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OZET

Bu tez ¢alismasinda, rivastigmin (RIV)’in farkli ortamlardan tayini i¢in yeni, hassas, segici,
hizli ve wucuz olan bir molekiller baskilanmis kati-faz ekstraksiyon (MISPE)-
spektrofotometrik yontemi gelistirilmistir. Fonksiyonel monomer olarak metakrilik asit
(MAA), capraz baglayici olarak etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), baslaticit olarak
azobisizo biitironitril (AIBN) ve porojen olarak dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanilmistir.
Gelistirilen MISPE spektrofotometrik yontemle RIV, organik, sulu ve insan serumu
ortamlarinda basarili bir sekilde tayin edilmistir. Insan serumunda, molekiiler baskilanmig
polimer (MIP) ve molekiiler baskilanmamig polimer (NIP) kullanilarak sirasiyla %72,64 +
1,16 ve %17,16 £ 3,92 geri kazanim degerleri elde edilmistir. Gozlenebilme sinir1 (LOD)
0,63 pg/mL, tayin smir1 (LOQ) 1,92 ug/mL, dogrusal aralik ise 2,0-100,0 pg/mL olarak
bulunmustur.
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ABSTRACT

In this thesis, a new, sensitive, selective, fast and inexpensive molecularly imprinted solid-
phase extraction (MISPE)-spectrophotometric method has been developed for the
determination of rivastigmine (RIV) in different media. Methacrylic acid (MAA), ethylene
glycol dimethacrylate (EGDMA), azobiso butyronitrile (AIBN), and dimethylsulfoxide
(DMSO) were used as functional monomer, crosslinker, initiator and porogen, respectively.
RIV has been successfully determined from organic, aqueous and human serum media by
using the developed MISPE spectrophotometric method.72.64% + 1.16 and 17.16% =+ 3.92
recovery values have been achieved for the molecularly imprinted polymer (MIP) and non-
imprinted polymer (NIP), respectively. The limit of detection, limit of quantification values
and linearity range were found to be 0,63 ug/mL, 1,92 ug/ml, 2.0-100.0 ug/ml, respectively.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida
sunulmustur.

Simgeler Agiklamalar
Kisaltmalar Aciklamalar

AA Asetik Asit

ACN Asetonitril

AIBN Azobizizobiitiro nitril
ATOL Atenolol

BF Baskilama Faktorti
CHL Kloroform

DCE Dikloetan

DMSO Dimetil siilfat

EGDMA Etilen glikol dimetakrilat
KFE Kati-Faz ekstraksiyonu
MAA Metakrilik Asit

MeOH Metanol

MIP Baskilanmis Polimer
MISPE Molekiiler Baskilanmis Kati-Faz Eskraksiyonu
NaOH Sodyum Hidroksit

NIP Baskilanmamis Polimer
SD Standart Sapma

SPE Kati-Faz Ekstraksiyonu
TOL Toluen

Xort Ortalama Deger


http://www.ingilizceceviri.org/sozluk/turkce.asp?kelime=Etilen%20glikol%20dimetakrilat

1. GIRIS

Alzheimer hastaligi, genel olarak yavas baslayip zamanla artan, ndronlarin yapi veya
fonksiyon kaybina sebep olan bir hastalik ¢esididir. Hastaliin en yaygin goriilen erken
belirtisi son olaylarin hatirlanmasinda giiclik yasanmasidir. Hastaligin ilerleyen
stireclerinde konusmada bozukluklar, ruh hali degisimleri ve davranis sorunlar1 goriilebilir
[1]. Rivastigmin (RIV), Alzheimer hastalig1 tedavisinde kullanilan bir ilag etken maddesidir.
Fenil karbamat yapisinda bulunan asetilkolin esteraz inhibitoriidiir [2]. Alzheimer
hastaliginin birinci basamak tedavisinde kullanilmak tizere FDA tarafindan onaylanmis {i¢
etken maddeden biridir. Piyasada hem oral hem de transdermal yama farmasotik formlari
bulunmaktadir [3].

RIV tayini amaciyla literatiirde voltametrik [4], HPLC [5] ve GC-MS [6] yéntemleri

kullanilmaktadir.

Bu calismada, RiV’in sulu ortamlardan ve serum numunelerinden secici olarak
uzaklastirilmast ve tayini amaciyla bir molekiiler baskilanmis kati-faz ekstraksiyonu

(MISPE)-Spektrofotometrik yontem gelistirilmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Rivastigmin Hidrojen Tartarat

2.1.1. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

X J@L A\
CO;H
ﬁ CHa HOEC%/ 2

H CH3 H OH

3

Sekil 2.1. Rivastigmin Hidrojen Tartarat’in kimyasal yapis1

Kimyasal adi  “3-[(1S)-1-(Dimethylamino)ethyl]phenyl N-ethyl-N-methylcarbamate
hydrogen (2R,3R)-2,3-dihydroxybutanedioate” seklindedir. Kimyasal yapist Sekil 2.1°de
gosterilmekte olan ve Kapali formiilii C1gH2sN2Os olan RIV’in molar agirhig 400,4 g/mol

dir.

Beyaz veya hemen hemen beyaz, nem ¢ekici, kristal veya ince kristal formunda bir tozdur.
Metanol icerisinde ¢dziinen bu kimyasal, suda ¢ok iyi ¢oziiniirken, etil asetat icerisinde

yavas ¢Ozliniir. 123°C-125°C araliginda ise erir.
2.1.2. Farmakolojisi

RIV hafif ve orta dereceli Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan bir kolinesteraz
inhibitdriidiir . Ilk basamak tedavi i¢in FDA tarafindan onaylanmus bir ila¢ etken maddesidir.
Bu ilag etken maddesi hem oral hem de transdermal yama formiilasyonlarinda
bulunmaktadir [3]. Alzheimer hastaligina sahip bireylerin beyninde AChE’nin G1 enzimatik
formu bulunur. Rivastigmin, beyinde yer alan bu enzimatik formu inhibe ederek tedavi

saglar [7].
2.1.3. Rivastigmin tayin yontemleri

Majid Arvand ve Parisa Fallahi serum ve idrar numunlerinde molekiiler baskilanmig
polimerleri kullanarak voltametrik olarak rivastigmin tayin etmistir [4]. Ayrica Hossein

Amini ve Abolhassan Ahmadiani insan plazmasinda rivastigmn tayini i¢in yiliksek


https://en.wikipedia.org/wiki/Alzheimer%27s_disease
https://en.wikipedia.org/wiki/Cholinesterase_inhibitor
https://en.wikipedia.org/wiki/Cholinesterase_inhibitor
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0925400513008897#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0925400513008897#!
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Amini%20H%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Amini%20H%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ahmadiani%20A%5BAuthor%5D

performansli sivi kromatografik yontem gelistirmistir [5]. Ayrica Yunfei Sha ve arkadaslari
rivastigmin tayini i¢in hizli ve duyarli bir metod gelistirerek HS-SPME ve GC-MS
tekniklerini kullanmustir [6].

2.2. Molekiiler Baskilama Teknigi

Molekiiler baskilama yontemi, farkli matrikslerden iyonlar, organik molekiiller ve
biyomolekiillerin se¢iciligi yiiksek sekilde ayrilmasi igin akilli polimer elde edilmesini
saglayan ve bunun farkli uygulamalarda kullanilmasini yayginlastiran yeni bir malzeme
gelistirme yontemidir. Molekiiler baskilama teknigi, capraz baghh polimer agi i¢inde
bosluklar olusturulmasi temeline dayanmaktadir. Bu oyuklar, kalip molekiiliin boyutunu ve
seklini tanima 6zelligine sahiptir. Kalip molekiiliin herhangi bir desorpsiyon yontemiyle
uzaklastirilmasi, sabit pozisyonlarda monomer fonksiyonel gruplarini aciga ¢ikarmakta ve
kalip molekiiliine 6zgii bir yap1 olusmaktadir. Bu sekilde hazirlanan polimer, kalip
molekiiliin boyutunu, yapisini, uzaydaki yonlenisini tanir. Herhangi bir ortamda bu kaliba
kars1 segici ve etkin olarak davranarak kalip molekiili tanir. Molekiiler baskilanmig
polimerler kalip molekiil i¢in essiz bir segicilige sahip olmakla birlikte mekanik baskiya,

1s1ya, aside, baza, suya ve organik ¢oziiciilere kars1 direnclidirler.

2.2.1. Molekiiler baskilanmis polimerlerin (MIP) hazirlanmasi

Molekiiler baskilama yontemi temel olarak {i¢ basamaktan olugsmaktadir.

On-polimerizasyon

Uygun fonksiyonel gruplar iceren ve polimerlesebilen monomerler, kalip molekiile kovalent
olan veya olmayan etkilesimlerle baglanarak kompleks olusturur. Bu basamakta kalip
molekiil etrafinda fonksiyonel monomerin baglandigi bir yapr olusumu gozlenir. Kalip

molekiiliin yapis1 ve molekiile 6zgii kimyasal 6zellikler bu asamada olduk¢a 6nemlidir.

Polimerizasyon

Monomer-kalip molekiil kompleksi; uygun bir ¢apraz baglayici, ¢oziicii (porojen) ve

baslatict kullanilarak polimerlestirilir Polimerlesme fonksiyonel monomer iizerinden


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1570023204003253#!

gerceklestirilir. Polimerizasyonlarda fotokimyasal ve termal bozunum ile serbest radikal

olusturan azobisizobutironitril (AIBN) ¢ogunlukla tercih edilen azo-baslaticidir.

Kalip molekiilin uzaklastirilmasi

Polimer yapisinda bulunan kalip molekiil, uygun ¢oziici veya ¢oziici karigimlari
kullanilarak yapidan uzaklastirilir. Kalip molekiiliin yapidan uzaklastirilmasi ile polimerik
yapt lizerinde hedef molekiile 6zgii bosluklar olusur. Uygun kosullar altinda bu bosluklar
kalip molekiiliin boyutunu, seklini ve fonksiyonel gruplarinin agisal duruslarini tanir. Hedef
molekiil, olusan bu bosluklara secici ve etkin bir sekilde baglanir. Molekiiler baskilanmis

polimerlerin hazirlanma basamaklar1 Sekil 2.2’de sematik olarak gosterilmistir.

K Kalp Molekil 7]*
2N
+ On- Oraa.mzaS\ on [ A . Polimenzasyon

‘ Kalip molekiiliin ‘
uzaklastinlmasi

B 4
\_/\

Monometler

Sekil 2.2. Molekiiler baskilanmig polimerin hazirlanma basamaklari [8]

2.2.2. Molekiiler baskilama cesitleri

Kalip molekiil ve fonksiyonel monomerlerin arasindaki etkilesime gore molekiiler
baskilanmis polimer hazirlanmasi i¢in kullanilan iki farkli yaklasim bulunmaktadir. 1977

yilinda Wulff ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis olan kovalent baskilama ve 1981 yilinda



Mosbach ve arkadaglari tarafindan gelistirilen kovalent olmayan baskilama yaklasimlar
bulunmaktadir [9].

