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OZET

Bazi asidik ve bazik doping maddelerinin (Prokain, Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin
ve Flufenamik asit) at idrarindan eszamanli tayini i¢in dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon
ve s1v1 kromatografi-tandem kiitle spektrometrenin birlikte kullanildig1 yeni, etkili, hizli ve
alternatif bir yontem gelistirilmis, optimize edilmis ve yontemin validasyonu yapilmistir.
Mobil fazlarn distile su - %0,1 formik asit ve metanol - %0,1 formik asit oldugu ve gradient
akisin kullanildig: sistemde, C18 (150x3 mm; 3,5 pm; 80 A) Zorbax SB kolonu ile ters-faz
kromatografik ayrim gerceklestirilmistir. At idrar1 numuneleri MRM (Multiple Reaction
Monitoring) yontemiyle, Prokain, Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin igin pozitif iyon
modunda ve Flufenamik asit i¢in negatif iyon modunda analiz edilmistir. En iyi sonuglar;
fragmentdr voltaji olarak [zoksuprin ve Klorpromazin igin 110 V, Prokain ve Niketamid i¢in
80 V ve Flufenamik asit i¢cin 100 V kullanilmasiyla elde edilmistir. Optimum dispersif sivi-
stvi mikroekstraksiyon kosullar1 altinda at idrar1 numunelerinin pH’s1 6,0’ ya ayarlanmustir.
900,0 uL asetonitril, %20 oraninda sodyum kloriir ve ekstraksiyon ¢6ziiciisii olarak 80,0 uL
kloroform kullanilmistir. LOD degerleri Prokain i¢in 0,07 ng/mL, Izoksuprin i¢in 0,06
ng/mL, Niketamid i¢in 0,08 ng/mL, Klorpromazin i¢in 0,09 ng/mL ve Flufenamik asit i¢in
0,075 ng/mL olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemin validasyon parametrelerinin
degerlendirilmesi sonucunda yontemin segici, duyarl, dogru, tekrarlanabilir ve saglam
oldugu goriilmiistiir. Yontemin validasyonundan sonra 6lgiim belirsizligi hesaplanmistir.
Yontem daha sonra Prokain, [zoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit igeren
at idrar1 numunelerine uygulanmistir.

Bilim Kodu : 10103

Anahtar Kelimeler : Dispersif Sivi-Sivi  Mikroekstraksiyon, Prokain, Izoksuprin,
Niketamid, Klorpromazin, Flufenamik asit, At idrari, LC-MS/MS
Sayfa Adedi - 99
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A DISPERSIVE LIQUID-LIQUID
MICROEXTRACTION AND A LIQUID CHROMATOGRAPHY-TANDEM MASS
SPECTROMETRY (LC-MS/MS) METHOD FOR DETERMINATION OF SOME
ACIDIC AND BASIC DOPING SUBSTANCES IN HORSE URINE
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ABSTRACT

A new, efficient, quick and alternative method has been developed, optimized and validated
for the simultaneous determination of some acidic and basic doping substances (Procaine,
Isoxsuprine, Nikethamide, Chlorpromazine and Flufenamic acid) in horse urine by
dispersive liquid-liquid microextraction in combination with high-performance liquid
chromatograpy tandem mass spectrometry. The reversed-phase chromatographic separation
was obtained with a column Zorbax SB-C18 extended (150x3 mm; 3,5 um; 80 A) in gradient
elution mode using distilled water-0.1% formic acid (v/v) and methanol-0.1% formic acid
(v/v). Horse urine samples were analyzed by the multiple reaction monitoring (MRM) in the
positive ion mode for Procaine, Isoxsuprine, Nikethamide, Chlorpromazine and negative ion
mode for Flufenamic acid. Best results were obtained by use of 110 V for Isoxsuprine and
Chlorpromazine, 80 V for Procaine and Nikethamide, 100 V for Flufenamic acid as
fragmentor voltage. Under optimum dispersive liquid-liquid microextraction conditions, pH
of the horse urine samples was adjusted 6. Acetonitrile (900.0 pL) and sodium chloride
(20%) were added. Chloroform (80.0 puL) was used as extraction solvent. LOD values were
found as 0.07 ng/mL for Procaine, 0.06 ng/mL for Isoxsuprine, 0.08 ng/mL for Nikethamide,
0.093 ng/mL for Chlorpromazine and 0.075 ng/mL for Flufenamic acid. After the evaluation
of validation parameters for developed method, it was concluded that the method was
selective, sensitive, precise, accurate and robust. Measurement uncertainty was calculated
after validation of the method. Then the method was applied to the horse urine samples that
was determined to contain Procaine, Isoxsuprine, Nikethamide, Chlorpromazine and
Flufenamic acid.

Science Code : 10103

Key Words . Dispersive Liquid-Liquid Microextraction, Procaine, Isoxsuprine,
Nikethamide, Chlorpromazine, Flufenamic acid, Horse Urine, LC-
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Simgeler Aciklamalar

ng Mikrogram

mL Mililitre

mmol Milimol

ng Nanogram

Kisaltmalar Aciklamalar

CE Kapiler Elektroforez

CE-ED Kapiler Elektroforez-Elektrokimyasal Dedektor
DLLME Dispersif S1vi S1vi Mikroekstraksiyon

ESI Elektrosprey Iyonizasyon

GC Gaz Kromatografisi

HPLC Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
HRLC Yiiksek Coziiniirliiklii Stvi Kromatografisi
HRMS Yiiksek Coziiniirliikli Kiitle Spektrometrisi
LC S1vi Kromatografisi

MS/MS Tandem Kiitle Spektrometrisi
TOF-MS(Q/TOF-MS)  Ugus Zamanl Kiitle Spektrometrisi

LLE S1vi-Sivi Ekstraksiyon

MS Kiitle Spektrometrisi

MSTFA N-metil-N- trimetilsililtriflorasetamid

PABA Para-aminobenzoik Asit

SERS Yiizeyde Zenginlestirilmis Raman Spektroskopisi
SPE Kat1 Faz Ekstraksiyon

TDLLME Tandem Dispersif S1vi Stvi Mikroekstraksiyon

UPLC Ultra Performans S1vi Kromatografisi
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Kisaltmalar Aciklamalar

LOD Tespit Limiti (Limit of Detection)
LOQ Tayin Alt Limiti (Limit of Quantification)



1. GIRIS

Doping, bir canlinin siirat, kuvvet ve cesaretini veya bunlardan birini veya tliimiinii
degistirmek amaciyla, normal gidalar disinda herhangi bir madde verilmesini ifade eder [1].
Yaris atlarindaki doping girisimleri; yarisacak bir atin yaristaki performansinin artirilmasi
ya da ¢ok seyrek olarak azaltilmasi yoniindedir. Doping olarak kullanilan veya kullanilma
ihtimali olan maddeler; esik degeri olanlar, tarama degeri olanlar ve yasak(l1) maddeler
olarak 3 gruba ayrilabilir. Esik degeri olan maddeler, hayvanin viicudunda dogal olarak
bulunmalar1 ve yemle disaridan alinmalar1 sebebiyle zorunlu olarak idrar veya kanda belli
bir miktara kadar bulunmasina izin verilen maddeleri kapsar. Tarama degeri olan maddeler,
tedavi amaciyla kullanilan ve idrar veya kanda belli miktarda bulunmasina izin verilen
maddeleri kapsar. Yasak(l1) maddeler ise, yaris hayvanlarinda, her ne sebeple olursa olsun,
kullanilmamasi gereken maddelerdir ve idrar, kan gibi doping siipheli numunelerde, bu
maddeler igin “Sifir Tolerans” s6z konusudur [2]. Bu nedenle bu maddelerin ¢ok duyarli ve
dogru bir sekilde oldukga diisiikk derisimlerde dahi tespit edilebilmeleri biiyiik 6nem arz

etmektedir.

DLLME, sulu matrikslerden organik analitlerin zenginlestirilmesi amaciyla uygulanan ve
islem kolaylig, diisiik maliyet, yiiksek geri kazanim, yiiksek zenginlestirme faktorii, organik
coziiclilerin az kullanimi gibi Ustiinliikleri nedeniyle yararli bir numune hazirlama
yontemidir. Ortaya ¢ikisindan bu yana DLLME, pek c¢ok organik ve inorganik bilesigin

cesitli matrikslerden ekstraksiyonu i¢in uygulanmistir.

At yarislarinda doping kontrol testleri ic¢in, at idrari, daha biiyiikk hacimlerde elde
edilebileceginden ve idrardaki ilaglarin ve metabolitlerinin derisimleri kandakilere gére daha
yiiksek olacagindan tercih edilen matriks idrardir [3]. At idrarinin karmasik bir matriks
olmasi1 nedeniyle, cihazla analizi yapilmadan once sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) ve kat1 faz
ekstraksiyon (SPE) gibi yontemler kullanilir. Ancak bu gibi ekstraksiyon yontemleri;
zahmetli ve zaman alicidir ve zamanin kritik oldugu durumlarda pek tercih edilen yontemler
degildirler [4]. Bu nedenle doping maddelerinin at idrarindan tayini i¢in duyarl, maliyeti

diisiik, basit ve hizli yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.



Uluslararast At Yarisi Otoriteleri Federasyonu’na (International Federation of Horseracing
Authorities, [IFHA) gore, yasak(l1) maddeler, hayvanin genellikle merkezi sinir sistemini,
kalp-damar sistemini ve solunum sistemini etkiler veya davramiglarini degistirir; bu
maddelerin baslicalar1 psikotroplar (ndroleptikler, trankilizanlar gibi), uyaricilar, lokal
anestezikler, agr1 kesiciler, anabolik steroidler gibi gruplarda yer alirlar [5]. Prokain (Lokal
anestezik), Izoksuprin (Vazodilatér), Niketamid (Analeptik-Stimulan), Klorpromazin
(Noroleptik) ve Flufenamik Asit (Non-steroidal anti-inflamatuar) son 5 yilda Tiirkiye’de ve
Diinya'da yaygin olarak kullanilan, atlarda her biri farkli etki mekanizmasina sahip, yasak(l1)

maddeler grubunda yer alan asidik ve bazik 6zellikteki doping maddeleridir.

Bu ¢alismada bu 5 doping maddesinin analiz edildigi mevcut kat1 faz ekstraksiyon (SPE) ve
stvi-sivi ektraksiyon (LLE) yontemlerine [6] alternatif olarak, mevcut yontemlere gore
istiinliikleri bulunan bir Dispersif Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon ve Sivi Kromatografisi-
Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS) yontemi gelistirilmis, optimum parametreler
arastirllmis ve tespit edilmistir. Bu sayede yliksek duyarhilik, yiiksek geri kazanim,
ekstraksiyon i¢in islem kolaylig1, analizin kisa siirede sonuc¢landirilmasi, analiz maliyetinin
diisiiriilmesi ve organik ¢oziiclilerin hacminin azaltilmasi gibi {stlinliikler hedeflenmistir.
Ayrica yontemin validasyonu yapilmis ve gelistirilen yontem, bu maddelerin varlig1 sonucu
dopingli ¢ikan atlarin idrar numunelerinde, s6z konusu maddelerin tayin edilmesinde

kullanilmustir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. At Yanslarinda Doping Kullanimi ve Tarihgesi

Yaris atlarinda doping ile ilgili ilk rapor Ingiltere’de 1666 yilinda yaymlanmistir.
Ondokuzuncu yiizyilin sonuna dogru Amerika’da at egitimcileri ilk kez alkaloidleri
kullanmiglardir; bundan kisa bir siire sonra, bu maddeler Avrupa iilkelerinde kullanilmaya
baslanmustir. Kisa bir siire icinde de (1903), Ingiltere ve Fransa’da dopingle miicadele i¢in
tedbirler ve kurumsal yap1 giindeme gelmistir. Yirminci yiizyilin basinda tiikiiriikte ilk kez
alkaloidlerin analizi yapilmistir. 1940-1950 yillar1 arasinda amfetaminler ve psikotrop ilaglar

kullanilmaya baslanmistir [2].

1947°de, Fransa, Meksika, Kanada ve Amerika Birlesik Devletleri’'nden bir grup yaris
kimyacis1 bir araya gelerek; Resmi Yarig Kimyacilar Birligi (AORC)’ni kurmuslardir.
1958’lerden itibaren merkezi sinir sistemi uyaricilari, solunum sistemi uyaricilari, sedatifler,
antihistaminikler, aspirin ve benzeri agri kesici ilaglar doping olarak kullanilmaya
baglanmistir [7]. Bu donem, ayn1 zamanda, 6zellikle kagit ve ince tabaka kromatografi olmak
tizere, analitik yontemlerin doping analizlerinde kullanilmaya baslandig: yillar olmustur [8-
9]. Bugiin, ileri analiz cihazlari ile doping i¢in kullanilan maddelerin ¢ok 6nemli bir kisminin

analizi gergeklestirilebilmektedir.

2.2. Doping i¢in Kullamlan Maddelerin Siniflandirilmasi

Doping olarak kullanilan veya kullanilma ihtimali olan maddeler 3 gruba ayrilir. Bunlar:
1) Esik degeri olan maddeler,
2) Tarama degeri olan maddeler,
3) Yasak(l1) maddelerdir.

2.2.1. Esik degeri olan maddeler

Hayvanin viicudunda dogal olarak var olan veya beslenmesinde kullanilan yemde, otlarda

ve igilen sularda bulunan ya da yem ve yem hammaddelerinin iretilmesi, islenmesi,



depolanmasi ve taginmasi sirasinda bulagsmadan kaynaklanan maddeler i¢in “Esik Degerleri”
konulabilir [2]. Yetistirme, Yaris ve Bahis Uzerine Uluslararast Anlasma (The International
Agreement on Breeding, Racing and Wagering) ’da 10 madde igin esik degeri belirlenmis
ve yayimlanmistir (Cizelge 2.1.) [5]. Bu maddelerden 5°i endojen (boldenon, estranediol,
hidrokortizon, karbondioksit, testosteron), 2’si kirletici (arsenik, kobalt) ve kalan 3’i de

(dimetil siilfoksit, metoksitiramin, salisilik asit) yem kaynaklidir.

Cizelge 2.1. Doping maddelerinin, atlarin idrar ve/veya kanindaki esik degerleri

Madde ad1 Esik degeri

Arsenik 0,3 ug/mL toplam arsenik (idrar)

Boldenon 0,015 pg/mL serbest halde ve siilfat formunda (idrar, erkek at)
Dimetil siilfoksit | 15 pg/mL (idrar), 1 pg/mL (plazma)

(DMSO)

Estranediol 0,045 pg/mL serbest halde ve Sa-estran-3B, 17a-diol glukuronid

halinde (idrar, erkek at)
Hidrokortizon 1 pg/mL (idrar)
Karbondioksit 36 mmol/L (plazma)

Kobalt 0,1 pg/mL (idrar)

Metoksitiramin | 4 ug/mL serbest halde ve 3-metoksitiramin halinde (idrar)

Salisilik asit 750 ug/mL (idrar) 6,5 ug/mL (plazma)

Testosteron 0,02 png/mL serbest halde ve testosteron siilfat halinde (idrar, igdis at)

0,1 ng/mL serbest halde (plazma, igdis at)
0,055 ng/mL serbest halde ve testosteron siilfat halinde (idrar, disi tay
ve kisrak)

Ayrica ayni anlagmada, kanda 1 madde, idrarda ise 9 madde i¢in uluslararasi kalint1 limitleri
belirtilmistir (Cizelge 2.2.) [10]. Esik degeri kurali, bu maddelerden herhangi birisinin idrar
ve/veya plazmada belirtilen esik degere kadar bulunabilecegini ve bu miktarlar1 astiginda

doping-pozitif oldugunu gosterir.

Cizelge 2.2. Gida bulasanlarinin atlarin idrar ve/veya kanindaki kalinti limitleri

Madde adi Idrarda kahnti limiti Kanda kalint: limiti
Kafein 50 ng/mL -
Teofilin 250 ng/mL -
Atropin 60 ng/mL -
Skopolamin 60 ng/mL -
Morfin (toplam) 30 ng/mL -
Bufotenin 10 ng/mL -
Dimetiltriptamin 10 ng/mL -
Hordenin 80 ng/mL -

Teobromin 2 pg/mL 0,3 pg/mL




2.2.2. Tarama degeri olan maddeler
Atlarda, tedavi amaciyla sik kullanilan bazi ilaglar igin, idrar ve/veya kanda, esik degerine
benzer sekilde, “Uluslararas1 Tarama Limitleri” belirlenmistir ve Yetistirme, Yaris ve Bahis

Uzerine Uluslararas1 Anlasma’da yayimlanmustir (Cizelge 2.3.) [11-12].

Cizelge 2.3. Doping maddelerinin, atlarin idrar ve/veya kanindaki uluslararasi tarama

limitleri
Madde adi Idrarda kalint1 limiti Kanda kalint1 limiti
(ng/mL) (ng/mL)
Asepromazin 10,0 0,02
Betametazon 0,2 -
Bromeksin 200,0 -
Butorfanol 1,0 0,01
Karprofen 100,0 100,0
Klenbuterol 0,1 -
Dantrolen 1,0 -
Dembreksin 100,0 5,0
Detomidin 2,0 0,02
Deksametazon 0,2 -
Diklofenak 50,0 -
Dipiron 1000,0 -
Eltenak 50,0 -
Fluniksin 100,0 1,0
Furosemid 50,0 0,1
Ipratropyum 0,25 -
Ketoprofen 100,0 -
Lidokain 10,0 0,05
Meklofenomik asit 250,0 5,0
Medetomidin 5,0 0,02
Meloksikam 10,0 1,0
Mepivakain 10,0 0,05
Naproksen 250,0 -
N- 25,0 0,05
Butilskopolamonyum
Omeprazol 0,5 -
Fenilbutazon 100,0 100,0
Romifidin 1,0 -
Salbutamol 0,5 -
Triamsinolon asetonid 0,5 -
Vedaprofen 50,0 -




2.2.3. Yasak(l) maddeler

Bu gruba giren maddeler yaris oncesinde ve yaris sirasinda her ne sebeple olursa olsun
kullanilmamas1 gereken maddelerdir. Yetistirme, Yaris ve Bahis ile Ilgili Uluslararast

Anlasma’da bu maddeler asagidaki gibi gruplandirilmistir [5]:

e Viicuttaki sistemlerden birisine veya birgoguna (kalp-damar sistemi, dolasim sistemi,
kas-iskelet sistemi, sindirim sistemi, sinir sistemi, solunum sistemi, tireme sistemi, Uiriner
sistem, endokrin sistemi, bagisiklik sistemi) etkiyen maddeler,

e Endokrin salgilar1 ve onlarin sentetik ¢esitleri,

e Maskeleyici ajanlar (agr1 kesiciler, antihistaminikler, idrar soktiiriiciiler, kas gevseticiler
vb.),

¢ Oksijen tastyicilar,

e Genetik yap1y1 dogrudan veya dolayl etkileyen maddeler.

Bu maddeler i¢in “Sifir Tolerans” s6z konusudur. “Sifir Tolerans™ ifadesiyle numunelerde
hi¢bir seviyede doping maddesi bulunmamasi gerektigi ifade edilmektedir. Yasak(l1) madde
bulgusu; maddenin kendisini, metabolitini, izomerini, metabolit izomerini ifade eder;
yasak(I1) bir maddenin verildigi veya maruz kalindig ile ilgili bilimsel bir veri de maddenin

bulundugu (yani, doping yapildigi) anlamina gelir [2].

2.3. Tiirkiye’de Yaris Atlarinda Son 5 Yildaki Doping Kullanim

Tiirkiye’de yaris atlarinda doping kontrolii Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’na bagh
Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisi’nde bulunan Doping Kontrol
Laboratuvar1 ile Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii'nde bulunan Doping Kontrol
Laboratuvan tarafindan yapilmaktadir. Bu laboratuvarlardan elde edilen verilere gore

tilkemizde yaris atlarinda son 5 yilda kullanilan doping maddeleri Cizelge 2.4.”de verilmistir.



