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OZET

Biler, C.N. GC-MS Yontemiyle Bazi Diuretiklerin idrarda Analizleri.
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya
Programi Yuksek Lisans Tezi, Ankara, 2005. Diuretiklerden, asetazolamit,
diklofenamit, klortalidon ve furosemitin Gaz Kromatografisi-Kutle
Spektrometrisi ile idrardan analizi yapilmigtir. Yukarida adi belirtilen
maddelerin idrardan tuketilme islemlerinden sonra tlureviendirme islemi
gergeklestirilmistir. TUrevlendirme isleminde standart olarak yapilan U¢ saat
firnda turevlendirmeye alternatif olmak Uzere mikrodalga firinla
turevlendirme denenmigtir. Mikrodalga firinda 800 Watt gucte 15 dakika en iyi
tirevlendirme kosulu olarak secilmistir. Yontemin gelistiriimesinin ardindan
yontemin gecerli kilma c¢alismalari yapilmistir. Calisilan madeler igin nitel
analiz gecerli kilma parametreleri olan Ozgunluk ve go6zlenebilme siniri
incelenmigtir. Bu ¢alismada kullanilan asetazolamit, diklofenamit, klortalidon
ve furosemit icin gézlenebilme sinirlari sirasiyla; 90, 15, 15 and 15 ng/ml ve
alikkonma zamanlar sirasiyla 2,54, 4,18, 5,70 ve 5,47 dakikadir. Yontem
gecerli kilma ¢alismalarinin ikinci asamasinda furosemit kullanilarak
yontemin nicel gecerli kilma ¢alismalari yapilmistir. Buna goére furosemitin alt
tayin sinirn 30 ng/ml, dogrusallik arahg 30-1500 ng/ml bulunmustur.
Gelistirilen yontemin gecerli kilma parametrelerinin degderlendiriimesine goére
bu c¢alismada geligtirilen yontem segici, kesin, dogru, duyarl ve

tekrarlanabilirdir.

Anahtar Kelimeler: Dilretikler, analiz, mikrodalga firinda tirevliendirme,

validasyon.
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ABSTRACT

Biler, C.N. Analysis of Some Diuretics in Urine by using GC-MS Method.
Hacettepe University Institute of Health Sciences, Master Thesis in
Analytical Chemistry, Ankara, 2005. Diuretics such as acetazolamide,
diclofenamide, chlorthalidone and furosemide were analyzed from the urine
by using Gas Chromatography-Mass Spectrometer. The substances
mentioned above are derivatized after extracted from urine. Microwave oven
is essayed for derivatization as an alternative to standard derivatization
method, three hours in the oven. The optimum condition such as 15 minutes
in 800 Watt in microwave oven has been chosen for derivatization. After
method development validation studies were held on. Qualitative validation
parameters such as selectivity and limit of detection were examined. The limit
of detection in this study for acetazolamide, diclofenamide, chlorthalidone,
and furosemide has been found as 90, 15, 15 and 15 ng/ml, respectively. In
the second stage of the validation studies, quantitative validation studies
were held on using furosemide. With respect to this limit of quantitation for
furosemide has been found as 30 ng/ml and linearity range was found as 30 -
1500 ng/ml. The developed method is selective, precise, accurate, sensitive

and reproducible according to the evaluation of the validation parameters.

Keywords: Diuretics, Analysis, derivatization in microwave, validation.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

GC-MS Gaz kromatografisi-kutle spektrometresi
uv Ultraviyole

DAD Dizi diyot dedektor

nm nanometre

ECD Elektron yakalama dedektor

El Elektron iyonizasyon

Cl Kimyasal iyonizasyon

LC-MS Sivi kromatografisi-kutle spektrometresi
tr Allkonma zamani

BSS Bagil standart sapma

SS Standart sapma

X Aritmetik ortalama
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1. GIRIiS

Diuretikler genellikle klinik uygulamada genis c¢apta hipertansiyon ve
farkli turlerdeki 6demlerin tedavisinde kullanirlar (1).

Dilretiklerin  kullanimi, sporda kilo kategorileri i¢ceren sporlarda
yarismadan once hizli kilo kaybi sagladigi, idrar konsantrasyonunu
dusurerek doping maddelerinin  goérunmesini maskeledigi ve doping
maddelerinin atilimini hizlandirdigi icin Dunya Dopingle Micadele Ajansinca
yasaklanmigtir (2).

Diuretiklerin 1988’de yasakli maddeler listesine Uluslararasi Olimpiyat
Komitesince dahil edilmesinden bu yana, bu maddelerin idrar érneklerinde
analizi icin ¢ok miktarda tarama ve dogrulama yontemleri geligtirilmistir (3).

Mevcut ditretiklerin Gaz Kromatografisi-Kutle Spektrometrisi (GC-MS)
ile tarama yonteminde 3 saatlik bir tirevlendirme agsamasi bulunmaktadir. Bu
calismanin amaclarindan birisi, turevlendirme basamagi icin gerekli enerji
transferinin mikrodalga 1sinimina maruz birakilarak saglandigi alternatif bir
yontemin gelistiriimesidir. Boylelikle G¢ saat gibi uzun bir tdreviendirme
basamagini dakikalara dustirmek amaglanmaktadir.

Bunun icin asetazolamit, diklofenamit, klortalidon ve furosemit
secilmistir. Bu maddeleri secgerken farmakolojik 6zelliklerine gore farkh
gruplardan olmasina dikkat edilmistir.

Bu maddeler kullanilarak yontem gelistirildikten sonra yontemin gecerli
kilmmasi c¢alismalari  yapilacaktir. Doping kontrol laboratuarlarinda
didretiklerin analiz sonuglari var/yok seklinde degerlendirildigi icin yontemin
nitel gecgerli kilma parametrelerine gore gecgerli kilinmasi yeterli olmaktadir.
Bu nedenle calisilan dort madde ile nitel gegerli kilma ¢alismalari yapiimasi
dusunulmektedir.

Gelistirilecek yontemin yeni bir ydontem olacagi dusundlirse yontemin
gecerliligi agisindan daha ¢ok parametrenin incelenmesi amaciyla, en etkin
ve gunuimuzde sporcular tarafindan en ¢ok kullanilan didretiklerden biri olan

furosemit ile nicel gecerli kilma ¢alismalari yapiimasi da disunUtimektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diuretikler
Diuretik ilaglar, idrar hacmini artiran bilesiklerdir. Ayrica vucuttan su ve
tuz atithmini arttirdiklari igin bu bilesiklere salitretikler de denir. Diuretikler
sadece idrar hacmini yani bobreklerden atilan su hacmini artirmak igin degil,
fakat esas olarak vucuttan sodyum iyonunun atiimasini artirmak igin
kullaniimaktadirlar (4,5). Idrar séktiriiciler bobreklerden sodyum, potasyum
gibi elektrolitlerin ve suyun atihmini artiran maddelerdir (2).
Diuretikler genellikle kalp ve bdbrek yetmezliginden kaynaklanan
hipertansiyon ve 6dem tedavisinde kullanilan ilaglardir.
Diuretiklerin kullanilis yerleri syle siralanabilir:
- Akut 6demler (6rn; akciger 6demleri)
- Kronik 6demler
- Hipertoni
- Akut ve kronik kalp yetmezligi
- Zehirlenmelere bagh ditrez guclugu
- Diabetes insipidus (sekersiz diabet)
- Glokom (karbonik anhidraz inhibitorleri)
Ditretikler birkagc farkli bicimde siniflandirilabilirler, ancak klinik
kullanihiglari bakimindan daha anlamli olani temel farmakolojik 6zelliklerine
gére yapilan siniflandirmadir. Dilretikler farmakolojik 6zelliklerine goére 5

grupta siniflandinilirlar (4).

2.1.1. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri, zayif natidretik ve dilretik etki
gOsterirler. Diuretik olarak tek bagslarina nadiren kullanilirlar; bazi durumlarda
diger bir diuretikle kombine kullanilabilirler. Karbonik anhidraz, alyuvarlar,
renal korteks, goz, santral sinir sistemi, gastrik mukoza ve renal tubullerde
bulunan bir enzimdir ve karbondioksitin karbonik aside donusumunu
katalizler. Olusan karbonik asit ise hidrojen ve bikarbonat iyonlarina disosiye

olur.



CO; + H: O — H.,CO3 — H* + HCO3s

Aciga cikan hidrojen iyonu sodyum ile degiserek tutulmasini saglar.
Karbonik anhidraz inhibitorleri hidrojen olusumunu ve dolayisiyla bu degisimi
engellerler. Sonugta sodyum ve buna bagl olarak suyun resorbsiyonu azalir.
Ayrica amonyum olusumu azalirken amonyumun geri emilmesi artar.
Sulfomoil gruplarinin yapisal benzerlikleri nedeniyle karbonik anhidraz
enziminin aktif noktasina baglandiklari kabul edilir. Enzimin inhibisyonu
hidrojenin  konsantrasyonunun azalmasina ve sodyum ile bikarbonat

iyonlarinin atilimina yol acar.

Karbonik asit Siilfonamit inhibisy onu
by
0=S\
0O=C-OH O// N-H
-H o b
Reseptor Reseptor

Sekil 2.1.  Enzim inhibisyonu

Karbonik asit inhibitoru diuretiklerin uzun sureli kullaniminda, idrar ¢ok
fazla alkalilesir ve vucutta asid6z olusur. Bu durumda karbonik anhidraz
inhibitorleri etkinliklerini kaybederler ve vicutta normal asit baz dengesi
olugsana kadar etkisiz kalirlar. Bu nedenle kullanimlari sinirhdir. Ayrica
potasyum kaybina yol agarlar. Karbonik anhidraz inhibitorleri gunimuzde
nadiren dilretik olarak kullaniimakla birlikte glokom tedavisinde siklikla
kullanilirlar.

Asetazolamit, ilk bulunan oral etkili karbonik anhidraz inhibitoria olup
1952’de tedaviye girmistir. Asetazolamit sentezinde, tiyosemikarbazit ve
karbon sulfuriin reaksiyonuyla hazirlanan 5-amino-2-merkapto-1,3,4-
tiyadiazolden hareket edilir. Bes numarali konumdaki amino grubunun
acilasyonundan sonra merkapto grubu oksitlenerek sulfonil klorlr yapisi,

bunun amonyak ile reaksiyonu sonucu asetazolamit elde edilir.
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Sekil 2.2. Asetazolamit sentezi

Asetazolamit bir karbonik anhidraz inhibitoradidr ve ginimuizde daha
cok glokom tedavisinde kullaniimaktadir. Asetazolamit oral olarak tamamen
absorblanir, yari 6mri sekiz saattir ve % 70-90 oraninda plazma proteinlerine
baglanir. Metabolize olmaz, bdbreklerden degismeden atilir. Bu gruba diger

ornekler metazolamit, etaksazolamit, diklofenamit'tir.

2.1.2. Ozmotik Ditliretikler
Ozmotik ditretikler, diasik molekul agirlikli bilesiklerdir. Tam olarak

metabolize olmazlar. Baslica ozmotik dilretikler, mannitol, sorbitol ve

izosorbittir.
CH,OH CH,OH
Ho-é-H H-J‘-OH
HO-C-H HO-C-H HO, H
H-(lZ-OH H-(lZ-OH "m
H—&-OH H-é—OH 0~ ~—OH
CIJHQOH CH,OH H g
Mannitol Sorbitol Izosorbit

Sekil 2.3 Ozmotik Dilretik yapilari

Elektrolitlerin sadece ¢ok az bir kismi bu bilesiklerle atilirlar. Glikoz ve
sukroz gibi sekerler de diuretik etki gosterebilirler. Bu arada poliol olmamakla
birlikte Urenin de benzer bir ozmotik etkisi vardir. Ozmotik dilretikler, akut

bobrek yetmezligi proflaksisinde suyun resorpsiyonunu inhibe etmek ve idrar



akisini surdurebilmek igin kullanilirlar. Gunimuzde kivrim dilretikleri bir ¢ok

durumda ozmotik diuretikler yerine kullaniimaktadirlar.

2.1.3. Kivrim Diuretikleri
Kivrim didretikleri henle kulpunun ¢ikan kolunda etki gosterirler. Etki
yerlerinden dolayi ¢ok etkili (yuksek tavanli) ditretiklerdir.
Bu grup diuretikler kendi iclerinde iki alt gruba ayrilirlar:
e Furosemit tipi kivrim dilretikleri: Furosemit, Bumetanit, Piretanit,
Azosemit

e Diger kivrim diuretikleri: Etakrinik asit, Etozolin, Ozolinon

NHCsHo
Cl NHCH2\</_\> @O 4H

HaNO»S COOH HoNO-S COOH

Furosemit Bumetanit

) CH3;CH» —Q‘OC OCH,COOH
H-NO-S

COOH CH,
Piretanit Etakrinik asit

Sekil 2.4. Kivrim Didretiklerinin Yapilari

2.1.4. Tiyazit Grubu Diuretikler

Tiyazitler, bisiklik stlfonamit tlrevleridir ve bir tanesi halka sisteminde
olmak Uzere iki tane sulfonamit grubu tasirlar. Tiyazitler sodyum ve Klortr
iyonlarinin atilimini artirirlar. Bu arada potasyum ve magnezyum iyonlari da
artarak elimine olurlar. Buna karsilik kalsiyum ve fosfat iyonlarinin atiliminda
azalma gorulur. Tiyazitler bu ozellikleri nedeniyle kivrim diuretiklerinden

farkhdirlar. Tiyazitler karbonik anhidraz inhibitérlerinden farkli olarak kronik



tedavide veya metabolik asidoz sirasinda da etkilidirler. Bununla birlikte
kronik tedavi sirasinda sallretik etki belirgin olarak azalir. Tiyazitlerin blyuk
bir kismi bagirsaklardan absorblanir ve glomerdler filtrasyon ve o6zellikle
proksimal tubulde aktif sekresyonla atilirlar.

Klortalidon sentezinde, ftalik anhidrit klorobenzen ile reaksiyona
girerek 2-(4-klorobenzoil) benzoik asidi olusturur. Bu maddenin klorosulfonik
asit ve amonyak ile reaksiyonuyla olusan turevin yeniden duzenlenmesiyle

bilesik elde edilir.

0 ‘
4 cn-@ 1.CIS03H _
T — co—@—CI e co Cl
2NH;
Q

Sekil 2.5. Klortalidon sentezi

Klortalidon, oral olarak % 60-70 oraninda absorblanir. Yari dmri 50-90
saattir ve %75 oraninda plazma proteinlerine baglanir. Bilesigin metabolize
oldugu kromatografik olarak belirlenmesine ragmen  metabolitler
saptanamamigstir. Zayif asit olmasi nedeniyle idrar pH’sini ylkseltir ve buna

bagl olarak atilimini azaltir.



NHCO Cl

iINDAPAMIT

0.,

o
HzNSOZJQi S: N, CH3
Cl N~ ~CH,SCH,CF;
H

POLITIAZIT

00
H.NSO st
N ee,
F3C N
H
HIDROFLUMETIAZIT

0.0
HzNSOZi@:S\NH
N)\
H

FsC CH,CgHs

BENDROFLUMETIAZIT

0.

