluguna
oranindan, lekenin bu sistemdeki alikonma degeri olan “Rf” hesaplanir. Kalitatif ve kantitatif

standardizasyon i¢in laboratuarlar arasi ¢alismalarin ayni sonucu vermesi beklendiginden Rf
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degerleri mutlaka goz Oniinde bulundurulmalidir. Rf degerlerinin tekrar edilebilirliginin

yiiksek olmasi ise standardizasyona uygun cihazlarla olur.

Bir kromatogramin olugsmasinda not edilmesi gereken 6nemli veriler;

a. adsorban madde, b. kalinlig1 ve aktivasyon kosullari, c.kullanilan ¢oziicii sistemi,
d. ornegin sekil ve ¢api, e. spotu goriiniirlestirme yontemi, f. Rf degerleri ve aym
kosullardaki standartlarin Rf degerleridir (Giindiiz T., 2004).

A.1. Yiiksek Performansh Ince Tabaka Kromatografisi (YPITK(ing. HPTLC):

Kromatografi bilimin tiim branslarinda uygulanabilen giiclii bir ayirma teknigidir.
Yiiksek Performansli InceTabaka Kromatografi (YPITK) yontemi ozellikle bitkisel
arastirmalarda, cevre analizlerinde, gida giivenliginde, klinik uygulamalarda, metabolizma
calismalarinda, farmasotik uygulamalarda ve adli incelemelerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Teknik, adli incelemelerde, ozellikle narkotik sistematik toksikoloji dogal
psikoaktif madde analizi ve belge inceleme gibi arastirmalarda one ¢ikmaktadir. Geleneksel
ITK’ nin hala bircok narkotik laboratuarinda rutin analizlerde yogun olarak kullanildig

bilinmektedir (Tiirkmen Z ve ark.2008).

Farmasotiklerin, uyusturucularm ve bitkilerin analitik testlerinde YPITK nin son derece

popiiler olmasi asagidaki 6zellikleri sebebiyledir:

1. Ornek ve standartin aym anda ¢alistirilmast ile daha az internal standartla daha iyi analitik

kesinlik ve dogruluk

2. Baz1 analistler ayn1 anda calisabilir

3. Daha diisiik maliyet ve daha kisa analiz siiresi

4. Diisiik bakim maliyeti

5. Ornek hazirlama kolayligi

6. Solventler i¢in filtrasyon ve gaz ugurma gibi 6n islemler yok
7. Her 6rnek i¢in az miktar mobil faz kullanimi

8. Her bir analiz i¢in taze duragan ve mobil faz hazirlanmasi gerektiginden Onceki

analizlerden kalma kontaminasyonlar goriilmemektedir.
9. UV de goriinmeyen bilesikler kromatografi sonrasi tiirevlendirme ile goriiniir kilanabilir.

10. Kalitatif, kantitatif ve On hazirlik analizleri aynm sistemde miimkiindiir.
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YPITK Uygulama Basamaklar

1.

2.

9.

Plaka secimi

Ornek ve standartin hazirlanmasi

. Plakalarin 6n yikama yapilmasi

Plakalarin sartlandirilmasi

. Ornek ve standartin uygulanmasi

Kromatografik yiiriitme
Spotlarin belirlenmesi
Tarama

Kromatogramlarin dokiimantasyonu

Kromatografik Tabaka Secimi

1.

2.

4.

5.

Onkaplama yapilms plakalar-farkli destek materyalleri-farkli absorbanlar mevcuttur

Analizlerin % 80’1 silica gel GF-temel maddeler, alkaloidler ve steroidler,alimiinyum

oksit
Amino asitler,dipeptidler,sekerler ve alkaloidler — seliiloz
Non-polar maddeler, yag asitleri, karotenoidler, kolesterol- RP2, RP8 and RP18

Koruyucular, barbiiratlar, analjezik ve fenotiazinler —hibrit plakalar -PWF254s

Ornek ve Standart Hazirlama

1.

2.

4.

Safsizlik ve su buharindan kacinilmalidir.
Diisiik sinyal giiriiltii orani- diiz taban ¢izgisi- LOD’un olusturulmasi

Metanol, kloroform: Metanol (1:1), Etil asetat: Metanol (1:1), - kloroform: Metanol:
Amonyak (90:10:1),Metilen klorid: Metanol (1:1), 1% Amonyak yada % Asetik asid

coziiciileri kullanilabilir.

Plakalar kuru ve temiz olmalidir

Onkaplama Yapims Plakalarin Aktivasyonu

1.

2.

Yeni agilan plaka kutusu i¢in aktivasyon gerekmemektedir.

Yiiksek neme maruz kalan ve elle tutulan plakalar aktive edilmelidir.
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3. Spotlama oncesi 110-120 °C de 30’ bekletilir.
4. Alimiinyum yapraklar iki cam plaka arasinda saklanir ve 110-120°C de 15° bekletilir.

Ornek ve Standartlarin Uygulanmasi

1. Derisim aralig1 0.1-1pg/ pl

2. Bu derisimden daha yiiksegi zayif ayirmaya neden oluyor.

3. Linomat IV (otomatik aplikator) — ornek ve standart TLC plakalar iizerine band

seklinde ve Azot gaz1 altinda siringa edilmektedir.

4. Band seklinde uygulama —daha iyi ayirma — yiiksek densitometrik yanit
Mobil Faz Se¢cimi

1. Deneme yanilma yontemi

2. Herkesin kendi deneyim ve litaratiirii

3. 3-4 bilesenli mobil faz se¢ciminden kacinilmalidir.

4

. Iki tarafli hazne icin 10-15 ml mobil faz yeterli olmaktadir

On sartlandirma
1. Doyurulmamis hazne yiiksek Rf degerine neden olmaktadir.
2. Uygulama oncesi filtre kagidi ile 30 dakika hazne doyurulmasi-¢oziicii buharinin
homojen dagilmasi- 6rnegin yiiriitiilmesi icin daha az ¢oziicii kullanimi- daha diisiik
Rf degeri
Kromatografik ilerleme ve Kurutma
1. Yiiriitmeden sonra plakanin ¢ikartilmasi ve mobil fazin uzaklastirilmasi sirasinda lab.

ortamindan kontaminasyon olmamalidir. Vakum altinda kurutulmali

Dedeksiyon ve Goriiniirlestirme
1. UV altinda dedeksiyon ilk tercihtir.
2. Floransans bilesiklerin spotlar1 254 nm ya da 366 nm de goriinebilmektedir.
3. Floransans olmayan bilesiklerin spotlarinda silica jel GF gibi florasans duragan faz
kullanilirak spotlar goriilebilmektedir.
4. UV absorbsiyonu olmayan bilesiklerde plaka % 0.1 lik 1yot soliisyonu i¢ine daldirilir.

