BAZI NON STEROIDAL ANTIINFLAMATUVAR
[LACLARIN RATLARDA ORAL UYGULAMA
SONRASI KAN ADRENALIN DUZEYLERI UZERINE
ETKIisSi

Alptug ATILA
ANALITIK KIMYA ANABILIM DALI
Tez Yoneticisi:

Prof. Dr. Yiicel KADIOGLU

DOKTORA TEZi
ERZURUM - 2011
HER HAKKI SAKLIDIR



T.C.

ATATURK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLER{ ENSTITUSU
ECZACILIK FAKULTES]
ANALITIK KiMYA

ANABILIMDALI

BAZI NON STEROIDAL ANTIINFLAMATUVAR ILACLARIN RATLARDA
ORAL UYGULAMA SONRASI KAN ADRENALIN DUZEYLERI UZERINE
ETKISI

Ars. Gir. Alptug ATILA

TEZ YONETICISI
Prof. Dr. Yiicel KADIOGLU

Doktora Tezi
ERZURUM-2011
T.C.
ATATURK UNiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERi



Prof. Dr. Yiicel KADIOGLU nun damismanliginda Alptug ATILA tarafindan hazirlanan bu
¢aligma 15.07.2011 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan, Analitik Kimya Anabilim Dahn da

doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Bagkan: Prof. Dr. Mehmet TUFEKCI
Uye  : Prof Dr. Hasan Basri SENTURK
Uye  : Prof. Dr. Yiicel KADIOGLU
Uye  : Prof. Dr. Halis SULEYMAN

Uye :Doc. Dr. Zuhal GUVENALP

Yukardaki sonucu onaylarim

(Imza)
Prof Dr. Ismail CEYLAN

Enstiti Miidiri

imza / ==
imzcm

imza \’/ } J{ .=[ -

imz

imzet X C ]{w' o //



ICINDEKILER.....oov e eeeeesonsseseessessssssssmsssssesssasesssesssssessesssmessecee

TESEKKUR ..ov0eesmssereresesossssssssssssesessassssssssssssssasssemesme s et v sssenssissssssssssssssmssesses

SUMMARY .covoeeeeeeevaesansssers s sessssssssss s sesessssssssssssssssssssessaceos
SEKILLER DIZINT......oooiiiiiiiiieii
TABLOLAR DIZINI. ..ottt
KISALTMALAR . ...veeeivieitnieentniieninen e eseeranaeaeaeneas
1. GIRIS VB AMAG G . e seesenrecsssasss s sssissesscssssessasmaneses
2. GENEL BILGILER ...coovemerirereemressemseessessseonserssnsssssassseseessecsa
2.1. Non Steroidal Antiinflamatiuvar T1agIar... ..o vwe.eeveerre s veenseseressaseressesssssnees

2.2. NSAID’ lerin Etki MeKanizmalari......c.ceeveeseeressesereressesesns

2.3. Parasetamol (Asetaminofen) ..............

2.3.1. Fiziksel ve Kimyasal OZeIlKIEr .....ccueereereermreeneesereens
2.4, BLOAOJAK ...ovverererrearreresernremreereresesssesssssssessssssessensssassassssasssrasns
2.4.1. Fiziksel ve Kimyasal OzelliKIEr ......coe.ersrvererercreanersrenee
2.5, HOIONIAL....c.crereeenecrenereemesesssssesiessemsasesesbassssssssssssssasssssasases
2.5.1. Hormonlarin Fizikokimyasal Ozellikleri ve Siniflandiriimast
2.5.1.1. Katekolaminler..........coonemruerrmsensssnseninnnssinesnson.

2.5.1.2. Adrenalin (EpINefIin) ....ccvvmreserininicrec sttt ensesees

2.5.2.1. Fiziksel ve Kinryasal OzeIKIET cuv.uuusrrercusemereseersssecsessersossessenisecsisssessssssessasens

2.6. Kanin Yapist ve OZelKICI e meenrecisecisacnsencsesscseesees

2.7. Adrenalin ile ilgili Yapilan Calismalar

...........................

.........................

.................

.................

........................

.........................

.........................

..........................

.........................

..........................

..........................

......................................................

VII

VI

XV

XVl



2.8. Etodolak ile ilgili Yapilan Callsmalar.......rceeceeessesnssenes

2.9. Parasetamol (Asetaminofen) ile Ilgili Yapilan Calismalar........c.o..v.....
2.10. Spekiroskopik YONtemIer. ...ccocvuvereiresnmsnserminis s sstsscs et saseassssssssessnsane s
2.10.1. Istnin AbSOrPlanmasi.......c e sssssssssnans
2.10.1.1.Atomik Absorpsiyon Spektrumlari. .. .o
2.10.1.2. Molekiiler Absorpsiyon SpekirosKOpiSiu. . ainmmniisnines
2.10.2. Lambert-Beer Kanunundan Sapmalar...........weu i snisnseniensinens
2.1 1. Kromatografik YOntemler. ... s
2.11.1. Kromatografik Yoéntemlerinin Simflandirlmast.......ovneinencnneeennn,
2.11.2. Kromatografide Temel Olan Fiziksel ve Kimyasal Olaylar.......
2.11.2.1. Dagilma Kromatografisi.........urersmsesnernemmsieseesescassesenessessnens
2.11.2.2. Adsorpsiyon Kromatografisi.........rvnemivenrrnsieissnnons
2.11.2.3. Iyon Degistirme Kromatografisi. ... ...rmesmrrecrseersemseesemmrsessesseenns
2.11.2.4. Boyut-Eleme Kromatografisi........ccmminneenssnnn,
2.12. Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi (HPLC) ...cveevivinnnn

2.12.1.Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi Cihazi........ccoveeveiieerennns

2.12.1.1. Kolonlar.....ccuinnminncniersesanens

2.12,1.2. POMPALAT . ceceeeercrreerrcrcererenesssessesssss s ssssas s sesrssessbenssssessassasassnsassasasas
2.12.1.3. ENJeKIOTIr ... e ettt sttt sen s et e s sis b s v e
2.12.1.4. DedeKtOIIer . oottt et e
2.12.1.4.1. UV-Goriinir Bolge Dedektorler.......vveversienniciccesecnea,

2.12.1.4.2. Fluoresans DedektOrler. ... i cereeeveeereerceeees veeevsseevsvss ses sassisenssnesas

13

15

17

18

19

20

22

23

24

235

25

235

25

26

26

28

28

29

30

30

30

31



]

2.13. S1vi Kromatografisi- Kiitle Spektrometresi (LC-MS) ....coccevinricnnnnnines 31
2.13.1. Kiitle Spekirometrisi (MS) covoereeveeserore e resesemmnsesmsessiressns 32
2.13.1.1. Numune Girig SiSteIMI ....cevevreveriresiminiiniiiin i 33
2.13.1.2. IyON KAYIABTL cvvccevveierrerrseneseessesseesssnesassessseseesseassesessseessssesesssessusssson 33
2.13.1.3. Kiitle ANAZOIT ..eoceereemrcerecnrcreeerec s s sen s ssssesse s sassrensesassnsessssnses 35
2.13.1. 4, DEACKIO e cuverreeeerreereeesiscriesemsceesreosnesees s s ensnssas st sas s sssssassnsns s s ervnos 35
2.12.1.5, Vakum SiStemICTi....c.uecrrrevrerriisorsiimis i smnsssssssnssnssssssaseesssssssssssssasseesans 36
2.13.2. LC-MS’in Uygulamalari.........oeeerserreenecrenvesnesesssssssssmsmmsssssssesssssmssssses 31
2.13.2.1. FarmaKOKiNEtK. .....ccccoreervereerminsissssssisniin s s ssseisens e sessnssss s neoes 37
2.13.2.2. PIOtEOIMIKS. .1 oveceeereeerrsteemrssressresssasssonsssssessesmesseseessessessessossessosssssesessssssnenses 31
2.13.2.3. 118G GElISHIINE. vvvernvvserreanreseersemssenrierecreceseneesemmessssssssssssemsassssssressssserss | 38
2.14. Gegerlilik Testi (Validasyon) ....ccvcmeeimessmisirssss s senssrsssssssenons 39
2.14.1. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik ......cccoeoovvrmnnrneririieincnncnenes 39
2.14.2.0rneklerin Kararlilifl (Stabilite) ... umerceereeeesrmereereeressmersemseneesmeoseenone 40
2.14.3. Dogrusallik ve Kalibrasyon EZFiSi ... csineeneeesin s 40
2.14.4.SECICHHK wvvvcerrerencersrecrecntssssissssssscassassns s s e ssssotssassassssnsss s s snsseeseno s s 41
2.14. 5. DUYATIILIIK 1onectreecerirece s et st s s ess s s n s sbs s ssssna s snsasassssasans 41
2.14.6.Tayin alt siur1 (Limit of Quantificiation, LOQ) v 41
2.14.7.Gozlenebilme (teshis) sinin (Limit of Dedection, LOD) ... 41
2.14.9.Gerl KAZATUIT coucuuererveseirecrmeerneeracnseeeress s sss st sssessasssssmassassmssse resensassssassasas 41

3. MATERYAL Ve YONTEM....oovcvercseseessssesesssssesessossorsssessssssessrensnssscssasasesss 42



3.1. Kimyasal Maddeler ve Cam Malzemeler.......cccoovoevvcviniierieniesnisionressessnnnnns 42
3.2. Kullanilan CIRAZIAT.......ccccomirternmree st sne s s ssnaassesareces 42

3.2.1. HPLC SiSEEMI .vvurereunsreseserersssecesseseasmmsesseesemsessmissssssssssnssnssssssssssssssssnss 43

3.3 Y OMECINLEE .. vuceeee e e ses s e s e s see e sem et seb e sen s s en s e e s s eon 43
3.3.1. Etodolak Igin YOntem SArtlart ... eewesesssesseseessessesseessesssssseasnsessrens 43
3.3.1.1. UV Dedektérlii Yitksek Performansl Sivi Kromatografisi 43

(HPLC-UV) Yontem Sartlari.......cccommecrvrencreeveanas

3.3.1.2. S1v1 Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (LC-MS) 44
YOIEEM SATTIAIL. . e eeeeura e reeere e ceeensesssss s ses sassss s sensas et aas s sebats et ansnssasssnsesennons

3.4. Adrenalin icin YOntem Sartlari.. ... o ecor e oreommscnerssssicssssmsssssninns 44

3.4.1. Smv1i Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (LC-MS) Yontem 45

3.4.2. Adrenalin’in Plazmadan S1vi-Sivi Ekstraksiyon Prosesi.....mn. 49
3.4.3. Fluoresans Dedektorlii Yiksek Performansh Sivi Kromatografisi 46
(HPLC-FL)YOntem Sartlari... .o s s ersessrnesrs e sensns

3.4.4. Adrenalin’m Plazmadan Kat1 Faz Ekstraksiyon Prosesi.....coccne 40

4. BULGULAR. .. ettt et s s et sreensessnessserestsssasssbasses s snssns ses sns sea s sns s 47
4.1. HPLC-UV YONtEMU...eeeeeuirerecmirirmecrserssssesinsssnsmessass s s vs s s stesaa sasssnsssass ses 47
4.1.1. Etodolak In-Vitro CallSIMaSk ... .covveesvuseeesererssresmaseesssesssessscesserssecsseesassinns 47
4.1.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmast ... 47
4.1.1.2.Yéntemin Gegerlilik Testi (Validasyonu) «..c.cceercessiemscnnesnseresnens 43

 4.1.1.2.1. Dogrusallik-Cahsma Aralifl ......ccceecorerermermcrensisseisemssssmssosmsnmensons 48



4.1.1.2.2. Gézlenebilme Simn (LOD) ve Tayin Alt Smurt (LOQ) ..ovvercenannn,
4.1.1.2.3. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilitlik .....cooieiinnrieieninnenee
4.1.1.2.4, Kararlihik (Stabilite) ..ot st
4.1.1.2.5. Geri KazZanml.......cvccemmesrenrmnemesisis s s sss s rsssss serssnesasesssasssassasssseas
4.1.1.2.6. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi .....eeeeeieinaene
4.2, LC-MS YONEIMU cccoverreenemrereercsiissisissmsinssmsssnses seseseneens

4.2.1. Etodolak In-Vitro CalISMAST ......ceevererrcesmerrearmeessssssanssesesseessessesmecssesrareons
4.2.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmast ...
4.2.1.2.Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu) ....c.emvecinecsnssecnens
4.2.1.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon ESIisi ...occovsmeinrinnnsenncninsseensen
4.2.1.2.2. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilitlik .......ccooeruemvecnnirncnencnssrareces
4.2.1.2.3. Kararlilik (Stabilite) .....ocvrvecririiincsmnennecern e v s s en
4.2.1.2.5. Geri KAZANIN c...ooeeeveercivicscer st essensesses sisessms s sessssesaresesses siasns
4.2.1.2.6. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmast .........ceeeeeveeecenene.
4.3, Etodolak Plazma CaliSMAaSL ......cccorecrmemmerecrnertmnisesssssss s ssssmssssassassssnassass
4.3.1.Plazma Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi ......ccveimremsseseesnsonsccnnes
4.3.2. Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu) ......cccvvmenmnnnsnnensne s scnens
4.3.2.1. Dogrusalhk Vé 1051111 V2N 21 1 O R
4.3.2.2.Gozlenebilme Simr1 (LOD) ve Tayin Alt Simr1 (LOQ) wvreeennnen.e.
4.3.2.3. Dogruluk, Kesinlik ve TekrarlanabilitliK .....coeeoemeeninnenecrennne
4.3.2.4, Gerl KAZAMI coucriereercereceicsenie s st e s s s ssssassssssess seassssssssssssssnananns

4.3.2.5. Kararlilik (Stabilite) cecoocevrmeeecinicisnsennesr e carassss i sss s sessesens



Vi

4.4. Adrenalin Insan P1azma CallSIMAST ..cureremecerruseeseresesssessssesssasssesssssessressssses

4.4.1. Plazma Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi ..........ccoeeeeeuas

4.4.2, Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu) .......cninnscnnscecseernrons

4.4.2.1. Dogrusallik ve Caligma Aralifl ..o e isees

4.4.2.2. Gozlenebilme Sinirt (LOD) ve Tayin Alt Sinirt (LOQ) ...uueveeeniennnnns

4.4.2.3. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik ......ccoeueueee
4.4.2.3. 5. Plazmadan Geri Kazanim ... inecnnes
4.5. Adrenalinin Ratlara Uygulamast ...,
4.5.1. Rat Plazma Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi ... vcevesconcecmnresnvnanens

4.5.2.Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu) ...

........................

4.5.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon ESrisi ......coveiienmeneensisnnes

4.5.2.2.Tayin Alt S1n1r1 (LOQ) e verssisssssssis s sssssssns e

4.5.2.3.Plazmadan Geri KazaniIm ....cccccereivemrecreemeeseeseiserenssesssssnes

4.5.2.4, Deney Hayvanlar .....c..coovues

4.6.2.5. Deney Hayvanlari ile Cali$ma .......cocooververmnivcreviesnennuncne.

4.6.2.6. Parasetamol ve Etodolak’mn Adrenalin Uzerine Etkisi

5. TARTISMA ve SONUQC ... reenearaeens

.......................

.......................

........................

67

67

68

68

70

71

72

72

73

73

73

73

73

73

75

76

83



Vil

TESEKKUR

Doktora ¢aligmalarimin bir triini olarak yaptifim bu tezin hazirlanmasinda emegi
olan, benim en iyi sekilde yetismem igin ¢alisan, bilgi ve deneyimleriyle siirekli destek

olan Sayin Hocam Prof. Dr. Yiicel KADIOGLU’na

Doktoram siiresince gerek yaptifim calismalar da, gerek ozel hayatimda hep

yanimda olan sevgili arkadagim Murat OZTURK e

Tezimin ilerlemesinde yol gdsteren tez izleme jiiri tiyeleri Sayin Prof. Dr. Halis

SULEYMAN ve Saymn Prof. Dr. Hiilya AKSOY’a,
Doktora tez deneylerimde bana yardimer olan Omer Faruk KOGCAK’a

Hayvan deneylerinin yapilmasi esnasinda yardimei olan Saym Dog. Dr. Zekai

HALICT va,

Avyrica bu giinlere gelmemi ¢ok isteyen sevgili aileme tegekkiirii bir borg bilirim.



Vil

OZET

BAZI NON STEROIDAL ANTIINFLAMATUVAR ILACLARIN RATLARDA

ORAL UYGULAMA SONRASI KAN ADRENALIN DUZEYLERI UZERINE
ETKISI

Agr, ates ve inflamasyonu azaltmada kullamlan Non-steroidal anti-inflamatuar
ilaglar (NSAII) analjezik, antipiretik ve antienflamatuar etki gdsterirler. NSAIl’ler den
olan etodolak’in farmasdtik preparatlarda ve plazmada miktar analizi igin HPLC-UV ve
LC-MS yontemleri gelistirilip gegerlilik testleri yapildi. Ayrica, insan plazmasinda
adrenalin analizi icin LC-MS yéntemi ve rat plazmasinda adrenalin analizi i¢in HPLC-
FL yontemi gelistirilip gecerlilik testleri yapildi. HPLC-FL (360 nm uyarma, 490 nm
yayma dalga boyu) yontemiyle NSAII ilaglardan etodolak ve parasctamol’iin ratlara

oral olarak verildikten sonra ratlarda adrenalin diizeyindeki degisimler incelendi.

HPLC-FL caligmasinda, rat plazmasindan adrenalin kati-faz ekstraksiyon
yontemiyle ekstrakte edildi ve kromatografik ayinmda asetonitril-su (80-20, h/h)
hareketli faz1 ve Cjg kolon (5 pm, 250 x 4,6 mm) kullanildi. HPLC-FL y6nteminin
plazmadan ortalama geri kazamim deZeri % 98’in iizerinde ve tayin edilebilme sinir1 da
(LOQ) 0,01 ng mL™ olarak tespit edildi. Yapilan analizler sonucunda parasetamol’iin
kontrol grubuna gore adrenalin miktarii azalttigl, etodolak’mn adrenalin miktarint
artirdig belirlendi. Insan plazmasinda adrenalinin belirlenmesi i¢in kullamlan LC-MS
yonteminde elektron sprey pozitif moda iriin iyon olarak 161,1 iyonu ile analizler
gerceklestirildi. Giinici ve giinler aras1 bagil standart sapma degeri % 7,00’den kiigtk,

yodntemin plazmadan ortalama geri kazanum degeri % 83,57 olarak belirlendi.



HPLC-UV ve LC-MS yontemleri kullanilarak farmasétik preparatlarda etodolak’in
miktar analizi gerceklestirildi. Her iki yontem etodolak etkin maddesini igeren etol fort
ve tadolak tabletlere uygulandi. Yéntemlerin giini¢i ve gilinler aras1 bagil standart sapma
degeri swrasiyla % 7,50 ve % 10’dan kiigiik, her iki yontemin ortalama geri kazanim
degeri yaklasik olarak % 98 olarak tespit edildi. Insan plazmasinda etodolak’in
analizinde kullamlan LC—MS. yonteminin giinigi ve gilinler arasi bagil standart sapma

degeri % 11,0° den kiigiik ve ortalama geri kazamm degeri % 90,67 olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Adrenalin, etodolak, parasetamol, HPLC, LC-MS



SUMMARY

EFFECT OF SOME NON STEROIDAL ANTT INFLAMMATORY DRUGS ON
BLOOD ADRENALINE LEVELS OF RATS AFTER ORAL

ADMINISTRATION

Non steroidal anti inflammatory drugs (NSAIDs) have analgesic, antipyretic and
anti inflammatory effects in treatment of pain, fever and inflammation. Validation and
development of HPLC-UV and LC-MS methods for determination of etodolac as a
NSAID in pharmaceutical preparations and plasma was done. Besides, the development
and validation of LC-MS method for adrenalin analysis in human plasma and HPLC-FL
method for adrenalin analysis in rat plasma was done. Changes in adrenalin levels of
rats were analyzed after etodolac and paracetamol were given to rats orally through

HPLC-FL method (360 nm excitation, wavelength 490 nm).

