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1. GIRIS

1.1. Antibiyotikler

Antibiyotik kelimesi Yunancadan gelmekte ve karst anlamina gelen “anti” ve
yasam (bakteri bir yasam formudur) anlamina gelen “bios” kelimelerinden
olusmaktadir. Antibiyotikler mikroorganizmalarin neden oldugu infeksiyonlar1 tedavi
etmede kullanilan ilaglardir. Mikroorganizmalarin hepsi zararli degildir, hatta bir
kism1 insanlar i¢in yararli fonksiyonlara sahiptir. Ancak bazi bakteriler insana zarar
verebilir yani patojendirler. Patojenler, ¢cogalmadan ve semptomlara neden olmadan
once bagisiklik sistemindeki akyuvarlar tarafindan yok edilirler. Ancak sayilar1 ¢ok
fazla oldugunda ve bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmekte zorlanildiginda insan

viicudu yardima, yani antibiyotiklere ihtiya¢ duyar (Nordqvist, 2009).

1929 yilinda Sir Alexander Fleming bakterilerle yaptig1 ¢alisma sirasinda kiif
mantarlarinin bakterileri 6ldiirdiigiinii ve bunun nedeninin kiif mantarlarinin iirettigi
penisilin oldugunu bulunmustur. Penisilin, tarihte bulunan ilk antibiyotiktir ve o
tarihten bu yana birgok yeni antibiyotik kesfedilmistir. Bu kesif ayn1 zamanda insanlik
icin antibiyotik-bakteri savasinin da baslangict olmustur, ¢iinkii bakteriler zamanla
antibiyotiklere karsi savunma mekanizmalarini giiglendirmekte ve antibiyotik direnci
gelistirmektedirler. Gilinlimiizde antibiyotiklerin gereginden fazla kullanilmamasi1 ve
bakterilerin antibiyotik direnci gelistirmelerinin Oniine gec¢ilmesi icin ¢esitli
farkindalik caligsmalar yiiriitiilmektedir. Ornegin 18 Kasim giinii 2011 yilinda Avrupa
antibiyotik farkindalik giinii olarak ilan edilmistir. Gereksiz antibiyotik kullanimi ve

bakteri direnci toplumsal bir sorun olarak goriilmektedir.

Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore siniflandirilabilirler. Bakterileri 6ldiiren
antibiyotik smifina bakterisit etkili antibiyotik, bakterilerin gelisimini durduran
antibiyotik sinifina ise bakteriyostatik etkili antibiyotik denir (Buynak, 2012). En ¢ok
hedef alinan bakteriyel fonksiyon biiyiimedir (Calderon ve Sabundayo, 2007). Bakteri

hiicre duvarin1 hedef alanlar (penisilinler ve sefalosporinler), hiicre membranin1 hedef



alanlar (polimiksinler) ve temel bakteri enzimleriyle girisim yapanlar (kinolonlar ve
stilfonamidler) bakterisit sinifindadirlar. Protein sentezini hedef alanlar
(aminoglikozidler, makrolidler ve tetrasiklinler) ise bakteriyostatik sinifindadirlar
(Finberg ve ark., 2007).

1.1.1. Aminoglikozidler

Aminoglikozidler streptomyces ve micromonospora tiirii mikroorganizmalardan
elde edilen, iki veya daha fazla amino sekerinin glikosidik baglarla bir aminosiklitol
bilesenine baglanmasindan olusan ve ¢ok sayida bilesen iceren biiyiik bir antibiyotik
grubudur. Bu gruptaki antibiyotikler sunlardir: kanamisin, neomisin, apramisin,
amikasin, arbekasin, bekanamisin, dibekasin, tobramisin, streptomisin, spektinomisin,
higromisin B, paromomsin, gentamisin, netilmisin, sisomisin, izepamisin, verdamisin

ve astromisin. (McGlinchey, 2008)

Biiyiik ve eski bir antibiyotik sinifi olan aminoglikozidler, 1943 yilinda ilk
sentezlenen aminoglikozid olan streptomisinin bulunusundan beri insanlar tarafindan
siklikla kullanilmaktadir. Aminoglikozidlerin bakir, nikel, kobalt ve demir gibi
metallerle selatlar olusturdugu bilinmektedir (Foye ve ark. 1955; Priuska ve ark. 1998).
Priuska ve ark.lar1 (1998) gentamisinin demir ile kompleksinin bobrek ve i¢ kulakta
toksik yan etkiler gosterdigini kanitlamiglardir. Bu gruptaki anitibiyotikler nefrotoksik
ve ototoksik ozellikler gostermektedir. Aminoglikozidler, veterinerlikte ve hayvan
ciftliklerinde 6zellikle meme iltihabi gibi bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde veya
koruma amagch olarak veteriner ilaglarinda kullanilirlar. Bazen yiiksek oranlarda gida
takviyesi olarak ya da igme suyuna katilarak hastaliklarin 6nlenmesi veya hayvanlarin
tasinmasi sirasinda su kaybi yasanmamasi i¢in kullanilirlar (Fedeniuk ve Shand,
1998). Bakterilerin antibiyotik direnci gelistirmesinde insan kullaniminin yaninda
hayvancilik amagl kullanim da dikkate alinmaktadir. Bu yiizden hayvansal kaynakli
gidalarda diisiik miktardaki antibiyotiklerin tayini ¢ok dnemlidir (McGlinchey, 2008).



Tiirkiye’de kiiclik ¢apli iiretimin ve dolayisiyla kayit ve kontrol dis1 gida
isletmelerinin fazla olmas1 gida giivenligini tehdit etmektedir. Ozellikle son yillarda
Avrupa Birligi’'ne uyum cabalariyla birlikte yeni mevzuatlar hazirlanmaktadir. Bu
uygulamalarla birlikte gida giivenligini izleyen laboratuvarlarin da bu mevzuatlara
uygun ¢aligmasi gerekmektedir. Bu alanda yapilan analizlerin giivenilir, hassas, hizli
ve maliyetinin uygun olmasi, gida giivenligini ve kalitesini saglamada ¢ok dnemlidir
(Kara ve Kolayli, 2010). Bu hedefleri saglayacak alternatif analiz yOntemleri

gelistirmek de analitik kimya agisindan 6nem tasimaktadir.

Bu gruptaki antibiyotiklerin analizleri zordur, ¢iinkii hem kromofor gruplar
igermezler hem de ilag analizlerinde en ¢ok kullanilan metod olan ters faz kromatografi
kolonlarinda alikonmalar1 zayiftir. Bu sorunlardan dolayr aminoglikozidlerle ilgili
caligmalarin biiylik ¢ogunlugu tiirevlendirme islemini igerir. Tiirevlendirme islemi
dedeksiyon ig¢in olabildigi gibi, kiitle spektrometri dedektorii kullanildiginda
alikonmay gelistirmek i¢in de kullanilmigtir. (Plozza ve ark. 2011)

1.1.1.1.Gentamisin

1
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Sekil 1.1. Gentamisin



Gentamisin (GEN), beyazdan kahverengi-sariya degisen renkte ve toz halindedir.
Suda ¢oOziintirken alkolde ¢oziinmez (European Pharmacopoeia 5, 2005). Ana
bilesenleri gentamisin C1, C1A ve C2 formlaridir. Molekiil agirligi i¢erdigi formlarin

oranina gore degisir:

Gentamisin C1: 477,6 g/mol

Gentamisin C1A: 449,5 g/mol

Gentamisin C2: 463,6 g/mol

GEN, Micromonospora purpurea kiiltiirlerinden elde edilen aminoglikozid yapili
bir antibiyotiktir. 1964’de kesfedilen gentamisin 1971 yilinda kullanima sunulmustur
ve glinlimiizde hala yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bunun nedeni bir¢ok antibiyotige
kars1 direng gelistirebilmis bakterilerin GEN’e karst hala duyarli olmalarindandir.
GEN solunum veya idrar yollar1 infeksiyonlarinda ve 6zellikle de sepsiste temel ilag
olarak kullanilmaktadir. Diger aminoglikozidler gibi gram negatif bakteriler tizerinde
etkili olsa da, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis ve Legionella
pneumophila {izerinde etkisizdir. Gram-negatifler disinda, bazi antibiyotiklerle
kombine halde Staphylococcus aureus ve belirli bazi streptokok tiirlerine karsi da
etkilidir. Penisilin ile kombine halde endokardit tedavisinde kullanilir. GEN, klinikte
yukarida sayilanlarin disinda tiriner kanal enfeksiyonlari, piyelonefrit, jinekolojik
enfeksiyonlar, peritonit, pndmoni, bakteriyemi, kistik fibrozis ile iligkili olanlar da
dahil olmak tizere solunum yolu enfekisyonlari, osteomiyelit, diyabetik ayak ve diger

yumusak doku enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilir (Ustiines, 2012).

GEN’in klinik kullaniminda karsilagilan en biiylik sorun ototoksik ve nefrotoksik

olmasidir (Moulds ve Jeyasingham, 2010).



1.1.1.2. Tobramisin

OH

Sekil 1.2. Tobramisin

M.A: 467,51 g/mol

6-0-(3-Amino-3-deoksi-alfa-D-glukopiranozil)-2-deoksi-4-O-(2,6-diamino-2,3,6-

trideoksi-alfa-D-ribo-hegzopiranozil)streptamin

Tobramisin (TOB), beyaz veya beyaza yakin renkte higroskopik bir tozdur. Suda
serbestce ¢oziiniir; alkolde ¢ok hafif ¢oziiniir; kloroform ve eterde pratik olarak

¢oziinmez (Ustiines, 2012).

TOB, streptomyces tenebrarius kiiltiirlerinden elde edilen aminoglikozid tiirevi

bir antibiyotiktir. En yiiksek aktivitesini aerobik gram-negatif basillere kars1 gosterir.



GEN’de oldugu gibi diger antibiyotiklerle kombine olarak Staphylococcus aureus ve
belirli baz1 Streptococcus suslarinin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde ve
penisilin ile birlikte endokardit tedavisinde kullanilir. TOB belirli mycobacterium
tiirlerine kars1 da etkili olmasina karsin, anaerobik bakterilere kars1 etkili degildir. Bazi
aragtirmalar TOB'in GEN'e gore daha az nefrotoksik olduguna isaret etmektedir.
Bununla birlikte, her iki ilacin nefrotoksisite insidanslar1 arasinda net bir farklilik
saptanamamustir. TOB, enjektabl olarak ve oftalmik preparatlar1 seklinde goze topikal
olarak uygulanir. Duyarli mikroorganizmalarin neden oldugu goziin ve komsu
dokularin dis kaynakli infeksiyonlarinin tedavisinde etkilidir. Son yillarda kistik
fibrozisli hastalarda goriilen pseudomonas infeksiyonlarina karsi aeresol formunda da
kullanilmaktadir (Ustiines, 2012).

TOB, bakteriyel 30S ve 50S ribozomundaki bir bosluga baglanarak 70S
kompleksinin olusumunu Onleyerek etki eder. Sonu¢ olarak; mRNA’nin proteine

translasyonu ger¢eklesmez ve hiicre 6liimii ile sonuglanir.



1.1.1.3.Amikasin
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Sekil 1.3. Amikasin

M.A: 585,60 g/mol

D-Streptamine,O-3-amino-3-deoxy-a-D-glucopyranosyl-(1—6)-O-[6-amino-6-
deoxy-a-D-glucopyranosyl-(1—4)]-N-[(2S)-4-amino-2-hydroxy-1-oxobutyl]-2-

deoxy-

Amikasin (AMI), kanamisin A'dan elde edilir. En ¢ok aerobik gram-negatif
basilere kars: etkilidir. GEN ve TOB gibi AMI de diger antibiyotiklerle kombine
olarak Staphylococcus aureus ve belirli streptokok tiirlerine karst kullanilir.
Mycobacterium tiirlerine karsi da etkili, anaerobik bakterilere kars1 etkisizdir. AMI'in
yararli oldugu klinik durumlar sunlardir: Piyelonefrit gibi iiriner kanal enfeksiyonlari,

jinekolojik enfeksiyonlar, peritonit, endokardit, pndmoni, bakteremi ve sepsis, kistik



fibrozis de dahil solunum yolu enfeksiyonlari, osteomiyelit, diyabetik ayak, diger

yumusak doku enfeksiyonlari ve bazi mikobakteriyel enfeksiyonlar (Ustiines, 2012).

1.2. Nanoteknoloji ve Nanomateryaller

1.2.1. Tarihce

Nanomateryaller en basit ifadeyle nanoskaladaki maddeler, nanoteknoloji ise
nanoskaladaki teknoloji olarak tanimlanabilir. Nanomateryaller, asagi yukar1 1-100
nm araliginda boyutlara sahip maddelerdir. Nanoteknoloji maddelerin ne oldugundan
cok ne kadar kiiciik olduklartyla ilgilidir. Nanoteknoloji ¢cag1 insanlik tarihindeki diger
biitiin materyal ¢aglarindan ¢ok farklidir (Colvin ve Mittleman, 2013). Tarih; tas devri,
bakir ¢agi, bronz ¢agi, demir ¢agi, enformasyon ¢agi diye daha ¢ok ¢aga damgasini
vuran materyallerle adlandirilmaktaydi. Ancak ¢agimiz materyalin ne oldugundan ¢ok

ne kadar kii¢lik olduguyla ilgili oldugu i¢in diger ¢aglardan farklidir.

Nanoteknoloji ve nanobilim ilk defa fizik¢i Richard Feynman tarafindan 1959
yilinda Amerikan Fizik Toplululugu’nun (American Physics Society) bir toplantisinda
ortaya atilmistir. Feynman konusmasinda tekil olarak atomlar1 ve molekiilleri kontrol
ve manipiile edebilecek islemlerden bahsetmistir. Nanobilimin babasi sayilan
Feynman bir konusmasinda “neden 24 ciltlik Brittanica ansiklopedisini bir raptiyenin
ucuna yazamayalim” demistir. (United States National Nanotechnology Initiative,
2014)

Tarihte insanlar nanomateryaller iiretseler de bunun farkinda degillerdi. Ornegin;
IV. yiizyillda yasayan Lycurgus’un cam kadehinde 50-100 nm boyutunda altin
nanopargaciklar oldugu bilinmektedir (Sekil 1.4). Bu kadehin 1s18a gore rengi
degismektedir. Giin 1s181inda yesil renkte olan kadeh, i¢ine bir 151k kaynagi
konuldugunda kirmiz1 olarak goriilmektedir (Leonhardt, 2007).



Sekil 1.4. Lycurgus’un kadehi (solda) ve 1364 yilinda insa edilen St. Vitus
katedralinden bir mozaik cam 6rnegi (sagda)

1.2.2. Nanoteknolojinin Uygulamalari

Nanoteknoloji uygulamalarina giinliik hayatta uzun zamandir rastlanmaktadir.
Nanomateryallerin bir¢ok Ozellik kattigit malzemeler c¢ok degisik amaglarla
kullanilmaktadir. Karbon nanotiiplerden yapilan hafif ve dayanikli bisikletlerden,
nanoskopik TiO2/ZnO igeren ve gegirgenlik saglayan giines kremlerine;
antimikrobiyal etkisi i¢in altin nanopargacik igeren gida takviyelerinden, lekelere ve
kingiklara dayaniklilik saglamasi igin nanoseliiloz katilan giysilere kadar giinliik
hayatin birgok alaninda nanomateryallere rastlamak miimkiindiir (Nanotechnology
Consumer Products Inventory, 2014). Nanoteknoloji kisiye 6zel ilaglar, kendi kendini
temizleyen giysiler, daha hafif araglar, daha az kirleten fabrikalar, daha hizl
bilgisayarlar ve yeni kanser tedavileri gibi birgok seyi miimkiin kilmakta ve hizla yeni

uygulama alanlar1 bulmaktadir.

1.2.3. Nanoparcaciklar

Bir sag telinin veya bir kagit par¢asinin 80.000-100.000 nm kalinliginda oldugu
diisliniiliirse, nano skalasinin ne kadar kiigiik oldugu tahmin edilebilir (United States
National Nanotechnology Initiative, 2014). Peki, skalanin bu denli kii¢iik olmasi

neden 6nemlidir ve bu skalada materyallerde degisen sey nedir? Bu sorunun cevabi
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basitce nanomateryallerin yiizey alanlarinin ayni1 hacimdeki ve/veya kiitledeki
materyallere gore ¢ok daha biiyiik olmasinda yatar. Kimyasal islemler yilizeyde
gergeklesir ve yiizey alaninin biiyiimesi materyallerin 6zelliklerini biiylik oranda
degistirir (Colvin ve Mittleman, 2013). Maddelerin boyutu kiiclildiik¢e sadece yiizey
alan1 artmaz ayni zamanda ayni hacime giren parcacik sayisi da artar. Yiizey
alanindaki ve pargacik sayisindaki bu artislar asagi yukar1 hesaplanabilir. Ornegin kiire
bigimindeki bir maddenin hacmi 4/3nr® formiiliinden hesaplandigmma gore, bu
maddenin ¢ap1 10 kat diisiiriildiigiinde ayn1 miktardaki madde i¢in asag1 yukar1 10.000
kat daha fazla sayida maddeye sahip olunacaktir. Yiizey alani ise boyut ile birebir
oraninda ters orantili olur. Maddenin ¢ap1 10 kat diisiiriiliirse, yiizey alan1 10 kat
artacaktir. Ornegin; 1 cm kenarli bir kiipte yiizeydeki atom yiizdesi % 10~ iken, 10 nm
kenarlida % 10, 1 nm kenarlhida biitiin atomlar yiizeydedir. Bu bilgi; biyiikliikte
yapilacak birkag nanometrelik degisimlerin, nanopargaciklarda biiyiikk fiziksel ve

kimyasal degisimleri nasil tetikledigini agiklayabilir (Link ve El Sayed, 2000).

Nanomateryaller boyutlarina gore soyle siniflandirilirlar: OD (nanopargaciklar ve
kuantum dotlar), 1D (nanotiipler, fiberler ve rodlar), 2D (ince filmler, yiizeysel
quantum kuyular1) ve 3D (nanokompozitler, kiitlesel nanokristal filmler) (Haick,
2014).

Nanoparcaciklar, 0-boyutlu, ¢aplar1 1-100 nm araliginda, her bir pargacikta 10°
atomdan daha az atom iceren ve Kuantum fiziginin kurallarinin gegerli oldugu

pargaciklardir (Schmid, 2004).

Nanopargaciklar degisik metotlarla iiretilebilirler ve bu metotlar maddelerin gaz,
sivi veya kati fazlart kullanilarak yapilabilir. Bu metotlar arasinda, gaz fazi
islemlerinden olan alev pirolizi, yliksek sicaklik ucurmasi ve plazma sentezi;
mikrodalga 1sinlamasi; fiziksel ve kimyasal buhar tortulasmasi sentezi; ¢ozeltide
gerceklesen kimyasal reaksiyonlarin kolloid olusturdugu sivi veya kolloidal faz
metotlar1 ya da boyut kiigiiltme i¢in yapilan mekanik metotlar sayilabilir (Nagajaran,

2008; s.:7).
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Nanopargacik sentezini Stratejik olarak asagidan-yukariya (bottum-up) ve
yukaridan-agagiya (top-down) seklinde siniflandirmak da miimkiindiir. Yukaridan-
asagiya yonteminde, biiyiik boyutlardaki ham materyal kiiciiltiilerek nanoparcacik elde
edilir. Kesme, 6giitme, oyma gibi tekniklerle biiyiik boyutlardaki materyaller istenilen
sekil ve boyuttaki nanomateryallere doniistiiriilebilir. Bu tekniklerden bazilari
odaklanmis iyon demeti, fotolitografi ve elektron iginlart litografisidir. Odaklanmis
iyon demeti ile materyallerin oyulmasi miimkiindiir. Fotolitografi, UV 1sinlarinin
materyal yiizeyinde, materyalin korunmasi istenen kisminin UV 1sinlarina direngli bir
materyalle maskelendigi, oyulmasi istenen kismin ise UV 1s181ina maruz birakildigi bir
tekniktir. Elektron 1sinlari litografisi, yiiksek miktarda elektron kullanarak
nanomateryallerin tiretildigi bir tekniktir.(Haick, 2014)

Asagidan-yukariya sentez yonteminde ise atom ve molekiillerin kendiliginden
biraraya gelmeleri (self-assembly) ile nanopargaciklar sentezlenebilir. Kendiliginden
biraraya gelme geri dondiiriilebilir bir islemdir ve dogada spontane bir sekilde
goriilebilir. Kendiliginden biraraya gelmede Van der Waals, kapiler, hidrojen baglar
gibi zayif kuvvetler etkilidir. Asagidan-yukariya teknigi, yukaridan asagiya teknigine
gore ¢ok daha fazla kullanilir, ¢iinkii maliyeti ¢ok daha diisiik ve daha kolay bir
tekniktir. (Haick, 2014)

Asagidan-yukariya nanopargacik sentezi su sekilde sematize edilebilir:
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Topaklasma (agglomeration)

YiZigma (aggregation)

Sekil 1.5. Asagidan-yukariya nanopargacik sentezinin sematik gosterimi

Nanoparcaciklar sentezlendikten sonra ¢esitli amaclarla ylizeyleri modifiye edilir.

Bu amaglar:

1. Cok reaktif olan nanoparcaciklar pasiflestirmek,

2. Kiimelenmeye meyilli nanopargaciklari stabilize ederek ortamda daginik halde
kalmalarini saglamak,

3. Molekiiler tanima gibi sensor amagli olarak fonksiyonel hale getirmek,

4. Nanoparcaciklarin olusmasini desteklemek,

olabilir (Nagajaran, 2008; s.:8).

1.2.3.1.Metal Nanoparcaciklar ve Spektroskopide Kullanim

Metal nanoparcaciklar, 0 boyutlu, c¢apt 1-100 nm araliginda, her bir
nanopargactkta 10® atomdan daha az sayida metal atomu iceren nanoparcaciklar olarak

tarif edilmektedir. Metal nanopargaciklar diger nanomateryaller arasinda optik ve
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elektronik 6zellikleri ve sentezlenmesinin kolayliginin yaninda (Feldheim ve Foss,
2002) katalitik ve manyetik 6zellikleriyle de ilgi cekmektedir. Metal nanopargaciklarin
sentezinde genellikle metal tuzlarinin, onlarin etrafinda bir tabaka olusturan ve bir
araya gelmelerini engelleyen fonksiyonel molekiillerin varliginda, kimyasal olarak
indirgenmesinden faydalanilir (Brust ve ark., 1994). Bu molekiiler tabaka, koruma
fonksiyonunun yaninda parcacikla ortamin etkilesimini de belirler ve nanoparcaciga
sensor 0zelligi kazandirabilir. Ayrica degisik ¢oziiciilerdeki ¢oziintirliigiinii de kontrol
eder. Metal nanomateryaller 6zgiin optik ve elektriksel 6zelliklerinden dolay1 analitik

amagcli olarak genis uygulama alanlar1 bulmaktadirlar.

Lucena ve ark.lar1 (2011) analitik igslemlerin numune hazirlama, kromatografik ve
kapiler elektroforetik teknikler, dedeksiyon ve veri isleme gibi bazi asamalara
boliinebilecegini ve nanopargaciklarin bu asamalarda kullanimmin Sekil 1.6’da
goriildiigii gibi oldugunu belirtmiglerdir. Calismalarin ¢ogunlugu dedeksiyon
kisminda, nanopargacik temelli elektrot gelistirme ile ilgilidir. Bunun disinda numune

hazirlama ile ilgili de ¢alismalar bulunmaktadir.

Bir arag olarak
nanopargaciklarin
kullanildig alanlar

~ 30%

~209% ~ ~°0%
Numune Kromatografik ve kapiler Veri toplama ve
hazirlama [-»| elektroforetik teknikler ~» | Dedeksiyon |-» isleme

Sekil 1.6. Nanoparcaciklarin analitik islemlerde kullanim1 (Lucena ve ark.,
2011)
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Metal nanopargaciklar analitik alanda, spektroskopide de uygulama alam
bulmustur. Metal nanopargaciklarin spektroskopik uygulamalar1 genellikle yiizey
caligmalar1 olmakla birlikte, ¢6zelti ortaminda da c¢alisabilmek miimkiindiir. Yiizey
caligmalar1 agisindan en ¢ok uygulama alani bulunan teknik Yiizeyde Zenginlestirilmis
Raman Sacilmasi (Surface Enhanced Raman Scattering, SERS) teknigidir. Bunun
disinda Yiizeyde Zenginlestirilmis Floresans (Surface Enhanced Fluorescence, SEF)
ve Yiizeyde Zenginlestirilmis IR Absorbans (Surface Enhanced Infrared Absorbance,
SEIRA) tekniklerine de siklikla rastlamak miimkiindiir. Cozelti bazli ¢calismalarda ise
UV-GB spektroskopisi, Raman spektroskopisi, floresans spektroskopisi, IR
spektroskopisi gibi alanlar sayilabilir. Yiizey calismalarinin ¢ozelti bazli ¢alismalara
gore daha ¢ok olmasinin nedeni genellikle yiizey ¢alismalarinda elde edilen sonuglarin
¢ozelti bazli galismalara gore daha hassas olmasi ve daha kii¢iik yakalama sinirlarina
inilebilmesidir. Buna karsilik ¢ozelti bazli galismalar ise hazirlanmasi kolay ve tekrar

edilebilirligi daha yiiksek sonuglar vermektedir.

Metal nanoparcaciklarin 1s1k ile olan iliskisini agiklamak i¢in Gustav Mie’nin
(1908) 20. yiizyilin baglarinda kollodial altin pargaciklarin renkleriyle ilgili
yayimladig1 ¢alismasi degerlidir. Mie, bu calismasinda, kiiciik ve kiire bigimindeki
pargaciklarin 151k sag¢ilimini hesaplamak igin Maxwell’in elektromanyetik teorisini
kullanmustir. ik dlgiimlerinde altmin boyutunun degismesi ile renginin degistigini
bulmustur ve bu fenomen daha sonra yiizey plazmon rezonans olarak adlandirilmastir.
Homojen ve izotropik (her yonde ayni sekilli) kiireler tarafindan gergeklestirilen
elektromanyetik sacilim, Mie’nin teorisi olarak adlandirilsa da, ondan daha 6nce de bu
konuda ¢alisan bilim insanlar1 olmustur. Alfred Clebsch, Ludvig Lorenz ve Peter
Debye’nin konu hakkinda ¢ok degerli ¢alismalar1 olmustur (Wriedt, 2012). Bu yiizden
teori Lorenz-Mie teorisi ve hatta Lorenz-Mie-Debye teorisi olarak da bilinmektedir.
Ludvig Lorenz kiire pargaciklar tarafindan 1s18in sagilimi konusunda aym
hesaplamalar1 1890’da yapmustir. Ancak bu hesaplamalari Danca yayimladig: i¢in
Fransizcaya ¢evrilmeden once neredeyse hi¢ kimse haberdar olamamistir. Ayrica
hesaplamalarint Maxwell’in elektromanyetik teorisi ile iliskilendirmemistir(\Wriedt,

2012).
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Elektrik alani

Metal kdre

Sekil 1.7. Metal nanopargaciklarin yilizey plazmonlarin1 gdsteren ornek
¢izim (Willets ve Duyne, 2007)

Yiizey plazmon rezonansi (surface plasmon resonance, SPR), bir parcacigin
elektronlarinin, parcaciga gelen 15181 uyarmasi ile kollektif sekilde salinimidir (Sekil
1.7). Metallerin yiizeyindeki bu serbest elektron bulutu, elektron plazmasi olarak
adlandirilmakta ve metalin yiizeyindeki bu elektron plazmasinda sekilde goriildiigii
gibi gergeklesen salinimlar ise plazmon olarak adlandirilmaktadir. Yiizey
plazmonlarinin salinimi nanopargaciklarin 1gikla olan iligkisini ve dolayisiyla rengini
belirler. Atomik veya molekiiler haldekinin aksine, metal nanopargaciklar yiizey
plazmon rezonanslarindan dolay: yiiksek absorpsiyon ve sagilim bantlarina sahiptirler.
Rezonans kosullart gelen 1518in frekansinin, pozitif yilikli c¢ekirdegin dengeleme
kuvvetlerine kars1 salinim halindeki ylizey elektronlarinin dogal frekansina eslestigi
zaman kurulur (Zeng ve ark., 2011). Sekil 1.7°deki gibi gelen 15181n dalga boyu,
etkilestigi parcaciktan ¢ok biiylik ise bu, nanoparcacigin yiizeyinde, lokalize yiizey
plazmon rezonans (localized surface plasmon resonance, LSPR) olarak bilinen bir
frekansta, lokal olarak salinan plazmonlara neden olur (Willets ve Van Duyne, 2007).
Yiizey plazmon rezonanslar1 dielektrik ortamdaki degisikliklere duyarlidir. Yiizey
plazmon Olgiimleri lazer ve dedektorden olusan SPR cihazlarnn ve UV-GB
spektrofotometresi ile yapilir. UV-GB spektrofotometresinde numuneye gonderilen
1sinin siddetinin azalmasindan absorpsiyon ve sagilma bir arada sorumludur (Sekil

1.8). Cok kiigiik parcaciklarda (~2 nm) sac¢ilim absorbansin yaninda ihmal edilebilecek
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diizeylerde kalirken, bliyiik pargaciklarda (~1 um) absorbans sac¢ilimin yaninda ihmal
edilebilecek diizeylere geriler (nanoComposix, 2012). Yiizey plazmon rezonansi dalga
boyu, nanoparcaciklarin boyutlari, sekilleri ve tiirleri degistirilerek ayarlanabilir
(Willets ve Van Duyne, 2007).

- Sacilim

~== Absorpsiyon

= Toplam spektram

300 400 500 600 700 800
Dalga Boyu (nm)

Sekil 1.8. Altin nanopargacik i¢in (50 nm) sag¢ilim, absorpsiyon ve toplam
spektrum (nanoComposix, 2012)

Cap1 “a” olan ve z-ekseninde polarize bir 1s1nla (A>a) uyarilmis kiire bigimindeki
nanopargaciklarin etrafindaki elektromanyetik alan, Maxwell denklemlerinin yar1

statik bir yaklagimla ¢dzlimlenmesiyle hesaplanabilir (Jeanmarie ve Van Duyne,
1977):

Sig - 8d1$

E ,¥,z) = EgZ —
a5(,7,2) = o [nggdls

3 7 3z . )
a’ E, [r_3_ o (xx + yy + z2)

Burada €;. metal nanopargacigin dielektrik sabiti, €4, dis ortamin dielektrik

sabitidir. Metal nanoparcaciklarin spektrumlar1 ise su formiile gore hesaplanabilir
(Link ve Sayed, 1999):

3/2
24 112Na38dl$ ey

E() = AIn(10) [ (Eg)+XEq)%+ € (A)?
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Burada €; ve € metal dielektrik fonksiyonun gergek ve farazi bilesenleri, X

pargacigin geometrisine gore 20’ye kadar yiikselebilen ve kiire i¢in 2 olan bir faktor

ve N parcacigin temsil edilebilecegi 6l¢iilebilir polarize elemanlaridir.

Maxwell denklemlerinden tiiretilen bu basitlestirilmis denklemlerden de
anlagilabilecegi gibi metal nanopargaciklarin elektromanyetik  spektrumlari
pargaciklarin; cinsine, sekline, biiyiikliigline, ortamin ve par¢acigin dielektrik sabitine
baglidir ve bu degerler bilinirse hesaplanabilirler. Altin, glimiis, bakir ve baz1 alkali

metal nanopargaciklar goriiniir bolgede absorpsiyon maksimumuna sahiptirler

(Ozturk, 2010; s.:5-6).

Metal nanoparcaciklarin UV-GB spektroskopisinde kullanildigi calismalar, metal
nanoparcaciklarin analitin varhiginda optik ozelliklerinde gozlenen degisikliklerden,
yani spektrumundaki degisikliklerden yararlanarak yapilan tayin ¢aligmalar1 olmustur.
Bu teknikte SPR bantlarindaki degisimden analitik amagli yararlanilmaktadir.
Ozellikle sagilma, aggregasyon seviyesine ¢cok duyarlidir ve absorpsiyon ile birlikte

aggregasyon arttik¢a kirmiziya kayma gozlenir (nanoComposix, 2012).