5. Bilesenler UV de yanit vermiyorsa tiirevlendirme yapilmalidir.
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Miktar Belirleme

1. Yiiriitmeden sonraki kromatogram taramasinda ornek ve standart ayni plak iizerinde
olmalidir.

2. Camag TLC tarayic1 III absorbans ya da floresan mod kullanilarak yansima veya
gecirgenlik esasina gore kromatogramin tabaka goriintiisii olusturulur-tarama hizi
100mm/s ‘e kadar ¢ikartilabilir-spekturum alimi hizlidir-36 trak ile 100 pik penceresi
olusturulabilir.

3. RSD vb istatistikler otomatik olarak hesaplanmaktadir. (Internet Ref. No:9 )

1.2.6. Metod Validasyonu

Bir metodun  performansinin belirlenen analiz ihtiyacina uygun oldugunu
belirlemek ve gostermek icin metot validasyonu yapilmalidir. Ancak metodun belirlenen
amaca uygun sonu¢ verdiginden emin olunduktan sonra bu metot analiz yapmak amaciyla

rutin olarak kullanilabilir.Metot Validasyonu Ne Zaman Yapilmahdir;

v Herhangi bir metot bir laboratuvarda ilk defa uygulanacagi zaman
v’ Bir analiz icin yeni metot gelistirildigi zaman
v" Kullanilmakta olan metotta degisiklik yapildig1 zaman

v’ Kalite kontrol testleri sonunda metodun performansinda zamanla bir degisme

oldugu anlasildiginda

v’ Valide edilmis bir metot baska bir laboratuvarda kullanilacagi zaman veya farkh

bir kisi veya farkl bir cihazla kullanilacagi zaman;

v" ki metodu karsilastirmak igin. Ornegin standart bir metotla yeni gelistirilmis bir

metot karsilastiritlacagi zaman.

Kimyasal analiz yontemleri; analizi yapanlarin ihtiyaglarina cevap verecek belirli kriterlere
sahip olmalidir. Uygulanabilirlik (applicability), maliyet, zaman ihtiyaci, ekipman ihtiyaci,
analist icin ihtiya¢ duyulan egitim altyapis1 gibi Pratik karakteristikler yontemin yararliliginin
degerlendirilmesini saglar. Kesinlik (precision), gerceklik (trueness, bias), tanimlama limiti
(limit of detection-LoD), ol¢iim limiti (limit of quantitation-LoQ), secicilik/6zgiinliik
(selectivity/specificity), hassasiyet (sensitivity), dogrusallik/ol¢iim araligi (linearity)

(linearite/workingrange), saglamlik (robustness/ruggedness) gibi bilimsel karakteristikler ise,
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yontemle elde edilen analitik datalarin giivenilirligi hakkinda bilgi verir. ( internet Ref.

No:10).
1.2.6.1. Secicilik (selectivity)

Yontemin aranan analiti Ornek matriksindeki diger maddelerden ayirabilme 6zelligidir.
Analist; ornekte analitin birden fazla formda olabilecegini ve interferenslerin analitle ¢ok
benzer davranabilecegini her zaman gozoniinde tutmalidir.

1.2.6.2. Hassasiyet (sensitivity)
Analitin bir birim artisinin, sinyal biiyiikliigiine etkisini gosteren bir kriterdir.
hassasiyet = 0l¢iim sinyali/konsantrasyon

1.2.6.3. Dogrusallik/ol¢iim arahg: (linearite/workingrange)

Olciim araligy; yontemin kesinlik, gerceklik gibi kriterleri kabul edilebilir diizeylerde
karsilayabildigi analit konsantrasyonu aralifidir. Olciim araligmin alt sinirt Slciim limiti
(LoQ) dir.

1.2.6.4. Saglamlik (robustness/ruggedness)

Yontemin deney kosullarindaki kiiciik sapmalara karsi hassasiyet derecesini gosterir.

Genellikle asagidaki parametreler test edilmektedir:
—Matriks kompozisyonu,

—Kimyasal madde parti/marka degisimi,
—Ekstraksiyon zamani,

—Sicaklik,

—Akis hizi

—Analitin u¢uculugu vb

Saglamlik testlerinden elde edilen bilgi, yontemin uygulanabilir oldugu kosullarin

tanimlanmasini saglar.
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1.2.6.5. Tanimlama limiti (limit of detection-LoD)

Tespit limiti; analitin, bir “bos” drnektekinden istatistiksel olarak 6nemli 6lciide farkli olan en
diisiik konsantrasyon diizeyidir.

l.yontem :Bos ornegin tekrarli analizleri ile;10 ayr1 bos o6rnek analiz edilir,Ortalama ve
standart sapmalar1 hesaplanir.

2. yontem :Analiti ¢ok diisiik diizeyde iceren Ornegin tekrarli analizleri ile;10 ayr1 spiked
ornek analiz edilir ve standart sapmalar1 hesaplanir.

3. yontem: Analiti diisiik diizeyde farkli konsantrasyonlarda iceren Orneklerle olusturulan
kalibrasyon denklemi ile hesaplamir ( ¢alismamizda 3. yontem kullanilmistir) (Internet Ref.

