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OZET

Yeni Nesil Kolonlar Kullanilarak Baz1 Florokinolon Grubu Antibiyotiklerin Biyolojik
Sivilarda Es Zamanh Tayini icin Sivi Kromatografik Yontem Gelistirilmesi ve

Validasyonu

Bu ¢alismada, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan florokinolonlardan
levofloksasin, siprofloksasin, moksifloksasin ve gemifloksasinin insan plazmasi ve idrarinda
tayini i¢in ilk defa bir sivi kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Florokinolonlarin
ayiriminda 5 farkli kolonun etkinlikleri karsilastirilmistir. Organik ¢oziicli yiizdesi, pH,
sicaklik, gradient sekli, dedektor dalga boyu gibi ayirimi etkileyen deneysel parametreler
adim adim optimize edilmistir. Gradient eliisyon modunda fosfat tamponu (pH 2, 20 mM)
ve asetonitril karisimi hareketli faz olarak kullamlmistir. Pentaflorofenil ¢ekirdek-kabuk
(core-shell) kolon (100 mm x 4.6 mm, 2.7 um) kullanilarak 4 analitin ayirimi 7.5 dakikadan
kisa siire igerisinde basarilmistir. Toplam analiz siiresi kolon temizleme ve kolon sartlama
basamaklar1 dahil 22 dakikadir. Floresans dedektor es zamanli olarak iki farkli kanalda
calistirllmistir. Diyot dizinli dedektor 280 nm’ye ayarlanmistir. Akis hizi 1.0 mL/dk ve kolon
sicakligi 25 °C olarak belirlenmistir. Gelistirilen yontem analitlerin hem idrar hem de
plazmada saptanmasi i¢in duyarhilik, segicilik, dogrusallik (r>0.9989), geri kazanim
(%79.46-102.69), dogruluk (%89.55-111.94), kesinlik (%0.35-8.05) ve kararlilik (%85.79-
111.07) parametrelerine gore valide edilmistir. Ardindan oral olarak levofloksasin,
siprofloksasin ya da moksifloksasin kullanan hastalarin idrar ve plazma ornekleri analiz
edilerek yontemin uygulanabilirligi kanitlanmistir. Gelistirilen yontem bu florokinolonlarin
terapotik ila¢ izlemi i¢in uygundur ve farmakokinetik ve toksikolojik caligsmalara

uygulanabilir.

Anahtar Sozciikler: Cekirdek-kabuk kolonlar, Florokinolonlar, Pentaflorofenil sabit faz,

Validasyon, Yiiksek performansli sivi kromatografisi
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ABSTRACT

Development and Validation of Liquid Chromatographic Method for the
Simultaneous Determination of Some Fluoroquinolone Antibiotics in Biological
Fluids Using New Generation Columns

In this study, a liquid chromatography method for the determination of levofloxacin,
ciprofloxacin, moxifloxacin and gemifloxacin which are the fluoroquinolones used in the
treatment of infectious diseases was developed for the first time. Efficiency of 5 different
columns in the separation of fluoroquinolones was compared. Experimental parameters that
affect the separation such as percentage of organic solvent, pH, temperature, gradient shape
and detector wavelength were optimized by employing a step-by-step approach. Phosphate
buffer (pH 2, 20 mM) and acetonitrile mixture was employed as mobile phase in the gradient
elution mode. Using a pentafluorophenyl core-shell column (100 mm x 4.6 mm, 2.7 pm),
the separation of four analytes was accomplished in less than 7.5 min. Total analysis time
was 22 min, including column clean-up and column conditioning steps. Fluorescence
detector was operated simultaneously on two different channels. The diode array detector
was set to 280 nm. Flow rate was 1.0 mL/min and the column temperature was 25 °C. The
developed method was validated for determination of analytes in both urine and plasma with
respect to sensitivity, specificity, linearity (r>0.9989), recovery (%79.46-102.69), accuracy
(%89.55-111.94), precision (%0.35-8.05), and stability (%85.79-111.07). Afterwards,
feasibility of method was demonstrated by analysing urine and plasma samples of patients
receiving orally levofloxacin, ciprofloxacin or moxifloxacin. Developed method is suitable
for therapeutic drug monitoring of these fluoroquinolones and can be applied to

pharmacokinetic and toxicological studies.

Keywords: Core-shell columns, Fluoroquinolones, High performance liquid

chromatography, Pentafluorophenyl stationary phase, Validation
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1. GIRIS ve AMAC

Nalidiksik asit (NA) tiirevi olan florokinolonlar, sentetik antibiyotiklerin énemli alt
gruplarindan birini olustururlar. Florokinolonlar, naftiridin halkasinin altinci pozisyonunda
flor igeren kinolonlardir ve bakteriyel DNA giraz ve topoizomeraz 1V’i hedef alirlar.
Konsantrasyona bagli antibakteriyel etki gosteren florokinolonlar idrar yolu, solunum yolu
ve gastrointestinal kanal enfeksiyonlar1 dahil bircok hastaligin  tedavisinde

kullanilmaktadirlar.

Florokinolonlarin biiytlik bir boliimii, degismeden glomeriiler filtrasyon veya tiibiiler
sekresyon yoluyla idrarla atilir. Diger taraftan moksifloksasin (MOX), agirlikli olarak
karacigerde metabolize edilir. Gemifloksasin (GEM) ise orta derecede karacigerde
metabolize edilirken, O©nemli oranda renal eliminasyona ugrar. Karacigerde
biyotransformasyona dahil olduklar1 zaman, florokinolonlar molekiil yapisindaki karboksilli
asit grubundan glukronidasyona ugrayarak inaktive edilirler. Florokinolonlar yiiksek oranda
proteinlere baglanmadiklar1 ve bu ilaglarin sitokrom P450 (CYP) sistemi ile
biyotransformasyonlart CYP1A2 izoenzimi ile simirli oldugu icin, diger ilaglarla

metabolizma diizeyinde etkilesimleri nispeten azdir (1-4).

Florokinolonlarin  etkinliklerini artirirken  toksisitelerinin ~ Oniine  ge¢cmek,
enfeksiyonlarin tedavisinde dnemli bir basamaktir. Ote yandan, etkinligin optimizasyonu ve
toksisitenin minimizasyonu, kullanilan ilacin farmakokinetiginin ve hastaliga sebep olan
patojenin duyarliliginin iyi anlagilmasini gerektirir. Antimikrobiyal ilaglara direng gelisimi,
ilag maliyetlerindeki artis ve hastanin tedaviye uyuncu goéz Oniinde bulunduruldugunda,
antimikrobiyal ajanin se¢imi ve doz optimizasyonuna yonelik yontemlerin kullanilmasi
biiylik 6nem arz etmektedir. Uygun ajan, doz ve tedavi siiresinin seg¢ilmesi, tedavi
basarisizligindan kaginilmasi ve bakteriyel diren¢ gelisiminin Oniine gec¢ilmesi igin
florokinolonlarin farkli terapotik ortamlardaki farmakokinetik davranislar: ve etkinlikleri
stirekli olarak izlenmelidir. Bu baglamda; hizli, secici, duyarli, kesin ve dogru analitik

yontemlerin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.

Florokinolon analizinde yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) giiniimiize
kadar siklikla kullanilmistir ve aymrim c¢ogunlukla geleneksel kolonlar kullanilarak
gerceklestirilmistir (5-7). Geleneksel yaklagima alternatif olarak, core-shell ve monolitik
kolonlar kullanilarak daha etkin ayirimlarin yapilmasi miimkiindiir. Kapsamli literatiir

arastirmasi gostermistir ki; florokinolonlarin insan plazmasi ve idrarinda analizi i¢in core-
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shell ve monolitik kolonlarin ve pentaflorofenil (PFP) sabit fazlarin kullanildigi sadece
birka¢ yontem gelistirilmistir (8, 9). Buna ilaveten, iilkemiz piyasasinda bulunan ve siklikla
kullanilan florokinolon grubu antibiyotiklerden siprofloksasin (CIP), levofloksasin (LEV),
MOX ve GEM’in biyolojik sivilarda es zamanli tayini igin gelistirilmis bir sivi
kromatografik yontem literatiirde bulunmamaktadir. Bu eksikligin giderilmesi adina, bu tez
kapsaminda, CIP, LEV, MOX ve GEM’in, core-shell, monolitik ve geleneksel kolonlar
dahil, 5 HPLC kolonunda alikonma davranislarinin incelenmesi ve kolon etkinliklerinin
karsilastirilmasi tasarlanmistir. En etkin bulunan kolon kullanilarak CIP, LEV, MOX ve
GEM’in idrar ve plazmada tayini i¢in ilk defa bir sivi kromatografik yontem gelistirilmesi
amaglanmistir. Tez calismalarinin ardindan, gelistirilen yontemin, Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Servisi'nde yatmakta olan hastalarin
plazma ve idrar florokinolon seviyelerinin izlenmesi ve tedavi etkinliginin artirilmasinda

kullanilmasi planlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

“Antibiyotik” terimi ilk olarak, Albert Schatz ve Elizabeth Bugie ile streptomisini
kesfeden Selman Waksman tarafindan 6ne siiriilmiistiir. Waksman’a gore bir antibiyotik,
mikroorganizmalar tarafindan tretilen ve bir ortam igerisinde secici sekilde bagka
mikroorganizmalarin iiremesini engelleyen hatta 6ldiiren kimyasal maddedir. Kisa siire
sonra bilim adamlari antibiyotik Ozelliklere sahip sentetik bilesikler gelistirmistir.
Waksman’in da aralarinda bulundugu bazi bilim insanlar1 “antibiyotik” teriminin yanlis
kullanimina kars1 ¢ikmasina ragmen, tanim yine de sentetik antibiyotikleri de kapsayacak
sekilde degismistir. Giinlimiizde antibiyotik, mikroorganizmalarin biiylimesini se¢ici sekilde
engelleyen ve konak hiicrede minimum hasara sebep olan kimyasal madde olarak

tanimlanmaktadir (10).

Antibiyotiklerin tarihi, insan sagligina zararli olan, ancak dogru dozlarda
kullanildiginda, frengiye sebep olan Treponema pallidum’a daha toksik olan agir metaller
olan civa ve bizmuta kadar dayanir. Frengi tedavisinde civa ilk olarak 1400’lerde
kullanilmaya baglanmistir ve agir metaller on dokuzuncu yiizyilin sonuna kadar yaygin
sekilde kullanilmistir. Bu elementlerin tedavide etkili olup olmadiklar1 agik degildir ¢iinkii

o donemlerde, bugiin kullanilan sistematik ¢aligsmalar yiiriitilmemistir.

Frenginin tavsan modelinde etkinlikleri kanitlandiktan sonra arsenik igeren bilesikler
sentezlenmistir. Arsenik bazli salvarsan, 1908 yilinda Paul Ehrlich ve ¢alisma arkadaslari
tarafindan kesfedilmis ve 1910 yilinda ticarilestirilmistir. Salvarsan “Ehrlich’in sihirli
mermisi” olarak adlandirilmistir ve Ehrlich bu kesfi ile Nobel Odiilii’nii kazanmustir. Ancak,

salvarsan arsenik icerdigi i¢in toksiktir ve kullanim1 sinirh kalmistir.

Bayer firmasi tarafindan 1932 yilinda siilfonamid antibiyotiklerinin kesfi,
antibiyotikler icin bir sonraki biiyiik sigrama olmustur. Ilk ilag prontosil olarak
adlandirilmistir. Prontosil bir 6n-ilagtir ve insan viicudunda aktif formu olan siilfanilamide
doniisiir. I1k olarak Bayer kimyacilar1 Josef Klarer ve Fritz Mietzsch tarafindan sentezlenen
prontosil, 1939 yilinda Nobel Tip Odiilii’nii kazanan Gerhard Domagk tarafindan bazi
onemli bakteriyel enfeksiyonlara karsi test edilmis ve etkili bulunmustur. Bir¢ok

enfeksiyonun tedavisinde kullanilan prontosil onemli sayida hayat kurtarmistir (11).

Penisilinin bulunmasi ise ¢ok daha biiyiik etki yaratmistir. Bakteriyoloji uzmani
Alexander Fleming, Eyliil 1928’de yaz tatilinden dondiikten sonra laboratuvarina gitmis ve
tezgahin tizerinde biraktigi Staphylococcus aureus kolonisinin bir mantar (Penicillium
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notatum) ile ilging bir sekilde kontamine oldugunu goézlemlemistir. Fleming kiife yakin
bolgedeki Staphylococci‘lerin lizise ugradigini, daha uzaktakilerin ise normal oldugunu ve
etkilenmedigini fark etmistir. Fleming mantar1 saf bir kiiltiir olarak biiyiitmeye devam etmis
ve daha once Staphylococci iizerinde gozlemledigine benzer etkileri arastirmak igin
mantardan elde ettigi ekstre ile bir dizi patojenik bakteri tiirlinli muamele etmistir. Bu
bulgular 1s181inda, mantarin bakteriyi dldiiren bir bilesik salgiladigi sonucuna varmistir ve
1929°da bu bilesigi penisilin olarak adlandirmistir. Fleming, penisilini izole etmek ve biiyiik
olgekte iiretmek icin birgok arastirma grubu ile ortak ¢alismistir. ikinci Diinya Savasi’nin
baslamasiyla, savas meydanlarinda yaralanan ve enfeksiyondan 6len askerlerin kurtarilmasi
amaciyla Anglo-Amerikan Penisilin Projesi baglatilmistir. 1945 yilinda penisilin ordu igin
0zel bir ihtiyag olmaktan ¢ikmis ve sonraki yillarda halkin kullannmina sunularak

milyonlarca hayat kurtarilmistir (12).
2.1. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Gegtigimiz ylizyilda, antibiyotiklerin kesfi i¢in iki alanda yapilan arastirmalar faydali
olmustur. Bunlardan biri antibakteriyel etkili dogal bilesiklerin arastirilmasidir. Buna paralel
olarak yeni kimyasallar sentezlenmis ve test edilmistir (13). Dogal ve sentetik antibiyotik

siiflar1 Sekil 1°de verilmistir.
2.1.1. Dogal Antibiyotikler

Gegtigimiz yiizyillda yiizlerce antibiyotik saptanmistir. Dogal antibiyotik
aragtirmalarindaki 6nemli yaklasimlardan biri, etil asetat ve metanol (MeOH) gibi organik
coziiciilerle ekstre edilmis toprak oOrneklerinin incelenmesidir. Elde edilen ekstrelerin
fraksiyonlanmasi dogal antibiyotiklerin saflastiriimasina olanak tanimistir. ilag sirketlerinde
mikrobiyal aragtirma gruplari, 1930’lu yillarin ortalarindan 1950°1i yillarin sonuna kadar 25
yil boyunca, yeni dogal antibiyotikler kesfetmek i¢in diinyanin farkli bolgelerinden toprak
ornekleri toplamistir. Bu donem dogal antibiyotiklerin altin ¢agidir ve bir¢ok antibiyotik
sinift bu donemde kesfedilmistir. Antibiyotiklerin en bilinen sinifi tripeptid yapisina
baglanan B-laktam iskeleti icerir. iki énemli alt siif; penisilinler ve sefalosporinler bu

donemde kesfedilmistir.
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Sekil 1. Antibiyotik ilaglarin siniflandirilmasi

Buna ilaveten karbapenemler dogal antibiyotikler olarak izole edilmislerdir. Selman
Waksman’m 1923 yilinda streptomisini kesfetmesi ile aminoglikozitler olarak adlandirilan
yeni bir smif ortaya ¢ikmistir. O yillarda tanimlanan {igiincii bir dogal antibiyotik sinifi
makrolidlerdir ve bu sinifin ilk terapdtik ajani eritromisindir. Klinik enfeksiyon tedavisinde
onemli olan antibiyotik siniflarindan biri tetrasiklinlerdir. Streptomyces suslarindan izole
edilen Klortetrasiklin bu smifin ilk tiyelerinden biridir. Besinci grup vankomisin ve
teikoplanin ile temsil edilen glikopeptid antibiyotiklerdir ve bu ilaglar genis spektrumlu birer
antibiyotige donlismiistiir. Bu dénemde bulunan diger peptid bazli antibiyotik sinifi hiicre
zar1 biitiinliigiinii bozan ve protein sentezini durduran lipopeptidlerdir. Klinik kullanimdaki
dogal antibiyotiklerin son smifi 1940-1960 arasi kesfedilen rifamisinlerdir. Dogal
rifamisinlerin farmakokinetikleri yar1 sentetik modifikasyonlarla gelistirilmis ve bu smifin
en yaygimn kullanilan iyesi olan rifampin elde edilmistir. Rifamisinler bakteriyel RNA
polimeraz enzimini inhibe eder ve bdylelikle DNA’nin RNA’ya transkripsiyonunu
engellerler. Rifamisinler, tiiberkiiloz enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in kombinasyon tedavi

rejimlerinde dayanak noktasidir.
2.1.2. Sentetik Antibiyotikler

Sentetik antibiyotikler ii¢ farkli alt sinifa ayrilmaktadirlar. Bunlardan ilki 1930’1u
yillarda bulunan siilfonamidlerdir. Sonraki kusak siilfonamidler, 80 yil sonra giliniimiizde
hala daha kullanilmaktadirlar. Bu ilaglar, DNA sentezi i¢in gerekli dért maddeden biri olan

folik asitin bakteriyel sentezindeki ana enzimi inhibe eder.



Ikinci smif sentetik antibiyotikleri oksazolidinonlar olusturur. Bu siniftaki birinci
nesil antibiyotik linezoliddir. Oksazolidinonlar ilk olarak kimyasal tarimda kullanilmak
tizere tasarlanmislardir ancak daha sonra bakteriyel protein sentezini engelledikleri
kanitlanmustir (14). Ugiincii ve son siif florokinolonlardir. Tez calismast kapsaminda

florokinolonlar kullanildig1 i¢in bu sinifa ait detayl bilgi Boliim 2.3’te verilmistir.
2.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari
2.2.1. Hiicre Duvarim Hedef Alanlar

B-laktamlar ve glikopeptidler hiicre duvari sentezini inhibe ederler. B-laktamlar i¢in
oncelikli hedefler penisilin baglayici proteinlerdir. B-laktam halkasi, normalde penisilin
baglayici proteine baglanan peptid zincirinin D-alanil-alanin kismini taklit eder. Baglayici
protein ile [-laktamlar etkilesir ve yeni peptidoglikanin sentezi miimkiin olmaz.
Peptidoglikan tabakasinin bozulmasi bakterinin lizise ugramasmna sebep olur.
Glikopeptidler, prekiirsér peptidoglikan alt {initenin peptid yan zincirinin D-alanil-alanin

kismina baglanir ve bdylece hiicre duvari sentezini inhibe eder (15, 16).
2.2.2. Protein Sentezini inhibe Edenler

Hiicre igerisinde protein sentezi ribozomlar ve sitoplazmik faktorlerle yiiriitiiliir.
Bakteriyel 70S ribozom, 30S ve 50S olmak iizere iki riboniikleoprotein alt tiniteden olusur.
Antibiyotikler bakteriyel ribozomun 30S veya 50S alt tinitelerini hedef alarak protein
sentezini engeller. Aminoglikozitler ve tetrasiklinler 30S alt tnitesini hedef alirken,
makrolidler, oksazolidinonlar ve kloramfenikol 50S alt tinitesini hedef alarak etki ederler

(16, 17).
2.2.3. Folik Asit Metabolizmasi inhibitorleri

Stilfonamidler ve trimetoprim, folik asit metabolizmasinin farkli asamalarini inhibe
ederler. Ayn1 biyolojik yolagin farkli asamalarinda inhibisyon sergileyen siilfonamidlerin ve
trimetoprimin kombine olarak kullanilmasi sinerjistik etki gosterir ve direng i¢in gerekli olan
mutasyon oranini azaltir. Siilfonamidler, dogal substrat olan p-aminobenzoik asitten daha
yiiksek afinite ile dihidropteroat sentezini yarigmali olarak inhibe eder. Trimetoprim ise folik

asit sentezinin daha sonraki asamalarinda rol alan dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe eder
(16, 18).



2.2.4. DNA Replikasyonu Inhibitorleri

Florokinolonlar etkilerini DNA replikasyonunu inhibe ederek sergilerler (16). Tez
calismasi kapsaminda florokinolonlar kullanildigindan dolay1, bu grup ile ilgili detayli bilgi

asagida sunulmustur.
2.3. Florokinolon Grubu Antibiyotikler

George Lesher tarafindan antimalaryal etkili kinin tiirevleri sentezlenmesi
amaclanmis, yapilan ¢alismalar sonucunda antibakteriyel ajan olarak 1962 yilinda NA
kesfedilmistir (19). Bu grubun prototipi olan NA iriner sistem antibakteriyel ajani1 olarak
kullanilmigtir. Bu bilesik, sadece gram-negatif bakterilere karsi yiliksek etkinligi, oral
uygulama sonrasi diisiik serum ve doku konsantrasyonu ve Enterobacteriaceae tiirlerine
karst sinirli spektrumu ile karakterize edilir. Florokinolonlarin spektrumunda devrim 6-floro

analoglarin kesfinden sonra meydana gelmistir (20).

Florokinolonlar farmakokinetik profillerine ve aktivite spektrumlarina dayanarak
siiflandirilirlar. Birinci nesil florokinolonlar olan NA, oksolinik asit (OKSO), pipemidik
asit (PIPE) ve rosoksasin gram-negatif bakterilere kars1 aktivite gdsterir ancak hzl renal
eliminasyon ve kisa serum yar1 dmiirlerinden dolay1 kullanimlari sinirli kalmistir. Bu sebeple
birinci nesil florokinolonlar sadece gram-negatif bakterilerin sebep oldugu iiriner sistem

enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmistir ve giiniimiizde ¢ok nadir kullanilirlar (21).

Nadifloksasin, rufloksasin, norfloksasin (NOR), enoksasin (ENOX), pefloksasin
(PEFLO), lomefloksasin (LOME), ofloksasinin (OFLO) ve CIP’in dahil oldugu ikinci nesil
florokinolonlar C-6 konumuna flor eklenmesi ile elde edilmistir ve bu durum birinci nesil
florokinolonlar ile kiyaslandiginda aktivitelerinde onemli bir artis ile sonuglanmistir.
Boylelikle, ikinci nesil florokinolonlar Pseudomonas aeruginosa dahil gram-negatif
bakterilere kars1 daha yiiksek aktivite ve gram-pozitif bakterilere iyi aktivite gostermislerdir.
Buna ilaveten daha uzun serum yari 6miirleri sergilemislerdir. Bu nesile ait ilaglar, komplike
mesane enfeksiyonlari, piyelonefrit, cinsel yolla bulasan hastaliklar, spesifik pndmoni
tipleri, deri enfeksiyonlar1 ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi hastaliklarin tedavisinde

kullanilirlar (22).

Tosufloksasin, balofloksasin, pazufloksasin (PAZU), temafloksasin (TEMA),
sparfloksasin (SPAR), grepafloksasin (GREP) ve LEV’in dahil oldugu iigiincii nesil

florokinolonlar birinci ve ikinci nesil florokinolonlardan daha genis aktivite spektrumu



sergilerler. Bu grubun bazi iiyeleri P. aeruginosa dahil gram-negatif bakterilere karsi genis
spektrumda aktivite gostermistir. Diger iiyeler ise gram-pozitif bakterilere karsi aktiftir.
Ucgiincii nesil florokinolonlar daha uzun serum yar1 mriine ve anaeroblara karsi iyi

aktiviteye sahiptir (23, 24).

Prulifloksasin, alatrofloksasin, delafloksasin, klinafloksasin, besifloksasin,
sitafloksasin, finafloksasin, trovafloksasin (TROV), gatifloksasin (GATI), GEM ve
MOX’un dahil oldugu dordiincii nesil florokinolonlar basta Streptococcus pneumoniae ve
Enterobacteriaceae tiirleri olmak iizere gram-pozitif organizmalara karsi daha iyi aktivite
sergilerler. Bu gruptaki florokinolonlar atipik bakterilere ve anaeroblara karsi degisken
aktivite gostermekle beraber uzun serum yar1 Omriine sahiptirler. Dordiincii nesil
florokinolonlar hem DNA giraz’1 hem de topoizomeraz IV’ii inhibe etmeleri ve yavas direng

gelisimi ile karakterize edilirler (25, 26).
2.3.1. Florokinolonlarin Yapi-Aktivite Iliskileri

Giliniimlize kadar, kinolonlarin klinik kullanimi biiyiik 06l¢iide idrar yolu
enfeksiyonlarmin tedavisi ile smirli kalmistir. Idrar yolu enfeksiyonlar1 icin iyi oral
absorpsiyon, yaygin gram-negatif idrar patojenlerine karsi iyi aktivite ve nispeten daha
yiliksek idrar (plazma ve doku ile karsilastirildiginda) konsantrasyonlar1 6nemli yararh
ozelliklerdir. Detayli yapi-aktivite c¢alismalari, genisletilmis aktivite spektrumu ve
gelistirilmis absorpsiyon ve dagilim 6zelliklerinin sonucu olarak bu sinif, bazi yeni iiyelerin
cesitli ciddi sistemik enfeksiyonlarin tedavisi ic¢in yararli oldugu noktaya kadar

evrimlesmistir.

Yap1 aktivite calismalar1 1,4-dihidro-4-okso-3-piridinkarboksilik asit yapisinin
antimikrobiyal aktivite i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Karbon atomlarinin azot ile iki,
bes, alt1 ve sekizinci pozisyonlarda yer degistirmesi antimikrobiyal aktivitenin siirdiiriilmesi
ile uyumludur. Ikinci pozisyona fonksiyonel gruplarin baglanmasi aktiviteyi biiyiik oranda
azaltmasina ragmen, bes, alti, yedi ve sekizinci pozisyonlara fonksiyonel gruplarin
baglanmas aktivite iizerine olumlu etki gosterebilir. Ornegin, yedinci pozisyona piperazin
ve 3-aminopirolidin gruplarinin baglanmasinin P. aeruginosa’ya karsi kinolon grubu
bilesiklerin aktivitesini artirdigi gosterilmistir. Altinci pozisyona flor atomu baglanmasi
antimikrobiyal aktivitenin 6nemli Olglide artmasi ile iligkilidir. Birinci pozisyona alkil
baglanmas aktivite i¢in gereklidir. Kisa zincirli alkil gruplarinin (metil, etil, siklopropil)

baglanmasi daha yiiksek aktivite ile sonuglanir. Birinci pozisyona aril grubu baglanmasi da
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antimikrobiyal aktiviteyi artirir. Kinolon smifinin ilk {iyelerinin etkin antimikrobiyal
spektrumu Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Salmonella ve
Providencia dahil olmak iizere biiyliik oranda gram-negatif bakteriler ile sinirlidir. P.
aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae ve Haemophilus influenzae gram-pozitif ve anaerob
olduklari i¢in direnglidirler. Bu sinifin altinct pozisyona flor ve yedinci pozisyona piperazin
baglanmis yeni tiyeleri gram-pozitif patojenlere karsi da etkin genis bir aktivite spektrumu
sergilerler. Kinolonlar genellikle anaerobik bakterilere karsi zayif aktivite sergilerler (27—
29).

2.3.2. Direng Gelisimi

Florokinolonlar hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakterilere karsi
etkinliklerinden dolay1 insanlarda ve hayvanlarda 6nemli oranda kullanilmistir (30).
Gilinlimiizde regete yazma kilavuzlari florokinolon kullaniminin sinirlandirilmasin tavsiye
etmesine ragmen, direng artmaya ve klinikte 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir.
Ingiltere’de florokinolonlara direngli E. coli izolatlarmnin yiizdesi 2001 yilindan 2006 yilina
%6’dan %?20’ye yiikselmistir ve giiniimizde yaklasik %17’dir (31). Diger tiirlerin
direncinde de benzer yiikselisler gozlemlenmistir. Ornegin, florokinolonlara direngli
Klebsiella pneumoniae izolatlarinin orani italya’da 2005 yilindan 2012 yilina kadar yaklasik
bes katlik bir artigla %11’°den %50’ye yiikselmistir (32).

Florokinolonlara direng yaygindir ve bir¢ok farkli mekanizma ile meydana gelebilir.
Florokinolon direncinin en yaygin mekanizmasi, bu ilaglarin birincil ya da ikincil hedeflerini
(tip Il topoizomerazlar) kodlayan genlerdeki mutasyonlardan dolayidir. Bu genlerdeki
mutasyonlarin meydana geldigi bolge kinolon direng belirleyici bolge olarak bilinmektedir.
Aminoasit substitiisyonu ile sonu¢lanan bu bolgedeki mutasyonlar, hedef protein yapisini ve
buna bagl olarak enzimin florokinolona baglanma afinitesini degistirerek ilag direncine

sebep olur (33).

Farkli diren¢ mekanizmalarini kodlayan cesitli genler florokinolonlara duyarlilig:
azaltabilir. Bunlar genellikle plazmidlerde kodlanir ve plazmid aracili kinolon direng genleri
olarak bilinirler. Bu genlerden ilk kesfedileni olan Qnr proteininin, son zamanlarda
gerceklestirilen yapisal analizinden elde edilen veriler, florokinolonlara karsi direncin bu
proteinin topoizomeraza baglanmasi ve bunun sonucunda antibiyotik ile hedef enzimin

etkilesiminin fiziksel olarak engellenmesi ile meydana geldigini ileri siirmektedir (34).



Hiicre zarmin gecirgenligi ve dolayisiyla antibiyotigin hiicre igerisine girebilme
yetenegi, hedef molekiilleri hiicre icerisinde olan florokinolonlar gibi ilaglarin etkinligini
belirleyen 6nemli bir faktordiir. Cift zar yapisindan dolayi, dis membrandan gegisin dis
membran porin proteinleriyle saglandigr gram-negatif hiicre duvari hidrofilik molekiiller
icin 6nemli bir bariyerdir. Bu proteinlerin daha az duyarli hale gelmesi ile sonuglanan
mutasyonlar florokinolonlarin minimum inhibitér konsantrasyon degerlerinin artmasina

sebep olur (35).

2.3.3. Yan Etki

Florokinolonlar ¢ok sik kullanilmalarima ve klinik basarilarina ragmen Yyan
etkilerinden (0rn. siddetli anaflaksi, QT intervali uzamasi ve potansiyel kardiyotoksisite)
dolay1 birgok florokinolon (6rn. TEMA ve GREP) piyasadan ¢ekilmek zorunda kalmistir
veya kullanimlart kati sekilde smirlandirilmistir (6rn. TROV). Ciddi idiyosenkratik
reaksiyon profilinin TROV, TEMA ve tosufloksasini karakterize eden immiinolojik olarak

aktif 2,4-diflorofenil yapisiyla ilgili olabilecegi ileri stirtilmiistiir.

“Temafloksasin sendromu’ olarak adlandirilan ciddi yan etkilerin gozlemlenmesinin
ardindan 1992°de TEMA kullamimdan kaldirilmustir. Yaklasik 3 500 hastadan birinde
hemoliz, bobrek fonksiyon bozuklugu, koagiilopati ve hepatik fonksiyon bozuklugu gibi yan
etkilerin meydana geldigi tahmin edilmistir. Karsilastirma yapmak gerekirse, bu yan
etkilerin goriilme sikligi CIP ile tedavi edilen hastalarda 17 000’de bir ve ofloksasin ile
tedavi edilen hastalarda 33 000’de birdir.

Oliimciil hepatik hasara yol actig1 ile ilgili raporlarm ardindan, TROV 1999°da
piyasadan ¢ekilmistir. Klinafloksasin, fototoksisite ve hipoglisemiden dolayr ve SPAR

fototoksisiteden dolay1 kullanimdan kaldirilmastir.

Kamuoyu tarafindan bilinen genis Olc¢iideki negatif deneyimlere ragmen cogu
florokinolon giivenlidir ve yan etkiler diger antibiyotik gruplar ile kiyaslandiginda nadirdir
(36). Cok merkezli ¢ift-kor bir ¢caligmada 7-10 giin igin LEV kullananlarin %8.9’unda ve
CIP kullananlarin %38.2’sinde ilaglar ile ilgili yan etkilerin gézlemlendigi rapor edilmistir
(37).

Florokinolonlarin yan etkilerinden etkilenen baslica sistemler deri, karaciger ve sinir
sistemidir. En iyi bilinen yan etkileri fototoksisitedir ve bu risk kullanilan florokinolona bagl

olarak onemli oranda degismektedir. Fototoksisitenin meydana gelmesi, ilag ve 15181n
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etkilesmesine dayanmaktadir. Anaflaktik sok ve anaflaktoid reaksiyonlari iceren
hipersensitivite reaksiyonlar1 florokinolonlarda nadirdir. Hipersensitivite kaynakli organa
0zel reaksiyonlar karaciger ve bobrekleri kapsamaktadir. Uzun siireli kullanimda bile
neoplastik hastalik riski minimumdur ancak ultraviyole (UV) 1518a maruziyet ile bu risk
artabilir (36).

2.4. Cahsmalarda Kullanilan Maddelerin Kimyasal, Fiziksel, Farmakolojik ve
Farmakokinetik Ozellikleri

2.4.1. Siprofloksasin
2.4.1.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Analitlerden CIP’1n acik formiilii Sekil 2’de sunulmustur.

OH
HN

O N

Sekil 2. CIP’in yapisi

Sistematik adi . 1-Siklopropil-6-floro-4-okso-7-(piperazin-1-il)-1,4-
dihidrokinolin-3-karboksilik asit

Kapali formiilii : C17H18FN303

Molekiil agirhig : 331.34 gram (g)/mol

Gortinim . Uguk saridan agik sariya degisen renkte kristaller halinde bulunur.

Coziniirlik :  Suda ¢6ziiniirliigii nispeten diistiktiir, asetik asit ve metil alkolde

hafifge ¢oziiniir; etanolde ¢ok hafif ¢oziiniir; pratik olarak aseton,

ACN, etil asetat, hekzan ve metilen kloriirde ¢oziinmez (38).
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2.4.1.2. Tamim

CIP hem oral hem de parenteral kullanim i¢in Bayer firmasi tarafindan gelistirilmis
bir florokinolondur ve ikinci nesil florokinolonlara dahildir. NOR’dan sonra gelistirilmis
olmasina ragmen, CIP kullanimi ile elde edilen basarili klinik tecriibeler, bu ilacin genis
oOl¢tide kullanimina olanak saglamistir. Diger ikinci nesil florokinolonlara benzer sekilde
CIP giinde iki defa kullanimma olanak saglayan uzun yar1 omre sahiptir. Hiicre icine
penetrasyonu iyidir ve bu sayede intraseliiler patojenlere kars1 yiiksek aktivite sergiler. Genel
olarak CIP ¢ogu gram-negatif basile karst NOR’dan iki-dort kat daha iyi, sefalosporin ve
aminoglikozitlerden 6nemli derecede daha yiiksek aktivite gosterir. Genellikle iyi oral
absorpsiyonundan dolay1 CIP yiiksek dozlarda kullanildiginda intravendz uygulama ile

erisilen serum seviyelerine ulasilabilir (39).
2.4.1.3. Farmakokinetik

Oral olarak kullanildiginda CIP gastrointestinal kanaldan hizla absorbe olur.
Karacigerdeki ilk gecis etkisi minimumdur. Saglikli yetiskin bireylerde a¢ karnina
alindiginda ortalama %70 (+15) oraninda absorbe olur ve serum doruk konsantrasyonuna
0.5-2.3 saat iginde ulasilir. Tablet halindeki CIP yemekle birlikte kullanilirsa maksimum
konsantrasyona ulasma siiresi yaklasik bir saat gecikir. Besinler genel olarak CIP
absorpsiyonunu etkilemez. Oral olarak verilen 500 miligram (mg) CIP’e ait serum doruk
konsantrasyonlar 1.6-2.9 mikrogram/mililitre (ug/mL) araliginda degisir. intravendz olarak
400 mg CIP uygulandiginda maksimum serum konsantrasyonlari 4.6 pg/mL’ye ulasir. CIP
proteinlere diisiik oranda baglandigindan (%20-40) genis Ol¢lide dokulara dagilir. Safra,
akciger, bobrek, safra kesesi, uterus, seminal s1vi, prostat dokusu, tonsiller, endometriyum,
fallop tiipleri ve overlerde seruma gore daha yiiksek konsantrasyonda bulunur. Oral yoldan
verilen bir dozun yaklasik %350’si degismeden idrar yoluyla atilir. Saglikli bireylerde
eliminasyon yar1 0mrii ii¢-bes saat arasinda degisir ancak bobrek yetmezligi olan hastalarda
bu siire 12 saate kadar uzayabilir. Baz1 metabolitlerinin diigiikk de olsa antimikrobiyal

aktivitesi mevcuttur (38).
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2.4.2. Levofloksasin
2.4.2.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Analitlerden LEV’in ag¢ik formiili Sekil 3’te sunulmustur.

