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OZET

Cicek, G. (2019). Pregabalinin Farmasotik Preparatlarda Analizi I¢in Yeni Bir Hplc
Yontemi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim

Dali. Yiiksek Lisans. Istanbul.

Pregabalin epilepsi, noropatik agrilar, anksiyete bozuklugu, sosyal anksiyete bozuklugu
ve kismi baglangicli nobetlerde ek tedavinin pargasi olarak kullanilan bir ilagtir. Bu
caligmada molekiil yapisinin doymus olmasi sebebiyle yeterli 151k absorbsiyonu
gostermeyen pregabalinin kapsullerde tayini igin florimetrik dedektoriin kullanildigi bir
yliksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Yontem, Pregabalin’in
icerdigi primer amin gubunun 9- fluorenilmetil kloroformat belirteci ile verdigi
reaksiyona dayanmaktadir. Bu yontemde maddenin FMOC belirteci ile reaksiyon
verdigi optimum kosullar; asetonitril/su faz oraninin 4 oldugu pH:9 tamponlu ortamda
60°C sicaklikta 5 dakika siire 1sitmayla elde edilmistir. Pregabalin-FMOC tlrevinin
kromatografik analizi Cis kolonda; 20 mM potasyum fosfat tamponu (pH:3.9)-
asetonitril (70:30, h/h) hareketli faz1 ile 1.0 mL/dak akis hizinda gerceklesmistir. i¢
standart olarak gabapentin kullanilmis ve tiirevin takibi floresans dedektor ile 260 nm
eksitasyon 315 nm emisyon dalga boylarinda yapilmistir. Maddenin dogrusallik araligi
0.5-6.0 pg/mL, gozlenebilme ve tayin sinir1 sirasityla 0,039 pg/mL ve 0,117 pg/mL
olarak bulunmustur. Gelistirilen yontem pregabalinin kapsillerdeki analizine basariyla
uygulanmis ve sonuglar Student-t ve Fisher-F testleri uygulanarak istatistiksel olarak

farmakope yontemi ile elde edilenlerle karsilastirilmistir.

Anahtar Kelimeler : Pregabalin, FMOC, HPLC-fluoresans dedekttr, Tlrevlendirme,
flac Analizi
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ABSTRACT

Cicek,G. (2019). A New HPLC Method for the Analysis of Pregabalin in
Pharmaceutical Preparations. Istanbul University, Institute of Health Science,

Department of Analytical Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

Pregabalin is a drug used as an adjunctive treatment in epilepsy, neuropathic pain,
anxiety disorder, social anxiety disorder and partial onset seizures. In this study, a high
performance liquid chromatography method was developed for the determination of
pregabalin in tablets which does not show sufficient light absorption due to saturated
molecular structure. The method is based on the reaction of the primary amine group of
Pregabalin with the 9-fluorenylmethyl chloroformate reagent. In this method, the
optimum conditions in which the substance reacts with the FMOC reagent are;
acetonitrile / water phase ratio of 4: pH: 9 buffer medium at 60 ° C was obtained by
heating for 5 minutes. Chromatographic analysis of pregabalin-FMOC derivative was
carried out in C18 column with 20 mM potassium phosphate buffer (pH: 3.9) -
acetonitrile (70:30, v / v) at a flow rate of 1.0 mL / min. Gabapentin was used as the
internal standard and the derivatives were monitored by fluorescence detector at 260 nm
excitation and 315 nm emission wavelengths. The linearity range of the substance was
0.5-6.0 pg / mL, the limit of observability and determination were 0.039 pg / mL and
0.117 pg / mL, respectively. The developed method was successfully applied to the
analysis of pregabalin in tablets and the results were compared with those obtained by

the pharmacopoeia methods by applying Student-t and Fisher-F tests.

Key Words: Pregabalin, FMOC, HPLC-fluoresans dedektor, Derivatization, Drug
Analysis



1. GIRIS VE AMAC

Pregabalin (PRE) epilepsi, noéropatik agrilar, anksiyete bozuklugu, sosyal
anksiyete bozuklugu ve kismi baslangigli nobetlerde genellikle birlesik tedavinin bir

pargasi olarak kullanilir.

Epilepsi ndbeti (yada krizi), beyin normal aktivitesinin, sinir hiicrelerinde gegici
olarak meydana gelen anormal elektriksel aktivite sonucu bozulmasi ile olusan klinik
bir durumdur. Epilepsi yaygin bir hastaliktir. Ulkemizde ve diinyada goriilme siklig1, %
0,5 ile %1 arasindadir. Cinsiyetler arasinda epilepsi hastaliginin goriilme oraninda
herhangi bir farklilik yoktur. Epilepsi herhangi bir yas ve zamanda ortaya
cikabilmektedir; fakat ilk 16 yasa kadar ve 65 yasindan sonra goriilme siklig
artmaktadir. Cocuklarda 16 yasa kadar en fazla goriilen noérolojik hastalik epilepsidir.
Halk arasinda “Sara Hastalig1” olarak da bilinen epilepsi, kendini epileptik nobetler ile
gostermektedir. Epileptik nobet gerceklestiginde hastada kisa siireli biling kayb1 veya
farkli 6zelliklerde belirtiler olmaktadir [1].

Anksiyete bozuklugu; bireyde ortaya c¢ikan kaygi, korku gibi durumlara
bedensel ve davranigsal tepkilerin de eklenmesi ile ortaya ¢ikan klinik tablodur. Kisi,
kaygi duygusuyla birlikte olaylar karsisinda asir1 tepkiler vermektedir. Kisinin kendine
olan giliven yetersizligi, kendisini yeteneksiz birisi olarak algilamasi ve bunun gibi
olumsuz disiincelerin ortaya c¢ikmasi olaylar karsisinda daha orantisiz tepkiler
vermesini arttirmaktadir. Anksiyete bozuklugu tanist alan bireylerde genel bir
huzursuzluk,cabuk sinirlenme, gergin durus, yerinde duramama gibi davranislar soz
konusudur. Hastalarin sesinde heyecanl bir titreklik mevcuttur. Diislince igeriginde ise
belirli bir bozukluk s6z konusu olmayip endiseler fazladir. Anksiete bozuklugu alt
basliklara ayrilarak smiflandirilir. Bunlar panik bozuklugu, obsesif kompulsif bozukluk,
yaygin anksiyete bozuklugu, 6zgul fobi, sosyal fobi,travma sonrasi stres bozuklugu,

akut stres bozuklugu genel tibbi duruma bagli anksiyete bozuklugudur [2].

PRE doymus molekiil yapisi nedeniyle UV-visibl alanda yeterli 151k
absorbsiyonu gostermemektedir. Bu nedenle rutin ila¢ laboratuvarlarinda ilag
analizlerinde en fazla kullanilan yontem olan yiiksek performansl sivi kromatografisi
(High Performance Liquid Chromatography, HPLC) yontemi ile kolaylikla analizi
yapilamamaktadir. UV-visibl veya diyot sirali dedektorli HPLC ile 200-210 nm de



yapilmis ve yaymlanmis yontemler olmakla beraber bu yontemlerde calisilan dalga
boylar1 pregabalinin maksimum dalga boylar1 degil de absorpsiyonunun artig ¢izgisinde
olan dalgaboylar1 oldugundan dogruluk ve tekrarlanabilirligi iyi olamayan sonuglar

vermesi muhtemeldir.

Bu calismada PRE’nin kapsulerde tayini i¢in, dogru, giivenilir, seci¢i ve hassas
bir fluoresans dedeksiyonlu HPLC yontemi gelistirilmesi amaglanmistir. Gelistirilen
yontem primer ve sekonder aminlerin tlrevlendirilmesinde sik kullanilan 9-
Fluorenilmetil kloroformat (FMOC) belirteci ile PRE’nin fluoresans gosteren bir tirev
olusturmasina dayanmaktadir. Bu yontem rutin ilag laboratuvarlarinda PRE’nin dogru,
kesin ve hassas sonuclarla kolaylikla analiz edilmesine olanak saglayacak yeni bir
HPLC yontemidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pregabalin

Pregabalin 1980’li yillarda Richard B. Silverman tarafindan kan-beyin bariyerini
gecebilmesi i¢in y-aminobiitirik asit (GABA) yapisina alifatik yan zincir eklenmesiyle,
lipofilik bir analog olarak sentezlenmistir. 2004 yilinda ABD’de diyabetik noropatik
agr1, postherpetik nevralji ve epilepsi tedavisinde ek ilag endikasyonlarini almistir. Ayni
yil, Avrupa’da da periferik noropatik agr1 ve epilepsi tedavisinde ek ilag endikasyonlari
almistir. 2007 yilinda ABD’de fibromiyalji tedavisi amaciyla ilk endikasyon alan ilag
olmustur. 2012 yilinda spinal kord zedelenmesine bagli ndropatik agri tedavisi i¢in

endikasyonu onaylanmistir [3].
2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler

PRE kimyasal adi; (S)-3-(aminometil)-5-metil heksanoik asitdir. Beyaz renkte,
pKa:’i 4,2 ve pKaz’si 10,6 olan kristal bir katidir. Kapali formiilii CgH17NO. olan
pregabalinin molekiil agirligi 159.229 g/mol dir. Suda, bazik ve asidik sulu ¢ozeltilerde
¢ozlndr. Kaynama noktas: 274°C, erime noktas1 186-188°C arasindadir [4-9].

H

: CHs
CH,

Sekil 2-1: Pregabalin’in molekiil yapisi
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Sekil 2.2: PRE’nin sulu ortamda 210 nm deki UV-Spektrumu [9]

2.1.2. Farmakolojik Ozellikleri

PRE Farmakoterapotik olarak antiepileptikler grubundadir. Pregabalin, santral
noral ag icinde epilepsi noropatik agri,anksiyete gibi durumlarda aktivite gosteren, yeni
tamimlanmis etki mekanizmasi olan bir bilesiktir. PRE analjezik, antikonvilsan ve
anksiyolitik etkileri olan norotransmiter GABA’nin bir analogudur. PRE diyabetik
periferik noropati, postherpetik nevralji, genellestirilmis hastalarin tedavisinde
calisilmistir. Anksiyete bozuklugu ve sosyal anksiyete bozuklugu ve kismi baslangicl
nobet geciren eriskinlerde ek tedavi olarak kullanilir. PRE presinaptik voltaj bagimli
kalsiyum kanallarinin a2—9 alt tinitelerine baglanip, bu etkiyle kalsiyum kanal yapisinda
konformasyonel degisiklige neden olarak hiicre icine kalsiyum girisini azaltir. Bu
sayede asir1 uyarilmis noronlarda noradrenalin, glutamat, P-maddesi ve Kkalsitonin
geniyle iligkili peptid gibi ndroeksitatuar norotransmitterlerin saliverilmesini azaltir ve
hiicrenin normal fizyolojik duruma donmesini saglar. Belirlenen endikasyonlarda agiz
yoluyla alian giinlik doz yetiskinlerde 150-600 mg dir. Saglikli goniillillerde yapilan
calismalarda PRE’ nin oral biyoyararlanimi1 %90 dir [3,10,11].

Kan-beyin bariyeri ve hiicre zarmi, L-amino asit tagima sistemi olan 6zel L-
transport sistemi ile gecmektedir.Kisa bir dagilim fazi sonrasi yaklasik 1,3 saatte
maksimum konsantrasyona ulasir, ortalama yar1 Omiir 4,6-6,8 saattir. Insanlarda
pregabalin’in %98’ degismeden, %0,9’u N-metillenmis tlirevi olarak idrar yoluyla,

%0,1 den az bir kismimnin ise fegesle atildigi bildirilmistir. PRE tedavisi alanlarda en



fazla goriilen yan etkiler bas donmesi ve uyku hali, daha az; bas agrisi,vertigo, ataksi,
kilo alma ve agiz kurulugu seklindedir. Goriilen yan etkiler 300 mg/giin tlizerindeki
dozlarda doza bagimli olarak artmaktadir [11].

2.1.3. Analiz YOntemleri
2.1.3.1. HPLC Yontemi ile Analizleri

Potluri, H. ve arkadaslari [12] yogun ve kombine ilag formulasyonlarinda
nortriptylin ve PRE’nin yan yana tayini i¢in bir HPLC yontemi gelistirmiglerdir. Bu
caligmada karisim Cig (250mm x 4.6 mm, 5m) kolonda, perklorik asit (% 0,1) ve
asetonitril (55:45) iceren mobil faz ile ayrilmistir. Dedeksiyon UV dedektér ile 210
nm’de gerceklestirilmistir. PRE i¢in dogrusallik araligi 37,5-225 pg/ml ve geri kazanimi
% 100.59-101.74 araliginda bulunmustur.

Yoshikawa, N. ve arkadaslar1 [13] insan plazmasindaki PRE tayini icin UHPLC
yontemi gelistirmislerdir. Analiz bazik ortamda 60°C de 1 dakika sire ile 4-floro-7-
nitrobenzofurazan (NBD-F) belirteci ile reaksiyona dayanmaktadir. ElGsyon Cis
kolonunda, fosfat tamponu (pH 2)-metanol-asetonitril (60:20:20) izokritik mobil faz
sistemi ile gerceklesmistir. Turev 470 nm eksitasyon ve 530 nm emisyon dalga
boylarinda takip edilmistir. Yontemin dogrusalligi 0,05-10 pg/mL ve geri kazanimi %
98.3-99.8 araliginda bulunmustur.

Martinc, B. ve arkadaslar1 [14] plazmada gabapentin, PRE, vigabatrin ve
topiramatin yan yana analiz igin floresans dedektorli bir HPLC  yontemi
gelistirmislerdir. Analitleri tlrevlendirmesi 4-kloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-CI) ile
bazik ortamda gergeklestirilmis, PRE i¢in dogrusallik araligi 0.375-30.0 ug/mL olarak
tayin edilmistir. Dedeksiyonda sirasiyla uyarma ve emisyon dalga boyu olarak 470 ve
530 nm kullanilmuistir.