Kovalent baskilama

Kovalent baskilama tekniginde fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasinda kuvvetli bir
kovalent etkilesim gerceklesir. Polimerizasyondan sonra fonksiyonel monomer ile kalip
molekiil arasinda olusan kovalent baglar ekstraksiyon islemi ile kirillarak kalip molekiil
polimerden uzaklastirilir. Hedef molekiil baskilanmis polimer ile etkilestiginde ayni

kovalent bag yeniden olugmaktadir.

Kovalent olmayan baskilama

Fonksiyonel monomer ile kalip molekiiliin baglanmasi hidrojen bagi, iyon-iyon, iyon-dipol,
Van der Waals gibi molekiiller arasi etkilesimlerle gerceklesir. Kalip molekiil
polimerizasyondan sonra uygun ¢oziiciilerle polimerden uzaklastirilir. Yontemin basitge
uygulanabilmesi ve kullanilan fonksiyonel monomerlerin kolaylikla bulunabilmesi

sebebiyle molekiiler baskilanmig polimer sentezinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.

Kovalent molekiiler baskilamanin avantajlar

e Kovalent molekiiler baskilamada monomer ile kalip molekiil arasinda kararli baglar
olusur. Olusan kompleks stokiyometrik orandadir ve bunun sonucu olarak molekiiler
baskilama prosesi ve polimer lizerindeki baglanma boélgelerinin yapist daha kesindir.
Bunlarin bir sonucu olarak Kovalent baskilamada daha yiiksek afiniteye sahip baglanma

bolgeleri olusmaktadir.

Kovalent molekiiler baskilamanin dezavantajlari

e Bu yontemde kullanilan kimyasallar sinirlidir. Monomer-kalip molekiiliiniin sentezi
maliyetli bir islemdir. Kalip molekiiliin yapidan uzaklastirilmasi sirasinda kovalent
baglarin kirilmasi gerekmektedir. Bu islem ise asit hidrolizi ile gerceklesir. Bu nedenle
olusan kovalent baglarin yapidan uzaklastirilmasi ve tekrar baglanmasi prosesleri

yavastir.



Kovalent olmayan molekiiler baskilamanin avantajlari

e Bu yaklagimda 6n polimerizasyon sirasinda fonksiyonel monomerler kovalent olmayan
etkilesimlerle kalip molekiille kompleks olustururlar. Kovalent olmayan baglanma
kinetigi enzim substrat baglanmasina benzer. Kovalent olmayan etkilesimlerin daha zay1f
olmasindan dolay1 polimerizasyon sonrast kalip molekiil polimerden kolayca

uzaklastirilir. Hedef molekiiliin yapiya baglanma kinetigi hizlidir.

Kovalent olmayan molekiiler baskilamanin dezavantaijlari

¢ Fonksiyonel monomer ile kalip molekiilii arasinda meydana gelen kompleks olusumunu
arttirmak amaciyla fazla miktarda fonksiyonel monomer kullanilir. Bu durum secici
olmayan baglanma bolgeleri olusmasina neden olabilir. Baglanma bolgeleri dagilimi

heterojendir.

2.3. Molekiiler Baskilanmis Polimer (MIP) Hazirlarken Kullanilan Bilesenler

Molekiiler baskilanmig polimer sentezi; kalip molekiil, fonksiyonel monomer, capraz

baglayici, porojen (¢6ziicll) ve baslatici ile gergeklestirilir.

2.3.1. Kalip molekiil

Kalip molekiil, baskilama isleminde baskilanmis bolgeler olusturur. Bu nedenle fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerinin yan1 sira monomer ile uygun etkilesimde bulunmasi,
polimerizasyonda kullanilan diger bilesenler ile uyumlu olmasi ve porojen igerisinde
coziinmesi oldukca dnemlidir. Kalip molekiiliin polimerizasyon kosullarinda kararli olmasi

da gereklidir [10].

2.3.2. Fonksiyonel monomer

Fonksiyonel monomer, yiiksek segicilige sahip baglanma bdlgelerinde kalip molekiil ile
etkilesimlerden sorumludur. Fonksiyonel monomer ile kalip molekiil arasindaki etkilesim
birbirini tamamlamalidir. Bu etkilesimin birbirini tamamlamasi sayesinde etkin bir

baskilama gergeklesir. Kovalent olmayan molekiiler baskilama tekniginde baskilanmig



bolge sayisinin ¢ok olmasi igin fonksiyonel monomer kalip molekiilden daha fazla kullanilir.
Kalip molekiil/fonksiyonel monomer oram1 1:4 veya iizerinde olabilir. Bu oranin daha
diisiik olmas1 yeterli baglanma bdlgelerinin olusumunu olumsuz etkilerken, ¢ok yiiksek

olmasi da segici olmayan (non-spesifik) baglanma bolgeleri olusturur [11, 12].
2.3.3. Capraz baglayici

Molekiiler baskilanmis polimer hazirliginda kullanilan c¢apraz baglayicilar baskilanmis
baglanma boélgelerini kararli kilarak matrikse mekanik dayaniklilik kazandirir. Ayrica
polimer matriksinin yapisal formunu kontrol edip diizenler. Kalip molekiiliin yapidan
uzaklastirildiktan sonra yeterli kararlilifa sahip olmasi ve secici baglanma bdlgelerinin
olusmasi ¢apraz baglayict oraninin yiiksek olmasma baglidir. Etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA) en ¢ok kullanilan ¢aprazbaglayicidir [12,13].

2.3.4. Coziicii (Porojen)

(Coziiciiler, polimerizasyon sirasinda kalip molekiil, fonksiyonel monomerler, ¢apraz
baglayici ve baslaticiyr ayni fazda tutmak amaciyla kullanilir. Ayrica polimerin gézenekli
yapisinin olugmasini saglar. Hazirlanan polimerin analite segici olmasi i¢in olusan gozenekli

yapinin uygun boyutta olmasi ¢oziicii se¢imi ile iligkilidir [12].
2.3.5. Baslatial

Molekiiler baskilanmig polimerlerin sentezinde genellikle serbest radikal polimerizasyonu
yontemi tercih edilir. Azo baslaticilar bu amagla en ¢ok tercih edilen maddelerdir.
Baslaticilar fotokimyasal veya termal bozunma ile serbest radikaller olusturur ve eslesmemis
elektronlar cift baglarla etkileserek polimerizasyonu baslatirlar. iki radikal birbiri ile

etkilestiginde polimerizasyon sonlanir.
2.4. Kati-Faz Ekstraksiyon (KFE) Metodu

Kat1 faz ekstraksiyonu (KFE) yontemi temel olarak kiigiik, tek kullanimlik ekstraksiyon
kartus veya disklerine ¢esitli tutucu maddelerin doldurulmasi ve sivi 6rneklerini istenmeyen
bilesenlerden ayirma, On-zenginlestirme ve ileriki analiz asamalar1 i¢in 6rnek matriks

yapisinin degistirilmesi amaglariyla hazirlanmis kartus ve disklerden gegirilmesi temeline



dayanir. Sivi Ornekler kartustan dogrudan gegirilebilir. Burada yer c¢ekimi kuvveti
yardimiyla ayrim gercgeklesir. Fakat bu yontem ayrim siiresinin uzun olmasina neden olur
Zamandan tasarruf saglanmasi amaciyla vakum manifoldlar1 da kullanilmaktadir [14,15].
Sekil 2.3, 2.4, 2.5 ve 2.6’da klasik bir KFE kartus yapisinin yani sira ¢esitli ticari KFE kartus,
disk ve plakalari ile KFE manifoldu goriilmektedir.

Omek harmes —t=

Azdzorban vatam — T [ Dhzkler

Sekil 2.3. KFE kolonunun yapist

Sekil 2.4. KFE mikroplakalari Sekil 2.5. Cesitli ticari KFE kartus ve diskleri
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Sekil 2.7. KFE yontemi ile maddelerin ayrilma Sekil 2.8. KFE yontemi ile maddelerin
sekilleri ayrilma sekilleri

KFE metodunda kartustan gegirilme sirasinda 6rnek molekiiller ile tutucu madde arasinda
kimyasal bir etkilesim olusur. Bu etkilesimler sayesinde maddelerin birbirinden ayrilmasi
iki yolla gergeklestirilir. Birinci yontemde ilk asamada, analiz edilecek bilesik sorbente

baglanarak kolon icinde tutulurken, ¢dzelti ve istenmeyen bilesenler bu madde ile herhangi
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bir etkilesime girmezler. Daha sonra istenmeyen bilesenler uygun yikama cozeltisi ile
uzaklastirilir ve analiz edilecek bilesen sorbentten uygun bir ¢oziicii ile yikanarak alinir
(Sekil 2.7). Daha az tercih edilen ikinci yontemde ise istenmeyen bilesenlerin tutucu madde
ile etkilesimi s6z konusudur. Ozellikle atik yaglar gibi matriksten ayrilmasi zor olan
maddelerin analizinde kullanilan bu yontemde, matriksteki istenmeyen bilesenler sorbent
tarafindan siki sekilde baglanirlar. Analit ise tutucu madde ile etkilesime girmez ve uygun
bir ¢6ziicii yardimiyla yikanarak toplanir (Sekil 2.8). Bu yontemde, kartus i¢erisindeki tutucu
maddenin olusturdugu kati faz, filtre islevi gérmektedir [15-17].

2.5. Molekiiler Baskilanmis Kati-Faz Ekstraksiyon (MISPE) Yontemi

Kati-faz ekstraksiyonunda segiciligi arttirabilmek igin gesitli sorbentler kullanilmaktadir.
Klasik KFE sorbentine kiyasla MISPE yontemi yiiksek secicilige sahiptir. Termal ve
kimyasal kararliliklar1 sayesinde tekrarlanabilir sonuclar elde edilebilir. MISPE yontemi

farmasotik, biyolojik ve ¢evresel 6rneklere yaygin olarak uygulanmaktadir [18].

Bu yontemde geleneksel KFE isleminde oldugu gibi, baskilanmis polimerin belirli bir
miktar1 (50-200 mg) KFE kartusuna doldurulur. Daha sonra sirasiyla, sartlandirma, yiikleme,
yikama ve ellisyon asamalar1 uygulanir. MISPE yontemi sematik olarak Sekil 2.9°da

gosterilmistir.

Sartlandirma Yiikleme Yikama Eliisyon

.

