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Bu galigmada tetrasiklin preparatlari toksik bozunma iiriin-
leri yoninden incelenmigtir. Ayrica bu amsgla kalitatif ve kan-

titatif bir tayin metodu kurulmustur.

Konunun tesbiti ve yiirlitilmesi sarasinda yakin ilgi ve des-
teklerini gdrdiigim sayin Prof.Dr.Ozuz Kajaalp‘e tegekkiirlerimi

sunarim.

Galismalarimin her devresinde maddl ve manevi yardimlariy-
la beni destekleyen B&lum Bagkani Sayin Dr.Suna Duru'ya tegek-

kiir ve minnet borgluyun.

Yeni kurulmug bir bdlinmin elemani olarsk kargalagtigim
tlim glglikleri, bana verdigi laboratuvar imkanlariyla yenebil-
memi saflayan sayin Prof.Dr.Altan Giinalp'e sonsuz tesekkiir ve

gikranlarimi sunarim.
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Glinlimiizde yaygin ve yogun bir sekilde kullanilmakbta olan
tetrasiklinler genig spekbtrumlu antibiotiklerin prototipi ola-

rak tanlmlanlrlarl.

Bu gurup antibiotiklerin geligtirilmesi, pernisilin ve
sbreptomisinin tedavideki Snemlerinin tegvik ebttifi sistematik
bir tarama neticesi olmustur. Bunlardan ilki olan klortebrasik-
lin 1948 de Duggar taraf:.n\dan2 Streptomyces aurofaciens'in me-
tabolik lriinlerinden isole edilmigtir. Tki y1l sonra oksitet-
rasiklin Streptomyces rimosus'dan elde edilmigtir. Bu iki mad-
denin kimyasal yapilarinin aydinlatilmasia bu gurubun diger dye-
lerinin geligtirilmesine yol agmig, 1953 de tetrasiklin, 1957
de demetilklortetrasiklin yari sentetik tiirevlier olarak ortaya
gikmigtir. Bu giin bu ddrt ana bilegikbten baska pirolidinometil
tetrasiklin (Rolitetracycline), tetrasiklin-I-metilenlizin
(Lymecycline), metasiklin (Rondomycine), doksisiklin, minosik-

lin tedavi sahasina girmistir.

Tetrasiklinler arasindaki farklar kalitatif olmektan zi-
vade kantitatiftir. Bu ylizden bu antibiotikler bir gurup ola-
rak miutalaa edilirler, Ancak sunulan galismaya sadece tetra-

siklin konu alinmistar.



Tetrasiklin bu gurubun diger biitin liyeleri gibi bir poli~
siklik naftasen karboksamid tlirevidir. Sadece spesifik siibsgti-

tientleri bakimindan digerlerinden farklilik gdsterir (Sekil 1).

Amfotetik karakterlidir, asit ve bazlarla tuz tegkil eder.
Tuzlari (Szellikle hidrokloriir tuzu) bazaindan daha stabl olup
dana iistiin kemoterapdtik Szelliklere sahiptir. Iyonize olabi-
len ¢ gurubu vardir, bunlarin pK degerleri 3.3-7.7-9.5 dur>,

Isoelektrik noktasy pH 5.0 dir.

Tetrasiklin baz,hidroklorﬁr tuzu veya tetrasiklin fosfat
komplekai kuru halde uygun, agzi kapal:r kaplarda saklandifinda
151k ve rutubetten korundugunda oldukga stabldir. 0da isisinda,
1-2 y1l iginde potens kaybi dustkiir. 50°C de 4-6 ay i¢inde % 5

potens kaybina ufrar.

Tetrasiklin g¢ozeltileri biiyik dlglide pH, 1s1 wve Tutubetbe
baXly tabiat, hiz ve yoZunlukta degismeye ugrarlar. (dzeltileri
1s1fa hassasbtir, fotodegradasyon bozunma olayini bilyik olgiide
katalize eder., Ilaveten hava oksijeni birden fazla lirtinle neti-

celenen bir oksidasyona sebep olurt?,

Alkalen hidroliz € halkasinin agirlmasi ile (C 11 ve C 11 a
arasindan) neticelenir. Asit hidroliz A ve B halkalari arasinda

agilmays sebep olurs.

Tetragiklin uygun sartlarda reversibl bir izomerizasyona
ugrarg. Bu izomerigasyon 4drt no'lu karbonda meydana gelen bir

epimerizasyon olup 4-epitetrasiklini (Quatrimicine) verir>»10,

Epimerizasyon pH 2-6 ranjinda bir takim solvan sistemle-

rinde meydana gelir. Bunun hizi fosfat, sitrat veya asetat gibi
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bazil anyonlar mevcudiyetinde artar™. Bu epimerizasyonun l.

derece reversibl reaksiyon kinetizi ile oldugu gosterilmig-

12. Tetrasiklin ile epitetrasiklin arasindaki dengeye olduk-

tir
ga ¢abuk ulagilir. Bir defa bu dengelenme oldufunda epimerik
karigimin biolojik aktivitesi stabilize olur. Dengeye ulagil-
diktan sonra en az 6 aylik bir slire aktivite kaybi tesbit edil-

13

menigtir™ .

pH 2 den daha asidik ¢Gzeltilerde epimerizasyon hizi 81—
¢iilmiyecek kadar diigiiktiir. 0.03 N HCl i¢inde epimerizasyon d4u-
giix oldugu gibi anhidrotetrasiklinlere asit'katalize dehidras~
yonda meydana gelmez. Bu pH da tetrasiklin kimyasal olarak u-

zun stire stabldir.

Asiditede daha fazla bir artis dehidrasyon ve anhidro-
tetrasikline aromatizasyonla neticelenir. Epianhidrotetrasik-
lin anhidrobtetrasiklin ile isomerik olup, tetrasiklinin epime-~
rizasyon sartlarinda reversibl olarak anhidrotetrasikline do-
nigiir.

Tetrasiklin ve epimerlerinin pH 9 dan daha bazik gartlar-

da epimerizasyon hizlari dlgillmeyecek kadar dﬁgﬁktﬁrll.

Epitetrasiklin, anhidrotetrasiklin ve epianhidrotetrasik-
linler gesitli fizikokimyasal Ozellikleri ile bTetrasiklinden
farkliliklar gdsteririer. Fakat en dnemlisi dligiik, in vitro an-
tibakteriyel aktiviteleridir. Bunun tetrasiklin aktivitesinin
% 5 inden daha diiglik oldugu bulunmuﬁtur15’16. Ayrica bu bozun~
ma uriinlerinin renal disfonksiyona sebep oldugu bildirilmig-

: _Z7
fips’ o2,
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Tetrasiklin'genis spektrumlu bir antibiotik olup, gram
(+) ve gram (-) bakterilér, riketsialar, bazi bﬁyﬁk viriisler,

bazi protozoonlar ve bazi aktinomigeslere etkilidirl’55’54.

Etki mekanizmasi, protein sentezinin inhibisyomu suretiy-
ledir. Bu ilag spesifik olarak 30 8 ribozomlara baglanir ve
35,36

boylece aminocagil t-RWA in girigini onler

Gastrointestinal kanaldan yeterli, fakat tam olmayan bir
absorpsiyon gbsterir. Tek bir oral doz ile serum pik seviyele~

37

rine 2~6 gaatte ulasir ve bu 6 saat sabit kalair”’,

Dazilim hacmi viicut sivilarina oranla fazladar. Bliyik
konsantrasyonda bdbrek, dalak, karacifer ve akcigerde topla-
nir. Plazma proteinlerine % 25-30 baZlanir, karacifer vasitasiy-
la kandan uzaklastirilir. Beyine, salyaya, sinovial siviya,
pleural siviya, semene, prostatik siviya, plasenta, fetal doku

38,39

ve membranlara diflize olur

Idrar ve fegesle itrah edilir., Primer yol bdbrekler olup

glomerular filtrasyon suretiyledirqo.

Giinlik doz 1-2 g olup terapdtik kan seviyeleri 1-5 pg/ml

civarindadar.

A~ TETRASIXKLININ GENEL TOXKSISITESI :

Diger Dbiitin antimikrobial ajanlar gibi tetrasiklin de
bir ¢ok zit etkiler gosterir. Bunlarin bazilari hipersensivite-
ve bagladir, bazilari toksik ve iritan etkilerdir. Diger bazi-
lari da allerji ve toksisite ile ilgisi olmayan biolojik etki~

lepigip 4,



Hipersensitivite reaksiyonlarl ekseriya kizamifa benzer
(morbilliform) kizarti, iirtiker, yaysgin eksfolyatif dermatitis
gibi cilt reaksiyonlari, bazan da anjiyondrotik dem ve anaf~
laksi gibi anaflaktoid reaksiyonlar gseklinde gdriliir. Ayrica
SOz yanma51,-dilin kahverengi—siyahlagma51g atrofik ve hiper-
trofik glosit, pruritis ani ve vulvae gdriilebilir. Bu reaksi-
yonlar oral alimlardan sonra da olabildigi gibi ilacin kesilme-
sinden haftalar hatta aylar scnrasinda da devam edebilir., Ilac

ategl ve eosinofili de goriilebilir.

Tetrasiklinin sik gdriilen toksik reaksiyonlari bulanta,
kusma, lgtahsizlik, epigastrik yanma, abdominal rahatsizlak,

diare gibi gastrointestinal bozukluklardar.

Intravendz tatbiklerde tromboflebit gbriilebilir. Intramiis-
kiiler enjeksiyonlariy afralidir, bu da lokal iritan etkilerini
gosterir,

Uzun slire tedavi periferal kanda degisiklik yapabilir, 16~
kositoz, atipik lenfositler, graniilositlerin toksik graniilas-

yonu, trombosiﬁopenik purpurea gézlenmistir35.
Fotosansibilite reaksiyonlari az gdriiliir. Ancak bozunmug
tetrasiklin preparatlarinin kullanimi ile sik rastlan1r25’27.