No: 10)

Kimyasal ol¢timlerde kullanilan IJUPAC tarafindan tanimlanmis tespit limiti ve tanimlama
yetene8i bir Ol¢lim siirecinin onemli performans ozelliklerdir. Tanmimlama yetenegi ISO
tarafindan minimum algilama degeri olarak nitelendirilir. Bu ve daha yakindan ilgili 6zellikler
karsilastirilir ve teorikte analizlenir. Kimyasal ol¢timler ilgili bileseni ¢ok kiiciik miktarlarda
iceren orneklerle ilgili olabilir. Olciim belirsizligine gelince genellikle kiigiik miktarlart
sifirdan ayirt etmek zordur. Bir Ol¢lim siirecinin 6nemli bir performans o0zelligi olan
tanimlama yetenegi, genellikle analitin en kiiciik konsantrasyonu olarak ifade edilmesine
ragmen giivenilir bir bicimde sifirdan ayirt edilerek analizlenen madde bilesenini temsil
etmektedir. Maddenin analit oldugu ya da olmadig: Olciilen veriye baghdir. Tespit karari
ornekle ilgili istatiksel karsit iki hipotez arasindaki secime baghdir. Null hipotezi
sifir/baglangic hipotezi olarak da bilinir. Hy ile gosterilir. Mevcut veriler null hipotezinin
dogrulugu hakkinda siiphe uyandirdiginda kiyas yapmak icin ortaya sunulan ikinci hipotez
alternatif hipotezdir. Yapilan islemler eger Hy’1 yanlis ¢ikarirsa bu H;’nin kabulii anlamina
gelir (Internet Ref. No: 11) .

Tablo 2: 1.tip ve 2.tip hata (Internet Ref. No: 11)

Almman Karar Null hipotezi dogru Null hipotezi yanhs

Null Hipotezi Kabul Etme | Dogru karar Tip 2 Hata(yanlis negatif)

Null Hipotezi Kabul | Tip 1 Hata ( yanls pozitif) Yorumsuz

Etmeme

Null hipotezi Hy durumu : 6rnek analit icermemektedir. Alternatif hipotez H; durumu : 6rnek

analit icermektedir, Ornek pozitif miktarda analit icermektedir. Bir hipotez testi sirasinda null
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hipotezinin dogruluk/yanlishk ve kabul/reddedilme durumlarina goére 2 tip hata
yapilabilir.(1.tip ve 2.tip hata) Null hipotezi dogru iken reddedilirse Tip 1 hata(a) yanlis
pozitif’yanlis iken kabul edilirse Tip 2 hata (B) yanlis negatif’ yapilabilir. Eger 6rnek analit

icermiyorsa tip 1 hata, eer ornek analit i¢eriyorsa tip 2 hata miimkiindiir.

1.2.6.5.1. CCa ve CCP

izafi frekans

\
T 2y 1
A2 -0 000 01 0oz 0 w4 005
analit konsantrazsyonu

Cs : Matriks konsantrasyonu, Cp : Dedeksiyon limiti, C¢ : Kritik konsantrasyon degeri
Sekil 8: Tahmini C g ve Cyp ile iligkilendirilmis normal olasilik dagilim fonksiyonlari .

(Accred Qual Assur (2010)

Son yillarda analitik yontemlerin performansi ve sonuglarin yorumlanmasiyla ilgili olarak iki
istatistiksel limit hesaplanmasi Onerilmektedir. CCa ve CCP yanhis karar alinmasindaki
istatistiksel ~ riskin ve metodun degiskenlliginin  dikkate alinmasindaki  kritik
konsantrasyonlarin degerlendirilmesine olanak vermektedir. Negatif (compliant) 6rnegin
pozitif (non- compliant) olarak ifadesiyle yanlis pozitiflik degerlendirilmesinde (a-error) riski
baz alinir. Pozitif (non- compliant) 6rnegin Negatif (compliant) 6rnek olarak ifadesiyle yanlis
negatiflik degerlendirilmesinde (B-error) riski baz alinmaktadir. ISO standart no.11843'den
elde edilen hesaplama oOzellikle lineer kalibrasyon icin metodoloji uygulandii zaman
metodun tanimlama kapasitesinin degerlendirilmesinde rutin olarak uygulanir(Accred Qual

Assur (2010)

Kimyasal Olctimlerde tanimlama yeteneginin Olciimii olarak sik sik kullanilan tanimlama

limiti, LOD, IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry, Uluslararas1 Temel
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ve Uygulamali Kimya Birligi) tarafindan tammlanmustir. ilgili klavuzlarin gelistirilmesi
sirasinda ISO ve IUPAC calisma grubu iiyeleri isbirligine ragmen son dokiimanlar arasinda
farkliliklar bulunmaktadir. Cogunlukla kimyasal literatiirde kullanilan LOD, ISO kritik seviye

Cc ile ayn1 ve LOQ, minimum tespit degeri Cp, ile olduk¢a benzerdir.

1.2.6.6. Ol¢iim Limiti (LOQ)
Olgiim limiti; kabul edilebilir kesinlik(precision) ve gergeklikle (trueness) 6lciilen en diisiik

analit konsantrasyonudur. Cogu kez LOD’nin 2.5-3 kat1 olarak hesaplanir.

1.2.6.7. Dogruluk ( Accuracy)
Bir 6l¢iim yonteminin dogrulugunu tanimlamak icin iki terim kullanilir : kesinlik (precision)

ve trueness(gerceklik)

1.2.6.8. Kesinlik (Precision)

Spesifik analiz kosullar1 altinda elde edilen bagimsiz analitik sonuglar arasindaki uyumun
derecesidir.Bu sonuclar arasindaki degisimi;

—Analist;

—Ekipman ve ekipmanin kalibrasyonu;

—Cevre kosullar1 (sicaklik, nem, hava kirliligi vb)

—Olciimler arasinda gegen zaman etkilemektedir.

Kesinlik yalmiz tesadiifi hatalarin dagilimi ile iliskilidir, gercek degerle ilgisi yoktur. Bir
yontemin kesinligi, tekrarlanabilirlik (repeatibility) ve yeniden yapilabilirlik (reproducibility)

degerleri ile ifade edilir.

Tekrarlanabilirlik kosullart :Aym yontem, ayni test ornegi, aym lab., aymi analist, ayni
ekipman, kisa zaman aralig1.

Yeniden yapilabilirlik kogullar: :Ayn1 yontem, ayni test ornegi, farkl lab., farkli analist, farkli
ekipman.

Kesinlik; standart sapma, rolatif standart sapma (RSD) veya giiven araligi olarak ifade
edilebilir.

—Tek ol¢iimlerin standart sapmasi (s):



E(}(i_}{ﬂ rt)2

—Paralel 6l¢iimlerin standart sapmast (s):

| Z(aby)’
v 2d

S=

Rolatif standart sapma:
RSD(%) =(5/Xort)*100
Horwitz esitligi :

RSDR= 2(1—045 logc)

1.2.6.9.Gerceklik (trueness)

Olciim (analiz) sonuglari ile, rnekteki gercek analit miktar1 arasindaki uyumun derecesidir.