A |:’ Analit
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. Baskil:
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Sekil 2.9. Molekiiler baskilanmig kati-faz ekstraksiyon islemi

Sartlandirma basamaginda, MIP’in kaviteleri (baglanma bdlgeleri) ile ornekteki hedef

molekiil arasinda etkilesimin maksimum diizeye ¢ikmasi i¢in sorbentin baglanma bodlgeleri
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aktive edilir. Yiikleme basamaginda ornek, kartus {izerine ¢oziicii i¢inde uygulanir. Bu
basamakta sadece hedef molekiiliin sorbente tutunmasi saglanir [15]. Cogunlukla sorbente
hem analit hem de 6rnek matriksinde bulunan diger girisim yapici bilesenler baglanir.
Yikama basamaginda, secici bir ekstraksiyon gergeklestirebilmek i¢in uygun organik ¢oziicti
ile yikama islemi uygulanarak girisim yapict bilesenler sorbentten uzaklastirilir ve analitin
sorbentte bagli kalmasi saglanir. MISPE yonteminin yiiksek seciciliginin ortaya ¢ikabilmesi
icin yikama basamagi onemli bir asamadir. Bu basamakta MIP’in, analiti secgici olarak
tanima kabiliyetinin ortaya cikabilmesi i¢in yikama ¢oziiclisiiniin pH’1, tiirii ve miktari
optimize edilmelidir. Yaygin olarak kullanilan yikama ¢oziiciileri dikloroetan (DCE), toluen
(Tol) ve kloroformdur (CHL). Asetonitril (ACN) ve metanol (MeOH) gibi yiiksek polaritede
olan bazi ¢oziiciilerle de iyi sonuglarin alindigir gézlenmistir [19]. Eliisyon basamaginda,
uygun bir ¢oziicli veya ¢oziicli karigimi ile girisime neden olan bilesenlerden temizlenmis,
sorbentten ayrilmasi saglanan analitin miktar1 HPLC, spektroflorimetri, UV-Vis

spektrofotometri vb. uygun bir analitik yontemle tayin edilir.
2.6. Beg (Inkiibasyon) Calismalar

Beg calismalari, MISPE calismalarindan énce MIP ve NIP’in analite karsi davranislarin
belirleyerek baglanma kapasiteleriyle ilgili bilgi edinmek ve yeniden baglanma 6zelliklerini
incelemek amaciyla yapilir. Calismalar genellikle uygun bir beher icerisinde gergeklestirilir.
Baskilama basarisi, analitin MIP ve NIP’e baglanma ilgisini belirlemek suretiyle baskilama
faktorii (BF) araciligiyla tespit edilir [20].



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Azobisizoiitironitril (AIBN)

Etilen glikol dimetakrilat (EDMA)

Metakrilik asit

Sitrik Asit

Sodyum Sitrat

Sodyum Hidroksit
Monobazik potasyum fosfat
Dipotasyum hidrojen fostat
Etanol

Dimetilsiilfoksit
Asetonitril

Rivastigmin

Metanol

Asetik Asit

Donepezil HCI

Atenolol

3.2. Kullanilan Cihazlar

UV-Vis Spektrofotometresi
Deiyonize Su Cihazi
Ultrasonik Banyo Cihaz1
Hassas Terazi

Mikropipet

pH Metre

Vakum Filtrasyon Sistemi
Santrifiij Cihazi

Tup Karistiric

Manyetik Karistiric
Inkiibator (Etiiv) Cihaz

Aldrich
Aldrich
Aldrich
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Novartis
Sigma
Sigma
Megafine
Sigma

Shimadzu 160 A
Millipore
Selecta
Shimadzu
Socorex

Mettler Toledo
[ldam

Selecta

Firlabo

Wisd

Niive

13
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Naylon Membran Alltech
Kat1 Faz Ekstraksiyon Kartusu Alltech
Kat1 Faz Ekstraksiyon Manifoldu Alltech

3.3. Coziiciilerin ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cozeltiler, cesitli ¢oziiciiler ve iletkenligi 18 mega ohm/cm olan deiyonize su kullanilarak

hazirlanmstir.
3.3.1. Stok rivastigmin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

10,0 mg RIV hassas olarak tartilmistir. 10,0 mL’lik balon jojeye konularak bir miktar su ile
ultrasonik banyoda ¢éziinmesi saglanmistir. 10,0 mL’ye su ile tamamlandi. Hazirlanan 1,0

mg/mL’lik RIV ¢6zeltisi kullanima kadar +4°C’de buzdolabinda saklanmistir.
3.3.2. Tampon ¢ozeltilerin hazirlanisi

pH 3,0 sitrat tamponu

93,0 m1 0.1000 M sitrik asit ¢ozeltisi ile 7,0 m1 0.1000 M sodyum sitrat ¢ozeltisi karistirilmis
ve. pH 3,0’e ayarlanmistir.

pH 5,0 asetat tamponu

14,8 ml 0.2000 M asetik asit ¢ozeltisi ile 35,2 ml 0.2000 M sodyum asetat ¢ozeltisi

karistiritlmistir. Karigim tizerine 50,0 ml su eklenmistir.

pH 7.0 fosfat tamponu

1,36 g monobazik potasyum fosfat ve 1,74 g dipotasyum hidrojen fosfat tartilarak 100,0

ml’lik balon joje igerisine aktarilmistir. Hacmine su ile tamamlanmastir.
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pH 8,0 fosfat tamponu

1,36 g monobazik potasyum fosfat ve 1,74 g dipotasyum hidrojen fosfat tartilarak 100,0
ml’lik balon joje igerisine aktarilmistir. Hacmine su ile tamamlanmistir. Karisimin pH’1
8,0’¢ 0.1000 M NaOH ile ayarlanmustir.

3.3.2. Kalibrasyon icin standartlarin hazirlanmasi

1,0 mg/mL RIV stok ¢dzeltisinden mikropipet ile belli miktarlarda alinip her biri ACN ile
5,0 mL’ye tamamlanarak 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 40,0; 80,0 ve 100,0 pg/mL derisimlerde

standartlar hazirlanmstir.

1,0 mg/mL RIV stok ¢dzeltisinden mikropipet ile belli miktarlarda alinip her biri MeOH ile
5,0 mL’ye tamamlanarak 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 40,0; 80,0 ve 100,0 pg/mL derisimlerde

standartlar hazirlanmastir.

1,0 mg/mL RIV stok ¢ozeltisinden mikropipet ile belli miktarlarda alinip her biri
dimetilsiilfoksit (DMSO) ile 5,0 mL’ye tamamlanarak 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 40,0; 80,0 ve 100,0

pg/mL derisimlerde standartlar hazirlanmistir.

1,0 mg/mL RIV stok ¢dzeltisinden mikropipet ile belli miktarlarda almip her biri su:asetik
asit (su:AA) (6:4) ile 5,0 ml’ye tamamlanarak 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 40,0; 80,0 ve 100,0 ug/mL

derisimlerde standartlar hazirlanmistir.

1,0 mg/mL RIV stok ¢6zeltisinden mikropipet ile belli miktarlarda alinip her biri su:AA (8:2)
ile 5,0 ml’ye tamamlanarak 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 40,0; 80,0 ve 100,0 pg/mL derisimlerde

standartlar hazirlanmistir.

1,0 mg/ml RIV stok ¢dzeltisinden mikropipet ile belli miktarlarda alinip her biri pH 3,0 sitrat
tamponu, pH 5,0 sitrat tamponu, pH 7,0 fosfat tamponu ve pH 8,0 fosfat tamponu ile 5,0
mL’ye tamamlanarak 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 40,0; 80,0 ve 100,0 pg/mL derisimlerde standartlar

hazirlanmustir.
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3.3.3. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin hazirlanmasi

Kalip molekiil olarak kullanilan RIV’in kartustan uzaklastirilmas1 amaci ile ekstraksiyon
¢oziiciisli olarak su:AA (8:2, v/v) kullanilmistir. 80,0 mL su ve 20,0 mL AA ¢ozeltisi 100,0
mL’lik balon jojede karstirildiktan sonra kullanima kadar +4°C’de buzdolabinda

saklanmustir.
3.3.4. Yiikleme ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

RIV stok cozeltisinden 1,125 mL almp 10,0 mL’ye pH 8,0 tampon c¢ozeltisi ile

tamamlanmustir.

RIV stok ¢dzeltisinden 1,125 mL alinip 10,0 mL’ye ACN ile tamamlanmustir.
RIV stok ¢dzeltisinden 1,125 mL alinip 10,0 mL’ye DMSO ile tamamlanmustir.
RIV stok ¢ozeltisinden 1,125 mL almip 10,0 mL’ye MeOH ile tamamlanmustir.
3.3.5. Yikama cozeltisinin hazirlanmasi

Yikama ¢ozeltisi olarak asetonitril kullanilmistir.

3.3.6. Eliisyon cozeltisinin hazirlanmasi
60,0 mL su ve 40,0 mL asetik asit karistirilarak eliisyon ¢o6ziiciisii olarak kullanilmistir.
3.4. RiV Baskilanms Polimer Sentezi

Cizelge 3.1°de detayl bir sekilde verilen sentez bilesimi kullanilarak polimerizasyon islemi
gergeklestirilmistir. 34,0 uL. metakrilik asit (Sekil 3.2) ve 25,0 mg baski molekiili (Sekil
3.1) 1,0 ml DMSO (Sekil 3.4) bulunan cam tiip igerisine eklenmistir. Tiip icerisindeki
karisim ¢oziindiikten sonra 15 dakika beklenmistir. On polimerizasyondan sonra 185,0 pL
EGDMA (Sekil 3.3) eklenip 5 dakika beklenmistir. 10,0 mg AIBN (Sekil 3.5) eklenerek
65°C’ye ayarlanmis inkiibator igerisinde 5 saat bekletilmistir. Baskilanmamis molekiiller ise

(NIP) RIV eklenmeden ayni sartlar altinda sentezlenmistir. Olusan polimerler ¢ekigle kirma
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yontemi ile cam tiip igerisinden ¢ikarilmistir. Polimerler havanda toz haline gelene kadar

ezilmis ve partikiil boyutu 40-140 um araliginda olacak sekilde eleklerden gegirilmistir.

RIV baskilanmis polimerden kalip molekiiliin uzaklastirilmas1 i¢in ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir. Ekstraksiyon islemi, Su:AA (8:2, v/Vv) ¢oziiciisiiniin 15,0 ml’si kullanilarak
tamamlanmistir. 20 saat ekstraksiyon sonunda baski molekiiliiniin  polimerden
uzaklastirildigi  tespit edilmistir. Ekstraksiyon 350 rpm’de manyetik karistiricida
gergeklestirilmistir. Eksraksiyon siiresi sonunda mikrotiipler kullanilarak 15000 rpm’de
santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda iistte kalan berrak sividan 3,0 ml kiivete alinmis
ve spektrofotometrede 265 nm’de absorbans degeri dlglilmiistiir. Ayni islemler NIP igin de

uygulanmustir.

Ekstraksiyon isleminin tamamlanmasinin ardindan partikiiller 65°C’de vakum altinda 2 saat

kurutulmustur.