Souri, E.ve arkadaglar1 [15] PRE’nin farmasotik dozaj formalarinda tayini icin
yine HPLC yontemi gelistirmisler. Sabit faz olarak Nova-Pak Cig kolonunun ve mobil
faz olarak asetonitril-(50mM) sodyum dihidrojen fosfat tamponunun (60:40; h/h)
kullanildigi  yontemde tiirevlendirme ajan1i  olarak  1-fluoro-2,4-dinitrobenzen
kullanilmistir. Dogrusallik araligi 1.0-100.0 pg/mL olan yéntemin giin igi ve glnler
arasi kesinlik degerleri %0.84-1.98 arasinda bulunmustur. Dedeksiyon UV dedektor ile
360 nm’de gerceklestirilmistir.



Kasawar, GB. ve arkadaslar1 [16] kapsUllerdeki PRE’ni tayin etmek icin bir
HPLC yontemi gelistirmislerdir. Analizde sabit faz olarak Cg kolonu, mobil faz olarak
fosfat tamponu (pH 6.9)-asetonitril (95:05, h/h) kullanmiglardir. Yontemin dogrusallik
aralig1 0.5-1.5 mg/mL, LOQ degeri ise 0,6 mg/mL bulunmustur. Dedeksiyon diyot sirali
dedektor ile 200 nm de gergeklestirilmistir.

Martinc, B. ve arkadaslari [17] PRE’in farmasotik dozaj formlarinda
fluorescamin ile tlrevlendirerek HPLC yontemi ile tayinini yapmislardir.
Tiirevlendirme oda sicakliginda 5 dakika gergeklestirilmis ve tiirevin ayrilmast Cig
kolonda ve mobil faz olarak %0.2 trietilenamin karisimi igeren metanol-su (10:90, h/h)
karisimi ile saglanmigtir. Yontemin dogrusallik araligi 0,125-250 pg/mL olarak

bulunmus ve yontemde i¢ standart olarak 3-Aminopentanoik asit kullanilmistir.

Gujral, RS. ve arkadaslar1 [18] PRE’in farmasotik formulasyonlarda ve insan
idrarinda tayini igin ters fazli bir HPLC yontemi gelistirmislerdir. Analizde Cig kolon,
asetonitril ve metanol-(0,02M) di-potasyumhidrojen fosfat tamponu (pH 7.0) (3:1:16,
h/h/h) hareketli fazi kullanilmistir. Y6ntemin dogrusalligi 0,75-6,00 pg/mL araliginda
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,669 ve 0,221 upg/mL olarak bulunmustur.
Dedeksiyonu UV dedektor ile 210 nm’de gerceklestirilmistir.

Chen, X. ve arkadaslar1 [19] PRE’in optik safligin1 belirlemek igin bir HPLC
yontemi gelistirmislerdir. Yoéntemde PRE N-5-floro-2,4-dinitrofenil-5-L-alanin ile
tirevlendirilmis, tiirevlendirme reaksiyonu pH 7°’de 40°C de bir saat bekletilerek
gerceklestirilmistir. Tiirevin ayrilmasi Cig kolonda, fosfarik asit-asetonitril (55:45, h/h)
mobil fazi ile gergeklesmis ve yontemin dogrusallik araligi 5.01x10°-1.02x10~4 g/mL
arasinda bulunmustur. Dedeksiyon UV dedektor ile 340 nm’de gergeklestirilmistir.

Jadhav, AS. ve arkadaglar1 [20] PRE’in R enantiyomerini Marfey'in reaktifi ile
tirevlendirerek LC yontemi ile tayin etmislerdir. Tirevlendirme oda sicakliginda 5
dakikada gerceklesmis ve yontemde stasyoner faz olarak Cis kolon ve mobil faz olarak
ortofosforik asit (pH 3.5)-asetonitril (60:40, h/h) karisimi kullanilmuistir. Ydntemin
dogrusalligt  750-7500 ng/L arasindadir. Tulrevin dedeksiyonu 340 nm de
gerceklestirilmistir.

Vermeij, TAC. ve arkadaslar1 [21] serumdaki PRE, gabapentin ve vigabatrin’i
o-ftaldialdehid (OPA\) ile tlrevlendirerek yan yana HPLC yontemi ile analiz etmislerdir.

Yontemde i¢ standart olarak Norvalin kullanilmis, reaksiyon borat tamponlu (pH 10)



ortamda 1 dakika bekletme ile ger¢eklesmistir. PRE’in dogrusallik araligi 0.13-40 mg/L
ve LOD degeri 0,044 mg/L dir. Analizde Cis kolon, metanol-asetonitril-fosfat tamponu
karigimli mobil faz kullanilmis ve dedeksiyonun uyarma ve emisyon dalga boylari

sirastyla 330 ve 450 nm de gerceklesmistir.

Parameswari, SA. ve arkadaslar1 [22] kombine tablet formlarinda epalrestat ve
PRE’nin yan yana analizi i¢in basit, hassas, dogru ve kararli bir RP-HPLC y0ntemi
gelistirmislerdir. Yontemde mobil faz olarak %0.1 orto fosforik asit-asetonitril (55:45
h/h), sabit faz olarak STD Discovery kolonu kullanilmistir. Pregabalin icin sonuglarin
18.75-112.5 pg/mL araliginda dogrusal oldugu bulunmustur. Dedeksiyon PDA dedektor
ile 244 nm’de gergeklestirilmistir.

2.1.3.2. LC-MS/MS Yontemi ile Analizleri

Karinen, R. ve arkadaslar1 [23] kandaki antiepileptik ilaclar ve iki aktif
metabolitinin tespiti igin ters fazli UPLC-MS-MS yontemini gelistirmislerdir. Analiz
asidik ortamda yapilmis ayrilma Acquity UPLC® BEH Fenil (2.1 mm x 100 mm,
1.7 um) kolonunda 5 Mm amonyum bikarbonat tamponu(pH 7.9)-metanol mobil faz ile
gradyan ellisyon yaparak ayrilma gerceklestirilmistir. PRE i¢in dogrusallik araligi 0.4-
16 mg/L olarak bulunmustur. Yoéntemin LOD ve LOQ degerleri sirastyla 0.080 mg/L,
0.20 mg/L’dir.

Kostic, N. ve arkadaslar1 [24] kurutulmus kan ve plazma noktalarinda PRE’in
saptanmasi i¢in bir LC-MS-MS yo6ntemi gelistirmislerdir. Yontemde 6n islem olarak
stvi-stvi ekstraksiyonu yapilmis, ekstraksiyon bazik ortamda gerceklestirilmistir. Ic
standart olarak 4-aminosikloheksankarboksilik asit kullanilmistir. Stasyoner faz olarak
YMC-Pack Cig kolon (50mmx4.0mm, 3um) ve mobil faz olarak asetonitril-(%0,15)
formik asit (85:15, h/h) karisimi kullanilmistir. Dogrusallik araligi kurutulmus kan
noktalart i¢in 0.200-20.0 pg/mL ve kurutulmus plazma o6rnekleri icin 0.400-40.0

pg/mL olarak bulunmustur.

Hegstad, S. ve arkadaslar1 [25] idrarda stistimal edilerek kullanilmis ilaglarin
tespiti icin UPLC-MS-MS yontemi gelistirmislerdir. Analizde Stasyoner faz olarak
Acquity HSS T3 kolonu (2.1 mm ID % 100 mm, 1.8 pum) kullanilmig, mobil faz olarak
methanol-asetonitril-isopropanol-su-formik  asit karisimi  gradiyet program ile
uygulanmistir. Pregabalin i¢in dogrusallik araligi 500-10000 ng/mL ve LOD ve LOQ
degerleri sirastyla 30 ng/mL,100 ng/mL dir.



Pauly, C. ve arkadaslar1 [26] saclarda PRE tespiti icin UPLC-MS-MS yontemi
gelistirmiglerdir. Stasyoner faz olarak Cig kolunu (1.7 pm, 2.1 mmx100 mm) mobil faz
olarak su-asetonitril kullanilmislardir. Yontemin dogrusallik araligi 50-1600 pg/mg dir.

Kostic, N. ve arkadaslar1 [27] vigabatrin, PRE ve gabapentinin tespiti icin bu
analitleri kloroformat ile tirevlendirdikten sonra LC-MS-MS ile tayini i¢in bir yontem
gelistirmislerdir. Sabit faz olarak XDB-Cg kolon ve mobil faz olarak asetonitril-%0.1
formik asit kullanmislardir. Yontemin dogrusallign 40.0 ng/mL-10.0x10° ng/mL

araligindadir.

Chahbouni, A. ve arkadaslar1 [28] serumdaki gabapentin, PRE ve vigabatrinin
tayini icin UPLC-MS yontemi gelistirmislerdir. Sabit faz olarak Cig kolon, mobil faz
olarak da 9%0,1 formik asit eklenmis amonyum asetat-asetonitril karisimi
kullanmiglardir. Bu yontemde PRE i¢in ¢alisma araligi 0.06-50 mg/L’dir. Geri kazanim

orant ise %90-%107 arasinda degismektedir.

Dahl, SR. ve arkadaslar1 [29] tam kan ve idrar Orneklerinde gamma-
hidroksibutirat, beta-hidroksibutirat, 1,4-butanol-diol, PRE ve gama-butirolakton tayini
icin bir UPLC-MS-MS yo6ntemi gelistirmislerdir. Yontemde sabit faz olarak HSS T3
kolonu, mobil faz olarak %2 formik asit-metanol karisimi kullanmiglardir. PRE igin
calisma araligi 0.8—105 mg/L ve LOQ degeri 0.004 pg/mL dir.

Dzygiel, P. ve arkadaslar1 [30] sigan plazmasinda kati faz ekstraksiyonu
yaparak PRE, sildenafil ve aktif desmetil metabolitinin es zamanli tayini i¢in LC-MS-
MS yontemi gelistirmislerdir. Bu yéntemde Cig kolonu kullanilmis PRE icin ¢alisma
aralig1 70-10.000 ng/mL olarak bulunmustur.

Oertel, R. ve arkadaslar1 [31] serumdaki gabapentin, PRE ve vigabatrin tayini
icin bir LC-MS yontemi gelistirmislerdir. Stasyoner faz olarak amide-80 kolonu, mobil
faz olarak asetonitril-amonyum asetat-formik asit karigimli gradiyet program
kullanmiglardir. PRE igin ortalama dogrulluk degeri %100,3 ve ortalama kesinlik degeri

ise %3,2 olarak bulunmustur.

Mandal, U. ve arkadaslar1 [32] plazmadaki PRE’i belirlemek icin bir LC-MS-
MS yontemi gelistirmisler. i¢ standardat olarak gabapentin kullanmiglar, maddeleri Cis
kolonda, formik asitli metanol-su (98:2, h/h) karigimisle ayirmiglardir. Yontemde PRE
icin ¢aligsma araligi 0.10— 15.00 pg/mL olarak bulunmustur.



Vaidya, V. ve arkadaslar1 [33] plazmadaki PRE belirlenmesi igin bir LC-MS-
MS yontemi gelistirmislerdir. Analizde Cig kolon ve asetonitril-2mM ammonyum asetat
(80:20, h/h) karisgimli mobil faz kullanilmigtir. Numune hazirlanirken protein ¢oktiirme
yontemi kullanilmig, ¢alisma araligi 10.000-10000.000 ng/mL ve LOQ degeri ise
10.000 ng/mL olarak bulunmustur.

Sorensen, LK.ve arkadaslari [34] adli tipta tam kandaki terapotik gama-
aminobutirik asit analoglarmin tayini icin elektrosprey iyonizasyonlu MS dedektor
iceren ultra performansli sivi  kromatografisi yontemi gelistirmisler. Numune
hazirlamada sivi-sivi ekstraksiyonu, stasyoner faz olarak BEH Amid (1.7 um, 2.1 mm x
100 mm) ve mobil faz olarak ammonyum asetat-asetonitril karigimi kullanilmistir.
Yontemin LOQ degeri 0.02—-0.04 mg/L ve dogrusallik araligi 1-50 mg/L dir.

2.1.3.3. Spektrofotometrik Yontemler ile Analizleri

Patel ND. ve arkadaglar1 [35] metilokbalin, alfa lipoik asit ve PRE iceren ¢ok
bilesenli dozaj formunun analizinde maddelerin es zamanli belirlenmesi igin yeni ve
kolay birinci derece tirev spektroskopik bir yontem gelistirmislerdir. Tirevlendirme
belirteci olarak bromokresol yesili kullanmiglar ve PRE icin 338 nm dalga boyunda
Olgtimleri yapmuslardir. Calisma araligim 10-14 pg/mL, LOD ve LOQ degerlerini
sirastyla 5.0915 pg/mL ve 15.4290 ug/mL olrak bulmuslardir.

Gouda, AA. ve arkadaslar1 [36] gabapentin ve PRE’in saf formlarda ve
farmasotik  formalasyonlarda belirlenmesi icin  spektrofotometrik  bir  yéntem
gelistirmislerdir. Analiz yontemi ilaclarin kromojenik reaktifler olan kinalizarin ve
alizarin kirmizis1 ile metanolik ortamda verdigi yUk transfer kompleksinin olusumuna
dayanmaktadir. Sirasiyla Kinalizarin ve alizarin kirmizisi-PRE  kompleksleri igin
maksimum dalga boylar1 572 ve 538 nm bulunmustur. Sirasiyla kinalizarin ve alizarin
kirmizisi-PRE igin galisma araligi 0.5-10 pg/mL ve 0.4-8.0 pg/mL ve LOD degeri
sirastyla 0.124 pg/mL ve 0.238 pg/mL dir .