Gergeklik, sistematik hatanin bir gostergesidir.

Gerceklik ¢alismalart:
—Sertifikali referans materyal (CRM) ile,

—Yeterlilik testi Ornegi ile,

X;: dlglim sonucu
I e e
n: Igum SEI‘-_,#ISI

a.:1.6lclim sonucu
b;: 2.6 gumé‘.onucu

fimp=dananan

i
d: par.dlglim sayis|

—“spiked” orneklerle (geri alma-recovery testleri) yapilabilir.

31
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Tablo 3 : Bir analitik yontemin validasyonu/verifikasyonun hangi durumlarda ve nasil

yapilmasi gerektigini gosteren tablo (Internet Ref. No: 10)

Eksternal Validasyon Yapilmasi onerilen lab.-igi
Derecesi validasyon
Eksternal olarak valide edilmis | Gergeklik ve kesinligin verifikasyonu
Eksternal olarak valide edilmis,
ancak yeni bir matriksde veya |Gergeklik, kesinlik ve ihtiyag duyulursa

yeni cihaz/cihazlarla LoD

kullanilacak

Iyi gelistirilmis, fakat test Verifikasyon ve mimkinse daha
edilmemis yéntem genisletilmis validasyon

Bilimsel bir literatiirde
yayimnlanmis ve énemli metod Verifikasyon ve mimkinse daha
performans karakteristikleri genisletilmis validasyon
belirlenmis yéntem

Bilimsel bir literatiirde
yayimnlanmis ancak metod
performans karakteristikleri
belirlenmemis yéntem
Internal clarak gelistirilmis
yontem (in-house method)

Tam validasyon

Tam validasyon

Analiz metodunun

B segimi

S v

= Metod

(=]

ES performansinin

validasyonu |, o, degjl'Modifikasyon vb

;1
=]
o
>~
-]

Metodun rutin
uygulanmasi -~

Diizeltici
uygulama

Sekil 9 : Validasyon/verifikasyon c¢aligmalarinin yeni bir yOntemin rutin kullanima

alinmadan 6nce yapilmasinin gerekliligini gosteren sema (Internet Ref. No: 10)

1.3. Amac¢

Bu durum, bilgi ve ozellikler dikkate alinarak belirlenen tezimizin konusu olan
Metilfenidat’in tiikiiriik ve idrar Orneklerinde belirlenmesini saglayacak metodun gecerli
kilinmasiyla her iki ornek tiiriinde de Metilfenidat'in istismarinin bulgularini destekleyen
laboratuar delillerinin dogru ve kesin bir bicimde elde edilmesi amaglanmistir. Dolayisiyla,
tiikkiiriik ve idrar numunelerinde ritalin ve metabolitinin yiiksek geri kazanimi icin uygun bir
ekstraksiyon teknigi belirlenmesi, metoda ait kalibrasyon egrisi olusturularak metodun LOD
ve LOQ degerlerinin yaninda dogrusal oldugu bolge ve tekrarlanabilirliginin tespit edilmesi
planlanmis, daha sonra metilfenidat icermeyen tiikiirlige ve idrara metilfenidat spike edilerek
olusturulan deneme oOrnekleri ile gercek Ornegi temsil eden orneklerde oncelikle metodun
gecerliligi kanitlandiktan sonra idrarda ve tiikrilkte metilfenidat veya metabolitinin miktar

analizinin yapilmas1 amaclanmustir.
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II. METARYAL ve METOD

2.1. Kimyasallar

Ritalin® -methylphenidate HCI (novartis),
NaOH (Fluka),

Diklorometan (DCM)(Merck),

Fluram (Fluka),

Sodyum tetra borat (Fluka),

Potasyum iyodid (KI) (Fluka),

Ninhidrin (tri- Ketohydrindene hydrate) (Merck),
Dragendorffs Overspray (Merck),
Bismuth subnitrat (Sigma),

Bakar II klorit (Aldrich ),
Heptafluorobutirik Anhidrit (Aldrich),
Piridin (Merck ), Etil Asetat (Merck ),
Ritalinik asit (sigma),

Metanol (Sigma),

Amonyak NH; ( Merck),

Aseton (Merck)

2.2. Arac ve Gerecler

Yiiksek Performansh ince Tabaka Kromatografisi: Camag

S1vi Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (LC/MSMS): Zivak Tandem Gold LC-MS/MS
Hassas Terazi: Precisa

Santrifiij Cihazi1: Universal 320-R Hettich

Vortex Karistirici: Yellow Line TTS-2

Otomatik Pipet ve Uclari: Eppendorf Research 10-100 pl ve uglari, Eppendorf Research
200-1000 pl ve uglari, Eppendorf Research 1 ml ve uglar

pH indikator kagidi: Universal indikator MERCK

pH metre: Thermo

Etiiv: Termal Laboratuvar Aletleri

Ultra Sonic Banyo: Bandelm Sonarex
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2.3. Standart Cozeltinin Hazirlanmasi

10 mg ritalin ® havanda ezilip toz haline getirilmektedir. 10 ml metanol icinde ¢oziindiiriiliir,
boylece 1 mg/ml standart ¢ozelti elde edilmis olur. 1500 ml vialler icersine belirlenen
derisimlerde  hazirlanmakta ve uygun  Yiiksek Performansli  Ince  Tabaka

Kromatografisi(YPITK) kosullarinda sisteme uygulanmaktadur.

Ritalin stok cozeltisi (1000pg /ml): 20 mg ritalin tartildi, 20 ml hacme balon jojede metanol
ile tamamlandi.

Ritalin test ¢ozeltisi (750 pg/ml): Hazirlanan 1000pg /ml‘lik stok ¢ozeltisinden 7.5 ml

alind1 10 ml hacme balon jojede metanol ile tamamlandi.

Ritalin test c¢ozeltisi (500 pg/ml): Hazirlanan 1000pg /ml‘lik stok ¢ozeltisinden 5 ml alind1
10 ml hacme balon jojede metanol ile tamamlandi.

Ritalin test ¢ozeltisi (250 pg/ml ): Hazirlanan 1000pg /ml‘lik stok ¢ozeltisinden 2.5 ml alind1
10 ml hacme balon jojede metanol ile tamamlandi.

