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GIRIS VE AMAC

Son yillarda en sik gorulen hastaliklardan biridéggresyondur. Bu hast@h
tedavisinde, antidepresanlar kullaniimaktadir. Sadlarda antidepresan kullanimi
yayginlgmistir [1]. Casimizda antidepresan kullaniminin artmasiyla beliktou
preparatlara ait etken maddelerin analizleri 6nexmakmaktadir. Antidepresanlarin,
Ozellikle de kan, idrar ve gier biyolojik materyallerden tespitinde kullanilanatiz

yontemleriyle ilgili calsmalar hiz kazanrgtir.

Ulkemizde Gulhane Askeri Tip Akademisinin(GATA),ilagervisine yapilan
intihar girisimi vakalar, acil bgvurularinin énemli bir bolimani afturdusu ve
yuksek doz ilagla yapilan intihar gimlerinde en sik antidepresan ilaglar

kullanildigi belirtilmistir [2].

Antidepresan ilaglarin intihar olaylarindaki kulian siklginin artmasi
nedeniyle, Olumle sonuclanan olgularin aydinlagimadlimle sonuglanmayan
olgularda ise derhal detoksifikasyon ve antidotategsine gecilebilmesi agisindan,
olayda kullanilan maddelerin tayin yontemi 6nem dramaktadir. Bunun yaninda
madde kullaniminin trafik kazalarina etkisinin sardmasi gergi, dinyada ve
Ulkemizde Uzerinde durulmasi gerekemgedi 6nemli konulardan biridir [3,4]. Bu
nedenle bu tir olaylarda kullanilan maddelerin itegfe kullanilacak yontemin
hizli, segcici, guvenilir, hassas olmasi, gdo sonuca c¢abuk umak acisindan

onemlidir.

Toplumlarda Obsesif Kompulsif Kordinasyon Boz@d¢OKKB) nin
gOrulme orani oldukca yuksektir. Bundan dolayi,hastalgin tedavisinde kullanilan
ilaclar sikca kammiza ¢ikmaktadir. Giincel antidepresanlardan Biludksetin” dir.

“Fluoksetin” obsesif kompulsif bozukluk tedavisindéullaniimaktadir [5].



Ingitere’de kullanilan antidepresan sayisinin coksgl seviyelere ugaigi, tlkenin
Cevre Ajansi tarafindan bildiriimekte ve fluoksetetken maddesinin,  nehir
sistemlerinde ve icme suyu rezervi olarak kullaniger alti sularinda goérilmeye
bagladigl ayni ajanslarca ifade edilmektedir. Ancak, bu ydsallara dgitk dozda

uzun sureli maruz kalmanin etkileri hentiz bilinmé&tedir [1].

Diger bazi antidepresanlar gibi “Fluoksetin” in isteamnda ve/veya der
ilaclarla beraber alinginda istenmeyen bazi etkiler ortaya c¢ikmaktadir.n So
zamanlarda meydana gelen ilac ile zehirlenme aiala “Fluoksetin” oldukca sik

karsimiza ¢ikmaktadir [6].

Bu calgmada, “Fluoksetin” ile ilgili adli olgularda degteolmak Uzere
“Fluoksetin” ve metaboliti “Norfluoksetin”in, idrailan, Gaz Kromatografisi- Kiitle
Spektroskopisi (GC/MS) sistemi kullanilarak niced wnitel tayini icin yontem

gelitirilmi stir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Depresyon

Depresyon sozd@iintn Latince koku “depressus” tursa& dogru bastirilan,
gamlh, kederli anlamina gelir. Depresyon; bir duydurum bozuklgudur. Bali
bagina bir hastallk olarak gorulebifgli gibi alkol, uywturucu, uyarici madde
kullanimi sirasinda, bazi ilaglarin tedavi amacigldlaniminda, bazi metabolik
hastaliklarda ve kanser gibi sorunlara ikincil akada gelebilir. Depresyondaki bir
kisinin hayata balgiacisi dgisir. Artik kisi Umidini kaybetmgtir, kendisini ve iginde
bulundwgu cevreyi bombg anlamsiz, zevksiz, dersiz hissetmektedir[7,8].

Dunya S#&lk Orgiitii verilerine gore, hem ggthis hem de gejimekte olan
ulkelerde, her 4 kiden birinde hayatin herhangi bir doneminde bidgabirden fazla
ruhsal veya davragsal bozukluk gefimektedir. Dunya Sgik Orgitl, depresyonu,

“mutsuzluk, aktivitelere olan ilgi kaybi ve enegralmasi ile karakterize olan, sik

gOrulen ruhsal bir bozukluk” olarak tanimigtm.
Genel olarak depresyondaki semptomlari 4 alandayalpiliriz:

1. Duygudurum alani: ¢okkin, kederli, Gzgun ve aciicveduygular

hastanin kendisi tarafindan s6ze dokiilebilir.

2. Psikomotor etkinlik: daha siklikla psikomotor hasdkrde yavglama,

yorgunluk, bitkinlik, kongmada yavglama ve psikomotor ajitasyonda olabilir.

3. Biligsel Alan: Digunce iceginde kayip dglnceleri, umutsuzluk,

yetersizlik, dgersizlik, sucluluk ve 6lum diinceleri olur.

4. Vegetatif alan: Uyku vatiah bozukluklari gézlenir[9].



2.1.1. Depresyonun toplumdaki siklik ve yayging

Depresyon butin hastaliklar arasinda en sik gdeiitiem biridir. Bebeklik
donemi de icinde olmak Uzere hemen hegta/abglayabilr.  Depresyonun
toplumlardaki yayginlk orani %9-20 arasinda hildiektedir. Bir Kginin yasami
boyunca depresyon belirtilerini ggma olasiii % 15’ tir. Bu olgularinin yarisi 20

ile 50 yaglar arasinda ortaya ¢ikmaktadir.

Genel gozlem bu hastain Glke ya da kulttrel farklihklardan pensiz olarak
kadinlarda erkeklere gore iki kat daha fazla gaigid seklindedir. Ygam boyu
hastalanma riski ise; erkeklerde %8-12, kadinlan #20-26'dir. Bu durumun
hormonal farkliliklara, dgum yapmaya, ¢#li psikososyal faktorlere maruz

kalmaya bal olarak geltigi distiinilmektedir [10,11].
2.1.2. Depresyonun Siniflandiriimasi

Duygu durum bozukluklari kategorik olarak normaldayriima dizeyine,
dogal dykulerine, ailesel siklik, seyir, sonlanim eelaviye yanitlarina gore gt alt

gruplara ayrilimaktadir. Bu siniflandirma sistegagada verilmitir:
1. Depresif Bozukluklar
2. Bipolar bozukluklar

3. Genel tibbi duruma ve madde kullanimina glbaduygudurum

bozukluklari

4. Baka turlt adlandirilamayan duygu durum bozgkid 2].



2.1.3. Depresyon Tedavisinde Kullanilan Yontemler

Tedavi yontemlerini 3 ana grup altinda toplamak ikimaldir. Bunlar:

* Antidepresan ilaglarla tedavi

e Psikoterapi

e Elektrokonvulsif Terapi (EKT)

Antidepresan ilaglar, depresyon tedavisinde kudanilaclardir. Depresyona
girmis her 100 hastadan 70-80'i gga hicbir midahaleye gerek kalmadan, sadece
ilac tedavisiyle duzelir. Kalan %20-30’luk gruptsei psikoterapi veya elektak

turiinden ekstra ggimlere ihtiyag duyulur.

Depresyonda beyinde serotonin, noradrenalin, dapanaiddeleri azalrgtir.
Bunlar duygu ve d{iince hayatini dizenleyen maddelerdir. Antideprasahbl
maddelerin miktarini arttirarak etkilerini gosttir Antidepresan ilaclarin 6 ay ile 1

yil arasi kullaniimasi gerekmektedir[12].
2.2. Antidepresanlar

Depresif bozukluklarin tedavisinde kullanilan i@clantidepresanlar olarak
adlandiriimaktadir. Bu ilaclarin g@r ruhsal ve bedensel bozukluklardaki etginin
gosterilmesi sonucunda kullanimlari buyuk bir hidatmaktadir. Ayni ilaglar
anksiyete bozukluklari, uyku bozukluklar, yeme widaklari, cinsel glev
bozukluklar, duarttd denetim bozukluklar, enurezikturna, &r proflaksisi,
fibromiyalji, periferik néropatiler, premenstrieistbrik bozukluk gibi pek ¢ok tani

grubunda kullaniimaya Banmstir[12,13].



Antidepresanlargu sekilde gruplandirabiliriz:
e Monoamin oksidaz inhibitorleri

a)Secici olmayan ve geri doggiiz monoamin oksidaz inhibitorleri:

Iproniazid, izokarboksazid, tranilsipromin
b) Secici ve geri dory8iiz monoamin oksidaz inhibitorleri: Klorgilin

c) Secici ve geri donli monoamin oksidaz inhibitorleri: Moklobemid,

brofaromin, taloksaton, befloksaton, cimoksaton

o Trisiklik  Antidepresanlar: Imipramin, amitriptilin, desipramin,

klomipramin, nortriptilin, dothepin ve lofepramin

e Secici serotonin geri alim inhibitorleri(SSRI): &dpram, fluoksetin,

paroksetin, sertralin ve zimeldin

e Serotonin ve noradrenalin geri alim inhibitorle8GNRI): Duloksetin,

venlafaksin, milnasipran

e Serotonin geri alim inhibitéri ve 5-Hblokorleri (SARI): Nefazodon ve

trazodon
e Noradrenalin segici geri alim inhibitérleriNARIReboksetin

e Noradrenalin ve dopamin geri alim inhibitorleri (RD: Bupropion ve

minaprin

o Noradrenerjik ve spesifik serotonerjik antideprémgNaSSA):

Mianserin, mirtazapin ve idozoksan
e Kismi 5-HTi, agonistleriipsapiron, gepiron, buspiron

e GABAmimetikler: Fengabin, progabid



e Benzodiazepinler:Alprazolam, adinazolam ve zometapi
e Digerleri; Tianeptin[12]
2.2.1. Antidepresanilaclarla Zehirlenmeler

Antidepresan ilaglarla zehirlenmeler bilylk orandahar amaciyla yuksek
doz ilag almi veya yasl kullanim sonucunda omaktadir. Intihar girkimi,
toplumlarda ve sosyodemografik gruplarda farkl ntaeda gorilen 6nemli bir
mortalite nedenidir. Sk sorunlarinin ¢ézuminde o6nemli adimlar atan bati
toplumlari, bireyin sorunlarini ¢ézmede ayni oratwdgari olamamylardir. Bunun
sonucunda intihar, 6lim nedenleri arasinda dahaselikoir siraya yukselgtir.
Intihar girsiminde bulunanlarin % 95'inde tani konabilen birhsal bozukluk
bulundgu bildiriimektedir. Bu grubun % 80'ini ise depresibozukluklar
olusturmaktadir. Bgka bir deysle depresif bozukluklar intiharin en 6nemli nedéenin
olusturmaktadir. Gecrgie depresif bozukluklarin blylk 6lgtide taninmigdibu

nedenle de 6nemili bir kisminin tedavi edilnge@ilinmektedir [2,7,8,9].