In HPLC-FL study, adrenalin in the rat plasma was extracted with solid-phase
extraction method and in chromatographic analysis, acetonitrile water (80-20, h/h) as
mobile phase and C)g colon (5 pm, 250 x 4,6 mm) were used. Average recovery value of
HPLC-FL method was found as higher than 98% and limit of quantification (LOQ) was
determined as 0.01 ng ml”. According to the result of analysis, paracetamol decreases
adrenalin level and etodolac increases adrenalin level in comparison with the control
group. In LC-MS method which is used in the analysis of adrenaline levels in human
plasma, analysis was carried out with 161.1 product ion with electronspray ionization in
the positive mode. Intra-day and inter day relative standard deviation values were
determined as lower than 7.00%; and average recovery value of the method was

determined as 83.57%.



Xl

Quantity analysis of etodolac in pharmaceutical preparations was carried on
using HPLC- UV and LC- MS methods. Both methods were applied on etol fort and
tadolac tablets that involve etodolac agents. Both methods' intra-day and inter-day
relative standard deviation values are lower than 7.50% and 10% respectively, average
recovery values of both methods were determined as approximately 98%. Intra-day and
inter-day relative standard deviation values of LC- MS method, which is used in the
analysis of etodolac in human plasma, were determined as lower than 11,0% and

average recovery value was determined as 90,67%.

Key Words: Adrenalin, etodolac, paracetamol, HPLC, LC-MS
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1. GIRIS VE AMAC

Inflamasyonla seyreden hastaliklarin tedavisinde en ¢ok tercih edilen ilaglardan
biriside non-steroidal antiinflamatuvar (NSAI) ilaglardir'?. NSAll’lerin etkileri arasinda
analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkiler bulunmaktadir. Bu nedenle agn, ates ve
inflamasyonla seyreden bir¢ok hastaligin tedavisinde narkotik analjeziklere ve steroid
yapidaki antiinflamatuvar ilaglara gore oldukga avantajlidirlar’”. Inflamasyonun dort
ana belirtisi olan agr1, ates, kizariklik ve 6dem semptomlarimn giderilmesinde bu l¢
etkinin bir arada bulundurulmas ile saglamr*. NSAII’lerin etki mekanizmalar: hakkinda
bircok gorils éne siiriilmiistiir; bunlar siklooksijenaz (COX) ve lipoksijenaz (LO)
firtinlerinin sentezinin inhibisyonu, toksik oksijen radikallerinin ve lizozomal enzim
salimminm engellenmesi, notrofil agregasyon adhezyon ve kemotaksinin énlenmesi,
oksidatif fosforilasyonun kenetsizlenmesi, metalloproteaz, anandamid hidrolaz,
fosfodiesteraz tip IV enzimlerinin inaktivasyonu, platelet aktivator faktér, histamin ve
sitokinler gibi inflamasyon mediyatorlerinin olusumunun azaltilmasi seklinde
stralanabilir'™®. Cesitli ¢alismalar ilaglarin antiinflamatuvar etki mekanizmalarinda
bobrekiistii bezi hormonlarinin rolii oldugunu goéstermistir'®. Diklofenak sodyum ve
kalsiyam kanal blokédrleri gibi bazi ilaglarin antiinflamatuvar etki mekanizmasinda
bSbrek {istii bezinin hormonlart etkilidir''. Bir arastrmada adrenalektomi sonrasi
indometazin, diklofenak sodyum, ibuprofen, nimesiilid, tenoksikam ve aspirin gibi
NSAIil’lerin antiinflamatuvar etkilerinin kayboldugu ortaya konulmustur'>, Bu
caligmalar dogrultusunda, NSAIl’lerin analjezik etki mekanizmasinda da bobrekiisti
hormonlarinin roliiniin olabilecedi diistiniilmektedir. Parasetamol ve etodolak non

steroidal antiinflamatuvar etki gisteren ilaglardandur™.



Bu gahsmada oncelikle insan plazmasinda adrenalin analizi i¢in LC-MS (Siv1
Kromatografisi-Kiitle spektrometrisi) yontemi ve rat plazmasinda adrenalin analizi igin
HPLC-FL (Yiksek Performans Sivi Kromatografisi-Fluoresans Dedektér) ydntemi
gelistirilip gegerlilik testlerinin yapilmasi, HPLC-FL ydntemiyle ratlarda NSAII
ilaglardan olan etodolak ve parasetamol’iin adrenalin izerine etkisinin incelenmesi
amaglanmistir. Bu galigmalara ilaveten etodolak’in plazmada miktar analizi i¢in LC-MS
yontemi ve ayrica farmasdtik preparatlarda miktar analizi igin HPLC-UV (Yiiksek
Performans Sivi Kromatografisi-Ultraviole Dedektdér) ve LC-MS yontemlerinin ile
gelistirilip gecerlilik testlerinin yapilmas1 ve bu yontemlerle etodolak etkin maddesi

iceren tabletlerde etodolak miktar tayinin yapilmas1 amaglanmisgtir.



2. GENEL BILGILER

Ajn noniseptif bir duyudur ve genellikle doku zedelenmesine bagl olarak geligir.
Akut agri daima nosiseptif niteliktedir, neden olan durum ile agr arasinda zaman, yer
ve siddet bakimindan yakin bir iligki vardir. Kanser agrist veya romatizmal agrilarda
oldufu gibi kronik siire¢ izleyen agrilar da genellikle nosiseptif niteliktedir. Bazi
olgularda ise kronik agr deaferentasyon agrisi seklindedir. Deaferentasyon agrist
periferik ve santral sinir sisteminde agr yollanmn tiimdr gibi bir neden ile tahrip olmasi
sonucu gelisir ve bazen agrili bolgede sempatik innervasyon bozuklugunu gdsteren
ciltte renk degisikligi, sicaklik azalmast ve kil kaybi gibi degigiklikler olur (postherpetik
néraljide oldugu gibi); fakat talamik sendrom (santral agri) ve periferik néropatilerde
sempatik komponent belirgin degildir. Agnyt aciklayabilecek organik bir neden
olmaksizin ortaya ¢ikan psikojenik somatik sikéyetlere somatoform bozukluk denir. Var
olan organik lezyona goére siddet ve siire bakimmdan orantisiz derecede abartilmug agn
anormal hastalik davramsi seklinde adlandirilir ve birinciden daha sik g('jriilijlrl“’15 .
2.1. Non Steroidal Antiinflamatuvar Tlaglar

Inflamasyonla seyreden hastaliklanin tedavisinde en ¢ok kullanilan ajanlardan olan
NSAfi’ler agn, ates, kizarnklik ve Sdemin giderilmesinde etkilidir™'®. Narkotik
analjezikler gibi bagimlilk yapmamalari ve etkilerine karsi tolerans gelismemesi
NSAii’leri éncelikli kullanilan ilaglar haline getirmistir™"".
2.2. NSAIT’ lerin Etki Mekanizmalari:

NSAil’ler COX ve lipooksijenaz (LO) iiriinlerinin sentezinin inhibe ederek, toksik

oksijen radikalleri ve lizozomal enzim salmimim engelleyerek, nétrofil agregasyonu,

adezyon kuvvet ve kemotaksisi Onleyerek, oksidatif fosforilizasyonun uncoplingine



neden olarak antiinflamatuvar etkilerde bulunurlar. NSAIi’ler, prostaglandin sentezini,
siklooksijenaz yolunu inhibe ederek onlerler. Ancak ldkotrien olusumunu 6nleyemezler
¢linkli lipooksijenaz yolunu inhibe edemezler. Aspirin hem COX-1 hem de COX-2
enzim sentezini kovalent bag yaparak inhibe eder. Geri doniisli siklooksijenaz
inhibitdrii olan tiim diger NSAIPlerin primer olarak etkisi ilacin farmakokinetik klirensi
ile iliskilidir. Yarilanma 6miirlerine gore NSAII’ler kabaca yarilanma mrii 6 saatten
kisa ve 10 saatten uzun olan iki gruba ayrilir.

Aspirin ve diger NSAIQl’lerin terapdtik dozlarda insan viicudunda prostaglandin
biosentezini azalttigina iliskin birgok Onemli kanitlar vardir's. Bu ilaglarin
siklooksijenazi inhibe edebilme potansiyelleri ile antiinflamatuvar etkinlikleri arasinda
anlaml bir korelasyon gorilmiigtiir'. Bupa ragmen invivo ortamm taklit edemeyen
deneysel ortamlarin  kullailmasina bagli oldugu disiiniilen bazi istisnalar
bulunmaktadir®. NSAil’lerin primer terapotik etkisinin prostaglandin sentez
inhibisyonu ile olustugu birgok bulgu ile gosterilmigtir. Ayrnca NSAiPler supressr T
lenfositlerini sitimiile eder ve boylece yardimci T lenfositlerin IL-1 salgilamalarini
baskilar. Inflamasyonda aktive olan makrofaj ve fibroblastlar IL~1’ den baska sitokinler
de salmaktadir. IL-6, TNF ve interferon da inflamasyonda rol oynayan diger
medyatdrlerdendir. IL-1 ve IL—6 yapimi ve salimmimin NSAII tarafindan inhibe
edildigi cesitli aragtirmalarda gdsterilmektedir. Inflamatuvar eklem hastaliklaninda
sinoviyal dokuda ve kartilaj yiizeylerinde gegitli mediyatdrler ve proteolitik enzimler
salan polimorf niiveli 18kosit sayist artmaktadwr. Bu enzimler inflamasyonun
baslamasina ve aym zamanda periartikiiller kemigin yikimma sebep olmaktadir. NSAI
ilaglarin etki mekanizmalarindan biriside lizozomal membran stabilizasyonu saglayip

lizozomal enzimlerin salimmum Snlemektir. Bu etkiyi, cAMP diizeyini artirarak ve



lizozomal enzim salinmmuni inhibe ederek gerceklestirdikleri ileri siiriilmektedir®' 22,

NSAI ilaglarin iltihapli dokuda serbest oksijen radikallerinin olugmalarini inhibe
ettikleri veya olusanlarn baglayarak inaktive ettikleri ¢esitli aragtumalarda
gdsterilmigtir®. Notrofil agregasyonu, adezyon ve kemotaksisinin énlenmesi, NADPH
oksidaz ve fosfolipaz C aktivitesinin antagonizma edilmesi NSAil’lerin
antiinflamatuvar etkilerine katkida bulunan diger bzellikleridir™?,

2.3. Parasetamol (Asetaminofen)

Analjezik ve antipiretik etkinligi bakimindan aspirine alternatif bir ilagtir®. Ancak
antiinflamatuvar etkinligi olmadifi ic¢in aspirin gibi inﬂamasyon hadiselerinin
tedavisinde kullamlmaz. Viicut tarafindan ¢ok iyi tolere edilir ve ¢ok az yan etkiye
sahiptir. Ancak agi1 doz alinmasi Gldirici sonuglar dogurabilir. Inflamasyonltu
dokularda peroksidaz igerigi yiiksektir. Asetaminofenin yiiksek peroksit ig:eren
ortamlarda siklooksijenazi inhibe edemez ve antiinflamatuvar etkinligi diigtiktiir®®.
Beyin gibi peroksitlerin az oldugu ortamlarda antipiretik etkinliginin varh da
siklooksijenaz inhibisyonu saglamasina baglanmaktadir. Asit baz dengesini bozmaz.
Gastrik irritasyona neden olmaz. Trombositlere, kanama zamanina ve iirik asit ahmina
etkisi yoktur. Tamanm GIS’ den emilir ve yanlanma Omrii 2 saattir. Analjezik ve
antipiretik etkisinden dolay1 ozellikle aspirinin kontrendike oldugu durumiarda
kullanimi  uygundur®’.  Intoksikasyonunda agir karaciger hasan olugur®®.
Methemoglobinemi, hemolitik anemi, nefropati, larinks édemi ve bronkespazm ¢ok

nadir gdriilen yan etkileridir*?. Parasetamol’iin kimyasal yapis1 Sekil 2.1°de verilmistir.

H
N\ /CH3

OoO—=0

HO

2.1.: Parasetamol’iin kimyasal yapist



2.3.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Metanol, asetonitril ve su iginde iyi ¢dziiniir
Molekiil kiitlesi 151,17 g mol™!
Erime noktas1 169 °C
2.4. Etodolak

Etodolak’in kimyasal yapisi1 1,8-dietil-1,3,4,9-tetra hidroprano-[3,4-b] indol-1-
asetik asit seklindedir. Analjezik. antiinflamatuvar ve antipiretik etki gOsteren NSAI
ilaglardandir’™!. Etodolak iyi bir sekilde tolere edilir’2. Ratlarda yapilan etodolak
galigmalarinda gastrik irritasyon igin terapatik indeks diger NSAIll’lere gére daha
yitksek oldugu goriilmiigtir. Giinde iki defa 100-300 mg etodolak verilen hastalarda
aspirin ve plesebo’ya gore ¢ok daha etkin oldugu gozlenmistir. Saglikli yetigkinlerde
oral uygulandiginda ok iyi bir sekilde absorbe edilir ve yaklagik 1 sat i¢inde plazma
pik derigimine ulagir. Diger NSAII’ler gibi plazma proteinlerine yitksek oranda (% 99,3)
baglanir. Etodolak karacigerde inaktif metabolitlerine pargalandiktan sonra bbrek yolu

ile viicuttan atilir ***°, Etodolak’in kimyasal yapis1 Sekil 2.2°de verilmigtir

Ir=

OH

Sekil 2.2.:Etodolak’in kimyasal yapisi



2.4.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Metanol, asetonitril ve su i¢inde iyi ¢dzlnilr
Molekiil kiitlesi 287,35 g mol”
Erime noktas1 145-148 °C
2.5. Hormonlar

Endokrin sistemi gegitli doku fonksiyonlarinin kontrolii, integrasyonu ve
koordinasyonundan sorumlu bulunmaktadir. Bu fonksiyonlarim sinir sistemi ile stk
etkilesim ve igbirligi iginde yapan endokrin sistem organizmanin canlilifini ve sagligin
korumasmi saglamaktadir. Hormonlar endokrin sistemde dokular arasi haberlegmeyi

saglayan kimyasal molekiillerdir’®. Hormonlarm salgilanmasmm gdsteren diyagram

Sekil 2.3” de verilmistir.

Gevreden duyusal uyariar

Hipotalamik hermeniar

s N

Ik hedef
a8

- Glukoz 2 \é
PRL Oksitosin ADH diizeyi Cazr §
L4

Ikinci hedsf

Nihai hedef

Sekil 2.3: Hormonlarm salgilanma diyagrami



2.5.1. Hormonlarm Fizikokimyasal Ozellikleri ve Siniflandirilmasi
Hormonlar kimyasal yapilarina ve fizikokimyasal ozelliklerine gore ii¢ gruba
ayrilirlar.
1-} Peptid hormonlar
2-) Steroid hormonlar
3-) Amino asit hormonlar (katekolaminler, iyodotironinler)
Birinci ve tigiincli gruptaki hormonlar suda iyi ¢dziiniirken, ikinci gruptakiler lipitte iyi

gbziniirler’ .

2.5.1.1. Katekolaminler

Amino asit yapili hormonlardan olan katekolaminler birgok hastaligin teshisinde ve
sempatik sinir sisteminin degerlendirilmesinde g¢ok &nemlidirler. Sempatik sinir
uclarinda ve adrenal medullada biyosentezi yapilan, biyolojik olarak aktif olan
adrenalin, noradrenali ve dopamin norotransmitfter olarak da ¢ok &nemli 7ol
oynarlar3 839
2.5.1.2. Adrenalin (Epinefrin)

Adrenalin (Epinefrin), bobrekiistii bezlerinin i¢ kisimlan tarafindan 6z bolgede
salgilanan bir hormondur. Doggda bu hormonun goérevi, organizmay: acil harekete
hazirlamaktir. Etkisini, nabzin atigi, kanin i¢ organlar ve deriden kaslara sevk edilmest,
karacigerdeki glikojenin glikoza degigmesi ve boylelikle, acil bir enerji kayna@
saglanmas1 seklinde gdsterir. Heyecan ve korku durumunda adrenalin salgilanmasi
artar. Kan damarlan genisletir. Ac1 hissini azaltir. G6z bebeklerinin bliylimesiyle goze

alinan 151k artar, daha net ve hizh goriis saglanir*®. Adrenalin’in kimyasal yapis1 Sekil

2.4’°de verilmistir.



OH
L !
\ﬁ/ \CH3
2

HO

OH

Sekil 2.4:Adrenalin’in kimyasal yapisi

2.5.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Adrenalin suda iyi ¢oziinen hormonlardan biri olup kimyasal yapis1 4-[(1R)-1-
hidroksi-2-(metil amino) etil)] benzen-1,2- diol seklindedir.
e 0,1 M HCl iginde iyi ¢Oziiniir
e Molekiil kiitlesi 183,204 g mol™
e Erime noktas1 215 °C
2.6. Kanin Yapist ve Ozellikleri
Ozgiil agirhig 1.055-1.065 olan kan, sulu ortamda hareket halindeki 6zellesmis
hiicrelerden olusan kompleks bir dokudur. Viskozitesi sudan yaklasik 5-6 kat dabha
fazladir. Hacim olarak yetiskin viicut agiliginin % 8 ini olusturan kanmn miktar1 5-6
litredir. Cocuklarda yetigkinlere gore kan/viicut agirhgn daha fazladir 36,
Serum: Antikoagiilan eklenmeden kanin bekletilmesi sonucu hiicresel eclemanlar
koagiile olmakta ve listte sar1 berrak kisim olan serum kalmaktadir.
Plazma: Damardan alinan kana antikoagiilan eklenerck santriftij edilince iistteki berrak
siv1 fibrinojen iceren plazmadir.

Plazma Bilesimi: Plazma elektrolitler, besin maddeleri, metabolitler, proteinler
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vitaminler, iz elementler ve hormonlan igeren sulu bir ¢ézeltidir. Plazmada ¢dziinmiig
halde bulunan bilesiklerin derisimleri, hiicre sitoplazmasindaki derigimlerinden
farklidur.

Kanmm Gérevleri: Kanmin gorevleri Oy, CO,, besinler, vitaminler, elektrolitler ve
metabolizma tiriinleri gibi birgok maddenin taginmasi, homeostaz, tamponlama, sinyal
tasinmas1 (hormonlar), viicudun yabanci molekiil ve hiicrelerden korunmasi, onkotik
basincin diizenlenmesi, suda ¢éziinmeyen maddelerin taginmasi, pthtilasma (fibrinoliz)
ve baz1 maddelerin bdbrekten atilmasm engelleme seklinde dzetlenebilir®.

2.7. Adrenalin ile Ilgili Yapilan Calismalar

Fotopoulou ve arkadaslar’®®, katekolaminlerin insan idrannda HPLC-FLD ile
analizi i¢in terbium (III) klorid ilel EDTA’y1 stokiyometrik oranda kangtirdiktan sonra
alkali ¢ozeltisi ilave ederek post kolon tlirevlendirmesi yapmuslardir. Adrenalin igin
yontemin tayin limitinin 4x10° mol I'" ve ortalama geri kazanimim ise % 106,3 olarak
belirlenmistir,

Fu —Nan ve arkadaslar®, HPLC-CL yontemiyle insan serumunda adrenalin,
noradrenalin ve dopaminin es zamanh olarak miktar analizini yapmislardir. Calismada,
ters faz C g kolon ve 0,01 M potasyum dihidrojen fosfat- metanolden (92:8, h/h) olugan
hareketli faz kullanilmustir. Adrenalin igin yOntemin 1x10%- 5x10° g mL! derisim
araliginda dogrusal ve teshis limitinin 4x10” g mL™" oldugu belirlenmistir.

Ueyama ve arkadaglari’*’ insan ve kemirgenlerin plazmasinda adrenalin ve
noradrenalinin 6l¢iilmesi igin ultra filtrasyon ydntemi ile birlestirilmis HPLC-ECD
yontemini kullanmislardir. Calismada, % 0,05 sodyum disiitfit ve % 0,001 EDTA igeren

pH’1 3‘e ayarlanmg 0,1 M fosfat tamponu-asetonitrilden (98:2, h/h) olusan hareketli faz
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ve ters faz (EIROMPAK SC5-ODS 3X150 mm ) kolon kullanilmustir. Ydntemin her iki
bilesik icin 20-400 pg mL" derigim araliginda dogrusal oldugu belirlenmistir.