Cizelge 3.1. RIV baskilanmig polimer sentez bilesenleri ve miktarlart

Kalip . . .
Molekiilii Fonksiyonel Monomer | Capraz Baglayici Baglatict Porojen
Rivastigmin Metakrilik Asit ('itr'T:Z?fk"rt‘l‘;'t Azobizizobiitiro | Dimetilsilfoksit

(RIV) (MAA) (EGDMA) nitril (AIBN) (DMSO)
0,10 mmol 0,40 mmol 0,980 mmol 10,0 mg 1,0 ml

O
PPN
HiC™ NT O
CHs

Sekil 3.1. RIV’in (Analit) kimyasal yapisi
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O

H->C
2 YJ\OH

CH,

Sekil 3.2. MAA (Monomer) kimyasal yapisi

CH 0
O CHs

Sekil 3.3. EGDMA (¢apraz baglayici) kimyasal yapisi

O

HaC~ S CH,

Sekil 3.4. DMSO (porojen) kimyasal yapis1

HsC. CH
NSe. NG ’
<
N ey

N
HaC” “CHs

Sekil 3.5. AIBN (baslatic1) kimyasal yapist
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Rivastigmin
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Sekil 3.6. Molekiiler baskilanmis polimer (MIP) sentez agamalari

3.4.1. RiV baskilanmis (MIP) ve baskilanmamis polimer (NIP) sentez parametreleri

Monomer miktarmin, sorbentin RIV baglamasina olan etkisi incelenmistir. Monomer
miktart sirastyla 0,19; 0,25; 0,31 ve 0,40 mmol kullanilarak hazirlanan sorbentler
incelenmistir. Sentez sirasinda 0,980 mmol ¢apraz baglayici, 0,061 mmol baslatici, 0,08

mmol baski molekiilii ve 1,0 ml porojen kullanilmistir.

Kalip molekiil olarak kullanilan RIV miktarinin sorbentin baglama kapasitesine olan etkisi
0,06; 0,08; 0,10 ve 0,12 mmol RiV kullanilarak incelenmistir. Sentez sirasinda 0,980 mmol
capraz baglayici, 0,061 mmol baslatici, 0,40 mmol fonksiyonel monomer ve 1,0 ml porojen

kullanilmustir.

Capraz baglayicit miktarinin, sorbentin RIV baglamasina olan etkisi incelenmistir. Capraz
baglayict miktari sirasiyla 0,74; 0,98; 1,23 ve 1,47 mmol kullanilarak hazirlanan sorbentler
incelenmistir. Sentez sirasinda 0,40 mmol monomer, 0,061 mmol baglatici, 0,10 mmol baski

molekiilii ve 1,0 ml porojen kullanilmigstir.
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3.5. Karakterizasyon Calismasi

Hazirlanan sorbentin ¢esitli ortamlardaki sisme davranisini incelemek amaciyla sisme
deneyleri yapilmistir. Sentezlenen MIP/NIP sorbentlerinin sisme davranisi karakterizasyon
caligmalar1, ¢esitli organik c¢oziicliler kullanilarak incelenmistir. Sisme davraniglarini
incelemek amaciyla kartus igerisine 75,0 mg sorbent eklenmistir. Yiikleme basamaginda
organik ortam i¢in 2,0 ml DMSO ve sulu ortam igin 2,0 ml pH 8 tampon ¢ozeltisi
kullanilmistir. Yiikkleme basamagi sonunda kartustaki sorbent tartilarak, sorbentin yiikleme
basamagi sonunda sisme miktar1 incelenmistir. Yikama basamaginda 3,0 ml ACN
kullanilmistir. Yikama basamagi sonunda sorbentin sisme miktar1 incelenmistir. Son olarak
elisyon basamaginda 3,0 ml su:AA (6:4, h/h) karisimi kullanilmis ve eliisyon basamagi
sonunda sorbentin sisme miktar1 incelenmistir. Ortamlardaki sisme yiizdesi asagidaki Esitlik

3.1 kullanilarak hesaplanmustir.
Sisme Yiizdesi (%) = [(Hsismis-Hkuru)/Hikuru] X 100 (3.1)

Hyismis: Sigmis polimerin agirligt.

Hiuru: Kuru polimerin agirhgi.
3.6. RIV Yeniden Baglanma (Bec) Calismalar

Bec calismalarinda MIP ve NIP’in RIV baglama yiizdelerinin bulunmasinda, baglanma
oncesi ve baglanma sonrasinda ortamdaki RIV derisimleri spektrofotometre ile 265 nm’de
Olciimler yapilarak belirlenmis, Esitlik 3.2 araciligiyla da % baglanma degerleri

hesaplanmustir.

(Co'Ce) X (V)
CoxV

(3.2)

% Baglanma = x 100

Co: Analitin basglangi¢ derisimi, pg/mL
Ce: Analitin baglanma sonrasi derigimi, pg/mL

V: Analit ¢6zeltisinin hacmi, mL
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Benzer bir yaklasimla, sorbente ait baskilama faktorii (BF) bulunmustur. BF, MIP’e
baglanan RIV miktarinin, NIP’e baglanan RIV miktarma oran1 olarak Esitlik 3.3’te

gosterilen formiil yardimiyla hesaplanmustir.

(3.3)

Wwip: MIP’e baglanan RIV miktari, ug
Whnip: NIP e baglanan RiV miktar1, pg

20 mg sorbent iizerine saf su igerisinde hazirlanmis 2.5 mL 50 pg/ml RiV stok ¢ozeltisi ve
2,5 mL baglanma ortami eklenmistir. Deney, vezin kabinda 350 rpm karistirma hizinda
yapilmistir. Siire sonunda, mikrotiipler i¢erisinde 15000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Ustte kalan seffaf kissmdan 3 ml alinarak spektrometrede 265 nm absorbans 6l¢iilmiistiir.
MIP ve NIP igin igerisinde RIV bulunmayan vezin kab1 paralel olarak ¢alisiimistir. MIP icin
RIV igermeyen vezin kabindan elde edilen supernatant absorbansi, RIV iceren vezin

kabindan elde edilen supernatant absorbansindan ¢ikarilarak hesaplama yapilmistir.

MIP ve NIP’e RIV baglanmasina, baglanma ortaminin etkisini incelemek igin ¢aligmalar pH
3,0 sitrat tamponu, pH 5,0 asetat tamponu, pH 7,0 fosfat tamponu, pH 8,0 fosfat tamponu,
ACN ve DMSO ortamlarinda yapilmistir. Baglanma c¢alismalari 60 dakika boyunca
manyetik karistiricida gergeklestirilmistir.

MIP ve NIP’e RiV baglanmasina siirenin etkisini incelemek amactyla 20,0 mg sorbent
tizerine (MIP ve NIP) 50,0 ug/mL derisimindeki 2,5 mL RIV ¢dzeltisi ve 2,5 mL baglanma
ortami eklenmistir. Calismalar pH 8,0 tampon ortam1 ve DMSO ortamlarinda yiriitiilm{stiir.
Inkiibasyon ¢alismalari, sirasiyla 20, 30, 45, 60, 75 ve 95 dakika boyunca manyetik

karistiricida siirekli karistirilarak gerceklestirilmistir.

Sorbent miktarinin RIV baglama yiizdesine olan etkisini incelemek igin farkli miktarlarda
sorbent kullanilmistir. Her bir ¢alismada, farkli kaplarda 10, 20, 30, 40 ve 50 mg MIP ve
NIP iizerine 50,0 pg/mL derisimindeki 2,5 mL RIV ve 2,5 mL baglanma ortam eklenerek
tamamlanmigtir. Caligmalar pH 8,0 tampon ortami, pH 7,0 tampon ortami, ACN ve DMSO
ortamlarinda yiiriitiilmiistiir.60 dakikanm sonunda MIP ve NIP’in bagladigi RIV miktart

belirlenmistir.
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Derisimin, sorbentin RIV baglama davranisina olan etkisini incelemek amaciyla 20,0 mg
sorbent 20 pg/ml, 40 ug/ml, 50 pg/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml, 120 ug/ml, 140 pug/ml, 160
pg/ml, 175 pg/ml, 200 pg/ml ve 250 pg/ml derisimlerindeki RIV ¢ozeltilerine eklenmistir.
Inkiibasyon ¢alismalar1 manyetik karistiricida gergeklestirilmis ve 60 dakika boyunca devam

ettirilmistir.

3.7. MISPE Kosullarinin Optimizasyonu ve Segicilik

MISPE c¢alismalarinda, kosullarin optimize edilmesi amaciyla yapilan cesitli calismalar

asagida sunulmustur.

Yiikleme ¢oziiciisiiniin RIV geri kazanimina etkisi, yiikleme ¢oziiciileri olarak pH 8,0
tampon ¢ozeltisi, ACN, DMSO ve metanol kullanilarak incelenmistir. SPE kartuslarina 50
mg kuru sorbent doldurulmustur. Yiikleme ¢ozeltisinin ¢oziiciisii sartlandirma ¢6ziiciisii
olarak kullanilmigtir (3 x 0,5 mL). Yiikleme basamaginda, yiikleme ¢oziiciisii iginde
hazirlanan 75 pg/mL derisimdeki RIV ¢ozeltisinden 3,0 mL (6 x 0,5 mL), yikama
basamaginda 3,0 mL ACN (6 x 0,5 mL) ve eliisyon basamaginda 4,0 mL su:AA (8:2) (8 x
0.5 mL) kullanilmustr.

Yiikleme ¢oziiciisiiniin hacminin sorbentin geri kazanimina olan etkisi 1,0, 2,0, 3,0 ve 4,0
mL pH 8,0 tampon ¢dzeltisi ierisinde hazirlanan RIV ¢dzeltisi kullanilarak incelenmistir.
SPE kartuglarina 50 mg kuru sorbent doldurulmustur. Sartlandirma basamaginda pH 8,0
tampon ¢ozelti (3 x 0,5 mL), yikama basamaginda sirasiyla ACN (6 x 0,5 mL) ve eliisyon
basamaginda su:AA (6:4) (8 x 0,5 mL) kullanilmustir.

Yikama ¢oziiciisliniin tiiriiniin sorbentin geri kazanimina olan etkisi yikama ¢6ziiciisii olarak
ACN ve Metanol kullanilarak incelenmistir. SPE kartuslarina 50 mg kuru sorbent
doldurulmustur. pH 8,0 tampon ¢ozeltisi sartlandirma ¢oziiciisii olarak kullanilmistir (3 X
0,5 mL). Yiikleme basamaginda, pH 8,0 tampon ¢ozeltisi iginde hazirlanan 75 pg/mL
derisimdeki RIV ¢ozeltisinden 3,0 mL (6,0 x 0,5 mL), yikama basamaginda 3,0 mL
ACN/Metanol (6 x 0,5 mL) ve eliisyon basamaginda 4,0 mL su:AA (8:2) (8 x 0.5 mL)

kullanilmustir.
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Yikama ¢dziiciisiiniin hacminin sorbentin geri kazanimina olan etkisi 1,0, 2,0, 3,0 ve 4,0 mL
ACN kullanilarak incelenmistir. SPE kartuslarina 50 mg kuru sorbent doldurulmustur.
Sartlandirma basamaginda pH 8,0 tampon ¢o6zelti (3 x 0,5 mL), ylikleme basamaginda 2,0
ml 112,5 pg/mL RIV ¢ozeltisi (pH 8,0 tampon ¢dzeltisi iginde; 4 x 0,5 mL), yikama
basamaginda sirasiyla ACN (2 x 0,5 mL; 4 x 0,5 mL; 6 X 0,5 mL; 8 x 0,5 mL) ve eliisyon
basamaginda su:AA (6:4) (8 x 0,5 mL) kullanilmistir.