NHZSOZH ;
Cl
H

H
cl NY CH3
I I N
HaNO,S
0

HsC

METOLAZON

NH,S0,

PGS
Cl N
H

HIDROKLOROTIAZIT

O

g
Oy
OH
S02NH2

KLORTALIDON

NH2802 ‘S‘
DG
Cl N

KLOROTIAZIT

CH2Cl  METILKLOROTIAZIT

Sekil 2.6. Tiyazit (sulfamoiltiyazit) tirevi didretikler



2.1.5. Potasyum Tutucu Diuretikler

Diuretiklerin  tumi sodyum, klorir ve potasyum iyonlarinin
eliminasyonunu farkli oranlar ve degisen miktarlarda artiran ilaclar olarak
tanimlanir. Buna ilaveten sodyum ve klorlr iyonlarinin eliminasyonunu
artirmasina ragmen potasyum iyonlarinin atilmini azaltan diuretikler de
vardir. Bunlarin saliuretik etkileri azdir cinki sodyum ve klorGr iyonlarinin
reabsorbsiyonu daha once gerceklesir. Cogunlukla tiyazitler veya kivrim
didretikleri ile kombine halde kullanilir. Bunlar potasyum tutucu ditretikler

olarak adlandirlirlar ve iki grupta incelenirler.

2.1.5.1. Aldosteron Antagonistleri
Aktif aldosteron antagonistleri 17-spironolakton steroit grubundadir.
Bunlardan spironolakton ve onun metaboliti olan kanrenon ve potasyum

kanrenoat tedavide kullanilir. Bu bilesiklerin etkileri ge¢ baslar ve uzun surer.
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Aldosteron Spironolakton Kanrenon Potasyum kanrenoat

Sekil 2.7. Aldosteron antagonistlerinin yapilari

2.1.5.2. Sikloamidin Turevleri

Bu grup diuretiklerde sikloamidin yapisi igceren triamteren ve amilorit
toplayici kanalda ve distal tubulin son kisminda sodyum kanallarini bloke
ederek etkilerini gosterirler. Buna ilaveten, sodyum iyon-proton degisimini de

inhibe ederler.
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Sekil 2.8. Sikloamidin turevi didretik yapilari

2.1.6. Yan Etkileri (2, 6)

Bu maddeler dogrudan sportif performansi artirici etkide bulunmazlar.
Sporcular tarafindan iki amacla kullanilirlar. Birinci amag idrar miktarini
artirip, idrardaki doping maddelerinin yodunlugunu azaltmaktir. Bdylece
alinan vyasakli maddenin analiz sirasinda saptanmasini zorlagtirmak
hedeflenir. ikinci amag agirlik kategorilerinin yer aldigi giires, boks, halter,
judo gibi spor disiplinlerinde kisa zamanda agirlik dismektir.

idrar soktiiricl kullanan sporcularda olusan yan etkiler sivi ve
elektrolit kaybi ile ilgilidir.

idrar soktirticiilerin yan etkileri:

Sivi kaybi

Asir agirlik kaybi,

Kan hacminde azalma,

Elektrolit dengesi bozuklugu

Yuksek ya da dusuk kan potasyum duzeyi,

Bobrek bozukluklart,

Kan basincinda azalma,

Kalp ritim bozukluklari

Seker hastaligi ciddilesme riski,

Urik asit miktari artisi: Gut hastahgu,

Kas gucunde azalma,

Kas verimi duguklugu,

Dayanikhlik kapasitesinde disme,
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Kas kramplari,
Sistemik alkalozis,
Dusuk kan sekeri,
Gegici sagirhk

2.2. Diuretiklerin Analiz Yontemleri:

Dilretiklerin 1988 yilinda sporda yasakli maddeler listesine dahil
edilmesinden beri bu maddelerin idrarda bulunusunu tespit etmek Uzere ¢ok
sayida tarama dogrulama yontemi gelistirilmistir (3,7). Burada daha c¢ok
diuretiklerin doping kontrolinde kullanilan analiz yontemleri Uzerinde

durulacaktir.

2.2.1. Sivi Kromatografisi Analizleri

DiUretiklerin analizi ile ilgili optimize edilmis yontemler Herraez ve ar.
tarafindan gdzden gecirilmigtir (7). Bir grup diuretigi tarama analizi igin sivi
kromatografisi yontemleri Tablo 2.1’de gdsterilmigtir. Bilesiklerin ayriimasi
genellikle 5 pum pargacik boyutlu oktadesilsilan kolonlari kullanilarak
basariimistir. Dilretik gruplarina ait olan farkli polariteye sahip bilesiklere
bagli olarak ¢ogu yazar gradient programini tercih etmislerdir. Cogu
durumda, farkh dalga boylarinda goruntileyebilme olasiligina ve bulunan
piklerin tanimlanmasini kolaylastiran UV spektrumu elde etmek igin dizi diyot
detektoru kullanilir. Furosemit, bumetanit, amilorit ve triamteren gibi bazi
bilesikler igin, UV dedektorlerden daha segcici ve duyarli teghise imkan veren

floresans dedektorler de ayni zamanda kullaniimistir (3).
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Tablo 2.1 Didretikler igin Ters Faz Sivi Kromatografisi Kosullar (7)

Bilegikler Kolon Hareketli Faz Dedektér
9 asidik ditretik p Bondapak Cis Asetik asit %1, asetonitril uv: 271
(tiazitler) 10 um, 30x0.39 cm Izokratik eliisyon nm
20 diuretik Lichrosorb RP Cus Farkli hareketli fazlar uVv: 238
(asidik, 5 um, 15x0.46 cm Izokratik eliisyon veya
bazik ve noétr) 275 nm
20 ditretik Lichrosorb RP Cis, Csveya | Suveya 0.05 M fosfat UV: 238
(asidik, C25 um, 15x0.46 cm tamponu pH 3, asetonitril | veya
bazik ve notr) Izokratik eliisyon 275 nm
16 ditretik Farkli kolonlar Asetik asit %1, asetonitril uv: 271
(tiazitler) Izokratik eliisyon nm
12 asidik diuretik | Lichrosorb RP-18 0.05 M fosfat tamponu pH | DAD: 271
(tiazit ve kivrim 5 um, 12.5x0.44 cm 3 Asetonitril, gradient nm
ditiretikleri) ’ ellisyon
12 ditretik Nucleosil Cis veya Cs 0.1% Fosforik asit, uV: 216,
(asidik, bazik ve | 2540.46 cm Asetonitril, gradient 254,
notr) ellisyon 275 nm
22 diuretik Hypersil ODS 5 um, 20x0.46 | 0.05 M sodyum fosfat DAD: 230,
(asidik, bazik ve cm tamponu 0.016 M 275 nm
notr) Lichrosorb RP-18 5 pum, propilamin, pH 3
20x0.46 cm Asetonitril, gradient
eliisyon
13 diliretik Hypersil ODS 5 um, 10x0.46 | Potasyum fosfat tamponu | DAD: 220,
(asidik, bazik ve | cm pH 6.8, Asetonitril 273, 328
notr) gradient ellisyon nm
9 ditretik (asidik, | Ultrasphere ODS 0.05 M amonyum asetat DAD
bazik ve noétr) 5 um, 15x0.46 cm veya fosfat tamponu, pH
’ 3Asetonitril, gradient
eliisyon
13 ditretik Bondclone ODS 0.05 M sodyum fosfat DAD: 230,
(asidik, bazikve | 1o um, 30x0.39 cm tamponu 0.016 M 275 nm
notr) ’ propilamin, pH 3
Asetonitril, gradient
ellisyon
20 ditretik Ultrasphere ODS 0.1 M amonyum asetat DAD: 240,
(asidik, bazikve | 3 um, 7.5x0.46 cm tamponu pH 3, asetonitril 270, 290,
notr) ’ gradient eliisyon 300, 318,
350 nm
11 didretik Hypersil ODS 5 um, 25x0.4 | 0.05 M sodyum fosfat veya | DAD: 230,
(asidik, bazik ve | cm asetat tamponu, 0.016 M 254, 275
notr) propilamin, pH 3 Asetonitril | nm

gradient ellsyon
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2.2.2. Gaz Kromatografisi Analizleri

Cogu diuretiklerin polar yapisi, GC ile dogrudan analizini guglestirir ve
didretiklerin gaz kromatografik davranisinin gelismesi igin bir turevlendirme
basamagina gerek duyulur. Dilretikleri turevlendirmek igin g¢ogunlukla
metilleme tepkimesi secilmistir (3) (Tablo 2.2). Ug temel metilleme ydntemine
deginilmistir: ekstraktif metilleme, kolonda metilleme veya flag metilleme ve
asetonda metil iyodurle metilleme. Bu yontem bilesigin kuru asetondaki
¢Ozeltisinin geri sogutulmasindan ve hafif bazik bir yogunlastirici reaktifle
(kuru potasyum karbonat) maddeyi alkillemekten olusur. Karboksilik asit ve
sulfonamit fonksiyonlarina ek olarak, bu yontem primer amin fonksiyonlarinin
(triamtereninkiler gibi) metillenmesine olanak verir. En biylk sakincasibazi
bilesikler igin gerekli olan tlireviendirme zamaninin uzun olusudur: 60°C’de 2-
8 saat tureviendirmeden bahsedilmistir. Alkali pH’da etil asetatla tuketmeye
ve tuz etkisine tabii tutulmus ve asetonda metil iyodurle turevilendirilmis olan
idrara eklenmis farkli ditretiklerin GC-MS analizinden sonra benzer sonuglar
elde edilmistir.

Tuketme ile ekstraktif metilleme, flags metilleme ve asetonda metil
iyodirle metilleme yakin zamanda Carreras ve dig. tarafindan
karsilastinlmistir (8). Bu yazarlar tarama amaci igin ¢ok sayida bilesigin
tireviendiriimesine bagl olarak asetonda metil iyodurle metillemenin en iyi
secim oldugunu ileri sirmuslerdir.

Dilretik bilesiklerin GC ile ayrimi, farkli fazlarla, en ¢ok kullanimi olan
metilsilikon ve fenilmetilsilikon ile yapilmistir. Baslangigta kullanilan
sikistirilmis kolonlar, son yayinlanan yontemlerde, capraz badli eritiimis-silika
kapiler kolonlarla yer degistirmis durumdadirlar. Elektron yakalama tayini
onceki ¢caligmalarda en ¢ok bahsedilen yontem iken; son yillarda, banko Ustu
GC-MS cihazlarinin genis bir sekilde yayginlasmasina bagli olarak, elektron
bombardimanli iyonizasyonu kullanarak kutle spektrometresi tayini ¢ogu

yazar igin tercih nedeni olmustur (9).



Tablo 2.2. Diuretiklerin gaz kromatografisi ile analizi igin kullanilan

turevlendirme yontemleri ve tanimlama sistemleri (3)
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Bilesikler Numune Turevlendirme Dedeksiyon

Klortalidon Plazma,_ Ekstraktif metilleme ECD
Serum, Idrar

Furosemit Plazma Ekstraktif metilleme ECD
Plazma,

Hidroklorotiazit Eritrosit, Ekstraktif metilleme ECD, FID
idrar

Bendroflumetiazit Plazma Ekstraktif metilleme ECD
Plazma,

Klortalidon Eritrosit, Ekstraktif metilleme NPD
idrar

Hidroklorotiazit Plazma Ekstraktif metilleme ECD

11 sulfonamit Referans . . FID, ECD,

ditretig cozeltiler | EKStraktifmetilleme )\, %)y

Diklofenamit Serum Ekstraktif metilleme MS (EI)

Bumetanit idrar Ekstraktif metilleme MS

15 dilretik idrar Ekstraktif metilleme MS (EI)

15 dilretik idrar Ekstraktif metilleme MS (EI)

16 dilretik idrar Ekstraktif metilleme MS (CI)

!(Iopam|t_, R_gfergns Ekstraktif metilleme MS (El, CI)

Indapamit cozeltiler

Bumetanit idrar Flag metilleme FID
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Bilesikler Numune Turevlendirme Dedeksiyon
Hidroklorotiazit Kan, plazma | Flas metilleme ECD
Asetazolamit K_ar_l_, _plazma, Flas metilleme ECD

tukarak
Klortalidon idrar Flag metilleme FID
Asetazolamit Kan, tukarak | Flas metilleme MS (El)
Bumetanit, _
Furosemit, Idrar Flas metilleme MS (EI)
Etakrinik asit
Furosemit, .
Klopamit, idrar Ase_tonda, ICH3 ile MS (EI)
o - metilleme
diger diuretikler
9 ditiretik idrar Asetonda, ICH3 ile |\, gy
metilleme
10 diiiretik Rgferqns Ase.tonda, ICHS ile MS (EI)
cozeltiler metilleme
Furosemit idrar, serum Asetonda, ICH3 ile MS (El, CI)
metilleme
Hidroklorotiazit idrar Asetonda, ICH3 ile MS (EI)
metilleme

- . Metilleme

Etakrinik asit Plazma (HCl/Metanol) ECD
Acilleme
Etakrinik asit Plazma (pentaflorobenzil MS (CI)
bromuir)
Etakrinik asit Plazma, idrar | Sililleme (BSTFA) MS (EI)
I : Metanolleme ve
Amilorit Idrar Sililleme (MSTFA) MS (EI)
Amilorit idrar Sililleme (MSTFA) MS (EI)




15

2.2.3. Kutle Spektrometrisi Analizleri

Cogu dilretigin, kutle spektrometresine dogrudan verilmesiyle elde
edilen elektron bombardimanh (El) kutle spektrumlari, farkli kitle spektrumu
kutiphanelerinde yayinlanmigtir. El sartlarindaki (70 eV) pargalanma profilleri
Casy tarafindan yuksek ¢ozunarlikli MS kullanilarak ¢alisiimistir (10).

Bununla birlikte, gaz veya sivi kromatografik ayrimlarindan sonra
normalde tayin icin MS kullaniimistir. El sartlarinda GC-MS, metil tarevleri
olarak diuretikleri analiz etmek icin yaygin bir gsekilde kullanilir ve genelde,
kutle spektrumunun hassasiyeti ve seciciligi agisindan da doping amaglarina
uygun oldugu gorulmustar.

Birkagc metillenmis didretigin kutle spektrometresine dogrudan
veriimesiyle negatif iyon spektrumlari c¢alisilmistir (11,12). Genelde, EIl
sartlarindan daha az iyon parcali kutle spektrumlari elde edilmistir.

Ventura ve dig. (13) tarafindan dilretiklerin dogrulama analizleri igin,
termospray (TSP) arayuzli LC-MS’in potansiyeli arastirilmisgtir. Bosalim
iyonizasyon modu kullanilarak, filament-kapali TSP iyonizasyondan daha iyi
iyonizasyon verimi alinmigtir. LC-MS, yazarlarin da bildigi kadariyla, GC-MS
ile analiz edilebilecek uygun tlrevler olusturamayan bentiyazit de dahil olmak
Uzere idrar ekstraktindaki ¢odu bilesigi dogrulamaya yetecek kadar hassas
bulunmustur.