Patel ve arkadaglari™ clektrokimyasal dedektdrli HPLC ydntemiyle biyolojik
dokularda seratonin, adrenalin ve dopamini igeren katekolaminlerin analizini
gerceklestirmislerdir. Doku émekleri 0,1 M perklorik asit ile soguk buz kullanilarak
homojenize edilmigtir. 2 mM dekan siilfonik asit sodyum tuzu ilave edilmig olan pH*1
3.2‘ve ayarlanmis sodyum sitrat tamponu-asetonitrilden (82,5:17,5, h/h) olusan
hareketli faz kullanilmigtir.

Hay ve arkadaslan43 Domuz ve ratlann idrarinda total katekolaminlerin ve metoksi
katekolaminlerin analizini yapmuiglardir. Katekolaminleri ve metoksi katekolaminleri
saflagtirrken  iyon degigim  kromatografisi kullanarak iki basamakli iglem
uygulamuslardir. Katekolaminler katyon degisimi, metoksi katekolaminler anyon
degisimi islemi ile saflagtinlmiglardir, Elde edilen eliiantlar elektrokimyasal dedektorli
HPLC ybntemiyle analiz edilmisglerdir.

He ve arkadaslari** HPLC-ECI yontemiyle koyun plazmasinda katekolaminlerin
analizini yapmislardir. Adrenalin igin yontemin tayin limitini 12 ng mL"! ve 25,82 -
1030 pg mL" derigim araliginda dogrusal oldugu belirlenmistir. Calismada ters faz Cig
kolon ve pH’1 3,25°e ayarlanmis (% 0,005 sodyum asetat-% 0,02 EDTA-% 0,013
sodyumn heptanosiilfat) tampon-asetonitrilden (98:2, h/h) olusan hareketli faz
kullanilmistir.

Westerman ve arkadaslan® insan plazmasi ve idrarinda adrenalin, noradrenalinin
analizi icin HPLC-ECD yéntemi ve non-kompetatif enzim immiinil assay (ELISA)’i
yontemini kullanmig ve birbiriyle karsilastummglardir. Calisma sonucunda ELISA

yoénteminin daha dogru, hassas, kesin ve spesifik oldugu tespit edilmistir. HPLC
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yontemiyle de elde edilen sonuglar arasmnda yiiksek derecede anlaml bir korelasyonun
oldugu belirlenmistir.

Liu L ve arkadaglari®® insan idrarinda katekolaminler ve onlarm metabolitlerini
HPLC-FLD yontemiyle ayni zamanda tayin ederek bu maddeler ile alzaymir hastalig
ile arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Caligmada tiirevlendirme iglemiyle analiz
gergeklestirilmistir. Tiirevlendirme 0,1 M potasyum hekzano ferrat ile yapilmistir.
Calismada adrenalin i¢in y6ntemin tayin limitinin 0,2 ng mL! ve 2,5-200 ng mL!
derigim arah@inda dogrusal oldugunu belirlemislerdir.

7 katt faz ekstraksiyonu yontemini kullanarak insan

Allen ve arkadaslari®
plazmasindan adrenalini ekstrakte ettikten sonra miktar analizini LC-MS-MS
yontemiyle gergeklestirmislerdir. Adrenalin i¢in alikonma zaman 1,85 dakika ve insan
plazmasinda yontemin 50-2000 pg mL" derisim arahginda dogrusal oldugu
belirlenmisgtir.

Ji ve arkadaglar1 “® insan plazmasinda adrenalin ve noradrenalinin belirflenmesi igin
UPLC-MS/MS yontemini gelistirmigledir. Bu ¢alismada toplam analiz siiresini 3,5
dakika olarak belirlemislerdir. Adrenalin ve noradrenalin i¢in y6ntemin 0,05-25 ng mL?!
derisim araliginda dogrusal oldugu tespit edilmistir.

Kushmir ve arkadaglar1 *°, LC-MS-MS yontemi ile insan idrarmda katekolaminlerin
analizini gerceklestirmislerdir. Adrenalin igin elektron sprey iyonizasyon yapilip m/z
184>107 iyonlar1 kullamlmistir. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik degerlerinin % 7,1 den
kiiciik, dogrutuk degerinin ise % 100,8-108,5 arasinda oldugu tespit edilmistir.

Chan ve arkadaglar® insan idrarinda yapmis olduklari calismada HPLC/APCI-MS

yontemini kullanarak katekolaminler (adrenalin, noradrenalin, dopamin) ve

metanefrinler’in (metanefrin, normetanefrin) miktar analizini yapmslardir. Caligmada
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molekiiler iyon piki olan 184 iyonu, ters faz Ciz kolon, formik asit ile pH’1 3’e
ayarlanmis 50 mM amonyum format ¢dzeltisi hareketli faz ve 0,8 mL dak™? akis hizi
kullamlmigtir. Adrenalin igin yontemin tayin limitinin 5 ng mL" oldugu tespit
edilmistir.

2.8. Etodolak ile flgili Yapilan Cahsmalar

Boni ve arkadaslar®®, HPLC yontemiyle romatoid artiritli hastalarda etodolakin
farmakokinetigini ¢aligmiglardir. Calismada ydntemin 0,2-50 mg L derigim arahginda
dogrusal ve plazmaya 0,6, 12,5 ve 40 mg L' derisimlerinde etodolak katimt yapildiktan
sonra geri kazamm calismasiyla yontemin ortalama geri kazamm degerlerinin % 85,1-
94,8 arasinda oldugu belirlenmistir. Hastalara etodolak verildik den 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 4,
8, 12, 24, 30 ve 36. saat sonra kan numuneleri toplanmig ve ectodolak analizi
gerceklestirilerek farmakokinetik parametreler tespit edilmigtir.

Shi ve arkadaglar® rat plazmasinda etdolak’in R-(-) ve S-(+) enantiyomerlerinin
belirlenmesi i¢in HPLC-UV yontemini gelistirmislerdir. Caligmada plazma numuneleri
LM HCI ile asitlendirildik den sonra etil asetat ile siv1 faz ekstraksiyonu yapilmig, 280
nm dalga boyu ve 1 mL dak™ akis hizi kullamlmugtir. Etodolak’in S-(+) enatiyomeri igin
yontemin 0,5-50 mg L' ve R-(-) enantiyomeri igin ise 2-200 mg L! derisim araliginda
dogrusal oldugu tespit edilmistir.

Ak ve arkadaslan™, farmasotik preparatlarda etodolak’in belirlenmesi igin
elektroforetik yontem kullanmuglardir, Etodolak i¢in yontemin teshis limitinin 3,2 x 10°
M ve tayin limitinin ise 9,7 x 10°°M oldugu belirlenmistir.

Garcia ve arkadaglar®, farmasotik preparatlarda etodolak’in antioksidant

zelliginden yararlanarak sequensal injeksiyon yontemini gelistirip gegerlilik testleri

yapilmigtir.
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Yilmaz ve arkadaglarr®, cam karbon elektrodlu voltametrik yéntemle farmasotik
preparatlarda etodolak miktar analizini yapmuglardar.

Ule®  yapmis oldugu calismada spektroflorometrik  yontemle farmasotik
preparatlarda etodolak ve diklofenak 7-floro-4-nitrobenzo-2-okza-1,3-diazole (NBDF)
maddesi ile tirevlendirerek miktar analizini gergeklestirmigtir. NBDF ile
tirevlendirilmis etodolak igin 461 nm eksitasyon dalga boyu ve 521 nm emisyon dalga
boyu olarak belirlemistir. |

Amer ve arkadaglar1 *° yapmis olduklan caligmada etodolak’in bakir (IT) ve demir
(IIT) kompleksleri olusturularak farmasotik preparatlarda spektrofotometrik analizini
yapilmiglardir.

Gouda ve arkadaslari % o-fenantrolin, bipiridil ve asidik ortamlarda Fe™ ile
etodolak’n  olusturuldufu komplekslerin  spektrofotometrik olarak farmasotik
preparatlarda analizi ger¢eklestirilmigtir.

Kousy’', farmasotik formiilasyonlar iginde aseklofenak ve etodolak’m miktar tayini
icin spektrofotometrik ve spektroflorometrik ydntemlerini gelistirmis ve gegerlilik
testleri yapilmistir. Spektrofotometrik yontemde, demir (III) kloriir ve siilfirik asit
cozelti igerisinde p-dimetilaminobenzaldehit ile etodolak reaksiyona sokularak 591,5
nm dalga boyunda absorbans veren renkli bir bilegik olusturulduktan sonra analiz
islemleri gerceklestirilmistir. Spektrofluorometri yonteminde ise etodolak etanol i¢inde
coziilerck 235 nm eksitasyon dalga boyu ve 345 nm emisyon dalga boyunda analizler
gerceklestirilmigtir.

3 tablet dozaj formlarinda ctodolak ve asetaminofen’in es

Dongre ve arkaslam5
zamanl olarak belirlenmesi i¢in ters faz HPLC yontemini gelistirmislerdir. Caligmada

% 0,005 lik ortofosforik asit- asetonitrilden (50:50, h/h) olusan hareketli faz, 274 nm
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dalga boyu ve izokratik eliisyon kullamlmstir. Alikonma zamam, asetaminofen igin
1,32 dakika ve etodolak igin ise 4,24 dakika olarak belirlenmistir.

Saleh ve arkadaslar® caligmalarinda farmasétik preparatlarda etodolak miktar
analizi ve etodolak’m pargalanma iiriinlerinin analizi i¢in HPLC ve birinci tiirev
spektrofotometri  yontemlerini  gelistirip gecerlilik testleri yapalmugtir. HPLC
calismasinda C;g kolon, metanol-su-asetik asit (70:30:0,1, h/h/h) olusan hareketli fazi, 1
mL dak™ akig z1 ve 254 nm dalga boyundan olusan kromatografik parametreler
kullanilmastir.

Lee ve arkadaglan®, sivi-sivi ekstraksiyon yontemini kullanarak insan plazmasinda
etodolak’mn belirlenmesi ig¢in LC-MS-MS yoéntemini gelistirip gegerlilik testlerini
yapmuslardir. Caligmada elektron sprey pozitif moda etodolak igin m/z: 287,99>172,23
iyonlar, ters faz C,g kolon ve formik asit ile pH’1 3,5’a ayarlanmig 10 mM amonyum
format iceren su-asetonitrilden (65:35, h/h) olugan hareketli faz kullanilmigtir.
Yontemin tayin Iimitinfn 0,1 ug mL" ve 0,1-25 pg mL™" derisim araliginda dogrusal
oldugu belirlenmigtir.

Strickmann ve Balschke®, idararda etodolak ve onun metaboliti olan 5-hydroxy
etodolac analizi icin HPLC yéntemini kullanmuslardir. Bu calismada Cis kolon,
asetonitril-asetik asitden olusan hareketli faz, gradient eliisyon, 1 mL dak! akis hiz1 ve
IQ uL enjeksiyon hacminden olugan kromatografik parametreleri kullanmuglardir.

2.9. Parasetamol (Asetaminofen) ile {lgili Yapilan Calismalar

Milenkova ve arkadaslant®™ parasetamol, psedoefedrin HC1 ve dekstromethorfan

HBr’'nin tabletlerde es zamanli olarak miktar analizi i¢in HPLC ydntemini

gelistirmiglerdir. Analizde, 214 nm dalga boyu, 25°C sicaklik, 1 mL dak™ akig hiz1 ve
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pH’1 3,5%e ayarlanmig 0,05 M potasyum dihidrojen fosfat tamponu-tetrahidrofurandan
(88:12, h/h) olusan hareketli faz ¢aligma parametreleri kullamlmgtir.

Qil ve arkadaslan“, asetaminfen, kafein ve klorfeniramin maleat igeren tabletlerde
eg zamanli olarak analizleri igin HPLC yontemini gelistirmislerdir. Kromatografik
ayrimlar CN kolonda (150 x 50 mm, 5 pm) ve toplam 10 dakika analiz stresinde 223
nm dalga boyunda analizler yapiimugtir.

Pawar ve arkadaglari®®, tablette aseklofenak, parasetamol ve klorzokzazonun
miktar analizi igin HPLC yontemini gelistirmiglerdir. Calismada, ters faz C;g kolon
(250mm x 4,6 mm, 5 pm), pH 1 5,55’ ¢ amonyak ile ayarlanmig 10 mM potasyum
dihidrojen fosfat tamponu-asetonitrilden olusan (60:40, h/h) harcketli faz, 1mL dak’
akig liz1 ve 10 pL enjeksiyon hacmi parametreleri kullanilmugtir.

Campanero ve arkadaglan®, HPLC yontemiyle parasetamol verilmiy goniilliilerin
plazmasinda asetaminofen’in analizini yapmuslar ve farmakokinetik parametreleri tespit
etmislerdir. Caligmada internal standart olarak p-propionamidofenil, 242 nm dalga
boyu, Cg ters faz kolon, pH’1 3,0 ayarlanmis potasyum dihidrojenfosfat-asetonitrilden
olusan hareketli fazini ve 1 mL dak™ akig huzi parametrelerini kullamlmstir. Giin igi ve
giinler arasi kesinlik degeri % 8,93 den kiigiik, plazmadan geri kazanim degeri ortalama
olarak % 90,32 ve plazma icindeki asetaminofen’in -20°C de 24 aydan daha fazla karali
oldugu belirlenmistir.

 fare idrarninda parasetamol ve iki majdr

Hewavitharana ve arkadaslan®
metabolitinin belirlenmesi i¢in LC-MS-MS yintemini geligtirmislerdir. Elektron sprey
pozitif mod kullamlarak 152> 110 iyonlan ile analizler yapihmustir. Farelere 250 mg kg’
! parasetamol uygulandiktan sonra toplanan idrarlar 10000 g de 5 dakika santrifijj

yapilip LC-MS-MS sistemine verilip analizleri gergeklestirilmistir.
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Zhu ve arkadaglan ®, insan plazmasinda asetaminofen ve tramadoliin es zamanl
analizi i¢in LC-ESI-MS yéntemini gelistirmislerdir. Yapilan ¢aligmada metanol (% 0,5
formik asit) -10 mM amonyum asetat tamponundan (60:40, h/h) olusan hareketli faz
kullanilmugtir, Asetaminofen igin giin-i¢i ve giinler arasi kesinlik degeri % 12,3’den
kiigiik ve plazmadan asetaminofenin geri kazanim degeride % 83,6-85,3 arasinda tespit
edilmigtir.

2.10. Spektroskopik Yéntemler

Spektroskopik ydntemler; atomik ve molekiiler spektroskopiye dayanan genis bir
analitik yontemler grubudur. Inorganik ve organik bilesiklerin kalitatif, kantitatif
analizlerinde, asit-baz denge sabitlerinin ve molekill yapilarmn aydinlatilmasinda
spektroskopik yOntemler siklikla kullamlmaktadir. Spektroskopi kavrami onceleri
goriiniir bdlge 1s1mnin gesitli dalga boylarina ayrilip spektrumlaninin elde edilmesi icin
kullamlirken giiniimiizde ise elektromanyetik 1gmlarin madde ile etkilesimini inceleyen
genel bir bilim dal1 olarak tanimlanmaktadir. Onceleri sadece elektromanyetik 151ma ile
madde arasindaki etkilesimlerle ilgilenilirdi; ancak bugiin i¢cin spektroskopinin kapsarm
madde ve difer enerji tiirleri arasindaki etkilesimleri de igerecek gekilde genigletilmistir.
Elektromanyetik dalga uzayda ¢ok biiyiik bir hizla hareket eden dalga ve pargacik
yapisinda bulunan, pek gok yapiya girebilen bir enerji seklidirﬁs.

Elektromanyetik dalganm madde (atom ya da molekiiller) tarafindan sogurulmasi
veya yayllmast inceleniyorsa sirastyla, sofurma (absorpsiyon) veya yayilma (emisyon)
spektroskopileri olarak adlandinhr. Isimn  molekiiller tarafindan  sogurulmast
molekiildeki atomlarn tiiriine, diizenlenmesine, molekiillerin sekline, biiyiikligiine vb.
bzelliklerine bagl oldugundan spektroskopik yontemler maddelerin yapilarnin ve

stereo kimyasal &zelliklerinin bulunmasi, taninmast ve saflik kontrolii gibi gok genis bir
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alanda uygulanmaktadir. Spektroskopik c¢aligmalarda madde iizerine 110 nm den
300000 nm’ye kadar defisen cesitli dalga boylarinda 1sinlar gonderilebilmektedir.
Biitiin bu dalga boylanim verecek ve hangi dalga boylarmn absorplandiini tespit
edecek tek bir cihaz yapmak miimkiin olmadifmdan, belirli dalga boylart arasinda
calisan cihazlar geligtirilmigtir. 110-1000 nm dalga boylanindaki isinlarla caligan
cihazlara ultraviyole ve gbriiniir alan, 2500-25000 nm dalga boylarinda calisan cihazlara
infrared ve dalga boylan yiizlerce metreye kadar degigsen radyo dalgalanyla calisan
cihazlara da niikleer manyetik rezonans cihazlarn denir. Bu cihazlarin gegerli olduklar
alan spektroskopilerine de sirasiyla Ultraviyole ve Goriiniir Bolge (UV-Gér. BéL),
Infrared (IR titresim) ve Nilkleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopileri ad1 verilir
6869  Analitik amaclar icin Snemli spektral bélgelerin dalga boyu ve dalga sayist
araliklarim gosteren diyagram Sekil 2.5 de verilmistir.
2.10.1. Isinmn Absorplanmasi

Cesitli dalga boylarinda 1gin igeren bir demet, saydam ve seffaf bir ortamdan
gegirilirse, iginden baz1 dalga boylarinm kayboldugu gorilir. Buna 1gimn absorplanmasi
denir. Absorpsiyonla 1§m enerjisi, maddenin iyon, atom, molekiillerine aktarilr.
Béylece 1510 enerjisini absorplamig olan iyon, atom veya molekiiller uyarilomg hale
gecerler. Uyanlmg bir atom veya molekiil 10® saniye kadar yasayabilir. Sonra
absorpladigx 15in enerjisini geri vererek tekrar eski haline veya temel haline doner.
Madde tarafindan absorplanan 1g1n enctjisinin geri verilmesi, genellikle 151 seklinde olur
ve madde az ¢ok 1simr. Bazi maddelerde ise absorplanan 15in enerjisi daha uzun dalga
boylu 1ginlar halinde yaymlanir. Buna fotoliiminesans olayr denir. Bu olayin gok kisa
siireli olanina floresans, daha uzun siireli olanina fosforesans adi verilir® 7,

Bir maddenin temel haliyle uyarilmig halleri arasindaki enerji farklari, bagka bir
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maddeninkinden farkli oldugundan, her maddenin kendine &6zgl bir absorpsiyon
spektrumu vardir. Absorpsiyon spektrumlar genel olarak iki kisma aynlir’”.
1. Atomik Absorpsiyon Spektrumlar:

2. Molekiiler Absorpsiyon Spektrumlari
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Sekil 2.5: Elektromanyetik 1gmlarin sistematik olarak tammlanmasi
2.10.1.1.Atomik Absorpsiyon Spektrumlar

Polikromatik UV veya Gériintir Bolge 151m1 civa veya sodyum gazi gibi tek atomlu
bir ortamdan gegirilirse demetten bazi isinlarin kayboldugu gorilir. Sodyum
buharindan 1sin gegirildiginde sari 15uun kayboldugu gériiliir. San 1smn sodyum
atomlar1 tarafindan adsorplanmasi, sodyum atomlarinda 3s enerji seviyesinde bulunan
bir elektronun sar1 1511 absorplayarak 3p enerji seviyesine gikmasiyla aciklanabilir.

Atomlarda, en dig tabaka elektronlant ultraviyole ve gbriiniir bélge 1sinlarla
uyarildiklar1 halde, i¢ tabaka elektronlart uyanlamaz. fc tabaka elektronlarini
uyarabilmek i¢in X-isinlart kullamlir. X-1ginlart gériniir béige 1sinlanndan daha fazla
enerjilidirler.