Intihar egilimi olanlar agisindan en kolay intihar yollarimdabiri, elinde
mevcut olan ilaclar yuksek dozda almaktir. Bazstakarin bir sire ilag kullanip
kismen lyilgtikten sonra intihar edecek gucu bulabilmesi, dsiprbozukluklari
tedavi eden tum hekimlerin dikkat etmesi gerekenkbnudur. Airi doz aliminda
Oldurtcu olabilen antidepresanlar icin recete wkeh en fazla on gunlik doz

yazilmasi airl dozdan 6lumleri 6nleyebilir.



Turkiye'de antidepresan ilaglarin recetesiz sasimge kolayca temin
edilebilmesi de bu ilaglarin 6ldurici etkilerinldn kisilerin elinde dnemli bir intihar

aracina dongimesini kolaylatirmaktadir [10].
2.3. Serotonin

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT ) p@msak mukozasinda L-triptofandan
sentezlenir. Kan triptofan seviyesi beyindeki senot sentezini etkileyen
faktorlerden biridir. Triptofan miktari ne kadar lcmlursa beyinde serotonerjik
noronlar tarafindan sentezlenen serotonin miktatara Bu nedenle triptofan
aminoasidinin fazlaca bulungu yiyecekler ile beslenme sonucu hemen serotoninin

hemen orta derecedeki sedasyon etkisi ortaya greidiedir.

“Serotonin birgok fonksiyonu olmasina graen bunlarin ¢ok kuguk bir
bolimand  bilmekteyiz. Bir noérotransmitterin  bu derdens bir fonksiyonel

yelpazeye sahip olmasi, insan zekasinin gizendékihda bize bilgi vermektedir.”

Bu cumleler serotonini ilk kez izole eden ve fowgksiarina dair ilk

spekilasyonlar Greten |.H.Page tarafindan 20ryidala bir stire 6nce yazilgtr.

Serotonin, beyindeki mutluluk, aci, egeli panik, uyku gibi aktiviteleri
duzenleyen bir sinir-ileticidir {feurotransmitter ve depresyon nedeni ile intihar eden

kisilerde serotonin miktarinin gik oldusu goézlenmitir [14].
Y
HO._ = MNH
N
H

Sekil 2.1: Serotonin molekulinin yapisi



Triptofanin  hidroksilasyonu sonucu ortaya cikan i8rbksitriptofan,
sinaptik araliktaki serotonin, serotonerjik nér@nntinaline geri alinir. Bu gerialinim
trisiklik antidepresanlar veya fluoksetin gibi atip antidepresanlar ile potent bir
sekilde inhibe edilir. Serotonerjik noéron terminainalinan serotonin Monoamin

Oksidaz — A (MAO-A) enzimi ile katabolize edilir 2.
2.3.1. Serotonin Geri Alim inhibitorleri:

Noronlar tarafindan serotonin geri alinimi (re-épfainhibe eden ilaglar,
antidepresor etki oftururlar, fakat etki mekanizmalari tam olarak aiiag
desildir. Cunkd geri alinim inhibasyonu ghurma etkileri hemen ortaya c¢ikmasina
karsin antidepresor etkileri ancak 2-3 hafta sonekillenmektedir. Bu durum
antidepresan etkilerinin ortaya c¢ikmasinda karknabagka mekanizmalarin da

devreye girdiini gostermektedir [14].

Serotonin geri alimim inibitérleri depresyonsidda obsesif- kompulsif
bozukluklarin ve panik ataklarin tedavisinde deldkulirlar. Bazilarinin anoreksijen
etkileride vardir. 5HT geri aliniminin spesifik ipitorleri, fluoksetin, fluvoksamin,
paroksetin, sitalopram, sertralin ve trazodon'@&u geri alinim inhibitdrleri anglo-
sakson literatirinde SSRI (selective serotonin pteke inhibitors) diye

adlandirilirlar [12].



2.4 Fluoksetin

Fluoksetin 1987’de ABD'de ilk piyasaya cikan Seg@&eri Alim Inhibitori
(SGADdir. SGAI ile ilgili calismalarin ¢gu fluoksetinle yapilngtir. Major
depresyon, obsesif kompulsif bozukluk, bulimiya no2a, adet 6ncesi sendromunda
kullanimi icin  FDA onay! vardir. Distimide, panikobuklukta, sosyal kaygi
bozuklysunda, bipolar depresyonun tedavisinde, mevsimstdktdf bozuklukta,
trikotillomanide, poststroke depresyonda, postmemabp sicak basmalarinda, alkol

ve sigara kesilmesinde ek tedavi olarak etkindir.

Fluoksetin, noroleptikler ve trisiklik antidepresan gibi CYP2D6 enzimi
tarafindan metabolize edilir. S6zu edilen bu ilag&YP2D6 enzimini inhibe eden
ilaclardir. Fluoksetin bu ilaglarla birlikte kulldtiginda, CYP2D6 enzimi daha c¢ok

inhibe edilecginden, uygulamada dikkatli olunmalidir [15].

Fluoksetin, oral yolla buylk oranda emilir. Bir B&lh ik gecs
metabolizmasina grar. Biyoyararlanimi %90 kadardir ve dozaglbalarak artar.
Emilimi, kapsul ve solisyon formilasyonlart yonindeénemli bir farkliik
gostermez. Metaboliti norfluoksetin de gugcliu birrigelim inhibitoéradar. D&ihm
hacmi, lipofiik diger ilaclar gibi ¢cok gestir.(14-100L/kg) Yuksek oranda
karacgerde metabolize oldgundan, karager klev bozuklgunda metabolizma
etkilenir. Atihm iki kata dek yavwgar. Bu nedenle kargir hastalarinda dikkatle
kullaniimalidir. Asir bobrek yetmeziinde birikme olabilec& kabul ediimektedir.

Bu nedenle doz azaltilmalidir.

Fluoksetinin tek dozda yari 6mri 48 saat iken, lgyen uygulamalarda 4
gune dek uzar. Metabolitinin yar1 émrt, ana molékkinden uzundur. Bu sureler,

fluoksetinin major metaboliti olan Norfluoksetinde1l5 gun kadardir. Uzun sureli
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fluoksetin kullanimlarinda, madde vicutta birikineeneden olur ve haftalarca
vicutta kalir. Bu, ilaca ara verme ya daMWaailaclarla olan etkilgm gibi konularda
g6z oninde bulundurulmasi gereken bir durumdiacin kesiimesi ile aktif ilacin
vicuttan tamamen atilmasi 1-2 ay zaman alabilir.nBdenle yoksunluk belirtileri
gbérulmez [17].Yuksek oranda idrarla, sdit oranda da ¢ki atilir. %10 kadari ise
dogrudan glukronik asitle konjuge olarak atilir. 20-8ig/gin dozlarinda ve sabah

tok karina alinmasi 6nerilmektedir [16].

Fluoksetin etken maddesini iceren ilaglarla tedarasinda, guvenli yan etki
profiine razmen, seyrek, fakasiddetli olabilen kanama vakalari bildirimektedir.
Fluoksetin kullanimi ile ekimoz, kanama vegeli hematolojik sorunlar ortaya
cikabildigi gibi, burun kanamalari hatta bazi durumlarda kgfakanamalari da
olabilmektedir [15]. Sinirlilik, uykusuzluk, gastrgestinal bozukluklar (bulanti,

daire) ve bgagrisi gibi kendine 6zgu bazi yan etkileri vardi6 [17].

Diger antidepresan ilaclar gibi MAO inhibitorleri ilge giri duyarllg
olanlarda kullanilmamalidir. Yari O0mru uzun aidudan fluoksetinden MAO

inhibitérlerine gecerken 5-6 hafta beklenmesi dmektedir [15].
2.4.1 Fluoksetin’ in Kimyasal ve Fiziksel Ozellikl@

Fluoksetin’ in kimyasal formuli GHigFNO dur. Molekul &irhgr 302,3

dur.Kimyasal adi: N metil 3 Fenil 3x(o,a,- tri floro-p-tolioksi)propilamin

FaC —@—O—CHCHQCHQNHCHE

SEKIL 2.2: Fluoksetin‘in kimyasal yapisi
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Fiziksel Ozellikleri:

Beyaz renkli,kristal yapilidir.

Erime Sicak}:

157.5-158.7 C sicaklik aragindadr.

Cozunurluk:

25° C de suda 50mg/ml, metanolde 250mg/ml, Kloroform#@a mg/mi dir.

Heksan, etilasetat ve benzende ¢dzinmez[16].

2.4.2 Norfluoksetin

Fluoksetinin en aktif metabolitidir.
Molekil Formult: GeH16FNO
Molekil Agirhgi: 295,26 [16].

- F

F

NH.

Sekil 2.3: Norfluoksetin Molektl Yapisi
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2.4.3 Fluoksetin ve Norfluoksetirile ilgili Analiz Cali smalari:

Fluoksetin etken maddesini iceren ilaglarin kufianisiklsl oldukca
yuksektir. Bu nedenle de fluoksetinin biyolojik reatalden tayini ve uygulanacak
analiz yontemi, gerek Klinik gerlerinin tespitinde, gerekse toksikolojik analidie
Onemlidir. Buna bgh olarak, son yillarda bu maddenin analiziyle lilgalismalarin
sayisi hizla artngiir.  Yaptgimiz  literatur  argtirmalarina  gore, gerek
formulasyonlarindan, gerekse sitle biyolojik materyalden fluoksetin tayini igin,
yontemler gedtirilmistir. Nevado B., ve ark., farmasotik preparatlarmdlaoksetin
tayini icin kapiler elektroforez yontemi gglrmislerdir [19]. Erturk S., ve ark. insan
plazmasinda, fluoresans dedektor kullanarak HPLQteydi ile fluoksetin ve
norfluoksetin tayini yapmglardir [20]. Maurer H., ve ark., sistematik tokdixgdk
analiz amaciyla, icinde fluoksetininde yer gldBGAI grubu antidepresanlarin ve
metabolitlerinin idrardan tayini icin GC/MS yontergelstirmiglerdir [21]. Fraser
A.D., ve ark.,, cezalarni, Kanada'da, rehabilitasyonerkezinde, cezalarini
tamamlamakta olan suclularin idrarlarinda, EIA (Enimmuno Assay) ve ELISA
(Enzyme Linked Immun Sorbent Assay) immunolojik yontemleriyle y&iatni
tarama testlerinde, pozitif ¢cikans¢é psikotrop maddelerin yanisira, fluoksetin ve
benzeri  antidepresanlarin  bulgularin,  GC-MS  yOmtenkullanarak da
dogrulamslardir [22]. Oztung A., ve ark., yeni bir tireviémde reaktifi kullanarak,
HPLC ve ITK yontemleriyle, fluoksetin ve bazi ammesanlari plazmadan tayin
etmglerdir [23]. Nevado J.J.B., ve ark., SGAI grubunddtalopram, fluoksetin ve
metabolitlerinin GC-MS yontemi ile tayinlerini yapglardir [24]. Daha o6nceki
yillarda Nash F.J., ve ark.,, fluoksetin ve norllsetinin plazmadan tayinini GC-
ECD ile gercekigirimiglerdir [25]. Wille S.M.R. ve ark.,, yeni jenerasyon

antidepresanlar yaninda fluoksetinin de plazmadBhGiDAD ve GC-MS yontemi
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ile tayinini yapmglardir [26]. Guncel problemlerden biri olan, ce\idili gi ile ilgili
olarak, Roberts P.,ve ark. tarafindan Oslo ve Rgeigre Komisyonlarinin listesinde
yer alan ve ylzey sularina ve kanalizasyonlarss&arlac maddeleri ile ilgili olarak,
HPLC/MS yontemini uyguladiklar camada, 7-34 ng/ml arginda fluoksetine

rastlanildgini bildirmiglerdir [27].
2.5. Ornek Hazirlama

Ornek hazirlama, ozellkle yiksek basingh sivi rkabografi ve gaz
kromatografi gibi teknikler ile gerceklderilecek analizler dncesinde tamamlanmasi
gereken 6nemli bir basamaktir. Analitlerin genimesi ve kirli matrikslerde,
ornesin saflgtirimast amaci ile yapilan buslem, ekstraksiyon ve gef|de

turevlendirme gibi gamalardan olur [28].
2.5.1.Ekstraksiyon

Ekstraksiyon, bir kagimdan bir bilgigi uygun bir ¢Ozicl ile ayirma
islemidir. Adli bilimlerde en sik kullanilan ekstraksn yontemleri arasinda sivi-sivi
ekstraksiyon, kati faz ekstraksiyon ve kati faz ronkkstraksiyon sayilabilir.
Calsmada kullanilan sivi-sivi  ekstraksiyon ve kati faekstraksiyon yontemleri

asaglda kisaca aciklangtir:  [28,39].
2.5.1.1.S1v1-Sivi ekstraksiyonu:

Gunumuzde de, en temel ekstraksiyon yontemi olanrssn ekstraksiyon
“benzer benzeri ¢ozer” ilkesine dayanmaktadir. Buntgmde madde, organik ve sulu
Ozellikteki sivi ¢ozicu fazlar arasindaki gdeni kullanilarak, iginde bulundiu
ortamdan ayrilir. Bu yontemin en biyik avantajgigle ¢coztici kombinasyonlari ile
neredeyse her tir ayirmaeminin gerceklgtirilebilmesidir. Ancak fazla miktarda

¢bzlcu harcanmasi vglemin genellikle ¢cok zaman almasi gibi maliyet verimi
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etkileyen dezavantajlari da vardir. Bu ybntem, aisyona uygun olmayi ve
standardize edilmesindeki guglukler nedeni ile ldteladli bilimler alaninda yerini
kati faz ekstraksiyon ve kati faz mikro-ekstrakeiygibi alternatiflerine terk

etmektedir [28,29].

2.5.1.2. Kati-Faz Ekstraksiyonu (SPE)

Kati faz ekstraksiyon (SPE: Solid Phase Extractigipteminde 0Ornek,
kucuk, tek kullanimhk ekstraksiyon kolonlarindaecgilir. Kolonda bulunan 6zel
dolgu maddesi, analiz edilecek kédalerin matriksten ayriimasini @ar. Bugun
piyasada cok dgsik Ozellikte dolgu maddeleri ile hazirlangniISPE kolonlari
mevcuttur. Ozellkle ¢ Cs ve NH, adll kolonlar adli analizlerde siklikla

kullaniimaktadir.

Kati faz ekstraksiyon metodunda, kolondan gecirigasinda 6rnek
molekulleri ile tutucu madde arasinda kimyasal bikilesim meydana gelir.
Temelde, analiz edilecek hilk, dolgu maddesine BK&narak, kolon iginde
tutulurken, istenmeyen matriks Ilgleri, uygun yikama c¢ozeltileri ile
uzaklgtiriirlar. Sonrasinda, analiz edilecek kike kolondan uygun bir ¢ozici
yardimiyla eltie edilerek alinir. Kati faz ekstrgksi slemine ait bglica gamalar
Sekil 2.4'de kisemada gosterilnglir. Ornek ve c¢oziiciilerin kolondan gggiiistten
basin¢ uygulama ile, santrifuj ile veya en yaygarak bir vakum manifolduna Bk

kati faz ekstraksiyon duzetigiardimi ileSekil 2.5) gerceklgtirilir.
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SEKIL 2.5:Vakum Manifoldu[29].

16



SPE metodu 0zellikle kolay bgekilde standardize edilebilmesi ve az ¢dzici
kullaniimasi acisindan adli bilimlerde tercih edlilegpratik ve hizl bir yontemdir.

Yuksek kolon maliyeti bu yontemin {eca dezavantajidir.

2.6. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, kagimlarin ayrimasinda kullanilan en o6nemli teknidien
olup, kalitatif ve kantitatif analize imkan gamaktadir. Cok gegive verimli bir
alan olan kromatografinin temeli, Rus bilim adanotdmik¢i Michael Tswett
tarafindan atingtir. Tswett yail yapraklardan elde efi ¢cOzeltiyi toz haldeki
kalsiyum karbonat doldurulngucam bir kolondan gecirerek, c¢oOzeltide bulunan
klorofil, ksantofil gibi renkli maddeleri kolondaymmay! bgarmstir. Sonucgta elde
ettigi renkli tabakalardan esinlenerek y@&pti ayirmaya kromatografi adini

vermitir[31].

Genel olarak, ayirmaslemiyle bir madde, bulundw ortamdan kantitatif
olarak bagka bir ortama alinir. Maddenin kantitatif olaraknadasinin yani sira
maddenin saf olarak da alinmasi 6nemlidir. Byular1 salayan ayirmalarasecici
ve spesifik ayirmadenir. Kromatografik metodlar secici ve spesifikranay! sglar

[30].

Kromatografi glemi, bir kargimdaki maddelerin biri sabit geri hareketli faz
arasinda dalmasi esasina dayanir. Devamli olarak temasta lmlaiki faz birbirleri
ile karsmaz. Sabit faz, ya poroz bir kati madde ya da kmtdestek maddesine
emdirilmis bir sivi, hareketli faz ise sivi, gaz veya supé@kkibir akiskan olabilir.
Kromatografi sisteminde maddelerin hareketiniglagan, bunlari sdrikleyen

hareketli fazdir. Hareketli faz bir kolon igindea yormal yercekimi kuvvetiyle veya
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basin¢la kolondaki sabit faz icinden gecirilir. Bgnada hareketli fazda ¢6zinmiu
halde bulunan maddelerle, sabit faz arasinda ékike kimyasal ¢cekim kuvvetleri
devreye girer. Bu ¢ekim kuvvetleri her madde iggnicar. Sabit faz tarafindan daha
fazla adsorbe edilen veya daha fazla ¢ozilen maddetem icerisinde daha yava

ilerlerken, sabit fazda daha az ¢6ziinen maddelea del hareket ederler.

Kromatografi glemi sirasinda, madde molekdllerinin, fazlardani hie
kovalent bglanma durumu sz konusu gldir. Karigimdaki bilgenler, fazlardan
birinde daha uzun siure kalacag&kilde iki faz arasinda bircok kez gegiaparlar

[30,31,32].

bu c¢ozuculerin ¢gtli oranlardaki kamgimlari kullanilabilir. Ayni zamanda gaz ve

superkritik cozucilerde hareketli faz olarak kulioilir.

Cssitli kromatografik tekniklerde en c¢ok kullanilan b#a fazlar; silika,
alimina, komdar, florisil(magnezia-silika kami), kalsiyum karbonat ve kalsiyum
oksit, magnezyum karbonat ve magnezyum oksit, guzédr, diatome topraklari,

poliamitler, ngasta, tozeker ve talkdir [30].

Kromatografi gleminden cgitli amaclar icin yararlaniimaktadir. Kimya,
biyokimya ve biyoloji alanindaki camalarda, organik ve anorganik kamlarin
ayrilmasi, maddelerin kalitatif analizi ile saf pluolmadginin kontrolii veya
saflastiriimasi, ila¢c endustrisinde hammadde ve imaldihadar: Grunleri ile ilaglarin
stabilite kontroli glemlerinde kromatografi yaygin bigekilde kullaniimaktadir

[30,31].
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2.6.1 Kromatografi Siniflandirmasi
2.6.1.1 Ayirmayi S&layan Kuvvete Gore [30]

Kromatografik ayirmaslemleri ayirmayl sglayan kuvvete gore dort grupta

toplanabilir:
e Adsorpsiyon Kromatografisi:

Hareketli faz, poroz bir kati veya ¢ok ince bir tolan sabit fazin tzerinden
gecer. Ayrilacak maddelerin yiurime hizi, sabit f&azas ilgilerine yani adsorbe
ediime derecelerine pedir. Madde sabit faz tarafindan ne kadar kuvvatlsorbe

ediliyorsa o kadar yagalerler.

Adsorpsiyon kromatografisi, kolay olmasi yanindakiliet bir ayirma
metodudur. Bu metot sayesinde izomerler, hidrokaldsp rasemler, hormonlar ve

antibiyotikler kolaylkla ayrilabilir.

Bu metodun dezavantajlari da vardir. Bunlar: Statn, ayrilmasi beklenen
maddeleri parcalamasi ve aranan maddeler yerigleabaaddelerin bulunmasi, sabit
fazin ayrilan maddelerle kimyasal reaksiyon vernwesiuygun sabit faz ve ¢dzucu

bulunabilmesi i¢in bazen ¢ok zaman harcanmasidir.

e Partisyon Kromatografisi:

Sabit faz inert ve kati bir destek maddesi lzekaplanmg bir sividir. Sivi
veya gaz olabilen hareketli faz, sabit faz ile kagistek maddesinin Gizerinden gecer.
Maddelerin, bu sistemdeki yiurume hizlar, iki snNaz arasindaki I3l

¢ozunarliklerine yani dalma katsayilarina Ighdir.
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Sabit fazda daha cok ¢ozunenler daha yaledlerken, hareketli fazda daha

¢ok ¢ozunenler daha hizli ilerler.
e lIyon Desistirme Kromatografisi:

Bu metodda, kati bir maddenin, yapisinda bulunaonlar, temasta
bulundgu cozelti icindeki bgka iyonlarla bir dengeye gore gigirmesi 6zellgine
dayanir. Bu amagla kullanilan kati maddeler, ¢dzmitaminda hi¢ ¢Oztunmeyen
biyidk molekilli dgal ve yapma maddelerdir. Bunlar inorganik ve orgatiye
ikiye ayrilir. Inorganik olanlar yaklak bir asirdir kullanilan killer ve zeolitlerdir.
Organik olanlar ancak 1937'den beri kullanimaktaddem inorganik hem de
organik iyon dgistiricilerde temasta bulunduklar  ¢Ozeltideki iyontde

degistirilebilecek pek ¢ok sayida iyon bulunur[30].