Bosalim iyonizasyonu kullanarak ditretiklerin TSP pozitif iyon kuitle
spektrumlari, kuglk pargalanmayla protonlanmis bir molekiler iyonla
karakterize edilmiglerdir. Bu teknigin ¢ift MS ile birlesmesi (couplingi), doping
kontrolinde dogrulama amagclarina uygun daha iyi yapilandiriimis bilgi sunar.

Ventura tarafindan tanecik-demet (PB) araylzu kullanilarak LC-MS
uygulamasiyla, didretiklerin analizine calisiimistir (14). Dogrudan cihaza
verilme kullanildiginda rapor edilenlere benzer secilmis El kitle spektrumlari
elde edildigi halde, El sartlarindaki hassasiyet idrarda ditretiklerin analizine
uygun degildir.

Brown ve dig. Tarafindan ince tabaka kromatografik ayirimdan sonra,
didretiklerin analizine hizli atom bombardimani (FAB) uygulanmistir. Cogu

bilesik icin negatif iyon modu kullaniimistir (15).
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2.2.4. Kapiler Elektroforez (CE) Analizleri

UV teshisi takiben kapiler elektroforezi (CE) ile diuretiklerin taramasi
calisilmigtir. Jumpannen ve dig. (16, 17) kati faz tuketmesinden sonra,
diuretikleri idrarda ve kan serumunda analiz etmek icin bir yontem
geligtirmiglerdir. Diuretikler heterojenlikleriden dolayi, farkhh pH degerlerinde
iki ardisik calisma gerektirmislerdir. Sulfonamit ve/veya karboksilik gruplari
iceren Dbilesikler, pH 10.6’da 3-(siklohekzilamino)-1-propansulfonik asit
tamponu kullanilarak anyonlar olarak ayriimislardir. Amino fonksiyon gruplu
didretikler, asidik pH'da, pH 4.5'da asetat-betain tamponu kullanilarak
katyonlar olarak ayrilmiglardir. Bu sartlar altinda diuretikler 30 dakikadan
daha az kisa bir sure icerisinde CE ile taranabilmislerdir. Yontem, bos serum

ve dilretik eklenmig idrar 6érnekleriyle denenmistir.
2.3. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) (18-21)

2.3.1. Gaz Kromatografisi Teorisi

Kromatografi; bir karisimda bulunan maddelerin, hareketli ve sabit faz
arasinda dagilma, adsorbsiyon veya iyon degigimine ve bunun gibi bazi
mekanizmalara bagli olarak ayrilmasi esasina dayanir. Gaz kromatografisi
teknigi, ucucu olan veya ucgucu hale getirilebilen maddelerin belirli bir
sicaklikta, bir tasiyici gazin akigi yardimiyla, sabit bir faz icinde ayrilmalari
esasina dayanir. Sabit faz sivi ise maddeler ¢ézunurliklerine bagli olarak
fazlar arasinda dagilirlar. Bu yontem gaz-sivi kromatografisi adini alir. Eger
sabit faz kati ise maddeler adsorpsiyon-desorpsiyon esasina dayanarak
ayrilirlar ve yénteme gaz-kati kromatografisi adi verilir.

Calismalarimiz gaz-sivi kromatografisi ile yartttlmastur.

Maddenin enjekte edildigi andan dedektorde sinyalinin goruldigu ana
kadar gegen zamana alikonma zamani (tr) denir. Molekdiller arasi kuvvetler,
molekudl i¢i kuvvetler, sicaklik, tasiyici gazin hizi, molekul buyuklugu ve

polarite alikonma zamanina etki eden faktorlerdir.

Kolon boyu (L)
tr = [1]
Hareketli faz hizi (Vn)
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Kromatografik galismalar yapilirken kolon sabit sicaklikta tutulabildigi
gibi belli bir sicaklik programi uygulanarak da ¢aligilabilir. Maksimum sicaklik
kolonun dayanabileceg@i sicaklik olmalidir. Kolonun etkinligi pik genisligi ile
Olculur. Dar pikler elde edildikge kolon etkinligi artar. Kolonu ayiricihgi ise

teorik tabaka sayisina baghdir.

N = 16 (tr / W)? 2]

Esitlik 2'de N; teorik tabaka sayisi, w; pik genigligidir. Buna bagli
olarak teorik tabakaya esdeger yukseklik (H); kolon boyu (L) ile esdeger

teorik tabaka sayisinin birbirine oranidir.

H = [3]

Kolonun kromatografik performansini acgiklayan temel esitlik Van
Deemter esitligidir. Bu esitlik verimliligi ortalama hareketli faz dogrusal hizinin
(n) bir fonksiyonu olarak aciklar (Sekil 2.9). Klasik Van Deemter esitligi
asagidaki gibidir:

H=A+B/m+Cn [4]

H: Teorik tabaka yuksekligi

A: Eddy diflizyon katsayisi

B: Boyuna diflizyon katsayisi

C: Kltle transfer katsayisi

m: Tasiyici gazin ortalama hizi

Destek dolgusu icermeyen acik tubuler kolonlar igin, “A” terimi yoktur
ve bu durumda esitlik Golay esitligi adini alir (esitlik 5).

H=B/m+Cp [5]
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A (Eddy difuzyon katsayisi); kolonu doldurmak igin kullanilan
taneciklerin buyuklugu ve tekdizeliginin bir fonksiyonudur. Dolgu kolonlarda
bu terim gegerli olup, kilcal kolonlarda etkin degildir.

B (Boyuna difuzyon katsayisi); kolon uzunlugu boyunca difuzyon
olugsmasi nedeniyle olusan pik genisligidir. Hareketli faz gaz ise bu etki daha
fazladir. Tagiyici gaz akis hizi artirillarak bu etki en aza indirilebilir.

C (Katle transfer katsayisi); Hareketli ve sabit fazdaki kutle
transferlerinin toplamidir. Cok kuaguk capl partiktllerle doldurulan bir kolon

veya sabit sivi faz i¢in kutle transferi artan hizla birlikte dogrusal olarak artar.

teorik tabaka yiksekligi, H

Ortalama dogrusal hiz, m

Sekil 2. 9. Van Deemter EJrisi

2.3.2. Gaz Kromatografisi Cihazinin Bolumleri
Gaz Kromatografisi Cihazi;
1) Taslyici gaz
2) Elektronik basing kontroléru
3) Enjeksiyon blogu
4) Firin
5) Kolon
6) Dedektor

7) Cogaltici ve yazicidan olusmaktadir.
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Tagiyic: gaz
basing ayarlayicisi Enjekedr Cedektdr
loa
O O ] l_? caga
—
elektronik
" 156
Yaza
Tagqiyict gaz
Finn
Firm
sicakhk
prograrmu

Sekil 2.10. Gaz Kromatografisi Cihazinin Bolumleri

2.3.2.1. Taglyici gaz

GC ile galisan kigilere zarar verici bir risk olusturmamasi igin tasiyici
gaz, kimyasal olarak inert olmali, toksik ve yanici olmamalidir. Kullanildiktan
sonra atildigi igin ucuz olmalidir. Molekul agirh@r buylk olan gazlar difizyonu
daha az olacagi i¢in ayirim etkinligini arttirirlar.

Gaz kromatografisinde tasiyici gaz olarak genellikle azot, helyum ve
hidrojen kullanilir. Taslyici gaz, enjekte edilen bilesenlerin kolonda
tasinmasini ve madde yada maddelerin sabit fazla etkilesimini saglar.
Tasiyici gazin ayirim Uzerindeki etkisi Golay esitliginin hareketli faz diftizyon
terimlerini  inceleyerek aciklanabilir. Kullanilan tasiyici gazin cinsinin
kromatografik ayirim Uzerine etkileri Sekil 2.11’de gosterilmektedir. En
yuksek verimlilik N2 gazi kullanilarak elde edilmektedir (minimum H). Bu
minimum deg@er dusuk tasiyici gaz dogrusal hizlarinda gorulmekte ve artan
dogrusal hizla orantili olarak, verimlilik de hizla dusmektedir. Bu nedenle, N>
gazi kilcal kolonun kullanildigi GC’'de ¢ok sik hareketli faz olarak secilmez.
Diger taraftan, H> gazinin daha disuk viskozitesine bagli olarak, tasiyici gaz
hizindaki dedgisiklikler kolon ayiriciligint belirgin olarak etkilemeyecektir.

Hidrojen verimlilik egrisinin minimumu daha genis bir aralikta ve daha yuksek
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dogrusal hizlarda ortaya cikabilmektedir. Ancak Hz gazinin patlayici 6zelligi
kisitlayici bir etkendir. Bu nedenle ¢alismalarda N2 ve H2'nin dezavantajlarina
sahip olmayan ve verimlilik egrisinin minimumu N2'a gére daha genis aralikta

ve daha yuksek dogrusal hizlarda ortaya ¢gikan He gazi kullaniimaktadir.

H (mm)
1.2 ]

1.0 7

J0 20 30 40 S0 60 70 80 90
Ortalama Dogrusal Hiz (cavsn)

Sekil 2.11. Kullanilan Tasiyici Gaz Cinsinin Kromatografik Ayirim Uzerine
Etkileri

2.3.2.2. Elekronik Basing Kontrolli (EPC) (22,23)

GC’'de gaz akisi, performansi pek ¢ok yonden etkileyebilecegi icin,
akisin kesin ve belirgin olarak kontroli gerekmektedir. Diger taraftan tasiyici
gaz akisinin kontrol altinda olmasi alikonma zamanlarindaki kararlilik igin de
gerekli olup miktar tayinlerini de hem pik sekilleri, hem de dedektor cevabi
acisindan etkileyehbilir.

Sabit basingta calisma, dusik kolon akis hizlarinda iyi bir performans
saglayabilir. Ancak, sicaklik programli analizlerde kolon akislari degisecektir.
Basincin tekrarlanabilir sekilde ayarlanmasi mekanik basing ayarlayicilari ile

zor olmaktadir.
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Teknolojideki son gelismeler, kilcal kolonlu GC igin elektronik basing
kontroli (EPC) sistemlerinin tasarimini saglamigtir. EPC, basing ve akig
ayarlamalarinda mukemmel bir kesinlik ve kararlilik saglayarak elektronik
basing programlamasina (EPP) izin verir. Bu yolla tagiyici gazin akisi,
sicaklik artigl sirasinda sabit tutulabilir veya basing gerek duyulan ayirimlari,
analiz surelerini veya galisma sicakliklarini saglamak igin ek bir yontem
parametresi olarak kullanilabilir.

EPC sistemi, kolonlarin yani sira basing duzenini saglamak amaciyla
dedektorlerde de kullaniimaya baglanmistir.

Elektronik basing kontrolu nitel ve nicel analizlerde alikonma zamanini
ve pik alanlarindaki tekrarlanabilirligi saglar. GC sisteminde firin sicakliginin
artisi ile birlikte tasiyici gazin viskozitesi de artar. Bu esnada eger girig
basinci sabit tutulursa sicaklik programli bir analizde kolon gaz akisi
azalacaktir. Basinci degistirerek kolon gaz akiginin sabit kalmasi veya akigi
belli bir hizda degistirerek basincin sabit kalmasi saglanabilir.

Apolar kolonlarda sicaklik artigi ayirimi azaltmaktadir. Ayrica sabit
akis veya basing programi kullanilarak analiz suresinde kisalma

saglanmaktadir.

2.3.2.3. Enjeksiyon Blogu

Bu kisim numunenin sisteme verildigi bolumdur. Enjeksiyon blogundan
numune bes sekilde verilmektedir.

1) Bélmeli enjeksiyon

2) Bolmesiz enjeksiyon

3) Kolona enjeksiyon

4) Dogrudan enjeksiyon

5) Sicaklik programli buharlagsmali enjeksiyon

Bolmeli enjektor, ani bir buharlastirma aletidir. Sivi 6rnek, enjektorle
sicak enjeksiyon bloguna girer ve burada hizlica buharlasir. Buharlagsan
ornegin kuguk bir miktari kolona girerken, buyuk miktari atik olarak
uzaklastiriir. Bélme orani, kullanici tarafindan kolon akisindan kontrol edilir.
Bolme oranlari kolon dzellikleri ve kapasitelerine gore ayarlanir.

Bdlme orani= Kolon akisi / Kolon girig akigi
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Bu teknikte dar piklerin olusma olasiligi yuksektir. Bolmeli enjeksiyon
daha c¢ok yuksek derisimlerde uygulanir. Bdylece kolonun kirlenmesi
onlenmis olur. Calismamizda bdlmeli enjeksiyon kullaniimigtir.

Bdlmesiz enjeksiyon sistemi, enjektorin bdlme kapakgiginin
enjeksiyon sirasinda kapatiimasi yoluyla caligmaktadir. Ornek buharlasma
kisminda buharlastirilip hareketli faz akigi ile kolona gonderilmektedir. Bu tip
enjeksiyon daha ¢ok eser madde analizlerinde tercih edilmektedir.

Bdlmeli ve bdlmesiz enjeksiyonlarda akis yollari Sekil 2.12.a. ve b.” de
gOsterilmigtir.

Kolona enjeksiyon soguk enjeksiyon tipidir. Numune kolon igine
dogrudan sivi halinde enjekte edilir. Enjeksiyon sirasinda enjekte edilen
kisim soguktur. Firin sicakhgi arttikga kolon girisinde bulunan madde yavas
yavas buharlasir. Bu tur enjeksiyon butin kilcal kolonlara uygulanabilir.

Dogrudan enjeksiyonlarda, enjektérin girdigi kisim firrndan bagimsiz
olarak isitilir ve bu sicaklik hizlica buharlasmaya neden olur. Bu teknik
yalnizca ¢ok genis gapli kolonlara uygulanabilir.

Sicaklik  programli  buharlagsmali  enjeksiyonda, numune cam
yogdunlastirici icine enjekte edilir. Enjektor blogu soguktur ve enjektor
cekildikten sonra ¢ozucu ve maddeyi ugurmak igin hizlica isitilir. Daha ¢ok
buyuk hacimli enjeksiyonlarda kullanilir.

Enjektorin numuneyi derigtiriciye saglikli bir sekilde birakmasi igin
enjeksiyon bolmesinin Uzerine yerlestirilen, enjektorin girmesini saglayan ve
O0zel bir maddeden yapiimis tipaya “septum” denir. Septum, tasiyici gaz
kacagini, sisteme hava ve nem girisini Onler. Septumdan sonra numune
deristiriciye gelir. Numune deristirici, enjekte edilen numunenin, aerosol
olugturmasini engelleyerek homojen buharlasmayl ve tasiyici gaz ile
karismasini saglamaktadir. Yogunlastirici igine yerlestiriimis olan silillenmis
cam veya kuartz pamugu, kolonun kirlenmesine veya tikanmaya neden olan
klguk partikullerin tutulmasini saglamaktadir. Bu yolla pik sekillerinin duzgun
eldesi, pik alani hesaplamalarinda ise tekrarlanabilirlik ve dogruluk
artmaktadir (24). Enjeksiyon ve tasiyici gazin hizi, elektronik basing kontrol(

ile ayarlanmaktadir.
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Sekil 2.12. a. Bolmeli  b. Bolmesiz Enjeksiyonlarda Akis Yollari

2.3.2.4. Firin

GC’de alikonma zamaninin ayarlanmasi igin kullanilan yéntem, firin

sicakliginin degistiriimesidir. Sicakliktaki 20-30°C’lik bir artis alikonma
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zamaninda 2-3 kat azalmaya neden olur. Piyasada bulunan GC firinlarinin
en yiksek sicaklik siniri 450°C oldugundan, sicaklik tek basina alikonma

zamanini 100 kat kadar degistirebilecek gugtedir.