Atomlarin en dis tabaka elektronlarinin uyarilmas: iizerine kurulmus olan

spektroskopi dalina atomik absorpsiyon, en i¢ tabaka elektronlarinin uyarilmas: lizerine
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kurulmus olan spektroskopi dalina da X-1ginlart spektroskopisi denir®”"°,

2.10.1.2. Molekiiler Absorpsiyon Spektroskopisi

Molekiiller, UV, goriiniir ve infrared 1sinlari ile uyarildiklar zaman, kuantlagmig 3
tip gecis vardir. Bunlar elektronik gegisler ve 151n ile olusturulabilen titresim ve donme
gecigleridir. Bir molekiiliin toplam enerjisi Er;

Er= Eelextronik T Edtitresim 1 Edonme

dir. Elektronik gegis enerjisi; molekiiliin ¢esitli dig orbitallerindeki elektronlarla iligkin
enetji, titresim enerjisi; atomlar aras1 titresimlere iliskin enerji, donme enerjisi ise
molekiil agirhik merkezi etrafinda dénmesine iligkin enerjidir® ™. Titresim ve dénme

gecisleri ¢ok atomlu molekiiller i¢in gecerlidir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Bir molekiil igin elektronik, titresimsel ve dénme enerji seviyelerini gdsteren enerji
diyagram

Elektronik gecisler dalga boylar 200-800 nm arasinda olan ultraviyole ve goriiniir
alan 1sinlanyla gergeklesir.

Molekiiler absorpsiyon spektroskopisinin, atomik absorpsiyon spektroskopisinden

ayrilan en dnemli yam; atomik absorpsiyon spektroskopisinde birbirinden farkli dalga
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boylarinda keskin ¢izgiler meydana gelmesine karsihk, molekiiler absorpsiyon
spektroskopisinde, bircok dalga boylanm igine alan genig absorpsiyon bantlariun
meydana gelmesidir. Bir molekiilin UV-Goriiniir alan spektrumu, molekiiliin bag
elektronlarindan birinin bir foton enerjisini absorplayarak bir {ist elektronik seviyeye
gecmesi seklinde agiklanabilir.

Bir maddenin ¢dzeltisinden monokromatik bir 15 demeti gegirildiginde, demette
bulunan bazi 151nlar madde tarafindan absorplanir ve 1gin demeti ¢ozeltiden siddetinden

bir miktar kaybederek cikar®™ (Sekil 2.7) .

Sekil 2.7: Absorblayan bir ¢ézeltiye giren Py siddetindeki 151 demetinin P siddetine diigmiis
olarak ¢ikmasi

Cozeltiye Py siddetinde giren 151 ¢bzeltiyi P siddetinde terk eder. Fotonlarla 1gin
absorblayan atom veya molekiiller arasindaki etkilesimin sonucu olarak 1gimn giicii Py
‘dan P ’ye diismiig olur. Buna gore 151 demetinin ortamdan gegme oranina gecirgenlik (

T) adi verilir®”",

r-L
Po

Seklinde gosterilir.

Gegirgenligin eksi logaritmasi absorbans (A) olarak adlandinlir ve absorbans

P
A=-og,JT=- logF

0
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seklinde formiile edilir. Calismalarda absorplanan 1sin miktar1 ya gegirgenlik ya da
absorbans olarak verilir. Gegirgenlik, genellikle yiizde olarak verilir:

T = JPIOO
P

]

Bir ¢bzeltinin absorbansi, 1gmin ¢dzelti iginde aldigi yolla (b) ve ¢ozeltide
absorpsiyon yapan taneciklerin derigimiyle (c) dogru orantilidir. Bu iligki Lambert-Beer
kanunu olarak adlandirilir:

A=¢gb.c

seklinde verilir ve burada derigim molar cinsinden alindiginda ¢ molar absorbans ya da
molar absorptivite katsayist olarak adlandinlir.

Lambert Beer Kanunu asagidaki denklem ile de ifade edilebilir® ™.

P=P,. 10" *%°

2.10.2, Lambert-Beer Kanunundan Sapmalar

Lambert-Beer kanunu sadece gok seyreltik ¢ozeltilere uygulanabilen bir kanundur.
Bunun nedeni yiiklii taneciklerin birbirinin yik dagilmn: etkilemeleri veya
degistirmeleridir. Yiik dagilimu degigen bir tanecifin absorplama kabiliyeti ¢ok degisir.
Bu da derisimle absorbans arasindaki lineer bagmntinin bozulmasina neden olur.
Absorplayan maddenin derigimi digiik olabilir fakat yamnda bulunan maddelerin
derisimi yiiksek olursa yine sapma gozlenebilir. Kanundan sapmalar ortamda yiikli
tanecikler bulundugu zaman daha da bitylik olur. Sapmalarég’ﬁg;

1- Cihazdan gelen sapmalar
2- Kimyasal maddelerden gelen sapmalar

3- Analizci hatasindan gelen sapmalar

seklinde lige ayrilabilir.
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2.11. Kromatografik Yontemler
Kromatografi, karmagik karigimlardaki kimyasal bilesimlerin ayrilmasi, taninmasi
ve tayini igcin yaygin olarak kullamilan bircok farklt ydntemi igeren bir analitik

8871 Diger ayuwma yontemlerinden hig birisi kromatografik

yontemler toplulugudur
yontemler kadar etkili olmayip uygulamada yaygin bir sckilde kullanilmazlar. Bu
nedenle de kromatografik yontemler daha c¢ok arasgtirma amaciyla kullanilir. Cok
degisik sistem ve teknife uygulandiindan dolayr kromatografi teriminin tam olarak
tanimini yapmak olduk¢a zordur. Bununla birlikte tim kromatografik tekniklerde bir
sabit faz bir de hareketli faz vardir. Gaz veya sivi olan hareketli faz yardimiyla bir
kangimdaki bilesenler sabit bir faz izerinden gecirilirken farkli gé¢ hizlanndan
yararlanarak bilesenlerin ayrilmas: saglanir. Bu bilgiler 1;1§inda kromatografinin genel
bir tanimim yapmaya caligirsak; bir karigtmdaki bilegenler sabit bir ortama ilave edilip
bunlarin belirli bir hareketli faz yardmmyla ylizey adsorpsiyonu, dagilma, iyon
defistirme ve boyut elenme Ozelliklerine bagli olarak, sabit ortamdan ayrilma
yontemlerine kromatografi denir.

Kromatografi ilk olarak yirminci yiizyilin baginda Rus bilim adami botanikei
Michail Tswett tarafindan bulunmustur. Tswett yesil yapraklardan elde ettifi ¢ozeltiyi
toz haline getirilmis kalsiyum karbonatla doldurulmus cam bir kolondan gegirerek
¢ozeltide bulunan klorofil ve ksantofil gibi renkli maddeleri kolonda renkli bantlar
seklinde ayirmayr bagarmusttr. Bu renkli bantlardan esinlenerek yaptidi islemi

kromatografi olarak isimlendirmigtir. Kromatografi (Chromatography: Chroma renk,

graphy ise yazilim) renkli yazilim demektir’".
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2.11.1. Kromatografik Yontemlerinin Smiflandirilmasi
Kromatografi; sabit faz, hareketli faz ve ayirma sekillerine gére degisik sekillerde

siiflandirtiirlar®™ " . Bunlar:

1. Teorik Siniflandirma

a- Paylagim Kromatografisi

b- Adsorpsiyon Kromatografisi

c- Boyut Eleme Kromatografisi

d- Iyon Degisim Kromatografisi

2. Pratik Simflandirma

a- Kagit Kromatografisi

b- Ince Tabaka Kromatografisi

¢- Kolon Kromatografisi

d- Gaz Kromatografisi

e- S1v1 Kromatografisi

3. Hareketli ve Durgun Fazlara Goére Sipiflandirma

Kromarograii
+* +
Gaz Kromatografisi Siwt Hromatografisi
k.  d
+ + +
Gaz-Srn X, CGaz-Fant . Diziemsel K,
(RO £ESCH '
Kolon XK. LER (T1LC) HE.
+ v - + ¥
S Rats B S-S K. Bafil Faz XK Iyon Dregisgim K. Dagackama B
{LECH @TLC) (BRPC) AEC we IC) l
Tel Gegirgenlik K el Eittrasyon K.

GPCo OSFCD
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2.11.2. Kromatografide Temel Olan Fiziksel ve Kimyasal Olaylar

Kromatografik yontemlerde maddelerin ayrnimasinda etkin olan dort ayn
mekanizma mevcuttur. Bunlar agagida bzetlenmistir®*",
2.11.2.1. Da@ilma Kromatografisi: Dort ayri tip sivi kromatografi i¢inde en yaygin
olarak kultanilamdir. Bu kromatografi tekniginde birbiriyle karigmayan iki sivi tabaka
mevcuttur, Bunlardan birincisi hareketli faz digeri ise 6zel bir teknikle kat1 bir destek
iizerine tutturulmus siv1 tabakaya sahip sabit fazdir. Bu teknikte ayirma, iki farkli sivi
(sabit faz ve hareketli faz) igerisinde kangimdaki bilesenlerin farkh ¢bziinme
oranlanindan yararlanarak saglanmaktadir. Dagilma kromatografisinde hareketli ve sabit
fazlarin birbiriyle karigmamast igin her iki sivinin polarliklarmin birbirinden farkli
olmast gerekmektedir. Bu farkliliktan yararlanarak da dagilma kromatografisi Normal
Faz Kromatografisi ve Ters Faz Kromatografisi olmak lizere ikiye ayrilir. Sabit faz
polar ve hareketli fazda apolar olan teknige Normal Faz Kromatografisi, sabit faz apolar
hareketli faz ise polar olan teknige de Ters Faz Kromatografisi denir.
2.11.2.2. Adsorpsiyon Kromatografisi: Bir karisgimdaki maddelerin kati destek
fizerinde farkli kuvvetlerde tutunmasi prensibine gore Dbirbirlerinden ayrildiklan
kromatografi olarak adlandinlir ve ilk kesfedilen kromatografi gesididir. Harcketli fazin
polarlti kat1 destek iizerinden tutunmus olan maddenin kolon igerisinde hareket zim
belirler.
2.11.2.3. Iyon Degistirme Kromatografisi: Bir kati maddenin yapismda bulunan
iyonlari, temasta bulundugu ¢ozelti igindeki aym cinsten yiiklii baska iyonlatla bir
dengeye gore degistirmesi ozelligine dayanan bir kromatografik ydntemdir. Bu amagla
kullanlan kati maddeler, cozelti ortaminda hig ¢oziinmeyen bityiik molekiillii dogal

veya yapma maddelerdir. Bunlarda organik ve inorganik diye ikiye ayrilir. Organik iyon
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degistiriciler (bunlara regineler de denir) suda ve birgok organik ¢dziiclide hig
¢oziinmeyen, yapilarinda sayilamayacak kadar ¢ok anyon ve katyon tagiyan biyiik
molekiillii maddelerdir. Bunlar hem anyon, hem katyon degistirmede ve hatta selektif
iyon degistirmede kullanilir.

2.11.2.4. Boyut-Eleme Kromatografisi: Jel-Gegirgenlik veya Jel-Slizme
kromatografisi ad1 da verilen boyut-eleme kromatografisi, 6zellikle yiiksek mol kiitleli
maddelere uygulanabilen dnemli bir tekniktir. Boyut-eleme kromatografisi i¢in doigu
maddeleri, ¢bziinen madde ve ¢dziicli molekiillerinin i¢ine diflizlenebilecegi diizgiin bir
gbzenek a1 igeren kiiciik boyutlu silis veya polimer taneciklerinden meydana gelmistir.
Gézenekler icinde kiigitk molekiiller etkin bir gsekilde yakalanabilmekte, biiyiik
molekiillerde gézenek diginda kaldigindan dolayr hareketli faz akim ile kolondan
kolaylikla eliie edilebilmekte ve daha sonrada gozeneklerde tutulan kiiglik molekiillerde
hareketli faz akimu ile yiizeyden kolaylikla uzaklagtirilabilmektedir. Gozenek iginde

ortalama kalma siiresi, analit molekiiliiniin etkin biiylikligiine baghdir’.

2.12. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Klasik sivi kromatografisinde numune bir ¢oziicli (hareketli faz) yardimiyla bir
kolon icerisinden gegirilmesi suretiyle numunedeki bilesenlerin bantlar halinde
ayrnlmalar1 ile yapilmaktadir. Bantlarin daha iyi ayrilmalan igin daha uzun kolonlar
kullanilabilmektedir. Béyle durumlarda saatlerce beklemek gerekir. Alternatif olarak da
kolondaki dolgu maddesi inceltilir. Bu yapildifi zamanda yine ¢ok uzun siire beklemek
gerekir. Bunlart gbren bilim adamlart kullamlan kolonlarin ebatlarmi Kilgiiltiip
icerisindeki sabit fazin tane biiyiikliiglini de kullanlan kolona gore kiigiiltmuslerdir.
Hareketli fazin kolon igerisindeki akis siiresini azaltmak igin basing uygulanmig ve

boylece basing sivi kromatografisi kullamlmaya baglanmistir. Bdylece bilesiklerin
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saflastima siirelerinin azalmasi kolon kromatografisi ile izolasyon calismalan
baslamistir.  Yiiksek Basing Sivi  Kromatografisi (High Pressure  Liquid
Chromatography: HPLC) 1970°li yillarin ortalarinda gelistirilmistir. Kolon paketleme
materyallerinin gelistirilmesi ve on-line dedektdrlerin ilavesiyle izl bir ilerleme
meydana gelmistir. 1980 yilindan sonra HPLC kimyasal bilesiklerin ayrilmasinda
yaygin bir sekilde kullamilmaya baslanmustir. Bu tcknik {izerinde yapilan bir¢ok
calismayla giiniimiizde teknik bilgilere ulagilmig olup olduk¢a yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Giinlimiizde Yiksek Performans Sivi Kromatografisi (High
Performance Liquid Chromatography) terimi kullamlmaktadir. HPLC yOntemin bu
kadar yaygm olmasinin scbepleri, duyarlilifi, dogru kantitatif tayinlere kolayhkla
uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan tiirlerin veya sicaklikla kolayca bozunabilen
tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve hepsinden de dnemlisi sanayinin birgok dalmmn ve

halkin birinci derece ilgilendigi maddelere genis bir sekil de uygulanabilirligidir®®,
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2.12.1.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi Cihaz
Yiiksek performanshi sivi kromatografisi cihazi, ¢oziicii tanki, pompa, enjektor,
kolon, dedektor ve kaydedici olmak iizere alt1 ana boliimden olugan bir sistemdir (Sekil

2.8).

Koton

Ot
Ornsklayic

D=t= Sistami

Haraketll

Fzz Numuns

Fompz

Sekil 2.8: Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi cihazinin gematik gériinilg

2.12.1.1. Kolonlar

Stv1 kromatografi kolonlan sistemin en dnemli kisimlarindan biri olup normal
olarak diizgiin i¢ ¢aplt paslanmaz gelik borulardan imal edilir. Ancak bazen kalmm cidarh
cam borularda kullamlir. Tipik bir HPLC kolonun ¢ap1 3-4 mm, uzunlugu 10-40 cm dir.
Dolgu maddesi olarak kullamlan silikajel pargacilarmin boyutlan 5-10 pm  dir.
Giiniimiizde en ¢ok kullanilan kolonlar 25 cm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢apinda ve 5 pm
tanecik biiylikliigiine sahip dolgu maddesi doldurulmug kolonlardir. Boyle bir kolonun
bir metresinde 40000-50000 kadar tabaka bulunur. Son zamanlarda i¢ ¢ap1 1-4,6 mm ve

uzunlugu 3-7,5 cm olan yiiksek performansl mikro kolonlar da tiretilmeye baglanmgtir.
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Béyle kolonlarin dolgu maddelerinin pargactk boyutlar1 3-5 um dir. Tabaka sayisi
100000 ‘e kadar ¢ikmaktadir. Bu mikro kolonlar ile az miktarda ¢oziicii ile izl bir
sekilde ayirim yapilabilmektedir.

Analitik kolonlarin émriinii uzatmak igin analitik kolondan 6nce 6n (klavuz ya da
guard) kolon denilen kolonlar kullamlir. Bu kolonlar analitik kolonlara gore daha ucuz
olup bunlarin gérevi hem hareketli faz hem de numune igerisinde bulunan muhtemel
kirleri ve partikiilleri tutarak uzaklastirmaktir. Emniyet kolonun dolgusunun bilegimi ile
analitik kolonunki benzer olmahdr®®*7!,
2.12.1.2. Pompalar

Pompalar, sikica doldurulmus kolon iginden hareketli fazin akisim saflayan
aletlerdir. Her birinin kendine gore ustiinlik ve sakincalari bulunan ii¢ tip pompa
vardy®s67!

Pistonlu pompalar, cihazlarin % 90’ninda kullanilan pompalardir. Motor kontrolli bir
pistonun ileri ve geri hareketiyle ¢oziciintin pompalandifn kiiciik bir silindirden
meydana gelmistir. Bu pompalarmn tstiinliigii; kiigiik i¢ hacimleri, yitksek ¢ikig basinct,
gradiyent cliisyona uyarlanmaya hazir oluslar1 ve kolon geri basmncindan ve ¢bziici
viskozitesinden biiyiik 8l¢iide bagimsiz olan sabit akis lizlanidir, Pulslu (hava veya gaz
kabarci1g1) bir akis firettiklerinden dolay: sakincalidir

Siirgiilii pompalar; bir kademeli motordan gii¢ alan vidali glidiim mekanizmas: ile
kumanda edilen pompalardir. Viskoziteden ve geri basingtan bagimsiz bir akig iiretirler,
pulsuz akig iiretirler. Sakincasi sinirli ¢oziicli kapasitesi ve ¢oziicii degistirilmesinde
karsilagilan giighiklerdir.

Pnomatik pompalar; en basit pompalardir. Akis pulsuzdur ancak kapasitesi simrl olup,

¢ikis basinci disiiktiir.
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2.12.1.3. Enjektorler

Ilk zamanlarda HPLC sistemine numune verme sistemi siringa ile enjeksiyondur.
Bu amagla 100 atm basinca kadar dayanikli mikro sirngalar kullamlir. Bu teknigin
avantaji basitligidir. Ne yazik ki, giringa ile enjeksiyonun tekrarlanabilirligi nadiren %
2-3‘den daha iyidir. Cogu zaman da daha kétiidir.

Giiniimiizde numune giris sarimlanmin kullanilmasi esasina dayanan otomatik
enjeksiyon sistemleri en yaygin olarak kullamlan ydntemlerdir. Birgok sivi
kromatografisi cihazinin ayrilmaz bir pargasi olan bu sarimlar, degistirilebilir nitelikte
olop 5 uL - 500 ul arasinda degisen hacimlerde numune enjeksiyonu
yapabilmektedir®”".
2.12.1.4. Dedektorler

Hareketli faz ile tasinarak kolon ¢ikigina gelen numunelerin 151k enerjisini elektrik
enerjisine cevrilip taninmasina yardimer olan cihazlardir. Sivi kromatografi dedektorleri
temel olarak iki tiptir. Birinci tip dedektorler, hareketli fazin kirma indisi, dielektrik
sabiti veya yogunlugu gibi, analit tarafindan degistirilebilen y1gin ozelliklerine gore
cevap veren dedektdrlerdir. Ikinci tip dedektorler ise, analitin UV-Goriiniir bélge
absorbansi, floresans siddeti veya difiizyon akimu gibi hareketli fazin sahip olmadig:
analit ile 1lgili 6zelliklere cevap veren dedektorlerdir®™®*,
2.12.1.4.1. UV-Goriiniir Bolge Dedektorler

UV-Goriintir Bélge dedektérlerde, dedektore gelen madde {izerine belli bir dalga
boyunda belli bir siddette sahip isin gonderilmekte madde gelen 1g1m absorplamasi
sonrasinda ¢ikan 1smin siddetinin 8lglilmesi esasina gore ¢alisan dedektdrlerdir. Buniar
iki tiptir.

Filtreli Ultraviyole Absorbans dedektorleri: Sabit dalga boylu basit bir dedektor
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olup, dalga boyunun secimi igin farkli interferansh filtreler kullanilir. Bu dedektorlerde
genellikle UV kaynad olarak civa lambasi kullanilir. Bunlardan en yaygin kullanilam
254 nm deki 151 demeti filtreyle ayrilarak kullanilir. Bunun diginda alternatif 151k
kaynaklan ile daha degisik dalga boylarim gozlemekte miimkiindiir.

