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OZET

Anahtar kelimeler: Etodolak, Tiyokolsikosid, Etotio Tablet, Ters Faz-Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi Yontemi, Plazma, Validasyon

Bu ¢aligmanin amaci; ayni tablet formu (Etotio tablet) igerisinde bulunan Etodolak
ve Tiyokolsikosid etken maddelerinin her ikisinin bir arada miktar tayini i¢in, bir
Ters Faz-Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (TF-YPSK) ydntemi
gelistirmektir.

Bu maksatla; ¢oziicii ortaminda farmasoétik preparattan Etodolak ve Tiyokolsikosid'in
ayni anda belirlenmesi i¢in Ters Faz-Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (TF-
YPSK) yontemi kullanmilmigtir.  Gelistirilen YPSK yontemi Etodolak ve
Tiyokolsikosid’in insan plazmasi igerisinde in vitro olarak es zamanli miktar tayinini
gerceklestirmede de kullanilmistir. Plazma ornekleri ekstraksiyon islemine gerek
kalmadan TF-YPSK sisteminde analiz edilmis ve oldukga yiiksek geri kazanimlar
elde edilmistir.

Her iki ¢alismadan elde edilen verilere tiim validasyon parametreleri uygulanarak,
yontemin giivenilirligi test edilmistir. Plazma otaminda ve ¢oziicli ortaminda elde
edilen sonuglar Anova, testiuygulanarak istatiksel olarak Karsilastiriimigve iki
yontem arasinda ortalamalar vestandart sapmalar yoniinden % 95 olasilik diizeyinde
anlaml bir fark olmadigibulunmustur.

xiii



QUANTITATIVE ANALYSIS OF ETODOLAC AND
THIOCOLCHICOSIDE COMBINATION FORMS BY RP-HPLC

SUMMARY

Keywords: Etodolac, Thiocolchicoside, Etotio Tablet, Reverse Phase High
Performance Liquid Chromatography, Plasma, Validation

The aim of this study is to develop a Reverse Phase-High Performance Liquid
Chromatography (RP-HPLC) method for simultaneous determination of Etodolac
and Thiocolchicoside in the same tablet preparation (Etotio pharmaceutical tablet).

For this purpose RP-HPLC method was used for the simultaneous determination of
etodolac and thiocolchicoside from pharmaceutical preparation in a solvent medium.
The developed HPLC method was applied for the determination of etodolac and
thiocolchicoside in human plasma in-vitro studies. Plasma samples were successfully
analyzed by RP-HPLC without using extraction method and high percentage of
recoveries were obtained.

All validation parameters were applied to data which were obtained from both
studies and method reliability was tested. Results in human plasma and solvent
medium compared to each other as a statistical with ANOVA test application and in
terms of means and standart deviations there wasn’t found any significant difference
on %95 probability level between two methods.

Xiv



BOLUM 1. GIRIS

1.1. Ila¢

flag, canli hiicre iizerinde meydana getirdigi tesir ile bir hastaligin teshisini,
iyilestirilmesi veya belirtilerinin azaltilmasi amaciyla tedavisini veya bu hastaliktan
korunmayr miimkiin kilan, canlilara degisik uygulama yontemleri ile verilen
hayvansal, bitkisel, mineral veya sentetik kaynaklardan elde edilen dogal, yari
sentetik veya sentetik kimyasal preparatlardir [1]. Diinya Saglik Orgiitii tanimiyla
ilag, fizyolojik sistemleri veya patolojik durumlari insanin yarari i¢in degistirmek

veya incelemek amaciyla kullanilabilen bir maddedir [2].

Ilaglar etken madde ve tasiyict madde olmak iizere iki kisimdan olusur. Etken
madde; canlida fizyolojik etki gosteren bir veya birkag kimyasal madde karigimidir.
Tas1iyict madde ise; etken maddenin hasta tarafindan kolay alinabilmesi veya iyi doze
edilebilmesi i¢in katilan fizyolojik etkisi olmayan kimyasal maddelerdir; glukoz,

parafin, gliserin gibi [1].

Verilen herhangi bir ilacin etkisi; hastaya, ilacin dozuna, verilen ilacin izledigi yola
ve ilacin metabolizmasina bagli olarak degisir. Dogrudan dokuya uygulanan ilacin
tatbik edildigi bolgede meydana getirdigi tesire lokal etki denir. Ila¢ herhangi bir
yolla viicuda alindiktan sonra, kana gegerek etki edecegi yere gider. Sistematik
etkide bir¢ok organ etkilenir, listelik bir organa olan etkisi, diger organa gore daha

fazla olabilir.

Viicudun ilaci ortadan kaldirmak iizere kullandig: iki yontem vardir; birincisi ilacin
disar1 atilmasi, digeri ise ilacin aktif olmayan bir hale déniistiiriilmesidir. ilaglarin

viicuttan atilimi, akcigerler veya bobrekler yoluyla gerceklesmektedir. Genel
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anestezide kullanilan gazlar ve buharlasabilen sivilar akcigerlerden disar1 atilirlar.
Alinan alkoliin belirli bir oran1 da akcigerlerden disar1 atilir. Bobrek yetmezliginden
kaynaklanan nedenlerle ilacin viicuttan atilmasi daha yavaslayabilir. Ilacin viicuttan
attlhminin ikinci yolu ise ilacin aktif olmayan (inaktif) bir hale doniistiriilmesidir.
Metabolik reaksiyonlarin biiyiik bir kismi karacigerde gerceklesmektedir ve ilaglarin
inaktif hale getirilmesi de karacigerde olmaktadir. Karaciger yetmezliginde ilacin

inaktif hale getirilmesi de aksar [3].
1.1.1. Tlaclarin simflandiriimasi
flaglar iki sekilde siniflandirilirlar:
1.1.1.1. Farmasotik sekillerine gore ilaclarin simiflandirilmasi
a. Kati ilag sekilleri
1. Tozlar
. Graniiller

2

3. Mikropelletler
4. Mikropartikiiller
5

6

. Pastiller

. Tabletler
- Kapsiz tabletler
- Kapl tabletler

- Efervesan tabletler
7. Drajeler
8. Kapsiiller

b. Sivi ilag sekilleri
1. Cozeltiler
- Aromatik sular
- Suruplar

- Posyonlar



- Eliksirler

- Kollutuvarlar

c. iki fazli sistemler
1. Siispansiyonlar
2. Emiilsiyonlar
3. Gliseroller
4. Linimentler

5. Musilajlar

d. Yar kat1 ilag sekilleri
1. Merhemler
2. Suppozituvarlar
3. Ovuller
4. Jeller

e. Aerosoller
1. Cozelti
2. Siispansiyon
3. Emiilsiyon
4. Yar kati sistemler

5. Kati sistemler

f. Parenteral preparatlar
1. Enjeksiyon yolu ile verilenler
- Cozeltiler (tek doz, ¢cok doz, biiyiik hacim)
- Siispansiyon
- Emiilsiyon
- Kuru toz (yeniden yapilandirmak igin)

2. Implantlar, pelletler

0. Radyofarmasotikler



h. Kontrollu salim sistemleri
1. Nano ve mikropartikiiller
. Lipozomlar
. Transdermal sistemler
. Vajinal sistemler
. Tabletler (Matriks, sisme kontrollii, mukozaya yapigan)
. Mini pompalar
. Okiiler sistemler

. Nasal sistemler
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. Rektal sistemler

1. Diger preparatlar
1. Goz preparatlart
2. Kulak preparatlari

3. Burun preparatlari

I. Pansuman ve cerrahi malzemeler
1. Flasterler
- Etkin madde igeren flasterler
- Etkin madde icermeyen flasterler
- Yakilar

2. Pansuman ve cerrahi malzemeler

1.1.1.2. Tedavi edici gruplarina gore ilaglarin simiflandirilmasi

a. Antibiyotikler ve diger kemoterapdtikler
1. Beta-laktam antibiyotikler: penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler,
monobaktamlar
2. Makrolid ve linkozamid antibiyotikler
3. Tetrasiklinler
4. Amfenikoller
5. Aminoglikozidler



6.
7.
8.
9.
10

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

Antistafilokokal ilaglar

Antianaerobik ilaglar

Polipeptid yapili antibiyotikler
Stilfonamidler, ko-trimoksazol ve trimetoprim
. Fluorokinolonlar

Antifungaller

Antitliberkiiloz ilaglar

Lepraya karsi1 kullanilan ilaglar

Uriner enfeksiyon tedavisine 6zgii ilaglar
Antiamibik ve diger antiprotozoal ilaglar
Antimalaryal ilaglar

Antihelmintik ilaglar

Ektoparazitlere kars1 kullanilan ilaglar
Antiviral ilaglar

Antiseptikler ve dezenfektanlar
Antineoplastik ilaglar

Immiinomodiilatédr ilaglar

b. Kalp-damar sistemi ilaglar1
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. Antihipertansif ilaglar

. Periferik vazodilatorler

. Antianjinal ilaclar

. Antiaritmik ilaglar

. Kalp yetmezligine kars1 kullanilan ilaglar

. Hipolipidemik ilaglar

. Antitrombotik ilaglar: antikoagiilan, antitrombositik ve trombolitik ilaglar
. Hemostatik ilaglar ve replasman i¢in kullanilan hemostatik kan {irtinleri

. Plazma hacmini genigleten soliisyonlar, kan ve plazma {irlinleri

C. Su-tuz ve asit- baz dengesini etkileyen ilaglar ve diiiretikler

d. Solunum sistemi ilag¢lar1



1. Antitusif ilaglar

2. Ekspektoran ilaglar

3. Stirfaktanlar

4. Bronkodilator ilaglar ve diger antiastmatik ilaglar

5. Oksijen ve diger tedavi gazlari

e. Santral sinir sistemini etkileyen ilaclar
1. Genel anestezikler
2. Lokal anestezikler
3. Noromiiskiiler bloke edici ilaglar
4. Santral etkili kas gevseticiler
5. Hipnosedatifler
6. Noroleptik ilaglar
7. Antidepresan ve antimanik ilaglar
8. Narkotik analjezikler
9. Narkotik olmayan analjezikler
10. Antiepileptik ilaglar
11. Parkinson hastaliginin ve diger hareket bozukluklarinin tedavisinde

kullanilan ilaglar
f. Endokrin sistemi etkileyen ilaglar
. Insiilin, oral antidiyabetik ilaclar ve digerleri
. Kortikosteroidler, kortikosteroid antagonistleri ve ACTH

. Tiroid ilaglar1: tiroid hormonlari, antitiroid ilaglar, tirotropin ve protirelin

. Androjenler, anabolik steroidler ve antiandrojenik ilaclar

1

2

3

4. Kalsiyotropik ilaglar: paratiroid hormonu, D vitamini, kalsitonin

5

6. Estrojenler, projestinler ve antagonistleri ve hormonal kontraseptifler
-

. Hipofiz ve hipotalamus hormonlari
g. Otakoidler ve antihistaminikler

h. Vitaminler, mineraller ve kombinasyonlari



1. Antianemik ilaglar

i. Sindirim sistemi ilaglari
1. Peptik iilser tedavisinde kullanilan ilaglar
. Laksatif ve piirgatifler
. Antidiyareik ilaglar
. Antiemetik ila¢lar
. Dijestanlar
. Koleretik ve kolagog ilaglar
. Antispazmodikler
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. Antikolinesterazlar

J. Dermatolojik ilaglar [4].

1.2. Santral Etkili Kas Gevseticiler

Etkilerini beyin ve omuriligin degisik bolgeleri lizerinde gosteren ilaglara, santral
sinir sistemi ilaglar1 denir. Santral sinir sistemini etkileyen ilaglar, sinirsel iletinin
cesitli evrelerini etkiler. Bazilar1 ndrotransmitter maddelerin sentez, depolanma ve
etkinin sonlandirilmasi evrelerini degistirerek presinaptik etki gosterir. Bazilar1 ise

postsinaptik reseptdrleri bloke veya aktive eder.

Santral sinir sistemi ilaglarmin  etki  mekanizmalari; ndrotransmitterlerin
biyosentezini artirir veya azaltir, nrotransmitterin metabolik parcalanmasini artirir
veya azaltir, presinaptik uglarda, norotransmitterin geri alimmmasini ve tekrar

kullanilmasini degistir.

Santral etkili kas gevsetici ilaglar; santral sinir sistemini etkileyerek artmis kas
tonusunu azaltir ve spazmi giderir. Myoreleksan ya da spazmolitikler olarak da

adlandirilir.



Santral etkili kas gevseticilerin endikasyonlari; kas iskelet kaynakli spazmlarda
kullanilir. Kireglenme, iltihap, timor vb. nedenlere bagli olaylarda kas, kemik ve
eklemler baski altinda kalir. Spazm olusur. Bu tiir spazmlarda hastada agr1 vardir.
Narkotik olmayan analjeziklerle birlikte kullanilir, santral kaynakli spazmlarda ve

bazi ndrolojik kokenli spazmlarin tedavisinde kullanilir [5].

Tiyokolsikosid bu grubun en bilinen ve yaygin olarak kullanilan etken

maddelerinden biridir.
1.2.1. Tiyokolsikosid

Tiyokolsikosid N-((7S)-3-(beta-D-glucopiranosiloksi)-1,2-dimetoksi-10-
(metilsiilfanil)-9-0kso-5,6,7,9-tetrahidrobenzo(a)heptalen-7-il) ~ asetamid  olarak
adlandirilan, Cy7H33NO1S kapali formiiliinde sahip bir maddedir. Molekiil agirlig
563.618 g/mol’diir. Molekiil yapist Sekil 1.1.°de verilen Tiyokolsikosid’in CAS
numarasi 602- 41-5dir [6].

S—
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Sekil.1.1. Tiyokolsikosid’in molekiil yapisi

Tiyokolsikosid, Gloriosa Superba tohumlarindan elde edilir. Gloriosa, tropikal Afrika
ve Asyada yetisen Colchicaceae familyasina ait bir bitkidir. Bu bitki yaprak doken,



uzun Omiirli yumrulu bir bitkidir. Afrika, Gilineydogu Asya ve Malezya dogal
yetisme alanlaridir ve yaygin olarak yetistirilmektedir. Gloria superba, Zimbabwenin
ve Hindistan’in Tamilnadu sehrinin ulusal ¢icegidir. Tiyokolsikosid, kas gevsetici
farmakolojik etkinlige sahip, yari-sentetik siilfiirlenmis bir kolsikosid tiirevidir.
Tiyokolsikosid, in-vitro ortamda sadece GABAerjik ve striknine duyarli glisinerjik
reseptorlere baglanir. Bir GABAerjik reseptor antagonisti olarak etkinlik gosteren
tiyokolsikosidin, kas gevsetici etkilerini supraspinal diizeyde diizenleyici kompleks
mekanizmalarla gosterebilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte tiyokolsikosidin
glisinerjik etki mekanizmasimnin da olabilecegi diistiniilmektedir. Tiyokolsikosidin,
GABAerjik reseptorleriyle etkilesim ozellikleri dolagimdaki ana metaboliti olan
glukuronid tiireviyle, kalitatif ve kantitatif agidan ortaktir. Tiyokolsikosid ve ana
metabolitinin kas gevsetici Ozellikleri, in vivo olarak sigan ve tavsanlarda
gerceklestirilen cesitli prediktif modellerde gosterilmistir. Tiyokolsikosidin spinalize
sicanlarda kas gevsetici etkisinin bulunmamasi, bu bilesigin baskin supraspinal
etkisini gostermektedir. Ayrica, elektroensefalografik caligsmalar, tiyokolsikosidin ve
ana metabolitinin hicbir sedatif etkisinin olmadig1 gostermistir. Tiyokolsikosid,
santral etkili miyorelaksan olup beyaz-sari renkli kristal tozdur. Tiyokolsikosid
insanlarda serum proteinlerine diisiik oranda baglanir ve bu baglanma terapotik
tiyokolsikosid konsantrasyonuna bagimli degildir. Serum protein baglanmasinda esas
olarak serum alblimini rol oynamaktadir. Saglikli goniilliilerde oral uygulama sonrasi
tiyokolsikosid mevcut haliyle tespit edilmemistir. Aktif glukuronid metaboliti, 1
saatlik ortalama Tmaks ile plazmada hizla gorilir. Oral yoldan tek doz 8 mg
tiyokolsikosid uygulamasindan sonra, tiyokolsikosidin ve aktif glukuronid
metabolitinin aktif bilesenlere maruz kalma durumunu yansitan ortalama egri
altindaki alan1 (EAA) yaklagik 500 ng.saat/mL’dir. Oral yoldan tek doz 8 mg
tiyokolsikosid uygulamasindan 4 sonra, aktif glukuronid metabolitinin aktif
bilesenlere maruz kalma durumunu yansitan ortalama egri altindaki alani (EAA)
yaklasik 126 ng.saat/ml’dir. Tiyokolsikosidin gorlinlir dagilim hacmi ve sistemik
klerensi yaklasik olarak sirasiyla 43 L/saat ve 19 L/saattir. Tiyokolsikosid’in kan
dolasimindaki iki temel sekli, tiyokolsikosid aglikon ve aktif glukronid tiirevidir.
Aktif glukuronid tiirevi, intramiiskiiler uygulama sonrasinda da goriilmiistiir. Saglikli

goniilliilerde oral uygulama sonrasi tiyokolsikosid bu halde tespit edilmemistir. Aktif
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glukuronid metaboliti plazmada hizla ortaya c¢ikar. Tiyokolsikosid iskelet kasi
tizerinde gevsetici etkiye sahiptir ve bununla beraber antiinflamatuar, analjezikve
anestezik etkileride vardir. Bu etkileri nedeniyle ortopedik, travmatik ve romatolojik
bozukluklarin tedavisinde kullanilir. Tiyokolsikosid oral ve intramiiskiiler yolla
verilir. Kas spazmlart igin yetiskin dozu; glinliikk baslangigta oral 16 mg ve
intramiiskiiler 8 mg’dir. Saglikli goniilliillerde, oral yoldan uygulamay: takiben,
tiyokolsikosid yaklasik 7 saatlik ortalama final yar1 omiir ile elimine edilir. 14C
radyoaktif tiyokolsikosidin oral uygulamasini takiben, uygulanan dozun % 79’una
diskida, % 20’sine idrarda rastlanir. Tiyokolsikosid 6 aya kadar olan oral donemlerde
iyi tolere edilebilir.Tiyokolsikosid, yiiksek dozlarda, oral yoldan akut uygulamayi
takiben kopeklerde siddetli kusmaya, sicanlarda diyareye ve hem rodentlerde hem de
rodent-olmayanlarda konviilsiyonlara sebep olmustur. Hem siganlarda < 2
mg/kg/giinliik tekrarlayan dozlarda hem de insan-olmayan primatlarda < 2,5
mg/kg/giinliik tekrarlayan dozlarda, 6 aylik donemlere kadar oral yoldan uygulanan
tiyokolsikosid ile primatlarda 0,5 mg/kg/giine kadar tekrarlayan dozlarda 4 hafta
siireyle intramiiskiiler yoldan uygulanan tiyokolsikosid 1iyi tolere edilmistir.
Tiyokolsikosid, tekrarlayan uygulamalarda, oral yoldan uygulandiginda
gastrointestinal rahatsizliklara, intramiiskiiler yoldan uygulandiginda ise kusmaya
sebep olmustur. Tiyokolsikosid’in karsinojenik potansiyeli heniiz
degerlendirilmemistir. Major metaboliti anojenik olmasina ragmen, tiyokolsikosidin
terapotik dozda kullanildiginda mutajenik potansiyeli olmadigi gosterilmistir. Cok
yiiksek dozlarda teratojenik etki ve 5 perinatal toksisite gOsterilmistir.
Tiyokolsikosidin 3 mg/kg/giin dozlarina kadar teratojenik etkilerine dair bir kanit
gosterilememistir. Tiyokolsikosid, metabolitinin anojenik aktivitesine ragmen
fertilite iizerinde advers etki gostermemistir. Tiyokolsikosid, ¢ok gli¢lii konviilzan

aktiviteye sahiptir. Bundan dolay1 nobet egilimli kisilerde kullanilmamalidir [7].
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1.3. Narkotik Olmayan Aneljezikler

Narkotik olmayan analjezikler; analjezik amagl kullanimlar1 yaygin olan ilaglardir.
Bu ilaglar bagimlilik olusturmaz. Agri sentezinde rol oynayan prostoglandinin
fonksiyonlarimi bozarak etkili olurlar. Cogunun antienflamatuar (enflamasyon, yangi
ve iltihab1 giderici) ve antipiretik (ates disiiriicli) etkileri de vardir. Enflamasyonla
seyreden ve uzun silire analjezik alinmasi gereken romotoid artrit, osteo artrit gibi
vakalarda kullanilir. Siddetli agrilarda narkotik analjezikler tercih edilir. Giiglii
antienflamatuar  etkisi olan glukortikoidlerden ayirmak icin Nonsteroidal

Antienflamatuar (NSAJ) ilaglar olarak da adlandirilir [5].

NSATI’larin kisa tarihgesine bakildiginda; ilk kez 1820'de kolsisin, 1860'da salisilik
asitin tanimlanmis ve ilk Aspirin tablet 1897'de Felix Hoffman tarafindan
sentezlenmistir. Non-streoid antiiflamatuar ila¢ isminin 1949 yilinda ilk kullanilisi,
fenilbutazon'un sentezlenmesi ile es zamanlidir. 1971'de John R. Vane -etki
mekanizmalar1 konusunda yaptigi calismalar sonucunda ilk defa siklooksijenaz
(COX) enzimini tanimlamis ve bu bulusla Nobel 6diili almistir. 1976'da ise ilk defa
prostoglandin endoperoksit sentetaz (siklooksijenaz) enzimi elde edilmistir. Bu konu
ile ilgili son gelisme 1990'larin basinda COX'un tek bir molekiil olmadigi, birden
fazla izomerlerinin ve bunlarin da farkli islevlerinin oldugunun gdsterilmesi
olmustur. Semptomatik iyilesme saglayan bu ilaglar halen diinyada engok recete
edilen ilaglarin basinda gelmektedir. Toplumda NSAI kullanim prevalansmin

yaklasik %5 oldugu diisiiniilmektedir.

NSATl'lar kimyasal yapilarina gore asidik, nonasidik ve koksib olmak iizere 3 gruba
(Tablo 1.1.) ve yar1 Omiirlerine gore ise kisa ve uzun etkili olmak {izere 2 gruba
ayrilir. Klinik uygulamada kisa etkili olanlar akut olarak analjeziye gerek olan
durumlarda (spora bagli travma, gut atagi gibi), uzun etkili olanlar romatoid artrit

gibi kronik iltihabi durumlarda etkilidir [8-11].
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Tablo 1.1. NSAl'larin kimyasal yapisina gére smiflandirmasi

L. Asidik yapidaki deriveler

1. Karboksilik asit deriveleri

1.1. Salisilik asit ve esterleri

Aspirin, Diflunisal, Kolin salisilat, Metil salisilat, Magnezyum

Salisilat, Salisil salisilat (salsalat)

1.2. Fenamik asitler

Flufenamik asit, Metafenamik asit, Meklofenamik asit, Niflumik

asit

1.3. Propronik asitler

Ibuprofen, Naproksen, Flurbiprofen, Fenbufen, Benaksopropen,
Fenoprofen, Ketoprofen, Indiprofen, Tiaprofenik asit, Soprofen,

Karprofen, Oksaprozin, Pirprofen

1.4. Asetik asitler

Diklofenak, Indometazin, Etodolak, Sulindak, Tolmetin

2. Enolik Asitler

2.1. Pirazolonlar

Fenilbutazon, Oksifenbutazon, Azopropazon

2.2. Oksikamlar

Piroksikam, Pesoksikam, Sudoksikam, Tenoksikam, Isoksikam

I1. Asit olmayan deriveler

Nabumeton

111. Koksibler

Rofekoksib, Selekoksib, Valdekoksib, Parekoksib, Etorikoksib,
Lumirakoksib

Narkotik olmayan aneljezikler; ylizeysel, kiint, orta sidetteki agrilarda analjezik

olarak, antipiretik etkileri nedeniyle ates diisiiriicii olarak ve uzun siireli analjezik

kullanilmas1 gereken durumlarda kullanilirlar [5].

Etodolak bu grubun tercih edilen bir tiirlidiir, ¢iinkii gastrointestinal yan etkilerinin

daha diistik oldugu goriilmiistiir.

1.3.1. Etodolak

Etodolak (RS)-1,8-dietil-1,3,4,9-tetrahidropirano-[3,4-b] indol-1-asetik asit olarak
adlandirilan C17H1NO3 kapali formiiliine sahip bir maddedir. Molekiil agirligi
287.354 g/mol’diir. Molekiil yapist Sekil 1.2.” de verilen etodolakin CAS numarasi

41340- 25-4°diir [12].



13

HO
O

H
N

[ F

Sekil.1.2. Etodolak’in molekiil yapis1

Etodolak non-streoid antiiflamatuar ilagtir ve tercih edilen inhibisyonu
Siklooksijenaz-2 (COX-2)’dir. Gastrointestinal yan etkileri daha diigiik gorildiigi
icin daha gilivenilidir ve enflamatuvar artrit hastalarinda kronik agri tedavisinde
kullanilir. Non-streoid antiiflamatuar etkilerine ilave olarak son ¢alismalar etodolak
ve diger anti-enflamatuar ilaglarin antitimor/kimyasal yoldan onleyici aktivitesi

gbzlenmistir.

Etodolak, R(-) ve S(+) etodolak’m rasemik bir karisimidir. Diger NSAI ilaclar gibi,
bu ilacin da S(+) formunun biyolojik yonden aktif oldugu saptanmustir. Her iki
enantiomer de stabildir ve in vivo ortamda R(-) enantiomeri S(+) enantiomerine

dontismemektedir [13].

Endikasyonlari: Osteoartrit, romatoid artrit ve ankilozan spondilitin belirti ve

bulgularinin tedavisinde, agr1 tedavisinde, endikedir.

Kontrendikasyonlari: Etodolaka duyarli kisilerde, peptik iilser hikdyesi olan veya
aktif peptik tlserli hastalarda kullanilmamalidir. Olas1 bir kros-reaksiyondan dolayi
aspirin veya diger non-steroidal antiinflamatuar ilaglarla tedavi sirasinda astim, rinit

veya lrtiker gelisen hastalarda da kullanilmamalidir.