Ornegin; sitrat kapli giimils nanoparcaciklar elektronegatif yiiklii yiizeye
sahiptirler ve suda elektrostatik itmeden dolayi birbirlerinden simetrik olarak daginik
halde bulunurlar. Bu ¢6zelti sar1 renkli plazmon rezonans banti gosterir (Henglein ve
Giersig, 1999). Jing ve ark.nin (2008) bir ¢alismasinda oldugu gibi bu ¢6zelti pozitif
yiiklii bir molekiille karsilastiginda (¢alismada berberin hidrokloriir) elektrostatik
¢ekimden dolay1r giimiis nanopargaciklarinin topaklanmasina sebep olacak ve renk
degisimi gozlenecektir. Jing ve arkadaglari bu stratejiyi berberin’in kolorimetrik
tayininde kullanmislar ve giimiis kolloidlerinin berberin konsantrasyonuna bagl
olarak saridan yesil ve maviye doniistiigiinii gozlemlemislerdir. Absorpsiyon
spektrumundaki degisimlerden yararlanarak da kantitatif tayin gergeklestirmislerdir.
Calismada tayin alt sinirlar1 13 nM’dir. Bu ¢alismanin disinda Lu ve arkadaslar
(2010) UV-GB spektrofotometresi kullanarak sefadrinin farmasdotik preparatlarda altin
nanopargaciklar ile tayinini gerc¢eklestirmislerdir. Nezhad ve arkadaslar1 (2010) ise

dopamin, levodopa ve adrenalin analizi i¢in glimiis nanopargaciklar kullanmislardir.



18

Guo ve ark.1 (2010) ise onemli bir analiz olan siitte ve bebek mamalarinda melamin
analizi i¢in altin nanoparcaciklartyla kolorimetrik tayin gergeklestirmislerdir.
Hajizadeh ve arkadaslar1 (2011) ise suda siyaniir tayinini, sudaki diger iyonlardan
herhangi bir girisim gormeden glimiis nanopargaciklarla ger¢eklestirmislerdir. Bir
pestisit olan asetamipridinin sebzelerde tayini i¢in Xu ve arkadaslarinin (2011)
gelistirigi yontemde ise altin nanoparcaciklar kullanilmigtir. Yapilan ¢alismalardan
goriildiigii  gibi genis uygulama alanlarinda, UV-GB spektrofotometresinin
kullanildigi, metal nanopargaciklarla molekiillerin etkilesiminden yararlanilan
yontemler mevcuttur. Metal nanopargaciklarin  kullanildigit bu ¢aligmalarda
yontemlerin temel avantajlari; duyarliligi, segiciligi, hizli ve dogru sonu¢ vermesi ve
pahali cihazlara ihtiyag duyulmamasidir. Gelistirilen ¢alismalarda hedef molekiiller
genellikle siipheli ve ortamda bulunmamasi gereken molekiiller olmaktadir ve
yontemler genellikle gozle dahi, aranilan molekiiliin varligini tespit etmeye imkan

saglamaktadir.

Metal nanopargaciklar spektroskopi alaninda floresans spektroskopisinde de genis
bir uygulama alani bulmaktadir. Bunun nedeni metal nanopargaciklarin kolayca
ayarlanabilen optik 6zellikleri sayesinde analizlerin duyarlilifinin artirilabilmesidir.
Pargaciklarin boyutu ve sekli degistirilerek istenilen 6zelliklerde sensorler veya sinyal
zenginlestiriciler  sentezlenebilmektedir. Yine yiizey ¢alismalar1  floresans
spektroskopisinde daha genis yer bulmaktadir. Yiizey ¢aligmalar1 genellikle SERS
yoniine kaymistir. Bunun nedeni SERS de sinyalin SEF’e gore ¢ok daha fazla
artirilmasidir. Ancak son yillarda biyoteknoloji alanindaki gelismeler floresans alanina
olan ilgiyi artirmis ve dolayisiyla SEF ¢alismalarini da hizlandirmistir (Ozturk, 2010;
s.:10). Cozelti bazli galigmalar ise floresans spektroskopisinde kolayligi ve tekrar
edilebilirligi nedeniyle tercih edilmektedir. Cozelti bazli g¢alismalar ve ylizey

caligmalar1 mettalle zenginlestirilmis floresans (MEF) olarak adlandirilmaktadir.

Zenginlestirilmis floresansta; florofor gruba belirli bir mesafede bulunan metal
nanopargaciklari, florofora fazladan elektromanyetik alan saglayacagi icin yayilan
1s181in miktarint artirmaktadir (Ozturk, 2010; s.:12). MEF etkisi, nanoparcacigin

sacilma modunun, uyarilmis haldeki bilesenle eslesmesi sonucu olusan ve ¢ok hizl
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yasam siirelerine (lifetime) neden olan bir etkidir (Aslan ve Geddes, 2010). Bu sayede
geleneksel floresans tekniklerinin duyarliligi arttirilabilmektedir. Floresans verimi,
kuantum verimi adi verilen ve floresans yapan molekiillerin sayisinin uyarilmig
molekiillerin sayisina orani olarak formule edilmis bir denklemle ifade edilir. (Skoog

ve ark, 1998)

@ =Kks/ (ks + ki

® kuantum verimi, ki floresans hiz sabiti, ki ise 1s$1masiz durulmalarin hiz

sabitlerinin toplamidir.

Zenginlestirilmis floresansta metal zenginlestirmesinin hiz sabiti de (km) hesaba

katilarak floresans verimi i¢in formiil:

@ = (ks + km)/ (ks + ki + km)’a doniismektedir.

Ancak duyarliligr artirabilmek i¢in baz1 faktorlere dikkat etmek gerekmektedir.
Birincisi metal nanoparcaciklarin (yiizey plazmonlarin) frekanslari floresans yapan
molekiiliin emisyon frekansiyla ortlismelidir. Floresans yapan molekiiliin emisyon
spektrumu molekiiliin spesifik 6zelliklerinden biridir ve degistirilemez ancak yiizey
plazmon rezonans spektrumu metalin biiyiikliigiine ve sekline bagli oldugu i¢in ve bu
da degistirilebilen bir parametre oldugu ic¢in bu faktor ayarlanabilir (Kruszewski,
2008). Ikinci faktor ise florofor ile metal nanoparcacigin mesafesinin ayarlanmasidir
ki, eger bu mesafe az olursa florofordan yayilan floresans metal nanoparcacik
tarafindan absorbe edilir ve floresans soniimlenmesi gozlenir. Bu soniimlenmeye
floresans rezonans enerji transferi (FRET) veya daha dogru bir ifadeyle rezonans enerji
transferi (RET) denir. RET iki molekiil birbirlerine yeterince yakinsa (~10 nm) ve bir
molekiiliin yaydigi 118 spektrumu diger molekiilin absorbans spektrumuyla
ortlisliyorsa gerceklesir (Lakowicz, 2006; s.:13). Metalle giiclendirilmis floresansda

bu faktorii ayarlamak oldukga zordur ve bazen florofora bir molekiil baglayarak bazen
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de florofor ile metal nanoparcacik arasinda bir ara yiizey ekleyerek bu ayarlanmaya

caligilir. (Ozturk, 2010; s.:15-16)

Metal nanoparcaciklarla floresans zenginlestirmesine literatiirde bir¢ok Ornek
bulunabilir. Ila¢ analizlerine uygulamalarina &rnek olarak Alam ve ark.nin (2012)
katekolaminler igin gelistirdikleri bir ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada
katekolaminlerin ~ Tb*® ile yaptikla1  kompleksin  floresansini  giimiis
nanopargaciklariyla artirmiglardir. Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin tayini i¢in
gelistirilen bir baska ¢alismada (Tan ve Chen, 2012) ise giimiis nanopargaciklarla

zenginlestirilmis floresans probu gelistirilmistir.

Lantanitler, floresans 6zelligi gosteren ve sulu ¢ozeltileri 0,5 ile 3,0 milisaniye
aras1 sonme siiresi gosteren metallerdir (Sabbatini ve Guardigli, 1993). Emisyon
sinyalleri yasakli gegis olarak adlandirilan 4f orbitallerini de igerdigi igin absorpsiyon
katsayist olduke¢a diisiik, emisyon hizi distik, omrii yiiksektir. Absorpsiyonu diisiik
oldugu i¢in genellikle dogrudan uyarilmazlar, organik bir ligand ile selat olusturduktan
sonra uyarilirlar (Lakowicz, 2006; s.:87). Oropyum nanopargaciklar (EUNP) yiizeyleri
modifiye edilebilen ve floresans ozelligi gosteren nanoparcaciklardir. Yiizey

modifikasyonu ile floresans probu olarak kullanilabilirler.

1.3. Uzerinde Calisma Yapilan Etken Maddelerin Tayinleri Konusunda

Giiniimiize Kadar Yapilmis Calismalar

1.3.1. Spektrofotometrik Calismalar

Al-Sabha (2010) AMI’in ilaglarda tayini icin bir spektrofotometrik ydntem
gelistirmistir. Bu yontemde AMI, tetrasiyanoetilen (TCNE) ve 2,3-dikloro-5,6-
disiyano-1,4-benzokinon (DDQ) ile reaksiyonlara sokularak 330 ve 340 nm’lerde
absorpsiyon maksimumlart gosteren renkli kompleksler olusturulmustur. TCNE ile
oda sicakliginda gergeklestirilen reaksiyon sonucunda olusan iiriin 2-40 dakika stabil

olup, bu yontemdeki ¢alisma araligi 0,4-6,8 pg/mL’dir. DDQ ile olusan kompleks ise
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40 °C’de tam 30 dakika sonra absorpsiyonu 6l¢iilmiis ve ¢caligma araligt 0,8-20 pg/mL
olarak bulunmustur. TCNE ve DDQ i¢in yakalama sinirlari sirastyla 0,06 pg/mL ve
0,18 pg/mL, tayin alt smrlar1 ise sirasiyla 0,19 pg/mL ve 0,63 pug/mL olarak

bulunmustur.

Bontchev ve ark. tarafindan 1984 yilinda gergeklestirilen bir ¢alismada ise TOB,
apramisin ve kanamisin i¢in bromtimol mavisi ile iyon-¢ifti olusturularak farmasotik
preparatlarda tayin yontemi gelistirilmistir. Calismada olusan iyon ¢ifti kloroform ile
ekstrakte edilmis ve 430 nm’deki absorbans {izerinden tayin gergeklestirilmistir. TOB

icin calisma aralig1 1x107 ile 5 x10° M arasindadur.

Confino ve Bontchev (1990), AMI, TOB, kanamisin ve neomisin igin
gelistirdikleri spektrofotometrik tayinde etken maddeleri pentasiyanonitrozilferrat (I1)

ile 540 nm’de absorpsiyon yapan tiirlere doniistiirmiislerdir.

Das Gupta ve ark.1983 yilinda AMi, TOB, kanamisin ve neomisini Hantz
reaksiyonu ile spektrofotometrik olarak tayin etmislerdir. Gelistirdikleri stabilite-

gostergeli yontemi ilag analizlerine uygulamislardir.

El-Didamony ve ark. (2006) GEN ve vankomisinin potasyum permanganat ile
reaksiyonundan yararlanarak bir ila¢ analizi yontemi gelistirmislerdir. Optimize edilen
yontemde GEN, potasyum permanganat ile 100 °C’de 25 dakika boyunca reaksiyona
sokulduktan sonra 3,0-8,0 ug/mL dogrusal g¢alisma araliginda tayini

gerceklestirilmistir.

GEN’in ninhidrin ile mor renkli bir iirlin olusturmasindan faydalanilan bir baska
calismada ise (Frutos ve ark., 2000) 400 nm’deki absorpsiyon Olgiilerek tayin
gergeklestirilmistir. 30-120 ug/mL dogrusal ¢alisma araligina sahip olan g¢aligmanin
yakalama sinirinin 0,39 pg/mL, tayin alt sinirin ise 1,19 pg/mL oldugu belirtilmis

ve yontem farmasotik preparatlara uygulanmstir.
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Ghany ve ark. (2003) TOB ve GEN’i 1,4-benzokinon ile tiirevlendirerek
spektrofotometrik ve spektroflorimetrik olarak tayin etmislerdir. Spektrofotometrik

tayinde GEN i¢in ¢alisma aralig1 16-128 pg/mL ve TOB i¢in ise 16-112 pg/mL’dir.

Krzek ve ark. 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada GEN’i o-fitalaldehit ile
tirevlendirmislerdir. Elde edilen {iriiniin konsantrasyonu ile absorpsiyon
spektrumunun  {giincii tiirevinin 40-80 pg/mL araliginda dogrusal bir egilim
gosterdigini bulmuslardir. 281 nm'de yapilan 6l¢iimlerde yakalama simir1 1,66 pg/mL,

tayin alt sinir1 ise 5,04 pg/mL’dir.

Fujita ve ark.lar1 (1984) TOB, neomisin, streptomisin, sefaleksin ve ampisilinin
tayini i¢in o-hidroksihidrokinon ftalein ve uranyum (V1), mangan (1), palladyum (1)
veya zirkonyum (II) ile yiizey aktif maddelerin varliginda bir metot gelistirmislerdir.
Bu yontemde TOB, 2-40 pg/mL araliginda analiz edilebilmektedir. Y6ntemde, insan
idrar1 ve tiikiirik numunelerine etken maddeler eklendikten sonra analiz edilmistir.
Aminoglikozidler, o-hidroksihidrokinon ftalein-uranyum (V1) kompleks sisteminde
renkli kompleksler tiiretmislerdir(Mori ve ark. 1986). Yine aymi ¢alisma grubu
gelistirdikleri bu yontemi GEN i¢in membran filtre 6n-deristirme islemi sonrasinda

uygulamiglardir. GEN igin ¢alisma araligin1 0-5,4 ug olarak belirmislerdir.

AMI, GEN, TOB, kanamisin, streptomisin ve neomisin i¢gin gelistirilen bir baska
spektrofotometrik yontemde (Omar ve ark. 2013), aminoglikozidler pikrik asit veya 2-
4-dinitrofenol ile sar1 renkli iyon ¢ifti olusturmuslardir. Dogrusal ¢aligma araliklar
AMI igin 10-100 pg/mL, GEN igin 10-100 pg/mL ve TOB igin 2,5-20 pg/mL’dir.
Yakalama siirlart AMI, GEN ve TOB igin sirastyla 2,55 pg/mL, 2,39 pg/mL ve 0,72
pug/mL; tayin alt sinirlarimi ise sirastyla 7,72 ng/mL, 7,25 pg/mL ve 2,19 ng/mL’dir.

Yontemi farmasotik preparatlara uygulamislardir.

Petrukhin ve ark. (2009) GEN’i Cu(II) ile kompleks haline getirdikten sonra 240
nm’deki absorpsiyonundan yararlanarak analiz etmislerdir. Olusan kompleksin 40

dakika stabil kaldigin1 gozlemlemisler ve yontemi ilaglarda miktar tayini igin
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kullanmiglardir. GEN ile Cu’in 1:1 oraninda birlestigi bu yontemde ¢aligma araliklart

30-100 pg/mL’dir.

TOB’in aromatik aldehitlerle Schiff bazi1 olusturdugu c¢alismada (Sagar ve
ark.,2003), 40-400 pg/mL araliginda tayinleri gergeklestirilebilmistir. Aromatik
aldehit olarak vanilin, paradimetilaminosinnamaldehit ve
paradimetilaminobenzaldehit kullanilan ¢alismalarda sirastyla 570 nm, 420 nm ve 415

nm dalga boylarinda dlgiimler yapilmistir.

Williams ve ark.nin 1975 wyilinda yaptiklart bir ¢alismada GEN igin
spektrofotometrik yontem gelistirilmistir. Yontemde GEN’i asetillemek igin
Eschericia coli JR88/C600 ve 5, 5'-ditiobis-(2, 2) nitrobenzoik asit kullanmislardir.
Insan serumuna GEN ekleyerek analizinin gergeklestirildigi calismada 412 nm’de
absorpsiyonu 6l¢iilmiistiir. Yontemin dogrusal ¢alisma araligi 0,1-50 pg olarak

verilmigtir.

1.3.2. Spektroflorimetrik Calismalar

Ghany ve ark. (2003) GEN ve TOB’i 1,4-benzokinon ile tamponlanmig ortamda
80 °C’de 15 dakika beklettikten sonra 280 nm’de uyarip, 630 ve 635 nm’lerdeki
emisyon sinyallerini 6l¢gmiislerdir. Farmasotik preparatlara uygulanan bu ¢alismada

caligma araliklart GEN ig¢in 1.28-5.76 pg/mL, TOB i¢in ise 0.64-3,2 pg/mL’dir.

Bir bagka calismada (Al-Majed ve ark., 2003) GEN’in 4-kloro-7-nitrobenzo-2-
oksa-1,3-diazol (NBD-CI) ile 70 °C’de 1 saat metanolik fosfat tamponunda
bekletilmesinden agi13a ¢ikan tiirevlendirilmis iriin tayin edilmistir. Uriin 465 nm’de
uyarilip 530 nm’deki emisyon sinyali dl¢iilmiistiir. Yakalama sinirinin 0,112 pg/mL
olarak verildigi ¢alismada, dogrusal ¢aligma araligi 0,56-2,8 pg/mL’dir. Yontem
farmasotik preparatlara ve GEN eklenmis insan plazmasma uygulanmistir. Amino

asitlerin girisimlerini engellemek i¢in bakir (II) hidroksit ile komplekslestirme
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reaksiyonu uygulamislardir ve plazmadan % 97,9 +£3,4°lik bir geri kazanim elde

etmeyi basarmislardir.

Rizk ve ark. (1995) yaptiklar1 bir calismada AMI, GEN, TOB, neomisin,
streptomisin ve kanamisinin, Eu*? ile amin ve hidroksil gruplari iizerinden reaksiyona

+3>

girdigini One siiriip, bu reaksiyon sonucunda Eu™’un emisyon spektrumunun pik
siddetindeki artis iizerinden analizleri gergeklestirdiklerini belirtmislerdir. Ancak
Gilmartin  ve ark. (2000) vyaptiklar1 deneylerde spektrumdaki bu artisin
aminoglikozidlerin Eu*® ile reaksiyonundan ileri gelmedigini, aminoglikozidlere bagh
stilfat iyonlariin floresans sinyallerindeki artisin nedeni oldugunu kanitlamislardir.

Deneyde aminoglikozidleri siilfattan arindirdiktan sonra floresans sinyallerinde bir

artis olmadig1 gézlemlenmistir.

El-Kosasy ve ark. (2003a) GEN ve TOB’i farmasotik preparatlarda
spektroflorimetrik olarak analiz etmislerdir. Yontem GEN ve TOB’in amin gruplari
tizerinden 4-kloro-7-nitrobenzo-2-oksa-1,3 diazol (NBD-CI) ile bazik ortamda
reaksiyona girmesine dayanir. Olusan tiirevlendirilmis {irliniin 465 nm’de uyarildiktan

sonra 528 nm’de emisyonu Ol¢lilmiistiir. Dogrusal ¢alisma araliklar1 GEN i¢in 1-6

pg/mL, TOB i¢in ise 0,5-4 pg/mL’dir.

AMI, TOB, kanamisin ve neomisinin insan serumuna ve idrarina eklendikten
sonra analiz edildigi bir baska spektroflorimetrik ¢aligmada (El-Shabrawy, 2007)
tirevlendirme ajani olarak 2-hidroksil-1-naftaldehit kullanilmistir. TOB i¢in 0,5-5,0
ug/mL, AMI i¢in 0,25-4,0 pg/mL ¢aligma araliklarmin oldugu ydntem farmasotik
preparatlara da uygulanmistir. 80 °C’de 30 dakikalik su banyosunda tamponlanmis
ortamda bekletilen 6rnekler oda sicakligina sogutulduktan sonra 366 nm’de uyarilmis

ve emisyonlar1 434 nm’de Ol¢lilmiistiir.

Wang ve ark. (2000) GEN’i senkronize birinci tiirev floresans yontemiyle analiz
etmislerdir. GEN’i asetilaseton ve formaldehit ile kaynayan su banyosunda 25 dakika

boyunca karistirip buz banyosuna aldiktan sonra olusan N-gentamil-2,6-dimetil-3,5-
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diasetil-1,4-dihidropiridinin floresansindan yararlanilmistir. Birinci tiirev pikinin 425

nm’de oldugu yontemde ¢aligma araligi 0-3 U/mL olarak belirtilmistir.

GEN’in g6z damlalarinda florimetrik tayini i¢in Gubernator ve ark. (2006) o-
fitaldialdehit ile tiirevlendirme yontemi gelistirmislerdir. Borat tamponuyla pH’in
10,4’e tamponlandig1 ortamda olusan iirtiniin 10 dakikada maksimum emisyon sinyali
verdigi, ardindan sinyalde diisiis oldugu gézlenmistir. Dogrusal ¢caligma araliginin 0,5-

4,0 ng oldugu calisma farmasotik preparatlara uygulanmastir.

Sigir serum albiiminin kullanildig1 bir bagka c¢alismada (Liu ve ark., 2012),
Ponceau S eklenmesiyle sigir serum albiiminin floresansinda soniimlenme
gozlenmistir. Bu karisima GEN eklendiginde emisyon sinyallerinin tekrar yiikseldigi
gozlenmistir. GEN’in 0,084 mM’dan 0,84 mM’a eklendigi ¢alisma kantitatif tayinden
cok molekiiller arasi etkilesimin aydinlatilmasina odaklanmistir ve herhangi bir

numuneye uygulanmamistir.

Sanchez-Martinez ve ark. (2004) AMI i¢in indosiyanin yesili ile bir uzun-dalga
florimetrisi kullanarak kinetik bir tayin gerceklestirmislerdir. 765 nm’de uyarilan
orneklerin emisyonu 812 nm’de 5 saniye boyunca &lgiilmiistiir. Insan serumuna AMI

eklenerek analizinin yapildig1 ¢calismada serum igin yakalama sinir1 2,5 pg/mL’dir.

Tekkeli ve ark. (2013) TOB’i floreskamin ile tiirevlendirmislerdir.
Tirevlendirilen bu iirlinii 388 nm’de uyarip 469 nm’de emisyonunu Olgmiislerdir.
Dogrusal ¢aligma aralig1 0,3-1,5 pg/mL olan yontemi farmasotik preparatlara ve insan
serumuna uygulamiglardir. Yakalama sinirinin 65 ng/mL, tayin alt siniriim 215 ng/mL

oldugu ¢alismanin dayaniklilik testleri de gerceklestirilmistir.

1.3.3. Sivi Kromatografisi Caliymalari

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda AMI, GEN ve TOB tayini i¢in bugiine kadar
129 tane yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) yontemi gelistirildigi
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goriilmiistiir: Adams ve Hoogmartens (2004); Adams ve ark. (1998a); Adams ve ark.
(1998b) Agarwal (1989); Al-Amoud ve ark. (2002); Albracht ve De Wit (1987); Al-
Majed (2008); Almeida ve ark. (2012); Anhalt ve Brown (1978); Arcelloni ve ark.
(2001); Attema-De Jonge ve ark. (2008); Babin ve Fortier (2007); Baietto ve ark.
(2010); Baranowska ve ark. (2006); Barends ve ark. (1983); Barends ve ark. (1987);
Barends ve ark. (1980); Barends ve ark. (1981); Bogialli ve ark. (2005); Bohm ve ark.
(2013); Brajanoski ve ark. (2008); Cabanes ve ark. (1991) Cai ve ark. (2005); Cai ve
Mou (2005); Calderon ve ark. (1996); Caturla ve ark. (1992); Caudron ve ark. (2013);
Cazorla ve ark. (2014); Chang ve ark. (2010); Cherlet ve ark. (2000); Chopra ve ark.
(2013); Chopra ve ark. (2010); Claes ve ark. (1984); Clarot ve ark. (2004); Clarot ve
ark. (2009); Dash ve Suryanarayanan (1991); D'Souza ve Ogilvie (1982); Essers
(1984); Fabre ve ark. (1989); Feng ve ark. (2001a); Feng ve ark. (2001b); Feng ve ark.
(2001c); Feng ve ark. (2002); Fennell ve ark. (1995); Freeman ve ark. (1979);
Galanakis ve ark. (2006); Gambardella ve ark. (1985); Getek ve ark. (1983); Getek ve
ark. (1991); Gotelli ve ark. (1984); Graham ve ark. (1997); Guo ve ark. (2006);
Haughey ve ark. (1980); He ve ark. (2011); Heller ve ark. (2005); Isoherranen ve
Soback (2000); Joseph ve Rustum (2010); Kabra ve ark. (1983a); Kabra ve ark.
(1983b); Kabra ve ark. (1984); Kantor ve Selzer (1968); Kaufmann ve ark. (2012);
Kaufmann ve Maden (2005); Keevil ve ark. (2003); Kijak ve ark. (1997), Kim ve ark.
(2003); Korany ve ark. (2013); Kowalczuk ve ark. (2010); Kraisintu ve ark. (1982);
Kubo ve ark. (1984); Kubo ve ark. (1982); Kuehl ve ark. (2012); Laki ve ark. (2011);
Larsen ve ark. (1980); Lecaroz ve ark. (2006); Lehotay ve ark. (2013); Li ve ark.
(2005); Li ve ark. (2014); Loffler ve Ternes (2003); Lu ve Feng (2007); Maitra ve ark.
(1978); Maitra ve ark. (1979); Mantanga ve ark. (2007); Mantanga ve ark. (2008);
Marples ve Oates (1982); Martos ve ark. (2010); Mashat ve ark. (2008); McLaughlin
ve ark. (1994); Megoulas ve Koupparis (2004); Megoulas ve Koupparis (2005);
Morovjan ve ark. (1998); Ng ve ark. (1991); Nicoli ve Santi (2006); Ovalles ve ark.
(2005); Papp ve ark. (1992); Peng ve ark. (1977); Rees ve ark. (2000); Ruckmani ve
ark. (2011); Rumble ve Roberts (1987); Russ ve ark. (1998); Santos ve ark. (2002);
Sar ve ark. (1993); Sar ve ark. (1992); Schimdt ve Slavin (1981); Seidl ve Nerad
(1988); Sekar ve ark. (2013); Serrano ve Silva (2006a); Serrano ve Silva (2006b); Shou
ve ark. (2013); Statler (1990); Stypulkowska ve ark. (2010); Szunyong ve ark. (2000),
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Tao ve ark. (2012); Turnispeed ve ark. (2009); Valentini ve ark. (2008); VVan Duijn ve
ark. (1988); Van Holthoon ve ark. (2009); Vucicevic ve ark. (2011); Walker ve Coates
(1981); Wang ve ark. (2009); Weigand ve Coombes (1983); Wichert ve ark. (1991);
Yang ve Tomellini (2001); Yusuf ve ark.. (1999) Zawilla ve ark. (2007); Zhang ve ark.
(2011); Zhang ve Peng (2011); Zhu ve Wang (2013); Zhu ve ark. (2008).

Bu yontemlerin bir kismi1 dedeksiyon i¢in tiirevlendirme igerirken bir kismi da
0zel dedektorler sayesinde tiirevlendirmeye ihtiyag duymadan analize imkan
saglamaktadir. Bu yontemlerde dedektor olarak elektrokimyasal, amperometrik, diyot
dizi dedektor, floresans, kiitle spektrometri, tandem kiitle spektrometri, ELSD, yiiklii
aeresol, lazer kaynakli polarimetrik, kemiliiminesans, rezonans Rayleigh sagilma ve
refraktif indeks dedektorleri kullanildigi goriilmiistiir. Bu yontemlerin bazilarinda
tayin limitleri kullanilan dedektdére ve/veya tlirevlendirme ajanlarina goére disiik

degerlere inebilmistir.

Numune olarak ise AMI, GEN ve TOB’in ¢ok ¢esitli matrikslerde analizleri
gerceklestirilmistir. Bunlar insan kulak sivisi, idrar1, plazmasi, serumu ve dokusu; sigir
bobregi, dokusu, siitii, idrar1 ve plazmast; kopek plazmasi; domuz bobregi; at bobregi;

su ve hastane atik suyu; toprak; ilag ve yiyeceklerdir.

Numune hazirlama asamasinda genellikle kat1 faz ekstraksiyonu kullanilmakla
birlikte, ultrasonik destekli ekstraksiyon ve katyon degistirme ekstraksiyonuna da

rastlanmustir.

1.3.4. Diger kromatografik yontemler

Kromatografik ¢aligmalar genellikle YPSK yoniine kaymis olmakla birlikte az
sayida da olsa farkli yontemler bulunmaktadir. Isoherran ve Soback (2000) GEN’i
trimetilsililimidazol ve trifloroasetik asit anhidrit ile tiirevlendirip gaz kromatografisi
kiitle dedektoriinde analiz etmislerdir. Preu ve ark. (1999) ise GEN’i
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trimetilsiliimidazol ve heptaflorobiitirilimidazol ile tiirevlendirdikten sonra gaz

kromatografisi kiitle dedektoriinde tayin etmislerdir.

Hidrofilik etkilesim kromatografisi kullanilan yontemlerde kiitle dedektorii
kullanilmistir (Kumar ve ark., 2012a; Kumar ve ark., 2012b; Oertel ve ark., 2004).

Insan serumu, bal ve bobrek numunelerinde analizler gergeklestirilmistir.

Yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi yontemleri (Allwohn ve ark.,
1988; Argekar ve ark., 1996; El-Kosasy ve ark., 2003b; Hubicka ve ark., 2009; Sekkat
ve ark., 1989; Vega ve ark., 1991) farmasotik preparatlara ve kiimes hayvanlarinin

etlerinden alinan numunelere farkl: tiirevlendirme ajanlar1 kulanilarak uygulanmstir.

1.3.5. Kapiler elektroforez yontemleri

Giiniimiize kadar AMI, GEN ve TOB tayini igin s1v1 kromatografisine goére daha
az sayida kapiler elektroforez yontemi (23 adet) gelistirilmistir. Bunlar: Ackermans ve
ark. (1992); Curiel ve ark. (2007); Deubner ve Holzgrabe (2004); El-Attug ve ark.
(2012a); El-Attug ve ark. (2012b); El-Attug ve ark. (2012c); El-Attug ve ark. (2012d);
Kaale ve ark. (2000); Kaale ve ark. (2001); Kaale ve ark. (2002a); Kaale ve ark.
(2002b); Kaale ve ark. (2002c); Kaale ve ark. (2005); Law ve ark. (2006); Lin ve ark.
(2008); Liu ve ark. (2004); Oguri ve ark. (1996); Serrano ve Silva (2006c¢); Voegel ve
Baldwin (1997); Wan ve Le (1999); Yeh ve ark. (2005); Yu ve ark. (2009); Yuan ve
ark. (2005)’dur.

Bu yontemlerde misel elektrokinetik kapiler kromatografisi ve kapiler zon
elektroforez gibi yontemler kullanilirken dedektor olarak kapasitif eslesmis temassiz
iletkenlik dedektorii (C4D), floresans dedektorii, lazerle indiiklenmis floresans
dedektorii, diyot dizi dedektorii ve elektrokimyasal dedektor gibi dedektorler
kullanilmistir. Yontemler farmasotik preparatlara, insan plazmasi ve serumuna ve sigir
stitiine uygulanmistir. Calismalarda dedektor tipine gore degisik tiirevlendirme ajanlari

kullanilmastir.
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1.3.6. Elektroanalitik Yontemler

AMI, GEN ve TOB i¢in gelistirilen az sayida elektroanalitik ¢alisma vardir:
(Athanasiou-Malaki ve ark. (1989); Flemming (1989); Gonzalez-Fernandez ve ark.
(2011); Gupta ve ark. (2013); Li ve ark. (2004); Perruchon ve Caullet (2004);
Schoukroun-Barnes ve ark. (2014); Sun ve ark. (2005); Wang ve ark. (2007); Xu ve
ark. (2003)). Bu ¢alismalardan yakin zamanda yapilan molekiiler baskilanmis polipirol
ile modifiye edilmis camsi karbon elektrotlu voltametrik ¢alisma (Gupta ve ark., 2013)
ve RNA aptamer bazli elektrokimyasal sensor gelistirilen (Schoukroun-Barnes ve ark.,
2014) calisma hari¢ genellikle ¢ok yiiksek tayin alt smirlart goriilmektedir.
Diferansiyel puls polarografisi, voltametri ve amperometrinin kullanildig1
caligmalarda numune olarak farmasotik preparatlar, serum ve siit oOrnekleri

kullanilmuastir.

