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OZET

Binay, E. (2019). Rasekadotril’in Ultra Performansh Sivi Kromatografisi Yontemi ile
Tabletlerde Analizi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya
Anabilim Dal. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu tez ¢alismasinda, racecadotril’in farmasoétik preparatlarda tayini igin basit ve
secici yeni bir UPLC yontemi gelistirilmistir. Yontem ters fazli C18 kolonda;
asetonitril-su (70:30, h/h) hareketli faz1 ile 0,7 mL/dak akis hizinda rasekadotril’in
kromatografik olarak analiz edilmesi esasina dayanir. Rasekadotril i¢in en uygun dalga
boyu 220 nm olarak belirlenmistir. Rasekadotril i¢in dogrusallik araligi 5-100 pg/mL
olarak bulunmustur. Gelistirilen bu yontem rasekadotril ilag maddesinin tabletlerdeki
analizine uygulandi. Elde edilen sonuglar istatiksel olarak degerlendirildi. Gelistirilen
yontem kolay, kesin ve tekrarlanabilir olup rasekadotril’in farmasotik preparatlarinin

analizlerinde giivenle kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler :Rasekadotril, Ultra Performansli Sivi Kromotografisi, Farmasétik

Preparat Analizi, Validasyon, Bozunma Uriinleri.
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ABSTRACT

Binay, E. (2019) Determination of Racecadotril in Tablets by Ultra-Performance Liquid
Chromatographic Methods, Istanbul University, Institue of Health Science, Department
of Analytical Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

In this study, a simple and selective UPLC method for the determination of racecadotril
in pharmaceutical dosage forms has been developed. The method is in reverse phase
C18 column; based on the chromatographic analysis of racecadotril with acetonitrile-
water (70:30, v / v) mobile phase at a flow rate of 0.7 mL / min. the most suitable
wavelength for racecadotril has been determined 220nm. The linearity range for
racecadotril was found 5-100 pg / mL. This method was applied to the analysis of
racecadotril drug substance in tablets. The results were evaluated statistically. The
developed method is easy, precise and repeatable and can be used safely in racecadotril

pharmaceutical dosage forms analysis.

Keywords: Racecadotril, Ultra-performance liquid chromatography, Pharmaceutical

Dosage Form Analysis, Validation, Degredation Product.
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1. GIRIS VE AMAC

Diyare giinde ii¢ veya daha fazla (veya normal digkilama aligkanligindan daha
fazla) yumusak kivamda veya sulu digkilama olarak tanimlanir.[1] Akut gastroenterit
(AGE) diski1 kivamimnin yumusamast ve/veya sikliginin artmast (giinde 3 veya daha
fazla) olarak tanimlanir. Ates veya kusma eslik edebilir. Diyare genel olarak 7 giinden
daha kisa siirer ve 14 giinii asmaz. Iki haftadan daha kisa siiren ishal ve kusma
ataklarmin  tiimii akut gastroenterit olarak adlandirilir.[2] Kolera bakteriyel
gastroenteritler grubunda yer alan bir patojen olup Intestinal zedelenme olusturmadan
akut diyareye neden olur. Iki major somatik antijenik tipi ve iki biotipi vardir. Diyare
sekretuar tiptedir. iki {i¢ giinliik kisa inkubasyon déneminden sonra bol miktarda agrisiz
sulu diyare olur. Siv1 elektrolit kayb1 karsilanmazsa kisa siirede sok gelisir.[3] Tiorfan,
cesitli dokularda 6zellikle ince bagirsagin epitelinde bulunan hiicre membran peptidaz
enzimi enkefalinaz inhibitoriidiir. Bu enzim eksojen peptidazin sindirilmesini ve
enkefalin gibi endojen peptidazin yikimini saglar. Rasekadotril(Asetorfan), aktif
metaboliti olan tiorfana hidrolize olan bir Onilagtir. Rasekadotril enkefalinleri enzimatik
degradasyondan korur. Boylece ince bagirsaktaki enkefalinerjik sinapslarda etkisini
uzatir ve hipersekresyonu azaltir. Rasekadotril saf bir intestinal antisekretuar ilagtir.
Kolera toksini veya enflamasyon kaynakli su ve elektrolit kaybini azaltir ve bazal
sekretuar aktiviteye etki etmez. Rasekadotril intestinal ge¢isin siiresini degistirmeksizin

hizla antidiyareal etkisini gerceklestirir.[4]

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda rasekadotril’in, ultra performansli sivi
kromatografisi (UPLC) yontemi kullanilarak,yiiksek performanshi sivi kromatografi
(HPLC) ‘ye gore daha hassas, tekrarlanabilir ve daha kisa analiz siiresine sahip,
tabletlerde analizi icin yeni bir ydntem gelistirilmesi planlanmistir. Onerilen bu
yontemin ayrica validasyonu yapilacak ve rasekadotril’in farmasotik preperatlardaki

analizlerine uygulanabilirligi test edilecektir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Rasekadotril

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Sekil 2-1 Rasekadotril kimyasal formiilii

Rasekadotril kimyasal ad1 Benzyl (2RS)-2-[(acetylsulfanyl)methyl]-3-
phenylpropanoyl]amino]acetate olup kapali formiilii C;;H3NO4S dir. Molekiil agirlhigs,
385,478 gr/mol’diir. Beyaz veya hemen hemen beyaz renkte kristal bir toz olan
rasekadotril metanol ve metilen kloriir i¢erisinde serbest¢e ¢oziiniir. Erime derecesi 89
°C dir [5]. Rasekadotril’in fourier doniistimlii infrared (FT-IR) spektrumu Sekil 2-2’de

gorilmektedir.
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Sekil 2-2 Rasekadotril FT-IR spektrumu

Tablo 2-1 Rasekadotril icin FT-IR frekans degerleri verilmistir

Frekans (cm™) Grup

3286.70 NH

3086.11, 3032.10 Aromatik C-H

2929.87 Alifatik C-H

1730.15, 1687.71/ 1643.35 C=0/ Amit

1550.77 Cc=C

1292.31, 1134.14 C-0

694.37 Aromatik C-H (mono siibstite fenil)
626.87 C-S
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2.1.2. Farmakolojik Ozellikleri

Diyare en sik goriilen hastaliklardan biridir. Oral rehidrasyon, diyare tedavisinin
temeli olmustur. Loperamid gibi antimotility ilaclarin sebep olduklar1 yan etkilerinden
dolayi, tedaviye sinirl etkileri olmustur. Bu nedenle Rasekadotril gibi enkefalinaz
inhibisyonu yaparak, endojen enkefalin aktivitesini gliglendiren giivenli ve etkili bir
salg1 onleyici ilag tiretildi [6].

Enkefalin, viicuttaki nosisepsiyon(acinin algilanmasi)’un diizenlenmesinde rol
oynayan bir pentapeptit’tir. Enkefalinler, dahili olarak tiiretildigi ve viicudun opioid
reseptorlerine baglandiklart icin endojen ligandlar olarak adlandirilir. 1975 yilinda
kesfedilmis biri 16sin iceren, digeri de metiyonin igeren iki enkefalin tiirii
bulunmustur[7].