Yetigkinlerde 2-3x200-400 mg, seklinde kullanilabilir. Giinliik max doz 1000 mg’dir
Anne stitline gecer. Gebelik icin ise yeterli calisma yoktur [14].
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Etodolak ve Titokolsikosid kombine tablet formu; osteoartrit, vertebral kolonun agrili
sendromlari, eklem dis1 romatizma, agrili kas spazmlarinin semptomatik tedavisinde,

travma sonrasi ve postoperatif agrilarda endikedir.

Tiirkiye’de Etotio tablet, iiretici firma Mustafa Nevzat Ila¢ San. A.S. dir.

1.4. Etotio Tablet

Her bir film kapli tablet, etkin madde olarak 400 mg etodolak ve 8 mg tiyokolsikosid
icerir. Yardimci maddeler ise, c¢ekirdek tablette; laktoz monohidrat, mikrokristalin
seliloz, sodyum nisasta glikolat, kolloidal silikondioksit, polivinilpirolidon,
magnezyum stearat, film kaplamada; hidroksipropilmetilseliiloz, titanyumdioksit,

polietilen glikol400 igerir (Karisim halinde temin edilir).

Non-Selektif COX Inhibitorleri-Kas-iskelet sistemi ilaglart kombinasyonudur.
Etodolak, hayvan modellerinde antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik etkiler
gosteren bir nonsteroidal antiinflamatuar (NSAI) ilagtir. Diger NSAI ilaglarda oldugu
gibi, etodolagin etki mekanizmasi da kesin olarak bilinmemektedir, fakat
prostaglandin biyosentezinin inhibisyonu ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.
Tiyokolsikosid, in-vitro ortamda yalnizca GABA-A ve striknine-duyarli glisin
reseptorlerine baglanir. Bir GABA-A reseptor agonisti olarak etkinlik gosteren
tiyokolsikosid, kas gevsetici etkilerini supraspinal diizeyde diizenleyici kompleks
mekanizmalarla gosteriyor olabilir; bununla birlikte glisinerjik etki mekanizmasi

hari¢ tutulamaz.

Etodolak ve tiyokolsikosidin eszamanli uygulamasi, bu ilaglarin tek basina
uygulandiklarinda belirlenen farmakokinetik 6zelliklerini ~ degistirmemektedir.
Etodolak iyi absorbe edilir ve soliisyon formiilasyonu ile karsilastirildiginda, 200 mg
kapsiilin  rolatif biyoyararlanimi % 100°diir. Etodolak yemekten sonra
uygulandiginda absorbsiyon derecesi degismez. Ancak, besin alimi erisilen doruk
konsantrasyonunu yaklasik yariya kadar azaltir ve doruk konsantrasyona kadar olan

stireyi de 1,4-3,8 saat artirir. Terapotik doz sinirlari i¢inde etodolak, > % 99 oranda
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plazma proteinlerine baglidir. Serbest fraksiyon < % 1’dir ve bu oran arastirilan doz
siirlarinda toplam etodolak konsantrasyonundan bagimsizdir. Etodolak karacigerde
yogun sekilde metabolize edilir. Terminal metabolizma yar1 omrii 7,3 (£ 4,0) saattir.
Tiyokolsikosidin oral uygulamasindan sonra plazmadaiki metabolitine rastlanir:
Farmakolojik olarak aktif metabolit SL18.0740 ve inaktif metabolit SL59.0955.
Tiyokolsikosid insanlarda serum proteinlerine diisiik diizeyde baglanir (%13) ve bu
baglanma terapotik tiyokolsikosid konsantrasyonuna bagimli degildir. Oral uygulama
sonrasinda tiyokolsikosid o6nce aglikon 3-demetiltiyokolsikoside (SL59.0955)
metabolize olur. Daha sonra SL59.0955, tiyokolsikoside esdeger farmakolojik
etkinlige sahip olan SL18.0740’a metabolize olur. Radyolojik isaretli
tiyokolsikosidin oral uygulamasii takiben, uygulanan dozun % 72’sine diskida,
%16’sma idrarda rastlanir. SL18.0740 metaboliti, tiyokolsikosidin oral uygulamasi
sonrasinda 3,2-7 saat arasinda degisen bir goriiniir yarilanma 6mrii ile elimine edilir.

SL.59.0955 metabolitinin ortalama yar1 6mrii yaklagik 0,8 saattir.

Yetigkinlerde ve 16 yastan itibaren adolesanlarda osteoartrit, vertebral kolonun agrili
sendromlari, eklem dis1 romatizma, akut spinal patolojideki agrili kas spazmlarinin

tedavisinde, travma sonrasi ve postoperatif agrilarda endikedir.

Etodolak ve tiyokolsikosid iceren bilesiklere ve ilacin igerdigi herhangi bir maddeye
kars1 asir1 duyarliligi olan hastalarda; olasit capraz ilag reaksiyonlarindan dolayi
aspirin ya da diger NSAI ilaglar ile tedavi sirasinda alerjik reaksiyonlar gelisen
hastalarda ya da akut astim, rinit, iirtiker ge¢misi olan hastalarda; daha 6nceki NSAI
ilaclarla tedavi ile ilgili gastrointestinal kanama veya perforasyon ge¢misi bulunan
hastalarda; ciddi kalp yetmezligi olan hastalarda, by-pass ve kalp ameliyatindan
hemen Once veya sonra; aktif peptik iilseri olanlarda veya peptik iilser hastalig
gecmisi olan hastalarda, gevsek paralizide, adele hipotonisinde, tiim gebelik ve
laktasyon siiresince, 16 yas ve altindaki ¢ocuklarda, ¢ocuk dogurma potansiyeli olan

ve etkili kontrasepsiyon kullanmayan kadinlarda kontrendikedir.

Etotio 6zellikle igerdigi etodolaktan dolayr diger NSAI ilaglarda oldugu gibi
kardiyak, renal ya da hepatik yetmezlige karsi dikkatli kullanilmalidir. Doz diisiik
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olmal1 ve bobrek fonksiyonlart monitdrize edilmelidir. Karaciger hastaligi ile uyumlu
klinik belirti ve bulgular meydana gelirse ya da sistemik belirtiler gortliirse
(dokiintli, eozinofili gibi), etodolak tedavisi durdurulmalidir. Brongiyal astim
hikayesi olan ya da bronsiyal astiml1 hastalarda, NSAI kullanimi ile bronkospazm
gelisimi bildirildigi icin, bu hastalarda Etotio dikkatli kullanilmalidir. Etotio, sivi
retansiyonu, hipertansiyonu ya da kalp yetmezligi olan hastalarda dikkatli
kullanilmalidir. Etodolak gibi NSAI ilag tedavisi sirasinda gastrointestinal iilserasyon
ve kanama belirti ve semptomlari i¢in dikkatli olunmalidir ve gastrointestinal advers
etki potansiyeli riskini minimuma indirmek igin, etkili en diisilk doz, miimkiin olan
en kisa siireyle uygulanmalidir. Yiiksek riskli hastalar i¢in NSAI ilaglar1 icermeyen
alternatif tedaviler diisliniilmelidir. Hastalara baz1 durumlarda fatal olabilen ciddi deri
reaksiyonlariin belirti ve semptomlart bildirilmeli ve deri dokiintiisii ya da asiri
duyarliligin  herhangi baska bir belirtisinde ilacin durdurulmasi gerektigi
sOylenmelidir. Etotio’nun iceriginde yer alan tiyokolsikosid 6zellikle epilepsisi olan
hastalarda ya da nobet riski olan hastalarda nobetleri hizlandirabilir. Oral uygulamay1
takiben diyare goriilmesi halinde Etotio tedavisi kesilmelidir. Istenmeyen etkiler,
semptomlar1 kontrol etmek icin gereken en diisiikk etkin dozu, en kisa siire ile

kullanarak azaltilabilir.

Etodolak ile iligkili yaygin olarak yorgunluk, bas donmesi, depresyon, sinirlilik,
bulanik gorme, kulak ¢inlamasi, dispepsi, karin agrisi, diyare, flatulans, bulanti,
konstipasyon, gastrit, melena, kusma, kasinti, dokiintii, disiiri, sik idrar, titreme ates

yan etkileri goriilmistiir.

Tiyokolsikosid ile iligkili yaygin olarak somnolans, diyare, gastralji yan etkileri yan

etkileri goriilmiistiir.

Etodolak ile baglantili etkilesimler: diger NSAI ilaglar ile oldugu gibi, etodolak ile
aspirinin eszamanli uygulanmasi, yan etkilerdeki artis potansiyeli nedeniyle, genelde
onerilmemektedir. ADE-inhibitorleri, furosemid, lityum, metotreksat, varfarin,
kardiyak glikozidler, siklosporinler, fenilbutazon ve probenesid, anti-trombosit

ajanlar ve secici serotonin gerialim inhibitorleri, kortikosteroidler, takrolimus,
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zidovudin, mifepriston, kinolon antibiyotikler ile es zamanli kullaniminda etkinlik ve

istenmeyen etkiler agisindan dikkatli olunmalidur.

Tiyokolsikosid ile baglantil1 etkilesimler: Tiyokolsikosidin kas gevsetici etki gosteren
diger ilaglarla birlikte alinmasi, birbirlerinin etkisini artirabileceklerinden dolay1
onerilmemektedir. Ayni nedenle, diiz kaslar iizerine etkili olan bir diger ilagla birlikte
kullanilmasi durumunda, istenmeyen etkilerin goriilme sikliginin artmasi ihtimaline
karsi, daha dikkatli olunmali ve hasta izlenmelidir. Gebelikte ve ¢ocuk dogurma
potansiyeli olup etkili kontrasepsiyon kullanmayan kadinlarda kontrendikedir.
Tiyokolsikosid anne siitine gectigi i¢in, Etotio emzirme ddneminde
kullanilmamalidir. Etotio bas donmesi, sersemlik hissi, yorgunluk ve goérmede
anormalliklere sebep olabilir. Hastalar ara¢ ve makine kullanmadan 6nce, bu ilacin

etkilerine kars1 dikkatli olmalar1 konusunda uyarilmalidir [15].



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoesdegerlik

Biyoesdegerlik, farmasotik esdeger olan iki ilag Uriiniiniin (biri test {iritin, digeri
referans {irlin) ayn1 molar dozda verilisinden sonra biyoyararlanimlarinin (hiz ve
derece boyutlariyla) ve bdylece terapétik etkilerinin hem etkinlik hemde gilivenlik
bakimindan ayni olmasini saglayacak derecede benzer olmasidir. Bagka bir tanima
gore, biyoesdegerlik "uygun olarak tasarimlanmis bir klinik g¢aligmada benzer
kosullarda ayni molar dozda verildikleri zaman farmasotik esdeger veya farmasotik
alternatif olan iki ila¢ iirlinli arasinda, etkin maddenin yada etkin molekiil kisminin
etki yerinde var olma hizi ve derecesi bakimindan anlamli fark olmayis1" diye

tanimlanir [16].

Yeni bir etkin madde ile ilag fretildiginde ilacin yeterliligi ispatlanip patenti
alindiktan yirmi yi1l sonra ayni etkin madde ile yeni ilaglar gelistirilebilmekte ve bu
ilaglarin regetelere yazilabilmeleri ve kullanilabilmeleri icin tiretilen ilk ilaca esdeger
olduklarmin ispatlanmasi gerekmektedir. Bu yiizden ilk tretilen ilag ve onun
kopyalarinin tedavi edici niteliklerinin esdegerliginin, etkin ve gilivenilir olup

olmadiginin belirlenmesinde biyoesdegerlik calismalarindan yararlanilmaktadir [17].

2.2. Biyoyararlanim

Biyoyararlanim; sistemik etki olusturmak i¢in verilen ilactan viicudun ne kadar
yararlandi@in1 gdsteren somut bir Ol¢iidiir. Viicutta ilactan yararlanilmasi istenen
kisim ilacin etki yeri olan dokular ve organlardir. Biyoyararlanim genis anlamiyla,
farmasoétik sekil icinden aktif maddenin absorbe edilme ve viicut i¢indeki etki yerine

erisebilme hiz1 ve derecesi diye tanimlanabilir [16].
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Oral veya emilmenin s6z konusu oldugu diger bir yolla ilag etken maddesi viicuda
verildiginde, farmasotik sekilde yer alan etken maddenin emilme orani (miktar1) ve

emilme hizidir [18].

llaglarin emilim hiz1 ilacin verilis yontemiyle ilgilidir. Aym dozda damar igine
verilen bir ilag, oral olarak kullanilan ilagtan daha hizli biyoyararlanim gostermekle
beraber dogrudan dogruya kan sivilart ve viicut dokularinin bazilarina siringa ile
verilen ilag, en hizli sekilde etkiyi yapmaktadir. Cesitli yollardan alinan ilaglarin

emilim hizlar1 Tablo 2.1.’de verilmistir [19].

Biyoyararlanim standartlarinin ve testlerinin temel amaci, Onerilen ilact alan bir
hastanin, gercekten Onerilen ilaci, Onerilen dozda ve Onerilen smirlar igerisinde

aldigindan emin olmaktir [20].

Tablo 2.1. Cesitli yollardan alinan ilaglarin emilim hizlari

Alindig1 Yol Etkisinin ortaya ¢ciktig1 zamana
kadar gecen siire (dk)

Deriden Degisken
Agizdan 30-90
Cilt alt1 15-30
Kas ici 10-20
Dilalt1 tablet 3-5
Solunum 3
Damar yolu 0,5-1
Kalp icine 0,25

2.3. Kromatografi

Kromatografinin ilk kez 1900'lerin baginda Rus botanik¢i Michael Tswett tarafindan
gelistirildigi ve kullanildigr kabul edilir [21]. Tswett, cam bir kolonda, CaCOs3
adsorbani lizerinden bitki ekstresinin petroleterli ¢ézeltisini gegirmis ve kolonda sari,

yesil bantlarla bir ayirma isleminin oldugunu gérmiistiir. Bu alandaki ilk yayimlarin
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Rusca olmasi nedeni ile diger aragtirmacilarin ilgisini ¢ekerek gelisme saglamasi

1930'u yillart bulmustur.

Kromatografi, bir 6rnekte karisim halinde bulunan kimyasal bilesenlerin ayrilmasi,
taninmasi ve tayini i¢in kullanilan analitik bir yontemdir. Kromatografi ile ayrilan
maddeler teshis edilebilirler, izole edilebildikleri i¢in de bu, aynt zamanda bir
saflagtirma yontemidir. Bagka bir ifade ile ayrilan maddelerin teshislerini ve miktar
tayinlerini miimkiin kildig1 i¢in kromatografi, kalitatif ve kantitatif tayin yontemidir.
Kromatografik yontemlerle, kimyasal ve fiziksel Ozellikleri birbirine ¢ok yakin
bilesenlerden olusan karisimlari, timiiyle, kolayca ve kisa siirede ayirmak

olanaklidir.

2.3.1. Kromatografi’nin temel prensibi ve tanimlari

Durgun faz: Sabit faz, kati1 veya (kat1 destek iizerine emdirilmis bir) sividir. Mobil
faz icerisinde gelen Ornege ait bilesenlerin etkilesime girdikleri ve belirli 6l¢iide
alikonulduklar1 fazdir. Bilesenler kendi hizlar ile hareket ederken yavaslatici giic

olarak etki eder.

Mobil faz: Hareketli faz, sivi veya gaz olabilir. Sabit faz lizerinde hareket ederek
numune bilesenlerini, kolon (sabit faz) boyunca tasiyan ve ayrilmalarini saglayan

itici gligtlir. Sabit fazdan veya kolondan kesintisiz olarak gegirilen ¢oziictidiir.

Karisimi (numune) olusturan bilesenler: Karigimi olusturan bilesenler, birbiri ile
karismayan iki faz (durgun-mobil) arasinda farkli go¢ sergiler ve bdylece
birbirlerinden ayrilabilirler. Mobil fazin igerisinde yer alan bilesenler, sabit faza ait
dolgu maddesiyle etkilesmeleri sebebiyle, bir miktar tutulurlar. Bu tutulma, 6rnekteki
farkli bilesenler i¢in farkli miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina
dogru, farkli hizlarda ilerledikleri icin, birbirinden ayrilmig vaziyette sabit faz1 farkl

zamanlarda terkederler.
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Alikonma: Mobil faz igerisinde gelen, analizi yapilacak maddeye ait bilesenlerin
sabit faz ile etkilesime girerek belirli oranda tutulmasi daha dogrusu yavaglatilmasi
ve boylece daha ge¢ olarak sabit fazi terk etmesi olayidir. Bu ozellikten yola
cikilarak, belirli sabit analitik kosullar altinda, her kimyasal madde i¢in parmak izi
niteligi tasiyan alikonma zamani (retention time) tanimi tliretilmistir. Bu kavram
belirli sabit deneysel kosullarda analizi yapilan maddenin sabit faz1 terketmesi igin

gecen siireyi gostermektedir.

Kromatogram: Kolondan c¢ikan bilesenlerin derisimlerinin uygun bir ydntemle
Olciilerek zaman veya hareketli fazin hacmine karsi ¢izilen grafigine denir.
Kromatografik analiz sonucunda elde edilen grafiktir. Y-ekseni, kullanilan
dedektoriin olgtiigii fiziksel o6zelligi (absorbans, fluoresans, iletkenlik, akim, kirilma
indisi vb.), X-ekseni ise zamani gostermektedir (alikonma zamani igin kolaylik
olmas1 bakimindan genellikle dakika cinsinden). Zamana kars1 Y-ekseninde dlciilen
fiziksel 6zelligin artip tekrar azalmasi seklinde olusan pik seklindeki egrilerin herbiri
analizlenen maddeye ait bir bileseni gostermektedir. Bu piklere ait degerler (pik

alani, yiiksekligi, vb.) kullanilarak kalitatif ve kantitatif analizler yapmak olasidir.

Eliisyon: Bir kolondan siirekli taze c¢oziicii gegirerek ¢oziinmiis bilesenlerin

yikanarak taginmasidir.

Eliient: Durgun faz tarafindan alikonan analiti hareket ettirmek icin kullanilan

¢Oziicudiir.

Ayirmayi etkileyen parametreler sunlardir; kolon (tiirii, boyutlari), hareketli faz (tiirt,
bilesimi, akis hiz1), 6l¢tim (dedektor tiirii, dalga boyu), 6rnek (6rnek derigimi, 6rnek

hacmi).

Sabit faz tarafindan kuvvetli tutulan karigim bilesenleri, hareketli fazin akisiyla yavas

hareket ederken, sabit faz tarafindan zayif tutulan bilesenler, hizli hareket ederler.
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Hizlardaki bu farklilik sonucu, numune bilesenleri birbirlerinden kalitatif veya

kantitatif olarak analizlenebilen farkli bantlar veya bolgeler seklinde ayrilirlar.

2.3.2. Kromatografik yontemlerin simiflandirilmasi

Tablo 2.2. Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

Sabitfaz ~ Mobil faz Uygulama Sekli Dayandigi fiziksel prensip
Kat1 Sivi ITK, Kolon K. Adsorbsiyon
Sivi Sivi ITK, Kolon K., Kagit K., YPSK Dagilma
Kati Gaz Gaz / Kat1 krom. Adsorbsiyon
Sivi Gaz Gaz / Stvi krom. Dagilma

Ayrilma mekanizmalarina (dayandiklar1 prensiplere) gore siniflandirma:

a. Adsorbsiyon kromatografisi

=

Dagilma kromatografisi

Iyon degistirici kromatografi

o o

Boyut eleme kromatografisi

Iyon ¢ifti kromatografisi

@

f. Afinite kromatografisi

Uygulama teknigine gore siniflandirma:
a. Diizlemsel kromatografi

1. ince tabaka kromatografisi

2. kagit kromatografisi

3. elektrokromatografi

b. Kolon kromatografi
1. gaz kromatografisi
2. yiiksek basingli s1vi kromatografisi
3. stiperkritik akigkan kromatografisi

Faz tiplerine gore siniflandirma:

a. Sivi kromatografisi
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1. siv1/ kat1 kromatografisi

2. s1vi/ stvi kromatografisi

b. Gaz kromatografisi
1. gaz / kat1 kromatografisi

2. gaz / s1v1 kromatografisi

2.3.2.1. Ayrilma mekanizmalarina gore siniflandirma

a. Adsorpsiyon kromatografisi: Adsorpsiyon kromatografisi sivi-kati yada gaz-kati
kromatografisidir. Sabit faz polar, hareketli faz ise apolar veya c¢ok az polardir.
Bilesenler birbirlerinden kati ylizeye olan farkli derecede ilgileri nedeniyle ayrilirlar.
Adsorpsiyon denge sabiti, biiyiik olan bilesen kolonda daha uzun siire kalir.
Ayrilacak bilesenin sabit fazla etkilesmesi dipol-dipol ¢ekmeleri, Van Der Waals
kuvvetleri veya hidrojen baglar1 sonucunda gergeklesir. Polarliklar1 farkh
bilesenlerden olusan karigimlarin ayrilmasinda iyi sonug verir. Polar maddeler polar,

apolar maddeler ise apolar sabit faz tarafindan daha fazla tutulurlar.

b. Dagilma  (partisyon) kromatografisi: Dagilma  kromatografisi  sivi-sivi
kromatografisidir. Ayrilacak bilesenler, sabit faz ve hareketli faz arasinda dagilma
katsayilarina bagli olarak dagilirlar, sabit faz ve hareketli faz karigmamali,
birbirlerini ¢ozmemeli ve polarliklart farkli olmalidir. Bu dagilim farkli oranda goge
neden olur ve ayirim gergeklesir [22-24]. Durgun fazda ¢oziintirliigii yiiksek olan
bilesen kolonda daha uzun siire kalir. Diigiik ve orta mol kiitleli, iyonik olmayan

polar molekiillerin bu yontemle analizi gergeklestirilir.
Dagilma kromatografisinde Nerst'in dagilma katsayis1 gecerlidir. Nernst'e gore; "bir

biri ile karigmayan iki s1vi madde karisiminda ¢dziinen iiglincii bir maddenin iki ayri

stv1 fazdaki konsantrasyonunun birbirine orani sabittir (Denklem 2.1)."

K = Cs/ Cu (2.1)
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K: Dagilma (partisyon) katsayisi

Cs: Maddenin sabit fazdaki konsantrasyonu

Cwm: Maddenin mobil fazdaki konsantrasyonu

K degeri biiyiik ise sabit fazdaki konsantrasyon, mobil fazdakinden daha fazladir.

Molekiil sabit fazda daha uzun siire kaliyor anlamina gelir.

YPSK ile ilag analizi yapabilmek i¢in yaygin olarak dagilma kromatografisi
uygulanir. Bu kromatografi tiirtinde uygun bir analiz yapabilmek i¢in maddenin belli
bir ¢oziiciide ¢oziinmiis olmasi gerekir. Maddenin apolar veya polar olmasina gore
maddenin polaritesine yakin bir sabit faz segilir. Ornegi olusturan bilesenlerin iyi

ayrilabilmesi icin sabit faz ile hareketli faz polaritesi farkli olmalidir.

Bu teknik s1vi-siv1 ve stvi-bagl faz kromatografi olmak iizere iki alt sinifa ayrilabilir.
Iki teknik arasindaki fark, kati pargaciklar yiizeyine sabit fazin tutturulmasindaki
metot farkindan kaynaklanir. Sivi-sivi tekniginde, sabit faz kati yiizeyine fiziksel
adsorpsiyonla; bagli faz tekniginde ise kovalent kimyasal baglarla tutunur. Bagh faz
dolgu maddeleri, fiziksel olarak yiizeye tutturulmus dolgulara gore daha kararli olma
gibi bir {istlinliige sahiptir. Yiizeye fiziksel olarak tutturulan fonksiyonel gruplar,
zamanla hareketli fazda ¢ozilinerek siiriiklenebilir ve etkisizlestirilebilir. Bagh faz
dolgu maddelerinin sakincasi ise; biraz daha smirli numune kapasitesine sahip

olmalandir [25].

Sabit faz ve hareketli faz polaritelerinin farkliligina gore dagilma kromatografisi ters
faz s1v1 kromatografisi ve normal faz sivi kromatografisi olmak tiizere iki alt baglikta

incelenebilir:

Normal faz sivi kromatografisi: Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz,mobil
fazdan daha polardir. Polar sabit faz ve apolar veya diisiik polariteye sahip hareketli
fazdan olusan kromatografi c¢esididir. Silika veya allimina partikiiller iizerine
tutturulmus su veya trietilenglikol gibi oldukca polar sabit faz, hareketli faz olarak
ise hekzan, metilen kloriir, kloroform, dietil eter ve bunlarin karisim1 gibi nispeten az

polar ¢oziiciiler kullanilir. Silika jelin {izerine kimyasal baglarla —-CN, -NO, veya —
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NH; gibi polar fonksiyonel gruplar baglanarak farkli normal faz sabit fazlari elde
edilir. Normal faz ayirimlarinda polaritesi yiiksek olan maddeler, polar olan sabit faz
ile daha fazla etkilesmekte, buna bagli olarak kolonu daha gec¢ terk etmektedir [26,

27]. Hareketli fazin polaritesindeki artis eliisyon zamaninin azalmasi ile sonuglanir.

Ters faz s1vi kromatografisi: Ters faz sivi kromatografisinde mobil faz, sabit fazdan
daha polardir. Apolar sabit faz ve polar hareketli fazdan olusan kromatografi
cesididir. Ters faz kromatografide sabit faz apolardir ve ¢ogu zaman bir
hidrokarbondur. Hareketli faz ise su veya sulu tampon ¢ozeltileri ile metanol veya
asetonitril gibi polar ¢oziiciilerden meydana gelmektedir. Bu yontem apolar sabit
fazda tutunmay1 tercih eden maddeleri ayirmada basarilidir ve polarligi en ¢ok olan
madde kolondan oOnce elue olur. Ters faz kromatografide kaplamalardaki

siloksandaki R grubu bir Cg veya Cig zinciridir.