2 g/glin veya dsha ylksek dozlarda kullanilim ile karaci-

45

ger harabiyeti gtzlenmigtir <. Karacifer mikroskobik inceleme-~

si wvakuoller, stoplazmik degiaméler ve yaZda artis ortaya g¢i-

‘karm1§t1r46.

Hepatotoksisite 6zellikle hamilelerde dnemlidir. Bu konu~

da ¢lim vakalariy bildirilmistir ve hepatotoksisite hastalarin

bazilarinda pankreatitis ile birliktedir'’.
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Tetrasiklin renal disfoaksiyonlu hastalarda dikkable kul-
1an11malld1r48. Kunin ve ark;gg azélmlg renal fonksiyonlular-
da tetrasiklin yarilanma sﬁresinin & saatten 110 saate ¢ikabi-~
lecegini gOstermiglerdir., Toksik etkiler azotemi, hiperfosfa-
temi, asidoz, agirlik kaybi, bulanty ve kusma geklinde ortaya

¢ikar. Biyle hastalarda tzel bir doz cetveli uygulanmalidir,

Tetrasiklinin kan koagiilasyonunu geciktirdigi bulunmus-
tur. Bu olay ca™t gelasyonuna baglanirsa da plasma lipoprotein-
lerinin fizikokimyasal Gzelliklerini defigtirdipi de ileri sii-

rﬁlmektedir35.

Uzun slireli tetrasiklin tedavisi gdren gocuklarda digler-
de renklenme gbrilip 0 >3, Bu, ilacin dig ve kemiklerde, ge-
lagyonla Tetrasiklin-Ca~orto fosfat kompleksi‘tegkil ederek
birikmesi neticesidir. Ilk karakteristik dental pigmentte sari
bir fluoresansdir, zamanla fluoresans kaybolur, 2s1gin katali-
ze ettiZi bir oksidasyon neticesi renklenme gorilir, Bu etki
yoniinden hamilelifin orta devresinden postnabtal 4~6 aylik dev-
re gegici digler, 6 ay ~ 5 yag arasi kalici digler i¢in tehliw-

kelidir.

Tetrasiklin fetus ve kiicik gocuk iskeletinde de birikir.
Prematire bebeklerde, fibula Blgiimleri ile % 40 kemik gelig~
mesi depresyonu gﬁzlenmigtir54. Ancak ilag¢ verilme siiresi kisa

ise tesgir reversibldir.

Tetrasiklin intrakranial basinci arttirabilir, kiigiik be~
beklerde bingildagin ileri farlayip gikintalanmasina sebep o-

labilir55. Ancak bu etki de ilacin kesilmesi ile reversibldir.
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HamileliZin erken devrelerinde tetrasiklin alim ile te-

ratogenite bildirilmistir56. Fakat bu konuda delil azdir.

Tetrasiklin derin metabolik etkileri nedeni ile toksik
ya da allerjik olmayan biyolojik degisikliklere sebep olur.
Yiksek dozda kullanami kilo kaybi, iiriner azotta artag, negatif
azot dengesi ve yilkselmigs serum nonprotein azot konsantrasyonu
ile neticelenir. Uriner riboflavin itrahinda artig goriiliir, Na*t
itraha artar57’58. Biitin bunlar tetrasiklinin spesifik antia-
nabolik etkisi, yani protein sentezi inhibisyonuna atfedilir.
Renal yetersizlik, dozaj ve tedavi siiresi ile orantili olarak

bu etkiler artar.

Tetrasiklin ayrica rezistan suslarain tesekkilili, mantar
ve maya Uremesi ile ilgili olarak siiperinfeksiyonlara sebep o-

lur,

B~ TETRASIKLININ BOZUNMA URUNLERININ TOKSISITESI

Tetrasiklin preparatlari muhafaza esnasinda bozunmaya
ugrayabilirler., Burada rol oynayan faktdrler 8zellikle 1s1 ve
rutubet ile hava oksijeni ve pH dir. Bozunma idriinleri olan an-
hidrotetrasiklin (ATC) ve epianhidrotetrasiklin (EATC) in bu-
lanty, kusma, proteiniiri, glikoziiri, asidoz ve aminoasitiiri i~
le karakterize "Adult tip Panconi Sendromu" na benzer, akubt bir
sendroma sebep oldugu gdsterilmistir. Esas lez¥on muhtemelen
tibliler bir bozukluktur. Preparattaki bozunma kismi de olsa, bu
toksisite sekli ilacin alindif: 2-3 giin icinde hizla ilerler.
Tla¢ ekseriya kapsiillerde verildiginden bozunma belirtisi -sari
tozun kahverengi siyah zamksi bir kiitleye doniismesi~ dikkati

gekmeyebilir.
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Bu konuda ilk rapor Frimpter, Timpanelli, Eisenmenger,
Stein; Ehrlichl7 tarafaindan 1963 de yéylnlanmlstlr. Sunulan va-
kalarain iici de; 1-2 g lik bir tetrasiklin (TC) tedavisini taki-
ben 2~3% gin iginde geligen ve hizla ilerleyen bulanti, kusmna,
proteiniiri, glikoziiri ve biitiin aminoasitleri i¢ine slan biyik
bir aminoasitiiri ile karakterize ayni klinik tabloyu gostermig-
lerdir. Dehidrate ve 4-5 kg lik agirlik kayiplari olan hastalar
mayi ve elektrolit tedavisi gormigler, ancak 10 hafta sonra tam
bir diizelme olmugbur. Yazarlar bu gurup bulgulari ile vak'ala-

rin1 bir Fanconi sendromu gekli olarak tanimlamiglardir.

"Fanconi Sendrom:" terimi, glomerular bozukluktan ziyade,
renal tibiiler bozuklukla ilgili bir renal fonksiyon bozuklugu-
59

nu tarif ic¢in kullanilmaktadir””.

Cocuklarda &zel bir ragitizm geklinde gdriilen dbu sendrom
basit bir Mendelyen resesif karakter ile intikal eder ve bdb-
rek proksimal tiblillerinde gegitli maddelerin yetersiz absorb-

siyonuna baglidar.

Yetiskinlerde ige sendrom ekseriya hem proksimal, hem
distal tiibliler bozukluk seklindedir. Temel efiyoloji her za-
man ayni degildir. Kazanilmig yetiskin tipi Fanconi sendromu
mltipl myeloma ve agir metal zehirlemmelerine etfedilmigtir

60,61

17

Frimpter ve dig. lerinin™' vek'alarinda kullanilan tetra-
siklin kapsiillerinin, orijinal gigesinden ¢akarilmig,uygun ol-
mayan sartlarda muhafaza edilmis olduZu tesbit edilmistir. In-
celenen kapsil muhtevalarinin sari toz degil, kahverengi-siyah,
kati~yapigkan kiitle halinde oldufu gorilmiigtir. Kimyasal tayin-

lerle bunlardan birinin % 23.7 anhidrotetrasiklin ve % 6L.7
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epianhidrotetrasiklin ibtiva ettigi, bir diferinde ise 67.2 mg
tetrasiklin hidrokloriir, 144 mg anhidrotetrasiklin bulunduu

tesbit edilmigtir.

Boylece bu sendromun anhidrotetrasiklin ve epianhidro-

tetrasiklin tarafindan yaratildigi fikri kuvvetlenmigtir.

Tekibeden yillarda, bozunmug tetrasiklin preparatlaraina
atfedilen ve aymi klinik tabloyu tarif eden ¢egitli raporlar
yaylnlanmlstlrlg_az.

18, 7 gin siire ile 7 gram tetrasiklin alan hasta-

Gross
sinda bulanti, kusma, igtahsizlik ve takatsizlikle baglayan,
glikozuri, poliliri, polidipsi, aminoasitiiri, hiperfosfatiiri,
hiperkalsiiri, hipofosfatenmi, hipopotasemi, hipolirisemi, asidoz
ve komaya dogru ilerleyen bir 1etarji geligmesl gzlemisgtir.
Sodyum laktat, glikoz ve bol su verilerek tedavi edilen hasta
49. glnde iyice diizelmis, ancak glikozlirinin kaybolmasina mu-

kabil bir miktar proteiniiri kalmistir.

Fellers ve Lindquist22 bir gocukta nefropati husule getir~
digini bildirdikleri eski bir tetrasiklin rreparatim siganlar-
da incelemigler, 25-100 mg/kg i.p. dozu takiben gdzledikleri
fonksiyonel ve histokimyasal degi§ikiiklerin, hilcre iqinde Ok~
sidatif metabolizmada generalize bir defekt neticesi oldufunu
ileri silirmiiglerdir.

2% aymi sendromu tarif ederken, agir me-

Wegienka ve Weller
tabolik asidozu olan hastalarinda akut devreden iki ay sonra-
sinda bile gdzlenen H' itrahinda bozukluktan sdz etmizlerdir.
Yazarlar tetrasiklin bozunma iirinlerinin adult tip renal +tibi-
ler asidozunkine benzer gekilde H' tiibliler prodiiksiyonunda ve/

veya transportunda bozulmaya sebep oldugunu jleri slirmiiglerdir.
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Sulkowski ve Haserickes ayni tabloya ilaveten baglangigta
sistemik lupus eritematosus'u taklid eden bir fotosensitivite
durumunu bildirmigslerdir. Incelenen kapsiil muhtevasi % 3.5 an~
hidrotetrasiklin, % 6.5 epianhidrotetrasiklin meveudiyetini
gostermigtir. Normalde kapsiil muhtevasinin E,N. 212°% iken
140°C bulunmustur.

Benitz ve Diermier26

bozunma {lrinlerinden sadece epian~
hidrotetrasiklinin bu sendroma sebep oldupunu hayvan densyle-
ri ile gostermislerdir., Morfolojik bulgular, renal kortekste

tibliler nekroz mevcudiyetini g@stermektedir.