Eliisyon ¢oziiciisii olarak kullanilan su:AA bilesiminin sorbentin geri kazanimina olan
etkisini incelemek amaciyla 6:4, 7:3 ve 8:2 h/h oranlarinda, eliisyon ¢oziicii karisimlari
kullanilmistir. SPE kartuslarina 50 mg kuru sorbent doldurulmustur. pH 8,0 tampon ¢6zeltisi
sartlandirma ¢oziiciisii olarak kullanilmistir (3 x 0,5 mL). Yiikleme basamaginda, pH 8,0
tampon ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan 75 pg/mL derisimdeki RIV ¢ozeltisinden 3,0 mL (6,0 x
0,5 mL), yikama basamaginda 3,0 mL ACN (6 x 0,5 mL) ve eliisyon basamaginda 4,0 mL
SU:AA (6:4; 7:3; 8:2) (8 x 0.5 mL) kullanilmistir.

Ellisyon ¢oziiciisiiniin hacminin sorbentin geri kazanimina olan etkisi sirastyla 3,0, 4,0, 5,0
ve 6,0 mL su:AA (6:4, h/h) kullanilarak incelenmistir. SPE kartuslarina 50 mg kuru sorbent
doldurulmustur. Sartlandirma basamaginda pH 8,0 tampon ¢6zelti (3 x 0,5 mL), yiikleme
basamaginda 112,5 pg/mL RIV ¢ozeltisi (pH 8,0 tampon ¢dzeltisi i¢inde; 4 x 0,5 mL),
yikama basamaginda ACN (6 x 0,5 mL) ve eliisyon basamaginda su:AA (6:4) (6 x 0,5 mL;
8x0,5mL; 10 x 0,5 mL; 12 x 0,5 mL) kullanilmustir.

Sentezlenen RIV baskilanmis sorbentin segiciliginin incelenmesi amaciyla, RIV ile benzer
terapdtik etkiye sahip Donepezil HCI ve RIV molekiil yapisina benzer yapida olan Atenolol
ile MISPE calismalar1 yapilmistir. SPE kartuslarina 75 mg kuru sorbent (MIP veya NIP)
doldurulmustur. Sorbentin altina ve {ist kismma cam pamuk yerlestirilerek sorbent
sabitlenmistir. Yiikleme ¢6zeltisinin ¢oziiclisli sartlandirma ¢6ziiciisii olarak kullanilmistir
(3 x 0,5 mL). Yiikleme basamaginda, pH 8,0 tampon ortami i¢inde hazirlanan 225 pg
derisimdeki Donepezil HCl ve Atenolol ¢ozeltisinden 2,0 mL (4 x 0,5 mL), yikama
basamaginda 3,0 mL ACN (6x0,5 mL) ve eliisyon basamaginda 5,0 mL su:AA (6:4) (10 x
0.5 mL) kullanilmistir.
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Sorbent miktarinin optimize edilmesi amaciyla 3,0 mL’lik SPE kartuslara sirasiyla 25, 75 ve
100 mg MIP ve NIP doldurulmus ve ekstraksiyon ¢alismasindan sonra geri kazanim

degerleri tespit edilmistir.

3.8. Degisik Ortamlardan RiV’in Uzaklastirilmasi ve Spektrofotometrik Yontemle Tayini

Serum numunesinden geri kazanim (dogruluk), giin-i¢i ve giinler-arasi Kkesinlik
calismalarinda ticari serum iizerine belli derisimlerde RIV eklenerek hazirlanan ¢ozeltilerle
gergeklestirilmistir. Bu c¢alismalarda 75,0 mg kuru sorbent kullanilmistir. Sartlandirma
basamaginda pH 8,0’e ayarlanmis fosfat tamponu (3 x 0,5 mL), yiikkleme basamaginda ticari
serum icerisinde hazirlanan 5,0, 25,0 ve 90,0 pg/mL RIV ¢ozeltisi (pH 8,0’e ayarlanmis
fosfat tamponu iginde; 4 x 0,5 mL), yikama basamaginda ACN (6 x 0,5 mL) ve eliisyon
basamaginda su:AAc (6:4) (10 x 0,5 mL) kullanilmistir. Calismalar MIP ve NIP igin ti¢ defa
tekrarlanarak yiriitiilmistiir. Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligi giin-i¢i ve glinler-arasi
caligmalar yapilarak tespit edilmistir. Bu amagla dogrusal ¢aligma araliginin alt, orta ve tist
kismina karsilik gelecek {i¢ farkli konsantrasyonda (5,0, 25,0 ve 90,0 pg/mL) ticari serum
iizerine eklenip hazirlanan RIV ¢ozeltileri, ayni giin i¢inde ii¢ defa ve ii¢ farkli giinde analiz
edilmistir. Her bir deney i¢in, ortalama geri kazanim yiizdesi ve bagil standart sapma

degerleri asagida verilen Esitlik 3.4 ve Esitlik 3.5 yardimiyla hesaplanmustir.

X _ X1+X2+X3+...+Xn (3.4)
ort - n
%RSD = )5(7[) % 100 (3:5)
ort

Yukaridaki formiillerde SD, geri kazanim degerlerinin standart sapmasini; Xort, geri kazanim

degerlerinin ortalamasinit; X1...Xn ise geri kazanim degerlerini gostermektedir.
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4. BULGULAR

Tez ¢aligmasinda ilk olarak sorbentin sentez bilesenleri olan ¢apraz baglayici, fonksiyonel
monomer ve kalip molekiil miktarlar1 optimize edilmistir. Sentezlenen MIP/NIP sorbentlerinin
RIV baglama yiizdelerinden hareketle beg tiirii calismalarla optimizasyon gerceklestirilmistir.
Baglanma yiizdelerini artirmak amaciyla, cesitli iyilestirme caligmalar1 yapilmistir. Bu
calismalarda sirastyla inkiibasyon c¢oziiciisii, baglanma siiresi, inkiibasyonda kullanilacak
polimer miktar1 ve RIV derisimi gibi parametreler test edilmistir. SPE teknigi kullanilarak
yapilan geri kazanim c¢aligmalarinda ise yiikleme ¢oziiciisii tiirli ve hacmi, yikama ¢o6ziiciisii ve
hacmi, eliisyon ¢oziiciisii, eliisyon hacmi ve kartusa doldurulacak sorbent miktar1 gibi
parametreler de optimize edilmistir. Son olarak, gelistirilen MISPE-spektrofotometrik metot,

ticari serum numunesinden RIV tayininde basarili bir sekilde uygulanmustir.

4.1. Sorbentin Sentez Kosullarinin Optimizasyonu ve Karakterizasyonu

Bu kisimda, hazirlanan MIP/NIP’in RIV baglama davramsina; capraz baglayicinm,

fonksiyonel monomerin ve RIV miktarmin etkileri incelenmistir.

[lk olarak c¢apraz baglayicinin (EGDMA), sorbentin RIV baglamasina olan etkisi
arastirilmistir. Capraz baglayict miktar1 olarak sirasiyla 0,74; 0,98; 1,23 ve 1,47 mmol
kullanilarak hazirlanan sorbentler incelenmis, elde edilen sonuglar ise Sekil 4.1 ve Sekil
4.2’de gosterilmistir. Calisma, pH 8,0 tampon ortami ve DMSO igerisinde
gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.1. pH 8,0 Tampon ortaminda ¢apraz baglayict miktarinin MIP ve NIP’in RIV
baglama ylizdesine etkisi
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Sekil 4.2. DMSO ortaminda c¢apraz baglayici miktarinin MIP ve NIP’in RIV baglama
ylizdesine etkisi

Monomer miktarmin, hazirlanan sorbentin RIV baglamasia olan etkisi 0,19, 0,25, 0,31 ve
0,40 mmol monomer kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen RIV baglanma sonugclar Sekil

4.3 ve Sekil 4.4’te gosterilmistir. Calisma, pH 8,0 tampon ortam1 ve DMSO igerisinde

gergeklestirilmistir.



27

100

80 76,80 77,20 77,80
g 60
=
=
oY)
Cg u MIP
X 40 mNIP

20

0
0,19 0,25 0,31 0,40
Monomer Miktari (mmol)

Sekil 4.3. pH 8,0 Tampon ortaminda monomer miktarinin MIP ve NIP’in RV geri kazanim

yiizdesine etkisi
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Sekil 4.4. DMSO ortaminda monomer miktarinin MIP ve NIP’in RIV geri kazanim
ylizdesine etkisi

Polimerizasyon sirasinda kalip molekiil olarak kullanilan RIV miktarinin, sorbentin analiti
yeniden baglama davranisina olan etkisi 0,06; 0,08; 0,10 ve 0,12 mmol RiV kullanilarak
kullanilarak incelenmistir. Calisma, pH 8,0 tampon ortami ve DMSO igerisinde

gergeklestirilmistir. Deneysel sonuglar Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da sunulmustur.
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Sekil 4.5. pH 8,0 tampon ortaminda RIV miktarinin MIP ve NIP’in analiti yeniden baglama
ylizdesine etkisi
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Sekil 4.6. DMSO ortaminda RiV miktarmin MIP ve NIP’in analiti yeniden baglama
ylizdesine etkisi

Sentezlenen MIP/NIP sorbentlerinin karakterizasyon ¢alismalari, sisme davranislarinin
incelenmesiyle gergeklestirilmistir. Sisme davraniglar1 ylikleme ¢oziiciisii olarak DMSO ve
pH 8,0 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilmis ve yilikleme, yikama ve eliisyon
basamaklarinda sorbentin sisme miktar1 incelenmistir.Bu ¢aligmalara ait deneysel sonuglar
Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de sunulmustur. Yikama basamaginda ACN, eliisyon basamaginda ise
su:AA (8:2) kullanilmistir.
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Sekil 4.7. Sorbentin yiikleme, yikama ve eliisyon basamagi sisme davranist (pH 8,0 tampon
ortami)
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Sekil 4.8. Sorbentin yiikleme, yikama ve eliisyon basamagi sisme davranisi (DMSO Ortami)