Kimyasal olarak bagl alkil zincirlerinin sabit faz olarak kullanildig: ters faz sivi
kromatografisinde, ODS (18 karbon atomu zincirinden olusan oktadesil silan) en
fazla kullanilan sabit fazdir. Bu tiir dolgu maddelerinde uzun zincirli hidrokarbon
gruplar pargacik ylizeyine dik ve birbirine paralel sekilde yerlestirilerek apolar bir
yiizey elde edilmis olur. Ayrica Cg ve daha kisa zincirli hidrokarbonlar, siklohekzil
ve fenil baglanmis sabit fazlar da kullanilmaktadir. Fenil gruplar alkil gruplardan
daha polardir [26]. Hareketli faz ise ¢esitli derisimlerde metanol, asetonitril gibi
¢oziiciileri igeren sulu c¢ozeltilerdir. Bu kromatografi tiirii, apolar sabit fazda daha
fazla kalmay tercih eden, yani daha fazla alikonulan apolar maddelerin ayiriminda
kullanilir. Ters faz yonteminde en ¢ok polar bilesenler en 6nde yiiriir ve hareketli

fazin polaritesindeki artig, eliisyon zamanin1 artirir.

Tablo 2.3. Ters faz ve normal faz sivi kromatografilerinin karsilastirilmasi

Ters Faz Normal Faz
Sabit faz polaritesi Diistik Yiiksek
Hareketli faz polaritesi Ortadan yiiksege Diisiikten ortaya
Eliisyon sirast Polar 6nce Az polar dnce

Hareketli faz polarite artisinin etkisi ~ Eliisyon zamanini arttirir Eliisyon zamanini azaltir
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Ters faz sivi ve normal faz sivi kromatografisinde madde, polaritesinin sabit faz
polaritesine yakinligina gore kolonda alikonulur ve hareketli faz polaritesine yakin

olan maddeler kolonu 6nce terk eder (Tablo 2.3.).

Ters faz sivi kromatografisi, giiniimiizde en ¢ok kullanilan ayirim teknigidir. Ilag
analizlerinde genel olarak ters faz sivi kromatografisi normal faz sivi

kromatografisine gore tercih edilir.

Bunun nedenleri; normal faz kromatografide, sivi fazin kontrolii ¢ok onemli ve
kritiktir. Hareketli faz bilesimindeki kiigiik degisiklikler kromatogramda belirgin
farkliliklara neden olabilir. Ters faz sivi kromatografisinin uygulamasi ve sistem

kontrolii daha kolaydir. Dengeye ulasma normal faz kromatografide ¢ok yavastir.

Normal faz kromatografide polar maddelerin eliisyonu ¢ok yavastir ve yayvan

piklere sebep olur.

Normal faz kromatografisinde kullanilan apolar ¢oziiciiler ¢ok pahalidir, ayrica
nemden uzak tutmak zordur. Ters faz kromatografisinde hareketli faz bilesiminde
kullanilan organik ¢oziiciiler daha ucuzdur ve sulu tampon c¢ozeltilerinin orani

yiiksek tutulabilir.

laglar genellikle daha apolar yapidadirlar ve ters faz kromatografisinde kullanilan

sabit fazda apolar yapidadir.

c. Iyon degistirme kromatografisi: Sabit faz; zayif ya da kuvvetli, katyon ya da anyon
degistirici bir regine, hareketli faz ise genellikle tamponlanmis, istenen iyonlarin

olusmasina neden olan belli bir pH degerinde sulu ¢6zelti olabilir.

Sabit fazdaki iyonlarla numunedeki ayn yiikteki iyonlarin karsilikli yer degistirmesi
esasina dayanir. Maddenin mutlaka iyonik halde olmasi veya iyonlagmasi gerekir.
Katiya kuvvetle baglanan, uygun yilikte bilesenler kolonda uzun siire kalir. Bu

kromatografi ¢esidi ilaglar ve bunlarin metabolitleri, serumlar, gida koruyucu
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maddeler, vitamin karigimlari, sekerler ve farmasotik preparatlar gibi ¢ok farkli
organik ve biyokimyasal sistemlere uygulanmaktadir. Bu kromatografi ¢esidi, siit,
kahve, sarap ve diger ticari gida iiriinleri gibi ¢ok sayidaki maddenin teshisi ve tayini

i¢in kullanilabilir.

d. Boyut eleme kromatografisi: Sabit faz; kati, jel yada gozenekli organik bilesik,
hareketli faz ise sividir. Maddeler molekiil biiyiikliigline ve bigimine gore ayrilirlar.
En icteki gozeneklere ulasabilen kii¢iik molekiillii bilesenler, kolonda uzun siire
kalir. Jel gecirgenlik veya jel filtrasyon kromatografi adi da verilen bu kromatografi
cesidinde kromatografik ayirma sirasinda bozunmasi veya degisiklige ugramasi
istenmeyen protein ya da enzim gibi biyolojik molekiillerin birbirinden ayrilmasi i¢in

kullanilir. Bu yontem ile polimerlerin molekiil agirligi dagilimi da tayin edilebilir.

e. Iyon ¢ifti kromatografi: Iyonik tiirlerin ayrilmasi ve tayini icin kullamlan bir tiir
ters faz dagilma kromatografisidir. Iyon-¢ifti kromatografideki hareketli faz metanol
veya asetonitril gibi bir organik ¢dziicii iceren bir sulu tampon ve tayin edilecek
analit ile z1t yiiklii karsit iyon iceren bir iyonik bilesikten meydana gelmistir. Karsit
iyon, analit ile birleserek ters faz dolgu maddesi ile alikonulabilen nétral iyon ¢ifti
olusturan bir iyondur. Hareketli faza ilave edilen iyon cifti reaktif sabit faz tarafindan
adsorplanir ve iyonize olmus maddeler bu iyon ciftleri ile iyonik etkilesime girerek
birbirinden ayrilir. Iyon g¢ifti olusturucu maddeler kuyruklanmay: engeller ve pik
keskinligini arttirirlar. Iyon ¢ifti olusturucu maddeler genel olarak; kuaterner aminler,

tersiyer aminler, alkil siilfonik asitler, alkil siilfonatlardir.

f. Afinite kromatografisi: Alikonma mekanizmast maddeye Ozgiin olmakta ve
anahtar-kilit modeline uygun biyolojik materyaller dolgu malzemesi olarak
kullanilmaktadir. Maliyetinin ¢ok yiiksek olmasi uygulama alanin1 kisitlamaktadir.

Enzim, hormon, protein saflastirilmasinda kullanilir.
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2.3.2.2. Uygulama teknigine gore siniflandirma

a. Diizlemsel kromatografi: Sabit faz; kati, silikajel, aliminyumoksit ile kaplanan
cam, plastik veya metal yiizeylerin ince bir plakasi veya siizge¢ kagidi gozeneklerine

yerlesen sudur.

Her maddenin hareketli faz ile siirtiklenmeleri farklidir. Hareketli faz, diiz bir plaka
lizerine veya bir kagidin gozenekleri arasina tutturulan sabit faz arasindan kapiler
etkisi ile veya yergekimi etkisi ile hareket eder. Hizli sonug vermesi, iyi bir ayirim

saglamasi ve ekonomik uygulama avantajlart nedeni ile 6nemli bir yere sahiptir.

b. Kolon kromatografisi: Sabit faz; kati, silikajel, seliiloz, aliiminyumoksit, hareketli
faz ise; sivi, organik ¢oziiciiler (metanol, petrol eter, metilen kloriir, etanol, benzen,

etil asetat, aseton, toluen, dietil eter, karbon tetrakloriir, n-butanol izopropanol)’dir.

Ayrimi yapilacak karigim uygun bir ¢oziiclide ¢oziilerek bir kolon i¢ine doldurulmus
kat1 sabit fazdan gegirilir. Kolonda bilesenler sabit faz tarafindan adsorblanirlar.
Hareketli faz basing altinda veya yercekimi etkisi ile kolondan gegcirilerek bilesenler
kolonun altindan ayr1 ayr1 alinir. Coziiciisii buharlastirilarak saf madde elde edilir.
Sabit fazin kuvvetle tuttugu maddeler kolonda uzun siire kalir. Kolon kromatografisi

biyomolekiillerin saflastirilmasinda siklikla kullanilir.

2.3.2.3. Faz tiplerine gore simflandirma

a. Gaz kromatografisi: Ugucu olan veya ugucu hale getirilebilen maddelerin belirli
bir sicaklikta, bir tasiyict gaz yardimiyla, sabit bir faz i¢inde ayrilmalar1 esasina
dayanan kromatografik bir yontemdir. Maddelerin ayrilmasinda gaz kromatografisini
uygulayabilmek i¢in maddelerin gaz halinde olmast ya da kolaylikla

buharlastirilabilmesi gerekmektedir.

Gaz kromatografisi de, oteki kromatografi dallar1 gibi bir karisimda bulunan

maddeleri ayirmaya yarar. Bu kromatografi dalinda da, sabit ve hareketli olmak
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tizere iki faz mevcuttur. Hareketli faz He, Ny, Ne ve Ar gibi inert gazlar olup tasiyici
gaz olarak adlandirilmaktadir. Bundan dolayi, 6teki kromatografi dallarinda olanin
aksine bu kromatografi dalinda ayrilmalar1 istenen maddelerle sabit faz arasinda
higbir etkilesme olmaz. Hareketli fazin gorevi sadece maddeleri tasimaktir. Sabit faz,
bir kat1 veya bir kat1 yiizeyine adsorplanmis (katiya emdirilmis) bir sivi olabilir.

Buna gore gaz kromatografisi ikiye ayrilir:

Sabit fazi1 sivi olan gaz-sivi kromatografisi (GLC): Sabit faz, uzun bir kolon igine

yerlestirilmis genis yiizeyli dolgu maddelerine emdirilmis bir sividir (polimerler).

Sabit faz1 kat1 olan gaz-kat1 kromatografisi (GSC): Sabit faz uzun bir kolon i¢ine

yerlestirilmis genis ylizeyli dolgu maddeleridir (silikajel, aliimina).

Ayirimi istenen karisim, bir enjektor yardimiyla enjeksiyon kismina enjekte edilir.
Enjektor boliimii 1sitilmis durumdadir, karisim hemen buharlasir ve buhar halinde
inert tastyici gaz ile birlikte kolona girer. Kolonda her bilesik kaynama noktasina,
molekiil biiylikliigiine ve kolondaki sabit faz ile etkilesimine bagli olarak kolonda
farkli hizlarda go¢ ederek devamli tasinirlar ve bdylece birbirlerinden ayrilarak farkl
zamanlarda kolondan c¢ikarlar. Kolondan c¢ikan herbir bilesen dedektore girer,
dedektorde bilesenlerin miktar: ile orantili olarak belirlenir ve kaydedicide grafik
olarak ¢izilir. Her bilesik alikonma zamani ile belirlenir. Alikonma zamani bir
bilesigin enjekte edilmesinden dedektorden ¢ikisina kadar gegen siiredir. Bu siire her

bilesik i¢in farklidir.

b. Stvi  kromatografisi: Daha Oncede anlatildigi gibi hareketli fazi sivi olan
kromatografi cesitleri dagilma kromatografisi, adsorbsiyon kromatografisi veya sivi-
katt kromatografi, iyon degisimi kromatografisi ve boyut eleme veya jel

kromatografisidir.

Bir s1vida ¢oziinmiis ayrilacak bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kati
bir destek ilizerindeki sabit faz ile farkli etkilesmelere girerek, kolon i¢inde degisik

hizlarda ilerler. Kolonu degisik zamanlarda terkederler ve bdylece birbirlerinden
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ayrilirlar. Teknolojinin ilerlemesiyle klasik yer ¢ekimi-akigl sivi kromatografinin
basit cam kolonlardaki durumun aksine, (kolon boyunca hareketli fazin ilerlemesini
saglamak icin) yiiksek basingta ¢alisan, gelismis cihazlara ihtiya¢ duyulmustur. Bu
tiir kolonlarda yiiksek basing altinda (100-400 atm) gergeklestirilen kromatografi
tiirtine yiiksek basingli (performansli) sivi kromatografisi (YPSK) ad1 verilir. Burada
tasiyic1 faz olan sivi, pompalarla kolona basildigindan yiiksek akis hizindadir. Bu

nedenle ayirma daha kisa siirede ve tam olarak gerceklesmektedir.

2.3.3. Yiiksek performansh sivi kromatografisi

Yiiksek performansli sivi kromatografisinde hareketli faz sivi, durgun faz ise kati

veya kati destek maddesi iizerine tutturulmus siv1 fazdir.

YPSK; yiiksek performans, yiiksek hiz ve yiiksek ayiriciligi ifade eder ve biitiin
analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygin kullanilanidir. Yontemin bu kadar
yaygin olmasinin sebepleri, duyarliligi, kesinligi ve seciciliginin yiiksek olmast,
kantitatif tayinlere kolaylikla uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya
sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasmna uygun olmasi ve sanayinin,
bir¢ok bilim dalinin ve halkin birinci derecede ilgilendigi ilaclar ve gida bilesenleri
gibi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak;
amino asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaclar,
metal-organik tiirler ve ¢esitli inorganik bilesikler sayilabilir. Kisacasi, uygun
dedektor, uygun kolon ve uygun hareketli faz oldugu silirece biitiin kimyasal

maddelerin ayrilmasinda ve analizinde YPSK kullanilabilir.

2.3.3.1. Yiiksek performansh s1ivi kromatografisi cihazi

Sivi Kromatografisi cihazi (Sekil 2.1.) asagidaki birimlerden olusur:

a. Hareketli (tasiyict) faz haznesi

b. Pompa: Tasiyici faz hareket birimi

c. Numune enjeksiyon sistemleri: Enjeksiyon (6rnek ytlikleme) birimi
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d. Kolon: Ayirma birimi
e. Dedektor: Olgiim birimi
f. Kaydedici: Yazim birimi

g. Atik deposu

ATIK

== s [
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- — =08 e
Bl
REZERVUAR POMPA ENJEKTOR DEDEKTOR VERT KAYDI
(MOBIL FAZ) (DATA ACQUISITION)

Sekil 2.1. Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazinin sematik gosterimi

Hareketli faz1 kolona génderen pompadir. Pompa hareketli faz deposundan aldigi
¢oziiciiyli once enjeksiyon sistemine gonderir. Ornegin rahat yiiklenmesi ve
hareketli faz akisinin enjeksiyondan etkilenmemesi i¢in 6rnek ¢ok uc¢lu bir vananin
icerdigi kangala verilir. Vananin pozisyonu degistirilerek hareketli fazin kangaldan
gecmesi, dolayisiyla enjeksiyon saglanir. Coziicli enjeksiyon sisteminden gectikten
sonra, s1vi kromatografisi sisteminin ayirma birimi olan kolona gelir. Kosullar iyi
ayarlandiginda, kolonda birbirinden ayrilan maddeler tasiyict faz ile birlikte dl¢tim
birimi olan dedektore gelirler.Dedektér maddenin derisimi ile dogru orantili bir
ozelligini 6lgmelidir.Akis hiicresine gelen madde derisimi ve/veya cinsi degistiginde

dedektor sinyalinde degisiklik olur. Kaydedici, zamana gore dedektorden gelen
sinyali (voltaj degisimini) kaydeder.

a. Hareketli faz haznesi: Bir YPSK cihazi, bir veya daha fazla, her biri 200-1000 mL
¢oziicii iceren camdan veya celikten yapilmis hareketli faz hazneleri igerir. Bu
hazneler ¢ogunlukla kolonda veya dedektor sisteminde bozucu etkilere neden olan
¢ozlinmiis gazlarin (6zellikle oksijen ve azot) giderilmesi ic¢in bir bolim (gaz
giderici) ile donatilmistir. Ayrica bu hazneler, ¢6ziicli i¢inde bulunabilecek toz ve

partikiil halindeki maddelerin pompaya veya enjeksiyon sistemine zarar vermemesi
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yada kolonu tikamamasi i¢in toz ve partikiil maddeleri slizmeye yarayan bir siizme
diizenegi de igerirler. Hareketli fazin cihaza verilmeden dnce siiziilmesi ve ¢oziinmiis
gazlarinin giderilmesi gerekir. Aksi halde sistemin diisiik basingli kismi olan
dedektorde, ¢ozinmiis gazlar (Ozellikle hava) kabarcik olusturur. Bu durum,
dedektorden ¢ok hatali degerler alinmasina neden olur. Stizme islemi i¢in 0,45-0,6
um capinda membran veya teflon filtreler kullanilir. Bu uygulama, siispansiyon
halindeki maddeleri uzaklastirmanin yani1 sira gazlari da giderir. Sistemde gaz
giderici yoksa hareketli fazdaki gazlar1 uzaklastirmak amaciyla ultrasonik banyoda
(ultrasonikator) bekletme veya c¢oOziicliden inert bir gaz gecirme iglemleri

uygulanabilir.

Hareketli faz su ve/veya sulu tampon igeriyorsa kimyasal bozunma veya
mikrobiyolojik iireme sonucunda kolonu tikayabilir. Bu nedenle, YPSK analizleri

sirasinda taze hazirlanmis hareketli faz ¢oziictileri kullanilir [21, 26, 28].

Iyi bir hareketli faz; sabit fazin 6zelliklerini degistirmemeli, 6rnekteki bilesenlerin
hepsini ¢ozmeli, diisiik viskozitede olmali, (gerektiginde) ayrilan bilesenlerden
kolayca ayrilabilmeli (kolayca buharlagabilmeli), kullanilan dedektére uygun olmali,

ekonomik ve istenen saflikta kolayca bulunabilir olmalidir.

[zokratik ve gradient eliisyon: Sabit bilesimde tek bir ¢dziicii kullanilarak yapilan
ayirma izokratik ellisyon olarak adlandirilir. Polariteleri 6nemli derecede birbirinden
farkli iki veya {i¢ ¢6ziicli sistemi kullanilarak yapilan ayirma ise gradient eliisyondur.
Gradient eliisyonda; sisteme gonderilen hareketli faz bilesimi veya akis hiz1 gibi
parametreler, ellisyon bagladiktan sonra belli bir programa gore, siirekli veya bir seri
basamaklar halinde degistirilerek ayirma islemi gercgeklestirilir. YPSK cihazlari,
¢oziliclilerin hacimsel oran1 zamanla dogrusal olarak veya istel olarak
degistirilebilecek sekilde, iki veya daha fazla hazneden aldig1 coziiciileri bir
karistirma odasinda siirekli olarak degisen oranlarda bir araya getiren sistemlerle
donatilmistir. izokratik eliisyon ile ayrilamayan maddeler gradient eliisyonla

ayrilabilmekte, madde karisimlarinin alikonma zamanlari kisaltilabilmektedir.
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b. Pompa: Bir YPSK sisteminde pompanin gorevi hareketli fazin kolon boyunca
akisini  saglamaktir. Hareketli fazi kolona gonderen pompadir. YPSK
uygulamalarinda mobil faz1 olusturan ¢oziicii karisimlarinin, enjektoér, kolon ve
dedektor icerisinden belirli, sabit veya degisken bir hizda, belirli basing altinda
gecmesini saglar. Modern YPSK donanim pompalart bilgi islemci kontrollii olup,
cesitli firmalar tarafindan degisik modellerde {iretilmektedir. Pompa imalinde
paslanmaz celik, titanyum, polietiletilketon, teflon ve seramik materyaller kullanilir.
Bir YPSK pompalama sistemi i¢in gerekli sartlar sunlardir; 400 atm’ye kadar basing
tiretimi, puls icermeyen basing ¢ikist, 0,1-10 mL dk* araliginda akis hizlari, % 0,5

veya daha iyi bir tekrarlabilirlikle akis kontrolii, Korozyona dayanikli pargalar.

Pistonlu pompalar: Genellikle motor kontrollii bir pistonun ileri ve geri hareketiyle
¢oziiciiniin  pompalandigr kiigiik bir silindirden meydana gelmistir. Pistonlu
pompalarin Ustiinligi, kiiciik i¢ hacimleri, yiiksek ¢ikis basinci, gradient eliisyona
uyarlanmaya hazir oluslar1 ve kolon geri basincindan ve ¢oziicii viskozitesinden
biiylik Ol¢lide bagimsiz olan sabit akis hizlaridir. Pistonlarin biri emerken digeri

bastigindan s1vi kromatografisi i¢in ¢ok dnemli olan diizgiin akis elde edilir.

Stirgiilii pompalar: Bir kademeli motordan gii¢ olan vidali giidiim mekanizmasi ile
kumanda edilen sizdirmaz bir siirglisii olan siringa benzeri silindirik bir kaptan
ibarettir. Bu pompalar da viskoziteden ve geri basingtan bagimsiz bir akig iretirler.
Ayrica ¢ikis akimi pulssuzdur. Dezavantajlart; sinirli ¢oziicli kapasitesi (=250 mL) ve

¢oOziicii degistirilmesi gerektiginde karsilasilan giigliiklerdir.

Pnomatik pompalar: Bu tip pompalar, pahali degildir ve pulssuzdur, ancak kapasitesi
simirli olup, ¢ikis basinci diisiiktiir ve ¢ikis hizi ¢6ziicii viskozitesi ile kolon geri
basincina baglidir. Ayrica bu pompalar gradient eliisyona uygun degildir ve

basinglar1 135 atm’den daha distiktiir.

c. Numune enjeksiyon sistemleri: Enjektor; 6rnegin sabit faz (kolon) Oncesinde
mobil faza enjekte edilmesi i¢in kullanilir. YPSK analizlerinde 6l¢timlerin kesinligini

belirleyen  faktér, numunenin kolon dolgu maddesine gonderilmesinin
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tekrarlanabilirligidir. Asirt numune yiiklenmis kolonlarda goriilen bant genislemesi
de kesinligi etkiler. Bu yiizden kullanilan hacim (5 puL’den 500 uL’ye kadar) ¢ok
kiiciik olmalidir ve sistemin basincini diisirmeden numunenin sisteme girisinin

saglanmas1 gereklidir.

Temel olarak, manuel ve otomatik olmak iizere iki tip enjektor vardir:

Manuel enjeksiyon valfleri: Enjeksiyon valfleri yiiksek basingli bir ortama numune
aktarmak amaciyla kullanilan sistemlerdir. Enjeksiyon valfinin numune yiikleme ve
enjeksiyon olmak tiizere iki konumu vardir. Yiikleme konumunda loop basingh
ortamdan izole edilir ve bir siringa yardimi ile istenilen numune miktart loop’a
doldurulur. Enjeksiyon konumunda loop tekrar yiiksek basingli ortama donerek

numuneyi sisteme aktarir.

Otomatik enjektor (autosampler): Basit otomatik enjektorlerde, manuel enjeksiyon
valfine benzer bir valf kullanilir. Bu sistemde numune sisesine azot basinci
uygulayarak loop doldurulur ve valfin donmesi ile numune enjekte edilir. Enjeksiyon
hacmi sabittir, loop hacmi ile smirhdir. Programlanabilen otomatik enjeksiyon
sistemleri, numune loop’unu doldurmak icin hassas motor ile hareket ettirilen
siringalar kullanilir. Enjektorle ¢ekilen hacim kontrol edilerek istenilen miktarda
numune loop’a doldurulur. Kiigiik miktarlardaki numune enjeksiyonlari
gerceklestirilebilmekte ve numune kayrplart minimum olmaktadir. Istenilen sayida

enjeksiyon yapmak miimkiindiir.

d. Kolon: Bilesenlerin birbirinden iyi ¢oziiniirliikkle ayirimindan sorumlu sabit fazdir.
Kolon imalatinda yap1 materyali olarak 316 paslanmaz c¢elik, teflon, cam veya PEEK
en sik tercih edilenlerdir. Kolonun ayirim giicii ve performansi yapildigi materyalden
cok, i¢ ylizeyine yapilan kaplamada kullanilan malzemenin kimyasal ve fiziksel
ozelliklerinden etkilenmektedir. Kullanilan bu tiir kaplama malzemeleri ¢ok cesitli
olup, kullanilacak mobil fazin ve uygulanacak YPSK metodunun 6zelliklerine ve
analizi yapilacak 6rnegin bilinen kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore secilmelidir.

Secilecek kolonun YPSK uygulamasinda kullanilacak akis hizi ve dolayisiyla
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olusacak basinca dayanikli olmasina dikkat edilmelidir. Bir¢ok analitik kolonun i¢
¢ap1 2-5 mm araliginda degigsmektedir. Kolon i¢ ¢api arttikca akis hizi ve i¢ doldurma
hacmi artmakta ama olusacak piklerin ¢oziinlrligi dolayisiyla duyarhilik
azalmaktadir. Sivi kromatografi kolonlari, diiz veya sarmal olabilirler. Kolonlarin
boylar1 (uzunlugu) ¢ok cesitli olup genellikle 5-30 cm araliginda degismektedir.
Kolonlarin i¢ ¢ap1t 2-5 mm, kolon dolgu maddelerinin tanecik biiyiikligi ise
genellikle 5-10 pm arasindadir. Giinimiizde en sik kullanilan kolon 25 cm
uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢apinda ve 5 um tanecik biiyiikliigiine sahip kolonlardir.
Kolon uzunlugu arttik¢a 6rnek bilesenlerinin ayirimi daha iyi olmakta fakat analiz
stiresi uzadigl icin daha fazla mobil faz harcanmaktadir. Son yillarda hiz ve
minimum ¢oziicii sarfiyati bakimindan diger kolonlara gore iistiinliik saglayan daha
kiigiik boyutlarda yiiksek hiz ve yiiksek performansli kolon iiretimi de soz

konusudur.

Emniyet (koruyucu) kolonu: Analitik kolonun Omriinii artirmak amaciyla analitik
kolondan 6nce genellikle kisa bir kolon yerlestirilir. Bu kolonlarin gorevi partikiil
haldeki maddeleri, ¢6ziicli icindeki yabanci maddeleri tutmak, numune iginde
bulunan ve sabit faza tersinmez olarak baglanan bilesenleri tutmaktir. Ilave olarak
hareketli fazi sabit faz ile doyurarak analitik kolondaki ¢oziicii kaybinin en aza
indirilmesini saglar. Bu emniyet kolonunun tanecik boyutu, basin¢ diisiisiinii en aza
indirmek amaciyla genellikle biiytliktiir. Emniyet kolonundaki dolgu maddesi analitik
kolondaki dolgu maddelerinin benzeridir. Emniyet kolonu kirlendigi zaman yenisiyle
degistirilmek suretiyle daha pahali olan analitik kolonun korunmasi saglanir [23, 29,

30].