Sulu c¢ozeltide, yuklu iyonlar ile iyon dstirici recine temas ettiklerinde,
iyon desistiricinin fonksiyonel gruplarinin yukleri ile iyoatin yikleri arasinda bir
etkilesme olyur. Iyon degistirici recine kendisinin fonksiyonel grubu ile ayiiki
tastyan iyonlari iterken, zit yukli iyonlari kendineagtar. Bu yOntemde regine

tanecikleri sabit fazi, gecirilen ¢ozicu ise hatkkez! olusturmaktadir[31].

e Jel Gecirgenlik Kromatografisi:

Bu yontemde, maddeler molekul buyikluklerindekikiduga gore ayrilirlar.
Agsi yapili polimer materyalde, maddeler molekul Wiykierine bgh olarak, &si
yapilya girme derecelerine goére birbirinden ayairlKtiicik molekuller tanecikler
arasindaki bguklara girebildiklerinden ilerlemeleri gecikirkemiyiik molekdller bu

bogluklara giremez ve kolayca ilerlerler [30]
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2.6.1.2.Kullanilan Duzenge Gore [32]

Kromatografik ayirma slemleri ayirmada kullanilan dizetee gbre de

siniflandirilabilirler.
1- Ince tabaka kromatografisi
2- Kagit kromatografisi
3-Yuksek Performansh Sivi KromatografisiHPLC)
4-Gaz kromatografisi
» nce Tabaka Kromatografisi:

Bu yontemde, kromatografslémi cam, aliminyum veya plastik bir ylzey
Uzerine kaplanngi bir adsorban tabakasinda gercgkle Yuritme tankindaki

hareketli faz, adsorban tabakasi Gzeringgidan yukariya dgru ilerler [31].

Adsorblayici tabaka seciminde ayriimasi beklenerddekerin asidik veya
bazik karakterli olmasi dikkate alinir. Genelliksidik karakterli maddeler icin
asidik adsorblayicilar(silikajel), bazik karakterlmaddeler icin de, bazik

adsorblayicilar (aluminyum oksit, talk gib#ycih edilir.
Iyi bir adsorblayicida arananghaa 6zelliklersoyle siralanabilir[30]:
o Oldukca ¢cok miktarda madde adsorblayabilmeli

o Uzerinde adsorbe olrgu madde bgka coziciler kullanilarak

kolaylikla geriye alinabilmeli

o Ayrilacak maddelerle ve ¢ozuculerle kimyasal reaksa girmemeli
o Renklendirme ayiraclariyla reaksiyona girmemeli
o Yapisi ¢ozucunun rahatlikla gegcmesine eglieyimali[30].
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= Kagit Kromatografisi:

Bu metodda sabit faz olarak 6zel Uretgirkegit kullanilir. Kagit Gzerine uygulanan
karsim, bir yaritme tanki icerisinde, hareketli faz, gichn 0Ornek uygulanan
kenarindan kar kenarina ulgana kadar beklenerek ayrilir. Cozucugikaizerinde
kapiler etki ile ilerlerken kagimdaki maddeler 6zelliklerine goére ayrilma gdsterir
Bu metotta hareketli faz secimi yapilirken dikka&ilecek en 6nemli noktalardan

biri, suyla ¢cok az kagan bir ¢bzici olmasi gerefdir[31].

» Yiuksek Performansh Sivi Kromatografisi:

Yuksek performansh sivi kromatografisi, sicgklihassas olan maddelere de

uygulanabilmesi nedeniyle yaygin olarak kullany@ntemlerdendir.

Ayrilacak kargim, sisteme bir enjektor yardimiyla verilir ve shareketli faz
ile, kolondan basing altinda gegcirilir. Numune daleleri sabit veya hareketli faza
olan ilgilerine ayri ayri bandlara ayrilir. Bu bé#ard kolon boyunca ilerler ve
dedektorden gecer. Dedektor bir kaydediciyghda ve kolondan g¢ikan her bglen,

pikler halinde cizilir. Piklerin ¢ilgt zamani alilkonma zamani olarak tanimlanir[32].

Metodun uygulanabildi baglica bilesikler ise ntkleik asitler, terpenoitler,
pestisitler, antibiyotikler, steroitler, proteinleamino asitler, ilaglar, hidrokarbonlar,

karbonhidratlar, metal organik hilkleri vb. dir [30].
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2.6.2. Gaz Kromatografisi:

Gaz kromatografisi ugucu veya ugucu hale getitdebbrganik maddelerin
analizinde kullanilan bir tekniktir. Bugiin uretillem sabit fazlarin, dayanabilege
maksimum sicaklik yakjgk 500°C oldysundan, kaynama dereceleri bu sigakl
kadar olan bilgikler analiz edilebilir. Oteki kromatografik yontdéenn aksine gaz
kromatografisinde analiz edilen maddeler ile hatlek@z arasinda hicbir etkiene

olmaz [30,31,32].

Gaz kromatografisinde ayrilacak kam, kolon girsinde bulunan enjeksiyon
kisminda, bir enjektor yardimiyla kolona veriliruigsi isitilimy durumdadir, kagim
burada hemen buhaglave tglyicl gaz yardimiyla kolona girer. Kolonda her ke
sabit fazdan tayici faza ve tgyicl fazdan sabit faza farkll hizlarda go¢ ederek,
devaml tainirlar ve boylece birbirlerinden ayrilarak, farkdamanlarda kolondan
cikarlar. Kolonun sonuna konan uygun bir dedektdelspit edilerek miktarlariyla

orantil olarak kaydedilirler.

Gaz Kromatografisi cihazi temel olarak numune esnein bolmesi, kolon

firinl, ayirma kolonu, dedekt6r ve veri toplamatimilerinden olgur (Sekil 2.6) [30].
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Ceme e

enjektor
__ Enjeksiyon  ——JT"detektor
kismi

A1 firn

kolon

Sekil 2.6: Bir gaz kromatografisi cihazinin temel b&imleri[33].

=  Ornegin Gaz Kromatografisi icin Hazirlanmasi[32]

Ayrilacak  kargimin, sabit fazla etkilgnesinden dolay), piklerde
kuyruklanma gorilebile@e gibi, allkonma zamanlarinin uzamasina, @me
kolonda, isiyla parcalanmasina neden olabilir. Hiylk guclikler, karboksi,
hidroksi, amino ve imino gruplar iceren kilderin analizinde yganmaktadir.
Istenmeyen bu gibi durumlar, ogie, daha ucucu ve daha az polar turevlerine
dondstardlmesiyle giderilir.  Bu turevler piklerin tammasinda da yararlidir. En

yaygin kullanilan ttrevlendirmgekilleri, sillleme,esterlgtirme ve asetillemedir.

Silillemd34]:Alkoller,  fenoller, steroidler, karbonhidratla aminoalkoller,
aminoasitlerin trimetilsilil ttrevleri yapilir vedylece ucucu hale getirilerek GC ile
ayrilirlar. Bunun icin trimetilklorsilan(TMCS), hekmetildisiazan(HMDS), N-

trimetilsilil  dietilamin(TMDA), N,O-bis (trimetilsil) asetamid(BSA) ve N,O
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bis(trimetilsilily  trifluoroasetamid(BSTFA) kullahm. Piridin, reaksiyonu

katalizledgi icin ¢Oziicu olarak kullanilr.

Esterlgtirme[34]: Asidik bilesiklerin gaz kromatografisi analizinde ucucglunu
arttirmak ve asidik grubu gkr reaksiyonlardan korumak icin estgtilene
uygulanir. Esterligirme yontemleri olarak; BfMetanol ydntemi, Diazometan
yontemi, HCl veya BSOs-Metanol yontemi ve tetrametil amonyum tuzu yoéntemi

kullantlir.

Asetil turevleri olyturma[34]:Asetilleme, alkol ve fenol hidroksil grubu iceren
maddelere veya primer veya sekonder amin grubenceraddelere tatbik edilebilir.
Bu yontemde genel olarak, asetik anhidrid veyailddettr, ttreviendirme reaktifi

olarak kullanilir.
Kromatografik Sistem
Gaz kromatografi sistersSiekil 2.6’de gdrilen temel bolimlerden gu:

Tastyicl Gaz: Gaz Kromatografisinde, mobil faz olaraksitaci gaz kullanilr.

Tagslyicl gazin goérevi, maddeleri suriklemektir. Uyghin taslyici gazdasu sartlar

aranir:
o Ayrilacak bilssikle ve sabit fazla reaksiyona girmemeli
o Gaz diftizyonunu en dik dizeyde tutabilmeli
o Saf, kolay bulunabilir ve ucuz olmali
o Kullanilan dedektdre uygun olmali

Mobil faz olarak helyum, azot ve argon gibi inedzar kullaniir. Kolon

verimliligi, tastyici gazin hizina IEhdir. Kapiler gaz kromatografisinde, en ¢ok
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tercih edilen tg@yici gaz olan helyumun kleca avantajlar yanici olmamasi ve ¢ok

sayida dedektorle cgilabilmesidir [30,31].

Enjeksiyon BolumuYuksek sicaklikta tutulan bu bolimde c¢ozelti, gawida
gaz halindeki 6rnek, bir enjektor kullanilarak, aholarak veya oto 6rnekleyici ile

sisteme verilir. Ornek buradarstaci gaz akyi ile kolona gecer [31].

Kolon: Cam veya metal boru gibi sabit kati bir dgstac ceperine kaplanmi
Ozel bir polimerden okan yapilya kolon adi verilir. Ayirmaleéminin gerceklgtigi
kolon, kromatografik sistemlerin en dnemli kismidgir ayirmanin bgarili olmasi
buyik oOlciide uygun kolon secimine ghdir. Gaz kromatografisinde dolgu ve

kapiler kolon olmak tizere iki tip kolon kullanilmiidir.

Dedekt6f30]:Gaz kromatografisinde farkl dedektorler kallabilir. Baglica

dedektorlesunlardir:
e Termal iletkenlik dedektori(Thermal conductivityteletor, TCD)
e Elektron yakalama dedektori(Electron capture dedeBCD)
e Alev iyonlasma dedektort(Flame ionization detector,FID)
e Kitle secici detektor(Mass selective detector,MSD).
2.7. Kiutle Secici Dedektér(MSD):

Kitle spektrometresi gibi 6zel olarak Uretilen emster, gaz kromatografla

(ve HPLC sistemleri ile) birlikte dedektor olarakllaniimaktadir.

Kitle dedektorli, gaz kromatograftan gelen drnekdgz halinde yukli ve
hareketli iyonlarina dongiirerek, bunlarkuitle/ytk oranlarina gore ayirir ve elde
edilen spektrum maddeninshés ve tayinini sglar. Burada yuklu bir parcagn

kutlesi m, yukid de zdir. Bir maddeden m/z oranlari birbirinden farkhirgok
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parcacikk meydana gelebilir. Cihaz, m/zgederi ayni olan tanecik demetleri icin

birer pik ¢izer[30].

Olusan iyonlar pargalanarak “parcalanma trunlerini’stlaurlar. Parcalanma
dranleri kutle secici analizorden gecerken m/z tarama gore ayrilir, ggaltilirlar ve

sayilirlar ve boylece ilgili maddeye ait kiitle speiknu olyturulur.

Kutle Spektrumlari, kal bolluk ve m/z dgerleri arasinda ¢izilen grafiklerdir
Kismen basit bilgklerin spektrumlarinda bile, farkll yikseklikte lcosayida pik
gorulur. Piklerin sayisi; bifgsin yapisina, iyonkgma potansiyeline ve kullanilan

cihazin yapisina Igadir[30].

Iyonlastirma, kitle spektrometrisinin 6nemlseamalarindan biridir. D#sik
iyonlastirma  sekilleri  kullaniir.  Gaz  kromatografisi-kitle  spe&metrisi
sistemlerinde en sik kullanilan iki yontem elektiompakt iyonizasyonu ve kimyasal

iyonizasyondur[30].