Mavromatis28 renal biopsi ile agar tlibliler defisiklik ol-
dugunu gostermigtir. Glomerulusun da etkilendifi gériilmiigtiir,

fakat bu diligik derecededir ﬁe yogun proteiniiride roli vardair.

Fulop ve Drapkin29 hastalarinda primer bir adale hastali-
g1 ihtimalini diislindiirecek derecede btakatsizlikle birlikte K¥
deplesyonu gotzlemiglerdir. Vak'alarinda asidozun olmayigi, ylik-
sek K' tiiketiminin renal tiibiiler asidoza kargsy denge temin et-
tiZini gOstermektedir. Ayrica lriner asidifiye edici kapasite-
de de bozukluk vardir ve bu ayni zamanda distal tiibiiler bozuk-

lufu da yansitmaktadair,

Law30 sigan deneyleriyle 3 mg/100 g ve ilizerindeki epian-
hidrotetrasiklin dozlarinin kuvvetli nefrotoksin oldugunu gds-

termistir.

1966 da Linquist ve Feller®® tetrasiklin bozunma iriinle-
rinin nefropatisini bir geri sig¢an g¢aligmalari ile incelemig~-
lerdir, Morfolojik ve histokimyasal bulgularina dayanarak fonk-
siyonel ve morfolojik defismelerin sebebini oksidatif enzim

gistemlerinin rediksiyonu olarak izah etmiglerdir, Bozunmus



tetrasiklin verilmesinden 24 saat sonra gerumnonprotein azot ve
kreatinin tutulmasiyla azotemi gelismistir. Bu esnada normal g0
rilen morfoloji 3 gin sonra bozulmug, mitokondrilerde azalma i-
le birlikte tiiblillerde agir degismeler mevdana gelmigtir. 24 sa-
at sonraki i1gik mikroskeobik morfolojinin normal olmasina mukabil
oksidatif enzim histokimyasinda defismeler meveut oldufu goste~-
rilmigtir,

Tetrasiklinin in vivo ve in vitro mitokondrial fonksiyonu

etkiledigi gdsterilmigtir®e

» Tetrasiklin biyilk dlg¢lide canli he-
patik ve renal hiicrelerin mitokondrilerinde birikir63. Tetra-
siklin verilmesi sarasinda mitokondrial elektron transfer edici
enzim flavoprotein'in, prostetik gurubu olan riboflavin yofun
gekilde itrah olunur. Bu in vitro oksidatif fosforilasyorm in-
hibe eder., Mitokondrial solunumun bu sekilde inhibisyonu tet-
rasiklinin bir gelasyon yapici ajan olarak harekebt etmesi ile
1ligkilidir ve bu inhibisyon Mg'" ile reversibldir. Bozunmug
tetrasiklinin biitin bébrek homojenatlarinda saf tetrasiklinden
daha potent bir solunum inhibitdrid oldugu gdsterilmigtir. Bu-
nunla beraber biitin solunum inhibitdrleri Fanconi sendromu yap-

maz. Bozunmug btetrasiklinlerin direkt olarak tilbiiler reabsorb-

siyon bdlgelerini bloke etmesi de diisiinlilebilir.

C~ TETRASIRLIN BOZUNMA URUNLERININ KIMYASAL TAYIN

METODLART :

Bozunmug tebtrasiklin preparatlarimin renal toksisite-
sinin anlagilmasindan bu yana bogunma {irlinlerinin kimyasal ta-~
yini konusunda bir gok g¢aligma yapilmigstir. Kullanilan metod~
larin gogu kromatografik‘(ince tabeka, kagit, ve kolon), bazi-

lary da spektrofotometriktiptosi2r84=93
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Ancak yayinlanan ¢ok sayidaki g¢aligmadan bir kag tanesi
tetrasiklin ve ¢ bozunma Urinini birlikbte ayirip tayin edebil-

mektedir.

Fernandez ve ark.84 asitle yikama suretiyle saflastiril-
mig ve pH 7.5 ve 9 EDTA ile tamponlanmig kieselguhr ince taba-
kalara ile galigmiglardir. pH 7.5 da etilasetat-aseton-su
(10:20:3) sistemi ile anhidrotebrasiklin 0.88, tebtrasiklin
0.71, epianhidrotetrasiklin 0.46, epitetrasiklin 0,38 Ry deBer-
leri elde edilmis, pH 9 da su-~aseton (1:10) ile ¢aligmada ise
anhidrotetrasiklin 0.84, tetrasiklin 0.69, epianhidrotetrasik-
lin 0.55, epitetrasiklin 0.22 Re degerleri elde edilmigtir.
Kantitatif tayinler spekbtrofotometrik olarak anhidrotetrasiklin

ve epianhidrotetrasiklin lizerinden yapilmigbtir.

Gyanchandani®’ 0.1 M EDTA, polietilenglikol ve gliserin
karigimi ile hazirlanan kieselguhr G ince tabakzlarinda once
metiletilketon (Mc Ilvain pH 4.7 ile doyurulmug) emprenye edip
sonra dikloroetan-etilformat-etanol (9:9:2) (Mc Ilvain Buffer
pH 4.7 ile doyurulmus) sistemi ile 4 maddenin ayirimini yapmig-
t1r. Verilen Rf degerleri anhidrotetrasilklin C.83, epianhidro-

tetrasiklin 0,50, tetrasiklin 0.36, epitetrasiklin 0.12 dir.

Ascionego asitle yikanmig ve EDTA pH 7.0 ile tamponlanip
gliserin ve polietilen glikol ile muamele edilmig diatome top-
ragi kolonunda galigmigtir. Kantitetif btayinler spektrofoto-

metrik olarak yapilmigtair.
91 . Q0 AP .
Fike”™, Ascione un metodunu meodifiye ederck kullan-
migtir.
Van Hoeck ve dig. 1972 de yayinlanan iki galigmalarinda

tetrasiklin ve bozunma Uriinlerinin ince tabaka kromatografisi

ile ayrilmasina etkili dahili (plaga ve solvana git) ve harici

92,93
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(rutubet 1s1) faktdrleri detayli olarsk incelemislerdir., Isz
ve rutubeti kontrolli etiiv gartlarinda, 4 ayri solvan sistemi
ile kieselguhr G tabaskalary kullanmak suretiyle 4 maddeyi, an-
hidrotetrasiklin 0.83, epianhidrotetrasiklin 0.22, tetrasik-
lin 0.16, epitetrasiklin 0.04& Rf deferlerinde ayirmiglardir,
Kantitatif tayinler plak {izerinde direkt fluorometrik metodla

Yapilmigtar.

D- ARASTIRMANIN AMACI :

Sunulan ¢alisma yukarida bahsi gegen toksik bozunma {i-
rinlerinin {ilkemizde yaygin olarak kullanilmakta olan tetrasik-
lin preparatlarinda tesbiti amaciyla baslatilmistir. Bir tara-
ma mahiyetindeki bu aragtirmayl ylritebilmek igin de gartlarai-
n1za uygun kalitatif ve kantitatif bir metod geligtirilmeye ca-

ligsilmigtar,



MATERYEL ve METOD

A~ Materyel
a) Kimyasal maddeler :

Kiselgur (ince tabaka kromatografisi ig¢in) (BDH)

Etilendiamintetraasctik asit disodyum (EDTA disodyum)
(Merck)

Aseton (Merck)

Etilenglikol (Fisher)

Diklorometan (Merck)

Etilformat (Merck)

Absolu etanol (Merck)

Hidroklorik asit (Merck)

Sitrik asit (Merck)

Disodyum hidrojen fosfat (Riedel)

Tetrasiklin hidrokloriir (Lepetit, batch 12/71)
Fpitetrasiklin (Lepetit, babtch 8/71)
Anhidrotetrasiklin hidrokloriir (Lepetit, batch 8/71)
Epianhidrotetrasiklin hidroklorir (Lepetit, batch 8/71)

b) Kullanilan aletler :

Plak gekme apareyi (Shandon UNOPLAN)
Kromatografi kiivetleri (Camag)

Kromatografi plaklary (10X20 ecm ve 20X20 cm ebadli)
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Mikroenjektsor 10 B1-100 p1 (Hamilton)
Ultraviole lambasa (Camag.U.V. lampe 29.200)
Santrifilj (International Clinical 2509-A05)
pH-metre (Corning Model 7)

Spektrofotometre (Beckman DU-2)

B~ Ince tabaka kromatografisi ile kalitatif teshis metodus:

a) Tampon ¢Bzeltinin (Mc Ilvain Buffer, pH 4.7) hazir-

b)

¢)

lanigy :

0.2 M disodyum hidrojen fosfat (NaEHPO4.2H20) sulu

¢ozeltisi hazairlanir. pH-metrede 0,1 M sitrik asit

(06H807.H20) sulu ¢oOzeltisi ilavesiyle bH 4.7 ye
o4

ayarlanir” .
Eromatografi plaklarimin hazirlanigl :

38,5 g Kiselgur, 70 ml 0.1 M EDTA disodyum sulu ¢i-
zeltisi ile karistirilar, homojen bir bulama¢ haline
getirilir. Bu karaigim plak yayma apareyl vasitasa
ile 20420 cm eb'adli 5 plafa veya 10X20 cm eb'adla
10 plaga 0.% mm kalainlikta yayilair. Bir gece oda
temperatiiriinde birakilir. Sonra 105°C de bir saat

aktive edilir.