Kolon termostatlari: Kolonlarin sicakligini kontrol etmek gerekli olmakla birlikte
genellikle kolonlar oda sicakliginda kullanilirlar. Ancak kolon sicakligi sabit
tutuldugu zaman elde edilen kromatogramlarin daha iyi oldugu goézlenmistir. Buna
dayali olarak, kolonlarin sicakliginin 100-150 °C’ye kadar her sicaklikta sabit
tutabilen kolon 1siticilart ve kolonlarin bagli bulundugu sabit sicakliktaki bir su

banyosu tarafindan beslenen su ceketi kullanim1 da miimkiindiir.
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Kolon dolgu maddeleri ve ozellikleri: YPSK cihazinda kullanilan kolonlar, yiiksek
basinct korumak i¢in paslanmaz celikten yapilmislardir. Bunlar diizgiin bir i¢ ¢apa
sahiptirler ve ticari olarak degisik biiyiikliiklerde mevcutturlar. Bir kromatografik
sistemin performansi, kolonda gergeklestirilen ayirma ile yani kolon dolgu
maddesinin segilmesi ve kullanilmas: ile tayin edilir. Iyi bir kolon dolgu maddesi
kararlt olmalidir ve hem hareketli faz ¢oziiciilerine hem de 6rnek c¢ozeltilere karsi
inert olmalidir. Ayrica genis bir yiizey alanina diizgiin olarak dagilmis ve hareketli
fazla kolay etkilesebilen, acik yapili bir yiizeye de sahip olmalidir. Ayn1 zamanda
yiiksek basing ve yiiksek akis hizlarindan da etkilenmemelidir.

Sivi kromatografide temel olarak iki tip kolon dolgu maddesi kullanilmaktadir.
Bunlar film dolgular ve gozenekli dolgulardir. YPSK calismalarinda sabit faz olarak
en cok kullanilan dolgu maddesi silikajeldir. Igerdigi SiOH gruplar1 nedeniyle zayif
asidik o6zelllik gosteren silikajel, bazik 6zellik gosteren bilesikleri bazlik kuvvetlerine
gore tutar. Silikajel dogrudan dolgu maddesi olarak kullanildigi gibi, kat1 yiizeyine
film halinde de kaplanabilir. Asidik 06zellik gosteren bilesiklerin ayrilmasini
saglayan, yani bazik 6zellik tasiyan bir kolon dolgu maddesi de aluminadir. Bu dolgu

maddesi de kat1 bir yiizeye film halinde kaplanarak kullanilir.

e. Dedektor: Kolonda ayirimi yapilan analizlenecek maddeye ait bilesenlerin
alikonma zamanlarina gore sirayla igerisinden gecerken miktar tayinlerinin yapildig:
YPSK donanimidir. Kullanilacak dedektoriin tiirii analizlenecek maddenin fiziksel ve

kimyasal 6zelliklerine gore sec¢ilmelidir.

S1vi kromatografide kullanilan dedektorler iki baslik altinda toplanabilir:

Y1gin Ozellikli Dedektérler: Bunlar analit tarafindan degistirilen y1gin 6zelliklerine
cevap verirler. Hareketli fazin kirilma indisi, dielektrik sabiti ve yogunlugu gibi

ozelliklerinin degisimi sonucu dl¢iim yapilir.

Analit Ozellikli Dedektorler: UV absorbansi, floresans siddeti gibi analitin sahip

oldugu, fakat hareketli fazin sahip olmadig1 Ozelliklere cevap verirler. Bu
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ozelliklerdeki degisimler Olciilerek sonug elde edilir. Bilimsel arastirmalarda en ¢ok
kullanilan dedektor tipleri; UV absorbans, floresans, kirma indisi, elektrokimyasal ve

kiitle spektrometrisi dedektorleridir.

Ultraviole-goriiniir bolge dedektorler (Ultraviolet/Visible dedector-UV/VIS): Yiiksek
duyarlilig1, genis bir dogrusal aralia sahip olmasi, sicaklik dalgalanmalarindan
nispeten etkilenmemesi ve gradient eliisyon i¢in uygun olmasi nedeniyle UV-GB
dedektorleri en sik kullanilan dedektor tipidir. Bu dedektorler, maddenin ultraviyole
veya goriinlir bolge 15181 absorbsiyonu temeline dayanir. Cogu ilag analizinde
kullanilan UV-GB dedektorler, maddenin 15181 absorplayip absorplamadigini
anlamak i¢in 151k kaynagindan gelen 15181n siddetinin 6lc¢lilmesi amaciyla kullanilan
dedektorlerdir. Ayrica, UV-GB dedektorleri bir ya da daha fazla dalga boyunda
Olciim yapabilme olanagi da saglar. Absorbans Olciiliir. Lambert-Beer yasasi

gecerlidir. Bunlar iki tiptir:

Sabit dalga boylu dedektdrler: Basit bir dedektor olup, dalga boyunun secimi igin
farkli interferansh filtreler kullanilir. Bu dedektorlerde genellikle UV kaynagi olarak
civa lambasi kullanilir. Bunun disinda alternatif 151k kaynaklari ile daha degisik dalga

boylarini1 gézlemekte miimkiindiir.

Degisken dalga boylu dedektorler: 108-400 nm arasinda siirekli 151k verebilen
doteryum lamba ya da 400-800 nm arasinda 151k veren bir tugsten lambaya sahip ve
istenilen dalga boyunu se¢mek i¢in de bir monokromatdr tagiyan fotometrelerdir.
Maddenin maksimum absorpsiyonunun bulundugu dalga boyunda c¢alisma olanagi
saglayan bu dedektorler, hassasiyeti arttirdigi i¢in ve diisiik dalga boyunda

calisabildigi i¢in son derece kullanighdir.

Diyod sirali dedektorler (DAD): Degisken dalga boylu UV-GB dedektdrlerdir. Hem
sabit hem de taramali dalga boylarinda incelemeye miisait olan dedektorlerdir.
Kullanilan 151k kaynagi doteryum veya tungsten lambadir. Optik sistemi, doteryum

lambasindan yayilan polikromatik 15181, akis hiicresinin iizerine yollar. Bu 151k daha
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sonra optik ag lizerinde dagilir ve ¢ok sayida diyottan olusan foto diyot dizisi lizerine

diser.

Diyod array dedektorler, se¢cimlilik ve hassasiyet acisindan degisken dalga boylu UV
dedektor ile ayn1 avantajlara sahiptir. Bunlara ek olarak, ayn1 anda spektrumun biitiin
dalga boylarinda piklerin Olgiimii yapilabilir yada istenilen dalga boyu araligi
ayarlanarak Ol¢lim almabilir. Cok hizli spektrum taramasi yapilabilir ve istenilen
pikin {i¢ boyutlu kromatogrami alinabilir. 512 elementden olusan bir ylizeyde, her
elementin ayri bir dalga boyundaki absorbansi es zamanli olarak 6l¢iilebilir. Analiz
edilecek maddelerin maksimum dalga boylar1 farkli oldugunda DAD’ler birden fazla
dalga boyunda 6l¢iim alabilir.

Spektrumlarin gakistirilmast yontemi ile kromatografik piklerin saflik kontrolii veya
birden fazla pikten olusup olusmadiklarinin tayini yapilabilir. Bu amagcla, piklerin
eliisyonu sirasinda birkag spektrum kayit edilerek, spektrumlar iist {liste konup
karsilastirilabilir. Biitiin dalga boylarinda spektrumlar iist iiste c¢akisiyorsa madde
piki saftir. Eger enjekte edilen piklerin sayisindan daha az pik elde edilmisse saflik

kontrolleri yararl ipuglar1 verir.

f. Kaydedici: Mikroislemciler ve bilgisayarlarin kullanildig: sistemlerde hareketli faz
akis hizi, enjektor, kolon firini, 6rnek alma sistemi, dedektdr ve veri kaydi sistemi
merkezi bir veri kayit cihazi ile kontrol edilmektedir. Mikroislemciler ve
bilgisayarlarin kullanilmas: kromatografik sistemde tekrarlanabilirligi arttirmakta,
sistem validasyon parametrelerinde daha dogru degerler elde edilmesine olanak

saglamaktadir.

2.3.3.2. YPSK sistem tiirleri

a. lIzokratik sistem (tek pompa, tek solvent, solvent karisim olabilir, ayirim
yetersiz)
b. Disiik basingli gradient sistem (tek pompa, max 4 farkli mobil faz, karisma

pompadan dnce)
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Yiiksek basincli gradient sistem (2 yada 3 pompa, 2 yada 3 farkli mobil faz,

karisma pompadan sonra)

2.3.3.3. YPSK’de ayirma teknikleri

Normal faz (Normal phase-NP) (ilk gelistirilen teknik, kolon polar, mobil faz
apolardir, kullanilan kolonlar silikajel, cyano, amino, diol veya nitro
kolonlardir)

Ters faz (Reverse phase-RP) (en sik kullanilan teknik, kolon apolar, mobil faz
polardir, kullanilan kolonlar C;s, Cg, C4, phenyl, TMS, cyano’dur)

Ters faz iyon ¢ifti (Reverse phase ion pairing-IP)

2.3.3.4. YPSK yonteminin avantajlar:

T &

® o o

1.

J-

YPSK kolonu, rejenerasyon gerekmeksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.
Duyarlilig1 ytiksektir.

Kantitatif tayinlere (nicel analiz) kolayca uygulanabilir.

Ugucu olmayan, sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrimi i¢in uygundur.
Pek ¢ok maddeye genis sekilde uygulanabilir.

Ayni sabit faz kullanilarak farkli hareketli faz sistemleriyle ayn1 anda birgok
maddenin duyarl olarak miktar tayininin yapilmasina olanak saglar.
Numunedeki maddelerin, bozulma {irlinlerinin yaninda miktar tayinlerine
olanak saglar.

Biyolojik sivilardan gerek ilag etken maddelerinin, gerekse metabolitlerinin
analizi i¢in genis bir kullanim alanina sahiptir.

YPSK teknigi kullanicinin becerisine daha az bagimlidir ve tekrarlanabilirlik
daha yiiksektir.

Analiz siiresi kisadur.

Burada numunenin miktar1 ¢ok az da olsa sonug aliabilir.
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2.3.3.5. YPSK yonteminin dezavantajlari

a. Ekonomik olarak pahali sabit faz ve hareketli faz sistemlerine gereksinim
gostermektedir.
b. Hareketli faz sistemlerinin mutlaka pahalt membran sistemlerinden siiziilmesi

gerekmektedir.

2.3.3.6. Yiiksek performansh sivi kromatografisinin uygulama alanlari

YPSK, benzer yapili kimyasal maddelerin ayrilmasi, saflastirilmasi ve belirlenmesi
islemlerinde oldukca yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. ilag etken maddesinin
hizli, duyarli ve giivenilir analizini yapmaya yarayan bir yontemdir. Bu yontemle
saflik ve kalite kontrolii, stabilite tayini ve reaksiyon sirasinda reaksiyon ara ve sonug
tirtinlerinin saptanmasi ile enantiyomer ayirimlart saglanabilmektedir. Biyolojik
materyallerde ila¢ ve ilag metabolitlerinin analizine de olanak saglayan bu yontemde,
plazmadaki ila¢ diizeyinin saptanmasi, doz ayarlanmasi ve biyoyararlilik gibi

konularda ¢alismalar yapilabilmektedir.

2.3.3.7. Saflastirma

Herhangi bir karisim icerisindeki hedef bir bilesigin, diger bilesiklerden ya da
safsizliklardan ayrilmasidir.  Saflagtirma isleminde, saflastirilacak bilesigin
ozelliklerine uygun hareketli faz ve kolon se¢cimi yapildiginda iyi bir ayirim
gerceklestirilebilir. Ayrica yiiksek saflik elde edebilmek icin de diger bilesiklerin
kolon igerisindeki go¢ hizlarinin yeteri derece birbirinden farkli olmasi

gerekmektedir.
2.3.3.8. Kalitatif analiz
Az sayida ve bilinen tiirleri iceren karisimlardaki bilesenlerin varligin1 tanimak

amactyla YPSK yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ornegin, tek bir kromatogramla,

bir peptit parcalanmasinda 30 kadar aminoasit yeterince kesin bir sekilde
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goriilebilmektedir. Ote yandan kromatogram, karisimdaki her tiir igin, tutulma siiresi
gibi yalnizca tek bir bilgi icerir. Bu nedenle anilan teknigin bilinmeyen bilesimdeKi
karmasik numunelere uygulanmasindaki basarist smirlidir. Bunun icin YPSK
kolonunun NMR, infrared veya kiitle spektrofotometrelerine baglanmasiyla

olusturulan ikili cihazlar, bu sinirlamalart 6nemli dl¢iide ortadan kaldirmistir.

2.3.3.9. Kantitatif analiz

YPSK’nin ¢alismalarda ¢ok kullanilmasi, onun kantitatif analizlerde kullanilabilir
olmasindan kaynaklanmaktadir. Kantitatif analizde, analit pik yiiksekligi veya pik

alan degerleri derisime kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi elde edilir. Sonra

bilinmeyen maddenin derisimi kalibrasyon egrisi yardimiyla bulunur [31, 32].
2.3.3.10. YPSK metodunun gelistirilmesi

YPSK analizlerinde dncelikle bir metodun tanimlanmasi ve gelistirilmesi gerekliligi
vardir. Metod gelistirme asamasinda, Oncelikle asagidaki deneysel kosullar ve

deneysel verileri uygulamali olarak saptanmalidir.

Ornege ait fiziksel ve kimyasal dzelliklerin belirlenmesi

T &

Ornek hazirlanmasina ait detaylarin belirlenmesi

Dedektor se¢iminin yapilmast

o o

Kromatografik ayirma kosullarinin saptanmasi

®

Kromatografik ayirma kosullarinin optimize edilmesi
f.  Muhtemel problemler i¢in 6zel ¢6zliim islemlerin saptanmasi

g. Rutin laboratuvar analizleri i¢in metodun validasyonu

Elde edilen veriler analizi istenilen hassasiyette olanakli hale getiriyorsa bir sonraki

asama olarak metodun yazilmasi yani tanimlanmasi gergeklestirilir.
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2.4. Validasyon

Validasyon, iiriin kalitesine etki edebilecek tiim imkan ve islemlerin Onceden
belirlenmis spesifikasyonlar1 saglayacak sekilde islendigini garanti altina almak

amactyla yiiriitiilen ¢aligmalardir [33]. Validasyon;

a. GMP kurallar1 (Good Manufacturing Practices) i¢in yapilmas1 gerekir.

b. Kaliteyi giivence altina alir, degiskenligi en aza indirger.

c. lyi kontrol edilmis, giivenilir prosesler olusmasimi saglar. Ciinkii kimyasal
sonuglardan elde edilen bilgiler giivenilir olmalidir.

d. Cihaz ve prosesler hakkinda daha iyi bilgi sahibi olunmasini saglar.

€. Bozuk ¢ikan malin imhasi, yeniden islem goérmesi, yeniden numune alinmast,
ekstradan analiz yapilmasi gibi olaylardan dolay1 maliyeti azaltir.

f.  Verimliligi arttirir.

g. Organizasyon i¢inde bulunan birimlerdeki koordinasyon, iletisim ve bilgi

akisini arttirir.

Validasyonun temel islemleri, aslinda yapilan tiim i1 tanimlamaktir. Ayn1 zamanda,
tanimlanan islemi kanitlamak ve bu kanitlanan bulgular1 tekrarlayip, sonuglari
yorumlamaktir. Validasyon islemi, tiim {irlinlerin kalite kontrollerine uygulanabilir.
Ulkemizde validasyon islemi genellikle ilag sektoriinde genis uygulama alami

bulmaktadir. Ilag endiistrisinde uygulanan validasyon gesitleri:

Temizlik yontemleri validasyonu: Imalat alaminda bulunan tiim imalatla ilgili

cihazlarin temizlenmesinde uygulanacak olan validasyon islemleridir.

Analitik yontem validasyonu: Analitik prosediiriin kalitatif ve kantitatif olarak dogru

sonuclar verdigini belirleyen ¢aligmalardir.

Makine/cihaz validasyonu: Cihazin dogru bir sekilde c¢alisip calismadigini,
fonksiyonlarii dogru bir sekilde yerine getirip getirmedigini gbzlemlemek amaciyla

yapilan ¢alismalardir.



43

Proses validasyonu: Spesifik olarak bir iiriiniin arastirma kademesinden son iiriin

haline gelene kadar gecen siirede yapilan validasyondur [34].

2.4.1. Analitik yontem validasyonu

Analitik yontem validasyonu tasarlanmis analitik yontemin kabul edilebilirligini
kanitlamak ve ayni zamanda analitik prosediiriin kantitatif ve kalitatif olarak dogru
sonuglar verdigini belirleyen sonuglar elde etmektir. Kisacasi, analiz yonteminde

kullanilacak olan tiim parametreleri ve yapilacak tiim islemleri tanimlar [33].

Yontem validasyonu hazirlanirken dikkat edilmesi gereken hususlar sunlardir:

a. Yontem validasyonu, rutin c¢alismalarda kullanilan o6rnek, reaktif veya
standartlarin laboratuardaki deneyimlerini gostermeli

b. Kullanilan reaktifler ve standartlar, bilesenin safligi ve dogrulugu igin kontrol
edilmeli

c. Bir validasyon plani hazirlanmali ve adim adim hangi asamalarin yapilacagi
belirtilmeli

d. Ozel bir yontemin validasyonu; 6rnekler ya da bilinmeyen 6rnek ile aym
ozellik gosteren standartlarla laboratuar deneylerinde calisilmali, hazirlik ve
yiirlitme ve validasyon protokolil izlenmeli

e. Bir yontemin validasyonu, analizin gerektirdigi kosullardan ayrilmamali ve
sapmamali ve ayrica yeni bir analitik yontemin validasyonu ve gelistirilmesi
bu siirec icinde tekrarlanabilir olabilmeli

f. Her validasyon caligmasi sirasinda yontem anahtar parametreleri belirlenmeli
ve sonra gelen biitlin validasyon adimlarinda bu parametreler kullanilmali,
her defasinda tekrarlanan calismalari minimuma indirgemeli ve ydntem

kosullar1 saglandiktan sonra bir sonraki ¢aligmalara gecilmelidir.
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2.4.1.1. Analitik yontem validasyonunda kapsam

Analitik yontem validasyonu, yontemin belirlenen amag i¢in uygun oldugunu ve
yontemin kapsamini gostermelidir. Ayni1 zamanda yontemin performans 6zelliklerini
de icermelidir. Yontemin kabul edilebilir limitlerini igeren bir planda izlemelidir.
Farkli tiplerde donanim ve yontemin yiiriitiilecegi yerin farkli kosullarda oldugunu

da belirtmelidir. Farmakopede kayitli olan validasyon yontemleri 3 grupta toplanir:

Etken madde analiz yontemi: Hammadde veya bitmis {irlin igindeki koruyucu

maddeler dahil aktif maddenin tayininde kullanilan yontemlerdir.

Safsizlik yontemi: Hammaddedeki safsizliklari veya bitmis triindeki pargalanma

tirtinlerini tayin etmeye yarayan yontemlerdir.

Bitmis {riin analiz yontemi: Performans ozelliklerini tayin icin kullanilan

yontemlerdir.

2.4.1.2. Analitik yontem validasyon asamalari

Analitik yontem validasyonunda kimyasal Ol¢iimlerden elde edilen verilerin
dogrulugunu kanitlayan delillerin saglanmasi i¢in adimlarin teker teker

gerceklestirilmesi gerekmektedir:

a. llk olarak bir validasyon protokolii segilir.

b. Uygulama ve amag¢ belirlenir, yontemin kapsami ve onun validasyon
kriterleri belirlenir. Bu validasyon kriterleri 6nceden dikkat edilmesi gereken
noktalar boliimiinde belirtilen bilesenler, matriksler, analizin kalitatif yada
kantitatif olusu, tanima ve miktar limitleri, calisma araligi, kesinlik ve
dogruluk, donanim tipi ve analiz ortamidir.

c. Validasyon deneyleri belirlenir.

d. Yontem parametreleri ve kabul edilebilir limitler belirlenir.

e. Standart ve belirteg gibi materyaller belirlenir.
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f. Yontem parametreleri ve/veya kabul edilebilir kriterleri ayarlanir ve artik
validasyon deneyleri uygulanmalidir.
Revalidasyon kriterleri belirlenir ve gerekiyorsa yontem yeniden valide edilir.
h. Analitik kalite kontrol denetimleri yontemin rutini i¢in belirlenir ve /veya
sistem uygunluk testlerinin siklig1 ve tipi belirlenir.

I.  Son olarak validasyon deneyleri raporlandirilir.

2.4.1.3. Analitik yontem validasyon parametreleri

Validasyon deneylerinin sirast hakkinda resmi bir yonerge yoktur ve en uygun sira
yontemin kendi 6zelligine baglhidir. Yontem validasyonu igin parametreler, farkli
kuruluslarda, uluslararasi komitelerde ve literatiirlerde c¢esitli  sekillerde
tanimlanmistir. Bazi tanimlar farkli organizasyonlar arasinda farkli sekildedir.
Farmasotik uygulamalar i¢in International Conferance on Harmonanization gibi bazi
organizasyonlar tarafindan belirlenen asagida sirasiyla verilen parametreler

izlenmelidir [35].

a. Secicilik (spesifiklik)
b. Dogrusallik
c. Calisma aralig1

d. Dogruluk ve geri kazanabilirlik
e. Kesinlik (tekrrarlanabilirlik)
1. Laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik
2. Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik
Tutarlilik
Nitel tayin limiti (LOD)
Nicel tayini limiti (LOQ)

> @

Giuvenilirlik

—
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Ilag analizlerinde genel olarak 3 ydntem kullanilir:

a. Hammadde veya bitmis iiriin i¢indeki koruyucular dahil aktif maddenin
tayininde kullanilan yontemler,

b. Hammaddedeki safsizliklar1 veya bitmis {irlindeki pargalanma tiriinlerini tayin
etmeye yarayan yontemler,

¢. Uriiniin performans 6zeliklerinin tayini i¢in kullanilan ydntemler.

Bu yontemlerin amacina gore valide edilecek parametreler farklilik gostermektedir.

Tablo 2.4.’de bu yonteme gore degisen parametreler gosterilmektedir.

Tablo 2.4. Ilag analizlerinde yontemlere gore degisen parametreler

Parametreler 1. yontem 2. yontem 3. yontem

Kantitatif tayin testi  Limit

Secicilik + + + N
Dogrusallik + + - +
Calhisma arahg + + * *
Dogruluk ve geri kazanim + + - *
Kesinlik + + * n
Tutarhhk + + + +
Tanmima limiti + + + *
Miktar tayin limiti + + + *

(*) Spesifik testlere baglh olarak gerekilirse yapilir.

a. Secicilik/spesifiklik: Spesifiklik, genellikle tek bir analit i¢in iretilen yonteme
karsiliktir. Segicilik ise birbirinden ayirt edilen ya da edilemeyen kimyasal igerikler
icin kullanilmistir. Kisacasi; katki maddeleri, degisik interferanslar varliginda
analitin dogru olarak Sl¢ebilen segiciligini tanimlar. S1vi kromatografisinde segicilik
optimum ayirma ve kolon kosullarinin secimiyle elde edilmistir. Seciciligin
istiinliigii, kullanilan analiz yonteminde sadece o etken maddeye 6zgli ve spesifik
oldugunu ifade etmelidir. Bizim yontemimiz sadece etken maddeyi Slgebilmeli ve
digerleri ile reaksiyon vermemelidir. Burada amag, ilacin i¢indeki yardimc1 maddeler
ile etken maddenin ve bilinen bozunma firiinleri veya safsizliklarin birbirinden ayri

bir sekilde tanimlanabilir olmasidir. Bunun ig¢in ozellikle LC‘de (Siv1
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Kromatografisi) uygun kolon ve kromatografi kosullar1 (mobil faz bilesimi, kolon

sicakligr ve dedektor dalga boyu gibi) secilmelidir [36].

b. Dogruluk ve geri kazanabilirlik: Yontem ile elde edilen test sonuglarinin gergek
degerde uygunlugunun bir Olcilisiidiir. Dogruluk degerlendirilmesi ise birgok yolla
elde edilebilir. Referans yontemi ile numune yonteminin karsilastirilmasi bir yoldur.

Bu yaklasimda, referans yonteminin belirsizligi bilinmektedir.

Dogruluk, konsantrasyonlari bilinen bir numunenin analizi yolu ile de tayin
edilebilir. Ornegin; bir sertifikali numune ve &l¢iilmiis dogru deger kiyaslanir. % geri
kazanim, bulunan sonuglarin gercek degere yakinliginin OSlc¢iilmesidir. Elimizde
sertifikali 6rnek bulunmuyorsa, bos numune matriksine konsantrasyonu bilinen
hacimde ve agirlikta analit eklenir. Sonra matriksten, analitin ekstraksiyonu sonucu
elde edilen analitin standart ¢ozeltilere gore geri kazanimlar1 hesaplanir. Bu sayede
plaseboya ilave edilen etken maddenin tam olarak geri kazanip kazanilmadigi
anlasilir. Elde edilen geri kazanim degerleri % 100+3 limitleri i¢cinde olmalidir. Ama
analit konsantrasyonu ¢ok diisilk oldugu zaman bu smir genisler. Beklenen geri
kazanim, numune matriksine, isleme konulan 6rnege ve analit konsantrasyonuna
baghdir. Bu dogruluk degerlendirilmesi numune preparatin etkinligini 6lgmektedir

[34].

c. Kesinlik: Bir yontemin kesinligi, birka¢ kez enjeksiyon yapildiginda sonuglarin
birbirine uygunluk derecesidir. Yani homojen bir karigimdan, kisa araliklarla birden
fazla numune alindiginda elde edilen sonuglarin birbiriyle uyumlu olmasidir. Bir
yontemin kesinligi genellikle test sonuclariin RSD (Bagil Standart Sapma)‘si ile

Olciilmiistiir. Bu standart sapmalar 3 kategoride toplanmaistir:

Tekrarlanabilirlik: Bir analistin laboratuarda bir cihaz ile kisa zamanda analizi
gerceklestirdiginde elde edilen sonug tutarliligidir. En azindan 5 yada 6 saptama, 3
farkli matriks, 2 yada 3 farkli konsantrasyon ile analiz gerceklestirilmeli ve % RSD
hesaplanmalidir. Kesinlik i¢in kabul edilebilir kriter, yapilan bir ¢ok tip analizin

tiirtine baghdir. Farmasotik analizlerde kalite kontrolde % 2 RSD kolayca basarilir.
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Oysa biyolojik numunelerde duyarlilik konsantrasyon limitlerinde yaklasik % 15 ve
diger konsantrasyon diizeylerinde % 10°dur. Cevresel ve gida numunelerinde
kesinlik matrikse, analit konsantrasyonuna ve analiz tekniklerine baglidir. RSD % 2-

20 arasinda degigsmektedir.