Enkefalin ayrica insan viicudunda beyinde dnemli bir sinyal mdlekiilii olarak
aktivite gergeklestiren bir ndropeptit olarak kabul edilir. Enkefalinler beyinde ve adrenal
medulla hiicrelerinde yiliksek konsantrasyonda bulunur. Aciya yanit olarak, norepinefrin
hormonu gibi endorfinler ile birlikte salinir[8].

Bu polipeptit’in, 6zellikle hipokampiis ve prefrontal korteks bolgelerinde, stresli
bir cevap sirasinda beynin isleyisi ile baglantili oldugu gdsterilmistir. Bir stres yaniti
sirasinda, birkac Met-enkefalin analogu hipokampiiste aktiviteyi arttirirken, Leu-
enkefalin analoglar1 ve ayn1 zamanda somatostatin hormonunun azaldig1 goriildii[9].
Rasekadotril (asetorfan) akut diyarenin tedavisinde kullanilan oral bir enkefalinaz
inhibitoridiir. Endojen enkefalinlerin parcalanmasini 6nleyerek bagirsak liimeninde
bulunan su ve elektrolitlerin asir1 salgilanmasini (hiperskresyon) azaltir. Rasekadotril
tedavisi plasebo ile karsilastirildiginda akut diyare insidansini, siiresini ve diyare ile
iliskili semptomlar1 azaltir[10].

Rasekadotril, aktif metabolit olan tiorfan’a hizla hidrolize olan bir 6n ilag
(plazma konsantrasyonlar1 diigiik ve hizli bir sekilde elimine edilen ilaglar) ‘tir[11].

Tiorfan, c¢esitli dokularda 6zellikle ince bagirsagin epitelinde bulunan hiicre
membran peptidaz enzimi enkefalinaz inhibitoriidiir. Bu enzim eksojen peptidazin
sindirilmesini ve enkefalin gibi endojen peptidazin yikimini saglar. Rasekadotril
enkefalinleri enzimatik degredasyondan korur. Boylece ince bagirsaktaki enkefalinerjik
sinapslarda etkisini uzatir ve hipersekresyonu azaltir.Rasekadotril abdominal
distansiyon olusturmamistir. Klinik gelistirme sirasinda, rasekadotril plasebo ile

karigtirilabilir oranda sekonder kabizlik meydana getirmistir.
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Farmakokinetik 6zellikleri incelendiginde, 14C isaretli rasekadotril’in tek doz
oral uygulanmasindan sonra, plazmada Olgiilen radyokarbon maruziyeti kan
hiicrelerindekine gore 3 misli daha yiiksektir. Bu nedenle ilag, kan hiicrelerine 6nemli
Olclide baglanmaz. Rasekadotril aktif metabolitinin (tiorfan) yiizde doksani, plazma
proteinlerine, esas olarak albiimine baglanir. Rasekadotril’in enkefalinaz inhibisyonu
plazma pik siiresi yaklasik 2 saattir ve 1.5 mg/kg’lik doz ile %90’lik inhibisyonuna
karsilik gelir. Plazma enkefalinaz inhibisyonu siiresi yaklasik 8 saattir. Rasekadotril’in

yarilanma 0mrii, plazma enkefalinaz inhibisyonu ile dl¢iiliir ve yaklasik 3 saattir[12].

2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. HPLC Yontemi ile Analizleri

Lakshmana Prabu S. ve arkadaslari, kati faz farmasétik preparatlar igin
HPLC’ de yontem gelistirmislerdir. Bu yontem ic¢in fosfat tamponu ve asetonitril
karsim1 bir hareketli faz ve 250x4.6mm C18 kolon kullanarak 230 nm dalga boyunda
calisma yapmuglardir. Dogrusallik araligi 5 ng/mL-15 pg/mL olarak belirlenmistir [13].

S.L. Prabu ve arkadaglari, kapsiil farmasotik preperatlarda gemfibrozil ic
standard1 kullanarakyeni bir analiz yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemde fosfat
tampon-asetonitril karigimi bir hareketli faz C18 kolon ile 230 nm dalga boyunda
caligmalar yapmuslardir [ 14].

Fan Xu ve arkadaslari, rasekadotril’in aktif metabolite olan tiorfani insan
plazmasinda tespit etmek i¢in kati faz ekstraksiyonu kullanarak UV dedeksiyonlu
HPLC’de yeni bir yontem gelistirmislerdir.Fosfat tampon-asetonitril karigimi bir
hareketli faz ve 150x4.6mm C18 kolon kullanarak bu yontemde 210 nm dalga boyunda
etken dedeksiyonu yapilmistir[15].

Pawan K. Basnival ve arkadaslari, metanol-su karsimi bir hareketli faz
kullanarak 220 nm dalga boyunda 250x4.6mm C18 kolon ile yeni HPLC ydntemi
gelistirmislerdir [16].

Akifuhaque M. ve arkadaglari, HPLC’de 50x4.6mm CI18 kolon kullanarak
metanol-asetonitril-su karigimi hareketli faz ile 220 nm dalga boyunda farmasotik
preperatlarda rasekadotril i¢in yeni bir yontem gelistirmislerdir [17].

Rao J.V.L.N. Seshagiri ve arkadaslari, Aseklofenak i¢ standardi kullanarak
250x4.6mm C18 kolon ve su-asetonitril karisimi bir hareketli faz yardimiyla 1.0 ml/dak
akis hizinda 211 nm dalga boyu ile HPLC’de yeni bir yontem gelistirmislerdir [18].
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Laha T.K. ve arkadaslari, i¢ standart olarak sildenafil kullanarak HPLC’de

rasekadotril tayini i¢in yeni bir metot gelistirmislerdir [19].

2.1.3.2. Spektrofotometrik Yontem ile Analizleri

Sasmita Kumari Acharjya ve M. Mathrusri Annapurna, Tiirev spekrofotometresi
yontemi ile metanol-su karigimi hareketli faz C18 kolon ile HPLC’de 232nm dalga
boyunda yeni bir metot gelistirmislerdir.Konsantrasyon araligi 10-100 pg/mL olarak
belirlenmistir [20].

2.1.3.3. Diger Yontemler ile Analizleri

Prabu Sakthivel Lakshmana ve arkadaslari, rasekadotril tayini i¢in HPTLC

yontemi ile yeni bir metot gelistirmislerdir [21].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez c¢alismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya

Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda 2018-2109 yi1l1 arasinda gergeklestirilmistir.

3.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

Caligsma siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler asagidaki gibidir.

Rasekadotril 1,

Raxerin 10 mg dagilabilir tablet® 2,
Raxerin 30 mg dagilabilir tablet® %,
Asetonitril (HPLC safliginda) >
Ultra saf su (HPLC safliginda),

3.1.2. Cozeltiler

3.1.2.1. Hareketli Faz Cozeltisi
700 mL asetonitril Gizerine 300 mL ultra saf su ilave edilerek son hacim 1000

mL’ye tamamlandi. Asetonitril:su (70:30) (h/h)

3.1.2.2. Rasekadotril Standart Cozeltisi:
Stok ¢ozelti:

25 mg rasekadotril tam olarak tartilip, 25 mL lik balonjojeye aktarildi,10 mL
mobil faz ilave edilerek vortex yardimi ile ¢oziindiiriildii ve hacmine mobil faz ile
tamamlandi (I mg/mL rasekadotril’e esdeger). Rasekadotril stok ¢ozeltisi +4°C de

yaklagsik 29 giin siire ile dayaniklidir.
UPLC Yéntemi igin stok ¢ozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan standart ¢ozeltiler:

Rasekadotril i¢in (5 farkli konsantrasyonda) dogrusallik i¢in standart’lar hazirland1.(5-
100 pg/mL )

'lko Ilac, Konya, Tiirkiye
2Yerel Eczaneler, istanbul, Tiirkiye

3 Merck, E. Merck A.G. Darmstadt, Almanya
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Bu karigimlardaki rasekadotril konsantrasyonu stok ¢ozeltisinden hareketli faz

ile uygun miktarlarda seyreltilmesi ile 5-100 pg /mL olacak sekilde hazirlandi.