Walash, MI. ve arkadaslar1 [37] kapsillerdeki PRE tayini igin
spektrofluorimetrik yontem gelistirmisler. Analiz pH 10’daki borat tomponu ¢ozeltisi
ile PRE’in fluoreskamin ile oda sicakliginda olusturdugu tiireve dayanmaktadir. Olgme
dalga boylart uyarma ve emisyon olarak sirasiyla 390 nm 487 nm dir. Yontemin
dogrusallik araligi 0,01-0,3 pg/mL ve LOD degeri ise 0,0017 pg/mL dir.
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Walash, MI. ve arkadaslar1 [38] kapsullerdeki PRE tayini igin iki
spektrofotometrik yontem gelistirmisler. Yontem 1 de PRE 1,2-naftokinon-4-sulfonat
sodyum ile borat tamponu (pH 10) lu ortamda 50°C de 5 dakika 1sitilarak reaksiyona
sokulmus ve 473 nm de dl¢iim yapilmigtir. Yontem 2°de ise borat tamponu (pH 9,5)
ortaminda 2,4-dinitrofluorobenzen (DNFB) belirteci kullanarak 70°C de 20 dakika
reaksiyon siiresinde olusan tiirevler 373 nm de Ol¢Ulmiistiir. Yontem 1 ve 2 in sirasiyla
calisma araliklart ve LOD degerleri 2-25 ug/mL, 0.5-8 pg/mL, 0.15 ug/mL ve 0.13
ug/mL dir.

Armagan, O. [39] farmasttik preparatlarda PRE tayini i¢in ¢ ayri
sprektrofotometrik yontem gelistirmistir. Ilk iki ydéntemde PRE sirasiyla n-elektron
verici  2,3-dikloro-5,6-disiyano-1,4-benzokinon ve n-elektron alict 7,7,8,8 -
tetrasiyanokinondimetan ile reaksiyona sokulmustur. Bu reaksiyonlardan renkli
kompleks tiirleri olusmus ve olusan firiinler sirasiyla 494 ve 841 nm'de
spektrofotometrik olarak o6l¢iilmiistiir. Bu iki yontemde PRE’in ¢alisma aralig1 sirasiyla
2.0-30.0 pg/mL ve 1.5-10 upg/mL dir. Uglingi y6ntem PRE’in ninhidrin ile
reaksiyonuna dayanmaktadir. Maksimum dalga boyu 573 nm ve galisma araligi 40.0-
180.0 pg/mL dir.

Onal, A. ve arkadaslar1 [40] PRE’in toz ilag ve farmasotik prepatlarda tayini
icin spektrofotometrik ve spektrofluorimetrik iki yontem gelistirmislerdir. Bu
yontemlerde 7-kloro-4-nitrobenzo furazon (NBD-CI) belirteci kullanarak pregabalin
tirevlendirilmistir. Reaksiyon borat tamponlu (pH 9,5) ortamda 80°C de 10 dakika
bekletme ile gergeklesmistir. Calisma araligi spektrofotometrik ve spektrofluorimetrik

yontem i¢in sirasiyla 0.5-7.0 g/mL ve 40-400 ng/mL dir.

Santosh G.S. ve arkadaslar1 [9] PRE’in toz ilag ve farmasotik formlarda tayini
icin UV spektrofotometrik yontem gelistirmiglerdir. Bu ¢alisma pregabalin suda
¢Oziilmiis ve 210 nm‘de 6l¢tim yapilmistir. Calisma araligi 6—14 pg/ml ve korelasyon
katsay1s1 0.9986 dir.

Sowjanya, K. ve arkadaslar1 [41] PRE’in toz ilag ve farmasotik formlarda tayini
icin iki yontem gelistirmislerdir. Yontem 1 de pregabalin alkali ortamda 1,2-naftokinon-
4-silfonik asit sodyum belirteci ile reaksiyona sokularak turuncu renkli Grinler
vermistir. PRE i¢in maksimum dalga boyunun (Amax) 485 nm oldugu goriilmiis ve

caligma aralig1 ise 5-45 pg/mL olarak bulunmustur. Yontem 2°de ise maddenin 2,4-
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dinitrofenilhidrazin ile oksidasyonuna ve oksitlenmis iiriiniin yogun bir sekilde renkli
kromojen elde etmek igin PRE ile birlestirilmesine dayanmaktadir. Reaksiyon Grdni
Amax 461 nm de gozlenmis ve calisma araligi 50-450 pg/ml konstrasyon araliginda

bulunmustur.

Bali, A. ve arkadaslar1 [42] PRE’in saf formda ve kapsiillerde tayini i¢in
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Yontemde pH 7,4 olan fosforik asit
ortaminda ninhidrin belirteci kullanilarak 70-75°C de 20 dakika bekletilerek tirevler
olusturulmustur.Yontemin calisma araligit 50-1000 pg/mL, LOD ve LOQ degerleri
sirastyla 6.0 pg/mL ve 20 pg/mL dir. Maksimum absorbans 402.6 nm’dur.

2.1.3.4. Diger Yontemler ile Analizleri

Harnisch,H. ve arkadaslar1 [43] dansil klorir ile tirevlendirme tzerine PRE’in
kiral safligimmi tayini icin bir kapiler elektroforez yontemi gelistirmislerdir. Ydntemin

tayin araligi 0.80—15.9 ug/mL, ortalama dogruluk degeri ise % 100.9 + 5.0 dur.

Tafesse, TB. ve arkadaslari [44] insan plazmasinda bulunan PRE’nin tayini igin
bir gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi yontemi gelistirmislerdir. Bu ¢alismada HP
kolonu ile ayirma saglanmis, dogrusallik araligi 0.36-10 ug/ml ve dogruluk degeri ise
%98.26 £ 4.19 olarak bulunmustur.

Zeid, AM. ve arkadaslar1 [45] insan plazmasinda ve idrarda gabapentin ve
PRE’in es zamanli tayini i¢in 4-floro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol (NBD-F) belirteci ile
tirevlendirerek mikrogip bazli elektrokinetik kromatografik yontem gelistirmislerdir.
Turevler bazik ortamda 60°C de 5 dakika isitma ile elde edilmis ve ydntemin

dogrusallik araligi1 0,01-0,50 ng/mL olarak bulunmustur.

Hlozek, T. ve arkadaslar1 [46] insan serumunda gabapentin, PRE ve vigabatrin
yan yana tayini icin bir GC-MS yontemi gelistirmislerdir. Turevlendirme belirtegi
olarak heksil kloroformat kullanmislar ve yontemin dogrusallik araligi PRE igin 0,5-50

mg/L, dogruluk araligiise % 97.9-109.3 olarak bulunmustur.

Gholivand, MB. ve arkadaslar1 [47] PRE tayini igin bir biyosensor yontemi
gelistirmiglerdir. Bu ¢alismadaki bobin serum albimininin grafit/camsi karbon elektrot
iizerine immobilizasyonuna dayali olarak hesaplamali olarak tasarlanmis bir
impedimetrik PRE biyosensorii hazirlanmis ve baslangi¢ karakterizasyonu ve deneysel

gozlemlerle tamamlayict olarak hesaplama yontemleri gelistirilmistir. Caligma araligi
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10.0 nM ve 280.0 nM dir. Yontemin LOD degeri 3 nM olarak bildirilmis ve dedeksiyon
UV dedektor ile 280 nm’de gergeklestirilmistir.

Alghamdi, AF. [48] grafit calisma elektrodu kullanarak olusturdugu PREG-Cu
(1) kompleksini ticari ilaglarda ve biyolojik drneklerde PRE tayininde kullanmistir. Bu
caligmada PRE miktarmin belirlenmesi icin kare dalga voltametrik yontemi kullanilmis
ve PRE i¢in calisma aralig1 5.108-1.10° mol/L, LOD degeri ise 6.5x 10-9mol/L olarak

bulunmustur.

Martinc, B. ve arkadaslar1 [49] farmasotik dozaj formlarinda p-aminobdtirik
asit antiepileptik analoglarinin belirlenmesi i¢in mikroplaka floresans okuyucu
kullanarak bir yontem gelistirmislerdir. Ttrevlendirme beliteci olarak fluorescamine
kullanmiglar PRE i¢in dogrusallik araligini 0.75 ile 30.0 pg /mL, dogruluk araligini ise
% 96.6 - % 103.5 olarak bulmuslardir. Yontemde uyarma ve emisyon dalga boylari

olarak sirastyla 395 ve 476 nm kullanilmustir.

Rodriguez, J. ve arkadaslar1 [50] insan idrarindaki PRE’nin belirlenmesi i¢in
bir CE-TOF-MS yontemi gelistirmislerdir. Yontemin dogrusallik araligi 0,1-100
pug/mL, LOD degeri ise 0.03 pg/mL olarak bulunmustur.

Mudiam, MKR. ve arkadaslar1 [51] PRE’in tayini ig¢in bir GC-MS yoéntemi
gelistirmislerdir. Bu calismada PRE etil kloroformat ile tirevlendirilerek idrar ve
farmasotik formilasyonlarda analiz edilmistir. Ornek temizleme islemi olarak kat1 faz
mikroekstraksiyonu (SPME) ve dispersif sivi-sivi mikro ekstraksiyonu (DLLME)
yontemleri kullanmislardir. SPME ve DLLME in islemleri ile yapilan yontemlerde
LOD degerleri sirastyla 0.019 pg/mL ve 0.022 pg/mL dir. Calisma aralig: ise 0.08-0.8
g/mL dir.

Themelis, DG. ve arkadaslar1 [52] gabapentin ve PRE’in farmasotik formlarda
tayini icin ilk sirali enjeksiyon testi bildirmiglerdir. Analitler, yuksek floresans turevleri
olusturmak tizere borat tamponu (pH 9,5) ¢6zeltisinde nikleofilik bir reaktif olarak N-
asetil sisteinin varliginda o-ftalaldehit ile reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon su
banyosunda 15 dakika tamamlanmistir. Bu yontemde PRE igin ¢alisma araligi 210-8000
ug/L, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 70 pg/L ve 210 pg/L dir.
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2.2. FMOC Hakkinda Genel Bilgi ve Bu Beliretecle Yapilan Calismalar
2.2.1 FMOC Hakkinda Genel Bilgi

Kimyasal adi 9-Fluorenilmetil kloroformat (FMOC) dir. FMOC belirtecinin
kapali formiilii C15H1:ClO2, molekiil agirlig1 258,70 g/mol [50], erime noktas1 62-64°C,
kaynama noktast 393.9°C dir [53]. FMOC beyaz kristal yapiya sahip olup asetonitril ve
asetonda kolaylikla ¢oziinen bir tozdur. FMOC primer ve sekonder aminlerle kolon
oncesi tlirevlendirmelerde kullanilarak ¢ogu maddenin spektrofotometrik ve
fluorimetrik dedeksiyonuna imkan vermistir [54]. (Sekil 2.3).

Sekil 2.3: FMOC’un molekiil yapisi
2.2.2. Analiz Yontemleri

Literatirde FMOC belirteci kullanarak tirevlendirme reaksiyonuna dayanan
bircok ila¢c analiz yontemi vardir. FMOC ile yapilan ¢alismalarin ¢ogu HPLC,
fluorimetrik ve spektrofluorimetrik yontemle yapilmis tayin yontemleridir. FMOC’iin

kullanildig: ilag analiz yontemleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 2-1: FMOC ile Fluoresans Dedektorli HPLC kullanillarak Farmasotik Preparat/Biyolojik Ortamlarda Yapilan Tayinler