2.3.2.5. Kolon (20, 25)

Enjeksiyonla verdigimiz bilegenlerin birbirinden ayrildigi, nicel ve nitel
analizin yapildig1 bolumduar. GC kolonlari dolgu ve kilcal kolonlar olmak tzere
ikiye ayrilir. Dolgu kolonlar cam veya metalden yapilmis. i¢ caplar 2-4 mm,
uzunluklari 1-5 m olan kolonlardir. Teorik tabaka sayisi kilcal kolonlardan
azdir. Kilcal kolonlarda ise dolgu materyali yerine sivi faz kendisi veya destek
maddesi ile birlikte kolon i¢ ceperlerine baglanmistir. i¢ ¢aplar 0.1-0.5 mm,
uzunluklari 10-100 m’dir. Kilcal kolonlarin ¢ikmasiyla dolgu kolonlarin
kullanimi azalmigtir.

Eritilmig silika kolonlarin gelisimi ve bulunmalarinin kolay olmasi
nedeniyle kullanimlari hizla artmaktadir. Bu kolonlar saf SiO2’den yapilmis
ve distan poliimid polimeri ile kaplanarak guglu hale getirilmislerdir. Eritilmis
silika kolonlarin sabit fazlarinin kaplanigina goére siniflamasi soyledir:

1) Duvari kapli acgik tubuler kolon (Wall-Coated Open Tubuler
Columns=WCOT): Sabit faz kati, viskoz sivi veya zamk formunda
polimerlerdir. Kilcal kolon ¢eperine kaplanir. i¢ capi 0,005-0,53 mm, film
kalinhigi 0.1-3 um’dir.

2) Destek kapli agik tubuler kolonlar (Support-Coated Open Tubuler
Columns=SCOT): Destek materyalle sivi faz kaplanmis sekilde Kkilcal
duvarina yapistinimistir. En énemli avantaji sabit faz kalinhginin daha genis
aralikta tutulabilmesidir.

3) Pordz yuzeyli acik tubuler kolonlar (Porous Layer Open Tubuler
Columns=PLOT): i¢ tabakasi adsorban materyal ile kaplidir. Dezavantaji
dusuk etkinlige sahip olmasi, tekrarlanabilir ve kararli olmamasidir.

4) Mikrokapli kilcal kolonlar (Micro-Coated Capillary Columns=MCC):
Kolon i¢ ¢capl destek madde ile tamamen doldurulmustur.

GC kolonlarinda 3 6nemli 6zelligin bulunmasi gerekmektedir.

1) Sabit faz olabildigince inert, destek ylzeyini tamamen kaplayan

tekdize kalinhktaki film tabakasi ile olusturulmalidir.
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2) Kolon film tabakasinin yuksek sicakliklarda bozunma ve
buharlagsmaya karsi isisal kararliigi olmalidir. Bu sabit faz molekullerini
destek materyaline kimyasal veya fiziksel olarak baglayarak polimere
benzeyen bir film tabakasi olusturarak gergeklestirilir.

3) Geri donusumsiuz olarak numune bilesenlerinin adsorpsiyonuna
neden olan ve metalik elementleri, 6zgln bilesenlerin bozunmasi igin katalitik
kisimlar olarak rol oynayan aktif bolgelerin olmamasi gerekmektedir.

Eger kolon, sicaklik sinirlarinin tzerinde uzun sure kalirsa ve WCOT
kolonlarda kolon duvarlarinda yumusak, tekdize bir sivi kaplamasi
basarilamazsa aktif bolgeler ortaya gikacaktir.

Polar ve nonpolar sabit faza sahip olan WCOT kolonlar ylksek
verimlilige sahiptir.

Diuretiklerin analizlerinde %100 dimetil polisiloksan dolgu materyali
nonpolar sabit fazli kolonlar kullaniimistir. Polisiloksan fazlarinin isisal
kararlilik ve dusik buhar basinci 6zellikleri, Si-O bag enerjisinin C-C bag
enerjisinden fazla olmasi saglar.

Kolonlara yeni doldurulmus sabit fazin, kiglk molekul agirligina sahip
sivi faz bolumleri ile c¢ozuculerin fazla kisimlarini tutmamalari igin
kullanmadan énce sartlanmasi gerekmektedir. Eger sartlanma yapilmazsa bu
uranler kolondan gecip dedektore ulastiktan sonra temel ¢izgi yukselmesi ve
fazla piklere neden olacaktir. Eski kolonlarin da numune veya saf olmayan
taslyici gazdan dolaylr kolonda tutulabilecek ugucu olmayan maddelerin
birikkmesini engellemek igin araliklarla sartlanmasi gerekmektedir.

Sartlanma sicakliginin yiksek olmasi daha kararli temel ¢izgilerin elde
edilmesini saglamakla birlikte kolon omrunu kisaltacagindan sicakligin
dikkatli secilmesi gerekmektedir. Ayrica bu secgimde ¢alisma sicakligi da goz
onunde bulundurulmahdir.

Kolonlar saklanirken sivi faza difize olabilecek oksijen veya diger

kirlilikleri engellemek igin uglari uygun bir sekilde kapatiimalidir (26).

2.3.2.6. Dedektor (27)
Taslyici gaz ile suruklenerek kolon ¢ikigina gelen numunelerin elektrik

sinyaline ¢evrilip taninmasina yardimci olan elektronik sistemlerdir.
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Her maddeyi analiz eden dedektorlere evrensel dedektorler denir.
Secici dedektorler element icin secici veya yapi/fonksiyonel grup segcici
olabilirler. Ozgiin dedektérler ise, o kadar segicidirler ki, 6zel yapilari veya
elementleri yuksek kesinlikle ayirabilirler.

Dedektorlerin sinyalleri degerlendirmesine cevap karakteristigi denir ve
hassasiyet, secicilik ve dinamik araligi ile degerlendirilir.

En fazla kullanilan GC dedektorleri; kitle spektrometresi, alev
iyonizasyon dedektoru, azot-fosfor dedektorl, elektron yakalama
dedektoruadur.

Calistigimiz  sistemde  kutle spektrometresi  dedektor olarak

kullanildigindan, sadece bu dedektor incelenecektir.

2.3.3. Kutle Spektrometrisi Teorisi (28-30)

Katle Spektrometrisi ile ilgili ilk c¢alismalar 1913 yilinda J. J.
Thomson’un kutle spektrometresinin  yUkli pargaciklarin elektriksel ve
manyetik alanda hareketleri ile karali izotoplarinin varligini gostermesi ile
baslamistir. Aston 1920'de ve  Symthe ve Mattanch 1926’da kutle
spektrometresi terimini kullanmiglardir.  Katle spektrumu gaz fazindaki
iyonlarin belirli katle/yik (m/z) oranlarina goére kaydedilmesi ile elde edilir.
iyonlar pozitif ve negatif olarak secilen yonteme goére kaydedilir. Yaygin
olarak pozitif iyonlar ile ¢alisiilmaktadir.

Kltle Spektrometresi (MS), evrensel, kitle bagimli ve pargalayan bir
dedektordur. MS, tek bir cihaz olarak kullanildigi gibi, GC ve HPLC’ye bagl
olarak da kullaniimaktadir.

Kiatle spektrometresi su kisimlardan olusur (Sekil 2.13)

1) Ara baglanti

2) yon kaynagi

3) Kutle analizoru

4) Dedektor

5) Vakum sistemleri
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Sekil 2.13. Kuadropol GC-MS Sisteminin Sematik Gosteriligi

2.3.3.1. GC-MS Ara Baglantilar

GC ile MS arasindaki basin¢ farkindan dolayl ara baglantiya gerek
vardir. GC atmosfer basincinda, MS ise ¢ok disiik basingta (10-6-102 torr)
calismaktadir. MS’deki vakum kosullarinin bozulmasini engellemek igin
GC’den gelen eluattan tasiyici gazin uzaklastiriimasini ve bilesenlerin MS
iyon kaynagina iletilmesini saglamak igin ara baglanti kullanilir.

Kullanilan ara baglantilar sunlardir:

1) Effusif ara baglant

2) Jet aciklikli ara baglanti

3) Gecirgen membranli ara baglanti

4) Dogrudan bdlmeli ara baglanti

5) Acik bélmeli ara baglanti

6) Dogrudan kilcal kolon baglantilari: Calismalarimizda bu sistem

kullaniimistir.

1-3 ml/dak gibi disuk tasiyici gaz akis hizlari s6z konusu oldugunda
gerekli basing dusmesi, kutle spektrometresinin vakum sistemi ile
saglanabilir. Bu nedenle de dogrudan bir ara baglanti kullanilabilir. Bu
durumda hem tasiyici gaz hem de numune, taslyici gazin numune

molekullerinden daha buyuk hizda pompalandidi kutle spektrometresinin iyon
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kaynagina girerler. Yiksek tasiyici gaz akiglarindan dolay!r dolgu kolona

uygulanmaz.

2.3.3.2. iyon Kaynagi

Molekullerin iyonlagtigi bélumdur. Bir molekul, atom veya iyondan bir
elektron uzaklasmasi olayina iyonizasyon denir. lyonlagtirma teknikleri; gaz,
sivi ve kati gibi maddenin farkli fiziksel durumuna ve maddenin Isisal
kararlihgina bagh olarak secilir. Gazlar ve sivilar icin elektron ve foton
bombardimanli iyonlastirma; katilar igin ise termal, lazer desorpsiyon, atom
bombardimani, elektrik bosalim ve alan desorpsiyon iyonlagsma uygundur.
Gunumuzde en ¢ok kullanilan iyonlastirma teknikleri elektron iyonizasyon ve
kimyasal iyonizasyondur. Calismamizda elektron iyonizasyon teknigi
kullaniimigtir.

Elektron iyonizasyon (El): EI kisaca analit molekulinin enerijili
elektronlarla bombardiman edildigi iyonizasyon yodntemi olarak tanimlanir
(Sekil 2.14). Sicak bir flamandan c¢ikan elektronlar bdlme boyunca
odaklanacaklar ve 70 eV’luk bir potansiyele sahip bir elektrot tarafindan
cekileceklerdir. Bdylece her bir elektron 70 eV’luk bir enerji kazanir ve ortama
giren numune ile carpisarak bir seri pargalanma tepkimeleri olusur.
Molekuldeki baglarin kiriimasindan tim pozitif ve negatif iyonlarin olusmasini
saglayabilecektir. Codu organik molekll igin pozitif iyon olusumu eneriji
acisindan daha cok tercih edilir. Elektronun sahip oldugu enerji baglan
kirmak icin yeterli enerjidir. 70 eV’luk enerjinin kullaniimasi kararll,
tekrarlanabilir ve molekule 6zgu kutle spektrumlarinin olugmasini saglar.
Elektron bombardimani ile olusan iyonlarin bagil buyuklUkleri, iyonize edici

elektronlarin enerjileri ve iyonizasyonun olustugu sicakliga baglidir.
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Sekil 2.14. Elektron bombardimani ile iyonizasyon (EI)

Kimyasal lyonizasyon (Cl): Genellikle diiz zincirli aklan, alken veya
alkoller gibi homolog bilesikler El ile kararli molekuler iyonlara sahip pozitif
tanimlama yapilamayacak kadar kiguk bagil cokluga sahiptirler. CI'nun esasi
iyon-molekll tepkimelerine dayanir. YUksek enerjili iyonlar carpistiklar
moleklle ya proton aktarirlar ya da ondan hidrir ve elektron koparirlar.
Kimyasal iyonlagsmali kutle spektrometresinde (CI-MS), iyon kaynagina
reaktif gaz verilerek ylksek basing elde edilmektedir. Reaktif gaz numune
molekulleri ile i¢ etkilesime girecek reaktif iyonlarini olusturmak Uzere
elektron demeti tarafindan iyonize edilmektedir. Ortamdaki ylksek basincin
etkisiyle reaktif iyon ile numune i¢ etkilesime girer. El'va gbre enerji daha

dusuktar.

2.3.3.3. Kiitle Analizoru

lyon kaynagindan ¢ikan analit iyonlarini ayirmak ve her birinin kitlesini
Olcmek icin kitle analizorleri kullanilir. Analizor, kitle/ylk (m/z) oranlarina
gore maddelerin ayiriminin saglandigi bolumdur.

En ¢ok kullanilan kutle analizorleri sunlardir;

1) Manyetik sektorli kitle analizéri: Elektronlar hizlandirici

kullanilarak plakalardan ayrilip, kutle ayiriciya gelirler. Hizlandirma
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potansiyeli ¢gok fazla oldugu icin elektronlar agag! yukari esit kinetik enerjiye
sahip olurlar. Iyonlar manyetik alana girince dogrusal yonden saparak
dairesel bir yol izlerler. Bu dairesel yolun yarigapi, iyonlarin m/z oranlarina
baghdir. Manyetik ayiricilar tek ve ¢ift odaklamali olabilirler.

2) Ugus zamanh kutle analizoér(: iyonlar ugus tipu adi verilen tlpiin
icinden gecerler ve bu sirada hizlandiricinin etkisiyle esit momentuma sahip
olurlar. Boylece kutleleri birbirinden farkli olan iyonlarin hizlari da farkl olarak
belirlenir.

3) Kuadropol kutle analizora: Kuadropol, eksenlere simetrik olarak
yerlestiriimis olan 4 adet zenginlestiriimis altin c¢ubuktan olugsmaktadir.
Kuadropol kutle analizérunuan belirli bir kutle araliginda tarama yapmasi ve
ayirim igin radyo frekansi (rf) ve dogru akim (dc) voltaji uygulanir. X
eksenindeki c¢ubuklara pozitif, y eksenindeki cubuklara negatif gerilim
uygulanarak iyonlasan ornek molekullerinin gubuklar arasinda rezonansa
gelmesi sadlanir. rf voltajinin buyudkligu iyonlarin katlesini belirtir. dc

voltajinin rf voltajina orani, ayirimi belirtir.

Sekil 2.15. Kuadropol Kitle Analizori

Kuadropol analizérin en 6nemli 6zelligi, tarama hizinin buyuk olmasi
ve taranan kutle araliginin manyetik sektorli kutle spektrometrelerine gore

sinirli olmasidir. Kuadropol analizérinde, yuksek kutlelerde bagil cokluk fazla
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degildir. Filtre edilen kutlelerin farkli olabilmesi igin rf/dc orani sabit tutularak
dc potansiyeli degistirilir. Bu da Mathieu kararlilik diyagrami ile agiklanir
(Sekil 2.16).