OH

Sekil 3. LEV’in yapisi

Sistematik adi . (-)-(S)-9-Floro-3-metil-10-(4-metilpiperazin-1-il)-7-okso-2,3-
dihidro-7H-pirido[1,2,3-d,e] [1,4]benzoksazin-6-karboksilik asit

Kapal1 formiilii . CigH20FN304

Molekiil agirhigi : 361.37 g/mol

Goriinlim : Acik sarimsi-beyazdan sari-beyaza degisen renkte kristaller

halinde bulunur.

Coziintrlik . Molekiil ince bagirsak pH kosullarinda zwitteriyonik haldedir.
Sudaki ¢oziiniirliigii pH 0.6’dan 5.8’e kadar sabittir (yaklasik 100
mg/mL). Ortam pH’1 5.8’in {izerine ¢ikarildiginda ¢oziiniirligi
hizl bir sekilde artar ve maksimum ¢6ziiniirliige (272 mg/mL) pH
6.7’de ulagilir. Ortam pH’1 6.7 nin iizerine ¢iktiginda ¢oziintirligi
azalir (38).

2.4.2.2. Tamim

Ilk olarak Japonya’da Daiichi Seiyaku Ilag¢ Sirketi tarafindan gelistirilen LEV,
OFLO’nun optikge S-(-) izomeridir. OFLO iki optik izomerin karigimidir, ancak S-izomeri,
R-izomerinden 32-128 kat daha iyi antibakteriyel etki sergilemektedir. Bu sebeple
OFLO’nun antibakteriyel etkisinin biiyiik bir kismindan S-izomeri sorumludur ve bu izomer
LEV’i olusturur. Bu bilesigin artirilmis antibakteriyel potansiyelinden ve iyilestirilmis

toksisite profilinden faydalanmak i¢in LEV gelistirilmistir (40).
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2.4.2.3. Farmakokinetik

LEV oral ya da intravendz olarak kullanilir. Oral yoldan kullanildiginda hizla
absorbe olur ve biyoyararlanimi yaklasik %99’dur. Besinlerle 6nemli 6l¢iide etkilesime
girmez. Oral olarak kullanildiginda maksimum plazma konsantrasyonuna yaklasik bir-iki
saat icinde ulasir. Oral olarak diizenli sekilde giinde tek sefer 500 mg kullanildiginda
maksimum plazma konsantrasyonu 5.7 pug/mL ve en diisiik plazma konsantrasyonu
0.5 pg/mL’dir. intravendz olarak kullanildiginda maksimum plazma konsantrasyonu
6.4 ng/mL ve en diisiik plazma konsantrasyonu 0.6 pg/mL’dir. LEV’in plazma proteinlerine
baglanma oran1 %?24-38 arasindadir ve viicut sivilarina genis Ol¢lide dagilir. Akciger
dokusunda, plazma konsantrasyonlar1 ile kiyaslandiginda iki-bes kat yiiksek
konsantrasyonda bulunur. LEV viicutta ¢ok az metabolize edilir ve uygulanan dozun
yaklasik %87’si degismeden idrarla atilir. Baslica desmetil ve N-oksid metabolitleri
belirlenmistir ve bu metabolitler uygulanan dozun %5’inden kiiciik bir kism1 olustururlar.
Renal klirensi glomertiiler filtrasyonuna gore daha yiiksektir ve bu durum aktif tiibiiler
salgilanmaya ugradigini isaret eder. LEV’in ortalama eliminasyon yar1 6mrii alti-sekiz saattir

ve bu siire bobrek yetmezligi olan hastalarda uzar (38).
2.4.3. Moksifloksasin
2.4.3.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Analitlerden MOX’un agik formili Sekil 4’te sunulmustur.

OH

Sekil 4. MOX’un yapist
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Sistematik adi . 1-Siklopropil-6-floro-8-metoksi-7-[(4aS,7aS)-oktahidro-6H-
pirolo[3,4-b]piridin-6-il]-4-okso-1,4-dihidrokinolin-3-karboksilik

asit
Kapali formiili ;. C21H24FN304
Molekiil agirlig : 401.43 g/mol
Goriinlim . Acik saridan sariya degisen renkte kristalize bir maddedir.
Coziintirlik : MOX bir sekonder amin, iki tersiyer amin ve karboksilik asit

fonksiyonel grubu igeren amfoterik bir bilesiktir. Karboksilik asit
ve sekonder amin gruplari igin Ol¢iilen asitlik ayrigsma sabiti (pKa)
degerleri sirasiyla 6.25 ve 9.29’dur (41). MOX 0.1 Molar (M)
NaOH c¢ozeltisinde ¢oziliniir, su ve MeOH’da kolay ¢oziiniir,
0.1 M HCI ve dimetilformamid igerisinde az ¢6ziiniir ve metilen

kloriir, aseton ve etil asetatta pratikte ¢oziinmez (38).
2.4.3.2. Tanim

Bayer ilag sirketi tarafindan 1990’11 yillarin basinda gelistirilen MOX dérdiincii nesil
sentetik bir florokinolondur ve genis spektrumlu aktiviteye sahiptir. Akut bakteriyel siniizit,
kronik bronsitin akut bakteriyel alevlenmesi, toplum kékenli pndmoni ve komplike olmayan
cilt ve cilt yapist enfeksiyonlarinda kullanimi onaylanmistir. MOX ayrica tiiberkiiloz
tedavisinde ikinci siradaki ajan olarak komplike intra-abdominal enfeksiyonlarda kullanilir.
MOX, GATI’'ninkine benzer antibakteriyel aktivite spektrumuna sahip olmasina ragmen,
bobrek yetmezligi olan hastalarda doz ayarlamasi gerektirmez ve bu bakimdan daha giivenli

bir profil sergiler (39).
2.4.3.3. Farmakokinetik

Oral, intravendz ve goze topikal olarak MOX uygulanabilir. Oral yoldan uygulama
sonrasinda absorpsiyonu iyidir. Mutlak biyoyararlanimi yaklasik olarak %90’dir. Saglikli
bireylerde, kalsiyum preparatlart MOXa ait plazma derisimi-zaman egrisi altinda kalan alan
(AUC) degerini 6nemli Olciide etkilememesine ragmen, ortalama maksimum plazma
konsantrasyonu degerini hafif¢e diigtiriir. Demir ve antiasitler, MOX’un biyoyararlanimini
onemli Olciide dusiiriir. Yagdan zengin bir diyetle birlikte kullanilmasi absorpsiyonunu
etkilemez. Oftalmik ¢ozeltisi her iki goze uygulandiginda absorpsiyonu ¢ok diisiiktiir. MOX
sistemik dolasima girdiginde, konsantrasyondan bagimsiz olarak, serum proteinlerine %30-

50 oraninda baglanir. MOX’un dagilim hacmi genistir. Solunum sistemini olusturan
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dokulara ve sivilara iyi penetre olur. Doku konsantrasyonlari ¢ogu zaman plazma
konsantrasyonlarindan yiiksektir. Glukronit ve siilfat konjugasyonu ile MOX metabolize
edilir ve CYP enzimleri MOX metabolizmasinda rol oynamazlar. Glukronit ve siilfat
konjugatlar1 verilen dozun, sirasiyla, yaklasik %14 ve %38’ni olusturur. Degismemis ilag
idrar (yaklasik %20) ve feces (yaklasik %25) ile atilir. ilacin verilen toplam oral dozunun
%97’si degismemis ilag veya bilinen metabolitleri halinde elimine edilir. Eliminasyon yari
omrit MOX igin yaklasik 12 saattir (38).

2.4.4. Gemifloksasin
2.4.4.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Analitlerden GEM’in ag¢ik formiilii Sekil 5’te sunulmustur.

F
X OH

08
N N7 SN N
HC—0 ? A
H,N

Sekil 5. GEM’in yapisi

Sistematik adi . 7-[(42)-3-(Aminometil)-4-metoksimino-pirolidin-1-il]-1-siklo
propil-6-floro-4-okso-1,4-dihidro-1,8-naftridin-3-karboksilik asit

Kapal1 formiilii : C18H20FN504

Molekiil agirhig :389.38 g/mol

Gortinim . Beyazdan kahverengiye degisen renkte bir tozdur (38).

Coziiniirlik . GEM nétral pH’da suda serbestce ¢oziiliir (pH 7°de 350 pg/mL).

MeOH’da, 0.1 M HCI’de ve 0.1 M NaOH’da ¢6ziiniir .
2.4.4.2. Tamm

Teknik olarak bir 6-floronaftiridon olmasina ragmen GEM, florokinolon sinifi i¢inde
yer alir ve 4. nesil bir florokinolondur. Baglangigta LB20304 kodu verilen GEM Kore’de
LG Kimyasal sirketi tarafindan sentezlenmistir. Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)

320 mg GEM’e esdeger GEM mesilat tuzunun antibakteriyel ajan olarak oral uygulama igin
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tablet formunda kullanilmasini 2003’te onaylamistir. Bazi atipik organizmalar dahil olmak
tizere GEM, genis ¢apta gram-negatif ve gram-pozitif bakterilere kars1 in vitro aktivite
gosterir. Diger florokinolonlarla karsilastirildiginda gram-pozitif koklara karsi etkinligi daha
giicliidiir. GEM toplum kaynakli pndmoninin tedavisi i¢in Birlesmis Milletler kilavuzlarinda
“solunum sistemi florokinolonlar1” grubuna dahil edilmistir. Fotosensitiviteye yol agma riski
diisiiktiir. Diger florokinolonlar gibi GEM de bakteriyel topoizomerazlar olan DNA giraz ve
topoizomeraz IV’i hedef alir (39, 42).

2.4.4.3. Farmakokinetik

Oral tablet olarak verilen GEM gastrointestinal kanaldan hizlica absorbe olur. Oral
uygulamayi takiben maksimum plazma konsantrasyonu 0.5-2 saat araliginda gézlemlenir.
Tabletin (320 mg) biyoyararlanimi yaklasik olarak %71’dir. Yagdan zengin diyet ile
kullanilmast GEM’in farmakokinetigini anlamli 6l¢iide degistirmez. Konsantrasyondan
bagimsiz olarak saglikli bireylerde GEM proteinlere yaklasik %60-70 oraninda baglanir.
Oral uygulamanin ardindan GEM viicutta genis olglide dagilir (43). Bronkoalveolar lavaj
stvisindaki GEM konsantrasyonu plazma konsantrasyonunun iizerindedir. Akciger dokusu
ve stvilarna iyi penetre olur. Karaciger, GEM metabolizmasinda &nemli rol oynamaz. ilag
uygulamasindan 4 saat sonraya kadar, plazmada ilagla ilgili ana bilesen degismemis ilagtir
(yaklasik %65). Meydana gelen biitiin metabolitler kiiclik miktardadir ve uygulanan oral
dozun %10’dan daha az bir kismin1 temsil ederler. N-Asetil GEM ve GEM’in karbamil
glukroniti ana metabolitlerdir. CYP enzimleri GEM metabolizmasinda o6nemli rol
oynamazlar. GEM ve metabolitleri viicuttan iki farkli yol ile atilir. Saglikli bireylere oral
olarak GEM verilmesinin ardindan, dozun ortalama %61.0+9.5’i feges ile ve %36.0+9.3’1
idrar ile degismemis ila¢ ya da metabolitleri olarak atilir. Saglikli bireylere 320 mg ilag

verilmesinin ardindan ortalama plazma eliminasyon yar1 6mrii 742 saattir.
2.5. Florokinolonlarm Analizi i¢cin Literatiirdeki Analiz Yontemleri

Vybiralova ve ark. CIP’in insan plazmasinda tayini i¢in i¢ standart olarak NOR
kullanarak bir HPLC yo6ntemi gelistirmis ve valide etmislerdir (44). ACN ve pH 3 fosfat
tamponu hareketli faz bilesiminde kullanilarak Discovery HS F5 [250 milimetre (mm) x 4.6
mm, 5 mikrometre (um)] kolon iizerinde gradient eliisyon gergeklestirilmistir. Floresans
dedektor (FD) 280 nanometre (nm) uyarma ve 446 nm emisyon dalga boyuna ayarlanmistir.
Ornek hazirlama isleminde oktadesil (Cis) kat1 faz ekstraksiyon kartusu kullanilmistir ve

%72.3 geri kazanim elde edilmistir. Yontemin dogrulugu %88.4’ten biiyiiktiir ve biitiin
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seviyelerde gergeklestirilen deneylerin % bagil standart sapmasi (% BSS) %7.74’ten
kiigiiktiir. Gelistirilen yontemin tayin alt sinir1 (LOQ) 50 pikomol/mL’dir.

Rambla-Alegre ve ark. CIP, LEV, OFLO, LOME ve MOX’un idrarda tayini i¢in bir
miseller sivi kromatografisi teknigi gelistirmis ve valide etmislerdir (45). Idrar 6rnekleri
herhangi bir 6n isleme tabi tutulmadan direkt sisteme enjekte edilmistir. Tek enjeksiyonda
biitiin analitlerin ayirimi basarilamadigi igin iki farkli hareketli faz kullanilmigtir. CIP ve
LEV i¢in 0.15 M sodyum dodesil siilfat, %12.5 propanol ve %0.5 trietilamin karisimi pH
3’te hareketli faz olarak kullanilmistir. FD 285 nm uyarma ve 465 nm emisyon dalga boyuna
ayarlanmigtir. LOME, OFLO ve MOX ig¢in 0.05 M sodyum dodesil siilfat, %12.5 propanol
ve %0.5 trietilamin karigimi pH 3’te hareketli faz olarak kullanilmigtir. FD 295 nm uyarma
ve 485 nm emisyon dalga boyuna ayarlanmistir. Yontemin LOQ degeri biitiin
florokinolonlar i¢in 1 nanogram (ng)/mL’dir. Giinler arasi deneylerin % BSS’si ve % bagil

hata degerleri sirasiyla %1.0-8.4 ve %0.11-1.5 araliklar1 i¢erisindedir.

Srinivas ve ark. GATI, SPAR ve MOX’un tayini i¢in i¢ standart olarak LEV
kullanarak bir HPLC yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir (46). Florokinolonlar etil
asetat kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyon teknigi ile ekstre edilmistir. Fosfat tamponu (pH
2.5)-ACN karisimi [80:20, hacim/hacim (v/v)] kullanilarak 1 mL/dakika (dk) akis hizinda
aymrim gergeklestirilmistir. Analitik kolon olarak Kromasil Cig (250 mm x 4.6 mm, 5 pm)
kullanilmistir. Biitlin florokinolonlar i¢in LOQ 100 ng/mL olarak saptanmistir. UV dedektor
293 nm dalga boyuna ayarlanmistir. Analitlerin ti¢ farkli konsantrasyon seviyesinde geri
kazanimlar1 %56.39-79.79 araligindadir. Gelistirilen yontemin dogrulugu %94.7-111.0
araligindadir. Dort konsantrasyon seviyesinde yiiriitiillen giinler arasi kesinlik caligmalari

sonucunda ol¢timlerin BSS degerleri %1.33-14.9 arasindadir.

Espinosa-Mansilla ve ark. ENOX, NOR, OFLO ve enrofloksasinin (ENRO) insan
idrar1 ve serumunda tayini icin HPLC-FD yéntemi gelistirmislerdir (47). idrar drnekleri 1’e
500 oraninda seyreltilerek sisteme enjekte edilmistir. Serum 6rnekleri ise 1’e 10 oraninda
pH 3 fosfat tamponu ile seyreltilmis, filtrelenmis ve analiz edilmistir. Hareketli faz %92 pH
3 fosfat tamponu ve %38 tetrahidrofuran karistirilarak olusturulmustur. Analiz Nova-pak Cis
(150 mm x 3.9 mm, 4 um) kolon kullanilarak 1 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir.
Biitlin florokinolonlar 270 nm dalga boyunda uyarilmistir. ENOX i¢in 407 nm, NOR ve
ENRO i¢in 444 nm ve OFLO i¢in 490 nm emisyon dalga boyu se¢ilmistir. Ayni1 giin iginde

10 farkli 6rnegin analizi ile elde edilen deney sonuclarmin BSS’s1 %1.6’dan kiigtiktiir.
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Yontemin dogrulugu dort konsantrasyon seviyesinde incelenmis ve %88-110 araliginda

bulunmustur.

Cavazos-Rocha ve ark. CIP, MOX, SPAR, torezolid ve torezolidin 6n ilacinin (DA-
7218) plazmada tayini i¢in HPLC yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir (48). Protein
¢oktiirmek amaciyla 50 mikrolitre (uL) plazma ornegine 150 uL ACN ilave edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra filtrelenen 6rnek sisteme enjekte edilmistir. %0.1 trifloroasetik
asit ve ACN’nin hareketli faz olarak kullanildig1 bir gradient program ile florokinolonlarin
ayirimi saglanmigtir. Analiz, Atlantis dCig kolon (150 mm x 4.6 mm, 5 um) kullanilarak
1 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. UV dedektor kullanilarak 278 nm dalga boyunda
saptama yapilmistir. FD ise 292 nm uyarma ve 525 nm emisyon dalga boyuna ayarlanmustir.
Toplam analiz siiresi 30 dk’dir. Gelistirilen yontemin geri kazanimi {i¢ konsantrasyon
seviyesinde incelenmis ve %96-114 araliginda bulunmustur. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik
incelenmis ve yiiriitiilen deneylerin BSS’si sirasiyla %2.42-13.80 ve %5.0-15.8 araliklarinda
bulunmustur. Yontemin LOQ degerleri 0.04-0.40 pg/mL araligindadir.

Maia ve ark. OFLO, NOR, CIP ve MOX’un laboratuvar 6l¢ekli bir mikrokozmosda
biyobozunmalarini incelemek amaciyla HPLC-FD teknigi gelistirmislerdir (49). Calismada
4 florokinolonun bozunmalar1 60 giin boyunca ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi
(UHPLC)-tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS) ile degerlendirilmistir. Hareketli faz
trifloroasetik asit ile pH 2.2’ye ayarlanmis %0.1°1lik trietilamin ¢ozeltisi ve MeOH’dan
(64:36, v/v) olusturulmustur. Analitik kolon olarak Luna PFP (150 mm x 4.6 mm, 3 um)
kullanilmistir. Akis hiz1 0.6 mL/dk ve kolon firin1 sicakligi 38 °C’ye ayarlanmistir. Uyarma
dalga boyu 290 nm’ye ve emisyon dalga boyu 460 nm’ye ayarlanmistir. Analiz sonucunda
dort florokinolon i¢in LOQ degerleri 5.0-20.0 ng/mL araliginda bulunmustur. Y dntemin giin
ici ve glinler aras1 dogrulugu %86.4-104.7 araligindadir. Giin i¢i ve giinler arasi {i¢ farkli
konsantrasyonda yiiriitillen deneylerin BSS’si sirasiyla %2.51 ve %2.74’ten kiigtiktiir.

Hesaplanan geri kazanim degerleri dort florokinolon i¢in %90.1-108.4 araligindadir.

Watabe ve ark. PAZU, CIP ve LEV’in insan serumunda tayini i¢in bir HPLC-FD
yontemi gelistirmislerdir (50). Ornek hazirlama islemi igin protein ¢oktiirme teknigi tercih
edilmis ve bu amacgla %6’lik perklorik asit ve MeOH kullanilmigtir. Hareketli faz
%1 trietilamin ¢ozeltisi (pH 3) ve ACN’den (86:14, v/v) olusturulmustur. Analiz Inertsil
oktil (Cg) guard kolon (10 mm x 4.0 mm, S5um) ve Inertsil Cg-3 kolon (250 mm x 4.6 mm, 5
um) analitik kolon kullanilarak oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Akis hizt 1 mL/dk’ya
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ayarlanmig, FD 300 nm uyarma ve 450 nm emisyon dalga boyunda calistirilmistir. Toplam
analiz stiresi 18 dk’dir. Biitiin florokinolonlar i¢in dogrusal aralik 0.1-20.0 pg/mL olarak
belirlenmistir. Biitliin florokinolonlar i¢in giin i¢i ve giinler arasi kesinlik degerleri dort
konsantrasyon seviyesinde %7’den kii¢iik bulunmustur. Hesaplanan giin i¢i ve giinler arasi
bagil hata degerleri %1.6 ile %9.3 araligindadir. Ortalama geri kazanimlar PAZU, LEV ve
CIP igin sirasi ile %96-99, %86-91 ve %85-90 araliklari igerisindedir. Ydntemin LOQ degeri

biitiin analitler i¢in kalibrasyon egrisinin en alt sinir1 olan 0.1 pg/mL olarak bulunmustur.

Arroyo-Manzanares ve ark. DANO, NOR, PIPE, ENOX, LOME, CIP, ENRO,
MOX, OKSO, sarafloksasin (SARA), difloksasin (DIFLO), flumekuin (FKN) ve
marbofloksasin (MARBO) dahil olmak iizere insan ve hayvan hastaliklarinda kullanilmakta
olan 13 florokinolonun siit, idrar ve ¢evresel sularda tayini i¢in bir UHPLC-FD yo6ntemi
gelistirmiglerdir (51). Ornek hazirlama basamagi modifiye edilmis bir tuz ile ¢oktiirme
(salting out) destekli sivi-sivi ekstraksiyon yonteminden olusturulmustur. Poroshell 120 EC-
Cis, (50 mm x 2.1 mm, 2.7 um) kolon kullanilmistir. Ayirim %0.1 formik asit ¢ozeltisi (pH
4.75) ve MeOH gradienti ile saglanmistir. Akis hiz1 0.5 mL/dk ve kolon firin1 sicaklig
35 °C olarak ayarlanmistir. Uyarma ve emisyon dalga boylar1 zamana bagli olarak
degistirilmistir. FKN harig biitiin kinolonlarin tayininde FD ilk 6.5 dk i¢in 278 nm uyarma
ve 466 nm emisyon dalga boyuna ayarlanmistir. Diger analit FKN ise 325 nm uyarma ve
366 nm emisyon dalga boyunda tayin edilmistir. Calisilan {i¢ matrikste yontemin farkli
florokinolonlar i¢in LOQ degerleri 0.17-192 pg/litre (L) araligindadir. 3 farkli seviyede
yontemin giin i¢i ve giinler aras1 kesinligi her 3 matriks i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.
Siit, idrar ve ¢evresel su matriksleri i¢in yontemin kesinligi sirasi ile %2.4-10.5, %2.8-10.9
ve %1.9-10.3 araligindadir. Yontem dogrulugunu kanitlamak amaciyla geri kazanim
calismalar1 yapilmis ve biitiin analitler i¢in %71.2-103.8 araliginda geri kazanimlar elde

edilmistir.

Morales-Cid ve ark. danofloksasin (DANO), OFLO, MARBO, ENRO ve
DIFLO’nun idrarda tayini i¢in kapiler elektroforez-kiitle spektrometresi (MS) teknigi
gelistirmiglerdir (52). Analitlerin analize hazirlanmasinda paketlenmis sorbentlerle
mikroekstraksiyon teknigi kullanilmis ve sisteme entegre edilmistir. Ekstraksiyon basamagi
hari¢, analiz 6 dk’dan kisa siirede tamamlanmistir. Yontem biitlin analitler icin
12.5-500 pg/L araliginda dogrusal bulunmustur. Teshis alt sinir1 (LOD) degerleri 6.3-10.6

pug/L araligindadir. Yontemin tekrar edilebilirligi ayn1 6rnegin dort defa analiz edilmesiyle
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degerlendirilmistir. Pik alanlarinin ve go¢ zamanlariin BSS’si sirasiyla %5.9 ve %1.5’ten

kiigtiktiir. Florokinolonlarin geri kazanim1 %70.8-109.3 araliginda bulunmustur.

Rote ve Pingle GEM’in insan plazmasinda tayini i¢in HPLC ve yiiksek performansli
ince tabaka kromatografisi teknigi (HPTLC) gelistirmisglerdir (53). GEM plazmadan
kloroform:asetik asit karigimi (5.4:0.1, v/v) kullanilarak ekstre edilmistir. Eurosphere-100
C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um) analitik kolon olarak kullanilarak 25 °C sicaklikta ayirim
gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak MeOH:sodyum asetat (%1):orto-fosforik asit
karisimi (65:35:0.5, v/viv, pH 2.1) kullanilmis ve akis 0.8 mL/dk’ya ayarlanmistir. UV
dedektdr 263 nm dalga boyuna ayarlanmistir. Yontem 30-600 ng/mL araliginda dogrusaldir.
Geri kazanim %80.06-84.88 araligindadir. Giin i¢i ve giinler arasi yiiriitiilen deneylerin ti¢
konsantrasyon seviyesinde BSS’si, HPLC teknigi i¢cin %5.88den kii¢liktiir ve bagil hatalar
(BH) %1.10-2.67 araligindadir. Yontem kesinligi HPTLC teknigi i¢in %1.75-9.20 ve BH
degerleri %0.83-19.1 araligindadir. HPLC ve HPTLC yontemlerinin LOQ degerleri sirasi
ile 30 ng/mL ve 50 ng/nokta’dir. Kisa siireli (6 ve 12 saat), donma-erime dongiilerinden
sonra ve uzun siireli olarak GEM’in kararlih@i degerlendirilmis ve analit kararl

bulunmustur.

Sagirli ve ark. GEM’in anne siitiinde tayini i¢in HPLC-FD yo6ntemi gelistirmislerdir
(54). Ornekler hareketli faz ile karistirilip filtrelendikten sonra direkt kolona enjekte
edilmistir. Kromatografik ayirnrm Thermo Hypersil Gold Cig kolon (150 mm x 4.6 mm,
5 um) ve ayni materyalden iretilmis guard kolon (4 mm x 3 mm, 5 pum) kullanilarak
gerceklestirilmistir. MeOH:50 milimolar (mM) orto-fosforik asit karisimi (40:60, v/v)
hareketli faz olarak sec¢ilmis ve 1 mL/dk akis hizinda kullanilmistir. Florokinolonlarin
tayininde, FD 272 nm uyarma ve 395 nm emisyon dalga boyuna ayarlanmistir. Yontem
0.1-2.5 pg/mL aralifinda dogrusal bulunmustur. GEM’in ortalama geri kazanimi
%98.85°tir. Ug konsantrasyon seviyesinde 5 tekrar yapilarak yiiriitiilen giin ici ve giinler
arast kesinlik deneylerinin BSS’si sirasiyla %1.30-1.91 ve %0.85-2.01 araliklar
icerisindedir. Ortalama BH %1.18-1.93 araliginda bulunmustur. Oda sicakliginda 24 saat,
otomatik ornekleyici igerisinde 24 saat ve 4 °C’de bir ay bekletilmis GEM ¢6zeltilerinin
kararlilig1r incelenmistir ve analit bu sartlar altinda kararli bulunmustur. Yontemin
uygulanabilirligi tek doz (320 mg) GEM kullanan anneden alinan 6rnegin analiz edilmesiyle

kanitlanmustir.
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Aragjo ve ark. GEM’in sigan bobrek, akciger ve karaciger mikrodiyalizatlarinda
tayini i¢in bir sivi kromatografik yontem gelistirmislerdir (55). Shimadzu Shim-Pack Cig
kolon (250 mm x 4.6 mm, 5 um) kullanilarak 1.1 mL/dk akista analiz ger¢eklestirilmistir.
Hareketli faz olarak trietilamin ¢ozeltisi (pH 3, %0.5, v/v), MeOH ve ACN karigimi
(71:15:14, vivIv) kullanilmistir. Florokinolonlarin tayininde, FD 344 nm uyarma ve 399 nm
emisyon dalga boyuna ayarlanmistir. LOQ, 50 ng/mL olarak bulunmustur. Yontem
50-2 000 ng/mL araliginda dogrusaldir. U¢ konsantrasyonda yiiriitiilen giin ici ve giinler
arasi deneylerin BSS’si sirasiyla %6.06 ve %4.10°dan kiiciiktiir. Dogruluk %90.0-106.5
araligindadir. Analiz stiresi 9 dk’dir. Ekstraksiyon etkinligi ve retrodiyaliz olarak belirlenen
bagil geri kazanimlar sirasiyla %29.244+3.67 ve %23.67+3.31°dir. Mikrodiyalizatlar
icerisinde GEM kararliligi, oda sicakliginda 8 saat bekletildikten sonra, ii¢ donma-erime
dongiisiinden sonra, -80 °C’de 14 giin bekletildikten sonra ve otomatik drnekleyicide sekiz
saat bekletildikten sonra gosterilmistir. Gelistirilen yontem serbest GEM’in sigcan bobrek

akciger ve karacigerine penetrasyonunu arastirmak i¢in basarili sekilde kullanilmistir.

Al-Hadiya ve ark. GEM’in plazmada tayini i¢in bir HPLC-FD yo6ntemi
gelistirmislerdir (56). I¢ standart olarak kullanilan CIP ve GEM ultrafiltrasyon yontemi ile
ekstre edilmelerinin ardindan direkt olarak sisteme enjekte edilmistir. Symmetry LC-18
kolon (150 mm x 3.9 mm, 5 pum) kullanilarak ayirnrm 1 mL/dk akis hizinda
gerceklestirilmistir. Trifloroasetik asit ¢ozeltisi (%0.1):ACN karigimi (80:20, v/v) hareketli
faz olarak kullanilmistir. Florokinolonlarin tayininde, FD 269 nm uyarma ve 393 nm
emisyon dalga boyuna ayarlanmistir. Yontem dogrusalligit 25-5 000 ng/mL arasinda
kanitlanmistir. LOD 10 ng/mL’dir. Giin i¢i ve giinler arasi deneylerin BSS’si %7.29’u
asmamustir. Giin ici ve glinler arast BH degerleri sirasi ile %4.52 ve %7.22°den kiigiiktiir.
Geri kazanim %97’den biiyiikk bulunmustur. Kararlilik, alt1 saat oda sicakliginda
bekletildikten sonra, dort donma-erime dongiisiinden sonra ve -70 °C’de ii¢ ay bekletildikten
sonra degerlendirilmis ve analit kararli bulunmustur. Gelistirilen yontem GEM’in Klinik bir

caligsmasina uygulanmistir.

Czyrski ve ark. MOX’un plazmada tayini i¢in HPLC-UV yontemi gelistirmislerdir
(57). LiChroCART 4-4 RP-18 guard kolon ve LiChroCART 125-4 RP-18 analitik kolon
(125 mm x 4 mm, 5 um) kullanilarak ayirim gergeklestirilmistir. I¢ standart olarak LEV
kullanilmistir. Trietilamin ¢ozeltisi (pH 3, %0.4, v/v) ve ACN karisimindan (74:26, V/v)

olusan hareketli faz 1 mL/dk akis hizinda sisteme verilmistir. Saptama UV dedektor ile
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295 nm dalga boyunda yapilmistir. Yo6ntem 0.2-10 pg/mL araliginda dogrusaldir. Giin igi ve
giinler aras1 deneylerin BSS’si dort konsantrasyon seviyesinde sirasiyla %2.71-3.57 ve
%5.71-9.07 arasindadir. BH degerleri %0.13-9.00 arasindadir. LOD 0.05 pg/mL olarak
bulunmustur. Yontem geri kazanimi %96-104 araligindadir. Otomatik 6rnekleyici i¢erisinde
24 saat bekletildikten sonra, i donma-erime dongiisiinden sonra ve -20 °C’de {i¢ ay
bekletildikten sonra MOX kararli bulunmustur. Gelistirilen yontem farmakokinetik bir

caligsmada kullanilarak uygulanabilirligi kanitlanmigtir.

Caflada-Caiiada ve ark. PIPE, MARBO, ENOX, OFLO, NOR, CIP, DANO, LOME,
ENRO, SARA, DIFLO, OKSO, NA, FKN ve piromidik asitin idrarda ve farmasétik
preparatlarda tayini i¢cin HPLC-DAD-FD yontemi gelistirmislerdir (58). Zorbax Eclipse
XDB-C1g (150 mm x 4.6 mm, 5 pum) analitik kolon olarak kullanilmistir. Kromatografik
ayirim hareketli faz olarak MeOH, ACN, 10 mM sitrat tamponu (pH 3.5) ve 10 mM sitrat
tamponu (pH 4.5) kullanilarak gradient eliisyonla gergeklestirilmistir. Akis hizi
1.5 mL/dk’ya ayarlanmistir. Analitlerin saptanmasinda DAD, 280 nm’de galistirilmustir.
[laveten FD, 280/450, 280/495, 280/405, 320/360 olmak iizere dort farkli uyarma/emisyon
dalga boyuna ayarlanmistir. Elde edilen 0.9981-0.9996 araligindaki korelasyon katsayilari
(r) 15 analit i¢in yontemin dogrusalligin1 kanitlamistir. Yontemin LOD ve LOQ degerleri
sirasiyla 0.3-18 ve 0.8-61 ng/mL araliginda bulunmustur. Pik alanlarmin giin i¢i ve giinler
aras1 deneylerle elde edilen kesinligi %6’dan diisliktiir. Yontem dogrulugu %93-117

araliginda bulunmustur.

Kumar ve ark. NA, OFLO, LOME ve sinoksasinin (SINO) idrar, yeralt1 sulari, tavuk
eti, hastane atik suyu ve ilaglarda tayini i¢in Dionex RP C-18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um) ve
Supelco ters faz amid kolonlarin (150 mm x 4.6 mm, 5 um) etkinliklerini karsilastirarak bir
HPLC yontemi gelistirmiglerdir (59). ACN, MeOH, sitrat tamponu (0.001 M, pH 4.5)
gradienti kullanilarak 1 mL/dk akis hizinda ayirim gergeklestirilmistir. Analizde UV
dedektor 280 nm’ye ayarlanmistir. En iyi sonuglar ters faz amid kolon ile elde edilmistir.
Gelisgtirilen yontem 5-1 000 ng/mL araliginda dogrusaldir. Biitlin matrikslerde
florokinolonlarin geri kazanimi %90’1n {izerindedir. Yontem kesinliginin incelenmesi igin

yiiriitiilen giin i¢i ve glinler aras1 deneylerin BSS’si %2.73 ten kiigiiktiir.

Yaroshenko ve ark. MOX’un insan plazmasinda tayini icin YMC-Triart C1g (150 mm
x 2.0 mm, 3 pum) kolon kullanarak bir HPLC-MS yontemi gelistirmislerdir (60). Sep-Pak

kat1 faz ekstraksiyon kartuslar1 kullanilarak drnekler analize hazirlanmustir. I¢ standart olarak
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OFLO kullanilmistir. Hareketli faz olarak 1 mM amonyum format i¢eren ACN:su:formik
asit karigimi (65:35:0.1) kullanilmustir. Akis hizi 0.2 mL/dK’ya ayarlanmistir. Yontem
1-2 500 ng/mL araliginda dogrusaldir. Kromatogramlar pozitif polaritede se¢ilmis iyon
izleme modunda, MOX ve OFLO’nun protonlanmis molekiiler iyonlarina karsilik gelen
kiitle/yiik (m/z) 402.2 ve m/z 362.2 igin kaydedilmistir. Yontem dogrulugu %92.0-105.9
araligindadir. Yontem kesinligi ise %0.019-0.098 araliginda bulunmustur. Kararlilik, ii¢
donma-erime dongiisiinden sonra, -25 °C’de 1 ay saklandiktan sonra, 22 °C’de 18 saat
saklandiktan sonra ve otomatik 6rnekleyici icerisinde 4 °C’de 18 saat bekletildikten sonra
degerlendirilmis ve MOX kararli bulunmustur. Gelistirilen yontem, biyoesdegerlik

calismasinda kullanilarak uygulanabilirligi kanitlanmistir.

Sousa ve ark. LEV, PAZU, GATI, MOX ve TROV un insan plazmasinda tayini i¢in
bir HPLC-FD yontemi gelistirmiglerdir (61). Analitler plazmadan ACN kullanilarak protein
¢oktiirme islemiyle ekstre edilmistir. Analitler ve i¢ standart olarak kullanilan NOR gradient
elisyonla Purospher Star Cig kolon (55 mm x 4 mm, 3 pum) kullanilarak ayirilmistir.
Trietilamin ile pH 3’e ayarlanmis %0.1°lik formik asit ¢ozeltisi, ACN ve MeOH’dan
olusturulan hareketli faz 1 mL/dk akis hizinda sisteme verilmistir. Florokinolonlarin
tayininde, FD 260/455 nm uyarma/emisyon dalga boylarina ayarlanmistir. Kalibrasyon
egrisi biitiin analitler icin dogrusaldir [determinasyon katsayis1 (R%) > 0.9923]. Giin i¢i ve
giinler arasi kesinlik %7.32’yi gegmemistir. Giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk %88.27-108.92
araligindadir. Yontemin LOQ degerleri 0.005-0.04 pg/mL arasindadir. Kinolonlarin
kararliligi, kisa siireli, uzun siireli ve donma-erime dongiilerinden sonra degerlendirilmis,
analitler kararli bulunmustur. Yontem MOX ve LEV kullanan yetiskin hastalardan alinan

orneklerin analizi i¢in kullanilarak uygulanabilirligi kanitlanmistir.