Ritalin test ¢ozeltisi (100 pg/ml ): Hazirlanan 1000pg /ml‘lik stok ¢ozeltisinden 1 ml alind1
10 ml hacme balon jojede metanol ile tamamlandi.

Ritalin test ¢ozeltisi (S0pg/ml ): Hazirlanan 1000png /ml‘lik stok ¢ozeltisinden 0.5 ml alind1
10 ml hacme balon jojede metanol ile tamamlandi.

Ritalin test ¢ozeltisi (25 pg/ml ): Hazirlanan 1000pg /ml‘lik stok ¢ozeltisinden 0.25 ml alind1
10 ml hacme balon jojede metanol ile tamamlandi.

Ritalin test cozeltisi (100 pg/ml ): Hazirlanan 1000pg /ml‘lik stok ¢ozeltisinden 0.10 ml

alind1 10 ml hacme balon jojede metanol ile tamamlandi.

Stok cozeltileri, kalibrasyon egrilerini hazirlamada ve geri kazanim c¢aligsmalarinda kullanildi.
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2.4. Yiiksek Performansh ince Tabaka Kromatografisi Kosullar:

1 mg/ml stok Ritalin® c¢ozeltisi Wincats software 1.3.2 (Camag, Switzerland) kontroliindeki
plakaya en az 36, en ¢cok 72 numune tatbik edebilen, robotik bir siringa sistemine sahip
ornekleyici (ATS 4) yardimiyla numunelerin, belirlenen miktarda x-y diizleminde, uygun
mesafelerde azot gazi altinda, bant veya spot seklinde uygulanmistir. Bu yolla Plakalar
iizerine hapsedilen numuneler ADC 2(Camag, Switzerland) yardimiyla yiiriitiildii. izokratik
tank iinitesi (ADC2), geleneksel ITK’ deki kapal1 bir tank sistemini temsil eder. Bu otomatik
cihaz sayesinde tank icindeki sicaklik, nem, kurutma ve satiirasyon kontrolii saglanmakta ve
bu sayede bir validasyon parametresi olan tekrar edilebilirlige olanak tanimaktadir. Biitiin
tayinlerde Pre-coated silica gel aluminium plates 60 F254 (20 - 10)(Merck, Darmstadt,
Germany) plakalar1 kullamlmistir. Daha sonra plaka, aymrimi gergeklesen lekelerin
densitometrik olarak degerlendirilmesi icin tigilincii cihaz olan tarayici {nitesine (TLC
Scanner3) uygun sekilde yerlestirilmistir. Densitometri, plaka iizerindeki her bir lekeye
gonderilen 1s181n siddetinden, yansiyan 1s1gin siddeti ¢ikartilarak elde edilen spektrumdan

bilesenin derisimine, miktarina iligkin bilgi elde etmeyi saglamaktadir.

Slit dimension(yarik araligl) 4.0 mm-0,20 mm, tarama dalga boyu 200nm, tarama hiz1
20mm/s ve veri toplama 100 [m/bsk olarak belirlenmistir. D, ve W lambalar1 kullanilmus,
Mobil faz diklorametan- aseton- amonyak ( 7:3:0.2 v/v ) sistemi olarak belirlenmistir. Her bir
kromatografi i¢in 10 ml mobil faz kullanilmig, mobil faz i¢in saturasyon zamani bagil nemin
60 % =+ 5 oldugu oda sicakliginda (25 % C % 2) 20 dk. olarak belirlenmistir. Kromatografik
plakalar yiiriitiildiikten sonra 4dk kurutulmakta ve 200 nm de Wincats software 1.3.2 (Camag,
Switzerland) kontroliindeki dansitometrik tarayici 3 yardimiyla taranmaktadir.

Degerlendirme lineer regresyon ve pik alanlar dlgiilerek yapilmaktadir.



Standart ve Smek haziwlama Kromatografik tabaka segimi

.

On vyikamah tabaka

Standart ve drmegin uysulanmast

!

Eromatografik ilerleme

|

r otomatik
TLC tarawic 3 L"in'r Kabﬂl

winCATS software Chamber ADC 2

Sekil 10: Yiiksek Basingli Ince Tabaka kromatografisi Prosediir semasi

2.5.Metod Validasyon Basamaklar
Secicilik (selectivity)

Mobil faz olarak sirasiyla etanol:amonyak(100:1.5),
etilasetat:metanol:amonyak (85:10:5),
toluen:aseton:etanol:amonyak(%25)(67:25:5:3),
etilasetat:metanol:amonyumhidroksit(90:7:3),

~
Spotlann belirlenmesi taranmasi ve ddkiimantasyonu %{
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diklorametan:aseton(80:20) ve diklorametan:aseton:amonyak(7:3:0.2) sistemleri denenmis en

uygun yiiriitiicii sistem olarak Diklorametan: Aseton: Amonyak ( 7:3:0.2) sistemi secilmistir.
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1 mg/ml standart Ritalin® cozeltisinin 200- 400 nm araligindaki spektrum taramasi
yapilmistir. Linearite her bir konsantrasyondan(100,250,500,750,1000 ng) ticer kez TLC
plakasina uygulanarak hesaplandi. Pik alani ve konsantrasyon parametreleriyle kalibrasyon
egrisi ve correlation coefficient hesaplanmis, standart Ritalin® kromatogrami Sekil 12’te

gosterilmistir.

Dogrusallik/6lciim arahig: (linearite/workingrange)

Olgiim araligi; yontemin kesinlik, gerceklik gibi kriterleri kabul edilebilir diizeylerde
kargilayabildigi analit konsantrasyonu aralifidir. Ol¢iim araligmin alt sinirt 6lgiim limiti
(LoQ) dir. Lineer araligimiz 100-1000 ng/ml, LoQ Degerimiz 225 ng/spot olarak

bulunmustur.

Tanmmmlama limiti (limit of detection-LoD)

Tespit limiti; analitin, bir “bos” 6rnektekinden istatistiksel olarak onemli 6lciide farkli olan en
diisik konsantrasyon diizeyidir. Analiti diisiik diizeyde farkli konsantrasyonlarda igeren
orneklerle olusturulan kalibrasyon denklemi ile LoD hesaplamasi yapilmistir. Calismamizda

tanimlama limiti hesaplama yontemlerinden 3. yontem kullanilmistir.