Calsmamizda uygulagimiz  iyonlgtirma tekngi elektron impakt
iyonizasyonudur. Bu teknikte, molekuller, bir tsbgn flamanin okturdusu yiksek
enerjili(70eV) elektronlar tarafindan bombardimadilie Carpgma sonucunda
molekiilden bir elektron kopar. Bgekilde olgan iyona molekiiler iyon (K) adi
verilir:

M+e>xM *+2¢e

Molekuler iyon, devam eden elektron bombardimarindd daha da
parcalanarak, parcalanma iyonlari adi verilen, dilgék m/z oranina sahip iyonlara
bolindr. EI modunda ofan iyonlarin ¢ok buylk bir kismi pozitif yuklidiBu

parcalanma urunlerinden elde edilen kitle spektrubelli sartlar altinda analiz

edilen, her madde icin tipiktir, molekilin parmak olarak dgerlendirilir. Negatif
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yukli parcalanma uriunleri az sayida ve kucguk glchdan molekil hakkinda fazla
bilgi saslayamazlar. Elde edilen kitle spektrumu, ticariraka hazirlanng dijital
kutle spektrumu kutuphaneleri ile kdastirilarak, parcalanma mekanizmalarinin
deserlendirimesi yolu ile molekilin yapisi belirlerieb Elektron impakt
iyonizasyon, ucgucu ve Isilya dayanikli, sdiki molekul girhiklh maddelerin kiitle

analizlerinde en sik kullanilan yontemdir.

Kitle spektrometrisi, kalitatif ve kantitatif ardér dginda yapi
aydinlatilmasi, molekul g@rhgi tayini, izotop ve izotop oranlari tayini vb. amaa
kullaniimaktadir. Adli bilimler, sgik bilimleri, ¢evre bilimleri bu yontemin ghca

uygulama alanlarindandir [31].
2.8. Gaz Kromatografisi-Kutle Spektrometrisi(GC-MS)stemi:

Yukarida sOzu edilen gaz kromatografi ve kitle sedgdektor sistemlerinin
bir araya getirimesi ile olturulan GC-MS, bir adli laboratuarda nicel ve nitel
analizler icin bgvurulan en temel cihazdirSékil 2.7). Kan, idrar, doku, kil vb.
biyolojik matrikslerde dgilik miktarda bulunan maddelerin tespitinde oldukga s
kullanilir.  Analiz edilecek maddenin ugucu olmaseya ucucu bir tirevine

donisturdlmesi gerekir [32].
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Sekil 2.7: GC-MS sistemi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler

Fluoksetin HCI(Sigma, Abdbrahimilag San.Tic.AS)

° Norfluoksetin HCI(Sigma)
. Maprotilin HCI (¢ standard,NovartiBa¢c San.Tic. AS.)
o Metanol(Merck)

o Hekzan(Merck)

) Etil Asetat(Merck)

. Piridin(Merck)

. Isopropanol(Merck)

o Amonyak(Merck)

o Diklormetan(Merck)

o Asetik Anhidrid(Merck)

o Helyum

Azot

3.2.Geregler ve Sarf Malzemeler

Gaz Kromatografisi(Agilent 6890 N GC system)

HP 5 MS %5 Fenil Metil Silikon(30 m x250m x 0.25%um) Kolon

Kitle Spektroskopisi(Agilent 5975 B Inert XL EI/&SD)

Vorteks(IKA Yellow Line)
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° Santriftj (Universal 320 R)

o Etuv(Termal Laboratuar Aletleri)

o Elektronik Hassas Terazi(Precisa)

o SPE Dizen#(J.T. Baker SPE 12 G)
o SPE Kartglari

. Mikro Pipet(5-5@l,50-20Qul,100-100Qul)
. Idrar Kabi

° Kapaklh Eppendorf Tip(0.5-1.5ml)

o Beher(25-50-100ml)

o Balon Joje(5-10-20-50-100ml)

° Cam tup(5ml)

o Kapakll FalkonTlp(100ml)

o Cam Pipet(20ml, 10ml, 5ml, 2ml, 1ml)
o Kapakl Santrifij Tapa(15ml)

3.3 Ornekleme

Fluoksetin etken maddesini kullanan 15 gonullidieari drnekleri toplandi.
Fluoksetin etken maddesini kullanmadi beyan eden gonulligkerden kontrol ve
calsma drnekleri elde edildi. Tum idrar 6rnekleri kapagizdirmaz ve steril idrar

kaplarina alinarak analiz edilene kadatG'dle saklandi.

3.4. Kullanilan Cozeltiler

Stok ve Calsma Cozeltilerinin Hazirlanmasi
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Firmadan temin edilen standard maddelerin, seat#iktnda bildirilen
safliklari, temel alinarak stok cozeltilerdeki mad#onsantrasyonlari hesaplandi.
Ana stok c¢ozeltilerden Fluoksetin ¢ozeltisi 1 g/dfOnorfluoksetin HCI ¢dzeltisi
2mg/10ml de ve i¢ standard olan maprotilin ¢ozebisig/Sml de olacaksekilde
metanolde hazirlandFluoksetin ve norfluoksetine ait gaha ¢6zeltileri 0-500ng/ml
aralginda her hafta Bada taze olarak hazirlandi. Maprotilin gaia ¢cozeltisi stok
¢cOzeltiden alinip metanolde seyreltilerek 10@hdtonsantrasyonda hazirlandi. Tim
cozeltiler +4Cde sk almayacak sekide saklandi ve kullanmadan 0Once oda

sicaklgina gelmesi beklendi.

Ekstraksiyon ve  Turevlendirme igcin  Kullanilan  Cdzelilerin

Hazirlanmasi:

0.1 M NaH:PO, Cozeltisinin Hazirlanmasi:12g NaRBPO, litrelik balonjoje

de bidistile suda ¢ozilirek, 2000ml'ye tamamlandi.

0.1 M NgHPO, Cozeltisinin Hazirlanmasi: 22,8 gr NaHPO litrelik

balonjojede bidistile suda ¢6zulirek, 1000ml'ye aantandi.

0.1 M Fosfat Tamponu(pH=6) ¢o6zeltisinin Hazirlanmafiml Na,HPO,

ve 79 ml NaHPO, 100ml'lik balon joje de hazirlandi.

Siwvi-sivi Ekstraksiyon Cozeltisinin Hazirlanmastml diklormetan, 1ml

isopropanol ve 3 ml etilasetat kami, kullanimdan 6nce taze hazirlandi.

SPE Yoéntemilcin Kosullama Cozeltisi Hazirlanmasi10mllik balon jojede

3ml metanol ve 7 ml bidestile su kami hacmine seyreltildi.

0.1 M Asetik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasiéml asetik asit 1000mlye

bidestile su ile hacmine tamamlandi.
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Elusyon Cozeltisinin Hazirlanmasi2ml isopropanol, 0.2 ml amonyak ve 7.8

ml diklormetan kagimi gunliik olarak hazirlandi.

Tarevlendirme Cozeltisinin HazirlanmasiTek bir orngin tureviendirilmesi

icin gereken 1pl asetik anhidrid ve 1Ql piridin ependorfta hazirlandi.
3.5 Ornek Hazirlama
3.5.1 Ekstraksiyon

Calsmamizda iki farkli ekstraksiyon yontemi denegtmni Bunlar sivi-Sivi
ekstraksiyonu ve Kkati-faz ekstraksiyonudur. FaKdnsantrasyonlarda hazirlanan
calgsma c¢Ozeltileri, fluoksetin kullanmayan goéndllilendelinan idrar orneklerine

ana stok c¢ozeltilerinden katim yapilarak gial.
3.5.1.1.SwvI-Sivi ekstraksiyonu

Maurer ve ark., nin yontemi ggtirilerek uygulandi. Toplam 5 ml idrar
ornesi santrifuj tuptne alindi. 50 IS ¢ozeltisi eklendi. 1dk boyunca vortekslendi.
Toplam 5ml ekstraksiyon c¢ozeltisi ile ekstrakteldidiOrganik faz eppendorf tipe

alindi Organik faz azot akimi altinda uguruldu.
3.5.1.2.Kati-Faz Ekstraksiyonu

Nevado ve arkag&rinin yontemi dgistirilerek uygulandi. 5 ml idrar 6rige
santrifuj tapine alindi. %0 IS eklendi. 1dk boyunca vortekslendi. SPE kgrtu
duzenge yerlatirildi. Kartus 3ml kosullandirma c¢ozeltisi ilesartlandinidi. 1ml 0.1
M Fosfat tamponu kargtan gecirildi. Hazirlanan IS’ li idrar orge kartustan
gegcirildi. Yikama cOzeltileri olarak sirasiyla, 3imtkzan, 1ml 0.1 M asetik asit ve
3ml etil asetat kargan gecirildi. Karty 3000mir* de 10 dk sire ile 28 de

santriflj edilerek tekrar SPE takild. Elisyon dtizie
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(Diklormetan,amonyak,isopropanol) gecirilerek ctizéémiz bir cam tupe alindi.

CoOzelti azot akimi altinda uguruldu.

3.5.2.Turevlendirme

Ekstrakte edilen ve azot altinda ugurulan Ornekléizerine tireviendirme
cOzeltisi 2l (asetik anhidrid/piridin;15/10,v/v) eklendi. Ete 80C'de 60 dk
inkiibe edildi. Azot akimi altinda ugurulduktan soniOQl metanol eklendi.

4000min“de 5 dakika siire ile santrifilj edildi. GC-MS ilradiz edildi.

3.6 GC-MS Analizi

GC sistem parametreleri

Kolon: HP 5MS %5 Fenil metil silikon(30m x 0.25mm x O.2B6)

o Taslyici gaz: Yiksek saflikta helyum gazi

° Gaz aks hizi: 1ml/dk

o Enjeksiyon hacmi: 1ul

o Enjeksiyon port sicaklgi: 280

o Firin sicaklik programi:

100°C -3dk

279C (50°C/dk) — 0,5dk

280°C (0,5C/dk) - 5dk
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310°C(5C°C/dk) - 7dk
MS sistem parametreleri
o Full scan mod(kutle argh 40-550amu)
. Iyonizasyon enerjisi: 70eV
. Iyon kayng! sicaklpl:150°C
3.7.Kalibrasyon egrilerinin gizilmesi:

Sivi-sivi ekstraksiyon ve SPE yodntemi i¢in hazatargalma cozeltilerinin
her konsantrasyonu 3 kez hazirlandi, 3 kez enjekaiyapildi ve bulunan derlerin

ortalamasi alindi.
Sivi-Sivi Ekstraksiyon Yontemi icin Kalibrasygmignin Cizilmesi:

Fluoksetin ve norfluoksetinin, konsantrasyonlarl(D-150-200-250-
300-350-400-450-500ng/ml olacalgekilde, stok cozeltilerinden metanol ile
seyreltilerek hazirlanan cgha c¢ozeltileri, fluoksetin etken maddesini kullayara
kisilerden alinan idrar 6rneklerine katildi. Her keribolim 3.5.1.1. de bahsedidi
sekilde sivi-sivi ekstraksiyon yontemi uygulandi.liBb 3.5.2'de anlatilgh sekilde
turevlendirildi ve ornekler, GC-MS sistemine englkedildi. Bu cagma sonuclari

deserlendirildi ve konsantrasyon araliklari daralalacalsmalar strddralda.
SPE Yontemi igin Kalibrasyongtsinin Cizilmesi:

Fluoksetin ve norfluoksetinin, konsantrasyonlaril(B-150-200-250-300-
350-400-450-500ng/ml olacajekilde, stok c¢ozeltilerinden metanol ile seyrelgle
hazirlanan ¢ajma c¢oOzeltileri, fluoksetin etken maddesini kullayara kiilerden
alinan idrar drneklerine katildi. Her birine boli3.1.2. de bahsedifgisekilde SPE

teknigi uygulandi. Bolum 3.5.2’de bahsedfdisekilde tureviendirildi ve oOrnekler,
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GC-MS sistemine enjekte edildi. Bu gaia sonuglar dgerlendirildi  ve

konsantrasyon araliklari daraltilarak galar surdaruldu.