Monokromatérlii Ultraviyole Absorbans dedektéleri: Degisken dalga boylu
dedcktorler olup, bir monokromatr vasitasiyla 108-400 nm arasinda doteryum lamba
veya 400-800 nm arasinda bir tugsten lamba kullamlarak istenilen dalga boyunda
calisma imkinim verirler. Maddenin maksimum absorpsiyonunun bulundugu dalga
boyunda calisma olanagi saglayan bu dedektorler, hassasiyet artirdify icin ve disiik
dalga boyunda ¢alisabildigi i¢in son derece kullan1$11d1r68’69’71.
2.12.1.4.2. Fluoresans Dedektorler

HPLC’de kullanilan fluoresans dedektorler, fluorometre ve
spektrofluorometrelerde kullanilan dedektdrlerin aymsidir. Fluoresans dzellik, uyarici
isina 90 derece ag1 ile yerlestirilmig bir fotoelektrik dedektér yardimiyla
gozlenmektedir. En basit dedektorler de, uyaric1 151k kaynagi olarak civa lambas1 ve
yayilan 1smnlarin belli bir bandini izole etmek i¢in birka¢ filtre kullamlir. Geligmis
cihazlarda kaynak olarak ksenon lambasi ve fluoresans 1gtmasin izole etmek igin optik
ag monokromator kullamlir. Fluoresans yontemlerin en bilylik 6zelligi diger yontemlere
gore 10 kat daha hassas olmasidir. Bu iistiinlitk bir cok maddenin kantitatif analizine
izin vermistir. Fluoresans ozellige sahip ilaglar, dogal iriinler, klinik numuneler ve
petrol iiriinleri gibi maddelerin analizinde olduk¢a fazla tercih edilen
y('intemlerdendir68 A9

2.13. Siv1 Kromatografisi- Kiitle Spektrometrisi (LC-MS)

Sivi Kromatografisi — Kiitle Spektroskopisi (LC-MS) ya da diger bir ifadeyle
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HPLC-MS cihaz1 stvi kromatografisinin fiziksel aynima Gzellikleri ile kiitle analizine
olanak tamyan MS teknolojisinin birlegmesiyle olusan sistemdir. LC-MS bir¢ok amag
icin kullanilan yiiksek segicilige ve hassasiyete sahip ¢ok giiclii bir tekniktir. Genellikle
belli bir karisim igerisinde istenen bir kimyasal maddenin miktarim belirlemek i¢in
kullanilir (Sekil 2.9).

Kiitle spekiroskopisinde single quadrapole, triple quadrapole, ion trap, TOF ve Q-TOF
gibi farkli dedektor kullaniimaktadir.

Uzun bir siire boyunca sivi kromatografisi i¢in sabit bir akis hiz1 saglamak ve gaz
kromatografisi igin gaz akisi saglamak zordur. Elektrosprey iyonizasyon yontemi bu
zorlugu yenmigtir. Interface genel olarak clektrosprey kaynag ya da bunun degisik bir
versiyonu olan nanosprey kaynagidir. Bunlara ek olarak atmosferik basing kimyasal
iyonizasyon interface’i de kullamlmaktadir. Cok degisik depozisyon ve kurutma
teknikleri de kullamlmaktadir. Bunlarin iginde en g¢ok kullamlamn MALDI’dir. LC-MS-
EI teknigi HPLC nano sistemi ile elektron iyonizasyon kiitle spektroskopisinin
birlegimidir®".

2.13.1. Kiitle Spektrometrisi (MS)

Kiitle Spektrometrisi (MS) uzun yillardan beri kullamlmakta olup ilk kez bir kiitle
spektrumu 1898°de Wien tarafindan elde edilmistir. 1905°de ise Thompson kararh
izotoplarin bulundugunu gostermek igin yapnus oldugu deneyde farkli pozitif iyonlarin
kiitle/yiik (m/z) oranina gore farkh parabolik ydriinge kat ettifini gostermistir. MS’ in
LC ve GC dedektdrii olarak kullanilmasmnm nedeni toplanacak bilgilerin coklugudur.

Biitiin organik bilesik simiflarina ve tiim organik bilesiklerde ortak bir fiziksel Gzellik

olan kiitleye cevap verebilmesi en biiylik ézelligidir.

Kiitle Spektrometrisini temel sekilde agiklarsak; gaz fazindaki numune, yiksek
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enerjili elektronlarla garpigarak elektronlarim kaybederek pozitif yiikli cesitli iyonlar
haline déniismektedir. Hizlandirilan bu katyonlar manyetik ve/veya elektrik alaninda
saptiriimaktadir. Iyonlarin sapmas: kiitlelerine, yiiklerine ve hizlarina baghdir. Eger
yiik, hiz ve saptirici giig sabit ise, sapma agir parcaciklarda az hafif parcaciklarda ¢ok
olacaktir”™.

Kiitle Spektrometrisi, evrensel, kiitle bagimli ve yikici (pargalayan) bir
dedektordiir. Her numune icin sinyal verir. Kiitle Spektrometrisi su kisumlardan olusur.
1. Numune giris sistemi
2. Iyon kaynag
3. Kiitle analizorii

4. Dedektor

5. Vakum Sistemleri
2.13.1.1. Numune Girig Sistemi

Numune giris sisteminin amact ¢ok az miktardaki numuneyi numune girig
sisteminin icine almaktir. Bu kistm vakum altinda bulunur ve numune alma esnasinda

vakum diismez. Numunenin cihaza alinmasi baghca ii¢ sekilde yapilir™™®

a. Buharlastirarak
b. Dogrudan

¢. Kromatografi dlizeneginden geldigi gibi
2.13.1.2. iyon Kaynag:

Molekiillerin iyonlastifn bélimdiir. Bir molekiil, atom veya iyondan bir elektron
uzaklasmas: olayma iyonizasyon denir. Iyonlagtirma teknikleri; gaz, sivi ve kati gibi

maddenin farkly fiziksel durumuna ve maddenin 1sisal kararlilifina bagh olarak segilir.
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Gazlar ve siwvilar igin elektron ve foton bombardimanl: iyonlastirma; katilar igin ise
termal, lazer desorpsiyon, atom bombardimani, elektrik bogsalim ve alan desorpsiyon
iyonlasma uygundur. Giniimiizde en ¢ok kullanilan iyonlastirma teknikleri elektron

iyonizasyon ve kimyasal iyonizasyondur74'76.

Elektronik iyonizasyon (EI): EI kisaca analit molekiilinin enerjili clektronlarla
bombardiman edildigi iyonizasyon yontemi olarak tanimlanir. Sicak bir flamandan
cikan elektronlar bdlme boyunca odaklanacaklar ve 70 eV' luk bir potansiyele sahip bir
elektrot tarafindan ¢ekileceklerdir. Boylece her bir elektron 70 eV'luk bir enerji kazanir
ve ortama giren numune ile carpigarak bir seri pargalanma tepkimeleri olugur.
Molekiildeki baglann kinlmast tiim pozitif ve negatif iyonlarin olugmasim
saplayabilecektir. Cogu organik molekiil igin pozitif iyon olugumu enerji agisindan daha
gok tercih edilir. Elekironun sahip oldugu enerji biitim baglar kirmak igin yeterli
enerjidir. 70 eV'luk enerjinin kullanilmas: kararls, tekrarlanabilir ve molckiile 6zgii kitle
spektrumlarnnin olusmasim saglar.

Elektron bombardumani ile olusan iyonlarin bagil biyiiklikleri, iyonize edici

elektronlarin enerjileri ve iyonizasyonun olugtugu sicakliga baghdir™ ™,

Kimyasal Iyonizasyon (CI): Genellikle diiz zincitli alkan, alken veya alkoller gibi
homolog bilesikler EI ile kararhh molekiiler iyonlara sahip pozitif tanimlama
yapilamayacak kadar kiigiik bagil cokluga sahiptirler. CI' min esasi iyon-molekiil
tepkimelerine dayanir. Yiiksek enerjili iyonlar carpigtiklart molekille ya proton
aktarirlar ya da ondan hidriir ve elektron koparirlar. Kimyasal iyonlagmali kiitle
spekirometrisinde (CI-MS), iyon kaynagna reaktif gaz verilerek yiiksek basing elde
edilmektedir. Reaktif gaz numune molekiilleri ile i¢ etkilesime girecek reaktif iyonlarini

olusturmak iizere elcktron demeti tarafindan iyonize edilmektedir, Ortamdaki yiksek
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basinem etkisiyle reaktif iyon ile numune i¢ ctkilesime girer. EI' ya gore enerji daha
]

diigtiktir 77

2.13.1.3. Kiitle Analizirii

Iyon kaynagindan ¢ikan iyonlasma iriinleri analizére yonlendirilir. Analizér,

kiitle/ylik (m/z) oranlarna gre maddelerin ayiriminimn saglandigy bolimdiir™> 7,

Bugiin en ¢ok kullamlan kiitle analizdtleri sunlardir;
a. Manyetik sektorlii kiitle analizori

b. Ug:qs zamanli kiitle analizord

¢. Kuadropol kiitle analizdrii.

2.13.1.4. Dedektor

Kiitle analizérlerinden gecen iyonlar elektron gogaltici dedektdre ulagir. Elektron
copalticida ¢arpismadan dolayi olugan akim Snce analog voltaja, sonra da dijital sinyale

doniigiir. Bn ¢ok kullamlan dedektdrler dizi dinot elektron gogaltici ve devamli dinot

elektron gogalticilardir. Bunlar sinyali 107 degerine kadar artirabilirler. Bu da

fentoamper gibi ¢ok diigiik iyon akimlarimn kaydedilmesini saglar.

MS'den milisaniye araliklarla gelen verilerin lizla kaydedilmesi ve depolanmasi
gereklidir ki bu da bir bilgisayarla kolayca saglanabilmektedir. LC-MS ve GC-MS
sistemleri, ara baglant: ve veri toplama basamaklarindaki problemlerin ¢oziilmesinden
sonra, daha yaygmn kullamlmaya basglanmistir. Bunlardan bagka aletin kalibrasyonun
otomatik yapilip, sonuglarinin almabilmesi, analiz kosullarinin kolajca girilmesi, aletin
kontroliiniin yapilip verileﬁn alinabilmesi, analiz sonrasi veri degerlendirmelerinin

yapilabilmesini bilgisayar saglamaktadir’®7,
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Kiitle spektrometrisi ile analizlerde 3 tip iyon tarama gekli vardar:

1. Toplam iyon taramasi (TIC): Bir analiz sirasinda aynm yapmadan tiim iyonlarin 10-

800 akb aralifinda taratilmasi ile gergeklestirilir.

2. Secilen iyon taramasi (SIM): Arantlan bilesik igin en karakteristik olan, kararli ve
coklugu fazla olan m/z degerleri segilip, taratlir. Segici iyon taramasinda segilen

iyonlarin tarama siiresi (dwell time) analizci tarafindan segilir.

3. Tek iyon taramasi: Tek iyon taratilir. Cok hassastir, ancak kesin tanunlama

yapilamaz.
2.12.1.5. Vakum Sistemleri

MS cihaz1 10°-10° torr civarinda ¢cahsmaktadir. MS' de vakum sisteminin olmasint

gerektiren nedenler soyle stralanabilir’® "7

1. Flaman yiiksek basingtaki oksijen altinda 1sitilirsa yiikseltgenip yanabilir,

2. Basing arttikca kiitledeki gogaltici, kaynak ve analizérde yiiksek voltaj kirlmalart

olabilir.

3. Kiitle spektrometrisinin iyon kaynagmda bulunan gaz, spektral geri zemine katilabilir

(6rn; su, azot ve oksijenden gelebilecek m/z:18, 28 ve 32).

4. Kiitle spektrometrisinde diisiik basing saglamanin en 6énemli nedeni, analiz edilen
iyonlar arasindaki garpismayi en aza indirmektir. Clinkii iyon siirekli dier molekiller
ve yiizeyler ile carpigtyorsa, iyonlar1 belli bir yolda yonlendirmek igin kullamilan gii¢ler

yararsiz olacaktir.

5.Yiiksek basing ile analizériin, iyon kaynagmun ve odaklarin (slit) kirlenmesi

artmalktadir.
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6.Yiiksek basing ile spektrum almak ve yorumlamak zordur.
7. Basing artarken iyon kaynagina dogru olan elektron akimi diizeltmeleri zorlagir.

8. Vakum sistemi analizOriin islemini gergeklestirmesi igin gereken molekiller ortalama

yolu saglar.

Bu nedenlerden dolayt MS igin vakum sistemleri ¢ok Snemlidir. MS de cihaz

icindeki basinci 106 torr civarinda tutmak i¢in degisik pompalar kullamlir. Bunlardan

en ¢ok kullanilanlar pompalar, turbo molekiiler ve difiizyon pompalaridir.

2.13.2. LC-MS’in Uygulamalari
2.13.2.1. FarmakoKkinetik

LC-MS ilag ile ilgili olan ¢aligmalarda olduk¢a sik bagvurulan bir yontemdir.
Bundan dolay: farmakokinetik ve biyoanaliz ¢aligmalarinda yaygin bir kullanim vardir.
Bu ¢alismalarda en kisa siirede ilacin kanda veya organlarda tayinini yapmak cok
gnemlidir. MS hassasiyetinin, analiz siiresinin ve segiciliginin UV’ye gére cok daha iist
diizeyde olmasi dolayistyla tercih edilmektedir™”.
MS kullammminda ki en bilyiik avantajlardan biri de MS-MS’in kullamlmasidir.
Dedektér sadece belli bir iyonun dlciilmesine programlanabilir. Islem genelde bir segim
islemidir fakat gorindiigiinden daha komplekstir. Olciilen deper operatdr tarafindan
secilen molekiil parcalaridir. LC-MS tekniginde eger higbir iyon interferesi yoksa metot
cok hizlidir. MS-MS yéntemi ile analiz siiresi bir dakika ve altma diigiiriilebilmistir. Bu
analiz siiresi HPLC’nin ortalama 10 dakikalik analiz siiresiyle karsilagtinldiginda
oldukg¢a hizli gﬁrﬁnmektedir74'79.

2.13.2.2. Proteomiks

LC-MS proteomiks ¢aligmalarda da kullamlarak karisim igindeki maddeler teshis
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ve tayin edilir. Denatiirasyonu sonucunda c¢ikan driinlerin kiitle spektroskopisi
fingerprint (parmak izi) ya da tandem MS-MS ydntemi ile her bir peptidin sirasinin
belirlenmesi gibi uygulamalar vardir. LC MS/MS yontemi yiiksek ¢dziiniirlitkteki kiitle
spektroskopilerinde dahi ¢akigan molekiilerin analizinde kullanilir. SDS-PAGE jel ya da
HPLC-SCX’te ayrimu yapildiktan sonra biyolojik sivilar ve serumlardaki 1000 kadar
proteinin analizi LC MS/MS ile yapilabilir**,
2.13.2.3. Ilac gelistirme

LC-MS cihazlar ilag gelistirmenin bir¢ok asamasinda kullanilmaktadur. Ornegin
Peptit Mapping, Glikoprotein Mapping, dogal {iriin dereplikasyonu, bioafinite taramasi,
In vivo ilagc arastirmalari, metabolik stabilite aragtirmasi, metabolit tayini, safSizlik

tayini, bozulan {iriinlerin tayini, kantitatif aragtirmalar ve kalite kontrol galigmalarinda

Jullanilmalktadir’ "%,

HPLC | iyonKaynafr | V¥ I Quadrupole

Sekil 2.9: S1vi Kromatografisi- Kiitle Spektrometrisi cihazinin sematik gosterimi
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2.14. Gegerlilik Testi (Validasyon)

Gegerlilik Testi (Validasyon), iiriinlerin degerlendirme prosesinde, kalitatif' veya
kantitatif analizlerde secilen yontem yada yontemlerin bu analiz islemlerinde
uygulanabilir oldugunu géstermek i¢in yapilan testlerin tiimiidiir®*. Secilen analitik
yontemin gegerliligini gstermek icin kullamlan parametreler:

1. Dogruluk
2. Kesinlik
3. Saklanan 6rneklerin kararliliga (Stabilite)
4. Dogrusallik
5. Tekrarlanabilirlik
6. Secicilik
7. Duyarlilik Limiti
8. Tutarlilhik
9.Geri kazanim

Farmasotik preparatlarda ve biyolojik ortamlarda etkin maddelerin miktarlarimn
belirlenmesinde uygulanan yontemlerin gegerlilik testlerinin  yapilmus olmast
gerckmektedir.
2.14.1. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Dogruluk, bir analitik yéntemde sonuclarin gercek degere yakinligi olarak ifade
edilir. Bu da ba@l veya mutlak hata ile verilir. Kesinlik ise, analitik bir iglemde
belirlenmis kosullar altinda alinan 6l¢lim sonuglarimin birbirine yakinhg olarak ifade
edilir ve % BSS (bagll standart sapma) ile verilir. Tekrarlanabilirlik, farkli kogullarda
aym yontemle hazirlanan Smeklerden elde edilen sonuglarm birbiriyle uyumu ifade

eder. Kesinlik ¢alismasindan elde edilen degerler tekrarlanabilirlik ¢aligmasi olarak da
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kabul edilebilmektedir®*.

i) Giin-i¢i kesinlik: Birbirinden ba§1m31z bigimde hazirlanmis numunelerin ayni giin
icerisinde tekrarlayan analiz sonuglarinin birbirine yakinlif1 (n=6, n: dl¢lim sayis1) %
BSS degeri ile verilir.

ii) Giinler-arasi kesinlik: Birbirinden bagimsiz bi¢imde hazirlanmis numunelerin farkl
giinler (en az alt1 giin) igerisinde tekrarlayan analiz (en az n=6) sonuglarnnin birbirlerine
olan yakinlik 8lglisiidiir. Bu calismayla elde edilen degerler aym zamanda yontemin
uygulanabilirliginin de bir 6lglistidiir.

2.14.2. Orneklerin Kararhhg (Stabilite)

Saklanan orneklerin analiz siiresince bozunmadan sabit kaldifindan emin olmak
icin yapilan testlere kararlilik (stabilite) denilmektedir. Saf analit, analit ¢dzeltisi
velveya analit igeren kan Orneklerinin normal laboratuvar kogullarinda nem, sicaklik,
hava ve omeklerin dondurulup-eritilmesi (-20°C bekletilmesi) gibi etkilere maruz
kaldiginda analitin bozunmadan sabit kaldig siire tespit edilmeli ve aym zamanda elde
edilen bilgilerin literatiir bilgileri ile de desteklenmesi gerekmektedirgl’sz.

2.14.3. Dogrusallik ve Kalibrasyon Egrisi

En diigiik derisimden en yiiksek derisime dogru bir seri ¢Ozelti hazirlanarak
yontemin dogrusal oldugu aralifa yontemin dogrusallifi denir. Yontemin dogrusal
oldugu aralik belirlendikten sonra ¢6zeltinin derisimine karsi elde edilen cevaplar
grafie gecirilerek kalibrasyon egrisi tiretilir. Agirlikh ve aguliksiz en kiigiik kareler
yontemi uygulanarak kalibrasyon egrisinin regresyon analizi yapilarak standart egrinin
dogrn denklemi ve regresyon katsayisi elde edilir. Kalibrasyon dogrusunun egimi,

dogrusalligin matematiksel bir Sliisiidiir®.
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2.14.4. Secicilik

Numunede bulunabilecek interferanslar ve bilinen pargalanma iiriinlerinin
varliginda bir analitin Sl¢iilebilme yetenegidir.
2.14.5. Duyarhhk

Analitik ydntemin en diigiik derigimdeki analitleri saptayabilmesinin bir él¢lisiidir.
2.14.6.Tayin alt simr1 (Limit of Quantificiation, LOQ)

Belirlenen deney kosullar: altinda, analitik yontemin tayin alt sinir1 degeri numune
icindeki analitin uygun dogruluk ve kesinlik ile tayin edilebildigi en diisiik derigimdir.
Kromatografik galismalarda tayin alt siri pik alanmmn giiriilti alanina oranimn 8
oldugu derisim olarak belirlenir®"*2,

2.14.7. Gozlenebilme (teshis) simir1 (Limit of Dedection, LOD)

Bir analitik islemin gbzlenebilme (teshis) suur, bir drnekteki incelenen bilesigin
belirlenebilen en diisiik miktaridir. Ancak burada belirlenen derisim kantitatif tayin igin
tam olarak kesinlik ifade eden bir defer olmayip sadece bir smr degeridir.
Kromatografik galigmalarda, gozlenebilme simir degeri elde edilen pik alamnin glrdltd
pik alanina oraninin 3 oldugu derigim olarak ifade edilir®.