3.1.2.3. Tablet Numune Cozeltileri
Stok ¢ozelti:

Raxerin 10mg dagilabilir tablet ve Raxerin 30mg dagilabilir tablet tozlarindan
ayr1 ayr1 80,0 mg tam olarak tartildi, 100 mL lik balonjojeye aktarildi 50 mL hareketli
faz eklenerek ultrasonik banyoda yaklasik 30 dakika ¢oziindiiriildii ve sogumasi
beklendi, hacmine hareketli faz ile tamamlandi (0.1 mg/mL).Stok ¢ozeltisi +4°C de

yaklasik 29 giin, Oda kosullarinda 7 giin siire ile dayaniklidir.

UPLC Yéntemi igin stok c¢ozeltinin seyreltilmesi ile hazirlanan numune

cozeltiler:

Raxerin 10mg ve Raxerin 30mg Tablet tozlarindan hazirlanan stok ¢ozeltilerden,
ayr1 ayr1 2mL alinip 10 mL’lik balon jojeye transfer edildi. Hacmine hareketli faz ile

tamamlandi. (20 pg/ mL)
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3.2. Aletler ve Diger Gerecler

1. UPLC Cihaz1 (Shimadzu Nexera X2, Binary Pump)

8.

9.

LC 20AB pompa sistemi

SPD M20A Detektor (Photo Diode Array)
LC Solution Sistem yazilimi

SIL 20AC Otomatik numune 6rnekleyicisi
CTO-10As Kolon firmi

Analitik kolon: Inertsustain C18 (4.0 x 100 mm, 3 um; GL Sciences, Tokyo-
JAPAN).

HP masaiistii bilgisayar

HP Laserjet 1100 Yazici

Yazilimlar

LC Solution programi
MS Office Word Programi

MS Office Excel Programi

Mobil faz siizme tinitesi ( Millipor, 0,5 )

Teraziler (Denver Insrument TB 2150)

Ultrasonik banyo (Elma Ultrasonic LC 30 H)

Termostatli su banyosu (Memmert WB 10)

Ultra saf su cihazi (Younglin instrument)

Otomatik pipetler (Eppendorf 100 puL ve 1000 pL lik)

Reaksiyon tiipleri (Vidali, kapakli 12mL lik)

10. Balonjojeler (10, 25, 50 ve100 mL lik)

11. Dereceli ve transfer pipetler
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3.3. Rasekadotril’in Ultra Performansh Sivi Kromatografisi ile Analizi

Rasekadotril’in UPLC ile analizinin yapilabilmesi i¢in dalgaboyu, kolon,
hareketli faz sistemi, hareketli faz akis hizi, kolon sicaklig1 gibi kromatografik kosullar
icin denemeler yapilarak ,analize uygun sartlar belirlendi. Belirlenen sartlar ile

gelistirilen bu yontem rasekadotril’in tabletlerdeki analizine uygulandi.

3.3.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi
Literatiir ¢calismalar1 incelendikten sonra UPLC calismalar1 i¢in, farkli uzunluk
ve yar1 ¢apli C18 kolonlar ve ¢esitli oranlarda asetonitril ve metanolun-su kullanilarak,
hareketli faz sistemleri ile denemeler yapildi. Uygun kolon ve hareketli faz belirlendi.
Analiz edilen etken maddenin alikonma zamani ve calisilacak dalgaboyu belirlendi.

Elde edilen veriler Boliim 4.1.1°de yer almaktadir

3.4. Yontem Validasyonu

Yontem gelistirme islemi tamamlandiktan sonra analitik yontem validasyonu

ICH kilavuzu Q2(R1) e gore yapildi [22].

3.4.1. Segicilik

Bu calismadaki amag, hareketli fazdan, tablet plasebosundan kaynaklanan
herhangi bir girisim olup olmadiginin incelenmesidir. Calisma sonucunda elde edilen

verilere ait kromatogramve pik saflik indeksi degerleri Boliim 4.2.1. de gosterilmistir.

3.4.2. Dogruluk
Gelistirilen yontemin dogrulugunu saptamak icin standart katma yontemi
uygulandi. Bunun i¢in iki farkli formdaki (10mg-30mg) tablet tozundan ayr1 ayr1 40 mg
tam olarak tartildi ve 10 mL lik balonjojeye aktarildi. 5 pg/mL konsantrasyonundaki
numune c¢ozeltileri iizerine 2, 5, 10 pg/mL konsantrasyonda rasekadotril standart
cozeltilerinden ilave edildi ve 10 mL ye hareketli faz ile tamamlandi. Elde edilen alan
degerleri daha oOnce hazirlanan Olgli  egrisi  denkleminde yerine konularak

konsantrasyonlar bulundu. Elde edilen sonucglar Boliim 4.2.2° da verilmistir.
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3.4.3. Giin ici ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik
Yontem kesinliginin belirlenmesi i¢in 20 pug /mL konsantrasyonda etken madde
icerigine sahip c¢ozletiler 3 farkli giin i¢in 6 tekrar olacak sekilde tekrarlanabilirlik

calismasi yapildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.3” de bildirildi.

3.4.4. Dogrusallik ve Arahk
Dogrusallik araligi, gelistirilen yontemin kabul edilebilir duyarlilik ve
tekrarlanabilirlikte sonuclar verdigi konsantrasyon araligidir. ICH ye goére en az 5

noktadan olusmalidir.

Bu dogrusallik araliginin gosterilebilmesi i¢in rasekodotril iceren 5 farkl
konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlandi. Kromatogramlardan elde edilen pik alanlar1 ve
konsantrasyona karsilik dogrusallik grafigi ¢izildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.2° de
gosterildi.

Kabul kriteri: Dogrusallik grafiginin korelasyon katsayisi (r) 0,995 ten az

olmamalidir.

3.4.5. Saglamhk

Y 6ntemin saglamlik testi i¢in 3 parametre belirlendi.
-Kolon sicaklig1 degisikligi (£ 2 °C)

-Filtre etkisi ( PTFE, PVDF, Nylon )

-Akis hiz1 degisikligi (= 0.1 mL/dak )

Analiz sonucunda yontemin farkli sartlarda uygulanabilirligi test edilmistir. Elde

edilen sonuclar Boliim 4.2.5” da verilmistir.

3.4.6. Cozelti Stabilitesi
Rasekadotril ¢ozelti stabilitesinin belirlenmesi i¢in standart ¢ozeltiler ve numune
¢ozeltileri, oda sicakliginda 7 giin ve +4°C de 29 giin bekletildi. Elde edilen sonuglar

Bolim 4.2.6° de verilmistir.
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3.4.7. Stres Calismasi
Safsizlik veya bozunma {iriinii standartlart mevcut degilse, gelistirilen yontemde
etken maddeye ait analiz sonuglarina gore belirlenmis pik’in alikonma zamaninda, bu
maddeden kaynakli olusan baska bir safsizlik olmadigini belirlemek amaciyla, etken
maddeye ilgili stres kosullar1 (asit, baz, 1s1, oksidasyon) uygulanarak spesifiklik

gosterilebilir.