4.2. Be¢ Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

Be¢ calismalarinda, baglanma ortaminda kullanilan ¢éziicii tiiriiniin, sorbentin RIV
baglamasina olan etkisi incelenmistir. Baglanma c¢alismalar1 pH 3,0 sitrat tamponu, pH 5,0
asetat tamponu, pH 7,0 fosfat tamponu, pH 8,0 fosfat tamponu, ACN ve DMSO ortamlari

kullanilarak gergeklestirilmistir. Calismalara ait deneysel sonuglar Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. Inkiibasyon ortaminin MIP ve NIP’nin RIV baglama iizerindeki etkisi

Baglanmada dengeye ulasma siiresinin tespiti amaciyla farkli baglanma siireleri (20, 30, 45,
60, 75 ve 95 dakika) test edilmis ve yeniden baglanma yiizdeleri elde edilmistir. Caligmalar
pH 8,0 tampon ortami ve DMSO igerisinde gerceklestirilmistir. Bu testlere ait sonuglar Sekil

4.10 ve Sekil 4.11°de sunulmustur.
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Sekil 4.10. pH 8,0 tampon ortaminda inkiibasyon siiresinin baglanma yiizdesine etkisi
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Sekil 4.11. DMSO ortaminda inkiibasyon siiresinin baglanma yiizdesine etkisi

Sorbent miktarinin baglanma yiizdesine olan etkisi farkli miktarlarda sorbent kullanilarak
(10,0; 20,0; 30,0; 40,0 ve 50,0 mg) farkli inkiibasyon ortamlarinda gergeklestirilmistir.
Calismalar pH 7,0 fosfat tampon ortami, pH 8,0 fosfat tampon ortami, DMSO ve ACN
ortamlarinda yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil
4.15’te gosterilmistir (Analit ¢ozelti derisimi 50 pg/mL ve inkiibasyon siiresi 60 dakika

olarak se¢ilmistir.)
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Sekil 4.12. pH 7,0 tampon ortaminda sorbent miktarinin RIV baglamaya etkisi
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Sekil 4.13. pH 8,0 tampon ortaminda sorbent miktarmnin RiV baglamaya etkisi
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Sekil 4.14. DMSO ortaminda sorbent miktarinin RIV baglamaya etkisi
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Sekil 4.15. ACN ortaminda sorbent miktarmin RIV baglamaya etkisi
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Inkiibasyon ortamindaki RIV derisiminin, sorbentin baglama kapasitesi iizerindeki etkisi
incelenmistir. 20 pg/ml, 40 pg/ml, 50 ug/ml, 75 pug/ml, 100 pug/ml, 120 pg/ml, 140 pg/ml,
160 pg/ml, 175 pg/ml, 200 pg/ml ve 250 pg/ml derisimlerinde RIV ¢ozeltileri kullanilmastir.
Calismalar pH 8,0 tampon ortami ve DMSO ortaminda gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuclar Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir (Sorbent miktar1 20 mg ve inkiibasyon

stiresi 60 dakika olarak se¢ilmistir).
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Sekil 4.16. pH 8,0 tampon ortaminda RIV derisiminin sorbentin baglama kapasitesine olan
etkisi
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Sekil 4.17. DMSO ortaminda RiV derisiminin sorbentin baglama kapasitesine olan etkisi
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4.2. MISPE Kosullarimin Optimizasyonu ve Secicilik Calismasi
Sentezlenen RIV baskilanmis sorbentin segiciliginin incelenmesi amaciyla RIV ile benzer

terapotik etkiye sahip Donepezil HCI ve RIV molekiil yapisina benzer yapida olan Atenolol

ile MISPE calismalar1 yapilmistir. Caligmalarin sonuglar1 Sekil 4.18’de sunulmustur.

100

81
80
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u MIP

% Geri Kazamim

40 B NIP

20 12,45

4,98 4,13 547 466

RIV Donepezil HCI Atelenol

Sekil 4.18.Segicilik ¢alismasinda yiikleme ¢oziiciisii i¢inde kullanilan Rivastigmin,
Donepezil HC1 ve ATOL geri kazanim yiizdeleri

Yiikleme ¢oziiciisii tiiriiniin sorbentin RIV baglamas: iizerindeki etkisi; pH 8,0 tampon
¢ozeltisi, ACN, DMSO ve MeOH iginde ayri ayr1 hazirlanan 3,0 ml 75 pg/ml RiV igeren
cozeltiler kullanilarak arastirilmistir. 50,0 mg sorbent ile yapilan ¢aligmalarda yikama
¢oziiciisii olarak 3,0 ml ACN, eliisyon ¢oziiciisii olarak 4,0 ml su:AA (8:2; v/v)

kullanilmistir.Sonuglar Sekil 4.19’da sunulmustur.
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Sekil 4.19. Yiikleme ¢oziicii tiiriiniin sorbentin RIV baglamasina etkisi (Yikama: ACN)

Yiikleme ¢oziiciisii hacminin sorbentin RIV baglamas: iizerindeki etkisi sirastyla 1,0, 2,0,
3,0 ve 4,0 mL tampon (pH 8,0) icinde hazirlanan 225 pg RIV igeren ¢ozeltiler kullanilarak
arastirllmistir. 50,0 mg sorbent ile yapilan caligmalarda yikama ¢oziiciisii olarak 3,0 ml
ACN, eliisyon ¢oziiclisii olarak 4,0 ml su:AA (6:4; v/v) kullanildi. Sonuglar Sekil 4.20°de

sunulmustur.
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Sekil 4.20. Yiikleme ¢oziiciisii hacminin sorbentin RIV baglamasina etkisi. (Yikama: ACN)




36

Yikama ¢oziiciisiiniin tiirliniin sorbentin geri kazanim yiizdesine olan etkisini incelemek i¢in
sirastyla MeOH ve ACN ¢oziiciileri kullanilmigtir. 50,0 mg sorbent ile yapilan ¢alismalarda
yiikleme ¢oziiciisii olarak 3,0 ml 75 pg/ml RIV, eliisyon ¢dziiciisii olarak 4,0 ml su:AA (8:2;

vIVv) kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.21. Yikama ¢oziiclisliniin sorbentin geri kazanim yiizdesine olan etkisi

En uygun yikama ¢oziiciisi ACN olarak tespit edildiginden, ACN hacminin RIV geri
kazanim yiizdesine olan etkisi de incelenmistir. 50,0 mg sorbent ile yapilan ¢alismalarda
yiikleme ¢oziiciisii olarak 2,0 ml 112,5 pg/ml RiV, eliisyon ¢dziiciisii olarak 4,0 ml su:AA
(6:4; v/v) kullanilmigtir. Sonuglar Sekil 4.22°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.22. Yikama ¢0ziiclisii hacminin sorbentin geri kazanim yiizdesine olan etkisi
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Eliisyon ¢oziiciisli olarak kullanilan su:AA bilesiminin sorbentin geri kazanim yiizdesine
olan etkisini incelemek i¢in 4,0 ml 6:4, 7:3 ve 8:2 (h/h) oranlarinda, eliisyon ¢oziicii
karigimlari kullanilmistir. 50,0 mg sorbent ile yapilan ¢alismalarda yiikleme ¢oziiciisii olarak
3,0 ml 75 pug/ml RIV, yikama ¢oziiciisii olarak 3,0 ml ACN kullanilmistir. Elde edilen

sonuclar Sekil 4.23’te gosterilmistir.
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Sekil 4.23. Eliisyon ¢oziiciisiiniin bilesenlerinin oraninin sorbentin geri kazanim yiizdesine
olan etkisi

Eliisyon ¢oziicii hacminin sorbentin geri kazanim ylizdesine olan etkisi incelenmistir.
Eliisyon ¢oziiciisii olarak su:AA (6:4; v/v) kullanilmistir.50,0 mg sorbent ile yapilan
calismalarda yiikleme ¢oziiciisii olarak 3,0 ml 75 pg/ml RiV, yikama ¢oziiciisii olarak 3,0
ml ACN kullanild1 Elde edilen sonuglar, Sekil 4.24°de gosterilmistir.
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Sekil 4.24. Eliisyon ¢oziiciislinlin hacminin sorbentin geri kazanim ylizdesine olan etkisi



38

Kartuslara yiiklenen sorbent miktarinin RIV’in baglanmasina olan etkisini arastirmak iizere
3.0 mL hacimli kati faz ekstraksiyon kartuslarina sirasiyla 25, 75, 100 mg sorbent
doldurulmustur. Yiikleme ¢oziictisii olarak pH 8,0 tampon ortami igerisinde hazirlanmig 225
ug/ml RIV; yikama ¢oziiciisii olarak 3,0 ml ACN ve eliisyon ¢dziiciisii olarak 5,0 ml su:AA

(6:4 v/v) kullanilmigtir. Hesaplanan geri kazanim degerleri Sekil 4.25°te sunulmustur.
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Sekil 4.25. Kartusa doldurulan sorbent miktarinin RIV’in baglanma yetenegine olan etkisi

4.3. Gelistirilen MISPE-Spektroflorimetrik Yonteme Ait Analitik Parametreler

Kalibrasyon grafiginin alt derisimi olan 2 pg/mL RIV ¢dzeltisi hazirlanmistir. 265 nm’de on

kez 6l¢iim alinarak hesaplanan analitik parametreler Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Kalibrasyon calismasi (n=10)

Dogrusal Aralik Egim Kesim r LOD? LOQ"
noktasi (ng/mL) (ng/mL)
2,0 -100,0 pg /ml | 0,0012 -0,0002 0,9989 0,6351 1,9245

3 LOD=(3,3 x SD)/m
b LOQ= (10 x SD)/m
SD : Standart Sapma
m: Egim

Gelistirilen yontemin tekrarlanabilirligi, glin-i¢i ve giinler-aras1 ¢alismalar yapilarak tespit

edilmistir. 75,0 mg sorbent kullanilarak yapilan ¢alismalarda yikama ¢6ziiciisii olarak 3,0 ml



ACN, eliisyon ¢oziiciisii olarak 5,0 ml su:AA (6:4; h/h) kullanilmistir. Sonuglar Cizelge 4.2

ve Cizelge 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Glin-i¢i ¢alismalar

RiV konsantrasyonu (ug/mL)

Giin-i¢i (n=3) MIP

Giin-i¢i (n=3) NIP

RSD% RSD%
5,0 0,22 3,2
25,0 1,34 0,71
90,0 1,31 1,46

Cizelge 4.3. Glinler arasi ¢aligmalar

RIV konsantrasyonu (pg/mL)

Giinler-arasi (n=3) MIP

Giinler-aras1 (n=3) NIP

RSD% RSD%
50 0,43 3,2
25,0 1,46 2,55
90,0 0,92 2,4

Degisik derisimlerde (5,0; 25,0; 90,0 png/mL) RIV eklenerek hazirlanan sulu numunelerde
(pH 8,0) geri kazanim g¢alismalar1 gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Serum 6rneklerinden RV geri kazanim ¢alismas1 (n=3)

Eklenen RIV derigimi % Geri Kazamm£RSD (%)
(ng/mL) MIP NIP
50 69,57+0,87 20,83+2,27
25,0 71,05+1,09 17,54+1,62
90,0 72,64+1,16 17,16£3,92
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5. TARTISMA