2.14.8. Tutarhhk

Yéntemin farkli deney kosullarinda, farkli alet, farkli analist, farkli laboratuvar,
farkli kosullarda hazirlanan reaktiflerle ve farkhi gilinlerde aymi ydntemle analiz
sonucunda eclde edilen bulgularn birbiriyle uygunluk derecesidir. Analiz sonuglari
birbiriyle uyumlu ise analitik yontemin uygulanabilirligini ve tekrarlanabilirliZini
20 sterir® 42,

2.14.9. Geri Kazanim

Analiz sonucunda bulunan degerin gergek degere oram olarak ifade edilir.



42

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kimyasal Maddeler ve Cam Malzemeler
Etodolak (Novagenix, Tiitkiye)
Parasetamol (Sigma-Aldrich )

Adrenalin (Sigma-Aldrich)

Isoproterenol (Sigma-Aldrich)

Etol Fort ( Nobel ilag)

Tadolak ( Saba ilag)

Parol (Atabay ilag)

Pental (I.E Ulagay)

Asetonitril (HPLC saflik, Merck, Almanya)

Deiyonize Su
Formik Asit (Riedel-de Haen, Almanya)

3- Kloro Asetik Asit (Merck, Almanya)

Deney fiipii

Vial ve insert

Otomatik pipet (10-100 puL, 100-1000 pL ve 1000- 5000 pL)
3.2.Kullanilan Cihazlar

Etiiv (Memmert)

Ultrasonik banyo (Elma LC 30)

Terazi (Metler Toledo)

Santrifiij (Hettich, RPM x 100)

Kanstirier (Vorteks, IKA)

Vakum pompasi (Phenomenex)
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3.2.1. HPLC Sistemi
MS-dedektér (Agilent 6120 Quadrupole)
UV-dedektor (Agilent 1200 serisi)

FL-dedektér (Agilent 1100 serisi )

Degazer (Agilent 1200 serisi )

Pompa (Agilent 1200 serisi)

Kolon { Ace Cyg kolon, 5 pum, 250 x 4,6 mm)
Otosampler (Agilent 1200 serisi )

Autosampler vial (Agilent 1,8 mL Screw cap)

3.3.Yontemler

3.3.1. Etodolak Icin Yontem Sartlar:

3.3.1.1. UV Dedektorlii Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC-UV)

Yontem Sartlari:

Sabit Faz Ace Cyg kolon (5 pm, 250 x 4,6 mm)
Hareketli faz Asetonitril- su (80:20, h/h)
Alkis iz 1 mL dak™

Kolon sicaklif 25°C

Enjeksiyon hacmi 10 pL

Analiz sliresi 5 dak

Dalga boyu 272 nm
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3.3.1.2. Siv1 Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (LC-MS) Yontem Sartlar:

Sabit Faz Ace Cyg kolon (S ym, 250 x 4,6 mm)

Hareketli faz Su (% 0,1’lik formik asit)- Asetonitril
(20-80, h/h)

Akas huzt 1 mL dak™

Kolon sicakligi 25°C

Enjeksiyon hacmi 10 uL

Analiz siiresi 5 dak

Tyonizasyon Elektron sprey

Uriin iyon 172,3

Kurutma gaz akig hizi 101dak™

Piiskiirtme basinct 40 psi

Kurutma gaz sicakligt 300 °C

Parcalama voltajt 100V

Kurutma sicakligt 250°C

Kapiler voltaj 4000V

Korana current 5 pa

Sarj voltaj 2000V

3.3.2. Etodolak’in Plazmadan Sivi-Sivi Ekstraksiyon Prosesi

e 0,5 mL bos insan plazmast santriftj tiiplerine koyuldu ve bu tiiplerin her birine %

10°tuk TCA ¢ozeltisinden 1 mL ve 0,3 mL asetonitril eklendi.

s 45 saniye vortekslendi

e 2000 rpm ‘de 10 dakika santrifiijlendi

o Ust faz alind1

e 45 um gbzenek blyiikliigiine sahip filtreden siiziildi

o Viallere konuldu

e 10 pL LC-MS’e enjekte edildi




3.4. Adrenalin icin Yontem Sartlar::
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3.4.1. Sivi Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (LC-MS) Yontem Sartlar:

Sabit Faz Ace Cyg kolon (5 gm, 250 x 4,6 mm)

Hareketli faz Su (% 0,1°1ik formik asitli)- Asetonitril
(10-90, /h)

Akis luzi 1 mL dak !

Kolon sicakiif 25°C

Enjeksiyon hacmi 10 pL

Analiz siiresi 5 dak

Tyonizasyon Elektron sprey

Uriin iyon 161,1

Kurutma gaz akig hizi 51dak™

Piskiirtme basinci 60 psi

Kurutma gaz sicaklif 150 °C

Parcalama voltaj1 aTVv

Kurutma sicakligt 200 °C

Kapiler voltaji 2500V

Korana current 1 pa

Sarj voltaji 2000V

3.4.2. Adrenalin’in Plazmadan Sivi-Siv1 Ekstraksiyon Prosesi

e 0,5 mL bos insan plazmasi santrifiij tiiplerine koyuldu ve bu tiiplerin herbirine %

10’luk TCA c¢ozeltisinden 1 mL ve 0,3 mL 1 M HC] eklendi

s 45 saniye vortekslendi

e 2000 rpm°“de 10 dakika santrifiijlendi

o Ust faz alind:

s 45 um gdzenek biyiikliigine sahip filtreden siiziildi

o Viallere konuldu

e 10 pL LC-MS’e enjekte edildi
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3.4.3. Fluoresans Dedektdrlii Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC-

FL) Yiéntem Sartlart:
Sabit Faz Ace Cyg kolon (5 pm, 250 x 4,6 mm)
Hareketli faz Asetonitril- su (80-20,h/h)
Akig zi (mL dak™) 1,2
Kolon sicaklig (°C) 25
Enjeksiyon hacmi (nL) 100
Analiz siiresi (dak) 18
Dalga boyu (nm) Ex: 360
Em: 490

3.4.4. Adrenalin’in Plazmadan Kat1 Faz Ekstraksiyon Prosesi

e 0,6 mL plazma 1,4 mL dilisyon ¢ozeltisi ile seyreltildi

e 1:10 oraminda su ile seyreltilmis internal standart gdzeltisinden diliie edilmis

plazmamn iizerine 0,1 mL ilave edildi

e FEkstraksiyon icin Eureka kati1 faz kartuglan kullanildi

e Kati faz kartusu sirastyla 3 farkli ¢ozelti kullanilarak sartlandinld

e Plazma ¢ozeltisi kartusa ilave edildi

e Adrenalin ile birlikte kartusa tutunmus olan safsizliklar1 gidermek igin karfus dan

2 defa 1 mL yikama ¢6zeltisi gecirildi

e Adrenalin’i ayrmak igin 0,4 mL eliisyon ¢6zeltisi ilave edildi

e 0,02 mL tirevlendirme ¢ozeltisi, 0,02 mL reaksiyonu baslatma ¢ozeltisi ilave

edildi

o 70°C de 15 dakika bekletilerek inkiibe edildi.
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4. BULGULAR
4.1. HPLC-UYV Yointemi
4.1.1. Etodolak In-Vitro Caligmast
4.1.1.1. Standart Cézeltilerin Hazirlanmasi

HPLC-UV ile yapilan ¢aligmalarda, 10 mg etodolak hassas terazi ile dogru bir
sckilde tartildiktan sonra 100 mL analitik saflikda asetonitril de ¢oziilerek 100 ug mL™”
derisimde etodolak stok ¢Ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden belitli hacimlerde alimp
analitik saflikda asetonitril ile seyreltilerek 0,08, 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 ug mL?!
derisimlerinde standart ¢alisma c¢Ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilere 1 pg mL™
derisiminde internal standart (IS) olarak parasetamol ¢dzeltisi eklendi ve elde edilen
cozeltiler HPLC-UV sistemine enjekte edilerek 272 nm dalga boyunda kromatogramlari

alind1 (Sekil 4.1).

10 pgral®
Spzml”
2.3 pgmtb*

Etadatzl b pEmL""

0,5 pgml?

008 gzl

o e R s 2k £ et 5 pommmt

Sekil 4.1: HPLC-UV sisteminde, 1 pg mL"! derisiminde parasetamol (IS) igeren 0,08, 0,5, 1,
2,5, 5 ve 10 pg mL! derigimlerinde etodolak ¢dzeltilerinin kromatogramlarn



48

4.1.1.2.Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu)
4.1.1.2.1. Dogrusalhik-Calisma Arahgi

0,08-10 pg mL™" derigim araliginda etodolak’ 1n derismine karst IS (parasetamol)
ve etodolak pik alanin pik alan oranlarimin grafife gegirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde

edildi (Sekil 4.2).

18 -
15 7

E
12 4
o

w=1,55986x - 3,1 329
RZ=0,999%

Alan Orani

a N B G W

Derisim {pg mL)

Sekil 4.2: HPLC-UV ydntem kalibrasyon egrisi

HPLC-UV yéntemiyle elde edilen kalibrasyon egrilerinin regresyon esitliklerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.1’ de verildi.
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Tablo 4.1: Etodolak’ a ait kalibrasyon egrisi ile ilgili istatistiki bilgiler

Parametreler HPLC-UV Yontemi
Calisma Aralify (ug mL h 0,08-10
Regrasyon Egrisi Denklemi 1,5596x-0,1399
Sa: Regrasyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi 1,5x107

Su: Regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi 2,2x107

R: Korelasyon Katsayisi 0,9997

4,1.1.2.2. Gozlenebilme Simir1 (LOD) ve Tayin Alt St (L.OQ)

Kalibrasyon egrisinin en kiiciik degerinden daha kiigiik derisimler de bir seri ¢ozelti
hazirlandi ve kromatogramlari alindi. Kromatogramlar da sinyal/glriltli oranimin 3
oldugu derisim gézlenebilme smirt (LOD), 8 oldugu derigim ise tayin alt simr1 (LOQ)
olarak belitlendi. Y6ntemin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,03 pg mL" ve 0,08 pg
mL" olarak tespit edildi.
4.1.1.2.3. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yoéntemin dofrulugu, kesinlidi ve tekrarlanabilirligi giinici ve giinler arasi
degiskenlerle belirlendi. Giin-i¢i ve giinler-arast ¢alismada, kalibrasyon egrisi igine
diisen internal standart igeren ii¢ farkli 0,1, 4,5 ve 9,5 g mL™" derisimde hazirlanan
etodolak kalite kontrol ¢dzeltilerinin giinigi (aym yontem ve ayni laboratuar sartlarinda
1 giinde 6 kez) ve giinler arast (aym ydntemle farkh 6 giinde 6 kez) analizleri ile
dogruluk ve kesinlik degerleri elde edildi. Analiz sonuglarmin ortalamasi, standart
sapmasi (SS), bagil standart sapmas1 (BSS) ve bagil hatas1 (BH) belirlendi. Kesinlik
yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da yiizde bagil hatayla (% BH) verildi

(Tablo 4. 2).
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Tablo 4.2: HPLC-UV yénteminin giin-igi ve giinler-arasi dogruluk ve kesinlik degerleri

Eklenen Glinigi Giinler Aras:
(ug mL")| Bulunan % % Bulunan % %
Deger X=88 BSS BH Deger X+£S88 BSS BH
(pg mL") (ng mL™)
0,11 0,09
0,12 0,09
0,12 0,10
0,1 0,12 0,110,008 7,27 | 10,0 0,09 0,09+£0,005 | 5,56 | -9,1
0,11 0,09
0,10 0,10
4,28 4,62
4,45 4,63
4,5 4,55 4,55+0,17 3,73 1,1 4,60 4,5940,10 2,18 2,0
4,71 4,72
4,63 4,41
4,70 4,55
10,38 9,95
10,50 9,49
9,5 10,31 10,37+0,12 1,16 9,2 10,05 9,90+0,28 2,83 4.2
10,16 9,77
10,45 9,82
10,44 10,31

X: Ortalama Deger, S: Standari Sapma, BSS: Bagil Standart Sapma, BH: Bagil Hata

4.1.1.2.4. Kararhhk (Stabilite)

Ftodolak stok ve calisma ¢bzeltilerinin ¢alisma siiresince kararh (stabil) kaldigi
siireyi HPLC-UV y&ntemiyle belirlemek amaciyla kararlilik galismas: gergeklestirildi.
Bunun i¢in etodolak’mn iki farkli derisimde hazirlanan ¢dzeltileri oda sicakhify, 4 ve -20
0C’de 24 ve 72 saat siireyle bekletildi. Bu siireler sonunda ¢ézeltilerin pik alanlan
dlgiildii ve elde edilen degerler standart ¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile

kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak Tablo 4.3 ’de verildi.
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Tablo 4.3: Etodolak’in HPLC-UV yéntemle belirlenen kararlilik (stabilite) degerler

Eklenen Oda Oda 4°C 4°C -20°C -20°C
(ng mL™) sicakligt sicaklig1 24 saat 72 saat 24 saat 72 saat
24 saat 72 saat

1,0 95,442,6 102,3+£5,2 | 96,4134 | 100,4+3,9 | 95,6+2,8 103,646,6

9,0 97,2£1,7 99,6+4,3 97,88+3,1 | 96,5£2,9 97,843,1 99,3+42

2

4.1.1.2.5. Geri Kazanim

Farmasdtik preparattan geri kazamim ¢aligmalart standart ekleme yontemi ile
yapildi. Etol Fort ve tadolak preparatlarindan 1 pg mL"! derigimde tablet ¢ozeltileri
hazirland1 ve kromatogramlan alindi. Sonra bu tablet ¢6zeltilerine 3 farkh derigimdeki
etodolak standart calisma ¢dzeltileri eklendi ve bu ¢dzeltilerin gilinigi ve giinler arast
kromatogramlart alindu.
% Analitik Geri Kazanim: [Bulunan Miktar-Eklenen Standart Madde Miktar1 / Tablet
Cozeltisi] x 100, denkleminden % analitik geri kazanim degerleri bulundu (Tablo 4.4.,

Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.).
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Tablo 4.4: Farmasétik preparatlarin HPLC-UV yéntemiyle elde edilen giini¢i ve glinler aras:

geri kazamm degerleri

Giinici Geri Kazanim

Eldenen Standart | Tablet | p ) paness Gerl BSS

Tablet Cozelti Cozeltisi ( mL'l) Kazamm %

(ugmL") (g mL™) He %) ’
0,5 1,51+0,02 101 1,32
Etol Fort 4 1 4,99+0,08 99 1,60
8 8,99+0,29 99 3,23
0,5 1,48+0,04 98 2,70
Tadolak 4 1 4,9940,08 99 1,60
8 8,98+0,24 98 2,67

Giinler arast Geri Kazamm

0,5 1,47+0,02 97 1,36
Etol Fort 4 1 5,01£0,10 101 1,99
8 8,99+0,27 99 3,00
0,5 1,48+0,02 98 1,35
Tadolak 4 1 4,97+0,08 o7 1,61
8 8,96+0,31 06 3,46

& e i e e
Sekil 4.3 : Etodolak i¢eren Etol Fort tabletin HPLC-UV kromatogramlar
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1+8pzmb®

% ¥+ pgml”

144, 5pgmb

sl toe e
3 "':;_ggx:x,gxas%xm;w‘

Sekil 4.4:Etodolak igeren Tadolak tabletin HPLC-UV kromatogramlar:

4.1.1.2.6. Yontemin Farmasitik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gecerlilik testleri yapan ydntemin uygulanabilir oldugunu gérmek
amaciyla etodolak igeren farmasétik preparatlarda etkin madde miktar analizi yapildi.
Bu amagla etodolak igeren Etol Fort ve Tadolak tabletlerden 100 ug mL! derigimde
stok cozeltiler hazirlandi. Bu tablet gozeltilerinden 1 pg mL! derisimde tablet ¢dzeltileri
hazirlanip kromatogramlari alindi ve standart ¢ozeltilerin kromatogramlari ile
karsilagtirildi. Farmasétik preparatlardan elde edilen kromatogramlar Sekil 4.5°de

verildi.
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Tadolst } pemL*

Etodolak } pgral®

A EtolFort L ugmi”®

Sekil 4.5: Internal standart igeren 1 pg mL" derisimdeki farmasétik preparat ve standart
¢bzeltinin HPLC-UV kromatogramlar

4.2. LC-MS Yiéntemi
4.2.1. Etodolak In-Vitro Cahsmasi
4.2.1.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

LC-MS ile yaplan ¢aligmalarda, 10 mg etodolak 100 mL analitik saflikda
asetonitril de ¢oziilerek 100 ug mL" derigimde ctodolak stok cozeltisi hazirlandi. Bu
stok ¢dzeltiden belirli hacimlerde alump analitik saflikda asetonitril ile seyreltilerek 0,08
,0,5,1,25,5vel0 pg mL" derisimlerinde 1,0 pg mL"! derisiminde internal standart
(parasctamol) igeren standart ¢aligma ¢ozeltileri hazirlandi ve LC-MS sistemine enjekte

edilerek kromatogramlan (Sekil 4.6} ve spektrumlar: alindi (Sekil 4.7).
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10 pg mL*

%%E 5 pgmLt

2,5 pgmL?

1 pg mL*

0,5 ug mL!

0,08 g mL*

Sekil 4.6: LC-MS sisteminde, 1 pg mL"! derisiminde internal standart igeren 0,08 , 0,5, 1, 2,5,
5 ve 10 pg mL! derigimlerinde etodolak ¢ozeltilerinin kromatogramlar:

- o =
Max: 206656 gi

+

Sekil 4.7: Etodolak “a ait MS spektrumu

4,2.1.2.Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu)
4.2.1.2.1. Dogrusal Arahk ve Kalibrasyon Egrisi

LC-MS c¢ahigmasinda, 0,08-10 pg mL"' dersim araliinda etodolak’ 1n
derismine kars1 IS (parasetamol) ve etodolak pik alanin pik alan oranlarimn grafige

gecirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.8).
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4 - y =0,440x + 0,125
R*=0,991

Alan Orani
N
(W]

Derisim( pg mL1)

Sekil 4.8: LC-MS yontem kalibrasyon egrisi

LC-MS yontemiyle elde edilen kalibrasyon egrilerinin regrasyon esitliklerinin

istatistiksel analiz sonuglan Tablo 4.5” de verildi.

Tablo 4.5: Etodolak’ a ait kalibrasyon egrisi ile ilgili istatistiki bilgiler

Parametreler LC-MS Yoéntemi
Calisma Araligy (pgmL h 0,08-10
Regrasyon Egrisi Denklemi y=0,4404x+0,1256

S. : Regrasyon egrisindeki kaymanin standart sapmasi 1,6x10™

Sy: Regrasyon egrisindeki egimin standart sapmasi 3,1x10”

R: Korelasyon Katsayisi 0,9959
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4,2.1.2.2. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Yontemin doZrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirlifi giin-igi ve glinler-arast
degiskenlerle belirlendi. Giini¢i ve giinler-aras1 galigmada, kalibrasyon egrisi igine
diisen internal standart igeren ii¢ farkh 0,1, 4,5 ve 9,5 ug mL"! derigimde hazirlanan
etodolak kalite kontrol ¢ozeltilerinin glini¢i (aym yontem ve ayni laboratuar sartlarinda
1 giinde 6 kez) ve giinler arasi (aynt yontemle farkli 6 glinde 6 kez) analizleri ile
dogruluk ve kesinlik degerleri elde edildi. Analiz sonuglarinin ortalamasi, standart
sapmast (SS), bagl standart sapmast (BSS) ve bagil hatas: (BH) belirlendi. Kesinlik
yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da yiizde bagil hatayla (%BH) verildi

(Tablo 4. 6).