Hazirlanan bu plaklar isi ve rutubeti sabit ka-
paly bir kapta muhafaza edilirier. Plaklarin bir

hafta beklemeyle dahi kullanimlari mimkindiir,
Eromatografik solvan sistemleri ve hazirlanigi :

I. sistem : Aseton-etilen glikol-su (120:10:8.2)
Verilen oranlarda solvan karigsimi ha~
zirlanir. Kromatografi kivetine konur,

bir gece doyurulmay: takiben kullanilir.
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IT.sistem : Diklorometan-etilformat-etanol (54:54:12)
Verilen oranlarda solvan karigimi hazir-
lamir. Bir ayirma hunisine alimir. 30 ml
Mc Ilvain Buffer pH 4.7 ilave edilir,
bir saat sure ile doyurulur. Ayrilan or~
ganik faz alinir. Uzerine 3 ml etilen-
glikol ilave edilir. Kromatografi kiive-
tine konur, bir gece bairakilip kivetin

solvanla doymasi temin edilir.

d4) Laberatuvar sartlar : Biitiin kromatografi galigma=-
larl esnasinda laboratuvar temperatiiriinin 22°%-249¢C
ve relatif rutubetin % 50-52 olmasina dikkat edil-
migtir.

e) Test ¢dzeltilerinin hazirlanisi :

TC~-HC1, ETC, ATC-HCl ve EATC-HCl 'iin metanollil ¢o-
zeltileri kullanilir. Yapilan on deneylerle test
maddelerinin herbirinin tesghis edilebilecekleri en
diiglik konsantrasyonlar tesbit sdilmistir (Tablo I).
Buradan harcketle TC-HC1l 0.5 mg/ml, ETC 0.3 mg/ml,
ATC~HCL 0.25 mg/ml, EATC~HCl 0.25 mg/ml konsantras-—
yonda metanollii ¢dzeltileri hazirlamir. 10 pl'lik
bir mikropipetle 1 pl miktarda plaklara tatbik edi-
lir.

f) Kromatografi islemi :

Hazarlanan plaklar once bog olarak I. solvan siste-
minde develope edilirler. Solvanin bir plakta yikse-
ligi igin gegen silire 25~35 dakikadir., Takiben plak-

lar 10 dakika siireyle agikta kurubtulurlar (tercihan
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sofuk hava akiminda 5 dakike). Bundan sonra plak-
lara test maddeleri bir unikroenjektdrle tatbik edi-
lir. Tatbik nokbalarinin kurumasini takiben plak-
lar IT. solvan sistemi ile develope edilirler. Sol-
vanin 16 cm'lik yikselmesil igin developman siiresi
25-30 dakikadir. Bu slirenin sonunda kivetten ¢ikara-
lan plaklar oda temperatiriinde kurutulurlar. U.V.
lambasi altinda 366 nm'de floresan lekeler ince-

lenip yerleri tesbit edilir.

Tablo I

Tetrasiklin ve derivelerinin R, dederleri

| Kons. { R,
Tetrasiklin hidrokloriir 0.50 0.15
Epitetrasiklin‘ ' 0.30 0.05
Epianhidrotetrasiklin hidrokloriir 0.25 0.20
Anhidretetrasiklin hidroklorir .25 | 0,92

Bu dalga boyundaki U.V. 1§11 altinda TC ve AIC sari-yesil,
ETC sar:, EATC ise sari~turuncu floregsanslariyla kolaylikla teg-

hig sdilebilirler.

Bu metodla elde edilen Rf degerleri Tablo I de yukarida
verilmistir. Xromatoplaklarin U.V. i1sigr altandaki fotografle-

r1 da Sekil 2 ve 3 de gorilmektedir.

N



ATC

EATC
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C~ Bpektrofotometrik olarak kantitatif tayin metodun

TC ve EIC'nin 0.1 N HC1 iginde 10 meg/ml kounsantras—
yonda 0.1 N HCl kdrine karsi alinan absorbsiyon spekirumlar
sekil 4 'de verilmistir. Gériilecegi lizere TC-HC1l'in ggx de-
gerleri 270 nm ve 360 nm, ETC'nin g%x degerleri 256 nm ve
358 nm 'dir. Maksimum absorbansin oldugu bu dalga boylarinda
spektrofotometrik Slg¢iimler yvaparak TC ve EPC’nin tayini mimkin-
dir. Ancak TC ve ETC c¢ozeltilerinin sebatsizlifay ve epimerizas-
von ihtimali gOzdnine alinarak 5 ﬁ HCl'de ¢aligilmasi uygun go-
rilniistir. Bu asidik gartlarda TC, ATC'ye, ETC, EATC'ye kanti-

tatif olarak donlismektedir ve bu ¢dzeltiler oldukga stabldir74.

Sekil 5 de ATC-HC1l'in 10 mcg/ml konsanirasyonda, 5 N HCL1
icindeki spektrumu ile TC-HCl'in 10 mecg/ml konsantrasyonda 5 N
Gl icindeki (ATC'ye dbnligmiis olarak absorbsiyon spektrumu go-

ridlmektedir,

Sekil & da ise EATC~HCl'in 10 meg/ml konsantrasyonda,
5 N HCl igindeki absorbsiyon spektrumu ile ETC'nin 10 meg/ml
konsantrasyonda 5 N HC1 igindeki (EATC'ye ddnilismils olarak) ab-
sorbsiyon spektrumu gorilmektedir.

Sekil 5 ve 6 dan ortaya ¢ikan netice gsudur ki bu ddrt mad-

denin de spektrofotometrik tayini i¢ia en uygun dalga boyu

438 pm'dir.
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SEKIL 6
(—) EATC-HCl 'in 10 meg/ml konsantrasyonda
5 N HCl ic¢indeki spektrumu,
(-=-) ETC ‘nin 10 meg/ml konsantrasyonda 5 N HCL
igindeki spekbtrumu.
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I-Tetrasiklin Hidroklorir

tayin me t odu :

a) Standart TC-HC1l ¢dzelbisinin hazirlanigi ve standart
efrinin ¢izimi : 5 wg TC-HCLl tam olarak tartilir,
50 ml.lik bir balon jojeye alamir. 5 N HCl ilavesiy-
le 50 ml'ye tamamlanli‘ Elde edilen 100 mecg/ml kon-
santrasyondaki bu stok g¢dzeltiden uygun dilisyonlar-
1a; B8O, 60, 40, 20, 10, 8, 6, 5, #, 2, 1 mcg/ml kon-

santrasyonlarda ¢bdzeltiler hazirlanir.

Bu ¢bzeltilerin absorbanslari (optik dansite)
spektrofotometrede, hidrojen lambasi 1gifinda, 438 nm

de 0.08 mm yarik genisliginde olgllur.

PC konsantrasyonlarina (absiste gdsterilmistir)
kargl okunan absorbanslarla (ordinatta gosterilmig-
tir) standart e¥ri gizilir (Sekil 7). GOrillduZu gibi
TC-HC1 galigilan 1-100 meg/ml konsantrasyonlarda
Lambert~Beer kanununa uyarak lineer bir egri ver-
mektedir. Stapdart efrinin ¢iziminde hor konsantras-
yon icin (6) okuma yapilip ortalama alinmigtir. Bu

degerler bir tablo halinde gdsterilmigtir (Tablo II).
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TABLC II
TC-HCl standart efrisi gizimi i¢in maddenin bilinen

konsantrasyonlarina kargi absorbans okumalari

TC~HC1 meg/ml . Absorbans (n=6)
1 E - 0.,01740,006 (a)
2 0,03440.,006 (a)
4 ] 0.068#0.005  (a)
5 0.08640.004  (a)
8 0.138+0.004  (a)
0. | o.a730.001 (2)
20 | 0.34040,001  (a)
40 0+68040.001 (a)
60 1.050+0.006 (a)
80 1.590¢0;005 (a)
100 | 1.73020.005  (a)
gty |y

a) Ortalama + standart hata
n) Her konsantrasyon igin yapilan

olg¢im sayisa
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b) Kromatografik yolla TC-HCLl tayini :

10 mg/ml konsantrasyondé TC-HC]l metanollii ¢dzelbtisi
hazirlanir. I. solvan sisteminde develope edilip ku-
rutulmug plaklara mikroenjektdr yardimi ile 1,2,4,5,
6,8,10,20,40,60,80,100 pl'lik tatbikler, 4 cm uzun-

lukta bantlar halinde yapilir.

Patbik szhalarinin kurumasim takiben plaklar,
II.solvan sisteminde develope edilir. Kurutulur, U.V.
lambasinda 366 nm'de leke sahalara (ince, kromatog-

rafi ignesiyle) igaretlenir,

Ancak burada bir gliclilk ortaya ¢ikmakbtadir.
Kullanilan test maddeleri saf olmadifindan birden
fazla leke elde edilmekbtedir. OrnmeZin TC test niumu-
nesinin icinde ETC, ATC ve EATC'nin de bulundufu tes-
bit edilmistir. Bu dzellikle yliksek konsantrasyon-
t1arin tatbikinde ortaya cikmakbtadir. Bu safsizlikla-
rin kantitatif olarak btayini elimizdeki nimunelerin
nigbirinin saf olmamasi nedeni ile miimkiin olmamak-
tadir. Esasen bu durumun TC miktar tayinlerinde kar-
s1lagilan en biyiik gliglik oldugu literatiirde de bil-
dirilmistir74. po-HOlL U.8.P. referans standardinin

saflifinin dahi % 97.8 oldugu hilinmektedir.

Direkt diliisyonla standart egrinin ¢iziminde
ana maddenin ihtiva ettigi safgizliklarda dahil edil-
mis oldupundan, kromatografik g¢aligmada adsorbandan
geriye alma isleminin yuzdesini (dolayisiyle kroma-
tografik metodun verimini) hesaplamada safsizliklara

ait lekelorin de birlikte alinmasi uygun gorilmiigtiir.
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Bu nedenle TC leke gshasl bir ince spatil vasita-
siyla dikkatle kazinmip, 15 ml'lik bir santrifij tiplne
alinir, Kromatoplakta gdriilen diger (ETC, EATC ve ATC)
lekelerde ayni sckilde kazanip alimr ve iginde TC lake

sahasinin bulundufu aynyi tipe aktarilar.