Olciim Limiti (LOQ)
Olgiim limiti; kabul edilebilir kesinlik(precision) ve gergeklikle (trueness) 6lciilen en diisiik

analit konsantrasyonudur. Calismamizda LOD’nin 3 kat1 olarak hesaplanmustir.

Dogruluk ( Accuracy)
Bir 6l¢iim yonteminin dogrulugunu tanimlamak icin iki terim kullanilir : kesinlik (precision)

ve trueness(gerceklik)

Kesinlik (Precision)
Tekrarlanabilirlik kogullar: : Ayn1 yontem, ayni test ornegiyle ayni lab.da, ayni analist ve ayni
ekipmanla ayni1 giin i¢inde yapilmustir.

Calismamizda kesinlik; rolatif standart sapma (RSD) olarak ifade edilmistir.
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Gerceklik (trueness)
Olgiim (analiz) sonuglar ile, ornekteki gercek analit miktar1 arasindaki uyumun derecesidir.
Gergeklik calismalart madde icermeyen numuneye madde ilavesiyle olusturulan orneklerle

(geri alma-recovery testleri) yapilmistir.

2.6. Ekstraksiyon
Bulgusu aranan maddelerin biyolojik materyalden izolasyonlar1 i¢in Sivi sivi eksraksiyon

(SSE)teknigi uygulanmustir.

Siv1 siv1 ekstraksiyon (SSE) yontemi:

Idrar ve tiikriik numunelerindeki maddelerin analizleri i¢in uygulanan bu yontem 6nce secilen

ritalin® standartlarinin bos idrar ve tiikriik 6rneklerine ilave edilerek yapilmistir.

e ID’er ml idrar ve tiikkriik numunelerinin igersine esit hacim cesitli derisimlerde
Ritalin® ilave edilerek pH-10-12’a 0.1 N NaOH ile ayarlandi.

e Numune iizerine 2 ml diklorometan ilave edildi.

* 2 dakika vortekslendi.

* Daha sonra numune 3500 rpm’de 2 dk. santrifiijlendi.

« Santrifiijlenen numune 40°C’de N, gazi ile ceker ocak altinda kuruluga kadar

ucuruldu.

Kalan kissm 1 ml metanol ile ¢oziilerek Yiiksek Performansli Ince Tabaka

Kromatografisi(YPITK) cihaz1 viallerine koyulup analize hazir hale getirildi.
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LC-MSMS Calisma Kosullari
Metil fenidat’in nitel olarak teyidini yapmak iizere kullanilan LC-MSMS yonteminde cihaza

ait optimize edilmis analiz kosullar1 asagidaki sekilde verilmistir.

Dedektor: 1300V

CID Gas Pressure: 2.40m Torr

ESI needle voltage (+): 5000.00 Volt
ESI shield voltage (+): 600.00 Volt
Drying gas temperature:300.00°C
API housing temperature: 65.00 °C
Nebulizer gas pressure: 55.00 PSI
Drying gas pressure: 35.00 PSI
Kolon Firin Sicakhgr: 30 °C

Pompa programi:

Zaman % A % B Akis
0.00 50.0 50.0 0.300 (mL/dak)
10.00 50.0 50.0 0.300 (mL/dak)

Mobil A: SmM Amonyumformat (suda)
Mobil B: SmM Amonyumformat (metanolde)

Ql Q3 Capiller Coll.E. Dwell Time
Ritalinik asit 220 84 40.0V 15.0V 0.20

Tasiyic1 gaz : Azot

Elde edilen LC MS/MS Ritalinik asit (220 - 84) piki sekil 16’da verilmistir.
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III. BULGULAR

[.U.AAli Tip Enstitiisii Adli Toksikoloji Labotaruvari’nda gerceklestirilen bu calisma,
Ritalin® ‘in Yiiksek Performanshi Ince Tabaka Kromatografisi(YPITK) ile UV
spektrumunun alinmasi, Ritalin®’e ait kalibrasyon c¢ozeltilerinden olusan toplu
kromatogramlarinin gosterimi  ve bu kromatogramlarin yorumlanarak Ritalin®’e ait
kalibrasyon grafiginin elde edilmesiyle gerceklestirildi.
Calismanin asamalar asagidaki gibi gerceklestirilmistir.

e Uygun mobil faz elde etme ¢aligmalari

e Ritalin® ‘in Yiksek Performansli Ince Tabaka Kromatografisi(YPiTK) ile UV

spektrumunun alinmasi
e Kalibrasyon grafiginin ¢izilmesi
e LOD ve LQD degerlerinin belirlenmesi

e QGeri kazanim

Uygun Mobil Faz Eldesi:

Sirasiyla etanol:amonyak(100:1.5), etilasetat:metanol:amonyak (85:10:5),
toluen:aseton:etanol:amonyak(%25)(67:25:5:3),etilasetat:metanol:amonyumhidroksit(90:7:3),
diklorametan:aseton(80:20) ve diklorametan:aseton:amonyak(7:3:0.2) istemleri denenmis en

uygun yliriitiicli sistem olarak Diklorametan:Aseton:Amonyak ( 7:3:0.2) sistemi secilmistir.

Ritalin® ‘in Yiiksek Performansh ince Tabaka Kromatografisi (YPITK) ile UV
Spektrumu:
1 mg/ml standart Ritalin® cozeltisin 200- 400 nm araliginda spektrumunun goriintiilenmistir.

Birinci absorbsiyon 200 nm (max) ikinci absorbsiyon 254 nm de belirlenmistir.
Kalibrasyon Egrisi:
100-1000 ng/spot derisim araligindaki dogrusalligi r* = 0.99931 olarak bulundu. Linearite her

bir derisimden(100,250,500,750,1000 ng) iicer kez TLC plakasina uygulanarak hesaplandi.

Pik alam ve derisim parametreleriyle kalibrasyon egrisi ve correlation coefficient hesaplandi.
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RSD %.0.06 olarak bulundu. Metod validasyon parametreleri Tablo 4’te gosterildi. Standart
Ritalin® kromatogramu Sekil 12’°te gosterildi.