Helmy linezolid, tinidazol, NOR, MOX, LEV ve GATI’nin plazmada tayini igin bir
HPLC-UV yontemi gelistirmistir (62). Ornekler ACN:MeOH karisimi (1:1) ile protein
¢Oktiirme islemi uygulanarak analize hazirlanmistir. Fosfat tamponu (20 mM, pH 3.2): ACN
karisimi (75:25, v/v) hareketli faz olarak kullanilarak Hypersil BDS C1g kolonda (250 mm x
4.6 mm, 5 pm) 1.5 mL/dk akis hizinda ayirim yiiriitiilmiistiir. Saptama i¢in UV dedektor
260 nm’ye ayarlanmistir. Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik %12.5’1 gegmemistir. Giin i¢i ve
giinler aras1 dogruluk %92-112 araligindadir. Yontemin LOQ degerleri, NOR harig biitiin
analitler i¢in 0.1 pg/mL’dir, NOR igin ise LOQ 0.05 pg/mL’dir. Kisa siireli, uzun siireli ve

donma-erime kararliliklar1 degerlendirilmis ve analitler kararli bulunmustur. Yontem
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terapotik ilag izleme ve farmakokinetik calismalarda kullanilarak uygulanabilirligi

kanitlanmistir.

Pena ve ark. NOR, CIP ve ENRO’nun ¢evresel sularda tayini icin HPLC-FD yontemi
gelistirmislerdir (63). Tetrabiitilamonyum bromiir ile pH 3’e ayarlanmis 0.025 M fosforik
asit ¢ozeltisi:MeOH karisgimi (960:40, v/v) hareketli faz olarak kullanilarak, Chromolith
Performance RP-18e kolonda (100 mm x 4.6 mm) 2.5 mL/dk akis hizinda analiz
gerceklestirilmistir. Uyarma/emisyon dalga boylart 278/450 nm’ye ayarlanmistir. Su
ornekleri Oasis HLB kartusu kullanilarak ekstre edilmistir. Biitiin analitler i¢in yontem
0.05-1 pg/mL arasinda dogrusaldir ve LOQ 25 ng/mL’dir. Analitlerin geri kazanimlari ii¢
konsantrasyon seviyesinde %76.5-97.2 arasindadir. Giin i¢i ve giinler arasi deneylerin
BSS’si %11.8’den diistiktiir.

Seifrtova ve ark. OFLO, NOR, CIP, ENRO’nun atik sularda tayini i¢in HPLC-FD
yontemi gelistirmislerdir (64). Analitler AccuBOND II SAX anyon degistirici ve Oasis HLB
kartus ile art arda ekstre edilmistir. Tetrabiitilamonyum bromiir ile pH 3’e ayarlanmig
0.025 M fosforik asit ¢ozeltisi:MeOH:ACN karisimi (920:70:10, v/viv) hareketli faz olarak
kullanilarak, Chromolith Performance RP-18e kolonda (100 mm x 4.6 mm) 1.2 mL/dk akis
hizinda analiz gergeklestirilmistir. Uyarma/emisyon dalga boylarnt 278/450 nm’ye
ayarlanmistir. Gelistirilen ydntem biitiin analitler i¢in dogrusaldir (R?>0.9975). Y éntemin
LOQ degerleri 25-250 ng/L araligindadir. Ug konsantrasyon seviyesinde florokinolonlar i¢in
hesaplanan geri kazanimlar %75-121 arasindadir. Yiiriitilen giin i¢ci ve glinler arasi
deneylerin BSS’si ii¢ farkli konsantrasyon seviyesinde %10’dan kiigliktiir. Yontemin

uygulanabilirligi 14 farkli ¢cevresel su 6rnegi analiz edilerek kanitlanmistir.

Laban-Djurdjevi¢ ve ark. MOX’un plazmada tayini i¢in bir HPLC-FD yo6ntemi
gelistirmis ve valide etmislerdir (65). Analitik kolon olarak Supelco LC-Hisep (150 x 4.6
mm, 3 pm) kullanilmistir. Fosfat tamponu (25 mM, pH 3.0):ACN karisimi (95:5, v/v)
hareketli faz olarak kullanilmistir. Uyarma/emisyon dalga boylar1 290/500 nm’ye ve akis
hiz1 1 mL/dk’ya ayarlanmstir. I¢ standart olarak OFLO kullanilmistir. Seyreltme isleminin
ardindan plazma Ornekleri direkt olarak sisteme enjekte edilmistir. Yontem 3-1 300 pg/L
araliginda dogrusaldir. Ortalama geri kazanim %92.5 ve LOQ 3 pg/L olarak hesaplanmaistir.
Ayni giin igerisinde li¢ konsantrasyon seviyesinde altisar 6rnegin analiz edilmesi ile elde
edilen sonuglarmm BSS’si %0.82’den kiigiiktiir. MOX (400 mg tablet, oral) kullanan

hastalarin plazma 6rnekleri analiz edilerek yontem uygulanabilirligi kanitlanmistir.
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Hong Xu ve ark. MOX’un plazmada tayini i¢in bir HPLC-UV yontemi
gelistirmislerdir (66). Plazma o6rneklerinden MOX diklorometan kullanilarak sivi-sivi
ekstraksiyon teknigi ile ekstre edilmistir. GATI i¢ standart olarak kullanilmistir. Kromasil
Cs (250 mm x 4.6 mm, 5 pm) analitik kolon kullanilmistir. ACN:MeOH:%1 trietilamin
iceren 20 mM fosfat tamponu (pH 3.0) karisimi (15:20:65, v/v/v) hareketli faz olarak
kullanilmistir. Kolon sicakligi 30 °C’ye ve akis hiz1 1 mL/dk’ya ayarlanmistir. 296 nm dalga
boyunda saptama yapilmistir. Yontem 0.05-5 pg/mL araliginda 0.9997 r ile dogrusaldir.
LOQ ve LOD degerleri sirast ile 0.05 ve 0.015 pg/mL olarak bulunmustur. Yontem kesinligi
%3.84-9.61 araligindadir. Yontem dogrulugu ise %99.37-108.17 araligindadir. Kararlilik,
kisa siireli, uzun siireli ve 3 donma-erime dongiisiinden sonra degerlendirilmistir ve MOX
kararli bulunmustur. Yontem uygulanabilirligi 12 goniilliiniin plazma Ornekleri analiz

edilerek kanitlanmastir.

Kumar ve Ramachandran MOX’un plazmada tayini i¢in bir HPLC-FD yo6ntemi
gelistirmistir (67). Plazma Ornekleri analize hazirlanirken %7°1ik perklorik asit ¢ozeltisi
kullanilarak protein ¢oktlirme islemi uygulanmistir. Lichrospher 100 RP-18e (150 mm x 4.6
mm, 5 um) analitik kolon kullanilmistir. Hareketli faz 50 mM fosfat tamponu (pH 2.6) ve
ACN’den olusmustur (80:20, v/v). Uyarma/emisyon dalga boylar1 290/460 nm’ye
ayarlanmigtir. Yontem 0.125-10 pg/mL araliginda dogrusaldir. Giin i¢i ve giinler arasi
deneylerin BSS’si %10’dan kiiciiktiir. Ortalama geri kazanim %101 olarak bulunmustur.
Yontem dogrulugu %97-106 arasindadir. Yontemin uygulanabilirligi oral olarak 400 mg

MOX kullanan hastalardan alinan kan 6rnekleri analiz edilerek kanitlanmistir.

Lee ve ark. MOX ve LEV’in serumda tayini i¢in bir HPLC-MS/MS yo6ntemi
gelistirmiglerdir (68). Analitik kolon olarak Atlantis dCig (150 mm x 4.6 mm, 5 um)
kullanilmistir. Hareketli faz 9%0.1°lik formik asit ¢ozeltisi ve %0.1 formik asit igeren
ACN’den olugmustur (60:40, v/v). Enjeksiyon hacmi 5 pL ve akis iz1 500 pL/dk’ya
ayarlanmistir. Coklu reaksiyon izleme modunda belirlenen Onciil iyonlardan sonug
iyonlarina secilmis kiitle gecislerinin goriintiilenmesi ile tayin yapilmistir (MOX igin m/z
402.2 — 384.2 ve LEV i¢in m/z 362.2 — 318.2). Yontem MOX igin 0.23-1 000 ng/mL
araliginda, LEV i¢in ise 0.13-1 000 ng/mL araliginda dogrusaldir. Giin i¢i ve giinler arasi
dogruluk 9%92.1-104 araligindadir. Ortalama geri kazanom MOX ve LEV i¢in sirasi ile
%96.0 ve %95.5°tir. Giin i¢i ve glinler aras1 deneylerin BSS’si %9’dan kiigtiktiir. Kararlilik,

kisa siireli, uzun siireli ve ti¢ donma-erime dongiisiinden sonra degerlendirilmistir ve MOX
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kararli bulunmustur. Cok ilaca direngli tiiberkiiloz hastalarindan alinan Ornekler analiz

edilmis ve gelistirilen yontemin uygulanabilirligi kanitlanmistir.

Ashfaq ve ark. OFLO, CIP, SPAR, MOX ve GEM’in hastane atik sularinda tayini
icin HPLC-UV teknigi gelistirmislerdir (69). Analitler kloroform kullanilarak sivi-sivi
ekstraksiyon teknigi ile analize hazirlanmistir. Aymrim Discovery Cig kolon
(250 mm x 4.6 mm, 5 um) kullanilarak gerceklestirilmistir. Fosfat tamponu (20 mM,
pH 3.9):MeOH karisim1 (60:40, v/v) hareketli faz olarak kullanilmistir. Akis hiz1 1 mL/dk
olup, UV dedektor 279 nm’ye ayarlanmigtir. Yontem biitiin analitler i¢in 0.05-40 pug/mL
aralifinda dogrusaldir. Analitlerin geri kazanimi %70 ten bliyliktiir. Gilin i¢i ve glinler arasi

deneylerin BSS’si %2.8-5.9 araligindadir.

Nemutlu ve ark. ENOX, LEV, PEFLO, CIP, LOME, MOX ve oksolonik asitin
plazmada ve amniyotik sivida tayini igin HPLC-UV yontemi gelistirmiglerdir (70).
Polibenzilpiperidon temelli polimerik bir sorbent kullanilarak kati1 faz ekstraksiyon islemi
yuritiilmiistir. Zorbax Eclipse XDB-Cis (150 mm x 4.6 mm, 5 um) kolonun Oniine
Phenomenex Cig guard kolon (4 mm x 3.0 mm) yerlestirilerek ayirim gerceklestirilmistir.
Sitrat tamponu (15 mM, pH 3.2), ACN, MeOH ve 5 mM tetrametilamonyum bromiir
gradienti kullanilarak 1.5 mL/dk akis hizinda, 40 °C kolon sicakliginda ayirim saglanmaistir.
Yontem biitiin  analitler i¢in dogrusaldir (r>0.9974). Yontemin LOQ degerleri
0.020-0.035 pg/mL araligindadir. Geri kazanim degerleri %95’in {izerindedir. Giin i¢i ve
giinler aras1 deneylerin BSS’si %10’dan kiigiiktiir. Giin i¢i ve giinler aras1 deneyler ile
yiriitilen dogruluk c¢aligmalarinda BH degerleri %0.1-7.4 araliginda bulunmustur.
Analitlerin kararliligi kisa siireli, otomatik 6rnekleyici igerisinde ve uzun siireli olarak
degerlendirilmis ve analitler kararli bulunmustur. Yontem, alti goniillii hamile kadindan
aliman plazma ve amniyotik sivi Orneklerinin analizinde kullanilarak uygulanabilirligi

kanitlanmustir.

Lara ve ark. PIPE, OKSO, NA, FKN, PEFLO, NOR, LOME, SINO, MOX, CIP,
ENRO, DANO, SARA, DIFLO, MARBO ve orbifloksasinin musluk suyunda ve idrarda
tayini igin online kati faz ekstraksiyon-HPLC-FD yéntemi gelistirmislerdir (8). Ornek
hazirlamada HyperSep Javelin Direct-Connect Retain-AX and HyperSep Uniguard Retain-
AX kati faz ekstraksiyon kolonlar1 kullanilmigtir. Ayirim Kinetex Cig kolonda
(150 mm x 4.6 mm, 2.6 um), sitrat tamponu (10 mM, pH 4.00) ve ACN gradienti kullanilarak

1.2 mL/dk akis hizinda gerceklestirilmistir. Idrar ve musluk suyu icin yiiriitiilen giin ici ve
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giinler arast deneylerin BSS’si %13’ten kiicliktiir. Bagil geri kazanimlar %94-109

araligindadir.

Wang ve ark. fleroksasin, OFLO, NOR, CIP ve ENRO’nun idrar ve plazmada tayini
icin yontem gelistirmislerdir (71). Ultrason destekli tuz ile indiiklenen sivi-sivi
mikroekstraksiyon teknigi gelistirilerek 6rnek hazirlama basamaginda kullanilmigtir. Zorbax
Eclipse XDB-Cig kolonda (150 mm x 4.6 mm, 5 um) ayirim yapilmistir. Hareketli faz olarak
litresine 3.4 mL fosforik asit ve 6 mL trietilamin eklenen MeOH:ACN:su karisimi (14:7:79,
v/viv) kullanilmistir. Akis hiz1 0.8 mL/dk’ya, kolon sicakligi ise 40 °C’ye ayarlanmustir.
Uyarma/emisyon dalga boylar1 290/455 nm’ye ayarlanmistir. Yontemin LOD degerleri
0.12-0.67 pg/L araliginda bulunmustur. Calisilan bes kinolon igin yontem dogrusaldir
(R>0.9991). Giin ici ve giinler arasi deneylerin BSS’si %0.89-6.52 araligindadir. Idrar ve
plazma matriksleri i¢in bagil geri kazanimlar sirasi ile %92.8-110.9 ve %92.6-108.8

arasindadir.

Wang ve ark. sinafloksasinin sigan plazmasinda tayini i¢in bir HPLC yo6ntemi
gelistirmislerdir (72). Protein ¢oktiirme islemi 96 kuyucuklu plakalarda yapilarak 6rnekler
analize hazirlanmistir. Coktiirticti olarak 1:1 oraninda ACN kullanilmistir. Analiz Halo
fused-core C1g kolonda (50 mm x 4.6 mm, 2.7 um) gergeklestirilmistir. Hareketli faz olarak
orto-fosforik asit ile pH 3’e ayarlanmis %0.5’lik trietilamin ¢6zeltisi:ACN karisimi
(80:20, v/v) kullanilmistir. Kolon sicakligi 25 °C’ye ve akis hiz1 1 mL/dk’ya ayarlanmustir.
Uyarma/emisyon dalga boylar1 295/505 nm’ye ayarlanmistir. Yontem 5-500 ng/mL
araliginda dogrusallik gostermistir (r=0.9996). Yontemin LOD’si 2 ng/mL olarak
belirlenmistir. Yiiriitillen giin i¢i ve giinler aras1 deneylerin dogrulugu doért konsantrasyon
seviyesinde %100.3-106.9 arasinda, BSS’si ise %11’den kiigiiktiir. Sinafloksasinin ortalama
geri kazanimi {i¢ konsantrasyon seviyesinde %74’ten biiyiik bulunmustur. Sinafloksasinin
kararlilig1 kisa siireli, uzun siireli, otomatik drnekleyicide bekletildikten sonra ve ti¢ donma-
erime dongiisiinden sonra incelenmis ve analit kararli bulunmustur. Gelistirilen yontem

sicanlarda sinafloksasinin farmakokinetiklerinin arastirilmasinda kullanilmistir.

Locatelli ve ark. CIP ve LEV’in sputumda tayini i¢in HPLC-DAD yontemi
gelistirmiglerdir (73). Analitlerin analize hazirlanmasinda paketlenmis sorbentlerle
mikroekstraksiyon teknigi kullanilmistir. Discovery Cg kolonda (250 mm x 4.6 mm, Spum)
ayirim yiiriitiilmiistiir. I¢ standart olarak ENRO kullanilmistir. LEV, CIP ve ENRO igin
sirastyla 295, 279 ve 278 nm dalga boylarinda saptama yapilmistir. Hareketli faz olarak
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%] trietilamin igeren 30 mM fosfat tamponu (pH 2.5):%1 trietilamin igeren ACN karigimi
(86:14, v/v) kullanilmistir. Analiz 1 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. Yontem iki
analit i¢in de 0.05-2 pg/mL araliginda dogrusaldir. Yontemin LOQ degeri her iki analit i¢in
de 0.05 pg/mL’dir. Giin igi ve giinler aras1 BH degerleri %7.25 ile %11.8 arasindadir.
Yiiriitiilen giin i¢i ve glinler arast deneylerin BSS’si sirasiyla %10.4 ve %11.1’den kiigiiktiir.
Yontemin uygulanabilirligi kistik fibrozis hastalarindan alinan sputum 6rneklerinin analiz

edilmesi ile kanitlanmstir.

Mannemala ve ark. OFLO, NOR, ornidazol, tinidazoliin plazma ve idrarda tayini i¢in
HPLC-UV yontemi gelistirmislerdir (74). Hem idrar hem de plazma i¢in Polimerik Strata X
kartusu kullanilarak kat1 faz ekstraksiyonu yapilmistir. Phenomenex fenil hekzil kolon
(150 mm x 4.6 mm, 5 um) kullanilarak 1.1 mL/dk akis hizinda ayirim gergeklestirilmistir.
Hareketli faz olarak su:ACN:trietilamin karisimi (74:26:0.15, v/v/v) kullanilmistir. Y6ntem
biitiin analitler i¢in dogrusaldir (r>0.9947). Idrar ve plazma icin LOQ degerleri
0.2-0.5 pg/mL araligindadir. Her iki matriks i¢in de giin i¢i ve giinler aras1 deneylerin BSS’si
%8’1n altindadir. Yontemin dogrulugu %94.7-107.4 araligindadir. Analitlerin geri kazanimi
%93.9-102.3 araligindadir.

Jiménez ve ark. MARBO, NOR, CIP, DANO, ENRO, SARA, DIFLO, OKSO ve
FKN’nin yumurtalarda tayini igin HPLC-FD yontemi gelistirmiglerdir (75). Basingli sivi
ekstraksiyonu teknigi Orneklerin analize hazirlanmasinda kullanilmistir. Ekstraksiyon
¢oziiciisii olarak 50 mM fosfat tamponu (pH 3):ACN (1:1, v/v) karisimi kullanilmistir.
Inertsil Cg (250 mm x 4.6 mm, 5 pm) ve Kinetex C1g (150 mm x 4.6 mm, 2.6 um) kolonlarda
ayirim  gergeklestirilmis ve kolon performanslart karsilastirilmistir. Kinetex kolon
kullanildiginda ¢oziicti tiikketimi azalmis ve analiz siiresinde diisiis meydana gelmistir.
Florokinolonlar 10 mM oksalik asit ¢ozeltisi ve ACN gradienti ile aymrilmistir. Ayirim
25 °C’de gergeklesmistir. Kalibrasyon egrileri biitiin analitler i¢i dogrusaldir (r>0.997). Geri
kazanimlar %29-122 araliginda bulunmustur. Yiiriitiilen giin i¢i ve gilinler aras1 deneylerin
BSS’si %23’ten kiigiiktiir. Yontemin LOD ve LOQ degerleri iki kolon i¢in 0.2-33.5 pg/kg

(kilogram) araligindadir.

Moema ve ark. ENRO, CIP, NOR, DANO, SARA ve MARBO’nun tavuk cigerinde
tayini icin HPLC-DAD yéntemi gelistirmislerdir (76). Ornek hazirlama basamaginda
dispersif sivi-sivi mikroekstraksiyon teknigi kullanilmistir. Dispersiyon ¢oziiciisii olarak

MeOH, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak ise triklorometan kullanilmistir. Ayirim XTerra MS
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Cis kolonda (150 mm x 3.0 mm, 3.5 pum) 40 °C’de ve 0.35 mL/dk akis hizinda
gerceklestirilmigtir. Saptama i¢in UV dedektér 280 nm’ye ayarlanmigtir. Formik asit
cozeltisi (%0.1) ve ACN gradient program igerisinde kullanilmistir. Yontem 30-500 pg/kg
araliginda dogrusaldir (0.9974>R?>0.9945). Yoéntemin LOQ degerleri 23-62 pg/kg
araligindadir. Biitiin analitler icin geri kazanim %83-102 arasinda bulunmustur. Yiiriitiilen

deneylerin {i¢ konsantrasyon seviyesinde BSS’si %1.7-8.5 araligindadir.

Denadai ve Cass CIP, ENRO, GEM, MOX, NOR ve OFLO’nun ¢evresel sularda
tayini icin HPLC-MS/MS yontemi gelistirmislerdir (77). Ornekler sisteme direkt enjekte
edilmistir. Analiz basina ¢oziicii tiiketiminde ve dolayist ile toksik atik miktarinda azalma
saglanmistir. Analizde sigir serum albiimini yiiklenmis Cg kolon (50 mm x 2.1 mm, 10 pm)
analitik kolon kullanilmistir. Elde edilen 0.990°dan yiiksek r degerleri ydntemin
dogrusalligimi1 kanitlamistir. Analiz sonucunda %79.5-112 araliginda geri kazanimlar elde
edilmistir. Giin i¢i ve gilinler arasi deneylerin BSS’si %15’1n altindadir. Yontem dogrulugu
ti¢ konsantrasyon seviyesinde %79.5-116 araligindadir. Yontem nehir ve atik su aritim

tesisleri sularin analizinde kullanilarak uygulanabilirligi kanitlanmstir.

Mirzajani ve Kardani CIP, OFLO, NOR ve LEV’in biyolojik sivilarda ve tabletlerde
tayini igin HPLC-UV yéntemi gelistirmislerdir (78). Ornek hazirlanmasi isleminde kat1 faz
mikroekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Bu amagla paslanmaz ¢elik bir telin yiizeyi
molekiiler olarak CIP baskilanmis polimer ile kaplanmistir. Eurosphere Cig (250 mm X 4.6
mm) analitik kolon olarak kullanilmistir. ACN:10 mM fosfat tamponu (pH 3) karisimi
(82:18, Vv/v) hareketli faz olarak kullanilmistir. Analiz 25 °C’de ve 0.8 mL/dk akis hizinda
gerceklestirilmistir. Florokinolonlarin tayininde, UV dedektér 280 nm’ye ayarlanmistir.
Yontem biitiin analitler i¢in 0.1-40 pg/L araliginda dogrusal bulunmustur. Yéntemin LOD
ve LOQ degerleri sirastyla 0.03-0.023 pg/L ve 0.075-0.113 pg/L araliklari igerisindedir. Giin
ici ve gilinler arast deneylerin BSS’si %1.1-6.7 araligindadir. Florokinolonlarin geri
kazanimlar1 %95’in tizerindedir. Oral olarak CIP ya da OFLO kullanan hastalarin 6rnekleri

analiz edilerek yontem uygulanabilirligi kanitlanmustir.

Liang ve ark. LEV, CIP, GATI, MOX, TROV ve SINO’nun plazmada tayini i¢in bir
HPLC-UV-DAD yontemi gelistirmislerdir (79). Analitler %0.5 sodyum dodesil siilfat i¢eren
fosfat tamponu (pH 7.5):ACN karisimi (4:1, V/v) ile ekstre edilmistir. I¢ standart olarak CIP
tercih edilmistir. Adsorbosphere HS Cig (250 mm X 4.6 mm, 5 pum) analitik kolon olarak
kullanilmigtir. Analiz 1 mL/dk akis hizinda ve yaklasik 23 °C sicaklikta gerceklestirilmistir.
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Hareketli faz olarak 10 mM sodyum dodesil siilfat, 10 mM tetrabiitilamonyum asetat ve
25 mM sitrik asit igeren ACN:su karisimi (43:57, viv, pH 3.5) kullanilmistir. Yontem LEV
icin valide edilmistir. Giin i¢i ve giinler arasi deneylerin BSS’si %7.55’ten diisiiktiir. Bagil
hata degerleri %3.63 ile %5.67 araligindadir. LEV’in kisa siireli, uzun siireli ve donma-erime

kararlilig1 degerlendirilmis ve analit kararli bulunmustur.

Wang ve ark. MOX’un plazmada tayini i¢in HPLC-UV yontemi gelistirmiglerdir
(80). Sivi-sivi ekstraksiyon islemi ACN ile uygulanarak ornekler analize hazirlanmistir.
Kromasil Cig (250 mm x 4.6 mm, 5 um) analitik kolon olarak kullanilmistir. Hareketli faz
olarak %0.1°lik trietilamin ¢ozeltisi (pH 4.8):ACN karisimi (80:20, v/v) kullanilmistir. Akis
hiz1 1 mL/dk’ya ve UV dedektdr 296 nm dalga boyuna ayarlanmustir. I¢ standart olarak CIP
kullanilmigtir. Yontem 0.0025-5 pg/mL araliginda dogrusaldir. Giin ig¢i ve gilinler arasi
deneylerin BSS’s1 %4.70’ten kiigiiktiir. Ekstraksiyon geri kazanimi %69.88-78.51
araligindadir. Yontem dogrulugu ise %96.6-101.8 araligindadir. intravensz olarak 400 mg
MOX kullanan 37 hastaya ait ornekler analiz edilerek yontem uygulanabilirligi

kanitlanmustir.

Raju ve ark. MOX ve ketolorakin si¢an plazmasinda tayini i¢gin HPLC-MS/MS
yontemi gelistirmis ve valide etmislerdir (81). Analitlerin plazmadan ekstraksiyonunda ACN
kullanilarak protein ¢oktiirme islemi gerceklestirilmistir. Analitik kolon olarak Kromasil C1g
(100 mm x 4.6 mm, 5 um) kullanilmistir. Hareketli faz olarak ACN:amonyum asetat
cozeltisi (10 mM, pH 2.5):%0.1’lik formik asit karisim1 (50:25:25, v/v/v) kullanilmistir.
Akis hiz1 0.5 mL/dk’ya ayarlanmistir. Kromatogramlar pozitif polaritede se¢ilmis iyon
izleme modunda, MOX ve ketolorakin protonlanmis molekiiler iyonlarina karsilik gelen m/z
402 ve m/z 256 i¢in kaydedilmistir. Yontem MOX i¢in 5-100 ng/mL ve ketolorak i¢in
10-6 000 ng/mL araliginda dogrusaldir. Yontem kesinligi 9%0.97-5.33 araligindadir,
dogruluk ise %93.91-101.58 araliginda bulunmustur. Farkli konsantrasyon seviyelerinde
geri kazanim %75’in {izerindedir. Yontem sicanlarda yiiriitiilen bir farmakokinetik

caligmada kullanilarak uygulanabilirligi kanitlanmustir.

Borras ve ark. CIP, DANO, DIFLO, ENRO, MARBO ve SARA’nmn hayvan
yemlerinde tayini i¢gin HPLC-FD yontemi gelistirmislerdir (82). Analitler 50 mM HCI
cozeltisi:ACN karisimi (1:1, v/v) ile ekstre edilmistir. Analiz 10 mM oksalik asit (pH 4.0)
ve ACN gradienti ile gergeklestirilmistir. Akis hizi ve kolon sicakligi sirasi ile 1.2 mL/dKk ve
25 °C’ye ayarlanmistir. FD ¢ok adimli saptama modunda ¢aligtirilmig ve 297/507 nm ile
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280/450 nm uyarma/emisyon dalga boylarinda saptama yapilmistir. Yontem 2-80 pg/L
araliginda biitin analitler i¢in dogrusaldir (r>0.999). Yontemin LOQ degerleri
0.06-1.6 mg/kg araligindadir. Birgok matrikste yiiriitilen deneylerin BSS’si ii¢
konsantrasyon seviyesinde %12’den kiigiiktiir. Ortalama geri kazanimlar %=80-105

araligindadir.

He ve Blaney CIP, DIFLO, ENRO, GATI, LEV, LOME, MOX, NOR, OFLO,
SARA, orbifloksasin ve fleroksasinin gevresel ve atik sularda tayini i¢in HPLC-FD yontemi
gelistirmiglerdir (83). Zayif katyon degistirici Oasis WCX kartus kullanilarak kati faz
ekstraksiyonu yapilmistir. MeOH, ACN ve 20 mM fosfat tamponu (pH 2.4) gradienti
kullanilarak Accucore PFP kolonda (150 mm x 4.6 mm, 2.6 um) ayirim gergeklestirilmistir.
Akis hiz1 1 mL/dk’ya ve kolon sicakligi 50 °C’ye ayarlanmistir. Uyarma ve emisyon dalga
boylar1 her bir florokinolon igin optimize edilmistir. Analitlerin geri kazanimi %78’in

uzerindedir.

Payan ve ark. MARBO, NOR, CIP, DANO, ENRO, GATI, GREP ve FKN’nin
biyolojik ve gevresel drneklerde tayini i¢in HPLC-FD-DAD yontemi gelistirmislerdir (84).
Ornekler analizden 6nce, gelistirilen oyuk fiber temelli s1v1 faz mikroekstraksiyon teknigi
ile ekstre edilmistir. Analitik kolon olarak Purosphere STAR RP-18e (75 mm x 4.0 mm,
3 um) kullanilmigtir. Ayirim %0.1°1ik formik asit ¢ozeltisi (pH 2.6) ve ACN gradienti ile
gergeklestirilmistir. Akis hizi ve kolon sicakligi sirasi ile 0.8 mL/dk ve 10 °C’ye
ayarlanmistir. Yontem biitiin analitler i¢in dogrusaldir (r>0.999) ve LOQ degerleri 1-50 ng/L
araligindadir. Sigir idrar1 ve cevresel sularda elde edilen geri kazanimlar sirasi ile

%76.0-100.5 ve %86.7-100.1 araligindadir.

Toi ve ark. LEV’in plazmada ve serebrospinal sivida tayini i¢in HPLC-FD yo6ntemi
gelistirmislerdir (85). Orneklere Evolute ABN 96 kuyucuklu plakada kati faz ekstraksiyonu
uygulanmistir. I¢ standart olarak ENOX kullanilmistir. Hareketli faz olarak 9%0.025
trietilamin i¢eren fosfat tamponu (10 mM, pH 3):ACN (88:12, v/v) karisimi kullanilmustir.
Ayirim Purosphere RP-8e (125 mm X 4.0 mm, 5 um) kolonda 1.2 mL/dk akig hizinda ve
35 °C sicaklikta gergeklestirilmigtir. Uyarma/emisyon dalga boylari LEV i¢in 294/500
nm’ye ayarlanmistir. Yontem 0.02-20 pg/mL araliginda dogrusaldir. Yiiriitiilen giin ici ve
giinler aras1 deneylerin dort konsantrasyon seviyesinde BSS’si %7’den kiigiiktiir. Yontem

dogrulugu plazmada %96.75-101.9, serebrospinal sivida ise %93.00-98.67 araliginda
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bulunmustur. Gelistirilen yontem ile 232 tiiberkiiloz menenjit hastasindan alinan 6rnekler

analiz edilmistir.

Montesano ve ark. MARBO’nun sinovial sivida tayini i¢in HPLC-MS/MS yontemi
gelistirmislerdir (86). Ornekler analizden once santrifiij tipi ultrafiltrasyon aparatlari
kullanilarak hizli bir sekilde filtre edilmis ve sisteme enjekte edilmistir. Ayirim Ascentis
Express Cig (20 mm x 2.1 mm, 5 pm) kolonda 0.8 mL/dk akis hizinda gerceklestirilmistir.
Her ikisi de 5 mM formik asit iceren ACN ve su kullanilarak gradient eliisyon programi
optimize edilmistir. Yontem dogrusalligi 5-2 500 ng/mL araliginda degerlendirilmistir. i¢
standart olarak OFLO kullanilmistir. Yontemin LOD ve LOQ degerleri sirasi ile 1 ve
5 ng/mL’dir. Yiriitiilen giin i¢i ve glinler aras1 deneylerin BSS’si %2-15 araligindadir.
Yontem dogrulugu ii¢ konsantrasyon seviyesinde %87-114 araliginda bulunmustur.
Ortalama geri kazanim %96’dir. Yontem hayvan hastaliklar1 ile ilgili bir ¢alismada 10

sigirdan alinan 6rneklerin analizinde kullanilmistir.

Djurdjevic ve ark. MOX ve bozunma firiinlerinin tayini i¢in HPLC-UV yontemi
gelistirmistir (87). MOX ve sentez kaynakli safsizliklarin ayirimi Waters C1g XTerra (50 mm
X 4.6 mm, 5 um) kolonda gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak fosforik asitle pH 6’ya
ayarlanmis %2’lik trietilamin ¢6zeltisi:ACN karigimi (90:10, v/v) kullanilmistir. UV
dedektor 290 nm’ye ayarlanmistir. Analiz 1.5 mL/dk akis hizinda ve 45 °C’de
gerceklestirilmistir. Yontem 0.2-2 pg/mL arahginda dogrusaldir (R%>0.9986). Analitlerin
geri kazanimi %97.3-102.8 araligindadir. Yiiriitiilen deneylerin BSS’si %4 ten kiigtiktiir.

Aufartova ve ark. NOR, CIP, ENRO, DANO ve SARA’nin baliklarda tayini i¢in
UHPLC-FD yontemi gelistirmislerdir (88). Mikrodalga destekli ekstraksiyonun ardindan
kat1 faz ekstraksiyonu yapilarak florokinolonlar analize hazirlanmistir. Waters Acquity BEH
Cis kolonda (50 mm x 2.1 mm, 1.7 pm) ayirim saglanmistir. Gradient analiz programinda
MeOH ve su (pH 2.5) kullanilmistir. Akis hiz1 0.3 mL/dk’ya ayarlanmigtir. Uyarma ve
emisyon dalga boylar sirasi ile 280 ve 450 nm olarak secilmigtir. Yontemin LOD degerleri
0.1-6.0 ng/g arasindadir. Iki konsantrasyon seviyesinde elde edilen geri kazanimlar %90’1n
iizerinde ve BSS degerleri %8.7’nin altindadir. Yontem c¢iftlik baliklarindan elde edilen

orneklerin analizinde kullanilmistir.

Sousa ve ark. NOR, LOME ve CIP’in insan plazmasinda tayini i¢in HPLC-FD
yontemi gelistirmislerdir (89). Protein ¢oktiirme islemi %20’lik trikloroasetik asit ¢ozeltisi

ile yapilmistir. I¢ standart olarak LEV kullamlmstir. Analitik kolon olarak Purospher Star-
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C18 (55 mm x 4 mm, 3 pum) kullanilmigtir. Hareketli faz olarak %1°1ik formik asit ¢ozeltisi
(pH 3):MeOH karigimi (82:18, v/v) kullanilmistir. Akis hiz1 1.2 mL/dk’ya ayarlanmistir.
Uyarma/emisyon dalga boylar1 278/450 nm olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrileri
0.02-5.0 pg/mL araliginda dogrusaldir. Giin i¢i ve glinler arasi deneylerin BSS’si %8.19’u

gegmemistir. Ortalama geri kazanimlar %90.1-111.5 araliginda bulunmustur.