Kazainan adsorban yizeylerinin her konsantrasyon

icin egit olmasina dikkat edilmigtir.

Kazinmig leke sahalarini havi santrifiij tiplerine,
5 ml 5 N HC1l, bir bulli pipet vasitasiyla konur. Tiip-
ler 5 dakika siire ile kuvvetle g¢alkalanip, ekstraksiyon
yapilair. Bu sirenin sonunda tiiplere, cidari yukamnak su-
retiyle 5 ml 5 N HC1l ilave edilir. Bunu takiben tipler
3500 r.p.m.'de 20 dakika slreyle santrifilje edilirler.
Stipernatanlar alinir, spektrofotometrede 438 hm‘de k-

re kargi absorbanslari tesbit edilir.

Képiin hazirlamigi : Bos bir plek dnce I. solvan
gsisteminde, takiben IT. solvan sisteminde develope edi-
1ir. Kurutulduktan sonra TC ig¢in kazinana egit bir so-
hasi kazinarak alinir. 5 ml 5 N HCl ile 5 dakika eks-
traksiyona tabi tutulur. Uzerine 5 ml 5 N HCl daba ila-~
ve edilip 3500 r.p.m.'de 20 dakika santrifije edilir.

Stipernatan alinir ve kdr olarak kullamilir.

Yukarida bildirilen her konsantrasyon ig¢in (10)
deney yapilmis olup neticeler % geri elde etme olarak
Tablo III 'de verilmigtir. Bu yolla elde edilen orta-
lamalar TC deney sonuglarinmyl degerlendirmede diizeltme

faktoéri olarak kullanilmigtir.
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TABLO III
TC~HC1' in bilinen miktarlarda kromatoplafa tatbikinden sonra

kullanilan miktar tayini metodu ile geri elde etme orani

Kr ) L J T
om?toplag Bu metod ile tayin ‘
tatbik edilebilen TC—HCl m1ktar1 Geri elde etme
di - -
edilen TC mcg/IHI ( n=12) % olarak
1 meg/ml '
1 | 0.982:0.081 (a) 98,20
d 2 _ 1.965+0.070 (a) | 98,25
4} 3.81530,050  (a) 95437
5 5.08640.028  (a) 101,72
8 | 7.803:0.026  (a) 97.53
10 2.826+0,015 (a) ? 98,26
20 20,2%140,021 (&) 101,15
. T
40 39.59540.015  (a) 98.98
80 60,69%10,062  (a) 101,55
80 | 78.32340.095 (a) 97.90
100 98.26540.070  (a) | 98,26
| 98.8340.581 (a)

a) Ortalama + standart hata

n) Her konsantrasyon icin vapilan deney sayisi

Bu sonuca gbre (98.83) TC-HCl ' in kromatografik

tayinleri ig¢in diizeltme faktoru:§é~§~ = 1,01 dir,



II.Epitetrasiklin tayin metodu:

a) Btandart EPC ¢&zeltisinin hazirlanisi ve standart
egrinin g¢izimi : 5 mg ETC tam olarak tartilir, 50
ml'lik bir balon jojeye alinmir. 5 N HC1 ilavesiyle
50 ml'ye tamamlanir. Flde edilen 100 meg/ml konsan-
trasyondaki bu stok ¢dzeltiden uygun dilisyonlarla,
80,60,40,20,10,8,6,5,4,2,1 mcg/ml konsantrasyonlar-

da ¢ozeltiler hazarlanir.

Bu ¢dzeltilerin absorbanslari (optik dansite)
spektrofotometrede hidrojen lambasa 1g1finda, 438

nm'de 0.08 mam yarak geniglizinde 3lclliir,

ETC konsantrasyonlarina (sbsiste gdsterilmig-
tir) karsi okunan absorbanslarla (ordinatta goste-
rilmigtir) standart egri ¢izilir (Sekxil 8). Gdril-
digli gibi EIC ¢aligilan 1-100 meg/ml konsantrasyon-
larda Lambert-Beer kanununa uyarak lineer bir egri
vermektedir., Standart efrinin ciziminde her konsan-
trasyon i¢in (6) okuma yapilip ortalama alinmigtar.
Bu deferler bir tablo halinde gosterilmigtir

(Tablo IV).
b) Kromatografik yolla ETC tayini :

10 mg/ml konsantrasyonda ETC metanollii ¢dzelbisi
hazirlanir. I. solvan sisteminde develope edilip
kurutulmug plaklara mikroenjektdr yardimiyla 1,2,
4,6,8,10,20,40,60,80,100 pl'lik tatbikler, 4 cm

uwzunlukts bantlar halinde yapilar.

Tatbik sahalarinin kurumasimy btakiben plaklar,
I1. solvan sisteminde develope edilir., Kurutulur,
U. V. lambasinda 366 nm'de leke sahalari (ince kro-

matografi iZnesiyle) isaretlenir,
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TABLO IV

ETC standart efrisi ¢izimi i¢in maddenin bilinen

konsantrasyonlarina kargi absorbans okumalariy

ETC mcg/ml Absorbans (n=6)
WJM

1 04017+0,004 (&)

2 0.03440,003% (a)

4 o.oeeio,oo; (a)

5 0,08440,00% (a)

8 0,134+0,003 (a)

10 0,170+0,002 (a)

- 20 0.340+0,001 (a)

40 0.680+0.001 (a)

60 1,015+0.003 (a)

80 1.36040.005 (a)

100 1.700+0.005 (a)

A%SggB?IXIEﬁ) 1.70 X 1072

a) Ortalama + standart hata

n) Her konsantrasyon ic¢in yapilan

6l¢im sayisx
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ETC leke sahasi bir ince gpatill vasaitasiyla
dikkatle kazinir, 15 ml'lik santrifiij tiplne alinar.
Kromatoplakta gorilen diger (TC, EATC ve ATC) leke-
leride ayna gekilde kazinip alinir ve iginde ETC

leke sahasinin bulundufu ayn, tipe akbarilair.

Kazinan adsorban yizeylerinin her konsantras-

yon igin egit olmasina dikkabt edilmigtir.

Kazinmig leke sabhalarini havi santrifij tip-
lerine, > mli 5 N HCl bir bulli pipet vasitasi ile
konur. Tupler 5 dakika siire ile kuvvetle calkala-
nip ekstraksiyon yapilir. Bu slirenin sonunda tip-
lere cidari yikamak suretiyle 5 ml 5 N HCL ilave
edilir. Bunu takiben tiipler 3500 r.p.m.'de 20 daki-
ka sireyle santrifije sdilir, Supernatanlar alinmir,
hazirlanan kore kargi 438 nm'de absorbanslari tes-

Pit edilir.

Yukarida bildirilen her konsantrasyon igin (10)
deney yapilmis olup neticeler % geri elde ebme ola-
rak Tablo V de verilmigtir., Tu yolla elde edilen
ortalamalar ETC deney sonuglarini degerlendirmede

diizeltme faktorli olarak kullanilmigtir.



TABLO V
ETC ' nin bilinen miktarlarda kromatoplaga tatbikinden senra

kullanilan miktar tayini metodu ile geri elde ebtme orany

Kromatop lagL Bu metod ile tayin - Geri elde etme
ggzgéi TG edilebilen ETC miktara
nog/al meg/ml ( n=12 ) % olarak
1 0.882+0.126 (a) ﬁiF 85?25 ]
2 1.823+0.085 (a) 91,15
4 3. 764+0.025 (a) i 94,10
5 4,70540.0%2 (a) T 94,10
8 '7.647Io.018 (a) 95458 ‘
10 | 9.588+0,015 (a) 95.88
20 19,23540,010 (a) 96.15
40 37.94140.012  (a) | 94 .85
60 56.764+0.020 (a) 94,60
80 76 . 47040050 (a) | 95458
100 94.11?:0.095 (a) C gs.11
| 9%62;0.’?12 (a)

a) Ortalama + standart hata

n) Her komsgantrasyon igin yspilan deney sayisi

Bu sonuca gdre (94.,02) ETC ' nin kromatografik
tayinleri igin diizeltme faktori :&ggg;jm 1,06 dir.
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ITI- Anhidrotetrasiklin hidro-

kloridr tayin me todu :

a) Standart ATC ¢dzeltisinin hazirlanigi ve standart
egrinin ¢izimi : 1 mg ATC-HCLl tam olarak tartilir,
50 ml'lik bir balonjojeye alinir, 5 N HCL ilavesiy-
le 50 ml'ye tamsmlanir. Elde edilen 200 mcg/ml
konsantrasyondaki bu stok ¢ozeltiden uygun diliis=-
yonlarla; 10,8,7,6,5,4,%,2,1 mcg/ml ve 0.5 meg/ml

konsantrasyonda ¢dzeltiler hazirlanir.

Bu ¢ézeltilerin absorbanslari (optik dansite)
spektrofotometrede hidrojen lambasi zgifinda, 438

nn'de 0.08 mm yarik genigliginde Slguliir.