1.3.7. immiinolojik yontemler

Segilen  aminoglikozidler igin  gelistirilen  immunoassay  calismalari
bulunmaktadir: Ara ve ark. (1995); Barbier ve Galvain (1979); Broughton ve ark.
(1976); Casley ve ark. (1978); Francke ve ark. (1981); Gerson ve ark. (1981); Griffiths
ve ark. (1977); Heick ve ark. (1982); Jin ve ark. (2005); Jolley ve ark. (1981);
Khaldeeva ve ark. (2002); Kolosova ve ark. (1988); Kominami ve ark. (1981); Li ve
ark. (2012); Longmore ve ark. (1976); Mahon ve ark. (1973); Meulemans ve ark.
(1981); Munro ve ark. (1982); Ngo ve Narinesingh (2005); O'Connell ve ark. (1984);
Phaneuf ve ark. (1980); Sanchez-Martinez ve ark. (2007); Sanchez-Martinez ve ark.
(2009); Standefer ve Saunders (1978); Staneck ve ark. (1981); Suzui ve ark. (1981);
Tayeb ve ark. (1986); Tsay ve Palmer (1981); Tsay ve ark. (1980); Van Es ve ark
(2001); Van Hamont ve ark. (1980); Vasliades ve ark. (1984); Wang ve ark. (1981);
Watson ve ark. (1976); Wills ve Wise (1979). Bu metotlar radyoimmiinolojik (RIA)
ve enzim imminolojik (ELIZA) c¢alismalardir. ELIZA ¢alismalarinin bir¢ogu
floresans dedeksiyonu ile yapilmakla birlikte, amperometrik dedeksiyon da

yapilmustir. Bu ¢alismalar plazma, serum ve siit 6rneklerine uygulanmigtir.
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1.3.8. Rezonans Rayleigh Sacilimi Spektroskopisi

Hu ve ark (2003, 2010); Li ve ark. (2009); Liu ve ark. (2006); Liu ve ark. (2003a,
2003b); Wang ve ark. (2010); AMI, GEN ve TOB i¢in bazi boyalar (pontamin gok
mavisi, Kongo kirmizisi, tripan mavisi, Evans mavisi) ve CdTe kuantum dot
kullanarak rezonans Rayleigh sagilimina dayanan yontemler gelistirmiglerdir.

Yontemler farmasotik preparatlara, idrara ve serumlara uygulanmastir.

1.3.9. Cip calismalari

Uygulamadaki basitligi ve tasinabilirligi nedeniyle son yillarda ilgi goren
yontemlerin ¢iplere (lab-on-a-chip) aktarilmasi calismalari AMI ve TOB igin de
uygulanmistir (Sierra-Rodero ve ark., 2012; Yola ve ark., 2014). Sierra-Rodero ve ark
(2012) AMI’i luminol ve hidrojen peroksit varligida Cu(1l) ile reaksiyona sokarak
kemiliiminesansini dl¢miislerdir. Ancak bu yontemde ¢alisma araliklar1 AMI igin 0,3-
3,3 uM gibi gorece yiiksek araliklardir. Yola ve ark. (2014) ise kuvars Kkristal
mikrobalans nanosensorii gelistirmisler ve bu yontemi siite uygulamislardir. Bu yolla

yakalama sinirlarin1 pM seviyelerine kadar indirebilmislerdir.

1.4. Amacg

Beseri amacl sikca kullanilan aminoglikozid grubu antibiyotikler, hayvanlarda da
hastalik onleme ve koruma amacli kullanilabildigi gibi illegal olarak da biiylime
hizlandiric1 (growth-promoter) olarak kullanilabilmektedir. Bunlarin gidalarda, siitte
ve sularda bulunmasi; antibiyotik direncini artirmalarna ilaveten, nefrotoksik ve
ototoksik 6zelliklerinden dolay1 alinmas1 halinde insan organizmasi i¢in tehlikelidir ve
bu yilizden bu maddeler i¢in miktar sinirlamalar1 getirilmistir. Gentamisin (GEN) i¢in
siitte maksimum kalint1 limiti Avrupa Birligi, Diinya Saglik Orgiitii ve Kanada’da 100
ppb, ve Amerika Birlesik Devletleri 'nde 30 ppb olarak belirlenmistir ama tobramisin
(TOB) ve amikasin (AMI) ic¢in bu sayilan iilkelerde herhangi bir limit

belirlenmemistir.
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Aminoglikozid  grubu  antibiyotiklerin  analizleri ~ kromofor  grubu
icermemelerinden, yiiksek polaritelerinden, ters-faz sivi kromatografi kolonlarinda
alikonmalarinin zayif olmasindan dolay1 analizleri zordur. AMI, GEN ve TOB tayini
icin Avrupa Farmakopesinde yer alan sivi kromatografisi yonteminde ters-faz
polimerik kolon ve amperometrik dedektdr onerilmektedir. Ama bu kolonla yapilan
analizlerde genis ve kuyruklu pikler elde edilmekte olup ayrica amperometrik

dedektorii de her yer ve zamanda bulmak ¢ok da kolay degildir..

Bu nedenle AMI, GEN ve TOB’in miktar tayinleri i¢in yeni, dayanikls, basit, ucuz

ve hizli metotlar gelistirilmesi 6nemlidir.

Doktora tezi kapsaminda; aminoglikozid grubu antibiyotiklerden olan GEN, TOB
ve AMI i¢in giimiis ve altin nanoparcaciklar kullanilarak spektrofotometrik ve
spektroflorimetrik miktar tayini yontemleri gelistirilmesi amaglanmistir. Gelistirilecek
yontemlerin basit, ucuz, tekrar edilebilir ve farmasotik preparatlara ve siit

numunelerine uygulanabilir olmasi1 da hedeflenmistir.

Literatiirde; kromofor grubu icermedigi i¢in spektrumu olmayan bu molekiillerin
analizlerinde sadece tiirevlendirme yoluyla spektrofotometrik tayin yontemlerinin
gelistirildigi ve uygulandigi goriilmiistiir. Ancak bu yontemler, aminoglikozidlerin
kalint1 analizleri i¢in yeterli olmamasina ilaveten tiirevlendirme islemleri sirasinda
uygulanan 1sitma ve ekstraksiyon gibi islemler nedeniyle de zahmetlidir. Doktora tezi
kapsaminda yapilacak ¢alismalar ile hem renk degisiminden dolay1 gozle dahi kalitatif
analize imkan veren hem de kantitatif tayin amaciyla yiiksek duyarliliga sahip,
spektrofotometrik bir yontem gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bu amaca ulasabilmek
icin glimiis nanopargaciklarin kullanilmasi disiiniilmiistiir. Yapilan literatiir
aragtirmasinda bugiine kadar aminoglikozid sinifi antibiyotiklerin kalitatif ve kantitatif
analizleri i¢in giimiis nanopargaciklarin kullanildigi spektrofotometrik bir analiz
calismasina rastlanmamistir. Bu nedenle yapilacak c¢alisma orijinaldir. Ve de
gelistirilecek yontemlerin hem bu antibiyotikleri iceren farmasoétik preparatlara ve hem

de siit numunelerine uygulanabilir olmas1 amaglanmugtir.
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Yine tez kapsaminda aminoglikozidler icin spektroflorimetrik bir yontem
gelistirip, altin nanopargaciklarla sinyallerinin giliglendirilmesi amaglanmistir.
Aminoglikozidler i¢in bugiine kadar yapilmis florimetrik calismalar genellikle
tiirevlendirilen aminoglikozidlerin kromatografik veya elektroforetik tayinleridir.
Ayrica AMI, GEN ve TOB i¢in bugiine kadar yapilan spektroflorimetrik calismalarin
duyarliligt ¢ogunlukla ppm seviyelerindedir. Yapilan literatiir taramalarina gore
yapilan caligmalarda altin nanopargaciklar kullanilarak gergeklestirilen bir
spektroflorimetrik tayin yontemi bulunmamaktadir. Yapacagimiz ¢alismalarda
aminoglikozidlerin spektroflorimetrik tayini i¢in Eu’un kullanildigi bir yontem
gelistirip bu yontemin duyarliligini da altin nanopargaciklar ile sinyal zenginlestirmesi
yapilarak artirilmasi planlanmastir. Yiiksek duyarliliga sahip olmasini bekledigimiz bu
yontem sayesinde ¢ok pahali cihazlarla (LC-MS gibi) yapilan pahali yontemlere
alternatif olarak, ucuz, basit, duyarli ve validasyonu yapilmis bir yontem gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Aminoglikozidler i¢in gelistirilecek bu yontemin duyarligi,
dogrulugu ve kolay uygulanabilirligi ile diger yontemlere iistiinliik saglayacagi ve de
rutin analizlerde kullanilabilecek bir yontem olacagi diisiiniilmektedir. Clinkii metal
nanopargaciklarin kullanildig1 calismalarda yontemlerin temel avantajlari; duyarliligi,
seciciligi, hizli ve dogru sonug vermesi ve pahali cihazlara ihtiya¢ duyulmamasidir.
Gelistirilecek bu yontemin de hem farmasotik preparatlara hem de siit drneklerine

uygulanmasi planlanmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasallarin tamami analitik safliktadir ve ayrica bir
saflagtirma islemi uygulanmaksizin kullanilmiglardir. AgNO3, H3PO4, HCI, HNO3,
NaNO., EDTA, Na>SOs, kloroform, betametazon dipropiyonat, trisodyum sitrat ve
sodyum dodesil siilfat (SDS); Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan satin
alinmigtir. EUCl3, HAuUCls, NaBHs, NaH2PO4.2H20, NazHPO4, NaOH, Na,COs3, NaCl,
lipoik asit, 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]karbodiimid hidrokloriir (EDC) ve N-
hidroksisiiksinimid (NHS), etanol, setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB), metil-p-
hidroksibenzoat, propil-p-hidroksibenzoat, gliserin, klorbiitanol, laktoz ve trikloro
asetik asit Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya) firmasindan satin alinmistir. NaNOs,
KCI ve sodyum benzoat Riedel de Haen (Seelze, Almanya) firmasindan; BaCl», Fluka
(Buchs, Almanya) firmasindan; tannik asit, sitrik asit ve askorbik asit Alfa Aesar

(Massachusetts, ABD) firmasindan satin alinmigtir.
Tez ¢alismasinda kullanilan aminoglikozidler:

Gentamisin siilfat TUM EKIP ILAC A.S. (Istanbul, Tiirkiye) tarafindan
saglanmistir. Gentamisin, % 30 C1, % 26 Cla, % 44 C2 formundadir. Siilfat igerigi %
33,5 dir.

Amikasin Siilfat, TUM EKIP ILAC A.S. (istanbul, Tiirkiye) tarafindan

saglanmistir. Amikasin:siilfat orani 1:2’dir.
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Tobramisin, BILIM ILAC (istanbul, Tiirkiye) tarafindan saglanmistr.

Tez calismasinda AMI ve GEN igin belitlenen konsantrasyonlar, siilfat

iceriklerine gore diizeltilerek hesaplanmistir.

2.1.2. Kullanilan Farmasotik Preparatlar

BELOGENT® merhem (Img GEN/g; Parti no: 25063101) Tiirkiye’deki
eczanelerden temin edilmistir. Amikasin siilfat iceren DRAMIGEL® (% 5; Parti
no:C0681) preparati Italya’daki eczanelerden temin edilmisti. TOBRASED® goz
merhemi (% 0,3 TOB icermektedir; Parti no: 1041039B) Tiirkiye’deki eczanelerden

temin edilmistir.

2.1.3. Cihazlar

Spektrofotometrik ¢alismalarda Shimadzu 1601 model ¢ift 15 yollu
spektrofotometre (Kyoto, Japonya) kullanilmistir. Spektrumlar UVPC37 ve UV-probe
yazilimlar1 kullanilarak goriintilenmis ve islenmistir. Numuneler lem’lik kuartz

kiivetlerde ol¢iilmiis ve slit aralig1 sabit olarak 2 nm’de tutulmustur.

Floresans spektrumlar1 Agilent Carry Eclipse spektroflorimetre (California, ABD)
kullanilarak olgiilmiistiir. Numuneler 1 cm’lik kuartz floresans kiivetlerine alinmustir.
Uyarma ve emisyon slitleri degistirilerek optimize edilmistir. Sicaklik kontrolii

“Agilent Cary Single Cell Peltier Accessory” ile saglanmustir.

Santrifiij islemlerinde Thermo Micro CL21 sogutmali mikrosantrifiij (New York,
ABD) ve Niive NF 200 santrifiij (Ankara, Tiirkiye) kullanilmustir.

pH 6lgtimlerinde Mettler-Toledo WTW model pHmetre (Ohio, ABD) kullanilmis

ve Ol¢limlerden once kalibrasyonu yapilmistir.
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Ultrasonik banyo olarak JP SELECTA (Barselona, Ispanya), Vorteks karistirict
olarak Velp Scientifica Zx3 (Usmate, Italya) kullanilmistir.

Elektron mikroskobu gériintiillemeleri Ankara Universitesi Elektron Mikroskobu
Birimi’nde ve ODTU Merkez Laboratuvari’'nda bulunan FEI Tecnai G2 TEM
(transmission electron microscopy; Hilsboro, OR,USA) cihazlariyla yapilmistir.
AgNP’lerin boyutlar1 igin ODTU Merkez Laboratuvari’'nda bulunan Malvern

Zetasizer Nano Z model cihazla l¢iilmiistiir.

IR spektrumlari Ankara Universitesi Kimya Boliimii'nde bulunan ATR eklentili
Shimadzu IR Affinity-1 cihaziyla olgiilmiistiir. Erime noktasi tayini i¢in Electro

Thermal - IA9100 model erime noktasi tayin cihazi kullanilmastir.

2.2. Yontem

Doktora tezi kapsamimda AMI, GEN ve TOB’in farmasétik preparatlarda ve siitte
analizi i¢in altin ve giimiis nanoparcaciklar kullanilarak spektrofotometrik ve

spektroflorimetrik metotlar gelistirilmistir.

2.2.1. Spektrofotometrik ¢cahismalar

2.2.1.1. Giris

Isik genellikle bir¢ok dalga boyunun karigimi halindeki bir elektromanyetik bir
radyasyondur. Isik dalgalarinin iki tepe noktasi arasindaki mesafe ile dl¢iilen dalga
boyu, A ile gosterilir. Isigin 185-400 nm aras1 dalga boylarini igeren bdlgesi mor 6tesi
(UV) bolge olarak adlandirilir. Gozle goriinebilen bolge ise 400-700 nm araligindadir
(Poole ve Kalnenieks, 2000). UV ve goriiniir bolge analitik uygulamalarda en gok

kullanilan bélge olup, spektrofotometri bu bolgedeki 1518 absorpsiyonu veya
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gecirgenliginin dlglilmesi lizerine kurulu bir tekniktir. Gegirgenlik (T) ve absorbans
(A) numuneye yollanan 1s1k (Po) ile numuneden gegen 1s1k (P) arasindaki iliskiden
yararlanilarak hesaplanir. Gegirgenlik numuneden gegen 15181n, numuneye gelen 1s18a

oranidir (Skoog ve ark. s.139):

Absorbans ise numuneye gelen 151¢mm, numuneden gecen 1s18a oraninin

logaritmasi alinarak hesaplanir:
= log 22
A=log -

Spektrofotometrik Olciimlerde kantitatif tayin icin kullanilan Beer yasasi,
absorbansin, numunenin absorpsiyon katsayisi (K), 1s1gin numune ig¢inde aldig1 yol (b)

ve numune konsantrasyonu (c) ile dogru orantili oldugunu séylemektedir:
A =kbc

Is181 absorplayabilen tiirler i¢in bu denklem uygulanabilirken, aminoglikozidler
gibi UV-GB’de 15181 absorplayabilecek kromofor gruplari bulunmayan tiirler i¢in bu
yolla tayin yapmak miimkiin degildir. Gelistirdigimiz spektofotometrik yontemde,
AgNP’larin UV-GB’deki absorpsiyon ve sagilmadan kaynaklanan spektrumunda
aminglikozidlerle etkilesimi sonrast olusan pik siddetindeki degisimlerden

yararlanilmigtir.
2.2.1.2. Etken maddelerin saflik kontrolleri

Deneylere baglamadan énce AMI, GEN ve TOB’un saflik kontrolleri yapilmistir.
Bunun i¢in IR spektrumlari ve erime noktasi tayin belirlenerek referanslarla

karsilastirilmistir.
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2.2.1.3. Giimiis nanoparcacik (AgNP) sentezi

AgNP sentezi igin Song ve ark.nin (2009) gelistirdikleri yontem kullanilmistir. Bu
yontem asagidan yukariya bir sentezleme metodu olup AgNO3z’in NaBHs ile
indirgenmesi ve SDS ile olusan kolloidlerin stabilize edilmesine dayanir. Bu yontemde
3,8 mg NaBH4 ve 8,5 mg SDS 50 mL saf suda ¢oziiliip 30 dakika boyunca
karistirtlmaya birakilmistir. Bagka bir balon jojede 1,7 mg AgNO3s 50 mL saf suda
¢cOziilmiistiir. AgNO3 ¢0zeltisi bir biiret yardimiyla hizli bir sekilde karistirilan NaBHgs-
SDS ¢ozeltisine damla-damla eklenmistir. Cozelti, AgNO3 eklendik¢e sararmaya

baslamistir, ekleme islemi tamamlandiktan sonra 1 saat daha karistirilmistir.

2.2.1.4. AgNP’larin karakterizasyonlari

Hazirlanan AgNP’larin  karakterizasyonu UV-GB spektrofotometresi ve

transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak yapilmustir.

2.2.1.4.1. AgNP’larin UV-GB ile karakterizasyonlari

UV-GB spektrofotometresindeki dlgtimlerde AgNP ¢ozeltileri kuartz kiivetlere

alinarak suya kars1 spektrumlari alinmustir.

2.2.1.4.2. AgNP’larin TEM ile karakterizasyonlari

TEM gériintiilemelerinde Ankara Universitesi Elektron Mikroskobu Birimi’nde
bulunan FEI marka cihazin Tecnai G2 S-TWIN modeli kullanilmistir. Cihazda 200 kV
voltajda calisilmistir. Goriintiileme icin 4 adet 6rnek hazirlanmistir. Birinci 6rnek
sadece AgNP ¢ozeltisi, diger ii¢ 6rnek ise sirastyla GEN, TOB ve AMI eklenmis AgNP
cozeltileridir. Bu 6rnekler sintilasyon cihazinda 5 dakika bekletildikten sonra karbon
formvar kapli 200 mesh’lik bakir gridlere dokiilmiistiir. Ardindan kurumaya birakilan

ornekler 1 giin sonra dlgiime alinmistir. Pargaciklarin boyutunun 6l¢iimii i¢in ayrica
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1/20 oraninda seyreltilen AgNP ¢ozeltileri dinamik 151k sac¢ilimi (DLS) yontemiyle

Olciilmiistiir.

2.2.1.5. Yontem optimizasyonu i¢in yapilan ¢alismalar

Deneylerde bazi parametrelerin  dikkatli bir sekilde kontrol edilmesi
gerekmektedir. AgNP’larin spektrumlar1 nanopargaciklarin biiyiikliigiine, sekline,
ortamin bilesimine ve agregasyon seviyesine baglidir. Aminoglikozidlerin
eklendiginde AgNP’larin agregasyon seviyesi zamana bagimli olarak degismektedir.
Bu nedenle aminoglikozidler AgNP ¢ozeltilerine eklendikten sonra bir siire

spektrumda degisimler izlenmistir.

Zaman disinda, ortamin pH’1 ve iyonik siddet de optimize edilmistir. Bu amacla
degisik pH’lardaki tamponlar 25 mM NaH2POys ile hazirlanmistir. Bu tamponun pH’1
100 mM H3PO4 veya 100 mM NaOH kullanilarak istenilen pH’lara ayarlanmistir.
Hazirlanan pH’larda numunelerden farkli olarak sadece etken madde igermeyen kor
cozeltilerle numuneler arasindaki 394 nm’deki AA’lar (absorbans farki) 6l¢iilmistiir.
AA’lar1 en yliksek tutacak pH’lar en uygun degerler olarak se¢ilmistir. Ciinkii AA’ nin

yiiksek olmas1 yontem i¢in duyarlilifin artmasi anlamina gelmektedir.

Ayni sekilde belirlenen pH’larda ortama 100 mM NaCl’den degisik miktarlarda

eklenerek iyonik siddet i¢in en uygun degerler belirlenmistir.

2.2.1.6.Yontem validasyonu i¢in yapilan ¢alismalar

Metot optimizasyonu deneylerinden sonra, belirlenen sartlarda tayin ¢alismalarina
baslanmistir. Optimum pH ve iyonik siddetlerde AMI i¢in 60-100 ng/mL; GEN igin
20-60 ng/mL ve TOB i¢in 22,5-60 ng/mL araliklarinda ii¢ set halinde ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Deney tiiplerine alinan 3 mL AgNP ¢ozeltisi tizerine bu ¢ozeltilerden 1
mL eklenmis ve vorteks karigtiricida 20 saniye siireyle karistirilmistir. Her bir

aminoglikozid i¢in belirlenen silirede beklendikten sonra, 200-800 nm arasi
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spektrumlar1 ¢izdirilmistir. Uger set halinde hazirlanan bu ¢ozeltilerin 394 nm’deki
absorbanslari, kor cozeltilerin absorbanslarindan c¢ikarilarak AA degerleri elde
edilmistir. Konsantrasyona karsi AA grafiklerinden kalibrasyon dogrusunun
denklemleri ve korelasyon katsayilar1 belirlenmistir. Kalibrasyon denklemlerinin egim
ve kesim degerlerinin standart sapmalar1 ve ortalamalar1 kullanilarak yakalama

smirlari (YS) ve tayin alt sinirlar1 (TAS) belirlenmistir:

YS=3c/m

TAS =106/ m

Burada o kesim degerlerinin standart sapmasi, m ise kalibrasyon denklemlerinin

egimidir.

Yontemin dogruluk ve kesinligini sinamak i¢in standart maddeler kullanilarak
ticer set halinde AMI (70; 80; 90 ng/mL), GEN (30; 40; 50 ng/mL ) ve TOB (35; 42;
55 ng/mL) c¢ozeltileri hazirlanmis ve li¢ giin boyunca analiz edilerek, sonuglari
degerlendirilmistir. Giinler arasi deneylerinde deney tiipleri ultrasonik banyoda 5
dakika bekletildikten sonra Olgiimler alinmistir. Bu veriler kullanilarak bagil hata

degerleri su formiile gére hesaplanmistir:

(bulunan—konulan)

Bagil hata = 100 x

konulan

Dayaniklilik, metodun parametrelerdeki kii¢iik ama anlamli degisimler karsisinda
etkilenmeden kalmasini ve giivenilir sonucglar vermesini ifade eder (ICH Guidelines,
1994). Dayaniklilik testleri i¢in dncelikle deneye etki eden faktorler belirlenmis,
ardindan bu faktorlerin belirsizlik degerleri hesaplanmistir. Bu belirsizlik degerleri ilag
analizlerinde genellikle kullanilan katsay1 olan “5” ile ¢arpilarak faktorlerin seviyeleri
belirlenmistir (Heyden ve ark., 2001) Bu metodun dayanikliligini test etmek igin pH,
iyonik siddet ve zaman faktorlerindeki kiigiik degisikliklerin sonuglara etkisi

incelenmistir. pH ve iyonik siddet i¢in dayaniklilik testlerinde, cihazlarin ve kullanilan
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diger malzemelerin kalibrasyon sertifikalarindan elde edilen belirsizlik degerleri
kullanilmigtir. Kullanilan Metler-Toledo WTW model pHmetrenin belirsizlik
degerleri pH+0,01 olarak verilmistir. Iyonik siddet icin ise kullanilan mikropipetlerin,
balon jojelerin ve hassas terazinin belirsizlik degerleri hesaplanarak dayaniklilik
testlerinin seviyeleri belirlenmistir. Birden fazla belirsizlik kaynaginin oldugu bu gibi
durumlarda oncelikle relatif belirsizlikler hesaplanir ve bu relatif belirsizliklerin
toplamindan hareketle toplam belirsizlige ge¢is yapilir(Heyden ve ark., 2001). 500 mL
3,65 mg/mL (0,1 M) NaCl konsantrasyonu i¢in belirsizlik hesaplanirken:

Terazi i¢in sertifikasinda belirtilen belirsizlik degeri 0,1 mg’dir. Dolayisiyla tartim

i¢in relatif belirsizlik:

0,1/3650=2,74x10

Kullanilan 500 mL’lik balon jojeden gelen belirsizlik 0,25 mL olarak
belirtilmistir. Relatif belirsizlik:

0,25/500 =5,00x10*

Seyreltmelerde kullanilan mikropipetin belirsizligi sertifikasinda %0,4 olarak
belirtilmistir. Yani relatif belirsizligi 4x107%"diir.

Toplam relatif belirsizlik: ~ 0,00003+0,0005+0,004=0,00453

90,453

Optimum NaCl konsantrasyonunun 5,0 mM olarak belirlendigi Gen ve TOB

calismalarinda belirsizlik:
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5,0 x 0,453 /100 = 0,02 mM olacaktir.

Bu deger dayaniklilik testlerinde varsayilan deger olan 5 ile ¢arpildiginda elde

edilen deger olan £0,1 mM seviyelerinde yontemin dayanikliligi test edilmistir.

Optimum NaCl konsantrasyonunun 2,5 mM olarak belirlendigi AMI i¢in yapilan

calismalarda ise belirsizlik:

2,5x 0,453 /100 = 0,01mM olacaktir.

Ayni sekilde elde edilen deger 5 ile carpilarak 0,05 mM seviyelerinde yontemin
dayaniklilig1 test edilmistir.

Zaman i¢in ise kullanilan saatin belirsizligi bilinmedigi igin +1 dakikada yapilan

Olclimlerin sonuglara etkisi gdzlemlenmistir.

[lag uygulamasma gegilmeden once, validasyon parametrelerinden segicilik
deneyleri yapilmustir. {lag yardimci1 maddelerinin yonteme etkisini incelemek standart
ekleme yontemi uygulanmistir. Standart ekleme yonteminin disinda elde edilebilen
yardimc1 maddelerin ¢ozeltileri hazirlanmis ve AgNP cozeltisine eklenerek etkileri
incelenmistir.  Bu  yardimci  maddeler  metil-p-hidroksibenzoat,  propil-p-
hidroksibenzoat, gliserin, betametazon dipropiyonat, klorbutanol, sodyum benzoat ve
EDTA’dir. Standart ekleme yonteminde ilaglara, igeriginin % 50, 75 ve 100’1 kadar
etken maddelerden eklendikten sonra analizleri gerceklestirilmis ve geri kazanim

degerleri hesaplanarak yardime1 maddelerin etkisi incelenmistir.

Secicilik ¢aligmalarindan sonra yontem merhem ve jellere uygulanmstir.
Aminoglikozidler hidrofilik yapida olmalar1 nedeniyle merhem ve jellerden sulu faza

kolaylikla alinabilmektedirler. Jel ve merhem ¢ozeltileri uygun miktarlarda tartimlar
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yapildiktan sonra etken maddelerin tampon ¢ozeltilere alinmasinin ardindan analiz

edilmislerdir.

Elde edilen sonuglarin hesaplamalarinda standart sapma (SS), bagil standart
sapma (BSS), bagil hatanin yanmi sira giiven araliklart da (GA) hesaplanmustir.

Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir:

GA

2la

Burada N deney sayisi, s standart sapma, t ise p=0,05’de t tablosundan elde

edilen degerdir.

2.2.1.7. Yontemin siit analizlerinde kullanimi i¢in yapilan calismalar

Siit uygulamalarina gegmeden dnce aminoglikozidlere benzer yapida olan ve siitte
bulunan laktozun metoda etkisi incelenmistir. Hazirlanan laktoz ¢ozeltisinden 1 mL
alinip, 3 mL AgNP ¢6zeltisine eklenmistir. Bu ¢ozeltisinin spektrumu, kor ¢ozeltisinin

spektrumu ile karsilastirilmstir.

Siit numunelerinin hazirlanmasinda, proteinler ve yaglardan arindirma iglemleri
gerceklestirilmistir. Ik asamada proteinlerden ve yaglardan arindirmak igin, 2 mL’lik
slit numunesi tizerine 1 mL trikloroasetik asit (%1 a/h) ¢ozeltisi ve 0,5 mL kloroform
eklenmistir. Deney tiipleri daha sonra 10 dakika siireyle ultrasonik banyoda
bekletilmistir. Ardindan proteinlerin ve yaglarin etkili bir sekilde ¢oktiiriilebilmesi
icin, numuneler +4°C’de 13000 rpm hizda 25 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan
stizlintlide kalan yaglarin ayrilmasi islemine gecilmistir. Bu islem dikkatlice
yapilmalidir, ¢iinkii ortamda bulunan yaglar c¢ozeltilerin bulaniklagsmasima ve
spektrumlara etki etmesine neden olabilmektedir. Ayrica siitteki yaglarin varliginda
aminoglikozidler AgNP ile etkilesmemekte, sar1 renkli ¢6zelti rengini korumakta ve
bulaniklagsmaktadir. Bu nedenle 6nceki santrifiij islemine ek olarak 0,25 mL NaOH (1
N) eklenerek 5 dakika beklenmistir. Ardindan oda sicakliginda 5000 rpm’de 10 dakika
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daha santrifiij edilen 6rnekler membran filtrelerden (0,22 pm) siiziilerek etkili bir

sekilde yaglarindan ayrilmistir.

Bu son ¢ozeltilerin pH’1 her bir aminoglikozid i¢in en uygun degerlere H3PO4 (1
M) ile ayarlandiktan sonra NaCl (0,1 M) ile iyonik siddetleri ayarlanmistir. Bu
¢ozeltilerden alinan 1 mL’lik kisim 3 mL AgNP ¢ozeltisine eklenmis ve her bir
aminoglikozid i¢in belirlenen siirede beklendikten sonra spektofotometrede 6l¢iimleri

yapilmustir.

2.2.2. Spektroflorimetrik ¢cahismalar

2.2.2.1. Giris

Floresansda normalde isleyen siireg, floresans ozelligi gosteren molekiiliin
enerjiyi absorblayarak elektronun iist enerji seviyelerine gegmesi ve ardindan bazi
1s1masiz durulmalar da dahil olmak {izere, kazandig1 bu enerjiyi 151k olarak yayarak
kaybetmesidir. Floresansta enerji absorplandiginda elektronlar eslesmis elektronik
halde yani singlet halinde bulunurlarken fosforesansta triplet halde bulunurlar.
Floresansta absorplanan 1s1gin dalga boyundan daha biiyiik dalga boylarinda 1g1k
yayilir, ¢iinkli 1s1masiz durulmalar adi verilen bazi enerji kayiplari yasanir. Bu
1s1masiz durulmalar, sistemler arasi gegis, i¢ donilistim, dis doniisiim ve titresimsel

durulma gibi olaylardir ve floresansin verimini diistiriirler.

Sontimlenme islemleri, statik soniimlenme, dinamik soniimlenme ve rezonans

enerji transferidir.