Laboratuar i¢i tekrarlanabilirlik: Laboratuar igi tekrarlanabilirlik, haftalar boyunca
ayni laboratuarda yapilan bir yontemin karsilastirilmasi ile belirlenmistir. Aymni
laboratuarda farkli analistlerle, farkli cihazlarla, farkli standartlar, farkli kolonlar
kullanilarak veya bunlarin kombinasyonlar1 yapilarak ayni analiz farkli giinlerde
yapilmistir. Bir yontemin laboratuar i¢i tekrarlanabilirligi, farkli operatorler, farkli
firmalar, farkli aletler, farkli standartlar, farkli belirtecler ya da bunlarin farkh
kombinasyonlari ile elde edilen sonuglarda uyumsuzluk gosterebilmistir. Laboratuar
i¢i tekrarlanabilirlik validasyonunun amaci; analiz sona erdiginde ayni laboratuarda,

yontemin ayn1 sonuglar1 dogrulamis olmasidir.

Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik: Laboratuarlar arasi tekrarlanabilirlik, farkli
laboratuardan elde edilen kesinlik sonuglarini gostermektedir. Amact farkli
laboratuarlardan elde edilecek sonuglar1 saglayacak yontemleri dogrulamaktir. Bir
analitik yontemin laboratuarlar arasi tekrarlanabilirligi, farkli laboratuarlarda, farklh
analistlerle, farkli islevsel ve cevresel sartlar altinda ama aymi belirli yontem
parametreleri ile analiz edilerek belirlenmistir. Eger yontem farkli laboratuarlarda
kullanilacaksa validasyonu oOnemlidir. Bir yOntemin laboratuarlar arasi
tekrarlanabilirligini etkileyen faktorler; oda igindeki sicaklik ve nem farkliliklari,
farkli tecriibe ve farkli gayretteki analistler, farkli 6zellikteki donanim (Grnegin;
YPSK’deki alikonma hacmi), malzeme ve aletlerdeki kosullarin varyasyonlari,
(6rnegin; YPSK’deki mobil faz karisimi, pH, akis orami gibi), farkli sirketlerin

kolonlari, ¢oziiciiler, belirtecler ve farkli kalitedeki aletler olarak belirlenmistir [36].

d. Tutarlilik: Bir analiz yonteminin tutarliligi, analiz numunesinin uzun zaman
araliklarinda farkli kosullarda analizi yapildiginda, bu degisiklerden etkilenip
etkilenmemesinin bir Ol¢iisii olarak tanimlanmistir. Yani normal kosullarda, farkli

kisiler veya farkli laboratuarda elde edilen sonuclarin 6l¢iilmesidir [37].
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e. Nitel tayin limiti (LOD): Analitin analitik bir islemle tayin edilebilecek en diisiik
konsantrasyonudur [38].

Tayin smirinin belirlenmesi aletli ve aletsiz olmak lizere yonteme gore degisir. Aletli
islemlerde bilinen en diisiik konsantrasyonda analit igeren Ornek sonuglarin kor
sonuglartyla karsilastirilmasiyla yani sinyal/gliriiltii orani ile belirlenir. Genelde
sinyal/giirtiltii oran1 2:1 veya 3:1 olarak kabul edilir. Tayin sinirinin hesaplanmasinda
diger bir yontem, kor Orneklerinin analizlenerek analitik geri zemin cevabinin

Olciilmesi ve bu degerin standart sapmasinin 2 veya 3 gibi faktorle ¢arpilmasidir [39].

f. Nicel tayin limiti (LOQ): Analitik bir yontemle analitin, uygun dogruluk ve

kesinlikle tayin edilebilecek en diisiik konsantrasyonudur [38].

Analitin bilinen miktarlarla azaltlmasiyla hazirlanan Ornekler Olciiliir ve kabul
edilebilir kesinlik ve dogruluga sahip en diisiik miktar tespit edilir. Niceleme sinir1
genelde varyasyon Kkatsayis1 ile varyasyon Kkatsayisinin % 15-20°yi  asan
konsantrasyonlariyla ifade edilir. Pek ¢ok durumda niceleme siniri, tayin sinirinin iki,

ti¢ katidir.

Niceleme siirinin tayini i¢in deneysel islemlerde genel yaklagim, belli bir sayida kor
ornegi analizlenerek analitik geri zemini 6l¢mek, bu degerlerin standart sapmasini1 10
veya 20 gibi bir faktor ile carpilmasidir. Bu sinir, sinmira yakin yada sinirda

hazirlanmis belli sayida 6rnek analizi ile kontrol edilmelidir [39].

g. Glivenilirlik: Giivenilirlik testleri, yontemde ufak degisiklikler yapildigi zaman
sonuglarin yine de uygun oldugunu gostermek i¢in yapilmistir. ICH dékiimanlarina
(Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi) gore ilag gelistirme asamalar1 sirasinda

yontem iizerinde giivenirlik degerlendirilmesinin diisiiniilmesi tavsiye edilmistir [37].
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2.5. Sistem Uygunluk Testleri

Kromatografik yontemlerin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte oldugunu belirten
“Sistem Uygunluk Testleri (SUT)” i¢in gerekli islem ve hesaplamalar yontem
gelistirilmesi ve validasyon islemlerinin tamamlanmasindan sonra veya islemler

sirasinda yapilir [40]. Avrupa Farmakopesi tarafindan tanimlanan SUT parametreleri:

a. Teorik tabaka sayisi (N)
b. Kuyruklanma faktorii (T)
c. Kapasite faktorii (k)

d. Segicilik faktorii (o)

e. Ayirim giicti (Rg)

f. Pik yiiksekligi veya alaninin % bagil standart sapmasi
g. Cihaz tekrarlanabilirligi

Kromatogram parametreleri Sekil 2.2.’de gosterilmistir:

\'g veya lg

- T
&
£
2
=l Vo veya b

-— h

| J2 "

Hackm veya Zaman ,

Sekil 2.2. Kromatogram parametreleri

b: Baseline (Temel ¢izgi)

h: Pik Yiiksekligi

a: Kolonda tutulmamis numune piki

to: Hareketli fazin alikonma zamani, kolon 6li zamani

tr: Maddenin alikonma zamani (numunenin enjekte edildigi zaman ile kaydedicide

maksimum konsantrasyonda saptandigi zamana kadar gecen siire)
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V: Hareketli fazin alikonma hacmi, 6li hacim
Vr: Maddenin alikonma hacmi (numuneyi eliie etmek i¢in kolondan gegen ¢oziicii
hacmi)

Vs: Sabit fazin alikonma hacmi

a. Dagilma (partisyon) katsayis1 (K): Dagilma kromatografisiyle bir karigimdaki
maddelerin farkli iki faz (hareketli faz ve durgun faz) arasindaki farkh
¢Ozlinmelerinden yararlanilarak birbirlerinden ayrilmasi gergeklestirilebilmektedir.
Biitin bu ayirima islemlerinde etkili olan parametre, ¢6ziinenlerin hareketli ve
durgun siv1 faz arasindaki dagilma (partisyon) derecesini temel alir. A ¢oziineni igin

s0z konusu denge, asagidaki esitlikle (Denklem 2.2) gosterilebilir:

A hareketli <> A sabit (2.2)

Bu reaksiyonun denge sabiti K’ya, dagilma (partisyon) orant veya dagilma
(partisyon) katsayis1 adi verilir. Dagilma katsayis1 (K), analitin sabit fazdaki molar
derisiminin (Cs), analitin hareketli fazdaki molar derisimine (Cy) oranlanmasi ile

hesaplanir (Denklem 2.3).

K=Cs [ Cwm (23)

Ideal olarak ¢oziinen madde derisimlerinin genis aralikta dagilma orami sabittir.

Diger bir deyisle; Cs dogrudan Cy ile orantilidir.

b. Alikonma (retention) zamani (tr): Alikonma zamani (tg) numune enjeksiyonundan
sonra analitin dedektore ulasmasi i¢in gecen zamana denir. Numune
enjeksiyonundan sonra gelen pik icin, pik siiresi 6lii zaman olarak adlandirilir ve tg
ile gosterilir. Olii zaman, hareketli fazin ortalama gd¢ hizini verir ve analit piklerinin
taninmasinda 6nemli rol oynar. Numune i¢inde veya hareketli fazda ¢ogu zaman
kolonda tutulmayan bir tiir olabilir. Yoksa bile diger piklerin taninmasina yardimci

olmak i¢in bdyle bir tiir ortama katilabilir.
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Sekil 2.3.’teki sag taraftaki pik bir analit tiiriine aittir. Numunenin enjeksiyonu ile bu
pikin dedektore ulasmasi i¢in gecgen siireye alikonma (tutulma) zamani denir ve tg

simgesiyle gosterilir.

t
R ——

=

=

=b ]

=2 To

=
= =

=]

: [N\

(=]

Zaman

Sekil 2.3. Tek bilesenli bir karisim i¢in tipik bir kromatogram

to: Hareketli fazin alikonma zamani

tr: Maddenin alikonma zamani

Alikonma zamani yerine alikonma hacmi terimi de (Vg) kullanilmaktadir. Bir
bilesenin sabit fazdan eliie olmasi i¢in gereken hareketli faz hacmine alikonma hacmi

denir.

Hacim akis hiz1 (F), birimi cm3/saniye veya cm®/dakika olup, maddenin alikonma

zamaninin alikonma hacmine boliinmesiyle hesaplanir (Denklem 2.4).
F= VR / tr (24)

Lineer akis hiz1 (U), hareketli faz molekiillerinin ortalama dogrusal hizidir. Birimi
cm/saniye olup kolon uzunlugunun (L) hareketli fazin alikonma zamanina (to)
boliinmesiyle hesaplanir. Lineer akis hizi, kolonun enine kesitinden bagimsiz olup,
¢oziicii molekiillerinin kolon boyunca hareketleri sirasindaki ortalama hizlarini

gosterir (Denklem 2.5).

U=L/t (2.5)
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Analitin kolon igerisinde hareketi esnasinda ortalama gd¢ hizi V; kolon dolgusunun

uzunlugu (L) ve maddenin alikonma zamanindan (tg) hesaplanir (Denklem 2.6).

V=L/tg (2.6)

Kromatografik parametrelerden biri olan dagilim katsayis1 K ile maddenin alikonma
hacmi (VRr) dogrudan iligkilidir. Bu esitlikte Vo kolondaki hareketli faz hacmi, Vs
kolondaki sabit faz hacmidir (Denklem 2.7).

Vg = Vo + K.V (2.7)

C. Teorik tabaka sayisi (N): Kolonun en énemli parametresidir. Kolondan ¢ikan pikin
sivri ve dar olmas1 ve piklerin birbirlerinden iyi ayrilmasi ile ilgilidir (Sekil 2.4.).
N’in sayisal degeri, analizi yapilan maddenin cinsine bagli oldugu gibi, deney
kosullarina, akis hizi, sicaklik, kolon kalitesi ve dolumun tek bi¢imliligi gibi cesitli
faktorlere de baghdir. Tavsiye edilen deger N> 2000’dir. Denklem 2.8 de
gosterildigi gibi hesaplanir.

W
-

ok width

Sekil 2.4. Teorik tabaka sayisi i¢in kromatogram

N= 16 (t/W)? (2.8)

tr : Maddenin alikonma zamani

W: Elde edilen pikin taban genisligi
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d. Kapasite faktorii (k’): Kapasite faktorii (k’) ¢6ziinen maddelerin kolonda gog
hizlarimi tanimlamakta yaygin olarak kullanilan 6nemli bir parametredir. Kapasite
faktori, hareketli faz ve durgun faz bilesimlerinin degistirilmesiyle ayarlanabilir. Her
maddenin kendine 06zgii bir kapasite faktor degeri vardir. Kolon performansi ve
alikonmanin uzun stireli tekrarlanabilirligi ile ilgilidir. Bir kromatografik ayirimda
hesaplanan kapasite faktorii degerinden faydalanarak ayirim hakkinda bilgi sahibi
olunabilir. Kapasite faktorii, Sekil 2.5.’teki parametreler kullanilarak, Denklem

2.9’da goriildiigii gibi hesaplanir.

Ve veya tg

Dedektdr Cevabr

Vo veya 15
-—

Hacim veya Zaman

Sekil 2.5. Kapasite faktorii i¢in kromatogram

to: Hareketli fazin alikonma zamani, 6li zaman
tr: Maddenin alikonma zamani
Vo: Hareketli fazin alikonma hacmi, 6lii hacim

VRr: Maddenin alikonma hacmi

k'=(Vr-Vo)/Vy (2.9)
Akis hiz1 sabitse, kapasite faktorii Denklem 2.10°da goriildiigii gibi hesaplanabilir:

k> = (tr — to) /to (2.10)

Kapasite faktorli, maddenin hareketli ve sabit faz arasindaki dagilim katsayisina

baglidir (Denklem 2.11).
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k'=K Vs/Vq (2.11)

tr ve to degerleri kromatogramlardan kolayca bulunur. Coziinen bir madde igin
kapasite faktorii birden c¢ok kiiciik ise, ayrilma hizli gergeklesir ve alikonma
zamaninin dogru olarak belirlenmesi zor olur. Ote yandan kapasite faktérii 20-30 gibi
bir sayidan daha biiyiik olursa, ayrilma zamam gereksiz bir sekilde uzun olur. ideal

bir ayirma da kapasite faktorii degerinin 1-5 arasinda olmasi gerekmektedir.

e. Segicilik faktorii (a): Bir karigimdaki iki maddenin ayirimini degerlendirmek igin
kullanilir ve bir kolonun s6z konusu maddeleri ne kadar iyi ayiracaginin bir
Olctistidiir. A ve B bilesenli bir karisimda segicilik faktorii (o), her iki bilesenin

kapasite faktorii oranina esittir (Denklem 2.12).

a=k.B/K.A (2.12)

k’. B: Daha kuvvetli tutunan veya alikonma zamani uzun olan maddenin kapasite
faktorii
k'. A: Daha az kuvvetle tutunan veya alikonma zamani kisa olan maddenin kapasite

faktoru

Seciciligi etkileyen ana faktor sabit fazdir. Hareketli fazin bilesimi ve az da olsa

sicaklik da seciciligi etkiler.

Deneysel bir kromatogramdan o’y1 belirlemek i¢in asagidaki esitlik kullanilmaktadir
(Denklem 2.13):

o= [(tR)B — to] / [(tR)/_\- to] (213)

(tr)a: 1. maddenin alikonma zamani
(tr)s: 2. maddenin alikonma zamani

to: Hareketli fazin alikonma zamani
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Iki pikin elde edildigi sistemlerde kullanilir. Genel olarak bu degerin 1°den biiyiik

olmasi istenir.

f. Ayinnm giicii (Rs): Kromatografide amag¢ karisim igindeki maddeleri ayirmaktir.
Ayiricilik terimi (Rs) bu amacin ne derecede gergeklestiginin bir 6l¢iitiidiir. Birbirini
takip eden 2 adet bilesene ait piklerin birbirinden ayirimlarinin basarisini (oranini)
gosterir. Takip eden pikler i¢in iyi bir ¢oziiniirliikten bahsedebilmek i¢in hesaplanan
R degerinin 1-1,5 civarinda olmasi istenir. Genellikle 5 veya daha az madde igeren
numunelerde bu degerin 1,5’dan biiyiikk olmasi kolaylikla saglanabilir. Bu sonug,
maksimum kesinligin gostergesidir. Ayirim giicii, bir kolonun eskiligini, glinler arasi
ayirim  sartlarindaki  degisiklikleri gosterir. Ayirim glicii  Sekil  2.6.°daki

parametrelerden yararlanilarak agsagidaki gibi hesaplanir (Denklem 2.14).

__7 /\\

N & —

W3

Sekil 2.6. Ayirim giicii i¢in kromatogram

t1: 1. bilesenin alikonma zamani
t2: 2. bilesenin alikonma zamani
W;: 1. bilesenin taban genisligi
WS,: 2. bilesenin taban genisligi

Rs= 2(to-t1)/(W1+W5) (2.14)

Genel ayirimlarda bu deger 2’nin, miktar tayini ¢alismalarinda 1,5’un, biyolojik

sivilardan yapilan c¢alismalarda 1,2’nin iistiinde olmasi kabul edilebilir degerlerdir.
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Nicel analizler i¢in pikler arasindaki ayiriciligin 1,5’den biiyiik (Rs >1,5) olmasi

Onerilir (Sekil 2.7.).
i ’ A%
m
=
—
= X
== mm— ——
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‘ /\ /] i
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' ZAMAN (dakika)

Sekil 2.7. Rezoliisyon faktoriiniin kromatogramlara gore degisimi

g. Kolon verimi: Basarili bir kromotagrafinin amaci verimli bir ayirim ve dar bir

kromatografik bant elde etmektir. Kromatografik kolon verimliliklerinin kantitatif

Olctimiinde birbiriyle bagintili iki terim sik¢a kullanilir:

1. Tabaka yiiksekligi, H (Plate Height)

2. Teorik tabaka sayisi, N (Number of Theoretical Plate)

Bu ikisi arasindaki bagint1 asagidaki esitlikle verilir (Denklem 2.15):

N=L/H

L : Kolon dolgu uzunlugu (cm)

(2.15)

Kromatografik kolonun verimliligi teorik tabaka sayisi arttik¢a ve teorik tabaka

yiiksekligi azaldik¢a artar. Hareketli ve durgun fazlarin bilesimi, kolon dolgu
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maddesinin tanecik biiylikliigli ve kolon c¢apina bagli olarak kolonun tipi kolon
verimliligine etki etmektedir. Kolon dolgu maddesinin tanecik capi kiiciildiikge,

kolon tabaka sayis1 artmakta ve bu da kolon verimliligini artirmaktadir.

Kromatografik kolondaki ayirma olaylarina matematiksel yaklagim, 1950°1i yillarda
Hollandal1 kimya miihendisi Van Deemter’in kendi ad1 ile anilan esitligin bulunmasi

ile sonuglanan incelemeleri ile baslamistir (Denklem 2.16).

H = (A + B)/(u+ Cy) (2.16)

H: Teorik tabaka yiiksekligi (cm)

A: Coklu akis yollar1 ve Eddy diflizyonu
B: Boyuna diflizyon

Cu: Fazlar arasindaki kiitle aktarimi

u: Cizgisel hiz

Bir kromatografi kolonunun verimli ¢alismasi i¢in 6nce bu kolon i¢in kullanilacak
optimum akis hizinin saptanmasi gerekir. H degerinin kiiciiltiilmesi i¢in bir dizi
onlem alinarak kolonun etkinligi arttirilabilir. Formiil 2.15°teki akis hizindan
bagimsiz olan A degeri, madde molekiillerinin kolonda ilerlerken farkli yollar
izlemesi nedeniyle bliylir. Farkli uzunluktaki yollar1 izleyen madde molekiillerinin
kolonda hizlar1 da farkli olur. Biitiin molekiillerin kolonun sonuna ulasmasinda
bantta genisleme gozlenir. Bu olaya “Eddy Difiizyonu” denir. Kolon dolgu
maddesinin ¢ok kiiciik tanecikli olarak alinmasi ile A’nin degeri kiiciiltiilebilir.
Formiildeki ikinci terim boyuna difiizyon terimi olup 6zellikle diisiik akis hizlarinda
onem kazanir. Bu terimin katkisi, bilesenlerin hareketli faz igindeki difiizyon
katsayilarinin degerleri ile dogru orantili olarak artar. B’nin degeri kolon sicakliginin
azaltilmas: ile kiigiiliir. Kolona basing uygulayarak da B’nin degerinin kii¢iiltiilmesi
miimkiindiir. Formiiliin {iglincti terimi yiiksek akis hizlarinda 6nem kazanan kiitle
aktarimi terimidir. Akis hiz1 arttik¢a bilesenlerin iki faz arasinda dagilma dengelerine
ulagabilmeleri i¢in gereken siire azalir ve dolayisi ile dagilma dengesine tam olarak

erisilemez. Bu terimdeki C degerinin kiigiiltiilebilmesi i¢in hareketli sivi faz
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viskozitesinin az olmasi, kolon sicakliginin arttirilmasi, sabit faz ince bir siv1 film ile

kapliysa bu filmin kalinliginin ¢ok kii¢iik bir degere sahip olmasi gerekir (Sekil 2.8).

H {cm)

minimumH p-———— B/u

PSR SN T

}——— A

ideal hareketli faz hizi u (cm/s)
hiz

Sekil 2.8. Van Deemter egrisi

h. Kuyruklanma faktorii (T) ve pik asimetri faktorii (As): Bu faktor pikin simetrik
olmasi ile ilgilidir. Calismalarda daima simetrik pikler se¢ilmelidir. Simetrik
olmayan piklerde; dogru olmayan tabaka sayisi ve ayirim giicli sonuglari, Kararl
olmayan miktar tayinleri, goézlemlenemeyen pik kuyruklanmalari, alikonmanin

tekrarlanabilirliginin diisiik olmasi gibi sorunlarla karsilasilir.

Pik yiiksekliginin
% 10"

Dedektdr Cevan

Hacim veya Zaman

Sekil 2.9. Pik asimetri oraninin hesaplanmasi
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Pik asimetri oraninin hesaplanmasi asagidaki esitlikle verilir (Denklem 2.17):
As=(CB/AC) (2.17)
CB ve AC uzunluklar1 Sekil 2.9°da tanimlanmustir.

Pik asimetrisi taban yiiksekliginin % 10’u civarinda, kuyruklanma faktorii ise % 5’1
civarinda oOlgiiliir. Tam simetrik bir pik i¢in As = 1’ dir. Pratikte 0,9-1,2 arasinda Ag
degerleri kabul edilmektedir. Kuyruklanma faktorii i¢in uygun degerler ise 2’nin

altindaki degerlerdir.

Genel olarak bir kromatogramda ge¢ gelen pikler dnce gelen piklere nazaran daha
yayvan ve genis olurlar. Alikonma zamaninin artmasi pik seklinin bozulmasina
neden olabileceginden, bir pikin ge¢ gelmesi istenen bir durum degildir. Boyle
durumlarda pik seklinde kuyruklanma da go6zlenebilir. Alikonma zamaninin 6ne
alinmasinda hareketli faz bilesimi ve akis hiz1 degistirilebilir ya da gradient eliisyon
islemi uygulanabilir. Analitin hareketli fazdaki denge derisimi (Cy) Sabit fazdaki

denge derisimine (Cs) kars1 grafige gecirildiginde bir dizi izoterm elde edilir.

(@) ™) (<)
Dogrusal Anti-langmuir Langmuir

L~ L

Harekeili Fazda Derisim

5
¥
=]
<
<
3
w2

On Kuyruklanma Kuyruklanma

‘
1
1
1
1
’
r
1
3
]

Dedektor Cevah

tr

Sekil 2.10. Temel ii¢ izoterm sekilleri ile alikonma zamani ve pik sekline etkileri
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Sekil 2.10. a’daki izoterm dogrusal olup egimi dagilim katsayisin1 (K) verir. Biitiin
Cwm degerlerinde K sabit oldugu i¢in kromatografik bant biitiin derisimlerde ayni

hizda hareket eder ve simetrik bir eliisyon piki elde edilir.

Digbiikey izoterm (Sekil 2.10. b), kolonda fazla miktarda madde oldugunu gosterir.
Bu durumda sabit fazdaki madde-madde etkilesmeleri, madde-¢Oziicii
etkilesmelerinden daha baskindir. Bu durum K degerinin artmasina ve dogrusal
olmayan izoterm elde edilmesine neden olur. Eliisyon egrisinin Oniinde bir alan
olusur. Bu duruma 6n kuyruklanma denir ve ayrilan maddenin alikonma siiresi

derisimle artar.

Eger molekiiller arasi kuvvetler maddeyi sabit faz ylizeyinde bir katman olusturacak
bicimde tutuyorsa izoterm igbilikey olur (Sekil 2.10. c) ve eliisyon egrisinde pik

kuyruklanmas1 goriiliir, boylece artan madde derigimiyle alikonma zamani azalir.

Dogrusalliktan sapma nicel analizi giiclestirdigi ve alikonma siirelerinin nitel
analizde kullanimin1 engelledigi i¢in kromatografik kosullar simetrik eliisyon piki
saglanacak sekilde diizenlenir. Pik simetrisinin belirlenmesi i¢in pik asimetri
oraninin hesaplanmasi, madde eliisyon pikinin ¢an (Gauss) egrisi olup olmadiginin

denetlenmesi agisindan 6nemlidir.

Kolon performansinin optimizasyonu igin istenilen ayirmayi saglamak i¢in optimum
kosullar arastirilirken a, k> ve N (veya H) gibi temel parametrelerin az ya da ¢ok
birbirinden bagimsiz olarak ayarlanabilecegi unutulmamalidir. Boylece a ve k’, en
kolay sicaklik ve hareketli fazin bilesimindeki oynamalar ya da degisik bir kolon
dolgusu kullanilarak degistirilebilir. Herhangi bir c¢alismada, teorik tabaka sayisi,
kolon boyunun degistirilmesi, tabaka yiiksekligi, hareketli fazin akis hizi, kolon
dolgu maddesi tane biiyilikliigli, hareketli fazin viskozitesi ve sabit fazi olusturan
absorbe edilmis sivi filmin kalinli§1 gibi parametreler degistirilerek iyi bir ayirim

gergeklestirilebilir.
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Kromatografik calismalarda deney kosullari, bir karisimin bilesenlerini en kisa
stirede net bir sekilde ayiracak bigimde optimize edilerek belirlenir. Optimizasyon
deneyleri; bant genislemesini azaltmak, bilesigin rolatif go¢ hizimi degistirmek

amaciyla yapilir.