Tablo 4.6: LC-MS yénteminin giinici ve giinler arasi dogruluk ve kesinlik degerleri

Giinigi Ginler Arasi
Eklenen Bulunan X+£88 % % Bulunan X=88 % %
(ng mL™") Deger BSS | BH Deger BSS | BH
(ug mL) (ug mL™)

0,09 0,09
0,09 0,09

0,1 0,11 0,094:0,009 | 10,0 | -10,0 0,10 0,09+0,005 5,55 -10,0
0,11 0,09
0,09 0,10
0,10 0,09
4,44 4,62
4.57 4,65

4.5 4,48 449+0,05 | 1,11 | -0,22 4,53 4,58+0,07 1,53 1,78
4,46 4,49
4,52 4,55
4,51 4,66
9,64 9,19
9,82 9,89

9,5 9,29 9,5140,20 | 2,10 | 0,11 9,86 9,68+0,32 3,31 1,89
9,36 9,85
9,43 9,93
9,49 9,34

X: Ortalama Deger, SS: Standart Sapma, BSS: Bagul Standart Sapma, BH: Bagil Hata
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4.2.1.2.3. Kararhhk (Stabilite)

Etodolak stok ve calisma g¢ozeltilerinin ¢aligma siiresince kararli (stabil) kaldigt
siireyi LC-MS yéntemiyle belirlemek amaciyla kararlilik ¢aligmasi gergeklestirildi.
Bunun igin etodolak’m iki farkli derigimde hazirlanan ¢dzeltileri oda stcaklify, 4 ve -20
OC’de 24 ve 72 saat siireyle bekletildi. Bu siireler sonunda ¢dzeltilerin pik alanlart
dl¢lildii ve elde edilen degerler standart g¢ozeltilerin hemen okunan degerleri ile

kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak Tablo 4.7 *de verildi.

Tablo 4.7: Etodolak’m LC-MS yéntemle belirlenen kararlilik (stabilite) degerler

Eklenen Oda Oda 4°C 4°C 20°C 20°C
(pg mL™) sicakhift sicaklif1 24 saat 72 saat 24 saat 72 saat
24 saat 72 saat

1,0 943+3,5 197,3+42 |98,642,8 |98,8+3,9 |954=2,1 | 98,7%5,5

9,0 94,5+£2,0 | 98,6+3,3 103,3+3,1 | 101,2+£2,9 | 95,5+4,5 | 102,7+4,7

4,2.1.2.5. Geri Kazanim

Farmasotik preparattan geri kazamm calismalart standart ekleme ydntemi ile
yapildi. Etol Fort ve tadolak preparatlanndan 1 pg mL" derisimde tablet ¢dzeltileri
hazirland: ve kromatogramlart alindi. Sonra bu tablet ¢dzeltilerine 3 farkli derisimdeki
etodolak standart calisma gozeltileri eklendi ve bu ¢dzeltilerin giin-i¢i ve giinler arast
kromatogramlan alindi.

% Analitik Geri Kazanim: [Bulunan miktar-Eklenen Standart Madde Miktar1 / Tablet
Cozeltisi] x100, denkleminden % analitik geri kazanim degerleri bulundu (Tablo 4.8.;

Sekil 4. 9 ve Sekil 4. 10).
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Tablo 4.8: Farmasétik preparatlarm LC-MS yiéntemiyle elde edilen giinigi ve giinler aras1 geri

kazanm degerleri

Ginici Geri Kazamm

Eklenefl Sta.ndart '{able‘t . Bulunantss Geri BSS

Tablet Cozelti Cozeltisi (ug mL™) Kazamm o

gl | ugmrt) | M (%) i
0,5 1,52+0,02 102 1,32
Etol Fort 4 1 4,96+0,09 96 1,82
8 8,09+0,28 99 3,12
0,5 1,51+0,03 101 1,99
Tadolak 4 1 4,98+0,09 98 1,81
8 8,98+0,31 98 3,45

' Giinler aras1 Geri Kazanim

0,5 1,47+0,02 97 1,36
Etol Fort 4 1 4,95+0,10 95 2,02
8 §,99+0,26 99 2,89
0,5 1,53+0,03 103 1,96
Tadolak 4 1 4.99+0,10 99 2,00
8 8,98+0,28 98 312

Sekil 4.9: Etodolak igeren etol fort tablet ¢ozeltisine ti¢ farkli derisimde standart eklenmis

¢ozeltilerin LC-MS kromatogramiari
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p 1+8 pg mt!

144 ug mL!

1+0,5 pg mL™

Sekil 4.10: Etodolak igeren tadolak tablet ¢6zeltisine ii¢ farkli derigimde standart eklenmis

cozeltilerin LC-MS kromatogramlar

4.2.1.2.6. Yontemin Farmasotik Preparatlara Uygulanmasi

Gelistirilen ve gegerlilik testi (validasyonu) yapilan LC-MS ynteminin
uygulanabilir oldugunu gérmek amaciyla etodolak igeren farmasotik preparatlarda etkin
madde miktar analizi yapildi. Bu amagla ctodolak igeren Etol Fort ve Tadolak
tabletlerden 100 g mL™" derigimde stok ¢dzelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 1 pg mL’
! derigimde tablet gbzeltileri hazirland1 ve bu ¢bzeltilerin LC-MS kromatogramlart
alindi. Tablet ¢ozeltilerinden elde edilen kromatogramlar standart ¢Ozeltilerin
kromatogramlart ile karsilagtirildi. Farmasdtik  preparatlardan  elde edilen

kromatogramlar Sekil 4. 11’de verildi.
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K Tadolak t pgml”®

j\ I BtolFert i pzmL?

K £ Ftodolak I ppmE™

Sekil 4.11: internal standart igerenl pg mL" derisimdeki farmasétik preparat ve standart
®

¢ozeltinin L.C-MS kromatogramlari

4.3. Etodolak Plazma Cahsmas
4.3.1.Plazma Standart Cizeltilerin Hazirlanmas

Atatiirk Universitesi, Yakutiye Aragtirma Hastanesi Kan Alma Merkezinden temin
edilen bos plazmamn 0,5 mL’ sine 0,03, 0,1, 0,5, 1, 2,5 ve 5 pg mL™! derisimlerde
standart etodolak gbzeltisi ve 0,9 pg mL™" derisimde internal standart olarak kullanilan
parasetamol ¢ozeltisi eklendi (spike edildi), kangtinildi ve Boliim 3.3.2. de belirtildigi
sekilde ekstraksiyon yapildl. Aymi gekilde bos plazma da ekstraksiyon yapildi.
Ekstraktlar LC-MS sistemine enjekte edildi. Ekstrakte edilmig kér plazma (Sekil 4. 12)
ve igerisinde 0,9 pg mL" derigimde internal standart ile 1 pg mL" derisimde etodolak
¢bzeltisine ait olan kromatogramlar verildi (Sekil 4. 13). Ayrica etodolak ‘a ait kiitle

spektrumu da Sekil 4.14 de verildi.
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Sekil 4.13: LC-MS sisteminde 0,9 pg mL" internal standart iceren 1 pg mL™" etodolak’a ait

kromatogram
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R
Max: EDBSSEE

=+

Sekil 4.14: Ftodolak ‘a ait MS spektrumu

4.3.2. Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu)
4,3.2.1. Dogrusallik ve Cahsma Aralg:

Plazmaya ekleme yapilip plazmadan Bolim 3.3.2’de verilen ekstraksiyon
sonucundan elde edilen ¢dzeltilerin 0,03-5 pg mL? derisim araliginda etodolak
derisimine kars: internal standartin (parasetamol) ve etodolak pik alan oranlar grafife

gegirilmesi ile kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.15).

g —
B &
7 y=1,5712%-0,1546
5 RE=0,9908
E 3
o
S g
=
= =
Z
1
0 El 1 [ 1
-1 1 2 & 4 5 &
Derisim {pg mL*t)

Sekil 4.15: LC-MS sisteminde plazmadan ekstrakte edilen etodolak ¢ozeltilerinden elde edilen
kalibrasyon egrisi
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L.C-MS yintemiyle elde edilen kalibrasyon egrisinin regresyon esitliklerinin istatistiksel

analiz sonuglar1 Tablo 4.9’ da verildi.

Tablo 4.9: LC-MS yontemiyle plazma g¢ozeltilerden elde edilen kalibrasyon egrisinin
istatistiksel analiz degerleri

Parametreler LC-MS Yéntemi
Cahsma Araligi (ug mL ™) 0,03-5
Regrasyon Egrisi Denklemi 1,5712x-0,1546
S.: Regrasyon egrisindeki kaymarun standart sapmasi 6x10™

Sy: Regrasyon egrisindeki egimin standart sapmas: 3,3x107
Korelasyon Katsayis1t (R) (.9953

4.3.2.2.Gozlenebilme Simir1 (LLOD) ve Tayin Alt Stimin (LOQ)

Kalibrasyon egrisinin en kiiglik degeri olan 0,03 pg mL! den daha kiigiik
derisimlerde bir seri ¢ozelti hazirlandi ve LC-MS kromatogramlar1 alindi.
Kromatogramlardan sinyal/giiriiltit (S/G) orani 3 oldugu derisim gdzlenebilme sinirt
(LOD) ve 8 olan derigimde tayin alt simr1 (LOQ) degerleri olarak belirlendi. Yéntemin
LOD ve LOQ degerleri strasiyla 0,015 pg mL™ ve 0,03 pug mL™! olarak tespit edildi.
4.3.2.3. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Plazma caligmasinda, yontemin dogrulugu, kesinligi ve tekrarlanabilirligi giini¢i ve
giinler aras1 degiskenlerle belirlendi. Kalibrasyon egrisi igine diisen ti¢ farklt derigimde
(0,06, 1,5 ve 4,5 ug mL™) kalite kontrol ¢ozeltilerinin ve plazmadan ekstraksiyon ile
elde edilen plazma kalite kontrol ¢dzeltilerinin giini¢i {(aym y&ntem ve aym laboratuar
sartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler arasi (aym ydntemle farkli 6 giinde 6 kez) analizleri
ile dogruluk ve kesinlik degerleri elde edildi. Analiz sonuglarmi ortalamasi, standart
sapmasl, bagil standart sapmasi ve bagil hatasi belirlendi. Kesinlik yiizde bagil standart

sapma (% BSS) ve dogruluk da yiizde bagil hata (% BH) ile verildi (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10: LC-MS y&nteminin etodolak plazma ¢zeltilerinin giinici ve giinler arasi kesinlik ve

dogruluk degerleri
Giinigi Gilinler Arasi
Eklenen | Bulunan X488 % % Bulunan X+88 % %
(g mL Deger BSS BH Deger BSS BH
g (g mL (hgmL™)
)
0,06 0,06
0,060 0,06
0,06 0,05 0,055+0,006 | 10,90 | -8,33 0,05 0,055+0,006 10,90 | -8,33
0,06 0,06
0,05 0,05
0,05 0,05
1,42 1,43
1,46 1,49
1,5 1,41 1,43+0,02 1,40 | -4,67 1,42 1,46+0,03 2,06 | -2,67
1,41 1,45
1,43 1,48
1,46 1,46
4,61 4.44
4,06 4,49
4,5 4,58 4.47+0,21 4,70 | -0,67 4,43 4,43+0,04 0,90 | -1,56
4,45 4,37
4,64 4,47
4,49 4,40

4.3.2.4. Geri Kazanim

Plazmadan geri kazanim caligmasinda, kalibrasyon egrisi tiiretilmesinde kullanilan
ctodolak c¢Ozeltileri plazmaya eklendi, karstirildt ve ekstraksiyonlan yapildi
Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen ¢bzeltilerin pik alan oranlari, standart ¢6zeltilerden
elde edilen pik alan oranlan degerleri ile kiyaslanarak sonuglar plazmadan ylizde geri

kazarim olarak Tablo 4.11’de verildi.
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Tablo 4.11: LC-MS yonteminin plazmadan geri kazamm degerleri

Etkin Madde Eklenen BulunantS$S % %
GK BSS
0,03 0,03+0,003 90,0 11,11
0,1 0,09+0,01 91,0 7,69
Etodolak 0,5 0,46+0,03 92,0 6,52
1 (0,88+0,05 87,5 5,82
2,5 2,34+0,17 93,4 7,32
5 4,50+0,25 90,1 5,53

4.3.2.5. Kararhilik (Stabilite)

Kararhihik (stabilite) ¢aligmasi, plazma igerisinde etodolak’m hangi ortamda ne
kadar siireyle kararli oldugunu LC-MS y6ntemiyle belirlemek amaciyla yapildi. Bunun
icin 0,5 ve 4 pg mL" derisimde hazirlanan etodolak ¢ézeltisi plazmaya eklendi ve
plazma Omekleri oda sicaklifi, 4 ve -20 °C’de 24 ve 72 saat siireyle bekletildi. Bu
siireler sonunda plazma 6rnekleri ekstrakte edildi, kromatogramlar: alindi ve pik alan
oranlari okundu. Okunan degerler plazmadan hemen ekstrakte edilen pik alan

oranlariyla kiyaslanarak sonuglar yiizde geri kazanim olarak Tablo 4.12°de verildi.

Tablo 4.12: Etodolak’in LC-MS ile belirlenen kararlilik (stabilite) degerleri

Eklenen | Oda sicakliz1 4°C 4°C 20°C 20°C

(ug mL™") 24 saat 24 saat 72 saat 24 saat 72 saat
0,5 96,3+4,6 95,2+5,4 96,5+2,6 97,9+6,2 102,94:4,2
4,0 97,2433 101,6+3,1 98,2:+3,1 97,1+4,1 96,3+3,9
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4.4. Adrenalin Insan Plazma Cahsmasi
4.4.1. Plazma Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Atatiirk Universitesi, Yakutiye Arastirma Hastanesi Kan Alma Merkezinden temin
edilen bos plazmanmin 0,5 mL’sine 0,1, 0.25, 0.5, 1, 2.5 ve 5 pug mL" derigimlerde
adrenalin ve 1 pg mL" derisimde internal standart olarak kullanilan isoprotrenol eklendi
(spike edildi), karistirildi ve Boliim 3.4.2” de belirtildigi sekilde ekstraksiyon yapildi.
Ayrica bos plazmada aym gekilde ekstrakte edildi. Ekstraktlar LC-MS sistemine enjekte
edildi ve kromatogramlar1 ve spektrumlart alind1. Bos plazma kromatogrami $ekil 4.16,
1 ug mL" derisimde internal standart ve 1 pg mL"! derigimde adrenalin igeren plazma
cozeltisinin kromatogrami Sekil 4. 17°de ve adrenalin‘e ait kiitle spektrumu da Sekil 4.

18’de verildi.

Sekil 4.16: Bog insan plazmasina ait kromatogram
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Adrenalin

18
AN

st

Sekil 4.17: LC-MS sisteminde 1 pg ml." internal standart igeren 1 pg mL" adrenalin’a ait

kromatogram

Rt

Max: 24868

Sekil 4.18: Adrenalin ‘e ait MS spektrumu

4.4.2. Yiontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu)
4.4.2.1. Dogrusallik ve Calisma Arahg

Plazmaya ekleme ve ekstraksiyon sonucunda elde edilen 0,1-5 pg mL"! derisim
aralifindaki adrenalin derigimine karg: internal standart (isoprotrenol) ve adrenalin pik

alan oranlanmin grafie gecirilmesi ile kalibrasyon egrisi elde edildi (Sekil 4.19).
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14 -

y=2,272x-0,223

10 -
R?=0,992

Alan Orani

Derisim (gg mL*)

Sekil 4.19: LC-MS yénteminin plazmadan ekstrakte edilen adrenalin‘in kalibrasyon egrisi

LC-MS sisteminde plazmadan ekstraksiyon sonrasinda elde edilen g¢ozeltilerden
tiiretilen kalibrasyon egrisinin regresyon esitliklerinin istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo

4.13° de verildi.

Tablo 4.13: Plazma ¢alismasinda adrenali’e ait kalibrasyon efrisi ile ilgili istatistiki bilgiler

Parametreler LC-MS Yontemi
Caligma Aralifn (ug mlL ) 0,1-5pgmL”
Regrasyon Egrisi Denklemi Y=0,023x-0,223
Sa: Regrasyon efrisindeki kaymanin standart sapmasi 3,5x1 0~

Sp: Regrasyon erisindeki egimin standart sapmasi 2,4x107
Korelasyon Katsayisi (R ) 0,9961
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4.4.2.2. Gozlenebilme Simri (1.OD) ve Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

Kalibrasyon efrisinin en kiiciik degeri olan 0,1 pg mL"' den daha kigiik
derisimlerde bir seri ¢ozelti hazilandi ve kromatogramian alindi. Kromatogramlarda
sinyal/giiriiltii (S/G) oram1 3 oldugu derisim gozlenebilme st (LOD) ve 8 olan
derisimde tayin alt sinm (LOQ) olarak belirlendi. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,5
ve 0,1 pg mL! olarak tespit edildi.
4.4.2.3. Dogruluk, Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Adrenalin LC-MS y6ntemiyle plazma ¢ahigmasinda, yéntemin dogrulugu, kesinligi
ve tekrarlanabilirligi giinici ve glinler aras1 degerlerle belirlendi. Kalibrasyon egrisi
igine diisen ¢ farkl derigimde (0,25, 2 ve 4,5 ug mL™") kalite kontrol g¢dzeltileri
plazmaya eklenip ekstrakte edildikten elde edilen plazma kalite kontrol ¢zeltilerinin
giinici (aym ve ayni laboratuar gartlarinda 1 giinde 6 kez) ve giinler arasi (ayni yontemle
farkly 6 giinde 6 kez) analizleri ile dogruluk ve kesinlik degerleri elde edildi. Analiz
sonuglarimn ortalamalari, standart sapmalari, bagil standart sapmalart ve bagil hatalan
belirlendi. Kesinlik yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk da ylizde bagil

hata ile Tablo 4.14’da verildi.
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Tablo 4.14: Plazma ¢aligmasinda 1 yg mL™! derisiminde isoprotrenol iceren adrenalin’in 3 farklt

konsantrasyondaki giinigi ve giinler arasi kesinlik ve dogruluk degerleri

Giinigi Giinler Arast
Eklene | Bulunan X488 % % Bulunan X£88 % %
n Deger BSS BH Deger BSS BH
(ng mL™") (uglmL' (ug mL™)
)

0,23 0,22
0,22 0,24

0,25 0,24 0,23+0,008 3,48 8,00 0,23 0,23+0,016 6,96 8,00
0,24 0,21
0,23 0,25
0,24 0,25
1,82 1,89
1,91 1,89

2,0 1,89 1,87+0,03 1,60 | -6,50 1,87 1,88+0,04 2,13 -6,00
1,87 1,94
1,85 1,88
1,89 1,82
4,52 4,47
4,46 4.4]

4,5 445 4,49::0,04 0,39 | -0,22 4,39 4,4340,07 1,58 | -1,56
4,56 4,44
4,48 432
4,50 4,53

4.4.2.3. 5. Plazmadan Geri Kazanim

Plazmadan geri kazanim ¢alismasinda, kalibrasyon egrisi tiiretilmesinde kullamlan
adrenalin cozeltileri plazmaya eklendi, kargtirildi ve ekstraksiyonlar1 yapilds.
Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen ¢ozeltilerin pik alan oranlan standart ¢dzeltilerden
elde edilen pik alan oranlariyla kiyaslanarak sonug¢lar yiizde geri kazamm olarak Tablo

4 15°de verildi.
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Tablo 4.15: L.C-MS yontemiyle adrenalin plazma geri kazanim degerleri

Etkin Madde Eklenen Bulunan % %
(ng mL™) (ng mL™) Geri Kazanim BSS
0,1 0,08+0,01 80 3,33
0,25 0,20+0,02 80,4 7,46
Adrenalin 0,5 0,41+0,02 82 5,61
1,0 0,84+0,06 84 6,67
2,5 2,20+0,17 88 7,68
5,0 4,35+0,28 87 6,39

4.5. Adrenalinin Ratlara Uygulamasi
4.5.1. Rat Plazma Standart Cézeltilerin Hazirlanmasi

Atatiirk Universitesi, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Aragtima
Merkezi’nden temin edilen rat plazmalarina kontrol ve kalibratdr olarak adrenalin ve
10 da 1 oraninda seyreltilmis internal standart ¢ozeltileri ilave edildi ve Bélim 3.4.4° de
belirtildigi sekilde Eureka Lab division’dan temin edilen kat1 faz ekstraksiyon kartuslari
ile ekstraksiyonlar1 yapildi. Ekstraktlar Fluoresans dedektérlii Yiiksek Performans Sivi

Kromatografi (HPLC-FL) sistemine enjekte edildi ve kromatogramlart alindi (Sekil

4.20).