Tez caligmas1 kapsaminda amingolikozidlerin spektroflorimetrik tayinleri i¢in ilk
strateji olarak, aminoglikozidlerin lantanitlerle yaptiklari komplekslerin floresans
emisyonlart {lizerinden tayin yontemi gelistirilmesi hedeflenmistir. Ancak yapilan
cesitli denemeler sonucunda, Rizk ve ark.nin (1995) iddialarinin aksine

aminoglikozidlerin lantanitlerle  yaptiklarn ~ komplekslerin, lantanitlerin
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floresanslarinda artigsa yol agmadig1 deneysel olarak belirlenmistir. Ayrica Gilmartin
ve arknin (2000) calismalar1 da elde ettigimiz bu sonuglart dogrulamaktadir.
Lantanitlerin floresans emisyonundaki kiigiik artisin nedeni amingolikozidlere bagl
olan siilfattan kaynaklanmaktadir. Bu sonuglar nedeniyle lantanitlerin dogrudan
aminoglikozidler ile olusturacagi kompleksinin floresansinin altin nanopargaciklarla
giiclendirilmesinden vazgecilmistir. Bunun yerine denenen o-fitaldialdehit ile
aminoglikozidlerin kompleksinin sinyal gii¢clendirilmesinden de tatmin edici sonuglar

alinamamustir.

Biitiin bunlarin yerine baska bir strateji olarak 6ropyumu nanopargaciklari (EUNP)
halinde sentezlendikten sonra aminoglikozidlere baglanabilecek bir molekiil ile
modifiye edilmesi planlanmistir. Boylece zaten spektroskopik yontemler arasinda
seciciligi daha yiiksek bir yontem olan spektroflorimetrinin segiciligi, bu molekiil ile
artirilmis olacaktir. Bu amag i¢in molekil yapisi (Sekil 2.1) goziiniine alinarak lipoik
asit tercih edilmistir. Lipoik asit, siilfiir gruplart {izerinden sentezlenen EuNP’a
baglanirken, karboksil iizerinden de aminoglikozidlerin amin gruplar ile etkilesime

girmeye uygundur.

Sekil 2.1. Lipoik asit

2.2.2.2. Oropyum nanoparcaciklarin sentezi

EuNP sentezinde Gao ve ark.larmm (2007) gelistirdikleri yontem kiiciik
degisiklikler yapilarak kullanilmistir. Yontemde yiizey aktif madde olarak kullanilan
sodyum dodesilbenzen siilfonat yerine SDS kullanilmistir. Oropyum’un nitrat tuzu

yerine ise kloriir tuzu kullanilmisgtir. Sentezleme su sekilde yapilmistir:
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Indirgen olarak kullanilan tannik asitin 13 mg’1 50 mL saf suda ¢éziildiikten sonra
30 °C’lik su banyosuna alinmistir. Bu ¢6zelti hizlica karistirilirken {izerine 0,01 M
EuCls ¢ozeltisinden 5 mL ve 5.0 x 10° M SDS ¢ozeltisinden 3,75 mL eklenmistir.
Ardindan modifikasyon yapici ajan olarak etanol igerisinde hazirlanmis 0,01 M lipoik
asitten 2 mL eklendikten sonra su banyosunda 30 dakika boyunca karistirilmaya
birakilmistir. 30 dakika karistirma sonunda oda sicakligina sogutulmus ve 250 mL’ye

saf su ile tamamlanmastir.

Sensér mekanizmasimin temeli; lipoik asidin  karboksil  gruplarinin,
aminoglikozidlerin amin gruplariyla reaksiyona girerek amid olusmast ve bu
reaksiyonun EuNP’larin floresansinda degisimlere yol agmasina dayanmaktadir.
Ancak bu amid baglarinin olusumu i¢in dncelikle karboksil grubunun aktiflestirilmesi
gerekmektedir. Ciinkii karboksil grubu ile amin grubunun reaksiyona girip amid bagini
olusturabilmesi oda sicakliginda kendiliginden gergeklesen bir reaksiyon degildir
(Valeur ve Bradley, 2009). Su molekiiliiniin eliminasyonunu gerektiren bu reaksiyon
ancak 200 °C gibi ¢ok yiiksek sicakliklarda gergeklesebilir (Jursic ve Zdravkovdki,
1993). Bu yiiksek sicakliklar ise reaksiyona giren tiirlerin yapilarinin bozulmasina
neden olabilmektedir. Bu nedenle genellikle baglama ajanlarina ihtiyag duyulur.
Karboksil baglayici reaktif olarak c¢alismamizda 0,1 M EDC ve 0,1 M NHS
kullaniimistir (Sekil 2.2). EDC, amid bagmin olugmasi i¢in karboksil grubunu aktif
hale getirirken, NHS ise olusan amid bagmnin kararli olmasini saglar (Staros ve ark,
1986; Grabarek ve Gergely1990).
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Sekil 2.2. Oropyum nanopargacik iizerindeki lipoik asitin EDC/NHS reaktifleri ile aktiflestirilmesi ve ardindan tobramisin ile
reaksiyonunun sematik gdsterimi
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2.2.2.3.Floresans soniimlenmesi calismalari

Aminoglikozid numuneleri, hazirlanan EuNP’lere eklendiginde emisyon
sinyallerinde azalma gézlemlenmistir. Numunelerin floresans siddetinde azalmaya
neden olan islemlere floresans soniimlenmesi ad1 verilir. Uyarilmis hal reaksiyonlari,
molekiiler yer degistirme enerji transferi, temel-hal kompleks olusumu ve ¢arpigsma
gibi molekiiler etkilesimler soniimlenmeye neden olabilirler. Soniimlenme,
carpismadan kaynaklanan dinamik soniimlenme ve floresans yapan tiir ile séntiimleyen
arasindaki reaksiyondan kaynaklanan statik soniimlenme olarak ikiye ayrilir. Hem
statik hem de dinamik soniimlenme molekiiler temasa ihtiyac duymaktadirlar.

(Lakowicz, 2006 s.:277)

Soniimlenme tiirli Stern-Volmer esitligi kullanilarak aydinlatilabilir (Valeur,

2002):
F
?"z 1+ kytoCq = 1+ Kg Cq

Burada Fo ve F soniimleyicinin yoklugunda ve varhigindaki floresans siddeti, kg
bimolekiiler sonlimlenme sabiti, 7, soOnlimleyicinin yoklugunda floroforun
omriidiir. Cq ise soniimleyicinin konsantrasyonudur. Genellikle soniimlenme verileri
Fo/F’e kars1 Cq grafigi ¢izilerek gosterilir ve Ksy bu grafigin egimidir. Ancak statik ve
dinamik soniimlenme sadece bu grafikten belirlenemez. Sicaklik, viskozite veya
floresans omrii dl¢timleri ile de soniimlenme tiirii belirlemek miimkiindiir (Lakowicz,
2006 s.:280). Bunun igin farkli sicakliklarda yaptigimiz deneylerde Ksv degerleri
hesaplanmistir. Bunun disinda EuNP ile aminoglikozidlerin etkilesiminin UV

spektrumlarini inceleyerek de sonliimlenmenin tiirii incelenmistir.

Soéniimlenme deneylerinde bazi etkenlere dikkat etmek gerekir. Oncelikle bu
deneyler maksimum soniimlenme kosullarinda calisilmali, ¢ilinkii emisyon sinyali
diisiik oldugunda ortamdaki zemin floresans1 6nemli olmaya baslar. Ayrica Rayleigh

ve Raman sagilimlar1 soniimleyicinin konsantrasyonundan bagimsizdir ve sagilan
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isinlarin floresansa katkisi sontiimlenmeyle birlikte artar. Soniimleyicinin absorbans
spektrumu da dikkat edilmesi gereken faktorlerden biridir. Iyonik siddetin

sontimlenme deneylerinde sabit tutulmasi dnemlidir.(Lakowicz, 2006 s.:289)

Spektroflorimetrik deneylerde AMI ve GEN éncelikle siilfattan arindirilmstir.
Bunun igin 0,1 M HCI ile asitlendirilmis ortamda 0,1 M BaCl; kullanilmistir. Ba*?
katyonu asidik ortamda sadece siilfat anyonunu ¢oktiirmektedir. Asirisi eklenen Ba*?
ile olusan BaSOs siiziilerek ortamdan ayrilmistir. Ardindan ¢ozelti 0,1 M NaOH
kullanilarak nétrallestirilmis ve tampon ¢ozeltiler ile istenen pH’da tamponlanmustir.
TOB’in standartinda siilfat tuzu olmadigi i¢in herhangi bir islem yapmadan dogrudan

kullanilmastir.

Spektroflorimetrik metot gelistirme asamasinda ilk 6nce en uygun uyarilma dalga
boyu ve bu dalga boyuna ait emisyon spektrumlari elde edildikten sonra fotogogaltici

tiipiin voltaj1 ve slit araliklart optimize edilmistir.

2.2.2.4.Yontem optimizasyonu icin yapilan calismalar

Miktar tayinlerinden once metot optimizasyon c¢alismalari gergeklestirilmistir:
Spektroflorimetrik  deneylerde oncelikle floresans dalga boylari ve slitleri
belirlenmistir. Ardindan tayin limitlerini en disiik tutacak sekilde metodun

optimizasyonuna baslanmistir.

2.2.2.4.1. pH optimizasyonu

pH taramasi 0,5 birim araliklarla; pH 2,5 — 7,5 arasinda sitrik asit-fosfat tamponu
kullanilarak, pH 8,0-10,0 aralig1 ise borat tamponu kullanilarak yapilmistir. pH 2,5-
7,5 araligindaki tamponlar 25 mM sitrik asit ve 50 mM NaxHPO4’1n degisik oranlarda
karigtirilmasi ile elde edilmistir. pH 8,0-10,0 bolgesi ise 25 mM HzBO3z pH’inin 100
mM NaOH kullanilarak ayarlanmasi ile hazirlanmigtir.  Daha sonra floresans

Olctimleri i¢in her bir pH’da hazirlanan TOB numunelerinden alinan 0,5 mL’lik kisim,
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2 mL EuNP ¢ozeltisi iizerine eklenmis ve emisyon spektrumlari alinmistir. Kor
cozeltileri olarak ise aminoglikozid igermeyen tampon ¢ozeltiler ayn1 oranlarda EUNP

ile karistirilarak olgiilmiistiir.

2.2.2.4.2. Tyonik siddet optimizasyonu

pH optimizasyonunun ardindan iyonik siddet optimizasyonu yapilmistir. Iyonik
siddetin ayarlanmasi i¢in NaCl kullanilmistir. Belirlenen pH’larda degisen oranlarda
NaCl eklenmis (son konsantrasyon O - 2,5 M arasi) ve floresans siddeti farki (AF)

Olciilmiistiir.

2.2.2.4.3. Altin nanoparcacik sentezi

Yontemin duyarliligini artirmak igin sinyallerin metalle zenginlestirilmesi yoluna
gidilmistir. Metalle zenginlestirilmis floresans calismast i¢in cesitli boyutlarda ve
sekillerde AuNP’lar hazirlanmistir. Jana ve ark.lariin (2001) gelistirdikleri yontem,
cekirdek cozeltisi hazirlandiktan sonra biiyiitme cozeltisi ile bu nanopargacigin
boyutunun ve seklinin degistirilmesine dayanir. Bu yontemde oncelikle kii¢iik metal
pargaciklar (¢ekirdek) hazirlanir. Bu pargaciklar ¢ekirdeklenme merkezi olarak islev
goriir. Ardindan bliylitme ¢ozeltisi kullanilarak daha biiyiik boyutlarda parcaciklar
hazirlanir. Istenen nanopargacik biiyiikliigiine ve sekline bagli olarak farkh
miktarlarda biiylitme ¢ozeltisi ve ¢ekirdek ¢ozeltisi kullanilabilir. Biiylitme ¢ozeltisi
yiiksek miktarda stabilizor igerir. Bu sayede istenen biiyiikliikte sentezlenen

nanoparcaciklar uzun siire topaklanma veya ¢okme gostermez ve kararli kalirlar.

Sentez c¢alismalarinda Oncelikle 3,5 nm’lik AuNP c¢ekirdek c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Cekirdek ¢ozeltisi i¢in 20 mL 2,5x10* M HAUCIs ve 2,5x10* M
trisodyum sitrat i¢ceren sulu ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢6zelti karistirilirken {izerine 0,6
mL taze ve ¢ok soguk suda hazirlanmis 0,1 M NaBH4 eklenmistir. NaBH4 eklendigi
an olusan pembe renk 3,5 nm parcacik olusumunun gostergesidir. Bu yontem oda

sicakliginda gergeklestirildigi i¢in trisodyum sitrat sadece parg¢acigin ylizeyini kaplar,
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indirgeyici ajan olarak NaBH4 bulunur. Bu ¢ekirdek ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra 2

ila 5 saat i¢erisinde kullanilmalidir.

Biiyiitme ¢ozeltisi i¢in 200 mL 2,5x10% M HAUCI hazirlanmis ve iizerine 6 ¢
CTAB eklenmistir. Cozelti, CTAB ¢oziiniinceye ve ¢ozeltinin rengi berrak turuncu
renge donilinceye kadar isitilmistir. Ardindan c¢ozelti oda sicakligina sogutulup,
biiylitme ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Bu ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra asagidaki

sekilde degisik boyutlarda parcaciklar hazirlanmistir:

5,5 nm’lik AuNP: 7,5 mL biiylitme ¢ozeltisine 50 pL taze hazirlanmis askorbik asit
(0,1 M) eklenmis ve ¢ozeltinin renginin kayboldugu gériilmistiir. Cozelti hizlica
karistirilirken tizerine 2,5 mL ¢ekirdek ¢ozeltisinden eklenmistir. Cozelti bir siire sonra
sarap kirmizisi renge doniismiistiir. Bu rengi aldiktan sonra ¢ozelti 10 dakika daha

karistirilip, kiire seklinde ve 5,5 nm boyutlarinda AuNP elde edilmistir.

8,0 nm’lik AuNP: 9,0 mL biiylitme ¢ozeltisine 50 pL taze hazirlanmis askorbik asit
(0,1 M) ¢ozeltisi eklenmis ve ¢dzeltinin renginin kayboldugu gorillmiistir. Cozelti
hizlica kanistirilirken {izerine 1,0 mL ¢ekirdek ¢6zeltisinden eklenmistir. Cozelti bir
siire sonra koyu kirmizi renge doniismiis ve 10 dakika daha karistirllmistir. 8,0 nm
boyutlarindaki kiire bigimindeki AuNP ¢o6zeltisi, daha sonra 17 nm’lik AuNP

hazirlanirken ¢ekirdek ¢ozelti olarak da kullanilmistir.

17 nm’lik AuNP: 9,0 mL biiyiitme ¢ozeltisine 50 pL taze hazirlanmis askorbik asit
(0,1 M) eklenmis ve ¢Ozeltinin renginin kayboldugu goriilmiistiir. Cozelti hizlica
kanistirilirken tizerine 1,0 mL 8,0 nm AuNP c¢ozeltisinden eklenmistir. Cozelti 10
dakika daha karistirilip ve rengin kirmiziya ¢alan kahverengi oldugu goriilmiistiir. Bu
sekilde hazirlanan ¢ozelti 17 nm’lik AuNP’tir ve bir sonraki ¢ozelti igin ¢ekirdek

¢Ozeltisi olarak kullanilmistir.

37 nm’lik kiire ve 17-200 nm cubuk karisimi: 9,0 mL biiyiitme ¢6zeltisine 50 pL

taze hazirlanmis 0,1 M askorbik asit ¢ozeltisi eklenmistir. Renksiz hale gelen ve hizlica
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karistirilan ¢6zeltinin {izerine 1 mL 17 nm’lik AuNP ¢ozeltisi eklenmis ve 10 dakika
boyunca karistiritlmistir. Elde edilen kahverengi ¢ozelti 37 nm’lik kiireler ve 17 nm en
200 nm boy Olglilerine sahip c¢ubuklarin karisimidir. Her bir ¢ozelti CTAB
stabilizoriiniin varliginda bir aydan daha uzun siire dayanmakta ve her bir ¢ozelti

2,5x10™* M altin igermektedir.

Sentezleme agamasindan sonra sinyal giiclendirmesi i¢in kullanilacak AuNP’larin
belirlenmesine gegilmistir. Bunun i¢in 0,5 mL AuNP ¢ozeltileri deney ortamlarina
eklendikten sonra floresans siddeti ve AF tizerindeki etkisi incelenmistir. Sinyalleri
en ¢ok giiclendiren AUNP segildikten sonra EUNP ile birlikte karakterizasyonu

yapilmuistir.

Optimizasyon isleminin son asamasi olarak eklenen AuNP’larin miktarlari
belirlenmistir. Bunun i¢in son hacim ayni olacak sekilde degisen oranlarda AuNP’lar
deney tiiplerine eklenmis ve emisyon sinyalleri izlenmistir. Emisyon sinyallerindeki

giiclendirme, eklenen AuNP hacmine kars1 grafige gegirilmistir.

2.2.2.4.4. Oropyum ve altin nanoparcaciklarin karakterizasyonlari

Hazirlanan AuNP ve EuNP’larin UV-GB spektrofotometresi ile spektrumlari
almmistir. Ayrica optimizasyon asamasi sonrasinda deneylerde kullanilmasi
kararlastirilan 37 nm’lik kiire ve 17-200 nm ¢ubuk karigimi AuNP ve EuNP’larin TEM
goriintiilemesi Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari’ndaki FEI Tecnai
G2 Spirit Bio (TWIN) yiiksek kontrasli TEM cihazinda yapilmigtir. Numuneler bir giin
oncesinden karbon kapli bakir 1zgaralarda (200 mesh) kurumaya birakilmis ve 120

kV’da olgtimler alinmistir.

2.2.2.5.Yontem validasyonu i¢in yapilan ¢alismalar

Metot optimizasyonu deneylerinden sonra metodun gegerlilik testleri yapilmustir.

ICH kilavuzlarinda (1994) ilag analizleri i¢in zorunlu parametrelerin yaninda metodun
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dayaniklilik calismalari da gercgeklestirilmistir. Gergeklestirilen ¢aligmalarda ICH
kilavuzlar1 temel alinmistir. Optimum pH (5,00) ve iyonik siddetlerde (2,5 M NaCl)
AMI i¢in 0,75-27,5 ng/mL; GEN igin 0,40-26 pg/mL ve TOB i¢in 0,25-25 pg/mL
araliklarinda ti¢ set halinde ¢ozeltiler hazirlanmistir. Deney tiiplerine alinan 1,5 mL
EUNP ¢ozeltisi tizerine bu ¢ozeltilerden 0,5 mL eklenmistir. Ardindan 0,4 mL AuNP
eklendikten sonra 280 nm’de uyarilan 6rneklerin emisyon spektrumlar1 290-800 nm
araliginda almmustir. Uger set halinde hazirlanan bu ¢dzeltilerin 315 nm’deki sinyalleri
izlenerek AF degerleri bulunmustur. Konsantrasyona karst AF grafikleri ¢izilerek
kalibrasyon dogrusunun denklemleri ve korelasyon katsayilar1 belirlenmistir. YS ve
TAS degerleri Bolim 2.2.1.5’de anlatildig1 gibi kalibrasyon denklemlerinin egim ve

kesim degerlerinin standart sapmalar1 ve ortalamalari kullanilarak hesaplanmistir.

Metodun dogruluk ve kesinliginin sinamak i¢in standartlar kullanilarak ii¢ set
aminoglikozid 6rnekleri hazirlanmigtir (10, 15 ve 20 ug/mL) ve {i¢ giin 6lgiilerek

sonuglar1 degerlendirilmistir.

Dayaniklilik testleri igin Oncelikle deneye etki eden faktor olarak pH
belirlenmistir. Kullanilan Metler-Toledo WTW model pHmetrenin belirsizlik
degerleri +0,01 olarak verilmistir. Deneylerde belirsizlik degeri 5 katsayisi ile
carpilarak belirlenen + 0,05 seviyelerde metot sinanmistir. Aminoglikozidlerin
optimum pH’1 olarak belirlenen 5,00 degerinden +0,05 pH’lardaki tamponlar, sitrat ve
fosfat tamponlar1 kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan bu tamponlardan elde edilen

sonuglar metodun dayaniklilig i¢in degerlendirilmistir.

Ardindan  metodun  uygulama  asamasma  gecilmistir.  Farmasotik
formiilasyonlarda bulunan yardimci maddelerinin yonteme etkisini incelemek standart
ekleme yontemi uygulanmistir. Standart ekleme yonteminde ise ilaglara igeriginin
% 50, 75 ve 100’u kadar etken maddelerden eklendikten sonra analizleri
gerceklestirilmis ve geri kazanim degerleri hesaplanarak yardimci maddelerin etkisi

incelenmistir.
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Segicilik calismalarinda standart ekleme yontemine ek olarak elde edilebilen
yardimci maddelerin ve bazi iyonlarin tolerans limitleri de hesaplanmistir. Bunun igin
bu iyonlarin, Orneklerin floresans sinyallerini +%35 oraninda degistirdikleri
konsantrasyonlar belirlenmistir. Baz1 iyonlarin yiiksek konsantrasyonlarda dahi etkisi
gozlenmediginden bu iyonlarin tolerans limitleri c¢alisilabilen en yiiksek
konsantrasyondan da yiiksektir seklinde belirtilmistir. Baz1 yardimc1 maddelerin ise
sulu fazda ¢oziiniirliigii oldukga diisiiktiir, bu ylizden bu maddelerin ¢oziintirliiklerinin
en ist degerlerindeki ¢ozeltilerle deneyler gergeklestirilmis ve sonuglar bu degerlere
gore tablolastirilmistir. Cozeltileri hazirlanan yardimer maddeler ve iyonlar sunlardir:
metil-p-hidroksibenzoat, propil-p-hidroksibenzoat, gliserin, betametazon
dipropiyonat, klorbiitanol, sodyum benzoat, K*, NO3, NO3, CH3COO", CO3, CI" ve
Na*.

2.2.2.6. Yontemin siit analizlerinde kullanim icin yapilan cahismalar

Siit uygulamalarina gegmeden dnce aminoglikozidlere benzer yapida olan ve siitte
bulunan laktozun metoda etkisi incelenmis ve tolerans degerleri belirlenmistir. Siit
numuneleri spektrofotometrik yontemde oldugu gibi hazirlanmigtir (Bolim 2.2.1.6).
Oncelikle siilfattan arindirilmis aminoglikozid eklenmis siitlerin proteinler ve yagdan
arindirma islemleri gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 2 mL’lik siit numunesi {izerine 1
mL TCA (%1 a/h) ¢ozeltisi ve 0,5 mL kloroform eklenmistir. Tiipler daha sonra 10
dakika siireyle ultrasonik banyoda bekletilmistir. Ardindan proteinlerin ve yaglarin
etkili bir sekilde ¢oktiiriilebilmesi igin, +4°C’de 13000 rpm devirde 25 dakika santrifiij
edilmistir. Ardindan siiziintiide kalan yaglarin ayrilmasi islemine gecilmistir, ¢linki
ortamda bulunan yaglar c¢ozeltilerin vizkositesinin degigsmesine ve 1sinlarin
sacilmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle dnceki santrifiij islemine ek olarak 0,25
mL NaOH (1 N) eklenerek birka¢ dakika beklenmistir. Ardindan oda sicakliginda
5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilen 6rnekler membran filtrelerden (0,22 pm)
stizlilerek etkili bir sekilde yaglarindan ayrilmistir. Bu son ¢ozeltiler 1 N HCI ile
notralize edildikten sonra pH’lar1 2,5 M NaCl igeren sitrat-fosfat tamponu kullanilarak
5,00’e ayarlanmistir. Konsantrasyonlart her bir etken madde i¢in 10, 15 ve 20 ppm

olarak ayarlanan Orneklerden alinan 0,5 mL’lik kisim 1,5 mL EuNP {izerine
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eklenmistir. Bu numuneler tizerine AuNP eklendikten sonra l¢iimler yapilmistir. Kor

¢ozelti olarak ilag eklenmemis siitlere ayni1 islemler yapilmaistir.
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3. BULGULAR

3.1. Etken Maddelerin Kontrolleri

Gentamisin siilfat’in kontrolii igin erime noktasi 6l¢tilmiis ve 237 °C’de bozularak
eridigi goriilmistiir. Amikasin siilfat ise 228 °C’de bozularak erimistir. TOB’in erime
noktas1 217 °C olarak tayin edilmistir. Bu degerler referanslarla uyumludur (Merck
Index, 2001 ).

AMTI’nin IR spektrumu (Sekil 3.1) Bio-Rad/Sadtler IR Data Collection (2014) ile
karsilastirilmis ve uyumlu oldugu goriilmiistiir. GEN’in IR spektrumu (Sekil 3.2)
Thumer ve Patel’in (2011) calismasiyla uyumludur. TOB’in IR spektrumu (Sekil 3.3)
Japon Ulusal Ileri Endiistriyel Bilim ve Teknoloji Enstitiisii’niin (AIST, 2014)

veritabanindaki IR spektrumlari karsilastirilmis ve uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglara gére AMI, GEN ve TOB ayrica herhangi bir saflastiriimaya
gerek duyulmadan oldugu gibi deneylerde kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Amikasinin IR spektrumu
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Sekil 3.2. Gentamisinin IR spektrumu
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Sekil 3.3. Tobramisinin IR spektrumu
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3.2. Spektrofotometrik Caliymalar

3.2.1. Giimiis Nanoparcacik Karakterizasyonu

Bolim 2.2.1.2°de anlatildigi sekilde sentezlenen AgNP’larin sari renkli yiizey
plazmon absorbans1 gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 3.4). Olusan renk referans

yontemiyle (Song ve ark. 2009) uyumludur.

Sekil 3.4. Glimiis nanoparcgaciklar

Sentezlenen AgNP’larin karakterizasyonu i¢in UV-GB spektrofotometresi ve
TEM gorintiileri kullanilmistir. Hazirlanan AgNP ¢6zeltisinin 200-800 nm araliginda
absorpsiyon spektrumlart alinmistir (Sekil 3.5). Referans metotta belirtilen ve 394

nm’de goriilen pik Sekil 3.5’deki sepktrumda goriilmektedir.
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Sekil 3.5. Giimiis nanopargaciklarin 200—800 nm araligindaki absorpsiyon
spektrumu

TEM goriintiilemesi sonucunda hazirlanan AgNP’larin morfolojisi gézlemlenmis
ve asag1 yukar kiiresel sekilde nanopargacik elde edildigi sonucuna varilmistir (Sekil
3.6.a ve b). Uzerine aminoglikozid eklenmis nanopargaciklarm TEM gériintiileri ise
Sekil 3.7, 3.8 ve 3.9’da gosterilmistir.

Ayn1 zamanda kesin veriler alinamamakla birlikte, DLS yontemiyle pargaciklarin

boyutunun % 98 oraninda 9-11 nm araliginda oldugu goriilmiistiir.



Sekil 3.6.a. Giimiis nanoparcaciklarin TEM mikrografisi

Sekil 3.6.b. Giimiis nanopargaciklarin TEM mikrografisi
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F—- 500 nm

Sekil 3.7. Gentamisin eklenmis  giimis
nanoparc¢aciklarin TEM mikrografisi

Sekil 3.8. Tobramisin eklenmis  giimis
nanoparc¢aciklarin TEM mikrografisi
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500 nm

Sekil  3.9. Amikasin  eklenmis gimiis
nanoparc¢aciklarin TEM mikrografisi

3.2.2. AgNP ile GEN, AMI ve TOB’un etkilesimi

Sentezlenen modifiye edilmemis AgNP ¢ozeltileri tizerine saf suda hazirlanmig
TOB, AMI ve GEN gozeltileri eklendiginde konsantrasyona bagli olarak ¢dzeltinin
renginin degistigi gézlenmistir. Bu renk degisimi saridan turuncu ve kirmiziya dogru
devam etmektedir (Sekil 3.10-3.12).
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Sekil 3.10. Artan konsantrasyonlarda (0 — 2 pg/mL) tobramisin eklenmis
giimiis nanoparcaciklar.

Sekil 3.11. Artan konsantrasyonlarda (0 — 2 pg/mL) amikasin eklenmis
glimiis nanoparcgaciklar.

Sekil 3.12. Artan konsantrasyonlarda (0 — 2 pg/mL) gentamisin eklenmis
giimiis nanoparcaciklar.
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3.2.3. Spektrofotometrik Metot Optimizasyonu Calismalari

AMI, GEN ve TOB ¢ozeltileri AgNP’lara eklendikten sonra gdzlenen
konsantrasyona bagli renk degisimleri bizi, bu molekiillerin AgNP’larin UV-GB
absorpsiyon spektrumunda konsantrasyona bagimli olarak degisikliklere yol agtigi ve
bu degisikliklerden kantitatif olarak yararlanilabilecegi fikrine gotiirmiistiir. Etken
maddeler AgNP c¢ozeltisine eklendiginde, AgNP’1in 394 nm’deki spesifik pikinin
absorbansinda azalma, bu pikten daha uzun dalga boylarindaki absorbanslarda artis
gozlenmektedir (Sekil 3.13). 394 nm’deki keskin pikte olusan bu azalmanin (AA),
aminoglikozidlerin belirli bir konsantrasyon araligi i¢in dogrusal olabilecegi bulunmus
ve kantitatif olarak AMI, GEN ve TOB analizinin bu yolla gerceklestirilebilmesi igin

deney kosullar1 optimize edilmistir.
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Sekil 3.13. Amikasin eklenmis giimiis nanoparcaciklarin 200-800 nm
arasindaki absorpsiyon spektrumlari [a)0 ng/mL, b)60 ng/mL, ¢)65 ng/mL,
d)70 ng/mL, e)75 ng/mL, f) 80 ng/mL, g) 85 ng/mL, h) 90 ng/mL, i) 95
ng/mL, j)100 ng/mL]

Metot optimizasyonu igin deneyde etkili olan faktorler pH, tuz konsantrasyonu ve
zamandir. Metot optimizasyonunda AA’y1 en yiiksek tutacak degerler metodun tayin

limitlerini diislirecegi i¢in en uygun degerler olarak secilmistir.
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3.2.3.1. pH Optimizasyonu

pH optimizasyonu ¢alismalart i¢in 25 mM NaH:POs ¢o6zeltisinin degisik
pH’lardaki ¢ozeltileri hazirlanmistir. pH ayarlamasi i¢in 0.1 M NaOH ve 0.1 M H3POg4
cozeltileri ile yapilmistir. Bu tampon ¢ozeltiler igerisinde hazirlanan TOB, AMI ve
GEN cozeltilerinden 1 mL alinarak 3 mL AgNP c¢ozeltisi igeren tiiplere eklendikten
hemen sonra bu c¢ozeltilerin 200-800 nm araligindaki spektrumlari Sl¢tilmiistiir.
Cozeltilerin konsantrasyonlart TOB igin 80 ng/mL, AMI i¢in 90 ng/mL ve GEN igin
70 ng/mL olarak se¢ilmistir. Kor ¢ozeltisi her bir pH degeri ig¢in aminoglikozid
icermeyen tampon ¢ozeltilerden 1 mL alinip 3 mL AgNP c¢ozeltisine eklenerek
hazirlanmis ve spektrumlart alinmistir. Her bir pH’daki kor ¢ozeltilerin (3 mL AgNP
+ 1 mL tampon) 394 nm’deki absorbansindan aminoglikozid eklenmis AgNP
¢ozeltisinin 394 nm’deki absorbansi ¢ikarilmistir. AA’y1 en yiiksek tutan pH degerleri
en uygun degerler olarak secilmistir. Buna gére optimum pH olarak; AMI icin pH

5,00; TOB ve GEN igin ise 4,50 degerleri belirlenmistir (Sekil 3.14-3.16).
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Sekil 3.14. Amikasin (90 ng/mL) i¢in pH’a karst AA grafigi
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Sekil 3.15. Gentamisin (70 ng/mL) i¢in pH’a kars1 AA grafigi
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Sekil 3.16. Tobramisin (80 ng/mL) i¢in pH’a kars1 AA grafigi

3.2.3.2. Tuz konsantrasyonu (iyonik siddet)

Hazirlanan c¢ozeltilerdeki iyonik siddeti ayarlamak i¢in 100 mM NaCl stok
cozeltisi kullamlmistir. Bu ¢ozeltiden alinan degisik miktarlardaki tuz c¢ozeltisi 10

mL’lik balonjojelere eklenmistir. TOB igin, tizerlerine konsantrasyonu 50 ng/mL
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olacak sekilde TOB stok ¢ozeltisinden eklendikten sonra, 25 mM pH 4,50 tamponuyla
10 mL’ye tamamlanmistir. GEN igin, {izerlerine konsantrasyonu 50 ng/mL olacak
sekilde GEN stok ¢ozeltisinden eklendikten sonra, 25 mM pH 4,50 tamponuyla 10
mL’ye tamamlanmistir. AMI igin ise iizerlerine konsantrasyonu 80 ng/mL olacak
sekilde AMI stok ¢ozeltisinden eklendikten sonra, 25 mM pH 5.00 tamponuyla 10
mL’ye tamamlanmistir. Kor ¢ozeltileri etken madde eklenmeden diger faktorler ayni
olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan bu 6rneklerden alinan 1 mL’lik kisim 3 mL
AgNP ¢ozeltisi igeren tiiplere eklenmis ve 20 saniye boyunca vorteks karistiricida
karistirtlmistir.  Spektrofotometrede  yapilan  Olglimler  sonucunda  tuz
konsantrasyonlarina karsi 394 nm’de AA grafiklere gecirilmistir (Sekil 3.17-3.19).
Genel olarak tuz konsantrasyonunun belli bir konsantrasyona kadar AA’y1 artirdigi
gbzlenmis, ancak tuz konsantrasyonu AMI i¢in 2,5 mM; GEN ve TOB icin ise 5
mM’m tlizerine ¢iktiginda absorbans farklart hemen hemen degismemistir. Bu
yontemde, iyonik siddetin ¢ok yiiksek oldugu durumlarda AgNP’larin ¢okebilme
olasilig1 yliziinden tuz konsantrasyonu c¢ok yiiksek tutulmamistir ve en uygun deger

olarak AMI i¢in 2,5 mM, GEN ve TOB i¢in 5 mM NaCl konsantrasyonu segilmistir.
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Sekil 3.17. Amikasin (80 ng/mL) i¢in NaCl konsantrasyonuna karsi AA
(394 nm’de)’nin degisim grafigi
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Sekil 3.18. Tobramisin (50 ng/mL) i¢in NaCl konsantrasyonuna karsi AA
(394 nm’de)’nin degisim grafigi
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Sekil 3.19. Gentamisin (50 ng/mL) i¢in NaCl konsantrasyonuna karsi AA
(394 nm’de)’nin degisim grafigi
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3.2.3.3. Zaman

Yapilan ¢alismalarda aminoglikozid ¢ozeltilerinin, AgNP ¢ozeltisine eklendikten
sonra, c¢ozeltinin renginin ve spektrumunun zamana bagh olarak degistigi
gozlenmistir. Bu degisimin deneye olan etkisini gozlemlemek igin belirlenen pH ve
tuz konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢dzeltilerin spektrumlar1 belirli araliklarla
alinmistir. AgNP’larin spektrumlarinin zamana bagh olarak azaldigi ve belli bir siire
sonra bu azalmanin durdugu gdzlenmistir. Etkilesimin tamamlandig1 bu siirenin AMI
i¢in 50 dakika, GEN ve TOB i¢in ise 60 dakika oldugu belirlenmistir (Sekil 3.20-3.21).