ATC~HC1 konsantrasyonlarina kargi (absiste
gdsterilmigtir) okunan absorbanslarla (ordinatta
gosterilmistir) standart efri ¢izilir (Gekil 9).
Goriildigi gibi ATC-HC1, ¢alisilan 0.5-10 meg/ml
konsantrasyonlarda Lambert-Beer konununa uyarak
lineer bir egri vermektedir. Standart efrinin g¢i-
ziminde her konsantrasyon i¢in (6) okuma yapilip
ortalama alanmistir. Bu degerler bir tablo halin-

de gbsterilmigtir (Tablo VI).
b) EKromatografik yolla ATC toyini :

10 mg/ml konsantrasyondz ATC-HC1 metanolli ¢dzel-
tisi hazirlanir. I. solvan sisteminde develope edi-
lip kurutulmus plaklara nikroenjektdr yardimi ile
0.5,1,2,3,4,5,6,7,8,10 Pl'lik tatbikler 4 cm uzun-
lukta bandlar halinde yapilar.
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TABLO VI
ATC-HCl standart egrisi ¢izimi igin maddenin bilinen

konsantrasyonlarina karsi sbsorbasns &lgmeleri

ATC-HECL meg/ml Absorbans (nw6)
B JF_
0.5 0.00910.005 (a)
1 0.01840,00% (a)
2 0.036+0.004 (a)
3 0.056+0.003  (a)
4 0.07240,00% (a)
5 0.09240,001 (a) |
Ryt x
6 0.11040,002 (a)
7 0.12940,001 (a)
8 0.1464+0,001 (a)
ADCORBPIVITE | -
(%1 ,1 cm) 1.83 X 10

a) Ortelama + standart hata
n) Her konsantrasyon i¢in yapilan

G6l¢lin sayisa
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Tatbik sahalarinin kurumasinl vakiben plaklar II.
solvan sisteminde develope edilir. Kurutulur, U.V.
lambasinda %66 nm'de leke sahalari {(ince kromatog-

rafi i¥nesiyle) igaretlenir.

ATC leke sahasi bir ince spabil vasitasiyle
dikkatle kazimrr, 15 ml*lik santrifiij tiiplne ala-
mr. Kromatoplakba gdriilen EATC lekesi de ayna ge-
kilde kazinip alinir ve iginde ATC leke sahasinin

bulundufu ayni tiipe akbtarilar.

Kazinan adsorban ylzeylerinin her konsantras-

von igin egit olmasina dikkat edilmistir,

Kazinmis leke sahalarini havi santrifitj tip-
lerine 5 ml 5 N HCY bir bullll pipet vasitasi ile
xonur. Tiipler 5 dakika siireyle kuvvebtle galkalanip
gkstraksiyon yapilir. Bu silirenin sonunda tiplere
cidary yikamak suretiyle 5 ml 5 N HCl ilave edi-
1ir. Bunu tskiben tipler 3500 r.p.m.'de 20 dakika
sﬁreyie santrifiije edilir. Slpernatanlar alinir,
hazirlanan kdre kargi 438 nn'de absorbanslara

tesbit edilir.

Yukarida bildirilen her konsantrasyon igin
(10) deney yapilmis olup neticeler % geri elde
etme olarak Tablo VII de verilmistir. Bu yolla
elde edilen orbalemalar ATC deney senuglarini de-
gerlendirmede diizeltme faktdrii olarak kullanil-

migtar,
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TABLO VIT
ATC~HCL'in bilinen mikterlarda kromatoplaga tatbikinden sonra

kullanilan miktar tayini metodu ile geri elde etme orana

%ﬁgﬁ?ﬁOpla ‘ Bu.meﬁgd ile tayin .~
zgéiggl et':iilebilen ATC-HCL | Geri elde etme
meg/ml it ( 2=10 ) % olarak
0.5 0_:1-9130.;5 | (a) 98.20
1 0,984+0.098 (a)“ 4& | 98,40 |
2 1.96740.070 (2) 98,35
3 2.95040.076  (a) 98.33
4 3.825+0,080 (a) # 95.62
| 4.BQO¢0.072 (a). T 96,00
6 5.84?:&064 @ | 97:45
7 6.94440,026  (a) 99.20
& 7.85840,017 (a) 98,35
10 9.83640,010 (a) 98,36
) 97.82+0,405 (a)

a) Ortalama + standart hata

n) Her komsantrasyon i¢in yapilan deney sayisi

Bu sonuca gire (97.82) ATC-~HCl'in kromabografik

tayinleri igin diizeltme faktori :~399—= 1.02 dir

97.82
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iV. Eplanhidrotetrasiklin hidzro-

kElozxur tayin me todu :

a) Standart EATC ¢dzeltisinin hazirlanisi ve standart
egrinin ¢izimi : 1 mg EATC-HCl tam olarak tartilar,
50 ml'ye tamamlanir. Elde edilen 200 mecg/ml konsan-
trasyondaki bu stok ¢dzeltiden uygun dilidsyonlarla;
10,8,7,56,5,4,3%,2,1,0.5 meg/ml konsantrasyonda ¢o-

zeltiler hazirlanair.

Bu ¢bzeltilerin absorbanslari (optik dansite)
spektrofotometrede hidrojen lambasi igiginda, 438

nm'de 0.08 mm yarik genigliginde 8l¢lillir.

EATC-HC1 konsantrasyonlarina karsi (absiste
gdsterilmistir) okunan absorbanslarla (ordinatta
gdsterilmigtir) standart efri ¢izilir (Sekil 10).
Gorildigi gibi FATC-HC1, galisilan 0.5-10 mcg/ml
konsantragyonlarda Lambert-Beer kanununa uyarak
lineer bir egri vermektedir., Standart efrinin ¢i-
ziminde her konsantrasyon igin (6) okuma yapilip
ortalama zlinmistir. Bu deZevler bir tazblo halinde

gésterilmigtir (Tablo VIII).
b) Kromatografik yolla EATC tayini :

10 mg/ml konsantrasyonda EATC-HCl metanolli ¢ozel-~
tisi hazarlanmir. I, solvan sisteminde develope edi-
1ip kurutulmus plaklars mikroenjektor yardaimiyla

0.5,1,2,3%,4,5,6,7,8,10 pl'lik tatbikler 4 cm uzun~

lukta bantlar halinde yapailir.
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EATC~HCY standart efri ¢izimi ic¢in maddenin bilinen

TABLO VIII

konsantrasyonlarina karsiabsorbans dlcmeleri

EATC-HC1 mcg/ml Absorbans (n=6)
0.5 0.008+0,005 (a)
1 0.0175+0,005 (a)
) 2 0.03420, 004 (a).
L 3 0.05130.0?4 5 E;)
i 0.069:+0,004 (a) |
5 0.084+0,003 (a)
6 ooloéio.ooe (a)
i .0.120;0.00§ (a)
8 0.137+40.001 (a)
10 0.175+0,001 - (a)
ABSORBTLVITE | -2
1.75 X 10 (a)

(%1 4y 1 em)

a) Ortalama + standart hata

n) Her konsantrasyon igin yapilan

Sl¢lim sayasa
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Tatbik sahalarinin kurumasinl takiben plaklar
I1. solvan sisteminde develope edilir. Kurutulur,
7.V. lambasinda 366 nn'de leke sahalari (ince kro-

matografi ifnesiyle) isarectlenir.

EATC leke sshasi bir ince spatil vasitasiyla
dikkatle keazinir, 15 ml'lik santrifij tipline alanir.
Kromatoplakta goriilen ATC lskesi de ayni sekilde
kazinip alinar ve iginde EATC leke sahasinin bulun-

dufu ayni tiipe aktarilar.

Kazinan leke sahalara havi santrifilj tilplerine
5 ml 5 N HC1, bir bulli pipet vasatasiyla konur.
Tipler 5 dakika siireyle kuvvetle galkalanip eks~
traksiyon yapilar. Bu slirenin sonunda tiplere ci-
dari yikamak suretiyle 5 ml 5 N HCl1 ilave edilir,
Bunu takiben tiipler 3500 r.p.m.'de 20 dakika siirey-
le santrifiije edilir. Sipernatanlar zlimir, hazir-
lanan kore karsi 438 nm'de absorbsiyonlari tesbit

edilir.

Tukarida bildirilen her konsantrasyon igin (10)
deney yapilmis olup neticeler % gzeri elde etme ola-
rak Tablo IX da verilmisgtir. Bu yolla elde edilen
ortalamalar FEATC deney sonuglarini degerlendirmede

dizeltme fak*+Frii olarak kullanilmistir.



TABLO IX
EATC~HCYl ' in bilinen miktarlarda kromatoplaga tatbikinden sonra

kullanilan miktar tayini metodu ile geri elde etme orani

1§:§§?§091a5a3u metod ile tayin
edilen, |edilebilen EATC-HCL miktarj Geri elde etme
neg/ml meg/ml { n=12 ) % olarak _
0.5 0.45740.205  (a) | 91.40
1 0.45710.096  (a) .0 20
2 | 1.942:0.085  (a) 97.10
3 2.742+0.160 (a) 9i:40
3 3.771¢o.oéo (a) 9,27
5 4,68540.105 (&) 93.70
6 54600+0,050 (a) : 93.33
7 6.628+0,015 (a) | g4.,68
8 ?.41540.082 @ 92.68
10 | 9.42830.026” () ‘ 4,28
| 93.7040.553 (a)

a) Ortalama + standart hata

n) Her konsantrasyon icin yapalan deney sayisl

Bu sonuca gbre (93.70) EATC-HC1l ' in kromatografik

tayinlerd ig¢in diizeltme Fakt®rii : =io9~ = 1,06 dars

93.70
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D~ Galisilan tetrasiklin preparatlarina metodun uygulanigy:

Kapsil tipi preparatlarla g¢aligmada 3 kapsiil muhtevasa
alinir, iyice karigtirilir, tartilir. 100 mg TC-HCl'e es degZer
miktarli hesaplanip, tam olarsk tartilarsk alinir. 5 ml metanol
ilave edilir, 5 dakika slireyle ¢alkalanir. Qdziinmeyen lelﬁ |
varsa (dolgu msddesi) uzaklagtirmak lzere kantitatif slizgeg
kagidindan siziilir. Slzlinti 10 m1'lik bir kepakli meziire alimr,
netanol ilavesiyle 10 ml'ye tamamlanar. Bﬁylece hazirlanan 10
mg/ml konsantrasyondaki gtzeltiden 25~50 pl'lik miktarlar,

4 cm'lik bandlar halinde plaklara tatbik edilir.