Bant genislemesi ve dolayistyla kolon verimliliginin kaybi, ¢dziinen bilesenlerin
kolon igerisinde gogleri sirasinda yeralan ¢ok sayida kiitle-aktarim islemlerinin belli
hizlara sahip olusunun bir sonucudur. Bu hizlar etkileyen bazi degiskenler

denetlenebilir ve ayirmalari iyilestirmek i¢in kullanilabilir.

Cihaz, pik alan1 veya yiiksekliginin tekrar edilebilirligi (% bagil standart sapma): En
az 6 defa tekrarlanan deneyler sonucu elde edilen pik alan1 veya yiiksekliklerinin
bagil standart sapmalarinin hesaplanmasi ile elde edilir. Genel ayirimlarda % bagil
standart sapma degerinin 1,5’un, biyolojik sivilardan yapilan c¢aligmalarda 5,0’1n
altinda olmast ve eser madde miktar tayininde 5-15 arasinda olmasi istenen
degerlerdir. Cihaz tekrarlanabilirligi i¢in alikonma zamanlarinin % bagil standart
sapmasinin 5’den daha ¢ok sayida tekrar edilen enjeksiyonlar i¢in % 1’den kiiglik

olmast istenir [40, 41].

2.6. Literatiirde Yapilan Calismalarin Ozeti

Etodolak analizleri i¢in, hizli, basit ve secici bir spektroskopik metot
gelistirmiglerdir. Yontem Etodolak’in Bakir (II) asetat ve demir (III) klorit le
kompleks olusturmasi ve diklorometan ile ekstrakte edilmesi sonucunda elde edilen
kompleksin 684 ve 385 nm’de Cu (II) ve Fe (III)’e kars1 absorbanslarin dl¢iilmesine
dayanmaktadir. Reaksiyona etki eden pH, reaksiyona girenlerin konsantrasyonlari,
zaman, gibi faktorlerin etkisi calisilmistir. Devamli varyasyonlu Job ydntemi ile
reaksiyonun stokiyometrik katsayilar1 Cu (II) i¢in 1:2 ve Fe (III) ig¢inl:3
bulunmustur. Metot Beer kanununa Cu (II) i¢in 2-9 ve Fe (III) i¢in 0,5-2 pg mL™*
konsantrasyon araliklarinda uymaktadir. Yontemde olusan matrikslerin stabilitesi de
calisilmistir ve reaksiyon sonucu olusan bilesikler sonraki arastirmalar i¢in saf olarak

elde edilmistir. Komplekslerin molar absorbtivitesi Cu (II) 32,14+£0,97 ve Fe (III)
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icin 168,32+1,12 bulunmustur. Olusturulan yontem saf ectodolak ve farmasotik
formiilasyonlarinda uygulanmistir. Yontemin validasyonu standart eklenmesi
yontemi ile test edilmis ve sonuglar diger spektrometrik yOntemlerle

karsilastirilmistir. Kesinlik ve dogruluk yoniinden fark gozlemlenmemistir [42].

Spesifik, kesin, ve dogru ters faz yiiksek performansli sivi kromotografisi yontemiyle
tablet formundaki etodolak ve asetaminofen’ in miktar tayinini yapmislardir. BDS
Hypersil C-18, 100x4,6 mm, 5 um kolon, 274 nm ve izokratik hareketli faz olarak %
0,05°lik fosforik asit ve asetonitril karisimi kullanmuslardir. Akis hizt 1 mL dk™*dur.
Etodolak ve asetaminofen in tutulma zamanlar1 1,32 ve 4,24 dk olarak bulunmustur.
Bulunan yontem spesifiklik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve giivenilirlik
parametreleri ile valide edilmistir. Girisim yapan herhangi bir pik, safsizlik veya
bozunan madde bulunmadigi i¢in bulunan yontem spesifik ve stabilite gostergeli
olarak degerlendirilmistir. Dogrusallik egim grafiginin R* degerleri 0,9996 ve 0,998,
geri kazanim degerleri % 101,32 ve % 100,94 bulunmustur. Giin i¢i ve giinler arasi
ortalama bagil standart sapma % 2 den kii¢iik bulunmustur. Bulunan bu yontem bu
iki etken maddenin ayr1 kombinasyonlarinda veya birlikte olan kombinasyonlarinda

basarili bir sekilde uygulanabilir [43].

Etodolakin kandaki tayini icin basit, hizli spesifik ve hassas ters faz yliksek
performansli sivi kromotografisi yontemi gelistirmislerdir. Analiz siiresi 5 dakika
olan yontemin teshis limiti 0,5 pg mL* bulunmustur. Gelistirilen yontem Etodolak’in
biyoyararlanim ve farmakokinetik parametrelerinin analizlerinde kullanilmistir. Elde
edilen farmakokinetik parametreler, grafik altinda kalan alan, maksimum kan
konsantrasyonu, kandaki maksimum konsantrasyon zamani, yarilanma zamanidir.
Kandaki maksimum konsantrasyon rektal yoldan 6,2 pg mL™ ve oral yoldan 20,6 pg
mL? bulunmustur. Gelistirilen yontem yeterli duyarlikta olup kandaki etodolak
analizleri i¢in kullanilabilmektedir. Bu yontem ayrica diklofenak, sulindak,

piroksikam, indometasin gibi baska etken maddeler i¢in de kullanilmistir [44].

Tiyokolsikosid’in kapsiil dozaj formu icin basit ve hassas, normal faz sivi

kromatografi yontemi gelistirilmistir. Mobil faz, N-heptan:metanol:kloroform:asetik
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asit (70:20:10:0.2 h/h) karisimindan olusmaktadir. Akis hiz1 1 mL dk™, dalga boyu
360 nm’dir. Alikonma zamani 7,787 dk olarak bulunmustur. Validasyon
parametreleri olarak dogrusallik, dogruluk, kesinlik, LOD, LOQ ve Saglamlik
calistimistir ve uygun sonuglar bulunmustur. Kalibrasyon egrisi, 5-15 pg mL*?
araliginda c¢izilmistir ve korelasyon katsayisi 0,999 olarak bulunmustur. Dogruluk
icin % 80, % 100 ve % 120 seviyelerinde ¢alisilmistir ve % 98-102 araliginda geri
kazanim degerleri elde edilmistir. Giin-i¢i ve giinler-aras1 kesinlik sonuclar1 ise %

RSD 2’den kiigiik bulunmustur [45].

Yapilan Tiyokolsikosid’in oral uygulamada intramiskiiler uygulamaya gore, ilk
gecis etkisi sebebiyle diisiik biyoyararlanim gostermesi sonucu alternatif bir form
arayisina  girilmis, bu amacla bukkal dozaj formlar1t gelistirilmis ve
biyoyararlanimlari incelenmistir. Analjezik ilaglar bukkal form gibi degisik
formlarda formiile edilmistir. Bukkal mukoza 150 m? gibi genis bir ylizey alana
sahip, gecirgenligi cok yiiksek olan bir yiizeydir. Yanak mukozasi tek sira epitel
hiicrelerden ve skuam6z bag dokusundan olusmaktadir. Yanak mukozasi boyunca
ilaglar transselliiler ve paraselliiler yollarla tasinmaktadir. Bukkal mukozadan
tiyokolsikosid gibi hidrofilik maddelerin gegisi kolay ve gayet hizlidir. Bununla
beraber bukkal dagilim pre-sistemik metabolizmay1 ve ilk gegis etkisini onleyebilir.
Hidrofilik ilaglar genellikle paraselliiler pasif difiizyon yolu ile tasinmaktadir. Fakat
yanak epitelyum hiicreleri ilaglarin penetrasyonunda biiyiik bir bariyer rolil
oynamaktadir. Bu sebeple ilaglarin mukozal membrana penetrasyonunu artirmak icin
baz1 tuz formlar1 siklikla kullanilmistir. Genellikle mukozal membrana ilag
penetrasyonunu artirmak i¢in safra tuzlan tercih edilir. Tuzlarin bu etkilerinin, her
zaman i¢in konsantrasyona bagimli ve geri donilisimli olmasi istenir.
Glikodeoksikolatin buserelin’in bukkal mukozadan gecisini artirdigi, sodyum
taurokolat’in insiilin ve alfa-interferon gibi peptit yapidaki maddelerin ge¢isini
artirdig1 gosterilmistir. Tiyokolsikosid i¢in ise dil altinda ¢6zmek ve yanak mukozasi
ve dis etine yapistirilarak kullanilmak suretiyle iki tiyokolsikosid dozaj formu dizayn
edilmistir. 4 mg Tiyokolsikosid igeren sodyum taurokolat (NaTC) ve sodyum
taurodeoksikolat (NaTDC) ile hazirlanmis bu formlar ve insan ve domuz yanak

mukozasina uygulanmistir. Tiyokolsikosid’in analizi ters fazli yiiksek performanslh
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stvi kromotografisi (HPLC) ile yapilmistir. Tayinler Shimadzu LC 10 AS HPLC
sisteminde, kolon olarak Waters Nova-Pak C8 kolon, mobil faz olarak asetonitril:su
(15:85) karisimu kullanilmistir. Olgiimler 370 nm dalga boyunda UV dedektér ile
yapilmistir. Hareketli fazin akis hiz1 1 mL dk > dir. Insan ve domuz iizerinde yapilan
deneylerde NaTC ve NaTDC’nin farkli miktarlarda yanak mukozasindan ve
dilaltindan penetrasyonu artirdig1r gosterilmistir. Bununla beraber tiyokolsikosid’in
dilalt1 formiilasyonunun, yanak ve dis eti formiilasyonuna gore emiliminin daha

yiiksek oldugu belirtilmistir [46].

Kombine tablet dozaj formundaki Tiyokolsikosid ve Etorikoksib’in tayini amactyla
yapilan bir calismada dozaj formu kombine tablet etorikoksib ve tiyokolsikosid
belirlenmesi i¢in yiliksek performansl ince tabaka kromatografisi (HPTLC) yontemi
gelistirilmistir. Calismada Nucoxia-MR tablet farmasdtik form olarak kullanilmustir.
Etorikoksib ve Tiyokolsikosid igin sirasiyla, 25 pg mL™* ve 20 pg mL*
konsantrasyonlarda stok cozeltiler hazirlanmistir. Ayrimda, silikajel 60F254 (250
mikron) tabaka ile kaplanmig aliiminyum levhalar kullanilmistir. Hareketli faz olarak
ise etil asetat-metanol (8:2, h/h) karisim1 kullanilmistir. Etorikoksib ve tiyokolsikosid
icin lineer kalibrasyon dogrusu 50-250 ng bant™ ve 100-500 ng bant™ araliginda elde
edilmistir. Ol¢iimler 290 nm’de yapilmistir. LOD ve LOQ degerleri; Etorikoksib i¢in
strastyla, 10,993 ve 33,314 ng bant’l, Tiyokolsikosid i¢in sirastyla, 25,133 ve 76,161
ng bant? olarak bulunmustur. Yontemin dogrusallik, dogruluk, hassasiyet ve
saglamlhig belirlenmistir. Gelistirilen yoOntemin, farmasotik ilaglara basariyla

uygulanabilecegi belirtilmistir [47].

Dexketoprofenin ve tiyokolsikosid'in kantatif  olarak bulk dozaj formunun
belirlenmesi i¢in ters fazli yiiksek performansh sivi kromotografisi ile fotodiod
dedektor (PDA) kullanilarak gelistirilmis bir yontemdir. Mobil faz olaral Metanol:su
(% 60:40 h/h) kullanildi. C18 kromasil 250x4,6 mm, 5,0 pm kolonu ile 0,7 MI akis
hizinda 254 nm'de yontem gerceklestirildi. Kolon sicakligi 35°C, enjeksiyon hacmi
10 pL’dir. Gelistirilen yontemde dogrusallik , dogruluk, kesinlik, secicilik ve
saglamlik parametreleri ¢alisilmistir. Dogrusallik araligi 3,125-125 mg mL™ olarak

bulunmustur. Tiim parametreler i¢in sonuglar limitler igerisindedir. Yontem tiim
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pikleri ayirmistir, basit, hizli, ekonomik oldugu i¢in 6zellikle rutin kalite kontrol

analizlerinde uygulanabilir [48].

Etodolak ve Tiyokolsikosidin (200 mg/4mg) kombine tablet dozaj formu i¢in basit,
hizli ve tekrarlanabilir Q-analiz UV-spektrofotometrik bir yontem gelistirilmistir.
Etodolak i¢in Amax=223 Tiyokolsikosid i¢in Amax=259,4 ve ikisi i¢in otrak nokta
236 nm’dir. Coziicii olarak her iki etken i¢in uygun olan metanol kullanildi.
Dogrusallik Etodolak ve Tiyokolsikosd i¢in sirasiyla 1-6 ug mL™? and 4-24 ug mL*?
konsantrasyon araliginda bulunmustur. Arastirilan yontemde ayrica Etodolak ve
Tiyokolsikosid insan idrariylada spike edilmistir. Etodolak ve Tiyokolsikosid asidik
hidroliz ve alkali hidroliz ile bozundurulmustur. Daha sonra iiretilen numuneler
gelistirilen yontem kullanilarak degradasyon c¢alismalart ic¢in  kullanilmistir.
Tiyokolsikosidin alkali hidrolizden yogun olarak etkilendigi goriilmiistiir. Etodolak
ise tim stres kosullarinda kararlidir. Yontem ICH kurallarina uygun olarak

gelistirilmistir [49].

Etodolak ve tiyokolsikosid miktarinin ayni anda belirlenmesi icin bir ters faz sivi
kromatografi yontemi gelistirilmistir. Bu yontem mobil faz olarak metanol ve fosfat
tamponu pH 6,0 (85:15 h/h) ile ters-faz Phenomenex C-18 (250x4.60 mm 5 um)
kolonu kullamilarak gergeklestirilmistir. Akis hizi 0,8 mL dk™dir. Etodolak ve
tiyokolsikosid saptanmasi ic¢in kullanilan dalga boyu 259 nm’dir. Alikonma
zamanlar1 Etodolak ve Tiyokolsikosid i¢in sirasiyla 4,39+0,10 dk. ve3,52+0,10 dk.
olarak saptanmistir. Bu yontemde ICH klavuzuna uygun olarak calisma araligi,
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, miktarlandirma limiti (LOQ) ve dedeksiyon limiti
(LOD) caligilmistir. Bu yontemde etodolak icin ¢alisma araligit 16-96 pg mL™?,
Tiyokolsikosid i¢in ¢alisma araligi 4-24 ug mL™ olarak belirlenmistir. Etodolak ve
Tiyokolsikosid i¢in geri kazanimlar sirastyla % 99,90-101,08 ve % 99,75-99,98
arasinda bulunmustur. Bu yontemde RSD % 2’den daha az oldugu tespit edilmistir.
Onerilen yontem ile Etodolak ve Tiyokolsikosid'in kombine tablet dozaj formu ( 400
mg Etodolak ve 4 mg Tiyokolsikosid) eszamanli basariyla uygulanabilir [50].
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Etodolak ve tiyokolsikosid icin gelistirilen baska bir ters faz sivi kromatografi
yonteminde mobil faz olarak asetonitril: 20 mM potasyum dihidrojen fosfat tomponu
buffer (65:35, h/h) kullanilmistir. Kolon HiQ Sil C18 HS 250x4.6 mm kullanilmistir.

-1
Analiz 257 nm’de galisilmistir. Calisma araligi 25-150ug mL  Etodolak, 0,5-10 pg
mL™ Tiyokolsikosid olarak belirlenmistir. Uygun geri kazanim degerleri elde

edilmistir. Talet formu 200 mg Etodolak ve 4 mg Tiyokolsikosid igermektedir [51].

[zokratik eliisyon ile Kromasil C18, 150x4,6 mm, S5um kolonu kullanilarak, asetat
tamponu (pH 3,7) ve metanol (20:80 h/h) mobil fazi ile 0,8 mL dk*akis hizinda 242
nm Etodolak, Tiyokolsikosid tablet formu (400 mg Etodolak ve 4 mg
Tiyokolsikosid) i¢in bir analiz yontemi gelistirilmistir. Alikonma zamanlari
Tiyokolsikosid ve Etodolak i¢in sirasiyla 2,3 ve 3,2 dk olarak belirlenmistir.
Dogrusallik araligi Tiyokolsikosid i¢in 1-6 pg mL™, Etodolak i¢in 100-600 pg mL’
"dir. ICH parametrelerine uygun calisilmustir ve tiim validasyon parametrelerinde

uygun sonuglar bulunmustur [52].

Etodolak ve Tiyokolsikosid’in es zamanli miktar analizi i¢in Qualisil BDS RP C-18
250x4.6 mm, 5 um kolonu ile mobil faz olarak metanol:asetat tamponu (pH:3,2),
(85:15 h/h) kullamlarak 1 mL dk™da, 223 nm’de analiz gerceklestirilmistir.
Tiyokolsikosid ve Etodolak i¢in alikonma stireleri sirasiyla 3,0 ve 6,1 dk’dir.
Tiyokolsikosid igin 0,2-1 ug mL™, Etodolak igin 10-50 ug mL™ konsantrasyon
araliginda dogrusallik egrileri ¢izilmistir. ICH parametrelerine uygun gelistirilen

yontem, basit, hassas, dogru, se¢ici ve tekrarlanabilirdir [53].

Etodolak ve Tiyokolsikosid’in es zamanli miktar analizi i¢in hassas, dogru ve kesin
ve saglam ters faz-sivi kromatografi yontemi gelistirilmistir. C18, 250x4.6 mm, Sum
kolon ile asetonitril:fosfat tamponu (60:40 h/h), pH 5, akis hiz1 1 ml dk'l, 259 nm’de
analiz gerceklestirilmistir. Tiyokolsikosid ve Etodolak’in sirasiyla ¢ikis zamani 2,45-
7,10 dk ve resoliisyonu 16,55 olara tespit edilmistir. Dogrusallik araligi
Tiyokolsikosid i¢in 10-50 ug ml’l, Etodolak i¢in 50-250 pg ml ™ dir. Asidik, bazik,
oksidatif, fotolitik ve 1s1 kosullarinda, ¢esitli stres parametrelerinde de calisilmistir.

Yontem ICH parametrelerine gore valide edilmistir [54].
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Etodolak ve tiyokolsikosid kombine tabet formu icin basit bir ters faz sivi
kromatografi yontemi gelistirilmistir. Potasyum dihidrojen fostaf tamponu
(pH:3,0):asetonitril, 50:50 (h/h) oraninda karistirllmistir ve mobil faz olarak
kullamlmustir. 255 nm ve 1 mL dk™ akis hizinda calisilmustr. Tiyokolsikosid’in
alikonma zamani 2,6 dk ve Etodolak’in alikonma zamani 4,3 dk olarak tespit
edilmistir. Calisma arali§i Etodolak ve Tiyokolsikosid i¢in sirasiyla 1-6 ug mL™? ve
100-600 pg mL™* olarak ¢aligilmustir [55].



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Tez Cahismasinda Kullanilan Materyaller

3.1.1. Kullanilan cihazlar

a. YPSK Cihaz1 (AGILENT)
1260 Hip ALS Auto Sampler
1290 Thermostat ALS sogutucu
1260 DAD dedektor
1260 Quat Pump degazer
1260 TCC Kolon firmi
OpenLab CDS Ezchrom programi
Samsung masaiistii bilgisayar
UV-Vis. Spektrofotometre Cihazi (Automated UV)
Hassas terazi (Mettler Toledo)
Buzdolab1 (KIRSCH)
Vorteks karigtirict (VWR)
Santrifiij (NUVE NF 400)
pH metre (Metrohm)
Etiv (MEMMERT)
Manyetik karistirict (IKA RCT)
Ultrasonik banyo (BANDELIN SONOREX DIGITEC)
i. Ultra saf su cihaz1 (SARTORIUS)
J.  Otomatik mikropipet (EPPENDORF)
k. Vakum pompasi (VACUUBRAND)

T » T

a o

> o o
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3.1.2. Kullamilan cam malzemeler ve diger sarf malzemeleri

a. Tosoh Bioscience TSKgel ODS-80TM 4.6x150 mm Sum ters faz kolonu
b. 2 mL silikon septum kapakli autosampler cam vial kiti (Agilent)

c. 0,22 um Hydrophilic PVDF Millipore Millex GV enjektor ucu filter

d. 0,22 yum GSWP Millipore membrane filter

e. 10x10 mm kuvartz kiivet (PG INSTRUMENTS)

f. Degisik hacimlerde balon joje, erlen, beher ve meziirler (ISOLAB)

g. Cam santrifijj tiipti (ISOLAB)

h. Metal spatiil

1. Enjektor (SET INJECT)

i. Otomatik pipet ucu (EPPENDORF)

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Etodolak ve Tiyokolsikosid standartlar1 ve bu ikili etken madde karisimini igeren
ticari Etotio tablet Mustafa Nevzat Ilag Sanayii A.S. (Istanbul, Tiirkiye)’den temin
edilmistir. Plasebo (ilacin i¢indeki yardimci maddeler), insan plazmasi, YPSK
safliginda metanol (CH3OH, MERCK), M=32,04 g mol™, potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO,, MERCK), M=136,08 g mol™, ortofosforik asit (HsPO, MERCK), M=98 g

mol™ kullanilmistir.

3.2. Deneyler i¢in Gerekli Hazirhklar

3.2.1. Etken maddelerin saflig:

Etodolak ve Tiyokolsikosid etkin maddeleri saglandiklar1 firma tarafindan tiim

testleri yapilmis (saflik, erime noktasi, ¢Oziinirlilk v.s.) olan sertifikali saf

standartlardir.
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3.2.2. Fosfat tampon ¢ozelti hazirlamisi

2,72 g Potasyum dihidrojen fosfat tartilarak 1000 mL balonjojede saf su ile
¢Ozililmiistir ve hacmine tamamlanmistir. Elde edilen ¢ozeltinin pH’1 3,5 = 0.1°¢
ortofosforik asit ile ayarlanmigtir. Vakum altinda 0,22 pm membran filtreden
stiziiliip, ultrasonik banyoda 15 dk bekletilerek, ¢oziinmiis gazlar1 uzaklastirildiktan
sonra, YPSK sisteminde kullanilmistir. Gradient eliisyon i¢in tampon (hareetli faz A)

ve metanol (hareketli faz B) farkli hareketli faz haznelerine konulmustur.

3.2.3. Coziiciiniin hazirlanmasi

Metanol ve tampon ¢6zelti 70:30 (h/h) oraninda karistirilarak hazirlanir.

3.2.4. insan plazmasimin kullanima hazirlanmasi

Mor kapaklit EDTA’I1 tiiplere kan numunesi alinmistir. Tiip 5-6 kez alt {ist edilerek
kanigtirllmistir. Daha sonra 4000 devirde 5 dakika santrifiij edilmistir ve iistte kalan

plazma bir behere alinarak kullanilmistir.

3.2.5. Standart cozeltilerin hazirlanmasi

Tiyokolsikosid ana stok c¢ozeltisi: 20 mg civart hassas tartilmis Tiyokolsikosid
calisma standardi 250 mL’lik balon jojeye alindi. Uzerine 50 mL pH 3.5 fosfat
tamponu ilave edildi ve 5 dk ultrasonik banyoda tutularak ¢ézlinmesi saglandi. pH

3,5 fosfat tamponu ile hacmine tamamlanip ve galkalandi. (Cr: 80 pg mL™)

Standart Cozelti % 5: 20 mg civart hassas tartilmis Etodolak ¢aligma standard: 1000
mL’lik balon jojeye alindi ve iizerine 10 mL ¢oziicii eklenerek 5 dk ultrasonik
banyoda tutularak ¢dziinmesi saglandi. Uzerine 5,0 mL tiyokolsikosid stok standart
cozeltisi eklendi ve ¢oziicli ile hacmine tamamlandi. 0,22 pym PVDF filtreden

siiziilerek enjeksiyon yapildi. (Cg: 20 ug mL™?, Cr: 0.4 ug mL™)
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Standart Cozelti % 20: 16 mg civari hassas tartilmis Etodolak ¢alisma standardi 200
mL’lik balon jojeye alindi ve lizerine 10 mL ¢oziicii eklenerek 5 dk ultrasonik
banyoda tutularak ¢dziinmesi saglandi. Uzerine 4,0 mL tiyokolsikosid stok standart
cozeltisi eklendi ve ¢o6ziicii ile hacmine tamamlandi. 0,22 pm PVDF filtreden

siiziilerek enjeksiyon yapildi. (Cg: 80 ug mL™?, Cr: 1.6 ug mL™)

Standart Cozelti % 50: 10 mg civari hassas tartilmis Etodolak ¢alisma standardi 50
mL’lik balon jojeye alindi ve iizerine 10 mL c¢oziicii eklenerek 5 dk ultrasonik
banyoda tutularak ¢dziinmesi saglandi. Uzerine 2,5 mL tiyokolsikosid stok standart
¢ozeltisi eklendi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. 0,22 um PVDF filtreden

siiziilerek enjeksiyon yapildi. (Cg: 200 pg mL™, Cr: 4 pgmL™)

Standart Cozelti % 80: 16 mg civari hassas tartilmis Etodolak ¢aligsma standardi 50
mL’lik balon jojeye alindi ve iizerine 10 mL c¢oziicii eklenerek 5 dk ultrasonik
banyoda tutularak ¢dziinmesi saglandi. Uzerine 4,0 mL tiyokolsikosid stok standart
cozeltisi eklendi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. 0,22 pm PVDF filtreden

siiziilerek enjeksiyon yapildi. (Cg: 320 pg mL™, Cr: 6 pg mL™)

Standart Cozelti % 100: 20 mg civar1 hassas tartilmis Etodolak caligma standardi 50
mL’lik balon jojeye alindi ve lizerine 10 mL c¢oziicii eklenerek 5 dk ultrasonik
banyoda tutularak ¢dziinmesi saglandi. Uzerine 5,0 mL tiyokolsikosid stok standart
cozeltisi eklendi ve ¢oziicli ile hacmine tamamlandi. 0.22 pym PVDF filtreden

siiziilerek enjeksiyon yapildi. (Cg: 400 pg mL™, Cr: 8 pg mL™)

Standart Cozelti % 125: 25 mg civari hassas tartilmis Etodolak ¢alisma standardi 50
mL’lik balon jojeye alindi ve lizerine 10 mL c¢oziicii eklenerek 5 dk ultrasonik
banyoda tutularak ¢oziinmesi saglandi. Uzerine 6,0 mL tiyokolsikosid stok standart
cozeltisi eklendi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. 0.22 pm PVDF filtreden

siiziilerek enjeksiyon yapildi. (Cg: 500 pg mL™", Cr: 10 pg mL™)
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3.2.6. Farmasotik preperat c¢ozeltilerin hazirlanmasi

20 adet tablet tek tek tartilirak, ortalama tablet agirligi bulundu ve havanda toz haline
getirildi. Toz halindeki numuneden yaklasik 450 mg civar1 hassas tartilmis toz (4 mg
tiyokolsikosid, ve 200 mg etodolaga esdeger) 500 mL balon joje igerisine tartildi.
Uzerine 150 mL ¢dziicii eklendi ve 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda ¢dziinmesi
saglandi. Bu ¢ozeltinin oda sicakligina gelmesi beklendi ve hacmine tamamlandi.
0,22 um PVDF filtreden siiziilerek enjeksiyon yapildi. 6 ayri test ¢ozeltisi hazirlandi.
(Ce: 400 pg mL™, Cy: 8 ug mL™)

3.2.7. Standart ekleme metodunda kullanilan standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

500 mL balon joje igerisine 450 mg civar1 hassas tartilmis Etotio tablet tozu (4 mg
tiyokolsikosid, ve 200 mg etodolaga esdeger) tartilmistir. Uzerine 150 mL ¢dziicii
eklenmistir ve 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda ¢dziinmesi saglandiktan sonra

bu ¢ozeltinin oda sicakligina gelmesi beklenmistir ve hacmine tamamlanmistir.