Bu ¢alismada 20 pg/mL konsantrasyon degerinde standart ¢ozeltileri hazirland.
Bu ¢ozeltiler sicaklik, oksidasyon, asidik ve bazik stres kosullarina tabi tutularak analizi

yapildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.2.7 ‘de verilmistir.

3.5. Rasekadotril’in Farmasotik Preparatlarda Analizi

3.5.1. Gelistirilen Yontem ile Analizi

Gelistirilen bu yoOntemin tabletlerde uygulanabilirligini gérmek amaciyla iki
farkli formda (10mg ve 30mg) olan tabletlerin tozundan 80mg tartilarak 10mL’lik balon
joje icerisine aktarildi. 50 mL hareketli faz ilave edilerek ultrasonik banyo igerisinde
yaklasik 30 dakika coziindiiriildii ve sogumasi beklendi, hacmine hareketli faz ile
tamamlandi(0.1mg/mL). Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 2mL alinip 10mL balon jojeye

transfer edildi, hacmine hareketli faz ile tamamlandi.(20 pg/mL)

3.5.2. Kiyas Yontemi ile Analizi
Kiyas yontemi olarak farmakope‘de yer alan rasekadotril metodu belirlendi [23].
Farmakope metodunda yer alan numune hazirlik sartlari takip edilerek 20 pg/mL
konsatrasyona sahip olacak sekilde, 10 mg ve 30 mg’lik tabletler i¢in ayr1 ayr ¢ozeltiler

hazirlandi.
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4. BULGULAR

Yontemin gelistirilmesi i¢in belirlenen kromatografik kosullar ile yapilan

caligmalar sonucunda elde edilen sonuglar ilgili boliimlerde verilmistir.

4.1. Rasekadotril’in Ultra Performansh Sivi Kromatografisi ile Analiz Sonuclar

4.1.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi
Yapilan denemeler sonucunda en iyi sonuglar 10 cm uzunlugunda, 4,0 mm i¢
capinda, 3 um partikiill ¢apli C18 kolonda, asetonitril-su (70:30) hareketli faz
sisteminde, 30°C de, 0.7 mL/dak akis hizinda elde edilmistir. PDA dedektorde 190-
300nm araliginda caligma yapilmis, en hassas sonuglar 220 nm dalgaboyu degerinde
elde edilmistir (Sekil 4-1). Bu kromatografik sistemde alikonma zamani rasekadotril

icin 2.56 dakikadir.

4.2. Yontem Validasyonu

4.2.1. Secicilik
a) Mobil faz enjekte edildi, rasekadotril pik’inin alikonma zamaninda herhangi
bir pik olmadig1 belirlendi (Sekil 4-1).Rasekadotril i¢in pik saflik indeksi:0.999998

bulunmustur.

mAU
0.1004220nm,4nm (1.00)

0. o75~f
0. oso—f
0. ozsé
0. ooo—f
-0.025<f

-0.050

-0.075

-0.100

L e L s e B e e o s s e s e B e . s e e e e e B N
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 min

Sekil 4-1 Mobil faz enjeksiyonuna ait kromatogram gosterilmistir.
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AU
50-JExtract-T90nm,4nm (1.00)
JCh2-205nm,4nm (1.00
J€h3-210nm,4nm (1.00,
1Ch4-215nm,4nm (1.00
45-Ch5-220nm,4nm (1.00;
JCh6-225nm,4nm (1.00,
1Ch7-230nm,4nm (1.00
<Ch8-235nm,4nm (1.00)
40-1Ch9-240nm,4nm (1.00)
JCh10-245nm,4nm (1.00)

5(:h12—254nm 4nm (1.00)
309
259

20

Sekil 4-2 Rasekadotrile ait pik profili belirtilmistir.

mAU

150°220nmanm (7.00)
1407
1304
1204
1104
1004
907
807

70

-10

204

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 45

Sekil 4-3 Rasekadotril’e ait 220nm dalga boyunda standart kromatogrami

belirtilmistir.
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s mAU
0.225-Purity Curve Peald
JZero Line [45.0
0.2009 [
1 F40.0
0.1754 [
1 Fss5.0
0.150 [
1 F30.0
0.1254 r
] [25.0
0.1001 i
] F20.0
0.075
] F15.0
0.0501
1 F10.0
0.0251 [
1 Fs.0
0.0001 [
e e T e e T I e e e e e s e LV MNM—— )
2.475 2.500 2,525 2,550 2,575 2.600 2625 2,650 2675 2.700 min

Sekil 4-4 Rasekadotril Standart cozeltisine ait pik saflig egrisi gosterilmistir.

b) Tablet numuneleri enjekte edildi. Tablet numunesinde rasekadotril i¢in pik safligi

indeksi degeri:0.999998 olarak bulundu.

mAU
50-Extract-190nm,4nm (1.00)
{Ch2-205nm,4nm (1.00)
“Ch3-210nm,4nm (1.00)
ICh4-215nm,4nm (1.00)
45-Ch5-220nm,4nm (1.00)
1Ch6-225nm,4nm (1.00)
1Ch7-230nm, 4nm (1.00)
4Ch8-235nm,4nm (1.00)
40-Ch9-240nm,4nm (1.00)
1Ch10-245nm,4nm (1.00)
35_:Ch12-254nm.4nm (1.00)
30
257
2]
15
10]
5]
o]
L e e e i LA A e e e e e e e e e e e L e e o s e L e . e e e e e s e e B L
220 2.25 2.30 2.35 2.40 2.45 2.50 2.55 2.60 2.65 2.70 2.75 2.80 2.85 2.90 2.95 min

Sekil 4-5 Tablet numunesine ait pik profili belirtilmistir.
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mAU
1{220nm4nm (1.00)

404

35+

25+

5]

Sekil 4-6 Tablet numunesine ait 220nm dalga boyunda kromatogram belitilmistir.

mAU

JPurity Curve Peal

+Zero Line
0.40] F40.0
0.35] [

1 [-35.0
0.304 [

1 F30.0
0.257 [

] [-25.0
0.204 [

] F-20.0
0.154 b

] F15.0
0.10] i

] F10.0
0.054 I

] 5.0
0.004 r

T T T T T T T T e e 0.0

2425 2450 2475 2500 2525 2550 2575 2.600 2625 2650 2675 2700 2725 2750 2775 2800 2.825 min

Sekil 4-7 Tablet numune ¢ozeltisine ait pik saflig1 egrisi gosterilmistir.



4.2.2. Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugunu saptamak ig¢in standart katma yoOntemi

uygulandi. Bunun i¢in boliim 3.4.2° de anlatildig: gibi calisildi.
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Analiz sonucunda elde edilen veriler ile geri kazanim yiizdeleri (C; - C, ) x 100

/C, formiiliinden hesaplandi.

Ct : Bulunan toplam rasekadotril konsantrasyonu,

Cu : Farmasotik preparatdan alinan analit konsantrasyonu,

Ca : Ilave edilen standart ¢dzeltinin konsantrasyonu.