0.25

Sekil 2.16. Mathieu Kararlihk Diyagrami

Sekil 2.16’daki m, kitleyi, a, dc voltajini, q, rf voltajini géstermektedir.
a ve g degerleri, m/z (kutle/ylk) degerlerine baglidir. Ancak a/q degerinin
altinda, m/z degerinden bagimsiz olacaktir ki bu, ¢alisma egrisini gosterir.
Kararllik sinirlarini iki noktada keser. mi/z, my/z ve bu iki m/z degerleri
arasinda bulunan tim iyonlar filtreden gecerek dedekte edilir. Ayni m/z
degerine sahip iyonlar ayni a, q grafigine sahip olacaklardir. Ayiricilik galisma
egrisinin egimine baghdir. Dogru tepe noktasina vyaklastikga ayiricilik
artacaktir. Kutle taramasi ya dc ve rf voltaji degistirilip oranlar sabit tutularak

ya da rf ve dc voltajl sabit tutulup frekans degistirilerek yapilmaktadir.

2.3.3.4. Dedektor

Kltle analizorlerinden gecen iyonlar elektron cogaltici dedektore
ulagir. Elektron c¢ogalticida carpismadan dolayl olugsan akim 6nce analog
voltaja, sonra da dijital sinyale donusdur.

En cok kullanilan dedektorler dizi diyot elektron cogaltici (Sekil 2.
17.a.) ve devamli diyot elektron ¢ogalticilardir (Sekil 2.17.b.). Bunlar sinyali
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107 de@erine kadar arttirabilirler. Bu da femtoamper gibi ¢ok disik iyon
akimlarinin kaydedilmesini saglar.

MS’den milisaniye araliklarla gelen verilerin hizla kaydedilmesi ve
depolanmasi gereklidir ki bu da bir bilgisayarla kolayca saglanabilmektedir.
GC-MS sistemi, ara baglanti ve veri toplama basamaklarindaki problemlerin
¢ozllmesinden sonra, daha yaygin kullaniimaya baslanmistir. Bunlardan
bagka aletin kalibrasyonunun otomatik yapilip, sonuglarinin alinabilmesi,
analiz kosullarinin kolayca girilmesi, aletin kontrolinun yapilip verilerin
alinabilmesi, analiz sonrasi veri degerlendirmelerinin yapilabilmesini
bilgisayar saglamaktadir.

Cihazi yonlendiren bu bilgisayarlar cesitli isletim sistemleri altinda
calisabilmektedir. Kullandigimiz cihazda Windows NT isletim sistemi
bulunmaktadir.

Analize baslamadan o6nce ve periyodik araliklarla kutle
spektrometresindeki iyonlastirici, kutle analizéri ve dedektor kisimlarinin,
uguculugu yliksek ve kararli organik bilesikler kullanilarak ayarlanmasi
gerekmektedir. Sistemde bu islem “AUTOTUNE” denilen donanim
kullanilarak yapilir. Ayarlama igin iyon kaynaginin basinci uygun olmalidir
(10°® torr civarinda). Standart olarak kullanilan bilesik calisilan kitle arahgini
kapsamali ve pik siddeti yuksek olmalidir.

Ayarlama bilesigi olarak c¢alismamizda kuadropol sistemlerinde
standart olarak en ¢ok tercih edilen perflorotribitilamin (PFTBA) kullaniimis
ve bu maddeye 6zgu olan 69, 219, 502 m/z pikleri temel alinmistir. Sekil
2.18de cihazin autotune ciktisi verilmektedir. Calismada 10-800 atomik ktle
birimlik (akb) aralikta tarama yapilmistir. Ayarlama sonucunda olmasi
gereken sonuglar Tablo 2.3'de verilmistir. Bu sonuclar elde edilmeden

analize baglanmamistir.



33

a)

lyon demeti

\ Diyodlar
/’/I'
% / I Cikis Akimi
Sa/RmE Diyecy Elektronlar

b)

lyon demeti

Cikis Akimi

Ydksek Voltaj

Sekil 2.17.a. Dizi Dinot, b. Devamli Dinot Elektron Cogaltici Dedektorlerin

Sematik Gosterilisi

Ayrica, m/z=18 ve 28 (su ve hava) pikleri, m/z=69 pikinin %10’undan
az olmahdir. Fazla oldugunda sistemde kagak olmasi olasiligi vardir.
m/z=502 pikinin bagil ¢oklugu azaldiginda ise iyon kaynaginin kirlendigi

soylenebilir.
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Sekil 2.18. GC-MSD Cihazinin AUTOTUNE Ciktisi
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Tablo 2.3. Kutle Spektrometresinin Ayarlanmasinda Kullanilan Kutlelerin

Bagil Cokluklari ve izotop Kiitle Oranlari

. Bagil Cokluk . . .
Kiitle Izotop Kiitlesi lzotop Orani (%)
(%)
69.0 100 70.0 05-1.6
219.0 > 35 220.0 3.2-54
502.0 >1 503.0 79-123

Katle spektrometresi ile analizlerde 3 tip iyon tarama sekli vardir:

1) Toplam iyon taramasi (TIC): Bir analiz sirasinda ayrim yapmadan
tum iyonlarin 10-800 akb araliginda taratilmasi ile gerceklestirilir.

2) Segcilen iyon taramasi (SIM): Aranilan bilesik igin en karakteristik
olan, kararli ve ¢oklugu fazla olan m/z degerleri segilip, taratilir.
Secici iyon taramasinda segilen iyonlarin tarama suresi analizci
tarafindan segilir.

3) Tek iyon taramasi: Tek iyon taratilir. Cok hassastir, ancak kesin
tanimlama yapilamaz.

Calismamizda TIC cgalisma konumunda c¢oklugu en fazla olan m/z

degerleri belirlenmis ve bunlardan 3 tane iyon secilerek SIM taramasi ile

analizler gerceklestiriimigtir.

2.3.3.5. Vakum Sistemleri

MS cihazi 10°%-10® torr civarinda calismaktadir. MS’'de vakum
sisteminin olmasini gerektiren nedenler soyle siralanabilir:

1) Flaman ylksek basingtaki oksijen altinda isitilirsa yukseltgenip
yanabilir.

2) Basing arttikca kutledeki cogaltici, kaynak ve analizérde yuksek
voltaj kirllmalari olabilir.

3) Kitle spektrometresinin iyon kaynaginda bulunan gaz, spektral geri

zemine katilabilir (6rn; su azot ve oksijenden gelebilecek m/z: 18, 28 ve 32).
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4) Kuitle spektrometresinde dusuk basing saglamanin  en oOnemli
nedeni, analiz edilen iyonlar arasindaki carpismaylr en aza indirmektir.
Cunkd, iyon surekli diger molekuller ve yuzeyler ile carpigiyorsa, iyonlari belli
bir yolda ydnlendirmek igin kullanilan gugler yararsiz olacaktir.

5) Yuksek basing ile analizérun, iyon kaynaginin ve odaklarin
kirlenmesi artmaktadir.

6) Yuksek basing ile spektrum almak ve yorumlamak zordur.

7) Basing artarken iyon kaynagina dogru olan elektron akimi
dizeltmeleri zorlasir.

8) Vakum sistemi analizérin islemini gergeklestirmesi icin gereken
molekuler ortalama yolu saglar.

Bu nedenlerden dolayi MS igin vakum sistemleri gok énemlidir. MS’'de
cihaz igindeki basinci 10 torr civarinda tutmak igin degisik pompalar
kullanilir. Bunlardan en ¢ok kullanilan pompalar, 6n kaba pompalar, turbo
molekuler ve difizyon pompalaridir. Calismamizda turbo difizyon pompali
MSD kullanilmistir.

2.4. Gaz Kromatografisinde Tiireviendirme

Turevlendirme tepkimeleri kullaniminin en 6nemli nedeni numune
bilesiklerine GC igin gerekli 1sisal kararlihdl ve uguculugu saglamak olup
kimyasal turevlendirme ayni zamanda kutle spektrumu verilerinden daha
fazla bilgi edinmek igin de kullaniimaktadir.

Kimyasal tlrevlendirmenin MS ile iliskili olarak kullaniima nedenleri su
sekilde 6zetlenebilir (31, 32);

1) Ucguculugun arttinimasi: Kimyasal tlrevlendirme ile iyonize olabilir
gruplarla, iyonize olmayan gruplarin yeri degistirilerek ucguculuk
arttirilhr. Bu olay hetero atomlara bagli (N-H, O-H, S-H) hidrojenleri
alkil, acil, silil veya diger gruplarla degistirerek ve hidrojen bagi
yapabilen gruplarin polaritesini azaltarak olmaktadir.

2) Maddelerin 1sisal kararhliginin arttirilmasi: Bazi fonksiyonel gruplar,
GC sartlarinda maddenin izomerizasyonu ve parcalanmasini tesvik

etmektedir. Aktif gruplarin eliminasyonu etkilesmeyi azaltmaktadir.
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3) En dusuk miktarlarin tayin edilebilirliginin iyilestiriimesi: Yiksek iyon
cokluklu spektrometrik parcalanmalarin turevlendirme ile
saglanmasiyla bazi bilesiklerin analizinde duslk tayin sinirina
ulasiimaktadir.

4) Ayiricihgin  arttinlmasi:  Turevlendirme ile  benzer bilesiklerin
izomerlerin ayrilmasi saglanmaktadir.

5) Duzgun pik sekillerinin elde edilmesi: Pik simetrisi saglanarak
alikonma iyilestiriimekte ve pik kuyruklanmalari azaltiimaktadir.

6) Fonksiyonel gruplarin belirlenmesi kolaylagsmaktadir.

7) Degisik pargalanma modellerinin elde edilmesi mimkin olmaktadir.
lyi bir tireviendirme islemi yapmak icin su noktalara dikkat edilmelidir

(33);

1) lyi bir tiirevlendirme ajani zamana karsi kararli tirev olusturabilmelidir.
Yani turevlendirme basamagi hizli ve basit olmalidir.

2) Madde tek bir tirev olusturmalidir. Yan tepkimeler olusturmamalidir.

3) Turevlendirme tepkimeleri % 100’10k bir verimle gergeklesmelidir.

4) Elde edilen tureve ait pik simetrik olmalidir.

5) Turev, tepkime karisiminda en az 24 saat kararli olmalidir.

6) GC’deki cevap faktoru ylksek olmalidir.

7) Kalibrasyon egrisi en duslk tayin sinirina kadar dogrusal olmalidir.

8) Ortamda nem ve aktif hidrojen iceren baska maddeler bulunmamalidir.
Bunun igin tarevlendirme ortami nemden ve diger safsizliklardan

tamamen arindiriimis olmalidir.

Turevlendirmede istenmeyen yan etkilerden biri olan birkag turevin
birden olusmasi duyarlilikta azalmaya neden olur fakat bilesigin derigimi
yiksekse tanimlanmasi igin vyararli olabilir. Ornek olarak sipamidin
tamamlanmamis metillenmesi tri- ve tetrametil tarevlerinin bir karisimina yol
acar. Bu yan etki kontrollu ve tekrarlanabilir kogullarda, deneyimli bir uzmanin
sipamidin varligini dogrulamasi igin kullanilabilir.

Baslica tureviendirme yontemlari; sililleme, acilleme, alkilleme ve siklik
tirevlerin olusturuimasidir. Bunlardan diuretiklerin tlrevlendirilmesi igin

alkilleme tercih edilmektedir.
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Alkilleme bir aktif hidrojenin, bir alkil veya bazen bir aril grubuyla yer
degistirmesiyle olusur. Karboksilik asitler, alkoller, tiyoller, fenoller, birincil ve
ikincil aminler, amitler ve sulfonamitler alkilleme reaksiyonlarina tabi
tutulabilecek baslica fonksiyonel gruplardir. GC-MS analizi igin, alkilleme ve
daha da cok, metilleme, molekller agirlikta kaclik bir azalmaya ve metil
turevlerinin uguculuguna bagli olan bazi uygulamalar icin ilgi ¢ekici olabilir.
Bu 6zellikle goklu fonksiyonel gruplu bilesiklerle ¢alisildiginda gegerlidir.

AlKil tirevleri hazirlamak icin bircok madde ve yontem tanimlanmistir.
Alkil halojenurler, baslica dusuk molekuler agirlikh alifatik bromarler ve
iyodurler (metil, etil, propil, isopropil, vb.) veya benzil ve substitut benzil
bromarler, alkil turevleri elde etmek icin kullanilan en genel maddelerden
bazilaridir.

Dilretik aktivitesine sahip maddelerin dogrudan analizi, bu bilegiklerin
¢ogunun yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarin polar yapilarina bagli
olarak GC ile mumkin degildir. Genelde diuretikleri analiz etmek igin
metilleme ile tlreviendirme yéntemi kullaniir. Ug ana metilleme yéntemi
onerilmistir: Eksraktif metilleme, pirolitik metilleme ve asetonda metil iyodurle
metilleme. Metil iyodur ve kuru potasyum karbonatla metilleme, triamterende
oldugu gibi amino fonksiyonlarinin, buna ek olarak karboksilik asitlerin,
sulfonamitlerin ve alkollerin metillenmesine izin verir. Sadece karboksilik asit
fonksiyonlu bilesikler igin metilleme inkibasyonsuz gdrulebilir; bununla
birlikte sulfonamit ve amino gruplu ditretikleri tireviendirmek icin 60°C’deki

reaksiyon karigiminin uzun inklibasyon surelerine ihtiyaci vardir (34).
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3. GEREG ve YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler
Metanol (Merck)
Etilasetat (Lab-scan, HPLC kalitede)
K>CO3 (Merck)
Aseton (Riedel de Haen, HPLC kalitede)
NH3 ( %37.5, Merck)
NH4Cl (Merck, ekstra saf)
CHsl (Fluka)
7-propil teofilin (Sentez)
NaCl (Merck)
Asetazolamit (Sigma)
Furosemit (Sigma)
Klortalidon (European Pharmacopoeia)
Diklofenamit (Sigma)
Azot gazi (N2) (%99.99 saflikta BOS)
Taslyici gaz (He) (%99.9 saflikta BOS)

3.2. Cihazlar
Santriflij (Heraeus Sepatech Megafuge 1.0)
Terazi (Sartorius, Research)
Vorteks (Velp Scientifica)
Numune Yogunlastirici Blok (Techne DB-3)
Vakumlu Desikator
Etlv (Dedeoglu)
pH metre (Corning 255)
UV Spektrofotometre (Agilent 8453)
Mikrodalga firin (Argelik, MD 554 intellowave)
GC (Agilent 6890)
MSD (Agilent 5973N)
Oto Ornekleyici (Agilent 7683)
Yazici (HP LaserJet 4050-C4251A)
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Bilgisayar (Agilent G1030AX)
Yazilim (Chemstation WinNT 4.0)

3.3. Diger Malzemeler
Cam tup (2 ml)
Deney tupu
Vial ve insert
Pastor pipet
Cam pipet (1 ve 5 ml’lik)
Otomatik pipet (20-200 pl, 100 pl, 5-50 pul)
Hamilton enjektor (50 pl)
Dispenser (10 ml)

3.4. Cam Malzemelerin Temizlenmesi

Cam malzemeler 6nce ¢cesme suyu ile yikanmistir. 15 dakika 2 N
potasyum hidroksit icinde bekletilmigtir. Daha sonra sirasiyla gesme suyu ve
distile su ile temizlenmis, aseton/metanol azeotropik karisiminda bir saat

bekletildikten sonra 60°C’lik etlivde kurutulmustur.
3.5. Cozeltilerin ve Kimyasal Maddelerin Hazirlanmasi

3.5.1. Stok Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

7-propil teofilin (i¢ standart) ve diger ditretiklerin stok ¢ozeltileri 1000
ppm olacak sekilde metanolde hazirlanmis ve — 20°C’de saklanmistir. ic
standardin 100 ppm’lik ¢ozeltisi ve dilretiklerin 100 ve 10 ppm’lik ¢dzeltileri

1000 ppm’den metanol ile seyreltilerek hazirlanmistir.