Nemutlu ve ark. MOX ve LEV’in kiirtaj materyalinde tayini i¢in bir HPLC-UV
yontemi gelistirmiglerdir (90). Polimerik ters faz Strata X kartuslar kullanilarak analitler
kat1 faz ekstraksiyon teknigi ile ekstre edilmistir. Analitik kolon olarak Zorbax Eclipse XDB-
C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 um) kullanilmustir. Hareketli faz olarak 5 mM tetrametilamonyum
bromiir igeren sitrat tamponu (15 mM, pH 3.2), MeOH ve ACN kullanilarak gradient akis
uygulanmigtir. Ayirim 40 °C’de ve 1.5 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir. UV dedektor
280 nm’ye ayarlanmistir. Yontem 0.01-30 pg/g arahiginda dogrusaldir (R?=0.9999).
Yontemin LOQ degerleri 0.010 pg/g olarak bulunmustur. Yontem kesinligini incelemek igin
yiiriitiilen giin i¢ci ve giinler aras1 deneylerin BSS’si %2.24-6.40 araligindadir. Giin i¢i ve
giinler aras1 BH degerleri %7.38”den kiigiiktiir. Geri kazanim alti1 konsantrasyon seviyesinde
%94’1in lizerindedir. Analitlerin kisa siireli, uzun siireli ve donma-erime dongiilerinden

sonra kararliliklar1 incelenmis ve kararli bulunmuslardir.
2.6. ila¢ Analizlerinde Ornek Hazirlama Isleminin Onemi

[lag analizleri bircok farkli analitik cihaz ile yapiliyor olmasina ragmen, bu cihazlarin
biiyiik kismi ile ornekler direkt olarak analiz edilememektedir. Ciinkii biyolojik 6rnekler
analitlere benzer yapidaki asitler, bazlar, tuzlar, proteinler ve diger organik bilesikleri
icermektedir. ilaveten, bu kompleks matriksler icerisindeki analitler ¢ogunlukla diisiik
konsantrasyondadir. ilaglarin farmasétik preparatlarda ve biyolojik drneklerde tayini icin
son derece etkili analitik cihazlar gelistirilmesine ragmen, 6rnek hazirlama islemi kompleks
matrikslerden ilgili analitlerin ekstraksiyonu, izolasyonu ve zenginlestirilmesi igin
gereklidir. Genel olarak, 6rnek alma ve 6rnek hazirlama basamaklar1 toplam analiz siiresinin
%80’ini olusturmaktadir ve bu basamaklar kompleks matrikslerde analiz basarisinin

belirlenmesinde 6nemlidir (91).

Ornek hazirlamada; matriks kaynakli bozucu veya istenmeyen endojen bilesikleri
azaltmak ya da ortadan kaldirmak, hedeflenen analitler icin se¢iciligi artirmak, duyarlilig
artirmak i¢in on-deristirme yapmak ve Ornegi inert bir ¢oziicli igerisinde yeniden ¢ozerek

kararli hale getirmek amaclanmaktadir (92). Bu calisma kapsaminda plazma ornekleri
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protein ¢oktiirme islemi ile analize hazirlandigindan dolay1 bu teknik ile ilgili bilgi asagida

verilmigtir.
2.6.1. Protein Coktiirme

Basitlik, hiz ve spesifik ekipman gerektirmeme gibi avantajlarindan 6tiiri protein
coktiirme onde gelen ve popiiler 6rnek hazirlama tekniklerinden birisidir. Coktiirme islemi
endojen proteinlerin ve hedef molekiillerin farkli ¢oziiniirliikte olmalarina dayanir. Biyolojik
ornege c¢oOktiiriicii ajan eklemek proteinlerin denatiirasyonuna sebep olur ve bdylelikle,
onceden proteine bagli olsun ya da olmasin, analitler siv1 faz igerisinde ¢oziiniir ve protein
topagindan ayirilir. Coktiiriicii ajan olarak organik ¢oziiciiler (ACN, MeOH, etanol, aseton),
asitler (perklorik, trikloroasetik veya fosforik asit), derisik tuzlar veya sodyum dodesil siilfat
kullanilabilir. Siklikla kullanilan 6rnek:goktiiriicii ¢6ziicii oranlart 1:1, 1:2, 1:4, 1:5’tir (93).
Organik ¢oziiciiler plazma proteinlerinin %95°ten daha biiyiik kismini ¢oktiirebilir. Bunlarin
icerisinde MeOH en sik kullanilanidir. ACN bazi biyolojik 6rneklerde MeOH’dan daha
yliksek ¢Okme saglamaktadir. Asitler de cok 1yi ¢Oktiirme ajanlaridir. Diisiik pH
degerlerinde, pozitif yiiklenen aminoasitler ¢éziinmeyen tuzlar haline gelir ve bu tuzlar
protein yiizeyinden suyu uzaklastirir. Sonug olarak, proteinler arasindaki hidrofobik
etkilesimlerin sonucu olarak agregasyon meydana gelir (94). Geri kazanimlar her grup igin
farklidir. Organik ¢o6ziiciiler kullanildiginda analitler ¢okelti icerisinde daha az sikisir.

Asitler ve tuzlar siipernatantta yeterli miktarda analitin ¢6ziilmesinde basarisizdir (95).
2.7. Kromatografi

Kromatografi, 1903 yilinda Rus botanik¢i Mikhail Semenovich Tswett (1872-1919)
tarafindan bulunan ve giiniimiizde birgok farkli alanda siklikla kullanilan bir ayirim
teknigidir. Tswett klorofil bulunduran bitkilerin temsil ettigi dogal sistemler ile ilgileniyordu
ve amac1 bu pigmentleri dogal hallerine miimkiin oldugunca yakin sekilde incelemekti. Bitki
materyalinden klorofili ayirmaya calistig1 sirada, sadece polar ¢oziiciilerin klorofili ekstre
edebildigini fark etti. Ancak klorofil bitki materyalinden izole edildikten sonra, apolar
¢oziiciiler ile kolaylikla ¢oziilebiliyordu. Tswett pigmentlerin bitkilerde adsorpsiyon
kompleksleri halinde bulundugu ve apolar ¢oziiciilerin bu baglar1 kiramadig1 sonucuna
vardi. Tswett’in ¢alismalar1 sonucunda, gesitli ¢oziiciilerin kullanildig1 akan bir sistemde
secici adsorpsiyon ve desorpsiyona dayanan kromatografi teknigi dogmustur (96).
Kromatografinin biyokimyasal ayirimlarda yeniden kullanilmaya baslandigr 1931 yilina
kadar Tswett’in teknigine olan ilgi diisiiktii. Archer J.P. Martin ve Richard L.M. Synge

35



tarafindan 1941°de yapilan Oncii ¢alisma sivi-sivi partisyon kromatografisinin énemini
ortaya koymus ve kromatografik ayirimlar igin bir teori gelistirilmesine sebep olmustur.
Martin ve Synge bu calismalaridan dolay1 1952 Nobel Odiilii’ne layik goriilmiislerdir. O
zamandan giiniimiize, kromatografi ¢ok 6nemli ve siklikla kullanilan bir ayirim teknigi

olmustur.
2.7.1. Analitik Ayirimlari Siiflandirilmasi

Analitik ayirimlar,
» Hareketli ve sabit fazin tipine gore,
» Uygulama bi¢imine gore,
> Ornek bilesenlerinin ayirilmasidan sorumlu fiziksel ya da kimyasal mekanizmaya gore

ii¢ baglik altinda siniflandirilirlar.

Hareketli faz cogu zaman bir s1vi ya da bir gazdir. Sabit faz ise bir kat1 ya da kati bir
ylizey lizerine kaplanmis bir sividir. Kromatografik teknikler genellikle hareketli fazin tipi
ve ardindan sabit fazin tipi sOylenerek isimlendirilir. Yani, gaz-sivi kromatografisinde
hareketli faz gaz ve sabit faz sividir. Eger, sadece bir fazdan bahsediliyorsa (6rn: gaz
kromatografisi), hareketli faz oldugu varsayilir. Uygulama bigimi agisindan bakildiginda,
kromatografide iki yaygin yaklasim kullanilmaktadir. Kolon kromatografisinde, sabit faz dar
bir kolon igerisine yerlestirilir ve i¢inden yer ¢ekimi ya da basing yardimi ile hareketli faz
gecirilir. Sabit faz bir kat1 ya da kat1 bir dolgu materyali ylizeyine veya kolon duvarina
kaplanmis ince bir siv1 filmdir. Diizlemsel kromatografide sabit faz diiz bir cam, metal ya da
plastik plaka iizerine kaplanir. Hareketli faz1 igeren bir rezervuar sabit faz ile temas ettirilir
ve hareketli faz kapiler etki ile hareket eder. Ayirim mekanizmasina gére sivi kromatografisi:
Adsorpsiyon, dagilma, iyon ¢ifti, iyon degistirme, molekiiler eleme ve afinite kromatografisi
olarak simiflandirilir (97).

2.7.1.1. Adsorpsiyon Kromatografisi

Kromatografi tekniginin gelistirildigi ilk yillarda ¢aligmalar analitin bir kat1 yiizeyine
adsorpsiyonuna dayanirdi. Bu mekanizmada; sabit faz ¢ok ince toz haline getirilmis polar
katilardir. Adsorpsiyon kromatografisinde analit, dolgu maddesinin yiizeyinde hareketli faz
ile adsorpsiyon yarisina girer. Kolondaki alikonma zamani analitin yiizeydeki adsorpsiyon
kuvvetine baghidir (Sekil 6). Alikonmay1 etkileyen faktorler, analitin sabit faza baglanma
kuvveti, sabit fazin yiizey alani, analit tarafindan sabit fazdan uzaklastirilan hareketli faz

miktar1 ve hareketli fazin sabit faza baglanma kuvvetidir. Elektrostatik etkilesimler, hidrojen
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baglari, dipol-dipol etkilesimleri ve Van der Waals baglar1 alikonmay1 etkilemektedir (98).
Hareketli fazin sabit faz ile baglanma giicii adsorpsiyon kromatografisinde eliiotropik gii¢
olarak adlandirilir. Belirlenen sabit faz i¢in yiiksek eliiotropik gilice sahip bir hareketli faz,
sabit faza hizlica baglanacak ve bu yiizden analit hareketli faz igerisinde daha fazla zaman
gecireceginden dolay1 hizlica kolonu terk edecektir. Adsorpsiyon kromatografisinde 3 tip
adsorban kullanilmaktadir: polar asidik materyaller, polar bazik materyaller ve apolar
materyaller. Adsorpsiyon kromatografisinde en sik kullanilan polar asidik destek materyali
silikadir. Silika yiizeyindeki silanol gruplar1 polar molekiilleri adsorplama egilimindedir ve
ozellikle bazik molekiillerde iyi performans gézlemlenir. Silikaya benzer sekilde aliimina da
polar bilesikleri tutar ama aliimina 6zellikle asidik molekiillerde iyi performans gosterir.
Adsorpsiyon kromatografisinde kullanilabilecek diger sabit fazlar aktif komiir ve polistiren

gibi apolar adsorbanlardir.
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Sekil 6. Analitlerin destek materyali yiizeyine adsorbe olmalarina dayanarak ayirimin
gerceklestirilmesi

2.7.1.2. Dagilma (Partisyon) Kromatografisi

Partisyon kromatografisi analitlerin kat1 bir destek materyali yiizeyine kaplanmis ya
da baglanmig bir sabit faz ve bir hareketli faz arasinda dagilmasina dayanan bir ayirim
teknigidir (Sekil 7). Farkli tipte destek materyalleri kullaniliyor olmasma ragmen,
cogunlukla silika tercih edilmektedir. Bu yontem baslangicta istenen hareketli faz ile
karigsmayan sabit fazin destek yiizeyine kaplanmasini icermekteydi. Diger taraftan,
giinlimiizde partisyon kromatografisinde kullanilan kolonlarda destek materyali yiizeyine
baglanmis sabit fazlar kullanilmaktadir. Bu bagl fazlar partisyon kromatografisinin ilk

yillarinda kullanilan kaplanmig sabit fazlardan daha stabildir ve daha yiiksek performans
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sergilerler. Normal faz kromatografisi ve ters faz kromatografisi olmak {izere sabit fazin
polaritesine dayanan iki ana partisyon kromatografisi tipi vardir. Normal faz kromatografisi
sabit fazin polar karakterde oldugu partisyon kromatografisi tipidir. Bu teknikte sabit faz
genellikle, hidrojen baglart olusturabilecek ya da dipol-dipol etkilesimlerine ugrayacak
gruplar igerir. Normal faz kromatografisinde kullanilan bagli sabit fazlar aminopropil,
siyano ve diol gibi yapiya polar karakter katan gruplari igerir. Bu yontem polar sabit faz
icerdigi i¢in, polar bilesikler i¢cin maksimum alikonma goézlemlenir. Yontemde zayif
hareketli fazlar apolar sivilardir. Normal faz kromatografisinde kuvvetli hareketli fazlar

MeOH ve su gibi polar ¢oziiciilerdir.

Partisyon kromatografisinin ikinci ana tipi ters faz kromatografisidir. Ters faz sivi
kromatografisi apolar sabit fazlarin kullanildig1 partisyon kromatografisi tipidir. Bu teknik
s1vi kromatografisinin en sik kullanilan seklidir ve klinik laboratuvarlarda yogun sekilde bu
teknikten yararlanilir. Bu durumun sebeplerinden bir tanesi ters faz sivi kromatografisinde
zayi1f hareketli fazin su gibi bir polar ¢oziicli olmasidir. Bu 6zellik, serum, idrar ve kan gibi
su temelli matrikslerde kimyasallarin analizi ve ayirilmasinda ters faz sivi kromatografisini
giivenilir kilmaktadir. Bu teknikte kuvvetli hareketli faz ACN ya da MeOH gibi sudan daha
apolar bir sividir. Sabit faz apolar oldugundan dolayi, apolar bilesikler ters faz sivi
kromatografisinde daha uzun siire kolonda tutulmaktadir. Ters faz sivi kromatografisi,
biyomedikal arastirmalarda ve klinik kimyada bircok uygulamaya sahiptir. Ilaglar, ilag
metabolitleri, aminoasitler, peptitler, proteinler, karbohidratlar ve lipitler ters faz sivi
kromatografisi ile analiz edilmektedir. Kolonda ¢ok zayif sekilde tutulan sekerler ve
aminoasitler gibi polar bilesiklerin ve silika ile etkilesime girerek kuyruklanmis pikler
halinde kolonu terk eden bazik bilesiklerin ters faz sivi kromatografisinde ayirimi olduk¢a
giictiir. Kolonda tutulmayr artirmak igin bazi1 bilesikler (6rnegin aminoasitler)

turevlendirilmektedir.

Ters faz sivi kromatografisi igin nispeten fazla sayida sabit faz ve destek materyali
bulunmaktadir (99). En yaygm sekilde kullanilan sabit fazlar silika gibi bir destek
materyaline baglanmis Cis, Cs, fenil ya da biitil gruplar1 igerenlerdir. Silika bazli kolonlarda
tutunma karakteristikleri: bagl fazin yapisina, bagli fazin miktarina, destek materyalinin
yiizey alanma, destek materyalinin por biiylikliigline ve destek materyali yilizeyindeki
ulagilabilir fonksiyonel gruplarin miktarma baglidir. Grafit, florlu hidrokarbonlar ve

yapisinda polar gruplar igeren hidrofobik sabit fazlar gibi alternatif ters faz materyalleri, Cg
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ve Cig’den farkl segicilik sunar. Silika pH 2’nin altinda ve 8’in iistiinde yavasca ¢oziilme
egilimindedir. Bu sebeple, silika yiizeyine miidahale ile stabil hale getirilmedigi siirece,
aymrimlar pH 2-8 araliginda yapilmaktadir. Ters faz sivi kromatografisinde kullanilan

polistiren ve grafit gibi destek materyalleri daha genis bir pH araliginda stabildirler.

Ornekler genellikle sulu ¢ozeltiler ya da diisiik oranda organik ¢oziicii igeren organik
¢oziicii:su karigimlart halinde sisteme enjekte edilir. Zayif asit ya da zayif baz karakterdeki
analitlerin dagilma davraniglari, bu bilesiklerin yiiklii hale gelmesini onlemek i¢in pH
degistirilerek ayarlanabilir. Normal ya da ters faz sivi kromatografisinde hareketli faz
kuvveti ¢oziiciilerin ve ¢ozeltilerin oranlar1 analiz sirasinda degistirilerek siklikla ayarlanir.
Ters faz sivi kromatografisinde buna ilaveten sulu ¢6zeltinin polaritesi hareketli fazdaki tuz

konsantrasyonu degistirilerek ayarlanabilir.

Sekil 7. Analitlerin sabit faz ile hareketli faz arasinda dagilmasi temeline dayanarak ayirim
yapilmast

2.7.1.3. iyon Cifti Kromatografisi

Iyon c¢ifti kromatografisi organik iyonlarin ve kismen iyonize olmus organik
analitlerin ayirilmasi i¢in kullanilan etkili bir ters faz sivi kromatografisi teknigidir. Ters
fazda kullanilanlarla ayni tipte sabit ve hareketli fazlar kullanilir. Ters faz sivi
kromatografisinden ayiran 6zelligi, hareketli faza bir iyon ¢ifti reaktifi eklenmesidir. Bu
islemin amaci iyonik analitlerin alikonma zamanlarin1 degistirmektir. Reaktif
konsantrasyonu degistirilerek, analitin alikonma faktorii iyon c¢ifti reaktifinin hig
eklenmedigi durum ile kiyaslandiginda 10-20 kat artirilabilir. Yiksiiz analitlerin
alikonmalar1 iyon cifti reaktifi varligindan biiyiik oranda etkilenmez (100). Iyon ¢ifti reaktifi

cogunlukla bir alkilsiilfonat, alkilsiilfat ya da alkilamonyum tuzudur.
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Stirfaktanlar sabit faza yerlesir ve bdylelikle sabit fazi bir iyon degistiriciye
dontstiiriir (Sekil 8). Analit katyonlar siirfaktan anyonlarina baglanir. Ayirim mekanizmast,
ters faz ve iyon degisimi etkilesimlerinin karigimidir. Tetrabiitilamonyum tuzlari ise

anyonlarin ayirilmasinda hareketli faza eklenmektedir.

C18
gruplari

Sekil 8. Iyon cifti kromatografisi. Hareketli faza eklenen sodyum oktansiilfonat apolar sabit
faza baglanir. Sabit fazdaki negatif yiiklii stilfonat gruplari, analit katyonlar1 (BH")
icin iyon degisimi bolgeleri olarak davranirlar.

2.7.1.4. iyon Degisimi Kromatografisi

Iyon degisimi kromatografisi iyonlarn, yiizeyinde sabit yiikler iceren destek
materyaline adsorpsiyonu ile ayirimin gergeklestirildigi bir sivi kromatografisi teknigidir.
Bu yontem hareketli faz ya da ornekteki iyonlarin, sabit faz olarak davranan ve bir destek
materyaline baglanmis zit yiiklii sabit iyonik gruplar ile etkilesimine dayanir (Sekil 9). Sabit
faz1 olusturan gruplarin yiikiine bagli olarak, kolona baglanan iyonlarin tipleri anyon ya da
katyon olabilir. Bu iki yonteme katyon degisim kromatografisi ve anyon degisim

kromatografisi ad1 verilir.

Katyon degisim kromatografisinde sabit faz negatif yiiklii fonksiyonel gruplar igerir.
Bu gruplar, kuvvetli ya da zayif asitlerin konjuge bazlar1 olabilir. Anyon degisim
kromatografisinde kullanilan sabit fazlar ¢ogunlukla bazik kuaterner aminlerin ya da zayif
bazlarin konjuge asitlerini igerir. Iyon degisim kromatografisinde kuvvetli hareketli faz,
analit ile baglanma ydresi i¢in yarisan iyonlart yiliksek konsantrasyonda igerir. Baglanma
ydresi i¢in yarigan iyonlarin bulunmasi, analitin iyon degistiriciye baglanmasini giiglestirir.
Yarisan iyonlarin konsantrasyonunun degistirilmesi iyon degisim kromatografisinde
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alikonmanin ayarlanmasinda en sik kullanilan yaklagimdir. Bu teknikte iyonlarin alikonmasi
pH, analit ile iyon degistirici i¢in yarisan iyonun tipi, sabit faz yiizeyindeki iyon

degistiricinin tipi Ve yiizeydeki iyon degistiricilerin yogunlugundan etkilenir (97).

Iyon degisimi kromatografisinin bircok klinik uygulamasi vardir. Ornegin,
aminoasitlerin ve hemoglobin varyantlarmin analizlerinde iyon degisim kromatografisi
kullanilmaktadir. Buna ilaveten, iyon degisim kromatografisi proteinler, peptidler ve

niikleotidlerin  saflastirilmasi  i¢in  yiiriitilen biyomedikal arastirmalarda siklikla

Y ae

Sekil 9. Destek materyali yiizeyindeki yiiklere baglanarak iyonlarin ayirilmasi

kullanilmaktadir.

2.7.1.5. Molekiiler Eleme Kromatografisi

Molekiiler eleme kromatografisi analitlerin molekiil biiyiikliiklerine gore ayirildigi
bir s1v1 kromatografisi teknigidir. Bu teknikte inert bir ylizeye sahip ve 6rnek bilesenleri ile
etkilesime girmeyen porlu bir destek materyali kullanilir. Ornek kolonda ilerledikge, kiigiik
molekiiller destek materyalinin igerisindeki biitiin porlara ya da biiyiik bir kismina girer.
Biiytik molekiiller ise az sayida pora girebilir. Sonug olarak biiyiik molekiillerin kolonu daha
erken terk ettigi, biiylikliik ve molar kiitle farkina dayanan bir ayirim gerceklestirilir (Sekil
10). Birgok farkli gozenekli destek materyali molekiiler eleme kromatografisinde
kullanilmaktadir. Dekstran ve agaroz gibi c¢apraz bagli karbohidrat temelli destek
materyalleri, protein ve nikleik asitler gibi biyomolekiiller ile caligmak igin siklikla
kullanilir. Poliakrilamid jel ve silika da sulu drnekler ve biyomolekiiller i¢in kullanilabilir.
Sentetik polimerlere ya da organik ¢dziicii iceren drneklere molekiiler eleme kromatografisi

uygulanacagl zaman genellikle polistiren kullanilmaktadir. Destek materyalinin gézenek
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biliylikligi araligi, bu yontem kullanilarak ayirimi saglanabilecek analitlerin molekiil

biiytikligii araligini belirler (97).

(0 S 0

F & & & @
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-
-
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Sekil 10. Analitlerin molekiil biiyiikliiklerine gore porlara girmesinden faydalanilarak
ayirimin gerceklestirilmesi

2.7.1.6. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi analitlerin ayirimi ve tutunmasinda biyolojik etkilesimlerin
kullanildig1 bir sivi kromatografisi teknigidir. Bu yontemde, bir antijenin bir antikora
baglanmasi, enzim ile substrat etkilesimi ya da bir reseptore ilgili hormonun baglanmasi gibi
biyolojik sistemlerde bulunan tersinir ve segici etkilesimlerden yararlanilir. Sabit faz olarak
kullanilan destek yiizeyine, enzim ya da reseptor gibi gruplarin sabitlenmesi ile bu segici
etkilesimler afinite kromatografisinde kullanilir. Sabitlenen bu ajana “afinite ligandi” adi
verilir ve uygulanan ornek igerisindeki analiti segici bir sekilde baglayan ve yakalayan
kolonlar tiretmede kullanilir (101). Afinite kromatografisi, afinite ligandinin hedef molekiile
spesifik ve giiclii bir sekilde baglanmasina olanak taniyan sartlar altinda, 6rnegin kolona
verilmesi ile gergeklestirilir. Bu islem, uygulama tamponu olarak bilinen ve afinite ligand1
ile hedef molekiil arasindaki baglanma igin gerekli olan ortam sartlarina ve pH’a uygun
hareketli fazin varliginda yapilir. Bu etkilesimin se¢ici dogasindan otiirii, analit kolona
baglanirken ornekteki diger bilesikler tutunmaz (Sekil 11). Kolona tutulmus analitin daha
sonra eliisyon tamponu ile kolonu terk etmesi saglanir. Analiti sabit fazdan ayirmak i¢in
yarigmacit bir ajan kullanilabilir ya da pH, iyonik siddet ve hareketli faz polaritesi gibi
parametreler degistirilebilir. Hedef molekiiliin kolondan uzaklastirilmasinin ardindan, bir

sonraki analize kolonu hazirlamak i¢in kolondan uygulama tamponu gegirilir.
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Afinite kromatografisinde farkli tipte destek materyalleri kullanilabilir. Preparatif
caligmalar icin ¢esitli modifiye seliiloz tiirleri ve capraz bagli agaroz gibi karbohidrat temelli
materyallerin kullanimi ¢ok yaygindir. Silika ve cam da afinite kromatografisinin hem
analitik hem de preparatif uygulamalarinda destek materyali olarak kullanilmaktadir. Afinite
kromatografisinin giicii se¢iciliginden ve bu yontemde kullanilabilecek baglayici ajanlarin

sayisinin ¢oklugundan gelir.
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Sekil 11. ilgili baglanma ajani ile etkilesimlerine dayanarak analitlerin ayirilmasi

2.8. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC karisimlarin analizinde ve ayirilmasinda kullanilan bir¢ok kromatografik
teknikten birisidir. Diger ayirim teknikleri ile kiyaslandiginda asagidaki 6zellikleri ile HPLC
fark yaratmaktadir:

» Neredeyse evrensel uygulanabilirlik; HPLC’nin uygulanamadig1 ¢ok az sayida 6rnek
vardir.

> lyi yontem kesinligi (gogu durumda +% 0.5 veya daha iyi BSS).

> Piyasada bulunan genis yelpazedeki ekipman, kolon ve diger materyaller HPLC’nin
neredeyse biitiin uygulamalarda kullanilabilmesine olanak saglamaktadir.

» Karigimlarin analizini yapan ¢ogu laboratuvarda HPLC cihazi bulunmaktadir ve

genellikle analizde ilk tercih edilen tekniktir.

Sonug olarak gilinlimiizde HPLC en kullanigh ve genis 6l¢lide kullanilan analitik
tekniklerden biridir. Ozellikle MS ile kullanimi, HPLC’yi ¢ok giiclii bir alternatif haline

getirmektedir.
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2.8.1. HPLC Cihazlan

HPLC, sivi kromatografisinin gelismesinde zirveyi temsil etmektedir. Tipik bir
HPLC cihazi sematik olarak Sekil 12’de gosterilmistir. Kullanic1 kolona gonderilmek {izere

otomatik ornekleyiciye numunesini koyarak analize baglar.

Dedektor
E' 1
k—:fl Ir--
Rezervuar Pompa Enjektor Kolon

Kaydedici

Sekil 12. HPLC cihazinin sematik olarak gdsterimi

Hareketli faz kolondan devamli olarak pompalanir ve ayirilan bilesikler kolonu terk
ettikce bir dedektor yardim ile saptanir. Dedektor sinyali zamana karsi kaydedilir ve buna

kromatogram adi verilir (Sekil 13).

600
500 I\
400

300

Dedektor cevabi

Zaman

Sekil 13. Zamana kars1 dedektor sinyalinin kaydedilmesi ile elde edilen kromatogram 6rnegi
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Biitlin sistem bir bilgisayarla kontrol edilir yani sisteme elle yapilan tek miidahale
ornegin otomatik ornekleyiciye konulmasidir. Bu Siirecin otomasyonundan ayri olarak
HPLC, daha hizli ayirimlar igin yiiksek basinca dayanikli pompalarin kullanimi,
giiclendirilmis ayirim i¢in tekrar kullanilabilir ve daha etkin kolonlar ve tekrar iiretilebilir
sonuglar i¢in daha iyi sistem kontrolii ile karakterize edilir (102). HPLC sisteminin ¢esitli
bilesenlerine asagida deginilmistir.

2.8.2. Hareketli Faz Hazneleri, Coziicii Filtrasyonu ve Gaz Giderimi

Hareketli faz hazneleri HPLC sisteminin basit ama o6nemli parcalarindandir
(Sekil 14). Onceden karistirilmis hareketli fazlarin kullanildig: izokratik uygulamalarda tek
hazne kullanilir. Gradient uygulamalar ve hareketli fazin online olarak karistirildig1 izokratik

uygulamalarda ise birden fazla hazneye ihtiya¢ duyulur. Hareketli faz partikiil

icermemelidir. Bu sebeple hazne doldurulmadan 6nce hareketli faz filtrelenmelidir.

T

Hava deligi

Giris filtresi

Rezervuar

Sekil 14. Hareketli faz haznesinin sematik olarak gosterimi

Cogu hazne cam malzemeden yapilmasina ragmen, Na® iyonunun iyon
kromatografisi ile saptanmasi gibi bazi durumlarda camdan yapilmayan malzemelere ihtiyag
duyulur. Hareketli faza karsi inert olmasina ilaveten, haznelerin temiz olmasi en énemli
gereksinimdir. Cam malzemeler standart laboratuvar yikama teknikleri ile rutin olarak
temizlenmelidir. Haznenin tizeri hareketli faza partikiill girmesini Onlemek igin
kapatilmalidir ancak hareketli faz pompalandiginda vakum olugmamas: i¢in ¢ok sikica
kapatilmamalidir. Hazneyi pompaya baglayan borunun giris ucuna filtre baglanir. Filtre,

baglant tliplinli haznenin dibinde tutmak i¢in bir agirlik gorevi goriir. Diger taraftan filtrenin
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asil fonksiyonu, haznede bulunabilecek toz gibi partikiillerin sisteme giriginin
engellenmesidir. Hareketli fazin filtreden serbestge gegebilmesi ve akisin etkilenmemesi i¢in
filtre por biiytikliigiiniin 10 um’den biiyiik olmasi tavsiye edilir. Paslanmaz ¢elik, seramik

veya polieter eter ketondan yapilmis farkl: tipte birgok filtre bulunmaktadir.

Hareketli faz partikiil igerdigi zaman HPLC sisteminin bir¢cok pargasi bozulabilir. Bu
kisimlar; oranlama valfleri, kontrol valfleri, borular ve kolon girisleridir. Bu sebeple partikiil
icermeyen hareketli faz kullanilmasi 6nemlidir. Satici tarafindan filtrelenmis ¢dziiciilerin
kullanilmas1 hareketli faza partikiil girmesinden kaginmada en basit segenektir. Ticari olarak
satilan HPLC safligindaki c¢oziicliler paketlenmeden once 1 um’den diisiik por ¢apl
filtrelerden siiziiliir. Laboratuvarda hazirlanan HPLC safligindaki su, saflastirmanin son
asamasinda 0.2 pum por caph filtreden siiziilir. Eger hareketli fazda sadece HPLC
safligindaki sivilar kullaniliyorsa, kullanmadan Once genellikle ilave olarak filtreleme
yapilmaz. Diger taraftan, HPLC safliginda olmayan kimyasallar veya kat1 reaktifler hareketli
fazda kullanildiginda, kullanmadan 6nce hareketli faz karisimai filtrelenmelidir. Hareketli faz
bilesimine uygun filtre se¢imi dnemlidir. Politetrafloretilen filtreler hidrofobik karakterdedir
ve MeOH, ACN gibi saf organik ¢oziiclilerle kullanilir ancak sulu ¢ozeltilerin hizli sekilde
filtrasyonu i¢in uygun degildir. Sulu ¢ozeltilerin filtrasyonunda ise daha ¢ok seliiloz asetat
filtreler tercih edilmektedir. Hareketli fazda hava kabarciklarinin bulunmasi, istenmeyen
sonuglara sebep olabilir. Bu kabarciklar pompa ile ilgili sorunlara ve dedektor ¢ikisinda sahte
piklere sebep olabilir. Bu sebeple hareketli fazdaki gazlar analiz oncesi uzaklastirilir.
Hareketli faz igerisinden helyum gecirilmesi, ¢6ziinmiis gazlarin uzaklastirilmasinda en
etkili tekniktir ve c¢oziinmiis gazlarin yaklasik %80-90’1 uzaklagtirtlir (102, 103).
Gilintimiizde en popiiler gaz giderme teknigi, HPLC sistemlerine entegre edilmis gaz
gidericilerin kullanilmasidir. HPLC sistemine dahil bir gaz gidericinin galisma prensibi Sekil

15°te gosterilmistir.
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Hareketli faz

Coziinmis gaz

Sekil 15. iki ¢dziicii igin tasarlanmis membran gaz giderme cihazinin diyagrami

Islem bir polimerik tiipiin gazlara kars1 segici gegirgenligine dayanir. Hareketli faz,
pompa veya ¢oziicli oranlama valflerinden once gaz gidericiye girer. Coziicli bir vakum
haznesi igerisindeki bir parca polimerik borudan gecirilir. Vakum ¢6zlinmiis gazi borunun
duvarlarindan disar1 ¢ekerken, hareketli faz borunun igerisinde kalir. Helyum geg¢irme kadar
etkili olmasa da biitiinlesmis gaz giderici sistemler gilivenilirlikleri ve helyumun yiiksek
maliyeti géz Oniinde bulundurularak ¢ogu kullanici tarafindan helyum ile gaz gidermeye
tercih edilmektedir. Bu tekniklere ilaveten, bir¢cok kullanici hazirladiklar: hareketli fazlar

ultrasonik banyoda bekleterek ¢oziinmiis gazlari uzaklastirmaktadir.
2.8.3. Pompalama Sistemleri

Giliniimiizde piyasada bulunan neredeyse biitiin HPLC pompalama sistemlerinde
piston pompalar kullanilmaktadir. Hidrolik-amplifikatdor pompalar oOncelikli olarak
kolonlarin doldurulmasinda ve preparatif uygulamalarda kullanilmaktadir. Siringa pompalar
HPLC-MS sistemlerde infiizyon pompalar1 olarak kullanilmaktadir ancak yiiksek basingli
¢oziicii iletiminde kullanilmamaktadir. Piston pompalar bakim gerektirmeksizin yiizlerce

saat sorun yasanmadan kullanilabilecek giivenilir HPLC parcalar1 olarak goriilmektedir. Bu
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pompalarin yiiksek dogrulugu ve bu pompalarda kullanilan hareketli faz karistirma

sistemleri analitik bir ara¢ olarak HPLC’nin basar1 saglamasinda anahtar gorev tistlenmistir.

Rutin analitik ¢aligmalar i¢in satilan ¢cogu HPLC cihaz1 6000 psi (400 bar) basinca
kadar c¢alisabilecek sekilde tasarlanmistir, fakat analizciler genellikle 2000-3000 psi (150-
200 bar) araliginda ¢alismaktadir.

2.8.4. Piston Pompalar

Ticari olarak satilan HPLC cihazlariin biiyilik ¢ogunlugunda tek pistonlu pompalar
kullanilmaktadir (Sekil 16). Bu pompalarin ana bilesenleri motor, piston, pompa contalari

ve kontrol valfleridir.

Pompa motorunun doniisii pistonu ileri ve geri yonde hareket ettirir. Hareketli fazin
pompadan sizmasini engellemek i¢in polimerik pompa contalar1 kullanilir. Giris ve ¢ikis
kontrol valfleri hareketli faz akiginin yoniinii belirler. Doldurma periyodu sirasinda piston,
pompa basligindan disar1 dogru cekilir ve bu durum pompa igerisinde diisiik basingli bir
bolge yaratir. Cikis kontrol valfleri kapatilir ve giris kontrol valfleri agilir. Boylelikle
hareketli faz pompaya girer. Hareketli fazin kolona iletilmesi sirasinda piston, pompa
bashigina dogru hareket eder. Giris kontrol valfleri kapanir, ¢ikis kontrol valfleri agilir ve

boylelikle hareketli fazin kolona akisi saglanir (102, 104).
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Doldurma periyodu
Cikis kontrol valfi

a

Piston

S

Giris kontrol
valfi

b Gonderme periyodu

Pompa contast

Piston

Sekil 16. Tek pistonlu bir pompanin sematik gosterimi. (a) Doldurma periyodu. (b)
Gonderme periyodu

2.8.5. Coziiciilerin Karistirilmasi

[zokratik yéntemler icin HPLC sistemi igerisinde karistirmaya gerek duyulmadan
hareketli faz analiz Oncesinde karistirilabilir. Diger taraftan birgok kullanict HPLC
sisteminin giivenilirliginden dolay1 hareketli fazin cihaz tarafindan karistirilmasini tercih
etmektedir. Ilaveten, gradient yontemler igin hareketli fazin cihaz tarafindan karistirilmasi
gerekmektedir. Hareketli faz HPLC cihazlan tarafindan ii¢ teknikten biri kullanilarak
karistirilir: yiiksek basingh karistirma, diisiik basingli karistirma ve hibrit sistemler. Yiiksek
basinglh karigtirma sistemlerinde, her ¢6ziicii kendine ait bir pompa yardimu ile karigtiriciya
gonderilir. Hareketli fazdaki ¢oziiciilerin oranlar1 pompalarin bagil akis hizlari ile kontrol
edilir. Ornegin, 1 mL/dk akis hizinda MeOH:su karisimi (60:40, V/V) secilmis ise MeOH
pompast 0.6 mL/dk ve su pompast 0.4 mL/dk akis hizinda calismaktadir. Diisiik basingh
karistirma sistemleri ile kiyaslandiginda yiiksek basingli karistirma sistemlerinin avantaji
minimum sistem hacmi gerektiren LC-MS gibi uygulamalarda karistiricinin mikro-

karistirici ile degistirilebilmesidir.
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Diistik basingl karistirma sistemlerinde hareketli faz bilesenleri pompaya ulagmadan
once karistirilir. Dolayist ile bu sistemlerde hareketli fazin kolona iletilmesi igin tek bir
pompaya gerek duyulur. Coziiciilerin karistirilmast genellikle dort farkli ¢oziiciiyi
karistirma kapasitesindeki bir oranlama manifoltunda gerceklestirilir. Pompa sabit akis
hizinda ¢alistirilir ve her ¢6ziicli i¢in oranlama valfi belirli araliklarla agilarak hareketli fazi

karigtirir.
2.8.6. Otomatik Ornekleyiciler

Ornegin kolona verilmesi, belli miktardaki 6rnegin akis halindeki ve yiiksek basingl
hareketli faza eklenmesini gerektirir. Ac¢ik bir kolon kullaniminda veya bazi preparatif
aymrimlarda manuel 6rnek enjeksiyonu tatmin edici bulunabilir. Diger taraftan analizin
otomatize edildigi, sistemin basinda durulmadan giin igerisinde ylizlerce analizin
gergeklestirildigi durumlarda 6rnek enjeksiyonu kesin, dogru ve otomatik olmalidir. Bu
sebeple giintimiizde HPLC analizlerinin biiyiik ¢ogunlugunda otomatik ornekleyiciler
kullanilmaktadir. Baglangicta manuel kullanim igin tasarlanan 6rnek enjeksiyon valfi bir
otomatik ornekleyicinin ana bilesenidir. Farkli tasarimlar da bulunmasina ragmen 6 girisli,
doner valf en sik kullanilanmidir. Enjeksiyon hacminin 5 pL’den yiiksek oldugu analizlerde
%0.5ten daha diisiik BSS elde edilmektedir. Ornekler genellikle 1-3 mL hacimdeki kiigiik
siselere konur. Bu siseler de lizerinde ¢ok sayida kuyucuk bulunduran plakalara yerlestirilir.
Otomatik 6rnekleyici ignesi x, y ve z eksenlerinde hareket ederek belirlenen miktardaki
ornegi ¢eker (genellikle 1-100 pL) ve kolona gonderir (102, 105).