Adrenalin

Sekil 4.20: Adrenalin ve IS” ye ait kromatogram
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4.5.2.Yontemin Gegerlilik Testi (Validasyonu)
4.5.2.1. Dogrusal Aralik ve Kalibrasyon Egrisi

HPLC-FL ile yapilan analizlerde adrenalinin 0,01-80 ng mL! derisim araliginda
dogrusal oldugu belirlendi.
4.5.2.2.Tayin Alt Sinir1 (LOQ)

LOQ degeri 0,01 ng mL™” olarak tespit edildi.
4.5.2.3.Plazmadan Geri Kazanim

Plazmadan geri kazamm g¢alismasinda ortalama geri kazanim % 98’den biiyiik
olarak belirlendi.
4.5.2.4. Deney Hayvanlarx

Calismada kullanilan ratlar, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Deney igin agirliklar 200-210 g arasinda degisen
toplam 18 adet Albino Wistar tiirii erkek rat kullamldi. Hayvanlar deney &ncesi gruplar
halinde laboratuarda normal oda sicakhmnda (22°C) banndinldi ve beslendi.
Calismamn biitiin agamalarimn etik kurallara uygun oldugu Atatiirk Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii Etik Kurulu tarafindan onaylanmagtir.
4.6.2.5. Deney Hayvanlan ile Cahsma

Bu ¢alismamizda, ratlar her biri alt: hayvandan olusan 3 gruba aynldi. Ratlarm bir

grubuna (n-6) 500 mg kg dozda parasetamol ve ikinci gruba (n-6) 200 mg kg! dozda
etodolak oral yoldan sonda ile uygulandi. Kontrol grubuna ise (n-6) sadece ¢oziicu
olarak distile su verildi. Bir saat sonra tiim hayvanlar Tiyopental sodyum ile anestezi
edilerek EDTA’l1 tiiplere kanlari alindt. 2000 rpm ‘de 15 dakika santrifiij yapilarak
plazmalar1 ayrildi. Ekstraksiyon islemi yapildikdan sonra numuneler HPLC-FL

sistemine enjekte edildi. Her hangi bir ilag verilmeyen ratlardan elde edilen endojen
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adrenalini gdsteren kromatogram Sekil 4.21°de verildi. Parasetamoliin adrenalin lizerine
olan etkisinin incelendigi kromatogram Sekil 4.22°de, etodolak’in adrenalin iizerine

etkisinin incelendigi kromatogram Sekil 4.23de verildi.

Adrenalin

IS

Sekil 4.21: Rat plazmasinda endojen olarak goriilen adrenalin ve IS’ ye ait kromatogram

IS

Adrenalin

Sekil 4.22: Parasetamol verilen ratlarin plazmasindaki adrenalin ve IS’ ye ait kromatogram
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Adrenalin

4.6.2.6. Parasetamol ve Etodolak’in Adrenalin Uzerine Etkisi

Ratlar iizerinede yapilan ¢aligmada i¢ farkli grup olusturulmustur. Birinci grup
kontrol grubu herhangi bir muameleye tabi tutulmayan ratlardir. Ikinci grup oral yoldan
parasctamol verilen ratlardir. Ugiincii grup etodolak yine oral yoldan etodolak verilen
ratlardir. Bir saat sonra alinan kanlardan elde edilen plazma ile yapilan cahigmada
parasetamol verilen ratlarda adrenalin miktarinin distiigi ve etodolak verilen ratlarda

ise artt1f tespit edildi.



76

5. TARTISMA ve SONUC

Analitik kimya, madde numunelerinin bilesimini tamima ve tayin etmede kullanilan
yontemler toplulugudur. Herhangi bir maddeyi analiz etmek i¢in kullamilacak analitik
tekniklerin avantajlarim ve smurlamalari hakkinda yeteri kadar bir bilgi donanimina
sahip olmak gerekir. Ayrica calisilacak konu ile ilgili iyi bir literatlir taramasimn
yapilmis olmasi da gerekmektedir. Her hangi bir konuda hangi analitik cihazm, hangi
ybntemin kullamlacagim séylemek dogru degildir. Kosullara bagh olarak kullamlacak
teknikler degisebilmekiedir. Bundan dolayr analitik kimya ¢alismalar1 ¢ok bilyiik bir
gesitlilik arz eder. Analitik yontem gelistirme yapildiktan sonra da bu yéntemin
uygulanabilir oldugunu gostermek igin yontemin gegerlilik testlerinin (validasyonunun)
yapilmas1 ve segilen yontemin bir deger ifade edebilmesi igin de, ydntemin dogruluk,
kesinlik, tekrarlanabilirlik, segicilik, spesifiklik, hassaslik ve analiz siiresinin kisa
olmas1 gibi gegerlilik test parametrelerinin incelenmesi gerekmektedir. Ilag
endiistrisinde, analizin yapilacag ortama (farmasétik preparat veya biyolojik stvilar)
gbre literatiir bilgilerine de dayanarak analitik ybntem se¢iminin yapilmast
gerekmektedir.

Bu gahismada, insan plazmasinda adrenalin analizi igin LC-MS yéntemi ve rat
plazmasinda adrenalin analizi i¢in HPLC-FL yontemleri gelistirilip gegerlilik testlerinin
yapilmasi, HPLC-FL yontemiyle ratlarda NSAil ilaclardan olan etodolak ve
parasetamol’iin adrenalin {izerine etkisinin incelenmesi ve ayrica etodolak’in plazmada
miktar analizi icin LC-MS yontemi ve farmasétik preparatlarda miktar analizi igin
HPLC-UV ve LC-MS yoOntemlerinin geligtirilip gegerlilik testlerinin yapilmasi
amagclanmistir.

Kromatografi, karistm halinde bulunan ve birbirine yakin ozellik gosteren
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bilesenlerin ayrilmasinda, taninmasinda ve tayininde yaygin olarak kullamilan birgok
farkls yontemi igeren bir analitik yéntemler toplulugudur 6265,
Bu yéntemler toplulugundan, Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Sivi
Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi yontemi genis kullanim alani, dogruluk, kesinlik,
tekrarlanabilirlik, segicilik, duyarlilik ve sonuglarin hizli elde edilebilmesi gibi diger
yontemlere gore birgok iistiin yanlar1 vardir. Ayrica nanogram seviyesinde bile miktar
analizi yapilabilmesinden dolayt hem farmasotik preparatlarda hem de biyolojik
ortamlarda miktar analizlerinde kullanilmaktadir.
Adrenalin

Adrenalin hekimlikte damarlar: daraltma, bronslari agma, kanamalar1 kesme vb.
amaglarla kullamlan, kan sekerinin yikselmesine yol acan bobrek Ustii bezlerinin
salgiladifn 6nemli bir hormondur. Bu nedenle adrenalinin insan plazmasinda miktar
analizi icin LC-MS yontemi rat plazmasinda belirlenmesi igin HPLC-FL yéntemi
gelistirilip gegerlilik testleri yapildi. Yapian literatiir taramasinda idrar, serum ve
plazmada adrenalin’in miktar analizi i¢in fluoresans, kemiliiminesans, elektrokimyasal
ve kiitle dedektoriii HPLC yontem bilgilerine ulasilmustir*™°. Yapilan caligmalarda

384346 potasyum hidrojen ftalat+metanol hareketli

asetat tampon+metanol hareketli fazi
faz1*®, sodyum disiilfit ve EDTA igeren fosfat tamponu-tasetonitril hareketli fazi*!,
sodyumn sitrat tamponu-+asetonitril hareketli faz1*?, EDTA ve sodyumheptansiilfat igeren
asetat tamp0n+asetonitril44 hareketli fazlari, Cig kolon ve kat1 faz ekstraksiyon iglemi
kullanilmustir. Ayrica literatiirde mevcut olan yontemlerin ¢aligma araligi 20-400 pg
ml?, 25,82 - 1030 pg mL", 2,5-200 ng mL", 50-2000 pg mL", 0,05-25 ng mL" ve

1x107%8-5x10° g mL ! olarak verilmektedir®® 1444647



78

Bu galigmada, rat plazmasinda adrenalin analizi igin fluoresans dedektorlii (360 nm
uyarma, 490 nm yayma dalga boyu) HPLC yéntemi kullanildi. Bu analizde rat
plazmasindan adrenalin  kati-faz ekstraksiyon yontemiyle ekstrakte edildi ve
kromatografik ayirimda asetonitril-su (80-20, h/h) hareketli fazi ve Cig kolon (5 pm,
250 x 4,6 mm) kullanildi. HPLC-FL yonteminin plazmadan ortalama geri kazanm
degeri % 98’in iizerinde ve tayin edilebilme s da (LOQ) 0,01 ng mL" olarak
belirlendi. Ikinci olarak insan plazmasmnda adrenalin amalizi i¢in LC-MS ydntemi
geligtirildi ve gegerlilik testleri yapildi. Yapilan literatiir taramasinda adrenalinin
plazmadan ekstraksiyonu igin stvi-sivi ekstraksiyon yontemine ulastlamadi. Bu nedenle
LC-MS caligmasinda plazmada adrenalin ekstraksiyonunda Boliim 3.4.2’de ayrintilan
verilmis olan ve bizim tarafimizdan geligtirilen sivi-stvi ekstraksiyon yontemi
kullanildi. Ekstraksiyon sonucunda edilen ekstrakilar LC-MS sistemine enjekte edildi
ve ayinm ters faz Cjg kolon (5 pm, 250 x 4,6 mm) ve % 0,1 formik asitli igeren su-
asetonitril (10-90, h/h) hareketli faziyla gergeklestirildi. Yontemin gdzlenebilme sinirt
(LOD) degeri 0,05 pg mL™, tayin alt stir1 (LOQ) degeri ise 0,1 pg mL"! ve plazmadan
otalama geri kazamm % 83,57 olarak belirlendi. Giini¢i ve giinler arast kesinlik
belirlenmesinde yiizde bagil standart sapma (% BSS) ve dogruluk belirlenmesinde bagil
hata degerleri, sirasiyla % 7,00 ve % 8,00°den kiiglik olarak tespit edildi. Her iki
yontemde isoprotreno} internal standart kullamldi ve LC-MS yonteminin ¢aligma aralig1
0,1-5 ng mL"! ve HPLC-FL yonteminin ¢alisma aralifi da 0,01-80 ng mL"! olarak
belirlendi.

Ayrica parasetamol ve etodolak’in adrenalin iizerine etkisini belirlemek i¢in ratlarin
ilk grubuna (n-6) 500 mg kg dozda parasetamol ve ikinci grubuna (n-6) 200 mg kg

dozda etodolak oral yoldan uygulandi. Kontrol grubuna ise (n-6) ¢dziicii olarak distile
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su verildi.1 saat sonra ratlardan kan 6rnekleri EDTA’D tiiplere alind1 ve plazmalari
ayrildiktan sonra ekstraksiyon islemi uygulandiktan sonra ¢bzeltilerde adrenalin HPLC-
FL yontemiyle analiz edildi, Caligma sonucunda parasetamol’{in kontrol grubuna gore
adrenalin miktarim1 azalth@, etodolak’in adrenalin miktarit artirdigs  belirlendi.
NSAil’lerin antiinflamatuvar etki mekanizmalarinda bobrek stii bezinin rolii oldugu
ditstiniilmektedir. Daha 6nce yapilan bir ¢aligmada indometazin, diklofenak, aspirin ve
nimesulid verilen ratlarda adrenalin seviyelerinin distiigii belirlenmis olup; analjezik

1283 Bizim cahsmanmizda

etkilerinden bunun sorumlu oldugu distinilmistir
kullandigimiz parasetamol adrenalin  seviyesini diigiiriirken, etodolok 6nceki
calismalarin tersine adrenalin seviyesini artirmigtir.
Etodolak

Ftodolak antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik Ozellikler gosteren
enflamasyonlu dokuda prostaglandin sentezini inhibe ederek agri reseptérlerinin,
enflamasyonun mediatdrleri olan histamin, serotonin ve kininlere karst duyarlifim
azaltan ve onleyen non-steroidal antiinflamatuvar (NSAII) ilaglardan birisidir. Bu
calismada etodolak’in farmasdtik preparatlarda miktar analizi igin HPLC-UV ve LC-
MS yontemleri gelistirilip, gegerlilik testleri yapildi ve her iki yéntemin uygulanabilir
oldugunu gdstermek igin etodolak etkin maddesini igeren piyasada mevcut olan Tadolak
ve Etol Fort tabletlerde miktar analizi gergeklestirildi.

Yapilan literatiir aragtirmasinda farmasétik preparatlarda etodolak miktar analiziyle
ilgili olarak kapiler clektroforetik™,  sequential injeksiyon™, voltametrik™,
spektroﬂuorometrik30, spek’urofc;tometrikﬁ'57 ve UV dedektérlii HPLC™* yontemlerine

ulagilmistir.  Spektrofotometrik galismalarda ctodolak genellikle farkli ortamlarda

tirevlendirilerek miktar analizleri gergeklestirilmistir. Farmasdtik prepartlarda HPLC
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yontemiyle etodolak miktar analizine yonelik iki calismaya u1a$11m1$t1r58’59. Bu
caligmalarin birincisinde etodolak ve asetaminofen iksi birlikte HPLC yontemiyle
tabletlerde miktar analizi gergeklegtirilmistirsg. Bu calismada C;g kolon, astonitril-
ortofosforik asit (50:50, Wh) hareketli fazi, 274 nm dalga boyu ve 1 mL dak™ akig
hizindan olusan kromatografik parametreler kullamlmigtir. Diger ¢aligmada da
zorlanmis pargalanma islemi sonrasinda pargalanmus iiriinler ile etodolak’in analizi i¢in
HPLC yontemi ve ayni anda birinci tiirev spektrofotometrik yontem kuHanilmistir™. Bu
calismada da Cg kolon, metanol-su-asetik asitten (70:30:0,1, h/h/h) olusan hareketli faz,
254 nm dala boyu ve 1 m dak! akig hizindan olusan kromatografik parametreler
kullanilmustir. Biz calismamizda, HPLC-UV yénteminde ters faz Cig kolon (5 pm, 250
x 4,6 mm), % 0,1 formik asit iceren su-asetonitrilden (20-80,h/h) olugan hareketli faz,
272 nm dalga boyu ve 1 mL dak™! akis mzindan olusan kromatografik parametreleri
kullandik. LC-MS yéntemiyle yapilan ¢aligmada da HPLC sistemindeki kromatografik
parametrelerle aym parametreler ve Bolim 3.3.1°de belirtilen MS parametreleri
kullanild:. Yapilan literatiir aragtrrmasinda LC-MS yontemiyle biyolojik sivilarda
(plazma, idrar ve serumda) etodolak galigmasi mevcut iken farmasdtik preparatlarda
etodolak miktar analizi ile ilgili bir galigmaya ulagilamamistir. Burada kullanilan
calisma parametreleri tarafimizdan geligtirilmistir. Litratiirdeki HPLC caligmalarinda
birinci yontemin ¢alisma aralifn 72-168 g mL", alikonma zamam 1,32 dak, geri
kazamm % 101,32 ve giinici giinler arasi bagil standart sapma (% BSS) % 2,0 den
kiigtik oldugu tespit edilmigtir®. ikinci cahsmada ise yontemin ¢aligma aralif 2,4-16 pg
mL, alikonma zamam 8,71 dak, ortalama geri kazanim % 101, LOD degerini 0,03 pg
mL?, LOQ degerini de 0,1 pg mL"! ve dogruluk ¢aligmasinda % BSS ise % 2,8den

kiiciik olarak tespit edilmistir®. Calismamizin HPLC-UV yonteminde ¢aligma aralify
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0,08-10 pg mL™, her iki tablet icin ortalama geri kazanim degeri % 98,5, alikonma
zaman 4,1 dak, gbzlenebilme smn (LOD) degeri 0,03 ng mL" ve tayin alt s
(LOQ) degeri ise 0,08 pg mL!, giini¢i ve giinler arast dogruluk galigmasinda yiizde
bagil standart sapma % 7,5 den kiigiik olarak belirlendi. Bu galigmada internal standart
olarak da parasetamol kullanildi ve 5 dakika gibi kisa siirede kromatografik ayiim
tamamlandi. LC-MS c¢alismasinda ise yontemin ¢alisma aralig: 0,08-10 ug mL™, her iki
tablet icin ortalama geri kazanim degeri % 98,75, alikonma zamani 4,1 dak, LOD degeri
0,012 pg mL”, LOQ deperi ise 0,026 g mL”, gini¢i ve giinler aras1 doZruluk
¢alismasinda ise % BSS degeri % 10°dan kiigiikk olarak belirlendi. LC-MS yontemi
farmas6tik preparatlarda internal standart kullanilarak etodolak analizi igin literatiir
bilgilerine gore yeni bir yéntem oldugundan dolay1 bu yontemin spesifikligi, hassasiyeti
ve kisa siirede analiz siiresinden dolay: bir ¢ok avantaja sahiptir. HPLC-UV ve LC-MS
yontemleri ila¢ endiistrisinde kalite kontrol amagli olarak kullanilabilir oldugu
sOylenebilir.

Yapilan literatiir taramasinda plazma ve idrarda etodolak’n belirlenmesi i¢in HPLC
S yve LC-MS %! calismalarina ulasilmistir. Strickman ve arkadaglar® idrarda etodolak
ve metaboliti 5-hydroxy etodolak’ belirlemek i¢in kiitle dedektorlit HPLC yontemini
kullanmslardir. Bu g¢aligmada ters faz Cis kolon, asetik asit-asetonitrilden olugan
hareketli faz ve 1 mL dak™? akig hizi parametrelerini kullanmuglardir. Bu ¢aligmanin
kromatografik ayirma siiresi 28 dakika olarak verilmektedir. Lee ve arkadas,;l'cn'l60 da
LC-MS yontemiyle insan plazmasinda etodolak miktar analizini gergeklestirmiglerdir.
10 mM amonyum format igeren su- asetonitril den olusan hareketli faz1 ve Cg kolon
calisma parametrelerini kullanmuglardir. Bu ¢aligmada yontemin galisma araligt 0,1-25

ng mL™?, plazmadan geri kazamm % 90, tayin alt st (LOQ) degeri ise 0,1 pg mL™! ve



82

giinici giinler aras1 bagil standart sapma (% BSS) % 7,0 den kiiglik oldugu tespit
edilmigtir. Shi ve ve arkadaglar®® rat plazmalarinda etodolak’in enantiyomerlerini ayinp
analiz etmek ve farmakokinetik parametreleri belirlemek igin ters faz HPLC yéntemini
gelistirmislerdir. Bu ¢ahgmada ise yOntemin g¢aligma aralift 0,5-200 pg mL,
plazmadan geri kazamm ortalama olarak % 73, tayin alt st (LOQ) degeri ise 0,1 ug
mL" ve giinigi giinler aras1 bagil standart sapma (% BSS) % 7,0 den kiigiik oldugu tespit
edilmistir. Bizim LC-MS plazma ¢aligmasinda ters faz Cyz kolon (5 im, 250 x 4,6 mm),
(% 0,1 formik asitli su-asetonitril (20-80, h/h) hareketli faz ve 1 mL dak™ akis hizindan
olusan kromatografik parametreler ve Bolim 3.3.1°de verilen MS parametreleri
kullanildi. Yontemin ¢aligma araligt 0,03-5 pg mL", plazmadan ortalama geri kazanim
% 90,67, alikonma zamam 4,1 dak, yontemin gdzlenebilme siir1 (LOD) degeri 0,015
pg mL™! ve tayin alt simun (LOQ) degeri ise 0,03 pg mL?, giinici ve giinler arasi bagil
standart sapma (% BSS) degeri % 11’°den kiigiik olarak tespit edildi. Ayica bu ¢aligmada
plazmadan etodolak ekstraksiyonu igin basit bir sivi-sivi ekstraksiyon ydntemi de
gelistirilip uygu;andl. Gelistirilip gegerlilik testleri yapilan LC-MS yonteminin
plazmadan etodolak miktar analizinde basartyla uygulanacag sonucuna varilmigtir.

Ayrica bu yontem diger yapilan ¢aligmalara gbre daha hassastir.
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