[al o ~ [au

400 o — 400

2000 2500 2000 [nm] 4000

Sekil 11 : Ritalinin UV spektrumu

Tablo 4:Ritalin® tayini i¢in TLC densitometrik methodun gecerli kilinmasi

Validation parametreleri Sonuclar

Linearite aralig1 (ng /spot) 100-1000
Korelasyon katsayisi (r2) 0.99931

Kalibrasyon denklemi Y =3219X+39411
RSD Rolatif Standart sapma (%) 0.06

LOD (ng/ spot) (dedeksiyon limiti) 75

LOQ (ng/ spot) (6l¢iim limiti) 225

Tiikriik geri kazanim % 93

Idrarda geri kazanim 9 15

X: Pik alani, Y:derisim (ng/spot)
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All tracks @ 200 nm
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Sekil 12: Ritaline ait kalibrasyon ¢ozeltilerinden olusan toplu kromtaogramlarinin gosterimi

(Kalibrasyon Cozeltileri sirasiyla 100, 250,500,750,1000 ng/spot) Rf:0.52
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Substance: Ritalin @ 200 nm Regression made: Linear

Reqiession via area = 3941 +3219%K 1= 093331 sdv= 295 %

3500

2000

1500

0
0.00 200.00 400.00 £00.00 200.00 1000.00

4|+ |\ Substance summal Graph height A Graph area

Sekil 13 :Ritalinin elde edilen sistemde dogrusal araligin1 gosteren kalibrasyon grafigi (100-
1000 ng/spot)

Kesinlik: 6rnek uygulama ve pik alanlarinin 6l¢iim tekrarlanabilirligiicin % RSD 0.06 idi.
farkli derisimlarda pik alanmin Olciilmesi sonucu RSD degerinin diisiik degeri (<1%)

ongoriilen metod kesinliginin mitkemmelligini gostermektedir.

LOD ve LOQ :

Farkl1 derisimlarda (10,25,50,100 ng/spot) hazirlanan standart ¢cozeltilerden TLC plak iizerine
farkli hacimlerde ekimler yapildi. Elde edilen Kalibrasyon grafigi yardimiyla 6lgiilebilir en
kiigiik deger olan LOD (ng/ spot ) degeri 75 ng/spot,LQD (ng/spot) degeri 225 (ng/spot)

olarak belirlenmistir.

Geri Kazanim (recovery): Uygun matrikslere spike edilen 6rneklerin dl¢iimii igin
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onerilen yontemin kullanilmasi ile elde edilen ortalama geri kazamimlar idrar ve tiikriikte

sirastyla %75 ve % 93 tiir

All trads @ 200 nm
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Sekil 14: Tiikriik geri kazanim kromatogrami (1000ng/spot)

Tablo S : tiikriik geri kazanim veri tablosu

Tikrik  geri 1 2 3 4 5 standart
kazanimi

(1000ng/spot)

height x (calc)

% 93 577891 6445,7 5879,2 6325 6292,35 6544
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Sekil 15: Idrarda geri kazanim (1000-750-500-250-100ng/spot

Tablo 6 : Idrar geri kazanim veri tablosu
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[drar geri kazanmm
% 75

standart

Idrar geri kazanim
(1000ng/ml) height
x (calc)

4036.52

4042.01

4035.03

4041.09

4036.42

5533,22

Idrar geri kazanim
(750ng/m)
height x (calc)

2921.3

2881.20

2958.16

2920.2

2883.21

3883

Idrar geri kazanim
500ng/ml)  height
X (calc)

1960.58

1963.36

1422.69

1962.10

1961.63

24721

Idrar geri kazanim
250ng/ml)  height
x (calc)

854.02

899.45

967.41

899.25

855.55

5967,57

Idrar geri kazanim
100ng/ml)  height
x (calc)

404.9

398.69

488.78

405.01

397.01

558,5
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IV. TARTISMA ve SONUC

Kotiiye kullanilan veya kullanilma ihtimali olan maddelerin analizi sonucunda verilen analiz
sonucu ve raporu bir laboratuar delili niteliginde oldugundan, bu siniftaki tiim maddelerin
analiz metodunun veya metotlarinin performansinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi en
temel adimdir. Ritalin bu smniftan bir madde oldugundan aragtirmalarinda kullanilan biitiin
metotlar gercek Ornek analizine baslamadan 6nce mutlaka gecerli kilinmali ve performans
kriterleri tayin edilmelidir. Bu adimlar analiz siiresince ortaya cikabilecek problemler ve
stipheler icin bir sigortadir. Validasyonla ortaya c¢ikan sorunlar en az diizeye indirilebilir. Bir
laboratuvar istenilen limitlere gore ¢ok hassas bir metot gelistirse bile bu diizenli araliklarla

kullanim suresince yeniden gecerli kilinmalidir.

Gelistirdigimiz metodumuzun dogrusal araligt  100-1000 ng/spot’dir. Ritalin®’in
uyguladigimiz YPITK de Rf degeri 0.52 olarak bulunmustur. Tekrarlan 4 analiz bulgusunda
Rf degeri 0.53-0.52-0.52-0.52 seklindedir. Elde edilen Ritalin® spektrumlarimiz (Sekil 11)
deki gibidir. Bu spektrumlarin tekrarlanan analizlerdeki spektrumlarinin ayni verilere sahip
olmas1 yani 200, 254, 315 ve 360 nm lerde en yiiksek absorbans Amax gostermesi ve bu dalga
boylarinda elde edilen kalibrasyon egrimizin elde edildigi diisiiniildiigiinde Oniimiize gelen
numunenin Y = 3.219 X + 39.411 denklemine sahip kalibrasyon grafigi yardimiyla Ritalin®

nitel ve nicel analiziyle saglam delil elde edilmesinde yardimc1 olacaktir.

Levine B. ve ark. (1986) calismasinda Metilfenidatin asir1 doz Intravensz enjeksiyonu sonucu
Olimle sonuglanan kazada Postmortem doku konsantrasyonlari: kan 2.8 mg/L, safra
5.7 mg/L, bobrek 3.0 ug/g, karaciger 2.1 pg/g, mide igerigi 1.6 mg (total) seklindedir. B.
Schubert calismasinda elde ettigimiz bilgilere gore uyuklama ya da hiperaktivite belirtileri
gosterek tutuklanan 6 siiriiciiniin metilfenidat idrar konsantrasyonlarmin 0.8 ile 40 mg/L

(ort.16) arasinda oldugu bildirilmistir (Internet Ref. No:8) .
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Dugal ve ark.(1978) yaptig1 calismada idrar numunelerinde Gaz kromatografisi kullaniminda
metilfenidat i¢in tanimlama limiti LOD 30 pg/L , Vu-Duc T. ve Vernay A.,(1992) birlikte
yuriittiigii calismada gaz kromatografisi kullantminda ritalinik asit i¢in tanimlama limiti LOD
50 pg/L olarak ifade edilmistir.