2.8.7. Dedektorler

Kromatografik dedektor, kolonu terk eden bir analitin fiziksel ya da kimyasal bir
Ozelligini analit konsantrasyonu ile ilgili olan bir elektrik sinyaline doniistiiren bir sistem
bilesenidir. Gaz kromatografisinde kullanilan alev iyonizasyon dedektorii gibi evrensel ve
duyarl bir dedektoriin eksikligine ragmen, genel veya spesifik uygulamalarda basari ile
kullanilan gok sayida HPLC dedektérii bulunmaktadir. ideal bir HPLC dedektdriiniin sahip

olmasi gereken ozellikler asagida siralanmistir:

» Yiiksek duyarlilik

» Biitiin analitlere cevap verme ya da ongoriilebilir analit-cevap iliskisi
» Akis hizindan ya da sicakliktan etkilenmeme

» Hareketli fazdan bagimsiz olarak cevap verme

» Ekstra kolon pik genislemesine katkida bulunmama
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» Giivenilir olma
» Analit miktar1 ile dogrusal olarak artan cevap verme
» Analitin yapisin1 bozmama

» Saptanan pik hakkinda kalitatif bilgi saglama
2.9. Saptama Teknikleri
HPLC’de saptama i¢in 4 genel teknik kullanilmaktadir;

» Toplu 6zellik veya diferansiyel 6l¢iim
> Ornek spesifik

» Hareketli faz modifikasyonu

» Kombine teknikler

Bir toplu 6zellik dedektorii biitiin analitlerde yaygin olan bir 6zelligi 6l¢en evrensel
bir dedektor olarak diisliniilebilir. Dedektor bu 6zellikteki degisikligi Ornegi igeren ve
icermeyen hareketli fazin diferansiyel Ol¢limiinii yaparak belirler. En cok bilinen toplu
Ozellik dedektorii refraktif indeks dedektoriidiir. Bu tip dedektorlerin avantaji biitiin

analitlere cevap vermeleridir.

Bir 6rnegin bazi o6zellikleri o 6rnege 6zgiidiir ya da en azindan biitiin analitler o
ozellige sahip degildir. Ornege spesifik dedektorler o dzellige cevap verir. UV dedektédrler
en ¢ok kullanilan 6rnege spesifik dedektorlerdir. UV dedektdr belirlenen dalga boyunda UV
15181 absorplayan analitlere cevap verir. Floresans, elektrokimyasal, radyoaktivite, iletkenlik,

kemiliiminesans ve kiral dedektorler de bu gruba dahildirler.

Hareketli faz modifikasyon dedektorleri analitin 6zelliginde bir degisiklik yapmak
icin kolondan ¢iktiktan sonra hareketli fazin yapisin1 degistirir. Evaporatif 1s1k sacilmasi

dedektorleri bu sinifa aittir.

Saptama islemi i¢in HPLC ile farkli analitik enstriimanlarin birlikte kullanilmasi
kombine teknikler olarak adlandirilir. HPLC’de analitlerin saptanmasinda MS, niikleer

manyetik rezonans (NMR) ve infrared (IR) spektroskopisi kullanilabilir.

Bu ¢aligmada UV-goriiniir bolge dedektorii ve FD kullanildigindan bu dedektorler
hakkinda bilgi verilecektir.
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2.9.1. UV-Goriiniir Bolge Dedektorleri

Modern sivi kromatografisinde en sik kullanilan dedektorler UV ve goriiniir 15181n
absorpsiyonuna dayanan fotometrelerdir. Ornekler UV veya goriiniir bolgede absorpsiyon
gosterdikleri takdirde, bu dedektorler birgok analit igin yiiksek duyarlilikta saptamaya imkan
vermektedir. Lambert-Beer yasasina gore; akis hiicresindeki analit konsantrasyonu hiicreden
absorplanmadan gegen 15181n fraksiyonu ile iligkilidir. UV-goriiniir bolge dedektorleri akis
hiicresindeki analit konsantrasyonu ile dogru orantili olarak absorbans cinsinden cevap
iretir. Uygun sekilde tasarlanmis UV-goriiniir bolge dedektorleri akis ve sicakliktaki
degisikliklere kars1 nispeten duyarsizdir. Giiriiltii bilyiikliigii 1 x 10™ absorbans iiniteden
(AU) kiigiik olan ve 2 AU’ya kadar dogrusal olan UV fotometreler piyasada bulunmaktadir.
Bu performans ile, diisiik absorptiviteye sahip analitler UV dedektor ile goriintiilenebilmekte
ve orta seviyede UV absorbans gosteren analitlerin birkag nanograminin saptanmasi
miimkiin olabilmektedir. UV-gériiniir bolge dedektdrlerinin genis dogrusal araliklari (=10°)
sayesinde hem eser hem de ana Dbilesenlerin analizi ayn1 yontem ile
gerceklestirilebilmektedir. UV-goriiniir bolge dedektérlerinde yaygin olarak Z seklinde

tasarlanmig, 1 mm i¢ ¢apli ve 10 mm uzunlukta akis hiicreleri kullanilir (Sekil 17).
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Sekil 17. Z-tipi bir dedektdr hiicresinin kisimlart
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Bu hiicre hacmi >100 x >4.6 mm boyutlarinda ve >3 pm partikiillerle doldurulmus
kolonlar i¢in idealdir. Daha kiiclik boyutlarda ve daha kiiciik partikiillerle doldurulmus
kolonlarda 8 pL akis hiicreli dedektorler kullanilarak analiz gergeklestirildiginde ekstra
kolon bant genislemesi kabul edilemez diizeye ulasabilir. Analizde daha kii¢iik hacimli akis
hiicreleri kullanilabilir ancak elde edilen sinyal, akis hiicresi uzunlugu ile dogru orantilidir.
Bu agidan degerlendirildiginde, duyarlilik ile ekstra kolon bant genislemesi arasinda bir
tercith yapilarak optimum sonuclarin elde edilmesi saglanabilir. UV-goriiniir bolge

dedektoriiniin sematik gosterimi sekil 18a’da verilmistir.

UV-goriiniir bolge dedektorleri genis bir dalga boyu araligit boyunca cevap
verebilirler (190-800 nm). Bu durum, bir¢ok farkli tipte bilesigin saptanmasina olanak tanir.
Neredeyse biitiin aromatik bilesikler 260 nm dalga boyunun altinda 15181 kuvvetli sekilde
absorplar. Bir veya iki tane cifte bag iceren bilesikler 215 nm’den kiiciik dalga boylarinda,
alifatik bilesiklerin cogunlugu ise 205 nm’den kiiglik dalga boylarinda saptanabilmektedir.
ACN, su, fosfat tamponu gibi ters faz hareketli fazlar1 200 nm’de saptama yapilirken rutin
olarak kullanilabilir. Diger taraftan, MeOH igeren hareketli fazlar 210-220 nm’den diisiik
dalga boylarinda kullanilamaz. Hareketli fazin uygun olarak se¢ilmesi ile UV-goriiniir bolge
dedektorii gogu organik bilesigin absorbans gosterdigi 200-215 nm bdlgesinde neredeyse
evrensel saptama modu olarak kullanilabilir. Su, ACN ve MeOH’un absorpsiyon farkinin
kiiciik olmasindan dolay1, UV-goriinlir bolge dedektorleri gradient ayirimlarda oldukca
kullanislidir. UV absorbanslar1 birbirlerinden oldukga farkli olan tetrahidrofuran ve su gibi

bilesiklerin gradient eliisyonda birlikte kullanilmalar1 uygun degildir.

Diyot dizinli dedektdrler (DAD) gilinlimiizde en sik kullanilan UV-goriiniir bolge
dedektor tiplerinden biridir. DAD’in sematik gosterimi sekil 18b’de verilmistir. DAD
kullanildiginda, lambadan gelen beyaz 151k akis hiicresini gegtikten sonra diyot dizisinde
dalga boylarina ayirilir. Bu dedektorlerin 512 ya da 1024 diyot igeren versiyonlar1 oldukca
yaygindir. Bu diyotlardan gelen sinyaller islenir ve analitin spektrumu olusturulur. Kantitatif
bilgiye ilaveten kalitatif bilgi de sunmasi sebebiyle DAD pik tanimlanmasinda giivenilir
sekilde kullanilmaktadir. DAD kullanilarak bir¢ok dalga boyunda kromatogram boyunca
veri toplanabilir. Buna ilaveten, DAD, pik safliginin belirlenmesinde de kullanilmaktadir
(102, 106).

53



Grating

Déteryum sliti
lamba

Grating sliti

Akis

hiicresi m |||||| M
AN

.,4

Giris
sliti

Ddéteryum

lamba Diyot dizisi

Sekil 18. Isigin absorpsiyonu prensibine dayanan dedektorlerin sematik gosterimi. (a) UV-
goriiniir bolge dedektorii. (b) DAD

2.9.2. Floresans Dedektor (FD)

UV 151k ile uyarildiginda daha yiiksek dalga boylarinda 1s1k yayan bilesikler i¢in FD
cok duyarli ve secicidir. Floresans karakterde olmayan 6rnek bilesenleri dedektor sinyali
olusturmaz bu sebeple drnek hazirlama islemi basitlestirilebilir. Ornegin, 30 pikogram kadar
kiigiik miktardaki riboflavinin gida Orneklerinde HPLC-FD ile tayininde basit bir
ACN/tampon ekstraksiyonu yeterlidir (107).

FD’nin sematik gosterimi Sekil 19°da verilmistir. Isik kaynagi ¢ogunlukla UV
dedektorlerde kullanilan doteryum lamba ya da ksenon lamba gibi genis spektrumlu bir UV
lambadir. Uyarma dalga boyu bir filtre ya da bir monokromator ile secilir ve 6rnek akis
hiicresinden gegtigi siirece ortama gonderilir. Bir bilesik 151k yaydigi zaman, istenilen
emisyon dalga boyu bir filtre ya da monokromator ile izole edilir ve veri analizi igin elektrik
sinyaline cevrilecegi fotodedektdre yonlendirilir. Floresans biitiin yonlerde yayildigi igin,
akis hiicresine giren 151k ve fotodedektore gelen 151k birbirine dik olarak konumlandirilir. Bu

sayede giiriiltii azaltilir.
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Sekil 19. FD’nin sematik olarak gosterimi. Kesikli ¢izgiler optik yolu gostermektedir.

Cogu ornek i¢in FD, UV-goriiniir bolge dedektorleri ile kiyaslandiginda 100 kat daha
duyarhdir. Yiiksek duyarliligindan dolay1 FD 6zellikle eser analizlerinde ¢ok kullanighdir.
UV-goriintir bolge dedektorleri ile kiyaslandiginda FD’nin dogrusal araliklar1 daha dardir
ancak c¢ogu uygulama yeterli dogrusal araliga sahiptir. Diger saptama teknikleri ile
kiyaslandiginda, floresansta genellikle cihaz kararsizligi ile ilgili daha az problemle
karsilagilir (6rn: sicaklik ve akis degisiklikleri). Eger coziiciiler ve kullanilan kimyasallar
floresans ozellik gostermiyorsa, FD gradient eliisyonda kullanilabilir. Biitiin bilesiklerin
floresans ozellik gostermemesi FD’nin ana problemidir. Bu problemi ¢dzmek amaciyla,
ornek hazirlama prosediirii uzasa da analitler tiirevlendirilerek floresans karakterli bilesikler

olusturulabilir ve analiz duyarh bir sekilde gerceklestirilebilir.
2.10. Kolon

HPLC sisteminde “ayirimin kalbi” olarak nitelendirilen kolon HPLC’nin basladig
1960’larin  ortalarindan gilinlimiize O6nemli oranda degismistir. Hizli ayirimlarin
yapilabilmesi adina kolon etkinligi artirilmistir. Kolon stabilitesi ve tekrar iiretilebilirligi ile
ilgili problemler giderilmistir. Giiniimiizde 30-250 mm uzunlugunda, 1.5-5 pm boyutunda
partikiillerle doldurulmus kolonlar siklikla tercih edilmektedir. Analitik HPLC kolonlari,
partikiillerle doldurulmus ve monolitik kolonlar olarak gruplandirilabilir. Bu partikiiller

tamamen gozenekli, core-shell ya da gézeneksiz olabilir.

Rutin ayirimlar i¢in 1980’lerden 2000°1i yillara kadar genellikle 5 pm ¢apinda
partikiiller tercih edilmistir. Bu biiytikliikteki partikiiller uygun kolon etkinligi, basing,

giivenilirlik ve uzun kolon émrii sunmuglardir. Diger taraftan, 3 pm ve daha diisiik captaki
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partikiiller analiz siiresini kisalttiklar1 ve is verimliligini artirdiklar1 i¢in glinlimiizde daha
popiilerdir. Bu partikiiller kullanildiginda ¢ok dar pikler gézlemlendigi i¢in ekstra kolon bant
genislemesine sebep olabilecek etkenler minimize edilmelidir. Daha kiigiik partikiillerle
(<2 um) doldurulmus kolonlar 1000 bar basinca kadar ¢alisabilen UHPLC cihazlariyla

kullanilmaktadir.

Partikiil ya da monolit halindeki silika, HPLC kolonlarinin iiretiminde en sik
kullanilan materyaldir. Yiiksek mekanik dayanikliliklar1 sebebiyle doldurulduklari
yataklarda yiiksek basing altinda uzun siire stabil kalmalar1 silika partikiillerin 6nemli
avantajlaridir. Silika temelli kolonlar ayrica diger destek malzemeleri ile kiyaslandiginda
daha yiiksek sayida teorik tabaka iiretirler. Silikanin dezavantaji ise ortam pH’1 8’in lizerine
¢iktig1 zaman ¢oziilmeye baslamasidir. Ancak yiiksek pH’da stabil olan 6zel bagli fazli silika
kolonlar piyasada bulunmaktadir. Silikaya ilaveten zirkonya, aliimina ve grafitlesmis karbon

da kolon dolgu materyali olarak kullanilmaktadir.

Kolonda alikonma ve segiciligi sabit fazlar belirler. Sabit fazlar stabilite, tekrar
iiretilebilirlik, pik sekli ve kolon etkinligi gibi bazi kritik gereksinimleri saglamalidir. Cogu
sabit faz organik yapidadir. Sabit fazlar partikiile ya kovalent sekilde baglanir ya da mekanik
olarak biriktirilir. Silika yiizeyine sabit faz olarak 3, 4, 5, 8, 18 ve 30 karbonlu diiz zincirli
alkiller kovalent sekilde baglanir. Cg ve Cig en sik kullanilan alkil zincirleridir. Diiz zincirli
alkillere ilaveten; fenil, amid, karbamat, iire, PFP, siyano, amino ve diol gruplarn silika

ylizeyine kovalent sekilde baglanarak sabit faz olarak kullanilmaktadir.

Bazi durumlarda modifiye edilmemis partikiiliin ylizeyi sabit faz olarak kullanilir.
Silikanin normal faz kromatografisinde sabit faz olarak kullanimi bu duruma O6rnek

gosterilebilir.

Amaclanan uygulamaya bagl olarak kullanilmak {izere, piyasada farkli boyutlarda
kolonlar bulunmaktadir. Rutin analiz yontemleri ¢ogunlukla 3-4.6 mm i¢ ¢apinda ve
2.5-5 pm’lik partikiillerle doldurulmus kolonlarla gelistirilir. Bu tip kolonlar yeterli seviyede
giivenilirlik, etkinlik ve kolon 6mrii sunmaktadir. MS ile calisilirken ¢ogunlukla 2.1 mm i¢
capli kolonlar tercih edilmektedir. Daha kiigiik i¢ ¢apli kolonlarla ¢alisilirken, ekstra kolon
bant genislemesinin daha biiylik olmasi sebebiyle kolon etkinliginde yaklasik %15-25 diisiis

gozlemlenmektedir.

Bu caligmada geleneksel kolonlara ilaveten core-shell ve monolitik kolonlarin
etkinlikleri karsilagtirildig1 i¢in bu kolonlar hakkinda bilgi verilecektir.
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2.10.1. Core-Shell Kolonlar

Kat1 bir ¢ekirdek (core) ve onu saran kabuktan (shell) olusmalarindan dolay1 core-
shell partikiiller, siklikla kullanilan tamamen gozenekli partikiillerden farklidirlar. Bu
materyallerin gelistirilmesi 1960’11 yillarda Horvath ve Lipsky’nin iyon degisimi ayirimlari
icin biiytik ¢aptaki ilk core-shell partikiilleri kullanmasi ile baglamistir (108). O zamandan
glinlimiize, bu partikiiller birkag aktif ve durgun gelisme doneminden gegmistir (109). Bu
teknolojideki en biiylik gelisme Kirkland’in 2006’da modern core-shell partikiilleri
ticarilestirmesi ile gerceklesmistir. Giinlimiizde bir¢ok farkli iiretici 2 ve 3 um’den diisiik
capli core-shell partikiilleri {iretmektedir (110). Ustiin kromatografik etkinlikleri nedeniyle
core-shell partikiiller analitik laboratuvarlarda hizla popiilerlik kazanmaktadir. Bu
partikiillerin tercih edilmesinin bir diger sebebi, kii¢iik modifikasyonlar yapilarak geleneksel
HPLC cihazlarinda kullanilabilmeleridir. Bu sayede, geleneksel HPLC cihazlar1 kullanilarak
UHPLC seviyesinde hizli ve etkin ayirimlar diisiik maliyetler ile gerceklestirilebilmektedir
(111). HPLC’de kullanilan core-shell partikiillerin yapis1 iki farkli kistmdan olusur.
Birincisi, 0.9-3.7 um ¢apinda, i¢te bulunan kat1 silika ¢ekirdektir. Nadiren, diger inorganik
(aliminyum ve altin) ya da organik (bir polimer ya da polimer karigimi) materyaller
cekirdegi olusturmada kullanilmaktadir. ikinci kisim, gdzenekliligi kontrol edilen, kimyasal

olarak modifiye edilmis bir¢ok silika katmanindan olusturulan kabuktur.

Piyasada bulunan core-shell partikiillerin biiyiik kismi1 katman-katman (layer-by-
layer) hazirlanmaktadir. Bu yaklasimda, ¢oklu tabakalar bir araya getirilmek i¢in pozitif
yiiklii ve negatif yiikli tiirler arasindaki elektrostatik etkilesimler kullanilir. Core-shell
partikiiller iretilirken ilk olarak ¢ekirdek bir polielektrolit ile kaplanir. Polielektrolitin
fazlasi c¢alkalanarak uzaklastirilir. Kaplanmis gekirdek partikiilleri daha sonra organik
polielektrolitin tersi yiikle yiiklenmis bir nanopartikiil siispansiyonuna daldirilir. Bu islem,
polielektrolit c¢ozeltisi ve nanopartikiil siispansiyonunun arasindaki daldirmalar
degistirilerek, istenen kalinliga ulasilana kadar tekrar edilir (Sekil 20). Elde edilen partikiiller
organik polielektroliti uzaklastirmak i¢in termal olarak islem goriir ve core-shell partikiiller
elde edilir (109, 112).
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Sekil 20. Core-shell silika partikiillerin katman-katman yaklasimi ile olusturulmasinin
sematik gosterimi

Benzersiz yapilari sebebi ile core-shell partikiiller birgok avantaj sunmaktadir:

» Kolon gecirgenligi artirilmistir ve bunun sonucu olarak diistik basinglarda daha yiiksek
akis hizlarina ulagilabilmektedir.

» Bu yoOntem ile elde edilen partikiillerin yiiksek homojenite ve sertlikte olmasi kolonun
doldurulma siirecini  gelistirir, partikiil i¢i c¢oklu yollardan kaynaklanan bant
genislemesini azaltir.

» Kati ve gozeneksiz ¢ekirdek, boyuna difiizyonu azaltir.

» Partikiillerin gozenekli kisimlarinin azaltilmis olmasi partikiil i¢i yollardan ve difiizyon
stirecinden kaynaklanan bant genislemesini azaltir.

» Gozeneksiz silika ¢ekirdekten kaynaklanan yiiksek termal iletkenlik sayesinde 1s1
yayilimi kolaylasir. Bunun sonucu olarak, bant genislemesine sebep olan radyal sicaklik

gradientleri azalir (113).

Core-shell partikiillerde analitlerin kiitle transfer kinetiklerini tanimlamak igin
kullanilan modeller ve denklemler literatiirde mevcuttur (114-116). Kolonda go¢ eden ayni
analitin molekiillerinin hizlar1 arasindaki farkliliklar pik genislemesine sebep olur. Pik

genislemesini meydana getiren farkli sebepler klasik van Deemter esitligi ile modellenir

(Esitlik 1).
H=A+2+Cu (Esitlik 1)

Esitlikte;
A: Eddy difiizyonu terimi
B: Boyuna difiizyon terimi

C: Kiitle transferi terimi
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H: Teorik tabaka yiiksekligi
u: Dogrusal hizdir.

Core-shell partikiillerin yiiksek etkinliklerinin sebebi, ayni boyuttaki tamamen
gozenekli partikiillerle kiyaslandiginda (2.0) diisiik teorik tabaka yiiksekligi (1.2-1.5)

degerleri sergilemeleridir.

Core-shell partikiillerin A terimi, tamamen gozenekli partikiillerde gozlemlenenden
yaklasik %40 daha kiigiiktiir ve kolon etkinligindeki artisa en ¢cok bu terim katkida bulunur.
Bu durumun sebebi core-shell partikiillerin diisiik partikiil boyutu dagilimlari (%5-7)
olabilir. Buna ilaveten, core-shell partikiillerin yiizey sertliginin eddy difiizyonunu azaltacak
sekilde daha homojen olarak doldurulmus bir kolon yatagina sebep olabilecegi ileri
stiriilmiisttir (109, 117).

Core-shell partikiillerin iistiin performansinin bir diger nedeni, gézeneksiz ¢ekirdek
yapisindan kaynaklanan diisiik partikiil porositesinden dolay1r boyuna difiizyon teriminin
azalmasidir. Yiritilen deneylerde, core-shell partikiillerin van Deemter B teriminin
tamamen go6zenekli partikiillere kiyasla %30-50 daha kii¢iik oldugu gézlemlenmistir (109,
118, 119).

Kiictik molekiiller i¢in core-shell partikiillerin ortalama C terimleri ayni boyuttaki
tamamen gozenekli partikiillere benzerdir. Core-shell partikiillerin gelistirilme sebebinin
partikiil i¢i diflizyon uzakliginin kisaltilmasi ve boylece kiitle transferine direncin azaltilmasi
oldugu goz ontinde bulunduruldugunda bu durum beklenmediktir. Gritti ve ark. bu durumu
detayli olarak ¢alismis ve kiigiik molekiiller i¢in ortalama C terimine en ¢ok etki eden
faktoriin partikiil igi kiitle transferi degil, dis film kiitle transfer direnci oldugu sonucuna

varmustir (120).

2.10.2. Monolitik Kolonlar

Monolitik silika materyallerin hazirlanma prosediirleri Nakanishi ve ark. tarafindan
baslangi¢ maddeleri olarak bir organik alkoksisilan ve suda ¢oziiniir polimer kullanilarak
olusturulmustur (121-123). Bu arastirmacilar, tetrametoksisilan ve metiltrimetoksisilan gibi
silika Onciillerinin hidroliziyle indiiklenen sol-jel gecisi kullanarak spinodal bozunmaya
dayali bir yap1 olusturmay1 basarmistir. Katilasma ve ¢oziicli degisim isleminden sonra,

polieter eter keton tiipe yerlestirilen malzeme HPLC kolonu olarak kullanilmaktadir.
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Monolitik silika kolonlar ile partikiillii kolonlar karsilastirildiginda, monolitik silika
yapisinin por biiytikliigii/silika iskelet biiytikliigii oran1 (1-2) partikiillii kolonunkine (0.25-
0.4) gore daha fazladir. Bu sebeple monolitik kolonlarin kolon gozenekliligi daha yiiksektir.
Por biiytikliigii/silika iskelet biiyiikliigli oran1 kolonlarin hazirlama kosullar1 degistirilerek
ayarlanabilmektedir (121, 124, 125). i¢ ¢ap1 4.6 mm olan monolitik silika kolon ilk olarak
2000 yilinda Merck sirketi tarafindan ticarilestirilmistir (126). Cap1 5 um olan partikiillerle
doldurulmus bir kolonla kiyaslandiginda, ayni akis hizinda hareketli faz gecirmek i¢in
birinci jenerasyon monolitik bir kolonun 2.7 kat daha az basing gerektirdigi gosterilmistir.
Buna ilaveten, birinci jenerasyon bir monolitik silika kolon 3.5 um ¢apli partikiillerle

doldurulmus bir kolonunkine esdeger verim saglamaktadir (127).

2004 yilinda UHPLC’nin ve 2 um’den diisilk capli partikiillerin piyasaya
sunulmastyla, birinci jenerasyon monolitik silika kolonlarin performanslari diisiik kalmistir.
Kolon etkinligini artirmak i¢in kolon hazirlama prosediirlerinde yapilan degisiklikler ile
monolitik silikanin por ¢ap1 azaltilarak ve yapisal homojenligi artirilarak ikinci jenerasyon
monolitik kolonlar piyasaya siiriilmiistiir. Ikinci jenerasyon monolitik kolonlar birinci nesile
gore oldukea yiiksek kolon etkinligi ve gelistirilmis pik simetrisi sunmaktadir (128-130). Bu
kolonlar 2.6 um ¢apindaki core-shell partikiillere yakin kolon etkinligi sergilemektedir
(131). Giiniimiizde, monolitik kolonlar; ters faz, hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi,
anyon degisimi, katyon degisimi ve kiral ayirim modlarinda kullanilabilecek sabit fazlar ile

uretilebilmektedir.

Monolitik kolonlarin avantajlari; yiiksek gegirgenlik ve kolon etkinligi, yiliksek akis
hizlarinda kararl yapi, ¢ok yliksek kolon etkinligine ulasilmasina olanak taniyan uzun
kapiler kolonlar, bir¢cok yiizey modifikasyonunun kolay sekilde yapilabilmesi ve UHPLC
cihazlar1 kullanilmadan geleneksel HPLC cihazlar1 ile kullanilabilmeleri seklinde

siralanabilir.
2.11. Kromatografide Temel Parametreler
2.11.1. Ahilkonma Zamam ve Kapasite Faktorii

Bir analit i¢in alikonma zamani (tr) Ornegin enjeksiyonundan pikin en yiiksek
noktasinin kromatogramda goziiktiigii ana kadar gecen zaman olarak tanimlanir. Sekil 21°de
X, Y ve Z analitlerinin alikonma zamani sirast ile 2, 3 ve 5 dk’dir. Birinci dk’da gézlemlenen
¢oziicliye ait pikin alikonma zamani, 6lii zaman (to) olarak adlandirilir. Bu terim kolon
tarafindan tutulmayan bir bilesigin kolonu terk etme siiresini ifade etmektedir.

60



0 1 2 3 4 5 (dakika)

Sekil 21. HPLC’de ayirim siirecinin gosterimi

Kapasite faktorii (K) analitin kolon tarafindan ne olgiide tutuldugunun bir Slgiisiidiir
ve sabit fazdaki analit miktarinin hareketli fazdaki analit miktarina oran1 olarak ifade edilir.
Esitlik 2 yardimi ile k hesaplanir.

ko= (Esitlik 2)
0

Uygun sartlar altinda k’nin yaklasik olarak 1-10 arasinda olmasi istenir. Ters faz sivi
kromatografisinde; organik ¢6ziicii yiizdesi, sicaklik, sabit faz tipi ve hareketli faz pH’1 k
degerini degistirir. Diger taraftan kolon uzunlugu, partikiil boyutu ve akis hiz1 k degerini
etkilemez. Hareketli faz bilesimindeki organik ¢oziicii yiizdesinde yapilacak %10’ luk bir

artis k degerinde 2-3 katlik bir azalmaya sebep olmaktadir.
2.11.2. Secicilik Faktorii

Secicilik faktorii (a), kromatografik sistemin ornek bilesenlerini kimyasal olarak
ayirt edebilme yetenegidir. Kolonu art arda terk eden iki analitin k degerlerinin birbirine
oranlanmast ile segicilik faktorii elde edilir. Kolonu ge¢ terk eden analitin K degeri paya
yazildigi igin segicilik faktorii her zaman 1’den biiyiktiir. Segicilik faktorii Esitlik 3 ile
hesaplanir.

q="%="rb (Esitlik 3)

k1 tri—to
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2.11.3. Kolon Etkinligi

Kromatografik ayirimin baslangicinda analit, kiigiik genislikteki dar bir bant olarak
kolonda yer tutar. Analit kolonda ilerledik¢e, analit bandinin genisligi devamli olarak artar.

Bu duruma bant genislemesi ad1 verilir.

Kromatografinin baslangigtaki teorik modelinde, Martin ve Synge kromatografik
kolonu, analitin sabit ve hareketli faz arasinda partisyona ugradigi birbirinden ayri
kesitlerden olusuyormus gibi ele almiglardir (132). Arastirmacilar bu kesitlerin her birini
teorik tabaka olarak adlandirmis ve kolon etkinligini teorik tabaka sayisi (N) ya da teorik
tabaka yiiksekligi (H) olarak ifade etmislerdir. Kolon uzunlugu (L) ve H kullanilarak N
Esitlik 4 yardimi ile hesaplanabilir.

L

N== (Esitlik 4)

[laveten, pik genisligi (w) ve tr kullanilarak N Esitlik 5 ile de hesaplanabilir.
N =16 (t—f*)2 (Esitlik 5)
# $
Bir kolonun etkinligi teorik tabaka sayisi arttiginda ya da teorik tabaka yiiksekligi
azaldiginda yiikselir.

2.11.4. Ayirma Giicii (Resoliisyon)

Kromatografinin amaci ornek bilesenlerini bir dizi kromatografik pik seklinde
ayirmaktir. Ayirma giicii, ardisik iki kromatografik pikin birbirinden ayrilma derecesinin
kantitatif 6l¢iistidiir. Resoliisyon (R) Esitlik 6 yardimi ile hesaplanir.

— fRz{R1 (Esitlik 6)

- 0.5(W2+W1)

Sekil 22°den goriilebilecegi gibi R degeri arttikca iki pik birbirinden daha iyi ayirilir.
Esit biiyiikliikteki iki pik ic¢in, R degeri 1.5 oldugunda, iki pikin alanlar1 %0.13 oraninda
cakisir. Bu sebeple, kromatografik ayirimlarda, iki pik arasindaki R degerinin 1.5 ve

uzerinde olmasi istenir.
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R=0.75

R=1.25

R =1.50

Sekil 22. R degerine bagl olarak piklerin birbirine gére konumlarindaki degisiklikler

N, a ve k’nin R iizerine etkisi asagidaki esitlik ile ifade edilebilir (Esitlik 7).

R=1x [ x [ xvN (Esitlik 7)

a

Ayirimda R degerini gelistirmenin en kolay yolu analit i¢in k’nin ayarlanmasidir.
Esitlik 7°deki diger biitiin degiskenlerin sabit kaldig1 varsayilirsa, k degerini artirmak R’yi
artirir. Diger taraftan baslangictaki k degeri kiigiik ise etki fazladir. Ornegin, k degerini
birden 10’a ¢ikarmak, R’de %82 oraninda bir iyilesmeye sebep olur. ilaveten, k degeri 15°e
cikarildiginda ise R degerindeki artis sadece %87.5 oraninda olacaktir. Ayirimda k

kullanilarak R degerinin artirilmasinin dezavantaji ise analiz siiresinin uzamasidir.

Kromatografide R’yi artirmanin bir diger yolu se¢iciligin ayarlanmasidir. Segiciligi
temsil eden a degeri 1’e ¢ok yakin oldugu zaman k ya da N degistirilerek R’nin artirilmasi
cok zordur. Secicilik, R iizerine ¢ogu zaman k’dan daha siddetli etki eder. Ornegin, «
degerinin 1.1°den 1.5’e ¢ikarilmasi R’yi %267 oraninda artirir. S1vi kromatografisinde pH’in

degistirilmesi iyonize olabilen analitler i¢in se¢iciligi genellikle degistirir.

Son olarak R, N artirilarak gelistirilebilir. Ornegin, kritik bant ¢ifti i¢in R’nin 1 olarak
hesaplandigi bir ayirimda, N iki katina ¢ikarildiginda R 1.4 olacaktir. Partikiil boyutu
kiiciiltiilerek ya da kolon boyu uzatilarak N degeri artirilabilir. Diger taraftan, kolon boyunun

uzatilmast analiz stresini de uzatmaktadir.
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2.11.5. Asimetri Faktorii ve Kuyruklanma Faktorii

Ideal sartlar altinda, kromatografik pikler miilkemmel derecede simetrik Gauss tipi
sekillere sahip olmalidirlar. Gergek analizlerde ise ¢ogu pik simetrik degildir. Asimetri
faktorii (As) pik simetrisinin derecesini 6l¢gmede kullanilir ve pik yiiksekliginin %10’undaki
pik genisligi tlizerinden hesaplanir. Kuyruklanma faktori (T), Amerikan Farmakopesi
tarafindan tanimlanan asimetri faktoriine benzer bir terimdir ve pik yiiksekliginin %35’ indeki

pik genisligi iizerinden hesaplanir. As ve T’ nin hesaplanig1 Sekil 23’te gosterilmistir.

Asimetri Faktorii, As= B/A

Kuyruklanma Faktorii, T=Wo.0s/2f

Sekil 23. As ve T’nin hesaplanmasini gdsteren diyagram

Ilag analizlerinde T’nin hesaplanmasi gerekmektedir. T degerinin 1’e esit olmasi
miikemmel derecede simetrik pikleri isaret eder. T degerinin 2’den biiyiik olmasi ise siddetli
pik kuyruklanmasini gosterir ve pik integrasyonu zor olacagindan dolay1 bu durum kabul
edilemez. Cogu pik igin (0.5<T<2.0), As ve T degerleri birbirine benzerdir. Siddetli
kuyruklanan pikler i¢in ise As, T degerinden biiyiiktiir. Pik kuyruklanmasi ¢ogu zaman

adsorpsiyon ve ekstra kolon bant genislemesinden kaynaklanir (106).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Fosforik asit (%85)

Sodyum dihidrojen fosfat (%99.0)
Disodyum hidrojen fosfat (%98-100.5)
Asetik asit (%99)

Sodyum asetat (%99)

Hidroklorik asit (%37)

Sodyum hidroksit (%98)

ACN (HPLC safliginda)

YV V.V V V V V V

3.2. Kullanilan Arag¢ ve Geregcler

> HPLC sistemi

Hassas terazi

Saf su cihazi

pH metre

Santrifiij

Ultrasonik su banyosu
Vorteks
Mikropipetler

Balon joje

YV V.V V V V V V V

Membran filtre

Y

Siringa ucu filtre

Y

Siringa

» Eppendorf tiipleri
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Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Carlo Erba

Shimadzu, LC-20AT  pompa,
DGU-20A5 gaz giderici, SIL-20A
otomatik  Ornekleyici, CTO-
10ASVP kolon firimi, SPDM20A
DAD ve RF20A FD

Ohaus, PA214C

Sartorius Stedim, Arium pro UV
Hanna Instruments, HI 2211
Sigma, 3-30K

Sonica, 3300MH

Isolab, MX-S

Socorex

Isolab, 10-1000 mL

Sartorius Stedim, Seliiloz asetat,
0.45 pm

Agilent, Naylon, 0.45 pm



3.3. Kullamilan Etken Maddeler

» CIP Hidrokloriir (%100.1) Atabay ilag Fabrikast Anonim
Sirketi (AS)

> LEV Hemihidrat (%99.9) Nobel ilag Sanayi ve Ticaret AS

» MOX Hidrokloriir (>%98) Abdi Ibrahim ilag Sanayi ve
Ticaret AS

> GEM Mesilat Seskihidrat (>%98) Abdi Ibrahim Ilag Sanayi ve
Ticaret AS

3.4. Kullanmilan Kolonlar

Calismada kullanilan kolonlara ait 6zellikler Tablo 1°de sunulmustur.