3.8. Geri Kazanim Deneyleri
Sivi-sivi Ekstraksiyonu

Geri kazanim deneyleri icin, 5ml idrara Fluokseten norfluoksetinin 50 ng
konsantrasyonda hazirlanan cozeltiler§it emiktarda katildi. Ilk uygulamada
fluoksetin, norfluoksetin ve IS c¢Ozeltileri idrarakstraksiyondan ©nce, ikinci
uygulamada ise ekstraksiyondan sonra katildi. Genéd6lim 3.5.1.1’de aciklanan
sekilde ekstrakte ve bolum 3.5.2'de aciklanakilde turevlendirildi. Geri kazanim
deneyleri i¢cin hazirlanan cgina c¢ozeltilerinin her konsantrasyonu 3 kez haairlan

3 kez enjeksiyon yapildi. Bulunangdglerin ortalamasi alind.
SPE YoOntemi

Geri kazanim deneyleri icin, 5ml idrara Fluokset& norfluoksetinin 50 ve
25 ng konsantrasyonda hazirlanan cozeltilgiti miktarda katildi.ilk uygulamada
fluoksetin, norfluoksetin ve IS c¢dzeltileri idrarsekstraksiyondan once, ikinci
uygulamada ise ekstraksiyondan sonra katildi. Genéd6lim 3.5.1.2'de aciklanan
sekilde ekstrakte ve bolum 3.5.2'de aciklanakilde turevlendirildi. Geri kazanim
deneyleri i¢cin hazirlanan cgina ¢ozeltilerinin her konsantrasyonu 3 kez haarlan

3 kez enjeksiyon yapildi. Bulunangdglerin ortalamasi alind.
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3.9. Hasta ve Kontrol Orneklerinin Analizi

Hasta ve kontrol grubu oOrnekleri bolim 3.5 de ap&h yontemler ile

hazirlandi ve bélim 3.6’daki GC-MS gdlarinda analiz edild.i.

Analiz sonugclari dgerlendirildiginde, SPE ydnteminin, sivi-sivi ekstraksiyon
yontemine goére, daha Ustun aldugozlendi ve hasta ornekleri, SPE yontemi ile

analiz edildi.
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4. BULGULAR

Kullanilan sistem parametrelerinde, fluoksetin,flooksetin ve i¢ standardin
(maprotilin) allkkonma sireleri ve §f@a m/z dgerleri Tablo 4.1 ve Tablo 4.2'de

verilmigtir.

Tablo 4.1: Fluoksetin, Norfluoksetin ve i¢ standarah alikonma stureleri.

GC-MS de Alikonma Sureleri(dk)

Norfluoksetin 7.9

Fluoksetin 8.1

I¢ Standard  11.7

Tablo 4.2: Fluoksetin, norfluoksetin ve i¢ standrdin MS iyonlari

MS Spektrumundaki Iyonlari(m/z)

Fluoksetin AC 86", 44", 190", 117

Norfluoksetin AC 176°,117",72",43"

Maprotilin AC 291.1%, 218, 191, 203, 100

Kontrol idrarina ait kromatogran§ekil 4.1’de, katim yapilmgi olan idrar

orngsine ait kromatogramSekil 4.2'de ve bu kromatogramdaki fluoksetin,
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norfluoksetin ve i¢c standard maprotiline ait kigfgektrumlarSekil 4.3, Sekil 4.4 ve

Sekil 4.5'de verilmitir.

Sekil 4.1: Kontrol grubuna ait blank idrar kromatogr ami

Sekil4.2:Katim yapilmis olan kontrol grubuna ait idrar kromatogrami
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Sekil4.3: Fluoksetine ait kiitle spektrumu

Sekil4.4: Norfluoksetine ait kitle spektrumu

Sekil4.5: Maprotiline ait kitle spektrumu
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Sivi-sivi  ekstraksiyon yonteminde Fluoksetin igin tayin sinirt 10ng/ml
olarak saptandi. GC-MS analizinde, sivi-sivi ekstig@n yonteminde fluoksetin igin
10-80 ng/ml idrar konsantrasyon agalin dgsrusal oldgu gortlmigtir. Bu aralikta,
fluoksetin icin korelasyon katsayidR?> =0.990, kalibrasyon grisinin denklemi

y= 0.54x-0.023larak hesaplangtir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Fluoksetinin sivi-sivi ekstraksiyon yontai ile hazirlanan

kalibrasyon egrisi

Siwvi-sivi  ekstraksiyon yonteminde norfluoksetin icin de, tayin sinir
10ng/ml olarak saptandi. GC-MS analizinde, smi-®&straksiyon yonteminde,

fluoksetinde oldgu gibi, norfluoksetin icin de, 10-80 ng/ml idrar ngantrasyon
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aralginin dgsrusal oldgu gorulmigtur. Bu aralikta, norfluoksetin igin korelasyon
katsayisi R> =0.977, kalibrasyon grisinin denklemi y= 1.29x-0.024 olarak

hesaplanngtir (Sekil 4.7).

Response Ratio
0.8~
|
8.7
o
0.6 -
%
e
0.5+
0.4
0.3
0.2
G.14 o
0 T T T
0 0.2 0.4 0.6
Amount Ratio
Resp Ratio = 1.29e+000 * Amt - 2.24e-002

Coef of Det (r"2) = 0.977 Curve Fit: wlr{l/a)

Sekil4.7: Norfluoksetinin sivi-sivi ekstraksiyon yomemi ile hazirlanan

kalibrasyon grisi
Siwvi-sivi  ekstraksiyon yonteminin Fluoksetin ve Norfluoksetin igin
ortalamageri kazanimylzde oranlari Tablo4.3'te verilghir.

Tablo4.3: Fluoksetin ve Norfluoksetin igin sivi-sivekstraksiyon
yonteminin geri kazanim oranlari

Konsantrasyon(50ng/ml) Geri Kazanim RSD
Fluoksetin %92 +%8.69
Norfluoksetin %87 + %16.2
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SPE yoOntemiicin Fluoksetinin tayin sinirt 1ng/ml olarak saptandi. GC-MS
analizinde, SPE yoOnteminin, Fluoksetin igcin 5-75/nmlg idrar konsantrasyon
aralginin daggrusal oldgu gorulmigtir. Bu aralikta, fluoksetin igin korelasyon
katsayisl R? =0.998, kalibrasyon grisinin denklemi y= 0.92 x-0.0039olarak

hesaplanngtir (Sekil 4.8).

Response Ratio

0.7 9/

MJ= /

‘ i
Q= T - T
0 0.2 0.4 0.6
Amount Ratio

Resp RatioA= 9.24e-001 * Amt - 3.97e-003
Coef of Det (r"2) = 0.998 Curve Fit: Linear

Sekil 4.8 Fluoksetinin SPE yontemi ile hazirlanan khbrasyon egrisi

SPE yontemininortalamageri kazanimytzde oranFluoksetin igin Tablo

4.4'de verilmgtir.
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Tablo 4.4: SPE yonteminin Fluoksetin icin geri kazaim oranlari

Konsantrasyon Geri Kazanim
25(ng/ml idrar) %102.8
50(ng/ml idrar) %96.6

Ortalama: %99.4
RSI+9%2.3

SPE yobntemnde, norfluoksetin icin tayin sinirt 3ng/ml olarak saptandi.
GC-MS analizinde, SPE yonteminde, norfluoksetinn igh-125 ng/ml idrar
konsantrasyon arglnin dgsrusal oldgu gorulmigtir. Bu aralikta, norfluoksetin igin
korelasyon katsayisR? =0.995, kalibrasyon grisinin denklemiy= 0.92x+0.0524

olarak hesaplangtir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9 Norfluoksetinin SPE ydntemi ile HazirlananKalibrasyon Egrisi
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SPE yontemininortalamageri kazanimyizde orannorfluoksetin igin

Tablo 4.5’de verilmtir.

Tablo 4.5: SPE yonteminin Norfluoksetin i¢in geri lazanim oranlari

Konsantrasyon Geri Kazanim
25(ng/ml idrar) %76
50(ng/ml idrar) %109

Ortalama2092.5

RSD:+% 14.8

Tablo 4.6’da 50ng/ml idrardaki fluoksetin ve nodksetin igin sivi-Sivi

ekstraksiyonu ve SPE tekniklerinin kiyaslanmasimegtir.

Tablo 4.6:Fluoksetin ve norfluoksetin igin sivi-sivekstraksiyonu ve SPE
tekniklerinin kiyaslanmasi

Sivi-sivi SPE Sivi-sivi | SPE Sivi-sivi | SPE
ekst. Dedeksiyor] ekst. Geri ekst.
Dedeksiyon | limiti Geri kazanim | RSD RSD
limiti(ng/ml) | (ng/ml) kazanim Jorani(%) | +% +%
orani(%)
(50ng/ml} (50ng/ml} (50ng/ml} (50ng/ml
icin) icin) icin) Icin)
Fluoksetin 10 1 92 96.6 8.69 2.94
Norfluoksetin 10 3 87 109 16.2 7.47
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Hasta Orneklerinin Analizi

Fluoksetin etken maddesini iceren ilaglari kullakgiterden alinan ve SPE

teknigi uygulanan, idrar drneklerine ait analiz bulgulBablo 4.7de veriimektedir.

Tablo 4.7: Rastgele Secilen Hasta Orneklerine Ait #aliz Bulgulari

Ornek No. Fluoksetin pik alani/ IS |Norfluoksetin pik alani/IS
pik alani pik alani
1 0.47 0.34
4 0.55 0.45
8 0.57 0.25
13 0.44 0.63

Sivi-sivi ekstraksiyon ve SPE tekinin paralel olarak ¢alidigl, rastgele
secilen, fluoksetin kullanan hastanin idrar @me ait, GC kromatogramlagekil

4.10 veSekil 4.11.’da gorulmektedir.
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Sekil 4.10:Sivi-sivi ekstraksiyon ydntemi uygulana® numarali hasta idrar érnegine ait GC-MS
kromatogrami
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Sekil 4.11: SPE tekngi uygulanan 8 numarali hasta idrar drnegine ait GC-MS
Kromatogrami
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5. TARTISMA VE SONUC

Son vyillarda siklikla kamiza c¢ikan hastaliklardan biri, tedavisinde
antidepresan ilaglarin kullaniggd! depresyondur. Bunun sonucu olarak kullanimi
artan antidepresan ilaclarin, etken maddelerinyoligk materyalden tayinleri de

onem kazanmaktadir.