Yapilan deneylerde, numuneler AgNP ¢ozeltilerine eklendikten tam olarak bu siireler

sonrasinda spektrumlarin alinmasina ¢ok dikkat edilmistir.
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Sekil 3.20. Tobramisin (60 ng/mL) eklenmis giimiis nanopargaciklarin
0-80 dakika araliginda alinan spektrumlari
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Sekil 3.21. Gentamisin (30 ng/mL) eklenmis giimiis nanopargaciklarin
0-80 dakika araliginda alinan spektrumlari
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Sekil 3.22. Amikasin (70 ng/mL) eklenmis giimiis nanopargaciklarin 0-70
dakika araliginda alinan spektrumlari
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3.2.4. Spektrofotometrik Miktar Tayinleri

3.2.4.1. Tobramisinin spektrofotometrik miktar tayini

En uygun c¢alisma sartlar1 belirlendikten sonra, ¢alisma araligi i¢in deneyler
yapilmis ve kabul edilebilir dogrusallik, dogruluk ve kesinligin elde edildigi aralik olan
dogrusal ¢alisma aralig1 TOB i¢in 22,5 — 60,0 ng/mL olarak belirlenmistir. TOB’in 25
mM fosfat tamponu (pH 4,5; 5 mM NaCl) igerisindeki ¢ozeltileri {i¢ set olarak
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerden alinan 1’er mL’lik kisim 3 mL AgNP
cozeltilerine eklendikten sonra 20 saniye vortekslenmis, ardindan her bir ¢ozelti igin
tam olarak 60 dakika beklendikten sonra spektrumlar1 alinmistir. Olgiimlerde TOB
konsantrasyonu arttikca spektrumun 394 nm’deki absorbansinin azaldigi ve daha
yiiksek dalga boylarinda absorbans artislart oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.23). Kor
cozeltileriyle, TOB iceren c¢ozeltilerin 394 nm’deki absorbanslarinin farki
hesaplanmistir. Konsantrasyona karsi bu AA degerleri grafige gecirildiginde, dogrusal
bir iligki gozlenmistir (korelasyon katsayis1 0,9981). Yontemin Y'S; 36/m formiiliinden

4,67 ng/mL olarak, TAS ise 10 6/m formiiliinden 14,14 ng/mL olarak hesaplanmustir.

Cizelge 3.1. Tobramisinin spektrofotometrik
analizinden elde edilen regresyon verileri

Calisma arahg (ng.mL™?) 22,5-60
Yakalama simir1 (ng.mL™?) 5
Tayin alt simir1 (ng.mL?) 14
Egim 0.008
Kesim -0.079
Korelasyon katsayisi 0.9981
Egimin standart hatasi 0.0001

Kesimin standart hatasi 0.0006
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Sekil 3.23. Tobramisin eklenmis glimiis nanopargacik ¢oOzeltilerinin
absorpsiyon spektrumlari [a)0 ng/mL b)22,50 ng/mL ¢)26,25 ng/mL
d)30,00 ng/mL €)33,75 ng/mL f)37,50 ng/mL g)45,00 ng/mL h)52,50
ng/mL i)60,00 ng/mL]

Yontemin gecerlilik testleri i¢in standart ¢ozeltiler kullanilarak laboratuvarda 35,
42 ve 55 ng/mL TOB igeren tampon ¢ozeltiler (pH 4,5; 5 mM NaCl) hazirlanmis ve
belirlenen kosullarda ii¢ giin siiresince giinde {i¢ kez olmak tizere giin-igi ve giinler-
aras1 dlgiimleri yapilmistir. Olgiimler dncesinde ¢ozeltiler 5 dakika siireyle ultrasonik
banyoda tutulmustur. Elde edilen sonuglar yontemin dogruluk ve kesinlik agisindan

degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Tobramisinin standart ¢6zeltilerinin giin i¢i ve giinler
arasi analizlerinin sonuglari

Giin-ici

Konulan(ng/mL) Bulunan(ng/mL) BSS (%) Bagil hata (%)

35 34,37 0,54 -1,79
42 4277 2,15 1,83
55 54,66 0,76 -0,63

Giinler arasi

Konulan(ng/mL)  Bulunan(ng/mL) BSS (%) Bagil hata (%)

35 34,20 2,16 -2,28
42 42,79 1,39 1,89
55 55,07 1,20 0,13

BSS: Bagil Standart Sapma

Son gecerlilik testi olarak dayaniklilik testi yapilmistir. Bu test igin TOB
deneylerinde kullanilan optimum sartlarda kiigiik degisiklikler yapilarak metodun bu
degisikliklere dayanikliligi test edilmistir. Yapilacak degisikliklerin miktari, deneyde
kullanilan malzemelerin belirsizligi tizerinden hesaplanmistir. TOB i¢in dayaniklilik
testleri pH, iyonik siddet ve zaman parametrelerinde yapilmistir. pH i¢in pHmetrenin
belirsizligi, iyonik siddet i¢in hassas terazi, balon jojeler ve kullanilan mikropipetlerin
belirsizligi kullanildi. Zaman i¢in belirsizlik hesaplanamadig: i¢in optimum zaman
tizerinden +1 dakika {izerinden Ol¢iimler alinmistir. pH igin belirsizlik 0,01 olarak
belirtildigi igin, bu belirsizlik k sabiti (5) ile c¢arpilmig ve optimum pH +0,05
degistirilerek deneyler gerceklestirilmistir. Iyonik siddet igin belirsizlik 0,02 olarak
hesaplandigi i¢in, 0,10 degistirilerek sonuglara etkisi incelenmistir. Cizelge 3.3’deki
sonuglar AgNP iizerine degisik kosullarda TOB ekledikten sonra elde edilen geri

kazanim sonuclarin1 gostermektedir.
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Cizelge 3.3. Tobramisin ig¢in spektrofotometrik dayaniklilik testi
sonuglari
pH Geri kazamm  Iyonik siddet Geri kazamm Zaman  Geri kazamim

(%) (MM NaCl) (%) (dk) (%)

4,45 100,17 4,90 98,92 59 101,69
450 101,17 5,00 99,17 60 101,69
455 98,16 5,10 103,48 61 101,30

3.24.1.1. Yontemin tobramisin iceren farmasotik preparatlara ve siite

uygulanmasi

3.2.4.1.1.1. Yontemin farmasoétik preparatlara uygulanmasi

Tiirkiye’de TOB igeren preparatlar arasinda ampuller ve merhem preparatlar
sayilabilir. Gelistirilen yontem ampuller igerisinde yardimci maddelerden olan
EDTA’ya karsi secici degildir. Bu yiizden ampul preparatlarina uygulama
yapildiginda EDTA’dan kaynaklanan pozitif bir girisim gozlenmektedir. Ancak
yontem merhem preparatinda bulunan yardimci maddelerden klorbiitanol
uygulandiginda herhangi bir girisim gozlenmemistir. Klorbutanol disindaki yardimci
bir madde olan vazelin suyla karismadigi i¢in siizme islemi sirasinda ayrilmaktadir.
Merhem preparati ¢ozeltilerine standart TOB’den % 50, 75 ve 100 oranlarinda
eklendikten sonra miktar tayinleri yapilmig ve yardimci maddelerden kaynakli

herhangi bir girisim olmadigi gézlenmistir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. TOBRASED® g6z merhemi (% 0,3 TOB i¢ermektedir;
Parti no: 1041039B)’ne standart ilavesinden sonra TOB igin yapilan
deneylerin sonuglari

Eklenen TOB (%) Bulunan TOB (%) Geri Kazanim (%)
50 51,16 102,33
50 49,56 99,11
75 74,96 99,95
75 71,75 95,66
100 96,55 96,55
100 97,63 97,63

Ortalama 98,54
SS 2,44
BSS % 2,47
GA (p=0,05 icin) 2,00

Y 6ntemin segiciligi ve dogrulugu test edildikten sonra, merhemlerin analizi igin 1
g TOBRASED® goz merhemi (% 0,3; Parti no: 1041039B) tartilm1s ve 100 mL tampon
¢ozeltide ¢oziilmiistiir. Ug set halinde hazirlanan bu ilag ¢ozeltileri, ¢oziinme islemi
icin 10 dakika ultrasonik banyoda tutulduktan sonra, 20 dakika boyunca manyetik
kanistiricida karnistinnlmistir. Cozeltiler 0,45 pm’lik slizgeg kagitlarindan siiziiliip,
siiziintiiden alman 30 pL’lik kisim 20 mL’lik balonjojelere almmistir. Uzerine 100
mM NaCl’den 0,25 mL eklendikten sonra tamponla tamamlanmistir. Buradan alinan
1 mL ¢ozelti 3 mL AgNP c¢ozeltisine eklenip 20 saniye vorteks karistiricida
karistirtlmistir. 60 dakika sonra spektrofotometrede dlgiimler alinmistir. Elde edilen

sonuglar Cizelge 3.5’de goriilmektedir.
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Cizelge 3.5. TOBRASED® g6z merhemi (% 0,3 TOB
icermektedir; Parti no: 1041039B)’ne yontem
uygulandiginda elde edilen sonuglar

TOB miktar1 (%) Bulunan TOB (%) Geri Kazanim (%)

0,30 0,28 93,41
0,30 0,28 93,41
0,30 0,29 95,69
0,30 0,30 99,94
0,30 0,30 99,63
0,30 0,30 98,66
Ortalama 0,29 96,79
SS 0,01 3,01
BSS 3,11 3,11
Bagil hata -3,21 -3,21
GA (p=0,05 i¢in) 0,01 2,48

3.2.4.1.1.2. Yontemin siite uygulanmasi

Sitit numunelerine TOB eklendikten sonra Bolim 2.2.1.6°da anlatildigi gibi
numuneler proteinler ve yaglardan arindirilmis ve AgNP’lara eklendikten sonra
spektrofotometrik 6l¢iimleri yapilmistir. Elde edilen AA sonuglar1 kullanilarak miktar
tayini yapilmistir (Cizelge 3.6). TOB katilmis siit 6rnekleri AgNP ¢ozeltilerine

eklendiginde, AgNP’larin renklerinin saridan turuncuya dontistiigii gézlemlenmistir.
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Cizelge 3.6. TOB i¢in siitte yapilan spektrofotometrik
analizlerin sonuglari

Eklenen(ng/mL) Bulunan (ng/mL) Geri Kazamim (%) BSS(%0)

35 32,85 93,85 3,30
42 38,95 92,74 9,76
55 49,80 90,54 4,40

3.2.4.2. Gentamisinin spektrofotometrik miktar tayinleri

En duyarli deney kosullar1 belirlendikten sonra, dogrusal ¢aligma araligi 20-60
ng/mL olarak belirlenmistir. GEN ¢ozeltileri 25 mM fosfat tamponu (pH 4,5; 5 mM
NaCl) igerisinde 3 set olarak hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerden alinan 1’er
mL’lik kisim 3 mL AgNP ¢ozeltisine eklendikten sonra 20 saniye vorteks karistiricida
karistirtlmis, ardindan her bir ¢ozelti igin tam olarak 60 dakika beklendikten sonra
Olgtimleri alinmistir. GEN konsantrasyonu artirildikca AgNP’a ait spektrumun 394
nm’deki absorbansinin azaldig1 ve daha yiiksek dalga boylarinda absorbans artiglar
oldugu gozlemlenmistir. Kor ¢ozeltileriyle, GEN igeren cozeltilerin 394 nm’deki
absorbanslarmmin  farki  hesaplanmistir. Konsantrasyona karsi AA  grafige
gecirildiginde, dogrusal bir iliski gozlenmistir. GEN icin korelasyon katsayisi
0,9930°dur. Yontemin YS 3o/m formiiliinden 2,85 ng/mL olarak, TAS ise 106/m

formiiliinden 8,63 ng/mL olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 3.7. Gentamisinin spektrofotometrik
analizinden elde edilen regresyon verileri

Cahsma arahg (ng.mL™?) 20-60
Yakalama simir1 (ng.mL™?) 2,85

Tayin alt simir1 (ng.mL1) 8,63

Egim 0,013
Kesim -0,084
Korelasyon katsayisi 0,9930
Egimin standart hatasi 0,0003
Kesimin standart hatasi 0,0012

Yontemin gecerliligini test etmek i¢in stok ¢ozeltiler kullanilarak laboratuvarda
30, 40 ve 50 ng/mL GEN igeren ¢ozeltiler hazirlanmis ve ii¢ giin siiresince gilinde ii¢
kez olmak iizere giin-igi ve giinler-arasi dlciimleri yapilmistir (Sekil 3.24). Olgiimler
oncesinde ¢ozeltiler 5 dakika siireyle ultrasonik banyoda tutulmustur. Elde edilen

sonuglar Cizelge 3.8’de gosterilmistir.

| !
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Sekil 3.24. Validasyon calismalarinda hazirlanan giimiis nanoparcacik-
gentamisin [a)0 ng/mL, b)30 ng/mL, ¢)40 ng/mL, d)50 ng/mL]
¢ozeltilerinin spektrumlari



Cizelge 3.8. Gentamisinin standart ¢ozeltilerinin giin i¢i ve giinler
arasi analizlerinin sonuglari

Giin-ici
Konulan(ng/mL) Bulunan(ng/mL) BSS (%) Bagil hata (%)
30 30,95 5,42 3,16
40 40,33 1,18 0,84
50 51,31 0,93 2,63
Giinler arasi
Konulan(ng/mL)  Bulunan(ng/mL) BSS (%) Bagil hata (%)
30 30,44 4,26 1,45
40 40,59 1,46 1,47
50 51,12 1,33 2,25

79

GEN i¢in dayaniklilik testleri pH, iyonik siddet ve zaman parametrelerinde

yapilmistir. Zaman i¢in belirsizlik hesaplanamadigi i¢in optimum zaman tlizerinden +1

dakika tizerinden 6l¢timler alinmistir. pH i¢in belirsizlik 0,01 olarak hesaplandig i¢in,

bu belirsizlik k sabiti (5) ile garpilarak optimum pH =+ 0,05 degistirilerek deneyler

gerceklestirilmistir. Iyonik siddet icin belirsizlik 0,02 olarak hesaplandig1 i¢in +0,10

degistirilerek sonuglara etkisi incelenmistir. Cizelge 3.9°daki sonuglar AgNP iizerine

degisik kosullarda GEN ekledikten sonra elde edilen geri kazanim sonuglarini

gostermektedir.
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Cizelge 3.9. Gentamisin dayaniklilik testi sonucglari

pH Geri kazamm  Iyonik siddet Geri kazamm Zaman Geri kazamim
(%) (mM NaCl) (%) (dk) (%)

4,45 101,62 4,90 103,00 59 102,47

4,50 101,94 5,00 100,03 60 102,15

4,55 99,82 5,10 102,58 61 102,15

3.2.4.2.1. Yontemin gentamisin iceren farmasotik preparatlara ve siite

uygulanmasi

3.2.4.2.1.1. Yontemin farmasoétik preparatlara uygulanmasi

GEN iceren ilaglardan BELOGENT® merhemin her 1 graminda 0,5 mg
betametazon ve 1,0 mg GEN etken maddeleri ve bunlarin yaninda yardimci madde
olarak sivi parafin ve beyaz yumusak parafin bulunmaktadir. Betametazon test
edilerek yontemin segiciligi belirlenmistir. AgNP ¢6zeltilerine betametazon eklenmis
ve ¢ozeltilerin renginde ve UV-GB spektrumunda herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir. Standart ekleme yonteminde ise merhem preparati ¢ozeltilerine
standart GEN eklendikten sonra miktar tayini yapilmis ve herhangi bir girisim
olmadan dogru sonuglar elde edildigi gézlenmistir (Cizelge 3.10).
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Cizelge 3.10. BELOGENT® merheme (1 mg GEN / 1 g merhem; Parti
no: 25063101) standart ilavesinden sonra GEN deneylerinin sonuglari

Eklenen GEN (%0) Bulunan GEN (%) Geri Kazanim (%)
50 50,92 101,83
50 50,25 100,51
75 74,16 98,88
75 74,33 99,10
100 104,02 104,02
100 103,02 103,02

Ortalama 101,23
SS 2,09
BSS % 2,07
GA (p=0,05 i¢in) 1,72

Daha sonra merhem preparatinin analizi i¢in 1 g BELOGENT® (1mg GEN/g ;
Parti no: 25063101) tartilip 100 mL suda ¢oziilmistiir. Bes set olarak hazirlanan bu
ilag ¢ozeltilerinin ¢oziinme islemi 30 dakika boyunca manyetik karistiricida hizlica
karistirildiktan sonra, 15 dakika ultrasonik banyoda tutularak gerceklestirilmistir.
Cozeltiler 0,45 pm’lik siizge¢ kagitlarindan siiziiliip stiziintiiden alinan 30 pL’lik kisim
10 mL’lik balonjojeye almmustir. Uzerine 100 mM NaCl’den 0,50 mL eklendikten
sonra fosfat tamponuyla tamamlanmistir. Buradan alinan 1 mL ¢6zelti 3 mL AgNP
¢ozeltisi iizerine eklendikten sonra 20 saniye vorteks karisitiricida karigtirilmistir. 60
dakika sonra spektrofotometrede 6lgtimler alinmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge

3.11°da goriilmektedir.
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Cizelge 3.11. BELOGENT® merhemin (1 mg GEN / 1 g merhem;
Parti no: 25063101) miktar tayini sonuglari
GEN miktar1 (mg) Bulunan GEN (mg) Geri Kazanim (%)

1,00 1,01 101,04
1,00 1,04 103,95
1,00 1,03 102,63
1,00 1,02 102,36
1,00 1,06 105,81
Ortalama 1,03 103,16

SS 0,02 1,81
BSS %1,75 % 1,75

Bagil hata 3,16 3,16

GA (p=0,05 i¢in) 0,02 1,72

3.2.4.2.1.2. Yontemin siite uygulanmasi

GEN eklenmis siit numuneleri bolim 2.2.1.6’da anlatildigi gibi yagdan ve
proteinlerden arindirildiktan sonra siiziilerek analizlere hazir hale getirilmis ve
AgNP’lara eklendikten sonra spektrofotometrik Slgiimleri yapilmistir (Sekil 3.25).
Elde edilen AA sonuglari kullanilarak miktar tayini yaptlmistir (Cizelge 3.12). GEN’li

stit ornekleri eklenmis AgNP ¢ozeltilerinde de renk degisimi gézlenmistir.
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Cizelge 3.12. Gentamisin igin siitte yapilan spektrofotometrik
analizlerin sonuglari
Eklenen(ng/mL) Bulunan (ng/mL) Geri Kazamim (%) BSS(%0)

30 34,45 114,83 4,39
40 37,87 94,67 9,08
50 43,54 87,08 5,40
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Sekil 3.25. Gentamisin i¢eren siit numunelerinin giimiis nanopargaciklara
eklendikten sonraki spektrumlart [a)0 ng/mL, b)30 ng/mL, c)40 ng/mL,
d)50 ng/mL]

3.2.4.3. Amikasinin spektrofotometrik miktar tayinleri

Optimizasyon ¢alismalarinda belirlenen deney kosullarinda yapilan calismalar
sonucunda dogrusal ¢alisma araligit AMI igin 60-100 ng/mL olarak belirlenmistir.
AMTI’in 25 mM fosfat tamponu (pH 5,0; 2,5 mM NaCl) igerisinde, ¢ozeltileri 3 set
olarak hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerden alinan 1’er mL’lik kistm 3 mL AgNP
¢ozeltisi lizerine eklendikten sonra 20 saniye vortekslenmis, ardindan her bir ¢ozelti
icin tam olarak 50 dakika beklendikten sonra &lgiimleri alinmustir.  AMI

konsantrasyonuna bagli olarak AgNP’ye ait spektrumun 394 nm’deki absorbansinin
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azaldig1 ve daha yliksek dalga boylarinda absorbans artiglart oldugu goézlemlenmistir.
Kér ¢ozeltileriyle, AMI igeren ¢ozeltilerin 394 nm’deki absorbanslarinin farki
hesaplanmistir. Konsantrasyona karst AA grafige gecirildiginde, dogrusal bir iliski
gozlenmistir. AMI icin korelasyon katsayist 0,9946’dir. Yontemin YS 3o/m
formiiliinden 14,94 ng/mL olarak, TAS ise 10c/m formiiliinden 45,26 ng/mL olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 3.13. Amikasinin spektrofotometrik
analizinden elde edilen regresyon verileri

Calisma arahg (ng.mL™) 60-100
Yakalama simir1 (ng.mL™?) 14,94
Tayin alt stmir1 (ng.mL™?) 45,26
Egim 0,014
Kesim -0,723
Korelasyon katsayisi 0,9946
Egimin standart hatasi 0,0002
Kesimin standart hatasi 0,0020

Stok ¢ozeltiler kullanilarak laboratuvarda 70, 80 ve 90 ng/mL AMI igeren
¢ozeltiler hazirlanmis ve {i¢ giin siiresince, giinde ii¢ kez olmak iizere giin-i¢i ve giinler
aras1 dlgiimleri yapilmistir. Olgiimler dncesinde ¢ozeltiler 5 dakika siireyle ultrasonik

banyoda tutulmustur. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.14’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.14. Amikasinin standart ¢ozeltilerinin giin-i¢i ve giinler-arasi

analiz sonuglari

Giin-ici
Konulan(ng/mL) Bulunan(ng/mL) BSS (%) Bagil Hata (%0)
70 69,37 1,78 -0,98
80 79,94 0,71 -0,08
90 90,37 0,98 0,41
Giinler-arasi
Konulan(ng/mL) Bulunan(ng/mL) BSS (%) Bagil Hata (%0)
70 68,73 1,26 -1,81
80 78,89 1,30 -1,39
90 89,49 1,15 -0,57

AMI i¢in de TOB ve GEN’de oldugu gibi dayaniklilik testleri uygulanmis ve elde

edilen sonuclar Cizelge 3.15°de belirtilmistir.

Cizelge 3.15. Amikasin dayaniklilik testi sonuclari

pH  Geri kazanim Iyonik siddet  Geri kazanim Zaman Geri kazanim
(%) (mM NaCl) (%) (%)

4,95 100,19 2,45 99,30 49 100,50

5,00 100,61 2,50 99,05 50 100,40

5,05 98,08 2,55 99,87 ol 100,40
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3.24.3.1. Yontemin amikasin iceren farmasotik preparatlara ve siite

uygulanmasi

3.2.4.3.1.1. Yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi

AMI igeren preparat olarak DRAMIGEL® jel (%5 AMI icermektedir, Parti No:
C0681) secilmistir. DRAMIGEL® preparatinda etken madde olarak %35 oraninda AMI
ve yardimct madde olarak metil-p-hidroksibenzoat, propil-p-hidroksibenzoat ve
gliserin bulunmaktadir. Yardimci maddeler analiz edilerek yontemin segiciligi test
edilmistir. AgNP ¢ozeltilerine DRAMIGEL® jelde bulunan yardimci maddeler olan
metil-p-hidroksibenzoat, propil-p-hidroksibenzoat ve gliserin eklenmis ve ¢ozeltilerin
renginde ve UV-GB spektrumunda herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Standart
ekleme yonteminde ise jel preparati ¢dzeltilerine standart AMI eklendikten sonra

miktar tayini yapilmig ve herhangi bir girisim gézlenmemistir (Cizelge 3.16).

Cizelge 3.16. DRAMIGEL® (%5 AMI i¢cermektedir; Parti no:C0681)
jele standart ilavesinden sonra AMI i¢in yapilan deneylerin sonuglari

Eklenen AMI (%0) Bulunan AMI (%) Geri Kazamim (%)

50 49,38 98,77

50 48,86 97,72

75 74,44 99,26

75 74,58 99,44

100 101,20 101,20

100 101,99 101,99
Ortalama 99,73

SS 1,58

BSS %1,59

GA (p=0,05 i¢in) 1,30
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Preparat analizi icin 0,5 ¢ DRAMIGEL® (%5 ; Parti no:C0681) tartilmis ve 100
mL suda ¢ozlilmiistiir. Bes set olarak hazirlanan bu ilag ¢ozeltilerinin ¢ézlinme islemi
i¢in 30 dakika boyunca manyetik karistiricida hizlica karistirildiktan sonra, 15 dakika
ultrasonik banyoda tutulmustur. Cozeltiler 0,45 um’lik stizge¢ kagitlarindan siiziiliip
stiziintiden alinan 200uL’lik kistm 10 mL’lik balonjojeye alinmig ve saf su ile
tamamlanmustir. fyice ¢alkalandiktan sonra buradan alian 160 pL’lik kistm 10 mL’lik
balonjojeye alinmis ve iizerine 100 mM NaCl’den 0,25 mL eklendikten sonra fosfat
tamponuyla (25 mM, pH 5,00) tamamlanmistir. Buradan alinan 1 mL ¢6zelti 3 mL
AgNP cozeltisine eklendikten sonra 20 saniye vortekslenmistir. 50 dakika sonra
spektrofotometrede Olglimler alimmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.17°de

goriilmektedir.

Cizelge 3.17. DRAMIGEL® (%5 AMI i¢cermektedir; Parti no:C0681)
miktar tayini sonuglari

AMI miktar1 (%) Bulunan AMI (%6) Geri Kazamim (%)
5,00 5,03 100,54
5,00 5,03 100,63
5,00 4,92 98,33
5,00 4,96 99,21
5,00 4,89 97,88
Ortalama 4,97 % 99,32
SS 0,06 1,25
BSS %1,26 % 1,26
Bagil hata -0,68 -0,68

GA (p=0,05 icin) 0,06 1,20
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3.2.4.3.1.2. Yontemin siite uygulanmasi

Béliim 2.2.1.6°da anlatildig1 gibi hazirlanmis AMI eklenmis siit numunelerinin
spektrofotometrik olglimleri yapilmistir. AA sonuglarindan hareketle miktar tayini
yapilmustir (Cizelge 3.18). Bu deneyde de AgNP saridan turuncuya renk degisimi

gostermistir.

Cizelge 3.18. Amikasin i¢in siitte yapilan spektrofotometrik
analizlerin sonuclari

Eklenen(ng/mL) Bulunan (ng/mL) Geri Kazamim (%) BSS(%0)

70 65,65 93,79 5,09
80 71,94 89,93 4,34
90 86,87 96,52 3,32

3.3. Spektroflorimetrik Calismalar

Bolim 2.2.2.2°de anlatildigit gibi hazirlanan EuNP, NHS/EDC ile
aktiflestirildikten sonra floresans taramasi yapilmis ve emisyon sinyallerinin en
yiiksek oldugu uyarma dalga boyu 280 nm (lex) olarak belirlenmistir. 280 nm’de
uyarilan parcaciklarin 315 nm ve 620 nm’de iki adet floresans piki ve 570 nm civarinda
da ikinci mertebeden bir Rayleigh sagilma piki gézlenmistir (Sekil 3.26). Slit araliklar
Slitex=5 nm ve sliten=10 nm tutularak emisyon spektrumlarinin diizgiin bir sekilde

alinmasi saglanmustir.
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Sekil 3.26. Lipoik asitle modifiye edilmis 6ropyum nanoparcaciklarin
emisyon spektrumu (Lex:280 nm, slitex=5 nm, slitem:10 nm).

Ardindan aktiflestirilmis karboksil gruplarina sahip lipoik asit kaplt EuNP’a TOB
eklenerek floresansa etkisi incelenmistir. TOB’in emisyon siddettini azalttigi ve bunun
TOB konsantrasyonu ile orantili olabilecegi goriilmiistiir. Ardindan TOB igin metot

optimizasyonu asamasina gegilmistir.

AMI ve GEN igin ise konsantrasyona karsi emisyon siddetindeki azalmanin
diizensiz oldugu ve dogrusallik gostermedigi bulunmustur. Bunun iizerine stilfat
anyonunun Eu floresansinda artisa neden oldugu, AMI ve GEN’in floresans
séniimlemesine kars1 etki yaptig1 diisiiniilmiistiir ve bu nedenle AMI ve GEN siilfattan
arindirilmistir. Bunun igin asitli ortamda BaCly eklenerek stilfatin ¢oktiiriilmesi
planlanmistir. Ancak bundan 6nce BaCl,’{in emisyon sinyallerine herhangi bir etkisi
olup olmadigr test edilmistir. BaCl2’nin girisim yapmadigindan emin olunduktan sonra
asidik ortamda (0,1 M HCI), numunenin siilfat i¢ceriginden yiiksek miktarda BaClz
eklenmesiyle numunelerdeki tiim siilfatin ¢okmesi saglanmustir. Stilfattan arindirilmig

GEN ve AMI igin metot optimizasyonu gerceklestirilmistir.

3.3.1. Floresans Soniimlenme Tiiriiniin Belirlenmesi

Floresans soniimlenmesinin belirlenmesi deneylerinde oncelikle EuNP ile
aminoglikozidlerin etkilesiminin UV spektrumlar1 incelenmistir. Bunun i¢in TOB

eklenmis ve eklenmemis EuNP’larin spektrumlart 6lgiilmistiir (Sekil 3.27).