Madde Matriks Onislem Reaks. ort./1s1 Mobil faz is Kolon  Dalgaboyu Arahk Ref.
Alendronat idrar SPE Sodyum karbonat ~ Asetonitril(ACN)- Pamidronate  Cas Ext:260 55
(pH 11,9) MeOH/sitrat/fosfat Emi:310 3.5-300 ng/mL
(20:15:65, h/h/h)
Efedrin Plazma LLE Sodyum karbonat  ACN-Su Psodoefedrin  Caus Ext:264 0-300 ng/mL 56
Norephedrin (52:48, h/h) Emi:313
LLE
Poliaminler St Potasyum borat Su-ACN 1-12 Cus Ext:264 0,5-5 nmol/mL 57
(pH 10.4) (40:60, h/h) Diaminodekan Emi:313
1-deoksi- Morus alba ACN -0.1% sulu Cis Ext:254 0.3 -30 pg/mL 58
nojirimisin yapraklari O Potasyum borat ok asit (1:1, h/h) Emi:322
(pH 8.5)
Er(.)ltkrs,(;?émgﬁr()Ro) Serum LLE Fosfat ACN-fosfat (pH 7.5) Roksitromisin  Cis Ext:255 Er:0.320-16.1
. .. (pH 7.5) (3:2, h/h) Emi:315 Ro:3.24-19.4 59
Azitromisin(Az) ,
. . K:(0.190-19.4
Klaritromisin(K)
mg/L
Galaktoz Kan 65°C’de 3 saat Asetik asit- Xylose Cis Ext:270 200-3200 mg/mL 60
Laktoz ACN-THF-TEA alcoholic Emi:320
Glukozu
Topiramatin Serum LLE Borat Fosfat (pH 2.2) Amantadine CN Ext:260 20-5000 ng/mL 61
(pH 7.8) MeOH (52:48, h/h) Emi:315
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Madde Matriks Onislem Reaks. ort./1s1 Mobil faz is Kolon  Dalgaboyu Aralk Ref.
Gabapentin Serum LLE 60°C’de 10 dak MeOH-fosfat (pH 7) Azitromisin ~ Cig Ext:260 0.03-20pg/mL 62
Fosfat (pH 7) (73:27, h/h) Emi:315
Etilendiamin Bitki SPE 60°C de 10 dak NaH2PO4/NazHPO4 Cis Ext:265 0.01-10 pmol 63
disukinik asid EDTA (pH 11.5)  (pH 6.8)-ACN Emi:313
Aminoaseton Sigan Potasyum borat Sodyum asetat Cis Ext:254 0.01-5 64
karacigeri/ (pH 10) (pH 2.85)- Emi:630 pg /ml
ince bag. MeOH-ACN
Hidroksipirolin Sican Borat Sodyum Asetat Sarkozin Cis Ext:265 25-500 pg/mL 65
akgigeri (pH 9.5) (pH 4.3) Emi:316
Azitromisin Serum LLE 62°C MeOH- Amantadine  Cs Ext:260 10-1000 ng/mL 66
ACN-fosfat Fosfat (pH 4.3) Emi:315
(3:1, h/h; pH 8.5)  (70:30, h/h)
Amfetaminler Idrar ve SPME Borat (pH 10), ACN-Su Cis Ext:264 67
tablet Oda 1s1s1 Emi:313
Dimetilamin Su SPME Borat (pH 10.0) ACN Cis Ext:264 1.0-10.0 pg/mL 68
Emi:313
Gentamisin sulfat Bakteri SPE Borat (pH 8.9) ACN -Su Cis Ext:270 0,2-5 mg/L 69
plazma oda 1s1s1 15 dak (90:10, h/h) Emi:315
Glifosat Su ve ¢cimen SPE Borat (pH 9) ACN-Su Polimerik Ext:315 0.1-100 pg /L 70
(55-45 h/h) Amino  Emi:266
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Madde Matriks Onislem Reaks. ort./1s1 Mobil faz is Kolon  Dalgaboyu Arahk Ref.
Glifosat(G) Domates SPE Borat ACN Cus Ext:270 G;5-50 pg /g 71
Aminometil-fos. Oda sicakligi Emi:315 AMPA;6-40ug /g
asit(AMPA) 30 dak
Poliaminler Omurilik Borat (pH 9.0) A:Asetat (pH 4,2)- 1.6-hekza Cs Ext:260 72
BOS Oda sicakligi ACN (80:20, h/h) metilen amin Emi:314
Iskelet kas1 B: Asetat (pH 4,2)
Mikrodiyaliz -ACN (95:5 h/h)
Arginin Kecideki Potasyum asetat ~ A: ACN-sitrat (Ph 7.2) Cus Ext:263 0.00-1000 73
Sitirulin lumen s1visi (pH 10) (85:15, h/h) Emi:611 pmol
Prolin B: Sitrat (pH 5.4)-ACN
5-NHavalerik as. (60:40, h/h)
Vertilmisin Sigan LLE Borat (pH 8) Su-ACN Netilmisin Cis Ext:263 0,02-45 mg/L 74
plazmasi Oda sicakligr 15 (5:95, h/h) Emi:315
dak
Amino asitler Plazma Borat A: NaHPO4(pH 7.8) S-karboksi Cis Ext:266 5-2500 pumol/L 75
Oda sicakligi B: 45% ACN, 45% metil-L-sistein Em :305
3 dak. MeOH,10% su
Fitometaloforlar ~ Arpa Borik asit Asetat (pH 7.2) Cis Ext:266 15 -370 pmol 76
(pH 10.2) -ACN Emi:305
Alifatik aminler ~ Musluk/nehir SPME Borat (pH 9) ACN -Su Cis Ext:264 5.0-25.0 pg/mL 77
atik su Emi:313
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Madde Matriks Onislem Reaks. ort./1s1 Mobil faz is Kolon  Dalgaboyu Aralk Ref.
Domonik asit Plankton LLE Borat ACN -Su LC-18, Ext:264 0.02-10 ng/pL 78
Emi:313
Dimetilamin boran Borat ACN —Su (75:25 h/h) Cus Ext:264 0.01-0.50 mg/I 79
Emi:314
Amino asitler Bitki dokusu SPE Borat A: Na;HPO4(pH 7.8) ABA,Norvalin Cis Ext:340 4.5-450 80
Oda sicakligi B:MeOH- ACN-su Sarcosin Emi:450 pmol / L
Fumonisin SPE Borik asit (pH 7.5) Sitrat tampon Cis Ext:263 0.04-2.5 81
B1-B2 Oda sicakligi (pH 4.7)-ACN Emi:313 pg/mL
Glifosat Toprak, SPE Oda sicakligi ACN — Cis Ext:254 0. 005 -0.5 mg/L 82
camur 4 saat %2 fosforik asit Emi:301
Amino asitler Kirkayak LLE Oda sicakligi Fosfat(pH 7.8)- Cis Ext:340 10-400 pg/mL 83
ACN -MeOH Emi:450
Fosfatidilserin St tozu LLE Borat (pH 10.4) CHCI3s/MeOH/su RX-SIL  Ext:265 100-1000 pg/mL 84
A: (80:19.5:0.5,h/h/h) Emi:305
B: (60:34:5.5:0.5,h/h/n/h
Kolistin Plazma SPE Karbonat (pH10) ACN-THF -Su Polymiksin Cis Ext:260 0.3-6.0 pg/mL 85
(82:2:16, h/h/h), Bl Emi:315
Topiramat Serum SPE 50°C 15 dak Fosfat (pH 2.5) — ACN  Amantadin CN Ext:260 0.01-40 mg/mL 86
Borat (pH 8.8) (60:40, h/h) hidroklor(r Emi:315
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Madde Matriks Onislem Reaks. ort./1s1 Mobil faz is Kolon  Dalgaboyu Aralk Ref.
Glutatyon Sican LLE Borat (pH 9) MeOH-Fosfat (pH 3.2) Cis Ext:260 0.813- 87
Oda sicakligi (40:60, h/h) Emi:315 0.025umol/m
15 dak
domoik asit Denizsuyu LLE Borat (pH 9.5) ACN -0.1% TFA Dihidro Cus Ext:260 1-40 nM 88
Oda sicakligi 30 sn kanaik asit Emi:313
Tirozin amino asit Misir SPE Borat (pH 9.9) A: Asetat-TEA-THF Cis Ext:340 0,1-1000,0 89
Oda sicakligi B: Asetat-MeOH-ACN Emi:450 mg/L
Arginin Capsul Sodyum borat A: Sitrat (pH 4.1)-ACN OoDS Ext:262 90
Glutamin (pH 8.5) (70:30, h/h) Emi:310
B-alanin B: Su -ACN (20:80, h/h)
Biyojenik aminler Cay SPE Borat Sodyum asetat -ACN  1,6-diamino  Cgg Ext:263 2,5-100 umol 91
(pH 8.5) hekzan Emi:313
Valproik asit Serum LLE Borat (pH 9.3) ACN -MeOH Sertraline oDs Ext:265 0.01-32 92
60°C de 10 dak (78:22 h/h) Emi:315 pug / mL
Poliaminler Arabidopsis SPE Borat (pH 7.9) ACN-Su Diamino Cis Ext:265
; . 93
thaliana heptan Emi:320

bitkisi
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Madde Matriks Onislem Reaks. ort./1s1 Mobil faz is Kolon  Dalgaboyu Aralk Ref.
AMFA, Glifosat,  Toprak LLE Borat (pH 9), Fosfarik asit - ACN Glufosinate, Cis Ext:260 94
Glufosinat, Oda sicakligi Glufosinate Emi:310
Memantin Sigan Borat (pH 10) ACN -Su Amantadin Cus Ext:263 0.025-5.0 95
hidroklorr plazmasi Oda sicakligi 30 hidroklortr Emi:315 pg /mL
dak
Etilmisin Sigan LLE Borat (pH 7.3) ACN /Su Neomisin Cs Ext:265 0.038-9.69 96
plazmasi Oda sicaklig (87:13 h/h) Emi:315 Mg /mL
35 dak.
Glifosat Bocek ilact  SPE Borat tamponu Fosforik asit-ACN Nitrophenol-  Cag Ext:260 97
Gufosinat d4 Emi:310
Fumonisin B2 Aspergillus LLE Borik asit (pH9)  ACN /Su/Asetik asit Cis Ext:420 1-200 pg /L 98
niger Oda sicakligi (60:40:1, h/h/h), Emi 500
(mantar)
Nortriptiline Plazma LLE Borat (pH 9.5) ACN /Su Cis Ext:260 5-5000 ng/mL 99
Oda sicakligi (85/15, h/h) Emi:310
20 dak
Amikasin Sigan Borat (pH 7.3) ACN /su Isepamisin Cs Ext:265 0.45-21.60 100
plazmasi Oda sicakhigi (35/65 h/h) Emi:315 mg/mL
20 dak
Amino asitler Plazma Borat (pH 9) A:Asetat/THF/ACN Cis PDA:262 101
(15:3:2, h/h/h) Ext:254
B:ACN/THF (17/3,h/h). Emi:313
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Madde Matriks Onislem Reaks. ort./1s1 Mobil faz is Kolon  Dalgaboyu Arahk Ref.
Metilamin(MA)  Insankam  LLE Borat (pH 10.4) Fosfat- ACN Etilenamin Cis Ext:254 MA:0.31-46.5 102
Aminoaseton(AA) ve idrar Oda sicaligt Emi:630 AA:0.73-
36.5ng/in;.
Tramadol flag ve serum LLE Borat (pH 7.5) TEA iceren Oseltamivir  CLC- Ext:265 0.01-12.8 pg/mL 103
Ana metabolitler 60°C’de 10 dak fosfat-MeOH fosfat ODS Emi:315
(54:46; h/ih)
Serbest Tutln Oda sicakligt Fosfat-MeOH-ACN Norvalin Cus Ext:340 5-80 pg/mL 104
aminoasitler (20:50:30, h/h). Emi:450
Amino asitler ve  Peynir SPE Borat (pH 11) A:ACN-Asetat-su Cis DAD:334-  6.25-1000 105
aminler (10:5:85, h/h) 262 pM / inj.
B:MeOH-Asetat-Su Ext:337
(55:8:37, h/h) Emi:454
C:ACN-Asetat-Su
(55/5/40, h/n) D: ACN
Dimetilamin Katyonik SPME Borat (pH 11.5) ACN -Su DAD:206 0.2-2.0 pg/mL 106
polimerler Ext:264
Emi:313
Trietilentetramin ~ Serum Sodyumtetraborat ACN - Hekzanmetilen C Ext:263 0.0625-5 mg/L 107
Asetil/ Diasetil (pH 9.6) Amonyum asetat diamin-di 18 Emi:317
trietilentetramin hidroklortr
Amino asitler Karaciger ~ SPE Borat (pH 8.8) A: Asetat 1,7- C Ext:263 5-1400 pmol 108
B:Asetat-ACN-MeOH  diaminoheptan ~*2 Emi:313

C:MeOH, D: ACN
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Madde Matriks Onislem Reaks. ort./1s1 Mobil faz is Kolon  Dalgaboyu Arahk Ref.
Trimetazidin Plazma LLE Borat (pH 8) ACN-MeOH-Asetat Fluoxetin HCI Cis Ext:265 15-667 ng/ml 109
50°C de 20 dak Emi:311
Amino asitler Karaciger = SPE Borat A:0.1M Asetat- ACN-  1,7-Diamino  Cis DAD:334- 110
biyojenik aminler dokusu (pH 9.3-11.3) MeOH(46:44:10, h/h/h) heptan 262
B:MeOH Ext:337
C: ACN Emi:454
Amino asitler Ar1 poleni Borat (pH 9) A:ACN-formik asit y-Aminobutrik Cis Ext:279 0.05-50 pmol 111
Oda sicakligi B:ACN-Su-formik asit  asit Emi:380
3 dak C:ACN-Su
Poliaminler Uziim SPE Borat A:ACN -Octonal?2 Cus Ext:263 112
amino asitler ve sarab Oda sicakligi B:ACN-Fosforikasit- Emi:313
3 dak N,N-Dimetilsiklo
hekzamin-Su
Glukosamin sulfat Plazma Cokt. Borat (pH 8) ACN -Su Vertilmisin Cis EXT:263 0.1-10mg /mL 113
30°C’de 30 dak (30/70 h/h) stlfat Emi:315
Gukosamin silfat Plazma Cokt. Borat (pH 8.0) ACN -Su Cis Ext:263 0.1-10.0 pg/mL 114
30°C’de 30 dak Emi:315
Trimetilamin Suvehava SPME Borat (pH 8.0) ACN -Su Cis Ext:264 1-10 pg/mL 115
Oda sicakligi Emi:313

30 dak
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Madde Matriks Onislem Reaks. ort./1s1 Mobil faz is Kolon  Dalgaboyu Arahk Ref.
Malonaldehid Plazma 50°C’de 4 saat ACN /Su Cis Ext: 270
.y 116
Emi:310
Amioasitler Fermente LLE Borat (pH 8.0) A:Amonyum fosfat Cis Ext:270 117
karides atig1 Oda sicakligi 5 dak B: MeOH-Su Emi:316
C: ACN -Su
Aminometil- Bocek ilagi  SPE Borat (pH 9) ACN -Fosfat NH: Ext:262 0.1-500 mg/mL 118
fosfonik asit (35:65, h/h) kolon Emi:316
Glifosat
Alendronat Plazma SPE Sodyum karbonat CAN-MeOH-sitrat- Pamidronat  Cig Ext:260 1-100 ng/mL 119
sodyum (pH11.9) Pirofosfat (32:68, h/ h) Emi:310
Biyojenik aminler Fare dokusu Borat A:Asetat-ACN-MeOH  1,7-Diamino  Cis Ext:337 120
Ornitin oda sicakligi (46:44:10, h/h/h) heptan Emi:454
Lisinin 2 dak B: ACN DAD:334/26:
C:MeOH
Formalaldehit 60°C de 30 dak A: ACN - 0.08-16.65 121
propiyonaldehit, Amonyum format umol/L
n-batiraldehit B: ACN
Dimetilamin Su SPME Borat pH 10 ACN -su Cis Ext:264 1.0-10.0 122
oda sicaklig1 Emi:313 ug / mL
Metilamin Sulu SPME Borat (pH 10) ACN -su Cis Ext:264 2.5-10.0 uyg/mL 123
matriksler oda sicakligi Emi:313
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Madde Matriks Onislem Reaks. ort./1s1 Mobil faz is Kolon  Dalgaboyu Aralk Ref.
Kreatin SPME Borat (pH 8) Cus Ext:280 124
Emi:305
1-deoksinojir Morusalba  SPE Borat pH 8.5 ACN-Asetik asit Cus Ext:254 0.3-30 pg/mL 125
L.(beyaz dut) 20°C de 20 dak Emi:322
Peptid ve amino  Yiin ve bira Borat (pH 9.5) Cis Ext:293 126
asitler oda sicakligr 1 dak Emi:360
Heksafluoro Idrar Borat (pH 12.5)  ACN -Su Cis Ext:265 0,4-9,6 nmol/mL 127
izopropanol oda sicakligi Emi:311
Glikozat ve Suda LLE Borat Fosfat-ACN NH; Ext:260 0,05-1 pg/L 128
aminometilfos- oda sicakligi Emi:310
fonik asit
Eritromisin Et, karaciger, SPE Fosfat pH 7.5 Fosfat- ACN Roksitromisin  Cis Ext:260
ve oleandomisin  bobrek, sit LLE 45°C de 1 saat Emi:305 129
ve yumurta
Fitometoforlar Arpa koki Borik asit Sodyum asetat- Cis Ext:266 15-370 pmol 130
(pH 10,2) ACN Emi:305
Arginin,Sitrulin -~ Kegi LLE Borat (pH 10) A: ACN -Sodyum sitrat Cis Ext:263 0,0-1000,0 131
Ornitin,Prolin lumen B ACN -Sodyum sitrat Emi:611 uM

5-aminovalerik as.