Cizelge 2.4. Ulkemizde yaris atlarinda son 5 yilda kullanilan doping maddeleri

Madde adi Tespit edildigi Son 5 yildaki
matriks kullanim sikhgi
Arsenik Idrar 22
Naproksen Idrar 19
DMSO Idrar 13
Dipiron (Metamizol) Idrar 10
Kafein Idrar 10
Betametazon Idrar 7
Difilin Idrar 6
Fluniksin Idrar 6
Kobalt Idrar 6
Metilprednizolon Idrar 6
Prokain Idrar 6
Dekzametazon Idrar 5
Diklofenak Idrar 5
Heptaminol Idrar 5
Flufenamik asit Idrar 4
Metenolon Idrar 4
Ranitidin Idrar 4
Fenilbutazon Idrar 3
Metokarbamol Idrar 3
Pemolin Idrar 3
Etodolak Idrar 2
Karbazokrom Idrar 2
Midodrin Idrar 2
Morfin Idrar 2
OH-Lidokain Idrar 2
Teofilin Idrar 2
Testosteron Idrar 2
Dipiron+Dekzametazon Idrar 2
Dipiron+Difilin Idrar 2
Dipiron+Fluniksin Idrar 2
Dipiron+OH-Lidokain Idrar 2
Kafein+Teofilin Idrar 2
Pemolin+Tetramisol Idrar 2
Kafein+ Teobromin+Teofilin Idrar 2
Atropin Idrar 1
Estranediol Idrar 1
Etakrinik asit Idrar 1
Etilefrin Idrar 1
Feniramin Idrar 1
Fluoksetin Idrar 1
Furosemid Idrar 1
Ketoprofen Idrar 1
Klorpromazin Idrar 1
Kokain Idrar 1




| Metaproterenol \ idrar \ 1 \
Cizelge 2.4. (devam) Ulkemizde yaris atlarinda son 5 yilda kullanilan doping maddeleri

Madde adi Tespit Son 5 yildaki
edildigi kullanim sikhgi
matriks

Metoksitiramin Idrar 1
N-Butilskopolamin Idrar 1
Neostigmin Idrar 1
Niketamid Idrar 1
Oksifenbutazon Idrar 1
Prednizolon Idrar 1
Prilamin Idrar 1
Prilokain Idrar 1
Sildenafil Idrar 1
Striknin Idrar 1
Teobromin Idrar 1
Amfetamin+Kafein Idrar 1
Dekzametazon+Metilprednizolon Idrar 1
Dipiron+Antipirin Idrar 1
Dipiron+Diklofenak Idrar 1
Dipiron+ Heptaminol Idrar 1
Flufenamik asit+Difilin Idrar 1
Niketamid+Tetramizol Idrar 1
Prokain+Dipiron Idrar 1
Prokain+Kafein Idrar 1
Prokain+Norketamin Idrar 1
Prokain+Ranitidine Idrar 1
Promazin+DMSO Idrar 1
Teofilin+Kafein Idrar 1
Triamteren+Hidroklorotiyazid Idrar 1
Ambroksol+Atropin+Kafein Idrar 1
Dipiron+Fluniksin+Ranitidin Idrar 1
Dipiron+Difilin+OH-Lidokain Idrar 1
Dipiron+Ketoprofen+Atropin Idrar 1
Dipiron+Fluniksin+Desmetil Prilamin Idrar 1
Flufenamik asit+Metilamino+Antipirin Idrar 1
Flufenamik asit+Prokain+Etofenamat Idrar 1
Niketamid+Pemolin+Tetramizol Idrar 1
Prokain+Fluniksin+Metokarbamol Idrar 1
Prokain+Fluniksin+4-Hidroksi Ksilazin Idrar 1
Prokain+ Dipiron+Fluniksin+Desmetil Prilamin Idrar 1
Teofilin+Kafein+Metenolon+Betametazon Idrar 1
Tetramizol+Heptaminol+Dipiron+Fluniksin Idrar 1
Dekzametazon Kan 3
Teofilin Kan 3
Betametazon Kan 1
Ketoprofen Kan 1
Tenoksikam Kan 1




Kafein+Betametazon Kan 1
Kafein+Dekzametazon Kan 1
2.4. Diinya’da Yaris Atlarinda Son Yillardaki Prokain, izoksuprin, Niketamid,

Klorpromazin ve Flufenamik Asit Kullanimi

Uluslararas1 At Yariglar1 Federasyonu (International Federation of Horseracing Authorities,
IFHA) tarafindan, yaris atlarinda doping analizi yapilan iilkelerde tespit edilen doping
maddelerinin yer aldigi, ilgili doping maddelerinin hangi iilkeler tarafindan ve kag kez tespit
edildigini gosteren yillik raporlar yayimlanmaktadir. 2013 yilindan itibaren yayinlanmis
olan raporlara gore; Tirkiye disindaki diger ilkelerde Prokain 18 kez,
Prokain+Klorfeniramin 1 kez, Prokain+Trimetoprim 1 kez, Izoksuprin 10 kez, Niketamid

10 kez ve Klorpromazin 1 kez kullanilmstir [13-15].
2.5. Prokain
2.5.1. Prokain’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Kapali formiilii Ci3H20N20. olan Prokain’in kimyasal yapisi (2-Dietilaminoetil 4-
aminobenzoat) Sekil 2.1°de verilmektedir [16].

O

o
HoN K/N\/

Sekil 2.1. Prokain’in kimyasal yapisi
Molekiil agirhigi 236,315 g/mol olan Prokain’in ¢ozeltileri dayaniklhidir. Sudaki iyi
¢cOziinlirliigliniin yani sira, alkol, eter, benzen ve kloroform igerisinde kolayca ¢oziiniir.

pKa’s1 9,24 diir [17-18].

2.5.2. Prokain’in farmakolojik 6zellikleri


https://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwiG46-ClZDXAhVFSRoKHYLdDvEQjRwIBw&url=https://cs.wikipedia.org/wiki/Prokain&psig=AOvVaw30i_RZGf6tF1oHEv9pErFL&ust=1509171743579146

10

Farmakolojik siniflamada Ester Yapili Lokal Anestezikler grubuna dahil olan Prokain, para-
aminobenzoik asidin (PABA) dietilaminoetanol ile yaptig1 esterdir. Hidrokloriir tuzunun
soliisyonu halinde kullanilir. Prokain, kokainin olusturdugu doku hasari iizerine yapilan
arastirmalara dayali olarak sentez edilen ve doku igerisine uygulanan ilk lokal anesteziktir.
1904°de Almanya’da Einhorn tarafindan sentez edilmis ve 1905°te Braun tarafindan klinik
kullanima girerek tipta modern lokal anestezi ¢agini baslatmistir. Daha sonra bulunan diger
lokal anestezikler i¢in karsilastirma tabani olusturmustur. Viicutta esterazlar tarafindan

PABA (para-aminobenzoik asit) ve dietilaminoetanole hidroliz edilir [18].

Prokain, lokal ve bolgesel anestezi i¢in kullanilan kisa etki siireli ester tipi bir lokal
anesteziktir. Yiizeyel topikal anestezik etki gostermez. Toksisitesi diger lokal anestezikler
icin standart olarak kabul edilir. Ancak amid tipi lokal anesteziklere gére daha fazla asiri

duyarlik reaksiyonuna neden olur [16].

Ancak etki giiciinlin zayif olmasi, etkisinin ge¢ baglamas1 ve daha sik alerjik yan tesirler
yapmasi nedenlerinden dolay1 daha sonra ¢ikan amid tiirevi lokal anestezikler Prokain’in
yerini almistir. Bu nedenle, lokal infiltrasyon anestezisi disinda diger anestezi sekillerinde
pek kullanilmaz. Infiltrasyon i¢in adrenalin katilmis %0,25-0,5’lik soliisyonu kullanilir.
Prokain kanda, plazma psddokolinesterazi ile eritrositlerin asetilkolinesterazi tarafindan ve
kismen de karacigerdeki esteraz tarafindan ¢abuk bir sekilde hidroliz edilerek inaktive edilir

[18].

2.5.3. Prokain’in veteriner hekimlikte ve yaris hayvanlarinda doping amagh kullanimi

Etkisi

Prokain, hidroliz sonucu dietilaminoetanol ve PABA’ya ayrisir. Bunlardan
dietilaminoetanoliin bir Ol¢iide lokal anestezik etkisi vardir, PABA etkisizdir. Birlikte
kullanilmalar1 halinde Prokain ve Prokain ihtiva eden maddeler (PABA’dan dolayi)
stilffonamidlerin etkisini azaltirlar. PABA’nin %80 ve dietilaminoetanolun %30 kadar1
degismemis veya birlesme iiriinii halinde ve ilacin %2’si degismemis olarak idrarla atilir.
Idrarin asitlestirilmesi Prokain in atilmasini hizlandirir. ilacin atlarda plazma yar1 émrii 25
dakika civarindadir. Prokain’in etkisi ¢abuk ortaya c¢ikar ve kisa siirer; adrenalin

katilmasiyla etki siiresi 5-6 kat1 uzayabilir [19].
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Kullanilmasi

Prokain tiim lokal anestezikler iginde veteriner hekimlikte en ¢ok kullanilan ve en iyi sonug
veren ilactir. Hayvanlarda infiltrasyon, iletim ve epidural anestezi i¢in ¢ok kullanilir.
Prokain, atlarda idrarla 18 giin siireyle atilir; bu siire 4-6 haftaya kadar uzayabilmektedir
[2,19].

Yan etkileri

Yaris hayvanlarinda lokal agriy1 yatistirip, maskelemek ve bdylece topallig1 gegici bir siire
hafifletmek veya gidermek igin bile olsa Prokain ve ayni etki mekanizmasina sahip diger
maddelerin kullanilmas1 uygun goriilmemektedir. Zira, yaris 6ncesinde ve yaris esnasinda
agrili durum hafiflerken, buna sebep olan organik-yapisal bozukluk, yarisin geregi olarak
asir1 zorlama sonucu, hayvanin ileriki yasaminda geri doniisii olmayan bozukluklara kadar

ilerleyebilmektedir.

Uygulandig1 yerden sistematik dolasima gecen lokal anestezik madde, beyin kabugunda
baskici etkinligi onleyerek, merkezi sinir sistemini dnce uyarip, huzursuzluk ve korkuya,
sonra asir1 uyarinin bir sonucu olarak tiikenmeye sebep olur. Kalp-damar sistemine yonelik
onemli sayilabilecek istenmeyen etkileri (kalp kasinin kasilabilirligi, uyarilabilirligi ve
uyarinin iletiminde azalma, arterlerde genisleme, kan basincinda diisme gibi), néromuskiiler

kavsaklardan uyarinin gegisini engellemek gibi etkileri de vardir [2].

2.5.4. Prokain iceren miistahzarlar

Tiirkiye’de sadece agagidaki veteriner iiriin miistahzarlar1 mevcuttur:

Combiotic Enjeksiyonluk Siispansiyon:

Tedavi Grubu: Antibakteriyel-sistemik

Kullanildig1 Hayvanlar: Buzagi, Koyun, Képek, Kuzu, Sigir
Formu: Siispansiyon

Uygulama Yolu: intramuskiiler enjeksiyon
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Ekopen La Enjeksiyonluk Stispansiyon.
Tedavi Grubu: Antibakteriyeller, sistemik
Kullanildig1 Hayvanlar: Koyun, Sigir
Formu: Siispansiyon

Uygulama Yolu: intramuskiiler enjeksiyon [16].
2.6. Izoksuprin
2.6.1. Izoksuprin’in fiziksel ve kimyasal dzellikleri

Hidrokloriir tuzu seklinde bulunur; beyaz renkte, kokusuz, aci, kristalize bir tozdur. Kapali
formiilii C1gH23NO3 olan Jzoksuprin’in kimyasal yapist (2-(3-Fenoksi-2-propilamin)-1-(p-
hidroksifenil) -1-propanol hidrokloriir) Sekil 2.2.’de verilmektedir.

OH H
N
HO

Sekil 2.2. [zoksuprin’in kimyasal yapist

Molekiil agirhigi 301,386 g/mol olan Izoksuprin’in ¢dziiniirliigii suda 1/500, etanol ve
seyreltik sodyum hidroksit c¢ozeltisinde 1/100 ve seyreltik hidroklorik asit igerisinde
1/2500°diir. Yapilan ¢alismalarda, [zoksuprin HCI igin 8,0 ve 9,8 olmak iizere iki farkli pKa
degeri verilmistir [19-20].

2.6.2. Izoksuprin’in farmakolojik 6zellikleri

Farmakolojik siniflamada, periferik vazodilatorlerin  2-amino-1-feniletanol tiirevleri
grubuna dahil olan Izoksuprin, giiniimiizde sadece veteriner hekimlikte kullaniimaktadir.
[16]. Tlag hayvanlara agizdan verildikten sonra sindirim kanalindan iyi emilir; ancak ilk gecis
etkisine maruz kalmasi sebebiyle, sistemik biyoyararlanimi diisiiktiir. Atlara damar i¢i yolla

verildiginde, atilma yar1 dmrii 2,5-3 saat arasindadir [19].


https://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwigz5DVlZDXAhWFMBoKHcm4BsoQjRwIBw&url=https://sr.wikipedia.org/wiki/Izoksuprin&psig=AOvVaw16frPXoP5PHto61ny0Ztcw&ust=1509171919039874
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2.6.3. Izoksuprin’in veteriner hekimlikte ve yaris hayvanlarinda doping amach

kullanim

Etkisi

Izoksuprin vazodilatdr bir ilag olup, yap1 yoniinden sempatomimetik aminlere yakindir ve
cogu kez de PB-adrenerjik reseptor agonisti olarak tanimlanir. Belirli bir reseptdr veya
noromediyatér madde ile etkilesmeden diiz kaslar1 gevsetici etkiye papaverin-benzeri etki
denir. fzoksuprin’in diiz kaslara olan etkisi, papaverin benzeri etki yaninda, p-agonistik
etkiyle de ilgilidir. Uterus diiz kaslarini iyi gevsetir. Kalp kasimin kasilma giicii ve atim

sayisini artirir [19].

Kullanilmasi

Izoksuprin atlarda navikular hastaligin tedavisinde kullanilir; bu amagla 6nce 21 giin siireyle
agizdan giinde 2 kez ve sonra 14 giin siireyle 1 kez ve daha sonra da 1 hafta siireyle giin asir1
0,6 mg/kg dozda verilir [19].

2.6.4. izoksuprin iceren miistahzarlar

Tiirkiye’de sadece agagidaki veteriner iiriin miistahzar1 mevcuttur:

Utelax Enjeksiyonluk Cozelti:

Tedavi Grubu: Tokolitikler

Kullanildig1 Hayvanlar: At, Keci (Siit), Kedi, Koyun (Siit), Kopek, Sigir (Siit)

Formu: Cozelti

Uygulama Yolu: intramuskiiler enjeksiyon [16].

2.7. Niketamid

2.7.1. Niketamid’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
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Dietilnikotinamid yapisinda, renksiz veya soluk sar1 renkte, aci, kendine has bir kokuya
sahip, yagl bir siv1 veya kristalize bir tozdur. Kapali formiilii C10H14N20 olan Niketamid’in
kimyasal yapist (N,N-dietilpiridin-3-karboksamid) Sekil 2.3’de verilmektedir [16].

O

PR
N
Sekil 2.3. Niketamid’in kimyasal yapisi

Molekiil agirligi 178,235 g/mol olan Niketamid, su ve organik ¢oziiciilerde kolayca ¢oziiniir.
pKa’s1 3,5°dir [19].

2.7.2. Niketamid’in farmakolojik 6zellikleri

Farmakolojik siniflamada Santral Sinir Sistemi Stimulani, Analeptikler alt grubuna ait olan
Niketamid, kimyaca dietilnikotinamid’tir. Konvulsan dozu ile solunum merkezini olduk¢a
selektif bir sekilde stimule eden dozu arasindaki oran, pentilentetrazolunkinden daha
yiiksektir. Giiniimiizde sadece veteriner hekimlikte kullanilmaktadir [18]. Ila¢ agizdan ve
parenteral uygulama yerlerinden iyi emilir. Viicutta N-dealkilasyonla N-etilnikotinamid ve
nikotinamide ¢evrilir; viicuttan, 6zellikle N-etilnikotinamid seklinde olmak iizere, idrarla

hizla atilir. Tlacin atlarda idrarla atilmasi 9 saatte tamamlanir [2, 19].

2.7.3. Niketamid’in veteriner hekimlikte ve yaris hayvanlarinda doping amach

kullanim
Etkisi

Ilag bir yandan solunum merkezini, diger yandan da karotid ve aort bolgelerindeki kimyasal
reseptorleri etkileyerek, solunumun hizi ve derinligini artirir. Ilag, ayrica, kalp-damar
merkezini de uyarir; kan basinci yiikselir. Yiiksek dozlarda uygulandiginda, beyin kabugunu

ve omuriligi etkileyerek uyarilara sebep olur; bunlar1 merkezi sinir sisteminin baskisi izler.


https://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwio96DJlpDXAhUInBoKHdUyA3AQjRwIBw&url=https://www.wikiwand.com/sh/Niketamid&psig=AOvVaw1SXOUu7a-7iSD2t7xgeB9I&ust=1509172155041686
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Bu 6zelliginden dolay1 giivenilir bir ila¢ degildir. Etki giicii diger uyaricilardan zayiftir.
Ancak, konviilsan dozu ile solunum merkezini oldukga selektif bir sekilde stimiile eden dozu
arasindaki oran, pentilentetrazolunkinden daha yiiksek oldugundan veteriner hekimlikte
daha sik kullanilir [19].

Kullanilmasi

Niketamid solunum uyaricist olarak kullanilir. Genel dolasimi iyilestirmesi, doku ve
organlardan gecen kan miktarini artirarak daha iyi beslenmelerini saglamalar1 sebebiyle

hayvanlarda yarig performansini artirir [2].

2.7.4. Niketamid iceren miistahzarlar

Tiirkiye’de sadece asagidaki veteriner iiriin miistahzar1 mevcuttur:

Kardiovet Enjeksiyonluk Cozelti:
Tedavi Grubu: Analeptikler
Kullanildig1 Hayvanlar: At, Kedi, Kopek, Tay
Formu: Cozelti

Uygulama Yolu: Intravendz enjeksiyon, intramuskiiler enjeksiyon [16].

2.8. Klorpromazin

2.8.1. Klorpromazin’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Klorpromazin kokusuz veya ¢ok hafif amin kokulu beyaz veya krem-beyaz renkte veya
mumsu goriinimli ac1 bir tozdur. Hidrokloriir halinde bulunur. Cozeltileri 1s1k ve
yiikseltgenmeye duyarlidir. Uzun siire bekletilmekle kararir; koyu renkli veya ¢okelti igeren
cozeltileri kullanilmamalidir; hafif sarims1 bir renk etkinligini degistirmez. Kapali formiilii
C17H1oCIN2S  olan  Klorpromazin’in  kimyasal yapist  (3-(2-Klorofenotiyazin-10-
il)propildimetilamin) Sekil 2.4.’de verilmektedir [16].



S
Sekil 2.4. Klorpromazin’in kimyasal yapisi

Molekiil agirligi 318,863 g/mol olan Klorpromazin, su (1/1) ve alkol (1/1,5), eter, benzen ve
kloroform igerisinde kolayca ¢Oziiniir. Erime derecesi 56-58°C arasindadir. pKa’s1 9,3diir
[19].

2.8.2. Klorpromazin’in farmakolojik ozellikleri

Farmakolojik siniflamada Noroleptik ilaclar, fenotiyazin tiirevleri, alifatik fenotiyazinler alt
grubuna dahil olan Klorpromazin, tipta ilk kullanilan ve degerini giiniimiizde kismen
koruyan bir noroleptik ilagtir. Klorpromazin insana 25-50 mg dozunda agizdan veya
intramiiskiiler verildiginde noroleptik sendrom beliritlerini olusturur. Ayrica sedatif etkisi de
vardir ve diger gruptaki fenotiazinlerinkine gore daha fazladir. Uzun siire kullanildiginda
diger baz1 etkileri gibi sedatif etkisine kars1 da tolerans olusur; fakat antipsikotik etkisine
kars1 tolerans olusmaz. Fenotiazinler icinde sedatif etkisi en zayif olanlar piperazinli
bilesiklerdir. Klorpromazin’in sedatif etkisi barbitiiratlarinkinden farklidir; soyle ki
Klorpromazin verilen hastada uyusuluk hali ve motor koordinasyon bozuklugu ve ataksi
meydana gelmeksizin sedasyon olur; hasta uyuklasa bile kolayca uyandirilabilir.
Klorpromazin narkotik analjeziklerin ve hipnotik ilaglarin yaptigi sedasyon ve hipnozis
halini potansiyalize eder; aymi sekilde genel anesteziklerin depresan etkilerini artirir.
Piperazinli bilesikler hari¢ diger fenotiazinler de bu o6zellige sahiptirler. Klorpromazin

yiiksek dozda verildiginde insan ve deney havyanlarinda katalepsi (katatoni) yapar.

Klorpromazin; amfetaminlerin, kokainin ve bazi psikomimetik ilaglarin meydana getirdigi
psisik stimiilasyon, Ofori, halliisinasyon ve deliizyon hallerini ortadan kaldririr.
Klorpromazin, dopaminerjik reseptorleri etkileyen dopamin ve apomorfin gibi maddelerin
santral ve periferik dopaminerjik etkilerini kompetitif bir bigimde antagonize eder. Otonom

sinir sistemi ile ilgili olarak Klorpromazin giiglii alfa- aderenerjik (o), reseptor bloke edici


https://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiF_Jf_lpDXAhUFXBoKHQGeDrUQjRwIBw&url=https://www.turkcebilgi.com/klorpromazin&psig=AOvVaw27Sg9y7HG5FFhy-9hAVuWX&ust=1509172271344460
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etkiye sahiptir. Hastaya verilen semptomimetik ilaclarin prekiirsor etkisini ortadan kaldirir.
Beta- adrenerjik reseptorlere etkisizdir. Antikolinerjik etkisi nedeniyle, agiz ve bogaz
kurulugu, konstipasyon ve diger atropin-benzeri etkiler meydana getirir. Klorpromazin’in

giiclii antihistaminik etkisi vardir. Serotonin 5-HT> reseptdrlerini de bloke eder.

Klorpromazin mide barsak kanalindan yaklasik %30 oraninda absorbe edilir. Plazma
proteinlerine %95-98 oraninda baglanir. Karacigerden ilk geciste dnemli dl¢lide inaktive
edilir. Ayrica ince barsak mukozasindan gegerkende metabolize edilir. Bu nedenle; agizdan
alman dozu parenteral verilen ayn1 doza gore daha az etkili olur. Barsaktan absorbe edilen
miktarin %60-70 kadar1 karacigerden safraya itrah edilir ve enterohepatik siklusa girer. Bu
durum Klorpromazin etkisinin uzamasma neden olur. Klorpromazinin eliminasyon
yartlanma Omrii ortalama 30 saat kadardir. Giinlik dozu giinde bir kezde verilebilir.
Karacigerdeki primer biyotransformasyonu hidroksillenmek ve siilfoksid tilirevine
doniistiiriilmek suretiyle olur. Bobreklerden kismen degismemis halinde ve kismen de bu

metabolitleri halinde itrah edilir.

Klorpromazin su indikasyonlarda hala kullanilir: (i) Sizofreni ve diger psikozlar, mani ve
kisa siireli yardimci ilag olarak agir anksiyete, psikomotor ajitasyon, eksitasyon ve saldirgan
ve tehlikeli nitelikte impiilsif davranis, ayrica ¢ocukluk sizofrenisi ve otizm. (ii) Cerrahi

girisim i¢in hipotermi olusturma ve (iii) Inat¢1 higkirik [18].