25 mL’lik 5 adet balon jojeye sirasiyla hazirlanan bu tablet ¢ozeltisinden 7,5, 10,
12,5, 15, 17,5 mL ve iizerlerine 1000 pg mL" lik hazirlanan Etodolak standart
¢oOzeltisinden sirasiyla 7, 6, 5, 4, 3 mL eklenmistir. Daha sonra tekrar tizerlerine 80
ug mL "lik Tiyokolsikosid standart ¢cozeltisinden de sirasiyla 1,75, 1,5, 1,25, 1, 0,75

mL konulmustur. Son olarak tiim balon jojeler ¢oziicii ile 25 mL’ye tamamlanmuistir.

3.2.8. Dogruluk ¢alismasi icin gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi

% 75 Dogruluk Cozeltisi: Yaklasik 225 mg plasebo karisimi, 150 mg civari hassas
tartilan Etodolak ¢alisma standardi ve 3 mg civart hassas tartilan Tiyokolsikosid
calisma standardi 500 mL balon joje igerisine alind1. Uzerine 150 ml ¢dziicii eklendi
ve 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda c¢oziinmesi saglandi. Oda sicakligina
gelmesi beklendi ve ¢oziicli ile hacmine tamamlandi. 0,22 um PVDF filtreden
siiziilerek enjeksiyon yapildi. Ug ayr test ¢ozeltisi hazirlandi.(Cg: 300 pg mL™', Cr:
6 ugmL™)



74

% 100 Dogruluk Cozeltisi: Yaklagik 225 mg plasebo karisimi, 200 mg civari hassas
tartilan Etodolak ¢alisma standardi ve 4 mg civari hassas tartilan Tiyokolsikosid
calisma standardi 500 mL balon joje igerisine alindi. Uzerine 150 ml ¢dziicii eklendi
ve 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda ¢oziinmesi saglandi. Oda sicakligina
gelmesi beklendi ve c¢oziicii ile hacmine tamamlandi. 0,22 um PVDF filtreden
siiziilerek enjeksiyon yapildi. Ug ayri test ¢ozeltisi hazirland1. (Cg: 400 pug mL™, Cr:
8 ugmL™)

% 125 Dogruluk Cozeltisi: Yaklagik 225 mg plasebo karisimi, 250 mg civari hassas
tartilan Etodolak c¢alisma standardi ve 5 mg civar hassas tartilan Tiyokolsikosid
calisma standardi 500 mL balon joje icerisine alind1. Uzerine 150 mL ¢dziicii eklendi
ve 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda ¢o6ziinmesi saglandi. Oda sicakligina
gelmesi beklendi ve c¢oziicii ile hacmine tamamlandi. 0,22 um PVDF filtreden
siiziilerek enjeksiyon yapildi. Ug ayri test ¢ozeltisi hazirland1. (Cg: 500 ug mL™, Cr:
10 pg mL™)

3.2.9. Plazmal ortamda standart cozeltilerin hazirlanmasi

Plazma numuneleri, in vitro olarak standart ¢ozeltilerden plazma {izerine ilave

edilerek (spike yontemi ile) hazirlanmistir.

Tiyokolsikosid ana stok ¢ozeltisi: 250 mL’de 20 mg olacak sekilde ¢6ziicli ortaminda

hazirlanmustir.

Tiyokolsikosid ¢aligma standart ¢ozeltileri: 0,25’er mL insan plazmasi {izerine son
konsantrasyonlar 0,4, 1,6, 4, 6, 8, 10 ug mL? olacak sekilde, ¢oziicii ile hazirlanan
Tiyokolsikosid ana stok ¢ozeltisinden, gerekli miktarlar eklenip, 20 mL’ye ¢oziicii ile

seyreltilerek, 6 adet ¢alisma standart ¢ozeltisi hazirlanmstir.

Etodolak ana stok c¢ozeltisi: 50 mL’de 100 mg olacak sekilde ¢oziicli ortaminda

hazirlanmistir.
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Etodolak c¢alisma standart cozeltileri: 0,25’er mL insan plazmasi iizerine son
konsantrasyonlar 20, 80, 200, 300, 400, 500 pg mL™ olacak sekilde, ¢oziicii ile
hazirlanan Etodolak ana stok ¢ozeltisinden, gerekli miktarlar eklenip, 20 mL’ye

¢oziicli ile seyreltilerek, 6 adet calisma standart ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Biitiin plazma numuneleri 6nce ultrasonik banyoda bekletilmistir daha sonra vorteks
ile karistirilmistir. Daha sonra bu numunelerden santrifiij tiiplerine alinan kisimlar,
4000 devir dk'’da 5 dk santrifiijlenerek proteinlerin ¢okmesi saglanmistir. Ust faz
0,22 pm enjektor ucu filtre ile siiziilerek, viallere konulmustur, sisteme enjekte
edilmistir. Tiim plazma numuneleri ekstraksiyon yontemine gerek duyulmadan

kolayca hazirlanmistir.

3.2.10. Plazmah ortamda farmasotik preperat ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

20 adet tablet tek tek tartilirak ortalama tablet agirligi bulundu ve havanda toz haline
getirildi. Toz halindeki numuneden yaklasik 450 mg civari hassas tartilmis toz (4 mg
tiyokolsikosid, ve 200 mg etodolaga esdeger) 50 mL balon joje icerisine tartildi.
Uzerine 15 mL ¢oziicii eklendi ve 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda ¢dziinmesi
saglandi. Bu c¢ozeltinin oda sicakligina gelmesi beklendi ve hacmine tamamlandi.
Bu c¢ozeltiden alinan 2 mL’lik kisimlar, her biri 0,25’er mL plazma iceren 20’ser
mL’lik 6 ayr1 balon jojeye konulmustur ve her biri ¢oziicii ile 20 mL’ye
tamamlanmistir. Yapilan seyreltmeler sonucu 400 ug mL™ Etodolak ve 8 pg mL™
Tiyokolsikosid igeren 6 cozelti elde edilmistir. Bu ¢ozeltilerden santrifiij tiiplerine
alman kistmlar, 4000 devir dk’da 5 dk santrifijjlenmistir ve proteinlerin ¢okmesi
saglanmistir. Ust faz 0,22 um enjektdr ucu filtre ile siiziilerek, viallere konulmustur,

sisteme enjekte edilmistir.
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3.2.11. Plazmah ortamda standart ekleme metodunda kullanilan standart

¢ozeltilerin hazirlanmasi

50 mL balon joje igerisine 450 mg civar1 hassas tartilmis Etotio tablet tozu (4 mg
tiyokolsikosid, ve 200 mg etodolaga esdeger) tartilmistir. Uzerine 15 mL ¢dziicii
eklenmistir ve 10 dakika boyunca ultrasonik banyoda ¢éziinmesi saglandiktan sonra

bu ¢6zeltinin oda sicakligina gelmesi beklenmistir ve hacmine tamamlanmastir.

0,25’er mL plazma igeren 20 mL’lik 5 adet balon jojeye sirasiyla hazirlanan bu tablet
¢oOzeltisinden 6, 8, 10, 12, 14 mL ve tizerlerine 1000 pg mL™? lik hazirlanan Etodolak
standart ¢6zeltisinden sirasiyla 5,6, 4,8, 4, 3,2, 2,4 mL eklenmistir. Daha sonra tekrar
tizerlerine 80 ug mL ™ 1ik Tiyokolsikosid standart ¢ozeltisinden de sirasiyla 1,4, 1,2,
1, 0,8, 0,6 mL konulmustur. Son olarak tiim balon jojeler ¢oziizli ile 20 mL’ye
tamamlanmistir. Bu ¢ozeltilerden santrifiij tiiplerine alinan kisimlar, 4000 devir dk
“da 5 dk santrifiijlenmistir ve proteinlerin ¢okmesi saglanmustir. Ust faz 0,22 um

enjektor ucu filtre ile siiziilerek, viallere konulmustur, sisteme enjekte edilmistir.

3.2.12. Plazmal ortamda dogruluk c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Plasebo stok cozeltisi: Yaklasik 225 mg plasebo karisimi tartilip 50 mL balon joje

igesinde ¢oziicii ile hacmine tamamlanmagtir.

Tiyokolsikosid ana stok ¢ozeltisi: 250 mL’de 20 mg olacak sekilde ¢oziicli ortaminda

hazirlanmistir.

Etodolak ana stok ¢ozeltisi: 50 mL’de 100 mg olacak sekilde ¢oziicli ortaminda

hazirlanmistir.

% 75 Dogruluk Cozeltisi: 2 mL plasebo karisimi, 1,5 mL Tiyokolsikosid stok
¢ozeltisi ve 3 mL Etodolak stok ¢ozeltisi igerisinde 0,25’er mL plazma bulunan 20
mL’lik balon jojelere eklendi ve ¢dziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltilerden

santrifiij tiiplerine alnan kisimlar, 4000 devir dk™’da 5 dk santrifiijlendi ve
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proteinlerin ¢okmesi saglandi. Ust faz 0,22 um enjektor ucu filtre ile siiziilerek,

viallere konuldu, sisteme enjekte edildi. Ug ayr test ¢ozeltisi hazirlandi.

% 100 Dogruluk Cozeltisi: 2 mL plasebo karisimi, 2 mL Tiyokolsikosid stok
¢ozeltisi ve 4 mL Etodolak stok ¢ozeltisi igerisinde 0,25’er mL plazma bulunan 20
mL’lik balon jojelere eklendi ve ¢dziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltilerden
santrifiij tiplerine alman kisimlar, 4000 devir dk™da 5 dk santrifiijjlendi ve
proteinlerin ¢okmesi saglandi. Ust faz 0,22 um enjektdr ucu filtre ile siiziilerek,

viallere konuldu, sisteme enjekte edildi. Ug ayr1 test ¢ozeltisi hazirlandi.

% 125 Dogruluk Cozeltisi: 2 mL plasebo karigimi, 2,5 mL Tiyokolsikosid stok
¢ozeltisi ve 5 mL Etodolak stok ¢ozeltisi igerisinde 0,25’er mL plazma bulunan 20
mL’lik balon jojelere eklendi ve ¢oziicii ile hacmine tamamlandi. Bu ¢ozeltilerden
santrifiij tiplerine alman kisimlar, 4000 devir dk™da 5 dk santrifijjlendi ve
proteinlerin ¢okmesi saglandi. Ust faz 0,22 um enjektdr ucu filtre ile siiziilerek,

viallere konuldu, sisteme enjekte edildi. Ug ayri test ¢ozeltisi hazirlandi.

3.3. Analiz Yontemlerinin Gelistirilmesi

3.3.1. YPSK yontemi ile yapilan ¢alismalar

3.3.1.1. Yontemin optimizasyonu

Etodolak ve Tiyokolsikosid’in YPSK ile farmasétik preparatlardan ayni anda analizi
icin kromatografik kosullar optimize edilmistir. Bu amagla dedektor, dalgaboyu,
mobil faz segimi, sabit faz se¢imi (kolon se¢imi), mobil faz sistemi, mobil faz
bilesimi, mobil faz akis hizi, mobil faz pH’1, enjeksiyon hacminin Etodolak ve
Tiyokolsikosid ters-faz sivi kromatografisi ile ayirimina etkileri incelenmistir.
Belirtilen sartlar altinda gelistirilen yontem ilag maddelerinin tabletlerinden

hazirlanan karisima uygulanmistir.
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3.3.1.2. Kromatografik sartlar

Gelistirilen YPSK yontemi i¢in en uygun sartlar: UV-Spektrofotometre kullanilarak
200-400 nm aras1 bolge taratilmis ve Tiyokolsikosid 258,50 nm maksimum
absorbans, Etodolak 280,40 nm maksimum absorbans vermistir. Tiyokolsikosid’in
kullanilan tabletteki konsantrasyonu Etodolak’a goére c¢ok diisiik oldugu igin
Tiyokolsikosid’in maksimum absorbans gosterdigi 259 nm dalga boyu olarak
secilmistir. Etodolak’a ait spektrum Sekil 3.1.’da, Tiyokolsikosid’e ait spektrum

Sekil 3.2.’de ve ikisinin ¢akistirilmis spektrumu Sekil 3.3.’te verilmistir.

Scan Spectruni Curve
10.0000
7.5250
5.0500
Abs
2.5750
0.1000 : H H
200.00 2580.00 300.00 350.00 400.00
W avelengthlnm)
Sekil 3.1. Tiyokolsikosid’e ait spektrum
Scan Spectum Curve
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Sekil 3.2. Etodolak’a ait spektrum
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Sekil 3.3. Tiyokolsikosid ve Etodolak’in ¢akistirilmig spektrumlari

Diyot array dedektorli (DAD) bir YPSK sisteminde 259 nm’de analiz Tosoh
Bioscience TSKgel ODS-80TM 4,6x150 mm 5 um pargacik boyutlu kolon
kullanilarak gergeklestirilmistir. YPSK sisteminin tiim hatlar1 ile giinliikk ¢alismanin
baslangicinda 20 dk boyunca deiyonize su ile temizlenmistir. Daha sonra kolon
takilarak hareketli faz ile kolon dengeye getirilmistir. Basing sabitlenene kadar mobil
faz gecirilmistir. Mobil faz i¢in ¢esitli kombinasyonlar kullanilmistir. Fosfat tamponu
cesitli pH degerlerine ayarlanmistir ve denemeler yapilmistir. Farkli degisik gradient
eliisyonlar denenmistir. Bu denemeler sonucunda fosfat tamponu pH 3,5 (mobil faz

A) ve metanol (mobil faz B)’iin gradient eliisyonuna karar verilmistir.

Tablo 3.1. Gradient eliisyon

Zaman (dakika) Hareketli Faz A (%) Hareketli Faz B (%)
0 85 15
2 15 85
5 15 85
7 85 15
12 85 15

YPSK sisteminde yapilan denemeler sonucunda, 25°C’lik kolon firimi sicakligi, 20
puL’lik enjeksiyon hacmi ve 1,0 mL dk’Iik akis hiz1 sistem icin en uygun sartlar
olarak secilmistir. Ornekleyici sicaklifi 25°C’ye ayarlanmistir. Bu sartlarda alman
kromatogramlardan Tiyokolsikosid ve Etodolak i¢in alikonma zamanlar1 (RT,

Retention Time) sirasiyla 4,1 ve 6,4 dakika olarak tespit edilmistir. Calisma sonunda
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kolon 1 ml dk™ akis ile metanol ve su ile yikanmis ve kolonun saklama ¢dzeltsi olan
% 70 metanol ve % 30 su ile son olarak birakilmistir. Sistem ise ¢alismanin basinda

oldugu gibi tekrar tiim hatlariyla 20 dakika boyunca deiyonize su ile yikanmistir.



BOLUM 4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Secicilik

Secicilik parametresinin dogrulanmasi i¢in, yardimer maddeler karisimi ile plasebo
hazirlanmis ve bu plasebodan bir tabletin igerdigi miktar ile test ¢Ozeltisi
hazirlanarak analize alinmistir. Elde edilen kromatogramda her iki etkene ait
piklerin geldigi yerde belirgin bir pik gézlenmemistir. Coziicli ve plazma ortaminda

ayr1 ayr1 uygulama yapilmistir.
4.1.1. Coziicii ortamindaki kromatogramlar ve ii¢ boyutlu spektrumlar

Coziicli ortaminda elde edilen kromatogramlar ve ii¢ boyutlu spektrumlar Sekil 4.1.-

4.12.°de verilmistir.

20 - T
20 ] [ 20
= ]
B o4 e
o “ﬂlf' W} o
o 2 4 ] 2 10 iz
KMmes

Sekil 4.1. 259 nm’de ¢6ziiciiye ait kromatogram
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Sekil 4.2. 259 nm’de ¢oziiciiye ait ii¢ boyutlu spektrum

maL

100 100
& :
50 b 50
= —
@ ¥
a 5
= ]
=] o
2 g
= o I
o A o
0 4 8 g 12
Mrubes

Sekil 4.3. 259 nm’de plaseboya ait kromatogram

nm

Minutes

Sekil 4.4. 259 nm’de plaseboya ait ii¢ boyutlu spektrum
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Sekil 4.5. 400 pg mL™""lik Etodolak’a ait kromatogram
E
] 1 2 3 “ ] L] 7 L] 2 0 n
Minutes
Sekil 4.6. 400 ug mL™""lik Etodolak’a ait {i¢ boyutlu spektrum
100 4 I 100
- ! .
E 4

Mnutes

Sekil 4.7. 8 ug mL "lik Tiyokolsikosid’e ait kromatogram
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Minutes
Sekil 4.8. 8 pg mL""lik Tiyokolsikosid’e ait ii¢ boyutlu spektrum
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Sekil 4.9. 8 ug mL "’ lik Tiyokolsikosid ve 400 pg mL™"lik Etodolak’a ait kromatogram
3200
3

? ] 4 3 L] 7 L} Ll 10 1" 12
Minutes

Sekil 4.10

.8 g mL™"lik Tiyokolsikosid ve 400 pg mL™"’lik Etodolak’a ait ti¢ boyutlu spektrum
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Sekil 4.11. 8 pg mL™"lik Tiyokolsikosid ve 400 ug mL""lik Etodolak igeren Etotio tablete ait kromatogram

nm

Minutes

Sekil 4.12. 8 pg mL™"lik Tiyokolsikosid ve 400 pg mL™"lik Etodolak igeren Etotio tablete ait ii¢ boyutlu

spektrum

4.1.2. Plazma ortamindaki kromatogramlar ve ii¢ boyutlu spektrumlar

Plazma ortaminda elde edilen kromatogramlar ve ii¢ boyutlu spektrumlar Sekil 4.13.-

4.22.’de verilmistir.

maL

E-CI—; 30
:
I"J:; :I':I
:
— %,
Mutes

Sekil 4.13. 259 nm’de plazma ortamindaki ¢oziiciiye ait kromatogram
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E
Minutas
Sekil 4.14. 259 nm’de plazma ortamindaki ¢oziiciiye ait {i¢ boyutli kromatogram
1500 - [ 1500
1000 - [ 1000
E
500 [ s00
o | o
Tec [
0 2 4 s ' 8 10 12
Minukes

Sekil 4.15. 400 pg mL™"lik Etodolak’in plazma ortamimdaki kromatogrami

Sekil 4.16

. 400 pg mL"lik Etodolak’in plazma ortamindaki {i¢ boyutlu spektrumu
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100
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Mnues
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Sekil 4.17. 8 pg mL™"lik Tiyokolsikosid’in plazma ortamindaki kromatogram

Sekil 4.18. 8 pg mL™"lik Tiyokolsikosid’in plazma ortanundaki ii¢ boyutlu spektrumu
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Sekil 4.19. 8 pg mL"lik Tiyokolsikosid ve 400 pg mL™"’lik Etodolak’mn plazma ortamndaki kromatogrami
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Sekil 4.20. 8 pg mL™"lik Tiyokolsikosid ve 400 ug mL""lik Etodolak’in plazma ortamindaki ii¢ boyutlu

spektrumu
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Sekil 4.21. 8 pg mL™"lik Tiyokolsikosid ve 400 ug mL""lik Etodolak igeren Etotio tabletin plazma ortamimdaki

kromatogrami

Sekil 4.22. 8 pg mL™"lik Tiyokolsikosid ve 400 ug mL""lik Etodolak igeren Etotio tabletin plazma ortamimdaki
ii¢ boyutlu spektrumu
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Bu ¢alismaya es zamanli olarak test ¢ozeltisi hazirlanmig ve analize alinmistir. Elde
edilen kromatogramda her iki etkene ait piklerin safliklar1 6l¢iilmiistiir. Bulunan

degerler Tablo 4.1.’de sunulmustur.

Tablo 4.1. Test ¢ozeltisinden elde edilen pik saflig1 degerleri

Bilesen Alikonma Siiresi Pik Saflig1
Tiyokolsikosid 4,1 1,000
Etodolak 6,4 0,949

4.2. Calisma Arahg

Etodolak ve Tiyokolsikosid igeren tabletler i¢in miktar tayini analizi sirasinda test

¢ozeltisi konsantrasyonu asagidaki gibidir.

Etodolak - 400 pg mL™
Tiyokolsikosid : 8 pgmL™

ilgili validasyon galismasinda Etodolak igin ¢alisma arahigi 20 pg mL™ ile 500 pg
mL™ olarak tammlanmustir. Bu aralik test ¢ozeltisi konsantrasyonunun yaklasik % 5

- % 125’ine denk gelmektedir.

ilgili validasyon calismasinda Tiyokolsikosid igin ¢alisma araligi 0,4 pg mL™ ile 10
ng mL™ olarak tanimlanmistir. Bu aralik test ¢ozeltisi konsantrasyonunun yaklasik

% 5 - % 125’ine denk gelmektedir.
4.3. Dogrusallik

Igili validasyon ¢alismasinda dogrusallik parametresinin belirlenebilmesi igin her iki
etken maddenin standartlar kullanilarak test ¢ozeltisi konsantrasyonunun yaklasik %
5 - % 125’1 araliginda alt1 degisik konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmis ve analiz
edilmistir. Her bilesen i¢in elde edilen alan ortalamalar1 ve pg mL™ cinsinden

konsantrasyon degerleri kullanilarak regresyon dogrulari olusturulmus ve bu
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dogrularin denklemleri hesaplanmistir. Kalibrasyon egrilerine ait regresyon denklemi

ve regresyon katsayilart hesaplanmistir (Sekil 4.13.-4.16.).

7,E+07 ~

6,E+07 -
y = 5,845.10% + 7,440.10*

5,E+07 - R? =1,0000

pik alani

4,E+07 -
3,E+07 -
2,E+07 -

1,E+07 -

0,E+00 T T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

konsantrasyon pg mL1

Sekil 4.23. YPSK ile ¢oziicii ortaminda, Tiyokolsikosid’in standart ¢dzeltilerinin kalibrasyon egrisi

7,E+07 ~

6,E+07 -
y =5,923.10°% + 3,402.10°

R?=9,9990

pik alani

5,E+07 -
4,E+07 -
3,E+07 -
2,E+07 -

1,E+07 -

O, E+00 T T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

konsantrasyon pg mL1

Sekil 4.24. YPSK ile plazma ortaminda, Tiyokolsikosid’in standart ¢6zeltilerinin kalibrasyon egrisi
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2,E+09 -

LEY0S 1 846,106+ 7,433.10°

R?=9,9999

pik alam

1,E+09 -
1,E+09 -
8,E+08 -
6,E+08 -
4,E+08 -

2,E+08 -

0,E+00 T T T T T 1
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00

konsantrayon pg mL!

Sekil 4.25. YPSK ile ¢6ziicii ortaminda, Etodolak’in standart ¢6zeltilerinin kalibrasyon egrisi

2,E+09 -

LE¥0S 7 5 811.106x +4,09810°

R?=9,9993

pik alam

1,E+09 -
1,E+09 -
8,E+08 -
6,E+08 -
4,E+08 -

2,E+08 -

O,E+00 T T T T T 1
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00

konsantrasyon pg mL!