Bu boliimde, bulgular kisminda sunulan deneysel sonuglar degerlendirilmistir.
5.1. MIP/NIP Sentez Calismalari

Bu kisimda, polimerin sentez bilesenlerinin optimizasyonu incelenmistir. Ilk olarak ¢apraz
baglayict miktarmin sorbentin RIV baglamasima etkisi hem sulu ortamda hem de organik
ortamda incelenmistir. Elde edilen % baglanma degerleri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de
gosterilmektedir. Sekil 4.1°de goriildiigii gibi sulu ortamda 0,98 mmol EGDMA kullanilarak
sentezlenen sorbentin RIV % baglanma degerlerinin; 0,74; 1,23 ve 1,47 mmol EGDMA
kullanilarak sentezlenen sorbentlerin % baglanma degerlerine gore daha basarili oldugu
tespit edilmistir. MIP ve NIP’in % baglanma degerleri arasindaki fark baskilamanin
basarisin1 gosterdiginden, en basarili baskilamanin 0,98 mmol EGDMA kullanilarak
gerceklestirildigi sonucuna varilmistir. Sonug olarak, MIP’e baglanan RiV miktar1 %78,30
iken, NIP ile elde edilen degerin %23,38 oldugu tespit edilmistir. Organik ortam sonuglari
ise Sekil 4.2°de belirtilmistir. Organik ortamda da sulu ortamda oldugu gibi 0,98 mmol
EGDMA kullanilarak sentezlenen sorbentin RIV % baglanma degerlerinin; 0,74, 1,23 ve
1,47 mmol EGDMA kullanilarak sentezlenen sorbentlerin % baglanma degerlerine gore
daha basarili oldugu tespit edilmistir. Baskilama fakorii 2,95 olarak bulunmustur. Organik
ortamda sonug olarak, MIP e baglanan RIV miktar1 %85,10 iken, NIP ile elde edilen degerin
%28,80 oldugu tespit edilmistir.

Fonksiyonel monomer miktarinin optimizasyonu i¢in c¢aligmalar yapilmistir. Calismalar
sulu ortam ve organik ortamda gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarda da sirasi1 ile 0,19; 0,25;
0,31 ve 0,40 mmol monomer kullanilarak sorbentler sentezlenmis ve elde edilen baglanma
degerleri Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°te verilmistir. Sulu ortamda baskilama basarist 0,40 mmol
monomer ile sentezlenen sorbent ile elde edilmistir. MIP’e baglanan RIV miktar1 %77,80
iken, NIP ile elde edilen deger %23,44 olmustur. Organik ortamda da sulu ortamda oldugu
gibi 0,40 mmol monomer ile sentezlenen sorbentin baskilama faktoriiniin daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. MIP’e baglanan RIV miktar1 %84,78 iken, NIP ile elde edilen deger
%30,90 olarak tespit edilmistir.
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Polimerizasyon sentez parametrelerinden sonuncusu olan kalip molekiil miktarinin,
sorbentin analiti yeniden baglama yiizdesine olan etkisi, sirasi ile 0,06; 0,08; 0,10 ve 0,12
mmol analit kullanilarak incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’de
sunulmustur. Calismalar sulu ortam ve organik ortamda gergeklestirilmistir. Sulu ortamda
MIP icin en yiiksek ve NIP icin ise en diisiik baglanma yiizdesinin, 0,10 mmol RIV
kullanilarak hazirlanan sorbentle elde edildigi goézlenmistir. Elde edilen bu sonug, kalip
molekiil olarak kullanilan RIV’in miktarinin 0,10 mmol’e cikarildiginda daha fazla
baskilanmis bélgenin elde edildigini gostermektedir. Bunun bir sonucu olarak da baglanan
RIV miktarinda artis saglanmistir. Organik ortamda ise sulu ortamda oldugu gibi 0,10 mmol
RIV kullanilarak hazirlanan sorbentin daha fazla baskilanmis bélge olusturdugu tespit
edilmistir. MIP’e baglanan RIV miktar1 %85,10 iken, NIP ile elde edilen deger %28,80

olarak tespit edilmistir.

5.2. Karakterizasyon

Sentezlenen MIP/NIP sorbentlerinin sisme davraniglarinin  incelenmesi amaciyla
karakterizasyon ¢alismalari, ylikleme ¢oziiclisii olarak pH 8,0 tampon ¢ozeltisi ile DMSO
coziiciileri kullanilarak yapilmistir. Yiikleme, yikama ve eliisyon basamaginda sorbentlerin

sisme miktarlar1 incelenmis ve sonuglar Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de sunulmustur.

Yiikleme ¢oziiciisii olarak pH 8,0 tampon ¢ozeltisinin kullanildigi durumda en az sismenin
yikama basamaginda, en yiiksek sisme degerinin ise eliisyon basamaginda gergeklestigi
goriilmiistiir. Ellisyon basamaginda sigsmenin daha yiiksek olmasi analitin ayrilmasini

kolaylagtirmaktadir.

Yiikleme ¢oziiciisii olarak DMSO’nun kullanildig1 ¢alismada yiikleme basamaginda sisme
oran1 daha yiiksektir. Bu durum geri kazanim icin negatif avantaj saglamaktadir. Sigsme
degerinin yiikleme basamaginda daha yiliksek olmasi, yikama basamaginda analitin

kaybedilmesine sebep olmaktadir.

Ideal bir ¢alismada yiikleme ve yikama basamaklarinda sismenin az, eliisyon basamaginda
sismenin daha yiiksek olmasi beklenir. Eliisyon basamaginda sismenin yiiksek olmasi
analitin bu basamakta kolayca ayrilmasin1 saglayacaktir. Yiikleme basamaginda pH 8,0

tampon ¢ozeltisi kullanilan karakterizasyon ¢alismasi bu duruma 6rnektir.
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5.3. Be¢ Ortamda RIV Baglanma Cahsmalar:

Be¢ calismalarinda, inkiibasyon ¢oziiciisiiniin sorbentin RIV baglama davranigia olan
etkisinin incelenmesi amaciyla pH 3,0 sitrat tamponu, pH 5,0 asetat tamponu, pH 7,0 fosfat
tamponu, pH 8,0 fosfat tamponu, ACN ve DMSO kullanilmis; elde edilen sonuglar ise Sekil
4.9’da sunulmustur. Sulu ortamlar icin en yliksek baskilama faktorii pH 8,0 tampon
ortaminda elde edilmistir. Baskilama faktorii 3,32 olarak bulunmustur. En yiiksek RIV
baglanmasimin pH 8,0 fosfat tamponu ortaminda olmasinin en 6nemli nedenlerinden birisi
de MIP ve NIP’in Boliim 4’de de ifade edildigi gibi en az sisme davranisini bu ¢oziiciide
gostermesidir. Ciinkii, sisme derecesi arttikca baskilanmig bolgenin sekil ve biyikligi
degismekte bu da secgici baglanmanin 6nemli miktarda diismesine sebep olmaktadir. pH 8,0
tampon ortaminda MIP’e baglanan RIV miktar1 % 74,33 iken, NIP e baglanan RIV miktar:
%22,36 olarak bulunmustur. Organik ortamlarda yapilan calismalarda ise DMSO
kullanildiginda, ACN’ye gore daha yiiksek MIP (%81,19) ve daha diisiik NIP (%30,20)
baglanma yiizdeleri elde edilmistir DMSO ortaminda baskilama faktorii 2,69 iken ACN

ortaminda baskilama faktorii 2,03 tiir.

Sorbentin RIV baglama egiliminin dengeye ulastig1 siireyi belirlemek amaciyla pH 8,0
tampon ortaminda ve DMSO ortaminda ¢aligmalar yapilmistir. pH 8,0 tampon ortaminda
yapilan ¢alismalara gére MIP e RIV baglanma egiliminin 45. dakikada maksimuma ulastig
ve bu degerden sonra %RIV baglanma degerinin sabit kaldig1 Sekil 4.10°da goriilmektedir.
45.dakikada MIP i¢in %76,80 ve NIP i¢in de %23,25 baglanma oranlarina ulasilmistir.
DMSO ortaminda yapilan ¢alismalarda ise MIP’e RIV baglanma egiliminin 45. dakikada
maksimuma ulastig1 ve bu degerden sonra %RIV baglanma degerinin sabit kaldig1 Sekil
4.11°de gosterilmektedir. Ayrica 60.dakikada NIP’e baglanan RIV miktar1 en diisiik
degerdedir. 60.dakikada MIP ig¢in %81,19 ve NIP igin %30,20 baglanma oranlarina

ulasiimstir.

Bir diger optimizasyon parametresi olarak sorbent miktarmin RIV’in ortamdan
uzaklastirilmasina etkisi incelenmistir. Bu ¢aligma pH 7,0 tamponu, pH 8,0 tamponu, ACN
ve DMSO ortamlarinda gerceklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve
Sekil 4.15’te sunulmustur. En yiiksek baglanma oranina pH 8,0 tampon ortaminda 20 mg

MIP kullanildiginda ulasildig: tespit edilmistir. Bu sorbent miktar1 ayni1 zamanda, en az
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RiV’in NIP’e baglandig1 miktar olmasi agisindan da énemlidir. Bu nedenle, optimum

sorbent miktar1 20 mg olarak belirlenmistir.

Inkiibasyon ortamindaki RIV derisiminin, MIP ve NIP’in analiti baglama kapasitesine etkisi sulu
ortamda ve DMSO ortaminda incelenmistir. pH 8,0 tampon ortaminda, Sekil 4.16’da verilen
deney sonuglarina gore, MIP igin en yiiksek baglanma kapasitesine 26,7 (mg RiV/g sorbent)
120,0 pg/mL RIV derisiminde ulasilmistir. Bu degerden sonra RIV derisiminin arttirilmastyla,
MIP ve NIP’in kapasite degerindeki diisiis ve sonrasinda sabit kalma egilimde oldugu tespit
edilmistir. DMSO ortaminda bulunan sonuglar ise Sekil 4.17°de sunulmustur. MIP i¢in en
yiiksek baglanma kapasitesine 22,5 (mg RIV/g sorbent) 120,0 pg/mL RIV derisiminde
ulagilmistir. Bu degerden sonra RIV derisiminin arttirilmastyla, MIP ve NIP’in kapasite

degerinde 6nce diisiis ve sonrasinda sabit kalma egilimi oldugu gézlenmistir.
5.4. MISPE Calismalan

Bu boliimde MISPE kosullarinin optimizasyonu ile ilgili elde edilen deneysel sonuglar

degerlendirilmistir.

Yikleme ¢oziiciisii tiriiniin (pH 8,0 tampon ¢ozeltisi, asetonitril, DMSO ve metanol),
sorbentin RIV baglamas: iizerindeki etkisi incelenmistir. Sonuglar Sekil 4.19°da
sunulmustur. Buradan da anlasilacagi iizere en yiiksek baglanma yiizdesi, yiikleme ¢oziiciisii

olarak pH 8 tampon ¢6zeltisinin kullanildig1 durumda elde edilmistir.