2.8.3. Klorpromazin’in veteriner hekimlikte ve yaris hayvanlarinda doping amach

kullanim

Etkisi

Klorpromazin nérolepsiye yol acar; ayrica, yatistirict etkisi de vardir. Bu sebeple,
preanestezik olarak kullanildiginda, barbitiiratlarin anesteziye yol acan miktarlar1 1/2
oraninda azaltilmalidir. Uzun siire kullanilmast durumunda, yatistirici ve diger etkilerine
direng gelisirken, noroleptik etkilerine duyarlilikta herhangi bir azalma olmaz. Genellikle
belirgin bir yatisma yapmaksizin, hareketlerde yavaslama, ¢evreye ilgisizlik ve ¢evreden
gelen uyarilara cevap vermede isteksizlik, heyecansizlik, merakta azalma, aldirmazlik,
sakinlesme, insiyatifte azalma yaparken, motor faaliyet, bellek, hatirlama, dikkat etmek gibi

yeteneklerde genellikle bir degisiklik veya azalma yapmaz. Klorpromazin fenotiazin
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tiirevleri igerisinde yatistirict etkisi en zayif olanidir. Piperazin tiirevi disindaki fenotiazin
noroleptikler, narkotik agr1 kesiciler ve uyku ilaglarinin etkisini giiglendirirler; fakat, agr

kesici etkileri ¢ok zayif veya yok gibidir [2, 19].
Kullanilmasi

Klorpromazin premedikasyon, hayvanlarin tutulmasi ve yeni bir ¢evreye alistirilmasi,

psikonorotik bozukluklar, deri hastaliklari, kusma ve tetanozun tedavisinde kullanilir [19].
2.8.4. Klorpromazin iceren miistahzarlar

Largactil Ampul (Enjektabl Preparat)
Largactil Kaplanmis Tablet (Tablet)

Tiirkiye’de Klorpromazin igeren veteriner iiriin mevcut degildir [16].

2.9. Flufenamik Asit

2.9.1. Flufenamik asit’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Flufenamik asit soluk sar1 renkte kristalize bir tozdur. Kapali formiilii C14H10F3sNO2 olan

Flufenamik asit’in kimyasal yapis1 (N-(alfaalfaalfa-Trifloro-m-tolil)anthranilik asit) Sekil
2.5.”de verilmektedir [16].

O+_OH
FF H
N

Sekil 2.5. Flufenamik asit’in kimyasal yapisi

Molekiil agirligi 281,234 g/mol olan Flufenamik asit, suda ¢6ziinmez ve pKa’s1 3,9’dur [21].

2.9.2. Flufenamik asit’in farmakolojik o6zellikleri


https://en.wikipedia.org/wiki/Flufenamic_acid
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Flufenamik asit yapica mefenamik asite benzeyen antranilik asit tiirevi nonsteroidal
antienflamatuvar bir ilag (NSAID)'dir. Cogunlukla %2,5-3'liik krem, pomat, jel veya sprey
formlarindaki preparatlar1 halinde kas-iskelet sistemi, eklem ve yumusak doku

hastaliklarinda goriilen agr1 veya enflamasyona karsi topikal olarak uygulanir. Oral yoldan
da verilebilir [16].

Flufenamik asit agizdan verildikten sonra sindirim kanalindan yavas emilir. En yiiksek
plazma yogunluguna 6 saatte ulasir ve plazma yar1 émrii 3-9 saat arasindadir. Ilag viicutta
onemli 6l¢iide hidroksillenmeye ugrar; hidroksilli metabolit ve birlesme iiriinleri halinde

idrar ve diskiyla ¢ikarilir; 72 saatte %50’si idrar ve %36’s1 diskiyla atilir [19].

2.9.3. Flufenamik asit’in veteriner hekimlikte ve yaris hayvanlarinda doping amach

kullanimi
Etkisi
Yangi onleyici etkisi gii¢lii olan Flufenamik asit, sik olarak bulanti, kusma ve sindirim
bozukluklarina yol agar. Etkisi; prostaglandin sentetazi engelleyip, arasidonik asitin
endoperoksitler ve prostaglandinlere ¢evrilmesini 6nlemeyle ilgilidir [2, 19].

Kullanilmasi

Atlarda romatizmal rahatsizliklar da dahil, kas, eklem agrilar1 ve yangilarinin yatigtirilmasi

ve tedavisinde kullanilirlar [2].

2.9.4. Flufenamik asit iceren miistahzarlar

Tiirkiye’de Flufenamik asit igeren miistahzar ve veteriner tiriin mevcut degildir [16].

2.10. Analiz Yontemleri
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2.10.1. Prokain

Kioussi ve grubu, i¢erisinde Prokain’in de yer aldig1 bir grup doping maddesi igin sivi-sivi
ekstraksiyon ve kati1 faz ekstraksiyon yontemleri sonrasi LC-TOF-MS, GC-HRMS ve GC-
MS’in kullanildig1 bir tarama yontemi gelistirmiglerdir [22]. Dhananjeyan ve arkadaslari
Prokain ve Para-aminobenzoik asidin es zamanli tayini i¢in bir LC-MS/MS ydntemi
gelistirerek, valide etmislerdir [23]. Stanley ve Foo, igerisinde Prokain’in de bulundugu bir
grup doping maddesinin at idrarindan analizi i¢in direkt enjeksiyonu kullandiklar1 bir LC-
MS/MS yontemi gelistirmislerdir. Yaptiklar: calismaya gore; gelistirdikleri yontemle tespit
edebildikleri en diisiik Prokain seviyesi 10 ng/mL’dir [24]. Xu ve Lee, Prokain, Lidokain,
Tetrakain ve Bupivakain’in analizi i¢in yeni bir polivinil kloriir fiber gelistirmisler ve
gelistirdikleri bu fiberi mikroekstraksiyonda kullanarak, HPLC-UV ile bir analiz
gerceklestirmiglerdir [25]. Takeda ve arkadaslari, igerisinde Prokain’in de bulundugu bir
grup doping maddesinin at plazmasindan analizi igin bir SPE-GC-MS yoOntemi
gelistirmislerdir [26]. Kohler ve grubu, Prokain ile birlikte bir grup ilacin idrardan analizi
icin hizli ve yiiksek hassasiyette bir CE-MS yontemi gelistirmislerdir [17]. Baska bir
caligmada ise yine icerisinde Prokain’in de yer aldigi bagka bir grup ilacin idrardan analizi
icin bir DLLME-CE-TOF-MS yontemi gelistirmislerdir [27]. Pavlovi¢ ve arkadaslari,
icerisinde Prokain’in de yer aldigi 12 adet farmaso6tigin analizi i¢in matriks kati-faz
dispersiyon (MSPD) ile LC-MS/MS’in bir arada kullanildigi bir yontem gelistirmislerdir
[28].

Wang ve arkadaglari, Prokain hidrokloriir’iin idrar ve farmasotik preparatlardan analizi i¢in
bir diferansiyel puls voltametrisi (DPV) yontemi gelistirmislerdir [29]. Xu ve grubu, Prokain
hidrokloriirin farmasotik preparatlardan analizi ig¢in kromojenik ajan olarak 1,2-
naftakinon-4-siilfonik asiti kullanarak bir spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir [30].
Carretero ve arkadaslar1 Prokain’in farmasdtik preparatlardan tayini igin, tiirevlendirme

ajan1 olarak floresamin kullanarak bir florometrik yontem gelistirmislerdir [31].

2.10.2. Izoksuprin
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Juan ve grubu, aralarinda /zoksuprin’in de yer aldig1 12 adet B-agonistin yemden analizi igin
kati faz ekstraksiyon ve UPLC-Q/TOF-MS’in birlikte kullanildigi bir yontem
gelistirmislerdir [32]. Kwok ve arkadaslari, aralarinda [zoksuprin’in de yer aldig1 100 ilacin
at idrarindan tespiti i¢in otomatik kati-faz ekstraksiyon cihazi ve LC-MS/MS’i bir arada
kullanarak doping kontrolii i¢in bir proses gelistirmislerdir [4]. Wang ve grubu, aralarinda
Izoksuprin’in de bulundugu 5 adet B-agonistin domuz yemi, domuz idrar1 ve domuz
cigerinden analizi i¢in bir CE-ED yontemi gelistirmislerdir [33]. Kootstra ve arkadaslari,
icerisinde Izoksuprin’in de yer aldigi bir grup B-agonistin sigir kasindan analizi igin
molekiiler baskilanmis polimer kullanarak bir iyon tuzak LC-MS yontemi gelistirmiglerdir
[34]. Guo ve grubu, aralarinda [zoksuprin’in de yer aldig1 12 adet B-agonistin domuz, sigir,
koyun ve tavuk etinden analizi igin kat1 faz ekstraksiyon ve UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS’in
bir arada kullanildig1 bir yontem gelistirmisler ve valide etmislerdir [35]. Mauro ve grubu,
aralarinda [zoksuprin’in de bulundugu 18 adet B-agonistin s1g1r idrarindan tespiti i¢in kat1
faz ekstraksiyon ve UPLC-MS/MS’in bir arada kullanildig1 bir yontem gelistirmisler ve
valide etmislerdir [36]. Leon ve arkadaslar aralarinda /zoksuprin’in de yer aldig1 bir grup
yasakli veteriner ilacin idrardan analizi icin QUEChERS yontemi, kat1 faz ekstraksiyon ve
UHPLC-HRMS’in bir arada kullanildigi bir proses gelistirmislerdir [37]. Suo ve grubu,
Izoksuprin’in de aralarinda bulundugu bir grup B-agonistin hayvan idrarindan analizi i¢in
pseudo-molekiiler baskilanmis polimer ve UHPLC-MS/MS’in bir arada kullanildigi bir
yontem gelistirmiglerdir [38].

Tharpa ve arkadaslari, Jzoksuprin hidrokloriir’iin insan idrarindan ve farmasétiklerden
analizi i¢in 3-metil-2-benzotiyazolinon hidrazon kullanarak 2 farkli pH’da, 2 farkli kromojen
ile spektrofotometrik yontem gelistirmislerdir [39]. Alarfaj, [zoksuprin hidrokloriir’iin
farmasotik ve biyolojik sivilardan tespiti i¢in bir florometrik yontem gelistirmistir [40].
Belal, AL-Malaq ve Majed Izoksuprin ve Fenoteroliin dozaj formlarindan ve biyolojik
stvilardan tespiti igin voltametrik bir yontem gelistirmislerdir [41]. Xiao ve grubu,
Raktopamin ve Izoksuprin’in domuz dokusundan analizi i¢in molekiiler baskilanmis
polimerle gerceklestirilen kat1 faz ekstraksiyon yontemi ile SERS’in bir arada kullanildigi

bir proses gelistirmislerdir [42].
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2.10.3. Niketamid

Musenga ve Cowan, aralarinda Niketamid’in de yer aldig1 ¢esitli doping maddelerinin insan
idrarindan analizi i¢in kati-faz ekstraksiyon ve UHPLC-HRMS’in bir arada kullanildig1 bir
proses gelistirmislerdir [43]. Girdn ve ekibi, aralarinda Niketamid’in de bulundugu bir grup
doping maddesinin insan idrarindan tespiti i¢in direkt enjeksiyon ve UHPLC-HRMS’in
birlikte kullanildig1 bir yontem gelistirmisler ve valide etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada
Niketamid’in LOD degerini 50 ng/mL olarak bulmuslardir [44]. Lu ve arkadaslari, i¢erisinde
Niketamid’in de bulundugu 14 adet tersiyer amin stimulaninin insan idrarindan doping
kontrol amaciyla analizi i¢in kat1 faz ekstraksiyon, sivi-sivi ekstraksiyon, LC-MS/MS ve
GC-MS’in birlikte kullanildig1 bir yontem gelistirmislerdir [45]. Chen ve grubu Niketamid
ve Lidokain’in insan kani ve beyin omurilik sivisindan es zamanli tespiti i¢in bir ters faz
yiiksek basingli s1vi kromatografisi yontemi gelistirmislerdir [46]. Garcés ve arkadaslari,
aralarinda Niketamid’in de bulundugu bir grup yasakli maddenin plazmadan analizi igin bir
kati faz mikroekstraksiyon yontemi gelistirmislerdir [47]. Badoud ve grubu aralarinda
Niketamid’in de bulundugu bir grup doping maddesinin idrardan tarama analizi i¢in direkt
enjeksiyon ile UHPLC-QTOF-MS’in birlikte kullanildig1 ve konfirmasyon analizi i¢in ise
kati faz ekstraksiyon ile UHPLC-QTOF-MS’in birlikte kullanildigi bir proses
gelistirmislerdir [48- 49].

Thuyne, Eenoo ve Delbeke, aralarinda Niketamid’in de bulundugu bazi doping maddelerinin
idrardan analizi i¢in s1vi-s1vi ekstraksiyon ile GC-MS’in birlikte kullanildigi ve MSTFA ile
tirevlendirme basamagi da igeren bir proses gelistirmisler ve valide etmislerdir [50].
Kolmonen ve arkadaslari, aralarinda Niketamid’in de yer aldig: farkli etki mekanizmalarina
sahip doping maddelerinin insan idrarindan analizi i¢in kati-faz ekstraksiyon ve LC-TOF-
MS’in bir arada kullanildig1 bir proses gelistirmiglerdir [51]. Leung ve ekibi, aralarinda

Niketamid’in de bulundugu bir grup ilacin analizi i¢in bir CE yontemi gelistirmislerdir [52].
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2.10.4. Klorpromazin

Moulard ve arkadaslari, aralarinda Klorpromazin’in de yer aldigi ¢esitli doping maddelerinin
at idrarindan analizi i¢in kati faz ekstraksiyon ve HPLC-Q-Orbitrap-HRMS’in birlikte
kullanildig1 bir yontem gelistirmisler ve valide etmislerdir [53]. Song ve ekibi, yeni bir
molekiiler baskilanmis polimer sentezleyip, HPLC-UV sistemini de kullanarak,
Klorpromazin'in domuz idrarindan tespiti i¢in yeni bir proses gelistirmislerdir [54]. Yamini
ve Faraji, Klorpromazin’in biyolojik sivilardan eser miktarlarda tayini i¢in manyetik kat1 faz
ekstraksiyon ve HPLC’nin beraber kullanildig1 bir yontem gelistirmislerdir [55]. Xiao ve
Hu, aralarinda Klorpromazin’in de bulundugu 4 adet fenotiyazin grubu ilacin insan
idrarindan tespiti i¢in oyuk fiber siv1 faz mikroekstraksiyon ve gaz kromatografinin birlikte
kullanildig1 bir yontem gelistirmisler ve valide etmislerdir [56]. Li, Zhao ve Ju, aralarinda
Klorpromazin’in de bulundugu psikotropik ilaglarin insan idrarindan es zamanli analizi i¢in
bir elektrokemiliiminesans dedeksiyonlu kapiler elektroforez yontemi gelistirmislerdir [57].
Borges ve arkadaslari, Klorpromazin’in insan plazmasindan analizi igin s1vi-sivi
ekstraksiyon ve UPLC-ESI-MS/MS’in bir arada kullanildig1 bir yontem gelistirmislerdir
[58]. Asghari ve arkadaslari, Klozapin, Klorpromazin ve Tiyoridazin’in insan plazmasi ve
farmasotik atik sulardan analizi i¢in bir TDLLME-HPLC-UV yo6ntemi gelistirmislerdir [59].
Zhang ve ekibi, Klorpromazin’in fare plazmasi ve beyin dokusundan analizi i¢in sivi-sivi
ekstraksiyon ve LC-ESI-MS/MS’in bir arada kullanildig1 hassas bir yontem gelistirmislerdir
[60].

Daniel ve Gutz, saf haldeki Klorpromazin analizi i¢in basit ve hassas bir akis-enjeksiyon
spektroelektroanalitik yontem gelistirmislerdir [61]. Sales ve grubu, saf haldeki
Klorpromazin analizi igin yeni bir akis enjeksiyon-potansiyometrik yontem gelistirmislerdir
[62].
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2.10.5. Flufenamik asit

Ho ve arkadaslari, aralarinda Flufenamik asit’in de yer aldig: asidik ilaglarin, anabolik
steroidlerin ve kortikosteroidlerin at idrarindan tespiti i¢in kati faz ekstraksiyon ve LC-
MS’in bir arada kullanildig1 bir yontem gelistirmislerdir [63]. Helfer ve ekibi, Flufenamik
asit’in de aralarinda bulundugu bir grup ilacin ve metabolitlerinin insan plazmasindan analizi
icin bir LC-HR-MS/MS yo6ntemi gelistirmislerdir [64]. Dahane ve arkadaslari, Flufenamik
asit’in de aralarinda yer aldig1 ¢ok farkli polariteye sahip bir grup ilacin sudan tespiti igin,
silika tabanlt mezopor bir materyal olan MCM-41"1 ilk defa bir kat1 faz ekstraksiyon sorbenti
olarak kullanarak gelistirdikleri yontemi, mikro-LC-MS/MS ile bir araya getirerek yeni bir
proses gelistirmisglerdir [65]. Huang ve arkadaslari, aralarinda Flufenamik asit’in de
bulundugu 8 adet farmasdétigin su numunelerinden analizi igin kat1 faz mikroekstraksiyon ve
GC-MS’in bir arada kullanildigi bir yontem gelistirmislerdir [66]. Mikami ve grubu,
Mefenamik asit, Flufenamik asit ve Tolfenamik asit’in farmasotiklerden ve insan idrarindan
es zamanl1 tespiti i¢in bir izokratik eliisyonlu HPLC yontemi gelistirmislerdir [67]. Hoshina
ve arkadaglari, aralarinda Flufenamik asit’in de yer aldigi non-steroidal anti-inflamatuar
ilaglarin su numunelerinden analizi i¢in molekiiler baskilanmis polimer ve LC-MS/MS’in
birlikte kullanildig1 bir proses gelistirmislerdir [68]. Peters ve ekibi, iglerinde Flufenamik
asit’in de bulundugu yaklasik 100 veteriner ilacin yumurta, balik ve etten tespiti i¢in kat1 faz
ekstraksiyon ve HRLC-TOF-MS’in birlikte kullanildig1 bir yontem gelistirmisler ve valide
etmiglerdir [69]. Wild ve arkadaslari, iglerinde Flufenamik asit’in de bulundugu non-
steroidal anti-inflamatuar ilaglarin su numunelerinden tespiti i¢in kati faz mikroekstraksiyon
ve GC-MS’in bir arada kullanildigi yeni bir proses gelistirmislerdir [70]. Vazquez ve
arkadaglari, aralarinda Flufenamik asit’in de yer aldig1 bir grup farmasétigin atik sulardan
tespiti i¢in ultrases yardimli iyonik sivi dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon ile sivi
kromatografi-kuadrupol-lineer iyon trap kiitle spektrometrinin beraber kullanildigi bir

yontem gelistirmislerdir [71].

Muiioz de la Pefia ve arkadaslari, Flufenamik asit ile Meklofenamik asitin insan idrarindan
analizi i¢in yeni bir spektroflorometrik yontem gelistirmislerdir [72]. Pérez-Ruiz ve ekibi,
Flufenamik asit, Meklofenamik asitin ve Mefenamik asit’in analizi i¢in B-siklodekstrin
kullanarak bir CE yontemi gelistirmiglerdir [73]. Aly ve grubu, Flufenamik asit ve
Mefenamik asit’in farmasdtik preparatlardan tespiti i¢in akis enjeksiyonu kullanarak yeni bir

kemiliiminesans yontemi gelistirmiglerdir [74].
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2.11. Sivi Faz Mikroekstraksiyon (LPME)

Stvi-sivi ekstraksiyonu (LLE), sulu ortamdaki analitlerin su ile karismayan bir ¢6ziicii igine
alimmasini esas alan bir numune hazirlama teknigidir. Ancak klasik LLE y&ntemi; biiytlik
numune hacmi gereksinimi, fazla miktarda organik ¢oziicii tiikketimi, ekstraksiyon siiresinin
uzun olmasi sebebiyle, pahali ve ¢evre dostu olmayan bir yontemdir. LLE uygulamalarinda

karsilasilan bu problemleri azaltmak amaciyla LPME teknikleri gelistirilmistir [75].

LPME, ilgili analiti iceren sulu faz ve su ile karismayan ¢oziiciiniin ¢ok kiiciik hacimleri
arasinda gercgeklesir. LPME ile ilgili ilk ¢alismanin yapildigi 1996 yilindan giiniimiize
kadarki siiregte farkli LPME yaklagimlart gelistirilmistir [75-77]. Bu yaklasimlar Cizelge

2.5.”de Ozetlenmistir.

Cizelge 2.5. Sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemleri [75]

eDogrudan daldirma (DI-SDME)

4 eTek damla eTepe bosluklu (HS-SDME)
Mikroekstraksiyon o S1vi-s1vi-s1vi mikroekstraksiyon
(SDME) (LLLME)
Sivi Faz oSiirekli akis mikroekstraksiyon
Mikroekstraksiyon (CFME)
Yontemleri < .OYUk fiber (HF-LPME)

eDispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyon (DLLME)
eDogrudan askida damlacik
mikroekstraksiyonu (DSDME)
\_eKat1 damla mikroekstraksiyon

2.11.1. Tek damla mikroekstraksiyon (SDME)

Bu yontemde, ekstraksiyon ortami tek damladir. SDME’de genel olarak mikro siringa
vasitasiyla olusturulan 1-10 pL hacminde organik ¢6ziicii damlacigi, ekstraksiyon ortaminda
tutulur. Ekstraksiyon sonrasi organik damla mikro siringaya tekrar geri ¢ekilir ve analiz i¢in
ilgili kromatografik sisteme enjekte edilir. SDME kullanilmaya baslandigindan beri, ¢esitli
analitik uygulamalar i¢in, farkli SDME yontemleri gelistirilmistir [77-79].