3.5.2. Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi
NH4Cl'in suda doymus ¢oOzeltisi hazirlanir. Stzilen g¢ozeltiye, pH’si
9.5 olana kadar %25lik amonyak ilave edilir. Hazirlanan tampon oda

sicakliginda saklanir.
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3.6. Diuretiklerin Biyolojik Materyalden Analizi

3.6.1. Materyal

Doping numunesi olarak sporculardan alinan materyalin idrar olmasi
nedeniyle galismamizda materyal olarak idrar segilmistir. Analiz asamasinda;
bos idrar, farkh derisimlerde diklofenamit, asetazolamit, klortalidon ve
furosemit eklenerek hazirlanmis idrar Ornekleri kullaniimistir. Bu idrar
ornekleri her bir madde icin ayri ayri hazirlanmistir. ikinci asama olarak
kalibrasyon egrisi olusturmak amaciyla farkli derisimlerde furosemit eklenmis
bos idrarlar analiz igin kullaniimistir. Analizlerimiz boyunca, hi¢ ilag
kullanmayan bir erkek gonulliden sabah ilk idrari alinmis ve analiz edilene

kadar -20°C’ de saklanmistir.

3.6.2. Diiiretiklerin idrardan Analizi
DiUretiklerin analizi 4 asamada gergeklesmektedir.
e Tlketme
e Kurutma
e Tulrevlendirme

e GC-MS sistemine uygulama

3.6.2.1. Tuketme

Calismamizda diliretiklerin idrardan analizi gerceklestirilmistir. idrar
bircok kompleks yapili madde (aminoasit ve yliksek molekul agirhgina sahip
proteinler v.b) icermektedir. Bu maddeler, yapilan analiz ¢alismalarinda
ilgilenilen maddelerin sonuclarini karmasik hale getirdiginden tuketme
isleminin yardimi ile ayrilir.

Diuretiklerin  tuketilmesinde  sivi-sivi  tuketmesi  kullaniimistir.
Diuretiklerin asidik ve bazik davraniglari gz onune alindiginda bazik, noétral
ve asidik olmak Uzere U¢ gruba ayrildiklari gorulmektedir. Farkli sivi-sivi
tiketme kosullari (pH, organik ¢ozicl, tuz etkisi) calisildiktan sonra, etil
asetatla alkalin tiketme (pH 9.5) ve sodyum klorlr kullanilarak tuz etkisi
etkisini arttirmak, idrarda diuretiklerin tarama prosedurinu en iyi kargilayan

yontemdir (3). Diuretiklerin idrardan tiketme isleminde tiketme ¢o6zlcusU



42

olarak etil asetat kullaniimistir. TUketme iglemi igin idrar ortami pH 9.5

amonyak tamponu ile baziklegtirilmistir.

3.6.2.2. Kurutma

Tuketme sonrasi idrar drnekleri etil asetat icine cekildikten sonra, 40-
45°C’de azot gazi altinda ugurulur ve 30 dakika vakum desikatoriinde
kurutularak turevlendirme islemine hazir hale getirilir. Desikatorde potasyum

hidroksit ve fosfor pentaoksit kullaniimigtir.

3.6.2.3. Turevlendirme

Calismamizda turevlendirme basamagi diger metilleme yontemleriyle
de kargilastirildiginda ¢ok sayida bilesigi turevlendirdiginden asetonda metil
iyodurle gergeklestiriimigtir. Bunun igin 150 ul aseton ve 50 ul metil iyodur
kullanilmis ve inklibasyon farkli iki sekilde denenmistir. Birincisinde tlpler
60°C’de (¢ saat firinda ikincisinde ise 15 dakika 800 W mikrodalga firinda

agzi kapali deney tuplerinde bekletiimiglerdir.

3.6.2.4. GC-MS Sistemine Uygulama

idrara eklenen furosemit, diklofenamit, asetazolamit ve klortalidon etil
asetat ile tuketilmigtir. Elde edilen eluat metil iyodlr ile tGreviendirilip,
metillenmig turevleri haline getirildikten sonra viallere konulup otomatik
numune toplaticisina yerlestirilmistir. GC-MS parametreleri hazirlanip
bilgisayar sistemine girdikten sonra kutle spektrometresi ayarlanip, analiz igin
iyonlar belirlenmistir. Sabit akis modunda, otomatik enjektér tarafindan
viallerden alinan 1 pl'lik hacimde numune GC’ye enjekte edilmistir. Analiz
akis semasi Sekil 3.1’de, GC-MS parametreleri de Tablo 3.1 de gosterilmistir
(3, 35).

Enjekte edilen numuneler ilk énce SCAN (Toplam iyon Taramasi)
modunda analiz edilmistir. 70-750 atomik kutle birimi (akb) araliginda butin
iyonlar taratilmistir. Cézicundn atildigi zamanin (solvent delay), 1.6 dakika
olarak alinmasi uygun gorulmuastir. SCAN sonuglarina goére analiz ettigimiz
didretiklerin karakteristik m/z degerlerine gore secilmis iyon tarama (SIM)

metodu olusturulmustur. Kutle spektrometresinde secilen bu iyonlarin
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dedektorde gozlenmesi icin gerekli sureler (dwell time) ile segilen iyonlar

bilgisayar sistemine girilerek tarama gergeklestiriimistir.

2.5 ml idrar numunesi alinir

{

100 ppm’den 25 ul 7-propiltecfilin (i¢ standart) eklenir.

{l

100 ul NH4CI/NHs pH:9.5 tamponu eklenir.

{l

1 g kati NaCl eklenir.

{

8 ml etil asetat eklenir.

{

Vortekstel dakika karistirilir.

{

3500 rpm’de 5 dakika karistirilir.

!

Etil asetat fazi alinip, 1s1 blogunda 40-45 °C’de N2 gazi altinda kuruluga kadar
ucurulur.

Il

30 dakika (P20s/KOH)'lu vakum desikatoriinde bekletilir.

{

150 ul aseton eklenir ve 30 saniye vortekslenir.

{

50 mg susuz K2COs eklenir.

{l

50 ul CHal eklenir ve 5 saniye vortekslenir.

{l

15 dakika mikrodalga firinda tirevlendirilir.

{

GC-MSD’ye 1 ul enjekte edilir (1/10 split oraninda)

Sekil 3.1. Analiz Akis Semasi
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Tablo 3.1. GC-MS Parametreleri

Sicaklhk:

Kolon : 160°C,

Enjektor Blogu  : 280°C,

Dedektor : 280°C

Sicaklik Programi : 160 °C / 20 °C/ dak / 300 °C / 5 dak

Kolon : 17 m uzunluk , 0.2 mm i¢ ¢ap , 0.11 um film kalinlgi,
%100 dimetilpolisiloksan ¢capraz bagl kolon

Tasiyici gaz : Helyum (1 ml/dak),

Bdélme orani : 1/10

Enjeksiyon miktari: 1 pl

EPC Modu . Sabit Akis

iyonizasyon : EI (TO EV)

Analiz siiresi : 12 dak.

Kayit tipi : SIM (dwell zamani: 20 msn)

3.6.3. Yontem Gecgerli Kilma Caligsmalari

Yontem gecerli kilma caligsmalari igin dogrusallik, dogruluk, kesinlik,
duyarlihik, 6zgunluk, tutarlihk, geri kazanim, tekrarlanabilirlik ve tekrar elde
edilebilirlik parametreleri incelenmistir (36-39).

Gegerli kilma calismalari nitel analiz icin asetazolamit, diklofenamit,
furosemit, klortalidon, nicel analiz icin ise furosemit kullanilarak
gerceklestirilmistir. Nitel yontem validasyonu ig¢in 6zgunlik ve gdzlenebilme
siniri  parametreleri incelenmigtir. Yontemin ozgunlugu igin ayri ayri
asetazolamit, klortalidon, diklofenamit ve furosemit iceren numunelerin
iyonlarina ait kromatogramalari, yine bu kromatogramlarin ayni alikonma
zaman araligindaki bos idrar, tureviendirme kontrolu ve aseton orneklerinin
kromatogramlariyla kargilastiriimigtir. Bu kromatogramlarin matriks ile girisim

yapip yapmadigi arastiriimistir. Yontemin goézlenebilirlik siniri, sinyal/guralta
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(S/G) orani 3 oldugunda saptanabilen en kuguk madde derisimi olarak
alinmistir.

Caligmamizin ikinci boluminde furosemit ile yontemin nicel analiz
gecerli kilma parametreleri calisiimistir. Oncelikle duyarlilik baghg! altinda
gOzlenebilme siniri ve alt tayin sinirt parametrelerine deginilmis bunlarin
sonuglari verilmistir. Alt tayin siniri herhangi bir analitin dogru ve kesin olarak
Olculebildigi en dusuk derisimdir. Yani bagil standart sapmanin (BSS) %
20’den kugluk oldugu madde derisimidir ve kalibrasyon egrisinin en alt noktasi
olarak kabul edilmistir.

Caligma araligini bulmak igin 15, 30, 50, 100, 500, 1000, 1500, 2000
ng/ml furosemit iceren idrar numuneleri hazirlanmistir. Aralik tespit edildikten
sonra kalibrasyon egrisini olusturmak igin 30, 50, 100, 250, 500 ng/ml’lik
derisimlerdeki idrara eklenmis furosemit numuneleri ile galisilmigtir. Her bir
derisim igin 6 kez calisilmigtir. Kalibrasyon egrisi, furosemit derisimine kargi
furosemit pik alani / i¢ standart pik alani oraninin grafige geciriimesiyle
olusturulmustur. Kalibrasyon egrisine ait regresyon denklemi ve korelasyon
katsayisi hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan ayrilis ve
korelasyon katsayisi 6nem kontroline ait istatistiksel degerlendirmeler
yapilmistir (EK 1).

Elde edilen degerlerin birbirine yakinligini gosteren kesinlik degerleri
bagil standart sapma (BSS) ile verilmigtir. GUn ici kesinlik galismalari, ayni
gun iginde furosemitin Ug farklh derisiminde (30, 50, 100 ng/ml) , 6 bagimsiz
paralel halinde hazirlanan idrar numunelerinden elde edilen cevaplarin bagil
standart sapma dederlerinin hesaplanmasi ile yapilmistir. Glnler arasi
kesinlik calismalari ise yine bu 3 farkli derisimdeki idrar numunelerinin ard
arda 6 gun bagimsiz olarak hazirlanarak yapilan analizleri ile elde edilen
cevaplarin bagil standart sapma degerleri ile ifade edilmistir.

Calismalarda elde edilen degerlerin gergcek degere yakinhgini
gOsteren gln ici ve glnler arasi dogruluk c¢alismalari ise 30, 50, 100 ng/ml
olmak Uzere idrar numunelerinde hazilanan 3 farkl furosemit derisiminde
yapilmistir. Dogruluk degerleri % bagil hata ile verilmistir. Gun i¢i dogruluk

calismalari, ayni gun icinde 3 farkli derisimin 6 kez hazirlanan idrar
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orneklerinden elde edilen cevaplarin % bagil hata degerlerinin hesaplanmasi
ile yapilmistir. Gunler arasi dogruluk degerleri ise 3 farkli derigsimdeki idrar
numunelerinin ard arda 6 guin hazirlanmasi ile elde edilen cevaplarin % bagil
hata degerleri ile ifade edilmistir (EK 2).

Tutarlilik icin; analizci A ve analizci B olmak Uzere iki farkh analizci
tarafindan, 30, 50, 100, 250, 500 ng/ml derisiminde furosemit igerecek
sekilde hazirlanan idrar numuneleri (n=6) GC-MS yontemi ile analiz
edilmislerdir. Bu iki analizci sonucu elde edilen kromatogramlardaki furosemit
pik alani / i¢ standart pik alanlari istatistiksel olarak karsilastiriimis ve
furosemitin gelistirdigimiz GC-MS yontemi ile analizine farkli analizci etkisi
incelenmigtir.

idrarda ve metanolik ¢b6zeltide hazirlanan 9 pg/ml furosemit
numunelerinin (n=6), tekrarl analizleri ile geri kazanim deg@erleri bulunmustur
(EK 3).

Furosemitin  GC-MS  yOntemi ile  analizinde  enjeksiyon
tekrarlanabilirligi, 50 ng/ml furosemit iceren ¢ozeltinin 6 kez tekrarlanan
enjeksiyonu (n=6) ile elde edilen furosemit ve i¢ standarda ait piklerin
alanlarinin ve alikonma zamanlarinin bagil standart sapma degerleri ile
gOsterilmigtir.

Tekrar elde edilebilirlik degerleri ise furosemitin 30, 50, ve 100 ng/ml
olacak sekilde idrarda hazirlanan numunelerini gunler arasi kesinlik

degerlerinden elde edilen bagil standart sapma degerleridir.
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4. BULGULAR

4.1. Yontem Optimizasyonu

Calismamizda bazi diuretiklerin  GC-MS ile idrardan analizleri
yapilmistir. Bu diUretiklerin analizi i¢in i¢ standart olarak 7-propilteofilin
kullanilmigtir. Standart dilretik ve 7-propilteofilin ¢ozeltileri azot atmosferi
altinda 1s1 blogunda ugurulmus ve metil iyodur ile tlrevliendirildikten sonra
GC-MS sistemine enjekte edilmistir. Elde edilen kromatogramlardan
alikkonma zamanlari ve kutle spektrumlari belirlenmistir. Furosemit igin m/z
degeri 81, 372, 374; diklofenamit igin 44, 253, 360; asetazolamit igin 108,
249, 264; klortalidon icin 176, 287, 363’tur. Elde edilen tr ve segilen m/z
degerleri ile bir SIM metodu olusturulmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Asetazolamit, Diklofenamit, Furosemit ve Klortalidon’'un Metil

Tirevleri, Segilen iyonlari ve Allkonma Zamanlari

Madde Turev m/z Degerleri tr (dak)

Asetazolamit Trimetil 108, 249, 264 2.54
Diklofenamit Tetrametil 44, 253, 360 4.18
Furosemit Trimetil 81, 372, 374 5.47
Klortalidon Tetrametil 176, 287, 363 5.70

ic standart 7-propilteofilin icin m/z degeri 222 ve alikonma zamani (tr)
2.1°dir. Ditretiklerin idrardan analizi icin, tlrevlendirme basamaginda iki
yontem karsilastiriimistir. Standart yontemdeki firinda 60°C’de ¢ saat
tirevlendirme islemine alternatif olarak 800 W’lik mikrodalga firinda
tirevliendirme denenmistir. Bunun igin oOrneklerin  bulundugu reaksiyon
tiplerinin agizlar sikica kapatilarak < 100°C’yi saglamak amaciyla su
banyosuna konularak mikrodalga firinda 800 W gugte tlreviendirilmislerdir.
Tlrevlendirme basamaginin optimizasyonunu yapmak i¢in mikrodalga firinda
tuplere 10, 15, 20 dakika termal 1sitma uygulanmigtir. Bu optimizasyonla ilgili

veriler tablo 4.2 ‘de gosterilmigtir. Burada optimizasyon igin 250 ng’lik
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asetazolamit numunesinin 249 iyonuna ait alan; 30 ng’lik diklofenamit
numunesinin 44 iyonuna ait alan; 30 ng’lik furosemit numunesinin 81 iyonuna
ait alan ve 25 ng’lik klortalidon numunesinin 363 iyonuna ait alan sonuglari
verilmigtir. Bu iyonlarin segilmesinin nedeni maddelerin bagil bolluklari en

fazla iyonlar olmalaridir.