Surup tipi preparatlarla ¢alismada 5 mg/ml konsantrasyonu
temin edecek gekilde dilisyon yapilar. Gozinmeyen kismin ve ge-
ker mubtevasinin uzaklagtirilmasi ise 3500 r.p.m,'de santrifi-

gasyon surebiyle saglanir.



BULGULAR

Materyal ve metod kisminda anlatilan kalitatif ve kanti-
tatif tayin metodlari, herbiri defisik eczanelerden bemin edi-
len, 7 ayri firma'ya ait defigik seri numarala 39 tetrasiklin

preparatina uwygulanmistir.

Tayini yapilan 39 preparatin, 26'sa kapsiil, 13'# surup

tipindedir,

Ayrica toplam 13 gesit preparatin 4 tanesi TC-HCl, 3 ta~-

nesi TC-Baz, 6 tanesi ise TC-Fosfat kompleksi havidir.

Biitiin neticeler TC~-HC1 iizerinden hesaplanmigtir. 30yleki,
250 mg TC-HC1'in 231.04 mg TC-Baz'a egdegfer oldufu kimyasal
vapilari ve formiil afirliklarandan hesaplanmigtir. TC-Fosfat
kompleksinin kesin yapisal formilinin bilinmedigi bildirilmek-

te oldugundan9

2 hesaplar asgari potens lzerinden yzpirlimigtir.
N.F, XIT ve F.D.A,ge‘e gbre TC~Fosfat kompleksinin en az 750
meg/mg TC-HC1 aktivitesine sahip olmasi gerekmektedir. TC-HCL
aktivitesi ise asgari potensi 900 mcg/mg'dirg?. Buradan 1 mg
TC-~-HC1'in 1.2 mg TC-Fosfat kompleksine egdefer oldufu ortaya
gikmaktadir, Bu nedenle TC-Fosfat havi nlmunelere ait nebtice-

ler 1.2 faktdri ile carpilmak suretiyle verilmigtir.

Pablo X 'da kapsiil tipi preparatlara ait kantitatif neti-

celer goriilmektedir.
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Tablo XTI 'de ise surup %ipi preparatlara ait kantitatif

neticeler verilmistir.

Her nimune igin (10) deney yapilmis olup neticelerin or-

talamalari + standart hata'lara ile birlikte verilmistir.



TABLO X

KAPSUL TIPI PREPARATLARA AIT NETICELER

_z:mw_:m q,m.% Firma % TC-HClL (n) Ye E TC-HCL (n} %  ATC-HCl({n) Y% - EATC-HClUn Toplam
T L Ho | A 79.398 + 3915 7.480 + 099 1.336 % 0221 (= 88.214
2 0 A 86.980 + 1.825 6-850 + 0.765 2.226 £ 0.117 0.362+ 0.095 96.418
3 L A 93.403 % 1.258 2.242 = 0.525 1.448 + 0.055 0.181+ 0.162 97.2 80
b " A 96.328+ 0.925 £.488 + 0.614 1.226 + 0.097 102.042
5 PO, | B 79.388+ 72.387 15.852 + 0.308 2.160 + 0.115 0.941+ 0.321 98.341
6 I B 85.985 + 1.659 8.338 £+ 0.579 1.805 + 0.028 0.195% 0.217 100.323
7 o B 93.194 * 1.12] 5.883 % 0.216 1.990 % 0.067 0.060% 0.011 101.127
8 1 B 92.963 &£ 1.415 7.861 + 0.921 2.316 + 0.059 1.887 + 0.051 105.027
9 " B 83.483 + 2.00] 14.911 + 1.008 2.099 + 0.11% 0.785+0.017 101.278
10 " B 92.096 + 1.712 6.982 + 0.522 1.129 + 0.218 0-235+ 0.012 103.142
11 HCI C 88.155 + 1.565 7.480 t 0.189 1.448 * 0.417 ~— 97-083
12 ! c 91.740 % 0.972 4.261 £ 0.226 2.085 + 0.027 0-187% 0.011 mm..m_mq
13 n C 88.739 % 1.315 10.811 = 0.527 0.556 * 0.175 - 100206
14 1 PO, | D '84.839 = 1.671 11.119 £ 0.619 1.446 £ 0.211 1.021+0.026 98.425
15 n D 86.138 + 1.582 11.833 = 0.717 1.158 + 0.518 0.482+ 0.129 99.671
16 D 88.036 + 2.4M 12.150 + 0.828 3.187 + 0.079 0.156+ 0.031 103 .529
17 0 E mo_;mm + 1.385 10-436 * 0.511 2.316 + 0.181 A.D_NNH 0.0 89 104533
18 " E 87.679 * 1.421 6.643 + 0.332 1.158 + 0.084 0.312 Ho._d 10 95.792
19 n E 89.711 % 1.204 9.724 * 0.418 1-519 £ 0.156 —_— | 100.9 54
20 " _m mm_..mmo * 2.059 11.690 * Q.20 3.74 £ 0.22 0.392 £ 0.025 98.746
21 HCt 1 F 96.328 £ 1.517 4.664 * 0.059 0-427 * 0.032 o;mouo.oow 101.539
2 | » | F | 91.650 £ 0.995 8.720 & 0.310 0.410 £ 0.506 , 100.480
23 " F 87.572 +1.271 8.729 £ 0.405 0.780 + 0.127 o.wmmno.\_mm 97.563

2% " G 54.060 % 0.565 2.804 * 0.095 1.604 % 0.027 | — 58.468
25 n G 51.140 % 0.611 3.240 £ 0.131 0.726 £ 0.137 — mm._::.




TABLO XI SURUP TIP| PREPARATLARA /

rTipCi Firma |12/100 ml'TC-HCl (n) |ng/100 m ETC-HCL (") | meg/200 my ATC HCL(m
3az | & 91.774 + 07605 2.667 + 0605 5.290 + 0331
L A 88.730 + 1.257 6.370+ 0.812 1.112 = 0.128
n A 90.558+ 1.125 4.364+ 0.310 0.723 *+ 0.061
PO, | B 82.202 + 2.003 17.181 + 0.415 1.651 + 0.037'ﬁ
" B 93.472+ 2.150 14.858 + 0-.915 6.127 + 0.122
" B 103.508 + 2.459 8-722 + 0.823 1.998 + 0.085
! B | 98.818 + 1.810 20.955 * 0.971 0.566 * 0.039
Baz | ¢ 90.334 *+ 1.021 7.356 * 0.212 0.352 £ 0.176
’ C 91.072 + 1.326 5.734 + 0.189 1.254 + 0.221
" C 94.800 + 1.054 5.236 * 0-621 0.525 * 0,052
n D 92.560 + 0.951 7.73% % ‘Q..827 2.004 + 0,185
" D | 93.157+ 0.767 6.885 * 0.724 1.336 = 0.123
w | D 91.677 * 1. 361 11.047 *+ 0.322 1.504 * 0.095

( a) Ortalama =+ standart hata

( n ) Her konsantrasyon icin yaplan olgim sayiss




TARTISMA

Farmasotik preparatlarda tetrasiklin muhtevasinmin gerek
mikrobiyolojik, gerekse kimyasal metodlarla total olarak tayi-
niga, tetrasiklin bozunma irtnlerinin tesbiti igin hassas bir
vol degildir. Tetrasiklinin, epitetrasikline ve anhidro turev-
lerine doniligmesi preparatin in vitro mikrobiyolojik aktivitesin-

9215116 ppcak tetrasiklin

de bir azalma ile ortaya giksbilir
miktarina nazaran diigiik oranda bulunan bozunma uUrlnlerinin mey-
dana getirecegi aktivite azalmesinain, tiecari preparatlara ila-

ve edilen miessir madde fazlesi dolayisiyla tesbiti glgtir.

Literatiirde, farmasdtik preparatlarda tetrasiklin bayini
igin bir gok anslitik metod mevcuttur. Ancak gofu spesifiteden
uzaktir. U.S5.P. XVII ve B.P. (1968) mikrodiyolojik tayin metod-
lari verirler, ancak bu yol, yukaraida bildirilen nedenler ve
bozunma iiriinlerinin de bir miktar antimikrobiyal aktivite gbs-
termesi nedeniyle giivenilir deZildir, ‘
Bazi aragbtiricilar konuyu sadece anhidrotetrasiklin ve
epianhidrotetrasiklin yonunden ele almiglardir. D:La‘kl:mia—:f?8 ‘
tarafindan tarif edilen, direkt epektrofotometrik olgmeye daya-
nan basit ve hizly bir metoed F.D.A.99 tarafindan da resmi me-~

tod olarak kabul edilmigtir. Ancak bu metodla total anhidro- ‘

tetrasiklin ve epianhidro tetrasiklin tayini yapilabilmektedir.



- 51 -

Ayni raporda epianhidrotetrasiklin ig¢in limit deferleri
bildirilmigtir. Bu degerler hammadde ic¢in % 2, injektabl pre-
paratlar, oral tozlar, tabletler ve kapsiiller igin % 3, oral
siispansiyonlar igin % 5 dir. Efer dirckt spektrofotometrik yol-
1a tayin edilen total amhidrotebtrasiklin muhtevasi bu limitle-
Ti asiyorsa, o takdirde anhidrotetrasiklin ve epilanhidrofetra-
siklinin ayri ayri tayini icin kolon kromatografik bir tayin
metodu tavsiye edilmektedir. Bu metod Ascione ve dig.76 'nin

netodunun bir modifikasyonudur.

B.P. (1969 Addendum) tetrasiklin ve ¢ bozunma iriniinin
tayin edilebilecegi bir ince tabaka kromatografik metod vermek-
tedir, Bu metod Ascione ve dig.75 'nin tarif ettigi diger bir
metod olup, adsorbanin (kiselgur) saflagtiriimasi ameliyesinin
yoruculugu, neticelerinin degiskenligi ve ozellikle tayin 1i-

85

mitlerinin iyimserligi yoninden elegtirilmektedir .