Dogrudan daldirma (DI-SDME)
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Bu ydntemde organik ¢oziicii igeren mikro sirmga kullamlir. Once mikro siringaya birkag
mikro litre organik ¢oziicii ¢ekilir ve sonra mikro siringanin ignesi sivi érnege daldirilir.
Yontem, sulu faz ile mikro siringa ignesinin ucundaki organik ¢dziicii arasinda analitlerin
dagilmasi prensibine dayanmaktadir. Ekstraksiyondan sonra, organik faz, mikro siringa ile
geri almir ve direkt olarak analitlerin analizi i¢in kullanilir. Bu yontemin en biiyiik
dezavantaji, 6zellikle temiz olmayan numunelerde yiiksek karistirma hizi ve sicakliklara

bagli olarak damlanin kararsiz olmasidir [80-81].

|
GC mikrosiringa —s 1' Sinnga
. —

i ignesi
N Organik
: damla

Sulu &rnek —

+— Manyetik kanstinc

Sekil 2.6. Dogrudan daldirma (DI-SDME) yonteminin sematik gosterimi [80]

Tepe bosluklu tek damla mikroekstraksiyon (HS-SDME)

Bu yontem ilk kez 2001 yilinda Theis ve arkadaglari tarafindan uygulanmistir [82]. Ugucu
veya yart ugucu bilesiklerin numunenin {izerindeki boslukta tutulan mikro damlaya
ekstraksiyonunu esas alan numune hazirlama yontemidir. Damla, ekstraksiyon boyunca
mikro siringanin ucunda kalir ve sonra mikro siringa igerisine geri ¢ekilerek, ekstre edilen
analit tayin edilir. HS-SDME yonteminde analitler, numune, tepe boslugu ve organik damla
olmak {izere li¢ faz arasinda daglim gosterirler. Bu mikroekstraksiyon yontemi karmagik

matrikslerde iistiin bir temizleme saglar [75].
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(HS-SDME)

l

i Mikrosiringa

™~ Organik damla
Sulu numune
Manyetik kanstirict

Sekil 2.7. Tepe bosluklu mikroekstraksiyon yonteminin sematik gosterimi [75]

Sivi-sivi-sivi mikroekstraksiyvon (LLLME)

3 fazli bir yontem olup asidik ve bazik analitlerin ekstraksiyonu i¢in uygundur. 1999 yilinda
Ma ve Cantwell tarafindan “eszamanli geri ekstraksiyonlu ¢oziicii mikroekstraksiyonu” adi
altinda gelistirilmistir [83]. Bu ekstraksiyon teknigi iki basamakta gerceklesir. Ilk olarak
iyonlasabilen analitler, organik faza alinir, ikinci basamakta ise analitler iyonlasabilecekleri
pH’larda ayarlanmis geri ekstraksiyon ¢ozeltisi kullanilarak sulu faza alinir. LLLME’de
kullanilan organik ¢oziiciiler, su ile karigmamali ve sudan daha diisiik bir yogunluga sahip
olmalidir. Toluen, n-oktan, 1-oktanol ve n-hekzan en sik kullanilan ¢oziiciilerdir. Bu
yontemde, analitler sulu faza alindigindan dogrudan sivi kromatografiye ve kapiler

elektroforeze uygulanabilir [84].

Surekli akis mikroekstraksiyon (CFME)

Bu yontemde, ekstraksiyon ¢oziicli damlacig siirekli akis halinde olan numune ¢ozeltisi ile
temas halindedir. Numune ¢ozeltisi siirekli aktikca ekstraksiyon ¢oziici damlasi
ekstraksiyon islemini gerceklestirir. Yontemin dezavantaji; mikroinfiizyon pompasi gibi
ilave ekipmanlara ihtiyag duyulmasi ve sadece apolar ekstraksiyon g¢oziiciilerinin akis
sisteminde kararli olmasindan dolayr apolar ya da c¢ok az polar yari ugucularin

ekstraksiyonuyla sinirli olmasidir [85-86].
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2.11.2. Oyuk fiber mikroekstraksiyon (Hollow Fiber Microextraction)

Pedersen-Bjergaard ve Rasmussen, 1999 yilinda, LPME’nin kararligini1 artirmak igin,
polipropilenden firetilmis gozenekli liflerin kullanildigi bu mikroekstraksiyon yontemini
gelistirilmislerdir [87]. Bu yontemde organik ¢oziicli gozenekli, hidrofobik oyuk fiberin
lumeninin igerisinde yer alir ve mikroekstraksiyon ¢oziiciisii numune ¢ozeltisi ile dogrudan
temas etmez. Organik ¢oziicii oyuk fiberin duvarinin i¢inde ince bir tabaka olusturur. Daha
sonra lumen kismi akseptor ¢ozelti ile doldurulur. Akseptor ¢ozelti organik ¢oziicii (iki-fazli
sistem) olabilecegi gibi asidik veya bazik sulu ¢ozelti (li¢ fazli sistem) olabilir. Oyuk fiber,
analitlerin bulundugu sulu ¢ozelti kabma yerlestirilir. Analitler, sulu numuneden oyuk
fiberin gézeneklerindeki organik faz igerisine ve sonra lumen igerisindeki akseptor ¢oziiciiye
ekstre edilirler. Ekstraksiyonu hizlandirmak i¢in numune ¢ozeltisi iyice karigtirtlir. Yiiksek
molekiil kiitleli bilesikler membranin bariyerinden gegemeyecegi i¢in yontem etkin bir
temizleme saglar. Genis bir polarite araligindaki inorganik ve organik analitler i¢in uygundur

[88-90].

2.11.3. Dogrudan askida damlacik mikroekstraksiyon (DSDME)

Bu mikroekstraksiyon yontemi, Lu ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda gelistirilmistir.
Yontemde, bir manyetik karistirict sulu numune igeren kabin dibine yerlestirilerek diisiik
girdapli bir karistirma saglanir. Suyla karigsmayan organik ¢6ziiciiniin ¢ok kii¢iik bir hacmi
sulu ¢ozeltinin yiizeyine eklendiginde, donme merkezi yakininda bir damla olusur. Kiitle
transferi olurken, damla da sulu fazin yiizeyinde kendi etrafinda doner. Y6ntemin en biiyiik

dezavantaji, kiiclik hacimdeki asili damlanin ¢6zeltiden alinma giicliigiidiir [75].

2.11.4. Kati damla mikroekstraksiyon (SD-LPME)

2007 yilinda Khalili-Zanjani ve c¢alisma grubu tarafindan gelistirilen sivi faz
mikroekstraksiyon teknigidir [91]. Aym1 zamanda katilastirilmis yiizen organik damla
mikroekstraksiyonu (SFODME) olarak da adlandirilir. Bu ekstraksiyon yonteminde, uygun
bir organik ¢6ziiciliniin kiiciik bir hacmi (20 mikro litreden kiigiik), cam bir kabin igerisinde
bulunan sulu numune ¢oézeltisinin yiizeyinde dagitilir. Sivi faz bir siire karistirilir. Sonra
numunenin oldugu kap bir buz banyosuna yerlestirilir. Kisa bir siire sonra organik ¢oziicii

katilagir. Katilagan organik ¢oziicli uygun bir teknik ile viale aktarilip dogrudan veya dolayl
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olarak analitik cihazlara enjekte edilir. Bu yontemde kullanilan organik ¢dziicii, oda
sicakligina yakin bir erime noktas: sicakligma (10-30°C araliginda) sahip olmaldir. 1-
undekanol, 1-dodekanol, 2-dodekanol ve n-hekzadekan bu 6zellige sahip ¢oziiciilerdendir.
Yontemin; islem kolayligi, az zaman almasi, diisiik maliyet, yiliksek geri kazanim ve
zenginlestirme faktorii gibi avantajlart vardir. Bununla birlikte, sadece az sayida organik
¢ozilicii oda sicakligina yakin bir erime noktasi sicakligina sahip oldugundan ekstraksiyon

¢ozliciisli segiminin sinirl olmasi gibi bir dezavantaji da mevcuttur [75].
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Sekil 2.8. Katilagtirllmig  ylizen organik damla (SFODME) yonteminin temel
basamaklar1 [92]

2.11.5. Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon (DLLME)

DLLME yontemi ilk olarak Rezaee ve arkadaslar tarafindan 2006 yilinda gelistirilmistir.
Basit ve hizli bir mikroekstraksiyon yontemidir ve uygun bir ekstraksiyon ¢oziiciisii
(kloroform veya klorobenzen gibi yliksek 6zkiitleli bir organik ¢6ziicii) ile hem ekstraksiyon
coziiciisii hem de suyla karigabilen dispersif ¢oziicli kullanimina dayanir. Dispersif ¢oziicii

olarak genellikle aseton, etanol, metanol ve asetonitril kullanilir [75].

DLLME sadece yiiksek veya orta derecede lipofilik 6zellikteki analitler i¢in uygundur ve
yiiksek derecede hidrofilik 6zellikteki notral analitler i¢in uygun degildir. Asidik ya da bazik
analitlerin dagilma katsayist ise, numune ¢ozeltisinin pH degerinin kontrol edilmesiyle

arttirtlabilir [93].
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Ekstraksiyon ¢oziiciisli ve dispersif ¢oziiciiden olusan karisim numuneye hizli bir sekilde
enjekte edildiginde yiiksek bir tiirbiilans olusur. Bu tiirbiilans karisim igerisinde dagilmis
olan kiicik damlaciklarin olusumunu artirir. Bulutumsu ¢6zelti olustuktan sonra,
ekstraksiyon c¢oziiciisii ile sulu numune arasindaki yilizey alani ¢ok biiyiik olur, hizlica
dengeye ulasilir ve ekstraksiyon zamani azalir. Bu etki DLLME nin baslica avantajidir.
Bulutumsu ¢ozeltinin santrifiijiinden sonra, konik tiipiin dibindeki sediment faz alinir ve
uygun bir analitik teknik ile analiz edilir. DLLME’nin dezavantaji gerekli kosullar nedeniyle

az sayidaki ekstraksiyon ¢oziiciisii ile sinirli olmasidir [75].
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Sekil 2.9. Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon [92]

Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin se¢cimi DLLME yo6nteminin optimizasyonundaki en 6nemli
parametredir. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sulu fazdan ekstraksiyonla ayrilabilmesi igin,
ekstraksiyon ¢0ziiclisii olarak sudan daha yiiksek yogunluga sahip organik ¢oziiciiler
kullanilmahdir. Ekstraksiyon ¢oziiciisii, aynt zamanda ilgili analitler i¢in yliksek

ekstraksiyon kapasitesine sahip olmalidir [94].

Dispersif ¢oziicii, ekstraksiyon ¢oziiciisii ve suyla karisabilir 6zellikte olmalidir. Her iki faz
icinde dagilan dispersif ¢oziicliniin bulutumsu bir goriintii olusturmasi gerekir. Dispersif
¢oziicli, ekstraksiyon ¢oziiciisii ile sulu faz arasindaki yilizey alaninin artmasini saglar ve bu

sayede ekstraksiyon verimi de artar [94].
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Ekstraksiyon ¢oziiciisiinlin hacmi, zenginlestirme faktoriinii dogrudan etkiler. Ekstraksiyon
¢ozlicli hacminin artmasi santrifiij sonrasi elde edilen organik faz hacmini artiracagindan,
zenginlestirme faktoriiniin de azalmasina sebep olur. Bu da hedef analitin tayininde
hassasiyetin azalmasi anlamina gelir. Bu ylizden ekstraksiyon ¢6ziicii hacmini diisiik tutarak
hem zenginlestirme faktoriiniin yiikselmesi hem de hedef analitlerin belirlenmesindeki
duyarliligr artirmis oluruz. Ekstraksiyon ¢oziicii hacmi genellikle 5-100 pL araliginda bir

degerde segilmektedir [94].

Dispersif ¢oziicli hacmi, bulutumsu ¢ozelti olusumunu dogrudan etkileyerek, ekstraksiyon
¢oziictisiiniin sulu fazdaki dagilimini ve ekstraksiyon verimini etkiler. DLLME igin

genellikle 0,5-1,5 mL hacim araliginda dispersif ¢6ziicii kullanilir [94].

Analit eger asidik veya bazik karakterde ise pH’da ekstraksiyon verimini etkileyen 6nemli
bir faktordiir. Ayrica sulu fazin iyonik siddetinin de analitlerin ekstraksiyon verimi tizerinde
etkisi vardir. Analitin ve ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin sulu fazdaki ¢oziiniirliigii genellikle

iyonik siddetin artmasiyla azalir [93].

Ekstraksiyon siiresi DLLME verimini etkileyen bir diger faktordir. DLLME’de
ekstraksiyon siiresi, dispersif ¢oziicii ve ekstraksiyon ¢oziiciisii karistminin numuneye
enjekte edilmesinden santrifije baglamadan Onceki zaman araligi olarak tanimlanir.

Boylece, analitlerin sulu fazdan ekstraksiyon fazina gegisi hizli olur. Denge durumuna ¢ok

cabuk ulagilir [94].

2.12. Sivi Kromatografi -Tandem Kiitle Spektrometri (LC-MS/MS)

LC-MS/MS yiiksek performansli sivi kromatografinin (HPLC) tandem kiitle spektrometriye
dogrudan bagli oldugu bir sistemdir. Analitlerin matriksden ayrilmasi s1vi kromatografi (LC)
kisminda meydana gelir; hemen ardindan analitler iyonlasir, ilgili kiitleler secilir ve tandem

kiitle spektrometresi (MS/MS) kisminda tespit yapilir.
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Sekil 2.10. LC-MS/MS sistemi

2.12.1. Sivi kromatografi

HPLC, LC-MS/MS sisteminin ilk kismidir, bu kisimda bir analitik kolon kullanilarak
sisteme enjekte edilen numunedeki analitlerin ayrimi gerceklesir. Ayrimlarin ¢ogu,
kolondaki sabit faz ile numunedeki analitlerin, bir mobil faz varligindaki afinite farkliligina
dayanir. Ornegin; bir ters-faz kromatografi esnasinda (Bkz. Sekil 2.1), apolar bir analit,
apolar bir sabit faza kars1 yliksek bir afiniteye sahiptir ve polar bir mobil fazin kullanildig:
sistemde, C18 kolon iizerindeki ters-faz ayrim esnasinda, yiiksek bir alikonma zamani
gozlenir. Eger mobil fazin polaritesi azaltilirsa analitin mobil faza olan afinitesi artar ve bu
durumda daha diistik bir alikonma zaman1 gozlenir. Bazi analitler, izokratik bir mobil faz
uygulamasiyla numune matriksinden kolaylikla ayrilirlar. Cok farkli kimyasal 6zelliklere
sahip analitleri i¢eren bir karisimda ise farklt mobil fazlarin, farkli zamanlarda kullanilarak
gradient bir mobil faz olusturulmasiyla ayrim gercgeklestirilebilir. Belirli bir ayirma yontemi
icin uygun analitik kolonun se¢imi, ¢ogunlukla analitin kimyasal 6zellikleri ve numune
matriksi yoluyla belirlenir. Bu nedenle, bir analitin polaritesinin yaninda, asidik veya bazik
fonsiyonel gruplarinin olup olmadigi, kiral olup olmadig, biiyiikliigii gibi diger 6zellikleri
de alternatif ayirma stratejileri gelistirmek igin arastiritlmalidir. LC-MS/MS sisteminde
uygulanan diger ayrim yontemlerine ornek olarak; normal faz, hidrofobik etkilesim, iyon

degisimi, afinite verilebilir [95].
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Sekil 2.11. Ters faz sivi kromatografinin sematik gosterimi [95]

2.12.2. Kiitle spektrometri-ara yiiz (iyonlasma kaynagi)

Tandem kiitle spektrometresi, LC-MS/MS’in ikinci kismidir ve bu kisimda; sivi
kromatografideki ayrimdan sonra, ilgili molekiillerin kiitle secimli tespiti gerceklesir. Eluat
akist dogrudan tandem kiitle spektrometreye iletilir. LC kisminin, MS/MS kismina
baglanmasi i¢in ¢oziinmiis numune molekiillerini LC kismindan, gaz fazindaki iyonize
olmus molekiillere doniistiirecek bir ara yiiz gereklidir. LC-MS/MS’de en sik kullanilan
iyonlagsma teknigi elektrosprey iyonizasyondur (ESI). LC kismindan gelen ve ayrilmisg
analitleri iceren mobil faz, yiikksek voltaj uygulanilabilen ¢ok ince bir nano-sprey igne ile
atmosferik basing altinda piiskiirtiiliir ve damlaciklar halinde dagitilir. Damlaciklar, igneden
cikarken yiikliidiirler. Sisteme verilen bir inert gaz (Azot) sayesinde ¢oziicii damlaciklarinin
boyu kii¢iilmeye ve yiiklii analit molekiillerinin ytikleri artmaya baslar. Bu islem, ¢oziicii
damlaciklar1 tamamen buharlagincaya ve negatif veya pozitif yiiklii serbest molekiiller
kalincaya kadar devam eder. LC numune ¢6zeltisinin bilesimi, iyonizasyon esnasinda analit
ile birlesecek molekiillerin olusumuna etki eder. M molekiiliin pozitif yliklenmesinde;
[M+H]", [M+Na]", [M+K]*, [M+NH4]" ve negatif yiiklenmesinde [M-H]" siklikla gozlenen
molekiillerdir [95].

LC-MS/MS’de kullanilan bir diger iyonlagsma teknigi atmosferik basing kimyasal
iyonizasyondur (APCI). Bu teknik esnasinda, LC kismindan ayrilmis numune ¢ozeltisi

isitilmis bir tlip igerisine piiskiirtiiliir. Azot gaz akismin yardimiyla bu kisimda nano
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damlaciklar buharlasirlar. Buharlasma sonrasinda ¢oziicii molekiilleri iyonlasir. Iyonlasma
tipiin disinda gerceklesir. Coziicii ve analit arasindaki carpigsmalar ve ylik transfer
reaksiyonlarinin etkisiyle [M+H]" ve [M-H] iyonlarinin olusmasina yol agan proton

transferi meydana gelir.

MS/MS’in hassasiyeti iyonlagsma etkisine dogrudan baglidir. APCI teknigi, diisiik ile orta
molekiil kiitleli apolar molekiiller i¢in daha iyi bir iyonlasma saglar. ESI teknigi ise, genis
bir molekiil kiitlesi aralifindaki polar ve orta derecede apolar bilesikler i¢in daha 1yi bir
iyonlasma performansi saglar. ESI, 6zellikle buharlastirilmasi ve iyonlastirilmasi zor olan
biiyiik biyolojik molekiiller i¢in faydali bir iyonizasyon teknigidir. Bu nedenle, ESI, LC-
MS/MS yoéntemlerinde en ¢cok uygulanan tekniktir [95].

2.12.3. Tandem Kkiitle spektrometri (MS/MS)

Iyonlasmadan sonra iyonlar, yiiklii analitlerin tandem kiitle spektrometrenin yiiksek
vakumuna girmesini saglayan elektrik alan tarafindan giris deligine dogru zorlanirlar.

Iyonlar, kiitlelerine gére ilk se¢imin yapildig1 kuadrupol 1’e girerler.

Kuadrupol, 4 paralel silindirik ¢ubuktan olusur ve bir elektrik alan meydana getirir.
Kuadrupolde karsilikli gubuklar ayni polaritede, komsu ¢ubuklar zit polaritededir. Her bir
cubuga dogru akim (DC) ve radyo frekans: (RF) voltaj uygulanir. Kuadrupol voltajlart
degistirilerek iyonlar taranir. Kuadrupolde olusan elektrik alan sadece secilmis kiitle/yiik
(m/z) oranina sahip iyonlarin dogru yolu izleyerek kuadrupolden gecisine izin verir ve

digerlerini eler.
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Sekil 2.12. Kuadrupoliin yapis1 [95]

Secilmis iyonlar kuadrupol 2 (collision cell)’ye gelerek, hafifce artan bir basingta ve Azot
gibi bir gaz varliginda fragmentlerine ayrilirlar. Bu kisimdan sonra kuadrupol 3’e gelen
analit fragmentlerinin m/z’ye gore 2. se¢imi gergeklesir. Yiiklii analitlerin veya
fragmentlerin tespiti ve bir elektrik sinyaline doniistiiriilmesi bir elektron ¢ogaltic dedektor

tarafindan gerceklestirilir. Bu sinyal bilgisayara gonderilerek datalar elde edilir [95].

2.12.4. Kiitle spektrometri tarama yontemleri

Kiitle spektrometride ¢esitli tarama yontemleri vardir. Bununla birlikte kantitatif MS/MS
yontemleri i¢gin SRM ve MRM yontemi siklikla kullanilir. SRM (selected reaction
monitoring) yonteminde, ilk kuadrupolde sadece ilgili analitin m/z (kiitle/yiik) orani segilir.
3. kuadrupolde; ise bu iyona ait tek bir m/z fragmenti se¢ilir. Analitin baslangi¢ sinyali, ana
iyonun 2. kuadrupolde carpismaya bagli olarak parcalanmasinin ardindan azalsa da, bir
analitik yontemde SRM uygulanmasiyla ¢ok yiiksek bir hassasiyet elde edilir. Kiitle
spektrometride tek bir m/z gegisinin (SRM) yani sira, ¢oklu m/z gegislerinin l¢imiiniin de
yapildigt MRM (multiple reaction monitoring) yontemi de uygulanabilir. Belirli bir analit
icin, ana iyon ile fragment iyon c¢ifti o analite 6zgli oldugundan, daha fazla iyon gifti
izlenerek se¢icilik artirilmig olur. Kiitle spektrometride belirli bir analite ait fragmentlerin
intensitelerinin oran1 da o analite 6zgii olup, analitin dogru tespiti i¢in degerlendirilmesi
gereken bir husustur. Bunlara ilave olarak hedef analitin alikonma zamani da beraber

degerlendirildiginde kesin bir 6l¢tim olur [95].
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Sekil 2.13. MRM yonteminin segiciligi

Bir analiti analiz etmek i¢in, MS/MS’de yontem gelistirilirken cihazin cesitli parametreleri
optimize edilmelidir. Analit ile numune matriksi bilesenleri arasindaki girisimleri azaltmak
ve analizin hassasiyetini artirmak icin bu parametrelerin optimizasyonu biiylik 6nem

tasimaktadir.

2.13. Analitik Yontem Validasyonu ve Validasyon Parametreleri

Validasyon, bir yontemin ilgili performans kriterlerine uygunlugunun saptanmasi igin,
yontem parametrelerinin belirlenip incelendigi bir gegerlilik calismasidir. Kapsamli
validasyon, rutin kullanim Oncesi yontem performans kriterlerinden belirli bir kisminin
incelenip, dokiimante edilmesi anlamina gelirken; tam validasyon yontemin tiim performans

kriterlerinin degerlendirilmesidir [96].

ISO/IEC 17025’in 5.4.5.2. bolimiinde de belirtildigi gibi; standart olmayan yontemler,
laboratuvarda gelistirilen yontemler, amacinin disinda kullanilan standart yontemler ya da
degistirilmis standart yontemler kullanildiginda validasyon gereklidir. FDA rehberinde
yontem validasyonu i¢in incelenmesi onerilen performans kriterleri; segicilik, LOD (Tespit
Limiti), LOQ (Tayin Limiti), 6l¢lim aralig1 ve linearite, dogruluk (geri kazanim) ve kesinlik

(tekrarlanabilirlik-tekrar iiretebilirlik) parametrelerinden olugsmaktadir [97].