Geri kazanim sonuclart % 98,28-101,17 araliginda bulundu (Tablo 4-6). Elde

edilen sonuglar tabletlerde bulunan katki maddelerinin herhangi bir girisim yapmadigini

kanitlamistir.

Tablo 4-1 Standart katma yontemine ait analiz sonugclari ve sonuclarin istatistiki olarak

degerlendirilmesi
Alinan [lave Edilen
konsantrasyon | konsantrasyon
(ng/ml) (Mg/ml)
2.0000
5 2.0000
2.0000
5.0000
5 5.0000
5.0000
10.0000
5 10.0000
10.0000

RSD:Bagil Standart

sapma

SD:Standart sapma

Deneysel Geri Kazanim
konsantrasyon (%)
(ug/ml)
7.000 100.02
6.993 99.63
6.988 99.41
9.974 99.47
10.059 101.17
10.016 100.32
14.970 99.70
14.997 99.97
14.828 98.28
ORTALAMA 99.8
SD 0.78
RSD % 0.78%
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4.2.3. Giin ici ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Ug farkl1 giin 6 tekrar olacak sekilde Boliim 3.4.3. de anlatildig: gibi ¢alisilda.
Ayni giin icinde yapilan analizlere ait bagil standart sapma degerleri % 0.254 — 0.400
arasinda hesaplandi. Giin i¢i standart ve tabletler aras1 bagil standart sapma degeri %

0.570 olarak hesaplandi (Tablo 4-2).

Farkli gilinlerde yapilan analizler sonucunda elde edilen bagil standart sapma
degerleri ise % 0.469 — 0.486 arasinda hesaplandi. Farkli giin icin standart ve tabletler
aras1 bagil standart sapma degeri % 0.352 olarak hesaplandi (Tablo 4-3).

Elde edilen sonuglar ardisik ii¢ giin i¢in yapilan analiz degerleridir.

Tablo 4-2 Aym giin yapilan analizlerin tekrarlanabilirlik sonuclar1 gosterilmistir.

Giin Ici
Alinan Bulunan Genel
Konsantrasyon Konsantrasyon |RSD(%)
Ortalama(RSD
(ng /mL) (g /mL) (RSD)
Standart 20 20.06 0.254
10 mg Tablet 20 20.29 0.335 0.570
30 mg Tablet 20 20.18 0.400

RSD: Relatif(bagil) standart sapma

Tablo 4-3 Farkh giin icinde yapilan analizlerin tekrarlanabilirlik sonuclar1 gosterilmistir.

Giinler Arasi
Alinan Bulunan Genel
Konsantrasyon Konsantrasyon |[RSD(%)
Ortalama(RSD
(g /mL) (g /mL) (RSD)
Standart 20 20.10 0.469
10 mg Tablet 20 20.24 0.398 0.352
30 mg Tablet 20 20.19 0.486

RSD: Relatif(bagil) standart sapma
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Tablo 4-4 Standart ¢ozeltisi icin alan ve konsantrasyon tekrarlanabilirlik sonuclari
gosterilmistir.

_ Konsantrasyon Konsantrasyon (%)
Numune Pik Alani (ug/ml)
1 218196 20.12 100.62
2 217765 20.08 100.41
3 217231 20.03 100.16
4 218035 20.11 100.54
5 216756 19.99 99.93
6 217049 20.01 100.07
217505 20.06 100.29
Ortalama
577.926 0.051 0.279
SD
0.2657 0.2538 0.2781
RSD %
%95 Glven Aralig 100.2940.29

4.2.4. Dogrusallik ve Arahik
Rasekadotril i¢in 5-100 pg/mL  konsantrasyon aralifinda 5 farkh
konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler ile Bolim 3.4.4° de anlatildig1 gibi ¢alisildi. Her
konsantrasyona karsi elde edilen ortalama pik alani degerleri yardimi ile belirtilen
konsantrasyon degerleri arasinda ¢izilen 6l¢ii egrisi rasekadotril i¢in Sekil 4-8’de

verilmigtir.

Analiz sonucunda elde edilen pik alanlar1 ortalamasi, standart sapma(SD) ve

RSD degerleri Tablo 4-5 de verilmistir.
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R?=0.9989
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40 Konsaﬁ‘ﬂ'asyon

80 100

120

Sekil 4-8 Rasekadotril’in 5-100 pg/mL Kkonsantrasyon arali@inda hazirlanan 6l¢ii egrisi

Tablo 4-5 Rasekadotril’in 5-100 pg/mL konsantrasyon arahiginda hazirlanan ol¢ii
egrilerine ait pik alan oranlar1 degerleri ve istatistik verileri

Konsantrasyon Pik Alam Ortalama Pik
. Alam SD RSD
(ng/ml) (mAU*s) (mAU¥*s)

60540

5 60867 60928 422.353 0.69320
61378
104568

10 106108 105280 776.526 0.73758
105164
220669

20 219715 220205 477.559 0.21687
220232
547845

50 557899 553102 5042.714 0.91172
553561
1016603

100 1020078 1013026 9366.964 0.92465
1002398
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4.2.5. Saglamhk
Gelistirilen yontemin saglamhi§im1 saptamak icin farkli kosullar uygulandi.
Bunun i¢in béliim 3.4.5” de anlatildigr gibi ¢alisildi.
Analiz sonucunda , akis testi i¢cin 0.6 mL/dak akista alikonma zamani 2.98 dak;
0.8 mL/dak i¢in 2.25 dak ve normal kosullar i¢in 2.55 dak olarak gézlenmistir. Elde

edilen veriler Tablo 4-6 de gosterilmistir.

Tablo 4-6 Yontem saglamhgi icin farkh kosullarin analiz sonuclar ve sonuclarin istatistiki
olarak degerlendirilmesi

10 mg Tablet 30 mg Tablet
% RSD % % RSD %
28 oC 99.51 0.15 100.16 0.407
Kolon Sicakligi(+ 2 °C ) g%rf_)“ca)' 100.06 | 0.291 100.20 0.349
32 oC 99.93 | 0376 100.13 0.406
Ortalama | 99.83 0.272 100.16 0.387
PTFE 100.44 | 0.238 100.58 0.285
Filtre Etkisi (0.45u) | PVDF | 10049 | 0.134 100.52 0.589
NYLON | 100.66 | 0.450 100.43 0.293
Ortalama | 100.53 | 0.274 100.51 0.389
0.6 100.48 | 0.190 99.76 0.209
Akis Hizi (+ 0.1 mL/dak ) N(Oor'r;’)a' 99.40 0.134 99.43 0.589
0.8 99.52 0.069 98.64 0.202
Ortalama | 99.80 | 0.131 99.28 0.333
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4.2.6. Cozelti Stabilitesi
Cozelti stabilitesinin saptanmasi i¢in standart ve numune ¢ozeltileri, oda
sicakliginda karanlikta 7 giin, otomatik numune Ornekleyicisinde 24 saat ve 48 ssat,
+4°C de 29 giin bekletildi. Yapilan degerlendirmeler sonucunda ¢ozeltilerin stabil
kaldig1 saptanmistir. Elde edilen analiz sonuglar1 Tablo 4-7, Tablo 4-8, Tablo 4-9°da
verilmistir.

48 saat icerisinde %1’ den fazla sapma olmamustir.