Van Hoeck92 tetrasiklin ve difer lg bozunma lrininin bir-
likte tayin edebilen metodlarain bir kritigini vermekte, bun-

/
&4 mebodu ol-

lardan en iyi sonug verenin Fernandez ve diZ.'nin
dugunu bildirmektedir. Ancak metodun, kiselgur'un temizlenmesl
icin gegen stire ve bununla kaplanan plaklarda adsorban yluzeyi-

nin gatlamasi gibi mabzurlari oldufunu bildirmektedir.

Van Hoeck92 Brzellikle tetrasiklin ve epianhidrobetrasiki“
nin Rf‘lerinin ayrilmasinda en Snemli etkenim isi ve rutubet
gibi hariei faktdrler oldugunu belirtirken en uygun ¢aligma
sartlarinin 2900 de % 51 relatif rutubet oldugunu hildirmek-
tedir. Arastirici bunu temin igin -de kromatografi iglemlerini

dzel bir etiv ig¢inde yazpmigtir.

Sunulan ¢aligmada da bu husus Snemli bir faktdr olarak
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ortaya g¢ikmistir. Ancak sabit bir rutﬁbet ve temperatiiri temin
cdccek bir etiiv yerine (bulunamadigindan), ¢alaigilan laboratu-
var temperatiirii ve rutubeti belirli limitlerde gabit tutulmaysa
caligilmigtar. 20-22°C temperatiirde ve % 50-52 relatif rutubet

sartlaranda en iyi ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilmigtir.

Titeratiirde kromatografik metodlarla betrasiklin tayinin-
de silikajel, kiselgur, mikrokristalen selliloz, aluminyum
hidroksit adsorban olarsk kullanmilmigtir. Ancak silikajel kul-
lanildiginda tetrasiklinlerin kuvvetle adsorbe edildigi ve
yotorli derecede eliie edilemedizi bildirilmektedir’~. En iyi
neticenin, bu aragtirmada da kullanildif: sekilde, temizlen-

93

nemis kiselgur oldufu bildirilmigtir~-.

Plaklarin kaplandigi adsorban ylzeyinin EDTA ¢ozeltisi i~
le hazairlaniginin nedeni selasyon suretiyle, adsorbanda mevcut

netal iyonlarinin interferarsinin ortadan kaldirilmaszidir.

IT.solvan sistemini doyurmada kullanilan tampon ¢ozeltinin
fonksiyonu tamponlanmakdan baska polivalan katyonlarin uzak-
lagt1r11m381d1r66. Ayrica tayini yapilan ddrt maddenin kroma-
tografik olarak en iyi ayirimlaripin pH 4.7 de oldugu bildi-
rilmistirga.

Tetrasiklin ve bozunma iriinlerinin daha iyi ayirimlary i-
¢in kromatoplazin optimum miktarda su ihtiva etmssi gerekmex-
tedir. Bunu btemin igin g¢egitli arastiricilar tarafindan adsor-
banlara degisik su tutucu ajanlar ilave edilmigtir. Gliserin,
polietilen glikeoz 400, polietilen glikol, etilenglikol, forma-
wid, trietanolamin bu maksatla kullanilmiglardir. Galigmalari-
m1zda en iyi neticeler etilenglikol ile alinmigtir. Plaklarin

T.solvan sistemi ile 6n developmani adsorban ylzeyine optimum

su muhtevasy temini igin yapilmaktadir.
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Galismalarimizda adsorban kalinlig: da Snemli bir faktor
olarak ortaya ¢ikmigtir. En iyi neticeler 0.3 mm kalinlikta a~

linmigtar,.

Bu arastirmada karsilagilan en biyik gliglik, analitik o-
larak saf tetrasiklin ve derivelerinin btemini olmustur ki bu
husus 1iteratiirde de bildirilmektedir®Or?S181,82,85,88,89,91
Tetrasiklin U.8.P. referans standart nimunesinin saflifinin
% 97.8 oldugu, ticari preparatlarin % 2-6 oraninda epitetra-
siklin ihtiva ettigi, dlisiik oranlarda anhidrotetrasiklin ve
epianhatotetrasiklinin bulunabildifi bildirilmigtir.

Tetrasiklinlerle calismada diger bir giliglik de maddelerin

75,81,82,84,90

ve ozellikle g¢dzeltilerinin sebatsizlifidir
ganik coziiciilerle veya dilile asitlerle hazirlanan gozeltilerin
spektrofotometrik olarak absorbans Slg¢melerinde zamana bagla
olarak biyiik degismeler gdzlenmigtir. Bu nedenle krometografik
iglemi takiben organik ¢dziiciler veya dilile asitler igin de spek-
trofotometrik dlcmeler yerine tetrasiklin ve epitetrasiklinin

5 N HCl ile muamelesini takiben anbidrotetrasiklin ve epianhid-

rotetrasiklin lizerinden Slgme yoOniune gidilmigtir.

Gelistirilen metod, literatiirde mevcut metodlarin yorum-
lanmasy ve ¢aligma sartlarimiza ve laboratuvar imkanlarimiza
en uygun yonlerinin tesbitini takiben bir modifikasyonla orta-
ya glkar11m1§t1r$2’87’92. Metod tetrasiklin, epitetrasiklin,
anhidrotetrasiklin ve epianhidrotetrasiklinin birlikte teshis
ve tGayin edilebilmesi, hassasiyeti, basitligi ve tekrarlana—

bilirligi yoniinden rutin bir metod olarsk uygulanabilir gdrin-

mektedir.

Preparat ¢alismalarinda dolgu maddeleri boya maddeleri

bir problem ¢ikarmamigtir. Biylk miktar tetrasiklin yaninda,
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ditziik oranda anhidrotetrasiklin ve epianhidrotetrasiklinin
ayrilmasi ve tayini almkiin olmaktadair. Qok disik oranlarin
tesbiti, fazla mikbarda nimune ¢dzeltisinin buyuk plaklara

(20X20), biiyilkk bandlar halinde tatbiki ile yapilabilmigtir,

Calagan tetrasiklin preparat nimuncleri vitamin veya
bagka bir etken madde havi olmayan saf tebrasiklin preparavla-

madir,

Tablo X ve XI de goriilmekte olan neticeler gdyle dzet-
lonip, yorumlanabilir i Kapsiil tini preparatlarda,(24,25,26
ndlu preparatlar harig)total tetrasiklin mubhtevasi % 88.214~
% 105.027 oraninda deZismektedir. % 100 ‘lin iizerindeki neti-
celer preparata fazla madde ilavesini pUstermektedir. Ancak
J.8.P. XVII tetrasiklin kapsiilleri icin en az % 85 TC-HC1 ve-

va TC~PO, mubbtevasi gerektifini bildirmekbtedir. Preparatlarin

4
mikrobiyelojik kontrolleri (burada verilmemigtir) bir arag-
tirma enstitisiinde yapbtirilmigtir. Du neticeler bizim kimya-

sal bulgularimyiz ile + % 5 uyum gostermektedir.

Kapsill tipl preparatlarda tetrasiklin ve bozunma urinle-
Tinin neticeleri ise (24,25,26 no'lu preparatlar harig); teb-
raéiklin icin % 79.388 - % 96,328, epitetrasiklin ig¢in
% 2.242 - % 15.852, anhidrotetrasiklin igin % 0.110 ~ % 3.714,
epianhidrotetrasiklin igin % 0.060 -~ % 1.887 dir. Bu durumda
epianhidrotetrasiklin i¢in bulunzn deZerler F.D.A.gg‘nln vere
digi simirlar icgindedir.

24,25 ve 26 no'lu preparatlarda Snemli Blglide diisiik btet-

ragiklin mubbevasi tesbit edilmigtir. Ilk ikisi igin bulunan

% 54,060 ve % 5 1,140 neticeleri mikrobiyolojik olarak da
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aynen tekrarlanmistir, 26 no'lu preparatiin kimyasal tayin so-
qucu betrasiklin igin % 10.041 'dir. Mikrobiyelojik metod % 28
aktivite gostermigtir. Ancak bunﬁn, bizim kromatoplakta tesbidv

otbifimiz cksitetrasiklin lekesine aib oldufu anlagilmakbtadir.

Tablo XI den de goriilecefi iizere guruplarda bozunma dri~
nit daha fazladair. Total tetrasiklin muhtevasi % 95.645 -
% 119.051 bulunmugtur. Saf tetrasiklin orami % 82.202 - % 10%.50%,
epitetrasiklin orani % 2.867 -~ % 20.955, anhidrotetrasiklin
% 0.566 ~ % 6,127 ve epianhidrotetrasiklin % 0.330 - % 2.174
dir.

Suruplarin epianhidrotetrasiklin muhtevasinin da F.D.A.gg

limitleri iginde oldugu gdrilmektedir,

Tu neticelerden anlasilacaZi fizere {ilkemizdeki tetrasik-
1in preparatlarinda bozunma lirinleri olan epitetrasiklin, an-
nhidrotetrasiklin ve epianhidrotebrasiklin defiglk oranlarda
meveutbur. Ancak renal toksisiteye sebep oldufu bildirilen e-
pianhidrotetrasikliin mikbar: emniyet limitleri iginde kalmak-

tadar.
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Bu arastirmada, ifilkemizdeki tetrasiklin preparatléflnda
toksik bozunma idirtinlerinin tesbitine ¢alisilmistar. Bu amagla
gartlarimyiza uygun bir metod gelistirilmisg, kalitatif tayin-
ler ince tabaka kromatografisi ile kantitatif tayinler spekbtro-

fotometrik olarak yapilmighir.

Incelenen tetrasiklin preparatlarinda deZigik oranlarda
bozunma urinid meveuttur. Ancak akubt remal toksisiteye sebep
olan epianhidrotedrasiklin miktarlari F.D.A,'nin tanidafy emni-

yot sinirlarim asnamaktadar.
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