S1V1s1

LLE:Stv1 Siv1 Ekstraksiyonu SPE:Kat1 Faz Ekstraksiyonu SPME:Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyon

ACN :Asetonitril

MeOH:Metanol

THF:Tetrahidrofuran

TEA:Trietilamin
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Tablo2.2: FMOC ile Spektrofotometrik Dedektorlii HPLC kullamlarak Farmasotik Preparatlarda/Biyolojik Ortamlarda Yapilan Tayinler

Madde Matriks Onislem Reaks. ort.is1  Mobil faz is Kolon Dalga boyu  Arahk Ref.
Glukozamin Kitin érnekleri Borat (pH 7), Su- ACN Cs uV:254 50-500 132
20°C 30 dak pg /mL

Silfametazin Biyolojik sivive LLE Sodyum MeOH-Fosfat Cus UV:254 133
doku bikarbonat (pH 8)

Amino sekerler  Bataklik komiirii Borat Amonyum format Cis PDA: 280 0.017-0.407 134
Toprak humik asit 55°C de 1 saat -MeOH mg/l

D ve L amino Cay SPE Borikasit pH 9 ACN -TFA Cis UV:265 135

asitler oda sicakligi

Karbamazepin (1) Fare beyini LLE Borat pH 9.3 MeOH- Asetat -Su- Cis PDA: (1):0.1-3, 136

Topiramat (2) SPE 60°C’de 10 dak Dietilamin 200-400 (2):0.6 -60,

Valproik asit (3) (3):0.5-20

Sitrilin ve Plazma Coktr. Borat (pH 9.2) Fortmat -ACN Aminobutrik Cs uUV: 260 2-100 uM 137

metabolik AA Oda sicakligi asit

Hidroksilamin Vorinostat Borat (pH 8) MeOH- Formik asit PFP UV :264 20 -100 ng/mL 138
ilact 0°C de 20 dak. (85:15, h/h) column

Sitrilin ve Plasma LLE Borat (pH 9.20)  Amonyum format- Cis UV: 260 140

metabolik AA oda sicakligi 1 dak ACN RP-15

Metil, dimetil, Hava (bataklik Oda sicakhigi ACN:Su Cus uVv:262 141

ve trimetilamin

gazlar)
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Madde Matriks Onislem Reaks. ort.is1  Mobil faz is Kolon Dalga boyu  Arahk Ref.
Prolin Bal ve ari siitii SPE Cis 369-1930pg/g 142
Sistein Allium tardi Borat Sodyum asetat- S-izobutilsistein Cis UV:265 0.01-2.0mM 143
bitkiler oda sicakligi MeOH S-oksit
(sarimsak,sogan, 5 dak
arpacik ve pirasa)
Glifosat Toprak SPE Borat Fosfat-ACN Cis UV: 206 0.10-0.70 144
40°C de 24 saat mg/L
Polimiksin B Plazma SPE Karbonat (pH 10) ACN /THF/ Su Cus UV :210 0.125-4.00 145
Oda sicakligi mg/l
Hidroksiprolin Hepatik Fibrozisli MeOH-Sodyum 3, 4-dehidro-L- C18 DAD:262 5.0-200 146
Tavsanlarin idrar1 asetat prolinin umol/L
Lisil hidroksilaz ~ Protein SPE sodyum karbonat  A:TFA iceren su C18 DAD:220 147
ve trisin B: TFA iceren ACN
Silfonamitler Bal SPE Borat (pH 8) Sodyum asetat- C18  UV:263 148
ACN
Sllfonamidinler  hayvan dokusu ( SPE Borat Asetat -ACN C18  UV: 263 149
Glukozamin sulfat Tablet, kapsiil, LLE 50°C’de 30 dak TFA iceren su-ACN ODS-3 UV:265 150

besin takviyeleri

LLE:Siv1 Siv1 Ekstraksiyonu SPE:Kat1 Faz Ekstraksiyonu SPME:Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyon

ACN :Asetonitril

MeOH:Metanol

THF:Tetraidrofuran TEA:Trietilamin
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Yontem Madde Matriks Reaks ort/1s1 bK;);Sn/MOb” faz/Dalga Referans
CE-UV: Amino asitler Carkifelek  Borat UV:265 151
kapiler meyve sular1 (pH 9.4)
elektroforez
HPLC/MS/MS Amino asitler Arabidopsis Fosfat (pH6) Cis 152
thaliana Oda sicakligt
bitkisi
HPLC/MS/MS Fito hormonlar ~ Arabidopsis Sodyum borat RPig 153
1-aminosiklo thaliana (pH 7.9)
propan-1- bitkisi
karboksilik asit
LC-MS/MS Topiramat flag Borat (pH 7.8), ODS, 154
70°C Fosfat(pH2,3)-
ACN(48:52, h/h)
HPLC-MS/MS Glyphosat Toprak Tetraborat Cis 155
AMPA tamponu A:99% NH4AC-
Oda sicakligi ~ 1%ACN
15 saat B:1%NH4Ac-99% ACN
CE/MSIMS I- ve d-karnitin Karbobat DAD:254
156
pH 10.4,
45°C’de 60 dak
HPLC/ESI-MS Nikotinamid Piring, Cis 157
0.1-5mg/L
CE-ESI MS Glikoproteinlerin  Monoklonal Fosfat (pH 8.5) 158
antikorlar
LC/APCI/MS Aminler Atik su %30ACN Cs
) 159
(formik
asit iceren)
HPLC-MS-MS  Alifatik aminler  Atik su Borat (pH9) Cis 160
Toprak A:Asetik asit (pH3.7)

B: ACN
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarin’da 2019 yilinda gerceklestirilmistir.
3.1 Kimyasal Maddeler, Coztictler ve Cozeltiler
3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Cozuculer

Calismada asagidaki kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler kullanilmagtir:
PRE (Abdi ibrahim, Istanbul, Tiirkiye)
ALYSE 150 mg kapstil (Abdi ibrahim,Istanbul, Tiirkiye)
Gabapentin (Abdi ibrahim,Istanbul, Tirkiye)
FMOC (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Almanya)
Borik asit (analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Potasyum kloriir (analitik saflikta) (Labor Kimya, Turkiye)
Sodyum hidroksit (analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Potasyum hidrojen fosfat (analitik saflikta) (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Almanya)

Potasyum dihidrojen fosfat (analitik saflikta) (Merck, E.Merck, Darmstadt, Almanya)
Glisin (analitik saflikta) (Merck, Merck KGaA 64271 Darmstadt, Almanya)
Asetonitril (HPLC saflikta ) (Merck,Merck KGaA 64271 Darmstadt, Almanya)
Trietilamin (HPLC saflikta) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Almanya)

Ortofosforik asit (%85 ag/ag) (analitik saflikta),

Ultra saf su (HPLC saflikta )
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3.1.2. Cozeltiler
1 .PRE Cozeltileri
Stok ¢ozelti:

10 mg pregabalin tartildi, 10 mL’lik balonjojede distile su ile ¢ozilerek hacmine
tamamland1 (1 mg/mL).

Stok ¢Ozeltinin su ile seyreltilmesi sonucu hazirlanan standart ¢ozeltiler:

Analiz  kosullarin  belirlenmesi  ve 0l¢li  egrilerinin  hazirlanmasinda
konsantrasyonu 250 pug/mL ve 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5 ug/mL olan standart ¢ozeltiler
kullanilda.

2. FMOC Cozeltileri

Reaksiyonunun kosullarini belirlenmesinde, 6l¢ii egrilerinin olusturulmasinda,
kapsul ¢ozeltisinde yapilan analizlerde giinliik olarak asetonitril ile hazirlanmis FMOC
¢ozeltisi kullanildi. 3 mg FMOC tartildi, 10 mL lik balonjojede asetonitril ile ¢ozllerek
hacmine tamamlandi (300 pg/mL ).

3. Gabapentin Cozeltisi

Olgii egrilerin olusturulmasinda ve kapsll ¢ozeltisi ile yapilan analizlerde
gabapentinin suda ¢6zindirilmesi ile hazirlanmig 80 pg/mL konsantrasyonundaki ¢ozel

tiler kullanildi.
4.Borat tamponu Cozeltisi

pH 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0 olan 0,1 N tampon ¢dzeltileri hazirlamak i¢in 0,062 g
borik asit ve 0,075 g potasyum Kloriir 5 mL suda ¢6zundarildi, gerekli miktarda 0,1 M
NaOH ilavesi ile ¢oOzeltinin pH’s1 istenen degere getirildi ve hacmi 10 mL’ye

tamamlandi.
5. Glisin Cozeltisi

100 mg glisin tartildi, 10 mL lik balonjojede distile su ile ¢oziilerek hacmine
tamamlandi (10 mg/mL).

6. 0.1 M NaOH Cozeltisi

4 g NaOH tartildi, 1000 mL balonjojede kaynatilmig sogultulmus distile su ile

hacmine tamamlandi.
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7.Potasyum Fosfat Tampon cozeltileri

pH 3,9 olan 0,02 M tampon c¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1.360 g potasyum
dihidrojenfosfat ve 0.348 g dipotasyum fosfat tartildi, sirasiyla 500 mL ve 100 mL
balonjojede distile su ile ¢oziilerek hacmine tamamlandi. Gerekli miktarda o-HsPOa

ilavesi ile ¢Ozeltinin pH s1 istenen degere getirildi.
8.Mobil Faz Cozeltisi

Mobil faz olarak 0,02 M potasyum fosfat tamponu (pH 3,9) ve asetonitril (70:30,
h/h) karisimina trietilamin 1ml/L ilave edilerek kullanildi.

3.2. Aletler ve Diger Gerecler
1.HPLC aleti ( Shimadzu LC-20AT)
LC 20 AT Pompa
RF-10AXL Fluorimetrik detektor
DGU-20As Gaz giderme Unitesi
SIL-20 AC Otomatik 6rnekleyici
Analitik kolon (C18, 5um, 250 x 4,6 mm 1.D. Luna)
CTO-10AS vp Kolon firini
SPD-M20A Diyot array dedektor
2.UV lamba
3.Ultra saf su cihazt (PURELAB Option)
4. pH metre (Seven Excellence)
5. Vorteks Mikser (Velp Scientifica)
6. Su banyosu (ULTRASONIC LC 30 H)
7.Terazir (DENVER INSTRUMENT)
8.0tomatik pipetler (Eppendorf 100-1000 pL ve 10-100 pL)
9.Vida kapakli, yuvarlak tabanli cam tiipler (12 cm)
10. Balonjojeler (isolab 5, 10, 100 ve 1000 mL)

11. Dereceli ve transfer pipetler (solab)
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12. Enjektor (Hamilton, diiz uglu, 25 uL).
13. ETUV (Heraeus)
14 Stizgec kagitlari(Mavi bantli)
15.Yazilimlar
MS Office Word Programi
MS Office Excel Programi
3.3. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile Tlgili Calismalar
3.3.1. Turevlendirme i¢in Reaksiyon Kosullarimn incelenmesi

Yapilan literatiir aragtirmalarinda alifatik amin grubu maddeleri ile FMOC
arasindaki reaksiyonun 1sitilarak, alkali ortamda, belli miktrardaki su asetonitril
oraninda yiiridiagu, reaksiyonun bitirilmesi icin bir ekstraksiyon islemi ya da aminoasit
¢ozeltisi kullanildigr goriilmiistiir. Bu arastirmalardan yola ¢ikarak FMOC ile PRE’nin
arasindaki reaksiyonun kantitatif olarak hangi sartlarda ilerledigini belirlemek amaciyla

yapilan denemeler asagida belirtilmistir.
3.3.1.1. FMOC Miktarmn belirlenmesi

Konsantrasyonu 50 pg/mL olan PRE ¢o6zeltisinden 100°er pL kapakli cam
tiiplere alindi. Uzerlerine 100 uL’er 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 pg/mL
olan FMOC cozeltisinden, 25 ul’er pH 7 potasyum fosfat tamponu ve 450 pL
asetonitril ilave edildi ve yaklasik 30 sn girdap karistiricida karistirildikdan sonra 60°C
de 10 dakika 1sitildi, sogulduktan sonra Uzerine 10’er uL. 4 mg/mL glisin ,315’er puL
mobil faz tamponu olan 20 mM potasyum fosfat eklendi ve karistirildi. 5’er dakika
sonunda her bir karistmin 25 ul> si HPLC sistemine enjekte edilerek analiz edildi.

Bulunan sonuclar B6liim 4.1.1.1. de verilmistir.
3.3.1.2.pH

Konsantrasyonu 50 pl/ml olan PRE ¢ozeltisinden 100°er pl. kapakli cam
tiiplere alindi. Uzerlerine 100°er uL 300 pug/mL olan FMOC ¢ozeltisinden 25 pL’er pH
7, 8,9, 10 olan potasyum posfat tamponu ve/veya borat tamponu ¢ozeltilerinden ve 450
uL asetonitril ilave edildi ve yaklasik 30 sn girdap karistiricida karistirlldikdan sonra
60°C de 10 dakika 1sitildi soguldukta sonra tizerine 10 puL’er 10 mg/mL glisin, 315 pL
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mobil faz tamponu olan 20 mM potasyum fosfat eklendi ve karistirldi. 5’er dakika
sonunda her bir karistmin 25 pL’si HPLC sistemine enjekte edilerek analiz edildi.