Sekil 4.26. YPSK ile plazma ortaminda, Etodolak’in standart ¢6zeltilerinin kalibrasyon egrisi

Standart Etodolak ve Tiyokolsikosid ¢ozeltileri i¢in elde edilen regresyon
denklemleri, regresyon katsayilari, egimleri ve kaymalarinin standart sapmalar

Tablo 4.2.-4.5.’te verilmistir.
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Tablo 4.2. YPSK sisteminde, ¢oziicii ortaminda Tiyokolsikosid standart ¢ozeltilerinden elde edilmis istatiksel

analiz sonuglari (259 nm’de) (n=6)

Dogrusal Aralik, Regresyon Dogru Regresyon katsayisi,
pg mL*? Denklemi So Sm R?
0,4-10 y = 5845000x +74400 100704 15043 1,0000

Sp: Regresyon dogrusundaki kaymanin standart sapmasi, S,,: Regresyon dogrusu egiminin standart sapmast

Tablo 4.3. YPSK sisteminde, ¢oziicii ortaminda Etodolak standart ¢ozeltilerinden elde edilmis istatiksel analiz

sonuglari (259 nm’de) (n=6)

Dogrusal Aralik, Regresyon Dogru Regresyon katsayisi,
pg mL? Denklemi So Sm R?
20-500 y = 2846000x+7433000 6237430 18484 0,9999

Tablo 4.4. YPSK sisteminde, plazma ortaminda Tiyokolsikosid standart ¢dzeltilerinden elde edilmis istatiksel

analiz sonuglar1 (259 nm’de) (n=6)

Dogrusal Aralik, Regresyon Dogru Regresyon katsayisi,
pg mL? Denklemi So Sm R?
0,4-10 y =5923000x +340200 900757 132836 0,9990

Tablo 4.5.YPSK sisteminde, plazma ortaminda Etodolak standart ¢6zeltilerinden elde edilmis istatiksel analiz

sonuglar1 (259 nm’de) (n=6)

Dogrusal Aralik, Regresyon Dogru Regresyon katsayisi,
pg mL*! Denklemi So Sm R?
20-500 y =2811000x+4098000 17625807 53292 0,9993
4.4. Dogruluk

4.4.1. Yontemin plasebo ve standartlarla uygulanmasi

Ilgili validasyon caigmasinda, yardimc1 maddeler karigim ile plasebo hazirlanmis ve
bu karigim iizerine test ¢ozeltisi konsantrasyonunun % 75, % 100 ve % 125’1
oranlarinda her iki bilesenin standardi eklenerek metotta tanimlanan kromatografik
sartlarda analiz edilerek geri kazanim degerleri hesaplanmistir. Bulunan sonuglar

asagidaki Tablo 4.6. ve Tablo 4.7.’de sunulmustur.
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Tablo 4.6. YPSK sisteminde, ¢oziicii ortaminda, Tiyokolsikosid ve Etodolak standart ¢ozeltilerinin geri kazanim

degerleri
Tiyokolsikosid Etodolak

Eklenen Bulunan Gerl Dogruluk Eklenen  Bulunan Gert Dogruluk
N 4. Kazamm N .. Kazamm BH
(pgmL”) (pgmL7) %) BH (%) (pgmL™) (pgmL™) (%) %)
5,96 5,86 98,32 1,68 300,35 301,55 100,40 -0,40
6,00 5,86 97,60 2,40 299,99 301,07 100,36 -0,36
6,04 5,87 97,12 2,88 300,54 301,87 100,44 -0,44
8,87 8,74 98,58 1,42 399,94 401,54 100,40 -0,40
8,59 8,76 101,91 -1,91 400,57 402,06 100,37 -0,37
8,73 8,75 100,21 -0,21 400,38 401,30 100,23 -0,23
11,03 10,82 98,15 1,85 496,80 495,71 99,78 0,22
10,71 10,83 101,08 -1,08 496,70 495,61 99,78 0,22
10,52 10,81 102,80 -2,80 497,18 495,29 99,62 0,38

Geri Kazanim = Bulunan Miktar/Bilinen Miktar x 100, BH = Bulunan Miktar-Bilinen Miktar/Bilinen Miktar x
100

Tablo 4.7. YPSK sisteminde, plazma ortaminda, Tiyokolsikosid ve Etodolak standart ¢6zeltilerinin geri kazanim

degerleri
Tiyokolsikosid Etodolak
Eklenen Bulunan Gerl Dogruluk Eklenen  Bulunan Gert Dogruluk
emLY) gmLY) e BHOO) (emLY emlY o
(%) (%) (%)
6,15 5,99 97,27 2,73 297,15 290,14 97,64 2,36
6,15 5,99 97,27 2,73 297,15 289,78 97,52 2,48
6,15 5,98 97,21 2,79 297,15 290,29 97,69 2,31
8,21 8,24 100,41 -0,41 396,20 386,65 97,59 2,41
8,21 8,21 100,10 -0,10 396,20 387,20 97,73 2,27
8,21 8,22 100,22 -0,22 396,20 386,29 97,50 2,50
10,26 10,31 100,55 -0,55 495,25 496,44 100,24 -0,24
10,26 10,33 100,68 -0,68 495,25 489,45 98,83 1,17

10,26 10,30 100,41 -0,41 495,25 494,36 99,82 0,18
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YPSK ile ¢oziicii ortaminda, BSliim 3.2.7.’de hazirlanan Etodolak ve Tiyokolsikosid

standartlar1 ile birlikte eklenen ticari tabletten elde edilen geri kazanim, SD, RSD,

BH (dogruluk) degerleri Tablo 4.8.’de goriilmektedir.

Tablo 4.8. YPSK sisteminde, ¢oziicii ortaminda, standart ekleme yontemi ile elde edilmis analiz sonuglart

Etodolak

Tiyokolsikosid

Eklenen Miktar

Eklenen Miktar

Standart Bulunan

Geri

Standart Bulunan

Gerli

b Cozelti  Miktar Kazamim (BO /H) b Cozelti Miktar Kazanim (Bo /H)
(pg mL™) (%) ° (pg mL™) (%) °
120 280 404,24 101,06 -1,06 24 5,6 8,00 99,94 0,06
160 240 410,24 10256 -2,56 3,2 4,8 7,91 98,82 1,18
200 200 408,00 102,00 -2,00 4 4 8,04 100,52 -0,52
240 160 410,20 102,55 -255 4,8 3,2 8,09 101,18 -1,18
280 120 409,76 102,44 -2,44 56 2,4 8,11 101,34 -1,34
Ort. Konst. 408,49 Ort. Konst. 8,03
SD 2,54 SD 0,08
% RSD 0,62 % RSD 0,99
SD: Standart Sapma, % RSD: Bagil Standart Sapma, Th: Tablet
YPSK ile plazma ortaminda, Bolim 3.2.11.°de hazirlanan Etodolak ve

Tiyokolsikosid ¢ozeltileri i¢in elde edilen geri kazanim degerleri, Tablo 4.9.’da

verilmistir.

Tablo 4.9. YPSK sisteminde, plazma ortaminda, standart ekleme yontemi ile elde edilmis analiz sonuglari

Etodolak Tiyokolsikosid
Eklenen Miktar Eklenen Miktar
Standart Bulunan Geri Standart Bulunan Geri
b Cozelti Miktar Kazamm (I?) /:') b Cozelti Miktar Kazanim (Bo /|;|)
(ng mL™) (%) (ng mL") (%)
120 280 373,17 93,29 6,71 2,4 5,6 7,84 98,05 1,95
160 240 371,10 92,77 723 32 4.8 8,07 100,87 -0,87
200 200 380,81 95,20 4,80 4 4 8,29 103,62 -3,62
240 160 372,09 93,02 6,98 4,8 3,2 8,32 103,99  -3,99
280 120 371,82 92,92 705 56 2,4 8,27 103,33  -3,33
Ort.Konst. 373,80 Ort.Konst. 8,16
SD 3,99 SD 0,20
% RSD 1,07 % RSD 2,49
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4.5. Kesinlik
4.5.1. Sistem kesinligi

flgili validasyon calismasinda sistem kesinligi parametresini belirlemek amaciyla, %
100 test c¢oOzeltisi konsantrasyonunda her iki bilesenin standartlart kullanilarak
hazirlanan ¢6zelti 6 kez analiz edilmis ve elde edilen alanlar arasindaki relatif
standart sapma degeri hesaplanmistir. Bulunan degerler Tablo 4.10. ve Tablo

4.11.”de sunulmustur.

Tablo 4.10. Tiyokolsikosid ve Etodolak standart ¢ozeltilerine ait ¢oziicti ortamindaki RSD degerleri (n=6)

Bilesen % RSD
Tiyokolsikosid 0,05
Etodolak 0,05

Tablo 4.11. Tiyokolsikosid ve Etodolak standart ¢ozeltilerine ait plazma ortamindaki RSD degerleri (n=6)

Bilesen % RSD
Tiyokolsikosid 0,65
Etodolak 0,81

Hesaplanan rolatif standart sapma degerleri kabul kriteri olan %1,0°den kiiciik

oldugu i¢in analiz sisteminden tekrarlanabilir sonuclar tiiretildigi belirlenmistir.

4.5.2. Metot kesinligi

llgili validasyon galismasinda metot kesinligi parametresini belirlemek amaciyla 6
ayr1 test ¢Ozeltisi hazirlanmis ve bu cozeltilerin analizinden elde edilen sonuglar
arasindaki rolatif standart sapma degeri hesaplanmistir. Bulunan degerler Tablo

4.12. ve Tablo 4.13.’te sunulmustur.
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Tablo 4.12.Ticari preparat numunelerinin ¢oziicii ortamindaki geri kazanim ve RSD degerleri

Tiyokolsikosid Etodolak
Numune % Sonug Numune % Sonug
1 97,39 1 100,45
2 97,13 2 100,20
3 97,20 3 100,27
4 97,71 4 100,75
5 97,38 5 100,31
6 97,08 6 100,19
X 97,32 X 100,36
SD 0,23 SD 0,21
% RSD 0,24 % RSD 0,21

X: Ortalama Deger

Tablo 4.13.Ticari preparat numunelerinin plazma ortamindaki geri kazanim ve RSD degerleri

Tiyokolsikosid Etodolak
Numune % Sonug Numune % Sonug
1 101,97 1 98,24
2 102,94 2 99,38
3 102,29 3 100,28
4 103,16 4 97,49
5 102,91 5 100,61
6 102,75 6 97,57
X 102,67 X 98,93
SD 0,45 SD 1,36
% RSD 0,44 % RSD 1,37

Hesaplanan relatif standart sapma degerleri kabul kriteri olan % 2,0’dan kiigiik

oldugu i¢in analiz sisteminden tekrarlanabilir sonuglar tiiretildigi belirlenmistir.
4.5.3. Giin-ici ve giinler-arasi kesinlik

Cozeltilere ait konsantrasyon egrileri araligindan segilen 3 farkli konsantrasyon ile
(Etodolak icin 20, 200 ve 400 pg mL™, Tiyokolsikosid icin 0,4, 4 ve 8 pg mL™)
tekrarlanabilirlik ve kesinlik parametreleri belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik i¢in giin-
ici olarak belli araliklarda toplam 6 kez, giinler-aras1 kesinlik icin ise 3 giin pespese

belli araliklarla Olgiimler alinmistir. Giin-igi ve giinler-aras1 kesinlik ve
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tekrarlanabilirlik sonuglari, bulunan degerlerin ortalamasi, standart sapmasi ve bagil

standart sapmasi seklinde Tablo 4.14.-4.17.’de verilmistir.

Tablo 4.14. YPSK sisteminde, ¢dziicii ortaminda Etodolak standart ¢zeltilerinin giin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik

ve tekrarlanabilirlik analiz sonuglart (n=6)

Derisim giin-ici giinler-arasi
(rg mL") X SD  %RSD X SD  %RSD
20 57631201 325180 0,56 56490289 772369 1,37

200 586454820 1059718 0,18 581158547 3241290 0,56

400 1149094022 1968822 0,17 1140852244 4706551 0,41

Tablo 4.15. YPSK sisteminde, ¢odziicli ortaminda Tiyokolsikosid standart ¢ozeltilerinin giin-i¢i ve giinler-arast

kesinlik ve tekrarlanabilirlik analiz sonuglar1 (n=6)

Derisim giin-ici giinler-arasi

(ng mL") X SD  %RSD X SD  %RSD
0,4 2510143 39357 1,57 2528353 13395 0,53
4 23377194 33244 0,14 23285634 76659 0,33
8 45987946 37571 0,08 45853663 120552 0,26

Tablo 4.16. YPSK sisteminde, plazma ortaminda Etodolak standart ¢ozeltilerinin giin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik

ve tekrarlanabilirlik analiz sonuglar1 (n=6)

Derisim giin-ici giinler-arasi

(ng mL™) X SD  %RSD X SD % RSD

20 59589736 113265 0,19 58868231 608590 1,03

200 570994333 1097104 0,19 566378274 14850452 2,62

400 1116177800 7060274 0,63 1046603176 134707803 12,87
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Tablo 4.17. YPSK sisteminde, plazma ortaminda Tiyokolsikosid standart ¢dzeltilerinin giin-igi ve giinler-arasi

kesinlik ve tekrarlanabilirlik analiz sonuglar1 (n=6)

Derisim giin-ici giinler-arasi
(ng ML) X SD  %RSD X SD  %RSD
0,4 2616528 12672 0,48 2622952 36588 1,39
4 23499917 50494 0,21 23583017 160856 0,68
8 46686018 138631 0,30 46819422 460679 0,98
4.6. LOD ve LOQ

Nitel ve nicel tayin limitini belirlemek Etodolak ve Tiyokolsikosid standartlarinin
degisik konsantrasyonlarda cozeltileri hazirlanmigtir. Nitel tayin limiti (LOD) ve

nicel tayin limiti (LOQ) sinyal/giiriiltii oranlar1 kullanilarak hesaplanmaistir.

Etodolak i¢in ¢dziicii ortaminda 0,3 pg mL™ konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozeltsi
3,6 sinyal/giiriiltii degeri vermistir ve LOD seviyesi olarak kabul edilmistir.
LOQ’nun LOD’nin yaklasik 3 kati oldugu varsayildigmmdan 0,9 pg mL™
konsatrasyonunda ¢ozeltisi hazirlanmis ve 13,8 sinyal/giiriiltii degeri elde edilmistir
ve LOQ seviyesi olarak kabul edilmistir. Plazma ortaminda ise 0,5 pg mL’
konsantrasyonunda 3,1 sinyal/giiriiltii degeri elde edilmistir ve LOD seviyesi olarak
kabul edilmistir. 1,2 pg mL" konsatrasyonunda hazirlanan c¢ozeltisi ise 12,7

sinyal/giirtiltii degeri vermistir ve LOQ seviyesi olarak kabul edilmistir.

Tiyokolsikosid igin ¢Oziici ortaminda ve plazma oraminda 0,1 pg mL’
konsantrasyonunda hazirlanan c¢ozeltiler LOD seviyesi olarak kabul edilmistir.
Sinyal/giiriiltii oram1  ¢6ziicli oraminda 3,3 plazma ortaminda plazma ortaminda
3,I’dir. 0,3 pg mL! konsantrasyonu ise Tiyokolsikosid i¢in ¢oziicii ve plazma
ortaminda, LOQ seviyesi olarak kabul edilmistir. Sinyal/giiriiltii orani, ¢oziicii

ortaminda, 11,8 ve plazma ortaminda ise 10,2’dir.
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4.7. Sistem Uygunluk Parametreleri

1,0 mL dk™ akis hizinda, Etodolak ve Tiyokolsikosid i¢in kapasite faktorleri sirasiyla
k': 2,78 ve k': 1,42, secicilik katsayisi; a: 1,96, piklerin kuyruklanma faktorleri T:
1,06 ve T: 1,12, kolon verimliliginin gdstergesi olan toplam teorik plaka sayisi; N:
32945 ve N: 28450, kolonun ayirma giicii olan rezoliisyon; Rs: 19,28 olarak tespit

edilmistir.

4.8. Istatiksel Degerlendirmeler

Tablo 4.18. ’de, Etodolak i¢in ¢6ziicli ortaminda hazirlanan ticari preparatlardan elde
edilen geri kazanim degerleri ile plazma ortamindakiler, yine Tiyokolsikosid i¢in
¢oziicii ortaminda hazirlanan ticari preparatlardan elde edilen geri kazanim degerleri
ile plazma ortamindakiler, ANOVA testi ile karsilagtirilmistir. Figplo degeri (4,35),
Fhesaptanan (0,0035) degerinden biiyiik oldugundan her iki etken maddeyi iceren ticari
preparatlarin ¢oziicii ortaminda ve plazma ortaminda hazirlanmasi arasinda bir fark
olmadig1 sonucuna varilmistir. Ayrica P degeri 0,95 oldugundan (P>0,05), grup

ortalamalari esittir ve karsilastirmaya gerek yoktur.

Tablo 4.18. YPSK yonteminde, ¢6ziicii icerisinde ve plazma ortaminda hazirlanmus ticari preparatlar i¢in
(400 pg mL™ Etodolak, 8 pg mL™ Tiyokolsikosid) elde edilen ANOVA testi verileri (¢=0,05,
% 95 giivenle) (n=12)

ANOVA TEK ETKEN

Gruplar Say Toplam Ortalama Varyans

Siitun 1 11 6,017.10° 546978933 3,29.10"

Siitun 2 11 5,858.10° 532532879 3,11.10"

ANOVA

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri F olciitii
Gruplar Arasinda 1,15.10® 1 1,15.10"°  0,0035 0,95 4,35
Gruplar icinde 6,40.10" 20 3,20.10"

Toplam 6,40.10"® 21




BOLUM 5. SONUCLAR VE ONERILER

llaglarda, tibbi ve biyolojik numunelerde bulunan eser diizeydeki maddelerin tayin
edilebilmeleri ve bununla birlikte yeni tayin yontemlerinin gelistirilmesi, analitik
kimyadaki son arastirma konular1 arasinda yer almaktadir. Giinlimiizde kombine ilag
formiilasyonlar1 giderek daha yaygin kullanim alan1 bulmakta ve bu nedenle bu tiir
formiilasyonlarda ve biyolojik materyallerde es zamanli analitik ilag analiz
yontemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu formiilasyonlardaki etken
maddelerin rutin analizlerinde kullanilabilecek hizli, kolay, etkili, kesinligi yiiksek,
tayin edilebilirlik sinir1 diisiik analiz yontemleri gelistirmek bu agidan 6nemlidir. Bu
amacla, son zamanlarda karisim igerisindeki etken maddelerin 6zellikle hi¢bir ayirma
islemine gerek duyulmadan kolaylikla miktar tayinlerinin yapilabilmesi i¢in bu
tirden yontemlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu yoOntemlerin genel amaci,
onerilen ilac1 alan bir hastanin gergekten Onerilen ilaci, dnerilen dozda ve onerilen
sinirlar igerisinde aldigindan emin olmaktir. Ilaglarin kendine o6zgii birtakim
ozelliklerinden dolayi, emilimi kisiler arasinda farkliliklar gostermektedir. Bu
sebeplerle hastalarin kan seviyelerinin dogru analiz yontemleri ile belirlenmeleri
gerekmektedir. Aktif bilesenlerin viicutta eristigi gercek konsantrasyonun ve aktif
ilag bilegenlerinin viicut sivilarindaki konsantrasyonunu O6l¢mede kullanilan analitik
yontemin dogrulugunun, uygun kesinlige sahip olarak deneysel olarak gosterilmesi

gerekmektedir.

Rutin ila¢ imalatinda seriler arasindaki kalite kontrol ¢alismalarinda, in-vitro tayin
yontemleri kullanilarak seriler arasinda farkliliklar olup olmadig: arastirilmaktadir.
Bu kalite kontrol testlerinin 6zenle ve dikkatli yapilmasi1 gerekmektedir. Aksi halde
iyi hazirlanmayan formiilasyonlar ortaya ¢ikabilir. In-vitro testler, in-vivo (canlida)

testlere model olusturmak igin yapilmaktadir. ilag formiillerinde bir degisiklik
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yapilmadig1 siirece, in-vitro bulgular kalite kontrolii c¢alismalari icin yeterlidir.
Formiilasyon degisikliklerinde ise, yeni ilacin etkin ve giivenilir oldugunun
ispatlanmas1 gerekmektedir. Bir ticari preparatin i¢indeki etken maddelerin
Ozelliklerinin tam olarak belirtilmesi, preparatlarin uniform olmalarim1 saglar. Bu
ilaglarin diizgiin yapilmasi, farkli firmalarin ayni iiriinleri arasindaki farkliliklar: ve
bir firmann iiriiniinde bulunan kutular arasindaki farkliliklar1 da en aza indirir. flag
triinlerindeki kiictiik degisiklikler istatistiki agidan 6nemlidir ve iyilestirici cevapta
kiiciik farkliliklar dogurabilirler. Ilacin igindeki bir boya ya da katki maddesi
degistirilmis de olabilir. Bunun i¢in de bir in-vitro testi yeterli olacaktir. Bazi
ilaclarda da yeni verilis yollar1 gelistirildiginde, yeni formiilasyonun klinik
etkinliginin gdsterilmesi gerekmektedir. Ayni zamanda ilaglarda ruhsatlandirma
yapilirken, etkinlik ve giivenirligin kanitlanabilmesi i¢in klinik 6ncesi ve klinik
calismalarin da tamamlanmis olmasi istenir. Boylelikle bu klinik ¢alismalar ile
hastane ve poliklinik gibi topluma saglik hizmeti veren yerlerde, hizmet kalitesi ve
hastalarin tedavi sansi artarak, sonugta yan etkilerin siklig1 da minimuma indirilmis

olur.

Bu sebeplerden dolayr gergeklestirdigimiz bu ¢alismada, Etodolak ve Tiyokolsikosid
etken maddelerinin, hem ¢6ziicii ortaminda farmasotik preparattan hem de in-vitro
olarak biyolojik materyalden ayni anda miktar analizlerinin yapilabilmesi i¢in, son
zamanlarda biiylik gelisme kaydeden yiiksek etkinlik, yiiksek ayiricilik, hizli ve
kolay uygulanabilir olma gibi ozellikleri nedeniyle ila¢ analizlerinde siklikla
kullanilmakta olan DAD dedektorlii Ters Faz-Yiiksek Performansli Sivi

Kromatografisi (TF-YPSK) ile bir yontem gelistirilmistir.

Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda, iki etken etken maddenin ayni anda miktar
analizlerinin yapildig1 metotlara rastlanmistir. Fakat bizim c¢aligmamizda, tiim bu
caligmalardan daha biiyiik resoliisyon degeri elde edilmistir. Resoliisyon degeri 19,28
oldugu i¢in daha giivenilirdir. Ayrica kullanilan metanol orami disiiriilerek, daha
ekonomik ve ¢evre dostu bir miktar analiz yontemi gelistirilmistir. Biitiin bu

caligmalarda ise insan plazmasi icerisinde Etodolak ve Tiyokolsikosid’in es zamanli
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belirlenmesi i¢in herhangi bir sivi kromatografisi analiz yontemi literatiirde heniiz

mevcut degildir.

Bu yontem, Tiirkiye ilag¢ piyasasinda satilan Etotio tablet preparatina uygulanmis ve
hicbir ayirma islemine gerek kalmaksizin preparatin igerisinde bulunan Etodolak ve
Tiyokolsikosid’in ayni1 anda miktar tayini ¢oziicii ve plazma ortaminda basariyla

gergeklestirilmistir.

Sivi-sivi ekstraksiyon islemine gerek kalmaksizin kisa zaman igerisinde oldukga
yiiksek geri kazanimlar elde edilerek gerceklestirilen, insan plazmasinda Etodolak ve
Tiyokolsikosid’in in vitro olarak YPSK-DAD yontemiyle es zamanli miktar tayinine
yonelik yapilan bu ilk ¢alismanin; yiiksek geri kazanimi, tekrarlanabilirligi, basit ve

ekonomik olmas1 nedeniyle rutin bir laboratuar i¢in yararli olacag: diistiniilmektedir.

YPSK’de, ters fazli kolon (Tosoh Bioscience TSKgel ODS-80TM 4,6x150mm 5p)
lizerinde, di-potasyum hidrojen fosfat tamponu (pH 3,5) ve metanol
kombinasyonundan olusan bir mobil faz ile ikili etken madde karigimi yiirtitiilerek,
1,0 mL dk™ akis hiziyla dogrusal gradient eliisyon kullanilmistir. DAD dedektor ile
259 nm’de elde edilen kromatogramlardaki pik alanlarinin, konsantrasyona karsi
grafige gecirilmesi ile hazirlanan kalibrasyon egrileri yardimiyla, karisimdaki
Etodolak ve Tiyokolsikosid’in ayn1 anda miktar tayini ger¢eklestirilmistir. Coziicii
olarak, metanol ve tampon ¢6zelti 70:30 (h/h) karisimi kullanilmistir. Bu kosullarda
Etodolak ve Tiyokolsikosid i¢in alikonma zamanlar sirasiyla 4,1 dk ve 6,4 dk olarak
belirlenmigtir. Optimize edilen tiim caligma kosullarinda, dogrusal konsantrasyon
araligi Etodolak igin 20-500 pg mL™ ve Tiyokolsikosid i¢in 0,4-10 ug mL™" olarak
tespit  edilmistir. Gelistirilen  yonteminin  validasyon caligmalarinda,
tekrarlanabilirligini (kesinlik) belirlemek i¢in; ayni giin icerisinde tiim standartlar 6
kez olciilerek ve 3 farkli gilinde ise diislik, orta ve yliksek olmak iizere 3 farkli
konsantrasyonda yine 6 kez Olgiimler alinarak analizler gerceklestirilmistir.
Yontemin dogrulugunu belirlemek amaciyla da yapilan ¢alismalar sonucunda,
¢Oziicii ortamindan geri kazanim ortalama degerleri Etodolak icin % 100,15 ve

Tiyokolsikosid i¢in % 99,53 olarak bulunmustur. Plazma calismalarinda ise sivi-sivi
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ekstraksiyon islemine gerek kalmaksizin kisa zaman igerisinde, oldukg¢a yiiksek geri
kazanimlar elde edilmistir. Geri kazanim ortalama degerleri de, Etodolak i¢in %

98,28 ve Tiyokolsikosid i¢in % 99,35 olarak bulunmustur.

Elde edilen sonuglarin istatistiksel agidan degerlendirilmesi i¢in ANOVA testi
kullanilmistir.  Gelistirilen YPSK yonteminde, Etodolak ig¢in ¢oziicii ortaminda
hazirlanan ticari preparatlardan elde edilen geri kazanim degerleri ile plazma
ortamindakiler, yine Tiyokolsikosid i¢in ¢6ziicii ortaminda hazirlanan ticari
preparatlardan elde edilen geri kazanim degerleri ile plazma ortamindakiler,
ANOVA testi ile karsilastirilmistir. Her iki etken maddeyi igeren ticari preparatlarin
¢oOziicli ortaminda ve plazma ortaminda hazirlanmasi arasinda bir fark olmadig:

sonucuna varilmistir.

Uygulanan analitik yontemlerle ilaglarin, yeterli duyarlilik, 6zgiinliik, dogrusallik,
geri kazanim, dogruluk ve kesinlik bakimlarindan tam olarak valide edilmis uygun
bir yontem kullanilarak validasyonunun (gegerliliginin veya gilivenirliginin ortaya
konulmasi) yapilmasi gerekliliginden yola ¢ikilarak, gelistirilen YPSK yonteminde
tim validasyon parametreleri degerlendirilmis ve biyoistatistik yoOniinden de
gecerlilikleri kanitlanmistir. Her iki etken maddenin bir aradaki rutin analizlerinde
giivenle kullanilabilir olmasi, bu tarz karisimlarin analizleri icin diger calismalara

151k tutmasi ve bu konuda yeni yontemlerin gelistirilmesi agisindan da 6nemlidir.
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