Tablo 4.2. Asetazolamit, Diklofenamit, Furosemit ve Klortalidon’un

Mikrodalga Firin Optimizasyonu icin Ug Farkli Sicaklik Sonuglari

10 dakika 15 dakika 20 dakika
Madde adi sonunda sonunda sonunda

SIM alan SIM alan SIM alan
Asetazolamit 13472 8738 6603
Diklofenamit 31298 34356 37665
Furosemit 68400 80897 85164

Klortalidon 5298 16801 22818
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4.2. Yontem Gegerli Kilma Caligmalari

4.2.1. Nitel Analize Yonelik Yontem Gecerli Kilma Calismalari

Bunun igin asetazolamit, diklofenamit, klortalidon ve furosemit ile
calisilmigtir. Nitel analiz gecgerli kilma ¢alismalari igin 6zgunlik ve
gOzlenebilme siniri parametreleri galisiimistir. Bu maddelerin 6zgunltgu igin
gelistirilen metodun maddelere uygulanmasi sonrasinda elde edilen bu
maddelere ait iyon kromatogrami ve kutle spekturumu verileri bos idrar,
aseton ve tlrevliendirme kontroli verileriyle karsilastirlmistir. idrara eklenmis
Asetazolamit, Klortalidon, Diklofenamit ve Furosemit’e ait farkli derigsimlerdeki
iyon kromatogramlari ve kutle spektrumlari siralariyla verilmistir (Sekil 4.1,
4.2, 4.3, 4.4). Kromatogramlar karsilastirildiginda asetazolamit (tr: 2.54),
diklofenamit (tr: 4.18), furosemit (tr: 5.47) ve klortalidona (tr: 5.70) ait
allkonma zamanlarinda idrar matriksinden, asetondan ve turevlendirme
kontrolinden herhangi bir pik gelmedigi ve herhangi bir értisme olmadigi
go6rlilmektedir. Aseton, turevlendirme kontroli ve bos idrar numunesine ait
iyon kromatogramlari ve kutle spektrumlari siralariyla verilmigtir (Sekil 4.5,
4.6, 4.7). Ayrica maddelere ait iyon kromatogramlarinda piklerin safligindan
emin olmak amaciyla, pikin g¢esitli bélgelerinden kutle spektrumlari alinmis ve
kutle spektrumunda herhangi bir degisiklik goriimemigstir. Bu da bize pikin

safligi hakkinda saglam bir kanit olusturmaktadir.
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Asetazolamit, diklofenamit, klortalidon ve furosemite ait gozlenebilme

sinirlar Tablo 4.3’de ng cinsinden verilmistir.

Tablo 4.3. Asetazolamit, Diklofenamit, Furosemit ve Klortalidon’un 3 saat
firnda turevlendirme ve mikrodalga firinda tdrevlendirme sonrasi

gOzlenebilme sinirlari

3 saat firrnda Mikrodalga firinda 15
Madde adi turevlendirme sonunda  dakika sonunda
gozlenebilme siniri (ng)  gozlenebilme siniri (ng)

Asetazolamit 250 90
Diklofenamit 28 15
Furosemit 28 15
Klortalidon 20 15

4.2.2. Nicel Analize Yonelik Yontem Gegerli Kilma Caligmalan

Bunun icin Furosemit ile calisiimigtir.

4.2.2.1. Duyarhhk

Duyarhilik furosemitin gdzlenebilme sinirt (LOD) ve alt tayin sinir
(LOQ) verilerini igerir. Yontemin LOD, sinyal/gurultu (S/G) orani 3 oldugunda
saptanabilen en kiguk furosemit derisimi 15 ng/ml olarak bulunmustur.
Kalibrasyon egrisinin en alt noktasini olusturan LOQ degerinde ise furosemit
derisimi 30 ng/ml‘dir. Bu derisimde hesaplanan BSS (bagil standart sapma)
degeri % 20’den kiguk (BSS = % 5,67; n=6) bulundugu icin alt tayin siniri

olarak belirlenmigtir.

4.2.2.2. Aralik ve Dogrusallik

Dogrusal bolge ¢alisma araligidir. Bu ¢alisma araliginin bulunmasi igin
8 farkli derisimde (15, 30, 50, 100, 500, 1000, 1500, 2000 ng/ml) idrara
eklenmis furosemit tiketme ve tireviendirme islemlerinden sonra GC-MS

sistemine verilmistir. Bununla ilgili grafik Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. idrara eklenmis furosemite ait galisma araliginin saptanmasi

Caligilan 8 derisim deg@erinin regresyon egrisi ¢izdirilip, tanimlayicilik
katsayisi degeri (r?) degeri 0,960 bulunmustur. Daha sonra ayni iglemler 15-
1500 ng/ml derisim araligi igin yapilmis ve burdaki r?> degeri 0,981
bulunmustur. Son olarak 30-1500 ng/ml grafige gegirildiginde r? degeri 0,999
olarak elde edilmigtir. Bu bize ¢alisma araliginin degerinin 30-1500 ng/ml
oldugunu gostermektedir. Bundan sonraki validasyon ¢alismalari bu dogrusal
bolgeden secilecek derigsim degerleri Uzerinden yapilacaktir.

Dogrusallik, analit derigsimine kargi cevabin isaretlenmesi ile elde
edilen kalibrasyon egrisinin, r? en az 0.990 olarak veren derisim arali§i olarak
kabul edilmistir. Dogrusaligin saptanmasi icin idrara 5 farkli derisimde
furosemit eklenerek hazirlanmis numuneler 6 farkli glinde calisilarak GC-MS
cihazina enjekte edilmistir. Bununla ilgili grafik Sekil 4.9'de gosterilmistir.

Kalibrasyon egrisinin 6zellikleri, Tablo 4.5°de verilmistir. Bu egrinin
dogrusalliktan ayrilig ve korelasyon katsayisinin 6nem Kkontroline ait

istatistiksel degerlendirme sonugclari ise Tablo 4.6'da yer almaktadir.
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Sekil 4.9. Furosemit’ e ait dogrusallik grafigi.

Tablo 4.5. GC-MS yontemi ile analiz ettigimiz furosemite ait kalibrasyon

egrisinin 6zellikleri (n=6)

Regresyon Egimin standart Kesisimin Korelasyon | Tanimlayicilik
denklemi hatasi standart hatasi | katsayisi (r) | katsayisi (r?)
y=0,0001x-0,0004 0.0002 0.00004 0.9991 0.9983

y; Furosemit pik alani / ISTD pik alani, x; Furosemit derigimi

*Hesaplamalar ve terimler Ek 1’de aciklanmaktadir.
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Tablo 4.6. Furosemitin GC-MS yontemi ile analizinden elde edilen
kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi ile dogrusalliktan ayrilis 6nem

kontrolu igin yapilan istatistiksel hesaplamalar®.

Korelasyon katsayisi 6nem kontrolu

n r Sr ty tr

6 0.9991 0,021 47.58 2.78

Dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolu

RKT YOAKT RAKT RAKO RKO Fu Fr

0.001979 | 0.001982 | 2.53x10° | 6.33x107 | 0.001979 | 3127.32 | 224.60

*Hesaplamalar ve terimler Ek 1’de agiklanmaktadir.

4.2.2.3. Dogruluk ve Kesinlik

Furosemitin GC-MS ydntemi ile analizinde kalibrasyon araligindan
secilen Ug¢ farkli derisimde (30, 50, 100 ng/ml) idrara eklenerek hazirlanmis
numuneleri ¢alisiimistir. Yapilan dogruluk ve kesinlik ¢alismalari gin igi ve

gunler arasi degerlendirme sonuglari Tablo 4.6’da verilmigtir.
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Tablo 4.7. Furosemit igin Gin Igi ve Gunler Arasi Kesinlik ve Dogruluk

Degerleri
GUN ici? GUNLER ARASIP
Derisim KESINLIK DOGRULUK KESINLIK DOGRULUK
(ng/ml) (% bagil hata) (% bagil hata)
30 x:31,01+0,32 -3,37 x:31,6940,39 -5,63
SS: 0,78 SS: 0,97
BSS: 2,53 BSS:3,05
50 'x :50,49+0,43 -0,98 'x:50,51+0,79 -1,02
SS: 1,05 SS: 1,95
BSS:2,08 BSS: 3,86
100 | x:101,97+0,58 -1,97 'x:102,71+0,62 2,71
SS: 1,42 SS: 1,53
BSS:1,39 BSS: 1,49

Hesaplamalar Ek 2’de verilmigtir.

2. Gun ici calismalar; tg¢ derisim seviyesinde alti ayri ¢ozelti kullanilarak ayni

glnde yapilmistir.

b .

Gunler arasi c¢alismalar;

kullanilarak alti ayri giinde yapilmistir.

4.2.2.4. Geri Kazanim

U¢ derisim seviyesinde alti ayri ¢ozelti

9 ug/ml furosemit iceren idrar numunesine ait (n=6) geri kazanim
degeri % 89,72 £ 0,47 olarak hesaplanmigtir (EK 3).

4.2.2.5. Tutarhhk
iki farkli analizci tarafindan bes farkli derisimde (30, 50, 100, 250, 500
ng/ml) idrarda hazirlanan furosemit numunelerinin (n=6) GC-MS yoéntemi ile

analizinden elde edilen furosemit pik alanlari istatistiksel olarak

karsilastirilarak, Wilcoxon testi ile degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.7'de

gosterilmis, bu yontemde farkli analizci etkisi incelenmistir.
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Dneg;}fri]rln Birinci kisi (ort + ss) | ikinci kisi (ort + ss) P
30 29,947+3,553 26,3863,541 0,075
50 61,660+1,367 61,435+1,243 0,345
100 99,795:3,326 95,320+4,517 0,116
250 265,616+16,861 260,760+16,125 0,463
500 531,807+7,618 534,937+4,210 0,345

*. Wilcoxon testine gore eger p degerleri 0.05’den buylkse % 95

guvenlik sinirina gore olgumler arasindaki fark dnemli degildir denir.

4.2.2.6. Cihazin Tekrarlanabilirligi
GC-MS

tekrarlanabilirligi, idrara 50 ng/ml olacak sekilde furosemit eklenmesiyle elde

Furosemitin yontemi ile  analizinde  enjeksiyon
edilen numunenin tekrarli enjeksiyonu (n=6) vyapilarak saptanmigtir.
Furosemit ve i¢ standart numunelerine ait piklerin alanlarinin ve alikonma
zamanlarinin bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir. Furosemit ve ig
standart icin pik alanlarinin bagil standart sapma degerleri sirasiyla 1,087 ve
0,47, alikonma zamanlarinin bagil standart sapma degerleri ise 0,007 ve

0,004 olarak hesaplanmistir.

4.2.2.7. Tekrar Elde Edilebilirlik
Furosemitin U¢ farkh derisim dizeyinde hesaplanan gunler arasi
kesinlik degerlerinden ortalama, standart sapma ve bagil standart sapma

degerlerinin hesaplanmasi ile tekrar elde edilebilirlik sonuclari elde edilmistir.
Bunun igin bkz. Tablo 4.7.
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5. TARTISMA

Diuretikler idrar olusumunu ve atilimini arttiran maddelerdir ve sporda
iki amagcla kullanilirlar. idrar miktarini arttirip, idrardaki doping maddelerinin
yogunlugunu azaltmak, bdylece analiz sirasinda saptanmasini zorlastirmak
veya agirlik kategorilerinin yer aldigi spor disiplinlerinde kisa zamanda agirlik
dismek icin kullanilirlar (2).

Diuretikler molekiler yapilarinda ve bunun sonucunda da fiziko-
kimyasal 6zelliklerinde buyuk farkliliklara sahip bilesikleri icerirler. Bu nedenle
bu bilesiklerin timunun analizine olanak saglayan en gecerli ve en yuksek
performansi veren gaz kromatografisi-kutle spektrometrisi yontemi Uzerinde
calismalarimiz gergeklestirilmistir.  DiUretiklerin GC-MS ydntemi ile analiz
edilebilmeleri i¢in ucguculuklarinin arttirilmalari gerekmektedir. Bu da
turevlendirme yolu ile saglanmaktadir.

Tarevlendirilmis numunelerin GC-MS sisteminde analizi igin kolon
dolgu materyalinin dogru secilmesi sonucunda, pik sekillerinin dizgin ve
allkonma zamanlarinin uygun olmasi gerekir. Karmasik bilesenler ve
bilinmeyen numunelerin analizinde g¢apraz bagli eritiimis silika metilsilikon
kilcal kolonlar, genis aralikta analiz icin en uygun kolon materyalidir ve
calismalarimizda da bu kolon tipi tercih edilmigtir. Bu tir bir kolon, kararlilig
ve I1siya dayaniklihg yuksek oldudu igin tercih edilmistir (29).

Calismamizda degdisime ugramamis dilretikleri idrardan izole etmek
icin en ¢ok kullanilan tuketme yontemi olan sivi-sivi tuketme kullaniimistir
(bkz. Sekil 3.1.). Etil asetat ile bazik tiketme (pH: 9.5) ve tuz etkisini arttirmak
icin tuz kullaniimasi diuretiklerin idrarda analizlerini en iyi sekilde kargilayan
bir tarama yontemidir ve galismamizda da tuz kullaniimistir.

Calismamizda kullandigimiz ditretikler asetazolamit, klortalidon
diklofenamit ve furosemit’tir. Bu maddeler secilirken olabildigince farmokolojik
dzelliklerine gore farkli gruplardan secilmeye calisilmistir. ic standart olarak
7-propiltecfilin, tlrevlendirici madde olarak da iyodometan kullanilimigtir.
Fakat prosediirde gegen 60°C’de (i¢ saat tlirevlendirme ¢ok zaman harcatan
bir basamaktir. Calismamizda tlrevlendirme basamagini kisaltmak igin

mikrodalga firin kullanilmig, bunun igin gerekli olan enerji aktarimi mikrodalga
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Isinimina  maruz birakilarak gergeklestiriimigtir. Boylece tureviendirme
zamani mikrodalga firinda 800 W gucunde 15 dakikaya indirilmistir. Tablo
4.2’deki “Asetazolamit, Diklofenamit, Furosemit ve Klortalidon’'un Mikrodalga
Firin Optimizasyonu igin Ug Farkli Sicaklik Sonuglar” ‘na baktigimizda 15
dakikanin en uygun sure oldugu gorulmuagtir. Tabloda 20. dakikada
diklofenamit, furosemit ve klortalidon’da hafif bir artma olurken,
asetazolamit'in tlrevlenmesi icin en uygun olan 10 dakikalik sireden 20
dakikallk sureye gegcildiginde iyon alanindaki dustsun arttigi gézlenmigtir.
Cunkl asetazolamitin iyon piklerinin bagil bolluklarinda ve iyon alanlarinda
15. dakikadan sonra bir azalma olurken diger yanindaki piklerde bir artis olup
asetazolamit’in ayirt edilmesini guglestirmektedirler. Yontem analiz edilen
ditretiklerin tuminu kapsamayi gerektirdiginden en uygun zamanin 15
dakika oldugu gozlemlenmistir.