Bulunan sonuclar Bolum 4.1.1.2. de verilmistir.
3.3.1.3. Sicakhik

Konsantrasyonu 50 pg/ml PRE c¢ozeltisinden 100’er plL kapakli cam tiiplere
alind1. Uzerlerine 100’er pL 300 pg/ml olan FMOC ¢bozeltisinden 25’er uL pH 9 olan
0,1 N borat tamponu ve 450 uL asetonitril ilave edildi ve yaklasik 30 sn girdap
karistiricida  karistirildikdan sonra 30, 40, 50, 60, 70 °C de 10 dakika 1sitildi,
sogutulduktan sonra tizerine 10 puL’er 10 mg/mL glisin, 325 pL. mobil faz tamponu olan
20 mM potasyum fosfat ¢Ozeltisi eklendi ve karistirildi. 5’er dakika sonunda her bir
karisimin 25 pl’si HPLC sistemine enjekte edilerek analiz edildi. Bulunan sonuglar

Boliim 4.1.1.3. de verilmistir.
3.3.1.4.Reaksiyon Suresi

Konsantrasyonu 50 pg/ml PRE ¢ozeltisinden 100°er pL kapakli cam tiiplere
alind1. Uzerlerine 100’er pL 300 pug/ml olan FMOC ¢ozeltisinden 25’er pL pH 9 olan
0,1 N borat tampon ve 450 uL asetonitril ilave edildi ve yaklasik 30 sn girdap
karistiricida karistirildikdan sonra 60°C de 0, 5, 10, 15, 20 dakika 1sitildi, sogutulduktan
sonra (zerine 10’ar uL 10 mg/ml glisin ve 325 pL mobil faz tamponu olan 20 mM
potasyum fosfat ¢ozeltisi eklendi ve karistirildi. 5’er dakika sonunda her bir karisimin
25 uL’si HPLC sistemine enjekte edilerek analiz edildi. Bulunan sonuclar Bolim

4.1.1.4. de verilmistir.
3.3.1.5.Glisin Miktar1

Konsantrasyonu 50 pg/ml PRE c¢ozeltisinden 100°er pL. kapakli cam tiiplere
alind1. Uzerlerine 100’er pL 300 pg/ml olan FMOC ¢dzeltisinden 25’er uL pH 9 olan
0,1 N borat tampon ve 450 pL asetonitril ilave edildi ve yaklasik 30 sn girdap
karistiricida karistirildikdan sonra 60 °C de 5 dakika 1sitildi, sogutulduktan sonra
uzerine 5,10, 20, 30, 40 uL, 10 mg/ml glisin ¢Ozeltisi ve toplam hacim 1 mL olacak
sekilde mobil faz tamponu olan 20 mM potasyum fosfat karisimi eklendi ve karistirildi.
5’er dakika sonunda her bir karigtimin 25 pL” si HPLC aletine enjekte edilerek analiz

edildi. Bulunan sonuclar Boliim 4.1.1.5. de verilmistir.
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3.3.1.6.Asetonitril Su Orani

Konsantrasyonu 50 pg/ml PRE ¢ozeltisinden 100’er pL kapakli cam tiiplere
alind1. Uzerlerine 100’er pL, 300 pg/ml olan FMOC ¢ozeltisinden 25’er pL 0,1 N borat
tamponu pH 9 ¢ozeltisi ve her birine asetonitril su oran1 1, 2, 3, 4, 5 Kat olacak sekilde
degisen hacimlerde asetonitril ilave edildi ve yaklasik 30 sn girdap karistiricida
karistirildikdan sonra 60 °C de 5 dakika 1sitildi, sogutulduktan sonra Gzerine 10 uL
glisin cozeltisi (10 mg/ml) ve toplam hacim 1 mL olacak sekilde mobil faz tamponu
olan 20 mM potasyum fosfat karisimi eklendi ve karistirildi. 5’er dakika sonunda her bir
karisimin 25 pl’ si HPLC sistemine enjekte edilerek analiz edildi. Bulunan sonuglar

Boliim 4.1.1.6. de verilmistir.
3.3.1.7. Turevin Stabilitesi

Konsantrasyonu 50 pug/ml PRE c¢ozeltisinden 100° er uLL kapakli cam tiiplere
alind1. Uzerlerine 100’er uL, 300 pg/ml olan FMOC ¢dzeltisinden 25’er uL 0,1 N borat
tamponu pH 9 cozeltisi, 400 pL acetonitril ilave edilerek ¢ozelti 30 saniye girdap
karistiricida karistirildi. Su banyosunda 60 °C’de 5 dakika stre ile 1sitildiktan sonra 10
uL 10 mg/ml lik glisin ¢ozeltisi ve 365 uL mobil faz tamponu olan 20 mM potasyum
fosfat cozetisi ilave edildi. 15 saniye girdap karistiricida karistirilmasimi takiben 5
dakika bekletildi. Olusan tirevler oda sicakliginda ve karanlikta 12 ve 24 saat
bekletildikten sonra HPLC aletine enjekte edilerek analiz edildi. Her bir karisimin 25
ulL’si 1.0 mL/dak. akis hizindaki 25 °C deki C1g kolona uygulandi. Elde edilen sonuclar

Boliim 4.1.1.7. da verilmistir.
3.3.2. Pregabalin’in TUrevlerinin HPLC ile Analizi
3.3.2.1. Dedektor Dalga Boylar: Secimi

FMOC tirevlerinin HPLC ile yapilan literatiir ¢alismalarida dikkate alinarak,

eksitasyon dalga boyu 260 nm, emisyon dalga boyu 315 nm olarak belirlendi.
3.3.2.2. Hareketli Faz , Akis Hizi,Kolon Sicakhig

Cis, 5 pm partikiil ¢apli kolonlarda ¢esitli oranlarda asetonitril-10mM orto
fosfarik asit (pH 2,4), metanol-50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 3,9), asetonitril-50
mM potasyum fosfat tamponu (pH 3,9) ve asetonitril-20 mM potasyum fosfat tampon
(pH 3,9; 3,8; 4,0) karisimli mobil fazlar izokratik olarak 1,0 mL/dak ve 1,5 mL/dak akis

hizlarinda 25°C deki kolon sicakliginda denedi. Daha sonra mobil faz belirlendikten
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sonra 23°C, 25°C ve 27°C de kolon sicaklig1 ¢alismasi yapildi. Analizin mobil fazi ve
akis hiz1 belirlendi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.1.2.1.yer almaktadir.

3.3.2.3.I¢ Standart Secimi

Turevlendirme gibi benzeri 6n islemlerden ve enjeksiyonlardan gelebilecek
hatalar1 azaltmak amaciyla memantin ve gabapentin ilag maddelerinin yontemimizde IS
olarak kullanilip kullanilamayacagi arastirildi. Bu iki madde PRE igin belirlenmis
reaksiyon kosullarinda ayr1 ayri FMOC ile tiirevlendirilmeye calisildi. Reaksiyon
karisimlar, PRE-FMOC tirevine ait Bolum 4.1.2.1.de belirlenen kromatografi
kosullarinda HPLC ile analiz edildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.2.2. de verilmistir.

3.4.HPLC Yonteminin Validasyonu

Yontem validasyonu, metodun ilgili performans kriterlerine uygunlugunun
saptanmasi i¢in metot parametrelerinin belirlenip incelendigi bir gecgerlilik ¢alismasidir.
[161].

[lag uygulamalar1 igin Uluslararas1 Harmonizasyon Konferans1 (ICH,
International Conference Harmonization Q2(R1) kilavuza gore validasyon yapildi

[162].
3.4.1.Segicilik

Bir analitik yontemin segiciligi beklenen fiziksel ve kimyasal girisimler veya
engelleyiciler varliginda sadece amaglanan bilesen veya bilesenleri dogru sekilde

Olgebilme yetenegidir[162].

Yontemin seg¢iliginin tayini amaciyla madde icermeyen reaksiyon ¢ozeltisinden
kapsuldeki yardimci maddelerden ve hareketli fazdan gelebilebilecek bir girisim olup

olmadig1 incelendi. Sonuglar Bolim 4.2.1°de gosterilmistir.
3.4.2. Dogrusallik ( Sulu Cézeltide Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi)

Dogrusallik araligi, gelistirilen yontemin kabul edilebilir duyarlilik,

tekrarlanabilirlik sonuglar verdigi konstrasyon araligidir [162].

Dogrusallik ¢aligmalarinda seyreltmeler ile azalan konsantrasyonlarda dedektor
cevabinin dogrusal olmasi istendiginden maddenin degisen konsantrasyonlari ile elde
edilen verilerden olusan egrinin regresyon analizi yapildi. Korelasyon katsayisi, y

(ordinat)-kesim noktasi, egrinin egimi hesaplanarak egri denklemi elde edildi. Analitik
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caligmalarda minimum 5 noktadan dogrusalligin gosterilmesi ve korelasyon katsayisinin

0.99 dan blytiik olmasi istenir[161].

Stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5 pg/ml
konstrasyondaki cozeltilerden her birinden 100’er uL kapakli cam tiiplere alinir ve
iizerlerine 50 pL’er 80 pg/ml IS ¢ozeltisinden 100 pl’er 300 ug/ml FMOC ¢ézeltisi, 25
uL’er 0,1N pH 9 borat tamponu, 600 pL acetonitril ilave edilerek ¢Ozelti 30 saniye
girdap karstiricida karistirthir. Su banyosunda 60 °C’de 5 dakika slre ile 1sitildi.
Sogutulduktan sonra 10 uL. 10 mg/ml glisin ¢ozeltisi ve mobil faz tamponu olan 20
mM potasyum fosfat ¢Ozetisi ilave edildi. 15 saniye girdap karistiricida karistirilmasini
takiben 5 dakika bekletildi. Her bir karigtmin 25 pl’si 1.0 mL/dak. akis hizindaki 25 °C
deki Cis kolona uygulandi.

Asetonitril/20 mM potasyum fosfat tamponu (pH 3.9)-1mL/L trietilamin mobil
faz sistemi ile izokratik elisyon yapilan analizlerde fluorimetrik dedektorle 260 nm
eksitasyon, 315 nm emisyon dalga boylarinda belirlenen piklerin alanlar1 6lgiildii. Her
konsatrasyon i¢in 5 kez galisilarak bulunan PRE-FMOC pik alanlari, 1S-FMOC pik
alanlarina oranlandi. Ortalama pik alan oranlari degerlerine karsilik konsantrasyon
degerleri arasinda 6l¢ii egrileri hazirlandi. Olgii egrilerinin regresyon analizlerine ait

sonuclar Bolum 4.2.2°de bildirilmistir.
3.4.3 .Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, yontem ile elde edilen analiz sonuglarinin
gergek degerlere olan yakinligidir. Dogrusal aralik iginde yer alan 3 farkli
konsantrasyonun dogrulugu tekrarli analiz yapilarak belirlenmeli ve % geri kazanim

bagil ortalam hata olarak verilmelidir[162].

Geligtirilen yontemin dogrulugunu saptamak i¢in standart katma yOntemi
uygulandi. Gelistirilen yontemin dogruluk c¢aligmasi icin ¢ozeltiye 10, 20 ve 30
ug/mP’lik - konstrasyonlarinda hazirlanan pregabalin 100 uL ve 1,5pg/10uL’lik
konsantrasyonda hazirlana kapstldeki ¢ozeltisi katilmasiyla yapildi. Elde edilen alan
degerleri 6l¢l egrisi denkleminde yerine konularak konstrasyon degerleri bulundu. Bu
konstrasyonlar1 teorik konstrasyonlara bolimi sonucu ortaya ¢ikan yiizde geri

kazanimlar asagidaki denkleme goére hesaplandi ve sonuglar Bolim 4.2.3’de bildirildi.

% GERIKAZANIM =Bulunan kons./Eklene kons*100
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GERI kazanim sonuglarmi ortalama, standart sapma ve bagil standart sapma

degerleri hesaplandi.
3.4.4.Giin i¢i ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Bir analitik yontemin kesinligi 6l¢iim sonuglariin birbirlerine yakinligini olarak

ifade edilir [162].

Ug fakli konstrasyonda (1, 2, 3 ug/mL ) pregabalin ¢dzeltileri alind1 ve boliim
3.4.2°de anlatildig1 gibi caligidi. Analizler ayni1 giin ve 3 farkli giinde yapildi. Her bir
ornek icin en az 3 kez ¢alisildi. Sonuglar Bolim 4.2.4’de bildirildi.