1
800
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Sekil 3.27. Oropyum nanopargaciklarin tobramisin a) eklenmemis ve b)
eklenmis haldeki spektrumlari

AMI ve GEN’in EuNP ile etkilesimi 6l¢iildiigiinde TOB’den farkli olarak UV
spektrumunda kayda deger bir fark gozlemlenmemistir (Sekil 3.28).
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Sekil 3.28. Oropyum nanopargaciklarin a)kér ¢ozelti b)
amikasin siilfat eklenmis c)gentamisin siilfat eklenmis haldeki
spektrumlari

Siilfattan arindirilmis AMI ve GEN ile NHS/EDC ile aktive edilmis lipoik asit
kapli EuNP etkilesimi yine UV spektrumlar alinarak gozlemlenmistir (Sekil 3.29).
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Sekil 3.29. NHS/EDC aktive edilmis lipoik asitle modifiye
Oropyum nanopargaciklarin a)kor ¢dzelti b) amikasin eklenmis
c)gentamisin eklenmis haldeki spektrumlar1

Floresans soniimlenme tiiriiniin belirlenmesi i¢in ikinci olarak Fo/F’e karsi Cq
grafikleri ¢izilmis (Sekil 3.30-3.32) ve egrilerin dogrusal olup olmadigina bakilarak
soniimlenmenin statik ve dinamik séniimlenmenin bir karigimi m1 yoksa sadece tek bir

tiir soniimlenmeden mi kaynaklandigi belirlenmistir.
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Sekil 3.30. Amikasin konsantrasyonuna karst Fo/F grafigi (Stern-Volmer
egrileri)
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Sekil 3.31. Gentamisin konsantrasyonuna kars1 Fo/F grafigi (Stern-Volmer
egrileri)
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Sekil 3.32. Tobramisin konsantrasyonuna kars1 Fo/F grafigi (Stern-Volmer
egrileri)

Floresans soniimlenme tiirii i¢in yapilan deneylerden elde edilen son bulgular,
farkli sicakliklarda yapilan deneylerden elde edilen Stern-Volmer sabitlerinin (Kg,)
hesaplanmasidir. Farkli sicakliklardaki (288 K, 298 K ve 308 K) K, degerleri
asagidaki formiile gore hesaplanmis ve ortalamalart alinmistir (Cizelge 3.19). Bu Ky,
degerleri ayn1 zamanda yukaridaki grafikte goriilen egrilerin kesme degerleri 1 olarak

alindigindaki egimleridir.

Fo
F= 1+KSVCQ

Burada Fo, aminoglikozidler eklenmeden Onceki floresans siddeti, F
aminoglikozidler eklendikten sonraki floresans siddeti, Cq ise eklenen

aminoglikozidlerin molar konsantrasyonudur.
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Cizelge 3.19. Farkli sicakliklardaki Stern-Volmer sabitleri
Ky degerleri

288 K 298 K 308 K

Amikasin 18342 16657 15133
Gentamisin 14829 13930 13850
Tobramisin 24986 21278 20939

3.3.2. Altin ve Oropyum Nanoparcaciklarin Karakterizasyonlari

Bolim 2.2.2.°de anlatildigi gibi sentezlenen EuNP ve AuNP, UV-GB
spektrumlar1 ve TEM goriintiileri alinarak karakterize edilmislerdir. Sentezlenen
AuNP’lar boyutlarina ve sekillerine gore farkli renklerdedirler (Sekil 3.33).

Sekil 3.33. Sentezlenen altin nanoparcgaciklar

EuNP’in UV spektrumunda 280 nm’de bir pik goriilmektedir (Sekil 3.34).
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Sekil 3.34. Lipoik asitle modifiye edilmis dropyum
nanopargaciklarin UV spektrumu

Sekil 3.35’de boyutlarina ve sekillerine gore AuNP’larin UV-GB spektrumlari

gorilmektedir.
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Sekil 3.35. Altin nanopargaciklarin UV-GB spektrumlari

EuNP ve AuNP’larin TEM goriintiilemeleri Bolim 2.2.2°de anlatildigi gibi
yapilmustir (Sekil 3.36-3.37)
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Sekil 3.36.a. Oropyum nanoparcaciklarin Transmisyon Elektron
Mikroskobu goriintiisii
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Sekil 3.36.b. Oropyum nanoparcaciklarin Transmisyon Elektron
Mikroskobu goriintiisii
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Sekil 3.37.a. Kiire ve c¢ubuklarin karisimi halinde sentezlenen altin
nanoparc¢aciklarin Transmisyon Elektron Mikroskobu goriintiisii
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Sekil 3.37.b. Kiire ve c¢ubuklarin karisimi halinde sentezlenen altin
nanoparcaciklarin Transmisyon Elektron Mikroskobu goriintiisii
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Sekil 3.37.c. Kiire ve cubuklarin karisimi halinde sentezlenen altin
nanoparc¢aciklarin Transmisyon Elektron Mikroskobu goriintiisii
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Sekil 3.37.d. Kiire ve c¢ubuklarin karisim: halinde sentezlenen altin
nanoparc¢aciklarin Transmisyon Elektron Mikroskobu goriintiisii
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3.3.3. Metot Optimizasyonu

3.3.3.1. TOB i¢in metot optimizasyon deneyleri

3.3.3.1.1. pH

Kor ¢ozeltiler ile numuneler arasinda emisyon sinyalindeki siddet azalis1 (AF)
pH’a kars1 grafige gegirildiginde en yiiksek AF’in pH 5,0’da goriilmiistir (Sekil 3.38).
Bazik bolgede lipoik asit kapli EuNP’larin emisyon sinyallerinin ¢ok diisiik seviyelere
diistiigii gézlenmistir. pH 4’den daha diisiik degerlerde ise emisyon sinyalleri yiiksek

iken floresans soniimlenmesi azalmistir.
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-50
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Sekil 3.38. Lipoik asit modifiye 6ropyum nanopargaciklarin
tobramisin (30 pg/mL) ile etkilesimi sonucu floresans
azalmasinin pH’a kars1 degisimi (Aex =280 nm Aem =315 nm).
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3.3.3.1.2. TIyonik Siddet

pH optimizasyonundan sonra iyonik siddetin etkisi Ol¢tilmistir. pH 5,0°da
hazirlanan tamponlara degisik oranlarda NaCl ¢ozeltisi eklenmis ve kor ile tobramisin
iceren EuNP’ler arasindaki fark grafige gecirilmistir (Sekil 3.39). Sonuglar
degerlendirildiginde NaCl konsantrasyonunun AF’e onemli bir etkisinin olmadig:
gdzlenmistir. Iyonik siddet yiiksek tutularak gercek numunelere yapilacak 6n islemler
sirasinda eklenecek reaktiflerin ihmal edilebilir diizeylerde kalmasi ve biitiin
Ol¢timlerin asag1 yukar1 ayni iyonik siddette yapilmasi i¢in deneylerde 2,5 M NaCl’li

ortamin kullanilmasina karar verilmistir.

250
200
150

S 100

50

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

NaCl Konsantrasyonu (M)

Sekil 3.39. Lipoik asit modifiye 6ropyum nanopargaciklarin tobramisin
(10 pg/mL) ile etkilesimi sonucu floresans azalmasinin iyonik siddete
karst degisimi (pH 5,0 Aex =280 nm Xem =315 nm).

3.3.3.1.3. Altin nanoparcacik boyutu

25 °C’de gergeklestirilen deneylerde, bu sartlarda TOB igin gozlenebilme siniri
asagt yukart 200 ppb olarak bulunmustur. Duyarliligi artirmak igin metalle
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zenginlestirilmis floresans yontemini kullanilmistir. Bunun i¢in degisik boyutlarda ve

sekillerde AUNP hazirlanmis (Jana ve ark., 2001) ve EuNP ¢o6zeltisine eklenmistir.

Hazirlanan bu AuNP’lar aynit miktardaki kér ve numunelere (pH 5,0 ve NaCl
konsantrasyonu 2,5 M) eklendikten sonra emisyon spektrumlari dlglilmiistiir. Elde
edilen sonuglara gore 37 nm’lik kiire ve 17-200 nm ¢ubuk karisim1 diger AuNP’lara
gore sinyalleri daha fazla zenginlestirmistir (Sekil 3.40) . Bu nedenle sonraki

Olctimlerde bu pargaciklar kullanilmistir.
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5.5 nm kiire 8.0 nm kiire 17.0 nm kire 37.0 nm kiire + 17-
200 gubuk

Altin nanopargacik

Sekil 3.40. Tobramisin i¢in altin nanopargacik boyutuna ve
sekline bagli lipoik asit kapli Oropyum nanoparcaciklarin
floresansindaki artis

3.3.3.1.4. Altin nanoparcacik konsantrasyonu

Metalle zenginlestirilmis floresansin optimizasyonunda eklenen nanopargacigin
miktar1 belirlenmistir. Bunun igin yine kor ve tobramisin igeren ¢ozeltilere, ¢ozeltilerin
son hacimleri ayni olacak sekilde degisik hacimlerde AuNP ¢ozeltisinden eklenmistir.
Sonuglar 0,4 mL AuNP eklemenin, sinyalleri en gii¢lii oranda zenginlestirdigini

gostermistir (Sekil 3.41).
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Sekil 3.41. Tobramisin i¢in altin nanoparc¢aciklarin (37 nm kiire
ve 17-200 nm g¢ubuk karisimi) miktarina karsi floresans
sonimlenmesinin grafigi (Aex =280 NnM Aem =315 nm).

Bu sonuglara gore 0,4 mL 37 nm’lik kiire ve 17-200 nm ¢ubuk karigimdan olusan
AuNP’lar kor numunedeki emisyon sinyallerini yaklasik 4,5 kat zenginlestirmistir.
TOB olglimlerindeki duyarlilik agisindan ise AF’i yaklasik 3 kat artirmistir. Bu
sartlarda TOB igin YS 60 ppb, TAS ise yaklasik 200 ppb olarak goriilmiistiir. Sekil
3.42°de  AuNP eklenmis ve eklenmemis EuNP’larin emisyon spektrumlarimi

zenginlestirmesi goriilmektedir.
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Sekil 3.42. Oropyum nanoparcaciklarinin  floresansinin  altin
nanoparcaciklar kullanilarak zenginlestirilmesini gosteren emisyon
spektrumlari. a) altin nanoparcacik eklenmis b)altin nanoparcacik
eklenmemis haldeki spektrumlar

3.3.3.2. AMI ve GEN icin metot optimizasyonu

AMI ve GEN siilfattan arindirildiktan sonra metot optimizasyonu asamalari

TOB’de oldugu gibi uygulanmastir.

33321 pH

TOB deneylerinde belirlenen floresans dalga boylari ve slitleri kullanilarak, pH
taramasi 0,5 birim araliklarla yapilmistir. pH 2,5 — 7,5 aralig sitrik asit-fosfat tamponu
kullanilarak, pH 8,0-10,0 aralig1 ise borat tamponu kullanilarak yapilmistir. pH 2,5-
7,5 araligindaki tamponlar 25 mM sitrik asit ve 50 mM disodyum hidrojen fosfatin
degisik oranlarda karigtirilmasi ile; pH 8,0-10,0 bolgesi ise 25 mM borik asitin
pH’min 100 mM NaOH kullanilarak ayarlanmasi ile hazirlanmistir. Daha sonra
floresans olglimleri icin her bir pH’da ayri ayri hazirlanan AMI ve GEN
numunelerinden alinan 0,5 mL’lik kisim, 2 mL EuNP ¢ozeltisine eklenmis ve emisyon
spektrumlar Sl¢iilmiistiir. pH’a kars1 AF grafige gecirildiginde en yiiksek AF’in pH
5,0’da goriildiigii bulunmustur (Sekil 3.43 — 3.44).
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Sekil 3.43. Lipoik asitle modifiye edilmis Oropyum
nanopargaciklarin amikasin (30 pg/mL) ile etkilesimi sonucu
floresans siddeti azalmasinin pH’a karsi degisimi (Aex =280 nm
}\.em =315 nm).
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Sekil 3.44. Lipoik asitle modifiye edilmis O6ropyum
nanopargaciklarin gentamisin (30 pg/mL) ile etkilesimi sonucu
floresans siddeti azalmasinin pH’a karsi degisimi (Aex =280 nm
7\,em =315 nm).

109
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3.3.3.2.2. [lyonik siddet

Siilfat anyonunun etkisinden kurtulduktan sonra, iyonik siddetin etkisini 6lgmek
icin pH 5,0’da hazirlanan tamponlara degisik oranlarda NaCl ¢ozeltisi eklenmis ve
iyonik siddete karsi AF grafige gecirilmistir (Sekil 3.45 — 3.46). Sonuglara gore
TOB’de oldugu gibi NaCl konsantrasyonunun AF’e 6nemli bir etkisinin olmadigi
gbzlenmistir. Bu yiizden AMI ve GEN i¢in de 2,5 M NaCI’li ortamin kullanilmasina

karar verilmistir.
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Sekil 3.45. Lipoik asitle modifiye edilmis 6ropyum nanoparcaciklarin
amikasin (12,5 pug/mL) ile etkilesimi sonucu floresans
sonliimlenmesinin iyonik siddete kars1 degisimi (pH 5,0; Lex =280 nm
}\,em =315 nm).
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Sekil 3.46. Lipoik asitle modifiye edilmis 6ropyum nanopargaciklarin
gentamisin (12,5 pg/mL) ile etkilesimi sonucu floresans siddeti
azalmasinin iyonik siddete kars1 degisimi (pH 5,0; Aex =280 nm Aem =315
nm).

3.3.3.2.3. Altin nanoparcacik boyut ve sekilleri

Boliim 2.2.2.4.1°de anlatildig1 gibi hazirlanan AuNP’lar AMI ve GEN igin sinyal
giiclendirmesinde kullanilmistir. AuNP’ler ayni1 miktardaki kér ve numunelere (pH 5,0
ve NaCl konsantrasyonu 2,5 M) eklendikten sonra emisyon spektrumlar1 6l¢tilmiistiir.
Elde edilen sonuglara gére TOB’de oldugu gibi 37 nm’lik kiire ve 17-200 nm ¢ubuk
karigimi, diger AuNP’lara gore sinyalleri daha fazla zenginlestirmistir (Sekil 3.47 —
3.48) .
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Sekil 3.47. Amikasin i¢in altin nanopargacik boyutuna ve sekline gore
lipoik asit kapli 6ropyum nanopargaciklarin floresansindaki artis
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Sekil 3.48. Gentamisin i¢in altin nanopargacik boyutuna ve
sekline gore lipoik asit kapli Oropyum nanoparcaciklarin
floresansindaki artis
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3.3.3.2.4. Altin nanoparcacik konsantrasyonu

En yiiksek sinyal zenginlestirmesini elde etmek icin eklenmesi gereken
nanoparcacigin miktar1 belirlenmistir. Bunun i¢in yine kor ve tobramisin igeren
cozeltilere, ¢ozeltilerin son hacimleri aymi olacak sekilde degisik hacimlerde AuNP
¢ozeltisinden eklenmistir. Sonuglar, AMI ve GEN i¢in 0,4 mL AuNP eklemenin,

sinyalleri en gii¢lii oranda zenginlestirdigini gostermistir (Sekil 3.49-50).
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Sekil 3.49. Amikasin i¢in altin nanopargaciklarin (37 nm kiire ve
17-200 nm g¢ubuk karisimi) miktarina karsi floresans
soniimlenmesinin grafigi (Aex =280 nm Xem =315 nm).
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Sekil 3.50. Gentamisin i¢in altin nanoparcaciklarin (37 nm kiire
ve 17-200 nm g¢ubuk karisimi) miktarina karst floresans
sonimlenmesinin grafigi (Aex =280 NnM Aem =315 nm).

AMI ve GEN igin AuNP ile zenginlestirilmeden énceki YS sirastyla 600 ppb ve
255 ppb olarak bulunmustur. AuNP ile zenginlestirildikten sonra bu deger AMI i¢in
2,7 kat azalarak 223 ppb, GEN ig¢in ise 2,8 kat azalma ile 91 ppb olarak bulunmustur.

3.3.4. Secicilik Calismalar:

Boliim 2.2.2.5°de anlatildign gibi AMI, GEN ve TOB igeren ilaglarda kombine
halde bulunan diger etken maddeler, yardimci maddeler, laktoz ve bazi sik¢a rastlanan
iyonlarin tolerans limitleri deneysel sonuclardan yola ¢ikarak hesaplanmistir. Bu
maddelerin deney sonuglarint £%5 oraninda etkiledigi konsantrasyonlar tolerans

limitleri olarak belirlenmistir (Cizelge 3.20).



Cizelge 3.20. Spektroflorimetrik metodun bazi maddelere karsi

tolerans limitleri

Maddeler

Tolerans limitleri (ug/mL)

Metil-p-hidroksibenzoat

Propil-p-hidroksibenzoat

Benzoat

Klorbiitanol

Betametazon dipropiyonat

Laktoz

Gliserin

Nitrit

Nitrat

Potasyum

Karbonat

Asetat

Sodyum

Klorir

>1522

>400

104

>17746

> 130

>34230

126000

445

1061

>7460

59

727

>10000

>10000

115
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3.3.5. Spektroflorimetrik Miktar Tayini Calismalari

3.3.5.1. Tobramisinin spektroflorimetrik miktar tayini

Metot optimizasyonu sonrasi TOB igin ¢alisma araligi 0,20 — 25 ug/mL olarak
belirlenmistir. TOB’in 2,5 M NaCl igeren pH 5,0 fosfat-sitrat tampon igerisinde,
cozeltileri 3 set olarak hazirlanmigtir. Hazirlanan ¢ozeltilerden alinan 0,5’er mL’lik
kisim 1,5 mL EUNP c¢ozeltisine eklendikten sonra iizerine 0,4 mL AuNP eklenmis ve
hemen emisyon spektrumlari dl¢iilmiistiir. Olgiimlerde TOB konsantrasyonu arttik¢a
spektrumun floresans sinyallerinin  azaldigi gozlemlenmistir  (Sekil —3.51).
Konsantrasyona karst AF grafige gecirildiginde, dogrusal bir iliski gozlenmistir.
Dogrusalligin bir gostergesi olarak korelasyon katsayist 0,9969°dur. YS 3o/m
formiilinden 59,7 ng/mL olarak, TAS ise 10c6/m formiilinden 199 ng/mL olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 3.21. Tobramisinin spektroflorimetrik
analizinden elde edilen regresyon verileri

Calisma arahg (ug.mL™?) 0,20-25
Yakalama simir1 (ug.m_L1) 0,060
Tayin alt simir1 (ug.m_L1) 0,199
Egim 20,58
Kesim 43,37
Korelasyon katsayisi 0,9969
Egimin standart hatasi 4,306

Kesimin standart hatasi 0,303
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Sekil 3.51. Artan tobramisin konsantrasyonuna [a)0 pg/mL, b)0,20 ug/mL,
c)0,75 pg/mL, d)2,0 ug/mL, €)4,0 ug/mL, f)6,0 ug/mL, g)10 ug/mL, h)15
ug/mL, 1)17,5 pg/mL, j)20 pg/mL, k)25 pg/mL]  karsi Oropyum
nanoparcaciklarin floresans soniimlenmesini gosteren spektrumlar

Yontemin validasyonu i¢in standartlar kullanilarak ticer set halinde 10, 15 ve 20
ug/mL TOB igeren ¢ozeltiler 2,5 M NaCl igeren pH 5,0 fosfat-sitrat tamponu
icerisinde hazirlanmistir. Sekil 3.52°de emisyon spektrumlari gériinen bu ¢ozeltilerin
lic gilin siireyle analizlerinden elde edilen sonuglar yontemin dogruluk ve kesinlik

acisindan degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir (Cizelge 3.22).

Siddet (a.u.)

800

Dalga boyu (nm)

Sekil 3.52. Tobramisinin validasyon c¢d6zeltilerinin [a)0 pg/mL, b)10
ug/mL, ¢)15 pg/mL, d)20 pg/mL] analizlerinden elde edilen emisyon

spektrumlari
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Cizelge 3.22. Tobramisinin standart ¢oOzeltileri icin
spektroflorimetrik yontemden elde edilen giin i¢i ve gilinler arasi
analizlerinin sonuglari

Giin-ici

Konulan(ug/mL)  Bulunan(ug/mL) BSS (%) Bagil hata (%)

10 10,12 3,64 1,21
15 14,52 0,82 -3,20
20 20,61 1,12 3,06

Giinler arasi

Konulan(ng/mL)  Bulunan(ug/mL) BSS (%) Bagil hata (%)

10 10,09 2,34 0,86
15 14,98 3,88 -0,17
20 20,53 2,35 2,67

Dayaniklilik testlerinden elde edilen sonuglar Cizelge 3.23’de gosterilmistir.

Cizelge 3.23. Tobramisin i¢in pH’a
bagl olarak spektroflorimetrik
dayaniklilik testi sonuglari

pH Geri kazamim (%)
4,95 103,00
5,00 102,38

5,05 101,51




119

3.3.5.1.1. Yontemin tobramisin iceren farmasotik preparatlara ve siite

uygulanmasi

3.3.5.1.1.1. Yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi

Yardimci maddelerin etkisi tolerans limitleri ile Cizelge 3.17°de verilmistir.
Spketroflorimetrik yontem TOBRASED® merhemde bulunan yardimei maddelerden
klorbiitanole uygulandiginda herhangi bir girisim goézlenmemistir. Klorbiitanol
disindaki diger bir yardimc1 madde olan vazelin suyla karismadigi igin siizme islemi
sirasinda ayrilmaktadir. Farmasotik preparatlara uygulamadan once standart ekleme
yontemi uygulanmistir. TOBRASED® ¢ozeltilerine standart TOB’den % 50, 75 ve 100
oranlarinda eklendikten sonra miktar tayinleri yapilmis ve deney sonuglarina herhangi
bir girisim olup olmadigi test edilmistir. Geri kazanim degerleri dogruluk

parametresini gostermektedir (Cizelge 3.24).
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Cizelge 3.24. TOBRASED® g6z merhemi (% 0,3 TOB
icermektedir; Parti no: 1041039B)’ne standart ilavesinden sonra
TOB i¢in yapilan spektroflorimetrik deneylerin sonuglari

Eklenen TOB (%) Bulunan TOB (%) Geri Kazanim (%)
50 50,59 101,17
50 50,23 100,47
50 49,15 98,31
75 75,68 100,90
75 72,99 97,32
75 73,02 97,36
100 101,08 101,08
100 102,05 102,05
100 97,26 97,26

Ortalama 99,55

SS 1,95

BSS 1,96

GA (p=0,05 icin) 1,21

Bu islemlerin ardindan merhemlerin analizi igin 1 g TOBRASED® g6z merhemi
(% 0,3; Parti no: 1041039B) tartilmis ve 25 mL fosfat-sitrat tamponunda ¢ozilmiistiir.
Alt1 set olarak hazirlanan bu ilag¢ c¢ozeltilerinin ¢oziinme isleminde 10 dakika
ultrasonik banyoda tutulduktan sonra, 20 dakika boyunca manyetik karigtiricida
karistirtlmistir. Cozeltiler 0,45 um’lik stizgeg kagitlarindan stiziiliip siizlintiiden alinan
0,1 mL’lik kistm 10 mL’lik balonjojeye alinmis ve tamponla tamamlanmigstir. Buradan
alian 0,5 mL ¢ozelti 1,5 mL EuNP ¢6zeltisi lizerine eklendikten sonra 0,4 mL AuNP
eklenmis ve hemen ardindan spektrumlar alinmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge

3.25°de goriilmektedir.



121

Cizelge 3.25. TOBRASED® g6z merhemi (% 0,3 TOB
igermektedir; Parti no: 1041039B)’ne spektroflorimetrik
yontem uygulandiginda elde edilen sonuglar

TOB miktar1 Bulunan TOB (%) Geri Kazamim (%)

0,30 0,31 104,3
0,30 0,30 98,5
0,30 0,31 104,5
0,30 0,30 98,9
0,30 0,31 104,8
0,30 0,30 100,5
Ortalama 0.31 101,9
SS 0.01 2,96

BSS 2.90 2,90

Bagil hata 1,92 1,92
GA (p=0,05) 0.01 2,43

3.3.5.1.1.2.Yontemin siite uygulanmasi

TOB katilmus siit 6rnekleri Bolim 2.2.2.6°da anlatildigi gibi protein ve yaglardan
arindirilmistir. EDC/NHS ile aktive edilmis EuNP’lara numuneler eklendikten sonra
AuNP eklenmis ardindan floresans soniimlenmesi {izerinden miktar tayinleri

gerceklestirilmistir (Cizelge 3.26).
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Cizelge 3.26. Tobramisin igin siitte yapilan spektroflorimetrik
analizlerin sonuglari
Eklenen(ng/mL) Bulunan (ng/mL) Geri Kazanim (%) BSS(%0)

10 10,81 108,11 6,18
15 14,79 98,63 2,44
20 22,14 110,70 3,08

3.3.5.2. Gentamisinin spektroflorimetrik miktar tayini

Baryum katyonu kullanilarak siilfattan arindirilan GEN igin ¢aligsma aralig1 0,40 —
26 pg/mL olarak belirlenmistir. GEN’in 2,5 M NaCl i¢eren pH 5,0 fosfat-sitrat tampon
icerisinde, ¢ozeltileri 3 set olarak hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerden alinan 0,5 er
mL’lik kisim 1,5 mL AgNP ¢ozeltisi tizerine eklendikten sonra iizerine 0,4 mL AuNP
eklenmis ve belirlenen parametrelerde emisyon spektrumlart alinmistir. Artan GEN
konsantrasyonuna karsi AF’in arttigi gortilmiistiir (Sekil 3.53). Konsantrasyona karsi
AF grafige gecirildiginde, dogrusal bir iliski gézlenmistir. Kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in
korelasyon katsayist 0,9966°dir. Yontemin Y'S 3o/m formiiliinden 91,4 ng/mL olarak,
TAS ise 100/m formiiliinden 304 ng/mL olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 3.27. Gentamisinin spektroflorimetrik
analizinden elde edilen regresyon verileri

Cahsma arahg (ng.mL™?) 0,40-26
Yakalama simir1 (ug.mL7) 0,091
Tayin alt simir1 (ug.mL1) 0,304
Egim 21,59
Kesim 59,98
Korelasyon katsayisi 0,9966
Egimin standart hatasi 6,432
Kesimin standart hatasi 0,432

A T Twmmanco

Siddet (a.u.)

T
500 600 700 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.53. Artan gentamisin konsantrasyonuna [a)0 pg/mL, b)0,40 pg/mL,
€)2,5 ng/mL, d)5,0 pg/mL, €)7,5 pg/mL, )10 pg/mL, g)12,5 ug/mL, h)15
ug/mL, )20 pg/mL, j)24 pg/mL, k)26 pg/mL] karst Oropyum
nanoparcaciklarin floresans soniimlenmesini gosteren spektrumlar

Yontemin validasyonu i¢in standartlar kullanilarak ii¢ set halinde 10, 15 ve 20
ug/mL GEN igeren ¢ozeltiler 2,5 M NaCl igeren pH 5,0 fosfat-sitrat tampon igerisinde
hazirlanmistir. Sekil 3.54’de emisyon spektrumlar1 goriinen bu ¢ozeltilerin ii¢ giin
stireyle analizlerinden elde edilen sonuglar yontemin dogruluk ve kesinlik agisindan

degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir (Cizelge 3.28).
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T T
500 600
Dalga boyu (nm)

)
700 800

Sekil 3.54. Gentamisinin validasyon c¢dzeltilerinin [a)0 pg/mL, b)10
ug/mL, ¢)15 pg/mL, d)20 pg/mL) analizlerinden elde edilen emisyon

spektrumlari

Cizelge 3.28. Gentamisinin standart ¢ozeltileri icin spektroflorimetrik
yontemden elde edilen giin i¢i ve giinler aras1 analizlerinin sonuglari

Giin-ici
Konulan(ng/mL)  Bulunan(ug/mL) BSS (%) Bagil hata (%0)
10 9,74 2,26 -2,57
15 14,78 1,77 -1,48
20 20,55 0,92 2,76
Giinler arasi
Konulan(ng/mL) Bulunan(ng/mL) BSS (%0) Bagil hata (%)
10 9,78 1,46 -2,18
15 14,93 1,30 -0,47
20 20,52 1,00 2,59

pH 5,00 +0,05 seviyelerinde gerceklestirilen deneylerden elde edilen sonuglarin

geri kazanim degerleri hesaplanmistir (Cizelge 3.29).
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Cizelge 3.29. Gentamisin i¢in pH’a

baglh olarak spektroflorimetrik
dayaniklilik testi sonuglari

pH Geri kazamim (%0)

4,95 97,41

5,00 98,31

5,05 97,67

3.3.5.2.1. Yontemin gentamisin iceren farmasétik preparatlara ve siite

uygulanmasi
3.3.5.2.1.1. Yontemin farmasoétik preparatlara uygulanmasi

Spketroflorimetrik yontem BELOGENT® (1mg GEN/g ; Parti no: 25063101)
merhemde bulunan diger etken madde olan betametazona uygulandiginda herhangi bir
girisim gozlenmemistir (Cizelge 3.17). Standart ekleme isleminde BELOGENT®
¢oOzeltilerine standart GEN’den % 50, 75 ve 100 oranlarinda eklendikten sonra miktar

tayinleri yapilmis ve herhangi bir girisim gézlenmemistir (Cizelge 3.30).
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Cizelge 3.30. BELOGENT® merheme (1Img GEN/g ; Parti
no: 25063101) standart ilavesinden sonra GEN i¢in yapilan
spektroflorimetrik deneylerin sonuglari

Eklenen GEN (%) Bulunan GEN (%) Geri Kazanim

(%)

50 51,62 103,23
50 51,09 102,18
50 51,83 103,66
75 13,77 98,37
75 74,38 99,18
75 74,30 99,06
100 104,57 104,57
100 102,49 102,49
100 100,42 100,42

Ortalama 101,46

SS 2,26
BSS 2,23
GA (p=0,05 icin) 1,40

Farmasotik preparat analizi icin 1 ¢ BELOGENT® (Img GEN/g ; Parti no:
25063101) merhem tartildiktan sonra 4 mL 0,1 M HCIl’de ¢6ziilmiistiir. 10 dakika
ultrasonik banyoda tutulan numune 20 dakika karistirilmistir. Uzerine 1 mL 0,1 M
BaCly ¢ozeltisi eklenerek numunedeki siilfat anyonlari ¢oktiiriilmistiir. Siringa ucu
filtre (0,45 pum delik biiyiikliigiinde) ile siizilen numune 20 mL’lik balon jojeye
alindiktan sonra iizerine asidik ortami nétrallestirmek amaciyla 0,1 M NaOH
cozeltisinden 4 mL eklenmistir. Balon jojedeki ¢ozelti, 2,5 M NaCl igeren pH 5 fosfat-
sitrat tamponu kullanilarak 20 mL’ye tamamlanmistir. Alt1 set olarak hazirlanan bu

cozeltilerden 1,5 mL alinarak 5 mL’ye yine ayni tampon ile seyreltilmistir. Buradan
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alman 0,5 mL numune 1,5 mL EuNP ¢6zeltisine eklendikten sonra 0,4 mL AuNP
eklenmis ve hemen ardindan spektrumlar alinmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge

3.31°da goriilmektedir.