Milberg R. M. ve ark.(1994) gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi ile yiiriittiigii calismada
metilfenidat ve ritalinik asit i¢in yaklasik tanimlama limit degerleri 2 pg/L ve 60 pg/L olarak
bildirilmektedir.

Yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi ile yaptigimiz caligmada tanimlama limiti
LOD 75 ng/spot ve hesaplama limiti 225 ng/spot olarak bulunmustur. Bu bulgular tabakaya
bir tek uygulama ile elde edilmistir. Uygulamalarin iist tiste tekrarlanmasiyla bu limitlerin ¢cok
daha altina inilecegi anlasilmistir. Idrar ve tiikiiriik rneklerinin geri kazanimlarindaki %75
ve % 93 liik basan ile gelistirdigimiz yontem sayesinde giiniimiizde artmakta olan Ritalin®
suistimali vakalarinin aydinlatilmasinda bize 1s1k tutmasi1 beklenmektedir. Rolatif Standart
sapmasinin (% RSD) diisikk olmasi, giin i¢i degisimlerde sapmanin biiyiik degisiklikler

gostermemesi, metodun giivenilirligini ortaya koymaktadir.

Yiiksek Performanshi Ince Tabaka Kromatografisi (YPITK) sistemleri icin olusturulan ve
gecerli kilinan metot; Uyusturucu-uyarict  madde analizleri ile ugrasan herhangi bir
laboratuarda genel bir tarama testi olarak kullanilabilecek, bunun yani sira metilfenidat ve
metabolitlerini ihtiva eden numuneler i¢in nicel ¢alismada da kullanilabilinecektir. Metot,
tirevlendirme ve cekitleme gibi bir 6n hazirlik istemediginden uygulanma maliyeti diisiik

olacak ve zamandan kazandiracaktir.

Adli Tip Kurumu’ndan alinan izinler ¢ercevesinde yapilan arsiv taramalarinda son 10 yil
icersinde Adli Tip Kurumu’nda Metilfenidatla ilgili bir rapora rastlanmamistir. Fakat
amfetamin kullanimi ile ilgili genelleme yapilarak pek cok raporun verilmis oldugu
gozlemlendi. Son yillarda artan metilfenidat’in kotiiye kullanimuiyla ilgili gelisen vakalarin ve
bu vakalarin artisnin Yiiksek Performansli Ince Tabaka Kromatografisi (YPITK) ile
gelistirdigimiz metod gibi bir metodun daha ©Once kullanilmamasindan kaynakli bir

amfetamin genellemesiyle gdzden kacgabilmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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V.OZET

Son yillarda metilfenidat iiretimi artmis bulunmaktadir ve bunun % 90’1 A.B.D. de
tiiketilmektedir. ilacin elde edilebilirliginin artmas:1 kotilye kullanimi korkusunu da
arttirmaktadir; daha cok gencler Ritalin’i ezerek burundan iiflemekte ve recete edilen ilacin
tek tableti 5 $’a satilmaktadir. Son yillarda acil servise gelen metilfenidat'in kotiiye kullanimi
ile ilgili olgular da go6zoniine alindiginda, dikkatleri bu konuya c¢evirebilmek icin
“metilfenidatin ~ kotilye kullammminda idrar ve tiikriikte belirlenmesi” konulu calisma

yapilmistir.

Bu nedenle metilfenidatin analizi i¢in yeni, basit, duyarli, dogru ve kesin yiiksek performansh
ince tabaka kromatografik metodu gelistirildi ve valide edildi. Optimizasyon c¢alismalari
Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisi Toksikoloji Laboratuarinda 5 basamakta
gerceklestirildi. Bu calismada validasyon calismalar i¢in incelenmekte olan parametreler :
yliriitme oda sicakliginda 2 bolmeli cam kabin i¢inde, mobil faz olarak
Diklorametan: Aseton:Amonyak ( 7:3:0.2) (v/v) kullanilarak gerceklestirildi. Metilfenidat i¢in
Rf degeri (Rf 0.52 + 0.02) olarak elde edildi. Tarama 200 nm absorbansta gerceklestirildi.
Kalibrasyon egrisinin dogrusal regrasyon analizi 100-1000 ng/ ml konsatrasyon araliginda
pik alanlar1 arasindaki iyi dogrusallik iligkisi (12 = 0.99931) olarak gosterildi. Metod
kesinlik,geri kazanim, spesifiklik, tanimlama ve 6l¢iim limitleri i¢in valide edildi. Tanimlama
ve 6lciim limitleri sirastyla 75 ve 225 ng/spot’dir. Idrar ve tiikriikteki geri kazanim % 75 ve %

93 bulundu.
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VL.SUMMARY

At last recent years the production of ritalin is increased and 90 % of these are comsumed in
U.S.A. The easy purchase of the drug increase the fear of abuse mostly the young people
crush ritalin snorting and the one tablet of prescribed drug is sold for 5 dollars lastly. At the
last recent years the cases consulted of abuse of ritalin to the emergency room in Turkey is
taken into account for call attention to this issue the subject investigation of methylphenidate

abuse in urine and saliva is done as thesis .

Therefore a new, simple, sensitive, accurate and precise high-performance thin-layer
chromatographic method for quantification of methylphenidate was developed and validated.
Optimization studies take form 5 steps at Toxicology Laboratory of Forensic Science
Institute, Istanbul University. In this study, the following parameters were taken under
consideration for validation studies : linear ascending development with
Diklorametan: Aseton:Amonyak ( 7:3:0.2) (v/v) as the mobile phase was performed at room
temperature (25 + 2°C) in a twin-trough glass chamber. Compact bands (Rf 0.52 + 0.02) were
obtained for methylphenidate . Scanning was performed in absorbance mode at 200 nm.
Linear regression analysis of the calibration plots showed good linear relationship between
peak area (12 = 0.99931) in the concentration range 100—1000 ng/ spot. The method was
validated for precision, recovery, robustness, specificity, and detection and quantification
limits. The limits of detection and quantification were 75 and 225 ng/spot ,respectively. The

average urine and saliva recovery of the method was 75 % and 93 %.
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