Ulkemizde, Giilhane Askeri Tip Akademisinin (GATAXcil servisine
yapilan bavuralar iginde, intihar gigimlerinin dnemli yer tuttgu ve ilacla intihar

girisimlerinde en ¢ok antidepresan ilaclarin kullagildelirtimektedir[2].

Antidepresanlarla zehirlenmeler incelefidde, yliksek dozda fluoksetin alan
633 hastadan 34 Unun Ofliy 378 inin tamamen lyigigi, 15 kiide ise sekel

kaldginin bildirildigi goralmdstar[18].

Georinger K.E., ve ark., SAGAden olan fluoksetin, fluvoksamin, sertralin ve
paroksetin ile yaptiklari camaya gore, 60 adet Olimle sonuclaginalguda,
fluoksetin saptandi, bunlardan 20 6limdn normal 6lim, 13 6limun mtisonucu,

21 olumun fluoksetin yaninda alkol, eroin ve coldg kullanimi sonucu oldiu ve
6 Olimun ise, nedeninin belirlenem@&di bildirmektedirler. Ayni cagmaya gore,
intihar sonucu Olim olgularinin gonda, fluoksetin yaninda, benzodiazepin ve/veya

barbittrat tirevi maddelerde saptamdfade edilmektedir[6].

Buna gore, gerek olimle sonuclanan olgularin agtiimasi, gerekse 6limle
sonuclanmamgi olgularda, derhal detoksifikasyon ve antidot teslag gecilebimesi
acisindan, s0z konusu olaylarda, kullanilan maddel¢éayin yontemi 6nem

kazanmaktadir.
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Ayrica, antidepresan maddelerinin kullaniminin sirive/veya yayanin
neden oldgu trafik kazalarina etkisinin ag@ariimasi, dinyada ve ulkemizde,

Uzerinde durulmasi gereken konulardan biridir.

Bu nedenle, bu tur olaylarda, kullanilan maddelesaptanmasinda
kullanilacak yontemin, hizli, hassas, secici veegilv olmasi, dgru sonuca hizla
ulasmak acisindan ©6nemlidir. Gulncel antidepresanlartéan “Fluoksetin” dir.
Fluoksetin, 1987 yilinda, ABD de piyasaya cikarilarSGAI’ dir. SGAI konusunda
yapilan cakmalarin ¢gu fluoksetin ile yapilmgtir. Fluoksetin, major depresyon,
obsesif komulsif bozukluk, bulimiya nevroza, adetcési sendromu tedavisinde
FDA onay! vardir [18]. Ayrica, distimi, panik boZuk, sosyal kaygi bozukduw,
bipolar depresyon, postmenopazol sicak basmal&a| 2 sigara birakma tedavisi

vb. durumlarda ek tedavi amaciyla da kullaniimailtfib].

Fluoksetinin, ana metaboliti norfluoksetin'dir. Bmadde de guglu bir

SGAI'dir ve yari dmrii, ana maddeden daha uzundur [16,17

Fluoksetin yuksek oranda idrarla, sdi oranda gki ile atilir.%10 kadari
dogrudan, glukuronik asitle konjuge olarak atilir. Wzsireli kullanimlarda vicutta
birikimlere neden olur ve haftalarca vicutta kallacin viicuttan tamamen atilmasi

1-2 ay zaman alabilmektedir[15].

Guncel 0Ozelgini koruyan antidepresanlardan olan fluoksetin’imala

yontemi ilgili bircok calgmalar yapiimaktadir.

Yaptgimiz literatir argtirmalarina gore, fluoksetin formilasyonlarinininay

yaninda biyolojik materyalden tayini icindesgk yontemler gelgtiriimektedir.

Nevado J.J.B. ve ark., farmasotik preparatlarinflaoksetin tayini icin

kapiler elektroforez yontemi ggirmiglerdir [19].
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Ertirk S., ve ark, fluoresans dedektor kullanalkHk_C yontemi ile insan

plazmasindan, fluoksetin ve norfluoksetin tayirpryaglardir [20].

Maurer H. ve ark., sistematik toksikolojik analmaciyla, fluoksetininde yer
aldigl SGAI grubu antidepresanlarin ve metabolitlerinin ideardayini icin GC/MS

yontemi geltirmiglerdir [21].

Fraser A.D., ve ark., Kanada'da rehabilitasyon reeride, cezalarini
cekmekte olan suclularin idrarlarinda, EIA (Enzimmuno Assay) ve ELISA
(Enzyme Linked Immun Sorbent Assay) immunolojik yontemleriyle y&iatni
tarama testlerinde, pozitif ¢ikan sgé psikotrop maddeler yaninda, fluoksetin ve
benzeri  antidepresanlarin  bulgularin,  GC-MS  yOmtenkullanarak  da

dogrulamslardir [22].

Oztung A., ve ark., yeni bir tiirevlendirme reakkifillanarak, HPLC ve ITK

yontemleriyle, fluoksetin ve bazi antidepresargéazmadan tayin etgierdir [23].

Nevado J.J.B., ve ark., SGAI grubundan sitalopraflapksetin ve

metabolitlerinin GC-MS yontemi ile tayinlerini yapglardir [24].

Nash F.J., ve ark., onceki yillarda, fluoksetin n@fluoksetinin plazmadan

tayinini GC-ECD ile gercekigirmislerdir [25].

Roberts P.H., ve ark., Oslo ve Paris Cevre Komisyann listesinde yer
alan ve yuzey sularina ve kanalizasyonlara s&ariilagc maddeleri ile ilgili,
HPLC/MS yontemi yardimiyla yapilan gamhada 7-34 ng/ml arginda fluoksetine

de rastlangyini bildirmiglerdir [27].

Ayrica 1991-2001 yillari arasinddngiltere’de yapilan asarmalarda,
antidepresan kullaniminin ¢ok agttive ulkenin igme suyu kaynaklarina sgdi

fluoksetinin, yer alti sularinda gorulmeyesbadg) ifade ediimektedir [1].
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Biyolojik materyalden yapilan camalara dier bir 6rnek, Wille S.M.R. ve
ark., yaptgl, yeni jenerasyon antidepresanlar yaninda fluakseplazmadan HPLC-

DAD ve GC-MS yontemi ile tayinidir [26].

Bu calsmada, yapfimiz literattr incelemelerine goére, ulkemizde, ginc
antidepresanlardan fluoksetinin biyolojik matergaidtayini ile ilgili ¢cok sayida
calsmaya rastlamagimizdan, fluoksetin ve metaboliti norfluoksetingrardan GC-

MS sistemi ile tayini icin bir yontem ggirmeyi amacladik.

Maurer H.H., ve ark., ile Nevado J.J.B., ve arkn sistematik toksikolojik

analiz amaciyla, uygulagolduklari yontemler dastirilerek uygulandi.

Calsmada, herhangi bir ilag ve madde kullanmayan goleiilden alinan
idrar Orneklerine, belli konsantrasyonlarda fludksenorfluoksetin ve IS olarak
kullanilan maprotilin ¢ozeltileri katilarak 3.5.106lBminde anlatilgy sekilde

ekstrakte edildi ve 3.5.2 de anlatgdgibi tirevlendirildi.

Ekstreler, turevlendiridikten sonra azot altindgumulup, metanol ilave

edilip, 3.6 bolumunde bildirilen kollarda GC-MS sisteminde analiz edildi.

Uygulanan parametrelere goére, fluoksetin, norfledks ve i¢c standard
maprotiline ait allkonma zamanlari sirasiyla 8.1, d@k9 dk ve 11.7 dk olarak

bulundu.

Bu maddelere ait kutle spektrumundan elde edil@emlayin m/z dgerleri

Tablo 4.2’de verilmtir.

3.5.1.1 boliminde anlatilan sivi-sivi ekstraksiygidunteminde tayin siniri

hem fluoksetin hem de norfluoksetin icigitdoulunmus olup 10ng/mldir.

Sivi-sivi ekstraksiyonuna ait ekstrelerin GC/MS lialesinde, fluoksetin igin

10-80 ng/ml idrar konsantrasyon agaida d@rusal Olgu grafii edildi. Fluoksetin
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icin bu aralikta dgru denklemi y= 0.54x-0.023 ve korelasyon katsayesiR=0.990
olarak bulundu. Sivi-sivi ekstraksiyonuna ait eMdetin GC/MS analizlerinde,
fluoksetinde oldgu gibi, norfluoksetin icin de, 10-80 ng/ml idrar santrasyon
aralginda d@rusal Olct grafii edildi. Norfluoksetin icin bu aralikta gou denklemi

y= 1.29x-0.024 ve korelasyon katsayis! i€e@R977 olarak bulundu.

Sivi-sivi ekstraksiyon yonteminde,50 ng/ml idrarngantrasyonunda, geri
kazanim oranlari fluoksetin icin %92; norfluokseigm %87 ve bu dgerlere gore,
relative standard sapmalari fluoksetin ve norfl@iksicin sirasiylat%8.69 ve+

%016.2 olarak bulundu.

SPE yontemine ait ekstrelerin GC/MS analizleringigrt siniri fluoksetin igin
1ng/ml, norfluoksetin i¢in 3ng/ml olarak saptarBu teknik i¢in fluoksetine ait 6lcu
egrisi, 5-75ng/ml konsantrasyon agahda d@rusal elde edildi. Bu aralikta

korelasyon katsayisi’R0.998, élcii grisi denklemi y=0.92x-0.0039 olarak bulundu.

Norfluoksetin igin ise, 6-125ng/ml ar@ainda dg@rusal olcu grisi elde edildi.
Bu araliklar icin @ri denklemi y=0.92x+0.0524, korelasyon katsayiSF0R995

olarak hesaplandi.

SPE tekniinde Fluoksetinin geri kazanim orani 25 ng konsmywnda

%102.8, 50 ng konsantrasyon i¢in ise %96.6 bulundu

SPE tekniinin Norfluoksetin icin 25 ng ve 50 ng konsantrasyaki geri kazanim
oranlari, sirasiyla %76 ve % 109 bulundu. Bu wvexilgbre, bu teknikle 25 ng
Fluoksetin icin iyi bir geri kazanim s6z konusu nkenorfluoksetin icin oldukcga

distk bir verim alindi.
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SPE tekriine ait geri kazanim oranlari ile RSD'nin ortalardagerleri,
fluoksetin icin sirasiyla %99,4, RSB62.3; norfluoksetin igin sirasiyla %92.5, RSD

1+%14.8 olarak saptandi.

Fluoksetin ve norfluoksetinin 50 ng madde icereretileri ile yapilan, sivi-
sivi ekstraksiyonu ve SPE tekniklerinin geri kamaroranlari incelendinde(bkz.
Tablo4.6), SPE tek@inde verimin, sivi-sivi ekstraksiyondan cok dahgahbh
oldugu gb6zlendi. Sonug¢ olarak, bu avantajlar nedeniydestdn Orneklerine SPE

yontemi uygulandi.