Yiikleme ¢oziiciisii hacminin sorbentin RIV baglamast iizerindeki etkisi, farkli hacimlerde pH
8,0 tampon ¢ozeltisi icinde hazirlanan ve 225 pg analit igeren ¢ozeltiler kullanilarak incelenmis,
elde edilen sonuglar ise Sekil 4.20’de sunulmustur. Buna gore 2 mL yiikleme ¢Oziiciisii
kullanilarak yapilan sonuglarda MIP i¢in daha yiiksek geri kazanim degerleri elde edilmistir.
MIP ve NIP’in geri kazanim degerlerinin sirasiyla %78,29 ve %12,78 oldugu gozlenmistir.

Yikama ¢oziiciisii tiiriiniin (MeOH, ACN) sorbentin RIV baglama egilimi {izerindeki etkisi
incelenerek elde edilen deneysel sonuglar Sekil 4.21°de sunulmustur. Buradan da
anlasilacaglr tiizere en yiiksek baglanma yiizdesi, yikama ¢oziciisii olarak ACN
kullanildiginda elde edilmistir. Daha sonra da ACN hacminin optimize edilmesi ¢aligmalari

gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.22°de sunulmustur. Buna gore, yikama
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¢oziiciisii olarak 3,0 mL ACN kullanildiginda, MIP ve NIP’in geri kazanim yiizdelerinin
sirastyla %78,28 ve %12,78 oldugu gozlenmistir.

Eliisyon ¢dziiciisii olarak kullanilan su:AA bilesen oraninin geri kazanim yiizdesine olan
etkisi incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.23°te sunulmustur. Yapilan ¢alismada 6:4
oraninda hazirlanan su:AA ile yapilan ¢aligmalarda MIP i¢in en yiiksek geri kazanim sonucu
elde edilmistir. Bu ¢ozelti bilesimi i¢in pH 8 tampon ortaminda sirastyla MIP ve NIP geri
kazanim degerleri %73,11 ve %12,93 olarak bulunmustur.

Eliisyon ¢oziiciisii hacminin geri kazanim yiizdesine olan etkisi incelenmis ve Sekil 4.24°teki
sonuclar elde edilmistir. 5,0 mL eliisyon hacminden diisiik hacimlerde geri kazanim
degerlerinin daha az, 5,0 mL’den yiiksek hacimde ¢oziicii kullanildiginda ise MIP geri
kazanim degerinin daha diisiik oldugu ve NIP’in geri kazanim degerinin sabit kaldigi
gbzlenmistir. Buna gore, MIP ve NIP’e ait geri kazanim degerleri (MIP ve NIP icin geri
kazanimlar sirasiyla %79,50 ve %13,40 olarak hesaplanmistir) arasindaki farkin en fazla

oldugu 5,0 mL eliisyon ¢oziiciisii hacmi, optimum deger olarak kabul edilmistir.

Kartuslardaki sorbent miktarmin RIV geri kazanimina olan etkisi incelenmis ve elde edilen
sonuglar Sekil 4.25°te verilmistir. Bu sonuglara gore, en iyi geri kazanim degerlerine (MIP igin
en yiiksek deger, NIP i¢in ise en diisiik deger olacak sekilde) 75 mg sorbent kullanilarak

ulagilmastir.

RIV baskilanmis MIP’in ve baskilanmanus NIP’in segicilik 6zelliginin incelenmesi amaciyla,
RIV ile benzer farmasotik etkiye sahip bagka bir kolinesteraz inhibitérii olan Donepezil HCI ve
RIV molekiil yapisina benzer yapida olan Atenolol ilag etkin maddeleri kullanilarak MISPE
calismalan gerceklestirilmis ve elde edilen geri kazanim sonuglart Sekil 4.18’de sunulmustur.
Yiikleme basamaginda sulu ortamda Donepezil HCI ile hazirlanmis ¢6zelti kullanilmis, MIP ve
NIP’in geri kazanim degerlerinin (MIP igin %4,98 ve NIP i¢in %4,13) oldukea diisiik oldugu
goriilmiistiir. Yiikleme bsamaginda sulu ortamda Atenolol ile hazirlanmis ¢ozelti kullanilarak
yapilan ¢alismalarda da Donepezil HCI’de oldugu gibi diisiik geri kazanim degerleri (MIP i¢in
%3,47 ve NIP i¢in %4,66) elde edilmistir. Bu sonuglara bakilarak RIV’in basarili bir sekilde
baskilanmis oldugu sonucuna rahatlikla varilabilir. Ozellikle atenololiin kimyasal yapisinin
RiV’in kimyasal yapisina olan benzerligi dikkate alindiginda baskilamanin basaris1 ve sorbentin

seciciligi net bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir.
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5.5. Gelistirilen MISPE-Spektroflorimetrik Yonteme Ait Analitik Parametreler

Gelistirilen MISPE-spektrofotometrik yéntemin ticari serum numunesinden RIV tayini igin
uygunlugunun tespiti amaciyla dogrusallik, LOD, LOQ, giin-i¢i Ve giinler-aras1 kesinlik ile

dogruluk gibi parametreler belirlenmistir.

Geligtirilen yontemin dogrusal araliginin tespiti amaciyla kalibrasyon ¢aligmalari
gerceklestirilmis ve elde edilen kalibrasyon verileri Cizelge 4.1’de sunulmustur. Elde edilen
regresyon Katsayisi (r:0,9989) kalibrasyon grafiginin dogrusalligini ispatlamaktadir. LOD ve
LOQ degerleri en kiiciik derisime sahip standart ¢ozelti (2,0 pg/mL) kullanilarak sirasiyla
0,6351 ve 1,9245 pg/mL olarak tespit edilmistir. Bu degerler, yontemin teshis ve tayin
siirlarmin, ticari serum numunelerinden diisiik derisimlerdeki RIV’in tayininin miinkiin

oldugunu gostermektedir.

Sunulan yontemin tekrarlanabilirligi giin-i¢i ¢aligmalar yapilarak incelenmis ve elde edilen
deneysel sonuglar Cizelge 4.2°de sunulmustur. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde,
ticari serum numuneleri iizerine eklenerek hazirlanan ii¢ farkli derisimde RIV igeren (5,0;
25,0 ve 90,0 pg/mL) numuneler i¢in bulunan diisiik bagil standart sapma (%0,71-%3,20)
degerlerinden hareketle, gelistirilen yontemin kesinliginin olduk¢a yiiksek oldugu
sOylenebilir. Giin-i¢i ¢aligmalara paralel olarak giinler-aras1 ¢alismalar da yiirttilmiistiir.
Giin-i¢i ¢alismalarda oldugu gibi, ticari serum iizerine eklenerek hazirlanan {i¢ farkli
derisimde RIV igeren (5,0; 25,0 ve 90,0 pg/mL) numuneler i¢gin diisiik bagil standart sapma
degerleri (%2,40-%3,20) elde edilmistir. Giin-i¢i Ve giinler-aras1 ¢aligmalarda elde edilen bu

sonuglar yontemin kesinliginin yliksek oldugunu gostermektedir.

Gelistirilen yéntemin dogrulugunun belirlenmesi amaciyla serum numunelerinden RIV geri
kazanim c¢alismalar1 gerceklestirilmis ve elde edilen deneysel sonuclar Cizelge 4.4’te
sunulmustur. Geri kazanim ¢alismalart 5,0-90,0 pg/mL RIV derisim araliginda
gerceklestirilmis ve MIP i¢in %69,57—72,64 arasinda, NIP i¢in ise %17,16-20,83 arasinda
geri kazanim degerlerine ulasiimistir. Bu ¢alismalarda 0,87-3,92 araliginda bagil standart
sapma degerleri elde edilmistir. Gelistirilen MISPE-spektrofotometrik yontemle diistik
derisimlerdeki RIV’in, potansiyel girisim yapicilara ragmen insan serumundan yiiksek

kesinlik ve dogrulukla tayin edilebilecegi sonucuna varilmistir.
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6. SONUC

Bu tez ¢alismasinda, Alzheimer tedavisinde kullanilan RIV’in farkl1 ortamlardan tayini i¢in
(MISPE)-spektrofotometrik yontemi gelistirildi. Sorbent olarak RIV baskilanmis polimer ve
secici olmayan baglanmalar1 tespit etmek amaciyla baskilanmamis polimer sentezlendi.
Olgiimler spektrofotometre ile yapildi. Sentezlenen sorbentin optimizasyon c¢alismalari
yapildi. Polimerizasyon basamaginda kullanilan bilesenler ile yapilan optimizasyon
caligmalarinda monomer miktarinin 0,40 mmol, ¢apraz baglayict miktarinin 0,98 mmol ve
RIV miktarmin 0,10 mmol oldugu deneysel ¢alismalar ile belirlendi. Sentez kosullarinin
optimizasyonundan sonra ise MIP ve NIP’in analiti tutma yetenekleri be¢ ¢alismalari ile
belirlendi. Be¢ g¢alismalarinin yapilacagi ortamimn pH 8,0 fosfat tamponu, inkiibasyon
stiresinin 45 dakika, inkiibasyon ortamina eklenen polimer miktarinin 20 mg oldugu yapilan

deneysel ¢alismalar ile tespit edildi.

Sentez ve be¢ optimizasyonlar: tamamlanarak MISPE caligsmalar yiiriitiildii. Bu yontemde
geri kazanim ylizdelerini iyilestirmek amaciyla farkli hacimler ve farkli ¢oziciiler
kullanilarak optimizasyon ¢aligsmalar1 yapildi. Bu ¢aligmalar sonucunda yiikleme ¢oziiciisii
olarak 2,0 ml pH 8,0 fosfat tamponu, yikama ¢oziiciisii olarak 3,0 ml ACN ve eliisyon
¢oOziiciisii olarak 5,0 ml su:AA (6:4 h/h) optimum degerler olarak belirlendi. Kartusa
yiklenen sorbent miktar1 da optimize edilerek optimum sobent miktarinin 75 mg oldugu

tespit edildi.

Yapilan optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda hazirlanan polimer ticari serum numunesinden
RiV’in tayini igin kullanildi. MIP ve NIP i¢in dogrusal aralik 2,0 -100,0 pg /ml, regresyon
katsayis1 0,9989 olarak belirlendi. 5,0-90,0 pg/mL RIV derisim araliginda gerceklestirilen
caligmalarda geri kazanim degerleri ve MIP i¢in %69,57-72,64 arasinda, NIP icin ise
%17,16-20,83 arasinda bulunmustur. Gozlenebilme sinir1 (LOD) 0,63 pg/mL, tayin siniri
(LOQ) 1,92 pg/mL olarak bulundu. Sonug olarak MISPE spektrofotometrik yontemin ticari

serumdan RIV tayinini miimkiin hale getirdigi tespit edildi.
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