Cizelge 3.31. BELOGENT® merhem’in (1 mg GEN / 1 g merhem)
miktar tayini sonucglari

GEN miktar1 (mg) Bulunan GEN (mg) Geri Kazanim (%)

1,00 0,97 97,48
1,00 0,98 98,05
1,00 1,00 99,80
1,00 1,00 99,85
1,00 1,01 101,15
1,00 1,01 101,42
Ortalama 1.00 99,62

SS 0.02 1,59

BSS 1.60 1,60

Bagil hata -0,38 -0,38

GA (p=0,05 icin) 0.01 1,29

3.3.5.2.1.2. Yontemin siite uygulanmasi

Boliim 2.2.2.6’da anlatildig1 gibi hazirlanan GEN eklenmis siit 6rneklerinin
spektroflorimetrik analizleri gergeklestirilmistir. U¢ konsantrasyonda ii¢ set halinde

hazirlanan 6rneklerin sonuglari Cizelge 3.32’de goriilmektedir.
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Cizelge 3.32. Gentamisin igin siitte yapilan spektroflorimetrik
analizlerin sonuglari

Eklenen(ng/mL) Bulunan (ng/mL) Geri Kazanim (%) BSS(%0)

10 11,27 112,72 3,98
15 16,92 112,82 1,04
20 20,81 104,05 0,90

3.3.5.3. Amikasinin spektroflorimetrik miktar tayini

GEN i¢in oldugu gibi, siilfattan armdirilan AMI igin ¢alisma aralig1 0,75 — 27,5
ug/mL olarak belirlenmistir. GEN’in 2,5 M NacCl i¢eren pH 5,0 fosfat-sitrat tampon
icerisinde, ¢ozeltileri 3 set olarak hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerden alinan 0,5 er
mL’lik kisim 1,5 mL AgNP ¢ozeltisi izerine eklendikten sonra iizerine 0,4 mL AuNP
eklenmis ve belirlenen parametrelerde emisyon spektrumlart alinmistir. Artan GEN
konsantrasyonuna karsit AF’in arttig1 gortilmiistiir (Sekil 3.55). Konsantrasyona karsi
AF grafige gecirildiginde, dogrusal bir iliski gézlenmistir. Kalibrasyon ¢ozeltileri i¢in
korelasyon katsayisi 0,9965’dir. Yontemin Y'S 30/m formiiliinden 223 ng/mL olarak,
TAS ise 10 o/m formiiliinden 746 ng/mL olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 3.33. Amikasinin spektroflorimetrik
analizinden elde edilen regresyon verileri

Cahsma arahg (ng.mL™?) 0,75-27,5
Yakalama simir1 (ug.mL7) 0,223
Tayin alt simir1 (ug.mL1) 0,746
Egim 21,60
Kesim 36,82
Korelasyon katsayisi 0,9965
Egimin standart hatasi 4,485
Kesimin standart hatasi 0,443

Siddet (a.u.)

i+ .
R/ =" Swmnhanoc
I

300 400 500 600 700 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.55. Amikasin konsantrasyonuna [a)0 pg/mL, b)0,75 pg/mL, ¢)5,0

ug/mL, d)7,5 pg/mL, )10 ug/mL, f)12,5 ng/mL, g)15 pg/mL, h)20 pg/mL,

1)22,5 pg/mL, j)25 ng/mL, k)27,5 pg/mL] kars1 dropyum nanopargaciklarin
floresans soniimlenmesini gosteren spektrumlar

Yontemin gegerliligini test etmek i¢in standartlar kullanilarak ii¢ set halinde 10,
15 ve 20 pg/mL AMI igeren ¢ozeltiler 2,5 M NaCl iceren pH 5,0 fosfat-sitrat tampon
igerisinde hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar (Sekil 3.56) yontemin dogruluk ve

kesinlik agisindan degerlendirilmesi ig¢in Kullanilmigtir (Cizelge 3.34).
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Siddet (a.u.)

T — T — 1
500 600 700 800
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.56. Amikasinin validasyon ¢dzeltilerinin analizlerinden elde edilen
emisyon spektrumlar: [a) 0 pg/mL, b)10 pg/mL, ¢)15 ng/mL, d)20 pg/mL]

Cizelge 3.34. Amikasinin standart ¢ozeltileri i¢in spektroflorimetrik
yontemden elde edilen giin i¢i ve giinler arasi analizlerinin sonuglari
Giin-igi

Konulan(ug/mL)  Bulunan(ng/mL) BSS (%) Bagil hata (%0)

10 10,26 1,00 2,64
15 14,91 0,87 -0,57
20 20,01 0,36 0,03

Giinler arasi

Konulan(ng/mL)  Bulunan(ng/mL) BSS (%0) Bagil hata (%)

10 10,11 1,86 1,10
15 14,97 1,07 -0,17
20 19,87 1,06 -0,67

Boliim 2.2.2.5’de anlatildigi gibi pH igin gergeklestirilen dayaniklilik testinin geri

kazanim sonuglar1 Cizelge 3.35’de goriilmektedir.
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Cizelge 3.35. Amikasin i¢in pH’a baglh
olarak spektroflorimetrik dayaniklilik
testi sonuglari

pH Geri kazamim (%0)
4,95 98,14
5,00 100,70
5,05 99,11

3.3.5.3.1. Yontemin amikasin iceren farmasiotik preparatlara ve siite

uygulanmasi

3.3.5.3.1.1. Yontemin farmasotik preparatlara uygulanmasi

Spketroflorimetrik yontem DRAMIGEL® jelde (%5 AMI; Parti No: C0681)
bulunan yardimc1 maddelerden metil paraben, propil paraben ve gliserine
uygulandiginda herhangi bir girisim gozlenmemistir (Cizelge 3.17). Farmasotik
preparata uygulamaya gegmeden Once standart ekleme yontemi uygulanmistir. Bu
isleminde DRAMIGEL® ¢ozeltilerine standart AMI’den % 50, 75 ve 100 oranlarinda
eklendikten sonra miktar tayinleri yapilmis ve yardimci maddelerden herhangi bir

girisim gozlenmemistir (Cizelge 3.36).
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Cizelge 3.36. DRAMIGEL" jele (%5 AMI; Parti No: C0681)
standart ilavesinden sonra AMI icin yapilan
spektroflorimetrik deneylerin sonuglari

Eklenen AMI (%) Bulunan AMI (%) Geri Kazanim

(%)
50 50,37 100,74
50 50,58 101,16
50 49,25 98,50
75 74,90 99,87
75 73,37 97,83
75 73,07 97,42
100 97,78 97,78
100 97,92 97,92
100 98,67 98,67
Ortalama 98,88
SS 1,38
BSS 1,39
GA (p=0,05 icin) 0,85

Farmasétik preparat analizi i¢in 0,5 g DRAMIGEL® (% 5 AMI; Parti no: C0681)
jel tartildiktan sonra 20 mL 0,1 M HCI’de ¢6ziilmiistiir. 10 dakika ultrasonik banyoda
tutulan numune 20 dakika manyetik karistiricida karistirilmistir. Uzerine 5 mL 0,1 M
BaCl, ¢ozeltisinde eklenerek numunedeki siilfat anyonlari ¢oktiiriilmesi saglanmustir.
Siizgec kagidi ile siiziilen numune 100 mL’lik balon jojeye alindiktan sonra lizerine
asidik ortam1 nétrallestirmek amaciyla 0,1 M NaOH ¢ozeltisinden 20 mL eklenmistir.
Balon jojedeki ¢6zelti, 2,5 M NaCl igeren pH 5 fosfat-sitrat tamponu kullanilarak 100
mL’ye tamamlanmistir. Alt1 set olarak hazirlanan bu ¢oézeltilerden 0,75 mL alinarak

10 mL’ye yine ayni tampon ile seyreltilmistir. Buradan alinan 0,5 mL ¢6zelti 1,5 mL
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EuNP ¢ozeltisi iizerine eklendikten sonra 0,4 mL AuNP eklenmis ve hemen ardindan

spektrumlar alinmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.37°de goriilmektedir.

Cizelge 3.37. DRAMIGEL® (% 5 AMI; Parti no: C0681) miktar tayini
sonuclari

AMI miktar1 (%) Bulunan AMI (%) Geri Kazanim (%)
5,00 5,09 101,79
5,00 5,17 103,40
5,00 5,12 102,30
5,00 5,03 100,70
5,00 4,96 99,29
5,00 5,21 104,17

Ortalama 5,10 101,94
SS 0,09 1,78
BSS 1,74 1,74
Bagil hata 1,94 1,94
GA (p=0,05 icin) 0,07 1,46

3.3.5.3.1.2. Yontemin siite uygulanmasi

Proteinler ve yaglardan arindirilan (Béliim 2.2.2.6) AMI katilmus siit &rneklerinin
spektroflorimetrik analizleri gergeklestirilmistir. Analizlerin sonuglar1 Cizelge 3.38°de

goriilmektedir.



Cizelge 3.38. Amikasin i¢in siitte yapilan spektroflorimetrik
analizlerin sonuglari

Eklenen(ng/mL) Bulunan (ng/mL) Geri Kazanim (%) BSS(%0)

10 10,48 104,80 9,23
15 14,47 96,45 2,34

20 22,58 112,89 3,80

134
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4. TARTISMA

4.1. Spektrofotometrik Calismalar

Spektrofotometrik calismalarda modifiye edilmemis AgNP ile AMI, GEN ve
TOB’un tayinleri gercgeklestirilmistir. Hazirlanan AgNP’larn indirgenmesi igin
NaBHg, stabilizasyonu i¢in ise SDS kullanilmistir. Genel olarak kolloidal ¢6zeltilerde
stabilizasyon mekanizmalarinin bes yolla yiiridigi disiinilir: elektrostatik
stabilizasyon, sterik stabilizasyon, hidrasyon kuvetleriyle stabilizasyon, tiiketme
stabilizasyonu ve Van der Waals kuvvetleriyle stabilizasyon (DOBIAS ve ark., 1999).
Inorganik kolloidlerde sistemin stabilizasyonu elektrostatik itme kuvvetleri ve Van der
Waals kuvvetleri ile olurken, SDS gibi parcaciklarin yilizeyine tutunan polimerik
materyallerde, stabilizasyon mekanizmasi biraz karmasiktir. SDS’1in stabilizasyon
mekanizmasinin  yukarida bahsedilen mekanizmalardan {icii ile oldugunu
varsaymaktayiz. Bunlar; elektrostatik stabilizasyon, sterik stabilizasyon ve hidrasyon
kuvvetleridir (Kim ve ark., 2004). Bu yontemde kullanilan SDS’1n konsantrasyonu
AgNP’larin  biyiikligi ve dagilimi f{izerindeki en etkili faktordiir. Sentezde
SDS/AgNOs ve NaBH4/AgNOs3 oranlari 5 tutularak, dar ve giiglii absorbansa sahip
pikler elde edilmistir. UV-GB spektrumunda 394 nm’de bu dar ve yiiksek pik
goriilmektedir (Sekil 3.5).

Yine sentezlenen sari renkli AgNP’larin TEM goriintiilerinden parcaciklarin
kiiresel olduklar1 goriilmektedir (Sekil 3.6).

Ayn1 zamanda Kkesin veriler alinamamakla birlikte, DLS yontemiyle pargaciklarin
boyutu 98% oraninda 9-11 nm araliginda oldugu gorilmistir. Hem TEM
goriintiilerinden hem de UV-GB spektrumundan elde edilen sonuglar, bu DLS
Ol¢timlerini dogrulamaktadir. UV-GB spektrumunda 394 nm’de elde edilen pik,
parcacik boyutunun 10 nm civarinda oldugunu gostermektedir. Solomon ve ark.nin
(2007) AgNP sentezi ile ilgili yaptiklar1 bir calismada, parcacik boyutu 10-14 nm
araliginda oldugunda Amax’in 395-405 nm araliginda; pargacik boyutu 35-50 nm
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araliginda oldugunda Amax’1n 420 nm civarinda; par¢acik boyutu 60-80 nm araliginda
oldugunda ise Amax’in 438 nm civarinda oldugunu gostermislerdir. Ayrica
sentezledigimiz AgNP’dan elde edilen pikin yar1 maksimumundaki pik genisligi 47
nm’dir ve bu deger de pargacik boyutu - Amax degerleriyle uyumludur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Gumiis nanopargaciklarin partikiil blyikligi ve spektral
ozellikleri (Solomon ve ark., 2007)

Parc¢acik boyutu (nm) Amax (NmM) Yar1 maksimumdaki pik genisligi (nm)

10-14 395-405 50-70
35-50 420 100-110
60-80 438 140-150

AgNP’larin spektrumlari; nanopargaciklarin biiyiikliigline, sekline, ortamin
bilesimine, ylizeyindeki tiirlere ve agregasyon seviyesine baglidir. Aminoglikozidlerin
AgNP’a eklenmesi, AgNP’1n renginin saridan turuncu ve kirmiziya dogru degismesine
ve spektrumda 394 nm’deki pikin siddetindeki azalmaya ve daha yiiksek dalga

boylarinda ise artisa yol agmaktadir. Bunun nedenleri sdyle olabilir:

a) Tiol, amin ve fosfin gibi elektron veren gruplar, inorganik yiizeylere karsi
yiiksek afinite gostermektedirler. Bu nedenle de bu gruplari igeren molekiiller
nanoparcacik sentezinde stabilizor olarak kullanilabilirler. inorganik yiizeylere
kars1 nanopargacigin ylizeyindeki stabilizorden daha yiiksek afinite gdsteren
bir molekiil ortama eklendiginde ligand-degisimi gozlenebilir. Tiol, amin
fosfin gibi gruplar iceren ligandlar etkili bir sekilde organik yiizey aktif
maddeler ile yer degistirebilirler (Sperling, 2008). Dolayistyla SDS ile stabilize
edilmis AgNP’larn yilizeyinde, amin gruplari igeren aminoglikozidler ile SDS
yer degistirmis olabilir. Boyle bir yer degistirme nanoparcaciklarin optik
Ozelliklerinde degisime yol acacaktir ¢iinkii metal nanopargaciklarin optik

ozellikleri ylizeyinde bulunan tlirlere bagimlidir (Zhang ve ark 2002).
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Aminoglikozidler AgNP’lara eklendiginde gézlenen renk ve buna bagli olarak
spektrum degisimlerinin nedenlerinden biri bu olabilir.

b) Bir baska neden ise aminoglikozidlerin SDS ile etkilesime girerek AgNP’larin
stabilizasyonunu bozmasi ve AgNP’larin aggregasyonuna neden olmasi
olabilir. Aminoglikozidlerin varliginda AgNP’larin aggregasyon seviyesinde
gerceklesecek bir degisim, spektrumda ve dolayisiyla ¢ozeltinin renginde de

degisimlere yol agacaktir.

Ayrica bu degisim; AgNP’larin sar1 renkli ¢ozeltilerinin renklerinin degismesine
de neden olmus ve gozle tayin yapmak miimkiin olmustur (Sekil 3.10 — 3.12 ve 4.1).
AgNP’larin rengi aminglikozidler eklendiginde saridan turuncuya ve kirmiziya dogru

konsantrasyona ve zamana bagli olarak degismektedir.

v
(|

Sekil 4.1. Amingolikozidlerin spektrofotometrik analizlerinin sematik gdsterimi

Metot optimizasyonu caligmalarinda deneysel faktorler olarak pH, iyonik siddet
ve zaman belirlenmistir. pH ve iyonik siddet optimizasyonunda AA degerini en yiiksek
tutacak kosullar en uygun kosullar olarak belirlenirken, zaman c¢aligmasinda

spektrumun sabitlendigi siire uygun siire olarak belirlenmistir.

pH calismasinda en uygun degerler olarak belirlenen degerler hafif asidik
bolgededir. AMI icin optimum pH degeri 5,0 olarak bulunurken (Sekil 3.14), GEN ve
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TOB i¢in pH 4,5 (Sekil 3.15 - 3.16) olarak bulunmustur. Cok diisitk pH’larda AgNP
kendi kendine aggregasyona ugradigi igin AgNP’larin pik siddeti azalmaktadir.
Dolayisiyla diisiik pH’larda AA degeri de diisiik olmaktadir. Bazik bolgede ise AgNP
kendi kendine aggregasyona ugramamakla birlikte, aminoglikozidlerin ortama
eklenmesi spektrumda ¢ok az ya da hi¢ etki gostermemektedir. AA degerleri bazik
bolgede ¢ok diisiik olarak goriiliirken hafif asidik bolgede yiiksek olmasinin nedeni
aminoglikozidlerin amin gruplarinin protonlanmasindan kaynaklanabilir. En uygun
pH degerleri olarak belirlenen degerler, aminoglikozidlerin protonlandigi ama

AgNP’larin kendi kendine aggregasyona ugramadigi pH’lardur.

Spektrofotometrik deneylerde iyonik siddeti optimize edilmesi i¢in NaCl
kullanilmistir. pH kadar etkili olmasa da iyonik siddetin de Kontrol altina alinmasi
gerektigi bulunmustur. Elde edilen sonuglara gére en uygun NaCl konsantrasyonlari
AMI i¢in 2,5 mM, GEN ve TOB i¢in ise 5,0 mM olarak belirlenmistir (Sekil 3.17 —
3.19).

Kontrol edilmesi gereken bir diger faktor ise siiredir. Aminoglikozidler
AgNP’lara eklendikten sonra hem spektrumlarinda hem de renklerindeki degisimin
zamana bagl oldugu gériilmiistiir. Belli araliklarla alman spektrumlara gére AMI i¢in
50 dakika, GEN ve TOB i¢in ise 60 dakikadan sonra spektrumlarda bir degisim
gozlenmemistir (Sekil 3.20 — 3.22). Kantitatif tayinleri ger¢eklestirmek i¢in bu siirenin
beklenmesi hem duyarlilik agisindan hem de yontemin dogruluk ve kesinligi agisindan

o6nemli oldugu anlasiimistir.

Metot optimizasyon ¢aligmalari sonucunda belirlenen optimum sartlarda yapilan
deneylerde gozlenen tayin sinirlari, ayni deneyin saf suda yapildigindaki tayin

smirlarindan yaklasik 10 kat kadar daha distiktiir.

Analitik islemlerin validasyonu ile ilgili ICH kilavuzlarinda ila¢ analizleri igin
zorunlu olarak belirtilen parametrelerden YS, TAS, dogrusallik, ¢alisma araliklari,
dogruluk, kesinlik, secicilik gibi parametreler spektrofotometrik yontemin

validasyonu i¢in belirlenmistir.
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YS ve TAS degerleri agisindan, gelistirilen yontemin tezin amaglar1 arasinda yer
alan siitte kalintt analizlerine imkan verecek duyarlilikta bir yontem oldugu
goriilmektedir. Yontemde GEN i¢in YS degeri 2,85 ng/mL, TAS degeri 8,63 ng/mL
olarak bulunmustur. Bu degerler yontemin Avrupa Birligi, Amerika Birlesik
Devletleri, Kanada ve Diinya Saglk Orgiitii tarafindan siitte maksimum kalint:
limitleri olarak belirlenen degerlerin altindadir. AMI ve TOB icin ise YS degerleri
sirasiyla 14,94 ng/mL ve 4,67 ng/mL; TAS degerleri ise sirasiyla 45,26 ng/mL ve
14,14 ng/mL’dir.

Dogrusallik; standart c¢ozeltilerin konsantrasyonu ile AA degerleri arasindaki
korelasyon katsayilar1 kullanilarak degerlendirilmistir. Bu degerler AMI, GEN ve
TOB i¢in sirastyla 0,9946; 0,9930 ve 0,9981°dir. Elde edilen bu korelasyon katsayilari

yontemin dogrusallik agisindan kabul edilebilir oldugunu gostermektedir.

Calisma araliklart belirlenirken AA’nin konsantrasyona karsi dogrusal olarak
arttig1 sinirlar belirlenmistir. AMI, GEN ve TOB i¢in calisma araliklar1 sirastyla; 60-
100 ng/mL; 20-60 ng/mL ve 22,5-60 ng/mL’dir. Bu konsantrasyonlarin iizerindeki

konsantrasyonlarda dogrusalliktan sapmalar gézlenmistir.

ICH kilavuzu (1994) dogruluk parametresinin, bilinen safliktaki analitlerin
analizleriyle degerlendirilebilecegini belirtmistir. Calismamizda standartlar ile
hazirlanan sentetik ¢ozeltiler analiz edilmis ve dogruluk degerleri yiizde geri kazanim
ve bagil hata seklinde belirtilmistir. Cizelge 3.2, 3.8 ve 3.14’de giin-igi ve giinler-arasi

deneylerinde elde edilen sonuglar yontemin dogrulugunu kanitlamaktadir.

Kesinlik ¢alismalarinda ICH kilavuzunda (1994) belirtilen tekrar edilebilirlik
calismas1 yapilmistir. Bu ¢alismada ii¢ farkli konsantrasyonda standartlar kullanilarak
hazirlanan ¢ozeltiler ti¢ giin boyunca giinde {i¢ kez analiz edilmistir. Elde edilen bagil
standart sapma degerleri yontemin kesinligini degerlendirmekte kullanilmigtir.
Cizelge 3.2, 3.8 ve 3.14°deki BSS degerleri yontemin tekrar edilebilir oldugunu

gostermektedir.
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Secicilik caligmalarinda yontemi etkilemesi muhtemel yardimer maddeler, diger
etken maddeler ve siit sekeri olan laktozun yonteme etkisi incelenmistir. Gelistirilen
yontem c¢alisilan ilaglarda yardimci madde olarak bulunan metil-p-hidroksibenzoat,
propil-p-hidroksibenzoat, gliserin, klorbutanol ve sodyum benzoata karsi segici oldugu
goriilmistiir. GEN ile birlikte kombine olarak bulunan betametazon dipropiyonata
kars1 yapilan deneylerde de yontemin secici oldugu kanitlanmistir. Molekiil yapisi
aminoglikozidlere benzeyen ve siitte bulunan laktozun da girisim yapmadigi deneysel
olarak gozlenmistir. EDTA ile yapilan deneylerde ise yontemin EDTA’ya kars1 segici
olmadig1 goriilmiistiir. Ampul preparatlar1 gibi EDTA igeren numunelere yontem

uygulanmak istenirse bir 6n islem ile EDTA’’nin uzaklastirilmasi gerekmektedir.

Yontem ilaglara uygulanmadan once, standart ekleme islemi yapilarak yonteme
herhangi bir girisim olup olmadigi ve yontemin ilaglar igin dogru sonug¢ verip
vermeyecegi test edilmisti. AMI, GEN ve TOB igeren ilaglara %50, 75 ve 100
oranlarinda  standartlardan  eklendikten sonra geri kazanim  sonuglar
degerlendirilmistir. AMI icin % 99,73; GEN i¢in % 101,23 ve TOB i¢in %98,54 olarak
bulunan ortalama geri kazanim degerleri yontemin dogru sonuglar verdigini

gostermektedir.

ICH kilavuzlarinda (1994) zorunlu olarak belirtilen parametrelerin disinda
yontemin dayaniklilifi da test edilmistir. Bunun i¢in metot parametrelerinde yapilan
degisikliklerde yontemin giivenilir sonuglar verip vermedigi Kontrol edilmistir. Metot
parametreleri olarak pH, iyonik siddet ve zaman belirlenmistir. Bu faktorlerin
seviyeleri belirsizlik degerleri kullanilarak hesaplanmistir (Heyden ve ark., 2001). pH
dayaniklilik testlerinde belirsizlik kaynagi olarak kullanilan pHmetrenin belirsizligi
(0,01), dayaniklilik testlerinde varsayilan katsay1 olan 5 ile carpilarak, optimum pH
degerlerinin 0,05 seviyelerinde yontem test edilmistir. lyonik siddet deneylerinde ise
kullanilan balon jojelerin, mikropipetlerin, hassas terazinin toplam belirsizligi
hesaplanmistir. Optimum NaCl konsantrasyonu 2,5 mM olan AMI i¢in belirsizlik
degeri 0,01 olarak hesaplanmis ve +0,05 seviyelerinde yontemin dayaniklilig test
edilmistir. Belirsizlik degerleri 0,02 olan GEN ve TOB igin ise, 5,0 mM olan optimum

degerin £0,10 seviyelerinde deneyler gerceklestirilmistir. Deney sonuglara gore



141

AMI igin pH £0,05 degistirildiginde geri kazanim degerleri %98,08 — 100,61 arasinda;
iyonik siddet £0,05 degistirildiginde yiizde geri kazanim %99,05 — 99,87 arasinda ve
zaman i¢in = 1 dakika degistirildiginde; 100,40 — 100,50 arasinda sonuglar elde
edilmistir. GEN i¢in pH c¢alismasinda %99,82 — 101,94; iyonik siddet ¢alismasinda
100,03 — 103,00 ve zaman calismasinda %102,15 — 102,47 arasinda geri kazanim
degerleri elde edilmistir. TOB i¢in bulunan geri kazanim sonuclar1 pH dayaniklilik
deneyinde %98,16 — 101,17, iyonik siddet dayaniklilik deneyinde % 98,92 — 103,48
ve zaman deneyinde % 101,30 — 101,69 araliginda oldugu bulunmustur. Elde edilen

bu degerler yontemin belirlenen faktorlerde dayanikli oldugunu géstermektedir.

Valide edilen spektrofotometrik yontem, farmasotik preparatlara ve standart
madde eklenmis siit 6rneklerine uygulanmistir. Aminoglikozidler sulu ortamda ¢ok iyi
¢oziiniirler. AMI, GEN ve TOB, farmasétik preparatlar olarak secilen jel ve
merhemlerden tampon c¢ozeltilere kolayca alinmislardir. Yapilan analizlerden elde
edilen geri kazanimlar belirtilen degerlere oldukca yakindir. %5 AMI igeren
DRAMIGEL® jelde AMI igerigi %4.,97, BSS degeri %1,26 olarak bulunmustur.
BELOGENT ® (1 mg GEN/ g) merhemde GEN miktart 1,03 mg/g, BSS degeri %1,75
olarak bulunmustur. TOBRASED ® g6z merheminde (%0,3 TOB) ise TOB miktar1
%0,29, BSS %3,11 olarak bulunmustur.

Siit sekeri olan laktozun AgNP ile etkilesip etkilesmedigi test edilmistir. Bunun
i¢in hazirlanan yiiksek konsantrasyondaki laktoz ¢ozeltisinden (0,1 M) alinan 1 mL’lik
kisim 3 mL AgNP ¢ozeltisine eklenmistir. AgNP ¢ozeltisinin sar1 renginde ve UV-GB

spektrumunda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir.

Siit analizleri i¢in marketlerde satilan siitlerden alinan 6rneklere etken maddeler
katilarak analizler yapilmistir. Eklenen aminoglikozid miktarlar1 validasyon
caligmalarinda belirlenen miktarlarda oldugu gibi diisiik, orta ve yliksek seviyelerde

belirlenmistir.

Siit analizlerinde oncelikle siitlere aminoglikozid standartlarindan eklenmistir.

Analiz islemlerine ge¢ilmeden Once siit, igerisindeki protein ve yagdan arindirmak igin
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cesitli 6n islemlerden gegirilmistir. Proteinler deney sonuglarma pozitif girisim
yapabilmektedirler, bu yiizden proteinleri dikkatlice ayirmak gereklidir. Bunun igin
trikloroasetik asit kullanmilmistir ve +4°C’de yliksek hizlarda santrifiij yapilarak
proteinlerin etkili bir sekilde ¢O6kmesi saglanmistir. Aminoglikozidler proteinlere
biiyiik oranda baglanmazlar (McGlinchey ve ark., 2008), bu nedenle deproteinazyon
islemi sirasinda AMI, GEN ve TOB i¢in kayda deger bir kayp yasanmamistir.
Deproteinizasyon iglemi sirasinda yiiksek hizda santriflij yapildigi igin siitteki yaglar
da numunenin iist kisminda bir faz olusturmaktadir. Bu faz bir spatiil yardim ile
atilabilecegi gibi, numune ¢ok ¢alkalanmadan orta kisminda bir pipet yardimiyla
alinarak da yag tabakasindan arindirilabilir. Ancak deneyde yag fazi1 etken maddelerin
AgNP ile etkilesimini onlemektedir. Bu yiizden etkili bir arindirma igin santrifiij
tiiplerine trikloroasetik asit disinda kloroform da eklenmistir. Alinan siiziintiiye NaOH
eklenerek kalan yaglar da ¢oktiiriilmiis ve ikinci bir santrifiij ile bunlar da atilmistir.
Ayrica biitiin bu islemlerden sonra ornekler 0,22 pum’lik membran filtrelerden
stiziilerek hem kalabilecek yaglarin hem de siitteki diger partikiillerin uzaklastirilmasi

saglanmistir.

Bu deneylerde elde edilen spektrumlardan goriildiigii gibi kantitatif tayin igin
kullanilan 394 nm’de herhangi bir girisim gozlenmezken, 200-240 nm arasinda

spektruma girisim goézlenmektedir (Sekil 3.25).

Siitlerin analizlerinden elde edilen geri kazanim sonuglari AMI i¢cin %89,93 —
96,52 araliginda; GEN i¢in % 87,08 — 114,83 ve TOB icin %90,54 — 93,85
araligindadir. BSS degerleri ise AMI i¢in %3,32 — 5,09; GEN i¢in % 4,39 — 9,08; TOB
igin ise % 3,30 — 9,76 araligindadir. Bu degerler Avrupa Komisyonu’nun “Yiyecek ve
yemlerde kalint1 analizleri i¢in metot validasyonu ve kalite kontrol prosediirleri’nde
(2011) belirlenen geri kazanim i¢in % 70 — 120 araligt; BSS igin ise < %20 kriterlerine

uygundur.
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4.2. Spektroflorimetrik Caliymalar

Spektroflorimetrik c¢aligmalarda temel olarak, aminoglikozidlerin lipoik asitle
modifiye edilmis EuNP’larin  floresansim1  soéniimlemesi  tiizerinden tayin

gergeklestirilmis ve yontemin duyarliligit AuNP kullanilarak artirilmastir.

Floresans soniimlenmesinin tiiriinii belirlemek i¢in yapilan calismalarda, temel
olarak statik bir soniimlenme oldugu bulunmustur. Dinamik séntimlenmede; floresans
veren tiiriin UV absorpsiyon spektrumu, soniimlenmeye neden olan molekiiliin
varligindan etkilenmez (Gong ve ark 2007). Bu tiir sonliimlenmede, etkilesim,
floresans veren tiiriin uyarilmis halinde gergeklesir. Statik soniimlenmede ise floresans
yapan tiir ile soniimleyiciden yeni bir bilesik olustugu i¢in UV spektrumda degisimler
gozlenir. Yapilan deneylerde EuNP’in UV spektrumlarinin TOB varliginda ciddi
oranda degistigi gozlenmistir (Sekil 3.27). Bu soniimlenme tiirliniin statik
olabilecegine dair ilk bulgularimizdir. AMI ve GEN igin ise siilfath formlarinda
spektrumda ¢ok az degisim gozlenirken (Sekil 3.28), siilfattan arindirilmis formlarinda
UV spektrumlarinin biiyiik oranda degistigi goézlemlenmistir (Sekil 3.29). Bu
deneylerden ¢ikarilacak sonug; aminoglikozidler ile lipoik asit ile modifiye edilmis
EuNP arasinda reaksiyon gerceklesmektedir, ancak bu reaksiyon siilfat anyonunun
varliginda verimli bir sekilde ger¢eklesememektedir. AMI ve GEN’in siilfat tuzlarinin,
EuNP’larin floresans spektrumlarina etkisi incelendiginde de anlamli bir egilim
gozlenememistir. Bunun nedeni de siilfatin EuNP’1n floresansini artiran etkisi ve/veya
aminoglikozidlerle pargaciklarin  etkilesimini  sterik  perdelemeden  dolay

engellemesinden kaynaklandig: diisiintilebilir.

Ikinci olarak, floresans soniimlenme verileri kullanilarak cizilen Stern-Volmer

denkleminden yararlanilmigtir. Stern-Volmer esitligi:

Fo
F:]‘-I_KSVCQ
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seklinde ifade edilmektedir ve burada Fo EuNP’1n floresansi; F aminoglikozidlerin
varliginda EuNP’m floresansi, Ksy Stern-Volmer soniimlenme sabiti ve Cq ise

aminoglikozidlerin konsantrasyonlaridir.

Belirli bir konsantrasyon araligi i¢in aminoglikozid konsantrasyonuna karsi Fo/F
grafigi (Stern-Volmer egrisi) dogrusal ise, bu o araliktaki soniimlenmenin ya tek
basina statik, ya da tek bagina dinamik soniimlenme oldugunu gosterir. Eger yukariya
dogru bir egilim gosteriyorsa bu soniimlenmenin statik ve dinamik soniimlenmenin bir
karisimi oldugunu gostermektedir. Bu grafiklerdeki egrilerin sekillerinden elde edilen
sonuglar soniimlenmenin tiirii hakkinda bir bilgi vermekten ¢ok, soniimlenmenin tek
bir tiire mi ait yoksa her iki sonlimlenme tiiriiniin bir karigimi mi oldugunu
cevaplamaktadir. Sekil 3.30 — 3.32°daki egrilerin dogrusal oldugu sdylenebilir.
Dolayisiyla AMI, GEN ve TOB i¢in soniimlenme ya tek basina statik ya da tek bagmna

dinamik sOonimlenmedir.