37

2.13.1. Secicilik

Secicilik, bir analitik yontemin aranan analiti diger bilesenlerin bulundugu numune iginde
ayirt edebilme yetenegine denir [97]. Segiciligin belirlenebilmesi i¢in kér numuneye aranan

analit eklenerek girisim olusturup olusturmadigi incelenir.

2.13.2. LOD ve LOQ

LOD (Tespit Limiti), tespit edilebilen, fakat kesin olarak miktari belirlenemeyen ve analit
sinyalinin, giirtiltiiden ayrilabilmesi igin gerekli olan en diisiikk derisimdir. LOQ (Tayin Alt

Limiti) ise kabul edilebilir dogrulukta ve kesinlikte dlgiilebilen en diisiik derisimdir.

LOD ve LOQ degerleri hesaplanirken farkli yontemler kullanilabilir. Yaygin kullanilan

yontemlerden birisi;

LOD = 3 x Standart Sapma (SD) /m (Kalibrasyon dogrusunun egimi)
LOQ = 10 x Standart Sapma (SD) /m (Kalibrasyon dogrusunun egimi) seklinde yapilan

hesaplamadir.

Eurachem rehberine gore ise, LOD ve LOQ degerlerini hesaplamak i¢in, 10 bagimsiz 6l¢iim
yapilir. Olgiimlerin standart sapmasi hesaplanir. Standart sapma 3 ile garpilarak LOD’nin ve
10 ile garpilarak LOQ’ nun sayisal degeri belirlenir. Olgiimler i¢in ya kér numune ya da

kiiciik bir derisimde ilgili analiti iceren numuneler kullanilir [98].

LOD = 3 x Standart Sapma (SD) (2.1)
LOQ =10 x Standart Sapma (SD) (2.2)

2.13.3. Ol¢iim arahg ve dogrusalhik
Olgiim aralig1 tespit caligmasi, ydntemin uygulama araliginin belirlenmesi i¢in yaplir.

Kalibrasyon egrisinde, dl¢iilen analitin derisimi ve dedektor yanitinin dogru orantili olarak

gorildigii araliktir [96].
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Kalibrasyon egrisi, yonteme ve iiriine bagli belirli sayida 6l¢iim noktasi ile belirlenir. Egrinin
olusturulmasi, i¢inde miktar1 bilinen referans numuneyle veya kér numune igine eklenmis
analitin bilinen derisimi ile yapilir. FDA rehberinde en az 6 nokta, bir de kor eklenerek
toplam 7 nokta olarak belirtilmistir [97]. Sonuglar grafiksel olarak verilir ve “regresyon
esitligi” ile “korelasyon katsayisi” belirtilir. Bu sekilde ¢alisma araliginin dogrusal olup
olmadigi tespit edilir. Regresyon hesabi i¢in Excel’de bulunan formiillerden yararlanilabilir.
Dogrusallik, korelasyon katsayisinin hesaplanmasi yaninda ANOVA tablosunda F degeri ile
karsilastirilarak da degerlendirilmelidir [96].

2.13.4. Dogruluk (geri kazanim)

Dogruluk, cok sayidaki Ol¢clim sonucunun ortalamasinin gercek degere yakinhigidir.
Dogruluk i¢in sistematik hata hesabi yapilir. Sistematik hatanin hesaplanabilmesi igin dogru
oldugu kabul edilen referans yani ger¢ek deger bilinmelidir. Gergek deger; sertifikali
referans materyallerden, valide edilmis yontemin 6l¢iimii sonucu veya yeterlilik testleri

sonucunda elde edilebilir [96].

Dogrulugun tespiti i¢in sertifikali referans materyal, referans yontem ve yeterlilik testinin
bulunmadigr durumlarda geri kazanim g¢alismasi yapilir. Geri kazanim caligmasinin en
biiyiik avantaji orijinal matrikste ¢aligma yapilabilmesidir. Calismalarin en az 3 farkh

derisimde yapilmasi gerekir [96]. Geri kazanim ¢alismasinda asagidaki esitlik kullanilir;

Bulunan miktar — Numunedeki miktar
% Geri kazanim = x 100 (2.3)

Spike edilen miktar

Hesaplanan sistematik hatanin gercek degerle arasinda onemli bir farkinin bulunup

bulunmadig: t-testi yapilarak kontrol edilebilir.

[ Xortalama - ,Ll|

t= (2.4)

SD/Vn

Xortalama = Tekrarlanabilirlik veya tekrar iiretebilirlik kosullar1 altinda yapilan 6l¢iimlerin

ortalamasi
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u = Bilinen deger (Zenginlestirme miktar)
SD = Tekrarlanabilirlik veya tekrar iiretebilirlik kosullar altinda yapilan 6l¢iimlerin standart
sapmasi

n = Tekrarlanabilirlik veya tekrar iiretebilirlik kosullar1 altinda yapilan 6lgiimlerin sayisi

2.13.5. Kesinlik

Kesinlik, bagimsiz 6l¢lim sonuglarinin birbirine yakinligimin ifadesidir. Bagimsiz analiz
sonuglar1 arasindaki tutarliligi ve rastgele hatalarin dagilimini1 gosterir. Tekrarlanabilirlik ve

tekrar tretilebilirlik olarak iki genel kesinlik 6lgimii bulunmaktadir [96].

Tekrarlanabilirlik,  tekrarlanabilirlik  kosullar1  altinda elde edilen  kesinliktir.
Tekrarlanabilirlik kosullari; ayn1 yontem ile esdeger numunelerde, ayni laboratuvarda, ayni
ekipman ve aynmi analizci tarafindan kisa zaman araliginda bagimsiz test sonuglar1 elde

edilmesi olarak tanimlanir. Kosullarin yakinligi nedeniyle beklenen kesinlik kiigiik

olmaktadir [96].

Tekrar tiretilebilirlik ise tekrar tiretilebilirlik kosullar1 altinda elde edilen kesinliktir. Tekrar
uretilebilirlik kosullari; ayni yontem ile esdeger numunelerde, ayni ya da farkl
laboratuvarda, farkli ekipman ve farkli analizciler tarafindan uzun zaman araliginda

bagimsiz test sonuglarinin elde edilmesi olarak tanimlanmigtir [96].

Kesinlik, kantitatif analizlerde standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (RSD) olarak
ifade edilir. Kesinligin relatif standart sapma olarak ifadesi, derisimden bagimsiz hale

getirecegi i¢in kullanimda tercih edilmektedir [96].

Analitik yontemlerin kesinliginin kabul edilebilirligi konusunda basit bir performans
parametresi olan Horwitz oranindan (HorRat) faydalanilir. Her ne kadar laboratuvarlar arasi
%RSD ile ilgili gelistirilmis olsa da laboratuvar i¢i %RSD igin de uygulanabilmektedir.
HorRat degeri 2°den daha kiiciik olmalidir. HorRat hesab1 i¢in asagidaki formiiller kullanilir
[99]:

%RSD
HorRat = (2.5)

%PRSD
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%PRSD = 2x(C 1) (2.6)

Formiilde yer alan ”C” degeri derisim olup, 6rnegin; 1 ng/mL igin 10, 10 ng/mL i¢in 108

ve 100 ng/mL i¢in ise 107"dir.

2.13.6. Saglamhk

Saglamlik, analiz yontemini uygularken kosullardaki bazi kiiciik degisikliklerin analiz
sonugclari lizerine etkisini inceler. Bir yontem kosullardaki ufak degisikliklerden ne kadar az
etkileniyorsa o kadar saglamdir. Saglamlik c¢alismasi yapilirken, iiretim tarihi farkli
kimyasallar, pH, sicaklik, basing gibi analiz sonucuna etki edebilecek faktorler
tanimlandiktan sonra bu faktorler iizerinde kiigiik degisiklikler uygulanir ve analiz sonucuna
etkisi belirlenir [96].

2.13.7. Ol¢iim belirsizligi

Belirsizlik, 6l¢iim sonucu ile beraber yer alan ve oOlgiilen biiylikliige makul bir sekilde
karsilik gelebilecek degerlerin dagilimin1 karakterize eden bir parametredir. Validasyon
sirasinda elde edilen veriler iizerinden gergeklestirilen 6l¢tim belirsizligi hesaplamalarinda;
tartim ve hacim belirsizlikleri, sicaklik belirsizligi gibi bilesenlerin etkileri geri kazanim,
tekrarlanabilirlik ve laboratuvar-igi tekrariiretilebilirlik sonuglarina zaten yansidigindan, bu
bilesenlerden gelen belirsizligin ayrica hesaplamalara dahil edilmesine gerek yoktur. Geri
kazanim verileri ile hesaplanan t-testi sonucunda t = < t o iSe, geri kazanimdan gelen
standart belirsizlik, t-testi i¢in kullanilan esitligin paydasindaki degere esittir. Elde edilen
standart belirsizlik degeri yiizde ortalama geri kazanim degerine boliinerek relatif standart
belirsizlik degeri elde edilir ve birlestirilmis belirsizlik hesaplamalarinda bu deger kullanilir.
Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlikten gelen belirsizlikleri hesaplamak i¢in RSD
degerleri kullanilarak RSDpool ile her iki parametre i¢in de birer RSD degeri hesaplanir ve
birlestirilmis belirsizlik hesaplamalarinda dogrudan kullanilir. RSDpooi  hesaplanirken

asagidaki esitlik kullanilir:

(n1-1) x (RSD1)? + (n2-1) X (RSD2)? + ....+(nn-1) X (RSDn)?

(RSDpooI)2 = (27)
(n1-1) + (N2-1) + ... + (nn-1)




3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Prokain
Fzoksuprin
Niketamid
Klorpromazin
Flufenamik asit
Asetonitril
Kloroform
Sodyum klortir
Sodyum hidroksit
Hidroklorik asit
Metanol

Karbon tetrakloriir
Diklorometan
B-glukuronidaz

Proteaz

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Scharlau

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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3.1.2. Kullanilan cihazlar

Sivi Kromatografi Agilent 1200 (ABD)

Tandem Kiitle Spektrometresi Agilent 6460 (ABD)

LC kolon Agilent Zorbax SB-C18 (ABD)
Santrifiy Thermo Scientific Sorvall (ABD)
Vorteks VELP Scientifica (Italya)
Hassas terazi Precisa (Isvigre)

Derin dondurucu BEKO (Tiirkiye)

Etiiv Heraeus (Almanya)

Isitic1 blok Labnet (ABD)

Distile su cihazi Millipore Milli-Q (ABD)
Otomatik pH robotu Mettler Toledo (ABD)

Otomatik pipet Eppendorf (Almanya)
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3.2. Yontem

3.2.1. LC-MS/MS optimizasyon ¢alismalari

Analizler, elektro sprey iyonizasyonlu (ESI) LC-MS/MS kullanilarak gergeklestirilmistir.
Calismanin baslangicinda fragmentor voltaji ve c¢arpisma enerjileri (collision energy)
optimize edilmistir ve analitler i¢in uygun olan pozitif veya negatif iyonlasma modlari ile
fragment iyonlar (product ions) belirlenmistir. Optimizasyon esnasinda sistemde kolon

kullanilmamugtir.

Cizelge 3.1. Optimizasyon sonucu elde edilen MS/MS parametreleri

Madde Ad1 Ana Fragment  Fragmentor Carpisma Iyonlasma
Iyon Iyonlar Voltaji Enerjisi Modu
V) V)

Klorpromazin 319 214 110 35 Pozitif
Klorpromazin 319 86,2 110 20 Pozitif
Izoksuprin 302,2 284,2 110 15 Pozitif
Tzoksuprin 302,2 150,1 110 20 Pozitif
Flufenamik asit 280,1 236,1 100 15 Negatif
Flufenamik asit 280,1 176 100 20 Negatif
Prokain 237,2 120,1 80 25 Pozitif
Prokain 237,2 100,2 80 10 Pozitif
Niketamid 179,1 108 80 14 Pozitif
Niketamid 179,1 72,2 80 18 Pozitif

Analiz esnasinda Zorbax SB-C18 (150x3 mm; 3,5 um; 80 A) kolon kullanilmustir.

Analitlerin iyi ayrilabilmeleri igin gradient akis kullanilmistir. Mobil faz olarak;
o A-distile su - %0,1 formik asit

e B-metanol - %0,1 formik asit kullanilmistir.
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Analitlerin ayriminin en iyi oldugu uygun gradient akisin bulunmasi i¢in, A mobil fazinin
oraninin %5’e diistiigii ve B mobil fazinin oraninin %95’¢ ¢iktig1 akis zamaninda ufak
degisiklikler yapilmistir. Elde edilen kromatogramlar (Sekil 3.1.) sonucunda, en iyi

kromatografik ayrim Cizelge 3.2.’de yer alan gradient akisla elde edilmistir.

Cizelge 3.2. Gradient akis

Zaman % A % B
0,00 95,0 50
0,50 9,0 5,0
2,50 50 95,0
6,10 50 95,0
8,00 95,0 5,0

Analiz esnasinda kullanilan diger parametreler Cizelge 3.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. LC-MS/MS analiz parametreleri

Nebulizer basinct 2 40 psi
Kurutucu gaz (Azot) sicakligi :330°C
Kurutucu gaz (Azot) akis hizi : 10,0 L/dk
Enjeksiyon hacmi 4,8 uL
Akis hizi : 0,5 mL/dk
Analiz siiresi :9.dk

Iyon tarama sekli : MRM
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Sekil 3.1. Gradient akigin analitlerin ayrimina etkisi

(1) Gradient akistaki mobil faz A, 2,90. dakikada %5’e diistiigiinde,
(2) Gradient akistaki mobil faz A, 2,80. dakikada %5’e diistiigiinde,
(3) Gradient akistaki mobil faz A, 2,70. dakikada %5’e diistiigiinde,
(4) Gradient akistaki mobil faz A, 2,60. dakikada %5’e diistiigiinde,
(5) Gradient akistaki mobil faz A, 2,50. dakikada %5’e diistiigiinde.
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3.2.2. Dispersif s1vi-s1vi mikroekstraksiyon

At idrar numunelerinin toplanmasi

At idrar1 numuneleri Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitlisii, Doping Kontrol

Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Numuneler -80°C’de muhafaza edilmistir.

Standart ¢cozeltilerin hazirlanmasi

Optimizasyon caligmalar1 ile yontem validasyonu ve ol¢lim belirsizligi ¢alismalari i¢in
Prokain, fzoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit standartlar1 hassas
terazide 1,0 mg tartilip 50,0 mL metanol igerisinde c¢oziilerek ana stok ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok ¢ozeltiler metanolle seyreltilerek her bir madde igin 10,0
pg/mL derisiminde standart ¢ozeltiler elde edilmistir. 10,0 pg/mL derisimindeki standart
cozeltilerin her birinden 1,0’er mL alinip, son hacim metanolle 50,0 mL’ye tamamlanarak
0,20 pg/mL derisiminde 5 maddeyi de iceren bir ¢cozelti hazirlanmistir. Bu standart ¢ozelti

kullanilarak spike idrar numuneleri hazirlanmistir.

Enzimatik hidroliz

Prokain, fzoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit’i at idrarindan analiz
etmek i¢in iki farkli yol izlenmistir. At idrar1 numunesi optimizasyon ya da validasyon
caligmalar1 i¢in kullanilacaksa idrar numunesine enzim eklenmeden ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Fakat dopingli ¢ikan atlarin idrar numuneleri analiz edilecekse, ilgili
analitleri konjuge formlardan kurtarmak i¢in enzimatik hidroliz islemi yapilmistir.
Enzimatik hidroliz islemi i¢in; ekstraksiyona baslamadan 6nce, 1,0 mL at idrar1 numunesinin
pH’s1 6,0’ya ayarlandiktan sonra tizerine 50,0 uL B-glukuronidaz enzimi ve 50,0 uL Proteaz
enzimi eklenip 3 saniye vorteks yapilmistir ve daha sonra idrar numunesi 55°C’de etiivde 2

saat bekletilmistir.

DLLME prosedurii

1,0 mL idrar numunesi temiz bir cam tlipe alinmistir. Otomatik pH robotu kullanilarak idrar

numunesinin pH’s1 6,0’ya ayarlanmistir. Uzerine 900,0 mL asetonitril ve 180,0 mg NaCl



47

eklenmistir. Vorteksle 3 saniye karigtirllmig ve 1 dakika (4000 rpm) santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi iistte olusan yaklasik 600,0 pL asetonitril fazi baska bir temiz cam tiipe
aktarilmistir. Uzerine 80,0 pL kloroform ilave edilmis ve sonra 1250,0 pL distile su hizli bir
sekilde eklenmistir. 3 saniye vorteksle karistirilmis ve tekrar 1 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda tiipiin dibinde olusan damla bir mikropipet yardimiyla cam viale
alimmustir. Vialdeki organik ¢6ziicli buharlastirilmis ve 100,0 pL metanol ile ¢oziilerek LC-

MS/MS’e enjekte edilmistir.

) i,

ACN ACN'i aktar “S—
e < Kloroform
Vorteks Qs ekle *
=]
e Santrifiy
.a i />‘/ 4 Hizhca su
"y, ekle +
+
Analitleri igeren .
drnek numunesi Santrifiy
fif}
m~
Ry,
E§ LC-MSMS'e w Dipteki =
“;.' 4 7™, = enjekte et Buharlagtr damlay al
- K - 100 uL
== MeOH ile
ﬂ ¢oz

Sekil 3.2. Dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon prosediirii
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4. BULGULAR

4.1. Yontem Gelistirme

Prokain, Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve F. lufenamik asit’in, at idrarindan analizi
icin dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmistir. Cesitli basamaklardan
olusan yontemin her bir basamagi i¢in optimizasyon ¢alismalari yapilmistir ve daha sonra

gelistirilen yontem s1vi kromatografi- tandem kiitle spektrometresine uyarlanmaistir.

4.1.1. pH optimizasyonu

Prokain, fzoksuprin, Niketamid, Klorpromazin Ve Flufenamik asit in at idrarindan analizinde
pH 6nemli bir parametre oldugu i¢in pH optimizasyonu ¢aligmast yapilmistir. Maddelerin
asidik ve bazik ozellikleri birbirinden oldukc¢a farkli oldugu i¢in 5 maddeyi de eszamanli
olarak, tek bir yontem ile at idrarindan analiz edebilmek icin pH 7’ye yakin degerlerde bir
optimizasyon ¢alismasi ger¢eklestirilmistir. At idrariin pH’sinin otomatik pH robotu ile
5,7, 6,0; 6,5; 6,8; 7,1; 7,5 ve 8,1’e ayarlanarak yapilan optimazyon ¢alismasina ait sonuglar
Sekil 4.1.”de goriilmektedir.

£0000 -
50000 -
40000 W Prokain
5 M izoksuprin
30000 - . .
E M Miketamid
20000 - W Elorpromazin
m Flufenamik Asit
10000 -
n -
8.1 7.5 7.1 6.8 6.5 6.0 5.7

pH

Sekil 4.1. pH degerinin analitlerin pik alanlarina etkisi (ACN: 1 mL, NaCl: %20, H.O: 2 mL,
CHCl3: 75 uL, Spike: 5 ng/mL)
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Optimizasyon calismasi sonucunda, idrarin pH’sinin diismesiyle Prokain’in, zoksuprin’in
ve Niketamid’in intensitelerinin azaldigi ve Flufenamik asit’in intensitesinin arttig1
gozlenmistir. Klorpromazin’in intensitesinin pH degisiminden ¢ok fazla etkilenmedigi
goriilmiistiir. Optimizasyon ¢alismasinin amaci; bu bes doping maddesini eszamanli ve
hassas bir sekilde analiz edebilmek oldugundan, Prokain’in intensitesinin ¢ok fazla
azalmadan, Flufenamik asit’in intensitesinin 6nemli derecede arttig1 pH 6,0 degeri optimum

pH degeri olarak belirlenmistir.

4.1.2. Dispersif ¢oziicii (asetonitril) hacmi optimizasyonu

Prokain, Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin Ve Flufenamik asit’in dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyon yontemiyle at idrarindan analizinde, ekstraksiyon verimi agisindan,
dispersif ¢oziiciiniin hacmi 6nemli bir parametredir. En uygun hacmi belirlemek icin
strastyla 700, 800, 900, 1000 ve 1200 pL asetonitril kullanilarak yapilan optimizasyon

caligmasina ait sonuglar Sekil 4.2.”de goriilmektedir.

20000 -
50000 A
E 40000 - M Prokain
= W izoksuprin
7| 30000 7 Niketamid
M Klorpromazin
20000
m Flufenamik Asit
10000
0 = T T T T 1 ’
700 &00 200 1000 1200

Asetonitril hacmi (pl)

Sekil 4.2. Asetonitril hacminin analitlerin pik alanlarina etkisi (NaCl: %20, H.O: 2 mL, pH:
6, CHCIs: 75 uL, Spike: 10 ng/mL)

Asetonitrilin hacmini belirlemek i¢in yapilan optimizasyon ¢alismasina gore en iyi sonug,

900 uL hacim ile elde edilmistir.
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4.1.3. %NaCl (m/v[asetonitril hacmi]) optimizasyonu

Asetonitril hacmine gore kiitlece %5, %10, %15, %20 ve %25 NaCl kullanilarak
gerceklestirilen optimizasyon ¢alismasinda; %5 (m/v) NaCl i¢in 45,0 mg, %10 (m/v) NaCl
icin 90,0 mg, %15 (m/v) NaCl i¢in 135,0 mg, %20 (m/v) NaCl i¢in 180,0 mg ve %25 (m/v)
NaCl i¢in 225,0 mg NaCl kullanilmistir. %5 NaCl kullanilarak yapilan deneyde faz ayrimi
gergeklesmedigi icin ¢calismaya devam edilmemistir. Optimizasyon ¢alismasi sonuglar1 Sekil

4.3.’de goriilmektedir.

30000
25000 -
30000 - M Prokain
Eﬁ M izoksuprin
| 12000 7 Niketamid
[N
M Klorpromazin
10000
m Flufenamik Asit
5000 -+
[

NaCl yiizdesi (%)

Sekil 4.3. %NaCl miktarinin analitlerin pik alanlarma etkisi (ACN: 900 puL, H2O: 2 mL, pH:
6, CHCls: 75 uL, Spike: 5 ng/mL)

%NaCl miktarin1 belirlemek i¢in yapilan optimizasyon g¢aligmasina gore en iyi sonug,

%20 NaCl miktari ile elde edilmistir.