Tablo 4-7 Oda sicakhiginda, otomatik numune drnekleyicisi ve buzdolabinda bekletilen
standart cozeltisine ait stabilite sonuclar

STANDART COZELTI STABILITESI

(Cozelti Stabilitesi Deneysel Konsantrasyon % Sapma
(pg/ml)
24. Saat 20.28 0.204
48. Saat 20.22 0.479
7.Giin 20.19 0.652
29.Giin 20.16 0.802
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Tablo 4-8 Oda sicakhiginda, otomatik numune érnekleyicisi ve buzdolabinda bekletilen
10mg tablet numune ¢o6zeltisine ait stabilite sonuclari

10 MG TABLET COZELTI STABILITESI

(Cozelti Stabilitesi Deneysel Konsantrasyon % Sapma
(ng/ml)
24. Saat 20.17 0.195
48. Saat 20.09 0.582
7.Glin 19.88 1.634
29.Giin 19.95 1.311

Tablo 4-9 Oda sicakhiginda, otomatik numune 6rnekleyicisi ve buzdolabinda bekletilen
30mg tablet numune cozeltisine ait stabilite sonuglari

30 MG TABLET COZELTI STABILITESI

Cozelti Stabilitesi | Deneysel Konsantrasyon % Sapma
(pg/ml)
24. Saat 20.11 0.423
48. Saat 20.06 0.691
7.Giin 19.86 1.671
29.Giin 20.00 0.975




4.2.7. Stres Calismasi
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Gelistirilen yontemde ilgili stres kosullarinin etkisini géstermek adina Bolim

3.4.7°de anlatildig1 gibi ¢alisildi. Sonuglar Tablo 4-10 da gosterilmistir. Kromatogram ve
pik saflig1 Sekil 4-9, Sekil 4-10, Sekil 4-11, Sekil 4-12, Sekil 4-13, Sekil 4-14 ve Sekil

4-15 de gosterilmistir.

Tablo 4-10 Bozundurma ¢alismasi sonuglarina ait konsantrasyon, bozunma safhik

degerleri icin veriler gosterilmistir.

Konsantrasyon o T Purity
Alan (%) Bozunma(%) Purity index Threshold
Stres kosullari
Sicaklik 214236 98.50 1.50 0.999999 0.999225
Asit 179065 82.33 17.67 0.999999 0.998217
Baz 0 0 100.00 0 0
Oksidasyon 208128 95.69 431 0.999999 0.999580
mAU
220nm,4nm (1.00) S
50- o
457 g
3 ]
407 o]
357
304
25%
207
15%
10%
o /
L B L B R B T T T L L L B L B
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 min

Sekil 4-9 Sicaklik ile bozundurma ¢alismasina ait kromatogram belirtilmistir.




mAU
0.704Purity Curve Pealt
Jzero Line [55.0
0.65 F
0.60 F50.0
0.557 F45.0
0.504 E
E F40.0
0.459 F
] F35.0
0.40 F
0.354 F30.0
0.304 F25.0
0.254 b
] F20.0
0.20 F
0.154 F15.0
0.104 F10.0
0.054 E
E Fs.0
0.004 [
‘ R R R R R . T T T e 0.0
2450 2475 2500 2525 2550 2575  2.600  2.625  2.650 2.675 2700 2725 2750 2775  2.800  min

Sekil 4-10 Sicaklik ile bozundurma ¢alismasina ait pik saflig1 belirtilmistir.

mAU

39

1220nm4nm (1.00)

w
o
. T
/0.979
ecadotril/2.538

5
|
71.436

Sekil 4-11 Asit ile bozundurma calismasina ait kromatogram belirtilmistir.

min
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i s mAU
T line ea =4
0.7 E
] F30.0
06l Fors
] F25.0
0.5 F225
1 F20.0
0.4 E
1 F17.5
0_3{ ?15.0
F12.5
0.2 F10.0
] b7
0.1q 3
1 Fs.0
] Eos
0.04 E
B A I s s e B B B B B s s s e L s B s B B N e VX
2.40 2.45 2.50 2.55 260 265 2.70 275 2.80 min
Sekil 4-12 Asit ile bozundurma calismasina ait pik safligi belirtilmistir.
mAU
3220nm,4nm (1.00) N
] S
225+ :
200
1754
150
125
100
754
50
255
0
-25-
T T T L — T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 min

Sekil 4-13 Baz ile bozundurma ¢alismasina ait kromatogram belirtilmistir.



mAU
4220nm,4nm (1.00) S
1 S
500
400
300
] N~
[se]
4 o]
1 o
200 =
1 3
b el
4 [
(o]
100 S
] 3 @
4 e} ™
1 g
1 ¥ v
07 1 T
I T T ' T T ' T T ' T T ' T T ' T T ' T T ' T T ' T T ' T T T '
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 min
Sekil 4-14 Oksidasyon ile bozundurma calismasina ait kromatogram belirtilmistir.
mAU
Purity Curve Peald
IZero Line F50.0
0.404 E
F45.0
0.35 F
F40.0
0.304 [
F35.0
0.257 Faoo
0.204 ;25.0
0.154 5'200
0.104 ;’15'0
F10.0
0.054 [
Fs.0
0.00- [
L L e B e B L WAL ey s )

T
2.425 2.450 2.475 2.500 2.525 2.550 2.575 2.600 2.625 2.650 2.675 2.700 2.725 2.750 2.775 min

Sekil 4-15 Oksidasyon ile bozundurma calismasina ait pik safligi belirtilmistir.
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4.3. Rasekadotril’in Farmasotik Preparatlarda Analizi

4.3.1. Gelistirilen Yontem ile Analizi
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Gelistirilen yontemin tabletlerde uygulanabilirligini gérmek adina Bo6liim 3.5.1 de

anlatildig1 gibi calisildi. Tablet numunelerinde elde edilen rasekadotril miktar

Olctim egrisi denklemi kullanilarak hesaplandi. Sonuglar Tablo 4-10 ve Tablo 4-

11 da gosterilmistir.

Tablo 4-11 10 mg Tablet Sonuclarina ait konsantrasyon degerleri ve istatistik verileri

gosterilmistir.

Numune

Konsantrasyon (pg/ml)

Konsantrasyon (%)

1 20.11 100.54
2 20.19 100.97
3 20.33 101.67
4 20.17 100.85
5 20.22 101.09
6 20.14 100.71

20.19 100.97

Ortalama

0.072 0.394
SD

0.356 0.390

RSD %
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Tablo 4-12 30 mg Tablet Sonuclarina ait konsantrasyon degerleri ve istatistik verileri
gosterilmistir.

Numune Konsantrasyon (ug/ml) Konsantrasyon (%)
1 20.13 100.64
2 20.23 101.16
3 20.24 101.20
4 20.18 100.91
5 20.05 100.25
6 20.11 100.55
Ortalama 20.16 100.78
SD 0.074 0.339
RSD % 0.366 0.336

4.3.2. Kiyas Yontemi ile Analizi
Kiyas yontemi ile tabletlerin analizlerinin gerceklestirilmesi i¢in Boliim 3.5.2 de
anlatildig1 gibi calisildi. Elde edilen sonuglar ile t ve F testi degerleri Tablo 4-13 ve
Tablo 4-14 de gosterilmistir.
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Tablo 4-13 10 mg Tablet numunesine ait kiyas yontemine gore metotlardan elde edilen
konsantrasyon degerleri ile t ve F testi verileri gosterilmistir.