Ucgiincii yontemde ise sicakligin Stern-Volmer séniimlenme sabitine (Ksv) ne olan
etkisi incelenmistir. Dinamik soniimlenmede Ksy sicaklikla birlikte artarken, statik
soniimlenmede sicaklik artirildik¢a Ksy’nin azaldigi gozlenir. Bunun nedeni; sicaklik
arttirildikca difiizyon artis1 nedeniyle carpismalar artacagi i¢in, soniimlenme dinamik
ise, Ksv’de artis gbzlenecektir. Statik sontimlenmede ise sicaklik artis1 zayif bir sekilde
baglanmis kompleksleri disosiye edeceginden, Ksy bu soniimlenme tiiriinde sicaklik
artist ile birlikte azalir (Lakowicz, 2006 s.:280). Cizelge 3.19°da sicaklik aritildikca
(288 K, 298 K ve 308 K) Ksy degerlerinin her {i¢ aminoglikozid i¢in de diistiigi
gozlenmektedir. 288 K’den 308 K’e dogru gidildikge AMI i¢in Ksy degerleri sirasiyla
18342, 16657 ve 13930 L.molY; GEN icin 14829, 13930 ve 13850 L.mol™* ve TOB
i¢in 24986, 21278 ve 20939 L.mol Y*diir. Sicaklik artis1 ile birlikte azalan Ksy degerleri
sonlimlenmenin statik oldugunu gostermektedir. Boylece EuNP yiizeyindeki lipoik
asit ile aminoglikozidlerin reaksiyona girerek floresans 6zelligi géstermeyen yeni bir

tiir olusturdugu sonucuna ulasilmistir.
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Aminoglikozidler i¢in tasarlanan florimetrik yontemin g¢alisma mekanizmasi,
EuNP’larin  yiizeyine baglanan, sensor islevi gorecek olan lipoik asitin
aminoglikozidler ile reaksiyona girmesi tizerine kurulmustur (Sekil 2.2 ve 4.2). Elde
edilen sonuglarin statik soniimlenmeye isaret etmesi bu reaksiyonun gergeklestigini ve

nanopargacigin segici bir sekilde aminoglikozidlere baglandigin1 gostermektedir.

Aminoglikozidlerin EuNP’in floresansin1 konsantrasyona bagimli bir sekilde
sonlimleyebilecegi goriildiikten sonra, kullanilan EuNP’1n ve sinyal gii¢clendirmesinde
kullanilacak AuNP’in karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Bunun i¢in UV-GB
spektrumlart ve TEM goriintiileri kullanilmistir. EuNP’larin UV-GB spektrumunda
280 nm civarinda goriilen pik (Sekil 3.34) referans yontemde de (Gao ve ark., 2007)
gozlenmektedir. Sentezlenen EuNP’larin TEM goriintiilerinde (Sekil 3.36) beklendigi
gibi 20 nm civarinda kiiresel bigimde nanopargaciklar sentezlendigi anlagilmaktadir.
AuNP’larin UV-GB spektrumlar1 Sekil 3.35 ‘de goriilmektedir. AuNP’1n sekilleri ve
boyutlart degistikce piklerde dalga boyu kaymalari ve absorbans farklari
gozlenebilmektedir. Ayrica beklenildigi gibi, cubuk seklindeki nanpoarcaciklar
olugsmaya basladik¢a 250 nm civarinda ikinci bir pikin olustugu goriilmektedir.
AuNP’m sekillerine ve boyutlarina bagl olarak renklerindeki degisim de (Sekil 3.33)
istenilen nanopargaciklarin sentezlendigini kanitlamaktadir. Optimizasyon deneyleri
sonucunda sinyal gii¢lendirici olarak secilen ¢ubuk ve kiire karistmi AuNP’in TEM
goriintlilemesi yapilmistir. Goriintiilerde (Sekil 3.37) ¢ubuklar ve kiireler agikca
gorilmektedir. Literatlir yonteminde (Jana ve ark., 2001) 37 + 5 nm’lik kiireler ve
ortalama boyutlar1 200 x 17 nm olacak ¢ubuklar beklenmektedir. TEM goriintiileri

sentezlenen AuNP’larin beklenen boyutlarda ve sekilde olduklarini gostermektedir.

Metot optimizasyonunda faktdrler pH, iyonik siddet, AuNP boyutu ve AuNP
konsantrasyonu olarak belirlenmistir. pH optimizasyonunda her ii¢ aminoglikozid i¢in
de pH 5,0’1n en hassas sonuclar verdigi goriilmiistiir. Bazik bolgede lipoik asit kaph
EuNP’in floresans siddetinin ¢ok diisiik oldugu gozlemlenmistir. Dolayisiyla AF
degerleri de oldukga diisiiktiir. Cok asidik bolgede ise EuNP’in floresans sinyalleri
yiiksek iken AF degerlerinin diisiik oldugu gozlenmistir. Bunun NHS/EDC aktivasyon
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reaksiyonunun en verimli olarak pH 4,5-7,2 araliginda gerceklesmesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Floresans soniimlenmesi, lipoik asitin karboksil
grubunun, NHS/EDC aktivasyonu sonrast aminoglikozidlerin amin gruplariyla
reaksiyonundan ileri geldigi i¢in, bu reaksiyonun verimi diistiiglinde AF degerleri de

diismektedir.

Iyonik siddetin séniimlenme deneylerinde sabit tutulmasi énemlidir (Lakowicz,
2006 s.:289). Bunun igin tolerans seviyesi ¢ok yiiksek olan NaCl’in yiiksek
konsantrasyonu (2,5 M) kullanilarak iyonik siddet sabit tutulmustur. Bu sayede
numune hazirlama asamasinda ortama eklenecek iyonlarin iyonik siddete etkisinin

ihmal edilebilir diizeyde kalmasi1 saglanmistir.

AuNP’in boyut ve sekilleri degistirilerek, sinyal giiclendirmesi optimize
edilmistir. Sonuglarda ¢ok radikal farklar olmasa da 37+5 nm kiire ve 17-200 nm
¢ubuk karisiminin sinyalleri daha ¢ok giiglendirdigi gbzlenmistir. Bu nedenle bu
AUNP karisimi sinyal giiclendirici olarak se¢ilmislerdir. Metal nanopargaciklarin UV-
GB spektrumunun absorpsiyon ve sag¢ilimdan kaynaklandigi bilinmektedir.
Nanoparcaciklarin boyutu kiicilildiikge absorpsiyon baskin hale gelirken, boyut
bliylidiiglinde sagilimin spektruma katkisi artmaktadir. Metalle zenginlestirilmis
floresansin, nanoparcaciklarin eslesmis plazmon sagilimindan kaynaklandig:
distintilmektedir (Aslan ve Geddes, 2010). Daha biiyiikk pargaciklarda sagilim
absorpsiyona gore daha baskin olacagi i¢in sinyalleri de daha fazla gii¢lendirmesi
beklenmektedir. Bu da optimizasyonda denenen AuUNP arasinda en biiyiik
boyutlardaki nanoparcaciklarin, sinyalleri neden daha fazla giiclendirdigini

acgiklamaktadir.

AuNP’larin boyut ve sekline karar verildikten sonra eklenecek miktar optimize
edilmigtir. Eklenen AuNP miktarina bagli olarak floresans sinyallerinin ve dolayli
olarak AF’in Once artis gosterdigi, belli bir konsantrasyon araliginda neredeyse sabit
kaldig1 ve daha fazla eklendik¢e de azalmaya basladigi gozlemlenmistir. Bunun,
yiksek  konsantrasyonlarda ~AuNP’in  plazmon elektronlarimin  birbiriyle

etkilesiminden = kaynakli,  elektrik  alanlarimin  birbirini  bozmasindan
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kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Boylece AuNP’1n yiiksek konsantrayonlarinda
birbirleriyle etkilesiminden kaynakli elektrik alani azalacak ve dolayisiyla florofor
tiirlere saglayacagi elektrik alan1 azalacagi i¢in de sinyal giliclendirme miktar1 da

azalacaktir.

Optimizasyonlar sonucunda elde edilen veriler, kiire-cubuk karisimi AuNP’larin
lipoik asitle modifiye edilmis EuNP’larin sinyallerini 4,5 kat kadar gii¢lendirdigini
gostermektedir. AF degerlerini ise TOB i¢gin 2,9 kat; AMI i¢in 2,7 kat; GEN igin ise
2,8 kat artirdigimi goOstermektedir. Floresans sonlimlenmesindeki bu giliclenme
yakalama sinir1 ve tayin alt sinir1 degerlerine yansiyarak bu degerleri de diigiirmiistiir.
Boylece floresans zenginlestimesi ile birlikte deneyin duyarliligi artirilmistir. Ancak
beklendigi gibi, duyarlilik artis1 ylizey c¢alismalarindan elde edilebilecek olan
artiglardan daha diisiik seviyededir (Aslan ve ark, 2004). Buna karsilik elde edilen
dogruluk kesinlik gibi validasyon parametreleri, genellikle ylizey ¢aligmalarindan elde
edilenlere gore c¢ok daha iyi seviyelerde oldugu goriilmektedir. Ayrica numune
hazirlama asamas1 diisiiniildiiglinde ¢6zelti ortaminda ¢alismak yiizey ¢alismalarina

gore daha basittir.

Spektroflorimetrik ¢calismalarda da analitik islemlerin validasyonu i¢in YS, TAS,
dogrusallik, caligma araliklari, dogruluk, kesinlik, se¢icilik ve dayaniklilik

parametreleri belirlenmistir.

Gelistirilen spektroflorimetrik yontemin YS ve TAS degerleri; AMI igin 223
ng/mL ve 746 ng/mL; GEN i¢in 91 ng/mL ve 304 ng/mL; ve TOB i¢in 59,7 ng/mL
ve 199 ng/mL olarak bulunmustur. GEN i¢in YS degeri Avrupa Birligi, Diinya Saglik
Orgiitii ve Kanada tarafindan siitte maksimum kalint1 limitleri olarak belirlenen
degerin (100 ng/mL) altindadir. Ancak Amerika Birlesik Devletleri’nin belirledigi

maksimum kalinti limiti olan 30 ng/mL degerine bu yontemle inilememistir.

ICH kilavuzlarinda (1994) minimum bes Kkonsantrasyonda hazirlanan
standartlarin ~ sonuglarina  lineer regresyon uygulanmasi  Onerilmektedir.

Spektroflorimetrik ¢aligmalarda hazirlanan on farkli konsantrasyondaki standart
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cozeltilerin AF degerlerinden yola ¢ikilarak lineer regresyon uygulanmigtir. Elde
edilen korelasyon katsayilar1 dogrusallik parametresinin degerlendirilmesinde
kullanilmistir. Bu degerler AMI, GEN ve TOB i¢in sirasiyla 0,9965; 0,9966 ve
0,9986°dir. 1’e yakin olan bu korelasyon katsayilar1 yontemin dogrusallik agisindan

uygun oldugunu goéstermektedir.

Spektroflorimetrik yontem icin kabul edilebilir dogrusallik, dogruluk ve
kesinligin elde edildigi ¢alisma araliklar1 belirlenmistir. Calisma araliklarit AMI i¢in
0,75 — 27,5 ng/mL; GEN i¢in 0,40 — 26 pg/mL; ve TOB igin ise 0,20 — 25 ug/mL

olarak bulunmustur.

Dogruluk ve kesinlik parametreleri, laboratuvarda hazirlanan ti¢ farkli
konsantrasyonda tii¢ set halinde hazirlanan standart ¢ozeltilerin analizlerinin
sonuclariyla degerlendirilmistir. Her iic aminoglikozid i¢in de 10 pg/mL, 15 pg/mL ve
20 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltiler {i¢ giin boyunca analiz edilmistir.
Elde edilen bagil hata degerleri AMI i¢in % -0,67 ile %2,64 araliginda; GEN igin %
-2,57 ile % 2,76 araliginda; TOB i¢in ise %-3,20 ile %3,06 aralifinda degismektedir.
Bu bagil hata degerleri yontemin dogru sonuglar verdigini géstermektedir. Giin i¢i ve
giinler arasi tekrar edilebilirlik agisindan {i¢ giin siiresince analiz edilen 6rneklerden
elde edilen % bagil standart sapma degerleri AMI i¢in < %1,86; GEN i¢in < % 2,26;
ve TOB i¢in < %3,88’dir. Bu bagil standart sapma degerleri florimetrik deneyler

acisindan yontemin tekrar edilebilir oldugunu gostermektedir.

Secicilik calismalarinda yardimc1 maddelerin ve bazi iyonlarin tolerans limitleri
hesaplanmistir. Tolerans limitleri; 6rneklerin, floresans sinyallerini £%35 oraninda
degistirdikleri konsantrasyonlar olarak belirlenmistir (Cizelge 3.20). Tolerans limitleri
belirlenen maddelerden laktoz, Na*, K* ve CI" ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bile
yontemi etkilemedigi goriilmistiir. Metil paraben ve propil paraben i¢in suda
¢Oziintirliikleri diisiik olmasi nedeniyle bu maddelerin doymus ¢6zeltileri hazirlanmis
ve bu degerlerde analiz sonuglarini etkilemedikleri goézlenmistir. Calisilan diger
maddeler igin tolerans limitleri Cizelge 3.20’de verilmistir. Buna gére BELOGENT®

merhemde GEN ile birlikte GEN’in yaris1 oraninda bulunan betametazon
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dipropiyonatin, GEN i¢in ¢alisma araligiin st limiti olan 26 ppm’den 5 kat daha
konsantre ¢ozeltisi hazirlanmistir ve yontemi etkilemedigi goriilmiistir. Diger
yardimec1 maddelerin tolerans limirleri de oldukca yiiksektir. Seg¢ilen matrikslerde
bulunmayan ancak ¢ok bilinen bazi iyonlarin da tolerans limitleri hesaplanmis ve tablo
edilmistir. Buna gore, yontemin baska matrikslere uygulanmasi durumunda dikkat

edilmesi gereken iyonlar ve konsantrasyonlar1 goriilmektedir.

Dayaniklilik i¢in pH faktoriinde yapilan kiigiik ama anlamli degisikliklerin etkisi
incelenmistir (Cizelge 3.23, 3.29 ve 3.35). Elde edilen sonuglar spektroflorimetrik
metodun pH’daki kiigiik degisimlere kars1 dayanikli oldugunu gostermektedir.

Yontem ilaglara uygulanmadan once standart ekleme yontemiyle test edilmistir.
AMI, GEN ve TOB igeren ilaglara % 50, 75 ve 100 oranlarinda standartlardan
eklendikten sonra geri kazanim sonuglari degerlendirilmistir. Bu deneylerde ortalama
geri kazamim degerleri AMI i¢in % 98,88; GEN icin % 101,46 ve TOB i¢in % 99,55

bulunmustur ve deney sonuglarina herhangi bir girisim olmadig1 goriilmiistiir.

Spektroflorimetrik yontemin uygulamalar1 segilen farmasotik preparatlara ve
standart madde eklenmis siit 6rneklerine yapilmistir. Aminoglikozidler sulu ortama
ekstraksiyonu yapilmis ve gerekli seyreltmelerden sonra analiz edilmislerdir. Analizler
sonucunda % 5 AMI iceren DRAMIGEL® jelde AMI icerigi % 5,10; BSS degeri %
1,74 olarak bulunmustur. BELOGENT ® (1 mg GEN/ g) merhemde GEN miktar1 1,00
mg/g, BSS degeri % 1,60 olarak bulunmustur. TOBRASED ® g6z merheminde (%
0,3 TOB) ise TOB miktar1 % 0,31; BSS % 2,90 olarak bulunmustur.

Siit numuneleri, etken maddeler eklenerek hazirlanmistir. Eklenen aminoglikozid
miktarlar validasyon ¢alismalarinda belirlenen miktarlarda oldugu gibi diisiik, orta ve
yiiksek seviyelerde belirlenmistir. Orneklerin; yagdan, proteinlerden ve partikiillerden

arindirilmasi i¢in spektrofotometrik yontemde izlenilen prosediirler izlenmistir.
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Siitlerin analizlerinden elde edilen geri kazanim sonuglar1 AMI i¢in % 96,45 —
112,89 araliginda; GEN igin % 104,05 — 112,82 ve TOB igin % 98,63 — 110,70
araligindadir. BSS degerleri ise AMI icin % 2,34 — 9,23; GEN icin % 0,90-3,98; TOB
icin ise % 2,44-6,18 araligindadir. Bu degerler Avrupa Komisyonu’nun “yiyecek ve
yemlerde kalint1 analizleri i¢in metot validasyonu ve kalite kontrol prosediirleri”’nde
(2011) belirlenen geri kazanim i¢in % 70 — 120 araligi; BSS igin ise < % 20 kriterlerine

uygundur.

4.3. Yontemlerin Karsilastirilmasi

Gelistirilen spektrofotometrik ve spektroflorimetrik yontemler YS ve TAS
degerleri acisindan karsilastirildiginda, spektrofotometrik yontemin daha duyarh
sonuglar verdigi goriilmektedir (Cizelge 4.2). Doktora tezinin amaglar arasinda siitte
maksimum kalinti limitlerinde analize imkan veren ydntemler gelistirilmesi
sayllmigtir. Calisilan aminoglikozidler igerisinde GEN i¢in bu deger Avrupa Birligi,
Diinya Saglk Orgiitii ve Kanada’da 100 ng/mL, ve Amerika Birlesik Devletleri’nde
30 ng/mL olarak belirlenmistir. GEN igin spektrofotometrik yontemden elde edilen
tayin limitleri bu amaca ulasildigini gostermektedir. Spektroflorimetrik yontemde ise
sinyal giiclendirmesi sonrasinda Avrupa Birligi’nin belirledigi limitin altina

inilebilmistir.

Cizelge 4.2. Gelistirilen yontemlerin duyarlilik agisindan karsilagtirilmasi

Spektrofotometri Spektroflorimetri

AMIi GEN TOB AMI GEN TOB

Yakalama Simir1 (ng/mL) 15 3 5 223 91 60

Tayin Alt Simir1 (ng/mL) 45 9 14 746 304 199
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Gelistirilen spektroflorimetrik ve spektrofotometrik yontemler, daha Once
gelistirilmis ve farmasotik preparat ve siite uygulanmis bazi yontemlerle yakalama
smirt ve dogrusal c¢alisma araliklar1 agisindan karsilastirilmistir (Cizelge 4.3).
Aminoglikozidlerin analizleri UV absorpsiyonu olmadigi, tiirevlendirme gerektirdigi,
ucucu olmamalari ve yiiksek polariteye sahip olmalari gibi nedenlerden dolayi zordur
ve genellikle gelistirilen yontemlerin duyarliligi disiiktiir. Elde edilen veriler,
gelistirilen yontemlerin, literatiirde belirtilen kapiler elektroforez, klasik voltametrik,
spektrofotometrik ve spektroflorimetrik yontemlerden daha duyarli olduklarini
gostermektedir. Ayni1 zamanda kiitle dedektorli sivi kromatografisi ve molekiiler
baskilanmis polimerle modifiye edilmis camsi karbon elektrot kullanilan voltametrik

yontemleriyle elde edilen hassassiyete yakin sonuglar verdiklerini gostermektedir.



Cizelge 4.3. Yontemlerin yakalama sinirlar1 ve ¢alisma araliklar1 agisindan karsilastirilmasi
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Metot Analit YS Dogrusal arahk Ornek
AMI 8 ng/mL 10-100 ng/mL
GEN 11 ng/mL 10-100 ng/mL Siit
LC-MS/MS (Tao ve ark., 2001)
TOB 10 ng/mL 10-100 ng/mL
AMI 200 pg/mL 400 - 2000 pg/mL
CE-UV (Yeh ve ark., 2005) TOB 80 pg/mL 100 — 500 pg/mL Ilag
AMI 10 ng/mL 30-500 ng/mL
CE-LIF (Yu ve ark., 2009) TOB 20 ng/mL 60-500 ng/mL Stit
LC-MS (Turnispeed ve ark., 2009) GEN 13 ng/mL 15-300 ng/mL Siit
Voltametri (Wang ve ark., 2007) AMI 0,3 pg/mL 1,0-60 pg/mL Ilag



Cizelge 4.3. YOontemlerin yakalama sinirlar: ve calisma araliklar: acisindan karsilastirilmas: Devam

Spektrofotometri (Frutos ve ark., 2000)

Spektrofotometri (Omar ve ark., 2013)

Spektroflorimetri (Tekkeli ve ark., 2013)

Spektroflorimetri (Al Majed ve ark., 2003)

Gelistirdigimiz spektrofotometrik yontem

Gelistirdigimiz spektroflorimetrik yontem

GEN

AMI
GEN
TOB

TOB

GEN

AMI
GEN
TOB

AMI
GEN
TOB

400 ng/mL

3 ug/mL
2 ug/mL

1 pg/mL

65 ng/mL

112 ng/mL

15 ng/mL
3 ng/mL
5 ng/mL

223 ng/mL
91 ng/mL
60 ng/mL

30-120 ppm

10-100 pg/mL
10-100 pg/mL
2.5-20 pg/mL

0,3-1,5 pg/mL

0,56-2,8 pg/mL

60-100 ng/mL
20-60 ng/mL
22.5-60 ng/mL

0,75-27,5 pg/mL
0,40-26 pg/mL
0,20-25 pg/mL
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flag

Ilag

Ila¢ ve serum

Ilag

Siit ve Ilag

Siit ve flag




155

Gelistirilen yontemlerin segicilikle ilgili caligmalar1 yapilmistir. Secilen ilaglarda
bulunan diger etken maddeler ve yardimc1 maddeler, siit sekeri ve bazi iyonlara karsi
yontemlerin se¢ici olduklar1 bulunmustur. Spektroflorimetrik yontemlerin genel

olarak spektrofotometrik yontemlere gore daha segici oldugu bilinmektedir.

Geligtirilen yontemlerin ilaglara uygulandiginda elde edilen ortalama geri
kazanim degerleri ve varyans birbirleriyle t testi ve F testi kullanilarak
karsilastirilmislardir (Cizelge 4.4). p=0,05 degerinde hesaplanan t degerleri ve F
degerleri tablo degerlerinden diisiik oldugu i¢in yontemlerin sonuglar1 arasinda

dogruluk ve kesinlik acisindan anlamli bir fark olmadig1 goriilmistiir.

Cizelge 4.4. t ve F testi sonuglari
Spektrofotometrik Spektroflorimetrik

e " t F
yontemle bulunan yontemle bulunan
ortalama etken ortalama etken degeri degeri
madde sonuclari madde sonuclar
DRAMIGEL"® % 4,97 % 5,10 167 201
(%5 AMI; n=11)
BELOGENT®
(1 mg GEN/g; 1,03 1,00 2,09 1,28
n=11)
TOBRASED®
% 0,29 % 0,31 1,63 1,04

(%0,3 TOB; n=12)

Tablo t degerleri serbestlik derecesi 9 igin (AMI ve GEN icin)=2,26; serbestlik derecesi 10 i¢in
(TOB igin) =2,23diir. Tablo F degerleri serbestlik dereceleri 4 ve 5 i¢in (AMI ve GEN igin)=6,26;
serbestlik dereceleri 5 ve 5 igin (TOB i¢in) =5,05dir.

Her iki yontem de siitlerde antibiyotik kalintilarinin analizi i¢in kullanilabilir.

Bunun i¢in 6ncelikle siitlerin protein ve yaglardan arindirilmasi gerekmektedir.

Genel olarak siitlerde antibiyotik kalintilarinin analizi iki asamali bir islemdir. 1k
asamada antibiyotigin varlig1 ve miimkiinse hangi siif antibiyotik icerdigi bulunur.
Ikinci asamada ise kantitatif olarak tayin i¢in uygun bir yontemle analiz edilir (Plozza

ve ark., 2011). AgNP ile gelistirdigimiz yontem renk degisiminin gozle takip
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edilebilmesi ve basitligi acisindan, florimetrik yontem ise segiciliginin daha yiiksek
olmasi agisindan bu iki asamali islemden herhangi birisi i¢in kullanilabilecek

kapasitede oldugu diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez kapsami igerisinde AMI, GEN ve TOB icin iki farkli yontem gelistirilmistir.
Bunlar  AgNP’mn  kullanildigr  spektrofotometri  ve  AuNP’in  kullanildig:

spektroflorimetridir.

Spektrofotometrik yontemde basitge sentezlenmis ve modifiye edilmemis
AgNP’larm, iizerine ilave edilen AMIi, GEN ve TOB konsantrasyonlarma kars
renginin saridan, turuncu ve kirmiziya degismesinden ve UV-GB spektrumunun 394
nm’deki absorbans siddetindeki azalmadan (AA) yararlanilmistir. Bu AA degerlerinin
konsantrasyona bagli olmasindan yararlanarak AMI igin 60-100 ng/mL, GEN igin 20-
60 ng/mL ve TOB i¢in 22,5-60 ng/mL araliginda kantitatif tayin
gerceklestirilebilmistir. Yontemde pH, iyonik siddet ve zaman faktorleri duyarlilig

artirmak i¢in optimize edilmistir.

Spektroflorimetrik yontem igin EuNP’lar lipoik asit ile modifiye edildikten sonra
amin-karboksil baglayict ajanlarin varliginda, aminoglikozidler ile reaksiyona
sokulmustur. Floresans soniimlenmesi iizerinden kantitatif tayin yapmak miimkiin
olmustur. Floresans sonlimlenmesinin tiiriiniin statik sontimlenme oldugu Stern-
Volmer sabitleri iizerinden kanitlanmigtir. Yontemin duyarhiligi ¢ubuk ve kiire
seklindeki AuNP karisimi ile giiclendirilmistir. Yontemde pH ve AuNP’larin sekli,
boyutu ve konsantrasyonu parametreleri optimize edildikten sonra AMI igin 0,75-27,5
pg/mL, GEN i¢in 0,40-26 pg/mL ve TOB igin 0,20-25 pg/mL araliginda

konsantrasyonla floresans soniimlenmesi arasinda dogrusal iliski gézlenmistir.

Geligtirilen her iki yontem de ICH kilavuzlarinda ila¢ etken maddelerinin
analizleri i¢cin gelistirilen kilavuzlara gore valide edilmistir. Yontemlerin Secilen
ilaglarda bulunan diger etken maddeler ve yardimci maddeler, siit sekeri ve bazi
iyonlar varliginda yontemlerin secici olduklari bulunmustur. Ardindan segilen
farmasotik preparatlara (merhem ve jel) ve labotatuvarda hazirlanan siit 6rneklerine

basartyla uygulanmistir. AMI, GEN ve TOB icin ilk kez gelistirilen bu ydntemler,
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amaglandig1 sekilde basit ve ucuz oldugu, dogru ve duyarli sonuglar verdigi

gozlenmistir.

Gelistirilen spektroflorimetrik yontemin, lazer 1s1k kaynakli ve mikroskoplu
floresans cihaz1 kullanilarak yiizey c¢alismalarina aktarilmasi suretiyle tayin
limitlerinin ¢ok daha diistiik seviyelere diisiiriilebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
AMI, GEN ve TOB i¢in gelistirilen yontemlerin yapilacak modifikasyonlar yoluyla bu
aminoglikozidlerin se¢ici olarak tayinlerinin gergeklestirilebilmesinin saglanabilecegi

ve bdylece siitlerin rutin analizlerinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

Aminoglikozidlerin altin ve giimiis nanoparcaciklar kullanilarak spektroskopik

tayinleri

Bu tez ¢alismas kapsaminda amikasin (AMI), gentamisin (GEN) ve tobramisinin
(TOB) tayinleri igin spektrofotometrik ve spektroflorimetrik yontemler gelistirilmistir.
Gelistirilen yontemlerin siitlerde kalint1 analizlerine imkan verecek duyarlilikta olmasi
ve spektrofotometre ve spektroflorimetre gibi basit cihazlarla analiz edilebilmesinin
yaninda gozle varliginin saptanmasi da saglanmastir.

Gelistirilen spektrofotometrik yontemde giimiis nanoparcaciklar kullanilmaistir.
Giimiis nanoparcaciklarla AMI, GEN ve TOB’in etkilesimi sonucunda, giimiis
nanoparcaciklarin renkleri saridan kirmiziya dogru konsantrasyona bagimli olarak
degismekle birlikte spektrumunda da 394 nm’deki pik siddetinde azalma gézlenmistir.
394 nm’deki pik siddetinin azalmasi iizerinden gerceklestirilen tayin pH, iyonik siddet
ve zaman faktorleri agisindan optimize edilmistir. Yontemde yakalama sinirlart ve
tayin alt sinirlart sirastyla AMI igin 15 ve 45 ng/mL, GEN igin 3 ve 9 ng/mL ve TOB
icin 5 ve 14 ng/mL’olarak bulunmustur.

Gelistirilen spektroflorimetrik yontemde ise floresans 6zelligi gosteren Gropyum
nanopargcaciklarin yiizeyi lipoik asit ile modifiye edildikten sonra aminoglikozidlere
baglanmis ve floresans soniimlenmesi tiizerinden aminoglikozidlerin tayini
gerceklestirilmistir. Gelistirilen bu yontemin duyarliligi 37 nm ¢apindaki kiire ve 17-
200 nm ¢ubuk formundaki altin nanopargaciklarin karisimi ile giiclendirilmistir. Bu
giiclendirme ve pH, iyonik siddet gibi faktdrlerin optimizasyonu sonrasinda elde
edilen yakalama ve tayin alt simirlart sirastyla AMI igin 223 ve 746 ng/mL, GEN igin
91 ve 304 ng/mL, TOB i¢in ise 60 ve 199 ng/mL olarak bulunmustur.

Gelistirilen ve gegerlilik testleri yapilan ydntemler merhem ve jel
formulasyonlarina ve AMI, GEN ve TOB katilmis siit Orneklerine basariyla
uygulanmgtir.

Anahtar Sozciikler: Amikasin, Altin nanopargacik, Gentamisin, Gilimiis
nanoparcacik, Tobramisin
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SUMMARY

Spectroscopic determination of aminoglycosides by using gold and silver

nanaoparticles

In this PhD thesis, spectrophotometric and spectrofluorimetric methods for the
determination of amikacin (AMI), gentamicin (GEN) and tobramycin (TOB) were
developed. The residue analysis of milk and detection with simple instruments like
spectrophotometer and spectrofluorimeter, as well as detection with naked eyes were
also achieved with these methods.

Silver nanoparticles were used in the spectrophotometric method. Interaction of
silver nanoparticles with AMI, GEN and TOB resulted in a color change from yellow
to red depending on the concentrations of AMI, GEN and TOB. This also leads to a
decrease in the intensity of the peak at 394 nm. Determination based on the decrease
of the intensity at 394 nm was optimized according to pH, ionic strength and time
factors. Limit of detection and limit of quantitation were found as 15 and 45 ng/mL
for AMI, 3 and 9 ng/mL for GEN and 5 and 14 ng/mL for TOB respectively.

In the spectrofluorimetric method, surface of fluorescent europium nanoparticles
were modified with lipoic acid, then aminoglycosides reacted with them and
determination of aminoglycosides were carried out via fluorescence quenching.
Sensitivity of this method was enhanced by AuNPs (37 nm spheres and 17-200 nm
rods). After this enhancement and optimization of factors like pH and ionic strength;
limit of detection and limit of quantitation were determined as 223 and 746 ng/mL for
AMI, 91 and 304 ng/mL for GEN and 60 and 199 ng/mL for TOB respectively.

These validated methods were applied to ointment and gel formulations and AMI,
GEN and TOB spiked milk samples successfully.

Keywords: Amikacin, Gentamicin, Gold nanoparticle, Silver nanoparticle,
Tobramycin
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