3.4.5. Tayin sinir1 (LOQ) ve Gozlenebilme sinir1 (LOD)

Bir analitik yontemin gozlenebilme sinir1 (LOD), analiz yapilan Ornegin
belirdigi fakat kantitatif sinirlar icerisine girmeyen en diisiik derisimdir. Tayin sinir1 ise
analizi yapilan 6rnegin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin tayin
edilebilecegi dogrusallik simnirlart igerisine giren veya dogrusalligin en alt derisimini
olusturan diizeyidir. LOD ve LOQ degerleri dogrudan veya hesapla bulunabilir.
Dogrudan sinyal/giiriiltii oranlari sirasiyla 3:1 ve 10:1 olacak sekilde belirlenebilir veya
asagidaki formiillerle hesaplabilir. Bu tez ¢alismasinda asagidaki formiillerle hesaplanan

sonuclar Bolum 4.2.5’te bildirildi.
LOD =3 x SD/M
LOQ =10 x SD/M
SD: Olcii egrisindeki kesim noktalarinin standart sapmasi
M: Egimlerin ortalamasi
3.5.Kapstlerde PRE Miktari Tayini
3.5.1. HPLC Yontemi

10 adet ALYSE® kapsil 150 mg tek tek tartildi. 1 kapsiil agirligina denk
gelecek toz karistm 100 mL'lik bir balonjojeye aktarildi ve su ile hacmine tamamlandi,
30 dakika ultrasonik banyoda tutuldu. Sonra mavi bantl siizge¢ kagidindan siizildu. Bu
¢ozeltinin bir kismi 0.45 um lik filtreden stzildi. Bu ¢ozeltiden 250 pl alindi ve suyla
10 mL'ye seyreltildi. Bu ¢ozeltinin 100 pL si ile Bolim 3.4.2. de anlatildigi gibi
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calisildi. Kapsillerdeki PRE miktart daha onceden hazirlanan 6l¢ii egrisine ait dogru

denkleminden hesaplandi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.3.e verilmistir.
3.5.2. Kiyas Yontemi

Kiyas yontemi olarak ‘Indian Pharmacopea 2010’ dan alinan HPLC ydntemi
kullanildi. Kiyas yonteminde de yukaridaki yontemde adi gecen HPLC cihazi kullanildi.
Yonteme ait kromatografik kosullar1 asagidaki gibidir:

Kolon - Luna C18 (250 mm x 4.6 mm X 5 pum)

Mobil faz : Potasyum dihidrojen fosfat (pH 6)/ Metanol/ Asetonitril (92:5:3, h/h/h)
Akis hizi : 1 ml/dak

Dedektor dalga boyu : 205 nm

Yukaridaki kosullarda 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0 ve 60.0 pg/mL
dogrusallik konsantrasyonlarinda n= 5 olacak sekilde enjeksiyonlar yapildi. Elde edilen
alanlardan dogru denklemi y= 1.252 C +0.033 olarak hesaplandi. Yukarida elde edilen
kapsiil tozu kullanilarak elde edilen c¢ozeltilerin sisteme enjeksiyonundan elde edilen
alanlar dogru denkleminde yerine konarak tablet miktar tayini hesaplandi. Elde edilen

sonuclar Bolum 4.3.de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ile ilgili Calismalar
4.1.1. PRE ile FMOC Arasindaki Reaksiyon Kosullarinin incelenmesi

PRE-FMOC tiirevinin olusumu {izerine, reaksiyon suresi, sicaklik, asetonitril-su
orani, belirtec miktari, pH ve ilave edilen glisin miktar1 gibi parametrelerin etkisi

incelendi. PRE ile FMOC arasindaki reaksiyon Sekil 4.1 de gortlmektedir.

H
N\
v~ Neoow / O 8 K
oS = 0 ’ CH0CNH N cooH

— |
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CHy | CHs

Sekil 4.1: PRE ile FMOC arasindaki reaksiyon

4.1.1.1. FMOC Konsantrasyonunun belirlenmesi

PRE-FMOC tiirevinin kantitatif olarak olugsmasi1 i¢in en uygun FMOC
konstrasyon miktarini belirlemek amaci ile Bolim 3.3.1.1.de anlatildigi gibi ¢alisildi.
Olusan tiirevlere ait pik alanlarinin, 400-25 pg/mL arasindaki FMOC konstrasyonuna
kars1 gosterdigi degisim Tablo 4.1 ve Sekil 4.2 de goriilmektedir. Bu sonuglara gore 300
ug/mL FMOC ¢ozeltisinden 100 uL ilave edildiginde (30 ug) en iyi sonuglara ulasildigi
saptanmistir.

Tablo 4.1:FMOC konstrasyonuna gore trevin pik alam degisimi

FMOC

35 30 25 20 15 10 5 2,5
(ng/mL)

Al 10.161.854 10.380.047 10.477.143 9.800.043 8.755.421 7.653.896 5.773.382 2.920.125 1.367.576
an1
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Sekil 4.2: PRE-FMOC tiirevinin olusumu iizerine belirte¢c miktarinin etkisi

4.1.1.2.pH

PRE ile FMOC arasindaki reaksiyonun en iyi hangi pH degerinde yiiriidiigiinii
belirlemek amaciyla pH 7-10 arasinda hazirlanmis bir seri tampon ¢6zelti ile Boliim
3.3.1.2.de anlatildig1 gibi calisildi. Yapilan denemeler sonucunda reaksiyonda en
yiksek verimin pH 9 da elde edildigi goriildii. Sonucglar Tablo 4.2 ve Sekil 4.3 de

gosterilmistir.

Tablo 4.2: Cesitli pH’larda olusan PRE-FMOC tiirevlerinin pik alanlar:

pH 7 8 9 10

Pik Alam 12.108.225 12.674.545 13.220.331 6.320.029
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6000000
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Sekil 4.3: PRE-FMOC tiirevinin olusumu iizerine pH nin etKisi

4.1.1.3. Sicakhk

PRE-FMOC tirevinin kantitatif olarak olusmasi i¢in en uygun sicakligi
saptamak amaciyla 30, 40, 50 , 60 ve 70°C sicakliklarda Bolim 3.3.1.3. de anlatildigi
gibi c¢alisildi. Yapilan denemeler sonucunda reaksiyonun en iyi 60°C de ydridigu

saptandi. Sonuglar Tablo 4.3 ve Sekil 4.4 de gosterilmistir.

Tablo 4.3: PRE-FMOC turevlerinin cesitli sicakhklardaki pik alanlari

Sicaklik(°C) 30 40 50 60 70

Pik Alam 11.433.639 11.734.409 12.095.828 12.359.360
12.047.357
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Sekil 4.4: PRE-FMOC tiirevinin olusumu iizerine sicakhigr’nin etkisi

4.1.1.4. Reaksiyon suresi

PRE-FMOC tiirevinin kantitatif olarak olusmasi i¢in en uygun reaksiyon
siresini saptamak amaciyla 60 °C de 0, 5, 10, 15 ve 20 dakika bekleme sureleri ile
Boliim 3.3.1.4.de anlatildigi gibi ¢alisildi. Olusan tiirevlere ait pik alanlarinin, reaksiyon
siresine karsi gosterdigi degisim izlendi. En iyi reaksiyon veriminin 5 dakikada elde

edildigi goriildi. Sonuglar Tablo 4.4 ve Sekil 4.5 de gosterilmistir.

Tablo 4.4:PRE-FMOC tiirevlerinin ¢esitli siirelerde pik alanlari

Reaksiyon
siresi(dak.) 0 5 10 15 20

Pik alani
13.011.487 13.099.556 13.025.327 13.047.127 12.877.171
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Sekil 4.5: PRE-FMOC tiirevinin olusumu iizerine surenin etkisi

4.1.1.5. Glisin Miktari

Realsiyonun Bolim 3.3.1.5. de anlatildign gibi yiratilmesinin ardindan 10
mg/mL glisin ¢ozeltisinden 5,10, 20, 30, 40 uL’lik hacimler ilave edildi ve 30 saniye
girdap karistiricida karistirildi. 1 dakika beklemenin ardindan tiirevler HPLC sistemine
enjekte edildi. Alinan sonuglar incelendiginde reaksiyonun en iyi 10 pl (100 ug) glisin
ilavesi ile yiirtidiigii saptandi. Sonuglar Tablo 4.5 ve Sekil 4.6 de gosterilmistir.

Tablo 4.5: Degisik glisin miktarlarindan olusan PRE-FMOC tlrevlerine ait pik

alanlan

Glisin
Miktar1 50 100 200 300 400
(ng)

Pik Alam  13.001.896 13.037.269,5 12.938.958,5 12.867.665 12.785.942,5
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Sekil 4.6:PRE-FMOC tiirevinin olusumu iizerine glisin miktarimin etkisi

4.1.1.6. Asetonitril Su Oram

PRE ile FMOC arasindaki reaksiyonun en iyi sekilde yiurimesi icin gerekli
asetonitril su oranin1 belirlemek amaciyla oran 1, 2, 3, 4, 5 olacak sekilde Bolim
3.3.1.6. da anlatildig1 gibi ¢alisildi. Tablo 4.6 de degisik oranlardaki tiirevlerin pik
alanlari, Sekil 4.7 de ise bu veriler sonucu olusturulmus grafik goriilmektedir. Veri

sonuclaria gore optimum asetonitril su oraninin 4 oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.6: Degisik asetonitril su oranlarinda olusan PRE-FMOC tlrevlerine ait

pik alanlari

Asetonitril/su 1 2 3 4 5

Pik alani 12.449.610 12.734.877 12.957.645 13.113.144 12.417.212
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Sekil 4.7: PRE-FMOC tiirevinin olusumu iizerine asetonitril/su oranmnn etkisi

4.1.1.7. Turevin Stabilitesi

PRE-FMOC tiirevinin dayanikliligini  incelemek i¢in Bolum 3.3.1.7°da
anlatildigr gibi calisildi. Oda sicakliginda ve karanlikta belirli araliklarda bekletilen
tlrevlere ait pik alanlar1 Tablo 4.7 de verilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde
tlrevin oda sicakliginda karanlikda ve +4°C’de karanlikda 24 saat boyunca dayanikli

kaldig1 belirlenmistir.

Tablo 4.7:0da sicakhginda ve karanlhikda bekletilen PRE-FMOC tirevinin

stabilitesi
Pik Alan1
Sure(saat) Baslangig¢ 12 saat sonra 24 saat sonra
Oda sicakliginda/Giin 1s18inda 13.212.330 12.781.496 12.527.145
Oda sicakhiginda/Karanlikda 13.209.831 13.148.498 13.103.617

+4°C’de /Karanlikda 13.210.581 13.209.941 13.207.697




44

4.1.2. PRE’nin HPLC ile Analizi

PRE’nin FMOC ile olusturdugu tirevin HPLC ile analizini gergeklestirebilmek
amaciyla kolon, dedekt6r dalga boylari, hareketli faz sistemi, akis hiz1 ve kolon sicakligi
gibi kromatografik parametreler belirlendi. Sonra bulunan optimum reaksiyon
kosullarinda ¢alisilarak IS madde analiz yapildi. YOntemin validasyonu yapildi ve
gelistirilen yontem maddenin kapsullerdeki analizlerine uygulandi. Elde edilen sonuglar

bu bolimde verilmistir.

4.1.2.1 Kromatografi Kosullarinin Belirlenmesi

5 um partikil ¢apli 250 mm uzunlugunda, 4,60 mm i¢ capli bir Cig kolonda
cesitli oranlarda asetonitril-10 Mm orto-fosforik asit (pH 2,4), asetonitril-50 mM
potasyum fostat tamponu (pH 3,9), metanol-50 mM potasyum fostat tamponu (pH 3,9),
asetonitril-20 mM potasyum fostat tamponu (pH 3,9) karisimlari izokratik kullanilarak
denenmistir. Bu denemeler sonucunda en iyi ayrilmanin oda sicakliginda izokratik
elisyon 70:30 h/h oraninda mobil faz olarak asetonitril-20 mM potasyum fostat
tamponu (pH 3,9) kullanilmasiyla 1 mL/dak akis hizinda gergeklestigi saptanmustir.

Tiirevin retansiyon zamani 8,4’dak dir.

4.1.2.2. i¢ Standart Secimi

PRE-FMOC tirevinin gerek sulu ¢ozeltide gerekse kapsul tayini icin en uygun
i¢c standardi belirlemek {izere 3.3.2.3.de adi gegen maddelerle denemeler yapildi.
Gabapentin disindaki maddeler tiirev olusturmasina ragmen PRE tiirevi i¢in gelistirilen
kromatografi kosullarinda diisiik ayirma faktor degerleri gosterdigi gozlendi. Sonug
olarak en uygun IS olarak alikonma zamam 9,7 dakika olan gabapentin (Sekil 4.8)

secildi.

H-oN
OH

Sekil 4.8: Gabapentin’in molekiil yapisi
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4.2.Y6ntem Validasyonu
4.2.1. Segicilik

Yontemin segiciligi i¢in yapilan madde igermeyen reaksiyon karisimi ve mobil
faz enjeksiyonundan Sekil 4.9 ve 4.10’daki gibi kromatogramlar elde edildi.

mv
1000 Det A Ch1

750
500
250

0

0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 17.5 20.0
min

Sekil 4.9:Madde icermeyen reaksiyon karisinm enjeksiyonuna ait  bir

kromatogram
mv
2000 Detector AEx:260nm Em:315nm
2000+
1000
0 T T T T | T \llr T T | T \llJ T T | T T T T | T T T T | T T T T
0.0 25 50 75 10.0 125 min

Sekil 4.10: Mobil faz enjeksiyonuna ait bir kromatogram

Ayrica pik safligina da bakildi ve girisim olmadigi gérldu.

4.2.2.Dogrusallik (Sulu Cozeltide Hazirlanan Olg¢ii Egrisinin Regresyon Analizi)
0,5-6 pg/mLkonsantrasyon araliginda 7 farkli konsantrasyondaki standart

cozeltiler Bolim 3.4.2. de anlatildigi gibi ¢alisildi. Her konsantrasyona karsi elde edilen

ortalama pik alan orani degerleri yardimiyla 0.5-6 pg/mL aralifinda Sekil 4.9 da

goriilen 6l¢ii egrisi cizildi. Pik alan oranlari ortalamalar1 (A), standart sapma (s) ve bagil
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standart sapma (RSD) degerleri ve en kiguk kareler yontemi kullanilarak alan orani
degerlerinden hesaplanan ortalama dogru denklemi, A = mC + b [m = egim, b = kesim
noktasi, C = konsantrasyon] ve ortalama korelasyon katsayisi (r) Tablo 4.6 da
verilmistir. Tablo 4.7 de ise 5 kez ¢alisma sonucu elde edilen her bir 6l¢ii egrisinin

regresyon analizine ait parametreler yer almaktadir.