Gelistirilen Yontem

Farmakope Yontemi

Numune Kon::g/t::ls)yon Konsantrasyon (%) Kon::g/t::ls)yon Konsantrasyon (%)

1 20.11 100.54 20.09 100.47

2 20.19 100.97 20.33 101.67

3 20.33 101.67 19.97 99.84

4 20.17 100.85 20.13 100.64

5 20.22 101.09 20.01 100.05

6 20.14 100.71 20.30 101.49

Ortalama® 20.194 100.97 20.139 100.69
ok 0.079 0.149
% RSD® 0.39 0.74
Guven Araligi 0.083 0.156

Given Sinirlari

20.111-20.277(%100.555-%101.385)

19.983-20.295(%99.915-%101.475)

t-testi t=1.505
F-testi F=3.557
* n,=n,=6 °Standart sapma “Bagil standart sapma 4p=0,05, tapie= 2,57, Fiapio= 5,05
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Tablo 4-14 30 mg Tablet numunesine ait kiyas yontemine gore metotlardan elde edilen
konsantrasyon degerleri ile t ve F testi verileri gosterilmistir.

Gelistirilen Yontem Farmakope Yontemi
Numune Konsantrasyon Konsantrasyon (%) Konsantrasyon Konsantrasyon (%)
(Wg/ml) (Wg/ml)

1 20.13 100.64 20.09 100.47

2 20.23 101.16 20.15 100.77

3 20.24 101.20 20.17 100.84

4 20.18 100.91 20.13 100.64

5 20.18 100.91 20.11 100.55

6 20.11 100.55 20.33 101.64

Ortalama® 20.179 100.89 20.164 100.82
sD” 0.053 0.085
% RSD" 0.26 0.42
Glven Araligi 0.055 0.089

Glven Sinirlan 20.124-20.234(%100.620-%101.170) 20.075-20.253(%100.375-%101.265)

t-testi’ t=0.715
F-testi F=2.593
n,=n,=6 °Standart sapma “Bagil standart sapma 4p=0,05, tupie= 2,57, Fupio= 5,03




46

5. TARTISMA

Diyare yaygin olarak goriilen bir hastalik tiiriidiir. Bu nedenle rasekadotril gibi
enkefalinaz inhibisyonu yaparak, endojen enkefalin aktivitesini giiclendiren giivenli ve

etkili bir salgi dnleyici ilaglar tedavi i¢in kullanilmaktadir [6].

Rasekadotril, aktif metabolit olan tiorfan’a hizla hidrolize olan bir 6n ilag
(plazma konsantrasyonlar1 diisiik ve hizli bir sekilde elimine edilen ilaglar) ‘tir[11].
Tiorfan, cesitli dokularda 6zellikle ince bagirsagin epitelinde bulunan hiicre membran
peptidaz enzimi enkefalinaz inhibit6riidiir. Bu enzim eksojen peptidazin sindirilmesini
ve enkefalin gibi endojen peptidazin yikimini saglar. Rasekadotril enkefalinleri
enzimatik degredasyondan korur. Boylece ince bagirsaktaki enkefalinerjik sinapslarda

etkisini uzatir ve hipersekresyonu azaltir [ 12].

Tez calismasina baslarken, ilk olarak 6n hazirlik agamasi, uygulanabilirligi kolay
ve kisa siireli enjeksiyon yapilabilecek bir yontem gelistirmeyi amagladik. Yapilan
literatiir arastirmalarinda miktar analizlerine yonelik, cogunlugu HPLC’de gelistirilenler
olmakla beraber, c¢esitli yontemlere rastlanmistir. UPLC’de ¢alismamizdaki amag

oncelikle kisa siireli ve daha verimli yeni bir analiz yontemi gelistirmektir.

Calismalara baslarken, genel bir fikir altyapisi olusturmasi adina literatiir
arastirmalart incelenmistir. Gerekli incelemeler yapildiktan sonra, yontem i¢in en uygun
kromatografik kosullarin belirlenmesi i¢in ¢esitli denemeler yapilmistir. Bu siirecte
farkli varyasyonlarda hareketli faz, farkli kolon, akis hizi, kolon sicakligi ve dalga boyu
denenmistir. Yapilan denemeler sonucunda kromatografik olarak en iyi kosullar; kolon
icin 10 cm uzunlugunda, 4,0 mm i¢ ¢apinda, 3 um partikiil capli C18 kolon ile hareketli
faz olarak da asetonitril-su (70:30) ¢6ziicii sisteminde, kolon sicakligi 30°C de, 0.7
mL/dak akis hizi ile saglanmistir. Calismada PDA dedektor kullanilarak farkli dalga
boyu taramasi yapilmis , en yiiksek hassasiyet degerleri 220 nm dalgaboyu segilerek
elde edilmistir. Rasekadotril i¢in bu kromatografik sartlar altinda alikonma zamani 2.5

dakika olarak tespit edilmistir.

Belirlenen  kromatografik  kosullar ile  gelistirilen yeni  yOntemin
uygulanabilirligini gérmek adina dogrusallik, tekrarlanabilirlik, saglamlik, stabilite,

dogruluk-geri kazanim, seg¢icilik ve yontem kesinligi ¢calismalar1 yapilmistir. Elde edilen



47

sonuglar tablolar halinde detayli olarak gosterilmistir. Dogrusal aralik, rasekadotril i¢in
5-100 pg/mL olarak tespit edilmistir. Yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek igin
ayni giinde ve farkli giinlerde 6 tekrarli analizler yapilmis ve aymi giin i¢inde yapilan
analizlere ait bagil standart sapma degerleri % 0.254 — 0.400, farkli giinlerde yapilan
analizler sonucunda elde edilen bagil standart sapma degerleri ise % 0.469 — 0.486
olarak tespit edilmistir. Yontemin dogrulugunu belirlemek amaciyla standart katma
metodu uygulanmis ve geri kazanim degerleri % 98,28-101,17 araliginda bulunmustur.
Cozelti stabilitesinin saptanmasi icin standart ve numune ¢ozeltileri, oda sicaklifinda
karanlikta 7 giin, otomatik numune drnekleyicisinde 24 saat ve 48 ssat, +4°C de 29 giin
bekletildi. Yapilan degerlendirmeler sonucunda ¢ozeltilerin stabil kaldigi saptanmaistir.

48 saat icerisinde %1 ’den fazla sapma olmamastir.

Gelistirilen bu yontem icin ayrica degredasyon c¢alismasi yapilmistir.Bu
caligsmada; asit, baz, peroksit bozundurma ile 1s1 bozundurma islemleri uygulanmistir.
Elde edilen sonuglar incelendiginde, rasekadotril’in asit, peroksit ve 1s1’dan kii¢lik bir

oranda etkilendigi ancak baz ortaminda tamamen bozundugu gézlemlenmistir.

Gelistirilen bu yontemin tabletlerde uygulanabilirli§ini gormek i¢in tablet
numunelerinden tekrarlanabilirlik ve geri kazanim enjeksiyonlar1 yapilmistir. Sonuglar
dahilinde tekrarlanabilirlik i¢in bagil standart sapma degeri 10 mg’lik tablet i¢in %0.372
ve 30 mg’lik tablet icin %0.249 olarak tespit edilmistir. Tablet igerisinde bulunan
rasekadotril miktar1 da 10 mg’lik tablet i¢in %100.97 ve 30 mg’lik tablet i¢cin %100.78
olarak tespit edilmistir. Rasekadotril miktar hesab1 dogrusallik grafigi denklemine gore
yapilmugtir.