Dilretiklerin GC-MS ile analizlerinde, tlrevlendirme i¢in mikrodalga
firn kullanarak geligtirdigimiz yontemin, 6nceden dilretiklerin  GC-MS ile
analizlerinde turevlendirme asamasinda Ug¢ saat firin kullanilan yénteme gore
performansini arastirmak Uzere ve Uluslararasi Olimpiyat Komitesini ve
WADA kurallari geregi yodntemin gecerli kilinmasina iliskin ¢alismalar
yapilmistir. Ditretiklerin analiz edildigi yontemin gecerli kilinmasini gerektiren
kurallar geregi bu yontemle belirlenen sonuglar maddelerin niteligini belirtir
sekilde olmasini gerektirdiginden, baska bir deyisle sonuclar nicel
olmadigindan, gecgerli kilma parametreleri gerektiginden buna ait
parametreler olan 6zgunlik ve gézlenebilme sinir incelenmistir. Ozgunlik
icin Tablo 4.1’deki asetazolamit, diklofenamit, furosemit ve klortalidon igin
alikonma zamanlari (tr) verilebilir. Bunlar da asetazolamit icin 2.54,
diklofenamit 4.18, furosemit 5.47 ve klortalidon igin ise 5.70’dir. Bu
maddelere ait iyon kromatogramlari ve kutle spektrumlari Sekil 4.1-4.4'de
verilmistir. Zemin etkisi ve matriks etkisini incelemek igin analizimizde
kullanilan turevlendirici madde, aseton ve bos idrarin maddelerimizin analiz
edildigi alikonma zamanalarindaki iyon kromatogramlari ve kitle spektrumlari

incelenmistir (bkz. Sekil 4.5, 4.6, 4.7). Buradan aseton, turevlendirici madde
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ve bos idrarla, maddelerimizin herhangi bir girisim yapmadiklari agikca
gorulmektedir.

Diger bir parametre olan gozlenebilirlik sinirini (LOD) belirlemek icin
sinyal / gurultd oraninin 3 oldugu deger secilmigstir (37, 38). Bu deder her iki
GC-MS yontemi ile saptanmis ve sonuglari Tablo 4.3’te verilmigtir. Buradan
bu degelerin sirasiyla asetazolamit igin firinda tlrevlendirme sonucunda 250
ng iken 15 dakika mikrodalgada tlrevlendirme sonucunda 90 ng’a,
diklofenamitin 28 ng'dan 15 ng’a, furosemitin 28 ng’dan 15 ng'a ve
klortalidon’un ise 20 ng’dan 15 ng’a dustugu goérulmektedir. Bu da bize
mikrodalga firin kullanilarak yapilan trevlendirmenin 60 °C’de (g saat firinda
yapilan turevlendirmeden daha etkin sonug¢ verdigini, yontemin duyarlihgini
arttirdigimizi géstermektedir.

Calismamizin ikinci agamasinda ise yeni geligtirilen bu yontemin en
etkin ve dopingde de en c¢ok kullanilan dilretiklerden biri olan furosemit
kullanilarak nicel gegerli kilma caligsmalari gerceklestiriimigtir. Bu asamada
duyarlilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk, tutarlilik, cihazin tekrarlanabilirligi ve
tekrar elde edilebilirlik parametreleri incelenmistir.

Duyarlihk icin LOD ve LOQ incelenmigtir. Bir yontemin duyarlihdi birim
derisim artisina karsilik gézlenen sinyalin buyukligine baglidir. Bu deger
kalibrasyon egrisinin egimi ile verilmektedir. Egim ne kadar buyukse
duyarlihgi da o kadar yuksektir. Alt tayin sinirinin kiguk olmasi da yontemin
duyarhliginin bayuk oldugunun gostergesidir (40). Furosemitin gézlenebilme
degeri 15 ng/ml’dir. LOQ’nun; bagil standart sapma degerinin % 20 sinirini
gecmemek sartiyla kalibrasyon egrisindeki en dustk derisim degeridir (37-
39). Bu deger GC-MS yontemi ile furosemitin analizinde 30 ng/ml (BSS %
5,67) olarak bulunmustur (n=6).

Furosemit derisimi, furosemit pik alaninin i¢ stanadart pik alanina
oraninin grafige gecirilmesi sonucu elde edilen kalibrasyon egrisinin 15-1500
ng/ml araliginda istatistiksel olarak (tv = 47,58 ve Fy = 3127,32, p<0,05,
Tablo 4.6) dogrusal oldugu bulunmustur.

Tanimlayicilik katsayilar (r?) GC-MS yoéntemi igin 0,9983 olarak

bulunmustur. Bu deger, cizilen kalibrasyon egrilerinin bir dogru oldugunu
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gOstermektedir. Ayrica dogrusalliktan ayriligin ve korrelasyon katsayilarinin
onem kontroli yapilarak dogrusalliktan ayriliglarinin dnemsiz oldugu ve
korrelasyon katsayilarinin énemli bir deger oldugu (tablo 4.6) istatistiksel
olarak hesaplanmistir (41).

Bir yontemin dogrulugu, analiz sonuglari ile kabul edilen referans
deger arasindaki uyumlu yakinlktir. Olgilen ortalama derisimler ve karsilik
gelen olmasi gereken derigsimler arasindaki % bagil hata ile belirlenir. Bir
yontemin kesinligi ise, sonugclarin tekrarlanabilirliginin  gdstergesidir.
Hazirlanan standart numunelerin yapilan tekrarli analizleri sonucunda
saptanan bagil standart sapma terimi ile tanimlanir (36, 38).

Dogrusallik araligina giren 3 farkli derisimde (30, 50 ve 100 ng/ml) gun
ici ve gunler arasi tekrarli analizler yapilmigtir. Gun ici ¢alismalarda elde
edilen bulgularin bagil standart sapma degerleri % 1,39 — 2,53 arasinda,
gunler arasi c¢aligmalarda elde edilen bulgularin bagil standart sapma
degerleri % 1,49 — 3,86 arasinda bulunmustur (Tablo 4.7).

Standart sapma, dagilimdaki her bir degerin ortalamaya uzakhgini,
diger bir deyisle dagilimin ne yayginlikta oldugunu gdsteren bir olgudar.
Standart sapma buyudukge dagilim yayginlasir (41). Bu tanim dikkate
alinirsa her iki yontem icin de elde edilen gln ici ve gunler arasi ¢alisma
sonuglari, tekrrlanabilirligin yiksek oldugunu gostermektedir (Tablo 4.7).

Yontemin uygunlugunu gostermek igin yapilan bir c¢alisma da
furosemitin idrardan geri kazanilmasi ¢alismasidir. Furosemitin (9 pg/ml)
geligtirilen GC-MS ydntemi ile idrardan geri kazanim degeri (n=6) % 89,72 +
0,47 olarak bulunmustur. Bu da bize yontemin uygunlugunu gostermektedir.

GC-MS yoénteminde elde edilen furosemite ait pik alanlari istatistiksel
olarak karsilastirilarak furosemitin GC-MS ydéntemi ile analizine farkli analizci
etkisi incelenmis ve farkli analizci etkisinin olmadigi saptanmigtir. Calisilan 5
farkh derisim (30, 50, 100, 250, 500 ng/ml) icin p degerleri Wilcoxon testine
gore hesaplanmis ve % 95 guvenlik sinirina gére bu degerlerin 0,05’den
blylk oldugu bulunmustur. Bu da bize dlgimler arasindaki farkin énemli

olmadigini géstermektedir (Tablo 4.8).
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Diuretiklerin mikrodalga firinda turevlendirilerek gaz kromatografisi-
kutle spektrometresiyle analizleri icin gelistirilen yontemin c¢alistigimiz

didretikler igin, dogru, kesin, duyarli, segici ve tekrarlanabilir oldugu

gOzlenmistir.
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6. SONUG ve ONERILER

Calismamizda bazi diuretiklerin (asetazolamit, klortalidon, diklofenamit
ve furosemit) idrardan analizleri yapilmistir. Bunun igin gaz kromatografisi
kutle spektrometresi cihazi kullaniimistir. Bilesiklerin bu cihazda analiz
edilebilmeleri icin gerekli olan standart tuketme ve turevlendirme yonteminin
3 saat turevlendirme agsamasi oldugundan dolayr bu sureyi kisaltmak igin
yontem optimizasyonuna gidilmistir. Bunun igin (¢ saat 60°C’de firinda
turevlendirme yerine 15 dakika mikrodalga firinda turevlendirmenin uygun
oldugu saptanmistir.

Calismamizin ikinci kisminda ise nitel ve nicel analiz gegerli kilma
parametreleri incelenmistir. Gegerli kilma ¢alismalarinin ilk agamasinda dort
ditretik madde icin 6zgunluk ve duyarlilik (g6zlenebilme ve alt tayin sinirlari)
caligiimigtir. Yontemin 6zgunlugunu gostermek icin madde kromatogramlari
matriks ile karsilastinimistir. Asetazolamit igin gdzlenebilme siniri U¢ saat
firinda turevlendirme de 250 ng iken mikrodalga firinla 90 ng, diklofenamit ve
furosemit icin dnceki yontemle 28 ng iken mikrodalga firnda 15 ng ve
klortalidon icin ise onceki yontemle 20 ng iken, mikrodalga firinda
tirevlendirme sonrasi 15 ng olarak bulunmustur. Furosemit igin nicel ydntem
gecerli kilma calismalari yapilmistir. Furosemit'in alt tayin siniri (BSS = %
5,67 n=6) 30 ng/ml olarak bulunmustur. Furosemit’in dogrusalligi ise 30-1500
ng/ml olarak saptanmistir. Bunun igin kalibrasyon denklemi yo= 0,0001x —
0,0004 ve r?,;= 0,9983 olarak elde edilmistir. Kalibrasyon egrisi ile yapilan
korrelasyon katsayisi ve dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrollerinin ardindan
egrinin dogrusal ve Kkorrelasyon katsayilarinin onemli bir deger oldugu
saptanmistir. Kesinlik ¢alismalari sonucunda Ug¢ farkli derisimle yapilan glin
ici degerleri icin bagill standart sapma 1,39-2,53 arasinda, gunler arasi
calismalar i¢in bu deger 1,49-3,86 arasinda bulunmustur. Gln i¢i dogruluk
icin % bagil hata degerleri -0,98 ile -3,37 arasinda, glnler arasi % bagil hata
degerleri -1,02 ile -5,63 arasinda bulunmustur. Tutarlilik calismasinda ise,
bes farkli derisimde calisilan Furosemit ornekleri, Wilcoxon testine gore

degerlendirilerek degerlerin % 95 guvenlik sinirina goére 0.05 den blyuk
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oldugu ve Olgcumler arasindaki farkin onemli olmadigr gorulmustar. Geri
kazanim 9 ug/ml furosemit icin % 89,72 + 0,47 olarak bulunmustur.

Sonug olarak gecerli kilma parametreleri incelendiginde yontemimizin
dogru, kesin ,duyarli, secici ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle mikrodalga
firn  kullanarak dilUretiklerin gaz kromatografisi-kutle spektrometrisiyle
analizleri diger diluretiklere de uygulanabilir ve doping kontrol
laboratuvarlarina rutin analiz amaciyla kullanilan bir yontem olarak

Onerilebilir.
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EKLER

EK 1. Korelasyon Katsayisi Onem Kontrolii

Bulunan korelasyon katsayisinin énemli bir katsayr mi yoksa tesadufe
bagli bir katsayl mi oldugu test edilmistir.

Testin yapiminda islemler:
1. Ho: Korelasyon katsayisi tesadufe bagl bir degerdir (r=0).

2. Test istatistiginin hesaplanmasi:

1/2

Sr= —_— (Korelasyon katsayisinin standart hatasi)

3. Yanilma olasiligi olarak a = 0.05 secilmistir.

4. Serbestlik derecesi=n -2

5. a = 0.05 duzeyinde ve 4. Maddede bulunan serbestlik derecesinde tablo t
degerine bakilir.

6. Karsilastirma: Hesapla bulunan t (tv) degeri tablo t (tr) degerinden
blyukse Ho hipotezi reddedilir, kiigikse kabul edilir.

7. Karar: Korelasyon katsayisi énemli bir dederdir, tesadifen bulunmus bir
deger degildir (p < 0.05) veya korelasyon katsayisi énemli bir deger degildir,

tesadlfen bulunmus bir degerdir (p > 0.05).

Dogrusalliktan Ayrilis Onem Kontrolii

1. Kareler toplamlari bulunur:

a) Regresyon Kareler Toplami (RKT):
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2
(2x) (zy)
Xy — —mM8
n
RKT =
(2x)?
X2 — ————
n

b) Y Ortalamadan Ayrilis Kareler Toplami (YOAKT):

(2y)?
YOAKT =Xy2— —
n
c) Regresyondan Ayrilig Kareler Toplami (RAKT):

RAKT = YOAKT — RKT
2. Serbestlik dereceleri bulunur:
a) Regresyon Serbestlik Derecesi (RSD):
RSD=1
b) Y Ortalamadan Ayrilis Serbestlik Derecesi (YOASD):
YOASD=n-1
c) Regresyondan Ayrilig Serbestlik Derecesi (RASD):
RASD = YOASD - RSD
3. Kareler ortalamalari bulunur:
a) Regresyon Kareler Ortalamasi (RKO):
RKO = RKT / RSD
b) Regresyondan Ayrilis Kareler Ortalamasi (RAKO):
RAKO = RAKT / RASD
4. Ho = Derigim ile dedektor cevabi arasindaki iligki dogrusal degildir.
5. Yanilma olasihgi a = 0.05 secilmistir.
6. F = RKO / RAKO
7. p = 0.05 dizeyinde RSD ve RASD serbestlik derecelerindeki tablo (Fr)
degerleri bulunur.
8. Kargilagtirma: Hesapla bulunan F (Fn) degeri tablo F (Fr) degerinden

bluyukse Ho hipotezi reddeilir, kigukse kabul edilir.
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9. Karar: Derisim ile dedektor cevabi arasindaki iligki dogrusaldir (p < 0.05)

veya dogrusal degildir (p > 0.05).

EK 2. Bagil Standart Sapma ve % Bagil Hata Hesaplama Ydntemi

Standart Sapma
Bagil Standart Sapma (BSS) = x 100
Aritmetik ortalama

(Olmasi gereken miktar — Bulunan Miktar)
% Bagil Hata = x 100
Olmasi gereken miktar

EK 3. % Geri Kazanim Hesaplama Yontemi

Bulunan miktar
% Geri Kazanim = x 100
Olmasi Gereken Miktar