Tablo 4.8: PRE’nin 0.5-6 ug/mL Kkonsantrasyon arahginda sulu c¢ozeltide

hazirlanan 6l¢ii egrilerine ait pik alan oranlar1 degerleri ve istatistik verileri

NO 1 2 3 4 5 6 7
C

0.5 1 2 3 4 5 6
(ng/mL)

AJ/IS  0,142699 0,286241 0,525085  0,816807 1,083543 1,315693 1,55453
A2/IS  0,143838 0,287131 0,529641 0,816837 1,083417 1,316548 1,554991
As/IS  0,144718 0,294595 0,53268 0,822656 1,08955 1,319683 1,558782
AJ1S  0,144165 0,293626 0,531074  0,82218 1,089189 1,318619 1,557907
As/IS  0,142098 0,285222 0,525011 0,816621 1,082805 1,312605 1,5435807
A/lSort 0,143504  0,289363 0,528698  0,81902 1,085701 1,31663 1,553958
s 0,001078 0,004399 0,003501 0,003107 0,003363 0,002755  0,006082
RSD(%) 0,751103 1,520402 0,662265  0,379407 0,309762 0,209254  0,391368

Ortalama alan oran (A) degerlerinde hesaplana dogru denklemi A=0,258C+0,0272
(R?=0,9989)

RSD:Bagil standar sapma  SD:Standart sapma A/IS:Pregabali alani/i¢ standart alani

Tablo 4.9:Tablo 4.8 daki ol¢ii egrilerinin regrasyon analizlerine ait parametreler

1 2 3 4 5 ortalama
m 0,2584 0,2581 0,2582 0,2582 0,257 0,0272
b 0,0242 0,0261 0,0302 0,0294 0,026 0,258
r 0,9990 0,9991 0,9989 0,9988, 0,9987 0,9989

m:Egim b:Kesim noktas1 r:regresyon katsayisi
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1,8

’

1,6 y = 0,258x + 0,0272
£44 "TReas
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Pik alanlarin oranlar
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Sekil 4.11:PRE’ nin 0.5-6 pg/mL konstrasyon arahiginda sulu ¢ozeltide hazirlanan

olcii egrisi

mV

1000 Det A Ch1

PRE

750

500 IS

250

0.0 25 5.0

~
w

10.0
min

Sekil 4.12:Dogrusalhk Kkonstrasyonlarindan 6 pg/mL pregabalin tirevine ait

kromatrogram
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mV
1000 Det A Cht

PRE s

500

250

0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0
min

Sekil 4.13:Dogrusallik konstrasyonlarindan 3 pg/mL pregabalin tiirevine ait

kromatrogram

mV
1000 Det A Ch1

750

500 IS

250
PRE
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125

min

Sekil 4.14: Dogrusallik konstrasyonlarindan 0,5 pg/mL pregabalin tiirevine ait

kromatrogram

4.2.3. Dogruluk
Ug farkli konstrasyonda PRE’nin dogruluk galismasi boliim 3.4.3.’de anlatildig
gibi ¢alisild1. Sonuglar tablo 4.10 da verilmistir.



Tablo 4.10: PRE’nin kapsul’den geri kazanim
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Alinan Ilave edilen

Konsantrasyon Konsantrasyon

(ug / mL)! (ng / mL)
1,0
1,5 2.0
3.0

Bulunan
Konsantrasyon

(pg /mL)
(Ortalamat SD?)

1,04+0,135
2,010,140

2,99+0,116

ORT : % 101.39

RSD?
(%)

0,001

0,003

0,003

Geri
Kazamm
(%)
103,93

100,66

99,57

1 Alyse® kapsiil, her her kapsilde 150 mg PRE igerir.

2SD: Standart sapma
3RSD: Relatif standart sapma

4.2.4. Giin ici ve Giinler arasi kesinlik

Ug fakli konsantrasyonda (1,2, 3 ng/mL) giin i¢i ve giinler aras1 ¢alisildi. Herbir

ornek icin 3 kez caligildi. B6lum 3..4.4 de anlatildig1 gibi ¢alisilmustr.
Tablo 4.11: PRE’nin gin ici kesinligi

1,00 2,00 3,00

1,055 2,004 3,189

1,054 2,003 3,188
Bulunan
Konstrasyon 1,032 1,972 3,185
(hg/mL) 1,036 1,972 3185

1,007 1,989 3,180

1,003 1,998 3,170
Ortalama 1,042 1,989 3,183
Standart sapma(s) 0 008 0,015 0,007
Bagilstandart

0,829 0,762 0,221

sapma(RSD)




50

Tablo 4.12: PRE’nin giinler arasi kesinligi

1.00 2,00 3,00

1,055 2,004 3,188

1,054 2,003 3,177
Bulunan
Konstrasyon 1,032 1,975 3,083
(ug/mL) 1,036 1,974 3,081

1,007 1,923 3,059

1,003 1,929 3,059
Ortalama 1,031 1,968 3,107
Standart sapma(S) 0 022 0,035 0,058
Bagil standart

2,164 1,782 1,894

sapma(RSD%)

4.2.5.Tayin simir1 (LOQ) ve Gozlenebilme sinir1 (LOD)
Yontemin LOQ ve LOD degerleri Bolim 3.1.5 de anlatildigi gibi sirasiyla
0,039 pg/mL ve 0,117 ug/mL olarak bulunmustur.

4.3.Gelistirilen Yontemin kapsillerde PRE Tayinine Uygulanmasi ve Sonuglarin

Kiyas Yontemi ile Elde Edilen Sonuglarla Karilastirilmasi

10 adet ALYSE® kapstuller 150 mg pregabalin iceren Bolim 3.5.1. de anlatildig:
gibi gelistirilen HPLC yodntemiyle analiz edildi.Bulunan sonuglar1 kiyaslamak amaciyla
kapsuller HPLC-UV yontemiyle analiz edildi. Her iki yontem ile elde edilen sonuclar
ve 6 adet tayin iizerinden hesaplanan ortalama (A), standart sapma (s), RSD ve %95

olasilik diizeyinde giiven aralig1 [A + (t.s/n)] degerleri Tablo 4.13 te verilmistir.

Gelistirilen yontem ve kiyas yontemi ile elde edilen sonuglarin ortalamalar

yoniinden karsilastirilmasi student (t) testi, standart sapmalar yoniinden karsilagtirilmasi
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ise Fischer (F) testi uygulanarak yapildi. Tablo 4.13 deki sonuglar incelendiginde
hesaplanan t- ve F- degerleri %95 olasilik diizeyi ve 6 deneme igin ilgili cetvellerde
bildirilen degerlerden daha kiiciik oldugundan gelistirilen HPLC yontemi ile kiyas
yoOntemi arasinda gerek dogruluk gerekse kesinlik bakimindan anlamli bir fark olmadigi
belirlendi.

Tablo 4.13: 150 mg PRE igeren kapsullerin analiz sonuclar1 ve sonuglarin
istatistiki olarak degerlendirilmesi

Gelistirilen HPLC Yontemi Farmakope Yontemi

n mg/tablet % mg/tablet %
1 150,71 100,47 150,96

100,64
2 149,88 101,34 152,83

101,88
3 150,99 99,92 153,83

102,55
4 151,99 98,69 148,44

98,96
5 152,01 100,66 147,66
98,44

6 148,04 101,32 155,02

103,35
A 150,60 100,40 151,45 100,97
s 0,99 1,98

RSD 0,99 1,96
Giiven Araligi 3,013 3,015
Gtiven Sinirlar 148,927-152,953 148,905-152,935
t=0,259 Ni=n,=6 tranlo=2,228
F=1,38 P=0,05 Frabio=4,28

A:Ortalama deger  s:Standar Sapma RSD:Bagil Standart Sapma
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5. TARTISMA

Pregabalin farmakoterap6tik olarak antiepileptikler grubunda yer alan bir ilag
maddesidir. Santral noral ag iginde epilepsi, , néropatik agri, anksiyete gibi durumlarda
aktivite gosteren, yeni tanimlanmis etki mekanizmasi olan bir bilesiktir. Agiz yoluyla
alinan giinliik doz yetiskinlerde 150-600 mg dir [1,8,9].

PRE doymus yapist nedeniyle yeterli 151k absorbsiyonu gdstermemektedir. Bu
nedenle bu maddenin analizlerinde yaygin olarak Kkitle dedeksiyonuna veya
tirevlendirmeye dayanan LC metodlar1 ¢ok sayida kullanilmistir. Bu calismada da,
PRE’nin farmasotik preparatlardaki tayinine olanak saglayan ve florimetrik
dedeksiyona dayanan yeni bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Yontemde ileride
yapacagimiz biyolojik sivi analizlerine de olanak saglamasi agisindan hassas bir belirtec
aranmis ve PRE’ nin tiirevlendirme c¢alismalarinda daha once kullanilmamis olan ve

hassas tlirevler olusturan FMOC belirteci tercih edilmistir.

FMOC belirtecinin bagska maddeler ile yapilan turevlendirme galismalarinda,
reaksiyonunun alkali ortamda, oda sicakliginda veya 1s1 uygulanarak yiiridigi,
ortamdaki su/organik faz oranin reaksiyonda onemli rol oynadigi, belirte¢ fazlasinin
ortamdan uzaklastirilmasi1 gerektigi ve bunun i¢in aminoasit c¢ozeltileri ilavesi veya
ekstraksiyon gibi yontemlerin kullanildig1 goériilmiistiir. Bu bilgiler 1s1ginda FMOC ve

PRE arasindaki reaksiyonun optimum kosullar1 incelenmistir.

Daha 6nce yapilan literatiir ¢alismalarinda tirev ¢ozeltisinin maksimum Aex ve
Aem dalgaboylarinin sirasiyla 260 nm ve 315 nm oldugu gozlenmis ve tiirevlerin takibibin bu

dalga boyunda yapilmasina karar verilmistir.

Sonra Cig kolonda gesitli oranlarda asetonitril-10 Mm orto-fosforik asit (pH
2,4), asetonitril-50 mM potasyum fostat tamponu (pH 3,9), metanol-50 mM potasyum
fostat tamponu (pH 3,9), asetonitril-20 mM potasyum fostat tamponu (pH 3,9)
karisimlar1 izokratik kullanilarak denenmistir. Bu denemeler sonucunda en iyi
ayrilmanin oda sicakliginda izokratik eliisyon 70:30 h/h oraninda mobil faz olarak
asetonitril-20 mM potasyum fostat tamponu (pH 3,9) kullanilmasiyla 1 mL/dak akis

hizinda gergeklestigi saptanmustir. Tiirevin retansiyon zamani 8,4’dak dur.
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Reaksiyonun en verimli sekilde yiiriidiigii pH degerini bulmak i¢in pH 7 ile 10
arasinda tampon ¢ozeltiler hazirlanmis ve bu pH larda olusturulan tiirevlerin analizleri
yapilmistir. Alinan sonuglarda pH 7 den 9 kadar pregabalin pik alanimin arttigi pH 10
da ise pregabalin pik alanin azaldig1 gozlenmistir. Olusan tiirevlerde en yuksek pik

alanina pH 9 da ulagilmsir.

Reaksiyonun en iyi yiiriidiigii sicakligi bulmak icin 30, 40, 50, 60, 70°C” lerdeki

sicakliklarda analizler yapilmis en yiiksek pik alanina 60°C ulagilmusir.

Optimum reaksiyon siresini belirlemek icin reaksiyonlara 60°C de 0, 5, 10, 15,
20 dakika bekletilerek devam edilmistir. Yapilan 6lgiim sonuglarinda alan degerlerinin
birbirine ¢ok yakin bulundugu goriilmiis ve zaman kaybini 6nlemek amaciyla 60°C de 5

dakika 1sitmanin yeterli oldugu goriilmiistiir.

Reaksiyonu durdurmak igin 10 mg/mL’de glisin ¢6zeltisinden 5, 10, 20, 30,
40’ar pL lik hacimler reaksiyon ¢ozeltisine eklenmis pik alanlarinda 6nemli Olglide

degisilik gozlenmedigi i¢in 10 mg/mL’lik ¢ozeltiden 10 pL eklemeye karar verildi.

Pregabalin molekiil yapisinda primer amin (3-aminometil) grubu bulunmaktadir.
Pregabalin ile FMOC arasindaki reaksiyonun primer amin (-NH2-) grubu (zerinden

olustugu bilinmektedir.

FMOC ve PRE arasindaki reaksiyon organik ve sulu faz orani ¢alismalarinda en

iyi sonugun organik faz/su orani 4 oldugunda elde edildigi saptanmustir.

IS madde olarak gabapentin belirlenmistir. Analiz sonuglar1 PRE-FMOC
tirevlerine ait pik alanlarmin, gabapentin-FMOC tiirevlerine ait pik alanlarina

oranlanmasi ile degerlendirilmistir.

Olgii egrisi floresans tiirevlerin izin verdigi 0,5-6 pug/mL konsantrasyon araliginda
hazirlanmigtir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda dogrusallik bozuldugu igin bu aralik
alinmistir. Konsantrasyona karsilik pik alani1 oran1 degerleri yardimiyla dogru denklemleri
calisilmis ve en kiiciik kareler yontemi uygulanarak hesaplamalar yapilmistir. Ardindan
yontemin validasyon calismalar1 tamamlanmis ve gelistirilen yontem 150 mg pregabalin
iceren kapsullerin (ALYSE®) analizine uygulanmis ve elde edilen sonuglar farmakope
yontemi ile elde edilenlerle istatistik yontemleri kullanilarak karsilastirilmustir. Iki
yontemden elde edilen sonuglarin standart sapmalar kullanilarak karsilastirilmasi

Fischer (F) testi, ortalamalar kullanilarak karsilastiriimasi Student (t) testi yardimi ile
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yapilmistir. Hesaplanan t- ve F- degerleri ilgili cetvellerde bildirilen teorik degerlerden
daha kiiciik bulunmus ve bu nedenle gelistirdigimiz yontem ve kiyas yontemi arasinda
ortalamalar ve standart sapmalar agisindan anlamli bir fark olmadigina karar verilmistir.
Bunun anlami yontemimizin dogruluk ve kesinliginin kiyaslanan farmakope yontemi

kadar iyi ve yeterli oldugudur.

Ozet olarak farmasétik preparatlarda PRE miktar tayini icin MS yontemlere gére
daha ucuz, son derece duyarl, tekrarlanabilirligi ve dogrulugu yeni bir yontem
gelistirilmistir. PRE ile FMOC arasindaki reaksiyonun kisa siirede olusmasi, on islem
icermesine ragmen dogruluk ve kesinliginin yiiksek olmasi baglica avantajlarindadir.
Gelistirilen ve valide edilen bu yontem rutin farmasotik analizlerde rahatlikla

kullanilabilecek niteliktedir.
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