Kiyas yontemine gore numuneler farmakope yontemi ile analiz edildiginde elde
edilen sonuclar ile gelistirilen yontemden elde edilen sonuglara t ve F testi
uygulandiginda anlamli bir fark olmadig1 gézlemlendi. Her iki tablet numunesi i¢in t ve
F testi degerleri tablo degerlerine gore diisiik bulunmustur. Tablo degerlerine
bakildiginda t i¢in 2.57 ve F i¢in 5.05 degerine ulasiyoruz, analiz sonucunda elde edilen
degerler ise 10 mg tablet icin; t 1.505 ve F 3.557, 30 mg tablet i¢in; t 0.715 ve F 2.593
olarak hesaplanmustir.

Ozet olarak yapilan bu calismada farmasotik preparatlarda rasekadotril analizi
icin kullanim1 kolay, tekrarlanabilirligi ve gilivenilirligi yiliksek, kisa enjeksiyon siiresine

sahip yeni bir yontem gelistirilmistir. Gelistirilen ve valide edilen bu ydntem rutin
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olarak farmasdtik analizlerde, miktar tayininde giivenilir, hizli, pratik olarak rahatlikla

kullanilabilecek niteliktedir.
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!STANBUL UN[V'ERSITI.ZS!_ ) &
SAGL.IK BILIMLERI ENSTITUSU Qg’:
TEZ CALISMASI INTIHAL RAPORU UYGUNLUK YAZISI &

13/05 /2019

SAGLIK BiLIMLERi ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Asagida baghg1 verilen tez calismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris, ¢) Ana bolimler ve d) Sonug kisimlarindan olugan
toplam 52 sayfalik kismina iligkin, 30/05/ 2019 tarihinde Saglik Bilimleri Enstitiisinde Turnitin adli intihal tespit

programi ile asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gére benzerlik orant % 19 *dur.

Tez Baghgi: RASEKADOTRIL’IN ULTRA PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISi YONTEMi
iLE TABLETLERDE ANALIZi

Uvgulanan filtrelemeler:
1. Kaynakga harig

2. Almtilar harig
3. Bes kelimeden daha az rtiisme igeren metin kisimlari harig

istanbul Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiist, “Tez Calismasi Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasi

Uvgulama Esaslar’'m” inceledim ve bu Uygulama Esaslari’nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez calismasinin
herhangi bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu

kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini arz ederim.
Ogrenci Adi Soyadi
Emrullah BINAY
Adi Soyads : Emrullah BINAY
Ogrenci No : 2701150229
Anabilim Dah : Analitik Kimya
Program Adi ¢ Analitik Kimya
Diizeyi : Yiiksek Lisans [ Doktora

Eki: TURNITIN intihal Analiz Raporu (yiizde degerleri gdsteren) ilk sayfa ¢iktis

DANISMAN ONAYI
[x] UYYGUNDUR
[J UYGUN DEGILDIR
Unvan, Ad Soyadi
Prof.Dr. Armagan ONAL

[

/

ISTANBUL UNIVERSITESI LISANSUSTU EGITIM VE OGRETIM YONETMELIGH (08.09/1016/29825)

(Yiiksek Lisans) MADDE 36 - (2) Tezle ilgili benzerlik on incelemesi, danismanin bilgisi dahillnde 6grenci ile birlikte Universitenin kabul
ettigi yazihm programi kullanilarak yapilir. Enstitii, sdz konusu teze iliskin intihal yazilim programi nihai raporunu alarak damgmana ve jiiri
Uyelerine pdnderir. Rapordaki verilerde veya sinav jiiri Qyesi/iiyelerinin somut kanitlarla belgeledikleri verilere gore gergek bir intihalin tespiti
halinde; tez gerekgesi ile birlikte, Karar verilmek izere enstiti yonetim kuruluna gonderilir.

(Doktora) MADDE 50 - (4) Ogrenci. doktora tezinin savunmasindan énce tezini, dizeltme verilen tezlerde ise dizeltilmis tezini danismanina
sunar, Tezle ilgili benzerlik on incelemesi, danismanin bilgisi dahilinde ogrenci ile birlikte Universitenin kabul ettigi yazihm programi
kullanifarak yapihir, Enstitd, soz konusu teze iligkin intihal yazihm programi nihai raporunu alarak danismana ve jiiri Uyelerine gdnderir,

B

Rapordaki verilerde veya sinav jiiri yesi/yelerinin somut kamitlarla belgeledikleri verilere gdre gereek bir intihalin tespiti halinde; tez,
gerskgesiile birtikte karar verilinek dzere enstitil yonetim kuruluna gonderilir.




RASEKADOTRIL'IN ULTRA

PERFORMANSLI SIV
KROMATOGRAFISI YON
ILE TABLETLERDE ANA

Yazar Emrullah Binay

Kelime sayisi: 4302

EMI

_|1Z]

52



RASEKADOTRIL'IN ULTRA PERFORMANSLI SIVI
KROMATOGRAFISI YONTEMI ILE TABLETLERDE ANALIZI

ORUINALLIE RAFORL

%1 9 %l %3

BENZ ERLK ENDEKSI

YAYINLAR
KAYNAKLAR

14

OGRENCI ODEVLER

BIRINCL EAYMAELAR

-

Submitted to Istanbul University
Ogrenci Odavi

%11

=

www.ilko.com tr

ol

btemet Kaynagi
www.cocukenfeksiyon.org 1
Ml htemet Kaynagi %
H www journalagent.com 1
btemet Kaynagi %
Submitted to Mersin Aniversitesi
H Ogrenci Odevi {%1
E issuu.com i, 1
htemet Kaynagi o
= Submitted to Ankara Universit
Ogrenci Odevi y {%1
Submitted to Marmara University
Ogrenci Odevi {%1




n E;E E:.:T:: i::fisd to TechKnowledge Turkey < %1
m gﬁﬂﬂﬁd to Selguk Universitesi {%1
el <51
m.ﬁgﬂ;epba.mm {%1
m.:;:raﬁ;didns-puhIicatinns.mm {%1
Alntdar: ghart Gzerinde Eglegmeler ghat <5 words

Bibliyograf yayn Chkart  [erinde

54



55

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Adi EMRULLAH Soyadi BINAY
Dog.Yeri |MIDYAT Dog.Tar. 04.01.1988
Uyrugu T.C. TC Kim No
Email emrullahb@gmail.com Tel 0538 4725475
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis.
Lisans Hacettepe Universitesi 2012
Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)
Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
1. Kalite Kontrol Uzman Yrd Biofarma Ilag 2013-2015
2. Ar-Ge Uzmani Biofarma Ilag 2015-17
3. LC-MSMS Aplikasyon Uzm. |Antteknik Cihazlar 2017-Devam
YDS/Yok
Yabanca |Okudugunu (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma® P Puam
Puam
Ingilizce |lyi Iyi Yok Dil 65

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin




56

Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
MS Office Programlari Iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri):

Seyahat, sinema, yamag parasiitii.