4.1.4. Ekstraksiyon ¢oziiciisii optimizasyonu

Mikroekstraksiyonda kullanilacak ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin belirlenmesi i¢in optimizasyon
caligmas1 yapilmistir. En yliksek ekstraksiyon verimliligini saglayan organik ¢oziiciiniin
se¢imi i¢in kloroform, karbon tetrakloriir ve diklorometan kullanilarak yapilan optimizasyon

caligmasina ait sonuglar Sekil 4.4.’de goriilmektedir.
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30000 -
25000
B Prokain
2| 20000 -
o M izoksuprin
= 15000 - ; i
[sH Miketamid
M Elorpramazin
10000
m Flufenamik Asit
5000
0 f" T T I""'
Karbon tetraklorir Kloroform Dildormetan

Ekstraksivon ¢aziiciisi

Sekil 4.4. Organik ¢oziiciilerin analitlerin pik alanlarina etkisi (ACN: 900 pL, NaCl: %20,
H20: 2 mL, pH: 6, CCl4: 75 uL, CHCl3:75 uL, CH2Clz: 75 uL, Spike: 5 ng/mL)

En uygun ekstraksiyon ¢oziiciisiinii belirlemek i¢in yapilan optimizasyon ¢alismasina gore,
ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak karbon tetrakloriir kullanildiginda Prokain, Lzoksuprin ve
Niketamid’in idrardan analizi miimkiin olmamistir. Diklorometan ve kloroform kullanilarak
elde edilen sonuglar karsilastirildiginda ise en yiiksek ekstraksiyon veriminin kloroform

kullanilarak elde edildigi goriilmiistiir.

4.1.5. Ekstraksiyon coziiciisii (kloroform) hacmi optimizasyonu

Prokain, Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit’in dispersif sivi-sivi
mikroekstraksiyon yontemiyle at idarindan analizinde ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin hacmi,
hassasiyeti etkilediginden dolayi, optimize edilmesi gereken bir parametredir. 50,0; 60,0;
70,0; 80,0; 90,0 ve 100,0 uL kloroform kullanilarak yapilan optimizasyon ¢alismasina ait
sonuclar Sekil 4.5.’de goriilmektedir.
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35000 -

30000 -

25000 -

=== Prokain
E 20000 - =fl={zoksuprin
=
. Mik i
ﬁ 15000 4 iketamid
A , =i || O FRFOMIEZIN
10000 - ; =i F Ufe namik Asit
5000 -+
I:l - T T T T T 1
50 60 70 80 o0 100

Kloroform hacrmi (ul)

Sekil 4.5. Kloroform hacminin analitlerin pik alanlarina etkisi (ACN: 900 uL, NaCl: %20,
H20: 2 mL, pH: 6, Spike: 5 ng/mL)

Optimum Kkloroform hacmini belirlemek amaciyla yapilan optimizasyon ¢alismasina gore;
kloroform hacminin artisiyla, Klorpromazin ve Flufenamik asitin intensitelerinde fazla bir
degisiklik gézlenmemistir. Bununla birlikte; kloroform hacmi arttik¢a diger 3 maddenin
intensitelerinde Once artis gorilmiis fakat 80,0 uL kloroform hacminden itibaren
intensitelerinde onemli derecede bir degisiklik gozlenmemistir. Bu nedenle gelistirilen
dispersif s1vi-sivi mikroekstraksiyon yonteminde optimum kloroform hacmi 80,0 uL olarak

belirlenmistir.

4.1.6. Distile su hacmi optimizasyonu

Prokain, Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asitin at idarindan analizinde,
ekstraksiyon esnasinda kullanilacak distile suyun hacmi optimize edilmistir. Dispersif sivi-
stvt mikroekstraksiyonda eklenen distile suyun hacmi, dolayisiyla distile su-asetonitril orani
cesitli faktorlere bagl olarak analitlerin organik faza ge¢is miktarini etkilemektedir. 500,
750, 1000, 1250, 1500 ve 2000 pL distile su kullanilarak yapilan optimizasyon ¢aligmasina

ait sonuglar Sekil 4.6.’da goriilmektedir.
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40000
35000 A
30000
B Prokain
5 25000 - ) )
E W [zoksuprin
i 20000 - ® Niketamid

15000 B Klorpromazin

10000 - m Flufenamik Asit
5000 -

{} 'r/—l—'—'—f
750 1000 1250 1500 2000

Su hacmi (ul)

Sekil 4.6. Distile su hacminin analitlerin pik alanlarina etkisi (ACN: 900 pL, NaCl: %20,
CHCl3: 80 uL, pH:6, Spike: 5 ng/mL)

En uygun distile su hacmini belirlemek i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmasinda, 500 pL
distile su kullanilarak yapilan deneyde organik damlanin olusumu gézlenmemistir. Ayrica
optimizasyon ¢aligmasi esnasinda distile su hacmi arttik¢a tiipiin dibinde biriken organik
damla miktarinin azaldig1 ve daha kirli bir goriinime sahip oldugu goézlenmistir. Yapilan

optimizasyon ¢aligmasina gore en iyi sonug 1250 pL distile su hacmi ile elde edilmistir.

4.1.7. Santrifiij siiresi optimizasyonu

En uygun santrifiij siiresini belirlemek i¢in yapilan optimizasyon ¢aligmasinda, distile su ve
kloroform ilavesinden sonraki santrifiij basamaginda sirasiyla; 1, 2, 3, 4 ve 5 dakikalik
santrifiij stirelerinde ve 4000 rpm’de deneyler yapilmistir. Yapilan optimizasyon
calismasinin sonucunda santrifiij siiresinin ekstraksiyon verimine bir etkisinin olmadigi

goriilmiistiir. Bu nedenle santrifiij siiresi 1 dakika olarak belirlenmistir.
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07 AN R Frage 100 OV CF b 200 OF o8 200 OO0 D (208 Y000 -+ TN 2000

207 45 M Foage 00 OV CF o0 200 OF «f 00 CO@™0 0008 00 -+ IX 0D

280.1-236.1 F (Flufenamik asit)

280.1-176 F (Flufenamik asit)

26272829 3 313233343536373839 4 414243 444545474849 5 515253 545556575859 6 616263646566676869 7 7172737475767778
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.7. Analitlerin fragmentlerine ait pikler (Spike:5 ng/mL)
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4.2. Validasyon ve Ol¢iim Belirsizligi Hesaplamalar1

Gelistirilen dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yontemi; secicilik, LOD, LOQ, 6l¢iim
araligit ve dogrusallik, dogruluk (geri kazanim), Kkesinlik (tekrarlanabilirlik-tekrar

iiretilebilirlik) ve saglamlik parametreleri yoniinden incelenmis ve validasyonu yapilmaistir.

4.2.1. Secicilik

Yontemin segiciligi i¢in doping maddesi ihtiva etmeyen (bos) at idrar1 6rneginin ve bos at
idrar1  6rnegine eklenen 5,0 ng/mL diizeyindeki Prokain, Izoksuprin, Niketamid,
Klorpromazin ve Flufenamik asit’in kromatogramlar1 karsilastirilmistir. Bos at idrar 6rnegi
ile Prokain, zoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit eklenmis at idrar:

orneginin TIC (Total lon Chromatogram) kromatogrami Sekil 4.8.’de verilmistir.

x102 |+~ESITIC MRM CF=0.000 DF=0.000 CID@™ (™ -=) ZILHAN KOR.d
5

484
464
44
42

4]
3.4
364
3.4
324

24
284

264
244
224

24

25272829 3 313233343536373839 4 414243444546474849 5 515253 545556575859 6 616263 64 65 66 6
Counts vs. Acquisition Time (min)

x102 |+-ESI TIC MRM CF=0.000 DF=0.000 CID&™ (™ -> ™) ZILHAN 5 PPB d
o7 TIzoksuprin

6.5 Prokam
5.5
454
3.5 Niketamid Klorpromazin

254

1.5+

0.5

25272829 3 313232334353637 3839 4 414243444546474843 5 515253 54555657 5853 6 61626264 6566 6,
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.8. Bos at idrar1 (2) ve 5,0 ng/mL spike yapilmis at idrarma (b) ait kromatogramlar



4.2.2. LODveLOQ

LOD ve LOQ galismalari i¢in, 1,0 mL’lik bos idrar numuneleri iizerine Prokain, [zoksuprin,
Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit’i i¢eren standart karisimindan 6l¢tim sonucu
1,0 ng/mL olacak sekilde hazirlanan spike numuneleri kullanilmis ve 10 kez olgiim
yapilmistir. Yapilan Olglimlerin standart sapmasi 3 ile carpilarak LOD’nin ve 10 ile

carpilarak LOQ’nun sayisal degeri belirlenmistir. Analiz sonuglar1 Cizelge 4.1.-4.5.’de yer

almaktadir.

Cizelge 4.1. Prokain’in LOD ve LOQ degerleri

Olgiim sayis

Ol¢iim sonucu ng/mL

1

0,97

0,99

1,01

0,98

1,03

0,97

0,96

0,98

O o|N|O|CGA~ W

0,97

=
o

0,96

SD: 0,023

LOD=3xSD =0,07 ng/mL

LOQ =10 x SD = 0,23 ng/mL

Cizelge 4.2. Izoksuprin’in LOD ve LOQ degerleri

Olgiim sayis

Olciim sonucu ng/mL

1

0,99

0,98

0,96

0,98

1,01

0,99

0,96

0,98

OO N|O|OA[WN

0,97

-
o

1,02

SD: 0,020

LOD=3xSD =0,06 ng/mL

LOQ =10 x SD = 0,20 ng/mL
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Cizelge 4.3. Niketamid’in LOD ve LOQ degerleri

Olgiim sayis1 | Olgiim sonucu ng/mL
1 0,99
0,98
1,03
0,97
0,98
0,96
1,04
0,98
0,99
0,97
SD: 0,026
LOD=3xSD =0,08 ng/mL
LOQ =10 x SD = 0,26 ng/mL

O o|NOC~ W

[y
o

Cizelge 4.4. Klorpromazin’in LOD ve LOQ degerleri

Olciim sayis1 | Olciim sonucu ng/mL
1 0,95
0,96
1,02
1,05
0,96
0,97
0,96
0,98
0,99
0,97
SD: 0,031
LOD=3xSD =0,09 ng/mL
LOQ =10x SD = 0,31 ng/mL

O o|NO|CGA~ W

[EY
o

Cizelge 4.5. Flufenamik asit’in LOD ve LOQ degerleri

Olgiim sayis1 | Olgiim sonucu ng/mL
1 0,97
0,99
0,98
1,03
1,02
0,99
1,03
0,97
0,98
0,97
SD: 0,025
LOD=3xSD =0,075ng/mL
LOQ =10x SD =0,25 ng/mL

OO N|O|OA[WN

-
o
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4.2.3. Olgiim arahg ve dogrusalhk

Kalibrasyon egrisini ¢izmek i¢in, bos idrar numunesi ve yontemde belirtilen standart
c¢ozeltileri ile 1,0; 5,0; 10,0; 50,0; 75,0; 100,0 ng/mL Prokain, Izoksuprin, Niketamid,
Klorpromazin ve Flufenamik asit igeren idrar numuneleri hazirlanip Bolim 3.2.2.°de
anlatilan ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Bos idrar numunesiyle birlikte toplam 7
farkli diizeyde hazirlanan numunelerin LC-MS/MS’e enjeksiyonuyla elde edilen analiz
sonuglart ile Microsoft Excel programindan yararlanilarak kalibrasyon egrisi grafigi
cizdirilmis ve korelasyon katsayist hesaplanmistir. Dogrusalligin belirlenmesi igin ANOVA
regresyon analizi kullanilmis ve F testi yapilmistir. Her bir maddeye ait kalibrasyon egrisi
ve cihazdan her bir derisim i¢in okunan sonuglarin kalibrasyon egrisi denklemi ile
hesaplanip olmasi gereken derisimlere karsi olusturulan grafikler Sekil 4.9.- 4.18.°de
verilmistir. Kalibrasyon egrisine iligkin regresyon analizi sonuglar1 Cizelge 4.6. - 4.10.’da
verilmistir. Ayrica her bir maddeye ait 1,0 ng/mL seviyesindeki MRM pikleri Sekil 4.19 -
4.23’de verilmistir.
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180000 -

160000

140000

120000

100000

Pik Alam

80000 4

60000 -
y=1651,9x+ 83,564

40000 R?=0,9905

20000 -+

0

0 20 40 60 B0 100 120

Derigim (ng/mL)

Sekil 4.9. Prokain’in kalibrasyon egrisi (N=7)

Cizelge 4.6. Prokain’e ait kalibrasyon egrisinin istatistiksel verileri (nN=7)

Regresyon denklemi (y=mx+n)” y=1651,9 x + 83,564
Determinasyon katsayis1 (R?) 0,9995

Korelasyon katsayisi (r) 0,9997

Egimin standart hatasi 16,97

Kesisimin standart hatasi 866,30

Dogrusallik araligi (ng/mL) 0,23-100

p** 0,93 >0.05

x> 9480,0 > Fiabio= 6,61

*y=pik alani, X=derisim, m=egim, n=kesisim
**Kesigimin p degeri, ***Korelasyon katsayisinin F degeri

120
a 100
E
E 80
-g 60 -
:
Hﬁ* 40 4
(7]
E y=1x+0,0177
20 - R?=0,9995
D T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Olmasi gereken derigim (ng/ml.)

Sekil 4.10. Prokain’in yontem dogrusalliginin kontrol grafigi (n=7)



Pik Alam

140000 -

120000 -

100000 -

BO0OOO +

60000 +

40000 -

20000 +

v=1218,9x+ 10092
R*=0,9995

0
0 20 40 60 B0 100 120

Derigim (ng/mL)

Sekil 4.11. Izoksuprin’in kalibrasyon egrisi (n=7)

Cizelge 4.7. Izoksuprin’e ait kalibrasyon egrisinin istatistiksel verileri (n=7)

Regresyon denklemi (y=mxz=n)” y=1218,9 x + 1009,2
Determinasyon katsayisi (R?) 0,9995

Korelasyon katsayist (r) 0,9997

Egimin standart hatasi 12,55

Kesisimin standart hatasi 640,63

Dogrusallik araligi (ng/mL) 0,20-100

p** 0,18 > 0.05

Frx* 9438,3 > Fraplo= 6,61

*y=pik alani, X =derisim, m=egim, n=kesisim
**Kesisimin p degeri, ***Korelasyon katsayisinin F degeri

120

g | 100

80
4
B
=
g
8
&
s

60

40 -

20 A

¥=0,9947x+0,401
R?=0,8995

a 20 40 60 80 100 120

Sekil 4.12. zoksuprin’in yontem dogrusalliginin kontrol grafigi (n=7)

Olmasi gereken derisim (ng/'mL)

61



62

140000

120000 -

100000 -

80000 -+

Pikc Alam

60000 A

40000 - y=12666m+826,01

R*=0,0008
20000

0
0 20 40 B0 B0 100 120

Derigim (ng/mL)

Sekil 4.13. Niketamid’in kalibrasyon egrisi (n=7)

Cizelge 4.8. Niketamid’e ait kalibrasyon egrisinin istatistiksel verileri (n=7)

Regresyon denklemi (y=mx+n)” y=1266,6 x + 826,01
Determinasyon katsayisi (R?) 0,9998

Korelasyon katsayisi (1) 0,9999

Egimin standart hatasi 8,39

Kesisimin standart hatasi 428,56

Dogrusallik aralig1 (ng/mL) 0,26-100

p** 0,11 >0.05

x> 22775,2 > Fapio= 6,61

*y=pik alani, X =derisim, m=egim, n=kesisim
**Kesisimin p degeri, ***Korelasyon katsayisinin F degeri

120 -
P
'ﬂ 100 -
E
E 80 -
o 60
g
B
'ﬁ“ 40 -
(%]
ﬁ" v=0,9955x +0,3425
20 4 R®=0,0008
I:I T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Olmasi gereken derisim (ng/mlL)

Sekil 4.14. Niketamid’in yontem dogrusalliginin kontrol grafigi (n=7)



60000 4

50000 4

40000 -

30000 4

Pik Alam

20000 -

y=471,81x+550,66

10000 4
R*=0,9993

0 20 40 60 B0 100 120

Derisim (ng/mL)

Sekil 4.15. Klorpromazin’in kalibrasyon egrisi (n=7)

Cizelge 4.9. Klorpromazin’e ait kalibrasyon egrisinin istatistiksel verileri (n=7)

Regresyon denklemi (y=mx+n)” y=471,81 x + 550,66
Determinasyon katsayis1 (R?) 0,9993

Korelasyon katsayisi (r) 0,9996

Egimin standart hatasi 5,73

Kesisimin standart hatasi 292,39

Dogrusallik araligi (ng/mL) 0,31-100

p** 0,12 > 0.05

Frx* 6788,88 > Fanio= 6,61

*y=pik alani, X =derigim, m=egim, n=kesisim
**Kesisimin p degeri, ***Korelasyon katsayisinin F degeri

120 -
Ea?
ﬁ 100 -
B0
e
g. 80
o 60 -
g
k|
% 40 A
w
:E‘ ¥=0,9955x+0,3371
20 RI=0,9994
D T T T T 1
0 20 40 &0 80 100 120

Olmast gereken derisim (ng/ml)

Sekil 4.16. Klorpromazin’in yontem dogrusalliginin kontrol grafigi (n=7)
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160000

140000 4

120000 +

100000 4

80000 -

Pik Alamt

60000 +

40000 - y=1366,4x+95 882
R*=0,8992

20000 4

a0

0 20 40 60 B0 100 120

Derigim (ng/mL)

Sekil 4.17. Flufenamik asit’in kalibrasyon egrisi (n=7)

Cizelge 4.10. Flufenamik asit’e ait kalibrasyon egrisinin istatistiksel verileri (n=7)

Regresyon denklemi (y=mx+n)” y=1366,4 x + 95,882
Determinasyon katsayisi (R?) 0,9992

Korelasyon katsayisi (r) 0,9996

Egimin standart hatasi 17,20

Kesisimin standart hatasi 878,29

Dogrusallik araligi (ng/mL) 0,25-100

p** 0,92 >0.05

Frx* 6310,68 > Fanio= 6,61

*y=pik alani, X =derigim, m=egim, n=kesisim
**Kesisimin p degeri, ***Korelasyon katsayisinin F degeri

120 -
Ean
ﬁ 100 -
6D
)
E_ ED 7
o 60 -
g
k:
% 40
i
5:“ v =0,9994x + 0,0305
0 A R*=0,9992
D T T T T 1
0 20 40 &0 80 100 120

Olmas: gereken derisim (ng'mL)

Sekil 4.18. Flufenamik asit’in yontem dogrusalliginin kontrol grafigi (n=7)



+MRM (227.2 -= 120.1) +MRM (227.2 -5 100.2)
2 %102 2.330 min. 2 102 Ratio=93.7 (103.4 %
2 3 3.338 min.
5] 4 [} 4
3.5+ 15
24 3]
2.5 25
2 2]
1.5+ 154
14 1
0.5 054
T T T T T T T T T T T T T T T T T
26 28 32 34 36 38 4 42 26 28 32 34 38 33 4 42
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Sekil 4.19. 1,0 ng/mL diizeyindeki spike idrar numunesinde Prokain’in MRM’lerine ait

pikler

+ MRM (3022 -> 284.2) + MRM (302.2-> 150.1)
9 %102 3.964 min. 9 %102 Ratio =58.2 (25.8 %)
2 T 2 1.64 3.964 min.
[} [} :
24 1.5
1.84 144
1.3
189 121
1.44 1.14
1.2- I
0.3
14 0.2
0.8+ 0.7
0.5 Eg'
0.4 ol
" 32 34 35 38 4 42 44 46 48 " 32 34 36 38 4 42 44 46 48
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Sekil 4.20. 1,0 ng/mL diizeyindeki spike idrar numunesinde /zoksuprin’in MRM’lerine ait

pikler

+ MRM (173.1 -> 108.0) +MRM [178.1 > 72.2)
2 %1027 4127 min. 2 %102 Ratio = 16.8 (96.2 %
= 3754 E 1 4127 min.
S 351 o 7
190 0.95-
2] 0.54
2,75 0.854
254 0.8
225 0.75-
24 7
1.75- ncéé
1.5 Sl
1.25 0.6+
14 0.55-
0.75 0.5
0.5 0.454
0.25- 044
32 34 36 38 4 42 44 46 48 5 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5
Acquisition Time (min) Lequisition Time (min)

Sekil 4.21. 1,0 ng/mL diizeyindeki spike idrar numunesinde Niketamid’in MRM’lerine ait

pikler
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+ MRM (319.0 -> 36.2) + MREM (315.0 -= 214.0)
2 x102] 4.407 min. 2 310" | Ratio = .
R S | Ratio =15.1 (100.1 %) 4407 min.
15 S 3z
1.4 34
i3] 284
1.1 2.6
Iy 2.4
0.9
0.24 224
0.7 24
0.6+
0.5 18
0.4 164
0.3 1.4
D'Z_ T T T T T T T T T T T T T T T T T T
36 38 4 42 44 46 438 5 52 36 38 4 42 44 46 438 5 52
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Sekil 4.22. 1,0 ng/mL diizeyindeki spike idrar numunesinde Klorpromazin’in MRM’lerine

ait pikler
~MRM (280.1 - 236.1) - MRM (280.1-> 176.0)
gxma 5300 min. %)(102 Ratic = 8.9 (98.0 %)
S 161 S 24 5.300 min.
[ [
1.44 1.8
1.2- 1.6-
14 1.44
0.8 1.2
0.6 14
0.44 0.8
0.24 0.6
04 0.4
44 45 4% 5 52 54 56 583 £ 62 44 45 4% 5 52 54 56 58 £ 62
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

Sekil 4.23. 1,0 ng/mL diizeyindeki spike idrar numunesinde Flufenamik asit MRM’lerine
ait pikler

4.2.4. Dogruluk (geri kazanim)

Calisma araligi 1,0-10,0 ng/mL oldugundan, geri kazanimi hesaplamak i¢in, calisma

aralifina giren ti¢ farkli derisimde (1,0; 5,0; 10,0 ng/mL) ve her bir derisim i¢in 6’sar adet

olmak iizere; Prokain, /zoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit eklenmis

idrar numuneleri hazirlanarak ayni giinde analiz edilmistir. Veriler, hazirlanan kalibrasyon

egrilerine gore degerlendirilmis ve geri kazanim degerleri Cizelge 4.11.-4.15.”de verilmistir.