Bu calsmada, yaklgk 6 ay ile 1 yillk surede, gunlik, tek doz 20 mg,
fluoksetin etken maddesi iceren ila¢ kullanan, daamalinmg 15 gonulli kgiden
alinan idrar Ornekleri incelendi. Bu idrarlardanstgele secilenlere ait analiz
bulgulari Tablo 4.5 te verilmektedir. Gaglan idrar Ornekleri icinde, en yuksek
fluoksetin miktari 78ng/ml ve metabolit miktari 4Zml; en digik fluoksetin miktari
25ng/ml ve metabolit miktari 52 ng olarak bulun8u. idrar 6rneklerinde, en yuksek
metabolit miktari 115 ng/ml ve buna ait fluoksetmktari 73 ng/ml; en diik

metabolit miktari 24ng/ml ve buna ait fluoksetirktari 42ng/ml olarak saptandi.

Goruldigu tzere, bulunan derler gerek fluoksetin, gerekse norfloksetin igin

dogrusal konsantrasyon agahda yer alngtir.

Sonug olarak, gsalirdigimiz bu yontem duyarli, hizh, secici ve guventir
yontemdir. Bu nedenle, tedavi amaciyla fluoksetufiakan hastalarda takip icin; tek
bagina veya alkol gibi gka maddelerle kullanimda, madde etkisi altinda ejdegen
trafik kazalari v.b. olaylardan veya zehirlenme utdgindan alinacak idrar
orneklerine uygulanarak, olaylarin aydinlatiimasfiveya bireylerin tedavisine kisa

zamanda bganmasi agisindan katkigayaca kanisindayiz.
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6. OZET

Depresyon tedavisinde, trisiklk antidepresanlar,onoemin oksidaz
inhibitérleri ve segici geri alim inhibitorleri(S$Rkullaniimaktadir. Fluoksetin secici
geri allm inhibitorlerindendir. Fluoksetin etken adsini iceren ilaclarin kullanim
sikligi oldukca yuksektir. Bu nedenle de Fluoksetinimlmyk materyalden tayini ve
analiz yontemi gerek klinik derlerinin tespitinde gerekse toksikolojik analider
Onemlidir. Bu nedenle son yillarda bu maddenin izl ilgili ¢calismalarin sayisi
hizla artmaktadir. Fluoksetin ve metaboliti norksetin, kan ve idrar gibi vicut

sivilarint yani sira dokulardan da tayin edilebkieelir.

Bu calgmada, idrarda GC-MS yontemi ile fluoksetin ve navksetin analizi

yapildi.

Uygulanan sivi-sivi ekstraksiyon yontemi ile Fluetks icin geri kazanim
orani %928.69, norfluoksetin icin ise geri kazanim orani %B3.2 olarak tespit
edildi. Yontemin tayin siniri, fluoksetin ve nolsetinin her ikisi igin de, 10ng/ml
olarak saptandi. Fluoksetin icin GC-MS’de 10-80rigkansantrasyon arginin
dogrusallg gériildii(y=0.54x- 0.023:%0.99). Norfluoksetin icin de, 10-80ng/ml

aralginin dazrusallgr gériildii(y=1.29x-0.00240.97).

Uygulanan SPE yontemi ile Fluoksetin icin geri kama orani %99.4%72.3,
norfluoksetin igin geri kazanim orani ise %92.8 olarak bulundu. SPE ydnteminin
fluoksetin icin tayin sinirt 1ng/ml olarak, norfl®etin icin ise 3ng/ml olarak
saptandi. Fluoksetin icin GC-MS’de 5-75ng/ml kortsasyon araginda dgrusallgi
gosterildi(y=0.92 x- 0.0039; 0.998). Norfluoksetin icin ise 6-125ng/ml agaida
dogrusallgi  gosterildi(y=0.92x+0.0524320.995). Fluoksetin etken maddesini

kullanan 15 goOnulli kiden alinan idrar Orneklerinde, yukaridaki ydntemle
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Fluoksetin ve metaboliti norfluoksetin tayin edildrneklerin timuinde, tespit edilen

madde miktarlari, tayin sinirlar icerisinde bulund

Bu calgmada, “Fluoksetin” ile ilgili olarak gerek Klinianalizlere gerek de
intoksikasyon ve madde etkisi altinda meydana geeldik kazalari gibi adli olgulara
destek olmak uUzere “Fluoksetin”ve metaboliti “Nadksetin”in, idrardan, GC/MS
sistemi kullanilarak nicel ve nitel tayini i¢cin hjzhassas ve guvenilir bir yontem

gelistirildi.
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7. SUMMARY

For pharmacotherapy of depression, tricyclic aptidesants, monoamine
oxidas inhibitors and/or the newer selective samotoe-uptake inhibitors have been
used. Fluoxetine is a serotonin re-uptake inhibitaidely used in the

pharmacotherapy of endogenous depression.

Fluoxetine and norfluoxetine can be detected botbady fluids like blood

and urine, and body tissues.

In this study, a gas chromatographic-mass spectrmf&C-MS) screening
procedure was developed for detection of fluoxetme norfluoxetine in urine.
Aliquote of urine was applied solvent extractiomdasolid-phase extraction

extracted, and acetylated, and GC separated.

The mean recovery ratio of the liquid-liquid extian method was found to
be 928.69% of fluoxetine and %816.2 ofnorfluoxetine. The LOD of the liquid-
liquid method was 10ng/ml both fluoxetine and nayRetine. The method was
found to be linear in the 10-80 ng/ml urine concatin range of fluoxetine(=0.54
x- 0.023) with corresponding corelation coeffic®i£0.990. The method was found
to be linear in the 10-80 ng/ml urine concentratiorange of

norfluoxetine(=1.29x+0.024) with corresponding datien coefficent B=0.97.

The mean recovery ratio of the SPE method was faorze %99.4¥2.3 of
fluoxetine and %92:%814.8 of norfluoxetine. The LOD of the SPE method was
1ng/ml of fluoxetine and 3ng/ml norfluoxetine. Tirethod was found to be linear in
the 5-75 ng/ml urine concentration range of flumeft=0.92 x- 0.0039) with

corresponding corelation coefficent=®.998. The method was found to be linear in
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the 6-125 ng/ml urine concentration range of nostetine(=0.92x+0.0524) with

corresponding corelation coefficent-0.995.

Urine from 15 depression patiens, known to be adtioxetine in the last six
months or one year, was analysed for fluoxetine modluoxetine. All of these

samples found to be positive both fluoxetine andiunaxetine.

This method allowed the qualitative and quantiw@tientification of
fluoxetine and norfluoxetine in urine after ingestiof therapeutic doses. Therefore,

this method can be used for diagnosis or diagnegttsion of fluoxetine.

We believe that this study will be benefical foretlnvestigation of a
pharmacokinetic screening in clinical urine sampdesl forensic cases such as;

intoxication or Drug Driving Under Influenced of iigs (DUID).
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9.EKLER

GONULLULERE VER ILECEK B iLGILENDIRIiLM iS ONAY FORMU

Arastirmanin yiratuldi g kurulu s: Istanbul Universitesi, Adli Tip

Enstitist Fen Bilimleri Anabilim Dali

Arastirmanin Adi: Fluoksetin ve metaboliti olan Norfluoksetinin Gaz
Kromatografisi-Kutle Spektroskopisi (GC-MS) Y dnteitai Biyolojik Materyalden

(idrar) Tayini

Amagc: Son yillarda yapilan agarmalara gore, diinyada en ¢ok tuketilen ilag
gruplarindan biri antidepresanlardir. GUnimigaya, ygun stresleri ve

depresyonun gorulme sl antidepresan kullaniminda astneden olmaktadir.

Guncel antidepresanlar iginde Fluoksetin dikkatngektedir. Bu ¢agmanin
amacl Fluoksetin ve metaboliti Norfluoksetin’inaddan GC-MS y6ntemi ile
kullanilarak analizinin yapiimasidir. Atagmaya katilmak ve katiimamak tamamen
kisinin kendi istgine balidir. Yapilacak glemler ve analizler icin gonullilerden
kesinlikle higbir Ucret talep edilmeyecektir. Gddldrin kimligi ile ilgili kayitlar

gizli tutulacaktir.
Arastirmaya higbir baski olmaksizin kendi arzumla Kagini beyan ederim.
Saglikl, gonulli denegin adi soyadi ve imzasi:
Yuratacu Ara stiric:
Kimyager Dilek Salkim
.U Adli Tip Enstitiisii Yiiksek Lisans (Gsrencisi

Telefon: 212 414 30 00/22821
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Dogum Tarihi ve Yeri: 19.08.1981]stanbul

Ehliyet: B sinifi

Adres:Kartaltepe mah. Giilay sk. Gulay apt. No:2/11 Babkyrkstanbul

E-posta:salkimdilek@gmail.com

EGITIM DURUMU:
2007-Adli Tip Enstitusu, Fen Bilimleri Anabilim Dal’'ndBoktora Egitimi

20071.U. Adli Tip Enstitusii, Fen Bilimleri Anabilim Dahda Yiiksek Lisans

Diplomasi
20041.U Fen Bilimleri Enstitiisu Tezsiz Yiiksek Lisans Dipasi

2002Trakya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi KimydiBli Lisans

Diplomasi
1998Istanbul Yahya Kemal Beyatli Lisesi, Lise Diplomasi
1995Istanbul Bakirkdy Ortaokulu, Ortaokul Diplomasi

1992Istanbul Ysgilkoy Arif Senelilkokulu, Ilkokul Diplomasi
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BILIMSEL ETK INLIKLER:

Tamamlanan Tez ve Donem Projeleri:

Trakya Universitesi Lisans Bitirme Tezi (2002pektrofotometrik Titrasyon
Istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi (20@yara ve Bgimhhk

Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii(200/uoksetin ve metaboliti
Norfluoksetinin Gaz Krmatografisi-Kitle SpektrosisiiGC-MS) ile Biyolojik

Materyalden{drar) Tayini
Katildi g1 Kongreler ve Konferanslar:

The 3rd International Congress of The Balkan Acadehiorensic Sciences

“New Trends of Forensic Sciences in Balkan Are®0& - Romanya)
VII. Adli Bilimler Kongresi(2006 - Konya)

DNA ve Adli Laboratuvarlarda Kalite Giivencesi (200U Adli Tip

Enstitiist 4stanbul)
14. Ulusal Adli Tip Gunleri (2007-Antalya)

Poster sunumu:“Microextraction Techniques in Enviromental Anadys
Acikkol M.,Salkim D., Baykara E., in: Integrated Coastal Zone Manag¢®e

Biodiversity & Marine Environment, IntenSynergy ZB)Boca [zmir
“Adli Orneklere Uygulanan Ekstraksiyon Yontemleri”

Sakim D. Acikkol M., Turkmen Z.,Cengiz S.,(14. Ulusal AdliprGunleri —

2007-Antalya)
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MESLEK I DENEYiIM

1999 - 2000 Novartila¢ Fabrikasinda AR-GE Laboratuvarinda laboratuar

stajl.

2000-2001 Novartiglac Fabrikasinda AR-GE Laboratuvaringlatime stajl.

2005-1.U Adli Tip Enstitlistinde grenci stattisiinde “Yari zamanl”

calsmaktadir.

1.U Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenen G1@32006
sayil ‘I.U Adli Tip Enstitiisii Toksikoloji ve Hemogenetik h@ratuarlari Gejtime *

Projesinde yardimci aglarici olarak bulunmaktadir.
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