Tablo 1. Kullanilan kolon ve kolon dolgu materyali boyutlari, yiizey alanlari, karbon
ylizdeleri ve faz tipleri

Kolon Adi Uzunluk x i¢ Cap  Partikiill  Yiizey Karbon Sabit
Boyutu Alam  Yiizdesi Faz

Poroshell 120 PFP 100mmx4.6mm  27um 130m?g  %5.1 PFP
Poroshell 120 EC-Cis 100 mmx4.6mm  27um 130 m%g %10 Cis
Raptor Cis 100 mmx4.6mm  27um 130 m?g %7 Cis

Inertsil ODS-3 150 mm x 4.6 mm 5 um 450 m?lg %15 Cis

Chromolith High

. 5 6
Resolution RP 18e 100 mm x 4.6 mm  Monolitik 250 m</g %18 Cis

3.5. Cozeltilerin Hazirlanmasi

1 000 pg/mL stok CIP ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 111.0 mg CIP hidrokloriir tartilip
100 mL’lik balon jojeye aktarilmis, bir miktar deiyonize su ile ¢oziildiikten sonra, deiyonize

su ile hacme tamamlanmustir.

1 000 pg/mL stok LEV ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 102.5 mg LEV hemihidrat tartilip
100 mL’lik balon jojeye aktarilmis, bir miktar deiyonize su ile ¢oziildiikten sonra, deiyonize

su ile hacme tamamlanmustir.
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1 000 pg/mL stok MOX ¢ozeltisinin hazirlanmast: 109.08 mg MOX hidrokloriir
tartilip 100 mL’lik balon jojeye aktarilmig, 15 mL MeOH’da ¢oziildiikten sonra, deiyonize

su ile hacme tamamlanmustir.

1 000 pg/mL stok GEM ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 133.25 mg GEM mesilat
seskihidrat tartilip 100 mL’lik balon jojeye aktarilmis, bir miktar deiyonize su ile

¢oziildiikten sonra, deiyonize su ile hacme tamamlanmastir.

Biitiin stok c¢ozeltiler 1siktan korunacak sekilde aliiminyum folyo ile sarilarak
+4 °C’de saklanmistir. Kalibrasyon ve kalite kontrol ¢ozeltileri stok ¢ozeltilerin deiyonize

su ile seyreltilmesi ile giinliik olarak hazirlanmstir.

20 mM, pH 2 fosfat tamponu: %86’lik fosforik asit ¢ozeltisinden 0.77 mL ve
NaH2PO4.2H,0 bilesiginden 1.36 g alinarak 1 L’lik balon jojede 500 mL deiyonize suda
¢oziildiikten sonra hacme tamamlanmistir. 5 M HCI ¢ozeltisi kullanilarak tampon pH’1 2’ye

ayarlanmistir.

20 mM, pH 3 fosfat tamponu: %86’lik fosforik asit c¢ozeltisinden 0.15 mL ve
NaH2P04.2H20 bilesiginden 2.77 g alinarak 1 L’lik balon jojede 500 mL deiyonize suda
¢oziildiikten sonra hacme tamamlanmistir. 5 M HCI ¢6zeltisi kullanilarak tampon pH’1 3’e

ayarlanmistir.

20 mM, pH 4 asetat tamponu: %99’luk asetik asit c¢ozeltisinden 0.94 mL ve
CH3COONa.3H20 bilesiginden 0.49 g alinarak 500 mL deiyonize suda ¢oziildiikten sonra
1 L’lik balon jojede hacme tamamlanmistir. 5 M HCIl veya NaOH ¢d6zeltisi kullanilarak

tampon pH’1 4’e ayarlanmistir.

20 mM, pH 5 asetat tamponu: %99’luk asetik asit ¢ozeltisinden 0.34 mL ve
CH3COONa.3H20 bilesiginden 1.92 g alinarak 500 mL deiyonize suda ¢oziildiikten sonra
1 L’lik balon jojede hacme tamamlanmistir. 5 M HCl veya NaOH ¢ozeltisi kullanilarak

tampon pH’1 5’e ayarlanmistir.

20 mM, pH 6 fosfat tamponu: 2.74 g NaH2P04.2H,0 ve 0.35 g Na;HPO4 alinarak
1 L’lik balon jojede 500 mL deiyonize suda ¢oziildiikten sonra hacme tamamlanmistir. 5 M

HCI ¢ozeltisi kullanilarak tampon pH’1 6’ya ayarlanmaistir.

20 mM, pH 7 fosfat tamponu: 1.22 g NaH2P0O4.2H20 ve 1.73 g Na2HPO4 alinarak
1 L’lik balon jojede 500 mL deiyonize suda ¢oziildiikten sonra hacme tamamlanmistir. 5 M

HCI ¢ozeltisi kullanilarak tampon pH’1 7°ye ayarlanmaistir.

67



5 M NaOH ¢ozeltisi: 5 g NaOH 25 mL’lik balon jojeye aktarilip bir miktar deiyonize

suda ¢oziildiikten sonra hacme tamamlanmistir.

5 M HCI ¢ozeltisi: Icerisinde yaklasik 5 mL deiyonize su bulunan 25 mL’lik balon
jojeye %37°lik HCI ¢ozeltisinden 10.3 mL alinmis, karistirildiktan sonra deiyonize su ile

hacme tamamlanmustir.
3.6. Etik Kurul izni

Calismanin yiiriitiilmesi i¢in Karadeniz Teknik Universitesi T1ip Fakiiltesi Bilimsel
Arastirmalar Etik Kurulu’'ndan (Ek 1) gerekli izin alinmistir. Calismaya katilan biitiin
goniilliiler ve hastalar bilgilendirilmis onam formunu okumus ve imzalamiglardir (Ek 2 ve

3).
3.7. Cahsma Gruplar
3.7.1. Yontem Gelistirme ve Validasyon Grubu

Yontem gelistirilmesi ve validasyon calismalarinda saglikli, ilag kullanmayan
gontllilerden alinan kan ve idrar ornekleri kullanilmistir. Bu gruba 6 goniillii dahil
edilmistir. Her goniilliiden 50 mL ven6z kan ve 50 mL idrar toplanmistir. Kan 6rnekleri
heparinli tiiplere toplanmistir. Ornek toplama isleminin hemen ardindan 5 000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilerek plazma ornekleri elde edilmistir. Bu ornekler validasyon calismalarina

kadar 1siktan korunarak -20 °C’de saklanmustir.

Idrar &rnekleri goniilliiler tarafindan dereceli idrar toplama kaplarina toplanmustir.

Ornekler giines 1s181ndan korunmus ve -20 °C’de saklanmustir.
3.7.2. Hasta Grubu

Yontemin uygulanabilirliginin kanitlanmasi amaciyla oral yoldan CIP, LEV veya
MOX kullanan hastalardan alinan idrar ve kan Ornekleri toplanmistir. Calismanin
yiiriitiildiigii donemde Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari
Servisi’'nde GEM siklikla kullanilmadigindan dolayi, GEM kullanan hastalar ¢aligmaya
dahil edilmemistir. CIP, LEV ve MOX plazmada analiz edilmistir. Idrar yolu
enfeksiyonlarinda kullanilan LEV ve CIP idrarda da analiz edilmistir. Hasta grubuna CIP
kullanan 3 hasta dahil edilmistir. LEV ve MOX kullanan birer hasta dahil edilmistir.

Kan 6rnekleri (4 mL), rutin tedavilerinin bir pargasi olarak CIP, LEV veya MOX

kullanan goniillii hastalara ikinci ilag uygulamasindan hemen once ve ikinci ilag
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uygulamasindan iki saat sonra heparinli tiiplere toplanmis ve 5 000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Boylelikle plazma ornekleri elde edilmistir. Plazma ornekleri analize kadar

1siktan korunmus ve -80 °C’de saklanmustir.

CIP veya LEV kullanan hastalarin idrar 6rnekleri (4 mL), ilk ilag uygulamasindan
sonra sirasiyla 2., 4., 6., 8., 10. ve 12 saatlerde toplanmistir. Ornekler analize kadar 1s1ktan

korunarak -80 °C’de saklanmustir.
3.8. Orneklerin Analiz Edilmesi
3.8.1. Ornek Hazirlanmasi

Plazma 6rneklerinin analize hazirlanmasinda protein ¢oktiirme teknigi kullanilmistir.
Bu amagla, 300 puL plazma 6rnegi bir eppendorf tiipiine alinmig ve iizerine 600 uL ACN
eklenmistir. Tiipiin agz1 kapatilmis ve proteinlerin ¢okmesini saglamak amaciyla 30 saniye
boyunca vorteks yardimi ile karistirilmistir. Coken proteinlerin ¢ozeltiden ayirilmasi igin
15 600 g’de 12 dk santrifiij uygulanmustir. Ustte kalan berrak kismim 300 pL’sine 600 pL
deiyonize su eklenmis, karistirilmis ve siringa ucu filtreden siiziildiikten sonra sisteme

enjekte edilmistir.

Idrar 6rnekleri ise 1/50 oraninda seyreltildikten sonra, siiziilmiis ve direkt olarak

sisteme enjekte edilmistir.
3.8.2. Kromatografik Sartlar

Hareketli faz, fosfat tamponu (pH 2, 20 mM) ve ACN’den olusmustur. Uygulanan
gradient program Tablo 2’de verilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 uL ve akis hiz1 1.0 mL/dk’dur.
Kolon firmi sicakligi 25 °C’ye ayarlanmistir. Analitik kolon olarak Poroshell 120 PFP
(100 mm x 4.6 mm, 2.7 um) kullanmilmistir. FD es zamanlh olarak iki farkli kanalda
calistirilmistir. 11k kanalda zamana bagli olarak uyarma ve emisyon dalga boylar
degistirilmistir. Uyarma ve emisyon dalga boylarinin zamana gore degisimi Tablo 3’te
verilmistir. Ikinci kanal ise 272 nm uyarma ve 395 nm emisyon dalga boyuna ayarlanmistir.
DAD 280 nm’ye ayarlanmistir. Analitlerin UV spektrumlart 190-400 nm araliginda
kaydedilmistir. FD ve DAD ig¢in Ornek alma hizlar1 siras1 ile 10 ve 40 Hz olarak

belirlenmistir.

Kromatografik sartlarin optimizasyonu sirasinda sadece DAD kullanilmistir.
Yontem validasyonu ve Orneklerin analizinde ise FD ve DAD seri olarak baglanmistir.

Kolonu terk eden bilesikler ilk olarak FD’de, daha sonra DAD’da saptanmustir.
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Analize baglamadan 6nce, ilk olarak 15 dk boyunca 1 mL/dk akis hizinda deiyonize
su:ACN karisimi (88.5:11.5, v/v) sistemden gegirilmis, daha sonra zemin diizelene kadar
fosfat tamponu (pH 2, 20 mM):su karigimi (88.5:11.5, v/v) ile sartlama yapilmistir. Hareketli
faz 0.45 um por gapli membran filtreden siiziilmiis ve ultrasonik banyoda 15 dk bekletilerek

¢oziinmiis gazlarin uzaklagtirilmasi saglanmistir.

Tablo 2. Analizde uygulanan gradient program

[¢)
Zaman (dk) ACN (%) Fosfat tamponu (%0)

(20 mM, pH 2)
0 11.5 88.5
7 20 80
9 80 20
12 80 20
14 11.5 88.5
22 11.5 88.5
Tablo 3. FD’de kullanilan dalga boyu programlamasi
Kanal 1 Kanal 2
Uyarma Emisyon Uyarma Emisyon
Zaman (dk) dalga boyu dalga boyu dalga boyu dalga boyu
(nm) (nm) (nm) (nm)
0 299 498
4.2 282 451 272 395
6 299 501

3.9. Yontem Validasyonu
3.9.1. Sistem Uygunluk Testi

Validasyon asamasina gegmeden Once, sistemin yeterli 6l¢iide ¢alistigini kanitlamak
i¢in sistem uygunluk testi yapilmistir. Ayni standart ¢6zeltinin alt1 defa enjeksiyonu ile elde
edilen veriler degerlendirilmistir. Enjeksiyon kesinligi, k, ayirma giicii ve T parametreleri

kilavuzlarda belirtilen sinir degerler ile karsilastirilarak degerlendirilmistir (133—-135).
3.9.2. Dogrusallik

Florokinolonlarin idrarda analizinde, dogrusallik ¢alismalar1 kapsaminda LEV ve
MOX igin sekiz, CIP i¢in yedi ve GEM i¢in alt1 konsantrasyon seviyesinde dorder 6rnek
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hazirlanmis ve analiz edilmistir. Ornekler 50 pL standart ¢ozeltiye 950 pL, 1/50 oraninda
seyreltilmis, saglikli ve ila¢ kullanmayan goniillillerden elde edilen idrar 6rnegi eklenerek

hazirlanmustir.

Florokinolonlarin plazmada analizinde, dogrusalligin arastirilmasinda, biitiin
florokinolonlar i¢in yedi konsantrasyon seviyesinde dorder 6rnek hazirlanmis ve analiz
edilmistir. Kalibrasyon 6rnekleri, 270 pL saglikl ve ila¢ kullanmayan goniilliilerden alinmig
plazma o6rnegine 30 pL florokinolon standart ¢ozeltisi ilave edilerek elde edilmistir. Bu

ornekler, Boliim 3.8.1.”de bahsedildigi sekilde hazirlandiktan sonra analiz edilmistir.

Her bir florokinolon i¢in elde edilen pik alani degerleri florokinolonlarin derisimine
kars1 grafige gecirilerek idrar ve plazma matriksleri i¢in ayr1 ayr1 kalibrasyon egrileri
olusturulmustur. Elde edilen r degerleri incelenerek yontem dogrusalligi degerlendirilmistir.
Buna ilaveten, kalibrasyon egrilerinin olusturulmasinda kullanilan pik alanlarinin
kalibrasyon denklemlerinde yerine konulmasi ile hesaplanan konsantrasyonlarin teorik
konsantrasyonlara karsi grafige gegirilmesi ile yontem dogrusalligi degerlendirilmistir
(136).

3.9.3. Duyarhhk

Hem idrar hem de plazma matriksi i¢in LOQ degerleri kalibrasyon egrisinin
olusturulmasinda kullanilan en diisiik konsantrasyon seviyesi olarak belirlenmistir. LOD
degerleri ise Esitlik 8 yardimu ile kalibrasyon egrisinin egimi (m) ve standart sapmasi (SS)

kullanilarak hesaplanmustir.

3.3XS8S

LOD = (Esitlik 8)

3.9.4. Secicilik

Olast bozucu bilesiklerin varliginda gelistirilen yontemin sadece florokinolonlara
cevap verdigini kanitlamak amaciyla hem idrar hem de plazmada segicilik deneyleri
yiirtitiilmiistiir. Bu kapsamda, ila¢ kullanmayan alt1 saglikli goniilliden alinan idrar ve
plazma Ornekleri analiz edilmis ve analitlerin alikonma zamanlarinda kolonu terk eden

bozucu bilesenlerin olup olmadig1 incelenmistir.

Seciciligin kanitlanmasi1 amaciyla, rutin tedavilerinin pargast olarak florokinolon
disinda ilaglar kullanan hastalar c¢alismaya dahil edilmistir. Birlikte kullanilan ilaglarin

alinan cevab etkileyip etkilemedigi arastirilmistir.
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Son olarak, FD’ye seri olarak baglanan DAD yardimi ile pik saflik indeksleri
hesaplanmigtir. Pik saflik indeksinin 0.9500°den biiyiik olmasi elde edilen pikin saf
oldugunu gostermektedir (137).

3.9.5. Dogruluk ve Kesinlik

Yontem dogrulugu ve kesinligi hem idrar hem de plazmada giin i¢i ve giinler arasi
yiiriitiilen deneyler ile arastirilmistir. Bu amagla, birisi LOQ olmak tizere dort farkli
konsantrasyon seviyesinde hazirlanan kalite kontrol 6rnekleri analiz edilmistir. Giin igi
dogrulugun ve kesinligin arastirilmasinda ayni giin i¢inde dort analiz gerceklestirilmistir.
Giinler aras1 dogruluk ve kesinligin incelenmesinde ise ii¢ farkli giinde toplam 10 analiz

yapilmistir. Dogruluk, % dogruluk olarak, kesinlik ise BSS seklinde ifade edilmistir.
3.9.6. Geri Kazamim

Florokinolonlarin plazmadan ve idrardan geri kazanimi, her bir kinolonun
kalibrasyon egrisi iizerinden segilen diisiik, orta ve yiiksek olmak iizere {i¢ konsantrasyon

seviyesinde incelenmistir.

Plazmada geri kazanim deneyleri yiritiilirken belirlenen konsantrasyon
seviyelerinde plazma Ornekleri hazirlanmis ve Boliim 3.8.1°de belirtilen 6rnek hazirlama
teknigi uygulanmistir. Bu Orneklerin analizi ile elde edilen pik alanlar1 ile aym
konsantrasyonlarda hazirlanan sulu standart ¢ozeltilerin pik alanlar1 karsilastirilarak geri

kazanim ifade edilmistir.

Idrar matriksinde geri kazanim calismalar1 yapilirken belirlenen konsantrasyon
seviyelerinde idrar 6rnekleri hazirlanmis ve elde edilen pik alanlari ayn1 konsantrasyonlarda

hazirlanan sulu ¢ozeltilerin pik alanlari ile karsilastirilarak geri kazanim ifade edilmistir.
3.9.7. Kararhhk

Calisma kapsaminda analizi gergeklestirilen dort florokinolonun plazma ve idrardaki
kararliliklar1 kisa siireli, uzun siireli ve donma-erime dongiisiinde degerlendirilmistir.
Kararlilik, her florokinolon i¢in {i¢ kalite kontrol seviyesinde incelenmistir. Kararlilik testi
uygulanan Orneklerin analizi ile elde edilen pik alanlar1 kalibrasyon egrileri yardimi ile

degerlendirilmistir.
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Kisa siireli kararliligin degerlendirilmesinde, belirlenen konsantrasyonlarda
florokinolon igeren kalite kontrol 6rnekleri +4 °C’de 24 saat bekletildikten sonra oda

sicakligina gelmeleri beklenmis, ardindan analiz edilmistir.

Uzun siireli kararlilik, plazma ve idrar kalite kontrol drneklerinin -80 °C’de iki ay

bekletilmesinin ardindan oda sicakligina getirilerek analiz edilmesi ile degerlendirilmistir.

Donma-erime kararliligi degerlendirilirken, hazirlanan kalite kontrol Ornekleri
-20 °C’de dondurulmus, ardindan oda sicakli§ina gelmesi beklenmistir. Bu dongii toplamda

ii¢ defa tekrarlandiktan sonra, oda sicakligina getirilmis 6rnekler analiz edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. FD Dalga Boyu Sec¢imi

Ilgili literatiir incelenerek, biitiin florokinolonlar igin optimum cevabin alindig

uyarma ve emisyon dalga boylarinin bulunmasi i¢in ¢alismalar ytiriitilmistiir.

Bu kapsamda LEV i¢in, 277, 299 ve 300 nm uyarma dalga boylari ile 450, 498 ve
500 nm emisyon dalga boylart denenmistir (5, 7, 50, 79, 85). En yiiksek pikler 299 nm

uyarma ve 498 nm emisyon dalga boyu secildiginde elde edilmistir.

CIP igin 277 ve 282 nm uyarma dalga boylar1 ile 449 ve 451 nm emisyon dalga
boylar1 denenmistir (5, 7, 58, 63, 79). En yiiksek pikler 282 nm uyarma ve 451 nm emisyon
dalga boyu seg¢ildiginde elde edilmistir.

MOX i¢in 277 ve 299 nm uyarma dalga boylar1 ile 450 ve 501 nm emisyon dalga
boylar1 denenmistir (5, 7, 50, 79). En yiiksek pikler 299 nm uyarma ve 501 nm emisyon
dalga boyu segildiginde elde edilmistir.

GEM i¢in 272 ve 350 nm uyarma dalga boylar1 ile 395 ve 400 nm emisyon dalga
boylar1 denenmistir (5, 7, 54, 56). En yiiksek pikler 272 nm uyarma ve 395 nm emisyon
dalga boyu segildiginde elde edilmistir.

4.2. DAD Dalga Boyu Se¢imi

Analitlerin, DAD yardimi ile UV spektrumlari incelendiginde LEV, CIP, MOX ve
GEM’in sirasiyla 294, 279, 296 ve 274 nm dalga boylarinda maksimum absorbans
gosterdikleri tespit edilmistir. Bu sebeple, DAD’1n, biitiin analitlerin yiiksek absorbans

gosterdigi 280 nm dalga boyunda calistirilmasina karar verilmistir.
4.3. Yontem Gelistirilmesi

Yontem gelistirilmesi ¢alismalar1 kapsaminda bes farkli kolonun, Poroshell 120 PFP
(100 mm x 4.6 mm, 2.7 pm), Poroshell 120 EC-C1g (100 mm x 4.6 mm, 2.7 um), Raptor C1s
(100 mm x 4.6 mm, 2.7 pm), Inertsil ODS-3 (150 mm x 4.6 mm, 5 um) ve Chromolith High
Resolution RP 18e (100 mm x 4.6 mm), florokinolonlarin ayirimindaki etkinlikleri
karsilastirilmistir. Organik ¢oziicii ylizdesi ve pH’in aymrima etkisi biitiin kolonlarda
degerlendirilmistir. Sicaklik ve gradient sekli parametreleri sadece en yiiksek performansi

gosteren kolonda optimize edilmistir.
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4.3.1. Ayirim Uzerine pH’mn Etkisinin Arastirilmasi

Alikonma ve ayirim {izerine pH’mn etkisi 2-7 araliginda izokratik sartlar altinda
incelenmistir. Bunun i¢in, fosfat tamponu pH 2, 3, 6 ve 7°de, asetat tamponu pH 4 ve 5’te
kullanilmustir. Fosfat tamponunun %2100 ACN igerisindeki ¢oziintirliigii 20 mM oldugu igin
biitiin tamponlar 20 mM konsantrasyonda hazirlanmistir. Yapilan analizlerde organik
¢oziicii olarak ACN kullanilmigtir ve oran1 %20 olarak belirlenmistir. Kromatogramlar 280
nm’de DAD yardimi ile kaydedilmistir. Analitlerin UV spektrumlarindan faydalanilarak pik
takibi yapilmistir. Akis hiz1 1 mL/dk ve kolon sicakligi 25 °C olarak ayarlanmistir.

4.3.1.1. Raptor Cig kolon

Raptor Cig kolonda pH 2’den 5’e tiim analitlerin alikonma zamanlarinda artig
gozlemlenmistir. Diger taraftan, hareketli faz pH’1 5’ten 7’ye artirildiginda CIP ve MOX’un
alikonmalarinda 6nemli bir degisim gozlemlenmezken, GEM’in alikonmasi azalmis,

LEV’in alikonmasi ise artmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Raptor Cis kolon kullanildiginda pH’in florokinolonlarin alikonma zamanlari
izerine etkisi

Raptor Cis kolon kullanilarak pH 2-7 araliginda elde edilen kromatogramlar Sekil

25’te sunulmustur.
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Sekil 25. Raptor Cyg kolon ile pH 2-7 araliginda elde edilen kromatogramlar
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Hareketli faz pH’1 5’e ayarlandiginda LEV-CIP ve MOX-GEM pik ciftleri kolonu
birlikte terk etmistir. Hareketli faz pH’1 6’ya ayarlandiginda ise LEV-CIP ve MOX-GEM
pik ¢iftlerinin eliisyon siras1 degismistir. Kritik bant ¢ifti olan MOX-GEM arasindaki R’nin
pH’a bagli olarak degisimi Sekil 26’da verilmistir. Sekil 25 ve 26’dan goriilebilecegi tizere
pH 6 ve 7°de kritik bant ¢ifti i¢in 1.5’ ten yiiksek R ile ayirim gerceklestirilmistir. Ancak, bu
pH degerlerinde siddetli pik kuyruklanmasi ve kolon etkinliginde diisiis gdzlemlenmistir.

Buna ilaveten, pik ytikseklikleri 6nemli 6l¢iide azalmistir.

pH

Sekil 26. MOX-GEM pik cifti arasindaki R degerinin Raptor Cig kolonda pH’a bagli olarak
degisimi

4.3.1.2. Poroshell 120 EC-C15 Kolon

Poroshell 120 EC-Cis kolon kullanilarak pH 2-7 araliginda elde edilen
kromatogramlar Sekil 27°de sunulmustur. Analitlerin alikonma zamanlarinda pH 2-5

araliginda biiyiik degisiklikler gézlemlenmemistir. Hareketli faz pH’1 5’e ayarlandiginda

LEV-CIP ve MOX-GEM pik ciftleri kolonu birlikte terk etmistir. pH 6’da ise LEV-CIP ve
MOX-GEM pik ¢iftlerinin eliisyon sirasi degismistir (Sekil 28).
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Sekil 27. Poroshell 120 EC-Cyg kolon ile pH 2-7 araliginda elde edilen kromatogramlar
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Sekil 28. Poroshell 120 EC-Cys kolon kullanildiginda pH’mn florokinolonlarin alikonma
zamanlari ilizerine etkisi

Kritik bant ¢ifti olan MOX-GEM arasindaki R’nin pH’a bagl olarak degisimi Sekil
29’da verilmistir. Kritik bant ¢ifti igin gerekli ayirnm pH 7°de saglanmistir. Diger taraftan
pH artirildik¢a biitiin analitler i¢in siddetli pik kuyruklanmasi gozlemlenmis ve analitler
kolonu daha genis pikler halinde terk etmistir. Buna ek olarak biitiin analitler i¢in pik

yiiksekliklerinde 6nemli oranda diisiis gozlemlenmistir.

pH

Sekil 29. MOX-GEM pik cifti arasindaki R’nin Poroshell 120 EC-Cis kolonda pH’a bagli
olarak degisimi

4.3.1.3. Inertsil ODS-3 Kolon

Inertsil ODS-3 kolon kullanildiginda pH 2-7 araliginda elde edilen kromatogramlar

Sekil 30°da sunulmustur.
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Sekil 30. Inertsil ODS-3 kolon ile pH 2-7 araliginda elde edilen kromatogramlar
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Alikonma zamani lizerine pH’1n etkisi Sekil 31°de gosterilmistir. Hareketli faz pH’1
5’e ayarlandiginda LEV-CIP ve MOX-GEM pik ciftleri kolonu birlikte terk etmistir. Son
olarak, pH 6’da LEV-CIP ve MOX-GEM pik ¢iftlerinin eliisyon siras1 degismistir.
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Sekil 31. Inertsil ODS-3 kolon kullanildiginda pH’in florokinolonlarin alikonma zamanlari
tizerine etkisi

Kritik bant ¢ifti MOX-GEM arasindaki R’nin pH’a bagl olarak degisimi Sekil 32’de
verilmistir. Bu calismada kullanilan diger Cig kolonlarin aksine, Inertsil Cig kolon
kullanildiginda, kritik bant ¢ifti igin en iyi aymrim pH 7 yerine, pH 2 ve 3’te saglanmistir.
Hareketli faz pH’inin artirilmasiyla, pik yiiksekliklerinde 6nemli 6lgiide azalma ve pik

simetrisinde bozulma gozlemlenmistir.
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Sekil 32. MOX-GEM pik cifti arasindaki R’nin Inertsil ODS-3 kolonda pH’a bagli olarak
degisimi
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4.3.1.4. Chromolith High Resolution RP 18e Kolon

Chromolith High Resolution RP 18e kolon kullanildiginda pH 2-7 araliginda elde

edilen kromatogramlar Sekil 33’te sunulmustur.
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Sekil 33. Chromolith High Resolution RP 18e kolon ile pH 2-7 araliginda elde edilen

kromatogramlar
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Alikonma zamani lizerine pH’in etkisi Sekil 34’te gosterilmistir. Diger Cis
kolonlarda gozlemlendigi gibi, pH 5’te LEV-CIP ve MOX-GEM pik ciftleri kolonu birlikte

terk etmistir. Bu ¢iftlerin eliisyon siras1 pH 6’da degismistir.
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Sekil 34. Chromolith High Resolution RP 18e kolon kullanildiginda pH’1in florokinolonlarin
alikonma zamanlari iizerine etkisi

Kritik pik ¢ifti MOX-GEM arasindaki R’nin pH’a bagli olarak degisimi Sekil 35°te
verilmistir. Sekilden goriilebilecegi tizere pH 2 ve 6’da kiigiik bir ayirinm gézlenmekle
birlikte, en iyi ayirim pH 7°de saglanmistir. Diger taraftan, pH’in artirilmasi ile pikler

kuyruklanmaya baglamis ve pik yiikseklikleri nemli 6l¢lide azalmistir.
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Sekil 35. MOX-GEM pik ¢ifti arasindaki R’nin Chromolith High Resolution RP 18e kolonda
pH’a bagl olarak degisimi
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4.3.1.5. Poroshell 120 PFP Kolon

Biitiin analitlerin alikonma zamanlarinda pH 2’den 5’e artis gozlemlenmis ve 5-7

araliginda alikonmalar azalmistir. LEV-CIP pik ciftinin eliisyon siras1 pH 7°de, MOX-GEM

pik ciftinin eliisyon siras1 ise pH 5°te degismistir (Sekil 36).
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Sekil 36. Poroshell 120 PFP kolon kullanildiginda pH’in florokinolonlarin alikonma

zamanlar1 Uizerine etkisi

Poroshell 120 PFP kolon kullanildiginda pH 2-7 araliinda elde edilen

kromatogramlar Sekil 37°de sunulmustur. MOX-GEM ayirimi tizerine pH’mn etkisi Sekil

38°de gosterilmistir. Sekilden goriilecegi iizere pH 4’ten itibaren kritik bant ¢ifti i¢in R

artmis ve pH 7’de maksimuma ulagmistir. Diger taraftan pH artirildikca kolon

performansinda 6nemli bir diisiis gdzlemlenmistir.

Teorik tabaka sayist pH 2 ile kiyaslandiginda pH 5’te MOX ve GEM igin artmus,

LEV ve CIP i¢in ise azalmistir. pH 5’ten 7’ye artirildiginda kolon etkinliginde dramatik

diisiis gozlemlenmistir. ilaveten, pH 2’den 7’ye artirildikca biitiin analitler i¢in T degeri

onemli dl¢lide artmis ve pik alanlart azalmistir. Hem ayirim giicii hem de kolon performansi

g6z onilinde bulundurularak pH 2’de calisilmasina karar verilmistir.
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Sekil 37. Poroshell 120 PFP kolon ile pH 2-7 araliginda elde edilen kromatogramlar
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Sekil 38. MOX-GEM pik cifti arasindaki R’nin Poroshell 120 PFP kolonda pH’a bagli olarak
degisimi

4.3.2. Organik Céziicii Yiizdesinin Ayirim Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Bu ¢alismada, hareketli faz bilesiminde organik ¢oziicii olarak ACN kullanilmistir.
ACN yiizdesinin ayirim tlizerine etkisi biitlin kolonlarda incelenmistir. Hareketli faz
bilesiminde sulu ¢ozelti olarak 20 mM pH 2 fosfat tamponu kullanilmistir. Analizler DAD
kullanilarak 280 nm’de, 1 mL/dk akis hizinda ve 25 °C sicaklikta gergeklestirilmistir.

4.3.2.1. Raptor Cis Kolon

Raptor Cig kolon icin ACN ylizdesinin ayirim {izerine etkisi %15-25 araliginda

arastirtlmistir. ACN yiizdesinin alikonma zamanlari lizerine etkisi Sekil 39’da sunulmustur.
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Sekil 39. Raptor Cig kolonda ACN yiizdesinin alikonma zamani iizerine etkisi
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Elde edilen kromatogramlar Sekil 40’ta sunulmustur. Organik ¢6ziicii ylizdesinin
artirllmasi analitlerin kolon tarafindan daha az alikonmasina sebep olmus ve kritik bant
ciftinin ayirimimi diistirmistiir. ACN oran1 %15’¢e ayarlandiginda MOX-GEM pik cifti 2.48

R ile ayirilmistir ve bu sartlar altinda ayirim yaklasik 18 dK stirmiistiir.
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Sekil 40. Raptor Cyg kolonda %15-25 ACN ile elde edilen kromatogramlar
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4.3.2.2. Poroshell 120 EC-C1s Kolon

Poroshell 120 EC-Cis kolon i¢in ACN yiizdesinin ayirim iizerine etkisi %15-25

araliginda arastirilmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 41°de verilmistir.
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Sekil 41. Poroshell 120 EC-Cyg kolonda %15-25 ACN ile elde edilen kromatogramlar
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ACN yiizdesinin alikonma zamanlari {izerine etkisi Sekil 42°de verilmistir. [zokratik
ayirim i¢in en uygun ACN oranmin %15 oldugu saptanmistir. %15 ACN kullanildiginda
MOX-GEM pik c¢ifti 2.34 R ile ayirilmigtir. Analiz siiresi bu sartlar altinda yaklasik 16
dk’dir.
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Sekil 42. Poroshell 120 EC-Cys kolonda ACN yiizdesinin alikonma zamani {izerine etkisi

4.3.2.3. Inertsil ODS-3 Kolon

ACN yiizdesinin alikonma zamanlar1 iizerine etkisi Sekil 43’te verilmistir.
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Sekil 43. Inertsil ODS-3 kolonda ACN yiizdesinin alikonma zamani {izerine etkisi
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Alikonma profilleri incelenen kolonlar arasinda, florokinolonlar1 en fazla Inertsil
ODS-3 kolon tutmustur. %15 ACN kullanildiginda MOX ve GEM’in alikonmasi bu kolonda
cok yiiksek oldugundan dolayr ACN yiizdesinin ayirim {izerine etkisi %17.5-25 araliginda

arastirtlmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 44’te verilmistir.
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Sekil 44. Inertsil ODS-3 kolonda %17.5-25 ACN ile elde edilen kromatogramlar

Beklendigi gibi, organik ¢oziicii yiizdesi artirildikca analitlerin alikonma zamanlar
azalmistir. Kritik bant ¢ifti icin en iyi aymrim %17.5 ACN kullanildiginda gergeklesmis
(R=2.05) ve bu sartlar altinda analiz siiresi yaklagik 19 dk olarak bulunmustur.
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4.3.2.4. Chromolith High Resolution RP 18e Kolon

Chromolith High Resolution RP 18e kolon i¢in ACN ytizdesinin ayirim tizerine etkisi

%15-25 araliginda arastirilmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 45°te sunulmustur.
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Sekil 45. Chromolith High Resolution RP 18e kolonda %15-25 ACN ile elde edilen
kromatogramlar
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ACN ylizdesinin alikonma zamanlar1 tizerine etkisi Sekil 46’da sunulmustur. ACN
orani %15’e ayarlandiginda optimum ayirim saglanmis olup, MOX-GEM pik ¢ifti 2.32 R ile

ayirilmistir. Optimum izokratik sartlar altinda ayirim yaklasik 16 dk’da tamamlanmstir.
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Sekil 46. Chromolith High Resolution RP 18e kolonda ACN yiizdesinin alikonma zamani
tizerine etkisi

4.3.2.5. Poroshell 120 PFP Kolon

Diger kolonlara kiyasla, Poroshell 120 PFP kullanildiginda florokinolonlarin
alikonmalariin daha az oldugu gézlemlenmistir. Bu sebeple, ACN yiizdesinin etkisi 12.5-

25 araliginda arastirilmistir. ACN yiizdesinin alikonma zamanlar1 {izerine etkisi Sekil 47°de

verilmistir.
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Sekil 47. Poroshell 120 PFP kolonda ACN yiizdesinin alikonma zamani {izerine etkisi
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Elde edilen kromatogramlar Sekil 48’de verilmistir. Optimum ayirim %12.5 ACN
kullanildiginda elde edilmistir. MOX-GEM pik ¢ifti arasindaki R 3.10 olarak hesaplanmastir.