Hesaplanan sistematik hatanin gergek degerle arasinda 6nemli bir farkinin bulunup

bulunmadig t- testi yapilarak kontrol edilmistir.




Cizelge 4.11. Prokain’e ait geri kazanim verileri
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Analiz Sayisi

Bulunan Derisim

(Spike: 1,0 ng/mL)

Bulunan Derisim

(Spike: 5,0 ng/mL)

Bulunan Derisim

(Spike: 10,0 ng/mL)

1 0,96 5,14 10,17
2 0,97 5,23 10,53
3 0,95 5,29 10,31
4 0,98 5,09 10,40
5 0,97 5,18 10,21
6 0,98 5,05 10,11
Ortalama 0,97 5,16 10,29
%0O0rt. Geri Kazanim 97 103,2 102,9
Standart Sapma 0,012 0,089 0,157
%RSD 1,24 1,73 1,53

t-testi : (Bkz. Es. 2.4)
(1,01-1)
0,086/ 4,24

0,49

t=0,49 <twno= 2,11

Cizelge 4.12. Izoksuprin’e ait geri kazanim verileri

Analiz Sayis1 Bulunan Derisim Bulunan Derisim Bulunan Derisim
(Spike: 1,0 ng/mL) (Spike: 5,0 ng/mL) (Spike: 10,0 ng/mL)

1 0,98 5,35 10,41

2 0,97 517 10,33

3 0,98 5,42 10,27

4 0,96 521 10,46

5 0,97 5,26 10,11

6 0,99 5,09 10,22
Ortalama 0,98 5,25 10,30
%Ort. Geri Kazanim 98 105 103
Standart Sapma 0,011 0,121 0,128
%RSD 1,12 2,30 1,24

t-testi : (Bkz. Es. 2.4)
(1,02-1)

= =098 t=0,98 <t = 2,11

0,087 /4,24
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Cizelge 4.13. Niketamid’e ait geri kazanim verileri

Analiz Sayisi

Bulunan Derisim

(Spike: 1,0 ng/mL)

Bulunan Derisim

(Spike: 5,0 ng/mL)

Bulunan Derisim

(Spike: 10,0 ng/mL)

1 0,97 4,86 10,29
2 0,98 4,92 10,07
3 0,95 4,81 10,13
4 0,97 4,93 10,14
5 0,96 4,85 10,42
6 0,98 4,78 10,32
Ortalama 0,97 4,86 10,23
%0rt. Geri Kazanim 97 97,2 102,3
Standart Sapma 0,012 0,059 0,135
%RSD 1,24 1,21 1,32

t-testi : (Bkz. Es. 2.4)

(1-0,99)
0,069/ 4,24

=0,61

t=0,61<twmo= 2,11

Cizelge 4.14. Klorpromazin’e ait geri kazanim verileri

Analiz Sayis1

Bulunan Derisim

(Spike: 1,0 ng/mL)

Bulunan Derisim

(Spike: 5,0 ng/mL)

Bulunan Derisim

(Spike: 10,0 ng/mL)

1 0,97 4,75 9,78
2 0,95 4,86 10,08
3 0,95 4,92 9,92
4 0,97 4,81 9,66
5 0,96 5,04 10,16
6 0,95 4,95 9,53
Ortalama 0,96 4,89 9,86
%0Ort. Geri Kazanim 96 97,8 98,6
Standart Sapma 0,010 0,104 0,244
%RSD 1,04 2,13 2,47

t-testi : (Bkz. Es. 2.4)

(1-0,975)
0,119/4,24

t:

=089

t=0,89 <two= 2,11
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Cizelge 4.15. Flufenamik asit’e ait geri kazanim verileri

Analiz Sayis1 Bulunan Derisim Bulunan Derisim Bulunan Derisim
(Spike: 1,0 ng/mL) (Spike: 5,0 ng/mL) (Spike: 10,0 ng/mL)
1 1,02 511 9,45
2 0,96 5,27 9,63
3 0,97 4,96 9,70
4 0,97 5,35 9,38
5 1,03 5,42 9,82
6 0,96 5,19 9,29
Ortalama 0,985 5,22 9,54
9%0rt. Geri Kazanim 98,5 104,4 95,4
Standart Sapma 0,031 0,167 0,204
% RSD 3,15 3,20 2,14

t-testi : (Bkz. Es. 2.4)

(1-0,99)
t= ~ 0,32 £=0,32 <t = 2,11
0,134/ 4,24

4.2.5. Kesinlik (tekrarlanabilirlik-tekrar iiretilebilirlik)

Bos at idrarma Prokain, Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit eklenerek
ti¢ farkli derisimde (1,0; 5,0; 10,0 ng/mL) ve her bir derisim igin 6’sar adet hazirlanan
numunelerin ayni1 giinde analiz edilmesiyle elde edilen veriler kullanilarak hesaplanan
%RSD degerleri yontemin tekrarlanabilirligini degerlendirmek i¢in kullanilmistir. %RSD
degerlerinin kabul edilebilirligi %15’den kiiciik olup olmadigina gore degerlendirilmistir

[97]. Hesaplanan %RSD degerleri Cizelge 4.16.’da yer almaktadir.

Cizelge 4.16. Tekrarlanabilirlik parametresine ait %RSD degerleri

Madde Adi %RSD %RSD %RSD
(Spike: 1,0 ng/mL) (Spike: 5,0 ng/mL) (Spike: 10,0 ng/mL)
Prokain 1,24<15 1,73<15 1,53<15
fzoksuprin 1,12<15 2,30<15 1,24<15
Niketamid 1,24<15 1,21 <15 132<15
Klorpromazin 1,04 <15 2,13<15 2,47<15
Flufenamik asit 3,15<15 3,20< 15 2,14<15
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Yontemin tekrar {iretilebilirligi icin laboratuvar i¢i tekrar {iretilebilirlik (ara kesinlik)
calismasi yapilmistir. Bu amagla bos at idrarina iki farkli derisimde (1,0 ve 10,0 ng/mL)
Prokain, [zoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit eklenerek uzun zaman
araligindaki farkli giinlerde her bir derisim i¢in toplamda 10’ar adet numune calisilmis ve
analiz sonuglarindan elde edilen verilerle %RSD degerleri hesaplanmistir. Analiz
sonuclarindan kesinligin belirlenmesinde HorRat degeri kullanilmistir (Bkz. Es. 2.5 ve Es.
2.6). Tekrar iretilebilirlik parametresine ait kesinlik i¢in yapilan HorRat degeri

hesaplamalar1 ve degerlendirmeler Cizelge 4.17- 4.21.”de yer almaktadir.

Cizelge 4.17. Prokain’e ait tekrar {iretilebilirlik verileri

Analiz Sayis1 Bulunan Derisim Bulunan Derisim
(Giin) (Spike: 1,0 ng/mL) (Spike: 10,0 ng/mL)

1 0,92 10,42

2 0,95 9,76

3 1,01 9,87

4 1,06 10,16

5 0,91 10,57

6 0,96 9,64

7 0,93 9,70

8 0,96 10,24

9 1,03 9,47

10 0,97 9,36
Ortalama 0,97 9,92
Standart Sapma 0,05 0,41
%RSD 5,16 4,13
%PRSD
(Horwitz esitligi ile bulunan) ® 3
HorRat = %RSD / %PRSD 0,12<2 0,13<2




Cizelge 4.18. Izoksuprin’e ait tekrar iiretilebilirlik verileri

Analiz Sayisi

Bulunan Derisim

Bulunan Derisim

(Giin) (Spike: 1,0 ng/mL) (Spike: 10,0 ng/mL)
1 0,87 9,57
2 0,92 9,83
3 0,98 10,32
4 1,02 10,18
5 0,93 9,69
6 0,95 9,63
7 0,98 9,48
8 0,89 10,09
9 1,04 9,76
10 0,96 10,46
Ortalama 0,95 9,90
Standart Sapma 0,054 0,34
%RSD 5,68 3,43
%PRSD
(Horwitz esitligi ile bulunan) » 3
HorRat = %RSD / %PRSD 0,13<2 0,11<2
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Cizelge 4.19. Niketamid’e ait tekrar tiretilebilirlik verileri

Analiz Sayisi

Bulunan Derisim

Bulunan Derisim

(Giin) (Spike: 1,0 ng/mL) (Spike: 10,0 ng/mL)
1 0,89 9,61
2 0,94 9,83
3 0,97 10,25
4 1,05 10,47
5 0,96 9,89
6 0,93 9,52
7 1,02 10,54
8 0,91 9,78
9 0,95 9,69
10 0,97 9,89
Ortalama 0,96 9,95
Standart Sapma 0,048 0,35
%RSD 5 3,52
%PRSD
(Horwitz esitligi ile bulunan) » 3
HorRat = %RSD / %PRSD 011<2 011<2




Cizelge 4.20. Klorpromazin’e ait tekrar tiretilebilirlik verileri

Analiz Sayis1 Bulunan Derisim Bulunan Derisim
(Giin) (Spike: 1,0 ng/mL) (Spike: 10,0 ng/mL)

1 0,91 9,72

2 0,90 9,61

3 0,93 9,52

4 0,95 9,41

5 0,98 10,39

6 0,96 10,17

7 1,04 10,45

8 0,93 9,89

9 1,02 9,47

10 0,97 10,09
Ortalama 0,96 9,87
Standart Sapma 0,045 0,38
%RSD 4,69 3,85
%PRSD
(Horwitz esitligi ile bulunan) » 3
HorRat = %RSD / %PRSD 0,10<2 0,12<2
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Cizelge 4.21. Flufenamik asit’e ait tekrar iiretilebilirlik verileri

Analiz Sayis1 Bulunan Derisim Bulunan Derisim
(Giin) (Spike: 1,0 ng/mL) (Spike: 10,0 ng/mL)

1 0,93 9,47

2 0,97 9,84

3 1,06 10,38

4 1,05 9,77

5 0,95 9,35

6 0,96 9,75

7 1,03 9,23

8 0,87 10,13

9 0,94 9,34

10 0,93 10,27
Ortalama 0,97 9,75
Standart Sapma 0,060 0,41
%RSD 6,19 4,21
% PRSD
(Horwitz esitligi ile bulunan) » 3
HorRat = %RSD / %PRSD 0,14<2 0,13<2

4.2.6. Saglamhk

Saglamlik parametresi i¢in, pH’daki kiigiik bir degisimin ve iiretim tarihi farkli kloroform
¢oziiciileri kullaniminin analiz sonucuna etkisi belirlenmistir. pH’daki kiigiik bir degisime
kars1 yontemin saglamligini kontrol etmek icin; bos at idrarina Prokain, Ilzoksuprin,
Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit eklenerek 5,0 ng/mL derisiminde, 10’ar adet
hazirlanan numunelerin pH: 6,0 ve pH: 5,9°’da paralel ¢alisilmasiyla elde edilen veriler
kullanilmistir. Uretim tarihi farkli kloroform c¢éziiciileri kullanimma kars1 ydntemin
saglamhigini kontrol etmek igin ise bos at idrarma Prokain, Izoksuprin, Niketamid,
Klorpromazin ve Flufenamik asit eklenerek 10,0 ng/mL derisiminde, 10’ar adet hazirlanan
numunelerin iki farkli kloroform ile paralel ¢alisilip analiz edilmesiyle elde edilen veriler

kullanilmistir. Elde edilen veriler ve F-testi Cizelge 4.22 - 4.26.’da yer almaktadir.



Cizelge 4.22. Prokain’e ait saglamlik verileri

Analiz | Kloroform1 | Kloroform 2 pH:5,9 pH:6,0
Sayis1 | (10,0ng/mL) | (10,0 ng/mL) | (5,0 ng/mL) (5,0 ng/mL)

1 9,80 9,72 5,01 5,15

2 9,68 10,34 5,10 5,18

3 9,51 10,46 4,81 5,07

4 9,69 10,32 4,74 4,84

5 9,75 9,91 4,97 5,09

6 9,56 10,33 4,92 5,06

7 9,83 10,21 5,04 511

8 9,72 9,55 5,13 4,89

9 9,53 9,98 4,79 4,94

10 9,46 10,35 4,82 5,15
F-testi F=0,175383<Fritik=0,314575 F=1,376729<Fritik=3,178893

Cizelge 4.23. Izoksuprin’e ait saglamlik verileri

Analiz | Kloroform1 | Kloroform 2 pH:5,9 pH:6,0
Sayis1 | (10,0 ng/mL) | (10,0 ng/mL) | (5,0 ng/mL) (5,0 ng/mL)
1 10,05 10,16 4,74 4,68

2 10,51 9,70 4,69 4,80
3 10,43 10,04 4,81 4,87
4 9,48 9,75 4,92 4,70
5 10,13 9,41 4,94 4,90
6 9,79 9,66 5,09 4,83
7 10,63 10,29 4,70 5,08
8 9,81 9,53 4,84 4,91
9 9,47 10,07 5,04 4,75
10 9,62 9,85 4,76 4,81
F-testi F=2,21564<Fitik=3,178893 F=1,442774<Fritik=3,178893
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Cizelge 4.24. Niketamid’e ait saglamlik verileri

Analiz | Kloroform1 | Kloroform 2 pH:5,9 pH:6,0
Sayis1 | (10,0 ng/mL) | (10,0 ng/mL) | (5,0 ng/mL) (5,0 ng/mL)
1 9,57 9,47 5,14 4,78

2 9,69 10,17 5,25 4,85
3 9,95 9,87 511 4,92
4 10,34 9,64 5,08 4,76
5 10,21 10,36 4,87 4,89
6 10,53 10,12 5,19 5,05
7 9,86 9,73 4,79 4,95
8 9,92 9,81 4,93 5,09
9 10,18 10,27 4,82 4,72
10 9,58 9,77 5,04 4,90
F-testi F=1,237249<Fxritik=3,178893 F=1,787031<Fritik=3,178893

Cizelge 4.25. Klorpomazin’e ait saglamlik verileri

Analiz | Kloroform1l | Kloroform2 pH:5,9 pH:6,0
Sayist1 | (10,0 ng/mL) | (10,0 ng/mL) | (5,0 ng/mL) (5,0 ng/mL)
1 9,66 10,14 4,83 5,09

2 10,23 9,54 4,95 4,88
3 9,87 9,86 4,92 4,92
4 9,57 9,49 5,06 4,78
5 9,84 10,32 4,78 4,85
6 10,18 9,73 51 5,03
7 9,52 10,25 4,88 4,95
8 10,36 9,65 5,15 4,81
9 9,78 10,21 4,85 4,75
10 10,51 9,81 4,73 4,92
F-testi F=1,26117<Fritik=3,178893 F=1,688268<Fritik=3,178893
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Cizelge 4.26. Flufenamik asit’e ait saglamlik verileri

Analiz | Kloroform1 | Kloroform 2 pH:5,9 pH:6,0
Sayist1 | (10,0 ng/mL) | (10,0 ng/mL) | (5,0 ng/mL) (5,0 ng/mL)
1 10,08 9,58 5,09 4,86
2 10,46 9,94 5,04 4,79
3 9,93 9,83 5,13 4,68

4 9,89 9,67 4,95 4,94
5 9,76 9,81 4,91 4,88
6 10,24 10,12 5,16 4,72
7 9,81 9,74 4,79 4,96
8 10,32 10,23 4,83 4,71
9 9,7 9,86 4,86 4,85
10 10,13 9,55 5,02 5,07
F-testi F=1,354969<Fxritik=3,178893 F=1,090436<Fkitik=3,178893

4.2.7. Olgiim belirsizligi hesaplamalari

Olgiim belirsizligi hesaplamalar1 yapilirken validasyon calismasindaki tekrarlanabilirlik,
tekrar iretilebilirlik ve geri kazanim verilerinden elde edilen sonuglar kullanilmistir.
Prokain, Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit i¢in yapilan 6l¢iim

belirsizligi hesaplar1 Cizelge 4.27.- 4.31°de verilmistir.

Cizelge 4.27. Prokain’in dl¢iim belirsizligi hesaplamalari

Geri kazanimdan gelen standart belirsizlik j_ﬁ = % = 0,020
Geri kazanimdan gelen relatif standart belirsizlik (RSD1) 0,020/101=0,00020
Tekrarlanabilirlikten hesaplanan RSDpool (RSD2) 0,015

Tekrar iretilebilirlikten hesaplanan RSDpool (RSD3) 0,047

Ubirlegtiritmis = VRSD12 + RSD22 + RSD3? 0,049

Ugenisletilmis = Ubirlestirilmis X K (%95 gliven aralig1 i¢in k=2) 0,098
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Cizelge 4.28. Izoksuprin’in dl¢iim belirsizligi hesaplamalar

Geri kazanimdan gelen standart belirsizlik s 0,087
—= = 0,021
Vn /18

Geri kazanimdan gelen relatif standart belirsizlik (RSD1)

0,021/102=0,00021

Tekrarlanabilirlikten hesaplanan RSDpool (RSD2) 0,016

Tekrar iretilebilirlikten hesaplanan RSDypool (RSD3) 0,047

Ubirlestirilmis = \/RSDlZ + RSDZZ + RSD32 0,05

Ugenisletilmis = Ubirlestirilmis x k (%95 gﬁven arahgl IQIH k:2) 0,1

Cizelge 4.29. Niketamid’in 6l¢iim belirsizligi hesaplamalari

Geri kazanimdan gelen standart belirsizlik s 0,069
—= = 0,016
Vn /18

Geri kazanimdan gelen relatif standart belirsizlik (RSD1)

0,016/99=0,00016

Tekrarlanabilirlikten hesaplanan RSDpool (RSD2) 0,012
Tekrar iretilebilirlikten hesaplanan RSDpool (RSD3) 0,043
Upitlestirilmis = VRSD12 + RSD2? + RSD32 0,045
U genistetilmis = Ubirlestiriimis X K (%095 giliven aralig1 i¢in k=2) 0,090

Cizelge 4.30. Klorpromazin’in 6lgiim belirsizligi hesaplamalari

Geri kazanimdan gelen standart belirsizlik s 0119
—=———=20,028
Vn 418

Geri kazanimdan gelen relatif standart belirsizlik (RSD1)

0,028/97,5=0,00029

Tekrarlanabilirlikten hesaplanan RSDpq0 (RSD2) 0,020
Tekrar iiretilebilirlikten hesaplanan RSDyoo (RSD3) 0,043
Ubirlegtiriimis = VRSD12 + RSD22 + RSD3? 0,047
Ugenisletilmis = Ubirlestirilmis X Kk (%95 giliven aralig1 icin k=2) 0,094




Cizelge 4.31. Flufenamik asit’in 6l¢iim belirsizligi hesaplamalari

Geri kazanimdan gelen standart belirsizlik s 0,134
—= = 0,032
Vn /18

Geri kazanimdan gelen relatif standart belirsizlik (RSD1)

0,032/99=0,00032

Tekrarlanabilirlikten hesaplanan RSDpool (RSD2) 0,029
Tekrar iretilebilirlikten hesaplanan RSDyool (RSD3) 0,053
Upirlestiritmis = VRSD1? 4+ RSD2? + RSD3? 0,060
Ugenisletilmis = Ubirlestirilmis X K (%095 giliven aralig1 i¢in k=2) 0,12

4.3. Gelistirilen Yontemin Dopingli Atlari Idrar Numunelerine Uygulanmasi
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Gelistirilen ve valide edilen dispersif sivi sivi mikroekstraksiyon yontemi, ilgili doping

maddeleri agisindan pozitif (dopingli) olan 10 adet at idrar1 numunesine uygulanmistir.

Numunelerin daha sonra LC-MS/MS yontemiyle tayin edilmistir. Pozitif at idrar

numuneleri Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii, Doping Kontrol

Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Temin edilen idrar numunleri arasinda [lzoksuprin

yoniinden pozitif olan at idrari numunesi mevcut olmadigindan, yontem sadece Prokain,

Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit igeren numuneler agisindan degerlendirilmistir.

Analiz sonucu elde edilen kromatogramlara 6rnekler Sekil 4.24 - 4.27°de verilmistir.

x10# [+ESI MRM Frag=80.0v CF=0.000 DF<0.000 CID@25.0 (237.2000 -> 120.1000) Prokain pozitif idrar d
247

184
164
144
124

03
05
044
024

7627287293 313233343535373839 4 41424344 4545474849 5 515253545556 575853 € 6162636

Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.24. Prokain yoniinden pozitif at idrart numunesine ait kromatogram

46566676863 7
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x104

35

26272829 3 313233343536373839 4 41424344 4546474849 5 515253 545556575859 6 616263 64 6566 676869 /
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.25. Niketamid yoniinden pozitif at idrart numunesine ait kromatogram

x10% |+ESI MRM Frag=110.0v CF=0.000 DF=0.000 CID@35.0 (315.0000 -> 214.0000) Klorpromazin pozitif idrar.d

F4

0 A
762728793 31323334353637 3839 4 41424344 4546474845 5 51525354 5566575859 6 61626364 6566676869 7
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.26. Klorpromazin yoniinden pozitif at idrart numunesine ait kromatogram

%104 |-ESI MRM Frag=100.0v CF=0.000 DF<0.000 CID@15.0 (280.1000 -» 236.1000) Flufenamik asit pozitif idrar.d
542

26772829 3 31323334353637 3839 4 41424344 4546474849 5 515253 545556575859 6 6162 6364 6566 6768 63 7
Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 4.27. Flufenamik asit yoniinden pozitif at idrart numunesine ait kromatogram
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5. SONUC VE ONERILER

Insanlardaki doping kontrolii icin WADA (Diinya Anti-Doping Ajans1) tarafindan
yayinlanmis bir liste olmasina karsin atlardaki doping kontrolii i¢in IFHA (Uluslararas1 At
Yaris1 Otoriteleri Federasyonu) tarafindan yaymlanmis, yasakli maddeleri igeren bir liste
yoktur. Atlardaki doping kontroliinde atlarin viicutlarinda, herhangi bir zamanda bir eylem
veya etkiye sebep olabilecek biitiin maddelere odaklanilir. Bu maddelerin pek ¢ogu yasakli
maddeler smifina girdiginden her ne sebeple olursa olsun, kullanilmamasi gereken
maddelerdir ve idrar, kan gibi doping siipheli numunelerde, bu maddeler i¢in “Sifir
Tolerans” s6z konusudur. Bu nedenle bu maddelerin ¢ok duyarli ve dogru bir sekilde
oldukca diisiik derisimlerde tespiti biiyiik bir onem arz etmektedir. Ulkemizde at yarislarinda
doping kontrolii Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’na bagl Etlik Veteriner Kontrol
Merkez Arastirma Enstitiisti, Doping Kontrol Laboratuvari ile Pendik Veteriner Kontrol
Enstitiisii, Doping Laboratuvari’nda gerceklestirilmektedir. Her iki laboratuvarda da at
idrarinda doping maddelerinin analizleri i¢in kat1 faz ekstraksiyon (SPE) ve sivi faz

ekstraksiyon (LLE) yontemlerini takiben kromatografik yontemler kullanilmaktadir.