Optimum sartlar altinda ayirim yaklasik 13 dK i¢erisinde tamamlanmustir.

53%1:280mm
LEV+CIP %25 ACN
40
a0
MOX+GEM
204
104
0]
D e o N e Y L P B
may
[ADTZ280rm
CIP %22.5 ACN
204
LEV
7 MOX+GEM
104
0
B e 8 P
may
%20 ACN
T U P P L N N S B L B B B
00 10 20 30 40 50 60 70 80 80 100 110 120 130 140 min
(SO T 280rm
o] P %17.5 ACN
153 LEV
R=1.60
10 MOX . .GEM
N M\
0
oo’ " bt e T a T T T s T T e T T e T e T T e T de” T e T T e T e’ T et e
(D 1280rm
o,
5] CIP /015 ACN
LEV
0] R=2.31
, V.
0,
B e L A
P 1280rm
1254 ) ~
1004
754
R=3.10
504 GEM
254 MOXJ\—L\
0.0
25
B A P P

Sekil 48. Poroshell 120 PFP kolonda %12.5-25 ACN ile elde edilen kromatogramlar
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Kritik bant ¢ifti olan MOX-GEM i¢in elde edilen R degeri, pik sekilleri ve analiz
sliresi parametreleri goz 6niinde bulunduruldugunda en uygun kolonun Poroshell 120 PFP

olduguna karar verilmistir.
4.3.3. Gradient Sartlarmin Belirlenmesi

Florokinolonlarin ayiriminin izokratik sartlar altinda basarilmasina ragmen, kolonu
LEV ve CIP’in erken terk etmesi ve analiz siiresinin nispeten uzun olmasi sebebiyle, gradient

analizin yapilmasina karar verilmistir.

Bu amagla, ¢alismada kullanilan biitlin kolonlarin etkinlikleri gradient sartlar altinda
incelenmistir. Kuvvetli organik ¢6ziicii olarak ACN ve sulu faz olarak pH 2, 20 mM fosfat
tamponu kullanilarak farkli gradient egimlerde yiiritmeler gergeklestirilmistir. O dk, %11.5
ACN; 15 dk %30 ACN gradienti uygulandiginda optimum ayirimin saglandigi
gozlemlenmistir. Bu gradient kullanilarak biitlin kolonlar ile elde edilen kromatogramlar
Sekil 49°da verilmistir. Analiz siiresi ve MOX-GEM pik ¢ifti i¢in elde edilen R degeri goz
oniinde bulunduruldugunda Poroshell 120 PFP kolon ile yontem gelistirme ¢aligmalarina
devam edilmesine karar verilmistir. Son olarak, Poroshell 120 PFP kolonda GEM’in kolonu
terk ettigi zaman g6z Oniinde bulundurularak, ACN yiizdesindeki zamana bagli artis
korunup, 0 dk, %11.5 ACN; 8 dk, %21 ACN olacak sekilde gradient program

yapilandirilmistir.
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Sekil 49. Florokinolonlarin 5 farkli kolon kullanilarak gradient sartlar altinda elde edilen
kromatogramlari. 20 mM, pH 2 fosfat tamponu ve ACN gradienti ile elde
edilmistir. Gradient sekli: 0 dk, %11.5 ACN; 15 dk, %30 ACN. Akis hiz1 1 mL/dk,
sicaklik 25 °C.
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4.3.4. Sicakhgm Ayirim Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Sicakligin Poroshell 120 PFP kolonda ayirim iizerine etkisi 25-50 °C araliginda
incelenmistir. Beklendigi sekilde sicakligin artirilmasi ile analitlerin alikonmasinda azalma
gozlemlenmistir (Sekil 50). Sicaklik 25 °C’den 50 °C’ye artirildiginda LEV, CIP, MOX ve
GEM’in alikonma zamanlari sirasi ile %7.6, %7.38, %4.48 ve %5.01 azalmustir.
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Sekil 50. Sicakligin 25-50 °C araliginda florokinolonlarin alikonma zamanlari {izerine etkisi

Elde edilen kromatogramlar Sekil 51’de sunulmustur. Sicaklik 25, 30, 35, 40, 45 ve
50 °C’ye ayarlandiginda, kritik bant ¢ifti i¢in siras1 ile 1.96, 1.85, 1.72, 1.61, 1.44 ve 1.31 R

degerleri elde edilmis olup, sicakliin artirilmasi ile R degerleri azalmistir.
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Sekil 51. Poroshell 120 PFP kolon kullanilarak 25-50 °C araliginda elde edilen
kromatogramlar. Gradient sekli: 0 dk, %11.5 ACN; 8 dk, %21 ACN. Akis hiz1
1 mL/dk.
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4.3.5. Kolon Temizleme ve Kolon Sartlandirma Basamaklarinin Gradient Programa

Eklenmesi

Kromatografik sartlarin optimizasyonunda son olarak, sistemin 6lii hacmi goz
onlinde bulundurulup, gradiente 0 dk, %11.5 ACN; 7 dk, %20 ACN sekli verilmistir.
Ayirimdan sonra 3 dk boyunca %80 ACN gegirilecek sekilde kolon temizleme basamagi ve
8 dk %I11.5 ACN gegirilecek sekilde kolon sartlandirma basamagi gradient programa
eklenmistir. Deneyler sonucu optimum oldugu belirlenen ACN ve pH 2 fosfat tamponu
(20 mM) gradienti Tablo 2°de verilmistir. Poroshell 120 PFP kolon kullanilarak akis hizi ve
kolon sicakligr sirastyla 1 mL/dk ve 25 °C’ye ayarlandiginda en iyi ayirimin saglandigi

gozlemlenmistir.
4.3.6. Ornek Hazirlama Isleminin Optimizasyonu

Ornek hazirlama islemi basit ve etkili tutulmak istemis ve bu amacla protein
¢cOktiirme isleminin kullanilmasina karar verilmistir. Bilinen miktarda kinolon eklenmis
plazma orneklerine 1:2 (v/v) oraninda ACN, MeOH ve %6’lik perklorik asit ¢ozeltisi
kullanilarak denemeler yapilmistir. En yiiksek geri kazanim ACN kullanildiginda elde

edilmistir.
4.4. Yontem Validasyonu
4.4.1. Sistem Uygunluk Testi

2.5 ng/mL konsantrasyondaki standart kinolon ¢ozeltisinin 6 defa enjeksiyonu ile
sistem uygunluk testi ylritilmiistiir. Enjeksiyon kesinligi, Kk, ayirma giicii ve kuyruklanma

faktorii Tablo 4’te sunulmustur.

Tablo 4. Analitler igin bulunan sistem uygunluk parametreleri

Analit Alhkonma Kapasite Ayirma Kuyruklanma Enjeksiyon

Zamani Faktori Giicii Faktorii Kesinligi

(dk) (K) (R) (T) (tr, BSS)
LEV 3.879 2.51 - 1.28 0.85
CIP 4.793 3.34 7.29 1.25 0.71
MOX 7.234 5.55 19.43 1.23 0.48
GEM 7.458 5.75 1.77 1.20 0.52
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4.4.2. Yontem Gegerliliginin Idrar Analizinde Kanmitlanmasi i¢in Yiiriitiilen Validasyon

Cahismalan
4.4.2.1. Dogrusalhk

Dogrusallik idrarda LEV i¢in 2.5-500 pg/L, CIP i¢in 2.5-250 pg/L, MOX igin 2.5-
500 pg/L ve GEM igin 2.5-100 pg/L araliginda olusturulmustur. Elde edilen pik alanlarinin,
gercek florokinolon konsantrasyonuna karsi grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrileri elde

edilmistir. Yontemin idrarda dogrusallig ile ilgili veriler Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Yontemin idrarda dogrusallig ile ilgili kalibrasyon sonuglari

Validasyon LEV CIp MOX GEM
Parametresi
Dogrusal Arabk ., o o1 2.5-250 2.5-500 2.5-100
(ug/L)
Egim 8129.4 10 707.0 4017.7 1783.0
Kesisim -7 843.1 -1826.8 22871 11473
r 0.9999 0.9998 0.9996 0.9989
Egimin Standagy 12.6 33.8 19.5 17.2
Hatas1
Kesigif 2 547.3 3511.2 2 065.7 803.4

Standart Hatas:

Buna ilaveten, kalibrasyon egrisinin olusturuldugu standart ¢6zeltilerin pik alanlari
kalibrasyon egrisinde yerine konularak hesaplanan konsantrasyonlar, gercek

konsantrasyonlara kars1 grafige gegirilerek yontem dogrusalligi incelenmistir (Sekil 52).
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Sekil 52. Florokinolonlarin idrarda analizinde dogrusallik kontrol grafikleri

4.4.2.2. Duyarhhk

Kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda kullanilan en diisiik konsantrasyon seviyesi
LOQ olarak belirlenmistir. LOD degerleri ise Esitlik 8 yardimui ile istatistiksel olarak
hesaplanmistir. Florokinolonlarin idrarda tayininde LOD ve LOQ degerleri Tablo 6’da

verilmistir.

Tablo 6. Analitler i¢in hesaplanan LOD ve LOQ degerleri

Analit LOD (ug/L) LOQ (ug/L)
LEV 1.03 2.50
CIP 1.08 2.50
MOX 1.69 2.50

GEM 1.49 2.50

4.4.2.3. Secicilik

Y ontem segiciligi, ilag kullanmayan 6 farkli saglikli goniilliiden alinan idrar 6rnekleri
analiz edilerek degerlendirilmistir. FD 2 farkli kanalda es zamanli olarak calistirildigr igin,
her iki kanalda da analitlerin alikonma zamaninda kolonu terk eden bozucu bilesenlerin olup

olmadig1 aragtirilmistir. Sonug olarak, analitler ile ayni1 alikonma zamanina sahip bozucu

bilesikler bulunmamistir (Sekil 53 ve 54).
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LEV, CIP, MOX ve GEM ig¢in idrarda DAD ile 6lgiilen pik saflik indeksleri sirasi ile

0.999981, 0.999975, 0.999946 ve 0.999989°dur.
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Sekil 53. Yontem seciciliginin idrarda kanitlanmasi kapsaminda elde edilen

kromatogramlar. (a-f) Saglikli ve ilag¢ kullanmayan goniilliiler. (g) Icerisine
florokinolon eklenmis diistik kalite kontrol 6rnegi. Kromatografik kosullar:
20 mM, pH 2 fosfat tamponu:ACN (88.5:11.5, v/v), akis hiz1 1 mL/dk, sicaklik
25 °C. Gradient eliisyon Tablo 2’ye gore uygulanmistir. FD, Tablo 3’te verilen
kanal 1’e gore ¢aligtirilmisgtir.
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54. Yontem segiciliginin idrarda kanitlanmasi kapsaminda elde edilen
kromatogramlar. (a-f) Saglhikli ve ilag kullanmayan géniilliiler. (g) Igerisine
florokinolon eklenmis diisiik kalite kontrol 6rnegi. Kromatografik kosullar:
20 mM, pH 2 fosfat tamponu:ACN (88.5:11.5, v/v), akis hizt 1 mL/dk, sicaklik
25 °C. Gradient eliisyon Tablo 2’ye gore uygulanmistir. FD, 272 nm uyarma
ve 395 nm emisyon dalga boylarinda ¢alistirtlmistir.
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4.4.2.4. Dogruluk ve Kesinlik

Biitiin analitler i¢in dort farkli konsantrasyonda, ayni giin igerisinde dorder ve farkli
giinlerde toplam 10’ar analiz yiritilerek yontemin idrarda dogrulugu ve kesinligi
incelenmistir. Analiz sonuglar1 kalibrasyon egrileri yardimi ile hesaplanmistir. BSS ve %

dogruluk degerleri Tablo 7°de verilmistir.
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4.4.25. Geri Kazanim

Analitlerin idrardan geri kazanimi {i¢ konsantrasyon seviyesinde hazirlanan kalite
kontrol 6rnekleri ve ayni konsantrasyonlardaki sulu ¢ozeltilerin pik alanlar1 karsilastirilarak

incelenmistir. Hesaplanan % geri kazanimlar Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Florokinolonlarin idrardan geri kazanim sonuglari

Konsantrasyon Geri Kazanim

Analit Seviyesi (ng/L) (%) BSS (%)
25 99.57 0.57
LEV 200 97.99 2.11
400 100.29 0.33
25 100.54 0.39
CIP 125 98.70 3.41
200 101.60 0.47
25 100.18 0.60
MOX 200 96.97 3.45
400 102.22 0.98
15 102.69 2.35
GEM 40 96.59 3.26
80 101.21 0.34

4.4.2.6. Kararhhk

Analitlerin idrardaki kararliliklar1 kisa siireli (+4 °C’de 24 saat), uzun siireli
(-80 °C’de 60 giin) ve donma-erime dongiisiinde ii¢ kalite kontrol seviyesinde
degerlendirilmistir. Analiz sonuglar1 kalibrasyon egrisi yardimi ile hesaplanmistir. Elde

edilen veriler Tablo 9’da sunulmustur.
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Tablo 9. Idrarda yiiriitiilen kararlilik ¢alismalari sonuglar1 (n=3)

. Konsantrasyon Dogruluk

Analit Kararhhik Calismasi (ng/L) (%) BSS (%)

25 99.59 1.50

Kisa siireli kararlilik 200 96.47 1.48

400 94.08 0.44

25 99.72 0.81

LEV Donma-erime kararlilig1 200 95.46 1.97

400 95.77 1.11

25 101.48 0.62

Uzun siireli kararlilik 200 100.37 3.19

400 96.32 1.11

25 08.28 1.56

Kisa siireli kararlilik 125 95.26 2.35

200 92.48 1.03

25 98.45 0.78

CIP Donma-erime kararlilig1 125 90.80 3.07

200 90.67 0.60

25 100.04 1.21

Uzun stireli kararlilik 125 99.63 5.24

200 93.76 2.08

25 98.96 1.45

Kisa siireli kararlilik 200 97.57 1.50

400 97.03 1.17

25 94.58 1.16

MOX Donma-erime kararliligi 200 88.71 3.73

400 93.24 2.93

25 96.99 2.04

Uzun siireli kararlilik 200 98.46 5.49

400 94.53 4.43

15 105.74 3.05

Kisa siireli kararlilik 40 111.07 1.37

80 101.48 1.52

15 93.72 1.92

GEM Donma-erime kararlilig1 40 96.80 7.43

80 99.06 2.73

15 95.89 5.81

Uzun siireli kararlilik 40 104.38 4.51

80 98.28 5.25
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4.4.3. Yontem Gegerliliginin Plazma Analizinde Kamtlanmas1 I¢in Yiiriitiilen

Validasyon Calismalari
4.4.3.1. Dogrusalhk

Dogrusallik plazmada biitiin florokinolonlar i¢in 100-10 000 pg/L araliginda
olusturulmustur. Elde edilen pik alanlarinin, gercek florokinolon konsantrasyonuna karsi
grafige gecirilmesi ile kalibrasyon egrileri elde edilmistir. Yontemin plazmada dogrusalligt

ile ilgili sonuglar Tablo 10°da sunulmustur.

Tablo 10. Yontemin plazmada dogrusallig ile ilgili kalibrasyon sonuglari

Validasyon Parametresi LEV CIP MOX GEM
Dogrusal Aralhik (ng/L) 100-10 000  100-10000  100-10 000 100-10 000
Egim 918.6 1088.3 448.9 260.1
Kesisim 4 506.5 8391.9 1910.6 -9 628.5
r 0.9999 0.9999 0.9999 0.9996
Egimin Standart Hatasi 1.9 2.5 0.8 1.3
Kesisimin Standart Hatasi 8 150.6 11 002.1 3424.9 5870.2

Buna ilaveten, kalibrasyon egrisinin olusturuldugu standart ¢ozeltilerin pik alanlar1
kalibrasyon egrisinde yerine konularak hesaplanan konsantrasyonlar, gercek

konsantrasyonlara karsi grafige gegirilerek yontem dogrusalligi incelenmistir (Sekil 55).
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Sekil 55. Florokinolonlarin plazmada analizinde dogrusallik kontrol grafikleri

4.4.3.2. Duyarhhk

Analitlerin plazmada analizinde en diisiikk kalibrasyon egrisi noktast LOQ olarak

belirlenmistir. LOD degerleri ise Esitlik 8 yardimu ile istatistiksel olarak hesaplanmistir.

Florokinolonlarin plazmada tayininde belirlenen LOD ve LOQ degerleri Tablo 11’de

verilmistir.

Tablo 11. Analitlerin plazmada tayininde belirlenen LOD ve LOQ degerleri

Analit LOD (ug/L) LOQ (ng/L)
LEV 29.28 100
CIP 33.36 100
MOX 25.18 100
GEM 74.46 100
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4.4.3.3. Secicilik

Yontem seciciligi, ilag kullanmayan alti farkli saglikli goniilliden alinan plazma
orneklerinin kromatogramlari incelenerek degerlendirilmistir. Iki farkli kanalda es zamanl
olarak FD calistirildigr igin, her iki kanalda da analitlerin alikonma zamaninda girisim olup
olmadig1 aragtirilmistir. Sonug olarak, analitler ile ayni alikonma zamanina sahip bozucu

bilesikler bulunmamistir (Sekil 56 ve 57).

LEV, CIP, MOX ve GEM igin plazmada DAD ile 6l¢iilen pik saflik indeksleri sirasi
ile 0.999997, 0.999999, 0.999980 ve 0.999968"dir.
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Sekil 56. Yontem segiciliginin plazmada kanitlanmasi kapsaminda elde edilen
kromatogramlar. (a-f) Saglikli ve ilag kullanmayan goniilliller. (g) Biitiin
analitleri 300 pg/L konsantrasyonda iceren disiik kalite kontrol oOrnegi.
Kromatografik kosullar: 20 mM, pH 2 fosfat tamponu:ACN (88.5:11.5, v/v),
akis hiz1 1 mL/dk, sicaklik 25 °C. Gradient eliisyon Tablo 2’ye gore
uygulanmistir. FD, Tablo 3’te verilen kanal 1’e gore ¢aligtirilmistir.
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Sekil 57. Yontem segiciliginin  plazmada kanitlanmasi kapsaminda elde edilen
kromatogramlar. (a-f) Saglikli ve ilag kullanmayan goniilliller. (g) Biitiin
analitleri 300 pg/L konsantrasyonda iceren diisiik kalite kontrol ornegi.
Kromatografik kosullar: 20 mM, pH 2 fosfat tamponu:ACN (88.5:11.5, v/v),
akis hiz1 1 mL/dk, sicaklik 25 °C. Gradient eliisyon Tablo 2’ye gore
uygulanmistir. FD, 272 nm uyarma ve 395 nm emisyon dalga boylarinda
caligtirilmistir.
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4.4.3.4. Dogruluk ve Kesinlik

Plazmada yiiriitiilen dogruluk ve kesinlik ¢alismalar1 kapsaminda LEV, CIP, MOX
ve GEM ig¢in 4 farkli konsantrasyon seviyesinde (100, 300, 4 000 ve 8 000 pg/L) ayni giin
igerisinde dorder Ve {i¢ farkli giinde toplam 10’ar analiz gergeklestirilmistir. Analiz sonuglari
kalibrasyon egrileri yardimi ile hesaplanmistir. BSS ve % dogruluk degerleri Tablo 12°de

sunulmustur.
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4.4.3.5. Geri Kazanim

Florokinolonlarin plazmadan geri kazanimi degerlendirilirken ii¢ konsantrasyon
seviyesinde (300, 4 000, 8 000 pg/L) Boliim 3.8.1°de belirtilen sekilde hazirlanan kalite
kontrol 6rneklerinin pik alanlari ile ayn1 konsantrasyonlardaki sulu ¢g6zeltilerin pik alanlari

karsilastirilmistir. Hesaplanan % geri kazanimlar Tablo 13’te verilmistir.

Tablo 13. Florokinolonlarin plazmadan geri kazanim sonuglari (n=3)

Konsantrasyon Geri Kazanim

Analit BSS (%)
Seviyesi (ug/L) (%)

300 91.88 0.21
LEV 4000 90.18 1.12
8 000 93.75 0.72
300 79.46 0.79
CIP 4 000 80.39 0.92
8 000 81.39 0.84
300 87.10 0.36
MOX 4 000 85.40 0.86
8 000 89.21 0.94
300 82.19 2.99
GEM 4 000 82.53 2.56
8 000 81.34 2.53

4.4.3.6. Kararhlik

Analitlerin plazmadaki kararliliklar1 kisa siireli (+4 °C’de 24 saat), uzun siireli
(-80 °C’de 60 giin) ve donma-erime dongiisiinde ii¢ konsantrasyon seviyesinde (300, 4 000
ve 8 000 pg/L) degerlendirilmistir. Analiz sonuglari kalibrasyon egrisi yardimi ile

hesaplanmistir. Elde edilen veriler Tablo 14’te sunulmustur.
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Tablo 14. Plazmada yiiriitiilen kararlilik ¢alismalar1 sonuglari

. Kararhhik Calismasi Konsantrasyon Dogruluk

Analit (n=3) (ng/L) (%) BSS (%)

300 98.52 0.24

Kisa siireli kararlilik 4 000 97.58 2.05

8 000 99.71 1.91

300 100.69 3.12

LEV Donma-erime kararlilig1 4 000 97.02 0.15

8 000 95.80 1.10

300 96.42 0.50

Uzun siireli kararlilik 4 000 97.31 1.59

8 000 08.22 1.90

300 94.86 1.12

Kisa siireli kararlilik 4 000 98.04 3.24

8 000 101.29 2.53

300 97.08 3.77

CIP Donma-erime kararlilig1 4 000 101.09 0.27

8 000 95.82 5.21

300 90.48 0.71

Uzun siireli kararlilik 4 000 96.64 2.65

8 000 98.14 2.46

300 106.15 1.65

Kisa siireli kararlilik 4 000 99.15 2.02

8 000 101.03 2.05

300 105.99 0.62

MOX Donma-erime kararliligi 4 000 97.38 0.24

8 000 97.06 2.05

300 104.25 0.98

Uzun siireli kararlilik 4 000 97.76 1.14

8 000 98.94 2.00

300 107.37 1.96

Kisa siireli kararlilik 4 000 100.46 14.29

8 000 97.54 3.25

300 107.66 10.65

GEM Donma-erime kararlilig1 4 000 89.93 0.52

8 000 100.18 1.23

300 102.29 0.40

Uzun siireli kararlilik 4 000 85.79 1.57

8 000 88.45 3.94
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4.4.4. Yontemin Uygulanmasi

Gelistirilen ve valide edilen yontem oral olarak LEV, CIP veya MOX kullanan

toplam 5 hastadan alinan idrar ve plazma Orneklerine uygulanmigtir. Hastalarin tedavi

rejimleri ve tedavileri kapsaminda florokinolonlara ek olarak kullandiklar1 ilaglar

Tablo 15’te sunulmustur.

Tablo 15. Oral olarak CIP, LEV ve MOX kullanan hastalarin tedavi rejimleri ve birlikte

kullandiklar1 ilaglar
. T i - .
Hasta Analit e(_j_av! Birlikte Kullanilan Ilaglar
Rejimi

1 CIP 500 mg (2x1)

Metamizol sodyum, sodyum fusidat, pantoprazol,
parasetamol, ondansetron HCI, teikoplanin, tramadol
HCI

2 CIP 500 mg (2x1)

Nifedipin, doksazosin, enoksaparin sodyum,
klindamisin, furosemit, pantoprazol, parasetamol,
allopurinol

w

CIP 500 mg (2x1)

Enoksaparin sodyum, tramadol HCI, klindamisin,
pantoprazol, pentoksifilin, varfarin sodyum

4 LEV 500 mg (1x1)

Pregabalin, diklofenak sodyum, parasetamol

5  MOX 400 mg (1x1)

Rivaroksaban, hidroklorotiyazit, spironolakton,
parasetamol, granisetron HCI
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4.4.4.1. idrar Orneklerinin Analizi

CIP ve LEV kullanan hastalarin idrar 6rnekleri, oral olarak ilk ilag uygulamasindan

sonra sirastyla 2., 4., 6., 8., 10. ve 12. saatlerde toplanmistir. Pik alanlarina bagh olarak,

ornekler 1:1 000 ile 1:4 000 oranlar1 arasinda seyreltildikten sonra tiger defa analiz edilmis

ve sonuglar Tablo 16’da verilmistir. Analizlere ait 6rnek kromatogramlar Sekil 58’de

sunulmustur.

Tablo 16. Oral olarak CIP ve LEV kullanan hastalarin ilk ila¢ uygulamasindan sonra 2., 4.,
6., 8., 10. ve 12. saatlerde toplanan idrar 6rneklerinin analiz sonuglari

Hasta 1 Hasta 2 Hasta 3 Hasta 4

CIP (ug/mL) CIP (ug/mL) CIP (ug/mL) LEV (ng/mL)
2. saat 116.58 £9.24 283.62 + 9.66 60.52 +1.28 258.05 £9.59
4. saat 471.71 £10.57 311.75+10.62 184.81 +5.02 403.76 + 3.89
6. saat 533.99 +23.88 107.04 £ 4.40 123.49 +£2.20 645.40 £ 6.05
8. saat 384.26 + 15.54 115.55 +5.54 119.31 £2.25 604. 81 +24.49
10. saat 179.38 £ 9.26 94.93 £1.43 104.20 + 3.05 127.08 £ 4.50
12. saat 44.68 = 0.58 27.04 + 2.66 79.30 + 3.06 129.52 + 3.26
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Sekil 58. Oral olarak CIP kullanan Hasta 1-3’iin ve LEV kullanan Hasta 4’tin, ilk ilag
uygulamasindan sonra farkli zamanlarda toplanan idrar 6rneklerinin analizi ile
elde edilen 6rnek kromatogramlar. (a) Hasta 1, ila¢ uygulamasindan sekiz saat
sonra, (b) Hasta 2, ilag uygulamasindan 10 saat sonra, (C) Hasta 3, ilag
uygulamasindan 12 saat sonra, (d) Hasta 4, ilag uygulamasindan alt1 saat sonra.
Kromatografik kosullar: 20 mM, pH 2 fosfat tamponu:ACN (88.5:11.5, v/v), akis
hizt 1 mL/dk, sicaklik 25 °C. Gradient eliisyon Tablo 2’ye gbre uygulanmistir.
FD, Tablo 3’te verilen kanal 1’e gore galistirilmistir.
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4.4.4.2. Plazma Orneklerinin Analizi

CIP, LEV ve MOX kullanan hastalarin plazma o6rnekleri, oral olarak ikinci ilag
uygulamasindan hemen 6nce ve uygulamadan iki saat sonra toplanmigtir. Biitiin 6rnekler
iicer defa analiz edilmis ve sonuclar Tablo 17°de verilmistir. Analizlere ait Ornek

kromatogramlar Sekil 59’da verilmistir.

Tablo 17. Oral olarak florokinolon kullanan hastalarin farkli zamanlarda toplanan plazma
orneklerinde saptanan CIP, LEV ve MOX konsantrasyonlari

2. Uygulama Oncesi 2. Uygulamadan 2 Saat Sonra

Florokinolon
(ng/mL) (ng/mL)
Hasta 1 CIP 0.45+0.01 1.94+0.17
Hasta 2 CIP 0.83 +0.02 1.63 +£0.02
Hasta 3 CIP 1.26+£0.10 2.85+0.05
Hasta 4 LEV 0.19 £0.01 4.56 +0.05
Hasta 5 MOX 2.76 £0.07 6.08 +£0.02
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Sekil 59. Florokinolon kullanan hastalarin farkli zamanlarda toplanan plazma 6rneklerinin
analizi ile elde edilen Ornek kromatogramlar. (a) Hasta 1, ikinci ilag
uygulamasindan hemen once. (b) Hasta 2, ikinci ila¢ uygulamasindan iki saat
sonra. (c) Hasta 3, ikinci ilag uygulamasindan iki saat sonra. (d) Hasta 4, ikinci
ila¢ uygulamasindan iki saat sonra. (e) Hasta 5, ikinci ilag uygulamasinda hemen
once. Kromatografik kosullar: 20 mM, pH 2 fosfat tamponu:ACN (88.5:11.5, v/v),
akis hiz1 1 mL/dk, sicaklik 25 °C. Gradient eliisyon Tablo 2’ye gore uygulanmistir.
FD, Tablo 3’te verilen kanal 1’e gore ¢alistirilmistir.

120



5. TARTISMA

LEV, CIP, MOX ve GEM’in ayiriminda optimum sartlarin belirlenmesinde, FD
dalga boyu, pH, organik ¢oziicii yiizdesi, gradient sekli ve sicaklik parametrelerinin ayirim

iizerine etkisi aragtirilmigtir.

Literatiir verileri 1s18inda bir dizi deney yiiriitiilerek her bir florokinolonun optimum
floresans gosterdigi uyarma ve emisyon dalga boylar1 se¢ilmistir. Yontem duyarliligini
artirmak adina, her bir florokinolon igin optimum dalga boylarinda saptanma yapilmasi i¢in
FD’nin dalga boyu degistirme ve ¢ift kanal 6zellikleri kullanilmistir (Tablo 3). Ilaveten
yontem gelistirme basamaklarinda pik takibinin yapilabilmesi i¢in DAD dedektor biitiin

florokinolonlarin iy1 absorbans gosterdigi 280 nm’de calistirilmistir.

Hareketli faz pH’indaki degisikligin, asidik ya da bazik bilesikler i¢eren bir 6rnegin
ayiriminda ve bagil alikonmanin (secicilik) kontroliinde ¢ok giiclii bir parametre oldugu
bilinmektedir. Bu tez kapsaminda analiz edilen florokinolonlarin karboksilli asit fonksiyonel
grubu ile ilgili pKa degerleri 6.05-6.40 ve bazik pKa degerleri 8.22-9.00 araligindadir (41,
138-140).

Florokinolonlarin pKa degerleri, pKa degeri 4.2 olan benzoik asit gibi aromatik
karboksilli asitler icin genellikle gozlemlenenden yiiksektir. Asitlikteki bu diisiis,
protonlanmus tiirlerin kararli hale gelmesi ile sonuglanan, komsu keto fonksiyonel grubu ile

molekiil i¢i hidrojen bagi olusumu ile agiklanabilir (41).

Silika yiizeyine baglanmis hareketli fazlar pH 2’nin altinda hidroliz olmakta ve
pH 8’in {izerine ¢iktiginda silika ¢6ziinmektedir (141, 142). Calismada kullanilan biitiin
kolonlar silika temelli oldugundan dolayi, pH’mn ayirim tizerine etkisi 2-7 araliginda
incelenmistir. Bu aralikta, florokinolonlarin bazik uc¢larinin ¢aligma boyunca biiyiik oranda
iyonize oldugu soylenebilir. Hem asidik hem de bazik uglar pH 6 ve 7°de iyonize haldedir
ve florokinolonlar zwitteriyonik halleri ile ndtral halleri arasinda bir denge durumundadir.
Florokinolonlar pH 4’tin altinda ise tek yiiklii katyonlar halindedir. Elde edilen
kromatogramlar incelendiginde kritik bant ¢ifti i¢in en biiyiik R degerlerine Inertsil ODS-3
kolon hari¢ pH 7’de ulasildig1 goriilmektedir. Ancak bu pH degeri pKai degerine ¢ok
yakindir ve molekiiller pH 7’de yiiksek oranda zwitteriyonik haldedirler. Bu durumun
olumsuz sonuglari saptanmustir. 11k olarak, pKa degerine yakin noktada bir pH segilmesi,
hareketli faz pH’1indaki kiiglik bir degisikligin analitlerin alikonma siiresini dnemli oranda
degistirmesine sebep olmakta ve bu durum ydntem saglamligini olumsuz etkilemektedir.
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Buna ilaveten, pH 4’iin iizerinde yiiksek oranda iyonize hale gelen kolon yiizeyindeki silanol
gruplarmin, iyonize haldeki analitler ile etkilesmesi sonucu pik morfolojilerinde bozulma
saptanmistir ve kuyruklanma meydana gelmistir. Biitiin bu gozlemler degerlendirildiginde,
orta seviyede se¢iciligin saglandigi ve simetrik piklerin elde edildigi hesaba katilarak yontem

optimizasyonunun ilerleyen basamaklarinda pH 2’de ¢alisilmasina karar verilmistir.

Sivi kromatografik ayirimlarda en sik kullanilan organik ¢oziiciiler ACN ve
MeOH’tur (143, 144). ACN orta derecede polariteye sahiptir ve zayif hidrojen bagi
akseptoriidiir. MeOH ile kiyaslandiginda, daha kuvvetli bir hareketli faz bilesenidir ve
viskozitesi daha disgiiktiir. Bu sebeple hareketli faz bilesiminde ACN kullanildiginda
gbzlemlenen basing MeOH’a gore daha distiktiir (145, 146). Bu tez kapsaminda, nispeten
kii¢iik captaki partikiillerle (2.7 um) doldurulmus core-shell kolonlar kullanildigindan
dolay1, daha diisiik basing gozlemlenmesini saglayan ACN kullanilarak organik ¢oziicii

ylizdesinin ayirim iizerine etkisi arastirilmistir.

Elde edilen veriler incelendiginde, analitleri en ¢ok tutan kolonun Inertsil-Cig oldugu
belirlenmistir (Sekil 39, 42, 43, 46, 47). Bu durumun sebebi, Inertsil-Cig kolonun diger
kolonlar ile karsilastirildiginda daha yiiksek oranda (%15) karbon icermesi olabilir. Core-
shell kolonlar gdzeneksiz bir silika ¢ekirdek ve bu ¢ekirdegi saran gézenekli bir kabuktan
olustuklarindan dolay1, sabit faz sadece kabuk kismina yiiklenebilmektedir. Bu durum da

core-shell kolonlarin analitleri daha diisiikk kuvvetle tutmalarina sebep olmaktadir.

Kritik bant ¢ifti icin elde edilen maksimum R degerleri g6z Oniinde
bulunduruldugunda Poroshell 120 PFP kolon en iyi performansi gostermistir. Ilaveten,
analiz siiresinin Poroshell 120 PFP kolon kullanildiginda diger kolonlara kiyasla daha diisiik
oldugu goézlemlenmistir. PFP sabit fazli kolonlar organik ¢oziicii ylizdesine bagl olarak
normal faz ya da ters faz ayirima olanak tanimaktadirlar. Diisiik oranda organik ¢oziicii
kullanildiginda ters faz davramis1 sergilerlerken, yiliksek oranda organik ¢oziici
kullanildiginda normal faz davranis1 gézlemlenmektedir (147, 148). Florokinolonlar polar
karakterde bilesikler olduklarindan hareketli fazda yiiksek oranda organik ¢oziicii
kullanilmamustir. Organik ¢6ziicii yiizdesinin %12.5’ten %25’e ¢ikarilmasiyla, analitlerin
alikonmalar1 azalmistir. Sonug¢ olarak aymrmmin ters faz mekanizmasma dayandigi
soylenebilir. Geleneksel Cig kolonlarda ayirim biiyiik oranda hidrofobik etkilesimlerle
yiirlirken, PFP kolonlarda hidrofobik etkilesimlere ilaveten dipol-dipol, n-r, yiik transferi ve

iyon degisimi ve florofilik etkilesimler ayirimi etkilemektedir (149-151). PFP kolonun
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aragtirtlan diger kolonlardan daha iyi ayirima olanak tanimasi, farkli tipte etkilesimlerin
aymrimi belirlemesinden kaynaklanmaktadir. Yukarida bahsedilen sebeplerden dolayi,
yontem optimizasyon ¢alismalarina Poroshell 120 PFP kolon ile devam edilmesine karar

verilmigtir.