Son yillarda hizla yaygin kullanim alani bulan mikroekstraksiyon tekniklerinin bilinen
ekstraksiyon yontemlerine (sivi-sivi ekstraksiyon, kati faz ekstraksiyon vb.) gore birgok
acidan Ustilinliikleri bulunmaktadir. Bu tekniklerin en biiylik avantaji kullanilan kimyasal
miktarin1 ve harcanan zamam en ekonomik diizeye indirmesidir. Son yillarda analitik
cihazlarin  duyarliliklarinin ~ ¢esitli ~ sekillerde  gelistirilmesi ~ klasik  ekstraksiyon

yontemlerinden mikroekstraksiyon tekniklerine gecisi kolaylastirmaktadir.

Tez calismasi i¢in; Tiirkiye’de ve Diinya’da, yaris atlarinda son 5 yilda kullanilan doping
maddeleri incelenmis ve bu maddelerden sifir tolerans olanlar {izerinde durulmustur. Daha
sonra maddeler asidik-bazik 6zelliklerine ve etki mekanizmalarina gore siniflandirilmig ve
bir taraftan da kaynak arastirmasi yapilmistir. Baslangicta asidik ve bazik doping maddeleri
icin 2 farkl dispersif siv1 sivi mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmesi hedeflenmis, fakat
yapilan 6n ¢aligmalar sonucunda asidik ve bazik doping maddelerinin at idrarindan optimum
bir pH degerinde birlikte analiz edilebildigi goriilmiis ve tek bir dispersif sivi sivi
ekstraksiyon yontemi gelistirmeye karar verilmistir. Kaynak arastirmasi esnasinda Prokain,

Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit’in at idrarmndan es zamanl analizi
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icin herhangi bir dispersif sivi sivi mikroekstraksiyon ydnteminin uygulamasina
rastlanmamistir. Bu nedenle Prokain, Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik
asit’in at idrarindan es zamanli analizi i¢in bir dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon ve sivi
kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS) yontemi gelistirilmesi ve bu
yontemin validasyon calismalar1 yapilarak dopingli oldugu tespit edilen atlarin idrar

numunelerinde uygulanmasi tez ¢aligmasinin konusu olarak belirlenmistir.

5.1. LC-MS/MS Yontemi Optimizasyonu

LC-MS/MS yontemi optimizasyonu sonucunda; iyon kaynaginda meydana gelen iyonlagma
sonras1 Flufenamik asit’in yapisindan bir H" kayberek negatif modda iyonlastigi ve diger
dort doping maddesinin ise yapilarina birer H* katarak pozitif modda iyonlastig
gozlenmistir. Her bir doping maddesi i¢in en yiiksek intensiteye sahip 2’ser tane MRM gegisi
belirlenmis olup bu MRM gegisleri Prokain igin 237,2—120,1 ve 237,2—100,2; Izoksuprin
icin 302,2—284,2 ve 302,2—150,1; Niketamid igin 179,1—108 ve 179,1—72,2;
Klorpromazin igin 319—214 ve 319—86,2; Flufenamik asit i¢in ise 280,1—236,1 ve
280,1—176°dir. MRM gecislerinin olusabilmesi i¢in en dnemli parametre olan ¢arpigma
enerjisi (collision energy) voltajlar1 optimize edilmistir. Her bir madde igin, ilgili MRM
gecislerinin en yiiksek intensiteye sahip oldugu ¢arpisma enerjisi voltajlari optimum voltaj
degerleri olarak belirlenmis olup, bu degerler Prokain’in 237,2—120,1 MRM gegisi i¢in 25
V ve 237,2—100,2 MRM gegisi i¢in 10 V, Izoksuprin in 302,2—284,2 MRM gegisi icin 15
V ve 302,2—150,1 MRM gegisi i¢in 20 V, Niketamid’in 179,1—108 MRM gegisi igin 14
V ve 179,1—72,2 MRM gegisi i¢in 18 V, Klorpromazin ‘in 319—214 MRM gegisi i¢in 35
V ve 319—86,2 MRM gegisi i¢in 20 V, Flufenamik asit’in 280,1—236,1 MRM gegisi igin
15 V ve 280,1—176 MRM gecisi i¢in 20 V’dur. Yapilan denemelerde uygun voltaj

kullanilmadig1 bazi ¢calismalarda MRM gecislerinin hi¢ olusmadigi durumlar gézlenmistir.

Gradient akista yapilan degisikligin ilgili analitlerin ayrimina etkisini belirlemek ve iyi bir
kromatografik ayrim elde etmek i¢in yapilan optimizasyon ¢aligsmasinda (Bkz. Sekil 3.1.) A
mobil fazinin gradient akistaki yiizdesinin %5’e diistiigli zaman degistirilmis ve elde edilen
kromatogramlara gore en iyi kromatografik ayrimin gergeklestigi zaman 2,50 dak. olarak
belirlenmistir. Ayrica kromatogramlar incelendiginde iizerinde degisiklik yapilan zaman

2,90 dak.’dan 2,50 dak.’ya diistiik¢e secicilik ve ayiriciligin arttig1 goriilmistiir.
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5.2. Dispersif S1vi-S1ivi Mikroekstraksiyon Optimizasyonu

Dispersif sivi-sivi  mikroekstraksiyon basamaklarinin optimizasyonunda en Onemli
parametrelerden birisi olan pH i¢in optimum deger 6,0 olarak bulunmustur. Bu pH degeri,
bu 5 maddenin es zamanli analizi i¢in optimum pH degeri olup, herhangi bir tarama
yonteminde at idrari numunesinde bu maddelerden birinin, 6rnegin; bazik ozellikteki
Prokain’in tek basina bulunmasi halinde pH degeri daha yiiksek degerlere (pH: 8-9)
cekilerek ya da asidik 6zellikteki Flufenamik asit’in tek basina bulunmasi halinde pH degeri
daha diisiik degerlere (pH: 3-4) ¢ekilerek ¢ok daha hassas analiz ger¢eklestirebilmek ve ilgili
maddelerin at idrarindaki varligmin dogrulamasini yapmak miimkiindiir. iyon kaynagindaki
iyonlagmay1 artirmak i¢in kullanilan %0,1°lik formik asitin, ilgili maddelerin pH’sina ve

dolayisiyla elde edilen kromatogramlara bir etkisi s6z konusu degildir.

Dispersif ¢oziicli hacmi bulutumsu ¢ozelti olusumunu dogrudan etkileyerek ekstraksiyon
¢oziiciisiiniin sulu fazdaki dagilimina ve ekstraksiyon verimine etki ettigi i¢in optimizasyonu
olduca 6nemli bir parametredir. Kaynaklarda, DLLME i¢in genellikle 0,5-1,5 mL hacim
araliginda dispersif ¢oziicii kullanildigindan, 700,0 ve 1200,0 pL aralifinda bir optimizasyon
caligmasi gerceklestirilmistir. Optimizasyon ¢alismasi sonucunda optimum dispersif ¢oziicii
(asetonitril) hacmi olarak 900,0 puL belirlenmistir. En yiliksek ekstraksiyon verimliligi
kloroform ile saglanmistir. Mikroekstraksiyonda kullanilacak kloroform hacminin
optimizasyonu sonucunda optimum deger 80,0 puL olarak bulunmustur. Bulunan sonuglara
gore ekstraksiyon esnasinda harcanan toplam organik ¢6ziicii hacmi 980,0 uL olup, klasik
kati faz ekstraksiyonu (SPE) ve sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) yontemleriyle
karsilastirildiginda oldukga diisiik bir hacimdir.

5.3. Yontemin Validasyonu

Secicilik

Yontemin gegerli kilinmasi igin incelenen parametrelerden biri olan Segicilik i¢in yapilan
calismada, elde edilen kromotogramlarda bos at idrarinda; Prokain, Izoksuprin, Niketamid,

Klorpromazin ve Flufenamik asit ile ayni alikonma zamanima sahip herhangi bir pik

gbzlenmemistir.
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LOD ve LOQ

Yontemde Prokain, fzoksupm‘n, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit i¢in LOD

degerleri sirasiyla 0,07, 0,06, 0,08, 0,09 ve 0,075 ng/mL olarak tespit edilmistir. Gelistirilen

ekstraksiyon yontemi, kaynaklarda mevcut olan ¢esitli yontemlerin kullanildig1 ¢alismalar

ile karsilastirilmis ve sonuglar Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1. Cesitli yontemlerin kullanildigi ¢alismalarin karsilastirilmast

Analit Matriks Analiz Yontemi LOD Ref. No
(ng/mL)
. . . CE-TOF-MS
Prokain Insan idrar1 (BGE ve suyla seyreltme) 20,0 17
. . LC/Hibrit tandem MS
Prokain At idrar (Direkt enjeksiyon) 10,0 24
. . . LC-MS/MS
Izoksuprin Hayvan Idrarn (Molekiiler baskilanmis polimer) 42,0 38
ok . Insan idrar1 ve Spektrofotometrik yontem 170,0 ve 39
zofsuprin farmasotikler (2 farkli pH’da 2 farkli kromojen ile) 50,0
. . . . UHPLC-HRMS
Niketamid Insan idrar1 (Direkt enjeksiyon) 50,0 44
) GC-MS
Niketamid Insan idrar1 (S1vi-s1v1 ekstraksiyon) 1,0 45
LC-MS/MS
(Kat1 faz ekstraksiyon)
Klorpromazin Insan idrar GC-FPD ve GC-FID 75,9 ve 9,9 56
(Oyuk fiber siv1 faz mikroekstraksiyon)
Klorpromazin Farmasbtlk atik su HP.LC-U.V 1.0 59
ve insan plazmasi (Tandem dispersif stvi-sivi
mikroekstrakiyon)
Lo . LC-MS
Flufenamik asit At idran (Kt faz ekstraksiyon) 0,25 63
. GC-MS
Flufenamik asit Su (Kat1 faz mikroekstraksiyon) 0.4 70
Prokain 0,07
Tzoksuprin 0,06
Niketamid At idran (Dispersit LOMSIMS ) 0,08 ]B“
Klorpromazin ispersif sivi- sivi mikroekstraksiyon 0.09 calisma
Flufenamik asit 0,075

Kaynaklarda at idrar ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma yer almamasi nedeniyle, tabloda farkli

matrikslerden ilgili doping maddelerinin analizi i¢in yapilan ¢aligmalara yer verilmis ve bu

caligmalarda bulunan LOD degerleriyle bizim ¢alismamiz sonucunda elde ettigimiz LOD
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degerleri karsilastirtlmistir. Gelistirdigimiz mikroekstraksiyon yonteminin zenginlestirme
ozelliginden dolay1 Prokain, Jzoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve Flufenamik asit i¢in
oldukca diisiik LOD degerleri elde edildigi goriilmiistiir. Kaynaklardaki caligmalarin
bazilarinda direkt enjeksiyon yonteminin (matriksin seyreltilerek dogrudan cihaza
enjeksiyonu) kullanildigi  goriilmiistiir. Direkt enjeksiyon yontemi  gelistirilen
mikroekstraksiyon yontemi ile karsilastirildiginda her ne kadar daha basit gibi goriinse de
matriks etkisini ortadan kaldirmak ve numunenin kirliligini azaltmak i¢in yiiksek oranlarda
seyreltme gerektiren bir yontemdir. Fakat bu durumda ilgili analit derisimi de azalacagindan,
analitin ¢ok diisiikk derisimlerde analizi miimkiin olmayacaktir. Bu nedenle kaynaklarda
direkt enjeksiyon yonteminin kullanildigi ¢alismalarda LOD degerinin daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Olgiim aralig1 ve dogrusallik

Olgiim aralig1 ve dogrusallik ¢alismasinda elde edilen sonuglar dogrultusunda dedektor
cevabiyla Prokain, Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin, Flufenamik asit standartlarini
iceren spike numunelerinin analit derisimleri arasinda dogrusal bir iligski oldugu tespit

edilmisgtir.

Prokain, fzoksuprin, Niketamid, Klorpromazin, Flufenamik asit igin determinasyon
katsayilar (R?) strastyla 0,9995, 0,9995, 0,9998, 0,9993 ve 0,9992 olarak bulunmustur.
Determinasyon katsayis1 degerlerinin 1,0000°¢ yakin bulunmasi ¢izilen kalibrasyon
egrisinin dogrusal oldugunu gostermektedir. ANOVA analizi yapilarak elde edilen F
degerleri Fanio degeriyle karsilastirilmis ve her madde i¢in F > Fiapio olarak bulundugundan
kalibrasyon egrilerini olusturan noktalarin regresyon dogrusuyla uyumlu oldugu, korelasyon
katsayilarinin tesadiifen bulunmus degerler olmadig istatistiksel olarak saptanmistir. Ayrica
regresyon analizi sonucu kalibrasyon egrilerindeki kesisim degerlerinin sifira esit (onemsiz)
(p>0.05) oldugu belirlenmistir. Tiim bu sonuglar gelistirilen yontemin dogrusal oldugunu

kanitlamaktadir.

Ayrica kalibrasyon grafigini olustururken kullanilan 1 ng/mL derisimindeki spike idrar
numunesinin, gelistirilen mikroekstraksiyon yontemiyle hazirlanip LC-MS/MS’e
enjeksiyonu sonucu elde edilen Prokain, Izoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve
Flufenamik asit’in MRM’lerine ait pikler (Bkz. Sekil 4.19-4.23) incelendiginde, her bir
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analite ait 2 MRM’in intensitelerinin birbirine oranlarinin ve alikonma zamanlarinin dogru

bir sekilde tespit edilebildigi gozlenmistir.

Dogruluk (geri kazanim)

Yontemin dogrulugunu belirlemek ig¢in yapilan geri kazanim g¢alismasinda, Prokain’in
ortalama %geri kazanim degeri %101, Izoksuprin’in ortalama %geri kazanim degeri %102,
Niketamid’in ortalama %geri kazanim degeri %98,8, Klorpromazin’in ortalama %geri
kazanim degeri %97,5 ve Flufenamik asit’in ortalama %geri kazanim degeri %99,4 olarak
bulunmustur. Yapilan t-testi sonucunda bes madde igin de t < twbio oldugundan %geri

kazanim degerleri arasinda anlamli bir fark ve yontemin dogrulugunda bir sorun yoktur.

Kesinlik

Yontemin kesinligini degerlendirmek i¢in tekrarlanabilirlik ve tekrar tretilebilirlik (ara
kesinlik) ¢alismalar1 yapilmistir. Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda elde edilen verilerle
hesaplanan %RSD degerlerinin tamami %15’den kiiciik oldugu igin yOntemin
tekrarlanabilirliginin uygun oldugu goriilmiistiir. Tekrar iretilebilirlik calismasinda elde
edilen verilerle hesaplanan %RSD degerlerinin uygunlugunu degerlendirebilmek icin
HorRat degeri kullanilmistir. Hesaplanan HorRat degerleri 2’den kiiglik oldugu igin

yontemin tekrar tlretebilirligi de uygundur.

Saglamlik

Saglamlik ¢aligmasinda iiretim tarihi farkli kloroform ¢oziiciileri ve farkli pH degerleri (pH:
6,0 ve pH: 5,9) kullanilarak ¢alisma yapilmis ve elde edilen verilen arasinda anlamli bir fark
olup olmadig: F-testi ile degerlendirilmistir. F-testi sonucunda her bir madde igin hesaplanan
F degeri Fritik degerden kiigiik oldugu igin yontem saglamdir.

Olgiim belirsizligi hesaplamalar

Olgiim belirsizligi, dl¢iim sonucunda elde edilen degerleri mantikli kilabilecek dagilimlar

karakterize eden ve olglimiin sonucuyla baglantili olan bir parametre oldugundan oldukga
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onemlidir. Yapilan 6l¢tim belirsizligi hesaplamalarinda geri kazanimdan gelen belirsizligin
genisletilmis belirsizlige ¢ok fazla bir katkisinin olmadigy, tekrar iretilebilirlikten gelen
belirsizligin ise genisletilmis belirsizlige en c¢ok katki saglayan belirsizlik oldugu
goriilmektedir. Ayrica hesaplamalar sonunda elde edilen genisletilmis belirsizlik degerleri,
tekrar iretilebilirlikten hesaplanan belirsizlik degerlerinin yaklasik iki kati oldugundan,
dogru ve uygun sartlarda yapilan bir validasyon ¢alismasi i¢in tekrar tiretilebilirlikten gelen

belirsizligin 2 kat1 olan degerin, 6l¢iim belirsizligi olarak verilebilecegi gériilmiistiir.

5.4. Yontemin Dopingli Atlarin Idrar Numunelerine Uygulanmasi

Gelistirilen ve valide edilen mikroekstraksiyon yontemi, ilgili maddelerin ata uygulanmasi
sonucunda dopingli ¢iktig1 rapor edilen at idrart numunelerine uygulanmistir. Etlik VVeteriner
Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii, Doping Kontrol Laboratuvari’ndan temin edilen ve
mikroekstraksiyon yontemiyle analiz edilen idrar numunelerinde ilgili analitlerin tespit
edilebildigi goriilmiistiir. Boylece gelistirilen mikroekstraksiyon yonteminin gercek dopingli

idrar numuneleri tizerindeki etkinligi de ispatlanmigtir.

5.5. Gelistirilen Yontemin Ustiinliikleri

Geligstirilen Dispersif Sivi-Sivi Mikroekstraksiyon ve Sivi Kromatografisi-Tandem Kiitle
Spektrometrisi (LC-MS/MS) yéntemi ile Prokain, [zoksuprin, Niketamid, Klorpromazin ve
Flufenamik asit’in at idrarindan olduk¢a diisiik seviyelerde analizi gergeklestirilmistir.
Doping kontrol laboratuvarlarinda yapilan analizlerin performansini belirlemek adina,
iclerinde Klorpromazin ve Niketamid’in de bulundugu bazi doping maddeleri igin, IFHA
tarafindan belirlenen ve ilgili maddelerin at idrarindan analizi i¢in kullanilan analiz
yonteminin ¢ok diisiik derisimlerde olmasa dahi, en azindan belirlenen seviyelerde analizinin
yapilabilir olmasini gerekli kilan derisim degerleri mevcuttur. Bu derisimler, ilgili maddeler
icin bir tarama degeri ya da esik degeri olmayip sadece s6z konusu analit i¢in kullanilan
analiz yonteminin performansi i¢in bir kriterdir. Klorpromazin ve Niketamid 'in at idrarindan
analizi i¢in bu degerler sirasiyla 20,0 ve 100,0 ng /mL olup gelistirilen yontem bu kritere
uymaktadir. Gelistirilen mikroekstraksiyon yontemi sivi-sivi ekstraksiyon (LLE) ve kat1 faz
ekstraksiyon (SPE) gibi yontemler gibi zahmetli ve zaman alic1 bir yontem degildir ve bu
yoniiyle zamanin kritik oldugu durumlarda ilgili maddelerin analizi i¢in oldukca avantaj

saglamaktadir. Ayni1 zamanda az miktarda ¢6ziicti kullanilmasi nedeniyle ekonomik olmasi
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da diger yontemlere gore iistiinliiklerinden bir digeridir. Ayrica idrar miktarinin az oldugu

durumlar i¢in de olduk¢a avantajli bir yontemdir.

5.6. Oneriler

Doping analizlerinde tarama yontemleri ve herhangi bir doping maddesi yoniinden pozitif
bulunan at idrar1 i¢in dogrulama (konfirmasyon) yontemleri s6z konusudur. Gelistirilen
mikroekstraksiyon yontemi bu 5 madde icin bir dogrulama yontemi olarak gelistirilmis ve
miimkiin olan en az idrar hacmiyle (1,0 mL) calisilarak dogruluk ve hassasiyeti yiiksek bir
yontem olmasi hedeflenmistir. Sonuglardan goriildiigii gibi, onerilen mikroekstraksiyon
yontemi sonrast LC-MS/MS ile yapilan analizler, tiim validasyon parametreleri acgisindan
gecerlidir. Yapilan tiim mikroekstraksiyon yontemi ve LC-MS/MS yontemi optimizasyon
caligmalari, benzer nitelikteki analitlere aynen, farkli analitlere ise modifiye edilerek
uygulanabilir. Onerilen mikro ekstraksiyon ydénteminin duyarhiliginin yani sira en 6nemli
iistiinliikleri olan diisiik numune ve ¢oziicli hacmi ile ¢alisilabilirligi, sonraki ¢calismalarda
ve farkli analitlerin analizlerinde kullanilabileceginin gostergesidir. Onerilen mikro
ekstraksiyon yontemi, caligmamizda goriildiigii gibi, hem standartlara, hem analit i¢eren
gergek numunelere ve hem de spike edilen numunelere uygulanabilmektedir. Burada matriks
at idraridir, ancak onerilen mikro ekstraksiyon teknigi, diger matrikslerde, viicut sivilarinda
vb. modifiye edilerek uygulanabilir. Ayrica, Onerilen mikro ektraksiyon teknigi, bir
kromatografik yontemin numune hazirlanmasinda kullanilabildigi gibi, diger analiz

yontemleri 6ncesinde de kullanilabilir.

Geligtirilen dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon yonteminin basamaklarinda uygun
degisikliklerin yapilmasi ile diger doping maddelerinin de idrarda analizlerinin yapilabilir
hale gelmesi gelistirilen yontemin ayni zamanda tarama yontemi halinde uygulanmasini

mumkiin kilabilir.
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