Poroshell 120 PFP kolonda, %12.5 ve %15 ACN kullanildiginda MOX-GEM pik
cifti i¢in sirastyla 3.10 ve 2.25 R degerleri elde edilmistir. Kritik bant ¢ifti i¢in minimum R
degerinin 2 olarak tavsiye edildigi goz onilinde bulunduruldugunda, bu sartlarin uygun
oldugu disiintilebilir. Diger taraftan, kromatogramlar incelendiginde baz1 dezavantajlarla
karsilasilabilecegi ongoriilmiistiir. Ayirimda %12.5 ACN kullanildiginda, LEV’in kolonda
nispeten az tutuldugu sdylenebilir (k~2). Bu durum, biyolojik &rnek igerisindeki polar
karakterli matriks bilesenlerinin LEV cevabina girisim yapmasina ve yanlis sonuglar elde
edilmesine sebep olabilir. ilaveten, hareketli faz bilesiminde %12.5-15 gibi diisiik oranlarda
organik ¢oziicii kullanilmasi, matriks kaynakli apolar karakterdeki bilesenlerin kolondan
uzaklastirilmasi icin yeterli kuvvette degildir. Apolar karakterdeki bilesikler, ardisik analize
ait kromatogramda pik verebilir ve dolayisiyla yanlis sonuclar elde edilmesine sebep
olabilirler. Kromatogramlardan da goriilebilecegi iizere, LEV-CIP ve MOX-GEM pik
ciftleri birbirlerinden farkli polariteye sahiptirler ve kromatogramin farkli bolgelerinde
gozlemlenmektedirler (Sekil 48). Gradient analiz kullanilarak pik giftlerinin kolonu terk
etme siireleri arasindaki farkin azaltilabilecegi ve analiz siiresinin kisaltilabilecegi

diistiniilmiistiir.

Yukarida bahsedilen sebeplerden dolayi, izokratik yerine gradient analizin tercih
edilmesine karar verilmistir ve farkli gradient egimlerde bir dizi yiiriitme yapilmistir.
Analize %12.5 yerine %]11.5 ACN ile baglandiginda LEV’in alikonmasinda artig
gozlemlenmistir. 0 dk, %11.5 ACN; 15 dk, %30 ACN kullanildiginda ayirimin optimum
oldugu bulunmustur. Belirtilen gradient sartlar altinda elde edilen kromatogramlar
degerlendirildiginde, Poroshell 120 PFP kolonun analiz siiresi ve ayirim giicii bakimimdan
en iyi performanst gosterdigi belirlenmistir (Sekil 49). Gradient analizde ACN yiizdesi
zamana bagli olarak artirildigindan MOX-GEM pik ¢iftinin alikonmas1 azalmis ve izokratik
sartlar ile kiyaslandiginda analiz siiresinde yaklagik 5 dk’lik bir azalma elde edilmistir.
Optimize sartlar altinda, Poroshell 120 PFP kolonda MOX-GEM pik ¢ifti 1.98 R ile 7.5 dk

icerisinde ayrilmigtir.

123



HPLC analizlerinde yontem segiciligini optimize etmek ve tekrar edilebilir
kromatogramlar elde edebilmek igin sicaklik 6nemli bir arag olarak kullanilmaktadir (152—
154). Kromatografik ayirimlarda sicakligin artirilmasinin avantajlarindan biri kolon
etkinligindeki artisir. Bu durumun sebebi olarak, sicaklik arttikca hareketli faz
viskozitesinin azalmasi ve analitin diflizyon hizindaki artis gosterilmektedir. Analitin
diflizyon hizinin artmasi van Deemter denklemindeki kiitle transferi (C terimi) etkisini
azaltmaktadir. Diger taraftan kolondaki boyuna difiizyon (B terimi) etkisini arttirmaktadir
(155, 156).

Caligma kapsaminda sicakligin etkisi 25-50 °C araliginda arastirilmistir (Sekil 50,
51). Kolonu son terk eden analit olan GEM’in alikonmasinda yaklasik %5’lik bir azalma
gbzlemlenmesine ragmen, kritik bant ¢iftinin R degeri artis gdstermemistir. {laveten, sicaklik
arttirlldikea, pik genislikleri artmis ve buna bagh olarak pik kapasitesi degeri azalmistir. Bu

durum kolon etkinliginde bir azalma oldugunun gostergesidir.

Yontem segiciliginin optimizasyonunda sicaklik dnemli bir parametre olarak kabul
edilse de analitlerin biiylik boliimii sicaklik degisikliklerine karsi benzer alikonma
degisiklikleri sergilemektedir. Sicakligin analitin iyonizasyonunu degistirdigi ya da 6érnegin
birbirinden ¢ok farkli fonksiyonel gruplara sahip analitler igerdigi durumlarda Snemli
degisiklikler gozlemlenmektedir (155, 157, 158). Sicakliktaki artisin ayirimi olumsuz
sekilde etkilemesi, ¢alisma kapsaminda ayirimi yapilan bilesiklerin ayni1 farmakolojik gruba
dahil olduklar1 i¢in benzer kimyasal yap1 ve fonksiyonel gruplar1 icermelerinden

kaynaklanabilir. Bu sebeplerden dolay1, optimum kolon sicakligi 25 °C olarak belirlenmistir.

Poroshell 120 PFP kolonda 8. dk’dan sonra kolonu terk eden analit olmamasi sebebi
ile analiz siiresinin kisaltilmasi i¢in gradiente son sekli verilmistir. Bu amacgla, ACN
yiizdesindeki dk basina artis hesaplanmis (%1.233/dk) ve HPLC sisteminin 6lii hacmi de
g6z Oniinde bulundurularak organik ¢oziicii yiizdesindeki zamana bagh artis korunacak

sekilde 0 dk, %11.5 ACN; 7 dk, %20 ACN gradienti optimum olarak degerlendirilmistir.

Cevresel ve biyolojik Orneklerin ayirimi yapilirken, numunenin igerdigi kuvvetli
tutulan bilesikler kolonu kirleterek kolon performansini diisiirebilir ya da ardigik analizler
yapildig1 zaman kromatogramlarda beklenmeyen bolgelerde pik vererek sonuglarin yanlis
degerlendirilmesine sebep olabilir. Bu tip olumsuzluklarin Oniine ge¢gmek amaciyla,
kromatografik sartlarin optimizasyonunda son olarak, gradient program igerisine kolon

temizleme ve sartlandirma basamaklari1 eklenmistir. ACN oran1 7. dk’dan 9. dk’ya %20’den
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%80’¢c ¢ikarilmigs ve 3 dk boyunca Ornek igerisindeki apolar bilesiklerin kolondan
uzaklagtirilmasi saglanmistir. Ardindan 12.-14. dk’lar arasinda ACN orani baslangi¢ sarti
olan %11.5’e getirilmis ve 14.-22. dk’lar arasi kolon %11.5 ACN ile bir sonraki analiz igin

sartlandirilmistir.

Plazma orneklerinin analize hazirlanmasinda, basit, etkili ve ekonomik olmasi sebebi
ile protein ¢oktliirme isleminin kullanilmasina karar verilmistir. ACN, MeOH ve %6’lik
perklorik asit ¢ozeltisi kullanilarak yapilan 6n denemeler sonucu en iyi geri kazanimin ACN
kullanildiginda elde edildigi gozlemlenmistir. Ilaveten, literatiire uyumlu olarak ACN
kullanildig1 zaman tiipiin dibine ¢dken protein miktarinin MeOH ve perklorik asit ¢dzeltisine
kiyasla fazla oldugu gdzlemlenmistir (159). Ornek kaynakli proteinlerin kromatografik
analiz esnasinda c¢okerek, kolonu tikamasi ihtimali de g6z Oniinde bulundurularak hem
maksimum geri kazanimin elde edildigi hem de en ¢ok protein ¢oktiiriildiigii i¢in islemde

1:2 (v/v) oraninda 6rnek: ACN kullanilmasina karar verilmistir.

Protein ¢oktiirme isleminin ardindan, iistte kalan siv1 sisteme direkt olarak enjekte
edildiginde, pik yarilmas1 gozlemlenmistir. Ornek:ACN oran1 1:2 (v/V) olarak belirlendigi
icin islem sonrasi elde edilen ¢ozelti %66 oraninda ACN icermektedir. Diger taraftan, analiz
baglangicinda hareketli faz bilesiminde %11.5 ACN bulunmaktadir. Enjeksiyon
¢oziliciisiintin, hareketli fazdan onemli ol¢iide farkli oldugu durumlarda pik sekillerinde
bozulmanin ve pik yarilmalarinin gozlemlendigi literatiirde yer almaktadir (160). Bu
sorunun Oniine ge¢gmek i¢in, protein ¢oktiirme islemi sonrasinda tstte kalan ¢ozeltinin 1:2

oraninda deiyonize su ile seyreltilmesine karar verilmistir.

Biyolojik 6rneklerin kromatografik analizinde FDA 6nemli bir otorite oldugundan,
gelistirilen yontem FDA kilavuzlarina uygun olarak valide edilmistir (134, 136). Validasyon
islemine gecilmeden kromatografik parametrelerin analizin gergeklestirilebilmesi igin
uygun oldugunun kanitlanmasi i¢in sistem uygunluk testi gerceklestirilmistir. Test
kapsaminda 2.5 pg/mL konsantrasyondaki standart kinolon ¢ozeltisi 6 defa analiz edilerek
k, R, T ve enjeksiyon kesinligi parametreleri sinir degerler ile karsilagtirtlmistir (k>2, R>2,
T<2 ve BSS<I). MOX-GEM pik ¢ifti arasindaki R hari¢ biitiin degerler FDA tarafindan
belirtilen sinirlar igerisindedir (Tablo 4). MOX-GEM arasindaki R degeri FDA kriterinden
kiiclik bir miktar diisiik olsa da pik safliklar1 DAD yardimi ile kontrol edildigi i¢in énemli
bir sorun olusturmamustir. ilaveten, MOX ve GEM, FD yardimi ile farkli kanallarda

saptandiklar1 i¢in birbirlerinin cevabma girisim gdstermemektedir. Sonu¢ olarak
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degerlendirme yapildiginda, incelenen parametrelerin belirlenen sinirlar igerisinde olmasi

sistem uygunlugunu kanitlamstir.

Florokinolonlarin idrarda tayininde, elde edilen r degerlerinin 0.9989’dan biiyiik
olmas1 yontemin idrarda dogrusal oldugunun kanitidir (Tablo 5). Yontem dogrusalliginin
daha ileri seviyede incelenmesi icin dogrusallik kontrol grafikleri ¢izilmis ve elde edilen R?

degerlerinin 0.9979’dan biiyiik olmas1 yontemin dogrusal oldugunu gdstermistir.

Idrarda biitiin analitlerin LOQ degeri 2.5 ug/L olarak bulunmustur. LOD degerleri
ise istatistiksel olarak 1.03-1.69 ug/L araliginda hesaplanmistir. Florokinolonlarin idrarda
cok yiiksek konsantrasyonlarda olduklar1 g6z oOniinde bulunduruldugunda, gézlemlenen
LOD ve LOQ degerleri yontemin idrarda duyarhiligmin yeterli diizeyde oldugunu

gostermektedir.

Kromatografik analizde 6l¢iilen cevabin sadece analite ait oldugunun kanitlanmasi
amaciyla, FDA tavsiyelerine uygun olarak alti1 farkli saglikli goniilliiden alinan 6rnekler
analiz edilerek idrarda yontem segiciligi degerlendirilmistir. Kromatogramlar
incelendiginde, analitlerin alikonma zamanlarinda endojen kaynakli girisim yapan
bilesiklere rastlanmamustir (Sekil 53 ve 54). Buna ilaveten, tedavileri kapsaminda
florokinolonlar haricinde toplam 21 farkli ila¢ (Tablo 15) kullanan bes hastanin idrar
orneklerinin analizinde, birlikte kullanilan ilaglardan kaynaklanan girisim yapan pikler
gozlemlenmemis ve kalite kontrol orneklerinin analizi ile elde edilenlere benzer
kromatogramlar elde edilmistir. Analitlerin idrarda analizinde DAD yardimui ile hesaplanan
pik saflik indeksleri 0.9999’dan biiyiiktiir. Bu durum, elde edilen piklerin saf oldugunu ve

tek analit igerdiklerini kanitlamaktadir.

Idrarda dort farkli konsantrasyonda, giin ici ve giinler aras1 olmak iizere dogruluk ve
kesinlik calismalar yiiriitiilmistiir. Giin ici ve giinler aras1 BSS degerleri sirasi ile %0.35-
5.48 ve %0.90-8.05 araligindadir. Giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ise sirasiyla %92.59-
109.87 ve %89.55-107.65 araliklarindadir (Tablo 7). Biyoanalitik yontemlerde dogruluk ve
kesinlik i¢in sinir deger FDA’e gore %15’tir. LOQ seviyesinde ise bu sinir %20’dir (161—
163). Elde edilen bulgular yontemin idrarda dogru ve kesin oldugunu goéstermektedir.
Analitlerin idrardan geri kazanimi biitiin kalite kontrol seviyelerinde yontemin etkinligini
gosterir sekilde yiiksek bulunmustur. Idrarda ii¢c konsantrasyonda degerlendirilen geri

kazanimlar %96.59-102.69 araligindadir.
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Florokinolonlarin idrarda kararliliklar1 kisa siireli, uzun siireli ve donma-erime
dongiisiinde incelenmistir ve biitlin kararlilik parametreleri i¢in %88.71-111.07 araliginda
dogruluk elde edilmistir (Tablo 9). FDA’ya gore analitlerin kararli sayilabilmesi igin,
kararlilik ¢alismasi yapilan 6rneklerin analizi ile elde edilen dogrulugun +%15 araliginda
olmasi gerekmektedir (136). Dogruluk degerlerinin belirlenen sinirlar igerisinde olmasi

LEV, CIP, MOX ve GEM’in idrarda kararli oldugunu kanitlamistir.

Florokinolonlarin plazmada tayininde 0.9996’dan biiyiik r degerleri elde edilmesi
yontemin plazmada dogrusal oldugunu gostermektedir (Tablo 10). Buna ilaveten, ¢izilen
dogrusallik kontrol grafiklerinin R? degerlerinin 0.9993’ten biiyiik olmasi yontemin

plazmada dogrusalligin1 kanitlar niteliktedir (Sekil 54).

Plazmadan analizde 100 pg/L degeri biitiin analitler icin LOQ olarak belirlenmistir.
Istatistiksel olarak hesaplanan LOD degerleri ise 29.28-74.46 ug/L araligindadir.
Florokinolon kullanan hastalarin plazma analiz sonuglart incelendiginde yoOntemin
florokinolonlarin plazmada bulunabilecegi konsantrasyon araligin1 kapsadigi ve plazmada

tayin icin yeterince hassas oldugu goriilmektedir.

Yontem seciciliginin plazmada kanitlanmasi i¢in alt1 saglikli goniilliiden elde edilen
kromatogramlar incelenmis ve analitlerin alikonma pencerelerinde kolonu terk eden endojen
kaynakli girisim yapan bilesikler gézlemlenmemistir (Sekil 56 ve 57). Hastalarin tedavileri
kapsaminda kullandiklar1 diger ilaglarin da girisim yapmadigi goriilmiistiir. Son olarak
yontem seciciliginin kontroliinde DAD ile pik saflik indeksleri degerlendirilmis ve
0.9999’dan biiyiik olduklar1 belirlenmistir. Yukarida bahsedilen bulgular, yontemin LEV,
CIP, MOX ve GEM’in plazma tayininde se¢ici oldugunu gostermistir.

Glin i¢i ve giinler arasi olmak iizere dogruluk ve kesinlik ¢aligmalar1 plazmada dort
farkli seviyede yiiriitiilmiistiir. BSS degerleri giin i¢i deneyler i¢in %0.90-3.83 ve giinler
aras1 deneyler i¢in %0.99-6.15 araligindadir. Giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ise sirasiyla
%92.44-110.82 ve %91.81-111.94 araliklarindadir (Tablo 12). Elde edilen degerler FDA’in
belirledigi sinirlar igerisindedir (%15, LOQ igin £%20). Bu sonuglar yontemin plazmada
dogru ve kesin oldugunu gostermektedir. Florokinolonlarin plazmadan geri kazanimlari ise

3 konsantrasyon seviyesinde %79.46-93.75 araliginda bulunmustur.

Plazmada yiiriitillen kararlik ¢aligmalar1 kapsamimda analitlerin kararliliklar1 kisa
stireli, uzun stireli ve donma-erime dongiisiinde incelenmistir. Kararlilik deneyleri yapilan
orneklerin analizi sonucu %85.79-107.66 araliginda dogruluk elde edilmistir (Tablo 14).
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Elde edilen sonug¢lar FDA tarafindan belirlenen simrlar igerisindedir (+%15) (136).
Dogruluk degerlerinin belirlenen sinirlar igerisinde olmasi florokinolonlarin plazmada

kararli oldugunu gostermistir.

Yontemin idrarda uygulanabilirligini kanitlamak icin Karadeniz Teknik Universitesi
Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali’nda yatan hastalarin idrar 6rnekleri
analiz edilmistir. Idrar CIP ve LEV konsantrasyonlar ila¢ uygulamasindan 4-6 saat sonra
en yiksek seviyeye ulagmistir. Farkli zamanlarda toplanan idrar orneklerindeki CIP
konsantrasyonlar1 27.04-533.99 ug/mL ve LEV konsantrasyonlar1 127.08-645.40 ng/mL
araliginda bulunmustur (Tablo 16). Literatiirde, 6rnek alma zamanina bagli olarak idrarda
CIP konsantrasyonlart1 10-1 000.5 pg/mL (164-166) ve LEV konsantrasyonlari
86-1 002 pg/mL (45, 166-168) araligindadir. Elde edilen sonuglar literatiir ile uyumlu

bulunmustur.

Y 6ntemin plazmada uygulanabilirligi LEV, CIP ve MOX kullanan hastalardan alinan
ornekler analiz edilerek kanitlanmistir (Tablo 17). Oral olarak LEV kullanan hastalar ile
yapilan farmakokinetik ¢alismalarda maksimum LEV plazma konsantrasyonu
3.98-8.53 ng/mL araligindadir (167, 169-174). Bu ¢alisma kapsaminda plazma 6rnegi analiz
edilen 4 numarali hastanin maksimum plazma LEV konsantrasyonu literatiire uyumlu olarak

4.56 pg/mL bulunmustur.

CIP oral olarak (500 mg) uygulandiktan sonra maksimum plazma konsantrasyonuna
(2.3-2.56 pg/mL) yaklasik 1-3 saatte ulasmaktadir (167, 170, 172, 175, 176). Ilag
uygulamasindan 2 saat sonra toplanan 6rneklerin analiz sonuglar1 degerlendirildiginde Hasta
1 ve 2’nin maksimum plazma CIP seviyeleri literatiir ile uyumludur. Diger taraftan Hasta
3’lin plazma maksimum CIP konsantrasyonu (2.85 pg/mL) yiiksek bulunmustur. Hasta 3’iin
ikinci ila¢ uygulamasindan 6nce alinan plazma 6rnegi de diger hastalarla karsilastirildiginda
yiiksek miktarda CIP i¢ermektedir. Buna ilaveten Hasta 3’ilin idrar CIP seviyeleri diger
hastalarla kiyaslandiginda diistiktiir. Bu durum ilacin viicuttan daha yavas sekilde atildigini

gostermektedir.

Bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda, maksimum CIP plazma
konsantrasyonunun arttig1, ilacin yarilanma omriiniin uzadig1 ve klirensinin énemli dlciide
azaldig1 literatirde rapor edilmistir (177-180). Hasta 3’iin plazma kreatin degeri
[2.04 mg/desilitre (dL)], normal kabul edilen araligin (0.67-1.17 mg/dL) tizerindedir.
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Olgiilen yiiksek plazma CIP seviyelerinin, Hasta 3’iin bdbrek fonksiyonlarmdaki

bozukluktan kaynaklandigi diistiniilmiistiir.

MOX oral olarak (400 mg) uygulandiktan sonra maksimum plazma
konsantrasyonuna (1.62-5.83 ug/mL) yaklasik 1-2 saat sonra ulasmaktadir (67, 170-172,
181-184). Hasta 5’in maksimum plazma MOX konsantrasyonu literatiir ile kiyaslandiginda
bir miktar yiiksektir. Hastanin kan albiimin degeri (3 g/dL) olmas1 gerekenin altindadir (3.5-
5.2 g/dL). Ancak, MOX plazma proteinlerine diisiik oranda (%26-50) baglandig1 igin
hipoalbuminemi ilacin farmakokinetik parametrelerini etkilememektedir (185, 186). Diger
taraftan Hasta 5, 75 yasindadir. Yaslilarda, kas atrofisi, yag dokusu orani artis1 ve toplam
viicut suyundaki azalmanin sonucu olarak, polar ilaglarin dagilim hacimleri azalmaktadir ve
bu durum yaslh insanlarda ilaglarin plazmada yiiksek konsantrasyonda bulunmalarina sebep
olmaktadir. Hasta 5’in plazmasinda yiiksek konsantrasyonda suda ¢oziiniir karakterdeki
MOX saptanmasinin viicut kompozisyonundaki yasa baglh degisikliklerden kaynaklaniyor

olabilecegi diistiniilmiistiir (187, 188).

Elde edilen sonuglar, tedavi etkinliginin artirilmasi ve antimikrobiyal ilag
toksisitesinin Onlenmesi i¢in, biyolojik sivilarda ilag seviyelerinin izlenmesi gerektigini
gostermistir. Terapotik ilag izleme, bu kapsamda tedavi basarisinin artirilmasi i¢in dozun
kisisellestirilmesi, toksisite riskinin azaltilmasi ve antimikrobiyal direng gelisiminin 6niine

gecilmesi i¢in bir arag olarak kullanilabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

» Bu c¢alisma kapsaminda LEV, CIP, MOX ve GEM’in insan plazmasinda ve idrarinda hizl
ve glivenilir sekilde tayini i¢in ilk defa bir HPLC-FD-DAD yo6ntemi gelistirilmis ve valide
edilmisgtir.

» Yontem gelistirme ¢aligmalar1 kapsaminda 5 farkli kolonda ayirim iizerine pH ve organik
¢oziicii yizdesi parametrelerinin etkisi incelenmistir. En 1y1 ayirimin saglandigi Poroshell
120 PFP kolon kullanilarak uyarma/emisyon dalga boylari, gradient sekli ve sicaklik
parametreleri incelenmis ve optimize edilmistir.

» Analitlerin ayiriminda, fosfat tamponu (pH 2, 20 mM) ve ACN gradienti kullanilmis olup,
1 mL/dk akis hizi, 25 °C kolon sicakligi optimum olarak bulunmustur.

» Florokinolonlarin yeterli seviyede ayirimi 7.5 dk’dan kisa siire igerisinde basarilmistir.
Toplam analiz siiresi, kolon temizleme ve kolon sartlandirma basamaklar1 dahil 22 dk’dr.

» Gerekli goriildiigii durumlarda, gradient egim sabit tutulup akis hizi artirilarak analiz
sliresi azaltilabilir.

» Plazma orneklerinin analize hazirlanmasinda ACN ile basit sekilde protein ¢oktiirme
islemi kullanilmistir. Bu sayede sivi-sivi ekstraksiyon ya da kat1 faz ekstraksiyon gibi ¢ok
basamaktan olusan yontemlerden kacinilmis, 6rnek hazirlama i¢in harcanan zaman ve
olas1 hata kaynaklar1 azaltilmistir.

> Idrar orneklerinin seyreltme isleminin ardindan direkt sisteme enjekte edilmesi ydntem
giivenilirligini artirmistir.

» Yiiriitiilen validasyon ¢aligmalari, yontemin plazma ve idrarda tiim analitlerin giivenilir
bir sekilde tayininin yapilabilmesi igin uluslararasi gereklilikleri yerine getirdigini
gostermistir.

» Gelistirilen yontem florokinolonlarin analizinde yeni nesil core-shell kolon kullanimi,
yiiksek R degerleri, kisa analiz siiresi, diisiik saptama limitleri, yliksek dogruluk, kesinlik
spesifik ve giivenilirlik gibi bircok 6nemli avantaj sunmaktadir.

» Yontemin uygulanabilirligi bes hastadan alinan toplam 34 plazma ve idrar Grneginin
analiz edilmesi ile kanitlanmistir. Yontem, terapotik ilag izleme, farmakokinetik ve

toksikolojik calismalarda kullanilabilir.
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Ek 1 (Devam). Etik Kurul Onay1

KTU TIP FAKULTESI BILIMSEL ARASTIRMALAR

ETIK KURULU KARAR FORMU

Karar No: 8§

Tarih: 04/12/2017

l

KARAR Bil GILERI

Karar verilmistir.

Dog.Dr.Ahmet YASAR'In sorumlulugunda yritilmesi planlanan Ars.Gor.Sercan YILDIRIM'a ait “Yeni Nesil |
Kolonlar Kullanilarak Bazi Florokinolon Grubu llaglarin Bivolojik Swilardan Eszamanh Taymi Igin Sivi
| Kromatografik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu™ bashikli 2017/153 no.lu ve yukarida bagvuru bilgileri verilen
| aragtirmaltez basvuru dosyasi ile ilgili belgeler arastirmanin gerekge. amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak |
incelenmis. gerceklestirilmesinde etik sakinca bulunmadizina: toplantiya kaulan ctik kurul iiyelerinin oy birligi ile

KTU TIP FAKULTESI BILIMSEL ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU
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Ek 2. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu-1

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU-1

Karadeniz Teknik Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya Anabilim
Dalinda “Yeni Nesil Kolonlar Kullanilarak Bazi Florokinolon Grubu Ilaclarin Biyolojik
Swilardan Es Zamanh Tayini Icin Stvi Kromatografik Yiontem Gelistirilmesi ve
Validasyonu” isimli bir bilimsel arastirma (doktora tezi ¢alismasi kapsaminda)
yuritiilmektedir.

Bu aragtirmadaki amag, lilkemizde kullanilmakta olan siprofloksasin, levofloksasin,
moksifloksasin ve gemifloksasin ilag etken maddelerinin insan kaninda ve idrarinda tayini
icin bir analitik yontemin gelistirilmesidir. Arastirma sadece sizden alinacak kan ve idrar
ornekleri lizerinde yapilacaktir. Sizden kan almak disinda size, ilag enjekte etmek gibi bagka
hicbir uygulama yapilmayacaktir. Yani, kan bagis1 ya da laboratuvar tetkiki i¢cin oldugu gibi
kan ve idrar vermis olmaniz bu arastirmaya desteginiz olacaktir.

Bu calisma i¢in saglikli ve son iki hafta icinde herhangi bir ila¢ kullanmamais bir
gontlliiden alinacak az miktardaki kan ve idrar 6rnegi yeterli olacaktir. Eger kabul ederseniz
sizi bu aragtirmaya dahil etmek istiyoruz.

Bu arastirmanin sonuglar1 yalnizca bilimsel amaglarla kullanilacak ve kimliginiz her
zaman gizli tutulacaktir. Bu arastirmaya katilmanizdan dolay1 sizden herhangi bir para talep
edilmeyecektir. Ayni sekilde size de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

Aragtirmaya katilmak isterseniz size uygulanacak islemler su sekilde olacaktir.
Oncelikle Prof. Dr. Iftihar KOKSAL (KTU Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim
Dali) tarafindan muayene edileceksiniz. Daha sonra tek seferde 50 mL idrarimiz (yaklasik
yarim ¢ay bardagi) ve kolunuzdan 5 tiip (yaklasik yarim ¢ay bardagi) kan alinacaktir. Sizden
alan biyolojik sivilar, insan idrarinda ve plazmasinda florokinolon tayini i¢in gelistirilen
yeni bir yontemin gegerliliginin kanitlanmasi amaciyla kullanilacaktir. Belirtilmelidir ki,
sizden toplanan Ornekler kullanilarak genetik veri incelemesi yapilmayacaktir. Yontem
gegerliliginin kanitlanmasinin ardindan, kalan idrar ve kan Ornekleri tibbi atik imha
prosediiriine uygun olarak imha edilecektir.

Kan alma islemi hastaneye basvurdugunuzda siklikla yapilan herhangi bir saglik
tetkiki icin (0rnegin kan sekeri tayini) yapilanin aynisi olup, tecriibeli saglik personeli
tarafindan gerceklestirilecektir. Fakat, kan alinirken igne batmasi nedeniyle hafif bir aci
duyabilirsiniz. Cok diisiikk bir ihtimal olsa da kan alirken veya kan aldiktan sonra igne
batirilan yerde kanamanin uzamasi, kan damarmin yirtilmast sonucu kanin damar disina
cikarak viicut bosluguna akmasi ve deri altinda koyu renkli gegici lekeler olusmasi, damar
icinde bir kan pihtisinin olugmasi ve bdylece kan akisin1 engellemesi, enfeksiyon, kol
uyusmasi, bas agrisi, bayilma, tansiyon diistikligii, alerji, ddem ve igne batirilan yerden
bulagarak enfeksiyon gelismesi riskleri olabilir. Kan alma islemi sirasinda steril tek
kullanimlik malzemeler kullanilacak olup bu yolla bir hastalik bulasma riski yoktur. Islemi
gerceklestirecek yetkili kisi bu risklerin farkinda olup; bu risklerin ger¢eklesmemesi igin her
tiirlii tedbir alinacaktir.

Arastirmaya katilmak zorunda olmadiginiz gibi arastirmaya katilmayr kabul
ettiginizde, istediginiz anda ayrilma hakkina da sahipsiniz. Ancak bu karariniz1 bize 6nceden
bildirirseniz aragtirmanin bozulmasina meydan vermemis olursunuz.
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Ek 2 (Devam)

Arastirmadan elde edilen sonuglari talep etmeniz durumunda herhangi bir {icret talep
etmeden size bildirecegiz. Bilgi edinmek istemiyorsaniz liitfen yazili formun altina
belirtiniz.

Goniilliiniin Beyam

tarafindan  “Yeni Nesil Kolonlar
Kullanilarak Bazi Florokinolon Grubu Ilaclarin Biyolojik Swvilardan Es Zamanh Tayini
Icin St Kromatografik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu” isimli arastirma hakkinda
bana bilgi verildi. Arastirmanin amaci, uygulama bigimi ile riskleri ve bilgilerimle ilgili
gizliligin saglanacagi konusunda yeterli agiklama yapildi. Aragtirma sirasinda sorularim i¢in
Dog¢.Dr. Ahmet Yasar (0505 226 83 03) ile temas edebilecegim bana bildirildi. Istedigim
zaman arastirmadan cekilebilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya kendi goniillii onayim ile
katilmaya olurum vardir.

Gontlli Ad1 Soyadi Dogum Tarihi

Adres/Tel Imza

Tanik Adi Soyadi Dogum Tarihi

Adres/Tel Imza

Calismanin Yoneticisi:
Adi Soyadi : Dog. Dr. Ahmet YASAR

Adres/Tel : Karadeniz Teknik Universitesi, Eczacihk Fakiiltesi, 322 Nolu oda,
Ortahisar/Trabzon

Imza

Goriisme tarih ve saati:

Bu ¢aligmada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri,
Ogrenmek istiyorum ()
Ogrenmek istemiyorum ()
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Ek 3. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu-2
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU-2

Karadeniz Teknik Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Analitik Kimya Anabilim
Dalinda “Yeni Nesil Kolonlar Kullanilarak Bazi Florokinolon Grubu Ilaclarin Biyolojik
Swilardan Es Zamanh Tayini Icin Stvi Kromatografik Yiontem Gelistirilmesi ve
Validasyonu” isimli bir bilimsel arastirma (doktora tezi ¢alismasi kapsaminda)
yuritiilmektedir.

Bu aragtirmadaki amag, lilkemizde kullanilmakta olan siprofloksasin, levofloksasin,
moksifloksasin ve gemifloksasin ila¢ etken maddelerinin insan kaninda ve idrarinda tayini
icin bir analitik yontemin gelistirilmesidir. Arastirma kapsaminda siprofloksasin,
levofloksasin veya moksifloksasin kullanan hastalardan alinacak kan ve idrar 6rnekleri
analiz edilecektir. Bu ¢alisma i¢in, tedavisinde florokinolon kullanan bir goniillii hastadan
aliacak az miktardaki kan ve idrar 6rnegi yeterli olacaktir. Eger kabul ederseniz sizi bu
arastirmaya dahil etmek istiyoruz.

Bu arastirmanin sonuglari yalnizca bilimsel amaglarla kullanilacak ve kimliginiz her
zaman gizli tutulacaktir. Bu arastirmaya katilmanizdan dolay1 sizden herhangi bir para talep
edilmeyecektir. Ayni sekilde size de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

Aragtirmaya katilmak isterseniz size uygulanacak islemler su sekilde olacaktir.
Oncelikle Prof. Dr. Iftihar KOKSAL (KTU Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim
Dali) tarafindan muayene edileceksiniz. Tedaviniz kapsaminda florokinolon kullanmaniz
gerekiyor ise enfeksiyon hastaliklar1 servisine yatisiniz gerceklestirilecektir. Daha sonra
tedavinizin bir pargasi olarak, oral yolla kullandigimiz florokinolonun ikinci ilag
uygulamasindan hemen dnce ve ikinci uygulamasindan 2 saat sonra kolunuzdan 4 er mL kan
almacaktir (2 defa, toplam 8 mL, yaklasik yarim yemek kasig1). Buna ilaveten, ilk ilag
uygulamasindan sonra sirasiyla 2., 4., 6., 8., 10. ve 12. saatlerde sizden steril ve dereceli idrar
kaplarina 4 er mL idrar alinacaktir (6 defa, toplam 24 mL, yaklasik 2 yemek kasigi).
Belirtilmelidir ki, sizden toplanan Ornekler kullanilarak genetik veri incelemesi
yapilmayacaktir. Yontem gecerliliginin kanitlanmasinin ardindan, kalan idrar ve kan
ornekleri tibbi atik imha prosediiriine uygun olarak imha edilecektir.

Kan alma islemi hastaneye basvurdugunuzda siklikla yapilan herhangi bir saglik
tetkiki icin (0rnegin kan sekeri tayini) yapilanin aynisi olup, tecriibeli saglik personeli
tarafindan gerceklestirilecektir. Fakat, kan alinirken igne batmasi nedeniyle hafif bir ac1
duyabilirsiniz. Cok diisiikk bir ihtimal olsa da kan alirken veya kan aldiktan sonra igne
batirilan yerde kanamanin uzamasi, kan damarmin yirtilmast sonucu kanin damar disina
cikarak viicut bosluguna akmasi ve deri altinda koyu renkli gegici lekeler olusmasi, damar
icinde bir kan pihtisinin olusmasi ve bdylece kan akisini engellemesi, enfeksiyon, kol
uyusmasi, bas agrisi, bayilma, tansiyon diistikligii, alerji, ddem ve igne batirilan yerden
bulagarak enfeksiyon gelismesi riskleri olabilir. Kan alma islemi sirasinda steril tek
kullanimlik malzemeler kullanilacak olup bu yolla bir hastalik bulasma riski yoktur. Islemi
gerceklestirecek yetkili kisi bu risklerin farkinda olup; bu risklerin gerceklesmemesi igin her
tiirlii tedbir alinacaktir.

Arastirmaya katilmak zorunda olmadiginiz gibi arasgtirmaya katilmayi kabul
ettiginizde, istediginiz anda ayrilma hakkina da sahipsiniz. Ancak bu karariniz1 bize 6nceden
bildirirseniz aragtirmanin bozulmasina meydan vermemis olursunuz.
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Ek 3 (Devam)

Arastirmadan elde edilen sonuglari talep etmeniz durumunda herhangi bir ticret talep
etmeden size bildirecegiz. Bilgi edinmek istemiyorsaniz liitfen yazili formun altina
belirtiniz.

Goniilliiniin Beyam

tarafindan  “Yeni  Nesil Kolonlar
Kullanilarak Bazi Florokinolon Grubu Ilaclarin Biyolojik Swvilardan Es Zamanh Tayini
I¢in St Kromatografik Yontem Gelistirilmesi ve Validasyonu” isimli arastirma hakkinda
bana bilgi verildi. Arastirmanin amaci, uygulama bigimi ile riskleri ve bilgilerimle ilgili
gizliligin saglanacagi konusunda yeterli agiklama yapildi. Arastirma sirasinda sorularim i¢in
Dog¢.Dr. Ahmet Yasar (0505 226 83 03) ile temas edebilecegim bana bildirildi. Istedigim
zaman arastirmadan g¢ekilebilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya kendi goniillii onayim ile
katilmaya olurum vardir.

Goniilli Adi Soyadi Dogum Tarihi

Adres/Tel Imza

Tanik Ad1 Soyadi Dogum Tarihi

Adres/Tel Imza

Calismanin Yoneticisi:
Adi Soyadi : Dog. Dr. Ahmet YASAR

Adres/Tel : Karadeniz Teknik Universitesi, Eczacihk Fakiiltesi, 322 Nolu oda,
Ortahisar/Trabzon

Imza
Goriisme tarih ve saati:

Bu ¢aligmada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri,
Ogrenmek istiyorum ()
Ogrenmek istemiyorum ()
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